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Yiiksek Lisans Tezi

Fenikol Bilesiklerinin Siit Uriinlerinden Baskilanmis Polimer Ile Kati Faz
Ekstraksiyonu Optimizasyonu ve LC-MS/GC-MS Analizi

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

OZET

Calismamiz kalip molekiil kloramfenikol, momomer metakrilik asit ve ¢apraz
baglayici etilenglikoldimetakrilat temelli molekiiler baskilanms polimer hazirlanmasini
igerir. Sentezlenen MIP siit numunelerinden kloramfenikol (CAP), florfenikol (FF) ve
tiyamfenikol (TAP)’iin LC-MS/MS analizini takip eden kat1 faz ekstraksiyonu igin
kullanilmistir.  Molekiiler baskilanmis polimerler (MIP’ler) sulu siispansiyon
polimerizasyonu ve ¢Oktiirme polimerizasyonu metotlar: ile sentezlendi. Elde edilen
molekiiler baskilanmis polimer mikro kiireleri taramali elektron mikroskobu (SEM),
fourier dontigiimlii kizil 6tesi spektroskopi (FTIR), termogravimetrik analiz (TGA) ile
karakterize edildi. CAP bilesiginin sentezlenen polimer iizerindeki adsorpsiyon
davranig1 analit konsantrasyonu, polimer-analit etkilesim siiresi ve ¢ozelti pH™1
parametrelerini icerecek sekilde optimize edildi. MIP ve kontrol polimeri NIP icin
baglanma izotermleri ¢izildi. Scatchard analizlerinde ¢oktiirme polimerizasyonu ile
sentezlenen MIP i¢in spesifik ve spesifik olmayan baglanma bolgeleri tayin edildi, buna
karsin slispansiyon polimerizasyonu ile elde edilen MIP’ler kontrol polimerine gore
zayif adsorpsiyon ozellikleri gosterdi. Coktiirme polimerizasyonu ile sentezlenen MIP
ve kontrol polimeri NIP icin adsorpsiyon Ozellikleri batch modu deneyleri ile
karakterize edildi. Scatchard analizi ¢iktilarindan MIP, yiiksek segici bolgeleri igin
Qmax = 2,238 mg g ve Ky = 4,156 mg mL™ degerleri verirken diisiik segici bolgeler
Qmax = 3,68 mg g* ve Kq = 31,88 mg mL™ degerlerini gosterdi. Kontrol polimeri NIP,



Qmax = 1,238 mg g™ ve Ky = 20,38 mg mL™ degerleri ile MIP’e kiyasla daha diisiik

baglanma karakteristikleri gostermektedir.

CAP bilesigi igin baskilama faktori 3,44 (Qmip/Qnip) Olarak tayin edildi ve
goreceli baskilama faktorleri Qcap/Qrr Ve Qcap/Qrap sirasiyla 1,22 ve 1,24 olarak
belirlendi. Sentezlenen MIP, siit numunelerinden fenikol bilesiklerinin kat1 faz
ekstraksiyonunda basar1 ile uygulandi. CAP, FF ve TAP fenikolleri ile spike edilen
(0,01 — 10 mg L'l) siit numunelerine MIP ile hazirlanmis SPE kartuslarinda kati faz
ekstraksiyonu uygulandi. Onceden belirlenmis SPE sartlarmin siit numunelerine
uygulanmasi ile CAP igin 82,5+5,6 — 91,843,7; FF icin 73+5,3 — 83,6+4,8; ve TAP i¢in
71,244,1 — 72,6+3,6 araliginda geri kazanim degerleri elde edildi.

Kloramfenikol, florfenikol ve tiyamfenikoliin siit numunelerinden c¢oktiirme
polimerizasyonu ile sentezlenen MIP’e dayali katifaz ekstraksiyonunun takip eden LC-

MS/MS analizleri basari ile ger¢ek numunelere uygulanabilir.

Yil : 2017
Sayfa Sayisi : 89
Anahtar Kelimeler  :Molekiiler baskilanmig  polimer, Kloramfenikol, Katifaz

ekstraksiyonu, S1vi kromatografi kiitle spektrometri.



Master’s Thesis

Optimization Of Solid Phase Extractions Of Phenicol Compounds From Milk Products
By The Use Of Molecularly Imprinted Polymers And LC-MS/GC-MS Analysis
Trakya University Institute of Natural Sciences

Chemistry

ABSTRACT

Our study involves preparation of molecularly imprinted polymer based on
template molecule chloramphenicol, monomer metacrylic acid and crosslinker
ethyleneglycoldimethacrylate, synthesized MIP is used for solid phase extraction of
chloramphenicol (CAP), florfenicol (FF) and thiamphenicol (TAP) from milk samples
followed by LC-MS/MS analysis. Molecularly imprinted polymers (MIP’s) are
synthesized by aqueous suspension polymerization and precipitation polymerization
methods. Resulting molecularly imprinted polymer microspheres (MIPM’s) were
characterized with scanning electron microscope (SEM), fourier transformed infrared
spectroscopy (FTIR) and thermogravimetric analysis (TGA). Adsorption behavior of
CAP on synthesized polymers were optimzed including parameters concentration of
analyte, polymer-analyte contact time and pH of solution.

Binding isotherms for MIP and control polymer NIP are plotted. According to
the Scatchard plot analysis specific and non-specific binding sites were determined for
precipitation polymerization synthesized MIP while suspenson polymerization resulted
MIP showed weak adsorption properties compared with control polymer. MIP
synthesized by precipitation polimerization and its control polymer NIP’s adsorption
properties were characterized with batch mode experiments. Outcomes from Scatchard
plot analysis of MIP gives Qmax = 2,238 mg g™* and Ky = 4,156 mg mL™ values for high
affinity sites whereas low affinity sites showed Qma = 3,68 mg g™ and Ky = 31,88



mg mL™. Control polymer NIP gives Qmax = 1,238 mg g™ and K¢ = 20,38 mg mL™
values showing low binding characteristics with respect to the MIP.

Imprinting factor (IF) for template compound CAP was defined as 3,44
(Qmip/Qnip) and relative imprinting factors in optimized batch mode experiments
Qcar/Qrr and Qcap/Qrap Were 1,22 and 1,24 respectively. Synthesized MIP was applied
succesfuly to the solid phase extraction (SPE) of fenicol compounds from milk samples.
Milk samples spiked with phenicols CAP, FF and TAP (0,01-10 mg L™) were subjected
to the solid phase extraction with MIP prepared SPE cartridges. Under pre-defined SPE
conditions applied to the milk samples, recoveries were between 82,5+5,6 — 91,8+3,7

for CAP, 73+£5,3 — 83,6+4,8 for FF and 71,2+4,1 — 72,6+3,6 for TAP compounds.

Precipitation polymerization synthesized MIP based SPE extraction of
chloramphenicol, florfenicol and thiamphenicol from milk samples followed by LC-

MS/MS analysis can be succesfully applied to the real samples.

Year : 2017
Number of Pages : 89
Keywords :Molecularly imprinted polymer, Chloramphenicol, Solid phase

extraction, Liquid chromatography mass spectrometry.



TESEKKUR

Tez ¢alismamda bana her tiirlii olanag1 saglayan ve her konuda yardimci olup
beni yonlendiren danisman hocam Sayin Yrd. Dog. Dr. Kenan SEZER’¢;

Bu egitimi almam konusunda bana her tiirlii destegi veren Edirne Gida Kontrol
Laboratuvar Miidiirii Sayin Ayhan ORAN’a ve Tekirdag Gida Kontrol Laboratuvar
Miidiirii Sayin Ibrahim Halil BAKIR a;

Maddi ve manevi sonsuz desteklerinden dolay1 degerli Aileme;

Tesekkiirti bir borg bilirim.

Tayfun CEYHAN



ICINDEKILER

OZET . .o i
ABSTRACT ...t il
TESEKKUR . ... v
ICINDEKILER ... .ot vi
KISA LT M A L AR . . e e e e e e X
SEKILLER DIZINT. ... Xi
TABLOLAR DIZINI.......oooooiiiiiiiiiiiiii Xiii
BOLUM L.ttt 1
GIR IS . 1
BOLUM 2.ttt 3
GENEL BILGILER......ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i 3
2.1. Kloramfenikol ve Analoglari..............oovuiiiiiiii e 3
2.2 Kat1 Faz EKstrakSiyonu. ... ....o.oiuiiiiii e, 6
2.2.1 Kat1 Faz Ekstraksiyonu Teknikleri...............cooooiiiiiiii, 9
2.2.2.1 Batch TeKNiGi....o.viniii i 9

2.2.2.2 Kolon TeKNIZI. .. .oueteittee et et eere e e 9

2.2.2 Kat1 Faz Ekstraksiyonu Basamaklar1.................c..c 10
2.2.3. Kat1 Faz Ekstraksiyonunun Avantajlart...............cccooeiiiiiiiiiin.. 11

2.3 Molekiiler Baskilanmis Polimerler...................ooooiiiii 12
2.3.1 Kovalent Baskilama. ... 14
2.3.1.1 Kovalent Baskilamanin Avantajlart...................ooociiiin . 15

2.3.1.2 Kovalent Baskilamanin Dezavantajlari.................c.oooiin. 15

2.3.2 Non-kovalent Baskilama..............oooooiiiiiiiii e, 15
2.3.2.1 Non-kovalent Baskilamanin Avantajlart....................ccoeieeiennnnn. 16

2.3.2.2 Non-kovalent Baskilamanin Dezavantajlari................c.c.cccooouii. 16

2.3.3 Molekiiler Baskilanmis Polimerlerin Sentez Teknikleri......................... 17
2.3.3.1 Y1gin (Bulk) Polimerizasyonu ..............cooviviiiiiiiiiiieiiiieeen, 17

Vi



2.3.3.2 Siispansiyon Polimerizasyonu. ..........c.oouiviiniiiiiieriniiieeiananenans 18

2.3.3.3 Coktiirme Polimerizasyonu...........o.ovviiiiiiiiiiiieieiieiieneeeeieeeeenn 18
2.3.3.4 Cok Adiml1 Sisme Polimerizasyonu.............ooovviiieiiieneennnnannn. 18
2.3.3.5 Yiizey POlIMErzasyonu...........coooviiiiiiiiiiiiiiiie e, 19
2.3.4 Molekiiler Baskilanmis Polimerlerin Uygulama Alanlari....................... 20
2.3.5 Molekiiler Baskilanmis Polimer Sentezinde Kullanilan Temel Bilesenler...21
2.3.5.1 Kalip MoleKul.......ooonii e 21
2.3.5.2 Fonksiyonel MonOmer. ... ..o 22
2.3.5.3 Capraz Baglayictlar............ooiiiiiii i, 24
2.3.5.4 Porojen(COZUCTL). . . ouvenee et et ettt e e e e e eaeaens 26
2.3.5.5BaslatiCilar. ... .o 26
2.3.6 Molekiiler Baskilanmis Polimerlerin Karakterizasyonu........................ 28
2.3.6.1 Kimyasal Karakterizasyon............c.cooeviiiniiiiiiiiiiieieieeeeaene, 29
2.3.6.1.1 Fourier-Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR)................. 29
2.3.6.1.2 UV SPeKtroSKOPISI. ......cuviuiitiit it 29
2.3.6.1.3 Katt HAI NMR 1o 29
2.3.6.2 Morfolojik Karakterizasyon...........coovviiiiniiiiiiiiiieeieeenaaen 30
2.3.6.2.1 Civa Yiizey POrozimetresi........oouvveeiiiiniiiiiiiiieiiinieanann, 30
2.3.6.2.2 Azot Sogurma Porozimetresi..........o.ovviiiniiiiiiiiiiiianannnn. 30
2.3.6.2.3 Solvent Tutulum Denemeleri................c.oooiiiiiiiiiiiin, 30
2.3.6.2.4 Mikroskopik Yontemler (SEM).........ooooiiiiiiiiiiiiiiins 30
BOLUM 3. 31
MATERYAL VE METODLAR. ... e 31
B LMALEIYAl. .. .ot 31
3L ST OMMNEE. ... 31
3.1.2 Kullanilan Kimyasallar...............ooiiiiiiiiii e 31
3.1.3 Kullantlan Cihazlar............coooii e 31
B2 MEtOIAr ..o 32
3.2.1 Kloramfenikol Baskilanmig Polimerlerin Sentezi.............................. 32
3.2.1.1 Siispansiyon Polimerizasyonu ile Sentezlenen Polimerler............... 32
3.2 L. LI MIP-1-S SENMEZI....eeeieiei e 32
32112 MIP-2-S SENEEZI...ueneeii et 33

vii



3.2 1. 1.3 MIP-3-S SBNIEZI. ..ot 33

3.2.1.1LANIP-3-S SENtEZI....euvviiiiiiiiii e 34
3.2.1.2 Coktliirme Polimerizasyonu ile Sentezlenen Polimerler.................. 35
32121 MIP-P-1 SENEEZI...uineeieii e e 35
3.2.1. 22 MIP-P-2 SENBZI......oviviiiiiii 35
3.2.1. 2.3 NIP-P-L SENEZI...eoevviniiiiiiiii e, 36

3.2.2 Siit Orneklerinden Fenikollerin EkstraksSiyonu...............cccoevuivnennn.n.. 36
3.2.3 GC-MS Sistemi Calisma Kosullari...................ooooiiiiiii i 36
3.2.4 LC-MS/MS Sistemi Calisma Kosullart.................coooiiiiiiiiii i, 37
3.2.5 Fenikol Bilesiklerinin GC-MS Analizlerinin Optimizasyonu.................. 37
3.2.6 Coktiirme Polimerizasyonu ve Siispansiyon Polimerizasyonu ile Sentezlenen
MIP’lerin Adsorpsiyon Kinetiginin Karakterizasyonu.....................oooeenee 38
3.2.7 MIP-3-S, NIP-3-S, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in Adsorpsiyon Kinetiginin
KaraKteriZaSYONU. ... ...c.uiet ittt e e 38
3.2.8 MIP-3-S, NIP-3-S, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in Adsorpsiyon Kinetiginde
Konsantrasyonun Etkisinin Karakterizasyonu..................ccooovviiiiiininnnn. 38

3.2.9 MIP-3-S, NIP-3-S, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in Adsorpsiyon Kinetiginde

Siirenin Etkisinin Karakterizasyonu. ...........ooeiviiiiiiiiaiiiiiiiieieiiaeanannn 39
3.2.10 MIP-3-S, NIP-3-S, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in Adsorpsiyon Kinetiginde pH
Etkisinin KarakterizasSyonU............oovvouiniiiiiii e 40

3.2.11 CAP Baskili Polimerin Analog Bilesikler I¢in Adsorpsiyon Kinetigini ve
Baskilama Faktorinlin Tayini.........c.cooeiiniiiiiiiiiiii e 40
3.2.12. MIP-P-1 Baskilanmis Polimerin ve Geleneksel Sorbentlerin SPE
Calismalartyla Karsilagtirtlmast. ... 41
3.213 MIP-P-1 i¢in Geri Kazanim Calismalarinda Segici Olmayan

Adsorpsiyonun Azaltilmast..........c.ooiuiiiiiiii e 41
3.2.14 MIP-P-1"in geri kazanim ¢alismalari...................ccooviiiiiiiiiinnnn. 42
3.2.15 Kloramfenikol Baskilanmis Polimerlerin Karakterizasyonu................. 42
32151 FTIRANANZIENT. .. ceeneeee 42
3.215.2SEManalizleri.........ooooiiiii 42

3.2.15.3 Termo-gravimetrik analizler (TGA)........cccooiiiiiiiiiiien 42
BOLUM 4. . 43

viii



DENEYSEL SONUCLAR.......oo e 43

4.1. Fenikol Bilesiklerinin GC-MS Analizlerinin Optimizasyonu...................... 43
4.2 Coktiirme Polimerizasyonu ve Siispansiyon Polimerizasyonu ile Sentezlenen
MIP’lerin Adsorpsiyon Kinetiginin Karakterizasyonu..................c.coovvvviennnn.n. 45
4.3 MIP-3-S, NIP-3-S, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in Adsorpsiyon Kinetiginin
KaraKterizaSyOnUe. .........oourii it e e e e 45
44 MIP-3-S, NIP-3-S, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in Adsorpsiyon Kinetiginde
Konsantrasyonun Etkisinin Karakterizasyonu.................ccoooiviiiiiiiiiiinannnn.. 45

4.5. MIP-3-S, NIP-3-S, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in Adsorpsiyon Kinetiginde Siirenin

EtKisinin KaraKterizaSyonU. ..........oouiiniine i e, 50
4.6 MIP-3-S, NIP-3-S, MIP-P-1 ve NIP-P-I’in Adsorpsiyon Kinetiginde pH
Etkisinin KaraKterizaSyonU...........coooiiriiri e 51

4.7 CAP Baskili Polimerin Analog Bilesikler Icin Adsorpsiyon Kinetigi ve
Baskilama Faktorinlin Tayini.........ccooeiiuiiiiiiiiiiii i, 52
4.8. MIP-P-1 Baskilanmis Polimerin ve Geleneksel Sorbentlerin SPE Calismalariyla
KarstlastirIlmast. ... 52
4.9 MIP-P-1 i¢in Geri Kazanim Calismalarinda Segici Olmayan Adsorpsiyonun

AZAIIMAST. ..o 52
4.10 MIP-P-1"1n geri kazanim ¢alismalari................cooooiiiiiiiiiiiiiiiieeen, 53
4.11 Kloramfenikol Baskilanmis Polimerlerin Karakterizasyonu....................... 56
A1LLIFT-IR ANANZIEri. ..o, 56
4112 SEM ANANIZIEr. ... 59
4.11.3 Termogravimetrik Analizler. ... 61
BOLUM 5.ttt 64
TARTISMA . ..o e 64
KAYNAKLAR . e e 70
OZGECMIS . . 76



AIBN
CAP
EGDMA
FF
FAR-FT-IR
FTIR
GC-MS
LC-MS/MS
MIP

MAA
MISPE
MRL
MSTFA
NIP

NMR

PVA

SIM

SEM

SPE

TAP

TIC

TGA

T™S
UV/Vis

KISALTMALAR

: Azobisizobiitironitril

: Kloramfenikol

: Etilen glikol dimetaakrilat

: Florfenikol

: Uzak bolge Fourier doniisiimlii Infrared Spektroskopisi
: Fourier Doniisiimlii Infrared Spektroskopisi

: Gaz kromatografi-Kiitle Spektrometresi

> S1vi Kromatografisi-Kiitle/Kiitle Spektrometresi
: Molekiiler Baskilanmis Polimer

: Metakrilik Asit

: Molekiiler Baskilanmis Polimer Kat1 Faz Ekstraksiyonu
: Maksimum Kalint1 Limiti

: N-metil-N-(trimetilsilil)trifloroasetamid

: Baskilanmamuis polimer

: Niikleer manyetik rezonans

: Polivinil alkol

: Secici Iyon Gériintiileme

: Taramal1 Elektron Mikroskobu

: Kat1 faz ekstraksiyonu

: Tiyamfenikol

: Toplam iyon kromatogrami

: Termo-gravimetrik analiz

: Trimetilsilil

: Mor 6tesi/goriiniir bolge spektroskopisi



SEKILLER DiZiNI

Sekil 2.1 KloramfeniKol. ... ... 4
Sekil 2.2 FlorfeniKol....... ..o 5
Sekil 2.3 TiyamfeniKol. ... ... 5
Sekil 2.4 Cesitli SPE kolonlar ve diskleri................oooiiiiiiii 6
Sekil 2.5 SPE KOIONU YapiSI....ouveieiiii i e e 7
Sekil 2.6 Vakum manifoldu......... ... 7
Sekil 2.7 Kat1 faz ekstraksiyonu basamaklart..................c.oo, 10
Sekil 2.8 Molekiiler baskilama tekniginin sematik gésterimi...................c..oooeeit, 13
Sekil 2.9 Kovalent baskilama tekniginin sematik gosterimi.................cccoeeenvennn... 15
Sekil 2.10 Non-kovalent baskilama tekniginin sematik gosterimi................ccc........ 16

Sekil 2.11 Azobisizobutironitril (AIBN) ve Benzoil peroksit (BPO)’in serbest radikal

OlUSUM 1EAKSTYONIATT. .. ..\ttt e e e e e e e 28
Sekil 4.1 Kloramfenikoliin kiitle spektrumu ve pargalanma tiriinleri....................... 43
Sekil 4.2 Florfenikoliin kiitle spektrumu ve par¢alanma tiriinleri........................... 44
Sekil 4.3 Tiyamfenikoliin kiitle spektrumu ve par¢alanma tirtinleri........................ 44
Sekil 4.4 MIP-S-3, NIP-S-3, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in konsantrasyona bagli adsorpsiyon

TZOTBIMI . .. 46

Sekil 4.5 MIP-P-1 polimerinin CAP adsorpsiyonu igin Scatchard grafigi,(-a-): yiiksek

affinite ve disiik affinite bolgeleri adsorpsiyonu, (-b-): Toplam adsorpsiyon............. 48
Sekil 4.6 NIP-P-1 polimerinin CAP adsorpsiyonu i¢in Scatchard grafigi................. 49

Sekil 4.7 MIP-P-1 ve NIP-P-1polimerinin CAP adsorpsiyonu i¢in Scatchard grafigi...49
Sekil 4.8 MIP-S-3, NIP-S-3, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in CAP adsorpsiyon miktarina kontak

SUFESININ ETKIST. ... u ettt 50
Sekil 4.9 CAP adsorpsiyon miktarmda pH m etkiSi..............ooooiiiiiiiiiiin. 51
Sekil 4.10 Yikama ¢ozeltilerinin geri kazanim verimleri lizerine etkisi.................... 53
Sekil 4.11 1 ppm siit 6rneginin LC-MS/MS ile alinan kromatogrami...................... 54

Xi



Sekil 4.12 1 ppm siit 0rneginin LC-MS/MS ile alinan kromatogrami i¢in m/z

(0 (=150 4 1) P PPN 54
Sekil 4.13 5 ppm siit 6rneginin LC-MS/MS ile alinan kromatogrami...................... 54
Sekil 4.14 5 ppm siit 6rneginin LC-MS/MS ile alinan kromatogrami igin m/z
4 1743 15 o PPN 55
Sekil 4.15 10 ppm siit 6rneginin LC-MS/MS ile alinan kromatogrami.................... 55
Sekil 4.16 10 ppm siit 6rneginin LC-MS/MS ile alman kromatogrami igin m/z
4 1753 o (<) o Pt 55
Sekil 4.17 MiP-P-1 polimeri i¢in siit numunelerinden SPE ekstraksiyon ve LC-MS/MS
analizinde % Geri Kazanim degerleri...............cooiiiiiiiiii i, 56
Sekil 4.18 CAP icermeyen MIP-P-1 FT-IR spektrumu...............c.occcooiiiiiiiii. 57
Sekil 4.19 CAP igeren iceren MIP’e ait FTIR spektrumu...............ccocooieiiiinnn.. 58
Sekil 4.20 NIP-P-1"¢ ait FTIR Spektrumu..........c.oviiiiiiiiiiiiiiiiiieeieneeeeaa, 59
Sekil 4.21 MIP-P-1"e ait SEM gOrintlisti..........ovvvueiniieiiiiiiieeieieeeaene 59
Sekil 4.22 NIP-P-1"e ait SEM gOrintlisli..........ovueeiniiiniieiiiiiiieeeaeeaens 60
Sekil 4.23 MIP-3-S’e ait SEM gOrintlisti. . ........oouveiuinniniiiiii e 60
Sekil 4.24 NIP-3-S’¢ ait SEM gOrintlisll..........vvuiiiiiinieit it iieieieiieeeeeeaen 61
Sekil 4.25 MIP-P-1"e ait TGA Grafii........ccovieiiiiiiiiiii e 61
Sekil 4.26 NIP-P-1"e ait TGA Grafigi.........coooiuiiiiiiiiiii e 62
Sekil 4.27 MIP-3-S’e ait TGA Grafigi........ccoiieiiiiiiiiii e 62
Sekil 4.28 NIP-3-S’e ait TGA Grafigi.......ccooviiiiiiiiii e 63

Xii



TABLOLAR DiZINi

Tablo 2.1 Kat1 faz ekstraksiyonunda kullanilan adsorbanlar ................................. 8
Tablo 2.2 Kat1 faz ekstraksiyonunda siklikla kullanilan ¢oziiciiler.......................... 9
Tablo 2.3 Molekiil Baskili Polimerlerin Sentez Teknikleri Karsilagtirilmasi............. 19
Tablo 2.4 Molekiiler baskilamada kullanilan baslica fonksiyonel monomerler.......... 23

Tablo 2.5 Molekiiler baskilamada kullanilan baslica c¢apraz baglayicilar ve agik

VAPIIATTL. ¢ e 25
Tablo 2.6 Molekiiler baskilamada kullanilan baslica baslaticilar........................... 27
Tablo 3.1 LC-MS/MS sivi sistemi akis 0zellikleri..............ocooiiiiiii i, 37
Tablo 4.1 Kloramfenikol bilesiginin batch metodu ile adsorpsiyon kinetigi ............. 45
Tablo 4.2 Polimer kiitlesi tarafindan tutulan CAP konsantrasyonu......................... 45
Tablo 4.3 MIP-S-3, NIP-S-3, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in Q(mg/g) degerleri..................46
Tablo 4.4 MIP-P-1 polimerinin CAP adsorpsiyonu Scatchard grafigi verileri........... 47
Tablo 4.5 NIP-P-1 polimerinin CAP adsorpsiyonu Scatchard grafigi verileri............ 48
Tablo 4.6 MIP-S-3, NIP-S-3, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in CAP adsorpsiyon miktarina
kontak SUresSINIn @tKISI. .. .....uiuueuiit i 50
Tablo 4.7 MIP-S-3, NIP-S-3, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in Q(mg/g) degerleri.................51
Tablo 4.8 MIP-P-1 polimeri i¢in Q(mg/g) ve Baskilama faktorii degerleri................52

Tablo 4.9 CAP bilesiginin MIP-P-1, SupeIMIP ve Oasis® HLB sorbentlerinin kat1 faz
ekstraksiyonu ile elde edilen geri kazanim degerleri (%)........ccovvvviiiiiiiiiiiiinnnnn. 52

Tablo 4.10 Farkli yikama ¢ozeltilerine gére MIP-P-1 ve NIP-P-1 i¢in % geri kazanim

4143 ¥ [ o PP 53
Tablo 4.11 MIP-P-1 polimerinin SPE ekstraksiyonunda CAP, FF ve TAP i¢in geri
kazanim degerleri.........oooiiuii i e 52
Tablo 4.12 CAP igermeyen MIP-P-1 FT-IR spektrum pikleri............................... 57
Tablo 4.13 CAP igeren MIP-P-1 FT-IR spektrum pikIeri................ocoooiiiiiiiiinn, 57
Tablo 4.14 NIP-P-1 FT-IR spektrumu piKIeri..........ooovriiiiiiiiiii e, 58

Xiii



BOLUM 1

GIRIS
Kesfinden sonra, insanlarda ve hayvanlarda meydana gelen enfeksiyonlarin
tedavisinde bir ¢igir agan antibiyotikler diinyada en fazla kullanilan ilaglardandir.
Antibiyotikler mikroorganizmalar1 oldiiren ya da mikroorganizmalarin gogalmasini
onleyen dogal veya sentetik yollardan elde edilen maddelerdir [1]. Etkiledikleri
mikroorganizmalar ve etki mekanizmalari bakimindan farklilik gosteren ¢ok sayida
antibiyotik bulunmaktadir. Antibiyotiklerin etki etme sekilleri arasinda etkiledikleri

mikroorganizmanin hiicre duvarini zayiflatmak, protein sentezinin Onlemesi veya

mikroorganizma i¢in gerekli maddeleri yok etmek yer alir [2].

Diinya niifusundaki artis ve yiikselen yasam standardi nedeniyle gerekli gida
thtiyacinin karsilanmasi i¢in hayvan hastaliklarinin bir sorun olmaktan ¢ikartilabilmesi
ve hayvan verimliliginin arttirilabilmesinde antibiyotiklerin kullanimi ¢ok 6nemli bir
konuma gelmistir. Antibiyotikler, hastaliklarin 6nlenmesi ve kontrol altina alinmasi
amactyla ilk olarak 1950’li yillarda yemlere katilarak kullamlmigtir. Ulkemizde ve
diinyada hayvansal gida iretiminin yiiksek verimli gergeklesmesi igin en etkili
unsurlarindan biri olan veteriner ilaglarinin igerisinde ilk siralarda antibiyotikler gelir.
Giinlimiizde hayvansal gida {retiminde kullanilan hayvanlarmn % 80’¢ yakni,

yasamlarinda en az bir kez olsa da veteriner ilaglari ile tedavi edilmislerdir [3].

Kloramfenikol (CAP), tiyamfenikol (TAP) ve florfenikol (FF) ¢esitli hayvan
hastaliklarinin tedavisinde kullanilan genis spektrumlu antibiyotiklerdir. Gegmiste
insanlarda kolera, tifiis gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmis olan bu bilesiklerin
giiniimiizde birgok {ilkede insanlar iizerindeki kullanimi yasaklanmistir. Kolay

ulagilabilir ve ucuz olmasi sebebiyle genis ¢apta kullanimi sonucunda et, siit, yumurta,



bal gibi ¢esitli gidalarda kloramfenikol varligi tespit edilmistir. Kloramfenikoliin
analoglar1 olan florfenikol ve tiyamfenikol CAP’in 6nemli yan etkilerinden biri olan
aplastik anemi tehlikesine yol agmadiklar1 i¢in bu bilesigin olasi alternatifleri olarak
onerilmektedir. Antibiyotik tedavisinin devam ettigi hayvanlardan elde edilen yumurta
ve siit, tedavi sonrasi yasal bekleme siiresine uyulmadan kesilen hayvanlardan elde
edilen et ve siit gibi hayvansal lriinlerde kalinti birakarak besin kirlenmesine yol
acmaktadir. Besin degeri olan hayvanlara verilen bu bilesikler kolayca et, siit ve
yumurta gibi hayvansal iiriinlerin kirlenmesine yol agarak basta ¢ocuklar olmak {izere

biitiin tiiketicilerin sagligini tehdit etmektedir.

Bu nedenle farkli matrikslerden CAP, TAP ve FF’1n secici taninmasinda hizli ve
yiiksek dogrulukta bir numune hazirlama ve tayin metodunun gelistirilmesi énemlidir.
Bu dogrultuda molekiiler baskilanmig kat1 faz ekstraksiyonunu, kalip molekiilii se¢imli
ve yiiksek miktarda saflastirilarak eldesini saglamalari ve maliyetlerinin diisiik olmasi

ile yeni bir yol saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismada, CAP, TAP ve FF’in siit numunesinden segici ekstraksiyonu igin
basarili bir baskilanmis polimerlerin hazirlanmasi, hazirlanan polimerlerin kati1 faz

ekstraksiyonu optimizasyonu ve karakterizasyonu amag¢lanmustir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Kloramfenikol ve Analoglari

Kloramfenikol genis spektrumlu bir antibiyotiktir. 1947 yilinda Burkholder
tarafindan Striptomyces venezualea kiiltiiriinden elde edilen kloramfenikoliin kimyasal
yapist 1949 yilinda acikliga kavusmustur. Diger antibiyotiklere kiyasla daha basit bir
kimyasal yapida olan kloramfenikol kimyasal yapisinin agiklandigi tarihten itibaren
daha ekonomik olmas1 sebebiyle sentetik olarak hazirlanmaktadir [4]. Menenjit, tifo ve
birtakim merkezi sinir sistemi enfeksiyonlarin1 tedavi etmek amaciyla kullanildigt

olmustur.

Kolay ulasilabilir ve ucuz olmasi sebebiyle 1950’1 yillardan bu yana sagilan ve
besin degeri olan hayvanlarin tedavisinde kullanmilmistir. Kloramfenikol aerobik ve
anaerobik mikroorganizmalara kars1 aktivite gdstermektedir. Oral yollardan verilebildigi
gibi kas i¢i ve damar i¢i yollardan da verilebilir. Verildikten sonraki ilk saatlerde hizli
bir sekilde kandaki antibiyotik yogunlugu artar. Kloramfenikoliin etki mekanizmasi
bakterilerin kendisi i¢in yasamsal Onem tasiyan proteinlerinin sentezini engellemesi
esasina dayanir. Kloramfenikoliin yeterli miktarda kan hiicresi iiretiminde eksiklik
olugsmasi sonucunda gelisen kemik iligi yetmezligine (aplastik anemi) ve kansere yol
acma riskinin bulundugu bilinmektedir [5]. Ayrica kloramfenikol yetiskinlere gore
ozellikle yeni dogan gocuklarda metabolize olma hiz1 diisiiktiir. Pediatrik dozun asildig
durumlarda serumda biriken aktif kloramfenikol glukuronide gevrilip karacigerden
atilimas1 yeterli diizeyde olmamasi sonucu bebeklerde dolasim sistemini olumsuz

etkileyen gri bebek sendromu ortaya ¢ikmaktadir.
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Sekil 2.1 Kloramfenikol

Kimyasal yapis1 Sekil 2.1°de gosterilmekte olan kloramfenikol sar1 veya
beyazimsi agik gri degisen renklerde, keskin aci lezzetli, ince kristal halinde tozdur.
Erime noktas1 150.5 ile 151.5 °C olan kloramfenikol polar organik ¢oziiciilerde orta
derecede, alkol ve eterde ¢ok c¢oziiniir. Petrol eteri ve bitkisel yaglarda ise hig
¢oziinmez. Kuru toz halinde olan kloramfenikol olduk¢a dayaniklidir. Fakat 1s18a karsi
hassasiyeti sebebiyle renkli siselerde saklanmasi yerinde olur. Gerek toz gerekse ¢ozelti
halinde 1s1ya dayaniklidir. Kloramfenikol molekiiliinde aromatik nitelikli bir nitro (NO,)
ve dikloroasetamid (HN-COCHCI,) gruplarini bulunmaktadir. ikincil hirdoksil grubu
kolaylikla oksitlendiginden ve nitro grubu da kolaylikla indirgendiginden dolay1

oksitleyici ve indirgeyici kimyasallarla bir araya getirilmemesi gereklidir [4].

Kloramfenikol ve tiyamfenikoliin yapisal analogu olan florfenikol beyaz-saman
renkli bir tozdur [6,7]. Kloramfenikoliin yapisinda nitro ve hidroksil grubu yer alirken
florfenikoliin yapisinda p-metil siilfonil grubu ile flor bulunmaktadir. Kimyasal yapisi
Sekil 2.2°de gosterilen florfenikolde p-nitro grubu yer almadigindan kloramfenikoliin
onemli yan etkilerinden biri olan aplastik anemi tehlikesine florfenikol yol agmaz,
boylelikle besin degeri olan hayvanlarda kullanimi miimkiindiir [8, 9]. Ayn1 zamanda
bakterilere kars1 daha giiclii etkiye sahiptir. Bu nedenle bakterilere karsi genis
spektrumlu bir antibiyotik olan florfenikol enfeksiydz hastaliklarin tedavisinde giiclii
potansiyele sahiptir [9, 10, 11]. Ayrica yapilan laboratuvar ¢alismalarinda florfenikol,
kloramfenikol ve tiyamfenikole kiyasla patojen mikroorganizmalara kars1 daha etkin ve
bronsiyal sekresyonlardaki diizeyinin solunum sistemi hastaliklarina sebep olan primer
patojenler icin gereken en diisiik inhibitor konsantrasyonundan fazla oldugu tespit
edilmistir [12, 13].
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Sekil 2.2 Florfenikol

Kloramfenikoliin yapisinda bulunan nitro grubu yerine metilsiilfonil (-CH3SO,)
grubunun getirilmesi sonucu elde edilen tiyamfenikol genis spektrumlu bir
antibiyotiktir. Sekil 2.3’te gosterilen tiyamfenikol amfenikol sinifinda yer almaktadir.
Florfenikol gibi tiamfenikol’iinde yapisinda kloramfenikolde bulunan p-nitro grubu

bulunmadig1 i¢in aplastik anemiye yol agmamasi nedeniyle kloramfenikol’e gore

avantajlidir.
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Sekil 2.3 Tiyamfenikol

Bir¢ok antibiyotikte oldugu gibi uzun siireli kullanimi sonucu amfenikollere
karst bakteri hiicre duvarmin gecirgenliginin azalmasi sonucunda bakteriyel direng
gelisebilir.  Antibiyotik  kullanimi  hayvansal kaynakli gidalarda  kullanilan
antibiyotiklerin kalintilarinin  bulunmasina sebep olarak bu iiriinleri tiiketenlerin
saghigini tehdit etmektedir. Besin degeri olan hayvanlarda kloramfenikoliin kullanimi
Amerika Birlesik Devletleri, Kanada, Avusturalya ve Avrupa Birligi’ne iiye tlkeler gibi
birgok iilkede yasaklanmistir [14]. Ulkemizde ise Tarim ve Koy Isleri Bakanligi’nin 19
Nisan 1993 tarihli ve 419 sayili genelgesi ile kullanilmasi yasaklanmistir [9]. Her ne
kadar yasal olarak engel bulunsa da hayvanlardan elde edilen Asya orijinli gidalarda (su
triinleri ve bal gibi gidalar) kloramfenikole rastlanmistir [15]. Avrupa birligi

regiilasyonu ile hayvansal kaynakli gidalarda kloramfenikol’e ait maksimum kalinti



limiti (MRL) 0,3 ng g™, florfenikol i¢in 100 ng g™, Tiyamfenikol igin 50 ng g™* olarak
belirlenmistir [16, 17]. Cin tarafindan kloramfenikol’e ait belirlenen maksimum kalinti

miktar1 ise 0,5 ng g-1’dir.

2.2 Kat1 Faz Ekstraksiyonu

Temelde sivi-sivi ekstraksiyonuna benzeyen kati1 faz ckstraksiyonunda (aymi
zamanda sivi-kat1 ekstraksiyonu) yer alan fazlardan bir tanesi sivi iken digeri katidir.
Kat1 faz ekstraksiyonu sivi numunenin 6rnek molekiilleri ile etkilesen bir adsorban
igeren bir kolon, kartus, bir tiip veya disk i¢inden gectikten sonra, tutulmus olan analitin
uygun bir ¢oziicli ile eliie edilmesi prensibine dayanir. SPE yontemi giliniimiizde
biyolojik ve ¢evresel Orneklerin On zenginlestirilmesi veya izolasyonunda

kullanilmaktadir [18].

Omegin 6n zenginlestirmede, analizi yapilacak madde adsorbana baglanarak kat:
fazda tutulur. Istenmeyen unsurlar, analizi yapilacak madde ile etkilesmeyen bir ytkama
cozeltisi ile ortamdan uzaklastirilir. Boylelikle analizinin yapilmasi istenen madde kati
fazdan uygun bir eliisyon ¢ozeltisiyle eliie edilir. Ornegin temizliginde ise, asil aranan
madde kat1 ile etkilesime girmez. Istenmeyen bilesenlerin kat1 fazda tutulur. Ozellikle
ornekten zor ayrilan atik yaglar gibi maddelerin analizi yapilirken tercih edilen
yontemde, O6rnekteki istenmeyen unsurlar kati faz tarafindan siki sikiya tutulurlar. Bu
yontemde kati faz filtre islevi gormektedir [19, 20, 21, 22]. Kat1 faz ekstraksiyonunda
kullanilan klasik bir kolonunun yapisi, farkli boyutlarda SPE kolonlar1 ve diskleri ve
zaman kaybinin en alt diizeye indirmek i¢in kullanilan vakum manifoldu sirasiyla Sekil

2.4, Sekil 2.5 ve Sekil 2.6’da gosterilmektedir.

Sekil 2.4 Cesitli SPE kolonlar1 ve diskleri
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Sekil 2.6 Vakum Manifoldu



Kati1 faz ekstraksiyonunda tutunma isleminin gergeklesecegi adsorbanlar ve
¢oziiclilerin Onemi blylktir. Kat1 faz ekstraksiyonunda tutunma isleminin
gerceklesecegi kat1 faz olarak genellikle yiiksek adsorplama kapasitesine sahip ticari ve
dogal adsorbanlar tercih edilir. Adsorban olarak siklikla kullanilan mineraller Cg veya
Cis organik gruplarla zincirlenmis silikalardir. Gozenekli polistiren siklikla kullanilan
bir organik sorbenttir. Eser miktardaki agir metal iyonlarinin analizinde kat1 faz olarak
amberlit XAD selatlanmis recineler, naftalin iceren cesitli kat1 faz ckstrantlari, aktif
karbon, iyon degistirici regineler, C60-70 ve silika jel kullanilir [23, 24, 25]. Kat1 faz
ekstraksiyonunda kullanilan tutucu adsorbanlar ve siklikla kullanilan ¢oziiciiler sirastyla
Tablo 2.1 ve Tablo 2.2’de gosterilmektedir. Son yillarda yapilan maliyet diisiirme
caligmalar1 sonucunda dogadan elde edilen adsorbanlar (mikroorganizmalar, likenler,

yosunlar) ile laboratuvarda basit bir islem sonucunda iiretilmis adsorbanlarin kullanimi

artmistir.
Tablo 2.1 Kat1 faz ekstraksiyonunda kullanilan adsorbanlar [20, 21, 26].
Adsorban Kapah Formulii
Silika Jel SiOH
Alumina Aly,O3
Florisil MgSiO;
Oktadesil (Cys) (CH2)17CH3
Oktil (Cg) (CH2).CHs
Etil (Cy) CH,CH3
Siyano CN
Fenil CsHs
Siklohekzil CeH11
Amino NH
Diol COHCOH
Kuarterner Amin NR,"
Aromatik Siilfonik asit CgHSO3H




Tablo 2.2 Kat1 faz ekstraksiyonunda siklikla kullanilan ¢oziiciiler

Kaynama Noktasi

Coziicii C) Dipol Momenti
Izooktan 99 0
Siklohekzan 81 0
Karbon tetrakloriir 77 0
Kloroform 61 1,15
Metilen klortir 40 1,60
Tetrahidrofudran 66 1,63
Dietil eter 34 1,15
Etil Asetat 77 1,78
Aseton 56 2,88
Asetonitril 82 3,92
Isopropanol 82 1,66
Metanol 65 1,70
Su 100 1,85
Asetik Asit 118 1,70

2.2.1 Kat1 Faz Ekstraksiyonu Teknikleri
2.2.2.1 Batch Teknigi

Kati faz ekstraksiyonunda kullanilan adsorban, analiz edilmek istenen analitin
bulundugu ¢ozeltiye ilave edilir. Kat1 faz ile ¢ozelti birlikte mekanik veya ultrasonik
olarak belirli bir siirede galkalanir. Tutunma dengesi kurulmasinin ardindan siizme veya
dekantasyon ile kati fazla ¢ozelti ayrilir. Kati fazda tutulan analitler uygun ¢o6ziicii

kullanilarak kat1 fazdan ayrilir.

2.2.2.2 Kolon Teknigi

Kolon teknigi, batch teknigine gore daha fazla kullanim alani bulan bir tekniktir.
Bu teknikte Sekil 2.4’te goriilebilecegi gibi mini kolonlar kullanilir. ilk olarak adsorban
madde bu kolonlara sikica doldurulur. Adsorbani aktif hale getirmek tizere analiti iceren

ornek adsorban lizerinden gecirilmeden Once adsorban Ornek coziiciisiine benzer bir



¢ozelti kolondan gegirilerek sartlandirilir. Sartlandirma islemi ile aktif hale gelmis olan
adsorbandan Ornek gecirilerek istenilen analitlerin kolonda tutunmasi saglanir. Eger
istenmeyen maddeler adsorban iizerine tutunuyorsa bu tiirler diisiik eliisyon giicili olan
bir yikama ¢6zeltisinin kullanilarak kolondan uzaklastirilir. Adsorban tizerinde sadece
tutunmasi istenilen analitler izole edilmekte ve bu analitler kolondan uygun biz ¢ozelti
gecirilmesi ile daha kiigiik bir hacime eliie edilerler. Kolon tekniginde biiyiikk 6rnek
hacimleri ile ¢alisabilmesinden ve tutulan analitin adsorbandan eliisyonu igin kiigiik
hacimlerde ¢6zeltiye ihtiyag duymasindan dolayr biiyiik zenginlesirme faktorii elde

edilebilir.

2.2.2 Kat1 Faz Ekstraksiyonu Basamaklari

Basamaklar1 Sekil 2.7°de gosterilen kat1 faz ekstraksiyonunda ilk basamagi
olarak {izerinden numune gegirilmeden Once tutucu madde sartlandirilmalidir.
Sartlandirma uygun bir ¢ozeltinin kolondan gegirilmesiyle tutucu maddenin aktive
edilmesi ve matriksteki maddeler ile etkilesim i¢in gerekli ortami saglanmasi amaciyla
yapilir. Uygun sartlandirma ¢6zeltisi olarak polar tutucu maddeler i¢in apolar ¢oziiciiler,
apolar tutucu maddeler ic¢in ise polar c¢oziiciler kullanilmaktadir. Sartlandirma

¢ozeltisinin hacmi yaklagik olarak kolon hacminin 2-3 katidir [20, 21].

@rtlandlrma Yiikleme Yikama Eliisy0n\
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Ikinci basamakta, numune tutucu madde iizerinden gegirilir. Numune kolondan
gecirilmesi yer ¢ekimi ile yapilabildigi gibi vakum manifoldu kullanilarak zamandan
kazan¢ saglanabilir. Bu basamakta 6rnek molekiilleri tutucu madde iizerinde alikonur.
Yiikleme asamasinda, numunenin kolondan gecirilis hizi o6rnek molekiillerinin
alikonmasini saglayacak kadar diisiik olmali fakat fazla zamandan kaginmak amaciyla

optimum diizeyde ayarlanmalidir.

Uciincii basamakta, tutucu maddenin diisiik eliisyon giiciine sahip bir ¢dziicii
kullanarak yikanmasidir. Bu islemde tutucu madde {izerinde tutunmus olan istenmeyen
bilesenleri kolondan ayrilirken 6rnek molekiilleri yer degistirmeden tutunmus olarak

kalir.

Dordinci basamakta, istenilen 6rnek molekiillerinin tutucu madde Uzerinden

uygun bir ¢oziicii kullanilarak alinir.

2.2.3. Kat1 Faz Ekstraksiyonunun Avantajlari

Kati1 faz ekstraksiyonunun, diger ayirma ve zenginlestirme teknikleriyle kiyasla daha

fazla tercih edilir olmasinin sebepleri ve 6nemli avantajlar1 asagidaki gibi siralanabilir;

a) SPE metodu ile o6rnek hazirlanirken kullanilan ¢oziicli ve ayirag madde
miktarmin 6nemli 6lglide azalmasindan dolay1 ekonomiktir [19].

b) Ornek hazirlanirken SPE metodu daha hizli sonug verdigi i¢in bu metotla daha az
zaman harcanir [20, 21].

¢) Ornek transferi minimum diizeyde oldugundan yiiksek geri kazamimla calisilan
SPE metodunda elde edilen ornekler yiiksek yogunlukta ve safliktadir [19, 27,
28].

d) SPE metodu, pratikligi ve kolayhigi dolayisiyla biitiin laboratuvarlarda
uygulanabilir bir metottur [20, 27, 28].

e) SPE metodunda galigilan 6rnek, adsorban ve ¢oziicli arasindaki ¢apraz bulagsma
riski diistik oldugundan alinan sonuglar yiiksek dogruluktadir [20, 27].

f) Evaporasyona duyulan ihtiyag en az diizeyde oldugundan SPE metodunda

kararsiz 6rnek olusumuyla sik karsilagilmaz [20, 27].
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g) SPE metodunda islenen 6rnegin miktart az oldugundan sivi-sivi ekstraksiyonda
karsilasilan emiilsiyon olusmasi ile karsilasilmaz [20].

h) SPE metodunda birden fazla 6rnegin ayn1 anda ve yiiksek tekrarlana bilirlikte
islenebilmesini miimkiin kilacak sekilde otomasyon saglanabilir [20, 21, 29].

1) SPE metodunda az miktarda ¢o6ziicii ve 6rnek kullanimindigi igin analizi yapan
analistlerin zehirli maddelerle temasi daha azdir, ¢evreyi kirletme riski daha

diisiktiir [27, 29].

2.3 Molekiiler Baskilanms Polimerler

Aslinda oldukga eski bir kavram olan molekiiler etkilesim hakkinda modern
fikirlerin ortaya ¢ikmasi ilk olarak 1894 yilinda Fischer’in enzim ve substrat arasindaki
etkilesimi aydinlatan “anahtar-kilit” modelini ortaya atmasiyla baglamistir. Bu modelde
enzim molekiilii ylizeyinde substrat molekiiliiniin sekline uygun yapilar icermektedir.
Buna gore bir anahtar gibi davranan substrat molekiilii, enzimin bir kilit gibi uyumlu
olan aktif bolgeleriyle etkilesmektedir. Bu modele dayanarak yapay olarak molekiiler
tamima ig¢in “Molekiiler Baskilama” olarak adlandirilan yeni bir teknoloji ortaya
cikmistir. Molekiil baskilama yontemi iyonlar, organik molekiiller ve biyomolekiillerin
farkli matrikslerden yiiksek segicilikte ayrilmasi icin polimer elde edilmesine
dayanmaktadir. Elde edilen polimerin yiizeyinde bulunan hedef molekiiliin yapisina
uygun yapilar ile hedef molekiilin ya da hedef molekiiliin analogunun etkilesmesi
sonucu etkili ve segici bir ayrim gergeklesir. Sekil 2.8’de goriilecegi tizere molekiiler
baskilamada fonksiyonel monomerler ve kalip molekiill diizenlenerek kalip
diyebilecegimiz bir yap1 olusturarak polimerlesir. Polimerizasyon basamagi sonrasinda
yapidan Kalip molekiilin uzaklastirilmasiyla hedef molekiile gore spesifik baglanma

bolgeleri olusmaktadir.
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Sekil 2.8 Molekiiler baskilama tekniginin sematik gosterimi

Molekiiler baskilama teknolojisi ortaya ¢iktigi giinden bu yana cok genis
uygulama alan1 bulmus ve bu alan halen de gelismektedir. Giliniimiizde molekiiler
baskilanmis polimerin kullanildigi kat1 faz ekstraksiyonu biyolojik &rneklerde ve
gidalarda bulunan ¢ok diisiik miktarlarda bulunan analitler igin izolasyon ve 6n
zenginlestirme amaciyla kullanilmaktadir. Molekiiler baskilama yontemi iyonlara, tibbi
ilaglara, pestisitlere, aminoasitlere, stereoidlere ve sekerlere uygulanabilmesi yontemin
onemli yanlarinda biridir. Hazirlama prosediirii kolay ve maliyeti diigiik olan molekiiler
baskilanmis polimerler yiiksek mekanik dayamkliliklar, 1s1 ve basinca Kkarsi
gosterdikleri direng, asit ve bazlara kars1 gosterdikleri yiiksek kararliliklar1 sebebiyle

oldukca dayanikli olarak nitelendirilmektedir.

Ideal molekiiler baskilanmis polimerlerin tagimas1 gereken ozellikler olarak;
sentez isleminin basit olmasi, polimerizasyon sonunda fonksiyonel polimerler elde
edilmesi, kalip molekiiliin baskilanmis polimerden kolaylikla uzaklastirilabilir olmasi,
yiiksek stabilitede homojen baglanma bolgelerin bulunmasi, tekrar kullanilabilir olmasi,
hedef molekiil icin yiiksek segicilikte olmasi, hizli baglanma kinetigine sahip olmasi

sayilabilir.
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Molekiiler baskilama ii¢ temel adimdan olugsmaktadir.
Birinci adimda, kalip molekiille etkilesebilecek fonksiyonel gruplari igeren
monomerler, kalip molekiile kovalent veya non-kovalent etkilesimlerle baglanarak bir

on kompleks olusturur.

Ikinci adimda, olusan bu 6n kompleks uygun bir ¢apraz baglayici ile fonksiyonel

monomer iizerinden polimerlestirilir.

Son adimda ise, polimerdeki kalip molekiiliin uzaklastirilmasi amaciyla
baskilanmis polimer uygun bir ¢oziicii ile yikanir. Hedef molekiile uygun bir bigimde
olusan bu bolgeler segici ve etkin olarak hedef molekiiliin tekrar polimere baglanmasini

saglar.

Molekiiler baskilanmis polimerleri hazirlamak i¢in kalip molekiil ve fonksiyonel
monomerler arasindaki etkilesime gore iki farkli yaklasim kullanilir. Her iki
yaklasiminda avantajli ve dezavantajli oldugu yonleri bulunmaktadir. Se¢im kalip
molekiilin ¢esidine, yapisina, segiciligin derecesine, zamana ve maliyete gore
degismektedir.

Bu yaklasimlar:

1. Kovalent Baskilama

2. Non-Kovalent Baskilama

2.3.1 Kovalent Baskilama

Sematik gosterimi Sekil 2.9°da belirtilen ve Wulff vd. (1977) tarafindan
gelistirilen bu yaklagimda polimerizasyon oncesinde fonksiyonel monomer kalip
molekiille birbirilerine kovalent baglarla baglanir ve polimerizasyon boyunca bu yap1
kararliligint ~ korur. Polimerizasyondan sonra kalip molekiilin  polimerden
uzaklagtirilmasi zor bir islem olan kovalent baglarin kirilmasiyla gergeklesir. Hedef
molekiil polimer ile etkilestiginde ise polimer iizerindeki secici bolgelerle ayn1 kovalent

bagin yeniden olusmasi ile baglanir.
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Sekil 2.9 Kovalent baskilama tekniginin sematik gosterimi

2.3.1.1 Kovalent Baskilamanin Avantajlari

Kovalent baskilamada fonksiyonel olusan monomer-kalip molekiil kompleksi
yiiksek kararliliktadir ve stokiyometriktir. Polimerizasyon dncesinde kararli monomer-
kalip molekiil kompleksi olusturuldugu icin baglanma bdlgelerinin homojen dagilimi
saglanir. Kovalent baglarla olusmus kararli monomer-kalip molekiil kompleksi, yiiksek
sicaklik, yiiksek veya diisiik pH, polar ¢oziiciiler gibi farkli polimerizasyon kosullarinin

istenildigi gibi uygulanabilmesini miimkiin kilar [30].

2.3.1.2 Kovalent Baskilamanin Dezavantajlar:

Kovalent baskilamanin daha az kullanim alani bulmasinin sebebi ¢ok fazla
dezavantaja sahip olmasidir. Kovalent baskilamada monomer-kalip molekiil
kompleksinin sentezi sik sik sorunlar ¢ikarabilir ve sentez islemi ekonomik degildir.
Polimerizasyondan sonra kalip molekiiliin polimerden uzaklastirilmas:t zordur [31].
Hedef molekiiliin polimere tersinir olarak baglanma sayis1 sinirlidir. Hedef molekiiliin
molekiiler baskilanmis polimer tarafindan taninmasi basamaginda hedef molekiil ile
polimer arasinda kovalent bag olusumu nedeniyle baglanma kinetikleri yavastir [32,

33].

2.3.2 Non-kovalent Baskilama

Sematik gosterimi Sekil 2.10°da belirtilen ve Mosbach vd. (1981) tarafindan
gelistirilen bu yaklasimda polimerizasyon 6ncesinde monomer ile kalip molekiiliin

diizenlenmesi kovalent baglarla degil hidrojen bagi, elektrostatik etkilesimler ve
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koordinasyon bagi gibi non-kovalent etkilesimlerle kendiliginden gergeklesir. Kalip

molekiil polimerizasyondan sonra uyun bir ¢oziicii ile yapidan ayrilir [34].

PURS
Kendiiginden [
Birlesme Q Polimerizasyon Kalip Uzaklasfimimasi
0 g =
o %

Sekil 2.10 Non-kovalent baskilama tekniginin sematik gosterimi

2.3.2.1 Non-kovalent Baskilamanin Avantajlari

Non-kovalent baskilamada kovalent monomer-kalip kompleksinin sentezine
gerek yoktur. Polimerizasyon oOncesinde kalip molekiil etrafinda fonksiyonel
monomerlerin diizenlenmesi non-kovalent etkilesimlerle gerceklestigi i¢in daha basit ve
sorunsuzdur. Polimerizasyon oncesi monomer ile kalip molekiiliin diizenlenmesi igin
farkli baglanma etkilesimleri kullanilabilir. Fonksiyonel monomer ile kalip molekiil
arasindaki etkilesimlerin elde edilmesi igin bilesenlerin ¢ozelti igerisinde karistirilmasi
yeterlidir. Non-kovalent etkilesimler kovalent etkilesimlere gore daha zayif oldugu i¢in
kalip molekiil baskilanmis polimerden bir siirekli-ekstraksiyon ile kolaylikla
uzaklastirilabilir. Hedef molekiiliin tekrar baglanma ve uzaklastirilma kinetigi hizlidir.
Kovalent baskilama metoduna gore daha kolay olan non-kovalent baskilama metoduyla
elde edilen polimerlerde kovalent baglanmaya gore daha yiiksek affiniteye sahip

baglanma bolgeleri olusmaktadir [34].

2.3.2.2 Non-kovalent Baskilamanin Dezavantajlar

Non-kovalent baskilamada kovalent olmayan etkilesimleri artirmak ve
dolayisiyla etkin bir baskilama elde etmek amaciyla uygulanabilecek polimerizasyon
kosullarinin iyi se¢ilmesi gereklidir. Baskilama islemi belli bir stokiyometrik oranda

gerceklesmez. Dengenin kompleks olusum yoniine kaymasi amaciyla ortama asiri
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miktarda fonksiyonel monomer eklenir, bu da spesifik olmayan baglanma bdlgelerinin
olusumuna neden olur [34]. Non-kovalent polimerlerde baglanma bolgelerinin dagilimi
heterojen oldugundan bu durum spesifik olmayan baglanmalara ve hedef molekiiliin

zayif molekiiler tanimasina sebep olarak baglanma seciciligini azaltir [35, 36].

2.3.3 Molekiiler Baskilanmis Polimerlerin Sentez Teknikleri

Molekiiler baskilanmig polimerler laboratuvar sartlarinda genellikle asagidaki

gibi sentez teknikleriyle elde edilirler.

1. Y1gmn (Bulk) polimerizasyonu

2. Siispansiyon polimerizasyonu

3. Coktiirme polimerizasyonu

4. Cok Adiml1 Sigme Polimerizasyonu

5. Yiizey Polimerizasyonu

2.3.3.1 Yigin (Bulk) Polimerizasyonu

Ilk molekiiler baskilanmis polimerler bulk polimerizasyonu yontemi ile
sentezlenmistir. Bu polimerizasyon yonteminin basit ve evrensel olmasi, 6zel beceri ve
karmasik cihazlara ihtiya¢ duymadan her yerde yapilabilir olmas: diger polimerizasyon
yontemlerine  gore daha tercih edilebilir olmasim1  saglamaktadir.  Bulk
polimerizasyonunda polimerizasyon bilesenlerini (kalip molekiil, monomer, porojen,
capraz baglayici, baslatici) karigtirildiktan sonra ortamda bulunan serbest oksijen azot
veya argon gazi ile uzaklastirilir. Karigim optimum sicaktikta yaklasik bir giin siireyle
polimerlesmeye birakilir. Sentezlenen polimerler bir yigin halindedir ve istenilen
tanecik boyutuna getirilebilmesi i¢in uygun bir ydntemle 6giitiiliir. istenilen boyuttaki
tanecikler farkli boyutlardaki elekler kullanilarak elde edilir. Bulk polimerizasyonu
yontemi yaygin kullanilan bir polimerizasyon yontemi olsa da sentezlenen polimerin
ogiitiilmesi ve elenmesi bu yontemin verimini olumsuz yénde etkilemektedir. Ogiitme
islemi polimerin baskilanmis etkilesim bolgelerine zarar vererek polimerin
performansini olumsuz yonde etkilenmesine sebep olur. Ayrica 68ilitme ve eleme

basamaklar1 baslangi¢ polimer etkin bolgelerinde %50-75 kayba sebep olur [37].
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2.3.3.2 Siispansiyon Polimerizasyonu

Stispansiyon polimerizasyonunda bulk polimerizasyonundaki gibi mekanik
olarak Ogiitmeye ve elemeye gerek olmadan kiiresel tanecikler elde edilmektedir.
Stispansiyon polimerizasyonu su ve organik faz olmak tizere iki fazli bir yontemdir.
Istenilen kiiresel taneciklerin elde edilmesi igin yiizey aktif madde veya stabilizator
kullanilir. Stabilizatdr olarak siklikla polivinilalkol ve polivinilpirolidon c¢ozeltileri
kullanilir. Karigtirma hizi gibi fiziksel faktorler, monomer karisimi ve kullanilan
kolloidal stabilizatorlerin kimyasal yapisi elde edilen kiiresel taneciklerin yapisini

belirler [38, 39].

2.3.3.3 Coktiirme Polimerizasyonu

Coktiirme polimerizasyonunda siispansiyon polimerizasyonundaki gibi yiizey
aktif madde veya stabilizatore gerek yoktur. Coktiirme polimerizasyonu genel olarak
bulk polimerizasyonuna benzemektedir. Coktiirme polimerizasyonunu  yigin
polimerizasyonundan ayiran fark c¢oktiirme polimerizasyonunda porojenin asirisinin
kullanilmasidir. Coktlirme polimerizasyonunda monomer ve baslaticinin, porojen
icerinde birlesmesiyle olusan oligomerler polimerizasyon basladiktan sonra
mikrokiirecikleri olustururlar. Coktiirme polimerizasyonu ile sentezlenen mikrokiiresel
polimerler yiizey aktif madde kullanimima gerek olmaksizin ¢apraz bagl yiizeyleri

sayesinde birbirilerine yapismadan sentezlenir [40, 41, 42].

2.3.3.4 Cok Adimh Sisme Polimerizasyonu

Son yillarda etkinlik ve kiitle transfer 6zellikleri yoniinden iistiin nitelikte baskili
durgun fazlarin hazirlanmasina yonelik alternatif metotlar gelistirilmeye zaman
ayrilmaktadir. Cok adimli sisme polimerizasyonu ile tiniform boyutta kiiresel partikiiller
elde edilebilir. Kontrol edilebilir ¢apta kiiresel formda hazirlanan partikiillere, demir
oksit eklenmesiyle manyetik 6zellikte kazandirilabilir [43]. Her ne kadar ¢cok adimlh
sisme polimerizasyonu ile sentezlenen monodispers kiiresel parcaciklar kromatografik
uygulamalar i¢in ideal olsa da komplike sentez prosediir ve reaksiyon kosullari
gerektirmesi yontemin sinirlayict yonleridir. Cok adimli sisme polimerizasyonunda sulu

siispansiyonlarin kullanimasi baskilamay1 engelleyerek seciciligi azaltmaktadir. Bunun
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Oniine gecmek i¢in sulu emiilsiyonlarin kullanimi1 gerekli olsa da baskilama igleminin

verimliligi ve elde edilen pargaciklari segiciligi i¢in tatmin edici diizeyde degildir.

2.3.3.5 Yiizey Polimerizasyonu

Diger polimerizasyon yontemlerinde sinirli kiitle transferi ve sentez sonrasi kalip
molekiiliin polimerden uzaklagtirilmasi problemini ¢6zmek iizere gelistirilmis bir
yontemdir. Ancak zaman alan polimerizasyon ve komplike sistemlere ihtiya¢ duymasi
bu yontemin kisitlayici unsurlaridir. Yiizey baskilamada altin veya karbon gibi uygun
bir substrat tizerine MIP filmi olusturulmaktadir. Bu yontemle hazirlanan MIP filmleri
kuvarz kristal mikroterazi veya ylizey plazmon rezonans sensor elektrotlar1 olarak
kullanilmaktadir [44].Farkli polimerizasyon ydntemlerinin birbirilerine gore ¢esitli

istiin ve zayif oldugu noktalar mevcuttur. Bu noktalar Tablo 2.3’te goriildiigl sekilde

Ozetlenebilir.

Tablo 2.3 Molekiil Baskili Polimerlerin Sentez Teknikleri Karsilastirilmasi [45].

Teknik Avantajlari Dezavantajlari
Basit ve evrensel polimerizasyon Ogiitme ve eleme basamagi
Y1gin (Bulk) Diizensiz pargacik boyutu ve

Polimerizasyonu

Ozel beceriye ve karmasik

cihazlara gerek olmamasi

sekli

Diisiik performans

Stispansiyon

Polimerizasyonu

Kiiresel parcaciklar

Yiiksek tekrarlanabilirlik

Suyun ¢ogu baskilama
prosediirii ile uyumsuz olmasi

Yiizey aktif polimer gerekliligi

Coktiirme

Polimerizasyonu

Baskilanmis mikrokiirecikler

Uniform boyut ve yiiksek verim

Fazla kalip molekiil kullanim1

Yiiksek seyreltme faktorii

Cok Adimh
Sisme

Polimerizasyonu

Istenen ¢apta monodispers
kiireciklerin eldesi

HPLC ig¢in ideal pargaciklar

Komplike prosediir ve reaksiyon
kosullari

Sulu emiilsiyon gerekliligi

Yiizey

Polimerizasyonu

Monodispers iiriin

Ince baskili tabakalar

Komplike sistem

Zaman alan polimerizasyon
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2.3.4 Molekiiler Baskilanmis Polimerlerin Uygulama Alanlari

Molekiil baskilama yontemi ile elde edilen polimerler farmakolojik, analitik ve
biyolojik seg¢ici molekiiler tanima alanlarinda yogun bir sekilde kullanim alani
bulmaktadir [46]. Molekiiler baskilanmis polimerlerin kullanimina yonelik ¢aligmalar
kat1 faz ekstraksiyonunda, kromatografik c¢aligmalarda ve sensér uygulamalarinda

stirekli artmaktadir [47, 48, 49].

Molekiiler baskilanmis polimer kat1 faz ekstraksiyonu (MISPE) yontemi 6rnegin
secimli ayirimini saglamasi, ortamdan istenmeyen diger bilesiklerin uzaklastiriimasi ve
ortamdan ayirimi saglanan molekiiliin ayn1 zamanda zenginlestirilmesini agisindan son
yillarda MIP’lerin yaygin kullanildig1 alanlardan biri olmustur. MISPE, ilag, gida,
biyolojik ve ¢evre Ornekleri ve diger gercek Ornekler ile yapilan c¢alismalarda

kullanilmaktadir [37].

Molekiiler baskilanmis polimerler yiiksek secicilik gosterdikleri igin ¢esitli
kromatografik g¢aligmalarda da kullanim alani bulmaktadir. Molekiiler baskilanmig
polimerlerlerin kromatografide ilk kullanim alanlarindan biri sivi kromatografisinde
sabit faz olarak kullanilmalaridir. Ik uygulamalarda genellikle yigin polimerizasyonu
yontemi ile sentezlenmis polimerler kullanilmis olsa da bu teknikte sentezlenen
polimerlerin kirilmasi, 6giitiilmesi ve elenmesi gerekliligi yiiziinden bu yontemde elde
edilen polimerlerin homojen baglanma bdlgelerine sahip olmasimi olumsuz yonde
etkilemektedir. Bu durum karsisinda diisen verimi yiikseltmek i¢in diger polimerizasyon
teknikleriyle sentezlenen polimerlerin kullanimini i¢in yapilan g¢alismalar arttmistir.
Molekiiler baskilanmis polimerlerler sivi  kromatografisinde 6zellikle rasemik
karisimdaki birgok bilesigin ayrilmasinda kullanilmaktadir. Bu yontemle yapilan ilk
calisma Mosbach vd. tarafindan gergeklestirilmis olup bu calismada molekiiler
baskilanmis polimerler kullanilarak amino asit tlirevlerini birbirinden ayirmislardir [50].
Molekiil baskilanmis polimerler kromatografik c¢alismalarda sivi kromatografisinde
kullanildig1 gibi ince tabaka kromatografisinde(TLC) de kullanilmaktadir. Molekiiler
baskilanmis polimerler CaSQO,, etanol-su ile karistirilarak macun haline getirilir ve cam
plakalarin yiizeyine kalinligi ~0,2 nm olacak sekilde kaplanir. Gece boyu kurutulan

sistemlere metanolde ¢6ziinen drnekler uygulanir.
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Molekiiler baskilanmis polimerler son yillarda kimyasal sensorlerde molekiil
tanima membrani veya tabakasi olarak kullanilmaktadirlar [51]. Sensorler, bir 6rnek
matriksinde analitin dogrudan/dolayli yoldan 6l¢limii i¢in kullanilirlar. Kalip molekiiliin
taninmasi amaciyla bir¢ok biyomolekiiliin (enzim, antikor, mikrop) kullanimi1 teorikte
mimkiin olsa da kullanilan bu biyomolekiillerin asit ve bazlara, 1siya ve organik
coziiciilere karst yiiksek kararlilik gostermemeleri sistemlerin pratikte kullanimini
olumsuz yonde etkiler. Bu kosullara kars1 gosterdikleri yliksek kararlilikla ile dayanikli
olarak nitelenen molekiiler baskilanmis polimerler son yillarda, sensorlerin

gelistirilmesi lizerine ugrasan bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmektedir.

2.3.5 Molekiiler Baskilanmis Polimer Sentezinde Kullanilan Temel Bilesenler

Molekiiler baskilama isleminde; kalip molekiil, fonksiyonel monomerler, ¢apraz

baglayici, porojen(¢oziicil) ve baslatici kullanilmaktadir.

2.3.5.1 Kalip Molekiil

Molekiiler baskilanmis polimerlerin sentezinde kalip molekiiller, fonksiyonel
monomerler ile kovalent veya non-kovalent etkilerle diizenlenebilmesi baskilamanin
basarisi agisindan ¢ok Onemlidir. Ancak tiim molekiiller, molekiil baskili polimer
sentezinde kalip molekiil olarak kullanilmaya uygun degildirler. Bir molekiiliin kalip
molekiil olarak kullanilabilmesi i¢in monomerle kompleks yapacak fonksiyonel gruplar
icermesi, organik ¢oOziiclilerde ¢Oziinebilmesi, polimerizasyon reaksiyonunu
engelleyecek veya yavaglatacak gruplar icermemesi ve polimerizasyon sartlarinda
kararli kalabilmesi gibi ozelliklere sahip olmasi gereklidir. Ilaglar, aminoasitler,
karbonhidratlar, proteinler, niikleotid bazlar, hormonlar, pestisitler, koenzimler ve

iyonlar kalip molekiil olarak kullanilabilir [52].

Baskilama sonrasinda kalip molekiiliin uzaklastirilmasi ile polimer iizerinde
olusan bu oyuklar hedef molekiiliin fiziksel ve kimyasal karakteristikleriyle eslestigi

icin hedef molekiiliin segici ve etkin olarak tekrar polimere baglanmasini saglar.

Kalip molekiil olarak kullanilmas1 diisiiniilen molekiiliin zor elde edilmesi veya

yiiksek maliyeti s6z konusu oldugunda kalip molekiil yerine kalip molekiiliin fiziksel ve
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kimyasal 6zelliklerini saglayan vekil molekiiller kalip molekiil yerine kullanilabilir [53].
Ayrica kalip molekiil ile fonksiyonel monomerin diizenlenmesi non-kovalent
etkilesimlerle gerceklestiyse kalip molekiiliin tamaminin polimerden
uzaklastirilamamasi sonucunda polimerde kanama olusabilir. Bu da girisime sebebiyet
verir. Kalip molekiiliin polimerden kolaylikla uzaklagtirllamamasit durumda da kalip
molekiiliin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini saglayan vekil molekiil kullanim1 girigimi

engellemek tizere tercih edilebilir [54].

2.3.5.2 Fonksiyonel Monomer

Molekiiler baskilanmis polimerlerin sentezinde kullanilan kimyasallardan biri
olan fonksiyonel monomerin kalip molekiil ile kararli bir kompleks olusturabilmesi ve
kalip molekiil ile fonksiyonel monomer arasindaki geri-baglanma kinetigi tizerindeki
etkisi goz Oniline alindiginda etkin bir baskilama agisindan kritik 6éneme sahip oldugu
goriilmektedir. Uygun fonksiyonel monomerin se¢imi fonksiyonel monomer-kalip
molekiill kompleksinin baskilama siirecinde kararli kalmasi agisindan ¢ok Onemlidir
[55]. Segilen fonksiyonel monomer ile kalip molekiiliin fonksiyonel gruplari arasindaki
uyusma baskilamanin kalitesini arttirmaktadir. Uygun fonksiyonel monomerin
se¢iminin yani1 sira ideal fonksiyonel monomer/kalip molekiil orani non-kovalent
etkilesimlerin  kullanildigi molekiil baskilamada baskilamanin basarisin1 ayrica
etkilemektedir. Ideal fonksiyonel monomer/kalip molekiil oran1 ise yapilacak
caligmalarla bulunabilecegi gibi bilgisayarda modelleme yontemiyle de bulunabilir.
Molekiiler baskilamada en c¢ok kullanilan fonksiyonel monomer metakrilik
asit(MAA)’tir. Metakrilik asit amfoterik dogasindan dolay1 iyon-iyon, iyon-dipol, dipol-

dipol gibi molekiiller arasi etkilesimlere girmeye uygundur.

22



Tablo 2.4 Molekiiler baskilamada kullanilan baslica fonksiyonel monomerler

Adi Monomerin Ac¢ik Formiilii Karakteri

OH
Metakrilik Asit >—< Asidik
(0]
Triflorome_til akrilik )H(OH Asidik
asit CF3
(0]

)
Ikatonik Asit Hom% Asidik
o)
0
p-vinilbenzoik asit /—®—< Asidik
oH

H NH,
N-(2-aminetil)- — Barik
metakrilamid
(0]
H
4-(5)~vinilimidazol /Ji /> Bazik
= N

4-vinilpiridin \ N Bazik
/ /

2-vinilpiridin \ Bazik
OH
Metakrilamid M Notral
NH,
2-Hidroksimetil HO—— .
metakrilat (HEMA) OQ; Notral
(0]
X
Stiren Notral




2.3.5.3 Capraz Baglayicilar

Uygun baskilama stratejisine karar verilmesi ve baglanma bolgelerinin
olusturulmasi baskilamanin ilk basamagidir. Sonraki adim polimerin hazirlanmasidir.
Molekiiler baskilanmis polimerlerin sentezinde diger bir unsur olan ¢apraz baglayicilar
baskilanmis molekiiliin baglanma bolgelerinin  kararhiligit ve kalip molekiiliin
polimerden uzaklastirilmasi sonrasi kararli polimer ag orgiisii olusmas1 agisindan kritik
oneme sahiptir. Capraz baglayicilar ile monomerlerin birbirileriyle uyum iginde
olmalar1 baskilamanin kalitesi agisindan 6nemlidir. Ayrica polimerizasyonda kulanilan
capraz baglayicinin fonksiyonel monomerlere olan mol orani da ¢ok 6nemlidir. Bu mol
orant ¢ok kiigiik oldugunda kalip molekiiliin baglanma boélgeleri birbirilerine asiri
yaklasir ve birbirilerinden bagimsiz olarak bir fonksiyon gostermezler. Eger mol orani
cok biiyiik tutulursa c¢apraz baglayicinin fonksiyonel monomerlerle veya kalip
molekiille gosterebilecegi non kovalent etkilesimler molekiiler baskilamanin etkisini
azaltabilir [34].

En basarili non kovalent baskilama sistemleri fonksiyonel monomer olarak
metakrilik asit ve capraz baglayicit olarak etilen glikol dimetakrilat (EGDMA)’in
kullanildig: sistemlerdir [56].

Molekiiler baskilanmis polimerlerin hazirlanmasinda kullanilan baslica ¢apraz

baglayicilar asagida listelenmistir.
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Tablo 2.5 Molekiiler baskilamada kullanilan baslica ¢apraz baglayicilar ve agik yapilari

Adi Capraz Baglayicinin A¢ik Formiilii

Etilen glikol dimetakrilat o
(EGDMA) \/\O)k(
o}

o
2-hidroksi-etil-metakrilat \/\OH

H
N
N,N’ Etilen bis metakrilamid
\/\N )KK
H
(0]

p-divinil benzen (DVB)

)H‘/O
o
Trimetilpropan trimetkrilat 5 o
My
Penta eriotritol tetraakrilat 9 \%O\’H
o
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2.3.5.4 Porojen(Coziicii)

Hem baskilama islemi ve hem de elde edilen polimerin morfolojisi ve sertligi,
polimer iizerinde olusan hedef molekiile 6zgili oyuklarin yapis1 ve dagilimi agisindan
polimerizasyon i¢in secilen ¢oziiciinlin se¢imi ve miktar1 ¢ok onemlidir [57]. Polimer
sentezinde kullanilacak ¢O6ziicii tiim bilesenlerin aymi fazda bir araya gelmesini
saglamasindan dolay1 da ayrica 6nem tasir. Porojen olarak isimlendirilmesinin sebebi
ise tim bilesenleri tek fazda tutma gorevinin yani sira polimerdeki bosluklarin
olugsmasini gergeklestirerek gozenekli yapilar elde edilmesinde 6nemli rol oynamasidir.
Kovalent baskilama polimerizasyonunda porojenin sadece polimerizasyonda
kullanilacak bilesenleri ¢6zmesi yeterli goriilmektedir. Non-kovalent baskilama
polimerizasyonunda ise porojenin bilesenleri ¢dzmesinin yani sira kalip molekiil ile
fonksiyonel monomer arasindaki kompleksin olusumunu ve stabil kalmasin
destekleyerek baskilamanin basarisini arttirma gibi kritik bir gérevi de mevcuttur.
Ayrica polimerizasyon isleminde uygulanan 1sinin esit yayilmasini saglayarak 1s1 artisi

olan bolgelerde istenmeyen yan iirlinlerin olugsmasini engellemektir.

2.3.5.5 Baslaticilar

Molekiiler  baskilanmis  polimerlerin  sentezinin  diger unsurlar1 ile
kiyaslandiginda baglaticilar genellikle en az miktarlarda kullanilanlaridir. Baslaticilar,

serbest radikal polimerizasyonun baslamasi i¢in kullanilan radikal kaynaklardir.

Polimerizasyonun baslamasi icin baslaticilarin  radikal haline doniigiimii
gerekmektedir. Bu doniisim baslaticinin kimyasal yapisina bagli olarak 1s1, 1s1k,
kimyasal ve elektrokimyasal yollarla gerceklesir. Serbest radikal polimerizasyonu
genellikle radikal baslaticinin 1s1 etkisiyle bozunmasiyla baglar. Ancak monomer ile
kalip molekiil arasinda non-kovalent etkilesimler yeterince gii¢lii olmadigi durumlarda
1511 bozunma tercih edilmez. Boyle durumlarda 1s1l bozunma yerine UV bozunma tercih
edilir ve daha diislik sicakliklarda kullanilan fotokimyasal baslaticilar tercih edilir.
Kullanilan kalip molekiiliin termal ve UV stabilitesi baslatici secilirken gozetilen
onemli faktorlerden biridir. [58]
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Tablo 2.6 Molekiiler baskilamada kullanilan baglica baslaticilar

Adi Baslaticinin A¢ik Formiilii

Azobisizobutironitril
(AIBN)

Azobisdimetilvaleronitril
(ABDV)

?h

Benzoil peroksit
(BPO)

-
N_Nﬁ

Dimetilasetal benzil
OCHj,

L

4,4’-azo(4-siyanovalerik
asit)

o

HO N=N

7

CH

Azobisnitrillerin bozunmasi da termal (ABDV 40°C; AIBN 60°C) veya
ultraviyole 1sinlan ile gergeklesir. Azobisizobutironitril (AIBN) ve Benzoil peroksit
(BPO)’in termal uyarilarak C-MerkezIli radikal olusturma reaksiyonlar1 Sekil 2.11°de

gosterilmektedir
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CN CH, CN CH,

CH, CN CH, CN
0
0 0
+
O—O/-B —_—
0 0
0
0
+ O:C:O
(V)
0

Sekil 2.11 Azobisizobutironitril (AIBN) ve Benzoil peroksit (BPO)’in serbest
radikal olusum reaksiyonlar1
Serbest radikal polimerizasyonu mutlaka inert ortamda gergeklesmelidir. Eger
serbest radikal polimerizasyonunun gercgeklestigi ortamda oksijen bulunrsa, oksijen
serbest radikale peroksi radikal formunda baglanmasi sonucu ortamda bulunan polimer,
monomerle ve diger bilesenlerle reaksiyona girer. Bunu engellemek iizere oksijenin

ortamdan uzaklastirilmasi amaciyla ortamdan inert bir gaz ile purge edilir.

2.3.6 Molekiiler Baskilanmis Polimerlerin Karakterizasyonu

Molekiiler baskilanmis polimerlerin c¢esitli ¢oziiciilerde ¢oziiniirliikleri diisiik
oldugu icin spektroskopik yontemlerle karakterizasyonlart zordur, ancak asagida
belirtilen yontem ve cihazlar kullanilarak kimyasal ve morfolojik karakterizasyonlar1

temel olarak 2 baslik altinda miimkiindiir.
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2.3.6.1 Kimyasal Karakterizasyon
2.3.6.1.1 Fourier-Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR)

Infrared spektroskopisi (IR) molekiildeki baglarin titresim frekanslarini 6lgerek
fonksiyonel gruplarin aydinlatilmasi i¢in bilgi veren bir tiir titresim spektroskopisidir.
IR 1gmlarinin enerjisi molekiildeki baglar1 bozmaya veya elektronik uyarimina yetmez.
IR 1sinlar1 soguruldugu molekiiliin titresim ve donme diizeylerini uyarir. Baskilanmig
polimerlerin FTIR spektrumlar1 kolayca alinabilir ve daha sonra fonksiyonel gruplarin
gozlenebilecegi dalga boyu araliklarimi gosteren kataloglar incelenerek polimer
bilesiminin hakkinda bilgiler elde etmek kullanilabilir [59]. Aym1 zamanda
polimerizasyon Oncesi diizenlenen fonksiyonel monomer ve hedef molekiil arasindaki
etkilesimler ve hedef molekiiliin polimere yeniden baglanmasi1 FTIR spektroskopisi

kullanilarak karakterize edilebilir [60].

2.3.6.1.2 UV Spektroskopisi

UV spektroskopisi molekiiler baskili polimerlerin sentezinde hedef molekiiliin
fonksiyonel monomerler ile etkilesime girmesi sirasinda hedef molekiiliin absorbans
degisikliklerini olgerek hedef-molekiil-fonksiyonel monomer etkilesiminin etkinligi
hakkinda bilgi verir. Polimerizasyon oncesi iiriinler i¢in IR spektroskopisi de molekiiliin
ve kompleks yapinin titresim sinyalleri 6l¢iilerek UV spektroskopisine tamamlayici olan

bilgiler verir [60].

2.3.6.1.3 Kat1 Hal NMR”1

NMR teknikleri ¢ozelti i¢inde ¢alisma ihtiyacimi karsiladigi i¢cin bu nedenle
¢Oziiniir olmayan tiirlerin NMR spektrumlarinin alinmasi i¢in kati hal NMR’1 gereklidir.
Sispanse hal NMR’1yla kiyaslandiginda MIP caligmalarinda katt hal NMR’1 daha
yararlidir. H-NMR titrasyon deneyleri ise bazlar ve karboksilik asitler arasinda hidrojen
bagi olusumunun goézlemlenmesine olanak saglamaktadir. Bu teknikler molekiiler
baskilama i¢in uyarlandiginda, polimerizasyon dncesi ¢ézeltide kompleks olusumunun
aydinlatilmas1 ve etkilesimin oldugu spesifik bolgelerin tanimlanmasi i¢in gerekli

bilgiler elde edilir [61].
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2.3.6.2 Morfolojik Karakterizasyon
2.3.6.2.1 Civa Yiizey Porozimetresi

Civa yiizey porozimetrisi sabit bir kiitledeki kuru polimerden basing altinda
civanin gecirilmesine dayanmaktadir. Her ne kadar civa yiizey porozimetrisi genellikle
daha biiyiik (makro) goézeneklerin taranmasinda daha hassas olsa da civa ylizey
porozimetrisi kullanilarak elde edilebilecek bilgiler, azot sofurma porozimetresi

kullanilarak elde edilebilecek bilgiler ile benzerdir [59].

2.3.6.2.2 Azot Sogurma Porozimetresi

Azot sogurma porozimetrisi sabit bir kiitledeki kuru polimerin sabit birkag farkli
basingtaki gaza (genelde azot) maruz birakilmasina dayanmaktadir. Basincinin bir
fonksiyonu olarak emilen gaz miktarinin hesaplanmasi ile spesifik yiizey alanindan
(m? g™, spesifik gézenek hacminden (ml g, ortalama gdzenek gapindan ve gozenek
boyutu dagilimindan sorpsiyon izotermleri elde edilir. Bu metod orta (meso-) ve kiiciik
(mikro-) ¢aplt gozeneklerin detayli analizi i¢in biiylik avantajlar icermektedir. (IUPAC
boyutu < 2 nm olan gézenekleri mikrogdzenek olarak, boyutu 2 nm ile 50 nm arasinda
olanlar1 mezogdzenek olarak; boyutu 50 nm’den biiyiik olanlar1 makrog6zenek olarak

tanimlamaktadir) [59].

2.3.6.2.3 Solvent Tutulum Denemeleri

Molekiiler baskili polimerler kuru ve solvent fazinda da degigsmez halde
gozenekler icerirler. Solventler bu gozeneklere ulasmak icin kullanilabilirler. Polimer
tarafindan bu gozeneklere niifus ederek tutulan solvent miktar1 6lgiilerek polimerin

gozenek hacmi ml g'l cinsinden hesaplanir [62].

2.3.6.2.4 Mikroskopik Yontemler (SEM)

Mikroskopik yontemler baskilanmis polimerleri derinlemesine incelemek iizere
farkl1 ¢esitlerde uygulanabilir. Isik mikroskobu polimer kiireciklerinin yapisal
biitlinliigiinliniin dogrulanmasi i¢in kullanilirken taramali elektron mikroskobu (SEM)

1se makro gozenekleri goriintiillemek i¢in kullanilir [59].
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BOLUM 3

MATERYAL ve METODLAR
3.1 Materyal
3.1.1 Siit Ornegi

Bu calisma kapsaminda yapilan deneylerde siit Ornekleri olarak ulusal bir

firmanin triinleri kullanilmistir.

3.1.2 Kullamlan Kimyasallar

Bu ¢alisma kapsaminda yapilan deneylerde kullanilan kloramfenikol (CAP),
tiyamfenikol (TAP), florfenikol (FF), MSTFA (N-metil-N-
(trimetilsilil)trifloroasetamid) Fluka A.G.’den, Polivinil alkol (PVA), 2,2’-
azobis(izobiitironitril) (AIBN) Sigma’dan, Etilen glikol dimetakrilat (EGDMA),
metakrilik asit (MAA) piridin ve kullanilan ¢6ziiciiler Merck A.G.’den firmalarindan

saglanmustir.

Deneylerde Elga Accessories— Reservoir’dan elde edilen su kullanilmistir.

3.1.3 Kullamilan Cihazlar

Bu c¢alisma kapsaminda yapilan deneylerde LC-MS/MS (Agilent 6460 Jet
Stream Triple Quad, CA, USA), Trace GC-DSQII MS (Thermo Scientific, USA), FAR-
FT-IR (Perkin Elmer, USA), Tek Isin Spektrofotometresi (OPTIZEN POP UV / Vis,
China), TGA Cihaz1 (Seico SII TG/DTA 6300, Japan), SEM (Zeiss Gemini Ultra Plus,
Germany), ultrasonik banyo (Bandelin Sonorex-RK106, Germany), calkalayict
(Wiseshake® SHR-2D,DAIHAN SCI, Korea), blok isitici(Stuart SBH.130D, UK),
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rotary evaporator(IKA® RV 10, Germany),manyetik 1sitict —karigtirici(IKA® C-MAG
HS10, Germany), filtre kagidi (Macherey-Nagel, Germany), vakum pompasi (Rocker
300, UK) kullanilmistar.

3.2 Metodlar

3.2.1 Kloramfenikol Baskilanmis Polimerlerin Sentezi

3.2.1.1 Siispansiyon Polimerizasyonu ile Sentezlenen Polimerler
3.2.1.1.1 MIP-1-S Sentezi

0,0824 g CAP 15 ml metanol : toluen (1:1) karisiminda ¢oziildii. 0,1 ml MAA
eklendikten sonra 6n kompleks olusturmak amaciyla oda sicakliginda 30 dakika
manyetik karistiric1 da karstirildi. Uzerine 5 ml EGDMA ve 0,0287g AIBN ilave
edildikten sonra oda sicakliginda 10 dakika daha manyetik karistiricida karistirildi. Ayri
bir beherde daha 6nceden hazirlanmis olan %0,4’liilk PVA c¢ozeltisi polimerizasyonun
gerceklesecegi balona ilave edildi. Polimerizasyon 6ncesinde argon gazi ile 10 dakika
purge edildikten sonra balon hava girisini engelleyecek sekilde kapatildi. Balon 150
rpm’de karigtirilarak 55°C’de 24 saat bekletildi.

Elde edilen baskili polimerden CAP’1n uzaklastirilmasi i¢in MIP 50 ml metanol
:asetik asit (9:1) karigimiyla ultrasonik banyoda 15 dakika sonike edildi. MIP beyaz
bant siizge¢ kagidi kulanilarak siiziildii. Bu islem iki defa tekrarlandiktan sonra siizgeg
kagidinda kalan MIP soxhlet ekstraksiyonu kullanilarak 200 ml metanol:asetik asit (9:1)

karisimiyla 72 saat siireyle reflux edildi.

Reflux sonrasinda asetik asitin polimerden uzaklastirilmasi amaciyla polimer 50
ml metanol ile ultrasonik banyoda 15 dakika sonike edildi. Polimer beyaz bant siizgeg
kagidi kullanilarak siiziildi. Bu islem {i¢ defa tekrar edildi. Baskilanmis polimer 50 ml
metanol ile ultrasonik banyoda 15 dakika sonike edilip beyaz bant siizge¢ kagidi
kullanilarak siiziildiikten sonra siiziintii de CAP varligina bakildi. Siizge¢ kagidindaki
MIP 75°C etiivde 24 saat ve sonrasinda evaporatorde 80°C’de 100 rpm’de 1 saat

tutularak kurutuldu.
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3.2.1.1.2 MIP-2-S Sentezi

0,0819 g CAP 15 ml asetonitril’de ¢oziildii. 0,1 ml MAA eklendikten sonra 6n
kompleks olusturmak amaciyla oda sicakliginda 30 dakika manyetik karistirict da
karistirildi. Uzerine 5 ml EGDMA ve 0,0204 g AIBN ilave edildikten sonra oda
sicakliginda 10 dakika daha manyetik karistirict da karistirildi. Ayr1 bir beherde daha
onceden hazirlanmis olan %0,4’liikk PVA c¢ozeltisi polimerizasyonun gerceklesecegi
balona ilave edildi. Polimerizasyon 6ncesinde argon gazi ile 10 dakika purge edildikten
sonra balon hava girisini engelleyecek sekilde kapatildi.  Balon 150 rpm’de
karistirilarak 55°C’de 24 saat bekletildi.

Elde edilen baskili polimerden CAP’1n uzaklastirilmasi i¢gin MIP 50 ml metanol
:asetik asit (9:1) karisgimiyla ultrasonik banyoda 15 dakika sonike edildi. MIP beyaz
bant stizge¢ kagidi kulanilarak siiziildii. Bu islem iki defa tekrarlandiktan sonra siizgeg
kagidinda kalan MIP soxhlet ekstraksiyonu kullanilarak 200 ml metanol:asetik asit (9:1)

karisimiyla 72 saat siireyle reflux edildi.

Reflux sonrasinda asetik asitin polimerden uzaklastirilmasi amaciyla polimer 50
ml metanol ile ultrasonik banyoda 15 dakika sonike edildi. Polimer beyaz bant siizgeg
kagidi kullanilarak siiziildii. Bu islem ti¢ defa tekrar edildi. Baskilanmis polimer 50 ml
metanol ile ultrasonik banyoda 15 dakika sonike edilip beyaz bant siizge¢ kagidi
kullanilarak siiziildiikten sonra siiziintii de CAP varligina bakildi. Siizge¢ kagidindaki
MIP 75°C etiivde 24 saat ve sonrasinda evaporatdrde 80°C’de 100 rpm’de 1 saat

tutularak kurutuldu.

3.2.1.1.3 MIP-3-S Sentezi

0,0883 g CAP 15 ml metanol : diklorometan (1:1) karisiminda ¢6ziildii. 0,1 ml
MAA eklendikten sonra 6n kompleks olusturmak amaciyla oda sicakliginda 30 dakika
manyetik karistirict da karistirildi. Uzerine 2,5 ml EGDMA ve 0,0238g AIBN ilave
edildikten sonra oda sicakliinda 10 dakika daha manyetik karistirict da karistirildi.
Ayr1 bir beherde daha Onceden hazirlanmig olan %0,4°lik PVA c¢ozeltisi

polimerizasyonun gergeklesecegi balona ilave edildi. Polimerizasyon oncesinde argon
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gazi ile 10 dakika purge edildikten sonra balon hava girisini engelleyecek sekilde
kapatildi. Balon 150 rpm’de karistirilarak 55°C’de 24 saat bekletildi.

Elde edilen baskili polimerden CAP’in uzaklastirilmasi i¢in MIP 50 ml
metanol:asetik asit (9:1) karisimiyla ultrasonik banyoda 15 dakika sonike edildi. MIP
beyaz bant siizge¢ kagidi kulanilarak siiziildii. Bu islem iki defa tekrarlandiktan sonra
stizge¢ kagidinda kalan MIP soxhlet ekstraksiyonu kullanilarak 200 ml metanol:asetik
asit (9:1) karisimiyla 72 saat siireyle reflux edildi.

Reflux sonrasinda asetik asitin polimerden uzaklastirilmasi amaciyla polimer 50
ml metanol ile ultrasonik banyoda 15 dakika sonike edildi. Polimer beyaz bant siizgeg
kagidi kullanilarak siiziildii. Bu igslem {i¢ defa tekrar edildi. Baskilanmis polimer 50 ml
metanol ile ultrasonik banyoda 15 dakika sonike edilip beyaz bant siizge¢ kagidi
kullanilarak stiziildiikten sonra siiziintii de CAP varligina bakildi. Siizge¢ kagidindaki
MIP 75°C etiivde 24 saat ve sonrasinda evaporatorde 80°C’de 100 rpm’de 1 saat

tutularak kurutuldu.

3.2.1.1.4 NIP-3-S Sentezi

15 ml metanol : diklorometan (1:1) karisimina, 0,1 ml MAA eklendi. Oda
sicakliginda 30 dakika manyetik karistirict da karistirildi. Uzerine 2,5 ml EGDMA ve
0,0224g AIBN ilave edildikten sonra oda sicakliginda 10 dakika daha manyetik
karistirici da karistirildi. Ayri bir beherde daha dnceden hazirlanmis olan %0,4°lik PVA
¢ozeltisi polimerizasyonun gergeklesecegi balona ilave edildi. Polimerizasyon
oncesinde argon gazi ile 10 dakika purge edildikten sonra balon hava girisini
engelleyecek sekilde kapatildi. Balon 150 rpm’de karistirilarak 55°C’de 24 saat
bekletildi.

NIP-3-S 50 ml metanol ile ultrasonik banyoda 15 dakika sonike edildi. Polimer
beyaz bant siizge¢ kagidi kullanilarak siiziildi. Bu iglem iki defa tekrar edildi.
Baskilanmamis polimer 50 ml metanol ile ultrasonik banyoda 15 dakika sonike
edildikten sonra beyaz bant siizge¢ kagidi kullanilarak siiziildii. Beyaz bant siizgeg
kagidi kullanilarak siiziilen kontrol polimeri 75°C etiivde 24 saat ve sonrasinda

evaporatdrde 80°C’de 100 rpm’de 1 saat tutularak kurutuldu.
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3.2.1.2 Coktiirme Polimerizasyonu ile Sentezlenen Polimerler
3.2.1.2.1 MIP-P-1 Sentezi

0,1617 g CAP 30 ml asetonitril’de ¢oziildii. Uzerine 0,2 ml MAA eklendi. On
kompleks olusturmak amaciyla buz banyosunda 30 dakika manyetik karistirici ile
karistirildi. Uzerine 2,5 ml EGDMA ve 0,0238g AIBN ilave edildikten sonra oda
sicakliginda 10 dakika daha manyetik karistirici da karistirildi.  Polimerizasyon
oncesinde argon gazi ile 10 dakika purge edildikten sonra balon hava girigini
engelleyecek sekilde kapatildi. Balon 150 rpm’de karistirilarak 60°C’de 24 saat
bekletildi.

Elde edilen baskili polimerden CAP’1in uzaklastirilmasi igin MIP blok 1siticida
kapakli vial ile 50°C’de kurutuldu. MIP, 9 ml metanol:asetik asit (9:1) karisimiyla
ultrasonik banyoda 15 dakika sonike edililip, santrifiijlendi. Bu islem dort defa tekrar
edildi.

Polimerde bulunan asetik asitin uzaklastirilmasi i¢in polimer 9 ml metanol ile 15
dakika ultrasonik banyoda sonike edilip, santrifiijlendi. Bu islem {i¢ defa tekrarlandi. Bu
islem sonunda siiziinti de CAP varligina bakildi. MIP 1s1 vermeden vakum altinda

etiivde 24 saat tutularak kurutuldu.

3.2.1.2.2 MIP-P-2 Sentezi

0,1672 g CAP 30 ml metanol : asetonitril (1:1) karistminda ¢dziildii. Uzerine 0,2
ml MAA eklendi. On kompleks olusturmak amaciyla buz banyosunda 30 dakika
manyetik karistiricr ile karistirildi. Uzerine 2,5 ml EGDMA ve 0,0238g AIBN ilave
edildikten sonra oda sicakliginda 10 dakika daha manyetik karigtirict da karistirildi.
Polimerizasyon 6ncesinde argon gazi ile 10 dakika purge edildikten sonra balon hava
girisini engelleyecek sekilde kapatildi. Balon 150 rpm’de karistirilarak 60°C’de 24 saat
bekletildi.

Elde edilen baskili polimerden CAP’1in uzaklastirilmasi igcin MIP blok 1siticida
kapakli vial ile 50°C’de kurutuldu. MIP, 9 ml metanol:asetik asit (9:1) karisimiyla
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ultrasonik banyoda 15 dakika sonike edililip, santrifiijlendi. Bu islem dort defa tekrar
edildi.

Polimerde bulunan asetik asitin uzaklastirilmasi i¢in polimer 9 ml metanol ile 15
dakika ultrasonik banyoda sonike edilip, santrifiijlendi. Bu islem {i¢ defa tekrarlandi. Bu
islem sonunda siiziintii de CAP varligina bakildi. MIP 1s1 vermeden vakum altinda

etiivde 24 saat tutularak kurutuldu.

3.2.1.2.3 NIP-P-1 Sentezi

30 ml asetonitril’e 0,2 ml MAA eklendi. Buz banyosunda 30 dakika manyetik
karistiricr ile karistirildi. Uzerine 0,0238g AIBN ve 2,5 ml EGDMA ilave edildikten
sonra oda sicakliginda 10 dakika daha manyetik karistirici da karistirildi.
Polimerizasyon oncesinde argon gazi ile 10 dakika purge edildikten sonra balon hava
girisini engelleyecek sekilde kapatildi. Balon 150 rpm’de karistirilarak 60°C’de 24 saat
bekletildi.

Elde edilen baskilanmamis polimer, 9 ml metanol ile 15 dakika ultrasonik
banyoda sonike edilip, santrifiijlendi. Bu islem ti¢ defa tekrarlandi. Kontrol polimeri 1s1

vermeden vakum altinda etiivde 24 saat tutularak kurutuldu.

3.2.2 Siit Orneklerinden Fenikollerin Ekstraksiyonu

Siit orneklerinin deprotenizasyonu i¢in farkli konsantrasyonlarda spike edilmis
10 ml siit 6rnegi 2 dakika vortekslendi. Siit 6rnegine 0,1 ml asetik asit eklenip 1 dakika
daha vortekslendikten sonra 4000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Siipernatant kisim
alindiktan sonra 0,2um’lik disk filtreden gecirildi. Son hacim 10 ml’ye tamamlanarak

kullanima kadar buzdolabinda 4°C’de bekletildi.

3.2.3 GC-MS Sistemi Calisma Kosullar:

Fenikollerin GC-MS ile analizinde kullanilan ¢alisma sartlart su sekildedir:
Calismada, THERMO TR-5MS kapiler kolon (60 m * 0,25 mm, 0,25 um) tercih
edilmistir. Firin 1s1s1 100 °C baslangi¢ sicakliginda 1 dakika bekletildikten sonra 2
dakikada 160°C’ye ¢ikip 160 °C’de 1 dakida bekledikten sonra 30 °C artarak 4
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dakikada 280 °C’ye ulastirildi. Tastyic1 gaz olarak helyum (1,2 mL dk™, sabit akis
hizinda) kullanildi. Enjeksiyon hacmi splitless modda 1 pl olarak kullanildi. iyon
kaynag1 ve transferline sicakligi sirasiyla 200 °C ve 270 °C olarak tutuldu.

3.2.4 LC-MS/MS Sistemi Calisma Kosullar:

LC-MS/MS kosullart Fedeniuk vd. (2015) tarafindan bildirilen yonteme gore
uyarlandi [63]. LC-MS/MS kullanilarak yapilan analizde iyon kaynagi olarak
elektrosprey iyonlagtirma, negatif iyon modunda, iyon kaynagi sicakligi 120 °C,
Desolvation gaz sicakligr 450°C, Carpisma hiicresi basinci 2,5x107 bar kolon firini
sicaklig1 40°C ve kolon olarak 50 mm x 2.1 mm C18 kolon ile 0,3 mL dk! akis hizinda
10 pL’lik enjeksiyon hacmi ile ¢alisildi. Mobil faz olarak sirasiyla % 0.1 Asetik Asit
igceren su, isopropanol : metanol (10:90, v/v) karisimi ve asetonitril kullanilmigtir. Tablo

3.1’de LC iizerinde uygulanan akis diyagrami gosterilmigtir.

Tablo 3.1 LC-MS/MS sivi sistemi akis 6zellikleri

Zaman (dakika) Mobil Faz A (%) Mobil Faz B (%) Mobil Faz C (%)

0.00 100 0 0
2.00 70 30 0
6.50 50 50 0
10.00 10 45 45
15.00 100 0 0

3.2.5 Fenikol Bilesiklerinin GC-MS Analizlerinin Optimizasyonu

0.0054 g kloramfenikol, 0.0048 g florfenikol, 0.0043 g tiyamfenikol 50 mL
metanolde ¢oziilerek sirastyla 108 mg L™ kloramfenikol, 96 mg L™ florfenikol ve 86
mg Lt tiyamfenikol igeren ¢ozeltiler hazirlandi. Sililleme islemi bu ¢6zeltilerin 1’er
ml’lik kismina uygulandi. Cozeltilerin 1 ml’lik kismi viale alinarak block heater’da
45°C’de tamamen uguruldu. Viallere 50 pL N-metil-N-(trimetilsilil) trifloroasetamid
(MSTFA) ve 300 uL piridin eklendi. Vialler reaksiyonun gergeklesmesi igin 60°C’deki
blok 1siticida 30 dakika bekletildi. GC-MS kullanilarak TIC modunda 100-480 kiitle
araliginda kromatogramlari1 alindi. Alinan kromatogramlardan hareketle kloramfenikol,

florfenikol ve tiyamfenikol i¢in GC-MS’te SIM metodu olusturuldu.
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3.2.6 Coktiirme Polimerizasyonu ve Siispansiyon Polimerizasyonu ile Sentezlenen

MIP’lerin Adsorpsiyon Kinetiginin Karakterizasyonu

Coktiirme ve siispansiyon polimerizasyonu yontemleriyle sentezlenen MIP’lerin
her birinden 20 mg’lik kisimlar tartildi. Tartilan polimer kiitlesi lizerine 4 ml, 100
ppm’lik sulu CAP c¢ozeltisi ilave edilerek karistirildi. Karigimlar batch metodu
kullanilarak calkalayicida 50 rpm’de 12 saat siireyle adsorpsiyon dengelerine ulastirildi.
Daha sonra her bir vial 4000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendikten sonra iist fazdan 0,2
ml enjeksiyon vasitasiyla baska bir viale alindi. Saf su ile hacimler 3 ml’ye tamamlandi.
Polimerlere baglanmadan kalan CAP konsantrasyonu spektrofotometre ile 275 nm

dalgaboyu absorbansi kullanilarak kontrol edildi.

3.2.7 MIP-3-S, NIP-3-S, MIP-P-1 ve NIP-P-I’in Adsorpsiyon Kinetiginin

Karakterizasyonu

Coktiirme ve siispansiyon polimerizasyonu yontemiyle sentezlenen MIP ve
NIP’lerin her birinden 20 mg’lik kisimlar tartildi. Tartilan polimer kiitlesi tizerine 4 ml,
100 ppm’lik sulu CAP c¢ozeltisi ilave edilerek karistirildi. Karigimlar batch metodu
kullanilarak calkalayicida 50 rpm’de 12 saat siireyle adsorpsiyon dengelerine ulastirildi.
Daha sonra her bir vial 4000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendikten sonra iist fazdan 0,2
ml enjeksiyon vasitasiyla baska bir viale alindi. Saf su ile hacimler 3 ml’ye tamamlandi.
Polimerlere baglanmadan kalan CAP konsantrasyonu spektrofotometre ile 275 nm

dalgaboyu absorbansi kullanilarak kontrol edildi.

3.2.8 MIP-3-S, NIP-3-S, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in Adsorpsiyon Kinetiginde
Konsantrasyonun Etkisinin Karakterizasyonu

Coktiirme ve Siispansiyon polimerizasyonu yontemiyle sentezlenen MIP ve
NIP’lerin her birinden 20 mg’lik kisimlar tartildi. Tartilan polimer kiitlesi lizerine 4 ml
hacimde sirasiyla 5, 10, 25, 50, 100, 150, 200 ve 250 ppm’lik CAP ¢o6zeltisi ilave
edilerek karigtirildi. Karisimlar batch metodu kullanilarak calkalayicida 50 rpm’de 12
saat siireyle adsorpsiyon dengelerine ulastirildi. Daha sonra her bir vial 4000 rpm’de 10
dakika santrifiijlendikten sonra iist fazdan 0,2 ml enjeksiyon vasitasiyla baska bir viale

alindi. Saf su ile hacimler 3 ml’ye tamamlandi. Polimerlere baglanmadan kalan CAP
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konsantrasyonu spektrofotometre ile 275 nm dalgaboyu absorbansi kullanilarak kontrol
edildi. Birim polimer kiitlesi tarafindan adsorplanan CAP miktar1 asagidaki esitlikle
hesaplanda.

(Co-C)xv

Q="

Bu esitlikte Q, birim polimer kiitlesi basina adsorplanan kloramfenikol miktarini
(mg g'l), Co ve C sirasiyla ¢ozeltideki kloramfenikoliin baslangi¢ ve son derisimini

(mg L), V ¢ozelti hacmini(L) ve M ise polimerin kiitlesini (g) ifade etmektedir.

Molekiiler baskilanmis polimer ve CAP arasindaki baglanma etkilesimleri

Scatchard analizi yontemi ile asagidaki esitlik kullanilarak elde edildi.

Bu esitlikte Q, birim polimer kiitlesi basina adsorplanan kloramfenikol miktarini
(mg g™), Cs ¢ozeltide tutunmadan kalan kloramfenikoliin son derisim degerini (mg L™),
Qmax baglanma bolgelerinin maksimum sayisim1 ve Ky ise dagili sabitini ifade

etmektedir.

3.2.9 MIP-3-S, NIP-3-S, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in Adsorpsiyon Kinetiginde Siirenin

Etkisinin Karakterizasyonu

Coktiirme ve Siispansiyon polimerizasyonu ydntemiyle sentezlenen MIP ve
NIP’in her birinden 20 mg’lik kisimlar tartildi. Tartilan polimer kiitlesi iizerine 4 ml,
100 ppm’lik sulu CAP c¢ozeltisi ilave edilerek karistirildi. Karigimlar batch metodu
kullanilarak ¢alkalayicida 50 rpm’de 30, 60, 90, 120 ve 180 dakika siireyle adsorpsiyon
dengelerine ulastirildi. Daha sonra her bir vial 4000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendikten
sonra iist fazdan 0,2 ml enjeksiyon vasitasiyla bagka bir viale alindi. Saf su ile hacimler
3 ml’ye tamamlandi. Polimerlere baglanmadan kalan CAP konsantrasyonu

spektrofotometre ile 275 nm dalgaboyu absorbansi kullanilarak kontrol edildi.
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3.2.10 MIP-3-S, NIP-3-S, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in Adsorpsiyon Kinetiginde pH
Etkisinin Karakterizasyonu

Coktiirme ve Siispansiyon polimerizasyonu ydntemiyle sentezlenen MIP ve
NIP’lerin her birinden 20 mg’lik kisimlar tartildi. Birinci vialdeki polimer kiitlesi
tizerine %]1’°lik asetik asit ¢ozeltisi kullanarak pH’1 5’e ayarlanmis olan 4 ml, 100
ppm’lik sulu CAP ¢ozeltisi ilave edilerek karistirildi. ikinci vialdeki polimer kiitlesi
tizerine pH’1 7 olan 4 ml, 100 ppm’lik sulu CAP ¢ozeltisi ilave edilerek karistirildi.
Ugiincii vialdeki polimer kiitlesi iizerine %1°lik amonyak ¢ozeltisi kullanarak pH’1 10’a
ayarlanmis olan 4 ml, 100 ppm’lik sulu CAP c¢o6zeltisi ilave edilerek karistirildi.
Karisimlar batch metodu kullanilarak c¢alkalayicida 50 rpm’de 120 dakika siireyle
adsorpsiyon dengelerine ulastirildi. Daha sonra her bir vial 4000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlendikten sonra st fazdan 0,2 ml enjeksiyon vasitasiyla baska bir viale alindi.
Saf su ile hacimler 3 ml’ye tamamlandi. Polimerlere baglanmadan kalan CAP

konsantrasyonu spektrofotometre ile 275 nm dalgaboyu absorbansi kullanilarak kontrol

edildi.

3.2.11 CAP Baskih Polimerin Analog Bilesikler I¢in Adsorpsiyon Kinetigini ve

Baskilama Faktoriiniin Tayini

Coktiirme polimerizasyonu yontemiyle sentezlenen molekiiler baskilanmig
polimerden hazirlanan 20 mg sorbent iceren kartuslar 4 ml metanol ve 4 ml saf su ile
sartlandirildiktan sonra pH=5 ayarli 1 ml, 100 ppm’lik CAP, FF, TAP sulu ¢6zeltileri
akis hiz1 ~0,5ml dk™* olacak sekilde kartustan gecirildi. Kartuslar vakum pompasinda 10
dk hava akimi gegirilerek kurutuldu. Kurutulan kartuslarda tutulan CAP 4 ml MeOH ile
~0,2ml dk™ akig hiziyla eliie edildi. Coziicliler azot atmosferi altinda kuruluga kadar
ucurulduktan sonra CAP, FF ve TAP bilesikleri sililleme islemi ile trimetil silil
tirevlerine dondstiiriildii, SIM modunda gergeklestirilen GC-MS analizlerinden elde

edilen kromatogramlarindaki pik alanlarinin entegrasyonu ile hesaplandi.
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3.2.12. MIP-P-1 Baskilanmis Polimerin ve Geleneksel Sorbentlerin SPE

Calismalariyla Karsilastirilmasi

MIP-P-1, MIP yapili SupelMIP (Supelco MIP) ve klasik Oasis® HLB
sorbentlerinden hazirlanan 20 mg sorbent igeren kartuslar 4 ml metanol ve 4 ml saf su
ile sartlandirildiktan sonra 1 ml 50 ppm CAP (pH=5) ¢ozeltisi akis hizi ~0,5ml dk™
olacak sekilde kartustan gegirildi. Kartuslar vakum pompasinda 10 dk hava akimi
gecirilerek kurutuldu. Kurutulan kartuslarda tutulan CAP 4 ml MeOH ile ~0,2ml dk*
akis hiziyla eliie edildi. Eliatlardaki CAP varligi, ¢oziiciilerin azot ortaminda
ucurulmasi: ve sililleme islemi sonrasinda SIM modunda eclde edilen GC-MS
kromatogramlarindaki pik alanlarinin entegrasyonu ile hesaplandi. Geri kazanim

degerleri asagidaki esitlikle hesaplandi.

) Kartus tan eliie edilen CAP'in miktari
% Geri Kazanim = x100

Stok Cozeltideki CAP’'1n miktari

3.2.13 MIP-P-1 i¢in Geri Kazamim Calismalarinda Secici Olmayan Adsorpsiyonun
Azaltilmasi

20 mg polimer igeren kartuslar 4 ml metanol ve 4 ml saf su ile sartlandirildiktan
sonra 1 ml 50 ppm CAP igeren siit akis hiz1 ~0,5ml dk? olacak sekilde kartustan
gecirildi. Spesifik olmayan adsorpsiyonlarin azaltilmast ve segici tutunmanin
gelistirilmesi i¢in MIP-P-1 ~Iml dk™* akis hiziyla Etil asetat, su:metanol (70:30)
karigimi, su:metanol (60:40) karisimi, su:metanol (40:60) karisimi ve asetonitril ile
yikandi. Kartuslar vakum pompasinda 10 dk hava akimi gegirilerek kurutuldu.
Kurutulan kartuslarda bulunan CAP 4 ml MeOH ile ~0,2ml dk™ akis hiziyla eliie edildi.
Eliiatlardaki CAP varligi, ¢oziiciilerin azot ortaminda ucurulmasi ve sililleme islemi
sonrasinda SIM modunda elde edilen GC-MS kromatogramlarindaki pik alanlarinin

entegrasyonu ile hesaplandi.
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3.2.14 MIP-P-1’in geri kazanim ¢alismalari

20 mg polimer iceren kartuslar 4 ml metanol ve 4 ml saf su ile sartlandirildiktan
sonra 1 ml farkli konsantrasyonlardaki CAP, FF, TAP igeren siit ¢ozeltileri ~0,5ml dk™
akis hiziyla kartustan gecirildi. Yiikleme yapilan kartus 2 ml su:metanol (60:40)
karigimi ile ~Iml dk® akis hiziyla yikandi. Yikama isleminin ardindan polimerler
vakum pompasinda 10 dakika kurutuldu. Kurutulan kartuslarda bulunan CAP 4 ml
MeOH ile akis hizi ~0,2ml dk™ olacak sekilde eliie edildi. LC-MS/MS’de alman

kromatogramlardan alanlarin entergrasyonu ile % geri kazanim hesaplandi.
3.2.15 Kloramfenikol Baskilanmis Polimerlerin Karakterizasyonu
3.2.15.1 FTIR analizleri
Sentezlenen polimerlerin FTIR spektrumlari, FAR-FT-IR kullanilarak alindi.
3.2.15.2 SEM analizleri

Sentezlenen polimerlerin yiizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu

kullanilarak goriintiilendi.
3.2.15.3 Termo-gravimetrik analizler (TGA)

Termogravimetrik analiz  cihazi  kullanilarak  sentezlenen  polimerlerin

termo-gravimetrik analizleri elde edildi.
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BOLUM 4

DENEYSEL SONUCLAR

4.1. Fenikol Bilesiklerinin GC-MS Analizlerinin Optimizasyonu

Kloramfenikoliin sililleme islemi sonrasinda GC-MS’te c¢ikis

pargalanma {iriinlerini gosteren kiitle spektrumu

RT:0.00-31.00
100

Relative Abundance
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Sekil 4.1 Kloramfenikoliin kiitle spektrumu ve par¢alanma tiriinleri

Florfenikoliin sililleme islemi

parcalanma triinlerini gdsteren kiitle spektrumu
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sonrasinda

GC-MS’te ¢ikis zamanini
Sekil 4.2°de gosterildi.
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Sekil 4.2 Florfenikoliin kiitle spektrumu ve par¢alanma iiriinleri

Tiyamfenikoliin sililleme islemi sonrasinda GC-MS’te ¢ikis zamanini ve
parcalanma iiriinlerini gdsteren kiitle spektrumu Sekil 4.3’de gosterildi.
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Sekil 4.3 Tiyamfenikoliin kiitle spektrumu ve pargalanma {irtinleri
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4.2 Coktiirme Polimerizasyonu ve Siispansiyon Polimerizasyonu ile Sentezlenen

MIP’lerin Adsorpsiyon Kinetiginin Karakterizasyonu

Olgiilen absorbanslardan hesaplanan polimerde tutulan CAP konsantrasyonu
Tablo 4.1°de gosterildi.

Tablo 4.1 Kloramfenikol bilesiginin batch metodu ile adsorpsiyon kinetigi

(Sorbent: 20 mg; 4 ml 100 mg L™ CAPq); Hiz: 50 rpm; Sire: 12 saat; batch metodu)

MIP-S-1 MIP-S-2 MIP-S-3 MIP-P-1  MIP-P-2

Polimer tarafindan tutulan
1 1,6 3,4 14,1 55
CAP konsantrasyonu (mg L™)

4.3 MIP-3-S, NIP-3-S, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in Adsorpsiyon Kinetiginin
Karakterizasyonu

Olgiilen absorbanslardan hesaplanan polimerde tutulan CAP konsantrasyonu

Tablo 4.2°de gosterildi.
Tablo 4.2 Polimer kiitlesi tarafindan tutulan CAP konsantrasyonu

(Sorbent: 20 mg; 4 ml 100 mg L™ CAP ), Hiz: 50 rpm; Siire: 12 saat; batch metodu)

MIP-S-3  NIP-S-3 MIP-P-1 NIP-P-1

Polimer tarafindan tutulan CAP
1 3,4 3,1 14,1 45
konsantrasyonu (mg L™)

44 MIP-3-S, NIP-3-S, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in Adsorpsiyon Kinetiginde
Konsantrasyonun Etkisinin Karakterizasyonu

Olgiilen absorbanslardan hesaplanan birim kiitle basina adsorplanan CAP

miktarlar1 Tablo 4.3’te gdsterildi.
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Tablo 4.3 MIP-S-3, NIP-S-3, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in Q(mg g™) degerleri

Kons.(mg L) MIP-S-3 NIP-S-3 MIP-P-1 NIP-P-1

5 0,18 0,16 0,65 0,21
10 0,24 0,22 1,20 0,35
25 0,40 0,34 1,60 0,65
50 0,64 0,55 2,10 0,85
100 0,68 0,61 2,80 0,90
150 0,72 0,66 3,20 1,10
200 0,77 0,69 3,30 1,20
250 0,81 0,71 3,32 1,25

MIP-S-3, NIP-S-3, MIP-P-1 ve NIP-P-I’in Q(mg g') degerlerinin

konsantrasyona gore degisimi Sekil 4.4’te gosterildi.

3,5
] O MIP-P-1
3,0
2,5
_. 2,0
()]
?» 4
£ 1,5
¢/ ] g NIP-P-1
1,04 . . MIP-S-3
] . N
0,5- W NIP-S-3
0,0 T T T T T T T T T T T !
0 50 100 150 200 250

Konsantrasyon (mg.L'1)

Sekil 4.4 MIP-S-3, NIP-S-3, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in konsantrasyona bagli adsorpsiyon

izotermi
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Tablo 4.4 MIP-P-1 polimerinin CAP adsorpsiyonu Scatchard grafigi verileri

Q Co Cs Co-Cs M V Q/Cs
(mgg") (mgL") (mgL")  (mgL™ ©) (L) (mLg™)
0,65 5 1,75 3,25 0,02 0,004 3714
1,20 10 4 6 0,02 0,004 300
1,60 25 17 8 0,02 0,004 94
2,10 50 39,5 10,5 0,02 0,004 53
2,8 100 86 14 0,02 0,004 32,6
3,20 150 134 16 0,02 0,004 23,9
3,30 200 183,5 16,5 0,02 0,004 18
450 -
400 — Equation y=a+b*x
1 Adj. R-Square 0,86338
350 - Value Standard Error
1 B Intercept 538,47305 80,01781
300 - B Slope -240,57323 53,84865
‘T; 250 _ Equation y=a+b*x
—_ i Adj. R-Square 0,85815
S 2004 Value Standard Error
» | c Intercept ~ 121,1038 2266028
g 150 4 : E;%:ig c Slope -31,36041 7,16649
11 MIP-P-1
100 -
50—. u
0 - .\1.
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
Q(mg/g)
(-a-)
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450 4
4001
350 1
3001
"o 2501
2001
150 -
100 -

)

Q/Cs (mL

Equation
Adj. R-Square

B Intercept
B Slope

y=a+b*x

0,97913

Standard Error
25,29053
10,18447

Value
461,13565
-139,89483

(-b-)

Sekil 4.5 MIP-P-1 polimerinin CAP adsorpsiyonu i¢in Scatchard grafigi,(-a-): yiiksek
affinite ve disiik affinite bolgeleri adsorpsiyonu, (-b-): Toplam adsorpsiyon.

Tablo 4.5 NIP-P-1 polimerinin CAP adsorpsiyonu Scatchard grafigi verileri

Q Co Cs Co-Cs M V Q/Cs
(mgg™) (mgL?’)  (mgL™ (mg L™ C) (L) (mLg™)
0,21 5 3,05 1,05 0,02 0,004 53,16
0,35 10 8,25 1,75 0,02 0,004 42,42
0,65 25 21,75 3,25 0,02 0,004 29,89
0,85 50 45,75 4,25 0,02 0,004 18,58
0,90 100 95,50 45 0,02 0,004 9,42
1,10 150 144,50 5,5 0,02 0,004 7,61
1,20 200 194 6 0,02 0,004 6,19
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60 NIP-P-1
1 =
504 Equation y =a+b*x
Adj. R-Square  0,95284
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40 4 B Intercept 60,76364 3,66412
‘.-; B Slope -49,06279 4,43799
_ ]
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Sekil 4.6 NIP-P-1 polimerinin CAP adsorpsiyonu i¢in Scatchard grafigi

. Equation y=a+b*x
450 Adj. R-Square  0,97556  0,95278
400 ) Value Standard Error
i B Intercept  459,72364 27,16157
350 4 B Slope -138,6384 10,93794
1 (o} Intercept =~ 60,75898 3,6661
. 300'_ Cc Slope -49,05757 4,4404
‘'@ 250 A
TE| ]
= 200 MIP-P-1(B)
= -
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100 4 NIP-P-1(C)
50
4 u
0-
T T T T T T 1

00 05 10 15 20 25 30 35 40
Q(mg/g)

Sekil 4.7 MIP-P-1 ve NIP-P-1 polimerinin CAP adsorpsiyonu i¢in Scatchard grafigi

(Sorbent: 20 mg; 4 ml CAP(aq); Hiz: 50 rpm; Stire: 12 saat; batch metodu)
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4.5. MIP-3-S, NIP-3-S, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in Adsorpsiyon Kinetiginde Siirenin

Etkisinin Karakterizasyonu

Olgiilen absorbanslardan hesaplanan birim kiitle basina adsorplanan CAP

miktarlar1 Tablo 4.6’da gosterildi.

Tablo 4.6 MIP-S-3, NIP-S-3, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in CAP adsorpsiyon miktarina
kontak siiresinin etkisi

Siire (dk) MIP-S-3 NIP-S-3 MIP-P-1 NIP-P-1
30 0,19 0,15 0,63 0,23
60 0,65 0,55 1,95 0,81
90 0,7 0,61 2,73 0,85
120 0,72 0,68 2,99 0,95
180 0,77 0,69 3,01 0,87

MIP-S-3, NIP-S-3, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in Q(mg g™) degerlerinin kontak
stiresine gore degisimi Sekil 4.9°da gosterildi.

3,0
2,51 —=— MIP-S-3
] —e— NIP-S-3
—A— MIP-P-1
2,01 —v— NIP-P-1
\a E
2 1,54
g
1,0 1
0,5+ % ;
0,0 T T T T T

T T T T T T T T T T T T T 1
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Kontak suresi (dk.)

Sekil 4.8 MIP-S-3, NIP-S-3, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in CAP adsorpsiyon miktarina kontak
suresinin etkisi

(Sorbent: 20 mg; 4 ml 100 mg L™ CAP (4); Hiz: 50 rpm; batch metodu)

50



4.6 MIP-3-S, NIP-3-S, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in Adsorpsiyon Kinetiginde pH
Etkisinin Karakterizasyonu

Olgiilen absorbanslardan hesaplanan birim kiitle basina adsorplanan CAP

miktarlar1 Tablo 4.7°de gosterildi.

Tablo 4.7 MIP-S-3, NIP-S-3, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in Q(mg g™) degerleri

pH MIP-S-3 NIP-S-3 MIP-P-1 NIP-P-1
5 1,02 1,2 341 0,99
7 1,1 1,22 3,25 1,12
10 1,15 1,35 3,15 1,18

MIP-S-3, NIP-S-3, MIP-P-1 ve NIP-P-1’in Q(mg gh degerlerinin pH’a gore
degisimi Sekil 4.10°da gosterildi.

3,51 A\‘\‘
3,0 1
—a— NIP-S-3
—e— NIP-P-1
2,51 —A— MIP-P-1
S —v— MIP-S-3|
g 2,0
e
1,5
104 /
T T T j T
pH=5 pH=7 pH=10

pH

Sekil 4.9 CAP adsorpsiyon miktarinda pH’1n etkisi

(Sorbent: 20 mg; 4 ml 100 mg L™ CAP5q); Hiz: 50 rpm; Siire: 2 saat; batch metodu)
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4.7 CAP Baskih Polimerin Analog Bilesikler I¢cin Adsorpsiyon Kinetigi ve
Baskilama Faktoriiniin Tayini

Kromatogramlardan hesaplanan birim kiitle basina adsorplanan CAP, FF, TAP
miktarlar1 ve Baskilama faktorleri-SF (Imprinting Factor), Qcar/Qrr Ve Qcap/Qrap

degerleri Tablo 4.8’de gosterildi.

Tablo 4.8 MIP-P-1 polimeri i¢in Q (mg g™*) ve Baskilama faktorii degerleri

(Sorbent: 20 mg; 1 ml 100 mg L™ CAP(yg), FF(g, TAPGg); pH: 5; Numune Akis Hizt:
~0,5 mL dk; Eliient: Metanol 4 mL)

Qcap-MiP-p-1 QcAp-NIP-P-1 QFF-mip-p-1 Qrap-Mip-p-1
MIP-P-1 i¢in Q degeri 3,41 0,99 2,79 2,07
Baskilama Faktorii (Qcap-mip-p-1/Qcap-Nip-p-1) (Qcar/Qrr) (Qcar/Qrap)
(IF) 3,44 1,22 1,64

4.8. MIP-P-1 Baskilanmis Polimerin ve Geleneksel Sorbentlerin SPE
Calhismalariyla Karsilastirilmasi

MIP-P-1, SupelMIP ve Oasis® HLB sorbentlerinin kromatogramlardan

hesaplanan geri kazanim degerleri Tablo 4,9’da gosterildi.
Tablo 4.9 CAP bilesiginin MIP-P-1, SupeIMIP ve Oasis® HLB sorbentlerinin kati faz
ekstraksiyonu ile elde edilen geri kazanim degerleri (%)

(Sorbent: 20 mg; 1 ml 50 mg Lt CAP(q); pH: 5; Numune Akis Hizi: ~0,5 mL dk*:
Eliient: Metanol 4 mL)

Sorbent Tiiri % Geri Kazanim (n=3) %RSD
SupelMIP 91,9 3,4
MIP-P-1 90,8 5,6
Oasis® HLB 76,1 53

4.9 MIP-P-1 icin Geri Kazamm Cahsmalarinda Secici Olmayan Adsorpsiyonun
Azaltilmasi

Farkli yikama ¢ozeltilerine gore kromatogramlarda hesaplanan geri kazanim

degerleri Tablo 4.10°da gosterildi.
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Tablo 4.10 Farkli yikama ¢o6zeltilerine gére MIP-P-1 ve NIP-P-1 i¢in % geri kazanim
degerleri

(Sorbent: 20 mg; 1 ml 50 mg Lt CAPi; pH: 5; Numune Akis Hizi: ~0,5 mL dk'l;
Eliient: Metanol 4 mL)

% Geri Kazanim (n=3)

Yikama Coz
MIP-P-1 NIP-P-1
Yikama yok 91,8+2,1 82,3+12
Su:metanol (40:60) 87,2435 79,1+9,8
Su:metanol (60:40) 86,5+3,2 45,6+8,6
Su:metanol (70:30) 83,1+4,1 55,6+8,1
Asetonitril 62,6+7,8 58,5+8,8
Etil asetat 58,8+8,1 55,6+9,2

Geri kazanm %

80 4 ==+ [ MIP-P-1

: E LI NIP-P-1
60 E
40 1 51 1 "1 e
20188 | i e | | |
04 | L | | | |

N N N N A e
o o® Y 80 10'50 o oo
Y\a‘(\ 0\ \ 0\ \ 0\ \ P‘%e 6\\\ ks
~ ‘(\e’,\@(\ ‘(\6'\6(\ 0\9(\
N N N

Sekil 4.10 Yikama ¢ozeltilerinin geri kazanim verimleri lizerine etkisi
4.10 MIP-P-1’in geri kazanim ¢alismalari

LC-MS/MS ile alman kromatogramlardan hesaplanan geri kazanim degerleri
Tablo 4.11°de gosterildi.
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Sekil 4.11 1 ppm siit 6rneginin LC-MS/MS ile alinan kromatogrami
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Sekil 4.12 1 ppm siit 6rneginin LC-MS/MS ile alinan kromatogrami i¢in m/z degerleri
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Sekil 4.13 5 ppm siit 6rneginin LC-MS/MS ile alinan kromatogrami
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Sekil 4.14 5 ppm siit 6rneginin LC-MS/MS ile alinan kromatogrami i¢in m/z degerleri
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Sekil 4.15 10 ppm siit 6rneginin LC-MS/MS ile alinan kromatogrami

Target Compound ~ TAP Target Compound ~ FF Target Compound ~ CAP
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Sekil 4.16 10 ppm siit 6rneginin LC-MS/MS ile alinan kromatogrami i¢in m/z degerleri
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Tablo 4.11 MIP-P-1 polimerinin SPE ekstraksiyonunda CAP, FF ve TAP i¢in geri
kazanim degerleri

(Sorbent: 20 mg; 1 ml 50 mg Lt CAPsi), FFsin, TAPa, pH: 5; Numune Akis Hizi:
~0,5mL dk'l; Eliient: Metanol 4 mL)

Siit ¢ozeltisine spike edilen % Geri kazanim ve %RSD (n=3)
konsantrasyon (ppm) CAP FAP TAP
0,01 82,5+5,6 73+£5,3 71,2+4,1
0,1 83,4+4,1 80,1+5,2 72,5£3,8
1 88,5+3.9 81,3+5,2 72,6+3,6
5 91,2+3,8 83,2+4.9 72,5+3,5
10 91,8+3.7 83,6+4,8 72,6+3,6
I CAP
N FAP
TAP
100
80
g 60
% 40
o
20
0
0,01 ppm 0,1 ppm 1 ppm 5 ppm 10 ppm

Konsantrasyon

Sekil 4.17 MIP-P-1 polimeri i¢gin siit numunelerinden SPE ekstraksiyon ve LC-MS/MS
analizinde % Geri Kazanim degerleri.

4.11 Kloramfenikol Baskilanmis Polimerlerin Karakterizasyonu

4.11.1 FT-IR Analizleri

MIP-P-1 i¢in FT-IR cihaz ile elde edilen spektruma ait veriler Tablo 4.12 ve
Sekil 4.19°de gosterildi.
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Tablo 4.12 CAP igermeyen MIP-P-1 FT-IR spektrum pikleri

Temel pikler Dalga sayis1 (cm™) % Gegirgenlik

1 1727,18 85,34

2 1520,81 98,5

3 1454,85 95,14

4 141717 97,83

5 1254,67 91,31

6 1208,92 94,89

7 114451 82,27

8 668,1 98,33

MIP-P-1
- CAP-extracted

100
98
96 |
- 94
S 92
;g 90 |
s 88 -
= 864
84
82
80

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm™)

Sekil 4.18 CAP igermeyen MIP-P-1 FT-IR spektrumu

Kalip molekiil polimer agindan ¢ikartilmamig MIP-P-1 i¢in FT-IR cihazi ile elde
edilen spektruma ait veriler Tablo 4.13 ve Sekil 4.20’de gosterildi.

Tablo 4.13 CAP igeren MIP-P-1 FT-IR spektrum pikleri

Temel pikler Dalga sayis1 (cm™) % Gegirgenlik
1 17279 91,56
2 1509,48 99,07
3 1147,17 89,96
4 668,01 99,9
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Sekil 4.19 CAP igeren igeren MIP’¢ ait FTIR spektrumu

NIP-P-1 i¢in FT-IR cihaz ile elde edilen edilen spektruma ait veriler Tablo 4.14
ve Sekil 4.21°de gosterildi.

Tablo 4.14 NIP-P-1 FT-IR spektrumu pikleri

Temel pikler Dalga sayisi (cm™) % Gegirgenlik
1 2955,03 97,06
2 2160,33 100,16
3 1728,35 74,12
4 1541,74 99,35
5 1455,26 93,38
6 1418,65 98,14
7 1388,84 94,6
8 1351,1 97,53
9 1256,69 86,68

10 1210,17 92,7
11 1148,73 73,41
12 1000,91 97,91
13 958,63 94,72
14 707,91 97,81
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Sekil 4.20 NIP-P-1’e ait FTIR spektrumu

4.11.2 SEM Analizleri

MIP-P-1 i¢cin SEM cihaz1 kullanilarak elde edilen goriinti Sekil 4.22°de
gosterildi.

Sekil 4.21 MIP-P-1’¢ ait SEM goriintiisii

59



NIP-P-1 i¢cin SEM cihazt kullanilarak elde edilen gorintii Sekil 4.23°de
gosterildi.

ZEISS
ULTRAPLUS

Sekil 4.22 NIP-P-1"e ait SEM goriintiisii

MIP-3-S i¢cin SEM cihaz1 kullanilarak elde edilen goriinti Sekil 4.24°de
gosterildi.

ZEISS

im  ULTRAPLUS

Sekil 4.23 MIP-3-S’¢ ait SEM goriintiisii
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NIP-3-S i¢cin SEM cihaz1 kullanilarak elde edilen goriintii Sekil 4.25°de
gosterildi.

ZEISS
m ULTRAPLUS

Sekil 4.24 NIP-3-S’e ait SEM goriintiisii
4.11.3 Termogravimetrik Analizler

MIP-P-1 i¢in termogravimetrik analiz cihazi kullanilarak elde edilen termo

gravimetrik analiz grafigi Sekil 4.26’da gosterildi.

100.0
271Cel 5.000
91.9%

90.0

4.000
80.0
3.000
70.0
60.0 2000 ¢
o £
& =
© 500 S
1.000 5
40.0
0.000
30.0
20.0 -1.000
10.0
-2.000
530Cel
-1.7%
0.0 411Cel :
2.2%
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Temp Cel

Sekil 4.25 MIP-P-1’¢e ait TGA Grafigi
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NIP-P-1 i¢in termogravimetrik analiz cihazi kullanilarak elde edilen termo

gravimetrik analiz grafigi Sekil 4.27°de gosterildi.
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Sekil 4.26 NIP-P-1’e ait TGA Grafigi

MIP-3-S i¢in termogravimetrik analiz cihazi kullanilarak elde edilen termo

gravimetrik analiz grafigi Sekil 4.28’de gosterildi.
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Sekil 4.27 MIP-3-S’e ait TGA Grafigi
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NIP-3-S i¢in termogravimetrik analiz cihazi kullanilarak elde edilen termo

gravimetrik analiz grafigi Sekil 4.29°da gosterildi.
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Sekil 4.28 NIP-3-S’e ait TGA Grafigi
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BOLUM 5

TARTISMA

CAP baskili MIP ve kalip molekiil icermeyen NIP sentezini iceren benzer
caligmada sentezlenen MIP i¢in NIP’e oranla en yiiksek geri kazanimin fonksiyonel
monomer:kalip molekiil oran1 4:1 olan MIP’te oldugu belirtilmistir [18]. Calismamizda
monomer:kalip molekiil oran1 bu g¢alismalarla benzer olarak 4:1 olarak belirlendi ve
MIP sentezi bu oran iizerinden gergeklestirildi. MIP sentezinde monomer olarak metil
metakrilat ve metakrilik asit denendi, templat (kalip) molekiil olarak kloramfeinkol
kullanildi. Metil metakrilat monomeri varliginda siispansiyon polmerizasyonu ve
¢oktiirme polimerizasyonu teknikleri kullanilarak elde edilen polimerlerin adsorpsiyon
denemelerinde metakrilik asit monomerine gére CAP molekiilii i¢in ¢ok daha diisiik

adsorpsiyon degerleri elde edildi.

Molekiiler baskilamada olusturulan secici bolgeler 6nemli derecede monomer-
kalip molekiil 6n kompleksine baglidir. Metakrilik asidin kalip molekiil ile temelde
hidrojen baglari, elektrostatik etkilesimler ve Wan der Waals etkilesimleri iizerinden
yiiriyen polimerizasyon 6n kompleksi olusturma kapasitesi hidrojen baglar1 nedeniyle
metil metakrilata gore daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Her iki polimerizasyon
teknigi ile sentezlenen polimerlerin SEM goriintiileri incelendiginde MIP’lerin tanecik
yapilarmin NIP’lere gore daha hacimli oldugu goriilmektedir. Bu durum MIP’lerin

sentezinde kalip molekiiliin polimer agi i¢inde yer aldigin1 gostergesidir [64].

Coktiirme polimerizasyonu ile elde edilen MIP kalip molekiil varliginda
gerceklestirildiginde kalip molekiil polimerizasyon oraninin disiirebilir, olusan polimer
partikiillerinin hacmini artirabilir veya herhangi bir etki gostermeyebilir [65]. Bizim

calismamizda elde edilen MIP ve NIP yapilar karsilastirildiginda MIP partikiillerinin
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NIP partikiillerine oranla 6nemli derecede daha hacimli olduklar1 goriilmektedir (Sekil

4.21,4.22).

Farkli iki yontem kullanilarak elde edilen molekiiler baskilanmig polimerlerin
adsorpsiyon kinetikleri incelendi. Coktiirme polimerizasyonu ile elde edilen MIP-P-1 ve
siispansiyon polimerizasyon yontemiyle sentezlenen polimerler arasindan MIP-3-S
diger polimerlerden ¢ok daha yiliksek analit tutma kapasitesi gosterdigi belirlenmistir.
Bu sebeple denemelere MIP-3-S ve MIP-P-1 ile devam edilmistir. Buna karsilik MIP-P-
1, eslenik kontrol polimeri NIP-P-1’den 6nemli derecede daha yiiksek tutma kapasitesi
gosterirken ayni durum siispansiyon polimerizasyonu ile sentezlenen MIP-S-3 ve

eslenik kontrol polimeri NIP-S-3 igin gecerli degildir (Tablo 4.2).

Claudio Baggiani vd. yaptiklari ¢alismada sentezlenen MIP ve kontrol polimeri
NIP’lerin  tutma  kapasitesi arasindaki farklar1  alternatif bakis acisiyla
degerlendirmektedir. Buna goére kontrol polimeri NIP zayif tutma kapasitesine sahipse
MIP de sinirhi tutma kapasitesine sahip olacaktir, eger MIP yiiksek tutma kapasitesi
gosteriyorsa kontrol polimeri de goreceli yiiksek tutma kapasitesi gosterecektir [66].
Bizim ¢alismamizda bu alternatif bakis agist MIP-S-3 ve kontrol polimeri i¢in gegerli
degildir, batch metodu ile yapilan adsorpsiyon denemelerinde artan analit (CAP)
konsantrasyonlarinda séz konusu iki polimer arasinda tutma kapasitelerinde bir fark
gozlenmemektedir (Tablo 4.3). Buna neden siispansiyon polimerizasyonunda dispersant
olarak kullanilan su ¢oziiclisiiniin monomer-kalip molekiil etkilesimlerini bozmas1 ve
uygun baglanma bolgelerinin olusumunu azaltmasi olarak gosterilebilir [67]. Sentez,

karakterizasyon ve katifaz ekstraksiyon ¢aligmalarina MIP-P-1 tizerinden devam edildi.

MIP-P-1 ve kontrol polimeri NIP-P-1 sentezinde ¢oziicii olarak; monomer,
templat, capraz baglayici ve reaksiyon baglatici bilesenlerini iyi ¢dzen ve ayn1 zamanda
monomer-templat kompleks olusumunu tasidigi aprotik solvent Ozelligi nedeniyle
azaltmayan asetonitril kullanildi. Reaksiyonlarda ¢apraz baglayict EGDMA, reaksiyon

baglatict AIBN, ve monomer olarak MAA kullanim1 optimize edildi.

Elde edilen MIP-P-1 ve NIP-P-1 polimerlerinin sabit CAP konsantrasyonu ve
artan CAP konsantrasyonu kullanilarak gergeklestirilen batch metodu adsorpsiyon

denemelerinde polimerlerin adsorpsiyon kapasiteleri tayin edildi. Sabit konsantrasyonda
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ve artan konsantrasyonda adsorpsiyon izotermleri, ve Scatchard grafikleri cizildi.

Scatchard esitligine gore:

Q / ¢, = (Qmaks — Q)/ K, yaklasimi gegerlidir.

Burada C, ¢ozeltide tutulmadan kalan CAP konsantrasyou, Qqks, Q Ve K, sirasiyla
polimere maksimum baglanma sayisi, doygunluga ulagsan polimerde baglanma sayis1 ve
dagilim sabiti ifade edilmektedir. Cizilen Scatchard grafiklerinde regrasyon sabiti (RZ)
hesaplanan dogrularin egimleri denge sabiti ifadesini verirken yatay ekseni kestikleri

noktalar Q,,qxs degerlerini vermektedir.

MIP-P-1 i¢in ¢izilen Scatchard grafiginde farkli egimde olusan iki dogru
polimerin se¢ici olan yiliksek affiniteye sahip adsorpsiyon bdlgesi ve seg¢ici olmayan
diisiikk affiniteye sahip adsorpsiyon bolgesi olmak iizere iki farkli yapr icerdigini
gostermektedir (Sekil 4.5). Bu iki dogruya ait egim ve yatay eksen kesisim

noktalarindan:

MIP-P-1 Yiiksek affinite bdlgesi igin: Q/C = —240,57Q + 538,47 esitligi ile
S

Qmaksz = 2,238 mg g~ ! ve K; = 4,156 mg mL™! degerleri hesaplandi.

MIP-P-1 Diisiik affinite bdlgesi igin: Q/C = —31,36Q + 121,10 esitligi ile Quars1 =
S

3,86 mg g~ ve K, = 31,88 mg mL~! degerleri hesaplandi.

NIP-P-1 i¢in ¢izilen Scatchard grafiginde spesifik olmayan baglanmanin meydana
geldigi goriilmektedir ve Scatchard igin: Q/C = —49,06Q + 60,76 esitligi ile
S

Qmaksinie = 1,238 mg g~ ve K; = 20,38 mg mL~! degerleri hesaplandi.

MIP-P-1 igin yiiksek affinite bolgesinde elde edilen dagilim sabiti degeri (Kg)
diisiik affinite bolgesinde elde edilenden daha kiigiiktiir. Bu durum polimerin hedef
molekiill CAP’a olan affinitenin yiiksek oldugunu gdostermektedir [68]. Scatchard
grafiklerinin sonuglari, sentezlenen MIP-P-1’in kontrol polimeri NIP-P-1’den CAP
molekiilli i¢in daha iyi tutma 6zellikleri tasidig1 goriilmektedir ve baskilanmis polimerin

basari ile sentezlendigini dogrulamaktadir.
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Diisiik affinite bolgesi Yiiksek affinite bolgesi

Ka(MgmL")  Qmasa (Mgg™’) Kg(MgmML?)  Qmaksz (Mg g™)

MIP-P-1 31,88 3,86 4,156 2,238
NIP-P-1 20,38 1,238 - -

Batch metodu ile gerceklestirilen adsorpsiyon miktarinin zamana bagh
karakterizasyonunda MIP-P-1 i¢in 120 dk. kontak siiresinde adsorpsiyon bolgelerinin
doygunluga ulastig1 ve daha uzun siireler i¢in bu degerin degismedigi goriilmektedir

(Sekil 4.8).

Adsorpsiyon kinetigine pH etkisi incelendiginde MIP-P-1 polimerinin CAP i¢in
optimum tutma kapasitesinin pH=5 civarinda oldugu goriilmektedir (Sekil 4.9). Daha
yiksek pH degerlerinde (pH=7 ve pH=10) tutma kapasitesinde bir miktar diisiis
meydana gelmekte. Bu durum CAP bilesigi i¢cin pKa=5,5 ve polimer yapisina dahil olan
monomer bilesigi MAA icin pKa=4,66 degerlerine sahip olmalar ile agiklanabilir.
pH=5 degerinde tutulan ¢dzeltide her iki bilesik hidrojen bagi yapan protonlara sahiptir.
Artan pH degerlerinde her iki bilesik i¢in proton kayb1 beklenebilir ve bunun sonucunda
olusan negatif yiiklii anyon yapilar1 birbirini iterek adsorpsiyonun onemli derecede
diismesi beklenirken bu durum goézlenmemistir. Sentezlenen polimer ile analit bilesik
arasindaki baglanma karakteristiginin hidrojen baglari yaninda 6nemli derecede Van
Der Waals etkilesimleri iizerinden meydana geldigini gostermektedir. Bu olgu polimer

icin elde ettigimiz goreceli diisiik Q degerlerini agiklamaktadir.

Baskilanmis polimerlerin segicilik 6zelliklerini ifade eden baskilama faktorleri
ele alindiginda sentezledigimiz MIP-P-1 polimerinin optimize edilen pH ve kontak
siiresi uygulandiginda: Qcap-mip-p-1/ Qcap-nip-p-1 = 3,44 Qcar/Qrap = 1,22 Ve Qcap/Qrap
= 1,64 degerleri elde edildi (Tablo 4.8). Bu sonuglar benzer ¢alismalarda elde edilen
degerlerden diisiiktiir fakat goreceli farklanma, sentezlenen polimerin kat1 faz

ekstraksiyon uygulamasinda segicilik 6zelligi tasimasi ile teyit edilmektedir.

Kimyasal ve morfolojik yapisi agiklanan ve adsorpsiyon karakteristikleri
optimize edilen MIP-P-1 polimerinin kati faz ekstarksiyon uygulamasinda secici

olmayan adsorpsiyonu azaltmak ve matriks etkisini gidermek icin eliisyon isleminden
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once yikama ¢Oziiclisii olarak Su : metanol (60:40) karigimi kullaniminin en uygun
sonu¢ verdigi belirlendi, diisiik polariteye sahip asetonitril ve etilasetat ¢oziiciilerinin
kullanilmast durumunda MIP ve kontrol polimeri NIP arasinda CAP bilesigini geri
kazanim farkinin azaldigi goriildii (Sekil 4.10). Xizhi Shi vd. yaptiklar1 benzer
calismada MIP ve NIP‘in tutma kapasitelerinde en biiyiik farklanmanin yikama ¢ozeltisi

olarak su:metanol (60:40) kullanildiginda gergeklestigini bulmuslardir [18].

Optimize edilen kati faz ekstraksiyonunun siit ¢ozeltilerine uygulanmasi ile
0,01-10 ppm konsantrasyon araliginda: CAP bilesigi i¢in 82,5£5,6 - 91,8+3,7 geri
kazanim degeri elde edilirken, FAP i¢in 73+5,3 - 83,6+4,8 ve TAP i¢in 71,24+4,1 -
72,6+3,6 geri kazanim degerleri elde edildi (Tablo 4.11). Siispansiyon polimerizasyonu
kullanilarak elde edilen MIP’lerin kullanildig1 benzer ¢alismalarda siit 6rneklerine spike
edilen 0,005-0,1 ppm araligindaki CAP konsantrasyonlarinda %92,7 ile %90,2

araliginda geri kazanimlar elde edilmistir [18].

Sentezlenen MIP-P-1 ve kontrol polimerinin yap1 aydinlatilmasi i¢in kat1 fazda
alman FT-IR spektrumlari MIP-P-1 CAP c¢ikarilmis (extracted), MIP-P-1 CAP
cikarilmadan (non-extracted) ve NIP-P-1 olarak ii¢ kisimdan olusmaktadir.
Spektrumlarda yer alan ortak piklerden 1455 cm™de ve 1388 cm™’de goriilen pikler
sirastyla. EGDMA c¢apraz baglayicida bulunan —CH; ve —CHs; gurubuna ait C-H
gerilmesinden kaynaklanmaktadir. 2949 cm™deki ikili pikler polimer aginda yer alan
metil ve metilen gruplarindaki C-H baglarinin simetrik ve asimetrik gerilmelerinden
kaynaklanmaktadir, 1730 em ™ deki adsorpsiyon pikleri capraz baglayici olarak
kullanilan EGDMA’nin yapisinda bulunan karbonil grubu pikleridir. 1158 cm™ deki
adsorpsiyon pikleri C-O ve C-C baglarinin gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir
[69]. CAP igeren ve CAP icermeyen MIP-P-1’¢ ait spektrumlar benzerdir, aralarindaki
fark ~3000 cm™ de kloramfenikol aromatik halkasina ait C-H gerilmesinden meydana
gelen pik CAP igeren polimerde siddetli olarak gozlenmektedir. Ayrica CAP igeren
MIP-P-1 polimerine ait 1509 cm™deki pik CAP yapisinda bulunan —NH gurubundaki
N-H gerilmesinden kaynaklanmaktadir bu da bize CAP molekiiliiniin polimer aginda

bulundugunu gostermektedir.

MIP-P-1 i¢in elde edilen termogravimetrik analiz grafigi incelendiginde 88

°C’de polimer yapisinda kalan porojen (asetonitril) uzaklasmigtir. MIP-P-1 271 °C’ye
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kadar stabilitesini korumus, daha yiiksek sicakliklara ¢ikildiginda polimer bozunmaya
baslamistir. NIP-P-1 icin elde edilen termo-gravimetrik analiz grafigi incelendiginde
101 °C’de polimer yapisinda kalan porojen (asetonitril) veya bir miktar nem
uzaklagmistir. NIP-P-1 275 °C’ye kadar stabilitesini korumus, daha yiiksek sicakliklara
cikildiginda polimer bozunmaya baglamistir. Termogravimetrik sonuglar sentezlenen
polimerin termal kararliligint yaklasik 270 °C’ye kadar devam ettirdigini gostermektedir
[70].

Sonug¢ olarak caligmamizda c¢oktiirme polimerizasyonu ile sentezlemis
oldugumuz molekiiler baskili polimer, yaptigimiz karakterizasyon ve SPE
optimizasyonlar1 dogrultusunda fenikoller gurubunda yer alan antibiyotikler CAP,
analoglar1 FF ve TAP bilesiklerinin siit numunelerinden izolasyonu i¢in etkin kati faz
ekstraksiyon adsorbani olarak kullanilabilir ve bu bilesikler LC-MS/MS ile diisiik

konsantrasyon araliklarinda tayin edilebilir.
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