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BiYOMOLEKUL IZOLASYONUNDA KULLANIMI
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Tez Damismani: Prof. Dr. S. Ali TUNCEL
Es Damismani: Dr. Cigdem KiP

Haziran 2018, 68 Sayfa

Tez kapsaminda, molekiiler baskilama yoluyla biyomolekiil izolasyonu i¢in segici sorbent
sentezinde destek materyali olarak kullanilan monodispers-gozenekli silika mikrokiireler, “¢ok
basamakl1 hidroliz/kondenzasyon yontemi ile sentezlenmistir. Manyetik formunun eldesi i¢in,
silika mikrokiireler igerisine demir oksit nanopartikiiller immobilize edilmistir. Sonrasinda her
iki formdaki mikrokiireler tizerine folik asit (FA) molekiiler olarak baskilanmistir. Molekiiler
baskilama sonrasi sorbent yikanarak baskilanan hedef molekiil yapidan uzaklastirilmis ve elde
edilen sorbentin hedef molekiile (FA) karst se¢ici adsorpsiyon davranisi kesikli ve siirekli
sistemde incelenmistir. Kesikli sistemde manyetik ve manyetik formda olmayan molekiiler
baskilanmis mikrokiireler (MMIP ve MIP) ve baskilanmamis mikrokiireler (MNIP ve NIP) ile
sorbent derisimi ve hedef molekiil derisimi taramalari yapilarak, denge adsorpsiyon kapasitesi
degerleri (Q) bulunmus ve baskilama faktorleri (IF) belirlenmistir. En uygun sorbent
derisiminde MIP ve NIP i¢in Q degerleri sirasiyla, 30.88 mg FA/g mikrokiire ve 7.57 mg FA/g

mikrokiire olup IF degeri 4.08 olarak belirlenmistir.



MMIP ve MNIP i¢in ise Q degerleri sirasiyla, 48.19mg FA/g mikrokiire ve 17.57mg FA/g
mikrokiire ve IF degeri ise 2.74 olarak tayin edilmistir.

Secicilik testi folik asitin benzer yapidaki molekiillere kiyasla kesikli adsorpsiyon sisteminde
daha yiiksek IF degerine sahip oldugunu gostermistir. Kesikli sistemde MIP ve MMIP
sorbentlerinin tekrarli formda kullanilabilir oldugu gosterilmistir.

Mikrokiirelerin boy dagilimi ve yiizey morfolojileri, taramali elektron mikroskobundan (SEM)
alinan gorintiilerle belirlenmis, molekiiler baskilama sonras1 mikrokiireler {izerindeki polimerik
yapmin varhi@i ise gegirimli elektron mikroskobundan (TEM) elde edilen goriintiiler ile
belirlenmistir. Gézenek boyutu ve 6zgiil ylizey alanlari azot adsorpsiyon/desorpsiyon yontemi
(BET) ile tespit edilmis olup, manyetik formdaki mikrokiirelerin manyetik davranislari ise
titresimli 6rnek manyetometresi (VSM) ile tespit edilmistir.

Stirekli sistemdeki adsorpsiyon davranisi incelendiginde, MIP ve NIP iceren mikrokolonlarin
sirasiyla 6 ve 3 dakikada doygunluga ulastigi goriilmiistiir. Siirekli sistem i¢in yapilan
tekrarlanabilirlik testi ile 4 dongii boyunca mikrokolonun tekrar kullanilabilir oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuclar, kesikli ve siirekli sistemin her ikisinin de folik asit izolasyonu i¢in
uygun oldugunu ve molekiiler baskilama yontemi ile FA ayriminin basarili oldugunu

gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Monodispers-gézenekli silika, manyetik mikrokiire, molekiiler baskilama,

sorbent, adsorpsiyon, folik asit.



ABSTRACT

SYNTHESIS OF A SORBENT VIA MOLECULAR IMPRINTING ONTO
MAGNETIC-MONODISPERSE-POROUS SILICA MICROSPHERES
AND ITS USAGE IN SELECTIVE BIOMOLECULE ISOLATION

Bensu ALAN
Master of Science, Department of Chemical Engineering
Supervisor: Prof. Dr. S. Ali TUNCEL
Co-Supervisor: Dr. Cigdem KIP

June 2018, 68 Pages

In the scope of the thesis, monodisperse-porous silica microspheres used as support material for
selective sorbent synthesis for biomolecule isolation by molecular imprinting were synthesized
by multi-step hydrolysis / condensation method. For the magnetic form, iron oxide nanoparticles
were immobilized in silica microspheres. Subsequently, folic acid (FA) was imprinted
molecularly on the microspheres in both forms. After molecular imprinting, the sorbent was
washed away and the imprinted target molecule was removed from the structure and the
selective adsorption behavior of the obtained sorbent to target molecule (FA) was studied in a
batch and continuous system. Equilibrium adsorption capacity values (Q) were found and
imprinting factors (IF) were determined by scanning sorbent concentration and target molecule
concentration with molecularly imprinted microspheres (MMIP and MIP) and unimprinted
microspheres (MNIP and NIP) in magnetic and non-magnetic form in the batch system. At
optimal sorbent concentration, the Q values for MIP and NIP were 30.88 mg FA/g microspheres

and 7.57mg FA/g microspheres, respectively, and the IF value was 4.08.



For MMIP and MNIP, the Q values were determined as 48.19mg FA/g microspheres and
17.57mg FA/g microspheres, so the IF value was 2.74.

The selectivity test showed that folic acid had a higher IF value in the batch adsorption system
than molecules of similar structure. It has been shown that MIP and MMIP sorbents can be used
in a reusable form in a batch system.

The size distribution and surface morphologies of the microspheres were determined by
scanning electron microscopy (SEM) images and the presence of the polymeric structure on the
microspheres after molecular imprinting was determined by images obtained from the
transmission electron microscope (TEM). Pore size and specific surface areas were determined
by nitrogen adsorption / desorption method (BET) and the magnetic behaviors of microspheres
in magnetic form were determined by vibrating sample magnetometer (VSM).

When the adsorption behavior of the continuous system was examined, it was observed that the
microcolumns containing MIP and NIP reached saturation in 6 and 3 minutes, respectively.
Reusability testing for the continuous system revealed that the microcolumn can be reused for
4 cycles. These results demonstrate that both the batch and the continuous system are suitable

for folic acid isolation and FA assay is successful with molecular imprinting.

Keywords: Monodisperse-porous silica, magnetic microspheres, molecular imprinting, sorbent,

adsorption, folic acid.
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1. GIRIS

Molekiiler baskilama, son yillarda 6zellikle biyomolekiillerin segici izolasyonunda yaygin
olarak kullanilan yontemlerden biridir. Yontemde hedef molekiil etrafinda silika veya polimer
bazli bir katman olusturularak, hedef molekiiliin olusturulan katman igerisinde molekiiler kalib1
alinmaktadir. Baskilanan hedef molekiil daha sonra sorbent iizerinden desorbe edilerek

molekiiler bosluklara sahip sorbentler elde edilmektedir [1-3].

Molekiiler baskilama yontemi, segicilik 6zelligi, yiiksek termal kararliligi, yiiksek basing altinda
dayanikli olmasi, kolay sentezlenebilirligi, tekrar kullanilabilirligi ve diisiik maliyetli olmasi
gibi dnemli ozellikleri sebebiyle kromatografik ¢alismalar, kat1 faz ekstraksiyonu, ilag salimi

gibi birgok popiiler alanda tercih edilen bir yontem haline gelmistir [4,5].

Tez kapsaminda hedef molekiil olarak kullanilacak olan folik asit (FA), suda ¢oziinen B9
vitaminidir. Niikleik asitlerin yapiminda rol alan 6nemli bir bilesendir. Viicutta diisiik miktarda
bulunmasi halinde Alzheimer hastaligi, karaciger, pankreas, deri hastaliklar1 olasilig1 artar.
Bundan dolayi, FA miktarinin dogru ve hizli bir sekilde dl¢iilmesi olduk¢a onemlidir [6].
Biyolojik sistemlerde diisiik derisimde olmasi, asidik kosullarda diisiik kararliligi, 1s18a ve
sicakliga duyarliligi gibi sebeplerden dolayr FA analizi kolay yapilamamaktadir. Yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC), s1vi kromatografisi (LC), spektrofotometri gibi bir¢ok
yontemle FA analizi yapilabilmesine ragmen bu yontemler zaman alict ve zor olarak

nitelendirilmektedir [7].

Tez c¢alismasinda, molekiiler baskilama yontemi ile FA’in segici sekilde izole edilebilmesinin
yaninda, hizli, kolay ve ucuz bir sekilde miktar tayininin yapilabilmesi hedeflenmistir. Bu amag
dogrultusunda oncelikle monodispers-gozenekli polimerik mikrokiireler, “cok basamakli
mikrosiispansiyon polimerizasyonu” yontemi ile sentezlenmistir. Sonrasinda folik asit
izolasyonunda destek materyali olarak kullanilmak {izere normal ve manyetik formda
monodispers-gézenekli silika mikrokiireler, “cok basamakli hidroliz/kondenzasyon yontemi”
ile elde edilmistir. Takiben molekiiler baskilama yoluyla normal ve manyetik sorbentlerin
sentezi yapilarak, kesikli ve siirekli sistemde sentezlenen sorbentlerin FA’ya karst segici

adsorpsiyon davranislar incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Molekiiler Baskilama

Molekiiler baskilama, tanima bolgesini kolaylastirmak icin bir sablonun kullanildigi, bu
sablonlarin sekline, biiyiikliigiine ve fonksiyonel gruplarma ait bellege sahip baglanti
bolgelerinin olusturulmasi i¢in uygulanan bir yontemdir.

1930'lu yillarda Polyakov'un silika matrisleri kullanarak hazirladigi molekiiler baskilanmig
malzemelerin tasarimi, hazirlanmasi, karakterizasyonu ve uygulamasi lizerine yaptigi caligmalar
molekiiler baskilama teknolojisinin gelismesini saglamis ve bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmistir.
1990’11 yillarin sonuna dogru molekiiler baskilama iizerine yapilan ¢alismalar ile ilgili makale
sayis1 ve yapilan atiflar hizli bir sekilde artmaya baslamigtir [1-3].

Biyolojik molekiilleri tanimlamak i¢in UV-goriiniir bolge spektrofotometri, sivi kromatografisi
ve gaz kromatografisi, kiitle spektrometresi gibi cesitli yontemler kullanilmaktadir. Bu
yontemler duyarli ve 6zgiil olmasina ragmen, genellikle zaman alicidir veya karmasik ve pahali
araclar gerektirir. Yapinin ongoriilebilirligi ve evrensel uygulanabilirligi agisindan molekiiler
baskili sorbentler baslica 6zellikleri olan segicilikleri, yiiksek termal kararliliklari, kolay
sentezlenmesi, dayanikliliklart ve diisiik maliyetleri sayesinde kati faz ekstraksiyonu,
saflagtirma ve ayirma, kromatografik ayirma kemosensor — biyosensorler, ilag salinimi gibi

bir¢ok alanda cazip hale gelmistir [4,5].

2.1.1. Molekiiler Baskilama Yo6ntemi
Molekiiler Baskilama Teknolojisi (MIT), bir sablon ve fonksiyonel bir monomer arasindaki
kompleksin olusumuna dayanir. Molekiiler baskilama islemi, gogunlukla fonksiyonel monomer

ve capraz baglayicinin hedef molekiil varliginda polimerizasyonunu igerir [8].

fonksiyonel monomerler

—
polimerizasyon

sablon molekiil t

sablonun uzaklastirilmasi

-3
%3

molekiler baskilanmis polimer

IBPP:

Sekil 2.1. Molekiiler baskilama yonteminin genel semasi [8]
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Ideal sablon molekiilii ii¢ gereksinimi karsilamalidir: polimerizasyonu énlemeyen fonksiyonel
gruplar igermelidir, polimerizasyon reaksiyonu sirasinda yiliksek kimyasal kararlilik
sergilemelidir ve fonksiyonel monomerlerle kompleks olusturabilen fonksiyonel gruplar
icermelidir [5]. Fonksiyonel monomerin rolii, fonksiyonel gruplar saglayarak sablonla bir 6n
polimerizasyon kompleksi olusturmaktir. Bu nedenle, sablonla kuvvetli bir sekilde etkilesebilen
ve polimerizasyondan once spesifik dondr-reseptdr veya antikor-antijen kompleksleri
olusturabilen uygun bir fonksiyonel monomerin segilmesi 6nemlidir. Metakrilik asit (MAA),
hidrojen bag verici ve alici 6zellikleri nedeniyle en yaygin olarak kullanilan fonksiyonel
monomerdir. Molekiiler baskilama etkisini arttirmasinin yaninda, yiiksek molar fraksiyonlari
sayesinde polimerlerin adsorpsiyon kapasitesini arttirdigi goriilmiistiir [9]. Polimerizasyon
isleminde, sablon molekiillerin etrafindaki fonksiyonel monomerleri sabitlemek i¢in bir ¢apraz
baglayici kullanilir, bdylece sablonlarin ¢ikarilmasindan sonra bile ¢apraz baglanmis bir kati
polimer olusturulur. Capraz baglayicinin tiirii ve miktari, molekiiler baskilanmis polimerlerin
(MIP) secicilik ve adsorpsiyon kapasitesi lizerinde 6nemli etkilere sahiptir. Az miktarda ¢apraz
baglayici kullanildiginda diisiik ¢apraz baglama derecesi nedeniyle kararsiz mekanik 6zellikler
goriiliirken, yiiksek miktarda ¢apraz baglayici varliginda ise MIP birim kiitlesi basina tanima
alanlarinin sayisinin azaldigi gorilir [8]. Gozenek yapict ¢oziiciilerin polaritesi, sablon
molekiilii ile fonksiyonel monomer arasindaki etkilesimi belirler ve MIP adsorpsiyon
ozelliklerini etkileyebilir.

Molekiiler baskilama prosesi; sablonun, fonksiyonel monomerin, c¢apraz baglayicinin ve
baslaticinin bir gézenek yapici ¢oziicii iginde ¢oziinmesiyle baslar. Fonksiyonel monomerler,
molekiiler tanima basarisi i¢in kararli bir sablon-monomer kompleksinin olusumu temel teskil
ettiginden, sablon molekiilii ile etkilesime girebilecek sekilde segilir. Monomerler, sablonun
etrafinda konumlandirilarak capraz baglayict monomerler ile kopolimerizasyon ile sabitlenir.
Sonrasinda, sablon molekiillerinin polimerden ¢6ziicii ile yikanarak uzaklastirilmasi, sablona
sekil olarak tamamlayici olan baglanma bolgelerini birakir. Sonug olarak ortaya ¢ikan polimer,
secici olarak sablon molekiillerini tanir ve kendine baglar. Baglanma bolgeleri, polimerizasyon
sirasinda kurulan etkilesimlere bagli olarak farkli 6zellikler gostermektedir. Genel olarak,
molekiiler baskilama, polimerizasyon sirasinda monomer ve sablon arasindaki etkilesimin
dogasina gore smiflandirilir [10,11]. MIP tiretmek i¢in kovalent ve non-kovalent baskilama

olmak iizere iki ana yontem vardir.



Bu yontemler, sablon ve fonksiyonel monomer arasindaki etkilesimlere dayanir. Kovalent
baskilama, fonksiyonel monomer kalintilarinin sadece baskili bosluklarda mevcut olmasini
saglar. Ozellikle borat esterleri [12], ketalleri/asetalleri [13] igeren tersinir kondenzasyon
reaksiyonlarinda kullanilan tipik bir yontemdir. Bu yontemde sablonlar, kovalent baglarla
uygun monomerlere baglanir. Polimerizasyondan sonra kovalent bag bozulur ve sablon
polimerden ¢ikarilir. Molekiil, MIP tarafindan yeniden baglanarak ayni kovalent bag yeniden
olusturulur. Kovalent baglarin yiiksek stabilitesi sayesinde kovalent baskilama yontemi daha
homojen bir baglanma alan1 dagilimi saglar. Ancak kovalent baskilama yonteminde, tersinir
kondenzasyon reaksiyonlari sinirli oldugundan daha az esnek bir yontem olarak kabul edilir.
Ayrica, giiclii kovalent etkilesimlerinin yavas baglanmasi ve ayrigsmasi Ozelligi yiiziinden
termodinamik dengeye ulagsmak ¢ok zordur [3,4]. Aksine, non-kovalent baskilamanin bdyle bir
kisitlamas1 yoktur. Non-kovalent baskilama yontemi ise uygun bir ¢oziiciide sablon-monomer
komplekslerinin iyonik etkilesimler, hidrojen baglanmasi, van der Waals kuvvetleri ve n-n
etkilesimleri  gibi  ¢esitli  etkilesimlere dayanarak olusturulmasmma imkan verir.
Polimerizasyondan ve sablonun ¢ikarilmasindan sonra, islevsellestirilmis polimerik matris, ayn1
kovalent olmayan etkilesimler vasitasiyla hedefe (sablona) tekrar baglanir. Yaygin olarak
goriilen en giiclii etkilesim, polarize olmayan ¢oziiciiler icindeki metakrilik asit (MAA) gruplari
ve birincil aminler arasinda olusan hidrojen bagidir [14].

Son zamanlarda, non-kovalent baskilama, yontemin basitligi, baglanma ve ¢ikarmanin hizl
olmasi1 nedeniyle en popiiler ve genel sentez stratejisi haline gelmistir. Diger bir yandan bu
yontem, kompleksi bir arada tutan etkilesimlerin az da olsa bozulmasina duyarlidir ve bu
nedenle ¢ok saglam degildir. Hedef molekiil ile hizli etkilesim saglamak igin, semi-kovalent
baskilama denilen yeni bir yontem ortaya g¢ikmistir. Bu ydntem, sablonun fonksiyonel
monomere kovalent olarak baglandig: bir alternatif sunar, ancak sablonun yeniden baglanmasi

non-kovalent etkilesimlere dayanir [5].

2.1.2. Molekiiler Baskilama Uygulamalari

Molekiiler baskilanmis mikrokiireler kendine 6zgii 6zellikleri, onlar1 kromatografik ayirma
bilimleri, aritma, biyomolekiil izolasyonu, kat1 faz ekstraksiyonu, sensorler ve biyosensorler,
kataliz, ilag salim1 gibi farkli uygulama alanlari i¢in 6nemli bir alternatif yapi1 haline getirmistir.
Molekiiler baskilanmis mikrokiirelerin en kapsamli olarak incelenen uygulama alanlarindan biri

kromatografik ayirma yontemidir.



Bu yontem, istenilen segicilik 6zelligi olan destek materyallerinin hazirlanmasina izin verir [15].
Molekiiler baskilanmis mikrokiireler ayrica, kati faz ekstraksiyonu (SPE) prosediirleri i¢in yeni
sec¢ici sorbentler olarak ortaya ¢ikmustir, bu da sadece 6rneklerin 6n-derisimi ve temizlenmesine
degil, aynm1 zamanda kompleks analitlerden hedef analitlerin segici ekstraksiyonuna da izin
vermektedir. Molekiiler baskilanmig mikrokiireler dogal antikorlarin yapay baglanma taklitleri
olarak da kullanilmis ve bagisiklik analizlerinde tanima o6geleri olarak yer aldigi birgok
calismada goOriilmiistiir [16]. Molekiiler baskilanmis mikrokiirelerin bazi1 reaksiyonlari
katalizlemeleri konusunda da Onemli arastirmalar yapilmistir. Katalitik Ozelliklere sahip
molekiiler baskilanmis mikrokiireler, dogal enzimlerin taklitleri olarak kabul edilebilir ve enzim
benzeri katalizde kullanilabilirler [17]. Diger bir uygulama alani ise medikal tedavilerdir.
Molekiiler baskilanmis mikrokiirelerin biyoaktif molekiilleri belirli kosullarda baglayabilme
yetenegi, MIT'ni uygun dozaj formlar1 olusturmak icin biiylik bir potansiyel haline
getirmektedir. Molekiiler baskilamanin bu uygulamalar iizerinde, yiiksek stabilitesi, kolay
uygulanabilir olmasi, saglamlig1 ve diisiik maliyetli olmasi gibi bircok avantaji vardir. Bunun
yaninda sablon sizintisi, diisiik baglama kapasitesi ve yavas kiitle transferi gibi bir¢ok

problemleri bu sistemlerde goriilmektedir.

2.1.2.1. Biyosensorler

Biyosensor, biyolojik veya biyolojik olarak tiiretilmis algilama elemanina sahip bir analitik
cthaz olarak tanimlanabilir. Teshis, cevresel izleme ve gida siireclerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir [18,19]. Bir biyosensorii diger sensorlerden ayiran sey, karmagsik bir
karisimdaki bir bilesenle segici olarak etkilesim kurma kabiliyetine sahip olmasidir. Bir
biyosensor, kullandig1 biyolojik tanima molekiiliiniin tipine veya doniistiirme mekanizmasinin
tipine gore siniflandirilabilir. Genel olarak, katalitik veya afinite bazli biyosensorler olarak da
tanimlanabilirler. Biyosensorlerin, 6zel bir hedef molekiilii taniyabilen mikrop, antikor veya
enzim gibi ¢esitli biyolojik molekiilleri kullanabilmeleri gibi avantaji varken, bazi zorluklar1 da
bulunmaktadir. Onemli sorunlarin ¢ogu, biyosensdriin kalbinde bulunan biyolojik makro
molekiiliin fiziksel ve kimyasal dzelliklerine dogrudan baglidir. Ozellikle, dngodriilemeyen raf
omrii ve kararlilik, kotii kiimeler arasi tekrarlanabilirlik ve kullanilabilirlik, biyomolekiillerin
sensor platformlaria dahil edilmesindeki zorluklar, ¢cevresel faktorler (pH, sicaklik, iyonik giic,

organik ¢oziiciiler) bunlara drnektir.



Molekiiler baskilama, bu 6nemli sorunlarin bir kismini ¢dzebilecek bir teknolojidir. Molekiiler
baskilanmig mikrokiireler, antikorlarin ve enzimlerin polimerik taklitleridir. Kararli, saglam,
tekrarlanabilir ve iiretilebilir mikrokiirelerdir. Spesifik tanima ve katalitik hacimlerin olusumuna
izin veren molekiiler baskilama teknigi, cok ¢esitli molekiiller i¢in 6zel baglanma bolgeleri olan
polimerlerin iretiminde yaygin bir sekilde kullanilmistir [20-25]. Molekiiler baskilanmig
polimer-bazli tanima elemanlari, tabakalar ya da ince filmler olarak donistiiriicii platformu
lizerine biriktirme ya da asilama yoluyla da hazirlanmistir. Doniistiiriicii lizerine yerlestirilen
filmin kalinligi, sensoriin kisa zamanda cevap vermesi i¢in onemlidir [26,27]. Bu yontem
oncelikle akustik [28] ve optik [29] doniistiiriiciiler ile ve daha sonra elektrokimyasal sensorler
[30] ile kullanilmustir. Diger bir arastirmada, biyolojik sivilarda parasetamol ve nikotin miktarini
belirlemek amaciyla molekiiler baskilanmis polimer kapli sensorler olusturulmustur. Bu
durumda, piezoelektrik kuvartz kristal yiizeyi, algilama malzemesi olarak bir parasetamol
baskili polimer kullanilarak Bulk Akustik Dalga (BAW) sensorii i¢in segicilik elde etmek
amactyla modifiye edilmistir.

Kinetik empedans analizinde, tespit sirasinda polimer kaplamanin viskoelastisitesinde hi¢bir
degisiklik goriilmemis, parasetamoliin insan serum ve idrarinda taninmasinda tatmin edici
sonuglar elde edilmistir [31,32]. Bunlar gibi bircok ¢alismada sensorler igin molekiiler

baskilanmis mikrokiireler kullanilmakta ve her gecen giin arastirmalar gelistirilmektedir.

2.1.2.2. Kromatografik Ayirma

Bir¢ok uygulama alaninin yani sira, molekiiler baskilanmis mikrokiireler yiiksek ¢cekim kuvveti
ve secicilige sahip olmalari nedeniyle dolgu malzemeleri ve monolitik kolon malzemeleri olarak
yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) [33], kilcal elektrokromatografi (CEC) [34],
stvi kromatografisi (LC) [35] ve ince tabaka kromatografisi (TLC) gibi kromatografi
tekniklerinde duragan fazlar olarak da kullanilirlar. Dolgu malzemeleri olarak molekiiler
baskilanmis mikrokiireler, bir kromatografi kolonuna doldurulur ve sablon analitlerinin
ayrilmast i¢in kromatografinin sabit fazi olarak kullanilir. Yaygin olarak kullanilan yigin
polimerizasyon teknolojisi ile, molekiiler baskilanmis monolitler sentezlenebilir [36].
Mikrokiire igeren kolonlarla karsilastirildiginda monolitik kolon, kolay sekilde hazirlanan bir
sabit faz olarak kabul edilir. Son yillarda, monolitik molekiiler baskilama popiiler bir konu
haline gelmis, monolitik kolon ve baskilama teknolojisinin avantajlarini birlestiren sabit fazlarin

hazirlanmasi i¢in yeni bir yontem olusturmustur.



Bu yontemde monolitik formda baskilanan polimerler, dogrudan paslanmaz celik kolonlar veya
kilcal kolonlar i¢inde basit bir islemle, hazirlanir. Simdiye kadar, monolitik formda baskilanan
polimerler, kolay hazirlanma, yiiksek tekrarlanabilirlik, genis yiizey alani, diisiik ters basing ve
hizli kiitle aktarrmi kolayliklar1 nedeniyle yaygm fazlar olarak kullanilmistir [37]. Ozetle,
molekiiler baskilanmis mikrokiirelerin, 6n kolon ve monolitik kolon olmak iizere iki sekilde de
kromatografide sabit fazlar olarak kullanildigini gorebiliriz. Her ikisi de, gevresel, gida,

biyolojik ve tibbi alanlarda analitlerin ayrilmasi i¢in yaygin olarak kullanilmistir.

2.1.2.2.1. Sivi Kromatografisi

Sivi kromatografisi, bir 6rnegi kendi bilesenlerine ayirmak icin kullanilan bir tekniktir. Bu
ayrim, Ornegin mobil ve sabit fazlarla etkilesimlerine dayanarak gergeklesir. Bir karigimi
ayirirken kullanilabilecek birg¢ok sabit/hareketli faz kombinasyonu oldugu i¢in, bu fazlarin
fiziksel durumlarina goére tanimlanan farkli kromatografi tiirleri vardir. Genel olarak sivi
kromatografisinde bir karisim i¢indeki bilesenler, her bir bilesenin mobil faza olan ilgisine
dayali olarak bir kolonda ayrilir.

Molekiiler baskilanmis mikrokiirelerin sivi kromatografisi (LC) i¢in sabit fazlar olarak

kullanilmasi, simdiye kadar baskili mikrokiirelerin en ¢ok ¢alisilan uygulamasidir [38,39].

2.1.2.2.2 Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi, bir 6rnekteki spesifik analitlerin ayrilmasi ve analizi i¢in bir "biyolojik
etkilesim" kullanan s1vi kromatografisi olarak tanimlanir. Genellikle ilag bilimi ve biyoteknoloji
gibi alanlarda siklikla tercih edilen ayirma yontemidir. Biyolojik etkilesimler genellikle bir
enzim ile inhibitor veya bir antikor ile antijenin baglanmasiyla olmaktadir [40]. Bu yontemde
sabit faza bagl bir afinite ligandi, istenen analit ile etkilesime girer ve bu etkilesimin derecesine
bagl olarak kromatografik kolonda ayirma islemi gergeklesir. Immobilize ligand, herhangi bir
afinite kromatografisi yonteminin basarisini belirleyen temel faktordiir. Afinite kromatografisi
icin kullanilan ligandlarin ¢gogu biyolojik kokenlidir. Bunun yani sira yillar boyunca, biyolojik
olmayan ligandlar (boronatlar, immobilize metal iyon kompleksleri, sentetik boyalar gibi)
yaygin olarak kullanilir. Afinite kromatografisinde kolonda kullanilan destegin tipi 6nemli rol
oynar. Diisiik performansli afinite kromatografisinde genellikle agaroz, dekstran veya seliiloz
gibi biiyiik gozenekli jeller kullanilmaktadir. Yiiksek performansli afinite kromatografisinde
(HPAC) ise destek, akis hizina ve basinca dayanabilen silika veya sentetik polimer bazli

parcaciklardir.



Hem diisik hem de yiiksek performansli afinite kromatografisi klinik ydntemlerde
kullanilmistir. Diistik performansli afinite kromatografisi yaygin olarak ornek ekstraksiyonu ve
on-etkilesim icin kullanilir, ¢linki kullanim1 kolay ve ucuzdur. Bununla birlikte, yiiksek
performanslh afinite desteklerinin daha iyi akis ve basing kararliligi, HPAC'In enstriimental
sistemlere dahil edilmesini kolaylastirir ve bu da analitlerin otomatik olarak 6l¢iilmesi i¢in daha

iyi hiz ve hassasiyet saglamaktadir [41,42].

2.1.2.3 Kat1 Faz Ekstraksiyonu

Kat1 Faz Ekstraksiyonu (SPE), analitik kimyada molekiiler baskilanmis mikrokiirelerin 6nemli
bir uygulama alanidir. Segcici sorbent materyaller olarak kullanilan molekiiler baskilanmig
mikrokiireler, stirekli kullanimda bir HPLC 6n kolonu ve kesikli kullanimda ise iki frit arasinda
bir kartusta sabitlenebilir. Siirekli MISPE prosediirii, 6rneklerin manipiilasyonunu en aza
indirerek ve analitlerin kaybini ve kirlenme riskini azaltarak HPLC gibi analitik sistemler ile
dogrudan birlestirilir [43-45]. Ayrica bu yontem, orneklerin 6n-muamele siirelerini 6nemli
Olciide azaltir. Bu avantajlara ragmen, stirekli MISPE yontemi, sadeligi i¢in en ¢ok kullanilan
yontemdir.

MISPE prosediirii dort ana iglemi kapsar. Bunlar sirasiyla; sorbentin kosullandirilmasi, 6rnegin
yiiklenmesi, tikanikliklarin yikanarak giderilmesi ve hedef analitin eliisyonu basamaklaridir.
Yiikleme basamaginda, 6rnek molekiiler baskilanmis mikrokiire tizerine adsorplanir. Genel
olarak, bu islemdeki ¢oziiciiniin polimerizasyon igleminde kullanilana benzer bir polaritesi
olmalidir, ¢linkii bu tiir ¢oziiciiler molekiiler baskilanmis sorbent iizerinde bulunan spesifik
baglanma yerleri ve analit arasindaki etkilesimi artirir. MISPE genel olarak, biyolojik, ¢evresel
ornekler ve gida analizleri gibi farkli 6rnek matrislerindeki ¢esitli bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in

uygulanmaktadir [46].

2.1.2.4. Tla¢ Salim

Molekiiler baskilanmis mikrokiirelerin giiclii ve secici olarak biyoaktif molekiilleri baglama
yetenegi, bu materyalleri biyolojik uygulamalara uygun hale getirir. Yiiksek yiikleme kapasitesi
ve analitlerin uzatilmig salim siiresi, uygun dozaj formlar1 olusturmak adina molekiiler
baskilanmigs mikrokiireler igin biiyiik bir potansiyel yaratir [47]. Son yillarda molekiiler
baskilanmis mikrokiireler ila¢ saliniminda tedavi edici ajan olarak sik¢a kullanilmaktadir ve

ilacin dogru yerde, dogru dozda ve zamanda salinmasini saglamaktadir [48,49].



flag salimmi uygulamalar1 igin molekiiler baskilanmis mikrokiirelerin spesifik 6zellikleri
olmalidir: baskili bosluklar sablonun yoklugunda konformasyonun korunmasi igin kararli
olmalidir. Ayn1 zamanda sablonun serbest birakilmasi ve yeniden alinmasi arasinda hizli bir
dengenin gerceklestirilmesini kolaylastirmak i¢in esnek olmalidir. Bu amagla non-kovalent
baskilama, kovalent baskilamadan daha hizl1 denge kinetigi saglar. Bunun yaninda molekiiler
baskilanmis mikrokiireler, biyolojik sivilarda bulunabilen enzimatik ve kimyasal saldirilara ve
mekanik strese direnmek igin kararli olmalidir [50]. Molekiiler baskilanmis mikrokiireler,
hidrojen bagimi ve elektrostatik etkilesimleri gelistirmek i¢in organik ¢oziiciilerde sentezlenir.
Ancak, molekiiler baskilanmis mikrokiire sentezinde yaygin olarak kullanilan organik
¢oziiclilerin varligi, hiicresel hasarlara neden olabilir. Bu nedenle, ila¢ salinim
uygulamalarinda, biyolojik sistemlerle uyumlu hidrofilik polimerlerin hazirlanmasi genellikle
avantajhdir [51].

Molekiiler baskilt mikrokiireler, farmakolojik tedavinin bir tamamlayicisi olarak, viicuttaki
emilimini bloke ederek, mide bagirsak yolundaki birkag maddeyi baglamak icin de
kullanilabilir. Ayn1 zamanda molekiiler baskilanmig mikrokiireler, glikoz, kolesterol, safra asidi
gibi viicutta istenmeyen maddeleri ¢ikarmak i¢in kimyasal tuzaklar olarakta kullanilmaktadir

[52].

2.2. Silika Mikrokiireler

Bilimsel arastirmalarda, ozellikle heterojen sistemlerin kuramsal tedavilerinde genellikle
kiiresel simetri tercih edilir. Bunun igin es boyutlu kolloidal kiireler ile ¢alismalar yapilir. Bu
kiireler; ¢cap, kimyasal yapi, kristallenme derecesi ve ylizey fonksiyonel grubu gibi parametreleri
degistirilerek kontrol edilebilmesi agisindan avantaj saglar. Ayni zamanda, kolloidal bir kiirenin
ara ylizey enerjisinin en aza indirilmesiyle niikleasyon veya biiylime prosesi sirasinda kolaylikla
benimseyebildigi en basit sekli de simgeler [53]. Boyut olarak monodispers kolloidal kiireler
tiretmek igin ¢ok cesitli kimyasal yaklasimlar mevcuttur. En iyi bilinen ve yaygin olarak
kullanilan yontemler, polimer lateksler i¢in inorganik oksitler ve emiilsiyon polimerizasyonu
i¢in kontrollii ¢oktiirme yontemleridir. Bu yontemleri kullanarak, giiniimiizde sikg¢a kullanilan
silika gibi inorganik oksitler, birka¢g nanometreden 1 mikrometreye kadar degisen ¢apa sahip
homojen kiireler elde edilmistir; 20 nm'den 100 pm'ye kadar olan polimer lateksleri de, es

boyutlu kiireler olarak rutin olarak tiretilmistir [54].



Silika mikrokiireler ilk kez 1968 yilinda Stober ve Fink tarafindan gelistirilen bir yontemle elde
edilmistir. Yiiksek pH'ta etanol i¢inde seyreltik bir tetraetilortosilikat (TEOS) c¢dozeltisini
hidrolize etmisler ve boyutlarini, reaktiflerin derisimlerini degistirerek, 50 nm ile 2 pm arasinda
degisebilen es boyutlu amorf silika kiireleri elde etmislerdir [55]. Silika mikrokiireler, sulu
stispansiyonlar halinde veya serbest akigli, kuru tozlar halinde mevcuttur. Bu parcaciklar, DNA
veya RNA saflastirmasi, diiz panel ekranlari, hiz 6l¢iim ¢alismalar1 ve bagisiklik testleri gibi

¢esitli uygulamalarda kullanilmaktadir.

2.2.1. Silika Mikrokiirelerin Sentezi

Stober ve Fink tarafindan bulunan silika mikrokiire sentezinin temeli, silisik asitin (tetraalkil
silikat) tetraesterlerinin belirli soliisyonlarla kimyasal reaksiyonu ile iiretilebilmelerine
dayanmaktadir.

IIk olarak 1956'da Kolbe, bazlarin varliginda, su ile alkollii soliisyonda tetraetil silikatin
reaksiyona girmesiyle silika pargaciklarinin olusumunu tanimlamistir. Birkag deneme
sonucunda ¢ok saf reaktantlar ile es boyutlu kiiresel silika par¢aciklarinin olusumuna yol acan
ve yavas ilerleyen bir reaksiyon gézlemlemistir [56]. Bunun tizerine yapilan ¢alismalarin gogu
jel olusumu ile sonuglanmis ve yaklasik 0.08um boyutunda elips seklinde partikiiller
gorilmistlir. Daha sonra, reaksiyon parametrelerine yonelik deney kosullarinda bazi 6nemli
degisiklikler yapildiktan sonra, 2 pm'ye kadar olan boyutlarda silika kiirelerin yari-es boyutlu
siispansiyonlar1 alinmistir. Bunun sonunda bir saatten daha kisa siirede reaksiyon gerceklesmis
ve c¢ok saf reaktantlara ihtiyag duyulmadigi goriilmiistiir. Genel olarak Stober yontemi, silika
kaynag olarak bir alkoksisilan, hidroliz maddesi olarak su, katalizor olarak amonyak ve ¢oziicii
olarak kisa zincirli alkol igermektedir. Biiyliime siireci iki reaksiyondan olusmaktadir.
Alkoksisilan birkag¢ saniye i¢inde hidrolize edilmis, ardindan silisik asitlerin polisilik asit ve

kiiresel silika hidrojeline yogunlastirilmasi takip etmistir.

Reaksiyonlar:

Hidroliz .
=Si-OR + H:O ['h’enidm;;steﬂeme} =Si-OH + R-OH
Yogunlagma
=S5i-OR + HO-5i= == =8i-0-8i=+ R-OH
(Alkoliz)

=5i-0OH + HO-Si= han =Ri-0-8i=+ H,0
(Hidroliz)
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Silikalarin yiizeyi hidroksil gruplari ile kaplidir. Amonyak sadece morfolojik bir katalizor olarak
kullanilmaz, ayn1 zamanda silikalarin negatif, sabit bir yiizey yiikiine sahip olmasini saglar.
Olusan son partikiillerin, ortalama ¢apinin % 10'dan az standart sapmaya sahip es boyutlu
partikiiller oldugu goriilmiistiir. Daha sonra ise hidrojel formundaki partikiillerin kiiresel hale
doniismesi igin kalsinasyon islemi uygulanmistir [57]. Daha sonra bu yontem bir¢ok calismada

modifiye edilerek kullanilmaya baglanmistir.

2.2.2. Silika Mikrokiirelerin Uygulama Alanlari

Silika mikrokiireler birgok farkli alanda yaygm olarak kullanilmaktadir. Oncelikle
kromatografik uygulamalar ve polimer dolgular i¢in destek malzemeleri olarak kullanilmasinin
yant sira, son yillarda yenilik¢i uygulamalarda da ortaya ¢ikmistir. Polimerik filmlerin
kayganligini arttirmak i¢in, bu mikrokiirelerin polimerik malzemeye yerlestirildigi goriilmiistiir.
Ayrica seramik malzemelerde, eczacilikta ve kozmetik {iriinlerde de kullanilmaktadir.

Yapilan bir ¢alismada silika mikrokiirelere niikleik asit adsorpsiyonu yapilarak, niikleik asitin
silika ile etkilestirilerek serum veya hiicre lizatlar1 gibi malzemelerden izole edilmesi
saglanmigtir. Bagka bir c¢alismada, silika mikrokiireler, disik sikistirilabilirlik ve yiiksek
sicaklik toleransina sahip olmasi sayesinde, diiz panel ekran olusturmak i¢in kullanilan iki cam
panel arasindaki bosluklar1 doldurmada performansi agisindan tercih edilen bir malzeme
olmustur. Bunlarin yami sira, silika mikrokiirelerin benzersiz 6zellikleri nedeniyle,
arastirmacilar bunlar1 Lazer Cogaltict Hizdlger (LDV), Parcacik Gorlintilleme Velosimetri
(PIV), Dijital Goriintiileme Velosimetri (DIV) ve diger akis goriintiileme ve 6l¢iim yontemleri
i¢in kullanmaktadir. Ozellikle 1000°C'ye kadar dayanmalar sayesinde yiiksek sicakliklardaki
akislar1 incelemek igin tercih edilmektedirler. Ote yandan, silika yogunlugu, immiinolojik
testlerde kolay ve hizli ayrilma i¢in idealdir. Proteinleri adsorplamamasi sayesinde bu testlerde
siklikta kullanilmaktadir. Bu mikrokiireler ¢ok kolay manipiile edilebildiginden, aktin ve
miyozinin etkilesimini incelemek i¢in bir dizi lazer yakalama deneyinde kati destek olarak da

kullanilmigtir [57].

2.3. Manyetik Silika Mikrokiireler
Manyetik mikrokiireler, yiiksek dagilma kararliligi, miikemmel biyouyumluluk ve yiiksek
manyetik duyarliliga sahiptir. Ayrica arastirma ihtiyacina gore farkli fonksiyonel gruplarla

kolaylikla modifiye edilebilir.
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Bu ozelliklerinden dolayi, kataliz, klinik tan1 ve tedavi, biyoteknoloji, biyoayirma ve hedefe
yonelik ilag salinimi, immiinolojik testler gibi cesitli uygulama alanlarinda fazla ilgi gérmiistiir
[58]. Manyetik mikrokiireler, bilesimlerine gore polimer, biyomolekiiler ve inorganik
malzemelere ayrilabilirler. Literatiirde ¢ok sayida manyetik malzeme ve biyomolekiiler
malzeme bulunmaktadir, ancak inorganik manyetik mikrokiireler simdiye kadar ¢ok az ilgi
gormiistiir [59]. Yakin zamanlarda, yiiksek kararliliklari nedeniyle niikleik asit, enzim
immobilizasyonu ve ultrasonik ekografinin ayrilmasi i¢in silika manyetik mikrokiireler
arastirtlmistir. Manyetik silika mikrokiireler, silika mikrokiirelerin yiizeyinin manyetit (Fe3O4)
ile ferrit kaplama [60] veya Fe(CO)s'in sonokimyasal birikmesi sonucu kaplanmasiyla
olusmaktadir [61]. Genel olarak manyetik silika mikrokiireler, manyetik alana, g¢evresel
sicakliga ve ultraviyole radyasyona karsi duyarli oldugundan bir¢ok uygulama alaninda

kullanilmaktadir.

2.3.1. Manyetik Silika Mikrokiirelerin Uygulama Alanlari

Manyetik silika mikrokiirelerin en 6nemli uygulama alani ilag salinimidir. Bu mikrokiirelerin in
vitro ilag yiikleme verimliligi ve ilag salma davranisi, kontrollii ilag salinimi i¢in tastyici olarak
kullanilabilmelerine neden olmaktadir. Bunlarin yani sira, manyetik ila¢ hedefleme ve doku
etiketleme gibi ¢esitli alanlarda uygulama yapilmaktadir [62]. Bagka bir ¢aligmada ise, manyetik
silika mikrokiireler sayesinde, mikrodalga destekli protein sindiriminin hizli ve etkili bir
proteoliz yaklagimi gelistirilmistir. Manyetik mikrokiirelerin mikrodalgadaki yiiksek absorbans
ozelliginden yararlanilarak, yiiksek verimli yeni bir sindirim yontemi ortaya ¢ikmistir ve bu
yontem, biyomedikal ve klinik aragtirmalara proteome tekniginin uygulanmasini hizlandirmistir
[63]. Diger bir ¢alismada ise, manyetik silika mikrokiirelerin yiiksek kimyasal, termal
kararliliklar1 ve modifiye edilebilir fonksiyonel gruplari géz Oniine alinarak hipertermi
tedavisinde tiimor hiicrelerini yok etmek amagli caligmalarda kullanildigi goriilmustiir [64]. En
Oonemli uygulama alanlarindan biri ise molekiiler baskilamadir. Manyetik mikrokiireler
MIP'lerle kaplandiginda, elde edilen manyetik kompozit baskili mikrokiireler, sadece kompleks
matriks i¢indeki sablon molekiillerini baskili polimer kabuktan segici olarak tanimakla kalmaz,

ayni zamanda manyetik ¢ekirdekten dig manyetik alanla kolayca ayrilabilmektedir [65].
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2.4.1. FA Yapisi ve Ozellikleri

FA, kan hiicresi tiretmek i¢in gerekli olan, suda ¢oziinen bir B9 vitamini tiiriidiir. Genetik
materyalin bir pargasint olusturan niikleik asitlerin yapiminda anahtar bir bilesendir. B9
vitaminleri ve formlari, daha fazla kirmizi kan hiicresi olusturma, isitme kaybini onleme,
bebegin beyin saglhigin1 koruma gibi 6nemli islevleri yerine getirmektedir. Ayni zamanda,
vaskiiler tikanikliga neden olan dogal histidin oraninin azaltilmasia katkida bulunmakta ve
bdylece inme ve kalp hastaligin1 6nlemeye de yardimer olmaktadir.

Viicutta diisiik derisimde olmasi halinde, Alzheimer hastaligi, rahim agzi kanseri, karaciger,
pankreas, deri hastaliklar1 olasiligini artmaktadir. Bu nedenle, viicuda mutlaka yeterli miktarda
alinmalidir. Ozellikle hamilelik déneminde viicuttaki FA miktarina daha fazla dikkat edilmesi
gerekmektedir. FA’in diisik miktarda alinmasi, kadinlarin dogurganliginda azalmaya neden
olabilmektedir. Tiim bu nedenlerden dolay1, FA’in gida ve tibbi 6rneklerde dogru ve hizli bir
sekilde ol¢iilmesi 6nemlidir. Ticari triinlerde kalite glivence ve kontroliinii saglamak i¢in FA
miktarin1 dogru ve kesin olarak Olgen analitik yontemler gerekmektedir [6]. FA takviyesi
onemli saglik yararlar1 saglamaktadir. Sayisiz kronik hastalik, kalp krizi, gebelikte noral tiip
defektleri FA eksikliginden kaynaklanmaktadir. FA, sebzeler, meyveler, kiimes hayvanlari ve
et de dahil olmak tizere genis bir alanda dogal olarak bulunmaktadir. Bu nedenle ¢esitli gida
orneklerinde FA miktarin izlemek gerekmektedir. Ancak, asidik kosullar altinda diisiik
kararlilig1, 1s18a ve yiiksek sicakliga karsi hassas olmasindan dolayz, biyolojik sistemlerde diisiik
derigimine bagli olarak FA analizi kolay yapilamamaktadir. Spektrofotometri, HPLC, LC gibi
FA'nin belirlenmesi igin bir takim yontemler kullanilmigtir. Ote yandan, FA'nin mikrobiyolojik
analizi yaygin olarak kullanilmaktadir, ancak bu analizler uzun zaman alici ve beceri
gerektirmektedir [7].

FA; pteridin halkasi, p-aminobenzoik asit ve L-glutamik asit olmak iizere {i¢ ana halkaya
sahiptir. Pteridin halkasi, p-aminobenzoik asit ile bag yaparak pteroik asit meydana getirmekte
ve bu molekiile L-glutamik asit baglanarak FA’i olusturmaktadir. Molekiiler formiilii
“C19H10N706” seklinde ve molar kiitlesi 441.40 g/mol’diir. Rengi sar1 ve turuncu olan tatsiz,
kokusuz, igne yapisindaki kristallerdir. Erime noktasi 250°C'dir ve bu sicakligin iizerinde

ayrigsmaktadir. Su, etanol, metanol ve biitanol i¢inde az ¢oziinmektedir.
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Aseton, kloroform, eter ve benzende ise ¢oziinememektedir. Hidroksitler ve karbonatlarin
cozeltileri, klorhidrik ve siilfiirik asitin sicak ve seyreltik ¢ozeltileri ile birlikte en iyi ¢oziiciiler
haline gelmektedir. FA’in sulu ¢ozeltileri 1s1iya duyarhdir, 151k veya riboflavin varliginda hizla

ayrismaktadir [6].
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Sekil 2.2. FA'in yapisi [66]

2.4.2. FA ile Molekiiler Baskilama Calismalari

Literatiirde, FA’in molekiiler baskilandigi, ayirma veya tanimaya yonelik malzemelerin sentezi
yapilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda, molekiiler baskilanan polimerlerin baskilanmayan
polimerlere orani ile bulunan baskilama faktorii (IF) degeri dikkate alinmistir. 2010°da yapilan
bir ¢alismada molekiiler olarak baskilanmis membranlar, membran malzemesi olarak
poli(akrilonitril-co-akrilamid) kopolimeri ve sablon molekiilii olarak FA kullanilarak faz
inversiyon teknigi ile hazirlanmistir. Referans malzeme olarak poli (akrilonitril) bazli
membranlar kullanilmistir. Polimer komposizyonu, membran hazirlama yontemi ve pH
degerleri degistirilerek membranlarin tanima 6zellikleri incelenmistir [67]. 2016 yilinda yapilan
bagska bir ¢alismada molekiiler olarak baskilanmis manyetik polimerler (MMIPler) sentezlenmis
ve farkli gida 6rneklerinde FA tayini i¢in test edilmistir. MMIP'ler, FesOs@SiO2 manyetik
nanopartikiillerin yiizeyinde akrilonitril (fonksiyonel monomer), etilen glikol dimetakrilat
(EDMA) (gapraz baglayici) ve 2,2’-azobisizobiitironitril (AIBN) (radikal baslatic1) kullanilarak
polimerize edilmistir. Bu ¢alisma sonucunda baskilama faktorii (IF) degeri 1.47 bulunmustur
[68]. Yine molekiiler baskilanmis mikrokiireler, FA’in belirlenmesi igin kadmiyum telliirid

kuantum noktalarinin (CdTe QDs) yiizeyinde kullanilmistir.
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Baska bir ¢alismada molekiiler olarak baskilanmis manyetik mikrokiireler, sablon olarak FA
kullanilarak sol-jel yontemi ile basarili bir sekilde sentezlenmistir. Sentezlenen malzemeler,
domates 6rneklerinde yiiksek performansli sivi kromatografisi ile yapilan folat tayininden once
manyetik kat1 faz ekstraksiyonunda bagariyla uygulanmistir ve bu ¢alisma sonucunda baskilama
faktori degeri 1.79 bulunmustur [69]. Literatiirde arastirilan bir bagka calismada ise, sulu
ortamda folik asit ekstraksiyonu uygulanmis ve sonucunda baskilama faktorii 1.57 olarak

hesaplanmustir [70].
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3. MATERYAL VE METOD

Tez kapsaminda, silika bazli manyetik ve manyetik olmayan mikrokiirelerin molekiiler
baskilama yoluyla sentezi yapilmis, sentezlenen mikrokiirelerin belirlenen hedef molekiile (FA)
kars1 izolasyon davraniglari tanimlanmistir. Bunun i¢in sentezlenen manyetik ve manyetik
olmayan  mikrokiirelerin  spesifik  yiizey alanlart ve gbzenek yapilart  azot
adsorpsiyon/desorpsiyon deneyleriyle (Brunauer-Emmett-Teller (BET) analizi yoluyla)
Ol¢iilmiistiir. Taramali elektron mikroskobu (SEM) ve gegirimli elektron mikroskobu (TEM)
yardimiyla boy dagilimlart ve yilizey morfolojileri hakkinda bilgi edinilmis, baskilanmis
mikrokiirelerdeki  polimerik katman incelenmistir. EDX sonuglart  dogrultusunda,
mikrokiirelerin yiizey bilesimleri hakkinda bilgi edinilmistir. Manyetik mikrokiirelerin
ozellikleri ise Titresimli Ornek Manyetometresi (VSM) ile analiz edilmistir. Monomer-sablon
etkilesimlerini karakterize etmek igin de BioDrop kullanilmistir. Bunun yaninda, 6rneklerin
yapilarindaki fonksiyonel gruplari belirlemek ve baglanma yerlerini 6grenebilmek i¢in Fourier
Dontisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) analizi yapilmustir.

Oncelikle silika bazli molekiiler baskilama yéntemleri denenmis ve bu yontemler ile sentezlenen
sorbentlerin  FA’e kars1 secici adsorpsiyon davranisi, kesikli ve siirekli sistemlerde
incelenmistir. Boylelikle sorbentlerin FA izolasyon segiciligi belirlenmistir. Literatiirde folik
asit ile ilgili molekiiler baskilama c¢alismalari goz Oniine alindiginda, bu tez calismasinda
baskilama faktoriiniin 2.00’1n tizerine ¢ikilmasi hedeflenmistir.

Tez kapsaminda bu amagla yapilan ¢alismalarin genel semasi Sekil 3.1°de gosterilmektedir. Bu
semaya gore ilk olarak poli(glisidil metakrilat) mikrokiirelerin sentezi gergeklesmistir.
Ardindan, monodispers-gozenekli poli(metakrilik asit-co-etilen glikol) mikrokiireler
sentezlenmistir. Bu mikrokiireler kullanilarak, monodispers-gozenekli silika mikrokiireler elde
edilmistir. Silika mikrokiirelere manyetik 6zellik kazandirilarak, manyetik silika mikrokiireler
elde edilmis ve sonrasinda hem manyetik olmayan hem de manyetik formdaki silika
mikrokiireler iizerinde molekiiler baskilama teknigi uygulanmistir. Kesikli ve siirekli sistemde
adsorpsiyon deneyleri yapilarak, mikrokiirelerde sorbent ve FA baslangi¢ derisiminin etkisine
bakilmistir. Tekrar kullanilabilirlik testi ve segicilik testi yapilarak, FA’in izolasyondaki
secicilik etkisi ve tekrar kullanilabilirligi hakkinda bilgi edinilmistir.
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Deney Tasarimi

l

Cikis Lateksi Olan Poli(glisidil metakrilat) Mikrokiirelerin Sentezi

Monodispers-Gozenekli Polimerik (poli(metakrllik asit-co-etilen glikol dimetakrilat) Mikrokiirelerin Sentezi

Monodispers-Gozenekli Silika (S102) Mikrokiirelerin Sentezt

Monodispers-Gozenekli Manyetik Silika (Mag-Si0O2) Mikrokiirelerin Sentezi

Si02 ve Mag-SiO2 Mikrokiireler Uzerinde Molekiiler Baskilama

l

Adsorpsiyon Deneyleri
|
I 1
Kesikli Sistem : Stirekli Sistem :
= Sorbent derisiminin etkisi = CFA/CFAo degisimi
= FA baslangi¢ derisiminin etkisi = Tekrar kullanilabilirlik testi

= Tekrar kullamlabilirlik testi
= Secicilik testi

Sekil 3.1. Deney Tasarimi Genel Semast

3.1. Biyomolekiillerin izolasyonu i¢in Molekiiler Baskilama Yénteminde Kullanilacak
Sorbentlerin Sentezi

3.1.1. Materyal

Glisidil metakrilat (GMA) ve metakrilik asit (MAA), monodispers gozenekli silika
mikrokiirelerin sentezindeki polimerizasyon asamasinda monomer olarak kullanilmistir. Bu
sentezde etilen dimetakrilat (EDMA) ise ¢apraz baglayici olarak kullanilmistir. Bunlarla birlikte
kullanilan izopropanol, tetraetoksisilan (TEOS), tetrabutilamonyum iyodat (TBAI),
asetiltrimetilamonyum bromiir (CTAB), poli(vinil pirolidon) (PVP K-30), poli(vinil alkol)
(PVA) ve sodyum dodesil siilfat (SDS)‘in tamami Sigma-Aldrich Co., ABD firmasindan temin
edilmistir. Riedel De Haen firmasindan ise etanol, etil benzen ve tetrahidrofuran (THF) alinmis
ve ¢oziicii olarak kullanilmustir.

Across Organics‘ten temin edilen ve polimerizasyonda baglatici gorevini yapan 2,2°-
azobisizobiitironitril (AIBN), polimerizasyon dncesinde metanol ile yikanmistir. Ayni firmadan

alinan diger bir baslatic1 ise benzoil peroksit (BPO)‘tir.
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Mikrokiirelerin manyetik formunu olusturmak igin ise, yine Sigma-Aldrich Co., ABD‘den
alman demir (III) kloriir heksahidrat (FeCls.6H20, Fe*®) ve demir (II) kloriir tetrahidrat
(FeCl,.4H20, Fe*?) tuzlari kullanilmistr.

3.1.2. Cikis Lateksi Olan Poli(GMA) Mikrokiirelerin Sentezi

Monodispers-gozenekli silika mikrokiirelerin ¢ikis materyali olan poli(MAA-co-EDMA)‘nin
eldesi icin poli(GMA) lateks partikiiller dispersiyon polimerizasyonu yontemi ile
sentezlenmistir [71]. Polimerizasyon sirasinda 30 mL etanol sizdirmaz cam Pyrex® reaktore
eklenmis, 0.45 g PVP K-30 ve 3 mL GMA bu reaktér i¢indeki etanolde ¢oziilmiistiir. Daha sonra
0.28 g AIBN (baslatic1) reaktdrdeki ¢cozeltiye eklenmis ve tamamen ¢oziinene kadar ultrasonik
banyoda (Elma LC 30, Germany) bekletilmistir. Coziinme islemi bittikten sonra reaktor,
sicakligi kontrol edilebilir olan c¢alkalamali su banyosuna (Memmert, Germany) yerlestirilip
sabitlenmis ve polimerizasyonun gergeklesmesi i¢in sicaklik 70°C’ye ayarlanmistir. Su banyosu
bu sicakliga geldikten sonra ¢6zelti, 120 cpm hiz ile 24 saat karigtirtlmigtir. Polimerizasyon sona
erdiginde reaktor su banyosundan alinmig ve oda sicakligina gelene kadar sogumasi
beklenmistir. Olusan poli(GMA) lateks partikiillere 6nce etanol daha sonra distile su olmak
eklenmis ve santrifiijleme (Hettich Universal 320 R, Germany)-dekantasyon yoluyla yikama
islemleri uygulanmistir. Son basamakta, poli(GMA) lateks partikiiller santrifiijlendikten sonra
distile su ile ultrasonik su banyosunda dagitilmis ve sulu ortamdaki partikiillerin derisimi

gravimetrik yontem ile belirlenmistir.

3.1.3. Monodispers-Gozenekli Polimerik Mikrokiirelerin Sentezi

Mikrokiireler, laboratuvarmizda gelistirilen cok basamakli mikrosiispansiyon polimerizasyonu
yontemi sayesinde monodispers-gézenekli yapida elde edilmektedir [71]. Bu yontemde
oncelikle 50 mL % 0.25 SDS igeren sulu ortama 3.5 mL etilbenzen eklenmis ve 200 W
giictindeki ultrasonikasyonda 5 dakika boyunca bekletilerek gézeneklerin olusmasini saglayan
solventin iyice sulu ortamda dagilmasi saglanmistir. Sonrasinda ¢ozeltiye 0.3 g poli(GMA)
mikrokiire eklenerek tekrar ultrasonikasyon ile dagitma islemi gergeklestirilmistir.

Poli(GMA) partikiilleri solventin sisirebilmesi i¢in ¢ozelti, manyetik karistirici (IKA RO 10,
Germany) yardimiyla oda sicakliginda 24 saat boyunca karistirilmstir.

Ayn1 zamanda, 50 mL % 0.25 SDS igeren distile suya 2 mL MAA (monomer), 4 mL EDMA
(¢apraz baglayici) ve 0.25 g BPO (baslatici) eklenerek bilesenler sulu ortamda ultrasonikasyon

ile dagitilmistir.
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Olusan emiilsiyon bir 6nceki basamakta hazirlanan dispersiyona eklenerek, elde edilen
emiilsiyon 25°C’de 24 saat manyetik karistiricida karistirtlmistir. 24 saat tamamlandiktan sonra
ilk basamakta 0.8 g PVA’nin 10 mL distile suda ¢6ziindiigii karisim ortama eklenmis ve olusan
dispersiyon cam reaktére alinmistir. 150 cpm hiz ile 80°C‘ye ayarlanan g¢alkalamali su
banyosunda 24 saat karistirilarak polimerizasyonun ger¢eklesmesi saglanmistir. Polimerizasyon
sonrasinda ortamdaki ¢6ziiciiniin uzaklastirilmasi amaci ile ¢ozelti, santrifiijleme-dekantasyon
yoluyla 3 defa teknik etanol ile yikanmistir. Yikama islemi tamamlandiktan sonra ortam, 6nce
2 defa THF ile, sonrasinda 3 defa etanol ile tekrar yikanmistir. Bunun sonucunda olusan

poli(MAA-co-EDMA) mikrokiireler, etanol i¢inde dispers edilmistir.

3.1.4. Monodispers-Gozenekli Silika Mikrokiirelerin Sentezi

Cok basamakli hidroliz/kondenzasyon yontemi ile monodispers gozenekli silika mikrokiireler
elde edilmektedir [72]. Bunun i¢in onceki boliimde sentezi anlatilan poli(MAA-co-EDMA)
partikiilleri sablon olarak kullanilmustir. Oncelikle, 50 mL izopropanol ve 5 mL distile su
karisimina 0.25 g TBAI eklenmistir. Olusan homojen ortama 0.25 mL amonyum hidroksit ve
ardindan poli(MAA-co-EDMA) partikiiller eklenerek partikiillerin ultrasonikasyon ile
dagilmasi saglanmistir. 400 rpm hiz ile ¢alisan manyetik karistiricida oda sicakliginda 1 saat
boyunca ¢ozeltinin karigmasi sonucunda, ortama %25 TEOS igeren 5 mL izopropanol-TEOS
¢ozeltisi eklenmistir. Sonrasinda ortam, 30°C’ye ayarlanmis manyetik karistiricida 400 rpm hiz
ile 24 saat karistirilmistir. Bu asama tamamlandiktan sonra elde edilen partikiiller 6nce 2 defa
izopropanol, sonra ise 2 defa distile su ile santrifiij yoluyla yikanmistir. Yikanan partikiiller 24
saat boyunca 70°C’lik etiivde kurutulmustur. Son basamakta ise, etiivden alinan partikiiller, 6
saat boyunca 450°C’de kalsinasyona birakilmistir. Bu sayede partikiiller, polimerik

kisimlarindan uzaklastirilmis ve istenilen 6zellikteki silika mikrokiireler elde edilmistir.

3.1.5. Monodispers-Gozenekli Manyetik Silika Mikrokiirelerin Sentezi

Cok basamakli hidroliz/kondenzasyon yontemi ile sentezlenen silika mikrokiirelerin manyetik
ozellik kazanmasi, ikili ¢oktiirme yontemiyle Fe*? ve Fe*® iyonlarmin Fe3Os formuna
mikrokiireler iginde dontismesiyle baslamistir [73,74]. Bu iyonlar, mikrokiirelerdeki karboksil
gruplariyla etkileserek, mikrokiireler tizerine absorplanmustir.

Oncelikle, 50 mL suyun icerisine 0.27 g demir (III) kloriir hekzahidrat, 0.4 g demir (II) kloriir
tetrahidrat ve 0.7 g poli(MAA-co-EDMA) mikrokiirelerin eklenmesiyle bir dispersiyon

olusturulmustur.
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Bu ortam 5 dakika boyunca, 25°C’de manyetik karistiricida azot varliginda karistirilmastir.
Ortamdaki oksijen varligini sonlandirmak ve mikropartikiillere demir iyonlarinin tutunmasini
saglamak i¢in yaklasik 10 dakika vakum uygulanmistir. Daha sonra sicaklik 85°C’ye ¢ikarilarak
50 mL amonyak eklenmis, boylece Fe3Os nanopartikiiller olusturulmustur. Ortam 1 saat
karistirildiktan sonra, manyetik mikrokiireler miknatis yardimiyla 3 defa distile su ile yikanmig
ve distile su igerisinde dagitilmistir. Olusan manyetik poli(MAA-co-EDMA) mikrokiirelere,
manyetik olmayan silika mikrokiirelerin sentezinde kullanilan yikama prosediiriiniin aynisi
uygulanmistir. Aradaki fark, yikama isleminin santrifiijjleme yerine miknatis yardimiyla
yapilmasidir. Sonrasinda manyetik silika mikrokiireler, ayni sekilde 24 saat boyunca 70°C’lik
etlivde kurutulmustur. Sonrasinda, 6 saat boyunca 450°C’de kalsinasyona birakilarak manyetik

mikrokiirelerin polimerik kisminin uzaklagmasi saglanmis ve su igerisinde dagitilmistir.

3.2. Molekiiler Baskilama Yéntemi ile Biyomolekiil izolasyonu

3.2.1. Materyal

Silika mikrokiireler, 3-trimetoksisililpropil metakrilat (TMSPM) ile baglanmadan O6nce
hidroklorik asit (HCI) ile etkilestirilmistir. TMSPM ile baglanma islemi sirasinda kullanilan
trietilamin (TEA) ile birlikte malzemelerin hepsi Sigma-Aldrich Co., ABD’den temin
edilmistir. Manyetik ve manyetik olmayan monodispers gozenekli silika mikrokiireler lizerine
baskilanacak hedef molekiil olan FA, Sigma-Aldrich Co., ABD firmasindan alinmistir. Coziicii
olarak kullanilan NN dimetilformamid (DMF) ise Merck Chemicals, Almanya firmasindan
temin edilmistir. Molekiiler baskilama yonteminde fonsiyonel monomer olarak 1-vinilimidazol
(VIm) kullanilmistir. Baslatic1 olarak 2,2’-azobisizobiitironitril (AIBN) ve c¢apraz baglayici
olarak kullanilan etilen glikol dimetakrilat (EDMA) ile birlikte bu malzemeler Sigma-Aldrich

Co., ABD firmasindan alinmistir.

3.2.2. Molekiiler Baskilama Yontemi

3.2.2.1. Silika Mikrokiirelerin Molekiiler Baskilama i¢in Hazirlanmasi

Molekiiler baskilama yonteminde kullanilmasi i¢in silika mikrokiireler ilk olarak hidroklorik
asit (HCI) ile etkilestirilmistir. Bunun i¢in 0.1 g silika mikrokiire, % 5 HCI igeren 25mL’lik sulu
cozeltiye eklenerek tamamen dagilincaya kadar ultrasonikasyon islemi yapilmistir. Dispersiyon,
cam reaktore alinarak, 6 saat boyunca 80°C’lik ¢alkalamali su banyosunda karigtirilmustir.
Sonrasinda olusan HCl ile etkilestirilmis silika mikrokiireler, 3 kere distile su ile santrifiijleme-

dekantasyon ile yikanmis ve etanol ile alinarak etiivde kurutulmustur.
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Kurutulan mikrokiireler, 3-trimetoksisililpropil metakrilat (TMSPM) ile etkilestirilmistir.
Bunun sebebi, silika mikrokiirelerdeki hidroksil gruplarinin  TMSPM’in  yapisindaki
trictoksisilan gruplari ile etkileserek, mikrokiirelerin yiizeyinde polimerlesebilir metakrilat
gruplarinin olugsmasini saglamaktir. Bunun i¢in, 10 mL izopropanol ile 2 mL TMSPM cam
reaktor icerisinde c¢oziindiikten sonra 0.3 mL trietilamin (TEA) ortama eklenmis ve
ultrasonikatdr ile tamamen ¢oziinmeleri saglanmistir. Ortama 0.2 g HCl ile etkilestirilmis silika
mikrokiirelerin de eklenmesinden sonra reaktérden bir siire azot gecirilmis ve ¢alkalamali su
banyosuna yerlestirilerek 6 saat boyunca 65°C’de karistirilmistir. Elde edilen TMSPM bagh

silika mikrokiireler 2 kere izopropanol ile yikanarak etiivde kurutulmustur.

3.2.2.2. Manyetik Silika Mikrokiirelerin Molekiiler Baskilama icin Hazirlanmasi

Sentezlenen manyetik silika mikrokiireler TMSPM ile etkilesimden once koruyucu bir silika
katman ile kaplanmistir. Bu katmanin sebebi, manyetik mikrokiirelerin manyetik 6zelligini
korumak ve asidik ortamlarda zarar gérmesini engellemektir. Bu asamada cam bir siseye 25 mL
izopropanol ve 2.5 mL distile su karisimima 0.125 g TBAI eklenip ¢oziindiikten sonra, 0.125
mL amonyum hidroksit’in eklenmesiyle 1 saat mekanik karistiricida karistirilmistir. Sonrasinda
% 50 TEOS igceren 1mL’lik TEOS-izopropanol ¢6zeltisi ortama damla damla eklenmistir. 400
rpm karigtirma hizinda 40°C sicakligindaki su banyosu igerisinde 24 saat boyunca mekanik
karistiricida ortamin  karismasi saglanmistir. Elde edilen manyetik mikrokiireler etiivde
kurutulmus ve manyetik olmayan silika mikrokiirelere uygulanan TMSPM etkilesim

prosediiriiniin aynis1 manyetik mikrokiireler i¢in tekrarlanmistir.

3.2.2.3. Kesikli Sistemde Molekiiler Baskilama

Manyetik ve manyetik olmayan monodispers gozenekli silika mikrokireler {izerine
baskilanacak hedef molekiil FA olarak segilmistir. Coziicii olarak N,N-dimetilformamid (DMF),
fonksiyonel monomer olarak ise 1-vinilimidazol (VIm) kullanilmistir. Yapilan deneyler
molekiiler baskilanmig mikrokiireler (MIP) ve baskilanmamig mikrokiireler (NIP) olmak iizere
iki ayr1 koldan yiiriitiilmiistiir. Oncelikle 50 mL’lik iki tane falkona ayr1 ayri, 18 mL DMF ve
25 uL VIm eklenmistir. Sonrasinda falkonlardan birine 58 mg folik asit eklenmistir. FA i¢eren
ortam “MIP”, FA igermeyen ortam ise “NIP” sentez ortam1 olarak tanimlanmistir.

Ayni ortamlarin manyetik mikrokiireleri iceren formlar1 ise “MMIP” ve “MNIP” sentez
ortamlar1 olarak tanimlanmistir. Hazirlanan iki ortam da 1 saat boyunca oda sicakliginda rotator

(Finepcr) yardimiyla karismustir.
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1 saat sonunda, her iki falkona da 0.1 g TMSPM bagli silika mikrokiireler eklenmis ve ortam 3
saat boyunca oda sicakliginda tekrar karigtirllmistir. Sonrasinda ortamlara ayri siselerde
hazirlanan 2 mL DMF (¢oziicii), 400 uLL. EDMA (¢apraz baglayici), 10 mg AIBN (baslatici)
karisimi eklenerek ultrasonikatorde iyice ¢oziinmesi beklenmis ve ortamlar cam reaktorlere
alinarak c¢alkalamali su banyosuna yerlestirilmistir. 24 saat boyunca 65°C’de ¢alkalanarak
reaksiyon gerceklesmistir. 24 saat sonunda her iki reaktordeki ortam tekrar falkonlara alinarak
santrifiij yardimiyla ¢oktiiriilmiis ve %10 asetik asit + %10 sodyum dodesil siilfat (SDS) i¢eren
10 mL’lik sulu ortam ile her saat bas1 yikanarak 1 saat boyunca karistirilmistir. Bu yikama islemi
3 kez tekrarlandiktan sonra, son olarak ortamdan asiti ve SDS’yi uzaklastirmak i¢in ¢ozeltiler,
5 kez distile su ile yikanmigtir. Tiim bu basamaklar manyetik ve manyetik olmayan silika

mikrokiireler i¢cin ayni1 sekilde uygulanmistir.

3.2.2.4. Kesikli Sistemde FA’in Adsorpsiyonu

Manyetik ve manyetik olmayan molekiiler baskilanmis sorbentlerin seg¢ilen hedef molekiillere
kars1 segici adsorpsiyon davranisi kesikli sistemde FA kullanilarak incelenmistir. Adsorpsiyon
deneyleri ile istenilen degerlerde sorbent ve FA baslangi¢ derisimi taramalar1 yapilmistir. Bunun
icin, 4 mL fosfat tamponu (PB) icerisinde 4 mg FA ¢oziinerek ortamin pH’1 7’ye ayarlanmistir.
Sorbent taramast igin, gravimetrileri alinmis sulu ortamdaki molekiiler baskilanmis mikrokiire
stispansiyonlarindan 1, 2, 5, 10 ve 20 mg’daki sorbent miktarlarina gore sivi hacim ¢ekilmis ve
mikrokiireler hazirlanan adsorpsiyon ortamiyla etkilesmeden 6nce 5 kez fosfat tamponu ile
yikanmigtir. Sonrasinda ise hazirlanan PB + FA ortamiyla 2 saat boyunca etkilestirilmistir. FA
baslangi¢ derigimi taramasi igin ise, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2 ve 4 mg FA/mL PB baslangi¢ derigimleri
i¢in molekiiler baskilanmis mikrokiire siispansiyonundan 5 mg sorbent icerecek sekilde ¢cekilmis
ve yine hazirlanan PB + FA ortamlariyla 2 saat karistirtlmistir. Adsorpsiyon islemi
gerceklestikten sonra, santrifiij yoluyla partikiiller ¢oktiiriilmiis ve iistlerinden 6rnek alinarak
adsorpsiyon degerleri okunmustur. Okuma islemi, 281 nm dalga boyunda BioDrop cihazi ile
gerceklesmistir. Okunan degerler ile molekiiler baskilanmis mikrokiirelere hedef molekiiliin
denge adsorpsiyon kapasitesi (Q) hesaplanmistir. Hesaplama igin su formiiller kullanilmigtir
[75]:

Q= [(Ao-A1)/Ad] X [(Co X V)/ma] (3.1)
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Bu denklemde hedef molekiiliin baslangi¢c ve adsorpsiyon sonrasi absorbans degerleri sirasiyla
Ao ve As olarak tanimlanmistir. V (mL) degeri adsorpsiyon ortaminin hacmi, Co (mg/mL) degeri
hedef molekiiliin baslangi¢ derisimi ve ma (g) degeri ise kullanilan sorbentin kiitlesidir.

Molekiiler baskilama faktorii (IF) asagidaki esitlikten hesaplanir [76]:

IF=Qmir/ Qnip (3.2)

Buradaki Qwmip ve Qnip (Mg/g) sirasiyla baskilanan mikrokiirede ve baskilanmamig mikrokiirede

FA denge adsorpsiyon kapasitelerini gostermektedir.

3.2.2.5. Kesikli Sistemde Tekrar Kullanilabilirlik Testi

Molekiiler baskilanmis mikrokiirelerden, pratik uygulamalarda tekrar tekrar kullanildiklarinda
kararl1 bir performans beklenir. Bu nedenle, sentezlenen molekiiler baskilanmis mikrokiirelerin
yeniden kullanilabilirligini incelemek i¢in adsorpsiyon dongiisii 5 kez tekrarlanmistir. Bu
islemde, her adsorpsiyondan sonra sivi kisimdaki FA derisimi belirlenerek mikrokiirelerin
adsorpsiyon kapasiteleri hesaplanmistir. Sonrasinda distile su ile 5 kez, ardindan da fosfat
tamponu ile 5 kez yikanmis mikrokiireler, tekrar adsorpsiyona hazir hale getirilmistir. 5 tekrar

sonucunca mikrokiirelerin adsorpsiyon kapasitelerinin degisimi grafige alinmustir.

3.2.2.6. Kesikli Sistemde Secicilik Testi

Sentez sirasinda uygulanan molekiiler baskilama etkisini degerlendirmek i¢in FA ile birlikte
farkli biyomolekiiller (kafein, p-aminobenzoik asit, adenin, adenozin ve tiramin) kullanilarak
adsorpsiyon deneyleri yapilmistir Bu molekiiller, FA kimyasal yapisi ile benzer olup, FA’in
kimyasal yapisindan bazi alt gruplar oldugu i¢in se¢ilmistir. Sekil 3.2’ye bakildiginda, secilen
molekiillerin fonksiyonel gruplarinin FA’in yapisindaki fonksiyonel gruplar ile ayni oldugu
goriilmektedir. Boylelikle molekiiler baskilama etkisinin sadece FA’e karsi segici olmasi
beklenmektedir. Bu amagcla, optimum deger olarak belirlenen 5 mg sorbent miktar1 ile derigim
taramas1 yapilmis ve okunan degerler ile adsorpsiyon kapasiteleri hesaplanmistir. Degerler
karsilastirilarak FA segiciligi degerlendirilmistir. Segicilik testi hem manyetik hem de manyetik

formda olmayan mikrokiireler i¢in tekrarlanmistir.
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Sekil 3.2. FA'e benzer yapidaki biyomolekiiller

3.2.2.7. Siirekli Sistemde Molekiiler Baskilama

Calismanin bu asamasinda ise, onceki bolimde sentezi anlatilan manyetik olmayan silika
mikrokiireler iizerine molekiiler baskilama ile elde edilen sorbent (MIP) ve molekiiler
baskilanmamis sorbent (NIP), 300 mikron i¢ ¢cap degerine sahip silika kapiler kolonlar igerisine
dolgulanmistir. Sulu ortamdaki 160 mm boyundaki silika kapilere (300 pm i¢ ¢ap, 430 um dis
capa sahip) enjektor yardimiyla konulduktan sonra sistemin mikro-HPLC pompasina ( Dionex-
Ultimate3000, A.B.D) baglanmasi saglanmis ve pompa 10 pL/dak akis hizina ayarlanarak
kolondan su geg¢isi gerceklesmistir. Kapiler kolon ucundaki frit yardimiyla mikrokiireler sivi
akisi ile kolona dolgulanmustir. 1 saatlik su gecisinin sonucunda mikrokiirelerin silika kapiler
kolon igerisinde iyice sikismasi saglanmistir. Dolum iglemi tamamlandiktan sonra mikroskop
yardimiyla kolonun mikrokiireler ile ne kadar doldugu gézlenmis ve elmas kesici kullanilarak
10 cm uzunlugunda kolon kesilmistir. Boylece elde edilen kolon, adsorpsiyon deneyine hazir

hale getirilmistir.
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3.2.2.8. Siirekli Sistemde FA Adsorpsiyonu

Siirekli sistemde yapilacak adsorpsiyon deneyleri igin kurulan diizenek Sekil 3.3’te
verilmektedir. Sistem; izole edilecek FA ¢ozeltisi, enjeksiyon pompasi, adsorpsiyon ve
desorpsiyon ¢ozeltilerini kolona verebilmek i¢in kullanilan 1 mL’lik enjektér ve bu enjektore
baglanan kapiler mikrokolondan olugsmaktadir. Calisan sistemde kolondan sivi faz gegirildigi
sirada mikrokiirelerin kolon iginde kalmasini saglamak icin 2 pm’lik gézenek agikligina ve 0.5

mm ¢apina sahip paslanmaz gelik frit kullanilmigtir.

(A) (B) ©)

Sekil 3.3. FA izolasyonu igin gelistirilen siirekli mikroakis sistemi : (A) Siirekli mikroakis

sisteminin genel goriinimii, (B) Siirekli mikroakis sisteminde kullanilan dolgulu kolonun

enjektore baglanmasi, (C) Dolgulu mikrokolonun gériiniimii.

Siirekli sistemde adsorpsiyon islemi, Oncelikle MIP ile dolgulanan 10 cm uzunlugundaki
mikrokolondan fosfat tampon gegirilmesiyle baslamistir. Sonrasinda 0.05 mg FA/mL PB
derisimindeki FA ¢ozeltisi enjektor yardimiyla cekilerek siringa pompasina baglanmistir.
Dolgulu mikrokolon enjektére baglanarak saglamlastirildiktan sonra, siringa pompasi
calistirilarak 2 pl/dak akis hizinda, hazirlanan FA ¢6zeltisi kolondan gegirilmistir. Bu siirede
fritin ucundan gelen damlalar, 6 uL olacak sekilde ependorflarda toplanmistir. Mikrokolon
doygunluga ulastiktan sonra BioDrop yardimiyla ¢ikis akimi absorbans degerleri 281 nm’de
okunarak molekiiler baskilanmig sabit faza hedef molekiiliin adsorpsiyon kapasitesi (Q)
hesaplanmistir. Boylece FA’in kolon iizerine adsorpsiyonu izlenmistir. Adsorpsiyon sonrasi
kolon, %10 asetik asit %10 SDS igeren desorpsiyon ortami ile 2 [IL/dak akis hiziyla
etkilestirilerek kolondaki FA uzaklastirilmistir. Bu agsamalarda elde edilen veriler su denklemler

ile degerlendirilmistir.
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Siirekli sistemde FA adsorpsiyon verimi (0, % agirlik)

0 = [MFa, adsorplanan/ MFA, yiiklenen] X 100 (3.3)
MEA, adsorplanan = MFA, yiikienen — MFA, adsorplanmayan (3.4)
MEa, yiikienen = QA X Co X t (3.5)
MEAa, adsorplanmayan = Va X Ca (3.6)

Bu denklemlerde biiyiikliikler asagidaki sekilde tanimlanmistir.
MEa, yiikienen: Kolona yiiklenen FA miktar1 (mg)

Qa: Adsorpsiyon ortami akis hizi (uL/dak)

t: Adsorpsiyon ortami akis siiresi (dak)

Co: Adsorpsiyon ortamindaki FA derisimi (mg/plL)

MEA, adsorplanmayan: Adsorpsiyon sirasinda toplanan 6rnegin FA miktari (mg)
Va: Adsorpsiyon sirasinda toplanan 6rnegin hacmi (uL)

Ca: Adsorpsiyon sirasinda toplanan 6rnegin FA derisimi (mg/uL)

3.2.2.9. Siirekli Sistemde Basing Testi

Stirekli sistemde yapilan ¢aligsmalar i¢in molekiiler baskilanmis mikrokiireler ile dolgulanmis
silika kapiler mikrokolona basing testi uygulanmistir. Bunun i¢in 5 cm uzunlugundaki kolondan
sirastyla 1, 2, 3, 4 ve 5 pL/dak akis hiziyla desorpsiyon ortami gegirilerek, basing degerleri
belirlenmistir. Bu test MIP ve NIP ile dolgulu kolonlar i¢in uygulanmigtir.

3.2.2.10. Siirekli Sistemde Tekrar Kullanilabilirlik Testi

Kesikli sistemde oldugu gibi, siirekli sistemde de molekiiler baskili mikrokiirelerden tekrar
kullanilmalar1 halinde kararli bir performans sergilemeleri beklenir. Bu amagla, manyetik
olmayan molekiiler baskilanmis mikrokiireler mikrokolonda 4 kez adsorpsiyon-desorpsiyon
dongiisiine tabi tutulmustur. Bu dongii uygulanirken her seferinde kolondan yaklasik 30 dakika
boyunca 2 pl/dak akis hizinda fosfat tamponu gegirilmis, ardindan 0.05 mg FA/mL PB
derisimindeki FA ¢ozeltisi mikrokolona beslenerek ¢ikis akimi1 6 pL’lik hacimler halinde ayri

ependoflarda toplanmustir.
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Orneklerin 281 nm’de absorbans degerleri okunurken mikrokolondan bir yandan desorpsiyon
ortamt (asetik asit + SDS + su) gegirilip, mikrokolon ikinci kez adsorpsiyona hazirlanmistir. 4
tekrar sonucunda okunan tiim degerler ile adsorpsiyon kapasiteleri hesaplanip, grafikte
gosterilmis ve siirekli sistemin FA izolasyonu i¢in tekrarl kullanilabilirligi belirlenmistir.

3.3. Silika Bazhh Mikrokiirelerin ve Molekiiller Baskilanmus Mikrokiirelerin
Karakterizasyonu

3.3.1. Gozenek Boyutu ve Ozgiil Yiizey Alam Ol¢iimii

Laboratuvarimizdaki Quantochrome, Nova 2200e cihazi sayesinde sentezlenen mikrokiirelerin
gozenek boy dagilimi ve oOzgiil ylizey alani, azot adsorpsiyon/desorpsiyon yontemi ile
Ol¢iilmiistiir. Bu uygulamada oncelikle mikrokiireler 80°C’de 24 saat boyunca kurutulmustur.
Yaklagik 0.05 g agirligindaki mikrokiireler cihaza konulmus ve 250°C’de 6 saat boyunca
vakumlanarak mikrokiirelerdeki nemin uzaklastirilmasi saglanmistir. S1vi azot i¢erisine konulan
ornek haznesinde Ol¢iim yapilmistir ve azot gazinin mikrokiireler iizerinden gegirilerek
mikrokiirelere adsorplanmasi saglanmistir. Azotun buhar basinct kullanilarak, adsorplanan
miktar  hesaplanmistir.  Brunauer-Emmett-Teller (BET) modeline gbére azotun
adsorpsiyon/desorpsiyon izotermleri g6z Oniine alinarak Ornegin 0Ozgil ylizey alani

bulunmustur.

3.3.2. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Bu asamada, SiO2, MIP, NIP ve manyetik formlari olan Mag-SiO2 MMIP, MNIP 6rnekleri
hazirlanarak farkli biiylitme oranlari ile SEM goriintiileri ¢ekilmis, boy dagilimi ve yiizey
morfolojileri hakkinda bilgi edinilmistir. Hazirlik asamasinda sulu mikrokiire dispersiyonu,
SEM cihazinin (FEI, Quanta 200 FEG, A.B.D.) 6rnek diskine yapistirilmis karbon bandina
yayilarak konulmus ve oda sicakliginda kurumasi beklenmistir. Daha sonra kuru mikrokiire
ornegi, plazma ortaminda fiziksel buhar biriktirme yontemiyle (PECS, Gatan, 682) altin ile
kaplanmistir. Bu sayede oOrnekler iletken forma dondstiiriilmiistiir. Yaklasik 80-100
mikrokiirenin bulundugu SEM fotograflarinda ortalama ¢ap, Dn (um) ve boy dagilim katsayisi,
CV(%) asagidaki ifadeler yardimiyla hesaplanmaigstir.

Dn=ZN;Di/ZN; (3.7)

CV = [(ENi(Di-Dn)?/[N7-1])¥2/Dn]x100 (3.8)
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Burada Ni, her fotografta Di (um) ¢apindaki mikrokiirelerin sayisidir. Nt toplam mikrokiire
sayisidir. Hesaplanan CV degeri, boy dagilimi degisim katsayisidir ve mikrokiirelerin

monodispers 6zelligini gostermektedir.

Sekil 3.4. Taramali elektron mikroskobu (SEM)

3.3.3. Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM)

Tezin bu kisminda, mikrokiirelerin iizerindeki polimerik katman incelenmistir. SEM, bu
polimerik katmani incelemek i¢in yeterli olmadigindan TEM cihaz1 (FEI, Tecnai, A.B.D.)
kullanilmistir. Analiz i¢in SiO2, MIP, NIP, Mag-SiO2, MMIP ve MNIP 6rnekleri distile su ile
1/1000 oraninda seyreltilerek hazirlanmistir. Orneklerden 10°ar uL almp, TEM gridleri
tizerinde kurutulduktan sonra cihaza yerlestirilmistir. Gorlintiiler alinmadan 6nce ornekler 4
dakika vakumlanarak sudan uzaklastirilmiglardir. Vakumlama isleminden sonra goriintii alimi
yapilmistir. MIP ve MMIP iizerindeki polimer tabaka igerigindeki atomlarin miktar tayini tespiti

icin ise enerji sacinimli X-1s1n1 spektroskopisi (EDX) kullanilmustir.
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Sekil 3.5. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM)

3.3.4. Titresimli Ornek Manyetometresi (VSM)

Manyetik silika mikrokiirelerin doygunluk manyetizasyonu, titresimli 6rnek manyetometresi
(Vibrating Sample Magnetometer, VSM, Cryogenic Limited, PPM System, Ingiltere) ile
Olciilmektedir. Bu Ol¢imde Oncelikle mikrokiireler 24 saat boyunca 80°C’de kurutulmustur,
sonrasinda MMIP i¢in 3mg, MNIP i¢in ise 9.2mg mikrokiire 6rnegi cihazdaki 6rnek haznesine
konularak, siiperiletken miknatisin oldugu sistemde manyetik alana birakilmigtir. Bunun
sonucunda, manyetik alan siddetine karst manyetizasyonu gosteren egriler olusturularak

degerlendirilmistir.

3.3.5. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR-ATR)

Tezin bu agamasinda manyetik olmayan ve manyetik formdaki molekiiler baskilanmis silika
mikrokiirelerin yapilarindaki fonksiyonel gruplari tayin edebilmek i¢in FTIR-ATR analizi
yapilmustir. Sulu ortamdaki mikrokiirelerden yaklasik 2mg 6rnekler alinarak, 24 saat boyunca

80°C’deki etiivde kurutulmus ve analiz gergeklestirilmistir.
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FTIR-ATR analizi, Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi Merkez Laboratuvari’nda
bulunan FTIR spektroskopisinde (Thermo Fisher Scientific, Nicolet 6700, A.B.D.) “ Attenuated

Total Reflectance” formatinda ger¢eklesmistir.

Sekil 3.5. Fourier Doniistimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)
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4. SONUCLAR VE TARTISMA
4.1. Manyetik Olmayan ve Manyetik Formdaki Silika Mikrokiireler ile Molekiiler
Baskilanmis Mikrokiirelerin Karakterizasyonu
4.1.1. Silika Mikrokiirelerin SEM Goriintiileri
Cok basamakli hidroliz-kondenzasyon yontemi ile sentezlenen monodispers gozenekli formdaki

silika mikrokiirelerin boy dagilimi ve yilizey morfolojisini gosteren SEM fotograflar1 farkli

biiylitme oranlarinda alinarak Sekil 4.1°de verilmistir.

tilt 2pm
mm -0 * 5.0 ) -0 UNAM

5pum
UNAM

Sekil 4.2. Monodispers-gozenekli silika mikrokiirelerin SEM goriintiileri. Bilyilitme orani: (A)
80000X, (B) 38905X, (C) 21526X, (D) 2000X.
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Gorildiigt gibi, silika mikrokiireler kiiresel formdadir. Ayrica yilizeylerinde gozenekli yapi
varhigr dikkat ¢cekmektedir. SEM fotograflari ile ortalama mikrokiire boyutu + 5.27 pm olarak
hesaplanmigtir. Boy dagilimi degisim katsayist (CV) silika mikrokiireler igin % 4.71 olarak
hesaplanmistir ve % 5’in altinda oldugu takdirde es boyutlu kabul edilmektedir [71]. Bu

durumda mikrokiirelerin es-boyutlu olarak sentezlendigi goriilmektedir.

4.1.2. Molekiiler Baskilanmis Mikrokiire (MIP)’lerin SEM Gériintiileri
Molekiiler baskilama yontemi uygulandiktan sonra elde ettigimiz mikrokiirelerin boy dagilimi

ve yiizey morfolojisini gosteren farkli bilyiitme oranlari ile alinan SEM goriintiileri Sekil 4.2°de

verilmistir.

(A)

det WD tilt T — | HV spc det | WD | tilt f— | |11 R—
ETD/10.8 mm -0 ° | UNAM 3 ETD|10.8 mm -0 UNAM

mag O | det | WD | tilt | 5pum HV
0182 x |ETD |10.8 mm -0 UNAM 15.00 kV

Sekil 4.3. Molekiiler baskilanmis silika mikrokiirelerin SEM goriintiileri. Biiyiitme orani: (A)
68327X, (B) 38905X, (C) 20182X, (D) 2500X.
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Sekil 4.2’den gorildigi gibi silika mikrokiireler kullanilarak uygulanan molekiiler baskilama
yontemi sonucu elde edilen mikrokiireler kiiresel formunu korumus ve es boyutlu olarak
sentezlenmistir. Yiizeyde olusturulan polimerik katman nedeniyle molekiiler baskilanmig
mikrokiireler yiizeyde daha az gézenekli bir yapiya sahip olmustur. Ortalama mikrokiire boyutu
+5.45 um olup, boy dagilimi degisim katsayist degeri ise % 4.94’tiir. Ortalama boyut degerinin
silika mikrokiirelerden yiiksek olmasi, mikrokiirelerin polimerik yapi ile kaplanmasindan

kaynaklanmaktadir.

4.1.3. Manyetik Silika Mikrokiirelerin SEM Goériintiileri

Silika mikrokiirelerin manyetik 6zellik kazanmasindan sonraki yiizey morfolojisi ve boy

dagilimi Sekil 4.3°de verilen SEM goriintiileri ile tanimlanmustir.

Sekil 4.4. Monodispers-gozenekli manyetik silika mikrokiirelerin SEM goriintiileri. Biiyiitme
orani: (A) 65430X, (B) 33636X, (C) 16818X, (D) 2000X.
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Mikrokiireler dar boy dagilimina sahiptir. Ortalama boy degeri & 6.33 um’dir ve boy dagilimi
degisim katsayist % 4.76 olarak hesaplanmistir. Kiiresel form biiyiikk 6l¢iide korunmus olup
yiizeyde gozenekli bir yapinin varlig1 dikkat ¢gekmektedir.

4.1.4. Manyetik Formdaki Molekiiler Baskilanmis Mikrokiire (MMIP)’lerin SEM
Goruntiileri

Manyetik formdaki silika mikrokiirelerin kullanilmasiyla yapilan molekiiler baskilama sonucu

elde edilen mikrokiirelerin boy dagilimi ve yiizey morfolojisi Sekil 4.4’de gdsterilmistir.

Sekil 4.5. Manyetik formdaki molekiiler baskilanmis mikrokiirelerin SEM goriintiileri.
Biiyiitme orani: (A) 50000X, (B) 25000X, (C) 12691X, (D) 1000X.
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Molekiiler baskilanmig manyetik silika mikrokiireler de es boyutlu bir dagilim gostermektedir
ve kiiresel forma sahiptir. Molekiiler baskilama sonucu yiizeylerindeki piiriizliilik ve
gozeneklilik azalmistir. Ortalama boylar1 = 7.70 um olup, manyetik silika mikrokiirelerin
ortalama boyutundan daha yiiksektir. Bu durum olusturulan polimerik kaplamadan ileri
gelmektedir. Boy dagilimi degisim katsayist degeri ise % 4.89 olarak hesaplanmustir.

4.1.5. Silika Mikrokiireler ile Molekiiler Baskilanmms Mikrokiire (MIP)‘lerin TEM
Goriintiileri

Molekiiler baskilanmig mikrokiirelerin yapisinda olusturulan polimerik katmanin incelenmesi

amactyla ¢ekilen TEM goriintiileri Sekil 4.5°te verilmistir.

(A) (B)

Sekil 4.6. Silika mikrokiireler ile molekiiler baskilanmis mikrokiirelerin TEM goriintiileri. (A)
Silika mikrokiire (B) Molekiiler baskilanmis mikrokiire

Sekil 4.5’te goriildiigl gibi, silika mikrokiirenin yilizeyinde bir katman yoktur. Fakat molekiiler
baskilama sonucu elde ettigimiz mikrokiirelerde polimerik katman varlig1 agik¢a goriinmiistiir.
TEM c¢ekimi sirasinda normal ve manyetik formda olan silika mikrokiirelerin ylizey bilesimleri
EDX ile incelenmistir. Sonuglar Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de verilmistir. Molekiiler baskilama

sonrast elde ettigimiz EDX spektrumlar1 Sekil 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.1. Silika mikrokiirelerin EDX ile saptanan yiizey bilesimi.

Element Agirhik % Atomik %
Oksijen 46.88 60.77
Silisyum 53.11 39.22

Cizelge 4.2. Molekiiler baskilanmis silika mikrokiirelerin EDX ile saptanan yiizey bilesimi

Element Agirhik % Atomik %
Oksijen 47.83 54,77
Silisyum 37.71 24.59
Karbon 7.98 12.17
Azot 6.46 8.45
5000 4 5
Si W 14.43.38 Acguire EDX Acguire HAADF Point 1
40004
N
0
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Sekil 4.7. Molekiiler baskilanmis silika mikrokiirelerin EDX spektrum goriintiisii
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Bu sonuglardan goriildiigii gibi molekiiler baskilanmis silika mikrokiirelerin yiizeyinde
olusturulan polimerik katman igerisinde bulunan 1-vinilimidazol birimlerinden gelen, azot ve
tiim monomerlerden gelen karbon atomlari EDX ile gosterilmistir. Bu durum, mikrokiire
yiizeyinde polimer katmaninin varligin1 dogrulamaktadir.

4.1.6. Manyetik Silika Mikrokiireler ile Manyetik Formdaki Molekiiler Baskilanms
Mikrokiire (MMIP)‘lerin TEM Goriintiileri

Manyetik formdaki molekiiler baskilanmig mikrokiirelerin yapisinda olusturulan polimerik

katmanin incelenmesi i¢in ¢ekilen TEM goriintiileri Sekil 4.7°de verilmistir.

(A) (B)

Sekil 4.7. Manyetik silika mikrokiireler ile molekiiler baskilanmis manyetik silika
mikrokiirelerin TEM goriintiileri. (A) Manyetik silika mikrokiire (B) Molekiiler baskilanmig

manyetik silika mikrokiire

Sekil 4.7°ye bakildiginda, manyetik silika mikrokiirenin yiizeyinde bir katman yoktur. Fakat
molekiiler baskilanmis manyetik silika mikrokiireler iizerinde yiizeyde bir polimerik katman
varhig1 agikca goriilmektedir. TEM goriintiileme sirasinda manyetik silika mikrokiireler ve
molekiiler baskilanmis manyetik silika mikrokiireler icin EDX ile saptanan yiizey bilesimleri
ise Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’te verilmistir. Molekiiler baskilama sonrasi elde ettigimiz EDX

spektrumlar1 Sekil 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.3. Manyetik silika mikrokiirelerin EDX ile saptanan yiizey bilesimi.

Element Agirhik % Atomik %
Oksijen 33.12 54.80

Silisyum 28.81 27.15
Demir 38.05 18.03

Cizelge 4.4. Molekiiler baskilanmis manyetik silika mikrokiirelerin EDX ile saptanan yiizey

bilesimi.
Element Agirhik % Atomik %
Oksijen 29.28 32.98
Silisyum 40.43 25.94
Demir 1.75 0.56
Karbon 17.78 26.68
Azot 10.73 13.81
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Sekil 4.8. Molekiiler baskilanmis manyetik silika mikrokiirelerin EDX spektrum goriintiisti

Buradan goriildiigii gibi atomik bilesen olarak manyetik formdaki silika mikrokiirelerin
yiizeyinde Si, O ve Fe yer almaktadir. Ancak, manyetik mikrokiireler tizerine molekiiler
baskilama isleminin yapilmasiyla, olusan polimerik tabakadan 6tiirii bu elementlere ek olarak
tim monomerlerden gelen C ve fonksiyonel monomerden gelen N atomlar1 EDX ile

saptanmaktadir.

4.1.7. Mikrokiirelerin Gozeneklilik Ozellikleri

Mikrokiirelerin gozeneklilik 6zellikleri hakkinda bilgi edinmek amaciyla BET (Brunauer-
Emmett-Teller) cihazinda azot adsorpsiyon/desorpsiyon yontemi uygulanmis ve bunun
sonucunda normal ve molekiiler baskilanmus silika mikrokiireler i¢in 6zgiil yiizey alani, gozenek
hacmi ve ortalama gozenek boyutu degerleri bulunmustur. Mikrokiirelerin gdzenek boy dagilim
egrileri Sekil 4.9°da verilmistir.

Sekil 4.9°da verilen gozenek boy dagilim egrisi ve BET ile elde ettigimiz sonuglara dayanarak
hesaplanan ortalama gézenek boyutu, 6zgiil ylizey alan1 ve gozenek hacmi degerleri Cizelge

4.5’te verilmektedir.
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Sekil 4.9. Silika, molekiiler baskilanmis

mikrokiirelerin azot adsorpsiyon/desorpsiyon yontemi ile elde edilen gozenek boy dagilim
egrileri.
Sekil 4.9 incelendiginde, mikrokiirelerin hem mezo-gozenekli, hem de makro-g6zenekli bir

yapida oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.5. Silika, molekiiler baskilanmis silika ve molekiiler baskilanmayan silika

mikrokiirelerin gézenek boyutu, hacmi ve 6zgiil ylizey alan1 degerleri.

Mikrokiire Tiirii Ozgiil Yiizey Gozenek Ortalama Gozenek
Alani(m?/g) Hacmi(cc/g) Boyutu(nm)
SiO. 373.9 1.163 12.44
MIP 182.9 0.937 20.49
NIP 158.0 0.840 21.25
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Buradan goriildigi gibi, silika mikrokiirelere kiyasla molekiiler baskilanmis ve molekiiler
baskilanmamus silika mikrokiirelerde, 6zgiil yiizey alani ve gézenek hacmi degerleri molekiiler
baskilama i¢in kullanilan polimerik katman olusmu nedeniyle fark edilir sekilde azalmistir.
Ozgiil yiizey alaninda ortaya ¢ikan azalma 6zellikle kiiciik gézeneklerin polimerik katman ile
doldugunu gostermektedir. Ortalama gozenek boyutunda ise polimerik katman olusumuyla
bariz bir artis meydana gelmistir. Bu durum, kii¢lik gézeneklerin polimerik yap1 ile doldugunu
destekleyen bir bulgudur. Manyetik mikrokiirelerin 6zgiil yilizey alani tayininde ise, molekiiler
baskilama oncesinde manyetik silika mikrokiireler 183 m?/g alana sahipken, molekiiler
baskilama sonras1 mikrokiirelerin 6zgiil yiizey alan1 5.70 m?/g’a diismiistiir. Bu durum, 6zellikle
mezogozenek fraksiyonlarinin polimerik katmanla iyi kaplandigmin ve gozenekli yapinin
oldukga azaldigin1 vurgulamaktadir. Bu durum, manyetik mikrokiirelerde molekiiler baskilama

isleminin mikrokiirenin ylizeyinde oldugunun gostergesidir.

4.1.8. Manyetik Mikrokiirelerin Manyetizasyonu
Manyetik mikrokiirelerin titresimli 6rnek manyetometresi ile elde edilen manyetizasyon egrileri

Sekil 4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.10. Molekiiler baskilanmig manyetik mikrokiireler (MMIP), molekiiler baskilanmamig
manyetik mikrokiireler (MNIP), manyetik silika (Mag-SiOz) ve TMSPM bagli manyetik silika
(TMSPM@Mag-SiOz) mikrokiirelerin titresimli 6rnek manyetometresi ile elde edilen

manyetizasyon egrileri
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Sekil 4.10 incelendiginde, manyetik silika mikrokiirelerin doygunluk manyetizasyonu degeri
yaklagik 10 emu/g olarak bulunmustur ve bu degerin molekiiler baskilama sonucu yaklagik % 5
oraninda azaldig1 goriilmiistiir. Bu durum polimerik katman olusumuna bagh kiitle artisindan
kaynaklanmaktadir.

4.1.9. Manyetik Olmayan ve Manyetik Formdaki Molekiiler Baskilanmms Silika
Mikrokiirelerin FTIR-ATR Spektrumlar:

FTIR-ATR analizi, manyetik olmayan ve manyetik formdaki molekiiler baskilanmis silika
mikrokiireler ile yapilmistir. Bu &rneklerin 4000-500 cm™ dalga boyundaki FTIR-ATR 4.11 ve
Sekil 4.12°de verilmektedir.
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Sekil 4.11. Molekiiler baskilanmis silika mikrokiirelerin FTIR-ATR spektrumlari. (A)
Molekiiler baskilanmis, FA igeren silika mikrokiireler (MIP-FA), (B) Molekiiler baskilanmis,
FA igermeyen silika mikrokiireler (MIP).
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Sekil 4.12. Molekiiler baskilanmig manyetik silika mikrokiirelerin FTIR-ATR spektrumlar1. (A)
Molekiiler baskilanmis, FA iceren manyetik silika mikrokiireler (MMIP-FA), (B) Molekiiler
baskilanmis, FA igermeyen manyetik silika mikrokiireler (MMIP).

Her iki sekildeki spektrumlar incelendiginde, molekiiler baskilama islemi sonucu, yaklasik 3450
cm™ dalga boyunda ortaya ¢ikan amin grubu (N-H) bandi dikkat ¢ekmektedir. Bu amin
grubunun kaynagi sentezdeki fonksiyonel monomer kaynagi olan 1-vinilimidazol’diir. 3000-

2840 cm'* dalga boyu araliginda ise yine molekiiler baskilama sonrasi ortaya ¢ikan alifatik C-H

baglarina ait bant goriilmiistiir.
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Her iki sekilde de FA igeren ve icermeyen formlarda molekiiler baskilama sonrast EDMA
ve/veya FA’in yapiya katilmasi ile karbonil bandi 1600-1700 cm™ dalga boyu araliginda
gozlenmektedir. FA’in yikanarak yapidan uzaklastirilmasi ile bant siddetinde azalma olugmakta

ve yapida sadece EDMA’dan gelen daha zayif karbonil bandi goriilmektedir.

4.1.10. Siirekli Sistemde Basing Testi
Siirekli sistemde yapilan ¢alismalarda kullanilan mikrokolonun geri basing-hareketli faz akisg
hizi iligkisini tanimlamak amaciyla, farkli akis hizlarindaki basing degeri kaydedilerek basing

testi yapilmigtir. Bu test sonucunda elde edilen degerler Sekil 4.13’te verilmistir.
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Sekil 4.13. Siirekli sistemde basing testi. Kolon boyutlari: 300 mm i¢ ¢ap, Uzunluk: 500 mm.
Hareketli faz: %10 asetik asit + %10 SDS + su.

Sekil 4.13°¢ gore, MIP ve NIP’in her ikisinde akis hizina karsilik basing degerlerinde dogrusal
bir artis oldugu goriilmistiir. Bu durum kolona doldurulan mikrokiirelerin hareketli faz
gecirgenliginin artan basing ile degismedigini ve mikrokolonun kararli bir akis davranisi

sergiledigini ortaya koymustur.
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4.2. Kesikli Sistemde Molekiiler Baskilanms ve Baskilanmams Silika Mikrokiireler ile
FA Adsorpsiyonu

Kesikli sistemde yapilan FA adsorpsiyonu sirasinda sorbent miktarlar1 4 mL adsorpsiyon
hacminde sirasiyla 1, 2, 5, 10 ve 20 mg olacak sekilde se¢ilmistir. MIP ve NIP i¢in FA denge
adsorpsiyon kapasiteleri (Q) hesaplanarak Sekil 4.14’te gosterilmistir. Q degerlerinin

birbirlerine oranlar1 sonucunda ise baskilama faktorii (IF) bulunarak, Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.14. Kesikli sistemde MIP ve NIP i¢in sorbent taramasi. Kosullar: Adsorpsiyon hacmi: 4
mL, FA derisimi: 1 mg/mL, Siire: 2 saat, Oda sicakligi, Karigtirma hizi: 100rpm.

Cizelge 4.6. Kesikli sistemde MIP ve NIP i¢in yapilan sorbent taramasi sonucu bulunan

molekiiler baskilama faktorii degerleri.

Sorbent Miktar: Q, MIP Q, NIP IF

(mg) (mg FA/ g (mg FA/ g
mikrokiire) mikrokiire)

1 195.39 10.85 18.01

2 87.74 8.36 10.49

5 30.88 7.57 4.08

10 8.93 2.44 3.66

20 6.35 2.11 3.01
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Cizelge 4.6 degerlendirildiginde, sorbent miktarinin artmasiyla beraber MIP ve NIP i¢in de
adsorpsiyon kapasitesi degerlerinin diistiigli ve buna bagli olarak da baskilama faktoriiniin
azaldig1 goriilmektedir. Ancak bulunan baskilama faktorii degerlerine bakildiginda silika
mikrokiireler lizerine FA’nin basarili sekilde baskilandig agikc¢a goriilmektedir.

Sorbent taramasindan sonra en giivenilir verinin Smg sorbent i¢in alindig diistiniilerek, 5 mg
sorbent optimum deger olarak alinip, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2 ve 4 mg FA/mL PB derisimlerinde
kesikli sistemde adsorpsiyon deneyleri yapilmis ve FA denge adsorpsiyon kapasiteleri

hesaplanmistir. Hesaplanan degerler Sekil 4.15°te gosterilmistir.
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Sekil 4.15. Kesikli sistemde MIP ve NIP i¢cin FA baslangi¢ derisimi taramasi. Kosullar:
Adsorpsiyon hacmi: 4 mL, Sorbent miktari: 5 mg, Siire: 2 saat, Oda sicakligi, Karistirma hiz:
100 rpm.

Sekil 4.15’te goriilen MIP ve NIP i¢in denge adsorpsiyon kapasitelerinin birbirlerine
oranlanmasi ile elde edilen molekiiler baskilama faktorii degerleri karsilastirmali olarak Cizelge

4.7’de verilmistir.
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Cizelge 4.7. Kesikli sistemde MIP ve NIP icin yapilan FA baslangi¢ derisimi taramasi sonucu

bulunan molekiiler baskilama faktorii degerleri.

Derisim Q, MIP Q, NIP IF
(mg FA/mL PB) (mg FA/ g (mg FA/ g
mikrokiire) mikrokiire)

0.1 1.48 0.59 2.51

0.25 2.10 0.90 2.33

0.5 13.72 2.85 4.81

1 30.88 7.57 4.08

2 33.79 8.00 4.22

4 110.34 23.64 4.67

Cizelge 4.7’ye gore, FA baslangi¢ derisimi arttirildiginda, 6zellikle MIP i¢in denge adsorpsiyon
degerinde bariz bir artis meydana gelmistir. Buna bagl olarak 6zellikle yiiksek FA baslangig

derisimlerinde 4’ten biiyiik molekiiler baskilama faktorii degerleri elde edilmistir.

4.3. Kesikli Sistemde MMIP ve MNIP ile FA Adsorpsiyonu

Kesikli sistemde yapilan FA adsorpsiyon deneylerinde, MIP ve NIP i¢in yapilan sorbent
derigimi ve FA baslangi¢ derisimi taramalari, MMIP ve MNIP i¢in de uygulanmistir. MMIP ve
MNIP icin yapilan sorbent miktarinin FA denge adsorpsiyonuna etkisi MMIP ve MNIP i¢in
karsilastirmali olarak Sekil 4.16’da verilmistir.

Sekil 4.16 degerlendirildiginde, MMIP ve MNIP icin elde edilen FA denge adsorpsiyon
kapasitesi degerlerinin birbirlerine orani ile elde edilen IF degerleri hesaplanmis ve Cizelge

4.8’de gosterilmistir.

47



100 -

= =) =]
=] (=] =]

Q (mg FA / g mikrokiire)
(o]
=

89.7
59.6
4 36.44
23.56
0 -
1 2

48.19

25.8
17.57 5,
10.48 17
I 6.15
5 10 20

Sorbent miktar: (mg)

= MMIP
= MNIP

Sekil 4.16. Kesikli sistemde MMIP ve MNIP i¢in sorbent miktarinin degistirilmesi ile FA denge

adsorpsiyonunun degisimi. Kosullar: Adsorpsiyon hacmi: 4 mL, FA baslangi¢ derisimi: 1

mg/mL, Siire: 2 saat, Oda sicakligi, Karistirma hizi: 100 rpm.

Cizelge 4.8. Kesikli sistemde MMIP ve MNIP i¢in yapilan sorbent derigimi taramasi sonucu

bulunan molekiiler baskilama faktorii degerleri.

Sorbent Miktari Q, MMIP Q, MNIP IF
(mg) (mg FA/g (mg FA/ g
mikrokiire) mikrokiire)

1 89.70 36.44 2.46

2 59.60 23.56 2.53

5 48.19 17.57 2.74

10 25.80 10.48 2.46

20 15.72 6.15 2.57
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MMIP ve MNIP’ler icin elde edilen denge adsorpsiyon kapasitesi degerlerinin artan sorbent
miktari ile azalmasina karsin molekiiler baskilama faktoriiniin sabit kaldig1 goriilmektedir. Bu
durum, molekiiler baskilama uygulamasi sonrasinda manyetik formdaki mikrokiirelerin
polimerik yap1 ile kaplanmasindan dolay1 gozenekliliginin biiyiik 6l¢iide azalmasi ve 6zgiil
yiizey alaninin diigmesi sonucu baskilama isleminin mikrokiirelerin yiizeyinde gerceklestiginin
gostergesidir. Ayrica bu sonuglardan yola ¢ikarak, FA molekiiler baskilanmasinin basarili bir
sekilde yapildigini gosteren bir diger bulgudur.

MMIP ve MNIP’ler i¢in yapilan FA baslangi¢ derisimi taramasi sonuglar1 ise Sekil 4.17’de
verilmektedir. Sekil 4.17 degerlendirildiginde, MMIP ve MNIP i¢in bulunan FA denge
adsorpsiyon kapasitelerinin birbirlerine oranlanmasi ile elde edilen IF degerleri karsilastirmali

olarak Cizelge 4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.17. Kesikli sistemde MMIP ve MNIP i¢in FA baglangi¢ derisimi taramasi. Kosullar:
Adsorpsiyon hacmi: 4 mL, Sorbent miktari: 5 mg, Siire: 2 saat, Oda sicakligi, Karistirma hizi:
100 rpm.
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Cizelge 4.9. Kesikli sistemde MMIP ve MNIP i¢in yapilan FA baslangi¢c derisimi taramasi

sonucu bulunan molekiiler baskilama faktorii degerleri.

Derisim Q, MMIP Q, MNIP IF
(mg FA/mL PB) (mg FA/ g (mg FA/ g
mikrokiire) mikrokiire)

0.1 2.08 0.78 2.67

0.25 8.57 3.43 2.50

0.5 10.90 4.30 2.53

1 48.19 17.57 2.74

2 71.81 27.88 2.58

4 182.24 76.42 2.38

Manyetik formdaki MIP ve NIP icin yapilan FA Baslangi¢ derisimi taramas: sonucunda FA
derisiminin artig1 ile manyetik olmayan sorbente benzer sekilde FA denge adsorpsiyonun arttig1
gozlenmistir. Buradaki bir diger 6nemli bulgu derisimden bagimsiz olarak sabit bir IF degerinin

gbzlenmis olmasidir.

4.4. Kesikli Sistemde Tekrar Kullamlabilirlik Testi

Kesikli sistemde molekiiler baskilanmig sorbentin tekrar kullanilabilme potansiyelini 6l¢gmek
amaciyla, optimum deger olarak kabul edilen 5 mg sorbent i¢in 5 kez pes pese adsorpsiyon ve
desorpsiyon deneyleri yapilarak MIP ve NIP i¢in FA denge adsorpsiyon kapasitesi degerleri ve
buna bagli olarak baskilama faktorleri hesaplanmistir. Ayni islem, MMIP ve MNIP i¢in de
tekrarlanmigtir. MIP ve NIP i¢in yapilan tekrar kullanilabilirlik testi sonucu elde edilen veriler
Sekil 4.18’de verilmistir. Sekil 4.18deki Q degerleri temelinde hesaplanan IF degerleri Cizelge
4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.18. Kesikli sistemde MIP ve NIP i¢in tekrar kullanilabilirlik testi. Kosullar: Adsorpsiyon

hacmi: 4 mL, FA baslangi¢ derisimi: 1 mg/mL, Sorbent miktari: 5 mg, Siire: 2 saat, Oda

sicakligl, Karistirma hizi: 100rpm.

Cizelge 4.10. Kesikli sistemde MIP ve NIP i¢in yapilan tekrar kullanilabilirlik testi sonucu

hesaplanan baskilama faktorii degerleri

Déngii Q, MIP Q, NIP IF
(mg FA/ g (mg FA/ g
mikrokiire) mikrokiire)

1 34.73 12.20 2.85

2 31.61 11.40 2.77

3 30.43 11.27 2.70

4 28.90 11.03 2.62

5 26.36 10.34 2.55

MMIP ve MNIP igin yapilan tekrar kullanilabilirlik testi sonucu elde edilen FA denge

adsorpsiyonu degerleri Sekil 4.19°da verilmistir. Sekil 4.19°daki Q degerleri temelinde

hesaplanan IF degerleri ise Cizelge 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.19. Kesikli sistemde MMIP ve MNIP i¢in tekrar kullanilabilirlik testi. Kosullar:
Adsorpsiyon hacmi: 4 mL, FA baslangi¢ derisimi: 1 mg/mL, Sorbent miktart: 5 mg, Siire: 2
saat, Oda sicakligi, Karistirma hizi: 100rpm.

Cizelge 4.11. Kesikli sistemde MMIP ve MNIP i¢in yapilan tekrar kullanilabilirlik testi sonucu

hesaplanan baskilama faktorii degerleri.

Déngii Q, MMIP Q, MNIP IF
(mg FA/g (mg FA/g
mikrokiire) mikrokiire)

1 26.72 9.95 2.69

2 25.49 9.72 2.62

3 20.30 7.90 2.57

4 14.06 5.57 2.52

5 13.20 5.50 2.40
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Gerek normal, gerekse manyetik forma sahip molekiiler baskilanmig sorbentler ile yapilan tekrar
kullanilabilirlik testlerinde, FA denge adsorpsiyon degerinde, artan kullanim sayzst ile belirli bir
dislis gozlenmesine ragmen, molekiiler baskilama faktorii degerinin bu durumdan
etkilenmedigi ve sabit kaldig1 gézlenmistir. Bu durum, her bir kullanim sonrasi adsorplanan

FA’nin kantitatif olarak desorpsiyon basamaginda uzaklastirilamamasi ile agiklanabilir.

4.5. Kesikli Sistemde Secicilik Testi

Segicilik testinde, FA’in kimyasal yapisina benzer adenin, adenozin, kafein, p-aminobenzoik
asit ve tiramin kullanilmistir. Bu molekiiller 5 mg sabit sorbent miktari ile ayn1 adsorpsiyon
kosullarina maruz birakilmistir. Bu test MIP&NIP ve MMIP&MNIP icin yapilmistir. Sekil
4.20’de MIP ve NIP igin gosterilen FA denge adsorpsiyon kapasiteleri verilmektedir.

Hesaplanan baskilama faktorleri ise Cizelge 4.12°de verilmektedir.

= MIP ENIP

NHZN - 0 CHs /@/\/NH2
N7 SN N 2
N
o0 .
HO 0”N" N on
HN

Q (mg molekiil / g mikrokiire)

GHs
ont o 18.85 33.88
19.83 236 j94s 24.47
12.93 15.96
folik asit adenin adenozin kafein p-aminobenzoik tiramin
asit
Biyomolekiiller

Sekil 4.20. Kesikli sistemde MIP ve NIP igin segicilik testi. Kosullar: Adsorpsiyon hacmi: 4
mL, Hedef molekiil baslangi¢ derisimi: 1 mg/mL, Sorbent miktari: 5 mg, Siire: 2 saat, Oda
sicakligi, Karigtirma hizi: 100 rpm.
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Cizelge 4.12. Kesikli sistemde MIP ve NIP igin yapilan segicilik testi sonucu hesaplanan

baskilama faktorii degerleri.

Biyomolekiiller Q, MIP Q, NIP IF
(mg FA/ g (mg FA/ g
mikrokiire) mikrokiire)
Folik asit 30.88 7.57 4.08
Adenin 124.13 92.18 1.35
Adenozin 19.83 12.93 1.53
Kafein 28.85 23.60 1.22
P-aminobenzoik 19.45 15.96 1.21
asit
Tiramin 33.88 24.47 1.38

MIP ve NIP i¢in yapilan segicilik testi sonucunda FA, diger biyomolekiillere oranla gdzle
goriiliir bir farkla yiiksek baskilama faktoriine sahiptir. Adsorpsion kapasitesinin yiiksek olmasi
avantajl bir durumdur ancak IF degerinin her zaman yliksek olmasi tercih edilmektedir. Bu
sonuglarin literatirde FA ile yapilan diger calismalarla karsilastirilmasi sonucu, diger
caligmalara oranla yiiksek IF degerine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu da FA izolasyonunun
basarili bir sekilde uygulandigini géstermektedir.

Sekil 4.21°de normal mikrokiirelerde oldugu gibi manyetik formdaki MMIP ve MNIP igin de
yapilan secicilik testi deneylerinde elde edilen denge adsorpsiyon kapasiteleri degerleri
verilmistir. Bu degerler dogrultusunda hesaplanan IF degerleri ise Cizelge 4.13’te

karsilastirmali olarak gdsterilmistir.
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Sekil 4.21. Kesikli sistemde MMIP ve MNIP igin segicilik testi. Kosullar: Adsorpsiyon hacmi:
4 mL, Hedef molekiil baslangi¢ derisimi: 1 mg/mL, Sorbent miktari: 5 mg, Siire: 2 saat, Oda
sicakligl, Karistirma hizi: 100 rpm.

Cizelge 4.13. Kesikli sistemde MMIP ve MNIP i¢in yapilan segicilik testi sonucu hesaplanan

baskilama faktorii degerleri.

Biyomolekiiller Q, MMIP Q, MNIP IF
(mg FA/ g (mg FA/ g
mikrokiire) mikrokiire)
Folik asit 48.19 17.57 2.74
Adenin 35.90 21.74 1.65
Adenozin 25.50 12.40 2.05
Kafein 12.93 11.64 1,11
p-aminobenzoik 95.80 88.27 1.08
asit
Tiramin 23.48 14.45 1.62
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Cizelge 4.13 incelendiginde, MMIP ve MNIP i¢in yapilan segicilik testi sonucunda FA’nin yine
diger biyomolekiillere oranla yiiksek baskilama faktoriine sahip oldugu gosterilmistir. Bu durum
manyetik mikrokiirelere FA’in literatiirdeki diger ¢calismalarla karsilagtirilmasi sonucu, basarili
bir sekilde baskilandigin1 gostermektedir. Cizelge 4.14°te, yapilan ¢alismalarin IF degerleri

karsilastirilmistir.

Cizelge 4.14. Literatiirdeki folik asit baskilama ¢alismalarinin IF degerleri

Literatiirdeki Folik Asit Baskilama Calismalari IF

“A novel core@shell magnetic molecular imprinted nanoparticles for selective 1.47

determination of folic acid in different food samples” [68]

“Core—shell SiO2-coated Fe304 with a surface molecularly imprinted polymer 1.79
coating of folic acid and its applicable magnetic solid-phase extraction prior to

determination of folates in tomatoes” [69]

“Hybrid molecularly imprinted poly (methacrylic acid-TRIM)-silica chemically 1.57
modified with (3-glycidyloxypropyl) trimethoxysilane for the extraction of folic

acid in aqueous medium” [70]

“Synthesis Of A Sorbent Via Molecular Imprinting Onto Magnetic- | 4.08/2.74
Monodisperse-Porous Silica Microspheres And Its Usage In Selective

Biomolecule Isolation” (*)

(*) Tez galismasidir.

4.6. Siirekli Sistemde FA Adsorpsiyonu

Sekil 4.22°de MIP ve NIP ile dolgulanmis mikrokolona ait doygunluk egrileri (breakthrough
curves) verilmektedir. Goriildiigii iizere NIP ile dolgulanan kolonda 3 dakikada doygunluga
ulagilmasina kargin, MIP ile dolgulanan kolonda 6 dakikada ayni durumun elde edildigi
goriilmiistiir. Bu durum MIP ile dolgulanan mikrokolonun FA adsorpsiyon yeteneginin daha iyi

oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.22. Siirekli sistemde zamana karst Cra/Crao degisimi. Kolon uzunlugu: 10cm, Kosullar:
Adsorpsiyon Ortami: 20 mM PB tamponu, FA baslangi¢ derisimi: 0.05 mg/mL, Akis hizi: 0.002
mL/dak, Siire: 15 dak, Oda sicakligi.

4.7. Siirekli Sistemde Tekrar Kullanmilabilirlik

Siirekli sistemde tekrar kullanilabilirlik testi yapilmis ve zamana karsi degisen Cra/Crao

degerleri Sekil 4.23°te verilmistir.
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Sekil 4.23. Siirekli sistemde tekrar kullanilabilirlik testi. Kolon uzunlugu: 10 cm, Kosullar:
Adsorpsiyon, Ortam: 20 mM PB tamponu, FA baslangig¢ derisimi: 0.05 mg/mL, Akis hizi: 0.002
mL/dak, Siire: 15 dak, Oda sicakligi. Desorpsiyon ortami: Su (%10 astetik asit + %10 SDS)
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Sekil 4.23’te goriildiigli gibi, siirekli sistemin tekrar kullanilabilirligini 6l¢mek adina 4 kez iist
tiste adsorpsiyon islemi uygulanmistir. Bu test sonucunda her bir kullanim arasinda adsorpsiyon
kapasitesi yoOniinden 6nemli bir fark olugsmamistir. Bu durum, siirekli sistemin tekrar
kullanilabilir formda oldugunu gostermektedir. Sekil 4.23°teki FA ¢ikis derisimi degerleri
temelinde mikrokolon adsorpsiyon kapasiteleri hesaplanmis ve Sekil 4.24’teki grafikte
verilmistir. Elde edilen sonuglar mikrokolonun FA adsorpsiyon kapasitesinin 4 ardisik kullanim
sonucunda yaklasik % 40 oraninda diisme gosterdigini ortaya koymustur. Bu sonug¢ her bir
adsorpsiyon islemi sonucu baglanan FA’in desorpsiyon basamaginda kantitatif olarak
uzaklagtirllamamasi1 ve baskilama sirasinda olusan molekiiler bosluklarin bir kisminin artan

kullanim sayis1 ile kapanmast ile agiklanabilir.

T 0.1 1 0.09
3
.§ 0,08 0.076
'E 0.063
o 006 0.047
=
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Sekil 4.24. Siirekli sistemde tekrar kullanilabilirlik testi sonuglari
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5. GENEL SONUCLAR

Tez kapsaminda FA, molekiiler baskilama isleminde destek materyali olarak kullanilmak {izere
manyetik olmayan ve manyetik formda, monodispers-gozenekli silika mikrokiireler elde
edilmistir. Ardindan molekiiler baskilama yontemi her iki formdaki silika mikrokiirelere
uygulanarak, mikrokiireler iizerinde FA zenginlestirilmesi ile baskilanmis polimerik katman
olusturulmustur. Silika mikrokiireler ile molekiiler baskilanmis ve baskilanmamis
mikrokiirelerin manyetik olmayan (MIP, NIP) ve manyetik formlarinin (MMIP, MNIP) her
ikisinde de kiiresel formda olduklari, es boyutlu olarak dagildiklar1 ve gbzenekli bir yapiya sahip
olduklart goriilmiistiir.

BET analizi sonucunda, molekiiler baskilama sonrasi olusan polimerik katman nedeniyle
baskilanmis mikrokiirelerin silika mikrokiirelere kiyasla ortalama gdzenek boyutunun arttigi
goriiliirken, gozeneklerin polimerik yapi ile dolmasindan dolayi, 6zgiil yiizey alanlarinin
azaldig1 goriilmiistir.

Manyetik silika mikrokiirelerin doygunluk manyetizasyonu degeri molekiiler baskilama ile
yaklasik % 5 oraninda azalmistir. Bu durum polimerik katman olusumuna bagli kiitle artisindan
kaynaklanmustir.

FTIR-ATR analizi ile mikrokiirelerin yapisinda, belirli dalga boylarinda ortaya ¢ikan pikler
goriilmiis ve bu piklerin kaynaklari tespit edilmistir.

Kesikli sistemde MIP&NIP ve MMIP&MNIP i¢in sorbent ve FA baslangi¢ derisimi taramalari
yapilarak denge adsorpsiyon kapasitesi degerleri (Q) ve buna bagh olarak baskilama faktorii
(IF) bulunmustur. Optimum deger manyetik olmayan ve manyetik formdaki mikrokiirelerin her
ikisinde de 5mg sorbent olarak alindiginda, MIP’in Q degeri 30.88mg FA/g mikrokiire iken
NIP’1in Q degeri 7.57 mg FA/g mikrokiire bulunmus, IF degeri 4.08 olarak hesaplanmistir.
Manyetik mikrokiireler incelendiginde ise, MMIP’in Q degeri 48.19mg FA/g mikrokiire iken
MNIP’1n Q degeri 17.57 mg FA/g mikrokiire bulunmus, IF degeri 2.74 olarak hesaplanmistir.
Bu sonuglar literatiirdeki diger ¢aligmalar ile karsilastirildiginda yiiksek IF degerinden dolay:
basarili oldugu kabul edilmistir.
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Kesikli sistemde, hem manyetik olmayan hem de manyetik mikrokiireler i¢in yapilan segicilik
testinin her ikisinde de FA’in IF degerinin, FA ile ayni1 fonksiyonel gruplara sahip alt gruplari
olarak se¢ilen diger molekiillerden oldukea yiiksek oldugu goriilmiis, baskilanmis mikrokiireler
FA’ya kars1 yiiksek segicilik gostermistir.

Siirekli sistemde MIP ve NIP’1n doygunluga ulagma siirelerine bakilarak adsorpsiyon davranisi
incelenmistir. Bunun sonucunda MIP, 6 dakikada doygunluga ulasirken NIP ise 3 dakikada
adsorpsiyonunu tamamlamistir. Bu durum MIP ile dolgulanan mikrokolonun FA adsorpsiyon
yeteneginin daha iyi oldugunu gostermistir.

Kesikli ve siirekli sistemin her ikisinde de tekrar kullanilabilirlik testi yapilmistir. Bu testin
sonucunda, her bir kullanim arasinda denge adsorpsiyon kapasitesi yoniinden dnemli bir fark
olusmadig1 ve mikrokiirelerin tekrar kullanilabilir yapida olduklar1 gortilmiistiir.

Tiim bu sonuglar dogrultusunda, sentezlenen molekiiler baskilanmis mikrokiireler hem kesikli
hem de siirekli sistemde kullanilabilirligi agisindan oldukga iyi sonuglar vermistir. Bu nedenle,
folik asite kars1 spesifik secicilige sahip molekiiler baskilanmis mikrokiireler ile folik asit

izolasyonunda IF degerleri de dikkate alinarak, basar1 saglandigi kabul edilmistir.
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