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OZET

Bu calismanin amaci, hidrofilik bir amino asit olan L-aspartik asitin ekstraksiyonunu ters misel siste-
miyle incelemektir. Son yillarda, amino asitlerin fermentasyonla Uretimi giderek 6nem kazanmakta-
dir. Bu amino asitler, sulu ¢ozeltilerinde seyreltik olarak bulunurlar ve liretim ortamlarinda fazla bu-
lunan substrat, inorganik tuzlar ve yan Uriinlerden ayrilmasi gerekmektedir. GliniimUzde ters misel
ekstraksiyonu ile amino asitlerin, Gretim ortamindan ayrilmasi lizerine ¢alismalar yogunlasmistir. Bu
calismada, ters misel fazi; ylizey aktif madde olarak, aliquat-336, es ylizey aktif madde olarak, 1-de-
kanol ve apolar ¢6ziicli olarak izooktan icermektedir. Deneyler 150 rpm karistirma hizinda, 30 °C'da,
60 dakika sure ile esit hacimde ters misel ve sulu fazlar ile gerceklestirilmistir. L-aspartik asit derisi-
mi sivi kromatografi (HPLC) ile analizlenmistir. Ekstraksiyon verimi, pH ve aliquat-336 derisiminin art-
masiyla ve baslangi¢c amino asit derisiminin azalmasiyla artmistir. Maksimum ekstraksiyon verimi (%
68) pH 12'de, ylizey aktif madde derisimi 200 mM'da ve baslangi¢c amino asit derisimi 5 mM'da elde
edilmistir.

Anahtar kelimeler : L-aspartik asit, Amino asit, Ters misel, Ekstraksiyon, Aliquat-336.

ABSTRACT

The aim of this study is to investigate the extraction L-aspartic acid which is a hydrophobic amino
acid with reverse micelle system. Production of amino acids by fermentation has been more impor-
tant in recent years. These amino acids are obtained in dilute aqueous solutions and have to be se-
parated from excess substrate, inorganic salts and by-products. Recently, separation of amino acids
from fermentation media by reverse micelle extraction has received a great deal of attention. In this
study, reverse micelle phase includes aliquat-336 as a surfactant, 1-decanol as a co-surfactant and
isooctane as an apolar solvent. Experiments were performed at 150 rpm stirring rate, at 30 °C, for 30
min extraction time with equal volumes of reverse micelle and aqueous phases. Concentration of
L-aspartic acid was analyzed by liquid chromatography (HPLC). The extraction yield increased with
increasing pH and aliquat-336 concentration and with decreasing initial amino acid concentration.
Maximum ekstraction yield (68 %) was obtained at pH of 12, surfactant concentration of 200 mM and
an initial amino acid concentration of 5 mM.

Keywords : L-aspartic acid, Amino acid, Reverse micelle, Extraction, Aliquat-336.

1. GiRi$

Amino asitler, proteinlerin yapi taslaridir ve can-
I organizmalarda 6zel dokularin yenilenmesi, bi-
ylume, kas yapimi gibi biyofiziksel fonksiyonla-
rin kontrol edilmesinde bilgi tasima kapasitele-

alanlarindan dolayi diinyada yillik amino asit ta-
lebi % 5 ile 10 arasinda artmaktadir (Kirk ve Oth-
mer, 1992).

L-aspartik asit, esansiyel olmayan, asidik karak-
terli bir amino asittir. Sitrik asit cevriminde diger

rine sahiptir. Ayrica amino asitler ve tiirevlerinin,
farmasotik, kozmetik, gida ve tarim alanlarinda
genis kullanim alanlari vardir. Bu genis kullanim

amino asitler ve biyokimyasal maddelerin sentez-
lenmesinde rol oynar. Canlilik, gli¢ ve kuvvet ver-
digi icin yorgunluga iyi gelir (Pamuk, 2000). Gida
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sanayiinde ¢ok yaygin kullanilan ve disiik kalori-
li bir tatlandirici olan aspartamin girdi maddele-
rinden biridir. Aspartama olan talebin fazla olma-
si L-aspartik asitin diinya piyasasindaki ticari de-
gerini artirmistir (Kirk ve Othmer, 1992).

L-aspartik asit, fumarik asit ve amonyaktan 1958’
den beri, kesikli ve surekli sistemde, enzimatik
veya mikrobiyal biyotransformasyonla Giretilmek-
tedir (Chibata v.d., 1974; Tosa v.d., 1974; Sato v.d.,
1979; Fusee v.d., 1981; Chao v.d., 2000; Aydogan
v.d., 2007). Enzimatik yontem oldukga hizli ve ba-
sittir. Ancak mikroorganizmadan ekstrakte edi-
len enzim tutuklandiginda, kararliliginin enduist-
riyel uygulamalar icin yeterli olmadigi belirtilmis-
tir (Chibata v.d., 1974). L-aspartik asitin stirekli en-
distriyel Gretimi tutuklanmis Escherichia coli hlic-
releriyle 1973 yilindan beri Tanabe Seiyaku Co.
Ltd. (Japonya) tarafindan yapilmaktadir (Sato v.d.,
1993). Glutamik asit, lizin, treonin, 16sin ve diger
bircok amino asit de fermentasyonla Uretilmek-
tedir. Bu amino asitler, sulu ¢ozeltilerinde seyrel-
tik olarak elde edilirler ve tretim ortamlarinda d6-
nismeden kalan substrat, inorganik tuzlar ve yan
uriinlerden ayrilmasi gerekmektedir. Ayirma, ge-
nellikle deristirme ve kristalizasyon gibi adimlari
icermektedir ve Uretim masraflarinin % 50'si ka-
dar olabilmektedir (Eyal ve Bressler, 1993).

Amino asitleri ayirma yontemlerinden sivi-sivi
ekstraksiyonu, ¢cozeltiler seyreltik oldugundan uy-
gun olmamaktadir. Klasik iyon degistirme ve di-
ger yontemler ise 6nemli yatirim gerektirmekte-
dir (Boyadzhiev ve Atanassova, 1991). Son yillar-
da ters misel sistemler, amino asitleri ve protein-
leri, seyreltik ¢cozeltilerinden ayirmakta sikca kul-
lanilan ve diger yontemlere alternatif bir ayirma
yontemi olarak dikkat cekmektedir. Ters misel sis-
temler, secicilik, esneklik, az islem basamaklari
icermesi ve disuk enerji tiketimi gibi avantajla-
ra sahip oldugundan 6zellikle biyokimyasal pro-
seslerde tercih edilen bir ayirma prosesidir (Thien
ve Hatton, 1988).

Apolar bir ¢ozlci icinde, nanometre blyUkli-
glnde dagilmis ylzey aktif madde kireciklerine
ters misel denir. Bu kiiresel yapilarin ici sulu mikro
havuz icerir ve polar olan amino asit, enzim, pro-
tein gibi maddeleri ¢ozer. Bu sulu mikro havuz bi-
yoaktif maddelerin denatiire olmadan ¢ézlinme-
sine ve dogal yapisini korumasina izin verir. Ters
misel sistemlerle ayirma, yukli bilesikler haline
gelebilen maddeler icin daha uygundur. Bu yon-
temle ayirmada, elektrostatik kuvvetler etkindir
ve ayirmayi ylzey aktif maddeler saglarlar (Krei

ve Hustedt, 1992). Yiizey aktif maddeler, anyo-
nik, katyonik ve non-iyonik tipte olabilmektedir-
ler. Yuizey aktif maddenin se¢imi, ayirmak istenen
amino asit veya proteinin ozellikleri dikkate ali-
narak yapilmaktadir. Amino asitler veya protein-
ler izoelektrik noktalarindan dustik pH’ larda kat-
yonik, yiksek pH’ larda anyonik, izoelektrik nok-
talarinda ise noétral 6zellik gostermektedir. Ami-
no asitler, Aerosol OT (AOT) gibi anyonik ylzey
aktif maddelerle dusuk pH'larda ayrilirken, aliqu-
at-336 gibi katyonik yilizey aktif maddelerle yiik-
sek pH' larda ayrilirlar. Bazi ylizey aktif maddeler
(aliquat-336, dodmac vb.) kararli bir ters misel sis-
temi olusturabilmek icin es ylizey aktif maddeye
(hekzanol, 1-dekanol vb.) ihtiya¢ duymaktadir. Es
ylizey aktif maddeler, amino asitlerin veya prote-
inlerin ters misel fazina ilgisini artirirken, sistemin
kararhihgini saglamaktadirlar (Boyadzhiev ve Ata-
nassova, 1991; Ichikawa, 1992; Hossain, 2000).

Luisi v.d., (1979), triptofanin, katyonik bir ylizey
aktif madde olan aliquat-336 ile ekstraksiyonu-
na elektrostatik etkilesimlerin etkisini incelemis-
lerdir. Yuksek pH degerlerinde negatif yiike sahip
triptofanin % 90’ nini ekstrakte etmislerdir. Trip-
tofan nétral halde iken aliquat-336 ile arasinda-
ki elektrostatik etkilesimler azaldigindan dolayi %
10'unun ekstrakte edildigini belirtmislerdir. Nishi-
ki v.d., (2000), AOT/izooktan ters misel sistemin-
de fenilalanin ekstraksiyonunu pH 1.4-2.3 aral-
ginda incelemislerdir. AOT anyonik bir ytizey ak-
tif madde oldugundan, pH'nin 1.4%e azalmasiy-
la pozitif yiikle ylklenen fenilalaninin, ekstraksi-
yon verimi artmistir. Sulu fazdaki baslangig feni-
lalanin derisimi azaldiginda ve ters misel fazin-
daki AOT derisimi arttiginda ekstraksiyonun art-
tigini belirtmiglerdir. Liu v.d., (2004), fermantas-
yonla Uretilen nattokinaz enziminin AOT/izook-
tan sisteminde ayrilmasini incelemislerdir. Eks-
traksiyonun, elektrostatik etkilesimlerle yiridu-
ginil ve dengeye ulasma siiresinin 8 dakika oldu-
gunu belirtmislerdir. incelenen pH araliginda or-
tamin pH'si1 5'den 9’ a cikarildiginda ekstraksiyo-
nun azaldigi ve AOT derisimi arttik¢a enzim kaza-
niminin arttigi belirtilmistir. Maksimum ekstrak-
siyon verimine (% 50), pH 5’te ulasmislardir. Bo-
yadzhiev ve Atanassova (1991) L-lisinin sulu sey-
reltik ¢ozeltisinden, anyonik bir yiizey aktif mad-
de olan di-2etilhekzilfosforik asit (D2EHPA) ve
apolar ¢ozlci olarak n-dekan kullanarak ayrilma-
sini incelemislerdir. Lisinin, katyonik formda ol-
dugu pH 8.95 (pK,) degerinde, D2EHPA ile ayril-
masinin uygun oldugunu belirtmislerdir. Cardo-
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so v.d., (1999), aliquat-336/hekzanol/n-heptan
ters misel sisteminde hidrofilik, az hidrofobik ve
hidrofobik yapiya sahip olan amino asitlerden si-
rasiyla L-aspartik asit, fenilalanin ve trip-
tofanin ekstraksiyonunu incelemislerdir. Ekstrak-
siyona, yik ve amino asit tlriinlin etkisini ince-
lemek amaciyla, ortam pH’sini degistirerek ami-
no asitlerin net yikiini O'dan -1'e degistirmis-
ler ve L-aspartik asit icin % 0'dan % 2'ye, fenilala-
nin igin % 4'den % 45'e ve triptofan icin %
20'den % 80’ artis oldugunu belirtmislerdir. Ay-
dogan ve ark. (2007), L-aspartik asit Uretimini Esc-
herichia coli (ATCC 11303) mikroorganizmasini
kullanarak biyotransformasyonla gerceklestirmis
ve Uretim ortamindaki L-aspartik asitin, aliquat-
336/1-dekanol/izooktan ters misel sistemiyle eks-
traksiyonunu incelemislerdir. Mikro enjeksiyon ile
ters misel fazina hapsedilen L-aspartik asiti % 55
verimle elde etmislerdir. Dovyap v.d., (2006), sulu
fazdaki L-isolosinin, aliquat-336/1-dekanol/izo-
oktan ters misel sistemi ile ayrilmasini incelemis-
lerdir. Sulu fazda 5 mM L-isol6sinin derisimi icin
pH 12'de 100 rpm karistirma hizinda, 200 mM ali-
quat-336 derisiminde % 82 ekstraksiyon verimine
ulasmislardr.

Bu calismada, hidrofilik yapida bir amino asit olan
L-aspartik asitin, yeni bir ayirma yéntemi olan ters
misel sistemlerle ekstraksiyonu incelenmistir. Bu-
rada, yuizey aktif madde olarak; aliquat-336, es yu-
zey aktif madde olarak; 1-dekanol ve apolar ¢6-
zlicl olarak; izooktandan olusan organik faz kul-
lanilmis ve L-aspartik asit ekstraksiyonunu etkile-
yen parametreler incelenmistir. Bu calisma sonu-
cunda elde edilen bilgiler, hidrofilik yapidaki tim
amino asit, enzim ve proteinlerin saflastiriimasi
icin bilgi kaynadi olacaktir.

2. MATERYAL VE YONTEM
2. 1. Kimyasallar

Bu calismada kullanilan, model amino asit,
L-aspartik asit (A-9256) ve ylizey aktif madde, ali-
quat-336 (A-20,561-3) Sigma-Aldrich (Steinheim,
Germany)'den, es ylizey aktif madde, 1-dekanol
(M-803463), apolar ¢oziicl, izooktan (M-104727)
ve sulu fazin pH’sini ayarlamakta kullanilan NaOH

(M-106462) Merck (Darmstad, Germany)'den sa-
tin alinmustir.

2.2, L-Aspartik Asit Ekstraksiyonu

L-aspartik asit esansiyel olmayan, hidrofilik yapi-
da, asidik karakterli bir amino asittir. Yapisinda bir
amin, iki karboksilik asit grubu bulunur. L-aspartik
asitin ozellikleri Tablo 1'de verilmistir.

Tablo 1. L-Aspartik asitin 6zellikleri (Kirk, ve Othmer,
1992).
2-aminobutandioik asit

Sistematik adi

,
j—=a]

Acik Formilii ﬂ il =
Kapali Formulu CH.NO,
GOriinimu Beyaz Kristal
Molekil Agirligi 133.1 g/mol
Erime Noktasi 271 °C
izoelektrik Nokta 2.98
pK, 1.88
pK 4.20
pK, 9.62

Sulu fazda bulunan L-aspartik asitin ekstraksiyo-
nu icin, ters misel sistemi olarak aliquat-336/1-
dekanol/izooktan kullanilmistir. Aliquat-336, yu-
zey aktif madde, 1-dekanol, es yiizey aktif madde
ve izooktan, apolar ¢ozliclidir. Sulu faz, L-aspartik
asitin belli derisimlerde hazirlanan ¢ozeltisi olup,
pH’si 10 N NaOH ile ayarlanmistir.

Ters misellerle ekstraksiyonda yuritlicl kuvvet,
L-aspartik asit ile ylizey aktif madde arasinda-
ki elektrostatik etkilesimlerdir. Aliquat-336, kat-
yonik yapida bir yiizey aktif madde oldugundan,
sulu fazdaki L-aspartik asit’ in ekstrakte olabilme-
si icin anyonik yapida olmasi gerekmektedir. Sulu
fazdaki L-aspartik asit’in net ylkinin pH'ya bag-
hhgr Sekil 1'de gosterilmistir (Garcia v.d., 1999).

Sekil 1'den gorildugu gibi L-aspartik asit, pK,
(9.62)'den sonra tamamen negatif yiikle ylklen-
mekte ve ylizey aktif madde ile arasindaki etkile-
simler en kuvvetli olarak bu degerden sonra ol-
maktadir. Sulu fazdaki L-aspartik asit, elektrosta-
tik etkilesimlerle su-organik faz ara yiizeyine ge-
lir, yizey aktif maddeler tarafindan etrafi sarilir

AFy -H" sy -H NHy -H NH,
HOOC-CHy- CH-COOH < Rooc-Cif,- CH- 000~ +— -00C- Cy CH-C00" < -00C- ¢H, CH €00
+H' +H" +H"
| I I I I I
0 pK, (1.88) pI(2.98) pK(4.20) pK; (9.62)

14

Sekil 1. L-aspartik asit yiikiiniin pH’ya baghihgi.
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ve ters misel kiireciklerinin mikro havuzunda ¢6-
zUnUr boylece ters misel fazina ekstrakte edilmis
olur (Sekil 2).

Mikro havuz

‘I Yiizey aktif madde

Sekil 2. Ters misel sistemi diyagrami.

Ters misel ile L-aspartik asit’ in ekstraksiyonu,
amino asitin negatif ylkli oldugu pH degerle-
rinde (pH>pK), sulu faz (SF= 20 mL) ve ters misel
fazi (TF=20 mL) iceren, 100 ml hacimli erlenlerde,
30°C(T) sicaklikta, 150 rpm (N) karistirma hizinda
orbital calkalayicida gergeklestirilmistir.

Ekstraksiyon sonunda karisim, 9500 rpm'de 15
dakika santriftjlenmis ve fazlar ayrilmistir. Sulu
fazin pH’si pH metre ile 6l¢lilmis ve denge pH’si,
ekstraksiyon 6ncesi pH degeri ile ayni bulunmus-
tur. Sulu fazda kalan L-aspartik asit derisimi HPLC
analizi ile ters misel fazindaki L-aspartik asit deri-
simi ise kiitle dengesinden belirlenmistir. Ekstrak-
siyon verimi (Y) ve dagilma katsayisi (K,) asagida-
ki gibi hesaplanmistir.

% Ekstraksiyon verimi (Y)

CLo — CL

Y= x100

Lo

CLo _CL

Dagilma katsayisi (K,)= C
L

Burada;
CLo : Baslangicta sulu fazdaki L-aspartik asit
derisimi (mM),
C_ : Ekstraksiyon sonunda sulu fazdaki L-aspartik
asit derisimi (mM),
2. 3. Analiz

Ekstraksiyon sonucu sulu fazda kalan L-aspartik
asit derisimi HPLC ile analizlenmistir. Ornekler,
OPA Labeling yontemi ile 6n tirevlendirilmistir
(Roth, 1971). Bu yonteme gore pH si1 9.5'e ayarla-
nan 90 mL sodyum tetraborat tamponu (0.05 M),
1.5 mL o-ftalaldehit (10 mg/mL etanol) ¢ozelti-
si ve 1.5 mL 2-merkaptoetanol (5 uL/mL etanol)
¢ozeltisi ile kanstinihr. Bu tampon ¢ozelti oda si-

cakliginda 2 saat kararl kalabilmektedir. 100 uL
L-aspartik asit ¢ozeltisi, 3 mL tampon ¢ozelti ile
karistirlmis ve oda sicakliginda 3 dakika turev-
lendirildikten sonra Tablo 2'de verilen kosullarda
analizlenmistir.

Tablo 2. HPLC analiz kosullari.

Cihaz Thermo Finnigan Spectra
Kolon Nucleosil C18
Kolon sicakhgi 30°C
Enjeksiyon hacmi 10 uL
Cozlicu Sistemi A: Methanol

B: Tetrahidrofuran(% 0.005 v/v)
- Metanol(% 0.095 v/v) - 0.1 M
Sodyum Asetat( % 0.9 v/v)

Akis hizi 1 mL/dak
Dedektor uv
Dalga boyu 340 nm
3.SONUCLAR

3. 1. Ekstraksiyon Siiresinin Belirlenmesi

Ters misel sistemlerinde ekstraksiyonun denge-
ye ulasma suresi belirlenmelidir. Aliquat-336/1-
dekanol/izooktan ters misel sisteminde L-aspartik
asitin, dengeye ulagsma suresi incelenmistir. Sulu
fazdan alinan 6rnekler analizlenmis ve 15 dakika-
dan sonra L-aspartik asit derisiminde énemli bir
azalma olmadigi belirlenmistir. Sekil 3'den goril-
digi gibi L-aspartik asit icin dengeye ulasma su-
resinin 15 dakika oldugu bulunmustur.

L-asp derigimi
(mM)
B [e>)

N
L

o

15 30 45 60 75 90
t (dakika)
Sekil 3. L-aspartik asit derisiminin zamanla degisimi
(T=30°C, pH=10.5, N=150 rpm, TF=200 mM
aliquat-336, % 20 v/v 1-dekanol, izooktan).

3. 2. Ekstraksiyona pH Etkisi

o

Ters misellerle ekstraksiyonda yurutlcl kuvvet,
elektrostatik etkilesimler oldugundan ortam pH’
si ekstraksiyon verimini ve dagilma katsayisini ol-
dukca fazla etkilemektedir. Aliquat-336, katyonik
bir ylizey aktif madde oldugundan, L-aspartik asi-
tin, zit yuke sahip oldugu yiiksek pH larda (bkz.
Sekil 1) deneyler gerceklestirilmistir.
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Sekil 4. pH’'nin dagilma katsayisina etkisi (C =10
mM, T=30 °C, N=150 rpm, TF= 200 mM aliquat-336, % 20
v/v 1-dekanol, izooktan).

Sekil 4den goriuldiga gibi pH arttikca, K dege-
ri yaklasik 3.5 kat artmistir. Ortam pH’ si arttik-
ca, L-aspartik asit’ in negatif net ylki artar ve pH
12'de en yiksek degeri olan -2'ye ulasir (Garcia
v.d., 1999). Bundan dolayi pH 12'ye kadar dagil-
ma katsayisi artmis, daha sonra net yukteki degis-
me sabitlenince dagilma katsayisinda artig gorul-
memistir. Literatlirdeki calismalardan da gorildu-
gl gibi hedef madde ile ylizey aktif madde ara-
sindaki net yik farki arttikca ekstraksiyon veri-
mi artmaktadir (Boyadzhiev ve Atanassova, 1991;
Luisi v.d., 1979; Nishiki v.d., 2000; Cardoso v.d.,
1999; Dovyap v.d., 2006). Bu calismada 10 mM
baslangi¢ amino asit derisimi icin, aliquat-336/1-
dekanol/izooktan sisteminde pH 12’ de ekstraksi-
yon verimi % 62, dagilma katsayisi 1.60 elde edil-
mistir.
3. 3. Ekstraksiyona Baslangi¢ L-aspartik Asit Deri-
siminin Etkisi
Fermentasyonla Uretilen L-aspartik asit ve di-
ger bir ¢cok amino asit, sulu ¢ozeltilerinde seyrel-
tik olarak elde edilirler. Bu yiizden ters misel sis-
temleri seyreltik ¢ozeltilerden biyoaktif maddele-
rin ayrilmasinda etkili bir yontemdir (Garcia v.d.,
1999). Tablo 3'den, L-aspartik asit derisiminin art-
maslyla dagilma katsayisinin ve ekstraksiyon veri-
minin azaldigi gorilmektedir.

Tablo 3. Ekstraksiyona baslangi¢ L-aspartik asit

derisiminin etkisi (pH=12, T=30°C, N = 150 rpm, TF= 200
mM Aliquat-336, % 20 v/v 1-dekanol, izooktan).

C.,mM K, %Y
5 2.04 68
8 1.82 65
10 1.60 62
20 1.24 55
200 0.26 21

Ters misel fazindaki ylizey aktif maddeler amino
asit molekullerini iclerine hapsederek doygunlu-

ga ulasmaktadir dolayisiyla baslangi¢ L-aspartik
asit derisiminin artmasiyla dagiima katsayisi ve
ekstraksiyon verimi azalmistir. En yuksek dagil-
ma katsayisi ve ekstraksiyon verimi, 5 mM amino
asit derisiminde sirasiyla 2.04 ve % 68 bulunmus-
tur. Literattirdeki diger calismalar da diisiik amino
asit derisimlerinde (5-10 mM) gerceklestirilmistir
(Boyadzhiev ve Atanassova, 1991; Luisi v.d., 1979;
Nishiki v.d., 2000; Dovyap v.d., 2006). Buradan ters
misel sistemlerin seyreltik sistemler icin daha uy-
gun oldugu gorilmektedir.

3. 4. Ekstraksiyona Yiizey Aktif Madde Derisi-
minin Etkisi
Ters misel sistemlerde ayirmayi saglayan yulzey
aktif madde derisiminin artmasi ekstraksiyon ve-
rimini artirmaktadir. Aliquat-336 derisiminin eks-
traksiyona etkisini incelemek icin 50, 100, 150 ve
200 mM derisimlerinde deneyler gerceklestiril-
mistir.
Sekil 5'den gorildigu gibi ters misel fazindaki yu-
zey aktif madde derisiminin artmasi ara ylizeydeki
ters misellerin sayisini artirdigindan organik faza
ekstrakte olan L-aspartik asit miktari artmistir. Bu-
rada aliquat-336 derisimi 50 mM'dan 200 mM art-
tikca, dagilma katsayisi yaklasik 5 kat artmistir.
0,7
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0,5 1
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50

100 150
Aliquat-336 derisimi (mM)
Sekil 5. Yiizey aktif madde derisiminin dagilma
katsayisina etkisi (C,,=20 mM, T=30°C, pH=10.5,
N=150 rpm, TF=aliquat-336, % 20 v/v 1-dekanol,

izooktan).

200

4. TARTISMA

Amino asitler proteinlerin yapi taslaridirlar ve can-
li organizmalarda 6zel biyofiziksel fonksiyonlarin
kontrol edilmesinde bilgi tasima kapasitelerine
sahiptirler. Ayrica gida, tip ve farmasotik alanla-
rinda genis kullanim alanlari vardir. Amino asitler
kimyasal sentez, enzimatik veya fermentasyon-
la Uretilmektedir. Fermentasyonla Uretimlerinde
amino asitler ekonomik olarak elde edilmektedir
ve son yillarda, dogal olarak Uretime talebin art-
masindan dolayi, fermentasyonla Gretim giderek
onem kazanmaktadir (Kirk ve Othmer, 1992).
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Ancak fermentasyonla Uretimde amino asitler
sulu cozeltilerinde seyreltik olarak elde edilirler.
Bu ylizden amino asitlerin ve diger biyoaktif mad-
delerin (enzim, protein, DNA vb.) fermentasyon
ortamindan ayrilmasi ve saflastirilmasi icin ters
misel sistemi kullanimi konvansiyonel prosesle-
re alternatif olarak gelismektedir (Aydogan v.d.,
2007; Goto v.d., 1997).

Bu calismada, farmasétik kimya, deterjan, gida
sanayiinde ve tarimda genis kullanim alanina sa-
hip bir amino asit olan L-aspartik asitin, aliquat-
336/1-dekanol/izooktan ters misel sistemi ile ay-
rilmasi gerceklestirilmistir. Ters misel sistemi ola-
rak katyonik 6zellik gosteren, bir yiizey aktif mad-
de (aliquat-336) secilmistir. Ters misellerle ayir-
ma, elektrostatik kuvvetlerle gerceklesmektedir.
Literatiirde, amino asitlerin veya enzimlerin net
yukleri, ylizey aktif madde ile zit ylke sahip oldu-
gunda ekstraksiyonun gerceklestigi belirtilmistir
(Garcia v.d., 1999). Aliquat-336 daima pozitif ylk
tasidigi icin, L-aspartik asitin sulu ¢ozeltideki iyo-
nik dengelerinden yararlanarak (bkz $Sekil 1), yapi-
sindaki protonlari tamamen kaybettigi ve nega-
tif yuke sahip oldugu pH degerlerinde ¢alisiimis-
tir. L-aspartik asitin bu yiizey aktif madde ile eks-
trakte edilebilmesi icin en uygun pH degerinin 12
oldugu bulunmustur. Cardoso v.d., (1999), aliqu-
at-336/hekzanol/n-heptan sisteminde pH 12'de
150 mM baslangi¢ derisimindeki L-aspartik asi-
tin % 20 sini ekstrakte edebilmislerdir. Literattir-
deki, ters misel sistemler, daha ¢ok seyreltik sis-
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temlere uygulandigindan (Boyadzhiev ve Ata-
nassova,, 1991; Luisi v.d., 1979; Nishiki v.d., 2000;
Dévyap v.d., 2006) Cardoso vd. ekstraksiyon ve-
rimini dlslk bulmuslardir. Bu calismada da bas-
langi¢ L-aspartik asit derisiminin ekstraksiyona et-
kisi incelenmis ve amino asit derisimi arttiginda,
dagilma katsayisinin azaldigi ve 5 mM L-aspartik
asit derisiminde 2.04 iken, 200 mM derisiminde
ise 0.26 oldugu bulunmustur. L-aspartik asit icin
ekstraksiyon denge suresi, Cardoso v.d., (1999)
nin calismalarindaki gibi 15 dakika bulunmustur.
Ters misel fazindaki ylizey aktif madde derisimi-
nin artmasi, ters misellerin sayisini artirdigindan
ekstraksiyon verimini ve dagilma katsayisini artir-
maktadir. Ylzey aktif madde derisiminin 4 kat art-
masi dagilma katsayisinda 5 kat artisa neden ol-
mustur.

Sonug olarak, 200 mM aliquat-336/1-dekanol (%
20 v/v)/izooktan ters misel sistemi ile pH 12'de 5
mM baslangi¢ amino asit derisiminde % 68 eks-
traksiyon verimine ulasilmistir. L-aspartik asit icin
aliquat-336/1-dekanol/izooktan ters misel siste-
minde elde edilen bu bilgiler hidrofilik yapidaki
diger biyoaktif maddelerin seyreltik ¢ozeltilerin-
den kazanilmasina yardimci olacaktir.
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