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TESEKKUR
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Tizmen’e

Her basim sikistiginda bilgisine danistigim arkadasim, hocam Aras. Gor. Tiilden

Inanan Kalburcu’ ya
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FiZYOLOJIK ONEME SAHIP MELATONININ iZOLASYONUNA
YONELIK iINDOL GRAFT MEMBRANLARIN HAZIRLANMASI VE
KARAKTERIZASYONU

0z

Melatonin (5-metoksi-N-asetiltriptamin), noroendokrin sisteminin ve giinliik uyku
diizeninin regulasyonunu saglayan énemli bir hormondur. Melatoninin immiin cevap,
kanser ve depresif sendromlar gibi gesitli hastaliklara kars1 oldukga etkili oldugu,
nemlendirici, yaglanmayr Onleyici, yenileyici, kirigiklik Onleyici  olarak
kozmetiklerde de yaygin kullanima sahip oldugu bilinmektedir. Tip ve kozmetik
endiistrisindeki bu yaygin kullanimlar1 nedeniyle, yiliksek bitkiler gibi dogal
kaynaklardan melatoninin yiiksek saflik ve segicilikte, hizli ve diisiik maliyetli bir
yontemle ekstraksiyonu ve tayini biliylik 6nem tagimaktadir. Son 20 yilda kat1 faz
ekstraksiyonu alaninda yapilan yogun arastirmalar, g¢esitli matrikslerdeki analitin

secici ekstraksiyonu i¢in yeni materyallerin gelistirilmesine onciiliik etmistir.

Bu calismada, kompleks biyolojik matrikslerdeki melatoninin zenginlestirilmesi
ve kantitatif tayini icin katt faz kartusu olarak kullanilabilecek polimerik
membranlarin hazirlanmasi, karakterize edilmesi amaclanmistir. Bu amagla, 2-
hidroksietil metakrilatin (HEMA) UV-baglaticili fotopolimerizasyonuyla p(HEMA)
membranlar hazirlanmistir. Membranlar L-triptofan graft edilmesinden sonra
adsorpsiyon yoluyla melatoninin ekstraksiyonunda kullanilmistir. Membranlar
tizerine sulu ¢ozeltilerden melatonin adsorpsiyonu, farkli melatonin derisimleri ile
farkli siire ve sicakliklarda kesikli sistemde calisilmistir. L-Trp graft pHEMA
membranlar {izerine maksimum melatonin adsorpsiyon kapasitesi 36.58 mg/g olarak
bulunmustur. Adsorplanan melatonin trietilamin:methanol karisimi (1:9) ile %100
oraninda desorplanmistir. Hazirlanan L-Trp graft p(HEMA) membranlarin
kromatografik analiz Oncesi Onderistirilmelerinde tekrar tekrar kullanilabilecegi

gosterilmistir.

Anahtar Kkelimeler: Afinite matriks, graft membran, melatonin, izolasyon,

ekstraksiyon
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PREPARATION AND CHRACTERIZATION OF INDOLE GRAFTED
MEMBRANES TO ISOLATE PHYSIOLOGICALLY IMPORTANT
MELATONIN

ABSTRACT

Melatonin (5-methoxy-N-acetyltryptamine) is an important hormone that plays a
role in regulating the neuroendocrine system, and in the regulation of the circadian
sleep-wake cycle. It is known that melatonin is very effective various diseases such
as cancer, depressive syndrome and immune system and also that melatonin has
broad usage in cosmetics as moisturizer, lipoidozis preventive, regenerative, anti-
wrinkle. Due to their common usage in medicine and cosmetic industry, extraction
and determination of melatonin with high purity and selectively using rapid and low-
cost method from natural sources, such as high plants, have great importance. In the
last 20 years, intensive researches about solid phase extraction field have guided to

develop new materials for selective extraction of analyte from several matrixes.

In this study, preparation and characterization of polymeric membranes which can
be used as SPE cartridge for the extraction and determination of melatonin in
complex biological matrices were aimed. For this purpose, p(HEMA) membranes
were prepared with UV-initiated photopolymerization of 2-
hydroxyethylmethacrylate. The membrane was then grafted with L-tyrptophane and
used for the extraction of melatonin via adsorption. Melatonin adsorption onto the
membrane from aqueous solutions was studied with different amounts of melatonin
at different temperature and time in a batch system. The maximum melatonin
adsorption capacity of the L-Trp grafted pHEMA membranes was found to be 36.58
mg/g. 100% of the adsorbed melatonin was desorbed by using
triethylamine:methanol mixture (1:9) as desorption agent. It was demonstrated that
the prepared L-Trp grafted pHEMA membranes could be repeatedly applied to

extraction of melatonin before chromatographic analysis.

Keywords: Affinity matrix, grafted membrane, melatonin, isolation, extraction
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BOLUM BiR
GIRIS
1.1 Melatonin

Ik kez yaklasik 50 yi1l 6nce kesfedilen melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin),
cesitli fonksiyonlarda rol alan ve pineal glanddan salgilanan bir nérohormondur.
Melatonin baslangicta néroendokrin fizyolojisi, 6zellikle de iiretkenlik fizyolojisi ile
ilgili bir molekiil olarak tanimlanmis (Reiter, 1993; Malpaux, Migaud, Tricoire ve
Chemineau, 2001), daha sonra giinliikk ritim ve uyku proseslerinde de yer aldig:
bulunmustur (Melamud ve diger., 2012). Ayrica, melatonin metabolizma, iireme,
denge, kas koordinasyonu ile bakteri, virus, kimyasal kirleticiler ve serbest radikaller
gibi hastalik etkenleriyle savasan immun sistemin kontroliinde de Onemli
fonksiyonlara sahiptir (Arendt, 1988; Reiter, 1991; Maestroni, 1993). Bunun yani
sira, melatoninin immiin cevap, kanser ve depresif sendromlar gibi ¢esitli hastaliklara

kars1 oldukga etkili oldugu da bilinmektedir (Jung ve Ahmad, 2006).

Melatonin, hem yagda (Reiter, 1998) hem de suda (Reiter, 1996; Tauitou, 2001)
¢Oziinebilir. Ancak yagdaki coziinlirliigli daha fazladir. Melatonin sentezlenince
hemen dolagima salinir. Bu hizli salinim, hormonun lipofilik 6zelligine baglidir. Bu
sayede pinealosit membranindan ve kilcal damar endotelinden rahatca gecer.
Melatoninin kandaki konsantrasyonu, gece sentezlenip salinmasina bagli olarak gece
boyunca giindiiziin 5-15 kati daha yliksektir. Lipofilik 6zelligine bagl olarak,
kolayca kandan viicut sivilarina, hiicrenin biitiin organellerine ve hiicre ¢ekirdegine
ulagabildigi gibi kan-beyin bariyerini de kolayca geger. Boylece, ¢ok genis bir
dagilimda antioksidan aktivite gosterir (Karbownik ve Reiter, 2000). Melatonin,
sadece bir memeli sentetik Uriinii degildir, yenebilen c¢esitli bitkilerin yani sira
memeli olmayan tiim vertebralilarda, algleri ve bakterileri igeren vertebrasizlarda da
bulunur (Chen ve diger., 2003; Posmyk ve Mjanas 2009; Rodriguez ve diger, 2011;
Aguilera ve diger, 2014; Reiter ve diger., 2015). Bu nedenle melatonin, sadece
endojen olarak iiretilen bir antioksidan degildir; ayn1 zamanda besin yoluyla da
almabilir (Reiter, 1996; 1998). Melatonin, yiiksek bitkilerin kok, govde, yaprak,

cicek, meyve ve tohum gibi bircok organinda genellikle gram doku basina pikogram



veya nanogram arasinda degisen konsantrasyonlarda bulunur. Tohumlarda ortalama

melatonin miktari 2-200 ng/g kuru agirlik olarak belirlenmistir (Posmky ve Janus,

2009). Asagidaki tabloda farkli bitkilerin melatonin igerikleri verilmistir.

Tablo 1.1 Cesitli bitkisel kaynaklarin melatonin igerikleri

Yaygin isim Organ Melatonin miktar1 (ng/g)
Gindiizsefasi Yaprak 0,0005
Muz Meyve 0,002
Giindiizsefasi Filiz 0,004
Kuskonmaz Filiz 0,01
Pancar Kok 0,01
Yabani ¢ilek Meyve 0,01
Sogan Cicek sogani 0,03
Salatalik Meyve 0,03
Ananas Meyve 0,04
Elma Meyve 0,05
Havug Kok 0,06
Cin lahanasi Yaprak 0,10
Lahana Yaprak 0,10
Kirmizi kazayagi Filiz 0,20
Arpa Tohum 0,40
Domates Meyve 0,50
Sarimsak Kok 0,60
Kirmizi turp Kok 0,60
Salgam Kok 0,70
Piring Tohum 1,00
Yulaf Tohum 2,00
St. John’s malt1 Yaprak 2,00
Sevketibostan Tohum 2,00
Krizantem Yaprak 2,00
Misir Tohum 2,00
St. John’s malti Cicek 4,00
Uzun ¢ayirotu Tohum 5,00
Hasghag Tohum 6,00
Kereviz Tohum 7,00
Kisnis Tohum 7,00
Anason Tohum 7,00
Keten Tohum 12,00
Yesil kakule Tohum 15,00
Kiraz Meyve 18,00
Rezene Tohum 28,00
Aycigegi Tohum 29,00
Badem Tohum 39,00
Cemen otu Tohum 43,00
Kurt tizimii Tohum 103,00
Kara lahana Tohum 129,00
Beyaz lahana Tohum 189,00




Insan diyetindeki dogal melatonin kaynaklarini bulmay: amaglayan iki farkl
calisma ile yiiksek bitkilerde melatonin varligi belirlenmistir (Dubbels ve diger.,
1995; Hattori ve diger., 1995). 1997°de noérolojik hastaliklarin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan sifali bitkilerin umulandan daha yiiksek miktarda melatonin igerdigi
belirlenmigtir (Murch, Simmons, ve Saxena, 1997). Melatonin klinik olarak jet
gecikmesi ve uyku bozukluklarinin tedavisinde kullanilir (Brzezinski ve diger.,
2005). Alzheimer hastalarinda melatonin salgilanmasi baskilandigindan 1995°ten bu
yana Alzheimer hastalarinin uyku bozukluklarinin tedavisi amacli melatonin
kullanilmaktadir (Sanders, Chaturvedi, ve Hordinsky, 1999; Jan, Freeman ve Fast
1999). Ayrica, melatoninin immiin cevap, kanser ve depresif sendromlar gibi ¢esitli
hastaliklara karsi oldukga etkili oldugu da literatiirde yer almaktadir (Lissoni ve
diger., 1999; Dolberg, Hirschmann, Grunhaus, 1998; Jung ve Ahmad, 2006).
Melatonin ve analoglart ayrica, nemlendirici, yaglanmay1 Onleyici, yenileyici,
kirigiklik onleyici, cilt agartici, glines ve atmosferin neden oldugu aktinik hasari
Onleyici olarak kozmetiklerde de yaygin kullanima sahiptir. Melatoninin antioksidatif
ve norodiizenleyici fonksiyonlarinin, cesitli hastaliklarin melatonince zengin sifal
bitkilerle tedavisinde etkin olabilecegi diisiiniilmektedir (Watanabe ve diger., 2002).
Ancak melatoninin yesil bitkiler gibi kompleks matrikslerden zenginlestirilmesi,
belirlenmesi ve kantitatif tayini olduk¢a giictiir. Tip ve kozmetik endiistrisindeki bu
yaygin kullanimlar1 nedeniyle, dogal kaynaklardan melatoninin yiiksek saflik ve
secicilikte, hizl1 ve diisiik maliyetli bir yontemle zenginlestirilmesi ve tayini biiyiik

Onem tasimaktadir.

Melatonin tayini amagli analitik metotlar, kullanilan teknige bagli olarak
nanogramdan pikograma kadar degisen miktarlarda tayini miimkiin kilar (Rodriguez-
Naronjove diger., 2011; Stiirtz ve diger., 2011; Oladi, Mohamadi, Shamspur,
Mostafavi, 2014) . Giliniimiizde kullanmilan analitik teknikler radyoimmunolojik
yontem (RIA), enzim-aracili immunosorbent yontemi (ELISA), elektrokimyasal ve
floresans dedektorlii yliksek performans sivi kromotografisi (HPLC) ve gaz
kromotografi-kiitle spektrometridir (GC-MS) (Sagara, Okatani, ve Yamanaka, 1998;
Yie, Johansson, ve Brown, 1993). Modifiye bir ekstraksiyon prosediiriiyle birlikte
caligan ticari RIA Kkitlerinin kalsiyum heparin gibi kimyasallarla girisim yaptig



belirlenmistir (Sieghart, Ronca, Drexler ve Karall, 1987; Plebani ve Masiero, 1990).
Rutin olarak kullanilan radyoimmiin testle (RIA) karsilastirildiginda gelistirilen
enzim aracilt immiinosorbent yonteminin (ELISA) teknik olarak daha basit oldugu
ve daha kii¢iik numune hacmiyle ¢alisma olanagi sagladig1 belirlenmistir, ancak bu
yontem diisiik melatonin diizeylerini belirlemek icin ek deristirme basamagina
gereksinim duyar (Chegini, Ehrhart-Hofmann, Kaider ve Waldhauser, 1995). Bu
metotlarla kiyaslandiginda, son yillarda melatoninin kantitatif tayini amacli HPLC
teknikleri kullanilmaktadir (Penitson-Bird ve diger., 1993). Elektrokimyasal
dedeksiyonlu HPLC metotlar1 mobil faz bilesimiyle ilgili bazi sinirlamalar icermekle
birlikte kisa analiz siiresi ve radyoaktif reaktife gereksinim duymamasi gibi
avantajlara sahiptir (Mefford ve Barchas, 1980; Vieira, Miguez, Lema ve Aldegunde,
1992). Floresans dedeksiyonlu g¢aligmalar, metanol-su ya da etilasetat gibi basit bir
mobil faz kullanilan daha kararli bir metodu kullanmaktadir (Vitale, Ferrari, Aldana
ve Affani, 1996). HPLC metodlarinin temel dezavantaji diisiik konsantrasyonlarin
6l¢iimiinde oldukga biiylik hacimlere gereksinim duymasidir. Tayin siirlari, 0.2-2.0
mL plazma i¢in 2-20 pg/mL,8 mL idrar i¢in 7 pg/mL’dir. Bununla birlikte,
karigimlardaki tiim bilesenlerin ayrilmasi miimkiin olmadig1 durumlarda nicel
analizde kesinlik ve dogrulukta eksiklik olmaktadir. Bu nedenle, 6rnek hazirlama
asamasinda genellikle s1vi-siv1 ekstraksiyonu, kati-faz ekstraksiyonu (KFE), kati-s1v1
ekstraksiyonu, ultrasonik ekstraksiyon, matriks kat1 faz dispersiyonu gibi yontemler
gelistirilmekte ve kullanilmaktadir. Yiiksek ornek hacmi, kolay analit geri alinimu,
yiiksek geri kazanmim, hizli 6rnek yiiklemesi, az organik coziicli gereksinimi gibi
ozelliklerinden dolayr KFE, diger ekstraksiyon yontemlerinden daha avantajhidir.

Ticari olarak kullanilan farkli KFE sorbentleri mevcuttur (Tablo 1.2).

Tablo 1.2 Kat1 faz ekstraksiyonunda kullanilan ticari sorbentler

TICARI SORBENT (KARTUS) TURLERI

CarboPrep SPE Kartuslar Kapalt U¢lu SPE Kartus : Aktive Edilmis
Sodyum Siilfat

Pestisit Kalintis1 Cleanup SPE Kartuslar CarboPrep Revers SPE Kartuglar

Resprep SPE Kartuslar (Normal Fazlar) Resprep SPE Kartuslar (Polimerik DVB
Adsorbentler)

Resprep SPE Kartuslar (Iyon Degistirici Fazlar) | Resprep SPE Kartuslar (Bagh Ters Fazlar)

Diizenli C8 ve C18 SPE Kartuslar Ftalatsiz C8 ve C18 SPE Kartuslar

EPA Metot 525.2 i¢in C18 SPE Kartuslar Unbonded Silika (Asit Yikamali) SPE Kartuslar




Bununla birlikte asagidaki gibi farkli polimerik yapilar KFE sobenti olarak
kullanilabilirler:
v" Polianilin
stiren-metakrilat ve stiren-N-vinilpirolidon kopolimerleri
poli-N-metilanilin (PNMA) ve polidifenilamin
Polipirol(PPy)
Polimerik karma mod anyon degistirici (Oasis MAX, Waters).

Modifiye edilmemis ve hidroksillenmis polistiren divinilbenzen polimerleri

IR N NN R

Stiren-divinilbenzen

Ispanya’nin ana tarim alanlarindan biri olan Ebro deltasindaki pestisitlerin ve
transformasyon irlinlerinin varligin1 belirlemek amaciyla gerceklestirilen bir
calismada stiren-divinil benzen kati faz sorbenti olarak kullanilmistir (Aguilar,

Ferrer, Borrull ve Barcelo, 1999).

Fitalat ve yiiksek yogunluklu ugucu yag asitlerinin ortamdan uzaklastirilmasi
amaciyla gercgeklestirilen bir calismada, modifiye edilmemis ve hidroksillenmis
polistiren divinilbenzen polimerlerinin KFE sorbenti olarak kullanimi incelenmistir

(Jonsson ve Boren, 2002).

Kat1 faz ekstraksiyon sorbenti olarak polimerik karma mod anyon degistirici
(Oasis MAX, Waters) kartusun kullanildig1 baska bir ¢alismada ise sanayi ve kentsel
attk sularinda bulunan diisiik seviyelerdeki beta laktam antibiyotiklerin
zenginlestirilmesi amag¢lanmistir (Benito-Pefia, Partal-Rodera, Ledn-Gonzalez ve

Moreno-Bondi, 2006).

Su orneklerinden baz1 c¢evresel Kkirleticilerin (fenol, pestisit ve poliaromatik
hidrokarbonlar) kat1 faz ekstraksiyonu ile tayini veya uzaklastirilmas: amaciyla pirol

bazli polimerik yeni bir sorbent sentezlenmistir (Bagheri ve Mohammadi, 2003).

Bagheri ve Saraji tarafindan gergeklestirilen bir c¢alismada, polianilin su

orneklerinden bazi ¢evresel kirleticilerin kati faz ekstraksiyonu i¢in yeni bir sorbent
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olarak kullamlmistir. Ik kez, iletken bir polimer olan polianilin, organik mikro-
kirletici maddelerin kati faz ekstraksiyonu icin paketleme materyali olarak
kullanilmistir. Polimer ¢evresel su numunelerinden klorofenollerin onderistirilmesi

icin test edilmistir. (Bagheri ve Saraji, 2001)

Ucg farkli iletken polimerin (poli-N-metilanilin, polianilin ve polidifenilamin)
sentezlendigi bir ¢alismada, sudan bazi fenolik bilesiklerin kat1 faz ekstraksiyonu
gerceklestirilmis ve sulu c¢ozeltilerdeki farkli organik bilesiklerin zenginlestirilmesi
icin KFE materyali olarak kullanilan anilin bazli iletken polimerlerin etkinligini

arastirilmistir (Bagheri ve Saraji, 2003).

Yukaridaki literatiir bilgisinden goriilecegi lizere, KFE amaciyla genellikle ticari
sorbentler kullanilmaktadir. Ancak son yillarda, farkli yap1 ve 6zelliklerdeki afinite
sorbentleri gelistirilmekte ve saflastirma, uzaklastirma ve KFE amaciyla yaygin

kullanim alan1 bulmaktadir.

1.2 Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi, belli bir molekiiler yap1 ve yonlenmeye sahip immobilize
ligand ile hedef molekiil arasindaki segici ve tersinir etkilesime dayali bir ayirma
yontemidir. Bu etkilesimlere 6rnek olarak antijen-antikor, enzim-inhibitor iliskisi
verilebilir. Hemen hemen biitiin biyomolekiillerin biyolojik fonksiyonlar1 veya
kendilerine 6zgii kimyasal yapilarindan faydalanarak saflagtirilmasint miimkiin kilan
biyospesifik tanima temelli bu yontem ayirma teknolojisinde essiz bir yer tutar

(Denizli ve Kiifrevioglu, 2010). Afinite kromatografisinin bir¢ok uygulamasi vardir:



Hidrofobik
Kromatografi

immiinoafinite
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Sekil 1.1 Afinite kromatografisinin siniflandirilmasi

Afinite kromatografisinde saflastirma ¢ogu zaman birka¢ bin kat olur ve aktif
materyalin geri kazanilmasi1 genelde ¢ok yiiksektir. Diger tekniklerle saflagtirilmasi
cok basamakli islemler gerektiren, ¢ok zaman alan ve hatta ayrilmasi miimkiin
olmayan bir¢ok biyolojik materyal, bu teknikle tek bir basamakta saflastirilabilir. Bu
sebepten dolayr afinite kromatografisi su amaglarla kullanilabilir (Mohr ve

Pommering, 1986):

a) Kompleks biyolojik karigimlardan maddeleri saflagtirmak igin,
b) Bazi maddelerin denatiire olmus sekillerinden dogal sekillerini ayirmak igin.
c) Biiyiik miktarlardaki kirleticiyi, kiiglik miktardaki biyolojik materyallerden

ayirmak igin.

Asagidaki tabloda afinite kromatografisi ile saflastirilabilen bazi biyomolekiiller

gosterilmektedir.



Tablo 1.3 Afinite kromatografisi ile saflastirilan biyomolekiiller

1. Antibadiler ve Antijenler 8. Reseptorler

2. Enzimler ve Inhibitorler 9. Lektinler ve Glikoproteinler
3. Regiilator Enzimler 10. RNA ve DNA

4. Dehidrogenazlar 11. Bakteriler

5. Transaminazlar 12. Virtsler ve Fajlar

6. Hormon baglayici proteinler 13. Hiicreler

7. Vitamin baglayici proteinler 14. Diger

Afinite kromatografisinin genel prensibi Sekil 1.2°de gosterilmistir. Ligandin
kovalent olarak baglandigi kat1 destek, kromatografik kolonda sabit faz olarak
kullanilir. Ayrilacak olan biyomolekiilii iceren ham karisim kolondan gegirilir,
belirlenen deneysel kosullarda immobilize olan afinite ligand: ile etkilesime girecek
uygun gruplar1 bulunmayan molekiiller kolondan alikonmadan cikarlar, afinitesi
olanlar ise kolonda adsorplanirlar. Ligand ile saflagtirilan biyomolekiil arasinda
kompleks olusumu iyonik etkilesim, hidrofobik kuvvetler, London dispersiyon
kuvveti, dipol dipol etkilesimi veya yiik-transfer etkilesimleri gibi genel molekiiler
kuvvetler ile gerceklesir. Bu kuvvetlerden birkag¢inin ayn1 zamanda gerceklesmesi

biyospesifik bagin seciciligi ve etkinligini olusturan en temel etmendir.

}o- 82 153 }o-}os

Immobilize Saflastirilacak Immobilize liganda Eliie edilen tiriin
ligand {irtin adsorblanan {iriin

Sekil 1.2 Afinite kromatografinin genel prensibi

Afinite kromatografisi 5 asamadan olusur (Magdeldin ve Moser, 2012):
1. Uygun bir ligand se¢imi

2. Ligandin matriks lizerine immobilizasyonu



3. Elde edilen molekiil karisiminin kolona yiiklenmesi
4. Olusan safsizliklarin ortamdan uzaklastirilmasi

5. Hedef molekiiliin saf olarak eliiasyonu

1.2.1 Afinite Kromatografisinin Bilesenleri

Afinite kromatografisi biiyiik biyomolekiillerin kompleks karigimlardan ayirma ve
saflastirilmasinda kullanildiginda;
e Destek (Matriks)
e Ligand
e Uzatici kol bilesenlerinin bulunmasi gerekir (Mohr ve Pommerenning,

1986).

1.2.2 Kanti Destek Materyali

Destek matriksinin se¢imi, afinite sistemlerindeki ilk dikkat edilecek noktadir.
Matriks seciminde dikkat edilmesi gereken ilk husus matriksin fiziksel ve kimyasal
olarak kararli olmasidir. Matriks tek basina ayrilmasi istenen biyomolekiille hi¢bir
etkilesime girmeyecek sekilde inert ve saf olmalidir (Bailon, Ehrlich, Fung ve
Berthold, 2000). Matriks, yiizeyinde ligandlarin tutuklanmasi i¢in hidroksil,
karboksil, amino gibi fonksiyonel gruplara sahip olmalidir. Matriks, hidrofilik ve
notral davranig, iyi bir kimyasal, mekanik ve biyolojik kararlilik ve sicakliga karsi
dayaniklilik gostermeli ve kimyasal reaksiyonlarla tiirevlendirilmeye izin vermelidir.
Afinite ortamindaki tutuklanmis ligand ile hedef molekiil arasinda spesifik etkilesim
gerceklesebilmelidir.  Afinite kromatografisinde kullanilacak olan matriksin
gozenekli bir yapiya sahip olmasi gerekir. Matriksin gozenek yapisinin
biyomolekiiliin gozeneklere girmesine ve liganda baglanmasina olanak saglayacak
sekilde biiyiik olmasi gerekir. Iyi bir akiskanlik gdstermeli ve kirilmaya ugramamasi
i¢cin kararli bir yapiya sahip olmalidir. Belirli pH ve sicaklik araliginda c¢alisabilmel,
ayrica kolay aktive edilmelidir. Ayrica matriks ucuz olmali ve tekrar
kullanilabilmelidir (Mohr ve Pommerenning, 1986; Bailon, Ehrlich, Fung ve

Berthold, 2000).



Kat1 destek olarak dogal veya sentetik polimerler kullanilabilir. Dogal
polimerlerden, agaroz, dekstran, seliilloz ve kitosan gibi makromolekiiller, yiiksek
afinite gosterir; fakat mekanik olarak zayif materyallerdir. Poliakrilatlar, polistiren,
polietilen tiirevleri gibi sentetik polimerler ise, mekanik dayanikliliklar1 yiiksek,
kimyasal ve biyolojik degredasyona diren¢li malzemelerdir. Bu nedenle s6z konusu

sentetik polimerler, afinite matriksi olarak yaygin kullanim alani bulurlar.

Tablo 1.4 Afinite kromatografisinde kullanilabilecek matriksler

Matriks Ticari Ornekler
Agaroz (Capraz Bagli) Affi-jel
Sepharose
Acti- jel
Avid-jel
Reacti-jel
Poliakrilamid/agaroz Ultrajel
Akrilamid/akrilat Eupergit
Oligoetilenglikol/metakrilat tiirevleri Fractojel
Silika TSK

Kullanilan destek materyalleri, mikro- ya da nano-boyutta kiire, ¢ubuk, kriyojel
veya membran formlarinda hazirlanabilir. Kolon kromatografisinde kullanilan kii¢lik
kiireler ve sikistirllmis yumusak jeller, kolon igerisinde yiiksek basinca ve akis
hizinin azalmasina neden olur. Membran tipi destek malzemeleri ile diisiik basing
diismesi, yiiksek akis hizi ve yiiksek verimlilik gibi sonuglar elde edilir. Bunlarin
yaninda kolay paketleme imkani, biiylik dlcege uygulanabilirligi, tikanma sorunun
olmamasi gibi iistiinliikler de sayilabilir. Bu ylizden membran yapida hazirlanabilen
kromatografi matriksi biyomolekiillerin geri kazanilmasi, saflastirilmasi, izolasyonu

i¢in biiyiik 6lcekli saflagtirma islemlerinde dikkat ¢ekicidir (Yie ve diger., 2010).

1.2.3 Ligand

Hedef molekiile 6zglin baglanma yetenedi gosteren molekiil, ligand olarak

isimlendirilir. Hedef molekiil, uygun sartlar altinda matriks {izerine tutuklanmis
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secici ligand ile kovalent olmayan spesifik etkilesime dayanan adsorpsiyon iglemi ile
yiizeyde tutulur. Daha sonra adsorplanan molekiil farklt pH, iyonik siddet ve uygun
spesifik eliientler kullanilarak biyolojik molekiil ile matriks arasindaki non-kovalent
iliskinin bozulmas ile desorbe edilir (Denizli ve Piskin, 2001; Zeng ve Ruckustein,
1999). Kromatografik ayirimda kullanilacak destek materyaline baglanacak ligandin,
hedef molekiile spesifik ve tersinir olarak baglanmasi ve destek materyaline de
baglanmaya olanak verecek gruplar igermesi gerekir. Ligandin matris yiizeyine
baglanmasinin herhangi bir aktivasyon islemi gerektirdigi durumlarda, aktivasyon
veya modifikasyon islemi ligandin spesifik baglanma aktivitesini zayiflatmamali ve
zarar vermemelidir (Klein, 1991). Ayrica, kromatografi sirasinda uygulanacak
kimyasal islemlere karsi ligandin kararli olmasi da gerekir. Ligandin matrikse
baglandig1 bolgenin secimi de 6nemlidir. Ligand gesitli fonksiyonel gruplara sahipse,
saflastirilacak molekiile en az ihtimalle spesifik etkilesme verecek grup vasitasiyla
matrikse baglanmalidir. Ote yandan, matrikse ligandin direkt baglanmasi sterik
etkilere neden olabilir. Bu nedenle 6zellikle kii¢iik molekiil kiitleli ligandlar i¢in

uzanti kolu kullanilmalidir.

Biyomolekiillerin ayrimi i¢in kullanilan biyospesifik ligandlarin yerine daha
ekonomik ve kiiclik molekiil olmalarinin yaninda yiiksek fiziksel ve kimyasal
karalilik sunmalar1 gibi avantajlardan dolay1 boyalar, amino asitler ve metal selat gibi

pseudo spesifik ligandlar kullanilmaktadir.

Afinite kromatografisinde kullanilan ligandlar; pseudo-spesifik ligandlar (amino
asitler, metal selatlar ve boya-ligand) ve biyo-spesifik ligandlar (enzim, substrat,
koenzim, kofaktor, oligopeptid, protein, niikleik asit, oligoniikleotid, antibadi ve
antijen) olmak {izere iki grup altinda incelenebilir (Arica, Yilmaz, Yalgin ve
Bayramoglu, 2004). Spesifik ligand tasiyan afinite sorbentlerin hazirlanma
asamalarinda, destek malzemelerine baglanmasi ve biyolojik aktivitelerini uzun siire
korumalar1 miimkiin olmamaktadir. Bu dogrultuda, pseudo-spesifik ligandlar spesifik
ligandlara 6nemli alternatif olusturmaktadir (Arica, Yilmaz, Yal¢in ve Bayramoglu,
2004; Arica ve Bayramoglu, 2005; Bayramoglu, Senel, Yal¢in ve Arica, 2006;
Bayramoglu, Yilmaz ve Arica, 2004).
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AFINITE

LIGANDLARI
Biyospesifik Ligandlar Pseudospesifik Ligandlar
Reseptorler Amino asitler
Inhibitdrler Metal iyonlart
Antijenler Triazin boyalar
Lektinler Hidrofobik kollar

Sekil 1.3 Afinite kromatografide kullanilan ligandlar

1.2.4 Uzanti Kolu

Afinite kromatografisi yonteminde, saflastirilacak molekiiliin liganda baglanmasi
konusunda 6nemli bir sorun yasanmaktadir. Hedef molekiiliin baglanma bdlgeleri
bazen derinlerde bulunur ve sterik baglanmadan dolayr giris olayr zor olur
(Magdeldin ve Moser 2012). Kiiciik ligandlar1 (enzim kofaktorleri gibi) dogrudan
matrikse baglamak suretiyle hazirlanan destek malzemeleri, matriks ile liganda
baglanan maddeler arasinda sterik engellemelerden dolay1 kii¢iik ayirma kapasitesi
gosterebilirler (Kegili ve diger., 2007). Daha 1yi ve efektif baglanma cevresini, ayni
zamanda yeterli baglanmay1 saglayabilmek i¢in matriks ve ligand arasina uzanti kolu
takilir (Magdeldin ve Moser, 2012). Bu uzant1 kolunun uzunlugu kritiktir. Eger ¢cok
kisa olursa beklenen etkiyi gosteremez ve ligand Ornek icindeki hedef maddeleri
baglayamaz. Cok uzun olursa ayirma isleminin segiciligi azalir ve ara kol ile
ornekteki maddeler hidrofobik etkilesime girerler. Uzanti kolu adi verilen bu
molekiiliin 6-8 karbonlu bir yapidan olugsmas: kolon veriminin en yiiksek seviyede

olmasini saglar (Kecili ve diger., 2007).

Cesitli hastaliklarin melatonince zengin sifali bitkilerle tedavisinde, melatoninin
antioksidatif ve ndrodiizenleyici fonksiyonlarinin etkin olabilecegi diigiiniilmektedir.
Ancak, melatoninin yesil bitkiler gibi kompleks matrikslerden zenginlestirilmesi,
belirlenmesi  ve kantitatif tayini oldukc¢a glictiir. Literatiirde bu amacla

gergeklestirilmis ¢esitli galismalar mevcuttur.
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Cao ve ark., bitki 6rneklerindeki melatonin, serotonin ve auksinin HPLC-MS/MS
ile tayinini ¢alismis ve melatonin i¢in tayin sinirii 5 pg/mL olarak belirlemislerdir.
Bu c¢alismada bitki 6rnekleri ince kiyildiktan sonra metanol ile ektrakte edilmis ve
ekstraktlar HPLC-MS/MS ile analiz edilmistir (Cao, Murch, O’Brien, ve Saxena,
2006).

Nunez-Vergara ve arkadaslarinin ticari tabletlerdeki melatonin ve pridoksinin GC-
MS ile tayini amaclh c¢aligmalarinda, tabletler metanol ile ekstrakte edilmis N-metil-
N-trimetilsililtrifloro asetamid (MSTFA/TMSCI 100:1) ile tiirevlendirmenin
ardindan GC-MS ile analiz sonucu tabletteki melatonin miktar1 5 ng/mL, pridoksin
miktar1 ise 2 ng/ml olarak belirlenmistir. Calismadaki yontem basit, kesin,
tekrarlanabilir olarak degerlendirilmis ancak tayin icin metanol ekstraksiyon
isleminin ardindan tiirevlendirme gerekliligi nedeniyle islem siiresinin uzadigi
belirtilmistir (Nunez-Vergara ve diger., 2001). Ticari MELATONE isimli tabletteki
melatonin miktar1 bir bagka calismada HPLC ile analiz sonucunda 1 pg/mL olarak

bulunmustur (Ayano ve diger., 2007).

Chen ve ark., (2003) 108 farkli Cin sifali bitkisindeki melatonin miktarini KFE
sonrast HPLC-MS ile belirlemislerdir. Bu amagla bitki tozlar1 metanolde 30 dak.
stireyle siispanse edildikten sonra siipernatan azot atmosferinde kurutulmus ve
metanol-su karigiminda tekrar ¢oziindiikten sonra ticari C18 KFE kartusuna
uygulanmistir. Bu yontemle 108 bitkinin 64 tanesinde 10 ng/gdan fazla, 43 tanesinde

ise 100 ng/gdan fazla melatonin tayin edilmistir.

Simonin ve ark., (1999) biyolojik sivilardaki melatonini naftalenik yapisal
analogu S 20098 varliginda tayin edebilmek i¢in immunolojik analizleri
incelemisglerdir. Olduk¢a benzer molekiiller varliginda, LC-RIA yodnteminin tayin
smirt 15 pg/mL olarak belirlenmis, bu yontemin yeterince hassas olmamasi ve rutin
analizlerde kullanimmin zor olmasi nedeniyle, daha hassas GC-MS teknigi
gelistirilmistir. Bu teknikte GC-MS ile analiz 6ncesi plazma ornekleri igin ticari C8
Amprep kartuslar ile kat1 faz ekstraksiyonu, tiikriik icin n-hekzan ve diklorometan ile

stvi-s1vi ekstraksiyonu uygulanmistir. Bu metodla plazma ve tiikriik i¢in tayin sinir1 1
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pg/mL olarak belirlenmistir. Bu c¢alisma sonucunda, immunolojik testlerin
duyarliliginin S 20098 gibi melatonin analoglarinin varliginda diisiik olmasi
nedeniyle biyolojik sivilardaki melatonin tayini i¢in GC-MS’in hem spesifiklik hem

de duyarlik acisindan tercih edilen bir yontem oldugu belirlenmistir.

Yukaridaki literatiir 6zetlerinden anlasilacagi {izere melatonin izolasyonu ve tayini
amactyla ekstraksiyon i¢in metanol, n-hekzan ve diklorometan gibi ¢oziiciiler ya da
C8 Amprep ve C18 gibi ticari KFE sorbentleri yaygin olarak kullanilmaktadir.
Melatoninin tayininde yeni nesil polimerik sistemlerin kullanimina yd&nelik
literatlirde sadece bir ¢alisma bulunmaktadir. Nomachi ve ark. tarafindan yapilan bu
calismada, sadece H-baglar1 etkilesimlerinden yararlanilarak molekiiler baskilanmis
polimer hazirlanmasinda farkli ¢6ziiciilerin etkisi incelenmistir. Amid bagi ve indol
halkasma sahip olan melatoninin baskilanmasinda, melatonin analogu olan N-
propiyonil-5-methoksitriptamin (NPMT) yalanct kalip olarak kullanilmistir.
Baskilama isleminde, fonksiyonel monomer olarak methakrilik asit (MAA), carpraz
baglayict olarak etilenglikol dimetakrilat kullanilmistir. Melatonin segici polimerler,
non-kovalent baskilama metodu ile farkli H-baglama kapasitesine sahip ¢oziiciiler
(CHCl3, MeCN ve THF) igerisinde gergeklestirilmistir. Elde edilen polimerlerin
performansi kromatografik olarak incelenmistir. Melatonin ile ¢ozlicii arasindaki H-
baglar1 oranmin ve melatonin ile MAA arasindaki H-bagi olusumunda c¢oziicii
etkisinin, etkin baskilama bolgelerinin olusum i¢in en 6nemli faktdr oldugu sonucuna

varilmistir (Nomachi, Kubo, Hosoya ve Kaya, 2006).

Literatiir 6zetlerinden de goriilecegi lizere, farkli kaynaklardaki melatoninin
tayininde daha yaygin olarak sivi-sivi ekstraksiyonu kullanilmakta, KFE ise ticari
kartuglarla gerceklestirilmektedir. Son yillarda partikiillerle doldurularak hazirlanan
kolonlarin yerine membranlar, KFE da igeren etkin afinite ayirmalarinda ilgi cekici
hale gelmektedir (Hennion, 1999; Roper ve Lightfoot, 1995). Ote yandan
membranlarin farkli grup ve yontemlerle modifikasyonlar1 da uygulama alanlarim
genigletmektedir. Dogal amino asit tagtyan membranlar ise biyolojik molekiiller igin
dogala 6zdes bir yapay mikro-cevre olusturmaktadir. Tiim bunlar gézoniine alinarak
bu ¢alismada, kompleks biyolojik matrikslerdeki melatoninin belirlenme ve kantitatif

tayini icin kati faz kartusu olarak kullanilabilecek triptofan iceren HEMA bazlh
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polimerik afinite membranlarinin hazirlanmasi, karakterize edilmesi ve melatonin
adsorpsiyon kosullarinin optimizasyonu amaglanmistir. Bu amagla, ilk asamada
HEMA’nin  UV-baslaticili  fotopolimerizasyonuyla p(HEMA) membranlar
hazirlanmistir. Sonra NaH varliginda p(HEMA) membranlarin karbonil gruplari
tizerinden L-triptofan graft edilmistir. Son asamada da L-triptofan graft edilen
fonksiyonel membranlarin adsorpsiyon yoluyla melatoninin zenginlestirilmesinde

kullanimi amaciyla sistem parametrelerinin optimizasyonu gergeklestirilmistir.
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BOLUM iKi
MATERYAL METOD

2.1 Kimyasallar

Denemeler i¢in gerekli olan melatonin, 2-hidroksietilmetakrilat (HEMA), etilen
glikol dimetakrilat (EGDMA), 2,2-dimetoksi-2-fenilasetofenon (DMPA), L-
triptofan, sodyum hidriir, metanol, asetonitril, asetik asit, tetrahidrofuran, etil asetat,
trietanolamin ve sodyum kloriir Sigma-Aldrich (USA) firmasindan temin edildi.
Kullanilan diger tiim kimyasallar analitik safliktadir. Denemelerde kullanilan su,
Millipore ultra saf su cihazi1 [Millipore Corporation (France) Elix 5® reverse osmoz
tinitesi, elektrodeiyonizasyon (E.D.I) modiilii (Elix ® 5 Water Purification System),

organik/kolloid uzaklastirici iyon degisim sistemi] ile tiretildi.

2.2 p(HEMA) Membranlarin Sentezi

p(HEMA) membranlar, serbest radikal fotopolimerizasyon yoOntemiyle
sentezlendi. Sentez, fotobaslatici olarak DMPA (2,2-dimetoksi-2-fenilasetofenon)
(toplam monomerin agirlikca %1°1), ¢apraz baglayici olarak EGDMA (5,2 mmol;
etilen glikol dimetakrilat), HEMA (8 mmol; 2-hidroksietilmetakrilat) monomer ve
distile su kullanilarak gergeklestirildi. Ortamdan ¢oziinmiis oksijenin uzaklastirilmasi
icin karisimdan 5 dakika azot gazi ge¢irildi. Hazirlanan karisimdan 10 mm ¢apindaki
cam petrilere 0,5 mL konularak 6 dakika UV fotopolimerizasyona birakildi.
Sentezlenen membranlar perforator ile 0,6 cm c¢apinda disklere ayrilarak
denemelerde kullanmaya hazir hale getirildi. Hazirlanan membranlar metanol ve
distile su ile yikanarak oda sicakliginda kurumaya birakildi. Sentezin akis semasi

Sekil 2.1°de verilmistir.
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Sekil 2.1 p(HEMA) membran sentez semasi

2.3 p(HEMA) Membranlara L-Triptofan Graft Edilmesi

L-Trp-graft p(HEMA) membranlarin hazirlanmasinda asagidaki prosediir takip
edildi. 20 g kuru p(HEMA) membran diskler, 3 g L-triptofan, katalizor olarak 1,4 g
NaH ve 50 mL tetrahidrofuran iceren reaksiyon kabina konuldu. Graft islemi 24 saat
boyunca 225 rpm calkalama hiziyla ve 40°C’de gerceklestirildi. Reaksiyon sonunda
membranlar ortamdan uzaklastirildi ve zayif olarak adsorplanmis olan L-triptofan
molekiillerin uzaklastirimas1 amaciyla metanol ve distile su ile iyice yikandi ve
vakum altinda kurutulmaya birakild1 (Sekil 2.2). Membranlar daha sonra kullanilmak

uzere +4°C’de saklandi.
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50m THF 4 3gLTrp

p(HEMA) membranlar ilave edilir ve
30 °C de 24 saat kanstmlr

Metanol ve su ile yikama
yapilir ve kurutular

Sekil 2.2 p(HEMA) membranlara L-Triptofan graft islem semasi
2.4 L-Triptofan Graft Edilmis p(HEMA) Membranlarin Karekterizasyonu

L-Trp-graft p(HEMA) membranlarin karakterizasyonlari, Fourier transform
infrared spektroskopisi (FTIR), taramali elektron mikroskopisi (SEM) ve sisme testi
ile gerceklestirildi.

p(HEMA) ve L-Trp-graft p(HEMA) membranlarin FTIR spektrumu, FTIR
spektrofotometresi (Perkin Elmer 100 FTIR) kullanilarak elde edildi. Bu amagla,
kurutulmus membranlar (0,1 g), KBr (0,1 g, IR Grade, Merck, Almanya) ile homojen
olarak karistirilarak tablet haline getirilip 4000-450 cm™ dalga sayisi araliginda FTIR
spektrumu ¢ekildi.

L-Trp-graft p(HEMA) membranlarin yiizey morfolojini belirlemek amaciyla
Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Malzeme Arastirma Merkezi’nde SEM goriintiileri
alindi. Ornekler analiz 6ncesi 7 giin siireyle 25°C’de kurutuldu. p(HEMA)

membranlarin iletkenligini arttirmak amaciyla yilizeye altin kaplama yapildiktan
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SEM cihaz1 (Quanta 250 S FEG) ile gériintii alindi. Ornegin yiizeyi, membranlarin

morfolojisini belirlemek i¢in istenilen biiyiikliikte tarandi.

Sentezlenen L-Trp-graft p(HEMA) polimerik membran sistemlerin sigsme
davraniglar1 incelendi. Sentezlenen ve perforator ile kiigiik disklere ayrilan polimerik
membranlar etiivde kurutuldu. Kuru agirligi bilinen membran diskleri 25 °C'de su
banyosunda distile su igerisinde bekletilerek belirli zaman araliklarinda ¢ikartilip
etrafindaki fazla su uzaklastirildiktan sonra agirliklar1 hassas terazide Olgiildii.
Polimerik membranlarin sismeleri denge degerine gelene kadar denemeye devam
edildi. Deneme sonunda elde edilen tartim degerlerine gore polimerik membranlarin

% sisme degerleri asagidaki esitlik kullanilarak belirlendi (Uygun ve diger., 2014):

% S=[ (W-Wy)/ W] x 100 2.1

Esitlikte W, herhangi bir t anindaki sismis membranin, W ise baslangictaki kuru
membranin agirligidir. Her bir membran i¢in yiizde sisme degeri olan % S degeri

zamana bagl olarak degisim grafigi elde edildi.

2.5 Melatonin Adsorpsiyonunun Optimizasyonu

Adsorpsiyon ¢aligmalari, kesikli sistemde gergeklestirildi. Adsorpsiyon
kosullarinin optimizasyonu amaciyla, siire, derisim, sicaklik, iyon siddeti gibi

degiskenlerin adsorpsiyona etkisi arastirildi.

2.5.1 Melatonin Adsorpsiyonuna Siirenin Etkisi

Melatonin adsorpsiyonu iizerine siirenin etkisini belirlemek amaciyla metanolde
hazirlanan 100 mg/L melatonin ¢ozeltisine bir adet membran konularak 25°C’de 10,
20, 30, 45, 60, 90 ve 120 dakika siireyle orbital karistiricida karistirmaya birakildi.
Belirlenen siirelerin sonunda melatonin miktarlar1  belirlenerek adsorpsiyon

kapasitesinin siireyle degisimi incelendi.
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Adsorplanan melatonin miktar1 asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

C aglangl _Cson
Q — baslangie™ Lson XV (2.2)

m

Bu esitlikte, Q, gram membran basina adsorplanan melatonin miktarini (mg/g);
Chraglangic» baslangic melatonin konsantrasyonunu (mg/L); Cson, adsorpsiyon sonrasi
belirlene melatonin konsantrasyonunu (mg/L); m, kuru membran agirligini (g); V ise

adsorpsiyon hacmini (L) ifade eder.

Melatonin adsorpsiyon hizinin tanimlanmasi amaciyla denge siiresini kontrol eden
adsorpsiyon kinetikleri uygulandi. Yalanci-birinci-mertebe kinetik modeli,
adsorpsiyon kinetiklerinin belirlenmesi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
Langergren ve Svenska (1898) tarafindan tanimlanan model asagidaki denklemle

ifade edilmektedir:
In(ge-g)=Inge-kit (2.3)

Denklemde, g. ve g: (mg/g) denge aninda ve herhangi bir anda adsorplanan
melatonin miktarini; k; (1/h) adsorpsiyon hiz sabitini ifade etmektedir. Siireye karsi
In (g.—q:) grafige gecirildiginde, elde edilen dogru denkleminin egiminden k;, kesim

degerinden In q. degerleri elde edilir (Langergren ve Svenska, 1898).

Denge adsorpsiyonuna dayanan yalanci-ikinci-mertebe denklemi ise asagidaki

sekilde ifade edilmektedir:

— = +— 2.4)
qt k> ge qe

Bu denklemde, k, (g/mg h) hiz sabitini ifade etmektedir. Siireye karsi t/qt
degerlerinin grafige gecirilmesiyle elde edilen dogru denkleminin egimi 1/g., kesim
noktasi 1/k’q’. degerlerini vermektedir. Bu yontem genellikle adsorpsiyonun tiim

aralig1 iizerindeki davranisini 6ngérmektedir (Ho ve McKay, 1998).

Adsorpsiyon verilerinin uygulanabilirliginin analizi i¢in Elovich esitligi
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kullanilmaktadir.

1 1
qi= {—} In(of)+ — Int (2.5)
B B

Denklemdeki, a (mg/g h) baslangi¢ adsorpsiyon hizini ifade ederken, £ (g/mg) ise
yiizey yayiliminin boyutuyla ilgilidir. 1/ ve 1/f In(af) parametreleri, In #’nin q;’ye
kars1 grafige gegirilmesiyle elde edilen egim ve kesim degerleridir (Ozacar ve Sengil,
2005). 1/p degeri adsorpsiyon i¢in uygun bolgelerin sayisimi belirtirken, 1/4 In (af)
degeri In # nin sifira esit oldugu durumda adsorpsiyon miktaridir. Bu deger, ilk

basamagin adsorpsiyon davranigini anlamada yardimcidir (Tseng, 2006).

Bu kinetik modeller, difiizyon mekanizmasini agiklamada yeterli olmadiklarindan
Weber ve Morris (1962) tarafindan oOnerilen partikiil i¢i difiizyon modeli
uygulanmaktadir. Cogu adsorpsiyon isleminde yaygin olan tutunmanin temas

siiresinden ¢ok 7% ile orantihi olarak degistigi durumda deneysel olarak belirlenen

fonksiyonel iligkidir. Teoriye gore:
q= kpit'? + Ci (2.6)

i basamagimin hiz parametresi olan kp; (mg/g h'"?), 1'"* ye kars1 grafige gegirilen gt
degerlerinden elde edilen denklemin egiminden belirlenmektedir. Denklemin kesim
degerinden elde Ci, sinir katmanmin kalinhigi hakkinda fikir vermektedir. Ornek
olarak daha biiyiik Ci, daha biiyilik sinir katmani etkisini ifade etmektedir (Weber ve
Morris, 1962).

2.5.2 Melatonin Adsorpsiyonuna Baslangi¢c Melatonin Derigiminin Etkisi

Melatonin adsorpsiyonu iizerine baglangi¢c konsantrasyonunun etkisini incelemek
amaciyla 5-600 mg/L araligindaki konsantrasyonlarda hazirlanan melatonin
cozeltilerine Trp-graft p(HEMA) membranlar eklenerek orbital karistiricida (225
rpm) karistirmaya birakildi. 1 saat sonunda adsorpsiyon ortamindan 6rnekler alinarak

melatonin miktarlar1 belirlendi.
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Adsorpsiyon izotermi, adsorpsiyon islemi dengeye ulastiginda adsorplanan
molekiillerin kat1 ve sivi arasindaki dagilimin1 gosteren en dnemli bilgidir. Diger bir
deyisle, adsorpsiyon izotermleri, denge durumunda adsorban ile adsorplanan
arasindaki etkilesimin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Langmuir izotermi, yiizey
tizerine tek tabakali adsorpsiyonu ifade etmektedir. Sonsuz sayida adsorpsiyon
bolgesi igeren adsorbanin tabakalarina adsorplanan gogli olmamaktadir. Langmuir

izoterminin dogrusal esitligi:

Celge = 1/(Lgm) + (Ce/gm) (2.7

seklinde verilmektedir. ¢g., denge durumunda adsorbanin birim agirliginca
adsorplanan melatonin miktarmn1 (mg/g) ve C., c¢ozeltideki melatoninin denge
derisimini (ppm) ifade etmektedir. g, tek tabaka adsorpsiyon kapasitesini (mg/g)
verir ve L, adsorpsiyon enerjisiyle ilgilidir (L/mg). C./q., C.’ye karsi grafige
gecirildiginde, elde edilen denklemin egimi 1/gn, kesim noktasi 1/L g, degerini

vermektedir (Weber ve Chakkravorti, 1974).

Langmuir izoterminin temel karakteristigini olusturan denge sabiti, Ry, olarak
tanimlanan boyutsuzluk sabiti Weber ve Chakkravorti (1974) tarafindan asagidaki
gibi Onerilmistir.

1

R=—m (2.8)
1+LCy

L, Langmuir sabiti olarak tanimlanirken, Cp en yiiksek baglangic melatonin
derigimini (ppm) ifade etmektedir (Weber and Chakkravorti, 1974). Kesikli sistem
adsorsiyonlarinda Ry degerlerinin (Tablo 2.1) 0 ile 1 aralifinda hesaplanmasi

durumunda adsorpsiyon igslemi istemli olarak yorumlanabilmektedir.
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Tablo2.1 Langmuir izotermi i¢in Ry degerleri

R, Value Adsorpsiyon Tiirii
R.>1,0 Istemsiz
R =1,0 Dogrusal
0<R. <1 Istemli
R =0 Doniistimsiiz

Freundlich modeli, heterojen ya da degisen afiniteye sahip yiizeyler iizerine
adsorpsiyona dayanan deneysel bir denklemdir. Daha kuvvetli baglanma bolgelerinin
ilk olarak doldugu ve baglanma kuvvetinin artan baglanma bolgesi dolum derecesi
ile azaldig1 6ne siiriilmektedir. Freundlich esitliginin dogrusal bicimi asagidaki gibi
verilmektedir.

log g. = log K¢ + ns log C, (2.9)

Freundlich sabiti, Kp, adsorpsiyon kapasitesini ve Freundlich sabiti, ny,
adsorpsiyon isleminin istemliligini belirtmektedir. log C.’ ye kars1 ¢izilen log g.’den
elde edilen denklemin egimi n; kesim noktasi log Kr degerini vermektedir
(Freundlich, 1906). 0 ile 1 arasinda bir degere sahip olan n¢ yiizey heterojenitesinin
belirtecidir. ny < 1 oldugunda normal Langmuir izotermine uymakta, ny > 1

oldugunda ise kooperatif adsorpsiyonun belirtecidir (Altinisik ve diger., 2010).

Temkin izotermi adsorban-adsorplanan iligkilerini agik¢a hesaplayan bir faktor
icermektedir. Adsorpsiyon, baglanma enerjilerinin bazi maksimum baglanma
enerjilerine kadar diizenli dagilimi ile karakterize edilir. Temkin izotermi su sekilde
tanimlanmaktadir:

RT

ge = In (A Ce) (2.10)

br

Denklemde, R7T/bt = B (J/mol) adsorpsiyon 1sistyla ilgili olan Temkin sabitidir. A
(L/g) maksimum baglanma enerjisine bagli denge baglanma sabitidir. R (8.314 J/mol

K) evrensel gaz sabiti ve T (K) mutlak ¢ozelti sicakligidir (Temkin ve Pyzhev, 1940).

Adsorpsiyonun ortalama serbest enerji degerini hesaplamak ic¢in, Dubinin—
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Radushkevich (DR) izotermi uygulanmaktadir. DR esitligi
In ¢e = In X — fe* (2.11)

olarak tammlanmaktadir. S, adsorpsiyon enerjisiyle ilgili sabit (mol*/J%); Xm,
Dubinin—Radushkevich tek-tabaka kapasitesi (mg/g) ve ¢. adsorplanan melatonin
miktarini ifade etmektedir. Polanyi potansiyeli, ¢ asagida verilen denklemden
yararlanarak hesaplanmaktadir.
1
e=RTIn|1+— (2.12)
Ce
In g. degerlerinin ¢’ ye karsi grafige gegirilmesiyle ede edilen denklemin egimi f,
kesim noktasi da X;, degerlerini vermektedir (Dubinin ve Radushkevich, 1947).
Adsorpsiyonun ortalama serbest enerjisi, £ (kJ/mol), hesaplanan S degerinden

yaralanilarak verilen denkleme gore hesaplanmaktadir.

1
E=——r (2.13)
2h) "

2.5.3 Melatonin Adsorpsiyonuna Sicaklik Etkisi

Melatonin adsorpsiyonuna sicaklik etkisinin incelenmesi amaciyla hazirlanan 100
mg/L melatonin ¢ozeltilerine Trp-graft p(HEMA) membranlar eklenerek sicakligi 15,
25, 35, 45°C’ye ayarlanan orbital karistiricida karistirmaya birakildi. 1 saat sonunda

adsorpsiyon ortamindan 6rnekler alinarak melatonin miktarlart belirlendi.

2.5.4 Melatonin Adsorpsiyonuna Iyon Siddetinin Etkisi

Melatonin adsorpsiyonuna iyon siddetinin etkisinin incelenmesi amaciyla 25-3000
mg/L araliginda NaCl iceren melatonin c¢ozeltilerine L-Trp-graft p(HEMA)
membranlar eklenerek orbital karistiricida karigtirmaya birakildi. 1 saat sonunda

adsorpsiyon ortamindan 6rnekler alinarak melatonin miktarlar1 belirlendi.
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2.6 Desorpsiyon

L-Trp-graft p(HEMA) membranlara adsorblanan melatoninin desorpsiyonu
amactyla NaCl (3000 mg/L), etilasetat:metanol karisimi (2:8) ve trietilamin:metanol
karisimi (1:9) gibi farkli desorpsiyon ajanlar1 kullanildi. Melatonin adsorplanmis L-
Trp graft pHEMA membranlar, desorpsiyon ortaminda oda sicakliginda lh siireyle
inkiibe edildi. Desorpsiyon orani, membranlara adsorplanan melatonin miktarlar1 ve

desorplanan melatonin miktarlar1 kullanilarak asagidaki esitlige gore hesaplanmastir.

Desorplanan melatonin miktari

Desorpsiyon orani (%) = 100 (2.14)

Adsorplanan melatonin miktari

Membranlar 1 saat siireyle deiyonize su ile yikandi ve membranlarin tekrar

kullanilabilirligini belirlemek {izere tekrar kullanildi.

2.7 Melatoninin HPLC ile Analiz Kosullar:

Adsorpsiyon Oncesi ve sonrasi ortamdaki melatonin miktarlari, Xiangnian ve
arkadaglarinin methodunda bazi modifikasyonlar yapilarak HPLC ile belirlendi
(Xiangnian, Jun, ve Shujin, 2002). Kromatografik analizler Thermo LC sistem ile
gergeklestirildi. Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 serisi LC sistemi, DAD
dedektor, pompa, otodrnekleyici, degas Tlnitesi ve kolon firmi icermektedir.

Asagidaki tabloda melatoninin HPLC ile analiz kosullari verilmisitir.

Tablo 2.2 Melatoninin HPLC ile analiz kosullar

Kolon | Sicakhk Mobil Faz Akis Hiz1' | Dalgaboyu | Dedektor | tg
O (nm)
Gemini 30 MeOH:ACN:CH3COOH 0,5 280 DAD 0,7
C18 (45:45:10) mL/dakika
(50x3mm)
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Sekil 2.3 100 ppm melatonin standardinin kromatogrami a) adsorpsiyon oncesi b) adsorpsiyon
sonrasi
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BOLUM UC
VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

Bu calismada melatonin Onderistirilmesi i¢in membran yapida L-Trp-graft
p(HEMA) destek materyali hazirlandi. Calismanin ilk asamasinda UV-
fotopolimerizasyon yontemi ile sentezlenen p(HEMA) membranlara triptofan graft
edilerek calismada kullanilacak destek materyali hazirland1 ve karakterize edildi.
Hazirlanan L-Trp-graft p(HEMA) membralarin yapisi Sekil 3.1°de goriilmektedir.
Ikinci asamada, hazirlanan L-Trp-graft p(HEMA) membranlara melatonin
adsorpsiyon kosullar1 optimize edildi. Son asamada ise hazirlanan membranlarin
tekrar kullanilabilirligini belirlemek amaciyla uygun desorpsiyon ajani belirlendi ve

tekrar kullanilabilirlik ¢alismalar1 gergeklestirildi.

H,N_ _COOH
HaC CHa 2 NaH, THF
- jnggc CHy —— & e P
0 HN
HO oH
L - n
p(HEMA)
HaC O
— H,C CH,
o) 0
0 OH
HN
N 1
HO |
M
H

L-Trp-graft-p (HEMA)

Sekil 3.1 p(HEMA) ve L-Trp-graft pf(HEMA) membranlarin yapisi



3.1 L-Trp Graft p(HEMA) Membranlarin Karakterizasyonu

Hazirlanan p(HEMA) ve L-Trp-graft p(HEMA) membranlarin FTIR spektrumlar1
KBr ile pellet hazirlanarak alindi. p(HEMA) ve Trp graft p(HEMA) membranlarin
FTIR spektrumlart Sekil 3.2°de verildi. 3450 cm” civarinda p(HEMA) nin
yapisindaki -OH grubundan kaynaklanan karakteristik gerilme titresim band1
gorilmektedir. p(HEMA) membranin FTIR spektrumunda (Sekil 3.2a) ayrica
2982/2940 cm'de alifatik CH,/CHj3; gerilme bandlar1 ile 1720 cm’ civarinda C=0O
bandi goriilmektedir. 1264 ve 1147 cm™ deki bantlar ise C-O (ester) gerilme

titresimini karakterize etmektedir.

L-Trp-graft p(HEMA) membranin FTIR spektrumunda (Sekil 3.2b) ise bu
bantlara ek olarak 3429 cm deki bandin siddetinde meydana gelen degisim,
triptofanin indol grubundaki aminin yapiya katildigmi gostermektedir. 1641 cm™
deki band da triptofanin yapisinda bulunan karbonil grubundan kaynaklanmaktadir.
1100/1150 cm™deki band L-Trp-graft p(HEMA) membranlarmin yapisindaki C-N

gerilme titresimini ifade etmektedir.
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-0.50
-1,00
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cm'l

Sekil 3.2 (a) p(HEMA) ve (b) Trp graft p(HEMA) membranlarin FTIR spektrumlari
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Sekil 3.2 (a) p(HEMA) ve (b) Trp graft p(HEMA) membranlarin FTIR spektrumlar1 (Devami)

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) goriintiilerinde L-Trp-graft p(HEMA)

membranlarin partikiiller ve gozenekli bir yapiya sahip oldugu gozlendi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 p(HEMA) membranlarin SEM fotograflar

Sentezlenen L-Trp-graft p(HEMA) membranlarin sisme davraniglar: incelendi ve

zamana kars1 % sisme degerleri grafige ge¢irildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 Trp graft p(HEMA) membranlarin sisme izotermi

L-Trp-graft p(HEMA) membranlarin denge sisme oranit %229 olarak belirlendi.
Yiiksek sisme orant membranlarin, sulu ortamda ¢6zlinmeyen fakat ¢apraz baglanma

derecesine bagl olarak sisen capraz bagl hidrojeller oldugunu gostermektedir.

3.2 Trp-Graft p(HEMA) Membranlara Melatonin Adsorpsiyon Kosullarinin

Optimizasyonu

3.2.1 Melatonin Adsorpsiyonuna Siire Etkisi

Sekil 3.5’ten goriilecegi iizere 60. dakikaya kadar adsorplanan melatonin miktari
artis gosterdi, 60. dakikadan sonra ise adsorpsiyon dengeye ulasti. 60. dakika
itibariyle matriks yiizeyindeki tiim baglanma bolgelerinin dolmasi nedeniyle bu siire
sonrasinda adsorpsiyon kapasitesinde degisim gozlenmedi. Bu nedenle, adsorpsiyon

caligmalari i¢in optimum siire 60 dakika olarak belirlendi.
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Sekil 3.5 Siirenin melatonin adsorpsiyonuna etkisi (c: 100 mg/L; T: 25°C; kh: 225 rpm)

Melatonin adsorpsiyonuna siire etkisi verileri kullanilarak adsorpsiyon kinetikleri

hesaplandi ve sonuglar Tablo 3.1°de verildi.

Tablo 3.1.Trp-graft p(HEMA) membranlara melatonin adsorpsiyonu i¢in kinetik verileri (25°C)

Yalanci-birinci-mertebe kinetik modeli

9, doneysa MY/ 9, pesaptaanan ME/E) k, (1/saat) R

6,45 5,27 3,19 0,9952

Yalanci-ikinci-mertebe kinetik modeli
9, pesaptanan ML) k, (g/mg saat) t, (dk) h, , (mg/g dk) R
7,87 0,54 14,03 33,67 0,9974
Elovich esitligi
1/ In(aB) (mg/g) o (mg/gsaat) B (¢/mg) R

6,62 65,23 0,54 0,9849
Partikiil i¢i difiizyon modeli

kpi (mg/g saat%) Ci R2

0,78 0,97 0,9444

Tablo 3.1 incelendiginde, yalanci-birinci mertebe ve yalanci-ikinci mertebe

2
kinetiklerine ait R degerlerinin birbirine yakin oldugu, dolayisiyla melatonin
adsorpsiyonunun hem birinci-mertebe hem de ikinci-mertebe kinetik modele uygun

yiiriidiigii belirlendi. Modele gore, hiz sabiti 0,54 g/mg saat olarak hesaplandi.
3.2.2 Melatonin Adsorpsiyonuna Derisim Etkisi
Melatonin adsorpsiyonu iizerine baslangi¢c konsantrasyonunun etkisini incelemek

amaciyla 5-600 mg/L konsantrasyonlarda hazirlanan melatonin ¢ozeltilerine L-Trp-

graft pf(HEMA) membranlar eklenerek 25°C’de 60 dakika siireyle adsorpsiyon islemi
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gerceklestirildi. Bu siire sonunda adsorpsiyon ortamindan Ornekler alinarak

melatonin miktarlar1 belirlendi.

Baslangigta artan melatonin derisimi ile adsorpsiyon kapasitesinin de arttigi, 500
mg/L melatonin derisiminden sonra doygunluga ulasildig1 gozlendi (Sekil 3.6). Trp-
graft p(HEMA) membranlarin maksimum melatonin adsorpsiyon kapasitesi 36,58

mg/g olarak belirlendi.

O T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700

Derisim (mg/L)

Sekil 3.6 Melatonin adsorpsiyonuna derigim etkisi(T: 25°C; kh:225 rpm)

Baslangic melatonin derisiminin adsorpsiyona etkisinin incelenmesiyle elde

edilen veriler kullanilarak agiklanan izoterm parametreleri hesaplandi ve sonuglar

Tablo 3.2’de verildi. Tablo 3.2 incelendiginde, en yiiksek R2 degerinin Freundlich
izotermine ait verilerden elde edilmesi nedeniyle melatonin adsorpsiyonunun
Freundlich izotermine uygun oldugu belirlendi. Bu durumda n; degerinin 1’den
bilyiik olmas1 melatonin adsorpsiyonunun kooperatif oldugunu gostermektedir. Ote
yandan, Dubinin—Radushkevich tek-tabaka kapasitesi degeri, maksimum adsorpsiyon
kapasitesi degerine olduk¢a yakin hesaplanmustir (X,,= 32,85 mg/g). Izoterme gore
hesaplanan enerji degerinin 1 ile 8 kJ/mol araliginda olmas1 adsorpsiyonun fiziksel

etkilesimlere dayandigin1 gostermektedir (Smith, 1981).

32



Tablo 3.2 L-Trp-graft p(HEMA) membranlara melatonin adsorpsiyonu i¢in adsorpsiyon izoterm

modellerinin verileri (25°C)

Langmuir Izotermi

q,(mg/g) L (L/mg) q_(mg/g) R, R
36,54 0,0022 2000 0,480 0,0026
Freundlich izotermi
n K (mg/g) R
1,0042 3,90 0,9946
Temkin izotermi
A (Lg) b B '3
268,13 451,17 5,4915 0,6382
Dubinin-Redushkevich izotermi
B (mol 7)) X (mg/g) E (kJ/mol) 7
2x10" 32,85 5,00 0,9586

3.2.3 Melatonin Adsorpsiyonuna Sicaklik Etkisi

Melatonin adsorpsiyonuna sicaklik etkisinin incelenmesi amaciyla hazirlanan 100
mg/L melatonin ¢ozeltilerine Trp-graft p(HEMA) membranlar eklenerek sicakligi 15,
25, 35 ve 45°C’ye ayarlanan orbital karistiricida 60 dakika siireyle adsorpsiyon
gerceklestirildi. Bu siire sonunda adsorpsiyon ortamindan ornekler alinarak
melatonin miktarlar: belirlendi. Sekil 3.7°den goriilecegi lizere Trp-graft p(HEMA)
membranlara melatonin adsorpsiyonu sicaklik 15°C’den 45°C’ye ¢ikarildiginda %
67,64 oraninda azaldi. Bilindigi gibi fiziksel etkilesimlere dayali adsorpsiyonlarda
sicaklik arttikca adsorpsiyon kapasitesi azalir, oysa kimyasal etkilesimlere dayali
adsorpsiyonlarda sicaklik arttikga adsorpsiyon kapasitesi de artar. Caligmada elde
edilen izoterm verileri de adsorpsiyonun fiziksel etkilesimlere dayali yiiridiiglini
gostermektedir. Ayn1 zamanda bu diislisiin nedeni, adsorpsiyonun ekzotermik

dogasina bagl olabilir.
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Sekil 3.7 Melatonin adsorpsiyonuna sicaklik etkisi (C: 100 mg/L, t: 60 dk, kh: 225 rpm)

3.2.4 Melatonin Adsorpsiyonuna Iyon Siddetinin Etkisi

Melatonin

adsorpsiyonuna iyon siddetinin etkisini incelemek amaciyla 25-3000

mg/L araliginda NaCl iceren melatonin ¢ozeltilerine L-Trp-graft p(HEMA)

membranlar eklenerek 60 dakika siireyle adsorpsiyon gergeklestirildi Bu siire

sonunda adsorpsiyon ortamindan 6rnekler alinarak melatonin miktarlari belirlendi.

Q (mg/g)

Melatonin

Artan NaCl

L 3
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Iyon Siddeti (mg/L)
Sekil 3.8 Melatonin adssorpsiyonuna iyon siddeti etkisi
adsorpsiyonuna NaCl konsantrasyonunun etkisi Sekil 3.8’de verildi.

konsantrasyonu ile birlikte L-Trp-graft p(HEMA) membranlara

adsorplanan melatonin miktarinda belirgin bir azalma oldugu Sekil 3.8’de agikca
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goriilmektedir. Artan tuz konsantrasyonuyla tuz iyonlar1 arasindaki elektrostatik
itmeler de artar. Bu nedenle, melatonin molekiilleri arasindaki etkilesimler de artar
ve agregasyon ve ¢Okme meydana gelebilir (Vinu ve ark., 2005). Bu biiyiik
melatonin agregatlar1 L-Trp graft p(HEMA) membranlara adsorpsiyonu bloke
edebilir ve diger molekiillerin polimerin i¢ kesimlerine ulagmasin1 engelleyebilir. Bu
durumda da L-Trp graft p(HEMA) membranlarin melatonin adsorpolama kapasitesi

azalir.

3.3 Desorpsiyon

L-Trp-graft p(HEMA) membranlara adsorblanan melatoninin desorpsiyonu
amactyla NaCl (3000 mg/L), etilasetat:metanol karisimi (2:8) ve trietilamin:metanol
karisimi (1:9) gibi farkli desorpsiyon ajanlari kullanildi. Bu desorpsiyon ajanlariyla
membranlardan  melatoninin ~ desorpsiyonu  25°C’de 60 dakika siireyle

gercgeklestirildi.

120 +

100 -

80 -

NaCl Etil asetat: Metanol Trietilamin: Metanol
Desorpsiyon ajani

Sekil 3.9 Trp-graft p(HEMA) membranlardan melatoninin desorpsiyonu (C: 100 mg/L, 25°C,

tadsorpsiyon: 1 saat, tdesorpsiyon: 1 Saat)'
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Sekil 3.9’dan goriilecegi gibi desorpsiyon oranlar1 NaCl, etil asetat:metanol ve

trietilamin:metanol karigimlari i¢in sirastyla % 43, % 93 ve % 100 olarak belirlendi.

L-Trp-graft p(HEMA) membranlarin tekrar kullanilabilirligini belirlemek icin
adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii 5 kez tekrarlandi. Her bir dongli sonrasindaki

adsorpsiyon kapasiteleri Sekil 3.10°da verildi.

8 -
6 | \’N‘
3
4 .
g
o
2
0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Tekrar Sayisi

Sekil 3.10 Trp graft p(HEMA) membranlarin tekrar kullanilabilirligi

Sekil 3.10°dan goriilecegi iizere L-Trp-graft p(HEMA) membranlarin adsorpsiyon
kapasitesi 5 dongili sonunda yaklasik % 14 oraninda azaldi. Bu sonug, L-Trp graft
p(HEMA) membranlarin melatonin adsorpsiyonunda defalarca etkin bir sekilde

kullanilabilecegini gostermektedir.
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BOLUM DORT
SONUCLAR

Bu calismada, kompleks biyolojik matrikslerdeki melatoninin onderistirme ve
kantitatif tayini i¢in kat1 faz kartusu olarak kullanilabilecek triptofan igeren HEMA
bazli polimerik membranlar UV-baslaticili fotopolimerizasyonla hazirlanmis,
hazirlanan membranlar L-triptofan graft edilmesinin ardindan karakterize edilmis ve
adsorpsiyon yoluyla melatoninin Onderistirlmesinde kullanilmak amaciyla siire,
derigim, sicaklik ve iyon siddeti gibi sistem parametrelerinin optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Hazirlanan L-Trp-graft p(HEMA) membranlar kullanilarak ¢ok
az miktarda sorbent ile (~13-14 mg/membran) 60 dk gibi bir siirede melatonin
adsorpsiyonunun  tamamlanabilecegi  belirlenmistir.  Elde  edilen  veriler
degerlendirildiginde, melatonin adsorpsiyonunun Freundlich izotermine uygun
oldugu, deneysel ve teorik olarak belirlenen maksimum adsorpsiyon kapasitelerinin (
Queneysel= 36,58 mg/g: Qeorik= 32,85 mg/g) son derece yakin oldugu ve adsorpsiyonun
fiziksel etkilesimlere dayandigi sonucuna varilmistir. Adsorplanan melatonin,
trietillamin-metanol (1:9) karistmiyla %100 oraninda desorplanmis ve L-Trp graft
p(HEMA) membranlarin melatonin adsorsiyonunda defalarca etkin bir sekilde

kullanilabilecegi belirlenmistir.

Literatiirde yenilebilir bitkilerdeki melatonin tayinine yonelik ticari sorbentlerin
kullanildig1 ¢alismalar mevcuttur, ancak yeni bir polimerik sorbentin gelistirilip
optimizasyonuna ydnelik bir ¢alisma bulunmamaktadir. Literatiirdeki caligmalarda,
melatoninin kromatografik analizi Oncesinde kati faz ekstraksiyonu amaciyla
cogunlukla daha yiliksek miktarlarda (200 mg) (Chen ve diger., 2003) ve ticari olarak
mevcut olan sorbentlerin (C8 Amprep) (Simonin ve diger., 1999) kullanildig
goriilmektedir. Sonug olarak bu ¢alisma ile daha az destek materyali kullanilarak,
cok daha kisa siirede ve az maliyetle etkin bir sekilde melatonin tayinine olanak
saglayan bir yeni nesil afinite sistemi gelistirilmistir. Gelistirilen L-Trp-graft
p(HEMA) membranlarin biyoteknolojik ¢alismalarda uygulama bulabilecegi ve
ayrica membranlarin tekrar tekrar kullanilabilir olmasinin genis Olgekli

biyoteknolojik uygulamalarda ekonomik avantaj saglayabilecegi sOylenebilir.
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