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Aerobik ve gram-negatif bir basil olup fermente-edici özelliğe sahip olmayan 

Pseudomonas, toprakta, suda ve çeşitli nemli ortamlarda yaygın olarak bulunmaktadır. 

İnsanlarda en sık hastalıkla ilişkilendirilen türü, özellikle başka bir hastalığı olan ya da 

immün sistemi baskılamış hastaların hemen her organ ya da dokusunda enfeksiyona 

sebep olabilen fırsatçı patojen özelliğiyle Pseudomonas aeruginosa’dır. P. aeuginosa, 

diğer su kaynaklı patojenlerden farklı olarak çevrede çeşitli sıcaklık aralıklarına ve zayıf 

besin varlığına bile adaptasyon gösterebilir. Polisakkarit yapıdaki kapsülü sayesinde 

yüzeylere tutunarak su sistemlerinde hızla sayısını arttırarak biyofilm oluşturur. Özellikle 

hastaneler gibi büyük binalarda su sistemlerine yerleşerek hastane içinde bulaşlara sebep 

olabilmektedir. İnsan faaliyetlerinin yaygın olduğu çevrelerde yaygın olarak 

bulunmaktadır. Ayrıca içme suyu üretimi için yapılan saflaştırma işlemlerinden sonra bile 

arıtılan suda P. aeruginosa bulunması nedeniyle indikatör bakteriler arasında 
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sınıflandırılmaktadır. Tüm bu özellikleri nedeniyle su kaynaklarından P. aeruginosa’nın 

ayrıştırılması halk sağlığının korunması açısından oldukça önemlidir. 

Yapay moleküler tanıma özelliklerine sahip materyallerin tasarlanması ve geliştirilmesi 

tıp, çevresel izleme, gıda güvenliği ve ulusal güvenlik gibi çok farklı alanlarda uygulama 

alanına sahip, aktif bir alandır. Kriyojeller, 1-100 μm arasında makro-gözenekliliği 

kontrol edilerek çapraz-bağlı hidrofilik polimer ağdan oluşan materyallerdir. Kriyojel 

elde etmek için polimerizasyon sonucunda, büyük gözenekler ve birbirine bağlı kriyojel 

kanallar oluşur. Yüksek akış hızı ve hızlı kütle transferi, karmaşık biyolojik örneklerden 

bile hücrelerin karmaşık ön uygulama süreçleri olmaksızın doğrudan ayrılmasını 

mümkün kılar. Kriyojeller, süpermakrogözenekleri nedeniyle bakteri hücrelerinin 

baskılanması ve dolayısıyla uzaklaştırılması için en uygun yapılardır.  

Bu çalışmada farklı derişimlerde P. aeruginosa içeren çözeltiler kriyojellerden geçirilerek 

uzaklaştırılmıştır. Fourier dönüşümlü kızılötesi spektroskopisi (FTIR), taramalı elektron 

mikroskobu (SEM) ve şişme deneyleri ile kriyojellerin yapı ve yüzey morfolojisi 

karakterize edilmiştir. 

 

 

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, bakteri baskılama, moleküler baskılama, 

adsorpsiyon, PHEMA-temelli kriyojel membran. 
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Pseudomonas, an aerobic and gram-negative bacillus without fermenting properties, is 

widely found in soil, water and various moist environments. The type most commonly 

associated with disease in humans is Pseudomonas aeruginosa, with its opportunistic 

pathogen feature that can cause infection in almost any organ or tissue, especially in 

patients with another disease or immunocompromised. Unlike other aquatic pathogens, 

P. aeuginosa can even adapt to various temperature ranges and poor nutrient availability 

in the environment. Thanks to its polysaccharide capsule, it attaches to surfaces and 

rapidly increases its number in aquatic systems and forms a biofilm. Especially in large 

buildings such as hospitals, it can settle in water systems and cause contamination within 

the hospital. It is commonly found in environments where human activities are common. 

In addition, P. aeruginosa is found in the treated water, even after the purification 

processes for the production of drinking water, it is classified among the indicator 
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bacteria. Due to all these features, the separation of P. aeruginosa from water sources is 

very important for the protection of public health. 

The design and development of materials with artificial molecular recognition properties 

is an active field with applications in fields as diverse as medicine, environmental 

monitoring, food safety and national security. Cryogels are materials consisting of a 

cross-linked hydrophilic polymer network with controlled macroporosity between 1-100 

μm. As a result of polymerization to obtain cryogel, large pores and interconnected 

cryogel channels are formed. The high flow rate and fast mass transfer enable direct 

separation of cells without complex pretreatment processes, even from complex 

biological samples. Cryogels are the most suitable structures for the suppression and 

therefore removal of bacterial cells due to their supermacropores. 

In this study, solutions containing P. aeruginosa at different concentrations were removed 

by passing through cryogels. The structure and surface morphology of the cryogels were 

characterized by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), scanning electron 

microscopy (SEM) and swelling experiments. 

 

 

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, bacteria imprinting, molecular imprinting, 

adsorption, PHEMA-based cryogel membrane. 
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1. GİRİŞ 

Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) tarafından belirlenip listelenmiş bazı bakteriler için, bilim 

insanlarından acil olarak yeni antibiyotiklerin araştırılması ve geliştirilmesi talep 

edilmiştir. Bu bakteriler, yüksek önem düzeyine göre üç kategoriye ayrılmıştır. Üçüncü 

önem (orta) düzeyde Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Shigella spp. 

yer alırken, ikinci önem (yüksek) düzeyde Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, 

Helicobacter pylori, Campylobacter spp., Salmonellae, ve Neisseria gonorrhoeae 

bulunmaktadır. Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve 

Enterobacteriaceae ise en yüksek (kritik) düzey kategorisi içerisindedir. Listede yer alan 

bakteriler, mevcut en iyi antibiyotiklerden olan karbapenemler ve 3. kuşak sefalosporinler 

dahil çok sayıda antibiyotiğe direnç kazanmışlardır ve çoğu gram-negatiftir [1].  

 

Bu tez için, kan dolaşımı enfeksiyonlarına ve zatürre gibi ciddi ve ölümcül enfeksiyonlara 

da neden olabilen Pseudomonas aeruginosa gram-negatif bakterisi seçilmiştir. Hastalık 

yapıcı etmen ile konakçı hücrenin karşılaşması sonucu antibiyotiğe ihtiyaç 

duyulmaktadır. Tezde amaçlanan konu ise, ilk olarak hiç maruz kalmadan Pseudomonas 

aeruginosa'yı ortamdan uzaklaştırmak veya Pseudomonas aeruginosa'ya maruz 

kalmanın olabildiğince azaltılmasını sağlamaktır. 

 

1972 yılında Günter Wuff ve arkadaşları tarafından ilk kez tanımlanan Moleküler 

Baskılama Teknolojisi, günümüzde de bir araştırma yöntemi olarak kullanılmaya devam 

etmektedir. Moleküler tanıma olayı, iki veya daha fazla molekülün kovalent-olmayan 

etkileşimler ile bir araya gelerek aralarında spesifik etkileşimlere sahip olmasıdır. 

Moleküler baskılanmış polimerler (MIP) için, fonksiyonel monomerlerin varlığında kalıp 

moleküle çapraz bağlanarak sentetik yapı elde edilir. Başlangıçta, fonksiyonel 

monomerlerin ve baskı molekülünün ön-polimerizasyon kompleksi, yani kalıp, kovalent 

olmayan etkileşimler (kendiliğinden-birleşme) veya kovalent bağlanma yoluyla 

oluşturulur. Fonksiyonel monomerlerin ve çapraz bağlayıcıların ko-polimerizasyonu, 

fonksiyonel monomerlerin kalıp moleküle göre uzamsal düzenlemesini sabitlemek için 

gerçekleştirilmiştir. Polimerizasyon sonrası kalıp uzaklaştırılır ve hedef moleküle 
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kimyasal ve mekansal olarak spesifik boşluklar oluşturulur. Böylelikle, hedef moleküller 

boşluklara spesifik ve seçici olarak bağlanabilir [2]. 

 

Bu tez kapsamında Moleküler Baskılama yönteminden yararlanarak, Pseudomonas 

aeruginosa-baskılanmış PHEMA kriyojel membran hazırlanmıştır. Pseudomonas 

aeruginosa-baskılanmış polimer (MIP) ve Pseudomonas aeruginosa-baskılanmamış 

polimer (NIP) için FTIR ile yapı analizi, taramalı elektron mikroskobu (SEM) ile yüzey 

morfolojisi ve şişme deneyleri karakterizasyon çalışmaları yapılmıştır. Tezin son 

bölümünde ise Pseudomonas aeruginosa-baskılanmış PHEMA kriyojelleri ile 

adsorpsiyon çalışmaları gerçekleştirilip, kinetik ve seçicilik çalışmaları tartışılmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER  

 

2.1. Pseudomonas aeruginosa 

Aerobik ve çubuksu yapıya sahip Pseudomonas aeruginosa, gram-negatif olarak 

tanımlanan bir bakteri ırkıdır. Toprak, bitki ve memeli dokusu dahil olmak üzere 

ortamdan izole edilebilmektedir [3]. Bu gram negatif bakteri, kamçı ve biyofilmler gibi 

bağlayıcı faktörlere sahiptirler, bu özelliklerini kullanarak suda ve farklı ortamlarda 

yaşamsal faaliyet gösterebilirler. Bu sebeple P. aeruginosa, doğal ve yapay ortam türleri 

olan göller, hastaneler gibi ortamlarda bol miktarda bulunan bir bakteri türüdür [4]. 

 

Pseudomonas aeruginosa insanlarda çeşitli hastalık ve enfeksiyonlara karşı vücut 

direncini değiştiren ve neden olan fırsatçı patojen türlerinden biridir (Şekil 1). Bu bakteri 

türü enfeksiyonlara karşı ve antibiyotik direnci gibi faktör için önemli bir yere sahip 

olmuştur [5,6]. Pseudomonas aeruginosa, yoğun bakım ünitesi enfeksiyonları, kan 

enfeksiyonları, cerrahi işlem enfeksiyonları, idrar yolu enfeksiyonları, yanık yarası 

enfeksiyonları, keratit ve orta kulak iltihabı dahil olmak üzere sağlık bakımı 

enfeksiyonları ile ilgili fırsatçı bakterilerden biri olarak belirtilebilir [7–10]. 

Pseudomonas aeruginosa aynı zamanda antibiyotiklere karşı hızlı direnç gösterebilen ve 

ortam koşullarına karşı olan değişikliklere uyum sağlayabilen çeşitli virülans faktörleri 

üretebilme yeteneğine sahip bir organizma türüdür [11]. 

 

P. aeruginosa, farklı filumlar ile etkileşime girebilir ancak daha çok çeşitli mikroplarla 

aynı anda etkileşime girebilir ve aynı anda birlikte var olabilir. Şekil 2.1’de, P. aeruginosa 

için bakteriler (Burkholderia cepacia, Staphylococcus aureus, Prevotella spp., 

Enterococcus faecalis, Streptococcus spp., Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas 

maltophilia, Veillonella spp., Actinomyces spp., ve  Propionibacterium spp.), mantarlar 

(Aspergillus fumigatus ve Candida albicans) ve virüsler (solunum sinsityal virüsü (RSV), 

insan rinovirüsü, şiddetli akut solunum sendromu koronavirüs 2 (SARS-CoV-2) ve grip) 

ile açıklanan ana etkileşimleri göstermektedir [12]. 
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Şekil 2.1. P. aeruginosa'nın klinik incelemeleri sonucunda mikrobiyal biyofilm 

etkileşimleri [12]. 

 

P. aeruginosa, bir enfeksiyon oluşturmak için konakçı savunmasındaki zayıflıklardan 

yararlanır. P. aeruginosa, antibiyotiklere direnç gösteren ve insanlara yönelik fırsatçı bir 

patojendir. Bakteri, bozulmamış dokuları neredeyse hiç enfekte etmez, ancak bağışıklık 

yetmezliği ile kuşatılmış herhangi bir dokuyu istila edebilir. P. aeruginosa, özellikle 

şiddetli yanık, tüberküloz, kanser ve AIDS hastalarında idrar yolu, solunum sistemi, 

dermis, yumuşak doku, bakteriyemi, kemik ve eklem, sindirim sistemi ve kanda 

enfeksiyona neden olur. Daha da önemlisi, P. aeruginosa kanser, kistik fibröz (KF) ve 

yanıklarla hastaneye yatırılan hastalarda %50 ölümle önemli bir soruna neden olur [13]. 

Hastalık Kontrol ve Önleme Merkezleri (CDC) uyarınca, ABD hastanelerindeki P. 

aeruginosa enfeksiyonlarının genel insidansı ortalama %0,4'tür (1000 taburcu edilen 

hastada 4) ve bakteri dördüncü en yaygın izole hastane kaynaklı patojendir ve tüm hastane 

kaynaklı enfeksiyonların %10'unu oluşturur. P. aeruginosa, 0.5–0.8 µm x 1.5–3.0 µm 

çubuk şekli gösterir. Bakteri ırkları, tek bir polar kamçı ile hareketlidir. Metabolizma, 
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oksijen-temelli solunumdur, ancak bu her yerde bulunan bakteri, O2 yokluğunda, NO3 

varlığında büyüyecektir [14,15]. 

 

Doğadaki tipik Pseudomonas, bir yüzeye veya substrata bağlı olarak biyofilm 

biçimlerinde veya kamçısını kullanarak aktif olarak yüzen tek hücreli bir organizma 

olarak planktonik bir formda bulunabilir. Gerçekten de Pseudomonas, vahşi yaşamdan 

veya hastalardan alınan örneklerde görüldüğü gibi kuvvetli, hızlı-yüzen bir bakteridir 

[16]. 

 

P. aeruginosa, doğal ortamlarda tipik bir psödomonad olmayabilir. P. aeruginosa'nın 

basit bir besin kaynağına ihtiyacı vardır ve damıtılmış suda bile aynı zamanda 

büyüyebilir. P. aeruginosa ayrıca asetat (karbon kaynağı) ve amonyum sülfat (azot 

kaynağı) içeren bir ortamda da iyi büyüyebilir. Büyümeleri için optimum ortam sıcaklığı 

37°C'dir. Fakat P. aeruginosa 42°C'ye kadar çıkabilen sıcaklıklarda da büyüme 

gösterebilmektedir [17]. P. aeruginosa, yüksek derişimlerde tuzlara ve boyalara ve birçok 

antibiyotiğe karşı direnç göstermektedir [14]. 

 

P. aeruginosa izolatları üç tür koloni gösterir. Toprak ve sudan elde edilen doğal izolatlar 

genellikle küçük ve pürüzlü bir koloni sahip iken, klinik izolatlar ise düzgün koloni 

türleridir v nu izolatlar bazen büyük, pürüzsüz, düz kenarlı bir görünüme sahip 

olabilmektedir. Solunum ve idrar yolu salgıları, mukoid tür olarak da gösterebilir. P. 

aeruginosa'nın iki farklı çözünebilir pigmente sahiptir, floresan pigment piyoverdin ve 

mavi piyosiyanin.  P. aeruginosa'nın neden olduğu iltihap oluşturan enfeksiyonlar tipik 

bir mavi renkte iltihaba neden olur ve bu iltihaba piyosiyanin olarak adlandırılmaktadır. 

Piyoselin (piyosiyaninin bir türevi) bir siderofor (demir taşıyıcı) olur. Aynı zamanda bu 

patojenin büyümesini sürdürmek için konakçıdan ortamdan ve düşük-demirli ortamlarda 

demir alabilir. Piyosiyanin, insan burun kirpikleri ve solunum epitelinin normal işlevini 

bozarak pro-inflamatuar cevaplarını ateşleyebilir [18]. Floresan pigmentler için hiçbir 

virülans kanıtı açıklanmamıştır. 
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2.1.1. Biyofilm Oluşumu 

Antibiyotiklere ve bağışıklık sistemlerine karşı duyarlılık gösteren biyofilmler; P. 

aeruginosa için, KF akciğerinde oluşan biyofilmler antibiyotik direnci göstermektedir ve 

aynı zamanda başlıcan ölüm nedenlerinden biri sayılmaktadır. Aşırı aljinat üreten P. 

aeruginosa ırkları tarafından oluşturulan biyofilmler, antimikrobiyallere ve konakçı 

bağışıklık sistemlerine karşı direncin teşvik edilmesi yoluyla KF hastalarında P. 

aeruginosa'nın kalıcılığına neden olduğu düşünülen yüksek düzeyde yapılandırılmış bir 

mimari gösterir [19]. P. aeruginosa biyofilmlerinin neden olduğu başlıca enfeksiyonları 

göstermektedir: kistik fibroz, yaralar, tıbbi cihazlar üzerinde biyofilm büyümesine bağlı 

enfeksiyonlar ve özelikleri (Şekil 2.2). Şema, biyofilmlerde P. aeruginosa büyümesine 

yol açan başlıca nedenleri göstermektedir. Aşırı mukusla dolu olan bir akciğerin 

alveolleri, kistik fibröz (KF) enfeksiyonları ve tıbbi cihazlar sonucunda oluşan 

enfeksiyonlar, yara enfeksiyonu için cilt yaraları örnek olarak gösterilir ve son olarak ise 

keratit enfeksiyonlarına göz de oluşan enfeksiyonlar da dahil edilebilir [12]. 

 

 

Şekil 2.2. P. aeruginosa bakterisi için biyofilmlerinin temel özellikleri ve enfeksiyon 

sonuçları [12].  
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Bazı P. aeruginosa ırkları aljinat üretemezler fakat biyofilm oluşturabilir. Bu türlerin 

oluşturduğu biyofilmler, psl ve pel lokusları tarafından kodlanan bir polisakarit 

matrisinden oluşur. Psl lokusu, hücre-yüzey ve hücre-hücre etkileşimlerinin yanı sıra 

biyofilm oluşumunda önemli bir rol oynayan mannoz açısından zengin polisakaritleri 

kodlar [20]. P. aeruginosa ayrıca zar adı verilen sıvı-hava yüzeyinde biyofilm 

oluşturabilir. Zar, glikoz açısından zengin bir polisakkarittir ve pel lokusu, mukoid 

olmayan P. aeruginosa biyofilm matrisinin glikoz açısından zengin bileşeninin sentezi 

için genler içerir. DNA ayrıca P. aeruginosa biyofilminin ana matris bileşenidir. 

Araştırmacılar, DNaz uygulamasının P. aeruginosa'da biyofilm oluşumunu 

engelleyebileceğini ve hatta tamamlanmış biyofilmlerin dağılmasını başlatabileceğini 

bulmuştur. İlerleyen çalışmalar ile birlikte, biyofilmlerdeki DNA'nın P. aeruginosa 

genomik DNA'sına karşı benzerlik gös, bu da bu DNA'nın bütün-hücre lizizinin sonucu 

olabileceğini düşündürmektedir [19]. 

 

2.2. Moleküler Baskılama Yaklaşımı 

Moleküler tanıma yönteminin doğada sonsuz sayıda uygulaması vardır; enzimatik kataliz, 

antikor-antijen tanıma, hücre iletişimi ve diğer biyolojik işlemlerde kullanılır [21]. 

Moleküler baskılı polimerlerin (MIP'ler), yüksek kararlılığa, hazırlanma kolaylığına ve 

düşük maliyete sahipken biyomoleküler tanıma mekanizmasını taklit ettikleri için seçici 

moleküler tanıma bölgeleri taşıyan en umut verici sentetik malzemeler olduğu 

gösterilmiştir [22]. 1970'lerde Wulff ve ark. sentetik bir polimer matriste 'substrat' 

molekülünü işlevsel ve yapısal olarak tamamlayıcı olan bağlanma bölgelerinin 

oluşturulmasını içeren Moleküler Baskılama Teknolojisini (MIT) uygulamak için 

kovalent bir yaklaşım kullandı. Analitler (veya kalıplar) önce monomerlerle birleştirildi 

ve bunlar daha sonra polimerleştirildi [23]. Polimerler, kalıpları sterik ve kimyasal olarak 

tamamlayıcı olan boşluklar oluşturmak için oyulmuştur. Kalıplar çıkarıldığında, kesin 

bağlama boşlukları, kalıplar ve analogları arasındaki farkı anlatacaktır [24,25]. 
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Şekil 2.3. Moleküler baskılamada uygulama adımlarının şematize edilmesi. 

 

Moleküler baskılama yaklaşımında, fonksiyonel ve çapraz bağlanan monomerler, bir 

kalıp molekül (analit) varlığında kopolimerize edilir ve üç boyutlu bir polimer ağı 

oluşturulur. Moleküler baskılama yaklaşımında öncelikle fonksiyonel monomer 

baskılanır daha sonra polimerize edilecek molekül ile kompleks oluşturulur. Fonksiyonel 

monomerlerin, çapraz bağlı yapılar tarafından belirli bir pozisyonda tutulurlar. Daha 

sonraki aşamada kalıp molekül ortadan kaldırılır ardından kalıp boyut ve şekil 

bakımından tamamlayıcı bölgelerin tanımlanmasını ve belirlenmesini açıklar. Böylece, 

polimer matrisinde artık kalıbı yüksek özgüllükle yeniden bağlayabilen bir moleküler 

bellek kalır. Moleküler baskılama yöntemine yaklaşım prosedürünün şematik gösterimi 

Şekil 2.3’te gösterilmektedir. 

 

Moleküler baskılanmış polimer (MIP), polimerizasyon işleminin ardından bir 

ekstraksiyon işlemi uygulanmaktadır.  Bu işlem ile polimer kalıbın çıkarılmasıyla 

boşluklar ve gözenekler oluşur, bu yapılar polimerin seçici bağlanma bölgeleri olarak 

nitelendirilmektedir. Polimerin seçici bağlanma bölgeleri, yapıda hedef moleküllerin 

tanımlanması kolaylaştır. Bu bölgeler yapının işlevini, boyutunu, şeklini ve özelliklerini 

tanımlamaktadır [26,27]. MIP’ler genellikle yüksek afinite ve seçiciliğe sahiptirler, 

fiziksel ve kimyasal kararlılıkları yüksektir. Hazırlama maliyeti, dayanıklılıkları ve düşük 

maliyetleri gibi birçok avantaja sahiptirler [28]. Bunların neticesinde moleküler 

baskılama yöntemi son zamanlarda bilim insanları tarafından büyük ilgi görmekte olup, 

kimyasal ve ilaçlar gibi çeşitli hedef moleküller için oldukça sık kullanılmaya devam 

edilmektedir. 
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Moleküler baskılanmış polimer (MIP) bileşenlerinin oluşumu için; bir kalıp molekül, bir 

çapraz bağlayıcı, bir çözücü, fonksiyonel monomer ve polimerizasyon işleminin 

başlaması için gerekli olan başlatıcı içerir. Bu bileşenler MIP’ın oluşum süreci, polimerik 

yapı elde edilebilmesinde önemli bir yere sahiptir [26]. MIP’lerde molekül tespitin 

gerçekleşmesi için öncelikle kalıp molekül ve fonksiyonel monomer arasındaki etkileşim 

sonucunda uygun bir kavite oluşumu sağlanarak oluşmaktadır. Uygun fonksiyonel 

gruplarıyla, kalıp [27] ve fonksiyonel monomer arasında kararlı bir kompleks oluşumu 

sağlanır. Çapraz bağlayıcılar bu süreçte kalıp molekül etrafındaki fonksiyonel guruplara 

ait monomerin bağlarını sabitler. Çünkü kalıp molekül çıkarılması sonunda MIP’nin sert 

yapısı korunmuş olarak kalır. Başka bir deyişle, çapraz bağlayıcı, polimerin şeklini 

sabitlemek ve stabilitesini korumak için bir yapıştırıcı/yapıştırıcı işlevi görür [28]. 

Polimerizasyon işleminde gözenek oluşturucu olarak kullanılan çözücüler porojenler 

olarak adlandırılır. Bir dispersiyon ajanı olarak da kullanılabilmektedir [26]. 

 

Son zamanlarda, moleküler baskılanmış polimerler (MIP), antibiyotikler, sentetik 

hormonlar ve organik boyalar gibi kirleticilerin seçici ekstraksiyon analizlerinde tercih 

edilmiştir. MIP ile kullanılan farklı tekniklerin şematik bir diyagramı sağlanmıştır (Şekil 

2.4). Dört ana moleküler baskılama tekniği türü vardır: DMIP: Model moleküler 

baskılama polimer-bazlı ekstraksiyon; MIP-SPE: Moleküler baskılama polimer-bazlı 

katı-faz ekstraksiyonu; MMIP: Manyetik moleküler baskılama polimer-bazlı 

ekstraksiyon; MIP sensörü: Moleküler baskılama polimer-bazlı sensörler [29]. 
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Şekil 2.4. Moleküler baskılama temelli farklı tekniklerin şematik diyagramı [29].  

 

2.2.1. Moleküler Baskılama Yapılmış Polimerler  

Moleküler baskılanmış polimerler (MIP'ler), antijen-antikor eşleşmesinin sentetik 

analogları olarak da iyi bilinir. "Anahtar-kilit" uyumu ile kalıbı çıkarmak istenilen 

molekülün seçici şekilde bağlanması sonucu üretilir. Çevre koşullarına uyum, düşük 

maaliyet ve dayanıklılık gibi konularda MIP'ler avantaj sağlar. Kullanım için sıcaklık 

aralığı geniştir. Bu gözden geçirmenin sonraki bir bölümünde ayrıntılı olarak açıklanacak 

olan birden çok üretim yöntemi vardır, ancak tüm yöntemler aynı temel taslağı takip eder:  

 

(1) kovalent olarak bağlı kalıp veya hedef molekülü içeren bir polimer üretilir 

veya kovalent olmayan bir şekilde, konakçının fonksiyonel bir grubuna,  

(2) kalıp molekül, polimer konakçıdan çıkarılır ve yeniden bağlanma için hedefe 

özgü bir boşluk bırakılır ve  

(3) MIP, hedef içeren numuneye maruz bırakılır ve kavite, karmaşık bir 

numuneden hedef molekülü seçici olarak alır.  
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Sentetik reseptörlerin ek bir avantajı, özellikle küçük moleküller söz konusu olduğunda 

evrenselliğe yakın olmasıdır. MIP'ler, hedeflenen her molekül için elde edilebilirdir. 

Antikorlar makromoleküller olduğu için diğer küçük moleküllere göre daha kolay üretilir. 

Bu MIP'ler doğal antikor maliyetlerine göre daha ucuzdur  [30]. Yüzey moleküler 

baskılanmış polimerler (SMIP'ler), kalıp ile fonksiyonel monomerlerin bir kompleks 

oluşturduğu polimerizasyon öncesi adım, monomerlerin kalıp ve çapraz bağlama maddesi 

varlığında polimerleştiği polimerizasyon adımı ve son adım olarak kalıp uzaklaştırmayla 

üç hazırlık süreci içerir [31]. 

 

2.2.2. Moleküler Baskılanmış Polimerlerin Hazırlanması 

2.2.2.1. Kalıplar ile Monomerler Arasında Yer Alan Etkileşimler 

Kalıplar ile fonksiyonel monomerler arasında kovalent etkileşim, kovalent olmayan 

etkileşim ve yarı-kovalent etkileşim olmak üzere üç farklı etkileşim baskılama işleminde 

yer almaktadır. Ancak kolay olmasına dayanarak, en çok kullanılan kovalent-olmayan 

bağdır. 

 

 

Şekil 2.5. MIP’de yaygın olarak kullanılan monomerler. (A) Kovalent monomerler (B) 

Kovalent olmayan monomerler. 
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2.2.2.2. Kovalent Etkileşimler 

Bu etkileşimler, kalıp moleküller ile fonksiyonel monomerlerin arasında bulunan tersinir 

kovalent bağlarla ilgilidir ve bu bağların polimerizasyon sonrası kalıbın kimyasal 

bölünmesiyle polimer matrisinden ayrılır [31–33]. Kovalent etkileşimlerin gücünde, 

tanıma bölgelerinin tek tür dağılımını belirlemek ve özel-olmayan etkileşimleri azaltmak 

kovalent etkileşimlerin avantajlarından olsa da bu yaklaşımın sınırları, kovalent bağların 

gücü nedeniyle termodinamik dengeye gelmenin zorluğunu [29] ve sonucunda birkaç 

hedef molekülü [34] tanımasını içerir [31]. Genel olarak, tüm hedefler, baskılama 

işlemine katılmak için bir veya daha fazla polimerize edilebilir grup ile türevlendirme 

yeteneğine sahip değildir, bu da kovalentin uygulama kapsamını büyük ölçüde azaltır 

[35]. 

 

2.2.2.3. Kovalent-Olmayan Etkileşimler 

Kovalent olmayan yaklaşımın, kovalent etkileşime kıyasla tercih edilen birçok avantajı 

bulunur. Çünkü van der Waals kuvvetleri, hidrojen bağları ve iyonik etkileşimler gibi 

fonksiyonel monomer ile kalıp arasındaki etkileşimlerin oluşumunu esas alır [29]. 

Ayrıntılı olarak, kovalent olmayan baskılama, prosedürün basitliği ve çeşitli monomerleri 

(metakrilik asit [36], 4-vinil benzoik asit [37], akrilamid [38], vinil pirolidon [39], 2-

hidroksietil metakrilat [40], vb.) kullanma ve geniş bir molekül spektrumunu hedefleme 

olasılığı ile karakterize edilir [31,41–43]. Kovalent-olmayan baskılama, fonksiyonel 

monomerlerin ve kalıpların, kalıp-monomer kompleksleri oluşturmak için kovalent-

olmayan etkileşimler (hidrojen bağı, elektrostatik etkileşim, hidrofobik etkileşim, metal 

şelatlaması, koordinasyon, vb. gibi [29]) yoluyla kendiliğinden bir araya gelerek önceden 

düzenlendiği anlamına gelir.  

 

2.2.2.4. Yarı-Kovalent Etkileşimler 

Yarı-kovalent etkileşim, kovalent ve kovalent-olmayan etkileşimlerin birleştirilmesiyle 

elde edilir. Kalıp ve fonksiyonel monomerler arasındaki ön polimerizasyon 

etkileşimlerinin kovalent olduğu, yeniden bağlanma aşamasının ise kovalent olmayan 

etkileşimlerle karakterize edildiği ara yarı kovalent etkileşimlerdir. Bu etkileşim türü, 

yeniden bağlanma fazındaki hızlı bağlanma kinetiği ile ön-polimerizasyon kompleksinin 

oluşumundaki yüksek afinite ile birleşimini mümkün kılmaktadır. Bununla beraber, 
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kovalent yöntemde hem bazı sınırlandırmalar çözülememektedir hem de ağır kimyasal 

sentez ve ayırma gelişimini engellemiştir  [29,35]. 

 

2.2.3. Moleküler Baskılanmış Polimerlerin Bileşenleri 

2.2.3.1. Kalıp Molekül 

Kalıp molekül, polimer matrisinden uzaklaştırıldığında şeklini ve fonksiyonel grubunu 

tamamlayıcı boşluklar bırakan moleküler baskılamada monomere bağlı olan ilgili 

moleküldür [44]. Kalıp molekül, benzen gibi küçük molekülleri ve peptitler gibi daha 

büyük molekülleri içerir. Fonksiyonel monomer ve kalıp molekülün arasında, kimyasal 

ve fiziksel etkileşimler beklenmektedir. İyi bir ön-polimerizasyon kompleksi için örnek 

olarak, kalıp molekül hidroksil grubuna sahip aramotik bir yapı ve fonksiyonel grup 

karbonil verilebilir. Bu durum, fonksiyonel monomer ile kalıp molekülün arasındaki π-π 

etkileşimi ve hidrojen bağından kaynaklanmaktadır. Dikkate değer, yüksek sıcaklıklarda 

kararsızlık, polimerize olabilen grupların varlığı ve polimerizasyon sürecini inhibe 

edebilen gruplar gibi nedenlerle moleküler baskılamada tüm küçük veya büyük 

moleküller bir kalıp molekül olarak işlev göremez [44]. Hem polimerizasyon koşulunda 

uygun çözünürlük hem de düşük maliyet bir kalıbın kalıp molekül seçiminde önemli 

olmaktadır. Kalıbın varlığı çok önemli olmasına rağmen, bu MIP'lerin sentezinde ciddi 

bir zorluk olmayabilir. Çünkü yapı ve özelliğine göre gerçek kalıp moleküle benzer olan 

bir model kalıbın kullanılması, kalıp molekülün yerine kullanılmasını sağlar [45]. 

Tamoksifen ve metabolitlerinin uzaklaştırılması için kalıp olarak klorlu bir taksimofen-

benzeri yapı olan klomifen örnek olarak verilebilir [46]. Hem benzer özelliğe sahip olan 

daha küçük moleküllerin kullanımı hem de yüksek molekül ağırlıklı biyomoleküllerin 

baskılanması açısından bu yaklaşım kullanılmıştır [25]. Kullanılabilirliğin ötesinde, 

polimerizasyon koşulu altında kalıp molekülün kararsızlığı ve zayıf çözünürlüğü, model 

bir kalıbın kullanılmasını gerektirebilir [44]. Literatürde iyi bir seçiciliğe sahip ikili ve 

çoklu kalıp baskılama yer aldığı için, kalıp molekülün kesinlikle tekli bileşik olması 

gerekmediği önemli bir sonuçtur [47]. 
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2.2.3.2. Fonksiyonel Monomer 

Polimerizasyon işlemi sonrası üç-boyutlu çapraz bağa sahip yapının iskeletini moleküler 

baskılamada oluşturan fonksiyonel monomerdir. Kalıp molekül ile moleküller arası 

etkileşimi artırabilen işlevsel monomer, yeniden-bağlanma sırasında kendini tekrar 

edebilmesiyle bir ön-polimerizasyon kompleksini oluşturur. Ortaya çıkan MIP'ler 

üzerinde aktif bellek bölgeleri elde edilir [45]. Özel olarak kendiliğinden-birleşerek 

sentezlenen MIP'ler için, en az 1:4'lük bir kalıp-monomer oranına gerek duyulur [44]. Bu, 

fonksiyonel monomerin kalıp moleküle göre fazla olmasının beklendiğini ve böylece 

sentezlenen MIP'lerin miktarını arttırdığını gösterir. Diğer tüm polimerlerin sentezinde 

olduğu gibi, fonksiyonel monomer, ko-polimerizasyona girebilen iki veya daha fazla 

monomerin bir kombinasyonu olabilir [45]. Kopolimerizasyon ihtimali haricinde, MIP'ler 

için bir destek olarak da matrisler kullanılabilir. Bunun çok iyi bir örneği Qu ve ark. [48] 

tarafından, destek olarak silika jele bağlı modifiye edilmiş β-siklodekstrin ile akrilamid 

bazlı MIP'nin sentezinde gösterilmiştir. Moleküler Baskılanmış Polimer için özgüllük, bir 

analit (kalıp) ve yapısal analoglardaki fonksiyonel grupların ayrımı ile arttırılır [49]. 

Ayrıca, bazı fonksiyonel monomerler, sahip oldukları çok sayıda işlevsellik ile çapraz-

bağ oluşturma kabiliyetlerinin bir sonucu olarak çapraz bağlanan monomerler olarak 

adlandırılır [50]. Moleküler baskılamanın maliyetini azaltmanın yanı sıra, bu 

monomerlerin seti, çapraz bağlayıcı kullanımı aşamalı olarak kaldırıldığından yeniden 

bağlanma sürecini iyileştirme şansına sahiptir. Kayda değer, düşük bir monomer-çapraz 

bağlayıcı oranı, yeniden bağlanma sürecini engeller [47,51]. 

 

2.2.3.3. Çapraz Bağlayıcı 

Polimerlerdeki çapraz-bağın derecesi, elde edilen MIP'nin mekanik kararlılığı, 

morfolojisi ve bağlanma bölgesinin kararlılığı için temeldir. Bu nedenle, çapraz bağlama 

ajanı, fonksiyonel monomere kıyasla çoğu zaman çok fazladır. Bu, kısmen makro 

gözenekli bir morfoloji elde etmektir. Tüm çapraz bağlayıcılardan EGDMA, bir dizi 

monomer ile uyumluluğu ve bulunabilirliği nedeniyle rutin MIP'ler sentezi için en yaygın 

olarak kullanılan çapraz-bağlayıcılardan biri olmuştur. Polimerizasyondan sonra kararlı 

bir ağ eldesi için, fonksiyonel monomer ve çapraz bağlayıcı arasında iyi bir kimyasal 

etkileşim bulunmalıdır. Bu, fonksiyonel monomerler olarak akrilamid [48] 4-vinilpiridin, 

ve metakrilik asit [46] ile çapraz bağlayıcı olarak etilen glikol dimetakrilik asit (EGDMA) 
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kullanan bazı yayınlarda açıkça görülmektedir; çapraz-bağlayıcı olarak tris (2,2'-

bitiyofen-5-il) metan ve monomer olarak 2,2' (bitienil) metan [52]; çapraz bağlayıcı 

olarak divinil benzen ve monomer olarak 4-vinil piridin [53], sadece birkaçının ismidir. 

İlginç bir şekilde, bir çapraz bağlayıcı bazen fonksiyonel monomer olarak da işlev 

görebilir. Bu konuda çok iyi bir örnek, Fatma ve ark. [54] burada akriyollenmiş-grafen 

oksit/karbon siyahı kompozit, çapraz bağlayıcı ve fonksiyonel monomer olarak işlev 

görmüştür [47]. 

 

2.2.3.4. Porojenik Çözücü 

Porojenik çözücü olarak adlandırılan, MIP'nin diğer tüm bileşenlerini tek bir faza getiren 

çözücü, MIP için hem gözenek oluşumunda hem de morfolojisini kontrol etmede önemli 

bir rol oynar [55]. İyi porojenik çözücüler, MIP'lere uygun gözenek yapısı ve boyutu ve 

ayrıca yüzey alanı sağlarken, MIP sentezinde kalıp-monomer ön-polimerizasyon 

kompleksi oluşumunu destekleyen bir çözücü tercih edilir. Polar-olmayan bir aprotik 

çözücü toluen ve tetraklorometan gibi, hidrofilik kuvvetler ile kalıp-monomer kompleksi 

oluşumunu yönlendirmesi beklendiğinde iyi çözücüler kullanılır. Hidrofobik kuvvetlerin 

önemli olduğu durumlarda da su tercih edilir [44]. Bu mantık yürütme biçimi, klomifen 

ve metakrilik asidin (MAA) sırasıyla kalıp molekül ve monomer olarak kullanıldığı 

tamoksifen baskılanmış polimerin sentezinde gerçekleştirilmiştir ve ikisi arasında H-

bağının ortaya çıkma olasılığı vardı [46]. Orta polariteye sahip aprotik bir çözücü olan 

asetonitril, polar çözücü olarak seçilmiştir çünkü asetonitrilin MAA ve klomifen ile 

hidrojen bağı için rekabet etme olasılığının düşük olması beklenmektedir 

Enantiyomerlerin moleküler tanıması, bu çözücülerin seçiminin de önemli etkendir 

[45,47]. 

 

2.2.3.5. Başlatıcı 

MIP'lerin temel bileşenlerinden biri başlatıcılardır. Özellikle de serbest radikal 

polimerizasyonununda, termal veya fotokimyasal yol ile serbest radikaller elde edilir. 

Termal ve fotokimyasal olarak kararlı olmayan taslak molekül, sırasıyla termal ve 

fotokimyasal olarak aktive edilmiş başlatıcılar kullanılarak polimerize edilmeyecektir. 

Polimerizasyon için düşük sıcaklık kullanılması gerektiğinde, fotokimyasal olarak aktif 
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başlatıcılar uygulanır [44]. MIP'lerin temel bileşenleri, Çizelge 2.1'de daha net olarak 

verilmiştir. 

 

Çizelge 2.1. Moleküler baskılamada kullanılan bazı fonksiyonel monomerlerin, bazı 

çapraz bağlayıcıların ve bazı başlatıcıların yapıları [47]. 

MIP 

bileşenleri 

İsim Yapı 

 

Fonksiyonel 

monomerler 

Metakrilik asit (MAA) 

 

Fenil trimetoksi silan (PTMOS) 

 

4-nitrofenil akrilat (NPA) 

 

Nikotinamid (NA) 

 

3-aminofenil boronik asit (3-

APB) 

 

N-(3-hidroksi fenil) maleimid 

(NHPM) 

 



 

 17 

Pirol 

 

Anilin 

 

o-fenilen diamin (o-PD) 

 

 

Çapraz 

bağlayıcılar 

Etilen glikol dimetakrilat 

(EGDMA) 

 

Divinil benzen (DVB) 

 

Trimetilolpropan dimetakrilat 

(TMPD) 

 

1,3-diizopropenil benzen 

(DIPB) 

 

N,N′-1,3-fenilenbis(2-metil-2-

propenamid) (PBMP) 

 

1,4-diakriloil piperazin (DAP) 
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Tris(2,2'-bitiyofen-5-il) metan 

 

 

Başlatıcılar 

Azo bis izobütironitril (AIBN) 

 

Benzoil peroksit (BPO) 

 

2,2′-Azobis(2,4-

dimetilvaleronitril) (ABDV) 

 

4,4'-azobis(4-siyanovalerik asit) 

(ACVA) 

 

 

2.3. Kriyojeller 

Üç-boyutlu yapıya sahip olan yapı iskeletleri ve matrisler, biyomedikal alanda sıkça 

kullanılmaktadır. Hidrojeller de bu alanda yaygın kullanılmasına rağmen, gözenek 

boyutunun küçük, mekanik özelliklerin zayıf olması ve sınırlı difüzyon sebebiyle 

uygulamayı zorlaştırır [56]. Alternatif matris olarak kriyojeller, biyomedikal alanda 

vazgeçilmezdir. Bir çözücü içinde çözünmüş polimerik/monomerik başlatıcıların 

kontrollü bir kriyotropik jel oluşumunu içeren kriyojelasyon işlemi ile oluşturulurlar ve 
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böylece "kriyojeller" adını verirler. Kriyojeller, kırk ila elli yıldır tanımlanmış teknoloji 

olmasına rağmen, son on yılda biyomedikal ve endüstriyel gibi alanlarda 

kullanılmaktadır. Çünkü yeni bir translasyonel platform, gelişen gözenekli yapı 

iskeletlerinin sayesindedir [57-59]. Çok yönlü kullanılabilen kriyo-yapılandırma ile 

gözenek yapısı ayarlanabilir. Bu sayede yeni yapılar elde edilip oluşturulabilir. Yüzey 

alanı ile adsorpsiyon kapasitesinin yüksek olmasının yanı sıra sünger dokuya da sahip 

kriyojeller, uygulama alanına göre sentezlenir. Çeşitli özellikleri ile istenilen ihtiyaçları 

karşılamak için özel olarak hazırlanır.   

 

Kriyojeller, farklı gözenek yapısı, değişen gözenek boyutları, değiştirilen şişme 

kapasitesi, kılcal hareket, yüksek sıkıştırılabilirlik ve ayarlanabilir mekanik özelliklere 

sahip elastikiyet ile üretilebilir. Kriyojellerin kendi doğası gereği sahip olduğu özelliklere, 

farklı özellikler de katılabilir. Bu tür özelliklerin adaptasyonu öncelikle polimer/monomer 

türüne ve derişimine, çapraz bağlayıcı derişimine, donma sıcaklığına ve donma yolunun 

kontrolüne bağlıdır. Başlangıçta, kriyojeller üretilmiştir ve karakterize edilmiştir, 

özellikle biyomedikal uygulamalar için kriyo koşullarının jel yapısı üzerindeki etkisi 

incelenmiştir [60-64]. Ardından, çeşitli biyoüretimler sağlamak için kriyojellerin 

gözenekli yapısına hapsederek ve hareketsizleştirilerek uygulanır [65,66]. 

  

Ayrıca, kriyojeller biyo-ayırma ve saflaştırma uygulamalarında kromatografi teknikleri 

için kullanılmıştır [67-69]. Kriyojellerde doğal polimerlerin kullanımı ve karakterize 

etme yöntemlerinin geliştirilmesine ilişkin farklı araştırmalar ve artan çalışma alanları 

olmuştur. Son yirmi yılda, kriyojeller, hücre ayırma, kromatografi, çevresel iyileştirme, 

biyomedikal mühendislik, doku mühendisliği ve rejeneratif tıp ve daha önceki raporlarda 

kapsamlı bir şekilde tartışılan diğer birçok uygulama dahil olmak üzere çeşitli 

uygulamalar için yaygın olarak kullanılmıştır [66,70-72]. 

 

2.3.1. Kriyojelin Elde Edilmesi  

Pasif bir matris olarak kullanılan kriyojeller, gelecekte daha da değerlenecek bir yapı 

iskelesine dönüşmüştür. Sıfırın-altındaki sıcaklıklarda elde edilen polimerlerin eşsiz 

özellikleri ile bu kriyoyapının anlaşılması 1980 yıllarının sonuna doğru olmuştur  [62,73]. 
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Kriyojellerin birbirine bağlı makro-gözenekleri, besinlerin ve oksijenin hücrelere 

taşınmasını ve metabolik atıkların hücrelerden kolayca uzaklaştırılmasını sağlar [74,75]. 

Hidrofilik ve ağ yapıdaki süper-makro gözenekli yapıya sahip jeller, kriyojel olarak 

tanımlanır [76]. Serbest radikal polimerizasyon ürünü olan kriyojeller, suyun donma 

noktası altında monomer ve başlatıcılar ortama katılarak elde edilir [67,77]. Donmuş 

aşamada polimerdeki buz kristalleri, birbirine bağlı süper makro-gözenekli yapı oluşturur 

[78,79]. Kriyojelin elde edilme süreci, Şekil 2.6'da özetlenmiştir.  

 

 

Şekil 2.6. Kriyojelin elde edilme sürecinin şematik gösterimi. İlk olarak uygun 

monomerler, çapraz bağlayıcılar ve başlatıcılar ile polimer çözeltisi hazırlanmıştır. Sıfırın 

altında 17-24 saat boyunca polimerizasyon işlemi gerçekleşmiş ve kriyojellerin 

çözdürülmesi oda sıcaklığında gerçekleştirilmiştir. 

 

Kriyojelasyon için başlatıcı çözelti, bağlı çözücü ve serbest çözücü olarak sınıflandırılan 

polimer/monomer/çapraz bağlayıcı ve çözücüden (örneğin su) oluşur [80]. Güçlü 

etkileşim, çözünen ile suyun arasındaki bağdan kaynaklıdır. Serbest halde bulunan su, 

çözünenin moleküllerinden bağımsız haldedir [57,81]. Bunun sonucunda bağlı halde 

bulunan su, yüksek derişimde başlatıcı çözünen moleküller içerir. İstenilen donma 

koşullarında, kriyo-derişime başlatıcı moleküller neden olur [82].  
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Kriyo-derişim, donmamış bir sıvı mikrofazın (ULMP), sıcaklığa-bağlı yüksek derişimde 

çözünen, yani minimum miktarda çözücü içinde başlatıcıların oluşumunu içeren bir 

olgudur. Bununla birlikte, bağlı fazdaki başlatıcı moleküllerin tepkimesini hızlandırarak, 

güçlü bir polimerik ağ oluşumuna ve polimerizasyona yol açmıştır [81]. Başlatıcı 

çözeltisinin içerisinde, dağılmış halde başlatıcılar ve çözücü bulunur. Bu çözeltinin, 

çözücü donma noktasına kriyojenik maruz kalması ile buz kristal oluşumu ve başlatıcı 

polimerizasyonu görülür. Polimerizasyondan daha önce buz kristal oluşumu başlar. 

Kriyo-derişimin iyi bir şekilde gerçekleştiği teknik olarak anlaşılır.   

 

Ayrıca, bu süreç, başarılı kriyojellerin oluşumuna yol açan uygun kriyoyapıların 

geliştirilmesi için gereklidir. Eğer buz kristali oluşumundan önce başlatıcı 

polimerizasyonu gerçekleşirse, kriyo-derişim elde edilemeyecektir. Bunun sonucunda 

kriyojel yerine hidrojel oluşur. Son adım ise, donmuş fazın çözücü buz kristallerinden ve 

donmamış fazdan oluşan, çapraz-bağlama ve polimerizasyonun yani jelleşmenin 

meydana geldiği iki fazın oluşumudur. Sıfırın-altındaki kriyo-koşullarr sağlansa da bağlı 

fazın donmadığı ve polimerizasyon ile sonuçlandığını da ilginçtir. Serbest çözücü 

molekülü hemen donar. Ardından büyüyüp çevreleyen buz kristalleri ile birleşir. 

Böylelikle, birbirine bağlı ağ yapıda buz kristalleri elde edilir (Şekil 2.6). 

Polimerizasyondan sonra, sonraki çözülme, kriyojel adı verilen birbirine bağlı makro 

gözenekli çapraz bağlı yapıyı geride bırakarak buz kristallerini eritir. Kriyojellerdeki 

gözenekli ağ şekli ve boyutu, çeşitli faktörler aracılığı ile değiştirilebilir. Bu faktörler için, 

buz kristali ağı, donma sıcaklığı ve yönü, polimerin ve çapraz-bağlayıcının derişimi, 

kullanılan çözücü türü örnek verilebilir. Bu faktörlerin kontrolü sağlandığında 

biyomedikal alanda umut verici materyaldir [76].  

 

Sentetik polimer, doğal polimer ve sentetik ile doğal polimerin kombinasyonu ile çeşitli 

kriyojeller elde edilebilir [83]. Biyouyumlu, esnek, dayanıklı ve kararlı bir yapıya sahip 

olan PHEMA, hem toksik değildir hem de adsorpsiyon kapasitesi yüksektir [84,85]. 

Histidin amino asit içeren MAH monomerinin, hidrofilikliği, ucuzluğu ve 

biyouyumluluğunun yanı sıra psödospesifik bir ligand ve ko-monomer olarak 

kullanılabilir [86,87]. 
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Şekil 2.7. Kriyojelin çeşitli parametrelerine genel bakış. 

 

Günümüzdeki ilerlemelerde çeşitli materyaller, polimerler ve yapılar ile sentezlenen 

çeşitli kriyojeller bulunmaktadır. Kontrollü kriyo-koşulları ile kriyojeller, farklı gözenek 

boyutlarında, geometrilerde ve biçimlerde elde edilmiştir (Şekil 2.7). Kriyojellerin 

özellikleri, yüksek oranda gözenekli yapı, ayarlanabilir mekanik özellikler, birbirine bağlı 

gözenekler vb. gibi doku mühendisliği için yapı iskelelerinin gereklilikleriyle 

örtüşmektedir ve doğal dokuyu taklit etmektedir. Bahsedilen bu özelliklerle, çeşitli 

alanlarda kriyojel matrislerin önü açılmıştır [76]. 

 

2.4. Kromatografik Yöntemler 

Aktif bileşiklerin keşfedilmesine, sentezlenmesine, kesin bir şekilde analiz edilmesine ve 

uygulanmasına yönelik tekniklerin araştırılması, kanserlerin teşhis edilmesinde, 

önlenmesinde ve tedavi edilmesinde çok etkili bulunmuştur. Bir karışım bileşenlerinin iki 

faz arasında sürekli dağılımları ile ayrılması için kullanılan teknikler grubu, kromatografi 

olarak tanımlanabilir.  Kromatografinin temeli, yüzey üzerinde veya katı içinde kullanılan 

karışımdaki moleküller ile akışkan durağan fazın (kararlı faz) hareketli fazı kullanarak 

hareket ettiklerinde birbirlerinden ayrılması kavramıdır. Bu nedenle, ayırma tekniği 
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üzerindeki etkili parametreler, dağılma (sıvı-katı), adsorpsiyon (sıvı-katı), afinite veya 

ilgili moleküler ağırlık arasındaki fark ile ilişkili moleküler özellikleri içerir [88]. Karışım 

içerisinde bazı bileşenler sabit fazda daha uzun süre kalıp sistemde yavaş hareket ederken, 

bileşenlerin bazıları da hareketli faza hızlıca geçip sistemden de hızlıca çıkması bu 

farklılıktan kaynaklıdır [89]. 

 

Yukarıdaki strateji ile ilgili olarak, kromatografi üç unsura dayanmaktadır: 

• Sabit faz: Bu faz sürekli olarak bir "katı" faz veya "yüzeyde katı bir destek 

üzerine adsorbe edilen bir sıvı tabakası" içermektedir. 

• Mobil faz: "Sıvı" veya "gaz halinde bileşen" içeren fazdır. 

• Ayrılmış moleküller. 

 

Moleküllerin ayrılmasını sağlayan etken bileşenler, sabit ve hareketli fazın yanı sıra 

karışımın içerisindeki maddelerin birbiriyle etkileşim türüdür. Küçük moleküllerin 

ayrılmasında ve tanımlanmasında çok etkili olan, ayırmaya dayalı kromatografi 

teknikleridir. Ancak afinite kromatografileri (yani iyon-değişim kromatografisi), 

makromoleküllerin nükleik asitler ve proteinler olarak ayrılmasında daha etkilidir. 

Proteinlerin ayrılmasında ve sentezinde kağıt kromatografisi; alkol, ester, lipit ve amino 

gruplarının ayrılmasında ve enzimatik etkileşimlerin gözlemlenmesinde gaz-sıvı 

kromatografisi, özellikle proteinlerin molekül ağırlıklarının belirlenmesinde moleküler-

elek kromatografisi tercih edilirken, agaroz-jel kromatografisi de RNA, DNA parçacıkları 

ve virüslerin saflaştırılmasında kullanılır [90]. 

 

Kromatografide bir katı fazın yüzeyine, kaplanan bir katı faz veya sıvı faz sabit faz olarak 

bilinmektedir. Sabit fazın üzerinden akan hareketli faz, gaz veya sıvı fazdır. Hareketli 

faza göre kromatografi teknikleri isimlendirilir. Faz, sıvı olduğunda sıvı kromatografisi 

(LC), gaz olduğunda da gaz kromatografisi (GC) olarak tanımlanır. Gazlar ve katı 

materyaller ve uçucu sıvıların karışımları için gaz kromatografisi seçilirken, termal 

kararsız ve uçucu-olmayan örnekler için sıvı kromatografisi seçilir [91].   
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Belirli bir zaman içerisinde iyi ayırım sağlayan ve nicel analiz yöntemi olarak 

kromatografi uygulanmaktadır. Bu amaçla geliştirilen bazı kromatografi yöntemleri 

şunlardır:  kolon kromatografisi, ince-tabaka kromatografisi (TLC), kağıt kromatografisi, 

gaz kromatografisi, iyon değişim kromatografisi, jel geçirgenlik kromatografisi, yüksek-

basınçlı sıvı kromatografisi ve afinite kromatografisi [92]. 

 

Biyolojik numuneler ve uygulanan analitik koşulları gösteren formülasyonlar gibi çeşitli 

matrislerde en büyük kullanımları olan analitik teknikleri ele almaktadır. Bu analitik 

tekniklerin basamakları Şekil 2.8'de özetlenmiştir. 

 

 

Şekil 2.8. Kromatografik yöntemlerin analitik süreçleri [89]. 

 

2.4.1. Membran Bazlı Ayırma Teknikleri ve Membran Özellikleri 

Membran ayırma, su arıtımı (ör. tuzdan arındırma ve atık su arıtımı), değerli metallerin 

geri kazanımı, farmasötiklerin ve diğer endüstriyel ürünlerin saflaştırılması gibi çeşitli 

teknik işlemlerde ve ayrıca tıbbi uygulamada, yani hemodiyalizde önemli bir rol oynar. 

IUPAC [93] tarafından membran-bazlı ayırma tekniklerinin terminolojisi henüz uyumlu 

hale getirilemediği için literatürde aynı tekniğin farklı terimler için veya aynı terimin 

farklı teknikler için kullanıldığı görülmektedir [94].  
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Sıvılardan parçacıkların ve koloidal maddelerin ayrılması, yüksek-molekül ağırlıklığına 

sahip bileşiklerin uzaklaştırılması, uçucu bileşiklerin ayrılması veya zıt yüklü iyonların 

ayrılması gibi verilen bu örneklerde membranlarla verim sağlanmaktadır. Membranların 

türüne göre, gözenek boyutuna, mikro yapıya (homojen, mikro gözenekli, fibröz), 

fizikokimyasal özelliklere (hidrofilik, hidrofobik), reaktiviteye (örn. apolar, polar ve iyon 

değişimi membranlar) ve şekle (düz ve boş-fiber membranlar) göre ayrımlar yapılır [94]. 

 

Farklı gözenek boyutuna sahip olduğu için hidrofilik fibröz ve mikro gözenekli 

membranlara, genellikle kaba veya mikrofiltrasyonda yer verilir. Hidrofilik homojen 

polimer membranlar ise ultrafiltrasyonda ve pasif diyalizde öne çıkar. Çizelge 2.2.’de 

tayin metodunda kullanılan yöntemleri sınıflandırmayı, ilgili temel ilkeleri ve tipik 

membran türleri ile verilmektedir. 

 

 

Çizelge 2.2. Çeşitli tayin yöntemleri ve uygulama amacına göre kullanılan membran 

özellikleri [94]. 

Tayin İtici Güç Ayrılan Uygulama amacı Membran 

özellikleri 

Mikro/Ultra-

Filtrasyon 

Basınç gradyanı, 

(pozitif veya 

negatif) 

Çözünmüş 

analitler 

Parçacıkların, 

koloidal maddenin 

ve yüksek molekül 

ağırlıklı bileşiklerin 

uzaklaştırılması 

Hidrofilik (veya 

yaş) mikro- ve 

nano gözenekli 

polimerler 

Pasif diyaliz Derişim 

gradyanı; 

difüzyon 

kontrollü 

Çözünmüş 

düşük 

molekül-

ağırlıklı 

bileşikler 

Parçacıkların, 

koloidal maddenin 

ve yüksek molekül-

ağırlıklı bileşiklerin 

uzaklaştırılması 

Hidrofilik nano 

gözenekli veya 

homojen 

polimerler 
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Donnan 

diyaliz 

İyon değişimi; 

derişim 

gradyanı, 

difüzyon 

kontrollü 

Membrana zıt 

yüklü iyonik 

türler 

Membrana zıt 

yüklü iyonların 

uzaklaştırılması, 

(güçlü) asit ve 

bazların 

nötralizasyonu 

Pozitif veya 

negatif yüklü 

gruplara sahip 

iyon değişim 

membranları 

Elektrodiyaliz İyon değişimi; 

elektriksel alan, 

göç 

Membrana zıt 

yüklü iyonik 

türler 

Membrana zıt 

yüklü iyonların 

uzaklaştırılması, 

(güçlü) asit ve 

bazların 

nötralizasyonu 

Pozitif veya 

negatif yüklü 

gruplara sahip 

iyon değişim 

membranları 

Gaz 

difüzyonu 

(Pervaporasy

on) 

Buhar basıncı ve 

çözünürlük 

farklılıkları; 

difüzyon 

kontrollü 

Çözünmüş 

gazlar ve 

uçucu 

bileşikler 

Parçacıkların, 

kolloidal maddenin, 

uçucu-olmayan 

bileşiklerin 

uzaklaştırılması 

Hidrofobik 

mikro gözenekli 

veya homojen 

polimerler 

 

2.4.1.1. Membran Ayırma Sürecini Etkileyen Parametreler  

Kesikli ve sürekli akış konfigürasyonlarında uygulama olarak kabul edilen membran 

tekniği türünden bağımsız olarak ayırt edilebilir. Bu iki sistem içerisinde yarı-geçirgen 

membran, bir itici güç ile analitleri veya istenmeyen matris bileşenlerini çözeltiden 

ayırmayı sağlar. Basınç düşmesi, derişim gradyanı, elektrostatik etkileşimler, elektro-göç 

veya çözünürlük farklılıkları bu itici güç arasında sayılabilir. Birkaç durumda, iki veya 

daha fazla ayırma mekanizması aynı anda hareket edebilir. 

 

Sürekli-akış olarak bu membran ayırma tekniklerinin uygulanması, teknik olarak kaygı 

sebebidir [94,95]. Optimal verimlilik geçmiş zamanda hedeflenip konfigürasyonlar 

geliştirilerek, sürekli akış ile membran ayrılması teoride gelişim sağlamıştır. Donanımın 

geometrik boyutları küçültülerek ve parametrelerde minyatür format kullanılarak 

uygulamalar aynı şekilde devam etmiştir. Sürekli akış sistemlerinde membran ayırma 

için, çözeltileri, valfleri ve itici güç için gerekli donanımları gerektirir. Kılcal borular ile 
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bileşenler çözeltiye aktarılır. Akış sistemi konfigüre ve optimize edildikten sonra birçok 

numunenin otomatik işlenmesi için uygulanabilir. Örnek girişi, alıcı çözeltinin aktarımı 

ve akış kanallarının durulanması gibi çeşitli prosesler sıvı uygulamanın kolay yol 

olduğunu gösterir. 

 

2.4.2. Filtrasyon ve Ultrafiltrasyon 

Numune hazırlama aşaması olarak filtrasyonun amacı, sıvı numuneden iri parçacıklı 

maddeyi uzaklaştırmaktır. Çünkü bu parçacıklar, akış sistemindeki kılcal boruları tıkayıp 

artan geri basınca sebep olabilir veya kolonun kullanım ömrünü azaltabilir. 0.2 ila 0.45 

μm aralığındaki gözenek boyutları, örnek hazırlama için filtrasyon membranlarında 

uygundur. Uygun filtre ortamı (ticari olarak çok çeşitlidir) ile ilgili olarak seçim, çözücü 

ile uyumluluk, boşlukların serbestliği, analitlerin filtre yüzeyinde olası adsorpsiyon riski, 

uygulanabilirlik ve maliyetler tarafından yönlendirilir [94]. 

 

Kategori olarak spesifik molekül ağırlık sınırına (MWCO) göre yer alsa da yaklaşık 

0.001–0.1 μm gözenek boyutuna sahip olan mikrofiltrasyondan daha küçük gözenek 

boyutlarına sahiptir. Bu, membrandan geçebilen veya geçemeyen bir bileşiğin moleküler 

ağırlığına (sırasıyla moleküler boyutla ilişkilidir) atıfta bulunan bir değerdir. Selüloz 

asetat, rejenere selüloz, selüloz ester, polikarbonat, polisülfon ve polietersülfon, UF için 

yaygın kullanılan membran materyalleridir ve aynı zamanda ticari UF membran sınır 

değerleri 1-1000 kDa aralığında yer almaktadır [94]. 

 

2.4.3. Biyootografi 

Biyootografi, antimikrobiyal aktivitenin tespiti için yaygın olarak kullanılan 

mikrobiyolojik tarama yöntemlerine aittir (Şekil 2.9). Tarama, verilen analitlerin varlığını 

veya yokluğunu belirlemek için analiz edilen bir numuneye uygulanan ilk prosedür olarak 

tanımlanabilir [96]. Temel olarak, “evet/hayır” yanıtı veren basit bir ölçümdür [97]. 

Oldukça sık, tarama yöntemleri diğer yöntemlerden daha yüksek hassasiyet verir. Ayrıca, 

basit, ucuz, zaman-kazandırandır ve karmaşık ekipman gerektirmezler. Biyootografi 

tarama yöntemleri biyolojik aktivitelere dayanmaktadır, örn. test edilen maddelerin 

antibakteriyel, antifungal, antitümör ve antiprotozoaları [98]. Bu saptama yöntemi, ince-
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tabaka kromatografisi (TLC), yüksek-performanslı ince-tabaka kromatografisi (HPTLC), 

aşırı basınçlı-tabaka kromatografisi (OPLC) ve düzlemsel elektrokromatografi (PEC) 

gibi tabaka sıvı kromatografisi teknikleriyle başarılı bir şekilde birleştirilebilir. TLC-

biyootografi adı, biyootografi ile bağlantılı herhangi bir düzlemsel teknikle ilgili olarak 

çoğunlukla geniş-kapsamlı anlamında kullanılmaktadır. Doğrudan biyootografi olarak 

adlandırılan, yani doğrudan ince-tabaka kromatografisi (TLC-DB) ile tirelenen 

biyootografi, aynı TLC plakası üzerinde hem ayırma hem de mikrobiyal algılama 

gerçekleştirilir.  

 

Genel olarak yöntem, analiz edilen maddelerin antibakteriyel özelliklerini, yani bakteri 

üremesindeki değişiklikleri ölçer. Bununla birlikte, diğer etki mekanizmaları, örn. TLC-

biyolüminesans yöntemi olarak adlandırılan, lüminesans-yapan bakteriler kullanılarak 

biyootografi yapıldığında meydana geldiği için rahatsız edici canlı hücre süreçleri 

[99,100]. Hem TLC-DB hem de TLC-biyolüminesans, biyolojik aktif maddelerin 

karmaşık karışımlarda ve matrislerde aranmasını sağlar ve biyolojik yanıta dayalı 

çevresel ve tehlike yönetiminde yeni bir yaklaşım olan etkiye-yönelik analize (EDA) 

dahil edilebilir [101-103]. 

 

 

Şekil 2.9. Mikrobiyolojik yöntemlerin biyolojik olarak belirlenmesi için sınıflandırılma 

şeması [103]. 

 



 

 29 

Pseudomonas aeruginosa‘nın bakteri/mantar üzerindeki antibakteriyel ve antifungal 

biyolojik aktive başlığına dahil olduğu örneği ve kromatografi teknik ile incelenmesi 

Çizelge 2.3'de verilmiştir. 

 

Çizelge 2.3. Çeşitli bakterilerin/mantarların, TLC kromatografi tekniği kullanarak sadece 

antibakteriyel, sadece antifungal ve antibakteriyel ve antifungal  analiz örneklerinin TLC 

kromatografi tekniğinin incelenmesi [103]. 

Biyolojik 

Aktivite 

Madde Bakteri/Mantar Kromatografi 

Tekniği 

Antibakteriyel 

ve antifungal 

Özler: Rhododendron 

(Ericaceae), Leonurus 

(Lamiaceae), Phlomis 

(Lamiaceae), Morina 

(Morinaceae), Asperula 

(Rubiaceae), Putoria 

(Rubiaceae), Wendlandia 

(Rubiaceae), Scrophularia 

(Scrophulariaceae), Urtica 

(Urticaceae) 

Bakteriler: Micrococcus 

luteus, Bacillus subtilis, 

Bacillus cereus, 

Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus 

epidermidis, Escherichia 

coli, Pseudomonas 

aeruginosa; ve maya: 

Candida albicans 

TLC 

Antibakteriyel Siprofloksasin, 

enrofloksasin 

Bacillus subtilis TLC 

Sefasetril Bacillus subtilis TLC 

Su Vibrio fischeri HPTLC 

Su Vibrio fischeri HPTLC 

Antifungal Tropik bitkiler Candida albicans, 

Cladosporium 

cucumerinum 

TLC 
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3. DENEYSEL ÇALIŞMALAR 

 

Deneyde PHEMA-temelli kriyojelin yanı sıra Pseudomonas aeruginosa -baskılanmış 

PHEMA temelli kriyojel hazırlanmıştır. Ardından karakterizasyon çalışmaları her iki 

kriyojel için de gerçekleştirilmiştir. Laboratuvar ortamında in vitro olarak yetiştirilmiş 

Pseudomonas aeruginosa bakterisi baskılanmış olan kriyojelde adsorpsiyon çalışmaları 

yapılmıştır.  

 

 

Şekil 3.1. Pseudomonas aeruginosa adsorpsiyonu için kullanılan sistemin diyagramı. 

 

3.1. Mikroorganizmalar 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC ® 39327), Staphylococcus aureus (ATCC ® 12600), 

Salmonella paratyphi (ATCC ® 9150) ve Escherichia coli (ATCC ® 11775) saf 

kültürleri, Amerika, Amerikan tipi kültür koleksiyonundan (ABD, American Type 

Culture Collection, ATCC) elde edilmiştir. Mikroorganizmaların saf kültürleri 

dondurularak kurutulmuş halleri kullanımına kadar 2-8°C sıcaklık aralığında soğutucuda 

saklanmıştır. 
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3.2. Kimyasal Malzemeler  

N-Metakriloil-(L)-Histidin metil ester (MAH) monomeri laboratuvarda literatürde 

verilen yönteme göre sentezlenmiştir. 2-hidroksetil metakrilat (HEMA), metilen 

bisakrilamid (MBAAm), amonyum persülfat (APS), N,N,N',N'-tetrametil etilen diamin 

(TEMED) Sigma Chemical Co.'dan (St. Louis, MO, ABD) tedarik edilmiştir.  Direnç 

değeri 18 MΩ/cm olan deiyonize su, deneysel çalışma sürecinde kullanılmıştır. Ultra saf 

su, yüksek akışlı selüloz asetat membran (Barnstead D2731) ile ters ozmoz Barnstead 

(Dubuque, IA) ROpure LP® birimi ve ardından Barnstead D3804 NANOpure® 

organik/kolloid uzaklaştırma birimi ve iyon değiştirici dolgulu kolon sistemi kullanılarak 

saflaştırılmıştır.  

 

3.3. Deneysel Yöntemler  

3.3.1. Pseudomonas aeruginosa’nın Kültürlenmesi 

Büyüme ortamı olarak Luria Bertani (LB) suyu kullanılmıştır. Bakteri ırkları 10 mL LB 

suyuna aşılandıktan sonra, örnekle bir inkübatör-çalkalayıcıda 37°C'de 18 saat süreyle 

inkübe edilmiştir. Daha sonra pelet elde etmek için bakteriler 3000 rpm'de 15 dakika 

santrifüjlenmiştir. Santrifüj sonrası üstte kalan çözünmemiş kısım uzaklaştırılmıştır ve 

pelet için PBS tamponu ile süspansiyon işlemi yeniden gerçekleştirilmiştir. Bakterilerin 

yıkama işlemi üç kez tekrarlanmıştır. Bakteri derişimini belirlemek için plaka sayımı 

yöntemi kullanılmıştır. Bu amaçla, steril PBS tamponunda bakterilerin 10 kat seri 

dilüsyonları hazırlanmıştır ve 100 μL örnek, besleyici agar plakalarına inoküle edilmiştir. 

37°C'de 24 saat inkübasyondan sonra oluşan koloniler sayılmıştır ve derişimler mililitre 

(CFU/mL) cinsinden koloni oluşturan birimler olarak ifade edilmiştir [104]. 

 

3.3.2. Fonksiyonel Monomer Sentezi ve Karakterizasyonu 

Deneyde kullanılmış olan fonksiyonel monomerin sentezlenmesi için literatürde verilen 

deney aşamaları izlenmiştir. N-metakriloil (L) histidinmetilester (MAH) monomeri ve 

Cu(II) iyonlarının etkileşimleri ile gerçekleştirilmiştir. 100 mL CH2Cl2 (diklorometan) 

çözeltisi içinde L-Histidin metil ester (5.0 g) ve 0.2 g hidrokinon çözündürüldükten sonra 

0°C'ye kadar soğutulup içerisine trietilamin (12.7 g) ilave edilmiştir. Azot atmosferi 

altında bu çözelti içerisine 5.0 mL Metakriloil klorür yavaşça dökülmüştür. Daha sonra 
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bu çözelti, oda sıcaklığında 2 saat manyetik olarak karıştırılmıştır. Hidrokinon ve 

tepkimeye girmemiş metakriloil klorür %10 NaOH ile kimyasal tepkime süresinin 

sonunda özütlenmiştir. Bir döner buharlaştırıcı içerisinde sulu faz buharlaştırılmıştır ve 

bir eter-sikloheksan karışımı içinde kalıntı (yani MAH) kristalleştirilmiştir. Ardından etil 

alkol içerisinde çözündürülmüştür. Sentezlenmiş olan fonksiyonel monomer, FTIR 

spektrometre cihazı kullanılarak karakterize edilmiştir. Karakterizasyon işlemi sırasında 

fonksiyonel monomer, KBr ile hazır hale getirilerek ölçümler yapılmıştır [105].  

 

3.3.3. Ön Kompleks Hazırlanması  

Pseudomonas aeruginosa bakterisine seçici kavitelerin oluşumu için uygun fonksiyonel 

monomer olarak MAH tercih edilmiştir. MAH amino asit temelli fonksiyonel monomeri 

ile Cu(II) iyonları arasında metal şelat koordinasyonu gerçekleşir. Pseudomonas 

aeruginosa bakterisi, oluşan metal-şelat koordinasyonuna spesifik olarak bağlanır. MAH 

monomeri ve Cu (II) iyonlarında hazırlanan süspansiyon ön-kompleks karışımı 1:1 molar 

oranı olarak seçilmiştir. Bu ön-kompleks karışımı rotatorda 20 rpm hızda 30 dakika 

karıştırılarak hazırlanmıştır.  

 

3.3.4. Pseudomonas aeruginosa-Baskılanmış Kriyojellerin Hazırlanması 

1.3 mL HEMA monomeri, 1.7 mL saf suyun olduğu bir beher içerisine ve ikinci bir 

behere ise 0.283 g N,N′-metilen-bis(akrilamit) (MBAAm) çapraz bağlayıcısı, 10 mL saf 

suya eklenip yaklaşık 30 dakika manyetik karıştırıcıda karıştırılmıştır. Ön-kompleks 

oluşturmak için içerisine 14 uL MAH ve 2.4 mg Cu+2 konulan üçüncü behere 10 dakika 

boyunca karıştırıldıktan sonra 1 mL Pseudomonas aeruginosa bakterisi ilave edilmiştir. 

İlk olarak birinci ve ikinci beher kendi aralarında karıştırılıp, ardından üçüncü beher 

içerisine eklenmiştir. Amonyum persülfat (APS) ve N,N,N′,N′-tetrametilendiamin 

(TEMED) serbest radikal başlatıcıları, son olarak karışım içerisine eklenmiştir. 

Polimerizasyon işlemimin başlaması ile Tek kullanımlık şırıngalar içerisine hızlıca 

aktarılarak +4 °C su banyosu içerisine yerleştirilmiştir. Bir gün süren kriyojelasyon işlemi 

sonrası, oluşan buz kristallerinin oda sıcaklığında çözünmesi için bekletilmiştir. Ardından 

üzerinden saf su geçirilerek, Pseudomonas aeruginosa -baskılanmış kriyojelleri (MIP) 

hazır hale gelmiştir. Pseudomonas aeruginosa -baskılanmamış kriyojeller (NIP) için ise, 

üçüncü beher içerisine bakteri eklenmemiş olarak prosedürün aynısı izlenmiştir. 
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3.4. Kriyojellerin Karakterizasyonu 

3.4.1. Yapı Analizi için FTIR 

Fourier dönüşümü kızılötesi spektroskopi (FTIR) (Thermo Fisher Scientific, Nicolet is50, 

Waltham, MA, ABD) kullanılarak P(HEMA-MAH)-Pseudomonas aeruginosa-NIP ve 

P(HEMA-MAH)-Pseudomonas aeruginosa-MIP kriyojel membranların kimyasal yapısı 

analiz edilmiştir. Kurutulmuş NIP (moleküler baskılama yapılmamış) ve kurutulmuş MIP 

(moleküler baskılama yapılmış) kriyojeller için FTIR spektrumları, 4000–400 cm-1 

aralığında alınmıştır. 

 

3.4.2. Yüzey Morfolojisi 

NIP (moleküler baskılama yapılmamış polimer) ve MIP (moleküler baskılama yapılmış 

polimer), yüzey ve yığın yapısı taramalı elektron mikroskobu (SEM) ile karakterize 

edilmiş. Bir örnek plaka üzerine iletken bir yapıştırıcı malzeme ile tutturulan polimer 

membran kesiti SEM cihazı karakterizasyonuna hazır hale getirilmiştir. Örnek 

yüzeylerinin iletken hale getirilmesi için, vakum altında 200 Å kalınlığında metalik altın 

ile kaplanmıştır. Hazırlanan örnekler SEM görüntüleri, GAIA3 TESCAN cihazı ile çeşitli 

büyütme oranlarında alınmıştır. 

 

3.4.3. Şişme Davranışları 

MIP (moleküler baskılama yapılmış polimer) kolonu şişme oranlarının belirlenmesi için 

sabit tartıma getirilmek üzere kurutulmuştur. Üç farklı sıcaklıkta aynı süre içerisinde 

tartımları gerçekleştirilmiştir. Polimer membran şişme oranı ve makro-gözenekliliği 

sırasıyla Eşitlik (3.1) ve Eşitlik (3.2) kullanılarak aşağıdaki denklemler kullanılarak 

hesaplanmıştır. 

 

Ş𝑖ş𝑚𝑒 𝑜𝑟𝑎𝑛𝚤 (%) = [
𝑊𝑆−𝑊0

𝑊0
] 𝑋100              (3.1) 

 

𝑀𝑎𝑘𝑟𝑜𝑔ö𝑧𝑒𝑛𝑒𝑘𝑙𝑖𝑙𝑖𝑘 (%) = [
𝑊ş𝑖ş𝑚𝑖ş−𝑊𝑠𝚤𝑘𝚤ş𝑡𝚤𝑟𝚤𝑙𝑚𝚤ş

𝑊𝑠𝚤𝑘𝚤ş𝑡𝚤𝑟𝚤𝑙𝑚𝚤ş
] 𝑋100            (3.2) 
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Şişme deneyi üç farklı sıcaklı koşulunda (buz içerisinde, oda sıcaklığında ve yaklaşık 

37°C de) gerçekleştirilmiştir. İlk olarak MIP kolon kurutularak kuru ağırlığı (W0) not 

edilmiştir. Aynı MIP kolon, farklı sıcaklık koşullarında sabit hacim saf suyun içerisinde 

2 saat bekletilmiştir. 2 saatin sonunda süzgeç kâğıdı ile dış yüzeyinde kalan fazla sular 

alınarak, şişmiş MIP kolon (Wşişmiş) değeri hassas terazi kullanılarak bulunmuştur. Son 

aşama olarak, MIP kolon sıkıştırılarak (Wsıkıştırılmış) değeri elde edilerek hesaplamalar 

verilen denklemler ile % makrogözeneklilik ve %şişme oranı hesaplanmıştır. 

 

3.5. MIP Kriyojellerin Adsorpsiyon Çalışmaları 

3.5.1. Farklı Derişimlerde Adsorpsiyon Çalışmaları 

Aynı hacimde farklı derişimlerde PBS tamponu içerisinde Pseudomonas aeruginosa 

hazırlanmıştır. Şırınga içerisinde yer alan MIP kolondan 2 saat boyunca peristaltik pompa 

kullanılarak oda sıcaklığında geçirilmiştir. Bu sürenin sonunda MIP kolonda alıkonulmuş 

bakteriler, aynı hacimde 0.1 M NaOH geçirilerek MIP kolondan ayrılması sağlanmıştır. 

Derişim arttıkça aynı hacimde saf su farklı sürelerde geçirilmiştir. 1 OD = 1 × 108 

CFU/mL’ye eşdeğerdir.   

 

3.6.Tekrar Kullanılabilirlik Çalışmaları 

Aynı hacimde aynı derişimlerde PBS tamponu içerisinde 0.150 OD Pseudomonas 

aeruginosa hazırlanmıştır. Şırınga içerisinde yer alan MIP kolondan 2 saat boyunca 

peristaltik pompa kullanılarak oda sıcaklığında geçirilmiştir. Bu sürenin sonunda MIP 

kolonda alıkonulmuş bakteriler, aynı hacimde 0.1 M NaOH ve aynı hacimde saf su 

geçirilerek MIP kolondan ayrılması sağlanmıştır. 1 OD = 1 × 108 CFU/mL’ye eşdeğerdir.   

 

3.7. Seçicilik Çalışmaları 

Aynı hacimde aynı derişimde PBS tamponu içerisinde Pseudomonas aeruginosa dahil 

dört bakteri kullanılmıştır. Diğer üç bakteri ise, Salmonella paratyphi, Bacillus subtilis, 

staphylococcus aureus’dur Şırınga içerisinde yer alan MIP kolondan 2 saat boyunca 

peristaltik pompa kullanılarak oda sıcaklığında geçirilmiştir. Bu sürenin sonunda MIP 
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kolonda alıkonulmuş bakteriler, aynı hacimde 0.1 M NaOH ve aynı hacimde saf su 

geçirilerek MIP kolondan ayrılması sağlanmıştır. 

 

3.8. Mevcut Adsorpsiyon İzoterm Modelleri 

Adsorpsiyon izotermi, adsorban üzerindeki adsorbe edilen sorbat miktarını, sabit bir 

sıcaklıkta çözünen maddenin denge derişimi ile ilişkilendirir. Adsorpsiyon izoterm 

modelleri de bu ilişkiyi anlatan modellerdir [106]. Bazı varsayımlara dayanarak 

modellerin çoğu elde edilir [107]. 

 

3.8.1. Langmuir İzoterm Modeli 

Adsorpsiyonun belirli homojen adsorbent yüzeyinde meydana geldiğini varsayarak, en 

yaygın olarak bilinen izotermdir. Adsorbe edilmiş bir molekül bir bölgeye girerse, daha 

fazla adsorpsiyon meydana gelmez [108]. Böylece bir denge kalitesine ulaşılması ve 

doymuş tek-tabaka eğrisi tek-tabaka adsorpsiyonu için etkili olan aşağıdaki eşitlikle ifade 

edilir ve Langmuir modelinin lineer yapısı şu şekildedir [109]. 

 

𝑐𝑒

𝑞𝑒
=

𝑐𝑒

𝑄0
+

1

𝑏𝑄0
                     (3.3) 

 

Burada Ce dengedeki derişim (mg/l), Qe dengede soğurulan miktar (mg/g) ve Q0 ve b 

sırasıyla adsorpsiyon verimlilik sabiti ve adsorpsiyon enerji sabitidir. 

 

3.8.2. Freundlich İzoterm Modeli 

Freundlich izoterm modeli, adsorpsiyonu, çok-katmanlı bir adsorpsiyon mekanizmasıyla 

heterojen yüzey boyunca meydana gelen olgular olarak tanımlar. Freundlich modeli 

lineer formu [110] olarak ifade edilir. 

 

𝑙𝑜𝑔𝑞𝑒 = 𝑙𝑜𝑔𝐾𝐹 +
1

𝑛
𝑙𝑜𝑔𝑐𝑒                                 (3.4) 
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burada Qe, adsorplanan adsorbat miktarıdır (mg/g), Ce, dengede çözeltideki adsorbat 

derişimidir (mg/l), KF ve n, sırasıyla adsorpsiyon kapasitesini ve adsorpsiyon 

yoğunluğunu etkileyen tüm faktörleri entegre eden sabitlerdir. 

 

3.8.3. Langmuir ile Freundlich İzoterm Modeli 

Adsorbatın düşük derişiminde model olarak Freundlich izoterm kullanılırken, yüksek 

derişiminde Langmuir izotermine dönüşmesi bu izoterm ile açıklanır. Burada tanımlanan 

ise, adsorbanın heterojen yüzeyine adsorpsiyon enerjisi dağılımıdır [111,112]. Langmuir-

Freundlich izoterm denklemi, [113,114] şu şekilde yazılabilir: 

 

𝑞𝑒 =
𝑄𝐿𝐹𝑀(𝐾𝐿𝐹𝑐𝑒)𝑀𝐿𝐹

1+(𝐾𝐿𝐹𝑐𝑒)𝑀𝐿𝐹
                                   (3.5) 

 

QLFM'nin maksimum adsorpsiyon kapasitesi (mgg-1) olduğu yerde, KLF, dengedeki 

heterojen katı sabitidir ve MLF, heterojenlik parametresini temsil eder. 



 

 37 

4. SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

 

Sunulan tez çalışması dört temel başlıkta özetlemiştir, bu kapsamda  

1) Pseudomonas aeruginosa ve MAH amino asit temelli fonksiyonel monomer ile 

Cu (II) iyonları metal şelat koordinasyonu yaparak ön kompleks oluşumunun 

sağlanmıştır. 

2) Baskılanmış ve baskılama verimliliğinin ve seçiciliğinin belirlenmesi için aynı 

koşullarda baskılanmamış kriyojel membranlar hazırlanmıştır. 

3) SEM, FTIR, gözeneklilik, şişme davranışı gibi çalışmalarla hazırlanan kriyojel 

membranlar karakterize edilmiştir. 

4) Bakteri bağlanma davranışı, adsorpsiyon kinetikleri ve seçicilik çalışmaları bu 

aşamada gerçekleştirilmiştir. 

 

4.1. Kriyojellerin Karakterizasyonu 

4.1.1. FTIR ile Yapı Analizi 

P(HEMA-MAH) Pseudomonas aeruginosa-NIP ve MIP kriyojel kolonların FTIR 

spektrumu, 1719, 1649 cm-1 ve 1711, 1641 cm-1'de amid bantları gösterir. Şekil 4.1 'de 

görüldüğü gibi, 2991–2939 ve 2913–2849 cm-1 değeri sırasıyla NIP ve MIP kriyojel 

membranlarındaki aromatik ve alifatik C–H gerilme bantlarına karşılık gelir. 3376 ve 

3372 cm-1 bölgesinde bulunan geniş bantlar, P(HEMA-MAH) Pseudomonas aeruginosa-

NIP ve MIP kriyojel membranlarındaki HEMA'nın O–H gerilme bantlarına karşılık gelir. 

Spektrumdaki amid bantları, metal-şelatlayıcı fonksiyonel monomerlerin P(HEMA-

MAH) Pseudomonas aeruginosa -NIP ve MIP kriyojel membranlarının yapısına dahil 

edildiğini göstermektedir.  
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Şekil 4.1. a) Pseudomonas aeruginosa-baskılanmış kriyojel (MIP), b) Pseudomonas 

aeruginosa-baskılanmamış kriyojel (NIP). 

 

4.1.2. Yüzey Morfolojisi 

SEM ile kriyojellerin yüzey özellikleri incelenmiştir SEM analizi, GAIA3 Tescan 

cihazıyla gerçekleştirilmiştir. NIP ve MIP kriyojelinin farklı kısımlarından ve farklı um 

ölçeklendirmesi ile görüntüler elde edilmiştir. NIP kriyojellerin SEM görüntüleri (Şekil 

4.2) ve MIP kriyojellerin SEM görüntüleri (Şekil 4.3) arasında morfolojik olarak aşırı 

farklılık bulunmamaktadır.  Ancak MIP üzerinde baskılanmış bakteri boşlukları gözle 

görülebilmektedir. Bu boşluklara tutunan Pseudomonas aeruginosa'nın varlığı ve 

baskılanmış yüzeylere tutunduğu dikkat çekmektedir.  
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Şekil 4.2. Pseudomonas aeruginosa-baskılanmamış kriyojel (NIP) SEM görüntüleri. 
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Şekil 4.3. Pseudomonas aeruginosa-baskılanmış kriyojel (MIP) SEM görüntüleri. 
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4.1.3. Şişme Davranışları 

Çizelge 4.1’de görüldüğü üzere farklı ortam koşullarında gerçekleştirilmiş olan 

Pseudomonas aeruginosa-baskılanmış kriyojel (MIP) için %şişme ve 

%makrogözeneklilik sonuçları sırasıyla, 4 °C’de %383 ve %51, oda koşullarında %324 

ve %21, yaklaşık 37°C’de %280 ve %0 sonuçları elde edilmiştir. Saf su ortamında 

gerçekleştirilen bu şişme ve makrogözeneklilik testi için en verimli sonuç, donma 

noktasında olduğu görülmüştür. 

 

Çizelge 4.1. MIP ile farklı sıcaklıklar için % Makrogözeneklilik ve % Şişme sonuçları. 

  ((Wşişmiş-Wsıkılmış)/Wsıkılmış)*100 ((Wşişmiş-W0)/W0)*100 

 Ortam koşulu % Makrogözeneklilik % Şişme 

 4 °C 50,9 382,6 

 25 °C 20,8 324,5 

 37 °C 0,1 279,7 

 

 

4.2. MIP Kriyojellerin Adsorpsiyon Çalışmaları  

4.2.1. Farklı Derişimlerde Adsorpsiyon Çalışmaları 

Şekil 4.5’te toplam bakteri sayımı birimi CFU/mL olan MIP kriyojeli üzerine adsorbe 

edilen bakteri miktarına karşı derişimler görülmektedir. pH 7.4 değerinde PBS tamponu 

ile hazırlanmış farklı derişimlerdeki çözeltilerle adsorpsiyon çalışması 

gerçekleştirilmiştir. Pseudomonas aeruginosa-baskılanmış kriyojel (MIP) ile yapılan bu 

adsorpsiyon çalışmasında baskılanmış-bölgeler ile etkileşime geçen bakteri miktarı arttığı 

için adsorpsiyon kapasitesi artmış ve Pseudomonas aeruginosa bakterisinin 

bağlanabileceği baskılanmış-bölgelerinin (Pseudomonas aeruginosa'ya özgü 

boşlukların) dolmasıyla dengeye ulaşmıştır. 1 OD = 1 × 108 CFU/mL’ye eşdeğerdir.   
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Şekil 4.4. Pseudomonas aeruginosa için UV – 600 nm ölçümündeki kalibrasyon grafiği. 

 

 

Şekil 4.5. Pseudomonas aeruginosa baskılanmış (MIP) kriyojelde Pseudomonas 

aeruginosa’nın CFU/mL birim derişime karşı adsorplanan bakteri miktarı. 
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4.2.2. Adsorpsiyon Kinetik Modellerinin İncelenmesi 

Pseudomonas aeruginosa adsorpsiyonu için elde edilen deneysel veriler Langmuir ve 

Freundlich izoterm modelleri ile incelenmiş ve sonuçlar Çizelge 4.2’de verilmiştir.    

Adsorpsiyon izoterm verileri bir adsorpsiyonun “tercihli” veya “tercihsiz” olması 

konusunda bilgi vermektedir. Langmuir adsorpsiyon izotermi boyutsuz ayırma faktörü 

veya denge parametresi, RL, değeri ile ifade edilebilir;  

 

RL = 1 / (1 + b.C0)             (4.1) 

 

Eşitlikte C0 başlangıç derişimi, b Langmuir adsorpsiyon denge sabitidir. RL değerinin 

1'den büyük olması adsorpsiyonun tercihsiz, 1'e eşit olması ile doğrusal, 0 ila 1 arasında 

olması ise tercihli olduğu bilinmektedir. Çizelgede görüldüğü üzere RL değeri Langmuir 

izotermine göre adsorpsiyonun tercihli olduğunu göstermektedir.  

 

Çizelge 4.2. Pseudomonas aeruginosa-baskılanmış kriyojel kolon için Langmuir ve 

Freundlich izotermleri. 

Pseudomonas aeruginosa –baskılanmış kriyojel 

Deneysel Q (mg/g) 61.45 

Langmuir Qmax (mg /g) 52.79 

 b (mL/mg) 40.68 

 RL 0.04 

 R2 0.952 

Freundlich KF 70.14 

 1/n 0.69 

 R2 0.927 
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Bir diğer adsorpsiyon izotermi Freundlich izotermidir. İzotermde 1/n değeri sistemin 

heterojenliğini ifade etmektedir. Langmuir izoterminin aksine Freundlich izotermi tek 

tabaka adsorpsiyonu ile sınırlı değildir. n değerinin bire yaklaşması daha homojen bir 

sistemi, sıfıra yaklaşması ise heterojen bir sistemi ifade etmektedir.   

 

Elde edilen Langmuir izoterm grafiği ile Freundlich izoterm grafiği karşılaştırıldığında 

R2 değeri 1’e yakın olan Langmuir Modeline daha uymuş olduğu görülmüştür. Çizelge 

4.2’de görülen eğim 1/n değeri, 0.69 olarak bulunmuştur. Bu sonuçlara göre 

adsorpsiyonun tek tabakalı olduğu yorumu yapılabilir.  

 

 

Şekil 4.6. Langmuir İzoterm grafiği. 
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Şekil 4.7. Freundlich İzoterm grafiği. 

 

4.3.Tekrar Kullanılabilirlik Çalışmaları 

Bakteri baskılanmış aynı kriyojel kullanılarak 10 defa adsorpsiyon-desorpsiyon yapılarak 

tekrar kullanılabilirlik testi gerçekleştirilmiştir. Elde edilen sonuçlar Şekil 4.8 de 

görülmektedir. Tekrarlanan bu çalışmada, kriyojelin adsorpsiyon kapasitesinin halen 

%90'ın üzerinde olması ile kapasitede önemli bir azalma olmadığı anlaşılmıştır.  
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Şekil 4.8. Bakteri baskılanmış kriyojellerin tekrar kullanılabilirliği.  

 

4.4. Seçicilik Çalışmaları  

Seçicilik çalışması için Pseudomonas aeruginosa dahil dört bakteri kullanılmıştır. Diğer 

üç bakteri ise, Salmonella paratyphi, Bacillus subtilis, staphylococcus aureus’dur. 

Pseudomonas aeruginosa-baskılanmış kriyojel kolonda en fazla Pseudomonas 

aeruginosa bakterisi alıkonulmuştur. Diğer bakteriler arasında ise alıkonma sırası, 

staphylococcus aureus, Salmonella paratyphi ve en az alıkonulabilen Bacillus subtilis 

olmuştur. Gram-negatif ve çubuksu bir bakteri olan Pseudomonas aeruginosa, kriyojel 

yüzeyine yan tarafından veya uç kısmından da bağlanabilmesi ile verimli sonuç elde 

edilmiştir. Gram-pozitif bakteri olan Staphylococcus aureus ise yuvarlak şekli ile 

gözeneklere tutunduğu öngörülmektedir. Salmonella paratyphi bakterisi gram-negatiftir, 

şekil olarak büyük yapıya sahip olduğundan hazırlamış olduğumuz kriyojel tarafından 

çok fazla alıkonulamamıştır. Bacillus subtilis ise gram-pozitif bakteridir, şekil olarak 

büyük olduğundan bizim baskılanmış kriyojelin gözeneklere tutunamamıştır. 
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Şekil 4.9. MIP seçicilik grafiği (Oda sıcaklığında, 2 saat, pH 7.4 PBS içerisinde). 

 

 

Şekil 4.10. NIP seçicilik grafiği (Oda sıcaklığında, 2 saat, pH 7.4 PBS içerisinde). 
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Çizelge 4.3’te verilen seçicilik katsayısı (k) sonuçlarına göre, 

MIP kriyojel kolonun Pseudomonas aeruginosa bakterisine seçiciliği  

• Staphylococcus aureus bakterisine göre yaklaşık 3 kat (k= 2,6)  

• Salmonella paratyphi bakterisine göre yaklaşık 3 kat (k=2,6)  

• Bacillus subtilis bakterilerine göre yaklaşık 6 kat (k=5,6) daha fazladır.  

 

Bağıl seçicilik katsayısı (k’) verilere göre;  

• Staphylococcus aureus bakterisi için k’= 2,0  

• Salmonella paratyphi bakterisi için k’= 1,7  

• Bacillus subtilis bakterisi için k’= 2.3’tür. 

 

Çizelge 4.3. MIP ve NIP kriyojel kolonun Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 

aureus, Bacillus subtilis ve Salmonella paratyphi bakterileri için seçicilik (k) ve bağıl 

seçicilik (k’) katsayıları. 

  Q (mg/g) 

MIP 

k 

Q (mg/g) 

NIP 

k k' 

Pseudomonas aeruginosa 2,4 0 0,4 0 

 

Staphylococcus aureus 0,9 2,6 0,3 1,3 2,0 

Bacillus subtilis 0,4 5,6 0,2 2,4 2,3 

Salmonella paratyphi 0,9 2,6 0,2 1,6 1,7 
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4.5. Literatür Özeti 

Bakteri ayrilmasi için moleküler baskilama temelli kriyojel membranlar geliştirilmesi ile 

yapılan çalışmalar ile tez kapsamında alınan sonuçlar değerlendirilmiştir. Geliştirilen 

tayin yöntemleri ile karşılaştırıldığında tez kapsamında elde edilen sonuçların uyumlu 

olduğu ve düşük bir tayin sınırı elde edildiği bir adsorpsiyon yaklaşımı geliştirildiği 

görülmektedir (Çizelge 4.4). 

 

Zhao ve arkadaşları, 1–20 μm boyutunda, çoğunlukla 2–20 nm gözenekliliğe sahip çok-

işlevsel silika ve monomer olarak hidroksietil metakrilat ve dialildimetilamonyum 

klorürü donma noktasının altındaki suda yerinde kopolimerizasyon ile üreterek organik-

inorganik kriyojel kompozit sunmuştur. Bu kompozit ile 17 kat spesifik yüzey alanı 

artırılmıştır. Yüksek basınçlı sıvı kromotografisi cihazı ile kriyojel kompozit 

bütünleştirildiğinde  nükleosidlerde iyi seçicilik, 0.9-1.3 ng/mL alt tespit sınırları elde 

edilmiştir ve eklenmiş insan serumundan %80 üzerinde geri kazanım sağlanmıştır [115]. 

 

Bakhshpour ve arkadaşları, çalışmasında Tirozinin (Tyr) seçici bir şekilde tanınması için 

baskılama etkinliğini karşılaştırmak üzere birbirinden farklı iki fonksiyonel monomer ile 

spesifik molekül baskılanmış kriyojel kartuşları sentezlemişlerdir. Tyr-baskılanmış 

kriyojel kartuş (MIP1) için baskılamayı metal-şelat koordinasyonu kullanarak, Tyr-

baskılanmış kriyojel kartuş (MIP2) için ise baskılamayı hidrofobik etkiler kullanarak aynı 

şekilde donmuş koşullar altında serbest radikal yığın polimerizasyonu ile 

hazırlamışlardır. Kriyojel kartuşlarının karakterizasyonu sonrası, akış hızı, ortamın pH 

değeri, başlangıç derişimleri ve sıcaklık gibi optimum koşulları belirlemişlerdir. MIP1 ve 

MIP2 kriyojel kartuşunun maksimum adsorpsiyon kapasitesinin pH 7.0 fosfat tamponda 

sırasıyla 10.6 ve 7,7 mg/g olarak hesaplanmıştır. MIP1 ve MIP2 kullanılarak elüe edilmiş 

Tyr için FLPC sisteminde ayrıca test etmişlerdir. Tekrarlanabilirlik deneyleri sonucu 

adsorpsiyon kapasitesinde önemli bir azalma gözlemlememişlerdir [116]. 
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Bakhshpour ve arkadaşlarının başka bir çalışmasında ise, poli(hidroksietil metakrilat) 

temelli bir immünoafinite p(HEMA-I) kriyojel kolonu sentezlemek için, siyanamid 

kullanrak insan immünoglobulin M (hIgM) antikorlarını saflaştırmışlardır. Elde ettikleri 

sonuca göre, hazırlanan bu kolonun önemli derecede kayıp olmadan 10 defadan fazla 

kullanılabileceğini göstermiştir. pH 5.75 [morfolino etansülfonik asit (MES tamponu)] 

içinde, 11.1 mg/g'ye karşılık gelen en fazla adsorbe edilmiş hIgM miktarı olmuştur [117]. 

 

Köse ve arkadaşları, adenin metakrilat (AdeM) adı verilen adenin polimerize olabilen 

türevini, adenin ve metakriloil klorür arasındaki yer değiştirme tepkimesi ile 

sentezlemişlerdir. 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) temelli kriyojeller, monomerler, 

AdeM ve HEMA'nın kopolimerizasyonu ile kısmen donmuş sulu bir ortamda 

hazırlanmış, ardından bu kriyojeller çeşitli karakterize edilmiştir. RNA adsorpsiyon 

deneylerini, kesikli sistemde farklı koşullarda gerçekleştirmişlerdir. Kriyojellerin yüksek 

RNA adsorpsiyon kapasitesini 11.86 mg/g olarak elde edip şişme oranını da yaklaşık 

%510 bulmuşlardır. Adsorpsiyon kapasitesinde anlamlı bir azalma olmadan beş defadan 

fazla kriyojeller tekrar kullanılabilirdir [118]. 

 

Faríasab ve arkadaşları, cisplatin yakalama için makro gözenekli kriyojelleri, metakrilik 

asit ve 2-hidroksietil metakrilat ile polimerizasyon sonucu elde etmişlerdir. Bir gram 

kriyojel başına 150 mg'a kadar cisplatin adsorpsiyon kapasitesi ile kriyojelin çeşitli 

özellikleri incelenmiştir. Yapmış oldukları bu çalışmada, monomer bileşimi ile kriyojelin 

kapasitesi arasındaki ilişkiyi göz önüne almışlardır. Optimum kriyojel, kapasitede gözle 

görülür bir azalma olmaksızın sudan cisplatini uzaklaştırmak için en az 14 kez tekrar 

kullanılabilirdir [119]. 
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Çizelge 4.4. Moleküler baskılama yöntemlerinin karşılaştırılması. 

Kriyojeller Ligandlar Hedefler Adsorpsiyon 

Kapasiteleri 

Avantaj/dezavantajlar Ref. 

Organik-

inorganik 

kriyojel 

kompozit 

Boronik Asit Nükleositler 0.9-1.3 ng/mL 

(Alt tespit 

sınırı) 

Hafif koşullar altında 

sentez; yüksek yüzey 

alanı, basit sentez 

koşulları 

[115] 

Tirozin-

baskılanmış 

kriyojel 

Moleküler-

Baskılanmış 

Polimer 

Tirozin 10.6 mg/g 

(MIP1) 

7.7 mg/g 

(MIP2) 

Yüksek seçicilik ve iyi 

yeniden-kullanılabilirlik 

[116] 

Poli(Hidroksietil 

Metakrilat) 

kriyojel 

Antikor İnsan 

immünoglobülin 

M 

11.1 mg/g Yüksek özgüllük ve 

biyouyumluluk. Yüksek-

maliyet 

[117] 

PoliAdenin Adenin 

Metakrilat 

Rna 11.86 mg/g Tek-adımlı sentez; 

yüksek RNA bağlama 

kapasiteleri, basit 

operasyon prosedürleri 

[118] 

poli(HEMA-ko-

MAAc) kriyojel 

İyon-

Değişimi 

Sis-Platin 650 mg 

cisplatin / g 

kriyojel 

Yüksek hidrofiliklik ve 

bağlama kapasiteleri. 

Seçicilik sınırlı 

[119] 

AG-

alkin@polimer-

pBA 

kriyojel 

Boronik Asit 

 

E. Coli, 

S. Epidermidis 

 

2.15 x 109 

cfu/g (E. coli) 

3.36 x 109 

cfu/g (S. 

epidermidis) 

Yüksek ligand 

yoğunluğu, bakteri için 

yüksek bağlama 

kapasitesi, basit ve 

modüler sentez 

[120] 

Pseudomonas 

aeruginosa-

baskılanmış 

kriyojel 

Moleküler-

Baskılanmış 

Polimer 

Pseudomonas 

aeruginosa 

61.45 mg/g Yüksek seçicilik, bakteri 

için yüksek bağlama 

kapasitesi, yeniden-

kullanılabilirlik 

Bu 

çalışma 

 



 

 52 

Zheng ve arkadaşları, bakterilerin saflaştırma ve izolasyonu için boronik asit ligandlarına 

sahip kompozit kriyojeller sentezlemişlerdir. Mikrobiyal hücrelerin hızlı bir şekilde 

bağlanmasını ve salınmasını, kriyojellerin büyük ve birbirine bağlı gözenekleri 

sağlamıştır. Bakteriyel bağlanma kontrolü için, alkin-etiketli bir boronik asit ligandı, 

Cu(I)-katalizli azid-alkin siklokatılma tepkimesi yoluyla azit-işlevli kriyojele konjuge 

edilmiştir. Boronik asit özellikli kriyojel, bakterileri pH ve basit monosakkaritler 

tarafından tersinir boronat ester bağlarıyla bağlamıştır. Afinite ayırma kapasitesini 

artırmak için, alkin-etiketli fenilboronik asidi, çoklu immobilizasyon bölgeleri sağlayan 

bir ara polimer tabakası yoluyla kriyojele bağlamak için yeni bir yaklaşım 

uygulamışlardır. Kompozit kriyojelin bağlanma kapasiteleri, Escherichia coli için 2.15 x 

109 cfu/g ve Staphylococcus epidermidis için 3.36 x 109 cfu/g olarak bulunmuştur [120].  

 

Bu tez kapsamında, ucuz maliyet ve spesifik bağlanma göz önüne alınarak moleküler 

baskılama temelli bir yaklaşım kullanılmıştır. Seçilen bakteri, Pseudomonas 

aeruginosa’dır.  Hazırlanmış olan Pseudomonas aeruginosa-baskılı kriyojel ile 

adsorpsiyon çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Derişim taraması gerçekleştirilirken, derişim 

arttıkça Pseudomonas aeruginosa-baskılı kriyojelde Pseudomonas aeruginosa için 

alıkonmanın arttığı gözlemlenmiştir. Bunun sonucunda 61.45 mg/g adsorpsiyon 

kapasitesi hesaplanmıştır. Seçicilik deneyleri için, en yüksek Pseudomonas aeruginosa 

kriyojelde alıkonmuştur. Tekrar kullanılabilirlik açısından 10 defa test tekrarlanmıştır.  

 



 

 

5. YORUM 

 

❖ Bu çalışmada, ilk aşamada MAH amino asit temelli fonksiyonel monomer, metal-

şelat koordinasyonunun sağlanması için Cu (II) iyonu ve Pseudomonas 

aeruginosa aynı ortamda karıştırılarak ön-kompleks oluşumu sağlanmıştır. 

Ardından bu ön-kompleks içerisine, HEMA monomeri ile MBAAm çapraz 

bağlayıcısı katılmıştır. APS ve TEMED serbest radikal başlatıcıları da ilave 

edilerek bir gün boyunca suyun donma sıcaklığı altında Pseudomonas 

aeruginosa-baskılanmış kriyojel kolon, seçici adsorpsiyon çalışmaları için 

sentezlenmiştir. 

 

❖ P(HEMA-MAH) Pseudomonas aeruginosa-NIP (a) ve P(HEMA-MAH) 

Pseudomonas aeruginosa-MIP (b) kriyojel membranlarının FTIR spektrumu 

karakterize edilmiştir. Her iki spektrum da incelendiğinde Pseudomonas 

aeruginosa-NIP için 1719, 1649 cm-1'de ve Pseudomonas aeruginosa-MIP için 

1711, 1641 cm-1'de amit bantları görülmüştür. 2991–2939 ve 2913–2849 cm-1 

değeri sırasıyla (a) ve (b) kriyojel membranlarındaki aromatik ve alifatik C–H 

germe bantlarına karşılık gelir. 3376 ve 3372 cm-1 bölgesinde bulunan geniş 

bantlar, (a) ve (b) kriyojel membranlarındaki HEMA'nın O–H germe bantlarına 

karşılık gelir. Spektrumdaki amit bantları, metal-şelatlayıcı fonksiyonel 

monomerlerin (a) ve (b) kriyojel membranlarının yapısına dahil edildiğini 

göstermektedir.  

 

❖ SEM ile karakterizyon sağlanmıştır. NIP ve MIP kriyojelinin farklı kısımlarından 

ve farklı µm ölçeklendirmesi ile elde edilen görüntülere göre, iki kriyojel kolon 

arasında morfolojik olarak fazla farklılık bulunmamaktadır. MIP üzerinde 

baskılanmış bakteri boşluklarına tutunan Pseudomonas aeruginosa'nın varlığı da 

açıkça görülmektedir. 

 

 



 

 

❖ Pseudomonas aeruginosa-baskılanmış kriyojel (MIP) için sıcaklık azaldıkça 

makrogözeneklilik ve şişme yüzde değerinin arttığı verisi elde edilmiştir. 

Makrogözeneklilik ve şişme için yüzde değerlerinin doğru orantılı olarak 

değiştiği, sırasıyla, 4 °C’de %383 ve %51, oda koşullarında %324 ve %21, 

yaklaşık 37°C’de %280 ve %0 sonuçları ile desteklenmiştir. Bu üç sıcaklık 

arasında en yüksek değerin, donma noktasında bulunduğu görülmüştür. Bunun 

sebebinin sıcaklık arttıkça, yapı ile bakteri arasındaki etkileşimin azalmasıdır. 

 

❖ Pseudomonas aeruginosa-baskılanmış kriyojel (MIP) ile farklı derişimler için 

adsorpsiyon çalışması yapılmıştır. UV-Vis (ultraviyole-görünür bölge) cihazı ile 

600 nm'de alınan ölçümler sonucu, Pseudomonas aeruginosa bakterisi için 

derişimin artmasıyla absorbans değerinin arttığı cihazdan okunmuştur. Ancak 

Pseudomonas aeruginosa'nın kriyojel üzerinde bağlanabileceği boşlukları 

doldurması nedeniyle, yüksek derişimlerde absorbans değerlerinin birbirine 

yakınlaştığı ve grafik üzerinde platoya ulaşıp dengelendiği görülmüştür. 

 

❖ Adsorpsiyon izoterm verileri bir adsorpsiyonun “tercihli” veya “tercihsiz” olması 

konusunda bilgi vermektedir. İzoterm modellerinden, Langmuir ve Freundlich 

izotermleri kullanılmıştır. Langmuir adsorpsiyon izotermi boyutsuz ayırma 

faktörü veya denge parametresi olan RL değerinin, 0 < RL <1 olarak bulunmasıyla, 

Langmuir izotermine göre adsorpsiyonun tercihli olduğu görülmüştür. Bir diğer 

kullanılan adsorpsiyon izotermi, Freundlich izotermidir. İzotermde 1/n değeri 

sistemin heterojenliğini ifade etmektedir. Langmuir izoterminin aksine 

Freundlich izotermi tek tabaka adsorpsiyonu ile sınırlı değildir. n değerinin bire 

yaklaşması daha homojen bir sistemi, sıfıra yaklaşması ise heterojen bir sistemi 

ifade etmektedir. Eğim 1/n değeri, 0.69 olarak bulunmuştur. 

 

 

 

 

 



 

 

❖ Pseudomonas aeruginosa-baskılanmış kriyojelde, aynı derişimde hazırlanmış 

Pseudomonas aeruginosa bakterisi için yeniden kullanılabilirlik deneyi 

yapılmıştır. Adsorpsiyon ve desorpsiyon deneyleri 10 kez gerçekleştirilmiştir. 

Sonuçlar, kullanılmış olan aynı kriyojel kolonun %90 üzerinde verimli bir şekilde 

kullanabildiğini göstermektedir. 

 

❖ Seçicilik çalışması için kullanılmış olan baskılanmış kriyojel kolon, basillus 

formundaki gram-negatif bakteri Pseudomonas aeruginosa içindir. Çalışma için 

seçilmiş olan diğer üç bakteri ise gram-negatif Salmonella paratyphi, gram-pozitif 

Bacillus subtilis ve gram-pozitif staphylococcus aureus'dur. Elde edilen sonuçlara 

göre, Pseudomonas aeruginosa'dan sonra ikinci en fazla tutulan yuvarlak şekle 

sahip olması nedeniyle staphylococcus aureus; üçüncü sırada, büyük yapıya sahip 

olduğu için çok fazla gözeneklere tutunamayan Salmonella paratyphi ve en az 

tutunmuş olan Bacillus subtilis olmuştur. Tüm bakterilerin şekilleri ve 

boyutlarının bu deneyde önemli olduğu görülmüştür. 
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