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Cesitli kaynaklardan gelen birgok cevresel kirletici endokrin bozucu kimyasallar (EDC)
olarak davranabilir ve endokrin sistemin normal fonksiyonlarini etkileyerek, maruz
kalan tabi yasam ve insanlar Gzerinde olumsuz etkilere neden olur. Bireysel etkiler daha
sonra tum toplumu etkileyecek sekilde ilerleyebilir. Dogal yasamda, endokrin
bozucularin etkileri en ¢ok Ureme sistemi ve gelisme anormallikleriyle ortaya
citkmaktadir. ingiltere’de atiksu isleme fabrikalarinin yakininda yasayan baliklarda
plazma vitellogenin (estrojen badimli plazma proteini) seviyelerinin, akintilarda
steroidler, estrojen ve alkilfenollerin varligiyla arttigi ve bunun sonucu olarak erkek
baliklarda feminizasyon go6zlendigi rapor edilmistir. Dodal hormon 17(-estradiol ve
yapay dogum kontrol hapi 17a-etinilestradiol en potansiyel estrojenlerdir ve bazi atiksu
isleme tesislerinde dugsuk derigsimlerde bulunmalari baliklarin Gremesi Uzerinde
degisikliklere yol agabilmektedir. EZ2; disi cinsiyet karakteristiklerinin gelisimi, devamini
ve cinsiyet organlarinin olgunlasmasini ve fonksiyonunu etkileyen dogal hormondur.

Az miktarda olmakla birlikte bu hormon erkeklerde de bulunmaktadir. E2 ayni zamanda



noroendokrin sistem ve kemik yapisiyla da baglantihdir ve hedef dokularda kanser
olusumunu kolaylastirabilmektedir. Tum steroidler gibi E2 de ana bilesik kolesterol ile
ayni siklopentan-o-perhidrofenantren halkasina sahiptir. Temel halka yapisi Ug¢
hekzagonal halka ve bir pentagonal halkadan olugsmaktadir. Diger steroidler gibi, E2 de
fenolik halka ile karakterize edilmektedir. Ayrica, molekll duzleminin Gzerinde C17°nin
B pozisyonunda bir hidroksil grubuna sahiptir. Bu kapsamda, bu tezde molekuler
baskilama ydntemi kullanilarak eser miktardaki 173-estradiol’in uzaklastiriimasi

hedeflenmistir.

Anahtar kelimeler: Bakteriyel seliloz nanofiberler, molekuler baskilanmis polimerler,
17-Estradiol



ABSTRACT

PREPARATION OF E2 IMPRINTED NANO-PARTICLE-BACTERIAL CELLULOSE
COMPOSITE SYSTEMS FOR THE DEPLETION OF ESTRADIOL FROM WASTE
WATERS

ilker KOC

Doctor of Philosophy, Biochemistry Division
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March 2018, 88 pages

Many environmental disruptors from various sources act as Endocrine Disrupting
Chemicals and have adverse effects on natural life and on human by effecting
endocrine system functions. Individual effects may lead to social problems. In natural
life, effects of endocrine disruptors appear as reproductive system and developmental
anomalies. It was reported that plasma vitellogenin level in fish living near wastewater
treatment plants in the United Kingdom increases due to steroids, oestrogen and
alkylphenols in streams and thus feminization in male fish occurs. Natural hormone
17B-oestradiol and contraceptive 17a-ethinylestradiol are the most potent oestrogens
and small concentrations in wastewater treatment plants has advers effects on fish
reproduction. E2 is a natural hormone effecting the improvement and progression of
sexual characteristics, and also the maturation and function of sexual organs. Also
found in male in small amounts. E2 is also associated with neuroendocrine system and
bone structure and may promote cancer in target organs. Like all steroids, E2 has the
same cyclopentan-o- perhydrophenanthrene ring as main component cholesterol. Main

ring structure consists of three hexagonal and a pentagonal rings. Like other steroids,



E2 is also characterized with phenolic ring. It has also a hydroxyl group in 3 position of
C17 carbon. In this thesis, removal of trace amounts of 17p-oestradiol from

wastewaters by molecular imprinting technique is aimed.

Key Words: Bacterial Cellulose Nanofibers, Molecular Imprinted Polymers, 17(3-

oestradiol
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1. Giris

Endokrin bozucu kimyasallar (EDCs), insanlarda goérulen Greme bozukluklari, meme
kanseri, bagisiklik sistemi hastaliklar ve evsel ya da endustriyel kaynakli olarak icme
sularina karismakla iligskilendiriimektedir. Gida ve su ile vicuda alinmaktadir. EDCs
cinsiyet hormonlari ve endokrin sistemin diger steroidleri ile baglantili olan cesitli
cekirdek reseptorler ve hormon reseptorlerine baglanabilirler. Bu etkilesimler yoluyla,
genlerin etkinligini degistirirler, dogal hormonlarin reseptorlerine baglanmasini
engellerler ve bazi durumlarda da hormon seviyesinin artmasina neden olurlar. EDCs
steroid hormonlar, kolesterol gibi bilegiklerden sentezlenen biyolojik aktif bilesikler gibi
genis cesitlilikteki kimyasallari igerir. Dogal dstrojenlerden (6stron (E1), 17p-estradiol
(E2), estriol (E3) ve sentetik 6strojen 17a-etinilestradiol (EE2)) siklhikla suda bulunup
ureme sistemi organlari ile gogus, deri ve beyin sagligi icin dnemli gérevleri vardir. 173-
Estradiol, yuksek oOstrojenik aktivite gosteren dogal Ostrojenlerden biri olup dogum
kontrol haplarinda, hormon tedavilerinde, prostat ve meme kanseri tedavilerinde
kullaniimaktadir. E2 kadinin yumurtaliklarinda Uretilmekle birlikte seks hormonlarinin
gelisimini, ikincil cinsiyet karakterlerinin meydana gelmesini ve devam etmesini
saglamaktadir. Polimer fiberler, elektrostatik yolla 100 yildir polimer ¢ozeltilerinden
veya eriyiklerinden elde edilmektedirler. Nanofiberler, blyuk ylzey alani/hacim
oraniyla goézenekliligin gerekli oldugu birgok farkli alanda kullanim potansiyeline
sahiptirler. Uretime ydnelik olarak bircok sentez ydntemi mevcuttur ve bunlarin
arasinda en sik kullanilani elektro-egirme yontemidir. Elektro-egirme yontemi,
nano/mikrometre d&lgedindeki caplara sahip polimerik fiberlerin hazirlanmasinda
kullanilan, polimer ¢dzeltilerinin basit ve kullanish bir isleme teknigidir [10]. Geleneksel
fiber egirme islemlerinde polimer ¢dzeltisi genel olarak islem boyunca diizeden gecer.
Ekstrizyon kuvveti olarak hava ya da mekanik cihaz kullanmak yerine ¢ozeltideki
partikulleri yukleyen yuksek voltaj uygulanir ve bdylece itme kuvveti olusturulur. Kritik
voltaj degerinde itme kuvveti ¢ozeltinin ylzey gerilimini agar ve dizenin ucundan jet
olusur. Elektro-egirme yontemi, kullanim kolayhgi, boyut buyltme potansiyeli, birgok
farkli polimerik yapiya uygulanabilir olmasi gibi 6nemli avantajlara sahiptir. 10 ile 100

nm arasinda degisen c¢aplarda elektro-edrilmis polimerik nanofiberler borik asit, boya,
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agir metaller, amino asitler gibi kiguk molekuller ile proteinlerin ayriminda

kullaniimaktadirlar.

Bu tez kapsaminda, molekuler baskilama yontemi kullanilarak eser miktardaki 17(3-
estradiol’dn uzaklastirimasi hedeflenmigtir. Tez kapsaminda kullanilan estradiol
baskilanmig nanopartikiil/bakteriyel seliiloz nanofiberler 3 asamada hazirlanmstir. ilk
asama, BC nanofiberlerin Uretilmesi ve sonrasinda yikanarak temizlenmesi sirecidir.
Bu slire¢ sonunda BC-NF ler ¢ok ylksek saflikta, kolay ve ucuz bir islem sonucunda
elde edilmektedir. ikinci asamada E2 baskilanmig polimerik nanopartikiiller hazirlanmis
ve hedef molekul yapidan uzaklastiriimistir. Son olarak BC nanofiberlerin yapisina E2
baskilanmis nanopartikiller eklenerek sulardan E2’nin segici olarak uzaklastiriimasi

icin yUksek ylzey alanina sahip kompozit nanofiberler destek malzemesi olarak elde

edilmigtir.
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2. Genel Bilgiler

Endokrin bozucu kimyasallar (EDCs) evsel ya da endustriyel kaynakli olarak igme
sularina karismakta ve insanlarda gorulen Ureme bozukluklar, meme kanseri,
badisiklik sistemi hastaliklari vb. ile iligkilendiriimektedir [1]. EDCs’in ¢evreye dagilma
yollari Sekil 2.1'de sematize edilmigtir. Bu tip kimyasallar gida ve su ile vicuda
alinmaktadir. 2012’'de Diinya Saglik Orgiti’niin yayinladig bildiride endokrin ile iligkili
hastaliklar ve bozukluklar ile meme, yumurtalik, prostat gibi endokrin ile iligkili kanser
turlerinin gordlmesinde artis oldugu rapor edilmistir. EDCs cinsiyet hormonlari ve
endokrin sistemin diger steroidleri ile baglantili olan gesitli ¢cekirdek reseptdrler ve
hormon reseptorlerine baglanabilirler. Bu etkilesimler yoluyla, genlerin etkinligini
deqigstirirler, dogal hormonlarin reseptorlerine baglanmasini engellerler ve bazi
durumlarda da hormon seviyesinin artmasina neden olurlar [2]. EDCs steroid
hormonlar, kolesterol gibi bilesiklerden sentezlenen biyolojik aktif bilesikler gibi genig
cesitlilikteki kimyasallari icerir. Dogal 6strojenlerden Ostron (E1), 173-estradiol (E2),
estriol (E3) ve sentetik 6strojen 17a-etinilestradiol (EE2) siklikla suda bulunan EDCs
dir. E1, E2 ve E3 disil hormonlardir ve Greme sistemi organlari ile gégus, deri ve beyin

saghgi icin dnemli gorevleri vardir. EE2 ise dogum kontrol haplarinda bulunmaktadir

[3].

( Sulu faz Camur fazi ‘

h 4 h

[ Ylzey SUW]“—[ Toprak ]<—>[Toprak ici suy&]

Sekil 2.1. Endokrin bozucu kimyasallarin ¢evreye dagilimi [4].
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2.1. 17B-Estradiol

17B-Estradiol (Sekil 2.2) yuksek o6strojenik aktivite gosteren dogal 6strojenlerden biridir.
Dogum kontrol haplarinda, hormon tedavilerinde, prostat ve meme kanseri
tedavilerinde kullaniimaktadir [5]. E2 kadinin yumurtaliklarinda Uretilmekle birlikte diger
endokrin dokularinda ve karaciger, gogus gibi diger dokularda da vardir. Digilerde seks
hormonlarinin gelisimini, ikincil cinsiyet karakterlerinin meydana gelmesini ve devam
etmesini saglayan E2’'nin diger steroid hormon sentezi yapan bezlerdeki gibi, sentezi
kolesterol Uzerinden baslamaktadir [6,7]. Diger tim steroidler gibi, E2
siklopentanoperhidrofenantren halka yapisi igeren bir bilesiktir. Temel olarak bir
siklopentan halkasina bagh (D), fenantrene benzeyen (A, B ve C halkalari) siklik
cekirdek icerir (steron-siklopentano perhidrofenantren yapisi). E2 hormonunun
yapisinda aromatik A halkasinin, 3. karbon (C3) atomunda bulunan fenolik hidroksil

grubu ile beraber 17. karbon (C17) atomu’nda hidroksil grubu yer almaktadir [8,9].

Molekiil Formiili: C1sH2402
Molekiil Agirhgi: 272,38 g/mol

Sudaki Coziiniirligu: 3,6 mg/L @

Organik Cozuciulerdeki Cozunurliugu:
Codu organik ¢ozucude ¢ozulebilir.
pKa: 10,4 ®

Dagilma Katsayisi (Log Kow): 4,01 ©

Kaynama Noktasi: 180°C @ HO
Buhar Basinci: 2,3 x 101 mmHg ©)

Sekil 2.2. 17B-Estradiol’un kimyasal yapisi ve fizikokimyasal 6zellikleri [10-14].

Sentez edilerek kana verilen dstrojen hormonu depo edilememektedir. Serumda E2’in
%97'den fazlasi plazma proteinlerine bagh olarak tasinmakta olup, bunun %60’
albumine, geri kalani ise seks hormon baglayici globulinlere (SHBG) bagli haldedir.
Hormonun sadece % 1-3 kadari kanda serbest sekildedir. E2’in serbest ve albimine

bagl fraksiyonlari biyolojik olarak aktiftir [15].
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Steroid hormonlarin enzimatik inaktivasyonu genellikle karacigerde hidroksillenme,
yukseltgenme, indirgenme, metillenme ve en son basamakta meydana gelen
glukoronik asit (HGLU) ve sulfat konjligasyonuyla olmaktadir. Bu gesitli inaktivasyon
yontemleri ile hormonal aktiviteleri buyuk miktarda azalmig olan bir dizi steroid
metabolitleri ile sonuglanir. Memeliler steroid omurgasini yikamadiklari igin idrar ile ve
bir dereceye kadar da safra ile atilir [16]. E2 hormonunun ikincil seks karakterleri
Uzerine [17], hipotalamusa ve hipofize [18, 19], koagullasyon ve fibrinolitik sistem
Uzerine [20], protein sentezi Uzerine [22], plazma kolesteroll Uzerine [22], elektrolit
dengesi Uzerine [23], antiinsulin seviyesi Uzerine [24], deriye [25] ve kemiklere [26]

etkisi oldugu saptanmistir.

Pestisitler gibi geleneksel kirleticilere kiyasla, endokrin bozucu kimyasallarin sulardaki
derisimi ng/L seviyelerinde bulunmaktadir. Birlesik Krallik’ta birgok atik aritma tesisinde
yapilan ¢galismalar sonucunda sistemden ¢ikan atik suyun 1-80 ng/L derisim araliginda
ostron, 1-50 ng/L derisim araliginda 173-estradiol ve 0-7 ng/L derisim araliginda 17a-
etinilestradiol bulundugu bildirilmistir [27]. Tablo 2.1’de cesitli Glkelerdeki E2 derisimleri

verilmistir.

Cizelge 2.1. Cesitli su kaynaklarinda bulunan E2 derisimleri [28].

Kaynak Yer Derigsim, ng/L
Birlesik Krallik 7-88
Kentsel atik su Almanya 0.9

Japonya 2,7-48
. Almanya 0,6
Yuzey suyu

Japonya 2,1
icme suyu Almanya 0,3

17B-estradiol, o6stron gibi dogal Ostrojenler ve 17a-etinilostradiol gibi sentetik
dstrojenler, insan ve hayvan tarafindan idrar yoluyla gevreye ve atik sulara ulagir. insan
ve hayvan diskilari kayda deger miktarda dogal 6strojen ihtiva etmektedir [29].
Geleneksel biyolojik atiksu aritma tesislerinden ayrilan sudaki Ostrojenik hormon
(6zellikle 17B-estradiol, dstron, Ostriol) derigimleri litrede birka¢ nanogram (ng/L) ile
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birka¢g mikrogram (ug/L) araligindadir. Bu mikrokirleticiler endokrin bozucu kimyasal
Ozellige sahiptir ve pek c¢ok turun (insanlarda dahil) endokrin sistemine ng/L
seviyesinde bile zarar verdigi saptanmistir [30, 31]. Dogal steroid éstrojen adi verilen
insan ve hayvan kaynakli steroid hormonlar, digsal endokrin bozucu kimyasallar (EDC)
ve sentetik kimyasallarla karsilagtirildiginda oldukca yluksek Ostrojenik aktiviteleri ile
karakterize edilmis ve i¢sel steroid EDC olarak siniflandinlmistir [32]. igsel steroid
ostrojenlerin digsal EDC’lara gére 10.000-100.000 kat daha fazla dstrojenik aktiviteye
sahip oldugunu rapor etmisler [33]. Hayvan atiklarinin uygulandigi toprak arazileri
cevresel ostrojenlerin bir diger kaynagidir. Dogal yasamda, endokrin bozucularin

etkileri en gok Ureme sistemi ve gelisme anormallikleriyle ortaya ¢ikmaktadir [37, 38].

17B-estradiol’lin neden oldugu olumsuz durumlar dusundldiginde atik sulardan
uzaklastirimasinin énemi ortaya c¢ikmaktadir [39]. 17B-estradiol’'lin neden oldugu
olumsuz durumlar dusundldigunde atik sulardan uzaklastiriimasinin énemi ortaya
cikmaktadir [39]. Bu amagla kullanilan pek ¢ok yontem vardir. Geleneksel ayirma
islemlerinden koagulasyon ve ¢oktirme gibi yontemler EDC lerin 6zellikle disuk
molekuler agirhkh olanlarin (100-500 Da) uzaklastirimasinda etkin degillerdir.
Adsorpsiyon, membrane filtrasyonu ve iyon degisimi gibi ileri ayirma islemleri % 95’'e
kadar ayirma etkinligi saglarlar. Bu yontemler ozellikle kentsel atik sulardan EDC
uzaklastirmada siklikla tercih edilen yontemlerdir. Ancak bu yontemler pahali ve
estradiol uzaklastirma etkinligi dusuktar [40]. Bu amagla, son yillarda E2 uzaklastirmak
icin yeni yontemlerin gelistiriimesi 6nemli hale gelmistir. Geleneksel yontemler olan
ultrafiltrasyon ve oksidasyon iglemlerinin yaninda adsorpsiyon iglemi dnemli alternatif
sunmaktadir [41].

Silva ve arkadaslarinin hazirladi§i bir derlemede, E2 uzaklastirimasinda kullanilan
adsorbentler ve adsorpsiyon kapasiteleri listelenmistir. Bunlardan bazilari soyledir: aktif
karbon (21.3-67.6 mg/g), granuler aktif karbon (% 90’dan fazla geri kazanim). Tipik bir
adsorbent olan aktif karbonun sadece hidrofobik kirleticiler igin etkin oldugu rapor
edilmistir [42]. Kullaniimakta olan malzemelerin spesifik olmamasindan dolay! eser
miktarlardaki uzaklagtirma etkinligi zayiftir [43]. Diger bilesenler nedeniyle atik su gibi

karmasik bir ortamdan E2’nin uzaklastiriimasi ¢ok disuk miktarlarda kalmaktadir. Bu

20



nedenle, EZ2'nin segici uzaklagtiriimasi icin yeni yontemlerin geligtiriimesi
gerekmektedir [44].

2.2. Afinite Nanofiberler

Proteinlerin saflastiriimasinda, dolgulu kolon kromatografisi en sik kullanilan
tekniklerden biridir [1,2]. Ancak bu yéntemin bazi sinirlamalari vardir. Ornegin; dolgulu
kolonlarda genellikle basing dugmesi yuksektir. Ayrica protein molekullerinin, kolon
dolgu malzemesi olan mikrokurelerin gozenekleri igindeki kutle aktarimi yavas
oldugundan iglem suresi uzundur [3]. Bu durum ayni zamanda ellsyon igin gereken
sivi hacmini de arttirdigi icin dezavantaja donusur. Dolgulu kolonlarda mikrokUrelerin
homojen olmayan boyut dagilimindan kaynaklanan kanallasma, kolon verimini diguren
bir diger onemli sorundur. Eksenel kutle aktarim kisitlamalari s6z konusu oldugundan

dolgulu kolonlarda odlgek buyutme de zordur.

Go6zenekli membranlar, dolgulu kolonlarla ilgili kisitlamalardan kurtulabilmek igin
onemli bir alternatif sunmaktadirlar [4]. Membran kromatografisinin en 6nemli avantaji;
proteinlerin baglanma bodlgelerine kitle aktariminin konveksiyon ile olmasidir [5].
Boylece islem suresi ve elusyon igin kullanilan sivi hacmi azaltilmis olur. Basing
dismesi dolgulu kolonlara goére onemli derecede dusuktir. Baglanma etkinligi
genellikle besleme akis hizindan bagimsizdir. Bu da, yuksek akis hizlariyla ¢alisabilme
olanagi saglar. Dolgulu kolonlarla karsilastirildiginda membran kromatografisinin bir
diger avantaji da dlgek buyutme kolayhgidir. Membran kromatografisinde protein ile
matriks arasindaki etkilesim membranin birbiriyle baglantili gézeneklerinde gerceklesir
(Sekil 1). Mikrokurelerin gézeneklerindeki kitle aktarimi difizyon ile gergeklesirken
membranin gdzenekleri boyunca konveksiyon ile kitle aktarimi etkindir [6].
Membranlarin kullanimi ile gézenek igi diftizyon direnci ortadan kalkar ve bdylece tek
katle aktarimi direnci olarak sivinin gézenek boyunca membran yluzeyinde olan film
difuzyon direnci ortaya ¢ikar. Film difuzyonu gézenek difizyonundan birka¢ kat daha
hizli oldugundan membran kromatografisinde kutle aktarim kisittamalari oldukga
azalmistir. Tek ya da istiflenmis membranlar mikrokirelere oranla ince olmalarina
ragmen kromatografik kolondaki basing dismeleri membranlarin birbirleriyle baglantili

g6zenek yapisinin yardimiyla azaltilir. Boylece akis hizlari ve verimlilik artirilir.
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Biyoterapdtiklerin Uretimindeki gelismeler sonucunda, degerli biyolojik Urtnlerin etkin
ve ekonomik ayriminda yuksek kapasite ve ylksek verimlilikte adsorpsiyon
malzemelerinin gelistiriimesi dnemli bir ihtiya¢c haline gelmistir. Membran formundaki
malzemeler yukarida da anlatildigi gibi hizli baglanma ve birbiriyle baglantili
gOzenekleri sayesinde dusuk iglem suresine olanak saglamalarina ragmen
adsorpsiyon kapasiteleri disuktir. Bu durumun asilabilmesi i¢cin nanofiberler oldukga

gucllu alternatiftirler [7, 8].
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Sekil 2.3. Mikrokiire (A) ve membranlarda (B) kiitle aktarimi [6].

Polimer fiberler, 100 yildir polimer ¢ozeltilerinden veya eriyiklerinden elektrostatik yolla
elde edilmektedirler [9]. ilk Uretimleri 1930’lara dayanan ve patenti alinan nanofiberler
ise, caplari nanometre seviyesinde olan fiberlerdir. Nanofiberler, buyuk ylzey
alani/hacim oraniyla goézenekliligin gerekli oldugu birgok farkli alanda kullanim
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potansiyeline sahiptirler. Uretime ydnelik olarak birgok sentez yéntemi mevcuttur ve
bunlarin arasinda en sik kullanilani elektro-egirme yontemidir. Ozellikle 1990’lardan
sonra 6nem kazanan elektro-egirme yontemi, nano/mikrometre Olgegindeki caplara
sahip polimerik fiberlerin hazirlanmasinda kullanilan, polimer ¢dzeltilerinin basit ve
kullanigh bir isleme teknigidir [10]. Geleneksel fiber egirme islemlerinde polimer
¢ozeltisi genel olarak islem boyunca duzeden gecer. Ekstrizyon kuvveti olarak hava
ya da mekanik cihaz kullanmak yerine ¢ozeltideki partiklleri ylkleyen yuksek voltaj
uygulanir ve boylece itme kuvveti olusturulur. Kritik voltaj degerinde itme kuvveti
¢ozeltinin ylzey gerilimini asar ve duzenin ucundan jet olusur. Ardindan ¢bzucu
buharlastirilarak olusan fiberler plaka Uzerinde toplanir. Elektro-egirme yontemi,
kullanim kolayhgdi, boyut buylutme potansiyeli, birgok farkli polimerik yapiya
uygulanabilir olmasi gibi énemli avantajlara sahiptir [11]. 10 ile 100 nm arasinda
degisen caplarda elektro-egrilmis polimerik nanofiberler borik asit, boya, agir metaller,
amino asitler [12-14] gibi kiguk molekuller ile proteinlerin [15] ayriminda basaril bir
sekilde kullaniimigtir. Ayrica bu yontem ile boncuklu, gbézenekli, gozeneksiz ve

cekirdek-kabuk gibi farkli morfolojilerde nanofiber elde etmek mumkindur (Sekil 2).

Sekil 2.4. Farkli morfolojilerde nanofiberlerin taramali elektron mikroskobu goriintiileri.

Boncuklu (A), gdzeneksiz (B), ¢ekirdek-kabuk (C) ve gozenekli (D) [16].
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Afinite tagiyicilar, hedef molekiller ile ligand molekulleri arasinda 6zgul tanima
bolgelerine sahip olan malzemelerdir [17]. Afinite nanofiber kromatografisi,
nanofiberlerin ylksek verimliligi ile kromatografi malzemelerinin segiciliginin bir araya
getiriimesiyle proteinlerin saflastirilmasinda kullanilan etkili ve ilgi ¢ceken bir yontem
olmustur. Hizl ve yuksek kapasiteye sahip protein baglamasina olanak saglayan ustin
Ozellikleri ile elektro-egrilmis nanofiberler saflastirma uygulamalari igin uygundurlar.
Orglsiiz nanofiberler elektro-egirme ile kolayca elde edilebilir. Elektro-egrilmis 6rgiisiiz
nanofiberler yiksek yluzey alani/hacim orani, yliksek gdzeneklilik, birbiriyle baglantil
g6zenek yapisi, yuksek morfolojik kararlilik, kontrol edilebilir nanofiber kalinligi ve
g6zenek c¢api gibi Ustun ozellikler igerir. Afinite nanofiberlerde segici adsorpsiyon
isleminin en 6nemli 6zelligi, akisin nanofiberin mikro ve nano gdzenekleri boyunca
aktarilmasi ve segici adsorpsiyonun nanofiberin ylizeyinde olmasidir [18]. YUlksek akis
hizlarinda c¢alisilabilen, yUksek yuzey alanina sahip nanofiberler proteinlerin
saflagtinimasinda hizli ve yuksek baglanmaya olanak saglar. Nanofiberlerin bu
alandaki kullanimi mikroktre gozenekleri i¢cinde kutle aktarim kisitlamalarindan dolayi
Ozellikle proteinler gibi blylUk molekiller icin olduk¢a verimlidir. Nanofiberlerin,
proteinlerin saflastirlmasinda kullaniimasi Umit verici sonuglar vermigstir. Nanofiberler
yuksek akis hizlarinda yuksek baglanma kapasiteleri saglayarak dolgulu kolon
kromatografisine goére Ustln performans gdstermislerdir [19]. Zhu ve arkadaslari, fiber
capi 50-300 nm arasinda olan polivinilalkol-polietilen (PVA-PE) nanofiberler
hazirlamiglardir. Nanofiber yluzeyine ligand olarak protein saflastirmasi icin yaygin
olarak kullanilan pahali, immobilizasyonu zor ve depolamasi 6zel dnlemler gerektiren
antikor ligandlar yerine yuksek adsorpsiyon kapasitesine sahip, ucuz ve kimyasal
kararhligi yluksek boya ligand olan Cibacron Blue F3GA immobilize ederek albumin
adsorpsiyonunda kullanmiglardir (Sekil 2.5). Cibacron Blue F3GA ile hazirlanan kitosan
mikrokurelere ve polimetilmetakrilat (PMMA) nanokurelere kiyasla daha fazla albumin
adsorpsiyon kapasitesine ulasmiglardir [20]. Bu ¢alisma ile Cibacron Blue F3GA badli
PVA-PE nanofiberlerin biyomolekillerin ayriimasi ve saflastiriimasi uygulamalarinda
yuksek elusyon verimliligi ile tekrar kullanilabilirligi gosterilmistir.
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Sekil 2.5. PVA-PE (A) ve Cibacron Blue F3GA bagli PVA-PE (B) nanofiberlerin taramali

elektron mikroskobu goriintiileri [20].

Afinite nanofiberler gida endustrisinde son Grln kalitesini artirmak igin kullaniimaktadir.
Zhang ve arkadaslari, bir proteolitik enzim olan bromelainin saflastiriimasi icin fiber
¢ap! 200-400 nm arasinda olan elektro-egrilmis poliakrilonitril nanofiber membranlar
hazirlamiglardir [21]. Poliakrilonitril (PAN) ucuz olmasi, iyi 1sil ve mekanik
Ozelliklerinden dolay protein saflagtirma ¢alismalarinda tasiyici destek olarak siklikla
kullaniimaktadir. Proteinin spesifik olmayan adsorpsiyonunu azaltmak i¢in nanofiberler
kitosan ile kaplanmis ve ardindan Cibacron Blue F3GA immobilizasyonu yapilmistir.
Calisma sonucunda elde edilen adsorpsiyon kapasitesi elektro-egrilmis PAN nanofiber

membranlarin bu alandaki potansiyeline isaret etmektedir.

Nanofiberler mikrofiberlere goére ylksek ylzey alani/hacim orani ile dikkat
cekmektedirler. Sekil 2.6’da goruldugu gibi fiber ¢apinin kagultalmesi fiberin ylzey
alanini artirmaktadir. Schneiderman ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada,
elektro-egrilmis karbon nanofiberleri kullanarak yliksek adsorpsiyon kapasitene olanak
saglayan yeni bir kromatografi malzemesi hazirlanmigtir. Karbon nanofiberler, elektro-
egrilmis PAN nanofiberlerin 1sil isleme tabi tutulmasiyla elde edilmis ve karbon
nanofiber matlar zayif asit olan karboksilik asit ile ylzeyleri modifiye edilmistir.
Geleneksel karbon mikrofiberlerin ¢aplari 10 um iken elektro-egrilmis karbon
nanofiberlerin gaplar yaklasik 300 nm’dir. Bdylece nanofiber drgilerin ylzey alani

mikrofiberlere oranla 30 kat arttinimistir. Ylzey alanindaki bu artis nanofiberlerin
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protein adsorpsiyon kapasitesini onemli oranda arttirmigtir. Ayrica bu c¢alismada
kullanilan nanofiberlerin  gecirgenlik degerlerinin  dolgulu kolon kromatografi

sistemlerinden 10 kat fazla oldugu rapor edilmistir [22].

Greiderer ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada da 100-200 nm fiber ¢apinda grafitik
nanofiberler (GNF) sentezlenmis ve tureviendirilerek proteomik uygulamalari igin
‘Material-Enhanced Laser Deposition/lonization’ (MELDI) analizlerinde destek
malzemesi olarak kullaniimigtir. Elde edilen turevlendiriimis GNF’ler ile biyolojik
orneklerden az bulunan bilesiklerin tayini icin 6nem arz eden yuksek protein baglama
kapasitesi ve ideal tayin limitine ulasildigi goralmustir. GNF’ler yuksek yluzey alanina
sahip olmalari sayesinde 6n bir albumin ya da immunoglobulin G uzaklastirmasina
gerek kalmadan yuksek hassasiyet ve tekrarlanabilirlik 6zellikleri ile yliksek protein

zenginlestirme performansi gostermislerdir [23].

Sellloz bazli malzemeler, biyofarmasdétik endustrisinde adsorbent mikroklreler ve
membranlarin hazirlanmasinda siklikla kullanilirlar. Sellloz; kolay elde edilebilen,
biyobozunur, biyouyumlu ve en o6nemlisi protein saflastirma uygulamalarinda g¢ok
dusuk spesifik olmayan baglanma gosteren dogal bir polimerdir. Ancak selllozun
islenmesi zordur ve ¢ézunmesi i¢cin N-metil morfolin oksit/su veya lityum klortr/N,N-
dimetilasetamid gibi ¢ozucu karisimlarinin kullanimini gerektirir. Ma ve arkadaglari
tarafindan yapilan bir g¢alismada, elektro-egrilmis sellloz nanofiberlerin yuzeyine
Cibaron Blue F3GA kovalent olarak baglanmis ve maksimum albumin adsorpsiyon
kapasitesi 13 mg/g olarak bulunmustur [24]. Ayni ¢alisma grubu elektro-egrilmis sellloz
nanofiberleri, ylzeylerine protein A/G’yi kovalent olarak baglayarak immunoglobulin G
saflastirmasinda kullanmiglardir. Bu c¢alismada, hazirlanan afinite membranlarinin
ticari Urlnlere kiyasla daha ylksek spesifik baglanma kapasitesine sahip oldugu rapor
edilmistir [25].

Zhang ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, protein ayirma igin elektro-egrilmis

seluloz asetat nanofiberler kullanilarak iyon degisim destek sistemi hazirlanmistir [26].

Hazirlanan bu nanofiberlerin ¢aplari 10 nm ile 1 ym arasinda degismektedir. Sellloz
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asetat kullanilarak elde eldilen sellloz nanofiberler, anyon degisim ligandi olan
dietilaminoetil (DEAE) ile modifiye edilmiglerdir. DEAE-nanofiberler, DEAE-seluloz
mikrofiberler ve ticari DEAE-sellloz fiberlere gore daha ylksek albumin baglanma
kapasitesi gostermislerdir. Bu sonuglar hazirlanan nanofiberlerin Ustin morfolojik
yapilari ile yuksek yuzey alanina sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir. Ayrica bu
calismada, hazirlanan nanofiberler ile DEAE sefaroz dolgulu yatak sisteminin
adsorpsiyon performansi kargilastiriimis ve nanofiber membranlarin ticari dolgulu yatak
sistemine goOre baglanma kapasitelerinin ve akis Ozelliklerinin daha iyi oldugu

gOsterilmisgtir.

2.3. Kompozit Nanofiberler

Afinite nanofiberler, ilgilenilen hedef molekil ile ligand molekilleri arasinda 6zgul
tanima bolgelerine sahip olan malzemelerdir [37]. Afinite nanofiberler, nanofiberlerin
yuksek etkinligi ile belirli bir moleklle karsi afinite 6zelligine sahip olarak yuksek
segciciligin bir araya getiriimesiyle ayirma islemlerinde kullanimi 6nem kazanmaktadir.
Sekil 2.9'da fiber capinin yilzey alanina olan etkisi sematik olarak gdsterilmistir.
Sekilden de agikga goruldugu gibi malzemenin fiber gapi kuguldukge ylzey alani
onemli derecede artmaktadir. Bu da nanofiberlere yiuksek adsorpsiyon kapasitesine
ulasabilme olanagi tanimaktadir. Bu 6zelligi ile nanofiberler ayirma islemlerinde dnemli

alternatif sunmaktadir.

Afinite nanofiberlerde akis nanofiberin mikro ve nano godzenekleri boyunca
aktariimaktadir. Boylelikle yap1 boyunca kutle aktarim kisitlamalari en aza indirgenmis
olur. Ayrica afinite nanofiebrlerde ylzeyde bulunan ligandlar sayesinde adsorpsiyon
islemi ylksek secicilikte olmaktadir [38]. Bunlara ek olarak afinite nanofiberler islem
sonunda ortamdan uzaklastirilmalari igin bir cihaz gerektirmediklerinden kullanim

kolayhgi sunmaktadirlar.
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Sekil 2.6. Fiber ¢apinin yiizey alanina etkisi [39].

Son yillarda kompozit nanofiberler gelistiriimis ylzey alani 6zellikleri ile dikkat
cekmektedirler. Kompozit nanofiberler, yapisinda partikillerin bulundugu sistemlerdir.
Wang ve arkadaglarinin hazirladidi bir derlemede elektro-egirme yontemi ile
hazirlanmis ve ayirma islemlerinde kullanilan nanofiberlerin c¢esitli 6zellikleri ve
kullanim alanlarn anlatiimistir. Bu c¢alismada kompozit nanofiber hazirlama ve
uygulama ydntemleri hakkinda bilgi verilmigtir. Kompozit nanofiber hazirlamada 3 farkli
yontem vardir: i) baska bir polimer ile harman yapilmasi, ii) partikiler sistemin polimer
¢ozeltisine eklenmesi, iii) ko-eksenel egirme ile ¢ekirdek-kabuk tipi nanofiberlerin elde
edilmesi [40]. Bu hazirlanan kompozit nanofiberler ile gelistiriimis mekanik dayanim ve
adsorpsiyon kapasitesine ulasildigi rapor edilmigtir.

Chronakis ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada 17B-estradiol baskilanmig
nanopartikuller elektroegirme ydntemi ile hazirlanan polietilen teraftalat (PET)
nanofiber yapisinin igine enkapsule edilmistir [41]. Hazirlanan fiberlerin ¢api igeriginde
bulunan MIP partikile bagli olarak 150-300 nm arasindadir (Sekil 2.8). Bu yontem ile
kolay bir yolla hizli baglanma kinetigine sahip ylksek segicilikte nanoadsorbentler
hazirlanmistir. Kati-faz ekstraksiyonu gibi ayirma iglemlerinde etkin birsekilde

kullanilacakve buylk oOlgege uygulanibilecek afinite nanofiberler elde edilmistir.
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Baskilanmis nanoapartikillerin nanofiber yapisinda enkapsule edilerek hazirlanmis

baska adsorbentler de mevcuttur [42, 43].

Sekil 2.7. E2 baskilanmis kompozit PET nanofiberlerin SEM fotografi [40].

Yoshimatsu ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada sulardan propranolol
uzaklastirimasi amaciyla kati faz ekstraksiyon sistemi hazirlanmigtir. Molekuler
baskilanmis mikropartikiller ile nanopartiklller elektroedirme ydntemi ile poli(etilen
tereaftalat) (PET) nanofiber ylizeyine enkapstile edilmistir. Sekil 2.9'da hazirlanan farkh
boyutlardaki MIP ve NIP partikiller iceren PET nanofiberlerin SEM goruntuleri
verilmigtir. Fibroz yapi boyunca partikillerin homojen bir gekilde dagildigi

gorulmektedir.
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Sekil 2.8. a) %50 oraninda, 130 nm boyutunda MIP nanopartikiil, b) %50 oraninda 390 nm
boyuntunda NIP nanopartikiil, ¢) %100 oraninda 130 nm boyutunda MIP nanopartikiil, d) %100
oraninda 390 nm boyuntunda NIP nanopartikiil, ) %50 oraninda 1,2 pm boyutunda MIP
mikrokiire, f) % 50 oraninda 1,4 um boyutunda NIP mikrokiire, g.) %50 oraninda 2.4 pm
boyutunda MIP mikrokiire, h) %50 oraninda 2,4 um boyutunda NIP mikrokiire igeren PET
nanofiberlerin SEM goriintiileri [43].

2.4. Bakteriyel Seliiloz ve Ozellikleri

Seluloz yerylzinde en ¢ok bulunan polimerelerden biridir. Kimyasal yapisi Sekil 2.10°

da gosterilmistir. Eski caglardan beri endustriyel kullanimi yaygindir. Bitkisel seltlozun
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yapisinda pamuk, rami lifi gibi farkli bilegenler de vardir. Bakteriyel seluloz (BC) gram-
negatif bakteri Acetobacter xylinum tarafindan dretilen yiksek saflikta bir dogal

polimerdir.

OH

OH

. 0 HO o1

HO O 0
OH

L OH dn

Sekil 2.9. Seliilozun kimyasal yapisi.

Bakteriyel sellloz biyosentez sonucunda belirli kdltir kosullari altinda mikrofibril
demetleri seklinde uretilir. Selllozun tekrar eden birimi 2 anhidroglukoz zinciri $-1,4

glikosidik baglari ile baglanir ve sellobioz adindaki birimleri olusturur (Sekil 2.13) [44].

' T um

Sekil 2.10. Bakteri tarafindan iiretilen bakteriyel seliiloz nanofiberlerin TEM goriintiisii [45].

BC nanofiberler farkli bakteriler tarafindan Uretiimektedir. Tablo 2.2°’de BC (ireten

bakteriler ve kullandiklar karbon kaynaklari ile BC Uretim verimi verilmistir.
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Cizelge 2.2. BC nanofiberlerin fermentatif {iretimi [46].

Mikroorganizma Karbon kaynagi | Verim, g/L
Gluconacetobacter xylinus, )
Trichoderma reesei Glikoz 6,23
Gluconacetobacter hansenii PJK .

(KCTC 10505 BP) Glukoz 2,50
Gluconacetobacter medellensis Glitkoz 450
Gluconacetobacter Persimmonis Glitkoz 514

Gluconacetobacter xylinus Glukoz 10.80

Nano boyuttaki fiberlerin rastgele orilmesiyle olusan 3 boyutta agsi bir biyomalzemedir.

AQ yapidaki fazla sayidaki hidroksil grubunun varligi sayesinde BC tipik ¢oztcllerde

¢6zulmeyen ve belirli bir erime noktasi bulunmayan kararli bir polimerdir. Bu 6zellikleri

ile BC yuksek mekanik dayanima sahiptir. Nano boyuttaki seluloz fiberlerin Gretimi ve

uygulamasi Ustun fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, disuk maliyeti, kolay ve yuksek

saflikta hazirlanan bir malzeme olmasi sebebiyle son yillarda artis gostermektedir

(Sekil 2.12) [47]. Bahsedilen ozellikleri sayesinde dolgu malzemesinden doku

muhendisligine, filtrelerden ayirma malzemesine kadar pek ¢ok farkli alanda uygulama

alani bulmustur [48-55]. Ozellikle yiiksek ylizey alanina sahip olmasiyla adsorbent

olarak kullanildigi ¢ok sayida galisma vardir. Bunlardan bazilari atik sulardan agir

metal uzaklastirma [56], yara ortl malzemesi [57], boya degradasyonunda katalizor

[58], kompozit malzeme [59] olarak 6érneklendirilebilir.
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Sekil 2.11. 2000-2013 yillart arasinda BC nanofiberler ile ilgili yapilan yayin sayilari [60].

Sekil 2.12'de gosterildigi gibi BC nanofiberler Uretim sekline gére membran, fibril ve
kUresel gibi farkli formlarda Uretilebilmektedir. Bakteriyel inkibasyon durgun kultir
ortaminda oldugunda sivi-hava arayuzeyinde membran seklinde BC nanofiber
membranlar elde edilir. Bu formdaki BC nanofiberlerin uygulama alani kullanim
kolayligindan dolay! ¢ok genistir. BC fibroz suspansiyonu ayni kaltir kosullarinda
ancak karistirmali ortamda gerceklesmektedir. Kiresel formdaki BC nanofiberler de
karigtirmali ortamda Uretilmektedir ve gida, saglik ve malzeme uretimi gibi pekgok
uygulama alaninda kullaniimaktadir.
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Sekil 2.12. BC nanofiberlerin farkli iiretim formlar1. a) membran, b) fibril, c) kiiresel [61].

BC nanofiberler bahsedilen Ustin o6zellikleri sayesinde pek cok farkli uygulama
alaninda destek malzemesi olarak kullaniimistir ve basarili sonuglar rapor edilmigtir.
Wang ve arkadaslarinin yaptigi bir galismada hazirlanmasi kolay, ucuz, ¢evre dostu
teknoloji ile 3 boyutlu gdzenekli elektrotlar hazirlanmistir. Bu amacla BC nanofiberler
oncelikle pirolize edilmigtir ve bu uygulama icin elde edilen yuksek potansiyeli rapor
edilmistir [62]. Ayrica Suleava ve arkadaslarinin hazirladiyi derlemede BC
nanofiberlerin destek malzemesi olarak kullanildigi uygulamalar ayrintili olarak
incelenmigtir. Bu c¢alismalardan bazilarinda doku muhendisligi uygulamalarinda
hdcrelerin tutunarak buyumesine ve ¢ogalmasina uygun ortam sagladigi, enzim
immobilizasyonu uygulamasinda yuksek yuzey alani ile yuksek etkinlik elde edildigi
belirtiimigtir. Chen ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada BC nanofiberlerin yuzey
modifikasyonu sonrasinda atik sulardan boya uzaklastirma iglemi icin yUksek giderim

kapasitesi sundugu belirlenmigtir [63].

BC nanofiberler molekiler baskilanmis polimerlerin hazirlanmasinda da basarili bir
sekilde kullaniimistir. Propranololun transdermal salimi igin kompozit BC membranlar
hazirlanmistir [64]. Bunun igin dncelikle BC nanofiberlerin yuzeyi 3-(trimetoksisilil)propil
metakrilat (3-MPS) ile modifiye edilmigtir. Ardindan hedef molekil varliginda
fonksiyonel monomer olarak metakrilikasit (MAA) ve c¢apraz baglayici olarak
etilenglikoldimetakrilat (EGDMA) ile nanofiber ylzeyinde polimerlerstiriimistir. Hedef
molekulin uzaklastirlmasi sonucunda nanofiber ylzeyinde propranolola 6zgu

bosluklar elde edilmigtir. Tamahkar ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada sitokrom ¢
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saflagtirimasi icin BC nanofiber yuzeyinde hedef proteine 6zgu spesifik baglanma
bdlgeleri olusturulmustur [65]. Bu amagla nanofiber yuzeyi bir onceki calismada
anlatilan sekilde 3-MPS ile modifiye edilmis ve hedef protein varliginda
polimerlestiriimistir (Sekil 2.16). Hazirlanan nanofiberler ile hizli, yiksek baglanma

kapasitesi ve yuksek segicilikte adsorbentler elde edilmigtir.

a)
Hedef protein +  Metal selat Hedef molekiliin
monomer uzaklastirimasi
> —_—
Polimerizasyon -—
Hedef molekuliin
geri baglanmasi
b)

Tpm %
| —

EHT = 10.00 kV Signal A = SE1 Mag = 50.00 KX Sample ID =

Sekil 2.13. a) Molekiiler baskilama isleminin sematik gosterimi, b) BC nanofiberlere ait SEM

goriintiisi [65].

Son yillarda yapilan ¢aligmalar yapisina nanopartikil ve/veya mikropartikil eklenen
nanofibroz membranlarin ylzey alanlarindaki artis oldugunu gdstermistir. Ayrica

yaplya kazandirilan partikiler sistemler BC nanofiber membranlara farkli uygulama
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alanlarinda uygulanabilme imkani saglamistir. BC nanofiberlerin yapisina partikiler
sistemlerin eklendigi calismalarda siklikla gimug nanopartikullerin yapiya gomuldugu
ve antimikrobiyel o6zellikli yUzeyler hazirlandi§i gorulmektedir [66]. Bu konuda

hazirlanmis en dikkat ¢ekici caligma ayrintilari ile asagida anlatiimigtir.

Sekil 2.17°de propranolol salimi igin gelistirilen kompozit BC nanofiber membranlara ait
SEM goruntuleri verilmigtir. Propranolol baskilanmis partiktller BC nanofiber igine
gémulmastir. Bodylelikle membran sistemlerinin  Gstin akis &zellikleri ile MIP
partikillerin yiksek secicilik 6zellkleri birlikte kullanilarak kullanim etkinligi artiriimis
olmustur [55]. Bu ¢alisma ile ayirma sistemlerine ek olarak ilag salim sistemlerinde de

kompozit nanofiberlerin avantajlari vurgulanmistir.

Sekil 2.14. a) Bakteriyel seliiloz nanofiberler, b) PCL eklenmemis BC nanofiberler, ¢) PCL
eklenmis BC nanofiberler, d-f) MIP mikrokiirelerin yiizeyden goriintiisi, (g-i) MIP kompozit
BC nanofiberler, j) MIP kompozit BC nanofiberlerin genisletilmis gériintiisii [67].
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2.4.1. Bakteriyel Selulozun Biyokimyasi

Bakteriyel sellloz, elektro-egirme yontemi ile kimyasal ve/veya isil igslemler kullanilarak
hazirlanan sellloz nanofiberlere dnemli bir alternatif sunmaktadir. Bakteriyel sellilozun
uretimi icin 6zel cihazlara gerek yoktur ve ylksek saflikta Grin elde edilebilmektedir.
Biyosentez sirasinda bakteriler besi ortamindaki farklh karbon bilegiklerini tiketirler ve
B-1,4-glukan zincirleri seklinde hucre membraninin digindaki gézeneklerden hucre
disina cikarlar. ik olarak mikrofibriller ve ardindan da 1000 glukan zincirinden olusan
mikrofibril demetleri olusur. Durgun ortam kosullarinda hava-sivi arayizeyinde
sentezlenen bakteriyel sellloz nanofiberlerden olusan membranlar Ug-boyutlu agsi
yapidadir. Bitki selllozundan farkli olarak bakteriyel seliloz hemisellloz ve lignin
icermez. Bakteriyel sellloz nanofiberlerin ¢api bitki sellloz fiber capindan 100 kat daha
kUguktlr. Nanofiberlerden olusan agsi morfolojik yapi, malzemeye ylksek su tutma
kapasitesi, yuksek esneklik, yuksek kristalinite, yiksek islak dayanim ve yuksek yuzey
alani kazandirir [27]. Bakteriyel sellloz, Ustln fiziksel 6zellikleri ve mekanik dayanimi,
yerinde kaliplanabilirligi, biyouyumlulugu ve yuksek su tutma kapasitesi gibi 6zellikleri
ile gida katkilarinda, yuksek dayanimli kagit uretiminde ve ayrica son yillarda yara ortu
malzemesi, yapay kan damari, kikirdak doku muhendisligi uygulamalarinda destek
malzemesi ve protein saflastirma uygulamalarinda tasiyici olarak kullanimi dikkat
cekmektedir [28-30].

Protein uzaklastirmada bakteriyel selliloz nanofiberler, ylksek yuzey alani, Ustin
kimyasal ve mekaniksel kararliligi, kolay hazirlanmasi ve ucuz olmasi gibi 6zellikleri ile
onemli bir alternatiftir. Fiber caplari genellikle 50-100 nm arasinda degisen BS
nanofiberlerden olusan Ug¢ boyutlu agsi nanofibroz membranlar ylksek ylizey alanina
sahip oOrgusuz bir malzemedir. Tamahkar ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada
nanofiber ¢api 50-100 nm arasinda olan BS nanofiberlerin ylzeyine Cibacron Blue
F3GA kovalent olarak baglanmig ve insan serumundan %96.5 verimlilikte insan serum
albumini (HSA) uzaklastiniimigtir (Sekil 2.17) [31].
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Sekil 2.15. Bakteriyel seliiloz nanofiberlerin taramali elektron mikroskobu goriintiisti.

Son yillarda siklikla kullanilan molekiler baskilanmig polimerler, ilgilenilen molekile
0zgu tanima bolgeleri icerdiklerinden yuksek segicilik ile baglanmanin énemli oldugu
pek ¢ok uygulama alaninda kullaniimaktadirlar. Ornegin protein gibi bUyik
biyomolekdillerin ayrimi igin molekiler baskilama yénteminin bir alt sinifi olan ylzey
baskilama yaklagimi, kutle aktarim direncini ortadan kaldirdigindan dolayi tercih
edilmektedir. Nanomalzemelerin yuzeyinde gergeklestirilen yuzey baskilama iglemi ile
nanomalzemelerin ylksek ylzey alani gibi Ustun 6zellikleri ile molekuler baskilama
yonteminin yuksek secicilik 6zellikleri birlikte kullanilarak yuksek baglanma kapasitesi
ve hizli baglanma kinetigi davranisina sahip pek ¢ok nanomalzeme hazirlanmistir [32,
33]. Tamahkar ve arkadaslarinin yapmig oldugu bir galismada, BS nanofiberler destek
malzemesi olarak secilmis ve nanofiberlerin yluzeyinde metal selat etkilesimleri
vasitasiyla kalip molekul olan sitokrom c’ye 6zgu segici baglanma bolgeleri iceren ince
bir polimer tabakasi olusturulmustur (Sekil 2.18). Hazirlanan bu molekuler basilanmis
nanofiberler ile ylksek protein baglanma kapasitesi, yuksek segicilik 6zellikleri ve hizli
baglanma davranigi ile sulu ¢ozeltiler ve dogal kaynaktan sitokrom c saflastiriimistir
[34]. Bu yontem ile hazirlanan gdzenekli ve gdzeneksiz nanofiberlerle bisfenol A,
glutamik asit, proranolol, herbisit gibi birgok molekulin 6zgul ayriminin yapildigi
calismalar literatlirde mevcuttur [35-38].
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Sekil 2.16. Molekiiler baskilanmis bakteriyel seliilloz nanofiberlerin hazirlanmasi.

Li ve arkadaslari tarafindan protein ayirmaya ydnelik manyetik nanofiberler hazirlanmig
ve ylzey baskilama yontemi ile manyetik nanofiberlerin ylizeyinde protein baskilanmis
polimer tabakasi hazirlanmistir. Bu amagla kovalent ve kovalent olmayan yontemle
hazirlanan protein baskilanmis manyetik nanofiberlerin kalip protein molekiline

yuksek secicilik ve baglanma kapasitesi ile baglanma gdsterdigi bildirilmistir [39, 40].

Ayrica molekuler baskilanmis nanopartikullerin elektro-egrilmis nanofiber 6rgu igine
gomulmesi yuksek yuzey alani ve segicilige sahip destek tasiyicilarinin elde
edilebilmesi agisindan 6nemli bir yaklasimdir [41, 42]. Piperno ve arkadaslari
tarafindan yapilan ¢alismada, amino asit baskilanmig nanopartikuller (~300 nm) PVA
nanofiberlere (~100 nm) gémulerek baglanmanin gerceklesecegdi yuzeyin artiriimasi
saglanmistir. Yokshikawa ve arkadaslarinin yaptigi bir diger ¢alismada da molekuler
baskilanmis nanofiberler hazirlamak i¢in molekuler baskilama ile elektro-puskurtme/
biriktirme yontemleri birlestirilerek ylUksek ylzey alanina sahip nanofiberler elde
edilmistir [43].

2.5. Molekiiler Baskilama

Molekuler baskilama gapraz bagl polimer i¢cinde hedef molekile 6zgu spesifik tanima
bolgelerinin olusturulmasina dayanan bir teknolojidir [44,45]. ilgilenilen molekdil
fonksiyonel monomerler ile kovalent, non-kovalent ve metal-gelat etkilesimleri
vasitasiyla etkilesitirilir. Capraz baglayicilar varliginda polimerizasyon sonucunda bu

fonksiyonel monomer-kalip molekul etrafinda bir kavite olusturulur. Kalip molekdlin
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polimerik yapidan uzaklastiriimasi ile polimerik yapida bu molekule hem kimyasal hem
geometrik olarak 6zgu spesifik baglanma bolgeleri elde edilmis olur. Molekuler
baskilanmis polimerler (MIP) sicaklik ve basinca direngli, kimyasallara karsi inert,
kararl ve ucuz malzemelerdir [46, 47]. Asagidaki sekilde MIP hazirlama basamaklari
verilmistir (Sekil 2.19). Segici baglanmanin gerektigi birgok uygulama alaninda
kullanimaktadir ve $ekil 2.19'da gosterildigi gibi son yillarda arastirmalarda siklikla

tercih edilmektedir.
S

Sekil 2.17. Molekiiler baskilama islemi (1: fonksiyonel monomerler; 2: capraz baglayici; 3:

e

kalip molekiil). a) Kalip molekiiliin fonksiyonel monomerler ile etkilesimi, b) polimerizasyon,

¢) kalip molekiiliin uzaklagtirilmasi.
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Sekil 2.18. Molekiiler baskilama ile ilgili yillar boyunca olan yayin sayilari [48].
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Molekuler baskilanmig polimerler (MIP); ozellikle 2005’ten beri bilimsel cevreler

tarafindan ilgi goren ve molekuler kaliplarin (>1500Da) kullanildigi 6nemli bir calisma

alanidir (Sekil 2.21). Onemlerine bagli olarak proteinler siklikla caligilan kalip

molekullerdir. Ancak MIP alaninda yayinlanan c¢alismalarin %2’den azinda kalip

molekul olarak proteinler kullanilir [48].
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Sekil 2.19. Yillara gore yayinlanan makromolekuler baskilama makalelerinin sayisi
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Molekuller baskilanmis polimerler, vicuttaki toksik molekullerin uzaklastirilmasi ve

notrallestiriimesinde siklikla kullaniimaktadir. Cizelge 2.3’te dogal tanima elemanlari ile

MIP’larin kargilastiriimasi 6zetlenmigtir.
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Cizelge 2.3. MIP ile dogal tanima elemanlarinin kargilastiriimasi

Dogal Tanima Elemanlari MIP
Baglanma afinitesi Yuksek etkinlik/6zgullik Degiskenlik gosterir
(6zellikle ~ makromolekuler
kaliplar igin)
Genellik Analit bagina tek bir reseptor | Herhangi bir kalip igin
geligtirilebilir
Sinirli kararlihk (her eleman | Birgok degisken durumda
Dayaniklilik kendi ihtiyaglarina gereksinim | kararlilik
duyar) (pH, sicaklik, iyonik kuvvet,
¢ozlculer)
Maliyet Sentezi Pahali fakat Maliyet | Ucuz

Olarak Uygun

Birkag aydan baslayarak

Depolama Gunlerce Oda sicakhginda | yilllk  mertebeye  kadar

depolanabilme performanstan kaybetmeden
depolama

Sentez/hazirlama Zaman alici Basit, kolay

Sensor uygulamalart | Donustlracu ylzeyi ile zayif | Tamamen uyumiu
uyumluluk

Altyapi gereksinimleri | Pahali analitik cihazlar uzman | isaretsiz tanima
ihtiyaci

2.5.1. Molekiiler Baskilama iglemine Etki Eden Etkenler
2.5.1.1. Kalip Molekiil

Molekuler baskilama yontemi metal iyonlari, antibiyotikler, ilaglar, amino asitler,
peptitler, proteinler, virus ve bakteri gibi pek ¢ok farkli yapiya uygulanabilmektedir [49-
52]. Kalip molekiil hedef molekiil olarak da ifade edilebilmektedir. ilgilenilen kalip
molekulin kimyasal o6zellikleri secilecek fonksiyonel monomerin belirlenmesinde
onemlidir. Kalip molekil ile fonksiyonel monomerler arasindaki etkilesim
polimerizasyon boyunca kararli olmali ve kalip uzaklastirma basamaginda kolaylikla

uzaklasabilmelidir. Boylelikle polimerizasyon sirasinda konformasyonel degisime
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ugramadan kalip igslem sonunda kolaylikla uzaklastirilarak kalip molekule 6zgu ¢ok

sayida spesifik baglanma bdlgesi hazirlanmig olur.

2.5.1.2. Fonksiyonel Monomerler

Etkin bir baskilama iglemi icin fonksiyonel monomerler ile kalip molekul arasindaki
etkilesim ¢cok 6nem arz etmektedir [53]. Kalip molekulin dogru yonlendirmesi ve
baskilama islemi sirasinda konformasyonel durumunun bozulmadan kalmasi
gereklidir. Kahp molekdl igin uygun monomerin bu molekil ile kararli etkilesim
olusturabilecek fonksiyonel gruplar icermesi gerekmektedir. En c¢ok kullanilan
fonksiyonel monomerler akrilik asit, metakrilik asit, 4-vinilbenzoik asit, stiren, akrilamid,

metil metakrilattir.

2.5.1.3. Capraz Baglayici

Capraz baglayicilar polimerik yapinin rijit bir yapida olmasi ve MIP lerin iginde segici
tanima bolgelerinin olusturulmasinda etkin goreve sahip oldugundan baskilama iglemi
icin ®dnemli parametrelerdendir [54]. ideal ¢apraz baglayici kalip molekiil ile etkilesime
girmemelidir. Boylelikle non-spesifik adsorpsiyonda kaginiimis olunur. En sik kullanilan

capraz bagdlayicilar etilen glikol dimetakrilat, divinl benzene, N,N-etilenbisakrilamidtir.

2.5.1.4. Baslatici ve Polimerizasyon Sicakhgi

Molekuler baskilama isleminde polimerizasyonun baslamasi i¢in genellikle 1sil ya da
fotobaglaticilar kullanilmaktadir. ideal baglatici polimerizasyon derecesini kontrol
edebilmelidir [55]. Fotolitik yontemin dusuk sicakliklarda enantiosegicilik 6zelliklerini
iyilestirdigi rapor edilmigtir. Kalip molekul-monomer arasindaki komplekslesme denge
reaksiyonudur ve sicakliga baghdir. Genel olarak duisik sicakliklarin secicilik

Ozelliklerini geligtirdigi bilinmektedir.
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2.5.1.5. Polimerizasyon Siresi

Polimerizasyon suresi ile olugan polimer zincirlerinin sayisi artmakta, bu da polimerin
morfolojik olarak daha rijit olmasina neden olmaktadir. Baglanma bdlgelerinin
olusturulmasinda avantajli gibi gorinse de kutle aktarim direncini artirdigi igin
baglanma kinetigini dusturmektedir. Diger taraftan polimrizasyon suresinin kisa
olmasiyla polimerik yap1 daha gevsek bir yapi1 olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu durumda
da baskilama etkinligi dusmektedir. Polimerizasyon suresinin optimizasyonu her bir

baskilama iglemi i¢in belirlenmelidir [56].
2.5.1.6. Cozucu Tuari

Polimerik yapinin morfolojisi ve ayrica baskilama islemi kullanilan ¢ézucunun tirune
baglidir. Secilen ¢dzlcu kalip molekil-monomer kompleksinin kararligini saglamali ve
polimerizasyon igerigini ¢ézebilmelidir. Gézenekli polimerik yapinin hazirlanmasinda
¢bzucu ayrica porojen olarak da goérev yapacagindan bdyle bir durumda segimi
onemlidir. Uygun ¢6zucl kullanimi yuksek segicilik ve yuksek baglanma kapasitesi ile

molekuler baskilanmis polimer hazirlanmasinda énemlidir [57].
2.6. Estradiol Baskilanmig Polimerler

Estradiol ve progesteron gibi fenolik steroid ostrojenler dogal sularda ve sebeke
sularinda bulunan endokrin bozucu kimyasallardandir. Bu endokrin bozucu
kimyasallarin belirlenmesi ve uzaklastiriimasi hayvanlarin ve insanlarin normal
endokrin fonksiyonlarini ve fizyolojik durumlarini olumsuz etkiledigi icin gtin gectikge
dikkat cekmektedir [58]. Bundan dolayl sulardan EDC’lerin segici uzaklastiriimasi
amaciyla hizli ve ucuz bir yontemin gelistirimesi ¢ok 6énem arz etmektedir [59].
Estradiolun sulardan uzaklastiriimasina yonelik pek cok calisma vardir. Farber ve
arkadaslar tarafindan yapilan bir galismada kovalent ve non-kovalent etkilesimler
kullanilarak 17B-estradiol uzaklastirimasina yonelik MIP ler hazirlanmistir [60]. Bu
amacla 4-vinil benzen kovalent monomer, metakrilik asit non-kovalent monomer, etilen
glikol dimetakrilat gapraz baglayici ve asetonitril porojen olarak kullaniimistir. En
yUksek adsorpsiyon kapasitesinin (10,73 ug/g) kovalent etkilesimler kullanilarak
yapilan baskilama islemi sonucunda elde edilen polimerler oldugu sonucuna

variimistir. 17B-estradiol uzaklastiriimasi igin yapilan baska bir ¢alismada submikron
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partikuller fonksiyonel monomer olarak 2-(triflorometil) akrilik asit, capraz baglayici
olarak trimetilpropan trimetakrilat ve porojen olarak asetonitril kullanilarak
hazirlanmistir [61]. Bu partikdlllerin boyutlari taramali elektron mikroskop (SEM) ve
atomik kuvvet mikroskop (AFM) olgimleri dogrultusunda 300 nm ile 1,5 ym arasinda
bulunmustur (Sekil 2.5). Kromatografik sistemde ¢aligilan bu partikillerin 17-a-estradiol
ve 17-B-estradiol ayrimini 2,45 ayirma faktori ve baskilama faktord 3,01 ile
gerceklestirdigi rapor edilmistir. HPLC analizleri sonucunda izomerler olan 173-
estradiol ile 17a-estradiolin ayrimi ylksek segicilikte oldugu belirlenmistir. Hedef

molekulin adsorbente baglanmasi hidrojen baglari ile oldugu rapor edilmistir.

.
neey :
BT 7 . W Ha, W T

Sekil 2.20. E2 baskilanmuis partikiillerin AFM goriintiileri. a) ti¢ boyutlu ve b) iki boyutlu.

17B-Estradiol (E2) uzaklastirimasi amaciyla Kog¢ ve arkadaslari tarafindan E2
baskilanmis partikil gdmulu polihidroksietilmektakrilat kriyojeller hazirlanmigtir [62].
Hazirlanan kompozit kriyojeller FTIR, SEM, sisme ve ylzey alani oOlgimleri ile
karakterize edilmistir. E2 baskilanmis kriyojellerle 5,32 mg/g adsorpsiyon kapasitesine
ulasilmistir. Yarismaci molekuller olarak segilen kolesterol ve stigmasterol varliginda
yapilan adsorpsiyon g¢alismalari sonucunda kolesterole karsi 7,6 kat, stigmasterole
karg! 85,8 kat daha secici olarak baglanma oldugu sonucuna variimigtir. Hazirlanan
kriyojellerin adsorpsiyon kapasitesinde 6nemli bir digls olmaksizin defalarca

kullanilabilecegi bildirilmistir. Sekil 2.6a’da hazirlanan E2 baskilanmis partikil gomula
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kriyojellerin SEM goruntuleri, Sekil 2.6b’de ise yarismaci molekullere karsi MIP

kriyojellerin segicilik 0zellikleri gosterilmigtir.

Adsorplanan E2, mg/g

8 PHEMA/E2-MIP
o PHEMA/NIP

N

Kolesterol Stigmasterol

Sekil 2.21. a) 17-B-Estradiol baskilanmis partikiil gomiilii kriyojellerin SEM goériintiisii, b)

yarigmaci molekiillere karsi segicilik 6zellikleri [63].

Gol su orneklerinden estradiolun segici izolasyonu ve belirlenmesi igin yapilan bir
¢alismada nano-boyutlu ¢ekirdek-kabuk molekuler baskilanmis manyetik partikiller
hazirlanmistir [64]. Bu amagla yuzeyi silika modifiye edilmis mantetik nanopartikuller
kolay sol-jel islemi igin kullaniimistir (Sekil 2.24). Hedef molekill olan estradiol ve
APTES 20 mL etanoliin icinde birlestiriimis ve 1 saat slresince etkilestiriimistir.
Ardindan manyetik nanopartikiller ve  TEOS eklenerek oda sicakhdinda 3 saat
suresince karnigtirlmistir.  Elde edilen nanopartikillerden hedef molekulin
uzaklastirlmasi igin etanol-asetik asit c¢ozeltileri kullanilmistir. Tek basamakl
polimerizasyon sonucunda manyetik nanopartikullerin yuzeyinde 5 nm kalinliginda
olusturulan MIP tabakasi ile ylksek baglanma kapasitesi, hizli baglanma kinetigi ve

ustin segicilik 6zelliklerine sahip polimerler elde edilmistir.
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Sekil 2.22. Estradiol baskilanmis sol-jel manyetik partikiillerin hazirlanmas1 [33].

Wei ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada, tek basamakta ¢oktirme polimerizasyonu
ile E2 baskilanmis mikro ve nanokureler hazirlanmigtir. Bu partikullerin BET analizleri
sonucunda homojen goézenek boyut dagilimina sahip oldugu gdsterilmistir. Mikro ve
nanokurelerin boyutlart 3 pm ile 400 nm arasinda degismektedir (Sekil 2.25).
Partikillerin ayirma etkinlikleri HPLC ile tayin edilmistir ve analog molekillere goére
yuksek segcicilik ile ayirma sagladiklari rapor edilmigtir.
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Sekil 2.23. Estradiol baskilanmis mikro ve nanokiirelerin SEM goriintiileri [65].

Meng ve arkadaslarinin yaptigi bir c¢alismada non-kovalent baskilama teknigi
kullanilarak estradiol baskilanmis mikrokireler (1-2 um) hazirlanmistir. Bu amagla
fonksiyonel monomer olarak akrilamit ve g¢apraz baglayici olarak trimetilpropanol
trimetakrilat kullaniimistir.  MIP  mikrokurelerin estradiol maksimum adsorpsiyon
kapasitesi 380 nmol/g ve baskilama etkinligi 35 olarak bulunmustur. Ayrica bu
calismada dogal kaynak olarak gol suyu kullaniimig ve hazirlanan MIP mikrokureler ile

estradiol yuksek oranda uzaklastiriimistir [66].

Lai ve arkadaslarinin yaptigi bir c¢alismada atik sulardan estradiol segici
uzaklastinimasi amaciyla E2 baskilanmis metakrilat bazli mikropartikuller
hazirlanmistir. Bu partikallerin suda 17 gun boyunca homojen dispersiyonu elde
edilebilmistir. 20 mg MIP mikropartiktller kullanilarak 1 mL atik sudan 2 dakika sonunda
% 97’ye kadar yuksek geri kazanim oranlari elde edildigi rapor edilmigtir. Segici E2

uzaklastirma kapasitesi 15 mg/g olarak tespit edilmistir [67].
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3. Deneysel Yontemler

3.1.Kimyasallar

Kalip molekll 17-B Ostradiol (E2) (E 8875-56), N-metakriloil-L-triptofan metil ester
(MATrp) sentezinde kullanilan L-triptofan metilester ve metakroil klorir Sigma’dan (St.
Louis, ABD), monomer 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) ve gapraz baglayici etilen glikol
dimetakrilat (EDMA), baslatici azobisizobutironitril (AIBN) Fluka A.G. (Buchs, isvicre)
firmasindan temin edilmigstir. Besi yeri bilesenleri D-glikoz, maya ektsrakti, pepton
Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmigtir. Acetobacter xylinum
(ATCC 10245) susu Amerika Birlesik Devletleri, Tarimsal Arastirma Servisi Kualtur

Koleksiyonu’ndan alinmigtir.

3.2. Bakteriyel Seliiloz Nanofiberlerin (BC-NF) Uretimi

Bakteriyel sellloz nanofiberlerin (BC-NF) tretimi Acetobacter xylinum susunun Hestrin-
Schramm besi yerinde inkiibasyonu sonucunda gergeklestiriimistir. Hestrin-Schramm
besi yeri 20 g/L glukoz, 10 g/L pepton, 10 g/L maya ekstrakti, 4 mM KH2PO4 ve 6 mM
KzHPOas icermektedir. Besi yerinin pH’si 1 M HCI kullanilarak 5,1 ile 5,2 arasina
ayarlanir. Stok bakteri kiltlra A. xylinum bakterisinin 28 °C’de 3 gun sureli karigtirmali
ortamda inkubasyonu sonucunda elde edilir. BC-NF’ler stok kultirin 1:10 oraninda
petri kaplarinda durgun ortamda 7 gun suresince inkubasyonu sonucunda
olusmaktadir. Bu islemler Sekil 1’de sematik olarak gosterilmektedir. Sentezlenen BC-
NF’ler 1 M NaOH kullanilarak 70 °C’ta 90 dak boyunca tutularak nanofiberler icinde
bulunan bakterilerden uzaklastirihr. Ardindan BC nanofiberler (ID:1,15 cm) kesilirek

distile su ile defalarca yikanarak oda sicakliginda saklanir.
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Sekil 3.1. Bakteriyel seliiloz nanofiberlerin iiretim basamaklari.

3.2.1. BC-NF Karakterizasyonu
3.2.1.1. FTIR- ATR Analizi

BC nancfiberlerin yapisal 6zelliklerinin aydinlatiimasi amaciyla Fourier Transform
Infrared Spektroskopisi (FTIR 8000 Series, Shimadzu, Japonya) kullaniimistir. Kuru
orneklerin ATR-FTIR spektrumlari 600-4000 cm -* araliginda alinmistir.

3.2.1.2. SEM Analizi

BC nanofiberlerin morfolojik karakterizasyonu taramali elektron mikroskobu (SEM)
(JEOL JSM 5600 SEM Tokyo, Japan) ile yapiimistir. Bu amagla kuru olarak hazirlanan
nanofiberler karbon bant Gzerine yapistiriimis ve 15 mA akim altinda 15 sn slresince
tutularak Au-Pd kaplanmasi saglanmistir. Elde edilen goruntuler 20 kV kullanilarak

farkli buyatmelerde alinmistir.
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3.3. 17-B Ostradiol (E2) Baskilanmig Polimerlerin Sentezi
3.3.1. MATrp Monomerinin Sentezi

MATrp su metoda gore hazirlanmistir: 100 mL diklorometan (CH2Cl2) igerisinde 0,2 g
hidrokinon ve 5,0 g L-triptofan metil ester ¢ozulmustur. Cozelti 0°C'a sogutulmustur.
Cozeltiye 12,7 g trietilamin ilave edilmigtir. Bu ¢ozeltinin Gstiine 5,0 mL metakroilklorar
eklenmistir. Karisimi 2 saat azot atmosferinde karistirilmistir. Reaksiyondan sonra,
reaksiyona girmeden kalan metakroilklorir, 10% sodyum hidroksit c¢ozeltisiyle

ekstrakte edilmigstir. Sulu faz uzaklastirilmig, kati kisim etanolde ¢ézulmustur.
3.3.2. MATrp Monomerinin Karakterizasyonu
3.3.2.1. FTIR Analizi

FTIR spektrofotometresi (FTIR 8000 Series, Shimadzu, Japonya) kullanilarak MATrp
monomerinin FTIR spektrumu elde edilmigtir. 4 mg MAT monomeri, 196 mg KBr ile

karigtinlip tablet yapiimis ve FTIR spektrumu ¢ekilmistir.
3.3.2.2. NMR Analizi

MATrp monomerinin *H NMR spektrumu, DMSO-dsigerisinde Varian Mercury Plus 400
MHz NMR cihazi kullanilarak alinmistir. Kimyasal kaymalar (8) ppm cinsinden DMSO-

des referans alinarak rapor edilmigtir.
3.3.3. 17-B Ostradiol Baskilanmis Poli(HEMATrp) Partikiillerin Hazirlanmasi

E2 baskilanmis partikillerin hazirlanmasi; Polimerizasyon iki ayri sivi faz seklinde
tasarlanmistir. ilk faz; 40 mL, 0,374 g PVA, 57,8 mg SDS ve 46,8 mg sodyum
bikarbonat. Ikinci faz, 400 ml 0,2 g PVA ve 0,2 g SDS. Monomer fazi ise; MATrp
monomeri 200 uL, 0,14 ml HEMA ve 2,8 ml EDMA ile hazirlanmistir. Monomer fazi, ilk
sivi faza eklenmistir. Miniemilsiyon elde etmek amaciyla karisim 25.000 rpm’de
homojenize edilmigtir (T10, lka Labortechnik, Almanya). Daha sonra, 400 pymol E2
(kahp molekdl) miniemulsiyona eklenmis ve manyetik karnigtirict ile 2 saat
karistinimistir. E2 iceren miniemdalsiyon karistirma sirasinda ikinci sivi faza eklenmigtir

ve cam polimerizasyon reaktorine alinmigtir. Reaktor 300 rpm’de karistiriimig ve 40
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°C’ye isitilmistir (Radleys Carousel 6, Essex, ingiltere). En son; 0,230 g sodyum bistilfit
ve 0,252 g amonyum persulfat karigima eklenmistir. Polimerizasyon 24 saat, 40 °C’de
devam etmigtir. Elde edilen E2 baskilanmis partikiller 6 kez deiyonize su ve 6 kez
etanol ve 2 kez tekrar de-iyonize su ile yikanarak reaksiyona girmeyen monomer, ylzey
aktif madde ve baslatici uzaklastiriimigtir. Her bir yikama basamagi icin ¢ozelti 9000
rom'de 1 saat slreyle santrifij edilmis (Allegra-64R Beckman Coulter, ABD) ve
nanopartikiller yikama ortamindan ayrilmistir. Temizlenen partikiller, tekrar deiyonize
su igerisine alinmis ve +4°C’de saklanmistir. NIP poli(HEMATrp) partikiller ortamda

E2 olmadan ayni yontemle hazirlanmistir.
3.3.4. 17-B Ostradiol Baskilanmis Poli(HEMATrp) Partikiillerin Karakterizasyonu
3.3.4.1. Zeta Boyut Analizi

Zeta boyut analizi; partikullerin hidrodinamik boyutu (0,6 nm-6,0 um araliginda), zeta
potansiyeli (maksimum iletkenlik 200 mS) ve molekdl agirhiginin (1x103-2x107
araliginda) tayinine olanak saglayan ve isik sagiimasi teknigi ile 6lgim yapan bir
sistemdir. Sentezlenen poli(HEMATrp) partiklllerin analizi, Nano Zetasizer (NanoS,
Malvern Instruments, Londra, ingiltere) ile belirlenmistir. 3 ml ¢dzelti analizdriin numune
gOzune yerlestirilmistir. 90° gelis acisinda 1sIk saciimasi tayin edilmistir. Deiyonize
suyun yogunlugu (0,88 mPa.s) ve kirinma indeksi (1,33) kullaniimistir. Isik sacgiima
sinyali partikiil sayisi/s olarak hesaplanmistir. Olgtimler 3 kere tekrarlanmis ve sonuglar

cihaz yazilimi ile incelenmisgtir.
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3.3.5. 17-B Ostradiol (E2) Baskilanmig Nanopartikiil/Bakteriyel Seliiloz
Nanofiberlerin (E2-NP/BC-NF) Hazirlanmasi

3.3.6. E2-NP/BC-NF Karakterizasyonu

17-B Ostradiol (E2) baskilanmis Nanopartikiil/Bakteriyel Seliloz Nanofiberlerin (E2-
NP/BC-NF) hazirlanmasi amaciyla 17-8 estradiol (E2) baskilanmis nanopartikuller (E2-
NP) BC nanofiberlerin yuzeyine immobilize edilmistir. Bu amacla E2-NP iceren sulu
cOzeltiye BC nanofiberler oda sicakhdinda eklenir ve 24 saat boyunca etkilesmeleri

saglanir. Ardindan yapisina E2-NP entegre olan BC-NF liyofilize edilerek kurutulur.

3.3.6.1. SEM Analizi

E2 baskilanmis kompozit nanofiberlerin morfolojik karakterizasyonu taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile yapilmigtir. Bu amacla kuru olarak hazirlanan nanofiberler
karbon bant Uzerine yapigtiriimis ve 15 mA akim altinda 15 sn suresince tutularak Au-
Pd kaplanmasi saglanmistir. Elde edilen gorintiler 20 kV kullanilarak farkli

bayutmelerde alinmistir.
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4. Sonuglar ve Tartisma

Tez kapsaminda kullanilan estradiol baskilanmis nanopartikil/bakteriyel selliloz
nanofiberler 3 asamada hazirlanmistir. ilk asama, BC nanofiberlerin iretilmesi ve
sonrasinda yikanarak temizlenmesi surecidir. Bu stire¢ sonunda BC-NF ler ¢ok yluksek
saflikta, kolay ve ucuz bir islem sonucunda elde edilmektedir. ikinci agsamada E2
baskilanmis polimerik nanopartiktller hazirlanmis ve hedef molekll yapidan
uzaklastirlmistir.  Son olarak BC nanofiberlerin yapisina E2 baskilanmis
nanopartikiller eklenerek sulardan E2’nin segici olarak uzaklastirilmasi igin yuksek

yuzey alanina sahip kompozit nanofiberler destek malzemesi olarak elde edilmistir.

4.1. BC-NF’lerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyon Caligsmalari
4.1.1. BC Nanofiberlerin Optik Goriintlisu

BC nanofiberler hazirlanmasi amaciyla oncelikle Acetobacter xylinum bakterisinin
28°C’de stok kalturd hazirlanmigtir. Stok kultirden %10 oraninda bakteriyel kaltir taze
Hestrin-Schramm besi yerine aktariimis ve inkiibasyon 7 glin sliresince devam etmistir.
BC nanofiberler bakteriyel inkiibasyon sonucunda sivi-hava ara yuzeyinde
olusmaktadir. Elde edilen BC-NF’lere ait optik fotograf Sekil 4.1’de gosteriimektedir.

Sekil 4.1. BC nanofiberlerin optik fotografi.
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4.1.2. BC Nanofiberlerin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Goériintuleri

Bakteriyel seluloz ve E2 baskilanmig nanopartikil igeren bakteriyel sellloz

nanofiberlerin SEM goéruntuleri agagida veriimektedir.

e

— EHT=1500kV  SignalA=SE{  Mag=2000KX  SampleID=

Sekil 4.2. BC-NF’lerin SEM goriintiileri.

Sekil 4.2'de goraldugu gibi BC nanofiberler G¢ boyutlu agsi yapiya sahiptirler. Fiber
¢aplari 50-100 nm arasinda degismektedir. Nanofiberler arasinda goérulen gbézenekli
yapl! sayesinde akis direnci ¢cok dusuktir. Bu 6zelligi ile BC nanofiberler atik su gibi
yuksek viskoziteye sahip akiskanlar ile bile kolaylikla galigabilmektedir.

4.1.3. BC Nanofiberlerin FTIR-ATR Spektrumu

Sekil 4.3'de bakteriyel seltloz nanofiberlere ait FTIR-ATR spektrumu gdsterilmigtir.
Sellloza ait karakteristik pikler olan ve 3600-3000 cm-1’de gérulen genis band O-H
titresim frekanslarini, 1430 cm-1’de goérulen band ise CH2 egilme titregsimlerini ve
1105 cm-1 de gorulen band ise C-O-C glikosidik eter titresimlerine aittir [95].
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Sekil 4.3. BC Nanofiberlere ait FTIR-ATR spektrumu.

4.2. 17-B Ostradiol Baskilanmis Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
4.2.1. MATrp Monomerinin Karakterizasyonu
4.2.1.1. FTIR Analizi

MATrp monomerinin yapisinin belirlenmesi icin FTIR teknigi kullaniimistir [96]. Sekil
4.4de MATrp monom erinin FTIR spektrumu verilmistir. Sekil 4.4’de goruldugu gibi
MATrp monomeri 3300 ve 3500 cm absorsiyon bandlari —NH gerilme bandlaridir.
3100-3000 cm'de aromatik CH gerilme bandlar aittir. 3000-2800 cmYdeki
absorpsiyon bandlari alifatik —CH gruplarini temsil etmektedir. 1715 cm"de karbonil (-
C=0) absorpsiyon bandi gorilmektedir. C=C ait gerilme bandlari 1600-1670 cm"de
gorilmektedir. 1370-1250 cm™ ve 1320-1210 cm™"de absorpsiyon bandlari sirasiyla

aromatik C-N ve asidik C=0 gerilme bandlarini temsil etmektedir.
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Sekil 4.4. MATrp monomerine ait FTIR spektrumu.

4.2.1.2. NMR Analizi

MATrp karakterizasyonu hidrojen NMR ile yapilmigtir [97]. Sekil 4.5°'de MATrp’nin H-
NMR spektrumunu gostermektedir. MATrp monomerinin yapisinda bulunan ilgili
protonlara ait pikler spektrum Uzerinde isaretlenmigti. MATrp monomerine ait
karakteristik pikler sunlardir: 8,22 (1H s, br, N-H), (2) 7,54-7,09 (4H aromatikler), (3)
6,98 (1H d, amid NH J=5,58), (4) 5,64 (1H, t CH2) , (5) 5,32 (1H, t, CH2), (6) 4,99 (1H,
m, CH) (7) 3,38(2H, dd, CH>), (8) 6,34 (1H,d, 5’li halka, J=7,6), (9) 3,71 (3H, s, OCH3),
(10) 1,24 (3H ,t, CH3s), (400 MHz, DMSO-ds).
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Sekil 4.5. MATrp monomerine ait *H-NMR spektrumu.

4.2.2. 17- Ostradiol Baskilanmis Poli(HEMATrp) Partikiillerin
Karakterizasyonu

4.2.2.1. ZetaBoyut Analizi

Sekil 4.5'de 17- ostradiol baskilanmis ve baskilanmamis partikillerin boyut analizleri
goOrulmektedir. 17-B Ostradiol baskilanmis partikullerin ortalama boyutu 167.7 nm ve
polidispersitesi 0.300’dur. 17- ostradiol baskilanmamis partikiller icinse bu degerler
sirasiyla 165.3 nm ve 0.210 olarak bulunmustur. Polimerizasyon iglemleri sonucunda

boyutlari birbirine yakin baskilanmig ve baskilanmamig partikiller elde edilmigtir.
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4.2.3. 17-B Ostradiol (E2) Baskilanmig Nanopartikiil/ Bakteriyel Seliiloz
Nanofiberlerin Karakterizasyonu

423.1. E2-NP/BC-NF’in SEM Goriintileri

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) (QUANTA 400F Field Emission, ODTU) ile
bakteriyel sellloz kompozit nanofiberlerin yluzey morfolojileri incelenmistir. Bakteriyel
sellloz fiberler derin dondurucuda bekletilmis, ardindan 36 saat liyofilize (-55°C, 0.1
mbar) edilmistir (Christ Alpha 1-2 LD plus, Almanya). Pargalar SEM numune plakasina
yapistiriimistir. Numune altin ile kaplanmistir. Farkli oranlarinda blyutme yapilarak
SEM fotolari elde edilmistir. Sekil 4.5b’de E2 baskilanmis bakteriyel sellloz
nanofiberlerin SEM gorintileri gorilmektedir. E2 baskilanmis nanopartikullerin boyutu
Imaged programi ile 167+38 nm olarak belirlenmigtir. Bu gorunttlerden E2 baskilanmig
nanopartikillerin BC nanofiber yapisina homojen olarak katildigi ayrica zeta boyut
analizi ile elde edilen sonuglar ile uyumlu oldugu goérulmektedir. Yukarida da
bahsedildigi gibi BC nanofiberler birbirleri ile baglantili genis gbézeneklere sahip
nanomalzemelerdir. Hazirlanan bu kompozit nanofiberlerin ylzeylerinde E2’ye 6zgu
spesifik baglanma bdlgeleri igeren nanopartikiller vardir. Bunlardan dolayr E2

uzaklastirma isleminde kitle aktarim kisittamasi olmamaktadir.

Sekil 4.6. E2-NP/BC-NF lerin SEM goriintiileri.
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Sekil 4.7. E2-NP/BC-NF lerin mikroCT gorintiileri.

4.2.3.2. BS Kompozit Nanofiberlerin BET ile Yiizey Alani Ol¢iimii

Brunauer, Emmet ve Teller (BET) methodu (Quantachrome, Nova 2200E, USA)
kullanilarak MIP BS ve NIP BS kompozit nanofiberlerin yluzey alani -196,15 °C

sicakliktaki sivi azotta, gok noktali BET ylzey alani 6lgumdu ile gerceklestiriimistir.

4.2.3.3. E2-NP/BC-NF’in AFM Goriintiileri

MIP-BCNF ve NIP-BCNF’larin topografik goruntuleri atomik kuvvet mikroskobu (AFM,

Nanomagneticsinstruments, Oxford, UK) kullanilarak gekilmistir.
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Sekil 4.8. E2-NP/BC-NF lerin AFM gorintiileri.

4.2.3.4. E2-NP/BC-NF’in Sisme Deneyleri

MIP ve NIP BS 36 saat kurutulmus ve + 0.0001 hassasiyetle tartimlari alinmistir.
Sonrasinda, su buharinda bekletilerek sisme miktarlari asagidaki Esitlik 3.1’e gore

belirlenmistir.
% Su tutma orani = [(Ws — Wo) / Wo] x100 (3.1)
Nanofiberlerin sismeden 6nceki ve sonraki agirliklari sirasiyla Wo ve Ws ‘dir(g).

Bakteriyel sellloz kompozit nanofiberler sentezden sonar saflastiriimis ve ilk tartimi

alinmistir. Kurutmayi takiben ikinci tartimi alinarak % su tutma orani belirlenmistir.
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Sekil 4.9. BS, MIP ve NIP BS kompozit nanofiberlerin % sisme kapasiteleri

Bakteriyel seliloz kompozit nanofiberlerin sisme davraniglari; ad yapisinin
elastikiyetine, yapida hidrofilik gruplarin bulunmasina, ¢apraz baglayici bulunmasina
ve malzemenin gézenekliligine baghdir. lyonik kuvvet, ag yogunlugu, sicaklik ve pH
sisme Ozelligini etkilemektedir ve sisme karakteristigi malzeme yapisi hakkinda bilgi
vermektedir [102]. Sekil 4.8’de goruldigu gibi hidrofilik yapisina bagli olarak bakteriyel
selulozun su tutma kapasitesi fazladir. Bakteriyel seltlozun yuksek yuzey alanine bagl
olarak su tutma orani yuksektir. Polimerlesmeyi takiben bakteriyel sellilozun sisme

orani azalmistir. Sisme oranindaki degisiklik MIP ve NIP BS igin birbirine yakindir.
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4.2.35. BS Kompozit Nanofiberlerin Temas Agi Olgiimii

KRUSS DSA 100 (Hamburg, Almanya) cihazi ile Sessile Drop yontemi kullanilarak MIP
BS kompozit nanofiberlerin temas agisi olgilmuis ve 20 dlgimun ortalamasi alinarak
hesaplanmigtir. Damlanin sekli ylzeyin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine bagdhdir. BS,
MIP ve NIP BS kompozit nanofiberler igin temas agisi dlgiimleri sirasiyla 34.2°+1.2,
51.2°+2.4 ve 48.7°+1.7'dir. Buna gore yapinin hidrofilik 6zellikte oldugunu sdylemek

mUmkudndr.

cosO:=(Yes—Yuis)/YaL (4.1)

6: temas acisi, yes gaz-sivi arasindaki ylzey gerilimi, y.s sivi-kati ylizey gerilimi ve ycL
ise gaz-sivi yuzey gerilimidir. YlUzeyler ylksek enerjili ya da dusuk enerjili olarak
tanimlanir ve ylksek enerijili ylizeylerde su ince bir film olusturur. Bu durumda temas
acisi sifirdir. DUsuk enerjili yluzeylerde temas acgisi 90°den buyuktir ve ylzey
hidrofobiktir.

BS
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MIP BS

NIP

Sekil 4.10. BS, MIP ve NIP BS kompozit nanofiberlerin temas agis1 goriintiileri

4.3. E2-NP/BC-NF ile 17-B Ostradiol Adsorpsiyon Galigmalari
4.3.1. 17-B Ostradiol Adsorpsiyon Kapasitesine pH’nin Etkisi

17-B Ostradiol adsorpsiyonu pH: 4,0-9,0 araliginda calsiimistir. Adsorpsiyon
calismalar kesikli sistemde, 0,5 mg/mL 17-B &stradiol ¢ozeltisi ile 10 mM tampon
cozeltiler kullanilarak gerceklestiriimigtir. Sekil 4.8 de de goruldugu gibi E2 adsorpsiyon
kapasitesi maksimum pH 7’de elde edilmigstir. Molekuller baskilanmis sistemlerde hedef
molekulin en yluksek adsorpsiyon kapasitesi genellikle baskilama igleminin
gerceklestigi pH degerinde gorulmektedir. Bu olay ‘sekil hafizasi’ olarak ifade
edilmektedir [103].
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Sekil 4.11. Adsorpsiyon kapasitesine pH’nin etkisi (Co: 0,5 mg/mL, 1.5.:0,0, Mparixar: 100 mg).

4.3.2. 17-p Ostradiol Adsorpsiyon Kapasitesine iyonik Siddetin Etkisi

17-p o6stradiol baskilanmis E2-NP/BC-NF ile 17-B dstradiol adsorpsiyonuna iyonik
siddetin (I.S.) etkisi derigsimi 0,01-0,1 M araliginda degisen NaCl tuzu kullanarak
incelenmistir. iyonik siddet, tuzu olusturan katyonlarin ve anyonlarin yik sayisi ve
derisimi tarafindan belirlenmektedir. Sekil 4.9’da goéruldaga gibi artan tuz derisimiyle
adsorpsiyon kapasitesinin azalmasina neden olmustur. Artan tuz derisimi 17-p
Ostradiol ¢6zunurlGginin azalmasina neden olmus, bundan dolayida 17-3 dstradiol
molekulleri 17-B dstradiol baskilanmigs E2-NP/BC-NF’lerdeki badlanma bdlgeleri ile

etkilesemezler.
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Sekil 4.12. 17-B Ostradiol adsorpsiyon kapasitesine iyonik siddetin etkisi (Co: 0,5 mg/mL, pH:
7,0, Mparikii: 100 mg).

4.3.3. 17-B Ostradiol Adsorpsiyon Kapasitesine Derigiminin ve Sicakligin
Etkisi

17-B dstradiol derigiminin adsorpsiyon kapasitesine etkisinin incelenmesi i¢in pH: 7,0
degerinde derisimi 0,25-2,0 mg/mL arahgdindaki farkli 17-B dstradiol sulu ¢ozeltileri ile
adsorpsiyon calismalari yapilmistir. Sekil 4.10’da goérildigu gibi 17-B dstradiol
baskilanmis NP/BC-NF ile yapilan adsorpsiyon ¢alismalarinda baskilama bdlgeleri ile
etkilesime gegen molekul miktari arttigi icin adsorpsiyon kapasitesi 1,25 mg/mL 17-3
Ostradiol derigsimine kadar artmis ve 17-B Ostradiol baglanabilecegi baskilama
bdlgelerinin (6zgul bosluklarin) dolmasiyla 1,50 mg/mL 17-B &stradiol derisiminde
dengeye ulasmistir.

Adsorpsiyon kapasitesine sicaklgin etkisinin belirlenmesi igin adsorpsiyon ¢aligmalari
4-45°C sicaklik araliginda yapilimistir (Sekil 4.10). Sicakhdin artmasi 17-3 &stradiol
adsorpsiyonunda artisa neden olmustur. Bu sonuglar, 17-8 6stradiol molekulu ile 17-p
Ostradiol baskilanmig E2-NP/BC-NF arasinda etkilesim hidrofobik bir karaktere sahip
oldugu goOstermektedir, MATrp fonksiyonel monomerinin  E2 baskilanmis

nanopartikullerin yapisina katiimasinda dolayi. Entropi artisiyla yurliyen hidrofobik
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etkilesimlerde sicaklik artisi adsorpsiyon kapasitesini arttirmig ve analit ile baglanma

bdlgeleri arasinda etkilesim kinetigini hizlandirmaktadir.
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Sekil 4.13. 17-p Ostradiol adsorpsiyon kapasitesine baslangi¢ derisiminin etkisi (pH: 7,0, m:
100 mg).

4.3.4. 17-B Ostradiol Adsorpsiyon Kapasitesine Zamanin Etkisi

Adsorpsiyon suresinin etkisinin incelenmesi icin pH: 7,0 degerinde 1,0 mg/mL
derisimine sahip 17-p Ostradiol sulu ¢ozeltisi ile 0-60 dakika arasinda degisen farkli
zaman araliklarinda olgimler alinmig ve yaklasik % 91’ine ilk 15 dakika iginde ulastigi
ve 30 dakika icerisinde adsorpsiyon kapasitesinin denge degere ulastigi Sekil 4.11°de

gorulmektedir.
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Sekil 4.14. 17-p Ostradiol adsorpsiyon kapasitesine zamanin etkisi (Co: 1 mg/mL, pH: 7,0,
Mpartikiii: 100 mQ).

4.3.5. Segicilik Calismalari

MIP-BCNF’larin segiciligini gdstermek igin yarismali kolesterol (MW: 386 g/mol) ve
stigmasterol (MW: 412.7 g/mol) adsorpsiyon c¢alismalari da yapimigtir. Sulu E2
¢cOzeltisine kolesterol ve stigmasterol yuklemesi yapimis ve MIP-BCNF’a
uygulanmistir. E2, kolesterol ve stigmasterol methanol:su (10:90 (v/v)) ¢ozeltisine
eklenmis ve oda sicakliginda 10 dakika sonikatorde karistiriimistir. Adsorpsiyon
dengesine ulasiimasindan sonra, kalan c¢ozeltideki kolesterol ve stigmasterol
derisimleri HPLC’de Odl¢ulmustir. E2’ye gore kolesterol ve stigmasterol’lin dagilim

katsayilari (Kd) asagidaki esitlige gére hesaplanmistir;

(C—C)] Vv
Ky= | ) o 2
= Cy “m

Kd (mL/g) cinsinden dagilim katsayisi; Ci ve Cf sirasiyla (mg/mL) cinsinden baslangi¢
ve final E2 derigimleridir. V ¢ozelti hacmi (mL) ve m MIP-BCNF’nin agirhgidir (g). Diger
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yarismali molekullerin varliginda E2 baglanmasinin segicilik katsayisi (k) asagidaki

esitlige gore elde edilmigtir;

k segcicilik katsayisi ve X kolesterol ya da stigmasterolu temsil etmektedir. MIP-BCNF’a
ait k degerlerinin kolesterol ve stigmasterole ait k degerleri ile karsilagtiriimasiyla,
molekuler baskilamanin segicilige etkisi ile ilgili bir degerlendirme yapmaya olanak

tanimaktadir. Bagil secicilik katsayisi k' asagidaki esitlige gore tanimlanabilir;

kK — kirr.[:-rim ed

Kcontrol

MIP-BCNF’'nin E2 tanimadaki seciciligi; E2 ile benzer kimyasal yapiya sahip
olmalarindan 6tirl kolesterol ve stigmasterol kullanilarak arastiriimistir. Figtr 6'da E2,

kolesterol ve stigmasterol’in kimyasal yapilari verilmigtir.

E2 Cholesterol Stigmasterol

Sekil 4.15 - E2, kolesterol ve stigmasterol’iin kimyasal yapilari

E2'nin molekdl agirhigi 272.4 g/mol, kolesteroliun molekul agirligi 386 g/mol ve

stigmasterol’'in molekdl agirligi 412.7 g/mol’dur. Segicilik ¢alismalarindaki Kd, k ve k’
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degerleri Tablo 6’da verilmigtir. MIP-BCNF’nin dagihm katsayisi (Kd) degeri kontrol
NIP-BCNF’nin dagihm katsayisina gore daha yuksek ¢ikmistir. Kd degeri E2 igin artig
gOsterirken, yarigsmali molekuller kolesterol ve stigmasterol i¢cin dusme egiliminde
olmustur. Bagil segicilik katsayisi; tanima bdlgelerinin E2 baskilanmis molekullere
baglanma-afinitesini gosteren bir endikatordur. Sonuglar; E2/kolesterol ve
E2/stigmasterol igin MIP-BCNF’nin bagil secicilik katsayilarinin NIP-BCNF’ye gore
siraslyla 7.6 ve 85.8 kat daha yuksek oldugunu goéstermistir. Segicilik; baskilanmis
kavitelerin sekil ve ebat hafizasina baghdir. Yarismali molekullerin  kimyasal
yapisindaki lineer zincirler bu molekulleri E2’ye gore daha hidrofobik yapmakta ve buna
bagli olarak yarismali molekuller MIP-BCNF’ye daha az adsorbe olmaktadirlar. E2 2
adet hidroksil gurubuna sahiptir ve EZ2; hidroksil guruplar Gzerinden MIP-BCNF

kavitelerindeki spesifik monomer tyrosine ile gtgcli hidrojen baglari kurmaktadir.

Bilesik Polimer
NIP MIP
Kd k Kd k k'
E2 89,2 851
Kolesterol 41,6 2,1 52 16,34 7,6
Stigmasterol 208,3 0,4 23 36,76 85,8
Tablo.6

4.3.6. Tekrar Kullanilabilirlik

17-p dstradiol baskilanmis E2-NP/BC-NF’lerin tekrarlanabilirliginin saptanabilmesi igin
sentezlenen E2-NP/BC-NF’ler ile pH: 7,0 degerinde 1,0 mg/mL derisimine sahip 17-p
Ostradiol sulu c¢ozeltisiyle adsorpsiyon-desorpsiyon dongust on defa ard arda
tekrarlanmis ve elde edilen sonuglara gére 10 dongu suresince adsorpsiyon
kapasitesinde bir 6énemli azalma saptanmamistir (Sekil 4.12). Desorpsiyon orani ilk
donglde %95 olarak belirlenmisken, onuncu dongide %90 olarak belirlenmigtir. Bu
sonuglar, 17-B dstradiol baskilanmis E2-NP/BC-NF’lerin adsorpsiyon g¢alismalarinda

defalarca kullanilabilecegini desteklemektedir.
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Sekil 4.16. E2-NP/BC NF’lerin 17-B Ostradiol adsorpsiyon kapasitesine tekrar sayisinin etkisi
(Co: 0,5 mg/mL, pH: 7,0, Mparikit: 100 mg).

4.4. Adsorpsiyon izoterm modelleri

Adsorpsiyon izoterm modelleri belirli bir sicaklikta, herhangi bir adsorbent (Qe) tizerinde
tutunmus olan ¢dztiinen madde miktari ile sivi fazda ¢6zlinmus olan madde (Ce)
konsantrasyonu uzerindeki iligkileri agiklamak icin kullanilir. Yapilmis olan doktora
calismasinda Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izoterm modellerinden
yararlanilmigtir. Langmuir adsorpsiyon izoterm modeli; adsorpsiyonun homojen, tek
tabakali ve 6zdes baglanma bdlgeleri tarafindan kontrol edildigini ileri sirmektedir.
Ayrica adsorpsiyon sirasinda enerji dagilminin degismedigini ve komsu adsorpsiyon
bdlgeleri arasinda etkilesimlerin olmadigini da ifade etmektedir. Langmuir adsorpsiyon

modeli asagida verilmis olan esitlige gore tanimlanir [104] ;

Q. = QmaxKLL (4.1)

(1+KLCe)

Zo=_Ce +1/K Quaks sitligi elde edilir. Bu

ve esitlik 4.1 dogrusallastirilir ise
Qe Qmaks

esitliklerde, Qmaks, maksimum adsorpsiyon kapasitesini (mg/g); K., Langmuir
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adsorpsiyon denge sabitini (mL/g) ifade etmektedir. Qmaks ve KL de@erleri 1/Qe

degerlerine kargi 1/Ce de@erlerine karsi ¢gizilen grafikten elde edilebilir.

Freundlich adsorpsiyon modeli; adsorpsiyonun heterojen oldugunu ve adsorbent
yuzeyindeki ¢oklu tabakalagsmayi savunmaktadir. Freundlich adsorpsiyon modeli

asagida verilmis olan esitlige gore tanimlanir [73-75];

Q. = KzC,™" (4.2)

" +InK esitligi elde edilir. Bu esitliklerde, K,

n

Esitlik 4.1 dogrusallastirlir ise InQg=
Freundlich adsorpsiyon denge sabitini (mL/g); n, Freundlich heterojenite indeksini ifade

etmektedir. Kr ve 1/n deg@erleri InQe’ye karsi InCe dogrusal grafiginin cizilmesi ile elde

edilebilir.

0,0120 -
y = 0,0016x + 0,0036
R?=0,9696

0,0080 A
o
o
— [ )

0,0040 A

0,0000 . . . . .

0 1 2 3 4 5

Sekil 4.17. E2-NP/BC-NF ait Langmuir izotermi.
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Sekil 4.18. E2-NP/BC-NF ait Freundlich izotermi.

Langmuir ve Freundlich izotermleri sirasiyla Sekil 4.13 ve Sekil 4.14 gosterilmigstir. Kr
ve 1/n degerleri Freundlich izoterm modelinde sistemin ylzey heterojenitesini
belirtmektedir. 1/n 1’e ne kadar yakinsa sistemin homojenitesi; n degeri sifira ne kadar
yakinsa sistemin heterojenitesi o olgude artmaktadir. Bu sonuglar ve korelasyon
katsayilari (R?) goz 6niine alindiginda deneysel olarak elde edilen veriler Langmuir
izoterm modeli uyumludur (R?%:0,97). 17B-Ostradiol baskilanmig E2-NP/BC-NF
yuzeyindeki baglanma bdlgelerinin es-enerjili ve en disuk yanal etkilesime sahip

oldugunu belirtmektedir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Langmuir ve Freundlich parametreleri.

Langmuir izoterm modeli  Freundlich izoterm modeli

Qmaks, 277,80 mg/g KF, 184,88
K, 2,25 mL/mg n, 2,82
R?, 0,99 R?, 0,84
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4.5. Adsorpsiyon kinetik modelleri

Adsorpsiyon isleminde matematiksel yaklasimlar, kitle transferi ve kimyasal etkilesim
mekanizmalarini agiklamak igin kullaniimaktadirlar. Bunlara ek olarak; adsorpsiyon
kinetik galismalariyla, adsorpsiyon hizini etkileyen basamaklar hakkinda bilgi
edinilmesi mumkundur. 17 B-estradiolin adsorpsiyon kinetiklerinin belirlenmesi igin,

birinci ve ikinci derece kinetik modellere basvurulmustur.

Yalanci-birinci derece kinetik modeli;

 =k1(Qe-Q) (4.3)

Esitik 4.3 dogrusallastirilir ise Iog(Qe-Q)=Iong-k1ﬁ esitligi elde edilir. Bu

esitliklerde, Qe ve Q (mg/g), sirasiyla denge halinde ve t anindaki adsorpsiyon

kapasitelerini; ki1 (dak*) yalanci-birinci derece adsorpsiyon hiz sabitini ifade etmektedir.

Yalanci-ikinci derece kinetik modeli;

O =ko(Qe-Q)Y (4.4)

Esitlik 4.3 dogrusallastirilir ise é= - 1Q2 +QL esitligi elde edilir. Bu esitliklerde, k2 (dak™?)

2 e

yalanci ikinci derece adsorpsiyon hiz sabitini ifade etmektedir.
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Sekil 4.19. E2-NP/BC-NF ait yalanci-birinci derece kinetik egrisi.
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Sekil 4.20. E2-NP/BC-NF ait yalanci-ikinci derece kinetik egrisi.

E2-NP/BC-NF ait yalancibirinci ve ikinci derece kinetik sabitleri Cizelge 4.2'de
O0zetlenmigtir. Korelasyon katsayilari ve Qe de@erleri kiyaslandiginda, E2-NP/BC-NF ile
yapilan adsorpsiyon galismalarinin yalanci ikinci derece kinetik modeline uymaktadir.

Bu sonugclar adsorpsiyon kinetiginin kimyasal kontrolli oldugunu géstermektedir.
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Cizelge 4.2. E2-NP/BC-NF ait yalanci birinci ve ikinci derece kinetik sabitleri.

Kinetik parametreler

Yalanci-birinci derece | ki1 (x102 min1) 0,086
Qe cal (mg/g) 150,21
R? 0,98

Yalanci-ikinci derece | k2 (x10% g mg* mint) | 0,00071

Qe,cal (mg/g) 222,22

R? 0,99

4.6. Termodinamik analiz

Adsorpsiyon iglemi esnasinda E2 ve ona 06zgu tasarlanmis baglanma bolgeleri
arasinda olusan ¢ekim kuvveti ile gergceklesmektedir. E2’nin kendine 6zgu baglanma
bdlgeleri ile etkilesimi entropi (S) artisi gézlenmektedir. Termodinamik parametreler
adsorpsiyon islemi esnasinda enerji degisimleri hakkindaki onemli bilgileri elde
etmemize olanak vermektedir. Gibbs serbest enerji degeri degisimi (AG) adsorpsiyon
isleminin istemli yada istemsiz gerceklestigini belirlememize olanak saglamaktadir.
Tum bu termodinamik enerji degisim degerleri (AH, AS, AG) asagidaki esitlikler

kullanilarak hesaplanabilmektedir.

AG°=-RTInK, (4.5)
AG°=AH°-TAS® (4.6)

Esitlik 4.5 ve 4.6 duzenlenmesiyle;

|nKL='%+% 4.7)
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Bu esitliklerde, KL, Langmuir adsorpsiyon katsayisini; R (8,3145 J/mol*K™), ideal gaz

sabitini; T (K), sicakligi ifade etmektedir.

E2-NP/BC-NF’e ait termodinamik parametreler Cizelge 4.3’te gOsteriimektedir. AG®

negatif degerleri E2 adsorpsiyonun istemli oldugunu gostermektedir. Ayrica bu degerler

daha o6nceki bolimlerde entropi artisiyla yurlyen hidrofobik etkilesimlerde sicaklik

artis1 adsorpsiyon kapasitesini arttirmis ve analit ile baglanma bolgeleri arasinda

etkilesim kinetigini hizlandirmaktadir agiklamasini desteklemektedir. AS°® dederlerinin

pozitif olmasi kati-sivi faz arasindaki E2 adsorpsiyonun entropide artisa neden oldugu

gostermektedir. Negatif AH° degeri E2 adsorpsiyonun ekzotermik oldugunu, bdylelikle

adsorpsiyon islemi icin sisteme disarindan enerji verilmesine gerek olmadigini

gOstermektedir [105, 106].

Cizelge 4.3. E2-NP/BC-NF’e ait termodinamik parametreler

Sicaklik, °C | AG® (kJ/mol) | AH° (kJ/mol) | AS® (kJ/mol)
4 -12,55
25 -14,33
-10,93 0,084
35 -15,18
45 -16,03
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