GIDALARDAN KOLESTEROLUN UZAKLASTIRILMASI iCIN
MOLEKULER BASKILANMIS KRIYOJEL MIKROKURELER

MOLECULARLY IMPRINTED CRYOGEL MICROBEADS FOR
CHOLESTEROL REMOVAL FROM FOODS

FATMA KARTAL ERSOY

Prof. Dr. ADIL DENizLi

Tez Danigmani

Hacettepe Universitesi
Lisansustii Egitim-Ogretim ve Sinav Yénetmeliginin
Kimya Anabilim Dali igin Ongérdigi
DOKTORA TEZi olarak hazirlanmistir.

2018



Fatma Kartal Ersoy’un hazirladi§i “Gidalardan Kolesteroliin Uzaklastinimasi igin
Molekiiler Baskilanmig Kriyojel Mikrokiireler’ adli bu calisma asagidaki jiri
tarafindan KIMYA ANABILIM DALInda DOKTORA TEZi olarak kabul edilmistir.

Prof. Dr. Handan YAVUZ ALAGOZ N PV L

Baskan ot t\LVLM‘& e

Prof. Dr. Adil DENiZLi

Danisman

Prof. Dr. Miinire Nalan TUZMEN
Uye

Dog¢. Dr. Fatma YILMAZ
Uye

Dog. Dr. Deniz TURKMEN
Uye

Bu tez Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi tarafindan DOKTORA TEZi

olarak onaylanmistir.

Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU

Fen Bilimleri Enstitusi Mudira



YAYINLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitl tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin / raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basili
(kagit) ve elektronik formatta arsivieme ve asagida verilen kosullarla kullanima ama iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar digindaki tiim fikri milkiyet
haklanim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir béliminiin gelecekteki calismalarda (makale, kitap,
lisans ve patent vb.) kullanim haklari bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢calismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedidimi ve tezimin tek yetkili sahibi
oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin
alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini
Universiteye teslim etmeyi taahhit ederim.

Yuksekogretim Kurulu tarafindan yaymla_nan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi,
Diizenlenmesi ve Erigime Acillmasina lliskin Yénerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar
haricinde YOK Ulusal Tez Merkezi / H. U. Kutiiphaneleri Agik Erisim Sisteminde erisime agilir.

o Enstitli / Fakulte yénetim kurulu karari ile tezimin erigime agilmasi mezuniyet tarihimden
itibaren 2 yil ertelenmistir. ("

A Enstitt / Fakulte ydnetim kurulunun gerekgeli kararl ile tezimin erisime ac¢ilimasi
mezuniyet tarihimden itibaren 6 Ay ertelenmistir. @

o Tezimle ilgili gizlilik karar verilmistir. ©®
, 14.08.2018

Sl
Fatma KARTAL ERSOY

“Lisansustl Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erigime Agiimasina lligkin Yénerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansustii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda,
tez danismaninin 6nerisi ve enstitli anabilim dalinin uygun gériisti tizerine enstitll veya fakilte yénetim kurulu iki yil
sure ile tezin erigsime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildi§l, hentiz makaleye dénusmemis veya patent gibi
yontemlerle korunmamis ve internetten paylasilmasi durumunda 3. Sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani
olusturabilecek bilgi ve bulgulari igeren tezler hakkinda tez danigmaninin énerisi ve enstitt anabilim dalinin uygun
goérusi Uzerine enstitl ve fakulte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile alti ayi asmamak lizere tezin erisime agilmasi
engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya glvenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglk vb. konulara
iliskin lisansusti tezlerle ilgili gizlilik kararl, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir*. Kurum ve kuruluslarla yapilan
isbirligi protokolil cergevesinde hazirlanan lisansiisti tezlere iligkin gizlilik karari ise, ilgili kurum ve kurulusun énerisi
ile enstitli veya fakiltenin uygun gortsl Uzerine Universite ydnetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen
tezler Yuksekdgretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7. 2. Gizlilik karar verilen tezler gizlilik siresince enstitli veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallari cergevesinde
muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldiriimasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiklenir.

* Tez danigmaninin énerisi ve enstitil anabilim dalinin uygun gériisti Gizerine enstitl veya fakulte yénetim kurulu
tarafindan karar verilir.



Canim Ailem ve Sevgili Esim’e...



ETIK
Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, tez yazim kurallarina uygun olarak
hazirladigim bu tez calismasinda,
* tez icindeki blthn bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢cergcevesinde elde ettigimi,
* gbrsel, isitsel ve yazili tm bilgi ve sonuglari bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu,
* bagkalarinin eserlerinden yararlaniimasi durumunda ilgili eserlere bilimsel normlara
uygun olarak atifta bulundugumu,
» atifta bulundugum eserlerin timunt kaynak olarak gésterdigimi,
* kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi,
e ve bu tezin herhangi bir bélimna bu Gniversite veya bagka bir Universitede baska bir
tez calismasi olarak sunmadigimi |

beyan ederim.

14 /08 /2018

J
p / I
Fatma KARTAL ERSOY



OZET

GIDALARDAN KOLESTEROLUN UZAKLASTIRILMASI iGiN
MOLEKULER BASKILANMIS KRiYOJEL MIKROKURELER

Fatma KARTAL ERSOY
Doktora, Kimya Bolumu

Tez Danismani: Prof. Dr. Adil DENIZLIi
Agustos 2018, 108 sayfa

Epidemiyolojik arastirmalara goére, kandaki kolesterol seviyesi ve gidayla alinan
kolesterol miktari arasinda dogrudan bir iligki vardir. Gidayla alinan kolesterol miktari
belli bir duzeyin Uzerinde oldugunda insan vucudunda kalp hastaliklari, koroner arter
hastalidi, arteryoskleroz, hipertansiyon, serebral tromboz gibi ¢esitli hastaliklara neden
olabilir. Dolayisiyla tip biliminde ve gida endustrisinde kolesterolin kontroli ve
ayrilmasi olduk¢ca 6nemlidir. GUinimuizde kandaki ylksek kolesterol seviyesinden
kaynakli hastalik riskini azaltmak icin vicuda alinan gidalara ve beslenmeye dikkat
ederek plazma kolesteroll derigiminin dusurtilmesi hedeflenmektedir. Son vyillarda
tuketici bilincinin artmasi, gidalar Uzerindeki bilimsel arastirmalar, yeni gidalarin
bulunmasi ve gida-saglik arasindaki iliski Uzerine yapilan c¢alismalar fonksiyonel
gidalart 6ne cikarmakta ve boylece cesitli yontemlerle gidalardan kolesterolun
uzaklastirimasiyla dusuk kolesterolli gidalarin  Uretiimesi oldukga 6nemli hale
gelmektedir. Kolesterolin besinlerden absorpsiyonunu o6nleyen 6zgul inhibitorlerin

uretimi ile kolesterol miktarinin dusurualmesi de oldukga 6nemli bir yaklagimdir. Klinik



olarak, tavsiye edilen kan kolesterol derigsimlerine ulasmak igin kolesterolin hem
adsorpsiyonu hem de uzaklagtirimasi gerekli oldugundan, diger bir yaklagimda
kolesterole segici, kolay ulagsilabilir, kolay hazirlanabilir ve etkili adsorbentlerin

geligtiriimesidir.

Molekuler baskilanmis polimerler (MIP) ilgili analitlere segici olarak baglanabilen
biyotaklitcilerdir. Molekuler baskilanmis polimerler kromatografik ayirmalarda, tibbi
teshis ve cevre analizi gibi biyosensor uygulamalarinda, farmasoétik ila¢g tasinim
calismalar gibi birgok alanda kullaniimakla birlikte en buyuk potansiyel gosterdigi
alanlardan biri gida analizidir. Arastirmalar, MIP’lerin ylksek secicilik ve ylksek
yukleme kapasitesi saglayarak karmasik gida matris etkilerini en aza indirebilecegini,

geri kazanimlari ve belirleme limitlerini arttirilabilecegini gostermektedir.

Bu tez kapsaminda kolesterolln gidalardan etkin bir sekilde ayriimasi i¢in MIP’lerde,
molekuler baskilama ydnteminin spesifik tanima saglamasi ile kriyojelin ytksek akis,
kontrol edilebilir gdozenek yapisi, yuksek yuzey alani, mekanik ve kimyasal kararlihgini
birlestiren egsiz bir afinite ayirma teknolojisi hedeflenmigtir. Kriyojeller kan, gida, atik
su, doku iskelelerinin Uretimi gibi alanlarda kullanilan olduk¢ga onemli yapilardir.
Calisma kapsaminda 6ncelikle gidalardan kolesteroliin segici olarak uzaklastiriimasi
icin mevcut yontemlere alternatif kolesterole secici baglanma bolgelerinin olusmasina
olanak saglayacak fonksiyonel monomer ile molekuller baskilanmis poli(hidroksietil
metakrilat-metakriloilamidotriptofan metil ester) kriyojel mikrokureler hazirlanmistir.
Kolesterol baskilanmis kriyojel mikrokurelerin (CHO-MIP) karakterizasyon ¢alismalari
zayiflatilmis toplam yansima-Fourier donisumli kizildtesi spektroskopisi, taramal
elektron mikroskobu, termogravimetrik analiz ve elementel analiz ile gergeklesmistir.
CHO-MIP ile kolesterol arasindaki etkilesimler incelenmistir ve Kkolesterolln
adsorpsiyonuna etki eden faktorler incelenerek optimum kosullar belirlemistir.
Hazirlanan kriyojelin surekliliginin olgusu olarak tekrar kullanilabilirligi incelenmistir.
Kriyojel mikrokurelerin segiciligi de kolesterole yapisal olarak benzer estradiol ve
progesteron gibi yarismaci molekuller kullanilarak belirlenmistir. Tez c¢alismasi
kapsaminda adsorpsiyon izotermlerine ve adsorpsiyon kinetik analizlerine yer

verilmigtir. En son olarak, gergek gida orneklerinden kolesterolin secimli ve etkin olarak



uzaklastiriimasi galismalari sentezlenen kolesterol baskilanmis kriyojel mikrokureler ile

gergeklestiriimistir.

Anahtar Kelimeler: Kriyojel mikrokire, molekuler baskilama, fonksiyonel gidalar,

kolesterol uzaklastirma.



ABSTRACT

MOLECULARLY IMPRINTED CRYOGEL MICROBEADS FOR
CHOLESTEROL REMOVAL FROM FOODS

Fatma KARTAL ERSOY
Doctor of Philosophy, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Adil DENIZLi
August 2018, 108 pages

According to epidemiological studies, there is a direct relationship between the level of
cholesterol in the blood and the amount of cholesterol taken with food. When the
amount of cholesterol taken with food is above a certain level, this can cause various
diseases such as heart diseases, coronary artery disease, arteriosclerosis,
hypertension, cerebral thrombosis in the human body. Thus, its control and separation
are very important in medical science and food industries. Nowadays, it is aimed to
reduce plasma cholesterol concentration by paying attention to food intake and nutrition
in order to decrease the risk of illness caused by high blood cholesterol. In recent years,
the studies on the rise of consumer awareness, scientific researches on foods, the
discovery of new foods and the relationship between food and health have highlighted
functional foods and it has become very important to produce low cholesterol foods by
removing cholesterol from foods with various methods. It is a very important approach

to reduce the amount of cholesterol by producing specific inhibitors that prevent



absorption of cholesterol from foods. Clinically, another approach is to develop
cholesterol-selective, easily accessible, easily prepared, and effective adsorbents,
since both adsorption and removal of cholesterol are required to achieve the

recommended blood cholesterol concentrations.

Molecularly imprinted polymers (MIP) are biomimics that can selectively bind to the
relevant analytes. One of the most interesting areas where MIP have shown the
greatest potential is food analysis as well as they have used in many applications, such
as biosensor applications such as medical diagnostics and environmental analysis,
pharmaceutical drug delivery studies, and chromatographic separations. Research
shows that MIP can reduce the complex food matrix effects, increase recovery and

detection limits by providing the high selectivity and high loading capacity.

In this thesis, a unique affinity separation technology that combines the specific
recognition of molecular imprinting with the high flow of cryogel, controllable pore
structure, high surface area, mechanical and chemical stability in MIP has been aimed
at effectively separating cholesterol from foodstuffs. Cryogels are very important
structures used in areas such as blood, food, waste water, the production of tissue

scaffoldings.

In the study, firstly molecularly imprinted poly(hyroxyethyl methacrylate-methacryloyl-
amidotryptophane methyl ester) cryogel microbeads were prepared using functional
monomer which would allow cholesterol selective binding sites to be generated for
selective removal of cholesterol from the foods. Characterization studies of cholesterol
imprinted cryogel microbeads (CHO-MIP) were carried out by attenuated total
reflectance-Fourier transform infrared spectroscopy, scanning electron microscope,

thermogravimetric analysis and elemental analysis.

The interactions between CHO-MIP and cholesterol have been investigated and the
factors affecting the adsorption of cholesterol have been investigated to determine
optimum conditions. Reusability as a measure of the continuity of the prepared cryogel

was investigated. The selectivity of cryogel microbeads has been determined using



competitor molecules such as estradiol and progesterone, which are structurally similar

to cholesterol.

In the thesis study adsorption isotherms and adsorption kinetic analyzes are included.
Finally, selective and efficient removal of cholesterol from food samples has been

performed with synthesized cholesterol imprinted cryogel microbeads.

Key Words: Cryogel microbead, molecular imprinting, functional foods, cholesterol

removal.
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1.GIRIS
Kolesterol ismi, Yunanca chole (safra) ve steros (katl) sézcuklerinden tiretilmistir.
Kimyasal olarak kolesterol, yag benzeri bir bilesiktir, temel olarak, saf formunda pulcuk
seklinde bulunan bir alkoldiir. Ug kaynasik siklohekzan (6 karbon) halka, bir siklopentan
(5 karbon) halkasi ve sekiz karbon atomu bir yan zincirinden olusan 27 karbon
atomundan olusur [1, 2]. Kolesterol, biyolojik zarlarin bilesenlerinden biridir. Kolesterol,
karaciger, omurilik ve beyin gibi yogun sekilde paketlenmig zarlara sahip dokularda
daha bol miktarda bulunur [3]. Ayni zamanda kolesterol, yumurta, sut trtnleri, kimes
hayvanlari, balik, domuz yagi ve diger yaglar gibi hayvansal gida Urunlerinin gogunda
bulunmasina ragmen vucuttaki kolesterolin ancak kuguk bir kismi gida kaynaklidir;
cogu vucut tarafindan sentezlenir [4]. Kolesterol, hiicrede ¢ok cesitli olaylarda kritik
roller Ustlenmektedir. Hucrenin uygun yer ve miktardaki kolesterole sahip olmasi zar
yapisi, sinyal iletimi ve insan saghgi icin gereklidir. Okaryotlarda énemli bir zar bileseni
olan kolesterol, hucresel bolmeler arasinda yari gegirgen bariyer olusumuna yardim
eder, zar akicihgini ve membran proteinlerinin iglevini duzenler, zar yoluyla
gerceklesen uyari iletisine katkida bulunur. Ayrica kolesterol metabolitleri olan
steroidler ve safra asitleri, uyar iletici ve diger lipidlerin ¢ozUnur hale getiriimesi gibi
onemli biyolojik isleviere sahiptir ve bu iglemler i¢in kanda ¢ok az miktarda kolesterol

bulunmasi yeterlidir [5].

AQirlik olarak iki tip kolesterol vardir: yiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) kolesterol ve
dusuk yogunluklu lipoprotein (LDL) kolesterol. Kolesterol, insan viicudunda énemli bir
rol oynar, ancak yuksek duzeydeki kolesterol atardamar duvarlarinda kolesterol
birikimlerine yol agabilmektedir. Bu birikmeler damar yoluyla kan akigini engelleyerek
g6gus agrisi, inme ve kalp krizine neden olur [6]. Insanlar kolesterolli yumurta, balik,
et ve st uUrUnleri gibi hayvansal kodkenli gidalardan elde ederler. Bu nedenle

kolesterollin ayrilmasi birgok besin isleme endustrisi i¢in 6nemlidir.

GunUmulzde kolesterollin uzaklastirilmasi igin fiziksel, kimyasal ve biyomedikal
yaklasimlari igeren birgcok yodntem vardir. Fiziksel ydntemler; saponin/digitonin,
superkritik sivi 6zutleme, hidrofobik adsorban ve molekller baskilama ydntemi

kullanilarak adsorpsiyon temelli ayristirma, kimyasal yontemler; [B-siklodekstrin



kullanilarak konukcu komplekslesmesi, fotokatalizér ile bozunma ve enzim
islevsellestiriimis materyallerle ¢oktirme ve biyomedikal yaklagimlar arasinda, yag

metabolizmasini modifiye ederek kolesterol sentezini kontrol etmeyi icerir.

Literatirde birgcok ayirma yontemi olmasina ragmen bu yontemlerin gogunun segiciligi
oldukga dusuktur ve kolesterolin uzaklastiriimasi sirasinda genellikle gidalarin tadini
ve besleyici bilesenini bozarlar [7]. Gida, ¢evre, ilag ve biyoteknoloji alanlarinda hizli ve
verimli yeni yontemlere surekli ihtiyag duyulmasi, aragtirmacilari, daha iyi, daha segici

ve hassas analitik calismalarin yapilmasina yoneltmigtir.

Molekuler tanima, yluz yil 6énce Emil Fischerin "anahtar ve Kkilit model" olarak
tanimladigl reseptor ve substrat arasindaki komplekse dayanir. Bu kompleksin
olusumu, kilit veya reseptor (protein/enzim) ile anahtar veya substrat (analit) Gzerindeki
tamamlayici fonksiyonel gruplar arasindaki molekul ici etkilesimlerin sonucudur ve
molekuler tanima temeline dayanan ayirma sistemleri arasinda "Molekuler Baskilama"
yontemi ile hazirlanan tasiyicilar hedef molekile olan yuksek secicilikleri nedeniyle
oldukca Umit vaat etmektedirler. ilk defa 1972'de Gunter Wulff ve calisma grubu
tarafindan tanimlanan molekuller baskilama yodntemiyle oldukga secici baglanma
bolgeleri elde etmek amaciyla sentetik polimerlerde fonksiyonel gruplarin G¢ boyutlu
yapilari duzenlenmistir [8, 9]. Molekuler baskilanmis polimerler kalip ya da bir bagka
deyigle hedef molekulin varliginda fonksiyonel monomerler ve ¢apraz baglayicilarin
kopolimerizasyonu ile sentezlenir. Kalip molekullerinin gikarilmasindan sonra yuksek
Olcude capraz bagli polimer matriste kalip molekullerine sekil, boyut ve kimyasal olarak
tamamlayici spesifik tanima bosluklari olusur ve bdylece kalip molekuiline oldukca
benzer veya 6zdes molekulleri baglamak i¢in uygun hale gelir. Kalip molekule 6zgu bu
tanima bosluklari, karmasik bir biyo-cevreden hedef molekull segici olarak
uzaklastirmayi saglar. Literatirde 1931 yilindan beri ayirma ve saflastirma alaninda
[10], kimyasal sensorler [11], kataliz [12], ilag tasinimi [13], biyolojik antikorlar ve
reseptor sistemleri [14] gibi birgok alanda molekuler baskilama yontemi olduk¢a dnemli
bir potansiyel olugturmaktadir. Benzersiz 6zelliklerine bagl olarak, MIP’ler gida analizi
alanini bayuk ol¢ide gelistirmigtir. MIP teknolojisi, drnek hazirlama alaninda sorbent
olarak kullanilmaktadir. MIP’ler, C18 silika jeli gibi geleneksel sorbentlerle

kargilastirildiginda, daha yuksek yukleme kapasiteleri, analitlerin tutulmasi i¢in daha
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yuksek etkinlik ve tutma islemi sirasinda gelistiriimis segicilik gibi belirgin avantajlar
sunar [15, 16].

Kriyojeller, monomerik veya polimerik baslaticilarin kismi olarak donmusg ¢ozeltilerden
hazirlanan jel matriksleridir. Kriyojeller tipik olarak, birbiri ile baglantili makro
gbzeneklerden ya da super makro gozeneklerden olugurlar. Makro gozenekli
kriyojellerin genis gozenekli yapilari, dusuk geri basinca neden olmakta ve bdylece
yuksek viskoziteye sahip ortamlarda c¢alisma problemini ortadan kaldirmaktadir.
Kriyojellerdeki birbiri ile baglantih makro gbézenekler difuzyonun etkin bir sekilde
gerceklesmesine, nano veya makro boyuttaki partikillerin kitle transferine katkida
bulunurlar. Kriyojellerin bu essiz 6zellikleri, osmotik, kimyasal ve mekanik kararlliklari
ile bir araya gelerek onlari biyolojik uygulamalar igin 6nemli hale getirmektedir.
Kriyojeller 6zellikle biyolojik malzemelerin kromatografik uygulamalari icin tasarlanirlar
[17, 18]. Kriyojeller yiuksek kitle aktarimi yapabilme 6zelliginden dolayr kromatografik
kolonlarda yuksek saflik ve hizla ayirma islemlerini gergeklestirmek igin uygun
malzemelerdir [19]. Kriyojeller disk, monolitik kolon, gubuk, toz ve kure seklinde

tasarlanabilen gézenek boyutu uygulamaya gore ayarlanabilen yapilardir [20].

Tez calismasi kapsaminda, yuksek segicilik saglayan molekuler baskilama yontemi ve
yuksek kutle aktarimina ve yuksek ylzey alanina sahip kire formundaki kriyojellerin
avantajlarinin  birlestiriimesi hedeflenmigtir. Calismada gidalardan kolesterolln
uzaklastiriimasi igin molekuler baskilama yontemi kullanilarak kriyopolimerizasyon
yontemiyle kolesterol baskilanmis kriyojel mikrokureler hazirlanmistir. Hazirlanan
kriyojelin birbirine bagl makro gozenekli yapisiyla, sivi akis kanalinin yeterince buyuk
olmasi sonucunda dusUk geri basing ve dusuk difizyon direnci gibi akiskanlar
mekaniginin iyi Ozelliklerine sahip olmasi, kriyojelin hizli ve etkili bir sekilde kutle
transferini saglamasi ve dolayisiyla viskoz ortamlarda da kolayca kullanilabilmektedir.
Ayrica kriyojellerin kure formunda hazirlanmasi ile kriyojelin spesifik ylizey alani ve
adsorpsiyon kapasitesi artmistir. Kriyojel mikrokurelere bu essiz 6zellikleri yaninda
molekuler baskilama yodnteminin uygulanmasi ile Kkolesterole yuksek secicilikte
kolesterol baskilanmig kriyojel mikrokureler sentezlenmigstir. Bu galisma sonucunda
kolesterole kolayca ulasabilen, basit, duguk maliyetli, yuksek segicilikte, hassas, tekrar
kullanilabilen ve ticari uygulama potansiyeli olan bir adsorbent gelistirilmistir.
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2. GENEL BILGI

2.1 Kolesterol

Kolesterol C27rH450H molekul formaline sahip ve yapisinda birden fazla hidrokarbon
halkasi iceren bir steroid alkoldur (Sekil 2.1) [21]. Molekuler agirhgi 386.66 g/mol’dur
ve kolesterolln erime noktasi 148.50 °C’dur. Kolesterol, plazma membranlarinin ana
yap! tasidir, molar bazda lipitlerin %50’sini olusturur ve membran butinlugunu ve
organizasyonu korumak icin gereklidir [22]. Kolesterol, steroid hormonlari, safra asitleri

ve provitamin D3 oncull olarak gorev yapar [23].

Sekil 2.1. Kolesterollin kimyasal yapisi.

Kolesterol molekulunin ampifilik karakteri, fosfolipit molekulleriyle ayni dogrultuda
membran icine nufuz etmesini saglar (Sekil 2.2) [24]. Kolesterol, hidrojen baglari
(kolesterollin polar hidroksil grubu ve fosfolipidin polar u¢ kismi arasinda) ve van der
Waals etkilesimleri (hidrofobik steroid halka ve fosfolipit acil gruplari arasinda) yoluyla
fosfolipidlerle etkilesir. Kolesterol, hiicre zarinin akiskanhgini, fosfolipitler arasindaki
kUguk bosluklara sokulmasi yoluyla ayarlar, boylece hareketlerini kisitlar. Bu nedenle

hlcre zar akigkanhgi, kolesterol igerigiyle ters orantihdir [25].
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Sekil 2.2. Membranda kolesterol ve fosfolipidlerin etkilesimi.

Membran bolgelerindeki kolesterolun varligi gesitli proteinlerin aktivitesini etkiler. Hlcre
zarinin kolesterol/fosfolipid mol orani, gecirgenlik, transport protein fonksiyonlari,
membran enzim aktiviteleri, substrat olarak membran bilesenlerini ve zar proteinlerinin

konfiglrasyonunu gibi zar 6zelliklerini etkiler.

Kolesterol, lipoproteinler adi verilen 6zel tasiyicilar tarafindan kanda tasinan yagda
¢6zlunen bir maddedir. Lipoproteinler, karaciger, bagirsak ve ¢evresel dokular arasinda
lipitleri degistiren kompleks tasima sisteminin 6nemli bir pargasidir. Farkh tipte
lipoproteinler, kolesterollu gevreleyen protein kabugunun kalinhigina gore siniflandirilir.
Doért ana lipoprotein sinifi siniflandirilmistir: trigliseritlerin  bagirsak emiliminden
turetilen silomikron; trigliseritlerin tasinmasi igin karacigerde Uretilen ¢ok dusuk
yogunluklu lipoprotein (VLDL); bir VLDL metabolizmasi UGrlinU ve kolesterolln birincil
tasiyicisi dustk yogunluklu lipoprotein (LDL) ve Kkolesterolin karacigere ters

tasinmasinda rol oynayan yliksek yogunluklu lipoproteindir (HDL) [26].

Ko6tu tar kolesterol olarak adlandirilan LDL-kolesterol (LDL-C), kolesterolu gesitli vicut
hicrelerine nakletme ve fazla kolesterolu arter duvarlarinda biriktirerek kalp hastalig

riskini arttirmada rol oynamaktadir [27].



“lyi” ya da “saglikli” kolesterol olarak adlandirilan HDL-kolesterol (HDL-C), kolesteroliin
kandan ve arter duvarlarindan, vicut tarafindan pargalanmak ve bertaraf etmek igin
safraya donusturuldugu karacigere tasinmasindan sorumludur. Bu “ters kolesterol
tasima isleminin® kalp hastaligini 6nlemede ve duzeltmede yardimci olduguna
inaniimaktadir [28, 29].

Serum Kkolesterol dizeyini ve genel saglidi inceleyen bazi ¢alismalar, yuksek serum
kolesterol (ve diger lipit) derigimleri ile koroner kalp hastalidi, ateroskleroz ve iskemik
kalp hastaligi (IHD) arasinda lipit hipotezi olarak adlandirilan bir iligki oldugunu
gOstermektedir [30, 31]

Yuksek kolesterol seviyesinin insan saglidi acgisindan buyuk risk tasimasi kisinin
kolesterol alimini basit bir sekilde azaltmasi, IHD’yi tamamen 6nlemek veya ilerlemesini
geciktirmek veya durdurmak icin en etkili silahtir [32]. Bununla birlikte, yiksek kolesterol
seviyelerinin zararh etkileri, taranabilir. Yeme aliskanliklarindaki kolesterol aliminda
sadece %10’luk bir dusus gibi nispeten kuguk degisiklikler, 70 ve 40 yaslarinda koroner
kalp hastaligi riskini sirasiyla %20 ve %50’lik bir oranda azaltmaktadir [33].

2.1.1. Kolesteroliin islevi

Kolesterolln, duzgun isleyen bir vicudun korunmasina yonelik birgok temel biyolojik
sure¢ ve yolda katkisi olduk¢a dnemlidir. Kolesterol hem temel fosfolipid iki tabakall
Ozelliklere sahip bir aracili olarak hem de dogrudan etkilesime girdigi spesifik membran
proteinlerinin bir modulatord oldugu i¢in normal hiucre zari aktiviteleri, kolesterolin
varhgina baglidir [34, 35]. Ornegin, kolesterol membrana gémilii reseptorlerin
fonksiyonunu afinite durumlarini, baglanma kapasitelerini ve sinyal iletimlerini

etkileyerek duzenler.

Kolesterol, sinyal transduksiyonunda yer alan en buyuk hicre yuzey reseptorleri ailesini
temsil eden bazi G protein-bagli reseptoérlerin diizenlenmesinde rol oynar. Reseptorler,
yigin lipit ozellikleri (6rnegin kolesistokinin) ve dogrudan kolesterol etkilesimleri
(6rnegin oksitosin) ile duzenlenebilir. Biyofiziksel g¢alismalar, kolesterolin membran
hidrokarbon ortamini degistirerek rodopsin aktivitesini module edebildigini gostermistir.
Bazi durumlarda kolesterol, reseptori tanimlanmis bir konformasyonda stabilize

ederek biyolojik iglevini yerine getirmesini saglar [36].



Kolesterol ayrica belirli enzim aktiviteleri igin de gereklidir ve Na*/K* ATPase,
fosfolipidlerle etkileserek membran &zelliklerini kontrol eden, kolesterolin fizyolojik
seviyelerini iceren bir zar igcinde oldugunda maksimum aktivite sergiler. Membrandaki
kolesterolun varligi iki tabakali kalinhigi arttirir ve hem kuguk, yuksuz polar molekuler
turlere hem de iyonlara membran gegirgenligini azaltir. Kolesterolun iyon sizmasi
uzerindeki bu etkisi, aksi durumda ATP seklinde bir metabolik enerji maliyeti
gerektirecek olan, membran boyunca bir elektrokimyasal gradyanin muhafaza edilmesi
icin esastir [37]. Beyin ve sinir sisteminin dogal buyumesi ve gelisimi kolesterol
gerektirir. Sinirler, sinir fonksiyonu ve plastisite icin gerekli olan 6zellikle kolesterol

acisindan zengin bir madde olan miyelin izolasyon katmanlari ile kaplanir [38, 39].

2.1.2. Yuksek Kolesterol ve Oksitlenmis Kolesterol Seviyelerinin Riskleri
Yuksek miktarda kolesterol ve oksisterollerin besin kaynaklarindan kan akisina emilimi,

etki alani genis biyolojik sonuglara sahip olabilir.

2.1.2.1 Sitotoksik etki

Cesitli hayvan hicrelerinin vaskiler kas hicreleri, aortik kaslar, endotelyum Uzerine
oksisterollerin etkilerini inceleyen birgok arastirma mevcuttur ve elde edilen bulgular
dusuk derisimlerdeki oksisterollerin bile nekroz, hicre buyume inhibisyonu ve hasar

gibi sitotoksik etkilere neden oldugunu agik¢a gostermektedir [40].

2.1.2.2. Aterojenik etkisi

Ateroskleroz (damar serlesmesi), iskemik kalp hastaligi ve inmenin en yaygin altta
yatan nedenidir ve 2010 yilinda dinya c¢apinda doért olumden sorumludur
[41]. Hastalik, kronik inflamasyon ve blyuk ve orta buyuklikte arterlerde lipid yukli
plaklarin birikmesi ile yavas yavas ilerler. Ateroskleroz tipik olarak geligiminin ilk on
yili i¢cin plagin asinmasi damarlari tikayan ve iskemik doku hasarina yol agan

trombls olusumuna ya da bozulmaya neden oluncaya kadar fark edilmez [42].

Oksitlenmis dusuk yogunluklu protein (LDL), yuksek derecede sitotoksiktir ve
endotelyal butinligun kaybina neden olabilir [43]. Aterojenik hastalik, cok dusuk ve
dusuk yogunluklu lipoproteinlerin (LDL ve VLDL) insan vaskuler hucrelerine (endotel
hacreleri, makrofajlar, diz kas hucreleri ve lenfositler gibi) baglanmasi nedeniyle
olusur [44, 45].



2.1.2.3. Metabolizma ve membranlara etkisi

Oksitlenmis kolesteroller kolesterol sentezinin inhibisyonuna neden olur ve
kanserojendirler. Dislk derigsimlerde (107° ve 107% M) oksitlenmis kolesterol, hiicre
metabolizmasina (hlcre bluyimesi ve DNA sentezi) ve membran fonksiyonuna ciddi
zarar verebilen bir sure¢ olan 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA-rediktaz enzim

aktivitesini azaltarak kolesterol sentezini inhibe eder.

2.1.3. Kolesterol dusurucu ilaglar

Kolesterol diyetten elde edilir ve ayrica karacigerde sentezlenebilir. Ortalama Kuzey
Amerika diyeti gunde yaklasik 300-500 mg kolesterol saglarken, endojen kolesterol
kaynaklari gunde 1000-1600 mg’a ulasabilir [46]. Vicut tarafindan kolesterol
olusumu orani, diyet kaynaklarindan emilen kolesterol miktarina oldukc¢a duyarlidir.
Bagirsakta kolesterol emiliminin azalmasinin sadece total serum kolesterol
seviyesini dugurmekle kalmayip, ayni zamanda yuksek yogunluklu lipoprotein (HDL,
iyi kolesterol) oranini kandaki LDL’ye (kotu kolesterol) de arttirabilece@i gosterilmistir
[47, 48].

Serum kolesterol seviyelerini dlisirmek icin kullanilan ilaglarin ¢odu, kolesterol
sentez yolunun hiz kontrol edici enzim olan 3-hidroksi-3-metilglikan koenzim A
reduktaz (HMG-CoA reduktaz inhibitorleri ya da statinleri) inhibitorleri olarak islev
gorur. Bu inhibitérler LDL kolesteroli %20 ile %55 arasinda kolesterol seviyelerini
%20-40 arasinda dusurur [49]. Statinler (mevastatin, lovastatin, serivastatin ve
simvastatin vb.) etkili ilaglar olsa da maalesef pahalidirlar ve onlarla birlikte kas
zayifhgi ve kas toksisitesini igeren ciddi yan etkilere neden olma potansiyeli tagirlar
[50]. Diger bir ilag ise, yagda ¢dztinen vitaminlerin, trigliseritlerin veya safra asitlerinin
emilimini etkilemeden ve ayrica ana metabolize edici enzimleri etkilemeden diyet
kolesterollin ve safranin ince bagdirsak boyunca tagsinmasini segici olarak engelleyen

ezetimibe’dir [51].

Bu yeni ilaglarin gelistiriimesi ile, hiperkolesterolemi tedavisi muhtesem bir sekilde
ilerlemigtir. Bununla birlikte, bazi hiperkolesterolemi vakalarinin ilaglara iyi cevap
vermedigi de bilinmektedir. Bu ilaglarin iki veya Ugunu birlestirerek agresif bir tedavi



kullanilsa bile, kolesterol seviyesi, optimum bir seviyeye kadar yeterince

dusurulmeyebilir.

2.1.4. Gidalar ve Kolesterol

Beslenme agisindan bakildiginda, kolesterol, bitki kaynaklarinda onemli miktarda
bulunmaz; gogunlukla yumurta, et, balik, sigir eti, karides ve sut Urunleri gibi hayvan
kokenli gidalarda bulunur. Normal vicut fonksiyonlari igin gerekli olan kolesterolin
bayuk bir kismi endojen olarak sentezlense bile, dnemli miktarda toplam vucut

kolesteroll gidalardan elde edilir [4, 21].

Kolesterol alimi icin gida referans degerleriyle ilgili olarak, Avrupa Gida Gulvenligi
Otoritesinden heyet, doymus yag asitlerinin alimiyla ilgili kararin yaninda kolesterol
alimi hakkinda bir referans dnermemeye karar verdi (EFSA, 2010). Bununla birlikte,
Almanya-Avusturya-isvigre (D-A-CH, 2008), Diinya Saglik Orgiitii ve Birlesmis Milletler
Gida ve Tarim Orgiiti (WHO / FAO, 2003) yetiskin nifusta glinde maksimum 300 mg

kolesterol alimi igin 6neriler getirdi [21].

insanlar giinde yaklasik 1500 mg kolesterol sentezliyor, ancak gida 300-600 mg
kolesterol iceriyor. Kolesterol sentezindeki azalma, plazma kolesterol seviyesini
dusurmenin en etkili yoludur. Kolesterol biyosentezi, iki asetil CoA molekll ile baglar
ve HMG-CoA reduktazin hiz sinirlayici reaksiyona aracilik ettigi bir ¢oklu enzim
yoludur. Statin ila¢ sinifi (simvastatin ve prava-statin), karacigerdeki guclit HMG-CoA
reduktaz inhibitorleridir. Hiperkolesteromi hastalarinda statinlerin plazma kolesterolinu
%30’a kadar azaltabilece@i gosterilmigtir. Bununla birlikte, yan etkiler, dokuntuler ve
gastrointestinal semptomlar da dahil olmak tUzere bu inhibitorlerin kullanimi ile iligkilidir
[52].

Kolesterol, genel kalp sagliginin bir gostergesi olarak kullanilir. Epidemiyolojik
calismalar plazma kolesterol derisimi ile koroner kalp hastahgi riski arasinda guglu bir
iliski oldugunu gostermistir. Kolesterol agisindan zengin bir diyet ile koroner kalp
hastaliginin yayginligi arasinda guglu bir baglantt da gdrtulmektedir. Kolesterol
dusurtcl fonksiyonel gidalar ve nutrasaétikler, plazma toplam kolesterolinU dustrmek
icin, 6zellikle de kan kolesterol seviyesi ¢ok az olarak yuksek ancak kolesterol dusurucu
ilaglarin ongorulmesini garanti edecek kadar yuksek olmayan hastalar igin olasi



alternatif tedavilerdir [21, 53, 54].

Gidalardaki kolesteroliin degerlendiriimesi icin analitik ydntemler, bu bilesigin
kardiyovaskuler hastalikla olan iligkisi nedeniyle cok onemlidir [55]. Yuksek kolesterol,
koroner kalp hastaliginin gelisiminde bir risk faktoradur (1160/2011 sayih Komisyon
Yoénetmeligi (AB)). Kardiyovaskiler hastaliklar tim didnyada engelliligin ve erken
dlumin énemli bir nedenidir (WHO, 2007). Diinya Saghk Orgiiti (WHO), 2030 yilina
kadar Kardiyovaskuler hastaliklarin onde gelen 6lum nedenleri olmaya devam
edecegini ve yaklasik 23.6 milyon kigiyi kuresel olarak etkileyecegini ongordu [56].
Serum kolesterolinde %71’lik bir diglsun bile koroner kalp hastaligi riskini %2-3

oraninda azaltabilecedgi bildirilmistir.

2.1.5. Gida Maddelerinden Kolesterol Uzaklastirma Yontemleri
Gida maddeleri Uzerinde kullanilabilen birgok kolesterol uzaklastirma yéntemi vardir.
Bu yontemler fiziksel, kimyasal, biyolojik (enzimatik) ve komplekslestirme islemlerini

icerir. Ancak, bu suregler maliyetlidir.

2.1.5.1. Fiziksel Yontemler

2.1.5.1.1. Vakumlu buhar damitma

Bu islemde buhar, vakum altinda sivi st yagindan gegirilir. Omega Source Corporation
bu tescilli teknolojiyi satin almistir ve su anda 109.10 kg/guin kolesteroll uzaklastiriimis
susuz sut yagi uretmektedir [57]. Bu yontemle, serbest kolesterol yuzde 93 oraninda

azaltiimistir.

Firma Hoche (Speikem, Almanya) ticari bir 6lgekte vakum buhar damitma teknolojisini
kullanmaktadir. Bu yontemle elde edilen sut yaginin koku ve tat bakimindan neredeyse

notr oldugu ve %75 daha az kolesterol igerigi oldugu bildirilmistir [57].

2.1.5.1.2. Kisa yol molekiiler damitma

Kisa yol molekuler damitma, molekullerin buharlagan bir sivinin sicak yluzeyinden,
kondansatorun sogutulmus yuzeyine kisa bir yoldan aktarilmasina dayanir. Lanzani ve
arkadaslar 1994 yilinda, tereyagdi ve domuz yagi igindeki kolesterolin azaltilmasi igin
yeni bir kisa yol molekuler damitma sistemini arastirmislardir. Bununla birlikte, bu
yontem susuz tereyagindan dusuk molekul agirhkli trigliseridlerin en az kaybiyla

kolesterol uzaklastiriimistir [58].
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2.1.5.1.3. Superkritik Akiskan Ekstraksiyonu

Bradley 1990 yilinda yaptigi ¢alismada, uygun bir maliyet igin bir sit yagi Grinu (%80
plastik krem) Uretmenin teknik olarak mumkun oldugunu gostermistir, bu da superkritik
karbondioksit kullanilarak ekstrakte edilen kolesterolin en az ylzde 90’ini
olusturmustur. Elde edilen sut yagi rengini ve lezzetlerini korumustur. Ayni ¢alismada

bu teknoloji ile kolesteroliin %90’in1 tereyagindan uzaklastiriimistir [59].

2.1.5.2. Kimyasal Yontemler

Gu ve arkadaslari, siklik anhidrit ve kolesterollin hidroksil grubu arasindaki reaksiyona
dayanan kimyasal yontemi tarif etmigstir [60]. Reaksiyon, bir terminal asit grubuna sahip
olan akril zincirleri ile monoesterler olusturur. Bu sureg, kolesterolin %40’ina kadarini
hayvansal yaglardan etkili ve ekonomik bir sekilde giderebilir. Wrezel ve arkadaslari,
Gu ve arkadaslarina benzer bir isleme dayanarak "Yenilebilir Yaglardan Kolesterol

Cikarma Yontemi" patentini ¢cikarmiglardir [61].

2.1.5.3. Biyolojik Yontemler

2.1.5.3.1. Kolesterol rediiktaz

Kolesterol rediktaz, kolesterolli, insanlar tarafindan zayif bir gekilde emilen
koprostanole donustiren bir enzimdir. Dehal ve arkadaslari (1991), bakteriler
tarafindan veya birkac yesil bitkinin yapraklarindan ekstraksiyonuyla Uretilen birkag
kolesterol reduktazini arastirmiglardir. Kolesterol rediktazin kolesterolt sut, krem,
kiyma ve domuzda koprostanole donusturebildigini bulmuslardir. Bakteriyel veya
bitkisel kaynaklardan gelen bu reduktazlarin, gidalarin kolesterol igerigini azaltmak icin

kullanilabileceg@i sonucuna varmiglardir [61].

2.1.5.3.2. Kolesterol oksidazlari

Christodoulou ve arkadaslari (1994) gidalardaki kolesterollin, bazi bakteriyel suslar
tarafindan Uretilen kolesterol dusurict enzimler tarafindan neredeyse ortadan
kaldirilabilecegini bildirmislerdir. Bu enzimler Xiansheng ve arkadaslari tarafindan
kullaniimistir [61-63].

2.1.5.4. Kompleks olusturma
2.1.5.4.1. Digitonin
Digitonin, kolesterol miktarini belirlemek igin ¢oktlirme ajani olarak uzun bir tarihe
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sahiptir. 1909’un baslarinda Windaus, bu digitoninin kolesterol ile alkol-¢6ziinmez
kompleks olusturdugunu kesfetti. O zamandan beri, digitonin ¢oktirme yontemi,
karmasik karigimlardan kolesterolin analizi ve ayrilmasi igin yaygin olarak
kullaniimaktadir. Yontem, yagin aseton veya hekzan gibi organik bir ¢ozucu igerisinde
¢ozUnmesini ve sonrasinda alkolik digitonin solUsyonunun eklenmesini gerektirir.
Coézinmeyen bir kolesterol dijitonid olusur ve bunlar kolayca uzaklastirilabilir. Bu
yontem kullanigh ve basittir. Bununla birlikte, islem buyudk miktarda ¢ozucu ve pahall

kimyasallar gerektirir [61].

2.1.5.4.2. Saponinler

Bitkilerden elde edilen saponinler, segici olarak kolesteroll baglamak ve ¢okturmek igin
kullanilabilir. Riccomini ve arkadaslari (1990), krem ve saponinleri 65 °C'de 1 saat
sureyle karistirilmasi, karisimin Celite ile stztlmesi ve su ile yikkanmasi ile kremada
%80’lik bir kolesterol azaltimi rapor etmistir. Susuz tereyaginda ayni islem kolesterolde
%90’lik azalma sagladi. Son urlnlerde olumsuz bir koku tespit edilmemistir. Micich ve
arkadaslan (1992), kolesterolin tereyagindan uzaklastirilmasini iyilestirmek igin
polimer destekli saponinleri arastirmiglardir. Bu yeni destek tekrar kullanilabilirdir ve
tereyaginda kalan saponini azaltmigtir. 1.0 g polimer destekli saponinler, hekzanda 3.0
mg saf kolesterol baglayabilir. Ayrica, tereyagindan (hekzan iginde ¢ozulmus)
kolesterol gideriminin, saf kolesterolden %10-40 daha az etkili oldugu da gosterilmistir
[61].

2.1.5.4.3. B-siklodekstrin

B-siklodekstrin, kolesteroli ve esterlerini sulu c¢oOzeltilerden uzaklagtirmak igin
kullanilabilir [64, 65]. B-siklodekstrin, a- (1-4)-bagdiyla birlestirilen yedi glikoz biriminden
olusan siklik bir oligosakarittir. Molekulin merkezinde, cesitli bilesiklerle bir kompleks
olusturma yetenegine sahip bir bogluk vardir. B-siklodekstrin, serbest ve esterlenmis
kolesterol ile toksik olmama, yenilebilirlik, kimyasal stabilite ve komplekslestirme

avantajlarina sahiptir.

B-siklodekstrin ile hayvansal yaglardan kolesterolun uzaklastiriimasi hakkinda cesitli
caligmalar bildirilmistir. Yen ve Tsai, B-siklodekstrin ile bir domuz yagi karigsimindan

kolesterol uzaklastiriimasi Uzerinde c¢alismiglardir. Onlar kolesterolin yaklasik
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%90’Inin, domuz yagdindan ¢ikartilabilecegini buldular [66].

2.2. Fonksiyonel Gidalar

“Fonksiyonel gida” terimi, Ozellikle fizyolojik etkilere sahip 6zel bilesenlerle takviye
edilmis gida Uranlerini tanimlamak i¢in beslenme, duyusal tatmin, takviye ve fizyolojik
sistemlerin modulasyonu arasindaki iligkiler Gzerine yapilan bir galisma sonucunda ilk
olarak 1984 yilinda Japonya’da kullaniimigtir [67-69]. Poulsen (1999), fonksiyonel
gidalarin uretiminin dort kategorisini belirterek daha genis bir fonksiyonel gida tanimi
sunmustur: (a) iyilestirme; yani, halihazirda Grin iginde mevcut olan bir maddeyi
ekleyerek gelistirme; (b) substitisyon (yerine koyma); yani bir bilesenin benzer, ancak
daha saglikh bir madde ile yer degistirme; (c) zenginlestirme; yani temel Urlinde
bulunmayan bir maddenin eklenmesi; ve (d) eleme; yani sagliksiz bir bilesenin

cikariimasi. [70].

Fonksiyonel gidalarin hedefleri ¢esitlidir: bunlar viicudun genel kosullarini (6rnegdin, pre
ve probiyotikler) gelistirir, bazi hastaliklarin (6rnegin kolesterol dugurtcu urlnler) riskini
azaltir ve bazi hastaliklari tedavi etmek igin kullanilabilir. Fonksiyonel gida pazarinin
yukselisi temel olarak kisisel saglikla ilgili bir dizi ciddi farkindaliktan
kaynaklanmaktadir. Fonksiyonel gidalar, etkilerini diyette tuketilmesi beklenebilecek
normal miktarlarda gostermelidir. Bununla birlikte, bu kavram herhangi bir 6zel
mevzuatin ya da taninmis uluslararasi tanimin olmamasindan dolayi resmi bir karar
deqildir [71]. Fonksiyonel gidalarin gelisimi, 6zel yatinmlari, tUketim kararlarini ve
hukumet duzenlemelerini desteklemek igin arastirma ile elde edilen bilgi akiglarinin

gerekli oldugu 6nemli pazar potansiyeli ile uzun vadeli bir akim gibi gérunmektedir [72].

2.2.1. Bazi fonksiyonel gida urunleri érnekleri

Ik Uretilen fonksiyonel gidalarin gogu vitamin E, folik asit, ginko, demir ve kalsiyum gibi
vitaminler ve minerallerle takviye edilmis olanlardir. Daha sonra Uretilen fonksiyonel
gidalarda saglikh bir yasami tesvik etmek ya da kanser gibi hastaliklarin dnlenmesi igin
omega-3 yag asidi, fitosterol ve ¢dzunur lif gibi ¢gesitli mikrobesinlerle zenginlegtiriimis
gidalara odaklaniimigtir. Son zamanlarda, gida sirketleri, tek bir gidada birden fazla
saglik yarari sunan gida urunlerini gelistirmek igin adimlar atmigtir [73].

Fonksiyonel gidalar neredeyse tum gida kategorilerinde gelistiriimistir (Sekil 2.3) ve
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olasi siniflandirmalarina gére bazi fonksiyonel gidalar (1) duzenli mide ve kolon
fonksiyonlarini (pre-ve probiyotikler) gelistiren ya da 6grenme kabiliyetlerini ve
davraniglarini destekleyerek cocuklarin hayatini iyilegtirenler gibi yasama iyi yonde
katkida bulunanlar; (2) yuksek kolesterol veya yuksek tansiyon gibi mevcut bir saglik
riski sorununu azaltmak igin tasarlanmis olanlar; (3) laktoz icermeyen, glutensiz Grinler
gibi yasamimizi kolaylastiran Urunlerdir [74]. Fonksiyonel gida urunleri, yiyecek ve
icecek pazarinin tum bdlumleri Uzerinde homojen bir sekilde dagiimamakta, tlketici
saghg!r ile ilgili endigseler ve Urlin tercihleri piyasalar arasinda farklilik
gOsterebilmektedir. Bu UrUnler temel olarak sut, sekerleme, alkolsuz igecekler, unlu
mamuller ve bebek mamasi pazarlarinda baslatiimigtir [75]. Fonksiyonel gidalarin
tasarimi ve gelistiriimesi, renk, doku, tat ve agiz hissi gibi Grun oOzelliklerine
bakilmaksizin, sadece istenilen besin fonksiyonuna baglh olarak yapiimamaldir.
Gidalarin gérinim ve duyusal 6zellikleri, besin degerlerinden 6nce tliketicinin en 6nem
verdigi dzellikleridir. Uretim acisindan bakildiginda, en popliler fonksiyonel gida Grind
formati igeceklerdir. Fonksiyonel icecekleri farkli fizikokimyasal fonksiyonel 6zelliklere
sahip birkag bilesen iceren ve ayni zamanda gesitli temel sireclerle karsilasabilen daha
karmasik gida formulasyonu ile kargilastirildiginda formile etme ve isleme nispeten
daha kolaydir [76, 77].
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Sekil 2.3. Dunyanin her yerinde Uretilen fonksiyonel gidalarin bazilari.

2.3. Molekuler Baskilama Teknolojisi

Molekuller baskilama teknolojisi (MIT), genellikle bir molekiler anahtarla uyusacak bir
molekuler kilit yapma yontemi olarak tanimlanir. Sekil, boyut ve fonksiyonel gruplar igin
tamamlayici olan 6zel olarak olusturulmus baglanma bdlgelerine sahip molekuler olarak
baskilanmis polimerlerin (MIP) olusturulmasi igin bir tekniktir. Yapilarin 6ngdrulebilirligi,
tanima 6zgullugu ve uygulama evrenselligi gibi benzersiz ozellikleri sayesinde, MIP’ler
cesitli alanlarda ¢ok gesitli uygulamalar bulmustur [78]. MIP’ler kalip molekul (atom, iyon,
molekdl, kompleks veya molekiler, iyonik veya makromolekller bir dizenek,
mikroorganizmalar) varliginda fonksiyonel monomerlerin ve ¢apraz baglayicilarin

kopolimerizasyonuyla sentezlenir. Kalip molekullerinin yapidan uzaklastiriimasindan sonra



kalp molekultne sekil, boyut ve uzaysal yonelimine tamamlayici olan tanima bosluklari,

molekuler hafiza, capraz bagli polimer matrisinde olusturulur (Sekil 2.4) [16, 79].

Genel olarak polimer matrisi icinde mevcut molekuler tanima alanlarini kalip molekul ve
fonksiyonel gruplar arasindaki, hidrojen baglarn, dipol-dipol ve iyonik etkilesimler gibi
molekuller arasi etkilesimler olusturur. Boylece, elde edilen polimer molekuler tanima ile

secici olarak sadece kalip molekullerini tanir ve baglar.

Molekuler baskilanmis polimerlerin baskilama isleminde kullanilan hedef molekull igin
yuksek segicilik ve afiniteye sahip olmasi, protein ve nukleik asit gibi biyolojik sistemler ile
karsilastirldiginda yuksek sicakliga ve basinca, asitlere, bazlara, metal iyonlarina ve
organik ¢ozuculere kargl daha kararli olmasi, dusuk maliyetli olmasi ve oda sicakliginda

uzun sure depolanabilmesi gibi avantajlara sahiptir [80, 81].

2.3.1. Molekuler Baskilanmig Polimerlerin Temelleri

Molekuler baskilama islemi, fonksiyonel bir monomerin ve molekdiler bir kalibin etrafinda
bir capraz baglayicinin polimerizasyonunu igerir [82]. ilk olarak, kalipp-monomer
kompleksleri, segilen kalip molekull ile tamamlayici bir fonksiyonel monomer arasinda
gerceklesir sonra kompleks c¢evresinde bir capraz baglama polimerizasyon reaksiyonu
gerceklesir [83]. Sekil 2.4'te gosterildigi gibi polimerizasyon esnasinda olusan etkilesimlere
gore baglanma bdlgeleri farkli 6zellikler gosterir ve molekiler baskilama yodntemi,
polimerizasyon sirasinda monomer ve kalipp molekil arasindaki etkilesimlere gore
siniflandirilir [78].
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Sekil 2.4. Molekiler baskilamada kullanilan bes temel yontem: (1) kovalent olmayan

R

baskilama, (2) elektrostatik/iyonik baskilama, (3) kovalent baskilama, (4) yar1 kovalent

baskilama ve (5) metal merkezli koordinasyon temelli baskilama [78].

Genellikle, MIP Uretmek icin iki ana yontem vardir; kalip ve fonksiyonel monomer arasindaki

kovalent ve kovalent olmayan etkilesimlere dayanir:

Kovalent baskilama;, fonksiyonel monomer kalintilarinin sadece baskilanmig bosluklarda
mevcut olmasini saglar ve homojen baglanma bdlgesi dagihmi elde edilir. Ancak, kovalent
baskilama, tersinir kondensasyon reaksiyonlari sinirli oldugundan daha az esnek bir
yontem olarak kabul edilir. Ayrica guclu kovalent etkilesimler yavas baglanma ve ayrisma

ile sonuglanacagindan termodinamik dengeye ulagsmak ¢ok zordur [84].

Kovalent olmayan baskilama; iyonik etkilesimler, hidrojen baglan, van der Waals
kuvvetleri ve -t etkilesimleri ile ilerleyebilir. En yaygin etkilesim, genellikle metakrilik asit
(MAA) gruplari ve polar olmayan g¢ozuculerdeki birincil aminler arasinda meydana gelen
hidrojen baglaridir [85]. Son zamanlarda, kovalent olmayan baskilama, islemin basitligi ve
baglanma ve ayriimanin hizli olmasi nedeniyle en populer ve genel sentez stratejisi haline
gelmistir. Bununla birlikte, kovalent olmayan baskilama, kompleksi bir arada tutan

etkilesimlerin bir miktar bozulmasina bile duyarlidir (6regin, suyun varliginda) bu nedenle
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de c¢ok guglu degildir [83]. Kovalent baskilamanin dayanikliigini ve kovalent olmayan
baskilamanin hizli hedef aliminin birlestirmek igin, yari kovalent baskilama olarak
adlandirlan yeni bir yontem ortaya cikmistir. Bu yontem, kalibin fonksiyonel monomere
kovalent olarak baglandigi ama kalibin yeniden baglanmasinin kovalent olmayan

etkilesimlere dayandidi alternatif bir yontemdir [86].

2.3.2. Molekiiler Baskilamamanin Temel Ogeleri

Tipik bir MIP sentez protokoll bir kalip, fonksiyonel bir monomer, capraz baglayici,
polimerizasyon baglaticisi ve bir ¢ozlcu (porojen) igerir. MIP’lerin Ustin oOzelliklerle
hazirlanmasinda polimerizasyon reaksiyonu, monomer, ¢apraz baglayici, baslatici ve
¢Ozucu tipi ve miktari, polimerizasyon reaksiyonun sicakligl ve suresi gibi énemli birgok
faktor olmasina ragmen molekuler baskilamanin Ug¢ 6gesi, kalip molekuller, fonksiyonel

monomerler ve ¢capraz baglayicilar oldukga onemlidir [78].

2.3.2.1. Hedef Kaliplar
Molekuler baskilamanin en temel amaci, biyolojik reseptorlerle karsilastirilabilir afinite ve

6zgullige sahip MIP’lerin Uretilmesidir.

Genel olarak, bir ideal kalip molekull Ug¢ gereksinimi karsilamalidir; polimerizasyonu
engellemeyen fonksiyonel gruplar icermelidir; polimerizasyon reaksiyonu sirasinda
mukemmel kimyasal kararlilik gdstermelidir ve fonksiyonel [87] monomerlerle kompleks

olusturabilen fonksiyonel gruplar icermelidir [86].

Gunumuze kadar MIP’ler ¢ok cesitli kliglik organik molekillerin taninmasi ve tespiti igin
basariyla uygulanmaktadir. Ve ¢ok sayida iyon baskili polimerde hazirlanmaktadir ve
Cizelge 2.1de goruldugu gibi metal iyonlarinin secilmesi ve zenginlegtiriimesi igin
kullaniimistir. Ancak, metal iyonun kendisi bir kalip molekul olarak goruldugunde, genellikle
dusuk secicilik elde edilmektedir. Metal iyonlari ayni yuklere, benzer iyonik yaricaplara ve
Ozelliklere sahiptir [88]. GUnumuzde baskilama kalibi olarak bir metal iyonu ve bir ligand
kompleksinin kullaniimasi yontemi, iyon baskilamada yeni bir egilimdir. Metal iyon-ligand
kompleksi, islevsel monomerler ile kolayca dnceden polimerize edilebilir ve polimerizasyon
reaksiyonundan sonra, yuksek adsorpsiyon verimine ve segiciligine katkida bulunan metal
iyonu igin 6zel tanima bolgeleri birakarak metal iyonu uzaklagtirlir.
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Kuglk molekillere ek olarak, proteinler, virisler ve hicreler gibi MIP’ler icin blylk
yapilandiriimis turler de kalip molekul olarak kullaniimaktadir [87, 89, 90]. Ancak,
proteinlerin ve diger biyomakromolekillerin baskilanmasi bazi problemlere neden

olabilmektedir [91, 92]. Cizelge 2.1’de, gesitli hedef kalip turleri 6zetlenmektedir [78].

Cizelge 2.1. Molekule baskilamada yaygin olarak kullanilan hedef kaliplar.

Tar Tipik 6rnek

iyonlar Pu(ll); Hg(ll); CHsHg(l); Cd(ll); Cu(ll); Cr(lll); Fe(ll);
Ni(Il);UO22*; Th(IV); Eu(lll); As(lll); PO*

Organik molekdiller Pestisitler: Atrazin; 2,4-diklorofenoksiasetik asit; benzimidazol
fungisitler

Endokrin sistemi bozan kimyasallar: Bisfenol A; estradiol;
estron; polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH)

Patlayici: 2,4,6-trinitrotoluen (TNT)

Farmasotikler: Tetrasiklin; kuinolon, propranolol; digoksin;
sulfonamidler

Amino asitler ve peptidler: Tirozin; alanin; tripeptid; helikal
peptidler

Sekerler: D-fruktoz, D-glikoz; D-galaktoz

Biyomakromolekuller Lizozim; adenozin; sigir serum albtimin (BSA)
Hucreler ve virUsler Tutin mozaik virusu; sigir [6semi virisu; dengue virusu; gut
homing T

2.3.2.2. Fonksiyonel monomerler

Fonksiyonel monomerin rolli, fonksiyonel gruplar saglayarak kovalent veya kovalent
olmayan etkilesimler araciigiyla kalip molekulle bir 6n polimerizasyon kompleksi
olusturmaktir. Dolayisiyla, kalp ile kuvvetli bir sekilde etkilesime girebilen ve
polimerizasyondan o©nce spesifik donor-reseptor veya antibadi-antijen kompleksleri
olusturabilen uygun bir fonksiyonel monomerin segilmesi énemlidir. Clnki molekuler
baskilanmis polimerlerin afinitesini etkileyen kalip molekil ve monomer arasindaki
etkilesimlerin glcu tanima bdlgelerinin dogrulugunu ve segiciligini belirler. Etkilesim

gucu arttikga kompleks daha kararli olur ve bu durum, molekller baskilanmis
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polimerlerin yiksek baglanma kapasitesine sahip olmasini saglar. Bazi tipik fonksiyonel
monomerler Sekil 2.5’te gosterilmigtir. Bunlar arasinda MAA, hidrojen bag vericisi ve alici
Ozellikleri nedeniyle “evrensel” bir fonksiyonel monomer olarak kullanilmigtir [93]. Ayrica,
MAA’'nin yuksek molar fraksiyonlari polimerik malzemelerin blylik gdzenek boyutuna

neden olur ve polimerlerin baglanma kapasitesini daha da arttirir [94].

Bilindigi gibi, molekuler baskilamada kullanilan fonksiyonel monomerlerin sayisi sinirlidir,
bu da MIP’lerin segiciligini ve diger uygulamalarini bir 6l¢ide sinirlandirmaktadir. Kaliplarla
guclu  etkilesimler olusturabilen yeni fonksiyonel monomerlerin tasarlanmasi ve
sentezlenmesi gereklidir. Genel olarak, fonksiyonel bir monomer iki tip birimden olugur. Biri
bir vinil ¢ift bag gibi tanima birimi ve digeri silikon hidroksil gibi polimerlestirilebilir bir birimdir.
Bu nedenle, vinil grubu ve silikon hidroksil tarafindan modifiye edilen bazi kompleks
ligandlar, Sekil 2.6’da g0sterildigi gibi [95-97] tasarlanmig ve sentezlenmigtir. Molekuler
baskilanmig polimerlerin afinitesini ve baski verimliligini polimer sentezindeki kalip molekl
ve monomerin mol oranlar etkiler. Diglk mol oranlari daha az sayida kalip-monomer
komplekslerinin olusumuna ve polimerde daha az baglanma bdlgelerine neden olurken,
cok yuksek mol oranlari dusuk baglanma segiciligine neden olur. Bu nedenle, yuksek baski
verimi elde ederek kalip molekule karsi segiciligi arttirmak icin monomer-kalip molekal mol

orani optimize edilmelidir.
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Sekil 2.5. Molekuler baskilamada yaygin olarak kullanilan fonksiyonel monomerler: (A)
Kovalent baskilama, (B) Kovalent olmayan baskilama, (C) Yari-kovalent baskilama, (D)

Ligand degisim temelli baskilama [78].
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Sekil 2.6. Molekuler baskilamada kullanilan yeni fonksiyonel monomerlerin kimyasal

yapilari [78].

2.3.2.3. Capraz baglayicilar

Polimerizasyon isleminde, kalip molekulleri etrafindaki fonksiyonel molekullere stabilize
etmek igin bir capraz baglayici kullanilir, bdylece kalip molekdllerin uzaklastirimasindan
sonra bile yiksek diizeyde ¢apraz bagh bir kati polimer olusur. Capraz baglayicinin tirt ve
miktari, MIP’lerin segiciligi ve baglama kapasitesi Uzerinde blylk bir etkiye sahiptir. Genel
olarak, ¢ok dusuk miktarlarda ¢apraz baglayici, dusik ¢apraz baglama derecesine bagh
olarak kararsiz mekanik 6zelliklere neden olur, yiksek miktarda c¢apraz baglayici ise

MIP’lerin birim kutlesi bagina tanima bolgelerinin sayisini azaltir.
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Etilen glikol dimetakrilat (EGDMA), trimetilolpropan trimetakrilat (TRIM), N,N'-
metilenbisakrilamid (MBAA) ve divinilbenzen (DVB) yaygin olarak kullanilan g¢apraz
baglayici maddelerdir [78, 80].

2.3.2.4. Porojenler

Porojenler (porojenik ¢dzlculer) genel olarak polimerasyon isleminde dagiima ortami ve
g6zenek olusturucu maddeler olarak gorev yaparlar. Dolayisiyla, polimerizasyonda da
onemli bir rol oynarlar. Genellikle, MIP sentezi icin kullanilan ¢dzuculer 2-metoksietanol,
metanol, tetrahidrofuran (THF), asetonitril, dikloroetan, kloroform, N,N-dimetilformamid
(DMF) ve toluendir [98]. Porojenlerin polaritesi, kalip molekil ve fonksiyonel monomer
arasindaki etkilesimi etkileyebilir. Polimerlerin adsorpsiyon o6zellikleri ve morfolojisi,
kullanilan ¢oztculerin tiplerine bagl oldugu igin, toluen, asetonitril ve kloroform gibi polar
olmayan ve daha az polar organik ¢ozuculer, genellikle iyi bir baskilama verimi elde etmek
icin kovalent olmayan baskilamada kullanilir. Monomerlerin ve molekuler baskilama igin
¢OzUculerin secim sureglerini degerlendirmek ve MIP segiciligi hakkinda bir fikir sahibi

olmak igin, teorik hesaplamalarin kullanilmasi ¢cok énemlidir [99].

2.3.2.5. Baslaticilar

MIP’lerin blylk c¢ogunlugu yaygin olarak serbest radikal polimerizasyon (FRP),
fotopolimerizasyon ve elektropolimerizasyon ile hazirlanir. FRP, ¢ok cesitli fonksiyonel
gruplar ve kalip yapilari icin termal veya fotokimyasal olarak baglatilabilir. Baglatici olarak
peroksi bilesiklerinin yani sira azo bilesikleri yaygin olarak kullanilir (Sekil 2.7) [82, 100,
101]. Baslaticilardan, azobisisobutironitril (AIBN), 50-70 °C ayrisma sicaliginda en uygun
sekilde kullanilir. Polimerizasyon reaksiyonunu saglamak igin, polimerizasyondan hemen
once ¢6zUnmus oksijenin polimerizasyon ¢ozeltilerinden uzaklagtiriimasi ¢cok onemlidir ve

oksijen, azot veya argon gibi inert bir gaz ile temizlenebilir.
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Sekil 2.7. Molekuler baskilamada yaygin olarak kullanilan baglaticilarin kimyasal
yapilari. (a) Azobisizobutironitril (AIBN); (b) azobisdimetilvaleronitril (ADVN); (c) 4,4’-
azobis(4-siyanovalerik) (ACID); (d) benzoilperoksit (BPO); (e) benzildimetilasetal
(BDK) ; (f) potasyum perstilfat (KPS) [78].

2.3.3. Karakterizasyon yontemleri

Geleneksel olarak, MIP’lerin morfolojileri taramali elektron mikroskobu (SEM) ve
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile belirlenir. Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ve
cesitli  floresan teknikleri de ince film MIP’lerin karakterizasyonunda 6nemli rol
oynamaktadir. Monomer-kalip etkilesimlerini karakterize etmek igin nukleer manyetik
rezonans (NMR), kizilétesi (IR) ve UV-Vis spektroskopilerini kullaniimaktadir. Polimerlerin
spesifik ylzey alanlari ve gbézenek boyutlar azot adsorpsiyon deneyleri araciligiyla
Brunauer-Emmett-Teller (BET) analizi ile Olgulebilir. Termal kararliik termogravimetrik
analiz (TGA) ile incelenir. Fe304 gibi manyetik malzemeler igin manyetik 6zellikler, titresimli
ornek manyetometresi (VSM) kullanilarak analiz edilir. MIP’ler icin tipik karakterizasyon

yontemleri Cizelge 2.2°de listelenmistir [78].
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Cizelge 2.2. MIP igin tipik karakterizasyon yontemleri ve temel amaglari.

Amag Karakterizasyon Yontemi
Morfoloji degerlendimesi SEM, TEM, AFM
Hedef molekiil ile monomerlerin NMR, IR, UV-vis

etkilesimini gésterme ya da hesaplamali
tasarim verilerinin dogrulanmasi icin

Yap! analizi X-1s1n1 absorpsiyon ince yapi, difraksiyon ve XPS
Polimerin gézenek boyutu ve 6zgl Azot adsorpsiyon

ylzey alani 6lgimu

Termal kararhligin degerlendiriimesi TGA

Manyetik 6zelliklerinin degerlendiriimesi VSM

2.3.4. Molekiiler Baskilanmig Polimerlerin Uygulamalari

MIT’in gesitli akilli teknolojileri ve stratejileri hizli bir sekilde gelismektedir bunun yani sira,
geleneksel polimerizasyon prosedurlerinin surekli kullanimi ve gelistiriimesi ile birlikte Ustun
performanslara sahip yeni MIP’ler hazirlandi. Sonu¢ olarak, daha heyecan verici ve
evrensel uygulamalar gergeklestirildi. Ornegin, hollow gdézenekli polimer sentez teknolojisi
ile birlestiriimis yuzey baskilama teknolojisinin, ¢oOktirme polimerizasyonu igine
sokulmasiyla yUksek adsorpsiyon kapasitesine, yuksek baskilama verimliligine, iyi
morfolojiye, homojen boyuta ve ideal ylzey 6zelliklerine sahip MIP’ler Uretilir, bunlar

Ozellikle drnek 6n iglemi veya kromatografi icin sorbent veya sabit faz olarak uygundur.

Nanomalzemelerin ve nanobaskilamanin hazirlanmasi gibi sol-jel islemlerine kompozit
baski malzemesi stratejisinin sokulmasiyla kimyasal/biyolojik algilama i¢in daha uygun olan
mukemmel arayuz 6zelliklere, elektriksel ve optik 6zelliklere sahip MIP’ler hazirlanmaktadir.
MIPler Sekil 2.8'de sematik olarak gosterildigi gibi ¢ok gesitli uygulamalarda
kullanilmaktadir. Gorulduga gibi, MIP’ler 6rnek 6n hazirlik ve kromatografik ayirma (SPE,
monolitik kolon kromatografisi vb.) ve aktif molekillerin, farmasoétiklerin, cevresel
kirleticilerinin vb. algilanmasi (elektrokimyasal algilama, floresan algilama vb.) igin yaygin
olarak kullaniimaktadir. MIP’ler saflastirma/ayirma ve gergek érneklerin algilanmasinda da

yaygin olarak kullanilmaktadirlar.
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’ Kati Faz Ekstraksiyonu (SPE)

I’(atl Faz Mikroekstaksiyonu (SPME

’ Manyetik Karistirma Gubugu
ile Ekstraksiyon (SBSE)

lKromatografik Dolgu Malzemeleri

’ Kromatografi

Monolitler

' On Hazirlik
Teknikleri

Elektrokimyasal

Floresans

Kemiliiminesans

Kolorimetrik

tizey Plazmon Rezonans (SPR) /
FT-IR

Yiizey Zenginlestirilmis Raman
Spektroskopisi (SERS)

Diger Sensorler

Sekil 2.8. On hazirlik tekniklerinde, kromatografide ve sensér caligmalarinda molekiiler

baskilanmis polimer uygulamalarinin yapisal diyagrami [78].
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2.4. Kriyojel

Geleneksel jel, monomerlerin varliginda oda sicakliginda ya da oda sicakhdindan daha
yuksek sicakliklarda hazirlanan gozenekli bir polimerdir. Sicaklik 0 °C ile -20 °C
arasindayken, ¢dzlicunidn (6rnegin su) donma noktasinin altindaki bir sicaklikta,
polimerizasyon ya da ¢apraz baglanma reaksiyonu, monomer ya da onculleri iceren
yar kati fazda meydana gelir. Reaksiyon urinu oda sicakhdinda eridikten sonra
gevsek, makro gozenekli bir kriyojenik jel benzeri polimer hazirlanir ve kriyojel olarak

adlandirilir.

Su, ¢bzlcu, dagitici madde ve porojen olarak hareket edebilir. Su, kriyojelin makro
g6zenekli yapisini suyun donmus buz kristalinin gegici olarak tamamen birbirine bagl
bir kriyojenik iskelete dénuistigu bir faz ayrimiyla olusturmasina yardimci olur. iskelet
icinde dagilan reaktant bakimindan zengin sivi organik mikrofaz icinde olusturulan
polimerizat, kriyojel oda sicakliginda ¢ozuldikten sonra bir gdozenegin duvari olacak

sekilde buydar.

Kriyojel icinde tamamen birbirine baglh bir yapi olusturulur, bdylece buz kristalinin sekli
ve boyutu makro gozeneklerin seklini ve boyutunu belirler [102, 103]. Kriyojelin 6zgul
g6zenekli yapisiyla aktif tanima bdlgelerinin cogu hedefe karsi hem ylksek segicilik
hem de yuksek adsorpsiyon kapasitesi kazanir [104]. Aktif tanima bdlgeleri uygun bir
hedef molekull, monomer ve gapraz baglama reaktifinin tepkimesiyle olusur ve
kriyojeldeki gbzeneklerin i¢ yuzeyinde asilama modifikasyonu gibi kimyasal
modifikasyonla buyuyebilirler. Kriyojelin gézeneklerinin elastik duvari iyi bir mekanik
kararhliga sahiptir ve bu da tekrarlanan kurutma-sisme ve sonrasinda ¢ok sayida
sikistirma-geri kazanimdan sonra bile kriyojenin gézenek yapisini, i¢ yuzeyini ve
adsorplayici 6zelliklerinin kararhligini %50’den fazla bir oranda korumaya yardimci
olur. Bu, durum kuru halde saklama icin, islak halde rejenerasyon igin ve kriyojelin ¢goklu
tekrar kullanimi igin uygundur [105]. Kriyojeller istya duyarlidir ve gézenekli yapisi farkl
sicakliklarda degisebilir [103, 106]. Buna 6zelligine dayanarak, molekul baskili kriyojel
bir monolitik kolonunun kolon verimliligini arttirabilir ve sicaklik degisimi ile maddelerin

ayrilmasini iyilegtirilebilir.
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2.4.1. Kriyojelin yapisi ve ozellikleri

Kriyojeller, belirli bir uygulama icin uyarlanabilen ¢ok cesgitli morfoloji ve Ozellik ile
uretilir. Bunlar, heterojen, transparan olmayan, genis makro gozenekli malzemelerdir.
Baslangigtaki monomer/polimer, ¢dzlcl, baslatici ve gapraz baglayicinin dogasi,
bunlarin derigimleri ve oranlari, sicaklik ve donma hizi [107] gibi deneysel sentez
kosullarina bagli olarak, makro gézenek blyUkliigl genis bir aralikta degisir. Ornegin,
¢apraz baglayici olmadan uretilen 1sil tersinir PVA kriyojeleri 100 nm ile 1 um arasinda
g6zenek boyutuna sahiptir. Kimyasal olarak ¢apraz bagl PVA kriyojelleri 1 um’den 150
um’ye kadar genis gbézeneklere sahiptir. Stper makrogdzenekli kriyojeller genellikle

birbirine bagl gézenekli yapiya sahip stiingerimsi malzemelerdir [108].

Kriyojellerin Ozellikleri, gbzenek yapisina (gbzenek boyutu, gdzenek buyuklugu
dagilhimi ve ara baglanti), gézenek duvarinin kalinligina ve sismis gézenek duvarlarinda
polimer yogunlugu olarak ifade edilen yogunluga baglidir (Sekil 2.9) [109]. Gézenek
boyutu toplam gdzenek hacmini tanimlar ve gozenek aglar arasi baglanti ile birlikte
jeldeki kutle transferini kontrol eder. Gozenek duvar kalinligi ve yogunlugu, kriyojenin

makroskopik mekanik 6zelliklerini belirler.

Gozenek duvan yogunlugu
(polimer derigimi)

Goroveeres » Gozenek boyutu

——eeeee <«— Gozenek duvarlannin kalinhd

Sekil 2.9. Gdzenekli hidrojellerin performansini  etkileyen parametrelerin  sematik

gOsterimi [108] .
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Kriyojeller buylk miktarda siviya sahiptir ve en yaygin kullanilan ¢ézicu sudur. Bazi
malzemelerde, toplam kutlenin %97’sini olusturur. Kriyojel icindeki toplam sivi hacmi
iki fraksiyondan olusur: (1) duvarlar igindeki polimer agi tarafindan baglanan ¢ozuicu ve
(2) gozeneklerde bulunan kilcal bagl veya serbest ¢ozucu [108]. Kilcal bagh ¢6zucu
kriyojellerde ¢oOzucu igeriginin buyuk kismini olugturur ve kriyojellerden kuguk bir
basingla jeli sikarak, mekanik olarak birbirine bagli gézeneklerden kolayca ¢ikarilabilir.
Makromolekiller ve hatta 50 ym’den daha buyuk gdzeneklere sahip kriyojellerdeki
kolloid parcaciklar (protein miseller ve virusler) dahil olmak Gzere olduk¢a gbézenekli
birbirine bagli yapi, tim ¢dzlcllerin engelsiz difizyonuna izin verir [110]. Bu 6zellik
onlari biyolojik pargcalama ve hucre kulturu igin cazip malzemeler yapar [111]. Biyolojik
parcalama uygulamalari i¢cin monolitik kriyojeller dogrudan kromatografik kolonlarda
hazirlanmistir. Monolitik kolonlar, viskoz sollisyonlara ve ham hicre homojenatlari gibi

partikll sispansiyonlarina bile ¢cok dusuk akis direnci gostermistir [17].

Akilli polimerlerden uretilen kriyojeller sicaklik, pH ve c¢ozeltinin iyonik gucu gibi
cevresel faktorlerin kiguk degisikliklerinden sonra sisme derecelerini d6nemli dlgide
degistirirler. Kriyojellerin tepki suresi, siradan jellerdeki uzun mesafelere kiyasla kriyojel
makro gézenekli yapinin ince duvarlarindaki kisa mesafeler boyunca hizli kitle ve isi

aktarimi nedeniyle ayni kimyasal bilesimdeki normal jellerinden daha hizlidir [108].

Molekuler olarak baskilanmis kriyojelin hazirlama sureci sematik olarak Sekil 2.10'da
g6sterilmistir. ik asama, kalip molekiil, yapisal monomerler, fonksiyonel monomerler
ve ¢apraz baglayicilarin ya da ¢cogu durumda bir ytizey aktif madde yardimiyla polivinil
alkol (PVA) gibi [112] bir polimerin ve glutaraldehit (GA) gibi bir capraz baglayici
karisiminin suya (¢ozucu olarak) eklenmesidir. Daha sonra sifirn altinda serbest
radikal polimerizasyonu, 0 °C ile -20 °C arasindaki sicaklikta sulu bir ¢dzelti iginde
yukseltgenme-indirgeme baslatici sistemleri [103] tarafindan baslatilmistir, ki bu
cogunlukla (NH4)2S20s, KHS20s gibi bir ylkseltgen madde ve NaHSO0s, N,N,N’N"-
tetrametiletilendiamin (TEMED) gibi bir indirgeyici maddedir. Spesifik bir gdzenekli
yapilya sahip olan molekuler baskilanmis kriyojel, daha sonra, polimerik Urin oda
sicakliginda eritildikten sonra kriyojel icerisindeki kalip molekulin uzaklastiriimasi ile
hazirlandi [104, 105].
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Sekil 2.10. Molekuler baskilanmig kriyojellerin hazirlanmasinin gematik gosterimi.

2.4.1.1. Monomerler ve ¢apraz baglayicilar

Kriyojellerde 2-hidroksietil metilakrilat (HEMA) [104], akrilamid (AAM) [112], N,N-
dimetilakrilamid (DMAM) [113], N-izopropilakrilamid (NIPAm) [114], N-vinilkaprolaktam
(VCL) [115], etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) [116] ve akrilamido metilpropansulfonik
asit (AMPS) [117] gibi monomerler yapisal monomer olarak siklikla kullaniimaktadir.
HEMA, kimyasal inertlik, yuksek mekanik dayanikhlik, yuksek kimyasal ve biyolojik
kararhlik ve Ustin biyo-uyumlulugun avantajlari sayesinde, kriyojelin yapisal monomeri

olarak yaygin bir sekilde kullaniimaktadir [118].

Fonksiyonel bir monomer, hedef molekille benzer bir sterik konfiglirasyona ve benzer
fonksiyonel gruplara sahiptir. Bu durum, segicilik Ozelliklerinin iyilestirilmesini,
adsorpsiyon kapasitesi arttirilmasini ve hazirlanan kriyojelin hedefe olan biyo-
uyumlulugunun gelistiriimesini saglar. Kriyojellerin fonksiyonel monomerlerinin gogu N-
metakrilamidin turevleridir. Fonksiyonel monomerlerdeki gruplar, kriyojeller arasindaki
hedef molekule kuvvetli polar badlar, hidrojen baglari, koordinasyon baglari ve van der
Waals kuvvetleri olusturmak icin ester gruplari ve imino gruplari saglayabilen amino

asit metil esterleridir [119].

Capraz baglayicilar, ag yapisindaki kriyojellerin tretiimesinde ve Uretilen kriyojellerin
yuksek sertlik ve mukemmel sisme Ozellikleri gibi iyi mekanik o6zellikler
kazandiriimasinda faydalidir. Capraz baglayicilar Gzerinde bulunan fonksiyonel
gruplar, kriyojelin hedef molekillere olan tanima kabiliyetindeki artisa katkida bulunur
[120]. Sekil 2.11’de gosterildigi gibi, N,N'-metilenbisakrilamid (MBAAmM) en yaygin

olarak kullanilan ¢apraz baglayicilardan biridir. Bir kriyojelde MBAAmM’nin eklenmesi,
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kriyojelin U¢ boyutlu yapisinin olugsmasina yardimci olur ve kriyojelin hedef molekule
koordine baglarinin olugsmasini destekler. Kullanilan diger capraz baglayicilar; EGDMA
ve GA'dir [19, 103].

O

0O
OHC CHO
H H

(a) (b)

Sekil 2.11. Kiriyojellerin hazirlanmasi i¢in kullanilan bazi ¢apraz baglayicilar (a)
MBAAm; (b) GA [103].

2.4.1.2. Kalip Molekiul

Bir kalip molekiil olarak Fe3* [19], BrOs  [121], AsO4% [122] gibi basit bir inorganik iyon
ve estradiol (E2), L-glutamin [123], L-histidin [124] gibi kiglk bir organik molekiil,
lizozim (Lys) [125], bilirubin (BIL) [126], insan serum albumin (HSA) [118], a-2b
interferon (a-2b IFN) [126] ve karbonik anhidraz (CAH) [127] gibi bir biyomakromolekdl
[128] kullanilabilir. Belirli butun bir biyomakromolekul mevcut olmadigi zaman, bu
biyomakromolekilin belirli  bir fragmani kalip olarak kullanilabilir. Ornegin,
immunoglobulin G (IgG) fragmanlari Fab [129] ve Fc [130], insan plazmasindan IgG’yi
adsorbe etmek icin hazirlanan molekul baskili kriyojellerde kalip olarak

kullaniimaktadir.

Birlesik kalipta, iki veya daha fazla maddenin bir karisimi ortak kalip olarak davranir
[131].

Dummy kalibinda, yapisal analoglar, hedef molekullerin kararli izotop etiketli bilesikleri
kalip olarak kullanildiginda, hazirlanan kriyojellerin, benzer sterik konfiglirasyonlari ve
fonksiyonel gruplari hedef molekullere gore daha iyi segicilige sahip olacaklardir [122].
Dummy kalip toksisite problemini, hedef maddenin ylUksek maliyetini ¢ozebilir ve
dahasi, hedef molekll dogrudan bir kalip olarak kullanildiginda ortaya ¢ikan, kalip

sizmasi problemini Onleyebilir. Kalip sizmasindan kaynakl kalitatif ve kantitatif
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kesinlige olan girisimi ortadan kaldirir ve bdylece hedef molekullerin tespitinin

guvenilirligini ve dogrulugunu arttirir [132, 133].

2.4.1.3. Gozenek yapisi

Bir kriyojelin 6zgul boslugu ve fonksiyonel gruplari, hedef molekile olan ilgisine ve
erisilebilirligine katkida bulunur. Bir kriyojelin segicilik ve derisim verimi, kalibin ve
polimerin kimyasal yapisi ve sterik konfigirasyonu ile birlikte pH, asidik etki ve tuz etkisi
gibi sulu ¢ozeltilerdeki kogullar ile iligkilidir. Bu etkiler, yluzey adsorpsiyonu (BET),

gbzenek boyutu, adsorpsiyon izotermi ve benzer analizler ile tartigilabilir.

Uygun gozenek buyuklugu dagilimina sahip bir kriyojel, yani makro, mezo- ve mikro
gOzeneklerin uygun oranlari, uygun reaksiyon kosullari altinda kalibin, yapisal
monomerin, fonksiyonel monomerin ve c¢apraz baglayicinin uygun oraniyla
hazirlanabilir. Boylece kriyojel, genis bir 6zgul yuzey alanina ve analitler i¢in yuksek bir
kitle transfer oranina sahip olur ve bdylece iyi bir adsorplama ve kromatografik
davranisi gosterir [134]. Bir kriyojelin gdzenek yapisi ve adsorpsiyon kapasitesi, farkli

sicakliklarda hazirlandiklari i¢in normal bir jelinkinden oldukga farkhdir.

Bir kriyojelin hazirlanmasi sirasinda, sudan dondurulan buz Kkristalleri, kriyojelin
hacminin %80-90’ini1 ya da daha ylUksek bir hacmini isgal eder. Yapisal monomerler ve
fonksiyonel monomerler ya da polimer oncillerinin gapraz baglanma reaksiyonlari
arasindaki polimerizasyon reaksiyonlari, sadece kriyojel iginde bulunan buz kristalleri
arasindaki bosluklarda dagilan mikro sivi fazinda meydana gelir. Daha sonra, UrUnler
oda sicakliginda eritilir ve eriyen buz ile gevsek bir sekilde yapilandiriimig makro
g6zenekli bir polimer elde edilir (1-100 um.). Bir kriyojelin makro gézenekleri igerisinde
mezo gozenekler (2-50 nm) ve mikro gézenekler (<2 nm) vardir. Bir kriyojelin toplam
gbzenek hacmi yaklasik 20-40 cm?®/g’dir ve gézenek duvarinin kalinhd 1-=10 um ile 15—

50 um arasindadir.

Bir kriyojel igindeki akig kanal, birbirine bagh makro gbzenekli yapisi nedeniyle
yeterince buyuktir. DugsUk geri basing ve dusik diflizyon direnci gibi akigkanlar
mekaniginin iyi 6zelliklerine sahip olan kriyojel, drnegin hizli ve etkili bir sekilde kutle
transferini saglayabilir. Tum inorganik iyonlar, kigik organik molekdller, biyolojik
makromolekuller ve hatta hicreler kriyojelden gecebilir. Bir kriyojel, karmasik gevresel
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su orneklerinde ve biyolojik drneklerde hedef moleklllerin segici adsorpsiyonu ve
desorpsiyonunda kullanildiginda denge suresinin kisa olmasi nedeniyle kriyojel yuksek

verim saglar ve buyuk hacimli sivi numunelerinin analizinde kullanilabilir [104].

Bir kriyojelin g6zenek buyuklugu, secicilik ve adsorpsiyon 6zellikleri Uzerinde karmasgik
bir etki olusturur. Kriyojelin, gozenek boyutu daha buyuk iken, 6érnegin akis hizi daha
yuksektir ve érnek daha hizli islem goérir. Bununla birlikte, bu durum kriyojel ile hedef
molekullerin temas suresinin daha kisa olmasinin yani sira, bir kriyojelin daha kuguk
Ozgul yuzey alani ve daha az baglanma bdlgesine sahip olmasindan dolay! hedef
molekullerin etkili adsorpsiyonuna uygun degildir. Ayrica kriyojelin daha kuguk bir
gbzenek boyutu ve daha ince bir duvari oldugu zaman, daha genis bir alana sahip
olmasi nedeniyle hedef molekullere daha ylksek bir adsorpsiyon kapasitesi vardir. Bu

durumda bir érnekle, kriyojelin islem hizi daha yavastir [103].

Bir kriyojelin ylzeyinin ve i¢ bosluklarinin uygun polaritesi, uygun bir kalip molekulden,
uygun bir monomerden veya spesifik fonksiyonel gruplara sahip bir yerlestiriimis
polimer dncusunden kaynaklanabilir. Bu, kriyojelin omurgasinin —R, -COO- ve / veya -
OH, -NH2z ve -SH gibi hidrofilik fonksiyonel gruplar gibi hidrofobik fonksiyonel gruplarla

modifiye edilmesiyle de gergeklestirilebilir.

Kriyojel, kriyojelin —SO3% ve / veya —NR3* gibi iyonik gruplarla modifiye edilmesiyle
yuklenebilir. Bir kriyojel, ampifilik bir moleklle donusebilir, yani kriyojel pozitif ve negatif
olarak ayni zamanda sarj edildiginde molekldl hem hidrofilik hem de hidrofobiktir.
Kriyojel farkli polarite ve iyonik 6zelliklere sahip ¢esitli hedef molekdillere karsi yliksek
secicilik ve yuksek adsorpsiyon kapasitesine sahip olabilir. Elektrostatik etkilesimler,
van der Waals kuvvetleri, hidrojen baglari ve hatta kriyojel ve hedef molekul/metalik
iyonlar arasinda daha gugli koordinasyon baglari olabilir. Bu nedenle, bir kriyojel,
analiz, iyon degisimi ve katalizin ¢gok sayida muhtesem 6zelligine sahiptir [103, 105,
118].

Kriyojelin super makro gozenekli yapisi, kriyojelin biyolojik makromolekiilleri spesifik
tanima ve adsorpsiyon kapasitesini arttirmak icin kriyojelin gézenek duvarina ¢ok

miktarda kisa zincirlerin agilanmasi icin faydahidir [120, 135].
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2.4.2. Kriyojelin Geometrisi

Donma kosullari altinda jel olusturucu monomerler igceren sulu ¢ozeltinin kriyo-
polimerizasyonuyla hazirlanan sungerimsi malzemeleri olan kriyojel toz, tabaka, gubuk,
klre, membran ve monolitik malzeme formunda hazirlanabilir (Sekil 2.12). Biyoayirma
icin cogu kriyojel, laboratuvar dlgedinde kullaniimaya uygun olan monolit formunda
hazirlanmistir. Monolitik bir kriyojelin, kriyojelin kendisi ile ayni gapa sahip olan uygun
bir kolona gereksinimi vardir ve bu nedenle bazen 6lgek uygun degildir. Bununla
birlikte, formattaki monolitik kriyojellerden farkli olarak kriyojel kureleri, sulu jel-
olusturucu karisimi suyla karigmayan ¢ozuculere damlatarak olugsan sulu damlaciklarin
dondurulmasi-¢gézdurtlmesiyle Uretilmistir [136-139]. Damlatma yontemi, kullanim igin
uygundur, ancak nispeten buylk damlaciklar Gretme egilimindedir.

Mikrokanallar ya da mikroakigkanlar, monodispers damlaciklarinin veya partikullerinin
kontrolli olarak hazirlanmasi ic¢in kullaniimigtir [140-142]. Bu damlaciklarin ya da
partikullerin boyutlari, mikrokanallarin geometrisinin yani sira sivi 6zellikleri ve hizi ile
de iligkilidir [143-145]. Kriyojel kurelerin hazirlama isleminde, kriyojel kurelerin ¢ap
dagihimi, sulu fazin ve su ile karismaz sivinin akis hidrodinamiginin degistiriimesi ile
ayarlanabilir ve kontrol edilebilir [146].

Kriyojelin uygun sekli performansini artiracaktir. Molekil baskili kriyojelin, bir monolitik
sutunu aracilhigiyla, hedef maddenin rekombinant tutma mekanizmasini kriyojel
Uzerindeki yapisal analoglari ile kesfedebiliriz. Bir kriyojel, molekiler olarak basiimig
polimerik parcaciklara gomuldugunde, kriyojelin 6zgul yluzey alani ve adsorpsiyon
kapasitesi dikkat cekici sekilde artacaktir. Kriyojel, ylksek miktarlarda biyolojik
numunelerin yiksek verimle islenmesine yardimci olan, molekuler olarak baskili ayirma

membrani olarak da hazirlanabilir [103].
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Kire Tabaka Monolit/Disk Kolon

Sekil 2.12. Farkli formlarda hazirlanmis kriyojellerin dijital gortntuleri [110].
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3. LITERATUR OZETi

Literatlrdeki ¢alismalar incelendiginde Sinha ve arkadaslar B-siklodekstrin (B-CD) ile
fonksiyonellestiriimis manyetik mezo gdézenekli silika sentezlemisler ve mezogdzenekli
silikanin igindeki manyetik nanopartikullerle kolesterolin manyetik olarak ayriimasini
saglamislar. Bu malzemenin kolesterol ayrilmasi i¢in kolesterolun kristal, toz ya da
mikro heterojen her bir formu igin etkin bir sekilde bi¢cimde kullanilabilecegini ve
malzemenin yeniden kullanilabilirligini gozlemlemiglerdir [7]. Zengin ve arkadasglari
yuzey aracili RAFT polimerizasyonu ile yuzey molekuler baskilanmig polimer ¢ekirdek-
kabuk super paramanyetik FesO4 nanopartikil (FesOs@MIP SPNPs) sentezlemisler.
Sentezledikleri polimer slper paramanyetik 6zellikte olup kolesteroll spesifik olarak
tanimaktadir. Kolesterolin zenginlestiriimesi ve ayrimi igin sentezlenen FesOs@MIP
SPNPs’lerin  yuksek baglanma kapasitesi ve secicilikte oldugunu ayrica
nanopartikillerin geri kazaniminin yuksek oldugunu tespit etmiglerdir [65]. Zhan ve
arkadaslari suspansiyon polimerizasyon yontemiyle distk sicaklikta (<0°C) super
makrogozenekli poliakrilamit (pPAAmM) temelli kriyojel kireler hazirlamislar. Daha sonra
dusuk sicaklikta sentezlenen kriyojel kurelerle karsilastirmak igin oda sicakliginda
standart gézenekli kireler hazirlamiglar. Kurelerin ¢apini 50-400 ym aralidinda ve bazi
kureleri de duzensiz, genis gozenekli 3-90 um c¢apinda oldugunu tespit etmigler. Bu
kriyojel kurelerin oOzelliklerini modifiye ederek mekanik dayaniklihdi, kararlihigini
artirmislardir [147]. Cakti ve arkadaslari kolesterol baskilanmis es boyutlu
poli(glisidilmetakrilat-N-metakroil-(L)-tirozin metilester) mikrokureleri poli(hidroksietil
metakrilat) (PHEMA) kriyojeller icerisine gdmmusgler ve elde ettikleri kompozit kriyojeli
kolesterolin secimli olarak uzaklastiriimasi igin kullanmiglar. Kompozit kriyojelleri
sisme testleri, SEM, BET, FTIR ve elementel analiz ile karakterize etmigler.
Mikrokurelerin PHEMA kriyojeline gomulmesi ile kriyojelin spesifik ylzey alaninin
arttigini tespit etmigler. Elde ettikleri kompozit kriyojeller ile homojenize sutten
kolesterollin %80’ inini uzaklastirmislardir [148]. Guan ve arkadaslar bir kitosan tirevi
kullanilarak molekiler baskilanmis polimerlerin gelistiriimesi Uzerine ¢alismiglardir.
MeSOsH’ deki kitosanin amino gruplarinin segimli korunmasiyla bir o-agil kitosan
sentezlemisgler ve kalip molekll kolesterol varliginda/yoklugunda glutaraldehid ile
capraz baglanma gerceklestirmisler. Yeniden baglanma deneylerinde, kolesterol
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baskilanmamis polimer ile baskilanmis polimer karsilastirilarak kolesterol baskilanmig
polimerin kolesterolu tanidigi ve boylece kolesterole iyi bir baglanma kapasitesi
gosterdigini gozlemislerdir [149]. Li ve arkadaglari iki asamada kolesteril kitin karbonat
(Chol-Chi) sentezlemigler ve kimyasal yapisini Fourier donusum kizilotesi (FTIR)
spektroskopi ve kati-hal '3C niikleer manyetik rezonans ile karakterize etmiglerdir. Elde
edilen Chol-Chi’i kovalent olarak baglanan kalip éncusu olarak kolesteroll baskilamak
icin kullanilimiglar. Alan emisyon taramali elektron mikroskobu ile yapilan analizde MIP
parcaciklarin yuzeyinin puruzli ve gézenekli oldugu tespit edilmis. Denge adsorpsiyon
kapasitesini molekuler kolesterol baskili polimer igin (Chol-MIP) 13.60 mg/g iken
kolesterol baskilanmamis polimerde (Chol-NIP) 4.75 mg/g olarak bulmuslar. Chol-MIP
tekrar kullanilabilirligi incelendiginde bes adsorpsiyon-desorpsiyon dongusinden sonra
ilk adsorpsiyon kapasitesinin ihmal edilebilir kaybi goézlenmistir. Buna ek olarak,
stigmasterol ve estradiol segicilik galigmalari i¢in yarismaci molekdller olarak secilmis
ve MIP polimerlerin kolesterole yiiksek secicilikte oldugunu gézlemislerdir [150]. inanan
ve arkadaslari, kalip molekull olarak kolesteroliin ve fonksiyonel monomer olarak N-
metakriloilamido-(L)-fenilalanin metil ester (MAPA)in kullanildigi 2-hidroksietil
metakrilat (HEMA) temelli nanokireler hazirlamiglar. Elde ettikleri kolesterol
baskilanmis nanokureleri hazirladiklari gastrointestinal ¢ozeltisinden kolesterolln
adsorpsiyonu c¢aligsmalari igin kullanmiglar ve en ylksek adsorpsiyon kapasitesini
714.17 mg/g olarak bulmuslardir [151]. Tahir ve arkadaslarn B-siklodekstrini (B -CD)
kimyasal modifikasyon ile B-CD-N3 donUsturerek daha sonra klik reaksiyonu ile cam
yuzey uzerine kovalent olarak baglamislardir. Fonksiyonellestiriimis cam yuzeyi
uzerindeki [B-CD, kolesterol ile kompleks olusturarak sitten kolesterolln
uzaklastirimasi icin  kullanilmigtir.  Yapilan c¢alismada %69 oraninda sutteki

kolesterolin uzaklastirldigi tespit edilmistir [152].
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4. DENEYSEL CALISMALAR

4.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

2-Hidroksietil metakrilat (HEMA) ve N,N,N',N'-tetrametilen diamin (TEMED) Fluka
(Buchs, Isvigre) firmasindan, N,N'-metilen-bis(akrilamid) (MBAA), metanol, amonyum
persulfat (APS), kolesterol, estradiol, progesteron ise Sigma (St Louis, USA)
firmasindan alinmigtir. Kullanilan diger kimyasal maddeler Merck (Darmstadt,
Almanya) firmasindan temin edilmis olup analitik safliktadir

4.2. N-Metakriloil-(L)-Triptofan (MATrp) Monomerinin Sentezlenmesi ve
Karakterizasyonu

Fonksiyonel monomer N-metakrilloil-L-triptofan metil esterin (MATrp) sentezi ve
karakterizasyonu gercgeklestiriimistir [153, 154]. Sentez reaksiyonunda, 100.0 mL
diklorometan igerisinde L-triptofan metil ester (5.0 g) ve hidrokinon (0.2 g), ¢c6zUlmustar.
Hazirlanan ¢ozelti 0 °C’e sogutulmustur ve ¢ozeltiye trietilamin (12.74 g) eklenilmistir.
Daha sonra azot atmosferi altinda metakriloil klortr (5.0 mL) bu ¢Ozeltiye yavasga
eklenerek oda sicakliginda, 2 saat boyunca manyetik olarak karistirilmistir. Kimyasal
reaksiyon tamamlandiktan sonra hidrokinon ve reaksiyona girmemis metakriloil klorar
%10’luk bir NaOH c¢ozeltisi kullanilarak ekstrakte edilmis ve sivi faz bir donel
buharlastiricida buharlastiriimistir. Elde edilen MATrp etanolde kristalize edilmistir.

MATrp’in karakterizasyonu ATR-FTIR ve GC-MS ile gerceklestirilmistir.

4.2.2. MATrp Monomerinin Karakterizasyonu

4.2.2.1. ATR-FTIR analizi

MATrp monomerinin zayiflatiimis toplam yansima-Fourier déndsimli kizildtesi
spektroskopisi (ATR-FTIR; Spectrum One™, Perkin Elmer, Massachusetts, ABD)

kullanilarak elde edilmistir.

4.2.2.2. GC-MS Calismalari

MATrp monomerinin kutle spektrumu Shimadzu QP2010 Ultra GC-MS (elektron
iyonizasyon) kullanilarak ol¢timustur.

4.3. Kolesterol Baskilanmigs ve Baskilanmamigs p(HEMATrp) Kriyojel
Mikrokiurelerin Hazirlanmasi

Kolesterol baskilanmis p(HEMATTrp) kriyojel mikrokirelerin (CHO-MIP) hazirlanmasi
icin oOncelikle kolesterol metanolde ¢ozulmustur. MATrp ve ¢bzunmus kolesterol
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manyetik karigtiricida 4 saat karistirilarak 1:1; 1:2; 1:3; 1:4; 1:5 mol oranlarinda
kolesterol:MATrp iceren 5 farkli én-kompleks elde edilmistir. Daha sonra bu 6n-
komplekse HEMA (1.30 mL) eklenerek monomer c¢ozeltisi karigtirimaya devam
edilmistir. Ayri bir beherde 9.0 mL suda ¢6zilmus 0.283 g N,N'-metilen bisakrilamid
(MBAAM) iceren ¢ozelti monomer ¢ozeltisine eklenerek karistiriimis boylece ilk ¢ozelti
karisimi hazirlanmistir. ikinci ¢cdzelti karisimi baslatici/aktiflestirici ciftinden olusmustur.
Bu c¢ozelti karisimi icin 0.02 g amonyum persulfat (APS) ve 25.0 yL N,N,N',N'-
tetrametilen-etilendiamin (TEMED) 5.0 mL suda ¢dzilmustir. iki peristaltik pompa esit
uzunlukta ve esit gaptaki borularla baglanarak “T sistem” olusturacak sekilde birbirine
baglanmistir (Sekil 4.1). Pompalardan 1:2 akis hizlarinda monomer/capraz baglayici
cOzeltisi ve baglatici/aktiflestirici ¢ozeltisi gegirilmistir. Elde edilen ¢dzelti damlaciklari
-196 °C’de sivi azot iginde polimerlesmeye birakilmigtir ve sonrasinda sivi azot
icerisindeki damlaciklar polimerlesmenin tamamlanmasi i¢in -12 °C’de 24 saat
bekletilmistir. Sentezlenen polimerler 24 saatin sonunda oda sicakligina getirilmis ve
reaksiyona girmemis monomerlerin polimerik yapidan uzaklastiriimasi igin kriyojeller
deiyonize su ile yikanmistir. Ayni yontemle, kalip molekul olan kolesterol kullaniimadan

kolesterol baskilanmamis p(HEMATTp) kriyojel mikroklreler (NIP) sentezlenmistir.

(%) e (o)
'S 6

Capraz baglayici/monomer Baslatici/aktiflestirici

Sekil 4.1. Kriyojel mikrokdrelerin sentezinin sematik gosterimi.

4.4. Kalip Molekuliiniun Uzaklastiriimasi
Hazirlanan kriyojel mikrokurelerden polimerin yapisini bozmadan kalip molekul olan
kolesterolliin etkin bir sekilde uzaklastiriimasini saglamak igin desorpsiyon g¢ozeltisi

olarak metanol:asetik asit (MeOH:HAc) (80:20) kullaniimistir. Desorpsiyon islemi,
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desorpsiyon ¢oOzeltisinde kalip molekil olan kolesterol molekalini  UV-
spektrofotometre ile 505 nm’de renk testi yontemiyle tayin edilemeyene kadar
tekrarlanmigtir.

4.5. Kolesterol Baskilanmig ve Baskilanmamig p(HEMATrp) Kriyojel
Mikrokiirelerin Karakterizasyonu

4.5.1. ATR-FTIR ile Yapi Analizi

MATrp monomeri, p(HEMA) kriyojel mikrokurelerin ve CHO-MIP’lerin karakteristik
fonksiyonel gruplari bir zayiflatiimig toplam yansima-Fourier donusumli kizilotesi
spektroskopisi (ATR-FTIR; Spectrum One™, Perkin Elmer, Massachusetts, ABD)

kullanilarak elde edilmistir.

4.5.2. Termogravimetrik Analiz (TGA-DTA)

Sentezlenen kriyojel mikrokurelerin termal 6zelliklerinin  degerlendiriimesi 50
°C/dakika’lik bir 1sitma hizinda galisan termogravimetrik analiz cihazi (TA® instruments
Inc., New Castle, DE) ile gergeklestiriimistir. Analiz, 30 °C ile 800 °C sicaklik araliginda
%99.5 azot atmosferi altinda yurutilmastur. Yaklasik olarak, 2.0 mg’lik her numune,
her test icin acgik platin bir potada isitilmistir. Artan sicakliga veya zamana bagli olarak
kriyojel mikrokurelerin termal bozunmasi ve kltle degisimi termogravimetri (TG) ile,
referans ve kriyojel mikrokire arasindaki sicaklik farki diferansiyel termal analiz (DTA)

cihazi ile tespit edilmigtir.

4.5.3. Denge Sigsme Oraninin ve Makrogozenek Miktarinin Belirlenmesi

Sentezlenen kriyojel mikroklrelerin denge-sisme oranlarinin belirlenmesi igin;
baslangigta kuru olan kriyojel mikrokureler £ 0.0001 duyarlikla tartildiktan sonra, 50 mL
damitik su iceren bir behere konulmustur. Sabit sicaklikta, 25£0.5 °C ve farkli zaman
araliklarinda kriyojel mikrokureler sudan alinmis ve kriyojel mikrokure yuzeyindeki su
uzaklastirilarak (£ 0.0001 duyarlikla) tartiimistir. Kuru ve sismis kriyojel mikroklrelerin
agirliklan kaydedilmistir. Polimerik partikullerin su igerigi asagida verilen denklem ile

hesaplanmigtir:
Sisme Orani (%) = [(W4-Ws)/Wd] x 100

Burada; Wa: kriyojel mikrokurelerin kuru agirligi (g) Ws: kriyojel mikrokurelerin sistikten
sonraki agirligi (g)dir.
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Kriyojel mikrokurelere ait makrogbzenek miktarinin belirlenmesi igin; dncelikle denge
sisme oranina ulasmis olan kriyojel mikrokureler tartilmig ve sonrasinda sismis kriyojel
mikrokurelerin makrogdzeneklerinde bulunan suyun uzaklastiriimasi igin denge sisme
oranina ulasmig kriyojeller mikrokureler sikilarak tartilmigtir (x 0.0001 duyarlikla).
Kriyojel mikrokurelere ait makrogdzenek miktari asagida verilen denklem kullanilarak

hesaplanmigtir:
Makrog6zenek miktari (%) = [(Wsw-Wsq)/Wsw] x 100

Bu esitlikte Wsw denge sisme oranina ulasmis kriyojel mikrokarelerin agirligini (g), Wsq
ise denge sisme oranina ulasmis kriyojel mikrokUrelerin sikildiktan sonraki agirligini (g)

ifade etmektedir.

4.5.4. Yiizey Alani Olgiimleri

BET cihazi (Quantochrome SI, Automated Surface Area and Pore Size Analyzer,
Quantochrome, ABD) kullanilarak CHO-MIP ve NIP’e ait spesifik ylzey alani
belirlenmistir. Orneklerin azot atmosferi altinda, 150 °C’'de, 1 saat boyunca gazi
alinmigtir. Gaz adsorpsiyonu -210 °C'de ve desorpsiyonu oda sicakliginda
gercgeklestirilmistir. Desorpsiyon basamaginda elde edilen veriler ylzey alani

hesaplamalarinda kullaniimigtir.

4.5.5. Elementel Analiz

Kolesterol baskilanmis p(HEMATTrp) kriyojel mikroktrelerinde MATrp katkisinin miktari,
azot stokiyometrisi géz ontine alinarak bir elementel analiz cihazi (Thermo Scientific
FLASH 2000 Serisi CHNS/O Analyzer, Cambridge, UK) kullanilarak degerlendirilmigtir.
Bunun igin elementel analiz cihazinin kalay kapsul 6rnek hicresine, 1.50 mg kriyojel,
+0.1 mg duyarlilikla tartilarak yerlestiriimis ve ornek cihaza konularak yakma islemi

sonucunda érnegin % azot (N), karbon (C) ve hidrojen (H) analizi yapiimistir.

4.5.6. CHO-MIP ve NIP’lerin Yiizey Morfolojileri

CHO-MIP ve NIP’lerin yluzey ve yigin yapisi, yuksek blyutme saglamasi nedeniyle
yuksek ¢ozunurllkli taramali elektron mikroskobu (SEM) (JEOL, 1200EX, Tokyo,
Japonya) ile incelenmistir. Bu amagla ilk basamakta deiyonize su iginde sismis ve daha
sonra 24 saat boyunca 0.001 mbar ve -52 °C’de kurutulmus (Christ Freezed Dryer-

Alpha 1-2 LD Maryland, ABD) kriyojel mikrokureler iletken bir yapistiriciyla SEM 6rnek
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plakasi (izerine tutturulmustur. Sonra érnek yiizeyi 200 A kalinhginda metalik altin ile
vakum altinda kaplanmig ve bu sayede yuzey iletken hale getirilmistir. Hazirlanan
ornekler SEM ornek yuvasina yerlestirilerek ¢esitli blylutme oranlarinda goruntuler elde

edilmistir.

4.6. Adsorpsiyon Caligmalari

4.6.1. Kolesterol Adsorpsiyon Caligsmalarinin Optimizasyonu

Kolesterol adsorpsiyon calismalari iki asamal olarak gerceklestiriimistir. ik olarak,
maksimum kolesterol adsorpsiyon miktarini belirlemek i¢in 5 farkli tir kriyojel mikroktre
kesikli bir sistemde oda sicakliginda, 1.0 mg/mL derisimde kolesterolin metanoldeki
¢Ozeltisi (2.0 mL) ile etkilestiriimistir. Bu adimda uygun kalip molekil/monomer orani
belirlendi ve secilen kriyojel mikroklre daha ileri ¢aligmalar igin kullanildi. Daha sonra
kolesterol adsorpsiyon c¢aligmalari, kolesterol baskilanmis ve baskilanmamis kriyojel
mikrokdrelerin 150 dakika boyunca farkh derisimlerdeki (0.5-3.0 mg/mL) kolesterol
molekulleriyle etkilesimleri incelenerek gergeklestiriimistir. Bunun igin kolesterol
baskilanmis ve baskilanmamig kriyojel mikrokureler, 2.0 mL kolesterol ¢ozeltisi ile 150
dakika, 16 rpm karistirma hizi ile rotatorde etkilestiriimistir. Baglangi¢ kolesterol
derisiminin (0.5-3.0 mg/mL), zamanin, sicakligin (4-45 °C) ve iyonik siddetin (0-0.1 M

NaCl) adsorpsiyon hizina ve kapasitesine etkisi incelenmistir.

Cozeltideki kolesterol derisimleri, 505 nm’de, spektrofotometrik (Thermo Scientific,
Genesys 10-S) olarak kolesterol tayini esasina dayanan ticari bir kit (QCA Quimica
Clinica Aplicade S.A.) ile belirlenmistir. Deneyler ve dlgumler 3 kez tekrarlanmis ve
sonuglarin ortalamasi alinmigtir. Kriyojel mikrokurelerin birim kutlesi bagina adsorbe
edilen kolesterol miktari, agagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmigtir.
_(Ci—cNHV
m

Burada Q, kriyojel mikrokurelerin birim kitlesi bagina adsorbe edilen kolesterol
miktaridir (mg/g); Cive Cs, kolesterol ¢gozeltilerinin baslangig ¢ozeltisindeki ve etkilesim
sonrasi supernatanttaki derisimi (mg/mL); m, kolesterol baskilanmis ve baskilanmamig

kriyojel mikrokurelerin kutlesi (g) ve V, kolesterol ¢ozeltisinin hacmidir (mL).
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4.6.2. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik Caligmalari

CHO-MIP ve NIP’lerden kolesteroliin desorpsiyonu, 24 saat boyunca, oda sicakhgdinda,
16 rpm karistirma hizinda MeOH:HAc (80:20) c¢ozeltisi ile kriyojellerin muamele
edilmesiyle gerceklestirildi. Desorpsiyon ortamindaki kolesterol miktari renk testi
yontemiyle 505 nm’de UV-spektrofotometre ile belirlenmigtir. Desorpsiyon orani

asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

D ] %) Desorbe olan kolesterol miktart 100
r noran = X
esorpstyon oram (7o Adsorbe olan kolesterol miktart

CHO-MIP’lerin tekrar kullanilabilirliginin belirlenebilmesi i¢in adsorpsiyon-desorpsiyon
islemi ayni kriyojel mikrokureler kullanilarak 8 kez tekrar edilmistir. Her desorpsiyon
isleminin ardindan kriyojel mikrokureler, deiyonize su ile yikanmigtir. Adsorpsiyon
desorpsiyon deneyleri 3 kez tekrar edilmis ve her bir veri seti i¢in, ortalama degerleri
ve standart sapmalari belirlemek igin standart istatistiksel yontemler kullaniimigtir. Hata

payini belirlemek igin her deney grubu igin %95 glven araliklari hesaplanmistir.

4.6.3. Secicilik Calismalari

CHO-MIP’lerin segiciligini kanitlamak igin kolesterol analoglari progesteron ve estradiol
ile yarismali adsorpsiyon calismalari yapildi. Ayri ayri hazirlanmis yarismaci
molekullerin metanol igerisinde 1.0 mg/mL derisimindeki ¢ozeltileri, kesikli sistemde
150 dakika suresince, 16 rpm karistirma hizinda CHO-MIP ve NIP’lerle etkilestirilmistir.
Kolesterol analoglarinin miktari estradiol i¢cin 270 nm ve progesteron i¢in 244 nm’de

spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

CHO-MIP’lerin spesifikligini belirlemek igin segicilik katsayisi ve goreceli segicilik
hesaplanmigtir. Kolesterol ile ilgili olarak progesteron ve estradiol igin dagilim katsayisi

(Kd) asagidaki esitlik ile hesaplandi:

Ci—Cf

Kd = ;

%4
X —
m

43



Kadagilim katsayisini temsil eder (L/g); Ci ve Ct sirasiyla baslangi¢ ve etkilesim sonrasi

kolesterol derisimleridir (mg/L). V érnek hacmi (L) ve m ise kriyojel mikroktre agirhgidir
(9)-

Kolesterolun, yarismaci molekullerin varliginda adsorpsiyonu igin segicilik katsayisi (k),

denkleme gore baglanma verilerinden elde edilmigtir:

_ Kd (kolesterol)
B Kd(x)

(x: kolesterol analoglart)

Kolesterol baskilanmig kriyojel mikrokure ile kontrol olarak ifade edilen kolesterol
baskilanmamis kriyojel mikrokurelerin k de@erleri baskilama segciciligi hakkinda yorum
yapilmasina olanak verir. Bagil secicilik katsayisi (k') asagidaki esitlik ile tanimlanir;

_ kbaskilanms
~ kkontrol

!

4.7. Gergek Gida Orneklerinden Molekiiler Baskilanmis Kriyojel Mikrokiirelerle
Kolesteroliin Geri Kazanimi

Kolesterol duzeyini dusurmek igin fiziksel, kimyasal ve biyolojik yaklasimlarin
kullanildigi birgok yontem vardir. Tum bu yontemler ile sut drdnlerinde kolesterol
seviyesi dusuUrulmesine ragmen bu yontemlerin en buyuk eksikligi kolesterole
seciciliklerinin yetersiz olmasidir. Kolesterol giderme c¢alismalari, bir perakende

magazasindan satin alinan ticari homojenize sutten yapilacaktir.

ik olarak, siitte bulunan kolesterol, Sinha ve arkadaslarinin rapor ettigi yéntem ile
ekstrakte edildi ve spektrofotometre ile derigimi belirlendi [7]. Oncelikle 5.0 mL etanolik
KOH (0.5 M) ¢ozeltisi, 4.0 mL sut ile karistinldi ve 10 dakika karistirildi. Daha sonra,
tum karigim 80 °C’e isitilarak 30 dakika karistirildi ve oda sicakligina kadar sogutuldu
ve karisima 2.0 mL su ve 3.0 mL hekzan ilave edildikten sonra 10 dakika boyunca
karistirildi. Ardindan, numune faz ayrimi elde etmek igin 3000 rpm’de santrifiij edildi.
Kolesterol iceren Ust hekzan fazi toplandi ve hekzan, kolesteroliin elde eldilmesi igin
donel buharlagtirici kullanilarak buharlastirildi. Elde edilen kolesterol, 2.0 mL

metanolde ¢ozuldiu ve UV-spektrofotometre ile kolesterol analizi i¢in kullanildi.
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Calismanin devaminda, 5.0 mL sute 0.3 mg/mL ve 0.5 mg/mL kolesterol ilave edilerek,
1.33 mg CHO-MIP’ler ile kanistirildi (3 saat,16 rpm). Daha sonra, kolesterol igceren
kriyojel mikrokureler ortamdan uzaklagtirildi ve Daha sonra, sutte adsorplanmadan
kalan kolesterol ekstrakte edildi ve yukarida belirtilen yontem izlenerek kolesterol

miktari spektrofotometrik olarak belirlendi.
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5. DENEYSEL SONUCLAR ve TARTISMA

5.1. MATrp Monomerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

N-metakriloil-(L)-triptofan (MATrp) metanolden ve gidalardan kolesterolun secici olarak
uzaklastirilabilmesi igcin fonksiyonel komonomer olarak kullaniimistir. L-Triptofan ve
Metakroil klorir molekulllerinden MATrp komonomeri sentezlenmis (Sekil 15) daha
sonra kolesterol ile farkl mol oranlarinda (1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5) komplekslestirildikten
sonra, kompleks HEMA monomeri ile polimerlestirilerek kolesterol baskilanmis
p(HEMATTrp) polimeri elde edilmigtir. Sekil 5.1 MATrp komonomerinin ve Sekil 5.2

kolesterol baskilanmis p(HEMATTrp) polimerinin molekil seklini géstermektedir.

+ \/ H

0 CH,

Sekil 5.1. MATrp monomerinin sentezi.
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Sekil 5.2. p(HEMATTp) polimerinin molekul yapisi.

MATrp monomerinin yapisinin dogrulanmasi i¢cin ATR-FTIR yontemi kullaniimigtir.
MATrp monomerine ait olan karakteristik bandlar ATR-FTIR spektrumu ile Sekil 5.3’te
verilmistir. 3053 cm-"de aromatik C-H, 2972 cm™ ve 2853 cm™de alifatik C-H
gerilmelerinden kaynaklanan absorpsiyon bandlari, 1734 cm-"de ester karbonil (C=0)
grubuna ait gerilme bandi, 1653 cm""de ise amid karbonil grubuna ait geriime bandi ve
3348 cmde de N-H geriime titresiminden kaynaklanan absorpsiyon bandi

gorulmektedir.
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Sekil 5.3. MATrp monomerinin ATR-FTIR spektrumu.

MATrp’'nin kitle spektrumu Shimadzu QP2010 Ultra GC-MS (elektron iyonizasyon)
kullanilarak olgulmustar. Elde edilen spektrumda molekuler iyon piki [M*] (m/z) 286 Da

degerinde gozlenmistir. Bu deger yapi ile uyumludur (Sekil 5.4-5.5).

/\/:
0
J -
T4 69 103 120 201 M)
%- =
‘ 0?
C//\/ [M+]
170
o o 255 26

500 750 1000 1250 1500 1750 2000 250 200 2150 3000

Sekil 5.4. MATrp’nin detayl katle spektrumu.
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Sekil 5.5. MATrp’nin kitle spektrumu.

5.2. Kolesterol Baskilanmig ve Baskilanmamig p(HEMATrp) Kriyojel
Mikrokiurelerin Karakterizasyonu

CHO-MIP’ler, kriyopolimerizasyon yéntemi ile hazirlanmigtir. Sentezlenen kriyojel
mikrokurelerin karakterizasyon calismalari sisme Ozellikleri, ylzey alani dlgumleri,
ATR-FTIR, elementel analiz, TGA-DTA ve SEM ile gerceklestiriimigtir

5.21. Zayiflatiimigs Toplam Yansima-Fourier Doénilisimili  Kizilotesi
Spektroskopisi (ATR-FTIR) ile Yapi Analizi

Hazirlanan CHO-MIP’nin  karakterizasyonu iginde ATR-FTIR yodnteminden
yararlaniimigtir. Sekil 5.6’da CHO-MIP’ye ait ATR-FTIR spektrumu gérilmektedir. 1726
cm"de ester karbonil grubu (C=0) gerilmesi, 1669 cm-""de amid karbonil grubu (C=0)
gerilmesine ait absorpsiyon bandlar gorilmektedir. 3375 cm-' bdlgesinde, MATrp
monomerinden gelen N-H ve yapidaki O-H gruplarindan kaynaklanan absorpsiyon
bandi beraberce goriiimektedir. 2950 cm-' civarinda gézlenen absorpsiyon bandi ise
polimerik yapi igerisinde tekrarlayan alifatik C-H baglarina ait gerilmelerden

kaynaklanmaktadir.

CHO-MIP’nin ATR-FTIR spekturumu, p(MATrp) ve p(HEMA) polimerlerinin ATR-FTIR
spektrumlari ile karsilastiriimistir (Sekil 5.6). CHO-MIP’e ait spektrum, p(MATrp) ve
p(HEMA) icin elde edilen spektrumlardan farklidir ve MATrp monomerine ait
karakteristik bandlar gostermektedir. Bu sonu¢ HEMA varliginda fonksiyonel monomer

olan MATrp’In yapiya basariyla dahil edildigini kanitlamaktadir.
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Sekil 5.6. p(MATrp), p(HEMA) ve CHO-MIP’e ait ATR-FTR spektrumlari.

5.2.2. Yiizey Alani Olgiimleri

CHO-MIP ve NIP’nin 6zgil ylUzey alanlari, sirasiyla 17.63 m?/g ve 14.72 m?/g olarak
bulunmustur. Bu durum kriyopolimerizasyon sirasinda kolesterol molekullerine 6zgul
bosluklarin olusmasiyla kolesterol baskilanmig kriyojel mikrokurelerin 6zgul yuzey

alanlarinin artmasinin sonucudur.

5.2.3. Sigme Ozellikleri

p(HEMA) kriyojel mikroklreler ¢apraz bagl hidrofilik yapiya sahiptir. CHO-MIP’nin
yapisinda bulunan triptofan aminoasitinden dolayi ¢gapraz bagl hidrofobik yapidadir ve
sulu ortamda ¢6zinmez ancak c¢apraz baglanma derecesine ve matrisin
hidrofilisitesine bagli olarak siser. Sekil 5.77de CHO-MIP ve NIP’nin zamanla sisme
derecesini gostermektedir. Bu ¢alismada kullanilan kriyojel mikrokurelerin denge sisme
orani p(HEMA) icin 7.99 g H20/g, kolesterol baskilanmig kriyojel mikrokure igin 7.66 g
H20/g ve NIP icin 7.05 g H20/g’dir. p(HEMA\) kriyojel mikroklrelerin su alim oraninin
CHO-MIP ve NIP’ye goére yuksek olmasi MATrp’nin hidrofobikliginin yliksek olmasi
sonucunda CHO-MIP ve NIP’nin hidrofobikligin artmasi ve dolayisiyla su aliminin
azalmasina neden olmasina baglidir. Su aliminda hidrofobik etki baskindir. CHO-

MIP’nin su alim orani NIP’e gore daha buyuktir. CHO-MIP ve NIP’nin denge sisme
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oranlari kargilastirildiginda molekuler baskilama igleminin kriyojellerin sisme oranini
arttirdigi gézlenmistir. Bu durum CHO-MIP ve NIP’nin hidrofobik olmasina karsin
baskilanmis kriyojel mikrokirede kolesterole 6zgu bogsluklarin 6zgul yuzey alanini

arttirmasi ile agiklanabilir.

p(HEMA), CHO-MIP ve NIP’in gbézenekliligini belirlemek igin oncelikle kriyojel
mikrokureler sismis ve daha sonra sikilmistir. Suda gbézeneklilik p(HEMA) icin %82.54,
CHO-MIP igin %76.49, NIP icin %73.83 olarak bulunmustur.
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Sekil 5.7. p(HEMA), CHO-MIP ve NIP’In sisme derecesi.

5.2.4. Taramali Elektron Mikroskop (SEM) incelemeleri

CHO-MIP ve NIP’lerin yuzey morfolojisi SEM géruntuleri kullanilarak incelenmigtir
(Sekil 5.8-5.9). SEM goruntulerinden gorildigu gibi, yiksek monodispersiteye sahip
kriyojeller, kuresel formda, 1633 pum boyutlarinda olup birbiriyle baglantili
makrogozenekli akis kanallarina sahiptir. Gozeneklerin boyutu 3-50 pm arasi
degismektedir. Bu birim partikal kutlesi bagsina dugsen 6zgul yuzey alanini artiran
g6zenekli yapi, kalip molekll olan kolesterolin kriyojel igerisine difiizyon direncini
azaltarak kolayca difuze olmasini saglamaktadir ayrica 6zgul ylzey alaninin artmasi

adsorpsiyon kapasitesini de arttirmaktadir.
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Sekil 5.8. CHO-MIP’lerin SEM goruntuleri
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Sekil 5.9. NIP’lerin SEM goruntuleri

5.2.5 Termogravimetrik Analiz

CHO-MIP ve p(HEMA) kriyojel mikrokurelerin bozunma sicakligini ve termomekanik
kararhligi TGA ile arastinlmistir. Termal bozunma profili kriyojel mikrokurelerin
yapisinda MATrp olup olmadidini ortaya ¢ikarmak igin tercih edilmistir. Sekil 5.10(a),
800 °C’e kadar sicakhk artisi nedeniyle CHO-MIP’lerin agirlik kayiplarini
gostermektedir. 100.48 °C’de adsorbe edilen suyun kaybina karsilik gelen agirlik kaybi
%2.64 olarak kaydedildi. CHO-MIP’nin maksimum dekompozisyonu yaklasik olarak
300 °C’den baslar ve 450 °C’e kadar devam eder. Bu aralik igin agirlik kaybi %87.24’tur.

Goruldiga gibi CHO-MIP’in ayrismasi tek asamada gergeklesir. Sekil 5.10 (b)'de
goraldugu gibi, p(HEMA) kriyojel mikrokurelerin 100.51 °C’de adsorbe edilen suyun
kaybina karsilik gelen agirlik kaybi %4.69’dur. Ayrisma sicakligi yaklagik 300 °C’den
baslar ve surekli olarak 450 °C’e kadar devam eder. Bu aralik i¢in agirhk kaybi
%94.09'dur. Elde edilen verilerden komonomer MATrp’in HEMA monomerin yapisina
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katilmasi ile p(HEMA) kriyojel mikroklUrenin toplam termal stabilitesini arttirdidi
soylenebilir. Polimerler termal olarak, genellikle 250 °C’den 350 °C’e (esnek alifatik
polimerler igin) veya 350 °C’den 550 °C’e (sert aromatik polimerler igin) belirli bir

sinirlayici sicaklik araliginin altinda stabildir.
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Sekil 5.10. (A) CHO-MIP; (B) p(HEMA) kriyojel mikrokUrelerin TGA analizi

5.2.6. Elementel Analiz

Triptofan ihtiva eden komonomer, MATrp’nin polimer yapisina dahil edilme derecesi,
sentezlenen CHO-MIP ile p(HEMA) kriyojel mikroklrelerin analiz sonucunun
kargilastiriimasi ile azot iceren polimer bilesenlerinin bertaraf edilmesiyle
hesaplanmigtir. MATrp’nin polimerik yapiya dahil edilmesi, azot stokiyometrisinden tim
deneylerde kullanilan MIP2 kodlu polimer igin 103.91 umol MATrp/g polimer olarak

hesaplanmigtir.

5.3. Adsorpsiyon Caligmalari

5.3.1. Adsorpsiyon Caligmalarinin Optimizasyonu

Sekil 5.11 farkli polimerizasyon recgetesi ile hazirlanan CHO-MIP’lerin ve NIP’nin
kolesterol adsorpsiyon kapasitelerini gostermektedir. Burada polimerizasyon
recetesinde MATrp monomeri miktarini degistirerek hazirlanan MIP1-MIP5 kriyojel
mikrokurelerde 1.0 mg/mL kolesterol ¢ozeltisi i¢in en ylksek kolesterol adsorpsiyon
kapasitesi MIP2’'de gézlenmistir (97.42 mg/g). NIP’lerde ise ayni derigsimdeki kolesterol

cOzeltisi icin kolesterol adsorpsiyonu daha dusitktir (7.70 mg/g). Bu davranis,
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kolesterol molekulleri (sekil hafizasi / geometrik afinite) igin uygun olan polimerlerde

daha fazla bosluk olusumu ve daha yuksek kolesterol adsorpsiyon kapasitesi ile

40J I I I I
N

MIP1 MIP2 MIP3 MIP4 MIP5 NIP
Kriyojel mikrokulre kodu

aciklanabilir.

—_—
3 8 8

Q (mg/g kriyojel mikrokiire)
D
o

N
o

o

Sekil 5.11. Farkh miktarlarda MATrp iceren CHO-MIP’lere kolesterol adsorpsiyonu.

5.3.1.1. iyonik Siddetin Etkisi

lyonik siddetin kolesterol adsorpsiyonu lzerine etkisini belirlemek icin adsorpsiyon
calhismalari 0-0.1 M NaCl iceren kolesterolin metanolde hazirlanan cozeltileri ile
gergeklestiriimistir. Ortamda tuz olmadiginda kolesterol adsorpsiyon kapasitesi en
yuksek seviyededir (Sekil 5.12). Metanol icinde -OH grubu gibi polar kimyasal gruplar
hidrofobik etkiye neden olmaz. H-baglanma etkilesimleri metanolde meydana gelir.
lyonlar H-baglanma etkilesimlerini bozar ve bdylece artan iyonik giic ile adsorpsiyon

kapasitesi azalir.
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Sekil 5.12. CHO-MIP’nin kolesterol adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisi (kolesterol
derigimi: 1.0 mg/mL; zaman: 150 dk; T: 25 °C).

5.3.1.2. Sicakligin Etkisi

CHO-MIP’lere kolesterol adsorpsiyonuna sicakhgin etkisini belilemek amaciyla
kolesterol adsorpsiyon deneyleri 4-45 °C arasi degisen farkll sicakliklarda
gerceklestiriimistir. Sekil 5.13’te goruldigu gibi CHO-MIP’lerin adsorpsiyon kapasitesi,
artan sicaklikla azalmistir. En ylksek adsorpsiyon kapasitesi 4 °C’de gdézlenmistir.
Kolesterol baskilanmis kriyojel mikroklrelerde kolesterol adsorpsiyonu 4 °C’de 109.18
mg/g, 25 °C'de 97.22 mg/g, 37 °C'de 35.98 mg/g ve 45 °C’de 10.50 mg/g’dir.
Adsorpsiyon igleminde etkin olan temel etkilesimlerin belirlenmesi igin sicaklik ile
kolesterol adsorpsiyonu arasindaki iliski onemlidir. Adsorpsiyon kapasitesindeki
degisimler sicaklikla ters orantih oldugu durumlarda hidrojen baglari ve iyonik
etkilesimler baskin iken adsorpsiyon kapasitesinin sicaklikla dogru orantili olarak
degistigi durumlarda van der Waals ve hidrofobik etkilesimler baskindir. Clnku
hidrofobik etkilesimler, entropi artisiyla ylrtiyen etkilesimlerdir ve sicaklik bu

etkilesimleri arttirmaya yonelik etkide bulunur.
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Sekil 5.13. CHO-MIP’nin kolesterol adsorpsiyonuna sicakhgin etkisi (kolesterol

derisimi: 1.0 mg/mL; zaman: 150 dk).

5.3.1.3. Baslangi¢ Derisiminin Etkisi

CHO-MIP ve NIP’nin kolesterol adsorpsiyonu ¢alismalari, metanolde hazirlanmis farkl
derisimlerdeki (0-3.0 mg/mL) kolesterol ¢ozeltileri ile gergeklestiriimigtir. CHO-MIP ve
NIP’lerin adsorpsiyon kapasitesinin, ¢ozeltide bulunan kolesterol derisimi ile degisimi
Sekil 5.14’te gosterilmistir. Elde edilen verilere gore, ¢ozeltideki kolesterol derigiminin
artmasiyla, birim kriyojel mikrokure basina adsorplanan kolesterol miktari, baslangigta
hizli artmakta ve yaklasik 288.72 mg/g degerinde kolesterolin baglanabilecegdi spesifik
etkilesim bolgelerinin dolmasina bagli olarak denge degerine ulagsmaktadir. Bu derisim
degerinden sonra énemli bir artis gézlenmemesi adsorpsiyon davraniginda beklenen
bir durumdur. Derisimin artmasi ile adsorpsiyon igin surtict kuvvet olan derigim farki
artmakta ve dolayisiyla surtcu kuvvetin artmasi ile adsorpsiyon kapasitesinde de artig
g6zlenmektedir. Ozellikle CHO-MIP’nin adsorpsiyon izoterminin baslangicinda egimin
hizla ylikselmesi, baskilama ydntemiyle polimerik yapida olusturulan kolesterol igin
kolesterole 6zgu molekuler tanima bosluklari ile agiklanabilir. CHO-MIP ve NIP igin

maksimum adsorpsiyon kapasiteleri sirasiyla 288.72 mg/g ve 47.42 mg/g’dir.
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Sekil 5.14. CHO-MIP ve NIP'de kolesterol adsorpsiyonuna derigimin etkisi (zaman: 150
dk; T: 25 °C).

5.3.1.4. Zamanin Adsorpsiyon Uzerine Etkisi

Kolesterol adsorpsiyonu Uzerine zamanin etkisi, kolesterol derigiminin zamanla
azalmasi olarak goézlendi (Sekil 5.15). Daha hizli adsorpsiyon oranlari, adsorpsiyon
surecinin basinda gozlendi ve daha sonra adsorpsiyon dengesi, yaklasik olarak 50-60
dakikada elde edildi. Ayrica, artan kolesterol derigsimi ile adsorpsiyon oranlari artmistir.
Sivi (kolesterol ¢ozeltisi) ve kati faz (kriyojel mikrokUreler) arasindaki kolesterol
derisiminin farki itici gui¢ olarak adlandirilir ve ¢ozeltideki kolesterol derisimi arttikca,
itici gu¢ de artar. Yuksek kolesterol derigsimlerinde yuksek adsorpsiyon oranlari, sividan
kati faza kitle aktarimi igin yUksek itici glice bagli olabilir. En yUksek adsorbe edilen

kolesterol miktari 288.72 mg/g olarak hesaplandi.
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Sekil 5.15. CHO-MIP’lerde kolesterol adsorpsiyonuna zamanin etkisi. (kolesterol
derisimi: 1.0 mg/mL; T: 25 °C).

5.3.1.5. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

Adsorplanmis kolesterolin %89.43’Gnin MeOH:HAc (80:20) ile desorbe oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle, bu ¢alismada MeOH:HAc (80:20) desorpsiyon ajani olarak
kullaniimistir.  Adsorpsiyon-desorpsiyon  dongust, CHO-MIP’lerin  yeniden
kullanilabilirligini gostermek icin sekiz kez tekrarlandi. Sekiz adsorpsiyon-desorpsiyon
donglsunin sonunda CHO-MIP’lerin adsorpsiyon kapasitesi %9.21 azalmistir (Sekil
5.16).
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Sekil 5.16. CHO-MIP’lerin adsorpsiyon-desorpsiyon dongusu (kolesterol derisimi: 1.0
mg/mL; zaman: 150 dk; T: 25 °C).
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5.3.1.6. Sentezlenmig CHO-MIP’lerin Segiciligi

Kolesterol baskilanmig polimerin etkinligini karsilastirmak icin estradiol ve progesteron
secicilik deneylerinde hedef molekul olarak secilmiglerdir. Kolesterol analoglarinin
molekuler yapilari Sekil 5.17°de verilmistir. Yarismali adsorpsiyondan kaginmak igin,
kolesterol ve yapisal analoglarinin ¢ozeltileri, 1.0 mg/mL derisiminde tek tek
hazirlanmistir. Kolesterol baskilanmig ve baskilanmamis polimerler tarafindan
adsorplanan kolesterol, progesteron ve estradiol miktari Sekil 5.18’da gosteriimektedir.

Kolesterole gore estradiol ve progesteron igin Ky k ve k' degerleri, Cizelge 5.1'de
verilmigtir. CHO-MIP’lerin K4 degerleri, NIP’ler ile karsilastinidiginda kolesterol igin Ky

degeri, yarismaci molekullere gore daha yuksektir. Bagil secicilik katsayisi kolesterol
baskilanmis tanima bodlgelerinin afinitesini gostermektedir ve elde edilen verilerden
CHO-MIP’lerin kolesterol molekulline estradiol molekuline gore 4.77 kat, progesteron
molekuline gore ise 2.76 kat daha segici oldugunu gostermektedir. Kolesterol
baskilanmis kriyojel mikrokure ile adsorplanan kolesterol miktarinin kolesterol
baskilanmamig kriyojel mikrokurenin adsorplanan kolesterol miktarindan daha yuksek
olmasi kolesterol, hedef molekul, icin, bu spesifik segcicilik, hidrojen baglanma
etkilesimleri ve molekuler boyut tanima [155, 156] ve kriyopolimerizasyon sirasinda
olusturulan sorbentte bulunan tamamlayici baglanma bdlgelerine bagli olabilir [80,
157]. Bu durum, CHO-MIP’lerin kolesterol i¢in bir absorbe edici olarak etkin bir sekilde

kullanilabilecegini gostermektedir.

Kolesterol Estradiol Progesteron

Sekil 5.17. Kolesterol analoglarinin molekuler yapilari
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Cizelge 5.1. CHO-MIP ve NIP’ler igin segicilik ve badil segicilik katsayilari

CHO-MIP NIP
Kd k kda k k
Kolesterol 109.55 15.31
Estradiol 38.64 2.84 25.74 0.59 4.77
19.07 5.75 7.35 2.08 2.76
Progesteron
B
2 100
o]
x 80
_g 60
2 40 = |
§ 20 y 4 - NIP
éﬁ . — CHO-MIP
5 Kolesterol  Progesteron  Estradiol

Hormon

Sekil 5.18. CHO-MIP ve NIP’lere kolesterol ve yarismaci molekullerin adsorplanan
madde miktarlari (mg/g) (baslangi¢ derisimleri: 1.0 mg/mL; adsorpsiyon suresi: 150
dakika; T:25 °C).

5.4.1. Adsorpsiyon izotermleri
Her kolesterol molekulinun adsorban ile etkilegimlerini tanimlamak igin bir adsorpsiyon
izotermi kullanilir. Bu, ¢ozeltideki kolesterol derisimi ve iki faz dengede oldugunda kati

faz Uzerine adsorbe edilen kolesterol miktari arasinda bir iligski saglar.

Langmuir adsorpsiyon modeli, molekullerin her biri sadece bir molekulu tutabilen sabit

sayida iyi tanimlanmis bdlgeye adsorbe oldugunu varsayar. Bu bdlgelerin ayni
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zamanda, enerji olarak esdeger oldugu ve birbirlerinden uzak oldugu varsayilir, yani

bitisik bolgelerde adsorbe edilen molekuller arasinda higbir etkilegim yoktur.

Adsorpsiyon oOzelliklerini degerlendirmek igin adsorpsiyon izotermleri kullanildi.
Langmuir adsorpsiyon izotermi denklem 5.1 tarafindan ifade edilmistir. Kolesterol igin
denge verilerinin karsilik gelen doénusumleri, lineer bir grafige yol agmistir, bu da
Langmuir adsorpsiyon modelinin bu sistemlerde uygulanabilecegini ve denklemle

aciklanabilecegini gostermektedir:
Q= Quax b Ceq/ (1 + b Cyp) (5.1)

Q, adsorbe edilen kolesterol miktari (mg/g) oldugunda Ceq, denge durumunda
kolesterol derisimini (mg/mL), b Langmuir sabitini (mL/mq) ifade ederken Qmax,
maksimum adsorpsiyon kapasitesidir (mg/g). Bu esitligin dogrusallastiriimig hali

asagidaki denklemle ifade edilmektedir.
1/Qeq = 1/(Quax b) (1/Ceq) + 1 /Qpax

CHO-MIP’nin adsorpsiyonu igin maksimum adsorpsiyon kapasiteleri (Qmax) verileri

deneysel verilerden elde edilmistir (Cizelge 5.2).

Adsorpsiyon davranisini tanimlamak igin siklikla kullanilan diger iyi bilinen izoterm,
Freundlich izotermidir. Bu izoterm heterojen bir yuzey uzerinde adsorpsiyon igin
Langmuir yaklagsiminin baska bir seklidir. Adsorbe molekil miktari, tUm baglanma
bolgelerindeki adsorpsiyonun toplamidir. Freundlich izoterm tersinir adsorpsiyonu

tanimlar ve tek tabakanin olusumu ile sinirli degildir. Bu ampirik denklem su formu alir:
Qoq = Ki (Co)'"
Burada Kr ve n Freundlich sabitleridir.

INQeq'ye karsi INCeq ¢izimi, InKrnin kesisimini ve 1/n’lik egimi olusturmak igin

kullanilmistir.

Daha once bahsedildigi gibi Freundlich izoterm, yuzey heterojenligini gosterir, iki
parametre icerir, 1/n ve Kr. 1/n, ylzey heterojenite indeksi, 0 ile 1.0 arasindadir. 1.0’e

yakin ise, polimer heterojen bir ylizeye sahiptir.
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Langmuir-Freundlich izotermi, heterojen ylzeylere adsorpsiyon hakkinda bilgi verir.
Adsorpsiyon enerjisinin adsorbanin heterojen yuzeyine dagilimini tanimlar [158].
Dusuk adsorplanan madde derisiminde bu model Freundlich izoterm modeli olurken
yuksek adsorplanan madde derigimlerinde Langmuir izoterm olur. Langmuir-Freundlich

izotermi asagidaki gibi ifade edilebilir:
Qeq=Qmax [Ceq]1/n/KLF "‘[Ceq]wn

Langmuir-Freundlich maksimum adsorpsiyon kapasitesi (mg/g), heterojen bir kati igin
denge sabiti, heterojen bir parametredir ve 0 ile 1 arasindadir. Bu parametreler non-

lineer regresyon teknikleri kullanilarak elde edilebilir [159, 160].

Sekil 5.19'da CHO-MIP’lerin Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich

adsorpsiyon izotermlerine ait grafikler verilmistir.

0,025

0,02

y = 0,0033x + 0,003
R?=0,9235

0,005

1/Ceq
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y =0,733x + 5,0836
R?=0,8944

In Ceq
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1/Qqq
N

y = 161,4x + 0,0034
1,5 R2 = 0,9494
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Sekil 5.19. Adsorpsiyon modelleri (a) Langmuir; (b) Freundlich; (c) Langmuir-

Freundlich.
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Sekil 5.19’a gore elde edilen veriler Langmuir-Freunlich modeli ile en uyumludur
(R?=0.9494). Molekiiler baskili polimerler (MIP) uygulanan baglayici modellerin gogu
homojen modeller olmustur. Diger taraftan da MIP'ler, genis bir dizi baglanma afiniteleri
ve segicilikleri olan baglanma bdlgelerini iceren heterojen materyallerdir. Kolesterol
baskilanmis kriyojel mikrokurelerin baglanma davraniginin heterojen Langmuir-
Freundlich (LF) izotermiyle dogru bir sekilde modellenebildigi goérilmektedir. MIP'leri
modellemek igin LF izotermi homojen ve heterojen MIP'lerde bulunan tek modlu

heterojen dagilimin dogru bir yaklasim oldugunu gostermektedir.

Burada, Langmuir-Freundlich (LF) izotermi hem ylksek hem de dustk derisimlerde
MIP'lerin hem homojen hem de heterojen dagilimlarini modelleyebilir. Bu nedenle, LF
baglanma modeli, homojen baglanma modellerinin pratik uygulanabilirligi ile afinite
dagilimi analizini birlestirir. Bununla birlikte, LF baglanma modelinin sagladigi daha iyi
uyum, MIP'lerde bulunan heterojenlik géz 6nitne alindiginda, fiziksel olarak uygun
olmanin bir sonucudur. Langmuir ve Freundlich modelleri karsilastirildiginda, her
birinin MIP'lere uygulandiginda belirli sinirlamalari vardir. Langmuir modeli homojen bir
model iken, MIP'lerin gogu heterojen dagilimlara sahiptir. Diger taraftan, Freundlich
modeli, duguk derigim bolgelerinde MIP'lere mikemmel uyum gosteren heterojen bir
modeldir. Bununla birlikte, Freundlich modeli, doyma davranisini modelleme
yetenedine sahip degildir ve bu nedenle, yuksek derisimli bodlgelerde deneysel

adsorpsiyon izoterminden sapmaktadir [161].

Cizelge 5.2. Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich adsorpsiyon izoterm

sabitleri ve korelasyon katsayilari

Denevsel Langmuir Freundlich Langmuir-
y Freundlich
Qudeneysel  288.72  Qmax 333.33  Qmax 161.35 Qmax 29412
b 0.909 n 1.364 KLF 2.1x10°
R? 0.9235 R? 0.8944 R? 0.9494

5.4.2. Adsorpsiyon Kinetigi Modellemesi
Kutle transferi ve kimyasal reaksiyon gibi adsorpsiyon strecinin kontrol mekanizmasini

incelemek icin deneysel verileri test etmek icin kinetik modeller kullaniimigtir.
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Lagergren’in birinci dereceden hiz denklemi, bir sivi ¢ozeltiden ¢ézinen maddenin

adsorpsiyonu igin en yaygin kullanilanlardan biridir. Asagidaki gibi temsil edilebilir:

dqy/dt=K1(qeq-q)

burada k1, yalanci-birinci derece adsorpsiyonun (1/dakika) hiz sabiti ve geq ve qt, denge
altindaki ve t zamaninda (mg/g) adsorbe edilen kolesterol miktarlarini gosterir. Sinir

kosullarini uygulayarak entegrasyondan sonra, t = 0’'da qt= 0 ve t = t'de qt= qt verir.
l0g[Qeq/(Aeq-ar)] = (k4t)/2.303

Denklem dogrusal bir form elde etmek igcin yeniden dizenlenebilir;

l0g(Qeq-at) = 109(deq) - (k4t)/2.303

kinetik modelin uygulanabilirligini dogrulamak igin, log (geq)'ye karsi t grafigi diz bir gizgi
vermelidir. Gergek bir birinci dereceden suregte logQgeq, 10g (Qeq-qt) grafiginin t ile

kesisme noktasina esit olmalidir.

Ek olarak, denge adsorpsiyon kapasitesine dayall bir yalanci ikinci dereceden bir

denklem formda ifade edilebilir.

2
dgydt = k; (Qe-a)  (5.2)

k2 (g /mg.min), yalanci birinci dereceden adsorpsiyon surecinin hiz sabitidir. Denklem
5.2’yi integralini almak ve sinir kogullarini uygulama, t = 0'da qt= 0 ve t = t'de gt = qt'ye

neden olur.
[1/(deq-A1)] = (1/0eq) + Kot

Ya da lineer form icin esdegerdir

2
(t/q)= (1/kzQeq ) *+ (1/0eq) t

t/qtkarsi t'nin grafigi, ikinci dereceden kinetiklerin uygulanabilirligi icin dogrusal bir iligki
vermelidir. Denge (q2) ‘de hiz sabiti (k2) ve adsorpsiyon sirasiyla kesisme ve egimden
elde edilebilir. Deneysel adsorpsiyon kapasitesinin ve Sekil 5.20 ve Sekil 5.21°den elde
edilen teorik degerlerin karsilastirmasi Cizelge 5.3’te sunulmustur. Yalanci birinci ve

ikinci dereceden kinetik modellerden tahmin edilen teorik ge degeri, deneysel degerlere
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yakindir ve korelasyon katsayilari yiiksektir. Sonuglar, farkli derisim igin R? degerlerinin
genel olarak 1.0’e yakin oldugunu gdéstermektedir. Bu CHO-MIP kriyojel mikrokUreler

ikinci derece kinetik modele uymaktadir.

3 y = -0,015x + 1,4893 y = -0,0204x + 2,5555
95 R2 = 0,8695 R? =0,9625
' / y =-0,0206x + 2,3209y = -0,0217x + 2,4576
5 ¥ R2 = 0,8826 Rz =0,8567
y =-0,0168x + 2,3505 y = -0,0144x + 2,5841
= 1,5 R? = 0,955 R2=0,9144
g
s 1
(@)
L2 0,5 A
0
0 160
-0,5 ~
t (dakika)
1
4 0,5mg/mL 1 mg/mL
A 1,5mg/mL X 2 mg/mL

Sekil 5.20. CHO-MIP’ler igin deneysel verilerin yalanci-birinci dereceden kinetik.

y=0,0194x + 0,1179 Y = 0,0034x + 0,1011

3,5 ] R2 = 0’9951 Rz = 0,8867
3 1y=0,0088x +0,2126 ¥ = 0,0031x + 0,053
25 | Rz = 0,9475 R2 = 0,9551
" |y =0,0054x + 0,1047 Yy =0,003x +0,0833
5 2 R2 = 0,0647 R2=0,9397
=15 -
1 4
05 - - e — AR
0 = T — T '/\‘ T T T T |
0 20 40 60 80 100 120 140 160
t (dakika)
A 0,5mg/mL 1 mg/mL
¢ 1,5mg/mL X 2 mg/mL

Sekil 5.21. CHO-MIP’ler igin deneysel verilerin yalanci-ikinci dereceden kinetik.
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Cizelge 5.3. CHO-MIP’ler icin birinci ve ikinci dereceden kinetik sabitler.

Yalanci birinci dereceden Yalanci ikinci dereceden
Denge  Deneysel kinetik kinetik
Derigim Qe k1 Qe R?2 ko Qe R2
(mg/mL) (mg/g) (1/dakika)  (mg/g) (g/mg.dakika)  (mg/g)
0.5 49.64 3.4x102 443 0.869 3.2x103 51.55 0.995
CHO- 1.0 98.41 4.7%x102 10.18 0.883 3.6 x10+4 113.64 0.948
MIP 15 164.24 3.9x102 1049 0.955 2.8x104 185.19 0.965
2.0 241.95 4.7%x102 12.88 0.963 1.1 x102 294 .12 0.887
2.5 281.76 4.8x102 11.68 0.857 1.8 x104 322.58 0.955
3.0 288.72 3.3 %102 13.25 0914 1.1 x102 333.33 0.940

5.4.3. Gergcek Gida Orneklerinden Molekiiler Baskilanmis Kriyojel Mikrokiirelerle
Kolesteroliin Geri Kazanimi

Literatlrde, kolesterolln sit ve gida urlnlerinden tahmini igin kolorimetrik, gravimetrik,
kromatografik, kizil 6tesi gibi ¢esitli analitik yaklasimlar bulunmaktadir. Stt Grtnlerinde
kolesterol tahmini igin, iki ana yontem gelistirilmigtir; dogrudan ve dolayli yontem.
Dogrudan yontemde, kloroformda ¢o6zindirilmids susuz sit yagdi, uygun bir
seyreltmede renk geligtirilirken, dolayli yontemde renk gelistirmede sabunlasmayan
madde kullanilir.  Ayrica literatirde Fourier donustiralmis kizildtesi (FTIR)
spektroskopisi, yliksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) gibi diger yontemler de

bulunmaktadir.

CHO-MIP’nin potansiyelini belirlemek igin hedef analitin kompleks matrislerden segici
olarak baglanmasi icin farkl miktarlarda kolesterol ilave edilmig sut drnekleri kriyojel
mikrokurelere uygulanir uygun ekstraksiyon yontemi kullanilarak kolesterol miktari UV-
spektrofotometre ile belirlenir. Cizelge 5.4’'te gergek 6rnek sonuglari verilmistir. Elde
edilen verilere gore sentezlenen CHO-MIP sadece yiksek afinite ve yliksek baglanma
kapasitesi deg@il ayni zamanda gercek orneklerle degerlendirildiginde yuksek dogruluk

ve tekrarlanabilirlik gostermigtir.
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Cizelge 5.4. Gergek gida Urunlerinden kolesterolln geri kazanimi

Eklenen kolesterol . o o
Gida (mg/mL) Geri kazanim (%) R.S.D (%)
0.3 100.28 518
Sut
0.5 94.31 3.01
Geri kazanim = (Olgulen kolesterol ilave edilmis ornekteki miktar-Ol¢ilen sut

ornegi)/baslangicta ilave edilen kolesterol derigsimi x 100%

Bagil standart sapma (R.S.D) = (standart sapma/ortalama) x 100%
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6. YORUM

Bu tez cgalismasi kapsaminda gidalardan kolesterolun uzaklagtiriimasi amaciyla
kolesterol baskilanmis kriyojel mikrokureler hazirlanmigtir. Bu kapsamda, hazirlanmasi
planlanan kolesterole yuksek segicilikteki polimer, gida teknolojisinde geligsmelerin
oldukga hizli oldugu ginumuzde toplum sagligi agisindan énemli bir problemin ortadan
kaldiriimasi amaciyla kullanim imkanina sahip olacaktir. Ayrica, molekuler baskilama
yontemine dayali kriyojel mikrokurelerin yliksek segicilikte, fiziksel kosullara dayanikli,
kolay hazirlanabilir ve dusuk maliyetli olmasi ile kolesterolln uzaklastirilmasinda diger
yontemlere alternatif olma potansiyelini ortaya ¢ikararacaktir. Bu amagla ilk olarak
MATrp monomeri, L-triptofan metil esteri ile metakroil kloririin reaksiyonu sonucu
sentezlenmistir. Elde edilen monomer ATR-FTIR ve GC-MS calismalari ile karakterize
edilmis ve elde edilen sonuglar MATrp monomerinin basariyla sentezlendigini

gOstermigtir.

Kolesterol:MATrp mol orani 1:1; 1:2; 1:3; 1:4; 1:5 olacak sekilde bes farkli oranda
baskilanmis kriyojel mikrokure sentezlenmis ve kolesterolin adsorpsiyon galigmalari
ile uygun kalip molekul/monomer orani belirlendi. Ayrica 6zgil olmayan baglanmalarin

etkisini gostermek icin baskilanmamis kriyojel mikrokire hazirlanmigtir.

Fonksiyonel monomerin yapiya girdigininin belirlenmesi igin elementel analiz ve ATR-
FTIR sonuglarina yapisal karakterizasyon icin basvurulmustur. p(HEMATrp) kriyojel
mikrokureye ait spektrum, p(MATrp) ve p(HEMA) igin elde edilen spektrumlardan
farkhdir ve MATrp monomerine ait karakteristik bandlar gostermektedir. Bu sonug¢
HEMA varliginda fonksiyonel monomer olan MATrp’in yapiya basariyla dahil edildigini
kanitlamaktadir. Ayrica elementel analiz sonucunda yapiya MATrp’nin dahil edildigi

azot stokiyometrisi kullanilarak belirlenmistir.

Kolesterol baskilanmis ve baskilanmamig kriyojel mikrokurelerin SEM goruntuleri ile

ylzey morfolojileri ve gézenek boyutu belirlenmistir.

Elde edilen verilerin Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich adsorpsiyon
modellerine uygunlugu incelendi ve veriler izoterm modellerine uygulandi. Elde edilen
veriler Langmuir-Freunlich modeli ile en uyumludur. Bdylece Langmuir-Freundlich

adsorpsiyon izoterm modeli heterojenlige bagli olarak MIP’lerde Langmuir ve
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Freundlich adsorpsiyon izoterm modellerinin kisitlamalarini bertaraf ederek daha iyi

uyum sagdlar

Sentezlenmis kolesterol baskilanmig kriyojel mikrokurelerin tekrar kullanilabilirligi
incelenmis ve sekiz adsorpsiyon-desorpsiyon dongusu sonrasinda kriyojel

mikrokUrelerin adsorpsiyon kapasitesi %9.21 azalmistir.

TGA-DTA analizi sonucunda p(HEMA) kriyojel mikrokureler ile kolesterol baskilanmig
p(HEMATrp) kriyojel mikrokurelerin TGA-DTA termogramlar incelendiginde yapiya
MATrp’nin girmesiyle kolesterol baskilanmis p(HEMATrp) kriyojel mikrokurelerin

p(HEMA) kriyojel mikrokurelere gore termal kararhlik kazandigi gézlenmisgtir.

p(HEMA) kriyojel mikrokUreler hidrofilik yapidadir ve yapiya MATrp katilmasiyla yapinin
hidrofobikligi artmigtir. Kolesterol baskilanmig ve baskilanmamis kriyojel mikrokurelerin
denge sisme oranlari karsilastirildiginda ise baskilama isleminin kriyojel mikrokurede
kolesterole 6zgu bosluklarin 6zgul yuzey alanini arttirmasi ile kriyojellerin gsisme oranini
arttirdigi  goézlenmigtir. p(HEMA), Kkolesterol baskilanmis ve baskilanmamis
p(HEMATTp) kriyojel mikrokurelerin denge sisme oranlari sirasiyla 7.99 g H20/g, 7.66
g H20/g ve 7.05 g H20/g’dir. Makrogdzenek oranlari ise sirasiyla %82.54, %76.49,
%73.83'tur.

Elde edilen teorik Q., degderlerinin deneysel dederlere oldukga yakin olmasi ve R?

degerleri dikkate alindiginda, yalanci ikinci derece reaksiyonlarin baskin oldugu ve
ikinci derece kinetik modelinin  kolesterol baskilanmis p(HEMATrp) kriyojel
mikrokurelere daha uygun oldugu goérulmektedir. Elde edilen kinetik analiz verileri
kolesterol baskilanmis p(HEMATTp) kriyojel mikrokUrelere kolesterol adsorpsiyonunda
herhangi bir difizyon kisitlamasi olmaksizin; adsorpsiyon iglemi kimyasal kontrolll
olarak yani kolesterol baskilanmis kriyojel mikroktre ile kolesterol arasindaki spesifik

baglanma tepkimesinin kinetik davranisi kontrol ettigini gostermektedir.

Kolesterol baskilanmis p(HEMATTrp) kriyojel mikrokurelerin spesifik ylzey alani 17.63
m?/g olarak bulunmustur. Kolesterol baskilanmamis kriyojel mikrokirelerin spesifik
ylzey alani ise 14.72 m?/g olarak bulunmustur. Yizey alani baskilama islemi
sonucunda kolesterole spesifik olarak olusan bosluklar nedeniyle artmigtir.
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Kolesterol baskilanmis p(HEMATTrp) kriyojel mikrokUrelere, kolesterol adsorpsiyonuna
sicakhgin etkisini belirlemek amaciyla kolesterol adsorpsiyon deneyleri 4-45 °C arasi
degisen sicakliklarda gercgeklestiriimigtir. Sicaklik artisi ile birlikte adsorpsiyon
kapasitesinde azalis meydana gelmistir bu durum kolesterol ile kriyojel mikrokure
arasindaki baskin etkilesim taranun hidrojen baglari ve iyonik etkilesimler oldugunu

gOstermektedir.

Sentezlenen CHO-MIP’lerle gercek gida orneklerinden kolesterolin geri kazanimi
calismalarinda ticari sut ornegine farkli miktarlarda ilave edilen kolesterol igin ylzde

geri kazanim yuksek ve ylzde bagil standart sapma degerleri %5.2’den dusuktir.

Kolesterol baskilanmis p(HEMATrp) kriyojel mikrokulrelerin kolesterol molekdillerine
estradiol molekullerine gore 4.77 kat, progesteron molekuline gore 2.76 kat daha segici
oldugu bulunmustur. Veriler dogrultusunda, kolesterole kolayca ulasabilen ve
kolesterol ile etkilesime girdikten sonra kolayca ayrilabilen bir akilli polimer Uretilerek
karmasik bir biyo-cevreden kolesterolun uzaklastiriimasi ve gidalardan buyuk olcekli
kolesterol ayrimi igin kullanilabilmesi hedeflenerek literatire onemli katkilar

saglanabilir.

Fonksiyonel gidalar ve iceceklerin kuresel piyasa potansiyeli 2020 yilina kadar 192
milyar dolara c¢ikacak. Her ne kadar hizla gelisse de, bu Urunlerin tuketicilerin
beklentilerini kargilamasi gerektidi igin, bu gidalarin gelistiriimesi gida Ureticileri i¢in gok
zor olabilir. Mevcut calismalari analiz etmek ve iyilegtiriimesi gereken alanlar
belirlemek tuketicinin segimini ve davranigini daha iyi anlamamiza katkida bulunabilir.
Gelistirilecek malzeme sadece sut Urlnlerinde degil diger gida Urtnlerinin genis bir
yelpazesinde de kolesterol ayirmak igin ticari bir adsorbent olusturacak potansiyele

sahiptir.
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