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OZET

KOMSU HIDROKSIL GRUBU TASIYAN FLAVONOIDLERIN BORONIK
ASIT FONKSIYONLU MAKROGOZENEKLI ES BOYUTLU POLIi(4-
KLOROMETILSTIREN-ko-DIiVINILBENZEN) PARTIKULLERLE
KESIKLI SISTEMDE AYRILMASI VE BiTKi OZUTLERININ
ANTIOKSIDAN AKTIVITESININ ARTIRILMASINA YONELIK
KULLANIMI

Onur CETINKAYA

Yiiksek Lisans Tezi

Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Hiiseyin CICEK

Ocak 2012, 91 sayfa

Flavonoid bilesikleri, biyolojik ve fizyolojik aktivitelerinden dolayr saglikla ilgili
tiriinlerin olusturulmasinda, kozmetikte ve tipta genis kullanim alani bulmaktadir.
Bitkilerin biinyesinde yer alan bu bilesikler ¢esitli kimyasal maddelerle 6ziitlenerek
saflastirilmaya calisilmaktadir. Kullanilan kimyasallarin maliyeti artirict ve ¢evreye
olan olumsuz etkileri diigiiniildiigiinde alternatif bir yol olarak adsorban yapilarin
kullanilmasi 6n plana ¢ikmaktadir. Bu amagla 2,5 pm ¢apli kiiresel es boyutlu tohum
polistiren (PS) mikropartikiilleri dispersiyon polimerizasyonu yontemi ile iiretilmis,
bu partikiiller ¢ok basamakli sisirmeli tohumlu polimerizasyon yontemi ile
klorometil stiren (CMS) monomeri ve divinil benzen (DVB) c¢apraz baglayicisi
kullanilarak klor fonksiyonel gruplar icerecek sekilde c¢aplari yaklagik 7 pm’ye
kadar c¢ikarilmistir. Partikiiller yiizeylerindeki klor gruplari iizerinden komsu
hidroksil grubu tasiyan flavonoidlere ilgi duyacak sekilde boronik asit (APBA)
ligand: ile tiirevlendirilmistir. Uretilen partikiillerin {izerlerindeki APBA ligandinin
komsu hidroksil gruplar igeren kersetin, rutin ve komsu hidroksil grubu igermeyen
fakat kersetine c¢ok benzer bir yapi olan apigenin kullanilarak yapinin komsu
hidroksil gruplarina kars1 olan seciciligi ortaya konulmustur.

APBA fonksiyonlu poli(CMS-ko-DVB) partikiilleri ile Hypericum perforatum
bitkisinin etanol ve etil asetat oOziiti ile adsorpsiyon/desorpsiyon c¢alismalari
yaptlmistir. Her iki oOziit ile elde edilen desorpsiyon ortamlarinin antioksidan
aktivitesinin yliksek oldugu ve ozellikle etil asetat ekstrakti ile yapilan caligsmada
belirgin olarak arttigi bulunmustur. DPPH radikal giderim agisindan ise desorpsiyon
ortamlarinin aktivitesinin baglangi¢ Oziitiine gore azaldigi goriilmiistiir. Etil asetat
ekstrakt1 ile yapilan caligmada adsorplanmadan ortamda kalan karisimin DPPH
giderim aktivitesinin hem baslangi¢ etil asetat ekstraktina hem de desorpsiyon
sonrasi elde edilen karisima gore yiiksek oldugu sonucu elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Es boyutlu lateks partikiiller, Aktive edilmis sisme metodu,
Kromatografik dolgu materyali, Adsorpsiyon-desorpsiyon,
Antioksidan aktivite
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ABSTRACT

BATCH ISOLATION OF CIS HYDROXY CONTAINING FLAVONOIDS BY
USING BORONIC ACID FUNCTIONILIZED MACROPOROUS UNIFORM
POLY(4-CHLOROMETHYLSTYRENE-co-DIVINYLBENZENE)
PARTICLES AND THEIR APPLICATION TO INCREASE THE
ANTIOXIDANT ACTIVITY OF PLANT EXTRACTS

Onur CETINKAYA
Master of Science (M.Sc)
Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Hiiseyin CICEK
January 2012, 91 pages

Flavonoids have a wide usage in the areas of medicine and cosmetics due to their
biological and physiological activity. These compounds are found in the structures of
some plants and they are tried to be isolated and purified by extraction using various
chemicals. However, considering the environmental and economical problems
resulting from the usage of these polluting and costly chemicals, the usage of
adsorbents becomes a preferable alternative way. For this purpose, uniform seed
polystyrene (PS) micro-particles with 2.5 um diameter were produced via dispersion
polymerization method and the diameters of these particles were enlarged to about 7
um via multistage swollen seeded polymerization using chlorometyhlstyrene (CMS)
as monomer and divinylbenzene (DVB) as crosslinking agent in a way to include
chlorine functional groups. Particles are derivatized by boronic acid (APBA) ligand
via the chlorine atoms on their surfaces to be able to react with the vicinal
flavonoids. The selectivity of the APBA ligand on the produced particles to the
quercetin and rutin including vicinal hydroxyl groups was investigated by using
quercetin, rutin and apigenin, which does not include vicinal hydroxyl groups but
does have a similar structure with that of quercetin.

The adsorption/desorption studies were carried out on the APBA functionalized
poly(CMS-co-DVB) particles and Hypericum perforatum plant using the ethanol and
ethyl acetate extracts. Especially with ethyl acetate extract, both of plant extract and
desorption medium have high antioxidant activity. It was found that the antioxidant
activities of the desorption media were high for both of the extracts and it especially
increased with the use of ethyl acetate extract. For the DPPH radical scavenging, it
was seen that the activity of the desorption media decreased with respect to that of
the initial extract. It was also obtained in the study performed using the ethyl acetate
extract that the DPPH radical scavenging activity of the mixture, remained non-
adsorbed in the medium, was higher than those of both initial ethyl acetate extract
and post-desorption mixture.

Keywords: Uniform latex particles, Activated swelling method, Chromatographic
packing material;  Adsorption-Desorption;  Antioxidant  activity
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ONSOZ

Bu calismayr gerceklestirmemde biiylik emegi bulunan, tez konusunun secimi,
hazirlanmasi1 ve arastirmalarin yiiriitiilmesinde her tiirlii bilgi ve Onerileriyle bana
yon veren degerli hocam Prof. Dr. Hiiseyin CICEK’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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sunmak isterim.
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SEMBOLLER ve KISALTMALAR DIZINi

uL Mikrolitre

pum Mikrometre

ug Mikrogram

PS Polistiren

CMS 4-vinilbenzil kloriir

AIBN 2,2’-Azobis(2-metilpropionitril)

PVP Polivinilpirolidon

DBP Dibiitilfitalat

NaOH Sodyum hidroksit

DVB Divinilbenzen

SDS Sodyum Lauril Stilfat

PVA Poli(vinil alkol)

THF Tetrahidrofuran

APBA 3-Aminofenilboronik asit

B-(NAD) B-nikotinamid adenin dinukleotid

HPLC Yiiksek performansli (basingli) sivi kromatografisi
SEC Biiyiikliik¢e ayirma kromatografisi

RNA Riboniikleik asit

HEPES 4-(2-hidroksietil) piperozin-1-etansulfonik asit

uv Ultraviyole

DPPH 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil

Dn Partikiillerin sayica ortalama ¢ap1

N; Di (um) gapina sahip partikiil sayisi

U Polidispersite indeksi

Dw Partikiillerin agirlik¢a ortalama ¢ap1

SEM Scanning Electron Microscope (Taramali elektron mikroskobu)
HCI Hidroklorik asit

IR Infrared

FT-IR Fourier Transform Infrared (Tasimal1 gegirgen kizilotesi)
Co Baslangi¢ konsantrasyonu

cpm Cycle per minute (Dakikadaki ¢alkalama devir sayis1)
Q Adsorpsiyon kapasitesi (mg flavonoid / g partikiil)
Wp APBA bagli poli(CMS-ko-DVB) mikropartikiil kuru agirligi (g)
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A0
Af
Co

Ps
NH;

b
AA
Ao
A;
Witk

Wiesorp
Weseli
nm

IUPAC

y

C

n

k
HPEtOH
HPA
HPD
ECso
AAPH
EtOAC
EtOACA
EtOAcD

Adsorpsiyon oncesi adsorpsiyon ortami absorbans degeri
Adsorpsiyon sonrast adsorpsiyon ortami absorbans degeri

Adsorpsiyon Oncesi adsorpsiyon ortami flavonoid konsantrasyonu

(mg/ml)

Adsorpsiyon ortami toplam hacmi (ml)

Adsorpsiyon dncesi ilgili flavonoidin geldigi yerdeki pikin alani
Adsorpsiyon sonrasi ilgili flavonoidin geldigi yerdeki pikin alan1
Amonyak

B-karoten renk agilim orani

Baslangi¢ absorbansi

360 dakika inkiibasyondan sonraki absorbansi

Antioksidan Aktivite

Kontroliin absorbansi

Ormnegin absorbansi

Etanol 6ziitii stok ¢ozeltisinin adsorpsiyon dncesi igerdigi toplam kati
miktar1 (mg)

Adsorpsiyon sonrasi desorbe edilmis toplam kat1 miktar1 (mg)
Adsorpsiyon sonrasi ¢ozeltide kalan kat1 miktari
Nanometre
International Union of Pure and Applied Chemistry
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1.GIRIS

Kanser vakalar1 basta olmak iizere bir ¢ok hastaligin iyilestirilmesine ydnelik
alternatif ilaclarin gelistirilmesi iizerine yogun bilimsel calismalar yapilmaktadir.
Baz1 bitki 6ziitlerinde bulunan ¢esitli faydali bilesiklerin de bu amaca yonelik olarak

etkileri arastirilmaktadir.

Flavonoidler modern eczacilik uygulamalarinda anti-infilamator, anti-timor, anti-
oksidan ve serbest radikal yok edicisi olarak kullanilabilmektedir. Bu nedenle de
klinik uygulamalar i¢in oldugu kadar dogal ilag gelistirilmesi siirecinde {izerlerinde
fazlaca arastirma yapilan dogal bilesikler grubunda yer almaktadirlar (Havsteen,

2002, Walle, 2004).

Dogal flavonoid bilesiklerinin 6ziitlenmesi ve saflastirilmasi teknikleri igerisinde
¢oOziicli ekstraksiyonu bilinen en eski ve gelisimini tamamlamis yontem olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Takeda ve Fatope, 1988; He vd., 2002). Fakat son yillarda
artan c¢evre kirliligi bilinci ve ¢oziicii ekstraksiyon siirecleri neticesinde olusan atik
coziiciilerin ¢evreyi tehdit etmesi, cevre dostu, yiiksek secicilige sahip, verimi ytliksek
ve toksisitesi digiik tekniklerin gelistirilmesini zorunlu kilmistir. Ekstraksiyon
yontemleri istenilen bir bilesigi ya da bilesik grubunu umulan etkinlikte ayirmak pek
miimkiin olamamakta, ayrica kullanilan ¢oziicli miktarinin fazla olmasi cevre
sorunlarina da neden olabilmektedir.Bu amagla makrogozenekli regineler aktif
bilesiklerin kazanilmasi icin yeni tekniklerin gelistirilmesinde kullanilmaya
baglanmigtir (Pi vd., 2008). Farkli yapilarda adsorbanlar kullamilarak tiim bu
dezavantajlarin oniline gegebilmek icin ¢ok sayida calisma yapilmistir. Calismalarin

bircogunda olumlu sonuglar yakalanmistir.

Yapilan bu ¢calismada ise daha 6nce denenmemis aminofenil boronik asit fonksiyonlu
es boyutlu ve makrogézenekli poli(klorometilstiren-ko-divinilbenzen) partikiiller
kullanilmistir.  Gelistirilen partikiiller antioksidan aktivitesi oldugu bilinen ve
tizerinde komsu hidroksil gruplar1 bulunan fenolik bilesiklere ilgi duyabilecek ve
onlar1 yiiksek secicilikte yakalayabilecek Ozelliktedir. Calismada, gelistirilen
partikiiller halk arasinda kantaron otu olarak bilinen bitkinin Oziitleri ile
etkilestirilerek daha yiiksek antioksidan aktiviteli karisgimlarin elde edilebilecegi

gosterilmistir. Gelistirilen adsorbanin bagka bitki 6ziitlerine uygulanabilme ve ilging
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sonuglarin elde edilebilme ihtimali de bulunmaktadir. Ayrica es boyutlu olmalar
nedeniyle ileride kolon kromatografisinde kullanilabilme  potansiyelleri

bulunmaktadir.

1.1. Amac ve Kapsam

Literatiirde yapilan adsorpsiyonla flavonoid bilesiklerinin izolasyonu ¢alismalarinda
agirhikli  olarak iyonik olmayan ve hidrojen bagi yapabilecek adsorbanlar
kullanilmaktadir. Bu tiir adsorbanlar hidroksil grubunun bagli oldugu fenolik
yapilarin  timiinii yakalayabilmektedir. Bu durumda segicilik diismektedir.
Antioksidan 6zelligi yliksek flavonoid yapilarin birgogunda komsu hidroksil grubu
yer almaktadir. Bu gruplara sahip flavonoidlerin ortamdan gekilerek daha belirgin
yapilarin segici olarak ayrilmasi sonucu antioksidan aktivitenin artirilabilecegi
disiiniilmiistiir. Bu nedenle komsu hidroksil grubuna ilgisi olan adsorbanlarin
tiretimi bu c¢alismada Oncelikli hedef olmustur. Gelistirilecek adsorbanlarin HPLC
uygulamalarinda kullanilabilirliklerini miimkiin kilabilmek amaciyla es boyutlu
olarak tretilmeleri ve ¢aplarinin yaklasik olarak 6-10 um araliginda ve es boyutlu
olmasi hedeflenmistir. Bu amagcla literatiirde de yapildig1 gibi (Cicek, 2005) fakat
farkli bir adsorban ve yontem kullanilarak bu kez poli(4-klorometilstiren-ko-
divinilbenzen) (poli(CMS-ko-DVB)) partikiillerinin tizerlerindeki klor gruplari
vasitastyla amino fenil boronik asit (ABPA) ligandi ile tiirevlendirilip komsu
hidroksil gruplarina sahip flavonoidlere ilgi duyabilecek duruma getirileceklerdir. Bu
adsorbanlarin  literatiirde  yapildigt gibi  komsu hidroksil grubu igeren

oligoniikleotidlerin izolasyonu amaciyla kullanim1 da miimkiin olabilecektir.

Gelistirilmis yapilarin afinite kromatografisinde kolon dolgu materyali olarak
kullanim1 da planlanmaktadir. Uygun sonuglar elde edilirse ekonomik yonden ciddi

kazanimlarin olmasi1 da umulmaktadir.

Halk saglig1 ve ileride baz1 hastaliklarin tedavisine yonelik olarak kullanilabilecek
antioksidan aktivitesi yliksek karigimlar iiretilebilmesi beklentilerimiz igerisindedir.
Ayrilan karigimlardan beklenen sekilde yiiksek antioksidan aktiviteli triinler elde

edilebilirse saglik sektoriinde 6nemli ticari bir adim atilmis olacaktir.



1.2. Kaynak Ozetleri

Hypericum perforatum L iizerine yapilmis bir¢cok arastirmada bitki oziitlerinin
antidepresan, antianksieti, antiviral, ve antimikrobiyal aktivite gosterdigi rapor
edilmistir (Sakar ve Tamer, 1990; Butterweck vd., 1997, 2000, 2002; Barnes vd.,
2001; Flausino vd., 2002). Ornegin Hypericum perforatum oziitiiniinden hazirlanan
(LI 160) 12 yas grubu ¢ocuklarda goriilen psikovejetatif ve depresif rahatsizliklarda

potansiyel etkileri ispatlanmistir (Hubner ve Kirste, 2001).

Hypericum tiirlerinde flavonoidler (Ishiguro vd., 1991, 1993; Chung vd., 1997; Dias
vd., 1998), ksanthonlar (Gunatilaka vd., 1979; Rath vd., 1996; Wu vd., 1998),
kromenil ketonlar (Ishiguro vd., 1990; Wu vd., 1998), hyperforin tiirevli bilesikler
(Decosterd vd., 1989; Maisenbacher ve Kovar, 1992; Trifunovic vd., 1998),
filoroglusinoller (Decosterd vd., 1991; Ishiguro vd., 1994; Ishiguro vd., 1998), n-
alkanlar (Brondz vd., 1983) naftodiantronlar (Kitanov, 2001) ugucu yaglar (Cakir
vd., 1997), biflavonoidler (Cakir vd., 2003) bulunmaktadir. Hypericum tiirii bitkiler
fenolik yapili ve ozellikle flavonoidler bakimdan oldukga zengindir. Hatta onlarda
tespit edilen bazi biflavonoidlerin varliginin Hypericum tiirlerinin tibbi aktivitelerini
daha da arttirdigr ileri siiriilmektedir (Cakir vd., 2003). Flavonoidlerin gelecekte
muhtemel kullanim alanlar1 ayrica belirtilmistir (Forkmann ve Martens 2001; Rijke
vd., 2006).

Hypericum perforatum bitkisinin kok {stii bolgelerinin sulu alkol ekstraktlart (%60
etanol veya %80 metanol) dogal alt1 ana grubu i¢cermektedir (Saddige, 2010). Bu alt1
ana gruptan naftodiantronlar grubunda hiperisin ve pseudohipersin; filoroglusinoller
grubunda hiperforin ve adhiperforin; flavonoid grubunda kaempferol, luteolin,
mirisetin and kersetin, hiperozit (hiperin), rutin, kersitrin ve izokersitrin; biflavonlar
grubunda biapigenin, amentoflavon, diquercetin; fenilpropan grubundan p-kumarik
asit and kafeik asit. klorojenik asit; ugucu yag gruplarindan alifatik bilesikleri (2-
metil oktan, n-nonan, n-dekan, n-undekan, n-tetradekanol, 2-metil-dekan ve 2-metil-
dodekan) ve terpenoid bilesikleri (a-pinen, PB-pinene, geraniol, B-karyofiylen,
B-farnesen, humulen ve germakren D) bulunmaktadir. Ayrica az miktarda tanin,

zenton, esansiyel yag ve amino asitler icermektedir.

Hypericum perforatum bitkisinin etanolik ekstrakti ve fraksiyonlarin antioksidan

potansiyelleri degerlendirilmis ve fenolik bilesikleri ile iligskilendirilmistir (Silva vd.,
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2005). Yapilan bu ¢alismada Hypericum perforatum bitkisinin etanol ekstraktinin
farkli polaritelere sahip ¢oziiciilerden elde edilen fraksiyonlar1 incelenmis ve bitkinin
Oziitlinde hiperofin, hiperisin, quercertin, biapigenin, kafeoilkuinik asit ve flavonoid
glikozitleri gibi yapilarin varligi aydinlatilmistir. Bu flavonoid yapili bilesiklerin
anti-radikal aktivitesi ve yag peroksidasyonlar1 arastirilarak hangi fraksiyonlarin

daha ¢ok aktivite gosterdigi saptanmistir.

Hypericum perforatum bitkisinin flavonoid tiirli bilesiklerinin miktarlar1 ve
bilesimleri iilkeden iilkeye hatta aym {iilke igerisinde bolgeden bolgeye degistigi
goriilmektedir (Cirak vd., 2007; Hosni vd., 2010). Ornegin Cirak ve ekibinin yapmis
oldugu ¢alismada Tiirkiye’nin kuzeyindeki Hypericum perforatum bitkisinin etanol
ekstraktindaki klorojenik asit, rutin, hiperozit, apigenin-7-O-glukosit, kersitrin,
kersetin ve hiperisin bilesimleri incelenmis ve birbirine yakin boélgelerdeki bitkinin

bu flavonoid tarzit molekiillerde bilesimlerinin degistigi ortaya konulmustur.

Flavonoidlerin zenginlestirilmesi i¢in ticari polimerik adsorbanlarin kullanildigi bazi
¢alismalar mevcuttur (Xu vd., 2000; Maria vd., 2002; Scordino vd., 2003; Fu vd.,
2005; Zhang vd., 2007). Bu reginelerin ¢ogunlugu hidrofobik polistiren ve
poliakrilikester formunda yapilardir. Elde edilen bulgulara gére polimerik adsorban
yapisinin hidrofobisitesitesindeki artis Van Der Waals etkilesimlerini artirarak
tizerlerinde komsu hidroksil gruplar igeren aromatik flavonoid yapilarin daha az
adsorblanmasina neden olmaktadir (Crittenden vd., 1999). Kisaca artan hidrofobisite
flavonoid seciciligini azaltmaktadir. Polimerik adsorban yapisinda hidrojen bagi
kurabilecek ester, amin ve amid fonksiyonel gruplarinin varlig ise hidrojen bag: ile
flavonoid yakalanmasini saglayarak adsorbanin flavonoid segiciliini ve verimini
artirmaktadir. Ancak yapilan calismalar adsorbanin yapisina gore en ideal verimin
belli bir “hidrofobisite artirict kisim/hidrojen bagi artirict kisim”  oraninda
olabildigini gostermistir. Polimerik molekiiller igerisindeki hidrofobisite yaratan
kismmn miktar1 belli bir degere ulasmadik¢a ortamda bulununan flavonoid
molekiilleri su molekiilleri ile etkilesime girmeyi tercih etmekte ve polimerik
adsorbanin se¢iciligini diisiirmektedir (Renner vd., 2006; Ren vd., 2008). Bu bulgular
dikkate alinarak yapilan bir ¢aligmada ester, amin ve amid gruplari tasiyan etilen
glikol dimetakrilat (EGDMA)-metilakrilat (MA) kopolimerik partikiilleri (¢ap: 0.2-
0.3 mm ve yiizey alani: 45-94 mz/g) sentezlenmis ve hidrofobisitenin (dimetakrilat

orani) artirilmast ile flavonoid adsorpsiyonu segiciligindeki degisim incelenmistir.
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Amid fonksiyonel gruplar iceren yapilarla %15 EGDMA oraninda ayrilan
karisimdaki flavonoid orani %3 ler den %50’nin iizerine ¢ikarilmistir (Geng vd.,
2009). Sonuglar ticari olan yine ester, amin, amid gruplari igeren poli(stiren-divinil
benzen) yapisinda adsorbanlarin (cap: 0.3-0.8 mm ve yiizey alani: 80-120 m?/g)
sonuglart ile karsilastirlldiginda daha yiliksek secicilige ulasildigi goriilmiustiir.
Uzerinde hig bir fonksiyonel grup icermeyen benzer ticari yapilar (¢ap: 0,3-0,8 mm
ve yiizey alani: 480-800 m%/g) kullamlmas: durumunda diger ticari adsorbanlara gore
daha diisiik adsorpsiyon degerleri elde edilmistir. Amin fonksiyonel gruplu adsorban
partikiillerin amin gruplar1 ile fenolik gruplar arasindaki etkilesiminin kuvvetli
olmas1 nedeniyle desorpsiyon yiizdelerinin diisiik oldugu bulunmustur. Bu nedenle

amin gruplu yapilar flavonoid yapilarinin ayristirtlmasi i¢in uygun bulunmamastir.

Yukaridaki bilgiler 1s181inda flavonoidlerin saflagtirilmasi amaciyla yaklasik 3-10 pm
araliginda ¢apa sahip uniform, farkli gbzeneklilikte ve yapisinda komsu hidroksil
gruplari iceren flavonoid molekiillerine ilgisi olan aminofenil boronik asit (APBA)
ligand1 tasiyan polimerik adsorban mikropartikiillerin gelistirilmesinin simdiye kadar
bilinen adsorbanlara goére secicilik ve zenginlestirme verimi agisindan avantajli
sonuglar yaratacagi diisiiniilmiistiir. Onemli bazi flavonoidlerin molekiil yapilart

Sekil 1.1°de verilmektedir.

Sekil 1.1°deki molekiiller bazi bitkilerin aseton ve alkol fraksiyonunda major bilesik
olarak bulunmakta ve ayrilarak biyoaktivitesi daha yiiksek fraksiyonlarin elde
edilmesi bu agamada 6nem arz etmektedir. Bu gibi durumlarda komsu hidroksil
grubu tasiyan bu ve benzeri molekiilleri ayirabilmesi agisindan boronik asit

fonksiyonlu tagiyicilarin uygun olacag: diisiiniilmektedir.

Partikiillerin 6zellikle “es boyutlu”, makrogdzenekli olmas: ileriki g¢aligmalarda
flavonoid molekiillerin “afinite  HPLC (Yiiksek performansh (basingl) sivi
kromatografisi)” uygulamalarinda tayini agisindan 6nemlidir (Unsal vd., 2005; Unsal
vd., 2006). HPLC kolonlarinda uygun kullanim partikiil ¢ap1 araligi olan yaklagik 3-
20 pum araliginda es boyutlu partikiillerin dogrudan elde edilmesi bilinen

polimerizasyon yontemleri ile yapilamamaktadir. HPLC dolgu malzemesi uniform
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Sekil 1.1. Adsorpsiyon ¢alismalarinda kullanilan H. perforatum bitkisindeki kersetin, apigenin,
rutin ve diger fenolik yapil bilesiklerin molekiiler yapilari
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partikiillerin 1-20 um araliginda sentezi i¢in “aktive edilmis sisme metodu” ismiyle
onerilen ilk yontem Ugelstad’a aittir (Ugelstad, 1978; Ugelstad vd., 1979; Ugelstad
vd., 1992). Emiilsiyon polimerizasyonu ile elde edilen es boyutlu polistiren
partikiillerin kullanilip stiren ve divinil benzen monomerleri ile sisirilmesi ve daha
sonra polimerlestirilmesi asamalarini igceren “tohumlu emiilsiyon polimerizasyonu”
yontemiyle 10 um boyutunda es boyutlu partikiiller elde edebilmistir (Cheng vd.,
1992; Unsal vd., 2004). Bu partikiillerin gdzenek boyutu ortalama 500 A civarmda
olup makrogozeneklidir. Gozenek boyutu, c¢ikis lateksini olusturan polistiren
zincirlerinin  ortalama molekil agirh@ diistikce dagilim gdstermekte ve

mezogdzeneklilige dogru kaymaktadir.

Yine c¢ikis partikiili olarak poli(stiren)’in kullanildig1 benzer yontemle yapilan bir
bagka calismada poli(glisidil metakrilat-ko-etilen dimetakrilat) kopolimerinin
hidroliz formu olan es boyutlu polar partikiiller “basamakli sekil kalip
polimerizasyonu” adi verilen yontemle elde edilmistir (Wang vd., 1992). Yaklasik 7
um capinda ve 200 A gbzenek boyutunda olan bu es boyutlu partikiiller normal faz
biiyiikliikge ayirma kromatografisinde (SEC) yapilan calismalarda iyi sonuglar
vermistir. Gozenek boyutu polimerik goézenek olusturucularin bilesimi tarafindan
belirlenmektedir. Sisirme isleminden sonra ¢ikis partikiiller igerisindeki ¢dziinen
polimer kesrinin artmasi gozenek boyutunun artmasina neden olmaktadir. SEC
sonuclarinin 1yi olmasi gézenek boy dagilimin diizenliligine baglanmaktadir. Diisiik
kolon geri basinci (=column back-pressure), kolon boyunca diizenli akis rejimi ve
yiiksek c¢oziintirliikte sivi kromatogramlarinin elde edilebilmesinin kromatografik
kolon dolgu maddelerin es boyutlu olmasi ile ilgili oldugu yapilan calismalarda
vurgulanmistir (Tuncel ve Cicek, 1997; Tuncel vd., 2003).

Es boyutlu poli(stiren-divinilbenzen) kopolimer partikiilleri yukarida bahsedilen
emiilsiyon polimerizasyonu yerine dispersiyon polimerizasyonundan elde edilen es
boyutlu polistiren ¢ikis partikiillerinin tek basamakli sisirilmesi ve arka sira
polimerizasyonu ile de tiretilmistir (Ogino vd., 1995). Bu ¢alisma ile partikiil boyutu
4.1-7.5 pm aralifinda ayarlanabilen poli(stiren-divinilbenzen) kopolimerik es
boyutlu partikiiller elde edilmistir. Partikiillerin gézenek boyutu ortalama 30-550 A
araliginda ayarlanabilmektedir. Aymi1 yaklasimla oligo(etilen glikol) dimetakrilat
partikiiller boyutlar1 5,5-9,7 Am aralifinda ayarlanabilecek sekilde es boyutlu olarak
elde edilmistir (Ogino vd., 1995). Bu partikiiller SEC ile proteinlerin ayrilmasi
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isleminde basariyla kullanilmistir. Aym sekilde es boyutlu makrogézenekli glisidil
metakrilat-etilen dimetakrilat kopolimer partikiilleri sentezlenmistir. Zayif katyon
iyon degisimi i¢in kullanimi diislinlilen bu partikiiller {izerine yapinin hidrofilik
Ozelligini artirict karboksil gruplari takilmigtir. Partikiillerin kullanildigi iyon degisim

kromatografisi ile protein karisimlar1 basariyla ayrilabilmistir.

Boronik asit fonksiyonlu destek maddelerini igeren kromatografik caligmalar
“boronat affinite kromatografisi” adi altinda toplanmistir. Bu calismalar destek
materyali iizerindeki boronat gruplari ile hedef molekiiller arasindaki kompleks
olusumu ile gergeklestirilmektedir (Senel vd., 2002 ). Niikleotid, RNA, glisated
proteinler ve glikoenzimlerin segici olarak elde edilmesi i¢in bir kolon igerisinde
boronik asit tastyan partikiiller kullanilmaktadir. Bu amagla boronik asit fonksiyonlu
poliakrilamid, agaroz ve poliakrilat bazli jeller destek materyali olarak tercih

edilmektedir.

Yiiksek performansli afinite sivi kromatografisi birbirine seri olarak bagh
kolonlardan olusmaktadir. Once boranat fonksiyonlu kolondan gegirilerek glisated
molekiilleri alinmakta daha sonra anyon degisim kromatografisine gonderilen

glisated olmayan bilesikler analiz edilmektedir (Yasukawa vd., 1992).



2. MALZEME VE YONTEM

2.1. Kullanilan Kimyasallar

Stiren (Sigma Aldrich, %99) 25 °C’da vakum altinda distile edilerek kullanilmistir.
Mutlak etanol (Aldrich Chem. Co.) ve 2-metoksietanol (Merck, Almanya) polistiren
(PS) ¢ikis lateksinin dispersiyon polimerizasyonu ile iiretimi agamasinda siirekli faz
olarak kullanilmistir. Dispersiyon polimerizasyonunda metanol ile kristalize edilmis
2,2’-Azobis(2-metilpropionitril) (AIBN), (Acros Organics, New Jersey, USA)
baslatici, polivinilpirolidon (PVP K-30, Mr:40.000, Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO) ise stabilizor olarak kullanilmistir. Dibiitilfitalat (DBP, Aldrich Chem. Co.),
toluen ve dodekanol makrogozenekli partikiillerin olusturulmasinda ¢ikis lateksi
icerine difiizlenip seyreltici fonksiyonu yapabilecek ve yikama sonrasi gozenek
olusumunu saglayacak bilesenler olarak se¢ilmistir. 4-vinilbenzil klorir (4-
Klorometilstiren, CMS, %90 saflikta, Aldrich Chem. Co., USA.) ve %5 (w/w) NaOH
cozeltisi ile ekstrakte edilerek kullanilan divinilbenzen (DVB, %55 para-ve meta-
divinylbenzene izomeri igeren, Aldrich Chem. Co.) kimyasallar1 ¢ikis partikiillerinin
birinci sisirme basamagi sonrasinda tekrar polimerizasyon asamasinda sirasiyla
monomer ve capraz baglayici olarak kullanilmistir. Sodyum Lauril Siilfat (SDS,
Sigma Chem. Co.), polistiren ¢ikis lateksinin sulu fazda sisirilebilmesi i¢in sulu
emiilsiyon ortaminin olusturulmasi amaciyla kullanilmistir. AIBN, ¢ikis partikiillerin
sisirilmesi sonras1 tekrar polimerlestirilmesi basamaginda baslatici olarak se¢ilmistir.
Poli(vinil alkol) (PVA, MW 85,000-146,000, %87-89 hidrolize formu) monomerle
sisirilmis ¢ikis lateksinin tekrar polimerizasyonu sirasinda stabilizor olarak
kullanilmistir. Seyreltici ajanlarin tekrar polimerizasyon sonrasi partikiil yapisindan
ekstraksiyonu tetrahidrofuran (THF) (HPLC saflikta Aldrich Chem. Co.) ile

yapilmustir. Tiim polimerizasyon basamaklarinda distile su kullanilmustir.

Uretilen kiiresel, es boyutlu, makrogdzenekli poli(CMS-ko-DVB) partikiillerinin
yiizeyi 3-Aminofenilboronik asit (APBA, Aldrich,USA) ile komsu hidroksil grubuna

sahip flavonoidlere karsi ilgisi olacak sekilde tiirevlendirilmistir.

Adsorpsiyon ¢alismalarinda model flavonoid olarak kersetin hidrat (> %95, Aldrich),
rutin hidrat (>%94, Sigma) ve apigenin (%95, Sigma) kullanilmistir. Adsorpsiyon ve
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desorpsiyon ortamlarinin hazirlanmasi i¢in metanol (GC grade, Merck), saf etanol
(Sigma-Aldrich) ve su kullanilmis, ortam pH’1 ise 4-(2-hidroksietil) piperozin-1-
etansulfonik asit (HEPES, %99,5 Sigma) ile 0,1 N NaOH kullanilarak ayarlanmistir.
UV olgiimleri UV-visible spectrophotometer SHIMADZU W-1601 ile yapilmuistir.

Kolon g¢alismalari SHIMADZU HPLC Sivi kromatografisinde (LC-20AT, Kolon
Firin1 CTO-10A, Communications Bus Module CBM-20A, Detektor SPDM20A,
Fraction Collector FRC-10A, Degasser DGV-20A3) gergeklestirilmistir. Tasiyici faz
icin metanol ile birlikte, asetonitril (%99,9, Carlo Erba), asetik asit (%100, Riedel-de

Haen, Sigma Aldrich) ve ultra distile su kullanilarak ¢ozeltiler hazirlanmistir.

Adsorpsiyon ve desorpsiyon ortamlarindaki c¢oziicliniin uzaklastirilmas: islemi

sogutucu banyo baglantili Rotary Evaporator (Heidolph) ile gergeklestirilmistir.

Adsorpsiyon c¢aligmalarinda kullanilacak olan APBA bagli poli(CMS-ko-DVB)
mikropartikiillerin iiretimi dort asamada gergeklesmektedir. Bu asamalar tohum
mikropartikiil sentezi, birinci ve ikinci sisirme basamaklar1 ve ligand baglama
basamaklarindan olusmaktadir. Ugiincii asama olan poli(CMS-ko-DVB) partikiillerin
sentezi sonrasi yiizeylerindeki klor gruplarindan baglanarak yapilan tiirevlendirme

islemleri asagida sematik olarak Sekil 2.2°de verilmistir.

Bitki Oziitlerinin antioksidan aktivitesi ve toplam flavonoid miktar1 belirleme
calismalarinda ise B-Karoten (Fluka, %97), linoleik asit (Aldrich, %99), 1,1-difenil-
2-pikrilhidrazil (DPPH) (Fluka, %85), Tween-40 (Merck), Potasyum asetat (Merck,
%99,0-100,5), Aliiminyum nitrat (Merck, %98,5) kullanilmistir. Kullanilan

kimyasallar ve tiim ¢oziiciiler analitik safliktadir.

Ekstraksiyon ¢alismalarinda etanoliin yani sira etil asetat (%99.5, Sigma Aldrich) da

kullanilmistir.

2.2. Deneysel Yontemler

Es boyutlu makrogozenekli poli(CMS-ko-DVB) partikiillerin tiretimi Sekil 2.1°de
sematize edilen ¢ok basamakli mikrosiispansiyon yontemi ile yapilmistir (Unsal vd.,
2003). Bu yontem geregi once tek basamakli dispersiyon polimerizasyonu yontemi

ile es boyutlu cikis lateksinin (Sekil 2.1.a) iiretilmesi gerekmektedir. Cikis lateksi
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daha sonra seyreltici olarak goérev yapacak bir ya da birka¢ organik bilesikle
sisirilmekte (Sekil 2.1.b), ardi sira seyreltici molekiillerin yarattigi ortamlara
monomer, ¢apraz baslayici ve baslatici transferi (Sekil 2.1.c) ve en son olarak
monomerce sigmis partikiillerin tekrar polimerizasyonla (Sekil 2.1.d) kararli hale
getirildigi basamaklardan olusmaktadir. Bu basamaklarin ayrintili agiklamasi asagida

verilmistir.

2.2.1. Es boyutlu polistiren (PS) cikis partikiillerin (¢ikis lateksi) iiretimi

Polistiren ¢ikis partikiillerin  (tohum partikiilleri) dretimi stiren monomeri
kullanilarak dispersiyon polimerizasyonu yontemi ile yapilmistir (Unsal vd., 2003,
Unsal vd., 2004). Uretim icin oncelikle 0,44 g azobisizobiitironitril (AIBN)
baslaticisi, 2,1 g 40 000 ortalama mol kiitlesine sahip PVP, 84 ml ethanol, 36 ml 2-
metoksietanol ve 20 ml stiren bir pyrex cam sise reaktoriin ig¢ine alindi. Karigim
seffaf bir ortam elde edilene kadar karistirildi. Cam reaktoriin kapagi, icerisinden
azot gazi 10 dakika siiresince gegirildikten sonra sizdirmaz sekilde kapatildi. Daha
sonra bir calkalamali su banyosu igerisine konularak ortamin sicakligi oda
sicakligindan 0,4 0C/dakika 1sitma hiz1 ile 70 °C sicakligina getirildi ve bu sicaklikta
24 saat 100 cpm calkalama hiz1 ile calkalandi. Olusan partikiiller santrifiijde
coktiirtilerek etanol ve su ile ardisik yikamalara tabi tutuldu ve en son hacmi toplam
100 ml olacak sekilde sulu lateks cozeltisi haline getirildi. Ortam homojenize
edildikten sonra az bir érnek alindi ve etiivde vakum altinda 40 °C sicaklikta
kurutulduktan sonra gravimetrik analize tabi tutuldu. Ortalama partikiil
konsantrasyonu 0,13 g partikiil/ml olarak bulundu. Bu ortam daha sonraki

uygulamalarda ¢ikis lateksi olarak kullanilmak tizere bekletildi.

2.2.2. Es boyutlu makrogozenekli poli(klorometilstiren-ko-divinilbenzen)
(poli(CMS-ko-DVB)) partikiillerin iiretimi

Polistiren ¢ikis lateksi kullanilarak poli(CMS-ko-DVB) partikiillerin iiretimi igin

yapilan ¢alismalar asagida sirastyla verilmistir.
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Toluen, Dodekarol, Dibittilftalat Divinil benzen, vinilbenzil klorir, AIBN
@ > >
SDS SDS

Es Boyutlu
PS Lateksi

(a) (b)

Sigirilmis

Es Boyutlu
Makro Gozenekli
Partikiil

Sekil 2.1. Es boyutlu makrogézenekli poli(CMS-ko-DVB) partikiillerin iiretiminin sematik
gosterimi

2.2.2.1. Polistiren ¢ikis partikiillerinin birinci sisirme basamagi

Icerisinde 40 ml su olan bir erlende igerisinde derisimi %0.25 (g/g) olacak sekilde
sodyum dodesil siilfat (SDS) sonikasyon yardimiyla ¢oziildii. Diisiik molekiil
agirlikli sisirmeye yardimci ve gozenek olusturucu organik bilesen olarak 2 ml
toluen, 1 ml DBP ve 0,25 ml dodekanol karisimi bir cam deney tiipiinde sonikator
(Bandelin Sonorex RK103H) igerisinde iyice ¢0ziildii ve daha 6nce hazirlanmis olan
erlendeki 40 ml sulu SDS c¢ozeltisine aktarildi. Erlen icerigi bu sekliyle 30 dk.
sonikator igerisinde sonikasyona tabi tutuldu. Daha sonra bu ortama 0,35 g (2,6 mli
lateks cikis lateksi) ¢ikis partikiilii eklendi ve ortam 15 dk. ilave olarak sonikasyona
tabi tutuldu. Manyetik karistiricida agz1 kapali olarak 400 rpm karistirma hizinda 24
saat boyunca karigmaya birakildi (Unsal vd., 2003; Unsal vd., 2004).

Ayrica bir sonraki giin kullanilmak tizere 0,8 g PVA, 10 ml su i¢inde 45°C da

manyetik karistiricida karistirilarak ¢éziinmeye birakildi.
2.2.2.2. Polistiren ¢ikis partikiillerinin ikinci sisirme basamagi

Baska bir erlende 40 ml su igerisinde derisimi %0.25 (g/g) olacak sekilde kat1 SDS
sonikasyon yardimiyla ¢6ziildii. Bir cam deney tiipii igerisine sirasiyla 0,08 g AIBN,
1,2 ml CMS ve 1,8 ml DVB eklendi. Deney tiipii igerisindeki AIBN ¢oziinene kadar
sonikasyona tabi tutuldu. Daha sonra cam tiip muhteviyati 40 ml su iginde ¢6ziilen

SDS’li ortama eklendi ve 45 dk. sonikasyona tabi tutulduktan sonra birinci sisirme
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basamagindaki karisimin i¢ine hepsi birden bosaltildi. Son karigim tekrardan 24 saat

stire ile manyetik karistiriciya birakildi (Unsal vd., 2003; Unsal vd., 2004).

2.2.2.3. Sisirilmis ¢ikis partikiillerinin tekrar polimerlestirilmesi ile poli(CMS-ko-
DVB) partikiillerinin itiretimi

Ikinci sisirme basamagindan ¢ikan partikiiller pyrex cam sise reaktdr igerisine alindi.
Bu ortama 1 giin dnce ¢Ozlinmeye biraktigimiz ikinci sisirme basamagindaki PVA
karisimi eklendi ve igerisinden 10 dk. azot gazi gecirildi. Reaktdr manyetik
karigtiricidan alinip 70 °C’de 120 cpm ¢alkalama hizinda c¢alisan ¢alkalamali su
banyosuna konuldu. Reaksiyon ortami 24 saat sonunda alind1 ve yikamalara tabi
tutuldu. Yikama islemi once iki kez etanolle oda sicakliginda 12 saatlik periyodlarla
manyetik karigtirmayla, daha sonra agzi kapali bir sisede 150 ml THF ile ii¢ kez 12
saat boyunca bu sefer ¢alkalayicida 60 °C°da gerceklestirildi (Unsal vd., 2003). En
son olarak iki kez etanol ve 3 kez su ile yikanan partikiiller APBA ligand takilmasi
ve karakterizasyon islemlerinde kullanilmak tizere toplam sivi hacmi 100 ml olacak
sekilde etanol/distile su (50/50, v/v) ile bir sise icerisine alindi. Ortam homojenize
edildikten sonra az bir érnek alindi ve etiivde vakum altinda 50 °C sicaklikta
kurutulduktan sonra gravimetrik analize tabi tutuldu. Ortalama partikiil
konsantrasyonu 0,018 g partikiil/ml olarak bulundu. Bu ortam daha sonraki
uygulamalarda ¢ikis lateksi olarak kullanilmak iizere oda kosullarinda beklemeye

alind1 (Unsal vd., 2003; Unsal vd. 2004).

2.2.3. Es boyutlu ve makrogozenekli poli(CMS-ko-DVB) partikiillerin

karakterizasyonu
2.2.3.1. Partikiil boy ve boydagilimi tayini

Uretilen PS ¢ikis partikiilleri ve poli(CMS-ko-DVB) partikiillerin boy ve boy
dagilimmi gorebilmek amaciyla optik mikroskop fotograflari (Leica, Almanya,
inverter 151k mikroskopu ile) cekilmistir. Mikropartikiillerin ortalama boy ve boy
dagiliminin belirlenebilmesi i¢in yogun bir bolgeden alinan fotograf tizerinde en az

100 partikiiliin ¢ap1 Olglilmiistiir. Daha sonra sayica ortalama c¢ap (D) ve her bir
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boyutun hacimsel kesri hesaplanmistir. Sayica ortalama ¢ap Esitlik 2.1’deki formiile

gore belirlenmektedir.
Dn=2NiDi/ X Nij (2.1)

Burada N;j, D;j (um) ¢apina sahip partikiillerin sayisin1 géstermektedir. Partikiil boy
dagilim indeksi (U, polidispersite indeksi) ise Esitlik 2.2°deki formiil ile ifade
edilmektedir.

U =Dw/Dn (2.2)

Burada D,, partikiillerin agirlik¢a ortalama ¢ap1 olup Esitlik 2.3’deki formiil

tizerinden hesaplanmaktadir.

6
Dw={ZNiDi /ZNiDia}llB (2.3)

Ayrica partikiillerin ylizey oOzellikleri ve boyutlar1 SEM (Scanning Electron
Microscope, JSM-7600 F FEG) ile de goriintiilenerek incelenmistir.

2.2.3.2. Partikiil gozenekliliginin ve yiizey alaninin hesaplanmast

Spesifik yiizey alanlar1 (BET), mikro-mezo gozenek boyut dagilimlari, gézenek
hacmi dagilimlar1 ve ortalama gdzenek capi boyutlari azot gazi adsorpsiyonu ile
standart volumetrik metot ile Quantochrome Autosorp 1 MP cihazi ile sivi azot
sicakliginda, P/Po= 0,0001 ile 0,99 araliginda adsorpsiyon ve desorpsiyon
izotermlerinden yaralanarak belirlenmistir. Analizden 6nce ornekler 48 saat boyunca
70 °Cde etiivde bekletilip daha sonra 80°C’de 6 saat boyunca safsizliklar gidermek
ve ylizeye adsorbe olmus suyu uzaklastirmak amaciyla vakum altinda degaz islemi
uygulanmistir. Bu 6zellikler belirlenmesinde BET yiizey alani, BJH model gozenek
boyut dagilimi, t-plot mikro gozenek ylizey alani belirlenmelerinde ve silindirik
gozenek sekli goz oniline alinarak ortalama gdzenek ¢api cihazin programi yardimiyla

hesaplanmustir.
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2.2.4. Poli(CMS-ko-DVB) mikropartikiillere ligand takilmasi

Poli(CMS-ko-DVB) mikropartikiillere ligand olarak flavonoid molekiilleri
tizerindeki komsu hidroksil gruplarina ilgisi oldugu diigiiniillen APBA baglanmasi
hedeflenmisgtir.  Bu  amacgla  etanol/su  ortamindaki  poli(CMS-ko-DVB)
mikropartikiillerinden kuru agirhigt 1 g olacak sekilde almip partikiiller
santrifiijlenerek c¢oktiiriiliip tist kismi atild1. 10 ml distile suda 0,4 g APBA ¢oziilmiis
ve partikiiller bu ortama eklenmistir. Son ortamin pH’1 3 N NaOH ile 12’ye
ayarlanmustir ve son olarak 60 °C sicaklikta 100 rpm c¢alkalama hizinda 24 saat
boyunca ¢alkalanmaya birakilmistir. Daha sonra partikiiller 100 ml etanol/distile su
(50/50, v/v) ortamina alinip homojen hale getirildikten sonra ortamdan 1 ml
¢ekilerek 60 °C sicaklikta vakum altinda kurutulmaya birakilmistir. Gravimetrik
analiz sonucunda partikiil konsantrasyonu 8,4.10° g partikiil/ml olarak bulunmustur.
Bu siispansiyon ¢0zeltisi daha sonraki adsorpsiyon islemlerinde stok olarak
kullanilmistir. Kimyasal yap1 analiz ¢alismalari i¢in stok ortamindan 3 ml 6rnek
almip santrifiijle ¢oktiiriildii ve tist kisim atilmistir. Cokmiis partikiiller ¢alkalama
varliginda 10 ml 0,1 N HCI ile etkilestirilmistir. Coktiirme sonrasi elde edilen
partikiiller bu kez saf su ile yitkanmis ve ¢oktiiriilerek 40 OC sicaklikta vakum altinda
kurutulmustur. Kuruyan orneklerin IR (Infrared) spektrumu Perkin-Elmer FT-IR

(Fourier Transform Infrared) spektrofotometresi ile alinmstir.

2.2.5. APBA bagh poli(CMS-ko-DVB) mikropartikiillerle flavonoid adsorpsiyon

calismalar

Bu kisimdaki calismalar kapsaminda Sekil 2.2°de sematize edildigi gibi APBA
fonksiyonel grubuna sahip poli(CMS-ko-DVB) mikropartikiillerle komsu hidroksil
grubuna sahip flavonoidlerin segici olarak adsorpsiyonunun gosterilmesi amaglanmis

ve lic asamali olarak planlanmustir.

[k asamada Sekil 1.1°de molekiiler yapis1 gosterilen komsu hidroksil grubuna sahip
kersetin flavonoid molekiilii ile adsorpsiyon caligmalar1 yapilmis ve ortam pH’inin
adsorpsiyon kapasitesine etkisi incelenmistir. Daha sonra en yiiksek adsorpsiyon

kapasitenin olustugu ortam pH’inda adsorpsiyon izotermi ¢ikarilmigtir.
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Ikinci asamada yine Sekil 1.1°de molekiiler yapilar1 verilen kersetin’de oldugu gibi
komsu hidroksil grubuna sahip rutin ve bu yapilara benzer fakat komsu hidroksil
grubuna sahip olmayan apigenin ile baglangi¢ konsantrasyonlar1 ayni tutularak ayri
ayr1 pH’1n adsorpsiyon kapasitesine etkisi incelenmistir. Boylelikle etkinligi pH’a ve
flavonoid molekiiliiniin  tipine bagli olmast beklenen poli(CMS-ko-DVB)
mikropartikiillerle flavonoid yapisinin farkli olmasiyla, diger bir deyisle komsu
hidroksil grubuna sahip flavonoid ile sahip olmayanin adsorpsiyon kapasitesinin pH

ile degisimi ortaya konulmaya calisilmistir.

“OM N
OH

Sekil 2.2. APBA bagh poli(CMS-ko-DVB) mikropartikiillerle komsu hidroksil grubuna sahip
bilesiklerin adsorpsiyon mekanizmasi
Calismalarda adsorpsiyon ortami olarak metanol/HEPES (85/25, ml/ml)
kullanilmistir. Adsorpsiyon ortaminin pH degeri kullanilan HEPES tamponunun pH’1
degistirilerek ayarlanmistir. Bagslangi¢ konsantrasyonu (C,) degerinin belirlenmesi
amaciyla c¢alisgilan her bir pH degerinde hazirlanmis kalibrasyon egrileri
kullamlmistir  (Bknz Ek D-3.15). Oncelikli olarak c¢alisilan  flavonoidin
metanol/HEPES ortaminda istenilen pH degerinde c¢ozeltileri hazirlanmigstir.
Kersetinin pH 8,5 degerinde maksimum adsorsiyon kapasitesini belirlemek amaciyla
kersetin konsantrasyonu 0-0.15 mg/ml araliginda degistirilmistir. Adsorpsiyon ortami
pH degerinin adsorpsiyon kapasitesi iizerine etkisinin incelendigi her ii¢ flavonoidle

yapilan deneylerde 0.02 mg/ml baslangic konsantrasyon degeri kullanilmistir.
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Adsorpsiyon islemleri i¢in once 10 ml lik metanol/HEPES ortaminda belli baslangic
flavonoid konsantrasyonunda adsorpsiyon ortami hazirlanmistir. Hazirlanmis olan
poli(CMS-ko-DVB) mikropartikiil stogundan igerisinde 0.05 g kuru partikiil olacak
sekilde sivi ¢ekilmis ve santrifiijlenerek {izeri atilmistir. Daha sonra ¢okmiis
poli(CMS-ko-DVB) partikiiller {izerine flavonoid igermeyen metanol/HEPES
ortammdan 5 ml eklenmis ve calkalanarak tekrar santrifiijlenmistir. Uzeri atilan
¢Okmiis partikiiller daha 6nce hazirlanmis 10 ml’lik flavonoid ortamu ile birlestirilip
ortam homojenize olacak sekilde calkalandiktan sonra agzi1 kapali olarak
calkalayictya (200 cpm) konulmustur. Adsorpsiyon islemi bu sekilde iki saat
stirdiiriilmiistiir. Bu silire sonunda adsorpsiyon ortamini igeren tiipler santrifiijlenmis
ve Ust kismin adsorpsiyon degeri UV spektrofotometrede belirlenmistir. Her bir
flavonoid i¢in adsorpsiyon degeri Ol¢ciimii maksimum adsorpsiyonun gozlendigi
dalga boyunda yapilmistir (Bknz Ek D-3.15). Tiim c¢alismalar oda sicakliginda
gerceklestirilmistir.

Birinci ve ikinci asamalarda adsorpsiyon miktarini belirlemek amaciyla UV
spektrofotometresi ile ¢alisilmis ve adsorbans (A) degerleri kullanilarak adsorpsiyon

kapasitesi Esitlik 2.4 teki formiile gore hesaplanmistir.
Q = (1/Wp) [(AO—Af)/AOJx Cox V (2.4)

Burada;
Q: Adsorpsiyon kapasitesi (mg flavonoid / g partikiil)
W,,: APBA bagli poli(CMS-ko-DVB) mikropartikiil kuru agirligi (g)
A,: Adsorpsiyon oncesi adsorpsiyon ortami absorbans degeri
As: Adsorpsiyon sonrasi adsorpsiyon ortami absorbans degeri

Co: Adsorpsiyon oOncesi adsorpsiyon ortami flavonoid konsantrasyonu

(mg/ml)
V: Adsorpsiyon ortami toplam hacmi (ml)

oldugunu gostermektedir.

17



Ucgiincii asamada her bir flavonoid yapisi igin en iyi adsorpsiyon kapasitesinin
goruldiigi pH 8,5 degerinde ii¢ flavonoid yapisininda bir arada (karisim halinde)
bulunmasi durumunda yine ayni pH degerinde her bir molekiiliin adsorpsiyon
kapasitesini belirlemek ve adsorbanin komsu hidroksil gruplarina olan ilgisini
(seciciligini) gostermek amaciyla HPLC kullanilmistir. Bu ¢alismalarda oncelikle ii¢
tip flavonoid molekiiliiniin tek tek kolonda yiiriitiilmesi ve ¢ikis zamaninin
belirlenmesi ¢aligmalar1 yapilmistir. Bu ¢alismalarda ti¢ flavonoid molekiiliiniin pH’1
8.5 olan metanol/HEPES ortaminda konsantrasyonlari 50-200 mg/ml araliginda
degisen ¢ozeltileri hazirlanmistir. Tasiyic1 faz olarak %1 asetik asit igeren metanol—
asetonitril-su (40:15:45, v/v/v) ortami kullanilmistir (Yuangang vd., 2006). Tasiyici
fazin hazirlanmasi sirasinda kullanilan su ultra saf su kalitesindedir. Hazirlanan
cozeltiler HPLC kolonuna verilmeden dnce mutlaka 0.4 pum lik filtreden gecirilmistir.
Her bir flavonoid molekiilii ¢ozeltisinden 20 pL alinarak tasiyict faza enjekte
edilmistir. Enjeksiyon sonrasi her bir flavonoid molekiiliiniin kolondan ¢ikis zamani
tespit edilmistir. Gelis zamanlart ve pik siddetleri degerlendirilerek calisilabilecek
ortak minimum flavonoid konsantrasyonu belirlenmis ve kalibrasyon egrileri
hazirlanmistir (Bknz. Ek A, EK B, Ek C). Daha sonra ti¢lii flavonoid karigimi her bir
flavonoid molekiiliiniin karisimdaki konsantrasyonu ortak minimum konsantrasyon
olacak sekilde hazirlanmistir. Bu karigimin 20 pl si kolona verilerek baslangi¢
pikleri belirlenmistir. Bu karisimin 10 ml si ile yine kuru agirligi 0.05 g olacak
sekilde kuru poli(CMS-ko-DVB) mikropartikiil kullanilarak adsorbsiyon c¢aligmalari
yukarida anlatildig: gibi tekrarlanmistir. Adsorpsiyon sonrasi ortam santrifiij edilmis
ve liste kalan kisimdan alinan 20 pL lik 6rnek tasiyici faza enjekte edilerek kolondan
gecirilmistir. Flavonoid molekiillerinin karisim igerisinden adsorpsiyon kapasitesi

Esitlik 2.5’e gore hesaplanmistir.
Q = (1/Wp) [(PO—Pf)/POJxCOXV (2.5)
Burada;
Q: Adsorpsiyon kapasitesi (mg flavonoid / g partikiil)
W,: APBA bagli poli(CMS-ko-DVB) mikropartikiil kuru agirlig (g)

Po: Adsorpsiyon dncesi ilgili flavonoidin geldigi yerdeki pikin alani
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Ps: Adsorpsiyon sonrasi ilgili flavonoidin geldigi yerdeki pikin alanm

Co: Adsorpsiyon Oncesi adsorpsiyon ortami flavonoid konsantrasyonu

(mg/ml)
V: Adsorpsiyon ortami toplam hacmi (ml)

oldugunu gostermektedir.

Formiildeki C, degeri kalibrasyon egrileri kullanilarak belirlenmistir (Bknz Ek A, Ek
B, Ek C).

2.2.6. Poli(CMS-ko-DVB) mikrokiirelerinin bitki oziitii antioksidan aktivitesi

artirllmasi amaciyla kullanim

Gelistirilen organik temelli adsorbanin segici olarak bazi bilesikleri ayiracagi, daha
sonra bu bilesiklerin olusturdugu karisimin daha yiiksek aktivite verecegi beklentisini
aciga kavusturmak icin Mugla ydresine ait bir bitki se¢ilmis ve bu bitkinin etanol
Oziitli ile adsorpsiyon, desorpsiyon, toplam flavonoid tayini ve antioksidan aktivite
belirleme ¢aligmalar1 yapilmistir. Etanol 6ziitlinden etil asetat Oziitiide hazirlanarak
benzer calismalar gercekelstirlmistir. Asagida bu ¢alismalar ayrtili  olarak

verilmistir.

2.2.6.1. Kantaron bitkisinin toprakiistii kismindan etanol ve etil asetat Oziitii

hazirlanmasi

Antioksidan aktivitesinin adsorban kullanilarak artirilmasina yonelik ¢aligsmalar i¢in
Hypericum perforatum (kantaron) bitkisi kullanilmistir. Halk pazarindan taze (heniiz
kurutulmamis) olarak demetler halinde alinan kantaron otu bir silte {izerine yayilarak
giines 15181 ile dogrudan temas ettirilmeden, golgede, agik havada ve havalandirmali
bir ortamda iki hafta stire ile kurutulmustur. Kurumus kantaron otundan yaklasik 300
g ornek almmis ve orta biiylikliikte parcalara ayrildiktan sonra biiylik bir cam
kavanoza igerisine yerlestirilmistir. Bitki Oziitiinden yagims: molekiilleri ekstrakte
edebilmek i¢cin cam kavanoz icerisine bitki parcalar1 seviyesinin hemen iizerine
gelecek sekilde hekzan eklenmistir. Kavanoz bir calkalayiciya yerlestirilerek agzi

kapali olarak ¢alkalamaya birakilmistir. Arada bir kavanozun kapagi acilarak bir cam
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baget vasitasiyla bitki yigim1 karistirilmis ve yine agzi kapali olarak calkalama
islemine devam edilmistir. Her 24 saatte bir ortamdaki hekzan ¢ozeltisi siiziilerek
alimmig ve yeni hekzan eklenerek calkalama islemine devam edilmistir. Alinan
hekzan Oziitii rotary buharlastiricida 45 °C’da cektirilmistir. Bu islem ti¢ kez
tekrarlanarak bitki igerisindeki yagimsi molekiillerin alinmasi saglanmistir. Bir
sonraki asamada yagimsi molekiilleri alinmis bitki 6rnekleri iizerine bu kez etanol
eklenmis ve yukaridaki ¢alkalama ve ¢ektirme islemleri ii¢c kez tekrarlanarak bitki
icerisindeki flavonoid tarzi molekiillerin etanol fazina gegirilmesi ve konsantre halde
ayrilmasi saglanmistir. Konsantre haldeki etanol 6ziitlii agz1 agik olarak ¢eker ocakta
bir hafta siire ile havalandirilarak icerisindeki tiim ¢oziiciilerin ugmasi saglanmistir.

Bu siire zarfinda 6ziit bir baget ile sik sik karistirilmistir.

Yukarida hazirlanan etanol ekstrakti etil asetat ile ekstrakte edilerek etil asetat

ekstrakti olugturulmustur. Kullanilan yontem yukaridaki ile aynidir.
2.2.6.2. Kantaron bitki oziitii ile adsorpsiyon ¢alismalari

Bu kisimda adsorban partikiillerle bitki 6ziitiinden bazi molekiilleri secici olarak alip
antioksidan aktivitenin nasil degisecegi belirlenmek istenmistir. Bu nedenle kantaron
bitkisinin etanol 6ziitlinden bir stok ¢ozelti hazirlanmis ve bu ¢ozeltiden adsorpsiyon
yapilmistir.  Adsorplanmis  molekiiller — desorpsiyon  sonrast ayrilmis  ve
adsorplanmadan onceki karigimla karsilastirilmas: yapilmak tizere toplam flavonoid

ve antioksidan aktivite testlerine tabi tutulmustur.

Adsorpsiyon ve desorpsiyon c¢alismalarinda ortamda bulunacak HEPES’in daha
sonraki analiz sonuglarini etkilememesi i¢in HEPES tamponu kullanimamistir.
Adsorpsiyon ¢alismalarinda kullanilmak {izere 6ncelikle elde edilen bitki 6ziitlinden
methanol/su (85/25, v/v) ile pH’1 8,5 olan (pH ayarlamast NHz’tin %25’lik sulu
¢ozeltisinden hazirlanan 0,1 N’lik ¢ozelti ile yapilmistir) 200 pg/ml
konsantrasyonunda adsorpsiyon ortami stok ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Bu ¢ozeltiden
100 ml alinmis ve yaklasik agirhigi 1 g olan APBA bagh poli(CMS-ko-DVB)
mikropartikiillerle agz1 siki kapali 50 ml’lik iki santrifiij tlipli igerisinde
etkilestirilmistir. Santriflij tiipii calkalayiciya konulmus ve iki saat sure ile 200
cpm’de calkalama islemine devam edilmistir. Bu silire sonunda ortam santrifiij

edilmis ve iiste kalan kisim ayr1 bir siseye alinmistir. Adsorpsiyon sonrasi
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adsorplanan molekiillerin desorpsiyonu i¢in ¢oktiiriilmiis olan partikiiller 100 ml’lik
pH’1 5,5-6,5 (pH ayarlamasi CH3COOH’1n 0,1 N’lik sulu ¢ozelti ile yapilmistir)
araliginda olan etanol/su (70/30, v/v) ortamu ile ayn1 tiip icerisinde homojen olarak
dagitilip, agz1 kapali olarak yine ¢alkalayicida 1 saatlik ¢alkalama ile desorpsiyona
tabi tutulmustur. Desorpsiyon ortami santrifiij sonrasi ayri bir siseye alinmustir.
Coktiiriilmiis partikiillerle desorpsiyon islemi iki kez daha aymi hacimdeki aym
ortamla tekrarlanmig ve desorpsiyon ortami ayni sisede biriktirilmistir. Cokmiis olan
poli(CMS-ko-DVB) mikropartikiiller pH’1 8,5 olan methanol/su (85/25, v/V) ¢ozeltisi
ile yikanmis ve ¢oktiiriilerek yeni adsorpsiyon islemine hazir hale getirilmistir. Bu
partikiiller kullanilarak adsorpsiyon ve desorpsiyon islemleri yeterli miktarda
flavonoid desorpsiyon iriinii elde edilene kadar tekrarlanmistir. Ayri siselerde
biriktirilmis olan adsorpsiyon ve desorpsiyon ortamlari rotary buharlastiricida
cektirilerek yogun fazda hem desorpsiyon hem de adsorbsiyon sonrasi adsorpsiyon
ortamlar1 elde edilmistir. Bu ortamlar ¢oziiciilerinden daha iyi arindirilabilmesi i¢in
yine agz1 agik olarak oda sicaklifinda bir ¢eker ocak igerisinde li¢ giin siire ile
havalandirmaya birakilmistir. Bu siire sonrasinda Ornekler sogutmali dondurucuda
(freeze drying) icerisindeki sudan tamamen arindirilarak kati O6rnekler haline

getirilmistir.

Bu calismalar neticesinde etanol bitki oziiti kat1 stogu, adsorpsiyon sonrasi
adsorpsiyon ortamindan elde edilen kat1 6rnek ve desorpsiyon sonrast desorpsiyon
ortamindan elde edilen kati 6rnek olmak iizere ii¢ farkli ortam elde edilmistir. Bu
ortamlarin her biri icin DPPH ve [-karoten olmak iizere iki farkli yontemle
antioksidan aktivite dlgiimleri yapilmis ve toplam flavonoid miktarlar belirlenmistir.

Yontemlerin uygulanmasi asagida detayli olarak verilmektedir.

Yukaridaki islemler etanol 6ziitiinden elde edilen etil asetat Oziitii ile tekrarlanmuistir.
Burada oldugu gibi tiim ¢aligmalarda ve denemelerde ayni partikiiller kullanilmistir.
Ancak yeni bir caligmaya gegmeden Once kullanilmis partikiiller 6nce desorpsiyon

ortamu ile sonrada saf etanol ile iki giin boyunca yikanmistir.

Antioksidan aktivite p-Karoten renk agilimi ve serbest radikal giderim aktivitesi
olmak iizere iki farkli yontemle belirlenmistir. Yontemlerin uygulanmasi asagida

verilmektedir.
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2.2.6.3. p-Karoten renk agilimi yontemi

Toplam antioksidan aktivite, linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen konjuge dien
hidroperoksitlerin ve ugucu organik bilesiklerinin inhibisyonunun o6l¢iilmesine
dayanan B-karoten-linoleik asit sistemiyle belirlenmistir. B-karoten ¢ozeltisi, 0,2 mg

B-karotenin 1 ml kloroformda ¢6ziilmesiyle hazirlanmustir.

Bu ¢ozeltiye 20 ug linoleik asit ve 200 mg Tween 40 ilave edilmistir. Kloroform
rotary evoparotdrde buharlastirildiktan sonra 50 ml saf oksijen gegirilmis distile su
ile kangstirdmistir. 2000  ppm  konsantrasyonundaki  oziitlerin  degisen
konsantrasyondaki, 500 pul ¢ozeltilerinin buldugu test tiiplerine bu emiilsiyonunun 4
ml ilave edilmistir. Emiilsiyon, test tiiplerine ilave edilir edilmez spektrofotometre
(LANGE, DR2800) kullanilarak baslangi¢ absorbanslart 490 nm’de 6l¢iilmistiir.
Tiipler 50°C sicaklikta ve karanlikta inkiibasyona birakilmis ve B-karotenin rengi
kayboluncaya kadar inkiibasyona devam edilmistir. B-karoten renk agilim orani (R),

Esitlik 2.6’ya gore hesaplanmistir:
R =In(a/b)/t (2.6)

Burada; In=dogal logaritma, a=baslangi¢ absorbansi1 ve b=360 dakika inkiibasyondan

sonraki absorbansi gostermektedir.

Antioksidan Aktivite (AA) ise Esitlik 2.7 ‘ye gore hesaplanmigtir.

AA= [( Rikontrol ~ Romek )/ Rkontrol } x100 (2.7)

2.2.6.4. DPPH serbest radikal giderim aktivitesi yontemi

Kantaron oziitlerinin serbest radikal giderim aktiviteleri DPPH kullanilarak
belirlenmistir. Farkli konsantrasyonlarda analiz 6rnekleri hazirlamak i¢in 3.2 ml
metanol igerisine 6ziitlerin 0.4 ml (0.2- 3.2 mg araliginda degisen farkli miktarlar
igeren)’si ilave edildikten sonra 1 ml 1mM DPPH c¢ozeltisi ile karistirilmis ve oda
sicakliginda 30 dakika inkiibasyondan sonra 517 nm’de absorbanslari Elisa test

cihazinda (Moleculer Devices, Spectrum Max 340PC384) Slciilmiistiir. Orneklerin
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absorbans degerleri bos kontrole kars1 (0,8 ml ¢oziicli) degerlendirilmistir. Serbest

radikal giderim aktivitesi Esitlik 2.8 kullanilarak hesaplanmustir:
inhibisyon (%) = 100 — | (A /A ) x 100 | (2.8)

Burada; Ao kontroliin absorbansi, A; 6rnegin absorbansidir. Elde edilen bu absorbans

degerlerinden % inhibisyon degerleri hesaplanmistir.
2.2.6.5. Toplam flavonoid miktar tayini

Kantaron Oziitleri ve hazirlanan adsorban ile kolon kromatografisinde
fraksiyonlandirilmig Oziitlerin her bir fraksiyonun toplam flavonoid miktarlar
mikrogram kersetin ekivalent olarak aliiminyum nitrat metodu ile belirlenmistir
(Oztiirk vd., 2007). Bu yonteme gore, icerisinde 1 mg ornek igerecek sekilde
¢ozeltilerden 500 pl alinmis ve iizerine 3,3 mL metanol ilave edilmistir. Bu karigima
0,1 M 100 pL potasyum asetat eklendikten hemen sonra 100 ul %10’luk aliminyum
nitrat ¢ozeltisinden ilave edilmistir. Karisimlar 45 dk oda sicakliginda bekletildikten
sonra 415 nm’de absorbanslar1 okunmustur. Oziitlerin toplam flavonoid miktarlari
standart kersetin grafiginden (Bknz Ek R) elde edilen Esitlik 2.9°u kullanilarak

belirlenmistir.

A = 0.0064 [Kersetin (mg)]+0.0637 (RZ: 0.999) (2.9)

2.2.6.6. Desorpsiyon yiizdesinin belirlenmesi

Yukarida kantaron bitki 6ziitii ile adsorpsiyon ¢aligmalart neticesinde elde edilen kati
ornek agirhiklart kullanilarak Esitlik 2.10°a gore % desorpsiyon degeri elde

edilmistir.

0 : seri = | 1— , 2.10
% Desorpsiyon degeri = {1 [(Wstok (Wdesorp+Wg<'jzeIti )) / Wdesorpﬂ x 100 ( )

Burada;

Wik - Etanol 6ziitii stok ¢ozeltisinin adsorpsiyon 6ncesi i¢erdigi toplam kati
miktar1 (mg)
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Woeesorp : Adsorpsiyon sonrasi desorbe edilmis toplam kat1 miktar1 (mg)

W sze1i: Asorpsiyon sonrasi ¢ozeltide kalan katt miktari

olarak ifade edilmektedir..
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3. BULGULAR ve iIRDELEME

3.1. Partikiil Boy ve Boy Dagilim

Uretilen PS ¢ikis partikiilleri ve poli(CMS-ko-DVB) partikiillerin ¢ekilen SEM
fotograflar1 Sekil 3.1°de gosterilmektedir. SEM fotograflari kullanilarak en az 100
partikiil ¢ap1 dikkate alinarak elde edilen D, ve Dy, ortalama ¢ap degerleri ve bu
degerler kullanilarak Esitlik 2.1, Esitlik 2.2 ve Esitlik 2.3’teki formiillerle hesaplanan
U degerleri Cizelge 3.1°de verilmektedir. Cikis partikiillerinin ortalama 2,5 pm olan
capt ¢cok basamakli sisirme yontemiyle artirilarak capi yaklagik 6,6 um’ye boy
dagilimi az olacak sekilde cikarilabilmistir. PS ¢ikis lateks partikiilleri i¢in bulunan
polidispersite degeri 1.005 olup es boyutlulugu cok iyi olan partikiillerde (1.001-
1.0001 araliginda olan) olmasi gereken araliktadir. Sisirme sonucu elde edilen
poli(CMS-ko-DVB) partikiillerin polidispersite indeksi ise 1.017 olarak oldukca

diisiik polidispersitede iiretilebilmistir.

PS ¢ikis partikillerinin sisirilmesi sonucu elde edilen poli(CMS-ko-DVB)
partikiillerin gozenek boyutlar1 incelendiginde (Sekil 3.1.g) makrogdzenekliligin
(>50 nm) tiim yiizeyde homojen bir sekilde ve fazlaca bulundugu goriilmektedir.
Sisirilmis partikiillerin makrogozenekli yapisi, ¢ikis partikiilleri ile kiyaslandiginda
(Sekil 3.1.b ve Sekil 3.1.d) sisirilmis partikiillerdeki gozeneklerin boyutunun
yaklasitk 10 nm’den 100 nm civarlarina ¢ikti§i goriilmektedir. Bu sonuglar tez
konusunun hedeflerinden biri olan es boyutlu ve makrogézenekli partikiillerin elde

edilebildigini ortaya koymaktadir.

Cizelge 3.1. PS ve poli(CMS-ko-DVB) partikiillerin boy ve boy dagilimi sonuclari

Partikiil Tipi Dy (um) D, (um) U
Cikis lateksi (PS) 2.487 2,474 1.005
Sisirilmis partikiil

6.666 6.552 1.017

(Poli(CMS-ko-DVB ))
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Sekil 3.1. Uretilen PS gikas lateks (a: 8000x, b: 25000x biiyiitme), ve sisirilmis poli(CMS-ko-
DVB) partikiillerinin (c: 3000x , d: 10000x , e:17000x , f: 30000x , g: 150000x biiyiitme) SEM
fotograflar

3.2. Partikiil Gozenekliligi ve Yiizey Alam

Poli(CMS-ko-DVB) partikiillerin sorptometrik verilerine gore BET yiizey alani,
gozenek hacmi ve ortalama gozenek ¢ap1 sirasiyla 84,35 m?%/g, 0,5603 cm*/g ve 265,7
A olarak hesaplanmistir. Gozeneklerin ¢ap dagilimi Ek S’de goriildiigii gibi bir
heterojenlik gostermektedir. Bu sonuglara ilaveten Ek T’deki poli(CMS-ko-DVB)
partikiillerine ait BET izotermi incelendiginde IUPAC (International Union of Pure
and Applied Chemistry) siniflandirmasina gore fiziksel adsorpsiyonlardan tip II
izotermine daha ¢ok uymasi partikiillerin makrogézenekli oldugu gostermektedir
(Sing vd., 1985).
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3.3. Partikiillerin tiirevlendirmesi ve FT-IR analizi

Uretilmis olan APBA bagl poli(CMS-ko-DVB) mikropartikiilleri yikandiktan sonra
vakum altinda kurutularak FT-IR analizi yapilmistir. Ayni sekilde ligand bagh
olmayan tohum PS lateks ve poli(CMS-ko-DVB) partikiillerinin de IR spektrumlari
elde edilmistir (Sekil 3.2). Bu grafige gore iiretilen polistiren lateks partikiillerinden
(Sekil 3.2.a) sisirmeli tohumlu emiilsiyon polimerizasyonu ile tiretilen poli(CMS-ko-
DVB) partikiillerine (Sekil 3.2.b) gecerken yapiya klor gruplarinin baglandigi 678
cm "deki pikin artist ile sdylenebilir. 1340 cm "deki pikin artis1 ise poli(CMS-ko-
DVB) partikiillerindeki klor grubunun ¢ikmasi ve APBA ligandinin azot ucundan
baglanmasi ile C-N (karbon-azot) baglarinin olustugunu gosterir (Sekil 3.2.c).

" l] (a)

"\ § J h

Sekil 3.2. Uretilen poli(CMS-ko-DVB) partikiillerin FT-IR spektrumlari (a) tohum PS lateks

partikiilleri (b) poli(CMS-ko-DVB) (c) APBA ligandi bagh mikropartikiiller
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3.3. APBA Bagh Poli(CMS-ko-DVB) Mikropartikiillerle Flavonoid Adsorpsiyon
Cahsmalan

Adsorpsiyon c¢alismalarinda her ikisi de komsu hidroksil grubuna sahip kersetin ve
rutin kullanilarak bu gruplar haricindeki yap1 farkliliginin adsorpsiyona, dolayisiyla
adsorbanin se¢iciligine etkisi arastirilmak istenmistir. Komsu hidroksil gruplarinin
adsorpsiyon tizerine etkisi ise kersetine yapi olarak ¢ok benzeyen fakat komsu

hidroksil grubu olmayan apigenin kullanilarak ortaya konulmaya ¢alisilmistir.

Adsorpsiyon  calismalarinda  Oncelikle  kersetinin  adsorpsiyon  kapasitesi
belirlenmistir. Yapilan ilk ¢alismalarda metanol/0.05 M HEPES (25/75, v/v) tampon
karigimi kullanilmistir. Bu ortamda maksimum kersetin adsorpsiyonu yaklasik 1,5
mg/g partikiil olarak saptanmistir. Ancak bu ortamda apigeninin 0,02 mg/ml’lik
cozeltisi diisiik ¢oziiniirliigiinden dolayr hazirlanamamistir. Bu nedenle adsorpsiyon
calismalarina apigenin i¢in 0,02 mg/ml ¢oziiniirliigline ulasildigi metanol/0.05 M
HEPES (85/25, v/v) ortami1 kullanilarak devam edilmistir. Kersetin yapisi ile farkli

pH degerlerinde yapilan adsorpsiyon caligsmalar1 sonucu elde edilen sonuglar Sekil

3.3’te verilmektedir.
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Sekil 3.3. APBA bagh poli(CMS-ko-DVB) mikropartikiillerin kersetin adsorpsiyon
kapasitesinin pH ile degisimi. Metanol/HEPES tamponu (85/25, v/v), sicaklik 20 °C, baslangi¢
kersetin konsantrasyonu 0,02 mg/ml
Sekil 3.3’ten pH 9’da adsorpsiyon kapasitesinin en yiiksek degere ulagsmis oldugu
goriilmektedir. APBA ligandinin pKa degeri 8.9 oldugundan pH’mn bu degere yakin
oldugu durumlarda Sekil 2.2°de verilen mekanizmaya goére bazik pH degerlerinde
APBA ligandimin tetragonal formu olusmaktadir. Dolayisiyla komsu hidroksil

grubuna sahip maksimum flavonoid adsorpsiyonu beklenildigi gibi bu formdaki

28



yapinin en yiiksek degerine ulastig1 pH 9’da ger¢eklesmistir. Maksimum adsorpsiyon
pH 9’da gerceklesmis olsa da flavonoid tarzi molekiillerin yiiksek ve diisiik pH
degerlerinde yapilarinin bozulma riski oldugundan kersetinin adsorpsiyon izotermi

pH 8,5’ta gerceklestirilmistir.

Kersetin’in adsorpsiyon kapasitesine kersetin baslangi¢ konsantrasyonunun etkisi
Sekil 3.4’te verilmektedir. Buradan artan kersetin konsantrasyonu ile adsorpsiyon
kapasitesinin arttig1 ve yaklasik 0.12 mg/ml kersetin baglangi¢ konsantrasyonundan
sonra adsorsiyon kapasitesinin degismedigi goriilmektedir (Sekil 3.4). Buradan
goriilecegi lizere kersetin igin yaklasik maksimum adsorpsiyon kapasitesi 2,6 mg/g
partikiil’diir0.02 mg/ml baslangi¢ konsantrasyonunda ve pH 8.5’ta rutin’in
adsorpsiyon kapasitesinin 1.6 mg/g partikiill oldugu bulunmustur. Rutin igin
literatiirde organik yapida ve farkli hidrofobik karakterde polimerik (ester, amino ve
amido fonksiyonel gruplu) partikiillerle yapilan c¢aligmalarda rutin adsorpsiyon
kapasitesinin hidrofobisiteye gore 1-3 mg/g partikiil araliginda degistigi ve artan
hidrofobisite ile azaldigi goriilmektedir. Hypericum perforatum bitki 6ziitiinde %3.7
oraninda bulunan rutin orani desorpsiyon sonrasi %53 degerine ¢ikartilmistir (Geng
vd., 2009). Bu sonug ile kiyaslandiginda gore yapmis oldugumuz ¢alismada iiretilmis

olan adsorbanin adsorpsiyon kapasitesinin literatiirle ortlistiigli goriilmektedir.
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Sekil 3.4. APBA bagh poli(CMS-ko-DVB) mikropartikiillerin kersetin adsorpsiyon
kapasitesinin farkh kersetin baslangic konsantrasyonuyla degisimi. ortam sicakhg: 20 °C, pH:
8,5 ve adsorpsiyon ortami: Metanol/HEPES tamponu (85/25, v/v)

Komsu hidroksil grubuna APBA bagli poli(CMS-ko-DVB) mikropartikiillerin
seciciligini gostermek icin kersetin, rutin ve apigenin i¢in elde edilen maksimum

adsorpsiyon degerinin ortam pH’1 ile degisimi Sekil 3.5’te verilmektedir.
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Sekil 3.5. APBA bagh poli(CMS-ko-DVB) mikropartikiillerle kersetin, rutin ve apigenin
adsorpsiyon kapasitesinin ortam pH’1 ile degisimi.ortam sicakhg::
20 °C, Baslangi¢ Flavonoid Konsantrasyonlari: 0,02 mg/ml
Sekil 3.5’ten pH 8,5 degerinde komsu hidroksil grubu iceren rutin ve kersetinin
adsorpsiyon kapasitesinin komsu hidroksil grubu icermeyen apigenine gore daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Rutin’in molekiil agirhiinin kersetine gore yiiksek
olmasindan dogan sterik engellemeden dolay1 partikiil ylizeyine yanagmasi ve
dolayisiyla adsorplanabilmesi ihtimali diisiik oldugundan kersetinin adsorpsiyon
kapasitesinin rutine gore daha yliksek olmasina neden oldugu diisiiniilmektedir.
Apigeninin rutine ve 6zellikle de molekiil agirlig1 kendisine ¢ok yakin olan kersetine
gbre adsorpsiyon kapasitesinin diisiikk olmast pH 8,5 civarinda adsorban iizerindeki
APBA gruplarmin Sekil 2.2°deki mekanizmaya gore tetragonal forma ulagmasi ve
komsu hidroksil grubu igeren rutin ve kersetin’i daha segici yakalayabilmesi ile
aciklanabilmektedir. pH 7-8 civarinda apigeninin adsorpsiyon kapasitesinin yiiksek
pH’lara gore daha ¢ok olmasi bu pH degerinde hidrofobik karakteri artan partikiil
ylizeyi ile apigeninin hidrojen bagi gibi yapabilecegi fiziksel -etkilesimlere
baglanabilir. Bu nedenlerle APBA bagli poli(CMS-ko-DVB) mikropartikiillerle
komsu hidroksil gruplari icermeyen ancak hidrojen bagi yapabilecek gruplari olan
apigenin, komsu hidroksil gruplar1 igeren kersetin ve rutin’e gore daha diisiik

adsorpsiyon kapasitesi gostermistir.
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Yukarda yapilmis olan yorumlara goére bu li¢ bilesik karisimdaki oranlar1 ayni olacak
sekilde bir karisim olarak adsorbanla etkilestirildiginde de benzer sonuglarin elde
edilmesi beklenmektedir. Bu nedenle her ii¢ bilesik her birinin karigimdaki
konsantrasyonlar1 25 pg/ml ve ayni olacak sekilde pH 8,5 metanol/HEPES (85/25,
v/v) ortaminda hazirlanmistir. Karisimdan UV 6l¢iimleri ile miktar tayini miimkiin
olmadigindan HPLC sistemi kullanilarak adsorpsiyon siireci takip edilmistir. Bu
ortamin APBA fonksiyonlu poli(CMS-ko-DVB) partikiillerle etkilestirilmesi dncesi
ve sonrast HPLC kolonu ¢ikisindan alinan adsorbans degerleri kullanilarak her bir

bilesik i¢in adsorpsiyon kapasitesi belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar Sekil 3.6’da verilmektedir. Sekil 3.5’ten goriilecegi gibi UV
spektrofotometresi sonuglar1 kullanilarak, her bilesik i¢in Sekil 3.5’te elde edilen
sonuca benzer bir sonug elde edilmistir. Ancak karisimdan adsorpsiyon sonucu rutin
ve kersetin i¢in elde edilen adsorpsiyon kapasitesi degerlerinin apigenin i¢in elde
edilen degere oraninin her bir bilesikle ayri ayr1 elde edilen degerlerle
kiyaslandiginda ¢ok daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu nedenle gelistirilen yeni
APBA bagli adsorbanin bir karigim igerisinden komsu hidroksil grubu igeren

bilesikleri daha se¢ici adsorpladigl sonucuna varilmistir.
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Kersetin Rutin Apigenin

Sekil 3.6. APBA ligandi tasiyan poli(CMS-ko-DVB) mikrokiireler kullanarak apigenin, kersetin
ve rutinden olusan iiclii flavonoid karisimindan her bir molekiiliin adsorpsiyon kapasitesi.
flavonoid baslangi¢ konsantrasyonu: 0.02 mg/ml, pH: 8,5
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34. APBA Bagh Poli(CMS-ko-DVB) Mikropartikiillerle Flavonoid

Adsorpsiyonunun Adsorpsiyon Modelleri ile Uyumu

Kersetinin APBA fonksiyonel gruplu poli(CMS-ko-DVB) yiizeyine adsorpsiyonunu
Langmuir ve Freundlich modelleri ile agiklanmaya g¢alisilmistir. Birinci model tek
tabakali digeri ise ¢ok tabakali adsorpsiyonu ifade etmek i¢in gelistirilmis
adsorpsiyon modelleridir. Farkli kersetin miktarlar1 igin denge adsorpsiyon kapasitesi
degerleri her iki modelin lineerlestirilmis formlarina uygulanarak grafikler
cizilmistir. Adsorpsiyonun hangi modelle uyumlu oldugu ¢izilen grafigin
dogrusallig1 ile ilgilidir. Kersetin i¢in adsorpsiyon izotermi kullanilarak Langmuir

parametreleri, Esitlik 3.1°deki Langmuir esitligi kullanilarak hesaplanmustir.
g= Qo . ¢/(K+c) (3.1)

Burada; qo, kersetin’in ¢ denge konsantrasyonunda adsorbe olmus dengedeki kersetin
miktarmi (mg kersetin / g partikiil) ve K degeri ise Langmuir sabitini (mg kersetin /

ml tampon ¢ozeltisi) gostermektedir.

1/q degerleri 1/c degerlerine kars1 grafige cizilerek elde edilen dogrunun egiminden
ve y eksenini kestigi noktadan qo degeri 2,12 mg/g, K degeri ise 0,026 mg/ml olarak
bulunmustur (Sekil 3.7). qo degeri Sekil 3.4’ten elde edilen maksimum adsorpsiyon
kapasitesi degeri olan 2,6 mg/g ile ile karsilastirildiginda birbirine ¢ok yakin degerler
olmadig1 goriilmektedir. Bu sonu¢ adsorpsiyon tipinin tek tabakali adsorpsiyon

olamayabilecegi diislincesini uyandirmaktadir.
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Sekil 3.7. Kersetin flavonoidi i¢cin Langmuir izotermi
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Kersetin i¢in adsorpsiyon izotermi, Freundlich parametreleri kullanilarak asagidaki

Freundlich esitligi (Esitlik 3.2) ile hesaplanmustir.
y=k.C" (3.2)

Bu esitlikte; y adsorbentin grami basina adsorblanmis adsorbatin gram miktarimi
(mg/g); C, ¢ozeltinin konsantrasyonunu (g/L); n, 0,1 ile 0,5 araliginda degisen bir
sabiti ve k diger bir ampirik sabiti gostermektedir. Bu ampirik sabit (k) sicaklik ve
adsorbentin yapisiyla 6nemli Olgiide degismesine ragmen, iki farkli adsorbente ait k
degerlerinin orami farklt c¢ozeltiler igin sabittir. Esitlik 3.2°nin logaritmasi

alindiginda;
logy=nlogC + log k (3.3)

esitligi elde edilir. Bu esitlige gore logC’ye karst logy’nin grafigi bir dogrudur ve
sabitler, egim (n) ve kesim noktasindan (k) elde edilir. Sekil 3.8’deki grafige gore n
degeri 0,5639, k sabiti ise 0,2948 olarak hesaplanmustir.

0,6
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Sekil 3.8. Kersetin flavonoidi i¢in Freundlich izotermi

Sonuglar Langmuir modeli ile ¢izilen grafigin (Sekil 3.7) bir dogru ile temsil
edilmesi durumunda, dogrunun R? degerinin 0,9989, ancak ayni veriler Freundlich
modeline gore ¢izildiginde (Sekil 3.8) lineer bolgede bu degerin 0,9942 oldugu
goriilmistiir. Bu nedenle APBA bagli poli(CMS-ko-DVB) mikropartikiillerin
kersetin ile olan adsorpsiyon davranisinin her iki modele de uygun olabilecegi

sonucuna varilmistir.
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Yapilan tez calismasinda yapisinda komsu hidroksil grubuna sahip flavonoid
bilesiklerine karsi ilgisinin oldugu gosterilen, kiiresel, esboyutlu, makrogézenekli
olarak iretilmis ve APBA bagli poli(CMS-ko-DVB) mikropartikiillerle Hypericum
perforatum toprak {istii kisimlarmin etanol ve etil asetat Oziitinden flavonoid
adsorpsiyon c¢alismalar1 yapilarak antioksidan aktivitesi daha yiiksek bir karigim

olusturulmasi amaclanmistir.

Kuru haldeki Hypericum perforatum bitkisinin etanol dziitiiniin pH’1 8,5-9 arasinda
tutulan metanol-su (85/25, v/v) ortamindaki ¢ozeltisi APBA bagl partikiillerle
etkilestirilmistir. Etkilesim sonrasi1 partikiiller etanol-su (70/30, v/v) ortaminda
desorbe edilmistir. H. perforatum bitkisinin etanol Oziitiiniin pH:8,5 metanol-su
ortaminda derisimi 0,2 mg/ml olacak sekilde hazirlanan c¢ozelti ile yapilan
adsorpsiyon c¢alismalar1 sonunda adsorpsiyon sonrasi ¢ozeltide kalan kati miktari,
adsorpsiyon sonrasi desorbe edilmis toplam kati miktar1 ve etanol Oziitii stok
¢ozeltisinin adsorpsiyon Oncesi icerdigi toplam kat1 miktar1 sirasiyla 135,5 mg, 60,3
mg, ve 200 mg olarak hesaplanmistir. Bu degerler Esitlik 2.10°da yerine
konuldugunda desorpsiyon yiizdesi %93 olarak bulunmustur.

Etanol ekstrakti, adsorpsiyon sonrasi geride kalan adsorpsiyon ortami ve desorpsiyon
ortaminin tastyict faz olarak %1 asetik asit igeren metanol-asetonitril-su (40:15:45,
v/v/v) ortami kullanilarak alinmis HPLC kromatogramlari sirasiyla Ek U, EK U ve
Ek V’de gosterilmektedir. Buradan goriilecegi tizere desorpsiyon ortaminin pikleri
diger ortamalara gore sayica azalmis ve daha belirgindir. Bu sonu¢ desorpsiyon
ortaminda daha az sayida ve benzer molekiiler yapiya sahip maddelerin bulundugu
seklinde yorumlanabilir. Bu bilesiklerin asagidaki yorumlarla birlestirildiginde

kersetin tarzinda yapilar oldugu tahmin edilmektedir.

H. perforatum etanol 6ziitii (HPEtOH) poli(CMS-ko-DVB) adsorbanina tutunmadan
kalan Oziitteki bilesenler (HPA) ve poli(CMS-ko-DVB) adsorbanina tutunan
bilesenler (HPD) olmak iizere {i¢ ayr1 fraksiyonun antioksidan aktivitesi ile toplam
flavonoid miktarlar1 karsilastirildi. Bu ¢alismada {iretilen boronik asit fonksiyonlu
poli(CMS-ko-DVB) mikropartikiiliin antioksidan olarak davranan bilesenleri

adsorpsiyonunu ortaya koymak amaciyla bu aktivite ¢caligmalar1 yapildi.

Cizelge 3.2 ve Sekil 3.9°da goruldiugi tizere p-Karoten-Linoleik asit sistemleriyle

hesaplanan toplam antioksidan aktiviteye gore ii¢ fraksiyon aynmi konsantrasyonda
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karsilastirildiginda antioksidan aktivitenin, HPEtOH> HPD> HPA seklinde oldugu
goriilmektedir. Yapilan adsorpsiyon desorpsiyon g¢alismalar1 sonrasi poli(CMS-ko-
DVB) mikropartikiillerinin adsorbe ettigi bilesenlerin antioksidan aktivitesinin
adsorbe edemediklerine gore daha yiiksek oldugu soéylenebilir. H. perforatum
bitkisinin flavonoid bilesenleri bakimindan olduk¢a zengin oldugu hatta biflavonoid
yapil bilesikler tasidigi daha Onceleri rapor edilmistir (Brondz vd., 1983; Sakar ve
Tamer, 1990; Butterweck vd., 1997; Butterweck vd., 2000; Barnes vd., 2001;
Kitanov, 2001; Flausino vd., 2002). Yapilan bu bilimsel arastirma sonuglarina

bakildiginda test edilen her ii¢ fraksiyonunda oldukga yiiksek oranda antioksidan

Cizelge 3.2. H. perforatum bitkisinin etanol 6ziitiiniin antioksidan aktivitesinin adsorpsiyon
oncesi (HPEtOH) ve sonrasi((HPA ve HPD) karsilastirilmal degerleri

Antioksidan Aktivitesi

Konsantrasyon (%inhibisyon)
(Ppm)
HPA HPD HPEtOH
0.78 5.09+11.18 8.75+9.56 5.50+11.73
1.56 12.90+14.88 18.09+7.58 14.93+0.54
3.12 17.94+10.56 21.29+3.08 22.70+0.8
6.25 26.10+£9.44 30.08+5.37 31.27+0.67
12.5 33.64+8.45 37.53+4.89 45.13+1.47
25 44.52+8.41 47.57x1.12 54.48+4.24
50 53.63+4.85 61.28+2.49 65.06+1.95
100 65.15+11.17 68.84+3.38 75.28+0.44
500 93.34+2.36 82.43+2.78 93.94+0.26
1000 97.37+4.44 93.99+13.24 97.26+0.35
2000 117.86+£5.16 105.43+17.33 98.54+0.04
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Sekil 3.9. H. perforatum bitkisinin etanol éziitiiniin antioksidan aktivitesinin adsorpsiyon dncesi
(HPEtOH) ve sonrasi (HPA ve HPD) karsilastirilmali olarak gosterimi

aktivite gostermesi sasirtict degildir. Her bir fraksiyon icin yapilan testlerde sekiz
farkli konsantrasyon kullanildi ve artan konsantrasyonda aktivitenin de arttig1 ortaya

konuldu.

Ayni fraksiyonlarin DPPH radikal giderim aktiviteleri de test edilmistir. Cizelge 3.3
ve Sekil 3.10°da goriilen sonucglara gore artan konsantrasyonla radikal giderme
aktivitelerinin de her ii¢ ortam icin de arttig1 goriilmektedir. Radikal giderim
aktivitesinin karsilagtirilmasinda kullanilan ECsp (Etkili konsantrasyon, pg dwb/ml)
degerleri HPEtOH, HPA ve HPD ig¢in sirasiyla 28, 30, ve 110 olarak bulunmustur.
Elde edilen sonuglara gore boronik asit fonksiyonlu poli(CMS-ko-DVB)
mikropartikiil adsorbanina tutulan bilesenler tutunmayanlara oranla daha az oranda
radikal giderim kapasitesine sahiptir. HPD ortaminin diger ortamlara gére ECsg
degerinin daha yiiksek olmasi (radikal giderim yeteneginin daha diisiik olmasi) ve
toplam flavonoid miktarinin HPA ortami ile ayni1 olmasi bu ortamdaki bilesiklerin

diger ortamlardan farkli oldugunu ortaya koymaktadir.
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Cizelge 3.3. H. perforatum bitkisinin etanol 6ziitiiniin DPPH radikal giderim aktivitesinin
adsorpsiyon dncesi (HPEtOH) ve sonrasi (HPA ve HPD) karsilastirilmal de@erleri

DPPH Radikal Giderim Aktivitesi

Konsantrasyon s
(%inhibisyon)
(ppm)
HPA HPD HPEtOH
3.125 5.91£1.74 0.52+0.54 5.89+1.02
6.25 10.77+0.68 1.86+0.98 11.89+0.65
12.5 20.85+1.28 4.444+0.95 23.70+2.31
25 40.26+2.94 10.42+1.04 44.61+0.75
50 71.71£1.32 22.63+2.58 74.66+£0.92
100 80.42+0.45 45224213 79.46£0.15
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Sekil 3.10. H. perforatum bitkisinin etanol 6ziitiiniin DPPH radikal giderim aktivitesinin
adsorpsiyon oncesi (HPEtOH) ve sonrasi (HPA ve HPD) karsilastirilmali olarak gosterimi

Uzerine galistigimiz ii¢ ayr1 fraksiyonun tasidigi toplam flavonoid miktarlar1 Sekil
3.11°de karsilastirilmali olarak verilmektedir. HPEtOH nin 1 gramlik 6ziitiinde 90
mg flavonoid yapili bilesik varken poli(CMS-ko-DVB) partikiillerine tutulan kisimda
ise 39,5 mg flavonoid bulunmaktadir. Bu durum poli(CMS-ko-DVB) adsorbaninin

flavonoid yapil1 bilesikleri adsorpsiyon yeteneginin oldugunu gostermektedir. Ancak
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Sekil 3.11°den goriildiigii tizere en diisiik flavonoid miktarina sahip fraksiyon olan
desorpsiyon sonrasi olusan ortamin (HPD) Sekil 3.9’daki antioksidan aktivitesinin
adsorpsiyon sonrasi geriye kalan ortamin (HPA) antioksidan aktivite degerlerinden,
daha yiiksek antioksidan aktivite gosteren flavonoid yapili bilesiklerin gelistirilmis
olan adsorbanla izole edilebilmesi ile ag¢iklanabilir (Aehle vd., 2004; Yang vd.,
2009).
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Sekil 3.11. H. perforatum bitkisinin etanol éziitiiniin ve bu 6ziit kullanilarak yapilan
adsorpsiyon ve desorpsiyon ¢alismalari sonrasi olusan ortamlarinin toplam flavonoid
miktarlarinin karsilastirilmasi

Sekil 3.9 ve Sekil 3.10’a gore adsorban ile ortamdan ayrilip desorbe edilmis 6ziitiin
(HPD) ayirma oncesi oziitiin (HPEtOH) aktivitesine gore DPPH radikal giderim
aktivitesinin diisiik, B-Karoten antioksidan aktivitenin ise hemen hemen ayni oldugu
goriilmektedir. Desorpsiyon sonrasi geride kalan ortamin (HPA) DPPH radikal
giderim aktivitesi HPEtOH ile ¢ok yakinken antioksidan aktivitesi HPD’den
diistiktiir. Bu sonuglari agiklayabilmek i¢in baska bir grup tarafindan H. perforatum
bitkisi ile yapilmis ¢alisma incelenmistir (Silva vd., 2008).

H. perforatum bitkisinin etanol 6ziitiiniin i¢erdigi bilesenlerin DPPH ve AAPH (2,2'-
Azobis(2-metilpropionamidin) dihidroklorid) giderimi igin aktivite degerlerinin
bilesenlere gore artan sirada kampferol< klorojenik asit <luteolin <kersitrin
<izokersitrin <rutin <kersetin <hiperozit ve rutin< Kkersetin< Kklorojenik asit

<hiperozit oldugu ifade edilmistir. Ayn1 Oziitiin lipid peroksidasyon inhibisyon
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degerleri bilesenler bazinda kiiglikten biiyiige klorojenik asit< hiperesin< rutin<
kersitrin< izokersitrin< hiperozit< apigenin< biapigenin< luteolin< kamferol<
kersetin seklinde siralanabilir. Bir bagka calismada Tiirkiye’deki H. perforatum
bitkisinin ana bilesenlerinin igerigi kuru agirlik basina; klorojenik asit (0.03—1.86),
rutin (0-8.77), hiperozit (5.41-22.28), apigenin-7-O-glikozit (0.1-0.33), kersitrin
(1.22-3.98), kersetin (1.07-1.76), and hiperisin (0.44-4.06) olarak verilmektedir
(Hosni vd., 2010; Cirak vd., 2007). Bu degerlere gore bitkideki miktart en yiiksek
bilesenler i¢in bitki igerisindeki bilesenlerin konsantrasyonunu hiperozit> rutin>
hiperesin> kersitrin> kersetin seklinde siralanabilir. Bu yapilar dikkate alindiginda
hiperesinin molekiiler yapisindan dolay1 c¢aligilan adsorpsiyon ortami olan metanol-
su ortaminda  ¢oziinirligh ¢ok diisik oldugundan  adsorplanabilmesi
beklenmemektedir. Bu durumda geride kalan rutin, hiperozit, kersitrin, ve kersetinin
adsorplanmasi olasilig1 daha yiiksektir. Bu bilesiklerin radikal giderimi siralamasinin
hiperozit> rutin> kersitrin> kersetin seklinde oldugu, oksidasyon giderim
siralamasinin ise kersetin> hiperozit> kersitrin> rutin yliksek seviyelerde aktivite
gosteren bilesikler oldugu goriilmektedir. Bu bilesiklerden hiperozit, kersetin ve
rutinin ortak yoni komsu hidroksil grubu icermeleridir. Dort bilesigin de yapilarinin
desorpsiyon ortaminda bulunma olasiligi bulunmaktadir. Ancak kersetin hari¢ diger
bilesikler glikozit yapili ve kersetine gore biiyiik molekiillerdir. Bu nedenle
kersetinin diger li¢ bilesige gore adsorplanma ve desorpsiyon ortaminda bulunma
thtimali daha yiiksektir. Bu ihtimalin s6z konusu olmasi durumunda desorpsiyon
ortaminin antioksidan aktivitesinin artis nedeni kersetinin diger bilesiklere gore en

yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olmasiyla agiklanabilir.

H. perforatum ile yapilan baska bir ¢alismada H. perforatum etanol Oziitii
kullanilarak hekzan, biitanol ve etil asetat fraksiyonlar1 olusturulmustur (Silva vd.,
2005). Etil asetat kismi bir kolon vasitasiyla farkli fraksiyonlara ayrilmistir.
Fraksiyonlardan biri icerisinde yiiksek oranda kersetin ve eser miktarda kamferol ve
biapigenin molekiillerini icermektedir. Bir diger fraksiyonda ise kersetinin
glikozitleri olan rutin, hiperozit, izokersitrin, hiperozit-asetil, kersetin-3-ramnozit
molekiilleri bulunmaktadir. Calisma sonuglar1 igerisinde kersetin bulunan ortamin
diger tiim fraksiyonlara gore daha yiiksek antioksidan aktivite ve glikozitlerin oldugu
ortamlarin ise daha yiliksek antiradikal giderime sahip olduklar1 agik¢a ortaya

konulmustur. Elde edilen sonug¢ kersetin gibi glikozit icermeyen flavonoidlerin
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polaritesinin rutin gibi glikozit igeren tiirevlerine gére daha diisiik olmasi ile
aciklanmistir. Bu sonuglar su ana kadar elde edilen sonuglarla birlikte
degerlendirildiginde desorpsiyon ortaminin antioksidan etkisinin daha yiiksek olmasi
yine yiiksek olasilikla glikozit icermeyen komsu hidroksil grubuna sahip kersetinin

yiiksek oranda segici olarak adsorplanmis olabilecegi ile agiklanabilir.

H. perforatum bitkisinin etanol dziitiiniin antioksidan ve antiradikal gideriminin ¢ok
yiikksek olmasi nedeniyle bu ortamda adsorpsiyon ile yapilabilecek fraksiyonlar
sonucu adsorbanin segiciligininin agik¢a ortaya konulamadigr diistiniilmektedir. Bu
nedenle ayrimin daha etkili olabilecegi antioksidan ve antiradikal aktivite gosteren
bilesiklerin daha yiiksek oranda olabilecegi H. perforatum etanol 6ziitiiniin etil asetat
fraksiyonundan, gelistirmis oldugumuz poli(CMS-ko-DVB) mikropartikiillerle

adsorpsiyon/desorpsiyon ¢aligmalart yapilmistir.

Kuru haldeki Hypericum perforatum bitkisinin etanol 6ziitii etil asetat ile ekstrakte
edilmistir. Etil asetat ekstraktinin pH’1 8,5-9 arasinda tutulan metanol-su (85/25, v/v)
ortamindaki ¢ozeltisi APBA bagl partikiillerle etkilestirilmistir. Etkilesim sonrasi
partikiiller etanol-su (70/30, v/v) ortaminda desorbe edilmistir. H. perforatum
bitkisinin etil asetat Oziitiiniin pH:8,5 metanol-su ortaminda derisimi 0,2 mg/ml
olacak sekilde hazirlanan ¢ozelti ile yapilan adsorpsiyon caligmalari sonunda
adsorpsiyon sonrasi ¢ozeltide kalan kat1 miktari, adsorpsiyon sonrasi desorbe edilmis
toplam kat1 miktar1 ve etil asetat 6ziitli stok ¢dzeltisinin adsorpsiyon dncesi icerdigi
toplam kat1 miktar1 sirasiyla 36 mg, 55 mg, ve 100 mg olarak hesaplanmistir. Bu
degerler Esitlik 2.10’da yerine konuldugunda desorpsiyon yiizdesi %84 olarak

bulunmustur.

Etil asetat fraksiyonu (EtOAc) adsorpsiyon ortami (EtOAcA) ve desorpsiyon ortami
(EtOACcD) igin toplam flavonoid miktari, -Karoten antioksidan aktivitesi ve DPPH
radikal giderim aktivitesi 6l¢iimleri yapilmis, sonuglar sirastyla Sekil 3.12, Sekil 3.13

ve Sekil 3.14’te verilmistir.

Sekil 3.12°den goriilecegi iizere desorpsiyon ortami toplam flavonoid igerigi
(yaklasik 8 mg/g kuru ekstrakt) diger ortamlara gore daha diisiiktiir. Buna ragmen
EtOACcD antioksidan aktivitesi EtOAc ve EtOACA gore daha yiiksektir (Sekil 3.13).
Bu farklilik Sekil 3.9°daki farka gore daha belirgindir. Hem etanol ekstresinde hem

de etil asetat fraksiyonunda adsorpsiyon ile ayrilmis bilesenler yiiksek antioksidan
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aktiviteye neden olmuslardir. DPPH radikal giderim aktivitelerinin incelendigi
durumda Sekil 3.14’te desorpsiyon ortaminin en diisiikk aktiviteyi gosterdigi,
adsorpsiyon sonrasi geriye kalan ortaminin ise ¢ok net olarak hatta etil asetat
ekstraktina gore daha yiiksek aktivite gosterdigi goriilmektedir. Tiim bu sonuglar
ancak desorpsiyon ortaminda yliksek antioksidan 6zellikli bilesiklerin adsorpsiyon
sonrasi geriye kalan ortamda ise yiiksek radikal giderimine sahip bilesiklerin

olmasiyla agiklanabilir (Silva vd., 2005).
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Sekil 3.12. H. perforatum bitkisinin etilasetat ekstrakti ve bu ekstrakt kullanilarak yapilan
adsorpsiyon ve desorpsiyon ¢calismalari sonrasi olusan ortamlarin toplam flavonoid
miktarlarinin karsilastirilmasi
Etanol ekstraktinin sonuglart degerlendirilirken yapilan yorumlar burada da
gecerlidir. Polaritesi daha diisiik olan komsu hidroksil grubu igeren kersetin gibi
molekiiller daha yiiksek antioksidan aktivite gostermekte bu molekiillerin glikozitleri
olan rutin, hiperozit ve izokersitrin daha polar olmalari nedeniyle antioksidan
aktiviteden ziyade yiiksek radikal giderim akivitesi gostermektedir. Bu molekiiller de
komsu hidroksil grubu icermekte ve glikozit grubu icermeyen molekiillere gore
yapilar1 daha biiyiiktiir. Adsorpsiyon durumunda sterik engellemeden dolayr biiyiik
molekiillerin kersetine kiyasla partikiil ylizeyine daha az tutunmasi beklenmektedir
(Sekil 3.5). Kisaca Hypericum perforatum etil asetat ekstraktinda yiiksek oranda

bulunan kersetinin komsu hidroksil gruplarindan yakalanarak adsorplandigi ve bu
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molekiillerin desorpsiyonu sonucu yapilan antioksidan aktivite caligmalarinda

belirgin olarak yliksek aktiviteye neden oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 3.13. H. perforatum bitkisinin etil asetat 6ziitiiniin antioksidan aktivitesinin
karsilastirilmal olarak gosterimi
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Sekil 3.14. H. perforatum bitkisinin etil asetat 6ziitiiniin DPPH radikal giderim aktivitesinin
karsilastirilmali olarak gosterimi
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Adsorpsiyon sonrasi geride kalan adsorpsiyon ortaminin etil asetat ektraktina gore
yiikksek DPPH radikal giderim degeri gostermesi gibi bir davranisa (Sekil 3.14)
literatlirde rastlanmamuistir. Genellikle adsorban kullanilarak ayrilan bilesiklerin
(geride kalan degil) DPPH gideriminin ham ekstrakta gére daha ¢ok artmasi yoniinde
sonuglar bulunmustur (Aehle vd., 2004; Geng vd., 2009). Buradaki sonug, EtOAc
ortaminin bilesiminin adsorpsiyon sonrasi (geride kalan) farklilasmasi ile
aciklanabilir. Kullanmig oldugumuz APBA bagli poli(CMS-ko-DVB) partikiillerin
yiizeyleri, takilan ligand disinda asir1 apolar karakterdedir. Dolayisiyla adsorbanin
glikozit tlirevli benzeri yapilara gore daha apolar yapida olan kersetini daha ¢ok
yakalama olasilig1 bulunmaktadir. Bunun yanisira apolar karakterdeki fenolik yapilar
haricindeki diger molekiillerinde EtOH ortamindan adsorplanmis olma ihtimali
yiiksektir. Adsorpsiyon Oncesi apolar karakterdeki fenolik olmayan diger yapilarin
fenolik yapilarin etkinligine fiziksel etkilesimler nedeniyle yapmis oldugu engelleme
bu bilesiklerin adsorban fazi ile uzaklastirilmasi ile azaltilmis olabilir. Bu durumda
geride kalan EtOAcA ortamindaki rutin, hiperozit, izokersitin ve kampferol tarzi
molekiillerin DPPH antiradikal aktivite giderim etkinliginin artmis olmasi

muhtemeldir.

Sekil 3.14’te radikal giderim aktivitesinin karsilastirilmasinda kullanilan ICsq (pg
dwb/ml) degerleri EtOAc, EtOAcA ve EtOAcD igin sirastyla 360, 170 ve 800 olarak
bulunmustur. Bu degerler etanol ekstrakti degerleri ile kiyaslandiginda oldukca
artmistir ve daha diisiik radikal giderim anlamina gelmektedir. Bunun anlami etanol
ekstraktinin antiradikal bilesikler agisindan daha zengin bilesime sahip olmasi ile
aciklanabilir. Etil asetat ekstraktinda bulunmayan fakat Hypericum perforatum etanol
ekstraktinda oldukg¢a yiiksek miktarda bulunan fenolik asitlerin (klorojenik asit,

neoklorojenik asit vb) eksikligi bu diisiise neden olmus olabilir (Silva vd., 2005).
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Gelistirilmis olan adsorbanin benzer amaglarla kullanilan diger adsorbanlara gore en
onemli farki komsu hidroksil gruplarina olan segiciligidir. Literatiirdeki adsorbanlar
Iyonik olmayan yapida olup fiziksel etkilesimlerle (6zellikle hidrojen bagi ile) hem
radikal giderici hem de antioksidan 6zellikli bilesikleri belli oranlarda ayirabilmekte
ve sonucta her iki 6zelligi gosteren orta derecede aktif karisimlar elde edilmektedir.
Calisilan Hypericum perforatum bitkisi igerisinde komsu hidroksil grubu igeren
molekiillerin DPPH gideriminin orta ve alt seviyelerde, antioksidan aktivitesinin ise
daha iyi olmasi gelistirilmis oldugumuz adsorbanin ayirdigi Oziitin antioksidan
ozelliklerini 6n plana ¢ikarmistir. Antioksidan aktivitenin 6zellikle klorojenik asit

oran1 yiiksek olan bitki 6ziitlerinde daha yiiksek olmas1 beklenmektedir.

Cay c¢igekleri kullanilarak yapilan bir calismada radikal giderim aktivite degerinin
yiksek oranda komsu hidroksil gruplari igeren epi-katesin-3-gallat ve epi-
gallokatesin-3-gallat’a bagli oldugu gosterilmistir (Yang vd., 2009). Bu flavonoid
yapili bilesiklerin yapisindaki komsu hidroksil gruplari bulundugundan dolay1
gelistirilen adsorbanin gay ¢igekleri ile yapilacak izolasyon ¢aligmalari sonucu hem
radikal giderici hem de antioksidan Ozellikli karisimlart olusturabilecegi

Oongoriilmektedir.

Tezde iiretilmis adsorban partikiillerin es boyutlu olmasi daha sonra HPLC
uygulamalari ile flavonoid tarzi molekiillerin hassas analizinde kolon dolgu maddesi
olarak kullanimini da miimkiindiir. Ayrica bu adsorban yapilarin oligoniikleotid ve
glikozid tarz1 komsu hidroksil yapilarini igeren bilesiklerin izolasyonunda denenme

ve basarili olma potansiyeli yiiksektir.
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Pikin Altinda Kalan Alan

Ek A. Kersetin’in pH’8,5’taki HPLC icin Kalibrasyon Dogrusu
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Pikin Altinda Kalan Alan

Ek B. Rutin’in pH’8,5’taki HPLC icin Kalibrasyon Dogrusu
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Pikin Altinda Kalan Alan

Ek C. Apigenin’in pH’8,5’taki HPLC i¢in Kalibrasyon Dogrusu
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Ek D. Apigenin’in pH 6’daki UV-Visible Spektrofotometre icin Kalibrasyon
Dogrusu
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Ek E. Apigenin’in pH 7°deki UV-Visible Spektrofotometre i¢in Kalibrasyon
Dogrusu
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Ek F. Apigenin’in pH 8’deki UV-Visible Spektrofotometre i¢cin Kalibrasyon
Dogrusu
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Ek G. Apigenin’in pH 8,5’taki UV-Visible Spektrofotometre i¢cin Kalibrasyon

Dogrusu
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Ek H. Apigenin’in pH 9°daki UV-Visible Spektrofotometre i¢in Kalibrasyon
Dogrusu
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Ek I. Kersetin’in pH 6’daki UV-Visible Spektrofotometre i¢cin Kalibrasyon

Dogrusu
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Ek 1. Kersetin’in pH 7°deki UV-Visible Spektrofotometre icin Kalibrasyon

Dogrusu
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1 -
0,8 -
2 0,6 -
0,4 -
0,2 -

0 T T T T 1
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

¢ (mg/ml)
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Ek J. Kersetin’in pH 8’deki UV-Visible Spektrofotometre i¢cin Kalibrasyon
Dogrusu

1,2 -

0,8 -

0,6 -

Abs

04 -

0,2

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025
¢ (mg/ml)

62



Ek K. Kersetin’in pH 8,5’daki UV-Visible Spektrofotometre i¢cin Kalibrasyon

Dogrusu
1,2
1. y = 47,936x
R?=0,9992
0,8 -
38 0,6 -
<
0,4 -
0,2 4
O T T T T 1
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

¢ (mg/ml)
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Ek L. Kersetin’in pH 9’daki UV-Visible Spektrofotometre icin Kalibrasyon
Dogrusu

0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
04 -
0,3 -
0,2
0,1 -

Abs

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025
¢ (mg/ml)
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Ek M. Rutin’in pH 6’daki UV-Visible Spektrofotometre icin Kalibrasyon

Abs

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

Dogrusu

y = 27,566x
R?2=0,9767

0,005

0,01

¢ (mg/ml)
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Ek N. Rutin’in pH 7°deki UV-Visible Spektrofotometre icin Kalibrasyon

Dogrusu
0,6 -
y = 25,74x
0,5 - R%2=10,9995
0,4 -
a 0,3 -
<
0,2 -
0,1 -
O T T T T 1
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

¢ (mg/ml)
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Ek O. Rutin’in pH 8’deki UV-Visible Spektrofotometre icin Kalibrasyon

Dogrusu
0,35 -
y = 28,809x
0,3 1 R2=0,9975
0,25 -
0,2 -
0,15 -
3
< o1
0,05 -
0 T T T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012
¢ (mg/ml)
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Ek O. Rutin’in pH 8,5’taki UV-Visible Spektrofotometre icin Kalibrasyon

Dogrusu
0,6 -
) y = 24,247x
0.5 R” = 0.9999
04 -
0,3 -
38
< 0,2 -
0,1 -
0 T T T T 1
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

¢ (mg/ml)
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Ek P. Rutin’in pH 9’daki UV-Visible Spektrofotometre icin Kalibrasyon

Dogrusu
0,6 -
| y =23,972x
0.5 R2=0,9999
0,4 -
0,3 -
8
< 02 -
0,1 -
0 T T T T 1
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

¢ (mg/ml)
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Ek R. Toplam Flavonoid Tayini i¢in Kersetinin 415 nm’deki Kalibrasyon

Dogrusu
1,2 -
y = 48,622x
R2=10,9987
1 .
0,8 -
3 0,6 -
<
0,4
0,2 -
0 T T T T 1
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

¢ (mg/ml)
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Ek S. Poli(CMS-ko-DVB) Partikiillerinin G6zenek Hacim Dagilim
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Adsorpsiyon miktar1 cc/g

400

350

300

250

200

150

100

50

Ek T. Poli(CMS-ko-DVB) Partikiillerine Ait BET izotermi

o D

o e

0,0

0,2

0,4 0,6 0,8 1,0
P/Po
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Ek U. H. Perforatum Bitkisinin Etanol Ekstresinin HPLC Kromatogram

35@: I TR

5 083
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Ek U. H. Perforatum Bitkisinin Etanol Oziitiiniin Adsorpsiyon Sonrasi Ortamda
Kalan Oziitiin HPLC Kromatogrami

mAL
1 z
mf e
120
12484
1604 ¢
763
-0 b3 &8 1
&e | :‘.3§ E4
0 QF A
%3
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o0 25 50 74 we 125 150 min
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mAL

Ek V. H. Perforatum Bitkisinin Etanol Oziitiiniin Adsorpsiyon Sonrasi

Ortamdan Ayrilip Desorbe Edilen Oziitiin HPLC Kromatogrami
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Gorev Aldig1 Projeler

1) Komsu Hidroksil Grubu Tasiyan Flavonoidlerin Boronik Asit Fonksiyonlu
Makrogozenekli Es  Boyutlu  Poli(4-Klorometilstiren-Ko-Divinilbenzen)
Partikiillerle Kesikli Sistemde Ayrilmasi Ve Bitki Oziitlerinin Antioksidan
Aktivitesinin Artirilmasma Yonelik Kullanimi, Tiibitak Hizli destek Projesi,
Yardimer Arastirmaci, Proje No: 110M382, Baslangig; 15.10.2010.

Eserler

Ulusal bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitaplarinda basilan bildiriler

1)

2)

3)

Cicek H., Cetinkaya O., Ayhan H., Kiiresel Formda Mikron Boyutlu
Gelatin/Alginat Mikrokiirelerin Sentezi ve Ilag Saliminda Uygulanabilirligi,
3. Ulusal Polimer Bilim ve Teknoloji Kongresi ve Sergisi, 12-14 Mayis, 95-
105, Kocaeli Universitesi, Kocaeli, 2010. (S6zlii sunum)

Hiiseyin Cigek ve Onur Cetinkaya, Es Boyutlu Kiiresel Silika Partikiilleri
Kullanilarak Komsu Hidroksil Grubu Iceren Flavonoidlerin Segici Olarak
Izolasyonu, II. Ulusal Anorganik Kimya Kongresi, Poster: 161,sayfa:189, 19-
22 Mayis, On Sekiz Mart Universitesi, Canakkale, 2011. (Poster sunumu)

Onur Cetinkaya, Hiiseyin Karababa, Hiiseyin Cicek, Es Boyutlu Kiiresel
Poli(klorometilstiren-ko-divinilbenzen) Partikiilleri Kullanilarak Komsu
Hidroksil Grubu igeren Flavonoidlerin Segici Olarak Izolasyonu, Uluslar
Aras1 Katilimli 25. Ulusal Kimya Kongresi, PP198; Sayfa.217, 27 Haziran-2
Temmuz 2011, Atatiirk Universitesi, Erzurum, 2011. (Poster sunumu).

flgi Alanlar :

Polimer Bilim ve Teknolojisi (Latex ve partikiil tiretimi, akilli polimerler,
jeller, nanoteknoloji uygulamalart)

Biyomiihendislik (polimerik ila¢ salim sistemleri, teshis ve tedavi amagh
polimerik yapilarin gelistirilmesi)

Hobiler

1)
2)
3)
4)
5)

Model maket yapmak
Yiizmek

Gitar calmak

Film izlemek

Kitap okumak
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