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MELATONIN TAYININE YONELIK MOLEKULER BASKILANMIS
POLIMERIN HAZIRLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

0z

Melatonin, immiin sistem, kanser, depresif sendromlar gibi hastaliklara karsi
etkili bir hormondur. Ayn1 zamanda noéroendokrin sisteminin ve uyku diizeninin
diizenlenmesini saglar. Melatonin ve analoglarinin, nemlendirici, kirisiklik onleyici,
aktinik hasar1 Onleyici olarak kozmetiklerde de yaygin kullanimi mevcuttur.
Ozellikle tip ve kozmetik endiistrisindeki kullanimlar1 sebebiyle, melatoninin dogal
kaynaklardan yiiksek saflik ve secicilikte, hizli, diisik maliyetli bir yontemle
ekstraksiyonu, ayni zamanda tayini olduk¢ca 6nemli hale gelmektedir. Melatonin
icin, radyoimmunolojik yontem (RIA), enzim-aracili immunosorbent yoOntemi
(ELISA), elektrokimyasal ve floresans dedektorlii yiiksek performans sivi
kromotografisi (HPLC) ve gaz kromotografi-kiitle spektrometri (GC-MS) gibi
bircok kantitatif tayin yontemi kullanilmaktadir. Bitkilerdeki melatoninin
ekstraksiyonunda sivi-sivi ekstraksiyonu yaygin kullanilmaktadir; fakat sivi-sivi
ekstraksiyonundaki verimin diisiik olmasi nedeniyle kati faz ekstraksiyonu, yiiksek
ornek hacmi, kolay analit geri alimi, yliksek geri kazanim, hizli 6rnek yiiklemesi, az
organik ¢oziicli gereksinimi gibi 6zelliklere sahip oldugu i¢in diger ekstraksiyon
yontemlerinden daha avantajlidir. Kat1 faz sorbenti olarak kullanilacak sorbentler,
nicel tutunma, desorpsiyon, yiiksek kapasite, yenilenebilirlik ve kolay elde
edilebilirlik gibi 6zelliklere sahip olmalidir. Molekiiler baskilanmig polimerler bu
Ozellikleri sebebiyle son yillarda biyomedikal ve biyoteknoloji alanindaki
uygulamalarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu amagla bu tez kapsaminda,
oncelikle etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ve N-metakriloil-L-triptofan metil
ester (MATrp) monomerleri kullanilarak melatonin tayini ve ekstraksiyonuna
yonelik yeni bir afinite sorbenti [poli (etilen glikol dimetakrilat-N-metakriloil-L-
triptofan metil ester) (p(EGDMA-MATrp) mikrokiireleri] gelistirildi. Dontistimlii
Kizilotesi  Spektroskopisi (FTIR), Taramali Elektron Mikroskobu (SEM),

Diferansiyel Termal Analiz-Termo-Gravimetrik Analizi
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(DTA-TGA) ve sisme deneyleri ile karakterize edilen p(EGDMA-MATrp)
mikrokiireler kullanilarak adsorpsiyon parametreleri (sicaklik, siire, pH, baslangic
derisimi vb.) optimize edildi. Gelistirilen sorbente adsorplanan melatoninin
desorpsiyonu ic¢in uygun desorpsiyon ajani belirlenerek tekrar kullanilabilirligi
tayin edildi. Gelistirilen sorbentin ithlamurdaki melatoninin yliksek performansh
stv1 kromatografisi (HPLC) ile tayini 6ncesinde ekstraksiyonu i¢in uygulanabilirligi

belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Melatonin, molekiiler baskilanmis polimer, kati faz

ekstraksiyonu



PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF MOLECULAR
IMPRINTED POLYMERS FOR DETERMINATION OF MELATONIN

ABSTRACT

Melatonin is an effective hormone against diseases such as the immune system,
cancer, and depressive syndromes. It also helps regulate the neuroendocrine system
and the sleeping pattern. Melatonin and its analogues are also widely used in
cosmetics as moisturizing, anti-wrinkle, actinic damage inhibitor. At the same time,
the extraction of melatonin from natural sources with high purity and selectivity by
a fast, low-cost method becomes very important, especially due to its use in the
medical and cosmetic industries. Several quantitative assay methods such as
radioimmunological method (RIA), enzyme-mediated immunosorbent assay
(ELISA), high performance liquid chromatography (HPLC) with electrochemical
and fluorescence detector and gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) are
used for melatonin. Liquid-liquid extraction is extensively used in extractions of
melatonin in plants. However, because of the low yield in liquid-liquid extraction,
solid phase extraction is more advantageous than other extraction methods because
it has properties such as high sample volume, easy analyte retrieval, high recovery,
fast sample loading, low organic solvent requirement. The sorbent to be used as the
solid phase sorbent should have properties such as quantitative adhesion,
desorption, high capacity, renewability and easy availability. Due to these
properties, molecularly imprinted polymers have been used in biomedical and

biotechnology applications in recent years.

For this purpose, a novel affinity sorbent [poly (ethylene glycol dimethacrylate-
N-methacryloyl-L-tryptophan methyl ester) (p (EGDMA-MATRP) microspheres]
for the determination and extraction of melatonin was first developed using
ethylene glycol dimethacrylate (EGDMA) and N-methacryloyl-L-tryptophan
methyl ester (MATrp) monomers. The adsorption parameters (temperature, time,
pH etc.) were determined using p (EGDMA-MATrp) microspheres characterized
by Recursive Infrared Spectroscopy (FTIR), Scanning Electron Microscopy (SEM),

vi



Differential Thermal Analysis- Thermo-Gravimetric Analysis (DTA-TGA) were
optimized. Re-usability was determined by determining the appropriate desorption
agent for desorption of adsorbed melatonin in the developed sorbent. Applicability
of the developed sorbentine lime melatonin for extraction before extraction by high

performance liquid chromatography (HPLC) was determined.

Keywords: Melatonin, molecularly imprinted polymer, solid phase extraction
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BOLUM BiR
GIRIS

Melatonin (5-metoksi-N-asetiltriptamin), ndroendokrin sisteminin ve gilinliik
uyku dilizeninin regulasyonunu saglayan o©nemli bir hormondur. Ayrica,
metabolizma, iireme, denge, kas koordinasyonu ile bakteri, viriis, kimyasal
kirleticiler ve serbest radikaller gibi hastalik etkenleriyle savasan immun sistemin
kontroliinde de 6nemli fonksiyonlara sahiptir. Melatonin klinik olarak jet gecikmesi
ve uyku bozukluklarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica, melatoninin immiin
cevap, kanser ve depresif sendromlar gibi ¢esitli hastaliklara karsi oldukga etkili
oldugu da bilinmektedir. Bunun yanisira, melatonin ve analoglari, nemlendirici,
yaglanmay1 Onleyici, yenileyici, kirigiklik Onleyici, cilt agartici, giines ve
atmosferin neden oldugu aktinik hasar1 onleyici olarak kozmetiklerde de yaygin

kullanima sahiptir.

Tip ve kozmetik endiistrisindeki bu yaygin kullanimlari nedeniyle, yliksek
bitkiler gibi dogal kaynaklardan melatoninin yiliksek saflik ve segicilikte, hizli ve

diisiik maliyetli bir yontemle ekstraksiyonu ve tayini biiyiik 6nem tagimaktadir.

1.1 Melatonin

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin), bir amid bag1 ve indol halkas1 i¢eren
ve triptofan aminoasitinden tiiretilen, kiiciik bir lipofilik molekiildiir (molekiil
agirhgr 232 g/mol) (Nomachi ve diger.,2006). Ik kez yaklasik 50 yil &nce
kesfedilen melatonin, ¢esitli fonksiyonlarda rol alir ve pineal glanddan salgilanan
bir nérohormondur. Melatonin baglangigta noéroendokrin fizyolojisi, 6zellikle
tiretkenlik fizyolojisi ile ilgili bir molekiil olarak tanimlanmistir (Reiter ve diger.,
1973, 1980), daha sonra melatoninin giinliik ritim ve uyku proseslerinde de yer
aldigi bulunmustur (Arendt, 1988, Reiter, 1991). Son yillarda ise, melatoninin
immun fonksiyon ve kanser biiyliimesinde etkin oldugu ve antioksidatif 6zelliklere

sahip oldugu bulunmustur (Maestroni, 1993, Reiter ve diger., 1996).



Bitki ve hayvanda, melatoninin triptofandan sentez semasi asagida verilmistir:

Bitkide Hayvanda
NH,
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Sekil 1.1 Melatoninin triptofandan sentezlenme semasi



Melatonin, hem yagda (Reiter, 1998) hem de suda (Reiter ve diger., 1996,
Touitou, 2001) ¢oziinebilen, ancak yagdaki ¢oziiniirliigii suya gore daha fazla olan
bir molekiildiir. Melatonin sentezlendiginde hemen dolasima salinir. Bu hizli

salinimi, hormonun lipofilik 6zelligine baghdir.

Lipofilik 06zelligi sayesinde pinealosit membranindan ve kilcal damar
endotelinden rahatca geger. Melatoninin kandaki konsantrasyonu, gece sentezlenip
salinmasina bagli olarak gece boyunca giindiize gore 5-15 kati daha yiiksektir.
Lipofilik 6zelligine baglh olarak, kolayca kandan viicut sivilarina, hiicrenin biitiin
organellerine ve hiicre ¢ekirdegine ulasabildigi gibi kan-beyin bariyerini de kolayca
gecebilmesi nedeniyle melatonin ¢ok genis bir dagilimda antioksidan aktivite

gostermektedir (Karbownik ve Reiter, 2000).

Melatonin, sadece bir memeli iirlinii degildir, yenebilen ¢esitli bitkilerin yan
sira  memeli olmayan tiim vertebralilarda, algleri ve bakterileri igeren
vertebrasizlarda da bulunmaktadir (Chena ve diger., 2003). Bu nedenle melatonin,
sadece endojen olarak iiretilen bir antioksidan degildir; ayn1 zamanda besin yoluyla

da disaridan alinabilir (Reiter ve diger., 1996, Reiter, 1998).

Melatonin, c¢esitli kosullarda gastrik iilserleri hafiflettigi ve H. pylori
enfeksiyonlar1 goriilen hastalarda gastrik {ilser iyilesmesini tesvik ettigi halihazirda
onaylanmistir (Celinski ve diger. 2011). Bu koruyucu etkiler, kan akigini arttirmak,
serbest radikalleri siipiirmek, matriks metalloproteinazlari (MMP) -3 ve -9'u inhibe
etmek ve iltihaplanmay1 azaltmak gibi sayisiz mekanizmaya katilmaktadir (Jaworek
ve diger., 2005; Ganguly ve diger., 2010). Simdiye kadar yapilan ¢alismalar, gastrik
kanser hiicrelerinde melatoninin terapdtik potansiyelini agik¢a gostermektedir.
Melatoninin hedefi olan kanser patogenezinin ¢esitli yonlerinin ¢ok biiyiikk bir
degere sahip olmayan toksisitesi ile birlesmesi, 6zellikle kombinasyonel rejimlerde
melatoninin gastrik kanser tedavisinde kullanilmasi potansiyelini ispatlamaktadir

(Asghari ve diger., 2017).



Bir¢ok arastirma, uykusuzluk ve noérodejeneratif hastaliklar gibi bozukluklarin
ortaya c¢ikmasini yasin ilerlemesiyle MLT hormonunun diisiisiine baglamaktadir
(Pandi ve diger., 2013). Parkinson ve Alzheimer gibi hastaliklara, iskemi ve
intraserebral hemoraji gibi farkli etiyolojiden kaynaklanan beyin lezyonlarina karsi
ndro koruyucu bir ajan olarak MLT'in rolii 6nerilmistir (Wu ve Swaab, 2005;

Lekic ve diger.,2010).

Melatonin, yiiksek bitkilerin kok, govde, yaprak, cigek, meyve ve tohum gibi
bircok organinda gram doku basina pikogram veya nanogram arasinda degisen
konsantrasyonlarda bulunmaktadir. (Posmyk ve Mjanas, 2009). Melatonin, sentetik
melatonin takviyeleri gibi harici olarak veya melatonini iireten/iceren dogal
kaynaklardan alinmalidir. Ornegin cilek, elma, kiraz, meyve suyu, piring, antep
fistig1, badem, 1spanak, lahana, sogan, domates, salatalik, keten tohumu ve ay¢icegi
tohumlari, devedikeni, ¢avdar, rezene ve anason cay1 gibi bitki ¢aylar1 gibi triptofan
iceren besin maddelerini alarak da viicuttaki melatonin salinimi artirilabilir
(Caliskan ve diger.,2017). Asagidaki tabloda farkli bazi bitkilerin melatonin

miktarlar1 verilmistir:



Tablo 1.1 Melatonin kaynaklar1 ve miktar1 (ng/g)

Yaygin Isim Organ MLT miktari(ng/g)
Giindiiz sefasi Yaprak 0,0005
Muz Meyve 0,002
Giindiiz sefasi Filiz 0,004
Kuskonmaz Filiz 0,01
Pancar Kok 0,01
Yabani gilek Meyve 0,01
Sogan Cicek sogani 0,03
Salatalik Meyve 0,03
Ananas Meyve 0,04
Elma Meyve 0,05
Havug Kok 0,06
Lahana Yaprak 0,1
Kirmiz1 kazayagi Filiz 0,2
Domates Meyve 0,5
Sarimsak Kok 0,6
Kirmizi turp Kok 0,6
Salgam Kok 0,7
Piring Tohum 1
Sevketibostan Tohum 2
Misir Tohum 2
St.John’s malti Cicek 4
Uzun gayirotu Tohum 5
Hashas Tohum 6
Kereviz Tohum 7




Tablo 1.1 devami

Kisnis Tohum 7
Anason Tohum 7
Defne Yaprak 8
Keten Meyve 12
Yesil kakule Tohum 15
Kiraz Meyve 18
Rezene Tohum 28
Aygigegi Tohum 29
Badem Tohum 39
Cemenotu Tohum 43
Arpa Tohum 82
Yulaf Tohum 90
Kara lahana Tohum 129
Beyaz lahana Tohum 189
Ahududu Tiim Bitki 387
Kiigiik yaprakli thlamur Yaprak 410
Turp Tiim bitki 485
Ak dut Yaprak 1510

Yiiksek bitkilerdeki melatonin varligi, 1990’larin ortasinda insan diyetindeki
dogal melatonin kaynaklarin1 tayin etmeyi amacglayan iki farkli ¢alisma ile
belirlenmistir (Dubbels ve diger., 1995, Hattori ve diger., 1995). 1997°de de
norolojik hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan sifali bitkilerin ytliksek
miktarda melatonin igerdigine sahip oldugu belirlenmistir (Murch ve diger., 1997).
Antioksidatif ve norodiizenleyici fonksiyonlari nedeniyle melatonince zengin sifali
bitkilerin c¢esitli hastaliklarin tedavisinde etkin olabilecedi diistiniilmektedir

(Watanabe ve diger., 2002). Ancak melatoninin yesil bitkiler gibi kompleks




matrikslerden ekstraksiyonu, belirlenmesi ve kantitatif tayininin oldukca gii¢

oldugu bilinmektedir.

Melatoninin klinik olarak uyku bozukluklarimin tedavisinde kullanildigi
bilinmektedir. Alzheimer hastalarinda melatonin salgilanmasi1 baskilandig1 i¢in
1995’ten bu yana Alzheimer hastalarinin uyku bozukluklarinin tedavisi amacl
melatonin kullanilmaktadir (Sanders ve diger., 1999, Jan ve diger., 1999). Ayrica,
melatoninin immun cevap, kanser ve depresif sendromlar gibi ¢esitli hastaliklara
kars1 da oldukca etkili oldugu literatiirde yer almaktadir (Lissoni ve diger., 1999,
Ohashi ve diger., 1999). Ayni zamanda melatonin ve analoglari, kozmetiklerde
yaygin olarak kullanilmaktadir; nemlendirici, yaglanmay1 Onleyici, yenileyici,
kinsiklik onleyici, cilt agartici, giines ve atmosferin neden oldugu aktinik hasari
onleyici (Goldfaden, 2010). Tip ve kozmetik endiistrisinde yaygin kullanimlari
nedeniyle, dogal kaynaklardan melatoninin yiiksek saflik ve segicilikte, hizli ve

diisiik maliyetli bir yontemle ekstraksiyon ve tayini 6nemli hale gelmektedir.

1.1.1 Melatonin Tayini Amach Kullanilan Analitik Yontemler

Kullanilan yonteme bagli olarak nanogramdan pikograma kadar degisen
miktarlarda tayini mimkiin kilan, giinlimiizde kullanilan analitik yOntemler
radyoimmunolojik yontem (RIA), enzim-aracili immunosorbent yontemi (ELISA),
elektrokimyasal ve floresans dedektorlii yiiksek performans sivi kromotografisi

(HPLC) ve gaz kromotografi-kiitle spektrometridir (GC-MS).

Ticari RIA kitleri, modifiye bir ekstraksiyon prosediiriiyle birlikte ¢alisir, ancak
bu kitlerin kalsiyum heparin gibi kimyasallar ile girisim yaptig1 belirlenmistir
(Sieghart ve diger., 1987, Plebani ve diger., 1990). Enzim aracili immiinosorbent
yonteminin (ELISA) teknik olarak daha basit ve daha kii¢ilk numune hacmiyle
calisma olanag1 sagladig1 belirlenmistir. Ancak bu yontem de diisiik melatonin
diizeylerini belirlemek i¢in ek deristirme basamagina gereksinim duyar (Chegini ve

diger., 1995).



Son yillarda HPLC ve GC-MS teknikleri, 6zellikle doku ekstraktlarindaki
melatoninin kantitatif tayini i¢in kullanilmaktadir (Peniston-Bird ve diger., 1993).
Ancak karigimlardaki tiim bilesenlerin ayrilmasinin zor oldugu durumlarda nicel
analizde kesinlik ve dogrulukta eksiklik olmaktadir. Bu nedenle 6rnek hazirlama
asamasinda genellikle sivi-sivi ekstraksiyonu, kati-faz ekstraksiyonu (KFE), kati-
stv1 ekstraksiyonu, ultrasonik ekstraksiyon, matriks kati faz dispersiyonu gibi

yontemler gelistirilmekte ve kullanilmaktadir.

Diger ekstraksiyon yontemleri ile kiyaslandiginda, yliksek 6rnek hacmi, kolay
analit geri alimi, yiiksek geri kazanim, hizli 6rnek yiliklemesi, az organik ¢oziicii
sarfiyati gibi avantajlar1 nedeniyle KFE 6n plana ¢ikmaktadir. Farkli polimerik
yapilar KFE kartusu olarak kullanilabilirler. Ticari olarak kullanilan farkli KFE

sorbentleri Tablo 1.2°de verilmistir.

Tablo 1.2 Kat1 faz ekstraksiyonunda kullanilan ticari sorbentler

TICARI SORBENT (KARTUS) TURLERI

CarboPreb SPE Kartuglar Kapali Uglu SPE: Aktive Edilmis
Sodyum Siilfat

Pestisit Kalintis1 Cleanup SPE Kartus CarboPreb Revers SPE Kartus

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

Resprep SPE kartus (Iyon Degistirici Fazlar) Resprep SPE kartus (Baghh Ters

Fazlar)

Diizenli C8 ve C18 SPE Kartus Ftalatsiz C8 ve C18 SPE Kartus

EPA Metot 525.2 igin C18 SPE Kartus Unbonded Silika (Asit Yikamali) SPE
Kartus




Bununla birlikte, polianilin, polipirol, stiren-metakrilat ve stiren-N-
vinilpirolidon kopolimerleri, stiren-divinilbenzen gibi farkli polimerik yapilar da
KFE sobenti olarak kullanilmaktadir. Ancak son yillarda, cesitli afinite
kromatografi teknikleri kullanilarak farkli yap1 ve 6zelliklerdeki afinite sorbentleri
gelistirilmekte ve saflagtirma, uzaklastirma ve KFE amaciyla yaygin kullanim alan1

bulmaktadir.

1.2 Afinite Kromatografisi

Yunanca “Chroma” renk ve “Graphein” yazmak kelimelerinden gelen
kromatografi, ilk olarak 20.yy baslarinda renkli bitki pigmentlerinin ayrilmasinda
kullanilmigtir ve bir sabit, bir hareketli faz arasinda molekiillerin diferansiyel
etkilesimlerine dayali bir “ayirma teknikleri ailesi” olarak tanimlanmistir. Ayni
zamanda biyomolekiillerin saflagtirilmasinda da yaygin olarak kullanilan
yontemlerdir. [UPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) ise
kromatografiyi, kimyasal maddelerin iki ortam arasinda dagilmalari ile gerceklesen
fiziksel bir ayirma teknigi olarak tanmimlamaktadir. Hareketli faz, sabit fazin
lizerinden gecer ve ayrilmasi istenen maddeyi ortamdan siirlikleyerek ayrilmasi
istenen maddeler farkli derecede sabit fazla etkilesime girerler ve sabit fazla
etkilesimi fazla olan bilesenler daha agir, etkilesimi az olan bilesenler ise daha hizli
hareket ettiklerinden bilesenler birbirinden ayrilmig olurlar. Bilesenlerin
ayrilmasinda, sabit faz ile bilesenler arasindaki etkilesimine gore farkli
kromatografik yontemler gelistirilmistir. Bu etkilesim molekiil biiyiikliigiine,
polariteye, spesifik baglanma ozelliklerine ya da elektrostatik ¢ekim giiciine gore

degismektedir (Alkan ve diger., 2009).



Tablo 1.3 Kromatografik teknikler ve temelleri

Kromatografik Teknik Temel

Afinite Kromatografisi Biyospesifik Se¢imlilik
Iyon Degistirme Kromatografisi Yik

Jel Gegirgenlik Kromatografisi Boyut
[zoelektrik Odaklama Kromatografisi Izoelektrik Nokta
Hidrofobik Kromatografisi Hidrofobik Etkilesim
Stvi Kromatografi Cozlniirlik

Afinite kromatografisi, biyolojik olarak aktif yapilarin tamamlayici bilesenlerini
secici ve tersinir olarak baglama Ozelliklerine dayali olan adsorpsiyon
kromatografisidir. Bu maddeler genellikle ligand olarak adlandirilir. Enzimlerin
inhibitorleri, substratlar1 veya kofaktorleri ile aktif veya diizenleyici bolgeleri ile,
niikleik asitlerin niikleotidlerle kompleksleri, hormon ve toksinlerin reseptorlerle
meydana getirdigi kompleksler, tasiyict proteinlerin vitaminler ve sekerlerle
olusturdugu kompleksler afinite kromatografisine 6rnek olarak verilebilir. Afinite

kromatografisinin ~ gsematik  gosterimi  Sekil  1.2° de  gosterilmistir.
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Bu teknikte, klasik yontemlerden farkli olarak biyolojik molekiiller, segici olarak
“biyolojik tanima” yetenegine sahip ligandlar kullanilarak saflastiriimaktadir.
Kromatografik kolonda sabit faz olarak kullanilan kati destek {izerine, ligand

kovalent olarak baglanir.

Sekil 1.3 Afinitede saflagtirma basamaklarinin sematik gosterimi

Afinitede saflagtirma i¢in, oncelikle baglanma tamponunda afinite ortami
dengelenir (1), hedef molekiil, ligand ile secici olarak baglanabilecegi kosullarda
uygulanir ve hedef spesifik ama tersinir olarak baglanir; baglanamayan bilesenler
yikanarak kolondan uzaklastirilir (2), sonraki adimda, yarismaci ligantla spesifik
olarak veya pH, iyonik siddet veya polarite degistirilerek non-spesifik olarak
eliisyon gergeklestirilir (3), ve son olarak baglanma tamponu ile afinite ortami
tekrar dengelenir (4) (Sekil 1.3). Belirlenen deneysel kosullarda immobilize olan
afinite ligand: ile etkilesime girecek uygun gruplari bulunmayan molekiiller kolona

tutunmadan kolondan uzaklasir, afinitesi olanlar ise kolonda adsorplanir.

Ligand ile saflastirilan molekiil arasinda kompleks olusumu iyonik etkilesim,
hidrofobik kuvvetler, London dagilma kuvveti, dipol-dipol etkilesimi veya yiik-
aktarim etkilesimleri vb. molekiiler kuvvetler ile gerceklesir. Bu kuvvetlerden
birka¢inin ayni anda gerceklesmesi biyospesifik bagin seciciligini ve etkinligini

belirlemektedir (Lowe, 1996, Wilchek ve Miron, 1999, Anspach, 2004).
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Afinitenin genis alanda farkli uygulamalari mevcuttur. Kullanilan tekniklerin
cogu kendi isimleriyle kabul edilir. Bu tekniklerin bazilar1 asagidaki sekilde
gosterilmistir (Sekil 1.4) (Bereli ve diger., 2005; Oncel ve diger., 2005; Altintas ve
Denizli 2006; Babag ve diger., 2006; Ozcan ve diger., 2006).

Boya-Ligand [ Metal- Mé&m&ﬁ ‘

| /--

‘ Afinite Kromatoorafisi

=) || \

Molekiiler Afinite
Baslalama Elektroforezi
K =rafisi

Sekil 1.4 Afinite kromatografik yontemler

1.2.1 Molekiiler Baskilama Kromatografisi

Molekiiler baskilanmis polimer (MIP), bir prepolimerin kalip molekiiliin
varliginda polimerlestirilmesiyle olusur (Sekil 1.5). Islem sirasinda polimer ve kalip
molekiil arasinda baglar olugsmasi, monomerik bilesenlerin kendiliginden bir araya
getirilmesinden kaynaklanabilir. Ornegin prepolimerdeki pozitif yiikler, kalip
molekiildeki negatif yiiklere kendilerini yakinlastir ve bununla birlikte, ilke olarak
iyonik, hidrofobik, m-m veya hidrojen bagi etkilesimleri gibi kovalent olmayan

etkilesim ile calisir.
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Kalip molekiilii kolayca geri alabilmek icin kalip ve bosluk arasindaki
etkilesimin kovalent olmayan 0Ozelligi tercih edilir. Polimerizasyon sirasinda
oligomerlerin ¢apraz baglanmasi sabit etkilesim bolgelerine yol acar. Ortaya ¢ikan
bosluklar, kalip molekiil uzaklastirilsa olsa bile boyut ve sekli yeniden tanirlar
(Arshady ve Mosbach, 1981). Kalip ve fonksiyonel monomer arasindaki afinite,
baski molekiiliiniin polimere giiclii bir sekilde baglanmasina ancak yine de tersine
cevrilebilirlige de olanak saglamalidir. Ozellikle, kalip biiyilkk bir molekiil
oldugunda, polimer kalibin ¢ikarilmasina ve yeniden baglanmaya izin vermesi i¢in
bir miktar gozenekli olmalidir. Bu, MIP'de g6zenekli yapiy: arttiran porojenik bir

¢oziicli kullanilarak garanti edilebilmektedir (Pardeshi ve diger., 2014).

Dogal antikorlarin aksine, MIP'ler genellikle tretilebilirlikleri yiiksektir. Ayni
zamanda, yiiksek kararlilik ve kayda deger mekanik oOzelliklere sahiptirler. Bu
avantajlt teknik, kiiclik molekiiller (6rnegin, ilaglar, zirai ilaglar, peptidler ve
sekerler), daha biiyiilk organik molekiiller ve biyoanalitleri (6rnegin, virlsler,
immiinoglobiilinler ve eritrositler) iceren c¢ok cesitli analitler i¢in uygulanabilir
(Haupt ve Mosbach., 2000, Subrahmanyam ve diger., 2013). Ayrica, MIP'ler,
biyolojik reseptorler mevcut olmadiginda, 6zel polimerler olarak uygulanabilir. Bu

yontem, li¢ basamaktan olusmaktadir:

(1) Kalip molekiiliin fonksiyonel grup tasiyan polimerlesebilen bir monomer ile
kompleks olusumu gerceklesir. Bu basamakta kalip etrafinda fonksiyonel
monomerin baglandigi bir yapt olusumu s6z konusudur. Bu etkilesimde kalip

molekiiliin ii¢ boyutlu yapis1 ve kimyasal 6zellikleri 6nemli bir yer tutar.
(i1) Olusan bu kompleks yap1 fonksiyonel monomer iizerinden polimerlestirilir.

(ii1) Olusan polimerik yapidan, kalip molekiil uzaklastirilir ve kalip molekiiliin
yapidan uzaklagtirilmasindan sonra hazirlanan baskilanmig polimerik matriks, farkl

kaynaklardan hedef molekiilii yiiksek secicilikle tanir ve uzaklastirir.

13



Uygun kosullar altinda, molekiiler baskilanmis polimerler (MIP), kalip
molekiiliin boyutunu, yapisini ve fizikokimyasal 6zelliklerini tanir, hedef molekiilii
secici ve etkin olarak baglar. Kuvvetli asit, kuvvetli baz, organik c¢oziiciiler ve
yiiksek sicaklik gibi elverissiz kosullar MIP’ in hedef molekiilii tanima 6zelligini
etkilemez (Mayes ve Mosbach, 1997). Bu teknik ile hazirlanan polimerler,
kromatografi, kapiler eletroforez, sensdrler, analitik 6rnek ayirma ve tanima, kataliz
ve kati-hal kimyas1 gibi bir¢ok uygulama alaninda potansiyel kullanima sahiptir
(Kandimala ve Ju., 2004). Secici olarak yonlendirme ve oldukca benzer kimyasal
tirler varliginda kalip molekiili baglama yetenegi, bu polimerlerin bir¢ok
biyomedikal ve biyoteknolojik uygulamada kullanimin1 saglamaktadir (Nicholls ve
Rosengren., 2002).

Metakrilik asit (MAA), molekiiler baskilamada en ¢ok kullanilan monomerdir.
Ciinkii yapisindaki karboksilik asit grubu hem H bagi yapabilir hem de proton
vericisi olarak davranir. Bu o6zelligi kalipla ¢esitli etkilesimleri miimkiin
kilmaktadir. Ancak, baglanmadaki bu c¢esitlilik nedeniyle non-spesifik baglanma
bolgeleri ve arka plandaki iyonik etkilesimler MIP performansini etkilemektedir
(Nguyen ve Ansell, 2011). Amid bazli monomerlerin kullanimi ile metakrilik asitle
yasanan bu problemler, asilmaya c¢alisilmistir. Amid fonksiyonel grubunun kalipla
karboksil grubundan daha giiclii bir H bag1 yaptig1 onerilmektedir. Ayrica, You ve
Mosbach, amid igceren MIPlerin etkin tanima gosterdigini belirtmistir (Yu and
Mosbach, 1997). Ancak, akrilamid (AAm) kloroform gibi apolar ¢dzgenlerde diisiik
¢Oziiniirliige sahiptir. Bu nedenle AAm kullanilan baskilamada daha polar
¢Ozgenler kullanilmalidir, ancak bu durumda da H-baglar1 zayiflar. Monomer

se¢iminde bunlarin yanisira kalip molekiile uygunlugu da dikkate alinmalidir.

Fonk;i\,lonelm&qgmgg(!_g} o, - . - el |
A ipnoea o Paimerizasyon é - '
Porojen, Baslatici } S .' =
o O Pmins ‘ yw — A ’ >,

Geri Baglama
(Kalip Molekiil)

Sekil 1.5 MIP olusumunun genel prensibi
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1.2.1.1 Molekiiler Baskilama Yontemleri

Kovalent baskilama icin, kalip molekiiliin polimerize olabilecek bir iiriiniinii
sentezlemek gerekir ve polimer sentezi sonrasinda kalip molekiil, yapidan kimyasal
olarak uzaklastirilabilir (Wulff ve diger., 1977). Polimerizasyon isleminden once
fonksiyonel monomer ile kalip molekiil birbirlerine kovalent baglarla baglanir.
Polimerizasyon isleminden sonra kovalent baglar kirilir ve yuvayr olusturmak
amactyla polimerden ayrilirlar. Hedef molekiil, baskilanmis polimerle
etkilestirildiginde ayni kovalent bag yeniden meydana gelerek baski iyonu veya
molekiilii bosluga secici olarak yerlesir (Shea ve Doughertly 1986). Sekil 2.3 de

kovalent molekiiler baskilama yontemi sematik olarak verilmektedir.

Molekiiler baskilama tekniginde kovalent baglanmanin yani sira non-kovalent
baglanma da miimkiindiir. Bu baglanmada, fonksiyonel monomer ile kalip
molekiiliin baglanmas1 non-kovalent (hidrojen bagi, elektrostatik etkilesimler gibi)
etkilesimlerle gerceklesir. Polimerizasyondan sonra uygun ¢dziiciilerle kalip
molekiil polimerden ayrilir. Hedef molekiil ile baskilanmis polimerler non-kovalent

etkilesimlerle baglanirlar (Molinelli, 2004; Oncel ve diger., 2005).

Kovalent baglanma ile kiyaslandiginda daha zayif olsa da ¢ok yonlii baglanma

gerceklestirmesi nedeniyle dikkatleri {izerine ¢ekmistir (Shea ve Doughertly, 1986).

Kompleks olusumunda hidrojen bagi, iyonik bag, hidrofobik etkilesimler gibi
zaylf etkilesimler meydana gelmektedir. Dolayisiyla, kolay uzaklagtirilabilir

ozellige sahip olmaktadir.
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1.2.2 Molekiiler Baskilamada Kullanilan Bilesenler

1.2.2.1 Fonksiyonel Monomerler

Baskilama islemi sirasinda monomer-kalip kompleksinin kararli olabilmesi i¢in
fonksiyonel monomer se¢imi Onemlidir. Fonksiyonel monomerde anahtar eleman,
basaril1 bir etkilesimin gergeklesmesi i¢in uygun fonksiyonel baglanma bolgelerinin

sayisidir (Sellergren, 2001).

Kompleks olusumu ve baskilama etkisini arttirmak i¢in fonksiyonel
monomerlerin ve baskilanacak molekiil veya iyonun fonksiyonel gruplarinin
uyusmasi gerekmektedir. Asidik, bazik ve notral olan bazt monomerler Sekil 1.6’da

verilmistir.
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Sekil 1.6 Molekiiler baskilamada kullanilan monomerler

1.2.2.2 Kalip (Hedef) Molekiil

Molekiiler baskilama tekniginde baskilanacak olan molekiil veya iyon, uygun
fonksiyonel gruplara sahip monomerlerle etkilestirilir. Bu nedenle baskilanacak
olan molekiil ¢ok 6nemlidir. Baskilanacak olan molekiiliin polimerlesecek grup
icermesi, reaksiyonu engelleyecek veya yavaslatacak grubun varligi, ayrica yliksek
sicakliklarda baskilanan kalip molekiiliin kararliligi onemli parametrelerdir.
Baskilanacak kalip molekiil olarak ilaglar, aminoasitler, karbohidratlar, proteinler,
niikleotid bazlar, hormonlar, pestisitler, koenzimler veya iyonlar kullanilabilir

(Cormack ve Mosbach, 1999).
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1.2.2.3 Capraz Baglayicilar

Capraz baglayicilar polimer matriksinin morfolojisinin (jel tipi, makro gdzenekli
ya da mikro jel toz halinde olmasi) kontrol edilmesini, baskilanmis molekiiliin veya
iyonun baglanma boélgelerinin kararli olmasin1 ve polimer matriksinin mekanik
kararliligin1 saglamaktadir. Etkin bir baskilama i¢in, ¢apraz baglayicilarla
fonksiyonel monomer ve kalip molekiil uyum i¢inde olmak zorundadir. Aksi
takdirde fonksiyonel monomerden veya capraz baglayicidan biri, polimerizasyon

sirasinda baskin ¢ikarak kopolimerizasyon gerceklesmesini engelleyebilir.

Capraz baglayici ile fonksiyonel monomer arasinda stokiyometrik dengenin
olmast gerekir; c¢ok biiyilk mol oranlarinda ¢apraz baglayicilar fonksiyonel
monomerlerle veya kalip molekiille kovalent olmayan etkilesimler gdsterir ve bu da
baskilamanin etkinligini azaltmaktadir, ¢ok kiigiik mol oranlarinda ise, kalip
molekiiliin baglanma bdélgeleri birbirlerine ¢ok yaklasir ve kalip molekiiliin
baglanma bolgeleri komsu bolgeler tarafindan kapatilir, etkin bir sonu¢ elde
edilemez (Chapuis ve diger., 2004). Etilenglikoldimetakrilat (EGDMA) ve divinil
benzen, yaygin olarak kullanilan g¢apraz baglayicilar olmakla birlikte asagida

molekiiler baskilamada kullanilan ¢apraz baglayicilar verilmistir (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7 Molekiiler baskilamada kullanilan ¢apraz baglayicilar

1.2.2.4 Coziiciiler

Baskilama tekniginin tlirline bagli olarak uygun c¢oziiciiler kullanma
gerekmektedir. Kovalent olmayan baskilama polimerizasyonunda, baskilanacak
molekiil ile fonksiyonel monomer arasindaki kompleks olusumunu arttirma
gorevine de sahiptir. Ayrica kalip molekiil ve fonksiyonel monomer arasinda
kovalent olmayan etkilesim olusumunu, baskilama etkisini arttirmak i¢in ¢oziicii

secimi 6nemlidir (Sellergren, 2001).
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Coziicli, polimerizasyon esnasinda reaksiyon 1sisini esit yayarak, istenmeyen yan

tirtinlerin olusumunu engellemelidir.

1.2.2.5 Baslaticilar

Farkli kimyasal 6zelliklere sahip bir¢ok kimyasal baglatict mevcuttur ve serbest
radikal polimerizasyonunda radikal kaynak olarak kullanilmaktadirlar (Sekil 1.8).
Genellikle 2,2-azobis(izobiitironitril) (AIBN) ve 2,2-azobis(2,4-dimetilvaleronitril)
(ADVN) kullanilmaktadir. Monomer ile kalip molekiil arasindaki etkilesimlerin
cok zayif oldugu bir durumda ¢ok yiiksek sicakliklara ¢ikilamaz ve bu kosullarda,

151l bozunma yerine UV bozunma tercih edilmektedir (Cormack ve Elorza, 2004).

0 ove N\\c % on,
: 0=-0 O N ><
o 0 TN
d HC” op, ‘\N
BDA

BPO AIBN
o c=n OH CH; C=N CH, CH,
HO N=N 0 HeC N=N CH
CH,
C=N CH, C=N
ACVA ABDV

Sekil 1.8 Kimyasal baslaticilar
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Kalip molekiiliin boyutunu, yapisin1 ve fizikokimyasal 6zelliklerini taniyarak
secici ve etkin olarak hedef molekiilii baglayan molekiiler baskilanmig polimerler
son yillarda kataliz, kontrollii ilag salinimi, amino asitlerin ayrilmasi, kiral
ayirmalar, genis bir aralikta analitlerin ekstraksiyonu, elektrokimyasal ve
biyosensorler gibi birgok biyomedikal ve biyoteknolojik uygulamada kullanim alani
bulmustur. Bu nedenle bu ¢alismada, kompleks biyolojik matrikslerdeki
melatoninin belirlenme ve kantitatif tayini i¢in kati faz kartusu olarak
kullanilabilecek p(EGDMA-MATrp) mikrokiirelerin hazirlanmasi, FTIR, SEM ve
TG-DTA analizleri ile karakterize edilmesi ve kalibin uzaklastirilmasi ile melatonin
adsorpsiyon  kosullarinin  optimizasyonu  gerceklestirilmistir.  Sentezlenen
p(EGDMA-MATrp) mikrokiirelerin tekrar kullanilabilirligi ve ihlamurdaki
melatoninin HPLC ile tayini oncesi ekstraksiyonunda uygulanabilirligi

belirlenmistir.
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BOLUM iKi
MATERYAL METOD

2.1 Reaktifler

N-metakriloil-L-triptofan metilester (MATrp) monomeri, Uludag Universitesi
Fen-Edebiyat Fakiiltesi Ogretim Uyesi Doc. Dr. Bilgen Osman’dan, Melatonin Alfa
Aesar’dan temin edilmistir. Metanol (MeOH) ve asetonitril (ACN), HPLC saflikta
olup Sigma Aldrich firmasindan temin edilmistir Kullanilan diger tiim kimyasallar
analitik safliktadir. Caligmalarda kullanilan su, Millipore ultra saf su cihazi
[Millipore Corporation (France) Elix 5 ® reverse osmos {nitesi,
elektrodeiyonizasyon (E.D.I) modiili (Elix ® 5 Water System), organik/kolloid

uzaklastirici iyon degisim sistemi] ile Uretilmistir.

2.2 Kullanilan Cihazlar

Bu calismada, Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 LC, Millipore ultra saf
su cihaz1 [Millipore Corporation (France) Elix 5 ® reverse osmos {initesi,
elektrodeiyonizasyon (E.D.I) modilii (Elix ® 5 Water Purification System),
organik/kolloid uzaklastiric1 iyon degisim sistemi], Hettich Rotina 380R santrifijj
ve Barnstead Lab-Line Max Q 4000 kuru sistem orbital ¢alkalayic1 kullanilmistir.
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2.3 MLT Baskilanms p(EGDMA-MATrp) Mikrokiirelerin Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda, MLT baskilanmis p(EGDMA-MATrp) mikrokiireleri,
metakriloilamidotriptofan ~ (MATrp, fonksiyonel = monomer), etilenglikol
dimetakrilat (EGDMA, ¢apraz baglayici), toluen (porojen), polivinilalkol (PVA,
dispersiyon fazi) ve azobisizobiitironitril (AIBN, serbest radikal baslatici)
kullanilarak siispanse sekilde serbest radikal polimerizasyonuyla sentezlenmistir
(Osman ve diger., 2013). Ik asamada, 0,2 g PVA 40 ml saf su iginde ¢oziilerek
dispersiyon fazi hazirlanmistir. 0,46 mmol MATrp ve 0,46 mmol MLT (1:1) bir
gece boyunca 6n komplekslesme icin birakilmistir. Daha sonra, ¢apraz baglayici
olan EGDMA’dan 5 mL eklenmis ve 7 mL toluen ile oda sicaklifinda 15 dakika
karigtirllmistir.  Toluen polimerizasyon reaksiyonuna seyreltici ve godzenek
bicimlendirici olarak eklenmistir. Polimerizasyonu baglatmak amaciyla, 0,1 g
AIBN (serbest radikal baslatici) ilave edilmis ve kapali bir silindirik polimerizasyon
reaktoriinde bulunan karisim 150 rpm’de 65°C’de 4 saat boyunca calkalayicida

karistirtlarak polimerizasyon gergeklestirilmistir.

Elde edilen mikrokiireler, tepkimeye katilmayan monomer ve c¢oziiciileri
uzaklastirmak i¢in su ve etanol ile yikanmis ve daha sonra kurutulmustur.
p(EDGMA MATrp) sentezine ait olasi tepkime (Sekil 2.1) ve mikrokiirelerin sentez
semasi asagida verilmistir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.1 p(EDGMA MATTtp) sentezine ait olasi reaksiyon semasi
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]

Melatonin (MLT) + Metakriloilamidotriptofan (MATrp)
On kompleklesme

|
£

Polhinilalkol (PVA) +5U Toluen + Etilenglkoldimetaakrilat (EGDMA)

Q G ) orhisizobitironitril(ATEN)
/

T0°C ‘de, 4 saat sonunda polimerizasyon sonlanir
(Su-Etilalkol dle ykanan polimer kurumaya birakilir)

Sekil 2.2 MLT baskilanmis p(EGDMA-MATrp) sentez semast

MLT baskilanmis p(EGDMA-MATrp) sorbentten kalibin (MLT) uzaklastiriimasi
amactyla farkli ajanlarla [(etilasetat:metanol; 2:8), (trietilamin:metanol; 1:9), (asetik
asit:metanol; 1:9), ( 1 M NaCl) ], oda sicakliginda 1 saat siireyle inkiibe edilmistir.
Etilasetat:metanol (2:8), trietilamin:metanol (1:9), asetik asit:metanol (1:9)
karisimlar1 kalibin uzaklastirilmasinda yetersiz kalmakla birlikte, kalip molekiil,

1 M NacCl kullanilarak >%80,0 oraninda uzaklastirilmistir.
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2.3.1 MLT Baskilannmis p(EGDMA-MATrp) Mikrokiirelerin Karakterizasyonu

Sentezlenen MLT baskilanmis p(EGDMA-MATrp) mikrokiireler, Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM), Fourier Dontistimlii Infrared Spektroskopisi (FTIR),
termal gravimetrik analiz (DTA-TGA) ve sisme analizleri kullanilarak karakterize

edilmistir.

MLT baskilanmis p(EGDMA-MATrp) mikrokiirelerin FTIR spektrumu, FTIR
spektrofotometresi (Perkin Elmer 100 FTIR) kullanilarak elde edilmistir. Bu
amagla, kurutulmus mikrokiireler (0,1 g), KBr (0,1 g, IR Grade, Merck, Almanya)
ile homojen olarak karistirilarak tablet haline getirilip 4000-450 cm-1 dalga sayisi
araliginda FTIR spektrumu ¢ekilmistir.

MLT baskilanmis p(EGDMA-MATrp) mikrokiirelerin ylizey morfolojini
belirlemek amaciyla Aksaray Universitesi'nde SEM goriintiileri almmistir.
Ornekler analiz dncesi 7 giin siireyle 25°C’de kurutulmus, iletkenligini arttirmak
amaciyla yiizeye altin kaplama yapildiktan SEM cihaz1 (Zeiss Supra 55) ile goriintii
alinmigtir. Ornegin yiizeyi, nanokiirelerin morfolojisini belirlemek icin istenilen

biiyiikliikte taranmaistir.

Sentezlenen MLT baskilanmis p(EGDMA-MATrp) mikrokiirelerin sisme
davraniglar1 incelenmistir. Kuru agirhigr bilinen mikrokiirelerin 25 °C'de su
banyosunda distile su igerisinde bekletilerek belirli zaman araliklarinda ¢ikartilip
etrafindaki fazla su uzaklastirildiktan sonra agirliklar1 hassas terazide ol¢iilmiis,

mikrokiirelerin sismeleri denge degerine gelene kadar denemeye devam edilmistir.

Deneme sonunda elde edilen tartim degerlerine gore mikrokiirelerin % sisme

degerleri asagidaki esitlik kullanilarak belirlenmistir (Uygun ve diger., 2014):

% S=[( Wi-Wo) / Wo] x 100 (2.3)
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Esitlikte W herhangi bir t anindaki sismis mikrokiirelerin, Wy ise baslangigtaki kuru
mikrokiirelerin agirligidir. Her bir mikrokiire i¢in ylizde sisme degeri olan % S

degeri elde edilmistir.

24 MLT Baskilanmms p(EGDMA-MATrp) Mikrokiirelere Melatonin

Adsorpsiyonu ve Desorpsiyon Kosullarinin incelenmesi

Kalip (MLT) uzaklastirilan polimer ile adsorpsiyon kosullarini optimize etmek
amaciyla sorbent miktari, siire, pH, sicaklik, derisim, iyon siddeti gibi
parametrelerin adsorpsiyona etkisi incelenmis desorpsiyon amaciyla uygun ajanin
belirlenmesi i¢in caligmalar yapilmis ve sorbent tekrar kullanilabilirligi

calisilmgtir.

2.4.1 MLT Adsorpsiyonunun Optimizasyonu

Polimere en yliksek kapasitede MLT adsorpsiyonunu saglamak amaci ile siire,
sorbent miktar1, derisim, sicaklik, pH etkisi ve iyon siddeti gibi parametrelerin

optimizasyonu kesikli sistemde gergeklestirilmistir.

2.4.1.1 MLT Adsorpsiyonuna Siirenin Etkisi

MLT adsorpsiyonu iizerine siirenin etkisini belirlemek amaciyla 5 ml 10 ppm
MLT ¢ozeltisi ve 0,01 g p(EGDMA-MATrp) mikrokureleri iceren 6 adet deney
tiipii sirasiyla 15-30-45-60-90-120 dk siireyle 25°C sicaklikta 150 rpm hizla
calkalayicida calkalanmis ve siire sonunda ornekler 20 dk 10000 rpm hizla
santrifiijlenerek {ist fazda MLT derisimleri belirlenmistir. Adsorplanan MLT

miktar1 agagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir:
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Q — Cbaslanglg —Cson X V (24)

m

Bu esitlikte, Q, gram sorbent basina adsorplanan MLT miktarin1 (mg/g);
Cbaslangig, baslangic MLT derisimini (mg/L); Cson, adsorpsiyon sonrasi
belirlenen MLT derisimini (mg/L); m, kuru sorbent agirligini (g); V ise adsorpsiyon

hacmini (L) ifade eder.

2.4.1.2 MLT Adsorpsiyonuna Sorbent Miktarinin Etkisi

Sorbent miktarimin adsorpsiyon iizerindeki etkisini degerlendirmek {iizere
sentezlenen p(EGDMA-MATrp) afinite sorbentinin; 0,01-0,1 g araligindaki
miktarlan tizerine 5 mL 10 ppm MLT c¢ozeltisi eklenerek 30 dk siire ile 25°C
sicaklikta 150 rpm hizla calkalayicida ¢alkalanmis ve sonrasinda 20 dk 10000 rpm

hizla santrifiijlenerek MLT miktarlar1 belirlenmistir.

2.4.1.3 MLT Adsorpsiyonuna Baglangi¢c Derisiminin Etkisi

Derisimin adsorpsiyon iizerindeki etkisini degerlendirmek iizere 1-300 ppm
derisim araligindaki MLT c¢ozeltileri hazirlanmig ve her birine 0,01 g p(EGDMA-
MATrp) mikrokureleri eklenmistir. Her bir tiip 30 dk siire ile 25°C sicaklikta 150
rpm hizla calkalayicida ¢alkalanmis ve sonrasinda 20 dk 10000 rpm hizla

santrifiijlenerek MLT miktarlar1 belirlenmistir.
2.4.1.4 MLT Adsorpsiyonuna Sicaklik Etkisi

Sicakligin adsorpsiyon iizerindeki etkisini degerlendirmek iizere 5 ml 10 ppm
MLT g¢ozeltisi ve 0,01 g p(EGDMA-MATrp) mikrokiireleri igeren 5 deney tiipii
ayr1 ayri sirasiyla 15-60°C sicaklik araliginda 30 dk 150 rpm hizla calkalayicida
calkalanmis ve sonrasinda 20 dk 10000 rpm hizla santrifiijlenerek MLT miktarlar

belirlenmistir.
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2.4.1.5 MLT Adsorpsiyonuna pH in Etkisi

pH’1in adsorpsiyon iizerindeki etkisini degerlendirmek {iizere pH’1 3,0-7,0
arasinda degisen tampon cozeltiler kullanilarak 10 ppm MLT varhiginda 0,01 g
p(EGDMA-MATrp) mikrokiireleri eklenerek 30 dk siire ile 25°C sicaklikta 150
rpm hizla calkalayicida calkalanmig ve sonrasinda 20 dk 10000 rpm hizla
santrifiijlenerek MLT miktarlar1 belirlenmistir. Kullanilan tamponlar asagidaki gibi

hazirlanmustir:

0,1 M Asetat Tamponu (pH 3.0; 4,0; 5,0): 15 mL 0,1 M asetik asit ve 10 mL 0,1 M

sodyum hidroksit karigtirilmastir.

0,1 M Fosfat Tamponu (pH 6.0; 7,0): 0,1681 g potasyum bifosfat ve 0,2089 g

potasyum fosfat saf suda ¢ozlilmiis ve hacmi 25 mL’ye tamamlanmastir.

2.4.1.5 MLT Adsorpsiyonuna Iyon Siddetinin Etkisi

Iyon siddetinin adsorpsiyon iizerindeki etkisini degerlendirmek iizere 10 ppm
MLT cozeltisi olusturacak sekilde 5 mL’lik 0,02; 0,04; 0,06; 0,08 ve 0,1 M NacCl
cozeltileri hazirlanmistir. Her birine 0,01 g p(EGDMA-MATrp) mikrokureler
eklenerek 30 dk siire ile 25°C sicaklikta 150 rpm hizla ¢alkalayicida galkalanmis ve
sonrasinda 20 dk 10000 rpm hizla santrifiijlenerek MLT miktarlar1 belirlenmistir.

2.4.2 Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

MLT baskilanmis p(EGDMA-MATrp) afinite sorbenti iizerinde adsorplanmis
olarak bulunan MLT’nin etkin desorpsiyonunu saglamak amaciyla, farkli
desorpsiyon ajanlariyla [(etilasetat:metanol; 2:8), (trietilamin:metanol; 1:9), (asetik
asit:metanol; 1:9), (IM NaCl)] calisilmigtir. Belirlenen desorpsiyon ajani ile
adsorpsiyon-desorpsiyon dongilisii 5 kez tekrarlanarak tekrar kullanilabilirligi

calisiimistir.
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2.5 Thlamur Orneklerindeki Melatoninin MLT Baskilanmis p(EGDMA-
MATYrp) Mikrokurelere Adsorpsiyonu

Bir¢ok bitki tiirii dogal MLT kaynagi olarak bilinmektedir. Bu ¢alismada

kullanilan 1hlamur ornekleri ¢alisma Oncesinde giinliik ve c¢ektirilmis olarak

alinmustir.
W B
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Sekil 2.3 Kurutulmus 1thlamur 6rnegi

Cekilmis olarak hazirlanan ihlamur Orneginden 2 g alinarak 15 mL farkh
ekstraksiyon c¢ozeltilerinde [etanol, etilasetat, etilasetat:metanol] birka¢ dakika
havanda ezildikten sonra 2 saat ultrasonik banyo igerisinde ekstraksiyon
saglanmistir. ki saat sonunda, 9000 rpm 20 dk santrifiijlenerek siipernatant fazlari
alinmis ve hazirlanan 10 mL’lik O6rnek c¢ozeltilerinin herbirine 0,01 g MLT
baskilanmis p(EGDMA-MATrp) mikrokiireleri eklenerek 30 dk, 25°C sicaklikta,
150 rpm hizla calkalayicida islem gormiistiir. Daha sonra ornekler, 20 dk 10000
rpm hizla santrifiijlenerek siipernatant fazlar1 HPLC’ye uygulanmis ve MLT tayini
gerceklestirilmistir.

2.6 Melatoninin HPLC ile Analiz Kosullar:

MLT nin HPLC ile analizi, Jian Lin ve diger. (2012) yontemi modifiye edilerek
gerceklestirilmistir. Kromatografik kosullar asagidaki gibidir (Tablo 2.6):
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Tablo 2.6 Melatonin HPLC ile tayininde kullanilan kromatografik kosullar

Cihaz Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 LC sistem (diode
array dedektor, oto-drnekleyici, kolon firini)
Akis Hizi (mL/dk) 1.000
Sicaklik (°C) 30
Enjeksiyon Hacmi (uL) 20
Kolon Thermo ODS-2 Hypersyl C18
(150 mm x 4,6 mm x 3 um)
DAD dedektor dalga boyu 280 nm
Calisma sekli Izokritik
Mobil Faz ACN: MeOH: %0,51ik Asetik Asit (60:30:10)
tr (dk) 1,80
- AT TVLIH
L)
ns
=l
1]
(7 ] ue L [T ] e ] = 1 ] 5] ]

Sekil 2.4 10 ppm MLT standardinin kromatogrami
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BOLUM UC
BULGULAR VE TARTISMA

3.1 MLT Baskilanmis p(EGDMA-MATTrp) Mikrokiirelerin Karakterizasyonu

Hazirlanan  MLT  baskilanmis  p(EGDMA-MATrp)  mikrokiirelerin
karakterizasyonu ~ FTIR, DTA-TGA, SEM ve sisme analizleri ile
gerceklestirilmistir.

3.1.1 MLT Baskilanmis p(EGDMA-MATrp) Mikrokiirelerin SEM Analizleri

Kiiresel sekilli MLT baskilanmis p(EGDMA-MATrp) mikrokiireleri,
siispansiyon polimerizasyon yontemi ile hazirlanmistir. Mikrokiirelerin SEM
gorlntiisii Sekil 3.1°de gosterilmistir. SEM goriintiilerinden goriildigii {izere
p(EGDMA-MATTrp) mikrokiireleri, ortalama 40 um boyutta ve kiiresel iskelete
sahiptir.

EHT = 500 k¥  Signal A= SE2  Operat
Mag= 100K X WD= 6.3mm Date:i

Sekil 3.1 MLT baskilanmis p(EGDMA-MATtp) polimerin SEM goriintiisii
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3.1.2 MLT Baskilanmig p(EGDMA-MATrp) Mikrokiirelerin FTIR Analizi

MLT ve MLT baskilanmis p(EGDMA-MATrp) mikrokiirelerin FTIR
sonuglarma bakildiginda, MLT’e ait bandlarin polimere ait bandlarda da oldugu
gbzlenmektedir. 3388 cm™!' genis bant MLT ‘deki indol grubundaki aminin yapiya
katildigim1 ~ gostermektedir (N-H aromatik), 1143 cm' bandi EGDMA
molekiiliindeki C-O-C, 1719 cm! C=0 ve 2986 cm™' OH varligimi gostermektedi.

1636 cm™'deki band da triptofanin yapisinda bulunan karbonil grubundan

kaynaklanmaktadir.
A
Az dER =

3513-_ \\\ p /fa.ll]r‘uff—’ — w’“ﬁw‘,..ﬂgﬁ lif‘_“-ll;"“ﬂn
300 { b <
oy e A
20-
150 _ - Ahﬂ\
100 - —

50 4 d | |

L T T ' T T T J | ’ T
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Sekil 3.2 FTIR spektrumlar: a) MATrp b) EGDMA ¢)MLT d) MLT-p(EGDMA-MATtp)
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3.1.3 MLT Baskilanmis p(EGDMA-MATrp) mikrokiirelerin DTA-TGA Analizi

TGA ile polimerin agirhiginin yani polimer kiitlesinin, sicakliga ya da zamana

bagli olarak dl¢timii yapilmistir.

Delta Y = 97.831 %

N 1 A
™, Peak=42285°C //
| 1o Area = 1348740 m) I
| ~, DeltaH = 3824756 g =l
I ] "o -

.
-,

Onsel = 6.62°C T e

1 End=d5823°C
1t

| un 100 200 30 4 500 B8

Sekil 3.3 MLT baskilanmig p(EGDMA-MATrp) polimerin DTA-TGA analizi

Sekil 3.3’ten goriilecegi lizere, DTA-TGA analiz sonuglarina gore polimerde 386,6°

C’de baslayip 459,2°C’de tamamlanan kiitle kaybi1 yaklasik %97,8 olarak

belirlenmistir.

34



3.1.5 MLT Baskilannus p(EGDMA-MATrp) Mikrokiirelerin Sigsme Testi

p(EGDMA-MATrp) mikrokiirelerin su alim orani 15, 30, 45 ve 60 dk siireyle
sisme testleri ile saptanmis ve denge sisme orami % 220 olarak belirlenmistir.
Yiiksek sisme orani mikrokiirelerin, suli ortamda c¢oziinmeyen fakat capraz

baglanma derecesine bagli olarak sisen c¢apraz bagli hidrojeller oldugunu

gostermektedir.

300 -
. 2004 .
[=
o
o
[V]
§
$
= 100-

0 r T r T . T T ,
0 15 30 45 60
Siire ~dk =~

Sekil 3.4 p(EGDMA-MATrp) mikrokiirelerin zamana bagli % sigsme oranlart
p p g
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3.2 MLT Baskilanmis p(EGDMA-MATrp) Mikrokiirelerin Adsorpsiyon ve

Desorpsiyon Kosullarinin incelenmesi

3.2.1 MLT Adsorpsiyonunun Optimizasyonu

MLT en yiiksek kapasitede adsorpsiyonunu saglamak amaci ile siire, derisim,
sicaklik, sorbent miktari, pH etkisi ve iyon siddeti gibi parametrelerin
optimizasyonu ger¢eklestirilmistir. HPLC ile yapilan analiz sonucu MLT miktarlari

belirlenerek sonuglar hesaplanmistir.

3.2.1.1 MLT Adsorpsiyonuna Stirenin Etkisi

MLT adsorpsiyonu iizerine siirenin etkisini belirlemek amaciyla 5 mL 10 ppm
MLT c¢ozeltisi ve 0,01 g p(EGDMA-MATrp) mikrokureleri igeren 6 adet deney
tipli swrastyla 15-30-45-60-90-120 dk siireyle 25°C sicaklikta 150 rpm hizla
calkalayicida c¢alkalanmis ve siire sonunda ornekler 20 dk 10000 rpm hizla

santrifiijlenerek MLT derisimleri belirlenmistir.

Sekil 3.5’ten goriilecegi tizere elde edilen adsorpsiyon kapasitesi (Q)
degerlerinde 30. dakikaya kadar adsorplanan melatonin miktarinda artis meydana
geldigi, 30. dakikada dengeye ulastigi gozlenmistir. MLT baskilanmis p(EGDMA-
MATrp) sorbentindeki tiim baglanma bolgelerinin dolmasi nedeniyle doygunluga
ulagtig1 goriilmiistiir ve bu silirenin sonrasit adsorpsiyon kapasitesinde degisim
gbzlenmemistir. Bu nedenle, adsorpsiyon calismalar i¢in optimum siire 30 dakika

olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.5 MLT adsorpsiyonuna siire etkisi (Deneysel kosullar: 0,01 g sorbent; 25 °C; 10 ppm MLT)

3.2.1.2 MLT Adsorpsiyonuna Sorbent Miktarinin Etkisi

Sorbent miktarimin adsorpsiyon iizerindeki etkisini degerlendirmek {iizere
sentezlenen p(EGDMA-MATrtp) afinite sorbentinin; 0,01-0,1 g miktarlar1 lizerine 5
mL 10 ppm MLT c¢ozeltileri eklenerek 30 dk siire ile 25°C sicaklikta 150 rpm hizla
calkalayicida calkalanmis ve sonrasinda 20 dk 10000 rpm hizla santrifiijlenerek
MLT miktarlart belirlenmistir. 0,01 g polimer ile maksimum adsorpsiyon

saglandigi i¢in ¢alismaya 0,01 g polimer kullanilarak devam edilmistir.

Sekil 3.6’ya bakildiginda, sorbent miktar1 0,01 g’dan 0,1 g’a arttirildiginda
adsorpsiyon kapasitesinde %82,16 oraninda diisiis gézlenmistir. Ortamdaki sorbent
diisiik miktarda oldugunda, yeterli sorbent bulunmadigi i¢in birim sorbent basina
adsorplanan melatonin miktar1 yiikselmistir. Ortamdaki sorbent miktar1 yiiksek
oldugunda ise, ortamdaki sabit melatonin konsantrasyonunda sorbent miktarinin
arttirllmasiyla MLT baskilanmis p(EGDMA-MATrp) sorbentinin agik uglarinin
melatonin ile tam olarak doyurulamadan kalmasi sonucunda adsorpsiyon kapasite

degerinde diisiis gozlenmistir (Vadivelan ve Vasanth Kumar, 2005).
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Bu nedenle, daha yiiksek adsorpsiyon kapasitesinin elde edilmesi nedeniyle

calismalara 0,01 g sorbent ile devam edilmistir.
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Sekil 3.6 MLT adsorpsiyonuna sorbent miktar etkisi (Deneysel kosullar: 25°C; 10 ppm MLT, 30 dk
calkalama)

3.2.1.3 MLT Adsorpsiyonuna Baslangi¢ Derigiminin Etkisi

Derisimin adsorpsiyon iizerindeki etkisini degerlendirmek iizere 1-300 ppm
derisim araligindaki MLT c¢ozeltileri hazirlanmis ve her birine 0,01 g p(EGDMA-
MATrp) mikrokureleri eklenmistir. Her bir tiip 30 dk siire ile 25°C sicaklikta 150
rpm hizla calkalayicida calkalanmig ve sonrasinda 20 dk 10000 rpm hizla
santrifiijlenerek MLT miktarlar1 belirlenmistir. Baslangi¢ derisimi 100 ppm olan

melatonin ile polimer doygunluga ulagsmaktadir.

Sekil 3.7°den  goriilecegi  gibi, c¢ozeltideki  baslangic  melatonin
konsantrasyonunun artmasiyla, sorbent tarafindan birim kiitle basina adsorplanan
melatonin miktar1 artmistir, 100 ppm melatonin konsantrasyonunda dengeye
ulasmigtir. MLT baskilanmis p(EGDMA-MATrp) mikrokiirelerin maksimum
adsorpsiyon kapasitesi 207,71 mg/g sorbent olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.7 MLT adsorpsiyonuna derigsimin etkisi (Deneysel kosullar: 0,01 g sorbent; 25°C; 30 dk

calkalama)

3.2.1.4 MLT Adsorpsiyonuna Sicaklik Etkisi

Sicakligin adsorpsiyon lizerindeki etkisini degerlendirmek iizere 5 ml 10 ppm
MLT c¢ozeltisi ve 0,01 g p(EGDMA-MATrp) mikrokiireleri igeren 5 deney tiipii
ayr1 ayri sirastyla 15-60°C sicaklik araliginda 30 dk 150 rpm hizla calkalayicida
calkalanmis ve sonrasinda 20 dk 10000 rpm hizla santrifiijlenerek MLT miktarlar:

belirlenmistir.

Sekil 3.8’den goriilecegi ilizere p(EGDMA-MATrp) mikrokurelere MLT
adsorpsiyonu sicaklik 15°C’den 60°C’ye ¢ikarildiginda %27,02 oraninda azalmistir.
Adsorpsiyon teorisine gore, artan sicaklikla adsorpsiyon azalir ve yiizeyde tutunan
molekiiller desorplanma egiliminde olur. Bu yiizden, adsorpsiyon kapasitesinde
artan sicaklikla gozlenen bu diisiisiin nedeni, adsorpsiyonun ekzotermik dogasi

olabilir.
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Sekil 3.8 MLT Adsorpsiyonuna Sicaklik Etkisi (Deneysel kosullar, 0,01 g sorbent; 10 ppm MLT; 30
dk calkalama)

3.2.1.5 MLT Adsorpsiyonuna pH in Etkisi

pH’1n adsorpsiyon lizerindeki etkisini degerlendirmek iizere MLT pH’1 3,0-7,0
araliginda degisen tampon c¢ozeltiler ile calisilmistir. 0,01 g p(EGDMA-MATrp)
mikrokureleri tizerine farkli pH degerine sahip tampon c¢ozeltileri eklenerek 30 dk
stire ile 25°C sicaklikta 150 rpm hizla ¢alkalayicida calkalanmis ve sonrasinda 20
dk 10000 rpm hizla santrifiijlenerek MLT miktarlart belirlenmistir. pH 3,0-4,0 arasi
MLT adsorpsiyonu artmis, daha yliksek pH degerlerinde ise bir diisiis gostermis;

maksimum adsorpsiyon pH 4’te elde edilmistir.
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Sekil 3.9 MLT Adsorpsiyonuna pH Etkisi (Deneysel kosullar: 0,01 g sorbent; 25 °C; 10 ppm MLT;
30 dk calkalama)

Afinite kromatografide baglanmada baskin olan kuvvetler, hidrojen baglari,
dipol-dipol etkilesimleri, elektrostatik etkilesimler, van der Waals etkilesimleri,
hidrofobik etkilesimler gibi ikincil etkilesimlerdir. MLT ve MLT baskilanmis
p(EGDMA-MATrp) mikrokiireleri arasinda gerceklesen baglanmada baskin olan
etkilesimin, hidrofobik etkilesimler oldugu diistiniilmektedir. MLT nin pKa degeri
4,4-4,7 olarak bilinmektedir (Shah ve Hassan, 2012). Bu nedenle, MLT baskilanmis
p(EGDMA-MATrp) mikrokiireler ve MLT molekiilii iizerindeki hidrofobik
bolgelerde net yiikiin sifir oldugu pH 4,0 civarinda daha fazla etkilesim soz
konusudur. Daha yiiksek ve diisiik pH degerlerinde protonasyon ve deprotonasyon
nedeniyle yiikk dengeleri degismektedir. Bu nedenle pH 4,0’tin altindaki ve
iistiindeki pH degerlerinde adsorpsiyon kapasitesinde gozlenen diisiisiin nedeninin
bu durumdan kaynaklanan elektrostatik itme kuvvetleri olabilecegi

diistiniilmektedir.
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3.2.1.6 MLT Adsorpsiyonuna Iyon Siddetinin Etkisi

Iyon siddetinin adsorpsiyon iizerindeki etkisini degerlendirmek {izere 10 ppm
MLT cozeltisi olusturacak sekilde 5 mL’lik 0,02; 0,04; 0,06; 0,08 ve 0,1 M NacCl
coOzeltileri hazirlanmistir. Her birine 0,01 g p(EGDMA-MATrp) mikrokureleri
eklenerek 30 dk siire ile 25°C sicaklikta 150 rpm hizla ¢alkalayicida galkalanmis ve
sonrasinda 20 dk 10000 rpm hizla santrifiijlenerek MLT miktarlar1 belirlenmistir.
Polimerin MLT adsorpsiyonunda, iyonik siddet 0,02 M’dan 0,1 M’a ¢ikarildiginda
adsorpsiyon kapasitesi %18 oraninda azalmistir. Tuz konsantrasyonu arttik¢a tuz
iyonlar1 arasindaki elektrostatik itmeler de artmaktadir. Bu nedenle, melatonin
molekiilleri arasindaki etkilesimler de artar ve agregasyon ve/veya ¢okme meydana
gelebilir (Vinu et al., 2005). Bu olusan melatonin agregatlari p(EGDMA-MATrp)
sorbente adsorpsiyonu ve diger molekiillerin polimerin i¢ kesimlerine ulagsmasini
engelleyebilir ve bunun sonucunda p(EGDMA-MATrp) sorbente melatonin

adsorplama kapasitesi azalabilir.
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Sekil 3.10 MLT Adsorpsiyonuna Iyon Siddetinin Etkisi (Deneysel kosullar: 0,01 g sorbent; 25 °C;
10 ppm MLT; 30 dk ¢alkalama)
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3.2.2 Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

MLT baskilanmis p(EGDMA-MATrp) mikrokiirelere adsorplanan melatoninin
desorpsiyonu amaciyla Sekil 3.11°de gosterildigi gibi farkli ajanlar ile ¢alisilmis ve
en yiikksek desorpsiyon verimi 1 M NaCl kullanilarak elde edilmistir. MLT
adsorplanmis polimer, 1 M NacCl ile 1 saat siire inkiibe edilmis ve siire sonunda

desorpsiyon orant, %85 olarak belirlenmistir.

MLT baskilanmis p(EGDMA-MATrp) mikrokiirelerin tekrar kullanilabilirligini
belirlemek iizere adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii 5 kez tekrarlanmis ve 5 tekrar
sonunda adsorpsiyon kapasitesinde sadece %14 oraninda bir disis
gozlemlenmistir. Her bir dongii sonrasindaki adsorpsiyon kapasiteleri Sekil 3.12°de
verilmistir.
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Sekil 3.11 MLT baskilanmis p(EGDMA-MATrp) mikrokiirelere adsorplanan MLT nin

desorpsiyonu
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Sekil 3.12 MLT baskilanmig p(EGDMA-MATrp) polimerin adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii

3.3 Thlamur Orneklerindeki Melatoninin MLT baskilanmis p(EGDMA-
MATTrp) Mikrokiirelere Adsorpsiyonu

Boliim 2.5°te belirtildigi gibi hazirlanan thlamur 6rneklerindeki MLT, etilasetat
ile ekstraksiyonundan sonra optimize edilmis kosullar altinda MLT baskilanmig
p(EGDMA-MATrp) mikrokiirelere adsorpsiyon saglanmistir. Sekil 3.13’den
goriilecegi lizere MLT baskilanmis p(EGDMA-MATrp) mikrokiirelerin ithlamurda

bulunan MLT nin tamamini adsroplayabildigi belirlenmistir.
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Sekil 3.13 a) Ihlamur ekstrati ve b) MLT baskilanmis p(EGDMA-MATrp) mikrokiirelere ithlamur

orneginin adsorpsiyonuna ait kromatogramlar
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BOLUM DORT
SONUCLAR

Bu calismada, kompleks biyolojik matrikslerdeki melatoninin 6nderistirilmesi,
kantitatif tayini ve aym zamanda izolasyonu amaciyla kati faz kartusu olarak
kullanilabilecek ve radikal baslaticili polimerizasyonla hazirlanmis olan MLT
baskilanmis p(EGDMA-MATrp) mikrokiireler SEM, FTIR ve DTA-TGA analizleri
ile karakterize edilmistir. Daha sonra polimere melatonin adsorpsiyonu i¢in siire,
derisim, sicaklik, pH gibi sistem  parametrelerinin  optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Hazirlanan MLT baskilanmis p(EGDMA-MATrp) polimerler
kullanilarak 10 mg gibi ¢ok az miktarda sorbent ile 30 dk gibi kisa siirede
melatonin adsorpsiyonunun tamamlanabilecegi belirlenmistir. p(EGDMA-MATrp)
polimere baskilanan MLT, 1 M NaCl ¢ozeltisi ile %85 oraninda desorbe edilmis ve
olusan melatonine segici ve spefisik olan bolgelere baskilanmis p(EGDMA-
MATrp) polimere melatonin adsorsiyonu saglanarak etkin sekilde tekrar
kullanilabilirligi belirlenmistir. Literatiirde bitkilerdeki melatonin tayinine yonelik
ticari sorbentlerin kullanildig1 bir¢cok calisma mevcuttur, ancak yeni bir polimerik
sorbentin gelistirilmesi ve optimizasyonuna yonelik bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Literatiirdeki caligmalarda, melatoninin kromatografik analizi Oncesinde kati faz
ekstraksiyonu amaciyla ¢ogunlukla daha yiiksek miktarlarda (200 mg) (Chen ve
diger., 2003) ve ticari olarak mevcut olan sorbentlerin (C8 Amprep) (Simonin ve
diger., 1999) kullanildig1 goriilmektedir. Bu ¢calismada, ithlamur gibi kompleks bitki
orneklerindeki MLT nin HPLC ile analizi 6ncesi ekstraksiyonunda kullanilabilecek
seciciligi yiiksek, maliyeti diisiik bir kati faz sorbenti gelistirilmis ve basartyla

uygulanmustir.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile daha az destek materyali kullanilarak, kisa siirede ve
az maliyetle etkin bir sekilde melatonin tayinine olanak saglayan bir yeni nesil
afinite sistemi gelistirilmistir. Gelistirilen MLT baskilanmis p(EGDMA-MATrp)
polimerin biyoteknolojik ¢alismalarda uygulama bulabilecegi ve ayrica polimerin
tekrar kullanilabilirliginin olmasi genis Ol¢ekli biyoteknolojik uygulamalarda

ekonomik avantaj saglayabilecegi sdylenebilir.
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