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OZET

POLISIKLIK AROMATIK HIDROKARBONLARIN MOLEKULER
BASKILANMIS POLIMERLER ILE ON-DERISTIRILMESI VE TAYINi

Mehmet Emin CORMAN
Doktora, Kimya Bolumu

Tez Danismani: Dog. Dr. Lokman UZUN
Agustos 2014, 155 sayfa

Sunulan tez kapsaminda, ¢evre sularinda eser miktarlarda bulunan benzo[a]piren
(BaP)’in sulardan on-deristiriimesi ve tayini icin molekller baskilama ydntemiyle
kompozit On-deristirme kartuslarinin ve vyuzey plazmon rezonans (SPR)
nanosensorlerin hazirlanmasi amaclanmigtir. Calismanin ilk asamasinda BaP
baskilanmis poli(2-hidroksietil metakrilat-N-metakriloil-L-fenilalanin)  monolitik
polimerler, yigin polimerizasyonu yontemi ile sentezlenmistir. Elde edilen monolitik
polimerler, 6gutiilerek es boyutlu partikiller elde edilmistir. Ogutilen polimerler
elenerek 64-71 pm boyut araligindaki partikiller ayrilmis ve daha sonraki
islemlerde kullanilmigtir. BaP baskilanmis kompozit kartuslar ise BaP baskilanmis
partikullerin varliginda, 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) ve metilen bisakrilamidin
(MBAAmM), -12°C’da 24 saatlik yari-donmus kosullar altinda polimerizasyonu ile
uretilmistir. Kartuslar, sisme testi, taramali elektron mikroskobu (SEM), elementel
analiz ve Fourier donusumli infrared spektroskopisi (FTIR) yontemleri ile
karakterize edilmistir. Hazirlanan kompozit kartuglar, sulu ¢ozeltilerden BaP 06n-
deristirme iglemlerinde kullanilmig ve on-derigstirme kosullari optimize edilmigtir.
Optimizasyon c¢alismalari kapsaminda; BaP derisimi, pH, santriflj hizi, sicaklik,

iyonik siddet, monomer orani ve partikil miktarinin etkileri HPLC yontemi



kullanilarak incelenmistir. Kompozit kartuglarin diger polisiklik aromatik
hidrokarbon (PAH) turlerine karsi segicilikleri, benzo[b]floranten (BbF),
benzolk]floranten (BkF), indeno[1,2,3-cd]piren (lcdP) ve 1-naftol varliginda
gerceklestirilen segicilik ¢alismalari ile belirlenmigtir. Calismanin ikinci ayagi
olarak, ilk asamada elde edilen sonugclarin i1s1g1 altinda BaP tayini i¢in sensorler
geligtiriimigtir. Bu amagla, SPR temelli nanosensorler hazirlanmis ve BaP
tayininde kullanimi incelenmistir. Bu kapsamda ilk olarak SPR ¢ip Uzerinde
baskilanmis film, BaP varliginda N-Metakriloil-L-fenilalanin (MAPA) ve etilen glikol
dimetakrilat (EDMA)’In polimerizasyonu ile hazirlanmistir. Ayrica baskilanmamis
SPR nanosensor, kontrol deneyi igin kalip molekul BaP olmadan hazirlanmistir.
Hazirlanan SPR nanosensorler, atomik kuvvet mikroskobu (AFM), elipsometre ve
temas acisi oOlgumleriyle karakterize edilmistir. Kalinhk olgimleri ve AFM
goruntileri, SPR ¢ip yuzeyinde ince filmlerin basarili bir bigimde olustugunu
gOstermektedir. Baskilanmis ve baskilanmamis nanosensoérlerin BaP tayin
duyarliigi, BaP c¢ozeltilerinden (pH: 7.0 fosfat tamponunda) arastiriimistir.
Baskilanmis SPR nanosensorler, baskilanmamiglara gére BaP icin daha fazla
duyarlilik go6stermislerdir. Farkh derisimlerdeki BaP c¢ozeltileri adsorpsiyon
kinetiklerinin belirlenmesinde kullaniimistir. BaP baskilanmis SPR nanosensorlerin
seciciligini gostermek icin BaP, BbF, BkF, IcdP ve 1-naftol'un yarismaci
adsorpsiyonu arastiriimistir. Calismanin Gglncl ve nihai amaci, én-deristirme ve
sensor calismalarinin birlestiriimesi olarak belirlenmis ve arastiriimistir. Bu
amacla, on-derigtirme sonucunda kompozit kartuslarla daha dusuk derigimlere
inilerek BaP molekillerinin  SPR nanosensodrlerde tayini basarili  bicimde
gerceklestirilmistir. Sonuglar, PAH’larin hem &n-deristrme hem de optik
biyosensorlerle tayini icin molekuler baskilama yaklagimlarinin uygun oldugunu

aclkca gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kompozit kartuslar, molekiler baskilama, SPR

nanosensorler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, benzo[a]piren.



ABSTRACT

PRE-CONCENTRATION AND DETECTION OF POLYCYCLIC
AROMATIC HYDROCARBONS WITH MOLECULARLY IMPRINTED
POLYMERS

Mehmet Emin CORMAN
Doctor of Philosophy, Department of Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Lokman UZUN
August 2014, 155 pages

The aim of this thesis is preparation of pre-concentrating composite cartridge and
surface plasmon resonance (SPR) nanosensor for the pre-concentration and detection
of a trace amount of benzo[a]pyrene (BaP) in environmental waters. In the first step,
BaP-imprinted  poly(2-hydroxyethyl —methacrylate-N-methacryloyl-(L)-phenylalanine)
[MIP] monolithic polymers were synthesized by bulk polymerization. The resulting
monolithic polymers grounded to obtain uniform fine particles which were in the range of
64-71 um were used for further studies. BaP imprinted poly[2-hydroxyethyl
methacrylate] composite cartridges were synthesized via polymerization of 2-
hydroxyethyl methacrylate (HEMA) and N,N'-methylene bisacrylamide (MBAAmM) in
presence of BaP imprinted microparticles under the semi-frozen conditions, at -12°C
over 24 hours. Resulting cartridges were characterized by swelling test, scanning
electron microscopy (SEM), elemental analysis and Fourier transform infrared (FTIR)
spectroscopy measurements. BaP imprinted composite cartridges were used to extract
BaP from aqueous solutions in order to optimize the extraction conditions. In this
context, the effective factors such as BaP concentration, pH, centrifugation speed,

temperature, ionic strenght, monomer ratio and amount of the particle embeded into



composite cartridge structure were evaluated via HPLC. The selectivity of composite
cartridge according to polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) species were determined
via selectivity experiments. Benzol[b]fluoranthene (BbF), benzolk]fluoranthene (BkF),
indeno[1,2,3-cd]pyrene (IcdP) and 1-naphthol were used in the competitive extraction
studies for determing selectivity constant. In the light of results obtained from the first
step, at the second step surface plasmon resonance (SPR) nanosensor was developed
for real-time BaP detection. For this purpose, SPR based nanosensor was synthesized
and investigated for use of real-time BaP detection. In this step, BaP imprinted SPR
nanosensor was firstly, prepared by polymerization of N-methacryloyl-(L)-phenylalanine
(MAPA) and ethylene glycol dimethacrylate (EDMA) in the presence of BaP on the
surface of SPR chip. Non-imprinted SPR nanosensor was also synthesized by the same
experimental procedure excluding addition of BaP molecules. Prepared SPR
nanosensors were characterized with atomic force microscopy (AFM), ellipsometer and
contact angle measurements. The thickness measurements and AFM observations
indicated that the thin films were successfully prepared. BaP sensing ability of imprinted
and non-imprinted nanosensors were investigated from BaP solutions (in pH 7.0
phosphate buffer). Imprinted nanosensors showed more sensitivity to BaP than non-
imprinted ones. BaP solutions with different concentration were used to determine the
detection kinetics. In order to show the BaP imprinted SPR nanosensor, competitive
detection of BaP, BbF, BkF, IcdP and 1-naphthol were also investigated. At the third
and final step, experiments which were aimed that the combination of pre-concentration
and sensor studies were carried out. For this purpose, the lower concentration of BaP
solutions, resulting from pre-concentration by composite cartridge, were successfully
monitored by SPR nanosensor. The results revealed that molecular imprinting approach

is quite suitable for both pre-concentration and optic biosensing of PAH molecules.

Keywords: Composite cartridge, molecular imprinting, SPR nanosensor, polycyclic

aromatic hydrocarbon, benzo[a]pyrene.
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1. GIRIS
Hizla gelisen sanayi, birgok ¢evre sorununu da beraberinde getirmistir.
Endustriyel, cevresel ve tarimsal atiklarin surekli olarak dogaya birakilmasi toksik
kirleticilerin yluzey sulari ve yer alti sulari basta olmak Uzere g¢evrede Onemli
dizeyde artisina yol acmistir. Bu tlr Dbilesikler hayvanlar, bitkiler,
mikroorganizmalar ve diger yasayan organizmalar igin bliyuk 6nem arz etmekte ve
bu tur kirleticilerle kirlenen sulari kullanan insanlarda ciddi saglik sorunlarina
neden olabilmektedir. Bundan dolayi, ¢cevre ve gida maddelerinde g¢esitli toksik
bilesiklerin analizinde yeni, guvenilir, tekrarlanabilir ve ucuz yontemlerin gelisimi,

analitik arastirmalarin baslica hedeflerinden olmustur.

Aromatik hidrokarbon ailesinden olan polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), iki
veya daha fazla benzen halkasinin lineer, agisal veya kime halinde dizenlenmesi
ile meydana gelen kimyasal bilesiklerdir. PAH’lar dogal veya insan kaynakli olarak
organik maddelerin eksik yanmasi sonucu olugurlar. Sucul ve karasal
ekosistemlerde uzun sure kalabilmelerinden dolayl hava, su, toprak ve gidalara
karistiklarinda insan sagligini tehdit eden énemli ¢evresel kirleticilerdendir. Orman
yanginlari, kbmudr ve odun sobalari, ¢oép, pisirme firinlari, sigara dumani, petrol
rafineleri, fabrikalar, petrol ve petrol drunleri, motorlu, gazli ve dizel tasitlar
PAH’larin temel kaynaklarini olusturmaktadir. PAH’larin mutajenik, toksik ve
kanserojenik olduklari bilinmektedir. Bu tehlikelerinden dolayi ¢evrede, yiyecek ve
iceceklerde bulunan miktarlari insan saglgi agisindan tehlikelidirler. PAH’lar timor
olusturucu, gelistirici ve ilerletici 6zellikleri olan bilesiklerdir ve insanlarin PAH’lara
maruz kalmalari sonucunda akciger, mesane, 6zofagus, mide, pankreas ve prostat
kanserine yakalanma riskinin ylksek oldugu bildiriimigtir. Benzo[a]piren (BaP)
insanda mutajen, kanserojen ve/veya gelisimsel zehirli maddeler olarak bilinen
PAH ailesindendir ve bu Ug¢ tip toksisiteye neden olur. BaP kanserojen oldugu

kanitlanmig ilk PAH tarudar.

Molekuler baskilama teknigi, bir kalip molekul etrafinda fonksiyonel monomerlerin
kovalent veya kovalent olmayan etkilesimlerle dizenlenmesi ve sonrasinda uygun
bir islem sureci ile kimyasal fonksiyona sahip kati malzemelerin olusturulmasini
amaclamaktadir. islem sonrasinda kalip molekiliin uzaklastiriimasi ile yapida
kalip molekuline 6zgu oyuklar olusmaktadir. Sonug olarak molekuler baskilanmig

polimerler hedef molekill segici bir sekilde tanimaktadir. Molekiler baskilama



yonteminin karakteristik o0zellikleri yagsam, farmasotik ve gevre bilimleri gibi genis

bir alanda tanima ve ayirma amacl olarak kullaniimasina olanak saglamaktadir.

Biyoteknolojide dnemli bir potansiyele sahip polimerik tagiyici tiplerinden birisi de
kriyojellerdir. Kriyojel Yunanca kri'os (kryos) kelimesinden gelen donma
sicakhginin altinda kismen donmus monomer veya polimer ¢ozeltileri kullanilarak
uretilen makrogozenekli veya super makrogOzenekli yapida, sungerimsi
morfolojiye sahip jellerdir. Kriyojellerin olusumunda, makroskopik olarak sifirin
altinda donmus karisim igerisinde donmamis sivi mikrofazda yer alan polimer
onculeri polimerleserek buz kristallerinin etrafinda yodun bir ag yapi olusur.
Tepkime tamamlaninca donmusg karigim oda sicakligina getirilir, buz kristalleri erir
ve “kriyojel” olarak adlandirnlan gézenekli polimerik ag yapi elde edilir. Kriyojellerin,
yapisal Ozelliklerinin yanisira kimyasal ve fiziksel kararliliklari, ayrica essiz akig
dinamikleri ve ozmotik 0&zellikleri, onlari alternatif kromatografik adsorbent

yapmaktadir.

Yuzey plazmon rezonans (SPR) temelli biyosensorler, herhangi bir isaretiemeye
gerek duyulmadan biyomolekdllerin etkilesimlerini  dOlgebilirler.  SPR  temelli
biyosensodrler hizli cevap suresi ve yuksek segicilie sahiptir. Bu nedenle enzim
veya radyoisaretleme yontemleri gibi diger tekniklerle karsilastiriidiginda SPR
biyosensorler, protein-protein, antibadi-antijen, reseptor-ligand etkilesimlerinden
dusuk molekul agirhkh bilesiklerin tanimlanmasina kadar degisen ¢ok cesitli
biyomolekuler mekanizmalarin anlagiimasinda kullanilabilir. MIP sensor teknolojisi
ile yerinde (on-site), yararli ve toksik maddelerin ger¢cek zamanli tayini ve 6lgimu
mumkdn olmaktadir. Buna bagli olarak, ¢gevre ve saglik uygulamalarinda yuksek

segicilikte tanima ve afinite saglama potansiyeli ile 6ne ¢cikmaktadir.

Bu calismada, cevre sularinda eser miktarlarda bulunan, geleneksel yontemlerle
tayin edilmesi oldukg¢a zor olan ve en tehlikeli kanserojen maddelerden biri kabul
edilen BaP’in, sulardan oOn-derigtirimesi ve tayini icin molekller baskilama
yontemiyle kompozit kartuslarin ve SPR temelli sensoérlerin hazirlanmasi

amaclanmistir.



2. GENEL BILGI

2.1. Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar (PAH)

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), iki veya daha fazla benzen halkasinin
lineer, acisal veya kime halinde duzenlenmesi ile meydana gelen genis bir
organik sinifi tegkil eder [1-3]. Baska bir ifadeyle PAHlar 2 veya daha fazla
kaynasmis benzen halkalari olarak diuzenlenmis hidrojen ve karbondan olusan
organik bilegiklerin farkli bir grubu olarak tanimlanir. Bunlar genellikle cesitli
endustriyel islemler sirasinda organik maddelerin pirolizi veya eksik yanmasiyla

meydana gelirler [4].

PAH’lar petrojenik, pirojenik ve biyojenik olmak Uzere U¢ ana kaynaktan meydana
gelir. Petrojenik PAH’lar uzun periyotta, dusuk sicaklikta ve ylksek basing
ortaminda organik maddelerin petrol ve kémuire donisimiu esnasinda meydana
gelirler. Pirojenik PAH’lar genellikle 4-6 halkali ve yuksek sicakliklarda fosil
yakitlarin tam yanmamasi sonucu olusur. Biyojenik PAH’lar ise bitki ve
hayvanlardan veya sedimentlerin erken olusum ddnemlerinde meydana gelirler.
Petrojenik ve pirojenik PAH’lardan farkli olarak biyojenik PAH’lar genellikle bireysel

ve ¢ok basit karisim halinde bulunurlar [5-8].

Daha dnce de belirtildigi gibi PAH’lar kdmur, odun, petrol, ¢cop veya diger organik
maddelerin eksik yanmasi sonucu olugan kimyasal bir gruptur. PAH’lar genellikle
dogal olarak meydana gelirler; fakat, arastirma amaciyla yanma drinlerinde
bulundugu gibi bireysel bilesikler olarak Uretilebilirler [9]. PAH’lar tek bir bilesik gibi
degil genellikle kompleks karisim halinde bulunurlar. Dogada 100’Un Uzerinde
PAH vardir ve her birinin saglik agisindan etkileri ayni dedgildir. Bolluklari ve
toksisiteleri ele alindiginda ABD Cevre Koruma Ajansi (USEPA) tarafindan 16
PAH bilesigi belirlenmistir [10-12].

. Asenaften (Ane)

. Asenaftilen (Anp)

. Antrasen (An)

. Benzo[a]antrasen (BaA)
. Benzo[a]piren (BaP)

. Benzo[b]floranten (BbF)
. Benzolk]floranten (BKF)



. Benzo[g,h,i]perilen (BghiPy)

. Dibenzo[a,h]antrasen (DahA)
. Fenantren (Phe)

. Floranten (Flu)

. Floren (FIr)

. indeno[1,2,3-cd]piren (IcdP)

. Krisen (Chr)
. Naftalin (Np)
. Piren (Py)dir.

Bu 16 PAH’In oncelikli kirleticiler arasinda sayilmasinin nedenleri olarak ise;

Toksisiteleri ve zararl etkileri
insanlarin maruz kalma riskinin digerlerine goére daha fazla olmasi

Tehlikeli atik bolgelerinde olusma sikligi ve

kW Dn e

Bunlar hakkinda daha fazla bilginin mevcut olmasidir.

2.1.1. PAH’larin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Petrol bilesikleri, hidrokarbonlar ve heteroatom bilegsikler olarak 2 ana sinifa ayrilir.
Hidrokarbonlar genellikle toplam petrol hidrokarbonlar olarak olg¢ultr (TPHs). Bu
molekuller sadece karbon ve hidrojen icerir. Heteroatom bilesikler sadece karbon
ve hidrojen degil ayni zamandan sulfur, azot ve oksijen gibi heteroatomlar igerir.
Hidrokarbonlar genel olarak doymus, doymamis ve aromatik olarak U¢ gruba
ayrilir. Doymus hidrokarbonlar H atomlari ile doyurulmus tekli C-C baglari ile
karakterize edilir. Bu grup alifatik ve alisiklik olarak alt bolimlere ayrilabilir. Alifatik
hidrokarbonlar diz veya dallanmis ve CpHzn2 formdll ile goésterilir. Bu tar
bilesiklerin genel isimleri alkan ve izoalkanlardir ve petrol endustrisince parafin ve
izoparafinler olarak anilirlar. Alisiklik hidrokarbonlar doymus hidrokarbonlardir bir

veya birden fazla halka igceren C,H2, genel formuline sahip molekullerdir [13].

Petrol endustrisince sikloalkanlar, naftenler veya sikloparafinler olarak
adlandirihrlar. Doymamis hidrokarbonlar, 2 karbon atomlari arasinda iki veya daha
fazla bag iceren bilesiklerdir. Genellikle ham petrolde bulunmazlar ama
parcalanma islemleri sirasinda Uretilirler. Doymamis hidrokarbonlar alken/olefin ve
alkin/asetilen olarak alt gruplara ayrilirlar. Alkenler/olefinler C,H,, genel formile
sahip olup ikili karbon bagi igerirler. Alkinler C,H2,.» genel molekuler formile sahip

olup uglu karbon bagi igerirler. Aromatik hidrokarbonlar benzen halka yapisi ile



karakterize edilirler. Benzen halkasi alti karbon icerir ve her karbonu halkadaki bir
hidrojen ile birlesir. Halka sayisina bagli olarak aromatik hidrokarbon molekdller,
tekli halkali aromatikler ve polisiklik aromatikler (iki veya daha fazla igeren) olarak

alt dallara ayrilirlar.

Diger taraftan PAH molekullerinde herhangi bir belirgin fonksiyonel grup
olmadigindan yuksek lipofilik bilegikler sinifindandirlar. PAH’larin  suda
¢OzUnUurligu dusuktir ve hidrofobik dogasi halka ve karbon sayisiyla iliskilidir.
Birgok cevresel calismada toplam PAH derisimleri 3-6 halkali bilesiklerin 6zeti
olarak rapor edilmigtir. Bunun yaninda bu parametreler baslica fosil yakitlardan
turevlenen bol miktarda bulunan alkillenmis homologlar ve sulfurla heterosiklik
bilegiklerin oldugu daha dusuk molekuler agirlikli petrojenik PAH’lari hesaba
katmaz [14-16].

PAH’lar atmosferde ve suda partikillere bagli haldedir ve bundan dolayi
degredasyona karsi direnclidir. Partikillere bagli olan PAH’larin atmosferde
yukseltgenmesi daha az muhtemeldir. Bu da atmosferde uzun mesafelerce
tasinmasini arttirir ve bundan dolayi ¢evrede her yerde bulunmasina yol acgar.
PAH’lar genellikle suda ¢ézinmeyen fakat organik asitlerde kolayca ¢ozunebilen
bilesiklerdir. Sulu ortamda partikillere tutunarak bulunan PAH’lar suda mevcut
olan yagl kirleticiler icinde ¢6zunebilir. PAH’lar genellikle lipofilik bilesiklerdir ve
organik maddeler igin ylksek afinite gdosterirler [17,18]. PAH’lar yuksek kaynama
noktalarina sahip olan yuksek lipofilik ve suda zor ¢6zlinen maddeler olarak
belirtiimigtir. Hidrofobisitelerinden dolayr molekal agirliklari arttikga sudaki

¢6zUnurligu azalan PAH’lar sedimentlerde yiksek derisimlerde birikebilir.

Saf kimyasallar olarak, PAH’lar genellikle renksiz, beyaz veya soluk sari-yesil kati
haldedirler. PAH’lar oda sicakliginda kati haldedir. PAH’larin sudaki ¢ézunarlGgu
cok dusuktir ama organik ¢ozuculerde veya organik asitlerde kolayca ¢ozundar.
Bdylece sulu ortamda, PAH’lar genellikle partikillere adsorbe olarak veya humuslu
maddeler Uzerinde bulunabilir. Ayrica su, sediment ve toprakta mevcut olabilen
herhangi bir yagh kirletici icinde ¢dzunebilir. PAH’larin suda ¢dzunurliga PAH
molekultiinde yer alan halkalarin sayisiyla ters orantilidir. Cizelge 2.1’de secilen

bazi PAH’larin fiziksel, kimyasal ve toksikolojik degerleri verilmistir.



Cizelge 2.1. Bazi PAH’larin kimyasal yapisi, bazi kimyasal ve fiziksel 6zellikleri [19-23]

Yaygin isim Molekdal Molekdil yapilari Mw | MP | BP S Vp H log Avg.log | log FCV d
formilt (Kow) (BCF) | (Koo)

Asenaften (Ane) Ci2H10 154 | 96.2 | 277 | 3.8 0.3 12.17 3.92 2.63 4.02 55.85 | 1.225

Asenaftilen (Anp) | Ci2Hs i 152 | 92 270 | 16.1 0.9 8.4 4.0 2.79 3.64 306.9 -

Antrasen (An) CiaH1o ll ll ll 178 | 216 | 340 | 0.045 0.001 3.96 4.54 3.14 4.39 20.73 | 1.283

Benzo[a]antrasen | CigHi2 228 | 160 | 435 | 0.011 2.8.10° | 0.581 5.91 4.13 5.33 2.227 | 1.274

(BaA)

Mw: molekdler agirlik (g/mol); MP: Erime noktasi (°C); BP: kaynama noktasi (°C); S: sudaki ¢ozinurligu (mg/L); Vp: buhar basinci (mmHg); H: Henry sabiti (Pa.

m*/mol); Ko Oktanol-su ayriim katsayisi; BCF: biyokonsantrasyon faktorli; Kee: organik karbon ayrilim katsayisi; FCV: spesifik PAHlarin son kronik degerleri

(ug/L); d: yodunluk.




Cizelge 2.1. (Devami)

Yaygin isim Molekdal Molekdil yapilari Mw MP BP S Vp H log Avg.log | log FCV d
formili (Kow) | (BCF) (Koc)
Benzo[a]piren (BaP) CaoH12 I' 252 175 | 495 | 0.0038 7.107 | 0.046 | 6.04 3.74 6.24 0.9573 | 1.351
Benzo[b]floranten (BbF) | CzoHi2 ‘ 252 168 | 481 | 0.0015 - - 5.8 2.58 5.72 0.6774 -
Benzo[K]floranten (BKF) | CaoHi2 7\ 252 217 | 481 | 0.0008 5.10° | 0.016 | 6.0 2.67 5.73 0.6415 -
\_/
Benzo[g.h,i]perilen Ca2Hi2 276 277 | 550 | 2.6.10" - 0.075 | 6.5 5.0 6.23 0.4391 | 1.329

(BghiPy)

333




Cizelge 2.1. (Devami)

Yaygin isim Molekdal Molekdil yapilari Mw MP BP S Vp H log Avg.log | log FCV d
formli (Kow) | (BCF) (Koc)
Dibenzo[a,h]antrasen -10
(DahA) CasHia O 278 | 267 | 524 | 0.0006 | 3.7.10 - |675 | 391 5.96 | 0.2825 | 1.282
Fenantren (Phe) CiaHio O O 178 | 101 | 339 |11 0.02 3.24 | 457 |3.27 431 |19.13 |0.98
Floranten (Flu)
CisHio l 202 | 111 | 375 | 026 | 000123 | 1.037 | 522 | 2.87 5.04 |7.109 |1.252
Floren (Fir) CigHio 166 | 116 | 295 | 1.9 009 | 787 | 418 | 310 | 435 | 393 | 1.203




Cizelge 2.1. (Devami)

Yaygin isim Molekdal Molekdil yapilari Mw MP BP S Vp H log Avg.log | log FCV d
formali (Kow) (BCF) | (Koo)

indeno[1,2,3-cd]piren CaoHiz 276 - - - - - - - - 0.275 -

e

Krisen (Chr) CigHi2 228 255 | 448 5.7.107 | 0.065 5.86 3.19 5.14 2.042 | 1.274

Naftalin (Np) CioHs 128 80.5 | 218 | 31 104 43.01 3.37 2.33 3.11 193.5 -

Piren (Py) CieH1o0 202 156 | 360 | 0.132 | 0.0006 | 0.92 5.18 3.41 4.86 10.11 | 1.271




2.1.2. PAH’larin Dogal Kaynaklari ve Olugumlari

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), iki veya daha fazla aromatik halka igceren
cesitli organik bilegikler sinifini olusturur. Yuzlerce farkh bilesik piroliz islemleri ve
cesitli yanma surecinde olusabilir, salinabilir ve bdylece dogdal ve yapay PAH
kaynaklari ¢evrede ¢ok sayida olabilir. Karasal ve deniz g¢alismalari PAH’larin
jeokimyasal kokenli olarak da olugabilecegini gostermektedir. Bunlar organik
maddelerin yuksek sicakliklara maruz kaldigi her yerde olugurlar. Aromatik
halkalari turevlerinden daha kararlhidir. Atmosferik PAH’lar genellikle cok daginik
kaynaklarda depolanir; bundan dolayl, yeryuzinin o©nemli bir alanina
yayllabilmektedir. Bu kaynaklardan PAH derisimleri toprakta oldukg¢a dusuktir ve
kati partikullere guglu bir bicimde adsorbe olurlar [24,25].

2.1.2.1. Dogal Kaynaklardan Olugsan PAH’lar

PAH’lar cevreye c¢ogunlukla volkanlardan, orman yanginlarindan, yanan odun
kalintilarindan salinirlar. Fosil yakitlarin olusumundaki gibi organik maddelerin
dusuk sicakliktaki termal degisimleri 2 veya 3 halkali PAH’larin ve alkillenmis
homologlarin olusumu ile sonuglanir. Bunun aksine ylksek sicaklikta yanma 4,5
ve 6 halkali PAHlari ve minimum alkillenmis UrUnleri olusturur. Bazi PAH’lar
minerallerde dogal olarak meydana gelirken digerleri bakteri, alg ve mantarlar
tarafindan sentezlenirler. insan kaynakli olanlarla karsilastirildiginda dogal

sureclerden olusanlar genellikle daha azdir [26].

2.1.2.2. insan Kaynakh PAH’lar

insan kaynakli olanlari iki tirdir: ilki kreozot, kdmir katrani ve petrol Grinleri gibi
maddelerin kaza sonucu veya kasith olarak bosaltiimasi sonucu olusurken diger
trd aluminyum, demir ve celik Uretiminden, elektrik santralleri, endustriyel
tesislerden, atik su aritma tesislerinden ve evlerin (yad, gaz, kdmir ve odun
sobalari) 1sinmasindan, ¢ép ve ahsaplarin yanmasindan ve motorlu tasitlarin
egzozundan salinan organik maddelerin eksik yanmasi ile olusur. Diger bir gecis
tirti, PAH’larin toprak isleme ydntemleri sonucu topraga gegmesidir. Ornegin ABD
ve Avrupa’da aritma cgamurlarinin gubre olarak tarim alanlarina uygulanmasi

sonucunda PAH’larin derigsimlerinde énemli bir artis gézlenmistir.

Aromatik halkalarin duzeni c¢evresel kararliligini ve bundan dolayr dogadaki
dagiimini belirler. Ornegin; antrasen ve tetrasen gibi dogrusal diizenlenmis

benzen halkalari organik ve inorganik matrislere tutunmadikga en az karar
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olanlaridir ve genellikle dogada kalmazlar. En kararli dizenlenme ise fenantren,
krisen ve pirende gorulen halkasal turlerdir. Organik bilegikler yuksek sicakliklara
maruz birakildiginda bu tur PAH’lar olusmaktadir [27,28].

2.1.3. PAH’larin Cevrede Bulunusu

PAH’lar ¢cevrede hava, su ve toprakta bulunur. PAH’larin ¢evrede dagilimi suda
kolayca c¢ozunebilmesine ve havada kolayca buharlagsmasina baglhdir. PAH’lar
gunes 1131 ve havadaki diger kimyasallarla reaksiyona girerek dogada daha uzun
sure kalabilen UrUnlere donusurler. Toprakta ve suda yikimi genellikle haftalar
veya aylar alir ve oncelikle mikroorganizmalarin eylemlerinden kaynaklanir. Orman
ve ot yanginlari, petrol girdileri ve yakitlarin kismi yanmasi sonucunda olusan
PAH’lar, ruzgar ve nehirler yoluyla deniz ortamina gecerler. Boylece
hidrokarbonlarin ¢evrede dagilimi bir bodlgeden diger bdlgeye blyuk odlgude
degisebilir. Biyolojik kaynaklar; kara bitkileri, hayvanlar, bakteri, makroalg ve

mikroalgleri igerir.

Dusuk buhar basinglarindan dolayl bazi PAH’lar oda kosullarinda havada, gaz ve
partikullerle etkilesim halinde yer alirlar. BaP gibi PAH’lar hemen hemen tamamen
partikuller Uzerine adsorbe olabilirken, daha disuk molekul agirligina sahip olanlar
gaz fazinda bulunurlar. Yari ugucu 6zelliklerinden dolayr PAH’lar ¢evrede hava,
toprak ve insan vicudunda depolanir ve yeniden buharlasir. Bundan dolayi
atmosfere salinan PAH’lar okyanuslarca depolanir ve/veya uzun mesafeli tagsinimi

ile yerel ve kuresel bir gevre sorunu olustururlar [29].

2.1.3.1. Hava

Karbon bilesiklerinin eksik yanmasindan olusan dogal drtnlerden duman, is ve
egzozda bulunan en 6nemli kimyasal gruplardan biri de PAH’lardir. PAH’lar yanma
yoluyla dogrudan atmosfere salindiginda, kiguk partikillere baglanabilir ve
yerylizine doénmeden o6nce o6nemli mesafeler boyunca tasinir. Havada toz
parcaciklarina baglh olarak bulunur. Havada buhar veya kuguk kati partikullerin
yuzeyine yapismis halde bulunurlar. Suana kadar yaklasik 500 PAH havada tespit
edilmistir. Gelismis Ulkelerde kapali sistemler ve geri dontsum islemleri kullanildigi
icin endustriyel dretim ve islenme sirasinda PAH’larin emisyonun dnemli olmadigi
dusundlmastar [30]. Havadaki PAH'In temel dogal kaynaklari orman yanginlari ve
volkanlardir. En 6énemli hareketsiz yapay kaynaklari ise ahsap, petrol, gaz ve

komuran yanma kalintilari; ayrica, endustriyel enerji Uretimi, aluminyum, demir ve
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celigin atik yakimi, asfalt, komur katrani ve petrolin katalitik pargalanmasidir.
Hareketsiz kaynaklar, PAH emisyonlarinin yaklasik % 80’ini olusturmaktadir. En

onemli hareketli kaynaklar ise benzinli ve dizel motorlu araclardir [12].

PAH’lar havaya yayildigi zaman, bazi PAH bilegikleri gaz fazinda, digerleri de
partikillere adsorbe olarak bulunur ve yari-ugucu PAH bilesikler sicaklik ve
partikil derigimlerine bagli olarak kismen gaz fazinda ve kismen partikillere
adsorbe olmus haldedir. 2-3 benzen halkali PAH bilesikleri gaz durumunda daha
fazla halka iceren yari-ugucu ve tamamen toz veya kum partikillerine adsorbe

olarak bulunur [31].

2.1.3.2. Toprak

Toprakta PAH’lar bayuk olasilikla partikullere sikica tutunmaktadir. Bazi PAH’lar
toprak yuzeyinde buharlasarak havaya geri doner. Ayni zamanda topraktaki bazi
PAH’lar yer alti sularini kirletirler. Havadaki PAH’lar toprada ve su yuzeyine kuru
birikim ve partikll serpintileri seklinde transfer olur. Sicakhida bagl olarak
topraktan yeniden salinim gergeklesir. PAH’larin topraktaki hareketi su taginimi ile
devam eder [32,33].

2.1.3.3. Su

PAH’lar genel olarak suda kolayca ¢oézunmezler. Yagdis veya parcacik yerles-
mesiyle yeryluzune dénmeden 6nce uzun mesafelerce yol alirlar. Bazi PAH’lar
atmosfere ylizey sularin buharlagsmasiyla gegcer. Ama énemli miktarda PAH, kati

partikullere yapisik olarak, nehir ve gdllerin diplerine ¢dker [34,35].

PAH’larin suda ¢ézunurligu ¢ok duslk ama organik ¢dzlculerde veya organik
asitlerde kolayca ¢ozunur. Boylece sulu ortamda, PAH’lar genellikle partiktllere
adsorbe olarak veya humuslu maddeler tzerinde bulunabilir veya su, sediment ve
toprakta mevcut olabilen herhangi bir yagl kirletici icinde ¢ézinebilir. PAH’larin
suda ¢ozunurlugt PAH molekulinde yer alan halkalarin sayisiyla ters orantilidir
[36]. Okyanusa sizan c¢ogu petrol kaynakli hidrokarbonlar, suda az miktarda
¢ozunen dusuk molekdl agirlikli aromatik hidrokarbonlardir. Daha yuksek molekul
agirhkh olanlari iceren damlaciklar daha az ¢ozunen aromatik hidrokarbonlardir.
BlUyluk miktarda petrol drunleri, sanayi ve kanalizasyon atiklari, yagmur suyu
giderleri, nakliye faaliyetlerinin akis yoluyla deniz ortamina dékulmektedir. Ayrica
dogal petrol sizintilari da bazi alanlarda 6nemli olabilir. Kisa zincirli alkanlar ve

hidrokarbonlar hizli bir sekilde kaybolur; ama, kompleks siklik molekuller nadiren
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etkilenir. Sedimentler hidrokarbonlarin depolari olarak davranarak bu bilegsikleri

yillarca muhafaza ederler [37,38].

Dusuk molekual agirlikli bilesikler (3 veya daha az halka igeren) yuksek molekuiler
agirhkli olanlara gore suda daha fazla ¢ozunebilir olmalarina ragmen (4 veya daha
fazla halka iceren), sudaki PAH bilesikleri dusuk c¢ozunarlige sahiptirler ve
partikullere guclu bicimde adsorbe olurlar. Dlistk molekdl agirlikh bilesikler yiksek
molekul agirlikh bilesiklere oranla partikullere daha zayif baglanirlar. Bundan
dolayr PAH’larin su akintilarindaki PAH hareketleri partikullerin tagsinimina baghdir.
Sonuc olarak sedimentlerdeki PAH partikllleri son olarak denizdeki sedimentlere
gecer. PAH bilesikleri fotokimyasal ve biyolojik olarak parcalanir. Cesitli
bilesenlerin yari omdurleri ortama ve onu cevreleyen gsartlara bagli olarak
haftalardan yillara kadar blyuk olglide degisebilir. Partikullere bagh PAH’lar ugucu
ve suda ¢ozlnebilen PAH’lara gore daha az pargalanirlar. Pargalanma oraninin
disuk olmasindan dolayr daha dusik uguculuga ve partiklllere daha guglu
adsorpsiyona sahiptirler. Daha yuksek molekuler agirlikta olan PAH bilesikleri

sedimentlerde birikme egilimindedirler [39].

Yuzey suyunda, asili partikillere veya sedimentlere bagli veya sudaki
organizmalarda biriken PAH’lar fotolize, oksidasyona, buharlagsmaya ve
biyobozunmaya ugrar [12]. Sedimentlere bagh olanlar biyobozunur veya sucul
organizmalarda birikir. Toprakta pargalanmaya (fotoliz ve oksidasyon) ugrayarak
buharlasabilir. Ayni zamanda topraktaki PAH’lar yer alti sularina sizabilir ve yer alti
sulariyla tasinabilir. PAH’larin genis bir alana yayilmasindan dolaylr énemli saglik
ve cevresel tehlike olusturduklarindan, Avrupa ve Amerika Cevre Koruma Ajansi

(USEPA) 16 oncelikli PAH’larin izin verilen sinirlarini belirlemislerdir [40].

Toplam PAH’larin deniz sularindaki derisimleri tayin edilemeyen sinirlardan 11
Mg/L’ye kadar oldukcga degiskendir [41]. Nispeten kiiglk cografi bolgeler icinde bile
derisim araliklar ¢ok genis ve bolgeler arasinda ayirt etmek de oldukg¢a zordur.
Genel olarak, kiyidan denizlere gidildikce derisim giderek dismektedir ve en

dUsuk seviye deniz ylzeyinde gézlemlenmektedir [42,43].

2.1.4. PAH’larnin Gidalarda Bulunusu
PAH’lar ayrica 1zgara, kavurma gibi bazi yiyeceklerin hazirlanmasi sonucunda da
olusur. Mangal koémdirinde 1zgara/barbekilide, geleneksel tekniklerle tatstlen-

dirilmis gidalarda (6zellikle baliklarda), kirli sulardaki midye ve diger deniz
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urinlerinde yuksek PAH derigsimleri rapor edilmistir [44,45]. Her zamanki diyetin
bayuk bir bolumund tutsulendirilmis ve 1zgara yiyecekler olusturuyorsa; bu tar
yiyecekler, PAH alimini 6nemli miktarda artirmaktadir. Ayni zamanda kahvede de
PAH varhigina rastlanmig ve bu olusumunun nedeni olarak, kavurma islemi
esnasinda kahve cekirdeklerindeki endojen olusumu veya kurutma asamasinda
yesil kahve gekirdeklerinin kontaminasyonundan kaynaklandigi siphe edilmektedir
[46,47]. PAH’lar gesitli gidalarda ozellikle (PAH’larin havada birikmesi sonucu)
sebzelerde ve kontamine sularda balik ve midyelerde tespit edilmistir. Sebzelerin
ve meyvelerin mumsu yuzeyi dugsuk molekdl agirhkli  PAHlar  ylzey
adsorpsiyonuyla toplayabilir. Ayrica partikul bagli yiksek molekul agirliklh PAH’lar
atmosferik serpinti ile yudzeyi kirletebilir. Ayni zamanda PAH’lar endustriyel
dumanlar, i1sitma ve kurutma islemleriyle de gidalari kontamine edebilirler. Bu
yanma urunlerinin dogrudan gidalarla etkilesmesine izin verir. Tahillar ve bitkisel
yaglarin PAH ile kirlenmesi dogrudan atesle kurutma gibi teknolojik islemler
zarfinda gercgeklesir. En yuksek PAH derisimleri genellikle kbmar 1zgara/ barbeku
yiyeceklerde, geleneksel tekniklerle kurutulan baliklarda, midyelerde ve kirlenmis
sulardaki diger deniz UrGnlerinde bulunur. Ancak diyet ile alinan en yluksek PAH

katkisi, sivi ve katl yaglar, meyveler ve sebzelerden kaynaklanir.

2.1.5. PAH’larin insan ve Hayvan Saghgi Uzerine Etkileri

insanlar PAH’lara hava, su ve gida yoluyla maruz kalabilirler. Hemen hemen her
yerde duslUk derisimlerde bulunan PAH’lar, PAH iceren katran bazli ahsap
koruyucular gibi malzemelerin salinimi veya yanmasini i¢geren surekli endustriyel
aktiviteler sonucunda yuksek derisimlere ulasabilir. Bazilarinin insanda kanserojen
olmasi, balik ve diger su canlilarinda toksik olarak degerlendiriimesi potansiyel
endise yaratmaktadir. PAH’lar hakkinda toksikoloji bilgilerinin ¢ogu, deney
hayvanlarin kontrolli sartlar altinda PAH’lara maruz birakilmalari sonucunda elde
edilmistir. PAH’lara maruz kalan insanlar Uzerindeki calismalar tek veya toplu

olarak nadirdir.

Epidemiyolojik ¢alismalar; insanlarda akciger kanserinden dolay! artan olumlerin
nedeni olarak kok firin emisyonlari, cati-katran emisyonlari ve sigara dumanina
maruz kalmalarini gostermigtir. Karisimlarin dogal kompleks yapisindan dolayi, tek
bir PAH’In bu karisimlarin toplam kanserojene katkisini degerlendirmek gugtir [48,
49].
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Endustriyel tesisler, konteynir veya tamburdan herhangi bir madde genis bir alana
salinirsa g¢evreye bulasir. Bu salinim her zaman PAH maruzuna yol agmaz.
insanlar temas halinde iken bu maddelere maruz kalabilirler. Nefes alma, yeme ve
icmeyle; ayni zamanda, ten temasi ile de maruz kalinabilir. PAH’lara maruz
kalindigi takdirde birgok faktor bunun sagligi olumsuz etkileyip etkilemedigini,
hangi tar oldugunu ve siddetini belirler. Bu faktdér maruz kalinan doz, stre ve hangi

yolla alindigi ile iligkilidir [50].

2.1.5.1. PAH’larin Toksikolojik Etkileri

PAH’larin  kirliliginin  giderimi  zorunludur. Cunku birgok PAH bilesiklerinin
mutajenik, kanserojen ve toksik olmasindan sUphe edilmektedir [51]. Toksik
kimyasallarin besin zincirinde birikmesi ve alikonulmasi ciddi saglik sorunlarina
ve/veya insanlarda genetik bozuklara sebep olur. YUiksek molekul agirlikli PAH’lar
potansiyel mutajenik ve Kkarsinojen Ozelliklerinden dolayr ¢evresel kaygi
olusturmaktadirlar. Bolluklari ve toksisiteleri ele alindiginda ABD Cevre Koruma
Ajansi (USEPA) tarafindan tehlikeli olan 16 PAH bilegigi belirlenmistir [40]. Bir¢cok
bilim adami PAH’lari dncul kirleticiler olarak kabul etmektedir. Dusik molekul
agirlikh olanlar akut toksik, sucul hayvanlarin 6lim ve Ureme oranlarina etki
ederler [52,53]. Son on yilda PAH’lar Uluslararasi Kimyasal Guvenlik Programi
(IPCS), Bilimsel Gida Komitesi (SCF) ve Gida Katki Maddeleri Ortak FAO/WHO
Uzman Komitesi tarafindan (JECFA) degerlendiriimistir. SCF asagida isimleri
yazilan 15 PAH'In in vivo deney hayvanlarinda somatik hucrelerde
mutajenite/genotoksisitede agik kanitlar gosterdigi sonucuna varmigtir. Bunlar
benzo[a]antrasen,  benzo[b]floranten,  benzo[jJfloranten,  benzo[k]floranten,
benzo[ghi]perilen, benzol[a]piren, krisen, siklopenta[cd]piren, dibenzo[a,h]antrasen,
dibenzo[a,e]piren, dibenzo[a,h]piren, dibenzo[a,i]pirene, dibenzo[a,l]piren,
indeno[1,2,3-cd]piren ve 5-metilkrisendir. Ayni zamanda benzo[g,h,i]perilen
disindakiler deneysel hayvanlarda cesitli biyoanalizlerde kanserojen etki
goOstermistir. Bu sonuglar 1siginda SCF bu bilesiklerin insanlarda potansiyel
genotoksik ve karsinojenik olarak kabul edilebilecedini aciklamistir. Ayrica diyetle
alinan PAH’lari, uzun vadede sagligi olumsuz etkileyen oncelikli grup olarak
siniflandirmiglardir. SCF gidalarda PAH’larin kanserojen etkisinin oldugunu ve
isaretleyici olarak kullanilabilecedini onermistir. JECFA PAH’lan 2005 yilinda

tekrar degerlendirmis ve 13 PAH’I acgikga genotoksik ve kanserojen oldugu
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sonucuna varmigtir. Benzo[g,h,i]perilen ve siklopenta[cd]piren disinda SCF

tarafindan belirtilen ile ayni listedir.

Saglik ve Insan Hizmetleri Bélimi (DHHS) benzo[a]antrasen, benzo[b]floranten,
benzo[j]floranten,  benzo[K]floranten,  benzo[a]piren,  dibenzo[a,h]antrasen,

indeno[1,2,3-cd]piren’in hayvanlarda kanserojen olduguna karar vermistir.

Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC), benzo[a]antrasen ve benzo[a]piren’i
insanlarda  muhtemel  kanserojen;  benzo[b]floranten,  benzol[j]floranten,
benzo[k]floranten ve indeno[1,2,3-cd]piren’i insanlarda olasi kanserojen; antrasen,
benzo[g,h,i]perilen, benzo[e]piren, krisen, floranten, floren, fenantren ve piren’i ise
insanlarda kanserojen olarak siniflandiriimamistirlar. EPA’da benzo[a]antrasen,
benzo[a]piren, benzo[b]floranten, benzolk]floranten, krisen, dibenzo[a,h]antrasen
ve indeno[l,2,3-cd]piren’i insanlarda olasi kanser ve asenaftalin, antrasen,
benzo[g,h,i]perilen, floranten, floren, fenantren ve piren’in insanlarda kanserojen
olarak siniflandiriimayacagini belirlemiglerdir. Asenaften DHHD, IARC veya EPA

tarafindan kanserojen olarak siniflandiriimamistir [12].

2.1.5.2. PAH’larin Vicuttaki Biyolojik Rolu

Tehlikeli atik sahalarinin yakininda yasayan insanlar PAH’lara havayi soluyarak
maruz kalirlar ve PAH’lar akciger yoluyla viicuda girer. icme sularinda ve
gidalarda bulunan PAH’lar farkli bir yolla vicuda girerler, ama bu yolla PAH’larin
absorpsiyonu genellikle yavastir. PAH’lar vicutta yag iceren tim dokulara girebilir.
Cogunlukla bdbrek, karaciger ve yaglarda depo edilme egilimindedirler. Daha
ki¢uk miktarda dalak, bobrek Ustl bezleri ve yumurtaliklarda birikir. PAH’lar tim
dokularda birgok farkli maddelere degisebilirler. Bu maddelerden bazilari dogal
PAH’dan daha zararl iken, bazilari daha az zararlidir. Hayvan calismalari sunu
gOstermistir ki, PAH’lar vicutta uzun sutre depolanma egiliminde degildirler. Cogu

PAH’lar birka¢ giin sonra vicuttan digki ve idrarla atilirlar [54,55].

Bircok PAH, bu maddeleri havada soluyan veya onlari yiyen veya uzun sire cilt
temasina maruz birakilan laboratuvar hayvanlarinda timére yol agmistir. Gebelik
sirasindaki fareler yiuksek seviyede benzol[a]piren ile beslendiklerinde tGremeleri
zorlukla gerceklesmistir. Ayni zamanda benzo[a]piren ile beslenen gebe farelerin
yavrularinda da dogum kusurlari ve vucut agirhgr dususu gibi zararli etkileri
g6zlenmistir. insanlarda da benzer etkiler gézlenebilir, ama bu konuda herhangi bir

bilgi yoktur. Bununla birlikte, insanlar tUzerinde yapilan g¢alismalar gostermistir ki,
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hava veya cilt temasi ile uzun stre maruz birakilan bireylerde PAH’lar kansere yol

acmistir.

PAH’larin mikroorganizmalar, karasal bitkiler, sudaki biyolojik canlilar, kurbagalar,
suringenler ve karasal memeliler de dahil olmak Uzere c¢esitli canlilarda genis
ekotoksik etki gosterdikleri rapor edilmigtir [56]. Hayatta kalma, gelisme,
metabolizma ve tumdr olusumunda akut toksisite, toksisite gelisimi ve Ureme
toksisitesi, sitotoksisite, genotoksisite ve kanserojen etkileri rapor edilmigtir.
PAH’larin toksikolojik arastirmalari odaginda genotoksik ve kanserojen oldugunu
vurgulamigtir. PAH’larin DNA’'ya zarar verdigi ve mutasyona yol actigini, kimi
durumda da kansere yol acgtigi gosterilmistir. PAH’lar genotoksik ve kanserojenik
Ozellik gosterebilmek icin metabolik aktivasyona ve donusume gereksinim duyar.
Yuksek organizmalilarda PAH bu sekilde metabolize olur. PAH’larin
poliklorobifeniller (PCB) gibi lipofilik organik bilesiklerle ayni sekilde birikmedigi
savunulmustur. Bunun yerine onlar suda daha c¢ok ¢d6zunebilen formlara
donusebilirler. Bu durumda organizmada daha sonraki ekstraksiyonu kolaylastirir.
Ne yazik ki, bu da DNA ile reaksiyona girebilen reaktif ara maddelerin olugsmasina
yol agarak genlerin normal ¢galismasini engeller. DNA hasari tamir edilebilir ancak
eger onarim basarisiz veya yetersiz olursa genetik hasarlar ve dolayisiyla
mutasyon meydana gelir. Mutasyon bir hicrenin birgok farkli fonksiyonunu
etkileyebilir, ama her seyden 6te kansere neden olabilir. PAH’larin neden oldugu
bir dizi toksik etkiler gosterilmistir. Birgok PAH’In, kemirgenlerde yuksek dozda
kisa sureli maruz birakildiktan sonra 6lime neden oldugu gdsterilmistir [57]. Diger
taraftan insanlarda kisa sireli maruz birakilmadan sonra 6lum gdézlenmemistir
[58]. Cevresel seviyeler genellikle mesleki maruziyetten ¢ok daha dusuk
oldugundan, PAH’larin kisa sureli maruziyeti olimlere yol agcmasi son derece
nadirdir. Diger taraftan PAH’lara maruz kalan iscilerde dermatit ve keratoz gibi g6z
tahrisi, fotofobi ve cilt toksisitesi gézlenmistir. Akut ve sub-akut iltihabini iceren
olumsuz solunum etkileri deneysel olarak gozlemlenmigtir. BaP ile iligkili olarak
siddetli ve uzun sureli hiperplazi ve metaplazi gézlemlenmistir. Bu etkiler oncu
kanser lezyonlari olarak kendini gosterir ve solunum yolunda PAH toksisitesinin

ana hedeflerinden biridir.

PAH’lar insan vucuduna girdikten sonra, bir dizi islem ile biyodontusume ugrarlar.

Faz | metabolizmasi; PAH’lar epoksit aramaddeleri olugturmak igin sitokrom P450
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enzimi ile oksidasyona ugrar daha sonra hidroksillenmis turevlerine (HO-PAH)
indirgenme ve hidroliz ile donugur. Faz Il metabolizmasi; HO-PAH’lar
metabolitlerin suda ¢6zunurligunu arttirmak icin glukoronoik asit ve/veya sulfata

konjuge olur ve idrar, safra ve digki ile atilir [59].

Siiffotransferaz (:()
Epoksrt
Hldrolaz
—> 1 NAP
Naftalin Epoksit araliriin -glukronittransferaz (:()

2-NAP

‘4— Faz | metabolizma—»{«— Faz Il metabolizma—»‘

Sekil 2.1. Hidroksinaftalin glukoronik asit ve sulfat konjugatlarinin metabolik
olugsumunun sematik gosterimi [59].

Bu biyolojik islemler epoksit, dihidrodiol, mono ve polihidroksi PAH’lar igeren ¢oklu
metabolitlerin olusumuna yol acgar. Genellikle daha kuguk iki veya ug¢ halkali PAH
metabolitler tercihen idrarla atilir; halbuki, daha yluksek molekul agirlikli PAH’lar
digki ile atilir [60].

1-& 2-Np 2-,3-&9-Flu 1-,2-, 3-,4- & 9-Phe
1-,2- & 3-BcP 1-,3- &9-BaA

1-,2-, 3-,4- 6-Chr

Sekil 2.2. Bazi HO-PAH analitlerinin molekuler yapisi [60].

Cogu gozlemler Faz I'in degismesini ve Faz Il enziminin daha az o6lgtideki degisim

asamasini olusturur. Bunlar detoksifikasyonda ve diger biyokimyasal iglemlerde
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onemli rol oynarlar [61]. Diger biyokimyasal etkiler zamanla rapor edilmigtir
(hormon, enerji rezervlieri ve serum enzimlerindeki degisimler). Faz | enzim
grubunda yer alan karigik fonksiyonlu oksigenaz (MFO) enzimlerinin
induksiyonunda etkili olmuslardir. MFO enzim ailesi demir iceren hemoproteinler
ve sitokrom P450°dir. Bu baglamda, MFO enzimleri 6nemli Ol¢ide ilgi konusu
olmuslardir ¢inku, bunlar PAH’lari iceren gevresel dnemi olan gesitli molekullere

maruz kaldiklarinda yaygin olarak balik ve diger hayvanlarda induklenirler.

Enerji sistemlerinin induksiyonu enerji gerektiren bir islemdir ve temel olmayan
nitelikteki herhangi bir enerji kaybi teorik olarak diger biyokimyasal ve
fizikokimyasal surecleri degistirebilir. Bundan dolayr MFO enzimleri ve o6zellikle
uzun sureli yiksek seviyeli induksiyonlar, baliklar ve su canlilari igin buyuk risk

olarak kabul edilebilir.

2.1.6. PAH’larin Tayin Edilme Yontemleri

PAH’lar hakkindaki mevcut temel bilgiler, kirlenmis su, toprak ve sedimentlerin
temizlenmesinde bircok uygun yaklagimlarin ve biyolojik iyilestirmenin gelismesine
yol agcmistir. Gereken uygulama tekniklerini gelistirmek icin énemli ¢abalar halen

devam etmektedir.

insan viicudunda, PAH’lar baska kimyasallara dénlsir ve viicuttaki maddelere
baglanabilir. Maruz kalinma durumunda bu maddelere bagdli PAH’lar vicut
dokularinda veya kanda dl¢ulebilir. PAH’lar veya metabolitleri idrar, kan veya vicut
dokularinda olgulebilir. Bu testler maruz kalinan PAH’lari géstermesine ragmen, bu
testler herhangi bir saglik etkisinin olacagini tahmin etmek igin kullanilamaz veya
maruz kalinan PAH’larin kaynagi ve derecesini belirlemede etkili degildir. Bu
testler PAH’lari ve drunlerini belirlemek igin rutin olarak analiz listelerinde
bulunmaz. Clnkl bu kimyasallar tespit etmek igin olduk¢a pahali ve uzmanlasmis

O0zel ekipmanlar gerekmektedir.

Cevre koruma ajansi (EPA) dogada en c¢ok bulunan 1408 tehlikeli atik tespit
etmigtir. EPA’'nin degerlendirmelerine gore; PAH’lara maruz kalan bolgelerin sayisi
giderek artmaktadir. Bu bilgi 6nemlidir; ¢unkid PAH’lara maruz kalan bolgeler
zararli saghk etkilerine yol acabilir ve bu bdlgeler insanlarin PAH’lara maruz

kalmasinin gergek ve potansiyel kaynaklarini yayginlastirir [12].
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Kalici Organik Kirleticiler (KOK) ile ilgili Stockholm Sozlegsmesi, 127 ulke
tarafindan Mayis 2001 yilinda imzalanmigtir. Bu antlagsma KOK’larin kullanimini ve
uretimini  sinilama ve ortadan kaldirmak igin calismalar yurutmektedir.
Odaklandiklari maddelerden biri de hi¢ suphesiz PAH’lardir. Bu olusuma Uye olan
ulkeler, PAH’larin salinimina iliskin verileri paylasma konusunda anlasmistir.
PAH’lar toksisite, kalicilik ve ¢evresel yayginliklarindan dolayi Gzerinde galigmalar
giderek artmaktadir. Bu nedenle, akut toksisitelerinden oturl gevresel bir kaygi
olusturmus, atik yiginlarindaki kirleticilerin tayini igin etkin yontemler gelistirilmistir.
Bu bilesiklerin belirlenmesi i¢cin HPLC-FLD, HPLC-UV-DAD, GC-MS ve GC gibi
birgok analitik ydontem yaygin olarak uygulanmaktadir [53].

2.1.7. Benzo[a]piren

Benzola]piren (BaP)'i de icine alan bir dizi PAH’lar, insanda mutajen, kanserojen
ve/veya gelisimsel zehirli maddeler olarak bilinirler. BaP, PAH’lar1 temsil eder ve
bu Ug¢ tip toksisiteyi uygular. Bazi PAH’lar deneysel biyoanalizlerde karacigerde,
lenfatik dokularda ve yavru sinir sistemlerde olusan transplasental
kanserojendirler. Deney hayvanlari calismalarinda, PAH’lara maruz birakilan
hayvanlarin yetiskinlik dénemlerinde, cenin ve bebeklik periyotlari donemlerine
kiyasla PAH kaynakli kanserojene daha fazla duyarlilik gdstermislerdir. insanlarda

yas ile ilgili PAH’larin kanserojen etkilerini gosteren veriler mevcut degildir [62,63].

BaP kanserojen oldugu kanittanmis ilk PAH tlrudur [64]. BaP ilk olarak ya
epokside donuserek aktif hale dénusir, ya da deaktivasyona ugrar. Deaktivasyon
normalde diol olusumunu veya idrar ve safrayla kolayca atilacak formdaki
glutatyon konjugasyon olugsumunu igerir. Buna karsin baslangi¢ aktivasyon
durumunda birtakim olaylara yol agarak DNA’'ya baglanma ile sonuglanir. Bu tir

kusurlar kansere yol acabilir.

PAH-DNA etkilesimi potansiyel kanser riskini olusturur. ClUnkl kanser olusum
yolunda kritik adimi teskil eder. Bu etkilesim, deneysel ve epidemiyolojik
arastirmalarin her ikisinde kanser ile iligkilidir. BaP-DNA, beyaz kan hucrelerinde
PAH-DNA hasarinda vekil olarak maruz birakildiginda, absorpsiyondaki metabolik
aktivasyonda ve DNA tamirinde bireysel farkhliklari yansitir. Bundan dolayi,

bilgilendirici bireysel biyolojik dozimetre ve risk isaretleyici saglamaktadir.

Cevresel kirleticiler arasinda PAH’lar adsorbe olduktan sonra organizmalarca

metabolik olarak aktive edilmektedir. Boylelikle dogrudan  hucresel
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makromolekullerin nukleofilik gruplarina karsi reaktif hale donluserek kanser
oncusu olarak etki gostermektedir. PAH'In DNA'ya baglanmasinda DNA ve
kimyasal kanserojen arasindaki kovalent baglanmay: iceren metabolik aktivasyon
onemlidir. Bu reaksiyonu tetikleyen molekdller, kimyasal kanserojen olarak kabul
edilir. BaP'in DNA'ya baglanmadaki metabolik aktivasyonu igin farkli yollar

onerilmistir [65].

“ — OO‘O‘ = ‘OO
e —_—
Hidrolaz K
OOO HO\\ :
© OH

Benzo[a]piren (BaP) 7,8 BaP-arenokist 7,8 BaP- trans-dihidrodiol

OH Syn Anti

BPDE-10-N2dG 7,8 BaP- trans-dihidrodiol epoksitler

Sekil 2.3. BaP’in diol-epoksitlere aktivasyon yolu [65].
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Sekil 2.4. Kemirgenlerde diol-epoksit ve radikal katyon yollariyla in vitro ve in vivo
ortamlarda olusan BaP urunleri [65].
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Sekil 2.5. BaP’in benzilik ester yolu [66].
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Cizelge 2.2. BaP miktarina bagli olarak hareketsiz kaynaklardaki PAH miktarlari

[10]
KOémUrin yanmasi Odunun Dogal Asiri yakma
(evsel ve yanmasi yanginlar/Tarimsal (ng/L)
PAH endustriyel) (evsel ve drdnlerin
(ng/L) endustriyel) yakilmasi
(wg/L) (wg/L)
Benzolb]floranten 0.05 1.2 0.6 2.2 BbFA +
BKFA
Benzo[k]floranten 0.01 0.4 0.3 -
Benzo[a]piren 1.0 1.0 1.0 1.0
indeno[1,2,3-cd]piren 0.8 0.1 0.4 0.5

Cizelge 2.3. BaP miktarina bagl olarak hareketli kaynaklardaki PAH miktarlari [10]

Yolcu araci, | Yolcu araci, | Yolcu araci, Yolcu araci, Agir yuk
PAH Geleneksel | kapali déngu Dizel, Dizel, dolayl aracl
(nug/L) katalizoru dogrudan enjeksiyon (Mg/L)
(ng/L) enjeksiyon (Mg/L)
(MglL)

Benzolb]floranten 1.2 0.9 0.9 0.9 5.6
Benzolk]floranten 0.9 1.2 1.0 0.8 8.2
Benzol[a]piren 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
indeno[1,2,3-cd]piren 1.0 1.4 1.1 0.9 1.4
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2.2. Molekuler Baskilama Teknolojisi

2.2.1. Molekuler Baskilamanin Tarihsel Geligimi

Hedef molekul etrafinda ileri derecede organize olmus yapilarin sentezi, molekuler
hafiza olusturma ve bdylelikle polimerik malzemelerde tanima bdlgeleri olusturma
fikri, ilk olarak Linus Pauling tarafindan onerilmis ve geligtirilmistir. 1931 yilinda
Polyakov, silika partikullerle hazirlanan malzemelerde bazi genel siradigi 6zellikler
gOsterdigini gozlemlemistir [67]. Polyakov kuru silikaya bazi ¢oézlculer eklemis,
bundan sonra silikayl sicak su ile yikadiktan sonra yaklasik bir ay kurumaya
birakmigtir. Yeni malzemenin adsorpsiyon 6zelliklerini incelerken, bu malzemenin
daha oOnce kullanilan katki malzemelerine kargi ylksek adsorpsiyon ozellikleri
gosterdigini fark etmigtir. Ayrica bu malzemenin yapisal bir “hafizas1” olduguna ve

u¢ boyutlu polimerik matrikse eklenen katkilarin “baskilandigini” kegfetmistir [68].

Bu kavramin ilk deneysel uygulamasi 1949 yilinda Dickey’in son derece etkileyici
calismasiyla rapor edilmistir. Bu ¢alismada metil oranj ile adsorbe edilmis silika,
ayni yaplya kargl secici adsorpsiyon Ozellikleri gostermistir. Dickey, spesifik
adsorpsiyonun olustugu mekanizma hipotezini, Pauling’in antibadi olusum teorisi
ile ifade etmigtir. “Bu mekanizma, Pauling’in hedef molekll olarak antijen
molekullerini kullanarak antibadilerin olusmasi igin énerdigi mekanizmayla aynidir’
[69]. Glnter Wulff tarafindan rasemik karisimlarin ayrilmasi igin kullanilan
baskilanmis polimerler [70] ve Klaus Mosbach’in fenilalanin eter esterlerini
yeniden baglama 6zelliklerine sahip polimerlerin hazirlanmasina [71] iliskin mihenk
tasi niteligindeki makalelerinin basilmasina kadar; bu sonuglardan tam olarak
yararlanilamamigtir. Yazarlar bu yoéntemi Pauling’in antibadi dretim modelini
dikkate alarak, polimerik matrikste spesifik tanima 6zelligine sahip “baskilanmig”
bolgeleri olusturmak icin kalip molekul olarak kimyasal yapilarin kullanilabilecegini

gOstermislerdir.

2.2.2. Molekiler Baskilama Teknigi

Molekuler baskilama, ilgili hedef molekll igin segici tanima bdlgelerine sahip
sentetik polimerlerin hazirlanmasinda kullanilan bir tekniktir. ilk olarak,
monomerler hedef molekdl ile kovalent veya non-kovalent etkilesimlerle kompleks
olusturur. Polimerizasyondan sonra kalip molekulin uzaklastiriimasiyla, boyut,

sekil ve capraz baglanma ile yer edinen fonksiyonel gruplarin pozisyonu ile hedef
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molekule 6zgu baglanma bolgeleri olusur. Esas olarak, hedef molekile segcici

bicimde baglanma yetenegine sahip molekuler hafiza polimerde olusturulur.
Molekuler baskilanmis polimerlerin (MIP) hazirlanma islemi 3 adimda gergeklesir.

On-Polimerizasyon: Hedef molekiil, gapraz baglayici ve fonksiyonel monomer
kovalent veya non-kovalent baglanmayla kompleks olusumu icin segilir [72]. Bu
etkilesimde hedef molekulin U¢ boyutlu yapisi ve kimyasal 6zellikleri dnemlidir.

Monomer-kalip molekulin polimerizasyonu gergeklesir.

Polimerizasyon: Fotopolimerizasyon, termal polimerizasyon, elektropolimeri-
zasyon ve benzer reaksiyonlarla hedef molekillere tutunmus capraz bagl
kopolimerler olusur. Bundan dolayl polimerik matrikste monomerin fonksiyonel
gruplari uzaysal dizenlenmeye gecer ve Uu¢ boyutlu gbézenekli polimer ag

olusturmak icin konum oryantasyonuna dahil olur [73].

Elisyon: Kalip molekil uygun elGent ile polimerden ayrilir ve uzaklagtirlir. Daha
sonra fonksiyonel gruplar iceren baskilanmis molekullerin spesifik taninmasina
yonelik hedef molekulin boyut ve sekliyle uyumlu olan ¢ boyutlu bogluklar olusur
[74-76].
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Sekil 2.6. Molekuler baskilama yonteminin sematik gosterimi [67].
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Baskilama, kalip molekudl (a) varhiginda on-polimerizasyon kompleksi (b)
olusturmak icin fonksiyonel monomerlerin ve capraz baglayicinin kendiliginden
duzenlenmesiyle gergeklestirilir. Polimerizasyon bogluklarinda hala kalip molekulu
iceren baskilanmis polimerler yer alir (c). Hedef molekulin uzaklastirilmasi ile aktif

bosluklara sahip baskilanmis polimerler meydana gelir (d).

2.2.3. Molekiiler Baskilama Yontemleri
Hedef molekll ve fonksiyonel monomer grubu arasindaki etkilesime gore,
molekuler baskilanmis polimerlerin hazirlanmasi igin iki tur yontem mevcuttur:

Kovalent ve non-kovalent yontemi.

Kovalent Baskilama Yoéntemi (On Diizenlenme Yéntemi)

Bu yontem, Wulff ve Almanya’da Heinrich-Heine Universitesi'ndeki calisma
arkadas! tarafindan 1970’li yillarin baslarinda énerilmigtir [78]. Bu ydonteme goére,
monomer-kalip molekiil kompleksi tersinir kovalent baglanmayla gergeklesir. Ik
olarak; kalip molekdl monomer ile kovalent olarak reaksiyona girer ve borat
esterlerini, Schiff bazini veya imin asetal turevlerini meydana getirir. Sonrasinda
polimerizasyon ile g¢apraz baglh polimerler olusur. Daha sonra baskilanmig
molekuller elisyon varhginda kovalent bagin yikimiyla uzaklastirihr (Sekil 2.7).
Kiaguk moleklllld bilegikler genellikle fonksiyonel monomer olarak kullanilirlar.
Yaygin olarak kullanilan fonksiyonel monomerler etilen igeren borik asit ve dioller,
ayni zamanda asit esterleri ve benzerleri gibi silanli karigimlardir. Borik asit
esterleri en ¢ok kullanilan monomerdir. Buna kargin yontem, ¢ok sinirli kimyasal

reaksiyonlarin segiminden dolayi nadiren kullanilir [79,80].

Hedef molekil
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Sekil 2.7. Kovalent baskilamanin sematik gosterimi [75].
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Non-Kovalent Baskilama Yontemi (Kendiliginden Duzenlenme Yontemi)

Non-kovalent baskilama yontemi, Mosbach ve meslektaslar tarafindan 1980’li
yillarda Onerilen ve MIP’larin hazirlanmasinda en yaygin ve en etkili bicimde
kullanilan yéntemdir [81]. Kalip molekal ve monomerlerin kendiliginden
dizenlenmesi, fonksiyonel monomerin gruplari ile kalip molekul arasindaki
elektrostatik kuvvetler (iyon-dipol ve dipol-dipol), hidrojen bagi, hidrofobik
etkilesim, yuk transferi, metal selat ve van der Waals kuvvetleri gibi zayif
etkilesimlerden meydana gelir. Daha sonra polimerizasyon ile dizenlenmeler
korunur. Kovalent olmayan etkilesimler arasinda en 6nemli olanlardan biri iyon-
dipol ve en yaygin olarak kullanilanlardan biri de hidrojen bagidir. Bundan dolayt,
¢o6zlcu ekstraksiyonunun basit bir yontemi ile kalip molekul kolaylikla uzaklastirilir
(Sekil 2.8). Fakat, kovalent yontem ile karsilastirildiginda, non-kovalent yontemin
seciciligi nispeten daha dusuktir. Kovalent ve non-kovalent yontem arasindaki en
temel fark monomer ve kalip molekullerin kombinasyonunda farkli mekanizmalarin
kullanimidir. Polimerin molekller tanima o6zellikleri hedef molekdller ve kalip

molekullerin rolU arasindaki etkilesim esas alinarak belirlenir.

Ornegin Whitcombe MIP’larin hazirlanmasinda her iki yéntemi ustaca birlestirmistir
[82]. Kovalent ydntem ile fonksiyonel monomer olarak 4-vinilfenil karbonatini
kullanarak molekuler baskilanmis kompleksler hazirlamistir. Daha sonra,
kompleksler baz katalizérlGgu ile hidrolize edilmis; fonksiyonel monomerler ve
molekuller arasindaki kovalent baglanma yikilmistir. Bu islem sonucunda, hidrojen
bag vasitasiyla hedef molekilleri taniyabilen, MIP’lar Uzerinde non-kovalent

molekuler tanima bolgelerinin olugsmasina yol agmigtir.
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Sekil 2.8. Non-kovalent baskilamanin sematik gésterimi [75].
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2.2.4. Molekiler Baskilamada Kullanilan Bilesenler
Molekuler baskilanmis polimerlerin hazirlanmasi i¢in hedef molekul, fonksiyonel

monomer, ¢apraz baglayici, baslatici ve ¢éztcunin segimi dnem tagimaktadir.

2.2.4.1. Hedef molekil

Molekuler baskilama tekniginde c¢esitli maddeler kalip molekul olarak kullanilabilir.
Ornegin, MIP’larin hazirlanmasinda, karbohidratlar, amino asitler ve tirevleri,
organik aminler, vitaminler, proteinler ve diger molekuller, kalip molekuller olarak
basarili bigimde kullaniimaktadir [83]. Genellikle bu molekuller oldukg¢a polar
gruplar (karboksil ve amino gibi) igerirler. Fonksiyonel monomer ve gugla polar
gruplar daha kararli molekuler kompleksler olusturabildikleri ic¢in yuUksek
performansli  MIP’larin hazirlanmasi kolaydir. Yuksek segcicilik ve afinitede
molekuler baskilanmis polimerler, fonksiyonel monomer ile hidrojen bag
olusumuyla meydana gelebilir. Hidrojen baglarinin gicu, doygunlugu ve yonelimi
onemli avantajlarindandir. Makromolekuller, supramolekiler hicreler ve hatta

metal iyonlari bile hedef molekul olarak kullanilabilir [84].

2.2.4.2. Fonksiyonel Monomerler

Fonksiyonel monomer, polimerizasyon veya kopolimerizasyonda spesifik
fonksiyonel gruplar saglar. Cesitli polimerizasyon reaksiyonlarinda en yaygin
olarak kullanilanlardan biri serbest radikal polimerizasyonudur. Polimerizasyon
islemi esnasinda, baskilanmis molekul ve fonksiyonel monomerin mol orani
spesifik bogluklarin olusumunda buylk etkiye sahiptir [85]. Genellikle fonksiyonel
monomerin kalip molekll artisina orani, kalip molekll fonksiyonel monomer
dizenlenmesi saglar. Fonksiyonel monomerin asirisi, segici olmayan baglanma
bdlgelerindeki artisa yol actigindan, ylksek orandaki fonksiyonel monomer miktari
polimerizasyonda zararlidir. Kalip molekllin fonksiyonel monomere orani
genellikle 1:4 olarak kontrol edilir. Buna ek olarak, ayni zamanda baskilanmis
molekullerin fonksiyonel gruplari ve ¢dziici 6zellikleri polimerizasyonda dikkate
alinmalidir [86].

2.2.4.3. Capraz Baglayici

Capraz baglayici, ag olusturmak icin her molekll arasinda dogrusal molekiil
koprusu olusturur ve ayni zamanda polimer zincir olusumunu duzenler veya
ilerletir. Molekuler baskilanmis polimerlerin sentezindeki ¢apraz baglayicinin Ug¢

rold vardir: (a) MIP’larin morfolojisini kontrol eder; (b) baskilanmis tanima
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bolgelerindeki monomerlerin yonlenmelerini kontrol eder; ve (c) MIP dizisinin

mekanik kararlihgini etkiler [87].

Capraz baglayicinin miktari, dogrudan baskilanmig polimerin birim kutlesinde aktif
fonksiyonel monomerlerin ¢apraz baglanma derecesini ve sayisini etkiler. Aktif
fonksiyonel monomer sayisi ve c¢apraz baglanma derecesi dogrudan MIP’larin
seciciligini ve baglanma kapasitesini etkilemektedir. Sonu¢ olarak, fonksiyonel
monomerin gapraz baglayiciya orani molekuler baskilanmis polimerlerin 6zellikleri

Uzerinde buyUk bir etkiye sahiptir.

Capraz baglayici miktari az ise yetersiz ¢apraz baglanmadan dolayr MIP’larin
bosluk konfigurasyonu kararli durumda kendisini surdiremez. Bunun sonucu
olarak molekuller baskilanmig polimerlerin tanima yeteneg@i azalir. Ayrica asiri
¢apraz baglayici miktari, birim kutlede fonksiyonel monomer sayisini dusurir ve
tanima bélgelerinin sayisinin azalmasina yol acar. Ozellikle non-kovalent
molekuler baskilamada, capraz baglanma miktari MIP’larin farkli ¢dzuculerde
sismesini azaltir, segiciligi ve yapisal analoglarini ayirt etme yetenegini arttirir.
Ayni zamanda polimer zincir bogluklari arttirarak, analitin tanima bolgelerine hizlh
bir sekilde nufuz etmesini saglar. Genellikle MIP’larin ¢apraz baglayici orani
% 80’den daha yuksek olmaldir [88].

2.2.4.4. Baslatici

MIP’larin hazirlanmasinda kullanilan baslatma yéntemleri esas alindiginda radikal
polimerizasyon, radyasyon polimerizasyon ve elektrokimyasal polimerizasyon
yontemleri olarak tGge ayrilir. Radikal polimerizasyon baglaticisi, kolaylikla serbest
radikal olusturan molekullerdir. Bu bilesikler, termal ve fotolitik olarak radikal
polimerizasyonunun basglatilmasinda kullanilan serbest radikallere (6rn; birincil

radikal) ayrisma egilimindedirler.

Molekul yapilarina gére baslaticilar, genellikle benzoil peroksit (yagda ¢6zinen),
potasyum perstulfat (suda ¢ézlnen) gibi peroksit baslaticilar; azobisizobutironitril
(yagda c¢o6zinen), V-50 baslatici (suda ¢dzliinen) gibi azo bilesikli baslatici;
hidrojen peroksit ferroz tuzlari (suda ¢ézinen) gibi redoks baslaticilar olarak

siniflandirilir.

Azobisizobutironitrii  ve  azobisizobutironitrii G nitril, genellikle radikal

polimerizasyonda kullanilan baglaticilardir. En yaygin kullanilan baslatma
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yontemleri genellikle termal baslatma (60°C) ve fotobaslatmadir. Baglatma
yonteminin secimi, buyuk oranda hedef molekullerin karakteristik 6zelliklerine

baglidir.

Non-kovalent molekller baskilamada, duslik sicakliktaki fotobaglatma ile
sentezlenen polimerler, yuksek sicakliktaki termal baslatma ile hazirlanan
polimerlerden daha iyi 0Ozelliklere sahiptir [89]. Termal baglatma ile
karsilastiriidiginda, fotobaglatmanin bazi avantajlari vardir: (i) kalip molekul-
fonksiyonel monomer kompleksi daha kararlidir, (ii) kararsiz bilesikler kalip
molekul olarak kullanilabilirler ve (iii) polimerin fiziksel 6zelliklerinin degismesiyle

daha yuksek secicilik elde edilir.

2.2.4.5. Gozucu

Cozucu polimerin gbzenekli yapisinin olusmasini saglar ve hedef molekilin
baglanmasini kolaylastirir. Cézicu molekulleri polimerizasyon slresince polimerin
icine girer ve daha sonrasinda elusyon islemiyle uzaklastiriir. Coztcu molekulleri
ile olusan bdlgeler bogsluklar haline gelir ve sonrasinda polimer igerisinden ayrilir.
Polimerizasyon ile elde edilen polimer, ¢ézicunun eksikliinde daha yogun olur,

baglanma ve ellsyon surecinde kalip molekulin ntfuz etmesi kisitlanir [85].

Non-kovalent MIP’larda hedef molekul ve fonksiyonel monomer arasindaki
etkilesimde ¢ézucunin énemli etkileri vardir. Cézlcl sadece baskilanmis molekl
Uzerinde yuksek ¢ozunurlige sahip olmamali, ayni zamanda hedef molekul ve
fonksiyonel monomerle arasindaki etkilesimi arttirmalidir. Genel olarak, polar
¢6zlcu; baskilanmis molekillerin ve fonksiyonel monomerlerin kombinasyonu
azaltabilir, 6zellikle hidrojen bag olusumunu etkiler. Bu da MiIP’larin tanima
performansini daha koétl yapar. Bundan dolayi, genellikle benzen, toluen, ksilen,
kloroform ve metilen klortr gibi disuk dielektrik sabitine sahip ¢ozuculer kullanilir
[86].

2.2.5. Molekiler Baskilama Tekniginin Uygulama Alanlari

Molekuler baskilanmis polimerler, biyolojik reseptorleri taklit etmek amaciyla
uretilen ve kendi dogal rakiplerine goére hedef molekillere benzer afinitede ve
spesifitede baglanabilme 6zelliklerine sahiptir [90-92]. Teknik, basit ve ucuz bir
yontemdir. Ayrica asit ve bazlara, yuksek sicaklik ve basing gibi sert cevresel

kosullarda biyolojik rakiplerine gore bozulmaya karsi daha direnglidir [93-95]. Buna
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ek olarak, molekuler baskilama yontemindeki sentetik tasarim ile dogal reseptor

olmamasina ragmen hedef molekul i¢cin uygun etkilesim bosluklari saglamaktadir.

Wulff ve ark. [78] seker turevleri igin reseptor ozellikteki sentetik polimerlerin
hazirlanmasina yodnelik deneyi ilk olarak ortaya attiklarindan itibaren, baskilanmig
elementler olarak sekerler, aminoasitler, peptitler, ilaglar, steroidler, metal iyonlar
ve boyalar gibi gesitli tirdeki maddeler kullanilarak birgok makale yayinlanmis ve
buaylk basari elde edilmigtir [93,96-101].

Molekuler baskilama tekniginin ilgi ceken Ozelliklerinden biri de genig bir
yelpazede hedef molekullere uygulanabilmesidir. Kuguk organik molekullerin
(ilaglar, pestisitler, amino asit ve peptitler, nukleotitler, steroitler ve sekerler)
baskilanmasi iyi bilinmektedir ve rutin olarak gergeklestirilir. Bunun yaninda
MIP’lar, gbzenekli mikroklreler, nanokureler, nanoteller, ince filmler, nanoyapili
filmler, nanokompozitler ve cgesitli yari-cozinen nanojeller gibi cesitli fiziksel
formlarda sentezlenebilirler. Dogal karsitlarina (enzimler, antibadiler ve hormon
reseptorler) benzer sekilde MIP’lar cgesitli alanlarda ¢ok sayida uygulama alani

bulmaktadirlar.

MIP’lar  segciciliklerinden dolayr kromatografide kullanimi  gittikge artan
sorbentlerdir. Klinik, ilag, biyokimyasal ve c¢evre analizlerinde kullaniimaktadir.
Ozellikle ilag, plazma, idrar ve doku homojenati gibi biyolojik matrikslerdeki

endojen bilesiklerin analizlerinde 6nem kazanmaktadir [102,103].
Bununla birlikte;

e Katalitik aktiviteye sahip polimerler veya yapay enzim olarak,

e Biyolojik reseptorleri taklit eden yapilar olarak,

e Biyolojik sensorler olarak,

e Secimli diflizyonu saglamak lzere tasarlanmigs membranlar olarak,

e Agir metal iyonlarinin atik sulardan uzaklastiriimasi ve asirn metal
detoksifikasyonunda kullaniimaktadir [104-106].

Ticarilesmesiyle ilgili olarak, ozellikle analitik kimya ve biyokimya alanlarindaki
uygulamalarda  MIP’larin ~ biyomakromolekilllerde  kolayca  gdzlenebilen
avantajlarindan dolayi (numune temizleme ve 6n-deristirme) son on yilda buylk

bir ilerleme gerceklesmistir.
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2.3. Molekiuler Baskilama ve Kriyojeller

Analitik kimya, geleneksel kromatografik veya elektroforetik ayirmalarda her
zaman problemleri ¢ozemez. Bazi durumlarda afinite kolonlar kullaniimaktadir.
Afinite kolonlari analitin biyomolekullere tersinir ve segici bigimde baglanmasina
dayanir. Arastirmaci igin afinite adsorbentlerin hazirlanmasi ¢ogu durumda
ekonomik dedildir ve bundan dolayi bunlar ticari olarak temin edilirler. Diger bir
sorun ise birgok benzer bilesigin, kompleks 6rnek matriksinden ayriimasidir.
Polimerik tasiyicilarin Uretiminde karsilasilan sorunlarin yani sira kimyasal ve
biyolojik bilesiklerin kullaniimasinda karsilasilan sorunlar yeni polimerik jellerin

tasarimini gerektirmektedir.

Biyoteknolojide dnemli bir potansiyele sahip polimerik tasiyici tiplerinden birisi de
kriyojellerdir. Kriyojel Yunanca kri'os (kryos) kelimesinden gelen donma
sicakhginin altinda kismen donmus monomer veya polimer ¢dzeltiler kullanilarak
meydana gelen jel matrikslerdir [107,108]. Kriyojeller makrog6zenekli veya super

makrogozenekli yapida, sungerimsi morfolojiye sahip jellerdir.

Kriyojellerin olusumunda, makroskopik olarak sifirin altinda donmus karisim
icerisinde donmamis sivi mikrofazda yer alan polimer dnculeri polimerleserek buz
kristallerinin etrafinda bir ag yapi olusur. Tepkime tamamlaninca donmus karisim
oda sicakligina getirilir, buz kristalleri erir ve “kriyojel” olarak adlandirilan gézenekli
polimerik ag yap! elde edilir. Sekil 2.9'da kriyojel olusumu gdsteriimektedir.
Kriyojellerde donmus sistem tek bir kati blok halinde gérinmesine ragmen
heterojendir, donmus buz kristallerinin etrafindaki donmamis kisim sivi mikrofaz
icerir. Polimer onculerinin derisimleri bu sivi mikrofaz icerisinde ¢6zucinun
donmasiyla oldukga derisik hale gelir. Bu olaya kriyoderisme (donma ile derisme)
denir. Kriyojel olusumu sirasinda blyuyen buz kristalleri “gézenek olusturucu”
olarak davranir. Bu kristallerin sekil ve buyuklagu, kriyojellerin gézeneklerinin sekil
ve buyukluklerini belirler. Gézeneklerin sekil ve boyutlari monomer derisimine ve
sicakhiga baghdir [109-111].

2.3.1. Kompozitler

Kriyojeller, genis gbdzeneklere sahip polimerik yapilardir. Genis gozenekler
uygulamada kriyojellere bircok avantaj saglamakla beraber, duslk ylzey alani ve
buna bagli dusuk adsorpsiyon verimi gibi bircok sorunu da beraberinde getirir.

Bununla birlikte kalip molekulin varligi, derigsimi ve ortam koagulasyonu ciddi
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bicimde kriyojelin gbézenek yapisini, sonu¢ olarak baglanma kapasitesini ve
gercirgenligini etkiler [112-114]. Ayrica hidrofobik kriyojellerin hazirlanmasinda su
fazinin kullanimi mamkdan degildir. Yogunluk, duzenli hicre yapisi ve homojen
g6zeneklilik daha yuksek adsorpsiyon kapasitesi saglar. MIP kriyojellerin yapimi
kolay olmasina ragmen duguk gecirgenlikleri ve farkli morfolojileri 6Gnemli dl¢ude
uygulanabilirliklerini kisitlar. Bu problemlere ¢6zim, kompozitlerin kullanimidir.
Hazirlanan kompozitlerin amaci; kriyojellere destek malzemesi olarak kullanarak
adsorbentler icin kararl bir etkilesim ortami saglamaktir [115,116]. Ayrica mikro
veya nano parcaciklar igeren kompozitler genis ylzey alanini olusturarak
adsorpsiyon kapasitesinin artmasini saglarlar. Hidrofobik 6zellikte hazirlanan bu

partikuller, kriyojellerin hidrofobisitesini de 6nemli dlgtde arttirir.

Kompozitlerin segimi, gbézenek boyutu, ylzey alani, hidrofobisite, baglanma
kapasitesi ve gegirgenlik gibi parametreleri hesaba katar. Molekuler baskilanmig
kompozitler ticari membranlarin fonksiyonellestiriimesi temel alinarak gelistiriimis
ve baskilanmis polimer fazin mekanik kararliligi arttirlmigtir. MIP kompozitlerin
herbisitleri [117,118], nukleotitleri [119,120] ve ilaglari da igine alan genis bir hedef
molekul araligi vardir [121,122].

2.3.2. Molekuler Baskilanmig (MIP) Kriyojellerin Uygulamalari

MIP kriyojellerin oldukga sira digi 6zellikleri kisa surede dikkat ¢cekmeye basladi.
Bu malzemelerin sentezinin olduk¢a kolay olmasi, yillarca kararli olmalari ve
Uretim maliyetlerinin dislk olmasi gibi birgok farkli ézelliklerinden dolay gesitli

uygulama alanlarinda kullaniimaktadirlar [123].

Kriyojeller, makrogdzenekli yapilari ile dolgulu kolonlarin partikiller arasi
bosluklarini icermeyen tek parca kolonlar olarak tanimlanabilir. Bu ozellikleri
sayesinde yuksek ve kontrolli gbézeneklilie sahip kriyojeller sentezlenerek daha
iyi gecirgenlik elde edilir. Bu da dogrusal akis hizini artirirken daha dusuk geri
basingta daha hizli ayirmayi sadlar. Buna ek olarak, kriyojeller kitle transferi igin
daha dusUk bir dirence sahiptir ki; bu 6zellikleri yliksek akis hizlarinda bile daha iyi

ayirmayi saglar [124].

MIP kriyojellerin  ylUksek gbzenekli morfolojilerinden dolayr ylksek segici
gecirgenlige sahiptirler. Baskilanmis kriyojeller, geleneksel yigin polimerlerin
tanima bolgelerindeki sinirli erisim ve ayni zamanda ticari membranlardaki

secicilik yetersizligindeki sorunlarin Ustesinden gelebilir. MIP kriyojel boyunca
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tasinim Ozellikleri, membran gézenek yapisi ve baskilanmig bogluklardan kaynakli
secici adsorpsiyon etkisiyle kontrol edilir [125]. Bu tur kriyojeller yuksek hacimlerde
duguk derigimlerdeki orneklerin toplanmasini saglar ve bundan dolayi yuksek
hacimlerdeki ornekler kisa surede ekstrakte edilebilirler. Genellikle, bu tur
problemler gevresel analizlerde kargilagilir. Sonug olarak, ayirma performansi
sadece molekuler tanima etkisine degil ayni zamanda Ozellikle gozenek gibi

membran morfolojisine baglidir.

2.3.2.1. Kriyojellerin Performansini Etkileyen Parametreler

Baskilanmis  kriyojeller Gzerindeki baslica gelismeler, MIP kriyojellerin
polimerizasyon kosullarini ve ayirma yeteneklerini optimize etmek Uzerine odakh
olmustur. Bu tur kriyojellerin hazirlamasi oldukga basit olmasina ragmen ayirma
teknolojisinde bu malzemelerin uygulamalari, ¢ézlicu ve 6rnegin etkin gegisi igin
genis gozenekli olmasi gerekir. Kriyojellerde ayni anda mezo ve
makrogdzeneklerin ve molekuler Olgekte baglanma bdlgesinin  olusumunu
saglayan uygun kosullari uygulamak buylUk bir sorundur. Bundan dolayi en sik
kullanilan yaklasimla, porojenik ¢ozlicu eklenmesiyle polimer yogdunlugu
azaltilarak makrog6zenekler olusturulur [126]. Porojenik ¢ézicunun termodinamik

olarak zayif ¢bzucu olmasi gerekir.

Kriyojellerde zayif ¢dzlcu igerigi, gdzenegi kontrol altina almak igin 6nemli bir
parametredir. Daha ylUksek derisimdeki zayif ¢o6zlicu daha gozenekli yapi
olugmasini saglarken; ayni zamanda daha kirilgan malzemelerin olusmasina yol
acar. Zayif ¢ozucl ve polimerizasyon slresi optimize edilerek istenilen

baskilanmis kriyojellerin hazirlanmasi gergeklestirilebilir [127].

Kriyojellerin molekiler tanima ve akis yonu oOzellikleri agisindan performansi,
Ozellikle yodunluk ve polimer gbézenekliligi olmak Uzere birgok faktére baglidir.
Yuksek secicilik ve yuksek gecirgenlige sahip kriyojelleri elde etmek igin, ozellikle
kalip molekul miktari, fonksiyonel monomer, g¢apraz baglayici, porojenik ¢dzucd,
baslatici miktari ve tipi gibi bazi kosullarin optimize edilmesi gerekiyor. Ayrica
baslatma iglemleri ve polimerizasyon zamani gibi polimerizasyon kosullari da
onem tasimaktadir. Porojenik ¢ozlcu sec¢imi, kriyojellerin gdzeneklerinin
kontrolinde dnemli parametrelerden biridir. Bu nedenle segilen porojen, polimerin
iyi akig gostermesi igin polimerde genis gozeneklerin olugmasini saglamali, ayni

zamanda kalip molekult, monomeri ve ¢apraz badglayiciyl da iyi ¢ozebilmelidir.
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Diger taraftan ¢ok polar porojenlerden kaginiimahdir. Cunki kalip molekul-
monomer biriminin kararlihdini ve sonug olarak kriyojellerin segciciligini olumsuz

sekilde etkiler.

Monomer ve c¢apraz bagdlayicinin tirt ve miktarinin degiskenligi sadece
kriyojellerin farkli kompozisyonda olugsmasina degil; ayni zamanda farkli gézenekli
yapilarin olusmasina yol agar [128]. Bundan dolayl monomer/¢apraz baglayici
oraninin etkisi iyi belilenmeli ve uygun c¢apraz baglayici kullanilarak ylksek

secicilik saglanmalidir [129].

Capraz baglayici miktarinin artisi kriyojellerin segiciliginin de artisini saglar ve
polimerin artan sertligi, tanima bolgelerinin kararliigini artirir. Buna karsin,
monomer ve g¢apraz baglayicinin yluksek derisimleri sonucu ¢ok yogun polimer

olusabilir; bu da iyi olan akig 6zelliklerini azaltir [130].

Monomerlerin ve ¢6zicunun sec¢iminin yaninda, kalip molekilin fonksiyonel
monomere orani sadece baskilama etkinligini degil ayni zamanda kriyojellerin

morfolojisini de etkileyecedi gdéz 6ninde bulundurulmalidir [131].
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Sekil 2.9. KrlyOJeIIerln olusumu: 1: Cozeltideki monomerler; 2: Coézicu;

3: Cozeltideki makromolekiller; 4: Donmamis sivi mikrofaz; 5: Donmus ¢6zicinin
polikristalleri; 6: Kriyojellerin polimerik iskeleti; 7: Makrogozenekler [132].
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2.4. Sensorler

Modern gelismislik seviyesi buyuk Olgide sanayi devrimine baglidir, ancak ayni
zamanda endustriyel gelismeler ciddi ¢evresel sorunlari yaninda getirmigtir.
Endustriyel atik kirliliginin yani sira, organik maddelerin eksik yanmasi sonucu
cesitli toksik hidrokarbonlar ve diger aromatik bilegikler ortaya ¢cikmaktadir. Cogu
kanserojen olan bu maddeler, havada ve sudaki canlilar igin son derece zehirlidir.
Bu kaygi, cevre koruma yetkililerini bu tehditlere karsi etkili tespit uygulamalarina
yoneltmistir. Gaz kromatografi kutle spektrometresi (GC-MS) ve yuksek basingli
sivi kromatografisi (HPLC) gibi teknikler uygun tespit yollari saglamistir. Bununla
birlikte sensor teknolojisi [133] ¢evresel analizlerde klasik tekniklere gore ¢ok daha
fazla avantaj sunmaktadir. YUksek hassasiyeti, kiguk boyutlari, disik maliyeti ve
yuksek sicaklik, disuk pH gibi sert kosullarda c¢alisma kabiliyetleri onlari gesitli

cevresel kirleticiler karsisinda avantajli konuma getirmektedir [134].

Sensor, Olgulebilir tayin sinyalini Uretmek veya etkilesim islemini kontrol etmek igin
fiziksel ve kimyasal uyarilara cevap veren cihazdir [135]. Sensorler sayisiz
uygulamalarla gunlik yasamimizin ayrilamaz bir parcasi haline gelmistir. Cikis
gerilimi ile sicaklik degisimine yanit veren sicaklik sensoru veya etkilesimli monitor
ekranina dokunma duyarli sensodrler gunlik kullanimdaki sensoérlerdir. Isik, 1si
veya basing gibi dis fiziksel durumlar igin olusturulan sensorler nispeten basit
olmasina ragmen hedef uyaranlar atom veya molekillerden gelirse daha karmasgik
hale dénusebilir. Bu tlr sensorler, genellikle kimyasal sensérler (kemosensor) ve
biyokimyasal sensorler (biyosensdr) olarak adlandirilirlar. Kemo- ve biyosensorler
secgici olmali ve gercek orneklerde karsilastirildiginda genel komplikasyonlar
altinda bile analitleri duyarli bir sekilde tespit edebilmelidir. Genel olarak, ilgilenilen
analitin test ¢ozeltisi, farkli derisimlerde girisim yapan maddelerle birlikte bulunur.
Boylece, sensdrler sadece analitlere karsi secici olarak cevap vermemeli, ayni

zamanda diger girisim yapan maddelere karsi da duyarsiz olmalidir [136].

2.4.1. Molekiler Baskilanmis Sensorlerin Segiciligini Etkileyen Faktorler

Baskilama reaksiyonlari, MIP’lardaki fonksiyonel gruplar ve hedef molekiiller
arasindaki secici reaksiyonlardir. Baskilama reaksiyonlarinin segiciligi, hi¢
stphesiz molekiller baskilanmis sensorlerin seciciliginde de &énemli bir rol

oynamaktadir.
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Baskilama reaksiyonlari, tersinir kovalent baglanmalarin yaninda ayni zamanda
hidrojen bagi, iyonik etkilesim, metal-ligand etkilesimi, Pi-Pi kuvvetleri, hidrofobik
kuvvetler ve van der Waals kuvvetlerini igeren non-kovalent etkilesimleri igerir.
Bdylece tersinir kovalent baglarin ve non-kovalent etkilesimlerin olusumunu

etkileyen tum faktdrler hedef molekile kargi MIP’larin tanimasini etkileyecektir.

Bazi kalip molekuller, ¢6zicu ve sicaklik gibi kosullar fonksiyonel gruplarin
yonlenmesinde degisiklige yol agabilirler. Kovalent bag olusum reaksiyonlari veya
non-kovalent bag olusum reaksiyonlari belirli yone sahiptirler. Eger fonksiyonel
gruplarin yonlenmesi hedef molekiller ile eslesmez ise, baglanma gucu ve orani

yuksek oranda etkilenir veya baglanma reaksiyonlari gergeklesemez [137].

MIP’lar yUksek capraz bagh kopolimerlerdir, elektrostatik itme ve sterik engel,
hedef molekul ve fonksiyonel gruplar arasindaki reaksiyonlari engeller ve bu da
MIP’larin kapasitesinde azalmaya hatta seciciliginin ve afinitelerinin kaybolmasina

yol agar [138].

Cozuculerin polaritesi, dielektrik sabiti, protonasyon ve kompleks olusturma gibi
bazi oOzellikleri baskilama reaksiyonlari Uzerinde buyUk bir etkiye sahiptir. Bu
faktorler molekuler etkilesim vasitasiyla MIP’larin afinitesini ve segiciligini etkiler
[139,140]. Cbzucl, fonksiyonel gruplarin inhibitéri olarak davranir ve MIP’lar
Uzerindeki etkilerini gosterirler. Ayni zamanda hidrojen baglarinin olusumu gibi
zayIf etkilesimlerle kalip molekuller ve fonksiyonel gruplarin reaksiyon aktivitesini
etkilerler. Ozellikle zayif etkilesimler kendiliginden diizenlenen molekdllerin
olugsmasini belirlerler. Eger hidrojen baglari ve diger etkilesim turleri ilk olarak
¢6zlclu ile olusursa, hedef molekdllerin polimerin fonksiyonel gruplariyla etkilesime
girmesi oldukga zorlasir. Bundan dolayi, kendinliginden dizenlenen MIP’larin
hazirlanmasi genellikle nonpolar organik ¢odzlculerde gergeklesir. Son yillarda,
molekuler baskilama teknolojisindeki gelismelerle ¢ozuclu olarak su kullaniimasi
saglanmistir [141-143]. Bu c¢alismalarda MIP’lar sulu ¢ozeltilerde hazirlanama-
masina ragmen, sulu fazda kalip molekdllerini tanima ve baglanma yetenegine
sahiptirler. Bu sonu¢ en azindan sulu fazda molekiler baskilama reaksiyonlarinin

meydana gelebilecegini gostermistir.

Bir dizi deney, aktif bolgelerin ve fonksiyonel grup sayisinin MIP’larda seciciligi ve

afiniteyi buyuk olcude degistirdigini gostermistir. Genellikle, MIP’larda aktif

38



bolgelerin sayisi arttikga hedef molekullerin segiciligi ve afinitesi artar [144,145].
MIP’lardaki fonksiyonel gruplarin sayisi, hedef molekullerdeki fonksiyonel gruplarin

sayisina baghdir.

2.4.2. Molekiler Baskilanmig Sensorler

Molekuler tanima, birgcok biyolojik sureclerin temel ilkesidir. Biyolojik molekullerin
kendilerine 6zgu yapilari, dogal hedefleri ile mukemmel bi¢cimde uyumludur.
Antibadilerin antijenlerle, enzimlerin substratlarla veya reseptorlerin hormonlarla
iligkisi ornek verilebilir. Bu biyomakromolekuller, biyomedikal ve analitik kimya
alanindaki uygulamalarda ve afinite teknolojilerinde tanima sistemleri olarak
kullanilabilirler. Ancak, bunlar mikemmellikten uzaktir. Dogal cevreleri diginda
kararsizdirlar ve bundan dolayl standart endustriyel Uretim islemlerine entegre
etmek guctir. Bundan dolayr hedef molekillere yuksek afinite ve segcicilikte
baglanma ve tanima yetenegine sahip 6zel yapay reseptorler olusturmak ve segici
yapilari inga edebilmek, arastirmacilar igin uzun doénem bir hayal olmustur.
Molekuler baskilama yapay reseptorlerin olusumunda basit bir alternatif yol

sunmaktadir.

Molekuler baskilama, fonksiyonel monomerlerin ve c¢apraz baglayicinin
kendiliginden duzenlenen bir 6n-polimerizasyon esnasinda kalip molekdl
kullanilarak polimer matrikslerde Ug¢ boyutlu spesifik bosluklarin olusturulmasidir.
Polimerizasyon surecini takiben, kalip molekllin uzaklastiriimasi ile polimerik
matrikste, hedef moleklll tekrar baglama yetenegine sahip, serbest Ug-boyutlu

bosluklar meydana gelir.

Boylece MIP hedef molekillere spesifik baglanma ve tanima yetenegine sahip
biyolojik reseptoérlerin en dnemli 6zelliklerine sahiptirler. MIP’lar yapisal acgidan,
biyolojik reseptdrlerden cok farklidirlar. Ornegin, proteinlerde monomerler (amino
asitler) belli bir dizene goére dizilirler ve polipeptit zincirleri ikincil ve Uguncll
yapllarina en iyi sekilde dizenlenerek katlanirlar. MIP da ise, monomerler rastgele
duzenlenir, zincir uzunlugu kontrol edilemez ve yuksek derecede gapraz baglayici
polimerik agin kaotik yapisina eklenirler. Spesifik baglanma bdlgeleri baskilama
islemiyle olusturulmasina ragmen, hedef molekul-monomer kompleks olusumunu
duzenleyen denge etkisi ve polimerizasyonun tamamlanmasinda polimer zincirinin

gelisme dinamiginden dolayi bu bolgeler siklikla heterojendir.
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Cogu heterojen gozenek boyut dagilimi ve baglanma bolgelerinin  yigin
olmasindan dolay! kutle transferi yavastir. Boyutlarindan dolayr MIP’lar binlerce
veya milyonlarca baglanma bdlgesi tasirlar, oysaki biyolojik reseptorler bir veya
birka¢ baglanma bolgesine sahiptirler. Her zaman sorun olmamasina ragmen bu

Ozellikler MIP’larin belli bir yerde bulunmasini engeller [146].

Molekuler baskilanmis sensoérler igin, molekller baskilanmig polimerler asagidaki

Ozelliklere sahip olmalidir [147].

1. Uygun sertlik: kalip molekll polimerden uzaklastirildiktan sonra bosluklar
orijinal seklini ve boyutunu korumali,

2. Uygun esneklik: hedef molekuller ve bosluklar arasindaki denge
kombinasyon reaksiyonu hizli bir gsekilde meydana gelmeli,

3. Uygun mekanik kararllik: sensorler her kullanimda ve tekrar kullanimlarda

kararli olmalidir.

2.4.3. Molekuler Baskilanmig Sensor Tirleri

Sensor geligtiriimesinde, kimyasal duyarll ylzeylerin se¢imi en c¢ok dikkate
alinmasi gereken kismi olusturmaktadir. Bu nedenle cesitli dogal ve sentetik
malzemeler sensoér ara yuzeyine entegre edilebilir. Bu ylzeyler dogal antibadiler
[148], kendiliginden dlzenlenen tek tabakalar [149], afinite ylzeyler [150] ve DNA

etiketlenmis biyomolekdiller olabilirler [151].

Kaplanan arayuzlere ek olarak, ayni zamanda malzemedeki kimyasal degigimlerin
uygun Olgulebilir sinyallere donUsebilecedi donustartcilerin tasarimi da énem
tasimaktadir. Tayin amacina yonelik donusturuculer genis bir yelpazede mevcut-
tur. Bunlar potansiyometrik [152], optik [153], kutle duyarl (MOS) [154], metal oksit

yari iletken aletler [155] ve alan etkili transistorlerdir [156].

Tum bu yontemlerin yani sira yuksek hassasiyetli ve secici yapay reseptor
yuzeylerinin sentezlenmesinde, molekuler baskilama nispeten yenilikgi bir
yaklagsimdir [157]. Bu teknik ¢ok yonladar ve bakteri [158], virls [159], maya
hicreleri [160], kan hucreleri [161], enzimler [162] ve pek ¢ok farkli biyoanalite
uygulanabilir. Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH’lar) ve herbisitler gibi kararl
yaplya sahip analitlerin varliginda, molekiler baskilama ile 6nemli hassasiyet ve

secicilik elde edilir.
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Sensorlerde yigin baskilanmis polimerler ilk olarak 1992 yilinda rapor edilmigtir.
Bu c¢alisma aminoasitlerin, nukleik asitlerin ve kolesterolin baskilanabilecegini
gostermigtir [163]. O zamandan beri MIP’larin sensor uygulamalarina yonelik 1200
den daha fazla makale yayinlanmigtir. MIP’larin sensordeki en temel iglevi segici
baglanmadir. Kalip molekulin MIP’lara baglanmasi kutle (akustik sensor gibi),
refraktif indeks (SPR sensorler) veya empedans (elektrokimyasal sensorler)
degisiklikleri olarak sensor tarafindan kaydedilir. Kalip molekulin baskilanma
bolgesindeki  fonksiyonel gruplara baglanmasi  esnasindaki  optik ve
elektrokimyasal sinyal uretebilme yetenegine sahip MIP temelli cok sayida sensor

ornekleri bulunmaktadir [164].

Optik sensorlerin digerlerine goére bazi énemli avantajlari vardir; 6rnegin daha
dusuk tayin limitleri ve daha ylksek hassasiyet saglarlar. MIP’lar optik sensorlerin
tasariminda basarili bicimde kullanilmisgtir. Kimyasal duyarli modern sensorler
molekuler tanimaya elverisgli, organik ¢o6zucllere karsl direngli, zaman iginde
kararli ve hemen hemen her turli analite uygulanabilir nitelikte olmalidir. MIP’lar
tum bu kosullarda kullanilabildiginden dolayr dogal antibadiler gibi dogal
yarismacilara gore daha fazla tercih edilmeye baslanmis ve sensér tasariminda

ideal araylzey olarak kabul gérmektedirler [165].

2.4.3.1. Optik Sensorler

Optik sensor teknolojisi, biyoteknoloji, gevre kontrolleri, ilag ve klinik analizler gibi
cesitli 6nemli uygulama alanlarinda kendine yer bulmustur [166]. MIP’lar,
olaganustlu Ozelliklerinden dolay! optik cihazlara kolaylikla uygulanabilir. Optik
sensorler igin kalip molekullerin optik 6zelliklerine bagl olarak birgok olasi tasarim
mevcuttur. Eger analit bazi optik Ozelliklere sahip ise taninmasi MIP’larla
gerceklestirilebilir. Optik doénuastiriculerde, MIP ylzeydeki baglanma olaylari
dogrudan olgulebilir ve elektronik sinyallere dénuasturilebilir. Yizey malzemenin
absorpsiyonunu, yansimasini veya floresansini iceren optik 6zelliklerdeki

degisiklikler analit etkilesimleri Gzerine kaydedilir.

Kiguk kalip molekillerin MIP immobilize sensoér ylzeylerindeki etkilesimi ile
olugan sinyalin buyuklugu bazi istisnalar [167] diginda genellikle ¢ok ylUksek
degildir [168]. Boylece, SPR MIP sensorler ile ¢cok dusik tayin limitleri (pM)
saglanmistir [169]. Basarinin anahtari ¢ip ylzeyinde olusturulan (100 nm) ¢ok ince

polimer kaplamasindan kaynaklanmaktadir. Buna ek olarak daha yuksek
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duyarlilikta sensor cevaplari, genellikle proteinler gibi daha buyuk analitler igin
saglanir [170]. Kaguk molekdller igin sinyal, hedef molekul-polimer etkilegsimleri
tarafindan tetiklenen polimerdeki konformasyonel dedgisikliklerle guclendirilebilir
[171]. Tayin limitindeki iyilesme, kompleks matrikslerdeki sensor uygulamalarinin
basarisi igin 6nem tasimaktadir. MIP kalinliklarinin ve morfolojisinin kontrdlU bu tar
cihazlarda esastir [172]. Sensor ylUzeyine ince MIP kaplama yollarindan biri

asilama yontemidir [173].

Ug 6zel nitelik MIP temelli optik sensoérleri ticari uygulamalarda cazip bir hale
getirmektedir: (1) polimerler oldukca kararlidir ve otoklavlanabilirler;
(2) mikrouretim teknolojisi ile tam olarak uyumludurlar; (3) dogal ve diger yapay
reseptor sistemler ile karsilastirildiginda maliyeti ucuz ve hazirlanmasi kolaydir.
MIP temelli sensorlere yonelik ¢cok basarili érnekler bulunmasina ragmen, gelisim
ve pazarlama agisindan ticari faaliyetleri oldukga dusuk seviyededir. Cozulmesi
gereken problemler; MIP’larin sudaki dusuk performanslari, yiksek non-spesifik
baglanma seviyesi ve MIP’larin donusturiculere entegrasyonunun zorlugudur. MIP
sensOr uygulamalarinin en umut verici alanlari; medikal teshis ve c¢evre
analizleridir. Ayrica MIP sensoérlerin en dnemli beklentilerinden biri savas alanlari
ve sivil kosullar altinda kimyasal ve biyolojik savas ajanlarinin hizli ve yerinde (on-

site) tayinini saglayabilmesidir [174].

2.4.3.2. Yiizey Plazmon Rezonans (SPR)

Ylzey plazmon rezonans (SPR) fenomeni ilk olarak yirminci ylzyilin baglarinda
Wood tarafindan ortaya atilmistir. Wood, goérunur polarize 1s1gin metal 1zgara
Uzerine yansidigl anda 1sik ve koyu bantlarin anormal difraksiyon desenini tespit
etmistir [175]. Daha sonra Otto ve Kretschmann SPR'yi ylzey plazmonlarin optik
uyarilmalari olarak ifade etmislerdir. Isik toplam refleksiyon kosullari altinda cam
prizma vasitasiyla cam Uzerindeki ylzey kaplanmis metal film Uzerine diser
[176,177]. SPR sinyali refraktif indeksteki degisime kargi hassas oldugunda, SPR
bazli sensoérler baglanma c¢alismalarinda kullanilabilir. Refraktif indeks metal
yuzeyine yakin kitle (molekdller) birikiminden etkilenir [178]. Prensip olarak SPR
sensorler, yluzey plazmonlari tasiyan metal film ylzeyinde meydana gelen kiriima
indeksindeki degisikligi Olcen, ince film refraktometreleridir. $ekilde 2.10’da

enjeksiyon tipi SPR sensor gorulmektedir.
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Sekil 2.10. Akis hucreli SPR sensor sisteminin sematik gosterimi [178].

SPR, metal elektronlarinin serbest salinimindaki uyariimalari iceren bir optik
olaydir. Isik fotonlarn tarafindan tasinan enerji, metal yuzeydeki elektron
paketlerine transfer edilir. Plazmonlarin optik uyariimasi, 1sik fotonlarinin enerijisi
plazmonlarin kuantum enerji seviyesine tam olarak esit oldugu anda, sadece
uygun rezonans ve zaylflatiimis toplam yansima (ATR) kosullar altinda olusur. Bu
konfigurasyona gore, yuzey plazmonlari Uretmek igin ince metal film ile kaplanmis
prizma gereklidir. Prizma Uzerine ¢arpan belirli bir gelis acisindaki 1sik ince metal
film icine nufliz eder ve ATR kosullari ile karsilasir. Bu kosullar plazmon olusumlari
icin gereklidir ve enerji, fotonlardan metal elektronlara transfer edilir. Gelis agisi ve
IStk kaynaginin enerjisi ile iligkili olan elektromanyetik alan, serbest elektonlarin
salinimina baglidir. Metal elektronlarin delokalize oldugu durumlarda ortaya ¢ikan
plazmon olusumu, metal ve dielektrik ortam araylzeyde plazmon resonans
dalgas! olarak elde edilir (Sekil 2.11). Azalan elektromanyetik alan plazmon
rezonans dalgasi ile iligkilidir. Bu azalan dalga alani, dielektrik ortamda sinirli

penetrasyon derinligine sahiptir [179].

Girigim
Aram .
Molekiiler
Akigkan 9 o, o Bagianma
Alan :b aQ
sensircp . XY YEEYYY
(metal film)H

Kirilim
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Gelen lsik Prizma Yansiyan isik

Agi (Der.)

Sekil 2.11. Dielektrik sinirlarda gerceklesen toplam i¢ kirihm [178].
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Biyotanima elementleri yuzey plazmona yardimci metal film yluzeylere immobilize
edilirler. Analit molekullerini ihtiva eden ¢ozelti, SPR sensor ile temas halinde
oldugunda, ¢ozeltideki analit molekulleri molekuler tanima elementlerine baglanir
ve sensor yuzeyindeki kirllma indeksinde artis meydana gelir. Bu degisim yuzey
plazmonun yayilim sabitinin degismesine neden olur. Yayilim sabitindeki degisim,
yuzey plazmon ile etkilesen 1sik dalgasindaki herhangi bir 6zelligin degisimi ile
belirlenir. Bu etki zamana bagli olarak incelenirse Sekil 2.12’dekine benzer bir
sensorgram elde edilir. Sekil 2.12’de goruldugu gibi, ylzeye analit baglanmasi ile
rezonans agisi artmaktadir. Desorpsiyon ¢ozeltisinin sisteme verilmesiyle analit,
yuzeyden ayrilmaya baslar ve bir slre sonra sinyal tekrar eski seviyesine doner.
[180].

Sensorgram Baglanma Kinetikleri
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Sekil 2.12. Tipik bir SPR biyosensor sensorgraminin sematik gosterimi.

SPR sensorler ilk olarak, proteinler gibi blyluk molekillerin adsorpsiyonu igin dogal
antibadilerin taninma bolgelerinin  kesfi icin  benimsenmis ve bu amagla
biyosensorler tasarlanmigtir. Ayni zamanda SPR sensdrler baskilanmis polimerler
ile kombine edilerek uygulanabilir. Ancak, kiguk boyutlu kalip molekdller kiriima
indeksinde o6nemli bicimde dedisiklige katkida bulunamadigindan dolayi
hassasiyet genellikle sinirlidir. Dogal reseptorlerin aksine, SPR sensorlerin
kullaniminin en onemli avantajlari; saglamliklari ve depolama surelerinin uzun
olmasidir. Ayrica, performans kaybi olmadan yaklasik iki ay boyunca surekli olarak

Olcim gerceklestirebilir [181].
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intensite modiilasyonlu SPR sensérler, tek bir dalga boyu ve gelis agisinda, gelen
Isik dalgasi ve yuzey plazmon arasindaki baglantinin gucini olgmeye dayanir.
Dalga boyu ve gelen sk, sensor c¢ikigi olarak gorev vyaparlar. SPR
(biyo)sensorlerin performansini belirleyen temel 6zellikleri hassasiyet, dogrusallik,
cozunurluk, dogruluk, tekrar kullanilabilirlik, dinamik aralik, hassas tayin ve

kuantifikasyon limitidir [182].

2.4.4. Sensorlerin Uygulama Alanlari

Endustriyel, ¢cevresel ve tarimsal atiklarin surekli olarak dogaya birakiimasi toksik
kirleticilerin ylzey sulari ve yer alti sulari olmak Uzere ¢evrede 6nemli bir artisina
yol agmistir [183]. Organik pestisitler, agir metaller, fenol bilesikleri ve diger
bilesikler gibi bircok madde hayvanlar, bitkiler, mikroorganizmalar ve diger
yasayan organizmalar i¢in dnem arzetmektedir ve bu tur kirleticilerle kirlenen sulari
kullanan canlilarda ciddi saglik sorunlarina neden olabilirler [184]. Bu nedenle,
akut toksisitelerinden otura cevresel bir kaygi olusturmus, atik yidinlarindaki
kirleticilerin tayini igin etkin yontemler gelistiriimistir. Bu bilesiklerin belirlenmesi igin
HPLC, CEC ve GC gibi birgcok analitik yontem yaygin olarak uygulanmaktadir
[185]. Buna karsin, bu yontemler surekli yerinde izlemeye izin vermeyen, pahali ve
zaman alici yontemlerdir. Ayrica egitimli personele ihtiya¢ vardir ve numune
alimlari bazen karmasik hal almaktadir [186]. Bundan dolayi, ¢evre ve gida
maddelerinde cesitli toksik bilesiklerin analizinde yeni, glvenilir, tekrarlanabilir ve
ucuz yontemlerin gelisimi, analitik aragtirmalar igin 6nem tasimaktadir. MIP sensor
teknolojisi yerinde, yararli ve toksik maddelerin gergek zamanli tayinini ve
Olcumunu sagladigindan ¢evre ve saglik uygulamalarinda yuksek segicilikte

tanima ve afinite saglama potansiyeli ile 6ne ¢ikmaktadir.

Molekuler baskilanmis polimerler Ustin kararlilik, yuksek secicilik ve ¢ok iyi
mekanik dayanikhilik goésterirler. Ayrica sicaklik, asit ve baz kosullarina kargi
direncleri ve bunun yaninda disuk maliyet ve hazirlama kolayhigi gibi 6nemli
avantajlara sahiptirler. En énemlisi analiti etkili bir sekilde secici algilama bileseni
olarak dogal reseptorlerin yerini alabilirler [187]. Daha o6ncede belirtildigi gibi,
enzimler, antibadiler ve DNA gibi biyolojik reseptorler, sensér uygulamalarinda
kimyasal ve biyokimyasal tanima elementi olarak kullanildiginda zayif Uretilebilirlik,
kararsizlik ve sterilizasyon ile iligkili problemlerden dolayr birgcok dogal

sinirlamalara sebep olmaktadirlar. Bunun aksine, biyotanima elemani olarak
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kullanilan sentetik reseptorler, biyolojik reseptorlere gore alternatif sergileyebilir
[188].

kullanilabilirlik, mikrobiyal bozulmaya karsi direng ve segici reseptorlerin 6zel

Bundan dolayi, MIP sensorler, uzun depo kararlligi, potansiyel
sentezi gibi birgok avantaj sunmalari dolayisiyla ve medikal tani cihazlarinda da

onemli hale gelmigtir [189].

Sentezlenen polimerler, teshisten ayirmaya kadar genis bir uygulama alani ile
uyumludur [190]. Cok cesitli fonksiyonel monomerlerin mevcut olmasindan dolayi,
ilgilenilen herhangi bir hedef molekdl igin MIP tasarlamak artik muUmkundur.
Molekuller baskilama, sentetik reseptorlerin tasariminda mevcut birka¢ Uretken
teknolojilerden biri oldugu igin, senséor teknolojisinde enzimler ve antibadiler gibi
kararsiz biyolojik molekuller yerine kullaniimasi ilgi odagi haline gelmigtir. MIP’larin

dogal reseptorlere gore avantajlan asagida listelenmistir.

Cizelge 2.4. Dogal ve yapay (MIP) reseptorlerin sensodrlerde kullaniminin
karsilastiriimasi

Dogal biyomolekiiller

MIP’lar

Dustk kararhlik

Enzimlerin ve reseptorlerin yliksek
maliyeti

Susuz ortamda koéti performans

Farklh dogal biyomolekuller farkl
gereksinimlere sahiptir (pH, iyonik gug,
sicaklik, susbtrat)

Bazi onemli dogal reseptorler ve
enzimler yoktur ve antibadiler
hazirlanamaz

Minyaturizasyon ve mikroislem

teknolojilerde zayif uyumluluk

DusUk/yUksek pH’larda ve sicakliklarda
kararhlik (<140°C)

Ucuz ve hazirlanmasi kolay

Organik ¢dzuculerde kullanilabilir
Ayni ortamda farkli hedef molekdiller

icin calisabilir

Hemen her bilesik igin polimerler

hazirlanabilir

Mikroiglem teknoloijisi ile tam olarak

uyumludur

SPR biyosensorler medikal teshisler, cevresel izleme, savunma ve gida guvenligi
dahil olmak Uzere ¢ok sayida 6nemli alanlarda uygulanmistir. SPR sensdrlerde,
kimyasal ve biyolojik analitlerin tayini icin gesitli bigcimler uygulanmigtir [191,192].

Tayin bicimi hedef molekllin boyutu, mevcut biyomolekiler tanima elementinin
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baglanma karakteristigi, Olgulecek analitin derisim araligi ve drnek matriks temel
alinarak secilir. En sik kullanilan tayin bigimleri i) dogrudan tayin yontemi, ii)
sandvig tayin yontemi, iii) yarismali tayin yontemi ve iv) inhibisyon tayin yontemidir
(Sekil 2.13).

Dogrudan tayin yonteminde, sensor yuzeyinde biyotanima elementi (antikor)
bulunur. Codzeltideki analit, yldzeydeki biyoelemente baglanir ve Kkirilma
indeksindeki degisim SPR sensor tarafindan tespit edilir (Sekil 2.13i). Dogrudan
tayin genellikle yeterli yanit olusturan ilgili dersimdeki analitin dogrudan baglandigi
uygulamalarda tercih edilir. Spesifiklik ve LOD, sandvig¢ tayin yontemi kullanilarak
saglanir ve burada analiti yakalayan sensor yuzeyi ikinci bir antibadi ile inktbe
edilir (Sekil 2.13ii). Yarismali tayin yonteminde, sensor yuzeyi analit ile etkilesen
bir antikor ile kaplanir; konjuge analit numuneye eklendiginde, analit ve konjuge
analog yuzeyde sinirli sayidaki baglanma bdlgeleri icin yarisir (Sekil 2.13iii).
inhibisyon tayin yénteminde, analit igin afinitesi olan sabit derisimdeki antikor,
bilinmeyen derisimdeki analiti iceren numune ile karistiriir. Daha sonra karigim
analit veya analog immobilize edilmis SPR sensoér yuzeyinden gegirilir (Sekil
2.13iv) [193].

SPR sensorlerin bazi uygulama alanlari su sekilde 6zetlenebilir.
e Gida

SPR biyosensor teknolojisinin gida analizlerinde kabull artmaya devam ettikge,
gida kalitesi ve guvenlidi ile ilgili analitlerin tayinine yoénelik SPR biyosensorlerle
iliskili cok sayida yayin rapor edilmektedir [194,195]. Hedef analitler patojenler,
toksinler, ilag artiklari, vitaminler, hormonlar, antibadiler, kimyasal Kkirlilikler,

alerjenler ve proteinlerdir.
o Medikal teshis

Terapoétik mudahale icin normal biyolojik ve patojenik islemleri ve farmakolojik
tepkileri belirleyen hizli, hassas ve molekller biyoisaretcilerin spesifik tayini
modern biyoanalitilere dnemli bir hedef sunmaktadir [196,197]. SPR biyosensoérler
kanser isaretcileri, alerji ajanlari, kalp krizi isaretcileri, antibadiler, ilaglar ve
hormonlar gibi medikal teshis ile ilgili analitlerin tayininde kullanilabilecegini

gOstermistir.
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e Cevresel analizler

SPR biyosensorlerin  hedefindeki ¢evresel endise yaratan analitler; ozellikle

pestisitler, aromatik hidrokarbonlar, agir metaller, fenol, poliklorlu bifeniller ve

dioksanlar olarak siralanabilir [198,199].
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Sekil 2.13. SPR biyosensorlerde kullanilan temel tayin yontemleri: i) dogrudan
tayin yontemi, ii) sandvic tayin yontemi, iii) yarismali tayin yontemi ve iv) inhibisyon

tayin yontemi.
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3. MALZEME VE YONTEMLER

3.1. Kimyasal Malzemeler

Kalip molekul olarak kullanilan benzo[a]piren (BaP), benzo[b]floranten (BbF),
benzo[k]floranten (BkF), indeno[1,2,3-cd]piren (IcdP), 1-naftol, 2-hidroksietil
metakrilat (HEMA), etilen glikol dimetakrilat (EGDMA), L-fenialanin hidroklordr,
metakriloil klortr, N,N’-metilen-bis(akrilamid) (MBAAm), amonyum persulfat (APS),
N,N’-azobis-izobatironitril  (AIBN) ve N,N,N',N'-tetrametilen diamin (TEMED)
Sigma-Aldrich (St. Louis, ABD) saglanmistir. Asetonitril (HPLC icin uygun saflikta),
potasyum bromar, sodyum klorUr, diklorometan, trietilamin ve sodyum hidroksit ise
Merck (Darmstadt, Aimanya)'den saglanmistir. Deneyler sirasinda kullanilan sular
Barnstead (Dubuque, IA) ROpure LP® ters ozmoz uniteli selliloz asetat membranl
(Barnstead D2731) ve Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloid
uzaklastiricili, iyon degisimli ultra saf su cihazindan saglanmigtir. Kullanilan cam
malzemeler gece boyu % 5’lik nitrik asit ¢dzeltisinde tutulmus ve kullaniimadan

once deiyonize su ile durulanarak tozsuz bir ortamda kurutulmustur.

3.2. Deneysel Yontemler

3.2.1. N-Metakriloil-L-fenilalanin (MAPA) Monomerin Sentezi
N-Metakriloil-L-fenilalanin ~ (MAPA)  monomeri literatlre  uygun  sekilde
sentezlenmistir [77]. Uygulanan yontem kisaca soyledir: 5.0 g L-fenilalanin ve 0.2
g hidrokinon, 100 mL diklorometan (CH.Cl,) c¢ozeltisi icerisinde ¢dzulmustir.
Cozelti 0°C'de sogutulmustur. 12.7 g trietilamin bu ¢ozeltiye ilave edilmistir. 5.0 mL
metakriloil klorir yavasca bu ¢ozeltinin Ustune dokulmustir. Bu reaksiyon karigimi
azot atmosferi altinda manyetik karigtirici ile 2 saat oda sicakliginda
karistinimistir. Kimyasal reaksiyonun sonunda, reaksiyona girmeyen metakriloil
klortr, % 10'luk NaOH c¢odzeltisi ile 6zutleme islemi yapilmistir. Sulu faz, déner

buharlagtiricida uzaklastiriimis ve kalan kati kisim etanolde ¢ézulmustar.

3.2.2. On-Polimerizasyon Kompleksinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

BaP (kalip molekul) ve fonksiyonel monomer MAPA Cizelge 3.1’de verilen
oranlarla toluen iceren tuplerde oda sicakhginda 2 saat karistinimistir. Elde edilen
on-kompleksin karakterizasyonu, bilgisayar kontrolli Shimadzu RF-5301 PC

(Shimadzu Corp. Kyoto, Japonya) marka spektroflorimetre kullanilarak
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belirlenmistir. Farkli monomer oranlarinda hazirlanan 6rneklerin 200-800 nm dalga

boyu araliginda spektrumlari alinmistir.

Cizelge 3.1. MIP’da kullanilan ligand/monomer oranlari

Kompleks BaP (umol) MAPA (umol)
0 - 100

1 100 -

2 100 100

3 100 200

4 100 300

3.2.3 Molekuler Baskilanmig Polimerlerin Hazirlanmasi

BaP baskilanmis polimerlerin hazirlanmasinda, yigin polimerizasyon yontemi
uygulanmigtir. Calismanin bu asamasinda 3 farkli polimer hazirlanmistir: (i)
fonksiyonel monomer icermeyen poli(HEMA) (Polimer Kodu: HEMA); (ii) sadece
fonksiyonel monomer iceren, molekuller baskilama yapiilmamis poliHEMA-MAPA)
(Polimer Kodu: NIP) ve (iii) fonksiyonel monomer-BaP kompleksi iceren, molekuler
baskilanmis poli(HEMA-MAPA) (Polimer Kodu: MIP) polimerler. Yigin
polimerizasyon yontemi, MIP’lar i¢in su sekilde 6zetlenebilir: monomer fazi olarak
2-hidroksietil metakrilat (HEMA, 1.0 mL), etilen glikol dimetakrilat (EGDMA, 0.5
mL) ve BaP-MAPA kompleksi (0.5 mL) karistirlmis ve homojen c¢ozelti elde
edilene kadar sonikatérde bekletiimistir. Ortama gbézenek olusturucu ve seyreltme
ajani olarak toluen (1.5 mL) eklenmis ve 30 dakika manyetik karistiricida
kanistirilmistir (150 rpm, oda sicakligi). Polimerizasyon reaksiyonu, 20 mg AIBN
eklenerek baslatimis ve 3 saat 55°C’de daha sonra 3 saat 75°C’de sicaklik
kontrolu ile su banyosunda gerceklestiriimistir. Elde edilen polimerler, Retsch MM
200 marka (Dusseldorf, Almanya) bilyeli degirmen kullanilarak égutilmustar. Daha
sonra Retsch marka elek sistemi kullanilarak, elde edilen 6gutilmus polimerlerden
64-71 um boyut araligindaki partikiller ayrilmig ve sonraki asamalarda

kullanilmistir. Baskilanmamis (NIP) ve fonksiyonel grup igermeyen polimerler
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(HEMA), ayni recete ile 6n-polimerizasyon kompleksi yerine fonksiyonel monomer
(MAPA) eklen(me)yerek elde edilmistir.

3.2.4. Kompozit Kartuglarin Sentezi

Calismanin bu boélumuande sekiz farkhh kompozit kartus, monolitik kriyojel kolon
formatinda hazirlanmistir (Cizelge 3.2). BaP kompozit kartuslar hazirlanirken
uygulanan yontem kisaca su sekildedir: N,N-Metilen bisakrilamid (0.283 g), suda
cozulmagtar (10 mL). HEMA (1.30 mL), suda (3.7 mL) c¢ozulerek daha once
hazirlanmis MBAAmM ¢ozeltisine eklenmistir. Bu ¢ozeltiye, BaP baskilan(ma)mis
partiktller eklenerek sonikatorde 15 dakika karistinlmistir. Polimerlersme
tepkimesinin gerceklesmesi icin baslatici ve aktivator giftleri olarak kullanilan 20
mg amonyum persulfat (APS) ve 25 yL N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin (TEMED)
eklenmistir. Polimerizasyon, -12°C’da 24 saatte gergeklestiriimistir. BaP-MIP
kompozit kartuslarin igerdigi molekuler baskilanmig partikil miktarinin etkisinin
incelenmesi amaciyla 4 farkli miktarda MIP partikll iceren BaP-MIP kompozit
kartuslar hazirlanmigtir. Bu stire sonunda hazirlanan BaP-MIP kompozit kartuslar,
oda sicakligina getirildikten sonra reaksiyona girmemis monomerler ve diger
artiklar polimerik yapidan su ile yikanarak uzaklastirimistir. Kalip molekdullerin
(BaP) uzaklastiriimasi igin asetonitril gézeltisi (asetonitril:H,O; 80:20) kullanilmigtir.
BaP-MIP kompozit kartugslar oda sicakliginda 48 saat sure ile asetonitril ¢ozeltisi
ile yikanmigtir. Bu igslem, kalip molekll (BaP) kalmayana kadar devam etmigtir.
BaP varligi, 280 nm dalga boyunda vyapilan spektrofotometrik &lgimlerle
gerceklestiriimistir. BaP-MIP kompozit kartuslar, mikrobiyal kirlenmeyi dnlemek igin

% 0.01 sodyum azur igeren ¢Ozeltide sigiriimis ve buzdolabinda saklanmistir.
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Cizelge 3.2. Kompozit kartuslarin igerikleri ve polimer kodlari

Polimer Kodu BaP-MIP kompozit Grup*
kartuglarin igerdigi partikul
turd/miktar

BaP-MIP-1 MIP, 25 mg

BaP-MIP-2 MIP, 50 mg

BaP-MIP-3 MIP,100 mg A
BaP-MIP-4 MIP, 200 mg

BaP-MIP-5 MIP, 50 mg B
BaP-MIP-6 MIP, 50 mg C
NIP NIP, 50 mg D
HEMA HEMA, 50 mg E

*A: Kalip molekil/monomer orani (1:2) olan baskilanmis polimerler; B: kalip
molekudl/monomer orani  (1:1) olan baskilanmis polimerler; C: kalip
molekudl/monomer orani (1:3) olan baskilanmis polimerler; D: MAPA igeren
baskilanmamis kompozit kartuslar; E: MAPA icermeyen baskilanmamis kompozit
kartuslar.

3.2.5. Kompozit Kartuglarin Karakterizasyonu

3.2.5.1. Sigsme Testi

Kompozit kartuslarin denge sisme oraninin belirlenmesinde asagida verilen
yontem izlenmistir. Kurutulmus kompozit kartuslar, £ 0.0001 g duyarlikla tartilmis
ve 50 mL saf su iceren behere konulmustur. Kompozit kartuslar, 24 saat sonunda
sudan alinmis ve suzge¢ kagidi yardimi ile yuzeydeki su uzaklastirilarak

tartilmigtir.

Asagidaki esitlik yardimi ile de su igerikleri belirlenmigtir.
Sisme orani (% ) = [(Ws-Wg)/Wo] x 100 (3.1)

Wy ve Ws sirasi ile kompozit kartuslarin sismeden onceki ve sonraki agirhiklarini

(g) ifade etmektedir.
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Kompozit kartuslarin makrog6zeneklerinin miktarinin belirlenmesi igin ise asagida

verilen yontem uygulanmigtir.

ilk olarak denge sisme oranina ulasmis olan ornekler tartilmistir. Daha sonra
ornekler bir enjektor icerisine alinarak, makrogdzenekler igerisinde bulunan suyun

uzaklagtirilmasi icin kompozit kartuglar enjektor yardimiyla sikilmis ve tartilmigtir.

Makrog6zenek miktari ise asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmigtir.
Makrog6zenek miktari (%) = [(W1-W2)/W4] x 100 (3.2)

Bu esitlikte W, denge sisme oranina ulasmis kompozit kartuglarin agirhgini (g)
ifade ederken, W, denge sisme oranina ulasmis kompozit kartuglarin sikildiktan

sonraki agirligini (g) ifade etmektedir.

3.2.5.2. Taramali Elektron Mikroskobu

Kompozit kartuslarin ylzey ve yigin yapisi, yuksek blytutme saglamasi nedeniyle
taramali elektron mikroskobu (SEM) (JEOL, JSM 5600, Tokyo, Japonya) ile
incelenmigtir. Bu amagcla vakum altinda (50 mbar) liyofilizatérde (Christ Freeze
Dryer-Alpha 1-2 LD, Marilend, Amerika) kurutulmus kompozit kartus kesitleri
iletken bir yapistiriciyla SEM o6rnek plakasi Uzerine tutturulmustur. Daha sonra
ornek yiizeyi vakum altinda 200 A kalinliginda metalik altin ile kaplanarak ylizey
iletken hale getirilmigtir. Hazirlanan o6rnekler SEM o6rnek yuvasina yerlestirilerek

cesitli bayltme oranlarinda fotograflari ¢ekilmistir.

3.2.5.3. FTIR Analizi

Kompozit kartuslarin yigin yapisi FTIR (Spectrum One™, Perkin Elmer,
Massachusetts, ABD) ile incelenmigtir. Analizden énce kompozit kartuslar, vakum
etivande (37°C, 200 mmHg) 24 saat kurutulmustur. FTIR spektrumlarinin elde
edilmesi amaciyla 2 mg kompozit kartus ornegi, 98 mg KBr ile karistirilarak
havanda déviilmiis ve hidrolik preste 600 kg/cm? basincta 10 dakika bekletilerek
ince bir tablet haline getirilmistir. Hazirlanan tabletin 4000-400 cm™ dalga sayisi

araliginda spektrumu FTIR cihazinda alinmigtir.
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3.2.5.4. Elementel Analiz

Hazirlanan hidrofobik ligand iceren ve igermeyen kompozit kartus oOrneklerinin
elementel analizleri gerceklestirilerek, hidrofobik kompozit kartuslarin yapisina
katilan MAPA miktarinin belirlenmesi amacglanmistir. Elementel analiz cihazinin
(Thermo Scientific FLASH 2000 Serisi CHNS/O Analyzer, Cambridge, UK) kalay
kapsul ornek hicresine, 1.5 mg kriyojel, £0.1 mg duyarhlikla tartilarak yerlestirilmis
ve Ornek cihaza konularak yakma iglemi sonucunda ornegin % azot (N), karbon

(C) ve hidrojen (H) analizi yapiimistir.

3.2.6. Kompozit Kartuglarla On-Deristirme Kosullarinin Optimizasyonu

Hazirlanan kompozit kartuslarin optimizasyonu (i¢ ana baslktan olusmaktadir. ilk
olarak kompozit kartuslar adsorpsiyon calismalari igin uygun tampon kullanilarak
10 dakika ile dengeye getirilir. Daha sonra dengeleme tamponu santrifujlenerek
uzaklastirilir. ikinci olarak deneylerde kullanilan BaP toplam standart ¢ozeltileri,
ana stok c¢ozeltisinin (1000 ng/mL) seyreltiimesi (asetonitril:H,O; 90:10) ile
hazirlanir ve kompozitler BaP ¢ozeltileri ile 10 dakika etkilestirilir. Bu slregten
sonra tekrar santrifijleme islemi gergeklestirilir ve BaP adsorpsiyon ornekleri
toplanir. Adsorpsiyon sonrasi segici olarak etkilesen molekullerin uzaklastiriimasi
icin 2.5 mL desorpsiyon c¢ozeltisi (asetonitril:H,O; 80:20) ile elisyon iglemi
gerceklestirilir. Rejenerasyon islemi ise 2.5 mL su ve 2.5 mL tampon ¢ozeltisi

kullanilarak gerceklestirilir.

BaP-MIP kompozit kartuglarin adsorpsiyon dinamiklerinin belirlenmesi igin derigim,
pH, sicaklik, iyonik siddet, santrifij hizi ve kompozit kartuslarin igerdigi partikal
miktari gibi adsorpsiyona etki eden faktorler incelenmistir. BaP derisiminin etkisini

belirlemek amaciyla; yukleme c¢ozeltisindeki BaP molekdllerinin miktari 100-800
pg/L araliginda degistiriimistir. YUkleme tamponunun pH degerinin adsorpsiyona

etkisini belilemek amaciyla 100 mM derisiminde asetat tamponu (pH 4.0-5.0),
fosfat tamponu (pH 6.0-8.0) ve karbonat tamponu (pH 9.0-10.0) kullaniimistir.
BaP-MIP kompozit kartuslar hazirlanirken, malzemenin igerecegi molekuler
baskilanmis partikillerin miktar optimizasyonu igin farkli miktarda partikil iceren
(25-200 mg) kompozit kartuslar hazirlanmis ve adsorpsiyon deneylerinde kullanil-
migtir. Adsorpsiyon kosullarinin optimizasyon g¢alismalarinda adsorpsiyon oncesi,
yikama, elusyon ve rejenerasyon c¢oOzeltilerinden ornekler alinarak icerdigi BaP

miktarlari belirlenmistir. Ayrica nicel tekrarlanabilirlik ve geri kazanim degerleri de
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hesaplanarak raporlanmigtir. BaP miktarlarinin belilenmesi amaciyla ylksek
performansli sivi kromatografi (HPLC) sistemi kullanilmigtir (Shimadzu Corp.,
Kyoto, Japonya). Kullanilan sistemde CBM-20A Lite model sistem kontrol Unitesi,
LPGE dUnitesi igeren LC-20AT model pompa, SIL-20AHT model otomatik
enjeksiyon Unitesi, CTO-10ASVP model kolon firni, RF-20A model floresan
dedektor sistemi bulunmaktadir. Sivi kromatografi sisteminde ayirma islemi icin
Pinnacle II PAH kolon (Pinnacle Il PAH, 5 x 3.2 mm, 4.0 pum) kullanilarak
gerceklestiriimigtir. Hareketli faz olarak asetonitril:su (90:10) igeren ¢oOzelti
kullanilmigtir. Akis hizi, 0.6 mL/dk; kolon sicakhgi, 25°C; 6rnek yukleme hacmi, 10
ML ve dedektor dalga boylari ise 290 nm (uyariima) ve 430 nm (yayilma) olarak

uygulanmigtir. Yontemin ayrintilari Cizelge 3.3’de verilmigtir.

Calismalar sirasinda elde edilen butliin ¢ozeltilerin (adsorpsiyon ve desorpsiyon
cOzeltisi) HPLC sistemine enjeksiyonu yapilmig, ilgili kromatogramlar analiz

edilerek ilgili konu basliklarinin altinda verilmistir.

Cizelge 3.3. HPLC parametreleri

HPLC Parametreleri

Hareketli Faz Asetonitril:Su ¢ozeltisi (90:10)

Kolon Pinnacle Il PAH, 5x3.2 mm, 4.0 pm

Enjeksiyon Hacmi 10 pL

Akis Hizi 0.6 mL/dk
Cozucu Gradient izokratik gradient programi, Asetonitril:Su ¢ozeltisi
Programi (90:10), 10 dakika

Kolon Firini Sicakhgi | 25°C
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(e)

Sekil 3.1. PAH o6n-deristiriimesinde uygulanan adsorpsiyon-desorpsiyon deney
dizenegdinin sematik goOsterimi: (a) o6rnek beslemesi; (b) santrifij aparati;
(c) santriftij; (d) toplama kabi; (e) HPLC sistemi ve (f) 6rnek kromatogram.

3.2.7. Kompozit Kartuslarin Segicilik Deneyleri

Hazirlanan BaP-MIP kompozit kartuslarin segiciliginin gdsterilmesi amaciyla
hazirlanan Ug farkli kompozit ile BaP adsorpsiyon uygulamalari gergeklestirilmistir.
Ayrica BaP baskilanmis kompozit kartuslarin (BaP-MIP-2), secicilik sabitleri,
BaP’larin, benzo[b]floranten (BbF), benzo[k]floranten (BKF), indeno[1,2,3-cd] piren
(IcdP) ve 1-naftol ile yarismali adsorpsiyon calismalari hem tekli hem de ¢oklu
karisim c¢ozeltileri kullanilarak hesaplanmistir (Esitlik 3.3, 3.4, 3.5 ve 3.6).
Adsorpsiyon yontemi Bolum 3.2.6’da anlatildigi gibi uygulanmistir.

_[C-Cq V (3.3)

=)

k= Kd(Baskllanmls) (3-4)
Kd(KontroI)

Esitlikte Ky, dagilma katsayisini (mL/g); C; ve C;, PAH’larin baglangi¢c ve sonug¢
derisimlerini (ug/L); V, kullanilan ¢ozelti hacmini (mL) ve m, kompozitin agirligini

(g) ifade etmektedir.
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Yarismaci turler varliginda PAH’larin baglanmasi igin segicilik katsayisi Esitlik
3.3’e gore denge baglanma verilerinden elde edilebilir.

Baskilanmis adsorbentle diger PAH’larin bagil secicilik katsayisi (k') degerleri
baskilama segiciligi hakkinda yorum yapilmasina olanak verir. Bagil segicilik
katsayr degerleri hem NIP hem de HEMA kodlu kompozit kartuslara gore

asagidaki esitlikler ile tanimlanir:

K= Ka(BapP-mip-2) (3.5)
Kanip)
K= KaaP-mip-2) (3.6)
KaHEMA)

3.2.8. Kompozit Kartuglarin On-Derigtirme Deneyleri

Kompozit kartuglarin etkinliginin degerlendiriimesi amaciyla on-deristirme deneyi
gerceklestirilmistir. Adsorpsiyon ¢alismalarinda verilen yol izlenmis; fakat
adsorpsiyon igleminden farkl olarak uygun derisimdeki 4 mL BaP c¢ozeltisi
kompozit kartus (BaP-MIP-2) ile etkilestirildikten sonra desorpsiyon asamasinda

elisyon hacmi 1 mL olarak degistirilmistir.

3.2.9. Kompozit Kartuglarin Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirligi
Hazirlanan kompozit kartuslarin tekrar kullanilabilirliginin gdsterilmesi amaciyla
hazirlanan G¢ farklh  kompozit kartus ile desorpsiyon uygulamalari
gerceklestiriimistir. Kompozit kartuglara uygulanan BaP desorpsiyonu asetonitril:su
(v/iv, 80:20) kullanilarak gerceklestirilmistir. Desorpsiyon orani adsorplanan ve
desorbe olan BaP miktarindan asagidaki esitlik kullanilarak belirlenmigtir.
Kompozit kartuslarin tekrar kullanilabilirliklerini belirlemek amaciyla ayni kompozit
kartus ardisik olarak tekrarlanan 10 adet adsorpsiyon-desorpsiyon islemine tabi
tutulmustur. Deneysel yontem yukarida verildigi gibi uygulanmigtir. Desorpsiyon
islemi sonrasinda kompozit kartuslar rejenerasyon ve sterilizasyon amaciyla 50
mM NaOH c¢o6zeltisi ve deiyonize su ile yikanmistir.

Desorpsiyon ortamina salinan BaP (3.7)

Desorpsiyon (%)= Adsorplanan BAP x100 %
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3.3. Yuizey Plazmon Rezonans Nanosensorler

3.3.1. Yuzey Plazmon Rezonans (Ciplerin Allil Merkaptan ile Yuzey
Modifikasyonu

SPR giplerinin altin kapli yuzeyi, allili merkaptan (CH,CHCH,SH) ile modifiye
edilmeden Once altin yuzey asidik pirana c¢ozeltisi (3:1 H2SO4:H20,, v/v) ile
temizlenmistir. Asidik pirana ¢ozeltisi (20 mL) igerisine daldirilan ¢ip, 20 saniye
¢Ozelti icerisinde bekletilmistir. Cozeltiden ¢ikarilan ¢ip, deiyonize su ve saf etil
alkol ile yikanmisg ve vakum ettuvinde (200 mmHg, 40°C) 3 saat kurutulmustur.
Yuzeyi temizlenen SPR cipler, 3 mM allil merkaptan igeren etanol:su (4:1, v/v)
¢Ozeltisine daldiriimis ve 12 saat bekletilmistir. Allil merkaptan ¢dzeltisinden alinan
SPR c¢ipler, saf alkol ile yikkanmis ve vakum etlivinde azot atmosferinde
kurutulmustur (200 mmHg, 40°C). Modifikasyon sonucunda altin kapli SPR ¢ip
yuzeylerine allil gruplari kendiliginden dlizenlenen tek tabakalar olarak

yerlestiriimistir (Sekil 3.2).

Allil merkaptan KEHE %HE r%H2 Allil gruplarnin

cozeltisi (3mM) CH CH CH yonlenmesi
I I I

SPR cip SPR cip

Sekil 3.2. SPR ciplerin allil merkaptan ile modifiye edilmesi ve allil gruplarin
yonlenmesi.

3.3.2. Yiizey Plazmon Rezonans Cip Yiizeyinde Polimer Hazirlanmasi

Allil merkaptan ile modifiye edilmis SPR c¢iplerinin altin kaplanmis ylzeylerinde
BaP baskilanmis polimerler asagida belirtilen sekilde hazirlanmistir: bir tap
icerisinde (uzunluk 5 cm x i¢ capt 1 cm) BaP-MAPA &6n-kompleks molekili
(100:200 pmol) hazirlanmistir. 0.1 mL HEMA, 0.4 mL EGDMA icerisinde 5 mg
azobisizobutironitril (AIBN) c¢ozllerek monomer ¢ozeltisi hazirlanmis ve 6On-

kompleks monomer karigimi bu ¢oOzelti igerisine ilave edilerek stok reaksiyon
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¢Ozeltisi hazirlanmigtir. Reaksiyon karigimindan azot gazi gegirilerek ¢éozunmus
haldeki oksijen ortamdan uzaklastirilmigtir. Daha sonra reaksiyon karigimindan
2.5 pL numune alinarak trimetilklorosilan kaplanmis bir cam lamel Uzerine
damlatilmistir. SPR c¢ip bu c¢ozelti Uzerine ters cevrilerek konulmustur.
Polimerizasyon UV 1s131 (100 W, 365 nm) ile baslatiimis ve oda sicakliginda azot
atmosferinde 30 dakika surdurtlmustur. Polimerizasyon igleminden sonra cam
lamel SPR ¢ip yuzeyinden ayrilmistir. Polimer kaplanmis SPR c¢ipler etanol:su
(2:2, viv) ile yikanmis ve vakum etuvinde kurutulmustur. Sekil 3.2'de
polimerizasyon yontemi gosterilmistir.

(A) (B)

SPRcip

L 4

/ w
'\..‘ UV-
Cam Lamel ‘-__. fotopolimerizasyon
Reaksiyon
kansimi +
Polimerik -..___
film

(C)

Sekil 3.3. SPR ¢ip yuzeyinde polimerik film hazirlanmasi: (A) lamel (zerine
reaksiyon karigsimi damlatilir (2.5 pL); (B) SPR ¢ip cam lamel Uzerine yerlestirilir ve
alttan UV-isik uygulanir; (C) cam lamel, film olusmus SPR ¢ip ylzeyinden ayrilir.

3.3.3. Kalip Molekiiliin Desorpsiyonu

MAPA monomeri ve BaP arasinda ikincil kuvvetlerden kaynaklanan ortak bir
etkilesim s6z konusudur. Ancak temel etkilesimler, MAPA monomerinde bulunan
fenil grubu ile BaP Uzerinde bulunan fenil gruplar arasinda olusmasi muhtemel
hidrofobik etkilesimleridir. Kalip molekil olan BaP, polimerik yapidan sdkulebilmesi

icin ilgili etkilesimleri kirabilecek bir desorpsiyon ajaninin kullaniimasi gerekmek-
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tedir. Bu amacla desorpsiyon ajani olarak 100 mM etilen glikol c¢ozeltisi
kullanilmigtir. Kalip molekulin desorpsiyonu kesikli sistemde gerceklestiriimigtir.
Calkalamali inkUbatorde, oda sicakliginda 2 saat boyunca calkalanmigtir (200
rpm). Desorbe edilen SPR nanosensor, deiyonize su ile yilkanmis ve vakum

etlvande (200 mmHg, 25°C) kurutulmustur.

3.3.4. Yuzey Plazmon Rezonans Nanosensorlerin Karakterizasyonu

3.3.4.1. Atomik Kuvvet Mikroskopisi

SPR nanosensorlerin altin ylzeylerinin karakterizasyonu igin yari degen modda
atomik kuvvet mikroskobu (Nanomagnetics Instruments, Oxford, ingiltere)
kullaniimigtir. Atomik kuvvet mikroskobu, serbest kantileverli interferometre 6zelligi
ile 4096 x 4096 piksel gibi ¢cok ylksek ¢ozunurlukte olgim alabilmektedir. SPR
nanosensor ¢ift yuzli karbon bant ile 6rnek tutucuya yerlestirilmistir. Gorantlleme
calismalari hava ortaminda, yari degen modda gergeklestiriimistir. Salinim
rezonans frekansi, 341.30 Hz olarak uygulanmistir. Titresim genligi, 1 Vrus ve bos
titresim genligi ise 2 Vrus'dir. Ornekler 2 ym/s tarama hizinda, 256 x 256 piksel

¢ozinirlikte, 1 x 1 um?lik bir alanin gériintiisii olarak alinmistir.

3.3.4.2. Elipsometre

Hazirlanan nanosensoérlerin yuzeylerindeki kalinlik dlgumleri Nanofilm EP3-Nulling
Elipsometre (Goéttingen, Almanya) cihazi ile karakterize edilmistir. Kalinhk
Olcimleri 532 nm dalga boyunda, 62°’lik bir gelis agisinda gergeklestiriimistir. SPR
nanosensor lazer 1gik kaynagi altina yerlestirilmistir. Yuzey kalinligi hesaplama
program igin SF10 prizma + 50 nm altin + 50 nm polimer katmani veri olarak
ongorilmustir. Olgiimler sensor yiizeyinde 6 farkli noktada 3 kere tekrarlanmis ve

sonugclar bu degerlerin ortalamasi alinarak rapor edilmistir.

3.3.4.3. Temas Agisi Olgiimleri
Temas acisi Olgimleri icin KRUSS DSA100 (Hamburg, Almanya) cihazi

kullaniimistir. SPR nanosensorlerin yuzeyine 1 damla su damlatilarak yapisik
damla (Sessile Drop) yontemiyle temas agisi belirlenmistir. Cip yuzeyinin farkli
bdlgelerine su damlatmak suretiyle 10 ayri fotograf ¢cekilmis ve her biri igin ayn
temas acisi belirlenmigtir. Belirlenen temas ag¢i degerleri damlacigin kati ile sol
temas noktasindan alinan soldan temas acisi; sag temas noktasindan alinan
sagdan temas agcisi olarak degerlendirilmistir. Ayrica her iki noktanin ortalamasi

olan ortalama temas acisi degerleri hesaplanmistir. Modifiye edilmemis ve edilmis
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sensoOr yuzeyleri igin temas agisi degerleri alinan 10 6lgumun ortalama degerleri

hesaplanarak rapor edilmigtir.

3.3.5. Nanosensorle Kinetik Analizler

Tez galismasinin ilk asamasinda, BaP baskilanmis poli(2-hidroksietil metakrilat-N-
metakroil-L-fenilalanin) [poli(HEMA-MAPA)] kompozit kartuglar ile BaP molekulleri
arasindaki etkilesimler incelenmigtir. Bu ¢alismalardan elde edilen sonuclarin 11§
altinda, BaP baskilanmis poli(HEMA-MAPA) SPR nanosensoérlerle kinetik
calismalara gegilmistir. Kinetik calismalar, farkli derigsimlerdeki BaP c¢ozeltileri
hazirlanarak incelenmistir. Bu ¢ozeltiler pH: 7.0 fosfat tamponuyla 20-500 ng/mL
arasinda hazirlanarak SPR sistemine verilmistir. Sekil 3.4’de GenOptics SPRiLab
sistemi gosterilmektedir. Sistem, lazer kaynagi, ayna sistemi, CCD kamera
sistemi, peristaltik pompa ve bilgisayardan olusmaktadir (Sekil 3.4). Yuzeyine BaP
baskilanmis poli(HEMA-MAPA) SPR nanosensoér, kinetik analiz galismalarinda
kullanilmigtir. Bu baslik altinda uygulanan deneysel islem su sekildedir: SPR
nanosensor yuzeyi deiyonize su (50 mL) ile yikanmistir. Sistemden fosfat tamponu
(pH: 7.0) gecerken yuzey plazmon egrileri alinmis ve rezonans kirilma agisi
belirlenmistir. Cihaz bu kirllma acgisina ayarlanmis ve kinetik ¢alismalar bu agi
degerinde gerceklestiriimistir. Kinetik analiz ¢alismalarinda SPRview yaziliminin
kinetik goruntileme programi kullanilmistir. Bu program, dakikada yaklasik 150
adet kirlma miktar1 degerini 6lgmekte ve anlik olarak % kirilma miktari degisimini
gbzlenmesini saglamaktadir. Plazmon egrileri alinmasi ve aynanin rezonans agis|
degerine ayarlanmasinin ardindan, SPR sisteminden 5 dakika slreyle fosfat
tamponu (pH: 7.0) geciriimeye devam edilmistir. Bu dengeleme basamagindan
sonra, farkli derisimlerdeki BaP ¢ozeltileri teker teker (10 mL, 2.0 mL/dk akis hizi)
sisteme verilmistir. Rezonans frekansindaki kayma degerleri anlik olarak
g6zlenmis ve denge durumuna geldiginde (yaklasik 30 dakika) sisteme 100 mM
etilen glikol c¢ozeltisi (10 mL, 2.0 mL/dk akis hizi) verilerek desorpsiyon
gerceklestiriimistir. Desorpsiyon isleminden sonra, SPR nanosensoér fosfat
tamponu (pH: 7.0) ve su ile yikanarak rejenere edilmis ve yeniden dengelenmistir.
Farkli derigsimlerdeki BaP c¢ozeltileri sisteme verilmeden oOnce adsorpsiyon-
desorpsiyon-dengeleme asamalari tekrarlanmistir. Elde edilen kinetik veriler,

SPR1001 yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.
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3.3.6. Yarigmali Kinetik Analizler

SPR ¢iplerin ylUzeyinde hazirlanan BaP baskilanmig poli(HEMA-MAPA)
nanosensorlerin segiciligini gostermek igin BaP, BbF, BkF, lcdP ve 1-naftol’'un
kullanilmasiyla olusturulan karisimlar (tekli, ikili, Ggla, dortlt ¢ozeltiler) SPR sistemi
ile etkilestirilerek yarismali tayin ¢alismalari gergeklestiriimistir. Bu ¢ozeltiler, fosfat
tamponunda (pH: 7.0) 50-100 ng/mL derisiminde hazirlanmistir. Yarigsmaci
molekdl deneyleri igin yukarida anlatilan yontem takip edilmistir. Cozeltiler SPR
nanosensorle etkilestiriimis ve kinetik veriler alinarak SPR1001 yazilimi ile analiz

edilmistir.

3.3.7. Nanosensoriin Baskilama Seciciliginin Belirlenmesi

BaP baskilanmis nanosensorin segiciligini gostermek igin BaP baskilanmamig
nanosensor de hazirlanmistir. BaP, BbF, BkF, IcdP ve 1-naftol’'un kullaniimasiyla
olusturulan karisimlar SPR sistemine gonderilmigtir. Bu ¢dzeltiler fosfat
tamponunda (pH: 7.0) 100 ng/mL derisiminde hazirlanmistir. Segicilik deneyleri
icin de yukarida anlatilan ydontem takip edilmistir. Cdzeltiler SPR nanosensodrle

etkilestirilmis ve kinetik veriler alinarak SPR1001 yazilimi ile analiz edilmigtir.
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Sekil 3.4. GenOptics SPRiLab sistemi: (1) Lazer kaynagi; (2) a¢i ayarlanmasinda
kullanilan gonyonometre; (3) optik yonlendirici lensler; (4) akis hlcresi; (5) SPR
cip; (6) CCD kamerali dedektor ve (7) bilgisayar birimi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez kapsaminda 3 ana hedef belirlenmistir. Sulardaki ¢6zunurlGgu
oldukca dusuk olan PAH’larin geleneksel tayin yontemleri (HPLC-Floresan) igin ve
secici BaP on-derigtiriimesi igcin molekuler baskilanmis kompozit kartuslarin
sentezi ve on deristirme kosullarinin optimizasyonu ilk hedef olarak belirlenmis ve
uygulanmigtir. Bunun yanisira, alternatif BaP tayin yontemi olarak molekuler
baskilanmis optik sensor (SPR) gelistiriimistir. Son asamada ise hazirlanan on-
deristirme kompozit kartuglarin kullanimi ile SPR nanosensdrlerin kombinasyonu
hedeflenmistir. Secici dn-deristirme iglemi ile birlikte SPR nanosensorlerin etkinligi

arastiniimistir.

4.1. Kompozit Kartusglar ve Uygulamalari

4.1.1. MAPA Monomerinin Sentezi ve Karakterizasyonu
MAPA monomeri, L-fenilalanin ve metakroil klorurtin tepkimesi ile literatire uygun

olarak sentezlenmistir (Sekil 4.1).

NH2 H2C 0]
H,C @) 0
>—< —_—
H.C Cl * e NH
3 OH o
OH
Metakriloil Klortr L-Fenilalanin N-Metakriloil-L-Fenil Alanin

Sekil 4.1. MAPA monomerinin sentez reaksiyonu.

MAPA monomerinin kimyasal yapisinin belirlenebilmesi icin *H-NMR kullanilmis
ve 'H-NMR spektrumunda su karakteristik pikler belirlenmistir: *H-NMR (CDCls)
2.84 (t; 3H, J=7.06 Hz, CH3) 3.05-3.19 (m; 2H, CH;) 4.80-4.85 (m; 1 H, metin),
5.24 (s; 1H, vinil H), 5.56 (s; 1H, vinil); 6.24 (d; 1H, J=7.4 Hz, NH), 7.04-7.20 (m;
5H, aromatik), 10.07 (s; 1H, OH). MAPA monomerinin yapisinin belirlenmesinde
kullanilan diger ydntem ise FTIR teknigidir. FTIR spektrumunda 3368 cm™
civarinda —OH bandi; 2976 cm™ de alifatik ve 3064 cm™ ve 3031 cm™’de aromatik

CH geriime bandlari belirlenmistir. 1733 cm™de 1660 cm™ ve 1622 cm™de ise
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sirasiyla karbonil (C=0) ve amit | ve amit |l bandlar belirlenmistir. Aromatik C=C
egilme bandlari 1527 cm™ civarinda gérilmistir. NMR ve FTIR spektrumlarindan
elde edilen veriler 1Ig1ginda MAPA monomerinin literature uygun sekilde bagariyla

sentezlendigi gorulmektedir.

4.1.2. On-Polimerizasyon Kompleksinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu
Molekuler baskilanmis polimerlerde, kalip molekul ve fonksiyonel monomerin mol

orani polimerlerin performansini belirleyen 6nemli parametrelerden biridir. Bu
amag dogrultusunda en uygun kalip molekul:monomer oraninin belirlenmesi igin
BaP:MAPA orani degistiriimistir. BaP baskilanmis kompozit kartuglarin hazirlan-
mas! i¢in olusturulan farkh BaP:MAPA o6n-polimerizasyon kompleksleri,

spektroflorimetre kullanilarak karakterize edilmigtir. Sekil 4.2’de goéruldugu gibi
Kompleks 0 (MAPA monomeri, 100 pmol), 388, 407 ve 431 nm’de maksimum
emisyon piklerine sahiptir. Bu pikler monomerin yapisindaki aromatik halka ve
eslesmemis elektron giftlerinin floresan bandlaridir. Kompleks 1 (BaP, 100 pmol)

maksimum emisyon pikleri, 473 ve 495 nm’de gorulmektedir. Kompleks 2
(BaP:MAPA kompleksi, 1:1), kompleks olusumuna bagli olarak MAPA
molekullerinin maksimum dalga boylarinda kaymalar gézlenmistir. Yeni maksimum
dalga boylari, 469 ve 501 nm olarak belirlenmistir. Kompleks 3 (BaP:MAPA
kompleksi, 1:2) i¢cin yeni maksimum dalga boylari ise 471 ve 491 olarak
g6zlenmistir. Kompleks 4 (BaP:MAPA kompleksi, 1:3) i¢in yeni maksimum dalga
boylari BaP-MAPA etkilesimlerine bagli olarak 470 ve 494 belirlenmigtir. Aromatik
halkadaki cift baglarin ve eslesmemis elektronlarin enerjisi BaP ve MAPA
arasindaki kompleks olugsumu ile birlikte azalmakta ve daha yuksek dalga boyuna
kayma gozlenmektedir. Ayrica 1:2 mol oranlarindaki kompleksin daha kararli
oldugu belirlenmis (buz dolabinda depo kararhli§i incelenmistir) olup bundan
sonraki ¢alismalarda bu mol oranina sahip kompleks yani Kompleks 3 (BaP:MAPA

kompleksi, 1:2) molektler baskilama islemlerinde kullaniimistir.
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Sekil 4.2. On-polimerizasyon komplekslerinin  spektroflorimetre  emisyon
spektrumlari: Kompleks 0 (MAPA, 100 pmol); Kompleks 1 (BaP, 100 pmol);
Kompleks 2 (BaP:MAPA kompleksi, 1:1); Kompleks 3 (BaP:MAPA kompleksi, 1:2);
Kompleks 4 (BaP:MAPA kompleksi, 1:3). Uyariima: 295 nm; Emisyon:200-600 nm.

4.1.3. BaP-MIP Kompozit Kartuglarin Karakterizasyonu
4.1.3.1. FTIR Analizi
BaP-MIP kompozit kartuslarin sentezlenmesi icin HEMA ve MAPA monomerlerinin

polimerizasyonu uygulanmistir. Monolitik formda hazirlanan molekuller baskilan-
mis polimerler, daha sonra 6gutulerek ince toz haline getirilmis (64-71 um) ve
kriyojellerin igcerisine gomulmustar. Bu islemle BaP-MIP kompozit kartuglar elde

edilmistir. Sekil 4.3'de molekuler baskilanmis polimerin olasi kimyasal yapisi

verilmigtir.
(|:H3 T CHy H CHs
|

A — —

C H J\ H C

s = 7N\
o7\ 0
| \o o 'TIH OH | \o
CH, CH—C CH,
| / N\ |
H,C o)
OH OH
L dx L Hy

HEMA MAPA HEMA

Sekil 4.3. Poli(HEMA-MAPA) polimerinin olasi kimyasal yapisi.
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BaP kompozit kartuslarin kimyasal yapi analizi i¢in FTIR spektroskopisi yontemi
uygulanmigtir (Sekil 4.4). Polimerik yapi igerisine MAPA monomerinin girdigini
gostermek amaciyla HEMA, BaP-MIP-2 ve NIP kompozit kartuslarin FTIR
spektrumlari alinmistir. Spektrumlarda sirasiyla 3300 cm®, 1700 cm™® ve
1650 cm™ civarlarinda gériilen ortak —OH gerilme bandlari, amid gruplarindan
kaynaklanan —CO gerilme bandlari ve —NH bukulme bandlari, metilen bisakrilamid
ve HEMA monomerinden kaynaklanmaktadir. Fakat sekilde goéruldagu gibi
748 cm™ ve 896 cm™ civarindaki piklerin siddetinde artislar gorulmektedir. Bu
bandlarin siddetindeki artis, MAPA monomerinin yapisinda bulunan aromatik
halkadan kaynaklanmaktadir. Ayrica BaP-MIP-2 ve NIP’larin spektrumlari
incelendiginde FTIR spektrumlari da birbirine benzemektedir. Bu durum; ayni
miktarlarda  kimyasal vyapilari yakin olan partikilleri icermelerinden
kaynaklanmaktadir. Son olarak Sekil 4.5 ve 4.6’da farkli MAPA oranlarina ve
miktarlarina sahip (BaP-MIP) kompozit kartuslarin spektrumlari verilmistir. Sekilde
gorildigi gibi MAPA miktarinin artmasi ile birlikte karbonil (1720 cm™) ve amid
bandlarinin (1475 cm™ ve 1450 cm™) siddetindeki artis degerleri yiikselmektedir.
Bu sonuglar polimerik yapiya MAPA monomerinin girdigini ve polimerizasyona
eklenen MAPA miktarinin polimerik yapidaki MAPA oraniyla dogrusal oldugunu

gOstermektedir.
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Sekil 4.4. BaP-MIP-2, NIP ve HEMA kompozit kartuglara ait FTIR spektrumlari.
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Sekil 4.5. Farkli MAPA oranlarina sahip kompozit kartuslara ait FTIR spektrumlari.
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Sekil 4.6. Farkli partikil miktarlarina sahip kompozit kartuglara ait FTIR

spektrumlari.
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4.1.3.2. Sisme Ozelikleri

Hazirlanan BaP-MIP kompozit kartuslar, ¢apraz bagl yapidadirlar. Capraz bagl
yapilarindan dolayr suda ¢6zUnmeyip c¢apraz bag derecesine, polimer zincir
uzunluguna, polimerin ortalama molekul agirhigina ve matriksin hidrofilisitesine
bagli olarak zincirlerinin arasina su molekulleri alarak siserler. Fonksiyonel
monomerin ve partikil miktarinin gsisme oranina etkisini belirlemek amaciyla
Cizelge 3.2'de verilen polimerizasyon recetesine gore hazirlanan kompozit
kartuglarin denge sisme orani hesaplanmigtir. Buna gore; BaP-MIP-1 [25 mg
poli(HEMA-MAPA) mikropartikil iceren], BaP-MIP-2 [50 mg poli(HEMA-MAPA)
mikropartikul iceren], BaP-MIP-3 [100 mg poli(HEMA-MAPA) mikropartikul i¢eren],
BaP-MIP-4 [200 mg poli(HEMA-MAPA) mikropartikul iceren], BaP-MIP-5 [50 mg
1:1 oranlarindaki BaP:poli(HEMA-MAPA) mikropartikul iceren], BaP-MIP-6 [50 mg
1:3 oranlarindaki BaP:poli(HEMA-MAPA) mikropartikul iceren], NIP [50 mg
poli(HEMA-MAPA) mikropartikil iceren] ve HEMA [50 mg poli(HEMA)
mikropartikll iceren] kompozit kartuslarin denge sisme oranlari, makrogézenek
oranlari ve birim kutle basina polimerik yapiya alinabilen su miktarlari Cizelge
4.1’de gosterilmistir. HEMA’'nin sisme orani, diger kompozit kartuslara gére daha
yuksektir. Bu durum, gémulen partiktlin tGrandn etkinligini ortaya koymaktadir.
Kompozit kartuglarin yapisina ilave HEMA gruplarinin girmesi, HEMA’nin hidrofilik
karakterine bagli olarak matriksin daha c¢ok su molekull ile etkilesmesine yol
acmis ve sisme oranini arttirmistir. BaP baskilanmis ve baskilanmamis kompozit
kartuslarin sisme davraniglari karsilastirildiginda ise; baskilanmis kompozit
kartuslarin sisme oranlari daha yuksek oldugu goértlmektedir. Bunun nedeni,
yapidan kalip molekulin uzaklastiriimasi ile matrikste daha dizenli ve gézenekli
yapinin olugsmasidir. Diger bir ifade ile, sisme orani baskilama islemi ile artarken,
makrogdzenek miktarinda azalma olmaktadir. Kalip molekdllerin (BaP) etrafinda
dizenlenen fonksiyonel monomerler, makrog6zenekliligi bir miktar dastrirken
toplam gézenek miktarini arttirmaktadir. Sisme islemleri, 5 kere tekrar edilmis ve
ortalama degerleri rapor edilmistir. Ayrica kompozit kartuslar yuksek ¢apraz bagl
yaplya sahip olduklarindan oldukga sert ve dayaniklidirlar; bu iglemler sirasinda

kompozit kartuslarin yapisinda herhangi bir bozulma gozlenmemistir.
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Cizelge 4.1. Kompozit kartuglarin sisme ozellikleri

Kompozit Sisme Oranlari Makrogo6zenek Miktari Su igerigi
kartus Kodu %) %) (g su/g kompozit
kartus)

BaP-MIP-1 716.28 87.74 7.16
BaP-MIP-2 698.85 87.48 6.98
BaP-MIP-3 645.23 86.58 6.45
BaP-MIP-4 622.18 86.15 6.22
BaP-MIP-5 752.54 88.27 7.52
BaP-MIP-6 575.34 85.19 5.75
NIP 677.50 89.35 6.77
HEMA 839.31 87.13 8.39

4.1.3.3. Yuzey Morfolojisi

Hazirlanan kompozit kartuglarin, ylizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu
(SEM) kullanilarak incelenmigtir. Kompozit kartuslarin SEM fotograflari Sekil
4.7’de verilmistir. Sekilden de gorildugu gibi kompozit kartuglarin, gézenek
boyutlari 10-100 ym arasinda degismeke ve birbiriyle baglantili akis kanallar
acikca gorulmektedir. Akis kanallari, BaP molekillerinin kolaylikla kompozit
kartuslarin ylzeyine ve spesifik bosluklara (molekller baskilanmis bdlgeler)
ulasmasini ve sonug¢ olarak hizli adsorpsiyon kinetigi saglamaktadir. Kompozit
kartuslarin yapilari incelendiginde (Sekil 4.7a-c); partikillerin kompozit kartuslarin
yapisina basgariyla eklendigi gorulmektedir. Yapiya gomulu olarak bulunan
partikuller polimerin, birim partikll kitlesi basina disen spesifik ylzey alanini
artiran faktérlerden biridir. Spesifik ylzey alaninin artmasi adsorpsiyon
kapasitesini de arttirmaktadir. Ayrica; partikillerin ylzeyde veya ylzeye yakin

bdlgelerde bulunmasi adsorpsiyon kapasitesini ve hizini da arttirmaktadir.
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Sekil 4.7. Kompozit kartuglarin SEM goéruntuleri: (a) HEMA; (b) NIP ve (c) BaP-
MIP-2.
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4.1.3.4. Elementel Analiz

Kompozit kartuglarin yapisina ilave edilen MAPA miktarini belirlemek Gzere
elementel analiz Olgimleri yapilmigtir. Elementel analiz sonuglari kartuslarin
yapisindaki % olarak azot (N), karbon (C) ve hidrojen (H) miktarlarini vermektedir.
Yapiya giren MAPA miktarinin belirlenebilmesi i¢in kompozit kartuglar elementel
analize tabi tutulmustur. Cizelge 4.2°de kompozit kartuslarin elementel analiz
sonuglari 6zetlenmistir. Goruldugu gibi kompozit kartuslarda yer alan MAPA
miktarina bagli olarak, elementel analiz sonuglarindan hesaplanan ve polimer

yapisina giren MAPA miktarinin da arttig1 gézlenmistir.

Cizelge 4.2. Kompozit kartuglarin elementel analiz sonugclari

Polimer Kodu MAPA miktari, ymol/g
kompozit kartug

BaP-MIP-1 11.90
BaP-MIP-2 23.81
BaP-MIP-3 36.43
BaP-MIP-4 68.32
BaP-MIP-5 12.10
BaP-MIP-6 34.01

NIP 22.55

4.1.4. BaP-MIP  Kompozit Kartuglarin Adsorpsiyon Kosullarinin
Optimizasyonu

4.1.4.1. pH EtKisi

Adsorpsiyon kapasitesine pH etkisini gostermek icin farkli tampon sistemleri
kullanilmis ve pH 4.0-10.0 araliginda cahsimistir (pH 4.0-5.0 i¢cin 100 mM
CH3;COONa — CH3COOH, pH 6.0-8.0 igin 200 mM K;HPO, — KH,PO,4 ve pH 9.0-
10.0 i¢in ise 100 mM Na,CO3-NaHCOs3). Farkli tampon ve pH araliklarinda elde
edilen BaP molekilline ait adsorpsiyon grafigi ve kromatogramlar Sekil 4.8 ve
4.9'da verilmektedir. Daha disuk ve yuksek pH’larda baglanma verimi ¢ok

dusuktlr. pHIn etkisinin incelenmesi amaciyla yapilan deneyler, 25°C sabit
sicaklikta 500 pg/L BaP derisiminde ve 1000 rpm’lik santrifij hizinda
gerceklestiriimistir. Sekil 4.8 ve 4.9'da goéruldiugu gibi BaP molekiillerinin kompozit

kartuglara adsorpsiyon oranlari pH degisimi ile birlikte o6onemli miktarda
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degismektedir. Artan pH degerleriyle birlikte kompozit kartuslarin kapasitesi

artmakta ve pH 7.0 degerinde maksimum kapasiteye ulagiimaktadir (HEMA igin
0.71 pg/g, NIP icin 3.63 pg/g ve BaP-MIP-2 igin 6.32 ug/g). pH 7.0 degerinde

ligand (fenilalanin temelli fonksiyonel monomer, MAPA) yuksuzdur, buna bagl
olarak hidrofobik etkilesimler bu pH degerinde daha segici olarak ger¢ceklesmekte
ve maksimum hidrofobik etkilesimle ylksek adsorpsiyon kapasitesine
ulasilmaktadir. Maksimum baglanmanin goézlendigi pH 7.0 degeri sunulan
¢alismada en uygun deger olarak kabul edilmis ve diger parametrelerin etkilerinin

incelendigi deneyler de bu pH degerinde ¢aligiimigtir.
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—e—HEMA

—a—NIP
—&—BaP-MIP-2
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=
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Adsorplanan BaP miktari (ug/g)
w

o

Sekil 4.8. Adsorpsiyon kapasitesine pH etkisi: BaP derisimi: 500 pg/L; santrifQj
hizi: 1000 rpm; sicaklik: 25°C.
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Sekil 4.9. Adsorpsiyon kapasitesine yijkleme tamponunun pH degerinin etkisi:
HPLC kosullari: hareketli faz: asetonitril:su (90:10); akis hizi: 0.6 mL/dk; sicaklik:
25°C.
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4.1.4.2. BaP Derigsiminin Etkisi
BaP baslangi¢ derisiminin adsorpsiyona olan etkisi incelenmis ve Sekil 4.10 ve

4.11'de ilgili adsorpsiyon grafigi ve kromatogramlar verilmektedir. Yukleme
cOzeltisindeki BaP molekullerinin derisimi 100-800 pg/L araliginda degistiriimigtir.

BaP derisimi arttikca yuzeye difuzlenen BaP miktari arttigi icin adsorpsiyon

kapasitesinde derisime bagli olarak bir artis s6z konusudur. Baskilanmig kompozit
kartuslarin BaP molekuline go6re adsorpsiyon kapasitesi, 800 pg/L BaP
derisiminde 7.30 pg/g olarak bulunmustur. BaP-MIP-2 kompozit kartusun
adsorpsiyon kapasitesinin ve baglanma egiliminin (kat sayisinin) olduk¢a yuksek
oldugu goézlenmistir.

NIP kompozit kartusunun adsorpsiyon kapasitesi HEMA’ya gore yuksektir (800
pg/L BaP derisiminde, 3.64 pg/g). Bunun nedeni MAPA monomerin fonksiyonel
grubu ile BaP Uzerindeki gruplar arasindaki hidrofobik etkilesimden
kaynaklanmaktadir. Calismamizda HEMA’dan kaynaklanan non-spesifik
adsorpsiyon degeri 800 ug/L BaP derisiminde bile 0.69 pg/g kompozit kartus
olarak oldukga disuk bulunmustur. Bu baglanma HEMA polimeri ile hedef molekdl

arasindaki gruplarin zayif etkilesimlerinden ve gbzenek igine BaP diflizyonundan

kaynaklanabilir.

71 —e—HEMA
64 =P
—&—BaP-MIP-2

Adsorplanan BaP miktan (pg/g)

0 200 400 600 800 1000
BaP Derisimi (pg/L)

Sekil 4.10. Adsorpsiyon kapasitesi Uzerine BaP baslangi¢c derisiminin etkisi:
pH: 7.0; santrifij hizi: 1000 rpm; sicaklik: 25°C.
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Sekil 4.11. Adsorpsiyon kapasitesine BaP baslangi¢c derisiminin etkisi: HPLC
kosullari: hareketli faz: asetonitril:su (90:10); akis hizi: 0.6 mL/dk; sicakhk: 25°C.
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4.1.4.3. Sicakhgin Etkisi

Adsorpsiyona sicakhgin etkisini belilemek amaciyla ortam sicakligi 4°C-40°C
araliginda degistirilmigtir. Sekil 4.12 ve 4.13'de ilgili adsorpsiyon grafigi ve
kromatogramlarda goruldugu gibi artan sicaklikla birlikte BaP kompozit kartuslarin
adsorpsiyon kapasitesi artmaktadir. BaP-MIP-2'de sicaklik artisina bagl olarak
gram kompozit kartus basina adsorplanan BaP miktarinda énemli bir artis oldugu
gorulmektedir. 4°C’de adsorplanan BaP miktari 4.54 ug/g iken 40°C’de bu deger
5.44 ug/g olarak bulunmustur. Bu sonuglar BaP-MIP-2 kompozit kartus ile BaP
molekulleri arasindaki etkilesimin spesifik oldugunu ve hidrofobik etkilesimle
gerceklestiginin  kanitidir ve sicaklik artigi ile analitlerin etkilesim kinetigi
artmaktadir [200]. Hidrofobik etkilesimler, entropi artigiyla yurtuyen etkilesimdir ki;
sicaklik artisi, bu etkilesimleri arttirma yodninde etkilemektedir. Elde edilen
sonuglarda bu onveriyi dogrulamakta ve artan sicaklikla kompozit kartusun
kapasitesi 6nemli miktarda artmaktadir. Ayrica NIP kompozit kartusun yapisinda
da fonksiyonel monomer (MAPA) bulundugundan dolayi sicaklikla adsorpsiyon
kapasitesinin arttigi gozlemlenmigtir. Fakat fonksiyonel hidrofobik monomer
(MAPA) icermeyen HEMA kompozit kartuslarin BaP adsorpsiyonu sicakliktan
bagimsizdir. Bu durum HEMA-BaP etkilesiminin spesifik olmadigini goster-

mektedir.
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Sekil 4.12. Adsorpsiyon kapasitesi Uzerine sicakligin etkisi: pH: 7.0; santriflij hizi:
1000 rpm; derisim: 500 pg/L.
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Sekil 4.13. Adsorpsiyon kapasitesi Uzerine sicakhigin etkisi: HPLC kosullari:
hareketli faz: asetonitril:su (90:10); akis hizi: 0.6 mL/dk.
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4.1.4.4. iyonik Siddetin Etkisi

Kompozit kartuglara BaP adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi incelenmis ve Sekil
4.14 ve 4.15-4.17'de sirasiyla ilgili adsorpsiyon grafigi ve kromatogramlar
veriimektedir. Iyonik siddet Na,SO4, (NH4).SO4; ve NaCl tuzlar kullanilarak
ayarlanmis ve bu tuzlar igin 0.1-1.0 M derisim araligi taranmigtir. Ortama eklenen
nétral tuzun iyonik gucl, analit molekillerin de ¢6zundrlGgunt etkilemektedir.
Iyonik guicti, tuzu olusturan katyon ve anyonlarin yiik sayisi ve derigimi belirler.
Sekilden de goéruldugu gibi, tuz derigimi arttikga BaP adsorpsiyon kapasitesi
azalmistir.  Cunki tuzlar Ozellikle ylksek molekdl agirhgindaki PAH’larin
¢OzUnurliguna onemli Olgide azaltir [201]. Bundan dolayr PAH’lar, su-yag ara
yuzeyinden itilir ve sulu fazda bulunan hidrofobik karakterdeki kompozit kartuslar

ile etkilesemez.

T,

4 - ——HEMA

—=—NIP

BI/.\I\.\T BaP-MIP-2

Adsorplanan BaP miktari (ng/g)
w

4\\‘/v

y . v\

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Na,SO, derigimi, M

(@)

Sekil 4.14. Adsorpsiyon kapasitesine iyonik siddetin etkisi: (a) NaxSOg; (b)
(NH4)2(SO4); (c) NaCl ve (d) kartuslara gore toplu gosterimi. BaP derisimi; 500
Mg/L; santrifij hizi: 1000 rpm; pH: 7.0; sicaklik: 25°C.

Sekil 4.14d’de gorildugu gibi, adsorpsiyon kapasitesi Na,SO,4, ve (NH4).SO4 tuzu
varlhiginda daha ¢ok dismustir bunun nedeni iyonik siddetlerinin NaCl'ye gore
daha yuksek olmasidan kaynaklanmaktadir. Ayrica (NH;).SO, tuzu kaotropik
etkiye neden oldugundan en dugsuk adsorpsiyon kapasitesi bu tuz varliginda

gerceklesmistir.
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Sekil 4.15. Adsorpsiyon kapasitesine tuz (Na,SO,) etkisi: HPLC kosullari: hareketli
faz: asetonitril:su (90:10); akis hizi: 0.6 mL/dk; sicaklik: 25°C.
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Sekil 4.16. Adsorpsiyon kapasitesine tuz [(NH4)2(SO4)] etkisi: HPLC kosullari:
hareketli faz: asetonitril:su (90:10); akis hizi: 0.6 mL/dk; sicaklik: 25°C.
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Sekil 4.17. Adsorpsiyon kapasitesine tuz (NaCl) etkisi: HPLC kosullari: hareketli

faz: asetonitril:su (90:10); akis hizi: 0.6 mL/dk; sicaklik: 25°C.
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4.1.4.5. Santrifuj Hizinin Etkisi

Adsorpsiyon kosullarinin optimizasyonu kapsaminda BaP molekullerinin BaP-MIP-
2 kompozit kartus ile etkilestirme hizi sicaklik kontrollu santrifujde 500-5000 rpm
arahiginda degistirilmistir. Sekil 4.18 ve 4.19'da sirasiyla ilgili adsorpsiyon grafigi ve
kromatogramlar verilmektedir. Santriflj hizinin etkisi incelenirken BaP derisimi 500
Mg/L olacak sekilde sabit tutulmustur. Sekil 4.18 ve 4.19'da goéruldugu gibi
adsorplanan BaP orani santrifuj hizinin artmasi ile birlikte énemli bir miktarda
azalmaktadir. Kompozit kartuslarin kapasitesindeki azalma miktarlarinin sirasiyla
BaP-MIP-2 igin 5.52 ug/g’dan 2.28 ug/g’a; NIP icin 2.29 ug/g’dan 0.87 ug/g’a;
HEMA icin 0.51 pg/g’dan 0.24 pg/g’a dustugu gorulmustar. Santrifij hizinin
artisiyla adsorpsiyon kapasitesindeki azalma iki farkli sekilde acgiklanabilir. BaP
molekullerinin kompozit kartuslar igerisinde alikonma sureleri santrifaj hizinin artigi
ile kisalmakta ve bundan dolayr BaP molekillerinin gbdzeneklerin igerisine
(baskilanmig bolgelere veya fonksiyonel monomere) difizyonu ve segici etkilesimi
icin gerekli sire olusamamaktadir; sonug¢ olarak kompozit kartusun performansi
dismekte ve adsorpsiyon kapasitesi onemli duzeyde azalmaktadir. Diger bir
ifadeyle; artan santriflj hizi, ileri ydnde difuzyonu arttirirken, yanal diflzyonu
kisittanmaktadir. Boylece kompozit kartusun yapisindaki aktif baskilanmis bolgeler
etkin olarak kullanilamamaktadir. Sonug olarak adsorpsiyon kapasitesinde azalma
meydana gelir. Bu sonuglarin 1s1§1 altinda tim c¢alismalar, en uygun santrifQj

hizinda (1000 rpm) yurattlmagtar.
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Sekil 4.18. Adsorpsiyon kapasitesine santrifiij hizinin etkisi: BaP derisimi: 500
Mg/L; pH: 7.0; sicaklik: 25°C.
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Sekil 4.19. Adsorpsiyon kapasitesine santrifij hizinin etkisi: HPLC kosullari:
hareketli faz: asetonitril:su (90:10); akis hizi: 0.6 mL/dk; sicaklik: 25°C.
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4.1.4.6. Baskilanmig Partikiil Miktarinin ve Monomer Oraninn Etkisi

Sentezlenen kompozit kartuglarin yapisinda yer alan farkli miktarlardaki (25-200
mg) baskilanmis partikullerin (Sekil 4.20) ve farkli kalip molekul/fonksiyonel
monomer oranlarinda (Sekil 4.21) sentezlenen partikil goémuli kompozit
kartuslarin adsorpsiyon surecine etkisi incelenmistir. BaP-MIP-1, BaP-MIP-2, BaP-
MIP-3 ve BaP-MIP-4 kompozit kartuglarda farkli miktarlarda baskilanmig partikuller
gémalduagu belirtilmistir. Bu optimizasyon ¢alismalari kapsaminda iki farkl etkin
faktor incelenmistir. Oncelikle, ayni kalip molekiil/fonksiyonel monomer oranina
sahip partikillerin farkli miktarinin etkisi belirlenmistir (Sekil 4.20). ikinci agsamada
ise sabit partikil miktarinda farkli kalip molekul/fonksiyonel monomer oranina
etkisi belirlenmigtir. Bu baglamda; Sekil 4.21'de goéruldugu gibi sentezlenen bu
kompozit kartuglarda benzer BaP adsorpsiyon egilimleri gorulmektedir. Cunku
hem fonksiyonel monomer hem de kalip molekul/fonksiyonel monomer orani
sabittir. Fakat en uygun miktarin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen ¢alismalar
sonucunda o6zellikle 50 mg partikil iceren BaP-MIP-2’nin, BaP’a kargi en segici
kompozit kartus oldugu belirlenmistir. Bu durum, partiklllerin kriyojel temelli iskelet
icerisinde dagilma durumuyla iligkilendirilebilir. Artan partikil miktari homojen
dagihmi olumsuz etkilemekte ve adsorpsiyon kapasitesi beklenmedik bir sekilde

azalmaktadir.

Ayrica BaP-MIP-2, BaP-MIP-5 ve BaP-MIP-6 kompozit kartuslarin yapisindaki
MAPA miktarlarinin BaP adsorpsiyonuna etkisi incelenmigtir. Sekil 4.21'de
goraldugu gibi; yapidaki MAPA monomeri orani arttikga adsorpsiyon kapasitesi de
azalmaktadir. Bunun nedeni hedef molekiil ile segici etkilesime girecek fonksiyonel
gruplarin artisidir. Boylelikle etkilesim bolgesinin sayisi arttirlmakta ve daha fazla

hedef molekil, adsorpsiyon kapasitesinde artisa neden olmaktadir.
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Adsorplanan BaP miktari (ug/g)
w

BaP-MIP-1 BaP-MIP-2 BaP-MIP-3 BaP-MIP-4
Polimer Tiirii

(@)

Bap-MIP-1: 25 mg partikiil gomuli

BaP-MIP-3: 100 mg partikil gomiilii
BaP-MIP-4: 200 mg partikiil gomiili

- 1

(b)
Sekil 4.20. Adsorpsiyon kapasitesine eklenen partikil miktarinin etkisi: (a)
adsorpsiyon grafigi ve (b) kromatogram. pH: 7.0; sicaklik: 25°C; santriflij hizi: 1000
rom. HPLC kosullari: hareketli faz: asetonitril:su (90:10); akis hizi: 0.6 mL/dk;
sicaklik: 25°C.

T B B BB B B B
6.0 70 80 9.0 10.0 min
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Adsorplanan BaP miktan (pg/g)
w

BaP-MIP-5 BaP-MIP-2 BaP-MIP-6
Polimer Tiiri

(@)

(\ Bap-MIP-6: 1/3 monomer orani
\

5000000 1 BaP-MIP-5: 1/1 monomer orani

2500000 ||
2000000 /\ / \

- |

4.0 5(&b)

Sekil 4.21. Adsorpsiyon kapasitesine kompozit kartus icerisinde yer alan kalip
molekul/fonksiyonel monomer oranin etkisi: (a) adsorpsiyon grafigi ve (b)
kromatogram. pH: 7.0; sicakhk: 25°C; santrifj hizi: 1000 rpm. HPLC kosullari:
hareketli faz: asetonitril:su (90:10); akis hizi: 0.6 mL/dk; sicaklik: 25°C.

L B B B S B BB
6.0 70 80 9.0 10.0 min

4.1.4.7. Sulu Cozeltilerden Segcicilik Deneyleri

BaP baskilanmis kompozit kartuslarin (BaP-MIP-2) seciciligini gdéstermek icin BaP-
MIP-2, baskilanmamis kompozit kartusun (NIP) ve HEMA kompozit kartusun
etkinlikleri karsilastirmali olarak incelenmistir. BaP molekuld igin segicilik
karsilastirmalari icin BbF, BkF, lcdP ve 1-naftol molekdlleri kullaniimistir. Tekli

(yarismasiz) ve c¢oklu (yarismali) karisim ile gergeklestirilen adsorpsiyon
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calismalari sonucu elde edilen veriler kullanilarak Kq, k, k' ve k” sabitleri, Bolim
3.2.7°de verilen esitlikler araciligiyla hesaplanmistir.

Segicilik calismasinin ilk asamasinda, BaP molekuli ve diger yarismaci
molekullerin ¢ozeltileri BaP-MIP-2, NIP ve HEMA kompozit kartuslarla muamele
edilmislerdir. Bunlara ait sonuclar Cizelge 4.3'de Ozetlenmigtir. Adsorpsiyon
kapasitesi grafigi ve HPLC’de molekullerin ayrimini gosteren kromatogramlar ise
Sekil 4.22'de verilmistir.

Cizelge 4.3. BaP’a gore BbF, BkF, IcdP ve 1-naftol icin Kg, k, k' ve k” degerleri

PAH'lar BaP-MIP-2 NIP HEMA
Ky k Ky k Kqd k K K”
(mpmip)  (MIPHEMA)
BaP 4609.04 759.94 90.44
BbF 1465.45 3.15 747.28 1.02 140.87 0.64 3.09 4.90
BkF 454.06 10.15 712.84 1.07 107.92 0.84 9.52 12.11
IcdP 41049 11.23 600.28 1.27 173.77 0.52 8.87 21.57

1-Naftol 519.61 8.87 751.05 1.01 170.75 0.53 8.77 16.75

BaP-MIP-2 kompozit kartuslardan gegcirilen BbF, BKF, IcdP ve 1-naftol’'un BaP’a
gore Ky degerleri, NIP ve HEMA kompozit kartuslarla karsilastirildiginda; her
durumda BaP’nin Ky degerleri yarismaci PAH’lara goére daha yuksektir. Bagil
segicilik katsayisi (k’), BaP baskilanmig tanima bélgelerinin NIP kartuslara gore
afinitesini gostermektedir ve bu tanima bodlgeleri, segici olarak BaP’lari
adsorplayabilecegini belirtmektedir. NIP kompozitin BaP kapasite degeri, diger
HEMA kompozite gére daha ylUksektir. BaP’in BbF, BKkF, IcdP ve 1-naftol’a goére
bagil secicilik katsayilari NIP i¢in 3.09, 9.52, 8.87 ve 8.77 iken HEMA i¢in yine
sirasiyla 4.90, 12.11, 21.57 ve 16.75 olarak hesaplanmistir. NIP kompozitin
yapisinda bulunan fonksiyonel monomer (MAPA), BaP molekilleriyle segici
hidrofobik etkilesimlere girmekte ve bir miktar BaP tutmaktadir. HEMA kompozit
kartus tarafindan tutulan BAP  miktari non-spesifik  etkilesimlerden
kaynaklanmaktadir. Bagil segcicilik katsayilan goruldagu gibi 1’in oldukca
Uzerindedir. Bu durum uretilen malzemelerin olduk¢ca secgici sekilde BaP’i

tanidigini belirtmektedir.
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EHEMA
mNIP
BaP-MIP-2

(ng/g)

BaP-MIP-2
NIP

Adsorplanan PAH miktari

6000000 4 Bap | BaP-MIP-2

5000000 [ HEMA

T B B B L e e B L T B B B B B N S Ry B S B
0.0 10 20 30 4.0 6.0 70 80 9.0 10.0 min

400000 4 BbF ‘“‘ BaP-MIP-2

\\ HEMA

2500000 -} ‘ “
. |

\
1500000 “ ‘\

1000000 | \‘

- A
J\

T T B B e B e Ry B B
10 20 30 4.0 50
(c)

Sekil 4.22. Kompozit kartuslara adsorbe edilen BaP ve diger yarismaci
molekullerin yarismasiz adsorpsiyonu: (a) adsorpsiyon grafigi ve (b-f) ilgili
kromatogramlar. PAH derisimi: 500 ug/L; pH: 7.0; sicaklik: 25°C, santrifij hizi:

1000 rpm. HPLC kosullari: hareketli faz: asetonitril:su (90:10); akis hizi: 0.6 mL/dk;
sicaklik: 25°C.

CH B B B e B B Sy B B B
6.0 70 80 9.0 10.0 min
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Sekil 4.22. (Devami).
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Segicilik galigmasinin ikinci asamasinda, BaP molekullu ve secilen diger yarismaci
molekdller, ortamda BaP/BbF/BkF olacak sekilde Uglu olarak hazirlanmig ve
yarismali adsorpsiyon calismasi gergeklestiriimistir (Sekil 4.23). Cizelge 4.4'de
Uclt ortamda, BaP’a gore, BbF ve BKF igin Ky, k, k' ve k” degerleri verilmistir.

5,
o i
2 = HEMA
1,5 - = NIP
@ BaP-MIP-2
<3
x 1
[y
2
2 057 BaP-MIP-2
2 0 NIP
@ 1
< HEMA
BbF S
(a)
Y
4000000 < /‘W\q,'zg BaP-MIP-2
Q‘{' H
] & ) |
R HEMA
a0 4 (i
2000 ] I
|| |
2000000 L
1500000
1000000 {\ /\
. 10 oo e T A s T e 70 T e T Teo T 00 min
(b)

Sekil 4.23. Kompozit kartuslara adsorbe edilen BaP ve diger yarismaci
molekullerin yarismali adsorpsiyonu. (a) adsorpsiyon grafigi ve (b) ilgili
kromatogram. PAH derisimi: 500 pg/L; pH: 7.0; sicaklik: 25°C, santriflj hizi: 1000
rom. HPLC kosullari: hareketli faz: asetonitril:su (90:10); akis hizi: 0.6 mL/dk;

sicaklik: 25°C.
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Cizelge 4.4. Uglu yarismali kosullarda segcicilik deneyleri ve BaP’a gére BbF ve
BKF icin Ky, k, k' ve k” degerleri.

PAH’lar BaP-MIP-2 NIP HEMA
Ky k Ky k Ky k K K”
(NIP) (HEMA)
BaP 532.92 195.90 60.21

BbF 516.42 1.03 306.68  0.639 119.84  0.502 1.62 2.05
BkF 326.41 1.63 310.55 0.631 94.22 0.639 259 2.56

Uclu karigimdaki yarismali adsorpsiyon kapasitesi bagil secicilik katsayilari, tekli
¢Ozeltilerdeki degerlerinden daha dusuk oldugu gézlenmistir. Bu durum, PAH’larin
hem baskilanmis bdlgelerle hem de fonksiyonel monomerle etkilesim igin

yarismaya girdigini ve antagonistik bir etkiye sebep olduklarini géstermektedir.

4.1.4.8. BaP Kompozit Kartuglarin On-Derigtirme Etkinliginin incelenmesi

Bu asmada geligtirlen kompozit kartuglarin BaP &On-deristirme etkinligi de
incelenmigtir. Sekil 4.24’de ilgili desorpsiyon grafikleri ve kromatogramlari
verilmektedir. Bu dogrultuda HPLC tayin limiti disina ¢ikan derisime (50 ug/L)
sahip 4.0 mL hacimdeki BaP ¢ozeltisi kompozit kartuslar ile muamele edilmistir.
Daha sonra kompozit kartuglar ile etkilestirien BaP molekilleri ikinci asamada
daha dusuk hacimde (1.0 mL) desorpsiyon ajani ile elie edilmis ve ylksek
verimde BaP geri kazanimi saglanmistir. BaP- MIP-2 kompozit kartus igin geri
kazanim yuzdesi % 87.39 iken NIP ve HEMA kompozit kartuslar igin geri kazanim
yuzdeleri sirasiyla % 64.16 ve % 35.95 olarak hesaplanmistir. BaP-MIP-2, NIP ve
HEMA kompozit kartuslar icin 6n-deristirme etkinlikleri ise sirasiyla % 349.6, %
256.6 ve % 143.8 olarak hesaplanmistir. NIP ve HEMA kompozit kartuslar icin geri
kazanim oranlarinin disiuk ¢ikmasinin nedeni non-spesifik etkilesimlerle baglanan
BaP molekullerinin kolondan yikama ile uzaklasmasi ve sonrasinda ellUsyon
ajaninda dusuk miktarda bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Bu baglamda 50
Mg/L olan baslangi¢ derisimi, dn-deristirme islemi sonrasinda BaP derisimi MIP-
BaP-2 icin 191.28 ug/L, NIP icin 114.69 pg/L ve HEMA icin 54.14 ug/L olarak
hesaplanmigtir. Sonuglardan goéruldagu gibi gelistirilen molekiler baskilanmis
kompozitlerin secici BaP on-derigtiriimesinde basariyla kullanilabilmektedir. Bu
durum BaP molekdllerinin geri kazanim baglaminda basarili bir on-derigtirme

sisteminin hazirlandigini gostermektedir.
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Sekil 4.24. Kompozit kartuslarin on-deristime etkinligi: (a) én-deristirme etkinligi;
(b) geri kazanimlarinin karsilastiriimasi; (c) adsorpsiyon kapasiteleri ve (d) ilgili
kromatogram. BaP baslangi¢ derisimi: 50 pg/L; pH: 7.0; sicaklik: 25°C, santrifij
hizi: 1000 rpm. HPLC kosullari: hareketli faz: asetonitril:su (90:10); akis hizi: 0.6
mL/dk; sicaklik: 25°C.
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4.1.4.9. Kompozit Kartuglarin Tekrar Kullanilabilirligi

On-derigtirme kartuslarinin en énemli 6zelliklerinden biri defalarca kullanilabilmeye
olanak vermesidir. Bu amagla gelistirilen kompozit kartuslarin tekrarlanabilirligini
incelemek icin BaP  moleklllerinin  BaP-MIP-2  kompozit kartuslara
adsorpsiyon/desorpsiyon islemleri ayni kompozit kartuglar kullanilarak ardisik on
defa tekrarlanmis ve elde edilen adsorpsiyon ¢ozeltisi HPLC ile analiz edilerek
kartuslarin tekrarlanabilirligi yizde goérece standart sapma (% RSD) Uzerinden
kontrol edilmigtir. Desorpsiyon orani BaP-MIP-2 i¢in % 93, NIP i¢in % 96 ve HEMA
icin % 95 olarak bulunmustur. Sekil 4.25’de goéruldugu gibi 10 déngu boyunca
adsorplanan BaP miktarinda onemli bir azalma gdézlenmemistir. Elde edilen
sonuglar (Sekil 4.25 ve 4.26) 10 dongu boyunca adsorplanan BaP miktarinda

onemli bir azalma gézlemlenmedigini ortaya koymustur.

7 -
_— 6 b
Lo
g c . —e—HEMA
5 —=—NIP
< 4
£ —&—BaP-MIP-2
g —a— s 5 o o = =
@ 3
c
c
8 27
g
8 l - H_m_’_*_*_.
T
<
O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Dongii sayisi

Sekil 4.25. Kompozit kartuslarin tekrar kullanilabilirligi: pH: 7.0; santriflij hizi: 1000
rpm; derisim: 500 ug/L; sicaklik: 25°C.
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Sekil 4.26. Kompozit kartuslarin tekrar kullanilabilirligi: BaP derisimi: 500 pg/L; pH:
7.0; sicakhk: 25°C; santrifij hizi: 1000 rpm. HPLC kosullari: hareketli faz:
asetonitril:su (90:10); akis hizi: 0.6 mL/dk; sicaklik: 25°C.
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4.2. BaP Baskilanmis SPR Nanosensorler

4.2.1. Nanosensorlerin Karakterizasyonu

4.2.1.1. Atomik Kuvvet Mikroskop Analizi

Modifiye edilmemis, allii merkaptan ile modifiye edilmis, BaP baskilanmis ve
baskilanmamig SPR nanosensorlerin ylizey morfolojisi yari degen modda atomik
kuvvet mikroskobu ile karakterize edilmistir. Asidik pirana ¢ozeltisi ile temizlenmis
SPR sensorun yuzey derinligi, 4.35 nm olarak belirlenmistir (Sekil 4.27). Allil
merkaptan ile modifiye edilmis SPR c¢ipin ylzey derinligi ise yaklasik 3.5 nm
artarak 7.89 nm (Sekil 4.28) olarak belirlenmigtir. Baskilanmamis SPR sensoérin
yuzey derinligi ise 14.79 nm (Sekil 4.29) iken BaP baskilanmig SPR sensoérin
yuzey derinligi, 16.12 nm olarak bulunmustur (Sekil 4.30). Bu sonuglar; filmin
yuzeye basarili ve ince bir sekilde homojen olarak kaplandigini gostermektedir.
Baskilanmis ve baskilanmamis nanofilm ylzey derinlik degerlerinin yakin olmasi,
uygulanan polimerizasyon yonteminin uygun oldugunu ve BaP varliginin bu islem
Uzerine onemli bir etkisinin olmadigini gostermektedir. Modifiye edilmemis, allil
merkaptan ile modifiye edilmig, BaP baskilanmig ve baskilanmamis SPR

nanosensorlerin AFM goéruntuleri Sekil 4.27-4.30°da verilmigtir.

Cizelge 4.5. AFM kuvvet mikroskop sonuglari

Yuzey Derinlik, nm
Modifiye edilmemis altin ylzey 4.35
Allil merkaptan ile modifiye edilmis ylzey 7.89
BaP baskilanmis SPR nanosensor 16.12
BaP baskilanmamis SPR nanosensor 14.79
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290 -
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097 -

048 -

000 - -

(b)

Sekil 4.27. Modifiye edilmemis SPR ¢ipinin yari degen modda alinan AFM
goruntuleri: (a) Yuzey ve (b) 3B goruntisu.
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(@)

nm

789 - 4
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613 -
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438 -
2.00 pm
1.80
350 -
263 -
175 -
088 -
0.00 - a

(b)

Sekil 4.28. Allil merkaptan ile modifiye edilmis SPR gipinin yari deen modda
alinan AFM goéruntuleri: (a) Yuzey ve (b) 3B goruntisu.
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(b)

Sekil 4.29. Baskilanmamis SPR nanosensorun yari degen modda alinan AFM
goruntdleri: (a) Yuzey ve (b) 3B goruntisu.
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nm
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(b)

Sekil 4.30. BaP baskilanmis SPR nanosensoériun yari degen modda alinan AFM
goruntuleri: (a) Yuzey ve (b) 3B goruntisu.
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4.2.1.2. Elipsometre Analizi

Allil merkaptan ile modifiye edilmig, BaP baskilanmis ve baskilanmamig SPR
nanosensorlerin ortalama ylzey kalinhgr elipsometre cihazi kullanilarak da
incelenmigtir. BaP nanosensorlerin ortalama kalinlik degerleri sirasiyla 48.3 + 4.6
nm ve 45.9 + 3.7 nm olarak hesaplanmistir. Cizelge 4.6’da SPR nanosensoérlerin
elipsometri degerleri 6zetlenmistir. Bu sonuglar, AFM sonuglari ile értismekte olup
filmlerin ylzeye ince bir sekilde tutturuldugunu gdstermektedir. Her ne kadar
polimerik film kalinliklari AFM Olgumlerinde elde edilen yuzey derinlik (RMS)
degerlerinden yuksek olsa da elipsometre ile alinan olgimler reel kalinlik
degerleridir. Cunku, AFM o6lgumleri yuzey topografyasi ve goreceli yluzey derinlik
degerleri ile ilgili bilgi vermektedir. Ayrica, baskilanmig ve baskilanmamis
nanosensor film kalinliklarinin ve ylzey topografyasinin benzer degerlere sahip
olmasi uygulanan polimerizasyon yonteminin olduk¢a uygun, tekrar edilebilir ve
kalip molekulinun varligindan etkilenmedigi daha 6nce de tartisiimigtir.

Cizelge 4.6. SPR nanosensorlerin elipsometri degerleri

Yuzey Film kalinligi, nm
Allil merkaptan ile modifiye edilmis ylzey 44+0.6
BaP baskilanmis SPR nanosensor 48.3+4.6
Baskilanmamis SPR nanosensor 459 £ 3.7

(a)
Sekil 4.31. Elipsometre analizleri: (a) Allil merkaptan ile modifiye edilmis (b)
baskilanmis ve (c) baskilanmamig SPR nanosensor ylzeyleri.
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(b)

(c)

Sekil 4.31. (Devami).
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4.2.1.3. Temas Agisi Analizi

Modifiye edilmemis, allii merkaptan ile modifiye edilmis, baskilanmis ve
baskilanmamis SPR nanosensorlerin ylzey karakterizasyonu Kruss DSA100
(Hamburg, Almanya) temas agisi cihazi kullanilarak gergeklestiriimistir. Temas
acisi degerleri DSA2 yazilimi kullanilarak hesaplanmigtir. Cizelge 4.7’de SPR

nanosensorlerin ylzey temas agilari 6zetlenmigtir.

Cizelge 4.7. SPR nanosensorlerin ylzey temas agcilari

Yuzey Temas Agisl, °
Modifiye edilmemis altin ylizey 75.9
Allil merkaptan ile modifiye edilmis ylzey 71.5
BaP baskilanmis SPR nanosensor 96.5
BaP baskilanmamis SPR nanosensor 91.5

Temas agisi dlgimlerinden goéraldigu gibi modifiye edilmemis SPR ¢ip ylzeyinin
temas acisi degeri, 75.9°, allil merkaptan ile modifiye edilmis SPR ¢ip ylzeyinin
temas aci degeri, 71.5°, BaP baskilanmis SPR nanosensorin ylzey temas agisi
96.5° ve BaP baskilanmamis SPR nanosensoérin yuzey temas agisi 91.5° olarak
Olgulmustur. Nanosensorlerin yuzey temas agisinin onemli miktarda artis1 yluzeyin
daha hidrofobik 6zellikte oldugunun gdstergesidir. Bu durum su sekilde
aclklanabilir; BaP baskilanmig ve baskilanmamig nanosensorlerin yuzeyindeki
filmlerde fonksiyonel monomer olarak hidrofobik 6zellikteki MAPA monomeri ylzey
temas acisi dederlerini artirmaktadir. Bir baska tanimla sensér ylzeyinin

Islanabilirligi azalmaktadir.
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Sekil 4.32. Temas agcisi olgumleri: (a) Modifiye edilmemis SPR cip yuzeyi; (b) allil
merkaptan ile modifiye edilmis SPR c¢ip yuzeyi; (c) BaP baskilanmis SPR
nanosensor yluzeyi ve (d) BaP baskilanmamis SPR nanosensor ylzeyi.
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4.2.2. SPR Nanosensorlerle Kinetik Analizler

4.2.2.1. BaP Baskilanmis (BaP-MIP) SPR nanosensorlerle BaP Derisim
Calismasi

Bu calisma kapsaminda segici ve es zamanh BaP tayini igin baskilanmig SPR
nanosensorler on-deristirme c¢alismalarinda elde edilen verilerin 1s1g1 altinda
hazirlanmistir. SPR sinyali ile BaP derisimi arasindaki iligkisinin degerlendirile-
bilmesi icin farkl derigsimlerde (20-400 ng/mL) BaP c¢ozeltileri hazirlanmistir.
Cozeltiler peristaltik pompa araciligiyla SPR nanosensorle etkilestiriimis ve
SPRview yazilimi ile elde edilen veriler es zamanli olarak izlenmis ve kinetik
veriler alinmigtir. Sekil 4.33'de farkli derisimlerde BaP ¢ozeltilerinden elde edilen

sensorgramlar verilmektedir.

Standart bir 6lgimde; sistemden oncelikle denge tamponu (a), daha sonra sistem
yeniden dengeye ulasana kadar BAP c¢Ozeltisi gegirilmis (b) ve son asamada
desorpsiyon ¢ozeltisi kullanilmigtir (c). Butin olgumlerde sistemin dengeye
ulasmasi igin yaklasik 30 dakika beklenmigtir. Desorpsiyon ve rejenerasyon

islemleri yaklagik 5 dakika iginde gerceklestirilmistir.

Farkh derisimlerde ¢ozeltilerin nanosensoérlere uygulanmasi ile SPR ¢iplerde %
kirllmaya karsilik zaman grafikleri elde edilmistir. Nanosensorlerden elde edilen %
kiriilma degerleri, verilerin degerlendiriimesinde énemli bilgiler sunmaktadir. Ancak,
daha duyarl veri degerlendiriimesi, anlik % kirilma degeri ile baglangi¢c % kiriima
degeri arasindaki farki gosteren delta kirilma (AR) verileri ile yapilmaktadir [202,
203]. Boylelikle, SPR nanosensorlerden elde edilen verilerin normalize edilmesi ve
anlik 6lgim hatalarinin 6énlenmesi mumkindir. Bu baglamda; Sekil 4.33 ve
4.34’de farkli derisimlerde BaP ¢dzeltilerinin nanosensoérlere uygulanmasi ile elde
edilen AR verilerine karsilik zaman grafikleri verilmistir. Sekilden de gorildigu gibi
yuzeye BaP uygulanmasiyla birlikte AR degerlerinin de anlik olarak arttigi
gorulmektedir. Derisimdeki artisla birlikte AR degerindeki artisin daha fazla oldugu
gorulmastar. Bunun sebebi olarak ¢ozelti ile yuzey arasindaki suricu gug¢ olan

derisim farkinin artmasi gdsterilebilir.
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Sekil 4.33. BaP ¢ozeltileri ile SPR nanosensor arasindaki etkilesimlere ait AR vs
zaman sensorgramlari: (a) 20 ng/mL; (b) 25 ng/mL; (c) 50 ng/mL; (d) 75 ng/mL; (e)
100 ng/mL; (f) 150 ng/mL; (g) 200 ng/mL; (h) 300 ng/mL ve (1) 400 ng/mL
derisimlerinde hazirlanmis BaP c¢ozeltileri. pH: 7.0; akis hizi: 1.0 mL/dk; sicaklik:
25°C.
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Sekil 4.33. (Devami).
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Sekil 4.34. BaP ¢ozeltileri ile SPR nanosensor arasindaki etkilesimlere ait AR vs
zaman sensorgramlari (toplu gosterim): (a) Denge tamponu; (b) BaP ¢ozeltisi ve
(c) desorpsiyon ¢ozeltisi. pH: 7.0; akis hizi: 1.0 mL/dk; sicaklik: 25°C.
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Sekil 4.35. BaP baskilanmig SPR nanosEen)sb're ait derisim ile AR arasindaki iligki.

Sekil 4.35 (a)da goruldigu gibi AR degeri, BaP derisimi arttikgca artmaktadir.
Derisim artisiyla birlikte dogrusal olarak artan SPR sinyali 200 ng/mL derisim
degerinden sonra dogrusalliktan sapmakta ve doygunluga ulasmaktadir. ikinci bir
dogrusal bolgenin olustugu bu derisim aralig1 yuzeydeki baskilanmis bdlgelerin
doymasi ve analit (BaP) molekilleri arasinda bir yarisin baslamasiyla iliskilidir.
Sekil 4.35 (b)de goéruldigu gibi SPR nanosensor, iki farkli derisim araliginda
derisim-sinyal dogrusalli§i gostermektedir. Sekil 4.35 (b)’de goéruldugu gibi 0-100
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ng/mL araligindaki veriler degerlendirildiginde elde edilen dogrunun denklemi
(y = 0.0125x + 0.0202) iken 100-400 ng/mL araligindaki dogrunun denklemi
(y = 0.0036x + 1.0941) ve dogrusalliklari (R?) sirasiyla 0.9877 ve 0.8737 olarak

hesaplanmigtir.

Bu verilere gore; BaP molekulleri 20-100 ng/mL araliginda % 98.8, 150-400 ng/mL
araliginda ise % 87.3 dogrulukta dlgum yapabildigini belirtmektedir.

- Denge Analizi

Toplam ligand miktari ([B]o), yuzeyin maksimum analit baglama kapasitesi olarak
tanimlanirsa; diger tum derisim degerleri SPR sinyali olarak ifade edilebilir.
Boylelikle kutlenin  derisime donUsturulme igsleminin  yapilmasina gerek
kalmayacaktir. Serbest analit derisiminin akis hucresinde sabit kaldigi yalanci-

birinci derece kosullari altinda baglanma su sekilde ifade edilir:

dAR/dt=k,C(AR naks-AR)-kg AR (4.1)

Burada; dAR/dt, SPR sinyalinin degisim hizi (1/s); R ve Rnaks, baglanma ile dlgllen
ve maksimum sinyal; C, analit derigimi (ng/mL), ks, baglanma hiz sabiti (mL/ng.s)
ve kg, ayrilma hiz sabiti (1/s)’dir. Baglanma sabiti Ka (ng/mL), ks ve Ky sabitlerinin
oranindan hesaplanir (Ka=ka/kg). Denge durumunda, dAR/dt=0 alinarak esitlik

basitlestirilir:

ARdengelC:KAARmaks'KAARdenge (4-2)

Bundan dolayi, baglanma sabiti Ka, ARgenge/C’ye karsi ARgenge grafiginden

hesaplanir. Ayrilma sabiti Kp ise; 1/Ka esitligi ile hesaplanabilir.

- Baglanma Kinetik Analizi

Esitlik 4.1 tekrar duzenlendiginde;

dAR/dt=k,CAR as-(ksC+kg)AR (4.3)
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esitligi elde edilir. Buradan, etkilesim kontrollU kinetikler igin ¢izilen dAR/dt’'ye karsi
AR grafiginin, egimi —(kaC + kg) olan bir dogru verdigi gorulmektedir. Baslangig
baglanma hizi analit derigimiyle dogrusal bir iligki icerisindedir ve kantitatif olarak
derigim belirlenmesinde kullanilir. Eger Rmaks degeri biliniyorsa, tek bir sensorgram
kullanilarak ks ve ky degerleri hesaplanabilir. YUzeyi tamamen doygunluga
erigtirmek igin ¢cok ylksek analit derisimlerine gerekli oldugu icin Rmaks’In deneysel
olarak belirlenmesi zordur. Tercih edilen yaklagim, bircok farkli analit derigim-
lerinde baglanma sensorgramlarinin alinmasidir. ileri ve geri yondeki hizlarin
analizi i¢in gizilen dAR/dt'ye kargi AR grafikleri, ileri ve geri yondeki hiz sabitleri ile
iligkili bir egim degeri (S) vermektedir:

S=k,C+kq (4.4)

S’ye kargi C grafigi, edimi ky olan bir dogru vermektedir. Teorik olarak kesim
noktasi kg degerini vermektedir. Fakat, koC >> kg oldugu durumlarda Kkq4
hesaplanmasi icin bu ydntem cok guvenilir degildir. Daha guvenilir yontem,

ayrilma kinetiginin incelenmesidir.

|n(ARO/ARt)= kd(t-to) (45)
Burada; ARy ve ARy, ayrilma egrisindeki to ve t anlarindaki SPR sinyal degerleridir
[204]. Sekil 4.36’de denge analizi ve badlanma kinetik analizi igin ¢izilen dogrular

verilmigtir. Bu dogrulara ait denklemlerden hesaplanan ARpaks, Ka, Ka, Ka Ve Kp

degerleri Cizelge 4.8’de 6zetlenmistir.
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Sekil 4.36. Kinetik hiz sabitlerinin belirlenmesi: (a) Denge analiz yaklasimi

(Scatchard) ve (b) baglanma kinetik yaklasimi.
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Cizelge 4.8. Kinetik hiz sabitleri

Denge Analiz (Scatchard) Baglanma Kinetik Analizi
ARmaks 4 Ka, Ng/ML.S 0.0016
Ka, Ng/mL 232.56 kg, 1/s 0.0375
Kb, mL/ng 0.0043 Ka, Ng/mL 23.4375
R? 0.9545 Kp, mL/ng 0.04266
R 0.9916

4.2.2.2. Denge izoterm Modelleri
BaP baskilanmis SPR nanosensér ile BaP arasindaki etkilesim modelini
belirlemek amaciyla doért farkli izoterm modeli uygulanmigtir: Scatchard, Langmuir;

Freundlich ve Langmuir-Freundlich (LF) modelleri.

Scatchard ARgenge /[C] = Ka(ARmaks- ARgenge)
Langmuir AR={ARnaks[C]/Kp+[C]}
Freundlich AR=AR mays[C]"
Langmuir-Freundlich AR={AR maks[C]"" /Ko +[C] "}

Burada; ARnaks, teorik maksimum SPR sinyal kaymasi; ARgenge, denge halindeki
SPR sinyal kaymasi; [C], analit derisimi (ng/mL); Ka (ng/mL), baglanma denge
sabiti; Kp (mL/ng), ayriima denge sabiti ve 1/n, Freundlich ylzey heterojenite

indeksidir.

Langmuir modeli, adsorpsiyon sureglerini tanimlamak igin kullanilan en basit ve en
yaygin modeldir. ilk teorik adsorpsiyon modelidir ve molekiler baskilamanin
termodinamigini incelemede yaygin olarak kullanilir. Langmuir modeli asagidaki
varsayimlara dayanmaktadir: a) molekdiller kati yizeyde sadece spesifik bolgelere
baglanir; b) her adsorpsiyon bolgesi sadece bir molekili adsorplar; c¢) kati
yuzeyde adsorbe olmus tum molekuller son olarak tek bir tabaka meydana
getirirler; d) tim adsorpsiyon boélgeleri esit enerjiye sahiptir ve e€) adsorbe olmus

molekuller arasinda higbir yanal etkilesim meydana gelmez.
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Langmuir adsorpsiyon modeli sadece tek tur baglanma bolgesine sahip sistemler
icin uygulanabilir. MIP’lardaki c¢esitli faktorler baglanma bdlgesinin olusumunu
etkiler, bu da baglanma yontemlerinin cesitliligi ile sonuglanir. Baglanma
bolgelerinin sayisi (N) ve baglanma sabiti (K) arasindaki iligkiyi tanimlayan afinite
baglanma egrisi surekli olmalidir. Umpleby ve ark. galismalari dogrultusunda
MIP’larin baglanma 6zelliklerinin Freundlich modeli kullanilarak daha dogru sonug
verebilecegini ortaya koymuslardir. Freundlich modeli doymamis baglanma

bdlgelerinin izoterm egrilerinin kullaniimasi igin uygundur [205].

Freundlich adsorpsiyon modeli, 6zellikle dusuk derisimlerde MIP sistemlerine
uygunluk gostermektedir [206]. Fakat bu model, ylksek derisim degerlerinde bazi
sapmalar gostermektedir. Bu sapmalari engellemek i¢in Langmuir-Freundlich ikili
modeli kullanilabilir. Bu model, heterojenite oldugu durumda c¢ok dusuk
derisimlerden doygunluga kadar genis derisim araliklarinda MIP sistemleriyle
uygunluk gostermektedir [207]. Sekil 4.37’de Langmuir, Freundlich ve Langmuir-

Freundlich modellerine ait grafikler verilmistir.
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Sekil 4.37. Adsorpsiyon modelleri: (a) Langmuir; (b) Freundlich ve (c) Langmuir-
Freundlich.
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Sekil 4.37. (Devam).

118



Cizelge 4.9. Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich parametreleri

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich
ARmaks 4.055  ARmaks 6.30 AR maks 3.939
Kb, mL/ng 0.2388 1/n 0.7848 1/n 0.7848
Ka, Nng/mL 418 R? 0.9585 Kp, mL/ug 0.777
R’ 0.9962 Ka 1.28
R’ 0.9544

Sekil 4.37’ye gobre deneysel olarak elde edilen veriler, Cizelge 4.8 ve 4.9 da
O0zetlenen parametreler ile birlikte incelendiginde Langmuir modelinin hazirlanan
nanosensorlere en uygun izoterm modeli oldugu goérulmustir. Her Ug izoterm
modelinden elde edilen sonuglar Cizelge 4.9'da 6zetlenerek verilmistir. Buradan
hesaplanan ARnmas degeri deneysel degere (2.75) oldukga yakindir. Langmuir
denkleminden hesaplanan Ka ve Kp degerleri sirasiyla 4.18 ng/mL ve 0.2388
mL/ng olarak hesaplanmigtir. Son olarak BaP’in SPR nanosensor ile miktar
tayininin yapilabilecedi en disuk konsantrasyon (LoQ-Limit of Quantitation) ve
tayin edilebilecek sinir degeri (LoD-Limit of Detection) hesaplanmigtir. Bulunan
degerler: LoD igin 14.97 ng/L, LoQ igin 49.92 ng/L’dir.

4.2.2.3. BaP Baskilanmamig (NIP) SPR Sensorlerle BaP Derisim Caligmasi

Bu calismada baskilanmis SPR nanosensorlerin kontroli amaciyla baskilanmamis
SPR nanosensoérler de hazirlanmigtir. BaP baskilanmigs SPR sensorler ile ayni
derisimlerde ayni ¢alisma parametreleri uygulanarak olgumler gergeklestiriimistir.
Sekil 4.38 ve 4.39da farkli derisimlerde BaP c¢ozeltilerinden elde edilen
sensorgramlar verilmektedir.

Baskilanmamis nanosensorlere BaP ¢ozeltilerinin uygulanmasi ile elde edilen AR
verilerine karsilik zaman grafikleri verilmistir. Sekilden de goruldigu gibi yluzeye
BaP uygulanmasiyla birlikte AR deg@erlerinin de arttigi gorulmektedir. Derigsimdeki
artigla birlikte AR degeri bir miktar artmaktadir. Nanosensor tayin limitindeki artis
egilimi, kullanilan fonksiyonel monomerin ve monomer/BaP arasindaki

etkilesimlerin tarine baghdir. Grafikteki disiuk egim, BaP nanosensor ile tim BaP
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molekullerin dusuk afinite ile etkilestigini gostermektedir. Bu egilim, 200 ng/mL
BaP derisimine kadar devam etmektedir. Daha sonra artis hizi yavaslayarak
etkilesim bolgelerinin dolmasina bagli olarak dengeye ulagmaktadir. Burada iki
onemli nokta 6zellikle vurgulanmalidir. Molekuler baskilama islemi i¢in amino asit
temelli fonksiyonel monomer MAPA secilmis ve kullaniimistir. Fonksiyonel
monomerin tercih sebebi, BaP ile segici hidrofobik etkilesimlere girebilme
potansiyeli olarak 6ngoérulmustir. NIP nanosensorlerle de BaP molekullerine ait
sinyallerin alinabilmesi bu 6ngorulen bilgiyi dogrulamakta ve secilen fonksiyonel
monomer tercihinin  dogrulugunu agikga gostermektedir. Ayrica; NIP
nanosensorlerle alinan sinyal degerleri, MIP nanosensorlerle karsilastirildiginda
oldukga dusuktur. MIP nanosensérde 400 ng/mL BaP derisiminde edilen AR
degeri 2.75 iken NIP nanosensoérde bu deger 0.72 olarak bulunmustur. Bu durum

baskilama igleminin secicilige 6nemli bir katkisi oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.38. BaP c¢ozeltileri ile NIP SPR nanosensoér arasindaki etkilesimlere ait
zamana karsl AR degerlerini gosteren sensogramlar: (a) 20 ng/mL; (b) 25 ng/mL;
(c) 50 ng/mL; (d) 75 ng/mL; (e) 100 ng/mL; (f) 150 ng/mL; (g) 200 ng/mL; (h) 300
ng/mL ve (1) 400 ng/mL derisimlerinde hazirlanmis BaP ¢ozeltileri. pH: 7.0; akis
hizi: 1.0 mL/dk; sicaklik: 25°C.
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Sekil 4.38. (Devam).
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Sekil 4.39. BaP cozeltileri ile NIP SPR nanosensor arasindaki etkilesimlere ait
zamana karsl AR degerleri (toplu gosterim): (a) Denge tamponu, (b) BaP c¢ozeltisi
ve (c) desorpsiyon ¢ozeltisi. pH: 7.0; akis hizi: 1.0 mL/dk; sicaklik: 25°C.
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4.2.2.4. Yanigmal Kinetik Analizler
BbF, BkF, IcdP ve 1-naftol igin BaP molekilerine gore dagiima ve segicilik

katsayilari asagidaki esitlige gore belirlenmigtir:

Kd=[(Ci-Cf)/Cf]XV/m (46)

Esitlikte Kq, dagilma katsayisini (mL/g); Ci ve C;, analitlerin baslangi¢ ve sonug
derisimlerini (ng/mL); V, kullanilan ¢6zelti hacmini (mL) ve m, polimerin agirligini
(g) ifade etmektedir. Fakat SPR sensor uygulamalarinda, baslangi¢c ve son
derigimleri arasinda 6nemli bir fark g6zlenememesi; polimerin kutlesinin kesin
olarak belirlenememesinden dolayr derisim ve kitle parametrelerinin
donugturalmesi gergeklestiriimelidir [204]. Bu yaklasimla derisim ile AR dogrusal

olarak iligkilidir.

Bu durumda; segcicilik katsayisi,

k=ARkallp/ARgirisimci (4-7)

seklinde kullanilabilir. Baskilama segiciliginin belirlenmesi igin ise;

k'=kbaskllanm|§/kkontrol (4-8)

seklinde ifade edilebilir. Hazirlanan BaP baskilanmis nanosensorin BaP
molekullerine kargi segciciliginin belilenmesi i¢in yarismali adsorpsiyon deneyleri
BbF, BkF, IcdP, 1-naftol ve BaP molekullerinin 100 ng/mL derisimlerinde tekli, ikili,
ucll ve dortla karisim ¢ozeltileri kullanilarak gerceklestiriimigtir. Nanosensorin bu
karisimlara gosterdigi tepki, Sekil 4.40 ve 4.41’de AR vs zaman iliskilerine ait
sensorgramlarda gorulmektedir. Bu molekullerin  secilmesinin  nedeni, BaP
molekullerine kimyasal yapi ve molekul agirigi olarak yakin olmalari ve benzer

toksikolojik 6zellikler gdstermeleridir.
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Sekil 4.40. 100 ng/mL derisiminde BaP, BbF, BkF, IcdP ve 1-naftol molekdillerinin
kullanilmasiyla olusturulan tekli ¢ozeltiler ile BaP baskilanmis SPR nanosensor
arasindaki etkilesimlere ait AR vs zaman sensorgramlari: (a) BaP; (b) BbF;
(c) BKF; (d) lcdP; (e) 1-naftol ve (f) toplu. pH: 7.0; akis hizi: 1.0 mL/dk; sicaklik:

25°C.

124



DeltaR

WL#"

| —— BaP-BbF |

T T T T T
0 5 10 15 20 25
Zaman (dk)

(@)

3,5
3,04
2,5+

2,0

DeltaR

1,0

T
30

0.5 e Ve

-05

T
35

J
40

BaP-lcdP

T T T T T
0 5 10 15 20 25
Zaman (dk)

(€)

354
3.0
254

2,04

DeltaR

T
30

05 ) )

0,0 A mw——

T
35

J
40

BaP-BbF-lcdP |

05 T T T T T

Zaman (dk)

(e)

DeltaR

DeltaR

DeltaR

-0.5

3.6
3.2
2,8+
24+
2,04
1.6
124
0,8
0.4 -

0,0

04

40+

35+

3,04

2,5+

20+

154

1,04

0.5 -

0,0

- BaP-BkF

I P,

T T T T T )
15 20 25 30 35 40
Zaman (dk)

(b)

BaP-1-naftol

Y T 2 \
rnian)

T
0 5

T
10

T T T T T )
15 20 25 30 35 40
Zaman (dk)

(d)

C BaP-BKF-IcdP |

Zaman (dk)

(f)

Sekil 4.41. 100 ng/mL derisiminde BaP, BbF, BkF, IcdP ve 1-naftol molekdillerinin
kullanilmasiyla olusturulan ikili, G¢li ve dortli ¢ozeltiler ile BaP baskilanmis SPR
nanosensoOr arasindaki etkilesimlere ait AR vs zaman sensorgramlari: (a) BaP-
BbF; (b) BaP-BkF; (c) BaP-IcdP; (d) BaP-1-naftol; (e) BaP-BbF-lcdP; (f) BaP-BkF-
IlcdP; (g) BaP-BaP-BkF-lcdP ve (h) toplu. pH: 7.0; akis hizi: 1.0 mL/dk; sicaklik:

25°C.

125



—— BaP-BbF-BkF-IcdP BaP-BbF

BaP-BkF
BaP-lcdP
BaP-1-naftol
BaP-BbF-IcdP
BaP-BkF-lcdP

25 25 BaP-BbF-BkF-IcdP

Delta R
Delta R

40
Zaman (dk) Zaman (dk)

(9) (h)

Sekil 4.41. (Devami).

BaP baskilanmig SPR nanosensorlerin yarismaci ajanlara gore segiciligi
incelendiginde BaP baskilanmis sensorlerin PAH’lara verdigi sensorgram sinyal
degeri (AR), BaP (tekli) i¢in 1.22°dir. Ayni derisimdeki tekli ¢ozelti sinyal degerleri
BbF icin 0.46; BKF igin 0.39; lcdP igin 0.44 ve 1-naftol igin 0.25°dir. Bu durumda
baskilanmis BaP nanosensorler BbF’'ye gore 2.65; BkF’ye gore 3.13; lcdP’ye goére
2.77 ve 1-naftol'a gére 4.88 kat daha duyarlidir. ikili ve gli karigimlarin sinyal
degerleri incelendiginde; SPR nanosensodrlerin AR kayma degerleri, tekli
¢cozeltilerin  toplam degerlerine gére daha dusuktar. Bu durum, SPR
nanosensorlerin antagonistik bir etki ile cevap verdigini gostermistir. Bir baska
tanimla, PAH’lar baskilanmis bdlgelere ve/veya fonksiyonel monomer ile
etkilesmek igin bir yaris igerisine girmektedir. Ayrica bu sonuglar, dn-deristirme
islemindeki sonuglarla da uyum igerisindedir. Karisimlarin SPR sinyallerinin,
bilesenlerin tekli ¢ozeltilerindeki sinyallerinin toplamindan daha dugsuk oldugu

belirlenmistir.

4.2.2.5. Nanosensoriin Baskilama Seciciliginin Belirlenmesi

BaP baskilanmig sensorun baskilama segciciligini gostermek icin BaP
baskilanmamis SPR nanosensér de hazirlanmistir. BaP, BbF, BKF, IlcdP ve 1-
naftol’'un kullaniimasiyla olusturulan karisimlar SPR sistemi ile etkilestirilmistir.
Baskilanmamis nanosensoérin bu karisimlara gosterdigi tepki, Sekil 4.42 ve

4.43’de AR vs zaman fonksiyonu olarak verilmigtir.
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Sekil 4.42. 100 ng/mL derisiminde BaP, BbF, BkF, IcdP ve 1-naftol molekdillerinin
kullanilmasiyla olusturulan tekli ¢ozeltiler ile BaP baskilanmamis SPR nanosensor
arasindaki etkilesimlere ait AR vs zaman sensorgramlari: (a) BaP; (b) BbF;
(c) BKkF; (d) lcdP; (e) 1-naftol ve (f) toplu. pH: 7.0; akis hizi: 1.0 mL/dk; sicaklik:
25°C.
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Sekil 4.43. 100 ng/mL derisiminde BaP, BbF, BkF, lcdP ve 1-naftol molekdillerinin
kullaniimasiyla olusturulan ikili, G¢li ve dortli ¢ozeltiler ile BaP baskilanmamisg
SPR nanosensor arasindaki etkilesimlere ait AR vs zaman sensorgramlari: (a)
BaP-BbF; (b) BaP-BkF; (c) BaP-lcdP; (d) BaP-1-naftol; (e) BaP-BbF-lcdP; (f) BaP-
BkF-lcdP; (g) BaP-BbF-BkF-lcdP ve (h) toplu. pH: 7.0; akis hizi: 1.0 mL/dk;

sicaklik: 25°C.
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Sekil 4.43. (Devam).

Cizelge 4.10. BaP molekulline gore BbF, BKkF, IcdP ve 1-naftol igin AR, k ve K
degerleri

MIP NIP
PAH AR k AR k k'
BaP 1.22 0.4
BbF 0.46 2.65 0.41 0.98 2.72
BkF 0.39 3.13 0.48 0.83 3.75
lcdP 0.44 2.77 0.38 1.05 2.63
1-Naftol 0.25 4.88 0.33 1.21 4.03
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Cizelge 4.11. Adsorpsiyon ortaminda ikili karigimlarin bulundugu durumlarda, BaP
molekultiine gore BbF, BkF, IcdP ve 1-naftol icin AR, k ve k’ degerleri

MIP NIP
PAH AR k AR k K'
BaP 1.22 0.4
BaP-BbF 0.46 2.65 0.38 1.05 2.52
BaP-BkF 0.51 2.39 0.35 1.14 2.09
BaP-lcdP 0.53 2.30 0.39 1.02 2.24
BaP-1-naftol 0.35 3.48 0.37 1.08 3.22

Cizelge 4.12. Adsorpsiyon ortaminda Uglu ve dortld karigimlarin  bulundugu
durumlarda, BaP molekuline goére BbF, BkF, IcdP ve 1-naftol i¢cin AR, k ve K’
degerleri

MIP NIP
PAH AR k AR Kk k'
BaP 1.22 0.4
BaP-BbF-IcdP 0.77 1.58 0.57 0.70 2.26
BaP-BkF-lcdP 0.72 1.69 0.67 0.60 2.84
BaP-BbF-BkF-lcdP 0.89 1.37 0.71 0.56 2.43

Baskilanmis ve baskilanmamis SPR sensoérler karsilastirildiginda; BaP sinyalinin
AR degerlerinin  1.22'den 0.46'ya dustugu gordlmektedir. BaP baskilanmis
sensorlerde BbF, BkF, IcdP ve 1-naftol molekillerinin sinyal AR degerleri, BaP’a
gore elde edilen sinyalin AR degerleri ile karsilastirildiginda her durumda BaP’in
AR degerleri yarismaci molekullere gore daha yuksektir. Bagil secicilik katsayisi,

BaP baskilanmis tanima bdlgelerinin afinitesini agikga gostermektedir.
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Esitlik 4.7 ve 4.8 kullanilarak bagil segicilik katsayilari hesaplandiginda sonug
olarak, BaP baskilanmig nanosensorun BaP’a BbF'ye goére 2.72, BkF’'ye gore
3.75, lcdP’ye gore 2.63 ve 1-naftol’'a gore 4.03 kat daha segici oldugunu
gOstermektedir. Segicilik ¢alismasinin ikinci asamasinda, BaP molekulinin ve
secilen diger yarismaci molekdllerin ikili karigimlarindan elde edilen bagil segicilik
katsayilari hesaplandiginda sonu¢ olarak, BaP baskilanmis nanosensorun ikili
yarismali ortamda BAP molekilunan BbF’ye gore 2.52 kat, BkF'ye gore 2.09 kat,
lcdP’ye gore 2.24 kat ve 1-naftol'a gore 3.22 kat daha segici oldugunu
gOstermektedir. Bununla birlikte Gg¢la ve dortlu karisimlarda BaP molekuline goére
secicilik  katsayillari  ise; BaP/BbF/lcdP: 2.26, BaP/BkF/lcdP: 2.84,
BaP/BaP/BkF/lcdP: 2.43 olarak hesaplanmistir. Bagil segicilik degeri, 1'in ne

kadar Uzerinde ise baskilama isleminin o kadar etkin oldugu bilinmektedir [208].

Yarismaci sayisinin artmasiyla birlikte bagil secicilik katsayilari dlismektedir.
Ancak; ikili, U¢li hatta dortli karisimlarda bile elde edilen bagil segicilik katsayisi
degerleri 1in  Uzerindedir. Bu durumda molekiler baskilanmis SPR
nanosensorlerin BaP molekullerini hem yarismasiz hem de yarismali ortamda

yuksek duzeyde segcici olarak tanidigini gostermektedir.

4.2.3. SPR Nanosensorlerin Tekrar Kullanilabilirligi

BaP baskilanmis nanosensorlerin tekrar kullanilabilirligi 5 ardisik tayin-elUsyon-
rejenerasyon adimlariyla incelenmigtir. Bu amagla 50 ng/mL derisimindeki BaP
cOzeltisi art arda SPR sensor ile etkilestiriimistir. Elde edilen sonugclar (Sekil 4.44)
dongulerin ardindan SPR sensoérin hassasiyetinde, kapasitesinde herhangi bir

degisim olmadigini gostermistir.

131



’ —— 50 ng/mL \

4,0-
354
3,0-
254

2,0 4

Delta R

1,5 -

‘0,5 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Zaman (dk)

Sekil 4.44. BaP baskilanmis SPR nanosensorlerin tekrar kullanilabilirligi: Ardigik 5
donguye ait AR vs zaman sensorgramlari: (a) Denge tamponu, (b) BaP ¢ozeltisi ve
(c) desorpsiyon ¢ozeltisi. pH: 7.0; akis hizi: 1.0 mL/dk; sicaklik: 25°C.

4.3. On-Deristirme Kartuslari ile SPR Nanosensérlerin Kombinasyonu

Tezin bu asamasinda, BaP baskilanmis SPR nanosensoérler ile on-deristirme
kompozit kartuslarin etkinliklerinin  kombinasyonu arastinimistir. Bu amacgla
gelistirilen 6n-deristirme kompozit kartuglardan elue edilen ¢dzeltilerle SPR tayini
incelenmistir. Bu deney parametresinin amaci; SPR nanosensorlerle tayin
edemedigimiz derisimlere kompozit kartuglari kullanarak inebilmektir. Bu
baglamda; BaP baskilanmis BaP-MIP-2 kompozit kartuslarla etkilestirilen BaP
molekdllerinin, o6n-deristirme isleminin ardindan SPR nanosensorlerde tayini
gerceklestiriimistir. Sekil 4.45’de goruldigu gibi kompozit kartuglarla dn-deristirme
sonucunda daha dusuk derisimlere inilerek BaP molekillerinin tayini basarili

bicimde gergeklestiriimistir.
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Sekil 4.45. BaP-MIP-2 kompozit kartuslardan elde edilen 6rnekler ile BaP

baskilanmis SPR nanosensor arasindaki etkilesimlere ait AR vs zaman
sensorgramlari.
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Sekil 4.45. (Devami).
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Calisilan baslangi¢ BaP derigimleri 5 ng/mL, 7.5 ng/mL, 10 ng/mL, 15 ng/mL, 20
ng/mL’dir. Bu derisimlerdeki BaP ¢ozeltilerinin verdigi SPR sinyal siddetleri 6n-
deristirme Oncesi Olgulemez dederlerde iken, on-deristirme sonrasi bu degerler
Olculebilir araliklara getirilmigtir. Ayrica artan baslangi¢ derisimleri ile birlikte hem
on-deristirme hem de SPR sensorgramlarinda belirgin degismeler gézlenmistir. Bu
sonug, ¢ok seyreltik derisimlerde bulunan PAH’larin hem On-deristirme hem de
optik biyosensorlerle tayininde molekuler baskilama yaklagimlarinin uygun

oldugunu agikga gostermektedir.
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