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MOLEKULER BASKILANMIS POLIMER TABANLI KRiYOJEL
AYIRMA SISTEMLERI VE BiYO AYIRMA UYGULAMALARI

Ozlem BICEN
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damisman: Do¢. Dr. Arzu ERSOZ
2009, 72 sayfa

Bu caligmada, molekiiler baskilanmis polimer (MIP) tabanli kriyojel
ayirma sistemleri hazirlanmis ve bu sistemlerin biyo-ayirma uygulamalari
gergeklestirilmistir. Bu amagla; ilk olarak hyaluronik asit (HA) ayirimina yonelik
olarak D-glukuronik asit baskilanmis polimerler hazirlanmis ve bu MIP
partikiillerinin elementel analiz, Fourier doniistimlii infrared spektroskopiyle
(FTIR) ve sisme testleriyle karakterizasyonu yapilmigtir. Daha sonra,
sentezlenmis MIP partikiilleri poliakrilamit kriyojeli gozeneklerine tutturulmustur.
MIP igeren kriyojeller, FTIR, sisme testi, taramal1 elektron mikroskopi (SEM) ile
gorlintiilleme ve gozenek boyutu analizérii (BET) metoduyla yiizey adsorpsiyon
porozimetri ydntemleriyle karakterize edilmistir. MIP tutturularak hazirlanan
kriyojellerin HA adsorpsiyonu spektrofotometrik yontemle incelenmistir.
Maksimum adsorpsiyon kapasitesi 318 mgg”, HA nin kriyojel matriksi icindeki

1 olarak

glukuronik asit iceren bosluklara baglanma kapasitesi ise 2x10° M
bulunmustur. Diger taraftan MIP partikiilleri iceren kriyojellerin tekrar
kullanilabilirligine bakilmis ve HA adsorpsiyon kapasitesinde kayda deger bir
diisis olmadigt  dolayisiyla  hazirlanan  polimerlerin ~ tekrar  tekrar
kullanilabilinecegi goriilmiistiir. Son olarak, HA, balik goziinden izole edilen ve
Streptococcus equi RSKK 679 susu tarafindan iiretilen HA, hizli protein sivi

kromatografisi (FPLC) cihazi kullanilarak ayirma-saflastirma islemi yapilmstir.

Anahtar Kelimeler: Hyaluronik Asit, D-glukuronik Asit, Molekiiler
Baskilanmis Polimerler, Kriyojel, FPLC.
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

MOLECULARLY IMPRINTED POLYMER BASED CRYOGEL
SEPERATION SYSTEMS AND ITS BIO-SEPERATION APPLICATIONS

Ozlem BICEN

Anadolu University
Graduate School of Sciences
Chemistry Program

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Arzu ERSOZ
2009, 72 pages

In this study, cryogel seperation systems based on molecularly imprinted
polymer (MIP) have prepared and its bio seperation applications have achieved.
For this purpose; firstly D-glucuronic acid imprinted polymers have synthesized
for the separation of hyaluronic acid (HA) and characterized by elemental
analysis, Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and swelling tests.
Then, synthesized MIP particles have embedded into polyacrylamide based
cryogel. This cryogel materials including MIP have also characterized by FTIR,
swelling tests, Scanning Electron Microscopy (SEM) and surface adsorption
analyse including pore size analyzer (BET) method. HA adsorption of cryogels
including embedded MIP particles has investigated by spectrophotometric
method. The maximum adsorption capacity has found be 318 mgg™ polymer in
cryogel. The association constant has determined as 2x10° M ™" for the binding of
HA to glucuronic acid imprinted beads in cryogel. Also, recovery of MIP particles
in cryogel has investigated and results showed that cryogels including embedded
MIP particles could be used many times without decrasing their adsorption
capacities significantly. Lastly, HA has isolated from fish eye and fermentation of
Streptococcus equi RSKK 679 cell culture. Isolated HA has separated and purified
by Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC).

Keywords: Hyaluronic Acid, D- Glucuronic Acid, Molecularly Imprinted
Polymers, Cryogel, FPLC.
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1. GIRIS

Biyoteknolojideki gelismeler, enzim, protein, hormon, niikleik asit gibi
birgok biyomolekiiliin biiyiik kapasitelerle endiistriyel {iiretimini giindeme
getirmistir. Modern biyoteknolojik yontemler ile iiretilen veya biyolojik sivilardan
uzaklagtirilarak saflastirilan biyomolekiillerin ¢ok saf olarak elde edilme
ihtiyaclar1 aragtirmacilarin biyomolekiillerin ayrilma ve saflastirma islemleri
izerinde daha fazla calismalarini saglamistir. Biyomolekiillerin saflagtirilmasinda,
tirtin sagliginin yani sira saflagtirilan tirintin kararliligini ve aktivitesini uygulanan
islemler ile kaybetmemesi 6nemlidir.

Son zamanlarda bilim ve teknolojide reseptorlerin ve molekiiler
tanimlamanin énemi hizli bir sekilde gelismektedir. Molekiiler baskilama teknigi
cok yonli reseptorleri verimli, hizli ve ekonomik olarak saglamak igin
gelistirilmistir.  Molekiiler baskilama, ilgilenilen analit i¢in secici tanima
bolgelerine sahip sentetik polimerlerin hazirlanmasinda kullanilan bir tekniktir.
Molekiiler baskilama yonteminde fonksiyonel monomerler baskilanacak molekiil
veya iyon ile polimerizasyon baslamadan Once ve polimerizasyon esnasinda
capraz baglayici varliginda molekiiler etkilesime girerler. Polimerizasyon
reaksiyonu sonucunda yliksek oranda ¢apraz baglh polimer ag1 olusur. Baskilanan
molekiiliin polimerden uzaklastirilmasi sonucunda polimerde baskilanan molekiile
veya iyona segici bellekler elde edilir ve bir karisimda baskilanan molekiil veya
iyon polimere segici olarak tekrar baglanabilir.

Tez kapsaminda yapilan calismada, ilk asamada makro gozeneklerine D-
glukuronik asit baskilanmis polimer (MIP) tutturulmus akrilamit tabanli
kriyojeller hazirlanmigtir. Hazirlanan MIP lerle yapisinda D-glukuronik asit
bulunan Hyaluronik asit (HA) molekiiliiniin bu ucundan hazirlanan bu MIP lerle
etkilesimi sonrast ayirimi ve saflastirilmasi hedeflenmistir. MIP partikiilleri
birbirine saglam ve siirekli capraz baglarla baglanmis silingerimsi goézenek
yapisina sahip kriyojellerin gozeneklerine hidrojen baglariyla tutturularak HA
ayirimi i¢in saglam bir kati destek maddesi elde edilmistir. HA, viicutta yapisal,

ve biyolojik fonksiyonlarin yerine getirilmesinde onemli rol oynar. Bu nedenle



ayrimi1 ve saflagtirilmasi Onemlidir. HA’y1 ayirma-saflagtirma islemlerinde;
oncelikli olarak hazirlanan MIP’lerin HA’ya seciciligini saptamak amagli standart
bir seri HA ¢d6zeltisi hazirlanmistir. Sentezlenen MIP tutturulmus kriyojellerin
HA’ya segiciligi, HA’y1r tutma kapasitesi gibi parametreler incelenmistir.
Ardindan; balik goziinden ve Streptococcus equi susu tarafindan tiretilen HA nin
izolasyonu gergeklestirilmis ve izole edilen HA kolon dolgu maddesi olarak ilk
asamada hazirlanan MIP tutturulmus kriyojellerin kullanildig1r hizli protein sivi
kromatografisi (FPLC) cihaziyla ayrilmis ve saflastirilmis ve cihazin fraksiyon
kabindan alinan HA, standart HA ile karsilagtirllmistir. Caligmanin sonunda; elde
edilen verilere gore farkli biyolojik numunelerden izolasyonu yapilan ve MIP
tutturulmus kriyojel kolondan gecirilerek elde edilen HA’nin standart HA ile
kiyaslandiginda daha az maliyetle ve yiiksek saflikta elde edildigi ve kozmetoloji,

oftalmoloji gibi farkli alanlarda kullanilabilir oldugu belirlenmistir.

1.1. Hyaluronik Asit ve Onemi

Hyaluronik asit (HA); D-glukuronik asit ve N-Asetil glukozamin
gruplarinin -1,4 ve B-1,3 glikozidik bag ile birbirleriyle baglanmasiyla olusan bir
dissakkarit polimerdir. Kimyasal olarak, glikozaminoglikan adi verilen, bag
dokusu proteinleri grubunun en basit ve siilfat icermeyen tek iiyesidir. Ilk olarak
Karl Meyer tarafindan 1934 yilinda gozdeki retinanin saydam sivisindan izole
edilmistir (Meyer, 1934). HA polimer yapisina bakildiginda 1000-5000 kDa
araliginda genis bir molekiiler agirlikta bulunabildigi ve diiz zincirli polimer
yapisinda 25000 dissakkarit tekrarlar1 oldugu goriilmektedir. Ancak bazen kiigiik
fragmentler ve oligosakkaritler halinde de bulunabilmektedir. Yapidaki
dissakkaritler birbirlerine B-1,4 ve B-1,3 glikozidik bag ile baglanmistir (Sekil
1.1).
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Sekil 1.1 Hyaluronik asit’in yapisi

HA’nin genel formiilii formiilii C;4H20NNaOj; olup, kaynagina, izolasyon
prosediiriine ve tanmimlama metoduna gore degisen sodyum tuzlari halinde
bulunur. Epitel ve sinir dokunun en énemli bilesenlerinden biri olan HA, sinoviyal
stvi, bag dokusu ekstraselliiler matriksi, goz vitr6z sivisi, hyalin kikirdak, eklem
stvisi, dermis, epidermis ve gobek kordonu gibi viicutta farkli bolgelerde
bulunmaktadir. (Maleki A. ve ark. 2007, Iavazzo C. ve ark. 2007). HA viicutta
yapisal, reolojik, psikolojik ve biyolojik fonksiyonlarin yerine getirilmesinde
onemli rol oynar. Dokularin hidrasyonu ve nemlenmesinde, dokulardan madde
gecisinde, hiicrelerin hareketinde, farklilasmasinda ve bolinmesinde, eklem
kayganliginin saglanmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bu nedenle ortopedi,
romatoloji, oftalmoloji, dermatoloji ve kozmetolojide kullanilmaktadir (Yu H.ve
ark.2008). Diger dogal ve sentetik polimerlere gore ¢ok daha fazla su tutma
kapasitesine sahiptir, kendi hacminden bin kat fazla su tutabilir. Kikirdak
hiicreleri gibi dogrudan kan temini olmayan hiicreler icin HA’nin su tutma
kapasitesi bu hiicrelerde besinin saglanmast ve atiklarin hiicrelerden
uzaklagtirilmas: gibi dnemli biyolojik fonksiyonlarin gerceklesmesine yardimci
olur (Luo H. ve ark. 2008). Ayrica enjekte edildigi yerde uzun siire yapisinda ve
seklinde deformasyon olmadigi i¢in en ¢ok tercih edilen dolgu maddesi olarak da

gorev yapmaktadir. Bu 6zelligi ile HA, yara tedavisinde kullanilmaktadir.



HA’nin yapisinda bulunan karboksilik asit ve hidroksil gruplari kimyasal
modifikasyonlar i¢in hedef bolgelerdir (Sekil 1.2.). Bu hedef bolgeler kullanilarak

HA tiirevli biyomedikal malzemeler iiretilebilmektedir.
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Sekil 1.2. HA nin yapisindaki hedef bolgeler.

HA, kesfedilmesinden bu yana yapisindaki hedef bdlgelerden
modifikasyonu yapilarak biyomedikal olarak farkli uygulamalarda kullanilmistir.
Erken yaslanma hastalig1 olan acrogeria tedavilerinde, katarakt ameliyatlarinda,
ortopedi alaninda ise dizlerdeki ve eklemlerdeki kire¢lenmelerin (osteoarthirit)
tedavisinde ve bunlara ek olarak egzama tedavisinde giiniimiizde yaygin olarak

kullanilmaktadir (Phul W. Ve ark. 1997, De Andrés Santos MI ve ark. 1994).

HA’nin yiiksek biyo uyumluluk gostermesi ve dokularin ekstraselliiler
matriksinde bol bulunmasi onu doku miihendisligi ¢alismalarinda biyomateryal
iskelet olarak kullanilabilecek popiiler bir malzeme yapmaktadir (Shu XZ ve ark.
2004). Diger yandan prostat ve gogiis kanseri teshis ve tedavisinde HA, tiimor
isaretleyicisi olarak kullanilmaktadir. HA kozmetik amagla yaslanmaya bagl
kirigikliklart azaltmak i¢in dolgu maddesi olarak ve nemlendirici etkisi nedeniyle
cilt bakim iiriinlerinde de kullanilmaktadar.

HA, ya hayvansal kaynaklardan ya da bakterilerden fermentasyon ve
dogrudan izolasyon yontemleriyle elde edilmektedir. HA ayrica Grup C
Streptekok gibi bazi bakterilerin kapsiil bilesenidir. Grup A ve Grup C
Streptekoklar glikozu asimile ederek ¢esitli cevresel kosullar altinda HAy1 ikincil

metabolit olarak iiretmektedirler. Bu bakterilerin sahip oldugu kalin HA tabakasi



onlara konaklarmin immiin sistemlerinden korunmalarimi sagladigi gibi ayni
zamanda fagositler ve antibadiler tarafindan da taninmalarin1 saglar (Kendall, F.
Ve ark. 1937).

Yapilan bir ¢alismada HA, insan gobek kordonundan izole edilerek,
saflagtirllmas1 ve karakterizasyonu yapilmis ardindan izole iiriin HA’nin deri

hastaliklar1 tedavisinde kullanilabilinecegi gosterilmistir (Lago ve ark. 2005).

1.2. Kriyojel

Kriyojel, monomerik ve polimerik Onciilerin uygun ¢oziictilerdeki
cozeltilerinin dondurulmasi sirasinda sekillenen jel matrisidir.

Kriyojel s6zcligii Yunanca kokenli olup, -kryos- (buz, soguk) ve —gel- (jel)
sozciiklerinin bir araya getirilmesinden meydana gelmistir. Dolayisiyla sogukta
yapilan jel anlamina gelmektedir.

Kriyojeller birbirine baglantili biiylik gozeneklere sahiptir. Bu gézenekler
pratik olarak, herhangi bir biiyiikliikteki ¢6ziinenlerin difiizyonuna, ayn1 zamanda
nano partiikiillerin, mikropartikiillerin kiitle gegislerine izin verirler. Kriyojellerin
yap1 iskeletine bakildiginda siinger morfolojisine sahip oldugu goriilmektedir.
Yani birbirine baglantili gézenekli siirekli bir yapr kriyojellerin temel yapisini
olusturur. Bu siinger seklindeki gozenek sistemi ¢oziinenlerin kriyojellerin i¢inden
madde kaybi olmadan gecislerini saglar. Kriyojellerin temel yapisi, osmotik
basinglari, kimyasal ve mekanik dayanikliligiyla birlestirildiginde, biyolojik
nanopartikiillerin, mikropartikiillerin (plazmidler, viriisler, hiicre organelleri) ve
hatta biitiin hiicrelerin kromatogrofisi i¢in bu yapilari ilgi ¢ekici pargaciklar haline
getirir (Lozinsky, 1. V. ve ark. 2003).

Kriyojeller, karyotropik jelasyon islemiyle iiretilirler. Karyotropik jelasyon
islemi daha ¢ok dondurma-eritme seklinde gergeklestirilen bir islemdir. Kriyojel
hazirlama silirecinin temel basamaklarindan bahsetmek gerekirse, kriyojel
olusturmak icin ilk 6nce monomer, monomer karigimlart veya polimer uygun bir
coziiclide ¢oziilerek homojen ¢ozeltisi seklinde hazirlanir. Bu ¢dzelti igerisine
uygun capraz baglayici ve gerekli tepkime baslatict da eklenerek, hazirlanan

homojen karisim belirli bir siire dondurucuda bekletilir, karistmin donmasi



saglanir. Daha sonra buz halindeki karisim oda sicakligina alinarak polimer i¢inde
olusan buz kristallerinin erimesi ve bir yandan da kriyojel olusumu baslar.
Polimer igerisindeki buz kristalleri iyice eridiginde, madde oda sicaklifina
geldiginde, elde edilen birbirine baglantili gdzeneklerden olusan iirtin, kriyojeldir
(Yao, K ve ark. 2006). Kriyojel hazirlama sirasinda oncii olacak maddeler
secilirken 6nemli bir nokta; termotropik jellerin kriyojel hazirlanmasinda 6ncii

olarak kullanilamayacagidir.

1.2.1. Karyotropik Jelasyon Isleminin Temel Karakteristik Ozellikleri

- Jel formasyon ajanlari (monomer veya polimer) igeren ¢ozelti ¢oziicii
kristalizasyon noktasinin birka¢ santigrat derece alt sicakliginda
dondurulur. Burada donmusg sistem tek bir kati halinde goriinmesine
ragmen aslinda heterojendir ve donmus ¢06ziicli kristalleri icerisinde
donmamis s1vi mikro faz igerir.

- Jel olusturma ajanlar1 donmus ¢oziicti kristalleri igerisindeki donmamis
stvi mikrofaz igerisinde yogunlagir. Burada donmamis sivi mikrofaz
baslangi¢ toplam hacmin sadece kii¢lik bir kismini igermesine ragmen, jel
onclilerinin derisimi jel olusumunu ilerleterek yavas yavag artmaktadir.

- Donmus ¢oziicii kristalleri gbézenek olusturucu ajan gorevini istlenir.
Eritildiginde bosluklar terk ederler ve biiyiik gozenekler ¢oziicii ile dolar.
Coziici ve jel faz1 arasindaki yiizey tansiyonu gozeneklerin seklini
belirler, gdzenek yiizeyini piiriizsiizlestirir.

- Donduruldugunda, ¢oziicii kristalleri diger kristallerle karsilasincaya kadar
bliyiirler ve bu yiizden erime sonrasinda birbirine baglanmis gézenekler
sistemi jel igerisinde artar.

- Kiriyojelin polimer fazi, polimer zincirleri arasinda olusmus mikro
gozenekler icerir. Boylelikle, kriyojeller hem heterofaz hem de hetero

gozenekler igerirler (Sekil 1.3.).
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Sekil 1.3. Kriyojel olusum siireci.

1.2.2. Jel ve Kriyojel Arasindaki Farkhihiklar

Jel adi altina birlesen polimerik materyaller, makromolekiilleri genis
mesafeli bag yolu ile baglanmis ve zaman i¢inde degisime ugramayan polimer-
hareketsiz ¢oziicli sistemleridir. Polimer aglarinin  baglantt  yerlerindeki
intermolekiiler baglarin yapisina gore jeller iki gruba ayrilabilir: Kimyasal ve
fiziksel jeller.

Kriyojeller herhangi bir kimyasal sekilde olabilirler: Kovalent, iyonik ya
da non kovalent kriyojeller. Dondurma — kurutma polimerik materyalleri seklinde
diisiiniilerek hazirlanan jeller de kriyojellere benzer olarak makro ve mikro yapida
gozenekler igerirler. Coziicli kristallerinin (genellikle sulu sistemler i¢in buz)
stiblimlesmesi sonucu elde edilen dondurulmus ¢oziicli, polimerik materyalde
yani olusan jelde birbirine bagli gdzenekler sistemi olusturur. Fakat bunlar sadece
ince objeler (filmler, ince tabakalar) seklinde iiretilebilirler. Bu jellerin silindirler
halinde tretilmesi teknik agidan pek pratik degildir. Diger taraftan kriyojeller,
bloklar, silindirler, tiipler, graniiller ve diskler olmak iizere istenilen her sekilde

iretilebilirler (Sekil 1.4.).



Sekil 1.4. Cesitli sekillerde iiretilen kriyojeller.

Ayrica bunlara ek olarak, kriyojellerin tiretimi diger dondurma- kurutma
ile tiretilen jellerin tiretiminden daha basittir. Cilinkii ¢6ziicli hareketi i¢in kriyojel
tiretiminde indirgenmis basing gerekli degil iken, diger jel iiretiminde ¢oziicii
hareketi i¢in indirgenmis basing gereklidir.

Birbirine bagl genis gbézeneklerden olusan bir sistem kriyojellerin temel
karakteristik 6zelligidir. Cozlinenlerin  bilinen homofaz jellerin igindeki
difiizyonunun aksine, siinger seklindeki gozenek yapisina sahip kriyojeller
(Sekil 1.5.), coziinenlerin kriyojel icinden madde kaybi olmadan gecislerine
olanak verir. Diger tiir jellerde, ¢coziinen, jel icerisinden gecerken madde kaybina

ugrar (Lozinsky, I. V. ve ark. 2003).



Sekil 1.5. Kriyojelin siingerimsi gozenek sekli

1.2.3. Kriyojel Hazirlanmasi

Bir kriyojel elde etmenin genel prosediirii su sekildedir:

1. Makromolekiiller, diisiik molekiiler ¢6ziinenler (monomer, monomer
karigimi veya polimer) ile ¢6zlicii igeren homojen karisim dondurulur.

2. Dondurulmus sistemde donmus c¢ozeltinin polikristalleri olusur. Ancak,
ortamda ayni zamanda donmamig bir mikrofaz da bulunur.

3. Bu sistem kontrollii olarak erimeye birakilir. Bu sirada kriyojellerin
polimerik iskeleti olusur, fakat ayn1 zamanda ¢ok ¢ok az miktarda ¢oziicli
de sistemde bulunmaktadir. Yani kriyojellerin polimer fazi, polimer
zincirleri arasinda olusmus mikrogdzenekler icerir. Boylece kriyojeller

hem heterofaz hem de hetero gozenekli bir yapiya sahip olurlar.
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- Kriyojel sentezleme isleminde 6ncli molekiil bir polimer ise;

Ilk basamakta polimer iyi ¢oziindiigii bir ¢dziiciide ¢oziiliir. Icerisine
katalizor gorevi yapacak reaktif ya da dondurma isleminden once polimer
olusumunu engelleyen reaktif hizli bir sekilde iyice karistirilarak eklenir. Bu
reaktifin de ¢dOziicii icerisinde iyi bir sekilde c¢oziiniir olmasma dikkat
edilmelidir. Elde edilen ¢6zelti dondurulur. Buradaki donma sicakliginin da
¢Oziicii kristalizasyon noktasinin birka¢ santigrat derece alt sicakliginda

olmasina 6zen gosterilmelidir.

- Kriyojel sentez isleminde 6ncii molekiil bir monomer ise;

Oncii  molekiilin ~ monomer  oldugu  kriyojel  sentezlerinde
karyokopolimerizasyon yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemde monomer
onceden polimer haline getirilmez. Direkt olarak kriyojel sentezlenmesi
prosesinde ¢Ozeltinin igerisinde, hem monomerden polimer olusumu hem de
coziicii kristallenmesi olusur. Karyokopolimerizasyon yonteminin donma
asamasinda, monomerler sulu ¢ozeltilerinde donmus halde bulunurken, ayni
sicaklikta ¢oziicii kristalizasyonu da goriiliir. Bunun sonucunda buz kristalleri
ya da buz bloklar1 gozlenir. Dolayisiyla bu asamada secilecek olan sicaklik
degeri, monomerlerin donma noktasinin altinda ve ayni zamanda ¢oziicl
kristalizasyonu i¢in de yeterli bir deger olmalidir. Eritme asamasinda ise,
kristal haldeki ¢Ozelti birbirine baglanmig siiper makro goézenekleri
olustururken, erimis monomer ¢ozeltisi ise bu kristallerin etrafinda
kopolimerizasyonu ve jel matriksini olustururlar. Bu yontemde ilk oOnce
monomerler ve ¢apraz baglayici bunlar1 iyi ¢ézen bir ¢oziiciide ¢oziiliir ve
hazirlanan ¢ozelti igerisine katalizor gorevi yapacak olan reaktif eklenir.
Hazirlanan homojen karisim dondurulur ve donma isleminin ardindan
kontrollii bir sekilde oda sicakliginda eritilir. Elde edilen iiriin, oncil
molekiiliin monomer oldugu kriyojeldir (Galaev, Y. 1. 2002).

Kriyojeller sentezlenirken baslangi¢ dncii madde akrilamit, polivinil alkol,

karbon, metilmetakrilat gibi sentetik kimyasallar olabildigi gibi, kitosan,
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jelatin gibi dogal polimerler de olabilir (Sekil 1.6.). Ayrica; sentetik
maddelerle dogal polimerlerin kopolimerizasyonu olusturularak oncii madde
olarak; poli (vinil kloriir- ko- jelatin, poli(akrilamit kitosan) gibi polimerler de

olabilmektedir (Sekil 1.7.).

(D 2 3)
Sekil. 1.6. Farkli monomerlerden hazirlanan kriyojellerin SEM goriintiileri.
1) Poli(N-izopropilakrilamit) kriyojeli.
2) Kitosan-jelatin kriyojeli.
3) Poli(Akrilonitril) kriyojeli.

(@) (b) (©)

Sekil 1.7. Farkli kopolimerlerden hazirlanan kriyojellerin SEM goriintiileri.

a) Poli(dimetilakrilamit- ko- polivinilalkol)
b) Poli(vinil kloriir- ko- jelatin)
c) Poli(akrilamit kitosan)

Kriyojellerin yapisindaki gozeneklerin biiyiikligii, gozenek dagilimi, yapinin

elastikligi sentez agsamasinda kullanilan ¢apraz baglayici ve baslatict miktarlariyla



12

ve donma igleminin siiresiyle degismektedir. Kullanilan g¢apraz baglayic1 ve
reaksiyon baglatici orani arttirildiginda daha sert ve siki yapida gozenekler

olusmaktadir.

1.2.4. Kriyojellerin Uygulama Alanlar

Kriyojeller sahip olduklar essiz yapisiyla kan hiicrelerinin ayiriminda afinite
matriksi olarak, memeli hiicrelerinin kiiltiir ortami1 olarak, doku miihendisliginde
ve glinliik hayatta filtre ve membran olarak kullanimlariyla karsimiza ¢ikmaktadir.
Ayrica kromatografik alanda kolon dolgu maddesi olarak kullanildiklarinda
kolonda geri basing olusturmadiklarindan verimli ayirimlar elde etmede
kromatografi malzemesi olarak kullanilmaktadirlar.

Kan hiicrelerinin ayiriminda afinite matriksi olarak kullanimlarina
bakildiginda; dimetil akrilamit, N-izopropil akrilamitten sentezlenen kriyojellere
protein-A, antibody yada metal ligandlar gibi spesifik ligandlar immobilize
edildiginde secici baglanmayla ayrilmasi istenen hedef hiicrelerin (kok hiicre,
kanser hiicreleri, makrofajlar) kromatografisi i¢in kullanim alaninin oldugu

goriilmektedir (Sekil 1.8.).

Sekil 1.8. Kan hiicrelerinin kromatografik olarak kriyojel kolondan gegirilmesi.

Memeli hiicrelerinin kiiltiir ortam1 olarak kullaniminda akrilamit, poli

akrilonitril veya polivinilprolidan tabanli kriyojeller, kollajen veya jelatinle



13

modifiye edilir (Sekil 1.9.). Bu maddeler hiicrelerin kriyojel igerisinde yasamasina

olanak saglar.

Sekil 1.9. Dimetil akrilamit-protein A kriyojeli (hiicre kromatografisi)

Doku miihendisliginde kriyojellerin kullaniminda; polivinil kaprolaktam,
dextran,jelatin ve aljinat i¢eren akrilamit, dimetil akrilamit, poli vinil alkol tabanl
kriyojeller jelatin veya kollojenlerle modifiye edilerek, doku hasarinin
giderilmesinde ya da rejenerasyonunda kullanilabilecek yilizey olusturmaktadirlar

(Sekil 1.10.).

Sekil 1.10. Kitosan-jelatin kriyojeli
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Kriyojellerin kromatografik alanda kolon dolgu maddesi olarak
kullanimlari, diger bir kolon dolgu maddesi olan Sepharose CL-4B kolon ile
karsilastirildiginda kriyojel kolonlarin akisa karsi direncinin diger Sepharose
kolonlara gore cok daha az, hatta ihmal edilebilir diizeyde oldugu ve bu
ozelliginin de onlar1 kromatografide kolon dolgu maddesi olarak ilgi ¢ekici

materyaller yaptig1 bilinmektedir (Sekil 1.11.).

3-
Geri Basing, MPa | Sepharose CL-4B
5
1 _-
] Kriyojel
0 4 8 1

Dogrusal akis hizi, cm/min

Sekil 1.11. Kriyojel kolon ile Sepharose kolonun geri basing 6zelliklerinin karsilagtirilmasi.

Kriyojellerle Vladimir I. Lozinsky ve ark. (Lozinsky, I. V. ve ark. 2003)
tarafindan yapilan c¢alismada; kriyojellerin biyo ayirmada kullanilmasindan
faydalanarak, kriyojelde Escherichia coli hiicrelerinin tutunmasini incelemislerdir.
Bunun i¢in akrilamit kriyojeli hazirlamislardir. Hazirlanan kriyojelde kapiler
gbozenek boyutu 10-100 pum araligindadir. E.coli hiicrelerinin biiyiikligi ise 1x3
um dir ve kriyojelin gézeneklerinden kolayca gecebilecegi diistintilmiistiir. £.coli
hiicrelerinin kriyojele tutunmasini saglamak i¢in kriyojel sentez asamasinda
gozeneklerine bir ko-monomer tutturularak kriyojelin pozitif yliklenmesi
saglanmistir. E.coli hiicrelerinin ylizeyi de negatif yiiklenerek, hiicrelerin
kriyojelde siiriiklenmesi sirasinda tutunmalari saglanmistir. Gergekte FE.coli
hiicreleri herhangi bir ligand icermeyen saf kriyojel yiizeyine tutunmaz. Bu
nedenle hiicrelerin tutunmasini saglamak i¢in bdyle bir islem yapilmistir.

Kriyojele tutulan hiicreler sodyum kloriir soliisyonu ile eliie edilmistir. Ard arda
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yapilan islemlerle E.coli hiicrelerinin en fazla miktarda ayrilabilecegi kriyojel
kolonu 6zellikleri tespit edilmistir.

Diger bir ¢alismada ise kriyojellerin adsorpsiyon ¢alismalarinda kullanimi
incelenmistir (Kim, S.ve ark. 2006). Karbon kriyojellerinin fenol ve reaktif
boyalar1 adsorpsiyonunu incelemislerdir. Bunun i¢in; aktive edilmis karbon
kullanarak hazirlanan kriyojelin temsil ettigi aktive edilmis karbon mikrosferi ve
karbon kriyojelinin temsil ettigi karbon mikrosferi olmak iizere iki ayr1 adsorban
yiizey kullanilmistir. Reaktif boya olarak da Black 5 ve Red E kullanilmistir.
Aktive edilmis karbonlarin ¢ogu gelismis mikroporoziteye ve yiiksek yiizey
alanma sahiptir. Bu nedenle diisiik molekiiler agirlikli bilesikler igin yiiksek
adsorpsiyon kapasitesine sahiptir. Bununla birlikte, yiiksek molekiiler agirlikli
bliylik molekiillerin uzaklastirilmasi i¢in uygun degildir. Karbon kriyojelleri
formaldehit (HCOH) ile resorsinoliin [C¢H4(OH),] inert atmosferde piroliz ve
dondurma-kurutma iglemleri takip edilerek ¢ok zayif bazik sulu ¢ozeltideki sol jel
polikondenzasyonundan sentezlenebilir. Karbon karyojelleri yiiksek BET yiizey
alanina ve genis mezopor hacimlere sahiptir. Ayrica mezoporoziteleri
reaktantlarin miktarlar1 degistirilerek, katalizorle ve sol jel polikondenzasyonu ile
kontrol edilebilir. Yapilan ¢alismada, karbon kriyojellerinin sivi faz adsorpsiyonu
icin adsorban olarak  kullanimlar1  iizerine odaklanilmistir. ~ Fenoliin
adsorplanmasinda, aktive edilmis karbondan olusan aktive edilmis karbon
karyojellerinin, karbon karyojellerine gore daha fazla miktarda fenol adsorpladigi

goriilmiistiir. Ayrica fenoliin adsorplanmasina bakildiginda, test edilen 6rneklerin

adsorpsiyon kapasitelerinin Oncelikli olarak BET yiizey alanlarina ve mikro
gbzenek hacmine bagli oldugu goriilmiistiir. Karbon kriyojellerinde Black 5 ve
Red E adsorplanmasinda ise, adsorplanan Black 5 ve Red E miktarlarinin aktive
edilmis karbon kriyojellerinde adsorplanan miktarlarindan daha fazla oldugu
gorilmiistiir.

Ceyhun Babag ve ark. Poli(akrilamit allil glisidil eter) [poli(Aam — AGE)]
monolitik kriyojeline tutturulmus immobilize konkanavalin A ya (con A) sulu
cozeltiden insan immunoglobulin — G (IgG) ve insan plazmasinin baglanmasi
lizerine ¢aligmiglardir (Babac, C. ve ark. 2006). Poli(akrilamit allil glisidil eter)

kriyojeli, monomerlerin donmus ¢o6zeltilerinden karyokopolimerizasyon iglemiyle



16

hazirlanmigtir. Elde edilen monolitik kriyojel 10 — 100 um boyutunda birbiriyle
baglantili siirekli bir polimerik matriks icermektedir. Con A epoksi gruplariyla
poli (Aam — AGE) karyojeline kovalent baglarla tutturularak immobilize
edilmigtir. Con A - poli(Aam — AGE) kriyojelinin maksimum IgG baglama
kapasitesi pH 7.4’te goriilmiistiir. Daha sonra %90 dan fazla adsorplanmis IgG
sodyum Kkloriir ¢ozeltisi kullanilarak eliie edilmistir. Diger kan proteinleri igin
saptanan adsorpsiyon kapasiteleri ise fibrinojen igin 1.0 mgg™ ve albiimin igin 1.7
mgg™ olarak bulunmustur. Con A - poli(Aam — AGE) karyojelleriyle 10 tekrar
yapildiginda, IgG molekiillerinin adsorpsiyon kapasitesinde kayip goriilmeden

adsorpsiyon/ desorpsiyon i¢in kullanilabilir oldugu saptanmastir.
1.2.5. Kriyojellerin Karakterizasyonu

Farkli monomerler, monomer karigimlari veya polimer ya da polimer
karisimlar1 kullanilarak sentezlenen kriyojellerin, taramali elektron mikroskobuyla
(SEM), Fourier dontisiimlii infrared spektroskopisiyle (FTIR), azot adsorpsiyon
porozimetri (BET) yoOntemiyle ve sisme testlerinin  uygulanmasiyla
karakterizasyonu yapilmaktadir.

SEM ile goriintiilemeyle kriyojel yapisindaki gozenek dagilimi, gézenek
boyutlari, yapiyr meydana getiren gézenek orgiisii gibi bilgiler elde edilmektedir.
SEM ile goriintiileme yapmak i¢in ilk 6nce 6rnekler kurutulur ve ardindan altin ile
kaplama yapilir.

FTIR analizi ile sentezlenen kriyojeldeki fonksiyonel gruplar aydinlatilir
ve buna gore, kriyojel gozeneklerinin amaca yonelik bir madde igin
modifikasyonunun gerceklestirilip gerceklestirilemeyecegi  belirlenmektedir.
Kriyojellerin FTIR spektrumlar1 kati halde, IR spektroskopi cihazinin ATR
modunda ¢alisilarak alinmaktadir. Bu yontemde kuru haldeki kriyojeller kristal
tizerine konulur ve flzerine infrared 15181 gonderilerek maddenin spektrumu
alinmaktadir.

Azot adsorpsiyon porozimetri yontemiyle, kriyojelin yiizey alani, gézenek
boyutu, gozenek hacmi, parcacik boyutu ve gozenek dagilimi gibi ozellikleri

belirlenmektedir. BET metoduna gore yapilan analizlerle —198 °C deki siv1 azot
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ortaminda azot (N,) gazi adsorpsiyonu teknigine dayali olarak katilarin m?g’
olarak yiizey alanlar1 6l¢iilebilmektedir.

Sisme testiyle de kriyojellerin hidrofilik karakterde olmalar1 ve
hacimlerinin % 150 sine kadar su tutma kapasiteleri bulundugundan, sentezlenen
kriyojele 0zgli biinyesindeki su tutma kapasitesi ve su tuttugunda hacmindeki
esneme miktart belirlenebilmektedir. Kriyojellerin sisme orani asagidaki esitlik
1.1. ile bulunabilir.

Sisme orani (%): [(Wismis — Wikuru) / Wkura] X 100 (1.1.)

Wgismis: sisen kriyojellerin agirligt, wiyn: kuru kriyojellerin agirligi

1.3. Molekiiler Baskilama Teknolojisi

Molekiiler etkilesim kavrami oldukca eski bir kavram olup ilk kez 1894°de
Fischer’in enzim-substrat etkilesimini ortaya koyan iinlii “anahtar-kilit” modelini
ortaya atmasiyla birlikte konuyla ilgili modern fikirler ortaya ¢ikmaya baslamistir.
Bu tanima gore, enzim molekiiliiniin yiizeyinde substrat molekiiliiniin seklini
tamamlayan ve bu sekle uygun yapilar bulunmaktadir. Bdylece substrat bir
anahtar gibi enzimin aktif bolgeleriyle etkilesmektedir.

Molekiiler etkilesim kavraminin en yeni ve biiyilk capta ilgi goren
uygulamalarindan biri de molekiiler baskilama yontemidir. Molekiiler baskilama
(bellekleme) yontemi farkli matrikslerden iyonlar, organik molekiiller ve
biyomolekiillerin yiiksek oranda secicilikle ayrilmasi i¢in akilli polimer elde
edilmesi ve bunun farkli uygulamalarda kullanilmasini yayginlastiran yeni bir
malzeme gelistirme yontemidir (Diltemiz S. E.,20006).

Molekiiler baskilamada, hedef molekiil ¢evresi ile etkilesen bir kalip
olarak davranir. Capraz bagli monomerler hedef molekiil ¢evresinde diizenlenir ve
birlikte polimerlesirler. Temel olarak monomerler kovalent veya kovalent
olmayan etkilesimler yoluyla hedef molekiil ile bir kompleks olusturur.
Polimerizasyondan sonra hedef molekiil uzaklastirilir ve baglanma bolgeleri hedef
molekiile biiyiikliik, sekil ve fonksiyonel gruplarin yerlesimi olarak

tamamlayicidir. Bdylece esas olarak hedef molekiilii segici olarak tekrar
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baglayabilen polimer iizerine bir molekiiler ‘kalip’ baskilanmigtir. Sekil 1.12” de

molekiiler baskilama yontemi sematik olarak gosterilmektedir.

Sekil 1.12. Molekiiler baskilt polimer hazirlama asamalari (a): Fonksiyonel monomerler, (b):
capraz baglayicilar ve (c): Kalip molekiil, (1): Kalip molekiil ile Fonksiyonel monomerlerin
karigimi, (2): Capraz baglayicilar ile fonksiyonel monomerlerin kopolimerizasyonu, (3): Kalip

etrafinda ¢oziinmeyen ve yiiksek ¢apraz bagli polimerlerin olusumu, (4): Kalibin uzaklastirilmasi

Molekiiler baskilanmis polimerler (Molecularly imprinted polymers, MIP)
biyolojik reseptorlerin en onemli iki 6zelligine yani tanima yetenegi ve spesifik
hedef molekiilleri baglama yetenegine sahiptirler. Fakat molekiiler baskilanmis
polimerler biyolojik reseptorlerden su agilardan farklidirlar.

* Molekiiler baskilanmis polimerler ¢ok biiyiik, kat1 ve ¢oziinmezdirler.

* Buna karsin bunlarin dogal karsiliklar1 olan biyolojik reseptorler daha
kiiciik, esnek ve cogu durumlarda ¢oziiniirdiirler.

+ Biiylikliiklerine bagli olarak molekiiler baskilanmis polimerler binlerce
veya milyonlarca baglanma bdlgesine sahiptirler.

* Buna karsin biyolojik reseptorler cok az veya sadece bir tane baglanma
bolgesine sahiptirler.

« ilave olarak molekiiler baskilanmis polimerlerdeki baglama bélgelerinin
popiilasyonu heterojendir.

Ayrica baskilama i¢in kullanilan pek ¢ok polimerin karmagik yapisi,
heterojen gozenek biiylkliglii dagilimi ve baglama bolgelerinin kati materyal
boyunca bulunmasi genellikle kiitle aktarimini1 yavaslatir. Her zaman problem
olmamasina karsin bu Ozellikler molekiiler baskilanmig polimerlerin genel

uygulamalarda dogal reseptorlerin yerini almalarini1 6nlerler (Haupt K. 2003).
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Molekiiler baskilanmig polimerler yiiksek mekanik dayanikliliklari, 1siya
ve basinca olan direngleri, fiziksel saglamliklari, asitler, bazlar metal iyonlar ve
organik coziiciiler gibi ekstrem sartlarin varliginda yiiksek kararliliklar1 sebebiyle
oldukca dayaniklidirlar.

Molekiiler baskili polimerleri hazirlamak i¢in kalip molekiill ve
fonksiyonel monomerler arasindaki etkilesime gore iki farkli yaklagim kullanilir.
Bunlardan biri Wulff ve ark. (1977) tarafindan gelistirilen On-organizasyon
yontemidir. Bu yontemde kalip molekiil ve fonksiyonel monomerler birbirlerine
kovalent baglanma ile baglanirlar ve polimerizasyon boyunca bu kompleks yap1
kararliligini korur (Sekil 1.13.).

Diger yaklasim Mosbach ve ark. (1981) tarafindan gelistirilmis olan
kovalent baglanma yerine kalip molekiil ve fonksiyonel monomerler arasinda
hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler, van der Waals etkilesimleri ve iyonik
gruplar arasinda gergeklesen Coulomb etkilesimleri gibi etkilesimleri igine alan

kovalent olmayan yaklagimdir (Sekil 1.13.) (Vlatakis ve ark. 1993).

Monomerler

* " Kovalent

< Template-Monomer I
? Komnleksi Template ( i
E::;' uzaklastirtimasi

Template \ g — / MIP
= —

Kovalent olmayan
Template-Monomer
Kompleksi

Fonksiyonel ‘C:,_N/':I" b

Sekil 1.13. Kovalent ve kovalent olmayan molekiiler baskilama ydnteminin sematik goriiniimdi.

Serbest radikal polimerizasyonu, ¢ok yonlii uygulamalari ve deneysel
kolayliginin yaninda ekonomik bir yontem oldugu i¢in MIP’lerin hazirlanmasinda
en ¢ok kullanilan tekniktir. Giiniimiizde endiistride en ¢ok bu teknik tercih edilir

(Komiyama ve ark. 2002). Bu yontemde polimerizasyon 2,2'-
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azobis(izobutironitril) (AIBN) gibi bir radikal baslaticinin termal bozulmasiyla
baslatilabilir.

Bu zamana kadar yapilan pek cok MIP calismasi radikal polimerizasyonu
ile hazirlanan organik polimerleri agiklamaya yoneliktir.

Organik polimerlerin hazirlanmasinda kullanilan monomerler,

a) Bazik (vinilpridin)

b) Asidik gruplar (metakrilik asit)

¢) Yiikli gruplar ( 3-akrilamidopropiltrimetilamonyum kloriir)

d) Hidrofobik (stiren)

e) Hidrojen bagi gosteren (akrilamit) vs. sayilabilir.

Monomerlere ilave olarak polimerizasyon karisimi siklikla, analit
molekiillerinin baskilanmis bolgelere ulasmasina izin veren, polimerde pordéz bir

yap1 saglayan bir ¢oziicii igerir (Haupt., 2003).

1.3.1. Molekiiler Baskilanmis Polimer Hazirlama Y ontemi

Molekiil baskilanmis polimer hazirlama yontemi olarak asagidaki

yontemler verilebilir:

1.Y181n polimerizasyonu

2. Siispansiyon polimerizasyonu

3. Kimyasal agilama

4. Soft litografi

5. Molekiiler kendi kendine birlesme yaklagimi

6. Elektropolimerizasyon (Ji-Lai G. ve ark., 2003)

Molekiiler baskilamada genel olarak yigin polimerizasyonu kullanilir. Bu
yontem monomerlerin dogrudan dogruya veya pek az katki maddesi ile
polimerizasyonuna dayanir. Kondenzasyon polimerizasyonuna ugratilan
monomerler genellikle bu yontemle polimerlestirilir. Yabanci maddelerin
polimerizasyon ortamina girme olasilif1 diisiik oldugundan polimerik iiriiniin

ayrilmasi kolaydir.
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Elde edilen kat1 polimer parcalanir ve uygun boyutlara ogiitiiliir. Bu
zaman alic1 bir islemdir. Ayrica bu polimerlerin sensorlerde algilayict elemanlar
olarak modifiye edilmeleri kolay degildir ve elde edilen sensoriin performansi
disiiktiir. Bu problemi ¢ozmek i¢in pek ¢ok calisma yapilmistir. Bu
yaklasimlardan bir tanesi de elektropolimerizasyondur. Bu metotla herhangi bir
sekil ve biiylikliikteki elektrotun yiizeyine sikica baglanmis polimer filmleri
kolayca olusturulabilir ve film kalinlig1 iletken polimerler icin gecirilen yiik
miktar1 kontrol edilerek veya iletken olmayan filmlerin kendi iglerinde
diizenlenmesiyle ayarlanabilir. Bu 06zellik kimyasal sensorlerin gelisimi igin
transdiiser yiizeyi ve kaplama malzemesi arasinda dogrudan bir iliski olugturma

imkani1 verir (Peng H. 2000).

1.3.2. Farkh MIP Hazirlama Yontemlerinin Avantaj ve Dezavantajlar

Wulff ve ark. 1977°de ilk kovalent baskilamay1 gerceklestirmislerdir. 2:1
oraninda p-vinilbenzenboronik asit ile 4-nitrofenil-a-D-monopyranoside’in
(template) kovalent konjugesini sentezlemisler ve bu konjugeyi metilmetakrilat ve
etilen dimetakrilat (capraz baglayict monomer) ile kopolimerize etmislerdir.

Mosbach ve calisma ark. molekiiler baskilama i¢in fonksiyonel monomer
ve baskilanacak molekiil arasinda sadece kovalent baglarin gerekli olmadigin
gostermigler. Molekiiler baskilamada kovalent olmayan etkilesimler dogadaki
biyolojik etkilesimleri temel alir. Ustelik spesifik biyolojik tanima ¢oklu
etkilesimlerden olusur. Molekiiler baskilamada kalip ve fonksiyonel monomer
arasindaki kovalent olmayan yaklasim sadece kalib1 tanima degil ayn1 zamanda
baskilanmis polimerdeki ligand-segici bolgelerin {iretimini de igerir.

Baskilanacak molekiil ile fonksiyonel monomer arasindaki kovalent olmayan
etkilesimler ¢ok yonliidiir. Bu etkilesim tiirii zayif olsa da kendiliginden c¢oklu
etkilesim boliimlerin olugmasi ile bunun iistesinden gelinebilir. Bu bag tiirlerinin
hizli birlesme-ayrilma kinetikleri sayesinde kisa zamanda ¢ok fazla
kombinasyonlar yapilabilir. Baskilamada kovalent olmayan etkilesimlerin
kullanilmasiyla dogadakine benzer tanima bdlgeleri olusur. Kendiliginden

molekiiler baskilama yaklasiminda iyonik, hidrofobik etkilesimler, hidrojen bagi
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ve metal koordinasyonu gibi zayif molekiiller arasi etkilesimler analit ile
monomer kompleksi arasinda gergeklesir. Sivi fazdaki kompleks kendiliginden
olusur ve capraz baglayici ile polimerlestirilir (Kriz, D. ve ark, 1997). Baskilanan
molekiil basit ekstraksiyon islemi ile kolayca uzaklastirilabilir.

Kovalent ve kovalent olayan baskilama yoOntemlerinin bazi avantajlar1 ve
dezavantajlart vardir (Haupt ve ark. 2002). Giiniimiizde kovalent olmayan
yaklasim pek c¢ok arastirmaci tarafindan baskilanmis polimer hazirlamak igin
kullanmaktadir (Kriz ve ark. 1997; Zhong ve ark. 2001). Kovalent olmayan
yaklasim, kovalent olmayan etkilesimlerle kalip molekiil etrafinda fonksiyonel
monomerlerin diizenlenmesine polimerizasyon Oncesinde olanak tanidigindan
basit ve sorunsuzdur. Kalip molekiiliin kovalent modifikasyonuna gerek yoktur ve
kalip monomer kompleksi olusturmak icin farkli baglanma etkilesimleri
kullanilabilir. Kovalent olmayan baglanma kinetigi kovalent baglanmayla
kiyaslandiginda enzim-substrat baglanmalarina benzer (Sellergren 1988).
Baskilanmig polimerleri hazirlamada, kalip molekiiliin yapis1 ve reaktivitesi
hakkinda spesifik bilgiye gerek yoktur. Buna ek olarak kovalent olmayan
baskilamada kalip molekiil ve fonksiyonel monomerler arasindaki etkilesimler
spesifik degildir. Kovalent olmayan polimerlerde baglanma bolgelerinin dagilimi
homojen degildir ve bu da spesifik olmayan baglanmalara ve kalip molekiiliin
zay1lf molekiiler taninmasina neden olur (Katz ve Davis 1999; Dong ve ark.
2002). Eger hazirlanan polimer kromatografi ¢aligmalarinda kullanilacaksa pik
genislemesi gerceklesebilir (Malik ve ark. 1994; Yoshizako ve ark. 1998).
Kovalent yaklasimda baglanma bolgelerinin homojen dagilimini saglamak igin
kararli kalip-monomer kompleksi baskilama islemi Oncesinde olusturulur
(Ikegami ve ark. 2004). Kovalent yaklasimin dezavantajlarinin ¢ok olmasi
nedeniyle siirli bir kullanima sahiptir. Kovalent yaklagimda polimer ag orgiisii
icindeki monomer-kalip molekiil arasindaki kovalent baglart kirip kalibin

polimerden uzaklastirilmasi islemi olduk¢a zordur (Kriz ve ark. 1997; Sellergren

1988).
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1.3.3. Baskilanacak Molekiiliin veya Iyonun Ozellikleri

Tiim molekiiler baskilama isleminde baskilanacak molekiil veya iyon
fonksiyonel monomerdeki fonksiyonel gruplarla dogrudan -etkilesecegi igin
baskilanacak molekiil ¢ok o©nemlidir. Baskilanan molekiil i¢in 6nemli olan
parametreler; baskilanan molekiiliin polimerlesebilecek grup igerip icermedigi,
serbest radikal polimerizasyonunu engelleyecek veya yavaslatacak grubun olup
olmadig1 (tiyol grubu ya da hidrokinon grubu), yiiksek sicakliklarda baskilanan
molekiiliin kararli olup olmadigidir (baslatic1 olarak AIBN kullanilmigsa sicaklik
60 °C dolaylarinda olmali) (Cormack, P. A. G. ve ark. 2003). Ozellikle eser
seviyelerde etkili ayirma ve zenginlestirme i¢in baskilanacak molekiiliin kantitatif
olarak uzaklastirilmas1 gerekmektedir. Etkili bir ekstraksiyon ile baskilanacak
molekiiliin % 99’u kadar1 uzaklastirilabilir. Geriye kalan % 1’1 kuvvetli bir sekilde
baglanmistir ve materyalin ard arda kullanilmasi ile yavag¢a atilir. Bu analizin
duyarliligini sinirlar. Fakat, MIP hedef analit i¢in yeterli sayida tanima bolgesi
olusturur. Baskilanacak molekiil olarak, ilaglar, aminoasitler, karbohidratlar,
proteinler, niikleotit bazlar, hormonlar, pestisitler, koenzimler ve iyonlar

kullanilabilir.

1.3.4. Molekiiler Baskili Polimer Hazirlamada Kullanilan Fonksiyonel

Monomerler

Fonksiyonel monomerler baskilanmis baglanma boélgelerinde baglanma
etkilesimlerinden sorumludur. Molekiiler baskili polimerlerin en énemli basamagi
kalip molekiil ile fonksiyonel monomerler arasindaki geri-baglanma basamagi
oldugu i¢in fonksiyonel monomerlerin se¢imi kritiktir. Fonksiyonel monomer i¢in
anahtar eleman, etkilesimin gerceklesmesi i¢in uygun baglanma bdlgelerinin
sayisidir. Non-kovalent molekiiler baskilamada baskilamanin gergeklesmesi icin
genellikle daha fazla miktarda baskilanacak molekiil kullanilir. Kovalent olmayan
baskilama i¢in baskilanacak molekiil fonksiyonel monomer orani 1:4 oraninda ya
da daha yiiksektir. Kompleks olusumunu ve baskilama etkisini arttirmak igin

fonksiyonel monomerin fonksiyonelligi ile baskilanacak molekiiliiniin veya
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iyonun fonksiyonelliginin uyusmasi ¢ok Onemlidir. Bununla birlikte, iki ya da
daha fazla monomer ile kopolimerizasyon gerceklestirilecekse, monomerlerin
reaktivite oranlarimin kopolimerizasyonu gergeklestirebilecek 6zellikte olmasi
gerekmektedir. Fonksiyonel monomer ile baskilanacak molekiil arasindaki
komplekslesme monomerin sterik ve elektronik etkisine baglidir. MIP’lerin
sentezinde en ¢ok kullanilan fonksiyonel monomerlerin listesi Cizelge 1.1°de

verilmistir.

Cizelge 1.1. MIP’lerin sentezinde en ¢ok kullanilan fonksiyonel monomerlerin listesi (Dmitrienko

ve ark. 2004)

Fonksiyvonel Monomer Monomerin Yapisal Formiilii
0]
Alrilik asitler N {
(R=H. CH;. CF;. CH,COOH) /

R OH

Vinilbenzoik asitler —ﬁ\ ?_Q’
— OH

Akrilamidesiilfonik asitler /\/N |
7 \\/\SO3H

Aminometakril amidler /\\/ N A NR
2

N.N'-Dietil-4-vimlbenzamin e

Vinilimidazoller
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PN
Vinilpiridinler | .
\N’/'

S 25N C0
4-(Vinilbenzil)iminodiasetik asit . . H/ L

1.3.5. Molekiiler Baskili Polimer Hazirlamada Kullanilan Capraz

Baglayicilar

Molekiiler baskilanmis polimerler hazirlanirken dikkat edilmesi gereken diger
bir 6nemli noktada ¢apraz baglayicinin se¢imidir. Capraz baglayici, kalibin
polimerden uzaklastirilmasindan sonra kararli ve analiti hafizasinda tutan polimer
ag orgiisii olusturmak i¢in kullanilir (Idziak ve ark. 2001).

Baskilanmis polimerlerde capraz baglayicilar 6ncelikle polimer matriksinin
morfolojisinin (jel tipi, makro goézenekli ya da mikro jel toz halinde olmasi)
kontrol edilmesini, baskilanmis molekiiliin veya iyonun baglanma boliimlerinin
kararli olmasin1 ve polimer matriksininde mekanik kararliliginin olmasini saglar.
Kalic1 gozenekli (makro gdzenekli) polimer elde edebilmek ve polimerin yeteri
kadar mekanik kararliliginin olmasi i¢in genellikle yiiksek ¢apraz baglama orani
tercih edilir. Polimerlerde ¢apraz baglama orani % 80’1 agmaktadir. Yiiksek
oranda c¢apraz baglama, ayn1 zamanda baskilanmis polimerin ¢oziiciide
¢Oziinmesini 6nler ve baskilanmis polimerlerin kullanimini kolaylastirir. Etkili bir
baskilama icin, ¢apraz baglayicinin reaktifligi ile fonksiyonel monomerin
reaktifligi uyusmalidir. Aksi takdirde, fonksiyonel monomer ya da capraz
baglayici ajan baskin oldugunda kopolimerizasyon etkili bir sekilde gerceklesmez.
Fonksiyonel monomerden olusan fonksiyonel artiklar polimer aginda diizgiin bir
sekilde dagilir. Capraz baglayic1 ajanin fonksiyonel monomere olan mol oram
onemlidir. Eger bu oran ¢ok diisiik ise, konuk baglanma bdliimleri birbirine ¢ok

yakin durumda kurulursa bu bolgeler bagimsiz olarak calisamazlar. Bir taraftaki
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konuk baglanma komsusundaki konuk baglanmasini engeller. Son derece yiiksek

mol oranlarinda ise 6zellikle capraz baglayicinin fonksiyonel monomer ve/veya

baskilanan molekiil ile kovalent olmayan etkilesimde baskilama etkisi zarar goriir.

Fazla miktarda ¢apraz baglayici oldugunda polimerizasyon baskilanacak molekiil

etrafinda gergeklesir (Chapuis, F. ve ark. 2004). Molekiiler baskilama i¢in uygun

birka¢ capraz baglayici baskilanacak molekiil ile fonksiyonel monomer gibi

davranarak kendiliginden kompleklesebilir. Farkli tiirde capraz baglayici ajaninin

kullanilmast ile konuk baglanma bdlgelerinin yapilar1 ve bunlarin etrafindaki

gevre kontrol edilebilir.

Cizelge 1.2°de yaygin olarak kullanilan c¢apraz baglayicilarin listesi verilmistir.

Etilen glikol dimetakrilat (EDMA) en ¢ok kullanilan ¢apraz baglayicidir.

Cizelge 1.2. Molekiiler baskili polimer hazirlarken kullanilan baslica ¢apraz baglayicilar.
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Capraz Baglayia

Capraz Baglayicimin Molekiiler Yapisi
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MIP’lerde polimer ag-orgiisii i¢inde analite segici oyuk olusumu uygun
capraz baglayict ve capraz baglayict / fonksiyonel monomer derisim oranina
baghdir. Farkli c¢apraz baglayict / fonksiyonel monomer derisim oranlar
molekiiler baskili polimerlerdeki farkli sayida baglanma bdlgelerinin olusumuna

neden olur ve bu da seciciligi etkiler.

1.3.6. Molekiiler Baskili Polimer Hazirlamada Kullanilan Coziiciiler

Coziicii, polimerizasyonda baskilanacak molekiil, fonksiyonel monomer,
capraz baglayici, baslatici gibi tiim bilesenlerin tek fazda bulunmasini, gdzenekli
polimerde ise gozeneklerin olusmasinmi saglar. Bu nedenle ¢oziiciiye genellikle
‘porogen’ denir. Makro gozenekli polimer hazirlandiginda, gézeneklerin yapisi ve
seviyesi, morfolojisi ve toplam gdzenek hacmini kontrol etmek i¢in kullanilabilir.
Coziicinin  bu  iki gorevi yaninda kovalent olmayan baskilama
polimerizasyonunda baskilanacak molekiil ile fonksiyonel monomer arasindaki
kompleks olusumunu arttirma gibi bir gérevi de vardir. Polimerden konuk baginin
birakilmasin1 goézeneklilik kolaylastirir. Polimerizasyonda c¢oziicii molekiilleri
polimerlerin i¢ine dahil edilir ve son islemle uzaklastirilir. Bu islemler siiresince,
bosluk ¢oziicli molekiilleri tarafindan polimerde gozenek olarak tutulur. Coziicii
bakimindan az olarak hazirlanan polimer ¢ok sert ve yogun olur ve giicliikkle
baskilanacak molekiilii baglar. Coziicliniin diger bir rolii ise polimerizasyon
reaksiyonu olusurken sicakligi dagitmasidir. Aksi takdirde, reaksiyon karigtminin
sicakligr bolgesel olarak ¢ok yiiksek olur ve istenmeyen yan reaksiyonlar olusur.
Coziicliniin se¢imi baskilamanin tiirline baghdir. Kovalent baskilamada tim
bilesenleri iyi bir sekilde c¢o6zdiigli miiddet¢e birgok c¢oziicii kullanilabilir.
Kovalent olmayan baskilamada ise, fonksiyonel monomer ile baskilanacak
molekiil arasindaki kovalent olmayan etkilesimin olusumunu ve baskilama
etkisini arttirmak i¢in ¢oziicii se¢cimi daha onemlidir. Kloroform ¢ogu monomer
ve baskilanacak molekiilii 1yi ¢6zdiigli i¢cin ve hidrojen baglanmasimi giigliikle
onlemesi nedeni ile ¢cok yaygin olarak kullanilan ¢oziiciilerden biridir. Bununla
birlikte, ticari kloroformda depolama siiresince fosgen olusumundan kurtulmak

icin etanolle stabilize edilir. Bu etanol monomer ile baskilanacak molekiil
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arasindaki hidrojen baglanmasin1 engellemesi nedeni ile ¢ogu molekiiler
baskilama igin (zellikle kovalent olmayan baskilama igin) uygun degildir. Iyi bir
sonu¢ elde etmek i¢in kloroform kullanilmadan o6nce damitilmalidir.
Polimerizasyon ¢0ziiciisii, monomerlerle baskilanacak molekiil arasindaki
hidrojen baglar1 ve elektrostatik etkilesimler gibi polar etkilesimlerin olusmasini
saglamak i¢in az polar ve aprotik olmalidir (Chapuis, F. ve ark. 2004). Normalde
toluen gibi protik olmayan ¢o6ziiciiler hidrojen bagimi kararli kildigi i¢in tercih
edilir. Bununla birlikte, komplekslesmede hidrofobik kuvvetler kullaniliyor ise
¢oziicli olarak su secilebilir.

Genellikle sentez igin polar olmayan organik ¢oziiciilerin kullanildigt
MIP’ler polar organik ¢oziiclilerin kullanildigt MIP’lerden daha iyi segicilige
sahiptir. Hazirlanan polimerin analite segiciligi i¢in olusan kavitenin analite tam
uygun boyutta olmasi yani ne ¢ok dar ne de ¢ok gevsek olmasi ¢oziicli se¢imine
baglidir. Ayrica MIP’ler farkli ¢oziiciilerde farkli sisme Ozellikleri gosteririler.
Sisme fonksiyonel gruplarin ii¢ boyutlu yapisini degistirdigi i¢in ve bu MIP’in
seciciliginin degismesine yol agtifindan analit tanima basamaginda daha zayif

baglanmalar olugsmaktadir.

1.3.7. Molekiiler Baskili Polimer Hazirlamada Kullanilan Baslaticilar

Komplekslesmenin hidrojen bagi ile gergeklestigi durumlarda diisiik
polimerizasyon sicakligi tercih edilir ve bu sartlarda diisiik sicakliklarda etkili
olan fotokimyasal olarak aktif olan baglaticilar tercih edilir. Azobiisobutironitril
(AIBN), benzoilperoksit (BPO), azobisdimetilvaleronitril (ABDV), 4,4 -azo-(4-
siyanovalerik asit) yaygin olarak kullanilan baslaticilardir (Sekil 1.14.).

H3C—|—N=N—|—CH3 @%
0-0
CH;  CN > < >
0

Azobisisobiitironitril (AIBN) Benzoilperoksit (BPO)

Sekil 1.14. Yaygin olarak kullanilan ¢apraz baglayicilar.
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1.3.8. Molekiiler Baskili Polimerlerin Ozellikleri

MIP’ler, yiiksek mekanik dayanikliklari, 1s1ya ve basinca olan direngleri,
fiziksel saglamliliklari, asitler, bazlar, metal iyonlar ve organik ¢oziiciiler gibi
ekstrem sartlarin varliginda kararlhiliklar1 nedeniyle olduk¢a dayaniklidirlar.
Ayrica polimerlerin depolama dayanikliklar1 da ¢ok yiiksektir. Dontigiimlii
derecelerde onlarca yi1l muhafaza edilebilme performansi gosterir yani polimer
uzun siire Ozelligini kaybetmeden tekrar tekrar kullanilabilmektedir. Cizelge

1.3’de polimerlerin 6zellikleri ve karakteristikleri verilmistir.

Cizelge 1.3. Polimerlerin 6zellikleri ve karakteristikleri

Ozellikleri Karakteristikleri

Mekanik baskiya,yiiksek basinca ve

Fiziksel Dayaniklilig1 yiiksek 1s1ya dayanikl

Kimyasal Dayaniklilig1 Asitlere,bazlara,gesitli organik
¢oziiciilere ve metal iyonlara direncli.

Depolama Dayaniklilig: Performansi kaybetmeden ¢ok uzun
stire dayanabilir.

Kapasitesi 0.1-1 mg baskilanmis molekiil/g
polimer

Geri Doniistimliliigi >99%
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1.3.9. Molekiiler Baskilanmis Polimerlerin Uygulama Alanlar1
Molekiil baskilanmis polimerler asagidaki alanlarda kullanilmaktadirlar.

1. Molekiiler tanimlama ¢alismalarinda,

2 .MIP’lerin ayrilmasi ve izolasyonunda,
» Kiral ayirmalar
*Substrat-secici ayirmalar

3. Polimerin antibadi ve reseptor taklidi olarak bagisiklik sistemi analizlerinde,
* Ligand bagli analizlerde rakip olarak
* Tan1 kullanimlarinda

. Polimerlerin katalitikte enzim taklidi olarak,

. Biyosensor olarak,

4
5
6. Kat1 faz ekstraksiyonunda,
7. S1vi kromatografisinde,
8. Kapiler elektroforezde,
9. Kapiler elektorkromatografide,

10. Kimyasal sensorlerde (Byrne, M. E. ve ark. 2002).

MIP, yiiksek performanshi sivi kromatografisi (HPLC), kati faz
ekstraksiyonu, bag analizlerini iceren pek c¢ok farkli analitik teknikte ve
sensorlerde tanima elemani olarak kullanilir. HPLC’de sabit faz sorbentleri olarak
MIP’lerin uygulamalarinda, HPLC kolonlarim1 doldurmak i¢in biiylik miktarda
MIP ve dolayisiyla biiyiik miktarda hedef molekiil gereklidir. Hedef molekiillerin
pek cok durumda az bulunmasi ve pahali olmasi problem olusturabilir. Bu yiizden
MIP’lere dayanan minyatiirize edilmis yeni kromatografik metotlarin
gelistirilmesi gerekmektedir. Kapiler elektrokromatografi (CEC) bu istegi karsilar,
clinkli kapiler kolon hacmi geleneksel HPLC kolon hacminden daha kiiciiktiir.
Ayrica, yiliksek derecede ayirma verimleri, daha hizli analiz zamanlar1 ve daha az

numune tiiketilmesi bu teknik kullanilarak saglanabilir.
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1.3.10. Molekiiler Baskilanmis Polimerlerin Karakterizasyonlari

1.3.10.1. Elemental Analiz

Elementel analiz bilinmeyen maddenin elementel bilesimi hakkinda bilgi
edinmek i¢in kullanilan klasik metodlardan biridir. Elementel analiz, 6rneklerde
bulunan Karbon, Hidrojen, Azot ve Klor’un kiitle yiizdesi olarak olgiilmesinde
kullanilir. Azot, halojen, siilfiir, fosfor gibi elementleri iceren tiirlerin eklenmesi

ya da uzaklastirilmasi kolayca tayin edilebilir (Cormack, P. A. G. ve ark, 2004).

1.3.10.2. Fourier-Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR)

Coziinmeyen polimerlerin infrared spektrumu polimerlerin KBr peletlerinin
hazirlanmasi ile kolayca elde edilir. Monomerler bantlari ile polimerler bantlarinin
karsilastirilmast  ile  monomerlerin  birlesmesinin  boyutu  belirlenebilir.
Baskilanmis polimerlerin FTIR spektrumu elementel analiz gibi polimerin
bilesimi hakkinda ve ornek, fonksiyonel monomer ve capraz baglayict farklh

cevrelerde oldugunda 6nemli bilgi verir (Cormack, P. A. G. ve ark, 2004).

1.3.10.3. Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (NMR)

"H-NMR ve “C-NMR ¢oziilebilir polimerlerin diizeninin belirlenmesi icin
kullanigh bir metottur. Coziilemeyen tiirler kat1 hal NMR ile analiz edilebilir. Ag
polimerleri i¢in Ornekteki farkli kimyasal ¢evre hakkinda bilgi verir. Capraz
polarizasyon sihirli ag1 spin, (cross-polarisation magic angle spinning, CP-MAS)
ile farkli tiirdeki karbon atomlarinin yaptigr bagil miktarlarinin belirlenmesinde
kullanilir. Bu 6zellikle divinil monomerlerinin polimerizasyonundan sonra geriye
kalan reaksiyona girmemis ¢ift baglarin miktarin1 belirlemek i¢in yaygin olarak
kullanilan tekniktir. Bununla birlikte baskilanmis polimerlere baglanmay1 izlemek

icin de kullanilir (Cormack, P. A. G. ve ark, 2004).
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1.3.10.4. Kuru Haldeki Gozenek Yapisi

Gozenekli maddelerin gozenek yapisi spesifik yiizey alam, S (m’g”),
spesifik gozenek hacmi, V (mlg"), ortalama gbzenek ¢ap1 (A°), gdzenek
blytikligl dagilimi ile belirlenebilir. Bu parametreler genellikle azot ya da civa
gecirgenlik ol¢limleri gibi gaz adsorpsiyon-desorpsiyon dlgiimleri ile belirlenebilir
(Cormack, P. A. G. ve ark, 2004).

Azot sorpsiyon porozimetride belirli basing serilerinde gaz belirli kiitledeki
kuru polimere uygulanir. Basincin fonksiyonu olarak emilen gazin miktarinin
Olclilmesi yiizey alan1 ve gbzenek boyutu analizérii (BET) ve matematik
modellerin uygulanmasiyla sorpsiyon izotermlerinden spesifik yiizey alani
(m’g™), spesifik por hacmi (mlg™), ortalama gézenek cap1 ve gozenek bityiikliik
dagilimi elde edilebilir. Bu metot orta biiyiikliikteki ve kiiciik gozenekli
polimerlerin analizi i¢in kullanighdir. [IUPAC’1n tanimina goére mikrogdzenekli
polimerler < 2 nm, orta gdzenekli polimerler 2 nm-50 nm arasi, makrog6zenekli
polimerler ise > 50 nm olarak belirlenmistir. Her bir ekleme sonrasi denge
basincinin  ve eklenen gaz miktarinin kaydedilmesi sonucu adsorpsiyon
izotermleri adsorplanan gaz miktarinin 0<p/p,<l araliginda bagil basincin
fonksiyonu olarak ¢izilir. (p: denge basinci, p,: saf s1vi emicinin doygunluk buhar
basinci). Gaz adsorpsiyonun mekanizmasi molekiiler cap ile gozenek ¢api
arasindaki orana baghdir (Cormack, P. A. G. ve ark, 2004).

Civa gecirgenligi ile analiz, belirli kiitledeki kuru polimere cesitli
basinglarda civa uygulanmasi islemini igerir. Bu metodla makro goézenekli
yapilarda daha duyarli sonuglar elde edilmesine karsin azot sorpsyion porozimetri
ile benzer bilgiler elde edilir. Civa gegirgenligi yikici bir teknik oldugundan
dolay1 materyalin mekanik olarak saglam olmasi gerekmektedir.

Gozenek biiyiikliigiinlin azalmasi ile yilizey alami artar. Mikrogdézenekli
adsorbanlar: > 500 m’g”, ortagdzenekli adsorbanlar: 10-500 m’g’,
makrogdzenekli adsorbanlar: < 10 m’g”'. Adsorbanlarin por bityiikligine bagh

olarak yiizey alanlarimin hesaplanmasinda farkli modeller uygulanir. Orta ve
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makro gozenekli adsorbanlar izotermin 0.05< p/p, < 0.35 bolgesinde en iyi BET
ile ol¢iiliir.

Makro polimerler kuru haldeyken bile siirekli gézeneklidir ve gozenek agini
degerlendirmek icin ¢oziicii kullanilabilir. Alinan ¢6ziici miktarinin 6l¢iilmesi ile
polimerin spesifik por hacmi 6lgiilebilir (mlg™).

Eger adsorban orta gozenekli ya da mikrogdzenekli ise azot adsorpsiyon
oOlgiimlerinden spesifik por hacmi 6lgiilebilir. Gozenek ¢ap1 1000 A°’dan biiyiik
olan makrogdzenekli adsorbanlar i¢in por hacmi, basing-hacim egrisinin integre
edilmesi ile civa gegirgenligi 6l¢iimleri ile belirlenebilir.

Mikroskopi, cesitli biiyiikliilk derecelerindeki baskilanmis polimerlerdeki
fark1 incelemede kullanilir. Ornegin, 151k mikroskopi polimer mikrokiirelerinin
yapisal biitlinliiglinii dogrulamada kullanilirken, taramali elektron mikroskobu

(SEM) makro gozenekleri goriintiillemek i¢in kullanilir.

1.3.10.5. Sismis Haldeki Gozenek Yapisi

Gozenekli adsorbanlar genellikle sivi ortaminda kullanildiklar: i¢in sisme
oranlar1 6nemlidir. Adsorbanlar belirli ¢6ziicli i¢in polimerin ilgisine ve ¢apraz
baglayicilarin dagilimina ve derecesine bagli olarak siserler. Kuru polimer tiipe
koyularak yiiksekligi olgiiliir. Ardindan ¢oziicii koyulur ve mikrokiireler oda
sicakliginda siserler (Komiyama, M. ve ark. 2003; Cormack, P. A. G. ve ark,
2004). Mikrokiirelerin yiiksekligi isaretlenerek sisme orani asagidaki esitlik 1.2.ile
hesaplanir.

Sisme orani (%): [(hgisme — hkuru) / hiura] x 100 (1.2.)
hgisme: sisen kiirelerin yiiksekligi, hyyn: kuru kiirelerin ytliksekligi
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

D-glukoronik asit ve metakroilkloriir Sigma (St Louis, MO, USA)
firmasindan elde edilmistir. Etilenglikoldimetakrilat Fluka AG (Buchs,
Switzerland) firmasindan alinmig ve etilenglikoldimetakrilat (EDMA)
hidrokinonin inhibitérii ile vakum altinda distile edilerek kullanilmadan once
4°C’da saklanmistir. Poli vinil alkol (PVAL; MW: 100.000, 98% hidrolize) ve
Azobisizobutironitril (AIBN) Aldrich (Milwaukee, WI, USA) firmasindan temin
edilmigtir. Tim cam malzemeler kullanimdan Once seyreltilmis nitrik asitle
yikanmigtir. Diger biitiin kimyasallar ve biyokimyasallar analitik saflikta olup,
Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasindan saglanmistir. Deneylerde
kullanilan su; yiiksek akisli seliiloz membranli Barnstead (Dubuque, IA) Ropure
LP® ters ozmoz finitesinde isleme tabi tutulduktan sonra Barnstead D3804
NANOpure® organik/kolloidal uzaklagtirma ve dolgulu iyon degisim sistemi
kullanilarak saflagtirilmistir. Tampon ve 6rnek ¢ozeltileri 0.2 pm membran’dan
(Sartorius, Gottingen, Germany) gegirilerek filtre edilmistir. Histidin fonksiyonel
monomeri, Metakrilamidohistidin (MAH) ve metal selat monomeri, MAH-Cu(Il),
yayinlanmig prosediirlere gore sentezlenmistir (R. Say ve ark. 2002; R. Say ve
ark. 2003).

Akrilamit (AAm, %99) Sigma—Aldrich’ ten temin edilmistir. N, N'- Metilen
bisakrilamit (MBAAm) Fluka, Chemica ve N, N, N', N'- Tetrametiletilendiamin
(TEMED) Fluka, BioChemica firmalarindan, N-Asetil glukoz amin (99%) ise
Aldrich Chemical Company, Inc. firmasindan elde edilmistir. N-Asetil glukoz
amin ve D- glukuronik asit ¢ozeltileri ayrica kriyojele tutturulmus glukuronik asit
baskili polimerlerin segicilik testlerinde kullanilmistir. Amonyum per siilfat ise
laboratuar stoklarindan saglanmistir.

Standart hyaluronik asit (HA)cozeltileri hazirlamada kullanilan hyaluronik

asit Fluka (BioChemica) firmasindan “Hyaluronic acid Na Salt from
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Streptococcus equi.” formunda temin edilmistir. Diger ¢o6zelti hazirlamada
kullanilan kimyasallar analitik saflikta olup Sigma-Aldrich firmasindan elde

edilmistir.

2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Adsorpsiyon-desorpsiyon ¢alismalar1 i¢in  hazirlanan standart HA
coOzeltilerinin absorbanslar1 UV-1601 UV-Visible Spectrometer/SHIMADZU
marka UV cihazinda okutularak 6l¢iilmiistiir. Cozeltilerin pH degerlerine WTW
Series pH 730 Inolab- pH-metresi ile bakilmistir. Karakterizasyon islemlerinde
Perkin Elmer 2000 Model FT-IR, NOVA 2200 Surface Area & Pore Size
Analyser/Quantachrome Ins. model spesifik yiizey alam 6l¢iim (BET) cihazi,
Bruker DPX FT NMR (500 MHz) NMR cihazi1 ve LEO S440 model SEM
cihazlar1 kullanilmistir. Ayirma-saflagtirma basamaginda Amersham Biosciences

Akta FPLC model hizl1 protein s1vi kromatografisi cihazi kullanilmustir.

2.1.3. Hizh Protein Sivi Kromatografisi (FPLC)

Kromatografi, bir karisimin pordz bir ortamda, hareketli bir ¢dziiciiniin
etkisiyle, karistmi olusturan bilesiklerin farkli hareketler sonucu bilesenlerine
ayrilmasi olarak tanimlanir. Kromatografik yontemlerde karisimdaki bilesenler,
hareketsiz fazin icerisinden hareketli fazin gecirilmesiyle birbirlerinden
ayrilmaktadirlar. Bu ayrisma swrasinda her iki faz birbiriyle etkilesime
girmektedir. Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri farkli olan bilesenlerin her iki fazla
olan etkilesimleri de farkli 6lgiide olmaktadir. Boylece hareketli faz tarafindan
yiiriitiilen bilesenler, sabit faz tarafindan farkli 6l¢iide tutulduklarindan, sabit fazi
farkli zamanlarda terk etmektedirler. Ayirma ortaminda en az tutulan bilesen
ortamdan ilk 6nce, en fazla tutulan bilesen ise en son ayrilmaktadir. Bilesenlerin
ayirma ortami tarafindan alikonma siireleri birbirinden yeteri kadar farkli ise

bilesenlerin birbirinden ayrilmasi ger¢eklesmektedir (Erdik ve ark. 2001).
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Kromatografik yontemler, hareketli ve hareketsiz fazin tiirline gore

asagidaki gibi siniflandirilabilir:
a) Kolon Kromatografisi
b) Gaz Kromatografisi
¢) Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi
d) Siiperkritik Akiskan Kromatografisi
e) Iyon degisim Kromatografisi
f) Ince Tabaka Kromatografisi
g) Kagit Kromatografisi

Bu yontemlerden sivi kromatografisi, hareketli fazin sivi oldugu
kromatografi tiirtidiir. Bir sivida ¢6ziilmiis ayrilacak bilesikler, kolonda bulunan
genellikle kat1 bir destek tizerindeki sabit faz ile farkli etkilesime girerek, kolonu
farkl1 zamanlarda terk ederler ve bdylece karisimdaki bilesenlerin birbirlerinden

ayrilmalar1 gergeklesmis olur.

Hizli protein sivi kromatografisi (FPLC), kompleks karisimlardan
proteinlerin ayrilmasini veya saflastirilmasini saglayan bir kromatografi cihazidir.
Proteinler biitiin canli varliklarin en 6nemli ve hiicrelerinde en bol bulunan
organik bilesiklerdir. Biitiin biyolojik olaylarda 6nemli goérevler iistlenmislerdir:
Enzimatik katalizleme, Mekanik hareket, Koruma, Tasima ve depolama gibi.
Proteinlerin yapi-fonksiyon iliskisini belirleyip yasamsal alanda kullanmak
birincil amagtir ve insan viicuduna verilecek protein ¢ok saf olmalidir, aksi
takdirde bir ¢ok yan etkiye yol acabilir. Bu nedenle proteinlerin saflagtiriimasi
Oonemlidir.

FPLC, bir pompa, bir UV-Vis dedektdr, bir kolon, enjektor birimi ve
fraksiyon toplama pargalarindan olugsmustur. Sistem protein, peptid vb.
aymmlarin kisa siirede gergeklestirebilen bir hizli performans sivi kromatografi
sistemidir. Ayn1 zamanda mikro diizeyde saflagtirma ve preparatif bazda HPLC
analizleri yapmak i¢in uygundur. Cihaz ayrilan tiirlerin UV absorbansini 6l¢gmekle
birlikte; ortamin, iletkenlik ve pH 6l¢iimiinii de yapabilmektedir.

Yiiksek basingli sivi kromatografisinden farkli olarak daha disiik
basinglarda calisir ve genellikle cam veya teflon bilesenlerden olusur. Cihaz

genellikle biyokimya ve enzimoloji alanlarinda kullanilir (Kunz ve ark. 1989,
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Hollar ve ark. 1991). FPLC ile kullanilan kolonlar; makromolekiilleri, yiik, boyut,
hidrofobisite veya biyotanima esaslarina gore ayirabilirler. Bu nedenle amaca
yonelik uygun bir kolon segmek gereklidir. Sistem protein, peptid vb. ayirimlarini
kisa stirede gergeklestirebilen bir sivi kromatografi sistemidir. Ayni1 zamanda
mikro diizeyde saflastirma ve preparatif bazda HPLC analizleri yapmak i¢in
uygundur. FPLC cihaz1 ayrilan tiirlerin UV absorbansini 6lgmekle birlikte;
ortamn, iletkenlik ve pH dl¢iimiinii de yapabilmektedir (Ozcan A, 2007).

2.1.3.1. FPLC Cihaz Bilesenlerinin Ozellikleri

FPLC cihazinda asagida belirtilen tiirden dedektorler kullanilabilir;

UV-Vis dedektor; Ksenon flag lambasi hem UV hem goriiniir bolge
araliginda ¢alisir (190-700nm). Cift yollu akis hiicresi dinamik absorbans araligini
10-5'den 40 AU'nin iizerine kadar genisletir.

Floresans dedektoriiyle luminesans, fosforesans, kemiliiminesans ve

bioluminesans Ol¢limleri miimkiindiir.

Kirllma Indisi Dedektorii; polimerler, hidrokarbonlar, karbonhidratlar,
alkoller ve yag asitleri gibi absorbans yapamayan bilesiklerin analizleri i¢in

idealdir.
FPLC cihazinda kullanilan pompa, giiclii mekanik motoru sayesinde 4000
psi (275 bar) geri-basinglarina kadar dakikada 50 ml s1vi pompalayabilir.

FPLC cihazindaki fraksiyon toplayicisinda 18 mm g¢apindaki tiipler i¢in 144 parca

kapasitesi vardir.

FPLC cihazinda farkli analiz metotlar1 i¢in farkli kolonlar kullanilabilir:

Iyon-degistirme metodu igin; Hiprep 16/10 Q sefaroz XL ve Hiprep 16/10
SP sefaroz XL kolonlar1 bulunur. Sefarozla 6nceden paketlenmis Q XL or SP XL
ortami, 20 ml preparatif anyon ve katyon-degisim kolonlar1 yiiksek yiikleme
kapasitesi ve hizli eliisyon saglar.

Jel filtrasyon metodu i¢in; Hiload 16/60 superdex 200pg ve Hiload 26/60
superdex 75 pg kolonlar1 bulunur. Superdex 75 kolonu prep peptidler, daha biiytik
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proteinler, oligosakkaritler yani Mr 3000-70000, i¢in uygundur; Superdex 200
kolonu ise prep antikorlar ve Mr 10000-600000 proteinler i¢in uygundur.

FPLC de hazirlanan o6rneklerin ozelliklerine bakildiginda, 100uL-5mL
arasinda berrak ve safsizliklardan arindirilmig sivi 6rnegin FPLC sistemine
enjeksiyonu yapilabilir. Biliniyorsa Ornek igerisindeki protein miktar1 veya
derisimi de verilmelidir. Analizi yapilacak 6rnek, FPLC cihazina enjeksiyonla

verilir ve hareketli faz sayesinde ayirimin yapilacagi kolona taginir.

2.2. Yontem

2.2.1. Metakrilamidohistidin (MAH) Monomerinin Sentezi

2-metakriloamidohistidin monomerinin sentezi i¢in uygulanan yontemde;
5.0 g histidin ve 0.2 g NaNO,, 30 mL K,CO; (% 5, v/v) ¢ozeltisi igerisinde
cOziilmiistiir. Cozelti 0°C’a sogutulmus ve 4.0 mL metakroilkloriir, yavas¢a bu
cozeltiye ilave edilmistir. Karigim azot atmosferi altinda, manyetik karigtiric ile 2
saat oda sicakliginda karigtirilmistir. Kimyasal reaksiyonun sonunda, ¢dzeltinin
pH’1 7.0’ye ayarlanmis ve etilasetat ile ekstrakte edilmistir. Sulu faz, doéner
buharlastirict kullanilarak uzaklastirilmis ve kalan kisim (MAH), etanol ve

etilasetat ile kristallendirilerek saflastirilmistir.

2.2.2. Metakrilamidohistidin-Cu(IT) (MAH-Cu(IT)) Metal-Selat

Monomeri Sentezi

Metakrilamidohistidin-Cu(Il) (MAH-Cu(Il)) metal-selat monomerinin
sentezi icin MAH monomeri (1.0 mmol) 15 mL etanolde ¢dziilmiistiir. Uzerine
1.0 mmol bakir(II) siilfat penta hidrat yavasca ve siirekli karistirilarak eklenmistir.
Bu c¢ozelti 3 saat karistirma sonunda berrak mavi renge donilismiis ve doner
buharlastiricida  ¢oziiciisii  uzaklastirilarak  etanol/asetonitril ~ karisimindan

kristallendirilmistir.
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2.2.3. D-Glukuronik Asit Baskilanms Polimerik Mikrokiirelerin

Hazirlanmasi

Metakroil-(L)-histidin-Cu(II)-D-glukoronik  asit  ligand  On-organize
monomerinin hazirlanisi MAH-Cu(Il) ve kalip D-glukoronik asit kullanilarak
gergeklestirilmistir. MAH-Cu(II) (1.0 mmoL) ve D-glukoronik asit (1.0 mmoL),
3.0 mL etanol’de 20 dakika karistirilarak ¢ozlilmiistiir. Ardindan D-glukoronik
asit baskilanmis mikrokiireler siispansiyon polimerizasyon teknigi kullanilarak
hazirlanmistir. Dispersiyon ortami 60 mL suda 0.2 g poly(vinyl alkol) ¢oziilerek
saglanmistir. Onorganizasyonu yapilmis MAH-Cu(II)-D-glukuronik asit monomer
kompleks (1.0 mmol) c¢ozeltisine 8.0 mL EDMA/12.0 mL toluen-asetonitril
cozeltisi eklenmis ve 0.09 g AIBN monomer karigiminda ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozelti
daha sonra termostatik bir su banyosunun i¢inde bulunan cam bir polimerizasyon
reaktoriinde (100 mL) manyetik karistiriciyla (stirekli karigim oran1 600 rpm)
karistirtlmastir.

Reaktor nitrojen kabarciklari olusturmus ve daha sonra kararli hale
geemistir. Reaktoriin sicakligi 6 saat boyunca 75°C’de tutulmustur. Sonrasinda 3
saat boyunca 90°C’de tutularak polimerizasyon tamamlanmustir.

Polimerizasyon sonunda D-glukuronik asit baskilanmis mikrokiireler
polimerizasyon ortamindan ayrilir. Atiklar (baglanmamis monomer, baslatici ve
¢oziicli) yikanarak ortamdan uzaklastirilir. Olusan mikrokiireler 60/40 (v/v)
etanol/su ¢oOzeltisiyle 24 saat boyunca muamele edilerek belleklerden D-
glukuronik asit uzaklastirilmistir. Su-etanol karisimiyla yikanan mikrokiireler
70°C’de etiivde 48 saat boyunca kurutulmaya birakilmistir. Aymi ydntemle
baskilanmamis mikrokiireler MAH-Cu(Il) ve EDMA kullanilarak hazirlanmistir.
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2.2.4. D-Glukuronik Asit Baskilanmis Mikrokiireler (MIP) Tutturulmus

Akrilamit Temelli Kriyojellerin Hazirlanmasi

D-Glukuronik asit baskilanmis polimer tutturulmus akrilamit temelli siiper
makro gozenekli kriyojeller serbest radikal karyokopolimerizasyon yontemiyle
sentezlenmistir. 6 mmol akrilamit monomeri 10 ml deiyonize suda ¢oziilerek ilk
asamada monomer ¢Ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢ézeltiye 1 mmol N, N'-
Metilen bis akrilamit eklenerek monomer - c¢apraz baglayict karigimi
olusturulmustur. Hazirlanan karigima 0.7 g. D-glukuronik asit baskilanmis
polimerlerden eklenerek 10 dakika siireyle karistirilip, 5 dakika ultrasonik
banyoda muamele edilmistir. Hazirlanan karisim 2-3 dakika -4°C’de tutulmustur.
Polimerizasyonun baslamasi i¢in gerekli olan 0.5 mmol amonyum per siilfat ve 25
uL N, N, N', N'- Tetrametiletilendiamin eklenerek, alt ucu bek alevinde kapatilmig
olan 5 mL’lik 0.8 ¢apindaki plastik enjektoére doldurularak, —18°C de 16 saat
siireyle dondurulmustur. Bu siirenin sonunda olusan polimer ag1 arasindaki buz
kristallerinin ¢oziilmesi suretiyle kriyojel matriksi oda sicakligina alinmistir. Oda
sicakliginda 4 saat bekletilmesi sonucunda birbirine baglantili  makro
gozeneklerden ve bu gozeneklere MIP tutturulmus akrilamit kriyojeli olugsmustur.
Sentezlenen kriyojel, deiyonize suyla 4 kez yikanarak, icerisindeki reaksiyona
girmemis safsizliklardan uzaklastirilmistir. Daha sonra kullanilincaya kadar

% 0.02’1lik sodyum azid ¢ozeltisi icerisinde bekletilmistir.

2.2.5. Balik Goziinden Hyaluronik Asit (HA) izolasyonu

Biyolojik 6rneklerden hyaluronik asit (HA) saflastirilmasi islemi
coktlirme, santrifiijleme gibi birbirini takip eden bir seri basamakli islemlerden
olusur (W. Huang ve ark. 2008; M. R. Magalhaes ve ark. 2008). HA’nin balik
gbzii orneklerinden izolasyonunda, balik gozlerinden cekilerek toplanan 8 ml’lik
g6z s1vist % 2’lik NaCl ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Daha sonra mavi bant
stizgec kagidindan siiziilerek siiziintii %1°lik heksadesiltrimetilamonyum bromiir
cozetisiyle etkilestirilmistir. Elde edilen ¢okelek santrifiijle ayrilarak 1.0 M CaCl,

cozeltisi eklenerek cokelekte olusan hyaluronik asit- heksadesilamonyum bromiir
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kompleksi kirilmistir. Stispansiyona %25°lik etanol-su ¢ozeltisi eklenerek ortamda
bulunan diger niikleik asitler ¢oktiirlilerek santrifiijle ayrilmistir. Daha sonra
toplam hacmin %10’u kadar kloform kullanilarak 4 kez ¢oziicii ekstraksiyonu
yaptlmistir. Ardindan %75’lik etanol-su ve %75’lik aseton-su ¢ozeltileri
eklenerek ortamdaki HA’nin c¢oktiiriilmesi saglanmistir. Elde edilen ¢okelek
kullanilincaya kadar -18°C’de saklanmistir. Yapilan tiim islemler G. Lago ve ark.
(Lago, G. ve ark. 2005) yaptig1 calismalarindakine benzer prosediir uygulanarak
gergeklestirilmistir.

2.2.6. Streptococcus equi Susundan Hyaluronik Asit Uretimi

2.2.6.1. Mikroorganizma

Streptococcus equi (RSSKno: 679, Kaynak: Liverpool) Refik Saydam
Hifsisthha Enstitiisii  Kiiltiir Kolleksiyonu’ndan ~ (Ankara, Tiirkiye) temin

edilmistir.

2.2.6.2. Inokiilumun Hazirlanis, Fermantasyon Ortami ve

Fermantasyon

M17 Broth (polipepton, fitonpepton, maya 06ziitii, niitrient broth, askorbik
asit ve sodyum gliserofosfat iceren) icine litreye 5g olacak sekilde glikoz ilave
edilip inokulum ortami hazirlanmis ve deney tiiplerinde mikroorganizma ekimi
gergeklestirilerek 1 gece inkiibasyona birakilmistir. Fermantasyon ortami 100 mL
besiyeri i¢in 2 g glikoz, 1 g maya 6ziitii, 0.25 g Na,HPO412H,0, 0.05 g
MgS0O47H,0 igerir. Ardindan 250 ml’lik erlenlere fermantasyon ortamini
olusturan besiyeri konulmus ve inokiilumlardan 2’ser mL aktarilmistir. 20 saat

37 °C’de galkalamali etiivde 250 rpm’de inkiibasyon gerceklestirilmistir.
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2.2.6.3. Fermantasyon Ortamindan Onsaflastirma Islemi

Fermantasyon ortamindan Onsaflagtirma islemi i¢in, % 10’luk Sodyum
dodesil siilfat (SDS) hazirlanmis ve kiiltiirtin her 100 mL’sine 0,1 mL SDS
cozeltisi eklenerek 15 dakika muamele edilmistir. %10’luk
Heksadesiltrimetilamonyum bromiir hazirlanmig ve kiiltiire 100’er pl olacak
sekilde titrasyon islemiyle eklenmistir. Dipte beyaz bir tortu olusana kadar
titrasyon islemine devam edilmistir. 1 saat oda sicakligindaki muameleden sonra
cokelti santrifiijle toplanmistir. Daha sonra, 2M CaCl, hazirlanmis ve kiiltiiriin
1/20’si kadar ortama eklenerek 4 saat 4°C’de muamele edilmistir. Santrifiij

isleminden sonra siipernatant toplanmistir.

2.2.7. D-Glukuronik Asit Baskilanmis Mikrokiirelerin Karakterizasyonu

2.2.7.1. Sisme Testi

D-glukuronik asit baskilanmis mikrokiirelerinin su tutma orani, deiyonize su
kullanilarak volumetrik yontemle belirlenmistir. Bu islemde 100 mg kuru polimer
meziire koyulup en {ist noktasi tiipe isaretlenmistir. Daha sonra tiip deiyonize su
ile doldurularak kiirelerin oda sicakliginda sismesi her 30 dakikada bir
mikrokiirelerin yliksekliginin isaretlenmesi ile belirlenmistir. Tiipteki sismis
kiirelerin  yiiksekligi esitlik 2.1’e  gore sisme oraninin hesaplanmasinda
kullanilmustir.

Sisme orani (%) = [(hgismis-hkuru)/hkure] X 100 (2.1.)

hgismis: sisen kiireciklerin yiiksekligi, hy,n: kuru kiireciklerin yiiksekligi

2.2.7.2. FTIR Analizi

D-glukuronik Asit baskilanmis ve baskilanmamis mikrokiirelerinin FTIR
spektrumlari, FTIR spektrometresi (Perkin Elmer Model 2000) kullanilarak elde
edilmistir. Kuru mikrokiireler KBr ile karistirilarak tablet hazirlanmis ve FTIR

spektrumu ¢ekilmistir.
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2.2.7.3. Elemental Analiz

D-glukuronik asit baskilanmis mikrokiirelerin elemental analiz sonuglarinin
belirlenmesinde asagida verilen yontem izlenmistir. 1 mg monolitik polimer
elementel analiz cihazinin (Leco, CHNS-932, ABD) alimiinyum hiicresine
yerlestirilerek + 0,0001 g duyarhlikla tartilmistir. Polimerik ornek cihaza
koyularak yakma islemi sonucunda 6rnegin karbon, hidrojen, oksijen ve azot

analizi yapilmstir.

2.2.8. MIP Tutturulmus Kriyojellerin Karakterizasyonu

2.2.8.1. Sisme Testi

MIP tutturulmus akrilamit kriyojellerinin su tutma orani sigme testiyle
belirlenmigtir. Bu islem i¢in kriyojel alinarak etiivde 60°C de 3 saat siireyle
kurutulmustur. Kuru kriyojel tartilarak igerisinde 10 ml deiyonize su bulunan
behere atilmis ve 1 giin siireyle bekletilmistir. Bu siirenin sonunda sismis kriyojel

tartilarak sisme orani bulunmustur.

2.2.8.2. FTIR Analizi

MIP tutturulmus akrilamit kriyojellerinin FTIR spektrumlari, FTIR
spektrometresi (Perkin Elmer Model 2000) kullanilarak elde edilmistir. FTIR
spektrumlar1 cihazin ATR modunda ¢alisilarak alinmistir. Kuru haldeki kriyojel
cihazin kristali lizerine yerlestirilmistir ve lizerine infrared 15181 gonderilerek FTIR

spektrumu elde dilmistir.
2.2.8 3. BET Yontemiyle Yiizey Alam1 Analizi
1 gram MIP tutturulmus akrilamit kriyojelleri tartilarak BET yontemiyle

yiizey analizi yapan cihaza yerlestirilmistir. Sivi azot ile muamele edilerek ilk

once kriyojellerin gozeneklerinde bulunabilecek su uzaklastirilmis ve yapinin
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fiksasyonu yapilmistir. 50 noktaya gore analiz yapilarak kriyojelin 1 graminin

ylizey alani bulunmustur.

2.2.8.4. Yiizey Morfolojisi Analizi

Polimerik MIP tutturulmus akrilamit kriyojelleri ylizey morfolojisi Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilarak belirlenmistir. Ornekler analiz
edilmeden 6nce kurutulmustur. Kuru kriyojeller 6rnek haznesine yerlestirilmis ve

altin ile kaplandiktan sonra SEM ile goriintiileri alinmistir.

2.2.9. Adsorpsiyon-Desorpsiyon Calismalari

Sulu c¢ozeltilerden, HA adsorpsiyonu kesikli sistemde c¢alisilmistir.
Adsorpsiyon-desorpsiyon c¢aligmalari i¢in baglangic derisimin etkisi, pH etkisi ve
akis hizi calismalar1 gergeklestirilmistir. Baslangi¢ derisimi etkisini incelemek
tizere bir seri HA standart ¢ozeltisii pH 7,0 fosfat tamponunda hazirlanarak UV
spektrofotometrede okutulmusg ve kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Daha sonra
1,000 (£0,002) g lik MIP tutturulmus kriyojellerden standart ¢ozeltiler gegirilerek
tekrar UV spektrofotometrede okutulmus ve HA derisimi spektrofotometrik
olarak tayin edilmistir (232 nm). Cihazin cevabi bilinen derisimdeki HA standart
cozeltileri ile periyodik olarak kontrol edilmistir. Birim kiitle basina, MIP
tutturulmus kriyojellere adsorplanan HA miktarinin hesaplanmasinda asagidaki

esitlik 2.2. kullanilmastir.

Q=[(Co-C)x V] /m (2.2))

Bu esitlikte Q, birim polimer kriyojel basina adsorplanan HA miktarini (mgg™),
C, ve C sulu ¢ozeltideki HA nin baslangic ve son derisim degerlerini (mgL™),
V sulu ¢ozelti hacmi (mL) ve m ise kullanilan kriyojellerin kiitlesini (g)

vermektedir.
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2.2.10. MIP Tutturulmus Kriyojellerden HA Desorpsiyonu

Adsorplanan HA, 1 M NaOH ¢ozeltisinin kullanilmasi ile oda sicakliginda
kriyojellerden gegirilerek desorbe edilmistir. Sulu fazda son kalan HA derigimi
spektrofotometrik yontemle tayin edilmistir. Desorpsiyon orani esitlik 2.3

kullanilarak hesaplanmustir.

Desorpsiyon ortamina salinan HA
Desorpsiyon (%) = x100 (2.3)
Adsorplanan HA

MIP tutturulmus akrilamit kriyojellerinin tekrar kullanilabilirligi, HA
adsorpsiyon-desorpsiyon isleminin 10 kez ayn1 polimerik materyalin kullanilmasi

ile belirlenmistir.

2.2.11. MIP Tutturulmus Kriyojellerin HA Adsorpsiyonuna pH Etkisi

MIP tutturulmus akrilamit kriyojellerinin hyaluronik asit adsorpsiyonuna
pH etkisini incelemek i¢in pH 4, 5, 6, 7, 8 ve 9 da adsorpsiyon ¢alismalari
spektrofotometrik yontemle izlenerek yapilmistir. Her bir pH ta gram polimer
basina adsorbe olan HA miktarlar1 belirlenerek, HA adsorpsiyonu i¢in en uygun

pH degeri belirlenmistir.
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2.2.12. MIP Tutturulmus Kriyojellerin HA Adsorpsiyonuna Akis Hizinin
Etkisi

MIP tutturulmus akrilamit kriyojellerinin HA adsorpsiyonuna akis hizinin
etkisi FPLC’de calisilarak incelenmistir. Hazirlanan MIP tutturulmus kriyojel
FPLC de kolon dolgu maddesi olarak kullanilmis ve 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 ve 0.7
mldk!  akis hizlarinda calisilarak HA’nin ayirimi i¢in optimum akis hizi

belirlenmistir.

2.2.13. MIP Tutturulmus Kriyojellerin HA Adsorpsiyonundaki Seciciligi

Gozeneklerine glukuronik asit baskilanmis polimerler tutturulmus
kriyojellerin hyaluronik asit adsorpsiyonundaki segiciligi N-asetil glikoz amin ve
glukuronik asit cozeltilerinin kriyojel kolonlardan gegirilmesiyle yapilmistir.
Secicilik calismasinda N-asetil glikoz aminin segilmesinin nedeni hyaluronik
asidin glukuronik asit disindaki diger bir segmenti olmas1 ve yapisinin glukuronik
aside ¢ok yakin olmasidir. Sirasiyla kriyojel kolonlardan ayni derigimlerde
hazirlanan D-glukuronik asit, HA ve N-Asetil glikoz amin gecirilerek elde edilen
verilerden her bir molekiil i¢in maksimum adsorpsiyon kapasitesi, Qmax.

hesaplanmustir.
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3. SONUCLAR, TARTISMA ve ONERILER

3.1. Polimerik Mikrokiirelerin Karakterizasyonu

3.1.1. Sisme Testi

Baskilanmamis ve baskilanmis mikrokiirelerin denge sisme degerleri sirasi
ile % 30 ve % 42°dir. D-glukoronik asit baskilanmamis mikrokiireler ile D-
glukuronik asit baskilanmig mikrokiirelerin su tutma oranlari kiyaslandiginda
baskilanmis mikrokiirelerin su tutma oranlarinin daha fazla oldugu goriilmiistiir.
Polimer yapisinda baskilama ile bosluklarin olusumu sayesinde polimer zincirinde
daha fazla hidrodinamik hacim nedeni ile polimer matriksi daha fazla su

tutmaktadir.

3.1.2. MAH monomerinin karakterizasyonu

Sekil 3.1’de acik yapis1  verilen MAH monomerinin  yapisinin

belirlenmesinde "H-NMR kullanilmustir.

HZC\\C_C // H
HaC \ N /\(—?
Ho—c:/CH_CHz
\\o

Sekil 3.1. Metakrilamidohistidin monomerinin molekiil formiilii

Yukarida agik yapisi gorilen MAH monomerinin Sekil 3.2’de verilen

'H-NMR  spektrumunda MAH'da bulunan gruplara ait karakteristik pikler
gorilmektedir. Bu karakteristik pikler: IH-NMR (CDCl3): 1.99 (t; 3H, J=7.08 Hz,
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CH3), 1.42 (m; 2H, CH)), 3.56 (t; 3H, -OCH3), 4.82-4.87 (m; 1H, metin), 5.26 (s;
1H, vinil H), 5.58 (s; 1H, vinil), 6.86 (d; 1H, J=7.4 Hz, NH), 7.82 (d; 1H, J=8.4
Hz, NH), 6.86-7.52 (m; 5H, aromatik) olarak bulunmustur.

2 H
honst —0—CHg ~CHs
N R-H
S
H H
h—H o= i ESCa)
AN
|
N—H ~CH
A
£
3 3 7 B 5 4 3 2 1' '

FPm

Sekil 3.2. MAH monomerinin 'H-NMR spektrumu

MAH monomeri FTIR ile de karakterize edilmistir. Sekil 3.3 de FT-IR
spektrumu incelendiginde MAH yapisina ait karakteristik karbonil bandlar1 1653

ve 1629 cm1'de, amid II gerilme titresim bandi ise 1529 cm-l'de gorilmiistiir.
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Sekil 3.3. MAH monomerinin FT-IR spektrumu
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3.1.3. MAH-Cu(Il) monomerinin karakterizasyonu

MAH-Cu(Il) metal-selat monomerinin karakterizasyonu i¢in kullanilan
FT-IR analizlerinin karakteristik pikleri sdyledir: Bozunma: > 350 °C; FT-IR
(KBr, cm™): v = 3400 ve 3250 (-CONH-); 3095 (vinyl C-H gerilme); 1680 (C=0O
karbonil gerilme); 1550 ve 1420 (C== karboksilat gerilme, sim. ve antisim.); 1520
(C=N, konjuge siklik sistem); 1250 (C-O gerilme); 500 (Cu-N gerilme, zayif
bant). Elementel analiz sonuglarina bakildiginda analitik olarak hesaplanan
C1oH1705N;Cu yiizdeleri: C, 37.20; H, 5.31; N, 13.02; Cu,19.69 seklinde olup
bulunan sonuglar: C, 37.04; H, 5.43; N, 12.86; Cu, 19.91 seklindedir.

3.1.4. D-Glukuronik asit bellekli polimerlerin karakterizasyonu

HA, yiizlerce D-glukuronik asit (Sekil 3.4.) ve asetilglukozaminden olusan

bir yapidir. Glukoz yapisindaki glukuronik asit molekiilii hidroksillerinden metal-

selat etkilesimine girmektedir (Denizli, A. ve ark. 2003).

OH
O
H O H
H
H H
HO OH
H OH

Sekil 3.4. D-glukoronik asit monomeri

Bu bilgi 1s18inda  biyo-uyumluluga sahip polimerik mikrokiirelerin
yizeyinde D-glukuronik asit baglanma bolgesi ve yuva (D-glukuronik asit
bellekli) hazirlanmasi i¢in ilk asamada D-glukuronik asit, Cu(II) metal iyonlar
igeren histidin monomeri (MAH) ile muamale edilmis ve D-glukuronik asit
MAH-Cu(Il) monomerine baglanmaistir.

Ikinci asamada, D-glukuronik asit hedef bellekler esliginde metal-selat
monomerleri yiiksek oranda ¢apraz baglayici, etilen dimetakrilat (EDMA),
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esliginde 1s1 yoluyla polimerlestirilerek baskilanmis ve D-glukuronik asit bellekli
MIP biyoadsorbentler elde edilmistir. D-glukuronik asit belleklerin olusmasi i¢in
ise elde edilen MIP biyosorbentler metanolik potasyum hidroksit (KOH)
coOzeltisiyle yikanarak D-glukuronik asit tanimlayan bolgeler bosaltilmistir.
D-glukuronik asidin (Sekil 3.5-A.), D-glukuronik asit bellekler
cikarilmadan Onceki ¢apraz bagl polimerin FTIR spektrumu (Sekil 3.5-B.) ve D-
glukuronik asit molekiilleri uzaklastirildiktan sonraki MIP’lerin FTIR Spektrumu
(Sekil 3.5-C.) karsilastirildiginda ilk spektrumda gdzlenen 1727 cm™*deki bandin
diger spektrumda kayboldugu gozlenmistir. 1727 cm™’deki bu bant D-glukuronik
asit yapisinda bulunan karboksil grubundan kaynaklanmaktadir. Ayrica ilk
spektrumda (D-glukuronik asit bellek 6ncesi) Cu-O titresimine ait bant
~ 536 cm™’de goriilmekle birlikte, bellek olusumu sonrasi yani D-glukuronik asit
cikarildiktan sonra bu titresime ait bant kaybolmustur. Bu sonuglar D-glukuronik
asit belleklerin KOH ile yikama sonrasinda uzaklastigini ve D-glukuronik asit

yuvalarmin olustugunu géstermektedir.
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Sekil 3.5. A) D-glukuronik asidin FTIR spektrumu

B) D -glukuronik asit bellekler ¢ikarilmadan 6nceki ¢apraz bagli polimerin FTIR
spektrumu
C) D-glukuronik asit molekiilleri uzaklagtirildiktan sonraki MIP’lerin FTIR Spektrumu
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3.1.5. D-Glukuronik asit bellekler ¢ikarilmadan onceki ve D-Glukuronik
asit molekiilleri uzaklastirildiktan sonraki MIP’lerin elemental

analiz sonuclari

Elemental analiz sonuglarina bakildiginda analitik olarak hesaplanan D-
glukuronik asit bellekler ¢ikarilmadan 6nceki MIP’lerin C, H, ve N yiizdeleri: C,
24,00; H, 6,536; N, 0,031 seklinde olup D-glukuronik asit molekiilleri
uzaklagtirildiktan sonraki MIP’lerin C, H ve N yiizdeleri: C, 41,46; H, 6,680; N,
0,059 seklindedir. D-glukuronik asit molekiil belleklerin ¢ikarilmasi sonrasinda
karbon, hidrojen ve azot yiizdelerindeki artis beklenen bir durumdur ve bellek

olusumunu desteklemektedir.

3.2. MIP Tutturulmus Kriyojellerin Karakterizasyonu

3.2.1. Sisme Testi

Gozeneklerinde MIP icermeyen akrilamit kriyojellerinin ve gozeneklerine
MIP tutturulmus akrilamit temelli kriyojellerin denge sisme degerleri sirasiyla
%156 ve %201 olarak bulunmustur. D-glukoronik asit baskilanmis mikrokiirelerin
su tutma oranlari goz Oniine alindifinda baskilanmis mikrokiireler iceren
kriyojellerin su tutma oraninin artmasi beklenen bir durumdur. Polimer yapisinda
baskilama ile bosluklarin olusumu sayesinde polimer zincirinde daha fazla

hidrodinamik hacim nedeni ile polimer matriksi daha fazla su tutmaktadir.

3.2.2. Yiizey Alam Ol¢iimii

MIP igcermeyen kriyojellerin spesifik yiizey alani BET yontemi ile 16.5
m’g” bulunmustur. MIP iceren akrilamit kriyojelinin spesifik yiizey alani ise yine

aymi yontemle belirlenip, 18.4 m°g™ olarak bulunmustur.
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3.2.3. Yiizey Morfolojisi

Gozeneklerinde MIP mikrokiireleri icermeyen akrilamit kriyojellerinin ve
gozeneklerine MIP mikrokiireleri tutturulmus akrilamit temelli kriyojellerin yiizey
morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmistir.
Sekil 3.6 ve Sekil 3.7°da gorildiigli gibi her iki kriyojel tiirlinde de gozenek
dagilimi ve yapidaki gozenek Orgiisii homojendir. MIP partikiilleri akrilamit
kriyojel gozenekleri igerisine hidrojen baglarla baglanmis ve HA ayrimi i¢in

gbzenekli, ylizey alan1 genis, kat1 bir destek maddesi olusturmustur.

, Mag= 1.00 K X

Sekil 3.7. Gozeneklerine MIP partikiilleri tutturulmus akrilamit temelli kriyojel SEM goriintiileri.
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3.2.4. FTIR Analizleri

Gozeneklerine MIP tutturulmus ve MIP tutturulmamis akrilamit temelli
kriyojellerin FTIR spektrumlart alinarak, kriyojelin gdzeneklerine MIP
partikiillerinin baglanip baglanmadig1 saptanmistir. Sekil 3.8 de gozeneklerinde

MIP igermeyen akrilamit kriyojelinin FTIR spektrumu goriilmektedir.

40000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 200 100 800

Sekil 3.8. MIP partikiilleri igermeyen akrilamit kriyojeli FTIR spektrumu

Akrilamit kriyojelinin karakteristik pikleri su sekildedir: 1648 cm™
(karbonil bandi), 1600 cm™ (N-H band: egilmesi; akrilamitteki karakteristik
— CONH, grubuna ait pik), 3185 cm™ ( N-H gerilmesi), 1414 cm™ (C-H egilme
band).

Sekil 3.9’ da gozeneklerine MIP tutturulmus akrilamit temelli kriyojelin
FTIR spektrumu goriilmektedir.
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Sekil 3.9. Gozeneklerine MIP tutturulmus akrilamit temelli kriyojel FTIR spektrumu.

Bu yap1 da akrilamit temelli oldugu i¢in akrilamit kriyojelin karakteristik
pikleri olan 1638 cm™ (karbonil bandi), 1600 cm” (N-H bandi egilmesi;
akrilamitteki karakteristik — CONH,; grubuna ait pik), 3185 cm’ ( N-H gerilmesi),
1414 ecm™ (C-H egilme bandi) pikler tekrar goriilmekte, bu piklere olarak D-
glukuronik asit baskilanmis polimerde kalip molekiiliin uzaklagsmasindan sonra

kalan bosluklu yapinin karakteristik pikleri goriilmektedir.
3.3. MIP iceren Kriyojellerde Adsorpsiyon Calismalar
3.3.1. HA Baslangi¢ Derisiminin Etkisi

Sekil 3.10°da  kriyojel gozeneklerinde bulunan D-glukoronik asit
baskilanmis mikrokiirelere adsorplanan D-glukoronik asit molekiiliiniin HA
baslangi¢ derisimine etkisi verilmistir. Polimerin birim kiitlesi basina adsorplanan
D-glukuronik asit miktar1, HA baglangic derisiminin artmasi ile artmistir.
D-glukuronik asit baskilanmis mikrokiirelerin aktif baglanma bosluklarinin
doygunluga ulasmas;, HA derisiminin 650 mgL™ degerine ulasmasina kadar
devam etmektedir. Baskili mikrokiirelerin maksimum adsorpsiyon kapasitesi 318

mgg™' olarak bulunmustur.
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Sekil 3.10. Kriyojel gozeneklerine tutturulan polimerik mikrokiirelere adsorplanan D-glukuronik

asit miktarinin HA baslangi¢ derisimi ile degisimi.

3.3.2. pH EtKkisi

1000 ppm HA’nin kriyojel gézeneklerindeki MIP lerde adsorpsiyonu farkli
pH larda incelenerek, HA’nin adsorplandigi optimum pH degeri olarak pH=7
degeri belirlenmistir (Sekil 3.11). Bu pHda adsorplanan HA miktar1 265 mgg™

olarak bulunmustur.
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Sekil. 3.11. HA adsorpsiyonuna pH etkisi.

3.3.3. Akis Hiz1 Etkisi

HA adsorpsiyonuna iligkin akis hizi ¢alismalari, gozeneklerine MIP
tutturulmus kriyojelin FPLC cihazinda kolon olarak kullanilmasi ve hazirlanan

1000 ppm HA nin farkli akis hizlarinda gegirilmesiyle elde edilen pik alanlarinin
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karsilastirilmastyla yapilmustir. FPLC cihazinda 0.3; 0.4; 0.5; 0.6 ve 0.7 mldk™
akis hizlarinda ¢alisilmis ve maksimum adsorpsiyonun 0.5 mldk™ da oldugu

saptanmistir.

3.3.4. Adsorpsiyon Izotermleri

Adsorpsiyon izotermi, her bir molekiiliin adsorbanlarla etkilesimlerinin
karakterizasyonu i¢in kullanilir. Adsorpsiyon izotermi, iki faz dengede iken kati
faza adsorbe olan iyon miktar1 ve ¢ozeltideki molekiillerin derigimi arasinda iliski
kurulmasini saglar. Langmuir adsorpsiyon modeli, her biri yalmiz bir molekiilii
tutmaya elverisli belirli sayidaki tanimlanmis boliimlere molekiillerin adsorbe
oldugunu varsayar. Bu boéliimlerin enerji olarak esdeger oldugu ve yakin
boliimlerdeki adsorbe olmus molekiillerle arasinda higbir etkilesim olmayacak
kadar birbirinden uzak oldugu varsayilir. Langmuir denklemi esitlik 3.1 ile

asagidaki sekilde gosterilebilir.
Q= QmaxbCeq / (1+bCoq) (3.1)

Q= Adsorbana adsorplanmis HA derigimi (mmolg™)
Ceq= Cozeltideki HA denge derisimi (mgL™)
b= Langmuir sabiti (Lmg™")

Qmax= Maksimum adsorpsiyon kapasitesi (mmolg’l)
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Bu denklem esitlik 3.2. ile asagidaki gibi lineerlestirilebilir.

1/Q = [1/(Quaxb)][1/Ceq] + [1/Qunas] (3.2)

1/Q’ya kars1 1/ Ceq grafige gecirildiginde; kesim 1/Qmax, €8im ise 1/Qmaxb’y1 verir
Sekil 3.12°de HA molekiiliiniin adsorpsiyonu i¢in Langmuir adsorpsiyon

modelinin grafigi verilmistir.

0,6 -

0,5

0,4

0,3

1/Q

y = 6,9748x + 0,2078
0,2 1 R? = 0,9898

0,1 +

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
1/ Ceq

Sekil 3.12. HA molekiilii i¢in Langmuir Adsorpsiyon Modeli

Adsorpsiyon izotermleri, adsorpsiyon 6zelliklerini degerlendirmek amaciyla
yapilan kesikli deneylerle belirlenmistir. Deneysel veriler sonucunda, HA’nin
adsorpsiyonu i¢in maksimum adsorpsiyon kapasitesi (Qm.x) elde edilmistir.
Kriyojel gozeneklerindeki D-glukoronik asit baskilanmis mikrokiireler igin,
korelasyon katsayisi (R?) 0.9898 gibi yiiksek bir deger, maksimum adsorpsiyon
kapasitesi 480,7 mgg™' ve Langmuir sabiti ise 2,98x10” mg™' olarak bulunmustur.

Sisteme uygulanan diger bir adsorpsiyon modeli ise Freundlich izotermidir.
Freundlich denklemi ideal olarak temiz ve homojen olmayan kat1 yilizeylerdeki
adsorpsiyonlar icin Alman fizikokimyac1t Herbert Max Finlay Freundlich
tarafindan deneysel ¢alismalara bagli olarak tiiretilmistir (Sarikaya 1993). Asagida

Freundlich denklemi verilen esitlikle gosterilmektedir.
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InQ = In Kf+ n.InCeq (3.3)
Bu esitlikte;

Q= Adsorbana adsorplanmis HA derisimi (mgg™)

Ceq= Cozeltideki HA denge derisimi (mgL™)

n= Freundlich sabiti

K=Freundlich sabiti

Ln Q’ya karsi In Ceq grafige gecirildiginde y eksenini kestigi noktadan Kr ve
egimden de n sabitleri bulunabilir. Sekil 3.13°de kriyojeldeki D-glukuronik asit
baskili polimerlere HA adsorpsiyonu i¢in Freundlich adsorpsiyon modelinin

grafigi verilmistir.

1,4 -

1,2 4

0,8

InQ

0,6 -

0,4 - y = 0,4493x - 0,7204

R? = 0,9631
0,2 |

In Ceq

Sekil 3.13. HA molekiilii i¢in Freundlich Adsorpsiyon Modeli

HA adsorpsiyonu i¢in elde edilen veriler sirasiyla Langmuir ve Freundlich
adsorpsiyon izotermlerine uygulanmistir. Sekil 3.12 ve Sekil 3.13’te goriildiigii
gibi HA adsorpsiyonunun Langmuir izotermine uydugu bulunmustur. Ciinkii elde
edilen grafiklerin regresyon sabitlerine (R?) bakildiginda Langmuir igin
hesaplanan deger (0,9898), Freundlich i¢in hesaplanan degerden (0,9631) daha
yiiksek cikmistir. Dolayisiyla sinirli sayida baglanma bdlgesi iceren bir yilizey

izerine tek tabakali bir adsorpsiyon gerceklestigi sdylenebilir.
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Kriyojel gozeneklerine tutturulmus D-glukuronik asit baskilanmig
mikrokiirelerin HA adsorpsiyonuna iliskin elde edilen deneysel veriler Cizelge

3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kriyojel gozeneklerine tutturulmus D-glukuronik asit baskilanmis mikrokiirelerin HA

adsorpsiyonuna iligkin Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izotermlerinin karsilagtirilmasi.

Deneysel Langmuir Freundlich
Q(mgg) |Qm(mgg) | bllmg) | R | Kd(Lg) | n S
Kriyojelde
318 480,7 2,98x107 | 0,9898 1.1693 0,4493 | 0,9631
MIP

3.3.5. Kriyojel Gozeneklerine Tutturulmus D- Glukuronik Asit Baskili

Polimerlerin HA Baglama Etkinliginin Ol¢iilmesi

Kriyojel gozeneklerindeki D-glukuronik asit baskili polimer ve HA
arasindaki baglanma etkilesimleri ve esitlikleri Scatchard yontemi ile elde
edilmistir.

Bu yontemde asagidaki 3.4 esitligi kullanilmaktadir.

2= D 2 (3.4.)

Bu esitlikte;

B : Polimere baglanan D-glukoronik asit miktarin

[F] : Serbest HA derisimini

Bmax @ Baglanma bolgelerinin maksimum sayisini

Kp : Ligand-degisim temelli metal-selat kopolimerinin ayrigsma sabitini

ifade etmektedir.
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Cizilen grafikten Ka degeri 2018000 M ' ve R: degeri 0,9554 olarak
hesaplanmistir (Sekil 3.14). Maksimum ligand-degisim etkilesme sayisi olan
Qmax ise yine grafik iizerinde yapilan hesaplamalarla 4,03 umol g’ olarak

bulunmustur.

0,1+
0,09 4
0,08
0,07 4
0,06
0,05
0,04
0,03 4
0,02
0,01 4

Qc

y = -0,0202x + 0,1374
R? = 0,9554

Sekil 3.14. HA baglanmasina iligskin Scatchard grafigi.

3.3.6. Kriyojel Gozeneklerine Tutturulmus D-Glukuronik Asit Baskih

Polimerlerin Seciciligi

MIP igeren kriyojel kolonlardan ayni derisimlerde hazirlanan D-
glukuronik asit ¢ozeltisi, HA ¢oOzeltisi ve N-asetil glikoz amin ¢ozeltileri
gecirilmesiyle elde edilen verilerden maksimum adsorpsiyon kapasiteleri (Qmax)
hesaplanarak Q,.x degerleri; D-glukuronik asit i¢in 342,3; HA icin 318 ; ve N-

asetil glikoz amin icin de 18.75 mg g olarak bulunmustur.

3.4. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

Kriyojel gozeneklerine tutturulmus MIP lere adsorpsiyonla baglanan HA,
0,1 M NaCl ¢ozeltisi kullanilarak desorbe edilmistir. Desorpsiyon ¢alismalarinda
50 ml desorpsiyon reaktifi olan 0,1 M NaCl kriyojel kolondan periyodik olarak
gecirilmistir. Kolondan ¢ikan ¢ozelti icerisine alinan HA, spektrofotometrik
yontemle tayin edilmistir. 2 saat sonunda adsorplanan HA miktarinin %40’1, 10

saat sonunda ise % 97’ si desorpsiyon ortamina alinmstir.
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Gozeneklerine MIP tutturulmus kriyojellerin tekrar kullanilabilirliginin
test edilmesi amaciyla HA adsorpsiyon-desorpsiyon calismalar1 10 kez ayni
kriyojel kolonda yapilmistir ve kriyojel igerisindeki MIP partikiillerinin HA
adsorpsiyon kapasitesinde kayda deger bir azalma olmadigi saptanmistir
(Sekil 3.15). Dolayisiyla sentezlenen bu materyallerin HA adsorpsiyonunda,
yapisinda, ve adsorpsiyon kapasitelerinde herhangi bir kayip olmadan defalarca

kullanilabilinecegi gosterilmistir.

350 -
300 - — = —
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100 -
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tekrar Sayisi

Sekil 3.15. Kriyojel gézeneklerine tutturulmus MIP lerin rejenerasyonu.

3.5. MIP iceren Kriyojellerle HA’nin Kromatogtafik Olarak Biyolojik
Orneklerden Ayirimi

HA’nin biyolojik o6rneklerden kromatografik ayirmmi FPLC cihazi
kullanilarak  yapilmigtir. FPLC cihazinda kolon dolgu maddesi olarak,
gozeneklerine MIP tutturulmus kriyojel kullanilmistir. Ayirim isleminde HA,
kolondan gecerken kolon igerisindeki D-glukuronik asit bosluklar1 bulunan
kavitelere glukuronik asit ucundan baglanmis ve desorpsiyon iglemiyle FPLC
cihazinin fraksiyon kaplarinda toplanmistir. Kromatografik ayirim isleminde
hareketli faz olarak 0.1 M NaCl igeren fosfat tampon ¢ozeltisi (pH=S8)
kullanilmistir ve akis hizi 0.4 ml dak™ dir. Bu islem icin 6ncelikle 2000 ppm lik
ticari HA’dan bir seri HA ¢0zeltisi hazirlanmig ve kolondan gegirilerek HA nin

kromatogrami (Sekil 3.16-A.) elde edilmistir. Daha sonraki basamakta balik gozii
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orneklerinden kimyasal islemlerle ¢ozelti igerisine alinan HA, FPLC kolonundan
ayni kosullarda gecirilerek balik goziinden izole edilen HA’nin kromatogrami
elde edilmistir (Sekil 3.16-B.). HA ile balik gozii 6rneginden izole edilen HA nin
kromatogramlar1 goz oniine alindiginda piklerin alikonma siirelerine bakilarak 2.
dakikada gelen pikin HA piki oldugu saptanmis ve bu anda kolondan ¢ikan sivi,
fraksiyon kabinda toplanarak 48 saat siireyle liyofilizasyonu yapilmistir.
Liyofilizasyon islemiyle kolondan ¢ikan ve HA igeren sivinin ¢oziiclisii azot
atmosferinde ucgurularak kati partikiiller elde edilmistir. Elde edilen bu
partikiillerin HA olup olmadigini anlamak i¢in FTIR ve NMR ile analizleri
yapilarak sonuglar HA ile karsilagtirilmistir.

FPLC cihazi ile HA nin kromatografik ayirma isleminde kullanilan diger
bir biyolojik 6rnek de Streptococcus equi susudur. Bakteri fermantasyonu sonucu
ortamda olusan HA, kimyasal islemlerle ¢6zelti ortamina alinarak, HA nin FPLC
kolonundan gecirildigi ayni kosullarda FPLC cihazina verilmis ve ayrimi
yapilmigtir (Sekil 3.16-C.). Elde edilen kromatogram, HA kromatogramiyla
karsilastirilarak, alikonma stiresinden HA nin geldigi araliktaki ¢ozelti, cihazin

fraksiyon kabinda toplanarak 48 saat liyofilizasyonu yapilmistir.
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Sekil 3.16. A) HA nin FPLC kromatograma.

B) Balik gozii drneginden izole edilen HA nin FPLC kromatogrami.

C) Streptococcus equi susundan izole edilen HA nin FPLC kromatogrami.
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3.5.1. Balik Gozii ve Streptococcus equi Orneklerinden izole Edilen

HA’nin Karakterizasyonu
3.5.1.1. FTIR Analizi

Ticari HAnin (Sekil 3.16-A) ve FPLC cihazinda kolondan gegirilerek balik
gozli Orneklerinden elde edilen HA’nin (Sekil 3.16-B) ve Streptococcus equi
tarafindan iiretilerek fermantasyon ortamindan izole edilen HA nin (Sekil 3.16-C)
KBr tabletleri hazirlanarak FTIR spektrumlari alinmastir.

Ticari HAnin FTIR spektrumuna bakildiginda (Sekil 3.17-A); HA nin
karakteristik pikleri: Karbonil grubu (1622.03 cm™), C-H gerilmesi
(2923.78 c¢m™), C-H egilmesi (1324.45 cm’), C-O-C grubu (HA yapisinin
karakteristik O-kopriisiindeki)  (1153.66 cm™), N-H gerilmesi (3413.13 cm™)
C—O egilmesi (1036.02 cm '), C-C gerilmesi (2150.38 cm™) seklinde siralanabilir.

Sekil 3.17-B’de balik goziinden izole edilen HA nin FTIR spektrumuna
bakildiginda yine HA nin karakteristik pikleri karbonil grubu (1652.78 cm™),
C-H gerilmesi (2924.04 cm™), C-O-C grubu (HA yapisinin karakteristik
O-kopriisiindeki) (1158.06 cm™), N-H gerilmesi (3435.39 cm™), C-O egilmesi
(1076.19 cm™"), C-C gerilmesi (2430.40 cm '), C-H egilmesi (1359.27 cm™)
seklinde siralanabilir.

Sekil 3.17-C’deki Streptococcus equi susundan izole edilen HA nin FTIR
spektrumuna bakildiginda ise; HA mnin karakteristik pikleri karbonil grubu
(1673.99 cm™), C-O-C grubu (HA yapisinin karakteristik O-kopriisiindeki)
(1260.49 cm™) , N-H gerilmesi (3135.48 cm™), C—O egilmesi (1139.91cm "), C-C
gerilmesi (2436.40) goriilmektedir, C-H gerilmesi (2923.57 cm™) seklinde
siralanabilir.

Goriildugii gibi; FTIR spektrumlart karsilastirildiginda balik géziinden
izole ve Streptococcus equi’den izole HA, ticari HA ile ayn1 karakteristik piklere

sahiptir.
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Sekil 3.17. A) Ticari HA nin FTIR spektrumu.
B) Balik gozii 6rneginden izole edilen HA nin FTIR spektrumu.

C) Streptococcus equi susundan izole edilen HA nin FTIR spektrumu.

3.5.1.2. NMR Analizi

Ticari HA, balik gozii ve Streptococcus equi susu kullanilarak {iretilen ve
fermantasyon ortamindan izole edilen HA’nin ve HA’y1 olusturan birimler olan
D-glukuronik asidin ve N-asetilglikozaminin D,O da ¢ézillerek 'H-NMR analizi
yapilmistir. Analiz sonuglarina (Sekil 3.18) gore 'H-NMR spektrumunda HA nin
yapisini olusturan D-glukuronik asit ve N-asetil glikozaminin karakteristik pikleri
aynen HA’nin "H-NMR spektrumunda da gdriilmiistiir. Buna gore; 1,75-2 ppm
arasinda goriilen pikler HA’nin yapisindaki (Sekil 1.1.) N-asetil glikoz amin
kismindaki CHj’den, 3-4 ppm arasindaki pikler D-glukuronik asit ve N-asetil
glikoz amindeki seker (glikoz) halkasinda bulunan CH, ve CH’dan ve 8,4 ppm’de
goriilen pik ise ¢oziiciiden kaynaklanan piktir. Spektrumlarda balik géziinden elde
edilen HA spektrumunun pik siddetinin digerlerinden daha diisilk oldugu

gorilmektedir. Bunun nedeni, balik gbziinden elde edilen HA derisiminin diger
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biyolojik 6rnek olan Streptococcus equi susu kullanilarak iiretilen ve izole edilen

HA derisiminden daha az olmasidir.

[rel]

N-asetilglikozamin

D-glukuronikasit

- Balik goziinden izole HA J

i Streptococcus equi den
izole HA

. ! ! . ! . . ! . ! . . . ! !
15 10 5 o PP

Sekil 3.18. Ticari HA, balik gozii ve Streptococcus equi tarafindan iiretilerek fermantasyon

ortamindan izole edilen HA, D-glukuronik asit ve N-asetilglikozaminin 'H-NMR analiz sonuglari.

3.5.1.3. Raman Spektrumu

Ticari HA, balik gozii ve Streptococcus equi susu kullanilarak iiretilen ve
fermantasyon ortamindan izole edilen HA’nin Raman spektrumu alinarak diger
bir karakterizasyon islemi yapilmistir. Sekil 3.19°daki Raman Spektrumundaki
cakisik pikler degerlendirildiginde HA yapisindaki karakteristik piklerin; 1200
cm” (C-H bandi), 1400 cm™ (C-N bandi), 3400 cm™ (N-H bandi), 1000 cm™
(C=0 bandi) olarak geldigi goriilmektedir.
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Sekil 3.19. A) Ticari HA’nin Raman Spektrumu.
B) Streptococcus equi tarafindan iiretilerek fermantasyon ortamindan izole
edilen HA’nin Raman Spektrumu.

C) Balik goziinden izole edilen HA’nin Raman Spektrumu.

Sonu¢  olarak; biyouyumlulugu, non-immunojenik  0Ozelligi ve
kendiliginden pargalanabilen 6zelliklerinden dolay: klinik, medikal ve kozmetik
alanlarinda olduk¢a genis bir uygulama alam1 bulunan HA, yapisindaki D-
glukuronik asit ucundan kriyojel igerisine tutturulmus, D-glukuronik asit
bosluklar1 bulunan MIP’lerle balik goézii ve Streptococcus equi biyolojik
orneklerinden izole edilmis ve karakterizasyonu yapilmistir. D-glukuronik asit
bosluklar1 iceren MIP’lerin HA ya seciciliginin fazla olmasi ve tekrar tekrar
kullanilabilir  6zellikleri ile kriyojellerin birbirine baglantili siiper makro
gozenekli, saglam, elastik ve herhangi bir deformasyon olmadan tekrar tekrar
kullanilabilir 06zellikte olan yapis1 birlestirildiginde ortaya ¢ikan kriyojel
gozeneklerine MIP tutturulmus yapi, HA ayirimi ve saflastirilmasi i¢in ucuz,
kolay hazirlanabilir ve uzun Omiirlii etkili bir malzemedir. Enzimle HA’ y1
kesmeden ve yapiyt parcalamadan HA’nin izolasyonu, ilk defa kriyojel

sistemleriyle gerceklestirilmistir.

(A)

(B)
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