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OZET

Molekiiler Baskilanmis Polimer Nanopartikiillerin Sentezi Ve

Karakterizasyonu

Molekiiler baskilama teknolojisi, diger tanimlama sistemleriyle karsilastirilinca, segici
molekiiler tanima, yiiksek afinite ve yeniden kullanilabilirlik gibi birgok umut vaat edici
Ozellige sahiptir. Molekiiler baskilanma, kromatografi, saflastirma, sensorler, ilag

taginimi ve katalizor gibi ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir.

Molekiiler baskilanmig polimer, yaygin olarak sablon molekiilii varliginda, fonksiyonel
monomer ve ¢apraz baglayicinin polimerizasyonundan hazirlanir. Bu yontemle sablon
molekiiliindeki yiiksek afiniteli reseptor alanlari polimer tizerine baskilanir. Sablon
molekiiliiniin polimerden uzaklastirilmasi ile sentezlenen polimer iizerinde, sablon
molekiiliiniin spesifik tanima alani, boyut ve seklini tanimlayan bolgeler birakilir.

Boylece elde edilen baskilanmis polimer, sablon molekiiliine tekrar baglanabilir.

Molekiiler baskilanmis polimerler, kovalent yaklasim ve non-kovalent yaklasim ile
sentezlenebilir. Kovalent yaklasimda, baskilama adimi1 boyunca sablon ile fonksiyonel
monomer arasinda geri doniistimlii kovalent bag olusur. Kimyasal bag ile bagli olan
sablonun polimer matriksinden uzaklastirilmast genellikle zordur ve tekrar baglanma

prosesi oldukca yavastir.

Non-kovalent yaklagimda hidrojen bagi, van der Waals kuvvetleri, iyonik etkilesimler
ve hidrofobik etkilesimler gibi etkilesimler non-kovalent kuvvetler olarak kullanilir.
Polimerizasyondan sonra hedef molekiil polimer matriksinden kolayca uzaklastirilir ve

hizl1 tekrar baglanma kinetigine sahiptir.

Bu tez ¢alismasinda sulu fazda protein baskilanmis nanopartikiillerin gelistirilmesi
amaglanmistir.  Sablon olarak sigir serum albumin  kullanilmigtir.  Tiyol-en
polimerizasyonuyla, mini-emiilsiyon tekniginin kullanildig1r 6zgiin bir metod ile 200-

300 nm boyutlarinda non-kovalent baskilanmis nanopartikiiller sentezlenmistir.



ABSTRACT

Molecular Imprinted Polymer Nanoparticles Synthesis and
Characterization

Compare to other recognition system, molecularly imprinted technology have promising
features. Some of them are selectively recognition regions, high affinity and reusing
capability. Molecular imprinted is used in various field such as chromatography,
purification, sensor, drug delivery and catalysis.

Molecular imprinted polymer can be prepared by the polymerization of a functional
monomer and a crosslinker in the presence of a target molecule. By this way, high
affinity receptor regions of the target molecules are imprinted onto the polymer. The
template is removed from the polymer, leaving specific recognition sites
complementary in size and shape to the template molecule. Thus obtained imprinted

polymer can rebinding the target molecule.

Molecular imprinted polymers can be obtained by covalent approach and non-covalent
approaches. In the covalent approach, reversible chemical bonds between the template
and the functional monomers are generated during imprinting step. Removal of the
chemically bonded template from the polymer matrix is often difficult, and the re-
binding process is normally very slow. In the non-covalent approach, hydrogen bonds,
van der Waals forces, ionic interactions and hydrophobic effects are involved non-
covalent forces. After the polymerization the target molecule can be easily removed

from polymer matrix and it has fast rebinding kinetics.

The aim of this thesis is to develop protein imprinted nanoparticles in aquous phase. For
this propose, bovine serum albumin was chosen as a target molecule. Non-covalent
imprinted polymer nanoparticules having 200-300 nm size were synthesized using mini-

emulsion technique with novel thiol-ene polymerization technique.

Vi



SEMBOLLER

cm’ : Dalgasayisi
d > Yogunluk
ddt : Dubletin dubletinin triplet yarilmasi
g : Gram
H* : Proton
hv - Isik enerjisi
nL : Mikrolitre
Ma : Molekiil agirlig
nm : Nanometre
t : Zaman (S)
T - Sicaklik (°C)
Pl : Foto baslatici

ppm  :Milyonda bir birim
rpm : Dakikadaki devir sayis1
%T - Gegirgenlik ytlizdesi
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KISALTMALAR

ACN : Asetonitril

DMF : N,N-dimetilformamit

DLS : Dinamik Isik Sacilimi

DMSO : Dimetil siilfoksit

DNA : Deoksiribo niikleik asit

DSC : Diferansiyel Taramali Kalorimetre

DVB : Divinil benzen

EDGMA : Etilen glikol dimetakrilat

FT-IR : Fourier Doniistimlii Kizil6tesi Spektroskopisi
HCI : Hidroklorik asit

HEMA  : Hidroksietil metakrilat

'H NMR : Proton Niikleer Manyetik Rezonans
HPLC . Yiksek Basingli S1vi Kromatografisi
MIP : Molekiiler Baskilanmig Polimer
MgSO, : Magnezyum siilfat

NaOH : Sodyum hidroksit

NIP : Baskilanmamis polimer
PVA : Polivinil alkol

RNaz A : Riboniikleaz A

SDS : Sodyum dodesil siilfat
BSA - S1g1r serum albumin

STEM :Taramal1 Gegirgenlik Elektron Mikroskobu
TEMED :Tetrametiletilendiamin

TGA : Termal Gravimetrik Analiz
THF : Tetrahirofuran
uv - Mor 6tesi 151n
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1 GIRIS
1.1 Genel Bilgiler

1.1.1 Tarihce

1930 yilinda Sovyet kimyager M.V Polyakov, hazirladig1 silika hidrojelde, solvent
varliginda elde edilen silikalarin, solvente tercihli olarak baglanma kapasitesi
sergiledigini rapor etmistir. 1949°da Linus Pauling’in son sinif 6grencisi Frank Dickey
boya varligindaki silika jel deney sonuglarini rapor etmistir. Dickey “model” boyanin
uzaklastirilmasindan sonra silikanin digerlerine tercihen ayni boyaya tekrar baglandigini
gozlemlemistir [1]. Silika baskilama 1960’lara kadar ¢alisilmaya devam edilmistir fakat

bu alandaki makaleler diisiik oranda kalmstir.

1972°de Gunter Wulff molekiiler baskilanmis organik polimerleri basarili bir sekilde
hazirladiklarini rapor etmistir. Wulff'un kullandigi, glinlimiizde “kovalent yaklagim
olarak bilinen yontemle gliserik asidin enantiyomerleri arasinda segici olabilen organik
molekiiler baskilanmis polimerler hazirlamistir [2]. 1970 ve 1980 yillar1 boyunca Wulff

grubu kapsamli olarak bu yaklasimi ¢calismalarinda kullanmislardir.

Organik polimer baskilamada ikinci bilyiik gelisme 1981 yilinda Mosbach ve Arshady
tarafindan sadece non-kovalent yaklasim kullanilarak organik molekiiler baskilanmig

polimer (MIP) rapor edilmistir [3].

Once basit bir metodoloji olarak goériilen ydntem, 1990’lardaki molekiiler baskilama
yonteminin popiilerligini tetiklemistir. Glintimiizde hala kovalent/non-kovalent
tartismalar1 devam etmektedir. Ozellikle fonksiyonel monomer, ¢apraz baglayici ve
sablon kullanim oranlar1 bakimindan, kovalent baskilamanin gereklilikleri non-kovalent

baskilamaninkinden farklidir.

Her iki yontemin avantajlariin ve dezavantajlarinin oldugunun genel kabulii ile birlikte
1995 yilinda Whitcombe ve ¢alisma arkadaslar1 tarafindan semi-kovalent yaklagim

gelistirilmistir [4,5].



1.2 Molekiiler Baskilama

Molekiiler baskilama, pestisit, peptit, aminoasit, niikleotit, steroid ve seker gibi kii¢iik
molekiillerin; viriis, enzim, antikor, protein, hormon, eritrosit, immiinoglobulin gibi
biyoanalitlerin ve biiyiik organik bilesiklerin, hedef sensor olarak tasarlanan gozenekli
mikro kiirelerin, nano kiire, nanotel, ince film, nano yapili film, nanokompozit ve yari
¢Oziinilir nanojel olarak sentezlenebilmesiyle genis bir aralikta uygulanabilir. Molekiiler
baskilama bunlar gibi birgok kimyasal molekiillerin baskilanmasinda umut vaat edici bir
yontemdir. MIP materyalleri, diizensiz o6gitiilmiis partikiiller, diizenli kiiresel
partikiiller, nanopartikiiller, paslanmaz ¢elik ya da kilcal kolonda monolitler, kapilerdeki
acik boru seklinde tabakalar, membranlar, yiizeye bagl ince katmanlar, kompozitler

gibi gesitli uygulamalar i¢in hazirlanir [6].

Baskilanmis polimerlerin genis aralikta uygulama alan1 bulunmaktadir [7]. Biyolojik
reseptor taklidi biyomedikal ve analitik kimya alanlarinda, segici baglayici olaylarinin
onemli oldugu immiino deney-tipi analizlerde antikor/reseptor baglama, katalitik
uygulamalarda enzim taklidi, biyogiplerde afinite ayirma materyali olarak,
biyosensorlerin tanimlama matrisleri olarak kullanilmistir [8]. Kimyasal sensor, kati faz
ekstraksiyonu, biyo ayrima ve biyo saflastirma yontemlerinde, plastik antikor
sentezinde ¢alismalar giderek artmaktadir [9]. Ayrica molekiiler baskilama, kontrollii
ilag salimim ve dagitim sistemleri gelistirilmesi i¢in bir rasyonel tasarim stratejisi saglar

[10].

MIP’ler genellikle uygun fonksiyonel monomerler, ¢apraz baglayict ve segilen sablon
molekiiliiniin  kopolimerizasyonuyla {i¢ boyutlu polimer ag yapt olusturur.
Polimerizasyondan sonra, sablon molekiilii, yitkama adimi ile uzaklastirilarak, Kimyasal
ve sterik olarak sablon molekiiliiniin boyut, sekil ve fonksiyonelligini i¢eren tanima
alanlar1 birakir. Sonu¢ olarak sentezlenen baskilanmis polimer, sadece sablon

molekiiliinii tanir ve segici olarak baglanir [11].

Ik adimda sablon, fonksiyonel monomer, ¢apraz baglayici monomer ve baslatici,
porojenik solvent igerisinde polimerizasyona ugrar. Fonksiyonel monomer, sablon

molekiiliiyle stabil sablon-monomer kompleksini olusturabilecek sekilde segilir.



Monomerler, sablon molekiilii etrafinda uzaysal olarak pozisyon alirlar ve g¢apraz
baglayict ile kopolimerizasyona ugrayarak sabitlenir, polimer matriksini olustururlar.
Bu matriks, fonksiyonel monomerin spesifik baglanma bolgelerine uygun hizalanarak
sabitlenmesi i¢in yeterince Kuvvetli olmali, aym1 zamanda sablon molekiiliinii
uzaklastirabilecek ve yeniden baglayabilecek gevseklikte olmalidir. Sonug olarak matriks
se¢imi ve matriks olusum durumunun optimizasyonuna dikkatlice yer verilmelidir. Elde
edilen polimerin sahip oldugu {i¢ boyutlu yapidaki oyuklar, sablon molekiiliinii
tamamlayici niteliktedir. Sablon molekiiliine karsi molekiiler tanima 6zelligine sahip
sekil, hacim ve fonksiyonel gruplar bakimindan molekiiler baglanma alanlar1 birakmak
lizere, elde edilen polimer solvent ile yikanarak sablon molekiilii uzaklastirilir. Capraz
baglanma, mikro oyuklarin, sablon uzaklastirildiktan sonra dahi sekillerini korumalarini
saglar. Boylece fonksiyonel gruplar, tekrar baglanma i¢in optimal konfiglirasyonda

bulunur, orijinal sablonu tantyabilmesi i¢in baskilanmis molekiile imkan saglar.

Sablon ve fonksiyonel monomer arasindaki kompleks olusumu, MIP’in yapiminda
oldukca kritiktir. Ozellikler; fiziksel goriiniimii, morfolojisi ve MIP performansi,
fonksiyonel monomer, ¢apraz baglayici monomer, porojen ve bunlarin karisim oranlari,

reaksiyon sicakligi ve zamani gibi polimerizasyon kosullari tarafindan belirlenir [12].

Sablon bosluklarinda hizla baglanma ve ayrilmanin olabilmesi i¢in esneklik gereklidir.
Esnek olmayan fakat dogru sekle sahip bosluklarda, tekrar baglanmada kinetik engel
gosterecektir. Shea ve ¢alisma arkadaslar tarafindan ¢alisilan makro-gézenekli stiren-
divinilbenzen ve stiren-diizopropilbenzen kopolimerinden ortaya ¢ikan nispeten rijit,
hidrofobik ve yiiksek ¢apraz bagli materyaller, daha sonraki kimyasal doniisiimlere
dayanmak i¢in gerekli olan kimyasal inertlie sahip oldugunu rapor etmislerdir.
Boylece sablon ile hizli dengeye sahip olabilmek i¢cin MIP’ler optimum sertlik ya da
esneklige sahip olmali, baskilanmis oyuklar sablonun erisimine izin vermeli belirli
uygulamalardaki baskiya karsi dayanikli olabilmesi igin mekanik stabiliteye sahip
olmalidir [13].

1.2.1 Sablon Molekiil

Molekiiler baskilamanin en Onemli unsuru olan sablon molekiilii, polimerizasyonla
bozulmayan fonksiyonel gruplara sahip olmalidir. Polimerizasyon sicakligi, UV 1sinlart

gibi polimerizasyon kosullarinda kimyasal stabilite gostermelidir. Sablon molekiil ile



fonksiyonel monomer arasindaki molar iligki MIP’lerin taninma alan kalitesi yoniinden

oldukga onemlidir:

> Diisik monomer/sablon orani kullanildiginda optimal komplekslesme
durumundan daha az, yetersiz miktarda fonksiyonel monomer kullanilmis olunur.
Dolayisiyla yeterli miktarda taninma alani olusturulamaz. Cogu fonksiyonel
monomer kompleks yapabilir fakat sinirli sayida fonksiyonel monomer polimer
partikiillerinin yiizeyine dagilmis baskilanmis oyuklarin dig kismina konumlanir.

> Monomer/sablon orani yiiksek oldugu durumda sadece sinrli sayida fonksiyonel
monomer, sablon ile kompleks olusturur ve onlar bosluklarin dis kisimlarinda
konumlanirken, kalan kisim, polimer partikiil yiginlari olarak dagilir. Bu nedenle
¢ok yiiksek oranda kullanim, segici olmayan baglanma getirir. Asir1 kullanim

durumunda ise baskilanmamis polimer olusur [13].

Cogu molekiiler baskilama proteinleri i¢in sablonun uzaklastirilmasi oldukga kritik bir
basamaktir. Polimer agm kendisi ve sablonun baskilanmis oyuga olan afinitesi
uzaklastirmay1 zorlastirir. Eger MIP’nin i¢inde uzaklastirilan sablon molekiil varsa,
daha az oyuk tekrar baglanmak i¢in uygun olacaktir Ki bu da verimliligi diistiriir. MIP’in
performans uygunluguna ragmen sablon molekiiliin uzaklastirilmas1 daha az ilgi
gormektedir ve su anda gelistirilen MIP’ler icin diisiik maliyetlidir. Sablon
uzaklastirmasinin tamamlanmasina ulagsmaya girisimde bulunmak geleneksel ekstrakte
tekniklerinde ¢ok sert kosullarin kullanilmasiyla, baskilanmis boslugun hasar ya da

topaklanma ile sonu¢lanmasini icerebilir.

1.2.2 Fonksiyonel Monomer

Stabil sablon-monomer kompleksinin olusmasi, molekiiler tanimanin basarili olmasinin
temeli oldugu i¢in, fonksiyonel monomer secilirken, sahip oldugu fonksiyonel gruplarin
sablon molekiiliiyle etkilesime girebilecek o0zellikte olmasina dikkat edilir [14].
Fonksiyonel monomer, bazik, asidik, kalici yiike sahip, hidrojen baga sahip ya da

hidrofobik 6zelliklere sahip olabilir [13].

Monomerler sablonun etrafinda uzamsal olarak pozisyon alirlar ve bu pozisyonlari
capraz baglayict monomerle kopolimerizasyon yapilarak saglamlastirilir. Molekiiler

baskilama yonteminde, fonksiyonel monomerlerin kullanimi, segiciligi kisitladigindan



dolayt smirlidir. Bunun i¢in biiylik por boyutu olusturmasi ve baglanma kapasitesini

arttirmasi, sahip olmasi gereken o6zelliklerdendir.

Fonksiyonel monomer iki tip fonksiyona sahiptir. Bunlardan birincisi, sablon ile
kovalent/non-kovalent etkilesime girebilmesi igin sahip olmasi gereken fonksiyonel
gruplar, bir digeri ise ¢apraz baglayici ve diger monomerlerle kovalent bag yapmasini

saglayan vinil ¢ifte bag gibi polimerize olabilen kimyasal gruplardir [15].

1.2.3 Capraz Baglayic1

Capraz baglayici, fonksiyonel monomeri sablonun etrafina yerlestirmekte gorevlidir.
Boylece sablon uzaklastirildiktan sonra, ¢apraz bagh rijit polimeri olusturur. Capraz

baglayicinin tiirli ve miktari, MIP’in segiciligini ve baglanma kapasitesini belirler.

Genellikle molekiiler baskilamada organik solventle calisiliyorsa etilen glikol
dimetakrilat (EDGMA) ve divinil benzen (DVB) capraz baglayici olarak kullanilir.
DVB, polimerde capraz bag: arttirarak sertlik ve hidrofobiklik kazandirir. Polistiren
bazli MIP’lerin yapiminda kullanilir. EDGMA, iyi mekanik diren¢ ve termal stabilite
gosterir, gozeneklilik kazandirir. Akril bazli MIP’lerin sentezlenmesinde en uygun
bulunan capraz baglayicidir. Polimerin daha iyi yiikleme kapasitesi ve secicilik

gostermesini saglar.

Uygun capraz baglayicinin kullanilmasi kopolimerizasyonun basariyla gerceklesmesini

saglar ve polimer agin i¢erisinde monomerlerin diizenli dagilmalarina olanak tanir [13].

Genellikle ¢ok az miktarda kullanilan g¢apraz baglayicili formiilasyonlarda, stabil
olmayan mekaniksel ozellikler; ¢ok yiiksek miktarda kullanilan c¢apraz baglayicili
formiilasyonlarda ise MIP’in kiitle iinitesi basina tanimlama alan sayisinda azalma

gozlemlenir [16].
Bu nedenle fonksiyonel monomer ile ¢apraz baglayicinin mol orani olduk¢a dnemlidir:

» Bu oran ¢ok kiigiikse, tanima baglanma alanlar1 birbirine ¢ok yakin konumlanir ve
bagimsiz olarak ¢aligamazlar. Oranin fazlasiyla kiigiik oldugu durumda ise komsu
baglanma alanlari, tanima baglanma alanlarin1 inhibe eder. Diisiik derecedeki
capraz baglanma, polimer matriksinde olusturulan oyuk seklini koruyabilmek i¢in

yeterince ¢apraz baglanamadigindan, diisiik se¢icilik gosterir.



» Aksine, ¢ok yiiksek mol oranina sahipse, Ozellikle gapraz baglayict ajanin
fonksiyonel monomerle ve sablonla non-kovalent etkilesim gosterdiginde
baskilama etkisi zarar goriir. Fonksiyonel monomer ya da sablon molekiilden biri

baskin olur. Istenmeyen baglanma bolgelerinin olusmasina sebep olur.

Capraz baglayicinin dogas1 geregi, polimer matriksinin fizikokimyasal 6zelliklerini
onemli dlgtlide etkiler. Capraz baglayict ajan, polimer matriksinin morfolojisini kontrol
ederken, ayn1 zamanda mekanik kararlilik saglar ve istenilen yapiya ulasilabilmesi i¢in
baglanma alanlarin1 diizenler. Ayrica baskilanmis polimerlerin, yapt olusturulduktan

sonra solvent igerisinde ¢dzlinmesini engeller. Pratik uygulamalar i¢in olanak saglar.

Wulff ve calisma arkadaslar1 ¢apraz baglanma derecesinin polimerin segiciligine
etkisini ¢alismislardir. Bunun icin EDGMA capraz baglayici ajan olarak secilir, fenil-
D,L-manopiranosit ise tekrar baglanma prosesinde ¢apraz baglayicinin bir fonksiyonu
olarak kullanilir. Sonu¢ olarak capraz bagli sistemde secicilik karakteristiginin
%10’nun altindaki ¢apraz baglayict varliginda goézden kayboldugu, capraz baglanma

derecesi arttikca seciciligin arttigini rapor etmislerdir [17].

1.2.4 Porojen

Polimerizasyonda porojen olarak kullanilan solvent, non-kovalent etkilesimlerin
dayanikliligini kontrol eder. Bunun yaninda polimerin morfolojisini de etkiler.

Biitiin non-kovalent etkilesimler solventlerin polaritesinden, buna bagli olarak dielektrik
sabiti, elektron alma/verme ozellikleri ve proton (H") alma/verme o6zelliklerinden
etkilenir. Polar solvent kullanimi, baskilama tiirii ile fonksiyonel monomer arasindaki
etkilesim kuvvetlerinin olusumunda zayif tanima ozelligi olusumu ile sonuglanir.
Hazirlanan polimerlerin yapisina porojen etkisi, bu bariz dezavantaji telafi edebilir.
Ozgiil yiizey alam ve ortalama gdzenek ¢ap1 kullanilan porojenin tipine dramatik olarak
baglidir. Bu nedenle genellikle aprotik, non-polar solventler tercih edilir. Diisiik yiizey
alan1 ve diisiik makro-gdzeneklilik, baglanma bolgelerine diisiik erisilebilirlik, taninma

0zelliginin azalmasina sebep olabilir.

Biyolojik sistemlerde su, cevreleyen medya olarak baskin bir rol oynar. Boylelikle
dogal baglanma olaylarini taklit, en etkili sekilde sulu sistemlerde gosterilmistir. Ama

porojen olarak suyun baskilama prosesine etkisi yahut tanima medyasina non-kovalent



etkilesimi, etkilesim enerjisini ¢ogu kez diisliriir. Bu nedenle sulu g¢evrelerde genel
olarak organik solventlerin kullanim tercih edilmektedir [18]. Ama giiniimiizde protein

baskilama sulu ortamlarda 6nemli basarilara ulasmistir [19].

Porojen, polimerizasyonda dagilma medyasi ve por olusturma ajani olarak kullanilir. Ag
yap1 ve gozenekliligin morfolojisini belirlemede polarite ve hidrojen bag gibi porojen
parametreleri 6nemlidir. Genellikle, metanol, tetrahidrofuran (THF), asetonitril,
dikloroetan, kloroform, N,N-dimetilformamit (DMF) ve toluen porojen olarak kullanilir.
Polimerizasyonda solvent molekiilleri polimer igerisinde birlesir ve islem sonrasinda
uzaklagtirilir. Gergekte, polimer i¢cinde boslugu dolduran solvent uzaklagtirildiginda
yerini porlar alir. Porojenin polaritesi, sablon ve fonksiyonel monomer arasindaki

etkilesimi, non-kovalent etkilesimli sistemlerde adsorpsiyon 6zelliklerini etkiler.

Solventlerin diger bir 6énemli rolii ise polimerizasyonda reaksiyon gerceklesirken 1s1
dagilimimin kontroliidiir. Aksi halde reaksiyon karisimi igerisinde 1s1 diizenli olarak

dagilmasaydi, istenmeyen yan reaksiyonlar olusabilirdi.

Organik sistemdeki MIP’ler sulu olana gore daha iyi duyarlilik ve segicilik gosterir. Bu
davranig belirli olmayan hidrofilik baglarin sablon ve polimer yiizeyi arasinda
olugmasindan oldugu gibi, secici sablon-MIP etkilesimlerinin suda yaptig1 girisimden
dolay1 da meydana gelir. Bu problem, MIP yiizeyin 2-hidroksietilmetakrilat (HEMA) ve
gliserol dimetakrilat ile modifikasyonuyla ¢oziilmiistiir. Boylelikle MIP’in yilizeyindeki
analitin belirli olmayan baglar1 uzaklastirilir. Dahast su tercihen MIP’in yiizeyindeki
hidrofilik gruplar ile etkilesir. Ve belirli baglanma alanlarindaki molekiiler tanima su

tarafindan daha az girisime ugrar [20].

1.2.5 Baslatici

Kiiciik bag disosiasyon enerjisine sahip zayif bagli maddeler, sicaklik ya da 1sik ile
tetiklenerek, radikal vermek iizere bozunmaya ugrar, sonrasinda ortamdaki monomerle
reaksiyona girerek reaksiyonu basglatir [21]. Sicaklik ile bozunmaya ugrayan baslaticiya,
termal baglatici, 151k ile tetiklenerek bozunmaya ugrayan baslaticiya fotobaslatici denir.
Bircok kimyasal baglatici farkli kimyasal ozellikler gostererek radikal kaynagi olarak
kullanilabilirler. Genellikle polimerize olabilen ¢ifte baglarin oranina da bagl olarak,

kiitle ya da molce % 1 oraninda kullanilirlar [22].



1.2.6 Polimerizasyon Kosullari

Diisiik sicakliklarda polimerizasyonu gergeklestirilen MIP’ler daha iyi segicilige sahiptir.
Cogunlukla arastirma gruplart 60 °C’de calisirlar. Bu durum, reaksiyonun ¢ok hizli
olmasina ve sicakligin zor kontrol edilmesine sebep olur. MIP i¢in bu hiz, tekrar liretimin
diisiik olmasina sebep olur. Daha diistik sicakliklardaki ¢aligsmalar, reaksiyon zamaninin
uzamasina, dolayisiyla tekrar {lretilebilme veriminin daha yiiksek olmasini saglar.
Fotokimyasal baslaticilar diigiik sicakliklarda kullanilmak i¢in oldukga etkilidir. Mosbach
ve calisma arkadaslari, fenilalanin anilit baskilanmis polimerin enantiyosegiciligi ile ilgili
calisirken, bir kismini termal olarak 60 °C’de sentezlemistir, diger bir kismmi ise
fotokimyasal olarak 0 °C’de polimerize etmistir. Sonug olarak, fotokimyasal olarak

sentezlenen polimerde daha yiiksek segicilik elde etmislerdir [23-24].

1.3 Baskilama Yontemleri

MIP’lerin elde edilmesinde, baskilama ve tekrar baglanma adimlarin1 da igeren,
fonksiyonel monomer ile sablon arasindaki etkilesim baz alinarak ii¢ farkli yaklasim

kullanilir:

1.3.1 Kovalent Baskilama

WuUIff ve ¢alisma arkadaslarmin onciiliik ettigi kovalent yaklasimda, baskilama
polimerizasyonu boyunca sablon molekiil ve fonksiyonel monomerler arasinda geri
doniisiimlii kovalent baglar (ester, amit,disiilfit vb.) olusur. Fonksiyonel monomer-sablon
molekiill kompleksi genellikle polimerizasyon prosesi boyunca stabildir. Yiiksek
stabilitedeki birbirine kovalent bagli sablon-monomer kompleksi, baglanma bdlgelerinin,
sert kosullarda bile daha homojen populasyonda olmasini saglar. Spesifik olmayan
alanlarin olusumunu en aza diisiiriir. Capraz bagli polimer matriksinden kimyasal olarak
baglanmis sablon molekiiliiniin uzaklastirilmasi genellikle zaman alir ve zordur. Tekrar
baglanma prosesi, molekiiler baskilanmis polimer ile sablon molekiilii arasinda tekrar geri
doniistiiriilebilir kovalent bag olusumu gerektireceginden, oldukc¢a yavas gerceklesir ve
hizli kinetik gerektiren uygulamalarda kullanilmasi zorlasmistir. Bu da yaklasimi

oldukgca kisitlayic yapar.
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Sekil 1.1 Kovalent yaklasim

Wulff ve g¢alisma arkadaslari, vinilfenil boronat gibi polimerize fonksiyon igeren
spesifik seker ya da amino asit tiirevlerini kovalent baskilama metoduyla sentezlemistir
[25]. Polimerizasyondan sonra seker pargasi hidroliz edilerek, segici baglanmasi igin
kullanildiginda, kovalent bagli molekiiler baskilama tekniginde, ¢apraz baglayicinin
arttirtlmasiyla MIP’in seciciliginin yiikseldigi gézlemlemistir. Geri dontigiimlii kovalent
etkilesimler secildiginden beri ¢ok sayida potansiyel sablon esasen sinirlanir. Polimerize
olabilen monomerler ile geri doniisiimlii kovalent etkilesimler, az sayidadir ve sablon ve
fonksiyonel monomer arasindaki kovalent bagi kirmak igin siklikla asit hidroliz

prosediirii gerektirir [22].

1.3.2 Semi-Kovalent Baskilama

Semi-kovalent baskilama, kovalent yaklasim ile non-kovalent yaklagimin bir sentezi
olarak diisiiniilebilir. Polimerizasyondan 6nce, kovalent baskilama yaklagimindaki gibi
sablon molekiilli, fonksiyonel monomere kovalent bag ile baglanir. Ancak molekiil
baskilanip, sablon molekiilii uzaklagtiridiktan sonra tekrar baglanma prosesinde non-

kovalent etkilesimler kullanilir [5].

1.3.3 Kaovalent Olmayan Baskilama

Kovalent olmayan baskilama, molekiiler baskilama yonteminde en ¢ok kullanilan
yontemdir. Polimerizasyondan once ve baskilama polimerizasyonu boyunca, temel

olarak fonksiyonel monomer ve sablon molekiilii arasinda hidrojen bag, van der Waals



kuvvetleri, n—= etkilesimler, elektrostatik etkilesimler, iyonik etkilesimler ve hidrofobik
etkilesim gibi kovalent olmayan etkilesimlerin olustugu, non-kovalent yaklasim, ilk

olarak Arshady ve Mosbach tarafindan ¢alisilmistir [3].
Kovalent yaklasima oranla asagidaki iistiinliiklere sahiptir:

* Kovalent bag olusturmaya gereksinim olmadig1r igin, pre-polimerizasyon
kompleksi kolayca polimerize olur.

* Baskilanacak olan sablon, polimer matriks iizerinden daha kolay uzaklastirilir.
Pre-polimer olusturmak i¢in birden fazla baglanma sekli olusturulabilir.

* Hizli tekrar baglanma kinetigine sahiptir. Monomer ve sablon solvent i¢inde
kolayca ¢oziiniir.

* Hemen hemen her tiirlii sablonla etkilesime girebilecek kimyasal fonksiyonalite

gosteren, ticari olarak bulunan monomer tiirleri oldukga cesitlidir.
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Sekil 1.2 Kovalent olmayan yaklasim

Polimerizasyon esnasinda bu komplekslerin konformasyonunun stabilize edilebilmesi
sicaklik, coziiciiler ve polimerizasyon dahil olmak tizere kullanilan kosullar altinda

yiiksek bir afiniteyle, segicilik ve homojenligini temin etmek i¢in 6nemlidir [26].

MIP’in, sablon c¢ikarildigi zaman baskilanmis olan bosluklar, seklini koruyabilmeli ve
bu bosluklara tekrardan sablonun hizli baglanmasi ve uzaklastirilmast arasindaki
dengeyi kolaylikla gerceklestirecek sekilde esnek olmak gibi karakteristik 6zelliklere
sahip olmasi gerekir. Bu agidan kovalent olmayan baskilama, kovalent baskilamadan

daha hizli denge kinetigine sahiptir [24].

Non-kovalent etkilesim, canli sistemlerde yaygin olarak kullanilir. MIP afinite ve
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secicilik acisindan antikor ve enzim gibi biyolojik reseptorlere benzer baglanma
karakteristigine sahiptir. Antikor ve diger biyolojik reseptorlerde, non-kovalent
baskilanmis materyallerde oldugu gibi hidrojen bag, iyonik, hidrofobik etkilesimler ile

hedef molekiinii tanimlar [27].

Sablon monomer etkilesimleri bir denge prosesi tarafindan yiiriitiildiigiinden bazi
sorunlarin olugmasi kaginilmazdir. Denge, sablon-monomer kompleks olusum yoniine
dogru degistirildiginde, fonksiyonel monomerin asirisi, non-kovalent etkilesimlerin
nispeten zayif olmasindan dolayi, polimerizasyon boyunca sablon-fonksiyonel
monomer kompleksine gelisigiizel birlesir. Bunun sonucundadaha sonra saflastirilmasi

gereken, secici olmayan baglanma bdlgelerinin olugsmasina sebep olur [28].

Polimer baglanma bolgelerindeki ¢ok sayida fonksiyonel grup, pre-polimer kompleks
fazinda ya da polimerizasyon boyunca belirlenemez. Baglanma alan yapilarinin
polimerizasyon boyunca ve polimerizasyondan sonra karakterize edilmesinin
zorlugundan dolayi, final baglanma yapilarinin belirlenmesi de giliniimiizde sorun

olmaktadir.

Ama non-kovalent yaklasim, MIP sentezinde halen en yaygin kullanilan yontem
olmaktadir. Bir¢ok eksiklerinin olmasma ragmen bu eksiklikler monomer-sablon
sisteminin stokiyometrisinin kontrolii ile iistesinden gelinebilinir. Bunun sonucunda
sulu cevrede reseptorler yiiksek kapasite ve secici tanima Ozellikleri gosterir. Genellikle
sentezlenen polimer yiiksek ilgililikte ve segicilikte direkt olarak uygulama alanlarinda

kullanilmaktadir.

1.4 UV-kiirlenen Tiyol-en Reaksiyonu

UV iginlarinin sentetik organik reaksiyonlarda ve polimerizasyonlarda kullanilmas,
polimer biliminde, organik kimyada, biyolojik ve materyal biliminde gelismeleri
tetiklemistir. Tiyol-en klik kimyas1 organik ve polimer sentezlerde en popiiler reaksiyon
tiirlerinden biridir. Bu proses, genis araliktaki fonksiyonel gruplarda oldukga etkili hava,

oksijen ve nem varligina kars1 toleranslidir [29,30].

Tiyol-en reaksiyonlari, halka-agilim polimerizasyonu, katyonik polimerizasyon,
kontrollii radikal vinil polimerizasyonu ile kombine edilerek kullanilabilir. Termal

baglaticilarla karsilastirildiginda, tiyol-en daha etkili, doniisiimiin tamamlanmas1 i¢in
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daha kisa reaksiyon siiresi gerektiren, daha yiiksek tdleransli, gesitli iskelet yap1 ve
fonksiyonel gruplarda kullanilabilen bir yontemdir. Termal baslatici, UV 15181n yaptigi

gibi zaman ve mekansal kontrol saglamamaktadir.

Tiyol-en reaksiyonlari solventsiz kosullarda da iiriine zarar vermeden ¢alisabilmektedir.
Makromolekiillerin saflagtirilmasinda, merkaptan fazlasin1 basit ¢okme teknikleri
uygulanarak uzaklastirilmasi saglanabilir. Endiistriyel uygulamalar i¢in fotokimyasal
baglaticili tiyol-en klik reaksiyonlar1 ¢ekici oOzellikler saglasada, bircok kimyasal
bilesigin UV absorpsiyon yapmasi sebebiyle istenmeyen yan iirlin olusturmasiyla

sonuglanabilir [31].

Tiyol-en reaksiyon doniisiim orani direkt olarak ¢ift bagdaki elektron yogunluguna
baglidir. Elektronca zengin cift bag, elektronca fakir olana gére daha ¢abuk tiikenir. Bu
kuralin basit bir istisnasi, yiiksek konjugeli c¢ift baglarin tiyollerle ¢ok yavas
kopolimerize olmasidir.

Bunun sebebi, karbon karbon ¢ifte baga tiyil radikalinin eklenmesi ile olusan karbon
merkezli allilik radikalin kararlilik gostermesidir. Merkaptopropionat —esterler,

merkaptoasetat esterlerden daha hizli reaksiyon verir [32].

Tiyol-en sistemin, serbest radikal mekanizmasiyla polimerize edilmesi iki basamaktan

olusmaktadir:

1. Fotobaslatici ya da termal baslatici ile tiyol bilesiginden, hidrojen abstraksiyonu
yapilarak tiyil radikali iiretilmesi

2. Cift baga sahip karbon atomuna ilk tiyil radikali ilavesi (cogalma 1)

3. Tiyil radikali vermek tizere karbon merkezli radikal tarafindan tiyol grubuna
hidrojen abstraksiyonu (¢ogalma 2)

4. Radikal-radikal eslesmesiyle sonlanma olusumu (Sonlanma)
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Sekil 1.3 Tiyol-en reaksiyon semast

1.5 Polimerizasyon yontemleri

MIP i¢in emiilsiyon polimerizasyonu, slispansiyon polimerizasyonu, kiitle
polimerizasyonu ve c¢okelti polimerizasyonu kullanilmaktadir. Farkli yaklagimlarin
arasinda siklikla MIP  partikiilleri 1liman kosullari, kolay prosesi, genel
uygulanabilirliginden dolayr bir¢ok molekiiler baskilama sistemlerinde 6zellikle peptit
baskilama sistemlerinde kullanilir. Ama geleneksel ¢okelti polimerizasyonu dogru bir
sekilde polimer yapisini ve morfolojisini geleneksel serbest radikal polimerizasyon
sebebiyle kontrol edememektedir [33].
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1.5.1 Kiitle (Y1gin) Polimerizasyonu

Kiitle polimerlesmesinde sivi monomerler ve baslatici, sablon molekiilii varliginda 1s1
veya 1s18a maruz birakilir, Reaksiyon ekzotermik oldugu i¢in molekiil agirligi genis
olan polimerler elde edilir. Partikiil elde etmek i¢in kiitle polimerlesmesini takiben
ezme, Ogitme, eleme adimlari gergeklestirilir. Bu da biiyiik miktarda polimeri

harcamaya ve bundan dolay1 taninma alanlarmni yok etmeye sebep olabilir [34].

Genel olarak %50°den diisiik bir verimle partikiil elde edilmektedir. Partikiil boyutu

diizensiz ve heterojen oldugu i¢in diisiik etki gosterir [35].

Geleneksel kiitle polimerizasyonu ile elde edilen MIP’ler, yavas kinetik baglanma
siiresi, heterojen baglanma noktalari, sablon molekiile zayif erisim gibi bir¢ok
dezavantaja da sahiptir. Bu problemin iistesinden gelmek i¢in nanosilika esash

baskilanmis polimerler ve destek materyali olarak ¢ok duvarli nano tiipler hazirlanmistir
[36].

Likit kromatografi gibi kromatografik yontemlerde kolon dolgu maddesi olarak MIP’ler
kullanilir. Kiitle polimerlesmesi ile elde edilen, 6gilitme ve eleme sonrasi kullanilabilen
heterojen partikiil boyutlu dagilima sahip MIP’ler ile tekrarlanabilir sonuclar
alimamamaktadir [37]. Gilinimiizde ¢ogunlukla baskilama c¢alismalarinda porojenik
solvent kullanilarak makro porlu blok polimerlerin sentezlendigi kiitle polimerizasyonu

kullanilmaktadir.

Kiitle polimerlesmesi esnasinda MIP partikiillerinin olusturulmasi i¢in 6giitme ve eleme
islemlerinin gerekmesi ve elde edilen polimerlerin verimliliginin diisiik olmasi
nedeniyle maliyetlidir ve 6glitmeye ihtiya¢ olmayan farkli sentez yollariin arastirtlmasi

i¢in 151k tutmustur.

1.5.2 Siispansiyon Polimerizasyonu

Stispansiyon; bir sivi igerisindeki katinin herhangi bir sekilde ¢oziinmeden askida
kaldig1 sistemdir [38]. MIP, suyun, stabilizator varliginda pre-polimerizasyon
karisimindaki damlalarin askida kalmasi i¢in devam fazi olarak kullanildig1 geleneksel
slispansiyon polimerizasyonu ile hazirlanabilir. Kovalent ve non-kovalent yaklagimlarda

kullanilabilen yaygin bir yontemdir. Boyutsal olarak polidisperstir. Zayif tanima alanlari
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icerir. Bunun sebebi, suyun fonksiyonel monomer ve sablon molekiilii arasindaki non-
kovalent etkilesimleri zayiflatmast ya da stabilizatorlerin bu etkilesimleri engellemesi
olabilir [39].

Diger alternatif baskilama yontemlerine nazaran kolay uygulanabilirligi ile tercih
edilirler. Temel olarak siispansiyon polimerizasyonunda suda ¢oziinmeyen monomerler,
monomerde ¢oziinen baglatici ve az miktarda polivinil alkol (PVA) gibi stabilizatorler

kullanilir. Yiiksek karistirma ile partikiil boyutu distirtilebilir.

Geleneksel bir siispansiyon polimerizasyonunda standart karistirma hizi 2000 rpm iken,

mini-siispansiyon polimerizasyonunda 10.000 rpm karistirma hizi kullanilir [40].

Siispansiyon polimerizasyonu, segicilik bakimmdan non-kovalent baskilanmis polimer
olarak kiitle polimerizasyonu ile Karsilastirildiginda daha fazla etkinlik gosterir [41].

Yine de gozenekliligin ayiriminda daha {istiin etkisinin oldugu bilinmektedir.

1.5.3 Cokelti Polimerizasyonu

Heterojen bir polimerlesme yontemi olan c¢okelti polimerizasyonunda, baslangigta
¢Oziinlir olan monomer ve baslatici, polimerlesme sonunda ¢oziinmez héle doner ve
coker. Cokme sonunda polimer zincirleri reaksiyonda yeni olusan oligomer ve

monomerleri yakalar, polimerlesme partikiil olusumu seklinde devam eder.

Bu metodla monodisperse yakin, kiiresel partikiiller iyi bir verimle rutin olarak
hazirlanabilir. Reaksiyon sisteminde stabilizatdr eklemeye gerek yoktur ve boylece

temiz polimer mikrokiireler elde edilir.

Partikiillerin boyut ve go6zeneklilikleri, polimerizasyon kosullar1 kontrol edilerek
istenilen  hale getirilebilir. Cokelti polimerizasyonu molekiiler baskilamada
kullanildiginda, baskilanmis kiiresel partikiillerin ¢aplar1 genellikle 1 pum’dan kiigiik
boyutlarda elde edilir. Analitik tekniklerde ve kapiler elektrokromatografide kullanilir
[42]. Ping Li ve ¢alisma arkadasi sablon olarak L-2-kloromandelik asit kullanilarak
cokelti polimerizasyonu ile makrogdzenekli yapilardan daha 1yi baglanma kapasitesine

sahip molekiiler baskilanmis polimer sentezlemislerdir [43].
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1.5.4 Emiilsiyon Polimerizasyonu

Emiilsiyon; birbiri icerisinde karismayan iki sivinin birbirinde dagilmasiyla olusan
homojen goriiniimlii heterojen karisimlardir. Kararli olmalarin1 saglayan yardimci
maddeler barindirirlar. Bu emiilsiyon stabilizatorlerini tanimlamak igin yiizey aktif
madde, emiilgator, siirfaktan, ve daha bir¢ok kelime kullanilir. Yiizey aktif maddeler,
hidrofilik ve hidrofobik kisimlar barindirarak bulundugu ortamin yiizey gerilimini
etkiler. (Sekil 1.4) Islevlerini yerine getirebilmeleri i¢in misel hiicresi olusturmalidirlar.
Misel olusturabilmek igin gerekli olan konsantrasyon, Kkritik misel konsantrasyonu
(CMC) olarak adlandirilir.

Ara yiizey gerilimi sebebiyle monomer damlalar1 kiiresel sekildedir. Kiire en diisiik
yiizey hacim oranina sahiptir. Bu sebeple miseller kiiresel sekildedir. Siirfaktan
varliginda su ve yag karistirildigi zaman, siirfaktan molekiilleri, dagilan faz damlalarinin
yiizeyini kaplayarak ara ylizey gerilimini disiiriir. Siit, iyi bilinen dogadaki stabil
emiilsiyona Ornektir. Tereyag damlaciklar1 fosfolipit ve proteinlerin yardimi ile suda
dispers olur [44]. Sekil 1.4’te gorildigi gibi, su i¢inde yag (w/o) ya da yag i¢inde su
(o/w) seklinde olabilmektedir.
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Sekil 1.4 Emiilsiyon

Emiilsiyon polimerizasyon, radikal polimerizasyonu iizerinden yiiriir. Kopolimerizasyon
kullanomi da olduk¢a yaygindir. Klasik serbest radikal polimerlesmenin tersine
reaksiyon hizindaki artis, molekiil agirhigini diisiirmez ve yiiksek reaksiyon hizinda bile
yiiksek molekiil agirligina sahip polimerler elde edilebilir. Bu nedenle tek tip yiiksek
molekiil agirligina sahip polimerlerle, miikemmel fiziksel 6zelliklere ulasilabilir. Bu

nedenle emiilsiyon polimerlesmesi endiistride dnem kazanmustir.
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Emiilsiyon, siirekli fazi olusturan su ve igerisinde dagitilan monomerler ve
siirfaktanlardan olusur. Polimer partikiilii direkt olarak misel damlaciklar1 iginde
gerceklesir. Boylece, emiilsifikasyon (emiilsiyon olusma siireci) adimi ve olusan damla
boyut dagilimi direkt olarak final iiriin 6zelliklerini belirler. Endiistride en Onemli
sorunlardan biri partikiill olusum hizi veya diger adiyla niikleasyonun kontrol

edilebilmesidir. Ancak bu sekilde turarli bir lateks elde edilebilir.

Emiilsiyon polimerlesmesinde her bir partikiil mini bir reaktdr gibi gorev alir. iki
onemli karakteristik 6zelligi vardir: Bunlardan ilki yiliksek reaksiyon hizlarinda yiiksek
molekiil agirlikli polimer olusabilmesi, digeri ise reaksiyonun hizinin direkt lateks
icerisindeki partikiil sayisina bagli olmasidir. Niikleasyon hizi ayni zamanda sonugta

olusan lateks iiriiniin boyut ve boyut dagilimini etkiler.

Emiilsiyon polimerlesmesinin sulu fazda basladigi uzun yillardir kabul gormiistiir.

Partikiil niikleasyonu i¢in iki mekanizma 6nerilmistir: [45]

1. Sulu fazda olusan radikaller, monomer ile sismis (doymus) miseller igerisine
girer ve hizlica monomeri polimerlestirerek, monomerle sismis polimer
partikiillerini olusturur. (misel niikleasyonu)

2. Radikaller sulu fazda olusur ve monomerleri kendine ekleyerek oligomerik
radikalleri olusturur [46]. Oligomerik radikaller kritik zincir boyutuna
ulastiklarinda ¢okerek kararli lateks partikiillerini olusturur veya daha Once

olusan partikiiller ile birleserek koagiile olurlar (homojen niikleasyon) [47].

Her iki mekanizmada da olusan ilk polimer molekiilii, polimer partikiiliinii olusturur ve
monomer damlalar1 i¢inden sulu faza difiizlenen monomerler ile sisirilerek devam eden
polimerlesme ile lateks {iriintine ulagilir. Monomerin (>95 %) monomer damlalar1 iginde
biiyiik birikimi bulunmaktadir ve karigma hizina baglh olarak boyutlar1 degisir. Genelde
monomer damlas1 boyutu (1-100 pm) arasinda degisirken, tipik misel boyutu 1-10 nm
arasindadir ve c¢evresinde 50-150 stirfaktan molekiilii bulunur. Monomer damlalari
misellerden ¢ok daha biiyiiktir. Misel konsantrasyonu 10'°-10% L™ iken, monomer
damlalarin  konsantrasyonu 10*2-10* L"dir. Aralarindaki deger fark da ylizey
alanlaridir. Misellerin  yiizey alani, monomer damlalarindan biyiiktiir. Misel
niikleasyonu, CMC (0,001-0.1 mol/L™) iizerinde ise homojen niikleasyonuna gore
baskindir.
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FLOKULASYON

KOALESANS FAZ AY.RISAle
Sekil 1.5 Emiisliyonda karsilasilabilecek sorunlar

Oncii partikiillerin monomer ile polimerleserek biiyiimek yerine diger partikiiller ile
koagiilasyonuda gergeklesebilmektedir. Bu mekanizmaya koagiilatif niikleasyon denir.
Koagiilatif niikleasyon genelde CMC altinda 6nem kazanir. CMC altinda kiigiik oncii
partikiilleri ¢evreleyecek, yeterince siirfaktan olmayinca partikiil kararliligi diisecektir.
Eger partikiiller belirli bir biiyiikliige ulasabilirse, bu durumda onlar1 stabizile edecek
yeterlilikte siirfaktan ile cevrelenebilirler. Bu durumda koagiilasyona gitmek yerine
polimerlesmeyi tercih ederler. CMC iizerinde yeterli miktarda siirfaktan oldugu igin

koagiilatif niikleasyonda 6nemini yitirir.

Emiilsiyon polimerlesmede kullanilan siirfaktan se¢imide onemli rol oynar. Genelde
non-iyonik stirfaktanlar o/w veya w/o emiilsiyonlarda etkin olarak kullanilirlar ve
flokiilasyonu ve koalesansi 6nlemede 6nemli rol oynar. Sodyum dodesil siilfat (SDS)
gibi iyonik stirfaktanlar o/w sistemlerde kullanilir. Fakat elektrolitlere duyarhdirlar. Bu
nedenle iyonik non-iyonik siirfaktanlarin karisimi emiilsiyon ve stabilizasyon agisindan

daha uygundur [48].

Sekil 1.5’te goriilen emiilsiyon polimerlesmesinde karsilagilabilecek sorunlar sematize
edilmistir. Kremalagma, santrifiij veya yercekimi gibi dis kuvvetler nedeniyle olusur.
Bu kuvvetler damlaciklarin Brownian (termal) hareketlerinden gii¢lii olursa, biiyiik
damlalar reaktérde yukar1 veya asagi bolgelerde toplanir. Flokiilasyon, damlaciklarin
birleserek daha biiyiik iiniteler halinde ¢okmesidir. Ancak koalesanstan farkli olarak
partikiiller birlesip bir biiyiik partikiil olusturmaz, sadece bir araya gelirler. Van der

Waals kuvvetleri zayif oldugu durumlarda partikiillerin belirli bir mesafede dagimik
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durmalari i¢in gerekli itme giicii olmadiginda flokiilasyon meydana gelir. Koalesansda
damlaciklar arasindaki film incelerek, birden ¢ok partikiil birleserek biiyiik partikiil
olustururlar. Faz ayrismasi, damlalar1 koruyan filmin geri doniisiimsiiz olarak

bozulmasindan meydana gelir.

1.5.4.1 Mini-Emiilsiyon (Nano-emiilsiyon)

Klasik emiilsiyonda partikiil, misel niikleasyonu ve homojen niikleasyon sonucu
olusurken, mini-emiilsiyon ise niikleasyon mikronati monomer damlalar1 igerisinde

olusmaktadlr.48

Normal emiilsiyon polimerizasyonundan farki, ko-siirfaktana gereksinim duymasi ve ek
bir yiiksek kesmeli homojenizasyon adimi igermesidir. Bu teknik ile diizenli sekle sahip
polimerik boncuk seklinde yapilar elde edilmektedir ve boylece, tutarli ve kaliteli {iriin
saglanmis olmaktadir. Hepsinden 6nemlisi, polimerizasyon sistemindeki miikemmel 1s1

dagilimi ile ticarilestirmeye uygun olmasidir [49].

Ko-stabilizatorler hekzadekan, setil alkol ya da lauril metakrilat gibi tiirleri ile g¢ok
diisiik suda ¢oziintirliige sahiptir. Siirfaktan ve ko-siirfaktan, damlalarin birlesmeye kars1

korunmasini saglar, koalesans ve ostwald ripening’i dnler.

Az miktarda Kkostabilizator eklenmesi, molekiiler difiizyonla olan emiilsiyon
degredasyonunu geciktirir ¢linkii kostabilizatoriin yavas orandaki diflizyonu,

monomerin damlalar arasinda dengede kalmasina izin verir [50].

Diger geleneksel emiilsiyon polimerizasyonuna karst mini-emiilsiyonun temel avantaji
kisitlt suda ¢oziiniirliik ile reaktanlarin sulu faz boyunca tasinimi ile ilgili problemin
giderilmis olmasidir. Mini emiilsiyon polimerizasyonunda reaksiyon siliresi boyunca
ideal durumlar altinda, monomer damlalar1 boyutsal olarak kiigiik, homojen ve kinetik
olarak stabildir [51].

Ostwald ripening 1896’da Wilhelm Ostwald tarafindan 6ne siiriilmiis bir olgudur. Kati
veya sivi ¢ozeltilerde zamanla olusan homojen olmayan yapilarin olusumunu aciklar.
Termodinamik acidan biiylik partikiiller, enerji agisindan kiiciik partikiillerden daha
kararhidir. I¢ basing partikiil ¢ap1 ile ters orantihidir. Enerjetik olarak partikiiliin
yiizeyindeki molekiiller, partikiilin i¢ bolgelerindeki molekiillerden daha diisiik

kararliliga sahiptir. Bu nedenle kiiciik partikiillerin yiizeyindeki molekiiller ¢ozelti
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icinde hareket ederek enerjik olarak daha kararli olan biiyiik partikiillerle birlesirler.
Boylece kiiclik boyutlu partikiiller azalmaya ve biiyiik partikiiller biiyiimeye baglar.
Ostwald ripening monomerlerin kii¢iik damlalardan biiyiik damlalara difiizyonuna

neden olur. Bu durum emiilsiyonun kararsizlasmasina yol agar.

Mini-emiilsiyonda ko-stabilizatér kullanimi, monomerin kiigiik damladan biiyiik

damlaya difizyonunu inhibe ederek emiilsiyondaki ariza siirecini yavaslatir. Ko-

stabilizatoriin hem miktar1 hemde ortalama molekiil agirligit monomer damla boyutunu

ve monomer damla boyut dagilimini etkiler [52].

Verimli bir yliksek kesme aygit1 kullanildig: siirece, (ultrasonikatdr veya homojenizator)
karistma komponent ekleme sirasinin polimerizasyon oranina herhangi bir etkisi
olmadig1r gosterilmistir. Bu da ¢ogu mini-emiilsiyon damlalarinin karisima eklenme
sirasindan etkilenmedigini belirtmistir [50].

Sonikasyon boyunca monomer damlalarin boyutlart ¢ok hizli degismektedir.
Ultrasonikasyonun zamaninin arttirilmasiyla ve damla boytunun azalmasi ile tiim yag/su
ara fazi artar. Sabit miktarda siirfaktan ile daha biiyiik ara faz dagilimi olur, ayrica

yiizey gerilimi artar.

Homojenizasyonun basinda damlalarin polidispersitesi oldukca yiiksektir ama sabit
fisyon ve flizyon islemiyle, polidispersite azalir ve damlanin fisyon ve fiizyon dinamik
denge oram elde edildiginde mini-emiilsiyon denge durumuna ulasir. Bu ayrica mini-
emiilsiyonun uygulama kosullar1 altinda minimal partikiil boyutuna ulastigini

gosterirken siirfaktan en efektif sekilde kullanilir [53,54].

mekanik
kangtirma

sonikasyon

makro emilsiyon mini emilsiyon

Sekil 1.6 Sonikasyon
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Yiiksek kesme karistiricilari, polimerizasyon siirecindeki polimer partikiillerinin
stabilitesini yikabilir. Bu sebeple tiim mini-emiilsiyon polimerizasyon proseslerinde
mini-emiilsiyon ve polimerizasyon seklinde iki asamali karistirma uygulanir. Mini-
emiilsiyon siirecinde ilk olarak yliksek kesme karistiricilar, ardindan malzemenin
reaktore transfer edilmesi ve polimerizasyonun magnetik karistiricida ya da disiik
kesme karistiricilarinda karistirilmast yapilir. Karigtirici, mikronaltt monomer damlalart
elde edebilecek sekilde mekanik karigtirmaya sahip olmalidir ama partikiil stabilitesini

de bozmamalidir [55].

Homojenizatériin  temas eden kismi direkt olarak ultrason dalgalarindan
etkilenmektedir. Monomer damlalari, ayrilmalart i¢in bu kisimdan gecirilmelidir.
Sonikasyon kullanilirken biitlin sivinin sonikasyon alanindan gecebilmesi i¢in ek olarak
bir karigtirma yapmak gereklidir. Sonikasyonun zamanina bagli olarak bu siire¢ mini-
emiilsiyon i¢in karakteristiktir. Damla boyutunun sonikasyonun zamanina bagl olarak

arttigin1 gosteren ¢alismalar bulunmaktadir [56].

Ultrasonikasyon ile yapilan homojenlendirme yontemi yiiksek hizli karistirmadan daha
stabil mini-emiilsiyon {retilmistir. Damla boyutu azalmis ve mini-emiilsiyonun
stabilitesi, ultrasonikasyon siiresinin artmasiyla artarken, belirli bir siire stirekli*

ultrasonikasyondan (>3 dk ) sonra stabilite azalmistir [57].

Protein, polisakkarit ve niikleik asit gibi biyolojik makromolekiillerin molekiiler
baskilama yonteminde kullanilmasi oldukg¢a zordur. Ayrica biyolojik makromolekiiller
siklikla pH ve sicakliga karsi hassastirlar ve sert polimerizasyon kosullarinda, kolayca
denatiire olabilirler [58]. Cogu polimerizasyon sistemiyle uyumsuz olan, tabiat1 geregi
kirllgan ve esnek bir yapiya sahip olan proteinlerin baskilanmasi oldukg¢a giictiir.
Cokelme, emiilsiyon ile hazirlanan baskilanmig polimerlerde, sinirlt boyut araligi ve
homojen olmayan baglanma alanlarinin diisiik kinetige sahip oldugu polimerizasyonlar
olusabilmektedir. Fakat bu problemlere mini-emiilsiyon polimerizasyon prosesinde
karsilasilmamaktadir. Ek olarak tek adimda genis skalada molekiiler baskilanmis

nanopartikiillerin iiretimininde miitkemmel 1s1 dagilimi kabiliyetine sahiptir [59].
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Sekil 1.7 Mini-emiilsiyon yontemi ile MIP sentezi

1.6 Yiizey Baskilama

Kiiciik molekiillerin baskilanmasina kiyasla, sablon olarak protein molekiillerinin
secimi, proteinlerin boyutu, konformasyonal esneklikleri ve sinirli ¢oziiniirliikleri
sebebiyle 6nemli 6l¢iide meydan okumaktadir. Yiizey baskilama yonteminde partikiiller
hacimce yiiksek yiizey alani ve yiiksek baglanma kapasitesine sahip olduklar1 igin
protein gibi biiyiik molekiillerin se¢ici baglanma bolgelerine erisimine olanak saglar.
Ayrica sablonun kolay uzaklastirilmasina ve hizli tekrar baglanmasina olanak tanir [60].
Yiizey baskilamada polimerlerin, ince film, nanopartikiil, mikrokiire, nanotel tiirlerinde
hazirlanarak baskilamada kullanildigi rapor edilmistir. Hidrojel ve elektrod gibi
materyallere de baskilanmanin yapildig: alternatif yontemler bulunmaktadir. Yiizey-
baskilama partikiilleri olusturmak igin birden fazla yontem bulunmaktadir. Silika
partikiil ya da polimer partikiiller iizerinde sablon varliginda ters faz siispansiyon
polimerizasyonu ile elde edilebilir. Boylece baskilanmis partikiillerin boyut aralig
mikrometre biyiikliigiinde elde edilir. Partikiillerin boyutlarinin kiigiltiilmesi, ylizey
alanina total erisim ve boylelikle daha c¢ok baglanma bdlgesine erisim, Ozellikle
proteinler igin olduk¢a ilgi ¢ekmistir. Mikron alti boyutta malzeme sentezine ilgi
arttikca, ¢okelti, y1gin emiilsiyon, makroemiilsiyon ve mini-emiilsiyon polimerizasyonu
gibi stratejilere yonelinmistir. Cokelti polimerizasyonuna 6rnek olarak ile 26 amino asit
ve baglanma monomeri olarak tripsin kullanilmasiyla melittin baskilanmistir [61].
Pickering emiilsiyon polimerizasyonu kullanilarak hemoglobin baskili hidrojel elde
edilmistir [62]. Kiral amino asit tiirevlerini baskilamak i¢in mini-emiilsiyon yontemi

kullanilmistir [63]. Protein baskilama igin riboniikleaz A (RNaz A) proteini, sablon
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olarak kullanilarak ilk kez Tan ve c¢alisma arkadaslari tarafindan mini-emiilsiyon

yontemiyle bagariyla sentezlemistir.

Ayrica segicilik yoniinden RNaz A ile bovine serum albumin karsilastirmali ve tekrar
baglanma deneyleri yapilmistir [64]. Pluhar ve ¢alisma arkadaslari, mini-emiilsiyon
yontemiyle dort farkli fonksiyonel monomerin pepsine olan baskilama etkisi

calisilmistir [65].

1.7 Sigir Serum Albumin

Sigir serum albumin (BSA) hiicre ve mikrobiyal kiiltir besini olarak kullanilir.
Deoksiribo niikleik asit (DNA) sindirimi sirasinda bazi enzimleri stabilize etmek i¢in
kullanilir. Enzimin reaksiyon tiip, pipet uglar1 ya da diger kaplara yapigmasini onler. Bu
protein diger enzimleri etkilemez, bu nedenle baska bir malzeme tarafindan stabilize
edilmesine gerek yoktur. Genel olarak miktar1 bilinmeyen protein ile miktar1 bilinen
BSA karsilagtirilarak, diger proteinlerin miktarini belirlemek i¢in kullanilir. Maliyeti
ucuzdur, bircok biyokimyasal reaksiyonu etkilemez ve sigir kanindan kolayca

saflastirilabilir.

Sahip oldugu negatif yiikten dolay1, suya, tuza, yag asitlerine, vitamine ve hormona
baglanabilir. Ve bunlar gibi sinirli bilesenleri ve kii¢iik molekiilleri doku ve hiicreler
arasinda  tasiyabilmektedir. Kanin osmotik homeostazin1  (hiicrenin  kendi
metabolizmasini koruma egilimi) korumak igin olduk¢a 6nemlidir. Ortamdan zehirli
malzemelerin uzaklastirilmasinda ¢opgii gorevi gorebilir. 50 °C ve iizerine 1siltildig
zaman, sogutularak monomerlere doniigmeksizin, hizlica hidrofobik topaklanmalar
olusturur. Ayn1 durum, daha yavas olmakla birlikte, diisiik sicakliklar i¢inde gegerlidir

[66].
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Sekil 1.8 Sig1ir serum albumin yapi1

BSA, fraksiyon V olarakta bilinen sigirdan iretilen serum albumindir. Genellikle
laboratuvar  deneylerinde, protein standart konsantrasyon ¢ozeltisi  olarak
kullanilmaktadir. insan serum albumine % 76’lik bir benzerlik gdsterir. 607 amino
asitten olusmakta iken, peptit dizilerinin proteinden c¢ikarilmasiyla en son haliyle

biinyesinde 589 amino asit barmdirir [67].

Diisiik icerikte triptofan metiyonin, yiiksek icerikte sistein ve aspartik asit, glutamik asit

lizin ve arjinin gibi yiiklii amino asitler barindirmaktadir [68].
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2 MATERYAL ve YONTEM

2.1 Kaullanilan Kimyasal Maddeler

N-hidroksietil akrilamit

0
HZC\/H\NH/\/OH

Molekiil agirligi: 115.13 g/mol, d: 1.111 g/mL

Sigma Aldrich’ten temin edildi. Herhangi bir islem uygulanmadan kullanilmistir.

N-3-dimetilaminopropil metakrilamit

0]
HoC I _CH,
2 x/\NH/\/\I\'J
CH, CH,

Molekiil agirligi: 170.26 g/mol d: 0.94 g/mL

Sigma Aldrich’ten temin edildi. Herhangi bir islem uygulanmadan kullanilmastir.
Etilen glikol dimetakrilat

CH,

/@ NN /\FCHZ

Molekiil agirligr: 198.22 g/mol Sigma Aldrich’ten temin edildi.

Herhangi bir islem uygulanmadan kullanilmistir.

2-hidroksietil metakrilat (HEMA)

Hzﬁ
o
ch//\\Tr/ ~ oy
0

Molekiil agirligi: 130.14 g/mol
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Sigma Aldrich’ten temin edildi. Herhangi bir islem uygulanmadan kullanilmistir.

Pentaeritritoltetrakis(3-merkaptopropionat)
(0] (o]
I |
HS\/\/O N—o \/\/SH
5 5
Molekiil agirhigi: 488.66 g/mol d: 1.28 g/mL

Sigma Aldrich’ten temin edildi. Herhangi bir islem uygulanmadan kullanilmistir.

n-hekzadekan

H3c~|ECH2—CHZEH—CH3

14

Molekiil agirhigr: 226.44 g/mol
Sigma Aldrich’ten temin edildi. Herhangi bir islem uygulanmadan kullanilmistir.

TEMED (Tetrametiletilendiamin)

i

H,C N
3 \N/\/ ~cn
|

CH4

3

Molekiil agirhigi: 116.2 g/mol d: 0.7765 g/mL
Sigma Aldrich’ten temin edildi. Herhangi bir islem uygulanmadan kullanilmstir.

Irgacure® 184 (1-Hidroksi siklohekzil fenil keton):

: o :
OH

Molekiil agirligi: 204 g/mol, Erime noktasi: 4549 °C
Ciba Speciality Chemicals firmasindan temin edildi. Herhangi bir islem yapilmadan

kullanilmastir.
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2.2 Kullanilan Cihazlar

Termal Gravimetrik Analiz Cihaz

Farkli monomerler ile sentezlenen kopolimerin termal kararliligin1 6lgmek igin Perkin
Elmer STA 6000 markali TGA cihazi kullanilmistir.

Diferansiyel Taramah Kalorimetre

Farkli monomerler kullanilarak sentezlenen kopolimerin Tg degerini 6lgmek igin
Perkin Elmer Diamond DSC kullanilmustir.

UV Reaktor

Fotopolimerizasyonu gerceklestirmek igin Luzchem Research inc. ICH-2 249 model
foto reaktor kullanilmustir.

FTIR spektrofotometre

Sentezlenen polimerin fonksiyonel gruplarinin karakterizasyonu igin Perkin Elmer
Spektrum 100 kullanilmistir.

UV Spektrofotometre

Madde miktar1 tayinininde absorbans 6l¢timleri igin UV-2450 UV-Vis spektrofotometre
kullanilmistir.

2.3 Deneysel Yontem

2.3.1 Fonksiyonel Monomer Sentezi

L-fenilalanin, fonksiyonel monomer olarak tiyol-en reaksiyonunda kullaniimak {izere
allil grubu ile fonksiyonalize edildi [69]. Bu amagla oda sicakliginda, 7.92 g sodyum
hidroksit (NaOH), 250 mL’lik beher igerisine alinan 90 mL dimetil siilfoksit (DMSO)’e
azar azar ilave edildi. Homojen ¢ozelti elde edilene kadar manyetik karistirici ile 1400
rpm’de karistirild1 ve ardindan ultrasonik banyoda 30 dk. siiren periyotlarla bekletildi.
Son olarak buz banyosunda ultrasonikator ile 10 saniyelik Karistirma ile tam homojenlik
saglandi. 4.95 g fenilalanin, homojen olarak elde edilen DMSO’lu NaOH ¢ozeltisi
igerisine, parga parca eklenerek krem rengi madde elde edilene kadar ilave edildi.
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Homojenligi saglamak icin ultrasonik banyo, manyetik karistirict ve ultrasonikatdriin
kullanildig1 zorlu proses uygulandi. Bu basamaktaki homojenligi elde etme siiresi ilk

slirece gore nispeten daha kisa stirmektedir.

Karigim hazirlandiktan sonra 100 mL’lik balonun agzina 50 mL’lik damlatma hunisi
takilarak reaksiyon diizenegi kuruldu. Sonrasinda flaslama ile ortam kurutuldu.

Reaksiyon sirasinda 1s1l dengeyi saglayabilmek i¢in su banyosu kullanildi.

Flaslanan reaksiyon diizenegi sogumaya birakildig: sirada, 11.97 g allil bromiir tartildi.
Diizenek soguduktan sonra, damlatma hunisinin i¢ine konuldu. Aliiminyum folyo ile
diizenek sarildi. Karisim 700 rpm’de manyetik karistiricr ile karistirildi. 30 dk ig¢inde
allil bromiir, damlatma hunisinden balona eklendi ve 24 saat siireyle oda sicakliginda

karismaya birakildi.

Bu siire sonunda turuncu bulamag bir kat1 ve koyu turuncu sivi fazdan olusan karigim

elde edildi. Coken tuzlar siiziilerek ayrildi. Koyu turuncu sivi siiziintiiyle devam edildi.

Siizlintlinlin baslangig pH’1 12 6lgiildii. Damla damla % 10’luk hidroklorik asit (HCI)
ilave edilerek pH yaklagik 7’ye ayarlandi.

Notral hale getirildikten sonra organik faz, etil asetata alindi. Ayirma hunisinde 5 kez su

ile yikanda.

Sekil 2.1 Organik fazin etil asetata alinmasi
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Etil asetat i¢indeki malzemeye Kkurutucu ajan susuz magnezyum siilfat (MgSO,)
eklenerek, i¢inde kalan sudan kurtulmasi saglandi. Doner buharlastiric ile etil asetat

uzaklastirildi.

Sekil 2.2 Etil asetatin ugurulmasi

Elde edilen sar1 katinin igindeki eser miktardaki solvent ve suyun ugurulmasi igin
liyofilizatorde 4 saat bekletildi. Reaksiyon sonunda % 22 verimli 1.08 g fonksiyonel

monomer sentezlendi.

Sekil 2.3 Fonksiyonel monomer

2.3.2 Mini-emiilsiyon ve Molekiiler Baskilanmis Polimer Partikiillerin Sentez
Teknikleri

Kararli ve nano boyutta partikiiller elde etmek igin ¢esitli formiilasyon ve yontemler
denendi. Tablo 2.2, Tablo 2.3, Tablo 2.4, Tablo 2.5, Tablo 2.6, Tablo 2.7, Tablo 2.8,
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Tablo 2.9°da mini-emiilsiyonda kullanilan tiim formiilasyon kompozisyonlari

belirtilmistir.

Tablo 2.1 Mini-emiilsiyon formiilasyon 1 (F1)

Monomer Miktar (g)
Akrilamit 0.9
N-3-dimetilamino propilmetakrilamit 0.2
Hidroksietil metakrilat 0.8
Fiimarik asit 0.06
Etilen glikol dimetakrilat 0,04

Tablo 2.2 Mini-emiilsiyon formiilasyonu 2 (F2)

Monomer Miktar (g)
N-hidroksietil akrilamit 0.9
N-3-dimetilamino propilmetakrilamit 0.2
Hidroksietil metakrilat 0.8
Fiimarik asit 0.06
N,N-metilenbisakrilamit 0,04
N-vinilpirolidon 0.5

Tablo 2.3 Mini-emiilsiyon formiilasyonu 3 (F3)

Monomer Miktar (g)
N-hidroksietil akrilamit 0.9
N-3-dimetilamino propilmetakrilamit 0.2
Hidroksietil metakrilat 0.8
Fiimarik asit 0.06
Etilen glikol dimetakrilat 0,04
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Tablo 2.4 Mini-emiilsiyon formiilasyonu 4 (F4)

Monomer

Miktar (g)
N-hidroksietil akrilamit 0.45
N-3-dimetilamino propilmetakrilamit 0.1
Hidroksietil metakrilat 0.4
Fiimarik asit 0.03
Etilen glikol dimetakrilat 0.02

Tablo 2.5 Mini-emiilsiyon formiilasyonu 5 (F5)

Monomer Miktar (g)
N-hidroksietil akrilamit 0.45
N-3-dimetilamino propilmetakrilamit 0.1
Hidroksietil metakrilat 0.4
N,N,O-triallyl-L-fenilalanin 0.03
Etilen glikol dimetakrilat 0.02

Tablo 2.6 Mini-emiilsiyon Formiilasyonu 6 (F6)

Monomer Miktar (g)
N-hidroksietil akrilamit 0.45
N-3-dimetilamino propilmetakrilamit 0.1
Hidroksietil metakrilat 0.4
N,N,O-triallyl-L-fenilalanin 0.03
Etilen glikol dimetakrilat 0.02
Pentaeritritol tetrakis(3-merkaptopropionat) 0.03
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Tablo 2.7 Mini-emiilsiyon formiilasyonu 7 (F7)

Monomer

Miktar (g)

N-hidroksietil akrilamit
N-3-dimetilamino propilmetakrilamit
Hidroksietil metakrilat
N,N,O-triallyl-L-fenilalanin

Etilen glikol dimetakrilat

Pentaeritritol tetrakis(3-

0.45
0.1
0.4

0.03

0.02

0.03

Tablo 2.8 A1 formiilasyonu (F8) [70]

Monomer

Miktar ()

N-hidroksietil akrilamit
Hidroksietil metakrilat
N,N,O-triallyl-L-fenilalanin
Etilen glikol dimetakrilat
Hekzadekan

Bitil asetat

0.8
0.9
0.06
0.04
0.03
1

Tablo 2.9 Tiyol-en polimerizasyonuna alternatif bir formiilasyon denenmistir.

Tablo 2.9 ve Tablo 2.10°de, yapilan reaksiyonlara kod verilerek, hangi formiillerin

kullanildig1 belirtilmistir. Polimerizasyon tiirii, siirfaktan ve ko-slirfankan miktar1 ve

karistirtlma hizi verilerek reaksiyonlar 6zetlenmistir.
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Tablo 2.1 Tiim emiilsiyon formiilasyonlarinin hazirlanis kosullar 1

SDS miktari (g)
Emiilsiyon | Formiil | Baslatici NaHCO; Kanstirma | Hekzadekan
No 1faz | 2faz | miktar1(g) | Huz (rpm)
El F1 Termal | 0.01 0.05 0.0125 200 -
E2 F2 Termal 0.01 0.05 0.02 250 i
E3 F3 Termal 0.015 0.05 0.0125 500 i
E4 F3 Termal 0.015 0.05 0.014 300 i
E5 F3 Termal 0.015 0.05 0.0125 500 i
E6 F3 Térmal 0.015 0.05 0.125 500 i
E7 F3 Termal 0.015 0.05 0.0129 250 i
ES8 F3 Termal 0.015 0.05 0.0124 250 i
E9 F3 Termal 0.03 0.1 0.02 500 i
E10 F3 Termal 0.03 0.1 0.0125 500 i
El1 F3 Termal | 0045 | 0.15 0.0127 500 )
E12 F3 Termal 0.03 0.01 0.013 500 i
E13 F3 Termal 0.03 0.1 0.0125 500 i
El4 F4 Termal 0.03 0.1 0.015 500 i
E15 F4 Termal 0.03 0.1 0.016 700 i
E16 F4 Termal 0.03 0.1 0.015 500 i
E1l7 F4 Termal 0.03 0.1 0.015 500 i

33




Tablo 2.20 Tiim emiilsiyon formiilasyonlarinin hazirlanis kogullari 2

Emiilsiyon | Formiil | Baslatici SDSmiktari (g) NaHCO; | Kanstirma | Hekzadekan
No miktari Hiz1
1.faz 2.faz
E18 F4 Termal 0.03 0.1 0.015 500 )
E19 F5 Termal | 003 | 0.1 | 0015 500 )
E20 F6 uv | 003 | 01 | 0015 500 )
E21 F6 Wl 003 | 01 | 0015 500 -
E22 F6 W | 003 | 01 | 0015 500 -
E23 F6 Wl 003 | 01 | 0015 500 -
E24 F6 U 003 | 01 | 0015 500 -
E25 F6 v 003 | 01 | 0015 500 -
E26 F7 v 003 | 01 | 0015 500 0.05
E27 F7 v 003 | 01 | 0015 500 0.03
E28 F7 v 003 | 01 | 0015 500 -
E29 F7 v 003 | 01 | 0015 500 0.03
E30 F7 Wl 003 | 01 | 0015 500 0.03
Al F8 v 05 i 750 0.03
A2 F8 v 15 i 750 0.05
A3 F8 v 0.8 i 1000 0.08
Ad F8 v 0.8 i 1000 0.08
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2.3.2.1 Termal Polimerizasyon

Mini-emiilsiyon hazirlamak i¢in aliiminyum folyo ile sarilmis 25 mL’lik beher icerisine
04 g HEMA, 045 g N-hidroksietil akrilamit, 0.1 g N-3-dimetilamino
propilmetakrilamit ve 0.03 g fonksiyonel monomer eklendi. Manyetik karistirict ile
karistirtlarak, ultrasonik banyoda 20 dk. bekletilerek homojen hale gelmesi saglandi.
Homojenlik saglandiktan sonra ¢apraz baglayici, EDGMA eklendi. Es zamanli olarak
mini-emiilsiyon 1. faz olusturulmak tizere 0.03 g SDS 0.015 g sodyum bikarbonat
(NaHCO3) ve 0.5g PVA 5mL saf su i¢ine eklendi. 2. fazi olusturmak i¢in 0.1 g SDS 100
ml saf suya eklendi. Bu sirada reaksiyon diizenegi kuruldu. Flaglama yapildi. Azot gazi
gegirildi. Sicaklik 40°C’ye ayarlandi. 2. faz reaktériin igerisine eklendi. Monomerlerden
olusan monomer fazi 1. faza 1400 rpm’de tek kullanimlik Iml’lik siringa ile damla
damla eklendi. Sonrasinda reaktoriin icindeki 2. faza yine tek kullanimlik 1ml’lik
siringa ile eklendi. Mekanik karistiricinin hizi 500 rpm’e ayarlandi. 30 pL
tetrametiletilendiamin (TEMED) hizlandirici ve 0.6 g amonyum persiilfat baslatici
olarak reaktoriin i¢ine eklendi. Reaksiyon 24 saat siire ile azot ortaminda karistirilmaya
birakildi [71].

Tablo 2.2 Termal baslaticili mini-emiilsiyon formiilasyonu

Sekil 2.4 Mini-emiilsiyon reaksiyon diizenegi

2.3.2.2 UV-kiirlenen Tiyol-en Reaksiyonu 1

Aliminyum folyoya sarilmis 25 mL’lik bir beher igerisine 0.45 g N-hidroksietil
akrilamit, 0.1 g N-3-dimetilamino propilmetakrilamit, 0.40 g HEMA ve 0.03 ¢

35



sentezlenen fonksiyonel monomer ve 0.03 g hekzadekan eklenerek manyetik
karistiricidda 1000 rpm hizda karistirildi. Yardimer olarak ultrasonik banyo kullanildi.
Monomerler ¢oziindiikten sonra 0.02 g ¢apraz baglayici (EDGMA) eklendi. Sonrasinda
0.1 g pentaeritritol tetrakis(3-merkaptopropionat) eklenerek monomerlerin tamami

eklendi.

Es zamanli olarak 1. fazi olusturmak i¢in 25mL’lik bir behere 5mL saf su igerisine 0.03
g SDS, 0.015 g NaHCO3 ve 0.1 g PVA eklendi. 2. faz1 olusturmak igin i¢inde 100 mL
saf su bulunan 250 mL’lik behere 0.1 g SDS ve 0.05 g PVA eklendi.

Homojen olarak karisan monomer karigimi, manyetik karigtiricida 1400 rpm’de
karistirilan 1. fazin igerisine, 1 mL’lik tek kullanimlik siringa yardimiyla damla damla,
dozajlandi. Boylece o/w emiilsiyonu hazirlandi. BSA, baskilanma yapmak igin o/w
emiilsiyonuna eklendi. Fonksiyonel monomer-sablon etkilesiminin saglanmasi igin
30dk. manyetik karistiric iizerinde karismaya birakildi. Igerisine 0.015 g IRGACURE
184 ve 0.015 g kamforkinon baslatici olarak eklendi, o/w emiilsiyonu manyetik
karistiricida 700rpm hizla karistirilan 2. fazin igine, 1 mI’lik tek kullanimlik siringa ile
damla damla dozajlanarak su/yag/su (w/o/w) emiilsiyonu hazirlandi.

Polimerizasyon 30 dk. siireyle kendi karistirma sistemine sahip UV fotoreaktor
icerisinde karigtirllarak  gerceklestirildi. Reaksiyon sonunda seffaf-hafif bulanik
nanopartikiil dispersiyonu elde edildi.

Molekiiler baskilanmamis polimer elde etmek icin ise sablonun eklendigi kisim harig¢

tutularak ayni islemler tekrar edilerek sentezlendi.

Olusan baskilanmis nanopartikiillerden, sablonu temizlemek igin 2 kere % 10’luk asetik
asit ¢ozeltisi ile 1 kere alkol ile ve sonra 2 kere saf suya kars1 olmak iizere 2’ser saat

diyaliz yapildi.

2.3.2.3 UV-kiirlenen Tiyol-en Reaksiyonu 2

Nanopartikiil elde etmek igin tiyol-en reaksiyonuna alternatif yontem denenmistir.
25mL’lik bir beher igerisine 0.45 g HEMA, 0.8 g N-hidroksietil akrilamit, 0.03 g
fonksiyonel monomer, 0.02 g capraz baglayici, 0.03 g hekzadekan ve 1 g biitil asetat
karistirtlir ve ¢oziildi. Olusturulan monomer fazina 0.015 g kamforkinon 0.015 g

IRGACURE 184 eklenir ve 100 mL saf su igerisinde 0.5 g SDS bulunan 250 ml’lik bir
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behere damla damla ilave edilerek o/w emiilsiyonu hazirlandi. Sonrasinda fotoreaktore

koyularak 10 dk. stireyle UV 1s18ina maruz birakildi [70].
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3 BULGULAR ve TARTISMA

3.1 Fonksiyonel Monomer Karakterizasyonu

Notr fenilalanin yeterince polar olmadigi i¢in su i¢inde ¢oziinmez. Benzer olarak suya
yakin polariteye sahip DMSO i¢inde de ¢oziinmeyecektir. Bunun ig¢in bazik bir ¢ozelti
yardimiyla fenilalanin, asidik protonundan kurtulur ve anyon haline gecerek ¢6ziinme
gerceklestirilir. (Sekil 3.1)

° o
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OH —> o:
NH, NH,
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Br,
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NH,
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NH,
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Sekil 3.1 Fonksiyonel monomer igin reaksiyon mekanizma semasi

Sonrasinda eklenen allil bromiir, fenilalaninin O" ve NH; kisimlart ile reaksiyona girerek

amino asite allil gruplarinin baglanmasini saglar. (Sekil 3.2)

Fonksivonel monomer
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Sekil 3.2 Sentezlenen fonksiyonel monomer, alil bromiir ve fenilalaninin gakistirilmig IR spektrumu
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Sekil 3.3 N,N,O-triallil-L-fenilalanine (d) ait FT- IR spektrumu

Fonksiyonel monomerin FT-IR spektrumu incelendiginde aromatik C-H gerilme
titresimleri 3028-3080 cm™ ‘de gozlemlenmekte, aromatik C=C gerilme titresimlerinden

biri 1494 cm™, bir digeri 1457 cm™ ‘de bulunmaktadir.

Alifatik C-H gerilme titresimleri 2980-2920 cm™de gozlemlenmektedir. Fenilalaninin
hidroksil kismindan allil grubunun C=0O baglanmasiyla olusan esterin olustugunu

kanitlayan ester band: gerilme titresimi 1741 cm™ gériilmektedir.

Allil C=C gerilme titresimi, 1644 cm1, 999 cm™ 919 cm™de gozlemlerek allil
gruplarinin fenilalanine baglandig1 anlasilmaktadir. Parmak izi bolgesinde C-O titresimi
1065 cm™ bulunmaktadir. 1000-1280 cm™ frekanslar1 arasinda ester C-O titresim
bantlar1 bulunmaktadir. Cifte bag C-H egilmesi 1000-700 cm™ arasinda
gozlemlenmektedir. (Sekil 3.4 )
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Sekil 3.4 Fenilalanin *H NMR spektrumu

Fonksiyonel monomer *"H NMR ile karakterize edildi. Sekil 3.4’te baslangic maddesi
olan fenilalaninin NMR spektrumu goriilmektedir. Fenilalaninin karakteristik piklerine
bakildiginda 7.3-7.4 ppm arasindaki pik yogunlugu benzenin protonlarini
gostermektedir. 3.9 ppm civarindaki triplet veren pik, -CHNH;’deki protona aittir. 3.1-
3.2 ppm arasindaki pikler -CH;’ye ait protonlar gostermektedir [72].
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Sekil 3.5 Fonksiyonel monomer *H NMR spektrumu

Sekil 3.5’te N,N,O-triallil-L-fenilalanin fonksiyonel monomerine ait 'H NMR
spektrumu goriilmektedir. 2.9 ppm civarindaki 2 tane kimyasal kayma —CH,’ye (H-9)
ve H-4’¢ aittir. 3.1 ppm’deki triplet yarilmas1 azota bagli —CH’a (H-7) aittir. 3.5 ppm’de
goriilen kimyasal kayma oksijene baglh -O-CH, ‘ye (H-1) aittir. 5.5-6 ppm ve 3-3.5
ppm’de yaygin birer bant goriilmemesinden —NH ve —OH kisimlarindan baglanmanin
oldugu anlagilabilir. Bunu destekler nitelikte 5.1 ppm’deki ddt yarilmasi H-3ve H-6’ya
aittir. 5.65 ppm’deki ddt yarilmas1 H-2 ve H-5’eaittir. Dolayisiyla C=C bdlgesine ¢ikan
piklerden, istenilen allil gruplarinin baglanmis oldugu anlasilir. Fenilalaninin benzen

halkasina ait kaymalar 7.0-7.4 ppm’de goriilmektedir.
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3.2 E29 Kodlu Mini-emiilsiyonun ve Monomerlerin FT-IR ile Yapisal
Karakterizasyonu
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Sekil 3.6 E29 Mini-emiilsiyon FT-IR karsilagtirma
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Sekil 3.7 E29 Kodlu mini-emiilsiyonun FT-IR spektrumu

Emiilsiyonun IR spektrumuna bakildiginda 3200-3500 cm™ arasinda goriilen genis
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adsorpsiton bandi C-H ve sekonder aminin N-H gerilme titresimini vermektedir.

Fonksiyonel monomer, HEMA ve EDGMA’dan gelen ester gerilme titresimi 1719 cm’

1

gdzlemlenmektedir. 1650 cm™de N-hidroksietil akrilamit ve N-3-dimetilaminopropil

metakrilamitten gelen amit N-H bagi, 1543 cm” ‘de ise N-H egilme titresimi

bulunmaktadir. 1433 cm™de gozlemlenen band CHs egilme titresimine aittir. 1100-

1080 cm™ ‘deki bantlarda benzen halkasma ait C-H egilme titresimleri bulunmaktadir.

Dolayisiyla polimerlesmenin gergeklestigi, ¢ifte baglarin takibiyle anlasilabilir.

Ayrica, pentaeritritol tetrakis(3-merkaptopropionat)’ten gelen 2568 cm™ ‘de bulunan

—SH pikininde kayboldugu gozlemlenmektedir.
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Sekil 3.8 N-hidroksietil akrilamit FT-IR spektrumu
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Sekil 3.9 N-3-dimetilaminopropil metakrilamit FT-IR spektrumu

Emiilsiyon polimerinin karakteristik pikleri ile karsilastirma yapabilmek igcin,
formiilasyonlarda kullanilan monomerlerin FT-IR spektrumlar1 Sekil 3.9, 3.10, 3.11,
3.12 ve 3.13’te verilen yapilara ait spektrumlar incelendiginde; N-hidroksietil
akrilamit’te ve N-3-dimetilaminopropil metakrilamit sirasiyla 1654 cm™ ve 1655
cm™? ‘de amit C=O bandi, 1623 cm™ ve 1614 cm™de C=C gerilme titresimi
goriilmektedir. Her iki monomerde de 2700-2900 cm™ arasinda C-H gerilme
titresimi gozlemlenmektedir. N-hidroksietil akrilamit’te 3279 cm™’de O-H bandi
bulunmaktadir. N-3-dimetilaminopropil metakrilamitin 3328 cm™’de sekonder amin

piki bulunmaktadir.
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Sekil 3.10 Etilen glikol dimetakrilat FT-IR spektrumu

650,0

EDGMA ve HEMA'’ya bakildiginda 2950 cm™ civarinda C-H bantlari, karakteristik
olarak sirastyla 1716 cm™, 1715 cm™ de ester bandi; 1637 cm™ ve 1636 cm™’de C=C

gerilme titresimleri bulunmaktadir. Ek olarak HEMA, 3430 cm™de O-H band:
vermektedir.
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Sekil 3.11 2-Hidroksietil metakrilat FT-IR spektrumu
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Sekil 3.12 “de Pentaeritritol tetrakis(3-merkaptopropionat)’in karakteristik olarak 2568

cm™de -SH piki bulunmaktadir.
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3.2.1 E30 Kodlu BSA Baskilanmis Polimerin Karsilastirmah FT-IR
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Sekil 3.13 E30 Kodlu baskilanmig polimer FT-IR karsilastirma

Sekil 3.13’te E30 kodlu BSA baskilanmig polimer partikiillerin FT-IR spektrumu ve
karsilagtirma i¢in BSA’nin ve baskilanmamis E29 kodlu polimer partikiillerin FT-IR
spektrumlart verilmistir. Goriildiigii gibi BSA’ya ait spektrumda 1.amit bandi C=0

gerilme titresimi 1652 cm™, 2. amit bandi N-H titresim egilmesi 1540 cm’'da

bulunmaktadir [73]. E29 formiilasyonunda BSA haricinde diger tiim monomerler
aynidir. Formiilasyona BSA’nin eklenmesiyle yapisindaki amino asitlerden gelen 1652
cm™'deki C=0 gerilme titresimi ve 1540 cm™ N-H egilme titresimini gdsteren piklerin
siddetlendigi goriilmektedir.
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3.2.2 E30 Kodlu Baskilanmis Polimerin Diyaliz Sonras1 FT-IR Karakterizasyon
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Sekil 3.14 E30 Kodlu Baskilanmis polimer diyaliz FT-IR karsilagtirma

Baskilanmis nanopartikiillerin BSA’nin ayrilmasi i¢in asetik asit ve alkol ile diyaliz
yapildi. BSA’nin partikiilden ayrilip ayrilmadiginin karakterize edilmesi i¢in FT-IR
analizi yapildi. Sekil 3.14’te nanopartikiile ait FT-IR spektrumu ve BSA baskilanmis
nanopartikiillerin asetik asit, etanol ve su ile diyalizi sonrast FT-IR spektrumu
gorilmektedir. Diyaliz isleminden sonra BSA igeren E30 formiilasyonunun

spektrumuna baktigimizda, BSA igermeyen E29’a birebir ortiistligli goriilmektedir.
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3.2.3 E30 Kodlu Baskilanmis PolimerinDiyaliz Sonrasi ve BSA ile
Karsilastirnldigi FT-IR Karakterizasyonu
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Sekil 3.15 E30 kodlu Baskilanmis polimer-FT-IR diyaliz sonrasi karsilagtirmasi

Sekil 3.15’te Baskilanmis polimerin asetik asit, etanol ve su ile diyaliz edilmesinden
sonra c¢ekilen FT-IR spektrumunda BSA’ya ait siddetlenen C=0O gerilme titresimi ve N-
H egilme titresiminin barindirmadigi, piklerin BSA icermeyen E29 ile birebir

ortismesinden anlayabiliriz.

3.3 Mini-emiilsiyon Formiilasyonlari

Tablo 2.9 ve Tablo 2.10°de goriildiigi gibi, farkli formiilasyonlar denenmistir. Fiimarik
asitin oldugu formiilasyonlarda, F1, F2, F3, F4, fiimarigin diger monomerler
igcerisindeki ¢ozlinmesinde zorluk yasanmustir. Ekstra ¢6ziici ya da monomer ihtiyaci
dogmustur. 1. faz olusturulurken monomer karigimda topaklanmalar olusmustur.
Toplam monomer miktari olusturulan emiilsiyon i¢in olduk¢a fazla gelmistir. Bu gibi
sebeplerle formiilasyonlarda degisiklikler yapilarak secilecek olan sablona uygunlugu
baz alinan benzer fonksiyonel gruplara sahip monomerler degistirilerek, formiilasyon
optimize edilmistir. E9 kodlu mini-emiilsiyon sentezine kadar olan mini-emiilsiyonlarda
l.faz1 2. faza aktarma damlatma hunisiyle yapilmistir. Bundan dolayr diizensiz
dozajlamalar, emiilsiyonlarin bulanik elde edilmesine sebep olmustur. E9 numaral

emiilsiyon formiilasyonu ile homojen dagilmis yaklastk 350 nm boyutunda
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nanopartikiiller elde edilmistir. (Sekil 3.16 )

E9 da is berrakligin korundugu ancak az da olsa ¢okmenin oldugu goézlemlenmistir.
Stirfaktan miktar1 3 kata ¢ikarilan E11 reaksiyon yapildiktan sonra hafif bulanik oldugu
ancak bir giin sonra ¢dokmenin oldugu goézlemlenmistir. E14 kodlu mini-emiilsiyon
formiilasyonunda toplam polimer miktart 1 g’a disiiriilerek, polimerin siirfaktan
icerisinde askida kalmasi kolaylastirilmigtir, bundan dolayr berrakligini korundugu

gozlemlenmistir.

E19 kodlu mini-emiilsiyona fiimarik asit yerine ayn1 miktarda sentezlenen fonksiyonel
monomer eklenmistir, emiilsiyon berrakligini korumustur. Termal polimerizasyonla
berraklik elde edildikten sonra tiyol-en polimerizasyonuna gecilmistir.E20, E21, E22 ve
E23 kodlu mini-emiilsiyonlarda, baslatic1 kullanilmadan direkt merkaptolu monomer ile
polimerizasyon baslatilmaya calisilmistir. Fakat merkapto’yu suda c¢oziinmemesi
sebebiyle THF ve dikloro metanda ¢ozmeye calisip su fazina ekleme caligmalar
basarisiz olmustur. Bundan dolayi, merkapto E24 mini-emiilsiyonuna monomer fazinda
eklenip, ultrasonik banyoyla karismaya zorlanmistir. Baglatici olarak yine monomer
fazina IRGACURE 184 ve kamforkinon eklenerek UV-kiirlenen tiyol polimerlesmesi
saglanmistir. Elde edilen mini-emiilsiyon baslaticinin renginden dolayr sar1 renk
almistir. DLS sonucunda dar dagilimhi partikiil elde edememe sorununu agmak i¢in,
formiilasyonlara E26, E27, E29 hekzadekan eklenerek, bu sorun ¢oziilmiistiir. En

nihayetinde, baskilanmamis polimer iskeleti baskilanmaya hazir hale getirilmistir.
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Sekil 3.16 Sentezlenen E9, E14, E26, E27, E28 kodlu mini-emiilsiyon formiilasyonlari
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Sekil 3.17 Mini-emiilsiyonun E4,E7, E8 kodlu formiilasyonlari

Tablo 2.9 ve Tablo 2.10 ‘de ozellikleri verilen formiilasyonlardan, seffaf mini-
emiilsiyon elde edilememis numuneler Sekil’3.17de verilmistir. Bunlardan biri olan E4
kodlu emiilsiyona capraz baglayici eklenmemistir. E7 kodlu emiilsiyon, reaksiyon
sirasinda mekanik karistiricinin hortumu koparak, yeterli karisma saglanamamistir. E8
kodlu emiilsiyonda elektrik kesintisi yaganmuis, sicaklik diismiistiir. Goriildiigi gibi,

emiilsiyonlar ortam kosullarindan etkilenmektedir.
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3.4 Mini-emiilsiyonda Termal Baslaticili ve Fotobaslaticilh Polimerizasyon Farki

Tablo 2.9 ve Tablo 2.10’de verilen termal baslaticili yontemle yapilan mini-
emiilsiyonlarda reaksiyon diizenegi hazirlamak gereklidir. Tiyol-en reaksiyonunda
kapsamli bir diizenege ihtiya¢ yoktur. Termal polimerizasyon 24 saat gibi uzun bir
sirede hazirlanmaktadir. Uzun siireli oldugu i¢in ortam sartlarindan olumsuz
etkilenebilmektedir. Tiyol-en reaksiyonunda bu siire 30 dk’ya kadar inmektedir.
Oldukga hizli ve kullanishdir. Termal polimerizasyonda 40 °C’de deney yapilmustir. Bu,
baskilanacak sablonun yapisina zarar verebilir. Termal baglaticili polimerizasyona gore,
fazla is giicii gerektirmeden iiretimi arttirmaktadir. Termal polimerizasyonda reaktoriin
icine 1. faz eklenirken, reaktoriin yapisindan dolayr ¢eperlerde birikme séz konusu
olabilmektedir. Dolayisiyla madde kaybina sebep olmaktadir. Tiyol-en reaksiyonunda
istenilen sonug¢ fazla zaman kaybi olmadan ve fazla deneysel hataya yol agmadan

sentezlenebilmektedir.

Tiyol-en polimerizasyonuna alternatif olarak A formiilasyonu denenmistir. Farkli SDS
oranlar1 denenerek emiilsiyon olusturulmaya ¢alisilmis, ancak deney sonunda polimerde
cokme gozlemlenmistir. Yeterli stabilite saglanamamistir. Sekil 3.18’de gortildiigl gibi
mini-emiilsiyon polimer fazi, su fazindan daha az yogunluga sahip oldugu i¢in yukariya

dogru toplanarak kremalagmaya ugramistir [74].
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Sekil 3.18 A2 formiilasyonunun emiilsiyon goriintiileri

3.5 Emiilsiyonda Siirfaktan Etkisi ve STEM ile Morfolojik Karakterizasyonu

Geleneksel mini-emiilsiyon polimerizasyonunda giiglii siirfaktanlar, etkili stabilize
kiiciik nanoboyutlu miseller olusturabilmek i¢in gereklidir. Genellikle SDS gibi iyonik
stirfaktanlar kullanilir. PVA, noniyonik siirfaktan olarak kullanilmasini saglayan
emiilsifiye 6zellikli uzun noniyonik polimer zinciridir. Noniyonik polimerler, anyonik

stirfaktan misellerle iliskilendirilmek igin yiiksek egilime sahiptirler [75]. SDS ve
PVA’nm birlikte kullanilmasi partikiil kararliligi tizerinde dikkat cekici bir gelisme
iiretir. SDS molekiilleri arasindaki elektrostatik itme PVA ile iliskilendirilir. Bu da
poliol zincirlerindeki gerilmeye ve ayni anda damla yiizeyinde ¢ok biiyiik yiik alam
olusmasina sebep olur. itici kuvvetler, nano damlalarin birbirine yaklasmalarin1 engeller
ve koalesans olusumunu geciktirir [76]. Ayrica, sablon proteinin, SDS varliginda
denatlire olmasini engellemek, protein-siirfaktan etkilesimini azaltmak i¢cin PVA

kullanilir [77].
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Accd SpotMagn Det WD |—— 500nm
500KV 3.0 50000x BSE 6.6

Sekil 3.19 E3 kodlu mini-emiilsiyonun STEM goriintiisii

Sekil 3.19°da siirfaktan miktarlari belirtilen E3 emiilsiyonunun siirfaktan miktarinin,

yetersiz olmasindan dolay partikiillerde topaklanma gézlemlenmistir. (Tablo 2.9)
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AceV SpotMagn Det WD ———{ 2 um
500k 3.0 10000x BSE 7.2

Sekil 3.20 E9 Mini-emiilsiyonun 10000x bityiitmedeki STEM goriintiisii

Sekil 3.20°de goriilen E9 kodlu emiilsiyonun Tablo 2.9’daki miktarlarma bakildig
zaman, siirfaktan miktar1 arttirildigr goriilmektedir. Buna ek olarak diizensiz olan 1.
fazin 2. faza dozajlanmasida 30 damla/dk seklinde kontrollii yapilarak, yaklasik 350 nm
boyutunda homojen dagilmis partikiiller elde edilebilmektedir. Ancak yine de ko-

stirfaktan bulunmadigi i¢in partikiillerde birlesme gézlemlenebilmektedir.

Acc.V SpotMagn Det WD |——— 2um AccV SpotMagn Det WD |—— 2um
6.00KV 30 20000x BSE 9.6 6.00kV 3.0 25000x BSE 9.6

Sekil 3.21 Sekil E15 kondu mini-emiilsiyonun STEM gotriintiisii

Sekil 3.21°de E15 kodlu mini-emiilsiyonda yiiksek molekiil agirlikli PVA kullanilmasi
ile, slirfaktanin gorevini yerine getirmesine engel olarak, partikiillerin topaklanmasina

ve tam kiiresel sekil olusturmalarina engel olmustur.
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351

E28 Kodlu Mini-emiilsiyon Formiilasyonuna Ko-siirfaktan Hekzadekan
Eklenmediginde Gériintiilenen STEM ve DLS ile Morfolofik
Karakterizasyonu

Length: 1129.03 nr Length: 150.45 nm

Length: 28210 nm|

AccV SpotMagn Det WD |——— 2um
200kV 40 25000x BSE 9.2

Sekil 3.22 Hekzadekansiz hazirlanan E28 kodlu mini-emiilsiyonun STEM gorintiisii

Hekzadekansiz yapilan E28 emiilsiyonunun STEM goriintiisii incelendiginde, 22 pm

siringa filtre ile c¢ekilerek olgiilen partikiillerde, 150 nm boyutunda partikiillerin

bulunmasina ragmen, polimerin topaklanarak 1129 nm gibi biiyilk boyutlu partikiil

olusturdugu ve diizensiz partikiil boyut dagiliminin oldugu goriilmistiir. (Sekil 3.22)

Effective Diameter: 218.7 nm

Polydispersity: 0.373 EEaRe;
Avg. Count Rate: 136.7 keps

Baseline Index: 1.9/ 26.24%

Elapsed Time: 00:07:00

e

Eft. Diam. (] Half Width (nn] Polydispersit

a)E28 kodlu mini-emiilsiyonun DLS sonucu
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Sample ID E28 (Combined)
Operator ID  BBGU

Elapsed Time 00:07:00

Mean Diam.  388.2 nm

Rel. var. 0589

@ 8

Intensity

o %@

' sann

b)Intensity-diameter dagilimi

05
Skew 0177 Dlameer m),
dinm) G(e) C(d] d(nm) G(d) C(el  dtnm) G(d) Cle)!
14 0 0 162 0 18 1818 0 39
18 0 0 202 0 16 2266 0 38
22 3 1 251 0 18 2823 0 38 .
28 0 1 N3 0 18 3518 29 45 =
35 0 1 390 0 18 4383 70 &7
43 0 1 486 0 18 5462 100 74
54 15 3 606 20 18 6805 87 88
B7 18 ] 755 34 25 8479 47 98
84 25 M 940 44 33 | 10565 13 100
104 15 13 1171 25 37 | 13165 0 100
130 12 18 1460 14 39| 16403 0 100

¢)Number-diameter dagilimi

Sampée ID E28 (Combined)
Operator D BOGU
Elapsed Time 00.07.00
Mean Diam. 2.4 nm
Rel. Var 0.0%0
Skew 6.200
il _alnm) G(d) C(d)
14 0 0 1819 0 100
18 © 0 2266 0 100
22100 @ 223 0 100 *“—‘j
28 0 97 318 0 100 fleabe M
35 0 97 4383 0 100
43 0 W7 §462 0 100
54 2 99 6305 0 100
67 1 100 8479 0 100
84 0 100 10565 0 100
104 0 100 13165 0 100
130 0 100 16403 0 100

Sekil 3.23 Hekzadekansiz hazirlanan E28 mini-emiilsiyonun DLS goriintiileri

Ko-siirfaktan kullanilmayan E28 formiilasyonunun DLS 6l¢timiine bakildiginda, 22 pm
siringa filtre ile ¢ekilen numunede, intensity-diameter dagilimina bakildiginda boyut
dagiliminin diizensiz oldugu, oldukga seyreltik olan numunenin number-intensity
dagiliminda okunmayacak kadar az sayida 350 nm’den biiyiik boyutlu partikiillerin

bulundugu goriilmektedir. Sonu¢ olarak dar dagilimli stabil partikiil olusturmada

basarisiz olundugu goézlemlenmistir. (Sekil 3.23)
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3.5.2 E27 Kodlu Mini-emiilsiyon Formiilasyonuna Ko-siirfaktan Hekzadekan
Eklendiginde Goriintillenen STEM ve DLS ile Morfolojik
Karakterizasyonu

AccV SpotMagn Det WD |—— A 1pum AccV SpotMagn Det WD |—————— 2um
400kV 30 50000x BSE92 400kv30 35000x BSE75

a) 50000x biiylitme b) 35000x biiyiitme

AccV SpotMagn Det WD —— 2um
400kV 30 25000x BSE75

€) 25000x biiyiitme

Sekil 3.24 Hekzadekan ile hazirlanmig E27 formiilasyonunun STEM goriintiileri

Literatiirde stabil ve diizenli partikiil boyutuna sahip mini-emiilsiyon yapiminda ko-
stirfaktan hekzadekan kullanimi yaygindir. Benzer sekilde Tablo 2.11°de verilen E27
formiilasyonlu hekzadekan i¢eren mini-emiilsiyonun farkli bolgelerden alinmig STEM
goriintiileri incelendiginde, 22 pm siringa filtre ile ¢ekilen numunedeki partikiillerde
herhangi bir topaklanma olmadigi, homojen dagildig1 ve partikiillerin stabil olarak 200
nm’nin altinda bir biiyiikliige sahip oldugu gozlemlenmistir [78]. (Sekil 3.24)
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E27 (Combined)
Effective Diameter: 138.0 nm N
Polydispersity: 0.057 FroniFioe:
Avg. Count Rate: 361.4 keps
Baseline Index: 0.0/ 75.28%
Elapsed Time: 00:10:00
c
—_— ”
1 10 10? 10° 10* 10° 10°
©(us)
Run Etf. Diam. (nm) Half Width (nm) Polydispersity Baseline Index
1 139.8 24.2 0.030 8.7/ 62.22%
2 139:3 46.1 0.110 882 7 %
3 136.3 43.2 0.101 9
4 140.0 31.86 0.051 9
5 139.3 38.6 0.077 10.0
3 135.3 36.0 0.071 7
7 140. 4 28.3 0.041 1:0
8 132.1 33.2 0.060 5.8 6
8 135.8 49.5 0.133 9 1
10 134.8 9.5 0.005 0 & &
a)E27 kodlu mini-emiilsiyonun DLS sonucu
Sample ID E27 (Combined) 1m0 Sample ID E27 (Cambined) s
Operetorlns  BEGL s Operator D BEGL 75
; % .,.
Elapsed Time 00:10:00 290 Elapsed Time 00:10:00 £a
it =i Mean Ciam.  140.7 nm Zs
o
Rel. ar 0.000 o
=0 T Rel.var. 0,000 o =
Skew -0.008 DEMEET () Skewy 0020 e T
dinm) (e ld]  dinm) () C(ef  dinm) G(d) c(d) sm) o) Cd]_oim) G0 o] dom) G o)
13E 0 0| 1407 100 65| 1505 O 100 R T T e e e
1323 0 01415 B3 83| 1514 0 100 ien o oa | s e wlass 6 G
1331 0 0| 1424 35 100 | 1524 O 100 - et R 7
1338 0 0| 1433 0 00| 1533 0 100 iSa G 0| Has o i6o| desm o Ton %
e 0 0)dekz oanagass 0 135 0 0| 1442 0 100 | 1543 0 1m0
136 0 0 1451 0 100 | 1552 0 100 es Wb | Er 8 nelags o W
i 0 0 )ussl o100y 4582 G0 00 14 0 0| 1460 0 100|182 0 1m0
13 08 0o gy Astt 0 100 133 0 0| 1463 0 100|174 0 1m0
1381 0 0| 1478 0 100 | 1581 0 100 e m om | aan o aelaEs
1300 32 11 | 1487 0 100 | 1591 O 100 RS an on | a5 el R 6 T
1398 B6 32 | 1495 0 100 | 1600 O 100 e s oh | hEE i oelEER G e
b)Intensity-diameter dagilim ¢)Number-diameter dagilimi

Sekil 3.25 Hekzadekan varliginda hazirlanmis E27 emiilsiyonun DLS gériintiileri

Hekzadekan iceren E27 emiilsiyon formiilasyonunun DLS sonuglarina bakildiginda,
yaklagik 140 nm biiyiikliiglindeki partikiillerin hem sayica hem yogunluk bakimindan
var oldugu goriilmektedir. Intensity-diameter ve number-diameter dagilimlarindan da
goriildiigii  gibi, biiyilk boyuttaki partikiillere rastlanmamaktadir. Hekzadekan
kullanilarak topaklanmalar Onlenmis, stabil, diizenli boyuta sahip partikiiller elde

edilmistir. (Sekil 3.25)
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3.6 E30 Kodlu BSA Baskilanmis Nanopartikiillerin STEM ile Morfolojik
Karakterizasyonu

AceV SpotMagn Det WD |——— 2um
200Kk 3.0 25000x BSE 7.5

Sekil 3.26 E30 kodlu baskilanmis polimerin STEM goriintiisii

BSA baskilanmamig emiilsiyonun partikiil boyutlart 138 nm iken, baskilama yapildiktan
sonra, BSA molekiiliiniin baskilanmasiyla partikiil boyutunda biliylime gézlemlenmistir.
Ortalama 280 nm boyutunda partikiil elde edilmistir. (Sekil 3.26 )
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3.6.1 E30 Kodlu BSA Baskilanmis Polimerin Asetik asit, Etanol ve Suya Karsi
Diyalizinden Sonraki Halinin STEM ile Morfolojik Karakterizasyonu

AccY SpotMagn Det WD |—— 200nm AccV SpotMagn Det WD —— | 200 nm
340 kv 30 200000xBSE 9.7 3.50kV 3.0 200000xBSE 9.7

Sekil 3.27 E30 kodlu baskilanmig polimerin diyaliz sonrast STEM gériintiiiileri

Baskilanmis polimerin diyaliz edildikten sonraki STEM sonuglara bakildiginda,
partikiil boyutlarinin tekrar kiiclildiigli goriilmektedir. Diyaliz ile siirfaktanlar
uzaklastig1 i¢in topaklanma meydana gelmesi de normaldir. Ancak yine de kiiresel

partikiiller segilebilmektedir. (Sekil 3.27 )

3.6.2 E30 Kodlu Baskilanmis Polimer Diyaliz Sonras1 SEM Gériintiisii

J

DetiMiDal— % ¥ | 5
SEROB. .

Sekil 3.28 Diyaliz edilen E30 kodlu baskilanmig polimerin SEM goriintiisii (a)
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Sekil 3.29 Diyaliz edilen E30 kodlu baskilanmis polimerin SEM goriintiisii (b)

Emiilsiyon ¢ozeltisinden alman 5 mL’lik ornek, liyofilizatérde kurutuldu ve film
halinde elde edildi. Sekil 3.28 Yaklastik¢a bir araya gelmis parcaciklar goriilmektedir.
Sekil 3.29’te de goriildiigli gibi 10000x biiyiitmeli SEM kesit alaninda partikiillerin bir

araya gelerek adeta film olusturdugu goriilmektedir.
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3.7 E 29 Kodlu Mini-emiilsiyonun Termal Karahhg

100

Weight % (%) —— ——

30 100 200 300 400 500 600 700 750
Temperature (-C)

Sekil 3.30 E29 kodlu polimerin TGA termogramii

UV-kiirlenen tiyol-en polimerlesmesi ile hazirlanan E29 kodlu mini-emiilsiyon
liyofilizatorfe kurutuldu. Elde edilem kuru polimer partikiillerin termal kararlilig
belirlemek i¢in termal gravimetrik analiz yapilmistir. Oda sicakligindan 750 °C’ye gore
isitilan - kiitlenin - sicakliga bagli degisim grafiginden {ic asamali kiitle kaybi

gozlemlenmistir.

[k asamada 100 °C’de % 2’lik bir kiitle kab1 polimer iginde kalan nemden kaynaklidir.
300 °C’de yaklasik % 20’lik kiitle kayb1 polimere ait yan gruplarin parcalanmasi etilen
glikol gruplarin parcalanmasi sonucu meydana gelen kiitle kaybidir. 420 °C’de
gerceklesen ikinci kiitle kaybinda ana yapiin % 65’1 parcalanmistir. Bu polimerin ana
iskelet pargalanmasidir. 530 °C’de toplamda % 88’lik bir kiitle kaybedilerek yapida
bulunan aromatik gruplarin ayrildig1 soylenebilir. Geriye kalan kiil miktar1 % 2.5’tur.
Ug asamal kiitle kayb1 gézlemlenmistir [79]. (Sekil 3.30)
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3.8 E29 Kodlu Polimerin Diferansiyel Taramah Kalorimetre ile Termal
Karakterizasyon

8.0 r 3554

F 30

o
)
h

Peak = 18.74 ¢
Area = 0.454 mJ

4 Defta Cp=0.197 Jig™*C Area = 4184 ml Dots He D087 Uiy

Delta H=-0.6152 Jfy

F 20

Heat FlowEndo Up (m) —— ———
Derivative Hest Flow (myWimin) — —

Ty: Half Cp Extrapolated = -22.27 *C
Peak =-9.89 °C

-3.204 -5.898
-43593  -40 =30 =20 -10 o 10 20 30 40 50
Temperature (°C1

Sekil 3.31 E29 kodlu mini-emiilsiyonunun DSC termogrami

Diferansiyel Taramali Kalorimetre kullanilarak mini-emiilsiyon ile sentezlenen polimer
nanopartikiillerin, BSA’nin, BSA baskilanmis nanopartikiillerin ve baskilanan BSA’nin
asetik asit/alkol ile nanopartikiilden uzaklastirildiktan sonraki nanopartikiillerin termal
davraniglar1 incelendi.

Sekil 3.31°de E29 kodlu nanopartikiillerin DSC termogrami verilmistir. Termogramda -
22.3 °C’de camsi gecis sicakhign (Tg) gdzlendi. -10 °C’de kristal olusumuna ait pik
bulunmaktadir. Bu, yap1 igerisinde kristal diizene girebilen {initeler oldugunu
gostermektedir.

19 °C’de Tm kristal erime piki bulunmaktadir. Bu da olusan zayif kristal bolgelerin
eridigini gostermektedir. Polimer oldukca ¢apraz bagh oldugu i¢in daha gii¢lii Tg ve Tm

gorebilmek miimkiin olmamaktadir.
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3.9 Sigir Serum Albuminin DSC grafigi
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Sekil 3.32 BSA DSC termogrami

Sekil 3.32 BSA’ya ait DSC termogrami verilmistir. BSA’nin 51 ve 62 °C’de iki erime
piki bulunmaktadir. Bu termal erime pikleri BSA’nin denatiirasyonuna ait piklerdir

[80].
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3.10 E30 Kodlu Baskilanmis Polimerin DSC grafigi
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Sekil 3.33 E30 kodlu baskilanmis polimerin DSC termogrami

Sekil 3.33’te goriildiigii gibi BSA baskilanmis polimer nanopartikiillerde 37 °C’de Tg ve
40.85 °C’de Tm piki goriilmektedir. BSA'min 51.62 °C’deki Tm denatiirasyon piki,
polimere baskilandigindan dolay1 40.85 °C’de goriilmektedir. BSA’nin polimerin zincir

hareketlerini kisitlamasiyla, polimerin Tg degerinin arttig1 goriilmuistiir.
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3.11 E30 Kodlu Baskilanms Polimerin Diyaliz Edilmis Halinin DSC Grafigi
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Sekil 3.34 E30 baskilanmig polimerin diyaliz edilmis halinin DSC termogrami

Sekil 3.34’te BSA’nin diyaliz ile nanopartikiillerden ayrildiktan sonra elde edilen

polimerin DSC termogramindan 10 °C’de Tg ve 19 °C’de Tm piki goriilmektedir. BSA

ayrildiktan sonra polimer zincirlerinde hareketlilik artarak Tg 10 °C’ye diismiistiir.
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3.12 E30 Kodlu Baskilanmis Polimerin Diyalizi

3.12.1 BSA Kalibrasyon Grafigi

1000

0.500

Abs.

0.000

-0.100
250.00 260.00 180.00 300.00 320.00
nm.

Sekil 3.35 BSA UV-spektrofotometrede absorbans dlgiimii

1,6 mg/ml konsantrasyonunda BSA ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢6zeltiden 1:1, 1:2,1:3,1:4
(BSA: su) konsantrasyonlarinda alinarak UV-spektrofotometrede 280 nm’deki
absorbans 6l¢iimleri yapildi. (Sekil 3.35)
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T Absorbans
0.33
03
045
04
035
03
0235
02
0.15
01
B4 Jealibrasygg srafii N
0.03 #x=0.054458263%x+0.011631404; R=0.9989
Konsantrasyon (mg/ml) x10-
0 N
0 0.3 1 13 2 23 3 33 4 43 3 i3 6 6.3 7 13 8 83

Sekil 3.36 BSA kalibrasyon grafigi

280 nm’de kaydedilen absorbans degerleri, konsantrasyona karsi grafige alinarak

kalibrasyon grafigi ¢izildi. R% 0.9989 (Sekil 3.36)

3.12.2 Diyaliz Suyunun Absorbans Ol¢iimii

0172

T T T T T
\ Diyaliz su 1
o1l | Divalizsn2 -

0.100

Abs

0050

0,000

00350 ! L 1 !
25963 27000 28000 29000 304 53

Iam

Sekil 3.37 Diyaliz suyunun absorbans 6lgtimii
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BSA baskili polimer nanopartikiil asetik asit, etanol ve suya kars1 diyaliz yapildi. 2’ser
saat asetik asit ve etanolle diyaliz yapildiktan sonra 2’ser saat su ile yapilan diyalizden

alinan 6rneklere UV spektrofotometreyle 280 nm’deki absorbans 6l¢iimii yapildi.

Tablo 3.1 Diyaliz suyu kalibrasyon grafiginde 6lgiilen konsantrasyon miktarlar

Diyaliz suyu Absorbans Konsantrasyon (mg/ml)
1. Diyaliz Suyu 0.016 0.08
2.Diyaliz Suyu 0.012 0.00057
3. Diyaliz Suyu 0 0

Olgiilen absorbans degerlerine, kalibrasyon grafiginde karsilik gelen konsantrasyonlara
bakildiginda, ilk diyaliz suyundan son diyaliz suyuna dogru diyaliz suyu icerisinde

kalan BSA miktarinin oldukga azaldigi, son diyaliz suyunda mini-emiilsiyon igerisinden
BSA’nin uzaklastigi goriillmektedir. (Tablo 3.1)

3.13 Proteinin Nanopartikiile Tekrar Baglanma Prosesi

Daha oOnceden hazirlanan BSA ¢o6zeltisinden seyreltilerek, molekiiler baskilanmis
polimerler (MIP) ve baskilanmamis polimerler (NIP) i¢in ayri ayrt 1,6 mg/mL, 1,2
mg/mL ve 0,8 mg/mL konsantrasyonlara sahip protein ¢ozeltileri hazirlandi. 2.08 g/ 2.5
mL diyaliz edilmis baskilanmis polimerin (MIP) ve 2.24 g/mL baskilanmamis polimerin
(NIP) bu protein ¢ozeltilerine ilave edildi, vortekslenip 24 saat karigmaya birakildi. Siire

sonunda ¢ozeltiler 2600 rpm’de 5 dk. santrifiijlendi.
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a) MIP b) NIP
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Sekil 3.38 Siiziintii i¢erisinde kalan BSA absorbans degerleri a)MIP, b) NIP

Santrifiij edilen malzemeden siiziintii alind1 ve siiziintiilerdeki BSA miktarin1 6lgmek

tizere UV spektrofotometresi kullanilarak 280 nm’deki absorbanslar 6l¢iiliip not edildi.

(Sekil 3.38) Not edilen absorbanslar kalibrasyon grafiginde yerlerine yazilarak,
stiziintiide kalan BSA konsantrasyonlari bulundu. (Tablo 3.2)

Tablo 3.2 E30 kodlu MIP ve E29 kodlu NIP’in baslangi¢ ve final BSA konsantrasyonlari

MIP NIP
C; (mg/ml)
Absrb. Cr (mg/mL) Absrb. C¢ (mg/mL)
0.8 0.043 0.057 0.047 0.065
1.2 0.107 0.175 0.113 0.186
1.6 0.074 0.1144 0.140 0.235

Buradan yola ¢ikilarak, polimere tekrar baglanan BSA miktarini bulmak igin
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Denklem 1 Tekrar baglanan protein miktar hesaplama [81]

(G —-CpV
m

Formiiliinde Q: Polimere baglanan protein miktar1 (mg protein/ g polimer), C;: Proteinin
baslangi¢ konsantrasyonu, C¢, Son protein konsantrasyonu, V: protein ¢6zeltisinin

toplam hacmi, m: karisim i¢indeki polimerin kiitlesi olmak tizere hesap yapildiginda,

Tablo 3.3 E30 kodlu MIP ve E29 kodlu NIP’e baglanan protein miktari

Konsantrasyon MIP (mg/g) NIP (mg/g)
(mg/mL)
0.8 0.36 0.32
1.2 0.5 045
1.6 0.7 0.6

Tablo 3.3 de tekrar baglanma prosesi sonucunda MIP ve NIP 1n baskiladig1 protein
miktarlar1 bulunmustur. Bu verilerden yola ¢ikarak, baskilanan protein miktarini
nmol/g cinsine ¢evirilerek Tablo 3.4’te adsorplanan protein miktar1 grafikte
belirtilmistir. (Sekil 3.39)
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Tekrar Baglanma Prosesi

12

10 A

8 -
MIP
NIP

0.8 1,2 1,6

Adsorplanan protein miktari (nmol/g)
(o)}

Sigir serum albumin baslangi¢ konsantrasyonlari (mg/ml)

Sekil 3.39 Tekrar baglanma prosesinde, adsorplanan BSA miktar1

Tablo 3.4 Tekrar baglanma prosesi- BSA

Konsantrasyon MIP (nmol/g) NIP (nmol/g)
(mg/mL)
0.8 5.35 49
1.2 7.39 6.79
1.6 10.73 9.15

Sonug olarak MIP ve NIP nanopartikiilleri asetik asit, etanol ve suya kars1 diyaliz
yapilarak igerisinde baskilanmis BSA’dan uzaklastirilmistir. MIP’in BSA c¢ozeltisinin
igerisine konuldugu zaman, BSA’ya tekrar baglanabilmistir. Ote yandan NIP’lerde BSA
ile spesifik olmayan etkilesim ile baglanmaktadir. Nanopartikiil yiizey alan1 biiyiik
oldugu icin yiizeyde adsorpsiyon olusmaktadir. Ancak Tablo 3.4 ‘te goriildiigii gibi

MIP’in spesifik baglanma orani daha fazladir.
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3.14 Nanopartikiiliin BSA’y1 Tekrar Baglama Kinetigi Calismasi

e
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Sekil 3.40 E30 kodlu MIP ve E29 kodlu NIP'in BSA ¢ozeltisi i¢erisindeki zamana kars1 tekrar baglanma

grafigi
Tablo 3.5 Kinetik ¢aligmast
Zaman(dk) MIP adsorplanan NIP adsorplanan
protein % protein %
120 9.5 8.2
180 18.3 103
240 29.4 25.2
330 38.5 354
1440 89 84.2

Sekil 3.40 BSA’nin nanopartikiile tekrar baglanma yiizdesinin zaman i¢inde degisimi
incelendi. MIP nanopartikiiller, 120 dk.da BSA ¢ozeltisinden % 9.5 oraninda BSA’y1
kendine baglamaktadir. Ote yandan NIP nanopartikiillerde yiizeyinde BSA’y1 spesifik

olmayan etkilesimlerle tutmaktadir. Zaman ilerledik¢e yeniden baglanan BSA orani
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diizenli olarak artmistir. MIP polimere BSA’nin yeniden baglanma hizi NIP’in BSA
yiizeyine tutunmasina oranla daha hizhidir. 24 saat sonunda BSA c¢ozeltisindeki

proteinin % 89’u MIP’e baglanmaktadir.
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4 SONUCLAR

Molekiiler baskilanmis polimerler, kolay sentezlenebilmesi, maliyetinin az olusu ve
genis bir skalada kullanim imkani sagladigi i¢in giliniimiizde oldukca tercih

edilmektedir.

Bu c¢alismada, UV-kiirlenen tiyol-en polimerizasyonu ile ilk kez BSA proteini
baskilanmis nanopartikiil sentezi yapildi. Bu amagla oncelikle fonksiyonel monomer
olarak kullanilmak tizere fenilalanin, allil bromiir ile fonksiyonellendirildi. FT-IR ile
istenilen fonksiyonel monomerin basariyla sentezlendigi ispat edildi. "H NMR ile yap:

aydinlatilmasi sonucunda alil modifiye fenilalanin yapisinin sentezi tamamlandi.

Kararli emiilsiyon elde edebilmek amaciyla c¢esitli monomer formiilasyonlariyla
emiilsiyonlar ¢alisildi. Termal ve fotobaslatici kullanilarak 30 tane mini-emiilsiyon
denemesi yapildi. Termal polimerlesmenin 40 °C’de gergeklestirilmesi nedeniyle
proteini denatiire edebilecegi kaygisiyla UV-kiirlenme yonteminin denenmesi yoluna
gidildi. Sentezlenen allil fonksiyonel fenilalanin tiyol-en reaksiyonu vermesinden
yararlanilarak 2 farkli tiyol-en reaksiyonu yapildi. Fotobaslatici kullanilarak yapilan
UV-kiirlenen tiyol-en polimerizasyonunun termal yolla baslatilan tiyol-en reaksiyonuna
gore daha kolay ve hizli olmasi nedeniyle tercih edildi. Emiilsiyonda kararlilig1
saglayabilmek i¢in farkli siirfaktan miktarlari kullanildi. Mini-emiilsiyonda nanoboyutlu
partikiillerin kararliligin1 artirabilmek i¢in hekzadekan, emiilsiyon sistemine ko-
stabilizator olarak eklendi ve nanopartikiillerin kiiresel seklini koruyup topaklanmadigi
gozlemlendi. Optimize edilen formiilasyon sonucu yaklasik 200 nm boyutunda kararli

nanopartikiiller elde edildi.

Emiilsiyon igerisinde kararli ve kiiresel nanopartikiiller elde edildikten sonra baskilama
Oon c¢aligmasina gecildi. Bu amacla sigir serum albumin, kararli partikiiller elde
edilebilen emiilsiyon formiilasyonunun igerisine eklenerek baskilama prosesi
gerceklestirildi. 2.08 mg MIP, 1.6 mg proteinin 0.7 mg’in1, 1.2 mg proteinin 0.5 mg’in1
ve 0.8 mg proteinin 0.36mg’in1 baskilandi. Sonug olarak farkli konsantrasyonlardaki
cozelti igerisinde bulunan BSA’nin % 43’1 basariyla tekrar baglandi. BSA baskilanmis
nanopartikiillerde STEM ile yapilan morfolojik incelemede partikiil boyutunun oldukca
bliyiidiigi ve ortalama 280 nm boyuta ulastig1r tespit edildi. Polar solventlerin
kullanildig1 diyaliz yontemiyle sablonun uzaklastirildiginda FT-IR

78



karakterizasyonundan ve absorbans dl¢iimleri ile incelendi. DSC analizi ile BSA’ya ait
erime pikinin MIP’in termograminda tespit edilmesi de baskilamay1 kanitlamaktadir.
Farkli konsantrasyonlardaki sigir serum albumin ¢6zeltisine sablonun uzaklastirildigi
polimer partikiiller eklendiginde, BSA’ya tekrar baglanabildigi goriildii. Ayrica FT-IR
ile 1652 cm™ ve 1540 cm™ deki piklerdeki siddetlenme ile BSA nin yapiya eklendigini
gostermektedir. Ayni islem kontrol polimeri ile gergeklestirildi. Kinetik ¢calismasinda da
baskilanmis  polimerin  kontrol polimerinden mini-emiilsiyonda nanoboyutta

partikiillerin kararliligini arttirabilmek i¢in daha hizli bir kinetige sahip oldugu goriildii.

Optimize edilen mini-emiilsiyon formiilasyonundan yola c¢ikilarak difteri toksini
baskilama g¢aligmasi gelecek donemde hedeflerimiz arasindadir. Bu tez g¢aligmasi ile
edindigimiz bilgi birikimi ile monomer/siirfaktan orani c¢apraz baglayic1 orani,
degistirilerek difteri toksinini yiliksek oranda baglayabilecek bir MIP yapilmast miimkiin

olacaktir.
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