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Bu c¢alismada, zeytin yapraginda bol miktarda bulunan ve birgok
antimikrobiyel, antiviral, antifundal 6zellige sahip oleuropeinin, zeytin yapragi
ekstraktindan ayrimi  i¢in molekiiller baskilanmis polimerlerin  (MIP)
sentezlenmesi ve kat1 sorbent olarak kullanilmasi amag¢lanmistir. Bu amagla, ilk
asamada  Metakroilamidoantipirin-Fe(ll1l)  [(MAAP)-Fe(l1)]  monomeri
kullanilarak oleuropeine yiiksek secicilik gosteren molekiiler baskilanmig
polimerler hazirlanmis, ikinci asamada bu polimerlerin adsorpsiyon kapasiteleri
ile ilgili ¢aligmalar yapilmis ve son asamada hazirlanan bu polimerlerin kati-faz
ekstraksiyonu i¢in kati sorbent olarak kullanimlariyla zeytin yapragi
ekstraktlarindan oleuropein ayrilmistir. Oleuropein igin maksimum adsorpsiyon
kapasitesi 140 mg g’ olarak bulunmustur. Elde edilen MISPE sistemi zeytin

yapragindan oleuropein saflagtirilmasi i¢in 10 defa kullanilabilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Molekiil Baskilanmis Polimerler (MIP), Zeytin yapragi,
Oleuropein, Kat1 Faz Ekstraksiyonu (SPE)



ABSTRACT
Master of Science Thesis

DEVELOPMENT OF MOLECULAR IMPRINTED
SOLID-PHASE EXTRACTION SYSTEM FOR PURIFICATION OF THE
OLEUROPEIN OF THE OLIVE LEAVES

Senay DEMIRLI

Anadolu University
Graduate School of Science
Chemistry Program

Supervisor: Assoc.Prof. Ayca OZCAN
2012, 64 pages

The aim of this study is synthesis of molecular imprinted polymers for the
separation of oleuropein from extract of olive leaves and investigation of usage of
these polimer as solid sorbent. Oleuropeinis an abundant molecule where in olive
leaf and has many antimicrobial, antiviral, antifundal features. First of all,
oleuropein imprinted polymers have been prepared by the suspension
polymerization using  methacrylolamidoantiprine—iron  (ll1l) (MAAP-Fe)
monomers. After that, the oleuropein adsorption capacity of the prepared MIPs
has been determined by batch experiments. Finally, the usage of the MIPs as
sorbent in the solid-phase extraction cartridge for the seperation oleuropein from
crude extract of olive leaves has been realized. The maximum adsorption capacity
of oleuropein was found to be 140 mg g™*. Obtained MISPE method could be used

for at least 10 times for purification of oleuropein from olive leaf.
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1. GIRIS

Zeytin yapragl, basta oleuropein olmak iizere birgok polifenol ve daha
bir¢ok flavonoid (Rutin, Apigenin, Luteolin) igerir. Oleuropein'in igerigindeki
elonoik asidin antibakteriyel, antifungal, antioksidan ve antiviral Ozellikleri
laboratuvar kosullarinda kanitlanmistir. Bu 6zellikleriyle dogal antibiyotik oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle zeytin yapragi ekstreleri ticari olarak marketlerde
satilmaya baslanmistir. Son zamanlarda zeytin yapraginin igerigi ve bilesenlerinin
ekstraksiyonu iizerine cesitli ¢aligmalar yapilmaktadir. Zeytin yapragi ekstresi
elde etmek icin siiperisitilmis sivi ekstraksiyonu, dinamik ultrasound yardimli
ekstraksiyon ve stiperkritik akiskan ekstraksiyonu yontemleri kullanilmaktadir.
Yapilan calismalar daha ¢ok ham ekstrakt ile siirlidir. Yaprak ekstresindeki
spesifik bilesenlerin ayr1 ayri saflastirilarak elde edilmesine yonelik fazla bir
calisma yoktur. Bugiine kadar polifenollerin saflastirilmasi, preperatif ince tabaka
kromatografisi ya da adsorpsiyon kromatografisi teknikleri ile gerceklestirilmistir.
Bu amagla kollojen, seliiloz ve ipek fibroini gibi birgok biyopolimer adsorbent
olarak kullanilmistir.

Hem organik hem de sulu c¢ozeltilerde gosterdikleri yiiksek segicilik,
kararlilik ve tamamlayicilik 6zellikleri nedeniyle molekiiler baskili polimerlerin
(MIP) kati-faz ekstraksiyonuyla o6rnek deristirme ve saflastirmada adsorbent
olarak kullanimlar1 oldukg¢a etkin olmaktadir. Rutin analizler, genellikle iyon-
degisim veya hidrofobik regineler gibi bilinen adsorbentlerle, kati-faz veya
¢oziicii-faz ekstraksiyon basamaklar1 icerirler. Iste bu islemlerde kullanilan
adsorbentlerin yerini MIPler almaya baglamistir. Kan serumu, idrar gibi kompleks
orneklerden bir ¢ok bilesigin ekstraksiyonu bu yontemle gergeklestirilmistir.

Molekiiler baskilamada, hedef molekiil, cevresi ile etkilesen bir kalip olarak
davranir, ¢apraz bagli monomerler hedef molekiil ¢cevresinde diizenlenir ve kalip
benzeri bir tabaka olusturmak iizere birlikte polimerlesirler. Baskilanacak molekiil
veya iyon bir veya daha fazla fonksiyonel monomer ile kovalent, kovalent
olmayan etkilesimler ve metal-selat etkilesimlerine dayanan &n-kompleks
olusturur ve polimerizasyon islemi sonunda kati polimer i¢inde veya yiizeyinde
sabitlesir. Baskilanmig iyon veya molekiiliin yapidan uzaklastirilmasi ile bir

cozelti icindeki hedef molekiil veya iyonun segici olarak tekrar polimere



baglanmasini saglayacak sekilde antijen-antikor etkilesimiyle yarisabilecek
secicilikte yuvalar olusur.

Zeytin agacinda ve oOzellikle yapraklarinda bulunan tibbi degeri yiiksek
oleuropein bileseninin son derece yiiksek secicilige sahip adsorbentler olan
MIPlerin kullanimiyla fazla bir 6n islem ve ayirma basamagi gerekmeden basit ve
ucuz olarak preperatif olarak saflastirilmasina galisilmistir.

Bu c¢alismanin amaci; tibbi alanda kullanilmak {izere zeytin yapraginda
bulunan oleuropein, bilesenine yonelik secici bolgeler igeren, diisiik maliyetli,
yeni nesil molekiil bellekli polimerlerin (MIP) hazirlanmas1 ve hazirlanan
malzemelerle zeytin yapragi ekstresinde bulunan bu degerli bilesiklerin kolayca
ayrilmasi ve saf olarak elde edilmesi islemlerinin gergeklestirilebilmesidir.

Bu calisma kapsaminda metakrilolilamidoantipirin-Fe(lll) (MAAP-Fe)
monomeri ve oleuropein kullanarak ©On-organize bir metal-selat monomeri
sentezlenip ve bu monomerden yola ¢ikilarak oleuropein baskili polimer elde

edilmistir.

1.1. Oleuropein

Yiizyillardir yaprak dokmeyen zeytin agaglarinda, zeytin meyvesi ve yagi
degerli olmustur. Zeytin agacinin diger bir boliimii olan zeytin yaprag: ise dogal
antioksidan kaynagidir ve bir¢ok biyoaktif igcerige sahiptir.

Zeytinin dogrudan yenilebilir nitelikte olmamasinin en Onemli nedeni
igerisinde bulunan acilik unsuru bilesiklerdir. Zeytin isleme teknikleri bu acilik
unsuru  bilesiklerin  biinyeden uzaklastirilmasi amacina yonelik olarak
gelistirilmistir. Bu bilesikler arasinda biiyiik pay sahibi olan oleuropein, meyvenin
olgunlasmasi sirasinda déniisiime ugrayan fenolik yapida bir bilesiktir. (Ongen ve
ark. 2000). Olgunlasma ile oleuropein miktar1 azalirken tirosol ve hidroksitirosol
oran1 artmaktadir (Ryan ve ark. 1999a; Piga ve ark. 2001 ve Ferreira ve ark.
2002). Zeytin yapragindaki oleuropein miktarinda ise azalma olmamaktadir.

Luque de Castro ve ark. (2006) zeytin yag1 ve zeytin yapragi ekstresi ile
gerceklestirdikleri bir calisma ile oleuropein miktarlarimi karsilagtirmiglar  ve

zeytin yapragi ekstresindeki oleuropein miktarinin daha yiiksek oldugunu



gostermislerdir. Ayni grubun zeytin yagi, yapragi, zeytinin kiigiik dallar1 ve
cekirdekleri ile yaptiklart bagka arastirmada da en fazla zeytin fenoliinlin ve
oleuropeinin zeytin yapragi ekstresinden elde edildigi gosterilmistir (Luque de
Castro ve ark. 2010).

1.1.1. Zeytin yaprag: ekstrakti (6ziitii)

Zeytin yapragi, anavatani Asya ve Suriye olan ancak Sili, Peru ve Giiney
Avusturalya gibi Akdeniz iilkelerinde de yetistirilen Olea europaea L. olarak
bilinen yesil agaglarin yapraklarindan elde edilir. Diinyada tahmini olarak 500
milyon zeytin agaci yetistirilmektedir ve bunlarin % 90’n1 Akdeniz sinirlarinda
bulunmaktadir (Hansen 2002).

Zeytin lretiminin yan triinlerinden biri zeytin yapraklaridir. Zeytin yagi
endiistrisinde, zeytinlerin agirlikca % 10 nunu zeytin yapraklar1 olusturur. Zeytin
yapraklar1 ozellikle agaglarin budanmasi sirasinda toplanmaktadir (Bouaziz ve
Sayadi, 2005).

Zeytin yapragi ckstresi, fiziksel ve kimyasal metodlarla zeytin agaci
yapraklarindan elde edilir. Bu ekstrakt, tiim bilesikleri, saf olarak i¢ermektedir
ayrica; 250 mikrogram A vitamini, 40 mikrogram selenyum, 250 miligram C
vitamini, 20 mg askorbil-palmitat igerir. Zeytin yapragi ekstresinde, zeytin
yapraginin bilesenlerini, konsantre olarak bulunmaktadir. Yani, 1 gr yaprakta,
yaklasik % 5 oleuropein bulunurken; 1 gr zeytin yapragi ekstresinde bu oran, %
20’lere kadar ¢ikmaktadir. % 6-15 oraninda oleuropein igeren kuru zeytin yapragi
ekstresi, ticari olarak satilmaktadir (Anonim, 2011).

Dogal antibiyotik ve antioksidan Ozellikler tasiyan zeytin yapragi, eski
caglardan bu yana tedavide kullanilmigtir. Zeytin yapragmin etkisi son
zamanlarda yapilan klinik arastirmalarla viral, bakteriyel ve mantar enfeksiyonlar,
HIV-AIDS, kronik yorgunluk, hepatit B, zatiire, tiiberkiiloz, grip, soguk alginligi,
menenjit, zona, Epstein-barr viriisii, ensefalit, bel soguklugu, siddetli ishal, kan
zehirlenmesi; kulak, dis, idrar yollar1 ve cerrahi enfeksiyonlara karsi genis bir

yelpazade basarili oldugunu gostermistir (Page, 2002).



1.1.2. Zeytin yapraginda bulunan fenolik asitler

Sebze ve meyvelerde az miktarlarda bulunmalarina ragmen 6nemli olan bir
madde grubu olan fenolik maddeler bitkisel kaynakli besinlerin lezzetine
(6zellikle agizda buruk bir tat birakmalari) ve rengine etki eder. Fenolik maddeler
aromatik halkasinda bir veya daha fazla hidroksil grubu igeren bilesiklerdir
(Shahidi ve Naczk, 1995). Bu nedenle en basit fenolik maddenin bir tane hidroksil
grubu iceren benzen yani fenol oldugu ve diger fenolik maddelerin bundan
tiiredigi bilinmektedir (Cemeroglu ve Acar, 1986). Fenolik maddeler basit fenolik
maddeler ve polifenoller olmak {izere kabaca iki gruba ayrilmaktadir.

Fenolik maddeler acisindan meyvelerin sebzelerden daha zengin oldugu
bilinmektedir. Ancak fenolik maddeler bitkiler aleminde ¢ok yaygin oldugundan
dolayr hemen her sebze ve meyvede az ya da ¢ok miktarda bulunmaktadir.
Fenolik maddeler gidalarin besin degeri ve duyusal kalitesi ile de yakindan
iligkilidir. Diisiik konsantrasyonlarda bulunmalarina ragmen gidalar1 oksidatif
bozulmalardan korurken yiliksek konsantrasyonlarda g¢okerek {iriiniin rengini
bozmaktadirlar (Shahidi ve Naczk, 1995).

Son zamanlarda, dogal olmayan maddelerin kullanimindan uzaklasilmaya
baslanmis ve dogal fenolik maddelere olan egilim artmistir. Gida, deri ve
farmakoloji alanlarindaki kullanim olanaklari yaninda, insan saglhigi {izerinde
onemli etkileri olan fenolik maddelerin etki mekanizmalarinin anlagilmasi ve
teknolojik olarak kullanilabilme yollarinin arastirilmasimnin  6nemli oldugu
gorilmektedir.

Zeytin yapragi ekstresinde bulunan fenolik bilesikler ise dort ana grupta
toplanabilir. Bunlar; basit fenolik bilesikler, sekoiridoidler, flavonoidler ve
biyoaktif bilesiklerdir (Tsimidou ve Papoti, 2010).

Cizelge 1.1°de zeytin yapragi ekstresinde en sik bulunan basit fenoller
listelenmistir. Basit fenollerden elenolik asit ve hidroksitirozol, oleuropeinin alt
birimlerindendir. Ayrica oleuropeinin antioksidan, antiviral, antimikrobiyal

ozellikler gostermesinde etkilidirler.



Cizelge 1.1. Zeytin yapragi ekstresinde en sik bulunan énemli basit fenolik bilegikler ve ilgili diger

bilesikler bildirilmistir

Hidroksitirosol ve glukositler

Tirosol ve glukositler

Benzoik asitler: Gallik, vanillik, syrinjik, salisilik,
hidroksibenzoik, protokatekhuik

asitler, vanillin

Sinnamik asitler: Sinnamik, kaffeik, kaumarik,

ferulik, klorogenik asitler

Homovanillik asit

Diger ilgili bilesikler: Elenolik asit ve tiirevleri,
verbaskosit

Cizelge 1.2°de listelenmis olan zeytin  yapragi ekstresindeKi
sekoiridoidlerden oleuropeinin, yapilan HPLC analizleri sonucunda zeytin
yapraginda en bol bulunan fenolik bilesik oldugu anlasilmistir (Garcia ve ark.
2000; Savournin ve ark. 2001 ve Lee-Huang ve ark. 2003).

Cizelge 1.2. Zeytin yaprag1 ekstraktinda en sik bulunan 6nemli sekoiridoidler

Demethiloleuropein
3,4-DHPEA-EDA (3,4-dihidroksifenilethil 4-formil-3-formilmethil-4-
heksenat)

Oleoside

Oleuropein

Oleuropein aglikon

Oleuroside

Ligstroside

Ligstrosit aglikon




Cizelge 1.3’te ise zeytin yapragi ekstresinde en sik bulunan flavonoidler

siralanmistir. Bunlardan rutin zeytin yapraginda bulunan en bol ikinci bilesendir.

Diger bilesenlerin yiizdeleri bu iki bilesenle karsilastiriladiginda daha diisiiktiir.

Sekil 1.1°de rutinin yapis1 verilmistir.

Cizelge 1.3. Zeytin yapragi ekstresinde en sik bulunan &nemli flavonoidler

Apigenin

Luteolin 4°-O-glukosit

Apigenin 7-O-glukosit

Luteolin 7-O-glikosit,

Apigenin 4-O-rutinosit

Luteolin 7-O-rutinosit

Apigenin 7-O-rutinosit Kuersetin
Hesperidin Kuersitrin
Luteolin Rutin
OH
OH
HO o} . oH
o—HsC
0o
OH o} HO OH OH
OH
OH

Sekil 1.1. Rutin yapisi

Son olarak Cizelge 1.4’de zeytin yapragi ekstresinde bulunan biyoaktif

bilesikler listelenmistir.



Cizelge 1.4. Zeytin yaprag1 ekstresinde en sik bulunan biyoaktif bilesikler

Amyrin Squalene
[-karoten Stigmasterol
Erythrodiol Tokoferol (vitamin E)
Maslinik asit Ursolik asit
Oleanolik asit Uvaol
[-sitosterol

1.1.3. Oleuropein ve oézellikleri

Polifenoller olarak da bilinen fenolik bilesiklerin en énemlilerinden biri olan
oleuropein, bitkisel kokenli tiim gidalarda az yada ¢ok miktarda bulunur ve zeytin
yapraginda, 60-90 mg/gr oraninda, oleuropein bilesigi bulunmaktadir. Oleuropein
meyve ve sebzelerde buruk tada neden olur ve onlarda antioksidan 6zellikler
goriilmesini saglar. Polifenollerin antioksidan 6zellikleri anlasilmasindan sonra
oleuropein, elenolik asit ve hidroksitirizol ile ilgili yapilan ¢alismalar son yillarda
artmistir ve bu maddelerin antimikrobiyal, antiviral, antioksidan, hipoglisemik
gibi birgok etkilerinin oldugu laboratuvar kosullarinda kanitlanmistir. Bu
ozellikleri ile dogal antibiyotik oldugu bilinir (Ersus ve Esen, 2008).

Oleuropein molekiiler olarak 3 yapisal alt birimden olusur. Bunlardan
birincisi  polifenol yapisinda  olan 4-(2-hidroksietil)benzen-1,2-diol
(hidroksitirizol); ikincisi molekril elenolik asit ve digeri glikoz molekiliidiir
(Ersus ve Esen, 2008).



OH

OH

Sekil 1.2. Oleuropein yapisi

Oleuropein  Sekil 1.2°de gosterildigi gibi glukoz ve oleuropein aglykon

yapilarindan olusmaktadir.

(@)
HO
:@\A B-glikosidaz
—_—
HO (@)
Oleuropein
(glukozit)

Oleuropein aglykon +
Glukoz

Hidroliz

HO
:Q\/\ '
HO OH

Hidroksitrosol Elenolik Asit

Sekil 1.3. Oleuropeinin metabolizmast



Sekil 1.3’de ise oleuropein ve oleuropeinin hidroliz yoluyla doéniistigi
biyoaktif maddeleri hidroksitirizol ve elenolik asit goriillmektedir (Al-Azzawie ve
ark. 2006 ve Bonilla ve ark. 2006).

Zeytin yapragi ekstresindeki tedavi edici 6zelligin oleuropeinden geldigi ilk
kez 1908 yilinda anlagilmigtir (Walter ve ark. 1973). Zeytin yapraginin tedavi i¢in
ilk kullanimi ise 1843 yilinda Ingilterede Daniel Hambury tarafindan sitma atesi
icin olmustur (Le Floch ve ark. 1998). Son yiizyilda zeytin yapraginin
antioksidan, antimikrobiyal, antiviral, hipoglisemik ve antitiiméral etkilerine

yonelik bir¢ok ¢alisma yapilmistir.

1.1.3.1. Antioksidan etkisi

Tutour ve Guedon’un (1992) yaptigi bir ¢alismada oleuropeinin etkileri,
giiclii bir antioksidan olan vitamin E ile karsilastirilmis ve oleuropeinin
antioksidan etkilerinin daha yiiksek oldugu anlagilmistir.

Yapilan baska bir calismada ise oleuropeinin siiperoksit anyon olusumu,
hipoklorik asit olusumu ve mitokondrial solunum patlamasi tizerindeki siipiiriicii
aktiviteleri arastirilmis bunlarin giiglii antioksidan olan vitamin E ve vitamin C’ye
gore daha yiiksek radikal temizleyici etkilerinin oldugu goriilmiistiir (Visioli ve
Bellomo, 1998).

Ayrica antioksidan aktivitesinden dolayr  zeytin yapragi ekstresinin,
gidalarin islenmesi ve depolanmasi sirasinda gida bozunumuna neden olan lipid
oksidasyonunu engelledigi ve gidalarin raf Omriinii arttirdigi anlagilmistir

(Bouaziz ve Sayadi, 2005).

1.1.3.2. Antimikrobiyal etkisi

Zeytin  yapragi ekstresi, antioksidan kapasitesi yaninda, bir¢ok
mikroorganizmaya antimikrobiyal aktivite de gostermistir (E. coli, Pseudomonas
aeruginosa, S. aureus, K. pneumoniae, Trichophyton mentagrophytes,
Microsporum canis, T. rubrum and Candida albicans) (Markin ve ark. 2003).

Yine bu konuda calisan Aziz ve arkadaglar1 da (1998), oleuropein ve fenolik
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bilesiklerin E.coli, K.pnemonia ve B.cereus’a karsi engelleyici 06zelliklerini
gostermiglerdir.

Oleuropeinin antimikrobial 6zelligi iizerine yapilan iki ayr1 aragtirmada ise
bircok gram pozitif ve gram negatif mikroorganizmalar lizerindeki engelleyici
etkisi oldugu gosterilmistir (Liott ve ark. 1969 ve Markin ve ark. 2003).

Liott ve arkadaslar1 (1969), oleuropeinin fenolik asit bilesenlerinin h.pylori,
c.jejenu ve s.aureus karsi antibakteriyel etkileri oldugunu gdéstermistir.

Oleuropein birgok viriis ve bakteri tizerindeki antimikrobiyal etkisini birgok
mekanizma ile saglar. Bu mekanizmalar, mikroorganizmalar hem biiylime hizini
diiglirir hemde enzimleri inhibe eder, mikroorganizma hiicre zarinin
gecirgenligini bozarak stoplazmik bilesenlerin hiicre disina sizmasina neden olur,
mikroorganizma niikleaz ve lizozim inhibisyonuna neden olur, DNA Polimeraz Il
ve DNA Polimeraz Ill haloenzimlerinin doniistimsiiz inhibisyonuna neden olur
(Markin ve ark. 2002; Tuck ve Hayball, 2002 ve Kériikoglu ve ark. 2004).

1.1.3.3. Antiviral etkisi

Oleuropein viriis kilifinda asit tiretimine etki ederek ve viral infektifiteyi
engelleyerek parainfluenza, herpes, polio, insan immiin yetmezlik virtisuna(HIV)
kars1 etkileri oldugu konusunda in-vitro ¢aligmalar vardir (Micol ve ark. 2005 ve
Lee-Huang ve ark. 2003). Lee-Huang ve arkadaslar1 (2007), yaptiklar1 baska bir
calismada da zeytin yapragi ekstresindeki oleuropein ve hidroksitirozol’tin viral

flizyon ve entegrasyona karsi etkili HIV-1 engelleyiciler olduklar1 gostermislerdir.

1.1.3.4. Antitiimoéral etkisi

Hamdi ve Castellon (2005), yaptiklar1 insan ve hayvan deneylerinde
oleuropeinin antitimoral ve antianjiyojenik etkilerinin direkt olarak timor
hiicreleri {izerinde oldugunu gostermislerdir. Bir¢ok arastirmada oleuropeinin,
meme kanserinde kontrolsiiz hiicre biiyiimesini engelledigi gosterilmistir (Goulas
ve ark. 2009; Hamdi ve Castellon, 2005; Han ve ark. 2009; Menendez ve ark.
2007 ve Sirianni ve ark. 2010).
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Ayrica oleuropeinin, bazi bobrek tiimorleri (6rnegin nefrokarsinom) (Hamdi
ve Castellon, 2005), kotii huylu melanoma (Melanik ya da pigmentli tiimor)
(Hamdi ve Castellon, 2005), mesane kanseri (Han ve ark. 2009) ve ayn1 zamanda
16semi hiicreleri (Fabiani ve ark. 2006, 2008b) gibi birgok tiimor hiicrelerinin

yayilmasini engelleme kapasitesinin oldugu ortaya konmustur.

1.1.3.5. Oleuroepinin diger onemli etkileri

Oleuropein hayvanlarin kan basincini  diisiirmek (Samuelsson, 1951),
koroner arterlerin kan akigini arttirmak (Zarzuelo, 1991) ve bagirsak kas
spazmlarimi 6nlemek i¢in kullanilmistir (Garcia ve ark. 2000).

Zeytin yapragi ekstresinden izole edilen bir¢ok fenoligin gut ile ilgili
ksantin oksidaz enzimi engelleyici olduklar1 goriilmiistir. Zeytin yapragi
ekstresinin ana fenolik bilesigi olan oleuropeinde bu engelleyici etkide 6nemli bir
paya sahiptir (Flemming ve ark. 2011).

Zeytin yapraginin, kan sekerinin herhangi bir nedenle asir1 derecede
diismesi olarak tanimlanan hipoglisemik aktivite {izerinde olumlu etkileri oldugu
yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir (Gonzalez ve ark. 1992 ve Fehri ve ark. 1994).

Oleuropeinin diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonunu azalttigi
in-vivo ve in-vitro ¢alismalarda gosterilmistir ( Visioli ve Galli, 1994 ve Coni ve
ark. 2000). Al-Azzawie ve Alhamdani (2006), oleuropeinin kandaki LDL
oksidasyonunu azaltmasinin yaninda oksidatif strese bagli gelisen diyabetik

komplikasyonlar1 da engelleyebilecegini bildirmislerdir.

1.2. Kat1 Faz Ekstraksiyonu (SPE)

Eser miktardaki elementlerin analizden o©nce bulundugu karmasik
ortamlardan ayrilmasi ve saflastirilmasi deneysel sonuglarin dogrulugu agisindan
¢ok Onemlidir. Bu yiizden elementlerin ayrilmasi ve saflagtirmasi igin ¢esitli
yontemler gelistirilmistir. Bunlardan bazilar1 ¢6ziicliniin  buharlastirilmast,
¢coktliirme, iyon degisimi, santrifiij etme, 1s1 ile yumusatma, elektroanalitik

yontemler ve sivi sivi ekstraksiyonu olarak verilebilir.
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Kat1 faz ekstraksiyon metodu 6rnek hazirlama isleminin basitlestirilmesi,
zaman kaybinin Onlenmesi ve analiz maliyetinin azaltilmasi amaciyla, 1970’li
yillarin ortalarinda klasik metotlara alternatif olarak kullanilmaya baslanmistir
(Pichon, 2000 ve Poole ve ark. 2000). Giiniimiizde en etkili 6rnek hazirlama
yontemlerinden olan SPE, 6zellikle ila¢ ve diger farmasotik maddelerin analizinde
en fazla kullanilan yontemlerin basinda gelmektedir (Stevenson, 2000 ve
Hennion, 1999).

Sekil 1.4‘de goriildigii gibi SPE yontemi kiicik ve tek kullanimlik
ekstraksiyon kolon veya disklerine ¢esitli tutucu maddelerin doldurulmasi ve sivi
orneklerin istenmeyen bilesenlerden ayrilmasi, yogunlastirilmasi ve ileriki analiz

asamalarin da 6rnegin hazirlanmasi i¢in kolon ve disklerden gegirilmesi temeline

dayanmaktadir.
4L
6 &
sartlandirma ornegin uygulanmasi
JdL JL
++ | yikama eliisyon
analit + | istenmeyen bilesenler

Sekil 1.4. SPE yo6ntemi ile maddenin saflastirilmasi
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Kat1 faz ekstraksiyonu, hizli ve basit olmasi, kati1 fazin kararli olmasi ve
tekrar kullanilabilmesi, yiiksek deristirme faktorii elde edilmesi, az miktarda
¢Oziicii kullanilmasi ve ucuz olmasindan dolay1r yaygin olarak kullanilmaktadir
(Biiyiiktiryaki, 2005).

Ozellikle sivi-sivi ekstraksiyon teknikleri ile karsilastirildiginda, SPE
metodunun daha hizli sonug vermesi (Macherey-Nagel, 2004), ¢ok pratik olmasi,
geri kazanim oranmin yiiksek olmasi, (Beney ve ark. 1996 ve Majors, 2001),
¢Oziicli ve Orneklerin az miktarda kullanilmasi sonucu zehirli maddelerle temasin
daha az olmasindan dolay1 daha giivenli olusu (Beney ve ark. 1996 ve LeBlanc,
2001) ayrica ornek, tutucu madde ve ¢oziiciiler arasinda gapraz baglanma riskinin
diisiik olmasindan dolay1 sonuglarin dogrulugunun yiiksek olmasi (Beney ve ark.
1996) SPE metoduna olan ilgiyi arttirmigtir. SPE metodunun tercih edilmesindeki
en Onemli sebep ise ¢ok genis adsorban segenegine sahip olmasidir (Hennion,
1999).

Silika jel veya silika membran diskler (Shamsipur ve ark. 2005; Sanchez ve
ark. 2000 ve Soliman ve ark. 2004), aktif karbon, iyon degistirici regineler ( Bae
ve ark. 1999; Pohl ve Prusisz, 2004; Maheswar1 ve Subramanian, 2004 ve Swain
ve ark. 2000), seliilozik tiirevler, polistrendivinilbenzen esasli adsorbanlar,
polilirtan polimerler, selatlastirict regine (Gou ve ark. 2004), selatlastirict fiber
(Chang ve ark. 2001), naftalin ve molekiiler baskilanmis polimerler (Masque ve
ark. 2002 ve Sellergen, 1999) gibi baz1 farkli kati1 destekler segilen selatlastirict
reaktiflerin fiziksel yiiklenmesi ile yada kimyasal baglanmasi ile eser miktardaki
metale se¢ici kat1 faz destekler hazirlanabilir.

Herhangi bir sabit fazla doldurulan SPE kolonlarinda baslica sorun tutunma
mekanizmasinin segiciliginin diisiik olmasidir. Ozellikle oktadesil (Cyg), iyon
degisim ve molekiiler eleme yontemlerinde kullanilan diger SPE tutucu madde ve
ortamlari, kalint1 analizlerinde aranan cok diisiik diizeyde maddeler i¢in yeterli
secicilige sahip degildir. Bu ylizden analiz edilecek madde ¢ozeltisine matriksteki
istenmeyen bilesikler karigir ve istenilen saflikta siiziintii elde edilemez. Bu
sakincanin ortadan kaldirilmasi amaciyla, bir ¢ok SPE tututucusuna hedef
maddeye spesifik bilesenler eklenmis ve segicilikleri arttirilmistir. Tutucu

maddelere eklenen bu 6zel maddeler arasinda boronat, lektin, protein A ve G,
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sabit metal iyonlari, peptidler ve antikorlar sayilabilir. Ozellikle antikorlar, bilesik
ya da grup spesifik adsorbanlar (immunosorbanlar) elde edilmesine olanak
saglamakta ve dayanikli olmayan biyolojik O©rneklerde basarili sonuglar
alinmaktadir. Ayni zamanda bu tutucu maddeler sayesinde ekstraksiyon,
yogunlastirma ve izolasyon tek basamakta gerceklestirilebilmektedir (Stevenson,
2000; Hennion, 1999; Haginaka, 2005 ve Carson, 2000). Istenen seviyede
secicilik elde etmek icin kolonun doldurulmasinda molekiil baskilanmis
polimerler kullanilabilir. Kat1 faz ekstraktin ya da Onderistiricisinin segiciligi
immobilize edilen organik bilesigin yapisina, birlesen donor atomlarin dogasina
(O, N, P ve S), kat1 fazin yiizeyindeki fonksiyonel gruplarin pozisyonuna ve arzu
edilen metal iyonu alindiktan sonra olusan kompleksin sterik kosuluna bagldir.

Belli bagli ayirma mekanizmalar1 olarak normal faz, ters faz, iyon degisim
(katyonik ve anyonik degisim) ve molekiiler eleme (size exclusion) sayilabilir
(Macherey-Nagel, 2004). Normal faz; polar bilesiklerin polar olmayan
matrikslerden ayrilmasi islemidir. Sartlandirma asamasi polar olmayan ¢oziiciiler,
toplama asamasi ise daha polar c¢oziiciiler yardimiyla gerceklestirilir. Bu
yontemde en fazla kullanilan tutucu madde silikadir. Ters faz, tutucu madde
polaritesinin 6rnek ¢ozeltisinden daha diisiik oldugu sistemdir. Oktadesil (C1g) bu
teknik icin en fazla kullanilan maddedir. Iyon degisim, 6zellikle asit ve bazlarin
matriksten elde edilmesi amaciyla kullanilan ve iki molekiil arasindaki iyonlarin
karsilikli degisimi esasina dayanan bir tekniktir. Molekiiler eleme tekniginde ise
dekstran jel gibi maddeler, igerdikleri gozenekler (porlar) sayesinde Ornek
¢ozeltisi icerisindeki maddelerin molekiil biiytikliiklerine gore ayrilmasini saglar.

Kat1 faz ekstraksiyonunun ilk ¢aligsmalari su 6rneklerinden eser elementlerin
zenginlestirilmesi amaciyla uygulanmistir. Ticari selat reginelerine daha segici bir
alternatif olarak daha genis sekilde gelisen ters-faz reaktifleri 1970’11 yillarin
ortalarinda sik bir sekilde ¢alisilmaya baslamistir (Goodwin, 1997).
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1.3. Molekiiler Baskili Polimerler (MIP)

1.3.1. Molekiiler baskilama yontemi

Molekiiler etkilesim ilk kez 1894’de Fischer’in enzim-substrat etkilesimini
ortaya koydugu tinlii “anahtar-kilit” modeli ile ortaya ¢ikmuistir.

Molekiiler baskilama yontemi, hedef molekiile yonelik yiiksek segici
bolgelerin varligi nedeniyle bircok avantaja Sahip gelismekte olan bir alandir
(Ramstrom, 2001). Molekiiler baskilamada, hedef molekiil gevresi ile etkilesen bir
kalip olarak davranir. Kalip molekiil, ¢apraz baglayici ile baglanmadan 6nce
fonksiyonel monomerlerle etkilesime girmektedir. Daha sonra c¢apraz bagh
monomerler hedef molekiil ¢evresinde diizenlenir ve kalip benzeri bir tabaka
olusturmak {izere birlikte polimerlesirler. Kalip molekiil kati polimerden
uzaklastirildiginda ise hedef molekiile uygun olan spesifik baglanma bdolgeleri
olusur (Lok ve Son, 2009). Afinite ve secicilik bakimindan dogal reseptorlere
benzeyen molekiiler baskilanmis polimerler kolay hazirlanabilme ve adaptasyon,
bircok solvent ve kosullarda stabil olma gibi 06zelliklere sahiptirler. Son
zamanlarda molekiiler baskilanmis nanomateryallerin gelistirilmesinde alternatif
yaklagimlar gelistirilmistir. Nano diizeyde molekiiler baskilamada birim
hacimdeki alan daha yiiksek oldugu i¢in kalip molekiil tamamen ayrilabilir,
baskilanmis bolgeler daha kolay ulasilabilir ve kiitle transferinde daha diistik bir
direngle karsilasilir (Xie ve ark. 2008). Dolayisiyla molekiiler baskilamadaki
nanoteknikler gelencksel baskilama yontemlerinde karsilasilan sorunlara ¢6ziim
olabilirler (Xie ve ark. 2006).

Molekiiler baskili polimerler hazirlanmalari, depolanmalari, yeniden
kullanmalar1 ve zorlu ortam kosullar1 agisindan dogal antikorlardan ¢ok daha fazla
avantaja sahiptir. (Haupt ve Mosbach, 2000).

Molekiiler baskilama islemleri {i¢ basamaktan olusmaktadir (Sekil 1.5).

On kompleks olusumu : Fonksiyonel monomerler ve kalip molekiil arasinda
bir baglanma gerceklestirilir.

Polimerizasyon : Capraz baglayici ajanlarla olusturulan fonksiyonel

monomer-kalip kompleksi polimerlestirilir.
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Kalip molekiiliin polimerden uzaklagtirilmasi : Uygun bir yikama ajani ile

kalip molekiiliin polimerden uzaklastirilmasi saglanir.

d_ d_- Polimerizanyon
p —a

- Ayl s

Badlanma

o d_ V Monomer Kahp molekul

Sekil 1.5. Molekiiler baskilama yonteminin sematik gosterimi

1.3.2. Molekiiler baskilamada baglanma

Hedef molekiil ve monomer arasindaki etkilesimin tiirline gére molekiiler
baskilama kovalent ve kovalent olmayan baskilama olmak {izere iki ana gruba
ayrilir (Sekil 1.6).

Kovalent baskilama Wulff ve ark. (1977) tarafindan gelistirilen On-
organizasyon yontemidir. Bu yontemde kalip molekiil ve fonksiyonel monomerler
birbirlerine kovalent baglanma ile baglanirlar ve polimerizasyon boyunca bu
kompleks yap1 kararliligint korur. Polimerizasyon islemi bittikten sonra kovalent
baglar kirilir ve kalip olugturmak tizere polimerden uzaklastirilir.

Kovalent yaklagimda baskilama isleminden once kararli kalip-monomer
kompleksi olusturuldugu i¢in baglanma bdlgelerinin homojen dagilimi saglanir

polimerizasyon kosullar1 da (yiiksek sicaklik, yiiksek veya diisiik pH ve polar
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solventler gibi) istenildigi gibi uygulanabilir (Ikegami ve ark. 2004). Ancak
dezavantajlarinin ¢oklugu nedeniyle kovalent yaklagimin kullanimi daha sinirlidir.
Kovalent yaklasimda polimer ag orglsii i¢indeki monomer-kalip molekiil
arasindaki kovalent baglar1 kirip kalibin polimerden uzaklastirilmasi islemi
oldukga zordur (Kriz ve ark. 1997 ve Sellergren, 1988). Ayrica hedef molekiiliin
polimere tersinir olarak baglanma sayisi smirlidir. Kovalent bag olusumu
nedeniyle baglanma kinetigi yavas gergeklesir ve kromatografik ayirmalarda
polimer sabit faz1 ve analit arasinda hizli bir etkilesim gergeklestiginden zayif
kromatografik sonuglar elde edilir (Steinke ve ark. 1995 ve Caro ve ark. 2002).

Kovalent olmayan baskilama ise Mosbach ve ark. (1981) tarafindan
gelistirilmistir. Kovalent baglanma yerine kalip molekil ile fonksiyonel
monomerler arasinda hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler, van der waals
etkilesimleri ve iyonik gruplar arasinda gergeklesen coulomb etkilesimleri gibi
etkilesimler gergeklesir (Vlatakis ve ark. 1993).

Kovalent olmayan baglanmada, kovalent monomer-kalip kompleksinin
sentezine gerek yoktur, farkli baglanma etkilesimleri kullanilabilir. Kovalent
olmayan etkilesimler daha zayif oldugundan polimerizasyondan sonra kalip
molekiil polimerden kolayca uzaklastirilir. Bunun yaninda hedef molekiiliin
baglanma kinetigi hizlidir (Sellergen ve ark. 1988). Kovalent olmayan
baskilamada, kalip molekiil ve fonksiyonel monomerler arasindaki etkilesimler
spesifik degildir ve baskilanmis polimerler kalip molekiiliin yapisi ve reaktivitesi
hakkinda spesifik bilgi gerektirmeksizin hazirlanabilir. Kovalent olmayan
etkilesimin bazi dezavantajlarida polimerizasyon kosullarinin, kovalent olmayan
etkilesimleri arttirmak amaciyla, Sinirli olmasi, fonksiyonel monomerlerin bag
olusum dengesini arttirmak amaciyla fazlaca kullanilmasi ve spesifik olmayan
baglanma boélgelerinin olusumuna neden olmasidir (Katz ve ark. 1999 ve Dong ve
ark. 2002).

Molekiiler etkilesimlerin farkli olmalart segiciligi ve tersinirligi etkiler
(kovalent baglarla olusturulan etkilesimler olduk¢a spesifiktir ancak geri
baglanma kinetigi yavastir, bununla beraber, hidrofobik etkilesimlerin kinetigi
daha hizlidir fakat segiciliginde azalma gosterir). Genel olarak kovalent olmayan

etkilesimler, bircok bilesige uygulanabilirler, hizli kinetige sahiptirler, uygun
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kosullarda bag olusumu saglarlar ve kirilma Ozellikleri gostererek daha genis
uygulama alanlarina sahiptirler. Hidrojen baglari, n-n etkilesimleri ve metal-
koordinasyon etkilesimleri gibi baz1 kovalent olmayan etkilesimler yeni molekiiler
baskilanmis fonksiyonel polimerlerin tasarimi i¢in gelecekte 6nemli bir yere sahip
olacak gibi goriiliiyor.

Metal iyonlar1 ve biyolojik ligandlar arasindaki etkilesimler oldukga
spesifiktir. Ozellikle gegis metalleri elektronca zengin gruplarla oldukca kararli
kompleksler olusturabilirler. Ayrica iyon-dipol etkilesimleri ile O, S ve N igeren
molekiiller komplekslesebilirler. Metal koordinasyon etkilesimi ¢oziicli
ortamindan etkilenmez (elektrostatik ve hidrojen baglanma etkilesimleri sulu
ortamda zayiftir) ¢linkii, diger kovalent olmayan etkilesimlerin tersine, metal
merkezleri ile substrat arasinda kararli bir etkilesim olusur. Ortama fazla
monomer eklenmesi gereksizdir, boylece spesifik olmayan baglanma bolgelerinin
olusumu minumuma iner. Baglanma kinetikleri kovalent baskilamaya gore daha
hizlidir. Metal-gelat etkilesimine dayali molekiiler baskilamanin sahip oldugu
esneklik, segicilik ve dayaniklilik kolaylikla bozulabilen biyolojik merkezli
substratlarin taninmasi i¢in vazgecilmez bir baglanma mekanizmasi yaratmstir.

Bu calismada kovalent ve kovalent olmayan baskilamalara Gstiinliigii g6z
Oniine alinarak (MAAP),Fe(Ill) metal selat monomeri tercih edilerek kalip
molekiil ile koordinasyon etkilesimine dayali molekiiler baskilama

gerceklestirilmistir.
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‘1 3

| Kovalent olmavan baglanma |

C

b Capraz bag ile
polimerizasyon
d E—
a | Kovalent baglanma VW

e
Hedef molekiil
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| Ligand degisimi |

Polimer kalip
etkilesiminin
bozulmasi Baglanma
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Sekil 1.6. Molekiiler baskilamada kalip ile hedef molekiil arasindaki baglanmalarin sematik
gosterimi

1.3.3. MIP hazirlama teknikleri

Molekiiler baskilanmis polimer hazirlamak icin kullanilan ydntemlere

asagidaki ornekler verilebilir.

<> Y18in polimerizasyonu

<> Siispansiyon polimerizasyonu

<> Sisme polimerizasyonu

<> Dagilma(sagilma) polimerizasyonu
<> Cokelek polimerizasyonu

<> Kilcal elektrokromatografi

> Kimyasal agilama
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Molekiiler baskilamada genel olarak yi1gin polimerizasyonu kullanilir. Elde
edilen kati polimer pargalanir ve uygun boyutlara ogiitiiliir. Ancak bu proses

zaman alic1 ve ekstra bir islemdir (Wulff, 2002).

1.3.4. Molekiiler baskilama sentezinde kullanilan kimyasallar

Molekiiler baskilama teknolojisi ayirma, kataliz c¢alismalari, biyosensor
teknolojisi ve yapay antibadi iiretim alanlarinda caligma imkani sunmaktadir
(Piletsky ve ark. 2001). Molekiiler baskilamada kullanilan baskilanacak molekiil,
fonksiyonel monomer, ¢apraz baglayici, ¢oziicii ve baslatici etkili bir baskilama
elde etmek i¢in birbiri ile uyumlu olmalidir.

Molekiiler baskili polimerlerde kalip molekiil ile fonksiyonel monomerin
etkilesmesi i¢in uygun baglanma bolgelerinin sayist 6nemlidir. Bu yiizden
fonksiyonel monomer se¢imi kritiktir. MIP’lerin sentezinde en ¢ok kullanilan
fonksiyonel monomerler asagida verilmistir; Asidik: Metakrilik asit (MAA), p-
vinilbenzoik asit, akrilik asit (AA), 2-(triflorometil)- akrilik asit (TFMAA),
akriloamido-(2-metil)-propan siilfonik asit (AMPSA), Bazik: 4-vinil pridin(4-VP),
2-vinil pridin (2-VP), 4-(5)-vinilimidazol, 1-vinil imidazol, allilamin, N,N’-dietil
aminoetil metakrilamit (DEAEM), Notral: Akrilamit, metakrilamit, 2-hidroksi
metakrilat (HEMA), akrilonitril (AN), metilmetakrilat (MMA), stiren, etilstiren
(Cormack ve Elorza, 2004). Cizelge 1.5°de bazi fonksiyonel monomerler

verilmistir.

Cizelge 1.5. Molekiiler baskilamada kullanilan bazi fonksiyonel monomerler

Fonksiyonel Monomer Monomerin Ag¢ik Molekiil Yapisi

HaC OH
Metakrilik Asit (MAA)

p-vinilbenzoik Asit /—Q—(
/ oH
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Cizelge 1.5. (Devam) Molekiiler baskilamada kullanilan bazi fonksiyonel monomerler

[takonik Asit >>_<OH
HO
(@]

N-(-2-aminetil)-metakrilamid

N
4-vinilpiridin (4-VP) 7 |
/N
H
N
4-(5)-vinilimidazol | />
/ N
HaC NH,
Metakrilamid M
(0]
O
Trans-3-(3-piridil)-akrilik Asit Z |
HO \N

Stiren O_\

Capraz baglayicilarin baskilamadaki énemi kalip molekiil ¢evresinde sabit

bir yapt olusturmak ve kararlilik saglamaktir (Idiziak ve ark. 2001). Yiksek
capraz baglanma orani ile kalic1 gézenekli yapi elde edilir. Boylece baskilanmis
polimerlerin ¢oziicii eklendiginde ¢oziinmeleri engellenmis olur hem de kullanimi
kolaylasir. Bunun yani sira yiiksek capraz baglanma ve etkin bir baskilama igin
capraz baglayicilarla fonksiyonel monomerlerin uyumlu olmasi 6nemlidir
(Biiyiiktiryaki, 2005 ve Cormack ve Elorza, 2004). Ciinkii fonksiyonel
monomerden veya c¢arpaz baglayicidan biri polimerizasyon sirasinda baskin ¢ikar
ve kopolimerizasyon ger¢eklesmez. Molekiiler baskilama i¢in uygun birkag

capraz baglayici baskilanacak molekiil ile fonksiyonel monomer gibi davranarak
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kendiliginden komplekslesebilir. Farkli capraz baglayici ajanlar kullanilarak
konuk baglanma bolgelerinin yapilarini ve bunlarin etrafindaki gevreyi kontrol
edebiliriz. Organik ¢o6ziicilerde molekiiler baskilama i¢in etilen glikol
dimetakrilat (EDMA) ve divinil benzen yaygin olarak kullanilir. Suda ¢oziiniir
capraz baglayict ajant ise N, N’-metilenbisakrilamit (MDAA)’dir. Pdivinil
benzen(DVB), EDMA, tetrametilen dimetakrilat (TDMA), trimetilpropan
trimetakrilat (TRIM), MDAA, N, N’-hekzametilen bisakrilamit, 1,3-diisopropenil
benzen (DIP) yaygin olarak kullanilan ¢apraz baglayicilardir. Cizelge 1.6’da bazi

onemli capraz baglayicilar verilmistir.

Cizelge 1.6. Molekiiler baskilamada kullanilan bazi ¢apraz baglayicilar

Capraz Baglayicilarin Ac¢ik

Capraz Baglayicilar
s Molekiil Yapisi

=
4-divinilbenzen
P

N,N’-metilen-bisakrilamid H H
> /\{( ~_" Y\
(@] (@]

H
N
N,N’-fenilen-bisakrilamid /\( \O\ o
(0] )k/
N /
H

2,6-bisakrilamidopiridin \)(L Q Jv
N N N/ N /
H H

o}
Etilen glikol dimetakrilat o
\/\O
(@]
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MIP’ler genelde ¢oziicii bazli ortamlarda hazirlanip ve kullanildiklari i¢in
¢Oziicii secimi Onemlidir. Coziicii, polimerizasyonda baskilanacak molekiil,
fonksiyonel monomer, ¢apraz baglayici, baslatici gibi tiim bilesenlerin tek fazda
bulunmasini, gozenekli polimerde ise gozeneklerin olusmasini saglar. Ayrica
coziiciler hedef molekiiliin baglanma hizim1 arttirmasini da saglamaktadir.
Baglanan hedef molekiiliin polimerden salinmasmi da yapinin goézenekliligi
saglamaktadir. Polimerizasyon sirasinda reaksiyon sicakligi bolgesel olarak artar
ve istenmeyen yan iriinlerin olusumuna neden olmaktadir. Coziiciilerin bir diger
rolii de polimerizasyon sirasinda reaksiyon 1sisin1 esit olarak yaymaktir.
Genellikle sentez igin polar olmayan organik ¢oziiciilerin kullanildigt MIP’ler
daha iyi segicilige sahiptir (Yu ve Mosbach, 1997). Ayrica kovalent olmayan
baskilama polimerizasyonunda baskilanacak molekiil ile fonksiyonel monomer
arasindaki kompleks olusumunu arttirir. Polimerizasyonda ¢oziicii molekiilleri
polimerlerin igine dahil edilir ve son islemle uzaklastirilir. Bu siire zarfinda
molekiiller arasi bosluklar ¢oziicti molekiilleri tarafindan polimerde goézenek
olarak tutulur (Cormack ve Elorza, 2004). Coziici bakimindan az olarak
hazirlanan polimer ¢ok sert ve yogun olur ve giicliikle baskilanacak molekiilii
baglar. Hazirlanan polimerlerin analite segiciligi i¢in olusan boslugun analite
uygun boyutta olmasi segilen ¢oziiciiniin 6zelligine baglidir. Ayrica MIP’ler farkli
cozeltilerde farkli sisme Ozellikleri gosterirler. Sisme fonksiyonel gruplarin iig
boyutlu yapisini degistirdigi i¢in bu MIP’lerin segiciliginin degismesine sebep
olur. MIP’lerde segicilik katsayisinda bir azalma meydana gelir (Perrin ve
Armarego, 1996).

Farkli reaksiyonlar i¢in farkli baslaticilar tercih edilebilir. Tagimas1 gereken
en Onemli Ozellik aktif olma Ozelligidir. Yaygin olarak kullanilan baslica
baslaticilara 6rnek olarak benzoilperoksit (BPO) ve azobiisobutironitril (AIBN)
verilebilir (Ikegam ve ark. 2004) (Cizelge 1.7).
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Cizelge 1.7. Molekiiler baskilamada kullanilan bazi kimyasal baslaticilar

Kimyasal Baslatici Kimyasal Baslaticinin Agik Molekiil Yapist
) o}
4,4’-azo (4- CN CHg
siyanovalerik asit) HO I N=N I o
CHg CN
OH
OMe

0
Benzil dimetil asetal O

o
Benzoil peroksit (BPO) @%
o—o

Azobisdimetilvaleronitr HoC /CH3 <|:N (|:H3
il (ABDV) | N=N | o,
CHs CN /7
HaC
Azobisbutironitril CN CHs
(AIBN) HaC I N=N I CHjz
CHs CN

Literatiirde MIP’lerin sayisiz uygulama alani oldugunu ortaya konmustur.
Lavignac ve arkadaslarinin 2004 yilinda yaptig1 ¢alismada adsorban deneylerinde
antikorlara alternatifler olarak MIP kullanmilmistir, Haupt ve Mosbach, 2000
yilinda MIP’leri biyobenzetim sensorleri olarak kullanmiglardir, organik
bilesiklerin segici kat1 faz ekstraksiyonu i¢in yeni molekiiler tanima malzemesi

olarak MIP’ler Esteban tarafindan 2001 yilinda kullanilmistir ve Xu ve arkadaslari
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ise 2004 yilinda biyolojik kokenli bilesiklerin ayrilmasi ve taninmasinda MIP’leri

kullanmastir.

1.4. Molekiiler Baskili Kat1 Faz Ekstraksiyonu (MISPE) Yontemi

Molekiiler baskilanmis polimerlerin, kat1 faz ekstraksiyonunda kullanim ilk
kez 1994°de Sellegren ve grubu tarafindan gergeklestirilmistir. Bu grup
calismalarinda, idrar d6rneginden pentanamitin ekstraksiyonunu segici bir sekilde
ayiran molekiiler baskilanmis polimerler hazirlamislardir. Daha sonra bir ¢ok grup
cesitli matriks ortamindan farkli analitleri ayirmak i¢in MIP hazirlayarak kati-faz
ekstraksiyonunda kullanmiglardir. MIP’1n SPE’de kullanilma dezavantajlarindan
biri baskilanan analit molekiiliinliin zor uzaklastirilmasidir. Yikama ve eliisyon
basamaklari seciciligin optimizasyonu i¢in en 6nemli adimdir (Masque ve ark.
2002 ve Sellergren, 1999).

MISPE yontemi 6zellikle yiiksek segicilik, Kararlilik, tekrar kullanilabilirlik,
kolaylik, hazirlanma maliyetinin diisiik olusu nedeniyle tercih edilmektedir. Farkli
gercek Orneklerden (¢evre, biyolojik, gida, ilag ve diger gergek drnekleri gibi);
¢oziici  yardimiyla  analitlerin  ayrilmasinda, istenmeyen  bilesiklerin
temizlenmeside, segigilik arttirici zenginlestirme yonteminde basarili bir sekilde
kullanilmaktadir. On-line MISPE diger cihazlarla birlestiginde, gercek 6rneklerin
karmasik matrislerinden bilesikleri hizli analiz etmeleri ile dikkat ¢cekmektedir.

MISPE yonteminin dezavantajlart arasinda SPE igin kullanilan MIP’leri
kovalent olmayan baskilama teknigi ile hazirlanmasinda diisiik 6rnek kapasitesi
ve spesifik olmayan baglanmalar nedeniyle spesifik baglanma bolgelerinin
veriminin diismesidir. Ayrica karmasik Orneklerde MIP’in adsorblanmasi
sirasinda eser miktarda bilesigin etkilenmesi ile istenmeyen sizintilar kaliba

girebilmektedir.

1.5. Konuyla flgili Yapilmis Olan Calismalar

Zeytin agac1 yapraklarinin degerlendirilerek ham ekstresinin bitkisel ilag

olarak kullanimi son zamanlarda 6nem kazanmaya baslamistir. Cesitli firmalar
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tarafindan piyasaya siiriilen zeytin yapragi caylart veya ekstrelerini bulmak
miimkiindiir. Bu ekstreler oleuropeinin yani sira rutin, verbaskosit, luteolin,
apijenin-7-glukosit, ligstrosit gibi polifenolleri ve seker, protein ve metal gibi
diger bilesenleri de icermektedir. Zeytin yapragindan ham ekstrenin elde
edilebilmesi i¢in zeytin yapraklar iyice kiyildiktan sonra gesitli ekstraksiyon
metotlart uygulanmaktadir. Jap'on-Luj'an ve Luque de Castro (2006c),
stiperisitilmig sivi ekstraksiyonu ile etanol-su karigimi kullanarak 23.000 mg / kg
'a kadar oleuropeini 13 dk’da ¢ikartmuglardir. Jap'on-Luj’an ve ark. (2006a),
dinamik ultrasound yardimli ekstraksiyonla en uygun g¢alisma kosullari altinda,
etanol-su karigimi kullanilarak, hedef analitlerin tam ekstraksiyonunu yani,
oleuropein verbacoside, apigenin-7-glucoside ve luteolin-7-glucoside sirayla
11.04, 2.68, 1.49 ve 3.91 mg / kg olarak 25 dk’da saglamislardir. Le Floch ve ark
(1998), calismalarinda siiperkritik akiskan ekstraksiyonu ile metanol kullanarak
% 45 verim elde etmislerdir. Japon-Lujan ve ark. (2006b), yaptiklar1 ¢alismada
mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemini kullanarak etanol-su karigimi ile 8
dk’da ekstraksiyonu tamamlamislardir. Bu yontemlerde genellikle metanol, etanol
ya da hekzan gibi organik ¢oziiciiler kullanilmaktadir. Bugiine kadar zeytin
yapraklart ile ilgili ¢aligmalar genelde ham ekstreyle sinirli kalmistir (Altiok ve
ark. 2008).

Ham ekstreden tibbi degeri yiiksek olan bilesenlerinin ayr1 ayri saf bir
sekilde eldesi ise preperatif ince tabaka kromatografisi (Walter ve ark. 1973 ve
Fleming ve ark. 1969) ile ya da adsorpsiyon kromatografisi teknikleri ile
gerceklestirilmistir. Bu amagla kollojen, selilloz ve ipek fibroini gibi birgok
biyopolimer adsorbent olarak kullanilmustir.

Altiok ve ark. (2008), zeytin yaprag: ekstresindeki toplam fenol igerigi ve
antioksidan aktivitesi iizerine yaptiklart arastirmada ipek fibroin, zeytin yapragi
ekstresinden polifenolleri ayirmak igin adsorban olarak kullanilmistir.
Rutin ve oleuropein adsorbe miktarlar1 15 mg rutin / g ipek fibroin ve 96 mg
oleuropein / g ipek fibroin olarak bulmuslardir. Coziicii olarak etanol kullanilan
bu ¢alismada, zeytin yapragi ekstresiden % 13,44 oleuropein ve 0,183% rutin

elde etmislerdir.
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Oleuropein saflastirilmasinda zeytin yapragi ekstresi disinda Mulinacci ve
ark. (2001), zeytinyag1 ekstraksiyonu sonrasindaki atik sularda polifenol analizi
yapmiglardir. Bu maddelerin tanimlanmasinda ve miktarlarinin saptanmasinda
HPLC-DAD ve HPLC-MS metodlar1 kullanilmistir. Margari ve Okogeri (2001),
yaptiklar: galismada sizma zeytinyaginda fenolleri ve tocopherolit HPLC yontemi
ile analiz etmiglerdir. Zeytin meyvesinden, yagindan ve zeytin islenmesi sirasinda
c¢ikan atik sulardan oleuropeinin saflastirilmasina yonelikte bir¢ok calisma
bulunmaktadir. Ryan ve ark (1999a), calismalarinda iki farkli zeytin 6rneginin
fenolik madde icerigini kalitatif ve kantitatif olarak belirlemisler. Fenolik madde
analizleri HPLC yontemi ile UV, fluoresans ve MS dedektorleri kullanilarak
yapilmistir. Ryan ve ark (1999b), yaptiklar1 ¢alismada freeze-dryer da kurutulmus
zeytin Ornegini kati-faz ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte etmigler. Ekstrakt
bilesenleri UV ve fluoresans dedektorleri kullanilarak ters-faz sivi kromatografisi
ile ve elektrosprey iyonlasma kiitle spektrometresi kullanilarak tanimlanmstir.
Oleuropeinin zeytindeki temel bilesen oldugunu ve konsantrasyonunun meyve
gelisimi sirasinda 6nemli bir sekilde degistigini gézlemisler.

Yapilan literatiir incelemesinde herhangi bir MISPE yontemi ile zeytin
yapragindan saf oleuropein eldesine yonelik bir c¢alismanin bulunmadigi

belirlenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal
2.1.1. Kullanilan kimyasallar

Azobisizobutironitril (AIBN) ve etilenglikoldimetakrilat (EDMA) Fluka AG
(Buchs, Switzerland) firmasindan almmistir ve etilenglikoldimetakrilat
hidrokinonin inhibitérii ile vakum altinda distile edilerek kullanilmadan 6nce
4°C’da saklanmistir. Rutin hydrate, metanol, polivinil alkol (PVA, MA:10.000)
Aldrich (Milwaukee, WI, USA) firmasindan temin edilmistir. Oleuropein
Extrasynthese ( GENAY France) firmasindan alinmistir. Diger biitiin kimyasallar
analitik saflikta olup, Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin
edilmistir. Deneylerde kullanilan Fe(III) 1000 mg/L stok ¢dzeltisi, demir (III)
kloriir kullanilarak hazirlanmigtir. Demir (III) kloriir (FeCIs.6H20) (Merck,
Darmstadt, Germany) firmasinda alinmig olup, standart demir ¢ozeltisi, stok
¢ozeltiden gilinliik olarak hazirlanmistir.

Deneylerde kullanilan su; yiiksek akisli selilloz membranli Barnstead
(Dubuque, 1A) Ropure LP® ters ozmoz iinitesinde isleme tabi tutulduktan sonra
Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloidal uzaklastirma ve dolgulu iyon
degisim sistemi kullanilarak saflastirnlmistir. Elde edilen saf suyun iletkenligi 18

megaohm/cm’dir.

2.1.2. Kullanilan cihazlar

Adsorpsiyon kapasitesi verileri Shimadzu UV 1601 UV-Goriiniir Bolge
Taramali Spektrofotometresi ile elde edilmistir. FTIR spektrumlar1 Perkin Elmer
Spectrum 100 FT-IR Spectrometer cihazi ile alinmistir. pH oOl¢iimleri WTW
Series InoLab pH730 model pH metre ile yapilmistir. Taramali elektron
mikroskopisi i¢in Oxford Instruments-7430 Field Emission Gun Scanning
Electron Microscope (FEG-SEM) cihaz1 kullanilmistir. Polimerlerin  BET
analizleri i¢in NOVA 2200e Surface Area Pore Size Analyzer kullanilmistir. Ham
ekstredeki oleuropein miktarinin analizi i¢in Agilent 1100 Series HPLC

kullanilmastir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Metakroilamido antipirin (MAAP) monomerinin sentezi

MAAP monomerinin sentezi i¢in uygulanan yontemde; 0.5 g (2.463 mmol)
antipirin ve 0.2 mL (2.46 mmol) piridin, kuru kloroform (100 mL) ¢oziiciisii
igerisinde ¢Ozililmiistiir. Cozelti 0 °C’a sogutulmus ve 0.26 mL (2.46 mmol)
metakroilkloriir yavasca ¢ozeltiye ilave edilmistir. Bu ¢ozelti azot atmosferi
altinda manyetik karistirict ile oda sicakliginda 2 saat karistirilmistir. Kimyasal
reaksiyon sonunda, ¢ozelti 50 mL seyreltik HCI ve sonra 50 mL seyreltik NaOH
ile yikanmigtir. Daha sonra organik faz doner buharlastirict kullanilarak
uzaklastirllmis ve kalan kisim (MAAP), petrolbenzini ve etil asetat ile
kristallendirilerek saflastirilmigtir. Sekil 2.1’de MAAP monomerinin sentezi
verilmigtir. Erime noktast: 132—133 °C, verim: 70 % (Ersoz ve ark. 2004).

H2C§C/CH3
C—NH
H3C NH, J CHg
o
— CHg T
N 2¥==cC N
— O ~
HaCT N o 4 N — N~ Chs
Y Cl
7
Aminoantipirin Metakroil klorur Metakroilamido antipirin

Sekil 2.1. Metakroilamido antipirin (MAAP) monomerinin sentez reaksiyonu
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2.2.2. Metakroilamido antipirin (MAAP),-Fe(l11) kompleks monomerinin

sentezi

(MAAP),-Fe(IIT) kompleksini sentezlemek i¢in uygulanan yontemde; 0.562
g (2.0 mmol MAAP) 25 mL etil alkolde ¢Oziinmiistiir. Bu ¢o6zeltiye oda
sicakliginda 0,270 g (FeCl3.6H,0) (1 mmol) ilave edilmistir. Cozelti koyu
kirmiziya doniinceye kadar oda sicakliginda 12 saat siire ile reaksiyona devam
edilmistir. Daha sonra olusan (MAAP),-Fe(ll1l) monomer kompleksi ¢okertilip,
stiziilmiis % 99’luk etanol (300 mL) ¢ozeltisi ile yikanmis ve vakum etiiviinde 60
°C’de 48 saat kurutulmustur. Bu sentez reaksiyonu Sekil 2.2’de verilmistir

(Karabork ve ark. 2008).

Hs
NH CHg
//
OHZ O
+ Fe(lll)—/—H3C N
2\( (ry 3 \ / /N\
: CHj

@ . J ©

/ HZO
c HN
——CH,
H3C/
2 mmol 1 mmol 1 mmol (MAAP),-Fe*3
MAAP Demir (111) (MAAP),-Fe(I11) Kompleksi

Sekil 2.2. (MAAP)2-Fe(I11) kompleksinin sentez reaksiyonu

2.2.3. Oleuropein baskilanmis polimerlerin hazirlamisi

Hazirlanan monomer, etilenglikoldimetakrilat (EDMA) capraz baglayicisi,
¢oziicli olarak toluen ve baslatic1 olarak azobisbiitironitril (AIBN) kullanilarak,
PVA(polivinilalkol)-su karigiminda slispansiyon polimerizasyonuyla
polimerlestirilmistir. (MAAP),-Fe (III) kullanimiyla, MIP bazli sorbent sentezi

icin oncelikle (MAAP),-Fe(l1l)-oleuropein on-organize monomer hazirlanmistir.
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Bu amagla 0,05 mmol oleuropein, 0,1 mmol MAAP-Fe(lll) ile 4 ml metanol
icinde ¢oziliip 1 saat karistirilmistir. 0,2 g PVA, 70 ml suda ¢oziilerek dispersiyon
ortami hazirlanmistir. Sonra MAAP-Fe(lll)-oleuropein - monomer kompleks
cozeltisi 8 mL EDMA/12 mL toluen- karisimi iizerine ilave edilmis ve 0,06 g
AIBN bu monomer karigimi iginde ¢oziilmistir. Bu c¢ozelti daha sonra
siispansiyon ortamina alinip, termostatik su banyosunda manyetik karistiric ile
600 rpm sabit hizla azot atmosferinde karistirilmistir. Polimerizasyon, reaktor
sicakligimm 70°C’de 5 saat tutulmasiyla gerceklestirilmistir. Polimerizasyonun
ardindan oleuropein baskili polimerler polimerizasyon ortamindan siiziilerek
ayrilmigtir. Elde edilen polimerler kalip molekiiliin uzaklastirilmasi i¢in metanolik
KOH ile birgiin karigtirilmistir ve ardindan %50-50 (v/v) H3PO4-H,0 ile yine
birgiin boyunca muamele edilmistir. Daha sonra polimerler etanol ve su ile
yikanmis ve 70°C’de 48 saat vakum altinda kurutulmustur. Sematik gdsterim

Sekil 2.3°de verilmistir.

CH
Y
=
07 hN CHg
HO HO" ,-'Fe\‘uo/ N
e
S0
.-Fe "
VR
HsC A /°
3TN~ CH,
S\
H3C H3C
MAAP-Fe(lll) Oleuropein MAAP-Fe(l1l)

Sekil 2.3. Oleuropein baskili polimer olusumunun sematik gosterimi
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2.2.4. Adsorpsiyon calismalari

Hazirlanan oleuropein baskili kat1 faz sorbentin oleuropein adsorpsiyon ve
desorpsiyon islemleri kesikli sistemde gergeklestirilmistir. Yapilan tim
adsorpsiyon islemlerinde adsorplanan madde miktarlart asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmaistir:

Q=[(Co-C)V]/m (3.2)

Burada, Q polimerlerin birim miktar1 basina adsorplanan madde miktaridir
(mg g™); Co ve C, oleuropein ¢ozeltilerinin sirastyla, baslangic ve adsorpsiyon
sonucu siiziintiide kalan derisimleridir (mg L™); V sulu faz hacmi (L) ve m de
kullanilan MIP agirhigidir (g). Adsorpsiyon calismalar1 kapsaminda polimerin
adsorpsiyon kapasitesine pH’in, baslangic derisiminin ve zamanin etkileri

incelenmistir.
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3.BULGULAR

3.1. Polimerik Mikrokiirelerin Karakterizasyonu

3.1.1. MAAP ve (MAAP),-Fe*® monomerlerinin karakterizasyonu
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Sekil 3.1. MAAP monomerinin FTIR spektrumu

MAAP monomerinin karakterizasyonu i¢in kullanilan FTIR spektrumunda;
FT-IR (KBr, cm™): 763-710 cm™ (monosubstitiiec benzen halkasi), 1580 ve 1500
cm™  (aromatik halkadaki konjugasyon, kuvvetli iki veya ii¢ pik), (1600 cm™
(metakril ¢ift bag), 1642 cm™ (amid karbonil piki), 1730 cm™ (siklik keton
pozisyonunda karbonil piki), 2975 ve 2924 cm™ (C-H piki), 3260 cm™ ( N-H

piki). Bu pikler Sekil 3.1°de verilen FTIR spektrumunda da goriilmektedir.
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Sekil 3.2. Metakroilamido antipirin (MAAP)2-Fe(I11) kompleksinin FTIR spektrumu

Sekil 3.2’de metakroilamido antipirin (MAAP),-Fe(l1l) kompleksinin FTIR
spektrumu verilmistir. Hazirlanan (MAAP),-Fe(1ll) kompleksinin FT-IR (KBr,
cm™) analizlerinin karakteristik pikleri soyledir: 472 ve 647 cm™ pikleri Fe-O
piki, 768 cm™ pik monosubstitiiye benzen halkasi ait olan pik, 1642 cm™ deki
karbonil piki 1617 cm™de ortaya cikmustir. 1730 cm™  siklik keton
pozisyonundaki karbonil piki 1672 cm™de ortaya ¢ikmustir (Erséz ve ark. 2004).
Bu sonuglar C=0’daki oksijen atomunun metal iyonuyla koordinasyona girdigini
gostermistir. Sonug¢ olarak Fe(Ill) iyonuyla MAAP yapisindaki (C=0)’daki
oksijen atomu arasinda bir etkilesimin oldugu anlagilmistir. FTIR daki onemli
degisiklik C=0’daki karbonil piki tizerindeki degisikliktir. 3553 cm™*deki keskin
v(OH) piki H,O molekilii ile Fe(lll) iyonunun koordinasyona girdigini
dogrulamistir (Tangh ve ark. 2003).
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3.1.2. Oleuropein baskilanmis polimerlerin karakterizasyonu
3.1.2.1. BET analizi

(MAAP),Fe(l11)- oleuropein polimerinin kalip uzaklastirilmasindan onceki
ve sonraki toplam yiizey alanlart NOVA 2200e Surface Area Pore Size Analyzer
kullanilarak dl¢lilmiistiir ve ylizey alan1 baskilama 6ncesi 348 m? g'1 ve baskilama
sonrast ise 928,7 m? g'1 olarak bulunmustur. Goriildiigii gibi kalip molekiil olan

oleuropeinin yapidan uzaklagsmastyla ylizey alaninda bir artis gergeklesmistir.

3.1.2.2. Sisme testi

(MAAP),Fe(l11)-oleuropein polimerinin kalip uzaklastirilmasindan 6nceki
ve sonraki haldeki su tutma oranlari, deiyonize su kullanilarak volumetrik
yontemle belirlenmistir. Bu islemde 112 mg kuru baskilama sonrasi polimerden
ve 64 mg kuru baskilama Oncesi polimerden meziirlere koyulup en st noktalar
tiipe isaretlenmistir. Daha sonra tiipler deiyonize su ile doldurularak polimerlerin
oda sicakliginda sismesinin ardindan polimerlerin yiiksekliginin isaretlenmesi ile
belirlenmistir.  Tiipteki sigsmis polimerlerin  yiiksekligi  sisme  oraninin
hesaplanmasinda kullanilmistir. Cizelge 3.1°de polimerin baskilama Oncesi ve

sonrast kuru ve sismis haldeki ylikseklikleri verilmistir.

Nismis: sisen polimerlerin yiiksekligi, hyyr: Kuru polimerlerin yiiksekligi
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Cizelge 3.1. (MAAP),Fe(lI1)-oleuropein polimerinin kalip uzaklastirilmasindan onceki ve sonraki

haldeki, kuru ve sigsmis birim yiikseklikleri

Birim Birim
Polimerler yiikseklik yiikseklik % Sisme orani
hkuru hsismis
Baskilama sonrasi polimer 0,5 birim 1,9 birim % 280
Baskilama 6ncesi polimer 0,5 birim 0,85 birim % 70

Esitlik (3.1)’e Cizelge 3.1°deki degerlerin yerlestirilmesi sonucu baskilama
sonrast polimerlerin sisme oran1 % 280, baskilama oncesi polimerlerin sisme
orant ise % 70 olarak bulunmustur. Bu sonuglar baskilama sonrasi sisme oraninin
arttigin1 gostermektedir. Oleuropein yapidan uzaklastirildiginda bu bosluklara su
iyonlart daha kolay girebilmekte ve polimerlerin daha fazla sismesine sebep

olmaktadir.

3.1.2.3. FTIR analizi

Saf oleuropeinin ve (MAAP),Fe(ll1)-oleuropeinin FTIR spektrumlari, KBr

ile tablet hazirlanarak alinmistir.
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Sekil 3.3. Saf oleuropein molekiiliiniin FTIR spektrumu

Saf oleuropeinin Sekil 3.3’de verilen FTIR spektrumu incelendiginde 3400
cm1’deki yayvan pik benzen halkasina bagli -OH pikidir ve aromatik halkaya ait
olan C=C gerilme titresimi ise 1523 cm™’de goriilmiistiir. Ester ve alifatik aside
ait karbonil pikleri 1708 ve 1627 cm™’de ortaya ¢ikmustir. Ayrica eter yapilarina
ait C-O pikleri 1284 ve 1076 cm1’de goriilmektedir. 1446 cm™de alifatik C-H
gerilme titresimi ve 1384 em™ ‘de —CH3 gerilme titresimi goriilmektedir. Sekil

3.4°de saf oleuropein i¢in FTIR spektrumu verilmistir.
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Sekil 3.4. (MAAP),Fe(ll1)-oleuropein polimerine ait FTIR spektrumu

(MAAP),Fe(l11)-oleuropein polimerine ait FT-IR spektrumunda; 473 cm™
piki Fe-O piki, 753 cm™ pik monosubstitiiye benzen halkasina ait olan pik, 1637
ve 1650 cm™’de karbonil pikleri ortaya ¢ikmustir. 1260 cm™’de eter yapisindaki
C-O piki goriilmektedir. 1456 cm™de alifatik C-H gerilme titresimi ve 1395 cm’
1’de —CHs gerilme titresimi gorilmiistir. 3553 cm™deki H,O molekiilii ile
Fe(Ill) iyonunun koordinasyona girdigi pikin olmadigi goriiliyor bu durum
Fe(III) iyonuna bagli HO molekiillerinin ayrilarak onlarin yerini oleuropeindeki —
OH gruplarinin almasindan kaynaklanmaktadir. Oleuropeine ait olan piklerden
3400 cm™ deki yayvan —OH pikinin ise saf oleuropeindeki gibi keskin ve belirgin
olmadig1 goriiliiyor. Bu durum hidroksil gruplarinin metal iyonu ile etkilestigini
gostermektedir. Sekil 3.4’te (MAAP),-Fe(lll)-oleuropein polimerinin  FTIR

spektrumu verilmistir.
3.1.2.4. Yiizey morfolojisi

(MAAP),Fe(ll)-oleuropein  polimerinin  kalibin  uzaklastirilmasindan
sonraki yiizey morfolojisi ve kesit yapilar1 taramali elektron mikroskobu (SEM)
kullanilarak  incelenmistir.  Sekil 3.5°de  goriildigii gibi  siispansiyon

polimerizasyonu sonucunda elde edilen polimerik yapilar mikrokiire sekline
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benzemesede oldukca gbzenekli yapiya sahiptirler. Bu durum da yiizey alanini ve

adsorpsiyon oranini arttirmaktadir.

Sigral A « 862 Date 22 Nov 2011
Fhete Ne = 8738 Tane :1488:210

— =

Deta 22 Now 2011

T

Sekil 3.5. (MAAP),Fe(lll)-oleuropein polimerinin kaliptan uzaklastirildiktan sonraki SEM
goriintiileri (a) 7000 kere yakinlagtirilmig (b) 13000 kere yakinlastirilmigtir

3.2. Oleuropein Baskilanmis Polimerlerin Adsorpsiyon Kapasitesi

3.2.1. Oleuropein adsorpsiyonuna pH’1n etKisi

Oleuropein baskili polimerlerin adsorpsiyonu i¢in farkli pH’larda (HCI,
NaOH ve fosfat tamponlar1 kullanilarak) kesikli sistemde 50 ppm’lik oleuropein
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cozeltileri hazirlanmis ve 3 saat boyunca oleuropein baskili polimer ile igleme tabi
tutulmustur.

Deneyler ti¢ kez tekrar edilmistir. Her bir veri seti i¢in ortalama degerler
kullanilmistir. Sonug olarak Sekil 3.6’da goriildiigli gibi en yiiksek adsorpsiyon

kapasitesinin, pH 7’de ve fosfat tamponuyla saglandigi bulunmustur.

25 +

20 A

10 -

Q(mgg?)

pH

Sekil 3.6. Oleuropein adsorpsiyonuna pH’1n etkisi
3.2.2. Oleuropein adsorpsiyonuna baslangi¢ derisiminin etkisi

Oleuropeinin baslangi¢ derisimlerinin adsorpsiyon kapasitesine etkisini
gozlemek amaciyla 35 ila 1000 ppm arasinda cesitli derisimlerde oleuropein
cozeltileri hazirlanmis ve bu c¢ozeltilerden 5’er mL alinarak 0,01 g adsorbent
lizerine ilave edilmistir. 3 saatlik karistirma sonucu siiziintiilerdeki oleuropein
miktarlar; UV-Vis cihazi kullanilarak 280 nm’de tayin edilmistir.

Baslangi¢ oleuropein derisiminin, oleuropein adsorpsiyonuna etkisi Sekil
3.7’de goriilmektedir. Sekil 3.7’den de anlasildig1 gibi birim sorbent basina diisen
oleuropein adsorpsiyon miktart oleuropein derisimi arttik¢a dogrusal olarak hizla
artmaktadir ve doygunluga ulagmaktadir. Sorbent partikiillerinin oleuropein igin
maksimum adsorpsiyon kapasitesine 750 ppm oleuropein kullanildiginda

ulasilmustir ve 140,0 mg g™ olarak bulunmustur.
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Sekil 3.7. Oleuropein adsorpsiyonuna baglangi¢ derisiminin etkisi
3.2.3. Oleuropein adsorpsiyonuna zamanin etkisi

Oleuropein baskilanmis polimerin denge adsorpsiyon zamanini bulmak i¢in;
oda sicakliginda 95 ppm’lik oleuropein ¢ozeltisi pH: 7°de farkli siireler tutularak
(5-180 dakika) polimerik yapi ile muamele edilmistir. Sekil 3.8’de polimerin
oleuropein adsorpsiyonunun zamanla degisim grafigi verilmistir. Oleuropein
adsorpsiyonunun ilk 5 dakikada hizla gerceklestigi ve doygunluga ulastig

g6zlenmistir.
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Sekil 3.8. Oleuropein adsorpsiyonuna zamanin etkisi
3.2.4. Adsorpsiyon izotermleri

Adsorpsiyon izotermi, her bir molekiiliin adsorbanlarla etkilesimlerinin
karakterizasyonu i¢in kullanilir. Adsorpsiyon izotermi, iki faz dengede iken kati
faza adsorbe olan iyon miktar1 ve ¢ozeltideki molekiillerin derisimi arasinda iligki
kurulmasini saglar. Langmuir adsorpsiyon modeli, her biri yalniz bir molekiili
tutmaya elverisli belirli sayidaki tanimlanmis boliimlere molekiillerin adsorbe
oldugunu varsayar. Bu boliimlerin enerji olarak esdeger oldugu ve yakin
boliimlerdeki adsorbe olmus molekiillerle arasinda higbir etkilesim olmayacak
kadar birbirinden uzak oldugu varsayilir. Langmuir denklemi asagidaki gibi

gosterilebilir.

Q= Qmaks-b-ceq / (1+bCeq) (3.3)

Bu esitlikte;

Q= Adsorbana adsorplanmus oleuropein derisimi (mg g™*)
Ceq= Cozeltideki oleuropein denge derisimi (mg LY

b= Langmuir sabiti (L mg™)

Qmaks= Maksimum adsorpsiyon kapasitesi (mmol g) dir.

Bu denklem asagidaki gibi lineerlestirilebilir.
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1/Q = [1/(Qmaksb)1[1/Ceq] + [1/Qmaks] (3.4)

1/Q’ya karst 1/Ceq grafige gegirildiginde; kesim 1/Qmaks, €gim ise
1/Qmaksb’yi  verir. Sekil 3.9°da oleuropein adsorpsiyonu igin Langmuir

adsorpsiyon modelinin grafigi verilmistir.

0,035 ~
0,03 ~
0,025 +

0,02 -

= 0,015 - y = 1,779x + 0,0038
2 =
001 - Rz = 0,9989

0,005 ~

0 T T T 1
0 0,005 0,01 0,015 0,02
1/Ceq

Sekil 3.9. Oleuropein adsorpsiyonu i¢in Langmuir adsorpsiyon izotermi

Sisteme uygulanan diger bir adsorpsiyon modeli ise Freundlich izotermidir.
Freundlich denklemi ideal olarak temiz ve homojen olmayan kat1 yiizeylerdeki
adsorpsiyonlar i¢in Alman fizikokimyact Herbert Max Finlay Freundlich

tarafindan deneysel ¢alismalara bagli olarak tiiretilmistir.
INQ = In Ks + n.InCqq (3.5

Bu esitlikte;

Q= Adsorbana adsorplanmis oleuropein derisimi (mg g™*)
Ceq= Cozeltideki oleuropein denge derisimi (mg LY

n= Freundlich sabiti

Ks=Freundlich sabiti
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Ln Q’ya kars1 In Cgq grafige gegirildiginde yine kesimden K ve egimden de
n sabitleri bulunabilir. Sekil 3.10’da oleuropein adsorpsiyonu i¢in Freundlich

adsorpsiyon modelinin grafigi verilmistir.

55 -
S .
4,5 -
o
= b y = 0,6798x + 0,6939
4 7 R2 = 0,9812
3,5 - é
3
3 4 5 6 7
In Ceq

Sekil 3.10. Oleuropein adsorpsiyonu i¢in Freundlich adsorpsiyon izotermi

Oleuropein adsorpsiyon verileri sirasiyla Langmuir ve Freundlich
adsorpsiyon izotermlerine uygulandiginda oleuropein adsorpsiyonunun Langmuir
izotermine uydugu bulunmustur. Ciinkii elde edilen grafiklerin regreasyon
sabitlerine (R?) bakildiginda Langmuir i¢in hesaplanan degeri (0,9989) Freundlich
icin hesaplanan degerden (0,9812) daha yiiksek ¢ikmistir. Bu yiizden sinirli sayida
baglanma bdlgesi iceren bir yiizey tlizerine tek tabakali bir adsorpsiyon

gerceklestigi soylenebilir.

Cizelge 3.2. (MAAP),Fe(Ill) baskili polimerler i¢in Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon

modellerinin karsilagtirilmasi

Deneysel Langmuir Freundlich
Baskili
Polimerler Qm 1 ) 1 )
Qmaks (Mg g% b(L mg™) R Ks(Lg™) n R
(mg g*)
140 263,2 2,13.10° 0,9989 2,0015 0,6798 0,9812
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3.2.5. Oleuropein baskili polimerin oleuropein baglama etkinliginin

olciilmesi

Baskili polimer ve kalip arasindaki baglanma etkilesimleri ve esitlikleri
Scatchard analizi yontemi ile elde edilmis ve bu yontem MIP ¢alismalarinda daha
onceleri de kullanilmistir (Ozcan, 2007). Bu analizde asagidaki esitlik
kullanilmaktadir.

Q/[C] = [Qmaks/ Ko] — [Q / Kp] (3.6)
Bu esitlikte;

Q : Polimere baglanan oleuropein miktarini

C : Serbest oleuropein derisimini

Qmaks : Baglanma bolgelerinin maksimum sayisini

Kp : Ligand-degisim temelli metal-selat kopolimerinin ayrigma sabitini

ifade etmektedir.

Oleuropein baskilanmis mikrokiirelerin, oleuropein baglama etkinliginin
belirlenmesi igin ¢izilen Scatchard grafigi (Sekil 3.11) bir dogru igermektedir. Bu
durum polimerlerin, oleuropein igin bir baglanma bdlgesine sahip oldugunu
diistindiirmiistiir. Baglanma bélgesi i¢in Ka (1/Ky), 1,2.10° M ve maksimum
ligand-degisim etkilesme sayist olan Qmaks, 476 pmol g (257,04 mg g™) olarak
bulunmustur. Sekil 3.11°deki grafikte dogru i¢in R? degeri ise 0,9645’dir.

0,55 ~

0,5 y =-0,0012x + 0,5712

R?=0,9645

0,45 -
0,4 -
0,35 -

Q/Ceq (L g})

0,3 -
0,25 -

0 50 100 150 200 250 300

Q (nmol g)

Sekil 3.11. Oleuropein baglanmasina iligkin Scatchard grafigi
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3.3. Oleuropein Baskili Polimerlerin Desorpsiyon Calismasi

UV-Vis cihaz1 ile derisimi 99,026 ppm olarak 6l¢iilen oleuropein
¢Ozeltisinden 5 ml alinarak 0,01 g adsorbent ile 3 saat karistirdiktan sonra siiziintli
derigimi 30,875 ppm olarak Sl¢iilmiistiir. MIP’e tutunmus olan oleuropein dort
farkli eliient ile 12 saat yikanmigtir. Sulu fazda son kalan oleuropein derisimi UV-
Vis cihazi ile 280 nm’de tayin edilmistir. Desorpsiyon orani asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplanmustir.

Desorbe olan oleuropein miktari

Desorpsiyon orani(%) = x 100 (3.7)

Adsorplanan oleuropein miktari

Cizelge 3.2’de bu dort eliient i¢in desorpsiyon miktarlari verilmistir. Bu
miktarlara bakildiginda % 101,10 ile en yiiksek miktarda desorpsiyon saglayan
elientin %50 metanol + %30 deiyonize su + %20 sodyumhidroksit oldugu
anlasilmistir.  Deneysel olarak (MAAP),Fe(lll)-oleuropein  polimerinden
oleuropeinin ayrilmasi agamasinda ¢ok diisiik miktarda i¢inde kalan oleuropeinde
bu eliient ile desorpsiyon sirasinda ayrilmistir. Bu desorpsiyon eliienti kullanilarak

farkli derisimlerde oleuropein ile ¢aligma yapilmistir.

Cizelge 3.3. Cesitli eliientlerin desorpsiyon miktarlart ve yiizde desorpsiyon oranlari

% Desorpsiyon
Eliient Cesidi Desorpsiyon Miktari
Oram
%100 metanol 67,91 ppm % 99,65
%50 metanol+ %30 deiyonize su +
68,90 ppm % 101,10
%20 NaOH
%40 metanol + %30 deiyonize su + 64,48 ppm % 94 61
1 0 )
%30 NaOH
%100 etanol 60,01 ppm % 88,05
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Adsorplanan oleuropein, %50 metanol+ %30 deiyonize su + %20 NaOH
cozeltisinin kullanilmasi ile oda sicakliginda 12 saat boyunca karistirilarak
desorbe edilmistir.

Dort  farkli derisimde (100, 250, 500, 750 ppm) yapilan desorpsiyon
calismasi sonucunda (3.7)’ye gore yilizde desorpsiyon oranlari hesaplanmis ve bu
dort desorpsiyon calismasinin ortalamast alinmistir. Bu hesaplamalar sonucunda

ortalama desorpsiyon oran1 % 74,5 olarak bulunmustur.

3.4. Oleuropein Baskilanmis Polimerlerin Yeniden Kullanilabilirligi

Oleuropein baskili mikrokiirelerinin tekrar kullanilabilirligini incelemek
amaciyla ayn1 adsorbent 10 kez ardi ardina 100 ppm oleuropein ¢ozeltisi ile
adsorpsiyon-desorpsiyon islemine tabi tutulmustur. Sonug olarak, Sekil 3.12°de
gorildiigli gibi oleuropein baskili mikrokiirelerin adsorpsiyon kapasitesinde ¢ok

fazla kayip olmaksizin tekrar tekrar kullanilabilir oldugu gézlenmistir.

35 4
30 A
25 -
20 -
15 -
10 -

Q(mgg?)

Tekrar kullanim sayisi

Sekil 3.12. Oleuropein baskili polimerlerin yeniden kullanilabilirligi
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3.5. Oleuropein Baskilanmis Polimerlerin Seciciligi

Hazirlanan adsorbentin segiciligini incelemek amaciyla oleuropeine yapi
olarak benzeyen ve zeytin yapragi ckstresinde aktif olarak bulunan rutin ile
calisilmigtir. Her iki maddeninde 100 ppm’lik ¢ozeltileri hazirlanmis ve molekiiler
baskili polimer ile 3 saat siiresince karigtirtlmistir. Hazirlanan polimerin yapilan
kesikli sistem adsorpsiyon denemeleri sonucunda rutin’e karst daha diisiikk bir
afinite gosterdigi belirlenmistir. Dolayisiyla molekiiler baskili polimerin, yliksek
secicilige sahip oldugu sdylenebilir. Q degerleri oleuropein i¢in 31,402 mg g™,
rutin i¢in 6,08 mg g* olarak bulunmustur. Esitlik (3.8)’de verilen formiile gore

oleuropein baskilanmis polimerin segiciligi 5,16 olarak hesaplanmistir.

K= Qoteuropein/ Qrutin (3.8)

Bu sonuca dayanarak hazirlanan MIP sorbentin oleuropeine segiciliginin

rutine gore 5 kat daha fazla oldugu sdylenebilir.

3.6. HPLC Cihaz ile Zeytin Yapragi Ekstresindeki Oleuropein Tayini

Metanol ile hazirlanmis olan zeytin yaprag: ekstresinden molekiiler baskili
polimer sayesinde ayrilan oleuropeinin miktar tayini kesikli sistemle
gerceklestirilip sonuglar HPLC cihazi kullanilarak belirlenmistir. HPLC analizleri
mobil faz olarak % 60:40’lik 0,1 M asetat tamponu (pH:5) : metanol karigimi
kullanilarak oda sicakliginda, 0,9 ml dak™ akis hiz1 ve 240 nm dalga boyunda
gerceklestirilmistir. Analiz icin ilk olarak 50, 100, 200 ve 300 ppm’lik oleuropein
cozeltileri hazirlanip HPLC cihaz1 ile okutulmustur. Sekil 3.13’te gortldigi gibi

bu dort farkli derisim igin Glgiilen alanlar ile kalibrasyon egrisi olusturulmustur.
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Sekil 3.13. Oleuropein igin olusturulan kalibrasyon egrisi

Ikinci olarak ise metanol ile hazirlanmis olan Kkuru zeytin yaprag
ekstresinden 0,05 g alinarak deiyonize saf su ile 50 ml’ye seyreltilmis ve
ekstredeki oleuropeinin derisimi 40,5 ppm olarak bulunmustur (Sekil 3.14’de
HPLC kromatogrami goriilmektedir). Hazirlanan ekstreden 5 ml alinarak 0,01 g
adsorbent ile 3 saat karigtirllmistir. Molekiiler baskili polimer ve onun uygun
bosluklarina yerlesmis olan oleuropein Mmavi bant stizge¢ kagidi ile siiziilerek
cozeltiden ayrilmistir. MIP ile muamele sonucu zeytin yaprag: ekstresinin HPLC
analizi yapilmis ve ekstrede 8 ppm oleuropein kaldigi tespit edilmistir (Sekil
3.15). Son olarak adsorplanmis MIP’in desorpsiyonu ig¢in 5 ml %50 metanol +
%30 deiyonize su + %20 NaOH karisimi ile 18 saat boyunca karistirilarak
oleuropeinin ayrilmast saglanmigtir. MIP’den desorbe edilen oleuropeinin 24,2
ppm oldugu bulunmustur (Sekil 3.16). HPLC analizlerine bakildiginda MIP ile
muameleden sonraki analizde, zeytin yapragi ekstresinin analizinde oldugu gibi
karmagik bir kromatogram elde edilirken, desorbe edilen oleuropeinin analizinde
cok daha sade bir kromatogramin elde edildigi goriilmektedir. Bu durum
hazirlanan MIP’in oleuropeine secici olmakla birlikte diger bazi fenoliklerinde bir
miktar MIP’e tutundugunun gostergesidir. MIP ile muamele sonucu matriks etkisi

azaltilmis ve oleuropein onderistirilmesi saglanmistir.
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Sekil 3.14. Zeytin yapragi ekstresinin HPLC kromatogrami

Sekil 3.15. Zeytin yapragi ekstresinin MIP ile muamele edildikten sonra siiziintiiniin HPLC
kromatogrami
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Sekil 3.16. Zeytin yapragi ekstresinden MISPE kullanilarak ayrilan ve eliie edilen oleuropein
eltiat1 igcin HPLC kromatogrami

3.7. Zeytin Yaprag Ekstrsinde Bulunan Oleuropein Miktari

Zeytin yapragi ekstresindeki oleuropein miktarinin tayini kesikli sistemde
kiitle miktarlarindaki degisimlerden yararlanilarak bulunmustur. Bu islem i¢in
0,0303 g zeytin yaprag ekstresi 50 ml’ye seyreltildikten sonra bu ¢ozeltinin 10
ml’si 0,05 g molekiiler baskili polimer ile 3 saat karistirilmistir. (MAAP)Fe(l11)-
oleuropein siizge¢ kagidi ile ¢ozeltiden ayrilip, kurutuldugunda siizge¢ kagidinda
0,0388 g madde tartilmigtir. Desorpsiyon iglemi ise 10 ml %50 metanol+ %30
deiyonize su + %20 NaOH karigimi ile 18 saat karistirilarak gergeklestirilmistir.
Stizme islemi yapilarak oleuropein adsorbentten ayrilmis ve eliisyon ¢ozeltisi
uguruldugunda beherde 1,0 mg oleuropeinin kaldigi goriilmiistiir.

0,0303 g ile hazirlanmig olan zeytin yapragi ekstresinden 5,0 mg oleuropein
ayrilmistir. Yani 1 kg zeytin yaprag: ekstresinden 165 g oleuropein ve 1 kg zeytin
yapragindan 17,53 g oleuropein saflagtirilmistir.



52

4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu c¢aligmada oleuropein icin secici olan (MAAP),Fe(lll)-oleuropein
polimeri sentezlenerek zeytin yapragi ekstresinden oleuropeinin ayrilmasi
saglanmistir. Hazirlanan MIP icin adsorpsiyon kapasitesi, segicilik, tekrar
kullanilabilirlik ve desorpsiyon c¢aligmalar1 gerceklestirilmistir. Son olarakta
zeytin  yapragi ekstresinden oleuropeinin  ayrilmasma ydnelik ¢alisma
gerceklestirilmistir.

Son zamanlarda zeytin yapraginin igerigi ve bilesenlerinin ekstraksiyonu
lizerine ¢esitli calismalar yapilmaktadir. Ancak yapilan bu ¢aligmalar daha ¢ok
ham ekstrakt ile smirhidir. Yaprak ekstresindeki spesifik bilesenlerin ayr1 ayri
saflastirilarak elde edilmesine yonelik fazla bir ¢alisma yoktur. Kullanilan
adsorbentlerin de segicilikleri sinirhidir.  Yapilan literatiir incelemesinde
oleuropein ayirma ve saflastirmaya yonelik MIP temelli bir calismaya
rastlanmamistir.  Bu nedenle ¢alismamda, (MAAP),Fe(lll) monomerin
kullanimiyla oleuropein baskili polimerler sentezlenmis ve sentezlenen bu
polimerle zeytin yapraklarindan oleuropein gibi onemli bir biyofenoliin son
derece kolay ve ucuz bir yontemle, yiiksek verimle ayrilmasi saglanmigtir.
Hazirlanan  sorbentler olduk¢a ucuza mal oldugundan ve tekrar
kullanilabilirliginin olduk¢a fazla olmasindan dolayi, yiiksek oranda oleuropein
piyasaya gore son derece diisiik maliyetle elde edilebilmektedir. Biyofenol
kaynagi olarak kullanilabilen zeytin yapraklari ise iilkemizde bol miktarda
bulunmaktadir. Elde edilen ayrilmis oleuropein biyomedikal alanda olduk¢a genis

kullanim alanlarina sahiptir.

Oleuropeinin ayrilmasi igin kullanilan MIP metal-selat etkilesimine
dayanmaktadir. Metal-gelat etkilesimleriyle hazirlanan MIP’ler kovalent ya da
kovalent olmayan etkilesimlere dayali MIP’lere gore bir takim avantajlara
sahiptir. Bu avantajlardan biri; kullanilan metal (Fe*) iyonu, MAAP monomeriyle
selat olusturduktan sonra bir Lewis asidi gibi davranarak hedef molekiilde yer
alan elektron verici bir grupla koordinasyonunu tamamlamaktadir. Bu nedenle
olusan baglanma oldukga se¢ici ve kovalent olmayan etkilesimlere gore cok daha

giicliidiir.
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Hazirlanan MIP’in karakterizasyonu yapildiktan sonra kesikli sistemde
adsorpsiyon-desorpsiyon denemeleri gergeklestirilmis ve elde edilen sonuglar
asagida 6zetlenmistir.

Ilk olarak oleuropein baskili polimerler kullanilarak adsorpsiyon
kapasitesini O6nemli Olgiide etkileyen ortam pH’in oleuropein adsorpsiyon
kapasitesine etkisi incelenmistir (Sekil 3.6). Elde edilen adsorpsiyon kapasitesi
degerlerinin pH 7’ ye kadar arttig1 daha sonra ise azaldig1 goriilmiistiir. Bu sonuca
dayanarak  oleuropeinin  aymrma  iglemini sulu  ortamda  rahatlikla
gerceklestirebilecegi sOyleyebilir. Ayrica oleuropein adsorpsiyonuna zamanin
etkisinin anlagilmasi i¢in yapilan ¢alismada oleuropein baskili poimerlerin denge
adsorpsiyonuna 5 dakikada ¢ok hizli bir sekilde ulastig1 goriilmiistir.

Oleuropein baskili polimerlere oleuropein adsorpsiyonunun baslangig
derigimlerinin etkisi incelenmis ve baglangic derisimleri arttikga adsorpsiyon
miktarinimn arttigi ve 140 mg g™ adsorpsiyon kapasitesinde doygunluga ulastigi
goriilmistiir. Bu asamada elde edilen Q ve C degerleri kullanilarak Langmuir ve
Freundlich adsorpsiyon izotermleri olusturulmus ve Langmuir izotermine uydugu
bulunmustur. Ciinkii elde edilen grafiklerin regreasyon sabitlerine (R?)
bakildiginda Langmuir igin hesaplanan deger (0,9989), Freundlich i¢in hesaplanan
degerden (0,9812) daha yiiksek ¢ikmistir. Dolayisiyla hazirlanan polimerde, sinirh
sayida baglanma bolgesi igeren bir yiizey lizerine tek tabakali bir adsorpsiyon
gerceklestigi sdylenebilir.

Oleuropein baskili  polimerler ve oleuropein arasindaki baglanma
etkilesimleri Scatchard analiz yontemi ile gergeklestirilmistir ve bir dogru elde
edilmistir. Bu durum (MAAP),Fe(l1l) polimerlerinin, oleuropein igin sadece bir
baglanma bdlgesine sahip oldugunu diislindiirmiistiir. Bu baglanma bdlgesi i¢in
Ka, 1,2.10° M ve maksimum ligand-degisim etkilesme sayist olan Qmax, 476
pmol g'1 olarak bulunmustur.

Yapilan desorpsiyon calismasinda gesitli eliientler denenmis ve en yiiksek
desorpsiyon orant olan % 101,1 ile %50:30:20 metanol:deiyonize su:NaOH
eliientinin oldugu anlagilmistir. Ayrica farkli derisimlerde hazirlanan oleuropein
cozeltileri ile yapilan desorpsiyon ¢alismasinda desorbe edilen oleuropein miktari

%74,5 olarak bulunmustur.
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Kati-faz ekstraksiyon uygulamasina gecilmeden dnce hazirlanan polimerin
seciciligi zeytin yapraginda bulunan diger 6nemli bir biyofenol olan rutin ile
gergeklestirilmis ve hazirlanan MIP’in seciciliginin rutine gore 5 kat daha fazla
oldugu goriilmiistiir. Hazirlanan MIP i¢in yeniden kullanilabilirlikte incelenmis ve
10 kullanim sonrasi polimerlerin oleuropein adsorpsiyon kapasitelerinde sadece
%8,9’luk bir kapasite kaybi gézlenmistir.

Hazirlanan MIP ile zeytin yapragi ekstresinden oleuropein ayrilmasi kesikli
sistemle gercgeklestirilmis ve HPLC cihazi ile tayin edilmistir. HPLC analizleri
mobil faz olarak % 60:40’lik 0,1 M asetat tamponu (pH:5) : metanol karisimi
kullanilarak oda sicakhiginda, 0,9 ml dak™ akis hizi ve 240 nm dalga boyunda
gergeklestirilmistir. Zeytin yapragi ekstresinin HPLC kromatogrami (Sekil 3.14)
ile 1 kg zeytin yapraginda 3,91 g oleuropein , 1 kg zeytin yaprag: ekstresinde ise
40,5 g oleuropein oldugu belirlenmistir. HPLC kromatogrami ile 40,5 ppm
oleuropein oldugu belirlenen zeytin yapragi ekstresinden hazirlanan c¢ozelti,
oleuropein baskili polimer ile muamele edildikten sonra 24,2 ppm oleuropeinin
ayrildigr (Sekil 3.16) yine HPLC cihazi ile belirlenmistir.  Sonug¢ olarak
hazirlanan MIP 1 kg zeytin yapragindan 2,34 g oleuropein ve 1 kg zeytin yapragi
ekstresinden ise 24,2 g oleuropeinin ayrilmasina olanak tanimaktadir.

Zeytin yapragl ekstresinde bulunan oleuropeinin % 59,75’inin saf olarak
eldesini saglayan MISPE yontemi literatiirde ilk olmasi agisindan da Onem

tagimaktadir.
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