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Yiiksek lisans tezi olarak sundugum bu calismanin tasarimindan sonucuna kadar
kendim hazirladigimi, bilgileri kendim toplayip deneyleri kendim yaptigimi, bana ait
olmayan tiim bilgileri eksiksiz sekilde kaynakc¢ada gosterdigimi ve alinti yapilan
calismalara atfedildigini, ¢alisma siirecinde bilimsel arastirma ve etik kurallara
uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal

sonucu kabul ettigimi beyan ederim.
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ONSOZ

Kanser hastalig1 basta olmak iizere gesitli hastaliklarin ilerlemelerinin durdurulmasi
ve tedavisinde zeytin ve zeytinyag tiikketimi vardir. Zeytin karasuyunda bulunan pek
cok dogal fenolik bilesik antioksidan olarak gdrev yapar. Dogal fenolik bilesikler
oksitlenmeye karst hiicreyi korumaktadirlar. Yapilan pek cok c¢alisma fenolik
bilesiklerin cilt, gogiis ve kolon kanserine ve kalp rahatsizliklarina karsi koruyucu
oldugunu gostermektedir (Owen vd., 2000). Konsantrasyonlarina bakildiginda
fenolik bilesiklerin en Onemli kismini tirosol ve hidroksitirosoliin olusturdugu
goriilmektedir. Bu fenolik bilesiklerin zeytindeki miktar1 da zeytinin kalitesini
belirlemektedir. Ayrica anti-kanserojen etkisi ile de zeytinin kalitesini olumlu yonde
etkilemektedir. Tirosol, hidroksitirosol ve tiirevleri zeytinin olgunlagmasi ile
birliktedaha yiiksek molekiil agirlikli bilesenlere doniismektedir. Ve buna bagh
olarak bu fenolik bilesiklerin konsantrasyonu zeytinin gelisimi ile artmaktadir
(Romani vd., 1999).

Kimyasal ve enzimatik yollarla tirosoliin iiretilmesi pahali ve siireci oldukg¢a yavastir.
Hidroksitrizoliin sentez yoluyla elde edildigi yontemlere ek olarak ¢ok sayida patent
fenolik bilesiklerin zeytin karasuyundan geri kazanilmasina yonelik olarak, ¢oziicii
ekstraksiyonu, membran ayirma, kromatografik ayirma ve kombine islemlere
dayanan yontemler i¢in almmistir. Fakat bu yontemlerin pek c¢ogu basta
hidroksitrizol olmak iizere tek bir hedef molekiiliin, kompleks bir matriksten
saflagtirilmasini  saglayamamistir.  Molekiiler baskilanmis polimerler (MIP),
baskilanan hedef molekiilii spesifik olarak tanima bdlgelerine sahiptir. Buna
dayanarak MIP’ler hedef molekiile baglanabilmektedirler. Bununla birlikte, MIP’ler
oldukca kararlidirlar ve kuvvetli asidik, bazik ve organik c¢oziiciiler ile farkli
sicakliklarda muamele edildiklerinde bile molekiilleri tanima 6zelliklerini
korumaktadirlar. Molekiiler baskilama teknigi son zamanlarda da dogal mlekiillere
gore daha kararli olmalarindan dolayr ¢ok fazla arastirma konusu olmaya devam
etmektedir (Odabas1 vd., 2007).

Bu tez 2017-017 Nolu Aksaray Universitesi Arastirma Fonu Projesi ile

desteklenmistir.
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OZET

TiROSOLUN SPESIFIK SAFLASTIRILMASINA YONELIK MOLEKULER
BASKILANMIS POLIMERLERIN TASARIMI

Bu caligma ile antioksidan 6zellige sahip zeytin meyvesinde ve yaginda bulunan
tirosol molekiilii non-kovalent molekiiler baskilama teknigi (MIP) kullanilarak
saflagtirllmistir. Polimerizasyonda monomer olarak metakrilik asit, ¢apraz baglayici
olarak etilen glikol dimetakrilat (EGDMA), baslatic1 olarak benzoil peroksit (BPO),
¢oziicii olarak metanol ve kalip molekiill olarak tirosol kullanilarak yigin
polimerizasyon teknigi uygulanmistir. Polimerizasyon, 2,5 ml’lik siringalarda
gerceklestirilmis  ve diskler seklinde kesilmistir. Olusturulan partikiillerden
metanol/su karisimi  kullanilarak kalip molekiil uzaklastirilmistir. Hazirlanan
partikiiller taramali elektron mikroskobu (SEM), ylizey alan Olclimleri ve sigsme
testleri ile karaktrerize edilmistir. Elde edilen bazi bulgular soyledir: Tirosol
analizleri i¢in dalga boyu 228 nm olarak bulunmustur. Sulu ¢ozeltiden maksimum
tirosol adsorpsiyonu 25°C, pH 6 ve 2,5 mg/mL tirosol baslangi¢c derisiminde
gerceklesmistir. Desorpsiyon ajani olarak metanol/su karisimi kullanilmistir. Tirosol
baskilanmis polimer igin segicilik testleri yarismaci molekiil olarak kullanilan
pryogallol ve2-Nitrosonaphtol-(1)’e i¢in yapilmis ve tirosol molekiillerin bu iki
molekiile karst bagil segicilik katsayilar1 () swrasiyla 3,65 ve 8,11 olarak
bulunmustur. Tirosol baskilanmis polimerde 20 kullanimdan sonra sadece %3 liik bir
adsorpsiyon kaybi1 goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Molekiiler Baskilanmis Polimer (MIP), Tirosol, Yigin
Polimerizasyon
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ABSTRACT

DESIGN OF MOLECULER IMPRINTING POLYMER FOR SPESIFIC
SEPARATION OF TYROSOL

In this study, the tirosol molecule existing in olive and olive oilhaving antioxidant
properties was purified using non-covalent molecular imprinting technique (MIP).
Tyrosol imprinting polymerwas prepared with bulk polymerization technique,
methacylic acid, ethylene glycole dimethacrylate benzoyl peroxide and methanole
were used as monomer, cross-linker, initiator and solvent, respectively.
Polymerization was carryed out in plastic syringes of 2.5 mL, then, formed polymer
was crashed into pieces to obtain particulate form. Tyrosol used as templatemolecule
was removed from the paricules using methanole/water mixture. Prepred particules
were carecterized using different techniques as scaning electron microscopy (SEM),
surface area measurement and swelling tests. Some results obtained as fallows:
Wavelength to analyse tryosol was found as 228 nm. Maximum tryosol adsorption
was found at 25°C, pH 6 and in an initial tyrosol concentration of 2.5 mg/mL.
Selectivity tests for tyrosol imprinting polymer was performedusing pryogallol and2-
Nitrosonaphtol-(1), and relative selectivity coefficients were found for ones as 3.65
and 8.11, respectively. An adsorption loss of only 3% was observed in tyrosol
imprinting polymerafter 20 adsoprtion-desorption cycles.

Key words: Molecular Imprinting Polymer (MIP), Tyrosol, Bulk Polymerization
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1. GIRIS
1.1 Molekiiler Baskilama Teknigi

1.1.1 Molekiiler baskilama tekniginin tarihteki yeri

Molekiiler baskilama teknigi eski zamanlardan giiniimiize kadar gelmektedir. i1k defa
1894 yilinda Fischer tarafindan kullanilan enzim-substrat modeli giiniimiizde de
kullandigimiz “Anahtar-Kilit” modelini agiga ¢ikarmistir. Buna gore “Anahtar-Kilit”
modeli enzimin iizerinde bulunan substratin ii¢ boyutlu yapisin1 tamamlayan aktif
bolgeler icermekte ve boylece substrat tipki anahtar gibi kendisine 6zgii yapiy1
tamamlayan aktif bolgelerle etkilesime girmektedir.

Sentetik organik polimerler birbirlerinden farkli ¢aligmalarda ilk defa 1972 yilinda
sunulmustur (Takagishi ve Klatz, 1972). Yapilan fakli ¢aligmalarla ise kovalent
baskilama yontemi denenmis ve olumlu sonuglanan ¢alismalar yapilmistir (Wulff ve
Sarhan, 1972). Kovalent baskilama yontemi ile kiyaslaninca daha pratik olan non-
kovalent baskilama yontemi Mosbach tarafindan ileri siiriilmiistiir (Arshady ve
Mosbach, 1981). Yapilan bir ¢alisma ile miyoglobin molekiilii baskilanmig polimer
kolon dolgu maddesi olarak kullanilmis ve olumlu sonuglar alinmistir (Hjerten vd.,
1997). 1990 yilinda amino asit ve tiirevleri kullanilarak farkli bir ¢aligma yapilmustir.
Bu caligmaya gore amino asit tiirevleri ile metakrilat bazli MIP’ler iiretilmis ve
HPLC’de ki kullamiminda olumlu sonuglar elde edilmistir (Anderson vd., 1990).
Molekiiler baskilama tekniginin yillara gére dagilimi Sekil 1.1°de gdsterilmistir. 30
yil 6nce Mosbach ve arkadaslari nanometre 6lgegindeki yapilari yakalamak igin bir

tiir teknoloji gelistirerek ¢ok kiiciik boyuttaki biyolojik yapilari yakalayabilmislerdir.
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Sekil 1.1: Molekiiler baskilama tekniginin yillara gore dagilimi
1.1.2 Molekiiler baskilamanin temel basamaklari

Molekiiler baskilama genel olarak tizerinde kalip molekiile 6zgii spesifik tanima
bolgeleri olan polimerlerin sentezlenmesi islemidir. Sentez islemi i¢in gerekli olan
temel bilesenler vardir: 1) kalip molekiil ya da baskilanacak molekiil, 2) monomer, 3)
capraz baglayici, 4) baslatici, 5) ¢oziicli. Polimerizasyonisleminden sonra yapida
kalip molekiiliin yerini alacak bosluklarin olugsmasi1 amaci ile yikama islemi yapilarak
kalip molekiil polimerden uzaklastirilir. Olusan oyuk bolgeler uzaklastirilan kalip
molekiiliin boyutunu, yapisini ve kimyasal 6zelliklerini tanir ve uygun sartlarda kalip
molekiiliin baglanmasini saglar. Bundan sonra ki islemlerde kalip molekiilii iceren
bir ¢ozelti, baskili polimere uygulandiginda aktif tanima bolgeleri sayesinde kalip

molekiiliinii taniyacak ve boylece kalip molekiil polimere tekrar baglanmis olacaktir.

Molekiiler baskilanmis polimerler farkli nedenlerden dolayr arastirma konusu

olmustur:
1) Dogal reseptorlere ayni1 denecek kadar yakin 6l¢iide secicilik ve afiniteleri,
2) Dogal molekiillere gore daha kararli olmalari,

3) Hazirlanmalarinin ve uygulanmalarinin kolay olmasi (Odabasi vd., 2007).




1.1.3 Molekiiler baskilama tekniginin asamalari

Molekiiler baskilama yonteminin gerceklesmesi sirasinda temel olarak 3 asama

vardir (Sekil 1.2).
a. On komplekslesme

Fonksiyonel monomerler kalip ya da diger bir deyisle hedef molekiile kovalent ya da
kovalent olmayan etkilesimlerle baglanirlar ve kompleks olustururlar. Bu asamada
hidrofobik etkilesimler, Van der Waals kuvvetleri, hidrojen bag1 gibi etkilesimler
hedef molekiiliin etrafinda monomerlerin duruslarini etkilemektedir (Verheyen vd.,
2011). Bu etkilesimlerle birlikte monomer ve kalip molekiil arasinda bir baglanma
s0z konusudur ve yeni bir yapt meydana gelmektedir. Bu kompleks olusumu
sirasinda hedef molekiiliin ti¢ boyutlu yapisi ve kimyasal 6zellikleri 6nemli bir yer

tutmaktadir.
b. Polimerizasyon

Fonksiyonel monomer ve kalip molekiil kompleksi polimerizasyona uygun bir ¢apraz
baglayicinin kullanilmasiyla birlikte monomer iizerinden polimerlestirilir. Polimer
icin gozenek boyutu olduk¢a onemli bir yere sahiptir. Bu nedenle polimerizasyon

gbzenek olusumunu saglayan uygun bir ¢oziicii varliginda gergeklestirilir (Cazes,
2006).

c¢. Kalip molekiiliin uzaklastirilmasi

Yapida kalip molekiiliin yerinialacak bosluklarin olusturulmasi amaci ile kalip
molekiil polimerden uzaklastirilir. Olusturulan polimerden birkag kez kirliligi
gidermek amaciyla yikama yapildiktan sonra kalip molekiilii uzaklastirmak icin
monomer ile kalip molekiil arasidaki etkilesimden daha kuvvetli etkilesime sahip bir
ajan kullanilir. Kalip molekiiliin {i¢ boyutlu yapisini, kimaysal 6zelliklerini taniyan

secici yapidan uygun yikama ajanlar1 kullanilarak kalip molekiil uzaklastirilir.
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Sekil 1.2: Polimerizasyon isleminin gergeklesmesi ve yikama islemi ile kalip

molekiiliin yapidan uzaklagmasi
1.1.4 Molekiiler baskilama yontemlerinin c¢esitleri

Molekiiler baskilama yontemi fonksiyonel monomer ile kalip molekiil arasindaki

etkilesimin ve olusan bagin ¢esidine gore gruplara ayrilir.
1.1.4.1 Kovalent baskilama

Polimerizasyon isleminden 6nce fonksiyonel monomer ve hedef molekiil arasinda
kovalent bir baglanma gergeklesir. Kalip molekiiliin yapidan uzaklastirilmasi
sirasinda hedef molekiil ile monomer arasindaki kovalent baglar kirilir ve polimer
igerisinde secici bosluklar olusturmak i¢in kalip molekiil yapidan uzaklastirilir.
Ortama kalip molekiilii igeren farkli bir ¢ozelti verildiginde secici olarak hedef

molekiil bosluklara tekrar kovalent olarak baglanir (Sekill.3) (Alexander vd., 2006).



Kovalent

kabp-monomes Kalp
| - komplekst Polimerizasyon uzaklagtrimas:

Sekil 1.3: Kovalent Baskilama

Kovalent baskilama ilk olarak Wulf ve arkadaglar1 tarafindan gergeklestirilmis ve
yaptiklar1 ¢alismada p-vinilbenzenboronik asit ile 4nitrofenil-a D-mannopiranositin
2:1 oraninda kovalent birlesimi ile olusan kompleks etilen dimetakrilat (¢apraz

baglayici olarak) varliginda polimerlestirilmistir (Wulff vd., 1977).
1.1.4.1.1 Kovalent baskilama teknigini avantajlar:

Kovalent baskilamada kalip molekiill ve monomer kompleksinin oldukg¢a kararli
olmas1 sayilabilecek en 6dnemli avantajlar1 arasinda yer almaktadir. Bu da yapidaki
baglanma bdlgelerin homojen olarak dagilmasini saglamaktadir. Ayrica yapinin
kararli olmast polimerizasyonun yiiksek pH, yiiksek sicaklik sartlarinda
gerceklestirilebilmesine olanak saglamaktadir (Ikegami vd., 2004). Polimerizasyon
olusturma sirasinda kullanilan kalip molekiil miktar1 da oldukg¢a 6nemlidir. Kovalent
olmayan baskilamaya gore kovalent baskilama da kullanilan kalip molekiil

miktarimin fazlaligi baglanma bolgelerinde ki verimi de arttirmaktadir (Cazes, 2006).
1.1.4.1.2 Kovalent baskilama tekniginin dezavantajlari

Kovalent baskilamanin dezavantajlar1 olduk¢a fazladir ve bu nedenle kullanimi da
azdir. Ayrica ekonomik olmayis1 da kullanimii kisitlamaktadir. Polimerin sentezi
sirasinda kalip molekiil ve monomer arasinda sik sik sorunlar ¢ikmakta ve kalip
molekiiliin polimere tersinir olarak baglanma sayisi kisitlanmaktadir (Kriz vd., 1997,
Sellergren vd., 1988). Hedef molekiiliin yapida taninmasi sirasinda kovalent bag
olusumu genellikle yavas olarak gerceklesir. Kromatografik ayirmalarda ise sabit faz
ve analit arasida hizli bir etkilesim gercekleseceginden dogru sonuglar alinmasini
engellemektedir. Kovalent bag olusturduklari igin ise baglanma kinetikleri de
oldukea yavastir (Caro vd., 2002; Steinke vd., 1995).



1.1.4.2 Kovalent olmayan baskilama

Kovalent olmayan baskilama yontemi Arshady ve arkadaslari tarafindan 1981°de
kullanilan bir yontemdir (Arshady ve Mosbach, 1981). Kovalent olmayan baskilama
yonteminde monomer ile hedef molekiil arasinda ki baglanma hidrojen bagi, n-n
etkilesimleri, hidrofobik etkilesimler gibi kovalent olmayan etkilesimlerle
gerceklesmektedir (Sekil 1.4).

Kovalent olmayan baskilamada polimerizasyondan sonra kalip molekiil basit ¢oziicii
ekstraksiyonuyla yapidan uzaklastirilabilir. Kalip molekiiliin yapidan uzaklastirilmasi
ile olusan oyuklara spesifik kalip molekiil tekrar kovalent olmayan etkilesimlerle

baglanir.

. & Non-kovalent

\ v & kalp-monomer l f Polimerizasyon
b - kompleksi ; :

Sekil 1.4: Kovalent olmayan baskilama
1.1.4.2.1 Kovalent olmayan baskilama tekniginin avantajlari

Molekiiler baskilamada en ¢ok tercih edilen kovalent olmayan baskilamadir
(Sellergren vd., 1988; Zhong vd., 2001). Kovalent olmayan yaklasim polimerizasyon
oncesi kalip molekiil etrafinda monomerlerle diizenlenmesine kovalent olmayan
etkilesimlerle sans verdigi icin daha basit bir yaklasimdir. Kovalent olmayan
baglanma kinetigi kovalent baglanma ile kiyaslandiginda enzim ile substrat
arasindaki baglanmaya olduk¢a benzemektedir (Sellergren vd., 1988). Kovalent
baskilamada oldugu gibi kalip molekiilii uzaklagtirmak kovalent olmayan
etkilesimler zayif oldugu i¢in zor degildir. Kalip molekiiliin baglanma kinetigi daha

hizlidr.
1.1.4.2.2 Kovalent olmayan baskilama tekniginin dezavantajlar

Kovalent olmayan yapilarda baglanma bolgelerinin dagilimi heterojendir. Bunun

sonucunda da polimerde ki oyuklara spesifik olmayan baglanmalar gergeklesir (Katz



ve Davis, 1999; Dong vd., 2002). Hazirlanan baskilanmig polimerler kromatografi
caligmalarinda kullanildigi zaman pik genislemesine neden olabilmektedir (Mallik
vd., 1994; Yoshizako vd., 1998).

Goriildiigii gibi her iki yontemin de birbirlerine gore avantaj ve dezavantajlar vardir.
Kullanilacak yontem kalip molekiiliin yapisina, ¢esidine, zamana ve maliyete gore

degisim gosterebilmektedir.

Cizelge 1.1:Kovalent baskilama ile kovalent olmayan baskilamanin karsilastirilmasi

Kovalent Kovalent Olmayan
Monomer-Kalip molekiil kompeksinin sentezi Gerekli Gereksiz
Kalip molekiiliin baglanip uzaklagsmasi Yavas Hizhi
Polimerizasyondan sonra kalip molekiiliin Zor Kolay
uzaklasmasi
Polimerizasyon Kosullar: Genis Kisith
Baglanma bdlgelerinin yapis1 Belirgin Fazla degil

1.1.4.3 Yarn kovalent baskilama

Yar1 kovalent baskilama kovalent ve kovalent olmayan baskilamanin olumlu
yonlerini alarak hazirlanan yontemdir. Bu yontemde kalip molekiil ile monomer
arasinda olusacak olan polimer kovalent bag yaparak gergeklesir. Kalip molekiil
yapidan uzaklastirildiktan sonra kalip molekiiliin tekrar baglanmasi ise kovalent
olmayan etkilesimlere dayanir (Whitcombe vd., 1995). Bu baskilama yOntemini
gelistirmek amaciyla yapilan ¢aligmalarda kalip molekiil ile monomer arasina kalip
molekiille birlikte yapidan uzaklasan ek gruplar eklenir. Bu eklenen gruplar kalip
molekiil ile monomerin polimerlesmesi sirasinda kovalent baglanmalarin1 saglarken
kalip molekiiliin ortamdan uzaklastirilip tekrar baglanmasi esnasinda da kovalent
olmayan etkilesimlerle geri baglanmasinda ki sterik engelleri ortadan kaldirmaktadir.

Bu amagla eklenen gruplardan biri de karbonat esterinin kabonil grubudur. Karbonil



grubu sayesinde baskilanmig molekiillere iire, iiretan, kolesterol gibi Ornekler
verilebilir (Kirsch vd., 2000).
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Sekil 1.5: Yar kovalent baskilama
1.1.4.4 Metal iyon etkilesimlerine dayanan baskilama yontemi

Metal iyon etkilesimleine dayanan baskilama yonteminde kullanilan metal iyonlar
ya da kullanilan metal iyonlarinin kompleksleri hedef molekiil olarak kullanilir. Bu
baskilama yoOntemi protein saflastirmada, biyosensorlerde de ayrica siklikla
kullanilan bir yontemdir.

Metal iyon etkilesimlerine dayanan baskilama tiiriinde kovalent ya da kovalent
olmayan etkilesimlerden daha kuvvetli bir etkilesim gergeklesir. Bunun nedeni de
degisik metal iyonlarinin degisik fonksiyonel gruplara ilgisinin daha da fazla
olmasidir. Bu nedenle de molekiiler baskilama teknigi metal iyonlar1 sayesinde
yiiksek secicilikte ve yliksek afiniteye sahip polimerik yapilarin olusturulmasinda
oldukca Onemli bir yere sahip olmasidir. Bu etkilesime dayanan baskilama tiirii
biyosensorlerde, kromatografik ayrimlarda da kullanilabilmektedir (Matsui vd.,
1996).

1.1.5 MIP’lerin hazirlanmasinda kullamilan bashca bilesenler

Molekiiler baskilanmis polimerlerin hazirlanmasi1 asamasinda kalip molekiil,
fonksiyonel monomer, uygun bir baslatici, uygun bir ¢oziicii ve kalip molekiil ile

foksiyonel monomere uygun ¢apraz baglayicinin varligi gereklidir.



1.1.5.1 Hedef ya da kalip molekiil

Molekiiler baskilama tekniginin ana bileseni kalip molekiildiir. Baskilanacak olan
kalip molekiiliin monomerlerle kompleks yapacak fonksiyonel gruplarinin olmasi
molekiiler baskilamanin 6nemli kosullarindandir. Hedef molekiiliin etkilesim
yapacak bolgeleri de dnemli olmakla birlikte kalip molekiil reaksiyon sirasinda
kararli kalmalidir (Yan ve Row, 2006).

Molekiiler baskilama teknolojisinde kalip molekiil olarak makro diizeyde yapilar
secilebilir. Kalip molekiilden kaynaklanan sikintilarin polimerizasyon asamasinda
yasanmamasi i¢in dikkat edilmesi ve arastirilmasi gereken birka¢ konu vardir.
Bunlar; hedef molekiiliin polimerize olmasini engelleyecek gruplar tasiyip tasimadig
ya da kalip molekiiliin yapisinda polimerizasyonu geciktirecek fonksiyonel gruplarin
olup olmadigi, kalip molekiiliin yiiksek sicaklikta ya da UV 1sinlarinda kararli olup
olmadig arastirilmalidir (Komiyama vd., 2003).

Hedef molekiil ile calisirken kalip molekiiliin boyutunun biiylik olmasi da problem
yaratmaktadir. Polimerde capraz baglar arasindan kalip molekiiliin ¢ikarilmasi yani
uzaklastirilmast daha zor olacagindan kiigiik molekiiller daha fazla tercih
edilmektedir. Asagida ki tabloda da kullanilabilecek kalip molekiillerin listesi

verilmistir.



Simif
Maglar

Hormonlar
Bocek ilaglari
Proteinler

Amino asitler

Peptidler

Karbonhidratlar

Koenzimler
Niikleotidler NAD+
Steroidler

Boyalar

Metal iyonlar

Diger

Bilesik

Timolol

Teofilin

Diazepam

Morfin

Naproksen
Ephedrine
Pentamidine
Enkefalin
Atrazine
Transferin

RNase A

Ureaz

Amino asit tiirevleri
Dansyl-Phe-OH
Ac-Trp-Phe-OMe
Phe-Gly-anilide
Boc-Phe-Gly-OEt
Cbz-Ala-Ala-OMe
Cbz-Ala-Gly-Phe-OMe
Galaktoz tiirevleri
Glukoz tirevleri
Fruktoz tiirevleri
Pyridoksal tiirevleri
Kovalent
Kolesterol
Safranine O
Rodanil mavisi
Ca(ll)

Cu(ll)
Bis-imidazoller
Mandelik asit
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Cizelge 1.2: Kullanilan bazi kalip molekiiller

Yaklasim
Non-kovalent
Non-kovalent
Non-kovalent
Non-kovalent
Non-kovalent
Non-kovalent
Non-kovalent
Non-kovalent
Non-kovalent
Kovalent
Non-kovalent
Non-kovalent
Non-kovalent
Non-kovalent
Non-kovalent
Non-kovalent
Non-kovalent
Non-kovalent
Non-kovalent
Non-kovalent
Non-kovalent
Non-kovalent
Non-kovalent
Kovalent
Kovalent
Non-kovalent
Non-kovalent
Metal

Metal

Metal

Non-kovalent



1.1.5.2 Fonksiyonel monomerler

Monomerler molekiiler baskilamanin temelini olusturan ve baglanmadan sorumlu
bilesenlerdir. Polimerlesme sirasinda kararli yapinin olusabilmesi icin uygun
monomer se¢imi 6emlidir. Non-kovalent baglanan baskilama yonteminde monomer
ile kalip molekiil arasindaki etkilesimi arttirmak i¢in fazla miktarda hedef molekiil
kullanilir. Bu kullanilan kalip molekiiliin miktarin1 saptamakta ancak deneysel
yollarla miimkiindiir (Kim ve Spivak, 2003). Kovalent baskilamada monomer oranin
degistirerek incelemeye gerek goriilmemektedir. Bunun nedeni kalip molekiiliin
kovalent olarak baglanacak monomer sayisini belirlemesidir. Kullanilan bazi

monomerler agsagidaki ¢izelgede verilmistir.

Cizelge 1.3: Kullanilan fonksiyonel monomerler ve yaplari

Fonksiyonel Monomer Monomerin A¢ik Yapisi

Metakrilik asit Hy oH
(MAA)
©
p-vinilbenzoik asit
Ve < > '\w
Itakonik asit
O
<
(=

N-(-2-aminetil)-metakrilamid

4-vinilpiridin(4-VP) s =

4-(5)-vinilimidazol N
/_ﬂ/>
/ 4
Metakrilamid HsQ‘ NH:
©
Stiren i \
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1.1.5.3 Capraz baglayici

Capraz baglayicilar yapida polimer agi olusturmakla gorevlidir. Bunun disinda bu
bilesen baskilanmis kalip molekiile spesifik baglanma bélgelerinin kararli olmasin
saglamakla da gorevlidir ve polimerin sertliginden de sorumludur (Komiyama vd.,
2003). Polimerlerin daha sonraki asamalarinda da ¢oziiciide ¢ozlinmesini engelleyen
bilesenler capraz baglayicilardir. Polimerdeki ¢apraz baglayici ve monomer orani da
farkli sayida baglanma bolgesi olusumuna neden olmaktadir ve segiciligi de birinci
dereceden etkiler (Dickert ve Haydan, 1999). Etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) en
cok kullanilan c¢apraz baglayici olmakla birlikte c¢ok sik kullanilan capraz

baglayicilar asagidaki ¢izelgede verilmistir.
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Cizelge 1.4: Siklikla kullanilan ¢apraz baglayicilar
Capraz Baglayici
Etilen glikol dimetakrilat (EDMA)

Capraz Baglayicinin Acik Yapisi ‘

=3

p-Divinilbenzen \

Pentaeritrol tetraakrilat

¢

L=}

01
Oé\/
Pentaeritrol triakrilat OY\
Hc:/§v

o

>~
N\
\O/x\x
H\J

-

N,N'-1,4-fenilendiakrilamid %( w)
H H
N—f: :}—N
fa] ]

N,O-bisakriloil-L-fenilalaninol | i
H
P
D)}w
L]

N,N'-metilendiakrilamid ‘
NN
N
] (]




1.1.5.4 Coziiciiler

Molekiiler baskilama teknolojisinde monomer, kalip molekiil, ¢apraz baglayici,
baslatict ve tiim bilesenleri bir arada tutan bilesen ¢oziicii oldugundan ve aym
zamanda polimerin gozenekli yapisni olusturdugundan oldukg¢a onemlidir. Ayrica
yapida ¢oziicliniin diger bir gorevi de kalip molekiiliin baglanma hizint arttrmaktir.
Kullanilan ¢oziicti yiiksek c¢oziiniirliige sahip olmakla birlikte kalip molekiil ile
monomer arasindaki etkilesimi de kolaylastiran ozelliklere de sahip olmalidir.
MIP’de kullanilacak ¢oziicii se¢imi baskilama ¢esidini de belirlemektedir. Kovalent
baskilama tekniginde bir¢ok ¢oziicii rahatlikla kullanilabilirken non-kovalent
baskilamada bilesenler arasindaki etkilesim kompleks olusumunu etkileyecegi igin
kritik bir rol oynar. En sik kullanilan ¢oziiciiler ise toluen, benzen, ksilen gibi

dielektrik sabiti diisiik olan ¢oziiciilerdir.

1.1.5.5 Baslatici

Molekiiler baskilama tekniginde polimerizasyonun baslamasini saglayan bilesendir.
MIP’de kullanilan bazi baglatma yontemleri vardir.Bunlar radikal polimerizasyonu,
radyasyon polimerizasyonu ve elektrokimyasal polimerizasyon yontemleridir (Li vd.,
2012). Polimerde kullanilan baslatict miktar1 monomere kiyasla oldukca az kullanilir

(Yan vd., 2006).
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Sekil 1.6: Siklikla kullanilan baslaticilar; 1) azobisizobutironitril
I1) azobisdimetilvaleronitril 111): dimetilasetal benzil 1V)

Benzoil peroksit V) 4,4’-azo(4-siyanovalerik asit)
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1.1.5.6 Sicakhk

MIP’de polimerizasyonu baslatan asama sicaklik oldugundan dolayr Gnemlidir.
Farkli caligmalarla da sicakligin etkisi incelenmistir. Mosbach ve arkadaslarinin
yapmis oldugu bir c¢alismada L-fenilalanin kalip molekiilii {izerinde sicakligi
incelemisglerdir. Sicakliklar sirayla 60, 40 ve 0°C olarak ayarlanmis ve diisiik
sicaklikta hazirlanan polimerlerin daha iyi secicilik gosterdigi gorilmistiir
(Sellergren vd., 1994). Piletsky ve arkadaslar tarafindan yapilan baska bir ¢alismada
da ¢oziicli ve hedef molekiil gibi bilesenlerde bellekleme olabilecegi gibi sicaklik

gibi bir faktoriin de belleklenebilecegi ispat edilmistir (Haginaka vd., 1998).

1.1.6 MIP’nin olusturulmasi

Basaril1 sekilde bir baskilama yapmak i¢in bazi sartlar gereklidir. Baskilamay1
etkileyen faktorler;

a) Kalip molekiil ile fonksiyonel monomer orani

b) Fonksiyonel monomerin asidik ya da bazik karakterde olmasi

¢) Kullanilan ¢6ziicii se¢imi

d) Capraz baglayicinin miktari ve orani

e) Kalip molekiil ve olusan polimerin konformasyonu

Polimerizasyon sirasinda dikkat edilmesi gereken en 6nemli asama monomer-kalip
molekiil oraninin ayarlanmasidir. Bu asamada kalip molekiiliin derisiminin monomer
derisiminden fazla olmasi polimerizasyonda istenmeyen non kovalent etkilesimleri
arttirirken duisiik bir oranda kalip molekiil monomer kompleksleserek uygun
baglanma bolgeleri olusturur. En uygun monomer kalip molekiil orant deneysel
yollarla bulunabilmektedir. Basarili bir polimerizasyon ile ilgili yapilan ¢aligmalarda
ortamin dis sicakligit 80 °C o6lciilmiisken reaksiyon ortamin sicakligi 187 °C

Ol¢tilmiistiir (Mahony vd., 2005).

1.1.7 Molekiiler baskilanmis polimerlerin kullanim alanlar

Molekiiler baskilanmis polimerlerin en sik kullanildig: alanlar farmakolojik, analitik
ve biyolojik secici molekiiler tanima alanlaridir (Zhong vd., 2001). MIP’lerin
kullanimina yonelik ¢alismalarin siirekli artmakta oldugu teknikler ise sivi

kromatografi, kapiler elektrofarez, kat1 faz ekstraksiyonudur. Molekiiler baskilama
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teknigi kullanarak hazirlanan polimerler ise glinlimiizde iyon secici absorbanlar
olarak basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Yu vd., 1997). Siklikla kullanilan alanlar
sekil 1.7°de verilmistir.

Gida
Analizi
Sensorler
flag
- — MIP — Cevre
Biyoanalitik Kullanim Analizleri
Alannlari
flag Salinimi Medikal Uygulamalar

Sekil 1.7: Molekiiler baskilanmis polimerlerin kullanim alanlar:

1.2 Serbest radikal (zincir uzamasi ) polimerizasyonu

Yapisinda vinil gurubu gibi aktive edilebilir ¢ift bag iceren monomerlerin aktif
bolgelere hizli bir sekilde baglanmasiyla zincir biiylimesi seklinde gergeklesen
yiiksek molekiil agirlikli polimerin olusmasi reaksiyonudur. Reaksiyon siiresince
yiiksek molekiil kiitleli polimer zinciri ve az miktarda da monomer bulunur.
MIP’lerin hazirlanmas1 agamasinda monomerin kolay bulunabilir olmasit ve
maliyetinin hesapli olusu, ayrica polimerizasyon kosullarinin normal sartlara yani
oda sicakligi, atmosferik basingta hazirlanabilir olmasindan dolayr serbest radikal
polimerizasyonu kullanilir (Okutucu vd., 2007). Serbest radikal polimerizasyonu 3
basamakta gergeklesir:

a) Baslama: Monomerlerin serbest radikal hale gelmesi asamasidir.

b) Zincir uzamasi: Monomerlerin aktif bdlgelere yani polimer zincirine katilmasi
islemidir.

c¢)Reaksiyon sonlanmasi: Biiylimiis polimer zincirinin sonlandig1 yani aktifligini

kaybettigi agamadir.
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Serbest radikal polimerizasyonunda zincir uzamasi adimi baslangi¢ asamasina gore
daha hizlidir. Buna bagli olarak diisiik molekiil agirlikli monomerden yiiksek
molekiil agirlikli bir polimer olusur.

Molekiiler baskilama tekniginde siklikla serbest radikal polimerizasyonu kullanilir.
Bunun bazi olumsuz taraflar1 da varir. Bu polimerizasyonun geri doniisiimsiiz olmasi
tek kisitlayict yanidir. Reaksiyon sirasinda ya da sonlandiginda olusan hatalar ya da

istenmeyen etkilesimler diizeltilemez.

1.3 MIP Hazirlanmasinda kullanilan polimerizasyon yontemleri
1.3.1 Y1gin polimerizasyon

Molekiiler baskilama teknolojisinde ilk defa kullanilan polimerizasyon yontemidir
(Mosbach ve Ramson, 1996). En basit polimerizasyon tiirleri arasinda sayilabilir. Bu
nedenle de molekiiler baskilama tekniginde monolit olarak hazirlanirlar. Fakat bu
polimerizasyon yontemi MIP i¢in ¢ok emek ve zaman gerektiren bir yontem oldugu
icin kisitlamalar1 da vardir. Monolit olarak hazirlanan MIP islem goérmesi i¢in
oglitme ve sonrasinda eleme isleminden gecirilir. Bu islemler de madde kaybina
neden olmaktadir. Ayrica art arda uygulanan bu islemler parcacik boyutlarinda
diizensizlige neden olacagindan bu diizensizlik kromatografik uygulamalarda
verimsizlige neden olmaktadir. Bu nedenle bu yontemin sanayide kullanimi tercih
edilmemektedir. Asagida ise y1gin polimerizasyonun sematik gosterimi vardir (Sekil

1.8).
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Sekil 1.8: Y18in polimerizasyonun yapilma agamasi

1.3.2 Siispansiyon polimerizasyonu

Siispansiyon polimerizasyonu sanayide en ¢ok kullanilan polimerizasyon tiiriidiir.
Bunun nedeni ise ¢ok biiylik miktarlarda polimer iiretimine olanak tanimasidir.
Polimerizasyon sonucu polimerizasyon kosullarina bagli olarak yaklagik 100 pm
capinda, gozenekli ya da gozeneksiz partikiiller olusturulur. Bu polimerizasyon
¢esidinde monomer ve dagitma olmak tizere iki faz vardir.

Polimerizasyon asamasinda en ¢ok dikkat edilmesi gereken nokta monomerin
kullanilacak olan dagitma fazindaki ¢6ziiniirliigiidiir. Monomerin dagitma fazindaki
¢Oziinlirligliniin diisiik olmasi beklenir. Bu nedenle hidrofilik monomerler i¢in yag,
petrol eteri gibi hidrofobik sivilar tercih edilir. Reaksiyon sonunda her monomer
damlas1 bir polimer partikiiliine doniismektedir.

Bu yontemin baz1 dezavantajlart da vardir. Karsilagilabilecek en dnemli sorun ise
partikiillerin birbirlerine yapisarak birikmesidir. Bunu engellemek icin ortama yani
dagitma fazmna partikiilleri stabil olarak tutabilecek maddeler eklenir. Olusan

partikiillerin ¢ap1 ise ortamin karigtirma hizina bagh olarak degisiklik gosterir.
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1.3.3 Coktiirme polimerizasyonu

Coktiirme polimerizasyonu siispansiyon polimerizasyonu ile tek bir farkla aymdir.
Coktiirme polimerizasyonunda yiizey aktif madde ya da stabilizatore gerek olmamasi
aralarindaki farktir. Kurulacak sistem acisindan ise yigin polimerizasyon sistemine
benzemektedir. Ikisi arasindaki fark ise ortama c¢oziiciinin fazla miktarda
eklenmesidir.

Monomer ile baslatict organik fazda bileserek oligomerleri olustururlar.
Polimerizasyon basladiktan sonra yavas yavas mikrojeller olusmaya baslar ve her bir
mikrojel ortamdaki oligomerleri kullanarak yuvarlak diizglin mikrokiirecikleri

olusturur.

1.3.4 Basamakl polimerizasyonu

Birden fazla adimda gercgeklestigi i¢in ¢ok adimli sisme polimerizasyonu olarak
isimlendirilir. ilk defa Hosoya ve arkadaslar tarafindan kullanilmistir (Hosoya vd.,
1994). Basamakli polimerizasyon fonksiyonel gruplar arasinda asama asama ilerler.
Once en kiigiik birim olan monomerler bir araya gelerek dimerleri, dimelerde diger
monomerlerle etkileserek trimer veya daha biiyiikk yapilarn olustururlar.
Polimerizasyon islemi gergeklesirken her biiyiikliikteki molekiil polimerizasyona

katilabilir ve bdylelikle polimerin mol kiitlesi artarak polimerizasyon gercgeklesir.

1.4 Polimerlerin karakterizasyon basamaklari

Baskilanmis polimerlerin molekiilleri taniyabilmeleri molekiiler baskilanmig
polimerlerin kromatografi, sensér ve katalizlerde kullanilabilmesi temeline
dayanmaktadir. Baskilanma islemini dogrulamak icin uygulanan farkli yontemler
vardir:

SEM

NMR

FTIR

Pargacik biiyiikligii analizi (Kullanilan ¢dziiciiniin etkisini belirlemek i¢in yapilan
analiz)

Baglayici olan bolgeler

Langmuir izotermi (Farkli dagilim modeli)
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Freundlich izotermi (Siirekli dagilim modeli)
Langmuir-Freundlich izotermi

Afinite dagilim analizlei

Nitrojen sorpsiyon analizleri

Gaz izoterm analizi
1.5 Biyomolekiillerin ayrilmasinda molekiiler baskilamanin yeri

Molekiiler baskilanmis polimerler viicutta bulunan dogal reseptorlerin 6zelliklerini
de tasimaktadir. Bu 0Ozellik ise kalip molekiile spesifik olarak baglanabilmesidir.
Antibadi ve antijen komplesinden antijenin ayrimi i¢in kati1 faz yiizeyine antibadi
immobilizasyonuna dayanmaktadir. Bu da gostermektedir ki baglanmada
antibadilerin yerine molekiiler kiiresele tanecikler kullanilabilmektedir (Haupt ve
Mosbach, 1998). Molekiiler baskilanmig polimerlerin antibadilerin  yerine
kullanilabilirligi ilk defa 1993 yilinda gergeklestirilmistir (Vlatakis vd., 1993).

Biyomolekiillerin ayrilmasina yonelik yapilan ¢ok farkli ¢aligmalar da vardir.
Bunardan baska bir calisma da viicudumuzdaki kolestroliin taninmasina yonelik
yapilan arastirmalardir. ilk galisma kolestrolii baskilamaya yonelik yapilmis ve

kovalent baskilama yontemi kullanilmistir (Perez vd., 2001).

1.6 Tirosol
1.6.1 Zeytin ve icerigi

Zeytin (Olea Europea L.) Tiirkiye’nin 4. Sira lireticiligini yaptig1 bir bitkidir. Son
yillarda da dogal antioksidan madde igeriginden dolay: arastirma konusu haline
gelmis ve saglik {izerine olumlu etkileri bulunmustur (Ersus ve Esen, 2008). Yapilan
caligmalara gore zeytinden elde edilen zeytinyaginin koruyucu yag asidine sahip
oldugu ve bunun da 6zellikle meme kanserine kars1 koruyucu ve tedavisinde de etkili
oldugu gozlenmistir (Ramirez vd., 2010). Son zamanlarin ilgi odagihaline gelmesinin
baska bir sebebi ise hipertansiyon iizerindeki olumlu etkisidir (Alonso., 2004).

Zeytinin yapisinda ¢okga fenolik bilesik yer almaktadir. Bunlar sdyledir; tirosol,
hidroksitirosol,  oleuropein, hidroksitirosol asetat, 3,4-DHPEA-EDA (3,4
dihidroksifeniletanol-elenolik ~ asit  dialdehit), 3,4 DHPEA-EA (34
dihidroksifeniletanol-elenolik  asit). Bu fenolik bilesikleri meme, mide,
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kolonkanserine karsi inhibe edici etkisine rastlanmigtir (Menendez vd., 2005). Zetin
yapisindaki fenolik bilesiklerden 6zellikle bazilarinin ise giiclii antioksidan oldugu
gbzlenmistir (Owen vd., 2000). Fenolik bilesikler aromatik bir halkaya bir yada daha
fazla sayida hidroksil grubunun baglanmasiyla olusan molekiillerdir. Bitkilerde ise
genel olarak ester ya da glikozid yapida bulunurlar.

Zeytin yapraginda da c¢ok Onemli fenolik yapilar bulunmaktadir. Bunlardan
baslicalar1 da sdyledir: tirosol, hidroksitirosol, hidroksitirosol asetat, oleuropein’dir
(Biilbiil., 2008). Bu fenolik yapilar ¢ok énemli olup hem zeytinin meyvesinde hemde
yaginda yiiksek miktarda bulunmaktadir.

Fenolik yapilarin insan sagligina bilinen faydalari bulunmaktadir. Saglikli yasamay1
kalici hale getirmek, yaslanmayi geciktirmek gibi etkileri kanmitlanmistir (Alkin.,
2003). Sekil 1.9°da zeytinin yapisindaki fenolik bilesiklerin molekiiler yapilar

verilmistir.
CH , CH , OH CH , -COOH C(]:)OH CO?H
"N / N
//, . //K ,/'T (/ |
[ \/1 N RNy /]\ OH N ocH3
\I OH OH e 'd N ’
OH OH OH OH
Tirosol Hidroksitirosol Gallik Asit Vanmihik Ast
CH=CH-COOH CH=CH-COOH
o~ ~ 2N ,,/J\ .
\/ OH (_-H‘OJ\'/ OCH,
OH OH
Kafeik Asit Sinapik Asit

Sekil 1.9: Zeytinin yapisindaki fenolik bilesiklerin molekiiler yapilari

1.6.2 Zeytin ve zeytin yapragindaki bashca bilesen oleuropein

Oleuropein bir¢ok bitkide bulunmakla birlikte zeytin ve bilesiklerinde de bolca
bulunan bir yapidir. Oleuropein (C2sH32013), molekiiler agirligi 540.51 g/mol olan
feenolik bir yapidir. Molekiiler olarak incelendiginde ise 3 alt gruba ayrilmaktadir.

Bunlardan ilk alt yapi birimi 4-(2-hidroksietil) benzen-1,2-diol (hidroksitirizol),
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ikinci alt birim molekril elenolik asit ve sonuncusu da glikozdur. Bunlar ise hidroliz
yolu ile hidroksitirosole doniismektedirler. Oleuropeinin gorevi ise reaktif oksijeni

uzaklastirmaktir (Ersus ve Esen, 2008).

Sekil 1.10: Oleuropein’in molekiiler yapisi

Oleuropein viicuda girdikten sonra hidrolik yolu ile oleuropein B-glikozidaz enzim
aktivitesiyle glikoz ve oleuropein aglikona pargalanmaktadir. (Sekil 1.11) (Marsillo
ve Lanza., 1998).

Olcwmopemn
B-glikozidaz
NaOH

Oleurop<in agshikon+Glhikoz

Esteraz

Hidroksstmosol=Elenohik assrt -

0
n

Oleuropen aghkon

O-Gi
Olewropein

O : % cooc

~) - !

= o -

Hydroksatrzosol Elenolik asat

Sekil 1.11: Oleuropeinin B-glikozidaz enzimi ile hidrolizi

Sonraki asamada ise esteraz enzimi hidroksitriosol ve elenolik asit olugsmaktadir
(Sekil 1.12) (Furneri vd., 2009).
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Sekil 1.12: Oleuropeinin viicuda alindiktan sonraki sematik metabolizmasi

(Furneri vd., 2009)

. | Methanol J

1.6.3 Hidroksitirosol (HT)

Zeytin ve frlinlerinin yapisinda bulunan hidroksitirosol, oleuropeine ve tirosole

oranla daha gii¢lii bir antioksidandir (Tuck vd., 2002).
HO OH

HO

Sekil 1.13: Hidroksitirosoliin molekiiler yapisi

Zeytin ve zeytin yapragnda yer alan fenolik bilesiklerden hidroksitirosil (HT) viicutta
dogrudan tiiketildiginden dolay1 daha fazla arastirma konusu haline gelmistir (Erbay

vd., 2008). Yapilan diger ¢alismalar da hidroksitirozoliin antikanserojen etkiye sahip
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oldugunu gostermekte ve ayrica tansiyon ve sekeri diigiirdiigii de bilinmektedir.
Kanser tedavisinde de apoptosisi tesvik ederek timorlii hiicrelerin cogalmasina engel

olmaktadir (Alkin., 2003).
1.6.4 Tirosol

IUPAC ismi 4-(2-hidroksietil)fenol olan tirosol zeytinde bulunan 6nemli fenolik
bilesiklerdendir. Onemli bir antioksidan olan tiosol hiicreleri yaralanmaya karsi
koruyabilir(Giovannini vd.,1999). Zeytin ve yaginda bulunan diger fenolik bilesikler
kadar giiclii bir antioksidan olmayan tirosol yine de yiiksek konsantrasyonlarda

yiiksek bir etkiye sahip olacagi goriilmektedir (Miro-Casas vd.,2003).

OH
HO

Sekil 1.14: Tirosoliin molekiiler yapisi

Fareler tizerinde yapilan tirosol ¢aligmalarinda tirosoliin strese karst koruyucu ve
kalp i¢in de yaslanma karsit1 oldugu gortilmektedir (Samuel vd.,2008).
Zeytindeki tirosol miktar1 zeytinin olgunlagmasiyla beraber artmaktadir ve zeytindeki

tirosol miktarinin fazlaligi1 da zeytinin kalitesini belirlemektedir (Cimato vd., 1990).
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2. LITERATUR OZETLERI

Odabas1 vd., (2007); yumurta beyazindaki lizozimi saflastirmak amaci ile lizozim
baskilanmig polimerler hazirlamiglardir. ilk asamada yigin polimerizasyon ydntemi
kullanilarak lizozim baskilanmis polimer elde etmisler ve daha sonra lizozimi NaCl
¢ozeltisi kullanilarak  polimerden uzaklagtirmislardir.  Polimerizasyonda N-
methacryloyl-(L)-histidine metil ester (MAH) monomer, etilen glikol dimetakrilat
(EGDMA) ise ¢apraz baglayici olarak kullanilmistir. Yaptiklari ¢alismanin sonucuna
gore maksimum lizozim adsorpsiyonu 12,1 mg/g polimerdir. Lizozim baskilanmis
polimerlerin adsorpsiyon kapasiteleri énemli dl¢iide diismemekte ve birgok kez
kullanilabilmektedir.

Hwang ve Lee (2002); kolestrol baskilanmis polimerleri kovalent ve non kovalent
olarak hazirlamislardir. Calismalarinda yi1gin polimerizasyon yontemini kullanmislar
ve kovalent baskilanmis polimerlerin hazirlanmasinda EGDMA, AIBN ve
kolesteril(4-vinil) fenil karbonat kullanmislardir. Kovalent olmayan baskilama
yonteminde ise metakrilik asit ve monomer olarakta 4-vinil piridin kullanarak
polimerler hazirlanmistir. Yaptiklari c¢alismanin sonucuna goére ise kovalent
baskilama yontemine gore hazirlanan polimerlerin kolestrol saflastirilmasinda elde
ettikleri segicilik kovalent olmayan baskilamaya gore daha fazla olmustur. Yani
kovalent baskilama teknigi ile hazirlanan polimerler kolestroli daha fazla
tutmaktadir.

Chandramohan vd., (2014); fenolik bilesik olan tirosoliin diyabetik siganlarda
hiperglisemiye olan etkilerini aragtirmak i¢in ¢alismalar yapmuslardir. Yapilan
calismada farkli agirliktaki deney siganlarina 45 giin boyunca, giinde birer defa
tirosol uygulanmistir. 45 giiniin sonunda diyabetik olarak kontrol edilen siganlar,
plasma glukoz ve glikozlu hemoglobinde 6nemli bir artis gostermekle birlikte,
plasma insiilinde toplam hemoglobin ve viicut agirliginda da 6nemli derecede diisiis
goriilmiistiir. Tirozoliin 20 mg/kg viicut agirligina goére uygulanmasi diger iki doz
oranina gore en yiliksek ve gozle goriiliir etkiyi saglamistir. Yapilan g¢alismanin

sonucuna gore tirozol antioksidan etkisi ile hiperglisemiyi azaltmaktadir.



Eduardo ve Juristo (2016); atik zeytinyagindan hidroksitirosol saflastirilmasi ve
etkilerini arastirmislardir. HT, hafif hiperlipidemi hastalarina 8 hafta boyunca giinliik
45mg dozunda uygulamislardir. Kardiyovaskiiler hastalik riskini, hematoloji,
antioksidan parametreleri, vitamin ve minarel degerlerini baslangicta (T0), 4 hafta
sonra (T4), 8 hafta sonra (T8) 6l¢miislerdir. T4 ve T8’ de alinan degerleri baslangica
gore kiyaslamislar ve degerlendirmislerdir. Uygulanan HT dozunun giivenli oldugu
ve cogunlukla kardiyovaskiiler hastalik, kan lipidleri, karaciger veya bdbrek
fonksiyonlarin1 etkilemedigi sonucuna varmiglardir. Serum demir seviyeleri sabit
kalirken T4 ve T8 oOl¢iimlerinde anlamli azalmalar tespit etmislerdir (p<0,005).
Kirmiz1 kan hiicresi folat diizeylerinin T4 ve T8’de azaldig1 goriilmiis ve C vitamini
miktariin baglangica gore iki kat arttig1 tespit edilmistir. Deneysel sonuglara gore
ise HT lin C vitamini seviyesini arttiran bir atioksidan oldugu goriilmiistiir.

Andag¢ vd., (2004); iyon baskilanmis polimerler iizerine ¢aligmalar yaparak insan
plazmasindaki  fazla miktarda bulunan Cd(II) iyonlarin1 uzaklagtirmay1
hedeflemislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada maksimum adsorpsiyon kapasitesini
32.5mmol olarak tespit etmislerdir.

Bu vd., (2006); deney hayvanlari {izerinde tirosoliin néroprotektif etkisini
arastirmiglardir. Calismalarinda gecici orta serebral arter okliizyon sican modelini
(okliizyon 2 saat, reperfiizyon 22 saat) kullanmislardir. Iskemi sonrasi tirosoliin
infarkt hacmi {izerine etkileri arastirilmis ve 30mg/kg tirosol ile muamele edilen
siganlarda %64,9 oraninda noroprotektif etki gosterdigini saptamiglardir. Saptanan
bulgulara gore tirosol, duyusal motor disfonksiyona karsi koruyucu etkiler
gostermistir.  Youngmin ve arkadaslarina gore tirosol inme ve tedavisinde
kullanilmaya aday bir bilesiktir.

Bakas vd., (2012); tarafindan yapilan ¢aligmada zeytinyaginda bulunan
methidathion’un ekstraksiyou i¢in baskilanmis polimerler hazirlanmistir. Monomer
olarak N,N'-metilenbisakrilamid (MBAA), capraz baglayici olarak ise etilen glikol
dimetakrilat (EGDMA) kullanmistir. Sentezlenen polimerler kati faz tutucu
olarakgorev yapmis ve daha sonra cozeltiler HPLC-UV ile analiz edilmistir.
Sonuglara gore ise methidathion molekiiliiniin ekstraksiyon icin tayin smir1 0,1 ppm
olarak bulunmus ve gozlenebilme siir1 ise 0,002 ppm olarak tespit edilmistir. Elde

edilen sonuglara goére molekiiler baskilanmis polimerlerin methidathion igin
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HPLC’de C18 kolonuna gore etkin oldugu ve daha verimli sonuglar elde edildigi
gorilmistir.

Dai vd., (2013); fonksiyonnel monomer olarak2-vinilpiridin kullanilan bir ¢alismada
iki farkli molekiil baskilanmistir. Kalip molekiil olarak karbamazepin (CBZ) ve
Klofibrik asiti (CA) kullanilmistir. Cift kalipli baskilanmis polimerler ¢oktiirme
polimerizasyonu yontemi ile sentezlemis ve c¢alisilmistir. Molekiiler baskilanmis
polimerlerin sonuglar1 Freundlich izoterm modeline uygun bulumustur. Adsorpsiyon
deney sonuglarina gore ise MIP’lerin karbamazepin ve klofibrik asite karsi segici
davrandigi bulunmustur. Sentezlenen baskilanmis polimerlerin goz suyu, baraj suyu

gibi 6rneklerinden CBZ ve CA’nin geri kazanimi i¢in ¢calismalar yiiriitilmiistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 Malzemeler

Deneyde kullanilan kalip molekiil tirosol (4-(2-Hidroxyethyl) pohenol), ¢apraz
baglayici olan etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) (%98), ¢oziicii ve esorpsiyon
ajan1 olarak kullanilan metanol ve baslatici olarak kullanilan benzoil peroksit (BPO)
Sigma Aldrich firmasindan temin edilmistir. Monomer olaak kullailan metakrilik asit
Alfa Aesar firmasindan saglanmistir. Se¢imli adsorpsiyon i¢in kulanilan pyrogallol
ve 2-nitro-1naphthol Merck firmasindan temin edilerek kullanilmigtir. Tampon
cozelti ve yikama ajani olarak saf su kullanmilmistir. Saf su yiiksek akish seliiloz
asetat membran (Barnstead D2731) ile ters 0ozmoz Barnstead (Dubuque, 1A) ROpure
LP® birimi ve ardindan Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloid uzaklastirma
birimi ve iyon degistirici dolgulu kolon sistemi kullanilarak saflastirilan sistemden

kullanilmustir.
3.2 Yontem
3.2.1 Tirosol molekiiliiniin (kalip molekiil) dalga boyunun belirlenmesi

Tirosol molekiilii ile sulu ortamda ve nicel bir analiz yapilacagi i¢in ¢alisilacak dalga
boyunun belirlenmesi 6nemli bir yere sahiptir. Calismalar boyunca kullanilan saf su
ile tirosol ¢ozeltisi hazirlanarak UV-VIS spektrofotometresinde (Shimadzu, Tokyo,
Japonya, Model 1601) 190 nm ile 500 nm dalga boyu araliginda tarama yapildi.
Tirosol ¢ozeltisinin adsorpsiyon taramasinda adsorpsiyon degerleri dalga boyuna
kars1 grafige gecirildi ve adsorpsiyon spektrumu ¢ikarildi. Buna gore maksimum
dalga boyu belirlendi ve sonraki agamalarda belirlenen maksimum dalga boyu
kullanildi.

3.2.2 Tirosol molekiiliiniin kalibrasyon dogrusunun belirlenmesi

Kalibrasyon dogrusunun belirlemesi, ¢alismanin gidisati i¢in olduk¢a onemlidir. 1M,
0.75M, 0.5M, 0.25M, 0.125M ve 0.0625M olarak hazirlanan standart tirosol



cozeltileri dalga boyu taramasinda belirlenen maksimum dalga boyunda, UV-VIS
spektrofotometresinde  (Shimadzu, Tokyo, Japonya, Model 1601), 1:10
seyreltmeoranina gore okutuldu. Okunan adsorbans degerleri standart ¢6zeltilerin

bilinen derisimlerine kars1 grafige geg¢irildi ve kalibrasyon dogrusu elde edildi.
3.2.3 Tirosol baskilanmis polimerlerin hazirlanmasi

Polimerizasyonda Yigin Polimerizasyon yontemi uygulandi. Kalip molekiil olarak
kullanilan 1 mg tirosol, 0,521 mL metanolde ¢6ziildii ve 0,197 pL metakrilik asit
monomeri bu c¢ozeltiye ilave edilerek metakrilik asit-tirosol molekiillerinin 6n
kompleksinin olusmasi saglandi, ardindan g¢agraz baglayici olarak 1,174 uLetilen
glikol dimetakrilat (EGDMA) bu karisima ilave edildi. Baska bir tiipte baslatict
olarak kullanilan 70 mg benzoil peroksitin (BPO) 3 mL metanolde ¢6ziinmesiyle
hazirlanan ¢6zeltinin de polimerizasyon ¢ozeltisine ilavesinden sonra toplam karigim
5 mL’lik siringaya alindi ve 80°C sicaklikta sonikatérde 40 dakika boyunca
bekletilerek polimerizasyonun tamamlamasi saglandi (Sekil 3.1). Sert olarak elde
edilen polimer, siringadan dikkatlice kesilerek alindi. Elde edilen silindir seklindeki
polimer esit biiytlikliikte olmasina dikkat edilerek kesici yardimi ile 3 ayr1 parcaya
kesildi. Bu polimerlerin agirliklar tartilarak hesaplamalarda kullanmak {izere not
edildi. Es biiyiikliikteki polimerler hazirlandiktan sonra reaksiyona girmeyen
monomer ya da ¢oziicliyli ortamdan uzaklastirmak i¢in bir dizi yikama islemi
gerceklestirildi. 2 giin boyunca saf su ile yikama islemi ve ardindan saf su/metanol
karisimi (%50) ile yikama islemi gerceklestirilerek ortamdaki istenmeyen maddelerin
uzaklastirilmasi saglandi.

Trizol baskilanmamis polimerlerin yapilmasinda ise ortamda kalip molekiil tirozolun

bulunmadig1 polimerizasyon islemleri, oldugu gibi gecreklestirildi.
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Sekil 3.1: Polimerizasyon islemi tamamlanmis polimer

3.2.4 Polimerden kalip molekiil tirosol’iin uzaklastirilmasi

Hazirlanip es biiytikliikte kesilen polimerler 2 giin boyunca saf su ile yikanarak
safsizliklardan arindirildi. Ardindan kalip molekiilii uzaklastirmak icin iki farkli yol
izlendi. Es polimerlerden birine kalip molekiili uzaklastirmak icin 1 M NaCl
cozeltisi, diger polimere metanol/su karis1 uygulandi. Calismalar sonucunda uygun
desorpsiyonda ajaninin metanol/su (%50) karisimi oldugu spektrofotometrik olarak

tespit edildi.
3.2.5 Sulu ortamdan tirosol adsorpsiyon denemeleri

Sulu ortamda tirosol adsorpsiyonuna pH, derisim, sicaklik ve iyonik siddetin etkileri
aragtirildi. Adsorpsiyon denemeleri 25°C’da ¢alkalayict su banyosunda, pH 6’da
(0,001 M fosfat) ve baslangi¢ derisimi 1 mg/mL olan 5 mL’lik tirosol ¢6zeltisi ile 30
dakikalik bir siirede gergeklestirildi. Olgiimler 5’er dakika ara ile 228 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak okundu. Yikama islemi igin 25 mL yikama
¢ozeltisi kullanildi. Calismalar boyunca desorpsiyon ajani olarak su/metanol (%50,
v/V) karisimi kullanildi. Adsorpsiyon calismalart kesikli sistem ile caligildi ve bu

nedenle es zmanli ¢alismalar yapildi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2:Kesikli sistem ile es zamanli ¢aligmalar

Adsorpsiyon caligmalari igin ortam pH’sinin etkisi pH 5 (0,001 M asetat), 6 ve 7
(0,001 M fosfat) tamponlarindacaligildi. Tirosol baslangi¢ derisiminin adsorpsiyona
etkisi i¢in0,001-2 mg/mLaraliklar1 incelendi. Sulu ortamdan tirosol adsorpsiyonuna
sicakligin etkisi arastirilirken 5°C-35°C sicaklik araligi calisildi. Iyonik siddetin
adsorpsiyona etkilsini incelemek icin ise 0,025M-0,5 M aralikta NaCl iceren
cozeltiler kullanildir. Adsorplanan tirosol miktar1 asagidaki esitlikle hesaplandi:

Q=(Co—0O)xV/m (3.2)

Esitlikte Q birim polimere adsorbe olan tirozol miktari (umol/g); Co ve C baslangi¢
ve sonug ¢ozeltilerdeki tirozol derigimlerini (mM). V sulu fazin hacmi (mL); ve m

kullanilan polimerin agirhigidir (g).
3.2.6 Se¢imli adsorpsiyon ¢alismalar:

Tirosol baskilanmis polimerlerin tirosole karsi segiciliginin belirlenmesi i¢in yapica
tirosole benzerlik gosteren iki farkli molekiil olan pyrogallol ve 2-Nitrosonaphtol-(1)
molekiilleri ile de g¢alisild1 (Sekil 3.3). Her iki molekiil i¢in dalga boyu taramasi
yapilarak maksimum adsorpsiyon gosterdigi dalga boyu tespit edildi ve farkli
derisimlerdemolekiillerin ¢ozeltileri hazirlanarak kalibrasyon dogrular ¢ikarildi.
Ayrt ayr1 0,5mg/mL’ lik ¢ozeltileri ile ayn1 kosullarda adsorpsiyon gegeklestirildi ve

degerlendirmeler yapildi.
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OH NO

HO OH OH

Pryogallol 2-Nitrosonaphtol-(1)

Sekil 3.3: Pryogallol ve 2-Nitrosonaphtol-(1) molekiillerininyapilari
3.2.7 Desorpsiyon islemleri ve tekrar kullanilabilirlik

Polimerden tirosoliin desorpsiyon islemleri i¢in metanol/su karisimi kullanildi.
Yapilan tiim taramalardan sonra desorpsiyon islemi sirasinda tirosol miktar1 228 nm
dalga boyunda UV-VIS Spektrofotometre ile olgiilerek belirlendi. Desorpsiyon

oranini hesaplamak i¢in ise denklem 3.2 kullanilda.

Desorpsiyon ortamindaki tirosol

%Desorpsiyon = x100 (3.2)

Adsorplanan tirosol

Desorpsiyon isleminden sonra polimerin tekrar kullanilabilirligi icin saf su ile

yikama yapildu.
3.3 Polimerin karakterizasyon ¢alismalari
3.3.1 Baskilanmis ve baskilanmamus polimerlerin sisme testleri

Tirosol baskilanmis ve baskilanmamis polimerlerin sisme degerleri saf su ortaminda
degerlendirilmistir. Kuru haldeki agirliklart alinan belirli bir miktardaki polimerler 5
mL saf su i¢eren bir petride 25°C de, her 10 dk’ da bir agirliklar: tartilarak bekletildi.
Son 3 tartimda sabit degere ulasinca test sona erdirildi. Tartimla virgiilden sonra 4

sayisalli terazi ile yapildi. Polimerlerin su igerikleri asagidakidenklem ile hesaplandi:
Sisme orant (%) = [[W; — Wy)/W,] x 100 (3.3)

Burada;Wo: partikiillerin kuru agirligi (g) Ws: partikiillerin sistikten sonraki agirligini

(g9) vermektedir.
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3.3.2 Baskilanmus ve baskilanmamis polimerlerin yiizey alan él¢iimleri

Tirosol baskilanmis ve baskilanmamis polimerlerin yiizey alanlar1 azot adsorpsiyonu
ile BET cihaz1 kullanilarak (Quantochrome Sl, Automated Surface Area and Pore
Size Analyzer, Quantochrome, ABD) belirlendi. Belirli bir miktardaki kuru polimer
orneginin  150°C’da gozeneklerindeki gazi uzaklastirildi. Daha sonra ornek
haznesindeki polimerik yapilara -196°C’da N adsoprsiyonu, oda sicaklifina ise
desorpsiyonu gerceklestirildi ve bu asamada elde edilen sayisal degerler baskilanmig

ve baskilanmamig polimerlerin ylizey alani 6l¢timlerinde kullanildi.
3.3.3 Polimerlerin taramal elektron mikroskobu (SEM) analizleri

Tirosol baskilanmis ve baskilanmamis polimerlerin yiizey morfolojileri taramali
elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak incelendi. Ornekler hazirlanirken polimerler
once suda bekletilerek sisirildi, daha sonra %98’ lik etanolde bekletilerek alkoliin
polimer igine difiizyonu ile su ve alkoliin yer degirstirmesi saglandi. Son olarak,
alkolde bekletilen polimer 50°C’ da vakum etiivde kurutularak alkoliin hizli
buharlagmasi saglandi ve geriye ezilmeden i¢ yapisint koruyan kuru polimerler elde
edildi. Elde edilen polimerler vakum altinda altin-palladyum (40:60) ile
kaplatildiktan sonra, taramali elektron mikroskobu (EVO LS 10 ZEISS, Japonya) ile

incelendi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Tirosol molekiiliiniin dalga boyunun belirlenmesi ve kalibrasyon dogrusu

UV-VIS Spektrofotometre ile yapilan Ol¢limler i¢in saf su kullanilarak hazirlanan
tirosol ¢ozeltisinin maksimumum adsorpsiyon yaptigi dalga boyunun belirlenmesi
asamasinda, hazirlanan standart ¢ozeltiler kullanilarak 190-300 nm araliginda tarama
yapildi ve maksimum adsorpsiyonun gerceklestirgi dalga boyu 228 nm olarak tespit
edildi. Elde edilen maksimum dalgaboyunda farkli derisimler i¢in absorbans

degerleri alinarak kalibrasyon dogrusu cizildi (Sekil 4.1)
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Sekil 4.1: Tirosol i¢in kalibrasyon denklemi ve dogrusu



4.2 Baskilanmis ve baskilanmamis polimerlerin sisme testleri

Tirozol baskilanmamis ve baskilanmis polimerlerin sudaki sisme davranislar1 da
incelenmis ve tirozol baskilanmis polimerlerin yiizde sisme degerleri %185,
baskilanmamig polimerlerinki ise %89, olarak bulunmustur. Sonuglardan,
baskilanmis polimerlerin su alma kapasitelerinin daha fazla oldugu goriilmektedir.
Baskilanmis polimerlerde moleiil desorbe edildikte sonra olusan bosluklar su
molekiilleri ile dolmaktadir. Bu durum, baskilanmis polimerlerin su alma

kapasitelerini arttirmaktadir.
4.3 Baskilanmis ve baskilanmamis polimerlerin yiizey alan ol¢iimleri

Yiizey alan Olgiimleri gerek molekiiler baskilamis polimerler gerekse genel
adsorbenler igin incelenmesi gereken Onemli parametrelerdir. Bu parametre hem
tirosol baskilanmis hem de baskilanmamis polimerler i¢in incelenmis ve baskilnmig
polimerler igin 35,7 m%g, baskilanmamis polimerler i¢in ise 14,1 m?/g olarak
bulunmustur. Aradaki fark ise molekiiler baskilanmis polimerlerdeki molekiil

bosluklara atfedilebilir.

4.4 Tirosol baskilanmis ve baskilanmamis polimerlerin SEM analizleri

Tirosol baskilanmis ve baskilanmamis polimerlerin taramali elektron mikroskopu
(SEM) goriintiileriincelenmis ve Sekil 4.2°de verilmistir. Sekil 4.2A baskilanmamis
polimerlerin ylizey morfolojisini gosterirken, Sekil 4.2B’ de ise tirosol baskilanmig
polimerlerin morfolojisii gostermektedir. Sekiller aras1 farktan agik¢a goriilmektedir
ki, baskilanmis polimerler gozenekli bir yiizeye sahiptirler. Bu gozenekli yapi,
difiizyon kisitlamasini minimize ederek, kiitle transfer direncini diisiirmekte ve
gozeneklerden dolayr artan yiizey alanm1 nedeniyle konvektif kiitle tasimimi

kolaylagsmaktadir.
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Sekil 4. 2:Tirosol baskilanmis (A) ve baskilanmamis polimerlerin (B) SEM

goriintileri

4.5 Baskilanmis polimerlerin tirosol adsorpsiyon ¢calismalar:

4.5.1 pH etkisi

Tirosol baskilanmis polimerlere tirosol molekiiliiniin baglanma miktarlarinin pH’ ya
bagimlihigimi 6lgmek i¢in pH 5 (0,001 M asetat), 6 ve 7 (0,001 M fosfat)
tamponlarinda ¢alisildi. Sekil 4.3’te baskilanmis polimerlerde tirosol adsorpsiyonuna
pH’> nin etkisine yonelik ¢alismanin grafigi verildi. Sekilden de goriilecegi gibi
maksimum adsorpsiyon pH 6’ da ger¢eklesmistir. Bu pH’ nin Oncesinde ve
sonarsinda adsorpsiyonda diisiisler gozlenmistir. MIP calismalarinda genelde

polimerizasyonun gerceklestigi ortam sartarinda hafiza etkisinden dolayin
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maksimum adsorpsiyon gerceklestiginden dolay1r bu pH’ da maksimuma ulasilmistir
(Yu ve Mosbach, 1997). Maksimum adsorpsiyonun bulundugu bu pH’ da tirosol
molekiiliiniin yiiklenmesine bagli olarak polimere non-kovalent baglanma etkisi de

maksimumdur.
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Sekil 4.3: Tirosol adsorpsiyonuna pH’nin etkisi (Co: 1 mg/mL,T: 25°C)
4.5.2 Tirosol baslangi¢ derisiminin etkisi

Sekil 4.4> de, tirosol baskilanmis ve baskilanmamis polimerlere tirosol
adsorpsiyonuna baslangi¢ derigiminin etkisi verilmistir. Sekilden de goriilecegi gibi
baskilama yapilmamis polimerde tirosol adsorpsiyonu 2,5 mg/mL’ lik baslangi¢
derisiminde 0,13 mg/g olurken, baskilanmis polimere olan spesifik adsorpsiyon
2,39mg/g partikiil’e ¢ikmaktadir. Deneysel verilere gore tirosol baskilanmis
polimerlere, 2 mg/mL’lik baslagi¢ tirosol derisiminde platoya ulasilmis ve baglanma

aktif bolgelerinin doygunlugundan dolay1 dengeye ulagmustir.
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Sekil 4.4:Tirosol adsorpsiyonuna baslangi¢ derisiminin etkileri (pH:6 (0,001 M
fosfat), T: 25°C)

4.5.3 Tirosol adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi

Baskilanmis polimerlerde tirosol adsorpsiyonuna iyonik siddetin (NaCl) etkileri
incelenmis ve sonuclar Sekil 4.6’da verilmistir. Sekilden de acikca goriildigl gibi
iyonik siddetin artmasi ile birlikte adsorpsiyon kapasitesi diismektedir. Bu durum,
NaCl miktariin artmasi sonucu, sSodyum ve klor iyonlarinin gerek tirosol ve gerekse
kalip bolgeler arasindaki elektrostatik etkilesimlerinden dolay1r adsorpsiyon

kapasitesindeki diisiis olarak agiklanabilir.
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Sekil 4.5: Tirosol adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi (Tirosol derigimi: 1 mg/mL,
pH 6 (0,001 M fosfat), T: 25°C).

4.5.4 Tirosol adsorpsiyonuna sicakhgin etkisi

Tirosol adsorpsiyonuna sicakligin etkisini arastirmak icin 5, 15, 25 ve 35°C
sicakliklar calisildi ve sonuclar Sekil 4.7°de verildi. Sekilden de goriilecegi gibi,
tirosol baskilanmis polimerler igin maksimum adsorpsiyn 25°C’da gerceklesmistir.
Polimerizasyonun  gergeklestigi  sicaklikta ~ maksimum  adsorpsiyonun  da
gerceklesmesi molekiiler baskilanmis polimerlerdeki hafiza etkisi ile agiklanabilir

(Yu ve Mosbach, 1997).

39



2,5
Z
P
20
£
= 15
2
2
g 1]
E
£05
3
<
0 T T T
0 10 20 30 40
Sicaklik (°C)

Sekil 4.6: Tirosol adsorpsiyonuna sicakligin etkisi (Tirosol derisimi: 1 mg/mL, pH 6
saf su tamponu).

4.6 Denge modelleri

Adsorpsiyon denge izotermleri adsorbanin birim kiitlesine adsorbe edilen miktarinin
dengedeki ¢06zelti konsantrasyou arasindaki iliskiyi temsil etmektedir. Tirosol
baskilanmis polimerler ile tirosol molekiilleri arasidaki kiite transferiLangmuir
izotermi ile incelenmistir. Bu izotermin genel gosterimi olan denklem 4.1

diizenlediginde denklem 4.2 olusur.

22 = k1 Ce(Qm — Qo) — k2Q (4.1)
Qe =t (4.2)

Polimer bir yiizeyde etkilesimlerin bagimsiz bolgelerdeki varligini gostermek igin
denklem 4.2°de bir dizi dontisiimler yapilarak denklem 4.3 ve buradan heterojen
kooperatif baglanmaya olan duyarliligindan dolayr Scatchard (Scatchard veAnn,
1949) grafigielde edilebilir.

Qe _ Om_ Qe (4.3)

Ce Ka Kg
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Denklemde,
Qe = Adsorbentin adsorpsiyon kapasitesi (mg/g, mol/g)

Qm = adsorbentin maksimum adsorplama kapasitesi (mg/g, mol/g)
Kd = Ayrigsma sabiti

Ce = Adsorplanan maddenin denge durumunda ¢ozeltideki derisimi (mg/L, mol/L)

olarak tanimlanir.

Scatchard denkleminde Qe/Ce’ye karst Qe i¢in ¢izilen grafikte elde edilecek dogrunun

lineer ¢ikmasi, baglanan molekiiller ile baglandigi bolgeler arasinda bagimsiz

etkilesimlerin varligini gosterecektir.
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Sekil 4.7:Tirosol baskilanmis polimerik partikiillere tirozol adsorpsiyonu igin

Scatchard grafigi

Tirozol baskilanmis polimerik partikiillere tirozol adsorpsiyonu dair ¢izilen
Scatchard grafigi Sekil 4.7°de verilmektedir. Sekilden de goriilecegi gibi tirosol
baskilanmis polimerler i¢in diisiik ve yiiksek derisimlerde olmak iizere iki farkl
bolge icinlineer grafikler elde edilmistir. Bu lineer bolgeler, Lagmuir esitligine uyum
gostererek etkilesimde bagimsiz bolgelerin oldugunu teyid etmektedir ve partikiiller

tizerindeki tirosoliin adsorpsiyon bdlgelerinde kooperativitenin bulunmadigini
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gostermektedir. Ayrica, molekiiler baskilanmis bolgelerde baskilanmis molekiiliin
ylizeye olan afinitesinin heterojen bir yapiya sahip oldugu ve iki farkli baglanma
sabitli biradsorpsiyonun ortaya ¢iktigin1 gostermektedir (Chen vd., 2001, Wang vd.,
2003). Bu bolgelerden elde edilen degerler gizelge 4.1°de verilmektedir.

Cizelge 4.1: Scatchard grafiginden elde edilen, diisiik ve yiiksek derisim bolgelerine
ait degerler

Diisiik derisim bolgesi Yiiksek derisim bolgesi
Qmax (Mg/g) | Kg (mol/L) R? Qmax(Mg/g) | Ka(mol/L) R?
0,27 1,68.10% 0,99223 3,19 1,97.102 0,97893

Diisiik derisimlerde, secici baglanma bdlgelerindeki adsorpsiyon daha giicliidiir
(Chen vd., 2001).Tablo 4.1°de Kg degerleri (denge ayrisma sabitleri) gdz Oniine
alindiginda, diistik derisim bolgesinde yiiksek segicilik (yliksek afinite, diisiik Kg),
yiksek derisim bolgesinde ise diisik segicilik (disiik afinite, biyik Kq)
goriilmektedir. Yine tablodan goriildiigii gibi, diisiik ve yiiksek derisim bolgelerinde

maksimum adsorpsiyon sirastyla 0,27 ve 3,19 (mg/g) olarak ger¢eklesmistir.
4.7 Segicilik ¢calismalari

Tirosol baskilanmis polimerik partikiillerin, yapica tirosole benzer farkli molekiillere
kars1 segicilik davramiglar1 da bu tez kapsaminda c¢alisilmistir. Yarigmaci
molekiillerin, baz1 6zellikler agisindan (molekiiler agirlik, biiytikliik, molekiiler yap:
gibi) benzerlik tagimasi 6nemlidir. Tirosol baskilanmis ve baskilanmamig polimerik
partikiillerin, Sekil 4.8” de verilen pryogallol ve 2-nitrosonaphtol-(1) molekiillerine

kars1 adsorpsiyon davraniglari incelenmis ve sekil 4.9°da verilmistir.

OH NO

HO OH OH
OH
HO =

Tirosol Pryogallol 2-Nitrosonaphtol-(1)

Sekil 4.8: Secicilik calismalarinda kullanilan molekiiller
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Adsorplanan miktar (mg/g partikiil)
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Sekil 4.9.:Baskilanmis ve baskilanmamis polimelerin tirosol ve yarigmact

molekiillere kars1 adsorpsiyon davranislari

Deneyler kapsaminda, tirosol baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis (NIP)
polimerlerin sulu ¢ozeltideki tirosol ve yarigmacit molekiiller karsi adsorpsiyon
kapasiteleri kullanilarak statik dagilma sabitleri Kp(L/g) ve baskilama faktorleri
(Imprinting faktor, (I.F.)) incelenmistir.

K, =0Q/C, (4.4)

Burada Q, adsorpsiyon kapasitesi (mol/g), Ce, adsorplanan maddenin ¢o6zeltideki
denge derisimini vermektedir. MIP ve NIP’ler i¢in hesaplanacak olan Kp’lerden yola

cikarak ise esitlik 4.5’teki I.F. hesaplanir.

. K
i F = 2P

(4.5)

" Kp (NIP)
Deklem 4.5’in kullanilmasiyla hesaplanan I.F degerleri cizelge 4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.2: Kalip ve yarismaci molekiillerin MIP ve NIP e karsi 1.F. degerleri

Ko(L/g) LF. Ko(L/g) ILF. Ko(L/g) LF.
Tirosol Pryogallol 2-Nitrosonaphtol-
MIP 1,54 18.78 0,36 514 0,088 2,32
NIP 0,082 0,07 0,038
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Cizelge 4.2°den de goriildiigii gibi, tirosol molekiiliiniin baskilanmis ve
baskilanmamis polimerler i¢in verdigi I.F. degeri, diger yarismaci molekiillerin
olusturudugu 1.F. degerlerinden biiyiiktiir. Bu sonug, polimer iizerinde tirosol igin ii¢

boyutlu bolgelerin olustugunu gostermektedir.

Ayrica, baskilanmis molekiil olan tirosol ve her bir yarismaci molekiil i¢in statik
dagilma sabitleri Kp’ler hesaplanarak, segicilik katsayisi (o) (denklem 4.6) ve bagil
secicilik katsay1r (B) (denklem 4.7) da asagidaki esitliklerden hesaplanabilir. Bagil

secicilik katsayisinin 1°e esit olmasi durumu, segiciligin olmadigi anlamina gelir.

o= Kp (tirosol) (46)

Kp (yarismact molekiil)

g =M (4.7)

ANIP

Hesaplamalar sonucu elde edilen, statik dagilma katsayisi1 Kp, segicilik katsayisi (o)

ve bagil secicilik katsay1 (B) Cizelge 4.3°de verilmistir.

Cizelge 4.3: Tirosol ve yarismact molekiillerin segicilik ve bagil secicilik katsayilar

Ko(L/g) o B Ko(L/g) o B
Tirosol Pryogallol 2-Nitrosonaphtol-(1)
MIP 1,54 0,36 4,28 0,088 17,5
3,65 8,11
NIP 0,082 0,07 1,17 0,038 2,15

Cizelge 4.3’ten de agigka goriildiigii gibi tirosol baskilanms polimer, tirosol igin
pryogallole karsi 3,65 kat, 2-Nitrosonaphtol-(1)’e karsi ise 8,11 kat daha fazla
ozgiilliik gostermektedir. Bu durum hem pryogallol hem de 2-Nitrosonaphtol-(1)
molekiiliiniin diger iki molekiil ile kiyaslandiginda yapica daha biiyiikk ve farkl

olmasi ve tirosol i¢in uyarlanan ii¢ boyutlu bolgeye girememesi ile aciklanabilir.
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4.8 Tekrar kullanmilabilirlik

Sekil 4.10°da tirosol baskilanmis partikiillerin olduk¢a kararli oldugu ve 20

adsorpsiyon dongiisiinden sonra bile kararliligii %97 oraninda korudugu
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Sekil 4.10.: Tirosol baskilanmis polimerlerin tekrar kullanilabilirligi
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5. SONUCLAR

Calisilan bu tez kapsaminda tirosol saflastirilmasina yonelik farkli bir teknik olan
molekiiler baskilama (MIP) teknigi kullanilmistir. Tirosol baskilanmis polimerler
y1gm polimerizasyon yontemi ile hazirlanmis ve baskilanmamis polimerlerle aym
yontemle ¢alisilmistir. Hazirlanan polimerler diskler seklinde kesilerek es pargalara
ayrildiktan sonra bir dizi yikama islemi yapilarak kalip molekiil olan tirosol
polimerden uzaklastrilimis ve kesikli sistemde calismalar yapilmistir.Yiizey alan
dl¢iimleri baskilanmis polimerler icin 35,7 m?/g iken aradaki molekiiler bosluklardan
dolay1 baskilamamis polimerlerde 14,1 m%g olarak bulunmustur. Polimerlerin
taramali elektron mikroskobu (SEM) goériintiilerinden baskilanmis polimerlerin
gozenekli bir yapiya sahip oldugu ve bundan dolayr da kiitle transfer direncinin
diistik oldugu gortilmektedir. Tirosol baskilanmis polimerler ile adsorpsiyon
caligmalar1 yapilmistir. Maksimum adsorpsiyon pH 6’da fosfat tamponunda ve 25°C
oda sicakliginda 2,5mg/ml baslangi¢ derisiminde baskilanmis polimere olan spesifik
adsorpsiyon 2,39mg/g partikiil olarak gerceklesmistir. Adsorpsiyo modeli olarak
Langmuir adsorpsiyo modeli incelenmis ve 0,992 korelasyon katsayisi ile bu ¢aligma
icin uygun adsorpsiyon modeli oldugu belirlenmistir. Tirosol baskilamis polimere
iyonik siddetin (NaCl) etkisi incelenmis ve iyonik siddetin artmasiyla adsorpsiyon
kapasitesinin diistiigii goriilmistiir. Bu tez kapsaminda tirosol baskilanmis polimerik
partikiillerin yapica tirosole benzer farkli molekiillere karsi1 secicilik davraniglart da
incelenmistir. Tirosole yapica benzeyen pryogallol ve 2-nitrosonaphtol-(1)
molekiillerine karg1 adsorpsiyon davraniglari incelenmis ve baskilanmis polimerlerde
tirosol i¢in {i¢ boyutlu bdlgelerin olustugu gbzlemlenmistir. Baskilanmis polimerlerin
tekrar kullanilabilirligi incelenmis ve calismalari sonunda bile kararliligin %97
oraninda korundugu goriilmiistiir. Sonug olarak ise tirosoliin saflastirilmasina yonelik
MIP teknigi ile sentezlenen polimerlerin sulu ¢ozeltiden tirosol adsorpsiyonunda

saflagtirmaya olumu sonuglar verdigi gorilmiistiir.
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