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ÖZET 

İMİDAZOL FONKSİYONEL GRUBUNA SAHİP KRİYOJELLER İLE 

LİZOZİM ADSORPSİYONU 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

RADWAN AHMED TARISH ABDULLAH 

PAMUKKALE ÜNİVERSİTESİ FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

KİMYA ANABİLİM DALI 

(TEZ DANIŞMANI:DR. ÖĞR. ÜYESİ KORAY ŞARKAYA) 

DENİZLİ, OCAK - 2024 

 

Sunulan bu tez çalışmasında, süpermakrogözenekli kriyojeller 

sentezlendi ve sulu çözeltiden liozim uzaklaştırılması için kullanıldı. İmidazol 

fonksiyonel grupları, komonomer olarak n-vinilimidazol kullanılarak 

kriyojellere pseudo-spesifiklik (sahte özgüllük) kazandırmak amacıyla temel 

bir polimerik iskelete dahil edildi. Kriyojeller, plastik bir şırınga kolonu içinde 

kısmen dondurulmuş monomerlerin sulu bir çözeltisinde kriyojelasyon yoluyla 

hazırlandı. poliakrilamit-N-vinil imidazol) [poli(Aam-VIM)] kriyojeller, suda 

çözünür ve afinite ligandı olarak fonksiyonel monomer olan N-vinil 

imidazolün, hidrofilik ve jelleştirici amacıyla Akrilamit monomeri ile çapraz 

bağlayıcı olarak N-N Metilenbisakrilamit varlığında polimerizasyonu yoluyla 

hazırlandı. Sentezlenen kriyojellerin fiziksel ve kimyasal özelliklerini 

değerlendirmek için yapılan karakterizasyon çalışmaları kapsamında şişme 

testi, Fourier dönüşümü kızılötesi spektroskopisi (FTIR), elementel analiz, 

Alan Emisyonlu Taramalı Elektron Mikroskobu  (FESEM) ve Termo 

Gravimetrik Analiz (TGA-DTA)  yöntemiyle yapıldı.  

poli(AAm-VIM) kriyojelleriyle sulu çözeltiden lizozim adsorpsiyonu 

çalışmaları pH 9.0 tamponunda gerçekleştirildi. Adsorpsiyon sürecindeki 

optimum koşulların belirlenebilmesi için başlanıç derişimi taraması, iyonik 

şiddet etkisi, sıcaklık etkisi, kolonun akış hızı gibi parametreler ışığında 

lizozim adsorpsiyonu için en uygun koşular belirlenmiş oldu. Adsorpsiyon 

parametrelerinin matematiksel olarak değerlendirilebilmesinde izoterm modeli 

olaral Langmuir ve Freundlich izoterm modelleri çalışıldı. Elde edilen 

regresyon katsayısı sonuçarına göre, lizozim adsorpsiyonun Langmuir izoterm 

modeliyle daha uyumlu olduğu saptandı. SDS-PAGE analizi neticesinde, 

pol(AAm-VIM) kriyojel kolonunun sulu çözeltiden lizozim ayrımı için saflık 

kontrolü gerçekleştirildi. Adsorpsiyon-desorpsiyon döngüsü içeriğinde 

gerçekleştirilen tekrar kullanılabilirlik deneyleri ile poli(AAm-VIM) kriyojel 

afinite kolonların inertliği ve rejenerasyon kabiliyeti ölçümlendi. 

ANAHTAR KLİMELER: Hidrojeller, Kriyojeller, Lizozim, Adsorpsiyon, 

Afinite Kromatografisi 
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ABSTRACT 

CRYOGELS CONTAINING IMIDAZOLE FUNCTIONAL GROUP 

FOR LYSOZYME ADSORPTION 

MSC THESIS 

RADWAN AHMED TARISH ABDULLAH 

PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE 

CHEMİSTRY 

 

(SUPERVISOR:ASST. PROF. KORAY ŞARKAYA) 

 

DENİZLİ, JANUARY 2024 

 

 

In this thesis, super macroporous cryogels were synthesized and used 

to purify lysozyme from an aqueous solution. Imidazole functional groups were 

incorporated into a basic polymeric skeleton to impart pseudo-specificity to the 

cryogels using n-vinylimidazole as the comonomer. Cryogels were prepared 

by cryogelation in an aqueous solution of partially frozen monomers in a plastic 

syringe column. polyacrylamide-N-vinyl imidazole) [poly(Aam-VIM)] 

cryogels were prepared by polymerization of N-vinyl imidazole, a water-

soluble and functional monomer as affinity ligand, with Acrylamide monomer 

for hydrophilic and gelling purposes in the presence of N-N 

Methylenebisacrylamide as cross-linker. Within the scope of characterization 

studies to evaluate the physical and chemical properties of the synthesized 

cryogels, swelling test, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), 

elemental analysis, Field Emission Scanning Electron Microscope (FESEM), 

and Thermo Gravimetric Analysis (TGA-DTA) methods were performed. 

Lysozyme adsorption studies from aqueous solution with poly(AAm-

VIM) cryogels were carried out in pH 9 (TRIS buffer). In order to determine 

the optimum conditions in the adsorption process, the most suitable conditions 

for lysozyme adsorption were determined in the light of parameters such as 

initial concentration screening, ionic strength effect, temperature effect, and 

flow rate of the column. Langmuir and Freundlich's isotherm models were 

studied as isotherm models to evaluate the adsorption parameters 

mathematically. According to the regression coefficient results obtained, it was 

determined that lysozyme adsorption was more compatible with the Langmuir 

isotherm model. As a result of SDS-PAGE analysis, purity control of the 

pol(AAm-VIM) cryogel column was carried out to separate lysozyme from the 

aqueous solution. The inertness and regeneration ability of poly(AAm-VIM) 

cryogel affinity columns were measured with reusability experiments 

performed within the adsorption-desorption cycle. 

 

 

 

KEYWORDS: Hydrogels, Cryogels, Lysozyme, Adsorption, Affinity 

Chromatography 
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1. GİRİŞ 

Proteinlerin ayrılması ve saflaştırılmasına yönelik teknik ve yöntemlerin 

geliştirilmesi, biyoteknoloji araştırmalarındaki son gelişmelerin çoğu için büyük 

öneme sahiptir. Günümüzde çeşitli protein saflaştırma teknikleri mevcuttur. Ancak 

çözünürlük problemleri nedeniyle farklı kromatografi türleri daha yaygın olarak 

kullanılabilmektedir (Liu ve diğ. 2020). Birçok farklı kromatografi prensibi temelli 

yöntemlerde, örneğin jel filtrasyon kromatografisi, boya afinite kromatografisi, iyon 

değişim kromatografisi, afinite kromatografisinde ve hidrofobik etkileşim 

kromatografisi gibi uygulamaların tercih edildiği çalışmalarda proteinlerin ayrımı ve 

saflaştırılması için ayrılacak olan molekül ile seçilecek olan kromatografik 

taşıyıcıların biyolojik ve fizikokimyasal etkileşimlerinin yansıra, ayrılması hedeflenen 

proteinin moleküler boyut, net yük, biyospesifik ve hidrofobiklik gibi özellileri de 

dikkate alınmaktadır (Coskun 2016). 

 Afinite kromatografisi, seçici duyarlıkta moleküler tanımaya dayalı olarak 

biyomoleküllerin tayini, izole edilmesi, ayrılması ve saflaştırılması için sıklıkla 

uygulanan bir yöntemdir (Lee ve Lee 2004). Bu yöntemde, spesifik tanıma kabiliyetine 

sahip bir molekül, genellikle kolon veya membran formundaki polimerik bir malzeme 

olan uygun bir çözünmeyen destek üzerinde immobilize edilir. İzole edilecek molekül, 

hedefi içeren çözeltinin uygun koşullar altında kromatografik kolondan veya bir parti 

sisteminden basit bir şekilde geçirilmesiyle matris üzerinde hareketsiz hale getirilen 

tamamlayıcı ligand tarafından seçici olarak yakalanır. Hedef moleküller daha sonra 

desorpsiyonu destekleyen koşullar altında uygun elüsyon maddeleri kullanılarak, 

pH'ın, iyon kuvvetinin veya sıcaklığın ayarlanmasıyla, spesifik çözücüler veya 

rekabetçi serbest ligandlar kullanılarak elüe edilir, böylece ligand ile hedef arasındaki 

etkileşim bozulur ve hedef moleküller aynı şekilde saflaştırılmış bir form olarak elde 

edilir (Urh ve diğ. 2009). Boyalar çeşitli taşıyıcı sistemlerle birleştirilmiş ve 

biyomolekülleri farklı moleküllerden ayırmak için kullanılmıştır (Uygun ve diğ. 

2012). İyon değiştirme kromatografisi (IEC) büyük ölçekli ayırmalar için en yaygın 

kullanılan kromatografik yöntemlerden biridir. 
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 Psödo-biyospesifik ligand afinite kromatografisi, biyospesifik ligand afinite 

kromatografisinde kullanılan biyolojik ligandlar için sağlam ve ucuz ikame maddeleri 

kullanır. Proteinler ile hareketsizleştirilmiş metaller, boyaların yanı sıra imidazol 

grubu içerikli amino asitler, proteinler arasındaki etkileşimler, biyolojik karışımlardan 

tek aşamalı saflaştırmaları mümkün kılacak kadar spesifik olabilir (Mojarrad 

Moghanloo ve diğ. 2018). 

   Buna karşılık, Hidrofobik etkileşim kromatografisi (HEK) de yaygın olarak 

kullanılmaktadır. HEK'in prensibine göre proteinlerin yüzeyindeki hidrofobik 

bölgelerin (aminoasit, peptit bağları vs. gibi)  karakteristiklerindeki farklılıklara göre 

ayırdığı varsayılır (Roettger ve Ladisch 1989).  

HEK, proteinlerin hidrofobikliğinden yararlanarak, immobilize edilmiş (katı 

destek fazına harekesiz tutturulmuş) hidrofobik ligandlar ile proteinlerin yüzeyindeki 

polar olmayan bölgeler arasındaki hidrofobik etkileşimlere dayalı olarak ayrılmasını 

destekler. Adsorpsiyon, hareketli fazdaki yüksek tuz konsantrasyonuyla artar ve 

elüentin tuz konsantrasyonunun azaltılmasıyla elüsyon sağlanır. Diğer kromatografik 

teknikler kullanılarak ayrılması zor olan protein karışımlarını saflaştırmak için farklı 

elüsyon koşulları kullanılabilir (Queiroz ve diğ. 2001). HEK, diğer protein 

kromatografi tekniklerini tamamlayıcı bağlanma özellikleri gösterdiğinden ayırma için 

başarıyla uygulanabilmektedir (Şarkaya ve diğ. 2020,  Ağlamaz ve diğ. 2023). Son 

yıllarda, HEK, hem laboratuvar ölçeğinde hem de proteinlerin endüstriyel ölçekte 

saflaştırılmasında sıklıkla çalışılan güçlü bir biyoayırma tekniğidir. HEK için birçok 

sabit fazın geliştirilmesi, serum proteinleri, nükleer proteinler, hormonlar, 

rekombinant proteinler ve enzimler gibi biyomoleküllerin saflaştırılmasında çok çeşitli 

HEK uygulamaları literatürde yer almaktadır (Tomaz 2017). 

Yüzeylerinde polar olmayan hidrofobik karakterli triptofan veya fenilalanin 

gibi amino asitlerin yan zincirlerine sahip birçok farklı türde hidrofobik molekül, 

HEK’de ligand olarak kullanılabilir (Aşır ve diğ. 2017). Bu psödospesifik ligandlar 

düşük bağlanma sabitlerine (10-4-10-6 M-1) sahiptir ve düşük afiniteli ligandlar olarak 

değerlendirilir. Bununla birlikte, hızlı kinetik ile elektrostatik, hidrofobik, hidrojen 

bağı ve van der Waals etkileşimleri gibi çoklu zayıf bağlanma olaylarının kümülatif 

etkilerinden seçicilik davranışı gösterebilirler. Son zamanlarda, psödospesifik 

ligandlar olarak küçük amino asit molekülleri, ürüne sızıntı durumunda bir bağışıklık 



3 

 

tepkisine neden olma olasılıkları düşük olduğundan, endüstriyel biyoafiniteli 

ayırmalar için özel avantajlara sahip olabilir (Gaberc-Porekar ve Menart 2001). Bu 

ligandlar ayrıca protein ligandlarından çok daha stabildir; çünkü biyolojik aktiviteyi 

sürdürmek için üçüncül bir yapıya ihtiyaç duymazlar (Feng ve diğ. 2010). 

Ekonomiklik, immobilizasyon kolaylığı ve yüksek adsorpsiyon kapasitesi açısından 

biyolojik ligandlara göre avantajlar sunarlar (Riguero ve diğ. 2020).  

Lizozim (LYZ), doğada bazı maddelerin hidrolizinde katalitik aktivite sunan 

bakteriyel hücre duvarı bileşenleri olarak yaygın bulunan antimikrobiyal bir enzimdir. 

Ticari lizozim, tavuk yumurtasının beyazından ekstrakte edilir ve yumurta beyazı 

proteinlerinin yaklaşık %3,4'ünü temsil eder (Veríssimo ve diğ. 2017). 129 amino 

asitten oluşan tek bir polipeptit zincirinden oluşan küçük bir proteindir. Disülfür 

köprüleri oluşturan dört sistein çifti içerir. Molar kütlesi 14,3 kDa'dır ve izoelektrik 

noktası 11'e yakındır. Lizozim uygulamalarının teknolojik potansiyeli, saflaştırılması 

için yeni malzeme ve yöntemlerin geliştirilmesine olan ilgiyi artırmıştır (Shi ve diğ. 

2008).  

Afinite kromatografisi, yüksek saflıkta ürünler üreten, hedef bileşiğin spesifik 

olarak tutulması nedeniyle biyomolekül saflaştırması için etkili bir yöntemdir. Bazı 

spesifik bağlama malzemeleri çok pahalı olduğundan bu tekniği kullanışsız hale 

getirir. Bu nedenle basit, etkili ve ucuz yeni ilgi desteklerinin geliştirilmesi 

gerekmektedir (Lowe ve diğ. 2001). Quan ve diğ. (2008), lizozim ile tris hidroksimetil 

aminometan bileşiği arasındaki etkileşimi inceledi. Lizozimin, Tris 

hareketsizleştirilmiş desteği tarafından seçici olarak yakalandığı ve daha sonra hafif 

koşullar altında ayrıştırılarak iyileşmesine izin verildiği, zayıf fakat spesifik bir 

etkileşimin varlığını gösterdiler. Etkileşim, lizozimin Aps52, Glu35 ve Ala107 amino 

asitleri ile Tris yapısında bulunan hidroksil üçlüsü (OH) arasında oluşan hidrojen 

bağlarından kaynaklanmaktadır. 

Tavuk yumurtası akı, biraz viskoz olan ve uygulamadan önce seyreltilmesi 

gereken biyoayırmada kullanılan, bir hammadde türüdür. Viskozite, kolon 

işlemlerinde sorunlara neden olabilecek ve dolayısıyla kolondaki basınç düşüşünü 

artırabilecek önemli bir özelliktir. Geleneksel kromatografik destek malzemeleri çok 

verimli olmalarına rağmen mobil faz akışına karşı bir miktar direnç oluşturur ve 

tıkanma gibi bazı sorunlara yol açabilir. 
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Jeller genel olarak makromoleküler zincirlerin birbirleriyle fiziksel veya 

kimyasal etkileşimleri nedeniyle çapraz bağlanan şişmiş haldeki üç boyutlu polimerik 

malzemeler olarak tanımlanır (Kopeček 2002). Üç boyutlu polimerik jeller, 

sentezlenen jelin boyutuna ve polimer zincirinin çapraz bağlanmasına, polimerizasyon 

öncüllerinin doğal veya sentetik olmasına veya çözücünün türüne bağlı olarak farklı 

parametrelerde değişiklik gösterebilir. Bunları çapraz bağlayıcının tipine veya 

polimere immobilize edilen solvente göre sınıflandırmak en yaygın olanıdır. Jellerdeki 

öncüllerin çapraz bağlanması, kimyasal maddeler veya fiziksel veya iyonik 

etkileşimler kullanılarak gerçekleştirilebilir. Öte yandan, eğer su molekülleri polimer 

içinde immobilize edilmiş çözücü ise hidrojeller olarak sınıflandırılırlar (Buwalda  ve 

diğ. 2014). Hidrojeller, yapılarındaki su ve biyolojik sıvı kütlelerinin en az %20'sini 

koruyabilen, şişme davranışı göstermeden, fiziksel ve mekanik özelliklerinin katkısı 

sonucu yapay kıkırdak gibi canlı dokulara benzeyen, üç boyutlu çapraz bağlı hidrofilik 

polimerlerdir (Kumar ve Kumar 2001). Hidrojeller, adsorpsiyon, oksijen geçirgenliği, 

biyouyumluluk ve esneklik gibi değerli özelliklerinden dolayı başta çevresel ve 

biyomedikal olmak üzere geniş bir uygulama alanına sahip, halen güncelliğini koruyan 

polimerik malzemelerden biridir (Wang ve Urban 2020).  

Diğer bir jel türü olan kriyojeller ise kriyojelasyon yöntemiyle hazırlanan 

mikro ve makro gözenekli hidrojeller olarak bilinmektedir (Plieva ve diğ. 2007). 

Kriyojelasyon (kriyotropik jelasyon), uyarıcılara hızla yanıt veren mekanik 

mukavemetli makro gözenekli jellerin hazırlanması için uygun bir yöntemdir. 

Hidrojellerin hazırlanmasına yönelik kriyojelasyon yönteminin bir diğer avantajı, buz 

kristallerinin inert şablonlar gibi davranmasıdır, dolayısıyla herhangi bir organik 

çözücüye ihtiyaç duyulmaz (Baudron ve diğ. 2019). Kriyojellerin kriyojelasyon 

yöntemiyle sentezlenmesi koşullarında, polimer öncüleri önce dondurulur ve daha 

sonra su gibi uygun bir çözücü içinde çözülür. Bu aşamada suyun donmasıyla oluşan 

buz kristallerinin etrafında donmamış sıvı içindeki polimer öncüllerinin polimerize 

edilmesiyle bir ağ yapısı oluşturulur. Reaksiyon sonrasında buz parçacıklarının oda 

sıcaklığı koşullarında eritilmesiyle kriyojel adı verilen gözenekli üç boyutlu polimerik 

ağlar elde edilir. Hidrojeller kriyojellere göre daha az esnekliğe sahiptir. Bununla 

birlikte, hidrojeller, daha az sayıda birbirine bağlı gözenek dahil olmak üzere daha 

küçük gözenek boyutundan dolayı kriyojellere göre daha düşük bir şişme hızına ve 

daha az mekanik stabiliteye sahiptir (Plleva ve diğ. 2007). Kriyojellerin hidrojellere 
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karşı yüzey morfolojisi, mekanik stabilitesi ve hızlı kütle transfer performansına 

dayanan bu üstün özelliklerinden dolayı son yıllarda çoğu çalışma kriyojellere 

yönelmiştir (Lozinsky ve Okay 2014). Kriyojellerin sağlık, biyomedikal, çevre ve 

teknolojik bilimlerde doku mühendisliği, ilaç dağıtımı, protein kromatografisi, ağır 

metal giderimi, sensörler ve katalizörler gibi çeşitli uygulamaları vardır (Mattiasson 

2014). 

Kriyojeller, yüksek gözenekli yapıları ve düşük akış dirençleri nedeniyle yeni 

nesil kromatografik matrisler olarak tanıtıldı (Yao ve diğ. 2007). Bu özellikler, ayırma 

işlemlerinin performansında ve hızında önemli bir rol oynar ve ham ekstraktların 

önceden arıtılmadan ve seyreltilmeden doğrudan işlenmesine olanak tanır. Kriyojeller 

ayrıca bağlanma bölgelerine yüksek erişim ve ihmal edilebilir iç kütle transfer 

sınırlamaları ile de karakterize edilir. Bu nedenle zaman sürecinin ve su ve diğer 

malzemelerin tüketiminin optimize edilmesine katkıda bulunur. Ayrıca kromatografik 

prosesler yüksek akış hızlarında ve dolayısıyla kısa sürede geliştirilebilmektedir 

(Saylan ve Denizli 2019). 
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2. BİYOAFİNİTE KROMATOGRAFİSİ 

    İlgili proteinler ve diğer makromoleküller, ham ekstraktlardan veya diğer 

karışımlardan çeşitli yöntemlerle saflaştırılabilir. En basit yöntemlerden bir tanesi 

seçici çöktürmedir. Ancak çoğu saflaştırma yöntemi, çözeltideki (mobil faz) 

moleküllerin, sabit bir malzeme (katı faz) ile kimyasal veya fiziksel etkileşimlerindeki 

farklılıklara dayalı olarak ayrıldığı bir tür kromatografiyi içerir. Jel filtrasyonu (aynı 

zamanda boyut dışlama kromatografisi veya SEC olarak da bilinir), molekülleri boyuta 

(fiziksel dışlama) göre ayırmak için gözenekli bir reçine malzemesi kullanır. İyon 

değiştirme kromatografisinde moleküller, katı fazlı bir malzemeyle genel iyonik 

etkileşimlerinin gücüne (yani spesifik olmayan etkileşimlere) göre ayrılır. 

    Afinite kromatografisi (aynı zamanda afinite saflaştırması olarak da adlandırılır), 

moleküller arasındaki spesifik bağlanma etkileşimlerinden yararlanır. Belirli bir 

ligand, kimyasal olarak immobilize edilir veya katı bir desteğe bağlanır. Böylece 

kompleks bir karışım, kolon üzerinden geçirildiğinde liganda spesifik bağlanma 

afinitesine sahip olan moleküller bağlanır. Diğer numune bileşenleri yıkandıktan sonra 

bağlı molekül destekten sıyrılır ve bunun sonucunda orijinal numuneden saflaştırılır 

(Li ve diğ. 2017). 

2.1 Afinite Saflaştırmasının Uygulanması 

Afinite saflaştırması genellikle aşağıdaki adımları içerir; 

1. Numunedeki hedef molekülün hareketsizleştirilmiş liganda bağlanmasını 

sağlamak için ham numuneyi (örn. hücre lizatı, hücre kültürü süpernatanı veya serum) 

afinite desteğiyle inkübe edilmesi, 

2. Hedef molekül ve ligand arasındaki bağlanma etkileşimini koruyan uygun 

tamponları kullanarak bağlanmamış numune bileşenlerin yıkanması, 

3. Bağlanma etkileşiminin artık oluşmaması için tampon koşullarını 

değiştirerek hedef molekülü hareketsizleştirilmiş liganddan ayrıştırılması. 
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Şekil 2.1: Afinite saflaştırmasının şematik gösterimi 

 

2.2 Afinite Kromatografisi Yöntemleri 

Bilinen en önemli afinite kromatografi yöntemleri arasında İmmobilize metal 

afinite kromatografisi (IMAC), metal oksit afinite kromatografisi (MOAC), boronat 

afinite kromatografisi (BAC), protein A afinite kromatografisi (PAAC), boya-ligand 

afinite kromatografisi (DLAC), hücre afinite yakalama kromatografisi (CAC) ve 

pesudospesifik ligand afinite kromatografisi (PLAC)  yer almaktadır. Toplu 

uygulamalarda kullanılan sorbentler ve kolonlarda kullanılan sabit fazlar, yakın 

zamanda analitik amaçlarla numunelerin hazırlanması veya karmaşık numunelerden 

biyomoleküllerin saflaştırılabilmesi için spesifik olarak geliştirilmektedir (Kip ve diğ. 

2021). 

Genel afinite prensibine göre, hedef molekülün karmaşık biyolojik karışımdan 

bir afinite sorbenti ile seçici olarak yakalanması adımlarının ardından, numunede kalan 

safsızlıkların giderilmesi için uygun bir tampon kullanılarak sorbent üzerine adsorbe 

edilen hedef molekülün desorpsiyonu için bir yıkama işlemini ve bunu amaçlayan bir 

elüsyon aşamasını içerir (Kip ve diğ. 2021).   

Fosfopeptitlerin zenginleştirilmesinde IMAC ve MOAC sıklıkla kullanılırken, 

glikopeptitlerin zenginleştirilmesinde BAC yaygın olarak tercih edilmektedir. Öte 
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yandan PAAC çoğunlukla monoklonal antikorların izolasyonu veya saflaştırılmasında 

kullanılır. CAC, dolaşımdaki tümör hücrelerini, bakterileri ve virüs benzeri 

parçacıkları yakalamak için kullanılan başka bir kromatografik yaklaşımdır (Kip ve 

diğ. 2021). 

2.2.1 İmmobilize Metal Afinite Kromatografisi (IMAC)  

İMAK, fosfo-peptitlerin fosfat grupları ile sorbent yüzeyinde 

hareketsizleştirilmiş Fe (III), Al (III), Ga (III) ve Ti (IV) gibi metal iyonları arasındaki 

şelasyon, fosfopeptitlerin zenginleştirilmesinde tipik bir etkileşimdir (Wang ve diğ. 

2020). Metal iyonlarının immobilizasyonu için en yaygın kullanılan ligandlar 

iminodiasetik asit (IDA) veya nitrilotriasetik asittir (NTA) (Vançan ve diğ. 2002; 

Wegner ve diğ. 2016). Bununla birlikte, her ligand molekülü yalnızca bir metal iyonu 

ile koordine olabildiği için, ligand ve metal iyonu arasında nispeten zayıf bir etkileşime 

neden olabilir ve yıkama sırasında hareketsizleştirilmiş metal katyonlarının kaybı 

meydana gelebilir. Bu nedenle, IDA ve NTA'nın yerine bağlanma yeteneği daha 

yüksek olan ligandlar (adenozin trifosfat (ATP) ve dopamin) de kullanılabilmektedir 

(Wang ve diğ. 2015). Ayrıca, yüksek değerlikli metal katyonları (Ti(IV) ve Zr(IV)) 

fosfat grubu taşıyan ligandlara daha yüksek bağlanma afinitesi gösterdikleri için 

IMAC sorbentlerinde yaygın olarak kullanılmaktadır (Salimi ve diğ. 2017, Qiu ve diğ. 

2020). Benzer şekilde Cu (II), Ni (II), Co (II) ve Zn (II) katyonları da histidin kalıntıları 

içeren proteinleri saflaştırmak için kullanılırarak yüksek seçicilik, immobilize edilmiş 

katyonun, peptidler ve proteinlerdeki histidin kalıntılarının imidazol halkası ile 

etkileşimi ile elde edilir (Sarada ve diğ. 2008; Zhang ve diğ. 2010; Liu ve diğ. 2020).  

2.2.2 Metal Oksit Afinite Kromatografisi (MOAC) 

IMAC gibi MOAC da afinite bölgeleri olarak metal katyonların kullanıldığı 

fosfoproteomik uygulamalarda yaygın olarak tercih edilen bir yöntemdir. MOAC 

mekanizması, fosforillenmiş protein/peptitlerin fosfat grupları ile MOAC 

malzemesinin doğal metal oksidi arasındaki tersinir Lewis asit-baz etkileşimlerine 

dayanmaktadır (Leitner 2010). 
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Asidik çözeltilerde (düşük pH'da) pozitif yüklü yüzeylere sahip Lewis 

asitleri gibi davranan MOAC sorbentleri, fosforile proteinleri/peptitleri yakalarken, 

bazik çözeltilerde (yüksek pH'ta) negatif yüklü yüzeylere sahip Lewis bazları gibi 

davranarak proteinlerin elüsyonunu sağlar (Zhou ve diğ. 2017). Metal katyonlarının 

kaybı önemli bir sorundur. MOAC sorbentlerinde IMAC gözlenmez çünkü metal 

katyonları ve komşu oksijen anyonları arasında güçlü kimyasal bağlar vardır 

(Leitner 2010). Öte yandan iyonların oksit formundaki MOAC sorbentleri, metal 

iyon yapısına sahip IMAC malzemelerine göre daha kararlı, seçici ve hassastır 

(Pinkse ve diğ. 2004). Kullanılan metal oksit sorbentler arasında en yaygın olanları 

TiO2, ZrO2, Fe3O4, SnO2 ve CrO2’dir (Jia ve diğ. 2018, Wang ve diğ. 2018, Sun ve 

diğ. 2020, Yıldırım ve diğ. 2021). 

 

2.2.3 Boronat Afinite Kromatografisi (BAC) 

Boronat afinite sorbentleri, nükleozidler, sakkaritler, glikanlar ve 

glikoproteinler gibi organik bileşiklerin seçici olarak ayrılması ve moleküler 

tanınması için önemli bir yöntem olarak uygulanmaktadır (Chen ve diğ. 2019). 

Boronat afinite kromatografisinin mekanizması, bazik sulu çözeltide fenil boronat 

ligandları ve cis-diol bileşikleri arasında beş veya altı üyeli siklik esterlerin 

oluşumuna dayanır. Fenilboronik asit (PBA) ile β-nikotinamid adenin dinükleotid 

(β-NAD) ve ribonükleik asit (RNA) gibi küçük ve büyük biyomolekülleri taşıyan 

diol arasındaki siklik boronat ester oluşumu, bu reaksiyonların bir parçasıdır (Shen 

ve diğ. 2020). Boronat/cis-diol ortamın pH'ı asidik bir bölgeye değiştirildiğinde ve 

adsorbe edilmiş diol taşıyan madde desorpsiyon ortamına salındığında kompleks 

ayrışır. Dolayısıyla cis-diol bileşiğinin zenginleştirilmesi bu tersinir reaksiyonla 

sağlanabilir. BAC, tersinir kovalent bağlanma, pH kontrollü ayırma, hızlı 

adsorpsiyon/desorpsiyon kinetiği ve düşük spesifik olmayan adsorpsiyon dahil 

olmak üzere çeşitli avantajları mevcuttur (Kip ve diğ. 2019). 
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2.2.3 Boya-Ligand Afinite Kromatografisi 

Ligandlar olarak sentetik boyalar, afinite sorbentleri oluşturmak için farklı 

destekler üzerine immobilize edilebilir (Vergara-Barberán ve diğ. 2019). Boya ile 

immobilize edilmiş afinite sorbentleri, biyolojik moleküllerin aktif bölgeleri ile 

hidrojen bağı, hidrofobik ve van der Waals kuvvetleri gibi sahte afinite 

etkileşimlerine sahiptir. Biyomimetik afinite kromatografisinin bir parçası olan 

boya-ligand afinite kromatografisi, boyaların farklı destekler üzerinde ligandlar 

olarak immobilizasyonunu içerir (Denizli ve Pişkin 2001). İlk kez, Staal ve diğ. 

1971'de piruvat kinazın izolasyonu için ligand olarak Blue Dextran'ı kullandı (Staal 

ve diğ. 1971). Triazin boyaları veya ilgili bileşikler bağlayıcı ajanlar olarak 

kullanılmaktadır (Liang-Schenkelberg ve diğ. 2017). Bu boya ligandları, kovalent 

bağlar yoluyla destek üzerine immobilizasyon için bir kromofor ve reaktif gruptan 

oluşur. Ek olarak, bir triazin halkasının varlığı, bunların bir nükleofilik ikame 

reaksiyonu yoluyla matrise (örn. Sefaroz veya selüloz) doğrudan 

immobilizasyonuna olanak tanır (Clonis ve diğ. 2000). Farklı yapılara sahip diğer 

bazı boya ligandları da yıllar içinde HSA, lizozim ve peroksidaz gibi biyolojik 

moleküllerin izolasyonunda kullanılmıştır (Katsos ve diğ. 2004, Perçin ve diğ. 

2015, Kılıç ve diğ. 2021). Boya ligandlarının düşük maliyeti, destek üzerine 

immobilizasyon kolaylığı ve stabilitesi bu bağlayıcı ajanları afinite ayrımlarında 

popüler hale getirmiştir. Cibacron Blue (CBF3G-A), bilinen en yaygın boya-ligand 

türüdür (Odabaşi ve Denizli 2004, Kumar ve diğ. 2009; Tüzmen ve diğ. 2012).  

 

2.2.4 Protein A Afinite Kromatografisi (PAAC) 

Antikorların saflaştırılmasında en çok uygulanan afinite sistemi 

Stafilokokal protein A (SPA) ve bundan türetilen daha küçük ligandlardır (Duhamel 

ve diğ. 1979). Protein A ve IgG arasındaki afinite, protein saflaştırması için bir 

afinite sisteminin geliştirilmesi amacıyla araştırılan ilk doğal etkileşimlerden bir 

tanesidir (Hober ve diğ. 2007). IgG saflaştırması için de kullanılan ve bir bakteri 

türünden köken alan başka bir afinite ligandı, streptokok proteini G'dir (SPG) 

(Akerstrom ve Bjorck 1986). Antikor saflaştırmasında protein A ve protein G'nin 
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yaygın kullanımına rağmen ligand stabilitesi bunların kullanımını sınırlayan bir 

konudur (Gülich ve diğ. 2002). Afinite kromatografisinde kullanılan ligandların 

toleransını arttırmak için farklı yöntemler kullanılmaktadır. CIP tedavisine yönelik 

SPA ve SPG stabilitesini geliştirmek için bir protein mühendisliği stratejisi 

kullanılmıştır (Linhult ve diğ. 2004). Protein A'nın protein G'ye göre üstün 

stabilitesi nedeniyle protein G'nin endüstriyel saflaştırmalarda kullanımı oldukça 

sınırlıdır. Bununla birlikte, protein A'nın bu alt sınıfa karşı düşük afinitesi 

nedeniyle, protein G kullanılarak afinite saflaştırması normal serum ve insan IgG 

alt sınıf III'ün saflaştırılması için ilk tercihtir (Li ve diğ. 1998). 

 

2.2.5 Hücre Afinite Yakalama Kromatografisi (CACC) 

Hedef hücrelere özgü ligandlarla işlevselleştirilmiş çeşitli sorbentler, 

membranlar veya manyetik nanopartiküller formunda sentezlenebilmektedir. Anti-

trombosit yapışması ve dolaşımdaki endotel progenitör hücrelerin                               

poli(2-metakriloiloksietil fosforilkolin) ve hemouyumlu peptit 1 (HCP-1) ile modifiye 

edilmiş politetrafloroetilen (PTFE) yüzeyi üzerinde yerinde yakalanması literatürde 

yer almaktadır (Liu ve diğ. 2020). Anizotropik mikropartiküller, partikül bazlı 

ferrosıvılar (örneğin, süperparamanyetik demir oksit/silikat/karbon 

çekirdek/kabuk/kabuk nanopartiküllerini içeren ferrosıvılar) ve ikili tepki veren 

kopolimer fırçalara ve fenilboronik asit ligandlarına sahip makrogözenekli 

malzemeler, yakın zamanda farklı hücre türlerinin yakalanması için geliştirilen 

sorbentlerdir (Zhang ve diğ. 2018, Zhou ve diğ. 2019, Qin ve diğ. 2020).  

 

2.2.6 Pseudospesifik Ligand Afinite Kromatografisi (PLAC) 

Afinite kromatografisinin prensibi basittir. Bununla birlikte, biyolojik 

ligandların (monoklonal antikorlar gibi) biyospesifik ligand afinite kromatografisini 

mükemmel bir özgüllükle kullandığı kabul edilir. Ancak birçok biyolojik ligand 
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makromoleküler ve kırılgandır; genellikle pahalıdırlar ve destekler üzerinde hareketsiz 

hale getirilmeleri sıklıkla zordur. Bunlar, özellikle büyük ölçekli araştırmalar göz 

önüne alındığında, bazı pratik ticari uygulamalarda biyolojik ligandların 

kullanılmasındaki dezavantajlardır. Bununla beraber, ayırmak istenen biyolojik 

moleküller sıklıkla daha basit ligandlarla yakınlık gösterir. Dolayısıyla afinite 

kromatografisi biyolojik moleküllerin hidrofobik ligandlar, boyalar, metaller veya 

kükürt ile etkileşimlerine dayanabilir. İmmünoadsorban yöntemler biyospesifik ligand 

afinite kromatografisinin en iyi örnekleridir (Vijayalakshmi 1989).  

Biyospesifik ligand afinite kromatografisinde amino asit temelli en yaygın 

kullanılan ligandlardan bir tanesi histidindir. Proteinlerdeki histidin kalıntıları, 

immobilize metal afinite kromatografisi sistemlerinde ve zaman zaman boya-ligand 

sistemindeki etkileşimlerde rol oynar. Bununla birlikte histidin aynı zamanda 

immobilize edilebilir ve proteinleri adsorbe etmek için bir ligand görevi görebilir 

(Vijayalakshmi 1996). Histidini, diğer amino asitler arasında benzersiz kılan birçok 

özelliğe sahiptir; Bunlar arasında hafif hidrofobikliği, imidazol halkası nedeniyle zayıf 

yük transfer olasılıkları, geniş pKa değerleri aralığı ve asimetrik karbon atomu yer alır 

(Riguero ve diğ. 2020). Histidin kalıntıları ayrıca asit-baz katalizinde yük rölesi rolü 

oynar. Bu özellikler, pH'a, sıcaklığa ve iyon gücüne bağlı olarak proteinlerle birçok 

şekilde etkileşime girebileceği anlamına gelir (Hemdan ve diğ. 1989). Ayrıca, uygun 

gruplar yoluyla Sepharose, silika gibi bir polihidroksi matrise ya da son dönemlerde 

polimerik dolgu malzemelerine immobilize edildiğinde proteinlerle spesifik dipol 

kaynaklı etkileşimler meydana gelebilir (Çimen ve diğ. 2016). 

 

Şekil 2.2: Afinite kromatografi sistemlerinin kullanılan immobilize liganda göre sınıflandırılması  
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3. KRİYOJELLER 

Yeni nesil biyoteknolojik gelişmeler, benzersiz özelliklere sahip malzemeler 

gerektirmektedir. Jellerin kullanışlılığı ve çok yönlülüğü onları biyoteknolojik 

araştırmaların ön saflarına yerleştirmiştir. Bu malzemeler biyoayırma, doku 

mühendisliği ve ilaçların salınımı dahil olmak üzere çeşitli uygulamalar için uygundur. 

Jeller bir ağ bileşeni ve bir şişme maddesinden oluşan malzemelerdir (Memic ve diğ. 

2019). Hidrojeller, ağları içerisinde su alabilen, genellikle üç boyutlu, çözünmeyen, 

çapraz bağlı polimer ağlarından oluşan yumuşak malzemelerdir (Gong 2006). Bununla 

beraber, "Süper makro gözenekli"nin resmi bir Uluslararası Temel ve Uygulamalı 

Kimya Birliği (IUPAC) terimi olmamasına rağmen, hidrojel terimi literatürde onlarca 

ile yüzlerce mikrometre arasında değişen gözenek çaplarını tanımlamak için gayri 

resmi olarak kullanılabilmektedir (Jones 2009). 

Hidrojeller, gözeneklilik ve parçacık ağ tipi dahil olmak üzere çeşitli 

parametrelere göre sınıflandırılabilir. İçerdikleri İçerdikleri çapraz bağlayıcının türüne 

göre kimyasal ya da fiziksel olarak sınıflandırılabilirler. Hidrojellerin içerdikleri 

polimer kompozisyonuna göre ise homopolimerik, kopolimerik ve multipolimerik 

olarak sınıflandırılır. Bununla beraber, içerdiği monomerlerin yük çeşitliliğine göre ise 

sırasıyla; iyonik olmayan, katyonik, anyonik ve zwitter iyonik olarak 

çeşitlendirilebilmektedir. Polimerlerin moleküler diziliş-düzenlenmesine göre ise 

kristal, yarı kristal ve amorf olarak da tanımlanabilmektedir. En önemli 

parametrelerden bir tanesi ise gözenek boyutlarıdır. İçerdikleri gözeneklerin boyutuna 

göre mikrogözenekli makrogözenekli, hem mikro hem makrogözenek içerenler ve 

süpermakrogözenekl olarak da sınıflandırılabilmektedirler.  Bu gözenek boyutları 

mükemmel ölçüde kütle akışına izin verir ve önemli biyomolekül etkileşimini 

mümkün kılar (Ahmed 2015; Razavi ve diğ. 2019). 

Kriyojeller, sıfırın altındaki sıcaklıklarda kontrollü polimerizasyonun meydana 

geldiği ve birbirine bağlı elastik bir ağ ile çevrelenmiş makro gözenekler oluşturan bir 

hidrojel sınıfıdır (Jones ve diğ. 2009). Kriyojellerin tarihçesi 1940'lara kadar 

uzanabilmektedir. Ancak 1980'li yıllara kadar kriyojellere ciddi bir ilgi 

görülmemektedir (Lozinsky ve Okay 2014). Kriyojel araştırmalarında bu incelemeyle 

son derece alakalı olan paradigma değişiklikleri şunları içerir: 1) kriyojel sentezi ve 
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karakterizasyonunun benzersiz yönlerine artan ilgi; örneğin, poliakrilamit (pAAm) 

kriyojellerin donma davranışına ilişkin 1980'lerden elde edilen temel bulgular, bu 

sistemler üzerindeki modern araştırmaları hâlâ etkilemektedir. 2) Yine 1980'lerde, 

kriyojellerde (özellikle mikroplarda) tüm hücrenin hapsedilmesinin o zamanki yeni 

başarısı olarak kabul edilmektedir (Plieva ve diğ. 2006). Bu özel başarı, kriyojenlerin 

en popüler uygulamaları olmaya devam eden kromatografi monolitleri son dönem 

itibariyle en hızlı büyüyen uygulamaları olan doku mühendisliği iskeleleri olarak 

kullanılmasını içermektedir. Günümüzde polimer kimyasındaki gelişmeler kriyojel 

sentezinde önemli ilerlemelere yol açmaya devam etmektedir.  

Kriyojelasyon (Yunanca’da [kryos] don veya buz anlamına gelir), kriyojeller 

adı verilen belirli bir hidrojel alt kümesi popülasyonunun üretilmesi için nispeten yeni 

bir biyosentetik işlemdir. Bunlar 3D hidrofilik, hidrofobik veya amfipatik olarak 

karakterize edilir. Yüksek derecede birbirine bağlı makro gözenekli ağlara sahip 

yapılardır (Lozinsky ve diğ. 2003). Kriyojelasyon süreci bir donma (toplu çözücünün 

donma noktasının altında) döngüsünü, belirli bir süre donmuş durumda depolamayı ve 

düşük veya yüksek moleküler ağırlıklı öncüllerin jelleşmesi için buzunun çözülmesini 

içerir. Hemen hemen her türlü sulu veya susuz, organik veya inorganik bileşik, toksik 

organik çözücülere kesin ihtiyaç olmaksızın kullanılabilir. Bu teknikte, buz kristalleri 

gözenek oluşturucu (gözenek oluşumu için nidus) görevi görür ve döngünün erime 

aşaması sırasında makro gözenekler oluşturur, böylece gözeneklerin boyutunun 

kontrol edilmesine olanak tanır (Lozinsky 2002; Lozinsky ve diğ. 2008).  

 

Şekil 3.1: Makrogözenekli hidrojellerin hazırlanışının şematik gösterimi:        

A) Gözenek bazlı yöntemler, B) Kriyojelasyon yöntemi ile gözenek oluşumu 
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Kriyojeller, makromoleküler çözünen maddelerin etkili kütle aktarımına, 

hücresel tohumlama, esnek mekanik özelliklere, yüksek mikro-çevresel 

biyouyumluluğa izin veren makro gözenekli yapısal ağları nedeniyle geleneksel 

hidrojellerle karşılaştırıldığında daha kapsamlı bir potansiyel uygulama yelpazesine 

sahiptir (Tripathi ve Kumar 2011). Kriyojellerin mekanik özellikleri, polimerlerin 

veya çapraz bağlayıcıların derişimi, donma süresi, sıcaklık ve soğutma hızı 

değiştirilerek farklı kriyojenik uygulamaların gereksinimlerine göre uyarlanabilir 

(Dainiak ve diğ. 2010). Sünger benzeri makro gözenekli sistem, daha hızlı bir şişme 

kinetik profiline ve önemli ölçüde geliştirilmiş visko-elastik özelliklere izin vererek 

fiziksel deformasyonu önler. Ek olarak, makro gözenekli kriyojeller, geleneksel 

homofaz nano gözenekli hidrojellerin daha sınırlı difüzyon kapasitesi karakteristiğinin 

aksine, hücresel geçişler dahil olmak üzere, çözünen maddelerin engelsiz 

konveksiyonel kütle taşınmasına izin verir (Eggermont ve diğ. 2020). Bu özellikler, 

özellikle makro gözenekli yapı, kriyojelleri doku mühendisliğinde uygulama için 

uygun bir biyoiskele platformu haline getirmektedir (Raina ve diğ. 2016). 

Ayrıca, kriyojellerde bulunan makro gözeneklerin boyutu birkaç 

mikrometreden yüzlerce mikrometreye kadar değişebilir. Hidrojellere göre bu kritik 

faydalar göz önüne alındığında, kriyojellerin, biyoayırma, doku mühendisliği ve 

hücresel tedavi uygulamaları için teknolojik gelişmeleri vardır. Bu nedenle, yeni 

kriyojellerin tasarımı ve oluşumu artık biyoteknolojik faalietler için önemli ve umut 

verici biyomühendislik yaklaşımları olarak ortaya çıkmaktadır (Kumar ve diğ. 2010). 

3.1 Kriyojel Üretimi  

3.1.1 Kriyojel Sentezi Yöntemleri 

Kriyojelasyon prosesi için (sıfırın altındaki sıcaklıklarda jelleşme), gözenek 

oluşturucu olarak solvent kristalleri (örn. sulu ortam) kullanılır. Çözücü kristallerinin 

buzunun çözülmesinin ardından büyük ve birbirine bağlı gözenekler meydana gelir 

(Plieva ve diğ. 2011). Makro gözenekli jeller üretmek için kullanılan diğer tekniklerle 

karşılaştırıldığında kriyojelasyon, zaman ve kaynak açısından verimli bir yöntem olma 

eğilimindedir (Henderson ve diğ. 2013). Kriyojellerin diğer avantajları arasında 

hazırlama esnekliği ve solvent olarak esas olarak su ile çalışabilme yeteneği yer alır, 
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biyomateryaller böylece daha ekonomik ve çevre dostu malzemelere dönüştürülmüş 

olur (Van Rie ve diğ. 2015). Bu özelliklerinden dolayı, birçok uygulamada 

kriyoajelayon yöntemi ile hazırlanan jeller diğer hidrojel üretim yöntemlerine göre 

sıklıkla tercih edilmektedir. 

Tuz/porojen şablonlaması, düşük maliyeti ve basitliği nedeniyle makro 

gözenekli 3 boyutlu polimerik türlerin hazırlanmasında en yaygın yöntemlerden biri 

olmuştur (De France ve diğ. 2018). Bu teknikte, tuz parçacıkları veya polimerik mikro 

boncuklar, hidrojeller içerisinde mikro ve makro boyutlu gözenekler oluşturmak için 

şablon olarak kullanılabilir. Tuz parçacıkları veya polimerik mikro tanecikler daha 

sonra uygun bir çözücüye batırılarak gözenekli bir ağ oluşturularak çözülebilir. 

Tarihsel olarak tuz parçacıkları, bulunabilirliği, kullanım kolaylığı, düşük maliyeti ve 

zorlu koşullar altında işleme sırasında iyi stabilitesi nedeniyle kullanılmıştır (Annabi 

ve diğ. 2010). Biyo-inertliklerinden dolayı, sodyum klorür kristalleri en sık tuz 

parçacıkları olarak kullanılmıştır (Draghi ve diğ. 2005).  

Gaz köpüğü, makro gözenekli hidrojellerin üretimi için başka bir standart 

yöntemdir. Polimer ağı, matris boyunca yakalanan gaz kabarcıklarının etrafında 

oluşur. Örneğin, aktif kabarcıklanma öncül çözelti içinde gaz kabarcıkları oluşturabilir 

(Nam ve diğ. 2000). Asidik ortamda CO2 gazı ürettiği için en yaygın kullanılan gaz 

oluşturucu madde sodyum bikarbonattır (Behravesh ve diğ. 2002). Ancak 

amonyum/potasyum karbonatlar ve sodyum nitrit gibi karbonatlar ve nitratlar da 

kullanılmıştır. Köpük maddeleri öncelikle maliyet, güvenlik ve üretim/imalat sonrası 

kalan yan ürünlere göre seçilir. Gaz köpürtme, şişirici olmayan maddelerin yüksek 

basınçta çözündürülmesi ve kontrolsüz, heterojen ve birbirine zayıf şekilde bağlanmış 

gözenekli yapı dahil olmak üzere, yaygın uygulamasını sınırlayan çeşitli dezavantajlar 

sunar (Dehghani ve Annabi 2011). 

Dondurularak kurutulmuş kriyojeller için, önceden oluşturulmuş bir hidrojel, 

birkaç kez dondurularak kurutma döngüsüne tabi tutulur, bu da daha sonra 

süblimleşme yoluyla uzaklaştırılan buz kristallerinin büyümesine neden olur. Bu 

strateji, doğal ve sentetik polimerlerden yapılan geleneksel hidrojellere birbirine bağlı 

makro gözenekli bir yapı kazandırır (Plieva ve diğ. 2011). Bazı durumlarda 

dondurarak kurutma, düzenli makro gözenekli malzemeler üretmek için buz kalıplama 

tekniği olarak kullanılır. Bu, hidrojellerin, matrislerin içinde mikrometre boyutunda 
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buz kristallerinin oluştuğu soğuk bir banyoya hızlı bir şekilde daldırılmasıyla 

gerçekleştirilir. Buz kristalleri daha sonra birbirine bağlı makro gözenekli bir yapı 

oluşturmak için bir şablon görevi görür (Liu ve diğ. 2014). Donma sıcaklığının, 

dondurularak kurutulmuş kriyojellerin gözenek boyutunun ve şeklinin kontrol 

edilmesinde önemli bir rol oynadığı gösterilmiştir (Nishihara ve diğ. 2005). 

 

 

3.1.2 Çapraz Bağ Sınıflandırması 

Tipik olarak, kriyojelasyon süreci, 1) buz kristali oluşumuyla faz ayrılması, 2) 

buz kristalleri arasında donmamış bir sıvı fazda konsantre edilmiş reaktif varlıkların 

çapraz bağlanması/polimerizasyonu ve ardından 3) buz kristallerinin buz kristallerinin 

çözülmesini ve açık ve birbirine bağlı makro gözenekli bir polimer ağı oluşturan 

basamaklardan meydana gelir. Çapraz bağlanma/polimerizasyon aşaması iki ana 

mekanizma yoluyla gerçekleşir: kimyasal ve fiziksel (Memic ve diğ. 2019).  

Kimyasal çapraz bağlanma, kovalent reaksiyonlar ve monomerlerin veya 

prepolimerlerin çapraz bağlanması yoluyla gerçekleşir. Kimyasal olarak çapraz bağlı 

Şekil 3.2: Makro gözenekli hidrojellerin üretimi için çeşitli teknikler ve bunların ardışık 

adımları  (Kip ve diğ. 2019)’dan düzenlenmiştir. 
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kriyojeller, reaktif türlerin (monomerler, ön polimerler) buz kristalleri arasında 

polimerize olduğu sıfırın altındaki sıcaklıklarda oluşturulur (Bencherif ve diğ. 2012, 

Wang ve Yang 2018).  

Fiziksel çapraz bağlanma ise kimyasal çapraz bağlanmanın aksine polimer 

zincirleri arasındaki iyonik veya hidrofobik etkileşimler yoluyla gerçekleşir (Ahmed 

2015). Fiziksel olarak çapraz bağlı kriyojeller için, polimerler ya polimerizasyon 

kinetiği yavaş/gecikmeli olduğunda buz kristalleri etrafında yoğunlaştıktan sonra ya 

da hızlı polimerizasyon kinetiği sergileyen polimerler için kriyo işleminden (donma-

çözülme döngülerine tabi tutulan fiziksel hidrojeller) önce çapraz bağlanır (Bencherif 

ve diğ. 2015, Ciolacu ve diğ. 2016). 

3.2 Kriyojellerin Mikroyapısı 

Kriyojellerin yapısal mimarisi sistemdeki su miktarına ve donma hızına 

bağlıdır. Suyun hızlı donması, daha küçük (yani daha az düzenli) buz kristallerinin 

oluşumuna yol açar. Buna karşılık, daha yavaş dondurma, kriyojelasyon sırasında daha 

kapsamlı (yani daha düzenli) buz kristallerinin oluşumuna yol açar. Genel olarak, daha 

yavaş bir donma hızı, çözünen öncül ile ilişkili su damlacıkları, nanoalanlar ve 

kümelere göre nispeten daha büyük buz kristalitlerinin oluşmasına yol açarak gözenek 

duvarlarının, hücresel zarların vb. daha önemli tahribatına neden olur (Gun’ko ve diğ. 

2013). Monomerik veya polimerik maddenin doğasına bağlı olarak kriyojel öncülleri, 

bunların başlangıç derişimleri ve kriyotropik jelleşmeyi çevreleyen çevresel koşullar 

göz önüne alındığında, makro gözenekli kriyojeller (yani gözenek boyutları 0,1 ila 10 

μm arasında değişen) veya süper makro gözenekli kriyojeller (devasa gözenekli 

kriyojeller olarak da bilinir, yani onlarca ila yüzlerce mikrometre arasında değişen 

gözenek boyutları) yapmak için özel protokol uyarlanabilir (Lozinsky ve diğ. 2008).  
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Tablo 3.1: Ayarlanabilir parametrelerin kriyojellerin yapısal özelliklerine etkisi 

Parametreler Etkileri 

Çapraz bağlayıcı  Fiziksel bağlanma: Yeterince büyük olmayan gözeneklere 

sahip, gücü çözülme hızıyla ters orantılı olan jeller verir 

 Kimyasal bağlanma: Potansiyel sitotoksisitelerine rağmen 

yeterince geniş gözeneklere sahip jeller verir 

Kriyojelasyon sıcaklığı  Sıcaklık artarsa; artan gözenek boyutu, gözenek duvarı 

kalınlığı ve yoğunluklu kriyojel oluşur. 

Polimer molekül kütlesi  Artarsa; jelin sertliği artar, 

 Azalırsa; Gözenek boyutu artar. 

Kriyo-konsantrasyon  Artarsa; elastikiyet artar 

 Azalırsa; jelleşme süresi artar. 

Soğutma hızı  Azalırsa; gözenek boyutları azalır. 
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4. LİZOZİM 

4.1 Lizozimin Genel Özellikleri 

Muramidaz veya N-asetilmuramik hidrolaz olarak da adlandırılan lizozim, 

polipeptit zincirinin sekiz sistein kalıntısı arasındaki dört disülfür bağlantısıyla 

stabilize edilmiş küçük, monomerik bir proteindir. Lizozimin keşfi, yanlışlıkla burun 

mukusunun bir damlasının plaka üzerinde bulunan bakterilerin parçalanmasına neden 

olabileceğini keşfeden Alexander Fleming'e atfedilerek, bu onun daha sonra lizozim 

olarak adlandıracağı 'dikkate değer bir bakteriyolitik elementi' tespit etmesini 

sağlamıştır (Fleming v Fleming 1922). Sonraki yıllarda ise lizozimler insan 

organlarında, dokularında ve salgılarında (dalak, plasenta, deri sütü, gözyaşı, tükürük, 

serum vb.) büyük miktarlarda bulundu. Benzer litik enzimler omurgalıların, 

omurgasızların, bakterilerin ve hatta bitkilerin (örneğin Papaya lateksi) organlarından 

ve salgılarından izole edildi ve bu da lizozimlerin geniş çapta dağılmış maddeler 

olmasını sağladı (Ogawa ve diğ. 1971). 

 

Şekil 4.1: Lizozimin yapısı (Hamdani ve diğ. 2018)’den düzenlenmiştir. 

 

Farklı özelliklere (örneğin, yapı, kataliz ve bağışıklık kazandırma) dayanarak, 

lizozimler üç baskın aileye ayrılmaktadır: tavuk tipi (c-tipi), kaz tipi (g-tipi) ve 
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omurgasız tipi (tip) (Callewaert ve Michiels 2010). Ek olarak faj tipi, bakteri tipi ve 

bitki tipi lizozimler dahil olmak üzere diğer birçok lizozim türü de tanımlanmıştır (Cao 

ve diğ. 2015). Genel olarak hem c hem de g tipi lizozimler, yüksek izoelektrik nokta 

(pI) değerlerinden dolayı temel proteinlerdir (Xue ve diğ. 2004). Buna karşılık, i-tipi 

lizozimlerin pl'leri farklıdır ve çeşitli protein fonksiyonlarına (örn. konak savunması 

ve sindirim) atfedilir. Cand i tipi lizozimler (∼11–15 kDa), tipik g tipi lizozimlerden 

(∼20–22 kDa) çok daha küçüktür (Callewaert ve Michiels 2010). C tipi lizozimlerin 

birincil yapısı, dört adet sağlam disülfit bağı (6 Cys-127Cys, 30Cys-115Cys, 64Cys-

80Cys ve 76Cys-94Cys) ve altı triptofan içeren, molekül ağırlığı 14,3 kDa olan 129 

amino asit kalıntısından oluşur. (Trp), üç tirozin (Tyr) ve üç fenilalanin (Phe) 

kalıntısıdır (Cao ve diğ. 2015). Altı Trp kalıntısı arasında Trp-62 ve Trp-108, 

lizozimdeki ana floroforlardır (Shanmugaraj ve diğ. 2015). 

C-tipi kategorisine ait olan tavuk yumurtası beyazı lizozimi (HEWL), son 

zamanlarda bol miktardaki kaynakları ve fonksiyonel özellikleri nedeniyle büyük ilgi 

görmektedir (Wu ve diğ. 2015, Jiang ve diğ. 2017). 17 pozitif yüklü (6 Lys, 11 Arg) 

ve dokuz negatif yüklü kalıntının (7 Asp, 2 Glu) varlığı nedeniyle pKa'nın (∼11) 

altında pozitif yüklüdür, bu da HEWL'yi bileşiklerle etkileşimleri incelemek için ideal 

bir aday yapar (örneğin ilaçlar, metaller vb.) (Bijelic ve diğ. 2015). Bakteriyel hücre 

duvarı peptidoglikanlarının N-asetilmuramik asit ve N-asetilglukozamin arasındaki β-

(1,4)-glikosidik bağı parçalama yeteneği nedeniyle, HEWL'nin gram-pozitif 

bakterilere karşı antimikrobiyal etkinliği çok yüksektir (Huopalahti ve diğ. 2007). 

Şimdiye kadar gıda endüstrisinde kullanılmasına izin verilen tek lizozim HEWL'dir 

(Silvetti ve diğ. 2017). Bakterileri öldürmenin yanı sıra, diğer kaynaklardan elde edilen 

lizozimler mantarları da yok edebilir. Manila deniz tarağı Venerupis philippinarum 

Pichia'dan tanımlanan ve sırasıyla 156 ve 153 amino asit kalıntısından oluşan bir 

polipeptidi kodlayan iki c-tipi lizozim, HEWL ile karşılaştırıldığında papazlar GS115 

ve Pichia pastoris KM71 üzerinde daha yüksek inhibitör etkiler gösterdi. Maş fasulyesi 

tohumlarından izole edilen bir lizozim, F. oxysporum, F. solani, S. rolfsii, P. 

aphanidermatum ve Botrytis cinerea'ya karşı güçlü antifungal aktivite göstermiştir 

(Yang ve diğ. 2017). Bununla birlikte, tek başına kullanıldığında lizozim, et bazlı 

ürünlerde nispeten yaygın kirletici maddeler olan Enterobacteriaceae ve 

Pseudomonadaceae gibi gram-negatif bakterilere karşı zayıf inhibitör etkiler sergiler, 

çünkü bakteriyel hücre duvarı üzerinde koruyucu bir lipopolisakkaritin (LPS) varlığı, 
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serbest lizozimin pratik uygulamasını oldukça sınırlandırır (Barbiroli ve diğ. 2012, Wu 

ve diğ. 2015). 

Lizozimin uygulamasını genişletmek için birçok yöntem geliştirilmiştir. 

Örnekler arasında lizozimin yararlı biyolojik özelliklerini geliştirmek için ısı, 

kimyasallar ve hidroliz ile modifikasyonu, kapsülleme, mikro/nano jeller, lizozim ve 

pektin bazlı yenilebilir filmler, sodyum aljinat, nişasta, sodyum karboksimetil veya 

selüloz içeren komplekslerin oluşumu yer alır (Carrillo ve diğ. 2016).  

Gram-negatif bakterilerin lizozime duyarlılığını arttırmak için antimikrobiyal 

malzemeler ve etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ve laktoferrinin lizozim ile 

kombinasyonu ile üretilmektedir. Bu yöntemlerle, gıdanın kalitesini artırmak ve raf 

ömrünü uzatmak için lizozim çeşitli gıda substratlarına başarılı bir şekilde 

uygulanmaktadır (Branen ve Davidson 2004). 

4.2 Lizozimin Bakteriyostatik Mekanizması 

Lizozimin antibakteriyel mekanizması için iki farklı yaklaşım bulunmaktadır. 

Bunlar; litik ve litik olmayan mekanizmalardır.  

4.2.1 Lizozimin antibakteriyel aktivitesi için litik mekanizma 

Genel olarak lizozimin, peptidoglikanların β-1,4-glikosidik bağlantısını 

hidrolize edebildiğine ve muramidaz aktivitesinin, murein tabakasının parçalanmasına 

ve bakteriyel hücre duvarının mekanik mukavemetinin azalmasına yol açarak sonuçta 

ölümüyle sonuçlandığına inanılmaktadır. Bakteriler (Wang ve diğ. 2005). Bu 

enzimatik özellik, disülfit bağlarından en az ikisi sağlam kaldığında belirgindir; bu, 

lizozimin bakteriyel patojenlerin istilasına karşı spesifik olmayan bir doğuştan gelen 

bağışıklık molekülü olarak hizmet etmesini sağlar (Jollès and Jollès 1984). Kristal 

yapısından, N-asetil muramik asit ve N-asetilglukozaminin β-1,4 glikosidik (C—O) 

bağının, parçalanmaya katkıda bulunan lizozimin iki potansiyel katalitik kalıntısı olan 

Glu35 ve Asp52'ye yakın olduğu gözlemlenmiştir. Bununla birlikte, lizozim enzim 

mekanizmasının atomistik ayrıntılarını incelenmesi kapsamlı hale gelmektedir, şöyle 



23 

 

ki; parçalanmaya SN1 veya/veya SN2 yolunun aracılık edip etmediği (Kirby 2001). 

Bununla birlikte, gram negatif bakterilerin dış yüzeyindeki ana bileşen, proteinler ve 

fosfolipidlerle birlikte koruyucu bir lipopolisakkarit (LPS) tabakası olduğundan, 

lizozimin bakterisidal etkisi bazı gram pozitif bakterilerle sınırlıdır. Hücre duvarının 

peptidoglikan tabakası, dış LPS tabakası tarafından geciktirilir (Ibrahim ve diğ. 1994). 

Lizozim güçlendirici kimyasallarla (örneğin EDTA, DL-laktik asit) kombinasyon 

halinde kullanılırken, bu kimyasallar en dıştaki bazı hücre duvarı bileşenlerinin kısmen 

çıkarılmasına izin verebileceğinden, birçok patojenik ve bozulmaya neden olan 

bakterinin lizizi teşvik edilebilir ve sürekli hale getirilebilir. Böylece lizozimin etki 

alanına (peptidoglikan) nüfuzu iyileştirilir (Hughey ve Johnson 1987). 

4.2.2 Lizozimin antibakteriyel aktivitesi için litik olmayan mekanizma 

Lizozim için benimsenen başka bir bakterisidal etki mekanizması, muramidaz 

aktivitesinden bağımsızdır ancak temel olarak yapısal faktörlere ve katyonik ve 

hidrofobik özelliklerine atfedilir. Bu teori, enzimatik aktiviteye sahip olmayan 

tamamen veya kısmen denatüre lizozimlerin gram pozitif ve gram negatif bakterilere 

karşı hala çalışabileceği gerçeğiyle desteklenmektedir (Ibrahim ve diğ. 2005). 

Lizozimin antibakteriyel etkisinin, muramidaz aktivitelerinden ziyade lizozimin 

mikropla ilişkili hedeflerini içeren yapısal faktörlerden kaynaklandığı ortaya çıktığı 

rapor edilmektedir (Masschalck ve diğ. 2001).  

4.3 Lizozimin Kullanım Alanları 

Lizozim, ilaç endüstrisinde bakteriyel, viral ve inflamatuar hastalıklara karşı 

yaygın olarak kullanılmaktadır. Eşsiz özellikleri (daha yüksek doğal bolluk, stabilite, 

küçük boyut ve ilaç bağlama yeteneği) sayesinde lizozim, metal iyonları, boyalar ve 

çeşitli farmasötik ilaçlar dahil olmak üzere farklı küçük moleküller ile etkileşimi, 

örnek olarak gösterilebilecek protein katlanması ve dinamikleri, yapı-işlev ilişkisi ve 

hücre-hücre etkileşimi arasındaki ilişkinin incelenmesinde olduğu gibi araştırmak için 

bir model protein olarak kullanılmıştır (Wang ve diğ. 2009, Peng ve diğ. 2013).  
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Lizozimin gıda katkı maddelerine (örneğin, gıda boyaları, gıda antioksidanları) 

bağlanma özelliklerinin, toksisite değerlendirmesinin özüne ilişkin daha kapsamlı bir 

profil sunması ve gıda katkı maddelerinin metabolik mekanizması hakkında önemli 

bilgiler sağlaması dikkat çekicidir. Daha da önemlisi, karmaşık protein sistemlerini 

içeren proteomik çalışmalarda lizozim yararlı bir araç olarak görev yapabilir. Birincisi, 

proteomik çalışmalar ve ilaç endüstrisi için gerekli olan adsorpsiyon modellerinin 

oluşturulmasında ihmal edilebilir bir etkiye sahiptir. Bu durumda, farklı yok olma 

katsayılarına sahip lizozim ve diğer proteinler, sütundaki karmaşık protein ayrımını 

değerlendirmek için adsorpsiyon izotermlerini kromatografik süreçlerin matematiksel 

açıklamalarına dahil edebilen düzenli mezogözenekli malzemeler üzerinde rekabetçi 

adsorpsiyon sunar (Darwish ve diğ. 2015).  

İlgili proteinleri serbest bırakmak için hücre duvarının peptidoglikanlarını 

parçalama yeteneğinden dolayı, lizozim, hücre duvarı dışındaki proteinleri metodik bir 

şekilde sindirebilir ve daha sonra iki boyutlu elektroforez (2-DE) ile analiz edilebilir. 

proteomun bir kısmının tam bir resmini veriyor. Ek olarak lizozim, proteomik prosesin 

kütle spektrometrisine kadar sindirimin izlenmesinde hayati öneme sahip, müdahaleci 

olmayan bir iç standart veya model protein görevi görebilir (Wright ve diğ. 2005). 

Lizozimlerin endüstriyel açıdan en önemli uygulamaları, balık, et, süt ürünleri, 

meyveler, sebzeler ve şaraplarda antimikrobiyal madde veya indikatör görevi görmesi 

veya gıda ambalajına entegre aktif bileşen olarak görev yapması nedeniyle paketleme 

malzemelerinde kullanılabilmeleridir. Örneğin lizozim, pıhtı asitlenmesinde ve 

peynirin olgunlaşmasında rol oynayan laktik asit bakterilerinin (LAB) büyümesine 

karşı önleyici bir etki göstermiştir (Wu ve diğ. 2019). Tavuk yumurtası lizoziminden 

türetilen lizozim peptitleri (LP), lizozim litik aktivitesinin yalnızca %11'ini sunarken, 

100 µg/ml konsantrasyonundaki LP, B. subtilis, B. Licheniformis dahil olmak üzere 

gıda kontaminasyonuna neden olan Bacillus türlerini (megaterium, B. mycoides, B. 

pumilus, B. coagulans, B. amyloliquefaciens, B.) tamamen inhibe etti (Abdou ve diğ. 

2007). %60 lizozim (wlizozim/wkitosan) ile birleştirilmiş kitosan filmleri, bakterilere karşı 

gelişmiş inhibisyon etkinliği sergilemiştir; burada S. faecalis'te 3,8 log döngü azalma 

ve E. coli'de 2,7 log döngü azalma gözlemlenmiş olup, gıda kalitesinin sağlanmasında 

ve güvenlik koşullarında büyük potansiyel göstermektedir (Park ve diğ. 2004). 

Lizozim ve nisin, yüksek tuz koşullarında bile gıdada bozulmaya neden olan 
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laktobasillere karşı sinerjistik bir inhibisyon etkisi göstermiştir (Chung ve Hancock 

2000). Malolaktik fermantasyonun kontrolü şarabın kalitesi açısından çok önemlidir. 

Buna karşılık, geleneksel yöntem, sülfite duyarlı astımlı tüketiciler için sağlık 

açısından endişe yaratan kükürt dioksite dayanmaktadır. Tavuk yumurtası beyazı 

lizozimi (HEWL), çoğunlukla bozulmaya veya fermentasyonun takılıp kalmasına 

neden olan spontan gram-pozitif bakteri gelişimini kontrol etme kabiliyeti nedeniyle 

uygun bir alternatif olabileceği literatürde rapor edilmiştir. Campanella ve diğ. (2016), 

beyaz ve kırmızı şaraptaki laktik bakterilerin (Oenococcus oeni) sürekli, verimli ve 

gıda kalitesinde enzimatik lizisini elde etmek için lizozimin mikrobiyal kitosan 

boncuklarına immobilizasyonuna dayanan bir sistem geliştirmiştir. 
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5. DENEYSEL BÖLÜM 

5.1 Kimyasal Maddeler 

Lizozim enzimi ve kriyojellerin hazırlanması için kullanılan kimyasallar; 

lizozim (w: 12 kDa, tavuk yumurtası beyazından), monomer olarak Akrilamit (AAm, 

%99, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD), ve N-Vinilimidazol (VIM), (%99, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD), çapraz bağlayıcı olarak N, N'-metilen 

bisakrilamid (MBA, %99,5, Sigma-Aldrich, St) .Louis, Missouri, ABD), 

polimerizasyon başlatıcısı olarak Amonyum persülfat (APS, %98, Merck, Almanya) 

ve hızlandırıcı olarak ise N, N, N', N' tetrametiletilendiamin (TEMED, %99, Sigma-

Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD) olarak kullanıldı. Tüm kullanılan kimyasallar 

analitik saflıktadır. Kriyojel sentezi ve adsorpsiyon çalışmalarında deiyonize (DI) su 

kullanılmıştır. 

5.2 Kriyojellerin Hazırlanması 

Öncelikle MBA (1,8 mmol) 13,2 mL deiyonize (DI) su içerisinde çözüldü ve 

daha sonra bu çözeltiye eşdeğer oranda (1/1) AAm ve VIM (toplam 12.8 mmol)  ilave 

edildi. Çözeltiler bir saat buz banyosunda tutulduktan sonra APS (20 mg) ve TEMED 

(25 µL) ilave edildikten sonra çözelti, 5 mL'lik plastik şırıngalara (1,2 cm çapında) 

dağıtılarak -18 °C'de 24 saat bekletildi. Sentezlenen poli(AAm-VIM) kriyojelinin bazı 

fiziksel özelliklerinin karşılaştırılabilmesi amacıyla VIM eklenmeden, aynı koşullarda 

yalnızca AAm monomeri kullanılarak poli(Akrilamit) (poli(AAm) kriyojeli 

sentezlendi. Polimerizasyondan sonra tüm kriyojeller, yabancı maddeleri 

uzaklaştırmak için DI su ile yıkandı. 

5.3 Kriyojellerin Karakterizasyonu 

5.3.1 Jelleşme Verimi 
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Kriyojellerin jelleşme verimliliği (G) Eşitlik 5.1’deki bağıntıya göre 

hesaplanmıştır. Buna göre, kriyojeller ilk olarak kurutulmuş ve tartımı alınmıştır (WD). 

Ardından ise polimerizasyona dahil olan monomerlerin toplam kütlesine (Wt ) 

oranlanarak G değeri hesaplanmıştır. 

G =
Wd

Wt
 × 100   (Eşitlik 5.1) 

5.3.2 Su Tutma Davranışları 

Kriyojellerin su tutma davranışları aynı zamanda su içerisinde bekletilerek 

yapılan şişme testi sonucunda hesaplanmıştır. Şişme derecesi (S.D.), şişme oranı 

(S.R.), makrogözeneklilik (M), gözeneklilik (P), gözeneklilik hacmi (P.V.) aşağıdaki 

eşitlikler aracılığıyla hesaplanmıştır. 

S. D. =
W1

WD
     (Eşitlik 5.2) 

𝑆. 𝑅. =
𝑊1−𝑊𝐷

𝑊𝐷
× 100     (Eşitlik 5.3) 

𝑀(%) =
𝑊1− 𝑊2

𝑊2
× 100     (Eşitlik 5.4) 

𝑃 (%) =
𝑊1−𝑊𝐷

𝑊1−𝑊2
      (Eşitlik 5.5) 

𝑃. 𝑉. (%) =
𝑊3−𝑊𝐷

𝑊𝐷
      (Eşitlik 5.6)  

İki saat süre boyunca su içerisinde bekletilen kriyojelin kütlesi (W1), suda 

bekletildikten sonra mekanik sıkıştırma yöntemi ile gözeneklerindeki su 

uzaklaştırılmış kriyojelin kütlesi (W2), kurutulmuş kriyojelin N-Hekzan içerisinde 

bekletildikten sonraki kütlesi ise (W3) olarak sembolize edilmiştir. 
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5.3.3 FTIR Analizi 

Fonksiyonel grup analizi amacıyla kriyojeller FTIR analizine tabi tutulmuştur. 

Kurutulmuş kriyojeller ATR (Nicolet iS10 ATR-FTIR, Thermo Scientific, Madison, 

WI, ABD) probu üzerine yerleştirilerek 500-4500 cm-1 frekans aralığında FTIR 

spektrumları elde edildi. 

5.3.4 Yüzey ve Gözenek Morfolojisi 

Kriyojellerin yüzey ve gözenek morfolojisi Alan Taramalı- Elektron 

Mikroskopisi(FE-SEM) (ZEISS GeminiSEM 500) ile analiz edildi. Kurutulan 

kriyojeller, FESEM numune tutucusu üzerinde moleküler altın-paladyum karışımı ile 

15 dakika süreyle kaplandı ve ardından kriyojellerin çeşitli büyütmelerde FESEM 

görüntüleri elde edildi. 

5.3.5 Elementel Analiz 

Kriyojellerin element içeriklerinin belirlenmesi amacıyla EDX analizi yapılmış 

olup, hem poli(AAm-VIM) hem de poli(AAm) kriyojellerin yapısında yer alan 

komonomerlerin yüzdece karbon ©, oksijen (O) ve (N) içerikleri belirlemiştir. Bu 

amaçla kriyojellerin EDX analizleri vice (Quorum, Q150R) cihazıyla 

gerçekleştirilmiştir. 

5.3.6 Termogravimetrik Analiz 

Artan sıcaklık ve zamana bağlı olarak kriyojellerin kütle değişimleri 

termogravimetrik analiz (TGA) yöntemiyle araştırıldı. Yaklaşık 10 mg kurutularak toz 

haline gelen kriyojel numunelerinin artan sıcaklık derecelerine karşı stabilitesi 

Termogravimetrik Analizör cihazı (DTG 60 H – DSC 60, Shimadzu, Japonya) ile azot 

gazı atmosferinde 25–800°C sıcaklık aralığında, 100 mL/dak akış hızında, ısıtma hızı 

10°C/dk olarak tayin edildi. 



29 

 

5.4 Adsorpsiyon Çalışmaları 

Lizozimin tanınması için tüm adsorpsiyon çalışmaları peristaltik pompa 

(Pumpdrive 5201, Heidolph) aracılığıyla sürekli sistemde (Şekil 5.1) polimerik 

kriyojel kolonlarla gerçekleştirilmiştir. Lizozimin en uygun ve maksimum adsorpsiyon 

göstereceği çalışma koşulları pH, başlangıç derişimi taraması, sıcaklık, akış hızı, 

iyonik şiddet etkisi ve sıcaklık çalışmaları poli(Aam-VIM) kriyojel kolonu 

kullanılarak belirlendi. UV spektrofotometre ekipmanı kullanılarak, UV-VIS 

Spektrometresinde (UV-mini 1240, Shimadzu, Tokyo, Japonya) 280 nm dalga 

boyunda absorbans değerleri ölçülerek lizozim konsantrasyonu belirlendi. (Denklem 

5.7) adsorbe edilmiş lizozim konsantrasyonunun hesaplanması için kullanıldı.  

𝑄 =
𝐶𝑖−𝐶𝑓

𝑚
      (Eşitlik 5.7) 

Q, kriyojelin birim kütlesi (mg/g) üzerinde adsorbe edilen lizozim miktarıdır; 

ci ve cf, sırasıyla başlangıç çözeltisindeki ve belirli bir süre sonraki sulu fazdaki lizozim 

konsantrasyonlarıdır (mg/mL). Ayrıca V, sulu fazın hacmidir (mL); ve m, kullanılan 

kriyojelin kütlesidir (g). 

 

Şekil 5.1: Adsorpsiyon çalışmalarının yürütüldüğü peristaltik pompalı sürekli sitem 
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5.5 Desorpsiyon- Tekrar Kullanılabilir Çalışmaları 

Oda sıcaklığında 1,0 mL/dakika akış hızında lizozim adsorbe edilmiş 

kriyojellerden sodyum klorür çözeltisi (0,5 M) geçirilerek 280 nm'de gerçekleştirilen 

spektrofotometrik ölçümler ile liozim desorpsiyonu gerçekleştirildi. Eşitlik 5.8 

kullanılarak desorbe edilmiş lizozim miktarını hesaplamak için kullanıldı. 

𝐷𝑒𝑠𝑜𝑟𝑝𝑠𝑖𝑦𝑜𝑛 (%) =
𝑄𝑟

𝑄𝑎
 × 100     (Eşitlik 5.8) 

Eşitliğe göre, Qr; salınan lizozim miktarını, Qa ise adsorbe edilmiş lizozim 

miktarını sembolleştirmektedir.  

Kriyojellerin yeniden kullanılabilirliğini değerlendirmek için aynı koşullar 

altında ardışık adsorpsiyon-desorpsiyon döngüsü için aynı kriyojel beş kez kullanıldı. 

5.6 Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel elektroforezi                  

(SDS-PAGE) Görüntüleme 

Sodyum dodesil sülfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) % 20 

akrilamid jeli (1.5 M Tris-HCl pH 8.8 içinde) ile hazırlandı. İlk, son ve desorbe edilen 

numuneler (15 μL) alındı ve 15 μL bromofenol (%1 sulu metaminoetanol içeren %50 

sulu gliserol içinde %0.002 bromofenol mavisi) ile karıştırıldı. Her bir kuyucuğa 15’ar 

μL hazırlanan çözeltilerden yüklendi. Protein standardı olarak, geniş spektrumlu 

Ladders protein marker (işaretleyici referans) (10- 70 kDa) kullanıldı. Elektroforez jeli 

% 0.1 SDS içeren yürütme tamponu (Tris-glisin, pH 6.8) varlığında yaklaşık 3.5 saat 

boyunca 120 V güç uygulanarak yürütüldü. 

Yürütme işleminin ardından Coomassie Blue G-250 içeren çözeltiye sırasıyla 

hacimce (%0.2 Coomassie Blue G-250, %40 metanol, %10 asetik asit ve %50 su) 

alınarak bu çözelti içerisinde 1 gün boyunca bekletildi. Ardından ise, Coomassie Blue 

G içermeyen sırasıyla 10-40 ve 50'lik hacimlerce asetik asit, metanol ve su içeren 

yıkama çözeltisi ile her 30 dakikada bir çözelti değiştirilerek, reaktif boyanın ortmanda 

uzaklaştırılması sağlandı. 
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6. BULGULAR 

6.1 Kriyojellerin Hazırlanması 

Kriyojeller sıfırın altındaki sıcaklıklarda (yani kullanılan çözücünün 

kristalizasyon sıcaklığının altında) sentezlenen çözünmeyen üç boyutlu polimer 

ağlarıdır. Reaksiyon, gözenek oluşturma görevi gören ve buzun çözünmesi sonrasında 

oldukça gözenekli bir jel oluşumunu sağlayan buz kristallerini çevreleyen derişik 

donmayan mikrofazda ilerlemektedir. Bu çalışmada hidrofobik etkileşim prensipli 

afinite kromatografisi aracılığıyla ile lizozim adsorpsiyonu için psödo-spesifik ligand 

olarak VIM içeren akrilamit temelli polimerik kriyojel kolonlar hazırlandı.  

Bu çalışma kapsamında sentezlenen kriyojellerin suda bekletilmiş ve 

kurutulmuş olarak ayrı ayrı optik fotoğrafları Şekil 6.1’de gösterilmektedir. Buna göre, 

poli(AAm) kriyojeli, açık beyaz renkli olmakla birlikte, bu çalışmanın temelinde yer 

almak üzere sentezlenmiş poli(AAm-VIM) kriyojelleri ise açık sarı renkli olarak 

(Şekil 6.1a ve Şekil 6.1b’DE)  dikkat çekmektedir. Bu farklılık, N-Vinil imidazol 

(VIM) monomerinin kriyojel oluşumuna katkısının nitel bir yaklaşım olarak kabul 

öngörülebilmektedir. poli(AAm-VIM) kriyojeli silindirik şekle sahip, esnek, 

süngerimsi yapısı ile kriyojellerin beklenen doğal yapısı ile uyum halindedir. 

 

Şekil 6.1: Bu çalışmada sentezlenen kriyojellerin optik görüntüleri: a: şişmiş haldeki poli(Aam) 

kriyojeli, b: şişmiş halde poli(Aam-VIM) kriyojeli, c: kurutulmuş haldeki poli(Aam-VIM.) kriyojeli, 

d: kurutulmuş haldeki poli(Aam-VIM) kriyojeli 
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6.2 Kriyojellerin Karakterizasyon Çalışmaları 

Kriyojellerin şişme özelliklerinin ölçülebilmesi, aynı zamanda fiziksel 

karakterizasyonlarının belirlenmesinde önemli bir parametredir. Denge şişme 

derecesi, adsorbent olarak kriyojellerin geçirgenliğini ve mekanik özelliklerini 

etkileyen temel bir özelliğidir. Kriyojeller, su veya biyolojik sıvıları emebilen çapraz 

bağlı hidrofilik polimerlerdir. Biyomedikal ve farmasötik uygulamaları, çeşitli 

moleküler tasarım özelliklerini kullanan çeşitli sistem ve süreçleri içerir.  

Kriyojellerin şişme özelliklerine bağlı hesaplamaların gerçekleştirilebilmesi 

için yapılan deneyler DI su içerisinde gerçekleştirilmiştir. Bunun öncesinde ise 

jelleşme verimi hesaplanmıştır. Jelleşme verimi sayesinde sentezlenen kriyojelin, 

çapraz bağlanma kalitesinin ve dolayısıyla monomerlerin etkin bir şekilde polimerlere 

dönüşüp dönüşmediği anlaşılabilir. Hazırlanan kriyojellerin jelleşme verimleri Bu 

amaç doğrultusunda, kuru haldeki poli(AAm-VIM) kriyojeli, iki saat süresince 

distillenmiş su içerisinde tutulmuş, ardından bulunduğu ortamdan çıkarılıp, nemli bir 

havlu kağıt ile yüzeyi hafifçe silinerek tartımı gerçekleştirilmiştir. Poli(AAm) 

kriyojellerinin şişme kinetiği ise poli(AAm-VIM) kriyojellerine nazaran her iki 

kriyojelin gözenek morfolojsinin farklı olmasından ötürü farklı gelişmiştir. Şöyle ki, 

kriyojellerin doğası gereği, kriyojeller su içerisine bırakıldıktan çok kısa süre sonra 

eski şeklini alarak su içerisinde çok kısa sürede şişme dengesine gelebilmektedir. 

Poli(AAm-VIM) kriyojeli benzer bir şekilde bu kinetiği sağlamıştır. Ancak, 

poli(AAm) kriyojeli için ise aynı durum söz konusu olamamaktadır. Giriş kısmında 

açıklandığı gibi, akrilamit temelli kriyojeller, jelleşme karakteri olarak hidrojel 

özellikli morfolojiye (gözenek çapı ve duvar kalınlığı gibi vs.) sahip olduğundan, 

hidrojellerin gözenek boyutları, kriyojellere nazaran mikro boyutlarda kaldığından su 

alıp-şişme karakteri benzer sürelerde cereyan edememektedir. Bu yüzden, benzer 

testler bu çalışmada poli(AAm) kriyojeli için yürütülmemiştir. Kriyojellerin şişme 

dengesine ulaştıktan sonra gözeneklerindeki suyun mekanik olarak sıkıştırma yolu ile 

uzaklaştırılması sonrası makrogözeneklilikleri hesaplanabilinmiştir. Bu yaklaşım 

sayesinde, suyun sistemlerin makrogözenekleri içinde bulunduğu ve sıkıştırma ile 

uzaklaştırılabileceği varsayılarak, örneklerin iç gözenekliliğini yaklaşık olarak tahmin 

etmek için diğer makrogözeneklilik olarak litratürde uygulanabilmektedir. Ancak 

hidrojel morfolojisi karakterine sahip polimerler ise geri döndürülemez şekilde hasar 
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görmeden mekanik olarak sıkıştırılamadığı için bu yöntem hidrojellerin 

gözenekliliğini tahmini olarak hesaplamak için elverişli değildir.  Makrogözeneklilik 

aynı zamanda, kriyojellerin su alarak şişmiş ve kurutulmuş halleri arasında gözle 

görülebilir önemli bir farklılık bulunmasının açıklanmasında önemli bir parametredir. 

Kriyojellerin, gözenek hacminin spesifik olarak tahmini hesaplanmasında kullanılan 

yöntemde ise kriyojellerin hidrofilik yapısının tam tersi olarak polar-hidrofilik 

olmayan organik çözücüler kullanılmaktadır. Tüm bu bilgiler neticesinde poli(AAm-

VIM) kriyojelinin şişme özelliklerine bağlı yapılan hesaplamalar karşılığında çeşitli 

parametrelerin sahip olduğu değerler Tablo 1’de topluca gösterilmektedir. 

Tablo 6.1: poli(AAm-VIM) kriyojelinin jelleşme verimleri (G), şişme derecesi (S.D.), şişme oranları 

(S.R.), makrogözeneklilik (MP), gözeneklilik (P.) ve gözenek hacmi (P.V.) sonuçları 

G S.D. S.R. (%) MP. P P.V. 

93.12 10.14 90.14 231.09 129.14 270.37 

Her iki kriyojel, poli(AAm) hem de poli(AAm-VIM)'in kimyasal yapısını 

karakterize etmek için Fourier dönüşümü kızılötesi (FTIR) yöntemini kullandık. 

Böylece, kriyojellerin karakteristik fonksiyonel grupları, Fourier dönüşümü kızılötesi 

spektrofotometre kullanılarak analiz edildi. poli(AAm-VIM) kriyojel için 3430 ve 

3195,51 cm-1'deki absorpsiyon bantları NH2'nin gerilme titreşimi olarak tanımlanır. 

2988.20 cm-1'deki absorpsiyon bantları, kopolimerin ana zincirindeki -CH ve                   

-CH2'nin C–H gerilmesine yorumlanmış ve 1645 cm-1’deki absorpsiyon bandı AAm 

zincirinin C=O grubuna karşılık gelir. 1449 ve 1500 cm-1'deki absorpsiyon bantları, 

VIM zincirindeki C–C ve N–C gerilme titreşimi olarak yorumlanmıştır. 762 ve 662 

cm-1'deki bantlar sırasıyla azol halkasının C–H halkası bükülme titreşimine ve C–N 

titreşimine yorumlanmıştır. Bu karakteristik AAm ve VIM absorpsiyon bantları, 

poli(AAm-VIM) kriyojelinin başarıyla sentezlendiğini teyit etmektedir. 
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Şekil 6.2: poli(AAm) kriyojel ve poli(AAm-VIM) kriyojelin FTIR spektrumları 

 

Kriyojellerin yüzey morfolojisini ve gözenekliliğini incelemek için, kriyojel 

yüzeyleri kurutulup iletken temaslılığını arttırmak için yapılan ön hazırlık 

işlemlerinden sonra alan taramalı taramalı elektron mikroskobu (FESEM) kullanıldı 

(Resim 3). Şekilde görüldüğü gibi kriyojeller birbirine bağlı makro gözeneklere sahip 

pürüzlü yüzeylere sahiptir. Bu çalışmada sentezlenen kriyojellerin FESEM görüntüleri 

yüzey morofolojisi ile gözenek çaplarının farklılık gösterdiği net olarak 

gözlenebilmektedir. poli(AAm) kriyojellerin yüzey morofolojisi daha küçük gözenek 

(mikrogözeneklere) sahip olmakla birlikte, kriyojellerin ise hem makro hem de 

mikrogözeneklere sahip olması sebebi ile farklılık göstermektedir. AAm kriyojelleri, 

giriş kısmında belirtildiği üzere hidrojel oluşumuna sebebiyet veren polimerizasyon 

sürecidir (Carvalho ve diğ. 2014). Bu noktada, hidrojellerin ağ yapısı doğrudan 

polimer ile donatılmaktadır. Buna karşılık, kriyojelerin birbiri ile iç içe geçmiş ağları 

ise buz kristalleri sayesinde oluşan makrogözeneklilik sayesindedir (Lozinski ve diğ. 

2008). Kriyojelasyondan sonra freeze-thawing işlemi ile buz kristalleri erir ve makro 

gözenekler oluşur. Hidrojel oluşumunda ise buz kristalleri oluşmadığı için polimer ve 

buz fazı olmak üzere iki faz yoktur ve tüm alanda polimerizasyon meydana gelir 
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(Lozinski 2002). Dolayısıyla FESEM görüntülerinden de görüldüğü gibi hidrojelde 

makro gözenek bulunmamaktadır. Ayrıca hidrojellerde polimerizasyon geniş bir 

alanda meydana gelirken, kriyojellerde monomerlerin buz kristalleri nedeniyle daha 

yoğun olması nedeniyle kriyojellerin polimer duvarları daha belirgindir (Lozinski ve 

Okay 2014). Bu şekilde, kriyojellerin süpermakrogözenekli yapısı ve birbirine bağlı 

akış kanalları korunurken, kriyojellerin spesifik yüzey alanı arttırılmıştır. 
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Şekil 6.3: poli(AAm) (a-c-e) ve poli(AAm-VIM) (b-d-f) kriyojellerin FESEM görüntüleri 

Sentezlenen kriyojellerin elementel içeriğinin belirlenebilmesi için EDS 

yöntemi ile karakterize edildi. Her iki kriyojel de, karbon (C), hidrojen (H), oksijen 

(O) ve azot (N) elementlerini içermektedir. VIM monomerinin kopolimer olarak 

kriyojele katkısı sonucunda pli(AAm-VIM) kriyojelind eazot atomunun içeriğinin 

b 

c d 

f e 

a 
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artış göstermesi bu sonucu destekler niteliktedir.  Bu elementlerin bileşimi her bir 

kriyojel için farklı olduğundan yüzde elementel analiz sonuçları da şu şekilde elde 

edilmiştir: poli(AAm) kriyojeli için; C: 52.20, O: 28.66 ve N: 19.14 iken, poli(AAm-

VIM) kriyojeli için ise C: 54.74, O: 20.43 ve N: 24.83.   

 

Şekil 6.4: poli(Aam) kriyojellerinin elementel dizilimi 

 

 

Şekil 6.5: poli(Aam-VIM) kriyojellerinin elementel dizilimi 

poli(AAm) ve poli(AAm-VIM) kriyojellerin kütle kaybına ilişkin termal analiz 

çalışmaları, 25 °C ila 800 °C arasındaki sıcaklıklarda ve 10 °C/dk ısıtma hızında 

gerçekleştirildi. Buna ilişkin sonuçlar Resim 5’de gösterilmektedir.  Buna göre, genel 

olarak poli(AAm) ve poli(AAm-VIM) kriyojellerin benzer sıcaklık ve oranlarda kütle 

kaybı profili çizdiği görülmektedir. Öte yandan yaklaşık 300 °C'den başlayan kütle 
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kaybının büyük bir kısmı hem poli(AAm) hem de poli(AAm-VIM) kriyojel için 

geçerlidir. Poli(AAm) kriyojelin içeriğinin 600 °C'ye ulaştığında tamamlandığı 

gözlenmiştir. Ancak,  VIM’in poli(AAm-VIM) kriyojeline katkısının etkisiyle 

poli(AAm-VIM) kriyojelinin 800°C’ye gelindiğinde halen bir miktar daha termal 

ömrünü uzatacak kadar numune içeriğine sahip olduğu gözükmektedir. Bu durum, 

VIM’den kaynaklı poli(AAm-VIM)  kriyojellerin içerdikleri organik kalıntı nedeniyle 

poli(AAm) kriyojeline göre daha yüksek termal stabiliteye sahip olduğunu 

göstermektedir. Ayrıca, tüm kriyojellerin DTA grafiklerine bakıldığında kriyojellerin 

sıcaklık etkisiyle bozulma tepkimelerinin endotermik olarak gerçekleştiği 

gözlemlenmiştir. 

 

Şekil 6.6: Kriyojellere ilişkin TGA diagramları 
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Şekil 6.7: Kriyojellere ilişkin DTA diagramları 

6.3 Adsorpsiyon Sonuçları 

6.3.1 Lizozim Kalibrasyon Eğrileri 

Absorbans değerleri ile saf lizozimin farklı derişimlerdeki çözeltileri arasında 

bir kuramsal bağıntı elde edebilmek için kalibrasyon eğrileri oluşturuldu. Bu çizelgeler 

daha sonraki deneylerde lizozim derişiminin doğru bir şekilde belirlenmesi için bir 

referans görevi görmektedir. Lizozim kalibrasyon eğrileri, iki farklı kalibrasyon 

şartlarında oluşturuldu. Sonuçların doğruluğunu ve karşılaştırılabilirliğini sağlamak 

amacıyla hem Kalibrasyon I hem de Kalibrasyon II için aynı dalga boyu (280 nm) ve 

spektrofotometre ayarları dahil olmak üzere tutarlı ölçüm koşullarının kullanılmasına 

dikkat edildi. Her kalibrasyon oturumunun ayrıntıları aşağıdaki gibidir. Kalibrasyon I 

için (Şekil 6.8), 0,1 ila 3.0 mg/ml arasında değişen altı farklı salf lizozim derişimli sulu 

bir çözelti titizlikle hazırlandı. Bir UV-Vis spektrofotometresi kullanılarak her bir 

lizozim çözeltisinin absorbansı, 280 nm'lik spesifik bir dalga boyunda ölçüldü. 

Absorbans değerlerinin hemoglobin çözeltilerinin karşılık gelen derişimlerine (mg/ml) 

karşı grafiğinin çizilmesiyle bir kalibrasyon eğrisi oluşturuldu. Kalibrasyon II için 

(Şekil 8), doğru hemoglobin ölçümleri için en uygun pH koşullarını belirlemek üzere 
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pH taraması deneyi gerçekleştirildi. pH taramasının ardından, bu sefer pH 9 tampon 

çözeltisi içinde yeni bir lizozim çözeltisi seti hazırlandı. pH 9 tamponundaki her bir 

lizozim çözeltisinin absorbansı, 280 nm'lik belirlenmiş dalga boyunda UV-Vis 

spektrofotometresi kullanılarak ölçüldü. İkinci bir kalibrasyon eğrisi, pH 9 

tamponundaki lizozim çözeltilerinin karşılık gelen derişimlerine (mg/ml) karşı 

absorbans değerlerinin grafiğinin çizilmesiyle oluşturuldu (Şekil 6.9). Bu kalibrasyon 

eğrileri, absorbans değerleri ile lizozim çözeltilerinin konsantrasyonu arasında 

niceliksel bir ilişki kuran referans araçları olarak değerlendirilmektedir. Bu aşamadan 

itibaren doğru lizozim konsantrasyonu ölçümleri için büyük önem taşırlar ve 

spektrofotometrik analiz için güvenilir bir referanstır. 

 

Şekil 6.8: Lizozim kalibrasyon eğrisi (I) 

y = 0,2234x - 0,0225

R² = 0.9934
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Şekil 6.9: Lizozim kalibrasyon eğrisi (II) 

6.3.2 pH Etkisi 

Çalışmanın bu aşamasında, pseudospesifik ligand temelli kriyojeller tarafından 

lizozim adsorpsiyonu için uygun pH'ı belirlemek amacıyla saf lizozim ile deneyler 

gerçekleştirdi. Deneyler için pH 5.0 ile pH 10.0 aralığında tampon çözeltiler kullanıldı 

(pH 5: Asetat tamponu, pH 6-8 aralığındaki tamponlar için fosfat tamponu ve pH 9 ile 

10 noktasındaki çalışmalara yönelik için ise TRIS tamponları hazırlandı). Bu pH 

değerleri arasında, kriyojel tarafından lizozim için adsorpsiyon performansı (Q), Şekil 

6.8'de gösterildiği gibi en yüksek pH 9.0 için hesaplanmıştır. Lizozimin pl'si yaklaşık 

pH 11'dir. Buna göre, adsorpsiyon pH'ının, pH 11'e ayarlandığında lizozimin yüzey 

yükünün nötüre yakın olduğunu gösterir (Nepal ve Geckeler 2006). Bu koşullar 

altında, lizozim ile adsorban arasındaki elektrostatik etkileşim en aza indirilecek ve 

adsorpsiyon kapasitesi önemli ölçüde azalacağı öngörülebilir. Buna karşılık, 

adsorpsiyon koşullarında pH'ı < pl'de, lizozim net bir pozitif yüklü haldedir ve negatif 

yüklü adsorban tarafından adsorbe edilebilir. Adsorpsiyon pH'ındaki azalmayla 

birlikte, lizozimin daha pozitif yüklü olduğu ve adsorbanla daha güçlü bir elektrostatik 

çekime sahip olacağı ve bunun da daha iyi adsorpsiyon verimliliğine yol açacağı 

varsayılmaktadır (Kubiak-Ossowska ve diğ. 2015). Ancak daha önce bildirilen 

verilerin aksine, lizozimin adsorpsiyon kapasitesinin pH 9'da daha yüksek olduğu 

bulunmuştur Bu nedenle, lizozimin adsorpsiyon davranışının, yük dağılımı, lizozimin 

y = 0,2073x + 0,0007
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konformasyonel yapısındaki değişiklikler ve adsorpsiyon sırasındaki çevresel koşullar 

gibi diğer faktörler tarafından yönetilebileceği tahmin edilmektedir. Bununla birlikte, 

imidazol halkasının sahip olduğu hidrofobik kararkterinin de bu sonuçta etkili 

olabileceği düşünülmektedir. 

 

Şekil 6.10: Lizozim adsorpsiyonuna pH etkisi: c: 0.5 mg/ml, v: 20.0 ml, t: 2 saat, 25°C,     

akış hızı: 0.5 ml/dk 

6.3.3 Başlangıç Derişimi Etkisi 

Lizozimin başlangıç derişiminin, poli(AAm-VIM) kriyojelleri tarafından 

adsorpsiyonuna etkisi aşamasında derişimi 0.1-2.0 mg/ml aralığında değişen lizozim 

çözeltileri pH 9 tamponu içerisinde hazırlanarak adsorpsiyon kapasitesindeki 

değişiklik araştırıldı (Şekil 5). Adsorpsiyon performansı incelendiğinde 0.1 mg/ml'den 

1.0 mg/ml düzenli bir artış gözlenirken, 1.0-1.5 mg/ml aralığında ise artış hızının 

azaldığı ve 2.0 mg/ml'ye ulaşıldığında ise adsorpsiyon koşullarının dengeye ulaştığı 

glzlenmiştir. poli(AAm-VIM) kriyojellerinin maksimum adsorpsiyon kapasitesi 

186.52 mg/ olarak hesplanmıştır. 
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Şekil 6.11: Lizozimin başlangıç derişiminin adsorpsiyon performansına etkisi: pH: 9.0, v: 10 ml, t: 2 

saat, 25°C 

6.3.4 Polimerik Kriyojel Kolonun Akış Hızı Etkisi  

poli(AAm-VIM) kriyojel kolonların farklı akış hızlarındaki adsorpsiyon 

miktarı Şekil 2'de verilmiştir. Sonuçlar, kolondaki akış hızı arttığında poli(AAm-VIM) 

kriyojeli üzerindeki lizozim adsorpsiyon kapasitesinin azaldığını göstermektedir. Akış 

hızının 1 ml/dakikadan 3,0 ml/dak'ya artmasıyla adsorpsiyon kapasitesi 122,2 mg/g 

polimerden 90,04 mg/g polimere önemli ölçüde azaldı. Bunun nedeni, daha yüksek 

akış hızlarında analit molekülleri ile kriyojel adsorban arasındaki etkileşim süresinin 

azalmasıdır. Buna karşılık, kolonda akış hızının azalmasıyla afinite kolon ile analit 

arasındaki etkileşim, artan temas süresi ile uzar. Böylece lizozim moleküllerinin 

kriyojelin gözenek duvarlarına difüzyonu ve moleküler boşluklara bağlanması daha 

geniş ve ayrıntılı bir şekilde gerçekleşerek, dolayısıyla daha iyi bir adsorpsiyon 

kapasitesi elde edilir. 
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Şekil 6.12: Farklı akış hızlarının lizozim adsorpsiyonuna etkisi: pH:9.0, v: 10 ml,                      

t: 2 saat, T: 25°C 

6.3.5 İyonik Şiddet Etkisi 

İyonik şiddet etkisinin poli(AAm-VIM) kriyojel kolonunda lizozim 

adsorpsiyonuna lizozim adsorpsiyon miktarı üzerindeki etkisi de araştırıldı. Bu 

kapsamda 1.0 mg/ml lizozim konsantrasyonuna sahip pH 9.0 çözeltileri içerdikleri 

derişimleri 0.1 -ile 1.0 M NaCl aralığındaki dört farklı konsantrasyonda tuz iyonları 

ile yüklü halde poli(AAm-VIM) kriyojel kolonlarından iki saat süresince geçirildi. 

NaCl derişiminin artması, diğer bir deyişle iyonik şiddeti arttırmıi ve iyonik kuvvetin 

artması ise lizozim moleküllerinin kolona tutunma-bağlanma eğilimini azaltmıştır. Bu 

durum, adsorpsiyon kapasitesine etki ederek NaCl konsantrasyonunun artmasıyla 

lizozim adsorpsiyon miktarı 122.20 mg/g'dan 70.75 mg/g'a düşmüştür. Böylece iyonik 

etkileşimler tanıma ve bağlanma sürecine önemli ölçüde etki etmiştir. Buna sebep 

olarak, elektrostatik ve hidrofobik etkileşimlerin aynı anda meydana gelmesi 

durumunda, çözeltinin iyonik kuvvetinin artması önceki türdeki etkileşimi azaltması 

ile açıklanabilir. Netice itibari ile tuz çözeltisi derişiminin artması ile protein 

çözünürlüğünün azaldığı bilinen bir gerçektir. 
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Şekil 6.13: İyonik şiddet etkisinin lizozim adsorpsiyonuna etkisi: pH 9.0, v: 10.0 ml, t: 2 saat, 

T: 25°C, akış hızı: 0.5 ml/ dk 

6.3.6 Sıcaklık Etkisi 

poli(AAm-VIM) kriyojel afinite kolon vasıtsıyla gerçekleştirilen liozim 

adsorpsiyonu deneylerinin bu aşamasında ise adsorpsiyon performansına ortmaın 

değişen sıcaklık koşullarının etkisi incelenmiştir.  Polimerik kriyjel kolonda lizozim 

adsorpsiyonuna sıcaklığın etkisini belirlemek amacıyla gerçekleştirilen deneyler 4 ile 

37 derece sıcaklık aralığında ve üç farklı koşulda ( 4.0, 25.0 ve 37.0 derecede) 

incelendi. Sıcaklığın artış göstermesiyle birlikte kriyojel kolonda lizozim adsorpsiyon 

kapasitesi önemli oranlarda artış göstermektedir. Bu performansların karşılığı ise 

sırasıyla; 4 derece için 91.65 mg/g, 25 derece için 123.81 ve 37 derece için ise 130.25 

mg/g olarak hesaplanmıştır.  Sıcaklık ile lizozim adsorpsiyonu arasındaki ilişki, bu 

sonuçların ardından hidrofobik etkileşimin artması şeklinde yorumlanmıştır. Eğer, 

hidrojen bağları ya da elektrostatik etkileşimler etkili olmuş olsaydı, artan sıcaklığın 

etkisiyle bu parametreler ışığında adsorpsiyon performansının düşmesi beklenebilirdi. 

Buna karşılık, Van der Waals ve hidrofobik etkileşimlerinin etkin olduğu reaksiyon 

koşullarında ise adsorpsiyon kapasitesi sıcaklıkla doğru orantılı olarak değişim 

göstermektedir. 
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Şekil 6.14: Sıcaklığın lizozim adsorpsiyonuna etkisi: pH 9.0, v: 10.0 ml, t: 2 saat,:                 

akış hızı: 0.5 ml/ dk 

6.4 Adsorpsiyon İzotermeleri 

"Adsorpsiyon izotermi" terimi tipik olarak adsorpsiyon verilerini tanımlamak 

için kullanılır. "Adsorpsiyon izotermi", sabit sıcaklıkta bir birim adsorban miktarı 

tarafından adsorbe edilen adsorban miktarı ile denge çözeltisi derişimi (veya basıncı) 

arasında var olan ilişkidir. Uygulamalar açısından Langmuir ve Freundlich izotermleri, 

adsorpsiyon izotermlerinin hesaplanabilmesi açısından en yaygın olarak kullanılan 

başlıca iki matematiksel modellemedir. 

Langmuir izotermine göre, yüzeyde adsorplanan moleküllerin tek tabaka 

halinde adsorplandığı, yani yüzeyi homojen olduğu ve adsorplanan komşu 

moleküllerle olan etkileşimin ihmal edildiği için enerji dağılımının her noktada aynı 

olduğu kabul edilir. Langmuir izotermi aşağıdaki denklemle (Eşitlik 6.1) ifade edilir; 

𝑄𝑒 =
𝑞𝑚 × 𝐾𝐿 × 𝑐𝑒

1 + 𝐾𝐿 × 𝑐𝑒
    (𝐸ş𝑖𝑡𝑙𝑖𝑘 6.1) 

Eşitlik 6.1’deki denkleme göre ′′ 𝑞𝑚 ′′, adsorbentin maksimum adsorplama 

kapasitesi, Langmuir adsorpsiyon sabiti ‘’ ′′ 𝐾𝐿′′  olarak tanımlanır. Eşitlik 6.1’in 

lineerleştirilmesi sonrasında aşağıdaki bağıntı (Eşitlik 6.2) elde edilmiştir. 
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𝑐𝑒

𝑞𝑒
 =  

1

𝑞𝑚×𝐾𝐿
 +  

1

𝑞𝑚
 ×  𝑐𝑒       (Eşitlik 6.2) 

Eşitlik 6.2’deki bağıntıya göre 𝑐𝑒 ′𝑦𝑒 𝑦𝑒 𝑘𝑎𝑟ş𝚤 
𝑐𝑒

𝑞𝑒
 grafiğe geçirilmesi ile 

doğrunun eğiminden 1/(𝑞𝑚 × 𝐾𝐿) değerini, y ekseninin kesim noktası ise 
1

𝑞𝑚
 değerini 

verir. 

 

Şekil 6.15: poli(AAm-VIM) kriyojeli için lizozim adsorpsiyonu Langmuir izoterm modeli 

Langmuir izoterm modelinde ayırma faktörü olarak bilinen denge parametresi 

𝑅𝐿 cinsinden Eşitlik 6.3’deki bağıntıyla hesaplanır.  

𝑅𝐿 =
1

1+𝐾𝐿×𝑐0
     (Eşitlik 6.3) 

Eşitlik 6.3’e göre 𝑐0, başlangıç lizozim derişimini (mg/mL) ve 𝐾𝐿, Langmuir 

adsorpsiyon denge sabitini (mL/mg) sembollendirir. 𝑅𝐿  değerleri elverişsiz olarak 

kabul edilirse (𝑅𝐿 > 1), eğer doğrusal ise (𝑅𝐿 = 1), elverişli olarak kabul edilebileceği 

değer aralığı (0 < 𝑅𝐿 < 1) ve tersinmez ise (𝑅𝐿 = 0) durumlara göre izoterm şeklini 

gösterir. 

Freundlich izoterm modeli (Eşitlik 6.4), adsorpsiyonun çok tabakalı olduğunu 

kabul ederken. Langmuir modelinin aksine adsorbent yüzeyinin, adsorpsiyon alanları 

ve enerjisi bakımından aynı olmadığını, diğer bir deyişle heterojen olduğunu kabul 

eder. 
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𝑄𝑒 = 𝐾𝐹 × 𝐶𝑒

(
1

𝑛
)
      (Eşitlik 6.4) 

Eşitlik 6.4’te ‘’ 𝐾𝐹 ’’ adsorpsiyon kapasitesini ifade ederken, (1/n) ise 

Freundlich üssü olarak kabul edilir ve sistemin homojen olmayışının bir temsil eder. 

𝐾𝐹 değerinin artması, adsorpsiyon kapasitesinin artışı olarak tanımlanabilirken, (1/n) 

değerinin azalıyor olması ise adsorpsiyona karşı olan direncin azalması olarak 

değerlendirilir. Eşitlik 6.4’te bağıntıdaki eşitliğin her iki tarafının logaritmasının 

alınması ile Eşitlik 6.5’deki bağıntı elde edilir. Buradan, lnCe’ye karşı lnQe grafiğinin 

çizilmesiyle doğrunun eğiminden (1/n) değerini, doğrunun y eksenini kesim noktası 

ise lnKF değerini verir. 

𝑙𝑛𝑄𝑒 = 𝑙𝑛𝐾𝐹  + 
1

𝑛
 𝑙𝑛𝐶𝑒       (Eşitlik 6.5) 

 

Şekil 6.16: poli(AAm-VIM) kriyojeli için lizozim adsorpsiyonu Freundlich izoterm modeli 

Langmuir ve Freundlich izotermleri sonuçlarını veren grafikler sırasıyla Şekil 

6.15 ve Şekil 6.16’da gösterilmektedir. Regresyon değerleri karşılaştırıldığında 

adsorpsiyon modelinin Langmuir’e daha uygun olduğu anlaşılmaktadır                                 

(R2; 0.9937> 0.9737).  
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Tablo 6.2: poli(AAm-VIM) kriyojeli için Langmuir ve Freundlich izotermleri 

Deneysel Langmuir Freundlich 

Qe 

(mg/g) 

106.13 

Qmax 

(mg/g) 

120.48 

KL 

(ml/mg) 

0.069 

RL 

 

0.935 

R2 

 

0.9937 

KF 

 

154.47 

n 

 

2.02 

R2 

 

0.9737 

 𝐶0 = 1 mg/ ml değeri için 

Tablo 6.2’de poli(AAm-VIM) kriyojeli için sulu çözeltiden lizozim 

adsorpsiyonundan elde edilen Langmuir ve Freundlich izoterminden 

hesaplanan teorik maksimum adsorpsiyon kapasitesi değerlerini, deneysel 

olarak bulunan maksimum adsorpsiyon değeri ile karşılaştırdığımızda 

Langmuir izoterminden elde edilen değerin daha yakın bir değer olduğunu 

görmekteyiz. Bununla birlikte, RL değeri, poli(AAm-VIM) kriyojeli vasıtasıyla 

lizozim adsorpsiyonunun "elverişli" gerçekleştiğini göstermektedir. Buradan 

çıkaracağımız sonuç, poli(AAm-VIM) kriyojeli lizozim adsorpsiyonu için 

elverişli bir adsorplayıcıdır. 

6.4.1 SDS-PAGE Analizi 

Gözenekli jeller, ayrılmayı hızlandıran moleküler elek işlevi görmesi sebebi ile 

elektroforetik ayırmalarda kullanılmaktadır. Poliakrilamit temelli jeller, kimyasal 

açıdan kararlılıkları ve işleme başlanmadan çok kısa bir süre içerisinde çapraz 

bağlayıcı N’N-metilenbisakrilamit (MBA) varlığında hızlı şekilde jelleşme formuna 

girebildiği için elektroforez ile ayırma işlemlerinde taşıyıcı ortam olarak tercih 

edilmektedir. Protienlerin denaturasyona uğradığı ortamda poliakrilamit jelde 

yürütülerek kütle farkı temeline dayandırılarak ayrılır. Bu amaç için sodyum dodesil 

sülfat (SDS) çözeltisi kullanılarak proteinler hem debantürasyona uğrar, hem de 

protein üzerinde biriken (-) yük vasıtasıyla elektroforetik ortamda yürütülmeye hazır 

hale gelir. Jelin gözenek büyüklüğüne bağlı olarak küçük molekül ağırlıklı moleküller 

daha hızlı hareket ederler. Molekülerin büyüklük ve boyut ilişkisine bağlı olarak ise 

SDS-PAGE görüntülemesi sayesinde proteinlerin moleküler ağırlıklarını 

belirlenebildiği gibi, proteinlerin ve alt birimlerinin alt birimlerini jel üzerinde tek bant 
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oluşturacak şekilde ayırt edilebilmeleri de mümkündür. Böylece, saflaştırılmış 

proteinlerin saflık analizi hususunda fikir vermiş olur. 

Bu çalışmada sulu çözeltiden ayrılması adsorpsiyon yöntemi ile 

gerçekleştirilebilecek lizozim çözeltisini molekül ağırlığı yaklaşık 12 kDa olduğu için 

%20’lik akrilamit çözeltisi kullanılmıştır. Buna karşılık, lizozimin molekül kütlesi ile 

ilişkili olarak marker olarak tercih edilen işaretleyici referans molekül aralığı 10 ile 70 

kDa aralığında olması uygun görüldü. Şekil: 6.15’den anlaşılabileceği üzere Lizozim 

molekülüne ait bantların (Sıra 1), 10-15 kDa aralığında gözlenmiş olması bunu 

destekler niteliktedir. SDS-PAGE görüntüsündeki bantlar molekül büyüklüklerine 

göre bariz ve belirgin bir şekilde ayırt edilebilmektedir. Sıra 1’de adsorpsiyon öncesi 

hazırlanmış lizozim çözeltisi (1 mg/ml), Sıra 2’de Adsorpsiyon sonrası denge 

halindeki lizozim çözeltisi ve Sıra 3’te ise desorbe edilmiş lizozim çözeltisi yer 

almaktadır. Bu sıra doğrultusunda lizozim molekülüne ait bantların büyüklüğünde 

belirgin ölçülerde azalma söz konusudur. Bu sonuç, poli(AAm-VIM) kolonunun sulu 

ortamdan lizozim çözeltisini başarıyla ayırt edebildiğini işaret etmektedir. 

 

Şekil 6.15: Lizozim çözeltisinin poli(AAm-VIM) kriyojelleri ile adsorpsiyonunun öncesi ve 

sonrasında SDS-PAGE analizi: Marker (İşaretleyici referans): Ladders, Sıra 2. Adsorpsiyon öncesi 

lizozim çözeltisi (1 mg/ml), Sıra 3. Adsorpsiyon sonrası kalan lizozim çözeltisi, Sıra 3. Kolonda 

adsorbe edilen lizozim çözeltisinin desorbe edilmiş hali 
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6.4.2 Desorpsiyon ve Tekrar Kullanılabilirlik 

Adsorbanların tekrar kullanılabilirliğinin incelenmesi, bunların farklı 

ölçeklerde ve farklı alanlarda kullanılmalarında fikir vermesi açısından önemli bir 

adımdır. Poli(AAm-VIM) kriyojellerinin tekrar kullanılabilirliğinin belirlenmesi 

amacıyla adsorpsiyon-desorpsiyon işlemi aynı polimer kullanılarak en az 10 kez tekrar 

edilmiştir. poli(AAm-VIM) kriyojellerinin tekrar kullanılabilirliğini gösteren 

adsorpsiyon-desorpsiyon döngüsü Şekil 6.16’da verilmiştir. poli(AAm-VIM) 

kriyojelelrinin en az 10 kez tekrarlanan adsorpsiyon çalışmasında, desorpsiyon oranı 

her defasında %90’ın üzerinde hesaplanmıştır. Öte yandan, poli(AAm-VIM) 

kriyojellerinin adsorplama kapasitelerinin hesaplanmasında kaydadeğer bir azalma 

gözlenmemiştir. Kriyojellerin birbiri ile iç içe geçmiş geniş yüzey alanına sahip ağ 

örgülü gözenekli yapıda olmaları adsorpsiyon-desorpsiyon dögüsünün çok hızla 

gerçekleşmesine olanak sağlamıştır. Buna bağlı olarak adsorpsiyon süreci bir saatten 

daha kısa bir sürede dengeye ulaşmıştır.  

 

Şekil 6.16: poli(AAm-VIM) kriyojelinin tekrar kullanılabilirliği: c: 1.0 mg/ml, pH: 9.0,         

t: 2 saat, T: 25°C, desorpsiyon ajanı: 0.5 M NaCl çözeltisi 
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7. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Sunulan bu çalışma kapsamında N-Vinil imidazol ligandının afinite ligand 

olarak etkili olacağı hidrofobik etkileşim kromatografisi prensibiyle sulu çözeltilerden 

lizozim adsorpsiyonuna yönelik poli(AAm-VIM) kriyojeli sentezlenmiş ve karakterize 

edilmiştir.  

Sentezlenme koşulu, çözücü olarak kullanılan suyun donma noktası altında 

kriyojelasyon yöntemi ile -18°C’de gerçekleştirilmiştir. Sentezlenen kriyojeller, 24 

saat süresince belirtlen sıcaklıkta bekletildikten sonra, oda sıcaklığına getirilerek 

gerçekleştirilen freze-thawing işlemi ardından buz kristallerinin erimesi sonrası 

makrogözenekli yapıya ulaşması hedeflenmiştir.  

N-Vinil imidazol monomerinin tek başına kullanılması durumunda 

karşılaşılabilecek rijit bir polimerik yapıya karşılık, jelleşmenin daha etkili olabilmesi 

için akrilamit ve N-Vinil imidazol monomerleri birlikte kopolimerleştirilerek 

poli(AAm-VIM) kriyojeli elde edilmiştir.  

Karakterizasyon çalışmaları kapsamında şişme testleri, FTIR, FESEM, 

elementel analiz, TGA ve DTA analizleri gerçekleştirildi. Sonuçların fiziksel 

karakteristiklerinin karşılaştırılabilir olması açısından VIM olmaksızın poli(AAm) 

kriyojelleri sentezlenmiştir.  

Şişme testleri sonucunda sentezlenen poli(AAm-VIM) kriyojellerinin jelleşme 

verimleri, şişme derecesi-oranları, makrogözeneklilik, porozite ve gözenek hacmi gibi 

paramtereler hesaplanabilmiştir.  

FTIR analizi neticesinde kriyojellere ait fonksiyonel gruplar teyit edilmiştir.  

FESEM analizlri neticesinde kriyojellerin yüzey morfolojisi ve gözenek yapısı 

hakkında karşılaştırma yapılabilme imkȃnı değerlendirilmiştir.  

Kriyojellere ait sıcaklık arttıkça termal davranışlarının incelenmesi sonucunda 

elde edilen TGA diagramından poli(AAm-VIM) kriyojelinin, poli(AAm) 

kriyojelinden termal açıdan daha kararlı olduğu saptanmıştır. Son olarak ise DTA 
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diagramından, gerçekleştirilen analizlerin endotermik eğilimli olduğu 

gözlemlenmiştir.  

Lizozim adsorpsiyonu sürekli sistemde incelenmiştir. Optimum koşulların 

belirlenmesinde ilk adım olarak çalışılacak en uygun pH’ı bulabilmek için 

gerçekleştirilen çalışmalarda pH 5.0-10.0 aralığında farklı tampon çözeltiler 

kullanılarak adsorpsiyon kapasiteleri karşılaştırılmıştır. Buna göre, pH 9.0’da 

maksimum adsorpsiyon kapasitesi 46.65 mg/g (𝑐0: 0.5 mg/ml) olarak hesaplanmış ve 

adsorpsiyon çalışmaları pH 9.0’da devam etmiştir. 

Optimum koşulların belirlenmesinde diğer parametreler olan başlangıç 

derişimi etkisi, iyonik şiddet, sıcaklık ve kolonun akış hızı gibi etkenlerde ayrı ayrı 

incelenmiştir. Bu sonuçların ardından adsorpsiyon izotermleri incelendiğinde 

Langmuir izoterm modelinin, Freundlich izoterm modeline göre bu çalışmaya daha 

uyumlu olduğu hesaplanmıştır.  

poli(AAm-VIM) kriyojellerinin lizozim saflaştırmasına yönelik 

uygulamasında en önemli aşamalardan bir tanesi SDS-PAGE analizi olmuştur. SDS-

PAGE ile gerçekleştirilen elektroforetik ayrımlarda poli(AAm-VIM) kolonunun 

lizozimin sulu çözeltiden ayrılmasında başarılı bir şekilde kullanılabileceği teyit 

edilmiştir. 

Bu sonuçlar neticesinde poli(AAm-VIM) kriyojelinin başarıyla sentezlendiği 

ve optimizasyon koşullarının farklı parametreler ışığında belirlenmiştir. Elde edilen 

poli(AAm-VIM) kriyojellerinin kolon formunda kullanılarak Katı-Faz Ekstraksiyonu 

(SPE) şeklinde biyoteknolojik uygulamalarda kulanılabileceği öngörülmüştür. 

Bununla beraber, tekrar kullanılabilirlik sonuşlarına dayanarak poli(AAm-VIM) 

kriyojel kolonların krmatografi cihazlarında uygulanabilirliği gelecek çalışmalar için 

bir motivasyon oluşturabilecektir.  
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