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OZET

Antikorlar, ¢esitli proteinler, DNA ve organik molekiiller gibi bir¢ok tiir, molekiiler
baskilama yonteminde, bu yapiya 6zgli ve secici polimerler sentezlemek i¢in kalip olarak
kullanilabilir. Bu ¢aligmada, aflatoksin M1 molekiillerine 6zgii bosluklara sahip olan
baskilanmis polimer sentezlenmis, aflatoksin M1’in Kkarakteristik taninmasi1 ve ortamdan
ayrilabilmesi i¢in su ve siit 6rneklerinde uygulamalar1 yapilmistir. Molekiiler baskilanmig
polimerlerin (MIP) kolaylikla ortamdan ayrilabilmesi igin polimerin merkezinde ¢ekirdek
olarak manyetik nanopargaciklar (MNP) kullanildi. Molekiiler baskilanmig manyetik
nanopargaciklar (MIP-MNP) yiizeyde baskilama yontemi kullanilarak sentezlendi. MNP ‘ler
Fe** : Fe* bazik ortaminda c¢oktiirme yontemi ile sentezlendi. MNP’lerin yiizeyinde
polimerizasyonun  baglaticisi  olarak  viniltrimetoksisilan ~ (VTMS)  kullanildi.
Polimerizasyonda 2-hidroksietilmetakrilat (HEMA) fonksiyonel monomer olarak kullanildi
ve etilenglikoldimetakrilat (EGDMA) ise gapraz baglayici olarak kullanildi. Yiizeyde
baglatilan polimerizasyon islemi uygulanarak hazirlanan MIP-MNP’lerin hazirlanmasi 2
saatlik yiizeyde baskilama sonucunda tamamlandi. Elde edilen MIP-MNP'ler aflatoksin M1
molekiillerine kars1 yiiksek ilgi ve segicilik gosterdi.
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ABSTRACT

Many species such as antibodies, various proteins, DNA and organic molecules can be used
as templates in molecularly imprinting to synthesize specific and selective polymers of this
structure. In this study, imprinted polymer with specific spaces for aflatoxin M1 molecules
was synthesized, and applications were made in water and milk samples for the characteristic
recognition and separation of aflatoxin M1. Magnetic nanoparticles (MNP) were used as a
core in the center of the polymer so that the molecularly imprinted polymers (MIP) can be
easily separated from the medium. Molecularly imprinted magnetic nanoparticles (MIP-
MNP) were synthesized using the surface imprinting method. MNPs were synthesized by
precipitation method in Fe?*: Fe3* basic medium. Vinyltrimethoxysilane (VTMS) was used
as the initiator of polymerization on the surface of MNPs. In the polymerization, 2-
hydroxyethylmethacrylate (HEMA) was used as functional monomer and
ethyleneglycoldimethacrylate (EGDMA) was used as crosslinker. The preparation of MIP-
MNPs, which were prepared by applying the polymerization process initiated on the surface,
was completed after 2 hours of printing on the surface. The resulting MIP-MNPs showed
high affinity and selectivity towards aflatoxin M1 molecules.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

emu g Manyetik moment

mg Miligram

mL Mililitre

ng Nanogram

°C Derece Celcius
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AfM1 Aflatoksin M1

AfM2 Aflatoksin M2

APS Amonyum persiilfat

DLS Dinamik 151k sagilmasi
DVB p-divinilbenzen

EGDMA Etilen glikol dimetilakrilat
GTX Gonyautoksin

HEMA 2-Hidroksietil metakrilat
MAA Metakrilik asit

MIP Molekiiler baskili polimer
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MNP Manyetik nanopargacik
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1. GIRIS

Bazi kiif mantarlari, uygun ortam kosullarinda mikotoksin adi verilen toksik metabolitleri
olusturabilir. Bu mantarlarin baslicalart Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria,
Claviceps adiyla bilinen mantarlardir. Bu mantarlarin olusturdugu mikotoksinler, ¢esit ve
miktarlarina bagl olarak agiz, soluma veya deri yollariyla maruz kalindiginda insan ve

hayvan saglig1 iizerinde olumsuz etkilere neden olabilmektedir [1].

Birlesmis  Milletler Gida ve Tarim  Orgiitii'niin  verilerine  gore, diinya
genelinde iiretilen tarim {iriinlerinin yaklasik % 25’inde mikotoksin kirliligi bulunmaktadir
[2]. Dolayisiyla, mikotoksinler insan sagligna verdigi zararlar sebebiyle kontrol altinda
tutulmaya ¢alisilmakta ve tiiketilememesini saglamak ve analiz ¢alismalar1 sebebiyle diinya

capinda her yil ciddi derecede mali kayiplara sebep olmaktadir [3].

Aflatoksinler ise, Aspergillus familyasina ait kif mantarlar1 tarafindan {iretilen
mikotoksinlerdir [4]. Aflatoksinler, hayvanlarda ve insanlarda kanitlanmis toksik ve
kanserojen etkileri nedeniyle mikotoksin gruplari icerisinde en ¢ok arastirma konusu olan
tirdiir. Tahil triinleri basta olmak {izere ¢ok ¢esitli gida {irlinlerinde saptanmustir [5].
Aflatoksin tiirlerinin bilinen en toksik tiirii olan aflatoksin B1 ile kirlenen yemlerle beslenen
ineklerin siitlerinde, aflatoksin B1 tiirliniin bir metaboliti olan aflatoksin M1 tiirii tespit
edilmektedir [6-8]. Aflatoksin M1, aflatoksin B1’e gore daha az biyolojik etki gosteren bir
tiir olmasina ragmen, Uluslararasi Kanser Arastirmalart Ajanst (IARC) tarafindan “Grup 17
karsinojen (insanlar i¢in kesin karsinojen) olarak siniflandirilmigtir [9-11]. Aflatoksin M1’in
stitteki varlig1 bu toksik etkileri nedeniyle diisiik diizeylerde bile olsa siitte bulunmasi, hem
cocuk hem de yetiskinler agisindan, 6zellikle uzun siireli maruziyette ciddi risk ortaya

koymaktadir.

Aflatoksin M1’in analizi, diilnyanin her yerinde oldugu gibi iilkemizde de olduk¢a ciddi
onem arz etmektedir. Bu sebeple bir¢ok arastirmaya konu olmakta ve bir¢cok analiz
laboratuvarinda analizi gergeklestirilmektedir. Bunun i¢in basta HPLC olmak iizere cesitli
analiz yontemleri kullanilmaktadir. Fakat analizden once aflatoksin M1’in siit Grnegi
igerisinden izole edilmesi gerekmekte ve bunun i¢in de genellikle yiiksek maliyetli olan

immiinoafinite kolonlar kullanilmaktadir [12].



Molekiiler baskilama hedeflenen molekiile 6zgii bosluklar igceren, belirli bir kalip molekiiliin
kullanilmastyla hedef molekiile karsi secici polimerlerin sentezlenmesi islemidir. Sentezinde
kullanilan ¢apraz baglayicilar sayesinde kararli ve mekanik olarak direngli bir yapiya sahip
olan polimerler, molekiiliin uzaklastirilmasiyla elde edilen bosluklu yap1 sayesinde spesifik
tanimaya uygun ve bozulmaya kars1 direngli adsorbanlar elde edilmesine olanak tanir [13].
Bu sayede bir¢ok alanda spesifik tanima 6zelligi gdsteren molekiiler baskilanmis polimerler
sentezlenebilir. Molekiiler baskilama tekniginin temelinde belirli bir molekiiliin polimer
tarafindan taninmasi vardir. Enzim-substrat, antijen-antikor, reseptor-ligant iliskisinde
oldugu gibi molekiiler baskilanmis polimerler de hedef molekiile kars1 anahtar-kilit iligkisi

icerisindedirler.

Manyetik nanoparcaciklar, manyetik 6zellikleri sayesinde olduk¢a 6nemli malzemelerdir.
Ayrica ¢ekirdek-kabuk yapilariin fonksiyonel olmasi bu yapilar1 daha da Onemli
kilmaktadir. Yapilan uygulamalarda nanoparcaciklarin kimyasal olarak kararli olmasi,
yaklasik esit biiyiikliikte olmas1 ayn1 zamanda ¢6zelti ortaminda iyi dagilabilmesi son derece
onemlidir [14]. Bu 6zellikleri gosterebilen ve en yaygin kullanima sahip nanopargaciklardan

birisi de demir 2-3 oksit (FesO4) nanopargaciklardir.

Manyetit adiyla da bilinen demir 2-3 oksit (FesO4) nanoparcaciklar demir(ll) ve demir(l11)
oksitlerin bir arada bulundugu bir yapiya sahiptir. Dogal minerallerde en ¢ok bulunan demir
cevherlerinden biri olan manyetit laboratuvar sartlarinda da son derece kolay
sentezlenebilmektedir. FesOs ferrimanyetik oOzelliktedir ve dogal olarak bulunabilen
minerallerin en manyetigidir [15]. Demir 2-3 oksit nanoparcaciklar kolay sentezi, geri
doniistiirtilebilmesi ve manyetik alan ile yonlendirilebilmesi sebebiyle biyomedikalden
cevreye kadar bircok alanda kullanilmaktadir. Ayrica yilizey modifikasyonuna imkan

saglamasi1 sayesinde dis yiizeyi koruyucular ve polimerlerle kaplanabilir.

Bu calismada, manyetik nanoparcaciklarin yiizeyinde hazirlanan molekiiler baskili
polimerlerin (MIP), aflatoksin M1 molekiillerine uygulanarak, bu molekiile 6zgii, secici
davranabilen ve yiiksek ilgiye sahip adsorbanlarin hazirlanmasi amaglanmistir. Bu sayede
yiiksek maliyetli ve tek kullanimlik olan immiinoafinite kolon malzemelerine alternatif
olabilecek, analiz 6ncesi ayirma islemlerinde kullanilabilme imkani olan, gerektiginde de
aflatoksin M1 molekiillerinin segici olarak zenginlestirilmesini saglayabilecek tekrar

kullanilabilir, ucuz ve kolay sentezlenebilir malzemeler elde edilmis olacaktir.



Ayrica ekstraksiyon islemlerinde kullanilan MIP, merkezinde bulunan manyetik 6zellikteki
demir 2-3 oksit nanopargaciklar sayesinde manyetik alan uygulanmak suretiyle ortamdan
basit ve hizl1 bir sekilde ayrilabilecektir. Bu yoniiyle de birgok adsorban materyale gére daha
kolay uzaklastirilabilecek ve bu sayede bir¢ok farkli ortam ve sartlara uyum saglayabilen

yiiksek secicilige sahip ve dayanikli adsorban materyaller elde edilmis olacaktir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Aflatoksinler

Mikroorganizmalar igerisinde 6nemli bir grubu olusturan kiifler; hava, toprak, su gibi
ortamlarda ve yasayan tiim canlilarla birlikte neredeyse her yerde bulunabilirler [16, 17].
Mikotoksinler; hasat, depolama ve isleme siireci boyunca, bazi kiiflerin metabolik siiregleri
sonucu irettikleri toksik metabolitlerdir. Mikotoksinlerin memeli canlilar igin en zararli olan
tiirleri aflatoksinler, fumonisinler ve okratoksin A’dir. Ayrica aflatoksinler ise mikotoksin
tiirleri igerisinde en ¢ok arastirma yapilan ve en fazla bilinen toksinlerdir [18]. Aspergillus
flavus (Asp.flavus) ve Aspergillus parasiticus (Asp. parasiticus) kiiflerinin irettigi toksik
metabolik triinler aflatoksinler olarak adlandirilir. Farkli yorelerde {iretilen yemlerin
kullanilmasi, kullanilan teknolojik uygulamalar, hasat, depolama ve nakil siireci gibi besin
iretiminin tiim asamalart mikotoksin olusumunda etkendir. Aflatoksinler temel olarak,
bitkisel tirtinlerden iiretilen B1, B2, G1 ve G2 formundadir. Fakat memelilerde aflatoksin
M1 (AfM1) ve aflatoksin M2 (AfM2) gibi diger aflatoksinler metabolik faaliyetler sonucu
stitte de ortaya ¢ikabilir [17, 19].

En yaygin olarak iiretilen mikotoksin tiiriiniin aflatoksin B1 (AfB1) oldugu bilinmektedir ve
karacigerde metabolize edilir [20]. Fakat baska metabolik doniisiimlere devam edebilir.
Aflatoksin M1, aflatoksin B1 ile kirlenmis olan yemle beslenen hayvanlarin siitlerinde
bulunan aflatoksin B1’in hidroksil metabolitidir. Aflatoksin B1, karacigerde AfM1’e
dontstiriliir ve digka, siit ve idrar gibi viicut sivilartyla atilir [18, 21]. Yapilan ¢aligmalarda
hayvan yemlerinde bulunan AfB1 diizeyinin, siite gecen AfM1 diizeyinde etkili oldugu
belirtilmektedir [22, 23].

Sit ve siit trinlerinin AfM1 ile kirlenmesi ve AfM1 derisimi; cografi bolge, iilkenin
gelismislik diizeyi ve mevsimsel 6zellikler de dahil olmak iizere bir¢ok etmene bagli olarak
degisebilmektedir [24]. Fakat siitte AfMI1’in varligi ve derisimini en ¢ok etkileyen
etmenlerin baginda mevsimsel degisiklikler gelmektedir. Yapilan ¢aligmalar, yaz aylarinda
taze yeme ulasilabilmesi sebebiyle siitteki AfM1 diizeylerinin daha az oldugunu gostermistir
[22, 25]. Yapilan baz1 ¢alismalarda, AfM1 diizeyinin sterilizasyon, pastorizasyon Ve siit

iirlinlerinin hazirlanisina dair ¢esitli siireclere tabi tutuldugunda stabil oldugu bulunmustur



[21, 26, 27]. Aym1 zamanda AfMI iceren siit ve siit iriinlerini birkag ay dondurarak
depolamanin AfM1 diizeyine etkisi olmadig1 da belirlenmistir [28, 29]. Tirk Gida Kodeksi
Bulasanlar Yonetmeligi’nde belirlenen degerlere gore ¢ig siit, 1s1l islem gérmiis siit ve siit
bazli iirtinlerin iiretiminde kullanilan siitlerde aflatoksin M1’in iist limiti 0.050 pg/kg’dir
[30]. Siit, yiiksek besin degeri itibariyle her yas grubu i¢in 6nerilen 6nemli bir dogal besindir.
Yiiksek protein, kalsiyum ve vitamin kaynagidir [18, 31, 32]. Siitiin ¢ok nemli bir besin
kaynagi olmasi ile beraber, AfM1 a¢isindan da oldukga riskli bir besin oldugu ¢alismalarda
belirtilmektedir [33, 34]. Aflatoksinlerden 6zellikle aflatoksin B1 yemlerde, aflatoksin M1
ise siitte bulunup memelilerde en giiclii karsinojen olarak kabul edilmektedir. Insanlarda

ozellikle bu aflatoksin tiirlerinin hepatik karsinomaya neden oldugu bilinmektedir [35].

2.1.1. Aflatoksinlerin genel ozellikleri

Dogada yaygin sekilde bulunan kiifler 200’den fazla tiire sahiptir ve bunlardan bir kisminin
mikotoksin olusturabildikleri bilinmektedir. Bu mikotoksin ¢esitlerinden biri olan
aflatoksinler, birgok farkli iklim kosulunda bulunabilen ve yiizden fazla tiirii bulunan
Aspergillus cinsi kiif tiirii tarafindan iiretilen toksinlerdir. Tarim tiriinlerinde genellikle Asp.
flavus ve Asp. Parasiticus tiirii kiifler bulunur. Ayrica nadiren de Asp. nomius gibi diger kiif
tiirleri bulunabilir. Aflatoksinler, bu kif tiirlerinin metaboliti olan yiiksek derecede toksik
maddelerdir[36, 37].Aflatoksinlerin kiifler tarafindan olusturulan dort 6nemli temel tiirii
vardir. Bunlar; aflatoksin Blve B2; UV 15181 altinda mavi floresans 6zelligi gosterdigi igin
bu sekilde adlandirilirlar. Aflatoksin G1 ve G2; UV 15181 altinda yesilimsi sar1 floresans
ozellige sahiptirler[38]. Hayvanlarin gida yoluyla aflatoksin B1 ve G1 tiiketmesi sonucu, bu
toksinlerin az bir kismi1 (%1-2) aflatoksin M1 ve M2 olarak siit yoluyla atilir. Aflatoksinlerin
M1 ve M2 tespiti ilk kez, kiiflenerek aflatoksin B1 ve B2 ye maruz kalmis tahillarla beslenen

hayvan siitlerinde tespit edilmistir.

Aflatoksinler yapisal olarak birbirine benzer 6zellik gosterirler ve aflatoksinlerin 6rnek
icerisindeki miktar1 genellikle AfB1+AfG1+AfB2+AfG2 tiirlerinin toplam miktar1 olarak
belirtilir. Aflatoksin B1’in metaboliti aflatoksin M1, aflatoksin B2’nin metaboliti ise
aflatoksin M2’dir [38, 39].



AFLATOKSIN G1 AFLATOKSIN G2

Sekil 2.1. Baslica aflatoksin tiirleri

Hayvanlar tarafindan tiiketilen yem tiirleri igerisindeki aflatoksin B1 (AfB1) diizeyinin siitte
olusan aflatoksin M1 (AfM1) miktarin1 dogrudan etkiledigi bilinmektedir [40, 41]. Ciftlik
hayvanlar ilizerinde yapilan kontrol ¢aligmalarinda, hayvanlar tarafindan tiiketilen gida
icerisindeki AfB1 tiirliniin metabozile olmasi sonucu yaklasik %0,3-6,2’sinin AfM1 tiiriine
dontistiigli saptanmistir [42, 43]. Fakat bu doniisiim orani; hayvan tiiri, siit donemi, Sagim
zamani, sagim siklig1 ve hayvan tiiriiniin siit verim seviyesi gibi faktorlere gore degisiklik

gosterir [42].

2.1.2. Aflatoksinlerin saghk iizerine etkileri

Mikotoksinlerin karsinojenik, dismorfolojik, mutajenik, ostrojenik, genotoksik, ndrotoksik
ya da immiinotoksik 6zellik gosterdigi saptanmistir [35]. Akut mikotoksin zehirlenmesinin
en yaygin olarak bilinen etkisi bobrek ve karaciger fonksiyonlarinda bozulma meydana
gelmesidir. Yiiksek diizeylerde maruz kalindigi durumlarda Sliime bile yol acabilir. Bazi
mikotoksinler, ilk olarak protein sentezini engeller ve immiin yetersizlige neden olarak deri

hassasiyeti ve nekrozise kadar degisen bulgu ve belirtiler gosterebilirler. Baz1 mikotoksin



tirleri ise hayvanlarda diisiik dozda dahi alinsa, devamli titremeye neden olabilen
norotoksinlerdir. Fakat daha yiiksek diizeylerde maruz kalinirsa kalic1 beyin hasar1 ve 6liime
neden olabilirler[38]. Bir¢ok mikotoksinin maruziyet sonrasi kisa vadede baslica etkisi
kronik karaciger harabiyeti ve 6zellikle karaciger kanserine neden olmasidir. Bazi toksinler
ise DNA replikasyonuna neden olurlar [38]. Mikotoksin tiirlerinden olan aflatoksinlerin
karsinojenik etkileri oldugu kanitlanmistir [44]. Uluslararast Kanser Arastirma Ajansina
(IARC) gore AfB1 insanlar ve hayvanlarda kanser yapici etkisinden dolay1 Grup 1°de, AfM1
ise insanlarda kanser olusturmasi siipheli olarak grup 2B’de siniflandirilmaktadir. AfM1’in
hedef organi aflatoksinB1 gibi karacigerdir [28, 44]. Aflatoksinle kirlenmis gida ve yemler,
hem hayvan, hem de insan saglig icin ciddi tehditlere neden olabilir. Gelismekte olan
iilkelerde aflatoksinle kirlenmis olan besinlerin tiiketilmesi sebebiyle kronik aflatoksin
maruziyetine sahip insanlarin sayisinin 5 milyardan fazla oldugu tahmin edilmektedir.
Ayrica aflatoksinin sebep oldugu karaciger kanseri, 6zellikle de hepatoselliiler karsinoma
vakasmin 4 milyarin {izerinde insanda oldugu tahmin edilmektedir [45]. 1974 yilinda
Hindistan’in batisinda aflatoksine maruz kalan 397 kisinin 108’i aflatoksin zehirlenmesi
sonucu hayatin1 kaybetmistir. 2004 yilinda ise Kenya’da giinliik besin olarak tiikettikleri
musirda aflatoksin bulunmasi sebebiyle zehirlenen 317 kisiden 125’1 6lmiistiir. Diinya Saglik
Orgiitii’niin raporlarina gore (WHO), aflatoksinler hem akut, hem de kronik olarak
toksisiteye sebep olmaktadir [46-48].

2.1.3. Aflatoksinlere yonelik yasal diizenlemeler

Aflatoksinlerin gida maddelerindeki diizeyi ve insanlarin aflatoksinlere ne derece maruz
kaldiklar1 kesin olarak tespit edilemedigi i¢in Gida Katki Maddeleri Ortak Uzmanlar
Komitesi (JECFA) tolere edilebilir maruziyet miktari i¢in st limit bildirmemistir. Bunun
yerine risk tasiyan gidalarin tiiketiminin diyetle azaltilmasi ve yiiksek aflatoksin igerikli
besinlerin tiiketiminin ise sinirlandirilmast icin tilkeler tarafindan onlemlerin alinmasi
gerektigini vurgulamaktadir [49]. ABD Besin ve Ila¢ Dairesi’nin (FDA) yem ve besinlerde
aflatoksinlerin kabul edilebilir diizeyleri ile ilgili olarak hazirladigi kilavuzda insanlarin
tikketimine sunulan yiyecekler i¢in toplam aflatoksin diizeyinin 20 ppb olmasi1 gerektigi
belirtilmektedir. Bu besinlerden sadece siitlerde AfM1 diizeyi 0,5 ppb olarak belirlenmistir
[2]. Tirk Gida Kodeksi, Bulasanlar Yonetmeligi’nde (2011) ¢ig ve islem gormiis siitler ile

slit bazli gidalarin iiretilmesinde kullanilacak olan siitlerdeki maksimum AfM1 limitini



0,050 pg/kg olarak belirlemistir. Bebek ve devam gidalarinda bu limit diizeyleri 0,025
ug/kg’dir [30, 48].

2.2. Nanoparcaciklar

1-100 nm arasindaki boyutlara sahip olan pargaciklar, nanoparcacik olarak adlandirilir.
Manyetik nanoparcacik bir¢cok farkli materyal kullanilarak, birgok farkli yontemle
sentezlenebilir ve birgok farkli alanlarda uygulanabilir olmasi sebebiyle son zamanlarda
siklikla tercih edilmektedir [50]. Nanopargaciklarin sentezinde metaller ve oksitleri, gesitli

biyomolekiiller ve silikatlar gibi bircok materyal kullanilabilir. Fiziksel yapilar kiire, tiip,

kafes ve silindir gibi sekillerde olabilir [51].

Sekil 2.2. Bazi farkli nanopargaciklarin fiziksel yapilari. (a) kiiresel, (b) dikdoértgen disk, (c)
cubuk, (d) silindir, (e) elips, (f) disk, (g) mantar, (h) dairesel disk [52]

Nanopargaciklar, gesitli yapilarda ve sekillerde elde edilebilmesi, birgok farkli ortamda
uygulanabilmeleri ve ortamda dagilma gibi 6zgiin 6zelliklere sahip olmalari sebebiyle birgok
alanda siklikla kullanilmaktadir [53]. Nano boyutlardaki bu pargaciklar birgok 6zgiin avantaj
barindirmasi sebebiyle ilag sektorii, biyomedikal uygulamalari gibi bir¢ok biyoteknolojik
alanda kullanilir hale gelmislerdir [54]. Nanometre 6lgeginde ve kontrol edilebilen sekle
sahip olan, molekiiler baskilama yontemleri kullanilarak hafiza 6zelligi kazandirilabilen,
fonksiyonel gruplar kullanilarak istenilen ozelliklerde elde edilebilen bu parcaciklar,
istenirse manyetik 6zellik gosteren materyaller ile hazirlanarak bulundugu ortamdan kolayca
ayristirilabilirler. Bu sayede de nanoparcaciklar birgok uygulama alaninda avantajli ve kolay
uygulanabilir hale gelmektedir. Pargaciklarin manyetik 6zelligi sayesinde ortama manyetik

alan uygulandiginda pargaciklar miknatislanir ve pargaciklar ortamdan kolaylikla ayrilabilir.
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Uygulanan manyetik alan kaldirildiginda ise nanoparcaciklar kolaylikla tekrar ¢ozelti
ortamina dagilirlar [55].

2.2.1. Manyetik nanoparg¢aciklar

Nanopargaciklar, yapilart ve sahip olabilecegi 6zellikleri sebebiyle, son yillarda oldukga
fazla ilgi gérmektedir [56]. Manyetik nanoparcaciklar karmasik ortamlardan dis manyetik
alan ile kolayca ayrilmalar1 sayesinde, hastaliklarin teshis ve tedavisinde, ilag dagilim, biyo-
etiketleme ve biyomolekiillerin ayrilmasi ve saflastirilmasi ve tibbi goriintiileme dahil olmak
iizere, biyoloji ve tip gibi alanlarda uygulanabilir 6zelliklere sahiptirler. Cozelti ortaminda
manyetik nano pargaciklarin bir araya gelmesini engellemenin zor olmasi sebebiyle sulu
cozeltilerini iceren uygulamalarda dagilma 6zelliklerinin iyi olmast gerekmektedir. Yapilan
son calismalarda, manyetik nanoparcaciklarin manyetik 6zellikleri sebebiyle manyetik
nano-gekirdek igeren gekirdek-kabuk yapilar fazla ilgi gérmektedir ayni zamanda ¢ekirdek-
kabuk yapilarinin fonksiyonel olmasi bu yapilar1 6nemli malzemeler haline getirmektedir.
Bu durum, nanopargaciklarin veri depolama, biyoetiketleme, biyomolekiillerin ayrilmasi
gibi uygulamalarinin olmasi sebebiyle oldukga fazla ¢alismaya konu olmaktadir. Yapilan
uygulamalarda nano parcaciklarin kimyasal olarak kararli olmasi, yaklagik esit biiyiikliikte
olmasi ayni zamanda ¢oOzelti ortaminda iyi dagilabilmesi istenmektedir [14].
Nanopargaciklarin kolay, cesitli fiziksel sekillerde ve farkli manyetik duyarliliga sahip
olarak firetilebilmesi en biiyiik avantajlarindandir. Yeni gelistirilen iriinlerde manyetik
nanopargaciklarin kullanimindaki amag, ¢evre dostu, dayanikli ve ayn1 zamanda da hafif

malzemelerin Gretiminin saglanmasidir [57].

2.2.2. Fes04’in ozellikleri

Demir 2-3 oksit ayn1 zamanda ferro-ferrik oksit ve manyetit olarak da bilinmektedir.
Kimyasal formiiliiniin ifadesi FeO.Fe;Os seklinde de yazilabilmektedir. Demir(ll) ve
demir(IIl) oksitlerin bir arada bulundugu bir yapiya sahiptir. Dogal minerallerde en ¢ok
bulunan demir cevherlerinden biri olan manyetit laboratuvar sartlarinda da son derece kolay
sentezlenebilmektedir. FesOs ferrimanyetik oOzelliktedir ve dogal olarak bulunabilen

minerallerin en manyetigidir [15].
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Demir 2-3 oksit nanopargaciklar kolay sentezi, geri doniistiiriilebilmesi ve manyetik alan ile
yonlendirilebilmesi  sebebiyle biyomedikalden c¢evreye kadar bircok alanda

kullanilmaktadir.

Manyetik maddelerin uygulanan manyetik alana karsi davranislari histerezis egrisi ile
gosterilir. Manyetik alan siddeti ile miknastislanma dogru orantili olarak artar ve belirli bir
diizeyden sonra doygunluk seviyesine ulasir. Bir maddenin sahip oldugu manyetik ozellikler

histerezis egrisine bakarak belirlenebilir [58].

a
= b
3 .
‘
=

Cc

l Manyetik Alan (Tesla)

Sekil 2.3. Histerezis egrileri FesOa4 (a), PDOP kapli Fe3zO4 (b) ve SiO2 kapli FezOs (c) [59]

Histerezis egrisine gore uygulanan manyetik alana karsi, materyallerin manyetik yonelimleri
en yiiksekten diistige dogru sirasiyla FesO4, Polidopamin (PDOP) kapli FezOa4 ve SiO2 kapli
Fe304 seklindedir. Sekil 2.3’ten de anlasildig: lizere kaplanan FesO4’iin manyetik yonelimi

kaplama materyalinin tiiriine gore azalma gdstermistir [60].

2.2.3. Manyetik nanoparg¢aciklarin uygulama alanlar

Manyetik nanopargaciklar diisiik toksik Ozellikleri sebebiyle ¢esitli biyomedikal

uygulamalarda kullanilabilmektedir. Bunun yaninda karmasik matris sistemlerinden
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manyetik alan uygulanarak kolayca uzaklastirilabilmeleri sebebiyle hastalik teshis ve
tedavisi, ilag salimi, ¢esitli tibbi goriintiileme, biyomolekiil saflastirilmasi ve ayrilmasi gibi

cesitli tip ve biyoloji alanlarinda kullanilmaktadir.

Doku yapistiricilari, kolay uygulanabilir olmasi ve yiiksek etkinlikleri sebebiyle cerrahi
yaralarin ya da travma sonrasi olusan yaralarin kapatilmasi ve hasarli dokularin tekrar
baglanmasi i¢in dikis ve zimba ile kapatma yontemlerine alternatif olarak ortaya ¢ikmistir.
Ancak bu yapistiricilarin giivenli ve uygulanabilir olmasi, tibbi goriintiileme yontemleri ile
tespit edilebilmesi ve biyouyumlu olmasina baglidir. Doku yapistiricilarinin ¢ok azi bu
kosullar1 saglamaktadir [61]. Yapilan bir ¢alismada elde edilen tantal oksit bazli silika
nanoparg¢aciklarin (TSN), biyouyumlu oldugu ve gergek zamanli tibbi goriintiileme
teknikleri igin yiiksek kontrast gostererek tespit edilmeye olanak sagladigi, bunun yani sira
da yaranin kapatilmasi i¢in iyi derecede yapiskan 6zellik gosterdigi belirlenmistir. Ayrica
biyouyumlu TSN'lerin alternatifi oldugu diger Klinik goriintilemeye uygun doku
yapistiricilarina gore oldukga az hiicre toksisitesine ve enflamasyona neden oldugu tespit
edilmistir [61]. Asagida verilen sekillerde karaciger dokusu i¢in TSN'lerin yapistirma giicii

goriilmektedir.

- Uyguiama - —ov Sikistirma

Sekil 2.4. Karaciger seritlerinin, yapistiricilar kullanilarak yapigmasini gosteren fotograflar
[61]

Yapistiricinin uygulanmast, yapistiricinin uygulandigi karaciger dokusu seritlerinin tist Giste
bindirilerek yapistirilmasi, seride hafifce bastirarak sikistirilmasi ve analiz edilecek olan

seridin kaldirilmas1 ve yapigsmanin gergeklesip gerceklesmediginin kontrolii.
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| TS
| Uygulanmis

Sekil 2.6. Hasarli karaciger dokusuna TSN uygulanmasini gosteren fotograflar [61]

Manyetik nanopargaciklar, 6zgiin fiziksel Ozellikler gostermesi ve biyouyumlu olmasi
sayesinde, hipertermi hastaliginin tedavisi, kanserli dokularin MRI ile goriintiilenebilmesi
ve ilag salimi gibi bir¢ok biyomedikal alanda kullanilmaktadir. Manyetik nanopargaciklarin
tercih edilmesi, biyouyumlu olmalari, manyetik alana kars1 yiiksek duyarlilik gostermeleri
ve birgok farkli sentez yontemi ile sentezlenebilmeleri gibi 6zellikleri sayesindedir [62].
Ayrica manyetik nanopargaciklar manyetik alan uygulanarak kolaylikla ortamdan
uzaklastirilabilirler ve bu sayede de antikanser ilaglarin belirli bir bélgeye ve belirli bir salim
hizinda verilmesine olanak saglarlar. Ayrica biyo uyumlu olan bu malzemeler birgok
hastaligin teshis edilmesinde, ilaglarin istenilen bolgeye tasinmasi ve ilag etkilesimlerinin
izlenmesi gibi bircok uygulamada kullanilmaktadir. Biyo uygulamalarda ilag enjekte edilen
nanoparg¢aciklar, manyetik 6zelligi sayesinde disaridan manyetik alan uygulanarak istenilen
bolgeye tasinir ve ilacin hedef bolgeye enjeksiyonu saglanir. Ilag enjeksiyonu
tamamlandiginda nanoparcgaciklar tekrar aynmi yontemle miidahale edilen bolgeden
uzaklastirilir. Bu sayede kemoterapi uygulamalarinda da alternatif bir yontem olarak
kullanilabilmesinin miimkiin oldugu diisiiniilmektedir. Disaridan uygulanan manyetik alan
nedeniyle nanopargaciklar 1sinir. Ayrica kanser hiicreleri de 40 °C tizerindeki sicakliklarda
bozunmaya baslarlar. Bu 6zellikten istifade ederek nanopargaciklarin kanserli bolgede
1sinmast  saglanarak  kanserli  hiicrelerin  bozunmasinin  miimkiin  olabilecegi

diistiniilmektedir. Ayrica gida sektoriinde analizi zor olan eser kimyasallarin ve gidalarda
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olusabilecek bakteri ve viriis gibi tiirlerin analizinde kullanilmak iizere nanosensor

uygulamalarina dair caligilmalar da yapilmaktadir [63].

Demir oksit temelli nanopargaciklar dogal olarak kayalarda ve deniz diplerinde
bulunabildigi gibi laboratuvar ortaminda yapay yontemlerle istenilen sekil ve 6zelliklerde
de sentezlenebilirler. Nanopargaciklarda en yaygin kullanilan demir oksitleri y-Fe>Os
(maghemit), Fe3O4 (manyetit) ve a-Fe2O3 (hematite) tiirleridir. Manyetik nanopargaciklarin
kimyasal sentezi oldukca kolaydir. Bu nanopargaciklar, pH, Fe?*/ Fe3* oran1 ve iyonik siddet

gibi faktorler degistirilerek istenilen sekil ve boyutlarda sentezlenebilir [64].

Manyetik nanopargaciklar yiiksek yiizey alanina ve yiiksek manyetik 6zelliklere sahiptir. Bu
sayede manyetik nanopargaciklar, bazi agir metallerin sulu ortamdan manyetik olarak
ayrilmasi i¢in de kullanilabilir. Toksik etkiye sahip olan agir metaller, nanoparcaciklarin
adsorban olarak kullanilmasi ve ardindan disaridan manyetik alan uygulanarak ortamdan

uzaklastirilmasi sayesinde baska bir yonteme gerek kalmaksizin kolay ve hizli bir sekilde
ayrilir [65].

2.2.4. Manyetik nanoparcaciklarin sentezi

Manyetik nanopargaciklarin istenilen boyut ve 6zelliklerde sentezlenebilmesine dair birgok
calisma yapilmig ve en ¢ok kullanilan yontem olan ikili ¢oktiirme yontemi de dahil bir¢ok

farkli yontem bulunmustur [66].

ikili coktiirme yontemi

Bu yontem manyetik nanopargaciklarin sentezinde en ¢ok kullanilan yontemdir. Alternatif
yontemlere gore uygulanabilirliginin kolay ve maliyetinin ucuz olmasi sebebiyle daha
avantajli hale gelmektedir. Ayrica bu yontem, toksik kimyasallarin kullanilmamasi
sebebiyle biyo medikal uygulamalarinda da sikga tercih edilmektedir [67]. Ikili ¢coktiirme
yonteminde Fe?* ve Fe® iyonlarinin uygun oranlarda bulundugu sulu ortama, oda
sicakliginda veya daha yiiksek sicakliklarda baz ilave edilmesi sonucunda manyetik
nanopargaciklar elde edilir. Cokmenin tamamlanmasi i¢in pH’nin 9-12 araliginda olmasi

gerekir [68].
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Ikili ¢oktiirme ydntemi vasitasiyla nanopargaciklarin sentezlenmesi islemi asagidaki

kimyasal reaksiyon iizerinden gergeklesir.

Fe2* +2Fe® +80H = Fe(OH), + 2 Fe(OH); —> Fes0s +4 H0

Sentezlenen parcaciklarin boyut ve sekil ozelliklerinin belirlenmesinde, Fe** / Fe?
iyonlariin orani, tepkime sicakligi, baz ¢ozeltisinin ilave hizi, karistirma hizi, iyonlar i¢in
kullanilan tuz tiirii (kloriirler, nitratlar, perkloratlar, stilfatlar) ve ortam pH’s1 gibi bir¢cok
degisken 6nem arz etmektedir [69]. Bu yontemle ayni fiziksel 6zelliklere sahip, homojen

nanopargaciklarin sentezlenebilmesi, pH degerinin iyi ayarlanmasina baghdir [70].

Manyetik nanopargaciklar havadan oksitlenirler. Bu yiizden oksijensiz ortamda
sentezlenmeleri gerekmektedir. Fe3Os nanopargaciklar oda kosullarinda ¢ok kararli
degildirler. Oksijenle temas etmeleri halinde kolaylikla Fe,O3 yapisina oksitlenir, asidik
ortamlarda ise kolaylikla ¢oziiniirler [71]. Bu sebeple FesO4 nanopargaciklarin oksijensiz

ortamda sentezlenmeleri gerekir.

2.2.5. Manyetik nanoparcaciklari kararhhg:

Manyetik nanopargaciklar birgok alanda kullanilmaktadir. Ancak verimli bir sekilde
kullanilabilmesi  nanopargaciklarin  kullanilan  ortamdaki  kararliligina  baghdir.
Nanopargaciklarin en ideal kararlilig1 genellikle par¢acik boyutunun 20 nm altinda olmasiyla
saglanir. Bu sayede parcaciklar tek bir parcacik gibi davranirlar [72]. Buna ragmen bir siire
sonra parcaciklarin  manyetik duyarliliklar1 azalarak kararliliklarini  kaybederler.
Yiizeylerinde modifikasyon yapilan pargaciklarin manyetik duyarliginda azalma olsa da
modifiye edilmeyen taneciklerin zamanla kararliligin1 kaybetmesi modifikasyonun tercih
edilmesinde onemli bir rol oynamaktadir. Polimerler, organik molekiiller, biyolojik
molekiiller, yiizey aktif maddeler, silika ve metaller vasitasiyla nanopargaciklara ylizey
modifikasyonlar1 uygulanmasi ¢alisilan ortamda daha uzun siire kararli kalmalarin1 saglar

[73, 74].

Bu modifikasyonlar nanoparcaciklarin ¢dzelti ortaminda iyi dagilmasini ve kararliliklarinin

artarak kullanilabilirliklerinin artmasii saglar. Ayrica bu uygulamalar nanoparcaciklarin
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yiizeylerinin farkli yapilarla modifiye edilmesi sayesinde farkli fonksiyonlar elde edilmesini
saglar. Manyetik 6zellikleri sebebiyle ¢alisma ortamindan kolaylikla uzaklastirilabilen bu
parcaciklar kataliz, ila¢ salimi gibi ¢alismalarda kullanilarak diisiikk maliyet ve kisa reaksiyon

sliresi gibi avantajlar saglanmaktadir [75].

Manyetit havayla temas1 sonrasi kolaylikla oksidasyona ugrayarak kahverengi maghemit

tirtine dontistir [76].

4 Fe304+ 02 — 6 y-Fex0O3

300 °C iizerindeki sicakliklarda ise hematite déniisiir [76].

4 Fe304+ 02 — 6 a-Fe03

Eh-pH diyagrami, nanoparcaciklarin sulu ortamda hangi formda bulundugunun

belirlenmesini saglar [92].

+1.2 "_'H--_q_‘ — +20
3 T~ =3
Fe = L {+185
+0.8 =
™~ e
— \.\ H“"“-‘.xk —~+10
'\_\ ——
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Sekil 2.7. Fe3sO4’e ait Eh — pH diyagrami [77]

Fe304 nanopargaciklarin sulu ortamdaki kararliliklari ortamin pH degerinin 7 — 14 araliginda
olmasina baghdir. Ayrica ortamin potansiyeli de diisik olmalidir [78]. FesOs (hematit)
formu, ortamin bazik oldugu ve potalsiyelin sifir ve {izerinde oldugu durumlarda bulunur.
Bu sebeple bazi biyolojik uygulamalarda kararli davranamayabilirler. Bu kararliligin

saglanmasi da gesitli ylizey modifikasyonlar1 ile miimkiin kilinmaktadir.
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pH<7 pH=7 pH>7

Sekil 2.8. Fe30O4 nanopargaciklarin sulu ortamda farkli pH degerlerindeki yapilari [79]

2.2.6. Yiizey modifikasyonunda organik molekiillerin kullanim

Manyetik nanopargaciklarin kolaylikla topaklanma egilimindedirler. Bu topaklanmayi
engellemek igin yiizeyleri organik molekiiller ile modifiye edilebilir. Bu modifikasyonlar
sayesinde manyetik nanopargaciklara hidrofobik 6zellikler de kazandirilabilir. Bu
hidrofobik etki ise nanoparcaciklar arasinda topaklanma olusturabilir ve bundan dolay: da

pargacik biiytikliigiinde artis gozlenebilir [80].

2.2.7. Yiizey modifikasyonunda yiizey aktif maddelerin kullanim

Yiizey aktif maddelerin yiizey modifikasyonunda kullanilmasi, nanopargaciklara hem
hidrofobik 6zellikler hem de hidrofilik 6zellikler kazandirmak amaciyla tercih edilebilir.
Hidrofobik 6zellik kazandirmak amaciyla yag asidi, fenol, alkil gibi bazi modifikasyon
gruplart kullanilabilir. Hidrofilik 6zellik kazandirmak iginse amonyum tuzu ve lisin gibi
yapilar tercih edilebilir [81]. Termodinamik kararlilik saglanmasi amaciyla da dihekzadesil
fosfat ve alkil fosfanat gibi organik maddeler kullanilabilir [82].

2.2.8. Yiizey modifikasyonunda polimerlerin kullanimi
Nanopargaciklarin modifikasyonunda polimerler genellikle topaklanmanin engellenmesi

icin kullanilir. Polimerler manyetik nanopargaciklarin yiizeyinde olusturduklar katman ile

topaklanmay1 dnleyerek kararli bir nano yap1 olusmasini saglarlar [83].



18

Polimerlerle modifiye edilen bu nanopargaciklar ila¢ salimi, manyetik rezonans goriintiileme
gibi islemlerde siklikla kullanilmaktadir [84]. Nanopargaciklarin yiizeyinin polimerlerle
modifiye edilmesi manyetik 6zelliklerinde kismen de olsa azalmaya sebep olabilir [85].
Polimer yilizey modifikasyonlar1 manyetik nanoparcaciklarin  oksidasyonunun
engellenmesinde yeterli olamazlar ve yiiksek sicakliklarda kararsiz olduklari igin

stabilizasyon saglayamazlar [85].

2.2.9. Yiizey modifikasyonunda biyolojik molekiillerin kullanin

Manyetik nanoparcaciklarin yilizeyleri polipeptit, antikor, protein, biyotin ve avidin gibi
biyolojik molekiillerle kimyasal yollarla kaplanarak hedef noktaya 6zgii hale gelir. Bu tip
biyofonksiyonel yapilarla modifikasyon yapilmasi nanopargaciklarin biyouyumlu hale
gelmesinde etkin rol oynar. Bir literatiir rneginde maghemit nanoparcaciklarin streptavidin
proteini kullanilarak biyofonksiyonel hale getirilmesi sayesinde biyotin ile isaretlenmis

oligoniikleotitleri spesifik olarak tanimasi igin ¢alismalar yapilmistir.

Ik olarak suda ¢oziiniirliigii yiiksek karboksilli asit gruplari manyetik nanopargaciklara
baglanmis ve 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid ile aktif hale getirilmistir [86].
Daha sonra da maghemit nanoparcaciklarin yiizeyine streptavidin proteini baglanmistir. Bu
sayede biyotin ile isaretlenmis olan oligoniikleotitlerin taninmasi saglanmistir. Bu tanima
islemi streptavidin ile biyotin arasinda bulunan anahtar-Kilit iligkisiyle, kolay ve 6zgiin bir

sekilde gergeklesmistir [87].

2.2.10. Yiizey modifikasyonunda inorganik molekiillerin kullanimi

Inorganik molekiillerin yiizey modifikasyonunda kullanilmasi1 nanopargaciklarin kararli hale
gelerek oksidasyona karsi direngli olmalarini saglar. Bu sayede daha dayanikli yapilar elde
edilir ve yeni uygulama alanlar1 elde edilir. Bu tip yiizey modifikasyonlar1 uygulanirken

metal, silika, siilfiir ve metal oksit tiirleri yaygin olarak kullanilmaktadir [88].

Manyetit nanopargaciklarin yiizey kaplamasinda topaklanmanin 6nlenebilmesi, pargaciklar
aras1 etkilesimlerin azaltilabilmesi ve daha kararli bir yapi elde edilebilmesi sayesinde
genellikle silika kullanilir. Ayrica silika ile modifiye edilen nanopargaciklar biyouyumludur.
Nanopargaciklarin silika ile modifiye edilmesinde en ¢ok sol-jel teknigi tercih edilir [89].
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Ferrosivilarda yiizey modifikasyonu i¢in sol-jel teknigi ile yiizeye tetraetilortosilikat (TEOS)
kaplanan ¢alismada tetraetilortosilikat (TEOS) ve amonyak derisimi ile kaplamanin
genisliginin kontrol edilebildigi belirlenmistir [90]. Bir baska calismada ferrosivilar 2-
propanol ile seyreltilerek ilave edilen TEOS ile modifikasyon yapilmistir. Yapilan bu
modifikasyon sonucunda da silika ile modifiye edilen yiizeyde silikanin genisligini ortama

ilave edilen TEOS miktari ile iligkili oldugu gézlemlenmistir [91].

Manyetit nanopargaciklar1 oksidasyondan koruyacak yiizey modifikasyonlar1 yapabilmek

amaciyla platin, karbon, altin, paladyum, giimiis ve demir gibi metal ve ametaller de tercih
edilebilir.

2.3. Molekiiler Baskilama

Hedeflenen molekiile 6zgii bosluklar igeren, monomer, ¢capraz baglayici ve kalip molekiiliin
bir arada kullanilmasiyla hedef molekiile karsi segici polimerlerin sentezlenmesine
molekiiler baskilama denir. Son yillarda bir¢ok arastirmacinin ilgisini ¢ekmistir ve birgok
calismaya konu olmustur. Capraz baglayicilar sayesinde kararli ve mekanik olarak direngli,
fonksiyonel bir monomer kullanilarak da hedeflenen molekiil ile polimer arasinda kovalent
veya kovalent olmayan baglanmalar olusturulan polimerler elde edilir ve son olarak uygun
bir ¢oziicli vasitasiyla polimer yapisindan baskilanmig olan molekiiliin uzaklagtirilmasiyla
spesifik tanimaya uygun bosluklarin elde edilmesi sonucu baskilanmis polimer elde edilmis

olur.

Molekiiler baskili polimerler antikor benzeri davranis gostermekle beraber antikorlardan
daha genis bir kullanim alanina sahiptir. Molekiiler baskili polimerler antikorlarla
kiyaslandiginda daha kararlidir ve ekonomik ve pratik agilardan sentezlenmesi daha
kolaydir. Molekiiler baskili polimerler ilaglar, hormonlar, proteinler, niikleotid bazlar ve
antikorlar gibi bircok molekiiliin kullanilmas: ile sentezlenebilir ve birgok alanda
uygulanabilirler [13]. Bu sayede bir¢ok alanda spesifik tanima 6zelligi gosteren molekiiler
baskilanmig polimerler sentezlenebilir. Molekiiler baskilama tekniginin temelinde belirli bir
molekiiliin polimer tarafindan taninmasi vardir. Enzim-substrat, antijen-antikor, reseptor-
ligant iliskisinde oldugu gibi molekiiler baskilanmig polimerler de hedef molekiile karsi
anahtar-kilit iligkisi igerisindedirler. Bu polimerlerin sentezlerinde de bu iligkiler 6rnek

alinmigtir. Yapay reseptorler hedef molekiillerin kullanilmasiyla sentetik olarak tanima
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bolgeleri olusturulmus yapilardir. Yapay olarak elde edilen reseptorler, dogal reseptorlerle
karsilastirildiginda bir hayli kararli, kolay ve ucuz iiretilebilen reseptorlerdir [92]. Ancak bu
avantajlarinin yaninda heterojen baglanma bolgelerinin olusmasi, tanima bosluklarina
baglanmada karsilasilabilen giicliikler, hedef molekiiliin yapidan uzaklastirilmasi esnasinda
karsilagilan giicliikler ve baz1 yapilarda goriilen diisik baglanma kapasitesi gibi

dezavantajlar1 da bulunmaktadir.

2.3.1. Molekiiler baskili polimerlerin sentezlenmesi

Molekiiler baskili polimer sentezinde kullanilan yontemlerden ilki yigin polimerizasyon
yontemidir. Bu yontem sentezlenecek olan baskilanmis polimerlerin boyutlarini istenilen
olgiilerde elde edebilmek igin 6giitme, eleme gibi basamaklari igerir. Bu yontem ¢ok basit
sekilde uygulanabilmesi ve ekonomikligi agisindan son derece uygundur. Fakat baglanma
performansinin  diigik olmasi ve baskilanan molekiilin zor uzaklastirilmas1 da
dezavantajlarindandir. Bu sebeple farkli baskilama tekniklerinin tercih edilmeye baslanmasi
gerekmistir [93]. Bu alternatif baskilama tekniklerinin basinda yiizey baskilama teknigi
gelir. Bu teknikte baskilanan molekiil yiizey veya yiizeye yakin bir bolgede baglandig i¢in
uzaklastirilmasi oldukca kolaydir [94]. Bu sayede baglanmada kolaylik saglanmis olur ve
kiitle transferi oldukga hizli gergeklesir.

Molekiiler baskilanmig polimerler yiiksek spesifik segiciligi, kararli yapilari, kolay bir
sekilde sentezlenebiliyor olmalari, olduk¢a ekonomik olmalar1 ve bir¢ok farkli ortamda
birgok farkli molekiil ile ¢alisabilmeleri sebebiyle son dénemlerde yiiksek derecede ilgi
odag1 olmustur. Baslica kullanim alanlar1 ayirma, kataliz, kimyasal tayin, sentetik enzim,
tibbi ilaglar ve kimyasal reseptor uygulamalaridir. Biyolojik reseptorlerin kararsiz ve
mekanik olarak dayaniksiz olmalariyla birlikte kiigiik molekiillere sahip ve yiiksek
¢oziiniirliikte olmalarina karsin molekiiler baskilanmis polimerlerin en az bir yil kararli
kalabilmeleri, mekanik olarak yiiksek dayanima sahip olmalari, biiyiik molekiil yapilart ve
diistik ¢oOziiniirlikte olmalari molekiiler baskilanmis polimerleri daha uygun hale
getirmektedir. Baskilanmig polimerlerde baskilama molekiiliiniin biiyiikk boyutlarda olmasi
istenmeyen bir durumdur. Biiyiik boyutlardaki baskilama molekiillerinin baskilanma islemi

sonrasinda yapidan uzaklastirilmasi olduk¢a zordur [95].
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Molekiiler baskili polimerlerin sentezlenmesindeki bilesenler baskilama molekiilii, ¢apraz
baglayici, fonksiyonel monomer, baslatic1 ve ¢oziiclidiir. Baskilama i¢in uygun yontemin
belirlenmesinde baskilama molekiiliiniin yapisi, ¢6ziliniirliigii ve boyutu 6nemli bir rol oynar.
Baskilama molekiilii-fonksiyonel monomer orani sentezlenen polimerde olusan 0zgiin
baglanma bdlgelerinin kararliligt i¢in 6nem arz eder. Ayrica polimerin ve tanima
bolgelerinin yapist ve kararliliginda ¢apraz baglayici, ¢oziicii, sicaklik, baslatict ve pH da
onemli etkenlerdir. Fonksiyonel monomerler baskilama yapilacak olan yiizeye tutunarak
polimerlesme islemi baslar. Baskilama molekiilii polimerizasyon islemi esnasinda kalip
gorevi goriir ve kovalent veya kovalent olmayan etkilesimlerle polimer yiizeyinde tutunur
ve molekiile 6zgli bolgesel yapilarin olusumu saglanir. Baskilanan molekiil ve monomer
arasindaki etkilesim sonucunda kendiliginden kompleks olusur. Daha sonra ¢apraz
baglayicinin olusturdugu baglar ile birlikte polimer yapisinda ¢apraz baglar olusur. Uygun
¢ozilicii yardimiyla olusan ag benzeri polimer yap1 yikanir ve baskilama molekiilii yapidan
uzaklastirilir. Bu molekiiliin yapidan uzaklastirilmasiyla yapida, molekiile 6zgii ve yiiksek
ilgiye sahip bosluklu bolgeler kalir. Molekiile 6zgii bu bolgeler polimer yapisi sayesinde
kararli bir sekilde muhafaza edilir [96].

2.3.2. Capraz baglayicilar

Molekiiler baskili polimerlerin sentezinde ¢apraz baglayicilar yiiksek miktarda kullanilir.
Manyetik nanoparcaciklarin yiizeyinde yapilan molekiiler baskilama islemlerinde gapraz
bag orani %75’in iizerindedir. Bu yapilarda kullanilan yiiksek oranda c¢apraz bag,
baskilanmis polimer yapisinin mekanik direncinin yiiksek olmasimi saglar ve baskilanmis
molekiiliin uzaklastirilmasiyla olusan baglanma bolgelerinin kararliligin arttirir [97]. Ancak
gereginden fazla c¢apraz baglayict kullanilmasi baskilama molekiiliiniin yapidan
uzaklastirtlmasini  zorlagtirmaktadir. Bu sebeple dogru miktarda c¢apraz baglayici
kullanilmas1 6nemlidir. En ¢ok tercih edilen ¢apraz baglayicilara 6rnek olarak Etilen glikol

dimetakrilat (EGDMA), p-divinilbenzen gibi maddeler verilebilir [98].
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Sekil 2.9. Bazi ¢apraz baglayicilarin yapilari [99]

2.3.3. Baslaticilar

Polimerizasyon isleminin baslamasi icin bir takim kimyasallara ihtiya¢ vardir. Bu
kimyasallar baglaticilar olarak adlandirilir. Bu iglemlerde genellikle radikalik
polimerizasyon gergeklesir ve radikaller olusturularak tepkimeler zincirinin baslamasi
saglanir. Radikal olusum islemi 151k, 1s1, elektrokimyasal yontemler ve yiiksek enerjili 1s1nlar
gibi bir takim etmenlerle gergeklestirilir. Bazi monomer tiirleri kendiliginden
polimerlesebilirken, stiren, metil metakrilat, vinil kloriir ve izopren gibi bazi monomer
tirleri ise yiiksek enerjili 1sinlarla radikaller olusturarak, bu radikallerin zincir
polimerizasyonunu baglatmasi sonucu polimerlesebilmektedirler. Molekiiler baskilamada
polimerizasyon i¢in termal baslaticilar da kullanilabilir. Bu yontem basit ve ekonomik
olmasina ragmen diisiik termal kararliliga sahip olan baskilama molekiilleri kullanildiginda

baskilama islemi olumsuz etkilenmektedir. [99]
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2.3.4. Coziiciiler

Molekiiler baskilanmis polimerlerde ag yapisi ve gézenek olusumunda ¢éziiciiniin tiirii ve
miktar1 6nemli bir role sahiptir. Polimerizasyonda ¢oziiciiniin baskilama molekiilii ve diger

polimerizasyon bilesenlerini ¢6zmek disinda da gorevleri vardir.

Bu gorevler, baskilama molekiilii ile fonksiyonel monomer arasinda kararli kompleks
olusumunun saglanmasi ve polimer yapisinda gozeneklerin olusumunu saglanmasidir.
Coziicli, polimerizasyon islemlerinde baskilanmis molekiil ile fonksiyonel monomer
arasinda olusturulacak olan kompleksin kararliliginda son derece etkilidir. Ozellikle
kovalent olmayan baskilama tiiriinde ¢oziiciiniin polaritesi, olusturulacak kompleksin
polimerizasyon islemi Oncesinde kararliliginin saglanmasi tizerinde oldukga etkilidir.
Kloroform, benzen gibi diisiik polariteye sahip olan ¢dziiciiler kompleks olusumunu
arttirarak hidrojen baglar1 ve elektrostatik etkilesimler gibi polar olmayan etkilesimlerin
artmasini saglar. Yiiksek polariteye sahip olan ¢oziiciiler ise fonksiyonel monomer ile
baskilama molekiilii arasindaki etkilesimleri zayiflatarak, kovalent olmayan etkilesimleri
azaltma egilimi gosterirler. Yapilan bir calisma ¢oziicli polaritesinin artmasi sonucunda daha

diisiik secicilik degerleri elde edildigini gostermistir [100].

2.3.5. Hedef molekiiller

Baskilanmak istenen molekiiliin geometrik yapisi, boyutu ve icerdigi fonksiyonel gruplar
gibi ozellikleri, baskilama igin 6nem arz etmektedir. Baskilama molekiiliiniin segimi
maliyeti, organik ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliigii, monomerlerle olan etkilesimi gibi 6zellikleri
dikkate alinarak gerceklestirilir [101]. Kovalent olmayan baskilama isleminde, baskilama
molekiilii ile fonksiyonel monomer arasinda zayif etkilesimler olustugu i¢in, baskilama
molekiiliiniin birden fazla fonksiyonel gruba sahip olmasi gerekmektedir. Baskilanan
molekdil polimerin ag yapisi igerisinden uzaklastirildiktan sonra, o molekiile 6zgii, fiziksel
ve kimyasal olarak molekiilii taniyabilen baglanma bélgeleri olusmaktadir. Bu esnada
baskilama molekiiliiniin yapisinda meydana gelebilecek herhangi bir degisiklik, segicilikte
azalmaya neden olmaktadir. Bu sebeple baskilama molekiiliiniin gerek maliyeti ve
ulasilabilirligi nedeniyle gerekse de kararliligi nedeniyle fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

yoniinden baskilama molekiiliine benzeyen sahte (dummy) molekiiller kullanilabilmektedir.
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Kovalent olmayan baskilama tiiriinde baskilanan molekiiliin polimerik yapidan tamamen
uzaklastirilmasi gerekmektedir [13]. Tamamen uzaklastirilamaz ise, geri baglanma iglemi
esnasinda baskilama molekiilii ag yap1 igerisinden sizinti yaparak c¢ozeltiye gecer. Bu

problemin ortadan kaldirilmasi i¢in de sahte baskilama molekiilleri tercih edilebilir.

2.3.6. Fonksiyonel monomerler

Fonksiyonel monomerin seg¢imi, baskilanacak molekiil ile arasindaki kuvvetli etkilesimler
ile kararl1 bir kompleks olusturabilmesi igin olduk¢a dnemlidir. Kovalent baskilama tiiriinde
fonksiyonel monomer ile baskilama molekiiliiniin oran1 6nemli degildir [102]. Ciinkii
polimerizasyon siirecinden 6nce baskilanacak molekiil ve fonksiyonel monomer arasinda
olusan kompleks bir dengeye bagl olarak olusmaz. Kovalent olmayan baskilama tiiriinde
ise fonksiyonel monomer ile baskilanacak molekiil arasindaki oran Onemlidir. Ciinki
polimerizasyon dncesinde kompleksin olusturulmasi denge tepkimesi sonucunda gergeklesir
[103]. Le Chatelier ilkesine gore dengeyi kompleks olusumunun saglanacagi yone
kaydirabilmek i¢in monomerin fazlasinin eklenmesi gerekir. Ancak bu durum 06zgiin
olmayan baglanma bdlgelerinin de olusabilmesi gibi olumsuz bir durumu da beraberinde
getirmektedir. Bu baskilama tiiriinde hidrojen bagi olusturma potansiyelinin yiiksek olmasi
nedeniyle ¢gogunlukla metakrilik asit kullanilmaktadir [104]. Metakrilik asit (MAA) hidrojen
bagi olusumu esnasinda dondr ve akseptor iligkisi icerisinde davranmig gosterdigi igin geri
baglanma c¢aligmalarinda birgok c¢esit analitin tutulmasi ve ayrilmasi i¢in imkan

saglamaktadir.

MAA ile baskilanacak molekiil arasinda daha giiclii etkilesimler olabilmesi igin polar
olmayan ¢oziiciilerin kullanimi 6nemlidir. Daha polar c¢oziiciilerin tercih edilecegi
durumlarda fonksiyonel monomer olarak akrilamit monomerlerinin kullanilmas: daha uygun
olacaktir. Akrilamit, metakrilik asitten daha polar oldugu igin, baskilanacak molekiil ile

arasinda olusacak gii¢lii hidrojen baglari, ¢oziicli ortaminin polar olmasina baglidir [99].
2.4. Molekiiler Baskilama Yontemleri
Molekiiler baskilama yontemleri kovalent ve kovalent olmayan baskilama olmak iizere iki

ana baglik altinda toplanir. Bu yontem, baskilanacak olan molekiil ile kullanilacak olan

fonksiyonel monomer arasinda olugsmasi istenen etkilesimin tiiriine gére belirlenir [99].
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2.4.1. Kovalent baskilama

Kovalent baskilama yontemi, baskilanacak olan molekiil ile fonksiyonel monomer arasinda

tersinir 6zellikte kovalent etkilesimlerin olusmasi temeline dayanir [105].

1970’lerde Wulff ve arkadaslarinin gergeklestirdigi ¢alisma ile ilk kez uygulanan kovalent
baskilama yonteminde, cis-diol fonksiyonel grubu igeren molekiiller ile boronat ester
kopriilerinin  kovalent olarak etkilesmesinden faydalanildi. Bu yontemde, baskilama
molekiiliiniin polimer yapi icerisinden hidroliz yoluyla uzaklastirilmasi saglanir. Bu sayede
olusturulan spesifik baglanma bolgeleri baskilama molekiilii i¢in yiiksek secimlilik
gostermektedir [105]. Kovalent baskilama yonteminde, tersinir 6zellikteki kovalent baglar
sadece baskilanan molekiil ve kullanilan fonksiyonel monomer arasinda olusmaktadir [13].
Bu nedenle fonksiyonel monomer ile baskilanacak olan molekiil arasinda stokiyometrik bir
oranla reaksiyon gerceklesir ve bu sayede 6zgiin ve homojen geri baglanma bolgelerinin
olusmasi saglanmaktadir [106]. Bu yontem, fonksiyonel monomer ve baskilama molekiilii
arasinda kararli kompleks olusturulmasi nedeniyle dis etkenlerden (sicaklik, pH, vb.) daha
az etkilenmektedir. Baskilanan molekiiliin polimere baglanmasi ve ardindan tekrar yapidan
uzaklastirilmasi siireci yavas ve uzun islemler oldugu i¢in kromatografik ayirmalar igin
uygun bir yontem degildir. Ayrica bu yontemin uygulanabilecegi baskilama molekiiliiniin

sinirl sayida olmasi da bu yontemi dezavantajli olma sebeplerindendir [107].
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Sekil 2.10. Kovalent baskilama 6rnegi [107]

2.4.2. Kovalent olmayan baskilama

Mosbach ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alisma ile molekiiler baskili polimerlerin, fonksiyonel
monomer ile baskilama molekiilii arasinda olusturulan kovalent olmayan etkilesimler
vasitasiyla da uygulanabilecegini kanitlar niteliktedir [108, 109]. Bu baskilama tipi,
fonksiyonel monomer ve baskilanacak olan molekiil arasinda olusan hidrojen bagi,
elektrostatik, iyonik ve dipol-dipol etkilesimlerin kullanildig1 bir yontem olmakla beraber,
sentezinin kolay ve ekonomik olmasi nedeniyle daha ¢ok tercih edilmektedir [110]. Bununla
birlikte  baskilanan  molekiiliin, polimerin ag yapisi icerisinden kolaylikla
uzaklastirilabilmesi ve kolaylikla tekrar baglanabilmesi, kovalent baskilamaya gére ¢ok
daha kolay sentez basamaklarina sahip olmasi ve hizli gerceklestirilebilmesinden dolay:
daha ¢ok tercih edilmektedir. Baskilama molekiiliiniin kolaylikla ayrilabilmesi ve kolaylikla
geri baglanabilmesi sebebiyle de yiiksek performansh sivi kromatografilerinde de (HPLC)
siklikla uygulanmaktadir. Kovalent olmayan baskilama, bir¢cok ¢esit baskilama molekiilii ve
fonksiyonel monomerlerin kullanimina olanak saglar. Bu yontemin uygulamalarinda asidik
bir monomer olan metakrilik asit (MAA) ve bazik bir monomer olan 4-vinil piridin en ¢ok

tercih edilen monomerlerdendir [99].
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Kovalent olmayan baskilama yonteminde c¢ogunlukla hidrojen bagi etkilesimlerinden
faydalanilmaktadir [97]. Bunun sebebi, siklikla kullanilan fonksiyonel monomerler olan
akrilik asit ve metakrilik asit yapilarindan bulunan karboksil gruplarinin, hidrojen bagi
olusumu esnasinda hem donor hem de akseptor gibi davranmasidir. Bu baskilama tiiriinde
islem zay1f etkilesimler {izerinden yiiridiigii icin baglanma sabiti daha zayiftir. Bu etkinin
giderilmesi i¢in polimerlesme ortamina fonksiyonel monomerin fazlasi eklenmelidir.
Monomerin fazlasi eklendiginde denge kompleks olusumu yoniine kayacaktir. Ancak bu
durum ag yapi igerisinde fonksiyonel monomere ait farkli baglanma bolgelerinin olusmasina
neden olarak bir dezavantaji da beraberinde getirmektedir [98]. Bu durum da 6zgiin olmayan
geri baglanmalara neden olur. Fonksiyonel monomer ile baskilanacak olan molekiil arasinda
olusacak olan kompleksin kararliliginda sicaklik, pH, ¢oziicii gibi faktorler de 6nemli

derecede etkilidir.

Sekil 2.11. Kovalent olmayan baskilama 6rnegi [111]

2.4.3. Molekiiler baskili polimerlerin bazi uygulama alanlari

Molekiiler baskilama, antijen antikor, enzim substrat gibi anahtar kilit iliskisi olan dogal
segici 0zellikteki mekanizmalarin, polimerik yapilara aktarilmast amaciyla elde edilmis bir
yontemdir. Bu yontemle, iyonlarin ve ¢esitli yapilardaki molekiillerin farkli matrislerden
ayrilmasi1 ve molekiiler baskilanmis polimerlerin ¢ok genis bir uygulama alaninda
kullanilmas1 miimkiin olmustur [112]. Molekiiler baskilama islemi, genelde kovalent ve non-
kovalent etkilesimlerin kullanilmasiyla, karakteristik bosluk olusturulmak istenen molekiil
veya iyonun, polimer yapisinda kullanilan molekiillerin fonksiyonel gruplarina uygun olarak
baglanmasit temeline dayanir. Baskilama sonrasinda baskilanan molekiil yapidan
uzaklastirilarak o molekiile 6zgili baglanma noktalari elde edilmis olur [113]. Bu olusturulan
karakteristik baglanma noktalar1 sayesinde hazirlanan baskilanmis polimer hedef yapiya

oldukga yiiksek derecede secicidir. Bu yontemle ligand islevi saglayan, yapay spesifik
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bosluklar iiretilir. Bu polimerler 1s1 ve basinca direngli, fiziksel olarak saglam, diisiik
maliyetli ve yiiksek secicilige sahip olmakla beraber, asidik/bazik ¢oziiciiler, metal iyonlari
ve organik ¢oziicliler gibi ortamlarda da son derece kararli olmalar1 nedeniyle oldukca genis
bir kullanim alami saglamaktadirlar. Performanslar1 bozulmadan birkag¢ yil saklanabilirler
[114]. Molekiiler baskilanmis polimerler ayirma islemlerinde destek malzemesi olarak

kullanildig1 gibi, yapay biyoreseptor ve biyosensdrler olarak da kullanilmaktadir [115].

Fonkstyonel Polimerizasyon
Monamerie
Birlesme

Baskilanmis Pollmer

Sekil 2.12. Molekiiler baskilanmis polimerlere ait sentez siireci

Molekiiler baskili polimerler afinite ayirmalarinin yaninda, kendine 6zgii 6zelliklerinden
dolayi, kati faz ekstraksiyonlari, ilag salimi ve biyosensorler gibi birgok farkli uygulamalarda
kullanilmaktadir [116]. Bu malzemeler, segici tanima ozellikleri sayesinde kromatografik
ayirma yontemleri i¢in de olduk¢a uygun materyallerdir. Son donemlerde bazi ilaglarin
enantiyomerlerinden ayrilmalarinda siklikla kullanilmaktadirlar [117]. Molekiiler baskili
polimerler ticari kolonlara nazaran daha avantajli kolon dolgu maddeleridir. Bunun nedeni
hedeflenen molekiile kars1 se¢ici davranmalaridir. Ayrica dogal antikorlara benzeyen yapay
taklitcileri olarak kullanilabilmektedir [118]. Molekiiler baskili polimerler, HPLC yontemi
ile aminoasitler ve ilaglar gibi rasemik karisimlarin enantiyometrik olarak ayrilmalarinda
kolon dolgu malzemesi olarak kullanilabilmektedir [119]. Kempe ve Mosbach’in yaptig
caligmada, sivi kromatografisi yonteminde sabit faz olarak aminoasit tiirevlerini ayirt
etmekte kullanilmak {izere molekiiler baskili polimerler kullanilmigtir [120]. Molekiiler
baskili polimerlerin en 6nemli uygulama alanlarindan bir digeri de kati1 faz ekstraksiyonudur.
Molekiiler baskili polimerler, kati faz ekstraksiyonu uygulamalarinda adsorplanan
molekiiliin uzaklastirilmasindaki zorluklar olmaksizin uygulanabilmektedir. Yapilan bir

calismada nikotinamid molekiilleri baskilanarak hazirlanan polimer materyal, kati faz
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ekstraksiyonu islemi i¢in adsorban malzeme olarak kullanilmistir [121]. Molekiiler baskilt
polimerlerin kat1 faz ekstraksiyonu islemlerinde ilk kullanimi Sellergren tarafindan yapilan

calismada pentamidin’in segiciligi i¢in gergeklestirilmistir.

Bagka bir ¢aligmada ise HPLC ile dogal flavoid antioksidanlarin analizinde kullanilmak
tizere antioksidan baskilanmis polimer ile hazirlanmis kati faz ekstraksiyon kolonu
kullanilarak analizinde basarili sonuglar elde edilmistir [122]. Saraji ve Yusefi’nin yapmis
oldugu ¢alismada Nikel baskili polimerler hazirlanmis, adsorban olarak kullanilarak sulu

cozelti igerisindeki Nikel iyonlarinin ayrilmasi basarili bir sekilde saglanmistir [123].

Analitik kimya alaninda, molekiiler baskili polimerlerin kullanim1 ile hazirlanan sensérlere
ait caligmalarin sayisi son yillarda giderek artmaktadir. Molekiiler baskilanmig polimerler,
kararl1 yapilari, su ve organik ¢oziiciilerde kullanilabilmesi, diisiik derisimlerde dahi yiiksek
secicilik Ozelliklerine sahip olmasi gibi nedenlerden dolayr yapay sensorlerde siklikla
kullanilmaktadir. Peng ve arkadaslari, atropin molekiiliiniin taninmasi i¢gin QCM-MIP
(Kuvars Kristal Mikrobalans) sensorii gelistirerek insan serum ve idrarinda atropin tespitinde
basari ile kullanmistir [124]. Tan ve arkadaslari ise polimer kapli sensorler hazirlamis ve
parasetamol ve nikotin miktarinin insan kani ve idrarinda tayini i¢in kullanarak basarilt
sonuclar elde etmistir [125]. Turan ve Sahin tarafindan 2016 yilinda yayinlanan bir
calismada, PEG temelli biyo uyumlu oligo(etilenglikol) monometil eter metakrilat
monomeri kullanilarak yilizeyde baslatilan atom transfer radikal polimerizasyonu ile
okratoksin A baskilanmis ve baskilanmamis manyetik nanopargaciklar hazirlanmistir.
Baslangi¢ derisimi, adsorpsiyon kapasitesi ve adsorpsiyon hizi incelenmis ve 30 dakika gibi
cok kisa bir siirede baskilama molekiilii olan toksinin hizla geri baglandigi sonucuna
ulagilmistir. Ayrica hedef molekiil ile kirletilmis {iziim suyu Orneklerinden molekiiler
baskilanmis manyetik nanoparcaciklarin geri kazanimlarmin % 97,4 oldugu belirlenmistir.
Hazirlanan baskilanmig manyetik nano pargaciklarin 12 adsorpsiyon - desorpsiyon dongiisii
neticesinde hala dayanikliliklarini koruduklari sonucuna ulasilmistir [126]. Rahma A.G.
Abou-Hany ve arkadaslar1 tarafindan 2015 yilinda yaymnlanan bir ¢alismada Alternaria
mantarlar1 tarafindan tretilen bir fenolik mikotoksin olan alternarioliin (AOH) segici
baglanmas1 amaciyla 4 farkli sahte(dummy) molekiil vasitasiyla baskilanarak molekiiler
baskilanmis gbzenekli polimer mikrokiireler hazirlandi. Mikotoksinin segici ayrilmasi i¢in
domates Ornekleri ile yapilan ¢alismalarda 4 farkli dummy ile baskilanarak hazirlanan bu

polimerler, % 81-103 araliginda geri kazanim seviyelerinin elde edilmesini saglamistir
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[127]. Xiao-Qi Mei ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada taklit sablon molekiil
olarak guanozin kullanilarak hazirlanan molekiiler baskili polimerin, gonyautoksin 1,4
(GTX 1,4)’¢ kars1 se¢iciligi deniz suyu 6rneklerinde incelenmis ve % 88 seviyelerinde geri
kazanim seviyeleri elde edilmistir [128]. Monica Diaz-Bao ve arkadaslari tarafindan yapilan
bir calismada, taklit (dummy) sablon kullanilarak manyetik molekiiler baskili karistirma
cubuklart hazirlamistir. Hazirlanan bu polimerler gidalarda bulunabilecek bes farkli
aflatoksinin izole edilmesi i¢in uygulanmistir. Siit tozu bazli bebek mamasinda AfM1’in,
tahil bazli bebek mamasinda ise AfBl, AfB2, AfG1l ve AfG2’nin izole edilmesi i¢in
uygulandiginda bu molekiiller i¢in sirasiyla % 60, 43, 40, 44, 39 geri kazanim verimleri elde

edilmigtir [129].
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismalarda manyetik nanopargaciklarin sentezinde kullanilan demir(II) kloriir tetrahidrat
(FeCl2.4H20, %99,99), demir (III) kloriir hekzahidrat (FeCls.6H20, >%99,0) ve sodyum
hidroksit (NaOH, >%99,99) Sigma Aldrich firmasindan temin edilmistir. Cozme ve
desorpsiyon islemlerinde kullanilan mutlak etanol (CoHsOH susuz, > %99,5), asetik asit
(CH3CO2H, >%99,7), metanol (CH3OH, >%99,9), aseton (CHsCOCHs;, >%99,9) ve
asetonitril (CH3CN, >99,8) Sigma Aldrich firmasindan temin edilmistir. Manyetik
nanoparg¢aciklarin fonksiyonellestirilmesinde Sigma Aldrich marka viniltrimetoksisilan
(VTMS, CsH1203Si, >%98,0) kullanilmistir. Polimerizasyon islemi i¢in kullanilan
etilenglikoldimetakrilat (EGDMA, >%98,0), 2-hidroksietil metakrilat (HEMA, >%97,0),
amonyum  persiilfat  ((NH4)2S20s, >%98,0) ve  N,N,N’,N'-tetrametiletilendiamin
((CH3)2NCH2CH2N(CH3)2, >%99,0) kimyasallart Sigma Aldrich firmasindan temin
edilmistir. Molekiiler baskilama islemi ve adsorpsiyon ¢aligsmalari i¢in kullanilan aflatoksin
M1 (AfM1, >%99,0) ve aflatoksin B1 (AfB1, >%99,0), Fermentek firmasindan temin
edilmistir. Gergeklestirilen biitiin islemlerde yiiksek saflikta kimyasal maddeler kullanilmas,
hicbir saflastirma islemi uygulanmamistir. Sulu ortam c¢aligmalarinin tamaminda deiyonize
su kullanilmistir. Gergek oOrnek calismalarinda ise c¢esitli marketlerden alinan c¢esitli

markalardaki siit 6rnekleri kullanilmistir.

3.2. Manyetik Nanoparcaciklarin Sentezlenmesi

50 mL 2,0M Fe?* ve 1,0M Fe® iceren cozelti, FeCl2.4H20 ve FeCl3.6H20’1n ultra saf su
icerisinde ¢oziilerek hazirlandi. Manyetik nanopargaciklar, manyetik karistiricili 1sitict
diizenegi tizerinde sicaklik 50 °C’a ayarlanarak, akis hizi 50 mL/min olan N2(g)
atmosferinde, bir biiret vasitasiyla 2-3 mL/min akis hizinda 1,5 M NaOH ¢ézeltisinin Fe*
ve Fe3* iyonlarini igeren ¢ozeltiye eklenmesiyle ve ¢ozeltinin manyetik balik vasitasiyla
1500 devir/min hizla karistirilmasiyla sentezlendi.  Sentez diizeneginde siyah renkli
manyetik nanopargaciklarin birka¢ dakika iginde olusmaya basladigi gozlendi. Manyetik
nanoparcaciklar, sentezlenmesinden sonra sirasiyla ultra saf su ve mutlak etanol ile, 3’er

defa “yikama-manyetik alan uygulayarak toplama” siireci uygulanarak yikandilar ve daha
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sonra mutlak etanol icerisinde yeniden dagitildilar. Ardindan manyetik nanoparcaciklar 45
°C vakum etiiviinde 24 saat stireyle kurutuldu [99].

3.2.1. VTMS fonksiyonel manyetik nanoparc¢aciklarin sentezlenmesi

Manyetik nanopargaciklarin yiizeyinde polimerizasyonun yiiriitiilebilmesi i¢in VIMS ile
fonksiyonellestirilmistir. Bu islem i¢in alinan 1,0 g manyetik nanopargacik 20,0 mL mutlak
etanol igerisinde sonik banyo ile dagitildi ve tlizerine 1,0 mL VTMS damla damla eklenerek
manyetik karistirict ile 24 saat boyunca karigtirilarak VITMS’in nanopargaciklara baglanmasi
saglandi. Tepkime sonunda VTMS fonksiyonel manyetik nanoparcaciklar (VTMS-MNP)
miknatis ile balon ¢eperinde toplanarak ¢oziictiden ayrildiktan sonra aseton ile yikama iglemi

yapildi ve ardindan vakum etiivde kurutuldu [99].

3.2.2. Aflatoksin M1 baskilanmis manyetik nanoparcaciklarin sentezlenmesi

Baskilanmis manyetik nanopargaciklarin sentezi i¢in, aflatoksin M1 (AfM1) baskilama
molekiilii, 2-hidroksietilmetakrilat (HEMA) fonksiyonel monomer, etilenglikoldimetakrilat
(EGDMA) capraz baglayici, amonyum persiilfat (APS) baslatici, N,N,N’,N'’-
tetrametiletilendiamin  (TEMED) hizlandirict ve VTMS fonksiyonel manyetik
nanopargaciklar (VTMS-MNP) ise ¢ekirdek olarak kullanildi. Polimerizasyon, VTMS-
fonksiyonel manyetik nanopargaciklarin yiizeyinde yiiriitiildi. Bu islem i¢in, HEMA (1,0
mL), EGDMA (0,1 mL), AfM1 (0,1 mg) ve 20,0 mL mutlak etanol 3 boyunlu 50 mL’lik
balon igerisinde karistirilarak 30 dakika boyunca azot atmosferine maruz birakildi ve iyice
karismasi saglandi. Ardindan bu karisima 1 g VIMS-MNP eklenerek dagilmasi saglandi.
Son olarak APS (0,05g) ve TEMED (0,1mL) ilave edilerek polimerlesme baslatilarak
karistirma islemi yapildi. 60 dakika boyunca gergeklestirilen polimerizasyon isleminin
ardindan nanopargaciklar miknatis yardimiyla toplanarak mutlak etanol ile yikandi.
Ardindan aseton ile 120 dakika boyunca muamele edilerek molekiiliiniin yapidan
uzaklagsmasi saglandi. Sonu¢ olarak AfM1 baskilanmis manyetik nanopargaciklar elde
edilmis oldu. Hazirlanan baskilanmis manyetik nanoparcaciklar (MIP-MNP) mutlak etanol

ile 3 kez yikand1 ve ardindan sonra vakum etiiviinde kurutuldu [99].
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Adsorpsiyon ¢aligmalarinda karsilastirma amaciyla kullanilacak olan baskilanmamis
manyetik nanopargaciklar (NIP-MNP) de ayni yontem kullanilarak, ortamda baskilama

molekiilii olmaksizin gerceklestirilen islemler sonucunda hazirlandi.

3.3. Baskilanmis Manyetik Nanoparcaciklarin Aflatoksin M1 Uygulamalan

3.3.1. Aflatoksin M1 baskilanmis manyetik nanoparcaciklarin adsorpsiyon siiresi
calismalan

15,0 mg MIP-MNP 5,0 mL 50,0 ng/mL baslangi¢ derisimine sahip AfM1 ¢ozeltisinde
dagitildiktan sonra 45 dakika boyunca oda sicakliginda g¢alkalanarak her 5 dakikada bir

¢ozeltinin derisimi belirlendi.

Derisimlerin  belirlenmesi islemi i¢in ¢ozeltilerin  floresans siddetleri floresans
spektrofotometresi ile Ol¢iildiic ve AfMI1 derisimleri Lambert-Beer Kanunu’ndan

yararlanildi.

3.3.2. Aflatoksin M1 baskilanmis manyetik nanoparcaciklarin desorpsiyon ¢ozeltisinin
belirlenmesi

Adsorpsiyon iglemlerinde kullanilmis olan MIP-MNP kurutulduktan sonra her 15,0 mg
MIP-MNP ayr1 ayr1 5,0’er mL aseton, asetonitril, mutlak etanol, metanol, metanol:asetik asit
(9:1, v/v), su, su:metanol (1:1, v/v) igerisine alinarak 120 dakika boyunca oda sicakliginda

calkalanarak derisimleri belirlendi.

Derigsimlerin  belirlenmesi islemi i¢in ¢ozeltilerin  floresans siddetleri  floresans
spektrofotometresi ile Ol¢iildic ve AfMI1 derisimleri Lambert-Beer Kanunu’ndan

yararlanildu.

3.3.3. Aflatoksin M1 baskilanmis manyetik nanoparcaciklarin desorpsiyon siiresi
calismalar

Adsorpsiyon islemlerinde kullanilmis olan MIP-MNP kurutulduktan sonra 15,0 mg MIP-
MNP 5,0 mL aseton igerisine alinarak 180 dakika g¢alkalama zamani boyunca oda

sicakliginda calkalanarak her 15 dakikada bir ¢ozeltinin derisimi tayin edildi.
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AfM1 derigimlerinin belirlenmesi igslemi igin ¢ozeltilerin floresans siddetleri floresans

spektrofotometresi ile 6l¢iildii ve Lambert-Beer Kanunu’ndan yararlanildi.

3.3.4. Aflatoksin M1 baskilanmis manyetik nanoparcaciklarin adsorpsiyon ¢alismalari

15,0 mg MIP-MNP (ya da karsilagtirma materyali NIP-MNP) farkli derisim ve hacimlerdeki
AfM1 c¢ozeltilerinde dagitildiktan sonra 15 dakika boyunca oda kosullarinda calkalandi.
Daha sonra nanopargaciklar miknatis yardimiyla toplandi ve aseton ile 120 dakika boyunca
yikanarak baskilama molekiiliiniin yapidan uzaklagsmasi saglandi. Eluentin floresans siddeti
floresans spektrofotometresi kullanilarak 6l¢iildii ve AfM1 molekiillerine 6zgii bosluklar
tarafindan adsorplanan AfM1 miktari (ve ya NIP-MNP yiizeylerinde adsorplanan) Lambert-

Beer Kanunu’ndan yararlanilarak belirlendi.

3.3.5. Aflatoksin M1 baskilanmis manyetik nanoparcaciklarin siit o6rneklerine
uygulanmasi

60,0 mL’lik siit 6rnekleri igerisine 0,0; 25,0; 50,0; 100,0; 250,0 ng/mL derisimlerde olacak
sekilde AfM1 veya AfB1 ilave edilerek ¢alkalandi. Bu islemin ardindan siit 6rnekleri 4000
devir/min degerinde 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 ayrilan yag tabakasi atildu.
Yagi uzaklastirilmis olan siit 6rnegi wattman no. 4 stizgeg¢ kagidi ile siiziilerek 50,0 mL 6rnek
alindi [12]. 15,0 mg MIP-MNP (ya da karsilastirma materyali NIP-MNP) farkli derisimlerde
AfM1 veya AfBI iceren siit orneklerinde dagitildiktan sonra 15 dakika boyunca oda
kosullarinda ¢alkalandi. Daha sonra nanopargaciklar miknatis yardimiyla toplandi ve aseton
ile 120 dakika boyunca yikanarak baskilama molekiiliiniin yapidan uzaklagmasi saglandi.
Eluentin floresans siddeti floresans spektrofotometresi kullanilarak o6l¢iildii ve AfM1
molekiillerine 6zgili bosluklar tarafindan adsorplanan AfM1 miktar1 (ve ya NIP-MNP

ylizeylerinde adsorplanan) Lambert-Beer Kanunu’ndan yararlanilarak belirlendi.

3.3.6. Aflatoksin M1 baskilannms manyetik nanoparcaciklarin  adsorpsiyon
kapasitesinin belirlenmesi

AfM1 in denge derisimine kars1t MIP ve NIP grami1 bagina adsorplanan AfM1 miktar grafige
gecirilerek Langmuir adsorpsiyon grafigi elde edildi. Asagida verilen dogrusallastirilmig

Langmuir esitligi dogrultusunda Cg’ye kars1 Ce/Qe grafigi ¢izildi. Bu grafikten, dogrunun
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egim ve kesim noktasindan yararlanilarak Qo ve b Langmuir sabitleri hesaplandi.

Dogrusallastirilmis Langmuir izotermi i¢in baginti asagida verilmistir:

Or Oy 0Oy

Sekil 3.1. Dogrusallastirilmig Langmuir izotermine ait baginti

Burada;

Ce: Dengedeki AfM1 derisimi (ng/mL),
Qe: Dengede MIP ve NIP’in grami basina adsorbe ettigi AfM 1 miktar1 (ug/g),
b : Langmuir sabiti (L/mg),

Qo: Kapasite parametresi (adsorpsiyon kapasitesi) (mg/g)

dir.

3.4. Kullanilan Cihazlar

3.4.1. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM)

TEM goriintiilerinin elde edilmesinde JEOL marka JEM 2100F STEM cihaz kullanildi.
Manyetik nanoparcaciklar 10,0 pL etanol igerisinde dagitildi. Daha sonra bu etanol karbon
kapli bakir plakanin tiizerine damlatilarak c¢oziicliniin uzaklasmasi i¢in beklendi ve
nanopargcaciklarin yiizeyde toplanmasi saglanarak TEM goriintiileri ¢ekildi.

3.4.2. Titresen 6rnek magnetometresi (VSM)

Nanotaneciklerin manyetik duyarligi hakkinda bilgi sahibi olabilmek icin disaridan bir

manyetik alan uygulanmasi sonucu o maddenin verdigi tepkiyi gosteren Cryogenic Limited

PPMS marka magnetometre kullanilmastir.
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3.4.3. Dinamik 151k sa¢ilimi (DLS)

Cozelti igerisine gonderilen 15181n sa¢ilmasi sonucunda taneciklerin yapisinin belirlenmesini
saglayan ve seyreltik olarak hazirlanan 6rnekte dinamik boyut dagilimmi veren DLS

analizleri i¢in Malvern Zetasizer Nano ZS marka DLS cihazi kullanild1.

3.4.4. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

Fourier doniisiimii yontemi kizilotesi 1sinlarin 6rnek lizerine gonderilmesi ve buna karsin
151810 infrared yogunluguna karsi dalga sayisini dlgen bir kimyasal analitik yontemdir.

Yapilan analizler Thermo Scientific marka ID5 baslig1 kullanilarak yapilmustir.

3.4.5. Spektroflorimetre

Molekiiller, gonderilen belirli dalga boyundaki 1sin vasitasiyla {ist enerji seviyelerine
uyarilmast ve ardindan temel hale donmek i¢in daha uzun yani daha diisiik enerjilerde
emsiyon yapmasina floresans denir. Adsorplanan ve emisyon yapilan fotonlar arasindaki
enerji farki molekiiler titresimler ya da 1s1 olarak ortaya ¢ikar. Bu emisyon sonucu elde edilen
floresans 1sinlariin siddetinin derisime karsi olan iliskisi analitik 6l¢iimlerde kullanilan bir
yontemdir. Yapilan Ol¢limlerde Agilent marka Cary Eclipse spektroflorimetre cihazi

kullanilmastir.

3.4.6. Orbital ¢alkalayici

Adsorpsiyon ve desorpsiyon islemleri i¢in Daihan marka SHO 2D orbital ¢alkalayici
kullanilda.

3.4.7. Istticih manyetik karistirici

Manyetik nanopargaciklarin (MNP) ve molekiiler baskilanmis manyetik nanopargaciklarin

(MIP-MNP) sentezlenmesinde ISOLAB marka isiticilt manyetik karistirict kullanildi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Baskilanmis Manyetik Nanoparc¢aciklarin Hazirlanmas1 ve Adsorpsiyon
Calismalan

AfM1 baskili manyetik nanopargaciklar Sekil 4.1°de gosterildigi gibi yiizeyde baslatilan
polimerizasyon ile sentezlendi. HEMA fonskiyonel monomer, EGDMA ¢apraz baglayici,
APS baslatici, VTMS-fonksiyonel manyetik nanopargaciklar ¢ekirdek ve AfM1 baskilama
molekiilii olarak kullamldi. Ilk olarak, manyetik nanoparcaciklarin yiizeyi VIMS ile
fonksiyonellestirildi. Ardindan HEMA ve EGDMA etanol igerisinde karistirilarak VTMS-
fonksiyonel manyetik nanopargaciklar ilave edildi. Son olarak ¢ozeltiye AfM1 eklenerek
iyice karigmasi saglanarak ortama APS eklendi ve polimerizasyon baglatildi. 60 dakika siiren
polimerizasyon sonucunda AfM1 baskilanmis polimer tabakasi ile kapli manyetik
nanoparcaciklar elde edilmis oldu. Ardindan bu nanoparcaciklar, aseton igerisine alinarak
kalip molekiil olan AfM1’in yapidan uzaklastirilmasi sagland1 ve bdylece molekiile 6zgii
bosluklari bulunan baskilanmis manyetik nanopargaciklar elde edilmis oldu (Sekil 4.1.).
Ayni1 yontemle ortama AfM1 ilavesi yapilmadan NIP-MNP’ler sentezlendi.
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Sekil 4.1. Baskilanmis manyetik nanoparcaciklarin sentezlenmesi

Hazirlanan tiim nanopargaciklarin karakterizasyon islemleri FTIR, TEM, DLS ve VSM

analizleri ile gergeklestirildi.
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Sekil 4.2. (a) MNPs, (b) VTMS-MNPs, (¢) NIP-MNPs (d) MIP-MNPs FTIR spektrumlari

Sekil 4.2.a incelendiginde MNP’lere ait olan spektrumda 3000-3500 cm™ arasinda O-H

gerilme band1 goriilmektedir.

VTMS-MNP’lere ait olan Sekil 4.2.b incelendiginde O-H gerilme bandinin kayboldugu ve
3000-3100 cm™* araliginda =C-H gerilme band1 zayif olsa da gériilmektedir. 1500-1700 cm”
L araliginda C=C fonksiyonel grubundan dolay gerilme band: goriilmektedir. Bu bize VTMS

modifiyesinin gergeklestigini gostermektedir.

NIP-MNP’lere ait olan Sekil 4.2.¢ incelendiginde ¢apraz baglayici ve fonksiyonel monomer
nedeniyle 1000-1200 cm™ araliginda C-O bag gerilmesi goriilmektedir. Bu yiizeyin polimer

tabakasi ile kaplandigini gostermektedir.

MIP-MNP’lere ait olan Sekil 4.2.d incelendiginde de aynmi sekilde capraz baglayici ve
fonksiyonel monomer nedeniyle 1000-1200 cm™ araliginda C-O bag gerilmesi

goriilmektedir. Bu ylizeyin polimer tabakasi ile kaplandigin1 gostermektedir.
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Hazirlanan biitiin nanopargaciklarin TEM goriintiileri Sekil 4.3°te verildigi gibidir.

Al E

0 0
GUFF Mic Mag HV GUFF Mic Mag HV
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Sekil 4.3. (a) MNP, (b) VTMS-MNP, (c) NIP ve (d) MIP nanopargaciklara ait TEM
goriintiileri

TEM goriintiileri incelendiginde MNP ve VTMS-MNP’lerin (Sekil 4.3.a ve 4.3.b) ¢esitli
boyularda oldugu goriilmektedir. TEM goriintilemesinde MNP ve VTMS-MNP’lerin
ortalama ¢aplarinin 30 nm oldugu tespit edilmistir. NIP ve MIP manyetik nanoparcaciklara
ait TEM goriintiileri incelendiginde ise (Sekil 4.3.c ve 4.3.d), nanopargaciklarin yiizeylerinin

polimer tabakasi ile kaplanmis oldugu ve y18in olusturma egilimi gosterdikleri gozlenmistir.
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NIP ve MIP ’lere ait TEM goriintiilemesinde ise ortalama caplarin 55 nm oldugu tespit

edilmistir.

MNP, VTMS-MNP, NIP ve MIP manyetik nanoparcaciklarin karakterizasyonunda elde
edilen dinamik 1s1k sagilim1 (DLS) verileri Cizelge 4.1.’de 6zetlendi.

Cizelge 4.1. MNP, VTMS-MNP, NIP ve MIP manyetik nanopargaciklarin hidrodinamik
caplar ve dispersite 6zellikleri

Nanoparcacik Hidrodinamik ¢cap(nm) PDI

MNP 35 0,201
VTMS-MNP 38 0,203
NIP 99 0,275
MIP 91 0,258

DLS ile olgiilen ortalama hidrodinamik ¢aplarin TEM ile 6l¢iilen ortalama ¢aplardan daha
biiylik oldugu tespit edilmistir. Bunun sebebi taneciklerin hidrofilik olmasi ve c¢ozelti
icerisinde olmalar1 sebebiyle ylizeylerinde su tabakasi olusmasidir. VTMS-MNP’lerin
ortalama ¢aplarinin TEM goriintiilerinden farkli olarak yaklasik 38 nm (PDI = 0,203) olarak
belirlenmesi, kiiciik bir molekiil olan VTMS molekiiliiniin diisiik elektron gecirgenligine
sahip olmasindan ve bu sebeple TEM ile goriintiilenememesinden kaynaklanmaktadir. NIP
ve MIP’lerin ise ortalama hidrodinamik ¢aplar1 sirasiyla 99 ve 91 nm olarak belirlenmistir.
Bu boyutlarin TEM ile dl¢iilen ortalama ¢ap degerlerinden ¢ok daha biiyiik olmasi, manyetik
nanoparcaciklarin yiizeylerinin polimer tabakasi ile kaplandigini, bu polimer tabakanin ise
suda sisme egiliminde oldugunun gostergesidir. MNP, VTMS-MNP, NIP ve MIP tiirlerinin
tamami igin sulu ¢ozelti icerisinde yiiksek homojeniteye sahip olduklari sonucu PDI

degerlerinden agikga anlagilmaktadir [126].
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Sekil 4.4. MNP, VTMS-MNP, NIP ve MIP nanoparcaciklarin manyetizasyon egrileri

MNP, VTMS-MNP, NIP ve MIP nanoparcaciklardan higbiri histerezis gostermemektedir ve
stiperparamanyetik Ozelliktedirler. MNP, VTMS-MNP, NIP ve MIP nanopar¢aciklarin
doygunluk miknatislanma 6zellikleri 6l¢iilmiis ve sirasiyla 63,7; 60,5; 50,2 ve 47,9 emu g'1
degerleri elde edilmistir. Buradan anlasildig1 tizere MNP’lerin VITMS ile modifiye edilmesi
ile az da olsa miknatislanma degeri diismiistir. Bu ayn1 zamanda modifikasyonun
gerceklestiginin de gostergesidir. Ayrica NIP ve MIP’lere ait miknatislanma degerlerinde
ciddi derecede bir diisiis s6z konusudur. Bu degerlerden nanoparcaciklarin yiizeyinin basarili
bir sekilde polimer tabakasi ile kaplandig1 anlagilmaktadir. NIP ve MIP arasindaki kiigiik
fark ise MIP yiizeyinde olusturulmus olan karakteristik bosluklar sebebiyle olabilir.

Sonu¢ olarak, hazirlanan MIP’ler siiperparamanyetik ozelliktedir ve doygunluk
miknatislanma degerleri oldukga yiiksektir. Bu durum, MIP’lerin ¢bzelti ortamindan bir

miknatis vasitasiyla kolaylikla ayrilabilecegini gostermektedir.
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4.2. Geri Kazanim Verimine Baslangi¢ Aflatoksin M1 Derisimi Etkisi

Adsorpsiyon c¢alismalar1 5,0-50,0 ng/mL derisimlerinde AfM1 ¢ozeltilerinde farkli
hacimlerde yiiriitiildii. Baskilanmis manyetik nanoparcaciklar adsorpsiyon sonrasinda 5,0
mL eliisyon ¢ozeltisine alinarak eliisyon islemleri gergeklestirilerek % geri kazanim
degerleri karsilagtirildi. Elde edilen verilerle hesaplanan geri kazanim degerleri ¢izelgelerde

gosterildi.

Cizelge 4.2. MIP manyetik nanoparcaciklarin adsorpsiyon ve eliisyon sonrasi % geri
kazanimina baslangi¢ AfM1 derisimi etkisi

Geri Alma
Baslangic g %
AfM1 Derisimi Cozp l.t 151 Geri Kazanim
(ng/mL) Derigimi Verimi
(ng/mL)
5 (100mL) 91,6 91,6
10 (50mL) 96,9 96,9
20 (25mL) 97,5 97,5
50 (50mL) 494,3 98,9
50 (5mL) 51,9 103,8

Cizelge 4.3. NIP manyetik nanopargaciklarin adsorpsiyonuna baglangic AfM1 derisimi

etkisi
Adsorpsiyon

Ba§lgnglg AM1 Sonrasi Derigim | % Adsorpsiyon
Derisimi (ng/mL) (ng/mL)

5 (100mL) 4,9 2,0

10 (50mL) 9,8 2,0

20 (25mL) 19,8 1,0

50 (50mL) 49,8 0,4

50 (5mL) 48,3 3,4

Belirtilen derisim ve hacimlerde, baskilanmis ve baskilanmamis manyetik nanopargaciklarin
AfM1’e kars1 adsorpsiyon galigsmalar1 yapildi. Baskilanmis manyetik nanoparcaciklarda
AfM1’e AfM1

adsorpsiyonunun, karsilastirma materyali olan NIP manyetik nanopargaciklardan daha

ozgli  bosluklarin  olugmasindan dolayr bu nanoparcaciklarin

yiiksek oldugu belirlendi.
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Sekil 4.5. AfM1 baslangi¢ derisimine kars1 Qe grafigi

MIP manyetik nanopargaciklarin adsorpsiyon kapasitesinin diisiik derigsimlerde hizla artmis
oldugu gozlenmis ve derisim 250,0 ng mL* oldugunda plato bdlgesinin basladig
gozlenmistir. Bu noktada, adsorpsiyon kapasitesinin (Qg) 36,66 ug AfM1/ g MIP-MNP
degerine ulastig1 gozlenmistir. NIP-MNP i¢in de adsorpsiyon kapasitesi degeri ise 0,07 ng
AfM1/ g NIP-MNP olarak belirlenmistir.

4.3. Adsorpsiyon Izotermi ve Adsorpsiyon Kapasitesi
Adsorpsiyon kapasitesi ¢aligmalari igin 5,0; 10,0; 50,0; 100,0; 150,0; 250,0; 500,0 ng/mL

AfM1 igeren 15,0’er mL 6rnek ¢ozeltileri icerisine 0,05g MIP ilave edilmis ve elde edilen

veriler ile dogrusallastirilmis Langmuir grafikleri ¢izilmistir.
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Sekil 4.6. Dogrusallastirilmis Langmuir esitliginin grafigi

Qo =37,2 nglg
b =0,1146 g/L

Sekil 4.6°da verilen Dogrusallastirilmis Langmuir grafiginin egim ve kesim noktasindan
yararlanilarak ve Madde 3.3.6’da verilen formiil kullanilarak Qo ve b Langmuir sabitleri
hesaplandi. AfM1’in adsorpsiyon kapasitesine karsilik gelen Qo degeri 37,2 png/g olarak
hesaplandi. Sekil 4.6 incelendiginde korelasyon katsayisinin 1’e yakin oldugu

goriilmektedir. Bu durum adsorpsiyonun tek tabakali oldugunu gostermektedir [130].
4.4. Adsorpsiyon Siiresinin Belirlenmesi
Adsorpsiyon siiresi ¢aligsmalar1 50,0 ng/mL baslangi¢ AfM1 derisimi ile 0’dan 45 dakikaya

degisen farkli calkalama zamanlarinda gerceklestirildi ve elde edilen adsorpsiyon siiresi

egrileri Sekil 4.7°de gosterildi.



46

—a— MIP
800 — e NIP
700 & —9 @ ©
‘ e o -
1 \ ® e o

600 —
~ ]
S 500 1
Nt \
- ;
5 400 - \
= \
w300
5 ]
@ \
© 200
= 1 \
m \

100 - %

0 I R —— = ] ] ]
-100 T ' T v T J T T T ¥ 1
0 10 20 30 40 50
Zaman (Dakika)

Sekil 4.7. MIP ve NIP manyetik nanopargaciklarin adsorpsiyon siiresi

MIP ve NIP manyetik nanoparcaciklara AfM1 adsorpsiyonu yaklasik 15 dakikada en yiiksek
seviyelere ¢ikmigtir. Manyetik nanopargaciklara ait adsorpsiyon egrisine bakilarak ilk 15
dakikada baskilanmig manyetik nanopargaciklara AfM1 adsorpsiyonunun zamanla dogrusal
olarak arttig1 ve 15. dakikadan itibaren plato bolgesinin basladigi belirlenmistir. Sonug
olarak, baskilanmis manyetik nanopargaciklarin ilk 15 dakika igerisinde maksimum
doygunluk seviyesine ulastigi goriilmektedir. MIP’lerin 15 dakika gibi kisa bir siirede

adsorpsiyonu tamamlamasi pratik uygulamalarda kullanilabilirligini géstermektedir.

4.5. Desorpsiyon Cozeltisinin Belirlenmesi

Adsorpsiyon islemlerinde kullanilmis olan MIP-MNP kurutulduktan sonra her 15,0 mg
MIP-MNP ayr1 ayr1 5,0’er mL aseton, asetonitril, mutlak etanol, metanol, metanol:asetik asit
(9:1, v/v), su, su:metanol (1:1, v/v) igerisine alinarak 120 dakika boyunca oda sicakliginda
calkalandiktan sonra ¢ozeltiler ayrilarak floresans spektrofotometresi ile derigimleri tayin

edildi. Elde edilen geri kazanim verimleri Sekil 4.8”de verildi.
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% Geri Kazanim

asaton asetonitril etanol metanol  metanol : asetik asit su su : metanol
(9:1vlv) (1:1viv)

Desorpsiyon Cozeltisi

Sekil 4.8. Kullanilan desorpsiyon ¢ozeltisine kars1 % geri kazanim verimleri

Sekil 4.8 goz oniine alindiginda aseton, asetonitril, etanol ve methanol:asetik asit (9:1)
cozeltilerinin desorpsiyon islemi i¢in yiiksek verim sagladigl tespit edilmistir. Bu
sonuglardan yola ¢ikarak maliyet, temin etmede kolaylik ve hazirlik basamag: gibi faktorler
g0z oniinde bulundurularak desorpsiyon islemlerinde kullanilacak olan ¢ozelti aseton olarak

belirlenmistir.

4.6. Desorpsiyon Siiresinin Belirlenmesi

Adsorpsiyon islemlerinde kullanilmis olan MIP-MNP kurutulduktan sonra 15,0 mg MIP-
MNP 5,0 mL aseton igerisine alinarak 180 dakika boyunca oda sicakliginda ¢alkalanarak her
15 dakikada bir ¢6zeltinin derisimi tayin edildi. Elde edilen geri kazanim verimleri Sekil

4.9°da verildi.
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Sekil 4.9. Aseton ¢ozeltisi ile yapilan desorpsiyon islemi i¢in desorpsiyon siiresine karsi %
geri kazanim verimleri

5,0 mL aseton ile yapilan 180 dakikalik desorpsiyon islemi siiresince elde edilen ve Sekil
4.9°da verilen veriler sonucunda % geri kazanimin zamanla dogru orantili olarak arttigi
gbzlenmistir. 120 dakikada en yiiksek geri kazanim elde edilmis ve 120 dakikadan itibaren
plato bolgesi gozlenmistir. Bu veriler 1518inda desorpsiyon siiresi 120 dakika olarak

belirlenmis ve yapilan diger ¢aligmalarda desorpsiyon islemi i¢in bu siire uygulanmistir.

4.7. Aflatoksin M1 Molekiillerinin Secicilik Calismasi

AfB1 molekiilleri kullanilarak, AfM1 baskilanan manyetik nanopargaciklarin hedef
molecule kars1 segiciligi incelendi. Segicilik calismalari, oda kosullarinda, 15 dakika
boyunca MIP ve NIP manyetik nanoparcaciklar icin 50 ng mL? baslangi¢ derisimindeki 50
mL AfM1 ve AfB1 cozeltileri ile gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar kullanilarak

hesaplanan Qe degerlerinin karsilastirilmasi Cizelge 4.4°de gosterildi.
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Cizelge 4.4. MIP ve NIP manyetik nanoparcaciklarin hedef molekiile segiciligi

MIP NIP
Tiir/Ortam| M1/Siit | ML1/Su | B1/Sit | B1/Su | M1/Su | B1l/Su
Qe (1g/q) 13,4 16,2 0,7 1,0 01 0,4

Baskilanmis manyetik nanopargaciklarin AfM1 igin adsorpsiyon kapasitesi siit 6rneginde
13,4 ug g* ve sulu ¢ozeltide 16,2 ug g* iken, baskilanmamis manyetik nanoparcaciklarimn
adsorpsiyon kapasitesi sulu ¢ozeltide 0,1 pg g olarak belirlenmistir. AfB1 igin ise
adsorpsiyon kapasitesi siit drneginde 0,7 pg g ve sulu ¢ozeltide 1,0 pug gt olarak
belirlenmistir. Bu sonuglar baskilanmis manyetik nanoparcaciklarin AfM1 ig¢in yiiksek
adsorpsiyon kapasitesine ve secicilige sahip oldugunu gostermektedir. Diger yandan,
baskilanmamis manyetik nanoparcaciklarda elde edilen sonuglar incelendiginde aflatoksin
tiirlerinin adsorpsiyonunun tamamiyle se¢ici olmayan adsorpsiyon oldugu diisiiniilebilir. Bu
secici olmayan adsorpsiyon durumu baskilanmis manyetik nanopargaciklarin adsorplamis
oldugu diisiik miktardaki AfB1 molekiilleri i¢in de sdylenebilir. NIP manyetik
nanopargaciklar baskilama molekiilii olan AfM1’e 6zgii bosluklar igermemesi sebebiyle cok
diisiik miktarlarda AfM1 molekiilii adsorbe ederek doygunluga ulagsmistir. Sonug olarak,
baskilanmig manyetik nanoparcaciklarin AfM1 molekiillerine 6zgii bosluklara sahip oldugu
ve AfM1 molekiillerinin spesifik olarak bu bosluklara segici bir sekilde adsorplandigini

sOylemek miimkiindiir.

4.8. Baskilanmus Manyetik Nanoparcaciklarin Tekrar Kullanilabilirligi

Baskilanmig manyetik nanopargaciklarin tekrar kullanilabilirligi hedeflenen molekiiliin
karmagik matrikslerden spesifik olarak taninmasi ve ayrilmasi i¢in ¢ok dnemli bir 6zelliktir.
Bu nedenle, baskilanmis manyetik nanopargaciklar 11 kez adsorpsiyon/desorpsiyon
dongiisiine maruz birakilarak tekrar kullanilabilirlikleri gozlemlendi ve sonuglar Sekil

4.10’da verildi.
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Sekil 4.10. MIP manyetik nanopargaciklarin tekrar kullanilabilirligi

Baskilanmis manyetik nanopargaciklarin 9. adsorpsiyon/desorpsiyon dongiisiine kadar
adsorpsiyon kapasitesinde ciddi bir azalma olmadigi, ancak 10. dongiiden itibaren
adsorpsiyon kapasitesinin diistiigli gozlenmektedir. Bundan dolay1 9 kez kullanim imkan
oldugu ve bu siire zarfinda kararliligini1 korudugu anlagilmaktadir. 10. dongiiden itibaren
adsorpsiyon kapasitesinde diislis yasanmasinin, AfM1’e 6zgii tanima bosluklarinin deforme

olmasi sebebiyle oldugu diistiniilmektedir.

Sonug olarak, hazirlanan  baskilanmis manyetik ~ nanopargaciklarin, 9
adsorpsiyon/desorpsiyon dongiisii boyunca tekrar kullanilabildigi ve bu siire boyunca

yiiksek kararlilik gdsterdigi gozlemlenmistir.
4.9. Aflatoksin M1’in Dogrusal Calisma Arahgi ve LOD-LOQ Degerleri
Baskilanmis manyetik nanopargaciklarin dogrusal ¢alisma araligi ve LOD-LOQ degerleri

5,0-50,0 ng mL? AfM1 derisim araligindaki c¢ozeltilerin kullanilmasiyla elde edilen

floresans sinyalleri ile gizilen kalibrasyon grafigi kullanilarak belirlendi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. AfM1 igin floresans 6l¢iimlerinden elde edilen kalibrasyon grafigi

LOD = 3,3xs/m
LOQ =10xs/m

AfM1’in floresans spektrofotometresinde dogrusal ¢alisma araligi 5,0-50,0 ng mL™ derisim
aralig1 olarak belirlenmistir. LOD degeri 0,05 ng mL™ iken, LOQ degeri 0,15 ng mL™ olarak
tespit edilmistir.

4.10. Baskilanmus Manyetik Nanoparcaciklarin Siit Numunlerindeki Uygulanabilirligi

Onerilen yontemin dogrulugunu ve giivenilirligini kanitlamak igin, 50,0 mL’lik siit
numunelerine 50,0 ng mL™* derisiminde olacak sekilde AfM1 ve AfB1 ilave edilerek Madde
3.3.5’e gore MIP ve NIP manyetik nanopargaciklar ile bu ¢ozeltilerden AfM1 ve AfB1 geri

kazanimi belirlendi. Elde edilen sonuclar Cizelge 4.5’de 6zetlendi.
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Cizelge 4.5. AfM1 ve AfBI igeren siit orneklerinden MIP ve NIP manyetik nanopargaciklar
kullanilarak geri kazanimi (n = 5)

Geri
50’0"?"‘ kazanim Geri
su " C ..
e ornegine QOZG.I'QSII'I-}ICH kazamm (%) | R.S.D.
MIP/NIP Aflatoksin Tiirii derisimi - s 0
yapilan (ng/mL) X A (%)
katki -

(ng/mt) | N

MIP Aflatoksin M1 (AfM1) 50,0 409 + 25 82+5 6,1
NIP Aflatoksin M1 (AfM1) 50,0 2,1+0,1 | 0,40+0,02 4,8
MIP Aflatoksin B1 (AfB1) 50,0 21+1 41402 4,8
NIP Aflatoksin B1 (AfB1) 50,0 12,1+0,7 24+0,1 58

* % 95 giiven seviyesinde 5 6l¢lim sonucunun ortalamasidir.

AfM1 igeren siit orneklerinde yapilan 5 seri deney sonucunda MIP manyetik nanopargaciklar
ile ortalama geri kazanim %82 olarak bulunmustur. Ayni sartlarda NIP manyetik
nanopargaciklar ile yapilan ¢aligmalar sonucunda ise ortalama geri kazanim %0,40 olarak
belirlenmistir. Ayrica AfB1 igeren siit 6rneklerinde yapilan ¢alismalar sonucunda ise MIP
manyetik nanopargaciklar ile ortalama %4,1, NIP manyetik nanopargaciklar ile ortalama
%2,4 geri kazanim sonucuna ulasilmistir. Elde edilen bu verilere gére, AfM1 baskilanan
MIP manyetik nanoparcaciklar hedef molekiile kars1 yiiksek derecede ilgi, segicilik ve
adsorpsiyon kapasitesi gostermis ve gergek numunelerden AfMI1 ekstraksiyonu igin
kullanilabilir oldugunu kanitlamistir. Ayrica, hazirlanan bu MIP manyetik nanoparcaciklar
optimize edilerek rutin AfM1 analizi islemleri esnasinda kullanilan immiinoafinite kolonlara

alternatif haline de getirilebilir.

Ayrica Onerilen yontemin siit ve su orneklerindeki uygulamalarmin farkinin belirlenmesi
amaciyla, 0,0; 25,0; 50,0 ve 100,0 ng mL™ derisiminde olacak sekilde AfM1 ilavesi ile
hazirlanan siit ve su Ornekleri hazirlanarak MIP manyetik nanoparcaciklar ile bu

cozeltilerden AfM1 geri kazanimi belirlendi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.6’da 6zetlendi.
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Cizelge 4.6. AfM1 igeren siit ve su Orneklerinden MIP manyetik nanopargaciklar
kullanilarak geri kazanimi (n = 5).

50,0 mL Geri kazanim ¢6zeltisini isimi*
, ¢ozeltisinin derisimi .
Ornek ornege (ng/mL) Geri 1_<aza’1;1m (%) R.S.D.
yapilan katki UL xt TN (%)
(ng/mL) N
- 11,9 +0,5 - 4,2
25,0 206+ 12 82+5 5,8
Sut
50,0 409 + 25 82+5 6,1
100,0 749 £ 51 75+5 6,8
- 12,7+0,5 - 3,9
25,0 233 +13 93+5 5,6
Su
50,0 494 + 29 99+ 6 5,9
100,0 950 + 50 95+ 5 53

* % 95 giiven seviyesinde 5 6l¢lim sonucunun ortalamasidir.

AfM1 igeren siit orneklerinde yapilan 5 seri deney sonucunda MIP manyetik nanopargaciklar

ile ortalama geri kazanim %75-82 araligindadir. Ayni sartlarda su orneklerinde MIP

manyetik nanopargaciklar ile yapilan ¢aligmalar sonucunda ise ortalama geri kazanim %93-

99 araligindadir. Bu sonuglar, AfM1 igeren siit ve su orneklerinden MIP manyetik

nanoparcaciklar kullanilarak AfM1 molekiillerinin yiiksek verimle ayrilabilecegini

gostermektedir. Siit orneklerinde daha diisiik geri kazanim degerlerinin elde edilmesinin, 6n

ayirma islemi yapilmasina ragmen siit matriksinde kalan diger tiirlerin girisim etkisi

sebebiyle oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, katki igermeyen su ve siit orneklerinde de

desorpsiyon sonucunda ¢ok kiigiik AfM1 miktarlar1 tespit edilmistir. Bunun sebebi ise

baskilama iglemi sonrasinda AfM1 molekiilleri polimer yapidan uzaklastirilirken tamamiyle

uzaklastirilamamis ve ¢ok az da olsa bir kirlilik kalmis olmasidir.
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5. SONUC

Tiim sonuglar incelendiginde MIP-MNP’lerin su ve siit ortaminda aflatoksin M1 (AfM1)
molekiillerine kars1 secici bir ilgisi oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte MNP lerin basit
ve hizli yollarla sentezlenebilmesi, modifiye edilebilir olmasi ve kolay uygulanabilir olmast
nedeniyle ayirma yontemlerinde kullaniminin tercih edilebilecegi agiktir. MNP’ler
sensorlerde, ¢iplerde kullanilan altin, silisyum ve cam gibi yiizeylere iyi bir alternatif
olabilecek biyouyumlu malzemelerdir. Bu sebepledir ki MIP ve MNP’ler canli viicudu ve
gida triinleri de dahil birgok alanda basariyla uygulanabilir. Bu ¢alismanin sonucunda da
molekiiler baskilama teknigi ile hem diisiik maliyetli, hem de yiiksek ilgiye sahip segici bir

adsorban materyal elde edilmistir.

Ozet olarak, AfM1 molekiillerine 6zgii, manyetik nanoparcaciklarin yiizeyinde PHEMA
temelli polimer kullanimi ile yeni bir adsorban material sentezlenmistir. Manyetik
nanoparg¢aciklar bu amag i¢in VITMS ile modifiye edilmis, HEMA monomeri kullanilarak
ortam sicakliginda polimerizasyon gergeklestirilmistir. Hazirlanan AfM1 baskilanmis
MNP’lerin spesifik baglanma noktalar1 yiiksek adsorpsiyon kapasitesi, hassas secicilik ve
yeniden kullanilabilirlik gibi ozellikler saglamistir. Bu baglanma noktalari baskilanan

molekiiliin fiziksel sekline uygun karakteristik bogluklardir.

MIP-MNP’ler AfM1 molekiillerini su ve siit i¢erisinden 15 dakika gibi kisa bir siire
icerisinde adsorplamistir. Adsorpsiyon isleminden sonra MIP-MNP’ler harici bir manyetik
alan uygulanarak (miknatis) hizli ve kolayca ¢6zelti ortamindan ayrilmistir. Bu sayede son
derece basit sekilde uygulanarak ardindan adsorbanin kolaylikla ortamdan uzaklagtirilmasi
miimkiin kilinmistir. Hazirlanan MIP-MNP’lerin yiiksek adsorpsiyon, yiiksek geri kazanim
ve yiiksek segicilik Ozellikleri sayesinde gercek numunelerde immiinoafinite kolonlara
alternative olarak analiz Oncesi ayirma islemlerinde ve diger zenginlestirme islemlerinde

uygulanabilecegi diisiiniilmektedir.

Sonug olarak; maliyetli ve zaman alan diger yontemlerden daha avantajli olan bu yontem,

AfM1 ekstraksiyonu igin iyi bir alternatif olabilir.
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