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OZET

Bu tez ¢alismasinda Escherichia coli (E. coli) akuaporin Z proteini kullanilarak
biyomimetik bir desalinasyon membrani Uretilmistir. E. coli akuaporinZ geni daha
onceki calismalarda pGEX-4T-2 saflastirma vektorine klonlanmistir, bu tez
calismasinda akuaporin (GST-ECAgpZ) BL21 hiicrelerinden Glutathione sepharose 4B
(GE Healthcare) boncuklari kullanilarak saflastiriimistir.  Akuaporinler DOPC
lipozomalri igine film rehidrasyon yontemiyle yerlestirilmis ve durdurulmus akisli 1s1k
sacilim spektrometresinde su gecirgenlikleri Olgllmustir. Isik sacilim degerleri
saflastirlan  akuaporinlerin ~ fonksiyonel oldugunu gostermektedir. Ayrica
lipozomlarin igindeki akuaporin miktari artinldikga su gegirgenliginin arttig
gorilmastir. Lipozom igine yerlestirilen akuaporinler polisiilfon membran ylzeyine
ince film tabaka (TFC) yontemi ile vyerlestirilmistir. Hazirlanan TFC konposit
membranlarin su gegirme ve tuz reddetme kapasiteleri 6lU uglu filtrasyon hiicresi
kullanilarak olgiImustir. Akuaporin iceren biyomimetik membranlarin tuz reddetme
kapasiteleri farkli akuaporin miktari (0.5, 1 ve 2 mg/ml), farkh tuz konsatrasyonlari
(10, 100 ve 800 mM) ve iki farkh basincta (5-10 bar) test edilmistir. Tuz
konsantrasyonu arttikca membranlarin reddetme (% R) kapasitesi diismesine karsin,
akuaporin iceren membranlarin tuz reddetme hizlarinin (saatte itilen tuz miktan)
kontrol membranina kiyasla oldukg¢a yiksek oldugu gorilmustir. Akuporinlerin
membranlarin su akisini artirdigl tespit edilmistir. Deniz suyuna esdeger (800 mM)
tuzlu su filtre edildiginde E. coli AgpZ iceren membranin en yiksek tuz reddetme
degeri 5 bar basing icin 1 mg/mL proteolipozom iceren membranla 47.2+19.5, 2
mg/mL proteolipozom iceren membranda ise 60.07+22.1 g/m2sa olarak
Olcllmustir. Ayrica, akuaporin iceren membranlarin glikoz, gliserol ve Ureyi filtre
etme kapasiteleri belirlenmistir. Akuaporin iceren membranin glikoz reddetme
kapasitesi kontrole kiyasla yiksek bulunmustur, ancak (ire ve gliserol filtrasyonu icin

uygun olmadigi gortlmustir.

Anahtar Kelimeler: AkuaporinZ, Biyomimetik membranlar, Desalinasyon,

Escherichia coli.



SUMMARY

In this thesis, biomimetric membranes were produced by using aquaporin
proteins obtained from Escherichia coli (E. coli) bacteria. E.coli AquaporinZ gene was
previously cloned in pGEX-4T-2 purification vector. In this study, these recombinant
aquaporins were purified from E. coli BL21 cells using Glutathione sepharose 4B (GE
Healthcare) beads. Purified aquaporins were embedded in DOPC liposomes by film
rehydration method and their water permeation capacities were measured using
stop-flow light scattering spectrometry. According to the measurement results, it
was observed that the light scattering increased as the aquaporin concentration
increased in the liposomes. Aquaporins placed in liposomes were placed on
polysulfone membrane surface by thin film layer (TFC) method. Water permeability
and salt rejection capacity of prepared membranes were measured using a dead-
end filtration cell. The salt rejection capacities of the aquaporin-containing
membranes were tested with different aquaporin amounts (0,5, 1 and 2 mg/mL),
different salt concentrations (10, 100 and 800 mM) and under two different
pressures (5 and 10 bar). Results showed that as salt concentration increased,
rejection (% R) capacities of membranes decreased, however, salt rejection rates
increased. The highest salt rejection rate of E. coli AgpZ-containing membrane with
1 mg/mL and 2 mg/mL proteoliposome concentration was measured as 47,2+19,5
and 60,07+22,1 g/m?.h, respectively, at 5 bar pressure with 800 mM saline. In
addition, the capacity of aquaporin containing membranes to filter glucose, glycerol
and urea was determined. While incorporation of GST tagged E. coli aquaporinZ to
the membrane structure increased glucose rejection, it was not usable for urea and

glycerol rejection.

Key Words: AquaporinZ, Biomimmetic membranes, Dessalination, Escherichia coli.
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1. GIRIS

21.ylzyilda diinya nifusunun artmasi, kentlsellesme ve sanayilesme giivenilir
su kaynagi taleplerinin de artmasina neden olmustur. Hizli biyime ile yakindan
baglantii olan hava kalitesindeki degisimlerin etkileri de su temini ve talebi
arasindaki dengeyi daha da karmasiklastirmistir. Su kithigina sebep olan sorunlarin
yaygin olmasi ve gelecek yillarda 6nemli 6lclide artmasi 6ngoriilmektedir. Ekonomik
ve glvenli icme suyu saglamak icin benimsenen bir¢ok strateji arasinda atik su
aritimi ve tuzsuzlastirma artan talebi karsilamak ve su kitligi sorunlarini hafifletmek
icin Gmit verici bir ¢6ziim olarak dustiniilmektedir [1], [2].

Tuzsuzlastirma ve atik su aritma, su kaynaklarinin tamamen tikenmesinin
oniine gecmek icin dnemli bir firsat olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ozellikle deniz
suyundan, tuzlu sulardan, drenaj suyundan ve aritilmis atik sulardan taze su lretimi,
deniz ve kiyl bolgelerindeki su kithgini azaltmak igin 6nemli bir ¢6ziim olarak kabul
edilmektedir. Membran teknolojisine dayanan tuzsuzlastirma ve atik su aritimi,
temiz igme suyuna erisimin artirilmasi zorlugunun Ustesinden gelmek igin kapsamli
olarak arastirilan yaklasimlardan biridir. Aslinda, son zamanlardaki gelismeler, su
sorunlarini gidermek icin ticari olarak temin edilebilen membranlarin ve membran
sistemlerinin uygulanmasinin potansiyel olarak glvenilirligini géstermektedir [3],
[4]. Ters ozmoz (RO) gibi basingla calisan membran teknolojileri, az yer kaplamasinin
yani sira icilebilir kalitede su elde etmek i¢in ekonomik ve etkili ¢6ziimler sundugu
icin uzun zamandir blyuk bir ilgi gérmektedir.

Mevcut olan membranlar arasinda, tuzsuzlastirma icin ince film kompozit
(TFC) membranlarin en etkili ¢6zim oldugu duslnilmektedir [5]. Bu membranlar,
tipik asimetrik membranlara kiyasla daha az eneriji tliketir ve seciciligi ve tUretkenligi
yikseltir. Gozenekli bir yapi tizerinde olusan ¢ok ince bir poliamid (PA) aktif katmani,
TFC membraninin ana o6zelligidir [6]. Cogunlukla kullanilan, m-fenilen diamin (MPD)
ve trimesoil klorlr (TMC), PA tabakasinin olusumu icin iki ana aktif monomerdir [7].

TFC membranlarin Uretkenligini arttirmak amaciyla degisik modifikasyonlar
uygulanabilmektedir. Bunlardan biri membran ylizeyine akuaporin yerlestiriimesidir.

Akuaporinler, canlilarda su molekdillerinin gegisine izin veren ve diger tim ¢d6ziinen



maddeleri reddeden hiicre zari proteinleridir. Akuaporinlerin farkh hiicre
membranlarinda kesfedilmesi Uzerine ¢ok sayida arastirma yapiimistir ve canli
organizmalarin biyolojik membranlarinda yiksek su hareket kapasitesinin akuaporin
kanal proteinleri tarafindan saglandigi anlasiimistir [8]. Ayirma performansiyla ilgili
olarak, akuaporin esasli TFC biyomimetik membranlariyla, NaCl reddedilmesinde
ticari RO membranlara kiyasla daha yiksek su gecirgenligi elde edebilecegi

bildirilmistir [9].

1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve igerigi

Bu tez c¢alismasinda E. coli akuaporini kullanilarak biyomimetik bir
desalinasyon membrani gelistirilmistir. Tez c¢alismasi kapsaminda daha onceki
calismalarda klonlanmis olan E. coli akuaporini Uretilmis, saflagtiriimis ve ince film
kompozit membran (retimi amaciyla kullanilmistir. Uretilen membranin tuz
reddetme kapasitesi farkli akuaporin konsantrasyonlarinda ve farkli basinglarda
denenmistir. Ayrica Uretilen bu biyomimetik membranin glikoz, Gre ve gliserol

reddetme kapasitesi de incelenmistir.



2. LITERATUR

2.1. Desalinasyon

2.1.1. Desalinasyon Nedir?

Desalinasyon; i¢me, sanayi, ilag, belediye veya evsel su gibi herhangi bir
kullanim igin dislik tuz icerikli su elde edilmesi amaciyla deniz suyu gibi tuz igerigi
yuksek olan sulardaki tuz yogunlugunu distrmek icin kullanilan fiziksel bir islemdir.
Desalinasyon islemine tuzsuzlastirma da denilmektedir [10].

“Dinya nufusunun vyaklasik % 25'i ciddi boyutlarda icme suyu sikintisi
cekmektedir. Ayni zamanda bu bdlgelerde kullanilan igme sulari saghkli sartlardan
yoksundur. Diinya Gzerindeki su potansiyelinin yalnizca % 0.5'i igilebilecek nitelikte
olup, % 97'si deniz suyu, % 2.5 ’i yeraltinda bulunan tuzlu sulardir. Bu tuzlu sular
icilebilecek nitelikte suya donustirilirse su temini agisindan sinirsiz bir kaynak elde
edilecegi aciktir [10]. Sekil 2.1’de ki harita, 2014 vyilinda toplam kurulu
tuzsuzlastirma tesisi kapasitesine gore ilk siralarda yer alan 10 (Ulkeyi
gostermektedir. Suudi Arabistan, ginlik olarak yaklasik 5.2 milyon metrekip su
Uretimi ile basi cekmektedir [11]. Tirkiye ise giinde yaklasik 290.000 m3 kapasite ile

bu Ulkelerin gerisinde kalmaktadir [15].

TUZSUZLASTIRMA KAPASITESI EN YUKSEK BASLICA ON ULKE
1. Suudi Arabistan 5.2 milyon m*/giin
2. Birlegik Arap Emirlikleri 4.1 milyon m*/giin
o e o a 3. Ispanya 3.3 milyon m*/giin
o 0 o 4.ABD 2.9 milyon m*/gin
a 5.Cin 2.4 milyon m*/giin
6. Cezayir 2.2milyon m*/giin
7. Avustralya 1.7 milyon m*/giin
0 8. israil 1.4 milyon m*/giin
9. Hindistan 1.1 milyon m*/giin
10. Katar 1.0 milyon m*/giin

Sekil 2.1: Tuzsuzlastirma kapasitesi en yiiksek tlkeler.



2.1.2. Tuzsuzlastirma Prosesleri

Tuzsuzlastirma teknolojisi ve ydntemleri, 1952'den 1972'ye kadar ABD igisleri
Bakanhgi'nin Tuzlu Su Ofisi'nin (Office of Saline Water (OSW)) faaliyetleri sayesinde
gelismistir. Bu yillar boyunca, Ar-Ge'deki yogun OSW faaliyetleri ve bes tesisinin
ingasl, buylk endistriyel uygulamalarin baglamasini saglamistir. 1972'den sonra ise
endistri Ar-Ge ve teknik uygulamalari Gstlenmistir [10].

Bircok desalinasyon yontemi yogun olarak incelenmistir ancak bunlardan ¢ok
azl genis endustriyel uygulama alani bulmustur. Bu yéntemler termal ve termal
olmayan slirecler olmak lizere iki genel gruba ayrilir. Temel desalinasyon islemleri

uygulanan enerji tiiriine gore asagidaki sekilde siniflandirilabilir:

- Termal kaynakl tuz giderme yontemleri (damitma stiregleri)
e Glines damitma
e Nemlendirme - nem alma
o Coklu nemlendirme- ¢oklu nem alma
e Membran damitma
o Cok etkili damitma
e Cok basamakli ani damitma

e Termal buhar sikistirmasi

Tumd, kullanilan enerji tiriinden bagimsiz olarak, farklh calisma ve ekipman
tekniklerini uygulayan damitma yontemleridir. Glines damitma, membran damitma
ve nemlendirme-nem alma yontemleri kiicik Olcekli prosedirler olup
ticarilesmemistir, bu nedenle heniiz geleneksel tuzsuzlastirma yontemi olarak kabul

gormemislerdir.

- Elektrikle calisan tuz giderme yontemleri
eTers osmoz
e Elektrodiyaliz, ters elektrodiyaliz

¢ Mekanik buhar sikistirmasi [10].



Dinya c¢apinda 15.000'den fazla geleneksel tuzsuzlastirma Unitesi mevcut
olup, giinde ~70 milyon m?3 tatl su Gretmektedir. Bu tuzsuzlastirilmis suyun % 50'si
Orta Dogu Ulkelerinde uUretilmektedir. Bu birimlerin % 60'i, enerji tiketimi ~5 kWh
m-3 olan RO tesisleridir ve yaklasik % 27'si 25 kWh m3 enerji tiikketen ¢cok kademeli
damitma Uniteleridir. Cok etkili damitma tesisleri diinya ¢apinda tuzsuzlastiriima
yoluyla su Uretiminin yaklasik % 8'ine katkida bulunur ve termal desalinasyon
yontemlerinin % 15'ini olusturur [12].

Mevcut geleneksel tuzsuzlastirma yontemlerinin suyun ve tuzun ayrilmasina
gore siniflandiriimasi Sekil 2.2'de gosterilmistir [10]. Damitma, kristallesme ve
membran teknolojileri suyun ayrilmasinda kullanilan metodlar olarak kabul
gorirken, ters elektrodiyaliz ve iyon degisimi tuz ayirma metodu olarak

siniflandiriimistir.

Tuzsuzlastirma Yontemi
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Sekil 2.2: Su veya tuzlarin ayristirma yontemine gore tuzsuzlastirma islemlerinin akis
tablosu.



2.1.3. Turkiye'de Desalinasyon

Tirkiye'nin  etrafini  ¢evreleyen Karadeniz, Akdeniz ve Ege Denizi
desalinasyonla icme suyu eldesi icin blylik bir potansiyele sahiptir. Buna gore, su
depolama yatirimlari, mevcut su kaynaklarini maksimum verimle daha iyi kullanmak
icin hikiimet tarafindan arttirilmakta ve desteklenmektedir [14].

Deniz suyu ters ozmoz (SWRO) aritma tesisleri, maliyetlerinin diisiik olmasi
nedeniyle kullanilmaktadir. Su anda kullanilan ¢ok basamakli ani damitma (MSF)
desalinasyon ve cok etkili damitma (MED) kapasitesi de kullanim émdrlerine gore
asamali olarak kullanimdan kaldirilmaktadir [14].

Turkiye'de su anda Ug¢ gesit tuzsuzlastirma teknolojisi kullanilmaktadir. Bunlar,
termal teknolojiler arasinda sayilan ¢ok basamakli ani damitma (MSF) ve cok etkili
damitma (MED), ve deniz suyu ters ozmoz (SWRO) olarak bilinen membran
teknolojisidir. Mevcut desalinasyon kapasitesi, SWRO tarafindan yonetilmektedir ve
kurulu kapasitenin sadece % 10'u MED'dir ve kurulu kapasitenin % 1'inden azi
MSF'dir. SWRO desalinasyon teknolojisi, 2015 yilindan sonra enerji verimliligi
avantajlari ve disiik maliyeti nedeniyle tercih edilen tek teknolojidir [15]. Tablo 2.1,

aritma kapasitelerinin boélgesel dagilimini gostermektedir.

Tablo 2.1: Tirkiye'de 2015 yili itibariyle deniz suyu aritimi aktif kapasiteleri.

Aktif Toplam Kapasite Aktif Toplam
Bolgeler (m3/giin) Kapasite (m3/giin)
Bolgelere gore
MSF SWRO MED toplam kapasite
Akdeniz 0 43.000 5.250 48.250
Marmara 1.000 116.782 3.606 121.388
Ege 0 22.706 0 22.706
Kara Deniz 0 92.072 0 92.072
ic Anadolu 0 28.190 0 28.190
Glneydogu
Anadolu 0 0 0 0
Dogu Anadolu 0 0 0 0
Toplam 1.000 302.750 8.856  289.900




Yapilan galismada 2015-2050 vyillari arasindaki zaman dilimi igin Tirkiye'de
desalinasyon icin gereken su talebi boélgelere bolinmis olarak Tablo 2.2 de

gosterilmektedir [15].

Tablo 2.2: Tiirkiye i¢in tahmini su aritma talebi.

Bolgeler milyon m3 / day

2015 2020 2025 2030 2035 2040 2045 2050
Akdeniz 1.75 2.48 3.38 4.37 5.37 6.36 7.4 8.42
Marmara 4.16 5.9 8.06 1042 12.79 15.15 17.62 20.07
Ege 1.77 2.51 3.42 4.42 5.43 6.43 7.48 8.52
Kara Deniz 1.34 1.9 2.6 3.35 4.11 4.88 5.67 6.46
ic Anadolu 2.14 3.04 415 536 658 7.79 9.06 10.32
Glnaydogu Anadolu  1.45 206 282 6.64 447 5.3 6.16 7.01
Dogu Anadolu 1.04 148 202 262 321 338 443 504
Toplam
tuzsuzlastirma talebi 13.65 19.37 26.45 37.18 4196 49.71 57.82 65.84
Toplam su talebi 129.6  146.4 1584 175.2 184.8 199.2 216 230.4

Tuzsuzlastirma islemi son yillarda maliyeti dismesine ragmen hala pahali bir
islemdir. Desalinasyon maliyeti ayni miktarda dogal suyun kisa mesafeden
tasinmasina kiyasla daha yliksektir. Bununla birlikte, daha uzak mesafelerden suyun
tasinmasi veya pompalanmasi, alanin uzakligina ve morfolojik yapisina bagli olarak,
tuzsuzlastirma sistemleri kadar pahali olabilir. Dogal su pompalama maliyeti daha
cok tesisatin sermaye maliyetine baglidir. Calismanin baslangicinda, tiketim gercek
kapasiteden daha duislik olabilir ve nispeten yiiksek maliyete sahip olabilir. Tliketim
genellikle hizla artar ve su kaynagi neredeyse bitene kadar maliyet diser. Daha
sonra yeniden baslamak icin baska bir kaynak bulunmalidir. Bir tuz aritma tesisinde
ise talebe gore kapasite arttirilabilir. Ayrica, bol miktarda tuzlu su kaynagina sahip
olup temiz su kaynagl problemi yasayan (lkeler icin desalinasyon en uygun

¢Ozimddr.



2.2. Membran Teknolojisi

2.2.1. Membran Tarihgesi

18. yizyilin sonlarinda ozmoz kavrami anlasiimaya baslandigindan itibaren
membranlar gliinimiiz su ve atik su aritimina yardimci bir teknoloji olarak 6ne
ctkmaya baglamistir. 1960'li yillardan sonra laboratuvar 6lgekli galismalardan biyik
Olcekli sistemlere gecis baslamistir. 1960 ve 1970’li yillarda dislik Gicretli membran
sistemlerinin olusturulmasiyla membranlar endustriyel alanlarda yaygin olarak
kullanilmaya baslanmistir [16].

Ultrafiltrasyon (UF) 1969'da Smith ve arkadaslari tarafindan aktif camur
sistemlerinde ¢oktirme islemine alternatif olarak ilk kez sunulmustur. 1970’de
Japon piyasasina bu teknoloji ilk kez girmistir. Tam olgekli ticari aerobik membran
biyoreaktor islemi 1970’lerin sonunda ilk kez Kuzey Amerika’da uygulanmistir ve
daha sonra 1980’lerin basinda Japonya’da uygulanmaya baslamistir. 1993’de sihhi
uygulamalarda kullanim icin Avrupa’da harici membran biyoreaktorler
raporlanmistir [17].

Ters osmoz (RO) calismalari ilk olarak 1920’lerde yapilmaya baslanmistir.
1945’lere kadar mikro gozenekli membranlar o6ncelikli olarak mikroorganizma ve
parcacik uzaklastirilmasinda kullanilmistir. 1l. Dinya Savasi sonrasinda, Juda ve
McRae iyon secici membranlari kullanarak elektrodiyalizde (ED) kullanilmistir. Daha
sonra ED sistemler ticari olarak tuzlu sudan tuz gideriminde kullanilmistir. 1950’li
yillarda polimer ve c¢ok ince seliiloz asetat malzemeden yapilan membranlar
kesfedilmistir. 1960l yillarda ise ilk olarak tibiiler RO membranlari daha sonrasinda
tibiller membranlardan daha etkili spiral sargili membran modiili gelistirilmistir. Bu
slrecte ayni zamanda bilim adamlari yeni membran materyali ve modiilleri dizayn
etmislerdir. 1970'li yillarda ise hollow fiber ve ince film kompozit membran
modyilleri gelistirilmistir [18].

Daha sonra 1980'li yillarda organik membranlarin yani sira inorganik membran
kullanimi ile nanofiltrasyon membranlari da (retilmeye baslanmistir [5]. 1980’

lerden itibaren ultrafiltrasyon, mikrofiltrasyon (MF), ters osmoz ve elektrodiyaliz



proseslerinin timi diinya capinda yaygin olarak biuylk tesislerde kurulmaya
baslamistir [18].

Yildiz ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢calismada membran teknolojilerinin
atiksu aritimindaki yeri detayli bir sekilde degerlendirilmistir [19]. Membran
teknolojisinin ve uygulamalarinin ilerlemesi sayesinde mikrofiltrsayon veya
ultrafiltrasyon  Gglncidl  aritma  basamaginin  yerini  alabilir.  Membran
teknolojilerindeki gelismeler sayesinde mikrofiltrasyon veya ultrafiltrasyon biyolojik
aritma sireglerinde, kati/sivi ayirma isleminde kullanilmaktadir ve c¢oktiirme
asamasina ayrica ihtiya¢ kalmamakdadir [20]. Membran prosesleri maliyet ve aritma
etkisi bakimindan hizli bir sekilde su ve atik su endustrisinde kendini kabul
ettirmistir. GUnlUmizde hizla gelismekte olan polimer endistrisi membran
teknolojilerini ¢cok daha rekabetci hale getirmektedir [21]. Son yillarda polimer ve
dolayisiyla membran teknolojisindeki hizli gelismeler ve (iretim maliyetinin
azaltilmasi sebebiyle gerek icme suyu gerekse de atik su aritma alanlarinda
membran prosesleri (6zellikle mikrofiltrasyon ve ultrafiltrasyon) konvansiyonel
sistemlerle maliyet acisindan rekabet edebilir hale gelmis ve genis capta
uygulanmaya baslanmistir [22]. Aerobik sireclerde uygulanan membranlar son
yillarda anaerobik proseslerde de kullanilmaya baslanmistir [20]. Yiksek askida kati
madde igeren atik sularin aritiminda batik veya harici anaerobik siiregle birlestirilen
anaerobik membran biyoreaktér (AnMBRs) uygulamasi, mezbaha atik sulari, birincil
ve ikincil ¢amurlar, sentetik madde olarak seliloz, hayvan glbresi gibi farkl

maddeler kullanilarak ¢alisiilmaktadir [20].

2.2.2. Membran Sistemleri

Bir membran, iki homojen faz arasinda bir secici bariyer olarak tanimlanir.
Membran ayirma islemlerinin sematik diyagramlari Sekil 2.3'de gosterilmistir.
Membran prosesleri, strekli ve kararli proseslerdir. Memran prosesi besleme (feed)
sollisyon, Uriin (permeate) ve membranin ittigi ¢dzlinir maddenin yogunlastig
konsantre (retantate) fraksiyonlarini icerir. Membranlar bazi bilesenlerin gegisini
secici olarak saglayan, ancak digerlerine izin vermeyen ve bazi bilesenlerin

digerlerine gore daha hizli gegmesine izin veren yari gegirgen bariyerlerdir (asagidaki



Sekil 2.3’"de membran kesikli veya diiz ¢izgi halinde gosterilmistir). Ornegin, ters
ozmoz durumunda, membran su gegisine izin verir, ancak tuz gegisine izin vermez.
Besleme tarafinda konsantre tuzlu soliisyon olmasina ragmen membran iyonlarin ve
tuzlarin neredeyse tamamini reddeder ve membranin diger tarafinda iyonsuz Grin
elde edilmesi hedeflenir. Bdylece, en gecirgen bilesen (su) Grin akiminda

zenginlesirken en az gegirgen bilesen (tuz) konsantre akisinda zenginlesir [24].

Proses Ayirma kavrami Gecen ltici gug
malzemeler
Mikrofiltrasyon | Besleme Su ve gdzlinmig | Basing farki,
—> kg ® o0%9 0% tiirler 10 psi
7 su
Mikro gozenekli membran
Diyaliz Saflastinlmis | jyon ve disik | Konsantrasyon
Besleme uhar 0 5
e . molekiler agir | farks
“—] "y T - organikler
Kirlilik Besleme
Diyaliz membran
Elektrodiyaliz [ Uriin iyonlar Voltaj,
Konsantre [—%—* . .
1-2 V/hiicre ifti
o| ®l°51ze| 0 frieres
2) O
Besleme
Ters ozmoz Tuzlu su Konsantre Su Basing farki,
besl_e.me 4 — 100-800 psi
2 = o
Su

Yarngegirgen membran

Ultrafiltrasyon | Besleme Konsantre Su ve tuzlar Basing farks,
- ... = — 10-100 psi
] —
.
Su
UF membran
Gaz ayrimi Baslemea Zayifgaz | Gaz ve buhar Basing farks,
— ] = — 1-100 atm
ha = =
’ Konsantre gaz

Yangecirgen membran

Sekil 2.3: Membran ayirma proseleri.

Membran prosesi ve bu proses icin tasarlanan membranin yapisi, besleme
sivisi ve cikan Urlin ile ilgili gereksinimler farklihk gosterdigi icin her akiskan proses
icin uygun olabilecek tek bir membran prosesi yoktur. Farkli membran prosesleri ve

Ozellikleri Tablo 2.4 ve Sekil 2.3’te goOsterilmistir. Ayni membran islemi igin bile
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performansi besleme sivisina bagl olarak degisir. Ornegin, ayni akis hizi ve basing
altinda bir su kaynagini sterilize etmek veya bir meyve plresi gibi viskoz bir siviy
konsantre etmek igin bir UF membrani kullanildiginda, membran ylizeyindeki biriken
itilen ¢o6zinlr madde konsantrasyonuna bagh olarak slzinti akisi degisiklik
gosterecektir; meyve suyu konsantrasyonunda % 70-80 daha distk olacaktir. Bu
nedenle, membranin yapisal ozellikleri ve belirli bir uygulamadaki performansi

farklihklar gosterebilir [24].

Tablo 2.3: Ticarilesmis membran islemlerinin siniflandiriimasi.

Gozenek . . ]
Proses Itici guig Tasima yontemi
biiyiikliigi
Mikrofiltrasyon 0.05-10 um Basing, 1-2 bar Elekten gecirme
Ultrafiltrasyon 0.001-0.05 um Basing, 2-5 bar Elekten gecirme
Manofiltrasyon <2nm Basing, 5-15 bar Disinda birakma
Tersozmoz ~@nm Basing, 15-100 bar | Ayricalikl ayirma
Gaz ayirma Gizeneksiz Basing, 15-100 bar | Cozelti-diflizyon
Pervaparasyan Gizeneksiz Kismi basing farkn | Cozelti-diflizyon
Diyaliz 10-30 A Konsantrasyan Elekten pecirme-dagiima
farki gliciifarki
Elektradiyaliz <200 Da Elektriksel ivon gécli
potansiyvel
Elektrikle kaplama | =<2000Da Elektriksel ivon gécii
potansiyvel
Membran Gizenekli, Vakum Elekten gecirme
kontaktori hidrofobik

itici kuvvetin derecesi, membranda olusan gradient potansiyeli tarafindan
belirlenir. Membran, besleme ¢6zeltisi ve (rlin arasinda kitle transferini kontrol
eder. Dis kuvvet uygulanmazsa, potansiyel fark sifir oldugunda sistem dengeye
ulasacaktir. Membran prosesleri kinetik slirecler oldugundan ve damitma,
buharlasma ve kristallesme denge sirecleri olmadigl icin, reddetme kuvveti

degismedigi zaman, kararli kosullar saglandiginda membran akisi sabit olacaktir [24].

11



Bir membrannin kitle transferi, Fick’s, Hagen-Poisseuille ve Ohm yasalari dahil
olmak Uzere bir¢ok yari-matematiksel model tarafindan tanimlanmistir. Basingla
galisan membran-ayirma islemleri icin (RO, NF, UF, MF) tasinma iliskisi esitlik 2.1 de

gosterilmektedir :

_ AP (2.1)
J =K.~

Burada J trans-membran akisidir (mol/m?2.s), K membran gecirgenligi sabiti
(mol/m?.s.Pa), AP membran genelinde basin¢ farki (Pa) ve t (m) membran
kalinhgidir. Membran boyunca osmotik basing farki A oldugunda itici kuvvet AP-
Am'dir [24].

Akiya iliskin bir membran isleminin 6zelligi, asagida tanimlanan esitlik 2.2 ile
hesaplanan (rlin kazanimina gore belirlenir. Sivi ayirmalarda, 6zellikle RO ve NF'da,

temel performans gostergelerinden biridir:

urin akisi

% trun kazanmimi = T akmxmo (2.2)

2.2.2.1. Membran segiciligi

Membran ayirma prosesi, membran malzemesinin kimyasal ve fiziksel
ozellikleri tarafindan yonetilir. Ayirma islemi, ayrilacak maddelerin boyutu, sekli,
kimyasal ozellikleri veya elektrik ytikd farkliliklari nedeniyle gerceklesir. Reddetme
katsayisi (R) esitlik 2.3 bir membran isleminin ayirma yeteneginin givenilir bir

gostergesidir:

%reddetme, R

Besleme ¢ozeltisinin konsantrasyonu - Uriin ¢ozeltisinin (2.3)

. konsantrasyonu 100
Besleme ¢ozeltisinin konsantrasyonu
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Membranin performansi, membran segiciligi ve membran verimliligi arasindaki
dengedir. Membran segciciligi, a (= A / B), membrandan siizllen bilesenlerin birbirine
orani ile tanimlanir. A (L/m2.sa.bar) membranin su gecirgenlik katsayisi ve B
(L/m?.sa) membranin ¢dziinir madde gecirgenlik katsayisidir. J (L/m2.sa) akidir, AP
uygulanan basingtir (bar) ve At membrandaki ozmotik basing farkidir (bar). Akinin
fazla olmasi su gegirgenligi degerini yukseltirken ¢6zlinlir madde gegirgenliginin

diismesine neden olur. A ve B’ye iliskin denklemler esitlik 2.4’de gosterilmistir[24].

L, B=(3-1)xJ (2.4)

2.2.3. Uygulama Alanlan

Membranlarin temel kullanim alanlari endistriyel gazlarin ayrilmasi, su ve atik
sularin aritilmasinin yani sira, sivi ¢ozeltilerden, havadan ve endistriyel baca
gazlarindan partikil maddelerin ayrilmasi gibi diger 6nemli bircok uygulamada
kullanilmaktadir. Ayrica elektrokimyasal proseslerde iyon ayirma, kan ve idrarin
diyalizi, membran bazl sensoérler, tedavi edici ilaglarin kontrollii salgilanmasi gibi
bircok islemde de kulanim alani bulmaktadir. Membranlarin diger 6nemli uygulama

alanlarin asagidaki drnekler verilebilir;

e Deniz suyundan icme ve kullanma suyu elde edilmesi,

e Tuzlu ve aci sulardan tuz ve metal giderimi,

e Deniz suyunun aritilmasinda 6n aritma islemlerinde,

e Bakteri ayirma ve giderilmesinde,

e Meyve suyu ve alkolli iceceklerin berraklastiriimasi ve alkolli iceceklerde
dealkolizasyon islemlerinde,

e Gaz ayirma islemleri,

e Biyogazlarin Uretimi ve ayrilmasi,

e Su, atik su ve sivi ¢Ozeltilerden degerli metallerin geri kazanilmasi, gibi genis

uygulama alanlarina sahiptirler.

13



2.2.3.1. Membranlarin Avantaj ve Dezavantajlari

Su aritiminda mikrofiltrasyon, ultrafiltrasyon, nanofiltrasyon ve ters ozmos
sistemleri iceren membran prosesleri kullanilabilir. Membran proseslerin ¢ok sayida
avantaji siralanabilir Ornegin ayirma ihtiyaci duyulan ¢ok sayida islem membran
prosesleriyle karsilanabilir. Membran prosesler ayirma isleminde genel olarak bir faz
degisimine ihtiyac duymazlar. Bunun bir sonucu olarak uygulanan siirici kuvvet
enerjileri azaltilabililir. Membran proseslerin isletme kontrolleri karmasik degildir.
Diger bircok prosesle kiyaslandiklarinda yardimci ekipman ihtiyaglari azdir.
Membranlar ayrilmasi istenen bilesenler icin son derece yik secicilige sahip

ozelliklerde uretilebilirler. Genelde, bu secicilik derecesi yuksektir.

e Membranlar ¢ok sayida polimer ve inorganik maddeden Uretilebilirler. Bu
durum, genis bir aralikta bilesenlerin ayrilmasina imkan sunabilir.

o Kirletici yapi ve kimyasi lizerinde etki yapmamasi,

e Guvenilir ve oldukea iyi diizeyde cikis suyu kalitesi saglamalari,

e Kimyasal katki ihtiyacinin olmamasi (ilave kimyasallara ihtiyagc duymamasi)

gerekmektedir.

Bu avantajlarinin yanisira membran teknolojisinin daha yaygin kullanimini
sinirlayan dezavantajlari da bulunmaktadir. Membran (retim ve pazarlama
maliyetlerinin yliksek olmasi, seciciciliklerinin sinirl olmasi nedeniyle her bilesen icin
kullanilamamalari, tek asamada isletimin zor olmasi, genellikle iki veya (ic asamali
prosesler olmalari, c¢6zelti ve membranin uyumsuzluk problemi nedeniyle
membranin yapisinin bozulabilmesi, polimerik membranlarin yapilarinin sicaga
dayanikli olmamasi, diisik aki nedeniyle daha fazla modiile ihtiya¢c duyulmasi

dezavantajlarindandir.
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e Membran proseslerde besleme aki ve konsantrasyonlarina bagl olarak kisa
sirede kirlenebilir ve gozenekleri tikanabilir. Membranlarin kirlenmesi ve

gozeneklerin tikanmasi akinin azalmasina sebep olur.

Ayrica membranlarin kisa sireli degistirilmesi veya temizlenmesi gerekliligi

maliyeti artirir [25].

2.2.4. Membran Malzemeleri ve Ozellikleri

Sentetik membranlar cok sayida materyalden (Uretilebilmektedir. Bununla
birlikte, selliloz asetat ve tilrevleri haricindeki materyaller, basingla c¢alisan
membran islemleri icin uygun degildir. Membranlarin ylksek gecirgenligi ve yliksek
segicilikleri mekanik stabilite ile birlestirilmelidir. Tercihen sivi ayirmalari igin,
membran hem hidrofilik hem de hidrofobik 6zelliklere sahip olmalidir. Polimer (veya
diger materyaller) isleme gerekliliklerine, kirlenme egilimine ve ayrica membranin
termal ve kimyasal stabilitesine gore secilir. Membranlar icin kullanilan yaygin

polimerlerin bir listesi Tablo 2.4 verilmistir.
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Tablo 2.4: Yaygin kullanilan polimerik membran malzemelerin camsi gegis sicaklig
(Tg) ve erime sicakliklari (Tm).

Polimer Yapisi Tg (°C) | Tm (°C)
Polietilen tCHyx -60 /-00 | 137-143
Palivinil flarar = CHLF; 4 -40 160-185
e |’_r._|f|-.+
Polipropilen l[ -10 167-170
AH
;o= CH Oy
| - ol
Polikarbonat O w—@d—t —o+- 150-155 | 240
| = CH /s
Teflon tChE -113 327

Selliloz asetat 6o 230

f 0 %
| | |

Policter siilfon ﬁ"}—s (_} o 225 NA
% o ==

F ) CH .
= = | ,
(O-+HO—~—0O-=0O-
Polisiilfon | 1 N L, J 190 NA
—# CHLCH 4
Polivinil alkol J} 65-85 22B-256
= CHLCH 4
Paliakrilonitril 80-104 319

N
r 3
A [ /= \
Politenilin (“\ s— 85 285
silfiir | A |

2.2.4.1. Membran Malzemeleri

Membranlar, genellikle asimetrik (iki katmanh) ve kompozit (lic katmanl)
yapidadirlar. Ters osmoz membran malzemesi olarak en yaygin kullanilanlari, seliiloz
asetat ve aromatik poliamid membranlardir. Ters osmoz isleminde, su aritimi igin
genelllikle Sekil 2.4 ve 2.5’te gosterilen ince film kompozit membranlar (TFC)
kullanilmaktadir. ince film kompozit membranlar genellikle i¢ tabaka icerirler.
Bunlar, ince yogun Ust aktif tabaka (50—200 nm kalinhkta), poroz destek tabakasi

(tipik olarak 50—150 um) ve mekanik dayanikhlik igin dokunmamis kumas tabakasidir
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(100-500 um). Esas giderme yuzeydeki aktif tabakada gerceklesmektedir. Bosluklu
destek tabakasi ise Ozellikle deniz suyunda uygulanan 50-60 barlik ¢ok yiksek
basinclara karsi aktif tabakaya destek olmaktadir.

Kompozit membranlar, genellikle kullanilan polisiilfan mikroporoz malzeme
Uzerine araylizey polimerizasyonu ile bir baska polimerin kaplanmasi ile elde edilir.
Yiizeyde 250-20000A kalinliginda ¢ok ince bir ylizey tabakasi elde edilir. Yiizeydeki
ince kaplama igin ¢ok degisik polimerler kullanilir. En yaygin kullanilanlari, aromatik
poliamidlerdir. Bunlar, arilalkol poliamid ve poliiire’dir. ilk {retilen poliamid
membranlar igin poliamid malzemesi kullaniimistir. Bu membran malzemesi,
oksidasyona karsi ¢ok hassastir ve uzun dénemde performansi etkilenmektedir.
Kompozitler ayrica, tam aromatik c¢arpraz baglarla baglanmis poliamid
malzemelerden de yapilabilir. Nanofiltrasyon membranlarinda, Ust tabaka olarak

modifiye edilmis poliamid ve piperazinamid malzemeleri de kullanilabilir [28].

Sekil 2.4: Destek tabakasi ve aktif tabakadan olusan bir membran kesiti.
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Poliamid

Polistilfon &
Ultraince -
Aktif Tabaka e
0.2pm . —
s 3 Gozenekli
aopm 5 Polisiilfon

Destek tabakasi

Sekil 2.5: ince film kompozit membranlarin kesiti.

Aromatik poliamid membranlar, seliiloz membranlara gére daha genis pH
dayanimlara sahiptir. Hic hidrolize olmadan, 2-12 pH araligini tolere edebilirler.
Biyolojik etkilerden etkilenmezler. Bununla birlikte, oksidasyona karsi direnglerinin
az olmasi, membran ylizeyinin zamanla zarar gérmesine sebep olabilir. Bundan
dolayi, poliamid membranlara girmeden 6nce klorlu ham sularin kloru alinmalidir.
Tablo 2.5'de seliiloz asetat ve kompozit membranlarin birbirlerine goére olan

Ustinlik ve mahsurlari verilmistir [26].

Tablo 2.5: ince film kompozit ve seliiloz membranlarin karsilastirilmasi

Parametre

Ince film kompozit

membranlar

Seliilloz asetat

membranlar

Tuz giderimi , %

Yiksek (> %93,5)

Digiik (maks. %95)

Basing Disik Yidksek
Yizey yiki Daha fazla negatif Daha az negative
Klora olan tolerans Zayif i
Yikama siklig Coz Az
Organik giderimi Yiksek Digik

Biyolojik tikanma

Daha ok hassas

Daha az hassas

Biyolojik bozunma

Yok

Yiiksek

pH toleransi

2-12

438
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2.3. ince Film Kompozit Membranlari

Halihazirda kullanilan mevcut membranlar arasinda, TFC membranlari,
tuzsuzlastima islemi icin en etkili membran sistemleri olarak kabul edilmektedir. Bu
membranlar, tipik asimetrik membranlara kiyasla daha az ener;ji tiiketimi ile hem
segiciligi hem de Uretkenligi arttirir. Gézenekli bir ylzey lzerinde olusturulan gok
ince bir poliamid (PA) aktif tabaka, TFC membraninin ana o&zelligidir. ince film
kalinhigl <0.5 nm ile dokular arasi bosluk blylkligi <0.2 um'dir [29]. 1963 yilinda
Loeb ve Sourirajan, selliloz asetat kullanarak ilk asimetrik membrani gelistirmis ve %
98 sodyum kloriiri (NaCl) reddetme kabiliyetine sahip olmustur [30]. Bununla
birlikte, selliloz asetat membranin yiksek pH duyarliligi ve yiiksek sicakliga daha az
toleransi gibi kendi sinirlamalari vardir.

Genel olarak TFC RO membranlari, gézenekli bir membranin ylizeyi izerinde
bir PA ince secici tabaka olusturarak ara ylizey polimerizasyonu yoluyla hazirlanir.
Cogunlukla, MPD ve TMC PA tabakasinin iki ana aktif monomeridir [9]. Farkli
Ozelliklerde TFC membranlari gelistirmek icin farkli tirevlerde aminler ve asit klorir
de kullanilmistir. Sekil 2.6, gézenekli ylizey lzerindeki aktif PA katmaninin yapisini
sematik olarak gostermektedir [29]. Araylizey polimerizasyonu kavrami, 1965 yilinda
ilk kez Cadotte ve Morgan tarafindan tanitilmistir ve 45 yildan fazla siredir

bilinmektedir [31].

NH—

OH o]
OH (o}
NH NH
_Ot 34
n
HO™ "NH
[ HO™ SO

Alt katman

Sekil 2.6: Mikro gozenekli ylizeyin lizerinde olusturulan PA aktif tabaka ile ince film
kompozit membranin sematik temsili.

19



Kullanilan monomerlerin ve bunlarin kimyasal 6zelliklerinin

ince filmin

gozenek boyutu, kalinligl, plritzltliga ve hidrofilisitesinde dnemli roll vardir. Lau ve

ark.'nin galismalarindan Tablo 2.6, ince filmin olusumu igin kullanilan mevcut ve yeni

gelistirilen monomerleri gostermektedir [31].

Tablo 2.6: TFC membrani icin monomerlerin glincellenmis listesi.

Molekiiler
Kimyasal yapi agirhk
Amin monomer
Piperazin 86.14
m-fenilendiamin 108.10
p-fenilendiamin 108.10
Sulfonatli kardiyol (arilen
774.71
eter silfon)
AN
3,5-Diamino-N- (4- c|)
c—H N3 242.27
aminofenil) benzamid
HaN
HO OH
Metil-dietanolamin \/\T/\/ 119.16
[
m-fenilendiamin-4-metil 122.17
NHy
CHs
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Tablo 2.6: Devami.

Silfonik asit ve amino o
gruplari iceren siilfonath poli SOsNa
Osg 636.5
(arilen eter siilfon) _[ o
s
H.N
Molekiiler
agirhk
Asit kloriir monomeri Kimyasal yapi
COCI
265.48
Trimesoyl klorur
CloC COoCl
CoCl
) 203.02
Izoftalil klorir
cocl
mm-Bifenil tetraasil klorir CIoc I coc
404.03
coc I cocl
TOCTT
Sikloheksan-1,3,5-trikarbonil
klortr 271.53
cioc cocCl
0. __CI
Piridin-2,4,6-trikarbonil x
| 266.5
triklortr Cl N/ (0]
(o] Cl
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2.4. Tuzsuzlastima Membran Teknolojisinde Gergeklesen Son
Gelismeler

Gegctigimiz on yilda, yeni malzemeler (6rnegin, akuaporin proteinleri, karbon
nanotlpler, gozenekli grafen ve grafen oksit), yiksek performansl desalinasyon
membranlarinin sentezlenmesi igin kullanilmistir. Bu malzemeler kullanildiginda,
gelismis TFC poliamid ters ozmoz membranlarina kiyasla birka¢ kat daha fazla su
akisi elde edilebilmektedir.

Bu yeni malzemeler, ultra gecirgen ve tikanmaya karsi dayanikli membranlarin
yapiminda muazzam gelismeler saglamistir. Son on yilda bu konuda vyapilan
arastirmalarin sayisinda farkedilir bir artis olmustur [32].

Tipik bir TFC membrani ¢ tabakadan olusmaktadir (Sekil 2.7.a): 1-Yogun bir
poliamid reddetme tabakasi, 2-Yaygin olarak polisilfon veya polietersilfondan
yapilmis gozenekli bir yapi ve 3-Dokunmamis kumas bir yapi. Membranin su
gecirgenligini ve tuz reddetme kapasitesini belirleyen poliamid ret tabakasi, sulu
organik fazda bir asit klorir monomeri ile bir amin monomerinin ara ylzey
polimerizasyonu ile  hazirlanabilir ~ (Sekil 2.7.b).  Arastirmacilar ayirma
performanslarini ve tikanmaya karsi dayaniklihk o6zelliklerini arttirmak igin TFC
poliamid membranlarin yapisini ve kimyasini optimize etmek igin cgesitli girisimler
denemistirler [7]. Tipik vyaklasimlar arasinda degisen monomer tipleri ve
konsantrasyonlari, membran ylizey modifikasyonu sayilabilir. TFC poliamid
membran vyapisini ve kimyasini optimize etmek i¢in degisen monomer ve
konsantrasyonlari, ylizey modifikasyonlari gibi calismalara ragmen, son teknoloji TFC

poliamid membranlarin su gegirgenligi nispeten distk kalir [32].
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(a)

Poliamid reddetme tabakasi  Nanopartikiiller

Gozenekli
<« S

— e
TFC Membran kumas TFN Membran
(b)
H il 4 N
( { MN NH <N " ik
-
" OOH
Trimesoil m-Fenilendiamin Ara yiizey Polimerizasyonu

Kloriir (TMC) (MPD)

Sekil 2.7: a) TFC membran ve ince film nanokompozit (TFN) membranin membran
yapisinin sematik diyagrami, b) TMC, MPD kullanilarak poliamidin ara ylizey
polimerizasyonu.

2007 yilinda Hoek ve arkadaslari tarafindan TFC membranlari icin énemli bir
gelisme ortaya cikmistir [33]. Bu arastirmacilar, araylzey polimerizasyon islemi
sirasinda poliamid ret tabakasina gozenekli zeolit nanopartikilleri (giris gozenek
boyutu ~ 4 A) ilave etmistirler. Gozenekli zeolit nanopartikiiller boyut dislama
yoluyla ¢6zlinmdis tuzlari harig tutarken, azaltilmis hidrolik dirence sahip tercihli su
yollari saglamistir. TFN membraninin su gecirgenligi, zeolit ilave edilmemis TFC
membrani ile karsilastirildiginda neredeyse iki katina ¢ikmistir. Ayni zamanda tuz
reddi tehlikeye girmemistir. Mezoporous silika ve metal-organik yapi gibi diger
gozenekli nanopartikiiller de benzer gecirgenlik artirici etki gbstermistir [32]. Deng
ve arkadaslari [34], 3 nm'ye kadar gozenek boyutu olan kiiclk gozenekli silika
partikilleri icin, TFN membranlarinin, su gecirgenliklerini gelistirirken, tuz reddini
koruyabildigini bildirmistir. Arastirmacilar ayrica, TFN membranlarinin sentezi icin
gozeneksiz nanopartikillerin (Silika, glimis ve TiO; gibi hidrofilik gézenekli olmayan
nanoparcaciklarin) yiklenmesi ¢ogu zaman, kontrolleri ile karsilastirildiginda su

gecirgenliginin arttigini gostermektedir.
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TFN membranin yapisindaki poliamid, reddetme tabakasindaki kusurlari en
aza indirmeye ve boylece ylksek tuz reddini muhafaza etmeye yardimci olur.
Nanopartikillerin eklenmesi, TFC poliamid membran Uretimi igin orijinal olarak
tasarlanan mevcut membrana kolayca ilave edilebilir. Bununla birlikte, TFN
membranin ayirma performansi artar ¢linkii performanslari blyik olclide poliamid
tabaka ile sinirhdir. Poliamid tabakanin kullanimi, TFN membranlarini klor
saldirisina karsi daha savunmasiz hale getirir. Bu nedenle, daha iyi membranlar ve

desalinasyon icin yeni materyallere ihtiya¢ vardir [32].

2.4.1. Tuzsuzlastirma Membranlarini Sentezlemek igin Yeni
Materyaller ve Yontemler

2.4.1.1. Akuaporin

Doga, tuzsuzlastirma icin milkemmel bir ¢c6ziim saglar. Su molekilleri biyolojik
hiicreler boyunca, akuaporinler (AQPs) olarak bilinen bir grup transmembran
proteinleri yoluyla tasinir. Sutasima kanallari bir kum saati seklini andiran AQP'ler,
yiksek secicilige sahip su molekiilleri iletmede oldukca verimlidir. AQP1 Peter Agre
tarafindan 1991 yilinda kesfedilen en eski su kanali proteinidir. Sekil 2.8de
gosterilen AQP1'in kum saati sekilli kanali yaklasik 20 A uzunlugunda bir i¢ gecide
sahiptir ve gecitin en dar kismi yaklasik 2,8 A'dir. Gegcitin ortasina yakin olan
asparajin (Asn, N proteinleri olugturan 20 aminoasitten biridir) gruplari, pozitif yiklG
bolgelere yol agmakta ve girisin geri kalan kismi oldukga hidrofobiktir. Bu 6zel yapi,
su molekdillerini siralayla hidrofobik duvardan cok az siurtiinme kuvveti ile tek
boyutlu bir gecitin icine sokar. Minik daralma, tek bir su molekiliinin sadece bir
seferde kanaldan gec¢mesine izin verir. Gecidin icindeki pozitif yikli alanlar, su
molekillerinin yik etkilesimi ve asparajin gruplari ile hidrojen baglanmasi yoluyla
gecirdikleri icin dogru bir sekilde yonlendirilmesini saglarlar [35]. Birlesik daralma
bolgesi ve yik cekimi, protonlar da dahil olmak Uzere c¢o6zicilerin neredeyse

mikemmel sekilde reddedilmesine neden olur.
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extracellular

Daralma bdlgesi

Elektrostatikgekim

Su dipollerinin
yénlendirilmesi

intracellular

Sekil 2.8: AQP1 protein kanalindan (kesit gériinim) su transferinin sematik yapi ve
mekanizmasi.

AQP1 kanalinin g 6zelligi su icin seciciligi belirler: (a) Daralma bolgesi; AQP1
kanalindaki en dar alan 2.8 A 'ya yakindir (yaklasik olarak tek bir su molekiiliniin
capi). (b) Elektrostatik cekim; Gozeneklerin en dar yerinde bulunan amino asit,
Arginin (Arg-195), protonlara karsi bir bariyer olusturur. (c) Su dipollerinin
yonlendirilmesi; Su molekiliini yeniden yonlendirebilen pozitif yikli iki kutuplu
kanalin ortasindaki iki helezon birlesir [35].

Membran sentezi icin, Escherichia coli hiicrelerinde bulunan Akuaporin-Z
(AgpZ), yaygin olarak kullanilir. AgpZ'nin temel 6zellikleri Tablo 1'de 6zetlenmistir.
Durdurulmus akis 6lgimlerinden elde edilen verilere gére, AgpZ'nin su gegirgenligi
yaklasik 2—=10x107%* cm3/s'dir [36], [37]. Kumar ve calisma arkadaslarina goére [38],
AqgpZ iceren polimerik kesecikler % 100 tuz reddi ile ~ 600 L.m™2.h"1.bar ! kadar
yuksek su gecirgenligine sahiptir. Bu su gegirgenligi, mevcut TFC poliamid
membranlardan 2-3 kat daha vyiksektir [39]. Bu ozellikler, AQP'leri yiksek
gecirgenlik membranlari hazirlamak icin ideal adaylar yapmaktadir. Paralel olarak,

arastirmacilar yapay ¢ok molekdllii su kanallarini sentezlemeye ¢alismistir. Yapay su
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kanallarinin su gecirgenligi iyi olmasina ragmen, dogal AQP su kanallarininkinden

daha distk kalmistir [32].

2.4.1.2. Karbon Tabanl Materyaller

Karbon tabanli malzemeler (karbon nanotiipler (CNTs), nanoporous grafen
(NPG) ve grafen oksit (GO)) umut veren membran materyalleri olarak ortaya
citkmistir. Bu malzemelerin su reddetme 6zelligi, hem su kanal boyutlarina hem de
kimyasal modifikasyonlara (amin karboksil ve diger kimyasal gruplarin varligina)
baghdir. Kanal boyutlari sentez kosullari ile belirlenen CNT ve NPG'den farkli olarak,
GO'nun karakteristik kanal buyuklGgl, oksidasyon derecesi ve ¢Ozelti ortamina
baghdir [32]. AgpZ, CNT, NPG ve GO icin anahtar ozellikler Tablo 2.7 de

Ozetlenmistir.
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Tablo 2.7: AgpZ, CNT, NPG ve GO ‘nin malzeme 6zellikleri.

AgpZ CNT NPG GO
Malzeme | Dogal protein 1-D larx 2-D Kartx 2-D Karbe
malzeme malzeme malzeme
1-atom g .
kalinhginda grafen B't'ﬁ::ar::f:nomt
Iyi tabakasinda nano
tarafindan
tanimlanmis boyutiu ohasturalan
Karakieristik kum saati iyi tanimlanmis gdzenekler, kfn;lar
seklindeki silindirik Muhtemelen egit > i
kanal boyutu K N i oksidasyon veya
( A) anal [52], gozenekier (e.g,, | olmayan gdzenek cozelti ortaminin
gdzenek ~13-20A) boyutian ile. dececisioe badi
boyutu ~ 3 A {ornegin, plazma itk Eatal
asindirma biyuKIGEG
isleminden elde 2
edilen, ~ 5-10 A))
Gaz gegirgenligi, . -
Knudsen diftzyon Su gegirgenligi
~600L modalinin helyumdan en az
aiad T it ~36x10°L 10*° kat daha
m~*h™*bar * | tahminlerinden> =2 ms
. vaKlasik % 10 kat daha m~<h™* yaklagik hizhdir (1 pm
o RIS % 100 KCl itme | kalinhiginda bir GO
100 NaQl yuksektir; E g
3 40 °C ‘de S5-um- membrani ile
Ayirma itme (AQP Deneysel Su E Z
BBV s £ A ¢apli bir numune agirhik kaybt
ozellikleri iceren gecirgenligi, LR 2 s :
A R e igin (Bir finn iginde Olgumlerinden
\EseCRIER ki reekimi ile elde edilir); su
stopped-flow | hidrodinamikierd yope . a1
i 2 galisan bir testten gegirgenligi ve
Uiglajurinde | - SRREssptanan elde edilen) | reddedilmesi ara
n elde edilen) sonuglardan> AR
1000 kat daha - . ‘:I'I‘dl'f'"‘
yiksektir ipdesk
- . _ Yapisma Onleyici
ém"f'c‘i literatirde | Antimikrobiyak | LieTeTUroe (hidrofilik
g "_z | pitdirilmemis | ve hicrofilik 3 nedeniyle ve
s antimikrobiyal)
Elektrik
iletkenlik Hayr Evet Evet Hayir

2.4.2. Yeni Tuzsuzlastirma Membranlari i¢in Genel Bir Cergeve

Yukarida sozi edilen yeni malzemeler (AQP'ler, CNT'ler, NPG ve GO)

tarafindan hazirlanan yeni tuzsuzlastirma membranlari, yerlerine ve islevine gore

dort genel kategoride Tablo 2.8 siniflandirilabilir.
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Tablo 2.8 Yeni tuzsuzlastirma membranlari.

Mer_l.-'t?.m" Uretim yontemleri Perflannans Yeni aday
tiri gelistirme malzemeler
Yeni malzemeler
Riringil dogrudan bir destek
FEIJLI;:T':’lE tabakaya diizenli clarak Der.-urim AQP'ler,
katmani (PRL) culanir. M?mbr.an niteliginde CMNT'ler,
performans ncelikle gelisme MPG we GO
membran i :
yeni materyaller lle
belirlenir.
Yeni malzemler tuzdan
i il arndirma kalibina dahil
nanrl‘;l:&::rr;;;zit edilir. Membran AQP'ler,
(TEN) pg.rfcirmanm_b[;r-,'ﬂk Kizsmi gelisme | CNT'ler ve
olciide tuz itme G0
membran tabakasim olusturan
materyalle simrhdir.
Yeni malzemeler,
Yizeyde dogrudan destek
bulunan tabakaya kirlenme Kirlenme
. L . . CMT'ler ve
| nanckompozit kontrold igin bir dnleyici co
membran reddetme tabakasimin gelisme
(SLM} yizeyi lizerine
yapistinimaktadir.
Destek tabakasimin
Kansip kalip porozitesini ve
destek tabaka | hidrofilisitesini arthirmak Dolayh CNT'ler ve
(MARAS] icin yeni malzemeler bir gelisme GO
membram destek tabakasimin icine
edmilr.

2.4.2.1. AQP Tabanli Tuzsuzlagtirma Membranlarina Genel Bakis

Kumar ve arkadaslar ilk olarak AQP tabanh biyomimetik membranlarin

Uretimini ve AQP iceren kesecikleri kullanarak potansiyellerini géstermislerdir [38].

Bu 6ncli calismaya hizla gectigimiz on yilda pek cok arastirmaci tarafindan yapilan ek

calismalar eslik etmistir. Bu yeni malzemeyi destekleyen membran tirleri Sekil
2.9’da gosterildigi gibi; AQP-tabanh birincil reddetme katmani (PRL) membranlari ve

AQP-tabanh TFN membranlari diye ikiye ayrilr.
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Sekil 2.9: AQP-tabanh tuz giderme membranlarinin sematik diyagramlari. a)
AQP'lerin bir indirgeme tabakasi olusturmak icin gézenekli bir alt tabaka (gri)
Uzerinde bir lipit veya polimerik iki tabakali olarak monte edildigi AQP-tabanli PRL
membranlari b) AQP iceren keseciklerin gdozenekli bir alt tabaka (gri) lizerinde
yogun bir polimer tabakasi (yesil) icinde kapsillendigi AQP bazh TFN membranlari.

2.4.2.1.1. AQP Tabanli PRL Membranlari

AQP-tabanli PRL membranlarin yapisi, lipid iki tabakali AQP'lerin suyun
tasinmasini  ve ¢Ozinmdugsleri reddetmesini dizenledigi biyolojik hiicresel
membranlara benzemektedir. Bu tasarim, nispeten yliksek tuz reddi ile ultra hizli su
gecirgenligi ile membranlarin potansiyel birlesimine izin verir.

Kaufman ve meslektaslari, ilk olarak, bir ticari nanofiltrasyon membraninda
lipit ¢ift katmanlarini olusturmak igin kesecikleri pargalama yaklagimini gelistirdi
[131]. Bu yaklasimlarinda lipozomlar (yani, AQP'leri olmayan lipid kesecikler), alt
tabaka membranin ylizeyine temas eder ve lipozomlar ve alt tabaka arasindaki
etkilesim, keseciklerin diizlemsel lipit ¢ift katmanlarina ayrilmasina neden olur.

PRL membran calismalarinda dogan sorunlar; kaplanmis membranin toplam
gecirgenliginin azalma riski ve tam ylizey kaplamasinin elde edilmesi zorlugudur,
ayrica kapatilmamis bolgeler membran boyunca ciddi tuz sizintilarina neden

olacaktir.
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2.4.2.1.2. AQP Tabanhi TFN Membranlari

PRL membranlarla karsilastirildiginda, TFN membranlar daha genis membran
alaninda ve membran stabilitesinde Uretilebilirler. Yogun tuz reddetme tabakasi
(6rn; poliamid) sadece vyeterli tuz reddi saglamakla kalmaz, ayni zamanda
membranin kimyasal ve biyolojik dayanimini arttirmak igin bir koruma kalkani gorevi
de goriir [32].

AQP tabanli TFN membranlari Gzerindeki ilk galisma Zhao ve ark.’na aittir.
Sekil 2.10°da goruldugiu gibi, AQP iceren kesecikleri bir poliamid reddetme
tabakasina dahil etmiglerdir [9]. Bu proteoliposomlar, genel su gegirgenligini
artirabilen “tercihli su yollan” olarak hareket ederler. Hazirlanan AQP tabanh TFN
membranlari, ~ 4 L m2 h! bar!'lik bir su gecirgenligine ve 5 bar'lik bir basing altinda
test edilen ~% 97'lik bir tuz reddetmesine sahiptir. Bumembran gegirgenligi, kontrol
membranlarina kiyasla % 30 daha yuksektir. Yiksek gegirgenlikli nanofiltrasyon
membranlari hazirlamak icin de benzer bir yontem kullanilmistir [46], [54]. TFN
tasarimindaki su gecirgenligi AQP'lerin yliksek gegirgenlik 6zelliklerinden tam olarak

yararlanabilen PRL tasariminin aksine yogun tuz reddetme tabakasi ile sinirhdir.

, p < - p 4
‘Vﬁ* 3 9 .

Ara ylizey pohmemasyonu

@”@

Sekil 2.10: AQP bazli TFN membran a) AQP tabanli TFN membranlarinin
sematik diyagrami, b) TFN membranlarinin sutasima mekanizmasinin kavramsal
modeli.

AQP tabanli membranlar icin 6nemli bir nokta, su kanali proteinlerinin uzun
bir stire boyunca sabit olmasidir. Bu anlamda, AQP tabanli TFN membranlarin yogun
poliyamid tabakalari kimyasal ve biyolojik bozulmaya karsi AQP'lere koruma

saglayabilir [32]. Ornegin, Qi ve arkadaslari, AQP-tabanli TFN RO membranlarinin,
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yaygin olarak kullanilan kimyasal temizleyicilerine de (sodyum hidroksit,
etilendiamintetraasetik asit ve sitrik asit) maruz kaldiklarinda performanslarini
koruyabildigini bildirmislerdir. Bu arastirmacilar, evsel bir atik suyu kullanarak (g
aylik bir siire boyunca uzun vadeli bir test gerceklestirmisler ve bu sire zarfinda AQP
tabanli TFN membranlarin ve ticari membranlarin tuz reddetmelerinde, biyik bir

degisiklik gormemislerdir [40].
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Tablo 2.9: AQP-tabanli birincil reddetme katmani (PRL) membranlariyla yapilan

¢alismalar.
Test
kosullari
Reddetme
Tiir-PRL | Kategori | Aki(LMH) (%) ve Sonuglar
0 membran
alani (cm?)
NF-270 membranina
AdpZ 1 mM NaCl| kiyasla hem su akisi
aps NF 36 |Rwc=%20| @1bar | azalmis hemde tuz
DOPC .
Alani: 28.3 [reddetmesi azalmistir
[46].
AqpZ: ABA orani 1: 50
200 ppm olan NF
NaCl membranlarinin,
AqpZ- R =%
P NF 342 NA=  @5bar | disiik tuz reddi ile
ABA 32.9 .. . .
Alani:  |yuksek su gegirgenligi
0.071 saglayabildigi
bulunmustur [55].
PSS*(negatif yiklerle)
500 ppm |/ PEP(pozitif ylklerle)
Aqpz- NaCl / PAN® gézenekli
DOPC/ NF 22 Rnaci =% 75| @4 bar hidroliz tabakasi
DOTAP3 Alani:  |lzerine AqpZ destekli
19.56 lipit cift tabakalari

yerlestirilmistir [56].

1 poPc: 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine

2 ABA: methacrylate end functionalized poly(2-methyloxazolineb-dimethylsiloxane
-b-2- methyloxazoline) PMOXA(1000)-b-PDMS(4000)-PMOXA(1000) triblock.

3 DOTAP: 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propan.

4 pss: polisodyum 4-stirensiilfonat

> PEI: polietilenimin

6 PAN: poliakrilonitril
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Tablo 2.10: AQP-tabanli ince-film nanokomposit (TFN) membranlariyla yapilan

¢alismalar.
Test
Reddetme | kosullar ve
Tiir-TFN | Kategori | Aki(LMH Sonuglar
“ gor! I( ) (%) membran ue
alani (cm?)
Polisiilfon tabakasina
dahil edilen AgpZ
AdpZ RNaCl= |10 mM NacCl proteini araylizey
D(g:’c RO 4 % 97 @5 bar | polimerizasyon yontemi
@5 bar | Alani: > 200 ile yerlestirilmistir.
Genis membran alani
elde edilebilir [9].
AQP'nin dahil oldugu
proteolipozomlar, ici
bos bir fiber membran
tabakasi i¢ ylzeyi
500 ppm . I e yuz .YI
Uzerinde immobilize
Agpz- RO 8 RNaCl =% Nacl edilmistir ve daha sonra
DOPC 975 @5 bar az olria an bir destekli
Alani: 34.2 | 8320V
arayulizey tarafindan
olusturulan bir poliamid
katmanla kaplanmistir
[13].
Uzun sireli kararhlik
10 mM NaCl| testi icin akuaporin
AqgpZ- RNaCl =%
ap RO 4.1 2 ° | @10bar proteinleri PA (poliamid)
DOPC 97.2
Alani: 42 reddetme tabakasina
gomilmastir [40].
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2.5. Escherichia coli

Escherichia coli memeli hayvanlarin kalin bagirsaginda yasayan Gram negatif
bir bakteri tiiriidir. ilk kez 1885 yilinda pediyatrist ve bakteriyolog olan Theodor
Escherich tarafindan bebek diskilarinda kesfedilmistir ve adini ondan almistir; coli,
"kalin bagirsaktan" demektir. Bakteri biyolojisi bilindiginden ve lreme kosullari
kolay saglanmasindan dolayr laboratuvar ortaminda sikca kullanilmistir.
Mikroorganizmalar arasinda hakkinda ki en ¢ok bilgi birikimi olan bakteri ttridur.

E. coli, normal bagirsak florasina aittir, biyolojik siniflandirmada da
bagirsaklarda yasayan bakterilerden olusan enterik bakteriler ailesinde yer alir.
Bakteri cubuk seklinde olup, boyutlari 1-2 pum uzunlugunda ve 0.1-0.5 pm
¢apindadir. Enterobacteriaceae familyasinin koliform grubu icinde yer alir. Koliform
grup denince ise, aerob ve fakiltatif anaerob, gram negatif, spor olusturmayan ve
35°C’ de 48 saat icinde laktozdan gaz ve asit olusturan tiim cubuk bakteriler anlasilir
[50].

E. coli Gram-negatif bir bakteri oldugundan endospor olusturmaz,
pastorizasyon veya kaynatma ile olir. Memeli hayvanlarin bagirsaklarinda
bliyimeye adapte olmus oldugu icin en iyi viicut sicakhginda ¢cogalir.

Su aritim alaninda E. coli her zaman su kirliliginin bir "gostergeci" olarak
kullanilmistir. Sudaki diski miktari koliform endeks araciligiyla ol¢iilmustdir.

Yaygin bir bakteri olmasindan dolayi E. coli mikrobiyolojide sik¢a c¢alisiimistir
ve molekiler biyolojide bir gere¢ haline gelmistir. Biyolojik bilimler galisan
arastirmacilar icin ideal bir mikro fabrika gibidir.

Bakteriyel konjligasyon, genetik rekombinasyon kavramlar ilk E. coli 'de
kesfedilmistir, DNA'nin c¢ogalmasi, RNA transkripsiyonu, protein sentezi gibi,
molekiler biyolojinin pek cok dnemli mekanizmasi, metabolizmanin ¢ogu ayrintisi
bu organizmada yapilan arastirmalarla anlasiimistir. En az on Nobel Odiili E. coli 'de
yapilan arastirmalara dayanir.

E. coli'nin modern genetik mihendisliginde o6nemli bir yeri vardir.
Arastirmacilar bu bakteriyi bliyik miktarda DNA veya protein tUretmek amaciyla bir

fabrika gibi kullanirlar. Rekombinant DNA teknolojisinin ilk faydali uygulamalarindan
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biri E.coli 'nin maniplle edilerek onun diyabetli hastalar igin insiilin UGretmesini

saglamak olmustur [41].

2.5.1. E. coli AqpZ

Hicre zarini olusturan lipid ¢ift katmanindaki su transferinden sorumlu bir dizi
proteinin varhg Peter Agre tarafindan 2003 vyilinda kesfedilmistir. Bu bulgu
akuaporinlerin kesfi olarak tarihe ge¢mistir ve Agre’ye Nobel 6dili kazandirmistir.
Akuaporinler, su molekiillerinin gegmesini saglayan ve diger tim ¢6zlinen maddeleri
reddeden membran proteinleridir. Yapilan c¢alismalar sonucu farkh hiicre
membranlarinda akuaporinlerin bulundugu gésterilmistir.

Bakteriler de gelismis bitki ve hayvanlarda oldugu gibi akuaporinlere
sahiptirler. E. coli AqpZ akuaporini, ilk olarak Calamita ve arkadaslari tarafindan
klonlanmistir [58]. Daha sonra Borgnia ve arkadaslari tarafindan karakterizasyon
calismalari yirttilmis ve akuaporin tetramerinin gliserol gecirgenligine karsi
oldukca kararli oldugu gosterilmistir [50]. AgpZ; cesitli arastirmacilar tarafindan
(Lian ve ark., Xu ve ark. Ve Wang ve ark.) 6zelliklerinin incelenmesi igin ve Savage ve
arkadaslari tarafindan detayh yapi analizi icin farkli ifade vektérlerine klonlanmistir
[59], [60], [56].

His etiketli agpZ'nin su tasima potansiyeli daha once birgok arastirmaci
tarafindan karakterize edilmistir [50], [38], [42]. Farkh alanlarda uygulama
potansiyeline sahip olduklarindan su aritimi ve ters osmoz proseslerinde kullanilan
filtrasyon membranlarinin tuzsuzlastirma kapasitesinin arttirilmasi amaciyla E. coli

akuaporini (AgpZ) kullanilmistir.

2.5.1.1. Tez Kapsaminda Kullanilacak Olan GST Etiketli E. coli Aqpz
Proteini

Bu tez kapsaminda Uretilip kullanilan E. coli AgpZ protein geni GST tag iceren
pPGEX-4T-2 vektoriine daha 6nce laboratuvarimizda klonlanmistir [57]. Glutation S-
transferaz (GST) Gen Fuzyon Sistemi E. coli hiicrelerinde Uretilecek proteinlerin

ifadesi, saflastirilmasi ve tespiti igin kullanilan gok etkin bir sistemdir. Bu sistem IPTG
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ile indiiklenme sonucunda klonlanan gen Griininin yiksek miktarlarda Gretimini
saglar. Bu vektor, klonlanacak olan genin N terminal bolgesine Glutation S
Transferaz (GST) geni eklenecek sekilde tasarlanmistir. Dolayisiyla pGEXT vektoriine
klonlanan gen Urinleri yaklasik 26 kDa civarinda bir GST afinite kuyrugu veya etiketi
tasirlar. Klonlama ve ifade sonucunda klonlanan gene ekli olan GST etiketi sayesinde
hedeflenen protein GST enziminin substrati olan glutation bagh Sefaroz 4B
boncuklari ile kolaylikla saflastirilabilmektedir. Dolayisiyla saflastirma yoéntemi
enzim-substrat iliskisini iceren bir afinite kromotografi teknigine dayanmaktadir.
GST ylksek protein eldesi, proteolizize direng ve tek basamakta purifikasyon

saglamasi acisindan tercih edilmektedir [49].
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3. MATERYAL ve METOT

Bu tez c¢alismasinda akuaporin igeren TFC biyomimetik membranlar
hazirlanmis ve membrandaki akuaporin varliginin tuzsuzlastirma islemine olan etkisi
incelenmistir. Bu amag icin daha once laboratuvarimizda pGEX-4T-2 saflastirma
vektorine klonlanmis [57] olan E. coli akuaporin-Z tekrar lretilmis ve TFC membran
hazirlamak icin kullanilmistir.  Saflastirilan akuaporinlerin islevlerini yerine
getirebilmesi ve istikrarli kalabilmeleri igin lipozomlara yerlestirilmismistir.
Durdurulmus akish 1sik sagilimi spektrometresi ile lretilen proteolipozomlarin su
gecirgenliklerine bakilmistir. Daha sonra biyomimetik TFC membranin hazirlanmasi
icin proteolipozomlar polisiilfon membran ylizeyine ara yilizey polimerizasyonu
yontemi yerlestirilmistir. Membran su gecgirme ve tuz reddetme kapasitesindeki
degisimi gérmek igin 6l uglu filtrasyon sistemi kullanilmistir. Ayrica hazirladigimiz
biyomimetik membranlarin glikoz, lre ve gliserol reddetme kapasiteleri de

belirlenmistir.

3.1. Akuaporin Proteinlerinin Uretimi ve Saflastiriimasi

Akuaporinler hiicre zari proteinleri oldugu icin hiicre icinde ifade edildikten
sonra hicre zarina yerlesmektedirler. Bu nedenle sitoplazmadan degil hiicre
zarindan saflastirilmalari gerekmektedir. Membran proteinlerinin saflastirilmak igin
Erbakan ve arkadaslarinin calismasi 6rnek alinarak yapilmistir [42]. ilk olarak pGEX-
4T-2-aqpZ tasiyan BL21 hiicreleri 10 mL LB (% 1 NaCl, % 0.5 yeast extrat, % 1
peptone)’'ye eklenerek 4 saat boyunca calkalayici inkibatérde 37°C'de
bliyatalmistir. Biayime islemi sonucunda bakteri kiltiirleri yeni antibiyotikli LB
(1000mL) siselerine ekilmistir ve 37°C'de gece boyunca calkalanarak buyitilme
islemi géormistir. Ertesi gin 1mM olacak sekilde IPTG eklenerek 3 saat boyunca
biyitilmeye devam edilmistir. 10000 xg’de hiicreler 15 dk, 4°C’'de ¢oktlirilmis ve
bu islemden sonra supernatant atiimistir. Pellet -30°C'de 1 gece bekletildikten sonra
Lysis Buffer’dan (100 mM K2HPO4, 1 mM MgSOa4, 1 mM PMSF, 0.02 mg/mL RNase, 1

mg/mL lysozyme at pH = 7.0) 1L LB ¢ozeltisine 15 mL olacak sekilde pellet Gzerine
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eklenmis ve bu islemden sonra hiicrelerin ¢éziinmesi beklenmistir. Toplanan
hicreler 4°C’de sonikatorde (Hielsher) pargalanmistir (min. 1dk’dan 30 tekrar, 0.5
cycle). 12.000 xg'de 4°C’de 20 dk santrifiij edilmis ve bu islemden sonra supernatant
alinmistir. Supernatantin igerisindeki membran proteinlerini ¢oktiirme islemi igin
100.000 xg'de 4°C’de 1 saat 10 dakika ultra santrifiij islemi yapilmistir ve bu
islemden sonra peletin icersinde ki supernatant atilmistir. Pelletin Gzerine 3 mL
Solubilization Buffer (% 5 Triton-X, 100 mM K;HPOa (pH = 7.0), 200 mM NaCl, % 10
glycerol, 2 mM B-mercaptoethanol (BME)) eklenmis ve pelletin sollisyon icerisinde
tamamen ¢6ziinmesi icin numune bitln gece buzda bekletilmistir. Numune 0.45
Wik fitreden gecirilmistir. Supernetant Glutathione sepharose 4B (GE Healthcare)
boncuklari ile 1 saat oda sicakliginda (23°C’de) calkalanarak (100 rpm) inkiibe
edilmistir. Numune boncuk karisimi karisim hacminin 6 kati kadar Wash Solution
(100 mM K;HPOs4 (pH = 7.0), % 1 Triton-X, 200 mM NaCl, % 10 glycerol, 2 mM BME)
ile yikanmistir. istenen proteinler % 10 Glycerol iceren 10mM Reduced Glutathione

¢Ozeltisi ile ayristinimistir.

3.2. Sodyum Dodesil Silfat Poliakrilamit Gel Elektroforezi
(SDS-PAGE) Analizi

Saflastirilan proteinler % 12 ayirma (1.6mL distile su, 2mL % 30 acrilamid, 1.3
mL 1.5M tris, 50 pL % 10 SDS, 100 uL % 10 amonyum per silfat ve 10 uL TEMED ) ve
% 5 istifleme (1.5 mL distile su, 416 puL % 30 acrilamid, 0.625 mL 0.5M tris, 25 puL %
10 SDS, 100 pL % 10 amonyum per silfat ve 7.5 uL TEMED ) protein jelleri ile
hazirlanmistir. Hazirlanan protein jeli SDS-PAGE ile analiz edilmistir. Proteinler,
Coomassie brilliant blue R250 (% 10 asetik asit, % 0.006 commasie blue, % 90 su) ile
hazirlanan boya ile 6:1 (protein: boya) oraninda karistirilarak jellere yiklenmistir.
Saf proteinlerin yanina ekler kisminda verilen protein markerlari (thermoficher page
ruler prestained protein ladder, fermentas prestained protein MW marker)
yiklenmistir. Jeller giic kaynagindan ilk basta 100 V ile beslenmistir ve numuneler

separating jele geldiklerinde voltaj 200V’a ¢ikariimistir.
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3.3. Lipozom Hazirlama

Lipozomlar film rehidrosyon yontemi ile hazilanmistir [9]. Prosedir akisi Sekil
3.1’de gosterilmistir. Deneyler esnasinda DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine) (Avanti Polar Lipids INC, Alabama, USA) lipit kullanilmistir. DOPC
istenilen konsantrasyona gore round bottom flaska eklenmistir. Eklenen sivi
dondirilerek iyice ugurulmustur. Bu islem sayesinde lipidler cam yiizeyinde ince bir
film olusturmustur. +4°C'de 1-2 saat bekletilerek rehidrasyon asamasi igin istenilen
son konsantrasyona gore su veya 1X PBS (phosphate buffered saline) (137 mM NaCl,
2.7 mM KCI, 10 mM Na;HPOs4, 2 mM KH,PQ,) ilave edilmis ve vortekslenerek ince
film haline getirilen lipidler ¢ozdiirilmustir. 21 kere extruder (Avanti Polar Lipids
INC, Alabama, USA) kullanilarak lipozomlar yuvarlak ve ayni boyuta getirilmislerdir.
Bu islem 200 nm por capina sahip membran (Whatman, Maidstone, UK) icin
kullanilmistir. Lipozomlarin ayni boyuta getirilmesi ile polydispersity index (PDI)
duslrtlmistir. Bu prosediir sirasinda lipozomlarin olusumu Sekil 3.2’de kavramsal

olarak gosterilmistir.

Toz lipid Film Gozicu N
(Su veya 1X

= PBS) =

Dondurma

‘\\\ ,// Organik v Lipid Ince

Cozucu Filmi
(Kloroform)

Extruderdan

/, \
/ \
.
. .
-
- -
Hidrasyon Gegirme

(Homojenizasyon)

. -
\ -
-
.
Buyuk Muitilamellar Kuguk Unilamellar
Kesecilder (LUV) Kesecikler (SUV)

Sekil 3.1: ince film yéntemi ile lipozom yapimi.
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Sekil 3.2: Lipidlerin olusum basamaklari.

Kuru lipid film

3.3.1. Akuaporin Proteini igeren Lipozomlarin Hazirlanmasi

Akuaporin iceren lipozomlar elde etmek igin vorteks basamagindan sonra,
protein: lipid orani 1:200 olacak sekilde protein ve % 1 olacak sekilde Octyl B-D-
glucopyranoside (OG) deterjani (Sigma-Aldrich, USA) eklenmistir. Protein ve
deterjan eklenen ¢ozelti 1 saat oda sicakhginda karistirilarak bekletilmis ve deterjan
eklenmesi ile yliklenen proteinlerin lipozomlara girmesi saglanmistir. Lipozomlar
yagdan olustuklari icin deterjan lipozomlarin yapilarini bozmaktadir. Bu nedenle
proteinlerin  lipozomlara yerlestirilmesinin  ardindan Bio-Beads (Bio-Rad

Laboratories, Inc. USA) eklenerek deterjan ¢ozeltiden uzaklastirilmistir.

3.3.2. Lipozomlarin Karakterizasyonu

Lipozomlarin boyutlari ve polydispersity index (PDI) degerleri oda sicakliginda
(22°C) Nano Zetasizer (NanoZS, Malvern Instruments Limited, UK) kullanilarak

Olcllmustdr.
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3.3.3. Lipozomlarin Su Gegirgenliklerinin Tespiti

Lipozomlarin su gegirgenlikleri durdurulmus akisli 1sik sagilimi Spektrometre
(SX20 Stoped flow light scattering spectrophotometer, Applied Photophysics, UK)
cihazi ile olctlmistir. Su gegirgenlikleri icin ozmotik ¢ozelti olarak NaCl iceren su
kullanilarak tespit edilmistir. Sekil 3.3’de sistemin ¢alisma mekanizmasi verilmistir.
Sistemde bulunan reaktif siringaya lipozomlu ¢ozelti, 6rnek siringaya da tuzlu su
ilave edilmistir. Cihazin galisma prensibi bu iki ¢6zeltinin basing suriciu kuvvet
altinda belirli miktarlarda karistirma odasinda hizli bir sekilde karismalarini saglamak

Uzerine kuruludur.

Karnistirma Odasi

Reaktif Sinnga

—

i ..°.."'ek 3ininga Durdurma Siringasi
Siringa Surucusu e

Gozlem Hiicresi

Durdurma Blogu

."4 V/,*’ .I‘.
Monokromotér %‘ d

Sekil 3.3: Durdurulmus akisl 1sik saciim Spektrometre cihazinin ¢alisma
mekanizmasi.

Karisim neticesinde ozmolarite farki nedeniyle lipozomlar binyelerinde
bulundurduklari suyu disari birakmaktadirlar. Bu olay 5-20 ms gibi kisa bir slrede
gerceklesmektedir. Su cikisinin hizi 1sik sacilimi ile belirlenmektedir. Bu ¢alismada,
protein vyerlestirilen lipozomlarin su c¢ikis hizlarinin, protein icermeyen bos
lipozomlarin su birakma hizlarindan daha hizli olmasi beklenmektedir.

Su gecirme hizi (Pf) esitlik 3.1’e gore hesaplanir. Bunun icin osmolarite (Am)

degeri bilinmelidir. Osmolarite degeri sollsyonlarin iletkenlikleri &gllerek
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hesaplanmistir. PBS icerisinde diger molekiillere oranla tuz konsantrasyonu yiksek
oldugu icin tuzun iletkenliginden PBS icin olan iletkenlik ¢ikarilir. iletkenlik degeri
(us/cm) mg/L'ye cevirmek icin 0.64 sabit sayisi ile carpilarak iyon miktar
hesaplanmistir. 0.85 M NaCl (71197.7 us/cm) kullanilmistir. 1 X PBS icin iletkenlik
15950.2 ps/cm’dir.

- Ailetkenlik = 71195.7 ps/cm — 15950.2 ps/cm = 55245.5 ps/cm
- mg/L NaCl=55245.5 ps/cm x 0.64 = 35357.1 mg/L=35.36g/L

35.36 g/L

——=0.61 M
58.44 g/mol

- [NaCl] =

- NaCl molekdli 2 iyon igerdigi icin Am =1.2 Osm

Su ¢ikis hizi 6lgim sonucunda elde edilen k degeri ile dogru orantilidir.
Olgiilen k degeri verilen esitlik 3.1’de yerine konarak su gecis hizi (P) bulunmaktadir.
Formilde; S/Vo degeri lipozomlarin yiizey alaninin baslangic hacmine orani, Vy
suyun kismi molar hacmi (18 cm3/mol), r = 87.4 nm (200 nm ¢apindaki bos lipozom
icin Nano Zetasizer Olcim sonucu), Am ise lipozom icerisindeki sivi ile lipozom

disarisinda bulunan sivinin arasindaki osmolarite farkidir.

k

P, =
= §)Vy xV, X Amt

(3.1)

3.4. Biyomimetik Membranlarin Hazirlanmasi

3.4.1. Akuaporin Keseciklerinin Sabitlendigi Membran Tabakanin
Hazirlanmasi

ilk 6nce Sekil 3.4’te gosterildigi gibi bir kapta % 1 MPD (m-Phenylene-
diamine), % 0.1 SDS (Sodium dodecyl sulphate) karistirilir ve 1 mg/mL (veya
belirtilen farkli konsantrasyonlarda) eklenir. Hazirlanan sollisyonun icine hazir alinan
PS membran 10 dakika batirilmistir (batirilan kontrol membran proteo-lipozom
icermez). Batirilmis membran, 30 dakika boyunca oda sicakliginda yatay bir sekilde

asili beklemis ve fazla ¢ozelti azot gazi ile giderilmistir. Ylzeyi MPD ¢ozeltisi ile kaph
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olan PS substrat Uzerine itici katmani olusturmak icin trimesoyl chloride (TMC)

cozeltisi (n-Heksan iginde % 0.1 TMC) dokulmstir.

Sekil 3.4: Hazirlanan MPD ¢ozeltileri .

Sekil 3.5: Kaplamasi yapilan membranlar.

Ardindan fazla monomeri gidermek icin membranlar gece boyunca akan
musluk suyu altinda tutulmustur. Sekil 3.5’de gosterildigi gibi islem sonunda

membranlar saf suda saklanmistir
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3.5. Olii Uglu Filtrasyon Sistemi ile Membran Filtrasyon
Parametrelerinin Belirlenmesi

Deneylerde Sterlitech Corporation 6l uclu (death-end) membran filtrasyon
sistemi (HP4750, USA) kullanilmistir (Sekil 3.6). Membran alani 14.6 cm? ve besleme
¢ozeltisi 250 mL’dir. Membran, sistem igerisindeki disk tGzerine yerlestirilmis ve daha
sonra ekipman bir araya getirilmistir. Filtrasyon esnasinda numune 300 rpm'de
karistinlmistir.  Biriken filtrat bilgisayara bagh hassas terazi ile ol¢llmis ve
kaydedilmistir. Farkl tuz konsantrasyonlarina sahip c¢ozeltiler iki farkh basing
uygulanarak filtre edilmistir. Hazirlanan membranlarin ayni zamanda farkh ¢ézinir
maddelerin (gliserol, UGre ve glikoz) filtrasyonundaki performanslari da test
edilmistir.

Membran akilari (Jv) ve tuz reddetme hizlari (Jsr) (gliserol, Gre ve glikoz igin
¢Ozlinir madde reddetme hizi) asagida verilen esitlikler, 3.2 ve 3.3, kullanilarak

hesaplanmistir.

Jy = % x At (3-2)
]SR = (Cinf - Ceff) X IV (3-3)

V (L) belirli bir zaman periyodunda toplam filtrelemeyi, t (sa) zamani, A (m?)
membran alanini, J (L/m2.sa) akisi, Ci¢ giris ¢ozeltisinin tuz yogunlugunu ve Cqg
membrandan sizilen ¢ozeltinin tuz yogunlugunu (¢6zinir madde yogunlugu)
gostermektedir.

A (su gecirgenligi), B (¢cozlinir madde gecirgenligi) ve R (reddetme) degerleri

sirasiyla esitlik 3.4, 3.5 ve 3.6 ile hesaplanmistir.

Jv

A=——
AP — A

(3.4)

Jv akidir, AP uygulanan basingtir ve Am membrandaki ozmotik basing farkidir.
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B = <% - 1) x Jv (3.5)

_ (Cf B Cp ) (36)

R, Reddetme degeridir, Cp ve Cf, sirasiyla slizlintli ve besleme c¢o6zeltilerinde

¢Ozlinen konsantrasyondur.

Sekil 3.6: Ol uclu filtrasyon Sistemi.
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3.5.1. Tuz Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Solusyonlarin iletkenlik degerler iletkenlik Olger ile olglilmulstir. Alinan

iletkenlik verileri 0.64 sabit sayisi ile ¢arpilarak mg/L iyon miktari hesaplanmistir.

3.5.2. Glikoz ve Gliserol Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Glikoz ve gliserol Lab Aliance Essence marka HPLC kullanilarak olgtiimiustir.
HPLC cihazina numune 0.45 um gozenek genisligine sahip filtreden stzulmustar.
45°C’'de g¢alisan kolon firini igine yerlestirilmis Tessek Polimer Sugar H form 8 um
seker kolonu ve 45°C'de calisan refraktif indeks detektori kullanilarak analizler
gerceklestirilmistir. Mobil faz olarak 4 mM silfirik asit ¢ozeltisi kullaniimis ve akis
hizi 0.6 mL/dk olarak ayarlanmistir. Cihazin numuneler igerisindeki maddelerin
yogunlugunu hesaplayabilmesi icin bu maddelerin saf hallerini iceren standart
¢Ozeltiler hazirlanarak cihaza verilmis ve detektérler araciligiyla elde edilen alan
degerleri kullanilarak standart grafikler ve denklemler elde edilmistir. Membrandan
filtre edilen sollisyon ve c¢ikan filtrattaki glikoz ve gliserol miktarlari standart egriler

referans alinarak hesaplanmistir.

3.5.3. Ure Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Ure 6lciimii igin t¢ degisik soliisyon hazirlanmasi gerekmektedir:

e Sollisyon 1: 12.5 gr ¢inko siilfat ve 125 mL 0.25 N siilflirik asit 1 litre saf suda
¢ozulur

e Sollisyon 2: 0.75 N sodyum hidroksit ¢ozeltisi

e Solilsyon 3: 20 gr p-dimetilaminobenzaldehit 1 litre % 96’lik alkol ¢6zeltisinin

icerisine eklenir ve lizerine 100 mL hidroklorik asit eklenir ve karistirilir.

24 mL Solisyon 1, 100 mL erlen igine eklenir, icine 3 mL (lre iceren numune
eklenir ve homojen sollisyon elde edilinceye kadar karistirilir. Bu ¢ozeltinin Gzerine

Soliisyon 2 den 3 mL eklenip karistirildiktan sonra bu ¢6zeltinin 10 mL’si 0.45 um
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filtreden gegirilerek Uzerine Soliisyon 3’ten 10 mL eklenir ve saf su ile 25 mlL’ye

tamamlanir. 10 dk sonra 420 nm dalga boyunda spektrometrede 6l¢iim yapilir.
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4. BULGULAR

4.1. Akuaporin Proteinlerinin Hiicre Zarindan Saflastiriimasi

Bu tez kapsaminda Uretilen ve kullanilan E. coli akuaporin geni daha 6nce
laboratuvarimizda pGEXT-4T vektoriine klonlanmistir [57]. Bu vektore klonlanan
genlerde saflastirma etiketi olarak glutation S transferaz (GST) bulunmaktadir.
PGEXT-4T-EcaqpZ vektorl olarak adlandirilan bu vektérii tasiyan E. coli BL21
hucreleri Amp/IPTG ortaminda yontem kisminda anlatildigi sekilde Uretilmis,
hiicreler toplandiktan sonra klonlanmis olan akuaporin protein hiicre zarindan izole
edilmistir. Saflastirma metodu olarak GST sefaroz 4B boncuklari kullaniimistir. GST-
EcAqpZ yaklasik 55 kDa civarindadir ve bu proteinin tetramer formu 220 kDa
civarindadir. Saflastirililan EcaqpZ proteini SDS PAGE (SDS-Poliakrilamid Jel
Etektroforez) analizinde tetramer olarak Sekil 4.1’de gorulmustir. Proteinlerin GST

saflastirma yontemi ile basaril bir sekilde saflastirildig1 goriilmektedir.

GST etiketli E. coli

akuaporin tetrameri

Sekil 4.1: GST etiketli E. coli akuaporin tetramerinin (GST-EcAgpZ) SDS-PAGE jel
gorlintisi M: Fermentas Prestained Protein MW Marker 1: GST-EcAqpZ tetramer.
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4.2. GST-Aqpz’nin Aktivite Ol¢iimii

Membran ylizeyine yerlestirilmeden 6nce saflastirilan GST-AgpZ proteininin
aktivitesi SX20 durdurulmus akish 1sik sacilimi spektrometre (Applied Photophysics,
UK) kullanilarak belirlenmistir. Oncelikle akuaporinler film rehidrasyon yéntemi
DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) lipozomlarina vyerlestirilmistir.
Akuaporin tasiyan lipozomlarin su gegirgenlikleri kontrol olarak kullanilan bos
lipozomlar ile kiyaslanmistir.  Lipozomlar boyutlari 200 nm olacak sekilde
Uretilmislerdir. Normalize 1sik sagilim grafiginden elde edilen k degerleri grafiklerin
egimini gostermektedir. k degerinin yliksek olmasi lipozomlardaki su gegis hizinin da
ylksek oldugunu ifade etmektedir. Sekil 4.2’de gorilen grafikte akuaporin iceren
lipozomlarin k degeri 49.28 st iken akuaporin icermeyen lipozomlarin k degeri 17 s
olarak ol¢lilmustiir. Dolayisiyla beklendigi gibi akuaporin tasiyan lipozomlarda su
gecis hizi kontrole kiyasla daha ylksektir. Bu sonug saflastirilan akuaporinlerin
fonksiyonel oldugunu gostermektedir. Tablo 4.1’de gorildigi gibi GST eklenen
proteolipozomlarda k degeri kontrolden daha disik bulunmustur. Bu sonug
lipozomlarda su gegisinin artmasi i¢in akuaporin gibi su gecisinden sorumlu olan bir

kanal proteinine gerek oldugunu dogrulamaktadir.

1.0 4
’.
[ J
0.8 o
®
L]
E ]
T L]
- —
3 0.6 °
=
o L ]
. ]
§ 0.4 ° u
2 .. B Kontrol (aquaporin proteini icermeyen)
L .l @® EcagNS (aguaporin proteini iceren)
| ]
02N -
|
]
0.0 T T T T T T ' 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
Zaman (s)

Sekil 4.2: 0.85M NaCl ¢ozeltisi icindeki 200 nm DOPC lipozomlarinin normalize 1sik
sacilimi 6lglim sonuglari 0.85M NaCl 200 nm DOPC EcAgpZ.
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Tablo 4.1: 200 nm fitre boyutundaki DOPC lipozomlarinin su gegirgenlik (k)

degeri.
+ GST (negatif kontrol) - EcAqgpZ (Kontrol) + EcAqpZ
12.51s? 17.04 st 49.28 s1

Tablo 4.2’de elde edilen degerlere gore lipozomlardaki akuaporin miktarinin
artirilmasi su gecis hizini artirmistir, en yiiksek k degeri 1:200 akuaporin: lipid orani
kullanildiginda elde edilmistir. AkuaporinZ’nin su gecirgenligi zeta sizer cihazinda
alinan gergek lipozom boyutlari kullanilarak hesaplanmistir. Akuaporinlerin su Pt
degeri 42.49 103 cm /s olarak hesaplanmistir. Tek bir akuaporin molekiliinden
gecen su miktari ise 1.31 x 10''> cm?3/s olarak hesaplanmistir. Sonuclar Tablo 4.3’de

gosterilmistir.

Table 4.2. Proteolipozomlardaki akuaporin: lipid oraninin su gegis hizina etkisi.

Akuaporin lipit orani + ECAqpZ Su gegis hizi (s%)
1:800 28.9
1:400 49.3
1:200 56.6
Kontrol 17.04

Table 4.3: 200 nm'lik DOPC lipozomlarinda akuaporinlerin su gegcirgenligi (Py).

Aqp Yok (kontrol) EcAqpZ
Tek
Su
Su Gegirgenligi EcAqpZ’nin
Gegcirgenligi
Cap(nm)/PdI (P (x1073 Cap(nm)/PdI Ps
(PA(x10
cm/s) Degeri
cm/s)
(cm3/s)
160.27+3.2/0. 158.33+4.1/0.1
14.87 42.49 1.31x 1012
2 8
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P; degerleri Zeta Sizer tarafindan oOlgllen ¢aplar ve durdurulmus akisl 11k
sacllma spektrometresi Olglimlerinden elde edilen k degerleri kullanilarak

hesaplanmistir (400 LPR igin)

4.3. Akuaporin iceren Membranlarin Su Gegirgenligi ve Tuz
Reddetme Kapasitelerinin Belirlenmesi

Akuaporin iceren membranlarin tuz reddetme ve su gecirme kapasiteleri 6lu-
uglu filtrasyon sistemi ile farkli kosullarda test edilmistir. Membranlarin yiizeyindeki
akuaporin miktarindaki artis akuaporin tasiyan lipozomlarin (proteolipozom)
miktarinin artirilmasiyla saglanmistir. Membranlar farkl akuaporin miktari (0.5, 1 ve
2 mg/mL proteolipozom), farkh tuz konsantrasyonlari (10, 100 ve 800 mM) ve iki
farkl basincta (5 ve 10 bar) test edilmislerdir. Tablo 4.4’te 5 bar basin¢ta yapilan
filtrasyonlarda elde edilen tuz reddetme (Jsr), su ve tuz gecirgenlik degerleri (A ve B)
gorilmektedir. Kontrol membranlarinda membran ylizeyindeki TFC reddetme

tabakasi yalnizca bos lipozomlar icermektedir.
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Tablo 4.4: Farkli oranlarda EcAqpZ iceren membranlarin farkli tuz yogunluklarinda
tuz reddetme kapasiteleri (R), su gecirgenlikleri ve tuz reddetme hizlari (5 bar

basingta).
Proteolipozom Tuz A B
yogunlugunda- Aki (Jv) reddetme (su (tuz
Reddetme
akuaporin (L/mZ2.sa) hizlan (Ji:) | gegirgenligi) | gecirgenligi)
cesidi (g/m%sa) | (L/m2.sa.bar) | (L/m?sa)
10mMm
0.5BL’(kontrol) 0.76 247 1.43 0.49 0.76
0.5 EC® 0.64 7.40 3.76 1.48 4.10
1BL (kontrol) | 0.69+0.01 | 4.38+0.39 2.410.1 0.88 1.95
1EC 0.66+0.01 | 4.79+0.58 2.8+0.004 0.96 2.52
2 BL (kontrol) 0.82 1.76 1.12 0.35 0.40
2EC 0.46 4.11 1.47 0.82 4.87
100 Mm
0.5°BL(kontrol) 0.55 2.05 7.31 0.42 1.71
0.5 EC 0.43 5.34 14.33 1.10 7.19
1 BL (kontrol) | 0.52+0.02 | 3.58+1.58 13.1+5.8 0.74 3.28
1EC 0.66+0.01 | 4.79+0.97 13.5+2.7 0.99 2.44
2 BL (kontrol) 0.97 1.23 8.19 0.25 0.04
2EC 0.44 3.29 9.99 0.68 4.13
800mM
0.5 BL (kontrol) | 0.40£0.001 | 1.24+0.007 | 22.18%0.57 0.33 1.88
0.5 EC 0.2740.03 | 2.48+0.01 | 30.4943.3 0.67 6.64
1BL (kontrol) | 0.09+0.07 | 1.48%0.54 6.816.8 0.40 14.87
1EC 0.36+0.01 | 2.2#0.21 47.2419.5 0.59 3.95
2 BL (kontrol) | 0.10+0.01 | 0.83+0.01 3.89+0.3 0.22 7.12
2EC 0.36+0.07 | 3.65+0.64 | 60.07+22.1 0.99 6.63

7 BL: Bos lipozom iceren membran
8 EC: E. coli AqpZ iceren membran
0.5, 1 ve 2 degerleri membran yiizeyindeki akuaporin tasiyan lipozomlarin mg/mL
olarak miktarlarini gostermektedir.
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Tablolar incelendiginde, solusyonun tuz yogunlugu arttikca membranlarin
yuzde tuz reddetme (% R) kapasitelerinin ortalama % 40 dustugu goriulmektedir. 0.5
mg/ml oraninda proteolipozom ile hazirlanan membranlarin disik tuz
yogunluklarinda tuz reddetme hizlarinda (Jsr) diger membranlara gére 10mM ve
100mM icin sirasiyla 3.76 g/m?sa ve 14.33 g/m2sa artis goralmistir. Yuksek tuz
yogunlugunda (800 mM) bu artis (30.49 g/m?sa) daha belirgindir. Membran
ylzeyindeki proteolipozom yani akuaporin miktarinin arttirilmasi tuz reddetme
kapasitesi ve tuz reddetme hizinda kayda deger bir artis saglamistir. Proteolipozom
konsantrasyonu 1 ve 2 mg/mL’ye cikarildiginda yiiksek tuz yogunlugunda (800 mM)
akuaporin iceren membranlarin sirasiyla 47.2 g/m2.sa ve 60.07 g/m2.sa daha yuksek
hizda tuz ittigi gortulmektedir. Membranlarin tuz reddetme kapasitelerinin yanisira
su ve tuz gecirgenlikleri de incelenen parametreler arasindadir. Membrane
ylzeyindeki akuaporin miktari arttikca Ozellikle su gecirgenliginde (A) artis
gorilmektedir. Bu sonuc¢ hazirlanan akuaporinli membranlarla daha kisa siirede
daha yuksek hacimlerde desalinasyon yapilabilecegini gostermektedir. Ideal bir
desalinasyon membraninin hi¢ tuz gecirmemesi yani B degerinin diisiik olmasi, su
gecirgenliginin (A veya Jv degeri) ise yliksek olmasi beklenir. % R degeri yani tuz
reddetme ylzdesi ne kadar yliksek olursa B degeri o kadar distk olmaktadir. Ancak

yiksek tuz yogunluklarinda B degeri yiikselirken aki da dismektedir.

Tablo 4.5’de 10 bar basingta yapilan filtrasyonlarda elde edilen tuz reddetme
(Jsr), su ve tuz gecirgenlik degerleri (A ve B) gorilmektedir. Filtrasyonun yiksek
basing altinda vyapilmasi 5 bar'dan 10 bar’a vyukseltilmesi dustik tuz
konsantrasyonlarinda tuz reddetme hizini iki kati artirmistir ancak 800 mM tuz
konsantrasyonunda akuaporinli membranin tuz reddetme hizinda bir artis

gorilmemistir.
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Tablo 4.5: Farkh oranlarda ve EcAgpZ iceren membranlarin farkl tuz
yogunluklarinda tuz reddetme kapasiteleri (R), su gecirgenlikleri ve tuz reddetme
hizlari (10 bar basingta).

Proteolipozom Tuz A B
Aki
konsantrasyonu- | Reddetme reddetme (su (tuz
akuaporin gesidi ) hizlan (Jir) | gegirgenligi) | gecirgenligi)
10mM
0.5BL(kontrol) 0.82 5.75 3.71 0.58 1.24
0.5 EC 0.71 11.51 6.41 1.15 4.78
2 BL (kontrol) 0.92 3.29 241 0.33 0.29
2EC 0.60 8.22 3.82 0.82 5.42
100 Mm
0.5BL(kontrol) 0.66 4.11 17.78 0.42 2.07
0.5 EC 0.48 9.86 30.99 1.00 10.59
2 BL (kontrol) 0.85 2.05 12.16 0.21 0.37
2EC 0.54 5.34 20.10 0.54 4.49
800Mm
2 BL (kontrol) 0.25 0.70 7.57 0.08 2.15
2EC 0.42 3.29 61.65 0.39 4.63

Daha net bir kiyaslama yapilabilmesi acisindan 2 mg/mL proteolipozom iceren
membranlarla iki farkli basincta alinan Tablo 4.4 ve 4.5 teki veriler Sekil 4.3'te grafik

olarak gosterilmistir.
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4.4. Akuaporin iceren Membranlarin Glikoz, Ure Ve Gliserol
Filtrasyon Kapasitelerinin Belirlenmesi

Akuaporin iceren membranlarin 10 g/L yogunlugunda glikoz, tre ve gliserol
¢Ozeltileri kullanildiginda ¢ozlndr bileseni reddetme ve su gecirme kapasiteleri 6li-
uglu filtrasyon sistemi ile test edilmistir. Farkli akuaporin miktarlarina sahip
membranlarin (0.5, 1 ve 2 mg/mL proteolipozomlarin) glikoz reddetme kapasiteleri,
su ve glikoz gecirgenlikleri Tablo 4.6 ve Sekil 4.4’te verilmistir. Sonuglar
incelendiginde membran vyizeyindeki akuaporin miktarindaki artisin glikoz
reddetme hizinin artmasini sagladigi gortlmustir. En yliksek deger 1 mg/mL

proteolipozomla hazirlanan membran 32.3 g/m?2.sa gorulmustir.

Tablo 4.6: Akuaporin iceren membranlarin glikoz reddetme hizlari.

Proteolipozom Glikoz
Reddetme
yogunlugu - %) reddetme hizi Aki (Jv) A B
akuaporin gegidi % (Jsr) (g /m2.h)

0.5BL(kontrol) 0.6 14.0 2.2 0.6 1.2
0.5 EC 0.7 6.1 0.8 0.2 0.3
1 BL (kontrol) 0.6+0.1 20.916.8 3.0+1.2 0.9 2.4
1EC 0.6+0.2 32.314.2 4.540.6 1.2 2.6
2 BL (kontrol) 0.8 16.1 21 0.5 0.6
2EC 0.6 25.5 4.4 1.2 3.2
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40,00
32,29
35,00
30,00 20,91 25,47
==
*
tE 25,00
B3
B f} 20,00 16,10
g =
E 5 15,00 13,04
HDO 10,00
6,12
4,52 4,38
5,00 219 3,56 2 05
5 B H0 H0
0,00
kontrol | Ec ko ntrol | E.c ko ntrol
0.5 mg/ml Lipozom 1.0 mg/ml Lipozom 2. Omg/ml Lipozom
Konsantrasyonu Konsantrasyonu Konsantrasyonu
B Glikoz itme hizi (Jsr) 14,04 6,12 20,91 32,29 16,10 25,47
OKararh ak: (Iv) 2,19 0,82 3,56 4,52 2,05 4,38

Sekil 4.4: Farkli akuaporin miktarlarina sahip membranlarin glikoz reddetme hizlari.

1 mg/mL proteolipozomla hazirlanan membranlarin Ure ve gliserol igin elde

edilen verileri

membranlarin  glikoz,

tire ve gliserol

sirasiyla Tablo 4.7 ve Tablo 4.8 gorilmektedir.

reddetme kapasiteleri

Sekil

Akuaporin

4.5'de

kiyaslanmistir. GST-EcAqpZ iceren membranin glikoz gideriminde etkili olmasina

ragmen Ure ve gliserol filtrasyonu icin elverisli olmadigi gortlmustr.

Tablo 4.7: Akuaporin iceren membranlarin tre reddetme hizlari.

Proteolipozom Ure reddetme
Reddetme
yogunlugu - hizi (Jsr) (g v A
(%)
akuaporin gegidi /m2.h)
1 BL (kontrol) 0.5+0.2 28.1+3.3 3.3+1.7 3.7 3.0
1EC 0.5+0.04 29.2+6.5 3.9+0.4 4.4 4.5
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Tablo 4.8. Akuaporin iceren membranlarin gliserol reddetme hizlari.

Proteolipozom Gliserol
Reddetme
yogunlugu - reddetme hizi v A B
(%)
akuaporin cesidi (Jsr) (g /m2.h)
1 BL (kontrol) 0.5F0.1 16.919 4.5%0.5 2.2 4.5
1EC 0.5F0.1 17.5¢1.7 49F1.1 2.4 5.5
40,00 32,29
35,00 28,14 23,21
== 30,00 20,91 2,98
"-—E_:'E, 25,00
¥ 2000 17,50
£ E 15,00
WE 100 4,52 488
5,00 a 56 9 3,85 4,48
FE FEE S
! kun‘trol kontrol | Ec kontrol | E.c
Gllkoz Ure Gliserol
1.0 mg/ml Lipozom Konsantrasyonu
W itme hizi (Jsr) 20,91 32,29 28,14 29,21 16,93 17,50
O Kararli aki (v) 3,56 4,52 3,29 3,85 4,48 4,88

Sekil 4.5. Akuaporinli membranlarin glikoz, tire ve gliserol reddetme hizlar (1
mg/mL proteolipozom yogunlugunda).
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5. TARTISMA VE SONUC

21. yuzyilin en blyilk sorunlarindan biri diinya nifusunun artisiyla artan su
kithgidir [44] ve bu probleme karsi kokli onlemler alinmasi gerekmektedir.
Rezervuarlara yatirirm yapmak, deniz suyunu aritmak, atik su aritimi, bireylerin daha
az su tuketmesini saglamak, su sirketlerinin sizintilari dnlemesini saglamak, bélgeler
arasinda su aktarimi yapmak ve nifusu stabilize etmek bu 6nlemler arasinda
sayilabilir [45]. Deniz suyunun tatli suya donlstirilmesi icin membran ve diger nano
gozenekli materyaller umut verici teknolojiler olarak goriilmektedir. Yiiksek basingla
calisan ters ozmoz (RO), nano filtreleme (NF), ultra filtreleme (UF) ve mikro
filtreleme (MF) ileri teknolojilerdir. Bu islemler yiiksek basing gerektirdigi icin fazla
enerji gerektirir, bu da islemin maliyetini arttirmaktadir. Maliyeti dislirmek icin
daha az enerjiyle daha fazla aritim yapacak yeni membranlarin tasarlanmasi ve
Uretilmesi gerekmektedir.

ince film kompozit (TFC) membranlar tipik asimetrik membranlara kiyasla
daha az enerji tiketimi saglamasi, segiciligi ve Uretkenliginin ylksek olmasi
nedeniyle Uretilmektedirler. Uc tabakadan olusan TFC membranin gozenekli
yapisinin Ustlinde poliyamid tabakasi cogunlukla m-fenilen diamin (MPD) ve
trimesoil klortr (TMC), iki ana aktif monomerden olusmaktadir. TFC membranin
poliamid tabakasinin yapsi optimize edilmesine ragmen vyeterli su gecirgenligine
ulasilamamis bu yiizden yeni tasarimlara ihtiyac duyulmustur. ilk olarak Hoek ve
arkadaslari 2007 yilinda araylizey polimeizasyonu isleminde poliamid reddetme
tabakasina gozenekli zeolit nanopartikiller dahil etmistirler. Gozenekli yapilar boyut
dislama sayesinde ¢ozlinmis tuzlari hari¢ tutarken hidrolik direnci diisiik suyollari

saglamaktadirlar.

Akuaporinler, su molekillerinin gecisine izin veren ve diger tim c¢0Oziinen
maddeleri reddeden nanopartikillerdir. Akuaporin iceren TFC biyomimetrik
membranlarin ticari RO membranlara gére daha fazla su gecirgenligi sagladigi
anlasilmistir. Bakterilerin Uretimi, istenen genin klonlanmasi ve protein eldesi daha
kolay oldugu i¢in akuaporin iceren biyomimetik membran liretiminde en fazla E.coli

akuaporin Z kullanildigr gorilmektedir. Bu calismalarda, akuaporin tasiyic
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lipozomlar farkli metodlar ile membran ylizeyine yerlestirilebilmektedir [9], [46],
[47], [48].

Bu tez galismasi kapsaminda daha 6nce laboratuvarimizda GST tag igeren
PGEX-4T-2 vektorine klonlanmis olan E. coli akuaporin Z tekrar uretilmis ve TFC
membran hazirlamak amaciyla kullanilmistir. GST ylksek protein eldesi, proteolizize
direng ve tek basamakta saflastirma saglamasi agisindan tercih edilmektedir [49].
Akuaporinler membran proteinleri olduklari igin hiicre iginde Uretildikten sonra
hlcre zarina yerlesirler ve hiicre zarindan saflastirilmalari gerekir. Akuaporin-Z
sitaplazmaya tasan kisa N ve C terminali icerir [50]. pGEXT vektoriine klonlanan agp
genleri yaklasik 26 kDa civarinda bir GST afinite kuyrugu tasirlar. Yapilan isik sagilim
Olcimlerinde akuaporinlerin GST ile birlikte ifade edilmelerinin aktivitelerini
bozmadigl tespit edilmistir.

Saflastirilan akuaporinler DOPC lipozomlari igine yerlestirilmis ve m-
phenylene-diamine (MPD) ve trimesoyl chloride (TMC) kimyasallari ile elde edilen
ince film tabakanin icine gomiilerek polisulfon membranlar lzerine Zhao et al. [9]
tarafindan verilen yontem kullanilarak yerlestirilmislerdir. TMC-MPD ince film
tabaka hazirlamasi basit ve ekonomik bir yontemdir. Ayrica mekanik stabilitesi
ylksek oldugu rapor edilmistir [47]. Akuaporin iceren membranlar hazirlanirken
akuaporinlerin lipozomlar igine yerlestirilmeleri proteinlerinin hiicre zarindaki dogal
konformasyonlarinda bulunmalarini saglamaktadir.

lyi bir desalinasyon membraninin tablolarda gosterilen tuz reddetme (R) ve su
gecirme Ozellikleri membranin  degerlendirilmesinde kullanilan en 6nemli
parametlerdir. ideal bir membran yiiksek aki ve yiiksek tuz reddetme kapasitesine
sahip olmalidir. Bu proje kapsaminda lretilen membranlari degerledirecek olursak R
yani tuz reddetme degerleri farklihk gostermekle birlikte E. coli AqpZ iceren
mebranlarin akilarinin oldukca yliksek oldugu farkedilmistir.

Deniz tuzu konsantrasyonuna vyakin bir deger olan 800 mM tuz
konsantrasyonuna sahip solusyon filtre edildiginde akuaporin iceren membranlarin
R degerleri (tuz reddetme degeri) akuaporin iceremeyen control (BL) membranina
kiyasla 3.6 kati daha yliksek bulunmustur.

Literatlire bakildiginda desalinasyon membranlarinin 10 mM veya 100 mM

gibi daha distk tuz konsantrasyonlarinda test edildigi gorilmektedir. Bu tez
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gcalismasinda E. coli akuaporin membranlardan 10, 100 ve 800 mM tuz
konsantrasyonuna sahip solusyonlar farkh basinglarda stiziilmustr. E. coli akuaporin
tasiyan membranlarin performansinda 10 ve 100 mM tuz konsantrasyonlarinda
farkedilir bir iyilesme gorilmezken, 800 mM tuz konsantrasyonunda membranlarin
tuz reddetme kapasitelerinin kontrole kiyasla ylksek oldugu goérulmustar.
Akuaporinli membranlarin su akilarinin yiksek olmasi nedeniyle saatte birim
ylzeyden itilen tuz miktarinin da oldukga ylksek oldugu gorilmustir. Biyomimetik
membranlarin sahip oldugu bu su kanallari su akisinin yikselmesini saglayarak
membranlarin birim zamanda daha fazla tuz reddetmesine neden olmaktadir.

Akuaporin yerlestirilmis membranlarla yapilan filtrasyon sonuglarina
bakildiginda membranda akuaporin miktari artirildik¢a su gegisinin (A) hizlandigini
gostermistir. Su gecisinin hizli olmasi birim zamanda itilen tuz miktarinin da fazla
olmasini saglamaktadir. Tablolar incelendiginde akuaporin iceren membranlarda
birim zamandaki su akisi ve tuz reddetme hizlarinin yiiksek oldugu gorilir. Ancak su
akisinin hizlanmasi % reddetme degerinde disise neden olmaktadir. Dolayisiyla
filtrasyondaki tuz miktari yani tuz gegirgenligi de artmaktadir. ideal bir membranda
su akisinin yiksek olmasi tuz gecirgenliginin ise dislik olmasi istenmektedir. Bu
degerler tuz reddetme tabakasi olan ince film tabakanin saglamligindan ve 6l uclu
filtrasyon sistemindeki basingli ortamdan etkilenebilmektedir. Ozellikle yiiksek tuz
konsantrasyonuna (800 mM) sahip solusyon stziildiiglinde hazirlanan membranlarin
tuz gecirgenligi degerleri (B degeri) yiksek bulunmustur. Membran yizeyinde
olusan konsantrasyon polarizasyonu B degerinin yikselmesinin en énemli nedeni
olarak gorilmektedir.

AQP ailesinin bazi Uyeleri, yliksek su tasima oranlarinda bile lire, gliserol ve
glikoz gibi kiiclik ¢cozlinenler icin mikemmel ¢o6ziinme tutma yeteneklerine sahiptir
[51], [52]. Kumar ve arkadaslari AqpZ-ABA membraninin tuz, glukoz, lre ve gliserol
gibi kiglk c¢oziinen maddeler (zerindeki su icin seciciligi gosterilmistir [38].
Tasarlanan AqgpZ-DOPC membranlar ayni zamanda gliserol, glukoz ve {renin
filtrasyonu amaciyla da kullanilmistir. E.coli Aqp-Z iceren membranlarin lipozom
iceren membranlardan reddetme kapasitelerinin yaklasik ayni oldugu gozlenmistir.
Yoon ve arkadaslari sliziinti akisinin ters ozmoz ve nanofiltrasyon membranlarda

Urenin tuzdan daha fazla hizda stizdigi gozlenmistir [53]. Yapilan ¢calismada E. coli
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akuaporini ile hazirlanan membranlarin-glikoz, tire ve gliserol igin tuzdan daha hizli
suzdiglu gozlenmistir. Bu tez kapsaminda gelistirilen E. coli akuaporini igeren
membranlar yiiksek tuz konsantrasyonunda tuz reddetme kapasiteleri (R degerleri)
yaklasik % 35 civarinda seyretmektedir. Membranlarin deniz suyunun hizli bir
sekilde tuzsuzlastirilmasinda kullanim potansiyeli yiksektir. Deniz suyunun % 99
oraninda tuzdan arindirilabilmesi icin bu tez ¢alismasinda Uretilen biyomimetik
membranlar seri halinde c¢alistirilabilir. Tez calismasi kapsaminda membran ylizeyine
yerlestirilen akuaporin miktari artirildiginda su akisinin yikselmesine karsin tuz
reddetme degerinde fazla disiis olmadigl gorilmistlir. Bu sonug akuaporinlerin
suyu gegcisine izin verirken tuz molekdllerini gegirmedigini gostermektedir. Bu
¢alismada akuaporinlerinlerin biyomimetik membran tasariminda kullanilabilecek

ideal ajanlar oldugu gosterilmistir.
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Sekil B1.1: Thermoficher protein merdiveninin cizelge sayfasi.
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Lot specific

MW* kDa Protein Source

- - 117 p-galactosidase  E.coli

- g5 Bovine serum bovine plasma
albumin

e - 49 Ovalbumin chicken egg white
Carbonic ’

- - 34 anhydrase bovine erythrocytes

- 25 B-lactoglobulin  bovine milk

—— 19 Lysozyme chicken egg white

12% Tris-glycine SDS-PAGE

Sekil B1.2: Fermentas MW Markerini Proteini
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