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ÖZET 
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TETRAFENİLPORFİRİN BAZLI HİDROFOBİK 

ADSORBAN GELİŞTİRİLMESİ 

TURGAYTAY 

Anadolu Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Kimya Anabilim Dalı 

Danışman: Doç.Dr. Hayrettİn TÜRK 

2004, 108 Sayfa 

Bu doktora tez çalışmasmda hidrofobik etkileşim adsorbanı olarak kullanılmak 

üzere tetrafenilporfirin ligandı içeren bir polimerik adsorban hazırlanmış ve bu 

adsorbana bovin serum albumin (BSA) adsorpsiyonu incelenmiştir. Adsorbana 

tetrafenilporfirin ligandı katabilmek için polimerleşebilecek yapıya sahip 5-(4-

metakrilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirin 3 aşamada sentezlenmiş ve adsorban 5-(4-

metakrilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirin (%1), akrilamid (%39) ve 

etilenglikoldimetakrilat (%60) monomerlerinden süspansiyon polimerizasyon tekniği 

kullanılarak hazırlanmıştır. 

Bovin serum albuminin bu adsorbana adsorpsiyonu proteinin başlangıç 

derişiminin, pH'm, iyonik kuvvetin ve tuz türünün fonksiyonu olarak araştırılmıştır. Bu 

adsorbanın bovin serum al bumine karşı çok yüksek adsorpsiyon kapasitesine ( Qm) ve 

düşük ayrışma sabitine (K.ı) sahip olduğu görülmüştür; örneğin 1,0 M lık Na2S04 ve 

tamponianmış çözeltilerde pH 4,0 de qm 775 mg BSA/g-adsorban ve K.ı 1,21x10"2 mg/ml 

ve pH 7,0 de Qm 625 mg BSA/g-adsorban ve K.ı 0,170 mg/ml olarak bulunmuştur. Ayrıca 

çözeltinin iyonik kuvveti arttıkça adsorplanan BSA miktarı artmıştır. Adsorbanm 

yüksek adsorpsiyona temel katkınm BSA ile adsorban arasmdaki van der Waals 

kuvvetleri ve 1t-1t etkileşimlerinden geldiği belirlenmiştir. Adsorpsiyon süreçinin 

neredeyse tersinmez olduğu proteinin desorbe olmamasmdan anlaşılmıştır. 

Anahtar Kelimeler: Adsorpsiyon, Bovin Serum Albumin, BSA, Porfirin, Hidrofobik 

Etkileşim 
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In this study, a polymeric adsorbent with tetraphenylporphyrin ligand was 

prepared as an hydrophobic interaction adsorbent and the adsorption behaviour of 

bovine serum albumin (BSA) on this adsorbent was studies. As a polymerizable 

porphyrin, 5-( 4-metacrylamidophenyl)-1 0,15,20-triphenylporphyrin w as synthesized 

in three steps. The polymeric adsorbent with tetraphenylporphyrin ligand was 

prepared from monomers 5-( 4-metacrylamidophenyl)-1 0,15,20-triphenylporphyrin 

(1 %), acrylamide (39%), and cross-linking agent ethyleneglycoldimetacrylate (60%) 

using suspension polymerization technique. 

The adsorption behavior of bovine serum albumin on this adsorbent was 

studied as a function of the initial BSA concentration, pH, ionic strength, and type of 

salt. Very high adsorption capacity ( qm) and low dissociation constant (Kd) for the 

adsorbent were observed i.e. 775 mg BSA/g adsorbent and 1.21x10-2 mg/mL at pH 

4.0 and 625 mg BSA/g-adsorbent and 0.170 mg/mL at pH 7.0 in 1.0 M Na2S04 and 

buffered solutions. In addition the amount of adsorbed BSA increased as the ionic 

strength of the solution increased. The adsorbent showed hydrophobic interaction 

adsorbent behavior and van der Waals forces and n-n interactions between BSA and 

PFA were the major factors for high adsorption capacity. The adsorption process 

was nearly irreversible on this adsorbent. 

Keywords: Adsorption, Bovine Serum Albumin, BSA, Porphyrin, Hydrophobic 

Interaction 
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: 5, ı O, ı5,20-Tetrakis(2,6-diklorofenil) porfinatomangan 

MnTDCSPP : 5,1 O, ı 5,20-Tetrakis(2,6-dikloro-3-sülfonatofenil)porfinatomangan 

MnTDCSPPC18 : 2,3,7,8,ı2, 13,ı7, ı 8-0ktakloro-5,ıO,ı5,20-tetrakis(2,6-dikloro-3 

sülfonatofenil)porfinatomangan 

MR : Magnetik rezonans 

NMR :Nükleer magnetik rezonans 

PDT : Fotodinamik terapi 

PVA : Poli(vinil alkol) 

RNA : Ribonükleik asit 

UV : Ultraviyole 



ı. GİRİŞ 

Son yıllarda biyoloji ve tıpta gözlenen hızlı gelişmeler sonucu 

biyomoleküllerin günlük yaşamda veya tedavinin birçok alanında kullanımları 

gereği doğmuştur. Bu nedenle son zamanlarda biyomoleküllerin biyolojik 

ekstraklardan ayınlmaları ve saflaştırılması konusunda sayısız araştırma yapılmış 

ve yapılmaya devam edilmektedir. Bu araştırmaların çoğunda ya biyolojik 

aktiviteye sahip makromoleküller ile etkileşecek özellikte, polimerler başta olmak 

üzere, adsorbanların hazırlanması amaçlanmış ya da ticari olarak pazadanan 

adsorbanların belli bir biyomolekülün saflaştırılmasında veya bir yüzeye 

bağlanmasında etkinliği araştırılmıştır. Bu konulara ilişkin yazılmış çok sayıda 

kitap da mevcuttur. 

Bu çalışmada bir polimerik matrikse bağlanmış tetrafenilportirin ligandı 

ile bovin serum albumin (BSA) proteini arasındaki etkileşim araştırılmıştır. Bu 

amaç için önce uygun bir tetraarilportirin ligandı sentezlenmiş, ardından bu ligand 

bir polimerik matrikse süspansiyon polimerizasyonu ile dahil edilmiş ve son 

olarak bu adsorbana BSA'nın adsorpsiyonu araştırılmıştır. Portirin doğanın 

senteziediği bir yapı olup bugün çok sayıda sentetik türevi çeşitli amaçlar için 

sentezlenmiştir. Portirin biyomolekül etkileşimlerine ilişkin çalışmalarda farklı 

sübstitüsyonlu portirinierin daha çok kanser tedavisinde fotodinamik tedavi ajanı 

olarak kullanımı araştırılmıştır. Portirinin biyomoleküller için bir adsorpsiyon 

ligandı olarak kullanımına ilişkin bir çalışma henüz literatürde yer almamıştır. 

1.1. Porfırİnler 

Portirinler ve aynı aileden olan tetrapirolik pigmentler doğada yaygın bir 

şekilde bulunur ve çeşitli biyolojik süreçlerde önemli rol oynarlar. Heme, 

demir(II) protoportirin-IX kompleksi, hemoglobinlerin ve miyoglobinlerin 

prostetik grubudur ve oksijen taşınmasından sorumlu olup, yaşam dokularında 

depolanır. Heme, aynı zamanda enzim peroksidazlarda da bulunabilir ve 

substratların hidrojen peroksit ile oksidasyonunu katalizler. Aynı zamanda heme 

içeren ilgili enzim, hidrojen peroksitin su ve oksijene ayrılmasını katalizler. Diğer 
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protein ıçeren herne, sitokrornları kapsar ve elektron transfer zincirinde bir 

elektron taşınmasında görev yapar [1]. Klorofiller de bir doğal portirindir ve yeşil 

bitkilerde bol miktarda bulunur. Klorofiller fotosentezde önemli rol oynarlar 

(Şekil 1.1 ). 

Portirinin basit yapısı, dört rnethine köprüsü ile bağlı dört pirol birimi 

ıçerır. Porfirin makro halkası 22n elektron içeren bir arornatik sistem olup 

herhangi bir delokalizasyonda sadece ı 8n elektronu içermektedir. Porfirin Hückel 

aromatik kuralına (4n+2n elektonlar, n=4) uyar ve X ray kristolografisi ile 

yapısının düzlemsel olduğu belirlenmiştir. Portirinierin arornatik karakteri NMR 

spektrurnlarında da görülebilir. Porfirin halka bakırnından anisotropik etki 

olmasına rağmen, NMR sinyalleri paylaşılrnamış rnesoprotonları için (protonlar 

methine karbonları köprüsünde) düşük alanda (8- ı O ppm) gösterir. Buna karşılık 

içerdeki azot atomlarındaki paylaşılrnarnış protonlar için sinyaller çok yüksek 

alanda ( -2 ile -4 ppm) gelir. 

UV görünür bölge absorbsiyon spektrumunda oldukça yüksek 

konjügasyon sahip porfirin makro halkası, 400 nın civarında yoğun (sönüm 

katsayısı> 2xı05) absorpsiyon gösterir. Bunu daha yüksek dalga boylarında 450-

700 nın'de birkaç zayıf Q absorbsiyon bandiarı takip eder (Şekil 1.2). Porfirin 

halkası üzerindeki çevresel sübstitüentlerin çeşitliliği genellikle absorbsiyon dalga 

boylarında ve yoğunluklarında az oranda değişikliklere sebep olur. Porfirin makro 

halkasının iç kısmındaki azot atomunun protonlanması veya porfirin boşluğunun 

içine metal bağlanması görünür bölge absorbsiyon spektrurnunu değiştirir. Bu 

absorpsiyonlar porfirin üzerinde belirli özelliklerin incelenmesinde yardımcı olur. 
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Şekil 1.2. Porfırinlerin tipik UV-görünür bölge spektrumu 

Porfirin halkası, derişik asitte (örneğin HıS04 de) çok kararlıdır ve kendi 

kendine asit veya baz olarak davranabilir. Güçlü bazlar (örneğin alkoksitler), 

porfirin halkası içindeki azot atomları üzerindeki protonları kopararak portirinieri 

dianyon formuna dönüştürürler (pKa 16 civarında). Diğer taraftan, ise bu protonlar 

asitle kolaylıkla protonlanabilirler (pKb 9 civarında). 

1.1.1. Portirinierin Kimyası 

Porfirinler, aromatik bileşiklerin verdiği birçok tipik kimyasal 

reaksiyonları verirler. Örneğin elektrofilik sübstitüsyon reaksiyonları portirinierde 

methine (meso) karbonları ve ~ pirolik karbonlar üzerinden yürür. Ayrıca belli 

sübstitüentler ile porfirin molekülleri modifiye edilebilir. Bu da farklı türde 

portirinierin oluşmasına yol açar. 

Portirinierin diğer önemli özelliği metallenebilme ve metal 

uzaklaştırılabilme yetenekleridir. Demir, çinko, bakır nikel gibi birçok metalin 

iyonu çeşitli metal tuzları kullanılarak porfirin boşluğuna yerleştirilebilir. 

Metallerin uzaklaştırılması ise metalloporfirinler çeşitli derişimlerde kuvvetli 

asitlerle işleme sokularak başarılabilir. 

istenilen özelliklerdeki portirinierin elde edilmesinde iki genel yaklaşım 

vardır. Bunlardan birincisi, doğal bir şekilde bulunan portirinin (örneğin heme 

nin) modifikasyonu yoluyla, ikincisi de toplam sentez yoluyladır. Doğal 
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portirinierin modifikasyonu uygun ve kolay bir yöntem olmasına rağmen çevresel 

sübstitüentlerin seçimi üzerinde büyük sınırlarnalara neden olur. Çünkü belli 

sübstitüentler kolaylıkla modifiye edilemezler. Birçok durumda böylesi 

sınırlamalar, toplam sentez yoluyla üstesinden gelinir. Toplam sentez gerekli 

sübstitüentlere sahip benzaldehit ve piroller ile sentezlenir. 

1.1.2. Sentetik porfirinlerin sentez yöntemleri ve tarihçesi 

Porfirin sentezi ilk defa ı 936 yılında Rathemund tarafından ağzı kapalı bir 

tüpte ve azot atmosferi altında pirol ile aldehit fonksiyonel grubuna sahip bazı 

bileşiklerin piridin-metanol çözeltisinde 90-95°C'de 30 saat ısıtılmasıyla 

gerçekleştirilmiştir [2,3]. Aldehit olarak formaldehit, benzaldehit, bütiraldehit, 

furaldehit, asetaldehit ve propiyonaldehit kullanılmış ve verim kullanılan pirolün 

gramı başına yaklaşık ı mg olmuştur. Bu yöntem uzun yıllar boyunca tek porfirin 

sentez yöntemi olarak kalmıştır. ı 967 yılında Adler ve çalışma arkadaşları 

tarafından yeni bir yöntem geliştirilmiştir [4]. Bu yeni yöntemde pirol ve 

benzaldehit 30 dakika refluks halindeki propiyonik asitte reaksiyona sokularak 

%20 verimde 5, ı O, ı 5,20-tetrafenilporfirin elde edilmiştir (Şekil 1.3). Reaksiyon 

sonucu oluşan porfirin, propiyonik asit oda sıcaklığına soğutulduğunda 

kristallenmiş ve ortamdan süzülerek alınmıştır. Ancak Adler ve çalışma 

arkadaşları tarafından geliştirilen bu yöntemde iki önemli sorun vardır: Öncelikle, 

portirinin reaksiyonda yan ürün olarak oluşması nedeniyle, propiyonik asitte 

kristallenmeyen portirinierin ortamdan ayrılması ve saflaştırılması bu yöntemde 

oldukça güç olmaktadır. Ayrıca portirinierin meso konumlarında bulunan aril 

gruplarının orto sübstitüent içermesi halinde bu yöntem ile verim % ı 'in altında 

kalmaktadır [ 5]. 

Daha sonra ı 987 yılında Lindsey ve çalışma arkadaşları tarafından 

geliştirilen yeni bir sentez yöntemi ile Adler yöntemindeki sorunlar büyük oranda 

ortadan kaldırılmıştır [6-8]. Bu yöntemde, ilk olarak oda sıcaklığındaki 

kloroformda özellikle 2,6 konumlarında sübstitüent bulunduran arilaldehitler ile 

pirol az miktarda bor triflorüreterat veya trifloroasetik asit katalizörlüğünde 

reaksiyona sokularak porfirinojen elde edilmiştir. Ardından reaksiyon ortamına 
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2,3-dikloro-5,6-disiyanobenzokinon veya 2,3,5,6-tetraklorobenzokinon gibi bir 

oksidant ilave edilerek porfirinojen, portirine dönüştürülmüştür (Şekil 1.4 ). 

Reaksiyon, yaklaşık ıo-2 M'lık seyreltik çözeltilerde gerçekleştirilmiş ve bu 

şekilde polipirilmetan şeklindeki açık yapıların oluşması engellenmiştir. Lindsey 

yöntemi ile sübstitüentlerin konnınları bakımından 30' dan daha fazla tür porfirin 

% 30-40 arasında verimle elde edilmiştir [6-8]. 

HOO 
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~ 
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N 

ı 
H 

Propiyonik asit 

Refluks (30 dakika) 

Şekil 1.3. Ad ler yöntemi ile 5,1 O, 15,20-tetrafenilporfirin (H2 TPP) sentezi 
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Şekil 1.4. Lindsey yöntemiyle porfirin sentezi (X, X', Y, Y', Z: H, Halojen (Cl, F), CH3 gibi 

sübstitüentler) 
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1.1.3. Sentetik portirinierin kullanım yerleri 

Porfirin tipi bileşiklerin, kanser tanımlamaları ve fotodinamik terapi (PDT) 

[9] ve aynı zamanda boron nötron yakalama terapİsİ (BNCT) [ıO] tedavisinde 

kullanılmak için ilaç duyarlılığı aktif bir şekilde araştırılmıştır. Son on yılda iki 

porfirin türevi PDT tedavisi için Amerikan gıda ve ilaç idaresi tarafından 

onaylanmış, çeşitli koşulların ve birçok diğer umut verici türevleri ön klinik ve 

klinik çalışmaları değerlendirilmiştir [ll]. Bu araştırmalardan belirli porfirin 

türevlerinin, tümör dokularına seçici bir şekilde yerleşme yeteneğine sahip olduğu 

ve affinitelerinin olası sonucu olarak biyolojik membranıara taşındıkları 

bilinmektedir. Özellikle, pozitif yüklenmiş porfirinler örneğin meso­

tetra(metilpiridil)porfirin ve meso-tetra(trimetilaminofenil)porfirinler potansiyel 

biyolojik grupların negatif yüklenmesiyle birlikte güçlü bir şekilde etkileşim 

gösterirler. Örneğin belirli proteinler, DNA ve RNA, PDT için fotoduyarlılığını 

etkilemektedir [ ıı-ı5]. 

Bununla birlikte literatürde metallo portirinierin ve portirinierin 

oksidasyon katalizörü olarak kullanımına ilişkin çok sayıda yayın bulunmaktadır. 

Bu konudaki bir derleme B. Meunier tarafından yapılmıştır [ı6,17]. 

Harriman ve arkadaşları fotosentez olayını in vitro model bir sistemde 

gerçekleştirebilmek için suda çözünür mangan(III)porfirinlerin yükseltgenme­

indirgenme reaksiyonlarını araştırmışlardır [ ı8-2ı]. Çalıştıkları 5, ı O, ı5 ,20-

tetra( 4-piridil)porfinatomangan, 5, ı O, ı 5,20-tetra(N-metil-4-

piridil )porfinatomangan, 5, ı O, ı 5,20-tetra( 4-sülfonatofenil )porfinatomangan ve 

5, ı O, ı5,20-tetra( 4-karboksifenil)porfinatomanganın pH> ı O iken hipoklorit ve 

sodyum persülfat ile oksitlenebildiğini ve oluşan oksitlenme ürününün kararlı 

olmadığını gözlemlemişlerdir. Daha sonraki çalışmalarında ise, bazik ortamda 

oksitlenmiş bu mangan portirinierin f..L-okzo dimer şeklinde mangan(IV) porfirin 

olduğunu spektroskopik ve magnetik moment ölçümlerinden belirlemişlerdir. 

Ayrıca bu mangan portirinierin pH ı4' de farklı oksidantlarla oksitlenmeleri 

sonucu her zaman aynı oksitlenmiş mangan porfirin yapısının oluştuğu 

görülmüştür. 
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Banfı ve çalışma arkadaşları mangan porfırin katalizörleri yardımıyla 

0°C'de CHıClı-HıO sisteminde NaOCl ile alken epoksidasyonunu çalışmışlar ve 

kullanılan katalizörlerin katalitik aktiviteleri ile yapısal kararlılıklarına ilişkin 

bulguları yayınlamışlardır [22]. Banfı ve grubunun hazırladığı ve aril grubu fenil, 

2,4,6-trimetilfenil, 9-antrasenil, pentaflorofenil ve 2,6-diklorofenil olan 5 ayrı 

mangan porfırİn içinde sadece 5, ı O, ı 5,20-tetrakis(2,6-diklorofenil) 

porfınatomangan (MnTDCPP) reaksiyon koşullarında hiç parçalanmaya 

uğramamış ve 5, ı O, ı 5,20-tetrafenilpofınatomangan ile 5, ı O, ı 5,20-tetrakis 

(pentaflorofenil)porfınatomangan birkaç dakika içinde tümüyle parçalanmışlardır. 

5, ı O, ı 5,20-Terakis(2,4,6-trimetiifenil)porfınatomanganın ise 20 dakikada %50'si 

parçalanmıştır [22]. 

Bu grubun daha sonraki yayınlarında cis-siklookten (CO) ile ı-dodokenin 

(1-DD) % 30'luk H20 2 ve NaOCl oksidantlar ile çeşitli Mn(III) porfırİnler 

katalizörlüğünde CHıCh-HıO sisteminde oksidasyonu sonuçları verilmiştir [23]. 

Ligninin enzimlerle yapılabilen parçalanmasını bir katalizör ile 

gerçekleştirmeye çalışan bir çalışmada suda çözünür FeTDCSPP, MnTDCSPP, 

FeTDCSPPCls ve MnTDCSPPCls kullanılmıştır [24]. Oksidant olarak kullanılan 

m-kloroperbenzoik asit, tert-butil hidroperoksit, hidrojen peroksit ve sodyum 

hipokloritin içinde bu metallo porfırinlerde en hızlı parçalanmaya HıOı neden 

olmuştur. 

1.2. Proteinler 

Proteinler canlı organizmalarda bulunan en önemli organik maddelerinden 

biri olup molekül ağırlıkları birkaç binden milyonlara kadar çıkabilir. Bütün 

canlılarda bulunan protein çeşitleri bir milyon kadardır. En basit bir bakteri 

hücresinde yaklaşık beş bin tür protein molekülü ve bir memeli hücresinde de on 

bin tür protein molekülü olduğu hesaplanmıştır. Proteinlerin yapı birimleri amino 

asitlerdir. Canlılarda, biyosentez yoluyla amino asitler birbirleri ile birleşerek 

protein moleküllerini yani polipeptit zincirlerini oluştururlar [25]. 

Bütün proteinler yirmi amino asitten meydana gelmiştir. Amino asitlerin 

tek başına bir biyolojik aktivitesi olmamasına rağmen polipeptit zincirlerine yapı 
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birimi olarak girerek oluşturdukları proteinlerin bir kısmı enzim aktivitesine, bir 

kısmı hormon aktivitesine, bir kısmı da antikor aktivitesine sahip olur ve diğer bir 

kısmı ise yapısal fonksiyon görürler. Proteinler yapılarındaki amino asit dizilişi, 

sayısı ve üç boyutlu yapıları bakımından farklılıklar gösterirler ve bu farklılıklar 

proteinlerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik özelliklerini belirler. Proteinlerin 

yapısında bulunan amino asiderin sıralanışı kalıtsal olarak DNA molekülü 

tarafından belirlenir [26]. 

Amino asiderin peptit bağlarıyla oluşturduğu polipeptit zincirler proteinin 

primer yapısını oluşturur (Şekil 1.5.a). Proteinlerin fonksiyonlarını eksiksiz 

yapmalarında proteinin sekonder, tersiyer ve kuatemer yapılarının etkisi çok 

önemlidir (Şekil1.5.b,c,d) [26]. 

~ r··; fı 
-C-C-N-C-C-

1 ı ı 
R H R 
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1 

Şekil 1.5. Proteinlerin Yapısı a) prinıer yapı, b) sekonder yapı, c) tersiyer yapı, d) kuatemer yapı 
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1.2.1. Protein miktarının spektrofotometrik belirlenmesi 

Bir çözeltideki protein miktarının belirlenmesi, proteini ayırma ve 

safiaştırma işlemlerinin seçiminde ve belli aşamalardaki protein veriminin ve 

saflığının kontrolünde önemli yer tutar. Son zamanlarda protein miktarının 

belirlenmesinde yararlanılan yöntemler arasında, protein çözeltisinin UV 

absorpsiyonunun ölçülmesi veya bir belirteç ile proteinin reaksiyonu sonucu 

oluşan renkli bir bileşiğin görünür bölgede adsorpsiyonunun ölçülmesi sayılabilir. 

Protein derişiminin belirlenmesi için doğrudan veya dolaylı başka birçok yöntem 

de vardır. Bunlar arasında azot miktarının belirlenmesine dayalı ve dolaylı bir 

yöntem olan Kjeldahl yöntemi ile FTIR, türbidimetri, fluorimetri, refraktometri ve 

polarografi gibi doğrudan yöntemler sayılabilir. Primer yapısı bilinen bir proteinin 

amino asit analizi yardımıyla miktar tayinini yapmak da mümkündür [27]. 

UV -görünür bölge spektrofotometrik yöntemi ile protein miktar 

belirlenmesine ilişkin bazı prosedürler aşağıda kısaca verilmiştir: 

1.2.1.1. Aıso 1 Aı6o oranı (Warburg ve Christian) 

Tirozindeki fenolik gruplar ve triptofandaki indolik gruplar nedeniyle 

birçok protein 280 nın'de maksimum absorpsiyon gösterir [28]. Bu özellikten 

yararlanılarak örnekteki protein miktarının yaklaşık olarak bulunması için bir 

yöntem geliştirilmiştir. Bu yöntem çok duyarlı olmamakla beraber (duyarlılık 

0,05-2,0mg/ml) kolaylığı ve hızlı sonuç vermesi nedeniyle çok kullanılmaktadır. 

Ancak nükleik asit artıkları bulunan çözeltilerdeki protein miktar analizlerinde, 

nükleik asitlerinde 260 nın ve 280 nın de absorpsiyonları nedeniyle hatalı sonuçlar 

elde edilebilir. Bunun önüne geçmek için Warburg ve Christian tarafından 

geliştirilmiş bir seri hata düzeltme faktörü genel olarak tüm proteinler ıçın 

kullanılmakta ve bu yöntemde ortaya çıkabilecek hata payı en aza 

indirgenmektedir. Bu nedenle saflık derecesi yüksek olan proteinlerin miktar 

belirlenmesinde kullanıma daha uygun bir yöntemdir. 
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1.2. 1.2. Biüret yöntemi 

Bu yöntemin de duyarlılığı düşük olmasına rağmen pratikliği nedeniyle 

genış çapta kullanılmaktadır [29]. Analiz kullanılan belirteçte bulunan bakır 

iyonlarının peptit azotlarına bağlanması sonucu alkali çözeltide 540-560 nın'de 

maksimum absorpsiyon gösteren renkli bir kompleksin oluşumuna ve bu 

kompleksin absorbans şiddetinin ölçümüne dayanır. Bakır iyonlarının ana zincire 

bağlanması nedeniyle farklı amino asitlerin ölçümler üzerinde herhangi bir etkisi 

yoktur. 

1.2.1.3. Lowry yöntemi 

Protein derişiminin bulunmasında en doğru metot asit hidrolizini takip 

eden amino asit analizi ile mümkündür. Bir çok yöntemde proteinlerdeki amino 

asit bileşimine duyarlı olduğundan proteinlerin kesin derişimi bulunamayabilir. 

Lowry ve arkadaşlarının geliştirdiği bu yöntem, Folin-Ciocalteau belirteci olarak 

bilinen fosfomolibdotungustik asit çözeltisinin tirozin ve triptofan ile reaksiyona 

girerek mavi renkli bir kompleks oluşturması ve bu kompleksin absorbans 

şiddetinin ölçümü esasına dayanır [30]. Bu yöntemde alkali çözeltide ve oda 

sıcaklığında bakır ile protein arasında kompleks oluşumu ile başlar ve 5-1 O dakika 

içinde tamamlanır. Bakırın varlığı bu yöntemin duyarlılığını artırmaktadır. Çünkü 

bakır ile yapılan kompleks, Fo1in belirtecindeki molibden ve tungsten ile 

birleşerek yeni bir kompleks oluşturur. Ortamda bulunan fenolik maddeler ise 

hatalara yol açabilir. 

Bu yöntemle 0,01 mg protein/ml derişimin altında ölçüm yapılabilir ancak 

en iyi sonucu 0,01-1,0 mg/ml protein derişimi aralığında verir. Bu yöntemde 

kullanılan tamponlarda önemlidir, çünkü tris gibi primer aminler proteinlerin 

Lowry yöntemi ile analizinde hatalara yol açabilir veya bazı enzimleri inhibe 

edebilir. 



13 

1.2.1.4. Bradford yöntemi 

Bradford yöntemi protein miktarının belirlenmesi çalışmalarının çoğunda 

tercih edilen bir yöntemdir. Bu yöntem Lowry yöntemine göre daha hızlı, basit ve 

duyarlı olup Coomassie brilliant blue 0250 boyasının proteine bağlanabilme 

özelliğine dayanır [3 1]. Bu yöntem, boyanın farklı derişimlerdeki proteinlere 

bağlanarak, değişik absorbans şiddetinde mavi renkli çözeltiler oluşturmasından 

yararlanılarak geliştirilmiştir. Boyanın özellikle arginin gibi bazik amino asitlere 

ve bazı aromatik amino asitlere bağlanma eğiliminde olduğu görülmüştür. 

Dolayısıyla bu yöntemde proteinin primer yapısının önemi vardır. Bu yöntemin 

duyarlılık sınırları 0,2-1,4 mg/ml protein derişimidir. Boyaya protein 

bağlandığında boyanın anyonik mavi formu 590 nın de maksimum absorpsiyon 

verir ve absorpsiyon şiddetinden bağlanan protein miktarı bulunabilir. 

Deneylerde standart protein olarak miktarı belirlenecek proteinin kendisi 

kullanılırsa en doğru sonuç alınır. Ancak böyle bir uygulama genellikle mümkün 

olmamaktadır. Standart olarak çoğunlukla bovin serum albumin kullanılır. 

1.2.2. Bovin serum albumin (BSA) 

Serum albumin araştırmacılar tarafından en çok çalışılan proteinlerden 

birisidir. Birçok araştırmacı serum albuminin diğer proteinlerle etkileşimini 

ineelemişlerdir [32-34]. Albumin genellikle plazma albumini veya serum 

albumini olarak bilinir. Albuminlerin yapısına bakıldığında az miktarda triptofan 

ve metionin, yüksek miktarda sistin ve yüklü aminoasitler, aspartik ve glutamik 

asit, lisin ve arginin bulunur. BSA de glisin ve izolösin miktarı proteindeki 

ortalamaaminoasit miktarından daha azdır [35] (Çizelge 1.1). 
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Çizelge 1.1. BSA'deki aminoasit içeriği [36-39]. 

Ala48 Cys35 Asp 41 Glu 58 

Phe 30 Giy 17 His 16 Ile 15 

Lys 60 Leu65 Met 5 Asn 14 

Pro28 Gln 21 Arg26 Ser 32 

Thr34 Val38 Trp 3 Tyr 21 

1.2.2.1. BSA'nın fiziksel ve kimyasal özellikleri 

Albumin molekülünün prımer yapısı tek yüklü olmayıp doğal pH 

değerinde bovin serum al buminin I, II ve III yapılarının net yükü -1 O, -8 ve O 

olarak hesaplanmıştır [40]. Şekil 1.6'da BSA'nin yüzeyindeki yük dağılımının 

yanında BSA'nin tersiyer yapısında, primer yapı üzerindeki asimetrik yük 

dağılımı açıkça görülmektedir. 

Bir proteinin viskozitesi onun mol kütlesi, boyutu, hacmi, şekli, yüzey 

yükü ve kolay deformasyonu gibi karakteristik özelliklerine bağlıdır [41, 42]. 

Ayrıca bir proteinin viskozitesini pH, iyonik kuvvet, sıcaklık ve iyon tipi gibi dış 

etkilerde etkiler [43]. Literatürde bovin serum albuminin viskozitesi 3,7-4,4 ml/g 

olarak verilmiştir [40]. Kolthoff ve çalışma arkadaşları 1958 yılında bovin serum 

albumin için viskozite değerini ortamda bulunan disülfid bağlarının oluşturduğu 

oyukların artırdığını bildirmişlerdir [44]. BSA in mol kütlesi yaklaşık 69000 g dır. 

Proteinlerin, özellikle molekülün yüzeyinde veya yüzeye yakın bölgelerinde 

amino asiderin R kalıntılarında bulunan çeşitli gruplar, ayrıca uç gruplarda 

bulunan terminal amino ve karboksil grupları ortamın pH'sına göre yüklü bir 

durumda bulunabilir. Proteinlerde bu yüklü grupların değerinin O olduğu pH 

değerine izeelektrik nokta denir. BSA nin izeelektrik noktasının (pi) 4,7 olduğu 

literatürde verilmiştir [ 45]. 



15 

Şekil 1.6. Bovin serum albumin molekülündeki asidik, bazik ve nötral kısımlar görülmektedir. 

A) önden, B) arkadan, C) soldan ve D) sağdan görünüş. Yüzeylerdeki mavi renk bazik 

kalıntıları, kırmızı renk asidik kalıntıları ve san renk ise nötral kalıntıları vermektedir 

[46] 
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Serum albuminin değişik pH değerlerindeki tersinir izomerlerine 

bakıldığında al buminin faklı izomerlere dönüştüğü görülmüştür (Şekil 1. 7). 

E +------------• F +------------• N +------------• B +------------• A 

pH deği.~ 

•o Heliks 35 45 55 

E 

Şekil 1.7. Bovin serum albuminin izomerik formları [46,47] 

8 

""" ,; ..... ' 

·.ı'-). 

~ 

1D 

48 48 

N formunda F formuna geçilirken yapının çözüldüğü görülmektedir. F 

formuna baktığımızda viskozitede yükselme, daha düşük çözünililük ve önemli 

oranda helisel yapısını kaybeder [ 48]. pH 4' den daha düşük değerlerde bovin 

serum albumin molekül içi kuvvetleri kaybederek doğal yapısında genişleme olur. 

pH 9,0'a baktığımız zaman ise albumin B formuna döner. Eğer pH 9'da albumin 

çözeltisi düşük iyonik şiddette ve 3°C de 3-4 gün tutulursadiğer bir izomerizmi 

olanA formuna döner. 

Serum albumin ısıtıldığında iki farklı durum ortaya çıkar. Birinci durumda 

tersinir, ikinci durumda tersinmez yapı olur. 
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1.2.3. Porfırİn - biyomolekül etkileşim çalışmaları 

Biyomoleküller ve çeşitli destekler veya adsorbanlar arasındaki 

etkileşimler ile ilgili araştırmaların biyoteknoloji açısından önemi büyüktür ve bu 

araştırmalar ilgi çekmektedir. Biyomoleküller ve destekler arasındaki elektrostatik 

(iyon değişimi), hidrofobik ve afınite etkileşim kuvvetlerinden, biyomoleküllerin 

ayırımı saflaştırılması yanında biyomoleküllerin destekiere tersinmez 

adsorpsiyonundada kullanılabilir [49,50]. 

Hidrofobik etkileşimlere, van der Waals kuvvetleri ve/veya ıt-ıt 

etkileşimleri sebep olur ve hidrofobik matrikslere bağlanmış hidrofobik ligandlar 

ile biyomoleküllerin hidrofobik kısımlarının etkileştirilerek proteinlerin ayrılması 

ve saflaştırılması gerçekleştirilir [5 1-54]. Son yıllarda, proteinler ile hidrofobik 

ligandlar içeren destekler arasındaki hidrofobik etkileşimler deneysel ve teorik 

olarak araştırılmıştır. Artık çok sayıda protein ayırımı ve saflaştırılması için farklı 

hidrofobisiteye sahip ile birlikte adsorban ve ligandlar ticari olarak 

pazarianmaktadır. 

Düzlemsel makroligandlar olan porfırinlerin ve metalloporfırinlerin, 

biyomoleküller ile etkileşimleri ve biyomoleküllerde toplanma yatkınlıkları bir 

çok çalışmanın konusu olmuştur [55- 66]. Porfırinlerin tümör hücrelerinde seçici 

bir şekilde birikmesi nedeniyle araştırmanın büyük bir kısmı porfırinlerin 

fotodinamik terapi, magnetik rezonans (MR) ve bulaşıcı süngerimsi ensefalopati 

(BSE) terapide kullanılabilirlerinin üzerinedir [67]. Ayrıca porfırinlerin DNA'ya 

bağlanmaları ile ilgili çalışmalar, kanser çalışmaları açısından önemi büyüktür 

[63,66]. Özellikle kuatemer amonyum grupları taşıyan bazı katyonik suda 

çözünür porfırİnler sulu çözeltide DNA ile güçlü bir şekilde etkileştikleri 

belirtilmiştir [58,68]. 

Bazı biyomoleküllerle birlikte human bovin serum albuminin porfırİn ve 

porfırİn benzeri bileşiklerle etkileşimi literatürde verilmiştir [59-61,65,69,70]. 

Borissevitch ve çalışma arkadaşları meso-tetrakis(4-N-metilpiridinyum)porfırin 

ve meso-tetrakis( 4-sülfonatofenil)porfırinin human ve bovin serum al buminiere 

bağlanmasını incelemişlerdir. Chatterjee ve Srivastava bovin serum albuminin bir 

molekülüne meso-tetrakis[4-(karboksimetilenoksi)fenil]porfırin ve meso-
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tetrakis[3-(karboksirnetilenoksi)fenil]porfirinin 5-8 rnolekülünün bağlandığını 

bildirmişlerdir [60]. Suda çözünebilir bu porfirinler BSA'e iki spesifik 

bağlandıkları noktada ve bu noktalar triptofan ve tirosin oldukları bildirilmiştir. 

İlginç bir şekilde bu porfirinler hidrofobik bir arnino asit olan fenilalanine 

bağlanrnamaktadırlar. Ding ve arkadaşları hidrofobik protoporfirin ve hidrofilik 

heptakarboksiporfirinin HAS' e bağlanmasını araştırmışlardır [ 61]. 

1.3. Adsorpsiyon 

Adsorpsiyon, bir katı veya sıvının sınır yüzeyindeki bir katı, sıvı veya 

gazın derişimin artması veya azalması olayına denir ve derişimin artması halinde 

pozitif, azalması halinde ise negatif adsorpsiyon olarak ifade edilir. Pozitif 

adsorpsiyona, amonyağın kömür üzerine adsorpsiyonu ve negatif adsorpsiyona ise 

çözücünün adsorplandığı dururnlar örnek gösterilebilir [71]. 

Katı yüzeyinde bir maddeden belli miktar o maddeye adsorplanrnası, katı 

yüzeyine bağlı olmakla birlikte ortamın sıcaklığına ve maddenin basıncına veya 

derişimine de bağlıdır. Yüksek derecede gözenekli katı maddelerin yani 

adsorbanların adsorpsiyon gücü de yüzey alanındaki artış nedeniyle yüksektir. 

Adsorpsiyonu oluşturan fiziksel kuvvetler değişik şekilde ortaya çıkan çekim 

kuvvetleridir [72]. 

Moleküller ve atomlar adsorban yüzeylerine iki yolla tutunabilirler. 

Adsorban ile adsorplanan arasında var olan van der Waals etkileşim kuvvetlerinin 

etkin olduğu adsorpsiyona fiziksel adsorpsiyon denir ve van der Waals 

etkileşimleri zayıf etkileşirnlerdir. [73]. Adsorpsiyon kendiliğinden 

gerçekleştiğinden yani istemli olduğundan bu esnadaki serbest enerji (entalpi) 

değişimi yani adsorpsiyon serbest enerjisi (~Gadsorpsiyon) eksi işaretlidir. Diğer 

taraftan, gaz ya da sıvı ortamda daha düzensiz veya kaotik yapıda olan rnoleküller 

veya atomlar katı yüzeyine adsorplandıklarında daha düzenli bir yapı 

oluşturduklarında adsorpsiyon sırasındaki entropi değişimi eksi işaretlidir yani 

adsorpsiyon entropisi (~Sadsorpsiyon) azalır. Adsorpsiyon serbest enerjisi ve 

adsorpsiyon entropisinin bir adsorpsiyon sürecinde eksi işaretli olması, Eşitlik 1.1 

gereğince 
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(1. ı) 

adsorpsiyon sırasındaki entalpi değişiminin yani adsorpsiyon entalpisinin 

(~Hactsorpsiyon) de eksi olmasını gerektirmektedir. Adsorpsiyon ısısı olarak da 

bilinen adsorpsiyon entalpisinin eksi işaretli olması adsorpsiyon olayının ısı salan 

yani ekzotermik bir olay olduğunu göstermektedir. Adsorpsiyon ısısının -20 

kJmor1 civarında olduğu adsorpsiyona, fiziksel adsorpsiyon veya fizisorpsiyon 

denir. -200 kJmor1 civarında ısı açığa çıkaran etkileşimler sonucu gerçekleşen 

adsorpsiyonlara ise kimyasal adsorpsiyon denir [74]. Kimyasal adsorpsiyonda, 

moleküller veya atomlar genellikle bir kovalent bağ oluşumuyla yüzeye 

bağlanıdar ve substrat yüzeyinde, koordinasyon sayılarını maksimuma çıkaracak 

yerler bulmaya çalışırlar. Kimyasal olarak adsorplanmış bir molekül, yüzey 

atomlarının doymamış değerliklerini karşılamak üzere parçalanabilirler ve 

kimyasal adsorpsiyonun başka bir deyişle kemisorpsiyonun bir sonucu olarak 

yüzeyde bu moleküllerden oluşan parçaların var olması, katı yüzeylerin 

reaksiyonları katalizlemesinin de bir sebebidir [73]. 

Fiziksel adsorpsiyon genel olarak düşük sıcaklıklarda, kimyasal 

adsorpsiyon ise yüksek sıcaklıklarda gerçekleşmektedir. Sıcaklık arttıkça, fiziksel 

adsorpsiyon azaldığı için, adsorpsiyon önce azalmakta ve daha sonra kimyasal 

adsorpsiyonun gerçekleşmesiyle sıcaklıkla birlikte tekrar artmaya başlamaktadır. 

Adsorpsiyon olayında, adsorbanın kütlesindeki artma ölçülerek 

adsorplanan madde miktarına geçilebilir. Büyük ölçüde adsorban ve adsorplanan 

maddelerin fiziksel ve kimyasal özelliklerine bağlı olan adsorplanan madde 

miktarı, gaz ve buhar adsorpsiyonlarında sıcaklık, basınç ve hacim 

değişkenlerinden biribirinden bağımsız olan herhangi ikisine de bağlıdır. 

Çözeltilerden adsorpsiyon sırasında adsorplanan madde miktarı ise çözeltinin 

derişimine bağlıdır. 

Adsorban ve adsorplanan madde yanında sıcaklık da sabit tutulduğunda 

gaz fazından adsorpsiyon yalnızca basınca, çözeltiden adsorpsiyon ise yalnızca 

derişime bağlıdır. Bu nedenle, adsorplanan madde miktarının basınçla ya da 

derişirole değişimini veren çizgilere adsorpsiyon izotermi denir. 
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Adsorban ve adsorplanan madde yanında basınç da sabit tutulduğunda 

adsorplanan madde miktarı sadece sıcaklığa bağlı olmaktadır. Bu durumda, 

adsorplanan madde miktarının sıcaklıkla değişimini veren çizgilere adsorpsiyon 

izo barı denir. 

Metaller ve plastikler de dahil olmak üzere bir kristal yapıya sahip olsun 

veya olmasın tüm katılar az yada çok adsorplama gücüne sahiptirler. Adsorplama 

gücü yüksek olan doğal katılara kömürler, zeolitler, çeşitli metal filizleri, yapay 

katılara ise aktif kömür, yapay zeolitler, silikajeller, metal oksitler, katalizörler 

örnek verilebilir. 

Adsorplama gücü yüksek olan katılar deniz süngerini andıran gözenekli bir 

yapıya sahiptirler. Katıların içinde ve yüzeyinde bulunan boşluk, oyuk, kanal ve 

çatlaklara genel olarak gözenek denir. Gözenek büyüklüğü 2 nın'den küçük 

olanlara mikrogözenek, 2 nın ile 50 nın arasında olanlara mezogözenek ve 50 

nın'den büyük olanlara ise makrogözenek denir. 

Adsorpsiyonda, bir actsorbanın adsorplama kapasitesi o adsorbanın 

etkinliği konusunda önemli bir göstergedir. Bir gram adsorban yüzeyinin 

moleküllerce tek tabaka olarak yani monomoleküler olarak kaplanabilmesi için 

gerekli madde miktarına tek tabaka kapasitesi denir ve genellikle nmlmolg-1 ya da 

vmlcm3g-ı birimi cinsinden verilir. Bu tabakanın alanı adsorbanın bir gramının 

sahip olduğu alana eşit olarak alınır. Adsorplanan bir molekülün kapladığı alan a 

ile gösterilirse tek tabakanın ve dolayısıyla bir gram adsorbanın sahip olduğu 

yüzey alanı (A), 

A = n.L.a (1.2) 

bağıntısından bulunur. Burada n, adsorplanan maddenin mol sayısı, L, A vagadro 

sabitidir ve bulunan A değerine özgül yüzey alanı denir. Molekül alanları 

literatürden bulunabildiği gibi kinetik gaz kuramından türetilen bağıntılardan da 

hesaplanabilir. Örneğin, bir azot molekülünün kapladığı alan 

a= 1,096(M!Lp/13 (1.3) 
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bağıntısı kullanılarak bulunabilir. Buradaki M, azot gazının mol kütlesini, L, 

A vagadro sabitini, p, azot molekülünün yoğunluğunu gösterir. 

Actsorbanın örtülü yüzey kesri olarak Eşitlik 1.4' de 

B= nlnm = vlvm (1.4) 

tanımlanan çıplak yüzey kesri (1- B) olur. Yüzey tek tabaka ile kaplandığında 

B= 1 olacağı açıktır. Buradaki n (molg-1
) bir gram adsorbana tutunan maddenin 

molar miktarı ve v (cm3g-1
) normal koşullarda indirgenmiş hacim denir. 

Çok tabakalı adsorpsiyondaki tabaka sayısı yaklaşık olarak nlnm oranından, 

bir tabakanın kalınlığı yaklaşık olarak cr çarpışma çapına eşit olduğu varsayılarak 

adsorpsiyon tabakalarının toplam kalınlığı (t), Eşitlik 1.5'den bulunur [74]. 

(1.5) 

eşitliği yardımıyla bulunur. 

1.3.1. Adsorpsiyonu etkileyen diğer etmenler 

Adsorpsiyon, genellikle adsorban ve adsorplanan maddelerin fiziksel ve 

kimyasal özelliklerine bağlıdır. Sıcaklık ve adsorplanan maddenin basıncı ve 

derişimi yanında adsorban ile adsorplanan arasındaki kimyasal benzerlik de 

adsorpsiyon derecesini etkilemektedir. Su, silikat üzerine kuvvetle 

adsorplanmakta, çünkü su molekülleri silisyum atomlarının koordinasyon 

tabakasına girerek aynı zamanda yüzeydeki oksijen atomları ile hidrojen bağları 

yapabilmektedir. Aktif kömür, benzeni ve aromatik hİdrokarbonları ve diğer 

organik buharları, suyu adsorpladığından çok daha büyük bir kuvvetle 

adsorplayabilmektedirler. Genel olarak, birçok -OH grubu içeren polar mineral 

adsorplayıcılar, nişasta, selüloz gibi organik maddeler, su ve polar buharları 

tercihen adsorpladıkları halde, aktif kömür gibi polar olmayan adsorplayıcılar 

organik buharları daha kuvvetli adsorplarlar. 
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Kaynama noktası yüksek olan bir sıvı buharının molekülleri, kaynama 

noktası daha düşük bir sıvı buhannın moleküllerinden daha büyük moleküller 

arası çekim kuvvetlerine sahiptir. Dolayısıyla kaynama noktası büyüdükçe 

adsorpsiyon da artacaktır. Bu durum, gözenekleri buhar moleküllerini alacak 

kadar büyük olan bütün adsorplayıcılar için doğrudur. 

1.3.2. Hidrofobik etkileşim ile adsorpsiyon ve kromatografi 

Hidrofobik etkileşimler sonucu gerçekleşen adsorpsiyon olgusundan 

yararlanarak özellikle biyomoleküllerin ayırma ve saflaştırılmasında yararlanılan 

bir teknik olan hidrofobik etkileşim kromatografisi gerçekleştirilmiştir. 

Hidrofobik etkileşim kromatografisi, afinite kromatografısinin 

uygulamalarından biridir. Gerçekte hidrofobik etkileşim, afinite 

kromatografısinde karşılaşılan problemlerden birini oluştursa da, aynı zamanda bu 

etkileşimler bir çok biyomolekülün saflaştırılması içinde bir çözüm olmuştur. 

Birçok biyomolekül biyoseçici özellikli adsorbanların istenilmese de hidrofobik 

kısımlarına adsorblanırlar, bu da ayırınada sorun yaratır. Şekil 1.8'de proteinlerde 

bulunan hidrofobik kısımların hidrofobik ligand ile etkileşimi gösterilmiştir. 

Tiselius, aminoasit ve proteinlerin yüksek derişimdeki bazik fosfatlarda 

nötral katı destekiere bağlandığını göstermiştir ve "salting-out kromatografisi" 

terimini ilk kullanan kişidir [75]. Ardından, bu kromatografık yöntem için büyük 

gelişmeler kaydedilmiştir. Shaltiel ve Er-el bu yöntemi, hidrofobik kromatografi 

veya hidrofobik afinite kromatografisi olarak tanımlamıştır [76]. Hjerten, zayıf 

hidrofobik karbonhidrat jel matrikslere proteinlerin tuz aracılığıyla ayrılmalarını 

anlatabilmek için hidrofobik etkileşim kromotografısi ismini kullanmıştır [77]. 

Poratlı ve arkadaşları, bir tampon çözeltisine sodyum klorür veya sodyum fosfat 

eklenmesiyle, hidrofobik adsorpsiyonun kuvvetlendiğini bulmuşlardır [78]. Bu 

araştırmacılar, yüksek derişimdeki tuz varlığında gerçekleşen çözünen-adsorhan 

etkileşimlerinin diğer tipleri ve hidrofobik etkileşim kromatografisi için alternatif 

bir ifade olarak tuz-destekli adsorpsiyon veya tuz-destekli adsorpsiyon 

kromatografisi isimlerini önermiştir [79]. Böylece Porath, Berna ve arkadaşları 

tuz-destekli adsorpsiyon kromatografisideki bu kromatografik teknikleri [80,81]: 
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-Tiyofilik adsorpsiyon kromatografisi 

-Elektron donör-akseptör kromatografisi 

-Hidrofobik etkileşim kromatografisi 

olarak yeniden gruplandırmışlardır. 

Hidrofobik etkileşim kromatografisi "gerçek" hidrofobik etkileşim 

kromatografisi ve "amfifilik" kromatografi olarak iki sınıfa ayrılabilir. İlk sınıfla 

ayırmalar, desteğe bağlanmış hidrofobik yapılar veya gruplar aracılığıyla 

gerçekleşir. Diğerinde ise destekte hem hidrofobik hem de hidrofilik yapılar veya 

gruplar birlikte bulunur. Gerçek hidrofobik kromatografi ile ilgili şematik 

gösterim Şekil 1 .9' de verilmiştir. 

+ 

Hidrofobik ligand Protein 

Şekil 1.8. Proteindeki hidrofobik bölgelerin hidrofobik ligand ile etkileşiminintemsili gösterimi 

[82] 



--OH 

Agaroz 

OH 

Şekil1.9. "Gerçek" hidrofobik etkileşim kromatografısi [83] 

Adsorbana 
turunayan bır 
biyomolekül 
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/ 
Hidrofobik bölge 

/ 

Adsorbana zayll'bir 
şekilde tutunabilen 
bir biyomolekül 

Şekil 1.9'e göre yüzeyinde hidrofobik bölgelere sahip biyomolekül (Pıı) 

adsorban yüzeyine adsorplanır buna karşılık yüzeyinde hidrofobik bölgeler 

bulunmayan P1 biyomolekül adsorban yüzeyine adsorplanmaz. Bu hidrofobik 

etkileşim sayesinde iki biyomolekül birbirinden ayrılabilir. Bu amaç için alkil 

agaroz ve aminoalkil agarozlar uygun kromatografik malzemelerdir (Şekil 1.1 0). 

Buna karşılık iç bölgesi hidrofobik yapıda olmasına rağmen yüzeyi 

ağırlıklı olarak negatif veya negatif yüklerle yüklenmiş bir biyomolekül "gerçek" 

hidrofobik kromatografi materyaline adsorplanamaz dolayısıyla ayırımı veya 

saflaştırılması gerçekleştirilemez. Bu tür biyomoleküllerin siyanobromür izoüre 

fonksiyonel grupları taşıyan agaroz gibi adsorbanlar kullanılarak ayırımları veya 

saflaştırılmaları gerçekleştirile bilmektedir (Şekil ı. ı 1 ). Bu amfifilik hidrofobik 

kromatografi materyali, siyanobromür ile aktifleştirilmiş agaroz ile uygun primer 

arninin örneğin propilaminin reaksiyonundan elde edilir. Asidik ortamda 

çalışıldığında yapı amfifilik özellik gösterir. 



Agaroz Agaroz 
O-R 

R=Alkil x= 2-8 

Şekil 1.10. Alkil agaroz ve amino alkil agaroz [83] 

Agaroz 

HO 

OH / 
CN Br - amiııopı:opil agaı:oz 

Şekil 1.1 1. Amfifil kromatografisi [83] 
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Bunlarla birlikte hidrofobik etkileşim kromatografisinin üçüncü bir sınıfı 

olarak da kabul edilebilecek ve "yük-transfer" ya da "n-n" kromatografisi olarak 

da adlandırılan bir kromatografi daha vardır. Burada alkilhidrofobik ligand yerine 

tercihen elektron çekici substitüent içeren bir aromatik ligand kulanılmaktadır 
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(Şekil 1.12). Bu tür kromatografi ıçın dinitrofenil agaroz, fenil agaroz, 

benzoillenmiş selüloz veya agaroz, nitrofenillenmiş cam kullanılmıştır [77,84,85]. 

Akriflavin, akridin sarısı, tritil grup, pentaklorofenol, malahit yeşili gibi 

ligandlarda yük transfer kromatografisinde kullanılan ligandıardır (Şekil 1.13). 

Elektron yoksunu 

ammatikha\ 

Protein-o 

i 
Elektron zengini 
aromatik halka 

/ Agaroz 

/ 02Nyys 

0 
ı TC-TC etkileşimi 

D 
Protein 

Şekil 1.12. Yük transfer kromatografısinde protein-adsorhan etkileşimi [83] 

Hidrofobik etkileşim kromatografisi, proteinleri hidrofobisitelerine 

dayanarak hidrofobik ligandlar aracılığıyla ayırımını sağlar. Hareketli fazda 

yüksek tuz derişimi adsorpsiyonu arttırır ve taşıyıcı fazın tuz derişiminin 

azaltılmasıyla eluasyon sağlanır [79,86]. 

V an Os s ve arkadaşları kompleks mekanizma içermesine rağmen, 

hidrofobik etkileşimiere en büyük katkıda bulunan faktörün van der Waals 

kuvvetleri olduğunu belirtmişlerdir [87]. Van der Waals kuvvetlerinin neden 

olduğu etkileşimierin afinite, iyon değişimi ve ters-faz kromatografisinde olan 

etkileşimlerden daha zayıf olması nedeniyle adsorpsiyon-desorpsiyon sürecinde 

biyomoleküllerde yapısal hasarlar minimum düzeyde olur ve biyolojik aktiviteleri 

büyük oranda korunur. Ters-faz kromatografisinde kullanılan adsorbanlar HEK de 

kullanılan adsorbana göre daha apolar karakterlidir. Bu yüzden hidrofobik 

karakterli proteinler bir ters-faz adsorbanına daha kuvvetli adsorplanırlar. 

Adsorplanan proteinlerin desorpsiyonu için apolar çözücüler kullanılır ve buda 

proteinin denatürasyonuna neden olur. Hidrofobik etkileşim kromatografisinde ise 
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desorpsiyon daha polar ve daha az denatürasyon yapan ortamlarda çalışılan ve 

proteinlerin hidrofobik özelliklerinin kullanıldığı alternatifbir tekniktir [88]. 

Akriflavin 

9 Q-cH -o 
Tritil grup 

Akridin sarısı 

Malabit yeşili 

cı 

cı*'-':: cı 
cı ~ cı 

OH 

Pentaklorofenol 

Şekil 1.13. Yük transfer kromatografısinde kullanılan bazı ligandlar 

Son yıllarda, hidrofobik etkileşim kromatografısinde önemli gelişmeler 

olmuş ve bugün endüstriyel ölçekli protein safiaştırmanın yanısıra laboratuvar 

ölçekli güçlü bir ayırma tekniği oluşturulmuştur. Bu kromatografı için sabit fazın 

çeşitliliğinin gelişimi ile serum proteinler, nükleer proteinler, hormonlar, 

recombinant proteinler ve emzimler gibi biyomoleküllerin saflaştırılmasında 

uygulamalarının kapsamı da artmıştır [89]. 

1.3.2.1. Protein hidrofobisitesi ve hidrofobik etkileşimler 

Hidrofobisite, apolar bir bileşikle su gibi polar bir çevre arasındaki itmedir. 

Bu terim, genellikle apolar çözünen madde etrafında su moleküllerinin 

sıralanınasını içeren belli molekül modellerini belirtmek için kullanılır [90]. 

Apolar bileşikler suya konulduğu zaman, hidrofobik grupları çevreleyen su 
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moleküllerinin sıralanınasının derecesindeki yüksek artış entropideki azalma ile 

gözlenir (~S<O). T~S değeri ile entalpi değişikliği karşılaştırıldığında Eşitlik 1.1 'e 

göre, serbest enerjide pozitif değişiklik olur (~G>O) ve bu nedenle bu süreç 

kendiliğinden oluşmaz yani istemsizdir. Diğer yandan apolar birleşikler suya 

konulduğunda hidrofobik etkileşimlerden dolayı kendiliğinden bir araya gelirler. 

Birleşmemiş hidrofobik gruplar etrafında sıralanmış su moleküllerinin, 

düzenlenınemiş su molekülleri ile yer değiştirmesinden dolayı entropide bir artış 

gözlenir. Bu serbest enerji değişiminin eksi olduğunu ve sistemin termodinamik 

olarak uygun olduğunu gösterir. Bir başka deyişle, iki veya daha fazla hidrofobik 

molekül arasındaki etkileşim kendiliğinden olur ve temelde entropi değişimiyle 

belirlenir. 

Hidrofobik etkileşimler biyolojik sistemlerde çok önemlidir. Proteinlerin 

katlanmasında ve yapı kararlılığında en baskın kuvvetlerdir ve antibadi-antijen 

reaksiyonları, enzim-substrat reaksiyonları, biyolojik membranların çift tabaka 

yağ yapılarının bakımı, korunması gibi diğer biyolojik süreçlerde önemli rol 

oynarlar. Bu süreçler hidrofobik etkilerle, kalorimetrik verilerin termodinamik 

analizlerine göre, oda sıcaklığında önemli entropi ve ısı kapasitesi değişimleriyle 

oluşurlar [87]. 

Protein katıanınada hidrofobik etkileşimierin önemi ilk kez Kauzman 

tarafından belirtilmiştir [91]. Bundan sonra, spektroskopiye ve yüksek ayırımlı 

diferansiyel tararnalı kalorimetri deneylerine dayanan protein çalışmaları, 

proteinlerin kararlılığı üzerine farklı tuz türlerinin etkilerini ve hidrofobik 

etkileşimierin önemini göstermek için yapılmıştır [92-94]. Lisozim, serum 

albumin gibi çoğu proteinlerin iç kısımları hidrofobik karakterde olmasına karşılık 

yüzeylerinde de fenilalanin, triptofan, valin gibi apolar amino asitlerin bulunduğu 

gösterilmiştir [95]. Bir proteinin hidrofobisite derecesi gömülü ve görünen amino 

asitlerin hidrofobisitelerinin toplamına bağlıdır. Farklı yaklaşırnlara dayanan 

birçok amino asit hidrofobisite ölçüsü vardır. Nozaki ve Tanford suda ve artan 

derişimdeki organik çözücülerde ayrı amino asitlerin çözünürlüklerini ölçmüşler 

[96] ve amino asitler için etanol veya dioksandan suya serbest enerji transferine 

dayanan hidrofobisite ölçüsünü oluşturmuşlardır. Bir diğer yaklaşım ise X-ray 

difraksiyon verilerinden belirlenen proteinlerin sayısından amino asit yan 
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gruplarının yüzey yerleşimleri ve proteinde gömülü olan amino asitlerin kesri gibi 

çalışmalara dayanır [97]. Eisenberg ve Mclachlan arginin, glutamik asit, lisin gibi 

ampifilik amino asitler için, her bir atomun hidrofobisitesine dayanan bir ölçü 

önermişlerdir [98]. Wilce ve arkadaşları, ters faz HPLC'de amino asit ve 

peptitlerin alıkanma zamanlarına ait bir çalışma yayınlamışlardır [99,ıOO]. 

Hidrofobik aminoasitlarİn sayısı, proteinde farklı dağılımları ve 

hidrofobisiteleri her protein için karakteristiktir. Bundan dolayı, hidrofobik 

desteklerle veya matrikslerle spesifik ayırma yapılabilir [ 10 ı]. B u yüzden, 

proteinlerin hidrofobisitelerindeki farklılıklar, biyomoleküllerin hidrofobik 

etkileşim kromatografisi kullanılmasıyla fraksiyonlanabilmesini sağlar. 

1.3.2.2. Hidrofobik etkileşim kromatografısinde alıkonma mekanizması 

Hidrofobik etkileşimler üzerine farklı tuzların etkileri sulu çözeltiden 

proteinleri çöktürmek için Hofmeister (liotropik) serileriyle aynıdır. 

.. artan salting-out etkisi 

Anyonlar: 

Katyonlar: 

artan salting-in etkisi 

Serinin başlangıcındaki tuzlar, hidrofobik etkileşimleri ve protein 

çökmesini (salting-out etkisi) artırırlar ve antikaotropik diye isimlendirilirler. 

Bunlar su düzenleyici olarak ele alınırken serinin sonundaki tuzlar aksine (salting­

in veya kaotropik iyonlar) sıvı suyun yapısını rastgele hale getirirler ve bu nedenle 

hidrofobik etkileşim kuvvetleri azalır [ı 02]. 

Hidrofobik etkileşim kromatografisinde proteinlerin alıkanma 

mekanizması oldukça fazla çalışılmış fakat önerilen hiçbir teori genel kabul 

görmemiştir [86,ı03-ı07]. 

Melander ve arkadaşları [86] hidrofobik etkileşim kromatografisinde 

alıkanma ve protein çözünürlüğü (salting-out) üzerine nötral tuzların etkileri için 
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Sinanoğlu ve Abdulnur'un kavite teorisine dayanan termodinamik modeli 

önermişler [1 08], her iki süreçteki benzerlikleri göstermişler ve salting-out'teki 

protein-protein ilişkileri veya hidrofobik etkileşim kromatografısindeki protein­

ligand ilişkileri ile tuz derişimi arasındaki miktar ilişkisini belirlemişlerdir. Bu 

modele göre, çözünen bağlanmasının serbest enerji değişimi, çözünen madde 

solvasyon prosesleriyle ilgilidir. Solvasyon prosesinde ilk önce, çözünen 

molekülle aynı boyutlu çözücü içinde bir oyuk (kavite) oluşumunu ele almışlardır. 

Ardından, çözünenierin oyuğa girdiğini ve elektrostatik ve van der Waals 

kuvvetleri ile oyuk çevresiyle etkileştiklerini öne sürmüşlerdir. 

HEK'de, sabit fazda oyuk (kavite) oluşumunun enerjisi (LIG0
oyuk) tuz 

derişiminden yüzey gerilimine ve çözünen molekülünün yüzey alanına (A) 

bağlıdır (Eşitlik 1 .6). 

(1.6) 

m, molal tuz derişimi, (]', molal yüzey gerilim artışı diye adlandırılan her bir tuzun 

karakteristik sabitidir. 

HEK'de kapasite (alıkonma) faktörü k', çözünen bağlanmasında azalmaya 

neden olan tuzun elektrostatik etkisinden dolayı tuz derişiminin artmasıyla 

başlangıçta azalır. Tuz derişimindeki daha fazla artmalada hidofobik etkileşimler 

baskın hale geçer ve k' artar. Yeterli tuz derişiminde logk' nın tuz malalitesine 

bağımlılığı 

log k'= LIA(Jm + C (1 .7) 

bağıntısıyla verilir ve doğrusal bir değişim gösterir. 

Bu nedenle araştırmacılar, HEK'de alıkonmaya tuzun etkisini belirlemede, 

tuz malalitesi ve tuzun molal yüzey artışını en önemli parametreler olarak ele 

almışlardır. Sabit fazdaki tuz derişiminin artması veya tuzun molal yüzeyinin 

artması, HEK' de proteinlerin alıkonmalarının artmasıyla yüzey gerilimini artırır. 
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1.3.2.3. HEK'ni etkileyen faktörler 

Spesifik uygulamalarda bir kromatografık prosesın başarısını 

değerlendirmek için sabit faz ve akışkan faz gibi iki temel element dikkate alınır. 

Sabit faz ligand tipi, ligand zincirinin uzunluğu, ligand yoğunluğu ve 

matriksin veya desteğin türüne göre çeşitlilik gösterebilir. HEK için en çok 

kullanılan ligandlar uç amino gruplu veya doğrusal zincir alkanlardır. Fenil grubu 

(ve diğer aromatik gruplar) hidrofobik ve aromatik (n-n) etkileşimleri birlikte 

göstermelerinden dolayı ligand olarak kullanılırlar. Matriks üzerinde sübstitüsyon 

derecesinde, n-alkan ligandlar hidrofobisite ölçeğinde beklenildiği gibi bir seri 

oluşturur [1 09]. Hidrofobisite ve etkileşim kuvveti n-alkil zincir uzunluğunun 

artmasıyla artmakta ancak bu adsorpsiyon seçiciliğinde azalmaya neden 

olabilmektedir. 

metil < etil < propil < butil < pentil < hekzil < heptil < oktil 

Lin ve arkadaşları, iki proteinin (tripsinojen ve a-chy-matripsinojen) 

adsorpsiyon entalpileri için sabit ligand yoğunluğunda CM-oktil-sepharoz ile elde 

edilen değerlerin CM-butil-sepharozla elde edilen değerlerden daha yüksek 

olduğunu bulmuşlardır [107]. Ligand zincir uzunluğunun artmasından dolayı 

adsorpsiyon entalpisinde oluşan farkı, adsorbanın dehidrasyonu için gereken ısı 

farkları ile kanıtlanmıştır. 

Bir HEK adsorbanındaki ligandın sübstitüsyon derecesindeki artış, protein 

ve ligand arasındaki etkileşim sayısını arttırdığından HEK adsorbanının protein 

bağlama kapasitesinde artışa neden olur [1 1 0]. Bazen bu durumlarda, proteinin 

desorpsiyonu için sert eluasyon koşullarının (organik çözücüler, deterjanlar veya 

kaotropik ajanlar) kullanılmasından dolayı bağlanan proteinlerin denatürasyonsuz 

eluasyonu zor olabilmektedir. Ligand yoğunluğu ile protein alıkonması 

ilişkisinde, protein yüzey hidrofobisitesi en etkili faktör olarak ele alınmasına 

rağmen bu ilişki proteinin boyutuna da bağlıdır. Jennissen ve Heilmeyer, kritik 

alkil grup yoğunluğunda, hidrofobik agaroza proteinlerin adsorpsiyonunun 
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oluştuğunu ve bunun desteğin hidrofobisitesine bağlı olduğunu kanıtlamışlardır 

[84]. 

HEK de en çok kullanılan destekler hidrofilik karbonhidratlar (çapraz 

bağlı agaroz), silika veya sentetik kopolimer rnalzernelerdir. Aynı tür ligand 

kullanarak sabit fazın seçiciliği farklı tip desteklerle değiştirilebilrnektedir. 

1.3.2.4. HEK'de adsorpsiyona tuz türü ve derişiminin etkisi 

Yukarıda belirtildiği gibi protein alıkanmasına tuz bileşiminin etkisi 

lyotropik seride verilen tuz sırasını takip eder. Sodyum, potasyum ve arnonyum 

sülfatlar gibi tuzlar, yüksek salting-out veya rnolal yüzey gerilimi artırma 

etkilerinden dolayı, protein-ligand etkileşimlerini artıran en etkili tuzlardır. Ancak 

magnezyum sülfat ve magnezyum klorür suyun yüzey gerilimini artırmalarına 

rağmen yukarıda belirtilen tuzlar gibi protein alıkonmasını artırrnazlar. Bu durum 

protein alıkonmasındaki tuz bileşim etkisinin çok kompleks bir durum olduğunu 

gösterir. 

Aynı zamanda tuz derişimi protein adsorpsiyonunun seçiciliğini etkiler ve 

bu etki sabit faza ve tuz tamponuna bağlıdır ve farklıdır [lll]. HEK'de denge 

tarnponu üzerine yüksek tuz derişimi kullanımı ligand-protein hidrofobik 

etkileşimlerini arttırır ve sonuç olarak da protein alıkonmasını artırır. 

Adsorplanrnış proteinler eluentteki tuz derişiminin azaltılmasıyla adım adım 

eluasyonla ayrılır. 

1.3.2.5. HEK' de adsorpsiyon üzerine pH etkisi 

Hareketli fazın pH'ı HEK'de protein alıkonmasını etkileyen en önemli 

faktörlerden biridir [112]. Genelde pH deki artış (9-10 üzeri), protein yükündeki 

değişime ve hidrofilisinde artmaya neden olduğundan proteinlerle hidrofobik 

ligandlar arasındaki hidrofobik etkileşimler pH artışı ile azalır. Ancak Hjerten ve 

arkadaşları düşük pH'da lisozirn ve sitokrorn-c gibi temel proteinlerin hidrofobik 

ligandlara zayıfça bağlandığını gözlemişlerdir [ 113]. 
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1.3.2.6. HEK'de adsorpsiyon üzerine sıcaklığın etkisi 

HEK'de sıcaklığın artması protein alıkonmasını artırır ve düşük sıcaklıkta 

genellikle protein eluasyonu oluşur. Aslında, HEK önceden de belirtildiği gibi 

entropi sürücülü bir süreçtir. LJH küçük pozitif veya negatif değerlerde 

olabildiğinden dolayı iJG=iJH - TLJS eşitliğine göre LJG pozitif entropi 

değişimiyle kontrol edilir. 

Ancak sıcaklığın sulu çözeltide proteinlerin çözünürlüklerini ve farklı 

proteinlerin konformasyonel durumuna etkilerinden dolayı protein alıkonmasında 

zıt davranışlar oluşabilir. HEK'de sıcaklığın rolünün çok basit olmasına rağmen 

bu parametre denatürasyon olmaksızın uygun şartlar altında proteinlerin ayırma 

ve eluasyonu için zayıf etkileşimleri oluşturmak için kullanılabilirler [88]. 

1.3.2.7. HEK'de kullanılan sabit fazlar 

Hidrofobik etkileşim kromatografisinde agaroz en çok kullanılan destektir, 

ancak selüloz, dekstran ve silikada destek olarak kullanılmıştır. 

İlk HEK amaçlı adsorbanlar alifatik ve aromatik arninierin sıyonoJen 

bromür metoduyla çapraz bağlanmış agaroza bağlanmasının sonucu elde 

edilmiştir ve hem hidrofobik hem de iyonik karakter sergilerler [112,114-116]. 

Böylece bu sabit fazlarla kromatografik ayırma proteinlerle sabit faz arasındaki 

hem elektrostatik hem de hidrofobik etkileşimlerle olur. 

İlk gerçek anlamda HEK adsorbanları apolar amıno asitlerin inert bir 

matrikse bağlanması ile elde edilmiştir [117]. Poratlı ve arkadaşları, Hjerten ve 

arkadaşları ise yüksüz hidrofobik adsorbanları ilk sentezleyenler olmuşlardır 

[78,110]. Hjerten bugün oktil ve fenil sepharoz jellerinin ticari olarak üretiminde 

kullanılan bu grupları gl isidil eterlere ( epoksit, o ksiran fonksiyonel grupları ile) 

bağlama yöntemini geliştirmiştiL Bu şekilde üretilen jeller nötraldir ve ınsan 

plazması proteinleri ile temelde hidrofobik etkileşimler gösterirler [ll O]. 

Bir başka yüksüz adsorban ise agarozun bisepoksit (1 ,4-bütandiol 

diglisidileter) ile aktivasyonu ve ardından buna alkümerkaptan ile bağlanması ile 

sentezlenmiştir. Bir diğer sentez yönteminde ıs e agaroz 
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glisidoksipropiltrimetoksisilan ile aktive edilmiş ve bu yapı ile alkol reaksiyona 

sokulmuştur [113]. Bu son iki yöntem ile proteinlere daha kolay ulaşabilecek ara 

kollu ligandları olan yüksüz adsorban üretilebilmiştir. 

Yüksek basınçta kullanılabilecek HEK adsorbanları için polimerik silika 

temelli rijit destekler hazırlanmış ve bunlar bütil, fenil, polieter gruplarıyla 

modifiye edilmişlerdir. Kato ve arkadaşları bugün ticari olarak pazarianan TSK­

gel, Phenyl-5PW ve TSK-gel Eter-5PW ticari isimli hidrofobik polimer bazlı 

jelleri hazırlamışlardır [118]. Gooding ve arkadaşları metil, hidroksipropil, propil, 

benzil veya pentil gruplarını içeren silika bazlı hidrofobik sabit fazları 

sentezi emişlerdir [ 119]. 

Hjerten ve arkadaşları HPLC nde kullanılmak üzere rijit yüksek çapraz 

bağlı agaroz temelli HEK adsorbanı sentezlemişlerdir [113]. Ayrıca rijit 2-

hidroksietil metakrilat etilen dimetakrilat kopolimerleri HEK-HPLC 

uygulamalarında kullanılmıştır [ı20]. 

Bugün farklı özellikte bir çok HEK adsorbanı ticari olarak satılmakta ve 

bunların bir kısmını içeren liste Queroz'un derlemesinde verilmiştir [ı2ı] 

Daha öncede belirtildiği gibi HEK' de ençok kullanılan ligandlar, düz 

zincidi alkanlar ve basit aromatik gruplardır. Bunlara örnekler Şekil ı. ı 4 de 

verilmiştir. Yinede bu hidrofobik ligandlar proteinlerin tersinmez adsorpsiyonuna 

neden olabilmekte veya proteinlerin eluasyonları sırasında denatüre olmalarına 

yol açabilecek kuvvetli hidrofobik etkileşimler oluşturabilmektedir. 
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1.4. Polimer Sentezi 

Polimerler çok sayıda aynı veya farklı atomik grupların kimyasal bağlarla, az 

yada çok düzenli biçimde bağlanarak oluşturduğu yüksek molekül ağırlıklı 

yapılardır. 

Polimerik yapıyı yani polimerik zinciri oluşturabilmek için gerekli kovalent 

bağlar monomer yapısına bağlı olarak ya katılma polimerizasyonu ile ya da 

hasarnaklı polimerizasyon ile oluşturulabilir. Bu sentez yöntemleri kullanılarak 

polimerler proses açısından dört şekilde üretilebilir. Bunlar şu şekilde 

sıralanabilir: 

a) Kütle (yığın veya blok) polimerizasyonu 

b) Çözelti polimerizasyonu 

c) Süspansiyon polimerizasyonu 

d) Emülsiyon polimerizasyonu 

1.4.1. Süspansiyon polimerizasyonu yöntemi ile polimer sentezi 

Bu polimerizasyon yöntemi endüstride kesikli veya sürekli sistemlerde 

büyük miktarlarda polimer üretiminde yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu 

polimerizasyon sonucu polimerizasyon koşullarına bağlı olarak ı O 11m ile ı O mm 

aralığında, gözenekli veya gözeneksiz partiküller elde edilir. Polimer 

taneciklerinin küresel yapısı nedeniyle süspansiyon polimerizasyonuna boncuk ya 

da inci polimerizasyonu da denir. Süspansiyon polimerizasyonun da iki faz vardır. 

Bu fazlardan biri monomer fazı diğeri dağıtma veya devamlı fazıdır. Dağıtma fazı 

olarak genellikle su kullanılır. 

Bir polimer süspansiyon polimerizasyonu ile üretilecek ise dikkat edilmesi 

gereken ilk özellik monomerin dağıtma fazındaki çözünürlüğüdür. Monomerin, 

dağıtma fazındaki çözünürlüğünün çok düşük olması gerekir. Bu amaçla hidrofilik 

monomerler için dağıtma fazı olarak yağ ve petrol eteri gibi hidrofobik sıvılar 

kullanılır. Reaksiyon ortamı süspansiyon olacak şekilde sürekli karıştırılır. 

Dağıtma ortamında çözünen süspansiyon stabilizörleri ve emülsifiye edicilerle 

süspansiyonun kararlılığı desteklenir. Reaksiyon başlatıcısı olarak monomer 
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damlacıkları içinde yani organik ortamda çözünen bir başlatıcı seçilir ve böylece 

polimerizasyon, monomer damlacıkları içinde başlar. Polimerizasyon 

reaksiyonunun hızı ortamın sıcaklığı arttırılarak arttırılır ve monomer 

damlacıklarının küresel polimer tanecikleri haline dönüşmesi sağlanır. 

Süspansiyon polimerizasyonunda sistem parametrelerinin ayarlanması ile istenilen 

boyutlarda polimer tanecikleri eldesi gerçekleştirilebilir. 

Süspansiyon polimerizasyon presesi temel olarak uygun bir ortam içinde 

yürütülen kütle polimerizasyonundan başka bir şey değildir. Her monomer 

damlacığı yeterli başlatıcı içerir ve ısıtılınca diğerlerinden bağımsız olarak 

polimerleşirler. Burada reaksiyon hızı kütle polimerizasyonuna göre daha hızlıdır. 

Sonianma ve zincir transferi yavaş olduğundan daha büyük molekül ağırlıklarına 

ulaşılır. Kütle presesine göre bu presesin en önemli avantajı düşük ortam 

viskozitesi ve iyi karıştırma nedeniyle sıcaklık kontrolünün mükemmel olmasıdır. 

Ayrıca dağıtma ortamı olarak kullanılan su ucuzdur ve suyun patlama, yanma ve 

taksisite gibi yan etkileri yoktur. 

Süspansiyon polimerizasyonunda polimerizasyon esnasında dikkat 

edilmesi gereken en önemli husus polimer yığılmasını (topaklanmasını) 

önlemektir. Süspansiyon polimerizasyonunda yığılma ve birleşmeyi önlemek için 

alınması gerekli ilk önlem polimerizasyon esnasında yeterli ve düzenli karıştırma 

hızı sağlanmasıdır. Düzenli karıştırma sadece yığılmayı önlemez, aynı zamanda 

tanecik boy ve boy dağılımını belirler. Ayrıca iyi karıştırma ile iyi sıcaklık 

kontrolü yapılabilir ve böylece polimerik mikrokürelerin molekül ağırlığı da daha 

iyi ayarlanabilir. 

Ek olarak süspansiyon polimerizasyonunda yığılma ve birleşmeyi 

engelleyebilmek ve polimerizasyon hasarnağını kontrol etmek için ortama 

stabilizörler ve benzeri katkı maddeleri de ilave edilir. İlk zamanlar süspansiyon 

stabilizörleri olarak suda çözünen yüksek molekül ağırlıklı polimerler 

(polivinilalkol PVA) kullanılmıştır. PVA monomer su ara yüzeyini azaltarak 

süspansiyonu karalı hale getirir. Bu stabilizörlere sonradan yeni yüzey aktif 

maddeler ilave edilmiştir. Günümüzde jelatin, stiren-malaik asit anhidrit tuzu, 

talk, kaolin, bentonit, baryum, kalsiyum ve magmezyum karbonatlar, şilikatlar, 
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fosfat ve sülfatlar, alüminyum hidroksit gibi birçok madde değişik ortamlarda 

dağıtıcı ve stabilizör olarak kullanılmaktadır. 

Ortama tuz (NaCl) ilavesinin de, monomer çözünüdüğünü azaltarak daha 

küçük boyda polimer taneciklerinin elde edilmesine yol açtığı bulunmuştur. 

Ancak fazla tuz miktarı süspansiyonu bozmaktadır [122]. 
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2. MA TERY AL VE YÖNTEM 

2.1 Kimyasal Maddeler ve Reaktifler 

Benzaldehit (Merck), 4-nitrobenzaldehit (Merck), pirol (Merck), 

metakriloil klorür (Merck), akrilamid (Merck), etilen glikoldimetakrilat (EDMA, 

Merck), bovin serum albumin (BSA, Sigma), Bradford reaktifi (Sigma), kalay 

klorür dihidrat (SnClz.2H20, Merck), 2,3,5,6-tetrakloro-1 ,4-benzokinon (Merck), 

bortrifloretarat (Sigma), HN03 (%65'lik, Riedel), propiyonik asit (Riedel), N,N­

dimetil formamid (Riedel), piridin (Merck), HCl (%37'lik, Riedel), NH40H 

(%26'lık, Riedel), metanol (Aldrich), diklorometan (Riedel), kloroform (Riedel), 

tetrahidrofuran (THF, Riedel), Na2S04 (Riedel), NaıHP04.12HıO (Riedel), 

NaHıP04.2HıO (Riedel), etil alkol (Carlo Erba), (NH4)2S04 (Riedel) ve NaCl 

(Riedel) satın alınarak deneylerde kullanılmıştır. Preparatif amaçlı ince tabaka 

kromatografisi için 5-40 J..tm parçacık boyutlu silika jel 60 GFıs4 (Merck) ile 

kaplanmış 20x20 cm boyutunda cam plakalar kullanılmıştır. Deneylerde 

kullanılan diğer çözücüler ve kimyasal maddeler analitik saflıkta olup çözeltiler 

saf su veya deiyonize su kullanılarak hazırlanmıştır. 

2.2. Analizler ve Aletli Analizler 

Monomederin ve adsorplanmayan BSA miktar analizi için görünür bölge 

spektrumları Shimadzu UV 2101 PC UV-Görünür Bölge Tararnalı 

Spektrofotometresi ile alınmıştır. Hazırlanan monomerlerin, tetrafenilporfirin 

ligandı içeren polimerik mikrokürelerin ve bu ligandı içermeyen polimerik 

mikrokürelerin FTIR spektrumları JASCO FT/IR-300E cihazı ile alınmıştır. 

Alınan bütün spektrumlara 5 noktalı temel çizgi düzeltmesi uygulanmıştır. Proton 

NMR spektrumları Bruker DPX-400 400 MHz High Performance Digital FT­

NMR Spektrometre (TÜBİTAK) cihazı ile alınmıştır. Polimerik mikrokürelerin 

yüzey görüntüleri için CAM SCAN S4 tararnalı elektron mikroskopu (A.Ü. 

Malzeme Bilimi ve Mühendisliği Bölümü) kullanılmıştır. Işık mikroskopu 

fotoğrafları LEICA DM L52 mikroskopu ve fotoğraflarda Canon Power Shot S50 

dijital fotoğraf makinesi kullanılmıştır. pH ölçümleri Orion 420 A model pH ion 
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metre ile yapılmıştır. Reaksiyonlar manyetik ısıtıcı (IKA RTC) ve/veya kuş 

yuvası (Thermolyne, Type 45500 Input Control) kullanılarak yürütülmüştür. 

Deneylerde süzme işlemleri 4 numaralı Gooch krozesi kullanılarak yapılmış ve 

deney lerde laboratuvarda bulunan diğer araç ve gereçler kullanılmıştır. 

2.3. Tetrafenilporfırin Ligandı Bağlanmış Mikrokürelerin Sentezi 

2.3.1. 5-( 4-Metakrilamidofenil)-1 0,15,20-trifenilporfırinin sentezi 

2.3.1.1. 5-( 4-Nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfırinin sentezi 

5-( 4-Nitrofenil)-ı O, ı5,20-trifenilporfirinin gerekli miktarda sentezini 

gerçekleştirebiirnek için literatürdeki çalışmalardan yararlanılarak 3 yöntem 

sırayla denenmiştir. Birinci ve ikinci olarak denenen yöntemler sonucu 5-( 4-

nitrofenil)-ı O, ı5,20-trifenilporfirin istenilen miktarlarda sentezlenememiştir. Bu 

üç yöntem aşağıda verilmiştir. 

Yöntem ı: 5, ı O, ı5,20-Tetrafenilporfirinin (H2 TPP) yapısındaki fenil 

gruplarının derişik HN03 ile nitralanması 5-( 4-nitrofenil)-ı O, ı 5,20-trifenilporfirin 

sentezi için denenen ilk yöntem olmuştur. Literatürde bu porfirinin bu yöntemle 

sentezi için dumanlı HN03 kullanılmaktadır [ı23]. Bu çalışmada H2 TPP (200 mg, 

0,325 mmol) 50 ml kloroformda çözülmüş ve ortamın sıcaklığı buz banyosu ile 0-

50C ye indirildikten sonra derişik HN03 (0,34 g, 5,4 mmol) ortama damla damla 

ilave edilmiştir. Reaksiyonun gerçekleşip gerçekleşmediği ınce tabaka 

kromatografisi ile izlenmiş ve 3 saatlik reaksiyon süresi sonunda H2 TPP' de 

herhangi bir nitrolanmanın gerçekleşmediği gözlenmiştir. Nitrolama reaksiyonu 

oda sıcaklığında ve daha yüksek sıcaklıklarda yürütüldüğünde ise nitrolama 

gerçekleşmiş ancak reaksiyonun hızlı yürümesi nedeniyle ürün tek nitrolu yapıdan 

çok iki, üç, dört nitrolu yapılardan oluşmuştur. Tek nitrolu yapı veriminin %ı 'den 

düşük gerçekleşmesi nedeniyle 5-( 4-nitrofenil)-ı O, ı 5,20-trifenilporfirin sentezi 

için bir başka yönteme başvurulmuştur. 

Yöntem 2: 5-( 4-Nitrofenil)-ı O, ı5,20-trifenilporfirin sentezini 

gerçekleştirmek için denenen ikinci yöntem Adler yöntemi olmuştur [4]. Üç 

boyunlu dibi yuvarlak 250 ml lik deney balonundaki 80 ml propiyonik asite ilk 

önce 3: ı mol oranında benzaldehit (2,53 g, 24 mmol) ve 4-nitrobenzaldehit (1 ,2ı 
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g, 8 mmol) konmuş ve karışım refluks haline getirilmiştir. Propiyonik asitin 

normal kaynama sıcaklığı ı 4 ı °C' dir. Daha sonra refluks halindeki çözelti ye ı O ml 

propiyonik asitte hazırlanmış pirol (2,ı5 g, 32 mmol) çözeltisi damla damla 30 

dakika sürede ilave edilmiş ve karışımın 30 dakika daha refluks olması 

sağlanmıştır. Oda sıcaklığına soğutulan karışırndan kristallenerek ayrılan farklı 

sayıda nitro grubu içeren ve nitrolanmamış altı tip porfirin ile bazı safsızlıklar 4 

nolu Gooch krozesinden süzülerek ortamdan alınmıştır. Daha sonra krozedeki 

kalırrtı metanol ile birkaç kez yıkanmış, sonra sıcak su ile berrak çözelti gelinceye 

kadar yıkamaya devam edilerek safsızlıklardan mümkün olduğu kadar 

arındırılmaya çalışılmıştır. Krozede geriye kalan kalırrtı vakum etüvünde 40 oc de 

kurutulduktan sonra kloroform da çözülmüş ve tekrar süzülerek bu kez 

kloreformda çözünmeyen safsızlıklardan arındırılmıştır. Süzüntünün çözücü 

rotary evaporatörde uzaklaştınldıktan sonra geriye kalan kalırrtıdaki altı farklı 

yapıda porfirin ile bir miktar safsızlık 20x20 cm boyutunda silika jel kaplı 

plakalar ve yürütücü olarak kloroform kullanılarak preparatif ince tabaka 

kromatografisi yöntemi ile birbirlerinden ayrılmışlardır. Sentezi hedeflenen 5-( 4-

nitrofenil)-ıO,ı5,20-trifenilporfirine ait ve en yüksek ikinci Rr değerine sahip 

band plakadan kazmarak alınmıştır. Silikaya adsorplanmış 5-( 4-nitrofenil)­

ı O, ı 5,20-trifenilporfirin kloroform ile yıkanarak silikadan arındırılmış, çözücü 

uçurulduktan sonra 80 °C de etüvde kurutulmuştur. Bu yöntemle de elde edilen 5-

( 4-nitrofenil)- ı O, ı 5,20-trifenilporfirin miktarının da çok az olduğu ve veriminin 

%ı' den düşük olduğu görülmüştür. 

Yöntem 3: Lindsey yöntemi [6] izlenerek yapılan 5-(4-nitrofenil)­

ı O, 1 5,20-trifenilporfirin sentezinde iki boyunlu di bi yuvarlak 500 mililitrelik bir 

deney balonuna yeni distillenmiş CHCh (200 ml) konulduktan sonra sırayla 

balona 3: ı mol oranında benzaldehit (506 mg, 4,8 mmol), 4-nitrobenzaldehit (242 

mg, ı ,6 mmol) ile pirol (0,428 g, 6,4 mmol) ve bortriflorüreterat (0,30 g, 2, ı 

mmol) ilave edilmiştir. Çözelti önce iki saat oda sıcaklığında azot atmosferi 

altında karıştırılmış, ardından su banyosunda 40°C ye kadar ısıtılıp 5 saat daha 

karıştırıldıktan sonra kendi halinde bir gece bırakılmıştır. Reaksiyon sonucu 

oluşan porfirinojeni portirine dönüştürmek için çözeltiye 2,3,5,6-tetrakloro- ı ,4-

benzokinon (ı ,25 g, 5,08 mmol) ilave edilmiş ve karışım bir saat refluks 
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edilmiştir. Daha sonra oda sıcaklığına soğutulmuş karışırndan alınan örneğin ince 

tabaka kromatogratisi ile yapılan kontrolünde 5-( 4-nitrofenil)-1 O, 15,20-

trifenilportirinin oluştuğu görülmüştür. Reaksiyon karışımındaki çözücü 

kloroform rotary evaporatörde uçurulduktan sonra geriye kalan katı madde az 

miktarda metanolde çözülerek Gooch krozesinden süzülmüştür. Krozede kalan 

madde sıcak su ile üç kez yıkanmış, tekrar kloroformda çözülerek Gooch 

krozesinden alınmıştır. Bu şekilde metanol ve kloroformda çözünmeyen 

safsızlıklar ürün portirinierden ayrılmıştır. Elde edilen farklı sayıda ve konumda 

nitro grubu içeren ve nitro grubu içermeyen portirinierden hedeflenen 5-( 4-

nitrofenil)-1 O, 1 5,20-trifenilportirinin saf olarak eldesi yöntem 2 de anlatılan 

şekilde İTK ile yapılmıştır. Elde edilen mononitrolu portirinin 25 mg geldiği ve 

verimin %2,5 olduğu bulunmuş ve spektral değerlerinin literatürdeki verilere 

uyduğu gözlenmiştir. Daha sonra bu yöntem kullanılarak altı kez daha 5-( 4-

nitrofenil)-1 O, 15 ,20-trifenilportirin sentezi gerçekleştirilmiştir. Rf değeri ( silikajel, 

CHCh) 0,8, UV (Amax, CHCh) 422nm, 514nm, 553nm, 592nm ve 649nm; IR 

(KBr, cm- 1
) 3423 (NH gerilme), 3037-2921 (aromatik CH), 1720-1579 (N02 

asimetrik gerilme); 1471- 1328 (N02 simetrik gerilme); 1H NMR (CDCh, 8 ppm) 

-2,7 (s, 2H, pirol NH), 7,8 (m, 9H, m/p-fenil), 8,26 (d, 6H, o-fenil), 8,42 (d, 2H, 

nitrofenil), 8,66 (d, 2H, nitrofenil), 8,76 (d, 2H, ~ pirol, 3 ve 7 CH), 8,80 (s, 4H, ~ 

pirol, 12, 13, 17 ve 18 CH), 8,95 (d, 2H, ~ pirol, 2 ve 8 CH). 

2.3.1.2. 5-( 4-Aminofenil)-1 0,15,20-trifenilporfırinin sentezi 

Sentez, kısım 2.3.1.1 de senteztenmiş olan 5-(4-nitrofenil)-10,15,20-

trifenilportirindeki nitro grubunun amın grubuna indirgenmesi ile 

gerçekleştirilmiş ve bunun için literatürde verilen bir yöntemden yararlanılmıştır 

[124]. Dibi yuvarlak iki boyunlu bir deney balonuna oda sıcaklığında 5-(4-

nitrofenil)-10,15,20-trifenilportirin (100 mg, 0,152 mmol) ve HCl (%20 lik, 25 

ml) konulmuştur. Ardından balona SnClı.2HıO (0,5 g) ilave edilmiş ve karışım 25 

dakika su banyosuncia 40°C de karıştırılmıştır. Oda sıcaklığına soğutulan karışıma 

1 O ml derişik NH40H ilave edilerek ortamda bulunan HCl asit nötralleştirilmiştir. 

indirgenmiş portirin sulu ortamdan kloroform ile ekstre edilmiş ve ekstraksiyon 
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işlemi birkaç kez tekrar edilmiştir. Ekstratın çözücüsü kloroform rotary 

evaporatörde uçurulduktan sonra geriye kalan katı seyreltik NH40H ve su ile 

birkaç kez yıkanmıştır. 5-( 4-Aminofenil)- ı O, ı 5,20-trifenilporfirinin saflaştırılması 

preparatif ince tabaka kromatografisi ile 20x20 cm boyutunda silika jel kaplı cam 

plakalar ve kloroform kullanılarak gerçekleştirilmiştir. İTK plakasında 5-( 4-

aminofenil)-ıo,ı5,20-trifenilporfirine ait band plakadan kazmarak alınmış 

ardından silikaya adsorplanmış bu porfirin kloroform ile yıkanarak silika jelden 

ayrılmıştır. Çözücü kloroform rotary evaporatörde uçurulmuş ve kalan madde 80 

°C de etüvde kurutulmuştur. Tartılan 5-(4-aminofenil)-ıO,ı5,20-trifenilporfirinin 

80 mg geldiği ve verimin %84 olduğu bulunmuştur. Yeteri kadar 5-(4-

aminofenil)-ıo,ı5,20-trifenilporfirin elde etmek için indirgenme reaksiyonu 

birkaç kez tekrar edilmiştir. Rr değeri (silikajel, CHCh) 0,45; UV (!,max, CHCh) 

42ınm, 5ı6nm, 553nm, 59ınm, 644nm; IR (KBr, cm-1
) 3453 (NH gerilme, pirol), 

3369, 33ı5 (NH2 gerilmesi), 3035, 29ı5 (aromatik CH gerilme), ı602 (NHı 

bükülme); 1H NMR (CDCh 8 ppm) -2,7 (s, 2H, pirol NH), 4,0 (s, 2H, NH2), 6,9 

(d, 2H, aminofenil), 7,78 (m, 9H, m/p-fenil), 8,0 (m, 2H, aminofenil), 8,24 (d, 6H, 

o-fenil), 8,7 (m, 6H, ~ pirol) ve 8,85 (m, 2H, ~ pirol). 

2.3.1.3. 5-( 4-Metakrilamidofenil)-1 0,15,20-trifenilporfırin sentezi 

Kısım 2.3.1.2 de elde edilen 5-(4-aminofenil)-ıO,ı5,20-trifenilporfirine 

monomer özelliği kazandırmak için metakriloil klorür ile reaksiyona sokularak 5-

( 4-metakrilamidofenil)- ı O, ı 5,20-trifenilporfirin hazırlanmıştır. Bu reaksiyon 

literatürdeverilen yönteme benzer şekilde yapılmıştır [ı24]. Dibi yuvarlak ıoo ml 

lik iki boyunlu bir deney balonuna 5-( 4-aminofenil)- ı O, ı 5,20-trifenilporfirin (150 

mg, 0,239 mmol), tetrahidrofuran (ıO ml) ve piridin (2 ml) konulduktan sonra 

ortamın sıcaklığı bir buz banyosu yardımıyla 0-5°C olacak şekilde ayarlanmıştır. 

Deney balonundaki çözeltiye metakriloil klorür (1 ml) damla damla bu sıcaklık 

aralığında 30 dakika sürede ilave edilmiş ve daha sonra deney balonu oda 

sıcaklığında iki saat daha karıştırılmıştır. Çözücü rotary evaporatöründe 

uçurulduktan sonra balona ı 00 ml kloroform ilave edilmiş ve reaksiyon sırasında 

ortamda oluşan HCl asit ortama seyreltik NH40H (50 ml) ilave edilerek 
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nötralleştirilmiştir. Ayırma hunisi yardımı ile ürünü içeren kloroform faz ayrılmış 

ve kloroform ile ekstraksiyon iki kez daha tekrarlanmıştır. Kloroform rotary 

evapmatöründe uçurulduktan sonra 5-( 4-metakriamidofenil)-1 O, 15,20-

trifenilporfırin preparatif ince tabaka kromatografısi kullanılarak saflaştırılmıştır. 

Elde edilen 5-(4-metakrilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirin 140 mg gelmiş ve 

verimin %91 olduğu bulunmuştur. Rr değeri (silikajel, CHCh) 0,40; UV (/cmax, 

CHCh) 423nm, 516nm, 553nm, 592nm, 650nm; IR (KBr, cm-1
) 3315 (NH 

gerilme sekonder amid), 3037 (aromatik CH gerilme), 2933 (alifatik CH gerilme), 

1670 (C=O gerilme), 1590 (NH bükülme), 1508 (vinilik C=C); 1H NMR (CDCh, 

8 ppm) -2,7 (s, 2H, pirol NH), 5,5-6,0 (m, SH vinil), 7,8 (d, 9H, m/p-fenil), 8,0 

(m, 2H, 4-amidofenil), 8,3 (d, 6H, o-fenil), 8,7 (m, 6H, p pirol) ve 8,8 (m, 6H, p 
pirol). 

2.3.2. Tetrafenilporfırin ligandlı polimerik mikrokürelerin sentezi 

Tetrafenilporfırin ligandı içeren gözenekli polimerik mikrokürelerin 

sentezi için iki farklı süspansiyon polimerizasyon reçetesi kullanılmış ve bileşimi 

farklı birçok mikroküre sentezlenmiştir. 

Polimerizasyon 1: Bu polimerizasyon için literatürde verilen yöntemlerden 

yararlanılmıştır [1 7,124-ı29]. ıoo ml'lik iki boyunlu deney balonuna saf su (50 

ml) ve stabilizatör poli(vinil alkol) (PVA, 0,2 g) ilave edilmiş ve bu karışım PVA 

tamamen çözününeeye kadar karıştırılmıştır. Ardından karıştırılmakta olan bu 

ortama sırasıyla gözenek yapıcı olarak toluen (1 O ml), 5-( 4-metakrilamidofenil)­

ı0,15,20-trifenilporfırin (73,4 mg, 0,1 mmol), akrilamid (0,28 g, 3,9 mmol) ve 

çapraz bağlayıcı olarak etilenglikoldimetakrilat (EDMA, ı, ı 9 g, 6,0 mmol) ilave 

edilmiş ve oluşan süspansiyon azot gazı atmosferi altında 65°C ye ısıtılmıştır. 

Sıcaklık bu değere ulaşınca ortama 2,2-azobisizobütironitril (AIBN, 0,1 g) ilave 

edilerek polimerizasyon başlatılmıştır. Polimerizasyon süresince karışım 600 

devir/dakikada 4 saat karıştırılmış ve ardından ortam sıcaklığı 90°C ye çıkarılarak 

2 saat daha karıştırılmıştır. Oda sıcaklığına sağutulan karışımda dağıtma ortamı 

dekantasyon yoluyla uzaklaştınldıktan sonra polimerik mikroküreler üç kez 100 

ml lik saf su ile yıkanmıştır. Yıkamaya etanol-su karışımı (%50 v/v) ve etanol ile 



45 

devam edilmiştir. Polimerleşmemiş tetrafenilporfirini mikrokürelerden 

uzaklaştırmak için mikroküreler 24 saat kloroformda bekletilmiş ve kloroform 

mikrokürelerden süzülerek uzaklaştırılmıştır. Son olarak mikroküreler sırasıyla 

etanol, etanol-su (%50 v/v) ve su ile yıkanmıştır. Yıkama işlemi tamamlanan 

polimerik mikroküreler vakum etüvünde 60°C de kurutulmuştur. Elde edilen 

farklı çaptaki mikroküreler belirli ı 25- ı 50 ı-ı-m aralığında elekten elenerek 

adsorpsiyon deneyinde kullanılmıştır. 

Polimerizasyon 2: Bu yöntemde stabilizör olarak PVA yerine NaCl-MgClı 

tuz karışımı kullanılmış [130], polimerizasyon ve polimerik mikrokürelerin 

saflaştırılması polimerizasyon 1 'deki gibi yapılmıştır. Ayrıca farklı miktarlarda 5-

( 4-metakrilamidofenil)- ı O, ı 5,20-trifenilporfirin monomen ile EDMA 

polimerleştirilerek de polimerik mikroküreler hazırlanmıştır. 

2.4. BSA Adsorpsiyon Deneyleri 

Adsorpsiyon deneyleri için model protein olarak bovin serum albumin 

(BSA) seçilmiştir. Adsorpsiyon deneyleri pH 6-8 de 20 mM sodyum fosfat 

tamponunda ve pH 4-5 de 20 mM sodyum asetat tamponu ile çalışılmıştır. 

Deneyler kapaklı test tüpü içinde toplam 5 ml çözeltide, 5 mg adsorban, 0,2-2,5 

mg/ml BSA, 0-2 M Na2S04, 20 mM tampon içerecek şekilde oda sıcaklığında 

karıştırılarak yürütülmüştür. Aksi belirtilmedikçe deneylerde adsorban olarak% ı 

mol oranında tetrafanilporfirin içeren adsorban kullanılmıştır. Adsorpsiyon süreci 

sonunda test tüpü santrifüj edilerek adsorban çöktürülmüş adsorbana bağlanmamış 

protein derişimini belirleyebilmek için üstte kalan çözeltiden ı 00 ı.ı-1 alınarak 

üzerine 3.0 ml Bradford ajanı ilave edilmiştir. Ajan ile BSA arasında kompleks 

oluşumu için ı O dakika beklendikten sonra çözeltinin 590 nın dalga boyunda 

adsorpsiyonu ölçülmüştür [3 ı]. BSA-Bradford kompleksi için hazırlanmış 

absorbans-derişim kalibrasyon grafiği kullanılarak çözeltideki BSA derişimi, 

ardından BSA miktarı hesaplanmıştır. Adsorplanmış protein miktarı proteinin 

başlangıçtaki miktarından bağlanmamış protein miktarı çıkarılarak bulunmuştur. 

Adsorplanan BSA miktarının belirlenmesine yönelik tipik bir çalışma şu 

şekilde yapılmıştır: 
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Adsorpsiyon deneylerine başlamadan önce Bradford yöntemine göre BSA 

derişim-adsorbans kalibrasyon grafiği oluşturulmuştur. Şekil 2. ı.' de Bradford 

assay yöntemine göre BSA için elde edilmiş kalibrasyon doğrusu görülmektedir. 

ı ,6 

y = 0,8134x + 0,1373 R2 = 0,9983 

1,2 

0,8 

0,4 

o -~ ___ T ________ ----·-·-·-·ı-··-·-···---------- r·--·----- ----------~----- - -· -···--r··-- --·-- --- --~-----

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

C (mg/ml) 

Şekil2.1. Bradford assay yöntemine göre çizilmiş BSA proteinin kalibrasyon eğrisi 

pH'ı 4,0 olan 5 ml'lik bir çözelti, adsorban (5 mg), BSA (1 mg/ml), asetat 

tamponu (20 mM) ve Na2S04 (ı,o M) kullanılarak test tüpünde hazırlanmış ve 

oda sıcaklığında karıştınlmaya başlanmıştır. Belirli zaman aralıklarında deney 

tüpü santrifüj edilerek adsorbanın çökmesi sağlanmış ve üste kalan sıvı fazdan O, ı 

ml'lik çözelti alınmıştır. Ardından bu sıvı 3 ml'lik Bradford ajanı içine konulmuş 

ve karıştırılmıştır. On dakika beklendikten sonra bu çözeltinin görünür bölge 

spektrumları alınmış ve adsorplanmadan kalan protein miktarı kalibrasyon eğrisi 

yardımıyla bulunmuştur. Şekil 2.2 de farklı zamanlarda BSA-Bradford 

kompleksinin görünür bölge spektrumları görülmektedir. Başlangıç derişiminden 

ortamda kalan protein miktarı çıkarılarak adsorplanan protein miktarı bulunmuş 
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ve pH 4 için elde edilen veriler Çizelge 2.1 de verilmiştir. Şekil 2.3 de ise elde 

edilen 2020 dakika sonraki zaman-adsorpsiyon miktarı grafiği görülmektedir. 
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Şekil 2.2. Bradford ajanı-BSA kompleksinin zamana bağlı UV-görünür bölge spektrumları (pH 4,0'de, [Na2S04] =1 M, 20 mM asetat tamponu, (O) O dak, (1) 

10 dak, (2) 35 dak, (3) 70 dak, (4) 160 dak, (5) 270 dak, (6) 580 dak. ve (7) 2020 dak sonunda alınan spektrumlar) 
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Çizelge 2.1. pH 4 de yapılan bir çalışmanın sonuçlarının değerlendirilmesi, (BSA•= I ,O mg/ml, 

Adsorban =5 mg, V= 5 ml, [NaıS04] =1 M, 20 mM asetat tamponu) 

Sıra t(dk) Abs Çözeltide kalan q(mg BSA/g adsorban) 

BSA (mg/ml) 

o o 1,038 1,000 o 
10 0,691 0,712 288 

2 35 0,470 0,528 472 

3 70 0,373 0,447 553 

4 160 0,321 0,404 596 

5 270 0,256 0,350 650 

6 580 0,219 0,319 681 

7 2020 0,163 0,270 730 

800 . 

600 -

,...._, 
bl) 

b:ıı s 400 . 
'-..../ 

200 -

o 
o 500 1000 1500 2000 2500 
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Şekil 2.3. pH 4,0 de protein adsorpsiyonu, BSA = 1 ,O mg/ml, Adsorban =5 mg, V = 5 ml, 

[Na2S04] =1 M, 20 mM asetat tamponu, 
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3. SONUÇ VE TARTIŞMA 

Bu çalışmada oldukça hidrofobik bir yapıya ve yoğun bir konjugasyona 

sahip tetrafenilporfırin ile bovin serum albumin arasındaki hidrofobik 

etkileşimden yararlanarak bu proteinin tetrafenilporfırin ligandı ıçeren bir 

polimerik matrikse adsorpsiyonu araştırılmıştır. Porfırinlerin ve 

tetraarilporfırinlerin biyomoleküller ile etkileşimleri oldukça uzun bir süredir 

araştırılmakta olup temelde porfırinlerin dokularda birikmesi özelliğinden dolayı 

bunların fotodinamik terapi ajanı olarak kullanımları denenmiştir ve denenıneye 

devam edilmektedir [67]. Bu çalışmalar porfırin temelli yapıların biyomoleküller 

ile kuvvetli bir şekilde etkileştiğini göstermektedir. Diğer taraftan adsorban ile 

biyomolekül arasındaki hidrofobik etkileşimlerden yararlanarak biyomoleküllerin 

ayrılması, saflaştırılması amacı ile bir kromatografık teknik olan hidrofobik 

etkileşim kromatografısi oldukça yaygın olarak kullanılmaktadır [121]. Bu 

kromatografık teknik için çok sayıda adsorban ticari olarak pazarlanmaktadır. Bu 

çalışma BSA ile tetrafenilporfırinin hem hidrofobik hem de n-n etkileşimlerine 

girmesi sonucu kuvvetli bir adsorpsiyonun gerçekleşeceği düşüncesi ile 

yapılmıştır. 

3.1. Tetrafenilporfirin İçeren Polimerik Mikroküre Hazırlama Şekilleri 

Tetrafenilporfırin ligand içeren matriksler hazırlamak için çeşitli 

yöntemler kullanılabilir. Bunlardan başlıcaları şu şekilde sıralanabilir ve bu 

yöntemler şematik olarak Şekil 3.1 de verilmiştir: 

a) Tetrafenilporfırin ligandı iyonik yapıda hazırlanarak zıt yüklü iyonik 

gruplara sahip matrikslere iyonik olarak bağlanabilir. 

b) Tetrafenilporfırin ligandı matrikslere (polimerik mikrokürelere) 

polimerizasyon sonrası kovalent olarak bağlanabilir. 

c) Polimerleşebilen yapıya sahip tetrafenilporfırin (monomer) sentezlenip ve 

komonomerler ile birlikte polimerleştirilerek porfırin yapısı mikrokürelere dahil 

edilebilir. 
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d) Tetrafenilporfirin polimer küreciğini oluşturan çapraz bağlı polimer 

zincirler arasına (yapıya) hapsedilebilir. 

e) Tetrafenilporfirin uygun aralığa sahip iki tabaka arasına yerleştirile bilir. 

Bu yöntemlerin her biri ile polimerik yapıya veya katı bir desteğe porfirin 

dahil etme çalışmaları literatürde yer almaktadır [17, 128, 131-134]. 

Bu çalışmada protein adsorpsiyonu için protein ile polimerik adsorban 

arasında oluşacak hidrofobik kuvvetlerden ve n-n etkileşimlerinden yararlanılması 

planlandığından, yukarıda sayılan tetrafenilporfirini polimerik yapıya veya bir katı 

desteğe bağlama yöntemlerinden üçüncüsü seçilmiştir (Şekil 3 .1.c ). Bu yaklaşımla 

tetrafenilporfirin polimer matrikse polimerleşme sürecinde dahil olacağından bu 

ligand polimer matriksin yüzeyinde ve iç kısımlarında homojen olarak dağılmış 

olacaktır. Buna karşılık portirinin iyonik karekterde olması ve polimer matrikse 

elektrostatik (iyonik) olarak bağlanması (Şekil 3.1.a) durumunda protein 

adsorpsiyonunda iyonik tetrafenilporfirin ve matriks ile protein arasında 

elektrostatik kuvvetlerin de rol oynaması söz konusu olacaktır. 

Tetrafenilporfirinin polimerizasyon sonrası polimere kovalent bağlanması ise 

sadece polimer yüzeyinin porfirin taşıması sonucunu verecektir (Şekil 3.1.b). 

Tetrafenilporfirinin polimerik yapı içine hapsedilmesi ise sentez zorlukları olan 

bir yoldur ve tetrafenilporfirinin yapıdan sızması olasılığı vardır (Şekil 3 .l.d). 

Tetrafenilporfirini iki tabaka arasına yerleştirme ise kil benzeri yapılara 

uygulanabilmekte olup polimerik sistemlere uygulanmamaktadır (Şekil 3 .l.e ). 

Tetrafenilporfirini polimerleşme sırasında oluşan polimer zincirlerine 

katabilmek için tetrafenilporfirin yapısının vinil grubu veya grupları içeren 

(monomerik) bir yapıya sahip olması gerekir. Vinil grubu çeşitli şekillerde 

porfirin halkasına bağlanabilir: Örneğin vinil grubu doğrudan tetrafenilporfirinin 

fenil halkasına bağlanabileceği gibi amid, ester, eter, metin, sülfon grupları 

yardımıyla da polimerleşebilen bir tetrafenilporfirin elde edilebilir. Bu yapılara 

örnekler Şekil 3.2 de verilmiştir ve bu çalışmada polimerleşebilen bir 

tetrafenilporfirin yapısı (monomer) oluşturmak için vinil grubunun amid bağı ile 

tetrafenilporfirine bağlanması seçeneği seçilmiştir. Amid bağı bir asit 

fonksiyonelliği taşıyan vinil monomen ile amıno grubu taşıyan bir 

tetrafenilporfirin arasında kolaylıkla oluşturulabilir. Bu düşünceyle bu çalışma 
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için polimerleşebilen 5-( 4-metakrilamido )-ı O, ı 5,20-trifenilporfirin 

senteztenmiştir (Şekil 3.3.a) ve sentez için retrosentetik yaklaşım Şekil 3.3 de 

verilmiştir. Bu amaçla önce 5-( 4-nitrofenil)- ı O, ı 5,20-trifenilporfirin senteztenmiş 

(Şekil 3.3.c), ardından bu porfirindeki nitro grubu indirgenerek 5-(4-aminofenil)­

ıo,ı5,20-trifenilporfirin (Şekil 3.3.b) elde edilmiştir. Son aşamada metakriloil 

klorür ile 5-( 4-aminofenil)- ı O, ı 5,20-trifenilporfirin reaksiyona sokularak 5-( 4-

metakrilamidofenil)-ıO,ı5,20-trifenilporfirin elde edilmiştir (Şekil 3.3.a). Böylece 

polimerik mikrokürelerin hazırlanması için polimerleşebilen bir tetrafenilporfirin 

yapı (monomer) elde edilmiştir. 
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(d) 

(e) 

Şekil 3.1. Tetrafenilporfirin ligand içeren yapılar hazırlanması için sentez yaklaşımları 
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(a) (b) (c) 

~ ~ 
~ c=o C=O 

ı ı 

NH o O=S=O 

(d) 
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(f) 

Şekil 3.2. V ini! grubu içeren çeşitli tetrafenilporfirinler (monomerler) 
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Şekil 3.3. Tetrafenilporfirin ligandı içeren 5-( 4-metakrilamido )-1 O, 15,20-trifenilporfirin 
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3.1.1. 5-( 4-Metakrilamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirin sentezi 

3.1.1.1. 5-(4-Nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirin sentezi ve karakterizasyonu 

İki farklı yaklaşımla 5-(4-nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfırin (Şekil 3.3.c) 

elde etmek mümkündür. 

a) 5,10,15,20-Tetrafenilporfırin sentezlenip ardından bu yapıda bulunan 4 

fenil grubundan birisi kontrollü bir şekilde aromatik substitüsyon reaksiyonu ile 

nitrolanarak 5-( 4-nitrofenil)-1 O, 15,20-trifenilporfırin elde edilebilir. Bu 

yaklaşımın kullanıldığı bir çalışma literatürde bulunmaktadır [123]. 

b) Porfırin sentezinde ki gerekli olan gruplardan biri aldehit grubudur. 5-( 4-

nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfırin sentezi için 3:1 mol oranında benzaldehit­

nitrobenzaldehit karışımı kullanılarak hedeflenen porfırİn sentezlenebilir [4,6]. 

Ancak bu şekilde sentez nitro grubu açısından oluşan porfırİnlerde istatiksel bir 

dağılımaneden olur. 

Bu çalışmada önce nitrolama ile 5-(4-nitrofenil)-10,ı5,20-trifenilporfırinin 

eldesi denenmiş ve başarılı olunamamıştır. Literatürdeki çalışma dumanlı nitrik 

asit ile yapılmasına karşılık bu çalışmada derişik nitrik asit kullanılmıştır. 

5,ıo,ı5,20-Tetrafenilporfırin nitralanması için 0°C de yürütülen reaksiyon 

gerçekleşmemiş, oda sıcaklığında yürütülen reaksiyoncia ise tetrafenilporfırindeki 

fenil gruplarının birden fazlası nitrolanmıştır. 

5-( 4-Nitrofenil)- ı O, ı 5,20-trifenilporfırinin diğer yaklaşımla sentezinde 

Lindsey ve çalışma arkadaşlarının geliştirdikleri porfırin sentez yöntemi 

kullanılmıştır [ 6]. Stokiyometrik miktarda pirol, 3: ı m ol oranında benzaldehit ve 

4-nitrobenzaldehit bortrifloroeterat katalizörlüğünde kloroformda azot gazı altında 

manyetik karıştırıcı yardımıyla 2 saat karıştırılmış ardından çözelti 40°C ye 

ısıtılmış ve 5 saat daha karıştırılmıştır (Şekil 3.4). Bu reaksiyon sonucu oluşan 

porfırinojen reaksiyon ortamına 2,3,5,6-tetrakloro- ı ,4-benzokinon oksidantı ilave 

edilerek porfırin yapısına dönüştürülmüştür (Şekil 3.4). Karışırndan alınan örneğin 

ince tabaka kromatografısi ile elde edilen kromatogramından 5-( 4-nitrofenil)­

ı O, ı 5,20-trifenilporfırinin diğer nitrol u ve nitrosuz porfırinlerle birlikte oluştuğu 

anlaşılmıştır. Bu şekilde bir sentez, istatistiksel bir dağılırola 6 farklı türde porfırİn 

verir (Şekil 3.4). Ancak başlangıçta benzaldehit ve nitrobenzaldehit mol oranının 
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3:1 şeklinde ayarlanmış olması nedeniyle ve kromatograrndaki spotların 

koyuluğundan da anlaşıldığı gibi reaksiyon sonucu ağırlıklı olarak hiç nitro grubu 

içermeyen 5,10,ı5,20-tetrafenilportirin (Şekil 3.4, yapı ı) ve 5-(4-nitrofenil)­

ıo,ı5,20-trifenilportirin (Şekil 3.4, yapı 2) oluşmuştur. Daha sonra 5-(4-

nitrofenil)- ı O, ı 5,20-trifenilportirin kloroforrn yürütücüsü kullanılarak preparatif 

İTK ile saflaştırılmış ve elde edilen ürün veriminin %2,5 olduğu bulunmuştur. Bu 

portirinin Rf değerinin, FTIR, UV ve NMR spektrurnların literatürde verilenlerle 

uyumlu olduğu görülmüştür. 5-( 4-Nitrofenil)- ı O, ı 5,20-trifenilportirinin kloroform 

ile yürütüldüğünde Rr değeri 5,ı0,15,20-tetrafenilportirinin Rr değerine göre daha 

düşük olmuştur. Bu da yapıdaki N02 grubunun yapıyı daha polar yapması 

nedeniyle yapının silika ile daha kuvvetli etkileşmesinden kaynaklanmaktadır. 

UV -görünür bölge spektrumunda ise -N02 grubu elektron çeken bir grup 

olduğundan 5,1 O, 15,20-tetrafenilportirine göre bu portirinin Soret pikinin 

maksimumunun dalga boyunda batokromik etki yapmıştır (Şekil 3.5). 5-(4-

Nitrofenil)-10,15,20-trifenilportirin Soret bandının maksimumu 422 nın de 

gelirken 5,10,15,20-tetrafenilportirinin Soret bandının maksimumu 419 nın de 

gelmektedir. 5-( 4-Nitrofenil)-1 O, 15,20-trifenilportirinin FTIR spektrumuna 

bakıldığında 1720-1579 ve ı454-1328 cm-ı de N02 grubuna ait pikler 

görülmektedir (Şekil 3.6) [135,136]. Bu pikler 5,10,15,20-tetrafenilportirinin 

FTIR spektrumunda bulunmamaktadır. Ayrıca 5-( 4-nitrofenil)-1 O, 15,20-

trifenilportirin yapısının mononitrolu bir yapı olması nedeniyle simetri 

kaybolduğundan 1 H NMR spektrurnunda aromatik protonlara ait bölgede simetrik 

bir yapı olan H2TPP'in 1H NMR spektrumuna göre daha fazla sayıda pik 

görülmüştür (Şekil 3.7). 5-(4-Nitrofenil)-10,15,20-trifenilportirinin 1H NMR 

spektrumunda -2,7 ppm'deki pik portirindeki 2 adet N-H protonuna ait olup 

portirin halkasının en karakteristik 1H NMR piklerinden biridir. 



eN-H 
12 mmol 

+ 

02N-o----{ 
+ H 

3 mmol 

o-\ 
H 

9mmol 

BF30(C2H5)ı (0,30g) 
CHCI3 (200 ml) 

Rı 

R3 

Porfirinojen karışımı 

2,3,5,6 tetrakloro-1 ,4-benzokinon 
(p-kloranil) 

Şeki13.4. Lindsey yöntemine göre tetrafenilporfirin sentezi 
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3.1.1.2. 5-(4-Aminofenil)-10,15,20-trifenilporfırin sentezi ve karakterizasyonu 

Sentezlenen 5-( 4-nitrofenil)- ı O, ı 5,20-trifenilportirindeki nitro grubu 

literatürde verilen bir yönteme benzer bir yöntemle primer amin grubuna 

indirgenmiştir [ı24]. İndirgenme ajanı olarak kalay(II) klorür kullanılmıştır (Şekil 

3. 8). O 1 u şan 5-( 4-aminofenil )-ı O, ı 5 ,20-trifenilportirinin saflaştırılması preperatif 

ince tabaka kromatogratisi ile yapılmış ve verimin %84 olduğu bulunmuştur. Elde 

edilen amino gruplu portirinin Rr değeri ve UV-görünür bölge (Şekil 3.9), FTIR 

(Şekil 3. ı O) ve 1 H NMR (Şekil 3.1 ı) spektrumlarının literatürdekilerle uyuştuğu 

görülmüştür [ı24]. Elde edilen 5-(4-aminofenil)-ıO,ı5,20-trifenilportirinin 

silikajel üzerinde ınce tabaka kromatogratisinde kloroform yürütücü 

kullanıldığında Rr değeri 0,45 bulunmuştur. Bu portirinin indirgenmemiş hali olan 

nitrolu yapının aynı koşullarda Rr değeri 0,80'dir. NH2 grubunun İTK'daki silika 

sabit faz ile H-bağı yapabilmesi ve polaritesinin N02 grubuna göre daha az olması 

nedeniyle 5-( 4-aminofenil)- ı O, ı 5,20-trifenilportirinin Rr değerinin nitrol u yapının 

Rr değerine göre daha küçük olması beklenir ve bu sonuç elde edilmiştir. Her iki 

portirinin görünür bölge spektrumları karşılaştırıldığında aralarında çok bir fark 

olmadığı ve sadece ı nın lik maviye kaymanın gerçekleştiği görülmüştür. 

Tetraarilportirinlerin görünür bölge spektrumlarının, özellikle Soret bandının 

dalga boyunun, aril halkasındaki substituentlere göre pek değişınediği 

bilinmektedir. Buna karşılık tetraarilportirinlere metal bağlanması ve/veya ~-pirol 

konumlarının halojenlendirilmesi durumlarında Soret bandının dalga boyunda 

büyük kaymalar görülür. Genelde bağlanan metale bağlı olarak Soret bandının 

maksimumu değişik dalga boylarında gözlenir ve spektrumda yeni bandlar oluşur. 

Mononitrolu portirinin aminli portirine indirgenmesi sadece fenil grubunda 

substitüsyon değişikliğine yol açtığından iki yapının görünür bölge 

spektrumlarının benzer olması beklenen bir sonuçtur. Mononitrolu yapı ile 

monoaminli yapının FTIR spektrumlarının karşılaştırıldığında NOı grubuna ait 

pikierin monoaminli portirin yapısına ait FTIR spektrumda görülmemesi ve NHı 

grubuna ait pikierin spektrumda ortaya çıkması beklenir. Özellikle primer ve 

sekonder amın gruplarının FTIR spektrumlarında diğer fonksiyonel 

gruplarınınkilerden kolaylıkla ayırt edilebilen pikleri vardır. Aromatik primer 
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arninierin temiz olarak alınan IR spektrumlarında biri 3400-3330 cm-ı diğeri 

3330-3250 cm-ı de olmak üzere iki adet asimetrik ve simetrik gerilme 

titreşimlerine ait pikler görülür [135,ı36]. Ayrıca primer arninierin bükülme 

(bending) titreşimlerine ait genellikle orta şiddette bir pik ı 650- ı 580 cm-ı frekans 

aralığında görülür. Monoaminli yapının FTIR spektrumu (Şekil 3.10) 

incelendiğinde NH2 grubunun asimetrik ve simetrik gerilme titreşimlerine ait iki 

pik 3369 cm-ı ve 33 ı5 cm-ı de ve bending titreşimine ait pik ı602 cm-ı de 

görülmektedir. Mononitrolu ve monoaminli tetrafenilporfırin yapılarının 1 H NMR 

spektrumları karşılaştırıldığı zaman aradaki farkı en vurgulayıcı pik monoaminli 

yapıya katılmış olan iki tane amino grup hidrojenlerinin pikidir. Aromatik 

arninierin NH proton pikleri 5,0-3,0 ppm arasında gözlenir [136]. Sentezlenmiş 

olan mononitroluporfırinin amin grubu hidrojenlerine ait pik 4,0 ppm de zayıf da 

olsa gözlenmiştir (Şekil 3. ı ı). 



5-( 4-nitrofenil)- 1 O, 15 ,20-trifenilporfirin 

%20 lik HCl (25 ml) 
SnC12.2H20 (0,5 g) 

40°C, 25 dk 

Şekil3.8. 5-( 4-Aminofenil)-1 O, 15,20-trifenilporfirin indirgenme reaksiyonu ile eldesi 
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Şekil 3.9. 5-( 4-Aminofenil)-1 O, 15,20-trifenilporfirinin UV-görünür bölge spektrumu 
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3.1.1.3. 5-(4-Metakriamidofenil)-10,15,20-trifenilporfirin 

karakterizasyonu 

sentezi 

68 

ve 

5-( 4-Aminofenil)- ı O, ı 5 ,20-trifenilporfirine polimerleşebilme özelliği 

kazandırmak için vinil gurubu fonksiyonelliği, metakriloil klorür 5-( 4-

aminofenil)- ı O, ı 5,20-trifenilporfirinin amino grubu aracılığıyla reaksiyona 

sokularak sağlanmıştır (Şekil 3.ı2). Oluşan 5-(4-metakrilamidofenil)-10,15,20-

trifenilporfirin preperatif ince tabaka kromatografisi ile saflaştırılmıştır. Yapının 

UV -görünür bölge (Şekil 3.13 ), FTIR (Şekil 3.14) ve 1 H NMR (Şekil 3 .15) 

spektrumlarının literatürde verilen değerler ile uyuştuğu görülmüştür [124]. 

Kısım 3 .1. ı .2' de belirtildiği gibi tetraarilporfirinlerdeki aril grupları üzerindeki 

substitüsyonlar tetraarilporfirinlerin görünür bölge spektrumlarını pek 

değiştirmemektedir. Bu nedenle sentez ile başlangıçtaki yapıdaki amino grubu 

yerıne metakrilamido grubunun gelmesi bu portirinin görünür bölge 

spektrumunda çok fazla bir farklılık yaratmamıştır. Gözlenen sadece Soret pikinin 

maksimumunun dalga boyunda 421 nın den 423 nın'ye kayması olmuştur. Sentez 

öncesi ve sonrası yapıların FTIR spektrumları karşılaştırıldığında 5-( 4-

metakrilamidofenil)- ı O, ı 5,20-trifenilporfirinin FTIR spektrumundaki başlangıç 

maddesine ait aromatik amin piklerinin yerine sekonder amid yapısına ait pikierin 

geldiği görülmüştür. Sekonder arnidier 3330-3060 cm-1 aralığında N-H gerilim 

titreşimine ait bir band verirler [135,136]. Bu band 33 ı5 cm-1 de görülmüştür. 

Karbonil grubuna ait IR spektrumundaki gerilim titreşimine ait pik son derece 

karakteristiktir ve konumu karbonil grubunun bulunduğu yapıya bağlıdır. 

Arnidierde karbonil adsorpsiyonu ketonlardaki, aldehitlerdeki karbonil 

adsorpsiyonuna göre daha yüksek dalga boyunda gelir ve bu amid I bandı olarak 

da bilinir. Genellikle amid karbonil veya amid I bandı ı 7ı5-1650 cm-ı aralığında 

gözlenir. 5 -( 4-Metakrilamidofenil )-1 O, ı 5,20-trifenilporfirin yapısındaki karbonil 

grubuna ait amid I bandı absorpsiyonu 1670 cm-1 de görülmüştür. N-H bending 

(bükülmesi) titreşimine ait pik amid II bandı olarak bilinir ve bu pik C=O 

pikinden biraz daha düşük frekansta gelir. 5-(4-Metakrilamidofenil)-10,15,20-

trifenilporfirin yapısında N-H bending titreşimine ait pik 1590 cm-1 de 

gözlenmiştir. 5-( 4-Metakrilamidofenil)-1 O, 15,20-trifenilporfirinin 1H NMR 
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spektrumunda görülmesi beklenen vinil grup protonları ise 5-6 ppm aralığında 

multiplet olarak gözlenmiştir. Vinilik protonlar genellikle 6.0-4.5 ppm aralığında 

multiplet olarak gözlenirler. 



+ 

5-( 4-aminofenil)-1 O, 15,20-trifenilporfirin 

~o 
cı 

Tetrahidrofuran (10 ml) 
Piridin (2 ml), 
30 dk (0-5°C) 
2 saat, oda sıcaklığı 

=<'CH, 
c=o 

ı 
NH 

Şekil 3.12. 5-( 4-Metakrilamidofenil)-1 O, 15,20-trifenilporfirin sentezi 
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Şekil3.13. 5-(4-Metakrilamidofenil)- ı O, ı 5,20-trifenilporfirinin UV-görünür bölge spektrumu 
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Şekil 3.14. 5-( 4-Metakrilamidofenil)-1 O, 15,20-trifenilporfirinin FTIR spektrumu 
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3.1.2. Tetrafenilporfirin ligandlı polimerik mikrokürelerin sentezi 

Birkaç mikrometreden milimetre boyutuna kadar polimerik mikroküreler 

hazırlamak için en elverişli yöntem süspansiyon polimerizasyon yöntemidir 

[ı29,137]. Bu yöntemde suda çözünür olmayan monomerler stabilizör olarak 

adlandırılan maddelerin varlığında karıştırılarak damlacıklar halinde devamlı faz 

olan suda dağıtılırlar. Polimerizasyon ortama ilave edilen suda çözünmeyen bir 

başlatıcı tarafından başlatılır ve ortama istenildiği durumda mikrokürelerde 

gözenekliliği artırmak için gözenek yapıcı (porojen) maddeler ilave edilebilir. 

Süspansiyon polimerizasyonu için bir deney düzene ği Şekil 3. ı 6 da verilmiştir. 

Tetrafenilporfirin ligandı bağlı mikrokürelerin sentezinde farklı oranda 

tetrafenilporfirin içerecek şekilde 5-( 4-metakrilamidofenil)- ı O, ı 5,20-

trifenilporfirin - akrilamid - etilenglikoldimetekrilat (EDMA) kopolimerleri 

süspansiyon polimerizasyonu tekniği ile sentezlenmiştir (Şekil 3. ı 7; Çizelge 3. ı). 

Stabilizör olarak polivinil alkol (PVA), başlatıcı olark 2,2-azobisizobütironitril 

(AIBN) ve gözenek yapıcı olarak toluen kullanılmıştır. Gerek PVA gerekse AIBN 

süspansiyon polimerizasyonunda en sık kullanılan stabilizör ve başlatıcıdır. 

Polimerizasyonda EDMA monomeri iki amaca yönelik kullanılmıştır: ı) polimer 

zincirleri arasında çapraz bağlar oluşturarak rijit bir polimerik yapı oluşturmak, 2) 

tetrafenilporfirin ligandı haricinde polimerde hidrofilik (polar) bir yapı oluşmasını 

sağlamaktır. Aynı şekilde akrilamid de oldukça hidrofilik bir yapı oluşması için 

seçilmiştir. Hidrofilik yapı oluşturmadaki amaç, protein adsorpsiyonu için protein 

ile tetrafenilporfirin arasında hidrofobik etkileşimlerden yararlanılacağından 

polimerik mikrokürelerde tetrafenilporfırin içermeyen kısımların hidrofobikliğini 

düşürerek spesifik olmayan hidrofobik etkileşimleri azaltmaktır. 

Ayrıca EDMA'ın mol %si yüksek bir oran olan % 60 olarak tutulmuştur. 

Bu oranda EDMA'ın ortamda bulunması polimerizasyon sırasında mikrokürelerde 

yoğun bir çapraz bağlanmaya neden olur. Bu da polimerik mikrokürelerin rijit bir 

yapıya sahip olmalarını sağlayacağından protein adsorpsiyon çalışmaları sırasında 

suda mikrokürelerin jelleşmesi ve şişmesi sorunu olmayacaktır. 

Ayrıca tetrafenilporfirin ligandı içermeyen akrilamid-EDMA kopelimeri 

(Çizelge 3.ı, deney 4) ve sadece EDMA polimeri de (Çizelge 3.ı, deney 5) 
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sentezlenmiştir. Akrilamid-EDMA kopolimerinin sentezinde stabilizör olarak 

PVA yerine NaCl-MgCb kullanılmıştır. 

Mekanik Kanştıncı 

.A..zot Gazı. 

~ 

SuBanyosu 

Şekil 3.16. Kopolimer hazırlanmasında kullanılan süspansiyon polimerizasyonu sisteminin 

gösterimi 
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Şekil3.17. Tetrafenilporfirin bağlanmış poliakrilamid mikrokürelerin sentezi 

Çizelge 3.1. Hazırlanan mikrokürelerin monomerbileşimi (mol%) 

Tetrafenilporfirin Akrilamid EDMA Stabilizör 

1,0 39,0 60,0 PVA 

2 0,5 39,5 60,0 PVA 

3 0,1 39,9 60,0 PVA 

4 40,0 60,0 NaCI-MgC12 

5 100 PVA 
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Süspansiyon polimerizasyonu sonunda elde edilen tetrafenilporfirin 

ligandlı mikrokürelerin boyutlarının homojen olmadığı bir dağılım gösterdiği ve 

renklerinin tetrafenilporfirinin renginden dolayı mor - koyu mor oldukları 

görülmüştür. 5-( 4-Metakrilamidofenil)- ı O, ı 5 ,20-trifenilporfirin polimerizasyon 

reaksiyonunun katılıp katılınadığı yani tetrafenilporfirin ligandının polimerik 

mikrokürelerdeki zinciriere (kovalent bağlarla) bağlı olup olmadığını anlamak için 

bir miktar polimerik mikroküre kloroform içine konularak bir gün bekletilmiştir. 

Bu sürenin sonunda 5-( 4-metakrilamidofenil)- ı O, ı 5,20-trifenilporfirinin iyi bir 

çözücü olan kloroforma geçmediği yani bu portirinin mikrokürelerden ekstrakte 

olmadığı görülmüştür. Bu şekilde tetrafenilporfirin ligandının yapıya kovalent 

bağlarla bağlı olduğu anlaşılmıştır. FTIR çalışmalarında ise tetrafenilporfirine ait 

pikler tetrafenilporfirinin yapıda %ı den daha az olması nedeniyle gözlenememiş 

ancak akrilamid ve EDMA'a ait pikler FTIR spektruınlarında yer almıştır (Şekil 

3.18). 

Adsorban amaçlı kullanılan polimerik mikrokürelerde yüzey alanının 

büyüklüğü, gözeneklilik, gözenek boyutu gibi özellikler adsorpsiyonu etkileyen 

parametrelerdir. Genel olarak gözeneklilik adsorpsiyonu artıran bir parametredir. 

Hazırlanan polimerik mikrokürelerin yüzey morfolojisi tararnalı elektron 

mikroskobu (SEM) ile incelenmiştir (Şekil 3 .19). Mikrograflardan da görüldüğü 

şekliyle küresel yapıya sahip olan mikroküreler oldukça gözenekli yapıdadır 

(Şekil 3. ı 9 .a ve c). Ayrıca mikrokürelerin kırılarak alınmış fotoğraflarında da 

mikrokürelerin iç kısımlarının da gözenekli bir yapıya sahip olduğu görülmektedir 

(Şekil 3.19.b). Tetrafenilporfirin içermeyen ve sadece EDMA kullanılarak 

hazırlanan mikrokürelerin SEM fotoğrafiarına bakıldığı zaman küresel yapıya 

sahip oldukları ancak yüzeylerinde gözenekliliğin fazla olmadığı görülmektedir 

(Şekil 3 .20). 

Tetrafenilporfirin ligandı içeren ve içermeyen polimerik mikroküreler ışık 

mikro sk o bu ile incelenmesi sonucu alınan fotoğraflar ise Şekil 3 .2 ı de verilmiştir. 

Polimerik mikroküreler homojen olmasa da küresel bir yapıya sahip oldukları 

görülmüştür. 
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Şekil3.18. Tetrafenilporfirin ligandı içeren akrilamid-EGDMA kopolimerinin polimerik mikroki.Teciklerin FTIR spektrum 
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Şekil3.19. %1,0 Tetrafenilporfırin içeren polimerik mikrokürelerin SEM fotoğrafları (a) 

Yüzey, (b) Mikrokürelerin iç kısmı, (c) Yüzey (yakın plan) 
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Şekil3.20. Tetrafenilporfirin ligandı içermeyen ve sadece EDMA içeren polimerik mikroküreterin 

SEM fotoğrafları 
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Şekil 3.21. Tetrafenilporfırin içeren polimerik mikrokürelerin optik mikroskop fotoğrafları 
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3.2. Bovin Serum Albumin Adsorpsiyon Çalışmaları 

Proteinleri oluşturan amino asitlerin bir proteindeki bileşimi, dağılımı ve 

3-boyutlu yapıdaki konumları o proteinin hidrofobik-hidrofılik derecesini etkiler. 

Fenilalanin, tirozin, izolösin ve triptofan gibi amino asitler hidrofobik özelliği 

fazla olan amino asitlerdir (Şekil 3.22). Bu amino asitlerin protein yapısında 

sayılarının fazla olması ve özellikle 3-boyutlu yapıda yüzeyde bulunmaları 

durumunda hem proteinin hidrofobıkliği artar hem de proteinin yüzeyinde yama 

gibi nitelendirilebilecek hidrofobik bölgeler oluşur. Proteinlerin 

hidrofobisitelerinden yararlanarak bir karışırndan belli bir proteini ayırmak veya 

saflaştırmak mümkündür [52]. Adsorban ile protein arasında hidrofobik 

etkileşime neden olan kuvvetler temelde van der Waals kuvvetleridir. Proteini bir 

adsorban yardımıyla hidrofobik etkileşimlerden yararlanarak ayırma tekniği bir 

çeşit afınite kromatografısi olan hidrofobik etkileşim kromatografısidir (HEK) 

[86,138,139]. Bu kromatografık teknikte proteini adsorpsiyona zorlamak için 

ortamın iyonik kuvveti yüksek tutulur ve bu nedenle yüksek tuz derişimlerinde 

çalışılan bu yönteme "salting out" kromatografısi de denir [75,76]. Protein ile 

adsorban arasındaki hidrofobik etkileşimin derecesi protein ve adsorban 

yapılarına, tuz derişimine ve türüne bağlı olmasının yanında pH' a, sıcaklığa ve 

başka bazı faktörlere de bağlıdır. 
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Şekil 3.22. Hidrofobik karaktere sahip bazı amino asitler 

Hidrofobik etkileşim ile protein adsorpsiyonunu gerçekleştirmek için 

genellikle n-alkil (özellikle n-bütil), fenil, aminoalkil gibi ligandların agaroz, 
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poliakrilamid, silika gibi hidrofilik matrikslere bağlanması ile elde edilen 

adsorbanlar kullanılır [77,78]. Hidrofobik etkileşim yardımıyla adsorplanan 

protein miktarı artan tuz derişimi veya iyonik kuvvet ile genel olarak doğrusal bir 

değişim gösterir. Bunun nedeni de iyonik kuvvetin artması sonucu çözeltinin 

yüzey geriliminin artması ve bunun güçlü hidrofobik etkileşimiere neden 

olmasıdır. Kısacası tuz derişimi ne kadar yüksek ise, protein ile adsorban 

arasındaki hidrofobik etkileşim o derece güçlü olur. Genelde tuz olarak Na2S04, 

NaCl ve (NH4)2S04 kullanılır. 

Hearn ve arkadaşlarının yaptıkları termodinamiksel çalışmalar, 

biyomoleküller ile hidrofobik adsorbanlar arasında etkileşimin adsorpsiyon ile 

sonuçlanmasının nedeninin adsorpsiyon entalpisinden ziyade entropik 

nedenlerden kaynaklandığını göstermiştir [99]. İlk bakışta adsorpsiyonun 

entropide azalışaneden olacağı düşünüise de gerçekte böyle bir süreçte entropinin 

arttığı belirlenmiştir. Bir protein ile adsorban arasındaki hidrofobik etkileşim 

sonucu adsorpsiyon 5 hasarnaklı bir süreç sonucu gerçekleşmektedir. Bu 

basamaklar şu şekilde sıralanabilir: 

a) Protein yüzeyini kaplayan ve protein ile etkileşen su moleküllerinin ve 

iyonlarının protein yüzeyinden atılması. Bu basamak proteinin dehidratasyonu ve 

deiyonizasyonu süreci olarak düşünülebilir. 

b) Aynı şekilde hidrofobik adsorbanın yüzeyini kaplayan su moleküllerinin 

ve iyonlarının adsorban yüzeyinden atılması. Bu da adsorbanın dehidratasyonu ve 

deiyonizasyonu olarak düşünülebilir. 

c) Protein ile adsorban arasında hidrofobik etkileşimierin ortaya çıkması. 

d) Adsorpsiyonun gerçekleşmesi ve sonucunda proteinin adsorban yüzeyine 

yerleşmesi. 

e) Protein ve adsorban yüzeylerinden atılan su moleküllerinin ve iyonların 

sulu faza dağılmaları ve bu fazda kendilerini konumlandırmaları. 

Şekil 3.23 'de de şematize edildiği gibi sonuçta su moleküllerinin ve 

iyonların hidrofobik protein ve hidrofobik adsorban üzerinde bulundukları 

adsorpsiyon öncesi daha düzenli yapıdan adsorpsiyon sonucu yüzey azalması 

nedeniyle daha az düzenli sıvı faza gitmeleri entropide net bir artışa 
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(L1Sactsorpsiyon>O) neden olmakta ve bu termedinamik etken adsorpsiyon ıçın 

yürütücü kuvvet olmaktadır. 

< v "\ r 

l : Su molekülü 

Şekil 3.23. Apolar karakterdeki bir proteinin hidrofobik bir adsorbana adsorpsiyonu sonucu daha 

az düzenli bir yapının oluşması 

Bu çalışmada hidrofobik tetrafenilporfirin ligandı bağlanmış gözenekli 

polimerik mikroküreler ile bovin serum albumin (BSA) arasındaki hidrofobik 

etkileşimierin neden olduğu adsorpsiyon araştırılmıştır. Şekil 3.24 de adsorbanın 

kimyasal yapısı gösterilmiştir. 
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Şekil. 3.24. Tetrafenilporfirin ligandı içeren polimerik actsorbanın yapısı 

Porfırin makrohalkası, düzlemsel bir yapıdır ve fenil grupları makro 

porfırİn halkasına göre dönme şansına sahiptirler. Tetrafenilporfırinin yapısında 

delekolize yada konjügasyonda olan çok sayıda (23 adet) n bağı bulunmaktadır. 

Protein adsorpsiyonu ve saflaştırılması amacıyla n-n etkileşimlerinden de 

yararlanan bir kromatografık yöntem vardır ve bu yöntem yük transfer 

kromatografısi olarak bilinir [140]. Bu yöntemde aromatik ligandların proteindeki 

uygun yapılı (aromatik halka içeren) amino asitlerle n-n etkileşimi adsorpsiyonun 

yürütücü kuvvetidir (Şekil 3.25). Bu çalışma için hazırlanmış tetrafenilporfırin 

ligandının bovin serum albumin ile hidrofobik etkileşim yanında kuvvetli n-n 

etkileşimi de yapması beklenir (Şekil 3.26). Tetrafenilporfırin ligandı dışında 

polimerik yapının hidrofılik karakterde olmasına dikkat edilmiştir. Böylece BSA 

ile adsorban arasındaki hidrofobik etkileşimierin hidrofobik ligand 

tetrafenilporfırin aracılığıyla gerçekleşmesi sağlanmaya çalışılmıştır. 

BSA'nin mol kütlesi 69000'dir. Bu proteinin izoelektrik noktası (pl) 4,7 

olup 60 boyuta sahip küresel şekilli proteindir [ 46]. Bovin serum al bumin 

(BSA) adsorpsiyon deneyleri 5 ml çözeltide, 5 mg %1 tetrafenilporfırin içeren 
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adsorban (Şekil 3.24), 0,2-2,5 mg/ml BSA, 0-2 M NaıS04 ve 20 mM tampon 

çözelti derişimlerinde oda sıcaklığında test tüpünde karıştırılarak yürütülmüştür. 

Deneylerde pH 6-8 de 20 mM sodyum fosfat tamponu ve pH 4-5 de 20 mM 

sodyum asetat tamponu kullanılmıştır. Adsorpsiyon sonunda bağlanmamış protein 

derişimini Bradford assay yöntemi kullanılarak belirlenmiştir [31]. Proteinin 

başlangıçtaki miktarından bağlanmamış protein miktarı çıkarılarak adsorplanmış 

protein miktarı bulunmuştur. 

Adsorpsiyon deneylerinde BSA adsorpsiyonuna tuz (Na2S04) derişiminin, 

kullanılan tuz türünün, pH' ın, protein derişiminin ve kullanılan adsorban türünün 

etkisi incelenmiştir. 

R \ 
ı ~~leşimi 

Pwtein --o 
Şekil 3.25. Yük transfer kromatografisinde proteinin adsorbana bağlanmasını sağlayan n-n 

etkileşimleri 
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Adsorban 

Şekil 3.26. BSA yüzeyindeki n bağlarına sahip amino asit kalıntılarının porfirin halkasındaki ve 

fenil gruplarındaki n bağları ile n-n etkileşiminin şematik gösterimi 

3.2.1. Adsorpsiyona Tuz Derişiminin ve Türünün Etkisi 

Adsorban ile BSA arasında hidrofobik etkileşimi kuvvetlendirrnek için 

ortama konulacak tuz olarak sodyum sülfat (Na2S04) seçilmiştir. Bu tuzun 

seçilmesinin nedeni sol- iyonunun bir adsorban ile protein arasındaki hidrofobik 

etkileşimi Pol- iyonundan sonra artırıcı yönde en fazla etkileyen iyon olmasıdır. 

Na+ iyonunun "salting-out" etkisi ise genel katyonlar içinde orta derecede yer 

almaktadır [77]. Na2S04 derişiminin BSA adsorpsiyonuna etkisini görmek için 

biri BSA'nın izoelektrik noktasının üstündeki bir pH da (pH 7 ,0) ve diğeri 

altındaki bir pH da (pH 4,0) iki çalışma yürütülmüştür. pH 7 ,O de yürütülen 

deneylerde beklenildiği gibi Na2S04 derişimi artıkça adsorplanan BSA miktarı 

artmıştır (Şekil 3.27). pH 7,0 de hiç tuz içermeyen çözeltide yapılan deneyde 

adsorpsiyon kapasitesi (q) 150 mg/g-adsorban civarında iken 2,0 M NaıS04 

derişiminde bu değer 400 mg/g-adsorban değerinin üstünde gerçekleşmiştir. 
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Belirtilmesi gereken bir diğer noktada Na2S04 derişimi ne olursa olsun BSA 

adsorpsiyonunun yaklaşık bir saat içinde dengeye ulaşmış olmasıdır. IM Na2S04 

derişiminde, pH 4,0 de yapılan bir deneyde ise adsorplanan protein miktarı pH 7 ,O 

de elde edilen değere göre 1,75 kat daha yüksek olmuştur 
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Şekil 3.27. pH 7,0 de BSA adsorpsiyonuna Na2S04 derişimine bağlılığı [Na2S04] = 2.0 (•), 1.0 

(*), 0.5 (0), 0.25 (.A), 0.125 (.)ve O M(+) BSA = 5 mg, Adsorban = 5 mg, 

V = 5 ml, 20 mM fosfat tamponu 

Farklı tuzların protein ile adsorban arasındaki hidrofobik etkileşimleri 

etkiledikleri bilinmektedir. Bunun nedeni farklı tuzların içinde bulundukları 

çözeltinin yüzey gerilimini farklı oranda artırmalarıdır [77]. Tuz çözeltisi olarak 

Na2S04 yerine 1 M'lık NaCl ve lM'lık (NH4)ıS04'ın kullanıldığı deneylerde 

lM'lık Na2S04 kullamlan deneylerde elde edilen adsorplaına kapasitesine göre 

daha düşük maksimum adsorplama kapasiteleri elde edilmiştir (Şekil 3.28). Gerek 

NaCl'ün gerekse (NH4)2S04'ın molal yüzey gerilim artış değerleri Na2S04'ın 

molal yüzey gerilim artış değerlerinden düşük olduğundan bu beklenen bir 
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sonuçtur. Ayrıca her iki tuz içinde adsorpsiyon dengesine ancak 8-1 O saatte 

ulaşılabilmiştir. 
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Şekil 3.28. Tuz yapısının pH 7 ,O de BSA adsorpsiyonuna etkisi, tuzlar: Na2S04 ( A. ), NaCl ( +) 

ve (NH4)zS04 C•), BSA=5 mg, Adsorban = 5 mg, V= 5 ml, Tuz =1 M, 20 mM 

fosfat tamponu 

3.2.2. pH Etkisi 

Hidrofobik etkileşim ile protein adsorpsiyonunda tuz derişimi ve türü 

yanında çözeltinin pH'ı da önemli bir faktördür [1 12,141,142]. Genellikle pH 

değerindeki artış protein ve adsorban arasındaki hidrofobik etkileşimi düşürür. 

Bundan dolayı proteinin yükündeki değişim ile hidrofobisitesindeki değişim 

ilişkilidir. 

BSA ın izoelektrik noktası (pl) 4,7 olduğundan adsorpsiyonun pH'a 

bağlılık deneyleri pH 4,0-8,0 aralığında 1 mg/ml başlangıç BSA derişimlerinde 

yapılmıştır (Şekil 3.29). Bu pH aralığında tetrafenilporfirin ligandlı adsorbanın 
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yükünde net bir değişme beklenmemesine karşılık BSA'nın net yükü 

değişmektedir. Deneyler sonunda pH 5,0 ve 4,0 de actsorbanın protein adsorplama 

kapasitesinin pH 6,0-8,0 aralığında elde edilen değerlerden daha yüksek olduğu 

bulunmuştur. Genelde q değerinin BSA net yükünün negatif olduğu pH 6,0, 7,0 ve 

8,0 de pek değişınediği buna karşılık proteinin net yükünün pozitif olduğu pH 4,0 

de 1 gram adsorban başına adsorplanan BSA miktarının neredeyse 2 katına çıktığı 

görülmüştür. pH'a karşı q değerleri grafiği Şekil 3.30'da verilmiştir. Şekilden de 

anlaşıldığı gibi protonlanmış veya pozitif yüke sahip BSA'nın adsorbana karşı 

afinitesi net negatif yüke sahip olduğu duruma göre daha yüksektir. Buda pH<pl 

olduğu durumlarda adsorpsiyona hidrofobik ve 11:-11: etkileşimlerinin yanında 

iyonik etkileşimlerinde katıldığını göstermektedir. Bütün pH değerlerinde 

adsorpsiyon dengesinin 1,5 saat içinde gerçekleştiği gözlenmiştir. 
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Şekil3.29. BSA adsorpsiyonunun pH'a bağlılığı, pH 4,0 ( + ), 5,0 (.), 6,0 (A.), 7,0 (e) ve 8 (*), 

BSA = 5 mg, Adsorban =5 mg, V= 5 ml, [Na2S04] = 1 M, Tampon: 20 mM fosfat 

veya asetat 
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Şekil 3.30. BSA adsorpsiyonunda maksimum adsorpsiyon kapasitesinin pH'a bağlılığı, BSA = 5 

mg, Adsorban =5 mg, V = 5 ml, [NaıS04] = 1 M, Tampon: 20 mM fosfat veya asetat 

3.2.3. Başlangıç BSA Derişiminin Adsorpsiyona Etkisi 

Başlangıç BSA derişiminin BSA'in adsorpsiyon davranışına etkisi pH 7,0 

ve pH 4,0 de ıM'lık Na2S04 çözeltilerinde incelenmiştir (Şekil 3.3ı ve 3.32). Her 

iki pH'da da artan protein başlangıç derişimi ile adsorbanın BSA'i adsorplama 

kapasitesinin genelde arttığı ancak yüksek protein başlangıç derişimlerinde (C> ı 

mg/ml) adsorplama kapasitesindeki artışın durduğu veya yavaşladığı görülmüştür. 

pH 4,0 da yürütülen deneylerde başlangıç derişimi 0,8 mg/ml ve üstünde iken qmak 

değerinin yaklaşık 700 mg BSA/g-adsorban değerinde sabitlendiği ve pH 7,0 de 

ise qmak değerinin BSA başlangıç derişimi ı ,5 mg/ml ve üstünde iken aşağı-yukarı 

aynı kaldığı bulunmuştur. Her iki pH daki adsorpsiyon için elde edilen verilere 

uygun Langmuir izoterm modellernesi yapılmıştır. Langmuir izotermlerini veren 

Langmuir bağıntısı 
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(3. 1) 

şeklindedir. Burada qe, adsorplanrnış proteinin dengedeki miktarı ve Ce, proteinin 

sulu fazda dengedeki derişimidir. qm ise adsorpsiyon kapasitesi olarak ve tek 

tabakalı bir adsorpsiyonda adsorbanın birim miktarıdır (örneğin gramı başına 

adsorplanınış proteinin miktarıdır). Kd ise ayrışma ( disosiasyon) sabiti olarak 

bilinir. Bir adsorpsiyon için qm ve Kd değerleri yukarıda verilmiş olan Langmuir 

bağıntısının aşağıda verilmiş olan doğru denklemine indirgenmiş hali kullanılarak 

bul unabilir. 

C" Kd Ce -=-+- (3.2) 
qe qnı qnı 

Eşitlik 3.2 bağıntısına göre çizilmiş Ce'ye karşı (C/qe) grafiği Şekil 3.33 

de verilmiştir. Grafikten pH 4,0 ve 7,0 de elde edilen verilere ait noktalara en iyi 

uyan doğruların eğimlerinden ve y-kaymalarından qm ve Kd için şu değerler elde 

edilmiştir: 

pH4,0 

pH 7,0 

qm = 775 ± 7 mg BSA/g adsorban Kd= 1,21x10-2 mg/mL 

qm = 625 ± 4 mg BSA/g adsorban Kd= O, 170 mg/mL 

Her iki pH içinde oldukça düşük Kd değerleri elde edilmiştir. K/nin tersi 

afinite sabiti (Ka) olduğundan Kinin küçük olması BSA'in adsorban ile 

etkileşiminin yüksek olduğunu ve iki pH değerleri karşılaştırıldığında protein ile 

adsorban arasındaki etkileşimin pH 7.0 ye göre pH 4,0 de daha yüksek olduğu 

görülmüştür. Bu da pH 4,0 de iyonik etkileşimlerinde adsorpsiyona katkıda 

bulunduğunu göstermektedir (Şekil3.33). 
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Şekil 3.31. pH 7.0 de, BSA adsorpsiyonunun başlangıç BSA derişimine bağlılığı, Adsorban = 5 

mg, V= 5 ml, [Na2S04] =1 M, 20 mM fosfat tamponu, BSA başlangıç derişimleri: 2.5 

(+), 2.0 (•), 1.5 (*), 1.0 (0), 0.8 (._), 0.6 (•) ve 0.4 (+)mg/mL 
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Şekil 3.32. pH 4,0 de BSA adsorpsiyonunun başlangıç BSA derişimine bağlılığı, BSA = 0,4-2,5 

mg/ml, Adsorban =5 mg, V = 5 ml, [Na2S04] =1 M, 20 mM asetat tamponu, BSA 

başlangıç konsantrasyonları2,5 (+), 2,0 (•), 1,5 C*), 1,o (O), o,s (.A.), 0,6 c•) ve 0,4 

(+)mg/mL 
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Şekil 3.33. BSA denge derişimine karşı (C0/q0) grafiği ve Langmuir izotermleri. BSA =0,4-2,5 

mg/ml, Adsorban =5 mg, V = 5 ml, [Na2S04] =1 M, 20 mM fosfat veya asetat 

tamponu, pH 4,0 (A.) ve pH 7,0 (+) 

3.2.4. BSA Adsorpsiyonuna Adsorban Miktarının Etkisi 

BSA adsorpsiyonunun adsorban miktarı ile değişimi 1 M Na2S04 çözeltisi 

içinde ve pH 7.0 de incelenmiştir (Şekil 3.34). Deneyler 2,5 mg, 5,0 mg ve 10,0 

mg miktarlarındaki adsorbanlar ile 1 mg/mL BSA başlangıç derişiminde BSA 

içeren çözeltilerde yürütülmüştür. 650 dakika izlenen adsorpsiyon sonunda 

adsorpsiyon kapasitesi için en yüksek değer 2,5 mg lık adsorban kullanıldığı 

zaman elde edilmiştir. 2,5 mg, 5,0 mg ve 10,0 mg adsorbanlar kullanıldığı zaman 

adsorpsiyon kapasiteleri sırayla 480 mg BSA/g-adsorban, 400 mg BSA/g­

adsorban ve 308 mg BSA/g-adsorban elde edilmiştir. Adsorban miktarındaki 

artışa karşılık adsorbanın adsorpsiyon kapasitesinde düşme gözlenirken ortama 

konulmuş olan 5 mg BSA den adsorplanan miktar ise beklenildiği şekilde 

adsorban miktarları ile artmıştır. Ortamda 2,5 mg, 5,0 mg ve 10,0 mg adsorbanlar 
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bulunduğunda sırayla BSA 5 ıng'nın 1,2 mg, 2,0 mg, 3,1 mg'ı adsorplanmıştır 

(Şekil 3.35). 

600 

500 

400 

,-.._ 
Ol) 

]ı 300 
......-

200 

o 1 ----

o 100 200 300 400 500 600 700 

t (dak) 

Şekil 3.34. Adsorban miktarının BSA adsorpsiyonuna etkisi, pH 7,0, BSA = 5 mg, V = 5 ml, 

[Na2S04] = 1 M, 20 mM fosfat tamponu. Adsorban miktarı: 2,5 mg ( + ), 5,0 mg <•) 
ve 10,0 mg (A.) 
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Şekil 3.35. Adsorplanan BSA miktarının adsorban miktarı ile değişimi, pH 7,0, Başlangıç BSA 

miktarı = 5 mg, V = 5 ml, [NaıS04] = 1 M, 20 mM fosfat tamponu. 

3.2.5. Adsorban Türünün Etkisi 

Tetrafenilporfirin ligandının BSA adsorpsiyonuna etkisini görmek için bu 

ligandı içermeyen EDMA, %40 akrilamid-EDMA ve %40 akrilikasit- EDMA'dan 

üretilmiş mikroküreler adsorban olarak kullanılmıştır. pH 7,0 de ı M Na2S04 

derişiminde yürütülen deney lerde bu adsorbanların maksimum adsorplama 

kapasitelerinin % ı tetrafenilporfirin ligandı içeren adsorbana göre daha az olduğu 

görülmüştür (Şekil 3.36). Bu da portirinin protein etkileşiminin adsorpsiyona 

önemli ölçüde katkı sağladığını göstermektedir. Ayrıca porfirin içermeyen 

adsorbanlar kullanıldığında adsorpsiyon dengesine daha uzun sürede ulaşıldığı 

görülmüştür. 
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Şekil3.36. Adsorban türünün BSA adsorpsiyonuna etkisi, pH 7,0, BSA = 5 mg, Adsorban =5 mg, 

V = 5 ml, [Na2S04] = 1 M, 20 mM fosfat tamponu. Actsorbanlar 40% akrilik asit­

EDMA kopolimeri (0), EDMA polimeri (A.), 40% akrilamid- EDMA kopolimeri (.) 

ve % 1 tetrafenilporfirin içeren adsorban - EDMA ( +) 

3.3. Bovin Serum Albumin Desorpsiyon Deneyleri 

BSA nın adsorbanlardan desorpsiyonunun neredeyse tersinmez olduğu 

gözlenmiştir. Desorpsiyon deneyleri saf suda, 0,1 ve 1,0 M NaCl, 1,0 M KSCN, 

0,2 M EDTA, 0,2 M okzalik asit, 0,2 M tartarik asit ve 0,2 M süksinik asit 

çözeltileri ile yapılmıştır. BSA adsorplanmış adsorban mikroküreleri deney tüpü 

içinde manyetik karıştırıcı ile 8 saat karıştırılmıştır. Karıştırma sonunda deney 

tüpleri 3000 dev/dk santrifüj edilmiş ve ortamdan alınan çözeltilerde BSA varlığı 

ve miktarı araştırılmıştır. Deneyler sonunda saf su, okzalik asit, EDTA, tartarik 

asit ve süksinik asit içeren çözeltilerde herhangi bir desorpsiyonun 

gerçekleşmediği gözlenmiştir. NaCl ve KSCN çözeltilerinde ise adsorplanmış 

BSA'in %10 dan daha azının desorbe olduğu görülmüştür. Desorpsiyona 
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sıcaklığın etkisi de düşünülerek, 0,1 M NaCl içeren çözelti +4 °C de bir gün 

bekletilmiş ve bu süre sonunda da BSA'in ancak% ı O'u desorbe olmuştur. 

Bu sonuç tetrafenilporfirin içeren adsorban ile BSA arasındaki hidrofobik 

ve n-n etkileşimierin oldukça kuvvetli olduğunu, BSA'nin adsorbana tutunup 

kovalent bağlanma olmaksızın da adsorbana bağlı kalabildiği görülmüştür. 

3.4. Sonuç 

Bu çalışmada elde edilen sonuçlar şu şekilde sıralanabilir: 

ı. Polimerleşebilen 5-( 4-metakrilamidofenil)-1 O, ı5,20-trifenilporfirin 

sentezi üç aşamada gerçekleştirilmiştir. Birinci aşamada mononitrolu porfirin 

literatürde verilen yönteme göre sentezlenmiştir [4,6] ve verimi %2,5 olarak 

bulunmuştur. İkinci aşamada elde edilen mononitrolu porfırİn kalay klorür 

katalizörlüğünde indirgenmiş ve monoaminli porfirin elde edilmiştir. Elde edilen 

monoaminli porfırinin verimi %84 olarak bulunmuştur. Son aşamada porfırine 

polimerleşebilme özelliği katabilmek için literatürde verilen benzer yöntemler 

kullanılarak monoaminli porfırin ile metekriloil klorürün reaksiyonu sonucu 5-( 4-

metakrilamidofenil)-1 O, 15,20-trifenilporfırin sentezlenmiş ve elde edilen ürünün 

verimi %91 olarak bulunmuştur. 

2. Polimerleşebilen 5-( 4-metakrilamidofenil)-1 O, ı5,20-trifenilporfırin 

süspansiyon polimerizasyonu ile bir polimerik yapıya katılmıştır. 

Etilenglikoldimetakrilat çapraz bağlı bu porfirin ligandı içeren poliakrilamid 

mikroküreler ilk kez bu çalışma ile sentezlenmiştir. 

3. Tetrafenilporfırin ligandı içeren bir polimerik adsorbana bir proteinin 

adsorpsiyonu ilk kez bu çalışmada yapılmıştır. Adsorpsiyon denemeleri kesikli 

sistemde yürütülmüş ve model protein olarak bovin serum albumin kullanılmıştır. 

Adsorplanan protein miktarı pH 7,0 da 24 saatte 0-2 M NaıS04 derişiminde 175-

508 mg/g-adsorban, ıM Na2S04 derişiminde 24 saatte pH 4,0, 5,0, 6,0, 70, 8,0 de 

sırayla 774, 563, 355, 413, 364 mg/g adsorban olmuştur. Bovin serum albuminin 

hazırlanan adsorbana hidrofobik etkileşimler ile kuvvetli bir şekilde adsorplandığı 

gözlenmiştir. 

4. Bovin serum albuminin tetrafenilporfırin ligandı içeren adsorbana 

neredeyse tersinmez olarak adsorbe olduğu (tutuklandığı) bulunmuştur. 
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