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ONSOz

Biyoaktif bitki 6zlerinden biri olan ve yurt disindan ithal edilen kuersetin, elma, cilek, ¢ay, findik,
kapari gibi bitkilerde bulunan flavonoidlerden olup énemli gida maddelerinden biridir. Kuersetin
molekilinin antioksidan, antiinflamatuar ve antikanser gibi farmakolojik aktiviteler gosterdigi
bilinmektedir. Antik zamanlardan bu yana kullaniimakta olan kapari bitkisi (Capparis spinosa)
ihman Akdeniz ikliminde yetisir ve Glkemizde genis bir yayilis gosterir. Kaparinin kuersetin ve
turevleri bakimdan zengin oldugu yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur. Dolayisiyla, kapari
bitkisi ylksek saflikta kuersetin eldesine imkan tanimakta ve Turkiye’deki kapari Uretimi goz
onlne alindiginda bu potansiyelin degerlendiriimesi gerekmektedir. Bu projenin amaci ilk kez
molekiler baskilanmis kati faz ekstraksiyonu (MISPE) ile kapari bitkisinden yuksek saflikta
kuersetin molekull Uretilmesi ve elde edilen hammaddenin Ulke iginde kullaniimasini
saglamak, bu sekilde Ulkemizin disa bagimhligini azaltmaktir. Calisma sonucunda kuersetini
taniyan molekiler baskilanmis polimerler Uretilmis ve bu polimerlerin kapari ekstresindeki
kuersetini diger analoglarina oranla daha fazla tuttugu sonucuna variimistir. Elde edilen bu

polimerler kapariden kuersetin eldesinde kullaniimistir.

Projede gerceklestirilen galismalar, istanbul Arel Universitesi Biyomedikal Miihendisligi Dr.
Ogr. Uyesi Pinar Cakir Hatir ylritiicilugiinde ve projede arastirmaci olarak gérev alan Ebittek
Biyoteknoloji Ar-Ge Tic. Ltd. Sti. firmasinin (istanbul Universitesi Teknokenti) kurucusu Dr.
Fatma Elif Cepni Yiizbasioglu esliginde istanbul Arel Universitesi ve istanbul Universitesi
laboratuvarlarinda gergeklestiriimistir. Proje calismalari Ug¢ lisans bursiyerinin katkilariyla
yapilmigtir. Calismanin sonuglari 14-17 Ekim 2018 tarihlerinde Nice’te diizenlenen uluslararasi
“The 4th International Conference On Bioinspired And Biobased Chemistry & Materials”
Kongresi’'nde “Synthesis And Characterization Of Molecularly Imprinted Polymers For Solid
Phase Extraction Of Quercetin” baslikli poster bildirisi olarak sunulmustur. Yuratict Pinar
Gakir Hatir, bu proje ile CA16215 (PortASAP) cost aksiyonuna Turkiye MC Uyesi olarak dahil
olmus, aksiyonun toplantilarina katilmis ve yeni is birlikleri kurmustur. 1162775 no’lu projemizi
destekleyerek sundugu maddi olanaklardan dolayr TUBITAK'a ve calismalarimizi
gergeklestirmemiz igin sundugu fiziki imkanlardan dolay istanbul AREL Universitesi'ne sonsuz

tesekkurlerimizi sunariz.
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OzZET

Biyoaktif bitki 6zlerinden biri olan ve yurt disindan ithal edilen kuersetin, elma, cilek, ¢ay, findik,
kapari gibi bitkilerde bulunan flavonoidlerden olup énemli gida maddelerinden biridir. Kuersetin
molekulinin antioksidan, antiinflamatuar ve antikanser gibi farmakolojik aktiviteler gosterdigi
bilinmektedir. Antik zamanlardan bu yana kullaniimakta olan kapari bitkisi (Capparis spinosa)
ihman Akdeniz ikliminde yetisir ve Glkemizde genis bir yayilis gdsterir. Kaparinin kuersetin ve
turevleri bakimdan zengin oldugu yapilan calismalarda ortaya konmustur. Dolayisiyla, kapari
bitkisi ylksek saflikta kuersetin eldesine imkan tanimakta ve Turkiye’deki kapari Gretimi goz
onlne alindiginda bu potansiyelin degerlendiriimesi gerekmektedir. Bu projenin amaci ilk kez
molekiler baskilanmig kati faz ekstraksiyonu (MISPE) ile kapari bitkisinden yiksek saflikta
kuersetin molekllli Uretiimesi ve elde edilen hammaddenin (lke iginde kullaniimasini

saglamak, bu sekilde Ulkemizin disa bagimliligini azaltmaktir.

Calisma suresince dncelikle kuersetin ile fonksiyonel monomerler arasindaki etkilesim FTIR
ve UV/Vis spektrofotometre ile incelenmistir. Bu ¢alismada sentez i¢cin en uygun monomerin
4VP ve uygun ¢ozucinin DMSO olduguna karar verilmistir. Sentezlenen polimerler ile deney
tasarimi calismasi yapilmis, en uygun monomer ve baslatici derigimleri sirasiyla % Cm = %
50, % Ci =% 3,0 olarak belirlenmigtir. Bu kosularla sentezlenen polimerlerin
karakterizasyonlari FTIR analizleri ile yapilmistir. Farkli ekstraksiyon yontemleri ile kapari
bitkisinin ekstraksiyonlari gerceklestiriimis, en ¢cok kuersetin elde edilen yéntemin asit hidrolizi
iceren ekstraksiyon yontemi olduguna karar verilmistir. Ekstrelerin igerisindeki kuersetin ve
rutin varligi ITK ve HPLC ile dogrulanmistir. Calisma sonucunda kuersetini taniyan molekiler
baskilanmig polimerler uretilmis ve bu polimerlerin kapari ekstresindeki kuersetini diger
analoglarina oranla daha fazla tuttugu sonucuna variimistir. Elde edilen bu polimerler

kapariden kuersetin eldesinde kullaniimistir.

Anahtar Kelimeler: Molekuler baskilanmig polimer, kuersetin, kapari, kati faz ekstraksiyonu

Vi



®

TUBITAK

ABSTRACT

Quercetin, that is one of the bioactive flavonoids, is found in many fruits, vegetables, leaves
and grains such as caper, apple, strawberry, tea, and hazelnut. Researches show that
quercetin has pharmaceutical activity like antioxidant, anti-inflammatory, anticancer actions.
Caper (Capparis spinosa), which has been used since ancient times, is found in Mediterranean
especially in Turkey. In literature, several researches concerning the plant were performed and
it was reported that caper is rich in quercetin and its derivatives. Therefore, caper allows
isolating quercetin with high purity. Considering abundance of caper in Turkey, quercetin
should be extracted from caper plant. The main goal of the project is to isolate quercetin
molecule with high purity from caper which is found in Turkey with a high abundance.

During the study, the interactions between quercetin and functional monomers were
investigated by FTIR and UV / Vis spectrophotometer. In this study, it was decided that the
most suitable monomer was 4VP and the appropriate solvent was DMSO for the synthesis of
MIP. Experimental design studies were performed with the synthesized polymers and the
optimum monomer and initiator concentrations were determined as Cm % = 5.0 %, Ci % = 3.
0%, respectively. The characterization of the synthesized polymers was done by FTIR
analysis. Extractions of caper plants were carried out with different extraction methods and it
was decided that the method with highest quercetin amount was the method of extraction with
acid hydrolysis. The presence of quercetin and rutine in the extracts were confirmed by TLC
and HPLC. At the end of the study, molecularly imprinted polymers which recognize quercetin
were produced and it was concluded that these polymers hold quercetin more than the other
analogues in caper extract. These polymers will be used for the isolation of quercetin from the

caper.

Keywords: Molecularly imprinted polymer, quercetin, caper, solid phase extraction

Vii
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1.GIRIS

Molekiler baskilama belirli bir molekill 6zel olarak taniyan istege bagl polimer tasarlanmasini
saglayan, sensor, ayirma gibi bircok uygulamada yer alan bir tekniktir. Biyoaktif bitki 6zlerinden
biri olan ve yurt disindan ithal edilen kuersetin, elma, cilek, ¢ay, findik, kapari gibi bitkilerde
bulunan flavonoidlerden olup 6nemli gida maddelerinden biridir. Kuersetin molekullinin
antioksidan, antiinflamatuar ve antikanser gibi farmakolojik aktiviteler gosterdigi bilinmektedir.
Antik zamanlardan bu yana kullaniimakta olan kapari bitkisi (Capparis spinosa) ilman Akdeniz
ikliminde yetisir ve Ulkemizde genis bir yayilis gosterir. Kaparinin kuersetin ve turevleri

bakimdan zengin oldugu yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur.

Bu projenin amaci ilk kez molekuler baskilanmig kati faz ekstraksiyonu (MISPE) ile kapari
bitkisinden yuksek saflikta kuersetin molekull Uretiimesi ve elde edilen hammaddenin llke

icinde kullanilmasini saglamak, bu sekilde tlkemizin diga bagimhligini azaltmaktir.
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2. LITERATUR OZETi

Dunya genelinde ve Turkiye'de bitkisel Urtinlere olan talep her gegen gun gittikge artmaktadir.
icerisinde bitki 6zleri barindiran kapsiiller, ilag, gida, kozmetik gibi birgok alanda kullaniimaya
baslanmistir. TUm dunyada oldugu gibi Turkiye’'de de bu tip Grtnlere ilgi giderek artmaktadir.
Buna ragmen, hala llkemizde endistriyel boyutta ylksek saflikta bitki 6zitl Gretimi ve/veya
bitki 6zU iceren kapsul Uretimi bulunmamaktadir. Turkiye'nin bitki értlist ve iklimi gdéz énlinde
bulunduruldugunda bitkisel Grlnleri ithal ediyor olmamiz bu projenin ¢ikis noktasi olmustur.
Biyoaktif bitki 6zlerinden biri olan ve yurt disindan ithal edilen kuersetin, elma, cilek, cay, findik,
kapari gibi bitkilerde bulunan flavonoidlerden olup 6nemli gida maddelerinden biridir
(Kahraman vd. 2003). Kuersetin molekulinin antioksidan, antiinflamatuar ve antikanser gibi

farmakolojik aktiviteler gosterdigi bilinmektedir (Curcio vd. 2012).

Flavonoidlerin bir alt grubu flavonollerden biri olan kuersetin (Sekil 1), insan saghgi uzerindeki
etkilerinden 6taru arastirmacilarin ilgisini ¢ekmeyi basarmistir. Biyokimyasal aktivitesi
kanitlanmis olup polifenoller igerisinde en etkili antioksidanlardan birisidir (Prior 2003,
Moghaddasian vd. 2012). Antioksidanlar, hicreleri tekli oksijen (*0.), sliperoksit ("O2’), peroksi
(ROQO), hidroksi ("OH) ve alkoksi (RO") radikalleri gibi reaktif oksijen tlrlerinin yarattigi hasara
kars! koruyan molekullerdir. Antioksidan ve reaktif oksijen tiirli arasindaki dengenin bozulmasi
oksidatif stresin artmasina ve dolayisiyla hiicresel hasara yol agmaktadir. Oksidatif stres
kanser, yaslanma, damar tikanikhgi, iltihap ve nérodejeneratif (Parkinson ve Alzheimer)
hastaliklar gibi hastalikhlarla iliskilendiriimektedir. Literatirde, meyve ve sebzelerde bulunan
flavonoidlerin oksidatif hlicresel hasara engel olduguna dair birgok galisma mevcuttur (Formica
vd. 1995). Flavonoidlerin antioksidan olarak davranma kapasiteleri molekdillerinin kimyasal
yapilarina baghdir. Hidroksil gruplarin konumu serbest radikal supurme karakterinde oldukca
onemli rol oynar. Kimyasal yapisinda bulundurdugu hidroksil gruplarin konumlari sayesinde

oldukga iyi antioksidan 6zellik gostermektedir.

Kuersetin dogadaki birgok meyve, sebze, yaprak ve tahilda bulunur. Kuersetin iceren bitkiler
Uzerine yapilan ¢alismalar (Inocencio vd. 2000) ve ABD’de tarim arastirmalari birimi tarafindan
yayinlanan gidalarin flavonoid icerigi hakkindaki rapor (Bhagwat vd. 2014), 100 g yenilebilir
porsiyonda en ¢ok kuersetin miktarinin kapari bitkisinde bulundugunu gdstermistir. 100 g
porsiyonda 172,55 mg kuersetin miktarina sahip olan kapari bitkisi icerdigi serbest kuersetin

miktarina ragmen arastirma alanlarinda hak ettigi ilgiyi gérememisgtir.
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Sekil 1. Kaparide bulunan kuersetin, kaempferol molekdlleri ve turevleri

Antik zamanlardan bu yana kullaniimakta olan ve Kebere otugiller (Capparaceae) familyasinin
cinslerinden biri olan kapari bitkisi (Capparis spinosa) iliman Akdeniz ikliminde yetigir. Kapari
italya, Fas, Yunanistan, ispanya ve Tiirkiye gibi llkeler tarafindan yetistiriimekte (Yaldiz vd.
2012) ve ABD, ingiltere Orta Avrupa iilkelerine ihrag edilmektedir (Inocencio vd. 2000). Mevcut
olan en zengin kuersetin kaynagi olarak tespit edilen kapari bitkisinin Glkemizde genis bir
yayilis gosterdigi (Argun 2012, Ulukapr vd. 2013) bir gercektir ve bu potansiyelin

degerlendiriimesi gerekmektedir.

Kapari bitkisinin iyilestirme karakteri Ozellikle Akdeniz ¢evresinde antik zamanlarda
kesfedilmistir. Antioksidan etkisi arastiriimis (Duman vd. 2013) antiromatizmal, kuvvet ilaci ve
balgam sokturiclu etkilerinin yani sira antihepatotoksik etkisi oldugu da kanitlanmigtir (El
Tanbouly vd. 1989). Yapilmis olan spektrofotometrik ve kromatografik galismalar kapari
bitkisinin yaprak ve tomurcugundaki flavonoid igeriklerini ortaya ¢ikarmistir (Tomas vd. 1976).

Kapari bitkisi igeriginde kaempferol, kuersetin, kuersetin-3-O-rutinosid (rutin), kaempferol-3-O-
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rutinosid, kaempferol 3-rhamnosyl-rutinoside, kuersetin 3-O-glucoside-7-O-rhamnoside,
Kaempferol 3-O-rhamninoside gibi flavonoidler (Sekil 1) ile birgok ugucu bilesik barindirir (El-
Ghorab vd. 2007).

Kapari bitkisinin icerisindeki flavonoidlerin nicel ve nitel analizleri ve bazi molekdillerin
izolasyonuna yonelik ¢alismalar olmasina ragmen (EI-Ghorab vd. 2007) literatlirde kapariden
kuersetin izolasyonunu iceren bir calismaya rastlanmamistir. Kapari bitkisinin Turkiye'deki
genis yayilisi gdéz 6nlnde bulunduruldugunda ve kuersetinin en yogun bulundugu bitkinin
kapari olmasi dikkate alindiginda kapari bitkisinden kuersetin izolasyonunun oldukga gerekli
oldugu anlasiimaktadir. Bu projede ilk kez olarak, molekuler baskilama teknigi ile kapari

bitkisinden saf kuersetin eldesi gerceklestirilmistir.

Molekiler baskilama, hedef moleklli 6zel olarak tanima &zelligine sahip, ihtiyaca goére
tasarlanabilen ve sensor, ayirma, ilag tasima sistemi gibi birgok uygulamada kullanilabilen
sentetik polimerler gelistirmek igin kullanilan bir tekniktir (Haupt vd. 2000, Cakir vd. 2013).
Fonksiyonel monomerler ile hedef molekil arasinda olusan etkilesimler ve bu etkilesimlerin
capraz baglanmis polimer ile dayanikli hale getiriimesi ilkesine dayanir. Hedef molekilin
polimerden uzaklastiriimasi ile polimerde 6zel baglanma bolgeleri olusur ve polimer molekuler
hafizasi olan bir yapi haline gelir (Sekil 2). Molekiler baskilama teknigi sayesinde belirli bir
molekile karsi yuksek segicilik ve affinite gosteren polimerler gelistirmek mimkindir. Hedef
molekdl ile monomerler arasindaki etkilesim hidrojen bag, hidrofobik ve elektrostatik gibi non-
kovalent etkilesimler olabilecegi gibi (Pérez-Moral vd. 2004) kovalent bad seklinde de
olabilmektedir (Wulff 2002). Literattrdeki molekuler baskilama ¢aligmalarina bakildiginda non-
kovalent yaklasimin hedef molekllin uzaklastiriimasindaki kolaylik nedeniyle daha gok tercih

edildigi gorulmektedir.

Bitki 6zutl Uretim ydntemlerinden biri, son yillarda sik¢ga kullanilmaya baglanan kati faz
ekstraksiyonu (SPE) yontemidir. Analitin kati faz tarafindan tutulmasi esasina dayanmakta
olan bu yéntemle elde edilen analitin safligi kati fazin segiciligiyle dogru orantihdir, dolayisiyla
yuksek segicilige ve affiniteye sahip molekller baskilanmis polimerler (MIP) kati faz
ekstraksiyonu yontemini iyilestirmek igin uygun adaylar olabilir (Anderson vd. 2008). Molekdiler
baskilanmis kati faz ekstraksiyonu (MISPE) uygulamalari mevcuttur ve sayisi gun gectikgce
artmaktadir (Song vd. 2009, Hong vd. 2013).
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Molekiiler Baskilanmis Polimer (MIP)
Sekil 2. Molekiler baskilama tekniginin sematik gosterimi

Literatlrde kuersetin molekulinuin kati faz ekstraksiyonu ile saflastirilmasina yonelik molekler
baskilama calismalari mevcuttur. Ornegin, 2002 vyilinda yapilan bir calismada sarap
orneklerinde kuersetinin segici olarak taninmasi ve ayrilmasi igin baskilanmis polimerler
sentezlenmistir (Weiss vd. 2001). Benzer molekuller varliginda kuersetini taniyan molekuler
baskilanmis polimerlerin, sarap dérneklerinde flavonoid analizi ve izolasyonu igin kullaniimasi
planlanmistir. Bu galismada fonksiyonel monomer olarak 4-vinilpiridin kullaniimistir ancak
daha sonra gergeklestirilen kuersetin baskilanmis polimer ¢alismalarinda diger fonksiyonel
monomer de degerlendirilmigtir. Yan ve ark. fonksiyonel monomer olarak akrilamid kullanirken
(Yan vd. 2006). He ve Deng ise metakrilik asit, akrilamid ve 2-vinilpiridin gibi farkli fonksiyonel
monomerlerin MIP verimini etkiledigini raporlamiglardir (He vd. 2007). Song ve ark. ise
fonksiyonel monomerin hedef molekule oraninin, farkli ¢6zicu tiplerinin MIP verimi Uzerine
etkisini sistematik bir sekilde incelemis ve cacumen platycladi (bati mazisi) érneklerinden
kuersetin izolasyonunu gergeklestirmistir (Song vd. 2009). 2013 yilinda yayinlanan bir
calismada molekuler baskilanmig kati faz ekstraksiyonu ile Herba Lysimachiae (karga otu)
bitkisinden kuersetin izole edilmis (Hong vd. 2013), diger bir calismada ise mangostan meyve
kabugundan kuersetin ve benzer molekdller ayrilmistir (Piacham vd. 2015). Pardo 2014 yilinda
yaptigi calismada sentez kosullarinin ve baglanma ¢bzicUsunin baskilanmig polimerin
kuersetini tanima 6zelligini nasil etkiledigini raporlamis ve sogan (Allium cepa) ekstresinden
kuersetini secici bir sekilde izole ederek molekuler baskilama teknigi ile bitki 6zlerinin
saflagtirilabilecegini gostermistir. Pakade ve ark. ise ilk kez ylUksek sicaklikta ve sulu ¢dzeltide
¢alisan baskilanmis polimer sentezlemis ve bu polimerler kullanilarak sogandan kuersetin

izolasyonunu saglanmaya calisiimistir (Pakade vd. 2012). Sentezledikleri MIP sogandaki
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kuersetini secici olarak tanimis olmasina ragmen baglanma faktdrinin sulu ¢dzeltide

yeterince iyi olmadigi rapor edilmigtir.

Bu projede ilk kez molekiler baskilanmis kati faz ekstraksiyonu ile kapari bitkisinden ylksek
saflikta kuersetin molekuli Uretilmesi planlanmistir. Kapari bitkisinin igerigine yoénelik
calismalar yapilmis olmasina ragmen, literatlirde hentz ylksek saflikta kuersetin eldesine
yonelik bir g¢alisma bulunmamaktadir. Projenin 6zgUnliglu kapari bitkisinden kuersetin
eldesinin ilk kez yapilmis olmasinin yani sira, kuersetin baskilanmis polimer sentezine yénelik
sistematik bir calisma gerceklestiriimis olmasidir. Doehlert Deney Tasarimi (Design of
Experiments) yontemi ile farkli polimerizasyon kosullari tasarlanmis ve bu kosullarin baglanma
verimi Uzerindeki etkisi incelenmistir. Deney tasarimi sonucu ortaya cikan bilgiler 1siginda
kuersetine karsi en yiksek segicilik ve affiniteye sahip baskilanmis polimerler elde edilmis ve

bu polimerler kati faz ekstraksiyonu icin dolgu maddesi olarak kullaniimistir.

Doehlert deney tasarimi, Doehlert tarafinda gelistiriimis kemometrik optimizasyon
tekniklerinden biridir (Doehlert 1970). Bu teknigin “deneme yanilma” yéntemine kiyasla en
blyUk avantaji 6nemli deneysel sonuglarin elde edilmesi icin ¢ok az sayida deneye ihtiyag
duyulmasidir. Deney tasarimi yontemi ile birgcok parametrenin kendi aralarindaki iliski ve bu
parametrelerin sonuglara etkisi belirlenebilmektedir. Molekuller arasindaki etkilesimlere ve bu
etkilesimleri etkileyen parametrelere dayali olan molekller baskilama teknigi icin deney
tasarimi oldukga faydal bir calismadir. Doehlert deney tasarimi, Dr. Pinar Cakir Hatir'in
doktora galigmasini yaptigi grup tarafindan daha 6nce molekiler baskilanmis polimerlere
uygulanmistir (Rossi vd. 2007). Molekuler baskilanmis polimerlerin baglanma kapasitelerine
capraz baglanma derecesinin etkisi incelenmistir. Bu projede de farkli polimerizasyon kosullari

tasarlanmis ve monomer ve baslatici derigimlerinin MIP verimine etkisi dederlendirilmigtir.

Nihai amag, Ulkemizde bolca bulunan kapari bitkisinden ylksek saflikta kuersetin elde etmek
ve elde edilen hammaddenin Ulke iginde kullaniimasini saglamak, bu sekilde tlkemizin disa
bagimhligini azaltmaktir. Projenin devami niteliginde planlanan calisma ise uretilen ylksek
safliktaki kuersetini mikrokapsdullerin igerisine hapsetmek ve gida, kozmetik, tekstil gibi

uygulamalar i¢in kullanmak olacaktir.
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3. GEREG ve YONTEM

3.1 Geregler

3.1.1 Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 1’de gésterilmistir.

Tablo 1. Kullanilan cihazlar

Cihaz Marka
Mikrosantrifuj Sigma
Vorteks isolab
Su Banyosu Bandelin
Ceker ocak GreenlLab
UV/VIS Spektrofotometre | WTW

pH-metre Hanna Instruments
Saf su distilasyon cihazi Nuve

Vakum etlvi MMM

Santrifuj DLAB

Rotator isolab

HPLC Shimadzu
Magnetic stirrer Wisd

Analitik Terazi Ohaus

pH meter Hanna Instruments
Distilled water system Merck
UV kabin UVP




3.1.2 Malzemeler
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Yapilan ¢alismada kullanilan kimyasallar Tablo 2’de gdsterilmigtir.

Tablo 2. Kullanilan kimyasallar

Kimyasal adi

Kimyasal yapisi

islevi

Metakrilik asit

0

Fonksiyonel monomer

e
4-vinilpiridin ~CH> Fonksiyonel monomer
g
Y
Etilen glikol dimetakrilat Capraz baglayici
}Wo\/\oj\f
o}

Kuersetin Kalip molekdl
Benzil-N,N- Hy T Baglatici
. C geas C‘-s/c\ ~CHs
dimetilditiokarbamat ©/ u

CHs
N,N,N’,N'- CHa Baslatici
Tetrametiletilendiamin Hac’N\/\l\lJ’CH3

CHg
(TEMED)
Potassium persulfate 2k" 9 Baglatici

0-s-0 @

(KPS) R
Asetonitril CHsCN Gozucu
Dimetil sllfoksit (CH3).SO Cozicu
Metanol CHsOH Cozicu



https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/potassiumpersulfate27032772721111?lang=en&region=US
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/potassiumpersulfate27032772721111?lang=en&region=US
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Tetrahidrofuran C4HsO Codzicu
Aseton CH3COCH;5 Cozucu
Su H20 Codzicu
Asetik asit CHsCO:H Cozicu
Rutin OH Kalip molekil analogu
HO o) O
O i OH
0]
OH O Q CHs
o “OH
HO  OH
HO OH

3.2 Yontemler

3.2.1 Kuersetin ile monomer etkilesiminin UV/Vis spektroskopisi ile arastiriimasi

Kuersetin molekulinin ilgili fonksiyonel monomere (metakrilik asit (MAA), 4-vinilpiridin (4VP))
gbre mol orani 1:1, 1:4, 1:8, 1:12, 1:16 ve 1:20 olacak sekilde farkli ortamlarda (asetonitril,
metanol, THF ve DMSOQO) ¢ozeltisi hazirlanmisg, 2 saat oda sicakliginda bekletilimistir. Daha

sonra bu ¢ozeltiler UV/Vis spektrofotometre kullanilarak analiz edilmistir.

3.2.2 Kuersetin ile monomer etkilesiminin FTIR spektroskopisi ile arastiriimasi

Kuersetin molekili ile fonksiyonel monomerler arasindaki etkilesim FTIR spektroskopisi ile de
incelenmistir. Belirli mol oranlarinda karistirilan molekillerin ve saf hallerinin FTIR spektrumlari

analiz edilmistir.

3.2.3 Deney tasarimi ile polimerizasyon kosullarinin belirlenmesi

Deney tasarimi (Design of Experiments) yontemi ile farkli polimerizasyon kosullarinin
belirlenmesi ve bu kosullarin baglanma verimi Gzerindeki etkisinin incelenmesi planlanmigtir.
4VP ile deney tasarimi ¢alismasi yapilmistir. iki faktér olarak monomer ve baslatici derisimleri
belirlenmistir. Monomer derisimi (% Cm) alt ve Ust limitleri % 0,3 ve % 20,0, baslatici derisim
(% Cb) limitleri ise % 0,1 ile % 5,0 seklinde hesaplanmistir. Monomer ve baslatici derigsimlerinin

hesaplanmasi asagida gosterilmistir.
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Toplam momomer agirlig:

% Cm = 100

Toplam agrlik (monomer, capraz baglayici, baslatict, kuersetin, ¢bziicii) X

Baslatict mol sayist

% Ch = 100

Monomer mol sayist + Capraz baglayist mol sayist x 2 x

% Cm = % monomer derigimi

% Cb = % baglatici derigsimi, polimerlesen ¢ift bag mol sayisi esas alinarak hesaplanmistir.

Monomerde polimerlesen bir ¢ift bag, capraz baglayicida ise iki ¢ift bag bulunmaktadir.

Belirlenen bu derisim limitleri ile deney tasarimi (Central Composite Design) yapilmis ve Tablo
3'deki polimerizasyon kosullari belirlenmistir. Tablo 3'de verilen miktarlarda monomer ve

baslatici kullanilarak baskilanmis ve baskilanmamis polimerler sentezlenmistir.

Tablo 3. Deney tasarimi polimerizasyon kosullari

Std Run Cm% Ini%

3 1 3,185 4,28241
1 2 3,185 0,817588
2 3 17,115 0,817588
8 4 10,15 5

11 5 10,15 2,55

9 6 10,15 2,55

4 7 17,115 4,28241
6 8 20 2,55

13 9 10,15 2,55

7 10 10,15 0,1

5 11 0,3 2,55

12 12 10,15 2,55

10 13 10,15 2,55

3.2.4 Baskilanmig polimerlerin sentezi ve karakterizasyonu

Kuersetin molekulu ile potasyum persulfat (KPS) dimetil sulfoksitte ¢dzdurdlmus ve bu
¢ozeltiye capraz baglayici (Etilen glikol dimetakrilat) ve fonksiyonel monomer (4-vinil piridin)
eklenmistir. Daha sonra N,N,N’,N'-Tetrametiletilen diamin eklenmis ve c¢ozelti igerisinden N
gazi gegirildikten sonra 40°C’lik firna konulmustur. 18 saat sonra polimerizasyona son
verilmistir. Cokelti polimerizasyonu teknigi ile sentezlenmis polimerler santrif(ij yardimiyla

¢Oktlrdlmis ve ¢dzlcunin uzaklastiriimasi saglanmistir. Kuersetin molekili polimerden

10
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metanol:asetik asit (9:1, h:h) ¢ozeltisi ile yikanarak ayristiriimistir. Yikama islemi santriftj tapu
icerisinde gercgeklestiriimigtir. Polimerler tlp icine aktariimis ve 5 kere metanol:asetik asit
cozeltisi ile yikanmistir. Yikama islemi UV/Vis spektrofotometre ile takip edilmistir (Sekil 6).
Her yikamada 1 saat ¢dzelti icerisinde karistiriimis ve santrif(j edilmistir. Daha sonra polimer
icerisindeki asetik asitten kurtulmak icin sadece metanol ile yilkama yapilmigtir. Polimerler yine
ayni tuplerde metanol ile birer saat karistirilmig, sanrifuj edilmis, taze metanol ile devam
edilmistir. Metanol ile yilkama islemi de 4 kere tekrarlanmigtir. Son olarak sentezlenen
polimerler vakum altinda 40°C’de 24 saat boyunca tutularak kurutulmustur. Baskilanmamig
polimerler (NIP) kuersetin molekili dahil edilmeyerek ayni ydntemler ile sentezlenip
hazirlanmistir (Cakir vd. 2013). Polimerlerin karakterizasyonlari FTIR spektroskopisi ile

gerceklestirilmistir.

3.2.5 Baglanma testlerinin yapilmasi ve baglanma faktorlerinin belirlenmesi

Kuersetin ¢ozeltisi 1,0 mI'lik 50 uM derisim olacak sekilde hazirlanir. Bu ¢ozeltilerin icerisine
ayri ayri 5 mg baskilanmis ve baskilanmamis polimerler eklenir ve 4 saat boyunca karistirilir.
10000 rpm’de 10 dk santrif(j edildikten sonra Ustte kalan ¢ozelti alinir ve kuersetin derigimi
UV-Vis Spektrofotometre ile olculur. Yuzde kuersetin baglanmasi (% Baglanma) asagidaki

sekilde hesaplanir.

Ci—Cs
% Baglanma = X 100
i

Ci = Molekuler baskilanmis polimerler eklenmeden dnceki kuersetin derigimi, mg/ml
Cs = Molekuler baskilanmis polimerler eklendikten sonraki kuersetin derisimi, mg/ml

Baglanma kinetikleri ¢alismasi ise farkli derigsimlerdeki kuersetin ¢ozeltileri ile yapilmigtir.
Kuersetin c¢ozeltileri 25, 50, 100, 500, 533 uM derisimde olacak sekilde hazirlanmis, bu
¢ozeltilerin icerisine ayri ayri 5 mg baskilanmis ve baskilanmamis polimerler eklenmis ve 4
saat boyunca karistirilmistir. 15000 rpm’de 10 dk santrif(jj edildikten sonra Ustte kalan ¢ozelti
alinmis ve kuersetin derisimi UV-Vis spektrofotometrede o&lgllmastir. Yizde kuersetin
baglanmasi (% Baglanma) hesaplanmistir. Q (baglanmis kuersetin derisimi), C (baglanmamig
kuersetin derisimi) degerleri belirlenmis, Qmax ve KD degerleri hesaplanmistir. Qmax,

polimerlere baglanan maksimum kuersetin miktari, KD ise ayrisma sabitidir.

11
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3.2.6 Kapari bitkisi 6ziitlindeki molekiillerin belirlenmesi

Kapari tomurcuklari tir teshisi konusunda kesin bilgi alinamadidi igin ticari olarak
saglanamamigtir. Bunun yerine cigeklenme dénemi igerisinde 25.05.2018 tarihinde Adnan
Menderes Universitesi merkez kamplsten toplanmis olan AYDN881 herbaryum No ile kayitl
Capparis spinosa L. tomurcuklari kullaniimistir. Toplanan bitki materyali temizlendikten sonra
50°C etlivde kurutulmus ve icerisindeki bilesikleri analiz etmek Uzere ekstraksiyon islemleri

baslatiimistir. Ekstraksiyon igin Ug¢ farkh yontem kullaniimistir.

Ekstraksiyon yontemi 1: Parcalanan kapari tomurcuklarindan 0,5 gr tartilarak 10 ml metanol:

asetik asit: su (100:2:100, v/iv/v) ¢dzeltisinde oda sicakliginda 1 sa. bekletilmistir. Daha sonra
2000 rpm’de 10 dk. santrifljlenerek st ¢ozelti toplanmis ve 0,22 um filtreden sizllerek analiz
yapilana kadar -20 °C’de bekletilmistir (Moghaddasian, 2012).

Ekstraksiyon yontemi 2: Parcalanmis kapari ve sulu metanol (%50) ¢dzeltisi karistirilarak 24

sa. boyunca karanlikta bekletilmis, sonrasinda 6 sa. boyunca 80°C’de karistirilarak kurutulmus
ve 25 ml etil asetat ile fraksiyonlandiriimistir. Elde edilen organik faz evaporatoérde ugurularak

yeniden metanolde ¢dzindUrdlmustir (Pardo, 2014).

Ekstraksiyon yontemi 3: Bu ekstraksiyon denemesi Nuutila'nin yénteminde degisiklik

yapilarak gergeklestiriimistir (Nuutila, 2002). 5 gr 6gutuimus kapari tomurcugu tzerine 25 ml
metanol ve 10 ml 6M HCI eklendikten sonra toplam hacim distile su ile 50 ml tamamlanmis ve
2 sa. boyunca 80°C’de su banyosunda bekletilmistir. Bu stire sonunda ekstre siizlilerek 100
pl alinmis ve vakum altinda kurutulmustur. Bu érnek 1ml metanolde ¢éztndurtlerek 0,22 um

filtreden gegirilerek analiz yapilana kadar -20 °C’de bekletilmistir.

Literatur calismalari kapari bitkisinin temel bilesenlerinden ikisinin rutin ve kuersetin oldugunu
gOstermektedir (Z.F., 2018) (Hussain, 2017). Bu sebeple kapari ekstresinin igerisindeki

bilegenleri analiz edebilmek igin kuersetin ve rutini ayirabilen bir HPLC yontemi geligtirilmigtir.

3.2.7 ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

ITK analizleri silika gel 60 F254 tabakalara yiiklenen ekstre ve standartlarin MeOH:glasiyel
asetik asit:su (100:2:100, v/v), EtOAc:glasiyel asetik asit:formik asit:su (100:11:11:25, v/v),
toluen:EtOAc:formik asit (5:4:0.2, v/v) karisimlarindan olugsan mobil fazlar kullanilarak
yapilmistir. Silika gel tabakalar 105°C’de 10 dk. isitilarak aktif hale getirilmis ve ayni zamanda
254 ve 366 nm dalga boyu 1sik altinda goruntulenmigtir (Hussain, 2017).

12
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3.2.7 Yuksek performansl sivi kromatografisi (HPLC) analizi

Ekstrelerin ve standartlarin (kuersetin ve rutin) analizleri PDA dedektorli bir Shimadzu
Prominence UFLC (Shimadzu Scientific Instrument, USA) HPLC sisteminde
gerceklestirilmistir. Bilesiklerin ayrimi icin Phenomenex next (5 um, 250 mm x 4.6 mm) C18
kolon ve hareketli faz olarak % 0.1’lik orto-fosforik asit/metanol (35:65, v/v) kullanilimigtir.
Toplam yiaritme sdresi 12 dk., akis hizi 1ml/dk., enjeksiyon hacmi ise 20 pl olarak
ayarlanmistir (Sanghavi, 2014). Bilesikler 254 nm dalga boyunda analiz edilmistir. Tim
bilesenler kullaniimadan 6nce 0,45 ym membrandan gegcirilmistir. Veriler LC Postrun
(Shimadzu Scientific Instrument, USA) yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. Ekstreler icindeki

kuersetin ve rutin, standartlarin alikonma zamanlarina (RT) gore belirlenmigtir.
3.2.8 Kuersetin molekiiliiniin kolon kromatografisi ile saflagtiriimasi

3.2.6'da anlatilan 3. ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstre silika jel (mesh 200-400) ile
doldurulan kolonlara ytklendikten sonra gesitli mobil fazlar kullanilarak kuersetin ayristiriimaya
calisiimistir. Mobil faz olarak MeOH-EtOAc (20:80 -10:90), metanol, Toluen-etil asetat-formik
asit (5:4:0.2, v/v) kullaniimistir.

3.2.9 MISPE ile kapariden kuersetin eldesi

3.2.6'da anlatilan 3. esktraksiyon yontemiyle elde edilen ekstre, énceden 100 mg MIP ile
doldurulmus ve metanol ile sartlandiriimis kolona yiklenmistir. Once metanol, ardindan
metanol:AA (9:1) mobil faz ile fraksiyonlara ayrilmig, bu fraksiyonlarin ITK ve HPLC ile

analizleri yapilmistir.

13
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4. BULGULAR

4.1 Kuersetin ile monomerlerin farkli ¢éziiciilerdeki etkilesimlerinin UV/Vis
spektroskopisi ile aragtiriimasi

Kuersetin (QC) molekli ile ilgili fonksiyonel monomer (metakrilik asit (MAA), 4-vinilpiridin
(4VP)) arasindaki etkilegsim farkli ortamlarda (asetonitril (ACN), metanol (MeOH), THF ve
DMSO) UV/Vis spektrofotometre kullanilarak incelenmistir. Sekil 3'de kuersetin molekulinidn

kimyasal yapisi gorilmektedir.

o

. Sinnamoil grubu
0,5 - Benzoil grubu

0,4 -

0,3 -

0,2 -

Absorbans

0,1 -

220 270 320 370 420
Dalga boyu, nm

Sekil 3. Kuersetin molekilinin UV spektrumunda iki farkli dalga boyunda absorbans veren

gruplari.

Kuersetin molekulinin maksimum absorbanslar yaklasik 250 nm (benzoil grubu) ve 370 nm
(sinnamoil grubu) dalga boylarinda gdézlenmektedir. Kuersetin molekill ile fonksiyonel
monomerlerin (Tablo 2) hidrojen bag, elektrostatik etkilesim ve -1 etkilesimi gibi etkilesimler
ile olusturdugu kompleksler, benzoil ve sinnamoil gruplarinin absorbanslarindaki dalga boyu
degisimleri ile incelenmistir (Pakade vd. 2012). Sekil 4'te kuersetin molekulunin farkli
monomerler ile farkli ¢ozicllerde yapilan etkilesim galismasi spektrumlari verilmistir. UV
spektrumlarina gére MAA ile kuersetin molekill arasinda frakli ¢ozicllerde herhangi bir
etkilesim tespit edilmemistir. 4VP ile kuersetin arasinda ise DMSQ’da etkilesim gdzlenmistir
(Sekil 4E). 4VP’den kaynaklanan 254 nm’deki maksimum absorbans 4VP mol orani arttikga
buylk dalga boyuna dogru kaymaktadir. QC:4VP 1:20 oranindaki karigimda maksimum
absorbans 261 nm’ye kadar kaymistir. Benzer sekilde kuersetinin sinnamoil grubunun

maksimum absorbansi 377 nm’den 382 nm’ye kaymistir. Monomer orani arttikga maksimum

14
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Sekil 4. A) MeOH’da farkli oranlarda QC:MAA UV/Vis spektrumlari, B) MeOH’da farkli
oranlarda QC:4VP UV/Vis spektrumlar, C) THF’de farkli oranlarda QC:MAA UV/Vis
spektrumlari, D) THF'de farkh oranlarda QC:4VP UV/Vis spektrumlari, E) DMSQO’da farkh
oranlarda QC:4VP UV/Vis spektrumlari, F) DMSO’da farkl oranlarda QC:MAA UV/Vis
spektrumlari, G) ACN’de farkli oranlarda QC:MAA UV/Vis spektrumlari. H) ACN’de farkli
oranlarda QC:4VP UV/Vis spektrumlari.
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absorbansin daha uzun dalga boyuna kaydi§i gézlenmistir. Kuersetin ile monomer arasinda
kompleks olustuk¢ca molekillerin enerjilerinin dustigd bu sebeple 1s1§in daha uzun dalga
boylarini absorbe ettikleri dusunulmektedir. Kirmiziya kayma (redshift) olarak tanimlanan bu
durum, kuersetin ile 4VP arasinda olugan hidrojen bagi ve -1 etkilesimlerinden
kaynaklanmaktadir (Pakade vd. 2012).

Sonug olarak, UV/Vis spektroskopi yontemi kullanilarak kuersetin molekilinin iki farkli
fonksiyonel monomer ile farkli ¢oziculerde (asetonitril, metanol, THF ve DMSO) olusturdugu
etkilesimler arastirilmistir. Fonksiyonel monomer kuersetin etkilesim c¢alismasi, kuersetin
molekulinin suda ¢éziinmemesi nedeniyle su ve sulu ¢ozeltilerde yapilamamistir. Organik
¢ozlculerde gerceklestiriien calismalarda ise 0ongorulen dalga boyu kaymasina
ulasilamamistir. Bu bakimdan bu ¢oézicllerin karigimlari test edilmemis, literatiirde yapilan
calismalar degerlendirilmigtir. Gergeklestirilen bu c¢alismalar 1siginda 4- vinil piridinin
fonksiyonel monomer olarak daha uygun olacagina karar verilmistir. UV/Vis spektroskopi
analizleri ve yapilan literatur taramasi (Pakade vd. 2012, Lopez vd. 2012, Piacham vd. 2015,
Pardo vd. 2014, Song vd. 2009, Weiss vd. 2001) 4-vinil piridin monomerini desteklemektedir.

4.2 Kuersetin ile monomer etkilesiminin FTIR spektroskopisi ile aragtiriimasi

Monomer ile kalip molekdl polimerizasyon o6ncesi etkilesim c¢alismasi sonucu FTIR
spektroskopisi ile dogrulanmistir. Sekil 5’de kuersetin, 4VP, MAA spektrumlari ayri ayri ve
kuersetin-4VP kompleksi, kuersetin-MAA kompleksi seklinde verilmistir. 4VP spektrumunda
g6rilen U¢ bandin kuersetin varliginda kaymasi bu bantlari olusturan fonksiyonel gruplarin
kuersetin ile etkilesime girdigini gostermektedir. Bu kaymalar sirasiyla 1594 cm~*'den 1597 cm-
aromatik grubunu temsil eder. MAA spektrumunda gozlenen 1694 cm™*'deki C=0 karboksil
grubu bandi kuersetin varliginda 1697cm™'e kaymistir. MAA'nin diger piklerinde anlamli bir
kayma gozlenmemigtir. FTIR spektrumlari kuersetinin her iki monomer ile etkilesime girdigini
gOstermektedir. Ancak 4VP ile yaptigi kompleksin spektrumunda daha fazla pik kaymasi tespit

edilmis oldudu icin 4VP ile daha kuvvetli bir etkilesime girdigi varsayiimistir.

Monomer — kalip molekil etkilesim calismalari ve literatlir taramasi sonucunda kuersetin
baskilanmis polimer sentezinde kullanilacak fonksiyonel monomerin 4 vinil piridin olmasina

karar verilmistir.
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Sekil 5. Kuersetin, 4VP, kuersetin-4VP kompleksi, MAA, kuersetin-MAA komplekslerinin FTIR

spektrumlari.
4.3 Baskilanmig polimerlerin sentezi ve karakterizasyonu

Literatir calismalarinin ¢gogunda hem isil hem de foto baglatici 6zelligi gdsteren AIBN
kullaniimigtir. Bu baslatici her ne kadar kullanigh olsa da patlayici 6zelliginden dolayi satisi
sinirlandiriimistir. AIBN temini mumkidn olmadigi igin, proje yazim asamasinda daha dnce
molekuler baskilanmis polimer sentezinde kullaniimis olan ve kontrolli radikal
polimerizasyonuna olanak saglayan foto bagslatici BDC (benzil-N,N-dimetilditiokarbamat)'nin
kullaniimasi planlanmigtir. Ancak foto baslatici kullanildiginda polimerizasyonun ilerlemedigi
gOzlenmistir. Yapilan literatir arastirmasinda fotopolimerizasyon yontemi ile polimer elde
edilemedigi gorulmasg, yontemin degistiriimesi gerektigine karar verilmigtir (Lopez vd. 2012).
Bu sebeple polimerler 1sil baslatici kullanilarak sicaklik aktivasyonuyla sentezlenmistir.

Baglaticinin degistiriimesiyle polimerlesme tepkimesi basari ile tamamlanmistir.
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Baskilanmig ve baskilanmamis polimerler sentezlendikten sonra igerisindeki kalip molekall
¢ikarmak icin madde 3.2.4’te anlatildidi gibi yikama iglemine tabi tutulmustur. Santriflijde Ustte
kalan ¢ozelti UV/Vis spektrofotometre ile analiz edilmis ve ¢dzeltide kuersetin kalmadigindan
emin olana kadar yikama yapilmistir. Sekil 6'da g0sterildigi gibi yikama g¢ozeltilerinin 370
nm’deki maksimum absorbans degerleri olciimustir. 370 nm’de bir absorbans degeri
kalmayana kadar yikamaya devam edilmistir. 5. ylkama sonrasinda yikama ¢dzeltisindeki
kuersetin miktari yok denecek kadar azalmigtir. Daha sonra polimer icerisindeki asetik asitten
kurtulmak icin sadece metanol ile yikama yapilmistir. Polimerler yine ayni tiplerde metanol ile
birer saat karistiriimis, santriflij edilmis, taze metanol ile devam edilmistir. Metanol ile yikama
islemi de 4 kere tekrarlanmistir. Son olarak, sentezlenen polimerler vakum altinda 40°C’de 24

saat boyunca tutularak kurutulmustur.

MIP yikama spektrumlari

1,5

AU

1,3
1,1

09

0,7

Dalga boyu, nm

05

AU

03

0,1

01 270 220 370 420 A0 520
0,3

-0,5 I
Dalga boyu, nm

22 42 —23 43 —24 —44 ——25 —45

Sekil 6. MIP yikama g¢ozeltilerinin UV/Vis spektrumlari

Sentezlenen molekuler baskilanmig polimerlerin FTIR Spektroskopi analizleri yapiimistir. FTIR
analizleri dogrultusunda polimerlerin (NIP, MIP) ve Kkuersetinin fonksiyonel gruplari
belirlenmistir (Sekil 7). Kuersetin spektrumunda 3294 cm™*'de OH gerilme titresimi, 1665 cm-
Yde C=0 gerilmesi, 1604 cm™, 1557 cm?, 1509 cm'de aromatik bélge, 1090 cm™'de ise C-
OH gerilmesi gérulmektedir. Baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis polimer (NIP)
spektrumlarinda ise 1720 cm™ civarinda C=0 gerilmesi, 1130 cm™¥de ise C-O titresimi
gorulmektedir. Ayrica, NIP ve MIP spektrumlarinin tamamen ayni bantlara sahip oldugu ve
spektrumlarinda kuersetin bantlarinin bulunmadigi tespit edilmis olup kuersetin molekulinin

basaril bir sekilde polimerden uzaklastirildigi sonucuna varilmistir.
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Sekil 7. NIP, MIP ve kuersetinin FTIR spektrumlari

4.4 Deney tasarimi analizi i¢cin baglanma testlerinin yapilmasi ve baglanma
faktorlerinin belirlenmesi

Baglanma testleri sonucunda elde edilen % baglanma dederleri deney tasarimi tablosuna
girilmigtir. Deney tasarimina giriimesi planlanan baglanma faktéri degerleri ¢ok dusuk
cikmistir. Bu sebeple degerlendirme % baglanma degeri Uzerinden yapilmistir. Farkl kosullar
ile sentezlenmis molekuler baskilanmis polimerlerin % baglanma degerlerine goére elde edilen

tepki yuzeyi grafigi Sekil 8'de verilmigtir.
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Binding %
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Sekil 8. Monomer ve baslatici derigimleri ile % baglanma miktari arasindaki tepki ylzeyi
grafigi.

Sekil 8 incelendiginde, en yiuksek % baglanma degerinin yiksek baslatici derigsimi ve disik
monomer derisimi ile sentezlenen polimerlerde elde edildigi gbzlenmektedir. Diger bir deyisle,
% baglanma degeri baslatici derigsimiyle dogru, monomer derisimiyle ters orantilidir.
Gergeklestirilen bu deney tasarimi ¢alismasinin bir sonraki adimi, optimizasyon c¢alismalari
yaparak en uygun polimerizasyon kosulunun belirlenmesi olacaktir. Bu amacla tepki ytzeyi
grafiginden elde edilen formul (% Baglanma = -264,97355 + 66,71469*Cm + 3191,55714*Ini -
145,41962*Cm*Ini) incelenmistir. Formile gére monomer derisiminin katsayisi baslatici
derisiminin katsayisina oranla ¢ok kiguktir. Hem formul hem de tepki ylzeyi grafijinden ¢ikan
sonu¢ monomerin baglanma degeri Uzerinde ¢ok anlamh bir etkisinin olmadigidir. Diger
yandan baslatici orani oldukga etkilidir. Baslatici derisimi arttikga polimerlerin baglanma
oranlari da artmaktadir. Bu durumda optimum molekuler baskilanmis polimeri elde etmek icin

monomer derisimi ¢ok yukseltiimeden baslatici derisimi artiriimalidir.

Literatir arastirmasi, deney tasarimi analizi ve baglanma testi sonuglari degerlendirildiginde

polimerizasyon kosullarinin asagidaki gibi olmasina karar verilmigstir:
Kuersetin:monomer:fonksiyonel monomer (1:16:25), %Ci =% 3,0, %Cm =% 5,0

NIP ve MIP icin elde edilen verimler sirasiyla % 93,7 ve % 97,2 olarak hesaplanmis olup,

polimerizasyonun oldukg¢a ylksek bir verimle gerceklestigi gézlenmistir.
4.5 Baglanma kinetiklerinin belirlenmesi

Qmax ve KD degerleri hesaplanmasi igin baglanma testi 3.2.5te anlatildigi gibi

gerceklestiriimis ve baglanma sonuclari GraphPad Prism8 yazilim programi ile analiz

20



v

TUBITAK
edilmistir.  Sekil 9'da goéraldigu gibi MIP ve NIP icin adsorbsiyon izotermleri gizilmistir.
GraphPad Prism8 programi ile elde edilen sonuglara gére Qmax degeri NIP icin 310,1 umol/g,
MIP icin 289,1 umol/g olarak hesaplanmis olup NIP’in baglanma kapasitesinin MIP’e gdre biraz
daha fazla oldugu goézlenmistir. KD degerleri ise NIP icin 396,9 uM, MIP icin ise 112,4 uM
olarak hesaplanmistir. Ayrisma sabitleri karsilastirildiginda MIP’in kuersetin molekiline NIP’e

kiyasla anlaml olarak daha fazla baglanma istegi duydugu sonucuna varilmistir.

250=
ff__—-—-——"l -o- pmol/g NIP
© 200- -= pmol/g MIP
E —
3 150 -
O n
g 100- Qmax KD
€ (umolig)  (uM)
3 50 NIP 3101 396,9
MIP 289,1 112,4
0
0 200 400 600
free M

Sekil 9. MIP ve NIP’in adsorpsiyon izotermleri ve Qmax, KD degerleri
4.6 Farkh ¢oziiculerde baglanma galigmalarinin yapilmasi

Sekil 10’da ayni polimer ile fakli ortamlarda gergeklestirilen baglanma testleri gosterilmektedir.
Gozucdler igerisinde kuersetinin polimer tarafinda taninmasini saglayan en uygun ¢6zicunin
asetonitril oldugu gorulmektedir. DMSO ve metanoldeki baglanma ylizdeleri oldukga dugUktir.

THF’de ise hi¢ baglanma goérilmemektedir.

25 Effect of Solvent on Binding Capacity
Effect of pH on Binding Capacity

~
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Sekil 10. Farkh ¢oziculerin baglanma kapasitesine etkisi.
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Molekuler baskilanmis polimerler ile kuersetin arasindaki etkilesim pH degisimi ile
degisebilmektedir. Baskilanmis polimerler kuersetin molekiline farkli pH degerlerinde farkh
istek (affinity) gosterebilirler. Notr ve asidik olmak Uzere iki farkh pH degerine sahip tampon
¢ozelti hazirlanmis, bu c¢ozeltilerde baskilanmis polimerlerin kuersetin molekilini tanima
Ozellikleri arastirnimistir. Calismada bazik pH kullanilmamistir, ¢linkl bazik ortamda kuersetin

molekulin ¢ok hizli bir sekilde parcalandigi bilinmektedir (Zenkevich, 2007).

Farkli pH calismasi icin pH 4 ve pH 7 ¢ozeltileri kullaniimistir. 5 mg baskilanmig polimer ile 50
MM kuersetin iceren farklh pH degerlerine sahip 1 ml ¢dziclide baglanma testi
gerceklestiriimistir. Sekil 10’da molekdler baskilanmis polimerlerin farkh iki pH degerinde
kuersetini tanima degerleri verilmigtir. Grafikte gosterildigi gibi asidik ortamda baglanma
kapasitesi 8,2 umol/g iken, nétr ortamda 5,8 umol/g olarak hesaplanmistir. Asidik ortamda
baglanma kapasitesinin daha fazla olmasinin sebebi, kuersetinin protonlanmis olarak kalmasi
ve polimer ile arasindaki hidrojen baglarini muhafaza ediyor olmasi olarak dustnitlmektedir
(Pakade, 2016). Baglanma kapasitesinin farkli pH’lardaki davranisini gérmek adina pH
c¢alismasi genisletiimis, pH 2, pH 3, pH 5, pH 6 ¢oézeltileri hazirlanmigtir. Ancak, bitlin bu
tampon g¢ozeltilerde kuersetin molekiltntn bir slre sonra ¢oktigu gézlemlenmis ve ¢alismaya

devam edilememistir.
4.7 Secicilik gcaligmasi

Molekuler baskilanmis polimerlerin segici olup olmadigi, kaparideki iki major bilesenden biri
olan ve kimyasal yapisi kuersetine benzeyen rutin ile test edilmistir. Rutin ¢ozeltileri 25, 50,
100 pM derigsimlerde olacak sekilde hazirlanmig, bu ¢ozeltilerin igerisine ayri ayri 5 mg
baskilanmis ve baskilanmamis polimerler eklenmis ve 4 saat boyunca karistiriimistir. 15000
rom’de 10 dk santrif(ij edildikten sonra Ustte kalan ¢ozelti alinmis ve kuersetin derisimi UV-Vis
Spektrofotometre ile dlglimustir. Yizde kuersetin baglanmasi (% Baglanma) hesaplanmistir.
Q (baglanmis kuersetin derigimi), C (baglanmamis kuersetin derisimi) degerleri belirlenmis,
NIP ve MIP igin Scatchard grafikleri gizilmigtir (Sekil 11).

Sekil 11’de NIP ve MIP igin Scatchard grafigi cizilmistir. Grafikte goruldugu UGzere rutin
molekulu NIP ve MIP’e baglanma gostermektedir, ancak bir dogrusallik s6z konusu olmadigi

icin spesifik baglanma olmadigi dusunulmektedir.
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Sekil 11. Rutin ile elde edilen Scatchard grafigi
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4.8 Kapari bitkisi 6zitiindeki molekiillerin belirlenmesi

Daha 6nceki calismalarda yapilan ITK analizlerinde ekstrede goézlenen bandin Rf degeri 0,96,
kuersetin ve rutin standartlarinin Rf degerleri ise sirasiyla 0,96 ve 0,17 olarak belirlenmistir.
Ekstraksiyon yéntemi 3 ile elde edilen kapari ekstresinin ITK analizi sonucunda kuersetin
varligi gozlenirken (Sekil 12A, ok ile gosterilmigtir) rutine rastianmamistir. Bu caligmadan sonra
ekstraksiyon kosullari ve ITK mobil fazlari optimize edilmis ve analiz tekrarlanmistir. Mobil faz
Toluen:EtOAc:Formik asit (5:4:0,2) oranlarinda hazirlanmig, bu mobil faz ile elde edilen
kuersetinin Rf degeri (yaklagik 0,5) daha anlamli bulunmustur. Sekil 12B’de goruldugu uzere
ekstre icerisinde kuersetin bulunmaktadir ve hareket etmeyen polar grubun ise rutin oldugu
sonucuna variimistir (Sekil 12C). Elde edilen bu sonuglar HPLC ile de dogrulanmistir (Sekil
12.).

Sekil 12. Farkh mobil fazlar sonucunda elde edilen ITK silika jel goruntileri. A)
EtOAc:Glasiyel Asetik Asit:Formik Asit:Su (100:11:11:25, v/v), 1: C. spinosa L. ekstresi, 2:
Kuersetin, 3: Rutin B) Toluen:EtOAc:Formik asit (5:4:0,2), 1: Kuersetin, 2: C. spinosa L.
ekstresi C) Toluen:EtOAc:Formik asit (5:4:0,2), 1: Kuersetin, 2: Rutin
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4.9 HPLC Metot Geligtirme

Proje slUresince kullanilan kolonda degisiklik yapilmistir. Bu sebeple 2. PGR’de sunulan HPLC
metodunun tekrar valide edilmesi gerekmistir. ik kolonla yapilan calismalarda kuersetinin
alikonma zamani 6,9 dk., rutin alikonma zamani ise 4,0 dk. olarak belirlenmigtir. Yeni kolon ile
(Phenomenex next, 5 ym, 250 mm x 4.6 mm, C18 kolon) yapilan ¢alismalardan elde edilen
standart kromatogramlari Sekil 13'de gorilmektedir. Bu kromatogramlara goére alikonma
zamanlar rutin icin 3.3 dk., kuersetin igin ise 5.4 dk. olarak belirlenmistir. iki yontemde de
alikonma zamanlari orani aynidir (rutin/kuersetin = 0,6). Rutin ve kuersetin piklerinin farkli
alikonma zamanlarina sahip olmalari, ayni numunede iki molekilin analizine olanak sagladigi
icin HPLC yonteminin basarili bir sekilde gelistirildigini gostermektedir.

400000

350000 A Rutin

300000 . w == Kuersetin
250000

200000

A.U.

150000

100000
50000
0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Alikonma zamani, dk.

g
v

Sekil 13. Rutin ve kuersetin kromatogramlari.

Rutin ve kuersetin igin gelistirilen yontem ile farkh derisimlerde standart ¢ozeltiler hazirlanmig
ve kalibrasyon egrileri gizilmistir. Kalibrasyon egrilerinden elde edilen R? degerleri sirasiyla
kuersetin icin 0,9953, rutin igin 0,9988 olarak bulunmus olup, HPLC ydnteminin dogrusalligi
kanitlanmistir.
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Sekil 14. Farkh derisimlerdeki kuersetin ve rutin kromatogramlari ve kalibrasyon egrileri.

4.10 Bitki ozitiiniin HPLC ile analizi

Literatir calismalarinda C. spinosa L.’nin majér flavonoidlerinin rutin ve kuersetin oldugu
(Patel, 2014) ancak kuersetinin bitkilerde serbest form disinda glikozit formunda da biriktirildigi
ve bu formlarin en genelinin rutin oldugu bildiriimistir (Hollman, 2000) (Biesaga, 2009 )
(Dmitrienko S. G., 2012). Yine asit hidrolizi sonucunda bitki ekstrelerinde kuersetin
konsantrasyonunun 2-50 kat arttigi da literatur bilgilerinde yer almaktadir (Dmitrienko S. G.,
2012) (Wach A, 2007). Bu dogrultuda asit hidrolizi igeren 3.yontem ile yapilan ekstraksiyon
sonucunda kuersetin miktarinin artmig olmasi literatlr sonugclari ile benzerlik géstermektedir.

Sekil 15°de goéruldigu gibi ekstre icerisinde hem kuersetin hem de rutin tespit edilmistir.

25



®

TUBITAK

Time &813 Inten.

Kuersetin

30 40 50 50 70 50 min
Y

v Time 9.537 Inten. 49 256

100000+
75000+

50000+

235000+

10 20 30 40 50 g0 7.0 8.0 80 min

Sekil 15. Ekstre kromatogramlari (pembe ¢izgi) ve rutin/kuersetin kromatogramlari (siyah
cizgi).

4.11 Kuersetin molekiiliiniin kolon kromatografisi ile saflagtiriimasi

3.2.6'da anlatilan 3. ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstre silika jel (mesh 200-400) ile
doldurulan kolonlara ytklendikten sonra ¢esitli mobil fazlar kullanilarak kuersetin ayrigtiriimaya
calisiimistir. Mobil faz olarak MeOH-EtOAc (20:80 -10:90) gradient olarak uygulandiginda 33
fraksiyon, metanol kullanildiginda 7 fraksiyon elde edilmis ancak kuersetin ayristirilamamistir
(Sekil 16A). Toluen-etil asetat-formik asit (5:4:0.2, v/v) ‘den olusan mobil faz kullanildiginda
ise 12 fraksiyon elde edilmis bunlar iginden 8-10 fraksiyonlarda ¢ok net olmayan bantlar
gOzlenmistir (Sekil 16B). Bu fraksiyonlara HPLC analizi yapildidinda ise ¢ok az miktarda
kuersetin tespit edilmistir.
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Sekil 16. A) MeOH-EtOAc (20:80 -10:90) ve metanol sonrasi elde edilen fraksiyonlar, B)
Toluen-etil asetat-formik asit (5:4:0.2, v/v) ile elde edilen fraksiyon bantlari.

4.12 MISPE ile kapariden kuersetin eldesi

3.2.6'da anlatilan 3. ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstre, énceden 100 mg MIP ile
doldurulmus ve metanol ile sartlandiriimis kolona yiiklenmistir. Once metanol, ardindan
metanol:AA (9:1) mobil faz ile fraksiyonlara ayriimig, bu fraksiyonlarin ITK ve HPLC ile
analizleri yapilmistir. Sekil 17’de gorildigu gibi 2. fraksiyonda kuersetin bandi mevcut
olmamakla beraber 3’ten sonra gorilmeye baslamaktadir ve 6. fraksiyonda ¢ok hafif olarak
gorulmektedir. Daha polar olan rutin grubu molekdller 2. fraksiyonda kolondan ¢ikmis olmasina
ragmen kuersetin MIP’e baglanip daha gec¢ ¢ikmaya baslamis ve ¢ikisi yine diger molekiillere
gbre daha uzun surmustir. Kolondan c¢ikan fraksiyonlar HPLC ile analiz edilmis, her bir
fraksiyondaki kuersetin alani incelenmistir. 2. Fraksiyondaki kuersetin piki alaninin 3.
fraksiyondaki kuersetin piki alanina orani %68,7 olarak bulunmus olup, ayni islem NIP ile
tekrarlandiginda bu oran %92,5 olarak hesaplanmigtir. NIP’teki oranin MIP’e gbre daha yiksek

olmasi kuersetinin MIP’e kiyasla daha az tutuldugunun kaniti olarak dusinilmektedir.

1 23 4 56

Sekil 17. MISPE fraksiyonlarinin ITK silika jel gérintuleri, 1) kuersetin, 2-6) ekstre

fraksiyonlari.
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5. TARTISMA VE SONUG

Calismanin amaci molekuler baskilanmig kati faz ekstraksiyonu (MISPE) ile kapari bitkisinden
yuksek saflikta kuersetin molekill dretilmesi ve elde edilen hammaddenin Ulke iginde
kullaniimasini saglamak, bu sekilde Glkemizin disa bagimhhigini azaltmaktir. Proje suresince
kuersetin ile fonksiyonel monomerler arasindaki etkilesim FTIR ve UV/Vis spektrofotometre ile
incelenmistir. Bu calismada sentez igin en uygun monomerin 4VP ve uygun ¢ézlctnin DMSO
olduguna karar verilmistir. Sentezlenen polimerler ile deney tasarimi ¢calismasi yapilmis, en
uygun monomer ve baslatici derisimleri sirasiyla % Cm = % 5,0, % Ci =% 3,0 olarak
belirlenmistir. Bu kosularla sentezlenen polimerlerin karakterizasyonlari FTIR analizleri ile
yapilmistir. Farkh ekstraksiyon yontemleri ile kapari bitkisinin ekstraksiyonlari gergeklestiriimis,
en ¢ok kuersetin elde edilen yéntemin asit hidrolizi iceren ekstraksiyon yontemi olduguna karar
verilmistir. Ekstrelerin icerisindeki kuersetin ve rutin varligi ITK ve HPLC ile dogrulanmistir.
Calisma sonucunda kuersetini taniyan molekuler baskilanmis polimerler uretilmis ve bu
polimerlerin kapari ekstresindeki kuersetini diger analoglarina oranla daha fazla tuttugu
sonucuna variimistir. Elde edilen bu polimerlerin kapariden kuersetin eldesinde kullaniimasi

planlanmaktadir.
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