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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

FLAVONOIDLERIN SECIMLi AYRIMI iCIN MANYETIiK MOLEKULER
BASKILI POLIMER SENTEZI

Merve AKYUZ

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dal

Damisman : Prof. Dr. Kevser SOZGEN BASKAN

Molekiiler baskili polimerler (MIP’ler) uygun ¢oOziicii tarafindan uzaklastirilan bir kalip
molekiiliin varliginda olusan yapay polimerlerdir. Bu sebeple; elde edilen spesifik bosluklar,
sekil, boyut ve fonksiyonel gruplarla kalip molekiiliin tamamlayicisidir. MIP’lerin kullanimi1
ekstraksiyon, sensorler, kataliz ve ilag dagitimi gibi ¢esitli birgok alanda gelistirilmistir.

Son yillarda, ayirma, saflagtirma ve derisiklendirme i¢in manyetik molekiiler baskili
polimerlerin (MMIP’ler) kullanimi giderek artan ilgiye sebep olmustur. Geleneksel olarak
molekiiler baskili polimerlerin yliksek afinite ve 6zgiilliigliniin avantajlarindan ayr1 olarak
MMIP’lerin yiiksek verimlilik ve diisiik maliyetle harici bir manyetik alan kullanilarak hizli ve
kolay bir sekilde ayrimi gergeklestirilebilir. Yani, herhangi bir ek santrifiijleme veya filtrasyon
prosediirii olmaksizin harici bir manyetik alanla kolay ve verimli bir sekilde ayirma
gergeklestirilir.

Kuersetin, birgok bitkinin yaprak, meyve ve ¢igeginde yaygin olarak bulunan flavon ailesinin
en aktif bilesenidir. Kuersetin antioksidan, antiinflamatuar, antiviral, ve antitimor 6zellikleri
nedeniyle artan bir ilgi konusu olmustur. Bu nedenle, kuersetinin ¢esitli bitki matrikslerinden
ayrimi 6nemli bir arastirma alani olmaktadir.

Bu c¢alismada, MMIP sentezinin ve KUE kazanimi i¢in kullaniminin kosullari incelendi.
Manyetik nanopartikiilleri hazirlamak i¢in demir (II) kloriir tetrahidrat (FeCl2.4H20) ve demir
(II) kloriir hekzahidrat (FeCls.6H20) kullanildi ve Fe3Os sentezlendi. Hazirlanan Fe3O4

Xiv



yiizeyini silanla kaplamak i¢in tetraetil ortosilikat (TEOS) kullanildi. Olusan Fe3Os@TEOS
yapisinin yiizeyini islevsellistirmek amaciyla [3-(metakriloksi)propil] trimetoksisilan (y-MPS)
kullanildi. Kalip molekiil olarak KUE, gozenek olusturucu ¢oziiciiler olarak tetrahidrafuran
(THF), etanol (EtOH), aseton: ACN (3:1, v/v) ¢oziicii karisimi, fonksiyonel monomer olarak
akrilamid (AM), metakrilik asit (MAA), ve 4-vinilpiridin (4-VP), ¢apraz baglayici olarak etilen
glikol dimetakrilat (EDMA) ve baglatici olarak 2-2’azobisizobiitironitril (AIBN)
kullanilmastyla farklt mol oranlarinda (kalip: monomer: ¢apraz baglayict; 1:4:20- 1:8:20 ve
1:8:40) sentez gerceklestirildi. Hazirlanan polimerin tanima ve se¢imlilik 6zellikleri, THF,
ACN ve %50 EtOH (v/v) ¢oziicii karisimlarinda hazirlanan KUE ¢ozeltileri kullanilarak, denge
bagla(n)ma denemeleriyle, 370 nm’deki absorbanslardan yararlanilarak belirlendi. 1:8:40
(KUE: 4-VP: EDMA) mol oranina sahip %50 EtOH ¢6ziicii karisiminda hazirlanan MMIP’nin
en yliksek adsorpsiyon kapasitesine ve baskilama faktoriine (BF) sahip oldugu saptandi.
Hazirlanan KUE-MMIP kullanilarak kirmizi sogan kabugu ekstraktindan %33 verimle KUE
kazanimi gercgeklestirildi.

Eyliil 2018, 90 sayfa.

Anahtar kelimeler: Manyetik molekiiler baskili polimer (MMIP), Kuersetin baskili manyetik
polimer, antioksidanlar
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Molecularly imprinted polymers (MIPs) are artificial polymers which are formed in the
presence of a target molecule that finally is removed by the proper solvents; therefore, the
obtained specific cavities are complement to the target molecule in shape, size and functional
groups. MIPs are used many areas such as extraction, sensor construction catalysis and drug
delivery.

In recent years, the use of magnetic molecular imprinted polymers (MMIP) for separation,
purification and concentration has become a growing concern. Apart from the advantages of
high affinity and specificity of traditional MIPs, MMIPs can be rapidly and easily separated
using an external magnetic field with high efficiency and low cost. So, easy and efficient
separation can be performed with an external magnetic field without any additional
centrifugation or filtration procedures.

Quercetin (KUE), is the most active compound in flavone family, widely occurring in leaves,
fruits, and flowers of many plants. This compound has become the topic of increasing interest
based on its antioxidant, antiviral and antitumor properties. So, the isolation of quercetin from
various plant matrices is becoming an important research area.
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In this study, the conditions of MMIPs synthesis and their use for QUE recovery were
examined. Iron (I1) chloride tetrahydrate (FeCl2.4H20) and iron (lIl) chloride hexahydrate
(FeCl3.6H20) were used to prepare magnetic nanoparticles and FezOs was synthesized.
Tetraethyl ortho silicate (TEOS) was used to coat the resulting FezO4 surface with silane. [3-
(methacryloxy) propyl] trimethoxysilane (y-MPS) was used to functionalize the surface of the
formed Fe304s@TEOS structure. Synthesis was carried out using QUE as template molecule;
tetra hydrofuran (THF), ethanol (EtOH), asetone:acetonitrile (ACN) (3:1, v/v) solvent mixture
as porogen solvents; acrylamide (AM), metacrylic acid (MAA), 4-vinyl pyridine (4-VP) as
functional monomers; ethyleneglycol dimethacrylate (EDMA) as cross-linker and 2,2’-
azobisizobutironitril (AIBN) as initiator at different molar ratios (template:monomer:cross-
linker; 1:4:20, 1:8:20 and 1:8:40). The recognition and selectivity properties of these polymers
were determined from the absorbance values at 370 nm obtained with equilibrium assays using
QUE solutions prepared in THF, ACN and %50 EtOH solvent mixtures at different ratios. It
was established that the magnetic imprinted polymer prepared in %50 EtOH solvent mixture
with a molar ratios of 1:8:40 (QUE:4-VP: EDMA) had the highest adsorption capacity and
imprinting factor. Using the prepared QUE-MMIP, QUE was obtained with 33% efficiency
from red onion skin extract.

September 2018, 90 pages.

Keywords: Magnetic molecularly imprinted polymers, quercetin magnetic imprinted polymer,
antioxidants
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1. GIRIS

Molekiiler baskili polimerler kalip molekiile 6zgii yiiksek ilgi ve segicilikte olma, tanima
kabiliyetlerini uzun siire saklayabilmesi, yiiksek fiziksel ve kimyasal kararlilikta olmasi, yiiksek
mekanik dayaniklilik, kolay hazirlanabilmesi sebebiyle son yillarda ilgi ¢eken ¢alisma alanlari
arasinda yer almaktadir. Giinlimiizde bu avantajlarin beraberinde manyetik 6zellik
kazandirilarak elde edilen manyetik baskili polimerler sentezlenmistir. Manyetik
nanopartikiiller kiiclik boyutlu, yiiksek yiizey/ hacim orani, yiiksek manyetik duyarlilik ve etkili
baglanma bolgeleri igerme ve kolay ayirma gibi avantajlara sahiptir. Ayrica ayirma islemi i¢in

ek santrifiijleme ve filtrasyon gerektirmez (Lin ve dig. 2012).

Manyetik katilar analitik kimyada iki ana uygulamaya sahiptir. Birincisi, Kimyasal numunelerin
saflagtirilmasi veya ayrilmasi (¢ogunlukla manyetik SPE), ikincisi popiilerlik kazanan bir
uygulama olan biyosensdrlerde veya sensorlerde kullanimidir. ilk olarak manyetik parcaciklar
biyolojik tiirlere uygulanmistir. 1996 yilinda Towler ve dig., mangandioksit kapli manyetit
iceren bir manyetik sorbent ile deniz suyu 6rneklerinden radyum, kursun ve polonyumun geri
kazanilmasi iizerine ¢alismalar yapmislardir (Towler ve dig. 1996). 1998°de Mosbach ve dig.,
slispansiyon polimerizasyonu ile manyetik bir alt tabaka ile molekiiler baskili polimer (MMIP)
ve kalip molekiil icermeyen manyetik polimer (MNIP) sentezlemislerdir (Mosbach ve Ansell,
1998). Sonrasinda aragtirmacilar manyetik yiizeyleri degisik malzemelerle degistirerek ya da
islevsellestirerek, = manyetik  tanima  Ozelliklerini  gelistirerek  MMIP  sentezi
gerceklestirmiglerdir. 1999°da Safarikova ve arkadaslari, manyetik kat1 faz ekstraksiyonu
olarak adlandirilan yeni bir manyetik ayirma teknigi bildirmislerdir. Bu sayede biiyiik
hacimlerdeki hedef analitler, manyetik veya manyetize olabilen adsorbentlerin kullanimina
dayanilarak derisiklendirilmiglerdir. Ayirma islemi sirasinda, harici bir manyetik alan
kullanilmasi esastir. Dogadaki ¢esitli kimyasal tiirlerin ayrimin1 gergeklestirmek i¢in onlarca

yildir manyetik pargaciklar kullanilmaktadir.

Bitkilerin ikincil metabolizma iirlinleri olarak tanimlanan fenolik bilesikler, meyve ve
sebzelerin tohum, ¢icek, yaprak, dal ve gévdelerinde bulunabilirler (Bilaloglu ve Harmandar,

1999). Meyveler icerdikleri fenolik bilesiklerin antioksidatif ve antimikrobiyal etkilerine bagl



olarak saglik iizerine olumlu etkilerinde dolayr fonksiyonel gida olarak degerlendirilirler.
Beslenme fizyolojisi agisindan olumlu etkilerinden dolay1 fenolik bilesiklere biyoflavonoid ad1
da verilir. Baz1 kaynaklarda fenolik bilesikler i¢in P vitamini ya da P faktorii (permeabilite

faktorii) olarak isim verilir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda flavonoidler 6nem kazanmis ve bu bilesiklerin antioksidan
ozelliklerinin yani sira antienflamatuvar, antiviral, antialerjik, antitrombotik ve diger
ozelliklerinin de bulundugu ispatlanmistir. 6000’den daha fazla oldugu diisiiniilen flavonoidler
elma, sogan, domates, kirmizi sarap, cay ve baklagillerde olduk¢a fazla bulunmaktadir (Bors

ve dig. 1990; Dixon ve Ferreira, 2002; Stavric, 1994; Yetiik, 2013).

Fenolik bilesiklerin flavonoid grubunda yer alan hardal saris1 rengindeki bilesigi kuersetin
(KUE), flavonoidlerin in vitro ¢alismalarinda tespit edilmistir (Luzia ve dig. 1997). KUE
formiilii C1sH1007’dir. Igeriginde %65,19 C, %3,34 H ve %37,06 O bulunan kuersetinin
molekiil agirligi 302,24 g/mol’diir. KUE birgok bitkide farkli flavonoidlerle beraber bulunur.
Dogadaki bitkilerin yaprak, ¢icek ve saplarinda flavon bilesigi olarak bulunan bu bilesik
bagisiklik hiicrelerinde histaminin agiga c¢ikmasinin engellenmesine yardimci olur ayni
zamanda metabolizmay1 hizlandirarak yaglar1 yakar ve toksinlerden arinmamizi saglar. KUE
kaynag1 olarak ahududu, kiraz, sogan, elma, fasiilye, brokoli, siyah ¢ay, kirmizi sarap, kirmizi

yaban mersini ve greyfurt 6rnek verilebilir.

Bu ¢alismada, fenolik bilesiklerden KUE kalip molekiil olarak kullanilarak manyetik molekiiler
baskili polimer (MMIP) sentezi yapilmasi ve hazirlanan polimerin dogal 6rneklerden KUE
kazanimi i¢in kullanilmasi amaclanmistir. En iyi adsorplama 6zelligine sahip polimerin
hazirlanmasinda, en uygun monomeri ve gézenek olusturucu ¢dziiciiyii belirleyebilmek igin,
kalip molekiil:monomer:¢apraz baglayict farkli mol oranlarinda kullanilarak sentezler
gerceklestirildi. Freundlich ve Langmuir adsorpsiyon izotermleri ¢izildi. Polimerin tutma
kapasitesi hesaplanarak baskilama faktorii (BF) degeri bulundu. Se¢imlilik 6zelligini
belirlemek i¢cin KUE ile ayn1 grupta yer alan ya da yer almayan fenolik bilesiklerle ¢aligmalar
yapildi. Farkl tiirlerdeki fenolik bilesiklerin baskili (KUE-MMIP) ve baskisiz (MNIP) polimer
tarafindan ne kadar tutuldugu belirlenerek KUE-MMIP’1n se¢imliligi degerlendirildi.

Hazirlanan polimerin ayirma ve saflagtirma etkinligi, yiiksek oranda KUE igerdigi bilinen

kirmizi sogan kabugundan (Martino ve Guyer, 2004; Pérez-Gregorio ve dig. 2014) KUE



kazanimi denemeleri ile incelendi. KUE miktarlarinin belirlenmesinde HPLC yonteminden

yararlanildi.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. MANYETIK MOLEKULER BASKILI POLIMERLER

Molekiiler baskili polimerler (Molecularly Imprinted Polymers, MIPs) kalip molekiil i¢in
yiiksek se¢icilige sahip, 6zel olarak iiretilmis malzemelerdir. MIP’lar islevsel monomer, ¢apraz
baglayict ve kalip molekiiliin varliginda sentezlenirler. Polimer matrisinde, yiiksek oranda
capraz baglayict madde ve kalip molekiillerinin ¢ikarilmasindan sonra olusan (sekil ve boyut
bakimindan hedef molekiilii tanimlayan) bosluklar bulunur. Bu yapi, kalip molekiiliin i¢cinde
bulundugu matristen ytiksek secicilikle ayrilmasini ve ilgili bolgelere yeniden baglanabilmesini
saglar. Diger tanima sistemleri ile karsilastirildiginda molekiiler baskili polimerler; diisiik
maliyetli, kolay sentezlenebilen, fiziksel ve kimyasal kosullara karsi dayanikli, yiiksek
kararlilik gosteren ve uzun siire saklanabilen 6zelliklere sahiptir. Molekiiler baskili polimerler,
kromatografik ayirma, kat1 faz ekstraksiyonu (Solid Phase Extraction, SPE), kimyasal sensorler

ve kataliz gibi bir¢ok alanda uygulanmaktadir.

Son zamanlarda manyetik malzemelere dayali baska bir ayirma teknolojisi biiyiik ilgi
gormiistiir. Molekiiler baskili polimerlere ek olarak manyetit kismi igeren bu maddeler,
manyetik molekiiler baskili polimer (Magnetic Molecularly Imprintred Polymer, MMIP) olarak
isimlendirilmistir. Manyetik ayirma isleminde kalip molekiilii (analit) igeren ¢ozeltiye veya
slispansiyona manyetik malzemeler eklenmistir. Boylelikle analitlere karistirma ile manyetik
ozellik kazandirilip, ayirma islemi miknatisla gerceklestirilerek kolaylasgtirma saglanmistir.
Manyetik materyaller geleneksel kat1 destekle kiyaslandiginda yiiksek yiizey/hacim orani, kalip
molekiille hizli ve etkili baglanma ve yiiksek manyetik duyarlilik gibi bir¢ok {istiin 6zellikleri
vardir. Baz1 manyetik bilesenler molekiiler baskili polimerleri icerdiginde elde edilen karma
(kompozit) polimerler yani manyetik molekiiler baskili polimerler (MMIP), yalnizca miknatis
olarak duyarl 6zellige sahip olmazlar ayn1 zamanda kalip molekiil (analit) i¢in segicilige de

sahip olurlar.
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Sekil 2.1: Manyetik molekiiler baskili polimerin uygulama asamalari.

Giiniimiizde MMIP’ler farkli bir¢cok yontemle sentezlenebilir. En sik kullanilan hazirlama
islemi ise dort basamaga boliinmiistiir. Ilk adim, FesOs gibi manyetik nanopartikiillerin
hazirlanmasidir. Ikinci adim, manyetik bilesenlerin yiizeyi degistirilerek islevsellestirilmesidir.
Bu basamak genellikle iki yontem kullanilarak gerceklestirilir. Birinci yontemde silanizasyon
yontemi uygulanir. Manyetik nanopargaciklar Steno Yontemi kullanilarak SiO» kabugu ile
kaplanir. Sonrasinda [3-(metakriloksi)propil] trimetoksisilan gibi silan baglanma maddesi ile
modifiye edilerek yiizeye baglanma bélgeleri olusturulur. Ikinci yontemde ise etilen glikol ya
da oleik asit gibi yiizey aktif maddeler kullanilarak ylizeye baglanma bolgeleri olusturulur.
Ayrica baskili polimerizasyon dncesinde ¢itosan ve poliklorometilstirenden de yararlanilan
calismalar mevcuttur. Ugilincii adim, kalip molekiiliin, fonksiyonel monomerin ve c¢apraz
baglayict maddenin varliginda manyetik ¢ekirdek olarak islevsellestirilmis nanopartikiiller
kullanarak ylizey baskili polimerizasyonu gergeklestirmektir. Dordiincii ve son adim, kalip

molekiillerinin polimerden ¢ikarilma basamagidir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: Manyetik molekiiler baskili polimer (MMIP) sentezinin sematik gosterimi.

Manyetik ayirmanin molekiiler baskiyla birlestirilmesi, ayirma uygulamasina yonelik gii¢lii bir
analitik ara¢ saglayabilecek ideal bir yoldur. Analitik kimyada MMIP’larin uygulama alanlari
arasinda; cevresel, gida, biyolojik, ila¢ ve bitki drneklerinin analizi gibi ¢alismalar sayilabilir
(Chen ve Li, 2012).

2.1.1. Baskilama Yontemleri

Molekiiler baskili polimer hazirlarken bes farkli yontem uygulanir. Bunlar;

a) Kovalent baskilama yontemi

b) Non-kovalent (kovalent olmayan) baskilama yontemi
¢) Yari-kovalent (semi-kovalent) baskilama yontemi

d) Stokiyometrik kovalent olmayan baskilama yontemi

e) Metal iyon baskilama yontemi

2.1.1.1. Kovalent Baskilama Yontemi

Kovalent baskilama yonteminde ilk olarak polimerizasyon isleminden Once fonksiyonel
monomer ile kalip molekiil birbirlerine kovalent baglarla baglanirken polimerizasyon
isleminden sonra kovalent baglar kirilir kalip olusturmak amaciyla hedef molekiil polimerden
uzaklastirithir. Kalip molekiil, baskilanmis polimerlerle etkilestirildiginde kovalent baglar
yeniden olusur (Sekil 2.3). Bu calismayr ilk olarak Wulff ve arkadaslart 1977 yilinda
gerceklestirmigtir (Wulff ve dig. 1977).



Kovalent baskilamanin avantajlari;

Kovalent baskilamada monomer ve kalip molekiil arasindaki yap1 kararli ve stokiyometriktir.
Bu sebeple baskilama sonucu olusan yap1 daha homojen bir dagilim gosterir. Kovalent bag ile
olusan yapilar oldukca kararli olduklar1 icin ¢esitli polimerizasyon kosullarinda (diisiik ya da
yiiksek pH, yiiksek sicaklik, yiiksek polar ¢dziicii vb.) ¢alisma yapilabilmektedir (Kriz ve dig.
1997).

Kovalent baskilamanin dezavantajlart;

Monomer ile kalip molekiil arasinda olusan yap1 sentezinin sik sik sorunlar ¢ikarmasi, mevcut
tersinir kovalent baglarin sayisinin siirli olmasi, kovalent baglarin ayrildigi asama sonucunda
baski etkisinin azalmasi, kovalent bir bagin olusumu ve kirilmasi s6z konusu oldugu i¢in kalip
molekiiliin baglanmasi-ayrilmasi islemlerinin yavas olmast bu ¢alismalarin ekonomik
olmamas1 gibi sebepler kovalent baskilamanin dezavantajlarindandir (Kriz ve dig. 1997;

Sellergen ve dig. 1998).

Kovalent baskilama yonteminin sinirliliklarinin fazlaligi sebebiyle bu yontemin kullanimi daha

azdir.
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Sekil 2.3: Kovalent baskilama yonteminin sematik gosterimi.

2.1.1.2. Non- Kovalent (Kovalent Olmayan) Baskilama Yontemi

Fonksiyonel monomer ile kalip molekiil arasindaki baglar kovalent olmayan hidrojen bag,
koordinasyon bag olusumu, elektrostatik etkilesimler, n-n etkilesimleri gibi nispeten daha zayif
baglar tizerinden yiiriir. Polimerizasyon isleminden sonra kalip molekiiliin uygun ¢oziictilerle
kaliptan uzaklagtirilmas:t daha kolay ve basit bir siire¢ igerir. Kalip molekiille baskilanmig

polimerler kovalent olmayan etkilesimlerle birbirine baglanir. Yapilan bazi arastirmalar,



baskilama i¢in kovalent bag olusmasinin zorunlu olmadigini ve monomer karisimi icerisinde

yer alan tiirlerde kovalent olmayan baglarin kendiliginden olustugunu gostermistir.

Kovalent olmayan baskilama zayif etkilesimler icerdigi icin baglanma sabitleri kovalent
baskilamaya gore daha zayiftir. Bu sebeple zayif etkilesimlerin etkisini gidermek i¢in ortama
monomerin fazlasi eklenir. Genellikle baglanma sabiti (K, mol™) ya da serbest enerji (AG,
kcal/mol) olarak ifade edilen baglanma afinitesi baglanma etkilesimlerinin kuvvetinin bir
gostergesidir. Asagidaki tabloda c¢esitli etkilesim tiirlerinin baglanma enerji araliklar

gosterilmistir.

Tablo 2.1: Kovalent olmayan etkilesimlerin baglanma enerjisi araliklari.

Etkilesim Tiirii Baglanma Enerjisi Aralig: (kcal/mol)

Koordinasyon Baglari 20-50
Iyon-iyon 20-80

Elektrostatik Iyon-Dipol 15-50
Dipol-Dipol 1-10

Hidrojen Bag1 1-30

pi-pi Etkilesimleri 0-12

Van der Waals 0-15

Non-kovalent baskilamanin avantajlari;

Gilintimiizde baskilanmis polimer hazirlamak i¢in non-kovalent (kovalent olmayan) baskilama
yontemi daha siklikla tercih edilmektedir (Sellergen ve dig, 1998; Zhong ve dig, 2001). Bunun
sebebi ise polimerizasyon islemi 6ncesinde non- kovalent etkilesimlerle kalip molekiil etrafinda
fonksiyonel monomerin sorunsuz ve basit bir sekilde diizenlenmesidir. Oncelikle kovalent
monomer- kalip molekiil sentezine gerek olmadan kalip-monomer kompleksi olusturmak i¢in
farkl1 baglanma etkilesimleri kullanilabilir. Polimerizasyon islemi sonunda hedef molekiil

kaliptan basit bir ¢oziicii ekstraksiyonu ile kolayca uzaklagtirilabilir (Sekil 2.4).

Kalip molekiiliin geri baglanma ve serbest birakma islemleri hizlidir. Baskilanmis polimerler,

kalip molekiiliin yapis1 ve reaktivitesi hakkinda bilgi gerektirmeksizin hazirlanabilir.
Non-kovalent baskilamanin dezavantajlari;

Non- kovalent baskilamanin dezavantajlar1 ise polimerizasyon kosullari, etkilesimleri arttirmak
icin sinirlidir ve polimerizasyon kosullarinin se¢imi yogun ¢alismalar sonunda belirlendigi igin

zaman alicidir.



Non-kovalent polimerlerde baglanma bdlgelerinin dagilimi heterojen yap1 gosterir. Bu durum
non-spesifik baglanmalara ve kalip molekiiliiniin zayif molekiilleri de tanimasma sebep
olabilmekte ve bu da bu tiir polimerlerin kromatografik analizlerde kullanilmasi durumunda pik
genislemelerine sebep olabilmektedir (Mallik ve dig. 1994, Yoshizaka ve dig. 1998).
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Sekil 2.4: Non-kovalent baskilama yonteminin sematik gosterimi.

Tablo 2.2: Kovalent ve kovalent olmayan baskilama yontemlerinin avantaj ve dezavantajlart.

Kovalent Kovalent Olmayan
Monomer-Kalip molekiil konjugat Yapilmasi zorunlu | Yapilmasi zorunlu degil
sentezi
Polimerizasyon sartlari Rahat Sinirh
Kalip molekiiliin baglanmasi ve Yavas Hizli
ayrilmasi
Kalip molekiiliin uzaklastirilmasi Zor Kolay
Baglanma bolgesinin yapisi Net Daha az net

2.1.1.3. Yart Kovalent (Semi-Kovalent) Baskilama Yiontemi

Kovalent ve kovalent olmayan baskilama yontemlerinin avantajlart géz 6niinde bulundurulup
ikisinin karisimi olacak sekilde bir calisma altinda toplanmasi sonucu ortaya g¢ikan bu
yontemde, polimer kovalent baskilama isleminde oldugu gibi hazirlanmakta fakat kalip
molekiiliin polimere baglanmast kovalent olmayan etkilesimlerle gergeklesmektedir
(Whitcombe ve dig. 1995). Boylelikle kovalent baskilamanin en 6nemli problemlerinden biri
olan kalip molekiiliin yavas baglanmasi ve yavas ayrilmasi sorunu da ortadan kalkmis

olmaktadar.
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2.1.1.4. Stokiyometrik Kovalent Olmayan Baskilama Yontemi
Stokiyometrik baskida fonksiyonel monomer ile kalip molekiil arasinda bir denge mevcut
oldugu i¢in olusan yap1 oldukga giicliidiir. Stokiyometrik kovalent olmayan baskilama i¢in

kalip molekiil monomer arasindaki etkilesimin sabit degeri Ka >10° olmas1 gerekmektedir.

2.1.1.5. Metal-Iyon Baskilama Yontemi

Metal iyonlari, ¢esitli fonksiyonel gruplarla baglanma yetenegine sahiptir. Gegis metal iyonlari,
metal ligand etkilesimlerinde koordine baglarin termodinamik olarak dayanikli olmasi ve hizli
reaksiyon kinetigine sahip olmalar1 sebebiyle baskilama teknigine olduk¢a uygundurlar.
Nishide ve arkadaslar1 1976 yilinda ilk defa iyon- hedef molekiil (iyon-kalip) etkiyi kullanarak
metal iyonlar1 varliginda iki islevli reaktif ile poli-(4vinilpiridin) polimeri sentezlemislerdir

(Skoog ve dig. 1990).

J=4
=2 Komplekslesme Polimerizasyon +H*
_— — _—
- -M™ (@

Sekil 2.5: Metal-iyon baskilama yonteminin sematik gosterimi.

Metal iyon baskilama islemi igin polimerizasyon sartlar1 bilesenlere zarar vermedigi siirece
bir¢ok polimerizasyon (anyon, katyon, radikal ve yogunlastirma) teknigi uygulanabilir.

Hazirlanmasi ve uygulanmasi kolaylig1 sebebiyle radikal polimerizasyonu tercih edilir.

2.1.2. Manyetik Molekiiler Baskilama Teknigi

Manyetik molekiiler baskilama yontemi temel olarak dort basamaktan olusur.
1. Basamak: Manyetit Sentezi

Bu basamak, polimere manyetik 6zellik kazandirmak i¢in kullanilan manyetitin hazirlanma
basamagidir. FesO4 hazirlandiktan sonra yiizeyi kaplamak i¢in tetraetil ortosilikat (TEOS) ilave
edilir ve sonrasinda yiizeyi aktiflestirmek igin [3-(metakriloksi) propil] trimetoksisilan ([3-
(methacryloxy) propyl] trimethoxysilane) (y-MPS) ya da 3-aminopropiltrietoksisilan (3-
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Aminopropyltriethoxysilane) (APTES) gibi maddeler kullanilarak ilk asama tamamlanmis olur
(Chen ve Li, 2012).

2. Basamak: On Polimerizasyon veya On Komplekslesme

Hedef molekiile (kalip molekiil), fonksiyonel gruplar iceren polimerlesebilen uygun
monomerlerle kovalent ya da kovalent olmayan etkilesimler sonucunda baglanarak kompleks
yap1 olusturulur. Bu basamakta kalip molekiil etrafinda fonksiyonel monomerin baglandig bir
yap1 olusumu meydana gelir. Bu etkilesimde kalip molekiiliin kimyasal 6zellikleri ve {i¢ boyutlu

yapis1 onemli bir yer tutar.
3. Basamak: Polimerizasyon

Monomer ve kalip molekiil kompleksinin uygun bir ¢apraz baglayict ve baslatici madde

kullanilarak fonksiyonel monomer iizerinden polimerlesme basamagidir.
4. Basamak: Hedef (Kalip) Molekiiliin Uzaklastirilmasi

Olusturulan yapida kalip molekiiliin yerini alacak bosluklarin olusturulmasi i¢in dncelikle kalip
molekiil yapidan uzaklastirilir. Uygun kosullar altinda, bu bosluklar kalip molekiiliin yapisini,
boyutunu ve fizikokimyasal 6zelliklerini tasir. Bu durumda kalip molekiile segici ve etkin

olarak baglanma olur (Cormark ve Mosbach, 1999).

2.1.3. Manyetik Molekiiler Baskili Polimeri Olusturan Baslica Bilesenler

2.1.3.1. Manyetik Kisum

Molekiiler baskili kat1 faz ekstraksiyonu (MISPE) avantajlarina ragmen, zayif kiitle transferi,
diisiik baglanma kapasitesi ve yavas baglanma kinetigi gibi dezavantajlar1 olan bir tekniktir.
MISPE’nin dezavantajlari g6z oniinde bulundurularak olusturulan yeni manyetik polimer esasl
teknik ilgi ¢ekmeye baslamistir. Manyetik MIP’ler ¢ozeltiye dogrudan dagitilabilir ve daha
sonrasinda santrifiijleme ya da filtrasyon islemleri gerektirmeden harici bir manyetik alan
kullanilarak ¢ozeltiden kolayca ayrilabilir (Zheng ve dig. 2012; Chen, Xie ve Shi, 2012)
MMIP’ler hem bu agama nedeniyle hem de yiiksek adsorpsiyon ve miikemmel tanima seciciligi
sergiledigi i¢cin son yillarda molekiiler baskili polimerlere ek olarak ilgi odagi olmustur.
Manyetik kisim, sonrasinda baglanacak monomer-kalip molekiil i¢in, tizerinde baglanabilecegi

gruplar tastyan bir yapiya sahiptir. Bunun i¢in 6n islem basamaklari igerir. Bir manyetik kisim,
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kimi zaman iki kimi zaman ti¢ farkli asama sonucunda elde edilir. Elde edilen bu kisim,
monomer-kalip molekiilii igerisine alarak ¢apraz baglayicilar ve baslatic1 varliginda yapiya
manyetik Ozellik katar. Boylelikle sonrasindaki asamalar manyetik alan kullanilarak

kolaylastirilmis olur.

Genellikle Fe3O4 nanopartikiilleri ile olusturulan manyetik kisim, bu yapinin hidrofobik bir
ozellik gostermesi ve kararsizligi sebebiyle, silika ile kaplama islemi yapilarak gobek-kabuk
yapisi olusturulur. Sonrasinda yiizey modifikasyon islemi ile hazirlanan manyetik nano boyutlu
MMIP’lerin yiizey hacim oraniin son derece yiiksek olmasi, kalip molekiille molekiiler
baskilama, baglanma kapasitesi, tanima alanlarinin erisilebilirligi ve kalip molekiillerinin kolay

cikarilmasi gibi 6zellikleri yapiya kazandirmis olur (Sekil 2.6).

o =2 o:ou MPS o:grs.*\/\/om/l\
NH; -H20 OH O

O
F9304 FC304@Si03 FC_;O.(@SiOz-I\’lPS

Sekil 2.6: Manyetik kisim hazirlama agamalart.

2.1.3.2. Hedef Molekiil-Kalip Molekiil

Baskilanan kalip molekiiliiniin fonksiyonel monomerle kompleks yapi olusturmasi ve
fonksiyonel gruplar igermesi molekiiler baskilama basamaklarinda olduk¢a 6nemlidir. Her
hedef molekiil dogrudan kalip olarak kullamlmaz. Kalip molekiilin serbest radikal
polimerizasyonuna uyumlu olmasi gerekir. Bunun icinde polimerizasyon kosullar1 kararl
(inert) olmalidir. Kalip molekiillerin ytiksek sicakliga ve UV 1s1malarina da dayanikli olmasi
istenilen durumlar arasindadir. Kalip molekiiliin konformasyonundaki kiigiik degisiklikler

baskilama isleminin basarisini etkiler niteliktedir (Davies, De Biasi ve Perrett, 2004).

Baskilamas1 yapilacak molekiil olarak; karbonhidratlar, aminoasitler, proteinler, niikleotit

bazlar, ilaglar, hormonlar, koenzimler, pestisitler ve iyonlar kullanilabilir (Cormark ve
Mosbach, 1999).

2.1.3.3. Fonksiyonel Monomerler
Kalip molekiil i¢in tasarlanmis, spesifik bosluklar yaratmak i¢in monomer se¢imi ¢ok
onemlidir. Non-kovalent baglanma protokollerinde kalip molekiil ile fonksiyonel monomer

etkilesimini arttirmak i¢in fazla oranda fonksiyonel monomer kullanilir (kalip/fonksiyonel
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monomer orani 1:4 veya iizerinde olabilir). Diger bir 6nemli faktor de kalip molekiiliin islevi
ile fonksiyonel monomerin islevinin uyumudur (6rnegin; hidrojen bag1 vericisi, hidrojen bagi

alicis1). Bu uyum kompleks olusumunu dolayisiyla da baskilamanin etkisini arttirir.

Fonksiyonel monomerler asidik, bazik ve notral 6zellikler gosterirler. Belli bash fonksiyonel
monomerler, karboksilik asitler (akrilik asit, metakrilik asit, vinilbenzoik asit), siilfonik asitler
(2-akrilamido-2-metilpropan siilfonik asit) ve heteroaromatik bazlar (vinilpiridin,
vinilimidazol)’dir. Asidik fonksiyonel grup igeren kalip molekiiller i¢in genellikle bazik
fonksiyonel grup tasiyan, bazik fonksiyonel grup iceren kalip molekiiller i¢in ise asidik

fonksiyonel grup tagiyan monomerler tercih edilir (Vasapollo ve dig. 2011).

Tablo 2.3: Baz asidik, bazik ve nétral fonksiyonel monomerler.

Asidik Bazik Notral

H-C
HECQL OH ? J\/CH
HoN e
Akrilik Asit Alilamin Akrilamid

0 /\s:lg

H =
EE%DH < H.C7 “CN

CF3 CHz

1-vinilimidazol Akrilonitril

2-(triflorometil)-akrilik Asit

O = O
HEG%DH | N", ,""'GHE chkﬁ)J\NHE

CHs CHs
Metakrilik Asit 2-vinilpiridin Metakrilamid
0 ~CHa 0
HzC
CFs o CHa
Itakonik Asit . N .
4-vinilpiridin 2-hidroksietil Metakrilat

2.1.3.4. Capraz Baglayicilar
Capraz baglayici, kalip molekiiliin polimerden uzaklastirilmasindan sonra kararli ve analiti

hafizasinda tutan polimer ag orgiisii olusturmak icin kullanilir ve se¢imi tipki diger bilesenler
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gibi Onemlidir. Polimerin morfolojisinin kontroliinden sorumlu olan ¢apraz baglayicilar
polimere kimyasal inertlik (molekiiliin ya da iyonun baglanma béliimlerinin kararli olmasini)

ve mekanik kararlilik saglarlar.

Yiiksek oranda ilave edilen ¢apraz baglayicilar polimer matriksin ¢oziiciide ¢oziinmesini 6nler
ve bu durum polimerin kullanimi kolaylastirir. Etkili baskilama i¢in capraz baglayicinin
reaktifligi ile fonksiyonel monomerin reaktifligi uygun olmalidir. Bu sebeple ¢apraz baglayici
ile fonksiyonel monomer arasindaki mol oran1 6nemlidir. Bu oran ayarlanamazsa monomer ya
da capraz baglayicidan biri polimerizasyon isleminde baskin karakter gostererek homojen bir
yap1 olugmasini engeller. Etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ve trimetilolpropan trimetakrilat
(TRIM) en ¢ok kullanilan ¢apraz baglayicilardir. Baz1 arastirmacilara gore, ¢apraz baglayicilar
polimerlerin fiziksel Ozellikleri {izerinde ©Onemli bir etkiye sahipken kalip molekiil ve
fonksiyonel monomerler arasindaki etkilesimler iizerinde ¢ok daha az etkiye sahiptir
(Vasapollo ve dig. 2011).

Farkli ¢apraz baglayicilar ve derisim oranlari polimerlerde farkli sayida baglanma bolgesi
olusumuna sebep olacagindan bu durum segiciligi de etkiler. Ornegin, mol oranlarn kiigiikse
kalip molekiillerin baglanma bdlgeleri birbirine ¢ok yaklasacagindan bu bolgeler komsu

bolgeler tarafindan kapatilir ve etkin bir sonug elde edilmez.
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Tablo 2.4: Kullanilan baslica ¢apraz baglayicilar ve agik molekiil yapilari.

Capraz Baglayici Acik Molekiil Yapist
THz )
Etilen glikol dimetakrilat (EDMA) 2\{( w@
)
CHy {|T
. . . C‘"‘\M:}f
Tetra metilen dimetakrilat(TMDMA)

CHy [=]
4
M
N,N’- Etilen bis metakrilat ﬁl\’( wﬂ
(=] CHy
p-divinilbenzen (DVB) /_<=>_/

n ||
R N
N,N’-Tetrametilen bis metakrilamid s \.rf
CHy

2.1.3.5. Gozenek Olusturucu Coziicii

Manyetik molekiiler baskili polimerler ¢oziicli ortamlarinda hazirlanirlar. Bu sebepten dolay1
MMIP’lerin sentezinde onemli bir nokta da ¢oziicii se¢imidir. Coziicli se¢imi ayn1 zamanda
baskilama yonteminin tiiriine de baglidir. Kovalent baskilamada, baskilama isleminde
kullanilan bilesenleri iyi bir sekilde ¢ozen her tiir ¢oziicii kullanilabilir. Kovalent olmayan
baskilamada ise kalip ve fonksiyonel monomer arasinda non-kovalent etkilesimin olusumunu
ve baskilama etkisini arttirmak i¢in ¢oziicii se¢imine dikkat edilir. Kovalent olmayan baskilama
siirecinde ¢oziiciinin en Onemli gorevi kalip molekiil-monomer kompleks yapisinin
kararliligimi saglamaktir. Coziicliniin hidrojen bag1 kapasitesi ve polarligi baskilama
stirecindeki etkilesimleri degistirir. Sellergen ve Shea tarafindan yapilan bir ¢aligmada (1993)
polimerin morfolojisi ile se¢imliligi arasinda net bir bagint1 yokken ¢oziiciintin hidrojen bagi
kapasitesi ile se¢imlilik arasinda bir bagint1 oldugu ve polarite arttikga se¢imliligin azaldig

gorilmiistiir.
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(Coziiciiler polimerizasyon ajanlarii ¢ézmesinin yaninda baskilanmis polimerlerin gézenekli
bir yapida olmasini ve kalip molekiiliin baglanma hizinin arttirilmasini saglar. Baglanan kalip
molekiiliin polimerden uzaklastirilmasini da yapinin gozenekliligi saglamaktadir. Coziicii tiirii
ve miktari, baskilama siireci ve gozenek boyut dagilimi, baskili polimerin morfolojisi, gozenek
yapisi, sisme Ozelligi ve dayanakliligi gibi fiziksel 6zellikler iizerine etkilidir (Sellergen ve

Shea, 1993). Gézenek olusturucu ¢oziiciiniin miktarinin artirilmasi, gézenek hacmini de arttirir.

Coziicililer baskilanmis polimerlerin performansin1 ve polimerin bi¢imini direkt olarak
etkilemektedir. Bu yiizden ¢oziiciilerin baz1 6zelliklere sahip olmasi gerekir. Ilk olarak kalip
molekiil, monomer, baslatic1 ve ¢apraz baglayici ¢oziicii ortaminda kolaylikla ¢éziinmelidir.
Ikinci bir dzellik, bu ¢oziiciiler olusturulan polimerde iyi bir akis 6zelligi saglayabilmesi igin
bliylik gozenekler olusturmalidir. Son olarak, baskilanmis polimer hazirlamada apolar,
protonsuz ve diisiik dielektrik sahibi (diklorometan, toluen gibi) ¢oziicliler kullanilmalidir
(Ramstrom ve Ansell, 1998; Takeuchi ve Haginaka, 1999; Yan ve Row, 2006; Demiralay,
2007; Karabork, 2007). Coziiciilerin bir 6zelligi de polimerizasyon sirasinda reaksiyon 1sisini

esit olarak yaymaktir (Cormark ve Elorza, 2004).

2.1.3.6. Baslatici

Polimer hazirlama basamaginda kullanilan en yaygin baglaticilar serbest radikalleri
olusturanlardir. Serbest radikal olusumu genellikle fotolitik veya termal olarak gergeklesir.
Baslaticilar monomerlere gore oldukca az miktarda (yaklasik olarak %1) kullanilir. Genellikle
baslatici olarak 2,2’-azobis (2,4- dimetilvaleronitril) (ADVN), 2,2’-azobis(izobiitironitril)
(AIBN) ve benzoilperoksit (BPO) kullanilir. Azobisnitriller 1s1 veya 1s1ikla bozunur (AIBN:
60°C, ABDV: 40°C). Bozunma yar1 kararli azot radikallerinin uzaklagsmasi ile sonuglanir

(Mijangos ve dig. 2006; Lu ve dig. 2004).

Monomer ve kalip molekiil arasindaki etkilesimlerin ¢ok zayif oldugu durumlarda yiiksek
sicakliklarda ¢alisma yapilmaz. Bu sartlarda 1s1l bozunma yerine UV bozunma tercih edilen bir
durumdur. Serbest radikal eldesi i¢in foto baslaticilar da kullanilabilir. Ozellikle yiiksek
sicakliklarda kalip ve fonksiyonel monomer arasinda kovalent olmayan baglanmalar olmasi

durumunda kullanilir.

Serbest radikal polimerizasyonunda ortamda oksijen bulunmamasi ¢ok onemlidir. Ciinki

oksijen serbest radikale peroksi radikal formunda baglanir. Bu islemin sonucunda da ortamda
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bulunan polimer, monomer ve diger bilesenlerle reaksiyona girer. Genellikle oksijeni ortamdan
uzaklastirmak i¢in bu asamada azot ya da argon gazi tercih edilir (Maeda ve Bartsch, 1998;

Molinelli, 2004).

Tablo 2.5: Kullanilan baz1 baslaticilar ve agik molekiil yapilart.

Kimyasal Baglatici Acik Molekiil Yapist
Clie
Benzil dimetil asetat =7
e J.-' - \\
Benzoil peroksit (BPO) < H
"
N )

[+]
W,
4,4’- azo (4-siyanovalerik asit) ‘H M CHy
rdf -\ b= | 5 JC-
N/
CHy M %
H
CHN CHs
Azobisbiitironitril (AIBN) | |
H=C | N——mN | CHa
CH5 CH
CH,
o - J
Azobisdimetilvaleronitril (ABDV) Hee— o CHy
H——HN
N
CHy CH |.'
HLC

2.1.4. Manyetik Molekiiler Baskili Polimer Sentezleme Yontemleri

Manyetik molekiiler baskili polimer sentezlemek igin birgok yontem mevcuttur. Bunlar;
cokeltme polimerizasyonu, silikon yaginda silispansiyon polimerizasyonu, bulk (y18in)
polimerizasyonu, c¢ekirdek kabugu (daha sonra asilama ile), mini ve makro emiilsiyon
polimerizasyonu ve radikal zincir polimerizasyonudur (Poma ve dig. 2010; Khanahmadzadeh,
ve Tarigh, 2014).
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2.1.4.1. Yigin (Bulk- Kiitle) Polimerizasyonu

Molekiiler baskili polimer sentezleme amaciyla ilk olarak kullanilan yontemlerden biri olan
bulk polimerizasyonu manyetik molekiiler baskilama tekniginde de tercih edilmistir. Bu
yontem, basit cihazlarin kullanimi ve kolay uygulanabilir olmasi sebebiyle yaygin olarak
kullanilir. Yontem, kalip molekiil, monomer, ¢oziicii, ¢apraz baglayici ve baslatict maddenin
belirli oranlarda kullanilip karistirilmasi ile UV 151ma altinda uygun sicakliklarda polimerlesme
sonucu polimerik bloklarin olusmasi esasina dayanir. Olusan polimerik bloklar mekanik olarak
ezilir, 6giitiiliir ve elenir. Bu islemler sonucunda elde edilen pargaciklar sekil ve boyut agisindan
diizensiz oldugu i¢in akademik caligsmalarda yeterli iken kromatografik ¢aligmalar i¢in uygun
degildir. Parcaciklar, kullanilan 6glitme yontemine ve polimerin yapisina baghidir. Cok kii¢lik
pargaciklar bir ¢oziicli icerisindeki siispansiyondan ayrimsal ¢oktlirme yontemi kullanilarak
uzaklastirthir. Bu durum da zaman ve malzeme kaybina sebep olur. Tiim bunlar bulk

polimerizasyonunun dezavantajlar1 arasinda gosterilir.

e e \"(;)
Manyetit _~ R g '
- n\ bu “ On Pohmenzasy on ;
/ \ R
&8 L, = d
Cozicu Monomer Ba;lancx Capraz Baglayic1

Kalip Molekiil-Manyetit

Kalip molekiil ve monomer uygun Capraz baglayic: ve baglatic: eklenerek

goziiciide belirli oranda kanstribr ve N2 gegirilir.
lizerine manyetit eklemesi vapilarak
kanstirmaya devam edilir. il,»-
— '3
u -l
— e
= = o ¥ |J B
— o 5 Gfa — Ib
' —
Polimerizasyon 60°C'de Ogutme Kahp molekiilin
24 saatte gergeklesir. polimerden uzaklastmimas:.
Eleme

Sekil 2.7: Y1gin (bulk) polimerizasyonunun agsamalari.
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2.1.4.2. Siispansiyon Polimerizasyonu

Polar olmayan bircok monomerin polimerizasyonunda ve sulu bir dispersiyon ortaminda
uygulanan siispansiyon polimerizasyonunda monomer veya monomerler sulu faz igerisinde
0,01-0,5 cm ¢apinda damlaciklar halinde dagilarak siirekli karistirma islemi sonrasinda iki ayri
faz meydana getirir. Dagitma ortami i¢in genellikle su kullanilir ve su fazi 1s1 transfer ortamini
saglar. Stabilizator eklenerek mekanik karistirma ile damlalarin birlesmesi engellenir. Diizgiin
kiiresel tanecikler olusturmasi sebebiyle bu teknige ayni zamanda boncuk veya inci

polimerizasyonu da denir.

Bu polimerizasyon organik fazin olusturdugu damlalar igerisinde serbest radikal mekanizmasi
ile yiirtir. Her olugsan damlacik, polimerizasyonun reaktorii gibidir. Olugsan damlalarda kiitle
polimerizasyon kinetigi gecerlidir. Reaksiyon hizi, tanecik boyu ve karigtirma hizindan
etkilenmez. Siispansiyon polimerizasyonunda zincir transferi ve radikal radikal etkilesimi daha
yavas oldugundan dolayr bulk(kiitle) polimerizasyonu ile elde edilenlere gore daha yiiksek
molekiil agirlikli polimerler elde edilir (Floyd, 1990; Billmeyer ve dig. 1973).

Polimerizasyon igsleminde genellikle termal yolla pargalanan baslaticilar kullanilir ve baslatici
monomerde ¢Oziinlir. Baglaticinin derisimi ise son iriiniin 6zelliklerini etkiler niteliktedir.

Bagslatic1 derisimi arttikga molekiil agirligi azalir.

2.1.4.3. Cozelti Polimerizasyonu

Ortamda monomer, ¢oziicii ve gerekli durumlarda baglaticinin bulundugu polimerizasyon
teknigidir. Coziicliniin gorevi 1s1 transferini kolaylastirip, vizkoziteyi diisiirerek doniistimiin
artmasin1  saglamaktir. Bu yiizden ¢Oziicii se¢cimi dikkatli bir sekilde yapilmalidir.
Polimerizasyon iglemleri sonucunda ¢oziicliniin olusan iiriinden ayrilmasi saglanmalidir. Bu
durum sebebiyle olusan ek islemler ve masraflar polimerizasyon tekniginin dezavantajlar

arasinda sayilir (Pigkin, 1982).

2.1.5. Manyetik Molekiiler Baskili Polimer Etkinliginin Belirlenmesi

Manyetik molekiiler baskilama etkinliginin belirlenmesi polimer sentezi kadar dnemlidir. Bu
etkinligin biiyiikligli, manyetik molekiiler baskili polimerlerle (MMIP) tamamen ayn1 kosullar
altinda hazirlanmis fakat kalip molekiil icermeyen baskisiz polimerin (MNIP) karsilagtirilmasi

ile bulunur.
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Baskili polimerle baskisiz polimer arasinda yapilan matematiksel oranlama ile baskilama
faktorii (BF) hesaplanir. Baskilama faktorii, MMIP’e baglanan madde miktari ile MNIP’e
baglanan madde miktarinin birbirine oranini ifade eder ve baskilamanin etkinligi ve se¢imliligi

hakkinda bilgi verir. Bu oran biiyiidiik¢e polimerin kalip molekiilii tanima etkinligi artar.
Baskilama faktorii hesaplarken;

Baskilama Faktor (BF) : Qumip/Qmnip

Qmmip : MMIP’e baglanan madde miktar1 (ug g™')

Qmnip : MNIP e baglanan madde miktart (ug g7")

Polimerlerin adsorpsiyon (tutma) kapasitelerinin belirlenmesinde iki yontem uygulanir. Bunlar;

kesikli temas (batch) testi ve kopma (breakthrough) egrisi yontemleridir.

2.1.5.1. Kesikli Temas (Batch) Testi

Manyetik karistiricilar ya da ¢alkalama banyolar1 kullanilarak belirli derisimlerdeki ¢ozelti
icerisindeki adsorbanlar ile belirli stirede galkalama yapilarak uygulanan kesikli temas testi
yonteminde denge sonrasi adsorbanlar siiziilerek ¢ozelti fazindan ayrilir. Spektrofotometre,
HPLC ya da diger analitik yontemlerle ¢ozelti fazindaki ve adsorban lizerindeki madde derisimi
ve ylizdesi hesaplanarak polimerin baglanma aktivitesi belirlenir. Adsorplanan madde miktari

ve adsorpsiyon ylizdesini hesaplarken esitlik (2.1) ve (2.2) kullanilir (Komiyama ve dig, 2003).
Q=[Co-Ce) xV]/m (2.1)
%Adsorpsiyon = [(Co-Ce) x100) /Co (2.2)

Q : Birim polimer basina adsorplanan madde miktar1 (ug g™")

Co : Polimer tarafindan adsorplanacak maddenin baslangic derigimi (uM)

Ce : Dengede adsorplanmadan kalan madde derisimi (uM)

V : Cozelti hacmi (mL)

m : Polimer miktari (g)
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Sekil 2.8: Kesikli temas testinin sematik gosterimi.

2.1.5.2. Kopma (Breakthrough) Egrisi Yontemi

SPE kolonuna doldurulmus molekiiler baskili polimerler bilinen derisimlerde kalip molekiil
(analit) igeren ¢ozelti ile belirli sartlar altinda, Ce/Ci=1 olana kadar kolondon gegirilir. Bu islem
polimer doygunluga ulagsana kadar yapilir. Etkin kapasite olarak bilinen bu deger, kolondaki
belli miktardaki polimerin pratik kapasitesini verir. Bu kapasite 1 g kuru adsorban ya da 1 mL
sismis adsorban birimine karsilik gelen miligram, mikrogram, milimol degerleri ile ifade edilir.

Boylece etkin kapasite kopma egrisi teknigi ile bulunmus olur.

Kolondan gegirilen ¢6zeltinin baslangigtaki derisimi (Ci) ile kolondan ayrilan ¢ozeltinin
derisiminin (Ce) birbirine orani (Ce/C;) ordinata, kolondan geg¢irilen ¢6zelti hacmi (Ve) ise absise
yazilarak elde edilen egrinin Ce/Ci=1 dogrusuna kadar integrasyonundan bulunan degerin

toplam alandan ¢ikarilmasi ile polimerin etkin kapasitesi bulunur (Karaman Ersoy 2016).

Ce"‘Ci
o
i

P

Sekil 2.9: Etkin (dinamik) tutma kapasitesinin breakthrough (kopma) yontemine gore belirlenmesi.
2.1.6. Adsorpsiyon Parametrelerinin Belirlenmesi

Sabit sicaklikta, denge halinde ¢ozeltide kalan ¢oOziinen (analit) derisimine karsi, birim

adsorplayict agirliginda, adsorplanan analit miktar grafige gecilerek adsorpsiyon izotermi adi
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verilen sonu¢ fonksiyonu elde edilir. Bunlar, Freundlich ve Langmuir izotermleridir. Bu
izotermler, molekiiler baskili polimerlerin adsorpsiyon ozelliklerinin belirlenmesi i¢in de

kullanilmaktadir.

2.1.6.1. Langmuir Izoterm Modeli

1916 yilinda Irving Langmuir gazlarin kati yiizeye adsorpsiyonunun ifade eden bir izoterm
gelistirmistir. Bunun icin bir denge sabiti gelistirmis ve gelistirdigi modelde ilk kez tabakali
adsorpsiyondan bahsetmistir (Langmuir, 1916). Bu model, olduk¢a yaygin bir sekilde

adsorpsiyon izotermi uygulamalarinda gliniimiize kadar kullanilmistir. Bu mekanizmaya gore;

1) Adsorbent yiizeyi tek tabakalidir. (Biitiin adsorpsiyon bolgeleri birbirlerine denk
durumdadir.)

2) Adsorbant molekiilleri arasinda etkilesim yoktur.

3) Tim adsorpsiyon ayni mekanizma tizerinden yiiriir.

4) Maksimum adsorpsiyon, adsorplayici yiizeyine baglanan molekiillerin doygun bir
tabaka olusturdugu andaki adsorpsiyondur ve tek tabakali formda gerceklesir.

Langmuir izotermi denklemi:
Qe = Omaks. D. Ce/1 +b. Ce (2.3)
Ceq /Ge =1 /(Cmaks D) + Ceq/Clmaks (2.4)
Je : Adsorbentin birim kiitlesi basina adsorplanan madde miktar1 (pg g)
Ceq - Adsorplama sonrasi ¢ozeltide kalan maddenin derisimi (uM)
b : Adsorpsiyon enerjisine karsilik gelen Langmuir sabiti ( L pmol™)
Omaks : Adsorpsiyon kapasitesine karsilik gelen Langmuir sabiti (ug g)

Ce/de degerinin ce degerine karst degisiminin grafiginin ¢izilmesiyle ortaya ¢ikan dogrunun

egimi 1/qmaks sabitinin degerini verirken kesim noktasi da 1/bgmaks degerinden b sabitini verir.

Adsorpsiyonun elverisli olup olmadigini belirlemek i¢in Langmuir izotermine gore dagilma ya
da boyutsuz ayirma (RL) sabiti hesaplanir. Bu sabitin 0 ila 1 arasinda degerler almasi elverislilik

durumunun saglandiginin gostergesidir.
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RL =1/1 +b.co (2.5)
b (aL) : Langmuir sabiti (L umol™)
Co: Maddenin ¢ozelti igindeki baslangi¢ derisimi (pmol L)

Esitlik 2.5°te elde edilen RL degerleri; RL > 1, RL =1, 0< RL < 1 ve RL=0 oldugu zaman

sirastyla adsorpsiyon izoterminin elverigsiz dogrusal, elverisli ve tersinmez oldugunu gosterir.

2.1.6.2. Freundlich Izotermi

1906 yilinda Herbert Max Finley Freundlich ilk defa ¢ok katli izoterm modelinden bahsetmistir.
Bu modelde heterojen ylizeylerde adsorpsiyon islemi ¢ok katli olarak gergeklesmektedir.
Absorbant molekiilleri heterojen yiizeylerde birbiri {izerine katlanarak adsorpsiyon iglemini

gerceklestirir. Aynt zamanda Freundlich izotermi logaritmik olarak da karsimiza c¢ikar

(Freundlich, 1906).

Freundlich izotermi sinirl derisim araliginda c¢alisilir ve genellikle sivi- kat1 sistemlerde daha
iyi sonug¢ verir. Freundlich esitligi, adsorpsiyon enerjisinin komsu baglanma bdlgelerinin

doluluguna bagli olarak degistigini 6ne siirer. Deneysel olarak esitlik;

ge= K¢ Cel/M (2.6)
Je : Denge halinde birim agirliktaki adsorbanin adsorpladigi madde miktar1 (mg/g)
Ce : Adsorbantin ¢ozeltideki derigimi (mg/L)

K ve n adsorpsiyon kapasitesi ve yogunlugu hakkinda bilgi veren Freundlich sabitlerini ifade
eder. Bu sabitler adsorban, adsorbat madde ve sicakliga baglidir. n’nin degeri 1°den biiyiik

olmalidir, ¢linkii bu durum (n>1) adsorpsiyon isleminin elverisli oldugunu gosterir (Chiou ve

Li, 2002).
Esitlik (2.6) lineerlestiginde;
log ge=log Ks + 1/n log Ce

elde edilir. Deneysel verilerden yola ¢ikarak ¢izilen log qe — log Ce grafiginden Freundlich
sabitleri, K¢ ve n hesaplanir (Guadalupe ve dig. 2008; Tempkin ve Pyzhev, 1940). Cevresel
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faktorle bagl olarak degisen deneysel adsorpsiyon sabitleri (Kf ve n), log Ce’ye karst log qe

grafigindeki kesim noktasi ve egimden hesaplanir.

2.2 ANTIOKSIDANLAR

Genel tanim olarak antioksidanlar, oksidasyona karsi koyan, oksijen veya peroksitlerle
ilerleyen reaksiyonlar1 engelleyen maddelerdir (Huang ve dig. 2005). Antioksidanlar, viicut
hiicreleri tarafindan iiretilebildikleri gibi ayn1 zamanda gidalarla da alinabilen ve oksidasyona
bagli olarak gidalarda olusan acilasma ve lezzet bozulmasini geciktirebilen ve onleyebilen
ozellikte bir grup kimyasal maddelerdir. Biyolojik olarak tanimi; havanin oksijeni ile bozulan
tirtinlere ilave edilerek bu bozulmayr geciktiren ya da engelleyen sentetik veya dogal
maddelerdir. Antioksidanlar, uzun yasamaya ve saglikli kalmamiza yardimci oldugu kadar
gidalarin son kullanma tarihlerini uzatmayi saglayan koruyucu madde olarak da kullanilan

yapilardir (Floyd, 1990).

Antioksidanlar, serbest radikallerle reaksiyona baglar, reaktif karakterli maddeler ile serbest
radikaller, bu maddeleri iireten tiim faktorler, ‘prooksidan’ ya da ‘oksidan’ olarak tanimlanr.
Orbitallerinde bir veya daha fazla ciftlesmemis elektron tasiyan halojen atomlar (Cl, Br ve I),
Na, K, Mg gibi alkali metal atomlari, hidrojen atomu, oksijenin rediiksiyon ara {iriinleri,
hidrojen peroksit (H20>), siiperoksit (0%), hidroksil (OH") gibi bagimsiz ve kisa dmiirlii reaktif
yapilar serbest radikaller olarak adlandirilir (Diindar ve Aslan, 2000). Serbest radikaller, radikal
olmayan bir atom ya da molekiilden bir elektron ¢ikmasiyla ya da radikal olmayan bir atom ya
da molekiile bir elektron ilavesi ile de olusurlar (Karafakoglu, 2004). Antioksidan maddeler,
yiikseltgenebilen bilesiklere nazaran daha diisiik derisimlerde bilesiklerin prooksidanlarla
(serbest radikaller, reaktif oksijen ve azot tiirleri) baslatilan oksidasyonunu ciddi 6lgiide
engelleyen veya geciktiren maddelerdir. Prooksidanlar; proteinler, niikleik asitler ve lipitlerde
oksidatif hasar olusturabilen ve bunun sonucundan hastaliklara ve de patolojik olaylara yol
acabilen zehirli (toksik) maddelerdir. Antioksidanlar, hiicrelere zarar veren bu prooksidanlarin

etkinliklerini azaltarak zararli olmayan iiriinlere dontstiiriirler.

Oksidatif stres; doku hasarina, oksidadif lezyonlara, mutasyonlara ve hiicre 6liimlerine yol
acabilir. Reaktif oksijen ve reaktif azot tiirlerinin yani serbest radikallerin asir1 iiretimi sonucu

bu gibi olaylar goriiliir.
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Viicudumuz tiim bu serbest radikalleri taniyan ve onlari etkisiz hale getiren bir sisteme sahiptir.
Enzimler ve antioksidandan olusan bu sistem birgok mineral ve vitamini igerir. Antioksidan
sistemi; serbest radikallerin hiicre zarina, DNA (niikleik asitler) ve hiicre bilesenlerine
saldirmadan kendine ¢eker ve bu yapilar1 kendine baglar. Bu sebepten dolayi antioksidanlar

bir¢ok hastalig1 engelledigi gibi gidalarin raf dmriinii de uzatici etkisi mevcuttur.
Temelde antioksidanlar dorde ayrilmistir. (Prior ve dig. 2005)
1) Biiyiik molekiiller dedigimiz ferritin, albiimin ve diger proteinler

2) Kiigiik molekiiller dedigimiz askorbik asit, tirik asit, karotenoidler, tokoferoller, polifenoller
(epikatesin, katesin, epigallokatesin, epigallokatesingallat, kafeik asit, kuersetin, gallik asit,
ferulik asit, kumarik asit, klorojenik asit vb)

3) Enzimler olarak peroksidaz, katalaz, stiperoksit dismutaz

4) Bazi hormonlardan 6strojen, melatonin

2.2.1. Antioksidan Tiirleri

Antioksidanlar dogal ve sentetik olmak iizere ikiye ayrilir. Sentetik ¢ogu antioksidan fenolik
yapidadir. Ticari olarak mevcut giiniimiizde kullanilan sentetik antioksidanlar butillenmis
hidroksianisol (BHA), butillenmis hidroksitoluen (BHT), tersiyerbutil hidrokinon (TBHQ) ve
propil gallat (PG) dir. Dogal antioksidanlar ise bitki ve hayvan dokularinda bulunan ve
ekstrakte edilebilen ya da gidanin islenmesi esnasinda a¢iga ¢ikan bilesenlerdir. Tokoferoller,
flavonoidler, fenolik asitler, vitamin C, polifenoller, karotenoidler ve selenyum en 6nemli dogal

antioksidanlardir (Madhavi, 1996).

2.3. FENOLIK BILESIKLER

Fenolik bilesikler, bitkilerin normal gelisimi esnasinda sentez edilen, insan sagligi i¢in faydal
olan dogal antioksidanlardir. Fenolik bilesikler, ‘fenolik asitler’, ‘flavonoidler’ ve ‘fenolik
polimerler (tanenler)’ olarak ii¢ gruba ayrilirlar. Genellikle bir ya da birden fazla hidroksil
grubu igeren bir aromatik halkaya sahip, farkli yap1 ve fonksiyonlardaki ikincil metabolitlerdir

(Naczk ve Shahidi, 2004; Robards ve dig., 1999).
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Fenolik bilesiklerin antioksidan etkileri kimyasal yapilar1 ile agiklanir. Antioksidan aktiviteleri,
onlarin indirgen madde, singlet oksijen sondiiriicli, hidrojen atomu vericisi ve metal iyonu
kelatlayic1 olarak davranmasini saglayan redoks ozellikleri sebebiyledir (Kaur ve Kapoor,
2002). Fenolik bilesiklerin antioksidan etkileri serbest radikalleri baglamalari, bazi enzimleri

inaktive etmeleri ve metallerle kelat olusturmalari ile agiklanmaktadir (Yang ve Taso, 2003).

Gidalarda bulunan fenolik bilesikler en fazla meyvelerde bulunmakla birlikte meyvenin
cesidine bagl olarak farkliklar s6z konusudur. Ayrica aynt meyve tliriinde; cins, gevresel ve
iklimsel kosullar, bliylime mevsimi, bitki hastaliklari, topragin ¢esidi, cografik bolge, olgunluk
gibi bir¢ok etken fenolik bilesik igerigini etkilemektedir (Sellepan ve dig, 2002).

Fenolik bilesikler gidalarda; acilik, burukluk, renk, tat, koku ve iirlinlin oksidatif stabilitesine

etki edebilmektedir (Naczk ve Shahidi, 2004). Bu maddeler, bitkilerde homojen olarak

dagilmazlar.
Tablo 2.6: Bazi meyve ve sebzelerin baglica fenolik madde igerikleri.

Meyve Fenolik Madde

Armut p-kumarik asit, kuersetin, 16koantosiyanidin,
klorojenik asit, epikatesin, proantosiyanidin

Bogiirtlen Gallik asit, kafeik asit, ferulik asit, elajik asit, p-
kumarik asit, siyanidin-3-glikozit

Cilek Siyanidin-3-glikozit, pelargonidin-3-glikozit, elajik
asit, hidrosisinnamik asit, kuersetin, hidrosibenzoik
asit, klorojenik asit, kaempferol

Domates Kuersetin

Elma Kafeik asit, kuersetin, floretin, epikatesin, p-kumarik
asit, klorojenik asit, dihidrokalkonlar

Erik Hidrosisinnamik asit, neoklorojenik asit, klorojenik
asit, rutinozit glikozitleri

Havug p-hidroksibenzoik asit, sirinjik asit, kafeik asit,
hidroksisinnamik asit tiirevleri, klorojenik asit,
izoklorojenik asit

Kiraz Hidroksisinnamik asit, hidroksibenzoik asit, p-
kumarilkuinik asit, klorojenik asit, neoklorojenik asit

Nar Delphinidin, pelargonidin, siyanidin, hidrolize
taninler, elajik asit, katesin, epikatesin, punicalagin,
gallokatesin

Uziim Kuersetin, mirisetin, kaempferol, siyanidin, katesin,
izohamretinin, delphinidin, malvidin
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2.3.1. Flavonoidler

Flavon ismi latince kdkenli olup flavus (sar1) kelimesinden gelmektedir. Bitkilerden elde edilen
bu maddeler genellikle sar1 renkli bilesikler olup ‘flavonoid’ olarak isimlendirilmislerdir.
Flavonoidler, antioksidan aktiviteye ve metallerle kelat olusturma 6zelligine sahip ikincil bitki
fenolikleridir (Heim, Tagliaferro ve Bobilya, 2002). Giiniimiize kadar yapilan caligsmalar
dogrultusunda bitkilerden 6000°den fazla flavonoid izole edilmis, yapilar1 aydinlatilarak
literatiire kazandirilmis ve tiim bu flavonoidler antioksidan aktivite gostermektedir (Bors ve
dig. 1990, Dixon ve Ferreira 2002, Stavric 1994, Yetiik 2013). Polifenolik bitki pigmenti olan
cogu flavonoid meyve ve sebzelere kirmizi, sar1, turuncu, mavi ve mor rengini verir (Naczk ve

Shahidi, 2004). Flavonoidleri P vitamini olarak kabul eden goriisler mevcuttur.

2.3.1.1. Flavonoidlerin Yapi Ozellikleri ve Stmiflandirilmast

Tim flavonoidler genellikle ii¢ fenolik halkaya sahip ve metil ve hidroksil grubuna gore degisen
2- fenilkromunun tiirevlerinden meydana gelen yapilardir. Flavonoidlerin karbon iskeletini, iki
fenil halkasinin (A ve B) propan zinciriyle birlesmesinden olusan 15 karbon atomu bulunan,
difenilpropan (C6-C3-C6) yapisi olusturur. Bu yapilari sebebiyle polifenolik bilesikler olarak

kabul edilirler.

Sekil 2.10: Flavanoidlerin kimyasal yapisi.

Fenil benzopiran yapist A, B, C halkalarindan meydana gelir. A halkasi glikoz metabolizmasi
sonucu meydana gelen asetil koenzim A’dan olusan malonil koenzim A’nin ii¢ molekiiliiniin
kondenzasyonu ile B ve C halkalar1 da glukoz metabolizmasi sonucu olusan sikimik asit
izerinden sinnamik asit gibi fenil propanoid bilesiklerinden meydana gelir. B halkasinin
pozisyonuna ve C halkasindaki siibstitiie gruplarin farkliliklarina gore flavonoidler gesitli alt
gruplara ayrilmigtir. A, B ve C halkasindan olusan flavonoidlerin numaralandirilmasi C

halkasindaki oksijen atomundan baglayarak yapilirken B halkasindaki karbon atomlar da iissii
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(‘) rakamlarla numaralandirilir. Sekilde numarali yerlerdeki karbon atomuna bagl hidroksil (-
OH) gruplarinin baglanmasiyla farkli flavonoidler meydana gelmistir. Bazi hidroksil gruplarina
metil, stilfat, seker ve benzeri yapilarin konjugasyonu sonucunda flavonoidlerin konjugasyon
tiriinleri meydana gelir. Ornegin; kuersetinin 3ncii C atomuna bagl hidroksil (-OH) grubuna

rutinozun baglanmastyla rutin ad1 verilen flavonoid olusur.

Flavonoidler; antoksantinler ve antosiyaninler olmak iizere ikiye ayrilirlar. Iskelet yapilarinin
farkli olmasina gore flavon, flavonol, flavonon, biflavonoid ve kalkon gibi tlirleri mevcuttur

(Hollman, Hertog ve Katan, 1996).
Antoksantinler;

Antoksantinler renksiz ya da beyazdan sariya doniik renkte olup flavon, flavonol, flavanon,

flavanol, izoflavon ve dihidrokalkonlar olarak isim alirlar (Canedas ve Packer, 2002).

Tablo 2.7: Farkli iskelet yapilarina gore isim alan flavanoidler.

FLAVONLAR FLAVONOLLER FLAVANONLAR
Apigenin Kuersetin Eriodiktol
Krisin Kamferol Hesperidin
Luteolin Rutin Naringenin
Ramnetin

FLAVANOLLER DIHIDROFLAVONOLLER BIFLAVONOIDLER
Katesin Taksifolin Amentoflavon
Epikatesin Slibin

Flavonlar;

Flavonlar flavonoidlerin en sik rastlanan formudur. Bitkilerde sik¢a goriilen flavonlar hetero
halkasinda C2 ve C3 atomlar1 arasinda c¢ift bagin bulunmasi ile karakteristiktir. Flavonlar
bitkilerde hem serbest hem de glikozitleri halinde bulunur ve flavononlarin 2,3-dehidro
tirevleridir. Giiniimiizde bitkilerden yaklagik 300’iin {izerinde serbest flavon izole

edilebilmistir.

Flavonlara ait temel bilesiklere 6rnek olarak apigenin, krisin ve luteolin verilebilir
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Sekil 2.11: Flavonlarin temel kimyasal yapisi.

Flavonoller;

C3 pozisyonunda hidroksil grubu igeren 2-fenilbenzopiran cekirdegi icermelerinden dolay1
flavonollere ayn1 zamanda 3-hidroksiflavonlar da denilebilir. Bitkilerde en fazla rastlanan

flavonoller yap1 ¢esidi bakimindan da en fazla olan flavonoid sinifidir.

Flavonlar agik sar1 ya da sar1 renkli olup, kristalsi ya da amorf 6zellik gosterirler. Bu bilesikler

oksijenli ortamda flavonlara kiyasla daha dayaniksiz yapidadirlar.

Glintimiizde bitkilerden 400°tin {izerinde flavonol izole edilmistir. Flavonolun farkli
pozisyonlarda hidroksil ve metoksil gruplari igeren tlirevleri mevcuttur. Yapilarinda bulunan

bu hidroksil ve metoksil gruplarinin sayilarina bagli olarak isimlendirme yapilir.

Flavonollere ait temel bilesiklere 6rnek olarak kuersetin, kampferol ve rutin verilebilir.

Sekil 2.12: Flavonollerin temel kimyasal yapist.

Kuersetin (KUE),

Uciincii karbon atomunda —OH grubu bulunmasiyla flavonoller grubunda yer alir. KUE
dogadaki bitkilerin yapraklarinda, ¢igeklerinde ve saplarinda bir flavon bilesigi olarak bulunur.

Elma kabugu, cay, sogan ve kirimizi sarapta bolca bulunan KUE birgok bitkinin kabuklarinda
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yaygin olarak bulunan kimyasal bir pigmenttir. KUE nin antibakteriyel, antioksidan,antiviral,

antienflamatuar ve antikarsinojenik etkileri vardir (Crespy ve dig. 1999; Yetiik, 2013).

Yapisinda 3,3’4’ ve 5,7 pozisyonlarinda —OH grubu bagli olan kuersetin (3,3°,4°,5,7-
pentahidroksiflavon) olarak isimlendirilir. KUE formiilii C15H1007 dir. Igeriginde %65,19 C,
%37,06 O, %3,34 H bulunan KUE molekiil agirligi 302,24 g/mol, erime noktasi 314°C’dir.
Suda hemen hemen hi¢ ¢6ziinmezken alkol ve tiirevlerinde ¢dziinen, hardal sarisi1 renkte, kati

ve toz halindedir. Glines 1s181ndan koruyarak saklama sartlar1 olusturulur.

Sekil 2.13: Kuersetinin kimyasal yapisi.

Kuersetinin antioksidan, anti-inflamatuar antianjiogenik ve antiproliferatif olmak tizere birgok
farkl1 biyolojik aktiviteye sahip olmasi sebebiyle, dogal bir kanser onleyici etkisinin oldugu
diisiiniilmektedir (Yalcin ve dig. 2017). Ayn1 zamanda kuersetin, in vitro ve in vivo sartlarda

antimutajenik ve antikarsinojenik etkilere sahip oldugu yapilan caligmalarda belirlenmistir

(Elik ve dig. 2007).

2.4. CALISILAN DOGAL ORNEKLER

2.4.1. Kirmuzi Sogan (Allium cepa)

Sogan (Allium cepa) uzun siire depolanabilme ve taginabilme 6zelliginden dolay1 hasat sonrasi
kurutulabilir ve uzun siire saklanabilir. Ayn1 zamanda alliaceae familyasina dahil olan Allium
cinsinden olan sogan hem diinyanin bir¢ok yerinde baharat hem de ilag olarak kullanildig1 gibi
giinliik flavonoidlerin en biiyiik kaynaklarindan biridir. Soganin igerdigi KUE miktar1, soganin
tiirline ve soganin kisimlarina bagli olup, kabuk kisminda en fazla antioksidan olarak kamferol

igerir. Diger kisimlarinda baslica flavonoid olarak KUE igerir (Nuutila ve dig. 2003).

Dort ¢esit sogan (beyaz, yesil, kirmizi ve mor) kullanilarak HPLC ve LC-MS/MS ile yapilan
calismalarda ferulik asit, protokatesik asit, kamferol, gallik asit, ve KUE gibi fenolik bilesikler
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belirlenmistir (Prakash ve dig. 2007). Sogan kabuklari da yapisinda glukoz ve fruktoz

igermektedir.

Icerdigi bu o&nemli bilesikler sebebiyle, hipolipidemik, antihipertensif, antidiabetik,
antitrombotik, hipokolesterolemik ve antihiperhomosisteinemik etkileri mevcut olan sogan,
kanser, kalp rahatsizlig1, diyabet, obezite, katarakt ve hipertansiyon gibi bazi hastaliklarin

onlenmesi ve tedavisinde kullanilmaktadir (Benkeblia, 2005).

Sekil 2.14: Kirmiz1 Sogan (Allium cepa)
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2.5.BAZI ANTIOKSIDANLARIN MANYETiK MOLEKULER BASKILI POLIMER

CALISMALARI
Tablo 2.8: MMIP ile yapilan antioksidan galismalari.
KM M GO Yontem Mol Ornek | Analiz | Secimlilik YC MB Kaynk
CB orani Denemeleri
KUE VI-GT ACN Radikal 1:5:3 ilag uv Katesin %50 Fe304@ Hemm
EtOH TEOS ati ve
dig.
2015
Hesperetin N- ACN: Bulk 1:3:30 Mandal | HPLC- | Luteolin EtOH: Fe304@ | Wang
IPAM- | MeOH ina DAD H20 TEOS- ve dig.
EDMA | (3:1, Baicalein MPS 2018
vIv) 12,
Ombuim V/V)
Kuersetagetin AM- ACN Bulk 1:1,3:2 Bitki HPLC Luteolin- ACN Fe304@ Ma ve
EDMA 2 Ornegi: Apigenin- TEOS Shi.
Aynise Rutin- 2014
fa Resveratrol Fe304@
TEOS-
MPS
Resveratrol AM- ACN Bulk 1:5:30 Sarap HPLC- | Desoxyrhapo | ACN Fe304@ | Chen
EDMA uv ntigenin- TEOS- ve dig.
Desoxyrhapo MPS 2013
nticin-
Rhaponticin
RT AM THF Yiizey - Cin HPLC Kamferol- MeOH | Fe304@ | Zeng
baskilama sifali Kuersetin TEOS- ve dig.
polimerizasyo bitkiler MPS 2012
nu
KUE 4-VP- | THF Bulk 1:8:40 | Kirmu | HPLC | KLA-VA- %50E | Fe304 -
EDM 71 -Uv GA-RT TOH @TEOS
Yapilan A Sogan -MPS
Caligma Kabug
u

KM: Kalip Molekiil; M: Monomer, CB: Capraz Baglayici; GO: Gozenek Olusturucu; YC: Yiikleme Coziiciisii; Manyetik Bilesik
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Hemmati ve dig.’nin yapitig1 bu ¢alismada, KUE kalip molekiil olarak kullanilmistir. MMIP,
ACN ¢oziicii ortaminda fonskiyonel monomer olarak vinil imidazol (V1) kullanilarak, 1:5 mol
oraninda (KUE:5V1) ve GT (Gum Tragacanth) ¢apraz baglayicisi ile radikal polimerizasyonuna
gore sentezlenmistir. Manyetik kisim olarak FezOs@TEOS kullanilmistir. Hizli ilag ayirma ve
ilag dagitim alanlarinda uygulanmak {izere umut verici bir polimerik malzeme iiretimi
gerceklestirlmistir. Secimlilik denemeleri %50 EtOH ¢oziicli ortaminda katesinle yapilmis
sonuglar spektrofotometrik olarak incelenmistir. Bu calismada elde edilen KUE igin baskilama

faktorii 2,32 olarak bulunmustur (Hemmati ve dig. 2015).

Wang ve arkadaglarimin yaptigi c¢alismada, manyetik materyal olarak Fe:0.@TEOS-MPS
hazirlanmis ve kalip molekiil olarak hesperetin kullanilmistir. Fonksiyonel monomer olarak
izopropilakrilamid, porojen ¢oziicii olarak ACN:MeOH (3:1), ¢apraz baglayici olarak EDMA
kullanilan ¢alismada polimer AIBN baslaticisi ile hazirlanmistir. Sentez bulk polimerizasyonu
yontemine gore yapilmig ve oran 1:3:30 oraninda belirlenmistir. Se¢imlilik testi i¢in luteolin,
baicalein ve ombuim kullanilmig ve geri baglanma (yiikleme) ¢oziiciisii olarak EtOH: H,0 (1:2,
v/v) kullanilmistir. Hazirlanan MMIP ile Citrus reticulata blanco (mandalina)’nin kurutulmus
kabugundan hazirlanan ckstrakttan hesperetinin se¢imli ayrimi1 %90,5-96,9 oraninda
gerceklestirilmistir. Se¢imlilik denemelerinde baskilama faktori sirasiyla; hesperetin igin 2,18
iken diger bilesikler i¢in 1,65, 1,36, ve 1,34 olarak bulunmustur (Wang ve dig, 2018).

Ma ve Shi’nin yaptigi ¢alismada, kalip molekiil olarak kuersetagetin ve mantetik materyal
olarak FesO4@TEOS-MPS kullanilmistir. ACN ortaminda akrilamid fonksiyonel monomeri ve
EDMA ile sentez bulk ve ¢coktiirme polimerizasyonuna gore yapilmistir. Se¢imlilik denemeleri
icin ACN ortaminda luteolin, apigenin, rutin ve resveratrol kullanilmis ve sonuglar HPLC
yontemi ile degerlendirilmistir. Hazirlanan MMIP ile Calendula officinalis (aynisefa)’nin
hazirlanan  ektraktindan  kuersetagetinin ~ se¢imli  ayrim1  %82,75-95,41  oraninda

gerceklestirilmistir (Ma ve Shi. 2014).

Chen ve dig. manyetik materyal olarak Fe30,@TEOS-MPS sentezlemis, kalip molekiil olarak
resveratrol, fonksiyonel monomer olarak akrilamid ve ¢apraz baglayici olarak EDMA
kullanarak ACN ¢oziicli ortaminda, 1:5:30 oraninda MMIP sentezi yapmustir. Adsorpsiyon
testlerine gore, hazirlanan polimerin homojen baglanma bdlgeleri icerdigi ve resveratrol igin

yiiksek adsorpsiyon kapasitesi gosterdigi belirtilmistir. Analizler i¢in HPLC ydnteminin
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kullanildig1 ¢alismada sarap drneklerine resveratrol katkisi yapilmis ve geri kazanim degerleri

%79,3-90,6 araliginda belirlenmistir (Chen ve dig. 2013).

Zeng ve dig. Tarafindan yapilan ¢alismada manyetik materyal olarak Fe3Os@TEOS-MPS
kullanilmistir. Kalip molekiil olarak rutin, sentez c¢oziiciisii olarak THF ve fonksiyonel
monomer olarak akrilamidin kullanildigi c¢aligmada yiizey polimerizasyon tekniginden
yararlanilmistir. Se¢imlilik denemeleri i¢in kamferol ve KUE ile ¢alisilmis, rutin icin elde
edilen baskilama faktorii 5,4 olarak bulunmustur. Calismada gercek Ornek olarak, Cin’de
bitkisel ilag olarak kullanilan sifali bitkiler kullanilmis ve rutinin 6rneklerden ortalama geri

kazanim degerleri %84,3-85,2 araliginda hesaplanmistir (Zeng ve dig. 2012).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. CiIHAZ VE MALZEME LIiSTESI

e HPLC: Waters Breeze 2 Model HPLC cihaz1 (Milford, MA, USA): 1525 model ikili
pompa, termostatli kolon firmi, 2998 model fotodiyot dizisi dedektor (PDA)
(Chelmsford, MA, USA), Hamilton marka 50 pl-siringa, ZORBAX Eclipse XDB-C18
analitik kolon (4.6 mmx250 mm, 5 um),

e Cary UV-Vis Spektrofotometre (Miillheim, Germany), absorbans Oolgiimleri ve
spektrum g¢izimleri i¢in kullanilan kiivet; Isolab marka 1.40 mL semi-micro kuartz
kiivet,

e DAIHAN HS-30D marka mekanik karistirici (Giiney Kore),

e Shimadzu ATX224 analitik terazi (max: 220g, min: 10mg) (Philippines)

e Bandelin Sonorex ultrasonik banyo (Berlin, Germany)

e Diaphragm vakum pompasi (Waldbronn, Germany), DAIHAN marka vakum etiivii,
(Giiney Kore)

e Millipore Simpak 1 Synergy 185 bidistile su sistemi (France),

e Multi rotator- Multi Bio RS-24 (Latvia), kesikli temas (batch) testleri i¢in; ¢alkalayici,

e WSB-30 Witeg su banyosu,

e Biichi R210/215 marka evaporator, ekstraktlarin vakumda kuruluga kadar

buharlastirilmasi igin;

3.2. KIMYASAL MALZEMELER

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler; (KUE) kuersetin, Gallik asit (GA), Vanilik asit
(VA), klorojenik asit (KLA), rutin (RT), kafeik asit (KAF), etanol (EtOH), metanol (MeOH),
etilenglikol dimetakrilat (EDMA), 2-2’- azobisizobiitironitril (AIBN), 4-vinilpiridin (4-VP),
metakrilik asit (MAA), akrilamid (AAm), tetrahidrofuran (THF), aseton (CsHsO), demir(Il)
kloriir tetrahidrat (FeCl..4H>0), demir (III) kloriir hekzahidrat (FeClz 6H20), [3-(metakriloksi)
propil]trimetoksisilan (y-MPS), tetra etil orto silikat (TEOS), amonyak (NHs), asetonitril
(ACN), orto fosforik asit (0-HzPOa)
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3.3. UYGULANAN YONTEMLER

3.3.1. Manyetik Molekiiler Baskili Polimer (MMIP) Sentezi

Bu calismada fenolik bilesiklerden flavonol grubunda yer alan KUE nin ve tiirevlerinin se¢imli
ayrimini saglayabilmek i¢in KUE baskili manyetik molekiiler baskili polimerler sentezlendi.
KUE’e o6zgii polimer hazirlanirken; uygun ¢oziicii ortaminda (THF, aseton, EtOH veya
THF:MeOH:H0 (6:3:1:,v/v/v) gibi), kalip molekiil, monomer ve ¢apraz baglayicinin farkl
mol oranlar (1:4:20, 1:8:20, 1:8:40) kullanilarak ve uygun polimerizasyon kosullarinda (N>
altinda, 60 °C sicaklikta su banyosunda 24 saat), non- kovalent etkilesimlere dayali sentezler
gerceklestirildi. Tim bu islemler ayn1 zamanda baskisiz polimer (kalip molekiil ihtiva etmeyen,
MNIP) i¢in de uygulandi.

Manyetik molekiiler baskili polimer sentezi baslica iki asamadan meydana gelir. Birinci adim

manyetik materyal sentezini, ikinci adim ise polimerizasyon basamaklarini igerir.

3.3.2. Manyetik Madde Sentezi

MMIP sentezinin MIP sentezinden farki, FesOs@SiO2-y-MPS yapisina sahip manyetik
nanopartikiillerin {izerinin polimer tabakasi ile kaplanmasidir. Fe304@SiO2-y-MPS yapisini

hazirlama islemi ii¢c asamadan olusmaktadir.

Birinci asama;

4,309 FeCl2.4H,O (demir (II) kloriir tetrahidrat) ve 11,68 g FeClz.6H2O (demir(IIl) kloriir
hekzahidrat) tartilarak iizerine 200 mL ultra saf su ilave edildi. Azot gazi altinda 80 °C’de
mekanik karistirict yardimiyla karistirma islemi gergeklestirildi. Karistirma hizi 800 rpm olarak
belirlendi. O> ve/veya H* iyonlar1 varliginda kararli olmayan Fe3Os kolayca Fe;Os’e
oksitlenebilmektedir. Bu durumu engellemek i¢in amonyum hidroksidin fazlasi eklenerek
¢oktiirme yapilmaktadir (Franqui ve dig, 2015). 22 mL NHz.H20 (%28, v/v) ilave edildikten
sonra 4 saat siireyle karistirmaya devam edildi. Olusan Fe3Og4 partikiilleri disaridan miknatis

tutularak ayrildi ve tstteki sulu faz atildi (Cai ve dig. 2014).
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Ikinci asama;

Fe3O4 hazirlanmasindan sonraki adim, yiizeyin SiO; tabakasi ile kaplanmasidir. Bu islem igin
bir onceki basamakta hazirlanmis olan FezOgs tizerine 160 mL MeOH ve 40mL ultra saf su
ilavesi yapildi. Uzerine 4 mL NHs.H20 (%28, v/v) ¢ozeltisi ve 3 mL TEOS (tetraetilortosilikat)
sirastyla yavas yavas eklendi. Bu karisim oda sicakliginda mekanik karistiricida 800 rpm’de 12
saat boyunda azot gazi gegirilerek karigtirildi. Elde edilen silika kapli manyetik nanopartikiiller
miknatis yardimiyla toplandi. Birkag kez ultra saf su ile yikama yapildi. Bu islem, siiper reaktif
silanol gruplar1 ile nanopartikiillerin oksitlenmesini ve agregasyonunu engellemek amaciyla

yapildi.

Ucluncii asama;

Olusturulan silika kapli manyetik nanopartikiillerin (SiO2@Fe304) modifiye edilmesi (yiizey
Ozelliginin degistirilmesi) y-MPS {[3-(metakriloksi) propil] trimetoksisilan} yardimiyla, C=C
baglari tizerinden yapildi. Elde edilen silika kapli manyetik nanopartikiillerin iizerine 100 mL
EtOH ve 150 mL ultra saf su ilave edilerek azot gaz1 altinda mekanik karistiricida karistirildi.
Reaksiyon karisiminin iizerine 3 mL y-MPS eklenerek 6 saat boyunca karistirma islemine
devam edildi. Sonrasinda 70 °C’de 1 saat daha karistirma islemine devam edildi. Tiim bu
islemler sonrasinda olusturulan y-MPS-SiO.@Fe304 (Sekil 3.1) ultra saf su ve EtOH ile pH
7,0-7,5 olana kadar yikandi. pH ayarlamasi yapildiktan sonra vakum etiiviinde 60 °C’de 24 saat

stireyle kurutuldu.

FeCl;.4H20 -\_Hs.H:O
_—
FeClL.6H,0 go:c N,

TEOS y-MPS
—— — | | .
NH; H,0 EtOH
25°C, N ’ >
Fe_;O,.@ Sio; ’

¥-MPS-SiO,@F e; 04

Sekil 3.1: y-MPS-SiO,@Fe304 sentezi.
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3.3.3. KUE-MMIP ve MNIP Sentezi

MMIP sentezi i¢in uygulanan yoOntemler; siispansiyon, ultrasonik ve bulk (y18in)
polimerizasyonudur. Her bir yontem i¢in ayr1 ayri sentezler yapildi ve batch (kesikli temas)
testleri sonuglarina gére MMIP sentezi i¢in bulk (y18in) polimerizasyonunun daha uygun

olduguna karar verildi.

3.3.3.1. Uygun Monomerin Belirlenmesi

Fonksiyonel monomer olarak 4-Vinilpiridin (4-VP), akrilamid (AAm) ve metakrilik asit
(MAA) kullanilarak her biri i¢in ayr1 ayr1 KUE baskili ve baskisiz manyetik polimer sentezleri
yapildi. 1:8:40 oraninda KUE baskili manyetik polimer sentezi i¢in 0,1 mmol kuersetin 20 mL
THF kullanilarak kapakli bir tiip icerisinde ¢oziildiikten sonra iizerine 0,8 mmol monomer
ilavesi yapildi. On polimerizasyon i¢in bu karisimdan 10 dakika siireyle N» gegirildi ve yarim
saat karanlikta bekletildi. Sonrasinda 100 mg y-MPS-SiO,@Fe30s tartilarak yarim saat
bekletilen karisim igerisine ilave edildi ve 2 saat bu sekilde karistirildi. Uzerine 4 mmol ¢apraz
baglayict (EDMA) ve 20 mg baslatict (AIBN) ekleyip 15 dakika ultrasonik banyoda bekletildi
ve 10 dakika N2 gegirildi. Tiim bu islemler sonrasinda tiipiin agz1 kapatildi ve 60 °C’de su
banyosunda 24 saat bekletilerek polimerlesme islemi tamamlandi (Sekil 3.2). Sentezlenen
polimerler tiip igerisinden alinarak vakum etiivinde 60 °C’de kurutuldu. Kalip molekiilii
uzaklastirmak i¢in soxhlet ekstraksiyonu yapildi. Coziicii olarak MeOH:HAc (8:2, v/v) karisimi
kullanild1. Yikama c¢ozeltisinin absorbansi spektrofotometrik olarak izlendi ve absorbans
sifirlanana kadar yikama islemine devam edildi. pH degeri 6,5-7,5 olana kadar MeOH ve
sonrasinda ultra saf su ile yitkama yapildi. Yikanan polimerler 60 °C’de vakum etiiviinde
kurutuldu. Baskisiz manyetik polimerlerin (MNIP) sentezi i¢inde ayni islemler kalip molekiil

olmadan yapildi.
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7-MPS SiOs @Fe,0, + i Elisyon + " 4

r . 8.2, MeOl AC
EDMA + AIBN,N; 2 X (8:2, vA) MeOH/HAC ‘ :
—_— e ¥
60 °C, 24 Saat ! Geri Baglama \

KUE A

oH O
KUE VP +

On polimerizasyon

Sekil 3.2: KUE-MMIP sentezi.

3.3.3.2. Uygun Gozenek Olusturucu Coziiciiniin Belirlenmesi

KUE-MMIP i¢in en uygun monomerin 4-VP oldugu belirlendikten sonra Aseton:ACN (3:1,
v/v), EtOH, aseton, THF:MeOH:H.0O (6:3:1, v/v/v) ve THF gbzenek olusturucu ¢oziiciiler
kullanilarak 1:8:40 oraninda baskili ve baskisiz polimerler sentezlendi. Yapilan islemler
sonrasinda hazirlanan polimerlere batch testi ile KUE yiiklemesi yapildi ve adsorpsiyon verimi

ve dolayisiyla en uygun ¢dziicii spektrofotometrik olarak belirlendi.

3.3.3.3. Uygun Kalip Molekiil/ Monomer/Capraz Baglayict Oraninin Belirlenmesi
KUE-MMIP sentezlerinde kalip molekiil, fonksiyonel monomer ve ¢apraz baglayici; THF
¢oziictisii ile 1:8:20, 1:4:20 ve 1:8:40 mol oranlarinda karsilastirilarak kullanildi. Batch testi

sonucunda MMIP sentezi i¢in en uygun mol oranlari belirlendi.

3.3.4. KUE-MMIP Geri Bagla(n)ma Parametrelerinin Incelenmesi

3.3.4.1. Geri Bagla(n)maya Zaman Etkisi

KUE-MMIP’lerle geri bagla(n)maya zaman etkisini incelemek i¢in; 6 ayr tiipe 20’ser mg
MMIP ve MNIP tartilip lizerine %50 (v/v) EtOH ¢o6ziicii icerisinde hazirlanan 60 pM KUE
cozeltisinden 4’er mL ilave edilerek 2, 4, 6, 8, 18 ve 24 saat araliklarla oda sicakliginda su
banyosu i¢inde calkalama yapildi. Disaridan miknatis kullanarak MMIP ayrild1 ve ¢ozeltide
kalan KUE miktarim belirlemek igin 1.0/0.45 um’lik GF/PET (Glass fiber/Polyethylene
terephthalate) mikro filtrelerden gegirilerek spektrofotometrede 370 nm dalga boyunda
absorbans 6l¢iimii yapildi. Zamana gore adsorplanan KUE miktarlari arasinda ¢izilen grafikten

en uygun adsorpsiyon siiresi belirlendi.
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3.3.4.2. Geri Bagla(n)maya Coziicii Etkisi

KUE-MMIP’lerle geri bagla(n)maya ¢oziicii etkisini incelemek i¢in; KUE’nin MMIP’lerden
tamamen uzaklagtirma islemi sonrasinda farkli ¢oziiciilerle ylikleme c¢alismalar1 yapildi.
Yapilan bu calismalarda, ACN, THF ve %50 EtOH (v/v) ¢oziiciileri kullanildi. Farkli
coziiclilerde hazirlanmis 60 uM KUE ¢ozeltileri tartilan 20°ser mg MMIP ve MNIP {izerine 4
mL ilave edilip 2 saat siireyle calkalama islemi gerceklestirildi. Dis miknatis ile polimer
ayrildiktan sonra ¢ozeltiler 1.0/0.45 um’lik GF/PET mikro filtrelerden siiziildii ve 370 nm dalga

boyundaki absorbanslarina gére en uygun yiikleme ¢oziiciisii belirlendi.

3.3.4.3. Geri Bagla(n)maya Kalip Molekiil Derigimi Etkisi

KUE-MMIP’lere geri bagla(nymaya KUE derisimi etkisini incelemek i¢in hazirlanan
polimerden 20’ser mg tartimlar alinip tlizerlerine, belirlenen ¢oziiciide hazirlanan 20-140 uM
derisim araligindaki KUE ¢ozeltilerinden 4’er mL ilave edildi. Oda sicakliginda su banyosunda
belirlenen siirede ¢alkalama yapildiktan sonra dis miknatis ile MMIP’ler ayrildi. 1.0/0.45
um’lik GF/PET mikro filtrelerden siiziilen ¢ozeltilerdeki KUE miktarlari, 370 nm dalga

boyundaki absorbanslardan yararlanilarak belirlendi.

3.3.5. KUE-MMIP’lerin Adsorpsiyon Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.3.5.1. Batch (Kesikli Temas) Testi

KUE-MMIP ve MNIP’ler icin farkli derisimlerde hazirlanan KUE standartlar1 ile batch
adsorpsiyon testi uygulandi. Hazirlanmis olan KUE-MMIP ve MNIP’ten 20’ser mg tartilip
tizerine 20-80 uM derisim araligindaki KUE c¢o6zeltilerinden 4’er mL ilave edildi ve belli bir
stire oda sicakliginda su banyosunda calkalandi. D1s miknatis yardimiyla polimerler ayrildiktan
sonra ¢ozeltiler 1.0/0.45 um’lik GF/PET mikro filtrelerden siiziildi. Siiziintiilerdeki KUE

miktarlari, 370 nm dalga boyundaki absorbanslardan yararlanilarak belirlendi.

3.3.5.2. Secimlilik Denemeleri

Uygun mol oraninda hazirlanmis olan KUE-MMIP ve MNIP’larin bazi fenolik bilesikler i¢in
secimlilik denemeleri, KUE gibi flavonoidlerin flavonol grubunda yer alan rutin (RT),
hidroksinnamik asit siifindan klorojenik asit (KLA), fenolik asitlerin hidroksibenzoik asit

siifindan gallik asit (GA) ve vanilik asit (VA) kullanilarak yapildi.

Bunun i¢in, MMIP ve MNIP’lerden ayr1 ayr tiiplere 20’ser mg tartilip iizerlerine 4’er mL 60

uM fenolik bilesik ¢ozeltileri once tek basina ilave edilip su banyosunda belli bir siire oda
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sicakliginda calkalandi. Polimerler miknatis ile ayrildi ve GF/PET mikrofiltreden gegirilen
cozeltilerin 200-400 nm arasinda spektrumlari alindi. Her bir bilesigin ¢ozeltide kalan miktari,
maksimum absorplama yaptiklari dalgaboyunda (Amaks) 6l¢iim alinarak belirlendi. Daha sonra
yukarida bahsedilen bilesiklerin KUE varliginda adsorpsiyon durumlarini belirlemek i¢in %50
(v/v) EtOH igerisinde 60 uM’lik RUT, KLA, VA, GA ve KUE igeren karisim c¢ozeltisi
hazirlandi. Karisimlarin baslangigtaki ve polimer ile muamele sonrasi derisimleri HPLC

yontemi ile belirlendi.

Fenolik Bilesiklerin Analizi icin HPLC Y 6nteminin Gelistirilmesi

Bu calismada sentezlenmis olan MMIP’1n fenolik bilesiklerden KUE’nin se¢imli ayrimi igin
kullanilabilirligini degerlendirmek amaciyla yapilan ¢alismalarda analizler HPLC yontemi ile
gerceklestirildi. Hareketli faz olarak MeOH (A) ile %0,2 0-H3POjs iceren bidistile suyun (B)
kullanildig1 gradient eliisyona dayali yeni bir yontem gelistirildi (Tablo 3.1).

Akis hizi 1 ml dak ™', dedeksiyon (belirleme) dalga boyu 370 nm’dir.

Tablo 3.1: Calisilan 6rneklerdeki bilesenlerin analizi igin gelistirilen HPLC metodu.

Zaman %A %B Egim
0-3 35 65 6
3-5 50 50 6
5-10 80 20 6
10-15 100 0 6

* Empower PRO (Waters Associates, Milford, MA, USA) software kodu

3.3.6. Manyetik Baskili Polimerlerin Yapilarinin Incelenmesi

Belirlenen en uygun kosullarda hazirlanan KUE-MMIP ve MNIP’lerin FTIR-ATR (Fourier
Transform Infrared Spectroscopy- Attenuated Total Reflectance, Fourier Doniisiimlii infrared

Spektroskopisi- Zayiflatilmis Toplam Yansima) spektrumlari alindi ve yapilar karsilastirildi.
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3.3.7. KUE-MMIP’1n Dogal Ornek Uygulamasi

KUE igeren dogal 6rnek olarak kirmizi sogan kabugu kullanildi.

e Sogan Kabugu Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Acik havada kurutulmus olan sogan kabugu &rneginden 0,9 g tartildi. Ornek %70 (V/v)
MeOH’1in 25 mL’si ile 60 dakika, ikinci bir 15 mL’si le 45 dakika ve 10 mL’si ile 15 dakika
ultrasonik banyoda agizlar1 kapali bir sekilde ii¢ kademede ekstrakte edildi. Bu ii¢ ekstrakt bir
araya getirilip son hacim 50 ml’ye tamamlandi. Tiim ekstraktlar GF/PET 1,0 / 0,45 pm’lik

enjektor uclu mikro filtreden gegirilip, analize hazirlandi.

e Sogan Kabugu Ekstraktinin Analize Uygun Hale Getirilmesi

MeOH ve su igeren sogan kabugu ekstrakti, vakum evaporatoriinde 45°C’de kuruluga kadar

buharlastirildi ve kalint1 belirli hacimde yilikleme ¢6ziiciisiinde ¢oziildii.

e Sogan Kabugu Ekstraktinin Analiz Asamasi

Kuruluga kadar buharlastirilip yiikleme ¢dziiclisiinde yeniden ¢oziilen ekstraktin énce HPLC
analizi yapild1 ve KUE igerigi belirlendi. Bu ekstrakttan 4’er mL alinarak 20’ser mg’lik KUE-
MMIP ve MNIP ile 2 saat su banyosunda calkalandi. Polimerler dig miknatis ile ayrildiktan
sonra kalan ¢ozeltiler GF/PET 1,0/0,45 pum’lik mikro filtrelerden gegirilerek HPLC analizleri
yapildi.

Stizlintli sonrasi1 kalan kati KUE-MMIP su, %50 (v/v) EtOH ve MeOH:Hac (8:2, v/v) ile

yikanarak HPLC’ye enjekte edildi ve kromatoramlari alindi.
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4. BULGULAR

4.1. KUE-MMIP SENTEZI ICIN OPTIMIiZASYON CALISMALARI

4.1.1. Uygun Monomerin Belirlenmesi

KUE baskili manyetik polimer sentezinde en uygun monomeri belirleyebilmek igin, THF
coziiciistinde 1:8:40 kalip molekiil:monomer:gapraz baglayict mol oraninda AAm, MAA ve 4-
VP olmak tlizere ii¢ farkli monomer kullanilarak baskili ve baskisiz polimerler sentezlendi.
MAA ile yapilan sentezde polimer olusumu gerceklesmedi. AM ve 4-VP ile sentezlenen
polimerlerde 60 uM KUE yiiklemesi yapildi ve en iyi tutulmanin 4-VP ile hazirlanan polimerde
oldugu goriildii.

4.1.2. Uygun Gozenek Olusturucu Coziiciiniin Belirlenmesi

KUE baskili manyetik polimer sentezinde en uygun monomer olarak 4-VP belirlendikten sonra
gbzenek olusturucu ¢oziicii olarak EtOH, THF, THF:MeOH:H20 (6:3:1), aseton ve aseton:
ACN (3:1, v/v) ¢ozeltileri kullanilarak 1:8:40 oraninda polimerler sentezlendi. Ayni ¢oziiciiler
ile kalip molekiil icermeyen polimerler de hazirlandi. Herbiri ile batch (kesikli temas)
adsorpsiyon testi (60 uM KUE ile) yapildi ve baskilama faktorii (BF) belirlendi. Sonuglar Tablo
4.1°de goriilmektedir.

Tablo 4.1: Farkli gdzenek olusturucu ¢oziiciiler kullanilarak sentezlenen 1:8:40 oranindaki polimerin
BF degerleri.

Cozict Polimer Adsorplanan Kuersetin miktar1 | Baskilama
(ng g-1) Faktori
THF 1:8:40 1496 1,65
0:8:40 906
EtOH 1:8:40 1632 1,28
0:8:40 1269
THF:MeOH:H0 1:8:40 Polimer olustu fakat MMIP’a
gore MNIP’1n tutma oranm1 daha
(6:3:1, viviv) 0:8:40 yitksek belirlendi.
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Tablo 4.1 (devam):

Aseton 1:8:40 Polimer olusumu gozlenmedi. -
0:8:40

Aseton:ACN 1:8:40 Polimer olusumu gézlenmedi. -

(3:1, viv) 0:8:40

Bu sonuglara gére THF, KUE-MMIP sentezi i¢in en uygun gézenek olusturucu ¢oziicii olarak

belirlendi.

4.1.3. Uygun alip Molekiil: Monomer: Capraz Baglayic1 Mol Oraninin Belirlenmesi

Kuersetin baskili manyetik polimer sentezlerinde kullanilan oranlara, benzer calismalar
referans almarak karar verildi. KUE baskili manyetik polimer sentezinde denenen oranlar
1:4:20, 1:8:20 ve 1:8:40°dir. Gozenek olusturucu ¢oziicii olarak THF kullanilarak baskili ve

baskisiz polikmer sentezleri yapildi ve baskilama faktorleri belirlendi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2: Farkli molar bilesim oranlarindaki KUE-MMIP ve MNIP’lerin karsilagtiriimasi.

Mol Orani Adsorplanan Baskilama
Kuersetin Faktorii
Miktar: (ug g?)

1:8:40 1496 1,65

0:8:40 906

1:8:20 423 1,47

0:8:20 287

1:4:20 695 1,53

0:4:20 453
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Baskilama faktorii degerlerine gére KUE-MMIP icin en uygun mol orani 1:8:40 olarak

belirlendi.

4.2. KUE-MMIP GERi BAGLA(N)MA PARAMETRELERININ INCELENMESI

4.2.1. Geri Bagla(n)maya Zaman EtKkisi

1:8:40 KUE-MMIP ve MNIP polimerlerinden 6 ayri tiipe 20’ser mg tartilip iizerine %50 EtOH
(v/v) ¢oziicii karisiminda hazirlanan 60 uM KUE ¢ozeltisinden 4’er mL ilave edildi ve 2, 4, 6,
8, 18 ve 24 saat stirelerle, oda sicakliginda, 250 rpm calkalama hizinda, su banyosunda
bekletildi. Adsorplanan KUE miktarlari, 370 nm dalga boyundaki absorpsiyon dl¢iimlerinden
yararlanilarak hesaplandi. 2 saat sonundaki dl¢iilen deger, MMIP ve MNIP arasinda tutulma

farkinin sabitlenmesi sebebiyle yeterli olarak goriilmiistiir.

D T T T T T T
0 2 4 1] 8 18 24

Zaman (saat)

Sekil 4.1: 1:8:40 KUE-MMIP e ait adsorpsiyon zaman grafigi.
4.2.2. Geri Bagla(n)maya Coziicii Etkisi

1:8:40 KUE-MMIP ve MNIP’den 20’ser mg tartilip {izerine THF, ACN ve %50EtOH (v/v)
¢oziiclilerinde hazirlanan 60 uM KUE ¢ozeltilsinden 4’er mL ilave edilerek oda sicakliginda, 2
saat, 250 rpm ¢alkalama hizinda, su banyosunda bekletildi. Adsorplanan KUE miktarlar1 370
nm dalga boyundaki absorpsiyon 6l¢iimlerinden yararlanilarak hesaplandi. Elde edilen verilere

gore en yiiksek adsorpsiyon degeri %50 (v/v) EtOH ile belirlendi. Farkl ¢6ziiciilerde hazirlanan
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ve polimerlerle muamele edilen KUE c¢ozeltilerinin UV-GB spektrumlar sekil 4.2-4.4°de

gortilmektedir.

1.0

Abs
[
LA

0.0

300 400 500
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.2: 60uM KUE’nin THF’daki ¢6zeltisinin baslangigtaki (Lacivert), KUE-MMIP (Kirmizi) ve
MNIP (Yesil) ile muamele edildikten sonraki spektrumlari.

Abs
=

300 400 500
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.3: 60uM KUE’nin ACN’deki ¢dzeltisinin baglangigtaki (Kirmizi), KUE-MMIP (Mor) ve MNIP
(Mavi) ile muamele edildikten sonraki spektrumlari.
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300 400 500
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.4: 60uM KUE’nin %50 (v/v) EtOH’daki ¢ozeltisinin baslangigtaki (Pembe), KUE-MMIP
(Kirmizi) ve MNIP (Yesil) ile muamele edildikten sonraki spektrumlari.

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

KUE miktarinin polimerin tutma kapasitesine etkisini incelemek i¢in %50 EtOH (v/v) ile farkh
derisimlerde (20-140 uM) hazirlanan ¢ozeltiler, KUE-MMIP ve MNIP polimerlerinin 20’ser
mg’lik tartimlar1 tizerine ilave dildi ve batch testi uygulandi. Tablo 4.3’te KUE-MMIP ve MNIP
tarafinda tutulan KUE miktarlar1 ve polimerin derisime bagli olarak belirlenen BF degerleri,
Sekil 4.5’de ise KUE-MMIP ve MNIP’in KUE derisimine bagli adsorpsiyon grafikleri

goriilmektedir.
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Tablo 4.3: Farkli derisimlerde KUE ¢ozeltilerinin MMIP ve MNIP tarafindan adsorpsiyonu sonucu
belirlenen BF degerleri.

Kuersetin Adsorplanan Baskilama
Miktar1 (uM) | Kuersetin Faktori
Miktar1 (ug g*)
20 352(223)* 1,57
40 1097(789)* 1,39
60 1496(906)* 1,65
80 1890(1453)* 1,30
100 2183(1666)* 1,31
120 2200(1734)* 1,26
140 2434(1987)* 1,22
B
5 2150 -
E
= 1650 A
é —o—NMMIP
M 1150 A MNIP
5
&
2 650 A
Z
=
<€
150 T T
0 50 100 150
KUE Derigimi (uM)

Sekil 4.5: KUE-MMIP ve MNIP’in KUE derisimine bagli adsorpsiyon grafikleri.
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4.3. MANYETIK MOLEKULER BASKILI POLIMERLERIN ADSORPSiYON
OZELLIKLERIN BELIRLENMESI

4.3.1. Batch (Kesikli Temas) Adsorpsiyon Testi

KUE-MMIP ve MNIP’in adsorpsiyon 6zelliklerini belirlemek i¢in Freundlich ve Langmuir

adsorpsiyon izotermlerinden yararlanilmistir.

KUE-MMIP ve MNIP igin log Ce Ve log Qe degerleri arasinda esitlik (2.5)’te verilen, dogrusal
Freundlich adsorpsiyon izotermi ¢izildi. Kayim degeri ve elde edilen dogrunun egiminden
1/n‘den log Kf degeri hesaplamasi yapildi. Tablo 4.4’de KUE-MMIP ve MNIP’¢ ait Freundlich

adsorpsiyon izoterm degerleri ve Sekil 4.6°da Freundlich adsorpsiyon izoterm grafigi

verilmistir.
Freundlich Izotermi
3.6
3.4 y =0,8749x+1,7255 P
32 R*=0,8469
o 3
P
Ll e
24 S MNIP
2,2
2
1 1.2 1.4 1.6 1.8 2
log Ce

Sekil 4.6: KUE-MMIP ve MNIP i¢in Freundlich adsorpsiyon izotermleri.

Tablo 4.4: KUE-MMIP ve MNIP i¢in Freundlich adsorpsiyon izotermi degerleri.

Polimer Freundlich Sabitleri

Kf n R?

MMIP 53 1,14 0,8469

MNIP 15 0,92 0,8951
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Adsorpsiyon yogunlugu degerini ifade eden n sabitinin KUE-MMIP’de 1,14 (>1) olarak
bulunmasi sebebiyle KUE-MMIP’1n Freundlich izotermine uyumlu oldugu séylenilir.

KUE-MMIP ve MNIP polimerlerinin Langmuir izotermleri, esitlik 2.3 ve 2.4’ten yararlanilarak
hesaplanan Ce ve Ce/Qe degerleri arasinda olusturuldu. Kayim degeri ve elde edilen dogrularin
egiminden Qmaks, b degerleri hesaplandi. KUE-MMIP ve MNIP’e ait Langmuir izotermi Sekil
4.7’de ve adsorpsiyon biiytikliikleri Tablo 4.5°de verilmektedir.

Langmuir Izotermi
0.65
y =0,001x+0,4771
0,6 R*=0,9
o
o 0,55
o
K5
O 05 ® MMIP
y =0,0013x +0,4029 MNIP
0 45 R2 = 0,9737
’ [
0.4
10 30 50 70 90 110 130 150
Ce

Sekil 4.7: KUE-MMIP ve MNIP i¢in Langmuir adsorpsiyon izotermleri.

Tablo 4.5: KUE-MMIP ve MNIP i¢in Langmuir adsorpsiyon izotermi degerleri.

Polimer Langmuir Sabitleri

Qmaks b R?
MMIP 769 3,22x10°3 0,9737
MNIP 1000 2,09x10°3 0,9

RL sabitinin (dagilma veya boyutsuz ayirma faktorii) 0,83 (RL<1) olarak bulunmasi KUE-
MMIP adsorpsiyonu i¢in Langmuir izoterminin uyumlu oldugunu gostermektedir. Elde edilen
uyum katsayilarinin Freundlich izotermi ile elde edilenden biiylik olmasi sebebiyle KUE-

MMIP i¢in Langmuir izoterminin daha uygun oldugu sonucuna varildi.
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4.3.2. Secimlilik Denemeleri

Hazirlanan KUE-MMIP ve MNIP ile baz1 fenolik bilesikler varliginda KUE i¢in se¢imlilik
denemeleri yapildi. KUE, GA, KLA, VA, RT’nin %50 (v/v) EtOH’de hazirlanan 60 pM
derigimlerdeki ¢ozeltileri kullanilarak yapilan denemeler sonucunda elde edilen degerler Sekil

4.10’da goriilmektedir.

4000

’éﬁ 3500

hr 3000

5 2500

g _

BT, 2000

S e

E3 1500

g 1000

£ 500

-

- 0

VA GA KLA RT KUE
s MMIP =MNIP

Sekil 4.8: KUE-MMIP ve MNIP tarafindan adsorplanan fenolik madde miktarlarinin karsilagtirilmasi.

Sekil 4.8’de goriildiigii gibi KUE nin MMIP ve MNIP tarafindan adsorpsiyonu arasindaki fark
diger fenolik bilesiklere gore daha fazladir (GA, MNIP tarafindan daha fazla tutuldu). Bu
durum diger fenolik bilesikler varliginda KUE’nin se¢imli ayrimi i¢in bir avantaj
olusturmaktadir. KUE’nin rutinoz bagl yapist olan RT nin MMIP ve MNIP adsorpsiyonlari
arasindaki farkin da daha az oldugu goriilmektedir. KLA ve VA ’nin MMIP ve MNIP {izerindeki
adsorpsiyonlar1 birbirine ¢ok yakin oldugundan baglanmanin polimer yiizeyinde gergeklestigi
disinilebilir. GA’in MNIP tarafindan tutulan miktarinin daha fazla olmasi ise MNIP

yiizeyinde gallik asit i¢in tutma bolgelerinin daha fazla olmasi seklinde yorumlanabilir.
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4.4. CALISILAN FENOLIK BILESIKLERIN HPLC KALIBRASYONLARININ
SONUCLARI

Metanol (A) ve %0,2 0-HzPO4 igeren bidistile su (B)’dan olusan ikili hareketli fazin kullanildig1
sistemde gradient eliisyon metodu ile %50 EtOH (v/v)’de hazirlanan GA, VA, KLA, RT ve
KUE standartlar1 ile kalibrasyon calismast yapildi. X eksenine standart derisimleri (C), y
eksenine pik alanlari konularak dogrusal regrasyon grafikleri ¢izilerek dogrusal regrasyon

denklemleri hesaplandi. Denklemler tablo 4.6°da verilmistir.
Tabloda, x molar derisim, y pik alan1 ve R regresyonu ifade eder.

Tablo 4.6: Cesitli fenolik bilesiklerin HPLC verileri.

Antioksidan Dogru Denklemi (R?) Dogrusal Arahk (mol L?)
Kuersetin (A\=370nm) y=2,0x10'° x + 46650 0,989 4,0x10%-1,0x10®
Gallik Asit (A= 272nm) y=2,0x10° x +36903 0,994 2,0x10% - 6,0x10°
Vanilik Asit (A=260nm) y=4,0x10° x +1804 0,987 1,010 - 6,0x10°
Klorojenik Asit (A=327nm) y=4,0x10° x + 513 0,998 1,0x10%* - 6,0x10°
Rutin (A= 357nm) y=1,0x10'° x — 41495 0,998 1,0x10* - 6,0x10°

Sekil 4.9°da ¢esitli fenolik bilesiklere ait standarlarin HPLC kromatogramlar1 verilmistir.
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Sekil 4.9: Fenolik bilesik standartlarinin HPLC kromatograma.
1: Gallik Asit, 2: Klorojenik Asit, 3: Vanilik Asit, 4: Rutin, 5: Kuersetin.
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Sekil 4.10: 60uM kuersetinin %50 EtOH ¢oziiciisii igerisindeki HPLC kromatogrami.
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45. KUE-MMIP’IN KUE SECIMLILiGINi BELIiRLEMEK iCiN SENTETIK
KARISIM UYGULAMASI

GA, RT, KLA, VA ve KUE’nin herbirinden 6x10° M derisimde olacak sekilde ve %50 (v/v)
ETOH ortaminda hazirlanan karisim ¢ozeltisinden alinan 4’er mL’lik kisimlar 20°ser mg’lik
KUE-MMIP ve MNIP iizerine eklendi, oda sicakliginda, 2 saat siire ile su banyosunda
calkalandi. Karisim ¢ozeltisinin islem 6ncesi ve sonrasi analizleri HPLC yontemi ile yapildi.

Elde edilen kromatogramlar, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de goriilmektedir.

KUE

[
KUE-MMIP

0.20+ GA

2 0.15-

- 7}\\
- |
0.00 ~O\
S —
3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00

Zaman {dk)

Sekil 4.11: Sentetik karisim ¢6zeltisinin KUE-MMIP ile muamele 6ncesi (Kirmizi) ve sonrasi (Siyah)
kromatogramlari (A= 260nm).
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Sekil 4.12: Sentetik karigim ¢ozeltisinin MNIP ile muamele oncesi (Kirmizi) ve sonrasi (Siyah)
kromatogramlari (A=260 nm).

Sekil 4.11°da goriildiigii gibi 60 uM KUE yaninda ayn1 derisimlerde fenolik bilesikler igeren
sentetik karisimda KUE-MIP tarafindan tutulan KUE miktar1 daha fazladir. KUE ve RT
disindaki diger bilesenler, flavonol yapisinda olmadiklarindan, kaliba girmeden non-spesifik
olarak polimere baglandiklar1 diisiiniildii. RT nin KUE-MMIP tarafindan tutulma oraninin az
olmasi, yapisinda KUE’den farkli olarak rutinoz bagl oldugundan kaliba giremedigi seklinde
yorumlandi. Sekil 4.12°de goriildiigii gibi KUE’nin MNIP tarafindan tutulmasinin; spesifik
olmayan (yapisindaki -OH gruplar ile polimer yiizeyindeki gruplarin etkilesimi sonucu

gerceklesen) baglanmalara dayandig: diistintildi.
4.6. KUE-MMIP VE MNIP YAPILARININ INCELENMESI

Fes304, SIO2@Fe30s, y-MPS-SiO@Fe30s, KUE-MMIP ve MNIP’lere ait FTIR-ATR
spektrumlarn sekil 4.13-4.17°de goriilmektedir.
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Sekil 4.13: Fe304’¢ ait FTIR-ATR spektrumu.

3500 3000 2500 2000 1500 1000
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Sekil 4.14: SiO,@Fe30. ait FTIR-ATR spektrumu.
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Sekil 4.15: y-MPS-SiO,@Fe;04 ait FTIR-ATR spektrumu.

Sekil 4.13’te Fe3Os’iin 4000 ila 500 cm™ aralifinda alinan FTIR spektrumlarinda 580 cm™
civarindan goriilen absorpsiyon bandi Fe-O gerilmesinden dolayidir. Bu gerilme ylizeyin silan
kaplanmasiyla azalmaktadir (Cai ve dig. 2014). Sekil 4.14’te SiO,@Fes04’e ait FTIR-ATR
spektrumundan 1061 cm™’de goriilen kuvvetli ve 797 ~950cm™ de goriilen zayif bantlar
sirastyla Si-O-Si ve Si-O-H gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Sekil 4.15°te y-MPS-
SiO,@Fe30: ‘e ait FTIR spektrumundan ~1718 cm™*de goriilen titresim yapida C=0 baglarinin
oldugunu ve MPS’nin yapiya dahil oldugunu gostermektedir. 2953 cm™’de goriilen zayif bantin
C-H gerilme titresiminden ve ~1450 ve ~1380 cm™’de goriilen bantlarin —CH3 ve —CH;
biikiilme titresimlerinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Chang ve dig. 2012, Wang ve dig.
2012). Tiim bu bulgular, y-MPS-SiO>@ Fe304 yapisisinin olustugunu gostermektedir.
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Sekil 4.16: KUE-MMIP FTIR-ATR spektrumlart.
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Sekil 4.17: MNIP FTIR-ATR spektrumlari.

KUE-MMIP ve MNIP’1n FTIR-ATR spektrumlar1 Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de goriilmektedir.
KUE-MMIP i¢in ~3420 cm™ ve ~2950 cm™’de goriilen adsorpsiyon bandlar1 sirasiyla -OH ve
C-H gerilme titresimini gosterir. 1719 cm™’de goriilen titresim C=0 titresimine karsilik gelir.
~1450 cm™? ve ~1385 cm™°de goriilen bantlar —-CH3 ve —CH> biikiilme titresimlerine aittir.
~1246 cm™ ve ~1132 cm™*de goriilen bantlar sirasiyla C-O ve Si-O gerilme titresimleri olarak
yorumlanir (Hong ve Chen, 2013). MMIP ve MNIP hemen hemen ayni FTIR-ATR
spektrumuna sahiptir. Ciinkii kalip molekiilii uzaklastirilan MMIP’in kimyasal bilegsimi MNIP
ile benzerlik gosterir (Zeng ve dig. 2012).
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4.7. KUE-MMIP’IN DOGAL ORNEK UYGULAMASI

4.7.1. Kirmzi Sogan Kabugu Ekstraktindan KUE Kazanim

Buharlastirildiktan sonra %50 (v/v) EtOH ile ¢6ziilen kirmizi sogan kabugu ekstraktindan 1 mL

almip 10 mL’ye tamamladi. Hazirlanan ¢6zelti, 6nce 1:1 sonra 1:10 oraninda seyreltildi. 100

mg MMIP’in iizerine 4 mL ¢6zelti ilave edildi ve su banyosunda 250 rpm’de 2 saat siireyle

calkalandi. Kirmiz1 sogan kabugu ekstraktinin 370 nm’deki kromatogrami Sekil 4.18°de, 280

ve 370 nm’deki kromatogramlar1 Sekil 4.19°da goriilmektedir.
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Sekil 4.18: Kirmiz1 sogan kabugu ekstraktinin kromatogrami (A=370 nm).

1: Kuersetin glikoziti, 2: Kuersetin, 3: Kamferol.

Sekil 4.18’de goriildigl gibi kirmizi sogan kabugu ekstraktinda kuersetin, kuersetin glikoziti

ve kamferol bulunmaktadir. Kromatogramda goriilen 1. ve 3. piklerin hangi bilesiklere ait

olduguna PDA spektrumlar1 ve literatiirde yer alan bilgilerden (Sakakibara ve dig. 2003)

yararlanilarak karar verildi.
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Sekil 4.19: Sogan kabugu ekstraktinin kromatogramlar1 {A= 280 nm (b) ve =370 nm (a)}.

Sekil 4.19, kirmiz1 sogan kabugu ekstraktinda bulunan ve 370 nm’de absorpsiyonu olan
kuersetin ve tiirevleri ile 280 nm’de absorpsiyonu olan diger fenolik bilesenleri belirlemek
amaciyla almmig kromatogramlardir. KUE kazanimi hesaplamalart 370 nm’de alinan

Olctimlere gore yapildi.
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Sekil 4.20: Kirmiz1 sogan kabugu ekstraktinin yiikleme Oncesi (a) ve sonrasi (b) kromatogramlari
(A=370 nm).
Sogan kabugu ekstraktinin KUE-MMIP ile su banyosunda 2 saat siireyle g¢alkalanmasi
sonrasinda KUE ile birlikte diger bilesenler de bir miktar tutulmustur (Sekil 4.20). KUE
disindaki bilesenler de fenolik yapiya sahip olduklarindan ve yapilarinda -OH gruplar
bulundugundan kaliba girmeden, polimerle hidrojen bagi olusturmalar1t veya polimerin
heterojen bolgeleriyle spesifik olmayan etkilesimlere girerek tutulmalart beklenilen bir
durumdur. Kalip disinda tutulan KUE ve diger maddeleri yikayarak polimerden uzaklagtirmak
miimkiindiir. Bu sebeple kirmiz1 sogan kabugu ekstraktina KUE-MMIP ile muamele sonrasinda

6 basamaktan olusan yikama islemi uygulandi (Sekil 4.21- 4.22)
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Sekil 4.21: Kirmizi sogan kabugu ekstrakti yiiklenen KUE-MMIP’1n yikama kromatogramlar1 (H20,
%50 (v/v) EtOH, EtOH).
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Sekil 4.22: Kirmizi sogan kabugu ekstrakti yiiklenen KUE-MMIP’1n yikama kromatogramlari. (Sekil
4.21’in yakinlastirtlmis hali) Yikama 1: 4mL H>O, Yikama 2,3,4: (4’er mL %50 (v/v) EtOH),
Yikama 5,6: EtOH.

Son olarak kalipta tutulan KUE’1 almak i¢in 8’er mL MeOH:HAc (8:2, v/v) karisimi ile iki
basamakta yikama islemi uygulandi (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23: KUE-MMIP’mm yikama islemleri sonrasi MeOH:HAc (8:2, v/v) eliisyonuna ait
kromatogramlar (A=370 nm).

a: eliisyon 1, b: eliisyon 2

Sekil 4.22°de goriilen kromatogramlardan yapilan hesaplamalar sonucunda, -eliisyon
asamalariyla KUE’ nin %33 oraninda geri kazanildigi belirlendi. Yikamalar esnasinda kuersetin
glikozitleri ve diger bilesenler ortamdan uzaklastirilmis oldu. Tablo 4.7°de KUE-MMIP ile
muamele edilen kirmizi sogan kabugu ekstraktinin islem asamalarina gére KUE miktarlari

goriilmektedir.

Tablo 4.7 : KUE-MMIP ile muamele edilen kirmizi sogan kabugu ekstraktinin islem asamalarina gore
KUE miktarlar.

Asamalar KUE Miktar1 (mmol)
Yiklenen 2,68x10®

Tutulan 1,68x10°

Eliisyon 1 2,78x10°°

Eliisyon 2 2,72x10°°

% Verim Geri | %33

Kazanilan
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5. TARTISMA VE SONUC

Molekiiler baskili polimerlerin manyetik 6zellik kazandirilarak yapilan sentezi, iilkemiz i¢in
yeni bir ¢alisma sahasi olup ¢ok fazla ¢aligma bulunmamaktadir. Diinya literatiiriinde yer alan
caligmalar referans alinarak, mevcut imkanlar dahilinde tiim olasiliklar dikkate alinarak polimer

sentezleri gergeklestirildi ve sadece en iyi sonug alinan kisimlar tez i¢eriginde sunuldu.

Manyetik kismin hazirlanmasinda laboratuvar ortami uygunlugu sebebiyle Cai ve dig.’nin
yaptigi ¢alisma oOrnek alindi. Her asamasi titizlikle gergeklestirilen manyetik kisim
hazirlanmasinda en 6nemli faktor, FesOs yapisina TEOS ekleme asamasinda karistirma hizi
olup, 800 rpm olarak belirlendi. Boylece yap1 SiO2 yapisiyla homojen bir sekilde kaplanmis
oldu. Yiizey 6zelliklerini degistirmek ve kalip molekiil olarak kullanilan KUE’nin baglanmasini
kolaylastirmak igin [3-(metakriloksi)propil] trimetoksisilan (y-MPS) kullanildi. Hazirlanan y-
MPS-SiO,@Fe30s yikama ¢ozeltisi pH’1 6,5-7,5 olana kadar su ve metanol ¢oziiciisii ile

yikandi.

Calismamizda flavonoidlerin flavonol simnifinin en aktif bilesigi olan KUE’nin manyetik
molekiiler baskili polimer sentezi yapildi. KUE; biyokimyasal ve farmakolojik aktiviteye sahip
bir bilesiktir. KUE’ nin metalleri kendine baglamasi, radikal molekiillerini uzaklagtirmas: ve
enzim inhibitdrii gibi birgok dzellige sahip olmasi antikarsinojenik, antimutajenik, antioksidatif

ve iltihaplara kars1 6nemli etki gostermesine sebep olmaktadir (Erlund, 2002).

KUE-MMIP sentezi i¢in Oncelilkle uygun polimerizasyon yontemi belirlemek i¢in caligmalar
yapildi. Siispansiyon, bulk ve ultrasonik yontemleri ile sentezler gergeklestirildi. Sentez
iiriinlerinin homojen bir yap1 olusturmasi sebebiyle bulk polimerizasyonu yontemi tercih edildi.
Siispansiyon polimerizasyonuyla elde edilen polimerler ile yapilan ¢alismalarda homojenlik ve
tekrarlanabilirlik gézlemlenemedi. Bulk polimerizasyonu ile KUE-MMIP sentezi i¢in en uygun
monomer, gozenek olusturucu ¢oziicii ve bilesenlerin mol oranlarini belirlemek icin

optimizasyon ¢alismalart yapildi.

Bu ¢alismalar neticesinde, KUE-MMIP hazirlanmasi igin en uygun fonksiyonel monomer
olarak 4-VP, gozenek olusturucu ¢oziicii olarak THF ve kalip molekiil: monomer: ¢apraz

baglayicit (KUE: 4-VP: EDMA) mol oran1 1:8:40 olarak belirlendi. Baslatic1 gérevi olan AIBN



65

miktar1 20 mg olarak belirlendi. Belirlenen kosullarda, kalip molekiil icermeyen MNIP sentezi

de gergeklestirildi.

KUE-MMIP ve MNIP i¢in batch (kesikli temas) testleri uygulanarak KUE adsorpsiyonu
iizerine zaman, ¢Oziicii ve derisim etkisi incelendi. Adsorpsiyon ¢oziiciisiinlin belirlenmesinde
baskilama faktorii (BF) esas alindi ve 1,65 degerini saglayan %50 (v/v) EtOH kullanimina karar
verildi. Bu ¢oziicii kullanimi KUE ile yapilan bir ¢aligmada adsorpsiyon ¢oziiciisii olarak
kullanilmast nedeniyle tercih edildi (Hemmati ve dig. 2016). Geri baglanma i¢in en uygun
stireyi belirlemek amaciyla 2, 4, 6, 18 ve 24 saat siirelerle denemeler yapildi ve MMIP ile MNIP
tarafindan tutulan miktarlarin sabitlenmesi durumu dikkate alinarak en uygun siirenin 2 saat
olduguna karar verildi. Geri baglanmaya derisimin etkisini incelemek icin BF degerleri
hesaplandi ve 20-140 uM derisim aralifinda yapilan yiliklemeler sonucunda en yiiksek BF
degeri (1,65) 60 uM KUE ile elde edildi.

Caligmada KUE-MMIP i¢in statik ve teorik adsorpsiyon kapasite hesaplamalar1 yapildi. Statik
kapasite, KUE-MMIP’e kesikli test uygulanarak 1496 pg g* olarak bulundu. KUE-MMIP ve
MNIP’e ait Freundlich ve Langmuir adsorpsiyon izotermlerinden ilgili sabitler hesaplandi.
Freundlich izotermine gore n sabitinin adsorpsiyon yogunlugunun (n=1,14) >1 olarak
bulunmasi ve Langmuir izotermine gore dagilma ve boyutsuz ayirma faktoriiniin (R =83) <1
olarak bulunmasi adsorpsiyonun bu iki izoterme de uygun oldugunu gosterir. Yalniz Langmuir
izoterminde elde edilen uyum katsayilariin (R?) Freundlich izotermi ile elde edilenden biiyiik
olmast sebebiyle KUE-MMIP i¢in Langmuir izoterminin daha uygun oldugu sonucuna varildi.
Langmuir izotermi biiyiikliiklerinden Qmaks (teorik adsorpsiyon kapasitesi), 796 ug glolarak
hesaplandi.

1:8:40 KUE-MMIP ve MNIP i¢in RT, KLA, VA ve GA standartlari ile se¢imlilik denemeleri
yapildi. Se¢imlilik denemeleri i¢in ayr1 ayri tartilan 20 mg’lik polimerler iizerine 60 pM
derisimde hazirlanan kuersetin (KUE), rutin (RT), gallik asit (GA) ve vanilik asit (VA), ve
klorojenik asit (KLA) ¢ozeltileri eklendi ve adsorpsiyon derecelerini belirlemek ic¢in kesikli test
uygulamasi yapildi. Ayrica bu standartlarin herbirinden 60 uM igeren bir karisim ¢ozeltisi
hazirlandi 20’ser mg KUE-MMIP ve MNIP ile se¢imlilik denemesi yapildi. Bu ¢alismanin
sonuglari, HPLC analizi bulgularina gore degerlendirildi. Calismalar sonucunda KUE’nin
MMIP tizerindeki adsorpsiyonunun daha yiiksek oldugu ve diger bilesiklerin varliginda se¢imli
olarak tutuldugu belirlendi. RT, KUE nin rutinozit bagli formu oldugundan yapisindaki seker
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grubunun sterik engel olusturdugu ve KUE-MMIP’taki kaliba giremedigi, bu nedenle de
tutulma oraninin diisiikk kaldig1 diisiiniildii. Hidroksisinamik ve hidroksibenzoik asit
siiflarindan olan diger fenolik bilesiklerin, daha kiiclik molekiiller olmalar1 ve az sayida
hidroksil gruplari igermeleri sebebiyle kaliba girmeden yiizeyde spesifik olmayan etkilesimlerle

tutulduklar: sonucuna varildi.

Fe304, SiO2@Fe30s, y-MPS-SiO2@Fe304, KUE-MMIP ve MNIP’1n yapisal farkliliklarim
belirlemek i¢in FTIR-ATR spektrumlar1 alindi. FesO4 olusturulduktan sonra yapinin silanol ile
kaplanmasi (SiO2@Fe304) ve sonrasinda yiizey Ozelliklerinin degistirilmesi asamasinin (y-
MPS-SiO2@Fe304) basarili olarak gergeklestigi IR spektrumlari ile belirlendi ve manyetik
kismin amacina uygun olarak hazirlandigi dogrulanmis oldu. KUE-MMIP ve MNIP’in IR
spektrumlan karsilastirildiginda aralarinda beklendigi iizere belirgin bir farklilik olmadigi
goriildii. Clinkii kalip molekiil hari¢ yapilar ayn1 olmaliydi. Sadece fark olarak MMIP’1n
spektrumunda pik siddetinin MNIP’e gore daha diisiik oldugu goriildii. Bu durum, MMIP kalip
molekiil varliginda olustugundan ve kalip uzaklastirildiktan sonra IR spektrumu alindigindan
MNIP ile aralarinda polimer yogunlugu farki oldugu ve buna bagli olarak da temel titresimlerin
pik siddetlerinin azaldig1 seklinde yorumlandi.

KUE iceren dogal 6rnek olarak kullanilan kirmizi sogan kabugundaki KUE’nin kazanimi i¢in
hazirlanan KUE-MMIP’1n etkili bir materyal olup olmadig1 incelendi. Islem igin kesikli temas
testindeki uygulamas1 yapildi ve sonuglar HPLC analizi ile degerlendirildi. Kirmiz1 sogan
kabugunda bulunan diger bilesenler yaninda KUE’nin se¢imli olarak tutuldugu goriildii.
Kirmizi sogan kabugunda bulunan kuersetin glikoziti ve kaemferol gibi bilesenler de KUE-

MMIP tarafindan tutuldu fakat bunlar yikama islemleri ile polimerden uzaklagtirildu.

Dogal 6rnekte KUE-MMIP ile yapilan deneme sonrasi; kirmizi sogan kabugu ekstraktindan
%33 verimle KUE geri kazanimi gergeklestirildi.
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