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OzZET

Molekiler tanima o6zellikle biyolojik sistemlerde birgok olayin olusumu ve devamindaki
olaylarin mekanizmasini agiklamaya ¢alistidi igin olduk¢a dnemlidir. Arastirmacilar bu dogal tanima
mekanizmasini taklit ederek molekiler tanima yetenegine sahip materyaller sentezlemeye
calismaktadirlar. Yapay biyomolekdllerin olusum mekanizmalarindan biri de molekiler damgali
polimerler (MIP) dir. Molekller damgalama teknolgjisi ile spesifik molekuler tanima 6zelliklerine
sahip polimerlerin hazirlanmasina olanak sagdlayan, hizli bir gekilde gelisen kolay ve etkili bir
tekniktir. Molekller damgali polimerlerin (MIP) hazirlanmasi sirasiyla kalip molekdl ile fonksiyonel
monomer(ler)in bir porojen igerisinde etkilesime girmesi, ortama c¢apraz baglayici eklenmesi,
polimerizasyonu baglatici bir ajan varliginda karisimin polimerizasyonu ve kalip molekllin
polimerden uzaklastiriimasi seklinde gerceklesir. Molekiler damgalama yénteminde, kalip molekdil
ve fonksiyonel monomerler arasinda pre-polimerizasyon agamasinda kovalent veya kovalent
olmayan etkilesimler ile spesifik kimyasal yapilar meydana gelir. Kalip (hedef) molekil olarak
proteinler, peptidler, aminoasitler, pestisitler, karbohidratlar, koenzimler, hormonlar, nikleotid
bazlar, steroidler, sekerler ve ilaglar gibi gesitli molekiller kullanilabilir. Molekiler damgali
polimerler basta kati faz ekstraksiyonunda dolgu materyali, kesikli sistem baglama denemeleri,
biyosensdrler ve kromatografik ayrimlar gibi ¢cok farkli alanlarda uygulama alani bulmaktadir.

Bu calismada uzumlerde killeme hastaliginin dnlenmesinde farkli asamalarda uygulanan
trifloksistrobin pestisiti kalip molekul olarak secildi. Trifloksistrobin, strobilurin grubundan aktif bir
maddedir. Dogal ortamda gelisen bir mantar tiriinden elde edilen bir metabolit olan trifloksistrobin,
mitokondri solunumunu engelleyen bir pestisittir. Trifloksistrobinin molekiler yapisi géz 6nline
alinarak akrilamid, hidroksietil metakrilat(HEMA), 4-Vinil piridin(4-Vpy) ,1-vinil imidazol(1-VI) gibi
fonksiyonel monomerler, capraz baglayici etilen glikol dimetakrilat (EGDMA), porojen olarak
asetonitril ve baglatici olarak da 1-1 azobis-siklohekzankarbonitril kullanilarak yigin polimerizasyon
yontemi ile polimerler olusturuldu. Polimerler elde edildikten sonra ezildi, 6gutildi ve metanol-
asetik asit(9:1) ile yikanarak kalip molekulin polimerin yapisindan ayriimasi saglandi. Ayni kosullar
altinda kontrol polimerde kalip molekuil olmadan hazirlandi. Trifloksistrobinin, hazirlanan kontrol ve
yikamis damgali polimer Uizerine geri baglama kosullari kesikli sistemde optimize edildi. Bu amagla,
geri baglama Uzerine pH'In etkisi, inkiibasyon suresinin etkisi, trifloksistrobin konsantrasyonu gibi
parametreler incelendi. Bununla birlikte Gzum 6rneklerinde trifloksistrobin pestisidinin geri
kazanilmasina yonelik uygulama kati faz ekstraksiyon yontemi ile dolgu materyali olarak da
hazirlanmis damgali polimerin kullaniimasiyla gerceklestiridi.

Anahtar Kelimeler: Molekiler Damgali Polimerler, Pestisit , Trifloksistrobin ,Geri Baglama, Kati
Faz Ekstraksiyonu (SPE)
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ABSTRACT

Molecular recognition is crucially important as it aims to explain various formations especially
in biological systems and the mechanism of the following incidences. Researchers have been
trying to synthesize materials having the ability of molecular recognition by imitating this natural
identification mechanism. One of the formation mechanisms of artificial biomolecules is the
molecular imprinted polymers (MIP). Molecular imprinting technology is an effective and easy
technique which develops expeditiously and enables polymers having specific molecular
identification feature to be prepared. The preparation of molecular imprinted polymers go through
these phases respectively: interaction with template molecule and functional monomers in a
porogen, insertion of crosslinker into the medium, polymerization of the mixture by an agent which
initiates polymerization, and removal of template molecule from polymer. In the method of
molecular imprinting, interactions of the template molecule and functional monomers can be
covalent or non-covalent and specific chemical structure occurs in the step of pre-polymerization.
Various molecules such as proteins, peptides, amino acids, pesticides, coenzymes, hormones,
nucleotide bases, steroids, carbohydrates and drugs can be used as a template molecule.
Molecular imprinted polymers have various application fields such as extender material in solid
phase extraction at first, trials of connection of discrete systems, biosensors and chromatografic
separations.

In this study, trifloxystrobin pesticide which is applied in different phases of preventing
powdery mildew in grapes has been chosen as a template molecule. Trifloxystrobin, is an active
agent from strobilurins group. Trifloxystrobin, which is derived from a mushroom species growing in
natural environment, is a pesticide that prevents mitochondria respiration. By taking the molecular
structure of trifloxystrobin into account, the polymers were constituted with the bulk polymerization
method using functional monomers such as acrylamide, hydroxtethyl methacrylate (HEMA), 4-
Vinylpyridine (4-Vpy), 1-Vinylimidazole (1-VI), crosslinker ethylene glycol
dimethylacrylate (EGDMA), acetonitrile as a porogen and 1-1 Azobis-cyclohexanecarbonitrile as an
initiator. After the polymers had been obtained, they were pressed, grinded and by washed with
methanol-acetic acid (9:1), template molecule was separated from the polymer structure. Under the
same circumstances, nonimprinted polymers (NIP) were prepared under the same conditions but
without using the template molecule. The parameters like effect of pH, effect of incubation time,
effect trifloxystrobin concentration on rebinding had been examined. Besides, recovery of
trifloxystrobin pesticides from grape samples had been done by the using of imprinted polymer
which had been prepared as a adsorbent material by the method of solid phase extraction.

Keywords: Moleculer Imprinted Polymers, Pesticide, Trifloxystrobin, Rebinding Study, Solid Phase
Extraction (SPE).

IX



1. GiRIS

Molekduler etkilesim kavrami oldukga eski bir kavram olup ilk kez 1894’de Fischer'in enzim-
substrat etkilesimini ortaya koyan Unla “anahtar-kilit” modelini ortaya atmasiyla birlikte konuyla ilgili
modern fikirler ortaya ¢ikmaya baglamigtir. Bu tanima gére enzim molekilinin ylzeyinde substrat
molekdlinin seklini tamamlayan ve bu sekle uygun yapilar bulunmaktadir. Molekiler etkilesim
kavraminin en yeni ve buylk capta ilgi géren uygulamalarindan biri de molekuler damgalama
yontemidir. Bu teknikte segici molekiler tanima &zelliklerine sahip olan oldukga kararli polimerler
hazirlanmaktadir. Hazirlanan bu polimer matrikslerindeki tanima vyerleri, analitin fonksiyonel
gruplarinin  bigim ve konumlarini tamamlayici niteliktedir. Bu polimerlerin bazilari monoklanal
antibadiler ve reseptérler gibi dodal tanima sistemleriyle karsilastinlabilir dlcide yuksek secicilik ve
afiniteye sahiptirler, bu da onlari analitik kimya igin oldukga uygun bir kimyasal sensoér Uyesi
yapmaktadir(1).

1.1 Molekiiler Damgalama Yontemleri

Molekiler damgalamada, hedef molekil gevresi ile etkilesen bir kalip olarak davranir, capraz
bagli monomerler hedef molekul ¢evresinde diizenlenir ve kalip benzeri bir tabaka olusturmak Uzere
birlikte polimerlesirler. Temel olarak monomerler kovalent veya non-kovalent etkilesimler yoluyla yuva
molekl ile bir kompleks olusturur. Polimerizasyondan sonra yuva molekil uzaklastirilir ve baglanma
bélgeleri yuva molekile buyuklik, sekil ve fonksiyonel gruplarin yerlesimi olarak tamamlayicidir.
Boylece esas olarak yuva molekll segici olarak tekrar baglayabilen polimer Gzerine bir molekuler
‘bellek’ damgalanmistir. Molekuler damgali polimerler biyolojik reseptorlerin en énemli iki 6zelligine
yani tanima yetenegi ve spesifik hedef molekdlleri baglama yetenegine sahiptirler. Molekuler damgali
polimer hazirlama yéntemi genellikle Gi¢ basamaktan olusur:

BASAMAK I: On-komplekslesme

Fonksiyonel gruplar iceren polimerlesebilen uygun monomerler, kalip ya da baska bir deyisle hedef
molekile kovalent veya non-kovalent etkilesimlerle baglanarak kompleks olusturur. Bu basamakta
kalip etrafinda fonksiyonel monomerin baglandigi bir yapi olusumu s6z konusudur. Bu etkilesimde
hedef molekdlin t¢ boyutlu yapisi ve kimyasal 6zellikleri dnemli bir yer tutar.

BASAMAK II: Polimerizasyon

Monomer-kalip kompleksi , uygun bir ¢capraz baglayicinin da kullaniimasiyla fonksiyonel monomer

Uzerinden polimerlestirilir.



BASAMAK lll: Kalip (hedef) molekiiliin uzaklastirilmasi
Yapida hedef molekilin yerini alacak bosluklarin olusturuimasi amaciyla, kalip molekil polimerden
uzaklastiriir. Uygun kosullar altinda, bu bosluklar kalip molekiliin boyutunu, yapisini ve fizikokimyasal

Ozelliklerini tanir, secici ve etkin olarak kalip molekult baglar.

l@ ‘
Ealip AMolekul

Fonlsivonel Monemerler Polimerizasyon 1. Adum

(& ]
Tilkama
|
| .\J -—

3. Adum

Sekil 1.1 Molekiler damgali polimer hazirlama asamalari

Molekiler damgali polimerler ¢ok iyi termal ve kimyasal stabiliteye sahip olduklarindan sert
kosullarda kullanilabilifler. Molektiler damgali polimerler diisiik maliyet, hazirlama kolayhgi, depolama
stabilitesi, aktivite kaybi olmadan bir ¢cok kez kullanilabilmeleri, yiksek mekanik kararhlk, sicaklik ve
basinca dayaniklilik, sert kimyasal kosullarda kullanilabilme gibi bir cok avantaja sahiptir(2-6).
Molekuler damgali polimerler (MIP), kolay hazirlanabilir, kararli, ucuz ve molekiler tanima
yetenegine sahip olmalari gibi ¢ekici 6zellikleriyle, yeni bir tlir adsorbent olarak arastiricilarin gézdesi
olmustur.

Molekuler damgali polimerleri hazilamak igin kalp molekil ve fonksiyonel monomerler
arasindaki etkilesime gore iki farkli yaklagim kullanilir. Bunlardan biri 6n-organizasyon yéntemidir(7).
Bu yontemde kalip molekil ve fonksiyonel monomerler birbirlerine kovalent baglanma ile baglanirlar
ve polimerizasyon boyunca bu kompleks yapi kararliigini korur. (Sekil 1.2a). Diger yaklasim
gelistiriimis olan kovalent baglanma yerine kalip molekiil ve fonksiyonel monomerler arasinda hidrojen
baglari, hidrofobik etkilesimler, van der Waals etkilesimleri ve iyonik gruplar arasinda gergeklesen

Coulomb etkilesimleri gibi etkilesimleri icine alan kovalent olmayan yaklasimdir(8-9)(Sekil 1.2b).
2



l Kevaleant l Eovalent obkmayan
k= T
homplabai komplekn
i Polimmerizasyom

Sekil 1.2 (a) Kovalent ve (b) Kovalent olmayan molekiler damgalama yénteminin sematik gérindmu
1.2 Molekiiler Damgalamanin Temel Bilesenleri

Molekiler damgali polimerlerin hazirlanmasi asamasindaki polimerizasyon bilesenleri kalip
molekul, fonksiyonel monomer(ler),capraz baglayici, insiyatér (baslaticilar) ve uygun porojenin
(¢c6zgen)dir. Uygun bilesenlerin secilmesi hazirlanan polimer icin gok dnemlidir. Ayrica polimerizasyon
sirasinda segilen ¢dzgen, sicaklik ve basingta etkilesimlerin kalitesini belirler. Bilesenler ve sahip

olmalari gereken genel 6zellikleri asagida 6zetlenmistir.

1.2.1 Kalip Molekiil

MIP prosesinde, fonksiyonel monomerler ile kovalent/non-kovalent baglanabilen kalip
molekiiller, molekiiler damgalama tekniginin en énemli yénlerinden birini olusturur. ideal kalip molekil
serbest radikal polimerizasyon slrecinde kimyasal olarak inert olandir. Polimerizasyona kalip
molekulin dogrudan ya da dolayl olarak katilmasi damgali polimer olusum kinetigini olumsuz etkiler.
Kalip molekulin polimerize olabilen gruba sahip olmamasi, serbest radikal polimerizasyonunu inhibe
edici tiyol yada hidrokinon gibi gruplari olmamasi, yiiksek sicakliklara ya da UV isina dayanikh olmasi
istenen Ozellikleridir(10-18). Kullanilan kalip molekiller ; ilaglar, pestisitler, amino asitler, peptitler,
koenzimler, hormonlar, nikleotit bazlari, steroidler ,sekerler hiicreler ve virisler gibi pek gok kiguk

organik molekl olabilir(19).



1.2.2 Fonksiyonel Monomerler

Damgali polimerlerde baglanma bolgeleri olugsurken kalip molekdl ile etkilesen monomerlerin
fonksiyonel gruplari sorumludur. Non-kovalent etkilesimlerde polimerizasyon ortamina fonksiyonel
monomerlerin kalip molekile goére asirisi konarak dengenin kalip molektl-monomer kompleksi
olusumu ydénine kaymasi saglanir. Kalip molekil:monomer orani bu tip etkilesimlerde 1:4 veya daha

fazla alinmaktadir.

Cizelge 1.1 Molekuler damgali polimer sentezinde kullanilan bazi fonksiyonel monomerler
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]
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Cizelge 1.1 (Devam) Molekuler damgal polimer sentezinde kullanilan bazi fonksiyonel monomerler

AN
Vinilpiridinler ““NJ
4-(Vinilbenzil)iminodiasetik asit Ry “COOH

1.2.3 Gapraz Baglayicilar

Capraz baglayici, kalibin polimerden uzaklastiriimasindan sonra kararli ve analiti hafizasinda
tutan polimer ag 6rglsu olusturmak icin kullanilir(20).

Molekuler damgali polimer hazirlanmasinda ¢apraz baglayicilarin G¢ iglevi vardir. Bunlar ;

(1) Polimerin morfolojisinin kontroli (jel tip, makropordz ya da mikrojel formati),
(2) Polimerde olugsan baglanma bélgelerinin stabilizasyonu ,
(3) Polimerin mekanik stabilitesini saglamaktir.

Makropordz yapili polimer olusturmak igin yliksek oranda ¢apraz baglayici kullaniimasi(polimer
karisiminin %80’ni oraninda) ve polimerizasyon esnasinda ¢apraz baglayici ile monomerler arasindaki
etkilesimin kontrol altinda tutulmasi gerekir. Cogu kez istenmeyen etkilesimlerin gergeklesmesi (vinil
monomerleri bir gok gapraz baglayici ile reaksiyon verebilir) polimerin tanima etkinligi olumsuz etkiler.

Cizelge 1.2 Molekiler damgali polimer hazirlarken kullanilan ¢apraz baglayicilar

C Basl Capraz Baglayicinin Molekiiler Yapisi
apraz Baglayici

Etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) }_<

N/
p-Divinilbenzen U_\




Cizelge 1.2 (Devam) Molekiler damgali polimer hazirlarken kullanilan ¢apraz baglayicilar
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1.2.4. Cozgen (Porojen)

Cozgen ; kalip molekiil, monomer, ¢apraz baglayici ve insiyatorii tek faz halinde ¢dzmesini
saglar. Ayni zamanda polimerde kavite olusumundan da sorumlu oldudu igin porojen olarak da
adlandirilir. Polimerin morfolojisi ve porlarin boyutlari ¢ézgenden dogrudan etkilenir. Por olusumunun
yani sira non-kovalent damgalamada kalip molekul ile monomer arasindaki etkilesimin hangi bag
tirinde olacagini da kullanilan porojen belirler. Coziictu polimerizasyon bilesenlerini ¢gézmesine, tim
bilesenlerin tek fazda bulunmasina ilaveten gbzenek olusumunu ve sicaklik dagilimini saglar.
Genellikle sentez icin polar olmayan organik ¢ézuculerin kullanildigi MIP’ler polar organik ¢bézuculerin
kullanildigi MIP’lerden daha iyi segicilige sahiptir (21). MIP’ler farkli ¢ézUculerde farkli sisme 6zellikleri
gOsteririler. Sisme fonksiyonel gruplarin ¢ boyutlu yapisini degistirdidi icin ve bu MIP’in segiciliginin
degismesine yol actigindan analit tanima basamaginda daha zayif baglanmalar olugsmaktadir.
Hidrojen bagi olusumu ¢bzgenin polaritesine ve hidrojen bagi yapabilme etkinligine, iyonik etkilesimler
dislk sicaklikta, dipolar etkilesimler polar ¢dzgenlerde olusur. Genelde kalip molekdllin yapisina ve
¢6zunurliglne bagl olarak uygun ve ylksek baglanma afinitesini saglayacak ¢dzgenler segilir.
Hidrojen bagdi olusumuna dayanan polimerlerde genelde asetonitril, kloroform, diklorometan, toluen,
tetrahidrofuran segilebilir. Hidrofobik etkilesimlere dayali bir polimer hazirlanacaksa en uygun ¢ézgen
sudur.

1.2.5. insiyatorler (Baslaticilar)

insiyatorler ; farkli kimyasal 6ézellikte olup serbest radikal polimerizasyonu baslatma gdrevini
ustlenir. Baslaticilarin radikal formuna dénlisme hizi ve sekli kimyasal yapisina baglidir. Bu yapilar 1si,
Isik veya kimyasal/elektrokimyasal etkiyle olusabilir.
Oksijen serbest radikal polimerizasyonunu engeller. Bu nedenle ¢6zinmis oksijenin
polimerizasyondan énce monomer ¢ozeltisinden uzaklastiriimasi gerekmektedir. Cézinmus oksijenin
uzaklastiriimasi ultrasonikasyonla veya c¢ozeltiden azot veya argon gibi inert bir gazin gecirilmesi ile

saglanir(5).

Cizelge 1.3 Molekuler damgal polimer hazirlarken kullanilan baslaticilar

Insiyator Insiyatoriin Molekiil Formiilii
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Cizelge 1.3 Molekiiler damgali polimer hazirlarken kullanilan baglaticilar (Devam)
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1.3 Molekiiler Damgalama Teknolojisinde Uygulanan Kimyasal Stratejiler

Kalip molekiile spesifik molekller damgali polimerin olusmasi esnasinda kalip molekil ve
monomer(ler) arasinda olusan kimyasal baglar ; kovalent ,kovalent olmayan baglar (non-kovalent) ve
metal iyon etkilesimi olabilir. Genelde kovalent ,yari-kovalent ve kovalent olmayan damgalama
stratejileri kullanilir.

Molekiler damgalamada kalip molekulin fonksiyonel monomer(ler) ile kovalent veya non-
kovalent olarak etkilesmesini esas alan iki ana strateji mevcuttur. Bu iki stratejinin avantaj ve

dezavantajlari su sekilde siralanabilir:

Non-kovalent Etkilesimlerin Avantajlar

1) Non-kovalent etkilesimler pre-polimerizasyon kompleksinin olusturulmasi igin sentetik bir adima
ihtiyag duymaz. Monomer ve kalip molekll arasindaki etkilesimler tim bilesenlerin ¢ozelti iginde
karistirlmasiyla kolayca elde edilir.

2) Kalip molekulin polimerden uzaklastirimasi nispeten daha kolaydir ve surekli bir ekstraksiyonla
kalip molekil ortamdan uzaklastirilir.

3) Non-kovalent yéntemler kullanilarak MIP baglanma bdlgelerine farkh 6zellikte fonksiyon gdsteren

yapilar katilabilir. Kalip molekilin baglanmasi ve salinmasi hizhidir.




Non-kovalent Etkilesimlerin Dezavantajlari

1) Damgalama islemi agik degildir  (monomer-kalip molekil kompleks olusumu tamamiyla
stokiyometrik dedgildir).

2) Karisimlarda non-kovalent etkilesimleri maksimum diizeyde tutabilmek igin polimerizasyon
kosullarinin ¢ok iyi secilmesi gereklidir.

3) Dengenin kompleks olusum yénine kaymasi igin ortama fonksiyonel monomerlerin asirisi

konulmakta ve bu da nonspesifik baglanma bdlgelerinin olusumuna neden olmaktadir.

Kovalent Etkilesimlerin Avantajlar

1)  Monomer-kalip molekul konjugatlar stabil ve stokiyometriktir. Molekuler damgalama islemi ve
ayrica polimerdeki baglanma bdlgelerinin yapisi non-kovalent etkilesimlere gére daha aciktir.

2) Konjugatlar kovalent etkilesimler ile gerceklestiinden stabildir ve yuksek sicaklik, disik ve

yuksek pH , polar ¢dzgenler gibi farkli polimerizasyon kosullari uygulanabilir.

Kovalent Etkilesimlerin Dezavantajlari

1) Monomer-kalip molekul konjugatinin sentezi zordur ve ekonomik degildir.

2) Kullanilan kovalent etkilesimlerin sayisi sinirlidir.

3) Kovalent baglarin kirlmasi adimi zor kosullarda gerceklestiinden damgalama etkisi
azalmaktadir(22-23).

1.3.1. Kovalent Damgalama

Kovalent damgalama; bir ya da daha fazla polimerize olabilen gruba sahip monomerler ile
kovalent bag yapan kalip molekiiller arasindaki kimyasal reaksiyon sonucu gerceklesir. Kalip molekiil-
monomer kompleksinin etkilesmesinden sonra ortama ylksek oranda capraz baglayici ve porojen
eklenir. Ardindan kalip molekul ortamdan hidrolitik ydntemlerle uzaklastirilir(Sekil 1.3).

Kovalent damgalamada; monomer- kalip molekil kompleksleri stabil ve stokiyometriktir. Bu
yuzden olusan baglanma bolgelerinin karakterinin aciklanmasi oldukga kolaydir. Yiksek sicaklik,
dusuk/yuksek pH, ylksek polaritede ¢ézgenler kullanilarak hazirlanan polimerlerde monomer ile kalip
molekulin olusturdugu kompleks arasindaki kovalent baglarin stabil olmasi saglanir. Ancak

monomer- kalip molekil kompleksinin hazirlanmasi zaman alici ve pahalidir.

Kovalent
kalp-monomer

| E kompleksi 2 . : Polimerizasyon
O - 10—

Kalp

—

Sekil 1.3 Kovalent molekiiler damgalama yonteminin sematik gérinimda
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Basaril bir kovalent damgalama igin ;
a) Fonksiyonel monomer- kalip molekil arasinda olusturulacak kovalent bagin (stabil ve geri

dontstmli baglar) iyi segilmesi gerekir.

b) Ayrica polimerizasyon asamasindan etkilenmemeli ve damgali bdlgelere zarar vermeden kalip

molekil ortamdan uzaklastiriimalidir. Bu 6zelliklere sahip kovalent baglar sinirhidir.

Kovalent molekller damgali polimerlerde kullanilan baglar; boronik asit esterleri, asetaller,

ketaller, schiff bazlari, disulfit baglari, koordinasyon baglaridir.

1.3.2 Boronat Esterleri ile Damgalama

Boronik asit esterleri, boronik asit ve cis- 1,2- ya da cis-1,3-diol bilesiklerinden sentezlenir.

Ester olusumu ve dissosiyasyonu hizli ve kolaydir. Susuz ortamda geri reaksiyon meydana gelmez.

Polimerizasyondan sonra hidroliz ile bu baglar kirilir ve konjugatlardaki boronik asit gruplari hedef

molekullin tekrar baglanabilmesi icin uygun bir sekilde diizenlenir. Bagin pargalanma reaksiyonu hizli

gerceklesir ve kalip molekil polimerden % 85- 95 oraninda uzaklasir. Kalip molekiltn tekrar polimere

baglanmasi yavastir. Boronat esterleri iki ya da daha fazla cis-diol formla sahip oldudu icin en ¢ok

karbohidrat damgali polimerlerde hazirlanir.

R—@— B(OH); . w om R_Q BOH;  + HO OH

Sekil 1.4 Trigonal boronik asit ve tetragonal boronik asit olusumu
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1.3.3 Karbonat Esterler ile Damgalama

Polimerize monomer kalip molekil ile divinil benzen tabanli polimer arasinda olusan ester
baglar oldukga gugli kovalent baglardir. Kalip molekiil ortamdan uygun reaktifler veya hidrolize ile
uzaklagtirilir. Kalip molekdlin polimere tekrar baglanmasi alkol bilesikleriyle birlikte agil klortr ya da
karboksilik asitin bromur tuzunun yer degistirmesiyle gerceklesir. Karboksilik asit olusumuyla
gercgeklestirilen polimerlerin yavas geri baglanma kinetigi ve ilave kimyasal kullanimi nedeniyle gugli

kovalent bag olusumu ile damgalamanin kullanimi sinirlidir.
1.3.4 Ketal ve Asetaller ile Damgalama
Keton ve aldehit bilesikleri 1,3-dioller ile reaksiyona girdiginde olusan ketal ve asetal UrUnleri

fonksiyonel monomer olarak kullanilir. Baglanma bdlgelerinde yer alan 1,3 diol gruplar kalip

molekulln yapisina uygun bir sekilde dizenlenmis olur.

Lok, - - -

| o | . | Polimerizasyon \

Sekil 1.5 Ketallerin monomer oldugu kovalent damgalama
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1.3.5 Schiff Bazlar ile Damgalama

Aldehit bilesiklerinin amino bilesikleri ile reaksiyona girmesi sonucu Schiff bazi olusur. Bu
reaksiyonlarin olusumu kolaydir. Baglanma bdlgelerinde amino grubu barindiran yapilar oldugunda bu
yapilar aldehit gruplarini baglamak amaciyla kullanilir. Amino asit tirevlerinin damgalanmasinda Schiff
bazlariyla galismalar bulunmaktadir. Ancak olusan polimerlerde kalip molekllin dedisimi ¢ok yavas
oldudu icin kromatografik uygulamalarda kullaniimak i¢in uygun degildir(24)(25).

Sekil 1.6 Schiff bazlarinin fonksiyonel monomer oldugu kovalent damgalama

1.3.6 Disiilfit Baglar ile Damgalama

Polimerdeki —SH gruplari hedef molekiili baglar. —-SH ve —OH gruplari arasindaki hidrojen bagi
—SH ve —HS 'den biraz daha kuvvetlidir. Bu nedenle bu tip polimerlerde OH grubu iceren molekiiller
tiyol grubu icerenlere gére daha kuvvetli baglanirlar. Oksijen ve kukurdin atomik buyukligundeki
farklilik tanimada bu farklanmay! yaratir.

Disulfit baglari polimerizasyon kosullari altinda hem yeteri kadar kararli hem de indirgenme

kosullarinda kolayca kirilabilmektedir(26-27).
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Sekil 1.7 Distlfit bag Gzerinden gergeklestirilen damgalama iglemi
1.3.7 Koordinasyon Bagi ile Damgalama

Metal iyonlari ile bazi ligandlar arasindaki koordinasyon baglari kovalent damgalama igin yeteri
kadar stabildir. Vinil gruplari metal komplekslere baglanir ve bu polimerize olabilen metal kompleksleri
fonksiyonel monomer olarak kullanilir. Uygun bir ligand (hedef molekil) varliginda polimerize
edildiklerinde tim yapi polimer icinde donar ve ligand uzaklastirildiginda ayni koordinasyon bagi ile

hedef molekullun tekrar baglanmasi igin kaviteler olusur.
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Sekil 1.8 Cinko(ll)Porfirin kompleksi ve metakrilik asitin fonksiyonel monomer olarak kullanildigi

¢inhonidin(cinchonidine) damgali polimer

13



1.3.8 Non-Kovalent Damgalama

Non-kovalent damgalamada pre-polimerizasyon asamasinda monomer ve fonksiyonel
monomerler uygun porojen, insiyatdr ve ¢apraz baglayici varhidinda etkilesirler. Polimer olusumu
g6zlendikten sonra kalip molekdl basit bir yikama islemiyle polimerden uzaklastiriir ve baglanma
bdlgeleri olusur($ekil 1.9). Non-kovalent damgalamanin en énemli avantajlari kalip molekil-monomer
etkilesimi sonucu olusan yapilarin benzerlerinin hazirlanmasina gerek olmamasi, kalip molekilin
polimerden basit bir ylkama ile uzaklastirimasi ve kalip molekilin polimere hizlica geri
baglanmasidir. Ancak monomer-kalip molekul kompleksinin olusum kinetiginin tam olarak
aydinlatilmamasi bu teknigin kullanimini sinirlar. Polimerizasyon karigimindaki polimerizasyon
kosullarinin iyi secilmesi non-kovalent etkilesimlerin maksimum dizeyde olmasini saglar. Non-
kovalent damgalamanin dezavantaji ise ortama monomerin asirisinin konulmasi ile non-spesifik

baglanma bdlgelerinin olusumunu artar.

s Mon-kovalent Kalip
Y % & kalp-monomer ( Palimerizasyon uzaklagtirimas: g
7 - kompleksi L
 —> M — —>
( . S
=

Sekil 1.9 Non- Kovalent molekuler damgalama yénteminin sematik gérinimu

Non-kovalent damgalamada gorilen baglanmalar hidrojen baglari, iyonik etkilesimler, dipol-dipol
etkilesimler ve Van der Waals kuvvetleridir. Kalip molekil ile fonksiyonel monomer polimer
¢Ozeltisinde bir araya geldiklerinde uygun olan baglanmalar kendiliginden olusur. Polimerizasyonun
baslangicinda olusan pre-polimer kompleksi olduk¢a dayaniksizdir ve polimerizasyonun olusum
stresine bagli olarak arada bir tekrar olusur. Polimerizasyon olusum kinetiginin izlenmesinde bu
kararsiz ara bilesikten faydalanilir. Monomerler polimerizasyon slresince kalip molekilin etrafini
sarar ve kalip molekil yikama islemi sonucunda monomerlerden uzaklastikga uygun bosluklar
meydana gelir.

1.3.9 Tek Fonksiyonel Monomer ile Non-Kovalent Damgalama

En basit ve en yaygin non-kovalent damgalama islemidir. islem basit olsa da kalip molekiil ve
fonksiyonel monomer arasinda olusan pre-polimer kompleksinin yapisi basit degildir. Ortamda
fonksiyonel monomer ve kalip molekilin konsantrasyonundan daha fazla konsantrasyonda gapraz
baglayici olmasi istenmeyen etkilesimlere neden olur. Ayrica, fonksiyonel monomer tirevlerinin
benzeri reaksiyon vermesi de polimerin tanima kapasitesini olumsuz etkiler. Non-kovalent

damgalamada kullanilan monomerler asidik, bazik ya da nétral olarak siniflandirilabilir.
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1) Asidik Monomer : Non-kovalent damgalamada ylksek konsantrasyon, disik ¢dzgen polaritesi
varliginda monomer olarak en fazla metakrilik asit kullanilir. Kolaylikla bag yapabilmeleri, kalip molekdl
ile H-bag dondrleri, akseptdrleri, iyonik olusum ve zayif dipol-dipol etkilesimler olusturmalarindan
dolayi tercih edilirler. Metakrilik asit ayrica metil gruplarinin birlestiriimesinden de sorumludur ve
bdylelikle ilave van der Waals etkilesimleri olusur.

Asidik monomerlere ;metakrilik asit , p-vinil benzoikasit ,Akrilik asit ,itakonik asit, Trifloro metakrilik asit

ve akrilamido-(2-metil)-propan sulfonik asit 6rnek gosterilir.

2) Bazik monomerler : Bilinen bazik monomerler 4-vinilpiridin, 2-vinilpiridin, 4-vinilimidazol, 1-
vinilimidazol, allilamin, N,N’-dietilaminoetil metakriamid, N-(2-aminoetil) metakrilamid, N,N’-dietil-4-
stirilamidin, N,N,N-trimetil aminoetilmetakrilat, N-vinil pirrolidon, trakonik etil ester olarak bilinmektedir.
En fazla kullanilanlar vinil-piridinlerdir. Zayif baz karakterli 4-Vinilpiridin; 2-Vinilpiridin, asidik bilesikler
ve e ihtiyag duyan aromatik halkali bilesikler ile reaksiyona girerek asit- baz etkilesimleri meydana
getirilir. Vinil- piridinlerin kalip molekul ile gugli etkilesimlerde bulunmasiyla genis uygulama alanlari
bulmustur. Polimerde kalip molekil ile istenmeyen non-spesifik baglanmalar sulu ortamlarda -1
etkilesimi meydana gelmesi nedeniyle olur. Vinil-imidazol monomerinin hazirlanmasi zaman alicidir.
Bu yuzden tercih edilen bazik monomerler arasinda degildir. Sadece metal kompleks sistemlerinde
kullanilir. Diger bazik monomerler tersiyer amino monomerlerdir. Bu monomerler de uzun zincirli

yapida olmasi nedeniyle pek tercih ediimez.

3) No6tral monomerler : Bilinen nétral monomerler akrilamid, metakrialmid, 2-hidroksi metakrilat,
trans-3-(3-piridil)akrilik asit, akrilonitril, metil metakrilat ,stiren ,etil stirendir. En fazla kullanilan nétral
monomer akrilamid ve N-alkil tirevleridir. Akrilamid, dlslk polariteli ¢ézgenlerde metakrilik asit ile
etkilestiginde daha iyi H-bag yapma kapasitesine sahip olur.

1.3.10 Monomer Kombinasyonlari ile Non-Kovalent Damgalama

Monomer kombinasyonlarina metakrilik asit:2-Vinil  piridin  ve  Akrilamid:2-Vinilpiridinin
olusturdugu spesifik etkilesimler Oornek gosterilebilir. Farkli monomerlerin etkilesimlerinden
faydalanarak olusturulan non-kovalent damgalama istenilen bir durum olmasina kargin monomerlerin
pre-polimerizasyon karigimindaki denge halleri oldukga karisiktir. Ortamda fonksiyonel monomerlerin
agirisinin konulmasi onlarin kendi aralarinda da reaksiyona girme ihtimalini artirir. Bunun iginde

sadece kalip molekdil ile kuvvetli etkilesimler kuracak fonksiyonel monomerler secilmelidir(28-29).
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1.3.11 Tasarlanmig Monomerler ile Non-Kovalent Damgalama

Kalip molekulin yapisal ézelliklerine gére monomerler sentezlendiginde hidrojen bag sayisi
artirlarak daha iyi segicilikte tanima bdlgeleri olusturulur. Molekiler damgal polimerler farkli kalip
molekll ve fonksiyonel monomerin bir araya gelmesiyle olusturulan komplekslerden faydalanarak

hazirlanabilir.

1.3.12 Semi-Kovalent Damgalama

Bu ydntemde polimerizasyon adiminda kovalent veya kismi kovalent kalip yapisi kullanilirken,
baglanma adimi tamamen non-kovalent olarak gerceklesir. Kalip molekilin (met)akrilat ester formu
matriks olusturucu monomer karisimi ile kopolimerize edilir. Ardindan kalip molekdl hidroliz ile
uzaklagtirilir. Kalip molekdlin polimere tekrar baglanmasi esterlesmemis formu ile (hidroksil gruplar

ile) baglanma bdlgesinde yeralan metakrilik asidin artiklari Gzerinden gergeklesir(30-31).

1.4 Molekiiler Damgali Polimer Hazirlama Yoéntemleri

MIP’in farkli kullanim alanlari ve potansiyel uygulamalari polimerlerin farkli 6zelliklerine dayanir.
Spesifiklik, kapasite gibi faktorler 6zel karakteristik yapi gerektirir. Bu istege bagli olarak damgali
polimerleri hazirlamak Uzere gesitli yontemler gelistiriimektedir. MIP ’ler yigin, sispansiyon, cok adimli
sisme, coktirme, emdlsiyon, in-situ ve ylzey damgalama polimerizasyon gibi cesitli ydntemlerle
hazirlanirlar.

1.4.1 Y1gin(Bulk) Polimerizasyonu

MIP sentezinde ilk kullanilan yéntem yigin polimerizasyon yontemidir(2). MIP alaninda yapilan
calismalarda genellikle bu yontem kullanilir. Bu yéntem basit, evrensel ve kimya laboratuarlarinda
kullanilabilirlie uygun oldudu icin ¢ok yaygindir. Yigin polimerizasyonda kullanilan bir ¢ok kalip
molekul vardir. Bunlar ; ilag molekdilleri, gida katki maddeleri, hormonlar ve steroidlerdir(32-37). Yigin
polimer sentezi yapilirken kullanilan polimerizasyon bilesenleri; monomer(ler), kalip molekdl, ¢apraz
baglayici, insiyatér ve porojendir. Bu bilesenler karistinilir ardindan ortamdaki O, uzaklastinlir.
Kullanilan polimerizasyon baglatici bilesene gore polimer karisimi termal ya da UV polimerizasyona
birakilir(16-24 saat). Bu islem sonunda polimer olusumu goézlenir. Bu sert gérinimllu polimeler
6gutdlar. Olusan polimer dizensiz yapida ve farkli buyukliktedir(20-50 um). Ortamdaki bulunan kalip
molekil yikamayla uzaklastirilir (Soxhlet ekstraksiyonu)(Sekil 1.10).
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Sekil 1.10 Yigin polimerizasyon olusum semasi

En yaygin kullanilan yontem olmasina ragmen olugan polimerin %50lik kisminin parcalanma ve
6gutilme esnasindaki kaybindan, islem siresinin diger polimerizasyon yontemlerinden daha uzun
olmasindan ve polimerizasyon agsamasinin kontrol altinda tutulamamasindan dolayi heterojen tanima
bolgesi olusumu diger yontemlere oranla daha fazladir. Ogiitilme esnasinda tanima bélgelerinde
hasar meydana gelme olasiligi da ylksektir.

1.4.2 In-Situ Polimerizasyon

Y1gin polimerizasyon yontemi kullanilarak yapilan damgalama islemi uzun sirede gergeklesir.
Bu islem suresini kisaltmak ve kullanimini artirmak amaciyla polimerizasyonun HPLC kolonunda
gerceklestirildigi y1din polimerizasyon ydntemine in-situ polimerizasyon denir. Bu yoéntemde hazirlanan
polimerizasyon karisimi direkt olarak kolona konulur, uygun kosullarda polimerizasyon
gerceklestirildikten sonra kolondan kalip molekulin uzaklastiriimasi asamasina gegilir(38).
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Sekil 1.11 in-Situ polimerizasyonu

islem, yigin polimerizasyon isleminden daha basit gériinsede kolon icinde olusan polimerde
kalip molekilin spesifik baglanma bdlgelerinin dagihmi homojen degildir ve baglanma etkinligi
olmayan bdlgelerin olusumu yigin polimere oranla daha fazladir(39). Bu alanda optimizasyon
calismalari gergeklestirilir ancak polimerizasyon asamasi kontrol altinda tutulamadigi igin olusan
polimer bloklart HPLC analizinde yiiksek geri basinca yol agmaktadir.

Cizelge 1.4 Yi§in polimerizasyon olugsumlarinin karsilastiriimasi

Metod Olusan Uriin Avantajlan Dezavantajlan
Yigm (Ozutiidakten sonra | Basit Zaman alict
rastgele bityliklikte | Yapilan calisma fazla | HPLC iin uygun
partikiiller plmayan partikiil sekl
Yizin{m-situ) | Kolon igensinde kati | Basit Yiksek ger basing,
blok formunda Kolon doldurma kbt pik sekli
adimina ihtiyag yoktur | Yapilan calisma azdir
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1.4.3 Suspansiyon Polimerizasyon

Mekanik olarak 6gutmeye gerek olmadan kiresel partiklller elde etmek igin kullanilan
yontemlerden biri de sispansiyon polimerizasyon yontemidir. Ucuz ve fazla miktarda polimer
hazirlanmasina imkan veren slspansiyon ve emdulsiyon gibi teknikler bu alanda yaygin olarak
kullaniimaktadir. Suspansiyon polimerizasyonu su ve organik faz olmak Uzere iki fazdan olugur.
Suspansiyon polimerizasyonunun genel olarak gergeklestirildigi su ortaminda non-kovalent
etkilesimlerden 6zellikle hidrojen ve elektrostatik etkilesimler stabil degildir. Apolar karakteri ylksek
olan perflorokarbon g¢oézgenleri kullanilarak gerceklestirilen ters faz stspansiyon polimerizasyonu ile
sudan uzak durulabilir. Bu metotta; ortamda su olmasi non-kovalent etkilesimleri (hidrojen badi ve
iyonik etkilesimler) zayiflatir. Sulu sispansiyon ¢alismalarinin dezavantajlari sadece suda ¢bzinen
monomerler ve kalip molekullerle kullaniimalaridir. Ayrica, polimerizasyon esnasinda su monomer ve
kalip molekdl ile etkilesime girmek Uzere yaris halindedir. Bu durum olugan molekiler damgali
polimerin segiciligini olumsuz etkiler.

Asidik monomerlerin sudaki ¢ézundrliginun fazla olmasi monomerlerin ve ¢apraz baglayicinin
birbiriyle rastgele kopolimerizasyonuyla sonuglanir(40). Sulu stspansiyon calismalarinda baglanma

etkinligi araci gruplar kullanilarak asilabilir(41).
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Sekil 1.12 Suspansiyon polimerizasyon a) Organik faz b) Su Fazi

Su fazi yerine non-kovalent etkilesimlere imkan saglayan perflorokarbonlar ve mineral yag

kullanilarak stspansiyon polimerizasyonu gercgeklestirilebilir.
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1.4.4 GCok Adimli Sisme Polimerizasyonu

Son yillarda etkinlik ve kitle transfer 6zellikleri agisindan daha iyi 6zellikte damgali stasyoner
fazlarin hazirlanmasina yonelik alternatif yontemler gelistiriimeye galisiimistir. Cok c¢esitli ydntemler ile
mikrometre buyUkliginde damgali polimerler sentezlenmistir. Cok adimli sisme polimerizasyon ile
uniform kuresel partikuller elde edilmektedir. PartikUller direkt olarak kontrol edilebilir capta ve kiresel
formda hazirlanir. Demir oksidin katilimi ile bu partiklller magnetik olarak sentezlenebilirler. Her ne
kadar bu yolla elde edilen partikiller kromotografik uygulamalarda kullaniimaya uygun olsa dahi
karmagik islem adimlari ve reaksiyon kosullari vardir (Sekil 1.13). Sulu stspansiyonlarin kullanimi

damgalama islemiyle girisim yapar bu da segicilikte dismeye neden olur(42).
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Sekil 1.13 Duzgun kiresel MIP ’lerin cok adimli sisme polimerizasyonu yontemi ile hazirlanmasi

1.4.5 Coktiirme Polimerizasyonu

Bu yontem uygun bir ¢dzgen icinde seyreltik kosullar altinda (% 5 w/v) monomer ile ¢capraz
baglayicinin polimerizasyonunu saglar. Bu sekilde hazirlanan polimer boncuklar surfaktan
kullaniimadan ¢apraz bagh yuzeyleri sayesinde birbirlerine yapismadan olusurlar. Coktirme
polimerizasyon yonteminde surfaktan ve stabilize edici ajan kullaniimaz. Bu ydntem ile olusan
boncuklarin kullanimi kolaydir ve boncuklar damgalama sonrasi bir modifikasyonla immobilizasyon

veya konjugasyon amaciyla da kullanilabilir(43-46).
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Geleneksel yontemle hazidanan polimerlerde ezme, 6gitme, eleme ve kiiglk partikiillerin
uzaklastiriimasi ile gézlenen % 50°’den fazla olan madde kaybi alternatif diizgiin kiiresel boncuk
hazirlama yéntemleri ile en aza indiriimektedir. Coktirme polimerizasyonu ile elde edilen polimer
verimi % 85 oranindadir.

Coktirme polimerizasyonunun slUspansiyon polimerizasyonundan farki surfaktant veya
stabilizatére ihtiyag olmamasidir. Sistem yi§in polimerizasyona benzer, tek farki ortama asiri miktarda
porojen (%5 oraninda) eklenmesidir. Monomerler ve insiyatdér, organik ¢ézgende birleserek
oligomerleri olustururlar polimerizasyon islemi bagladiktan sonra zamanla mikrojeller meydana gelir.
Her bir mikrojel ortamdaki oligomerleri kullanarak dizgin yuvarlak mikrokirecikleri olusturur ve
polimerizasyon esnasinda reaktdordeki karigstirma hizinin, ¢6zgenin ve konsantrasyonunun
degistiriimesi ile olusan klreciklerin boyutu mikro ve nano boyutta olur. Porojen olarak diklorometan ve

asetonitril kullanildiginda dizgin mikrokurecikler elde edililir(44,47-51).

oligamer milkrojel ikt okiire

. Lo

Hiraraya gelme Ciugm

Sekil 1.14 Coktirme polimerizasyonu

Olusan kurecikler ¢cok klglk ve dizglin olmasina ragmen yigin polimerizasyonun olusum
kinetiginden kaynaklanan farkli monomer- kalip molekdl etkilesimi heterojen tanima bélgeleri olusturur.
Bu da secimliligi disurir. Coktirme polimerizasyonu ile olusturulan polimerlerin HPLC, kapiler

elektrokromatografi ve sensor uygulamalari da yapiimaktadir(52-53).
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1.4.6 Yiizey Damgalama Polimerizasyonu

Klasik yontemlerle hazirlanan polimerlerde karsilasilan sinirh kiitle transferi ve kalip molekiil
uzaklagtiriimasi problemlerini ¢ézmek amaciyla Uzerinde caligilan ydntemlerden biri de ylzey
damgalamadir. Bu ydntem 6zellikle diftizyon sinirlamasi olan makro molekillerin damgalanmasinda
oldukga degerlidir. Ylizey damgalamada birkag yaklasim s6z konusudur ;

1) Altin veya karbon gibi uygun bir substrat Gzerine MIP filmi olusturmaktir. Bu sekilde olusturulan MIP
filmleri kuartz kristal mikrodenge (QCM) veya yiizey plazmon rezonans sensor elektrotlar olarak
kullanilabilir(54).

2) Geleneksel yigin polimerizasyona ¢ok benzeyen su-yag (W/O) emdlsiyon yéntemidir. Tek fark
olarak ortama N-D-glukono dioleil glutamat gibi bir emdlsiyon stabilizatéri konulmasi gerekmektedir.
Ayrica iki ylzey arasinda aktif olan dioleil fosforik asit (DOLPA) gibi fonksiyonel monomerler
sentezlenmelidir. Bu sekilde fonksiyonel monomer(ler) polimerizasyon sirasinda su-yag fazinda kalip
molekdl ile etkilesime girerek baglanma bodlgelerini olustururlar. Bu ydntem ile amino asitler,

nikleotidler ve metal iyonlari basarili bir sekilde damgalanmistir(55).

Cizelge 1.5 Molekuler damgali polimer hazirlama yéntemleri

MIP Formati Avantajlan Siirlamalary

Yigin Polimenzzsyon | Busit polimenzsyon ve yaygn | Of0tme, eleme ve kolon doldurma iglemleninin zaman alic
uygulanabilirik olms|
Ozl bir det ve vetenck | Patiktl boyu ve seklinin dizensiz olmasi ve dustk
perekmemesi perfom ans

Suspansiyon Kirese! partikiller, Fazlann kangip sistemi bozma olasibg:

Polimenzasyon Tekrarlanabilir sonugl, Suyun ogu damgalama iglemiyle uyumsuz olmas: tzel

Buvik skalada calisma olanagi | surfktan polimem pereksinim duyulmiss

Cok  adimli
palimenzasyonu

Capt kontrol edilebilir koresel
boncuklar, HPLC ign uygun

Islem adimlannin ve resksiyon kogullanmn kangik dmasy,
Sulu emulsiyordara ihtiya duyulmas:

sigme

partikiiller
(okttme Damgals mikrokirecikler, Fazla miktarda kalip molektl kullaniimasi,
polimenzasyon Yuksek venm wve benzer | Yuksek seyrelme Bkior

biryuklokte kirecikler
Yiizey Dizglin kitresel trtin, Sistemin kangtk ve iglemin zaman aha olmas
Polimenzasyonu Ince damgali tabak alar

In-situ polimerizasyon

Tek adimli in-situ hazsrlama, 11
portizluk, dusuk malivet

Her yem kalip molektl igin optimizasyon calgmalannin|
vapilmasi gereklilig
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C) Coktlirme Polimerizasyonu D) Cok Adimh Sisme Polimerizasyonu

Sekil 1.15 Farkli polimerizasyon metodlariyla elde edilen polimer érnekleri(45)

1.5 Molekiiler Damgali Polimerlerin Kullanim Alanlari

MIP’ler polimerler farmokolojik, analitik, biyolojik segici molekuller tanima alanlarinda ve
kontrolli salinim sistemlerinde yogun bir sekilde kullanim alani bulmaktadir (56). Sivi kromatografisi,
kapiler elektroforez, kapiler elektrokromatografi ve kati-faz ekstraksiyon gibi analitik tekniklerde
kullanimi slrekli artmaktadir(31). Bir diger uygulama alani ise sensorlerde tanima elamani olarak
kullaniimaktadir(57).

1.5.1 Kromatografi

1.5.1.1 Kati Faz Ekstraksiyonu (SPE)

Kati- faz ekstraksiyonu (SPE) kompleks matriks ortaminda ya da disiUk derisimdeki analitin
analizinde yaygin olarak kullanilan 6n deristirme ve ayirma teknigidir. Bu teknigin temeli sulu fazdan
komsu kati fazdaki aktif bolgelere analitlerin transferi esasina dayanir. Kati faz daha sonra 6rnek
ortamindan uzaklastirilarak ellsyon ile analitler geri kazanilir. Kati faz girisime neden olan maddelerin
eliminasyonu ve matriksin kompleksligini azaltmak icin segici elientlerle yikanir. Cozlicl, kati fazdan

analitin hizli uzaklasmasini saglayabilmelidir(58).
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Molekiler damgal polimer kati faz ekstraksiyonunda 6rnegin segimli ayirimini saglamasi,
ortamdan istenmeyen diger bilesiklerin uzaklastinimasi, ortamdan ayirimi saglanan molekdltin ayni
zamanda konsantre olmasini saglamasi gibi avantajlarinin yaninda ayni zamanda hizli, basit, kararli
olmasi, kati fazin tekrar kullanilabilmesi, ylksek 6n deristirme faktori elde edilmesi, az miktarda

¢6zucu kullaniimasi ve ucuz olmasi gibi Usttnltkleri vardir.

Kati faz ekstraksiyonu (SPE) metodu daima dért basarili adimdan olusmaktadir(Sekil1.16)
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Sekil 1.16 Kati faz ekstraksiyon basamaklari

1) Sartlandirma : MIP’teki baglanma boélgeleri 6rnek karisimi uygulanmadan &rnekteki hedef

molekulin maksimum dizeyde baglanabilmesi icin uygun kosullarda aktiflenir.

2) Adsorpsiyon : Karisimin yiklenmesi esnasinda dikkat ediimesi gereken en énemli nokta 6rnek
karisiminin kimyasal yapisi ya da ¢6zindugu ortamdir. Perkloratli bir 6rnek duslk polariteli cbzgenle
MISPE’ye uygulandiginda, hedef molekil MIPte tutunurken, istenmeyen diger bilesikler
tutulmayacaktir. MISPE'nin en sorunlu 6rnekleri sulu ortamda hazirlanan Orneklerdir. Su, hedef
molekul ve diger girisim yapacak molekdllerin ayni anda non-spesifik baglanmasina neden olur ve bu

molekuller ortamdan uzaklagsmazlar.

3) Yikama : Secimli bir ayinmin gergceklemesi icin 6rnegin ortamdan elisyonundan dnce ortamin
organik bir ¢dzgen ile yikanmasi MISPE’de oldukga énemlidir. Bu ¢bzgenin pH’i, hacmi, kimyasal
yapisi MIP’e gore optimize edilmesi gerekir. Bu yikama ¢ozeltisi MIP ile hedef molekilin etkilesimini
bozmamalidir. Bundan dolayi genelde dusuk polariteli oraganik ¢ézgenler, diklorometan, toluen ya da
kloroform yikama ¢ozeltisi olarak segcilir(59-60). Bazi ¢alismalarda polimerin hazirlandigi porojen de
kullanilmistir. Cahisilacak Ornek perkloratli bilesikler igeriyorsa yikama adimindan 6nce polimer

tamamen kurutulursa bu problemde ortadan kalkar.
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4) Eliisyon : Yikama adimi MISPE’nin en 6énemli adimi gibi gériinsede secimli bir ayirim igin érnegin
ortamdan ellisyonu da O6nemlidir. Bu amag igin genelde organik ¢ézgen karigsimlari ya da organik
¢ozgen-modifiyer(asetikasit, piridin) kullanilabilir. Ornek MISPE kartusundan eliie olduktan sonra
spesifik bir dedeksiyon sistemiyle birlestirilebilir. MISPE sistemleri genelde HPLC ile birlegtirilerek

kullanilir(kesikli ya da kesiksiz).

1.5.1.2 Kesikli (off-line) MISPE Calismalari

Kesikli MISPE analizleri igin polietilen kartuslar kullanilir. Bu kartuslar 15-500mg araliginda
MIP ile doldurulur. Kati faz ekstraksiyon adimlari kartuslara uygulanir. Elisyon adimindan sonra
toplanan ekstrakt analitik bir sistemde LC, GC ya da CE de analizlenir(61-63). Kesikli MISPE nehir,
yeralti sulari, atik sular, deniz suyu, toprak ekstraktlari gibi ¢cevresel érneklerden; idrar, kan, serum,
plazma gibi vicut sivilarindan; doku érneklerinden ve gidalardan birgok bilesigin ekstraksiyonunda

kullanilir.

1.5.1.3 Kesiksiz (on-line) MISPE Calismalari

MISPE calismalarinda kullanilan kartuslarin HPLC kolonlari ile birlestiriimesi sonucu aninda
6lcim yapilabilen sistemler olusur. Bu sistemlere kesiksiz MISPE sistemleri denir. Bu sitemlerde
kolonlar polimer ile doldurulur. Polimer ile doldurulan pre-kolon HPLC sistemine yerlestirilir. Bu
sistemde sivi kromatografisinin  hareketli fazi, MISPE’nin ellisyon c¢o6zeltisidir. Bdylece sivi
kromatografisinde tanimlanabilen MIP’te tutulmus elle kalip molekul elde edilir. Spesifik etkilesimleri
ortadan kaldirmak icin glg¢li asit ya da bazlar modifiye edici olarak kullanilir. Kesiksiz MISPE’nin
dezavantajlari ; kullanilan gigli asit veya baz ¢ozeltilerinini kromatografik ayirnmda sorun yaratmasi
ve elisyon adimindan sonra polimerin kurutulmamasidir. MISPE’nin avantaji ise kalip molekulin
secimli ve ylksek miktarda temizlenebilmesini sadlamasi ve c¢alismalarin maliyetlerinin disik
olmasidir. Kesiksiz MISPE’nin kullanilabilirligi  biyolojik molekiller ile yapilan uygulamalarin

optimizasyon asamasinda olmasi ve farkl biyomolekil uygulamalarinin yapilmasi ile artar(64).

Cizelge 1.6 MIP’lerin kati faz ekstraksiyonunda kullanimlarinin avantaj ve dezavantajlari

Avantajlan Dezavantajlar
Belirli bir bilesik veya bilesik sinifi igin yuksek Yeni analitler icin yeni damgali polimerlerin
secicilik sentezinin gerekliligi

MolelUkuler damgali polimerler ile istenilen
Organik ¢dzgenlerde cgalisabilirliginin iyi olmasi secicilik profilinin elde edilebilmesi icin analitik

uygulamalara acik olmasi gerekKliligi
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Cizelge 1.6 (Devam) MIP’lerin kati faz ekstraksiyonunda kullanimlarinin avantaj ve dezavantajlari

Polimerlerin sismesi veya bizismesi durumunda
Metodlarin hizli gelismesi sorbent butlinliguinin bozulmasi ve tekrar

kullaniminin kisitlanmasi

Uc pH degerlerinde ve organik ¢ézgenlerde stabil | Polimerden kalip molekilin tamamen

olmasi ve 120 °C ‘ ye kadar isitilabilmesi uzaklagtiriimasinin zor olmasi

Kisith kullanim sayisina sahip olan immunoafinite | Kullanimi sirasinda kalip molekil sizmasinin

kolonlarina gore daha ucuz olmasi olasilig

1.5.2 Kapiler Elektrokromatografi

Molekller damgali polimerler kapiler elektrokromatografide stasyoner faz olarak
kullaniimaktadir. Kapiler elektrokromatografisinin yiksek secimlilidi ve geri basinci yoktur. Ayni
zamanda sivi kromatografisinde kullanilan MIP kolonlarinda pik genislemesi ve kuyruklanmasi
go6rilmektedir. Bu ylzden molekiler damgali polimerler kapiler elektrokromatografisinde kullanim
alani bulurlar(51). MIP stasyoner fazlarinda rastlanan bazi sorunlar nedeniyle MIP’lerin kapilerin icine

doldurulmasi ya da hazirlanmasi farkli sekillerde gerceklesir.
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Sekil 1.17 MIP ile dolu kapiler kolonun hazirlanmasi
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1.5.3 Sivi Kromatografisi

Sivi kromatografisinde ayirma kolon igindeki kati faz ile kolondan gegen sivi faz olmak Uzere
iki faz arasinda gergeklesir. MIP’lerin ilk uygulamalari kesikli tip denemelerde olmustur. Ancak
glinimuzde sentezlenen polimerler sivi  kromatografisi kolonundan ilgili kalip molekulin
uzaklagtiriimasina yonelik calismalar da yapilmaktadir. Ayirim glcinu belirleyen faktorler ; teorik plaka
sayisl, rezollisyon faktorli ve pik asimetri faktéridur. Bu faktérlerin sayisal degerini de hazirlanan
polimerin kolona doldurulan miktar ve kutle transferi belirler.

MIP-HPLC g¢alismalarinda genellikle yigin polimerler kullanilir. Daha dizgin yapili ve homojen
tanima bolgelerine sahip MIP’ler ile etkin tanima yapilabilir. Fakat bu sistemlerin optimizasyonu ve

polimerlerin hazilanma maliyeti y1din polimer sistemlerine gore daha yUksektir.

1.5.4 Sensor Uygulamalari

Sensorler; Ozellikle cevre ve gida proseslerinde enzim, antikor, mikrop gibi biyolojik
molekdllerin varliginda hedef molekulin taninmasi amaciyla kullanilan analitik sistemlerdir. Ancak
kullanilan bu biyomolekdillerin pH, sicaklik ve organik ¢ézgenlere kargi dayaniksiz olmalari sistemin
dezavantajini olusturur. Molekller damgali polimerler ile biyosensorlerin birlestiriimesi sonucu

olusturulan sistemler zor kosullara karsi dayanikhdirlar.

Kahp rmole. —
uzzklastinlarak ——— e
ISFET = sinyal
Konduktirnetrik Bhrilik Blgtim i
arnperormetrik N Elektrogenerated direkt 3
Waltarnetrik | SoM f_’._\—/. I/__ —
Potamsivoretrik Hazirlanrmig polirmerler I\/,_/ Saw Y
Tran sdussr Imkibasywon i oty ———
- .t sinyal
- Kalip mcls. '.\:_ o : ¥
uzahlaghrimas | = e e _I:Ilv;f.rn o
r . imdirekt
) e | < TEE
3L | g -
TR WP S % e '_f./)
| i ]
I:II-;Lrn +# Bekiroakdt
S | blls gen |
o
a _______,)'

L -
Siryal L// o = e
alip mole. U zakla snim adar T

!-5‘ L T%] . — _'-H-}
Q-_' oy ISFET |

= Potansiyornetrik) +

1l

SoM
Hzzirlanm s polimerler
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1.6 Pestisitler

Pestisit terimi kisaca pest (hasarat) adi verilen zararllari 6éldirmek igin kullanilan madde
anlamina gelir ve su sekilde tanimlanabilir: insan, hayvan ve bitki (izerinde, gevresinde bulunan veya
yasayan, ayrica besin maddelerinin Uretimi, hazirlanmasi, depolanmasi ve tiketimi sirasinda onlarin
besin degerini azaltan, hasara ugratan zararlilari éldirmek icin kullanilan maddelerdir. Bu zararlilar
cesitli hastaliklari tasiyan parazitler, tarim ve bitki zararlisi bécekler, yabani ot ve mantarlar, insan,
hayvan, cevre ve barinaklardaki sinek, bit, pire, kene, uyuz, hamam bdcegi gibi ugan ve ylriyen
canlilardir (65).

1950’ lerde tarimdaki gelismelerle birlikte, Grin miktarini ve kaliteyi artirmak igin blyUk dlglide
herbisit kullanimina baslanmis, ancak herbisitlerin ve pestisitlerin yararlarinin yani sira, uzun sureli
kullanimlari sonucunda, ekosistem sagligina zarar verdigi de ortaya konulmustur. Bundan dolayi
kimyasallarin tarim amagli kullanimlar belirli maddelerle sinirlandiriimigtir(65).

Gundmizde kullanilan gogu pestisit kalicidir, toprak, bitki, hayvansal dokular ve gidalarda uzun
zaman bozulmadan kalir. Bunlarin ve turevlerinin tarim Urtinlerinde tespit edilen miktarlarina pestisit
kalintisi denir. Bitki hastalik ve zararlilarina karsi kullanilan pestisitler yagmur, rizgar gibi cesitli
etkenlerle topraga dolayh yolla ulasabilmektedir. Topraktaki zararli bdceklere, nematodlara ve tohum
ilaclamalari sirasinda tohuma uygulanan pestisitler ise direkt olarak topraga karismaktadir. Bu sekilde
toprakta devamli biriken pestisitler, tiketilen Urinler araciligi ile insan, evcil hayvan ve yaban hayatina
ulasarak cevre sagligini olumsuz yénde etkilemektedir(66-68). Pestisitlerin neden oldugu problemleri
soyle siralamak mumkuindur :

1. Kirlenmis toprakta yetisen urlnler pestisit kalintilarini kokleriyle topraktan alacaklarindan, insan ve
hayvanlar icin yem ve gida maddeleri olarak kullanilacak olanlar az da olsa kalinti igerirler.

2. Toprak mikroorganizmalarinin kismen ya da tamamen yok olmasina neden olurlar,

3. Pestisitler topraktan suzilerek yeraltisularina veya buharlagsma ile atmosfere karisabilirler.

4. Genis spektrumlu pestisitler yalniz zararlyi ve hastalik etmeni olan bazi mikroorganizmalara degil,
ayni zamanda amag digindaki canlilara érnedin hayvanlara da zararli etkilerde bulunmaktadir.

5. Pestisitlerin tarimda surekli olarak kullanilmasi zararlida genetik diren¢ unsurunun olusmasina
neden olmaktadir.

6. Bazi pestisitlerin eser miktarlardaki dozlari bile viicutta kalici zararl etkiler meydana getirebilmekte
karaciger ve bobrekleri dejenere edebilmekte veya kanser yapici 6zellige sahip olabilmektedirler.

7. Tesiri kalici bazi pestisitlerin ¢ok yuksek hareket kabiliyeti nedeniyle kirlenme butin diinyaya
yayilabilmektedir.

8. Pestisitler ekosistemin yapisini ve tir dagihmini degistirerek ve besin zincirleri arasindaki normal

dengeyi bozarak ekosistemi tehdit ederler.
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ideal bir pestisit;
1- istenmeyen zararlyi kontrol edebilmeli,
2- Hedef alinmayan canliya zarar vermemeli, segici olmali,
3- Uygun bir zaman surecinde ekolojik olarak kabul edilebilir GrGinlere dénismeli,
4- Uygulama alaninda kalabilmeli,
5- Cevrede birikme potansiyeli olmamali,
6- Biyolojik olarak aktif olmali,
7- Etkili olmali ve
8- Kullanicilar agisindan guvenilir olmalidir.
Ancak, giinimizde kullanilan higbir pestisit yukarida belirlenen ideal niteliklerin timine sahip
degildir. Cevresel 6zelliklerinin guincellik kazanmasi sonucu ¢evreye olan olumsuz etkileri nedeniyle

bazi pestisitler yasaklanmis ve kullanimi sinirlandiriimigtir.

1.6.1 Pestisitlerin Siniflandiriimasi

Pestisitler cesitli 6zellikleri géz 6niine alinarak siniflandirilir. Bu siniflandirmalar genellikle
formullasyon sekillerine, kullanildiklar zararlilara, metabolizmalarina, zehirliliklerine, etki sekillerine,
vicuttan atilmalarina ve viicuda giris yollarina, zararlinin biyolojik ddnemine gére yapilmasina karsin
en bilimsel siniflandirma kullanildiklari zararlilara ve etkili kimyasal madde grubuna gére
yapilandir(67,69-70).

a) Pestisitlerin Formulasyon Sekillerine Gore Siniflandiriimasi
v Tozilaglar

Islanabilir toz ilaglar

Kuru tohum ilaglari

Suda ¢o6zlnen tozlar

Soliusyonlar veya sulu ¢ozeltiler

Emdlsiyon konsantre ilaglar

Yazlik ve kiglik yaglar ( Beyaz ve sari yaglar )

Grantuller

Pelletler

Aerosoller

Zehirli yemler

Kapstul sekli verilmis formulasyonlar

Gubre karisimlari

Akici konsantreler

Yag konsantreleri ve yag sollsyonlari

AN N N N N N N N N N NI N RN

Cok dusiik hacimli ilaglamaya uygun olanlar
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b) Pestisitlerin Kullanildiklari Zararlilara Goére Siniflandiriimasi

4

AN N NN YR N U N N N N NN

insektisitler (Bécekleri dldirenler)
Algisitler (Algleri dldlrenler)

Fungisitler (Mantarlari éldurenler)
Fungustatikler (Funguslarin faaliyetini durduranlar)
Herbisitler (Yabanci otlari 6ldurenler)
Bakterisitler (Bakterileri dldurenler)
Akarisitler (Akarlari éldurenler)

Afisitler (Yaprak bitlerini dldurenler)
Molluskisitler (Yumusakgalari éldirenler)
Avenisitler (Kuslari kagiranlar)
Rodentisitler (Kemirgenleri éldirenler)
Nematositler (Nematodlar éldirenler)
Termitisitler (Karincalari élddrenler)
Pedikulisitler (Bitleri dldurenler)

c¢) Kimyasal Tiplerine Goére Pestisitlerin Siniflandirilmasi

v Organofosfatlar

v N-metil karbamatlar

v Klorlu hidrokarbonlar

v’ Bisditiyokarbamatlar

v Organotinler

v Botanik kokenli maddeler

v Arsenikler

v Fenoksialifatik asitler
v Piretrodiler

v Fenol tirevleri

v Mikrobiyaller

d) islevlerine Gore Pestisitlerin Siniflandiriimasi

v

v
v
v
v

\

Yaprak dokiciler (defoliants): Bitkilerin yapragini dokerek etkileyenler.

Kurutucular (dessicants): Bitkileri kurutucu etki yapanlar.

Dezenfektanlar: Mikroorganizmalari etkisiz hale getirenler.

Kagiricilar: Bécek ve kuslar kagiranlar (repellent).

Cekiciler (pheromonlar, yemler vb): Bocekleri onlari yok edecek sisteme dogru ¢ekenler ve
yonlendirenler.

Kisirlik yapan kimyasallar (kemosterilantlar): Béceklerde kisirlastirici etki yapanlar.

Blyume duzenleyicileri: Bocek veya bitkilerin blyimelerini geciktirenle veya hizlandiranlar.
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1.7 Trifloksystrobinin Yapisi

Trifloksistrobin molekuler formilG: CooH1gF3NoO4

CH;y

CFs . O

Sekil 1.19 Trifloksistrobinin yapisi

Cizelge 1.7 Trifloksistrobinin teknik 6zellikleri

Parametreler Ozellikler
Molekiil agirhigi 408,37 g/mol
Saflik %> 95

Erime Noktasi °C 72-73
Kaynama Noktas1 °C 312

Trifloksistrobinin 6zellikleri;
v' Dogal ortamda gelisen bir mantar tiriinden elde edilen bir metabolit olan trifloksystrobin,
mitokondri solunumunu engeller.
v Potansiyel hastaligi olusturan fungal spor ve misellerinin gelisimini engeller.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1 Materyal

Calismada kullanilan kimyasallar trifloksistrobin, akrilamid (AA), hidroksietil metakrilat (HEMA) ,
4-vinilpiridin (4-VP) , 1-vinil imidazol (1-VI) , etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) , asetonitril (ACN) , 1-1
Azobis siklo hekzankarbonitril, metanol (MeOH) , etanol (EtOH), asetik asit (CH3;COOH) Sigma (USA);
sodyum asetat (CH;COONa), dihidrojenfosfat (KH.PO,), dipotasyum hidrojenfosfat (K.HPO,), sodyum
hidroksit (NaOH) (Merck, Almanya). Bu ¢alismada kullanilan diger tim kimyasallar analitik safliktadir.

Calismada kullanilan ara¢ ve geregler ; FTIR (Perkin Elmer spectrum BX), UV-vis
spektrofotometre (Perkin Elmer), pH metre (inolab WTW series), inkibatér (GFL), analitik terazi,
otomatik pipet, ¢alkalayici, vortex.

SEM analizleri hizmet alimi kargihidinda yaptinlmigtir.

2.2 Yontem
2.2.1 Trifloksistrobin Standart Grafiginin Olusturulmasi

Trifloksistrobin damgali polimerlerin hazirlanmasi i¢gin ilk yapilan c¢alisma standart grafiginin
olusturulmasi agsamasidir. Bunun icin 500 mg/L’lik stok ¢Ozelti hazirlandi ve degisen seyreltme oranlari
kullanilarak 1 mg/L-50 mg/L aralidinda degisen konsantrasyonlarda bir seri standart ¢ézelti hazirlandi.
Absorbans dl¢climleri UV-Vis spektrofotometresinde trifloksistrobinin maksimum dalga boyu olan 247
nm’ de alind1.

2.2.2 Y1gin Polimerizasyon Yontemi ile Trifloksistrobin Damgali Polimerlerin Hazirlanmasi

Y1gin polimerizasyon yontemi uygulanarak trifloksistrobin damgali polimerlerin hazirlanmasinda
farkli monomerlerin kullaniimasi ile doért farkli polimer hazirlandi. Kalip molekil olarak 0,1 mmol
trifloksistrobin 2 mL ACN icinde ¢6ziildi. Uzerine her bir polimer érnegi igin fonksiyonel monomerden
0,4 mmol eklendi. Prepolimerizasyon ortamina ayrica sirasiyla 2 mmol ¢apraz baglayict ve 10 mg
polimerizasyon baslatici olan 1-1 Azobis-siklohekzankarbonitril ilave edildi. Ortamdan ¢6zinmus
oksijeni uzaklastirmak Uzere ¢ozelti 6nce 5 dakika ultrasonik banyoda tutuldu ve ardindan 5 dakika N»
gazindan gegirildi. 60 °C'de 24 saat su banyosunda inkiibasyondan sonra polimer (MIP) olusumu

g6zlendi. Kontrol polimerde (NIP) ayni kosullar altinda kalip molekil olmadan hazirlandi.
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Elde edilen polimerlerin ezilip &gdutilmesinden sonra, kalip molekilin polimerden
uzaklastiriimasi igin sirasiyla metanol: asetik asit (9:1), metanol ve aseton ile yikama yapildi. Yikama
adimlarindan sonra polimerler vakum altinda kurutularak yapilacak galismalarda kullaniimak tzere
oda kosullarinda saklandi.

Cizelge 2.1 Hazirlanan trifloksistrobin damgali polimerlerin kompozisyonu

Kalip Molekl Polimer Fonksiyonel Capraz Cdzgen Polimerizasyon
Monomer Baglayic Baslatici

0,17 mmol AA-EGDMA | 0,4 mmol 2 mmol 2mLACN | 10 mg 1-1 Azobis-

Trfloksistrobin Akrilamid EGDMA siklohekzankarbonitril

0,1mmol | HEMA- 0,4 mmol 2 mmol 2mLACN | 10 mg 1-1 Azobis-

Trifloksistrobin | egpma HEMA EGDMA siklohekzankarbonitril

0,1 mmol | 4-vp- 0,4 mmol 2 mmol 2mLACN | 10 mg 1-1 Azobis-

Trfloksistrobin | egpma A-Vinil EGDMA siklohekzankarbonitril
Piridin

0,1 mmal 1-vI- 0,4 mmol 2 mmol 2mLACN | 10 mg 1-1 Azobis-

Tnfloksistrobin | EgDma 1-Vinil EGDMA siklohekzankarbonitril
imidazol

2.2.3 Hazirlanan Polimerlerin Damgalama Etkinliklerinin Hesaplanmasi

Cizelge 2.1'de gorilen 4 farkh polimerin MIP ve NIP arasinda trifkloksystrobini baglama
yontemi ile dort farkli polimerin adsorpsiyon kapasiteleri (qe) ve damgalama etkinlikleri (a) asagidaki
bagintilardan hesaplanarak karsilastirildi.

Adsorpsiyon Kapasitesi: ge= (C0-Ce).V/m (1
m(g): Polimer miktari
Co (mg/L): Baslangig Trifloksistrobin Konsantrasyonu

Ce (mg/L): Baglanmayan Trifloksistrobin Konsantrayonu

V: Trifloksistrobin Cozeltisinin Hacmi

Damgalama Etkinligi a = ge (MIP) /qe (NIP) (2)

33



2.2.4 Geri Baglama Calismalarinin Optimizasyonu
2.2.4.1 Geri Baglama Uzerine pH'in Etkisi

Kullanilan farkh fonksiyonel monomer ile hazirlanan polimerler Uzerinde bir¢ok farkli kosulda
geri baglanma galismasi yapildi. Bu ¢galismada amag¢ 9:1 oraninda hazirlanan metanol: asetik asit ve
metanol yikama c¢dzeltileri ile ortamdan ¢ekilen kalip molekiliin ortama tekrardan ilave edilmesi ile
polimer Uzerinde gergeklesen tutunma miktarini hesaplamaktir.

Bu calismada asetonitril igerisinde hazirlanmis 500 mg/L’lik trifloksistrobin stok ¢ézeltisi dnce pH
4.0-10.0 arasinda hazirlanan tampon ¢ozeltileri (0,01 M pH 4.0 ve pH 5.0 asetat tamponu, 0,01 M pH
6.0, pH 7.0 ve pH 8.0 fosfat tamponu, 0,01 M pH 9.0 ve pH 10.0 glisin-NaOH tamponu) ile 100 mg/L
olacak sekilde seyreltildi. Daha sonra test tuplerine tartilan 10 mg MIP ve NIP Uzerine farkli tampon
araliklarinda hazirlanmis 2 mL 100 mg/L trifloksistrobin ¢ozeltisi eklendi. Dort saat inklbasyon
stiresinden sonra polimerler 10000 rpm’de 15 dk santrifiljlendi. Ust fazlarin absorbans élgiimleri 247

nm’ de UV-Vis spektrofotmetresinde yapilarak baglanmayan trifloksistrobinin absorbansi 6l¢ilda.

2.2.4.2 Optimum Polimer Miktarinin Belirlenmesi

Kalip molekiliin polimerden uzaklastirildiktan sonra kesikli tip baglama ¢alismalarinda
kullanilacak optimum polimer miktari bir dnceki adimda belirlenen uygun geri baglama ortaminda
hazirlanan trifloksistrobin ¢ozeltisi (100 mg/L) kullanilarak belirlendi. Damgalama etkinligine (a) gore
segilen polimerler (MIP ve NIP), 5-50 mg olacak sekilde test tiiplerine tartildi. Uzerlerine 2 mL 100
mg/L trifloksistrobin ¢ozeltisi eklendi ve tipler oda sicakliginda orbital ¢alkalayicida 400 rpm’de 4 saat
inkiibasyona birakildi. Gram polimer basina baglanan trifloksistrobin miktari hesaplanarak

¢alismalarda kullanilacak olan optimum polimer miktari belirlenmis oldu.

2.2.4.3 Optimum Geri Baglama Siirenin Belirlenmesi

Polimerler Gzerinde geri baglama kosulu ve optimum polimer miktari belirlendikten sonra geri
baglamanin dengeye geldigi sirenin belirlenmesi icin hem MIP ve NIP’ten belirlenen miktarda test
tiplerine tartildi ve Uzerlerine uygun tamponda hazirlanmis 2 mL 100 mg/L trifloksistrobin ¢ozeltisi
eklendi. Tlpler oda sicakliginda orbital galkalayicida 400 rpm’de degisen surelerde (0-300 dk)
inkibasyona birakildi. Polimere baglanan ftrifloksistrobin miktari, trifloksistrobinin baslangi¢

miktarindan baglanmayan trifloksistrobin miktarinin farki alinarak hesaplandi.
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2.2.4.4 Kesikli Sistemle Damgali Polimerin Trifloksistrobin Baglama Kapasitesinin Belirlenmesi

MIP ve NIP polimer Gzerinde geri baglama kosullarinin optimizasyonundan sonra polimerin
trifloksistrobin baglama kapasitesini belilemek amaciyla ACN'de hazirlanmis stok 500 mg/L’lik
trifloksistrobinden yola c¢ikarak farkli konsantrasyonlarda (5-40 mg/L) bir seri ¢ozelti hazirland..
Calisma belirlenen MIP ve NIP polimer miktarindan test tlUplerine tartildi Gzerlerine 2 mL farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan trifloksistrobin ¢dzeltisinden ilave edildi ve tupler oda sicakliginda
orbital cgalkalayicida 400 rpm’de belirlenen optimum surede inkibasyona birakildi. Bu slrenin
sonunda gram polimer basina baglanan pestisit miktari hesaplandi. Bununla birlikte elde edilen

degerler kullanilarak Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izoterm hesaplamalari yapildi.

2.2.5 Trifloksistrobin Damgali Polimerlerin Kati Faz Ekstraksiyonunda (SPE) Dolgu Materyali
Olarak Kullanimasi

2.2.5.1 Gergek Orneklerin Uygulanmasi

Bir litrelik behere yabanci maddelerden ayriimis olan Gzimlerden 200 g tartildi ve blenderden
gecirilerek UzUmlerin parcalanmasi saglandi. Parcalanmis Uzim Uzerine 50 mL hidroklorik asit
¢Ozeltisi eklendi ve yaklasik bir saat boyunca ara ara karistirilarak bekletildi. Daha sonra beherdeki
Uzim 6rnegi tzerine 200 mL kloroform konuldu, karistirildi ve faz ayrimi olduktan sonra kloroform fazi
baska bir behere stzildi. Her seferinde 200 mL kloroform kullanilarak bu islem iki kez tekrarlandi.
Beherde toplanmig ekstraktin tamami bir ayirma hunisine aktarildi. Ayirma hunisinde kloroform ve su
tabakalarinin ayrilmasi igin bekletildi ve sonra kloroform tabakasi bagka bir behere alindi. Kloroform
ekstraktina yaklasik 10 g sodyum sillfat katilarak ortamdaki suyun uzaklastiriimasi saglandi. Bu
ekstrakt siizge¢ kagidindan gegcirilerek baska bir behere stizildi. Beherde kalan sodyum sulfat 50 mL
kloroform kullanilarak yikandi ve 6nce suzilmuls olan kloroform ekstraktina ilave edildi. Kloroform
ekstrakti, bir su banyosu Uzerinde ve hafif bir hava akimi altinda kurumaya yakin bir duruma kadar
buharlastirildi. Kalinti az miktarda asetonitrilde ¢ézuldi ve son hacim 5 mL’ye 0,01 M pH 5.0 asetat

tamponuyla tamamlandi.
2.2.5.2 Uziim Orneklerine Standart Katma Yénteminin Uygulanmasi

Ekstrakte edilen Gzim o6rneklerinde ftrifloksistrobin orani disuk oldugundan dolayi standart
katma yontemi uygulandi. 500 mg/Llik trifloksistrobin stok ¢dzeltisinden yola ¢ikilarak analit varliginda

(analit miktari 0,1 mL) son hacim 5 mL olacak sekilde bir seri standart ¢ézelti hazirlandi (10-50 mg/L)
ve yeni bir standart katma grafigi olusturuldu.
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2.2.5.3 Uziim Orneklerinin Kati Faz Ekstraksiyonuna Uygulanmasi

Trifloksistrobin baglama etkinligi ylksek olan damgali polimer kolon dolgu maddesi olarak
kullanildi. Kolon kapasitesi, kolondan geri kazanilan miktar ve % geri kazanim hesaplari yapildi. Bu
amagla 3 mm gapli ve 65 mm uzunlugundaki kolonun en altina cam pamugu yerlestirildi. Uzerine 25
mg Ornek polimer konuldu ve polimerin (zerine tekrar cam pamugdu konularak kolon hazirlandi.
Kolondan o6ncelikle 3x1 mL su-etanol karisimi (9:1) gegirilerek sartlandirma islemi gergeklestirildi.
Daha sonra kolondan 3x1 mL 30 mg/L’lik trifloksistrobin ¢ozeltisi gegirilerek kolona ylkleme yapildi.
Kolon tekrardan 3x1 mL su-etanol karigimi (9:1) ile yikandi ve son olarak baglanmis olan
trifloksistrobini kolondan elie edebilmek igin kolon 3x1 mL metanol-asetik asit karisimi (7:3) ile
yikandi. Bu agsamalarda kolondan elle edilen fraksiyonlarin 247 nm’de d&lgumleri alinarak ilgili

parametreler hesaplandi.

2.2.6 Trifloksistrobin Damgali Polimerin Karakterizasyonu
Trifloksistrobin damgali polimerin karakterizasyonu FT-IR analizi ve SEM analizi ile yapildi.
2.2.6.1Trifloksistrobin Damgali Y1gin Polimerlerin FT-IR Analizi
MIP ve NIP polimerlerin FT-IR analizi i¢cin Perkin EImer 100 Series cihazi kullanildi. Bunun
icin 100 mg KBr icerisinde 1 mg olacak sekilde polimerler havanda karistirilarak ezildi. Homojen hale
gelmis 6rnek disk haline getirilerek FT-IR analizi yapildi.

2.2.6.2 Trifloksistrobin Damgali Yigin Polimerlerin SEM Analizi

MIP ve NIP polimerlerin SEM analizleri hizmet alimi karsilhiginda yaptiriimistir.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

Molekuler damgali polimerler (MIP’ler) segici sorbentler olup dogal reseptérlere gore basta
fiziksel ve kimyasal stabilite olmak lzere birgok avantaja sahiptir. Ayni zamanda hazirlanmalari kolay,
kararli ve ucuzdur. MIP igin en uygun ydntemin bulunmasi ise zaman ve madde kaybi olan bir
islemdir(5). MIP’ler afinite kromatografisi, sensor teknolojisi, ve kataliz olmak Uzere pek ¢ok alanda
uygulama alani bulan sentetik reseptdrlerdir. Molekller tanima yetenegine sahip MIP’ler, afinite
ayirma materyali olarak kullanilanabilirler. Bugtine kadar birgok molekiler damgalama g¢alismasinda
yigin polimerizasyon yoéntemi ile énemli avantajlari nedeniyle monolitik adsorbentler hazirlanmistir.
Damgalama isleminde basta hedef molekil, fonksiyonel monomer, g¢apraz bagdlayici, porojen ve
baslatici olmak Uzere bes farkli bilesenin oldugu distnulirse en uygun kompozisyonun elde edilmesi
kolay degildir(71). Hedef molekilin 6zelliklerine goére tasarlanarak hazirlanan polimerlerden hedef
molekulin uzaklastirimasi ile elde edilen kavitelerin morfolojileri veya stereokimyasi Uzerinden
molekiller spesifik olarak taninirlar.

Pestisitler tarimsal Urlnlerin yetistiriciligi, depolanmasi, tasinmasi, dagitimi sirasinda veya
gidalarin, zirai Urtinlerin islenmesi sirasinda istenmeyen zararlilari ve tirlerini 6nlemek, yok etmek ve
kontrol etmek igin kullanilan kimyasal maddelerdir. Pestisitleri kimyasal yapilarina gére siniflandirmak
oldukga zordur. Bu nedenle genellikle etkili madde gruplarina gére siniflandirilirlar. Etki gruplarina
gore siniflandirildiklarinda insektisitler, akarisitler, nemasitler, fumigantlar, rodentisitler ve
molluskisitler, fungisitler, herbisitler olarak gruplandirilabilifler. Bu ¢alismada kullanilan trifloksistrobin
pestisit etki gruplarina gore siniflandinldiginda fungisitler grubunda yer alir. Trifloksistrobin pestisiti
strobilurin grubundan aktif bir maddedir ve mitokondri solunumunu engeller.

Trifloksistrobinin kalip molekll olarak kullanildi§i damgali polimerlerin hazirlanmasi ve
hazirlanan damgali polimerin kati faz ekstraksiyon dolgu materyali olarak kullanilip Gzim
orneklerinden ftrifloksistrobinin  se¢cimli ayriminin gergeklestirimesi bu c¢alismanin amacidir.
Trifloksistrobinin damgali polimerlerin hazirlanmasinda doért farkli fonksiyonel monomer kullanildi,
Hazirlanan polimerler Uzerinde farkli ¢ozgen sistemleri denenerek ftrifloksistrobin baglama
karakteristikleri incelendi ve en iyi sonucun alindidi polimer sistemi Uzerinde optimizasyon ve
karakterizasyon caligmalari yapildi.

3.1 Trifloksistrobin Damgali Polimerlerin Hazirlanmasi
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Bu calisma kapsaminda yigin polimerizasyon yoéntemiyle trifloksistrobin damgali polimerler
hazirlandi. Trifloksistrobin pre-polimerizasyon ¢ozeltisi igerisinde fonksiyonel monomerler ile hidrojen
bag yapma ve hidrofobik etkilesimler yapabilecek kapasitesiye sahip fonksiyonel gruplar igceren bir
pestisittir. Basarili bir damgali polimerin sentezlenmesinde en dnemli parametre kalip molekil ile
spesifik olarak etkilesime girebilecek fonksiyonel monomerin secimidir. Farkli 6zellikte monomerin
birlikte kullanimi (asidik veya bazik karakterde) basarili bir damgali polimer olusumuna neden
olabilecegi gibi bu monomerler kalip molekil yerine kendi aralarinda etkilesme yoluna gidebilirler.
Kullanilan monomerlerden biri asidik digeri bazik karakterde ise her ikisi de kalip molekdl ile ya da
kendi aralarinda gugli baglar yapmaya ¢alisacagindan olusan polimerde non-spesifik tanima bdlgeleri
olusur ve spesifik tanima orani disebilir.

Molekiler damgalamada fonksiyonel monomer segimi blytk énem tasir ¢lnkl fonksiyonel
gruplar arasindaki etkilesimler MIP’lerin afinitesini belirler. Etkilesim sayisi ne kadar fazla ise o kadar
iyi sonu¢ alinir. Farkli tipteki etkilesimler MIP’in spesifikligini etkiler. Ayni zamanda fonksiyonel
monomerler damgalama bdlgelerindeki etkilesimlerden sorumludurlar. Non-kovalent etkilesimlerde
polimerizasyon ortamina fonksiyonel monomerlerin kalip molekile gore asirisi konarak dengenin kalip
molekil-monomer kompleksi olusumu yénline kaymasi saglanir. Kalip molekil:monomer orani bu tip
etkilesimlerde 1:4 veya daha fazla alinmaktadir. Bu ¢alismada da kalip molekul: fonksiyonel monomer
orani 1:4 oraninda olacak sekilde hazirlandi ve ¢alismalarda molekil:monomer kompleksi olusumu
g6zlendi. Olusan bu polimerlerde dikkat edilmesi gereken bir dijer noktada hedef molekilin veya
analoglarinin geri baglanmasinin hizli bir sekilde gergeklesmesidir.

Trifloksistrobinin kalip molekul olarak kullanildigi damgali polimerlerin hazirlanmasinda
fonksiyonel monomer olarak akrilamid (AA), hidroksietil metakrilat (HEMA), 4-vinil piridin (4-VP) ve 1-
vinil imidazol (1-VI) ile capraz baglayici etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) kullanilarak farkh
kompozisyonda polimerler yigin polimerizasyon yontemi ile hazirlandi. Bu monomerler kalip molekdil

ile hidrojen bag yapabilme veya hidrofobik etkilesime girebilme kapasitelerine gore segildi.
3.2 Trifloksistrobin Standart Grafiginin Olusturulmasi
ACN'de hazirlanmig 500 mg/L stok trifloksistrobinden yola cikilarak 10-50 mg/L araliginda

standart ¢ozeltiler hazirlandi. 247 nm’de alinan aborbans degerleri konsantrasyona karsi grafige

gegirilerek standart grafigi olusturulmus oldu.
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Sekil 3.1 Trifloksistrobin standart grafigi
3.3 Hazirlanan Polimerlerin Geri Baglama Galismalarinin Degerlendirilmesi

Genel olarak iyonik etkilesimler hidrojen bag etkilesimlerinden daha guglidur. Bununla birlikte
karboksil monomerler ile hedef molekil arasinda hidrojen bag etkilesimleri s6z konusu oldugu
durumlarda polar ¢ézgenlerin kullanimi bu etkilesimlerin zayiflamasina neden olur. Bu nedenle polar
¢bzgen kullanilarak hazirlanan MIP’ler zayif tanima veya bazi durumlarda hi¢ tanimama o6zelligi
gOsterirler(29). Gugllu hidrofobik etkilesimlerin 6n planda oldugu durumlarda ise polar ¢ézgenlerin

kullanimi daha etkin olmaktadir.
3.3.1 Trifloksistrobin Damgali Yigin Polimerlerin Geri Baglama Kosullarinin Optimize Edilmesi

Y1gin polimerizasyon yéntemiyle akrilamid, hidroksietil metakrilat (HEMA), 4-vinil piridin (4-VP)
ve 1-vinil imidazol (1-VI) fonksiyonel monomerleri ile etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) capraz
baglayicisi ile hazirlanan MIP ve NIP polimerler, kullanilarak geri baglama calismalari gerceklestirildi.
Hazirlanan polimerlerden secimliligi yiksek polimerin belirenmesi amaciyla yapilan 6n ¢alismada
ACN’de hazirlanan 500 mg/L trifloksistrobin stok ¢ozeltisi, bidistile su ile 100 mg/L’'e seyreltildi ve
deneysel kisimda belirtilen yéntem uygulandi. Polimerler Gizerine baglanan trifloksistrobin miktarindan
giderek adsorpsiyon kapasiteleri (ge), ve damgalama etkinlikleri (segicilik) (a) hesaplandi (Cizelge3.1).
Damgalama etkinligi a, iki molekil arasindaki denge assosiyasyonu veya dissosiyasyonunun
oranlanmasiyla belirlenir. Nonkovalent damgali polimerler i¢in segiciligin 1,1’in Uzerinde olmasi

beklenir. Yiksek assosiyasyon sabitine sahip damgali polimerler ylksek segicilik gésterirler.
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Cizelge 3.1 Farkli monomerler kullanilarak hazirlanan polimerlerin trifloksistrobini baglama etkinligi

acisindan karsilastiriimasi

Tutulan Miktar

Polimer MIP (mg/g) NIP(mg/g) Damgalama Etkinligi (a)
1-VI-EGDMA 0,6 0,34 1,76
4-VP-EGDMA 1,14 0,75 1,52
AA-EGDMA 1,23 0,91 1,35
HEMA-EGDMA 0,56 0,54 1,03

3.3.2 Geri Baglama Uzerine pH’in Etkisi

Biyolojik tanima genel olarak sulu tampon sistemlerinde pH’nin bir fonksiyonu olarak gerceklestigi
icin molekller damgali polimerlerin biyomolekdlleri taklit etmesi agisindan sulu sistemlerde tanimanin
gerceklesmesi 6nemlidir. Ayrica hedef molekdl ile MIP arasindaki mimkun etkilesimlerin sayisi kadar,
baglanma bdlgesinin mikrogevreside MIP’in hedef molekuli ne kadar etkili bir sekilde taniyabilecegini
belirlemektedir. Bu nedenle MIP’in sentezlendigi kosullar ile geri baglama kosullarinin kantitatif olarak
bir karsilastirimasinin yapilmasi ¢ok zordur. Hedef molekilin taninmasinda iyonik etkilesimlerin
belirleyici oldugu bir g¢alismada iyonik siddetin ve tampon kompozisyonunun tanimada olan etkisi
calisiimistir. Bu ¢alismaya goére MIP’in hedef molekull tanimasinda tampon tirtinden ¢ok baglamanin
gercgeklestirildigi ¢ézeltinin iyonik siddetinin buytk rol oynadigi gortlmastir (29,72).

Tampon-organik ¢dézgen ortaminda geri baglanmanin incelenmesinde bu nedenle tamponun
iyonik siddeti 0,01 M olarak secildi. Farklanan polimer miktari ve sabit trifloksistrobin
konsantrasyonunda geri baglanma c¢alismalari yapildi. Bu ortam kosullarinda hazirlanan polimerler
uzerinde pH 4.0 ile pH 10.0 araliginda yapilan ¢alismalar sonucunda baglanmanin en uygun 0,01 M
asetat tamponunda (pH 5.0) oldugu ve kullanilan monomerlerden en iyi baglanmanin 1-vinil
imidazolde gergeklestigi belirlendi(Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 pH 4.0-10.0 araliginda yapilan geri baglama ¢alismasi (100 mg/L trifloksistrobin,10 mg
1-VI-EGDMA NIP (-o-) ve MIP(-e-), 4 saat inkiibasyon)
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3.3.3 Optimum Polimer Miktarinin Belirlenmesi

Bu calismada en iyi geri baglamanin 1-vinil imidazol-EGDMA polimeriyle ve 0,01 M asetat
tamponunda (pH 5.0) gergeklestigi gortldi. Sonraki galismalarda kullanilacak optimum polimer
miktarinin belirlenmesi amaciyla 500 mg/L’lik trifloksistrobin stok ¢ézeltisi 100 mg/L’e 0,01 M asetat
tamponu (pH 5.0) ile seyreltildi ve bu ¢dzeltiden 2 mL olacak sekilde 5-50 mg arasinda degisen
miktarlarda MIP ve NIP polimerler Gzerine eklendi. 4 saat inkUbasyondan sonra, 6rnekler 10000
rom’de 15 dk santrifiijlendi. Ust fazlarin élgiimleri UV-Vis spektrofotometrede 247 nm de gergeklestirdi.
Gram polimer bagina tutulan trifloksistrobin miktari hesaplandi ve bu dederler degisen polimer
miktarina karsi grafige gecirildi. Sekil 3.3 ‘de goruldigu Uzere polimer miktari degistikce MIP’le NIP
arasinda trifloksistrobini baglama agisinda farklanma olmaktadir. 20 mg polimer miktarinda
trifloksistrobini baglama acisindan MIP ile NIP arasindaki fark en fazladir. Bu nedenle diger

¢alismalarda 20 mg polimer kullanilarak devam edildi.

30 -
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Sekil 3.3 Degisen polimer miktarlarina karsi geri baglanmanin incelenmesi, (100 mg/L trifloksistrobin,

0,01 M asetat tamponu pH 5.0, 4 saat inkiibasyon)
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3.3.4 Geri Baglanma Galismalarinda Geri Baglama Siiresinin Belirlenmesi

Bu calismada en iyi geri baglamanin 20 mg 1-vinil imidazol ile sentezlenmis polimer Uzerinde ve
0,01 M asetat tamponu (pH 5.0) varliginda gergeklestigi belirlendikten sonra geri baglama
¢alismasinda optimum inkUbasyon suresi belirlendi. Bu amagla 20 mg polimer Uzerine 2 mL 100
mg/L’lik trifloksistrobin (0,01 M asetat tamponu (pH 5.0) g¢6zeltisiden ilave edildi ve 15-300 dakika
araliginda inklibasyona birakildi. Bu islem sonrasi polimerler 10000 rpm ‘de 15 dk santrifijlendi ve Ust
fazlarin UV-vis spektrofotometrede 247 nm de odlcimleri alindi. % Adsorplanan miktar degerleri

hesaplanarak sureye kargsi grafige gegirildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 inkiibasyon siresinin geri baglanma calismalari (izerine etkisi. (100 mg/L trifloksistrobin,

0,01 M asetat tamponu pH 5.0, 20 mg polimer)

Sekil 3.4'de goruldigu gibi 15-300 dk aralijinda inklibasyona birakilan MIP ile NIP polimerlerde
trifloksistrobini baglama acgisindanen fazla farklanma 180 dakikada gorildi. Bu nedenle diger
calismalarda bu stire 180 dk sabit tutularak devam edildi.

3.3.5 Trifloksistrobinin Degisen Konsantrasyonlarinda Geri Baglanma Calismalarinin
incelenmesi

Bu galismada hazirlana polimerin trifloksistrobin baglama kapasitesinin belirlenmesi amaciyla
asetat tamponu (pH 5.0) ile seyreltilen 5-40 mg/L’lik ¢ozeltiler 2 mL olacak sekilde 20 mg MIP ve NIP
Uzerine eklenerek 3 saat inkibe edildi. Bu islem sonrasi polimerler 10000 rpm ‘de 15 dk santrifijlendi
ve ust fazlarin UV-vis spektrofotometrede 247 nm de olgiimleri alindi. Polimerler Gzerinde tutulan

trifloksistrobin mg/g deg@erleri hesaplanarak konsantrasyona kargsi grafige gegirildi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5 Degisen trifloksistrobin konsantrasyonlarinda geri baglama c¢alismasi.
(0,01 M asetat tamponu pH 5.0, Polimer Miktari: 20 mg , inkiibasyon Siiresi : 3 saat )

Sekil 3.5de goruldugu Gzere 5-50 mg/L araliginda degisen konsantrasyonlarda geri baglama
calismalari yapildi. MIP ile NIP arasindaki farklanmanin en ¢ok 30 mg/L’de oldugu goéruldi. Bununla
birlikte damgali polimerin ftrifloksistrobini badlama kapasitesi ¢izilen grafikten 3,3 mg/g olarak
belirlendi.

3.3.5.1 Langmuir ve Freundlich Adsorpsiyon izotermlerinin Gizilmesi

Adsorpsiyon sistemlerinin belilenmesinde adsorpsiyon izotermleri temel gereksinimlerden
biridir. Bu galismada trifloksistrobinin MIP ve NIP lzerine adsorpsiyonu Langmuir ve Freundlich
modelleri ile incelendi. 1/ge karsi ¢izilen 1/Ce grafiginden Langmuir degerleri olan Q° ve b degerleri
belirlendi. Korelasyon degerleri NIP igin (R?=0,902) MIP’e gére (R°=0,875) daha yiiksek bulundu
(Cizelge 3.2).
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Sekil 3.7 MIP, 1-VI-EGDMA Polimerinin Langmuir izotermi

Cizelge 3.2’de goruldugu gibi Langmuir izoterimindeki R_ degerleri 0< R_ < 1 araliginda yer
almaktadir. 1-vinil imidazol fonksiyonel monomeri ile sentezlenmis kontrol ve 6érnek damgali polimerler
Uzerine trifloksistrobinin baglanmasi istemlidir.

Adsorpsiyon izotermi galismasi ayni zamanda log ge karsi gizilen log Ce Freundlich izotermi ile
de incelendi. NIP (R®=0,844) ve MIP (R°=0,685) icin gizilen grafiklerin korelasyon degerleri
kiyaslandiginda Langmuir izotermi degerlerine gére bu degerlerin daha dusik oldugu ve bu nedenle
hazirlanan 1-VI-EGDMA polimerleri (zerine frifloksistrobinin adsorpsiyon izoterminin Langmuir'e

uydugunu goérulmektedir.
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Sekil 3.9 MIP, 1-VI-EGDMA polimerinin Freundlich izotermi
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Cizelge 3.2 Langmuir ve Freundlich izoterm verileri

Langmuir izoterm Verileri Freundlich izoterm Verileri

Polimer | Q%molg™") | b (Lmol™") | R. R? Kf n R?
NIP 3,94 0,357 0,1 0,902 1,61 417 0,844
MIP 3,51 0,676 0,047 0,875 1,93 6,45 0,685

3.4 Trifloksistrobin Damgali Polimerlerin Kati Faz Ekstraksiyon Caligsmalan

Kati Faz Ekstraksiyonu (SPE) adsorbanin (tutucunun) sabit faz olarak hareket ettigi basit bir
kromatografik bir yéntemdir. Ozellikle sulu drneklerin analizi icin uygundur. Tipik bir SPE uygun bir
¢6zicl (veya su) ile muamele edilerek kolonun sartlandiriimasi ile baslar. Sonra, analit uygulandigi
zaman analitle birlikte istenmeyen diger matris bilesenleri de adsorban ylzeyinde tutunabilir. Yikama
adimiyla da tutunmus olabilecek bozucu bilesikler uzaklastirilir. Sonugta analit uygun bir ¢ozlcu ile

elte edilir ve analiz i¢in hazir hale getirilmis olur.

3.4.1 Uziim Orneklerinin MIP-SPE Kolonuna Uygulanmasi

Molekuler damgali polimeri dolgu maddesi olarak kullandigimiz SPE kolonuna Gzim &rneklerini
uygulamadan énce bir ekstraksiyon islemi uygulandi. Ekstrakte edilen drnegin trifloksistrobin miktarini
hesaplamak icin standart katma yontemi uygulandi. Bu yontemde 6nce 500 mg/L’lik trifloksistrobin
stok ¢ozeltisi, her bir tipte ekstrakte edilen 0,1 mL Gzim 6rnegdi sabit olacak sekilde, 10- 50 mg/L
araliginda seyreltildi (son hacim 5 mL, 0,01 M asetat tamponu pH 5.0) ve bir standart grafigi
olusturuldu. Elde edilen veriler ile standart katma grafigi cizildi.(Sekil 3.10). Grafikten egrinin x eksenini

kestigi noktadaki deger alinarak Gzim 6rneginde trifloksistrobin miktari 17,5 mg/kg olarak hesaplandi.
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Sekil 3.10 Standart katma yontemi ile standart egrisinin olusturulmasi

Bu calismada hazirlanan damgali polimerin adsorban olarak kullanildidi bir kati faz ekstraksiyon
calismasinda ilk olarak kolonun ucuna cam pamugu yerlestirildi. Uzerine dolgu maddesi olarak
kullanilacak damgali polimer konuldu ve tekrar kolona cam pamugu yerlestirildi. Bu adimdan sonra
kolondan 3x1 mL su-etanol (9:1) gegirilerek kolon sartlandirildi. Ardindan 0,1 mL analit iceren 3x1 mL
38,5 mg/L’lik 6rnek gegcirilerek adsorpsiyon agamasi tamamlandi. Bu sekilde ¢ozeltinin 3 kez kolondan
gecirilmesi ile toplamda 115,6 mg/L trifloksistrobin ¢dzeltisi kolona uygulanmis oldu. Zayif tutunmus
trifloksistrobinin uzaklastiriimasi icin kolon 3x1 mL su-etanol (9:1) ile yikandi. Kolonda tutunan
trifloksistrobin miktari 104 pg olarak hesaplandi. Daha sonra kolondan 3x1 mL metanol-asetik asit
(7:3) ve 3x1 mL asetonitril gecirilerek elisyon asamasi tamamlandi. Bu asamada kolonda tutulan
trifloksistrobinin 96,25 ug’t geri alinmis oldu. Son adimda kolondan metanol gegcirilerek bir sonraki
kullanim igin birakildi. Toplanan analitlerin UV-Vis spektrofotometrede 247 nm de olgiimleri alinarak

kolon kapasitesi, geri kazanilan miktar ve % geri kazanim hesaplamalari yapildi.

Cizelge 3.3 MIP-SPE kolonuna Gzim 6rneklerinin uygulamasi

Kolon Kapasitesi Geri Kazanilan Miktar % Geri Kazanim

4,16 mg/g 96,25 mg/L %92,5

47



3.5 Trifloksistrobin Damgali Polimerin Karakterizasyonu

3.5.1 Trifloksistrobin Damgali Polimerin FT-IR Analizi

Trifloksistrobin damgali polimerin ortamda trifloksistrobin olmadan ve trifloksistrobin
uzaklagtirimadan hazirlanan polimerin FT-IR analizi yapildi. Buna goére her iki FT-IR analizinde 2950-
2983 cm-1 band araliginda goérulen alifatik CHgz'lere ait olan pikin ¢apraz baglayici EGDMA’ya ait
oldugu bilinmektedir. 1731 cm-1 bandinda gorilen pikin N=CH’a yani fonksiyonel monomer olarak
kullanilan 1-vinil imidazole ait oldugu dustniimektedir. Uzayan polimer zincirinin karbonil gruplarina
ait (C=0) pik ise 1733 cm-1'de yer almaktadir. Trifloksistrobin damgali polimerde, trifloksistrobinin
yapisindaki  (C-F)’ un varligi, yikanmamig MIP'in FT-IR analizi yapilarak goézlenmeye caligildi.
Trifloksistrobin damgali polimerde bulunan (C-F) piki alil halojenlerin bulundugu 1400-1000 cm-1
araliginda goéralmUstir. Yikama sonrasi pik siddetlerindeki azalma ortamdan trifloksistrobinin

uzaklastirildigini géstermektedir (Sekil 3.11).

A) NIP
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B) Yikanmamis MIP
Sekil 3.11 Trifloksistrobin damgali polimerlerin FT-IR analizi

3.5.2 Trifloksistrobin Damgali Polimerin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile Analizi

Taramali Elektron Mikroskopu yuksek ¢ézundrlUkli resim olusturmak icin vakum ortaminda
olusturulan ve ayni ortamda elektromagnetik lenslerle inceltilen elektron demeti ile incelenecek
malzemeyi analiz etme imkani sunar. Mikroskopta olusturulan resimler, elekiron demetinin malzeme
ile olan etkilesiminden ortaya ¢ikan isimalar veya geri yansiyan elektronlar sayilarak olusturulur.

SEM analizinde bulanik bir 6rnegin ylzeyi ince bir elektron demeti ile taranir; 6rnek énceden bir
isik iletici film ile kaplanmistir ( buharlastirma ile). Demet 6rnege carptidi zaman c¢ikan ikincil
elektronlar (geri sacilan elektronlar) veya X-igini fotonlarinin (elektron mikroskopta) toplanmasiyla
olusan bir sinyal, bir televizyon tipinde elektron demetinin siddetini diuzeltmede kullanilir ve
mikroskop demetiyle senkronize bir tarama yapar. Bu sinyal 6rnede gore genis mesafelerde kuguk
oldugundan, goéruntulerin derinligi blyUktir ve tUg¢ boyutlu bir gértnta verirler. Resolusyon siniri 100 A°
dolayindadir.

a b c
Sekil 3.12 NIP SEM goruntisu a) 1000x b) 5000x ¢) 25000x biyitme
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Sekil 3.13 Trifloksistrobin damgalanmis yikanmamig polimer SEM goriintlist a) 1000x b)5000x
¢) 25000x buyitme

Sekil 3.14 Trifloksistrobin damgalanmig yikanmis polimer SEM géruntusi a) 1000x b) 5000x
c) 25000x buyutme

SEM analizi sonucu kontrol polimerinde ve trifloksistrobin damgali yikanmamis polimerin
yapisinda az miktarda gézenege rastlandi(Sekil 3.12)(Sekil 3.13) Trifloksistrobin damgali polimerleri

yikadigimizda gbézenek sayisinda artis oldugu gozlendi.(Sekil 3.14).
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