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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

MANYETIK POLIMERLERIN SENTEZi, KARAKTERIZASYONU VE
AYIRMA ISLEMLERINDE KULLANIMININ INCELENMESI

Eren YILDIRIM

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Miihendisligi Anabilim Dal

Damsman : Prof. Dr. Tiilin Banu IYIM
II. Danisman : Dog. Dr. Serkan EMIK

Son yillarda, 6zellikle biyomedikal alanlardaki ¢alismalarda dikkat ¢eken manyetik temelli
partikiillerin en biiylik avantajalarindan bir1i mikro ve nano boyutlu olarak {iretilebiliyor
olmasidir. Buna karsin toksisite ve oksidasyona karsi savunmasiz olmalarindan dolay1 ylizey
modifikasyonu ¢aligsmalar1 hiz kazanmistir. Ayrica yiizey modifikasyon islemi kullanim alanina
gore malzemeye spesifik ve lstlin 6zellikler kazandirmaktadir.

Bu tez kapsaminda, birlikte ¢oktiirme yoOntemi kullanilarak senztezlenen FesOs nano
partikiillerinin yiizeyleri, su bazli ferro —akigkan elde etmek amaci ile iki tabakali olarak oleik
asit 1le kaplanmistir. Daha sonra ¢apraz baglayici olarak kullanilan NMBA ve farkli oranlarda
kullanilan (0.375, 0.50, 0.75, 1.0, 1.5) akrilamid monomeri ile ters emiilsiyon polimerizasyonu
gerceklestirilerek, ¢ekirdek-kabuk yapida manyetik polimerik partikiiller (MPP)
sentezlenmistir. DNA saflastirilmasi iglemlerinde kullanilmasi planlanan MPP’lerin yiizeyleri
modifiye edilerek amino fonksiyonel 6zellik kazandirilmistir. Son olarak, nihai iiriinler olan
modifiye MPP’ler pH 5°de DNA adsorpsiyonu ve pH 10°da DNA desorpsiyonu ¢alismalarinda
kullanilmistir.

Analiz ¢alismalart 15181nda elde edilen veriler gz oniin alindiginda, partikiil boyutu 180 nm
(~0,2um) olan, amino fonksiyonel poli(akrilamid) ile kaplanmis, ¢ekirdek kabuk yapisinda
manyetik partikiiliin basariyla sentezlendigi ve bu partikiillerin DNA izolasyonunda
kullanabilecegini belirlenmistir.
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Anahtar kelimeler: Magnetit, Manyetik demir oksitler, DNA izolasyonu.
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In recent years, one of the greatest advantages of magnetically-based particles, which are
particularly noteworthy in studies in biomedical fields, is that they can be produced in micro-
and nano-dimensions. However, due to their vulnerability to toxicity and oxidation, surface
modification studies have been accelerated. In addition, the surface modification process gives
specific and superior properties to the material according to the usage area.

In this thesis, the surfaces of FesO4 nanoparticles, which produced by co-precipitation method,
were coated with oleic acid bilayer due to the aim of obtaining a water-based ferro-fluid. Then,
core-shell type magnetic polymeric particles (MPP) were synthesized by performing the inverse
emulsion polymerization of acrylamide monomer at different ratios (0.375, 0.50, 0.75, 1.0, 1.5)
in the presence of crosslinker NMBA. For using in DNA purification procedures, the surfaces
of the MPPs were modified to gain amino functional properties. Finally, the final products,
modified MPPs, were used for DNA absorption at pH 5 and DNA desorption at pH 10.

Considering the data obtained from this study, it can be said that the magnetic particles were
successfully synthesized in the core shell structure coated with amino functional poly
(acrylamide) with a particle size of 180 nm (~ 0.2um). The DNA isolation studies carried out
indicate that these particles can be used for DNA isolation.
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1. GIRIS

M.O. 200’lere kadar dayanan koklii bir gegmise sahip olan manyetik malzemeler iizerine
yapilan c¢alismalar 6zellikle 19. yy’ dan itibaren bilimsel bir nitelik kazanmistir. Birgok tiirii
oldugu bilinen manyetik malzeme sinifinin olduk¢a énemli bir iiyesi olan demir esasli (demir
oksit ve demir oksihidroksitler) malzemeler, manyetik alan uygulamalari kapsaminda tibbi ve
biyolojik uygulamalar vb. gibi bir¢ok alanda yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Bu
malzemelerin, mikro ve nano boyutta da iiretilebiliyor olmas1 bu alanlarda etkin bir sekilde

kullanimlarina olanak saglamistir.

Bilinen sekiz demir oksit bilesikleri arasinda hematit (a-Fe20z), magnetit (Fe3O4) ve maghemit
(y-Fe203), sicakligin indiikledigi faz gecisini igeren polimorfizmlerinden dolayr bilimsel

caligmalar kapsaminda olduk¢a yaygin kullanilan manyetik malzemelerdir.

Manyetik demir oksit nano-partikiilleri sentezlemek igin fiziksel, kimyasal ve biyolojik olmak
tizere li¢ temel yontem kullanilmaktadir. Bunlar arasinda literatiirde en yaygin sentez yontemi
olarak kimyasal sentez yontemleri dikkat ¢gekmektedir. Kimyasal yontmleri birlikte ¢oktiirme,
termal bozunma, sonakimyasal, hidrotermal, elektrokimyasal ve mikroemiilsiyon olmak {izere
alt1 alt sinifta incelenmektedir. Birlikte ¢oktiirme yontemi laboratuvar 6lgekli iiretim i¢in en
kolay ve uygun sentez yontemi olarak karsimiza ¢cikmaktadir. Birlikte ¢oktiirme yontemi; Fe?*
ve Fe3* sulu tuz ¢ozeltilerine oda sicakliginda veya farkli sicakliklarda baz eklenmesi prensibine

dayanir. Olusan ¢okelti siyah renktedir.

Manyetik malzemeler hem c¢evresel hem de biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Cevresel uygulamalar: arasinda 6zellikle sudaki kirlilikleri giderme amaci ile
yiizeyleri modifiye edilerek spesifik temizleme ajanlart olarak kullanilmaktadir. Manyetik
nanoparcaciklarin biyomedikal uygulamalari arasinda ise, tanilama, ayirma, katalitik
uygulamalar, terapotik (hipertermi ve ilag hedefleme) ve diagnostik uygulamalar (niikleer
manyetik rezonans (NMR) goriintiileme) sayilabilmektedir.

Manyetik nanopartikiiller (NP) ile ilgili iki temel problem s6z konusudur. Bunlardan bir tanesi
kiiclik NP'lerin toplanma egilimi gosterdigi ve yiizey enerjisini diisiirmek i¢in biiyiik partikiiller

olusturdugu dagilabilirlik kayb1 bir digeri ise; ¢iplak demir oksit NP'lerin (6zellikle Fe3O4 ve y-



Fe203) yiiksek kimyasal aktiviteleri nedeniyle havada kolayca oksitlenmesinden kaynakli
manyetizma kaybidir. Bu nedenlerden dolay1 nanopartikiillerin ileriki uygulamalari sirasinda
veya sonrasinda alabilecekleri hasara karsi uygun bir koruma stratejisi gelistirmek 6nemlidir.
Bu amagla dort temel strateji iizerinde durulmustur. Bunlar: ¢ekirdek — kabuk yapisi, dambail ve

janus tipi hetero yapilar, ¢ekirdek- kabuk- kabuk yapisi ve firga tipi yapilardir.

Cekirdek-kabuk (core-shell) yapilar, merkezde demir oksit partikiillerin ¢ekirdegi olusturmasi
ve bu manyetik ¢ekirdegin iizerinin uygulama alanina gore se¢ilmis olan -NH3, -OH, -COOH,
-SH vb. ug¢ gruplar igeren bir ligand, silika gibi inorganik veya fonksiyonel gruplar igeren

polimer gibi bir partikiiliin kabuk kismin1 olusturmasiyla elde edilir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar tek tabakali yiizey aktifle kaplanan partikiiller yiiksek molekiil
agirlikli hidrokarbonlar igerisinde stabilize edildigini, su bazli ferro-akiskanlar elde etmek igin
ise ¢ift tabaka kaplama yapilmasi gerektigini ortaya koymustur. Ayrica oleik asidin uzun alkil
zincirleri Fe3Os nanopartikiillerini (MNP) stabilize ederek koagiilasyonunu engellemekle
kalmaz ayni zamanda Fe3Os nanopartikiillerin polimerizasyon sirasinda monomerine olan

afinitesini arttirirlar.

Bu tez kapsaminda ferro-akiskan elde etmek amaci ile Fe3Os ¢ift tabaka oleik asit ile kaplanan
MNP’ler ¢ekirdek—kabuk tipinde (core-shell) poliakrilamid (PAAm) ile enkapsiile edilmis,
kabuk kismi olusturuan PAAm yapilar1 amino ug gruplari igerecek sekilde etilendiamin (EDA)
ile modifiye edilmistir. Daha sonra elde edilen modifiye MNP’ler ile pH 5’de DNA absopsiyon
ve pH 10°da DNA desorpsion ¢alismalar1 yapilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. MANYETIZMA

Manyetizmanin kokeni elektronlarin yoriingesel hareketleri, spin hareketleri ve elektronlarin
birbirleriyle olan etkilesimlerine baglidir. Baz1 malzemelerde toplam atomik manyetik moment
etkilesimi yoktur, oysa diger malzemelerde, atomik manyetik momentleri arasinda ¢ok giiclii
bir etkilesim vardir. Bu durum manyetik malzemelerin ayirimini yapmada onemli bir rol
oynamaktadir. Harici olarak uygulanan bir manyetik alanin varliginda, elektronlarin yoriingesel
hareketi tarafindan olusturulan atomik akim dongiileri, uygulanan alana kars1 tepki
vermektedir. Bir materyaldeki manyetik momentlerin yonlendirmelerinin agiklamalari, dogada
gbzlemlenen manyetizmanin farkli bi¢imlerini tanimlamaya yardimci olmaktadir. Dig uyarana
kars1 verdikleri bu tepkiye gore Tablo 2.1°de de gosterildigi gibi, diyamanyetik, paramanyetik,
ferromanyetik, ferrimanyetik ve antiferrimanyetik olmak iizere bes temel sinifta

incelenmektedirler [1,2,3].

Tablo 2.1: Manyetik davraniglarin farkl sekilleri.
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Paramanyetik ve diyamanyetik maddelerin miknatislanma vektorleri (M), manyetik alan siddeti

(H) ile orantilidur.

M=X.H (2.1)
Burada X manyetik duyarlilig1 (stiseptibilite) gostermektedir [3,4].

2.1.1. Diyamanyetizma

Diyamanyetizm biitiin maddelerin ortak 6zelligidir. Diyamanyetik maddeler net manyetik
momente sahip olmayan atomlardan olusur. Yoriingesel kabuklarin tiimii doludur ve
ciftlesmemis elektronlar yoktur. Ancak, bir dig manyetik alana maruz kaldiginda negatif bir
manyetizasyon gosterirler ve bu durum diyamanyetik malzemelerin duygunlugu (y) negatif

olmasina neden olur. Uygulanan dis manyetik alan kaldirildiginda indiiklenme alan1 da ortadan

kalkar [1,3,4].
2.1.2. Paramanyetizma

Diyamanyetizma disinda kalan tiim manyetik davranis tiirleri, ¢cogunlukla her bir atomun 3d
veya 4f orbitallerinde bulunan eslesmeyen elektronlardan kaynaklanir [1]. Paramanyetik
maddeler, bir dis manyetik alan etkisi altinda zayif ve pozitif yonlii bir duyarlilik gosterirler.
Bu duyarlilik, stirekli manyetik dipol momenti olan atom ya da iyonlarin varligindan
kaynaklanir. Bu momentler birbirleri ile zay1f etkilesim igerisindedirler ve dis bir manyetik alan

icerisinde olmadiklar1 zaman gelisi giizel dagilim gosterirler [1,2,3].
2.1.3. Ferromanyetizma

Paramanyetik materyallerin aksine, demir, nikel, manyetit gibi materyallerin i¢indeki atom
momentleri ¢cok giiglii etkilesimler sergiler. Bu etkilesimler elektronik degisim kuvvetleri
tarafindan tretilir ve atomik momentlerin paralel veya antiparalel hizalanmasina neden olur.
Degisim kuvvetleri, 1000 Tesla civarinda bir alana esdeger ya da diinya manyetik alan giiciiniin
yaklasik 100 milyon kat1 kadar biiyiiktiir. Degisim kuvveti, iki elektronun spinlerinin goreli
yonelimi nedeniyle bir kuantum mekanik fenomendir. Ferromanyetik malzemeler momentlerin
paralel hizalanmasindan dolayr manyetik alan bulunmamasi durumunda dahi net

manyetizasyona sahiptirler [1,2,4].



2.1.4. Ferrimanyetizma

Bu manyetizma tiirii, saf elementler yerine kompleks yapilara sahip bilesiklerde gozlenebilir.
Ornegin demir oksitler, manyetik 6zellikleri elektron etkilesimlerine ve metal iyonlarina bagh
olan ferrimanyetik materyalleri iiretmek i¢cin Mn, Ni veya ¢inko gibi en az bir gecis metali ile
alasim haline getirilirler. Manyetik alan yoklugunda ferrimanyetik yap1, oksijenle ayrilmis iki
manyetik alt kafes icerir. Bu kafeslerdeki manyetik momentler birbirlerine esit degildir. Bir
yondeki manyetik moment zit yondeki manyetik momentten biiylik oldugu icin net
manyetizasyon gosterir. Ferrimanyetik malzemeler Curie sicakligina verdigi tepki, histerezis
ve net manyetizasyon gibi 6zellikleri bakimindan ferromanyetik malzemelere benzer 6zellik
gostermelerine ragmen birbirlerinden ¢ok farkli manyetik siralanmalari vardir. Ferrimanyetik
malzemeler Curie sicakliginin altinda paramanyetik davranig gostermelerine ragmen, Curie

sicakliginin iizerinde ferromanyetik 6zellik gosterirler [1,3,4].
2.2.5. Antiferromanyetizma

Ferrimanyetik malzemelerde oldugu gibi farkli iki manyetik kafese sahip olan yapilarda zit
yonlerdeki manyetik momentler birbirlerine esit olduklarinda net manyetik moment sifir olur.
Bu tiir malzemelere antiferromanyetik malzemeler denir. Antiferromanyetizma Neel sicaklig
denilen ve ferrimanyetizmadaki Curie sicakligina es deger, kritik bir sicaklik tizerindeki

duyarlilik durumudur. Neel sicakligi lizerinde malzeme paramanyetik davranis gosterir [2].
2.2. CURIE SICAKLIGI

Manyetik malzemelerin termal 6zellikleri ilk olarak Pierre Curie (1859 — 1906) tarafindan
incelenmistir. Curie, manyetizasyon (M) ve uygulanan manyetik alan (H) arasinda sicakliga

bagl bir iliskiyi,
c
X=: (2.2)

X= duyarlilik, C= Curie sabiti ve T= Kelvin cinsinden sicaklik seklinde tanimlamistir [6,7].
Curie, ayn1 zamanda dis manyetik alan olmadiginda ferromanyetik malzemelerin gosterdigi
dogal manyetizasyonu da inceleyerek, sicaklik belli bir degere yaklastiginda manyetizasyonun
hizla diistiiglinii gormiistiir. Bu noktada 1sisal hareketlilik enerjisi spontan manyetizasyon

enerjisini yener ve manyetiklik ortadan kalkar. Malzemelerin manyetizasyonlarinda degisim



gozlenen bu sicaklik degerine Curie sicakliglr (Tc) denir. Curie sicakligi her malzeme icin
farklidir ve ferro ve ferri manyetik malzemeler Curie sicakligi iizerinde paramanyetik davranis
sergilerler. Antiferromanyetikler i¢in bu gegis sicakligi Neel Sicakligr (Tn)olarak adlandirilir
[7.8].

2.3. MANYETIK PARTIKULLER

Antik ¢aglardan beri manyetotaktik bakteriler tarafindan, jeomanyetik alanlar boyunca uygun
yasam alani bulmak i¢in kullanilan (30-100 nm) manyetik pargaciklar, insanlik tarihine M.O.
200’lerde dahil olmustur. Fal tas1, yon bulma aletleri vb. olarak kullanilan manyetik malzemeler
lizerine yapilan calismalar 6zellikle 19. yy’ dan itibaren bilimsel bir nitelik kazanmistir.
Bilinen baz1 manyetik malzemeler Tablo 2.2°de gosterilmistir. Manyetik malzeme sinifinin ¢ok
onemli bir liyesi olan demir esasli (demir oksit ve demir oksihidroksitler) malzemeler, manyetik
alan uygulamalar1 kapsaminda tibbi ve biyolojik uygulamalar vb. gibi bir¢ok alanda yogun bir
sekilde kullanilmaktadir. Bu malzemelerin, mikro ve nano boyutta da iiretilebiliyor olmasi bu

alanlarda etkin bir sekilde kullanimlarina olanak saglamistir [4].
2.3.1. Demir Oksitler

Sekiz ¢esit demir oksit bilinmektedir (Tablo2.2) [1]. Bu demir oksitler arasinda hematit (a-
Fe>03), manyetit (FesOs) ve maghemit (y-Fe203), sicakligin indiikledigi faz gegisini igeren
polimorfizmlerinden dolayr umut verici ve popiiler adaylardir. Bu {i¢ demir oksidin her biri,
spesifik teknik ve biyomedikal uygulamalar i¢in uygunluk saglayan benzersiz biyokimyasal,

manyetik, katalitik ve diger 6zelliklere sahiptir [5,20].
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Sekil 2.1: Hematit, menyetit ve maghemitin kristal yapilar1 ve kristalografik verileri (Siyah toplar Fe*?,
kirmiz1 toplar Fe*® ve mavi toplar O iyonlarim gostermektedir) [5].

2.3.3.1. Hematit

Cevre sartlarinda en kararli demir oksit ve 2.2 eV bant araligina sahip n-tipi yar iletken olan
hematit (a-Fe203), diisitk maliyet ve korozyona kars1 yiiksek diren¢ nedeniyle katalizorler,
pigmentler ve gaz sensorlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir [1,5]. Hematit rombohedral bir
yapiya sahiptir. Bu yapida siki istif diizende yerlesmis oksijen iyonlarindan olusan kafes ile
cevrelenmis, neredeyse ideal altigen yapisinda olan oktahedral bolgelerin iigte ikisini Fe*®
iyonlar1 olusturur. Hematit oda sicaklifinda zayif ferromanyetik 6zellik sergilemesine ragmen
Morin sicakligi (Tm) adi verilen yaklasik 260 K sicaklik degerinde faz gecisine ugrayarak
antiferromanyetik 6zellik kazanir. Cruie Sicakligi (Tc > 950 K) iizerinde ise paramanyetik
ozellik kazanir. Pargacik boyutunun 8 nm’den az olmas1 durumunda oda sicakliginda siiper
paramanyetik 6zellik sergiler. Kristalinitenin azalmasi da faz gecis sicakligini 6nemli dlciide
diisiirebilir. Bundan da anlasilacagi gibi hematitin manyetik 6zellikleri Curie ve Morin Sicaklik
gecislerinin yanmi sira partikiil boyutuna, basinca, dis manyetik alanlara, ortamda bulunan

yabanct madde varliina, kafes kusurlarina, iyon degisimine bagl olarak degisiklik gdsterir
[1,5,10,11].

2.3.3.2. Magnetit

Magnetit, 32 O iyonundan olusan siki istif kiibik yapi igerisinde oktahedral ve tetrahedral
bolgeler arasinda rasgele dagilan Fe3* iyonlar1 ve oktahedral bolgelerdeki Fe?* iyonlarindan
olusan kiibik ters spinel yapiya sahiptir. Magnetit yapisinda bulundurdugu Fe?* iyonlarmnin

tamamini veya bir kisminit diger iki degerlikli iyonlarla (Co, Mn, Zn, vb.) degistirebildigi igin



hem n-tipi hem de p-tipi yari iletken olabilirler. Ayrica kii¢iik bant aralig1 nedeniyle (0.1 eV)
demir oksitler arasinda en diisiik direnci gosteren demir oksit tipidir [1,12,17,21].
Magnetitin Curie sicakligi 850 K'de goriiliir. Curie sicakliginin altinda, ferrimanyetik olarak

davranir. Bu nedenle oda sicakliginda ferrimanyetiktir. Sicakliklar Curie sicakligina ulastiginda

ise stiperparamanyetik davranis gosterir [5,6,13,19].

2.3.3.3. Maghemit

Demir iyonlar tetrahedral bdlgelere (birim hiicre basina sekiz Fe iyonu) ve oktahedral sitelere
(geri kalan Fe iyonlar1 ve bosluklari) dagitilirken, oksijen anyonlari siki istif kiibik bir dizi
olusturur. Bu nedenle, maghemit tamamen oksitlenmis manyetit olarak diistiniilebilir ve 2.0

eV'lik bir bant araligi ile n-tipi bir yari iletkendir [11,12,21].
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Sekil 2.2: Uluslararasi x-1g1n1 kirinimi difraktometresi kiitiiphanesinde (JCPDS) mevcut standart toz a-
Fe,O3 (33-0664), FesOs (19-0629) ve y-Fex03 (39-1346)'in x-151m1 kirmimi (XRD) tepe

cizgilerini gostermektedir [10].
Sekil 2.2°den goriildiigi lizere FesOs ve y-Fex03 benzer kristal yapilara sahiptir. y-Fe203'lin
kiibik formunun yiiksek acilar dogrultusundaki difraksiyon pikindeki kii¢iik kayma y-Fe»03'tiin
karakteristik pikidir ve FesO4’den ayirmada kullanilmaktadir [10,11,14].



Tablo 2.2: Demiroksit, demiroksihidroksit, siilfit, metaller ve alasimlarin 6zellikleri.

Mineral Bilesik Manyetik simf Tc(°C) os (Am?/kg)
Magnetit Fes0. Ferrimanyetik 575 — 585 0-92
Ulvospinel FesTiO: Antiferromanyetik -153 0.4
Hematit o FeoOs Zayif antiferromanyetik | 675

[Imenit FeTiO, Antiferromanyetik -233

Maghemit v Fe203 Ferrimanyetik ~ 600 ~80
Jakopsit MnFe204 Ferrimanyetik 300 77
Trevorit NiFe;O4 Ferrimanyetik 585 51
Magnezoferrit MgFe;04 Ferrimanyetik 440 21
Geotit aFeOOH Antiferromanyetik, ~120 <1
Lepidokrosit vy FeOOH Antiferromanyetik -196

Ferroksit 3 FeOOH Ferrimanyetik ~ 180 <1
Pirotin FesSs ferrimanyetik 320 ~20
Greigit FesSa ferrimanyetik ~ 333 ~25
Troilit FeS antiferromanyetik 305

Demir Fe Ferromanyetik 770

Nikel Ni Ferromanyetik 358 55
Kobalt Co Ferromanyetik 1131 161
Avarul NisFe Ferromanyetik 620 120
Wairauite CoFe Ferrimanyetik 986 235
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Tablo 2.2°de, Tc¢ Curie veya Neel sicakliklarini belirtmektedir. os ise oda sicakligindaki

miknatislanma doygunlugunu géstermektedir
2.4, MANYETIK DEMIiR OKSIT PARTIKULLERIN URETIiM YONTEMLERI

Manyetik demir oksit nano-partikiilleri tiretmek i¢in ¢ok ¢esitli yontemler kullanilmaktadir.
Bunlar fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak 3 ana sinifta incelenebilmektedir. Genel olarak

literatiirlerdeki en yaygin sentez yontemleri kimyasal yontemlerdir [24].

Termal bozunma  Birlikte b'lrilgiaﬁnfgz‘iﬁlg Mantar aracill ggkteri
Sonoki | 9 (Oktlrme Elektron isin Aerosol Bitki aracili %11 aracil
ono%lr;’;yasa %28 litografisi %3 %37 %2 %21

Hidrotermal Darbeli

% 26 lazer .
Mikroemtilsiyon  asindirma Bilyali toz Protein aracili
Elektrokimyasal 9% 20 %15 Lazer kaynakll  &gltme %66
%3 piroliz %14 % 12
Kimyasal Yéntem Fiziksel Yontem Biyolojik Yontem
% 90 % 8 %2

Sekil 2.3: Manyetik partikiillerin tiretim yontemleri.

Bu yontemler arasinda diisiik iiretim maliyeti ve yiiksek verimlilik sebebiyle en ¢ok kimyasal
yontemler tercih edilir. En ¢ok tercih edilen yontemler arasinda olan birlikte ¢oktlirme yontemi

bu tezde de kullanilmistir.
2.4.1. Birlikte Coktiirme Yontemi

[k olarak 1981°de Massart tarafindan bazik ortamda manyetik partikiillerin {iretimi igin
kullanilan yontem, giiniimiizde de hala yaygin olarak manyetik nanopartikiillerin sentezi i¢in
kullanilmaktadir [24,25,26]. Genel olarak birlikte ¢oktiirme yontemi; Fe?" ve Fe** sulu tuz
cozeltilerine oda sicakliginda veya farkli sicakliklarda baz eklenmesi prensibine dayanir.
Olusan ¢okelti siyah renktedir. Laboratuvar dlgekli iiretim i¢in en kolay ve uygun sentez
yontemi olarak bilinmesine ragmen gerceklesen kimyasal reaksiyon mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. Fakat reaksiyon mekanizmasi demir oksit partikiillerin morfolojisini, kristal
yapisini ve boyutunu kontrol etmede 6nemli rol oynamaktadir. Bu baglamda Ahn ve arkadaslari

[27] tarafindan kompleks bir reaksiyon semasi dnerilmis. Bu semaya gore FesO4 yapisini elde
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etmek i¢in karisim karistirilmaya baslandigi andan itibaren ("akaganeit — goetit — (hematit —
maghemit) — manyetit" ve "demir hidroksit — lepidokrosit — (maghemit) — manyetit" olmak
tizere iki cekirdeklesme siireci baglatilir. Bu farklilik, homojen olarak karistirilmadan once
ortamdaki pH farkliligindan kaynaklanmaktadir. Bir¢ok ¢oktiirme reaksiyonunda bu magnetit
olusum yollar1 bir arada bulunur ancak baskin silire¢ goetitin FesOs’e topotaktik donilistimii

seklindedir. Bu baglamda gergeklesen kimyasal reaksiyon:

Fe?* +Fe®*— Fe(OH), +Fe;03-H,0 — Fe304-H,0
Fe(OH), = FeOH* + OH (+HFe0?)
FeOH* +O, — [Fe2(OH)3]**

[Fe2(OH)s]®" + FeOH*— Fes0s  seklindedir [26,27].
Basit olarak bu reaksiyon su sekilde yazilabilir:
Fe?* + 2Fe®" + 80H — Fes04 + 4H20

Bu reaksiyona gore; Fe?*: Fe®* cozeltilerinin mol oranlari 1: 2 seklinde olmahdir. Fakat
reaksiyon hava ortaminda gerceklestirilirse Fe?* katyonlar1 oksitlenerek Fe®* katyonlarina

dontisiir.
Fe?* + 02 — Fe**

Hava ile oksitlenerek Fe®" olusum hizinin demirli iyon konsantrasyonundan hemen hemen
bagimsiz oldugu ve bu nedenle oksitlenme reaksiyonunun neredeyse tamamlanabilecegi
bilinmektedir. Dolayisiyla hava ortaminda hazirlanan 2:1 oranindaki ¢6zelti konsantrasyonunu
korumak zordur. Bu nedenle reaksiyon inert (N2) ortamda gerceklestirilir [28]. Reaksiyonun
inert ortamda yapilmasi oksitlenmeyi onlemekle kalmaz ayn1 zamanda partikiil boyutlarin1 da

kugultiir [28,29].

Bu yontemle hem magnetit hem de maghemit iiretilebilmektedir. Ortam inert bir ortam degilse
ortam Kosullarinda stabil olmadigi icin magnetit oksitlenerek maghemit olusturur. Bazi
durumlarda magnetit kasith bir sekilde oksidasyonla bazik ve asidik ortamda kimyasal olarak

kararli olan maghemite dontstiiriiliir [28,29,30].

4Fe304 + Oz + 18H20 — 12Fe(OH)3
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oksijensiz

baz ekleme |

pH 9-14

»Q* (inert)
>
Fe2t ortam

Fe** ve Fe?' tuzlarmin Karisim, mol orani 2:1 Magnetitin siyah
sulu ¢ozeltisi Fe3*/Fe?* sulu ¢okeltisi

(A
———

Sekil 2.4: Birlikte ¢oktiirme yonteminin sematik gosterimi.
2.4.2. Hidrotermal Bozunma

Hidrotermal sentez yiiksek sicaklik (T> 200 ° C) ve yiiksek basing (P> 2.000 psi) altinda bir
otoklav igerisinde ilk olusan onciil yapilarin sudaki ¢oziiniirliigiine bagli olan bir kristal sentez
yontemidir. Metal tuzlarin dehidrasyonu ve oksitlerin sulu fazda diisiik ¢oziiniirliigii ortami
doymus hale getirir. Diger sentez yontemleriyle karsilastirildiginda basitligi ve uygulama

kolaylig1 ile 6ne ¢ikar. Bu yontem erime noktasinda dengesiz olan nanokristalleri sentezlemek

i¢in de kullanilabilmektedir [29,30].

Hidrotermal sentez yontemi sekil, boyut ve bilesim kontrolii bakimindan demir oksit
bilesiklerinin liretimi i¢in en ideal yontemler arasindadir. Hidrotermal sentezle iiretilen demir
oksit nanopartikiillerin boyutlar1 ve sekilleri; reaksiyon siiresine, sicakliga, onciil yapilarin
konsantrasyon ve cinsine, eklenen ylizey aktiflere, metal iyonlarina baglidir. Yapilan ¢aligmalar
partikiil boyutunda reaksiyon siiresinin, metal onciillerin konstrasyonundan daha cok etkili
oldugunu gostermistir. Bu yontemle a-Fe20s, y-Fe:03 ve FesOs demir oksitlerinin
dislokasyonsuz tekli kristal pargaciklarinin tiretimi yapilabilir [30]. Bu yontemle olusturulan
parcaciklarin kristallikleri diger yontemlerle karsilastirildiginda oldukga iyi oldugu goriliir.

Monodispers yapilar genellikle kisa siireli reaksiyonlarla elde edilmektedir [31].

Hidrotermal sentez, herhangi bir tavlama veya sinterleme islemi olmaksizin a-Fe20s'i
hazirlamak i¢in kullanilan tiretim yontemidir. Yapilan ¢aligmalar kullanilan iyonlarin cinsinin
iiretilen a-Fe203 seklinde 6nemli etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur. Ornegin tetragonal

sekillerin sentezi igin; Zn?*/Cu?*, dodekahedral ve octodecahedral sekillerin sentezi i¢in; F,
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baca benzeri gozenekli morfolojinin sentezi igin Ni?* ve igne benzeri sekillerin sentezi i¢in;

H2PO4 ~ kullanilmustir [33,34,35].
2.4.3. Mikroemiilsiyon Yontemi

Mikroemiilsiyonlar (ME), baslangi¢ta karigsmayan iki sivinin (tipik olarak su ve yag) yilizey aktif
madde molekiillerinin varligi nedeniyle ayni1 fazda bir arada bulundugu, berrak ve
termodinamik olarak stabil kolloidal dispersiyonlar olarak tanimlanmaktadir. Yag ve su oranina
ve yiizey aktif maddenin hidrofilik-lipofilik dengesine bagli olarak, direkt olarak (suda dagilmig
yag, Y/S), tersine (yagda dagilmis su, S/Y) formlar1 manyetik partikiilleri sentezlemek igin
kullanilmaktadir [36,37].

Bu sistemde, sulu faz metal tuzlar1 veya baska bilesenleri ihtiva ederken yag fazi farkli
hidrokarbonlarin ve olefinlerin kompleks bir karisimi olabilir. Bis (2- etilheksil) siilfosukinat
(AOT), sodyum dodesil siilfat (SDS) ve setiltrimetilamonyum bromiir (CTAB) manyetik
partikiil tiretiminde yaygin olarak kullanilan yiizey aktif malzemelerdir [38,39].

Demir oksit nanopartikiillerin ME sentezinde, suyun, yagin ya da yiizey aktif maddelerin molar
oranina, alkali konsantrasyonuna, sicakliga, baslangictaki toplam demir konsantrasyonuna ve

yaslanma siiresine dayanan birkag faktor, tiriinlerin morfolojisini ve boyutunu etkileyebilir [38].

Bu yontemin dezavantajlart sistem i¢in stabilizasyon prosediirii gerektirmesi, monodispers
demir oksit nanopartikiillerin hazirlanmasindaki zorluk ve elde edilen {irlinlerin sonraki
uygulamalarda kullanilmadan 6nce birkag yikama ve saflastirma isleminden ge¢mesini

gerektirmesidir [40,41].
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Tablo 2.3: Manyetik demiroksit nanopartikiillerin tretiminde kullanilan kimyasal yontemlerin

karsilastirmasi.
) Reaksiyon ]
Reaksiyon ve Reaksiyon Boyut Sekil )
Yontem sicakhigi Verim
kosullar siiresi dagilim kontrolii
(§(®)
Oldukga basit, . Yiiksek/
) Nispeten .
ortam 20-150 Dakika Iyi degil
Birlikte Coktiirme kosullart dar Arttirlabilir
Karmasik, i
) Oldukca Yiksek/
atmosferik 100-350 = Saat/Giin d Cok iyi
Termal Bozunma sartlar a Arttirilabilir
Hidrotermal Basit, yiiksek Oldukga Yiksek/
150-220 = Saat/Giin Cok iyi
Sentezleme basing dar Arttirilabilir
Oldukga basit,
Mikroemilsiyon ortam 20-80 Saat Dar Iyi Diisiik
Yéntem kosullar1
] Oldukga basit,
Sonokimyasal _
ortam 20-50 Dakika Dar Kot Orta
Y 6ntem
kosullar
) Karmasgik,
Elektrokimyasal Oda
ortam Saat/Giin Orta Orta Orta
Yontem sicakligt
kosullar

2.5. MANYETIK PARTIKULLERIN UYGULAMA ALANLARI
2.5.1. Cevresel Uygulamalar

Demir, 6zellikle klorlu ¢oziiciilerdeki ¢ok cesitli organik ve inorganik kirleticilerin daha az
zararli maddelere indirgenmesini saglayan giiclii bir indirgeyici ajandir. Birgok calisma,
polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) ve bocek ilact gibi bazi kalict kirleticilerin
bozunabilecegini gostermistir [42,43,44].
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Buna ek olarak, Cr (VI) giderme siiregleri i¢in havayla veya suyla temasa girdikten sonra demir
oksit/hidroksit kabuklarmin olugsmasi nedeniyle kirliliklerin ¢okelmesi de ortaya
cikabilmektedir. Sekil 2.5’te farkli manyetik demir parcaciklarinin mekanizmalari

gosterilmistir [45,46,47].

Fe®

) Fe;0, indirgenme
indirgenme

Demir oksit

tabakasi

Adsorpsiyon Adsorpsiyon

Sekil 2.5: Cesitli manyetik nanopartikiillerin adsorpsiyon ve indirgeme mekanizmalari.

Metal giderimi i¢in manyetik FesOs nanopartikiillerin kullanilmasi, metal nanopargaciklarin

yiizey-hacim oraninin yiiksek adsorpsiyon kapasitesine izin verdigini gostermistir [48].

Manyetik alanlar uygulayarak agir metal giderimi i¢in se¢ici ylizey modifikasyonuna sahip poli
(metil metakrilat) ve siliperparamanyetik demir oksit nanopartikiilleri gibi hibrit manyetik
nanopartikiiller gelistirilmistir. Sulu ¢ozeltilerde Pb (II), Hg (II), Cu (II) ve Co (II) i¢in agir
metal giderimi igin hibrit nanopartikiillerin etkinligi arastirllmistir. Giderim verimliliginin
metal iyonlarmin, amin grubu iceren yiizeyde adsorpsiyon silirecine bagli oldugunu

gosterilmistir [48].

Li ve ark. tarafindan gerceklestirilen bir caligmada, biyosorpsiyon ve manyetik ayirma
teknikleri bir araya getirilmis ve metal iyonlariimn adsorpsiyonu, ¢evre dostu ozellikler ve

ekonomik olarak uygulanabilir, diistik isletme maliyeti avantajlar1 rapor edilmistir [49].

Farkl1 bir ¢aligmada, farkli parcacik boyutlarina sahip manyetit Fe3Os nanopartikiillerin yani
sira ylizeyi modifiye FesO4 nanopartikiillerini kullanarak laboratuvarda hazirlanan atik suyun

Cd?*, Cr®*, Cu?* ve Ni?" aritimu igin arastirma yapilmistir. Adsorpsiyon mekanizmasinin esas
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olarak elektrostatik ¢ekim oldugu ve FezO4 nanopartikiillerinin adsorpsiyon kapasitesinin, atik

sudaki partikiil yilizey alanina, pH ve sicakliga bagli oldugu belirtilmistir [50].

Oda sicakliginda ve pH 4'te, ortalama partikiil boyutu 8 nm olan Fe3O4 nanopartikiillerin, atik
suyun i¢indeki dort gesit toksik iyonun adsorbe edilmesi igin etkili bir sekilde kullanilabilirligi
incelenmistir. Calismada, CM-a-CD'y1 kullanarak bakir iyonlarimin sulu ¢o6zeltiden
uzaklastirilmasi i¢in nanoadsorbent, Fe3Os nanopartikiilleri (CM-CD MNP'ler) karbodiimid
yontemi ile sentezlenmistir. Sonuclar, FesOs nanopartikiilleri {izerindeki agilanmis CM--
CD'nin, CM-B-CD'deki ¢oklu hidroksil ve karboksil gruplarinin metal iyonlarini adsorbe etme
kabiliyetinden dolay1 parcaciklarin adsorpsiyon kapasitesini arttirdig: tespit edilmistir. (CM-a-
CD Carboxymethyl-a-cyclodextrin) [51].

Su kirlilikleri i¢in manyetik demir oksit nanopartikiilleri ve protein fonksiyonlu nanopartikiiller
kullanmanin verimliligi incelenmistir. Yapilan c¢alismada, bir mikroemiilsiyon teknigi
kullanilarak hazirlanan manyetik demir oksit nanopartikiillerinin, diisiik NTU (nefelometrik
bulaniklik birimi) seviyelerinde 1 saat i¢inde su bulanikligini azaltmada cok etkili oldugu
goriilmiistiir. Bakir ve fosfat miktar1 ise sudaki manyetik nanopartikiiller kullanilarak

azaltilmistir [52].
2.5.2. Biyomedikal Uygulamalar

Manyetik nanoparcgaciklarin biyomedikal uygulamalari, viicut i¢indeki veya disindaki
uygulamalarma (in vivo, in vitro) gére siniflandirilabilmektedir. In vitro uygulamalarda, temel
kullanimi, tanilama, ayirma ve katalitik uygulamalar iken; in vivo uygulamalarda ise terapotik
(hipertermi ve ilag hedefleme) ve diagnostik uygulamalar (niikleer manyetik rezonans (NMR)

goriintliileme) sayilabilmektedir. [53,54,55].
2.5.2.1. In Vivo Uygulamalar

Boyut ve yiizey islevselligi bu parcaciklarin in vivo kullanimlar1 i¢in 6nemli bir rol
oynamaktadir. Siiperparamanyetik demir oksit nanopartikiillerin ¢aplar1 yiizey ligandlarinin
biyolojik dagilimini biiyiik dlctlide etkiler. Cok kiigiik SPIO'lar dahil olmak tizere 10 ila 40 nm

arasi ¢aplara sahip parcaciklar, uzun siireli kan dolagimi i¢in 6nemlidir [56].
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Hipertermi, siiperparamanyetik demir oksit partikiiller {izerine yiiksek frekansli bir dis
manyetik alan uygulanmasi ile partikiillerin miknatislanma vektorlerinden kaynaklanan
manyetik enerjilerini 1s1 formunda disar1 vermesidir. Bu da canli ortamda kullanilabilen bir
ozelliktir. Timor hiicreleri, sicakliga, saglikli hiicrelerden daha duyarlidir. Hipertermi ile timor

dokularinin sicakligr arttirilarak patolojik hiicreler yok edilmektedir. [57,58].

2000’11 yillarda gerceklestirilen calismalarda, manyetit katyonik lipozomal nanopartikiillerin
[59] hiicre radyasyonunda hipertermi tedavisi i¢in timor hiicrelerinin sicakligini etkili bir
sekilde arttirdig1 gosterilmistir. Bu durumun gelecekte basarili olabilecek bir kanser tedavisinin

temel yaklasimlarindan biri olma potansiyeline sahip oldugu belirtilmistir [60].

Manyetik hiperterminin avantaji, 1sitmanin tiimor bolgesinde kisitlanmasidir. Hipotermide
mikron boyutlu pargaciklarin yerine nanometre boyutlu pargaciklar tercih edilir; bunun nedeni
parcacik boyutuna ve sekline dogrudan bagli olan manyetik alanlarda [61,62] kiiciik parcaciklar

daha 1yi titresebilir ve bdylece sicaklik kontrolii hasas bir sekilde saglanabilir.

Ilag hedefleme, ila¢ tasiniminda modern teknolojilerden biri olarak ortaya ¢ikmustir. Ilag
hedeflemesinde demir oksit manyetik nanopartikiillerin uygulama olanaklari son yillarda
onemli Ol¢iide artmistir [62]. MNP'lerin, harici manyetik alan ve/veya manyetize olabilen
implantlarla kombinasyon halinde, parcaciklarin istenen hedef bdlgeye ulagmasi

saglanmaktadir. [63].

[lacin belirli bir bolgeye tasmmasi, ilacin istenmeyen yan etkilerini ortadan kaldirabilir ve
gerekli dozaj1 da azaltabilir. Genellikle bu pargaciklarin yiizeylerini biyolojik olarak uyumlu
hale getirmek i¢in organik polimerler ve inorganik metaller veya oksitler ile modifiye edilip,
cesitli biyoaktif molekiillerin eklenmesiyle ileri islevsellestirme i¢in yapi uygun hale

getirilebilir [64,81].

Tablo 2.4’te son yillarda gergeklestirilmis manyetik yapilarin kullanildigir bazi biyomedikal

uygulamalar listelenmistir.
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Tablo 2.4: Hibrid polimerik MNP'lerin son gelismeleri ve potansiyel biyomedikal uygulamalari.

Hibrit Polimerik Manyetik Nanopartikiiller

Biyomedikal Uygulamalar

Kitosan islevsellestirilmis manyetit katkili

nanopartikiiller [66].

Akciger kanseri i¢in paclitaxel'in hedefe

yonelik verilmesi.

Gliko-polimer modifiye manyetik mezo-

gozenekli silika nanopartikiiller [67].

Manyetik rezonans goriintiileme ve kontrollii

ilag salima.

3-metakriloksi propil trimetoksi silan kapli

Antikanser ilacin(5-fluorourasil) kontrollii

manyetik nanopartikiiller [68] salimi.
Manyetik-Altin hibrid nanopartikiiller [69].
RGD-functionalized PEG-coated magnetic | Antikanser ilacin (doxorubicin)

hydrogel [70].

hedeflendirilmesi.

Hibrid
nanopartikiilleri [71].

Fe304-karboksimetil kitosan

Tiimor hedeflendirmeli Rapasin kullanima.

N-glisirintinik asit-Polietilen glikol (PEG) -
Kitosan-manyetik nanopartikiiller NGPC-
FesO4 [72].

Hepatosit-mitokondriyal hedeflenmis

Brusini kullanimai.

2.5.2.2. In Vitro Uygulamalar

Biyomedikal ¢aligmalarda, genellikle analiz i¢in biyolojik varliklarin (6r. DNA'lar, proteinler
ve hiicreler) dogal ortamlarindan ayrilmasi gereklidir. Siiperparamanyetik kolloidler, manyetik
alana sahip biyomalzemelerin taginmasini saglayan harici bir manyetik alana sahip olan ve
olmayan hareketsiz manyetizasyon 6zelliklerinden dolayr bu uygulama i¢in idealdir. Genel
prosediirde ayrilma icin, biyolojik yapilar siiperparamanyetik kolloidler ile etkilesir ve daha

sonra harici bir manyetik alanla ayristirmaya tabi tutulur [73].
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Stiper paramanyetik demir oksit partikiilleri gibi nanometre boyutlu manyetik parcaciklar,
biyoproseslerde hiicrelerin ve biyomolekiillerin ayrilmasi ve saflastirilmasi i¢in yogun sekilde
kullanilmaktadir [74,75]. Kigiik boyutlar1 ve yiiksek yiizey alanlar1 nedeniyle, MNP'ler, iyi
dagilabilirlik, biyomolekiillerin hizli ve etkili bir sekilde baglanmasi ve tersine g¢evrilebilir ve
kontrol edilebilir flokiilasyon gibi biyoayristirma uygulamalari i¢in klasik mikrometre boyutlu
recgineler veya boncuklara kiyasla, bir¢ok iistiin 6zellige sahiptir. Bu konudaki egilimlerden biri,
hedeflenen tiirlerin yiizeyinde eslesen antijenlerine spesifik olarak baglanabilen son derece

hassas antikorlar saglamak i¢in antikorlar1 kullanarak manyetik ayirma islemidir [76].

Bunun diginda MNPlerin; ayirma ve se¢im uygulamasi, manyetik relaksometri ve manyetik

rezonans uygulamasi gibi uygulamalar1 mevcuttur [76].

Son yillarda, heterojen katalizor sistemlerinin gelistirilmesi igin MNP'ler tarafindan
desteklenen katalizorler yaygin sekilde kullanilmistir. Manyetik olarak tetiklenen ayristirmalar,
ozellikle katalizorler nanometreye yakin boyut araliklarinda olduklarinda sivi faz
reaksiyonlarindan katalizorlerin geri kazanilmasi capraz akish filtrasyon ve santrifiij

kullanmaya gore ¢ok daha basit hale gelmektedir [76].

Bu tiir kiigiik ve manyetik olarak ayrilabilir katalizorler, yiiksek dagilim ve reaktivitenin
avantajlarim1 kolay ayirma ile birlestirebilir. Pahali katalizorler veya ligandlarin geri
doniistiiriilmesi acisindan, bu aktif tiirlerin MNP'ler tizerinde hareketsiz kilinmasi, sistemdeki
katalizorlerin kolay ayrilmasina neden olur [76]. Son zamanlarda ortaya ¢ikan MNP'lere
asilanan katalitik sistemleri kullanarak gecis metali ile katalize edilen reaksiyonlarin ¢esitli
tirleri arasinda karbon-karbon ¢apraz baglanma reaksiyonlari, hidroformilasyon [77],

hidrojenasyon ve polimerizasyon [78] reaksiyonlar1 bulunmaktadir.
2.6. NUKLEIK ASITLER ICIN SAFLASTIRA VE AYIRMA METOTLARI

Manyetik ayirma, mikrometre biiyiikliigiinde ferromanyetik parcaciklarin kimyasal veya
biyolojik siispansiyonlardan etkin sekilde ayrilmasi i¢in manyetizma kullanma teknolojisidir.
Niikleer santrallerde diisiik dereceli demir cevherinin zenginlestirilmesi, biiylik hacimdeki
kazan suyundan ferromanyetik safsizliklarin uzaklastirilmasi veya kaolin kilinden zayif
manyetik renkli kirlerin uzaklastirilmasi, sanayide manyetik ayirmanin tipik 6rnekleridir. Bu
tekniklerin biyosistemler i¢cin uygulanmasi 1970'li yillara kadar kisitli idi. Biyolojik olarak aktif

bilesiklerin (niikleik asitler, proteinler, vb.), Hiicrelerin ve hiicre organellerinin arindirilmast
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icin manyetik ayirma tekniklerinin kullanilmasi fikri, son on yil iginde ilgi ¢eken konulardan
bir olmustur. Bu alanlardaki karmasik ayirma islemleri icin gelismis 6zelliklere sahip yeni

manyetik parcaciklar gelistirilmistir [79,80,81].

Niikleik asitlerin manyetik ayrilmasi, ayn1 amaca yonelik diger tekniklerle karsilastirildiginda
cesitli avantajlara sahiptir. Niikleik asitler, kan, doku homojenati, kiiltiir ortami, su vb. gibi ham

numune malzemelerinden dogrudan izole edilebilir [80].

Kati malzemelerin manyetik 6zelliklerinin ~diizenlenebilir olmasi nedeniyle, viskoz
numunelerin siispansiyonlarindan bile kolayca ve segici olarak ayrilabilirler. Aslinda manyetik
ayirma, biyolojik kirleticilerin varliginda kii¢lik parcaciklarin (caplar1 yaklasik 0.05-1 um) geri
kazanilmas: i¢in uygulanabilir olan yontemlerden biridir. Ayrica, dzellikle biiylik 6lgekli

aritmalar i¢in manyetik ayirmanin etkinligi uygundur [81].

Bu ayirma teknigi ayni zamanda zamandan ve maliyetten tasarruf etmeye yarayan, yiiksek
verimli islemlerin temelini olusturmaktadir. Yontemin igeriginden santrifiij adimlarindan
kacinilabilir ve geleneksel yontemler kullanildiginda kontaminasyon riski diistiktiir. Niikleik
asit ayirimi i¢in manyetik parcaciklarin gesitli tiirleri piyasada ticari olarak bulunmaktadir.
Niikleik asit izolasyonu i¢in geleneksel ve manyetik ayirma yontemlerinin kisa bir agiklamasi

asagida verilmistir [79,80].

DNA veya RNA izolasyonu, bir¢ok biyokimyasal tani islemi 6ncesinde dnemli bir adimdir.
Algilama, klonlama, siralama, biiylitme, hibridizasyon, DNA sentezi, vb. gibi bircok uygulama,
ham numune materyali ile gerceklestirilemez. Karmasik karigimlarda biiylik miktarda hiicresel
materyal veya diger bulasict materyaller, (proteinler ya da karbonhidratlarin), ¢ogu zaman
sonraki reaksiyonlarin ve tekniklerin ¢cogunu engellemektedir. Buna ek olarak istenmeyen
maddeler, DNA RNA preparatlari icin kirletici olabilir. Bu nedenle, kompleks karisimlardan
niikleik asitlerin etkin, giivenilir ve tekrarlanabilir izolasyonu i¢in kullanilan yontemler, devam

stireclerde kullanilacak bir¢ok yontem i¢in gereklidir [81].
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2.6.1. Geleneksel Manyetik Olmayan Y éntemler

2.6.1.1 St Faz

Siv1 fazdaki niikleik asitlerin izolasyonu i¢in bir dizi yontem bilinmektedir, ancak genellikle bu
cokelme ve yikama adimlarimin karmasik serilerine dayanir. Bu yontemi gergeklestirmek
zaman alir ve zahmetlidir. Bu nedenle, kan ya da dokular gibi karmasik baslangi¢
maddelerinden niikleik asitlerin izolasyonu, biyolojik maddenin protein bozucu enzimlerin
varliginda parg¢alanmasini ve bunu takiben de fenol, kloroform veya etanol gibi oldukga toksik
organik c¢oziiciilere alinmasi seklinde kullanilir. Bununla ilgili bir ¢alismada proteinlerin
niikleik asitlerden tamamen ¢ikarilmasi sodyum perklorat [82] ilavesi ile basarilabilmstir.
RNA'min DNA'dan ayrilmasi, LiCl ile segici ¢Oktiirme basamaklari veya guanidinyum
hidroklorid veya guanidinyum tiosiyanat ile spesifik bir niikleazdan bagimsiz izolasyon, fenol
ekstraksiyonu ve etanolle ¢oktiirme [83] ile kombinasyon gerektirir. Bu tiir yontemler yalnizca
zaman alici1 ve karmasik olmakla kalmaz ayni zamanda cok sayida 6rnek de ayni anda
islendiginde bozulma, numune kaybi1 veya kontaminasyon riskini arttirir. Ayrica RNA

izolasyonu durumunda DNA kontaminasyonu riski nispeten yiiksektir.
2.6.1.2. Kati faz

Zahmetli ve zaman alict geleneksel yontemlerin yani sira, alternatif ayirma teknikleri
gelistirilmistir. (a) sulu kosullar altinda bir anyon degistirici vasitasiyla iyonik degisim, (b)

afinite ve (c) boyut uzaklastirma mekanizmalart DNA saflastirmasi i¢in kullanilmistir.

Bu tasiyicilar, DNA izolasyonu veya saflastirilmasi i¢in yiiksek konsantrasyonlu kaotropik tuz
cozeltileri (6rn., Sodyum iyodiir, sodyum perklorat, guanidinyum tiyosiyanat) ile birlikte

uygulanir.

Ornegin bir patentte (US 5 075 430) (BioRad), diyatomlu topragin bir tasiyict malzeme olarak
kullanimi anlatilmistir. Yine, baglanma bir kaotropik tuz varliginda gergeklesir. Diger
yaklasimlarda, niikleik asit baglayici malzeme (EP 0 796 327 B1, Dynal) ile birlikte yiizey aktif
malzeme veya polietilen glikol ile birlestirilen DNA, islevsel gruplari baglama ve yiiksek

konsantrasyonlarda kaotropik tuzlar ile kati bir tagiyicinin kullanilmasina dayanmaktadir.
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2.6.2. Manyetik Ayirma

Biyokimyasal ve molekiiler biyoloji siireclerinde manyetik kati tasiyicilarin artan kullanima,
manyetik olmayan ayirma islemlerine kiyasla birgok avantaja sahiptir. Bir manyetik momente
sahip olan pargaciklar, bir manyetik alanda (kalic1 bir miknatis kullanarak) hareket ettirilebilir.
Niikleik baglanma veya eliisyon adimindan sonra parcaciklarin ayrilmasi i¢in hizli, basit ve
etkili bir tekniktir (Sekil 2.6). Santrifiijleme gibi bozulmaya neden olabilecek kuvvetleri tireten

geleneksel tekniklerden ¢ok daha titiz bir yontemdir [84].

ik kil Yikama tampon Eliisyon tampon
2 Manyetik kiireler / S S5 g T
|
Ornek - A ————. gozeltus.| cozeltisi Saf DNA
Liziz tampon cozelti Istenmeyen

i gozeltisi artiklarin i i?
uzaklastiriimasi : Ay
(=

u
> > c@ > > CY

Sekil 2.6: Manyetik partikiillerle DNA izolasyonunun sematik gosterimi.

Biyopolimerden hazirlanan ligandlara sahip olan veya hedef niikleik aside afinite sergileyen
manyetik tasiyicilar izolasyon islemi i¢in kullanilir. Manyetik tastyicilar piyasada mevcuttur,
ayrica laboratuarda da hazirlanabilmektedirler. Bu malzemeler, farkli sentetik polimerlerden,
biyopolimerlerden, gozenekli camlardan veya yiizey modifiye edilmis demir oksit gibi
inorganik manyetik malzemelere dayanan manyetik parcaciklardan iretilen manyetik
parcaciklardir. Manyetik alan yoklugunda birbirleri arasinda etkilesmeyen superparamanyetik
parcaciklar bu islem i¢in 6zellikle uygundur. Bu parcaciklar gii¢lii bir manyetik alan altinda
manyetize olur, ancak alandan c¢ikarildiklarinda kalict manyetizmayr korumaktadirlar.
Parcaciklarin manyetik toplanmasi ve topaklagmasi reaksiyon sirasinda engellendiginde,
parcaciklarin kolay silispansiyon haline getirilmesi ve diizgiin niikleik asit ekstraksiyonunu

miimkiin kilmaktadir [84,85].
2.6.3. Niikleik Asit Ayrimi icin Manyetik Parcaciklarin Hazirlanmasi

Laboratuarda, kolloidal manyetit FesOs (veya maghemit yFe,O3 veya ferritler gibi benzer
manyetik materyal) pargaciklar1 genellikle silanizasyon ile yiizey modifiye edilir. Ciplak demir
oksit (Fe30s), DNA'y1 adsorbe etme kapasitesine sahiptir [84], ancak etkin kuvvetler nedeniyle

agregasyonlar, adsorpsiyon icin kullanilabilecek yilizey alanini azaltir.
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Karboksil gruplar1 ile tlirevlendirilen manyetite bagli silan bilesimlerinin, PEG igeren
soliisyonlarda DNA ekstraksiyon yetenegine sahip oldugu bilinmektedir [85]. Yoza ve ark. [86]
DNA cekstraksiyonu i¢in amino silan bilesikleri ve asir1 dalli poliamidoamin dendrimer
varliginda degistirilmis bakteriyel manyetit parcaciklart kullanmistir [86,87]. Prodelalova ve
ark. tarafindan yiiksek sodyum kloriir ve PEG konsantrasyonlar1 altinda DNA izolasyonu i¢in
modifiye manyetik kobalt ferrit parcaciklari aragtirilmistir [88].

Manyetik nanoparcaciklarin alkoksisilanlarla [89,90,91], veya polietilenimin ile [91,92], ylizey
modifikasyonu da mevcuttur. Yukarida bahsedilen manyetik kolloidlerin klasik miknatislarla
ayrilmast kolay degildir. Bunun nedeni Brown hareket kuvvetlerinin, uygulanan manyetik
giiclin lizerinde oldugu kiigiik pargacik boyutundan kaynaklanmaktadir. Faz ayrimini arttirmak

icin, niikleik asitlerle etkilesebilecek cesitli manyetik lateksler hazirlanmaktadir [90,92].

Manyetik mikro kiireler ¢esitli sekillerde hazirlanabilir, ancak genellikle manyetik olarak
hassas parcaciklar (6rnegin demir oksit) sentetik veya biyolojik polimerler ile kaplanir.
Elaissari ve ark. [94], niikleik asitlerin ve farkli polimerlerin etkilesimini tanimlamaktadir.
Agaroz, kitosan, k-karagenin ve alginat gibi biyopolimerler, manyetik bir formda kolayca
hazirlanabilir. En basit durumda bile biyopolimer ¢6zeltisi manyetik par¢aciklarla karistirilir ve

toplu jel olusumundan sonra olusan manyetik jel ince pargaciklara boliiniir [95,96].

Alternatif olarak, kiiresel partikiilleri olusturmak i¢in yag fazinda biyopolimer, su fazinda
manyetit icerin yag i¢inde su siispansiyon yontemi kullanilabilir. Niikleik ayirma icin temel
olarak ayni islem, hidrofobik polistiren [97] ve hidrofilik poliakrilamit [98] veya poli (vinil

alkol) gibi sentetik polimerlerden manyetik pargaciklarin hazirlanmasi i¢in kullanilabilir [99].

Mikro boyutlu parcaciklari sentezlemeye yonelik ilk yaklasim Ugelstad ve ark. [100] tarafindan
yayimlanmistir. Bu arastirmacilar ¢esitli biyomedikal uygulamalarda incelenen, monosize
polistiren manyetik mikrokiireleri yonlendiren ilging bir metodoloji gelistirdiler. Bu pargaciklar
miitkemmel boyut dagilimina ve kiiresel sekle sahiptir, ancak yiizeyleri ¢ok hidrofobiktir ve

parcacik ytizeyinde spesifik olmayan protein baglanmasina neden olmaktadir [100].
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2.6.4. Ticari Manyetik Parcaciklar

Niikleik asit ayristirmasi i¢in uygun olan piyasada bulunan manyetik parcaciklar, cesitli
sirketlerden edinilebilir. Cogunlukla, matrisler silika, gézenekli cam, seliiloz, agaroz, polistiren
ve silan esashidir (Tablo: 2.5). Yalnizca niikleik asit ayrimi ic¢in degil ayrica, manyetik
tagtyicilarin sentezini tanimlayan bazi 6nemli patentler mevcuttur. Parcacik sentezinin ilk
patentlerinden biri, EP 0 003 905 B2, US 5,459,378 ve US 4,530,956 (SINTEF) 'de tarif edilen’
Ugelstad polimerizasyon prosesi 'dir. Bu patente gore birkag sisme ve polimerizasyon kademesi

ile monodisperse manyetik parcaciklar elde edilebilir.

WO/1992/016581 (Cornell Research Foundation) numarali patentte monodisperse
parcaciklarin, Ozellikle de makrogozenekli polimer boncuklarmin hazirlanmas: tarif
edilmektedir. Onerilen proses, ¢dziiniir polimer parcaciklari, bir monomer fazi ve su iceren iic

fazli bir emiilsiyondur.

Manyetik boncuklar kullanan niikleik asit ayrimi, Alderton ve ark. [101] ve WO / 1991 /
012079'da ve ayrica USPAT 5,523,231 (Amersham) 'da agiklanmistir. Bu yaklagimlar, sadece
niikleik aside 6zgli degildir. Diger bir deyisle manyetik boncuklar, diger biyo-maddeleri de
niikleik aside paralel olarak adsorbe edebilir. Bu 6zelligi de yontemlerin dezavantajlari olarak

goziikmektedir.

Bir bagka monodisperse manyetik boncuklar WO /1998/012717 (Merck) 'de tarif edilmektedir.
Bunlar, bir ferrik-oksit kaplama ile manyetik 6zellikler verilen bir SiO2 ¢ekirdeginden olusur.
Demir oksit kaplamanin miiteakip bir silanizasyondan sonra, olusan partikiiller niikleik asitleri

baglayabilir durumdadir.

Mika veya polistren esasli, manyetik bir oksit ile kapli manyetik boncuklar, yiiksek yogunluga
ulagirlar ve bu da hizli sedimantasyona neden olur. Bu nedenle, ek mekanik karistirma
gereklidir. Silanizasyonuna ragmen kaplanmis pargaciklarin temel dezavantaji, metal oksitlerin
analitik c¢ozeltilerle dogrudan temas edebilmesidir. Son teknoloji yaklagimlara ragmen
manyetik boncuklarin iiretimi zahmetlidir. Bu sorunun iistesinden gelmek i¢cin ABD
patentlerinde (USPAT 6,204,033) ve (USPAT 6,514,688) (kimya Biopolimer Technologie AG)
ters slispansiyon polimerizasyonu kullanilarak kisa vadede iiretilebilen polivinil alkol

pargaciklarina dayanan kiiresel, manyetik polimer parcaciklar anlatilmaktadir [102].
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Tablo 2.5: DNA, RNA ve pDNA ayirmada kullanilan ticari manyetik partikiiller.

.. Boyut ..
Uriin Bilesim Niikleik asit tiirii | Uretici Firma
(nm)
L AGOWA, Berlin,
AGOWA®mag? | 5-10 Bilinmiyor | DNA, RNA
Almanya
Dynabeads® o Dynal, Oslo,
1.05-2.80 | Polisitiren | DNA
DNA? Norveg
Geno  Prep™ o
) o . GenoVision, Oslo,
DNA manyetik | Bilinmiyor | Silika DNA
Norveg
kiireler?
Cortex biochem san
MagaZorb®? 1-10 Seliiloz DNA/RNA/,DNA
Leonardo CA, USA
_ Silanlanmis Promega, Madison,
MagneSil? 5-8.5 ) | DNA/RNA/,DNA
demir oksit WI, USA
MagPrep®Silica Silanlanmis Merck KgaA,
1 " IDNA
parrtikiilleri® demir oksit Almanya
) o MagnaMedics,
MagSi® 1-2-5 Bilinmiyor | DNA/RNA
Aachen, Almanya
o Porsuz cam ] _
MGP° Bilinmiyor DNA/RNA Roche Diagnostic
kabuk
Chenmagen
0.5-1, 1-3, | Polivinil biopolymerp
M-PVA? DNA/RNA/,DNA
5-8 alkol technology,
Almanya
Sitiren Micromod
Sicastar®-MP 15-6 maleik asit | DNA/RNA/,DNA | partikeltechnologie,
kopolimeri Almanya
. 0.5, 0.75 - | Silanlanmis Chemicell, Berlin,
SIMAG? ) | DNA/RNA/,DNA
1 demir oksit Almanya
SPHERO Spherotech,
manyetik 1-2 polisitiren | DNA Libertyville, IL,
partikiiller® USA
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a: kit ve protokol mevcut b: kit ve protokol yok c: sadece kit mevcut.
2.6.5. Manyetik Ayiricilar

Manyetik ayiricilar genellikle ¢esitli mikro tiip veya tiip miktarlarini tutmak icin tasarlanmig
giiclii nadir miknatislardan yapilir. Piyasada ¢ok basit konsantratorlerden, komple otomatik
cihazlara kadar degisen 6zelliklerde c¢esitli manyetik ayiricilar mevcuttur. Niikleik asitlerin
izolasyonu g¢ogunlukla, piyasada bulunan laboratuar 6l¢ekli manyetik ayiricilar (partikiil

konsantratdrleri) kullanilarak toplu modda gerceklestirilebilmektedir.

1 um'den daha biiyiik bir ¢capa sahip pargaciklar basit manyetik ayiricilar kullanilarak kolaylikla
ayrilabilirken, daha kiiciik parcaciklarin (manyetik kolloidlerin pargacik boyutu on ila yiiz
nanometre arasinda degisen) yiliksek gradyanli manyetik ayiricilarin - kullanilmasin

gerekebilmektedir.
2.7. POLIMER KAPLI MANYETIK PARTIKULLER

Manyetik nanopartikiiller ile ilgili iki temel problem s6z konusudur. Bunlardan bir tanesi kii¢lik
NP'lerin toplanma egilimi gosterdigi ve yiizey enerjisini diisiirmek icin biiyiik partikiiller
olusturdugu dagilabilirlik kayb1 bir digeri ise; ¢iplak demir oksit NP'lerin (6zellikle FesO4 ve y-
Fe203) yiiksek kimyasal aktiviteleri nedeniyle havada kolayca oksitlenmesinden kaynakli
manyetizma kaybidir. Bu nedenlerden dolayr NP’lerin ileriki uygulamalar1 sirasinda veya
sonrasinda alabilecekleri hasara karsi uygun bir koruma stratejisi gelistirmek onemlidir. Bu
amagla dort temel strateji tizerinde durulmustur. Bunlar: ¢ekirdek — kabuk yapisi, dambil ve

janus tipi hetero yapilar, ¢ekirdek- kabuk- kabuk yapisi ve firga tipi yapilardir [9].
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OO0 D O0ss

(a1) tek cekirdek (a2) ters gekirdek-kabuk (a3)gok cekirdekli (a4) yumurta sarisi (a5) modifiye

(core-shell) kabuk
(a) cekirdek-kabuk
(core-shell)
O 000
(b) gekirdek-kabuk’-kabukb(C) Dambil ve Janus (d) firca tipi

Sekil 2.7: Manyetik nanopartikiillerin yiizey kaplamalarinin farkli morfolojileri [9].

Bu yapilar goz 6niine alindiginda bu tez kapsaminda ¢ekirdek- kabuk (Core—Shell) yapilar
incelenmistir. Cekirdek-kabuk yapilari;; merkezde demir oksit partikiillerin c¢ekirdegi
olusturmas1 ve bu manyetik ¢ekirdegin iizerinin uygulama alanina gore se¢ilmis olan -NHa, -
OH, -COOH, -SH vb. ug gruplar iceren bir ligand, silika gibi inorganik veya fonksiyonel gruplar
iceren polimer gibi bir partikiilin kabuk kismini olusturmasiyla elde edilir. MNP’lerin
yiizeylerinin kaplanmasi ile elde edilen kompozit yapilar, malzemenin saf hallerine gére daha

istiin 6zellikli bir yapiya doniistirler [9].

Bu tez kapsaminda MNP’lerin yiizeyleri oleik asit ile modifiye edilmistir. D. Matiy ve D.C.
Agrawal [110] yaptiklart ¢aligmada sentezlenen Fe3zOs partikiillerin partikiil boyutlarinin
enkapsiile edilmemis Fe3O4 partikiillerine gére daha biiylik ve oksitlenmeye ag¢ik oldugunu
gostermislerdir. Caligmanin bir diger sonucu ise tek tabakali yiizey aktifle kaplanan partikiiller
kerosen ve dodekan gibi yiiksek molekiil agirlikli hidrokarbonlar igerisinde stabilize edilirken

su bazli ferro-akiskanlar elde etmek i¢in ¢ift tabaka kaplama yapilmasi gerekliligidir.

Oleik asidin uzun alkil zincirleri FesOs nanopartikiillerini stabilize ederek koagiilasyonunu
engellemekle kalmaz ayni zamanda Fe3Os nanopartikiillerin polimerizasyon sirasinda
monomerine olan afinitesini arttirirlar. Biyolojik uygulamalar g6z Oniine alindiginda

enkapsiilasyon sayesinde toksisite ve oksidasyon onlenmis olur [110].

Ellaisari ve ark. [105] yaptiklari calismada sicakliga duyarli (N-izopropilakrilamit-ko-aminoetil
metakrilat) (PNIPAM-co-AEMH) kapli manyetik partikiiller tizerinde DNA’ nin adsorpsiyon
ve desorpsiyon davranisi incelenmektedir. Sicakliga duyarli manyetik hibrid pargaciklar,

onceden hazirlanmis divinilbenzen (DVB) ¢apraz baglanmis manyetik pargaciklarin varliginda
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NIPAM'm ¢okeltme polimerizasyonu ile hazirlanmistir. Baslangigta, hazirlanan partikiillerin
adsorpsiyon ve desorpsiyon davranisi pH, sicaklik, zaman ve iyonik kuvvetin bir fonksiyonu
olabilecegi diisiiniilmiistiir. DNA adsorpsiyonunda bu manyetik parcaciklara sicakligin belirgin
bir etkisinin oldugu bulunmustur. Diisilk miktarda DNA adsorpsiyonunun, asidik pH
kosullarinda ve NIPAM’1in hacim faz gecis sicakligimin altindaki sicaklikta oldugu ortaya
konmustur. En yiiksek desorpsiyon ise bazik pH’ta ve NIPAM’1n hacim faz gecis sicakliginin

tizerinde bulunmustur [105].

Percin ve ark. [106] yaptiklart calismada manyetik nanoparcaciklar yiizey aktif madde
icermeyen emdiilsiyon polimerizasyonu ile iiretilmistir. Adsorplanan plasmid DNA miktarini
poly(hydroxyethyl — methacrylate-N-methacryloyl-(L)-histidine) (PHEMAH) manyetik
nanopartikiilleri onemli 6l¢iide arttirmistir. Bunun disinda adsorpsiyon kapasitesi onemli

Olciide azalmaksizin 6 kere daha bu pargaciklarin kullanilabilecegi gosterilmistir [106].

Hou ve ark. [107] silika kapli manyetik mikrokiirelerin 6zelliklerinin incelendigi ¢alismada
FesO4 / SiO2 Stober islemi ile modifiye edilmistir. Silika kapli manyetik mikrokiireler,
sliperparamanyetizma ve iyi dagilim gostermistir ve bunun yani sira elde DNA izolasyonu igin
edilen partikiiller klasik fenol-kloroform ekstraksiyonu ile izole edilenlere gore daha iyi sonug

vermistir [107].

Jiang ve ark. [108] ¢alismalarinda manyetik kompozit mikrokiireler, monomerler olarak stiren
(St) ve akrilik asit (AA) kullanilarak dagilim arayiiz polimerizasyonu yontemi ile karboksil-
fonksiyonlu, ¢ekirdek-kabuk seklinde elde edilmistir. DNA izolasyonu sonucunda FezO4/PS-
PAA mikrokiireleri geleneksel fenol-kloroform ekstraksiyonuyla izole edilenlere kiyasla daha

iyi sonuglar vermistir [108].
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KIMYASAL MALZEMELER

Manyetik polimer partikiillerinin sentezinde monomer olarak akrilamid (AAm), manyetik
partikiil olarak <50nm partikiil biiyiikliigiine sahip demir (I1,111) oksit nano tanecik ve birlikte
¢oktiirme yoOntemi ile sentezlenen demir oksit partikiilleri kullanilmigtir. Demir oksit
partikiillerinin sentezlenmesi amaciyla demir (III) kloriir hekzahidrat (FeCls.6H20), demir (1)
kloriir tetrahidrat (FeCl2.4H20) ve amonyum hidroksit ¢6zeltisi kullanilmistir. Sentezlenen
manyetik partikiiller oleik asit ile kaplanarak, sonraki adimda su ortamindaki kollaidal
stabilitesi saglanmigtir. Akrilamid polimerizasyonunda baslatici olarak benzoil peroksit,
hizlandirici olarak N,N,N",N -tetrametiletilendiamin (TEMED), ¢apraz baglama vasitasi olarak
N,N -metilenbisakrilamid (NMBA) ve yiizey aktif madde olarak agirlik¢a %2’lik poli(vinil
alkol) (PVA) (27000 g/mol ortalama molekiil agirligina sahip) ¢ozeltisi kullanilmustir.
Manyetik polimer partikiillerinin, transamidasyon reaksiyonu ile modifikasyonunda
etilendiamin kullanilmistir. Denemelerde ¢o6ziicli olarak toluen kullanilmis olup, saflastirma
islemlerinde izopropil alkol ve hekzan kullanilmistir. Saflandirma islemleri 10000 kDA
molekiil agirlikli diyaliz membranlar kullanilarak yapilmistir. Denemelerde kullanilan tiim

kimyasal maddelerin listesi ve 6zellikleri Tablo 3.1°de verilmistir.



Tablo 3.1: Denemelerde kullanilan kimyasal maddelerin 6zellikleri.
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Kimyasal Madde Kisaltma Saflik (%)  Ureticisi
Akrilamid Aam >99 Merck
Demir (11,111) oksit (<50nm) FesOq Sigma Aldrich
Demir (I11) kloriir hekzahidrat FeCls.6H20 >98-102 Sigma Aldrich
Demir (II) kloriir tetrahidrat FeCl..4H.0 >99 Sigma Aldrich
Amonyum hidroksit NH4OH 25 Merck
Benzoil peroksit BPO >98 Sigma Aldrich
N,N,N",N"-tetrametiletilendiamin TEMED >99 Sigma Aldrich
N,N -metilenbisakrilamid NMBA >08 Merck
Etilendiamin EDA >99,5 Fluka
Oleik asit OA 65-88 Merck
Poli(vinil alkol) PVA >99 Sigma Aldrich
Hekzan - >99 Tekkim
Toluen - >99.9 Sigma Aldrich
Izopropil alkol IPA >99 Tekkim
Hidroklorik asit HCI 37-38 Riedel de
Haen
Sodyum hidroksit NaOH >98 Tekkim
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3.2. KULLANILAN CiHAZ VE ALETLER

Calisma kapsaminda IKA C-MAG HS 7 marka 1sitmali manyetik karistirici, Heidolph marka
RZR 2102 model mekanik karistirict ve Bandelin Sonopuls homojenizatoér kullanilmus,
tarttmlar Radwag marka AS 220/C/2 model hassas terazi kullanilarak alinmistir. Uriinlerin
kurutulmasinda Elektro-Mag marka M5040P model etiiv ve J.P. Selecta Vaciotem-T marka
vakum etiivii kullanilmistir. pH 6lgtimleri, Hanna marka HI 221 model pH metre ile yapilmustir.
Tiim denemeler siiresinde ¢esitli cam malzemelerden yararlanilmistir. Denemelerde neodyum

miknatislardan faydalanilmistir.
3.2.1. Uriinlerin Karakterizasyonu

Uriinlerin yapisal karakterizasyonu i¢in yapilan Fourier Transform Infrared Spektroskopisi
(FTIR) analizlerinde Bruker Alpha-P marka spektrofotometre kullanilmistir.  Bunlarin
haricinde calisma siiresince ¢esitli cam malzemelerden yararlanilmigtir. Termogravimetrik
analizlerde Linseis STA PT 1750 model TGA cihazi kullanilmistir. Ortalama partikiil boyutu
dagilimlar1 Brookhaven BIC cihazi ile yapilmustir.

3.2.1.1. Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FT-IR) Analizi

Orneklerin FTIR spektrumlari, Bruker Alpha-P marka ATR-FTIR spektrofotometresinde 4000-
450 cm-1 dalga boyu araliginda elde edilmistir.

3.2.1.2. Termal Gravimetrik Analiz (TGA)

Orneklerin termal bozunma davranisinin incelenmesi amaciyla TGA analizleri yapilmistir.
Termogravimetrik analizlerde Linseis STA PT 1750 TGA cihazi kullanilmistir. Analizler, 25-
1000 °C sicaklik araliginda, 10 °C/dak 1sitma hizi ile hava ortaminda (4ml/dk hiz ile)

gerceklestirilmis ve agirlik kayiplart belirlenmistir.
3.2.1.3. Ortalama Partikiil Boyutu Dagiliminin Belirlenmesi

Dinamik 151k sag¢ilimi (DLS) metodu ile Orneklerin ortalama partikiil boyutu dagilimlar
incelenmistir. Analizler Brookhaven BIC cihazi ile yapilmistir. 7 mg 6rnek alinip 20 ml destile
su icerine eklenmis ve ultrasonik prob yardimiyla ile dagitilmig, DLS metodu ile oda

sicakliginda partikiil boyutlar1 belirlenmistir.
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3.2.1.4. DNA Adsorpsiyon ve Desorpsiyon Miktarlarinin Belirlenmesi

Yapilan DNA izolasyonu ¢alismalarinda absorbe ve desorbe edilen DNA miktarlarinin tayini
icin Thermo Fisher marka Nano Drop 2000/2000c spektrofotometresi kullanilmistir. DNA
Ol¢timlerinde kullanilan spesifik dalga boyu olan 260 nm ‘de 6l¢iim yapilmustir.

3.3. YONTEMLER
3.3.1. Oleik Asit Kaph FesOs Kiirelerin Sentezlenmesi
3.3.1.1. Tek Tabaka Kaplama

Oleik asit kapli manyetik partikiillerin sentezlenmesi boliim 2.4.1°de anlatilan birlikte ¢oktiirme
yontemi ile yapilmistir. FesOs partikiilleri olusturulurken ayni zamanda oleik asit ile
kaplanmas1 saglanmistir. Birlikte c¢oktliirme yontemine goére oda sicakliginda 150 ml
FeClz-6H20 (0,15M) ve 75 ml FeCl2-4H20 (0,15M) ¢ozeltileri hazirlanarak 3 boyunlu 1000 ml
hacimli balon reaktére alindi (pH=1,5). Oda sicakliginda 30 dakika boyunca N> atmosferinde
mekanik karistirict yardimi ile 200 rpmde karistirildi. Fe?* nin oksitlenerek Fe®* ‘e
dontisebilecegi gbz onilinde bulundurularak N> atmosferinde gerceklestirilen reaksiyona ek
onlem olarak 2:1 oraninda olmasi gereken Fe3*: Fe?* ¢ozeltilerinden 1,9:1 oraninda alindi. Ayri
bir kapta 25 ml NH4OH (5M) hazirlandi. Karisan ¢ozelti iizerine 1,5 ml Oleik Asit (C18H3402)
15 ml aseton igerisinde ¢oziilerek eklendi (pH=2,5) ve sicaklik 80 °C’ye yiikseltildi. Takiben
reaktor igerisindeki c¢ozeltiye hazirlanmis olan amonyum ¢ozeltisi hizli bir sekilde eklendi
(pH=10,5) ve karistirma hiz1 400 rpm’e yiikseltildi. Demir oksit partikiillerinin olusumuna bagl
olarak ¢Ozelti siyah bir goriiniime biirtindii. Daha sonra 6 ml oleik asit bu ¢ozeltiye 5 dakikada
1 ml olacak sekilde damla damla eklenerek reaksiyona devam edildi. Tiim oleik asit eklendikten

sonra reaksiyonun tamamlanmasi igin 1 saat boyunca karigtirmaya devam edildi.

Reaksiyon tamamlandiktan sonra miknatis yardimiyla olusturulan FesO4/OA partikiilleri su
fazindan ayrilarak dekante edildi. Daha sonra reaksiyona girmeyen bilesenler ve safsizliklar
sirastyla aseton ve etanol/su karisimi ile yikanarak uzaklastirildi. Nihai iiriin, ikinci oleik asit
kaplama (bilayer kaplama) ve suda dagitma isleminde kullanilmak iizere 70 °C’de vakum

etiiviinde 1 giin kurutularak hazirlandi.
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Tablo 3.2: Fe3O4 manyetik kiirelerin oleik asit ile kaplanmasi.

FeCls-6H20 FeCl2:4H20 NHsOH ) )
Oleik Asit
(0,15M) (015M) (5M)
Demir Oksit
Kodu ml ml ml mi
MDO-1 150 75 25 7,5
MDO-2 150 75 25 7,5
MDO-3 150 75 25 7,5
MDO-4 150 75 25 7,5
MDO-5 150 75 25 7,5

3.3.1.2. Ikinci Tabaka Oleik Asit Kaplamalart

Kurutulan FesO4/OA partikiilleri 2 gram tartilarak ii¢ boyunlu 1000 ml’lik reaktore konuldu.
Uzerine 20 ml saf su ilave edildi ve 300 rpmde mekanik karistirict ile karistirildi. Sicaklik 60°
C‘ye ¢ikarildi. Bir baska kapta 6 ml oleik asit {izerine 27 ml su ilave edildi. Cozelti pH’1 10’a
ayarlandi. Bu karigim reaktore damla damla eklendi karigtirma hiz1 400 rmp’e ¢ikarilarak 1 saat
boyunca reaksiyona devam edildi. Reaksiyon sonucunda %4’liik kararl1 bir Fe3O4 siispansiyonu

hazirlandi.
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Tablo 3.3: Tek tabaka kapli FesO4 manyetik kiirelerin ikinci tabaka oleik asit ile kaplanmasi.

Demir Oksit Kullanilan Demir Oksit Oleik Asit Su
Siispansiyon Demir Oksit
Kodu Kodu 9 ml ml
S-MDO-1 MDO -1 2 6 47
S- MDO -2 MDO -2 2 6 47
S- MDO -3 MDO -3 2 6 47
S- MDO -4 MDO -4 2 6 47
S- MDO -5 MDO -5 2 6 47

ikinci tabaka

e XX TE» i¢ gecis (interpen.)
L RN tabakasi

FIEERR N PEReY Birinci tabaka
N .
Fe30y > C—(CH,);—C=C—(CH,);—CHj CHy—(CHy)r—C=C—(CH,)—(C—OH
L T
HH
(a) (b)

Sekil 3.1: (a) Oleik asit ile tek tabaka kapli FesOs manyetik partikiilii, (b) oleik asit ile ¢ift tabaka
kaplanmig FesO4 manyetik partikiilii [103].
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3.3.2. Oleik Asit Kaph Fe3Os Kiirelerin Poliakrilamid Ile Kaplanmasi

Oleik asit ile kaplanmis Fe3Os manyetik partikiillerin yilizeylerinin poliakrilamid ile kaplanmasi
hedeflenmistir. Bu baglamda ters emiilsiyon polimerizasyonu (yag i¢inde su) kullanilarak
NMBA ile ¢apraz bagli akrilamid polimerleri sentezlenmistir. Emiilsiyon i¢in 1:4 (su: yag)
oraninda Y/S slispansiyonu hazirlanmistir. Yiizey aktif olarak %2’lik polivinil alkol (PVA)
¢oOzeltisi hazirlanmistir. 40 ml FezO4 slispansiyonundan ve 40 ml ylizey aktif ¢ozeltisinden
olusan su fazina degisik miktarlarda (0.375- 0.50- 0.75- 0.1- 0.15 g) AAm monomeri, ¢apraz
baglayici olarak molce %10’luk NMBA ve hizlandirict olarak 20 pl TEMED eklenerek iizerine
320 ml s1v1 yag eklenmistir. Karisim 15 dakika boyunca ultrasonik karistiriciyla karistirilarak
slispansiyon olusumu beklenmistir Daha sonra {izerinde %1°lik benzoil peroksit 1 ml toluen
igerisinde ¢oziiliip damla damla reaktore eklenerek reaksiyon baslatilmis ve azot atmosferinde
80°C’de 700 rpm’de mekanik karistiriciyla karistirilarak 1,5 saat sonunda reaksiyon
sonlandirilmistir. Elde edilen tiriin sirasiyla aseton, izopropil alkol, hegzan, su/etanol karigimi

ile yikanmis ve 40°C’de vakum etiiviinde 1 giin kurutulmustur.

Tablo 3.4: Oleik asit kapli manyetik demir oksit (Fes04/OA) kiirelerin enkapsiile edilmesi.

_ PVA
AA NMBA | BPO pemir (%4’lik | YAG
. m ’lii
Polimer Siispansiyonu ’ )
Kodu Stok ¢6z.)
g g g mi mi ml
AAM-03 | 0,375 0,081 0,014 10 (s-Mpo-1) 10 80
AAM-05 0,5 0,108 0,018 10 (s-mMp0-2) 10 80
AAM-07 | 0,75 0,162 0,028 10 (s-MDO-3) 10 80
AAM-10 1,0 0,216 | 0,0374 | 10 (s-mMpo-4) 10 80
AAM-15 15 0,325 0,05 10 (s-mMpO-5) 10 80
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3.3.3. Polimer Kaph Manyetik Partikiillerin Yiizey Modifikasyonlari

Sentezlenip kurutulan ¢ekirdek-kabuk yapili Fe3O4/OA-AAm partikiillerin  yiizeyleri

transamidasyon reaksiyonu yontemi kullanilarak etilen diamin (EDA) ile modifiye edilmistir.

Transamidasyon reaksiyon, amonyak, primer amin veya sekonder aminin hidrokloriirii ile
formaldehit ve en az bir aktif hidrojen atomu igeren bilesiklerin kondenzasyonundan meydana
gelir. Reaksiyonun temel 6zelligi, bir aminometil veya siibstitiiye aminometil grubu ile aktif

hidrojen atomunun yer degistirmesidir [109].

Sentezlenen manyetik polimer partikiiller, polimerin etilen diamine orani 1:12 olacak sekilde
tartilmis ii¢ boyunlu 100 ml’lik reaktdre konulmustur. Uzerine etilen diamin eklenerek geri
sogutucu altinda ve N2 atmosferinde 90°C’de 9 saat boyunca 200 rpm’de mekanik karistiriciyla
karistirilarak reaksiyon gergeklestirilmistir. Reaksiyon sonlandiktan sonra iirlinler metanol ve
su ile yikanarak diyaliz membran igerisinde 2 giin boyunca saflagtirilmistir. Saflastirilan

modifiye manyetik polimer partikiiller 30°C’de vakum etiiviinde kurutulmustur.

Tablo 3.5: Polimer kapli manyetik demir oksit kiirelerin (Fe3O4/OA-AAm) ylizey modifikasyonlari.

| Etilen
o Kullanilan Manyetik Diamin
Modifiye Polimerin Polimer
Polimer Kodu (EDA)
Kodu

g g

EDA-AAM-03 | AAM-03 1 12
EDA-AAM-05 | AAM-05 1 12
EDA-AAM-07 | AAM-07 1 12
EDA-AAM-10 | AAM-10 1 12
EDA-AAM-15 | AAM-15 1 12




37

3.3.4. indikatér ile Asit-Baz Titrasyonu ile Amin Indisi (AI) Tayini

Yiizey modifikasyonlar1 yapilan polimer kapli manyetik kiirelerin amin indisi tayinleri titrasyon

yontemi ile belirlenmis ve sonuglarTablo 4.1°de gosterilmistir.

Bu amagla 0,1 M HCI ve 0,02 M NaOH ¢o6zeltisi hazirlanmistir. Tartilan modifiye manyetik
polimer (50 mg) bir kaba konularak tizerlerine 25 ml HCI ¢ozeltisinden eklenmistir. Agizlar
sik1 bir sekilde kapatilarak 48 saat beklenmistir. 48 saat sonunda her bir iirtinden 10 ml alinip,
tizerine 2-3 damla fenolftaleyn indikatorii eklenerek 0,02 M NaOH’a karst titre edilmistir. Hata
oranini azaltmak amaci ile her iiriinden 3 farkli 6rnek hazirlanmis ve amin indisi sonuglarin
ortalamasi almarak belirlenmistir. Amin indisi tayini hesaplamasinda Denklem 3.1°den
yararlanilmistir.

(Ss—S6)-N-F-2,5

Al(mmol/g)= "

3.1)

Ss: sahit i¢in sarf edilen ¢6zelti miktar1 (ml)

S6: Ornek icin sarf edilen ¢ozelti miktar (ml)

N: ¢ozelti normalitesi

F: ¢ozelti faktorii

W: 6rnek miktari (mg)

3.3.5. DNA Adsorpsiyon ve Desorpsiyon Calismalar:

DNA adsorpsiyon ¢aligmalari pH 5’de, bitki hiicrelerinden izole edilmis saf DNA kullanilarak
hazirlanmis 6.6 ng/ul’lik ¢ozeltilerde gerceklestirilmistir. Desorpsiyon c¢aligsmalari ise pH 10’
da gergeklestirilmistir (Sekil 2.6). Gelecekte gerceklestirilmesi planlanan g¢alismalarda ise

hedeflenen yontem asagida verildigi sekildedir.

Lizis Basamag: (hiicrelerin parcalanmasi): Gece boyu liremeye birakilan bakteri hiicreleri ve
memeli hiicreleri santrifuj ile toplanacak, bitki dokular1 ise once sivi azot ile dondurulup
parcalanacak, maya hiicreleri ise fiziksel 6n parcalama islemine tabi tutulacaktir. Hiicreler

RNase ve lizozim iceren bir soliisyon ile suspense edilecektir. Hiicreler 37°C de 10 dakika
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bekletilecektir. Daha sonra Proteinaz K igeren lizis soliisyonu karisima eklenecek ve 1-1,5 saat

inkiibasyona birakilacaktir.

DNA’nin Baglanmasi Basamagi: Proje kapsaminda gelistirilen MPP’ler karisima eklenir (40
uL). Karisim nazikge alt-iist edilir. MPPler pozitif yiiklii olacaklari i¢in DNA’y1 baglayacaktir.
Daha sonra MPPler miknatis yardimiyla biraraya toplanacaktir. Siipernatant dikkatlice

toplanarak atilacaktir. DNA’nin yilkanmasi asamasina gecilecektir.

DNA’nin Yikanmasi: DNAlarin kalan hiicresel atiklardan ayrilmasi amaciyla yikama
solusyonu (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 80% EtOH) eklenecektir. Nazik¢e yikama soliisyonu

pipetle gekilecektir. Yikama igslemi tekrarlanir. Eliisyon basamagina gegilir.

Eliisyon Basamagi: Tiip miknatistan ayrilir. Ellisyon i¢in 40°C 1sitilmis distile su
kullanilacaktir. Ornekler oda sicakliginda 5 dakika bekletilecektir. Tiip tekrar miknatisla
birlestirilecektir. DNA igeren {ist sivi temiz bir tiipe alinacaktir. DNA saklanmak tizere -20
°C’ye kaldirilacaktir.

Izole edilen DNA molekiillerinin restriksiyon enzim kesimi ve PCR ydntemleri igin
kullanilabilecek kalite ve saflikta elde edilebilirligi test edilecektir. Yirmi ul hacimde
gerceklestirilecek restriksiyon enzim kesiminde, ultra saf su su, enzim {ireticisinin temin ettigi
tampon, restriksiyon enzimi ve laboratuvarda sentezlenen EDA-PAAM’ler ile elde edilen saf
DNA kullanilacaktir. Enzim kesim reaksiyonu 37°C’da bir gece boyunca gerceklestirilecektir.
Reaksiyon sonunda kesim iirlinleri agaroz jel elektroforezi ile analiz edilecktir. PCR
yonteminde ise ultra saf su su, enzim iireticisinin temin ettigi tampon, MgClz, polimeraz enzimi,
DNA izolasyonunda kullanilan organizmanin genine 6zgii primer ¢ifti, izole edilen saf DNA
kullanilacaktir. PCR reaksiyonu temel olarak ii¢ sicaklik dongiisiiniin ortalama olarak ardigik
30 kez tekrarlanmasi kosulunda gerceklestirilecek, sonuglar agaroz jel elektroforezi ile analiz

edilecektir.
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4. BULGULAR

Bulgular boliimiinde sirasiyla FT-IR, TGA, DLS analiz sonuglari irdelenmis, takiben

partikiillerin DNA izolasyon c¢aligsmalar1 sonuglar1 belirtilmistir.
4.1. FT-IR ANALIZLERI

Tez caligmalarinda sentezlenen MDO kodlu ve tek tabaka oleik asit ile kapli katt manyetik
demir oksit partikiillerine ait FT-IR spektrumlar1 Sekil 4.1 ve 4.2°de; MDO fiiriinlerinin ikinci
kez oleik asit ile kaplanarak su igerisinde siispanse edilmesiyle elde edilen su bazli ferro-
akigkanlara (S-MDO) ait FT-IR spekturumlar1 Sekil 4.3 ve 4.4’te; S-MDO sulu
stispansiyonunun su fazi olarak kullanilarak yag fazinda dagitilmasimi takiben, MDO
yiizeylerinin PAAM ile kaplanarak ¢ekirdek-kabuk yapisinda iirtinlere (AAM-XX) ait FT-IR
spektrumlart Sekil 4.5 ve 4.6’da; PAAM kapli {irlinlerin transamidasyon reaksiyonu sonrasi
elde edilen amin modifiye tiriinlere (EDA-AAM-XX) ait FT-IR spektrumlari ise Sekil 4.7 ve

4.8°de verilmistir.

80 -
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Sekil 4.1: MDO - 1 iiriiniine ait FT — IR spektrumu.
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Ticari Fe304
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Sekil 4.2: Laboratuvar ortaminda sentezlenen oleik asit kapli manyetik demir oksit partikiillerine ait FT-
IR spektrumlart.

Sekil 4.1°de verilen FT-IR spektrumu incelendiginde, manyetik ozellikteki FesOs’e ait
karakteristik Fe-O titresimleri 541 cm™ dalga sayisinda gdzlemlenmistir. Spektrumdaki 1405,
1517, 2850 ve 2915 cm™ dalga sayilarinda izlenen pikler ise manyetik demir oksit partikiillerini
monodentat olarak kaplamis bulunan oleik asite ait karakteristik pikler olup sirasiyla COO
grubunun asimetrik ve simetrik C-O titresimleri ve metil ve metilen gruplarina ait C-H
titresimlerinden kaynaklanmaktadir. MDO-5 iiriiniinde gdzlenmekte olan 1701 cm™ dalga
sayisindaki pik, serbest COOH grubundaki C=O titresimlerinden kaynaklanmakta olup, bu
iirtinde oleik asidin bidentat yapida demir oksit partikiillerini kaplamis oldugu diistintilmektedir

[104].
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Sekil 4.3: MDO-1 ve S-MDO-1 iiriinlerine ait FT-IR spektrumlari.
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Sekil 4.4: MDO ve S-MDOQO iiriinlerine ait FT-IR spektrumlart.

Sekil 4.3 incelendiginde, %4 civarinda katt MDO-1 ile hazirlanmig su bazl ferro-akiskandaki
(S-MDO-1) baskin faz olan suya ait tiim karakteristik IR pikleri 3300 cm™ ve 1640 cm™
bolgelerinde izlenmektedir. 1710 cm™ dalga sayisindaki pik ise bidentant olarak MDO
yiizeyine kaplanmis serbest oleik asit yapilarindaki -COOH grubundaki karakteristik C=0
gerilme titresimlerinden ileri gelmektedir [104]. Bahsedilen tiim karakteristik titresimlere ait

IR pikleri Sekil 4.4’te de goriilecegi gibi diger su bazl ferro-akiskanlarda da izlenmektedir.
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Sekil 4.5: AAM-07 iiriiniine ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.6: PAAmM kapli ¢ekirdek kabuk yapidaki manyetik iiriinlere ait FT-IR spektrumlari.
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Sekil 4.5’te verilen FT-IR spektrumu incelendiginde, yiizeyi 0,75 mol akrilamid kullanilarak
PAAm ile kaplanmis iiriin olan cekirdek kabuk yapidaki manyetik AAM-07 iirliniiniin,
PAAm’e ait tiim karakteristik IR piklerini icerdigi gériilmektedir. Bu pikler sirastyla (cm™):
1649 (amid I bandi, C=0); 1620 (amid II bandi, N-H deformasyon ve C-N gerilme); 1530 (N-
H egilme); 1412 (amid III bandi, C-N gerilme) seklindedir. Sekil 4.6°da verilen diger AAM-

XX iirlinlerine ait FT-IR spektrumlarinda bu karakteristik piklerin tamami gézlemlenmistir.

EDA-AAM-07

% Transmittans
1

-
[$)]
w
e8]

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

Dalga sayisi (cm™)

Sekil 4.7: AAM-07 ve EDA-AAM-07 kodlu manyetik tiriinlere ait FT-IR spektrumlart.
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Sekil 4.8: Amino fonksiyonel polimer kapli manyetik iiriinlere ait FT-IR spektrumlari.

Sekil 4.7°de verilen FT-IR spektrumu incelendiginde, AAM-07 kodlu ¢ekirdek kabuk yapidaki
manyetik iriiniiniin etilendiamin (EDA) ile transamidasyon reaksiyonu sonrasi, PAAm
yapilarmin amin modifiye yapilara doniismesine bagh olarak, 1538 cm™’deki pikin siddetinin
arttig1 izlenmektedir. Bu pikteki siddet artis1 yeni olusan amin gruplarindaki N-H deformasyon

1 civarinda

titresimlerinden kaynaklanmaktadir [104,109]. Bir diger degisim ise 1447 cm’
izlenen ve —CH2NH: grubundaki —CH> deformasyon titresimlerine ait piktir. Bu degisimlerin
tamami Sekil 4.8’de verilen tiim amin modifiye {irtinlere ait FT-IR spektrumlarinda da
belirlenmistir. Nitekim bir sonraki béliimde verilen amin indisi analizi sonuglart da g6z 6niine
alindiginda, tez caligmalar1 kapsaminda sentezlenen tiim manyetik partikiillerin amin modifiye

triinler oldugu ve tezin uygulama c¢alismasi olan DNA izolasyonunda kullanabilecek

ozelliklere sahip oldugu kanaatine varilmistir.
4.2. PARTIKUL BOYUTU VE AMIN INDiSi ANALIZLERI

Laboratuvar sartlarinda oleik asitsiz ortamda birlikte ¢oktliirme ydntemi ile sentezlenmis

manyetik demir oksit partikiillerin DLS yontemi kullanilarak belirlenmis partikiil boyutu ve
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dagilimina ait grafik Sekil 4.9°da verilmistir. Partikiiller 400-1110 nm araliginda gdrece genis
bir boyut dagilimina sahip olup, ortalama partikiil ¢cap1 660 nm olarak belirlenmistir.

I Lab. Fe304

Ortalama partikul boyutu: 660 nm
100

Intensity
a1
o
1

400 600 800 1000
Partiktl Boyutu(nm)

Sekil 4.9: Laboratuvar sartlarinda sentezlenen saf manyetik FesO4 partikiil boyut ve dagilimi grafigi.

MDO ara iiriinlerinin OA ile bidentant kaplanarak su igerisinde siispanse edilmesi sonucu
hazirlanan manyetik ferro akiskanlara ait partikiil boyut ve dagilim grafikleri Sekil 4.10-13°de
verilmistir. Sekillerden de goriilecegi gibi S-MDO siispansiyonlarindaki demir oksit
partikiillerinin boyutlar1 90-135 nm araligindadir. Bu siispansiyonlarin kararliliklarinin
incelenmesi amaciyla kapali kaplarda oda sicakliginda bekletilmis ve slispansiyonlarin kararli
bir sekilde herhangi bir agregasyon goriilmeden stabil kaldigi (izleme siireci 3 ay)
belirlenmistir. Bu baglamda, tez ¢alismasinda kararli yapida boyutlar1 100 nm bandinda olan

manyetik ferro akiskanlarin tiretimi de basarili bir sekilde gerg¢eklestirilmistir.
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Sekil 4.10: S-MDO-1 manyetik demir oksit siispansiyonuna ait partikiil boyut ve dagilimi grafigi.
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Sekil 4.11: S-MDO-2 manyetik demir oksit stispansiyonuna ait partikiil boyut ve dagilimi grafigi.



48

L s-MDO-3
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Sekil 4.12: S-MDO-3 manyetik demir oksit siispansiyonuna ait partikiil boyut ve dagilimi grafigi.
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Sekil 4.13: S-MDO-5 manyetik demir oksit siispansiyonuna ait partikiil boyut ve dagilim grafigi.
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Ortalama partikil boyutu: 285 nm
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Sekil 4.14: AAM-07 iirliniine ait partikiil boyut ve dagilimi grafigi.

Sekil 4.14’te, S-MDO-3 manyetik siispansiyonu kullanilarak gergeklestirilen polimerizasyon
reaksiyonu sonucu elde edilen, ¢ekirdek kabuk yapisina sahip AAM-07 iiriiniine ait partikiil
boyutu ve dagilimi grafigi verilmistir. 0,75 mol AAm kullanilarak gerceklestirilen
polimerizasyon reaksiyonu sonrasi, 135 nm olan demir partikiilllerinin boyutu, 285 nm olarak
belirlenmistir. Demir oksit yiizeylerinin olduk¢a hidrofilik bir polimer olan PAAm ile
kaplanmas1 sonucu, partikiillerin hidrodinamik ¢aplarinin artig1 beklenen bir durum olup, bu
sonug ayrica polimerizasyon reaksiyonu siirecinde yag i¢indeki su damlaciklarinin igerisinde
olusan polimer yapilarin, polimerizasyon reaksiyonu ilerledikg¢e siispansiyonu bozmadan, stabil
bir sekilde c¢ekirdek kabuk yapisinda polimer kapli partikiillerin olustugunun da bir
gostergesidir. Bu baglamda herhangi bir jellenme gergeklesmeyip, polimerizasyon
reaksiyonunun, yag i¢indeki su damlalarinda demir oksit partikiillerinin yiizeyinin polimer ile

kaplanmasi seklinde ilerledigi kanaatine varilmistir.
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Sekil 4.15: EDA-AAM-03 iirtiniine ait partikiil boyut ve dagilim grafigi.
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Sekil 4.16: EDA-AAM-05 tirliniine ait partikiil boyut ve dagilimi grafigi.
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Sekil 4.17: EDA-AAM-07 tiriiniine ait partikiil boyut ve dagilimi grafigi.
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Sekil 4.18: EDA-AAM-10 iriiniine ait partikiil boyut ve dagilimi grafigi.
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Sekil 4.19: EDA-AAM-15 iiriiniine ait partikiil boyut ve dagilimi grafigi.

Sekil 4.15-19°da EDA-AAM-XX fiiriinlerine ait partikiil boyutu ve dagilimlarini gosteren
grafikler verilmistir. Sekiller incelendiginde EDA-AAM-15 iirlinii hari¢ tiim {iriinlerin
boyutlarinin 180-450 nm aralifinda oldugu belirlenmistir. EDA-AAM-15 {irlinlinlin ise
ortalama partikiil boyutu 1825 nm olarak belirlenmistir. Bu durumun olas1 nedeni, en yiiksek
monomer besleme oranina sahip olan bu iiriin sentezinde, polimerizasyon reaksiyonu siiresince
olusan polimer zincirlerinin etkilesimleri sonucu, yag igerisindeki su hiicrelerinin birlesmesi
dolayisiyla da olusan polimer kapli partikiillerin boyutlarinin artmasi yiiziinden oldugu
distiniilmektedir. Tez ¢alismasinin en 6nemli hedeflerinden birisinin, DNA izolasyonunda
kullanilabilecek bir manyetik partikiil iiretimi oldugu goz 6niine alinirsa, 1825 nm boyutunda
olan bu partikiillerin uygun boyutlarda olmadig agiktir. Nitekim DNA adsorpsiyonu i¢in en
onemli sartlardan biri, izolasyonda kullanilacak materyalin partikiil boyutunun 1 mikrondan

diisiik olmas1 gerekmektedir.

Partikiil boyutu analizleri sonucunda ikinci bir dikkat cekici bir degisim de gézlenmektedir.
Sekiller incelendiginde AAM-07 i¢in bulunan ortalama partikiil boyutu 285 nm’dir, bu ara {iriin

kullanilarak sentezlenen amin modifiye iiriin olan EDA-AAM-07 i¢in ise ortalama partikiil
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boyutu daha diisiik ¢ikmis ve 180 nm olarak belirlenmistir. Bilindigi gibi DLS analizlerinde
uygun bir s1v1 igerisinde (bu ¢alismada destile su) dagitilan partikiillerin, siv1 faz igerisindeki
boyutlart belirlenmektedir. Dolayisiyla polimerik partikiiller durumunda sulu sistemlerde
Olgiilen deger hidrodinamik ¢aptir. AAM-07 {irlinii oldukga hidrofilik bir polimer olan PAAmM
ile kapli iken, EDA ile modifiye edilmis iiriinde, hem partikiil yiizeyini kaplayan polimer
zincirlerinin arasinda yeni ¢apraz baglarin olusma olasiligi, hem de yeni olusan amin modifiye
yapilarinin daha diisiik hidrofillige sahip olmasina bagl olarak, partikiilii kaplayan polimerik
yapinin su i¢erisindeki hidrodinamik ¢apinda diisiis oldugu diisiiniilmiistiir. Bu baglamda DLS
analizlerinde AAM-07 iiriinii i¢in belirlenen boyutun, modifikasyondan sonra belirli oranda

diismiis olmas1 beklenen bir durumdur.

Tablo 4.1’de EDA-AAM-XX fiiriinlerine ait amin indisi ve ortalama boyut degerleri
listelenmigtir. Tablodan da goriilecegi gibi EDA-AAM-07 iirlinliniin gerek en diisiik partikiil
boyutuna sahip olmasi, gerekse de amin indisi en yiiksek olan iiriin olmasindan dolayi, tezin
uygulama c¢aligmasi olan DNA izolasyonu calismalarinda etkin bir sekilde kullanilabilecegi

distiniilmistiir.

Tablo 4.1: EDA-AAM firtinlerine ait ortalama partikiil boyutu ve amin indisi degerleri.

Ortalama partikiil boyutu Amin indisi
(nm) (mmol/g)
EDA-AAM-03 290 11,83
EDA-AAM-05 450 13,22
EDA-AAM-07 180 19,53
EDA-AAM-10 285 18,79
EDA-AAM-15 1825 13,87
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4.3. TGA ANALIZLERI

Sekil 4.20-21°de ticari ve laboratuvar sartlarinda hazirlanmis manyetik demir oksit iiriinlerine
ait TGA-DTA grafikleri verilmistir. Sekillerden de goriilecegi gibi her iki iiriin de benzer 1sil
davraniglar gostermektedir. Ticari tirlinde %2 civarinda nem ve analiz sicakligi olan 1000°C’ye
kadar da %4 olmak tizere toplam %6 civarinda bir agirlik kayb1 s6z konusudur. Laboratuvar
sartlarinda sentezlenmis demir oksit i¢in ise nem degeri %4, analiz sicakligi olan 1000°C’ye

kadar da %4 olmak lizere toplam %8 civarinda bir agirlik kayb1 s6z konusudur.

T T T B T T T
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- - - - Ticari Fe304-DTA
X
= .
o 95 Q
< X
< m,
O\ 1
90 T T T T T T T T T
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Sekil 4.20: Ticari MDO’ya ait TGA-DTA grafigi.
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Sekil 4.21: Laboratuvar sartlarinda sentezlenmis MDO’ya ait TGA-DTA grafigi.

Sekil 4.22-26’da MDO-XX iriinlerine ait TGA-DTA analiz sonuglar1 grafik seklinde
verilmistir. Sekiller incelendiginde, MDO-1 iiriiniin %1 civarinda nem igerdigi, 190-380 °C
arasinda ekzotermik, tek kademeli bir 1s1l bozulma sonucu, toplamda %17 civarinda bir agirlik
kayb1 gerceklestigi goriilmektedir. Bu baglamda saf demir oksitin %4’liik agirlik kaybi da goz
oniine alindiginda, demir oksit partikiilllerinin yiizeyinin agirlik¢a %13 civarinda oleik asit ile
kaplandig soylenebilir. Diger MDO-XX f{iriinleri de benzer bir 1s1l davranig gostermistir ve
MDO-5 iiriinii hari¢ diger tiim tirtinlerdeki oleik asit kaplanma oran1 ayn1 bulunmustur. MDO-
5 iirlinlinde ise toplam agirlik kayb1 %0,5 nem olmak tizere %23 civarindadir. Daha 6nce FT-
IR analizi sonuglarinda da belirtildigi gibi, bu iirlinde oleik asit zincirlerinin bidentat sekilde
yiizeye kaplanmig durumdadir. Bu baglamda bu tiriindeki oleik asit miktar1 diger {iriinlere gore

daha fazladir.
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Sekil 4.22: MDO-1 iiriiniine ait TGA-TDA grafigi.
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Sekil 4.23: MDO-2 iiriiniine ait TGA-DTA grafigi.
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Sekil 4.24: MDO-3 iiriiniine ait TGA-DTA grafigi.
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Sekil 4.25: MDO-4 iiriiniine ait TGA-DTA grafigi.
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Sekil 4.26: MDO-5 iiriiniine ait TGA-DTA grafigi.

Sekil 4.27-31’de AAM-XX iriinlerine ait TGA-DTA analiz sonuglar1 grafik seklinde
verilmistir. Sekil 4.27 incelendiginde; AAM-3 iiriiniiniin %2,5 civarinda serbest ve bagli nem
icerdigi, gegisleri ¢ok net olmamak tizere 200-270, 270-420 ve 420-690 °C arasindaki ii¢
bolgede, toplam 3 kademeli bir 1s1l bozulma davranis1 sergiledigi goriilmektedir. Bu iiriin i¢in
analiz sonras1 bakiye %30 civarinda olup, bu sonuca gore bu iiriiniin agirlik¢a %69 oraninda

polimer ile kapli oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.28 incelendiginde; AAM-5 {irliniiniin %7 civarinda serbest ve baghh nem icerdigi,
gecisleri net olarak gozlemlenebilen ve 240-700 °C arasindaki bolgede 3 kademeli bir 1s1l
bozulma davranisi sergiledigi goriilmektedir. Bu {iriin i¢in analiz sonrasi bakiye %21 civarinda

olup, bu sonuca gore bu iiriiniin agirlik¢a %77 oraninda polimer ile kapli oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.29 incelendiginde; AAM-7 {irliniiniin %8 civarinda serbest ve bagli nem icerdigi,
gecisleri ¢ok net olmamak tizere 240-680 °C arasindaki bolgede 3 kademeli bir 1s1l bozulma
davranigi sergiledigi goriilmektedir. Bu {iriin i¢in analiz sonras1 bakiye %43 civarinda olup, bu

sonuca gore bu iiriiniin agirlik¢a %53 oraninda polimer ile kapli oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.30 incelendiginde; AAM-10 iiriinlinlin %13 civarinda serbest ve bagli nem icerdigi,
230-790 °C arasindaki bolgede 3 kademeli bir 1s1l bozulma davranisi sergiledigi goriilmektedir.
Bu iiriin i¢in analiz sonrasi bakiye %18 civarinda olup, bu sonuca gore bu iirliniin agirlik¢a %79

oraninda polimer ile kapli oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.31 incelendiginde; AAM-15 {iriiniiniin %6 civarinda serbest ve bagli nem icerdigi, 220-
790 °C arasindaki bolgede ¢ok kademeli bir 1s1l bozulma davranisi sergiledigi goriilmektedir.
Bu iiriin i¢in analiz sonrasi bakiye %17 civarinda olup, bu sonuca gore bu iiriiniin agirlik¢a %82

oraninda polimer ile kapli oldugu belirlenmistir.

Toplu bir degerlendirme yapilacak olursa, demir oksit yiizeylerini kaplayan polimer tabakanin
kalinliginin degisimine bagl olarak bazi 1s1l bozulma davranis1 degisiklikleri gézlemlenmekle
birlikte tirtinlerin benzer 1s1l bozulma davranisi sergiledigi belirlenmistir. Agirlik¢a %53 degeri
ile en az kaplanma oran1t AAM-07 {iriiniinde belirlenmistir ve bu durumdan dolay1 en ince kabuk

polimer katmaninin bu partikiillerde oldugu kanaatine varilmistir.
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Sekil 4.27: AAM-03 iiriiniine ait TGA-DTA grafigi.
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Sekil 4.28: AAM-05 iiriiniine ait TGA-TDA grafigi.
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Sekil 4.29: AAM-07 iiriiniine ait TGA-DTA grafigi.
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Sekil 4.30: AAM-10 iiriiniine ait TGA-DTA grafigi.
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Sekil 4.31: AAM-15 iiriiniine ait TGA-DTA grafigi.

4.4. DNA IZOLASYON CALISMALARI

Tez ¢aligmalart kapsaminda sentezlenen amin modifiye manyetik partikiillerden, amin indisi en
yiiksek, ortalama partikiil boyutu en diisiik ve TGA analizlerine gore kabuk yapisini olusturan
polimer tabakasimnin en ince oldugu diisliniilen EDA-AAM-07 iirliniiniin DNA izolasyon
caligmalarinda kullanilmasina karar verilmis ve pH 5 tamponunda adsorpsiyon, pH 10
tamponunda ise desorpsiyon caligmalar1 gergeklestirilmistir. Desorpsiyon c¢aligmalarinda
miknatisla adsorpsiyon ortamindan ayrilmis manyetik partikiiller, ylizeyleri destile su ile
yikandiktan sonra, lizerlerine desorpsiyon tamponu eklenmis ve 10 dakika 1000 rpmde santrifiij

isleminde sonra ¢ozeltideki DNA konsantrasyonu ol¢iilmiistiir.

Adsorpsiyon ¢aligsmalarinda 6,6 ng/ul baglangi¢ konsantrasyonundaki DNA ¢ozeltilerine 10 mg
manyetik polimer/1 ml DNA ¢o6zeltisi olacak sekilde dozlama yapilarak, ¢ozelti icerisindeki
DNA konsantrasyonu 3, 10, 15, 30 ve 60. dakikalarda Ol¢iilmiis ve sonuglar Tablo 4.2°de

verilmistir.
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Tablo 4.2: pH 5’de DNA konsantrasyonunun zamanla degigimi.

Zaman (dak.)

10

15

30

60

Konsantrasyon
6,6
(ng/ul)

5,6

4,5

4,3

3,8

3,7

Tablo 4.2°den de goriilecegi tizere ilk 3 dakikada %15, 60. dakikada ise %44’lik bir DNA

adsorpsiyon verimine ulasilmistir. Desorpsiyon ¢alismalarinda ise tutulan DNA miktariin %60

civarinda geri salindig1 belirlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢alismasi, 1.U. BAP Birim tarafindan desteklenen “pH ve Sicakliga Duyarli Manyetik
Polimer Mikro Partikiillerin Sentezi Karakterizasyonu ve DNA izolasyonunda Kullanimlarinin

Aragstirilmast” isimli projenin temellerini olusturacak sekilde planlanmistir.

Calismada oOncelikle, suda siispanse olabilecek ve yiizeyi oleik asit ile kaplanmis manyetik
Ozellikte demir oksit (MDO) parcaciklar1 boyutlart 1 mikronun altinda olacak sekilde

sentezlenmistir.

MDO sentezi, temel olarak Fe?" ve Fe®' tuzlarinin bazik ortamdaki oksidasyonunu iceren,
“birlikte ¢oktiirme yontemi” kullanilarak gerceklestirilmigtir. Sentez esnasinda, belirli oranda
oleik asit (OA) kullanimi ile MDO partikiillerinin OA ile tek tabakali (monolayer) olarak
kaplanmasi saglanmistir. Takiben ikin bir OA ilavesi ile iki tabakali (bilayer) olarak sentezlenen
MDO partikiilleri, kararli bir manyetik kolloidal siispansiyon olusturacak sekilde suda
dagitilmistir.  BOylece, polimerizasyon reaksiyonlarinda reaksiyon ortami olarak
kullanilabilecek manyetik ferrolikit (ferro-akiskan) (S-MDO) sentezi gergeklestirilmistir.
Polimerizasyon reaksiyonlari, yag icinde su ters emiilsiyon yontemi kullanilarak, stabilizator
olarak poli(vinil alkol) varliginda gergeklestirilmis ve MDO partikiillerinin ylizeyleri
poli(akrilamid) (PAAm) ile kaplanmistir. Sentezlenen bu partikiillerin (AAM-XX), pH’a
duyarli olmasi ve DNA izolasyonunda kullanilabilmesi i¢in, transamidasyon reaksiyonu
gerceklestirilerek, partikiiliin kabuk yapisin1 olusturan PAAmM yapilari,, amin u¢ gruplari
icerecek sekilde modifiye edilmistir (EDA-AAM-XX).

Tez calismast kapsaminda sentezlenen iirlinlerin yapilari, Fourier Transform Infrared
Spektroskopisi (FT-IR) yontemi ile karakterize edilmis, 1s1l davraniglar ise Termal Gravimetrik
Analiz (TGA) yontemi ile belirlenmistir. Manyetik ferro-likitlerin, polimer kapli manyetik
partikiillerin ve amin modifiye iirlinlerin partikiil boyutu analizleri, Dinamik Isik Sacilimi
(Dynamic Light Scattering) (DLS) yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Son olarak da
amin modifiye manyetik partikiillerin iki farkli pH’taki DNA izolasyon etkinlikleri

incelenmistir.
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Bulgular béliimde sirasiyla FT-IR, TGA, DLS analiz sonuglari irdelenmis, takiben partikiillerin
DNA izolasyon ¢alismalarinin sonuglari belirtilmistir. Bu boliimde ise, her bir {iriin grubu kendi

icerisinde degerlendirilmistir.

Manyetik demir oksit (MDO) iiriinleri; Laboratuvarda bazik ortamda birlikte ¢oktiirme yontemi
kullanilarak sentezlenmis ve bu iiriinlerin sentezinde kullanilan OA’in, demir oksit ylizeylerine
monodentat sekilde bagli oldugu FT-IR analizleri ile belirlenmistir. Monodentat baglanmis
OA’in, elde edilen partikiillere suda dagilabilme 6zelligi vermedigi bilinen bir durumdur ve
beklenildigi gibi bu iirlinlerden MDO-5 iirlinii hari¢ higbiri su igerisinde dagitilamamistir.
MDO-5 fiiriinii ise suda dagitilabilmistir. FT-IR analizleri boliimde de bahsedildigi gibi, bu
tirtine ait FT-IR spektrumunda 1710 cm-1’de bulunan pik, bu iiriin yiizeyine bidentant olarak
bagli olan serbest OA molekiillerinden kaynaklanmaktadir. Bu iirline ait DLS analiz sonucuna

gore ortalama partikiil boyutu 405 nm civarinda belirlenmistir.

Su i¢inde dagitilmis manyetik demir oksit slispansiyonlart (S-MDO); MDO iiriinlerinin
yiizeylerinin OA ile bidentat sekilde kaplanmasini da igeren islemler sonucunda hazirlanan ve
polimerizasyon reaksiyonlarinda su fazi olarak kullanilan bu siispansiyonlarin, 90-135 nm
arasinda ortalama partikiil boyutuna sahip ve oda sicakliginda olduk¢a kararli manyetik

siispansiyonlar oldugu belirlenmistir.

Cekirdek kabuk yapisinda, poli(akrilamid) kapli manyetik partikiiller (AAM-XX); Yag i¢inde
su ters emiilsiyon yontemi kullanilarak hazirlanan AAM-XX c¢ekirdek kabuk yapisinda
manyetik polimerik partikiillerin yilizeyleri yapilan FT-IR analizleri ile incelenmis ve analizler
sonucunda poliakrilamid ile basaril1 bir sekilde kaplanmis oldugu belirlenmistir. TGA analizleri

sonucunda ise partikiillerin agirlik¢a %53-82 oraninda polimer igerdigi belirlenmistir.

Cekirdek kabuk yapisinda amino fonksiyonel poli(akrilamid) kapli manyetik partikiiller (EDA-
AAM-XX); AAM-XX partikillerinin EDA ile modifikasyonu sonrasi, transamidasyon
reaksiyonu ile amino fonksiyonellestirilmesi sonucu sentezlenen bu {iriinlerin kimyasal
yapilari, FT-IR analizleri ile aydinlatilmis ve amin u¢ gruplarmin varligr goriilmiistiir.
Gergeklestirilen amin indisi analizleri sonucunda, en yiiksek amin indisi degerinin EDA-AAM-

07 tirtiniine ait oldugu belirlenmistir.

DNA izolasyon calismalari; Tez ¢aligmalar1 kapsaminda sentezlenen amin modifiye manyetik

polimerik partikiillerden (MPP), amin indisi en yiiksek, ortalama partikiil boyutu en diisiik ve
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TGA analizlerine gore, kabuk yapisini olusturan polimer tabakasinin en ince oldugu diisiiniilen
EDA-AAM-07 iirliniiniin DNA izolasyon c¢aligmalarinda kullanilmasina karar verilmis ve pH
5 tamponunda adsorpsiyon, pH 10 tamponunda ise desorpsiyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
Analizler sonucu %@44’°lik bir adsorpsiyon verimi saglandigi, adsorplanan DNA’nin ise

%60’ 1m1n desorbe edilebilecegi belirlenmistir.

Sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde, tez ¢alismasi kapsaminda partikiil boyutu 180 nm
(~0.2um) olan, amino fonksiyonel poli(akrilamid) ile kaplanmis, ¢ekirdek kabuk yapisinda
manyetik partikiiller basariyla sentezlenmistir. Gergeklestirilen DNA izolasyon ¢alismalari, bu
partikiillerin DNA izolasyonunda kullanabilecegine isaret etmektedir. Tez ¢aligmalari, 1.U.
BAP birimi tarafindan desteklenen bir arastirma projesinin ilk ¢alismalarin1 kapsamakta olup,
gelecek donemlerde, partikiillerin degisik DNA baslangi¢c konsantrasyonlarindaki davranist,
pH, iyonik siddet, sicaklik degiskenlerine bagli olarak degisebilecek adsorsiyon ve desorpsiyon
karakteristiklerinin belirlenmesi ve takiben bitki veya mantarlardan elde edilecek 6rneklerden
dogrudan DNA izolasyonundaki etkinliginin belirlenmesi ¢alismalarinin gercgeklestirilmesi

planlanmistir.
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