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OZET

DOKTORA

FENOLIK BILESIKLERIN SECIMLI AYRIMI VE TAYININDE YENI
MALZEMELERDEN YARARLANILMASI

Seyda KARAMAN ERSOY

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Analitik Kimya Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr. Esma TUTEM

II. Danisman : Prof. Dr. Cevdet NERGIZ

Molekiiler baskili polimerler (Molecular imprinted polymers, MIPs), belirli molekiilleri
(veya tiirevlerini) kimyasal olarak tanima 6zelligine sahip kaliplar igeren polimerik kati
malzemelerdir. MIP’ler dogal proteinli reseptorlere kiyasla hazirlama kolayligi, diisiik
maliyet, u¢ sicaklik ve kimyasal kosullara dayanim, uzun raf dmrii, deneysel tasarimda
gelismis cok yonliiliik gibi belirgin Ustiinliikler gosterir.

Kuersetin, pek ¢ok bitkinin yaprak, meyve ve ¢iceginde yaygin olarak bulunan flavon
ailesinin en aktif bilesenidir. Kuersetin antioksidan, antiviral, antiinflamatuar ve
antitimor Ozellikleri nedeniyle artan bir ilgi konusu olmustur. Bu nedenle, kuersetinin
cesitli bitki matrikslerinden ayrimi 6nemli bir arastirma alani olmaktadir. Ayrica
kuersetinin dnderisiklendirmesi (zenginlestirmesi) ve/veya ayrimi, biyolojik maddelerde
oldugu gibi ¢ok bilesenli karmasik gida iiriinlerinde de kuersetin tayini igin gerekli bir
basamaktir. Kafeik asit birgok bitki ve igecekte bulunan bir hidroksisinnamik asit
tirevidir. Meyvelerdeki toplam hidroksisinnamik igeriginin %70 ini olusturmaktadir.
Kafeik asit, iltithabr (inflamasyon) hafifleterek serbest radikallerin zararli etkilerine ve
endotelyal hasar vb.'ne kars1 koruma saglar.

Bu ¢aligmada, yukarida bahsedilen sebeplerden dolay: kafeik asit ve kuersetinin ayrimi
ve Onderisiklendirilmesi i¢in ayr1 ayri baskili polimerler sentezlendi. Kuersetin baskili

polimerler gbézenek olusturucu ¢oziicii olan asetonun iginde kalip molekiil olarak
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kuersetin, fonksiyonel monomerler olarak 4-vinil piridin (4-VP), metakrilik asit (MAA),
akrilamid (AA), ¢apraz baglayici olarak etilen glikol dimetakrilat (EDMA) ve baslatici
olarak  3,3’-azobisizobutironitril ~ kullanilmasiyla ~ farkli  mol  oranlarinda
(kalip:monomer:capraz baglayici: 1:4:20, 1:5:30, 1:8:40, 1:10:50) hazirland1. Ayrica
baskisiz polimerler (non-imprinted polymers, NIPs) kalip molekiil olmadan sentezlendi.
Bunlarin tanima ve secimlilik Ozellikleri, farkli oranlarda asetonitril (ACN)-
dimetilsiilfoksit (DMSO) karisimlart ve metanoldeki kuersetin ¢ozeltileri ile denge
bagla(n)ma denemeleriyle 370 nm’de absorbanslar1 izlenerek incelendi. Kuersetin:4-
VP:EDMA’nin 1:4:20 mol oranindaki MIP’i, kuersetin tanima i¢in en uygun polimer
olarak belirlendi. Bahsedilen bu polimerin yapisal olarak iligkili diger bilesiklere (rutin,
katesin, vb.) gore kuersetin i¢in biiyiik 6l¢iide se¢imli oldugu goriildii. MIP ve NIP’lerin
adsorpsiyon oOzellikleri, ACN:DMSO (98:2, v/v) karisiminda hazirlanan kuersetin
cozeltileriyle Freundlich ve Langmuir adsorpsiyon izotermleri kullanilarak hesaplandi.
Bu calismada ayrica, farkli mol oranlarinda (1:4:12, 1:4:16, 1:4:20, 1:5:30, 1:6:30,
1:8:40) bir seri kafeik asit baskili polimer, gozenek olusturucu ¢oziicii olarak THF’da
hazirlandi. Kafeik asit-MIP'lerin hazirlanmasi i¢in kalip molekiil olarak kafeik asit,
monomer olarak 4-VP, MAA, AA ve 1-vinil imidazol (1-VI), ¢apraz baglayici olarak
EDMA ve baglatic1 olarak AIBN kullanildi. Ayrica baskisiz polimerler (NIPs) kalip
molekiil olmadan sentezlendi. Bunlarin tanima ve secimlilik 6zellikleri denge
bagla(n)ma denemeleri ile 320 nm’de absorbanslari izlenerek incelendi. Kafeik asit:4-
VP:EDMA’nin 1:4:16 mol oranindaki MIP’1, kafeik asit tanima i¢in en uygun polimer
olarak belirlendi. Bahsedilen bu polimerin yapisal olarak iligkili diger bilesiklere (gallik
asit, klorojenik asit, vb.) gore kafeik asit i¢in biiyiik 6l¢iide se¢imli oldugu goriildii. MIP
ve NIP’lerin adsorpsiyon ozellikleri ACN’deki kafeik asit ¢ozeltileriyle Freundlich ve
Langmuir izotermleri kullanilarak hesaplandi.

Kafeik asit ve kuersetin baskili polimerlerin yap1 analizleri Fourier Déniisiimlii Infrared
Spektrokopisi (Fourier Transform Infrared, FTIR)-Zayiflatilmis Toplam Yansima
(Attenuated Total Reflection, ATR) spektrumlar1 kullanilarak gerceklestirildi. Polimer
morfolojileri taramali elektron mikroskobu (SEM) ile incelendi.

Hazirlanan molekiiler baskili polimerler kullanilarak molekiiler baskili kati1 faz
ekstraksiyon (MISPE) uygulamalart yapildi. Bdylece sentetik karisimlar ve dogal
tiriinlerden (kuersetin i¢in; 1sirgan ekstrakti hidrolizati, kirmizi sogan kabugu ekstrakti
ve ekstrakt hidrolizati ve siyah cay ekstrakti hidrolizati, klorojenik asit ve kuersetinin
her ikisi i¢in de yesil kahve c¢ekirdegi ekstrakti) kafeik asit (ve/veya kafeik asit tiirevi
klorojenik asit) ve kuersetin (ve/veya kuersetin tlirevi kamferol, mirisetin, rutin) geri
kazanimi gerceklestirildi.

Haziran 2014, 153 sayfa.

Anahtar kelimeler: molekiiler baskili polimer (MIP), molekiiler baskili kati faz
ekstraksiyonu (MISPE), kafeik asit baskili polimer, kuersetin baskili polimer.
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Molecular imprinted polymers (MIPs) are solid polymeric materials containing
templates which have recognizing abilities chemically of specific molecules (or their
derivatives). MIPs offer distinct advantages such as ease of preparation, low cost,
tolerance to extreme thermal and chemical conditions, long shelf life, and enhanced
versatility in experimental design compared to natural proteinaceuous receptors.

Quercetin is the most active compound in flavone family, widely occurring in leaves,
fruits, and flowers of many plants. Quercetin has become the topic of increasing interest
based on its antioxidant, antiviral and antitumor properties. So, the isolation of quercetin
from various plant matrices is becoming an important research area. Moreover,
preconcentration and/or separation is a required stage for determining quercetin in
complex multicomponent food products as well as in biological objects. Caffeic acid is
a hydroxycinnamic acid derivative which is present in many plants and beverages. It
accounts for up to 70% of the total hydroxycinnamic acid content in fruits. Caffeic acid
can slow down the process of inflammation, thereby providing protection from the
hazardous effects of free radicals and against endothelial damage, etc.
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In this work, because of the above mentioned reasons, imprinted polymers for the
isolation and preconcentration of quercetin and caffeic acid were synthesized separately.
Quercetin imprinted polymers in different molar ratios (template:monomer:cross-linker:
1:4:20, 1:5:30, 1:8:40, 1:10:50) were prepared by using quercetin as the template
molecule, 4-vinylpyridine (4VP), methacrylic acid (MAA), acrylamide (AA) as the
functional monomers, ethylene glycol dimethacrylate (EDMA) as the cross-linker and
2,2’-azobisisobutyronitrile (AIBN) as initiator in the porogen of acetone. Non-imprinted
polymers (NIPs) were also synthesized without template. Their recognition and
selectivity properties were investigated by equilibrium binding experiments with QC
solutions in different proportions of acetonitrile (ACN)-dimethylsulfoxide (DMSO)
mixtures and methanol (MeOH) monitoring the absorbances at 370 nm. The MIP with
1:4:20 molar ratio of quercetin-4VP-EDMA was established as the most suitable for
recognition of quercetin. The mentioned MIP was found to be highly selective for
quercetin according to the other structurally related compounds (rutin, catechin, etc).
Sorption parameters of the MIP and the NIP were calculated by using Freundlich and
Langmuir isotherms with quercetin solutions in ACN: DMSO (98:2, v/v).

Also in this study, a series with different molar ratios of caffeic acid imprinted polymers
(1:4:12, 1:4:16, 1:4:20, 1:5:30, 1:6:30, 1:8:40) were prepared in tetrahydrofuran as
porogen. Caffeic acid as template molecule, 4-vinylpyridine (4VP), methacrylic acid
(MAA), acrylamide (AA), 1-vinylimidazole as functional monomers, ethylene glycol
dimethacrylate (EDMA) as cross-linking agent and 2,2’-azobisisobutyronitrile (AIBN)
as initiator were used for the preparation of caffeic acid-MIPs. Non-imprinted polymers
(NIPs) were also synthesized without template. Their recognition and selectivity
properties were investigated by equilibrium binding experiments monitoring the
absorbances at 320 nm. The MIP with 1:4:16 molar ratio of caffeic acid-4VP-EDMA
was established as the most suitable for recognition of caffeic acid. The mentioned MIP
was found to be highly selective for caffeic acid according to the other structurally
related compounds (gallic acid, chlorogenic acid, etc). Sorption parameters of the MIPs
and the NIPs were calculated by using Freundlich and Langmuir isotherms with caffeic
acid solutions in ACN.

Structure analysis of caffeic acid and quercetin imprinted polymers was carried out by
using fourier transform infrared (FTIR)- attenuated total reflection (ATR) spectrum.
Morphologies of these polymers were investigated with scanning electron microscopy
(SEM).

Molecularly imprinted solid phase extraction (MISPE) applications were performed by
using prepared imprinted polymers. Thus, recoveries of caffeic acid (anad/or caffeic
acid derivative chlorogenic acid) and quercetin (and/or quercetin derivative kaempferol,
miricetin, rutin) were carried out from synthetic mixtures and natural products (nettle
extract hydrolizate, red onion peel extract and extract hydrolizate, and black tea extract
hydrolizate for quercetin; green coffee bean extract for both quercetin and chlorogenic
acid).

June 2014, 153 pages.
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Keywords: Molecularly imprinted polymer (MIP), molecularly imprinted solid phase
extraction (MISPE), caffeic acid imprinted polymer, quercetin imprinted polymer.
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1. GIRIS

Molekiiler baskili polimerler (MIP, molecularly imprinted polymer), belirli bir
molekiilii (veya onun bir tiirevini) kimyasal olarak tanima 6zelligine sahip kalip iceren
polimerik kati malzemelerdir (Haupt, 2003; Yan ve Ramstrom, 2005). Molekiiler
baskili polimerler, diisiik maliyetleri, yiiksek mekanik dayanikliklari, 1stya ve basinca
olan direngleri, fiziksel saglamliklar, asitler, bazlar, metal iyonlar1 ve organik ¢oziiciiler
gibi ekstrem sartlarin varliginda kararlhiliklart ve yiiksek depolama dayanikliliklar
nedeniyle son yillarda ilgi ¢eken calisma alanlar1 arasinda yer almaktadir. (Yan ve Row,
2006; Mahony ve dig., 2005; Ramstrom ve Ansell, 1998; Wei ve Mizaikoff, 2007;
Cheong ve dig., 2013; Theodoridis ve dig., 2006).

Cevre, ila¢ ve biyoteknoloji alanlarinda hizli ve verimli yeni yontemlere siirekli ihtiyag
duyulmasi, arastiricilar1 daha 1iyi, daha secici ve duyarli analitik ¢aligmalarin
yapilmasina yoneltmistir (Mayes ve Mosbach, 1997). Simdiye kadar MIP’ler sivi
kromatografisi (Ramstrom ve Ansell, 1998; Xie ve dig., 2003) kapiler elektroforez ve
kapiler elektrokromatografi (Scheweitz ve dig., 1998) ve solid-faz ekstraksiyonu
(Vlatakis ve dig., 1993) gibi pek ¢ok analitik calismada kullanilmistir. Molekiiler
baskilama, ilaglarin, herbisitlerin, aminoasitlerin ve tiirevlerinin, peptitlerin, proteinlerin
vb. bilesiklerin se¢ici taninma matrikslerinin hazirlanmasi i¢in gelistirilmis bir yontem
olmustur (Li ve dig, 2005) MIP adsorbentler, ilaglarin kati faz ekstraksiyonunda,
proteinlerin, aminoasitlerin, DNA ve RNA’nin, peptidlerin, hormonlarin ayrilmasi ve
gidalardan pek ¢ok maddenin ayrimi ve saflastirilmasinda kullanilmaktadir (Lok ve
Son, 2009; Xie ve dig., 2003; Scheweitz ve dig., 1998; Vlatakis ve dig., 1993; Li ve
dig., 2005; Ramstrom ve dig., 2001; Odabasi ve Denizli, 2001).

Insan saghigr agisindan biiyiik risk olusturan pek ¢ok hastaligin (basta kanser olmak
izere, kalp-damar hastaliklari, seker hastaligi gibi) ortaya c¢ikmasini engelleyen ve
bir¢ok bitki tiirlinde bol miktarda bulunan fenolik bilesikler (polifenoller) insan sagligi
tizerindeki etkileri nedeniyle biyolojik aktif maddeler olarak adlandirilmakta ve pek ¢ok
calismaya konu olmaktadir. Besinlerde bulunan fenolik bilesikler; flavonoidler, fenolik

asitler, fenolik polimerler (tanenler) olmak {iizere ii¢ sinifa ayrilir (Rice-Evans ve dig.,



1996). Literatiirde bitkisel fenolik bilesiklerin tayinine yonelik pek ¢ok ydontem
bulunmaktadir. Bunlarin biiyiik bir kismi kromatografik yontemlerden olusmaktadir.
Ancak dogal orneklerdeki fenolik bilesiklerin diisiik derisimlerde olmasi ve 6rnek
matrikslerinin karmasikligt nedeniyle kromatografik analizden once se¢imli G6rnek
hazirlama yontemleri gereklidir. Bilesenlerin Onderisiklendirmesi ve ayrilmasi
cogunlukla SPE (Solid-Phase Extraction, Kati-Faz eksktraksiyonu) kullanilarak
yapilmaktadir. Bu amagla kullanilan ¢ok sayida ticari malzeme olmakla birlikte, son
yillarda secimliliklerinin yiiksek, hazirlanislarinin kolay olmasi nedeniyle molekiiler
baskilama teknigi ile hazirlanmis polimer malzemelerin (Molecularly Imprinted
Polymers, MIP) sentezi ve kullanimi, bitkisel fenolik bilesiklerin ayrimi ve
derigiklendirilerek analizinde yogun olarak calisilmaktadir (Wulff, 1995; Mosbach ve
Ramstréom, 1996; Lu ve dig., 2002)

Kuersetin (KUE) de flavonoidlerin flavonol sinifinda yer alan, pek cok bitki ve
meyvenin yaprak ve c¢icek kisminda bulunan flavon sinifinin en aktif bilesenidir.
Kuersetin; antioksidan, antiviral, antiinflamatuar ve antitiimor 6zellikleri gibi biyolojik
aktivitesi sebebiyle pek ¢ok biyolojik aktif takviyeler ve medikal preparatlarda
kullanilan gittikge ilgi ¢eken bir konu haline gelmistir (Song ve dig., 2009). Ayrica
biyolojik aktif maddelerin yanisira ¢ok bilesenli kompleks gida maddelerinden
kuersetinin zenginlestirilmesi ve/veya ayrilmasi gerekli bir asamadir. Kuersetinin
izolasyonu ve derisiklendirilmesi, kuersetinin kalip olarak kullanilmasiyla hazirlanan
molekiiler baskili polimerler (KUE-MIP) sayesinde gerceklestirilmektedir) (Xie ve dig.,
2001; Weiss ve dig., 2002; Theodoridis ve dig., 2006; Hong ve Chen, 2013; Song ve
dig., 2009; Pakade ve dig., 2012; Pakade ve dig., 2013; O’Mahony ve dig., 2006; Lopez
ve dig., 2012; Chen ve dig., 2012; Kudrinskaya ve dig.,2009; Curcio ve dig., 2012; Xia
ve dig, 2006; Jin ve Row, 2007; Molinelli ve dig., 2002). Kafeik asit (KA), iltihab1
(inflamasyon) yavaglatan bdylece serbest radikallerin zararli etkilerine ve endotelial
hasara karsi koruma gibi biyolojik olarak ©nemli etkileri olan bir antioksidandir
(Maurya ve Devasagayam, 2010). Bu sebeplerden dolay1 kafeik asidin izolasyonu ve
zenginlestirilmesi 6nemli bir arastirma konusu olmakta ve bu amaci gergeklestirebilmek
icin kafeik asidin kalip olarak kullanilmasiyla kafeik asit baskili polimerler (KA-MIP)
sentezlenmektedir (Li ve dig, 2013; Li ve dig., 2005; Zhu ve dig., 2011; Valero-Navarro
ve dig., 2011; Michailof ve dig., 2008).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691510005697
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691510005697

Giliniimiizde gida maddelerinin depolanma kararliliklarini/siirelerini artirmak igin
cogunlukla biitillenmis hidroksi anizol (BHA), biitillenmis hidroksi toluen (BHT),
propil gallat (PG), tersiyer biitil hidrokinon (TBHQ) gibi sentetik antioksidanlar
kullanilmaktadir. Ancak, antioksidan olarak kullanilan kimyasallarin zararl etkileri
nedeniyle, son yillarda ilgi dogal antioksidanlar {izerinde yogunlasmistir. Bitkilerden ve
bitkisel atiklardan dogal antioksidanlarin kazanilmasi i¢in g¢esitli ekstraksiyon
yontemleri kullanilmaktadir (Schieber ve dig., 2001; Cheung ve dig., 2003;
Balasundram ve dig., 2006; Makris ve dig., 2007).

Bu tez caligmasmin amaci farkli fenolik bilesik smiflarina yonelik ayri MIP’lerin
sentezlenerek bitkisel gida drneklerinde ve bitkisel atiklarda varolan antioksidanlarin
ayirma ve derisiklendirilmesinde uygulanabilirliklerini incelemektir. Yaptigimiz
calisma, bitkilerden ve/veya bitkisel atiklardan dogal antioksidan elde edilmesi amacina
da hizmet etmektedir. Calismada oncelikle KUE ve KA baskili MIP’ler sentezlendi. En
uygun polimerleri belirlemek igin polimer sentezi sirasinda kullanilan kalip molekiil,
capraz baglayici, baslatici ve gozenek olusturucu (porojen) c¢oziicli optimizasyon

calismalar1 yapildi ve bunlarin optimum oranlari saptandi.

En uygun kosullarda sentezlenen KUE ve KA baskili polimerlerin sorpsiyon 6zellikleri
statik ve dinamik adsorpsiyon testleriyle belirlendi. Freunlich ve Langmuir adsorpsiyon
izotermleri ¢izilerek polimerlerin bu izotermlere uyumu arastirildi. Breakthrough
(kopma) egrileri ¢izilerek adsorpsiyon kapasiteleri saptandi. Polimerlere kalip molekiil
ile ayn1 fenolik bilesik sinifinda yer alan ve almayan bilesiklerle secimlilik denemeleri
yapilarak hangi bilesigin MIP ve NIP’de ne kadar tutundugu hesaplandi. Tutmanin

(sorpsiyonun) kalip molekiillere 6zgiil olup olmadig: tartigilda.

Polimerlerin yap1 karakterizasyonu ve morfolojisinin belirlenmesi FTIR-ATR

spektrumlar1 ve SEM analizleri ile gerceklestirildi.

Sentezlenen KUE-MIP ve KA-MIP’ler kullanilarak MIP’lerin en yaygun uygulama
alanlarindan biri olan MISPE (Molekiiler Baskili Kat1 Faz Ekstraksiyonu) denemeleri
yapildi. Bunun i¢in polimerler SPE (Kati faz Ekstraksiyonu) kartuslara belirlenen
miktarlarda doldurularak oncelikle antioksidan standartlarindan olusan sentetik karigim

cozeltileri ile MISPE uygulamasi gercgeklestirildi. Bu sekilde MISPE nin biitiin adimlar1



(yliikleme, yikama, eliisyon) en yiiksek verimde KUE ve KA geri kazanimi elde
edilebilecek sekilde HPLC analiziyle optimize edildi. Daha sonra, uygun bir ¢6ziicii
sistemiyle ekstrakte edilen dogal 6rneklerle MISPE uygulamalar1 yapildi. KUE-MISPE
uygulamasinda dogal 6rnek olarak kirmizi sogan kabugu ekstrakti ve hidrolizati, siyah
cay ekstrakti hidrolizati, 1sirgan ekstrakti hidrolizati ve yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti
kullanilarak KUE, KA-MISPE uygulamasinda ise dogal ornek olarak yesil kahve
cekirdegi ekstrakti kullanilarak KLA geri kazanildi.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. MOLEKULER BASKILI POLIMERLER (MOLECULARLY IMPRINTED
POLYMERS, MIP)

MIP’ler, belirli bir molekiilii (veya onun bir tiirevini) kimyasal olarak tanima 6zelligine

sahip kalip igeren polimerik kat1 malzemelerdir (Haupt, 2003; Yan ve Ramstrom, 2005).

Oncelikle monomerler, kovalent veya non-kovalent etkilesimlerle uygun bir gdzenek
olusturucu ¢6ziicti i¢erisinde kalip molekiil ile kompleks olustururlar. Daha sonra bu
kompleks, uygun bir ¢apraz baglayicinin da kullanilmasiyla monomerler araciligi ile
polimerlesir. Polimerizasyondan sonra kalip molekiil uzaklastirilir ve bunun sonucunda
polimerde boyut, sekil ve fonksiyonel grup bakimindan kalip molekiile 6zgii yiiksek
secicilikte baglanma bolgeleri olusturmakta (Sekil 2.1) ve kalip molekiilii tamamlayan
ozellikte olmaktadir. Bu teknik 6ziinde kalip molekiilii secici bir sekilde geri baglama

yetenegine sahip “molekiiler hafiza” olusturmaktadir (Haupt, 2003).

Maonomerler @apraz
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Sekil 2.1: Molekiiler baskilamanin genel sematik gdsterimi.

Molekiiler baskili polimerlerin 6zelliklert;
e Yiiksek mekanik dayanikliklari, 1s1ya ve basinca olan direngleri
e Fiziksel saglamliliklar
e Asitler, bazlar, metal iyonlar1 ve organik ¢oziiciiler gibi u¢ sartlarin varliginda

kararlhiliklari



e Yiiksek depolama dayanikliliklar1 (polimer performansinda azalma olmadan oda
sicakliginda birka¢ yil saklanabilme ve polimerlerin “hafiza etkisi’ni
kaybetmeden100 defadan fazla kullanilabilme 6zelligi seklindedir (Yan ve Row,
2006; Mahony ve dig., 2005; Ramstrom ve Ansell, 1998; Wei ve Mizaikoff,
2007; Cheong ve dig., 2013; Theodoridis ve dig., 2006).

Molekiiler baskilama yontemi, fonksiyonel monomer ile kalip molekiil arasinda olusan
bagin ¢esidine gore ikiye ayrilir:
1- Kovalent baskilama yontemi
2- Non-kovalent (kovalent olmayan) baskilama yontemi (Haupt, 2003; Spivak,
2005).

2.1.1. Kovalent Baskilama Yontemi

Kovalent baskilama, ilk kez Wullf ve Sarhan (1972) onciiliigiinde gelistirilmistir (Wei
ve Mizaikoff, 2007). Bu yontemde, polimerizasyondan dnce fonksiyonel monomer ve
kalip molekiil kovalent bag ile birbirine baglanir. Olusan kovalent bagli konjugat
aradaki bag bozulmayacak sekilde polimerlestirilir. Polimerizasyondan sonra kovalent
bag kirilir ve kalip molekiil polimerden uzaklastirilir (Sekil 2.2) (Yan ve Row, 2006;
Komiyama ve dig., 2003; Bergmann ve Peppas, 2008).

Monomer
F , L ) Kimvasal Geri
Kimyasal Polimerlesme ayirma bagla(n)ma
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 — — _— —_— *
B o and N
Kalip molekiil )
Capraz
) baglayici

Sekil 2.2: Kovalent baskilama yonteminin genel sematik gosterimi.

Ustiinliikleri
e Kararlilik ve bilesiminin kesinligi
e Konjugatlar kovalent baglarla olusturuldugundan ve yeterli derecede kararl
oldugundan farkli polimerizasyon kosullarindan (6rnegin, yiiksek sicaklik,

disik ve yiiksek pH ve yiiksek polaritedeki c¢oziicli) etkilenmemesidir
(Komiyama ve dig., 2003).



Zayifliklar
e Monomer-kalip molekiil konjugatlarinin sentezinin genellikle zor ve pahali
olmasi
e Var olan tersinir kovalent bag sayisinin siirliligi
e Kovalent bagin kirilmasi esnasinda baskilama etkisinin azalmasi
e Geri baglama ve serbest birakma islemlerinin kovalent bagin olusmasi ve

kirilmasi gereksiniminden dolay1 yavashgidir (Komiyama ve dig., 2003).

2.1.2. Non-Kovalent Baskilama

Non-kovalent (kovalent olmayan) baskilamada monomer-kalip molekiil arasindaki
baglanti, kovalent olmayan etkilesimlerle (hidrojen bagi, -elektrostatik etkilesim,
koordinasyon bagi olusumu gibi) saglanir. Bu tiir non-kovalent etkilesimler ayiraglarin
tepkime karisimina eklenmesi yoluyla kolaylikla saglanir. Polimerizasyondan sonra,
kalip molekiil uygun ¢oziiciiler kullanilarak polimerden uzaklastirtlir (Sekil 2.3) (Yan
ve Row, 2006).

Monomer n Ciéziicii
. - 0ZUcu Geri
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baglayici

Sekil 2.3: Non-kovalent (kovalent olmayan) baskilama yonteminin sematik gosterimi.

Ustiinliikleri
e Monomer-kalip molekiil konjugat: sentezinin gerekmemesi
e Hazirlanmasinin kolayligi, kimyasal ve fiziksel kararlilig
e Kalip molekiiliin polimerden basit bir ¢oziicii ekstraksiyonu ile kolaylikla
ayrilmasi
e Geri baglama ve serbest birakma islemlerinin hizliligidir (Spivak, 2005;
Komiyama ve dig., 2003; Wulff ve Sarhan 1972; Mahony ve dig. 2005).
Zayifliklar
e Baskilama iglemi kesinliginin diistikliigi

e Polimerizasyon kosullarinin se¢iminin emek yogun ve zaman alict olmast



e Fonksiyonel monomer fazlaligimin genellikle baglanma se¢imliligini
azaltmasidir (Komiyama ve dig., 2003; Wulff ve Sarhan 1972; Mahony ve dig.

2005).
MIP’ler, uygulama kolayliklar1 nedeniyle daha ¢ok non-kovalent baskilama ydntemi

kullanilarak hazirlanmaktadir (Spivak, 2005; Yan ve Row, 2006).

Molekiiler baskilama isleminde; (1) kalip molekiil (2) fonksiyonel monomer, (3) ¢apraz

baglayici, (4) ¢oziicii ve (5) baslatici kullanilmaktadir (Cormack ve Elorza, 2004).

2.1.3. Molekiiler Baskili Polimerlerin Temel Bilesenleri

2.1.3.1. Kalip Molekiil (Template, Target Molecule)

Fonksiyonel monomerler iizerindeki fonksiyonel gruplarla etkilesime giren kalip
molekiiller tiim molekiiler baskilama iglemlerinde ¢cok 6nemli bir yere sahiptir. Ancak,
cesitli sebeplerden dolayi tiim kalip molekiiller dogrudan kalip olmaya uygun degildir.
Kalip molekiillerin serbest radikal polimerizasyonuna uyumlu olabilmesi igin
polimerizasyon kosullarinda kimyasal olarak inert (kararli) olmalari gerekir. Kalip
molekiil se¢iminde sorulmasi gereken sorular sunlardir: (1) Kalip molekiil,
polimerlesebilen gruplar tasiyor mu? (2) Kalip molekiil, serbest radikal
polimerizasyonuna katilan veya bu polimerizasyonu inhibe eden fonksiyonel gruplar
tagtyor mu? (6rnegin, tiol ve hidrokinon gruplar1) (3) (Kimyasal baslatic1 olarak 2,2’-
azobisizobutironitril (AIBN) kulaniliyorsa) kalip molekiil orta derecede yiiksek
sayilabilecek sicakliklarda (6rnegin 60°C’de veya 60°C’ye yakin sicakliklarda) veya UV
151k altinda kararliligini koruyabilir mi? (Cormack ve Elorza, 2004). Calisilan bazi kalip
molekiillere 6rnek olarak; aminoasitler, peptidler, steroidler, hormonlar,koenzimler,
karbohidratlar, baz1 ilaglar, pestisitler, proteinler, fenolik bilesikler ve niikleik asitler
sayilabilir (Ramstrom ve Ansell, 1998; Vasapollo ve dig., 2011; Chen ve dig., 2012;
Chen ve dig., 2013; Curcio ve dig., 2012; Hong ve Chen, 2013; Kudrinskaya ve dig.,
2009; Li ve dig., 2004; Li ve dig., 2005; Li ve dig., 2013; Lopez ve dig., 2012; Molinelli
ve dig., 2002; Pakade ve dig., 2012; Pakade ve dig., 2013; Song ve dig, 2009; Xia ve
dig., 2006; Xie ve dig., 2001; Zhu ve dig., 2011).



2.1.3.2. Fonksiyonel Monomer

Fonksiyonel =~ monomerler, baskilama  bdolgelerindeki  baglanma tiirlerinden
sorumludurlar. Sekil 2.4* te MIP sentezinde en ¢ok kullanilan bazi monomerlerin
kimyasal yapist goriilmektedir. Non-kovalent baglanma prosediirlerinde kalip molekiil
ile fonksiyonel monomer arasindaki etkilesimini arttirmak igin polimerizasyon
ortaminda fonksiyonel monomerlerin kalip molekiile gore asiris1 kullanilir (kalip
molekiil: fonksiyonel monomer oran1 bu tip etkilesimlerde 1: 4 veya daha fazla olabilir).
Kalip molekiil ile fonksiyonel monomer arasindaki etkilesimin uygun olmasi, yani kalip
molekiiliin sahip oldugu fonksiyonel gruplara gére monomer se¢imi (6rnegin, H-bagi
vericisi, H-bagi alicisi), kompleks olusumu ve baskilamanin etkisini artiran 6nemli bir
faktordiir (Cormack ve Elorza, 2004; Vasapollo ve dig., 2011). Genellikle asidik
fonksiyonel grup iceren kalip molekiiller icin bazik fonksiyonel grup tasiyan
monomerler segilir. Ornegin, karboksilik asit grubu tasryan kalip molekiillerin
baskilanmasi i¢in monomer olarak Bronsted bazik gruplar tasiyan vinilpiridinler {4-
vinilpiridin (4-VP) veya 2-vinilpiridin (2-VP)} tercih edilir. Bazik fonksiyonel grup
tastyan kalip molekiiller i¢in ise asidik fonksiyonel grup igeren, 6rnegin, metakrilik asit
(MAA), triflorometakrilik asit (TFM), itakonik asit (ITA) gibi asidik monomerler
kullanilir (Simon ve dig., 2007; Tunc ve dig., 2006). Birden fazla monomerin bir arada
kullanildigi ~ “kokteyl”  polimerizasyon sistemlerinde, monomerlerin  reaktiflik
oranlarinin kopolimerlesmeyi desteklediginden emin olmak gerekir ve monomerlerin
ayni reaktivitede kalip molekiille tepkimeye girmelerine, birbirleri ile etkilesime
girmemelerine (birbirlerini baskilamamalarina) dikkat edilmelidir (Cormack ve Elorza,
2004).
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Sekil 2.4: Molekiiler baskilamada en ¢ok kullanilan fonksiyonel monomerlere 6rnekler.

2.1.3.3. Capraz Baglayic

Molekiiler baskili polimerlerde ¢apraz baglayicilarin ii¢ temel islevi bulunmaktadir.
Bunlardan birincisi, polimer matriksin morfolojisinin (polimerin jel tipinde, makro
gozenekli yapida veya mikrojel toz halinde) belirlenmesinde onemli rol oynamasidir.
Ikincisi, baskilanmis baglanma merkezinin kararliligini saglamasidir. Ugiincii olarak da
polimerin mekanik kararliligin1 saglamaya yardimci olur. Polimerizasyon agisindan
yiiksek oranda capraz baglayici kullanmak makro gozenekli yapilara mekanik kararlilik
kazandirir. Bundan dolayr molekiiler baskili polimerler, genellikle % 80’den fazla
capraz baglayici icerirler (Cormack ve Elorza, 2004). Capraz baglayicinin fonksiyonel
monomere olan mol yiizdesi diisiikse, baglama bdlgeleri birbirinin ¢ok yakininda olur
ve bagimsiz hareket edemezler. Cok yiiksek oranlarda ¢apraz baglayici ise capraz
baglayicinin, monomer ve/veya kalip molekiille kovalent olmayan etkilesime girmesi
nedeniyle polimerizasyonun zarar gérmesine yol agar (Chen ve dig., 2012). Etilen glikol
dimetakrilat (EDMA), p- divinilbenzen (DVB), pentaeritritol triakrilat (PETRA) ve
trimetilolpropan trimetakrilat (TRIM) en c¢ok kullanilan c¢apraz baglayicilardir
(Vasapollo ve dig., 2011). Sekil 2.5’ te molekiiler baskilamada en ¢ok kullanilan ¢capraz
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baglayicilarin kimyasal yapilar1 goriilmektedir. Bu ayiraglarin baskilamadaki temel
gorevi, kalip molekiil c¢evresinde kararli bir yap1 olusturmak ve baskilanmig

polimerlerin ¢oziiniirliiglinii engellemektir (Chen ve dig., 2012).

CHj O

O \
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Sekil 2.5: Molekiiler baskilamada en ¢ok kullanilan ¢apraz baglayicilara 6rnekler

2.1.3.4. Gozenek Olusturucu (Porojen) Coziicii

Coziici; kalip molekiil, fonksiyonel monomer(ler), capraz baglayici, baslatict gibi tiim
ayiraglarin tek bir fazda bir araya gelmesini saglar. Makro gozenekli yapilar olarak
bilinen molekiiler baskili polimerlerin gézenek yapisinin olusumunda i¢in 6nemli bir
yere sahiptirler. Bu sebepten dolay1r genellikle ¢oziicii yerine “porojen (gbzenek
olusturucu)” terimi kullanilir. Makro gozenekli polimelerin hazirlanmasi sirasinda
porojen yapist ve miktart toplam gdzenek (por) hacmi ve morfolojisini belirler.
Coziictliler, polimerizasyondan 6nce ve sonra monomer ve kalip molekiil arasindaki
komplekslesmede etkilidir (Cormack ve Elorza, 2004; Spivak, 2005). Olusan
gozenekler, kalip molekiiliin polimerden uzaklastirilmasinda ve tekrar geri
baglanmasinda etkindirler. Kullanilan porojenin ¢oziiniirliigii diisiikse, erken faz
ayrilmasi gercgeklesir ve diisiik ylizey alanina sahip makro gézenekler olusur. Tam tersi
olarak kullanilan porojenin ¢oziiniirliigli yiiksek ise ge¢ faz ayrilmasi olur ve genis

yizey alanina sahip kiigiikk gbézenek yapili polimerler olusur (Spivak, 2005).
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Termodinamik agisindan iyi bir ¢dziicii kullaniliyorsa iyi olusmus gozenek yapilart ve
yiiksek secimlilikte yiizey alanlar1 olusur. Kullanilan gbézenek olusturucu c¢oziicii
termodinamik olarak iyi degilse gozenek yapilar1 kotiilesir ve zayif secimlilikte yiizey
alanlar1 olusur. Gdzenek olusturucu ¢oziicli hacminin artmasiyla gézenek hacmi de
artar. Polimerizasyon sirasinda tepkime sicaklifi artar ve istenmeyen iiriinlerin
olugmasina sebep olur. Coziiciilerin bir dnemli 6zelligi de polimerizasyon sirasinda
tepkime 1s1sinin esit olarak yayilmasini saglamaktir. Polimer sentezinde genellikle polar
olmayan organik coziiciiler kullanilir. (Cormack ve Elorza, 2004; Spivak, 2005;
Vasapollo ve dig., 2011; Yan ve Row 2006). Hidrojen bagi olusumuna dayanan
polimerizasyonlarda genelde tetrahidrofuran, asetonitril, kloroform, diklorometan,
toluen secilmektedir. Diisiik polaritede ¢oziicliler kullanildiginda kompleks olusumu,
hidrojen baglar1 ve iyonik tuz kopriileri gibi polar non-kovalent etkilesimlerin
kolaylagsmastyla Le Chatelier prensibine gore artar. Bagka bir deyisle polar ¢oziiciiler
kullanildiginda ise bu c¢oziiciilerin hidrojen baglarint bozma etkisinden dolay1 6n-
polimerizasyon sirasinda non-kovalent etkilesimi engelledigi icin kalip molekiiliin
monomer ile etkilesimi zayiflar ve boylelikle olusan polimerin kalip molekiilii tanima
kapasitesi azalir. Hidrofobik etkilesimlere dayali bir polimer sentezinde ise en uygun

¢oziicli sudur (Spivak, 2005; Ansell ve Mosbach, 1997; Komiyama ve dig., 2003).

2.1.3.5. Bagslatict

Farkli kimyasal 6zellikteki birgok kimyasal baglatici serbest radikal polimerizasyonunda
radikal kaynagi olarak kullanilmaktadir. Sekil 2.6’da molekiiler baskilamada en ¢ok
kullanilan baslaticilarin kimyasal yapilar1 goriilmektedir. Genellikle baslatici olarak
2,2’-azobisizobutironitril  (AIBN) ve 2,2’-azobis-(2,4-dimetilvaleronitril) (ADVN)
kullanilir. Ayrica benzoilperoksit (BPO), 4,4’-azo-(4-siyanovalerik asit) de yaygin
kullanilan baglaticilar arasindadir. Genellikle toplam polimerlesebilen ¢ift bag mol
sayisinin % 1’1 oraninda olan monomer miktarina gére ¢ok diisiik miktarda kullanilan
bir bilesendir. Baslaticilarin radikal yapisina doniisebilme hizi ve sekli kimyasal
yapisina bagl olarak 1s1, 151k veya kimyasal/elektrokimyasal olaylardan etkilenir.
Ormegin, azo baslatici olan 2,2’-azobisizobutironitril (AIBN), fotoliz (UV) veya
termoliz yoluyla karbon merkezli radikallere doniiserek bir¢ok vinil monomerin bir
araya geldigi polimerizasyonunu baslatir (Cormack ve Elorza, 2004; Yan ve Row,
2006).
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Oksijen gazi, serbest radikal polimerizasyonunu engeller. Bu nedenle,
polimerizasyondan o6nce monomer ¢ozeltisinden ¢6ziinmiis oksijenin giderilmesi
gerekmektedir. Cozlinmiis oksijenin uzaklastirilmasi ultrasonikasyon yontemiyle veya
monomer c¢Ozeltisinden azot veya argon gibi inert bir gazin gecirilmesi ile

saglanabilmektedir (Yan ve Row, 2006).

CHg G HS

| CHy ChHs CHy CHj
CHy——C——N=—=N——C——CH;y \&H—CHQ—C—N=N—C—CH2—CH
CN CN ot N N Ere
2,2’-azobisizobutironitril 2,2’azobis-2,4-dimetilvaleronitril
o HsC CN )
HO _N
O,op NN’ NOH
H3C CN
o ©, 3
Benzoil peroksit 4,4’-azo(4-siyanovalerik asit)

Sekil 2.6: Molekiiler baskilamada en ¢ok kullanilan baslaticilara érnekler.
2.1.4. MIP Olusturma Yontemleri

2.14.1. Yigin (Bulk) Polimerizasyonu

Molekiiler baskili polimerler uygulama alanina gore cesitli fiziksel formlarda
hazirlanirlar. Ik olarak yigm polimerizasyon ydntemi uygulanmustir. Bu ydntemde
(Sekil 2.7) polimerizasyon tiim reaktiflerin (kalip molekiil, fonksiyonel monomer,
gozenek olusturucu ¢dziicii ve baglatici) karistirilmasiyla UV 151k veya sicaklik etkisiyle
16-24 saat gergeklestirilir. Bunun sonucunda polimerik bloklar elde edilir. Elde edilen
bu polimerik bloklar kirilir, 6giitiiliir ve istenilen boyuta getirebilmek i¢in mikrometre
boyutunda eleme islemine tabi tutulur. Karmasik cihaz veya 0Ozel bir beceri
gerektirmeyen, uygulama kolaylig1 olan hizli bir yontemdir. Partikiil biiytikligi <25 pm
olan polimerler genellikle kromotografik ¢alismalarda kullanilmaktadir. Ogiitiilen ve

elenen polimer partikiilleri geleneksel HPLC kolonlarna doldurulabilirler, TLC (ince



14

tabaka kromatografisi) levhalari {izerinde immobilize edilebilirler ve akrilamid jel veya

silikat matriksleri kullanilarak kapiler kolonlarda kullanilabilirler.

Yigin polimerizasyonunun basit ve baskilama kosullar1 optimizasyonunun nispeten
kolay olmasina ragmen yontemin bazi sakincalar1 da vardir. Oncelikle en son giitme
adiminda baz etkilesim bolgeleri zarar gorebilmektedir. Bu durum polimerin yiiklenme
(adsorplama) kapasitesinin ve kromatografik performansinin azalmasina yol agmaktadir.
Ayrica 6glitme ve eleme islemleri sirasinda baslangi¢ polimer miktar1 azalmaktadir

(Yan ve Row, 2006)

Kalip molekiil
Coziicit Capraz baglayict

Baslatic %‘ ?4 Fonksiyonel Nz |

monomer
{

1. Kalip molekiil, fonksiyonel 3. Karigtm ¢ozeltisinden 4. Polimerizasyon 5. Tiip kirilarak

monomer ve ¢dziicli karistirtlir  azot gaz1 gegirilir. 60°C’de 24 polimerin tiipten
2. Karigimin fizerine ¢apraz saatte ayrilmast saglanir.
baglayici ve baslatic: ilave tamamlanir.
edilerek karistirmaya devam edilir.
> () — gV a
7 Polimer - .

6. Polimer bir havan

vardimiyla 6giitiilir. | ly- 8. Polimer elekten gecirilir.
o MeOH: HAc ve MeOH
' 4

Py

7. Kalip molekiil polimerden
uzaklagtirilar.

Sekil 2.7: Yi1gin polimerizasyonunun genel sematik gdosterimi.

2.1.4.2. Cok Adiml Sisme Polimerizasyonu

Son yillarda, daha yiiksek etkinlikte baskili sabit fazlarin hazirlanmasina yonelik
alternatif yontemler gelistirilmektedir. Bu yontemler kullanilarak mikrometre
boyutunda kiiresel baskili polimerler hazirlanmaktadir. Uniform kiiresel partikiiller cok
adimli sisme metoduyla hazirlanmaktadir. Partikiiller, kontrol edilebilir ¢apta kiiresel
boncuklar bi¢iminde dogrudan hazirlanabilir. Bu sekilde sentezlenen boncuklar demir
oksit igererek magnetik hale getirilir. Bu teknikle elde edilen partikiiller diizgiin sekil ve

boyutta ve kromatografik uygulamalara uygun olmasina ragmen karmasik prosediir ve
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tepkime kosullar1 gerektirmekte ve baskilamaya etki eden ve secimliligi azaltan sulu
siispansiyonlar kullanilmaktadir (Sulu emiilsiyonlar, baskilama islemini interfere eder

ve se¢imlilik azalir.) (Yan ve Row, 2006).

2.1.4.3. Siispansiyon Polimerizasyonu

Mekanik ogiitme gerektirmeyen kiiresel partikiil elde edilmesini saglayan basit bir
yontemdir. Bu yontemde apolar karakteri fazla olan perflorokarbon ¢oziictiler kullanilir.
Elde edilen polimerler diizenlidir, kromatografik uygulamalarda iyi sonu¢ verir ve
secimliligi yiiksektir. Ancak bu yontemde kullanilan perflorokarbon ¢oziiciilerin pahali
olmast ve 0Ozel perflorokarbon c¢oziiciileri ve florlanmis yilizey aktif maddelerin
kullanimi bu yOntemin uygulanabilirligine ve pratikligine smirlamalar meydana

getirmektedir (Yan ve Row, 2006).

2.1.4.4. Coktiirme Polimerizasyonu

Daha diizgiin boyutlu MIP mikrokiireler, daha yiiksek aktiflikte yiizey alani saglayan
¢oktlirme yontemi ile elde edilebilir. Bu yontemde, nano-jel boncuklarin pihtilagmasina
ve etrafindaki ¢ozeltiden oligomerlerin tutulmasina dayanir. Bu sekilde monodispers
kiiresel boncuklar hazirlanabilir ve boyut ve gozeneklilik polimerizasyon kosullar
degistirilerek ayarlanabilir (Theodoridis ve dig., 2006). Bu yontem monomer ve gapraz
baglayicinin uygun bir ¢dziicii icinde ve seyreltik ortamda (< % 5 w/v) polimerleserek
bir ya da birka¢ yliz nanometre capinda monodispers mikrokiirecikler olusturmasi
esasina dayanir (Sambe ve dig., 2006). Mikrokiiresel MIP sentezlerinde kullanilan
metodlar i¢inde uygulamasi en kolay olan yontemdir ve tepkime ortaminda emiilgator
veya siispande edici (suspending) ayirag gerektirmez (Kan ve dig., 2008; Li ve dig.,
2003). Bu teknigin MIP-bazli ¢alismalarda ve kapiler elektrokromatografi alanlarinda
kullanildig1 bildirilmektedir. Ancak son zamanlarda kromatografik kalitede molekiiler
baskili polimerlerin hazirlanmasi igin ¢oktlirme polimerizasyonunun olduk¢a verimli bir

teknik oldugunu belirten yayinlar bulunmaktadir (Theodoridis ve dig., 2006).

2.1.4.5. Yiizey Baskilama Polimerizasyonu

Molekiiler baskilama tekniginin bazi sakincalari vardir: Bunlardan biri fonksiyonel
monomer ve kalip molekiil arasindaki kompleksin, organik ¢oziiciide veya sivi gapraz
baglayict monomer karsiminda ¢oziinmesi gerekir, bu da suda ¢dzlinen biyolojik ve
biyomedikal molekiillerin kullanimin1 sinirlamaktadir. Digeri ise polimer igine

baskilanmig kalip molekiilin yapisindan dolayr geri bagla(n)ma kinetigi bazen g¢ok
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yavas olmaktadir. Bu problemleri engellemek icin altin veya karbon gibi bir substrat
olusturarak veya su-yag (W/O) emiilsiyonu kullanilarak “yiizey molekiiler baskilama”
teknigi uygulanmaktadir (Tsunemori ve dig., 2002). Su-yag (W/O) emiilsiyonu yontemi,
baskilanmis kat1 polimerin suda ¢6ziinen bir kalip molekiil, kalip molekiil ile etkilesen
fonksiyonel ev sahibi molekiil, emiilsiyon stabilizatorii ve ¢apraz baglayicidan olusan
karisimin polimerizasyonu ile elde edilmesine dayanir. Yag-su ara yiizeyinde sabitlenen
fonksiyonel evsahibi molekiiliin yonelmesi sirasinda kalip molekiil, fonsiyonel evsahibi
molekiil ile kompleks olusturur. Polimerizasyondan sonra baskilanmis y1gin polimerin
i¢c kavite yilizeyinde tanima bolgeleri olusur. Fonksiyonel evsahibi molekiil ve kalip
molekiil arasindaki kompleks ¢ok fazla hidrofilik ya da hidrofobik olamaz, ¢linkii aksi
halde kompleks yag-su ara yiizeyinde yer almaz. Sonug olarak yiizey aktif molekiil gibi
ev sahibi fonksiyonel molekiil, kalip molekiile yiiksek baskilama etkisi olusturmak i¢in
amfifilik olmalidir. Y1gin polimer, ¢ozeltideki kalip molekiil ile etkilesime girmek icin
kiigiik parcalara ogiitillerek elde edilir. Bu teknik hizlidir ve baskilanmig polimer ile
kalip molekiil arasinda tersinir komplekslesme meydana getirir (Yoshida ve dig., 2000).
Bu yontem 06zellikle ayirma, sensor ve medikal uygulamalarda kullanilmaktadir

(Theodoridis ve dig., 2006).

2.1.4.6. Monolitik Baskila(n)ma ile Polimerizasyon

Monolitik molekiiler baskilama teknolojisi 6giitme, eleme ve kolon doldurma islemleri
olmaksizin bir kromatografik kolon iginde dogrudan serbest radikal polimerizasyonuyla
hazirlanan, monolitik kolon {stlinliiglinii ve molekiiler baskilama teknolojisini
birlestiren basit, yerinde ve tek-adimli bir yontemdir. Monolitik MIP’ lerin yerinde (in-
situ) polimerizasyondan sonra, ayirmayi ve yiiksek hiz ve yiiksek etkinlik ile dogrudan
analizi daha etkin hale getirmesi beklenmektedir. Kalip molekiil, fonksiyonel monomer,
capraz baglayic1 ve bagslatici, gézenek olusturucu c¢oziiciiler i¢inde ¢oziinmekte ve
karisimdan azot gegirilerek oksijeni giderilip paslanmaz c¢elik kolon igine
dokiilmektedir. Polimerizasyondan sonra kalip molekiil ve gozenek olusturucu ¢oziicii
metanol-asetik asit karisimi ile yikanarak uzaklastirilir. Monolitik molekiiler baskilama
teknolojisi, hazirlama kolayligi, yiiksek se¢imlilik ve hassasiyete sahip olmasi ve hizl
kiitle transferi sebebiyle onemli ilgi géormektedir. Ayrica bdyle bir MIP hazirlama
teknigi, diisitk maliyetlidir. Ciinkii gereken kalip molekiil miktar1 ¢ok diisiiktiir. Diger
taraftan, yliksek gozeneklilige ve bu nedenle iyi gegirgenlige, kiiciik molekiiller ve

biiyiikk biyopolimerlerin her ikisine de ¢ok iyi uyum saglayan yiiksek yiizey alanina
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sahiptir. Bu 6zellikler monolitik molekiiler baskili sabit fazlarin kromatografik sabit faz
hazirlanmasinda 6nemli yer edinmesini saglamaktadir (Theodoridis ve dig., 2006).
2.1.5. Molekiiler Baskili Polimerlerin Uygulama Alanlari

2.1.5.1. Aywrma Teknikleri

a) Kat1 faz ekstraksivonu (solid phase extraction, SPE)

Molekiiler baskilama teknikleri baglangicta temel deneysel ve teorik arastirma agirlikli
calismalara konu olurken pratik analitik uygulamalara gecisi zamanla hizla artmistir
(Mahony ve dig., 2005). Kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) teknigi, analitik kimyada MIP
uygulamalarinin  6nemli bir alanini olusturmaktadir (Vasapollo ve dig., 2011).
Biyolojik, gida ve cevre analizlerinde 6rnek Onderisiklendirme ve arindirma teknikleri
icin etkili metotlara ihtiyag duyulmaktadir. (Turiel ve Martin-Esteban, 2010; Haupt,
2001). SPE’nin sivi-s1vi ekstraksiyonun (liquid-liquid extraction, LLE) gére daha hizli
ve yeniden geri kazanilabilir olmasi, daha temiz ekstraktlarin elde edilmesi, emiilsiyon
olugmamasi, ¢oziicli tilketiminin az olmasi ve daha kiiglik 6rnek boyutlarina ihtiyag
duymasi gibi istiinliikleri bulunmaktadir. Ayrica (1) hizli, basit ve herhangi bir 6rnek
kayb1 olmaksizin ¢ok kiiciik boyutta (mikrolitre hacimde) dogrudan 6rnek uygulamasi,
(2) yiiksek zenginlestirme faktorii, (3) hizli faz ayrimi (4) adsorbanin yeniden
kullanilabilirligi (5) ¢evreye zarar vermemesi ve (6) zaman ve maliyetten kazang gibi
ustiinliikleri de vardir. Dahasi, SPE otomatik analitik islemlere i¢ine kolayca dahil
edilebilir. Bu baglamda diger ayirma tekniklerinden daha az siirlamalar1 olan diisiik
maliyetli ve farkli ortam kosullarina kars1 dayanikli molekiiler baskilama alanindaki

arastirmalar SPE {izerinde yogunlagmustir.

MIP’ ler organik ¢oziiciilerle uyumlu oldugu i¢cin MIP-SPE (molekiiler baskili polimer
kat1 faz ektraksiyonu veya MISPE) 6n ¢oziicii ekstraksiyon adimindan sonra dogrudan
uygulanabilir. Ayrica diisiik ¢oziintirlik faktorii MIP adsorpsiyon-desorpsiyon modunda
calisirken sorun degildir. Boylece SPE yontemi giiniimiizde MIP’ler i¢in en umut verici
ve ayni zamanda ticarilestirilmeye en yakin uygulamalardan biridir. Bu ayrica gergek
orneklerle ilgili pek ¢ok ¢alismaya yansimistir. MISPE yontemi, toprak ve su gibi ¢evre
orneklerinde, kan plazmasi1 ve serum, idrar, karaciger, safra, sakiz, , bitki dokusu vb.

matrikslerde hedef molekiilii ekstrakte etmek i¢in kullanilmistir (Haupt, 2001).
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MISPE teknigi klasik SPE’deki gibi dort temel adima dayanmaktadir;
e Polimerin sartlandirilmasi (polimerin ¢alismaya uygun hale getirilmesi)
e Ornegin yiiklenmesi
e Yikama
e Hedef analitin eliisyonu (Lasakova ve Jandera, 2009; Caro ve dig., 2006;
Martin-Esteban, 2001; Vasapollo ve dig., 2011) (Sekil 2.8) (Lasakova ve
Jandera, 2009).

b ~ HAM ORNEK VEYA

| ONiSLEME TABI

TUTULMUS OGRNEGIN
ORGANIK EKSTRAKTI

Molekiiler
Kaliplar
1. SARTLANDIRMA 2. YOKLEME 3. GIRISIME NEDEN 4. HEDEF ANALITIN
OLAN BILESIKLERIN ELUSYONU
UZAKLASTIRILMASI

@& HEDEF ANALIT

+® GIRISIME NEDEN OLAN
*  BILESIKLER

Sekil 2.8: MIP sorbenti kullanilarak solid faz ekstraksiyon semasi.

e Polimerin sartlandirilmasi
Polimerin sartlandirilmasi adiminda, 6rnek igindeki hedef molekiil ile etkilesimlerini en
yiksek diizeye c¢ikarmak icin MIP’teki kaviteler (baglanma bdlgeleri) uygun
¢oOziiclilerle aktive edilir.

e Yiikleme
Yiikleme asamasinda, 6rnek ortaminin baskili polimerin tanima 6zellikleri {izerinde

dogrudan etkisi bulunmaktadir. Bu sebeple 6rnek diisiik polaritede bir ¢oziicli i¢inde
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MIP’ten gegirilirse sadece hedef molekiiliin secimli olarak MIP’te tutundugu diger
molekiillerin ise tutunmadigi se¢imli yiikleme saglanmis olur (Caro ve dig., 2006).
Sonug olarak ornek yiiklenmesi sirasinda kullanilan ¢6ziicii polaritesi arttikca hedef
molekiiliin (analitin) MIP’te tutunmas1 azalir. Ornegin, toluende hazirlanan polimerler
yiikleme ¢ozeltisi olarak toluen kullanildiginda asetonitril kullanildigindan (daha polar)
daha iyi tamima kapasitesine sahiptir (Martin-Esteban, 2001), Ornek sulu ortamda
hazirlanirsa yiikleme sirasinda hedef molekiiliin ve bunun yaninda diger girisim yapan
molekiiller polimer iizerinde spesifik olmayan baglanmalara sebep olurlar. Ornegin sulu
ortamda hazirlanmasi, ylikleme sirasinda hedef molekiiliin ve girisim yapan diger
molekiillerin polimer iizerinde spesifik olmayan baglanmalarina sebep olur (Caro ve
dig., 20006).
¢ Yikama
Se¢imli ekstraksiyonun saglanabilmesi i¢in eliisyon asamasindan oOnce polimerin
organik ¢oziicii ile ytkanmas1 gerekmektedir. Bu yikama islemi, MISPE prosediirlerinde
klasik SPE’ye gore daha onemli rol oynamaktadir. MIP’in hedef molekiili se¢imli
olarak tanima kabiliyetinden yararlanmak i¢in kullanilacak c¢oziiclinlin cinsi, pH’1,
kimyasal yapisi ve hacmi optimize edilmelidir. Sonug¢ olarak yikama ¢ozeltisi, hedef
molekiil ve MIP arasindaki sec¢imli etkilesimleri bozmaksizin spesifik olmayan
etkilesimleri 6nlemelidir. Bu amagla, en ¢ok diklorometan, toluen veya kloroform gibi
diisiik polaritedeki organik ¢oziiciiler en yaygin olarak kullanilanlaridir. Ancak, metanol
ve asetonitril gibi polar ¢oziiciilerle de iyi sonuglar alinmistir. Baz1 ¢aligmalarda ise
yikama ¢oziiclisii olarak polimerizasyon sirasinda kullanilan porojen ¢oziiciiler de
kullanilmistir (Lasdkova ve Jandera, 2009; Caro ve dig., 2006). Sonug olarak genellikle
ornek yiklemesi sirasinda kullanilan  ¢oziicliler yikama ¢oziiciisii  olarak
kullanilmaktadir. Ancak, spesifik olmayan etkilesimler 6nemli oldugunda, polimerik
matriks ile spesifik olmayan etkilesimler ve Onceden olusturulmus kavitelerde
analitlerin spesifik baglanmasi arasinda kesin ayrimi saglamak i¢in yikama
¢ozeltilerinin polaritelerinin arttirilmasi gereklidir (Martin-Esteban, 2001).
e Eliisyon

Analitler, genellikle polar (metanol) ve protik (asetonitril) ¢oziicliler ve bu ¢oziiciilerin
diisiik miktarda zayif asit (asetik asit) ve bazlari igceren (trietilamin) karigimlari

kullanilarak eliie edilmektedir. Bu sekilde hidrojen bagina dayanan kalip molekiil-



20

monomer etkilesimleri bozulmakta ve analitler polimerden ayrilip serbest hale

geemektedir. (Martin-Esteban, 2001; Caro ve dig., 2006).

MISPE teknigi kesikli (off-line) ve kesiksiz (on-line) prosediirlerin her ikisinde de
uygulanmaktadir. (Vasapollo ve dig, 2011; Lasadkova ve Jandera, 2009; Caro ve dig.,
2006; (Martin-Esteban, 2001).

v Kesikli (off-line) MISPE

Kesikli MISPE tekniginin diger SPE prosediirlerinden bir farki yoktur. Az miktarda
baskili polimer (15-500 mg) polietilen kartus i¢ine doldurulur. Sartlandirma, yiikleme
ve yikama adimlarindan sonra analitler eliie edilir. Elde edilen eliatlar sivi
kromatografisi, gaz kromatografisi veya kapiler elektroforez teknikleri ile analiz edilir.
Son yillarda ¢evre 6rneklerinde (nehir suyu, yeralti suyu, atik su, deniz suyu ve toprak
ekstraktlar1), biyolojik sivilarda (idrar, plazma, serum ve kan) ve gida Orneklerinde
kesikli MISPE yontemi konusunda biiyiik gelismeler goriilmektedir (Turiel ve Martin-
Esteban, 2010; Caro ve dig., 2006).

v" Kesiksiz (on-line) MISPE

Kesiksiz MISPE tekniginde, birkag mg (6rnegin 50 mg) polimer bir 6n-kolon igine
doldurularak LC sistemine baglanir. Bu sekilde LC sisteminde kullanilan mobil faz,
kolonda tutunan analitlerin desorbe olmasi ve analitik kolona sunulmasi i¢cin MISPE
sisteminin eliisyon ¢ozeltisi olmaktadir. Ancak mobil fazin MIP ve analit arasindaki
spesifik etkilesimleri bozmak icin yeterli giicte olmamas1 problem teskil etmektedir.
Bundan dolayr MIP ve analit arasindaki spesifik etkilesimleri bozmak i¢in mobil faza
modifiye edici bir kuvvetli asit ya da baz eklenir. Ancak kromatografik sistemde bu
sekilde modifiye edici maddelerin kullanilmasi problem olusturmaktadir. Bu
uyumsuzlugun ortadan kalkmast i¢in kesikli (off-line) sistemlerde c¢alisiimasi
gerekmektedir. Kesikli ve kesiksiz MISPE arasindaki bir diger énemli fark ise yikama
adimindan 6nce sorbentin kurutulmasinin kesikli sistemlerde daha kolay olmasidir. Bu
sebeplerden dolay1 kesiksiz MISPE yontemiyle ilgili daha az ¢alisma bulunmaktadir
(Turiel ve Martin-Esteban, 2010; Caro ve dig., 2006).
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b) Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC’de sabit faz olarak MIP’lerin kullanimi baskili polimerlerin en iyi
uygulamalarindan biridir. Ciinkii belirli prosediir ile iiretilen baskili polimerlerdeki
bask1 kalitesinin nicel degerlendirilmesine uygun bir metod saglamaktadir (Mayes ve
Mosbach, 1997). MIP’ler, aminoasit tiirevleri ve ilaglar gibi farkli rasemik ¢ozeltilerin
enantiyomerik ayrimlarini elde etmek i¢cin HPLC’de kiral sabit faz olarak (MIP-CSPs)
kullanilirlar (Vasapollo ve dig., 2011). Bu nedenle ¢ogu ¢alisma, kiral bilesiklerin
ayrimi lizerinde durmaktadir. Bu, yontemin analitik ve sentetik kimyadaki onemini
yansitmakta ve ayrica spesifik ve spesifik olmayan tanima arasindaki farkin

belirlenmesine olanak saglamaktadir (Mayes ve Mosbach, 1997).
HPLC kolonlarinda MIP’lerin kullaniminin bazi dezavantajlar1 vardir: Bunlardan biri
ticari olarak kullanimlarinin smirli olmasi bir digeri ise pik genislemesi ve

kuyruklanmasina sebep olmasidir (Vasapollo ve dig., 2011).

¢) Kapiler elektrokromatografi (capillary electrochromatography, CEC)

CEC igin MIP’ler kullanilabilmektedir. CEC, elektroforezin elektroozmotik mobil faz
tasinimint ile LC sabit fazini birlestiren bir hibrit (melez) ayirma teknigidir. CEC igin
MIP-bazli-mikro-kolonlar son zamanlarda ¢esitli bilesiklerin (kiral bilesikler, aromatik

aminoasitler) ayriminda kullanilmaktadir (Vasapollo ve dig., 2011).

d) Diger ayirma teknikleri

Ince tabaka kromatografisi (thin layer chromatography, TLC), membran-bazli
ayirmalar, adsorpsiyona dayali kabarcik yiizdiirerek ayirma gibi tekniklerde MIP’ler
kullanilmaktadir (Haupt, 2001).

2.1.5.2. Sensor Uygulamalart

MIP teknolojisi uzun siire kararliligin1 korumasi, kimyasal inertligi, suda ve pek ¢ok
organik  ¢Oziliciide c¢oOziinmemesinden dolayr sensoér uygulamalarinda da
kullanilmaktadir. MIP teknolojisi, yiiksek sec¢imlilik ve duyarlilikta antikor benzeri
materyaller veya biyolojik enzimler ile kimyasal sensor yapma yetenegine sahiptir
(Vasapollo ve dig., 2011; Mayes ve Mosbach, 1997). “Yapay antikor” calismasi,
metakrilat bazli baskili polimerlerin bir sensor cihazinda tanima elementi olarak yliksek

afinite ve se¢imlilik gosterdigini kanitlamaktadir (Mayes ve Mosbach, 1997).
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2.1.5.3. Kataliz Uygulamalar:

MIP’ler, yiiksek sicaklik ve basinca dayanikli olmasi, organik ¢oziiciilere, asidik ve
bazik kosullara karsi kararli olmasindan dolayr enzimler ve dogal katalitik antikorlar
gibi biyomolekiillerin yerine kullanilabilmektedir. MIP’in katalitik uygulamasi c¢ok
onemlidir. Ciinkii MIP katalizatorler, ¢esitli tepkimelerde katalizator olarak kullanilan
antikor ve enzimlerin baglanma alanlarmin secimliligi ve sterospesifikligini taklit
etmektedir. Katalitik olarak aktif baskili materyaller, substrat analoglar1 veya baskilama
protokoliinde kalip iirtin kullanilarak elde edilmektedir. Polimer matriksi kullanilan

kalip molekiil ile benzer kaviteler igerecek sekilde elde edilir (Vasapollo ve dig., 2011).

2.1.5.4. Tla¢ Dagitimi Uygulamalar

MIP’lerin biyolojik aktif molekiillere kuvvetli ve se¢imli bir sekilde baglanma
yetenegine sahip olmasi, bu biyolojik alanda uygulama alani bulmasini saglamaktadir.
Son yillarda ilag dagitim sistemlerini hazirlamak i¢in sentetik polimerik tasiyici olarak
kullanilan MIP teknolojisi, tedavi alaninda kullanilan maddeler konusunda biiyiik

gelismeler gostermistir.

Baskili-ilag dagitim sistemlerinin heniiz klinik uygulamalari bulunmamaktadir. Ciinkii
molekiiler baskilama teknolojisinin ilag dagitimina adapte edilebilmesi i¢in ¢ok ciddi
giivenlik ve toksikolojik onlemlerin alinmasi1 gerekmektedir. MIP’ler hidrojen bagi ve
elektrostatik etkilesimi arttirabilmek i¢in organik c¢oziiclilerde sentezlenmektedir.
Ancak, MIP sentezinde kullanilan organik ¢oziiciiler genellikle hiicresel hasarlara sebep
olmaktadir. Bu sebeple bu tiirlii medikal uygulamalarda biyolojik sistemler ile uyumlu

hidrofilik polimerler kullanilir (Vasapollo ve dig., 2011).

2.1.6. MIP Etkinliginin Belirlenmesi

Molekiiler baskilamanin etkinligini belirlemek icin yapilan deneyler, baskilanmislarla
(MIP) aymi sartlar altinda, ancak kalip molekiil olmadan sentezlenen baskilanmamig
polimerlerle (non-imprinted polymer, NIP) karsilastirmali olarak degerlendirilir
(Komiyama ve dig., 2001). Bu degerlendirmede baskilama faktorii (BF) Onemli bir
parametredir. Baskilama faktorii (BF), MIP’e baglanan madde miktarinin NIP’e
baglanan madde miktarina oranidir. Bu deger baskilamadaki etkinligi ve sec¢imliligi

gosterir. Bu oran kiyaslanan tiirler arasinda ne kadar fazla olursa polimerdeki kaliba ait
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hafiza o kadar etkin demektir. Baskilama faktorii esitlik 2.2” ten yararlanilarak tespit

edilir.
Baskilama Faktorii (BF): qmip/ Onip (2.1)

Qmip: MIP e baglanan madde miktar1 (pg g™)
gnie: NIP’e baglanan madde miktar: (ug g™)

Polimerlerin adsorpsiyon (tutma) kapasitelerinin belirlenmesinde kesikli temas (batch)
testi ve kopma (breakthrough) egrisi yontemi olmak iizere baslica iki yontemden

faydalanilir.

2.1.6.1. Kesikli Temas (Batch) Testi

Kesikli temas (batch) testi yonteminde (Sekil 2.9), ¢alkalama banyolar1 veya manyetik
karistiricilar kullanilarak belirli derisimdeki ¢6zelti, igerisindeki adsorban ile belirli
siirelerde calkalanir. Denge sonrasi adsorbanlar siiziilerek ¢ozelti fazindan ayrilir.
HPLC, UV veya diger analitik yontemlerle ¢ozelti fazindaki ve adsorban tizerindeki
madde derisimi ve yilizdesi esitlik 2.1 ve 2.2’ den yararlanilarak tespit edilir.

(Komiyama ve dig., 2001).

Dengeleme Siizme
< > >
e o0x
()
@ ®K Polimere bagh
Polimer kalp

Sekil 2.9: Kesikli temas (batch) testinin genel sematik gosterimi.
q=[(co —ce) xV]/m (2.2)
% Adsorpsiyon = [(co — Ce ) X 100] / co (2.3)
q: Birim polimer basina adsorplanan madde miktar1 (ug g™)
Co: Polimer tarafindan adsorplanacak maddenin baslangi¢ derisimi (uM)
Ce: Dengede adsorplanmadan kalan madde derigimi (uM)
V: Cozelti hacmi (mL)

m: Polimer miktari (g)
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2.1.6.2. Kopma (Breakthrough) Egrisi Teknigi

MISPE kolonundan (polimer iizerinden) bilinen derisimdeki ¢dzelti, kisimlar halinde
gecirilir. Calisilan ¢ozelti, belirlenen sartlar altinda c¢/ci=1 oluncaya kadar kolondan
gecirilir. Etkin kapasite olarak da bilinen bu kapasite, kolonda bilinen miktardaki
polimerin pratik kapasitesini verir. Breakthrough kapasitesi 1 g kuru adsorban veya 1
mL sigsmis adsorban birimine karsilik gelen milimol, miligram, mikrogram birimleri ile
veya diger uygun birimlerle ifade edilir. Boylece etkin kapasite, breakthrough (kopma
noktasi) egrisi yardimiyla tayin edilir. Kolondan gegirilen ¢ozeltinin baslangi¢ derigimi
(¢i) ve kolondan ayrilan ¢ozeltinin derisiminin (ce) orani (ce/Ci) ordinata ve kolondan
ayrilan ¢6zelti hacmi (V) absise konularak elde edilen egrinin ce/C; = 1 dogrusuna kadar
integrasyonundan bulunan degerin toplam alandan ¢ikarilmasiyla polimerin kapasitesi
belirlenir. Elde edilen egriler breakthrough (sekil 2.10) adlandirilir (Hennion, 1999;
Tiitem ve dig., 1998;Yalcin, 2004).

1.0 - — — ———

o 05

mlL kelon gikhisi

Sekil 2.10: Adsorpsiyon isleminde dinamik kolon kapasitesinin breakthrough (kopma)
teknigine gore bulunmasi.

2.1.7. MIP’lerin Adsorpsiyon Parametrelerinin Belirlenmesi

Freundlich ve Langmuir izotermleri, MIP’ lerin adsorpsiyon parametrelerinin

belirlenmesinde kullanilirlar.

2.1.7.1. Freundlich Izotermi

Freundlich izotermi (Rushton ve dig., 2005; Li ve dig., 2013; Hong ve dig., 2013;
Garcia-Calzén ve Diaz—Garcia, 2007; Ng ve dig., 2003; Umpleby ve dig., 2001a ve
2001b) adsorpsiyon dengesini tanimlayan bilinen en eski esitliklerdendir Freundlich’e
gore bir adsorbanin yiizeyi lizerinde bulunan adsorblama alanlar1 heterojendir yani farkl
tirdeki adsorplama alanlarindan olusmustur. Bu deneysel baginti, heterojen yiizey
tizerinde adsorpsiyon 1s1sinin ve ilgisinin esit dagilmadigi, ¢ok tabakali adsorpsiyon igin

kullanilabilmektedir. Freundlich esitligi, adsorpsiyon enerjisinin komsu baglanma
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bolgelerinin dolu olup olmadigina bagh olarak degistigini varsaymaktadir. Deneysel

esitlik asagidaki sekildedir;
Ge= Kice' " (2.4)

Bu esitlikte
0e: Adsorplama miktar1 (g madde g polimer),
Ce: Cozeltide adsorplanmadan kalan madde derisimi (uM)’dir.

K¢ ve 1/n sirasiyla adsorpsiyon kapasitesini ve adsorpsiyon siddetini gdsteren

Freundlich sabitleridir.

Bu esitlikte K¢ ve n sabitleri sicakliga, adsorbent ve adsorbat maddeye baglidir. n’nin
degeri 1’den biiylik olmalidir. Bu durum (n>1), adsorpsiyon isleminin elverisli

oldugunu gostermektedir (Chiou ve Li, 2002).

Bu esitlik her iki tarafin logaritmasi alinarak daha kullanish (dogrusal) hale getirilebilir:
log ge = log K¢ + 1/n log c. (2.5)

Deneysel verilerin Freundlich modeline uygunlugunu incelemek amaciyla log ce’ye
kars1 log qe grafigi cizilmistir. Grafigin dogrusal ¢ikmasi, Freundlich adsorpsiyon
izoterminin uygulanabilirligini gosterir. Cesitli gevresel faktorlere bagl olarak degisen

deneysel adsorpsiyon sabitleri, K¢ ve n, kesim noktas1 ve egimden hesaplanabilir.

Genel olarak Freundlich modeli, adsorban derisimi arttik¢a, dengede adsorplanan

miktarlarin arttig1, heterojen yiizeylerdeki adsorplamay: ifade eden daha gercekei bir
modeldir (Ng ve dig., 2003).

2.1.7.2. Langmuir Izotermi

Langmuir izotermi (Garcia-Calzon, J.A., Diaz —Garcia, M.E., 2007; Ng ve dig., 2003;
Umpleby ve dig., 2001b), adsorbent yilizeyinde adsorplayic1 noktalarin oldugunu farz
eder. Her adsorplayict noktanin bir molekiil adsorplayacagini kabul ederek olusan
tabakanin bir molekiil kalinliginda bir tabaka olacagint sodyler. Langmuir izoterminde

adsorpsiyon, adsorbat derisiminin artis1 ile dogrusal olarak artis gosterir. Denge
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halinde maksimum adsorpsiyon kapasitesine ulasilmis ve yiizey tek tabakayla
kaplanmis olur. Bu durumdan itibaren adsorbe edilen adsorbat miktar: sabitlenir.
Langmuir izoterminde adsorpsiyon enerjisi tek diize dagilim gosterir. Langmuir modeli

su denklemle agiklanir:

qe: qmaks. b Ce/ 1+bCe (26)
Ceq/ 0e = 1/ (Qmaks b) + Ceq/ Omaks (2.7)
Burada;

Ce: Adsorplama sonrasi ¢6zeltide kalan maddenin derisimi (uM),
Qe: Adsorbentin birim kiitlesi basina adsorplanan madde miktari (ng g™),
b: Adsorpsiyon enerjisini ifade eden Langmuir sabiti (L pmol™),

Omaks: Adsorpsiyon kapasitesini ifade eden Langmuir sabiti (ug g™*)’dir.

Ce/Qe degerinin, c, degerine karsi degisiminin grafige gecirilmesiyle ortaya cikan
dogrunun egimi 1/qmaks sabitinin degerini verirken kesim noktast da 1/bqmaks degerinden
b sabitini verecektir. Adsorpsiyonun elverigliligini bulmak i¢in Webber ve Chakkravorti
tarafindan tanimlanan boyutsuz ayirma R sabiti (dagilma veya boyutsuz ayirma
faktorii) asagidaki denklemden hesaplanir ve bu sabitin O ile 1 arasinda degerler almasi

elverislilik durumunun saglandigina isaret eder (Guo ve dig., 2004).
R.= 1/ 1+b.co (2.8)
b (a): Langmuir sabiti (L pmol™)

Co: Maddenin ¢dzeltideki baslangi¢ derisimi (umol L™)

Bu esitlikten bulunana R degerleri; R >1, R =1, 0<R; <1 ve R;=0 oldugu durumlarda
sirasiyla adsorpsiyon izoterminin elverigsiz dogrusal, elverigli ve tersinmez oldugunu

gosterir (Guo ve dig., 2004).

2.2. FENOLIK BiLESIKLER

Polifenoller; bitki diinyasinin biiyiik bir kisminda bulunan, fitokimyasallarin en genis

smiflarindan birini olusturan ve insan yasaminda gerekli olan bilesiklerdir. Polifenoller
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giiclii antioksidanlardir ve aktiviteleri kimyasal yapilarma baghdir. Bitki polifenolleri
cok fonksiyonlu olup, indirgeme araci, hidrojen atomu verici ve singlet oksijen
sondiiriicii olarak davranirlar. Bazi polifenoller ise metal iyonu kelatlama 6zelliklerine

sahip antioksidanlar olarak etkilidirler.

Besinlerde bulunan fenolik maddeler; flavonoidler, fenolik asitler, fenolik polimerler

(tanenler) olmak tizere {i¢ sinifa ayrilir (Rice-Evans ve dig., 1996).

2.2.1. Flavonoidler

Bitki fenollerinin en genis sinifin1 difenilpropan (CsC3Cg) iskeletine sahip flavonoidler
olusturmaktadir (Canedas ve Packer, 2002). Flavonoidler; 6nemli antioksidan ve
kelatlama 6zelligine sahip, diisiik molekiil agirlikli ve en genis bitki fenolikleri sinifidir.
6 karbonlu A, B ve 3 C’lu C halkalarindan olusan heterosiklik bilesikler, hetero
halkanin yiikseltgenme derecesine gore farklilasirlar. Aromatik halkalar A ve B, hetero
halka ise C olarak ifade edilir. Karbon atomlar1 C halkasindaki oksijenden baglayarak, B
halkasindaki karbon atomlar1 ise Ussti (") rakamlarla numaralandirilir (Sekil 2.11).
Dogada, bircogu yaprak, ¢icek ve kokte bulunan 4000’den fazla flavonoid ¢esidi vardir.
Meyve, sebze, sarap, kakao ve ¢ayda bol miktarda bulunurlar. Yiyeceklerde genellikle
3-O-glikozitleri ve polimerleri seklinde bulunurlar. Glikozit birimi genellikle glukozdur
ancak glukoramnoz, galaktoz, arabinoz ve ramnoz ya da daha farkli olabilmektedir.
Bagirsaklarda hidrolizlenerek biyolojik bakimdan aktif aglikonlara déniisiirler. Insan ve
hayvanlarda mide-bagirsak sisteminden emilirler, degismeden ya da metabolitleri
halinde idrar ve digki ile atilirlar (Cook ve Samman, 1996; Heim ve dig., 2002).

Sekil 2.11: Flavonoidlerin genel yapisi.

Flavonoidler; antosiyaninler ve antoksantinler seklinde siiflandirilir. Antoksantinler,

renksiz veya beyazdan sariya doniik renkte olurlar ve flavon, flavonol, flavanol,
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flavanon, izoflavon ve dihidrokalkonlar olarak smiflandirilirlar (Canedas ve Packer,
2002).

Flavon Flavonol
G
:
OH
Flavanol izoflavon Antosiyanidin

Sekil 2.12: Flavonol, flavon, flavanon, flavanol, izoflavon ve antosiyanidin’in kimyasal
yapilari.

Antosiyaninler, antosiyanidinlerin glikozitleri olup ¢iceklere ve meyvelere kirmizi, mavi
ve mor renkleri veren, suda ¢6ziinebilen en 6nemli bitki pigment sinifidir. Flavanonlar
ve flavonlar ¢ogunlukla birlikte bulunur ve belirli enzimlerle baghdirlar. Cogu bitki
familyasinda, flavonlar ve flavonoller arasinda karsilikli bir diglama vardir ve

flavanonca zengin bitkilerde antosiyaninler neredeyse hi¢ yoktur (Canedas ve Packer,
2002).

Flavonoller (3-hidroksiflavon), flavonun 3 no’lu C atomuna bagli bir hidroksil grubu
tasirlar. Flavonoidlerin bitkilerde en yaygin olarak bulunan smifidir. En 6nemli
flavonoller  kuersetin, glikozitlenmis kuersetin  (rutin), kamferol, mirisetin,
izoramnetindir (Aherne ve O’Brien, 2002; Heim ve dig., 2002; Rice-Evans ve dig.,
1996).

Kuersetin, flavonoidlerin en aktif ve en onemli bilesigi ve bitkilerin temel fenolik
bilesenidir. Meyve ve sebzelerde, ozellikle sogan, elma ve iiziimde bol miktarda

bulunmaktadir (Karaman, 2008; Moskaug ve dig., 2004). Kuersetin meyve ve



29

sebzelerde en cok glikozitleri halinde bulunmaktadir (en ¢ok glukoz ve ramnozlar).
Kuersetin; antioksidan, antiviral, antiinflamatuar ve antitiimor 6zellikleri gibi biyolojik
aktivitesi sebebiyle pek ¢ok biyolojik aktif takviyeler ve medikal preparatlarda
kullanilan gittikce ilgi ¢eken bir konu haline gelmistir (Song ve dig., 2009; Boots ve
dig., 2008). Ayrica kuersetin, in vitro ortamda antifibrotik, antikoagiilatif,
antibakteriyel, antiaterojenik, antihipertensif ve antiproliferatif 6zellik gostermektedir
(Boots ve dig., 2008). Bu sebeple kuersetinin ¢esitli bitkisel matrislerden izolasyonu
Oonemli bir arastirma konusu haline gelmistir. Ayrica kuersetinin biyolojik bilesiklerin
yant sira ¢ok bilesenli gida iirlinlerinden 6nderisiklendirmesi (zenginlestirmesi) 6nemli
ve gerekli olan bir asamadir. Kuersetinin izolasyonu ve zenginlestirilmesi kalip molekiil
olarak kuersetin ile hazirlanan molekiiler baskili  polimerler kullanilarak
gerceklestirilmektedir (Hong ve Chen, 2013; Chen ve dig.; 2012; Pakade ve dig., 2013;
Xie ve dig., 2001).

Kuersetin Rutin [zokuersitrin

OCH;4

Kamferol Mirisetin [zoramnetin

Sekil 2.13: Baslica flavonollerin kimyasal yapilari.

Flavon sinifina ait temel bilesikler apigenin, luteolin ve krisindir. Maydanoz, kereviz ve

zeytinde bol miktarda bulunmaktadirlar (Karaman, 2008).
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Krigin Apigenin Luteolin

Sekil 2.14: Baslica flavonlarin kimyasal yapilari.

Flavonoidlerin C halkasinda C-4’teki karbonil grubunun mevcut olmamasi halinde
flavanol olusur. Flavanoller flavonlarin indirgenmis tiirevleridir. En 6nemlileri katesin
ve epikatesin’dir. Katesin ve epikatesinin gallik asitle kombinasyonlart sonucu katesin
ve epikatesin gallatlar meydana gelir. Bu bilesikler ¢ogunlukla yesil ve siyah cayda,
kirmizi ve beyaz sarapta, seftalide ve elmada yiiksek miktarda bulunur (Karaman,
2008).

Epikategin gallat Epigallokatesin gallat

Sekil 2.15: Baslica flavanollerin ve gallik asit tiirevlerinin kimyasal yapilart.

Flavonun dihidro tiirevleri ise flavanonlardir. En onemlileri naringenin, naringin,
hesperidin ve hesperetindir. Naringenin 3’-hidroksi flavanondur.  Greyfurtun
karakteristik aciligin1 veren bilesik naringeninin glikoziti, naringindir. Naringinin
aglikonu olan naringenin ise act degildir. Hesperidin ve hesperetin limon ve portakalda

yiiksek miktarda bulunur. Hesperidin, hesperetinin glikozitidir.
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Sekil 2.16: Baslica flavanonlarin kimyasal yapilari.

Flavonlarin izomeri olan izoflavonlarin en bilinen bilesikleri genistein ve daidzein olup

baklagil ve soya fasulyesinde fazla miktarda bulunmaktadirlar.

Daidzein Genistein

Sekil 2.17: Baslica izoflavonlarin kimyasal yapilari.

Antosiyaninler, suda ¢oziinen, ¢igeklere pembe ve turuncudan mavi ve mora degisen,

meyvelere ise kirmizi ve mor renk veren pigmenlerdir. Aglikonlar1 antosiyanidinlerdir.

Renkleri bilyiik 6l¢iide pH’a baglidir. En 6nemlileri; apigenidin, siyanidin, malvinidin

ve delfinidin’dir. Siyanidin galaktozit elmada bulunan antosiyanidinlerdendir.
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Siyanidin Malvidin

Apigenidin Delfinidin

Sekil 2.18: Bagslica antosiyanin ve antosiyanidinlerin kimyasal yapilari.

Dihidrokalkonlar (floretin), merkezi piran halkasinin agik olmasindan dolay1 diger

flavonoidlerden farkli bir yapiya sahiptir. Bu bilesikler elma ve elma tiirevi liriinler
(elma suyu, elma siras1 gibi) igin karakteristiktir. En fazla bulunan, floretin tiirevi olan
floridzindir (floretin glukozit) floretin ksiloglukozit, daha diisiik miktarda
bulunmaktadir. Bu dihidrokalkon glikozitleri elmanin et ve kabugunda bulunmakla

beraber ¢ekirdekteki miktar1 daha yiiksektir.
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Sekil 2.19: Floretin ve floridzin’in kimyasal yapilari.
2.2.2. Fenolik Asitler

Bitkilerde yiiksek miktarda bulunan fenolik asitler, hidroksisinnamik (Sekil 2.20) ve
hidroksibenzoik (Sekil 2.21) asitleri i¢eren iki gruptan olusur.

5 6

4 1 CH = CH — COOH

Sekil 2.20: Hidroksisinnamik asitlerin genel kimyasal yapisi.

5 6

4 I COOH

Sekil 2.21: Hidroksibenzoik asitlerin genel kimyasal yapisi.

2.2.2.1. Hidroksisinnamik Asitler

Hidroksisinnamik asitler, fenil-propanoid tiirevleridir ve genellikle bitkisel gidalarda
bulunur. Hidroksisinnamik asitler, bitkilerin fenolik metabolizmalarinda merkezi rol
oynayan ve fenilalaninin biyosentetik tiirevi olan fenolik bilesenlerdir. Bu bilesikler
ayn1 zamanda flavonoidlerin Onciisiidiir ve bitkilerde hiicre duvarinin yapisina katilirlar.
Genellikle bu tiir fenolik asitler bitkilerde esterleri halinde veya sekerlerle, organik
asitlerle veya yaglarla birlesmis halde bulunurlar. Hidroksisinnamik asitler trans
konumunda daha kararlidirlar (Abu-Amsha ve dig., 1996; Maurya ve Devasagayam,

2010). Ancak UV iginlarina maruz birakildiklarinda trans izomerinden cis izomerine
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dontigiirler. Bu bilesenler meyve, sebze, ¢igek, findik, tohum, sarap, cay, kahve ve
zeytinyagi gibi bitkisel (veya bitki temelli) tirtinlerde bulunurlar. Kafeik asit, p-kumarik
asit ve kafeik asidin kuinik asit esteri olan klorojenik asit, elma, armut, tiziim gibi
meyvelerde ve bitkilerde en ¢ok bulunan hidroksisinnamik asitlerdir. Klorojenik asit,
kafeik asidin depolanma sekli olarak diisliniilmektedir, c¢linkii klorojenik asidin
biyosentezi sirasindaki tersinirdir (Chen ve Ho, 1997; Karaman, 2008). Kafeik asit
bircok bitki ve igecekte bulunan bir fenolik antioksidandir ve meyvelerdeki toplam
hidroksisinnamik igeriginin %70 ini olusturmaktadir. Kafeik asit, iltihab1 (inflamasyon)
yavaglatan bdylece serbest radikallerin zararli etkilerine ve endotelyal hasara karsi
koruma gibi 6nemli biyolojik etkileri olan bir antioksidandir (Maurya ve Devasagayam,
2010). Bu sebeplerden dolay: kafeik asidin izolasyonu ve zenginlestirilmesi 6nemli bir
arastirma konusu olmakta ve bu amaci1 gerceklestirebilmek icin kafeik asidin kalip
olarak kullanilmasryla kafeik asit baskilt polimerler sentezlenmektedir (Li ve dig, 2013;
Li ve dig., 2005; Zhu ve dig., 2011; Valero-Navarro ve dig., 2011; Michailof ve dig.,
2008).

HO [~ H
WOH /@/\)LOH BCOJQ/\)LOH
HO HO HO

Kafeik asit p-kumarik asit Ferulik asit
HO CO,H
2 o 0Oy -OH 4 OH
HsCO 0
; o Ty
/@/\QJ\O
HO
OCHj OH

Klorojenik asit Sinapik asit Rozmarinik asit

Sekil 2.22: Baslica hidroksisinnamik asitlerin kimyasal yapilari.

2.2.2.2. Hidroksibenzoik Asitler
Hidroksibenzoik asitler yapilarindaki hidroksi ve metoksi gruplarmin yerlesimi ve
sayilarina gore ¢esitlenirler. Bunlardan birkagi; gallik, vanilik ve protokatesuik asittir.

Monohidroksibenzoatlar etkili hidroksil radikali siipiirticiilerdir ¢iinkii hidroksillenmeye


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691510005697
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691510005697
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ve hidroksil radikallerine yiiksek reaktivite gostermeye egilimlidirler. Fenolik halka ile
karboksilat grubu arasina metilen grubu girmesiyle olusan fenilasetik asitlerde orto ve
meta  hidroksi tiirevleri 1 mM’a yakin antioksidan aktivite gOsterirler.
Dihidroksibenzoik asit tlirevlerinin antioksidan aktiviteleri hidroksil gruplarinin
pozisyonlarma bagli olup, 0-p pozisyonlarinda aktivite yiliksek olurken m-p
pozisyonlarina sahip olanlarda aktivite diiger (Canedas ve Packer, 2002; Karaman,

2008).
Oy _-OH Os_ _OH Os_ _OH

HO OH o OH
OH OH OH

Gallik Asit Vanilik Asit Protokatesuik Asit

Sekil 2.23: Baslica hidroksibenzoik asitlerin kimyasal yapilari.

2.3. KAFEIK ASIT VE KUERSETINLE BASKILI POLIMERLERLE
YAPILMIS CALISMALAR

Tablo 2.1 ve 2.2° de kuersetin ve kafeik asit baskili polimerlerle literatiir bilgileri

Ozetlenmistir.



Tablo 2.1: Kuersetin ile ilgili ¢aligmalar.

Kalip Monomer (M) — | Porojen Polim. Teknigi | K: M: CB mol | Dogal érnek MIP Secimliligi Adsorpsiyon — Ref
molekiil Capraz orani uygulana | arastirilan fenolik
(K) baglayici (CB) alam bilesikler Karakterizasyon
KUE AA-EDMA THF Bulk 1:5:50 Gingko  bitki | MIP- KUE, KR, MOR, - Xie ve dig.,
(non-kov.) yapraklari HPLC, NAR, RT, OHP, 2001
MISPE GHF, GA
KUE, 4-VP, MAA — Aseton, ACN, Bulk 1:8:40 Sarap MISPE KUE, MOR, FS, - Weiss  ve
RT, C-fla | EDMA ACN: DMSO (9:1, viv) | (non-kov.) KAT, RT, C-fla, dig., 2002
FR
KUE, RT | AA, MAA, 4-VP | DMSO:ACN (2:3, v/v) Bulk 1:5:20 Sarap, yesil MIP- PiroKAT, REZ, - Theodoridis
-EDMA (KUE i¢in), DMSO:DMF | (non-kov,) cay, portakal | HPLC, KRE, EKAT, ve  dig.,
(3:1,v/v) (RT igin) suyu MISPE KAT, KUE 2006
KUE MAA-TRIM MeOH Bulk 1:5:25 Herba MIP- KUE, BER Scatchard analizi - | Hong  ve
(non-kov.) Lysimachiae | MSPD FTIR Chen, 2013
KUE AA-EDMA THEF, Aseton, 1,4- Bulk 1:7:47 Cacumen MISPE KUE, RT, KATS Scatchard analizi — | Song ve
dioksan, ACN (non-kov.) platycladi FTIR, SEM dig., 2009
KUE 4-VP-EDMA MeOH: H,0 (9:1, V), Bulk 1:10:40, Sar1 sogan MISPE KUE, KUE-4- FTIR, SEM, TGA | Pakade ve
MeOH, THF, (non-kov.) 1:10: 46 glikozit, KUE-3,4’- dig., 2012

THF:H,0:MeOH
6:3:1, vivlv

diglukozit, MOR,
KAM

9¢



Tablo 2.1 (devam).

KUE MAA - MeOH: H,0 Nanokiirecik 1:16: 25 Ilag salinim - KUE, KAT SEM Curcio ve dig.,
EDMA (1: 1, viv) formatli ¢oktiirme sistemleri 2012
KUE 4-VP, 4-VP: Aseton Bulk 1:4:40, KUE, MOR, BET-'HNMR | O’Mahony ve
AA (1:1) - (non-kov.) 1:(4:4):40, FS, KAT, RT, dig., 2006
EDMA 1:8:40, C-fla
1:6:30,
110:40, - MIP-HPLC
1:12:60,
1:16:60,
1:20:100
KUE 4-VP, MAA - | Aseton, Bulk 1:1:5, Yesil ve siyah | MISPE KUE, KAT, Freundlich, Lopez ve dig.,
EDMA, TRiM | aseton: ACN | (non-kov) 1:4:20, cay, liziim EpigalloKAT | Langmuir, 2012
(1:1, viv), 1:5:30, atiklari, kakao gallat, EKAT Allosteric,
aseton:ACN 1:6:30 Dubinin-
(3:1, viv), Radushkevic-
ACN, THF FTIR, SEM,
BET
KUE AA, Aseton Bulk 1:2:10, - - KUE, NAR, - Kudrinskaya ve
DMAEMA - (non-kov.) 1:2:20, MOR, FS dig., 2009
EDMA 0,5:2:10,
0,125:2:10
KUE MAA - DMF Makrog6zenekli 7:140:13,6 - MIP-HPLC KUE, iZORM | Langmuir, Xia ve dig, 2006
DEGDA kitosan boncuklart Freundlich/SEM

kullanilarak (non-
kov.)

LE



Tablo 2.2: Kafeik asit ile ilgili ¢aligmalar.

Kalip Monomer (M) - | Porojen Polim. Teknigi K: M: CB Dogal o6rnek MIP Secimliligi Adsorpsiyon | Ref
molekiil (K) Capraz baglayici mol oram uygulana | arastirilan -
(CB) alam fenolik bilesikler | Karakterizas
yon
KA AA- EDMA Siklohekzanol- Monolitik bask. 1:1,54:2,88 Salicornia MISPE 3,4-diHBA, KA, SEM Zu ve
dodekanol (non-kov) herbea yapr FA dig.,
' 2011
KA, 4-VP, MAA, THF (KA i¢in) Bulk 1:4:12 Zeytin yagi MISPE, GA, p-HBA, 3,4- | Freundlich, Michailof
alilanilin, aliliire ACN (p-HBA igin) | (non kov.) (KA igin) fabrikasi atik MIP- diHBA, KA, Langmuir ve dig.,
p-HBA EDMA (p-HBA 1:4:20 sulart HPLC vanilin, VA, 2008
igin) (p-HBA igin) tirosol, p-KUA
PETRA (KA i¢in)
KA MAA- EDMA THF: izooktan Monolitik bask. 1:4:12 - MIP- KA, GA, KLA, Freundlich, Li ve
(2:1, viv) (non-kov) HPLC VA Langmuir dig.,
2004
KA 4-VP- DVB-80 ACN: toluen Coktiirme polim. 1:4:20 Ticari elma MIP- p-HBA, KIA, FA, | Freundlich, Valero-
(75:25, viv) suyu HPLC DHKA, p-KUA, SEM Navarro
3,4-diHBA, KA, ve dig.,
KLA 2011

8¢
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2.4. CALISILAN DOGAL ORNEKLER

2.4.1. Iswrgan (Urtica dioica)

Isirgan otu, pro-vitamin A ve C vitamini ve mineraller agisindan zengindir. Yapilan
arastirmalar 1sirgan yapraklarinin esansiyel amino asitler, askorbik asit, karbonhidratlar
ve cesitli mineralleri iceren 6nemli bir kaynak oldugunu ortaya koymustur. Ayrica
1sirganin antioksidan, antiinflamatuvar, bagisiklik-baskilayict ve antiromatizmal etkileri
bulunmaktadir. Orta Avrupa iilkelerinde, 1sirgan yapraklar1 romatoit artrit ve diger
iltihapli hastaliklarin sonuglarin1 azaltmak amaciyla ¢ay olarak tiiketilmektedir (Toldy

ve dig., 2009).

Ayrica Tirkiye’de de bu etkilerinin yani sira halk hekimliginde mide hastaliklari,

okstiriik ve karaciger yetmezliginin tedavisinde kullanilmaktadir (Giilgin ve dig., 2004).

2.4.2. Yesil Kahve Cekirdegi (Coffea arabica)

Kahve diinya ¢apinda en yaygin olarak tiiketilen i¢eceklerden biridir (Shimoda ve dig.,
2006). Yesil kahve biiyiikk oranda kafein ve polifenol igerigine sahiptir. Polifenoller
arasinda en fazla kafeik asidin kuinik asit esteri olan klorojenik asit olmak iizere bunun
yaninda kafeik asit, ferulik asit ve p-kumarik asit icermektedir. Kahvenin kavrulma
islemi sirasinda polifenol igerigi degismektedir. 10 g kahve igeren bir fincan kahvede
ortalama 15-325 mg klorojenik asit bulunmaktadir. (Richelle ve dig., 2001; Shimoda ve
dig., 2006). Kahvenin antioksidan ve antineoplastik etkileri bulunmaktadir. Yesil kahve
hafif, yesil fasulye benzeri bir aromaya sahiptir; kahvenin karakteristik aromasi
kavurma islemi sirasinda gelisir (Naidu ve dig., 2008). Son yillarda yapilan arastirmalar
insan ve farelerde yesil kahve ekstraktlarinin antihipertensif etki gosterdigi
ispatlanmigtir. Ayrica insan vazoreaktivitesinde iyilesme meydana getirir, fare ve
insanlarda yag birikimi ve viicut agirligi izerinde inhibitor etkisi gosterir ve insanlarda
glukoz metabolizmasinin modiilasyonunu saglamaktadir (Farah ve dig., 2008).
Kahvenin igerdigi kafeinin merkezi sinir sistemi, kardiyovaskiiler sistem ve endokrin
sistem ilizerinde etkileri vardir. Yapilan arastirmalar kahve kafeinin modern
toplumlardaki dejeneratif hastaliklart Onledigini gostermektedir (Shimoda ve dig.,

2006).
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2.4.3. Siyah Cay (Camellia sinensis)

Caylari bir¢ok kritere gore siniflandirmak miimkiin olmakla beraber; {li¢ temel cay cesidi
vardir. Bunlar, siyah cay, yesil ¢cay ve beyaz caydir. Diinyada iiretilen ve tiiketilen ¢ay
miktarmin % 78’1 siyah ¢aya, % 20’si1 yesil caya ve < % 2’si de beyaz caya aittir. Siyah
cay basta bat1 iilkeleri olmak iizere bazi1 Asya iilkelerinde tiiketilir oysa yesil cay Cin,
Japonya, Hindistan ve bazi Kuzey Afrika iilkelerinde ve Orta Dogu’da tiiketilir. Yesil
cay, flavanoller, flavandioller, flavonoller ve fenolik asitleri igerir. Yesil c¢ay
flavanollerinin biiyiikk kismii katesinler olusturmaktadir. Siyah ¢ayda ise tiaflavin ve
tiarubigin baslica polifenollerdir. Cayin icerdigi bu polifenolik bilesenler sayesinde
ozellikle kanser oOnleyici olarak ve kalp-damar hastaliklar: tizerinde olumlu etkilere

sahip olduklar1 kanitlanmistir (Mukhtar ve Ahmad, 2000; Yang ve Landau, 2000).

2.4.4. Kirmizi Sogan (Allium cepa L.) Kabugu

Sogan, pek c¢ok iilkede giinlik flavonoidlerin en biiyiik kaynaklarindan biridir.
Yapisinda en fazla bulunan flavonoid, kuersetindir. Soganlarin igerdigi kuersetin
miktari, sogan tiirine ve kisimlarina baglidir. Soganlarin kabuk kisimlarinda en fazla
bulunan antioksidan, kamferoldiir ancak diger kisimlarinin baslica flavonoidi
kuersetindir. Kirmizi soganlarin igerdikleri kuersetin miktari sar1 soganlarin yaklasik iki
katidir (Nuutila ve dig., 2003). Kirmizi soganlar ayrica siyanidin ve peonidin

tiirevlerinden olusan antosiyaninleri icermektedir.

Sogan kabuklar1 glukoz ve fruktoz igcermektedir. Hem antosiyaninler hem de

flavonoller sekerli formlar1 halinde soganda bulunurlar (Cools ve dig., 2010).

Sogan ekstraktlari, hipokolesterolemik, hipolipidemik, antihipertensif, antidiabetik,
antitrombotik ve antihiperhomosisteinemik etkilerinden dolayr kardiyovaskiiler
hastaliklarda etkindir. Antimikrobiyal, antioksidan, antikarsinojenik, antimutajenik,
antiastimatik, immiinomodiilator ve prebiotik etkilere de sahiptir (Corzo-Martinez ve

dig., 2007).
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MALZEME VE YONTEM

3.1. CIHAZ LiSTESI

Radwag AS 220/C/2 analitik terazi, kimyasal madde ve 6rneklerin tartimi igin;
Bandelin Sonorex ultrasonik banyo, ekstraksiyon islemleri ve kimyasal
maddelerin ¢oziinmesine yardimer olmak igin;

GFL 1008 ve HB4 basic KIKA-WERKE su banyolari, sentez ve hidroliz
islemleri igin;

Heidolph 1siticili manyetik karistirici; sokslet ekstraksiyon islemleri igin,

Biichi R210/215 marka evaporator, ekstraktlarin vakumda kuruluga kadar
buharlastirilmasi igin;

Hamilton marka 1 mL’lik ve 3 mL’lik bos kat1 faz ekstraksiyon kartuslari;
Agilent 12 port kat1 faz ekstraksiyon sistemi ve Isolab vakum pompasi, kat1 faz
ekstraksiyon islemleri i¢in

Retsch marka 100-150 um elek sistemi, polimerleri belirli tanecik boyutlarina
getirmek i¢in;

Biosan OS-20 orbital ¢alkalayici, kesikli temas (batch) testleri i¢in;

Elektro-mag girdap karistirici, ¢ozeltileri karistirmak igin;

Millipore Simpak 1 Synergy 185 bidistile su sistemi;

Schimadzu 2600 UV-Vis spektrofotometre, absorbans o6l¢iimleri ve spektrum
¢izimleri i¢in;

HELMA marka 10 mm 1s1ma yollu bir ¢ift kuartz kiivet;

Waters Breeze 2 Model HPLC cihazi (Milford, MA, USA): 1525 model ikili
pompa, termostatli kolon firini, 2998 model fotodiyot dizisi dedektdr (PDA)
(Chelmsford, MA, USA), Hamilton marka 25 pL-siringa (Reno, NV, USA),
ACE C18 analitik kolon (4.6 mmx=250 mm, 5 um) (Milford, MA, USA), HPLC
ayrimlari i¢in;

Empower PRO (Waters Associates, Milford, MA, USA) yazilimi, HPLC data

analizleri icin;
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e JEOL-7001 FESEM cihazi, SEM analizi i¢in;
e Perkin Elmer Spectrum BX FTIR cihazi, FTIR spektrum ¢izimleri i¢in.

3.2. KIMYASAL MADDELER

Kullanilan kimyasal maddeler; vanilik asit (VA), akrilamit (AA) (Fluka), gallik asit
(GA), asetonitril (ACN), metanol (MeOH), sodyum siilfat, asetik asit (Sigma Aldrich),
floridzin (FL), p-kumarik asit (p-KUA), (+)-katesin hidrat (KAT), (-)-epikatesin
(EKAT), rutin hidrat (RT), Kklorojenik asit (KLA), kafeik asit (KA), rosmarinik asit
(RA), mirisetin (MR) (Sigma), 4-hidoksibenzoik asit (4-HBA), 3,4-dihidroksibenzoik
asit (3,4-diHBA), ferulik asit (FA), sinapik asit (SA), kuersetin hidrat (KUE), 4-
vinilpiridin (4-VP), metakrilik asit (MAA), 1-vinil imidazol (1-VI), etilenglikol
dimetakrilat (EDMA), 2,2’-azobisizobutironitril (AIBN), benzofenon, sodyum
(Aldrich), dimetilsiilfoksit (DMSO), tetrahidrofuran (THF), dimetilformamid (DMF),
aseton, etanol, o-fosforik asit, % 37’lik hidroklorik asit (Merck).

3.2.1. Susuz THF Hazirlanmasi

1 L'lik balonjoje igindeki 500 ml ticari THF iizerine 10 g benzofenon eklenip
karistirildi, ardindan 5 g ¢ok ince kesilmis sodyum pargalari balonun i¢ine konuldu.
Sodyum ilavesiyle ¢oziiciiniin renginin yesil ile mavi aras1 oldugu goriildii. Daha sonra
balonun agzi kapatilip karisim, karanlikta 1 gece oda sicaklifinda bekletildi. Siirenin
sonunda karisimin renginin olugsan benzofenon radikal anyonu nedeniyle mor oldugu
gozlendi. THF’in kurudugunun gostergesi olan bu anyonun bulundugu karisim

distillenerek susuz THF elde edildi (Furniss ve dig, 1989; Laferrie're ve dig., 2004).

3.3. UYGULANAN YONTEMLER

3.3.1. Fenolik Bilesiklerin Analizi icin HPLC Yonteminin Gelistirilmesi

Fenolik bilesiklerin analizi i¢in Metanol (A) ve % 0.2 0-H3PO, igeren bidistile su
(B)’dan olusan ikili hareketli fazin kullamildig iki farkli gradient eliisyon yontemi

gelistirildi.
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1. Yontem

* 3 dakika % 20 (A), egim (2,0)

» 3-5 dakika % 35 (A) , egim (2,0)

* 5-16 dakika % 80 (A) , egim (2,0)

* 16-22 dakika % 100 (A), egim (2,0)

2. Yontem

+ 5dakika % 30 (A), egim (1,0)

» 5-25 dakika % 66 (A) , egim (6,0)

» 25-35 dakika % 100 (A) , egim (2,0)
Heri iki yontemde de akis hiz1 1 mL dak™, dedeksiyon (belirleme) dalga boylar1 PDA
dedektor kullanilarak 280, 290, 320, 360, 520 nm olarak uygulandi.

3.3.2. Molekiiler Baskili Polimer Sentezleri

Molekiiler baskili polimer sentez yontemlerinden en fazla ¢alisilan ve kullanim alani
olan yigin polimerlerdir. Hazirlama kolayligi ve maliyetinin diisiik olmasi sebebiyle
tercin edilmektedir. Kuersetin (KUE) ve Kafeik aside (KA) 6zgii polimerin
hazirlanmasi i¢in farkli monomerler, gozenek olusturucu ¢oziicliler ve kalip molekiil:

monomer: capraz baglayict mol oranlar ile uygun polimerizasyon kosullarinda non-

kovalent yi1gin polimerler hazirlandi. Tiim polimerler i¢in baskisiz polimerler (kalip
molekiil icermeyen, NIP) de hazirlandi. Genel polimer hazirlama semas: Sekil 3.1°de

gorilmektedir.
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Kalip Molekiil (KUE veya KA) + Monomer +
Gozenek olusturucu ¢oziici

On Polimerizasyon
karistirna

l 10dakika N, atmosferinde

Capraz baglayici + Baglatici

Buz banvosundal 5 dakika N,
atmosferinde karistirina

60°C’desu banyosunda 24 saat polimerizasy on

l

Polimerin vakumlu etitvde kurutulmasi, havanda
ogiutme

l

Kalibm polimerden sokslet ekstraksivonu ile
uzaklagtirilmasi

l

Eleme (100-150 pun), kurutma (vakumlu etiivde
50°C de)

Sekil 3.1: Molekiiler baskili polimerlerin genel sentez semast.

3.3.2.1. Uygun Monomerin Belirlenmesi
KUE-MIP’ler icin; AA, MAA ve 4-VP monomerleri ayr1 ayr1 kullanilarak KUE baskil

ve baskisiz polimerler sentezlendi. Ornegin, 1:4:20 oranindaki polimeri sentezlemek
i¢cin 0,798 mmol KUE, kapakli sisede 15 mL aseton veya THF i¢inde ¢oziildiikten sonra
tizerine 3,192 mmol monomer ilave edilip dn-polimerizasyon i¢in 10 dakika N, altinda
karistirildi. Daha sonra karisimin {izerine ¢apraz baglayici olarak 15,96 mmol EDMA ve
bagslatici olarak 0,304 mmol AIBN ilave edilip buz banyosuna konularak, 15 dakika azot
gecirildi. Bu siirenin sonunda sisenin agzi kapatilip 60°C’lik su banyosunda 24 saat
bekletilerek  polimerizasyon gergeklestirildi. Ayn1  kosullarda  kalip  molekiil
kullanilmadan 0:4:20, 0:6:30, 0:8:40, 0:10:50 oranlarinda baskisiz (bos) polimerler
(non-imprinted polymers, NIP) sentezlendi.
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Elde edilen polimerler, aseton ile yikanip kurutulduktan sonra havanda toz haline
getirildi ve metanol:asetik asit (4:1, v/v) karisimiyla (250 mLx2) iki giin (baskili
polimerlerdeki kalip molekiilii uzaklastirmak i¢in), daha sonra asiti uzaklastirmak i¢in
metanolle (250 mL x 2) iki giin sokslet sisteminde yikandi. Polimerlerden kalip molekiil
uzaklagtirma basamagma ACN ile yikama da eklendi ve UV spektrumlarinda KUE
absorbansi goriilmeyinceye kadar ACN ile ¢alkalamali su banyosunda yikamaya devam
edildi. Yikanan polimerler elekten gegirilerek partikiil boyutlar1 100-150 um araliginda

olan kisim vakumlu etiivde 50°C de kurutularak adsorpsiyon denemelerinde kullanildi.

KA-MIP’ler i¢in; AA, MAA, 1-VI ve 4-VP monomerleri ayri1 ayr1 kullanilarak KA

baskili ve baskisiz polimerler sentezlendi. Ornegin 1:4:16 oranindaki polimeri
sentezlemek icin 0,4625 mmol kafeik asit, kapakli sisede 9 mL kuru THF i¢inde
cozilindiikten sonra tizerine 1,85 mmol monomer ilave edilip 6n-polimerizasyon igin 10
dakika karigtirildi. Daha sonra karigimin {izerine c¢apraz baglayict olarak 7,4 mmol
EDMA ve baslatic1 olarak 0,93 mmol AIBN ilave edilip buz banyosuna konularak, 15
dakika azot geg¢irildi. Bu siirenin sonunda sisenin agzi1 kapatilip 60°C lik su banyosunda
24 saat bekletilerek polimerizasyon gergeklestirildi. Ayn1 kosullarda kalip molekiil
kullanilmadan 0:4:12; 0:4:16; 0:4:20; 0:5:30; 0:6:30; 0:8:40 oranlarinda baskisiz (bos)
polimerler (non-imprinted polymers, NIP) sentezlendi.

Elde edilen polimerler, THF ile yikanip kurutulduktan sonra havanda toz haline getirildi
ve metanol: asetik asit (4:1, v/v) karigimiyla (250 mLx2) iki giin (baskil1 polimerlerdeki
kalip molekiilii uzaklastirmak i¢in), daha sonra asiti uzaklastirmak i¢in metanolle (250
mL x 2) iki giin sokslet sisteminde yikandi. Polimerlerden kalip molekiil uzaklastirma
basamagma ACN ile yikama da eklendi ve UV spektrumlarinda KA absorbansi
goriilmeyinceye kadar ACN ile calkalamali su banyosunda yikamaya devam edildi.
Yikanan polimerler elekten gecirilerek partikiil boyutlar1 100-150 pm araliginda olan

kistm vakumlu etiivde 50°C de kurutularak adsorpsiyon denemelerinde kullamldi.

3.3.2.2. Uygun Gozenek Olusturucu Coziiciiniin Belirlenmesi

KUE-MIP’ler i¢in; en uygun monomer olarak 4-VP belirlendikten sonra aseton ve THF

porojen coziiciileri kullanilarak 1:4:20 oranindaki polimer sentezlenmis ve bunlara
batch (kesikli temas) adsorpsiyon testi uygulanarak yapilan geri bagla(n)ma denemeleri

sonucunda en uygun goézenek olusturucu ¢oziicii belirlenmistir.
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KA-MIP’ler i¢in; en uygun monomer olarak 4-VP belirlendikten sonra MeOH, ACN ve

THF porojen ¢oziiciileri kullanilarak 1:4:16 oranindaki polimer sentezlenmis ve bunlara
batch (kesikli temas) adsorpsiyon testi uygulanarak yapilan geri bagla(n)ma denemeleri

sonucunda en uygun gozenek olusturucu ¢oziicii belirlenmistir.

3.3.2.3. Uygun Kalip Molekiil: Monomer: Capraz Baglayici Oraninin Belirlenmesi
KUE-MIP’ler icin; farkli kalip molekiil:monomer:capraz baglayici oranlar: kullanilarak

(1:4:20, 1:6:30, 1:8:40, 1:10:50) 4-VP monomeri ve aseton ¢oziiclisiiyle KUE baskili ve

baskisiz polimerler sentezlenmis ve polimer mol oranlari ile KUE adsorpsiyonlari

karsilastirilmistir.

KA-MIP’ler icin; Farkli kalip molekiil:monomer:capraz baglayici oranlart kullanilarak

(1:4:12, 1:4:16, 1:4:20, 1:5:30, 1:6:30, 1:8:40) 4-VP monomeri ve THF c¢oziiciisiiyle

KA baskili ve baskisiz polimerler sentezlenmis ve polimer mol oranlar ile KA

adsorpsiyonlar1 karsilastirilmistir.

3.3.3. Molekiiler Baskili Polimerlerde Kalip Molekiilin Geri Bagla(n)ma

Biiyiikliiklerinin Incelenmesi

3.3.3.1. Geri Bagla(n)maya Zaman Etkisi
Polimerlerin KUE ve KA tutma kapasitesine, ¢alkalama siiresinin etkisini belirlemek

i¢in ayr1 ayri siire optimizasyonu yapildi.

KUE-MIP’ler icin; bes ayr1 erlene 1:4:20 polimerinden 30’ar mg tartilip iizerine
ACN:DMSO (98:2, v/v) karigiminda hazirlanan 40 pM KUE c¢o6zeltisinden 4’er mL
ilave edilip 2, 4, 6, 8 ve 24 saat oda sicakliginda c¢alkalandi (250 rpm). 1.0/0.45 pum’lik
GF/PET (cam/polietilen tereftalat) filtrelerden gegirilerek elde edilen siiziintiilerdeki
KUE miktart UV spektrumlariyla 370 nm dalgaboyundaki absorbanslardan

yararlanilarak belirlendi.

KA-MIP’ler i¢in; bes ayr1 erlene 1:4:16 polimerinden 30’ar mg tartilip tizerine ACN’de
hazirlanan KUE ile ayni1 derisimdeki KA ¢ozeltileriyle ayni sekilde yapilan denemeler
sonucu elde edilen siiziintilerdeki KA miktar1 UV  spektrumlariyla 320 nm

dalgaboyundaki absorbanslardan yararlanilarak belirlendi.



47

3.3.3.2. Geri Bagla(n)maya Coziicii Etkisi

KUE-MIP’lerde geri bagla(n)maya ¢oziicii etkisini incelemek i¢in; KUE’nin yikama
islemiyle MIP’lerden tamamen uzaklastirilmasindan sonra bu polimerlere KUE’ nin
yeniden baglanmasi ¢alismalar1 yapildi ve bu galismalarda ¢oziicii olarak MeOH ve
ACN:DMSO (70:30, 90:10, 95:5, 97:3, 98:2, v/v) karisimlar1 kullanildi. Bunun i¢in
1:4:20 mol oranindaki MIP ve 0:4:20 mol oranindaki NIP'lerden 30’ar mg alinip
tizerlerine farkli ¢oziiciilerde hazirlanmis 60 uM KUE c¢ozeltilerinden 4’er ml ilave
edilip 6 saat oda sicakliginda calkalayicida 250 rpm’de bekletilerek batch testi
uygulandi. 1.0/0.45 um’lik GF/PET filtrelerden gegirilerek elde edilen siiziintiilerdeki
KUE miktar1 UV spektrumlariyla 370 nm dalgaboyundaki absorbanslardan

yararlanilarak belirlendi.

KA-MIP’lerde geri bagla(n)maya c¢oziicii etkisini incelemek igin; KA’nin yikama
islemiyle MIP’lerden tamamen uzaklastirilmasindan sonra bu polimerlere KA’nin
yeniden baglanmasi ¢alismalar1 yapildi. Geri baglanma c¢aligmalarinda ¢oziicli olarak
metanol, ACN, THF, DMF ve ACN:DMSO (70:30, 90:10, 95:5, 97:3, 98:2, v/v)
karigimlart kullanildi. KUE calismalarindaki miktarlarda kullanilan polimerler ve farkl
coziiclilerdeki KA ¢ozeltileriyle ayni siire uygulanan kesikli temas testleri sonucunda
stiziintillerdeki KA miktar1 UV  spektrumlariyla 320 nm dalga boyundaki

absorbanslardan yararlanilarak belirlendi.

3.3.3.3. Geri Bagla(n)maya Kalip Molekiil Derisimi Etkisi

KUE-MIP’lerde geri bagla(n)maya KUE derisimi etkisini incelemek i¢in; 1:4:20 mol
oranindaki MIP ve 0:4:20 mol oranindaki NIP'lerden 30’ar mg alinip {izerlerine
ACN:DMSO (98:2, vIv) ¢oziicii karisiminda hazirlanan 10-50 uM derisim araligindaki
KUE c¢ozeltilerinden 4’er ml ilave edildi. 6 saat oda sicakliginda calkalayicida 250
rpm’de bekletildikten sonra 1.0/0.45 um’lik GF/PET filtrelerden gegirilerek elde edilen
stiziintillerdeki KUE miktar1 UV  spektrumlariyla 370 nm dalgaboyundaki

absorbanslardan yararlanilarak belirlendi.

KA-MIP’lerde geri bagla(n)maya KA derisimi etkisini incelemek igin; 1:4:16 mol
oranindaki MIP ve 0:4:16 mol oranindaki NIP'lerden 30’ar mg alinip iizerlerine

ACN’de hazirlanan 20-10000 pM derisim araligindaki KA ¢ozeltilerinden 4’er ml ilave
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edildi. KUE-MIP caligmalar1 ile ayni siire uygulanan kesikli temas testleri sonucunda
stziintillerdeki KA miktar1 UV  spektrumlariyla 320 nm dalga boyundaki

absorbanslardan yararlanilarak belirlendi.

3.3.4. Molekiiler Baskili Polimerlerin Adsorpsiyon Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.3.4.1. Batch (Kesikli Temas) Adsorpsiyon Testi
KUE-MIP ve NIP’ler icin; farkli derisimlerde KUE kullanilarak sentezlenen polimerlere

batch (kesikli temas) adsorpsiyon testi uygulandi. Bunun i¢in 1:4:20 KUE-MIP ve
NIP’ten 30’ar mg tartilip tizerlerine ACN:DMSO (98:2, v/v) karisiminda hazirlanan 10-
60 uM KUE ¢ozeltilerinden 4’er mL ilave edilip 6 saat oda sicakliginda ¢alkaland1 (250
rpm). 1.0/0.45 pum’lik cam/PTFE filtrelerden gegirilerek elde edilen siiziintiilerdeki
KUE miktart UV spektrumlariyla 370 nm dalgaboyundaki absorbanslardan

yararlanilarak belirlendi.

KA-MIP ve NIP’ler ic¢in; farkli derisimlerde KA ve KLA kullanilarak sentezlenen
polimerlere batch (kesikli temas) adsorpsiyon testi uygulandi. Bunun i¢in 1:4:16 KA-
MIP ve NIP’ten 30’ar mg tartilip iizerlerine ACN’de hazirlanan 20-100 uM KA ve 10-
80 uM KLA ¢ozeltilerinden 4’er mL ilave edilip 6 saat oda sicakliginda calkalandi (250
rpm). 1.0/0.45 um’lik cam/PTFE filtrelerden gecirilerek elde edilen siiziintiilerdeki KA
ve KLA UV spektrumlartyla KA i¢in 320 nm ve KLA i¢in 322 nm dalga boyundaki

absorbanslardan yararlanilarak belirlendi.

3.3.4.2. Kolon denemeleri

1:4:20 KUE-MIP ile kolon denemeleri iki farkli ¢oziicii ortaminda {Metanol ve
ACN:DMSO (98:2, v/v)} yapildi. 3 mL’lik bos SPE (Solid-phase extraction, solid-faz
ekstraksiyonu) kartusu igine 100 mg polimer konulup Oncelikle kartus igerisinden
sartlandirmak i¢cin Metanol veya ACN:DMSO (98:2, v/v) karisimi1 gegirildi. Daha sonra
SPE sistemi kullanilarak 50 uM KUE c¢o6zeltisi yaklasik 0,3 mL/dakika akis hiziyla
kolondan gegirildi (Sekil 3.2). Eliiatlarda UV spektrumlariyla KUE miktar1 tayin edildi.
Kartusa KUE’yi yiikleme islemine, eliiatlarda baslangi¢ absorbansina ulasincaya yani

polimerin KUE ile doygunluga ulagsmasina kadar devam edildi.
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Metanol veya ACN:DMSO 50 pM Metanol veya ACN:DMSO
(98:2, v/v) ile sartlandirma (98:2, v/v) ¢oziiciilerinde KUE ¢ozeltisi

v 4
[
v 4
13
Frit
_ AKis izi: 0,3 mL/dak
100 mg
1:4:20 KUE-MIP
Frit
C
v 4 € KUE

[ 3
Sekil 3.2: KUE baskili polimerle kolon denemesinin sematik gésterimi.

1:4:16 KA-MIP ile KA ve KLA i¢in ACN ¢dziicii ortaminda ayr1 ayr1 deneme yapildi.
Iki ayr1 3 mL’lik bos SPE (Solid-phase extraction, solid-faz ekstraksiyonu) kartuslarina
icine 100’er mg polimer konulup Oncelikle kartuglardan sartlandirmak igcin ACN
gecirildi. Daha sonra SPE sistemi kullanilarak 40 uM KA ve KLA ¢ozeltileri yaklagik
0,3 mL/dakika akis hiziyla iki ayr1 kolondan gegirildi. Eliiatlarda UV spektrumlariyla
KA ve KLA miktarlar1 tayin edildi. Kartusa KA ve KLA’y1 yiikleme islemine,
eliatlarda baslangi¢c absorbansina ulagincaya yani polimerin KA ve KLA ile

doygunluga ulasmasina kadar devam edildi.
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ACN ile sartlandirma ACN'de 40 pM KA veya KLA
v 4
b
v 4
&
L0 s X AKis huzi: 0,3 mL/dak
100 mg
1:4:20 KUE-MIP
Frit
v 4 Ce
KA veya
[ 3 Ce
KLA

Sekil 3.3: KA baskili polimerle kolon denemesinin sematik gdsterimi.

3.3.4.3. Secimlilik Denemeleri

1:4:20 mol oranindaki KUE-MIP ve 0:4:20 mol oranindaki NIP i¢in fenolik bilesiklerin
secimlilik denemeleri, KUE gibi flavonoidlerin flavonol sinifindan olan RT, flavanol
siniffimdan KAT, fenolik asitlerin hidroksisinnamik asit smifindan KA ve

hidroksibenzoik asit sinifindan VA ile gerceklestirilmistir.

Bunun i¢in, MIP ve NIP’lerden ayr1 ayri erlenlere 30’ar mg tartilip iizerlerine 4’er mL
40 uM fenolik bilesik cozeltilerinden ilave edilip 250 rpm’de 6 saat calkayicida oda
sicakliginda calkalanmistir. Stiziintiilerdeki fenolik bilesikler UV spektrumlar1 alinarak

maksimum absorplama yaptiklar1 dalgaboyunda (Amaks) analizlenmistir.

1:4:16 mol oranindaki KA-MIP ve 0:4:16 mol oranindaki NIP i¢in fenolik bilesiklerin
secimlilik denemeleri, KA gibi fenolik asitlerin hidroksisinnamik asit sinifindan olan
FA, RA, KLA, SA ve p-KUA, hidroksibenzoik asit sinifindan olan GA, 4-HBA, 3,4-
diHBA ve VA ve flavonoidlerin flavanol sinifindan olan KAT ile gergeklestirilmistir.

Bunun i¢in, MIP ve NIP’lerden ayr1 ayr1 erlenlere 30’ar mg tartilip tlizerlerine 4’er mL
80 uM fenolik bilesik c¢ozeltilerinden ilave edilip 250 rpm’de 6 saat calkayicida oda
sicakliginda calkalanmistir. Supernatantlardaki fenolik bilesikler UV spektrumlar

alinarak maksimum absorplama yaptiklari dalgaboyunda (Amaks) analizlenmistir.
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3.3.5. Molekiiler Baskili Polimerlerin Yapilarinin incelenmesi

En uygun polimerler olarak belirlenen 1:4:20 KUE-MIP ve 1:4:16 KA-MIP ile bunlarin
NIP’lerinin yapisal karakterizasyonu FTIR-ATR (Fourier Transform Infrared
Spectroscopy-  Attenuated Total Reflectance, Fourier Déniisiimlii  Infrared

Spektroskopisi-Zayiflatilmig Toplam Yansima) analizi ile yapilmistir.

3.3.6. Uygun Polimerlerin Morfolojilerinin incelenmesi

En uygun polimerler olarak belirlenen 1:4:20 KUE-MIP ve 1:4:16 KA-MIP ile bunlarin
NIP’lerinin morfolojileri SEM (Scanning Electron Microscope, Taramali Elektron
Mikroskobu) kullanilarak incelenmistir. Ornekler vakum ortaminda altin ile

kaplandiktan sonra SEM analizleri gergeklestirilmistir.

3.3.7. Sentetik Karsimlarla Molekiiler Baskih Kati-Faz Ekstraksiyonu

Uygulamalar

3.3.7.1. Gallik asit, Kafeik asit, Katesin, Rutin ve Kuersetin Iceren Sentetik Karisim
icin KUE-MISPE Uygulamas:

SPE kolonun Hazirlanmasi

En uygun polimer olduguna karar verilen kuersetin baskili 1:4:20 mol oranindaki
polimerden bir beher igerisinde tartilan 50 mg, ACN ile karistirilarak alt kismina frit
yerlestirilmis olan 1 mL’lik bos bir SPE polipropilen kartusa 1slak doldurma yontemiyle
dolduruldu. Bagka bir PTFE frit de kartusun tist kismina yerlestirildi. Kartustaki polimer
ACN ile sartlandirildi.

Sentetik Karisim Cozeltisinin Hazirlanmasi

Hidroksibenzoik asit sinifindan gallik asit, hidroksisinnamik asit sinifindan kafeik asit,
flavonoidlerin flavanol sinifindan katesin 102 M ve flavonoidlerin flavonol sinifindan
rutin 2,7x10° M ve kuersetin 5x10° M olacak sekilde stok g¢ozeltiler ACN:DMSO
(98:2, v/v) karisim ¢oziiciisii ile hazirlandi. Herbirinin derigimi 2x10™* M olacak sekilde
bu ¢ozeltilerden uygun miktarlar alinarak istenen hacme ACN ile tamamlandi. SPE
kolona yiliklemeden o©nce gelistirilen gradient ellisyon yoOntemlerinden biricisiyle
kromatogrami alindi. Karisim ¢dzeltisinin kromatograminda elde edilen pikler diizgiin
olmadigindan MISPE uygulamasinda tim oOrnekler, enjeksiyon oncesi 1:1 oraninda

suyla seyreltildi.
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MISPE Uygulamasi
> Yiikleme (akis hizi: 0,3 mL dak™)
10 mL ACN ile sartlandirilan 1:4:20 mol oranindaki KUE-MIP’e, hazirlanan

karistm ¢ozeltisinden polimer doygunluga ulasana kadar 0,5 mL’lik
porsiyonlar halinde toplam 2,5 mL yiiklendi.

> Yikama (akis hizi: 1 mL dak®) (Yikama adimlarinda ¢oziiciiler kartustan,
yiikleme adimina gore daha hizli gecirildi.) Polimerde kalip molekiil disinda
tutunan diger bilesenlerin tutulmasi 6zgiil olmadigindan yikama basamagi bu
maddeleri uzaklastirmak amaciyla uygulanir.
Yikama 1: 0,5 mL ACN
Yikama 2: 1 mL H>O
Yikama 3: 2 mL H>O
Yikama 4: 1 mL ACN:H,0 (20:80, v/v)
Yikama 5: 2 mL ACN:H,0 (20:80, v/v)

> Eliisyon (akis hizi: 0,5 mL dak™)
MeOH:HAc (4:1, v/v) ile 1’er mL’lik porsiyonlar halinde toplam 4 mL
kullanilarak ~ yapildi. Kromatogramdan geri kazanilan KUE miktar

hesaplandi.

3.3.7.2. Floridzin, Mirisetin ve Kuersetin I¢ceren Sentetik Karisim icin KUE-MISPE
Uygulamast

Sentetik Karisim Cozeltisinin Hazirlanmasi

Dihidrokalkon smifindan floridzinden 102 M ve kuersetin gibi flavonol sinifindan olan
mirisetin ve kuersetinden 5x10° M olacak sekilde stok ¢ozeltiler ACN:DMSO (98:2,
v/v) karisim ¢oziiciisii ile hazirlandi. Herbirinin derigimi 2x10™ M olacak sekilde bu
¢ozeltilerden uygun miktarlar alinarak istenen hacme ACN ile tamamlandi. SPE kolona
yiiklemeden Once gelistirilen gradient eliisyon yontemlerinden biricisiyle kromatogrami
alindi. Karisim ¢ozeltisinin kromatograminda elde edilen pikler diizgiin olmadigindan
MISPE uygulamasinda tiim 6rnekler, enjeksiyon dncesi 1:1 oraninda suyla seyreltildi.
MISPE Uygulamasi
> Yiikleme (akis hizt: 0,3 mL dak™)
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10 mL ACN ile sartlandirilan 1:4:20 mol oraninda 50 mg KUE-MIP’e,
hazirlanan karigim ¢ozeltisinden polimer doygunluga ulasana kadar 0,5 mL’lik
porsiyonlar halinde toplam 1,5 mL yiiklendi.
> Yikama (akis hizi:1 mL dak™)
Yikama 1: 0,5 mL ACN
Yikama 2: 4 mL H,O
Yikama 3: 2 mL H,O
Yikama 4: 2 mL ACN:H,0 (20:80, v/v)
Yikama 5: 3 mL ACN: H,0 (20:80, v/v)
> Eliisyon (0,5 mL dak™)
MeOH:HAc (4:1, v/v) ile 1’er mL’lik porsiyonlar halinde toplam 4 mL

kullanilarak yapildi. Kromatogramdan geri kazanilan KUE miktar1 hesaplandi.

3.3.7.3. 4-Hidroksi Benzoik Asit, Vanilik Asit, Kafeik Asit, p-Kumarik Asit ve Ferulik
Asit I¢ceren Sentetik Karisim icin KA-MISPE Uygulamas

SPE kolonun Hazirlanmasi

En uygun polimer olduguna karar verilen KA baskili 1:4:16 mol oranindaki polimerden
bir beher igerisinde tartilan 50 mg, ACN ile karistirilarak alt kismina frit yerlestirilmis
olan 1 mL’lik bos bir SPE polipropilen kartusa 1slak doldurma yontemiyle dolduruldu.
Bagka bir PTFE frit de kartusun iist kismina yerlestirildi. Kartustaki polimer ACN ile
sartlandirildi.

Sentetik Karisim Cozeltisinin Hazirlanmasi

Hidroksibenzoik asit sinifindan 4-HBA ve VA, hidroksisinnamik asit simifindan KA,
FA ve p-KUA 10 M olacak sekilde stok ¢ozeltiler ACN ¢oziiciisii ile hazirlandi. Bu
stok ¢ozeltiler kullamlarak herbirinin derisimi 3x10™ M olacak sekilde karigim ¢ozeltisi
hazirland1 ve SPE kolona yiliklemeden 6nce kromatogrami gelistirilen gradient eliisyon
yontemlerinden ikincisiyle alindi. Karisim ¢ozeltisinin kromatograminda elde edilen
pikler diizgiin olmadigindan MISPE uygulamasinda tiim 6rnekler, enjeksiyon oncesi 1:1
oraninda suyla seyreltildi.

MISPE Uygulamasi

> Yiikleme (akis hizi: 0,3 mL dak™)
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10 mL ACN ile sartlandirilan 1:4:16 mol oraninda KA-MIP’e, hazirlanan
karisim  ¢ozeltisinden polimer doygunluga ulasana kadar 0,5 mL’lik
porsiyonlar halinde toplam 1,5 mL yiiklendi.

> Yikama (akis hizi: 1 mL dak™)
Yikama 1: 2,5 mL ACN
Yikama 2: 0,5 mL ACN

> Eliisyon (akis hizi: 0,5 mL dak™)
MeOH: HAc (4:1, v/v) ile 0,5’er mL’lik porsiyonlar halinde toplam 2 mL

kullanilarak yikandi. Kromatogramdan geri kazanilan KA miktar1 hesaplandi.

3.3.8. Dogal Orneklerle Molekiiler Baskih Kati-Faz Ekstraksiyonu Uygulamalar

Dogal ornek olarak isirgan otu, kirmizi sogan kabugu, siyah ¢ay ve yesil kahve
cekirdegi kullanildi. MISPE uygulamalarindan once dogal ornekler ekstraksiyon ve

bazilar1 da ayrica hidroliz islemine tabi tutuldu.

= [Isirgan Otu, Kirmizi Sogan Kabugu, Siyah Cay ve Yesil Kahve Cekirdegi

Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Hava ortaminda kurutulmus isirgan otu Orneginden 9 g, kirmizi sogan kabugu
orneginden 18 g, siyah ¢ay drneginden 7,5 gram tartildi. Ornekler, % 70 MeOH’iin 50
mL’si ile 60 dakika, ikinci bir 30 mL’si ile 45 dakika ve 20 mL’si ile 15 dakika
ultrasonik banyoda agizlar kapali cam erlenler i¢inde ii¢ kademede ekstrakte edildi. Bu
tic ekstrakt bir araya getirilerek son hacim 100 mL’ye tamamlandi. Tiim ekstraktlar
once slizgeg¢ kagidindan daha sonra GF/PTFE (Glass fiber/polietilen tereftalat) 1,0 / 0,45
um’lik enjektér uclu mikro filtreden gecirildi ve analiz siiresine kadar -20 °C’de

saklandi.

Ogiitiilmiis yesil kahve ¢ekirdeginden 1,6 g tartild1 ve %70 MeOH’iin 10 mL’si ile 60
dakika, ikinci bir 10 mL’si ile 45 dakika ve 5 mL’si ile 15 dakika ultrasonik banyoda
agizlar1 kapali cam erlen i¢inde ii¢ kademede ekstrakte edildi. Bu ii¢ ekstrakt bir araya
getirilerek son hacim 25 mL’ye tamamlandi. Tiim ekstraktlar 6nce siizge¢ kagidindan
daha sonra GF/PTFE 1,0 / 0,45 um’lik enjektor u¢lu mikro filtreden gegirildi ve analiz

siiresine kadar -20 °C’de saklandu.
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= [sirgan Otu, Kirmiz1 Sogan Kabugu ve Sivah Cay Ekstraktlarinin Hidrolizi

% 70 metanollii siyah ¢ay, 1sirgan otu ve kirmizi sogan kabugu ekstraktlari, son derisim
% 50 metanol ve 1,2 M HCI olacak sekilde ayarlanarak 80°C’de 2 saat hidroliz edildi.
(Hertog ve dig., 1992a; Hertog ve dig., 1992b).

= Ekstrakt ve Hidrolizatlarin MISPE Uvygulamasina Uygun Hale Getirilmesi

Ekstraktlar metanol ve su, ekstrakt hidrolizatlar1 ise metanol, su ve asit igerdiginden
polimerin fenolik bilesikleri adsorplayamamasina yol acacagi i¢in evaporatdrde 45°C’de
kuruluga kadar buharlastiriip kalinti, belirli hacimde ACN:DMSO (98:2, V/V)
karisiminda ¢6ziildii.
Bunun i¢in;
e Kirmizi sogan kabugu ekstraktinin 45 mL’si evaporatorde kuruluga kadar
buharlastirilip 25 mL ACN:DMSO (98:2, v/v)’de,
e Yesil kahve cekirdegi ekstraktinin 20 mL’si evaporatdorde kuruluga kadar
buharlastirilip 7 mL ACN:DMSO (98:2, v/v)’de
e [sirgan ekstraktt hidrolizatinin 70 mL’si evaporatérde kuruluga kadar
buharlastirilip 8 mL ACN:DMSO (98:2, v/v)’de,
e Kirmizi sogan kabugu ekstrakti hidrolizatinin 20 mL’si evaporatorde kuruluga
kadar buharlastirilip 8 mL ACN:DMSO (98:2, v/v)
e Siyah cay ekstrakti hidrolizati 70 mL’si evaporatorde kuruluga kadar
buharlastirilip 10 mL ACN:DMSO (98:2, v/v)’de ¢oziildii.

3.3.8.1. Isirgan Otu Ekstrakn Hidrolizati icin KUE-MISPE Uygulamasi
ACN varliginda kromatogramlarda elde edilen pikler diizgiin olmadigindan MISPE
uygulamasinin her basamaginda Ornekler enjeksiyon oOncesi 1:1 oraninda suyla
seyreltildi. Kromatografik analiz, gelistirilen gradient eliison yontemlerinin birincisiyle
gerceklestirildi.
> Yiikleme (0,3 mL dak™ akis hiziyla)
Buharlastirildiktan sonra ACN:DMSO (98:2, v/v)’de ¢oziilmiis 1sirgan otu
ekstrakt hidrolizatindan 2 mL alinip ACN ile 1:1 oraninda seyreltildi (V=4 mL).
Susuz NapSO, ile nemi giderilen hidrolizattan 2 mL alinip 10 mL ACN ile
sartlandirilmig 100 mg 1:4:20 KUE-MIP igeren 3 mL’lik SPE kartusa
yiiklendi. Kartustan ¢ikan ¢ozelti, yiikleme sonrasi olarak HPLC’ye enjekte

edildi ve yiikleme Oncesi ve sonrast kromatogramlar karsilastirildi.
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> Yikama (1,0 mL dak™ akis hiziyla)
Polimerde kuersetin disinda tutunan diger bilesenlerin tutunmasi spesifik
olmadigindan dolayr bu maddeleri uygun ¢oziicii sistemleriyle kartustan
yikayarak ¢ikarmak hedeflendi.
Yikama 1: 0,5 mL ACN
Yikama 2: 12 mL bidistile H,O
Yikama 3: 10 mL ACN:H,O karisimi (20:80, v/v)
Yikama 4: 10 mL ACN:H,O karisimi (40:60, v/v)
» Eliisyon (0,5 mL/dak akis hiziyla)
Elisyon 1: 2 mL MeOH:HACc (4:1, v/v)
Eliisyon 2: 3 mL MeOH:HACc (4:1, vIv)

Kromatogramdan geri kazanilan KUE miktar1 hesaplandi.

3.3.8.2. Kwrmuzi Sogan Kabugu Ekstrakti icin KUE-MISPE Uygulamast

> Yiikleme (akis hizi: 0,3 mL dak™)
Buharlagtirildiktan sonra ACN:DMSO (98:2, v/v)’de ¢6ziilmiis kirmizi sogan
kabugu ekstraktindan 0,5 mL almip ACN ile 2,8 mL’ye seyreltildi. Susuz
Na,SO4 ile nemi giderilen ekstrakttan 1,3 mL alimip 10 mL ACN ile
sartlandirilmis 100 mg 1:4:20 KUE-MIP iceren 3 mL’lik SPE kartusa
yiiklendi.

> Yikama (akis hizi: 1,0 mL dak™)
Yikama 1: 5 mL ACN
Yikama 2: 4 mL H,O
Yikama 3: 4 mL H,O
Yikama 4: 6 mL ACN:H,0 (50:50, v/v)
Yikama 5: 4 mL ACN:H,0 (50:50, v/v)
Yikama 6: 2 mL ACN:H,0 (50:50, v/v)

> Eliisyon (akis hizi: 0,5 mL dak™)
Eliisyon 1: 6 mL MeOH:CH3COOH (4:1, v/v)
Eliisyon 2: 3 mL MeOH:CH3COOH (4:1, v/v)
Kromatogramdan geri kazanilan KUE ve KAM miktarlart hesaplandi.

3.3.8.3. Kirmuzi Sogan Kabugu Ekstrakti Hidrolizati icin KUE-MISPE Uygulamast
> Yiikleme (akis hiz1: 0,3 mL dak™)
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Buharlagtirildiktan sonra ACN:DMSO (98:2, v/v)’de ¢oziilmiis kirmizi sogan
kabugu ekstrakt hidrolizatindan 0,5 mL alinip ACN ile 1:10 oraninda seyreltildi
(V =5 mL). Susuz Na,;SOy ile nemi giderilen hidrolizattan 1,3 mL alinip 10 mL
ACN ile sartlandirilmis 100 mg 1:4:20 KUE-MIP igeren 3 mL’lik SPE kartusa
yiiklendi.

> Yikama (akis hizi: 1,0 mL dak™)
Yikama 1: 6 mL ACN
Yikama 2: & mL H>O
Yikama 3: 6 mL ACN:H,0 karisimi (20:80, v/v)
Yikama 4: 4 mL ACN:H,0 (40:60, v/v)
Yikama 5: 1 mL ACN:H,0 (50:50, v/v)
Yikama 6: 4 mL ACN ile yapildi
> Eliisyon (akis hizi: 0,5 mL dak™)
Elisyon islemi 2 basamakta toplam 8 mL MeOH: HAc (4:1, v/v) karisimiyla
yapildi. Kromatogramdan geri kazanilan KUE ve KAM miktarlar1 hesaplandi.

3.3.8.4. Siyah Cay Ekstrakn Hidrolizat icin KUE-MISPE Uygulamas
> Yiikleme (akis hizt: 0,3 mL dak™)
Buharlastirildiktan sonra  ACN:DMSO (98:2, v/v)’de c¢oziilmiis siyah cay
ekstrakt hidrolizatindan 0,5 mL alinip ACN ile 4,0 mL’ye seyreltildi. Susuz
Na,SO, ile nemi giderilen hidrolizattan 1,3 mL almip 10 mL ACN ile
sartlandirilmis 100 mg 1:4:20 KUE-MIP igeren 3 mL’lik SPE kartusa yiiklendi.
> Yikama (akis hizi:1,0 mL dak™)
Yikama 1: 4 mL ACN
Yikama 2: 4 mL H,O
Yikama 3: 8 mL ACN:H,0 (40:60, v/v)
> Eliisyon (akis hizi: 0,5 mL dak™)
Eliisyon 1: 8 mL MeOH:HACc (4:1, v/v)
Eliisyon 2: 3 mL MeOH:HAc (4:1, v/v)
Eliisyon 3: 2 mL MeOH:HAc (4:1, v/v)
Kromatogramdan geri kazanilan KUE ve KAM miktarlart hesaplandi.

3.3.8.5.  Yesil kahve Cekirdegi Ekstrakti icin KUE- MISPE Uygulamas
> Yiikleme (akis hiz1: 0,3 mL dak™)



58

Buharlagtirildiktan sonra ACN:DMSO (98:2, v/v)’de ¢oziilmiis yesil kahve
cekirdegi ekstraktindan 1,0 mL alinip ACN ile 8,0 mL’ye seyreltildi. Susuz
Na,SO, ile nemi giderilen hidrolizattan 6,0 mL alimip 10 mL ACN ile
sartlandirilmis 100 mg 1:4:20 KUE-MIP igeren 3 mL’lik SPE kartusa yiiklendi.
> Yikama (akis hizi: 1,0 mL dak™)
Yikama 1: 0,5 mL ACN
Yikama 2: 30 mL H,O
Yikama 3: 10 mL ACN:H,0 (30:70, v/v)
Yikama 4: 30 mL ACN:H,0 (20:80, v/v)
Yikama 5: 20 mL ACN:H,0 (10:90, v/v)
Yikama 6: 10 mL ACN:H,0 (40:60, v/v)
Yikama 7: 30 mL H,O
Yikama 8: 20 mL H,O
> Eliisyon (akis hizi: 0,5 mL dak™)
Elisyon 1: 3 mL MeOH:HACc (4:1, vIv)
Eliisyon 2: 4 mL MeOH:HACc (4:1, vIv)

Kromatogramdan geri kazanilan KUE miktar1 hesaplandi.

3.3.8.6. Yesil Kahve Cekirdegi Ekstrakti icin KA- MISPE Uygulamasi
Yesil kahve cekirdegi ekstraktindan KA’nin kuinik asit esteri olan KLA’nin KA-MIP
kullanilarak saflastirilmast amaglandi. ACN varliginda kromatogramlarda elde edilen
pikler diizgiin olmadigindan MISPE uygulamasinin her basamaginda Ornekler
enjeksiyon Oncesi 1:1 oraninda suyla seyreltildi. Kromatografik analiz, gelistirilen
gradient eliison yontemlerinin ikincisiyle gerceklestirildi.
> Yiikleme (akis hiz1: 0,3 mL dak™)
Buharlagtirildiktan sonra ACN:DMSO (98:2, v/v)’de c¢oziilmiis yesil kahve
cekirdegi ekstraktindan 1 mL alinip ACN ile 4 mL’ye seyreltildi. Susuz Na,;SO,
ile nemi giderilen ekstrakttan 3,5 mL alinip 10 mL ACN ile sartlandirilmis 100
mg 1:4:16 KA-MIP igeren 3 mL’lik SPE kartusa yiiklendi.
> Yikama (akis hizi: 1,0 mL dak™)
Yikama 1: 12 mL ACN
Yikama 2: 8 mL ACN
> Eliisyon (akis hizi: 0,5 mL dak™)
Eliisyon 1: 3 mL MeOH:CH3COOH (4:1, v/v)
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Eliisyon 2: 2 mL MeOH:CH3COOH (4:1, v/v)
Kromatogramdan geri kazanilan KLA miktar1 hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. FENOLIK KALIBRASYONLARININ

SONUCLARI

BILESIKLERIN HPLC

Tablo 4.1°de fenolik bilesiklerin metanol (A) ve % 0.2 0-H3PO, igeren bidistile su

(B)’dan olusan ikili hareketli fazin kullanildig1 birinci gradient eliisyon metoduyla elde
edilen HPLC Kkalibrasyon denklemleri goriilmektedir. Tabloda, y: pik alani, c¢: Molar

derigim ve r: korelasyon katsayisini ifade etmektedir.

Tablo 4.1: Cesitli fenolik bilesiklerin HPLC verileri.

Antioksidan Dogru Denklemi (R% Dogrusal Aralik (mol L)
Gallik Asit y = 9,6x10°c-10895 0,9992 1,00x10°- 2,00x10™
Katesin y = 3,8x10%-951 0,9998 1,00x10°- 2,00x10™
Klorojenik Asit y = 1,0x10"%+24953 0,9994 1,00x10°- 2,00x10™*
Epikatesin y = 3,7x10%—3529 0,9997 1,00x10- 2,00x10™
Kafeik Asit y = 1,1x10%% -2201 0,9999 1,0x10°- 2,00x10™
Floridzin y = 1,7x10"%c+39641 0,9996 1,00x10°°- 2,00x10™
Rutin y = 8,5x10%-16701 0,9993 1,00x10- 2,00x10™
Mirisetin y = 5,93x10°c-42007 0,9996 4,00x107- 5,00x10 *
Kamferol y = 7,23x10°c-36137 0,9996 4,00x107- 5,00x10™
Kuersetin y = 7,9x10% —17832 0,9996 1,00x10- 2,00x10™
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4.2. MIP SENTEZLERI ICIN OPTIMIZASYON CALISMALARI

4.2.1. Uygun Monomerin Belirlenmesi

Kuersetin baskili polimer sentezinde en uygun monomeri belirleyebilmek i¢in AA,
MAA ve 4-VP’den olusan ii¢ farkli monomer kullanilarak aseton ortaminda 1:4:20 kalip

molekiil:monomer:¢capraz baglayici mol oraninda baskili ve baskisiz polimerler

sentezlendi. Bu polimerlerle 50 uM KUE kullanilarak yapilan adsorpsiyon denemeleri
ile polimerlerin baskilama faktorleri hesaplandi (denklem 2.1). Sonuglar tablo 4.2°de
gorilmektedir. En yiiksek KUE adsorpsiyonu ve baskilama faktorii, 4-VP’nin monomer
olarak kullanilmasiyla sentezlenen polimerle oldugu gorilmiistir. Bu sebeple KUE
baskili polimer sentezlerinde en uygun monomerin 4-VP oldugu sonucuna varilmaistir.
Bu monomerin uygun oldugu diger bazi KUE-MIP c¢alismalarinda da belirtilmistir.
(Weiss ve dig., 2002; Theodoridis ve dig., 2006; Pakade ve dig., 2012; O’Mahony ve
dig., 2006; Lopez ve dig., 2012)

Tablo 4.2: Farkli monomerlerle sentezlenen 1:4:20 oranindaki KUE-MIP ve NIP’lerin
karsilagtiriimasi.

Adsorplanan KUE Baskilama Faktorii

Monomer Polimer Miktar: (ug g)

MAA 1:4:20-MIP 0,021 0,96
0:4:20-NIP 0,023

AA 1:4:20-MIP 432 1,43
0:4:20-NIP 302

4-VP 1:4:20-MIP 794 2,83
0:4:20-NIP 281

Kafeik asit baskili polimer sentezinde en uygun monomeri belirleyebilmek i¢in AA, 1-
VI, MAA ve 4-VP’den olusan dort farkli monomer kullanilarak aseton ortaminda 1:4:16

kalip molekiil: monomer: capraz baglayici mol oraninda baskili ve baskisiz polimerler

sentezlendi. Bu polimerlerle 60 uM KA kullanilarak yapilan adsorpsiyon denemeleri
ile polimerlerin baskilama faktorleri hesaplandi (denklem 2.1). Sonuglar tablo 4.3’de
goriilmektedir. AA’nin monomer olarak kullanilmasiyla sentezlenen polimerlerde KA
adsorpsiyonu gergeklesmemis ve 1-VI ve MAA’nin kullanilmasiyla sentezlenen
polimerlerde ise KA adsorpsiyonu NIP’lerde MIP’e gore daha fazla olmustur. Bu

durum MIP’te KA’ya ait kalip olusmadiginin, adsorpsiyonun non-spesifik olarak
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gerceklestiginin gostergesidir. 4-VP’nin monomer olarak kullanilmasiyla sentezlenen
polimerlerle ise MIP ve NIP’te diger monomerlere kiyasla daha fazla KA adsorplanmis
ve MIP’teki adsorpsiyonun NIP’e gore daha fazla olmasindan dolayr MIP’te KA’ya ait
kalip olusumu bu sekilde dogrulanmis ve baskilama faktorii digerlerinden daha yiiksek
bulunmustur. Bu sebeplerden dolayr KA baskili polimer sentezlerinde en uygun
monomerin 4-VP olduguna karar verilmistir. Bu monomerin uygun oldugu diger bazi
KA-MIP ¢alismalarinda da belirtilmistir. (Li ve dig., 2013; Michailof ve dig., 2008;
Valero-Navarro ve dig., 2011)

Tablo 4.3: Farkli monomerlerle sentezlenen 1:4:16 oranindaki KA-MIP ve NIP’lerin

karsilagtiriimasi.
Monomer Polimer Adsorplanan KA Baskilama Faktorii
Miktar1 (ug g™%)
AA 1:4:16-MIP 0 0
0:4:16-NIP 0
1-VI 1:4:16-MIP 655 0,87
0:4:16-NIP 785
4-VP 1:4:16-MIP 930 2,02
0:4:16-NIP 460
MAA 1:4:16-MIP 45 0,94
0:4:16-NIP 48

4.2.2. Uygun Gozenek Olusturucu Coziiciiniin Belirlenmesi

Kuersetin baskili polimer sentezinde en uygun monomer olarak 4-VP belirlendikten
sonra aseton ve THF gozenek olusturucu (porojen) c¢oziiciileri kullanilarak 1:4:20
oranindaki polimer sentezlenmis ve bunlara batch adsorpsiyon testi uygulanarak yapilan
geri bagla(n)ma denemelerinin sonuglar1 tablo 4.4’te verilmistir. Bu sonuglara gore
asetonun, KUE baskili polimer sentezi i¢in en uygun gozenek olusturucu ¢oziicii
olduguna karar verilmistir. Asetonun en uygun porojen oldugu diger bazi KUE-MIP
caligmalarinda da belirtilmistir (Weiss ve dig., 2002; O’Mahony ve dig., 2006;
Kudrinskaya ve dig., 2009).
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Tablo 4.4: Farkli gézenek olusturucu ¢oziiciiler kullanilarak sentezlenen 1:4:20 oranindaki
KUE-MIP ve NIP’lerin karsilastiriimasi.

Adsorplanan KUE Baskilama Faktorii
Coziicii Polimer L
Miktar1 (ug g7)
Aseton 1:4:20-MIP 791
2,83
0:4:20-NIP 281
THF 1:4:20-MIP 586
1,15
0:4:20-NIP 510

Kafeik asit baskili polimer sentezi i¢in gozenek olusturucu ¢6ziicli olarak metanol,
ACN ve THF kullanilarak sentezler yapilmis ancak bir tek THF ortaminda sentezlenen
polimerde adsorpsiyon gergeklestigi goriilmiistiir. Metanoliin polaritesi yiiksek ve
kafeik asitle hidrojen bagi yapabilecek —OH grubuna sahip oldugu i¢in KA’nin
polimerizasyon sirasinda monomerle hidrojen bagi yapma egilimi azalmakta ve
polimerizasyon sirasinda KA’ya ait kalip olusumu ger¢eklesememektedir. ACN
kullanildiginda ise KA’nin ACN’de ¢Oziintirligiiniin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle
¢Oziinmeyi saglamak i¢in 1sitmak gerekmekte, polimerizasyon sirasinda kullanilan KA
miktart fazla oldugu i¢in de KA’nin bir kismi ¢oziinemeden kalmakta bu da
polimerizasyon sirasinda KA’ya ait kalip olusumunu engellemektedir. Bu nedenle KA
baskili polimer sentezlerinde en uygun gozenek olusturucu ¢oziicliniin THF olduguna
karar verilmistir. Bu ¢6ziiciiyle hazirlanan polimer i¢in baskilama faktorii, KA-MIP’in
adsorpladigt KA miktar1 930, NIP’in ise 460 pg g~ bulundugu igin 2,02 olarak
hesaplanmistir. THF nin en uygun porojen oldugu diger bir KA-MIP caligmasinda da
belirtilmistir (Michailof ve dig., 2008).

4.2.3. Uygun Kalip Molekiil:Monomer:Capraz Baglayict Mol Oraninin
Belirlenmesi

Kuersetin baskili polimer sentezlerinde farkli kalip molekiil:monomer:capraz baglayici

mol oranlar1 kullanilarak (1:4:20, 1:6:30, 1:8:40, 1:10:50) 4-VP monomeri ve aseton

coziiciisiiyle KUE baskili ve baskisiz polimerler sentezlendi. Tablo 4.5’te polimer mol
oranlar1 ile KUE adsorpsiyonlar1 karsilagtirilmistir. En yiiksek baskilama faktori (2,83)

1:4:20 polimeri ile elde edilmistir. Bu sebeple en uygun kalip molekiil: monomer:

capraz baglayict mol oraninin 1:4:20 oldugu sonucuna varilmistir. Bundan sonraki

calismalarda 1:4:20 polimeri kullanilmistir. Literatiirdeki diger calismalarda ayni
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monomer, capraz baglayici ve porojen ile hazirlanan KUE-MIP’ler i¢in en uygun mol
orani 1:8:40 (Weiss ve dig., 2002; O’Mahony ve dig., 2006) bulunmustur.

Tablo 4.5: Farkli molar bilesim oranlarindaki KUE-MIP and NIP’lerin karsilastirilmasi.

Polimer Adsorplanan KUE Miktar1 Baskilama Faktorii
(ngg)

1:4:20-MIP 794
0:4:20-NIP 281 2,83
1:6:30-MIP 924
0:6:30-NIP 838 110
1:8:40-MIP 729
0:8:40-NIP 327 2,22
1:10:50-M1P 943

1,80
0:10:50-NIP 523

Kafeik asit baskili polimer sentezlerinde farkli kalip molekiil:monomer:capraz baglayici

mol oranlar1 kullanilarak (1:4:12, 1:4:16, 1:4:20, 1:5:30, 1:6:30, 1:8:40) 4-VP monomer

ve THF c¢oziiclisiiyle KA baskili ve baskisiz polimerler sentezlendi. Tablo 4.6’da
polimer mol oranlar ile KA adsorpsiyonlar1 karsilastirilmistir. En yiiksek baskilama
faktorii (2,02) 1:4:16 polimeri ile elde edilmistir. Bu sebeple en uygun kalip molekiil:

monomer:c¢apraz baglayict mol oraninin 1:4:16 oldugu sonucuna varilmistir. Literatiirde

ayni monomer, ¢apraz baglayict ve porojen ile hazirlanan KA-MIP’ler i¢in en uygun

mol orani 1:4:12 (Michailof ve dig., 2008) bulunmustur.
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Tablo 4.6: Farkli molar bilesim oranlarindaki KA-MIP and NIP’lerin karsilastirilmasi.

Polimer Adsorplanan KA Miktari Baskilama Faktorii
(rgg?)

1:4:12-MIP 860 1,32
0:4:12-NIP 650

1:4:16-MIP 930 2,02
0:4:16-NIP 460

1:4:20-MIP 600 1,05
0:4:20-NIP 570

1:5:30-MIP 610 1,83
0:5:30-NIP 340

1:6:30-MIP 510 1,50
0:6:30-NIP 340

1:8:40-MIP 600 1,40
0:8:40-NIP 430

4.3. MOLEKULER BASKILI POLIMERLERDE KALIP MOLEKULUN GERIi
BAGLA(N)MA BUYUKLUKLERININ INCELENMESI

4.3.1. Geri Bagla(n)maya Zaman Etkisi

1:4:20 KUE-MIP polimerinden 5 ayri erlene 30’ar mg tartilip lizerine ACN:DMSO
(98:2, v/v) karisiminda hazirlanan 40 uM KUE c¢o6zeltisinden 4’er mL ilave edilerek 2,
4, 6, 8 ve 24 saat oda sicakliginda ¢alkalama (250 rpm) sonucu adsorplanan KUE
miktarlari, siiziintiilerin 370 nm dalga boyundaki absorbanslarindan hesaplandi. Sekil

4.1°de adsorplanan KUE miktarlarina ¢alkalama siiresinin etkisi goriilmektedir.
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Sekil 4.1: 1:4:20 KUE-MIP’e ait adsorpsiyon-zaman grafigi.

1:4:16 KA-MIP ve 60 uM KA ¢ozeltisiyle tekrarlanan denemelerde siiziintiilerdeki KA
miktar1 320 nm dalga boyundaki absorbanslardan yararlanilarak belirlendi.

Adsorpsiyon-zaman grafigi Sekil 4.2°de goriilmektedir.
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Sekil 4.2: 1:4:16 KA-MIP’e ait adsorpsiyon-zaman grafigi.

Her iki sekilden de goriildiigi tizere 6 saat, her iki molekiil i¢in de tutulmanin pratikte

sabitlenmesi nedeniyle uygun adsorpsiyon siiresi olarak belirlenmistir.
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4.3.2. Geri Bagla(n)maya Coziicii Etkisi

Kuersetin ¢ozeltisi igin ¢oziicii olarak MeOH ve ACN:DMSO (70:30, 90:10, 95:5, 97:3,
98:2, v/v) karigimlart kullanildi. 40 uM derisimdeki KUE c¢d6zeltilerinin MeOH’de
hazirlandigt durumda ¢ok az KUE adsorpsiyonu gozlenirken, ACN:DMSO

karisimlarindan da en yiiksek adsorpsiyon ACN:DMSO (98:2, v/v)’de gozlendi (Tablo
4.7). ACN:DMSO’nun 70:30, 90:10, 95:5 oranlarinda adsoprsiyon gozlenmedi.

Tablo 4.7: Farkli ¢6ziicii ortamlarinda KUE adsorpsiyonu.

Adsorplanan KUE

Polimer Coziicii 4 BaskilamaFaktorii
Miktar1 (ug g™)

MIP ACN:DMSO (98:2, 726 2,60

NIP viv) 279

MiP ACN:DMSO (9733, 523 151

NIP viv) 346

MIP MeOH 145 1,45

NIP 100

Kafeik asit ¢ozeltisi i¢in ¢oziicii olarak MeOH, ACN, THF, DMF, ACN:H,0 (50:50,
v/v) ve ACN:DMSO (70:30, 90:10, 95:5, 97:3, 98:2, v/v) karisimlar1 kullanildi. 40 uM
derisimdeki KA c¢ozeltilerinin ACN ve ACN:DMSO (97:3, 98:2, v/v) karisimlarinda
hazirlananlar disinda tutulmadigi gézlendi (Tablo 4.8).

Tablo 4.8: Farkli ¢6ziicii ortamlarinda KA adsorpsiyonu.

Adsorplanan KA

Polimer Coziicii . 4 BaskilamaFaktorii
Miktar1 (ug g™)

MIP ACN:DMSO (98:2, 340 3,78

NIP Vi) 90

MiP ACN:DMSO (97:3, 450 1,41

NIP vIv) 320

MIP ACN 670 2,03

NIP 330

ACN:DMSO (98:2, v/v) ¢oziicli karisiminda ¢oziilen KA icin baskilama faktorii daha
yiilksek bulunmasina ragmen adsorpsiyon miktar1 az oldugu i¢in KA-MISPE
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denemelerinde DMSO orani, seyreltme ¢oziiciisii olarak ACN kullanilarak daha diisiik

tutulmustur.

4.3.3. Geri Bagla(n)maya Kalip Molekiil Derisimi Etkisi

KUE miktarinin polimerlerin tutma kapasitesine etkisini incelemek amaciyla farkl
derisimlerde KUE (10-50 uM) kullanilarak sentezlenen polimerlere batch adsorpsiyon
testi uygulandi. KUE-MIP ve NIP i¢in KUE’nin adsorplanan miktarlar1 ve baskilama
faktorleri Tablo 4.9 *da gortilmektedir.

Tablo 4.9: Farkli derisimlerde KUE ¢6zeltilerinin MIP ve NIP’lerde adsorpsiyonu.

Polimer KUE Derisimi (nM) Adsorplanan KUE Baskilama Faktorii
Miktar: (ng g™)

1:4:20 10 194

2,48
0:4:20 78
1:4:20 20 373

1,73
0:4:20 216
1:4:20 30 568

2,26
0:4:20 251
1:4:20 40 726

2,60
0:4:20 279
1:4:20 50 794

2,83
0:4:20 281

Sekil 4.3, KUE derisimi ile MIP ve NIP tarafindan adsorplanan KUE miktarlar

arasindadir.
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Sekil 4.3: KUE-MIP ve NIP’e ait KUE derigimi-adsorplanan KUE miktar1 grafigi.

Diisiik derisimlerde, 6zgiil olmayan polimerik adsorpsiyon nedeniyle baskilama faktorii
diisiikken, yiiksek KUE derisimlerinde baskilama faktorii belirgin  olarak
yiikselmektedir.

KA miktarinin polimerlerin tutma kapasitesine etkisini incelemek amaciyla farkli
derigimlerde KA (20-10000 uM) kullanilarak sentezlenen polimerlere batch
adsorpsiyon testi uygulandi. Sonuglar, Tablo 4.10 ve Sekil 4.4’te goriilmektedir. Tablo
4.10°daki sayisal verilere bakildiginda 400 puM ve lizeri derisimlere gidildikge KA
adsorpsiyonunda gerek MIP gerekse NIP icin hizli bir artis goriilmektedir. 400 uM’1n
altindaki derisimlerde NIP tarafindan adsorplanan KA miktar1 MIP’den diisiikken, 400
uM’1n derigsimde NIP’nin adsorpladigi KA miktar1t MIP’in adsorpsiyonuna yaklasmakta
ve hatta daha yiiksek derisimlerde MIP adsorpsiyonunu ge¢mektedir. Bunun sebebinin
KA’ni asetonitrildeki ¢oziliniirliigliniin diisiik olmasi, bu nedenle, yiiksek derisimlerde
KA’nin zamanla ¢dkmesi oldugu diisiiniilmektedir. Dolayisiyla yiiksek derisimlerde,
oOl¢iilen absorbanslarin polimerin KA’y1 baglamasiyla ilisiklendirilemeyecegi sonucuna
varilmistir. Baskilama faktorii de 60 pM KA derisiminin lizerinde hizla diismektedir. Bu
sebeplerden dolayr adsorpsiyon c¢alismalarinda 200 pM’in {izerindeki derisimler

kullanilmamustir.
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Tablo 4.10: Farkli derisimlerde KA ¢ozeltilerinin MIP ve NIP’lerde adsorpsiyonu.

Adsorplanan KA Baskilama Faktorii

] KA Derisimi miktar
Polimer 1
(uM) (ngg”)

MIP 20 370 2,31
NIP 160

MIP 40 670 2,03
NIP 330

MIP 60 930 2,02
NIP 460

MIP 100 1470 1,52
NIP 970

MIP 200 2260 1,26
NIP 1800

MIP 400 3670 1,16
NIP 3170

MIP 600 4400 0,81
NIP 5400

MIP 1000 6570 0,96
NIP 6850

MIP 10000 56670 0,89

NIP 63330
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Sekil 4.4: KA-MIP ve NIP’e ait KA derisimi-adsorplanan KA miktar1 grafigi.

4.4. MOLEKULER BASKILI POLIMERLERIN ADSORPSiYON
OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

4.4.1. Batch (Kesikli Temas) Adsorpsiyon Testi

Sekil 4.5’te 1:4:20 molar bilesimli KUE-MIP ve NIP’e ait batch adsorpsiyon egrisi

goriilmektedir.
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Sekil 4.5: 1:4:20 KUE-MIP ve NIP’e ait batch adsorpsiyon izotermleri.

KUE-MIP ve NIP’in adsorpsiyon oOzellikleri Freundlich ve Langmuir adsorpsiyon

izotermleri ile degerlendirildi.

1:4:20 KUE-MIP ve 0:4:20 NIP igin log c. ve log g degerleri arasinda esitlik 2.5’ gore
dogrusal Freundlich adsorpsiyon izotermi ¢izildi (Sekil 4.6) ve elde elde edilen
dogrunun egiminden 1/n, kayim degerinden ise log Ky degerleri hesaplandi.

Tablo 4.11°de MIP ve NIP’e ait Freundlich izotermi biiyiikliikleri goriilmektedir.
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Sekil 4.6: KUE MIP ve NIP i¢in Freundlich adsorpsiyon izotermleri.

Tablo 4.11: KUE-MIP ve NIP i¢in Freundlich adsorpsiyon izotermi degerleri.

Polimer Freundlich Sabitleri
K n R?
MIP 46,27 1,18 0,9815
NIP 12,01 1,11 0,9694

KUE-MIP ve NIP icin elde edilen uyum katsayilarinin yiiksekligi, adsorpsiyon
yogunlugunu gdsteren n sabitinin >1 olmasi nedenleriyle Freundlich izoterminin

uygun oldugu sonucuna varilmistir.

Ayn1 KUE-MIP ve NIP igin Ce Ve Ce/Qe degerleri arasinda esitlik 2.7°ye gére dogrusal
Langmuir adsorpsiyon izotermi ¢izildi (Sekil 4.7) ve elde elde edilen dogrunun
egiminden qmax, kayim degerinden ise b degerleri hesaplandi. Tablo 4.12°de MIP ve

NIP’e ait Langmuir izotermine ait biylikliikler gériilmektedir.
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Sekil 4.7: KUE-MIP ve NIP i¢in Langmuir adsorpsiyon izotermleri.

Tablo 4.12: MIP ve NIP i¢in Langmuir adsorpsiyon izotermi degerleri.

Polimer Langmuir Sabitleri
Amax b R?
MIP 3333 0,010 0,8328
NIP 270 9,09 0,8879

KUE-MIP ve NIP i¢in elde edilen uyum katsayilarinin Freundlich izotermi igin elde
edilenlerden diisiik ve g..x degerinin deneysel olarak bulunandan ¢ok biiyiik olmasi
nedenleriyle bu MIP i¢in Freundlich izoterminin daha uygun oldugu sonucuna

varilmistir.

Sekil 4.8’de 1:4:16 molar bilesimli KA-MIP ve 0:4:16 NIP i¢cin KA geri bagla(n)masina

ait batch adsorpsiyon egrileri goriilmektedir.
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Sekil 4.8: 1:4:16 KA-MIP ve NIP’e ait KA i¢in batch adsorpsiyon izotermleri.

KA-MIP ve NIP’in KA igin adsorpsiyon ozellikleri Freundlich ve Langmuir izotermleri
ile degerlendirildi.

1:4:16 KA-MIP ve 0:4:16 NIP’de KA i¢in log ce ve log e degerleri arasinda
esitlik 2.5°e gore dogrusal Freundlich adsorpsiyon izotermi ¢izildi (Sekil 4.9) ve elde
elde edilen dogrunun egiminden 1/n, kayim degerinden ise log Kr degerleri hesaplandi.

Tablo 4.13°te MIP ve NIP’e ait Freundlich izotermine ait biiytikliikler goriilmektedir.
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Sekil 4.9: KA-MIP ve NIP’in KA igin Freundlich adsorpsiyon izotermleri.

Tablo 4.13: MIP ve NIP’in KA igin Freundlich adsorpsiyon izotermi degerleri.

Polimer Freundlich Sabitleri
K n R?
MIP 157 1,72 0,9918
NIP 9 0,90 0,9842

KA-MIP’de KA i¢in uyum katsayisinin yiiksekligi, n sayisinin >1 olmasi nedenleriyle

adsorpsiyonun Freundlich izotermine uydugu sonucuna varilmistir.

Ayn1 KA-MIP ve NIP’de KA igin C. ve Ce/Qe degerleri arasinda esitlik 2.7’ye gore
dogrusal Langmuir adsorpsiyon izotermi ¢izildi (Sekil 4.10) ve elde elde edilen
dogrunun egiminden qmax, kayim degerinden ise b degerleri hesaplandi. Tablo 4.14’te

MIP ve NIP’e ait Langmuir izotermine ait biiyiikliikler goriilmektedir.
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Sekil 4.10: KA-MIP ve NIP’in KA i¢in Langmuir adsorpsiyon izotermleri.

Tablo 4.14: KA-MIP ve NIP’in KA i¢in Langmuir adsorpsiyon izotermi degerleri.

Polimer Langmuir Sabitleri
qmax b R2
MIP 3333 21,91 x10°® 0,9796
NIP 10000 1,19x 10° 0,3249

KA-MIP’de KA adsorpsiyonun i¢in elde edilen uyum katsayilarinin Freundlich izotermi
ile elde edilenlerden diisiik ve Qmax degerinin deneysel olarak bulunandan ¢ok biiyiik
olmast nedenleriyle bu MIP i¢in Freundlich izoterminin daha uygun oldugu sonucuna

varilmistir.

Sekil 4.11’de 1:4:16 molar bilesimli KA-MIP ve 0:4:16 NIP’in KLA i¢in batch

adsorpsiyon egrileri goriilmektedir.
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Sekil 4.11: KA-MIP ve NIP’in KLA i¢in batch adsorpsiyon izotermleri

KA-MIP ve NIP’in KLA icin adsorpsiyon Ozellikleri Freundlich ve Langmuir

adsorpsiyon izotermleri ile degerlendirildi.

1:4:16 KA-MIP ve 0:4:16 NIP’de KLA i¢in log c. ve log g degerleri arasinda esitlik
2.5%¢ gore dogrusal Freundlich adsorpsiyon izotermi g¢izildi (Sekil 4.12) ve elde elde
edilen dogrunun egiminden 1/n, kayim degerinden ise log Ky degerleri hesaplandi.

Tablo 4.15’te MIP ve NIP’¢ ait Freundlich izotermine ait biiyiikliikler goriilmektedir.
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Sekil 4.12: KA-MIP ve NIP’in KLA i¢in Freundlich adsorpsiyon izotermleri.

Tablo 4.15: MIP ve NIP’in KLA i¢in Freundlich adsorpsiyon izotermi degerleri.

Polimer Freundlich Sabitleri
Ks n R?
MIP 395 2,00 0,9632
NIP 227 1,85 0,9963

KA-MIP ve NIP’de KLA igin uyum katsayilarinin yiiksekligi, n sayisinin >1 olmasi

nedenleriyle adsorpsiyonun Freundlich izotermine uydugu sonucuna varilmistir.

Ayn1 KA-MIP ve NIP’de KLA igin Ce Ve Co/(e degerleri arasinda esitlik 2.7’ye gore
dogrusal Langmuir adsorpsiyon izotermi ¢izildi (Sekil 4.13) ve elde elde edilen
dogrunun egiminden qmax, kayim degerinden ise b degerleri hesaplandi. Tablo 4.16’da

MIP ve NIP’e ait Langmuir izotermine ait biiyiikliikler gériilmektedir.
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Sekil 4.13: KA-MIP ve NIP’in KLA i¢in Langmuir adsorpsiyon izotermleri.

Tablo 4.16: MIP ve NIP’in KLA i¢in Langmuir adsorpsiyon izoterm verileri.

Polimer Langmuir Sabitleri
qmax b R2
MIP 2500 0,14 0,9974
NIP 2500 0,06 0,9759

KA-MIP’de KLA adsorpsiyonu ig¢in elde edilen uyum katsayilariin Freundlich
izotermi ile elde edilenlerden daha biiylik olmasina ragmen Freundlich izotermi igin
bulunan degerin de 0,9632 ve (max degerinin NIP ile ayni olmasi nedenleriyle bu MIP

i¢in de Freundlich izoterminin daha uygun oldugu sonucuna varilmistir.

4.4.2. Kolon Denemeleri

KUE-MIP igin; kolon denemeleri, 3 mL’lik bos SPE kartusun 100 mg 1:4:20 KUE-MIP
ile doldurulmasiyla hazirlanan kolondan iki farkli ¢6ziiciide {Metanol ve ACN:DMSO
(98:2, V/V)} ayr1 ayri hazirlanmis 50 uM KUE cézeltisinin yaklasik 0,3 mL dak™ akis
hiziyla gecirilmesiyle gergeklestirildi. Kolondan ayrilan ¢ozeltinin derisiminin (ce)
ordinata, kolondan ayrilan ¢ozelti hacminin (V) absise konulmasiyla ¢izilen kopma
(breakthrough) egrisi, Sekil 4.14’te goriilmektedir. Bu egri {istiiniin alani, polimerin

dinamik tutma kapasitesini mmol olarak vermektedir. Hesaplanan dinamik tutma
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kapasitesi metanol ortaminda 2,1x10™* mmol (284 pg g*), ACN:DMSO (98:2, v/v)
ortaminda ise 7x10™ mmol (946 pg g™) KUE’dir. Buradan da anlasildig: gibi daha polar
olan metanol ortaminda KUE adsorpsiyonu ACN:DMSO (98:2, v/v) ortamina gore ¢ok
daha disiiktir. Bu sebeple metanoliin KUE adsorpsiyonu ig¢in uygun bir ¢oziicii

olmadig1 sonucuna varildt.

¢, x10°

Sekil 4.14: 1:4:20 KUE-MIP’in metanol ¢oziiciisiinde hazirlanmig KUE i¢in kopma
(breakthrough) egrisi.

4.5 ¢ e
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Sekil 4.15: 1:4:20 KUE-MIP’in ACN:DMSO (98:2, v/V) ¢oziicii karisiminda hazirlannms KUE
icin kopma (breakthrough) egrisi
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KA-MIP i¢in; kolon denemeleri, aynt miktar 1:4:16 KA-MIP’in ayn1 hacimde SPE
kartusa doldurulmasi ve ayni akis hiziyla gecirilen ACN c¢oziiciisiinde hazirlanmig 40
uM KA ve KLA c¢ozeltileriyle ayr1 ayr1 gerceklestirildi. Sekil 4.16 ve 4.17, sirasiyla KA

ve KLA i¢in yukarida anlatildig1 gibi ¢izilen kopma egrilerini gostermektedir.
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Sekil 4.16: 1:4:16 KA-MIP’in ACN ¢o6ziiciisiinde hazirlanmis KA igin kopma egrisi.

4,5 -
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Sekil 4.17: 1:4:16 KA-MIP’in ACN ¢oziciisiinde hazirlanmig KLA i¢in kopma egrisi.

Egrilerin iist kismmdan hesaplanan dinamik tutma kapasitesi KA igin 5,7x10° mmol
(1027 pg g'l) ve KLA i¢in 9,05x10™ mmol (3207 pg g'l) olarak bulunmustur.
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4.4.3. Secimlilik Denemeleri

KUE-MIP igin; 1:4:20 KUE-MIP ve 0:4:20 NIP’de fenolik bilesiklerin se¢imlilik
denemeleri, 40 uM derisimdeki kuersetin (KUE), rutin (RT), katesin (KAT), kafeik asit
(KA) ve vanilik asit (VA) cozeltileriyle gergeklestirildi. Sekil 4.18°de fenolik
bilesiklerin MIP ve NIP’te adsorplanan miktarlar1 gosterilmektedir.
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Sekil 4.18: KUE-MIP ve NIP’de fenolik bilesiklerin adsorpsiyonunun karsilagtirilmasi.

Sekil 4.18°de de goriildiigii gibi kuersetinin MIP iizerindeki adsorpsiyonu ve se¢imliligi
diger fenolik bilesiklere gore daha fazladir. Rutin, kuersetinin sekerli formu oldugundan
seker yapisit sterik engel olusturmus ve bu sebeple MIP ve NIP’te daha az
adsorplanmistir. Katesin de flavonoid yapisinda oldugundan dolayr polimerlerde bir
miktar adsorplanmistir. Ancak MIP ve NIP’deki adsorpsiyon miktar: birbirine ¢ok yakin
oldugu i¢in katesinin MIP’te kaliba girmedigi sadece yapisindaki hidroksil gruplari ile
polimer yiizeyinde hidrojen bagi yaptigi diistiniilebilir. Kafeik asit ve vanilik asit
sirastyla  hidroksisinnamik asit ve hidroksibenzoik asit yapisindadir. Ancak
yapilarindaki hidroksil gruplari sebebiyle polimer kalibina girmeden yiizeyle hidrojen
bag1 yaparak tutulduklar1 sdylenebilir. Sonug olarak katesin, kafeik asit ve vanilik asidin

polimer tarafindan adsorpsiyonunun non-spesifik etkilesimlere dayandig: diistiniilebilir.

KA-MIP i¢in; 1:4:16 KA-MIP ve 0:4:16 NIP’de fenolik bilesiklerin se¢imlilik
denemeleri, kafeik asit (KA) gibi hidroksisinnamik asit sinifindan olan ferulik asit (FA),

klorojenik asit (KLA), sinapik asit (SA), rosmarinik asit (RA) ve p-kumarik asit (p-
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KUA); hidroksibenzoik sifindan olan gallik asit (GA), protokatesuik asit (PA), 4-
hidroksibenzoik asit (4-HBA), 3,4-dihidroksibenzoik asit (3,4-diHBA), vanilik asit
(VA) ve flavonoidlerden olan katesin (KAT)’in 80 uM derisimdeki ¢ozeltileriyle
gerceklestirilmistir. Sekil 4.19°da incelenen fenolik bilesiklerin MIP ve NIP’te

adsorplanan miktarlar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.19: KA-MIP ve NIP’de fenolik bilesiklerin adsorpsiyonunun karsilastirilmasi.

Hidroksisinnamik asit yapisinda olan FA adsorpsiyonuna bakildiginda yapi1 olarak
KA’ya benzemesine ragmen fenil grubunda 3-metoksi yapis1 bulunmasinin sterik engel
olusturup hidrojen bagi yapma etkinligini azalttigi bu sebeple MIP ve NIP’de
adsorpsiyonunun ¢ok yiiksek olmadigr goriilmektedir. KLA ise KA nin kuinik asit esteri
oldugundan MIP kalibina girmesi i¢in sterik engel olusturmasi beklenmekte, ancak ¢cok
fazla hidroksil grubu igerdigi i¢in hem MIP hem de NIP tarafindan yiiksek oranda
adsorplanmaktadir. RA ise KA’nin fenil esteri olmasi ve ¢ok fazla hidroksil grubu
icermesinden dolayr KA-MIP ve NIP’te olduk¢a yiiksek miktarda adsorplanmistir.
Yiiksek miktarda adsorplanan KLLA ve RA’nin MIP ve NIP arasindaki adsorpsiyon farki
KA’ya gore diisiik oldugundan bu bilesiklerin adsorpsiyonu KA kadar 6zgiil degildir.
SA ise fenil halkasindaki 3,5-dimetoksi grubunun sterik engellemesi nedeniyle MIP ve
NIP’de daha az adsorplanmaktadir. p-KUA de KA’dan farkli olarak fenil halkasinda
sadece 4-hidroksi yapisi igerdiginden MIP ve NIP’de adsorpsiyonu diisiiktiir.



85

Hidroksibenzoik asit yapisinda olan GA ve 3,4-diHBA, KA’ya gore daha kiiciik
molekiil yapisinda oldugundan ve KA gibi 3,4-dihidroksi yapisi i¢erdiginden polimerde
tutulma oran yiiksektir. VA ve 4-HBA’nin KA yapistyla benzer tek bir kaliba baglanma

noktast oldugundan polimer tarafindan adsorpsiyonu diistiktiir.

Flavonoid yapisinda olan KAT’1n ise KA ile 3,4-dihidroksifenil yapis1 ortak oldugu igin

polimer tarafindan bir miktar adsorplandig1 goriilmektedir.

MIP’deki adsorpsiyon siralamasi (umol g?); RA (7,90) > KLA (7,65) > KA (6,65) >
GA (5,37) > 3, 4-diHBA (4,30) > KAT (3,46) > 4-HBA (2,24) > SA (1,86) > VA (1,72)
> p-KUA (1,70) > FA (1,26).

NIP’deki adsorpsiyon siralamasi (umol g™); KLA (7,11) > RA (6,78) > GA (4,36) >
KA (3,76) >3,4-diHBA (3,28) > KAT (2,51) > 4-HBA (1,92) > FA (0,90) >
VA (0,86) > SA (0,55) > p-KUA (0,35) seklindedir.

4.5. MOLEKULER BASKILI POLIMERLERIN YAPILARININ iNCELENMESI

KUE-MIP ve NIP’lere ait FTIR-ATR spektrumlari, 0:4:20 NIP, kalib1 uzaklastirilmig-
MIP ve 1:4:20 KUE-MIP i¢in Sekil 4.20°de goriilmektedir.
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Sekil 4.20: KUE-MIP ve NIP’lerin FTIR-ATR spektrumlari.

a: 0:4:20 NIP, b: kalib1 uzaklastirilmig-MIP, ¢: 1:4:20 KUE-MIP

U¢ polimerde de gorilen 2977 cm™deki absorpsiyon bandi C-H gerilme,
1720 cm™deki band C=0 gerilme, 1141 cm™deki band C-OH gerilme titresimlerine,
1248 cm™deki band C-O biikiilme bandmna aittir (Hong ve Chen, 2013; Song ve dig.,
2009). KUE-MIP’ te (c) goriilen ve diger spektrumlarda goriinmeyen 1448 cm™’deki
band, kuersetinin yapisinda bulunan karbonile komsu metilene ait absorpsiyon bandini
gostermektedir (Chourasiya ve dig., 2012). Bu da, sentezlenen MIP’de kuersetinin
varligin1 dogrulayan bulgulardan biridir. Kuersetin standardinin saf haldeki FTIR
spektrumunda 3411 cm™ deki titresim bandi, fenol grubuna ait —~OH gerilmesine ait olup
bu band MIP’de kaybolmustur (Pakade ve dig., 2012). Bunun sebebi kuersetinin fenolik
—OH’larmin monomerle etkilesime girmesidir. Kalib1 uzaklastiritlmis-MIP’in FTIR
spekrumunda pik siddetlerinin diger polimerlere goére diisiik olmasi, Kkuersetinin
uzaklastirilmas1 nedeniyle bu molekiilin temel titresimlere ait pik siddetlerine
katkilarin kalkmasindan dolayidir. (Pakade ve dig., 2012; Heneczkowski ve dig, 2001;
Song ve dig., 2009).

KA-MIP ve NIP’lere ait FTIR-ATR spektrumlari, 0:4:16 NIP, kalib1 uzaklastirilmig-
MIP ve 1:4:16 KA-MIP i¢in Sekil 4.21°de goriilmektedir.
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Sekil 4.21: KA-MIP ve NIP’lerin FTIR-ATR spektrumlari.

a: 0:4:16 NIP, b: kalib1 uzaklastirilmig-MIP, c¢: 1:4:16 KA-MIP

NIP’te 1726 cm™de digerlerinde 1720 cm™’de goriilen band C=0 gerilme, 1245 ve
1135 cm™deki bandlar C-O-C veya —C-O gerilme, 2971 cm™’deki asimetrik -CH
gerilme ve 1459 cm™’deki band —CH simetrik gerilme titresimlerine aittir. Bu ii¢
spektrumda yeni bir pik belirmesi veya varolan bir pikin kaybolmasi seklinde bir
farklilik goriilmemektedir. Buna karsilik kafeik asit standardinin FTIR spektrumunda
3200-3400 cm™deki —OH ve fenolik —OH titresimlerine ait bandlarin (Swistocka,
2013) MIP spektrumunda bulunmadigi goriilmiis, bunun sebebinin kafeik asidin —OH
gruplarinin monomerle etkilesime girmesi olabilecegi sonucuna varilmistir. Ayrica
kalib1 uzaklastirilmig-MIP’in FTIR spekrumunda pik siddetlerinin diger polimerlere
gore diisiik olmasi, KA’in uzaklastirilmasi nedeniyle bu molekiiliin temel titresimlere ait
pik siddetlerine katkilarinin kalkmasindan dolay1 olabilecegi diistintilmiistiir. (Nicolescu
ve dig., 2011; Chen ve dig., 2011; Swistocka, 2013).
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4.6. MOLEKULER BASKILI POLIMERLERIN MORFOLOJILERININ
INCELENMESI

KUE-MIP ve NIP’ lerin ylizey morfolojileri SEM kullanilarak 20 000 ve 50 000
biiylitme oranlarinda incelenmistir (Sekil 4.22). MIP ve NIP arasinda ¢ok belirgin bir
farklilik goriilmemekle beraber MIP, daha yogun gozenekler ile daha homojen yapiya
sahiptir. Y1gin polimerizasyonu sonucunda elde edilen polimerik yapilar kiiresel yapiya
ve gozenekli ylizeylere sahiptirler. Polimer ylizeyinin gozenekli yapiya sahip olmasi
yiizey alanini artirir ve bu durum polimerin 6zellikle kromatografik uygulamalarda
dolgu malzemesi olarak kullaniminda istiinliik saglar. Yapidaki gozenekler polimerin
ayni zamanda yliksek i¢ ylizey alanina sahip olmasina neden olur. Sonugta kiitle
aktarimini zorlagtiran yiizey ve difiizyon direngleri azalir ve kiitle aktarimi nispeten
kolaylasir (Song ve dig., 2009).

~ AR Yok W
~

KUE-MIP-50000 KUE-NIP-50000

Sekil 4.22: KUE-MIP ve NIP’e ait farkli biiyiitme oranlarindaki SEM goriintiileri.

KA-MIP ve NIP’ lerin 20 000 ve 50 000 biiyiitme oranlarindaki SEM goériintiilerine
(Sekil 4.23) bakildiginda MIP ve NIP arasinda ¢ok Onemli bir farklilik

goriilmemektedir. Birgcok makrogozenek ve akis-kanallari bu polimerlerin ag iskeletleri
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iginde bulunmaktadir. Bu makro gbézenekler ve kanallar hareketli fazin polimer i¢inden
diistik akis direnci ile akigini ve boylece ¢oziinen maddenin hizli kiitle aktarimini saglar.
Ayrica diisiik geri basing, yiiksek akis hiziyla ¢alismaya olanak verir. Polimerizasyon
sicakligi, ¢oziicii tipi ve bilesim polimerin gézenek Ozelliklerini etkileyen en 6nemli ii¢

faktordiir (Zhu ve dig., 2010).

Sekil 4.23: KA-MIP ve NIP’e ait farkl1 biiyiitme oranlarindaki SEM goriintiileri.

4.7. SENTETIK KARISIMLARLA MOLEKULER BASKILI KATI-FAZ
EKSTRAKSIYONU UYGULAMALARI

4.7.1. Gallik asit, Kafeik asit, Katesin, Rutin ve Kuersetin iceren Sentetik Karisim
icin KUE-MISPE Uygulamasi

2x10* M GA, KA, KAT, RT ve KUE’den olugan ACN ortaminda hazirlanmis karisim
¢ozeltisinden 2,5 mL alinarak 1 mL’lik SPE kartus i¢indeki 50 mg 1:4:20 KUE-MIP’e
0,3 mL dak™ hizla yiiklenmistir. Yiikleme oncesi ve sonrasi kromatogramlari Sekil

4.24°te gosterilmistir.
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Sekil 4.24: GA, KA, KAT, RT, KUE’den olusan sentetik karisim ¢ozeltisinin KUE-MISPE
yiikleme Oncesi (a) ve sonrast (b) kromatogramlari.

1: GA, 2: KA, 3: KAT, 4: RT, 5: KUE; Belirleme dalga boyu: 280 nm

Sekil 4.24’den de goriildigi gibi kartusta en fazla KUE olmak iizere tim fenolik
bilesikler az da olsa tutulmustur. Ancak KUE ve RT disindaki diger bilesenlerin
flavonol yapisinda olmamalari nedeniyle kaliba girmeden non-spesifik olarak sadece
—OH gruplariyla polimere baglandigi disilintilmiistir. Bu sebeple bu bilesiklerin
polimerden uzaklastirilmasi i¢in uygun ¢oziicli sistemleri, Ozellikle polar karigimlar
kullanilmigtir. Bu yikama iglemleri sirasinda polimerde adsorbe olan KUE’nin de bir
kismi uzaklagmistir. Sekil 4.25’te yikama ¢ozeltilerine ait kromatogramlar

gorilmektedir (1., 2. ve 5. yikama ¢ozeltilerine ait kromatogramlar verilmistir.).
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Zaman (dakika)

Sekil 4.25: GA, KA, KAT, RT, KUE’den olusan sentetik karisim ¢6zeltisinin KUE-MISPE
yikama kromatogramlart.

a: Yikama 1 (0,5 mL H,O ) ; b: Yikama 2 (1 mL ACN) ; c¢: Yikama 5 (2 mL ACN:H,0 (20:80, v/v).

1: GA; 2: KAT; 3: KA, 4: RT; 5: KUE; Belirleme dalga boyu: 280 nm.
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KUE disindaki diger fenolik bilesikler yikama basamagi ile kartustan uzaklastirilmistir.
MISPE’nin son basamagi olan eliisyon asamasinda 3 mL MeOH:HAc (4:1, v/v)
karigimi 0,5 mL dak™ akis hiziyla kullanilmistir. Sekil 4.26’da eliisyon kromatogrami

gorilmektedir.

0.0207 Kuersetin
0.018
0.016+
0.014
0.012

% 0.010]
0.008
0.006
0.004
0.002 Rutin
0.000+

0.00 2.(‘]0 4.(‘]0 6.60 B.[Il(] 10.‘00 12.‘00 14.‘00 16.00

Zaman (dakika)
Sekil 4.26: GA, KA, KAT, RT, KUE’den olusan sentetik karisim ¢6zeltisinin KUE-MISPE
eliisyon kromatogrami.

Belirleme dalga boyu: 280 nm.

Yukaridaki eliisyon kromatogramindan da goriildiigii gibi KUE-MIP ile gergeklestirilen
MISPE uygulamasinda GA, KA, KAT ve RT varliginda KUE ve ¢ok diisiik miktarda
RT geri kazanimi saglanmistir. Tablo 4.17°de sentetik karisim c¢ozeltisi ile

gerceklestirilen KUE-MISPE uygulamasinin sonuglar1 gortilmektedir.

Tablo 4.17: GA, KA, KAT, RT ve KUE’den olusan sentetik karisim ¢ozeltisi icin KUE-MISPE

sonuglart.
Asamalar KUE miktar: RT miktar:
(mmol) (mmol)
Yiiklenen 5,00x10™ 5,00x10™
Tutulan 3,48x10™ 2,62x10™
Geri kazanilan 2,50x10™* (% 72) 0,61x10™* (% 23)*

% Geri kazamm.
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Tablo 4.17°den de goriildiigii gibi hazirlanan KUE-MIP ile bitkisel 6rneklerde bulunma
olasilig1 yliksek fenolik bilesiklerin diger siniflarina ait GA, KAT, KA ve ayn1 gruptan
RT varliginda KUE % 72 verimle geri kazanilmistir. Ayn1 gruptan olan RT’den ise
bliyiik 6l¢lide ayrilmakla birlikte % 23 oraninda RT de karisimda kalmistir. Bu da
MIP’ler i¢in beklenen ve diger calismalarda da karsilasilan bir durumdur (Song ve dig.;

Theodoridis ve dig.,2006).

4.7.2. Floridzin, Mirisetin ve Kuersetin Iceren Sentetik Karisim icin KUE-MISPE

Uygulamasi

2x10* M FL, MR ve KUE’den olusan ACN ortaminda hazirlanmis karisim
¢ozeltisinden 1,5 mL alinarak 1 mL’lik SPE kartus i¢indeki 50 mg 1:4:20 KUE-MIP’e
0,3 mL dak™ hizla yiiklenmistir. Yiikleme 6ncesi ve sonrasi kromatogramlari Sekil

4.27°de gosterilmistir.
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0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 1000 11.00 1200 13.00 1400 15.00
Zaman (dakika)

Sekil 4.27: FL, MR, KUE’den olusan sentetik karisim ¢6zeltisinin KUE-MISPE yiikleme
oncesi (a) ve sonrasi (b) kromatogramlari.

1: FL, 2: MR, 3:KUE; Belirleme dalga boyu: 280 nm.

Sekil 4.27°den de goriildiigi gibi floridzin, flavonoidlerin dihidrokalkon simnifindan
oldugu i¢in polimerde non-spesifik olarak tutulmustur, mirisetin ise kuersetin gibi
flavonol simifindan oldugu igin polimer tarafindan daha fazla adsorplanmistir. Non-
spesifik tutulanlari polimerden uzaklastirmak igin kartus gesitli ¢6ziicti sistemleriyle

yikanmistir. Sekil 4.28’de yikama ¢ozeltilerine ait kromatogramlar goriilmektedir.

16.00
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Sekil 4.28: FL, MR, KUE’den olusan sentetik karisim ¢ozeltisinin KUE-MISPE yikama
kromatogramlart.

a: Yikama 1 {0,5 mL ACN}, b: Yikama 3 {2 mL ACN: H,O (20:80, v/v)}; ¢: Yikama 5 {2 mL ACN: H,O (20:80, v/v); Belirleme
dalga boyu: 280 nm.

Sekil 4.28’de goriildiigii gibi kuersetin disindaki diger bilesenler yikama ¢ozeltileriyle
bliyiik oranda polimerden uzaklagmistir. MISPE’nin son asamasi olan eliisyon
asamasinda 2 mL MeOH:HAc (4:1, v/v) karistmi1 0,5 mL dak™ akis hiziyla kartustan

gecirilmistir. Sekil 4.29°da eliisyon kromatogrami goriilmektedir.
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Zaman (dakika)

Sekil 4.29: FL, MR, KUE’den olusan sentetik karisim ¢6zeltisinin KUE-MISPE eliisyon
kromatograma.

Belirleme dalga boyu: 280 nm.

Yukaridaki eliisyon kromatogramindan da goriildiigii gibi KUE-MIP ile gergeklestirilen
MISPE uygulamasinda FL ve MR varliginda KUE ve az miktarda MR geri kazanimi
saglanmistir. Tablo 4.18’de sentetik karisim ¢ozeltisiyle gergeklestirilen KUE-MISPE

uygulamasinin i¢in sonuglar1 goriilmektedir.
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Tablo 4.18: FL, MR ve KUE’den olusan sentetik karisim ¢6zeltisi igin KUE-MISPE sonuglari.

Asamalar KUE miktari MR miktari
(mmol) (mmol)

Yiiklenen 3,30x10™ 2,52x10™

Tutulan 2,96x10™ 2,50x10™

Geri kazanilan 2,00x10™* (% 68)* 0,65x10™* (% 30)*

2 % Geri kazanim.

Tablo 4.18’den de goriildiigi gibi hazirlanan KUE-MIP ile bitkisel drneklerde bulunma
olasilig1 olan fenolik bilesiklerin dihidrokalkon sinifina ait FL ve ayni1 gruptan MR
varliinda KUE % 68 verimle geri kazanilmistir. Aym1 gruptan olan MR ise % 30
oraninda karisimda kalmistir. Bu da MIP’ler i¢in beklenen ve diger ¢aligmalarda da

karsilasilan bir durumdur (Pakade ve dig., 2013).

4.7.3. 4-Hidroksibenzoik Asit, Vanilik asit, p-Kumarik Asit, Kafeik Asit ve
Ferulik Asit iceren Sentetik Karisim icin KA-MISPE Uygulamasi

3x10* M 4-HBA, VA, KA, p-KUA ve FA’ dan olusan ACN ortaminda hazirlanmis
karisim ¢ozeltisinden 1,5 mL alinarak 1 mL’lik SPE kartus igindeki 50 mg 1:4:16 KA-
MIP’e 0,3 mL dak™ hizla yiiklenmistir. Yiikleme 6ncesi ve sonrasi kromatogramlari

Sekil 4.30°da gosterilmistir.
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Sekil 4.30: 4-HBA, VA, KA, p-KUA ve FA’dan olusan sentetik karisim ¢ozeltisinin KA-
MISPE yiiklenme 6ncesi (a) ve sonrasi (b) kromatogramlari.

1: VA, 2: KAT, 3: KA, 4: p-KUA, 5: FA; Belirleme dalga boyu: 280 nm.

Sekil 4.30’dan da gorildigi gibi kartusta en fazla KA olmak {izere diger fenolik
bilesikler de tutulmustur. Bu bilesiklerden p-KUA ve FA’in KA gibi hidroksisinnamik
asit yapisinda olmasi, KAT’in flavonoidlerin flavanol smifindan ancak 3,4-
dihidroksifenil yapisinin KA ile ortak olmasi, 4-HBA ve VA’in ise hidroksibenzoik asit
yapisinda ve kiicik molekiiller olmasi nedeniyle polimerde adsorplandigi
diistiniilmiistiir. Ancak bu tutulmalarin kalip molekiil olan KA’e gére daha zayif olmasi
beklendiginden uygun ¢O6ziicii sistemleriyle bu bilesiklerin  MIP’den yikama ile

uzaklastirilmas1 amaglanmistir. Sekil 4.31°de yikama ¢ozeltilerine ait kromatogramlar

gorilmektedir.
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Sekil 4.31: 4-HBA, VA, KA, p-KUA ve FA’dan olusan sentetik karigim ¢ozeltisinin KA-
MISPE yikama kromatogramlari.

a: Yikama 1 (2,5 mL ACN); b: Yikama 2 (0,5 mL ACN); Belirleme dalga boyu: 280 nm.
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Sekil 4.31°’den de goriildiigii gibi yikama adimlartyla bir miktar KA da MIP’den
uzaklagmigtir. Yikama asamasindan sonra polimerde tutulmus olan KA, MeOH:HAc
(4:1, v/v) ¢oziicii karistmiyla polimerden geri kazamilmustir. Sekil 4.32°de eliisyon

kromatogrami goriilmektedir.
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Sekil 4.32: 4-HBA, VA, KA, p-KUA ve FA’dan olusan sentetik karigim ¢ozeltisinin KA-
MISPE eliisyon kromatograma.

Belirleme dalga boyu: 280 nm.
Sekil 4.32°den de gortldigi gibi yikama asamasinda diger bilesikler kartustan

uzaklagtirllmig ve eliisyon asamasinda KA geri kazanimi biraz diisiikk verimle (% 49)

saglanmistir. Tablo 4.19°da sentetik karisim i¢in MISPE sonuglar1 goriilmektedir.

Tablo 4.19: 4-HBA, VA, KA, p-KUA ve FA’dan olusan sentetik karisim ¢6zeltisi igin KA-
MISPE sonuglari.

Asamalar KA miktan
(mmol)

Yiiklenen 2,86x10™

Tutulan 2.84x10™

Geri kazanilan 1,40x10™ (% 49)°

% % Geri kazanim.

p-KUA ve FA’in KA gibi hidroksisinnamik asit yapisinda olmasi, KAT’in
flavonoidlerin flavanol smifindan ancak 3,4-dihidroksifenil yapisinin KA ile ortak
olmasi, 4-HBA ve VA’in ise hidroksibenzoik asit yapisinda ve kiigiik molekiiller olmasi
nedeniyle polimerde tutulduklarindan KA’in bunlar yaninda saf olarak geri kazaniminda

verim % 50°nin altinda kalmustir.
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48. DOGAL ORNEKLERLE MOLEKULER BASKILI KATI-FAZ
EKSTRAKSIiYONU UYGULAMALARI

4.8.1. Isirgan Otu Ekstrakti Hidrolizati icin KUE-MISPE Uygulamasi

Buharlastirildiktan sonra ACN: DMSO (98: 2, v/v)’de ¢oziilmiis ve nemi giderilmis
1sirgan otu ekstrakt hidrolizatindan 2 mL alinip 3 mL’lik SPE kartus icindeki 100 mg
KUE-MIP’¢ 0,3 mL dak™ hizla yiiklendi. Hidrolizatin kromatogrami Sekil 4.33’de
gorilmektedir. Sekil 4.34’de ise hidrolizatin yiikkleme Oncesi ve sonrasi

kromatogramlar1 karsilastirilmaktadir.
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Zaman (dakika)

Sekil 4.33: Isirgan ekstrakti hidrolizatinin 290 nm (a) ve 360 nm (b)’de kromatogramlari.

1: Katesin tiirevi; 2: Klorojenik asit; 3,4: Kafeik asit tiirevleri; 5: Kuersetin; 6: Kamferol.

Sekil 4.33’te de goriildiigii gibi 1sirgan ekstrakti hidrolizatinda katesin tiirevi, klorojenik
asit, kafeik asit tiirevleri, kuersetin ve kamferol bulunmaktadir. Kromatogramda goriilen
1, 3 ve 4. piklerin hangi bilesiklere ait olduguna PDA spektrumlari ve literatiir
bilgilerinden yararlanilarak karar verilmistir (Sakakibara ve dig. 2003; Zhou ve dig.,
2014). 360 nm’de kuersetin ve tiirevlerinin absorpsiyon maksimumu oldugu, 290 nm ise
hidrolizat i¢indeki diger bilesenlerin de absorpladigi dalgaboyu oldugundan,
kromatogramlar bu iki dalgaboyunda verilmistir. Tiim kromatogramlar 290 nm’ye gore

yorumlanarak gerekli hesaplamalar yapilmistir.
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Sekil 4.34: Isirgan otu ekstrakti hidrolizatinin KUE-MISPE kartusa yiikleme 6ncesi (a) ve
sonrasi (b) kromatogramlar1 (290 nm).

Belirleme dalga boyu: 290 nm.
Sekil 4.34°te goriildiigii gibi kolonda en fazla tutulan kuersetinin yaninda diger

bilesenler de bir miktar tutulmustur. Kuersetin disindaki bilesenler de fenolik yapiya
sahip olduklarindan yapilarindaki —OH gruplariyla kaliba girmeden polimerle hidrojen
bag1 yapma yeteneginde olmalar1 ve ayrica polimerin heterojen bdlgeleriyle spesifik
olmayan iyonik etkilesimler gosterebilmeleri olasiligi nedeniyle bu tutulma, beklenen
bir durumdur. Kuersetin disinda non-spesifik tutulan diger bilesenleri uygun ¢oziicii
sistemleriyle yikayarak kartustan uzaklastirmak hedeflenmistir. Bunun i¢in kartus cesitli
¢oziiclilerle yikanmustir. Sekil 4.35’te yikama c¢ozeltilerine ait kromatogramlar

verilmistir.
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Sekil 4.35: Isirgan otu ekstrakti hidrolizatinin KUE-MISPE yikama kromatogramlari.

a: Yikama 2: {10 mL ACN: H,0O (20:80, v/vV)} ;b: Yikama 3 {10 mL ACN: H,O (40:60, v/v)}; c: Yikama 4 {10 mL H,O}.
Belirleme dalga boyu: 290 nm.
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Eliisyon agsamasi ise once 2 mL ve sonra 3 mL MeOH:HAc (4:1, v/v) karisiminin iki
basamakta 0,5 mL dak™ akis hiziyla kartustan gecirilmesiyle gerceklestirilmistir. Sekil

4.36’da eliisyon kromatogramlar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.36: Isirgan otu ekstrakt: hidrolizatinin KUE-MISPE eliisyon kromatogramlart.

a: Eltisyon 1; b: Eliisyon 2
Belirleme dalga boyu: 290 nm.

Sekil 4.35 ve 4.36’dan da goriildiigi gibi yitkama agamalariyla KUE digindaki bilegenler
pratik¢e tamamen uzaklagtirilmis ve Kuersetin isirgan otu ekstrakti hidrolizatindan
eliisyon sonunda KUE-MIP ile toplam % 87 oraninda geri kazanilmistir. Tablo 4.20°de

1sirgan otu i¢cin MISPE sonuglar1 goriilmektedir.

Tablo 4.20: Isirgan otu ekstraksti hidrolizat1 i¢gin KUE-MISPE sonuglari.

Asamalar KUE miktari
(mmol)
Yiiklenen 6,63x10™
Tutulan 6,21x10™
Eliisyon|1 4,09x10™* (% 66)°
Geri kazanilan
Eliisyon 2 1,30x10™* (% 21)

2 % Geri kazanim

4.8.2. Kirmzi Sogan Kabugu Ekstrakti icin KUE-MISPE Uygulamasi

Buharlastirildiktan sonra ACN:DMSO (98:2, v/v)’de ¢0ziilmiis ve nemi giderilmis
kirmizi sogan kabugu ekstraktindan 1,3 mL alinip 3 mL’lik SPE kartus i¢indeki 100 mg
KUE-MIP’e 0,3 mL dak® hizla yiiklendi. Sekil 4.37°de kirmizi sogan kabugu
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ekstraktinin kromatogrami goriilmektedir. Sekil 4.38’de ekstraktin yiikleme Oncesi ve

sonrasi kromatogramlari Karsilagtirilmaktadir.
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Sekil 4.37: Kirmiz1 sogan kabugu ekstraktinin 290 nm (a) ve 360 nm (b) dalga boylarindaki
kromatogramlart.

1: Hidroksibenzoik asit tiirevi; 2: Klorojenik asit; 3: Kuersetin glikoziti; 4: Kuersetin; 5: Kamferol.

Sekil 4.37°de goriildiigii gibi kirmizi sogan kabugu ekstraktinda hidroksibenzoik asit
tirevi, klorojenik asit, kuersetin glikoziti, kuersetin ve kamferol (KAM) bulunmaktadir.
Kromatogramda goriillen 1. ve 3. piklerin hangi bilesiklere ait olduguna PDA
spektrumlar1 ve literatiir bilgilerinden yararlanilarak karar verilmistir (Sakakibara ve
dig. 2003). 360 nm’de kuersetin ve tiirevlerinin absorpsiyon maksimumu oldugu, 290
nm ise ekstrakt igindeki diger bilesenlerin de absorpladigi dalgaboyu oldugundan,
kromatogramlar bu iki dalgaboyunda verilmistir. Tiim kromatogramlar 290 nm’ye gore

yorumlanarak gerekli hesaplamalar yapilmistir.
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Sekil 4.38: Kirmizi sogan kabugu ekstraktinin KUE-MISPE yiikleme 6ncesi (a) ve sonrasi (b)
kromatogramlari.

Belirleme dalga boyu: 290 nm..
Sekil 4.38’te goriildiigi gibi kolonda kuersetinle birlikte diger bilesenler de tutulmustur.

Kuersetin disindaki bilesenler de fenolik yapiya sahip olduklarindan yapilarindaki —OH
gruplariyla kaliba girmeden polimerle hidrojen bagi yapma yeteneginde olmalari ve
ayrica polimerin heterojen bolgeleriyle spesifik olmayan iyonik etkilesimler
gosterebilmeleri olasiligi nedeniyle bu tutulma, beklenen bir durumdur. Kuersetin
disinda non-spesifik tutulan diger bilesenleri uygun ¢oziicii sistemleriyle yikayarak
kartustan uzaklastirmak hedeflenmistir. Yikama islemi 6 basamakta tamamlanmistir.

Sekil 4.39°da 1., 3. ve 5. yikama ¢ozeltilerine ait kromatogramlar goriilmektedir.
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Sekil 4.39: Kirmizi sogan kabugu ekstraktinin KUE-MISPE yikama kromatogramlari.

a: Yikama 1 (5 mL ACN) ; b: Yikama 3 (4 mL H,0); c: yikama 5: {4 mL ACN: H,0) (50:50, v/v)}.
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Ellisyon agamasi ise sirastyla 8 mL ve 3 mL MeOH:HAc (4:1, v/v) karigiminin iki
basamakta 0,5 mL dak™ akis hiziyla kartustan gegirilmesiyle gerceklestirilmistir. Sekil

4.40’°da eliisyon kromatogramlar1 goriilmektedir.

Sekil 4.39 ve 4.40’dan da goriildiigii gibi yikama asamalariyla KUE ve KAM disindaki
bilesenler pratikge tamamen uzaklastirilmis ve kirmizi sogan kabugu ekstraktindan
kuersetin toplam % 58 oraninda geri kazanilmistir. Kamferol aynmi flavonoid sinifindan
oldugu dolayisiyla kimyasal yapis1 KUE’ye ¢ok benzediginden KUE ile birlikte % 56
oraninda eliie olmustur. Tablo 4.21°de kirmiz1 sogan kabugu ekstrakti icin MISPE

sonuglar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.40: Kirmiz1 sogan kabugu ekstraktinin KUE-MISPE eliisyon kromatogramlari.

a: Eliisyon 1; b: Eliisyon 2; Belirleme dalga boyu: 290 nm.

Sekil 4.40°ta goriildiigii gibi hidroksibenzoik asit tiirevi, klorojenik asit, kuersetin
glikoziti polimerden yikama adimlariyla uzaklastirilmis, kuersetin eliisyon sonunda
polimerden geri kazanilmistir. Sadece flavonol siifindan oldugu ve kimyasal formiilii
kuersetine ¢ok benzediginden kamferol, kuersetinin yaninda eliie olmustur. Tablo

4.21°de kirmiz1 sogan kabugu ekstrakti i¢gin MISPE sonuglar1 goriillmektedir.

16.00
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Tablo 4.21: Kirmizi sogan kabugu ekstrakti i¢in KUE-MISPE sonuglart.

Asamalar KUE miktari KAM miktari
(mmol) (mmol)
Yiiklenen 2,85x10™ 3,85x10”
Tutulan 2,80x10™ 3,85x10°
Eliisyon 1 1,22x10™ (% 43)? 2,15x10°° (% 56)°
Geri kazanilan
Eliisyon 2 0,44x10°® (% 15)° -

% % Geri Kazanim.

4.8.3. Kirmuzi Sogan Kabugu Ekstrakti Hidrolizat1 icin KUE-MISPE Uygulamasi

Buharlastirildiktan sonra ACN:DMSO (98:2, v/v)’de ¢06ziilmiis ve nemi giderilmis
kirmiz1 sogan kabugu ekstrakti hidrolizatindan 1,3 mL almip 3 mL’lik SPE kartus
icindeki 100 mg KUE-MIP’¢ 0,3 mL dak™ hizla yiiklendi. Sekil 4.41°de kirmizi sogan
kabugu ekstrakti hidrolizatinin kromatogrami goriilmektedir. Sekil 4.42’de hidrolizatin

yiikleme Oncesi ve sonrast kromatogramlar1 karsilastirilmaktadir.
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Sekil 4.41: Kirmizi sogan kabugu ekstrakti hidrolizatinin 290 nm (a), 360 nm (b) ve 520 nm (c)
’de kromatogramlart.

1 ve 2: Katesin tiirevi; 3: Antosiyanidin tiirevi; 4: Kuersetin; 5: Kamferol.

Sekil 4.41°de gorildiigii gibi kirmizi sogan kabugu ekstrakt hidrolizatinda katesin
tiirevleri, antosiyanin tiirevi, kuersetin ve kamferol bulunmaktadir. Kromatogramda
goriilen 1. ve 2. piklerin hangi bilesiklere ait olduguna PDA spektrumlar1 ve literatiir
bilgilerinden yararlanilarak karar verilmistir (Sakakibara ve dig. 2003). 360 nm’de
kuersetin ve tlirevlerinin, 520 nm’de antosiyanidinlerin absorpsiyon maksimumlari

oldugu ve 290 nm ise hidrolizatin i¢indeki diger bilesenlerin absorpladigi dalgaboyu
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oldugundan, kromatogramlar bu ii¢ dalgaboyunda verilmistir. Tiim kromatogramlar 290
nm’ye gore yorumlanarak gerekli hesaplamalar yapilmistir. Sekil 4.42°de sogan kabugu
ekstrakt hidrolizatinin kartusa yiiklemeden Onceki ve sonraki kromatogramlari

gorilmektedir.

T T T T
0.00 2.00 4.00 6.00 §.00 10.00 12.00 14.00 16.00
Zaman (dakika)

Sekil 4.42: Kirmizi sogan kabugu ekstrakti hidrolizatnin KUE-MISPE yiiklenme 6ncesi (a) ve
sonrast (b) kromatogramlari.

Belirleme dalga boyu: 290 nm.
Sekil 4.42°de goriildiigi gibi kolonda kuersetinle birlikte diger bilesenler de bir miktar

tutulmustur. Kuersetin disindaki bilesenler de fenolik yapiya sahip olduklarindan bu
tutulma, beklenen bir durumdur. Kuersetin disinda non-spesifik tutulan diger bilesenleri
uygun ¢oziicl sistemleriyle yikayarak kartustan uzaklastirmak hedeflenmistir. Yikama
islemi 6 basamakta tamamlanmistir. Sekil 4.43°te 1., 2., 4. ve 5. yikama ¢ozeltilerine ait

kromatogramlar goriilmektedir.
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Sekil 4.43: Kirmizi sogan kabugu ekstrakti hidrolizatinin KUE-MISPE yikama
kromatogramlari.

a: yikama 1 (6 mL ACN); b:. Yikama 2 (8 mL H;0); c:yikama 4 {4 mL ACN:H,O (40:60, v/v)}; d: Yikama 5 {1 mL ACN:H,0,
(50:50, v/v). Belirleme dalga boyu: 290 nm.
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Sekil 4.43’te goriildiigii gibi hidroksibenzoik asit ve antosiyanidin tiirevleri, klorojenik
asit ve kuersetin glikoziti MIP’den yikama adimlariyla uzaklastirilmigtir. Kuersetin ve
ayni flavonoid smifindan olan kamferol, 8 mL MeOH:HAc (4:1, v/v) eclisyon
cozeltisiyle birlikte ve yakin yiizdelerle geri kazanilmistir (Sekil 4.44). Tablo 4.22°de

kirmiz1 sogan kabugu ekstrakti hidrolizat1 i¢in MISPE sonugclart gériilmektedir.
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Sekil 4.44: Kirmiz1 sogan kabugu esktrakti hidrolizatt KUE-MISPE eliisyon kromatograma.

Tablo 4.22: Kirmiz1 sogan kabugu ekstrakti hidrolizati i¢in KUE-MISPE sonuglart.

Asamalar KUE miktar KAM miktari
(mmol) (mmol)

Yiiklenen 3,41x10™ 3,41x10°

Tutulan 3,32x10™ 3,32x10°

Geri kazanilan 2,84x10™* (% 86)° 2,73x10°° (% 82)*

% % Geri kazanim
4.8.4. Siyah Cay Ekstrakt1 Hidrolizati icin KUE-MISPE Uygulamasi

Bubharlastirildiktan sonra ACN:DMSO (98:2, v/v)’de ¢6ziilmiis ve nemi giderilmis siyah
cay ekstrakti hidrolizatindan 1,3 mL alinip 3 mL’lik SPE kartus i¢indeki 100 mg KUE-
MIP’e 0,3 mL dak™ hizla yiiklendi. Sekil 4.45te hidrolizatin yiikleme Gncesi ve sonrast

kromatogramlari karsilagtirilmaktadir.
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Sekil 4.45: Siyah c¢ay ekstrakti hidrolizatinin KUE-MISPE yiikleme 6ncesi (a) ve sonrasi (b)
kromatogramlart.

1, 2 ve 3: Katesin tiirevleri, 4: Kuersetin, 5: Kamferol; Belirleme dalga boyu: 290 nm.

Sekilden de goriildiigii gibi siyah ¢ay ekstrakti hidrolizatinda katesin tiirevleri, kuersetin
ve kamferol bulunmaktadir. Kromatogramda goriilen 1., 2. ve 3. piklerin hangi
bilesiklere ait olduguna PDA spektrumlar1 ve literatiir bilgilerinden yararlanilarak karar
verilmigtir (Sakakibara ve dig. 2003; de Rijke ve dig., 2006). Hidrolizat kartusa
yiiklenince en fazla kuersetin ve kamferol olmak tizere diger bilesenler de polimer
tarafindan bir miktar adsorplanmistir. Ancak kuersetin ve kamferol disindaki
bilesiklerin adsorpsiyonunun non-spesifik oldugu diisiiniildiigii i¢in bu bilesenlerin
yikama adimlariyla polimerden uzaklastirilmasi hedeflenmistir. Bunun i¢in polimer 3
basamakta yikanmustir. Sekil 4.46’da yikama adimlarma ait kromatogramlar
goriilmektedir. Sekil 4.47°de ise MeOH:HAc (4:1, v/v) karisimiyla gerceklestirilen

elisyon kromatogramlari goriilmektedir.
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Sekil 4.46: Siyah cay ekstrakti hidrolizatinin KUE-MISPE yikama kromatogramlari.

a: Yikama 1{4 mL ACN}, b: Yikama 2{4 mL H,O}, c: Yikama 3 {8 mL ACN:H,O (40:60, v/v)}.
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Sekil 4.47: Siyah ¢ay ekstrakti hidrolizatinin KUE-MISPE eliisyon kromatogramlart.

a: Eliisyon 1 {8 mL MeOH:CH;COOH (4:1, v/v)}, b: Eliisyon 2 {3 mL MeOH:CH;COOH (4:1, v/v)}, c: Eliisyon 3 {2 mL
MeOH:CH;COOH (4:1, v/v)}.

Sekil 4.46 ve 4.47°den gorildigl lizere siyah cay ekstrakti hidrolizatinin katesin
tirevleri yikamayla uzaklastirilabilirken kuersetin ve kamferol birlikte geri
kazanilmigtir. Tablo 4.23’te siyah ¢ay ekstrakt hidrolizatina ait MISPE sonuglari

goriilmektedir.

Tablo 4.23: Siyah ¢ay ekstrakt hidrolizati igin KUE-MISPE sonuglari.

Asamalar KUE miktar: KAM miktar:
(mmol) (mmol)
Yiiklenen 4,07x10™* 8,20x10™
Tutulan 4,02x10™* 7,26x10™
Elisyon 1 1,40x10™ (% 35)* 1,72x10™* (% 24)?
Geri kazanilan Eliisyon 2 0,81x10™ (% 20)? 1,01x10™* (% 14)*
Eliisyon3  0,40x10 (% 10)? 0,43x10™* (% 6)°

2: % Geri kazanim

4.8.5. Yesil Kahve Cekirdegi Ekstrakti icin KUE-MISPE Uygulamasi

Buharlastirildiktan sonra ACN:DMSO (98:2, v/v)’de ¢6ziilmiis ve nemi giderilmis yesil
kahve cekirdegi ekstraktindan 6 mL alinip 3 mL’lik SPE kartus i¢indeki 100 mg KUE-
MIP’e 0,3 mL dak™ hizla yiiklendi. Sekil 4.48’de yesil kahve cekirdegi ekstraktinin
kromatogrami goriilmektedir. Sekil 4.49°da ekstraktin yiikleme Oncesi ve sonrasi

kromatogramlari karsilagtirilmaktadir.



108

1.00

0.90]

0.30] ﬂn
0.70]
b
0.60] ﬂ
= 0.50]
=
0.40]
0.30]

c
0.204
2
0.104
3
v

T T T T T T T T T T
0.00 Loo 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00
Zaman (dakika)

Sekil 4.48: Yesil kahve gekirdegi ekstraktinin 320 nm (@), 290 nm (b), ve 360 nm (c) *de
kromatogramlari.

1: Klorojenik asit; 2: Kafein; 3: Kuersetin.

Sekil 4.49°da gorildiigl gibi yesil kahve c¢ekirdegi ekstraktinda klorojenik asit, kafein
ve ¢ok diisiik derisimde kuersetin bulunmaktadir. Hangi pikin kafein olduguna PDA
spektrumu ve literatiir bilgilerinden yararlanilarak karar verilmistir (Belay ve dig.,
2008). 360 nm’de kuersetin ve tiirevlerinin maksimumu oldugu, 290 nm ise ekstraktin
icindeki diger bilesenlerin de absorpladigi dalgaboyu oldugundan, kromatogramlar bu
iki dalgaboyunda verilmistir. Ancak yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti ¢ok diisiik derisimde
kuersetin icerdigi ve ekstrakttan kuersetinin ayrilmasi hedeflendigi icin kuersetinin

maksimum absorpsiyonuna yakin bir dalga boyu olan 360 nm’de ¢alisilmistir.
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Sekil 4.49: Yesil kahve ¢ekirdegi ekstraktinin KUE-MISPE yiikleme Oncesi (a) ve sonrasi (b)
kromatogramlari.

Belirleme dalga boyu: 360 nm.

Goriildigi gibi kolonda en fazla tutulan kuersetinin yaninda diger bilesenler de bir

miktar tutulmustur. Polimerde kuersetin disinda tutulan diger bilesenler non-spesifik

16.00
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tutuldugundan bu maddeleri uygun ¢oziicii sistemleriyle yikayarak kartustan ¢ikarmak
hedeflenmistir. Yikama 3 basamakta tamamlanmistir. Sekil 4.50°de yikama 2, 3, 4 ve
7’ ye ait kromatogramlar goriilmektedir.
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Sekil 4.50: Yesil kehve gekirdegi ekstrakti icin KUE-MISPE yikama kromatogramlari.
a: ytkama 2 {30 mL H,0} ; b: yikama 3 { 10 mL ACN: Su karisimi (30:70, v/v)}; c: yikama 4 {30 mL ACN: Su karigimi (20:80,

v/Vv)}; d:yikama 7 {30 mL H,0}.

MISPE son adimi olan eliisyon islemi her defasinda 2 mL MeOH:HAc (4:1, v/v)
eklenmesiyle toplam 2 basamakta (yaklasik 0,5 mL/dak hizla) gerceklestirildi. Sekil

4.51°de eliisyon ¢ozeltilerine ait kromatogramlar goriilmektedir.
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Sekil 4.51: Yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti icin KUE-MISPE eliisyon kromatogramlari.

a: Eliisyon 1 {2 mL MeOH: CH;COOH (4:1, v/v)} ; b: Eliisyon 2 { 2 mL MeOH: CH;COOH (4:1, v/v)}.

Sekil 4.50 ve 4.51°den goriildiigii gibi yikamalarin sonucunda kuersetin disindaki diger
bilesenlerin kartustan uzaklastirildigi ve yesil kahve cekirdegi ekstraktinda ¢ok diisiik

derisimde bulunan kuersetinin toplam % 65 verimle geri kazanilmistir.
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Tablo 4.24’te yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti icin MISPE sonuglar1 goriilmektedir.

Tablo 4.24: Yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti icin KUE-MISPE sonuglart.

Asamalar KUE miktari
(mmol)
Yiiklenen 1,62x10™
Tutulan 1,23x10™
Eliisyonl 0,66x10™* (% 54)°
Geri kazanilan
Eliisyon 2 0,13x10™* (% 11)*

2 % Geri Kazanim

4.8.6. Yesil Kahve Cekirdegi Ekstrakti icin KA-MISPE Uygulamasi

Buharlastirildiktan sonra ACN:DMSO (98:2, v/v)’de ¢0ziilmiis ve nemi giderilmis yesil
kahve c¢ekirdegi ekstrakti ACN ile 1:4 oraninda seyreltildikten sonra 3,5 mL’si 3
mL’lik SPE kartus i¢indeki 100 mg 1:4:16 KA-MIP’e 0,3 mL dak™ hizla yiiklendi.
Sekil 4.48°de yesil kahve ¢ekirdegi ekstraktinin kromatogrami goriilmektedir. Sekil
4.52’de ekstraktin yiikleme Oncesi ve sonrast kromatogramlar1 karsilagtiriimaktadir.
Klorojenik asidin maksimum adsorpsiyonuna yakin olan ve kuersetinin de dedekte

edildigi 320 nm, belirleme dalga boyu olarak se¢ilmistir.

1.00

0.80+

0.60

AU

0.40

0.20+

0.00 =

T T T T T T T
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00

Zaman (dakika)

Sekil 4.52: Yesil kahve ¢ekirdegi ekstraktinin KA-MISPE yiikleme 6ncesi (a) ve sonrasi (b)
kromatogramlart.

Belirleme dalga boyu: 320 nm.

Goriildiigii gibi kolonda klorojenik asidin yaninda diger bilesenler de tutulmustur. KA-
MIP’de klorojenik asit disindaki bilesenler spesifik olarak tutulmadigindan uygun

16.00
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¢oOziicli sistemleriyle yikayarak kartustan c¢ikarilmalari hedeflenmistir. Sekil 4.53°te

kolondan alinan yikama ¢dzeltilerinin kromatogramlar1 goriilmektedir.

1
0.12

0.104
0.08

= J
2 0.06

0.04

0.02 a

[——
=
W

0.00-
[P

T T T T T T T T T T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
Zaman (dakika)

Sekil 4.53: Yesil kahve ¢ekirdegi ekstraktinin KA-MISPE yikama kromatogramlari.

a: Yikama 1 (12 mL ACN); b: Yikama 2 (8 mL ACN).
Klorojenik asidin MeOH:HAc (4:1, v/v) karisimiyla eliisyonuna ait kromatogramlar

Sekil 4.54°te goriilmektedir.

0.40

Klorojenik asit

035
0.304
0.25]

5 0.204
0.15
0.10]

0.05]
0.00 ALy J

T T T T T T T T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00
Zaman (dakika)

Sekil 4.54: Yesil kahve ¢ekirdegi ekstraktinin KA-MISPE eliisyon kromatogramlari.

a: Eliisyon 1{3 mL MeOH:HAc (4:1, v/v)}; b: Eliisyon 2{2 mL MeOH:HAc (4:1, v/v)}.

Sekil 4.53 ve 4.54’te goriildiigl gibi klorojenik asit, kafein ve kuersetinden ayrilmis ve
% 42 verimle saf halde elde edilmistir. Tablo 4.25’te kahve ¢ekirdegi ekstrakti i¢cin KA-
MISPE sonuglar goriilmektedir.
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Tablo 4.25: Yesil kahve ¢ekirdegi ekstrakti i¢cin KA-MISPE sonuglari

Asamalar KLA miktari
(mmol)
Yiiklenen 3,11x10°
Tutulan 3,01x10°
Eliisyonl 5,22x10* (% 17)*
Geri kazanilan
Eliisyon 2 7,48x10™ (% 25)°

% % Geri Kazanim
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5. TARTISMA VE SONUC

Belirli bir molekiilii (veya onun bir tlirevini) kimyasal olarak tanima 6zelligine sahip
kalip iceren polimerik kati malzemeler olan MIP’ler diisiik maliyetleri, yiiksek mekanik
dayanikliklari, 1siya ve basinca olan direngleri, fiziksel saglamliklari, asitler, bazlar,
metal iyonlar1 ve organik ¢oziiciiler gibi ekstrem sartlarin varliginda kararliliklarr gibi
tistlinliikleri ve yiiksek depolama dayanikliliklart nedeniyle (Haupt, 2003; Yan ve
Ramstrom, 2005) son yillarda ilgi ¢eken arastirma konulari arasinda yer almaktadir.
(Yan ve Row, 2006; Mahony ve dig., 2005; Ramstrom ve Ansell, 1998; Wei ve
Mizaikoff, 2007; Cheong ve dig., 2013; Theodoridis ve dig., 2006; Vasapollo ve dig.,
2011; Turiel ve Esteban, 2010; Chourasiya ve dig., 2012; Curcio ve dig., 2012; Li ve
dig, 2013; Pakade ve dig., 2012; Valero-Navarro ve dig., 2011; Zhu ve dig., 2011; Chen
ve dig., 2011 ve 2012).

Bu tez ¢alismasinda flavonoidlerin flavon sinifinin en aktif bileseni olan ve antioksidan,
antiviral, antiinflamatuar ve antitiimor 6zellikleri gibi biyolojik aktivitesi sebebiyle pek
cok biyolojik aktif takviyeler ve medikal preparatlarda kullanilan KUE’nin (Song ve
dig., 2009) ve fenolik asitlerin hidroksisinnamik asit smifinda yer alan ve iltihabi
(inflamasyon) yavaglatan boylece serbest radikallerin zararli etkilerine ve endotelial
hasara kars1 koruma gibi biyolojik 6nemli etkileri olan bir antioksidan KA’nin (Maurya
ve Devasagayam, 2010) izolasyonu ve derisiklendirilmesi i¢in KUE ve KA baskili ayri

ayr1 MIP’ler hazirlanmis ve bitkisel 6rnek ve atiklara uygulanmustir.

Sentezlenen KA ve KUE baskili MIP’ler iginde en uygun polimerleri belirlemek igin
uygun monomer ve gozenek olusturucu ¢oziicli cins ve miktarlar1 ile kalip molekiil,

capraz baglayici ve baslatict miktarlarinin optimizasyonu gergeklestirilmistir.

KUE baskili polimer sentezi i¢in en uygun
v Monomer, 4-VP
v' Gozenek olusturucu ¢oziicii, aseton

v' Kalip:monomer:¢apraz baglayict (KUE:4-VP:EDMA) orani, 1:4:20 olarak

belirlenmistir.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691510005697
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691510005697
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KUE-MIP ve NIP i¢in KUE adsorpsiyonu (geri baglanmasi) adsorpsiyon iizerine
zaman, ¢oziicii, derisim etkileri incelenmis ve en uygun adsorpsiyon siiresi olarak 6 saat
ve en uygun adsorpsiyon ¢oziiciisii olarak da ACN: DMSO (98: 2, v/v) belirlenmistir.
Derisim etkisinde ise derisim arttikga MIP ve NIP arasindaki adsorpsiyon farkinin diger
deyisle baskilama faktoriiniin (BF) arttigi goriilmiistir. KUE-MIP ile yapilmis ¢esitli

caligsmalarin karsilastirilmast Tablo 5.1°de goriilmektedir.

Tablo 5.1: KUE-MIP ile ilgili literatiir bilgileri ile ¢calismamizin karsilastirilmasi

Kaynak Mon.-Cap. Bag.-Por. Coz. | Kalip:Mon:Cap.Bag. | Geri Bagla(n)ma | Baskilama
mol oram Coziiciisii Faktorii
Xie ve dig., | AA-EDMA-THF 1:5:50 MeOH 3,57 (HPLC
2001 kolonunda)
Weiss ve 4-VVP-EDMA-Aseton 1:8:40 ACN:H,0:HACc 1,0 (HPLC
dig., 2002 (80:10:10,v/vIv) kolonunda)
Theodoridis | 4-VP-EDMA-DMSO:ACN | 1:5:20 MeOH:HCOOH 1,44 (HPLC
ve dig, 2:3, Vi) (99:1, VIv) kolonunda)
2006
Hong ve MAA-TRIM-MeOH 1:5:25 MeOH 1,27
Chen, 2013
Song ve AA-EDMA-THF 1:7:47 MeOH 1,20
dig., 2009
Pakade ve 4-VP-EDMA- 1:10:46 MeOH:H,0 (7:3, 2,0 (HPLC
dig., 2013 THF:H,0:MeOH (6:3:1, viv) kolonunda)
VIVIV)
Lopez ve 4-VVP-EDMA-Aseton:ACN 1:4:20 Aseton: ACN (3:1, | 4,6
dig, 2012 | &LV vIv)
Curcio ve MAA-EDMA-MeOH:H,0 1:16:25 EtOH: H,0 (5:5, 2,27
dig., 2012 (1:1, viv) vIv)
Xia ve dig, | MAA-DEGDA-DMF 7:140:13,6 ACN -
2006
Molinelli 4-VP-EDMA-Aseton 1:8:40 ACN 1,62
ve dig.,
2002
Calismamiz | 4-VP-EDMA-Aseton 1:4:20 ACN:DMSO 2,83
(98:2, viv)

Tablo 5.1’de gorildiigii gibi bazi ¢alismalarda BF degeri daha yiiksek bulunmus
olmakla birlikte sentez i¢in kullanilan ayiraglar, bunlarin mol oranlari, polimerizasyon

teknikleri, geri bagla(n)ma ¢oziiciileri ve hesaplama yontemleri bizim ¢alismamizdan
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farklidir. Ornegin tabloda parantez icinde HPLC kolonunda yazan caligmalarda
polimerler, HPLC kolonunda sentezlenmis ve adsorpsiyon denemeleri kolon igerisinde

gergeklestirilmistir.

Bizim calisma kosullarimizda ortamdaki nem miktari KUE adsorpsiyonunu
etkilediginden, adsorpsiyon denemeleri sirasinda polimerin ve uygulama yapilacak
orneklerin kuru olmasina dikkat edildi. Baz1 ¢alismalarda ise KUE adsorpsiyonu i¢in su
iceren ¢oziicii karisimlart kullanilmistir. Bu c¢alismalarin bir kismu kullandiklar:
polimerizasyon yonteminden dolay1r nemden etkilenmemekte bir kismi ise etkilenmekte
olmasina ragmen sulu karisim kullanmaktadirlar. Nemden etkilenen adsorpsiyon
caligmalarinda ortamda suyun bulunmasi, baglanma hidrojen bagi esasina dayandigi
icin adsorpsiyonun spesifikligini etkilemektedir. Dolayisiyla elde edilen baskilama

faktorleri calismanin dogrulugunu azaltmaktadir.

Calismamizda KUE-MIP igin statik ve dinamik adsorpsiyon kapasitesi hesaplamalari
yapilmustir. Bu ¢alismalarda en uygun adsorpsiyon ¢oziiciisii olarak ACN:DMSO (98:2,
VIV) ¢o6ziicii karisimi kullanilmigtir. Dinamik kapasite, kolon denemeleri yapilarak
kopma (breakthrough) egrisi ¢izilmesiyle belirlenmistir. Bu sekilde KUE adsorpsiyon
miktar1 7x10™ mmol (946 ug KUE / g polimer) olarak bulunmustur. Statik kapasite,
KUE-MIP ve NIP igin batch adsorpsiyon testi uygulanmasiyla belirlenmistir. Bu
yontemle KUE adsorpsiyon miktar1 5,88x10™ mmol (794 ug KUE / g polimer) olarak
hesaplanmistir. MIP ve NIP’ e ait Freundlich ve Langmuir adsorpsiyon izotermi
sabitleri hesaplanmigtir. Polimerlerin Freundlich izotermine daha uygun oldugu

gorilmiistiir.

1:4:20 KUE-MIP ve NIP i¢in fenolik bilesiklerin se¢imlilik denemeleri, ayri ayri
tartilan polimerlere 40 uM flavonollerden Kuersetin (KUE) ve rutin (RT),
flavanollerden katesin (KAT), hidroksisinnamik asitlerden kafeik asit (KA) ve
hidroksibenzoik asitlerden vanilik asit (VA) cozeltileri ile tek tek batch testi
uygulamasiyla gerceklestirilmistir. Polimerler tarafindan adsorbe edilen fenolik

bilesiklerin miktar siralamas1 asagidaki gibidir:
v" MIP’deki adsorpsiyon siralamasi (umol / g polimer); KUE (3,33) > KA (1,55) >

RT (0,868) > KAT (0,714) > VA (0,416)
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v NIP’deki adsorpsiyon siralamasi (umol / g polimer); KA (1,61) > VA (1,31) >
KUE (0,92) > KAT (0,584) > RT (0,475).

Buradan da goriildiigii gibi kuersetinin MIP iizerindeki adsorpsiyonu ve sec¢imliligi
diger fenolik bilesiklere gore daha fazladir. Rutin, kuersetinin sekerli formu oldugundan
seker yapist sterik engel olusturmus ve bu sebeple MIP ve NIP’te daha az
adsorplanmistir. Katesin de flavonoid yapisinda oldugundan polimerlerde bir miktar
adsorplanmistir. Ancak MIP ve NIP’deki adsorpsiyon miktar1 birbirine ¢ok yakin
oldugu i¢in katesinin MIP’de kaliba girmedigi sadece yapisindaki hidroksil gruplar ile
polimer yiizeyinde hidrojen bagi yaptigr diistiniilmiistiir. Kafeik asit ve vanilik asit,
sirastyla  hidroksisinnamik asit ve hidroksibenzoik asit yapisindadir. Ancak
yapilarindaki hidroksil gruplar1 sebebiyle polimer kalibina girmeden yiizeyle hidrojen
bagi yaparak tutulduklari sdylenebilir. Bu durumda katesin, kafeik asit ve vanilik asidin
KUE-MIP tarafindan adsorpsiyonunun non-spesifik etkilesimlere dayanmakta oldugu

sonucuna varilmistir.

KUE-MIP ve NIP’lerin yap1 analizleri FTIR-ATR spektrumlar1 alinarak
gerceklestirilmis ve MIP ve NIP arasinda belirgin bir fark goriilmemistir. Polimer
morfolojilerinin incelenmesinde ise SEM goriintiileri alinmis ve burada da MIP ve NIP
arasinda c¢ok belirgin bir farklilik gériilmemekle beraber MIP’in, daha yogun gbzenekler
ile daha homojen yapiya sahip oldugu goriilmiistiir. Ciinkii y18in polimerizasyonu
sonucunda elde edilen polimerik yapilar kiiresel yapiya ve gozenekli ylizeylere
sahiptirler. Polimer ylizeyinin gézenekli yapiya sahip olmasi yiizey alanini artirir ve bu
durum polimerin 6zellikle kromatografik uygulamalarda dolgu malzemesi olarak
kullaniminda {iistiinliik saglar. Yapidaki gézenekler polimerin ayni zamanda ytiksek i¢
yiizey alanina sahip olmasina neden olur. Sonugta kiitle aktarimini zorlastiran yiizey ve

difiizyon direngleri azalir ve kiitle aktarimi nispeten kolaylasir. (Song ve dig., 2009)

KUE-MIP’lerin kullanilmasiyla MISPE denemeleri gergeklestirilmistir. Bu ¢alismalarda
iki adet sentetik karigim ve dogal 6rnekler kullanilmistir.
Sentetik karisimlara KUE-MIP ile yapilan MISPE uygulamalarinda,

v Gallik asit-kafeik asit-katesin-rutin-kuersetin’den olusan sentetik karisimdan

% 73 verimle KUE ve % 23 verimle RT geri kazanimlari saglanmistir.
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v" Floridzin-mirisetin-kuersetin® den olusan diger sentetik karisimda ise % 68
verimle KUE ve % 30 verimle MR geri kazanimi saglanmistir.

Daha onceki iki ¢calismada (Yin-Zhe ve Kyung Ho, 2007; Lopez ve dig., 2012) katesinin

on-derisikledirilmesi ve geri kazanimi i¢in KUE baskil1 polimerler kullanilmistir. Bizim

calismamizda ise katesin, flavonol yapisindan olmadigi i¢in KUE-MIP {izerinde

adsorplanmasinin non-spesifik oldugu diisiiniilmiis ve KUE-MISPE isleminde katesin

yikanarak polimerden uzaklastirilmistir.

Dogal 6rneklere KUE-MIP ile yapilan MISPE uygulamalarinda,
v" Isirgan otu ekstrakt hidrolizatindan % 87 verimle KUE,
v Kirmizi sogan kabugu ekstraktindan % 58 verimle KUE ve % 55 verimle KAM,
v' Kirmizi sogan kabugu ekstrakti hidrolizatindan % 86 verimle KUE ve % 82
verimle KAM,
v" Siyah cay ekstrakti hidrolizatindan % 66 verimle KUE ve % 43 verimle KAM,
v" Yesil kahve ¢ekirdegi ekstraktindan % 65 verimle KUE,

geri kazanimlar1 saglanmistir.

Literatirde KUE-MISPE ile ¢esitli bitkisel iirinlerden (beyaz ve kirmizi sarap, yesil
cay, gingko yapraklari, Moringa Oleifera, Cacumen Platycladus, Herba Lysimachiae)
KUE geri kazanimi ylizdeleri %55-98 araliginda degismektedir (Molinelli ve dig., 2002;
Xie ve dig., 2001; Chen ve dig., 2013; Pakade ve dig., 2012; Theodoridis ve dig., 2006;
Song ve dig., 2009). Ayrica Theodoridis ve dig. (2006) ve Song ve dig. (2009), bizim
calisgmamizda oldugu gibi KUE’yi RT ile beraber geri kazanmiglardir.

KA baskili polimer sentezi i¢in en uygun
v" Monomer, 4-VVP
v Gozenek olusturucu ¢oziicti, THF
v' Kalip:monomer:capraz baglayic1i (KA:4-VP.EDMA) orani, 1:4:16 olarak

belirlenmistir.

KA-MIP ve NIP i¢in KA adsorpsiyonu (geri baglanmasi) ilizerine zaman, ¢oziici,
derisim etkileri incelenmis ve en uygun adsorpsiyon siiresi olarak 6 saat ve en uygun

adsorpsiyon ¢oziiciisii olarak da ACN belirlenmistir. Derisim etkisinde ise 400 uM’1n
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altindaki derisimlerde NIP tarafindan adsorplanan KA miktar1 MIP’den diistikken, 400
uM’1m tizerindeki derisimlerde NIP nin adsorpladigi KA miktar1t MIP nin adsorpsiyona
yaklasmakta ve hatta daha yliksek derisimlerde MIP adsorpsiyonunu geg¢mektedir.
Bunun sebebinin KA’nin asetonitrildeki ¢oziiniirliigiiniin diisiik olmasi, bu nedenle,
yiiksek derisimlerde KA’nin zamanla ¢okmesi oldugu disiinlilmiistiir. Dolayisiyla
yiiksek derisimlerde, c¢ozeltide Olciilen KA absorbanslarinin  polimerin  KA’y1
baglamasiyla ilisiklendirilemeyece8i sonucuna varilmistir. Bu sebeplerden dolay1
adsorpsiyon ¢alismalarinda 400 uM’1n altindaki derisimler kullanilmigtir. Adsorpsiyon

denemelerinde 1:4:16 polimerinin baskilama faktorii 2,02 olarak bulunmustur.

KA-MIP’ te KA ve KLA i¢in statik ve dinamik adsorpsiyon kapasitesi hesaplamalari
yapilmistir. Dinamik kapasite hesabi i¢in ACN ortaminda kolon denemeleri yapilarak
kopma (breakthrough) egrisi ¢izilmistir. Elde edilen dinamik kapasite bulgularina gére
KA icin 5,70x10™ mmol (1027 pg KA/g polimer) ve KLA i¢in ise 9,05 x 10™* mmol
(3207 ng KLA/g polimer) kapasite hesaplanmigtir. Statik kapasite hesaplamasi i¢in KA-
MIP ve NIP’de KA ve KLA i¢in kesikli temas (batch) adsorpsiyon metodu uygulanmis
ve adsorpsiyon kapasitesinin KA igin 3,72x10™ mmol (670 pg KA /g polimer) ve KLA
icin 3,98x10™ mmol (1412 ng KL A /g polimer) olarak belirlenmistir. MIP ve NIP’ e ait
Freundlich ve Langmuir adsorpsiyon izotermi sabitleri hesaplanmistir. Polimerlerin

Freundlic izotermine Langmuir izoterminden daha fazla uydugu goriilmistiir.

KA-MIP VE NIP ile batch testi denemeleriyle se¢imlilik ¢alismalart yapilmistir. Bunun
icin 80 puM hidroksisinnamik asit smifindan KA, RA, SA, FA, KLA, p-KUA,
hidroksibenzoik asit sinifindan GA, VA, 4-HBA, 3,4-diHBA ve flavonoid sinifindan
KAT standartlar1 kullanilarak ayri ayrt KA-MIP ve NIP’ler ile yapilan batch testi
sonucunda adsorbe edilen miktar siralamasi agsagidaki gibidir:
v MIP’deki adsorpsiyon siralamasi (umol/g polimer); RA (7,90) > KLA (7,65) >
KA (6,65) > GA (5,37) > 3, 4-diHBA (4,30) > KAT (3,46) > 4-HBA (2,24) >
SA (1,86) > VA (1,72) > p-KUA (1,70) > FA (1,26).
v NIP’deki adsorpsiyon siralamasi (umol/g polimer); KLA (7,15) > RA (6,78) >
GA (4,36) > KA (3,76) >3,4-diHBA (3,28) > KAT (2,51) > 4-HBA (1,92) > FA
(0,90) > VA (0,86) > SA (0,55) > p-KUA (0,35) seklindedir.
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Hidroksisinnamik asit yapisinda olan FA adsorpsiyonuna bakildiginda yapi1 olarak
KA’ya benzemesine ragmen fenil grubunda 3-metoksi yapis1 bulunmasinin sterik engel
olusturup hidrojen bagi yapma etkinligini azalttigi, bu sebeple MIP ve NIP’de
adsorpsiyonunun g¢ok yiiksek olmadigi goriilmektedir. KLA ise KA’nin kuinik asit esteri
oldugundan MIP kalibina girmesi i¢in sterik engel olusturmasi beklenmekte, ancak ¢cok
fazla hidroksil grubu igerdigi i¢in hem MIP hem de NIP tarafindan yiiksek oranda
adsorplanmaktadir. RA ise KA’nin fenil esteri olmast ve ¢ok fazla hidroksil grubu
icermesinden dolayr KA-MIP ve NIP’te oldukca yiiksek miktarda adsorplanmistir.
Yiiksek miktarda adsorplanan KLA ve RA’nin MIP ve NIP arasindaki adsorpsiyon farki
KA’ya gore diisiik oldugundan bu bilesiklerin adsorpsiyonu KA kadar 6zgiil degildir.
SA ise fenil halkasindaki 3,5-dimetoksi grubunun sterik engellemesi nedeniyle MIP ve
NIP’de daha az adsorplanmaktadir. p-KUA de KA’dan farkli olarak fenil halkasinda
sadece 4-hidroksi yapist igerdiginden MIP ve NIP’de adsorpsiyonu diisiiktiir.
Hidroksibenzoik asit yapisinda olan GA ve 3,4-diHBA, KA’ya gore daha kiiciik
molekiil yapisinda oldugundan ve KA gibi 3,4-dihidroksi yapisi i¢erdiginden polimerde
tutulma orani yiiksektir. VA ve 4-HBA’nin KA yapisiyla benzer tek bir kaliba baglanma
noktast oldugundan polimer tarafindan adsorpsiyonu diisiiktiir. Flavonoid yapisinda
olan KAT’1n ise KA ile 3,4-dihidroksifenil yapisi ortak oldugu i¢in polimer tarafindan

bir miktar adsorplandig1 goriilmiistiir.

KA-MIP ve NIP’lerin yapr analizleri ATR spektrumlar1 alinarak gerceklestirilmis ve
MIP ve NIP arasinda belirgin bir fark olmadigi goriilmiistiir. Bu durum KA ve
polimerik  Orneklerin  yapilarindaki  benzerlikten kaynaklanmaktadir.  Polimer
morfolojilerinin incelenmesinde ise SEM goriintiileri alinmis ve burada da MIP ve NIP
arasinda ¢ok onemli bir farklilik goriilmemistir. Bircok makrogdzenek ve akig-kanallari
bu polimerlerin ag iskeletleri iginde bulunmaktadir. Bu makro gbézenekler ve kanallar
hareketli fazin polimer i¢inden diisiik akis direnci ile akisini ve bdoylece ¢oziinen
maddenin hizli kiitle aktarimini saglar. Ayrica diisiik geri basing, yiiksek akis hiziyla
calismaya olanak verir. Polimerizasyon sicakligi, ¢oziicii tipi ve bilesim polimerin

gbzenek Ozelliklerini etkileyen en 6nemli ti¢ faktordiir (Zhu ve dig., 2010).

KA-MIP’lerin kullanilmasiyla sentetik karisim ve yesil kahve cekirdegi ekstrakti i¢in
MISPE denemeleri gerceklestirilmisgtir. KA-MIP kullanilarak 4-hidroksi benzoik asit-
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vanilik asit-p-kumarik asit-kafeik asit-ferulik asit’ten olusan sentetik karisim igin

MISPE uygulamasinda % 49 verimle KA geri kazanimi1 saglanmaistir.

Yesil kahve c¢ekirdegi ekstraktindan ise KA-MIP kullanilarak yapilan MISPE

uygulamasinda % 41 verimle KLLA geri kazanim1 saglanmistir.

Literatiirde KA-MIP’lerin kullanilmasiyla yapilan ¢ok az sayida MISPE uygulamasi
bulunmaktadir. Omegin, Zhu ve dig. (2010)’nin yaptiklar1 ¢alismada Salicornia
Herbacea bitkisinden monolitik KA-MISPE uygulamasiyla yaklasik % 75 verimle KA,
3,4-diHBA ve FA’dan olusan {i¢ organik asidin birlikte geri kazanimi saglanmustir.
Michailof ve dig. (2008) yaptiklari ¢alismada zeytinyagi fabrikasi atiklarinin sadece
hidroksisinnamik ve hidroksibenzoik asitleri igeren ekstraktindan KA geri kazanimi
saglamiglar ancak geri kazanim yiizdesi ile ilgili bir bilgi vermemiglerdir. Li ve dig.
(2013) mantar ekstraktlarindan KA-MISPE yontemiyle % 52 verimle KA ve % 85
verimle KA fenil esteri geri kazanimi saglamislar. Li ve dig. (2005) Eucommia
ulmodies yaprak ekstraktlarint C;g  kolondan gecirip monolitik KA-MISPE

uygulamasiyla KLA geri kazanmiglardir.
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