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OZET

POLI 2-METIL PROPiYOLAKTON) SENTEZI, KARAKTERIZASYONU
VE BiYOBOZUNURLUGUNUN iNCELENMESIi

ANIL UZUNLAR
ORDU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
KiMYA ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi 70 SAYFA
(TEZ DANISMANI: DR. OGRETIM UYESI EFKAN CATIKER

Metakrilik asitten ¢ikilarak ii¢ basamakta elde edilerek yapisal ve termal karakterizasyonu
yapilan poli(2-metil propiyolakton) (PmPL)’den cam lamellere ¢6zelti dokme teknigi ile
hazirlanan 6rneklerin PBS (phosphate buffer saline) tamponunda ve ayrica hem trypsin hem
de pankreatik lipaz (porcine pancrease lipase) varliginda biyobozunurlugu 5 hafta siiresince
incelenmistir.

PmPL oOmeklerinin bozunma ortamlarindaki kiitlelerinin degisimi belirlenerek bozunma
kinetigi hakkinda bilgi sahibi olunmustur. Her {i¢ ortamdaki bozunma c¢aligmasinda da
polimerin yari-kristal Ozelligine bagli olarak kiitle kayip hizinin ilk asamalarda yuksek
oldugu daha sonra bu hizda azalma oldugu belirlenmistir. Bu davranis, amorf bolgelere
enzim ve iyon diflizyonunun daha hizli olmasima ve oncelikli bozunmanin bu boélgelerde
olduguna yorulmustur. 5 haftalik bozunma testlerinde géze ¢arpan bir baska sonu¢ %70’e
varan kiitle kaybinin gézlendigi, trypsin ve lipaz enzimlerinin bozunmay1 hizlandirdigidir.

Suda ¢6ziiniir hale gecen polimer fragmanlarinin tesbiti i¢in yapilan kiitle spektrometrisi
calismasi beklendigi iizere hidroksi asitlerin olusumunu gostermistir. Monomer ve dimer
diizeyindeki hidroksi asitlerin varligi her {i¢ ortamdaki bozunmanin da ester hidrolizi
mekanizmasi ile yiiridigiinii gostermektedir.

Sentezlenen ve karakterize edilen PmPL 6rneklerinin hidrolitik ve iki farkli enzim varliginda
biyodegradasyonunun incelenmesi tez ¢alismanin yenilik¢i yoniidiir. Bu kapsamda,
PmPL’nin hidrolitik ve enzimatik olarak biyobozunurlugunun saptanmasi, lipaz ve trypsin
enzimlerinin bozunurlugu katalizledigi, bozunma {irlinlerinin monomerik ve dimerik hidroksi
asitler oldugu, bozunmanin ester bagmin hidrolizi {izerinden yiiridigl tez ¢aligmasinin en
onemli sonuglaridir.

Her ne kadar ¢ikis maddesinin ucuzlugu ve nispeten az basamakta sentezlense de PmPL
giinlik hayatta kullanim i¢in maliyeti yiliksek bir malzeme olacaktir. Biyomedikal
uygulamalarda yer bulabilmesi igin ise, gelecekte PmPL’un sitotoksisite, genotoksisite
testleri, hiicre tutma (adsorpsiyon) ozellikleri vb. bir¢ok biyolojik testleri yapilarak
biyomalzeme olarak kullanilabilirligi ile ilgili calismalar yapilabilir. Bu testlerden de olumlu
sonuglar alinmasi durumunda, PmPL mevcut polimerlere alternatif olacak yeni bir polimerik
malzeme olarak tanimlanabilir.

Anahtar Kelimeler: Poliesterler, Biyobozunma, Halka Ag¢ilmasi Polimerizasyonu.



ABSTRACT

SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND BIODEGRADATION OF POLY
(2-METHYL PROPIOLACTONE

ANIL UZUNLAR

ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED
SCIENCES

CHEMISTRY
MASTER OF SCIENCE, 70 PAGES

(SUPERVISOR: DR. INSTRUCTER EFKAN CATIKER

At the first stage of the thesis study, poly(2-methyl propiolactone) (PmPL) was
obtained from methacrylic acid by three steps and performed structural and thermal
characterization. Then, biodegradation of the samples prepared by solution-cast
technique were investigated in PBS (phosphate buffer saline) buffer and also in the
presence of both trypsin and pancreatic lipase (porcine pancreatic lipase) during 5
weeks.

The changes in the masses of the PmPL samples in the degrading media were
determined and their degradation kinetics were evaluated. Depending upon the semi-
crystalline properties of the polymer, mass loss rates in the first stage of the
degradation were determined as higher than those in latter stages for the three media.
This behavior was attributed to faster diffusion of enzymes and ions into the
amorphous region and it is concluded that degradation occurs primarly in the
amorphous regions. Another important result is observation of mass loss up to 70%
in the 5-weeks biodegradation tests and catalytic effects of trypsin and lipase
enzymes.

Mass spectrometry study performed for determination of polymeric fragments that
become water-soluble exhibited that hydroxy acids occur at the end of
biodegradation process. Existence of the monomeric and dimeric hydroxy acids in
the mass spectra show that biodegradation undergoes by a mechanism through ester
hydrolysis.

Innovative aspect of the thesis study is to examine the hydrolytic degradability of the
PmPL samples in buffer and biodegradability in the existence of two different types
of enzymes. Within this context, determination of hydrolytic and enzymmatic
degradation of PmPL, catalytic effect of trypsin and lipase enzymes, degradation
products being monomeric and dimeric hydroxy acids and degradation undergoing
ester bond hydrolysis are critical results of the thesis study.

Although synthesis of PmPL require cheap raw material and relatively few steps, it

seems to be costly to use it in daily life. For biomedical applications, it requires to be
performed many biological tests and studies such as sitotoxicity, genotoxicity and



cell adhesion properties. PmPL might be defined as a novel alternative
biodegradable material to current polymers if the tests give positive results.

Keywords: Polyesters, Biodegradation, Ring Opening Polymerization.
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1. GIRIS

Giinliik hayatta kullandigimiz plastikler petrol tiirevi olan ve kimyasal siire¢lerden
gecerek nihai hallerini alan genellikle birka¢ katki maddesi de igeren sentetik
polimerlerden olusurlar. En yaygin kullanilan ve bilinen petrol esasli polimerlerden
polietilen, polipropilen, polistiren, polivinil klorur, polimetilmetakrilat ve
politiretanlar her yil milyonlarca ton tiretilmektedir. Birgok sentetik polimer kullanim
alanina bagh olarak eninde sonunda cevreye atik olarak birakilmaktadir ve dogada
tamamen yok olmalar1 kimyasal yapilarina ve birakildiklar1 ortamin kosullarina bagl
olarak yiizlerce yil alabilmektedir. Ekolojik dengeye etkileri bir yana yenilenebilir
olmayan kaynaklardan hasil olmalar1 nedeniyle de siireklilik arz etmemektedirler.
Biitiin bunlarin yani sira petrol esash plastiklerin liretim stiregleri ¢ok asamali olup
bu asamalarda da enerji harcanmasi ve iiretim esnasinda da g¢evre kirliligi olusmasi

da diger olumsuz yonleri olarak sayilabilir.

Butln bu olumsuzluklara ragmen bilimsel arastirmalar paralelinde ortaya ¢ikan yeni
cevre dostu teknolojiler ve bazi1 hukuki yaptirimlar yukarida bahsedilen olumsuz
etkilerin azaltilmasim1 ivmelendirebilecek niteliktedirler. Petrole bagimliligin
azaltilmas1 i¢in dogada clirliyen ve dogadan tekrar iiretilebilen hammaddelere dayali
plastik malzemelerin iiretilmesi hem ¢evre dostu olmasi hem de siirdiiriilebilir olmasi
nedeniyle en gozde teknolojik yaklasimdir. Bununla birlikte, petrol esasli olmasina
ragmen biyobozunur olan polimerlerin kullanimlarinin yayginlastirilmasi da ekolojik
acidan onemlidir. Saf halde iken dogada kararli olup 6zel katki maddeleri ile daha
kisa siirede pargalanabilen (fotobozunur) petrol esasl plastiklerin ortaya ¢ikarilmasi
bir baska ¢evreci yaklasimdir. Biyobozunur olmamasina ragmen tekrar kullanilabilir
(geri doniisiimlii) plastiklerin geri kazanilma ¢abalarinin artmasi ve geri doniisiimi
mimkiin olmayan plastik atiklarin degerlendirilerek g¢evre kirliligi yaratmayacak
sekilde nihai {iriine donistiiriilmesi de onemli ¢evreci teknolojik uygulamalardir.
Biitiin bunlara ek olarak Bati1 Avrupa iilkeleri basta olmak {izere bir¢ok gelismis iilke
yasal diizenlemelerle biyobozunur plastiklerin kullanimini zorunlu hale getirmekte

ve/veya Ozendirici faaliyetler dizenlemektedir.

Bat1 Avrupa, biyobozunur polimerlerin tretimi ve tiikketiminde ilk sirada yer

almaktadir. Yasal mevzuatlardaki zorunluluklara ek olarak tiiketici farkindaligir ve



sera gazlarinin yayiliminin azaltilmasi i¢in bir¢ok {iilkenin hassasiyeti sonucunda
biyobozunur plastik iiretimi pazart hizla biyiimektedir. Pazarin ¢ok biyiik bir

boliimiinii ise polilaktik asit ve nisasta tiirevleri kaplamaktadir (Anonim, 2018).

Polimer yapisi ve biyobozunma mekanizmalar ile ilgili arastirmalarin neticesinde
artitk yeni biyobozunur polimerlerin sentezi ve plastik malzeme olarak kullanimi
artmaktadir. Biyobozunur malzemeler, paketleme, tip ve tarim basta olmak tizere
birgok alanda kullanilmaktadir ve bu malzemelere olan ilgi hizla artmaktadir. Cok
genel olarak biyobozunur plastikler, sentetik (petrol esasli) ve dogal (biyolojik esasli)

biyobozunur polimerler olarak iki ana sinifa ayrilirlaar.

Ticarilesmis olarak {retilen ve tiiketimi hizla artan biyobozunur polimerin
baslicalari; polilaktik asit (PLA), nisasta tiirevleri, polihidroksialkanoatlar
(polihidroksibutirat ve kopolimerleri, PHA), poli(butilen adipat tereftalat) (PBAT),
poli(bdtilen stksinat adipat) (PBSA), polikaprolakton (PCL) ve poliglikolik asit
(PGA) olarak sayilabilir. Bu polimerlerin biiyliik bir kismi paketleme ve tarim
alaninda kullanilmak {izere iiretilmesine ragmen bir kismi da tibbi uygulamalar i¢in

medikal saflikta (medical grade) tiretilmektedir.

Tez calismasi kapsaminda metakrilik asitten g¢ikilarak {i¢ basamakta poli(2-metil
propiolakton) (PmPL) sentezlenmistir. Polimerin sentez asamalarinda elde edilen ara
trtinler ve polimerin, yapisal ve termal karakterizasyonu ic¢in FTIR
spektroskopisi, *H-NMR spektroskopisi, MALDI kiitle spektrometri, diferansiyel
taramal1 kalorimetri (DSC) ve termogravimetri (TG) teknikleri kullanilmistir. PmPL,
kimyasal yapisi itibariyle hem PLA ve hem de poli(3-hidroksi butirat) (PHB)’ye
benzerlik gostermektedir. Bu benzerlikten dolayr biyobozunur olmasi 6ngoriilerek
sentezlenmis ve farkli ortamlardaki (iki farkli enzim ve fosfat tamponu) bozunma
kinetigi ve mekanizmasi incelenmistir. Biyobozunma kinetigi, bozunma ortamindan
belli zaman araliklarinda alinan polimer Ornegin tartilmasiyla kiitle kaybinin
belirlenmesi seklinde yiiriitiilmiistlir. Ayrica, bozunma ortamindan alinan ¢6zeltinin
stvi kromatografisi-kutle spektrometri (LC-MS) analizi yapilarak polimer 6rneginden
salinan yapilarin belirlenmesi saglanmistir. Bu analiz sonuglarindan da polimerin

bozunma mekanizmasi tahmin edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyobozunur Polimerler

Biyobozunur polimerler, bir mikrobiyal etki sonucu tamamen parcalanarak su,
karbon dioksit, metan vb. kiiciik molekiillere doniisebilen polimerlerdir. Mikrobiyal
parcalanmaya duyarli polimerler varliginda mikroorganizmalar, polimer ylizeyine
tutunabilen ve bir dizi basamakla gerceklesen siire¢ sonunda makromolekiiler yapiy1
daha kii¢iik pargalara ayirabilen enzimleri salgilar. Bu yetenege sahip olan
enzimlerin ortak 6zelligi ise -COOH, -OH, -SH ve —NH, gibi hidrofilik fonksiyonel
gruplar1 igermeleri ve yiiksek molekiil agirlikli proteinler olmalaridir. Enzimler
polimer ylizeyine adsorplandiktan sonra polimerin kimyasal yapisinda degisimlere
sebep olan hidrolitik ve ylikseltgeyici reaksiyonlar gerceklesir. Polimerleri olugturan
biiyiik zincir yapilar1 parcalanma sonucu daha kiigiik pargalara (oligomerik yapilar)
dontisiir. Polimer zinciri 500 Da dan daha kii¢iik bir molekiil agirligina pargalaninca,
mikroorganizmalar tarafindan metabolizma icerisine alinabilecek hale gelmis olur.
Bu tiirden bir biyobozunma siireci oksijen varligi, ortamin nem orani ve mineral
igerigi, organizmanin tiirii, 20-60 °C arasinda ortam sicakligi, 5-8 arasindaki pH

degerleri gibi sartlara bagli olarak yavas veya hizli olarak gerceklesebilir.

Biyobozunma siirecinde mikroorganizmalarin polimer yiizeyinde kolonize olmalari
diger bir ifade ile ¢ogalmalar1 s6z konusudur. Dolayisiyla mikroorganizmalarin bu
yiizeylere tutunmasi ve kolonize olmasi; polimerik malzemenin yiizey kimyasi,

morfolojisi ve topolojisine dogrudan baghidir.

Biyobozunur plastikler asagidaki alanlarda kullanilmak tizere sentezlenmektedirler;
(1) tarimsal ve balik¢ilik malzemeleri, ingaat miihendisligi ve ingaat malzemeleri gibi
dogal ortamlarda kullanilabilecegi yerler, (2) geri kazanmanin ve yeniden kullanimin
zor oldugu gida ambalajlari, hijyenik {irlinler ve benzeri organik atiklarin
kompostlanmasinin etkili olabilecegi yerler, (3) tibbi kullamim, diisiik oksijen
gecirgenligi ve diisiik erime sicaklig gibi spesifik 6zelliklerin gerekli oldugu yerler.
(4) mikroorganizmalarin pargalayabilecegi polimer tipleri c¢ok genel olarak
polisakkaritler, polikarbonatlar, polifosfazenler, poliortoesterler, alifatik poliesterler,
polianhidritler, poliamitler, alifatik polieterler ve bu polimerlerin kopolimerleridir.

Mikroorganizmalar tarafindan pek ¢ok sayida polimer pargalanabilir olmasina



ragmen bazilar1 endiistriyel Olcekte lretilebilmektedir. Ticarilegsmis biyobozunur

polimerlere baz1 6rnekler Cizelge 2.1°de verilmistir.

izelge 2. 1 Endiistriyel olarak tiretilen bazi biyobozunur plastikler
y y Y
(PP: polipropilen, PE: polietilen)

Ticari ad1 Uretici Firma Kimyasal Bilesim Ozellik

Biopol ICI Polihidroksibutirat Kristalin, PP benzeri 6zellik
Cargil Polilaktik asit Kristalin, rijit, biyouyumlu
Ecochem Polilaktik asit Toprakta bozunur, geri

kazanilabilir

Tone Union Polikaprolakton Kristalin, PE’e benzer

Polymers Carbide ozellik

Vinex Air Product Polivinil alkol Suda ¢6zunur ve toprakta
and Chem. bozunur

Enviroplastic Planet Polietilen oksit Geri kazananilabilir.
Packaging
Techn.

Biomer®304, Biomer Polihidroksibutirat Tamamen biyobozunur ve

Biomer®226, farkli mekanik 6zelliklerde

Biomer®209. Urdinfer

Cizelge 2.1’den de goriilebildigi gibi biyobozunur polimerler icerisinde lzerinde en

cok durulan ve en ¢ok Uretilen polimer tird alifatik poliesterlerdir.

2.2. Alifatik Poliesterler

Biyobozunurlugu kanitlanmis birgok alifatik poliester tiirii literatiirde yerini almistir.
Poli(laktik asit), poli (glikolik asit), poli(3-hidroksi biitirat) ve poli(e-kaprolakton)
basta olmak tizere, poli(3-hidroksi propiyonat), poli(d-valerolakton), poli(etilen
suiksinat), poli(bitilen tereftalat) ve poli(ester karbonat) diger poliesterlerdir (ikada
ve Tsuji, 2000).



Yiiksek Lisans tez ¢aligmasi kapsaminda sentezi, karakterizasyonu ve biyobozunma
davranigi1 incelenen poli(2-metil propiyolakton) (PmPL) kimyasal yapis1 nedeniyle
yukarida bahsi gegen poli(3-hidroksi batirat) (PHB) ve poli(laktik asit) (PLA) ile
benzerlik tasimaktadir (Sekil 2.1). PmPL, 2-metil propiyonat tekrarlayan birimlerine
sahip iken PHB 3-metil propiyonat tekrarlayan birimlerine sahiptir. Yani, asili metil
grubunun pozisyonu farklidir. PmPL ve PLA arasindaki benzerlik ise sirasiyla 2-
metil propiyonat ve 2-metil ectanolat birimlerinden olusmalaridir. PHB,
polihidroksialkanoatlar (PHA) olarak bilinen mikrobiyal olarak sentezlenen
ticarilesmis bir biyobozunur polimer sinifinin en bilinen iyesidir. Bircok PHA
mikrobiyal yontemlerle sentezlenirken igerigi biiylik oranda 3-metil proiyonat
birimlerinden olusmaktadir. Dolayisiyla PHA’lardan bahsetmeden PHB’den
bahsetmek miimkiin degildir. PLA ise bu smifin disinda olmakla beraber en yaygin
biyobozunur polimerlerden birisidir. Bu bakimdan bu iki 6nemli polimerin 6zellikleri

ve Onemine deginmek gerekmektedir.

AR I

PMPL PHB

Sekil 2. 1 Poli(2-metil propiyolakton) (PmPL), poli(3-hidroksi bitirat) (PHB) ve poli
(laktik asit) (PLA)’in kimyasal yapilari

2.3.Polihidroksialkanoatlar (PHA) ve Poli(3-hidroksi butirat) (PHB)

Mikrobiyal polimerler, organizmalarda genellikle stok malzemesi olarak ve daha
sonra enerjiye ihtiya¢ oldugunda kullanilmak iizere organizmanin belirli bélgelerinde
depolanirlar. Bu polimerler tiretildikleri organizma tiiriine de bagli olarak igerdikleri
bilesenlerin kimyasal yapisina gore cesitli sekillerde simiflandirilabilirler. Bir
mikrobiyal polimer ailesi olan polihidroksialkanatlar, N, P, S, O veya Mg gibi besi
elementlerinin sinirlt oldugu ve asir1 karbon kaynagimmin mevcut oldugu sartlarda
birgok mikrobiyal tiir tarafindan depolama bilesigi veya enerji kaynagi olarak

biriktirilen hidroksialkanoat poliesterleridir.

PHA lar, biyolojik olarak parcalanabilme 6zelligine sahip oldugundan, mevcut ticari

petrol tiirevi polimerlerin yerine kullanilmasi yoniinde artan bir ilgi bulunmaktadir.
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Ancak, PHA’larin en 6nemli dezavantaji iiretim maliyetinin yliksek olusudur. Bu
maliyetin azaltilmas1 i¢in, daha iyi bakteri zincirleri, daha etkili fermantasyon ve elde
etme prosesleri gelistirme yoniinde biiylik ¢abalar sarf edilmektedir. Bu poliesterlerin
petrol gibi gittikce tiikenen bir hammadde yerine yenilenebilir kaynaklardan elde
edilen kimyasallarin kullanilmas: ile iretilmesi ayri bir stratejik Onem de

tagimaktadir.

Asagida kimyasal yapist verilen (Sekil 2.2) PHA’lar ilk defa Lemoigne tarafindan
Bacillus megaterium adli mikroorganizmanin biinyesinde belirlenmis ve karakterize
edilmistir (Gilmore ve ark., 1990). Kimyasal formiiliinde verilen R grubu n-alkil
grubudur ve bu grubun tiiriine gére polimerin ismi belirlenir. Ornegin; R: metil ise,
poli(3-hidroksibatirat (PHB), etil ise, poli(3-hidroksivalerat) (PHV), n-propil ise,
poli(3-hidroksikaproat) (PHC) ismini alir.

PHA’larin hiicre i¢i karbon ve enerji stogu olarak ¢ok cesitli mikroorganizmada

varlig1 belirlenmistir (Cizelge 2.2) (Brandl ve ark., 1995).

{o C|:H CHz—ﬂ

n

Sekil 2. 2 Polihidroksialkanoatlarin genel kimyasal formula



Cizelge 2 2 Bazi mikroorganizmalarin PHA igerigi ve kullandiklar1 substratlar.

Mikroorganizma  Maks. PHA icerigi PHA Uretilen Substrat

Alcaligenez 96 Fruktoz
Azopirillum 75 Malat
Azotobacter 73 Glukoz
Beggiatoa 57 Asetat
Beijerickia 38 Glukoz
Methylocystis 70 Metan
Pseudomonas 67 Metanol
Rhizobium 57 Mannitol
Nocardia 14 Butan

PHA'’lar igerisinde iizerinde engok calisilan dolayisiyla en ¢ok bilgi sahibi olunan
uyesi olan PHB, D(-)-3-hidroksibutirik asidin alifatik lineer poliesteri olup
termoplastik bir polimerdir. Termoplastik 6zelligi nedeniyle film ya da fiber haline
getirililebilecegi gibi degisik polimer isleme teknikleri ile de sekillendirilebilir ve
dolayisiyla PHB hem sentetik hem de dogal polimerlerin avantajlarini igerir.
PHB’nin en biiyiik dezavantaji, bugiinkii teknoloji ile endiistriyel anlamda iiretim
maliyetinin  sentetik polimerlerinkinden daha yiiksek olmasidir. PHA’larin
endiistriyel iiretim teknolojilerinin gelistirilmesi ve daha ekonomik yenilenebilir

kaynaklardan iiretilmesi amaciyla ¢ok ¢esitli calismalar yapilmaktadir (Colak, 2001).

2.3.1 Poli(R-3-hidroksibutirat) (PHB)’nin Genel Ozellikleri
Poli(R-3-hidroksibutirat) (PHB), ilk olarak 1925 yilinda, Bacillus megaterium
bakterisine lipit eklenmesi olarak nitelendiren Lemoigne tarafindan kesfedilmistir

(Gilmore ve ark., 1990). Daha sonra, PHB'nin ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan
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karbon ve enerji depolanmasinda rol oynayan yiiksek molekiiler agirlikli bir polimer
oldugu bulunmustur (Luzier, 1992). Bakteriler PHB'yi hem sentezledigi hem de
bozduklari i¢in yenilenemeyen kaynak tiiketen ve kalici atik olusturan petrokimyasal
plastiklere gore cevre dostu olusu nedeniyle daha caziptir. PHA'lar, fiziksel
ozellikleri endiistriyel plastiklerinkiyle karsilagtirilabilir olmasindan dolayr son
yillarda tiim diinyada en ¢ok iizerinde arastirma yapilan polimer olmasini saglamistir.
Bir PHA olan, poli(hidroksibutirat-ko-valerat) (PHBV), Biopol ticari ismi altinda
tiretilmektedir (Cizelge 2.1). PHB’nin en ¢ekici 6zelligi aerobik olarak karbondioksit

ve suya tamamen bozunabilmesidir.

Termoplastik malzeme olarak tiiketici tiriinlerinde kullanim amaciyla eritilebilir ve
kaliplanabilirler (Gilmore ve ark., 1990). Sadece 3-HB monomerleri iceren polimerik
PHB, ilk kesfedilen ve dogada en yaygin olan PHA tiiriidiir. Tablo 2.3 de verildigi
gibi PHB, molekiiler agirlik, erime noktasi, kristallik ve gerilme mukavemeti
acisindan polipropilenle ile neredeyse aynidir (Evans ve Sikdar, 1990). PHB’nin
oksijen ve su buhar1 bariyer 6zellikleri polipropilen (PP)’den daha iyidir. Ayrica, yag
ve koku bariyeri ambalaj malzemesi olarak kullanim ig¢in yeterlidir (Williams ve
Peoples, 1996). Ek olarak, UV 1s1gma karsi polipropilenden daha iyi bir dirence
sahiptir ve 180 °C 'ye kadar 1stya dayamklidir. Tiim iistiin 6zelliklerine ragmen,
PHB diisiik darbe mukavemeti ve polipropilen i¢in verilen % 400'e kiyasla sadece %
6 olan kopmada uzama degeri gibi dezavantajlara da sahiptir (Evans ve Sikdar,
1990). Saf PHB'in bir baska dezavantaji, erime noktasimin yaklasik 10 °C tzerinde
termal bozunmaya baglamasi ve bu nedenle de islenmesinin zorlagsmasidir (Luzier,
1992). Hidroksivalerat gibi daha uzun asili grubu olan hidroksi asit monomer
birimlerinin PHB omurgasina dahil edilmesi polimere ¢ok daha fazla mukavemet ve

esneklik kazandirir (Galvin, 1990).



Cizelge 2. 3 Polipropilen (PP) ve polihidroksibutirat (PHB) nin fiziksel 6zelliklerinin

karsilastirilmast

Ozellik PHB PP
Erime noktasi, °C 175 176
Kristal Derecesi, % 80 70
Mol Kitlesi, Da 5x10° 2x10°
Camsi Gecis Sicakhigl, °C 15 -10
Yogunluk, g/cm? 1.25 0.905
Geng modults GPa 3.5 1.7
Gerilme direnci, MPa 40 38
Kopmada uzatma, % 8 400
UV direnci Iyi Zayif

Kaynak: Evans ve Sikdar'dan uyarlanmustir (1990)

2.3.2 Mikrobiyal Sentezi

Mikroorganizmalar tarafindan sentezlendiginde, polihidroksialkananoatlar, R(-)
konfigiirasyonundaki tiim kiral karbon atomlar1 ile % 100 stereospesifiktir (Gilmore
ve ark., 1990). Bu nedenle, dogal PHB %100 (R) 3-hidroksi butirat birimlerinden
olusmaktadir. Buna karsilik, PHB kimyasal yontemlerle sentezlendiginde rasemik
poli[(R,S) 3-hidroksi biitirat] elde edilir. S (+) bilesenleri biyobozunmaya direnglidir
ancak mikroorganizmalar sadece R formunu tanir ve kullanir. Doi ve ark., (1992)
sadece S konfigiirasyonuna sahip PHB’nin mikrobiyal olarak bozunmamasina
ragmen mikrobiyal R formundan olusan PHB’ye oranla ataktik R ve S
konfigiirasyona sahip polimerin daha yavas bozundugunu belirlemislerdir. Bu
nedenle, PHBmin % 100 biyobozunur olmasi i¢in saf poli[(R) 3-hidroksi bditirat]

olmas1 gerekir.



PHA'larinin biyosentezi, insanlarda yag depolanmasina benzer. Cok cesitli
mikroorganizmalar tarafindan hiicre ici karbon ve enerji rezervleri olarak iiretilir.
Bakteriyel PHB sentezi, oksijenin veya azot, fosfat, stilfat, magnezyum ve potasyum
gibi temel bir besleyicilerin smirlandirilmasiyla tetiklenebilir (Lee, 1996). Bu temel
besin maddelerinin yoklugunda, mikroorganizmalar amino asitler veya proteinler
tiretemezler, bunun yerine PHB'yi fazla karbon varliginda ayri1 graniiller olarak
sentezler ve biriktirirler (Luzier, 1992). Sinirlamalar ortadan kalkana kadar karbon
depolarlar; ancak bu esnada bozabilir ve metabolize de edebilirler (Lee, 1996a). Her
ne kadar yaklasik 300 farkli mikroorganizmanin PHA'lar sentezledigi bildirilmis
olsa da (Lee, 1996a), yalnizca birkag mikrobiyal tiiriin PHA’lar1 anlamli sekilde
biriktirme yetenegi oldugunu belirtilmistir; bunlar Alcaligenes eutrophus,
Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii, Pseudomonas oleovorans, rekombinant
Escherichia coli ve birkag metilotrof’dur (Lee ve Chang, 1996). Mevcut endustriyel
Olcekli PHB (retiminde, birka¢ avantaji nedeniyle Alcaligenes eutrophus
kullanilmaktadir; (1) kuru agirliginin % 80'ine kadar PHB biriktirebilir; (2) karbon
kaynag olarak glukoz ¢ok verimlidir, (3) biiylik miktarlarda giivenle kullanilir ve (4)
glukoz besleme stoguna propiyonik asit ilave edildiginde endiistriyel olarak énemli

PHBYV kopolimerini sentezleyebilir (Lee, 1996).

Mikrobiyal sentez esnasinda polimer zinciri biiylimeye ve daha hidrofobik hale
gelmeye basladiginda, hiicre iginde graniiler bir yap1 olusturur. Zincirler uzadikga,
graniiller daha yogun bir sekilde paketlenir ve sonunda hiicreyi doldururken
istiflenirler (Gerngross ve ark., 1993). A.eutrophus hiicreleri tipik olarak her biri 0.2-
0.5 um capinda 8-13 granul igerir (Lee, 1996a). PHB granilleri, mikrobiyal
hicrelerden ekstrakte edilirken monomerlerin miikemmel stereo diizenliligi

nedeniyle kristal hale tersinir olmayan bir dontistim gerceklesir.

ZENECA, glinimiizde sirasiyla A. eutrophus H16 mutant susu ve besleme-
harmanlama (fed-batch) kiiltiirti teknigi kullanilarak, hem PHB hem de PHBV'yi
glukoz ve glukoz/propiyonik asitten Uretmektedir. Fermantasyondan sonra, PHB
igeren hiicreler santrifiijlenir ve filtre edilir (Lee, 1996b). ZENECA yilda 300 ton
PHBYV firetebilmektedir. Hem PHB hem de PHBV ticari olarak pazarlanmasina
ragmen, iiretim maliyetleri yaygin kullanimlarim engellemistir. Uretim maliyetlerini

azaltmak i¢in, ¢ogu karbon kaynaklarimi kullanan bakteri suslarinin izolasyonunu
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glukozdan daha ucuza getiren bircok strateji gelistirilmistir. Alcaligenes e
utrophus'un karbondioksit, hidrojen ve oksijenden PHB direttigi gosterilmistir
(Tanaka ve ark., 1995). Metanol de mevcut en ucuz karbon substratlardan bir
tanesidir. Metanole valerik asit eklendiginde PHBV kopolimeri {iretimi miimkiindjir.
Chemie Linz AG adl firma, yeni izole edilmis bir Alcaligenes latus susu kullanarak
PHB'nin endiistriyel iiretimine ¢alist1 ve stratejileri hakkinda birkag¢ patent yayinladi
(Lee ve Chang, 1995). A. latus'un A. eutrophus'a gore daha hizli biiyiime, karbon
kaynagi olarak daha ucuz olan sukroz sekerinin kullanilmasi ve biiyiime sirasinda
PHB biriktirilmesi gibi bir dizi avantaji vardir. PHA'lar hakkindaki mevcut
aragtirmalarin ¢cogu, hem prokaryotik hem de Okaryotik organizmalarin genetik
miihendisligine odaklanmistir. Bu tiirlerin biiyiik miktarlarda yiiksek kalitede PHA
polimerleri Uretebileceklerine ve bodylece petrokimyasal plastiklerle rekabet

edebilecek seviyeye ulasilacagi umulmaktadir (Hankermeyer ve Tjerdema, 1999).

2.3.3 Biyobozunurlugu

PHAlar ilgi ¢ekici hale getiren biyobozunabilirlik ve biyouyumluluk ézellikleridir.
Sinirli besin varliginda PHA {ireten ve depolayan mikroorganizmalar, sinirlama
ortadan kalktiginda PHA’y1 bozabilir ve metabolize edebilir. Polimer zincirleri
dogrudan bakteri hiicre duvar1 boyunca taginamayacak kadar biiyiiktiir. Bu nedenle
bakterinin, polimerleri karsilik gelen hidroksi asit monomerlerine doniistiirebilen
hiicre dis1 hidrolazlar gelistirmis olmasi gerekmektedir. PHB hidrolizinin iirtinii R-3-
hidroksibutirik asit (Doi ve ark., 1992) iken, PHBV'nin hiicre dis1 bozunmasi, hem
3-hidroksibutirat hem de 3-hidroksivalerat (Luzier, 1992) verir. Monomerler suda
¢Oziinilirdiir ve pasif olarak hiicre duvar1 boyunca difiize olacak kadar da kiigtiktiirler.
Burada p-oksidasyon ve aerobik kosullar altinda karbon dioksit ve su iiretmek igin
trikarboksilik asit (TCA) dongusl ile metabolize edilirler (Scott, 1990). Anaerobik
kosullar altinda metan da fretilir (Luzier, 1992). Genel olarak, PHB bozunmasi
sirasinda higbir zararl ara iirtin veya yan iriin tiretilmez. Aslinda, 3-hidroksibutirat,
biitiin bliyiikbas hayvanlarda, bir ara metabolit olarak bulunur ve insan kan
plazmasinda nispeten biiyiik miktarlarda bulunur (Lee, 1996b). PHA'lar uzun sureli
kontrollii ilag salimi1 i¢in tasiyici, cerrahi igneler, ameliyat dikis ipligi, kemik ve kan
damar1 yerine ikame malzeme gibi tibbi uygulamalar i¢in uygun bir malzeme olarak

distiniilmektedir (Hankermeyer ve Tjerdema, 1999).
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PHA bozabilen bakteri ve mantar gibi bir¢cok aerobik ve anaerobik mikroorganizma
farkli ¢evre ortamlarindan izole edilebilmistir (Lee, 1996b). Acidovorax facilis,
Aspergillus jumigatus, Comamonas sp., Pseudomonas lemoignei ve Variovorax
paradoxus, toprakta bulunanlar arasindadir ve aktif gamurdan Alcaligenes faecalis ve
Pseudomonas izole edilmistir. Comamonas testosteroni deniz suyunda bulunur ve

Ilyobacter delafieldii anaerobik gamurda bulunur.

Biyobozunma i¢in mikrobiyal bir ortam gerektiginden, PHA sadece nem varliginda
bozunmaya ugramaz ve bu nedenle de agik havada son derece kararlidir. PHB
biyolojik bozunma hizi, radyo-etiketli PHB'den 'C veya '*CO, iretimi veya
polimerin agirlik kaybiyla olciilebilir (Luzier, 1992). Bozunma hizi, polimer ylizey
alani, ortaminin mikrobiyal etkinligi, pH, sicaklik, nem seviyesi ve besin kaynagi
gibi gesitli faktorlere baglidir. Bozunma hizi incelemelerinin ¢ogu kristal derecesi ile
iligkilidir. Amorf yapidaki PHB, kristallin PHB'den daha kolay hidrolize
edildiginden, polimer erozyonu, filmin kristalligini azaltarak hizli bir sekilde artar
(Doi ve ark., 1992). Hidroksiverarat monomerleri polimere dahil edildiginde, artan 3-
HV igerigi ile kristal derecesi azalir. Ornegin, aerobik kanalizasyonda %18'lik 3-
HV'den olusan bir PHBV filmi 14 giin sonunda tamamen bozunurken homopolimer
(PHB) %36 kiitle kaybina ugramaktadir (Guillet ve ark., 1992). PHA'lar ¢ok cesitli
ortamlarda bozunmaya ugrayabilmektedir. En yiiksek PHBV degradasyonu hizi
anaerobik atik su, ardindan nehir agz1 ¢okeltisi, aerobik atik su, toprak ve son olarak

deniz suyunda goralir (Luzier, 1992).

Polihidroksibutirat (PHB), geleneksel petrokimyasal olarak tiiretilmis plastiklere
kiyasla bir¢ok avantaj sunar. Biyobozunurluga ek olarak, PHB yenilenebilir
kaynaklardan olugsmaktadir. Gida paketleme uygulamalari i¢in polipropilenden daha
1yi fiziksel 6zelliklere sahiptir ve toksik degildir. PHB'nin diisiik darbe direnci, ticari
olarak Biopol® ticari ismi altinda pazarlanan poli(hidroksibiitirat-ko-valerat) (PHBV)
tiretmek icin hidroksi valerat monomerlerin polimere katilmasiyla ¢oziiliir. PHB gibi,
PHBV aerobik kosullar altinda tamamen karbondioksit ve suya doniistir. PHB'nin
mikrobiyal sentezi, endistriyel Gretim igin en iyi yontemdir ¢linki biyodegradasyon
icin uygun stereokimyayr saglar. Mevcut iretimde Alcaligenese utrophus
kullanilmaktadir, ¢linkii karbon kaynagi olarak glukoz {izerinde verimli bir sekilde

biiyiir, agirhgmin % 80'ine kadar PHB biriktirir ve hammaddesine propiyonik asit

12



eklendiginde PHBV sentezleyebilir. Transgenik PHA iireten organizmalarin
geligtirilmesinin PHA {iretim maliyetini biiyiik Ol¢lide azaltmasi beklenmektedir.
Transgenik sistem kullanmanin faydalari arasinda bir depolimeraz sistemi eksikligi,
daha hizli biiyiiyen organizmalar1 kullanma yetenegi, yliksek oranda saflastirilmig
polimerlerin {iiretilmesi ve ucuz karbon kaynaklarim1 kullanma yetenegi sayilabilir.
Transgenik bitkiler bir giin PHA'nin fiyatin1 rekabetci bir seviyeye diisiirebilecek
plastik mahsullerin gelismesine neden olabileceginden, gelecekteki arastirmalar
kesinlikle bu tiir kombine DNA tekniklerine odaklanacaktir (Hankermeyer ve

Tjerdema, 1999).

2.4 Poli(laktik asit) ve Ozellikleri

2.4.1 PLA Sentez Yontemleri

Laktik asit bazli polimerler, yenilenebilir kaynaklardan fiiretilen en umut verici
polimer kategorisidir. Sadece biyobozunur ve biyouyumlu degiller, ayn1 zamanda
cogu polimer isleme yontemiyle de islenebilirler. Laktik asit bazli polimerlerin
Ozellikleri, iki stereoizomer (D ve L) veya diger komonomerler (glikolik asit gibi)
arasindaki orana ve dagilimina bagli olarak biiyiik dl¢ciide degismektedir (S6dergard
ve Stolt, 2002). Polimerler, asagida sematik olarak agiklanan farkli polimerizasyon

yollari ile tiretilebilir (Sekil 2.3).

o
OH COOH
PR COOH O)K( - HO™ COOH

poli (laktik asity pOli (1aktik asit)
Laktik Asit (Kiiglik Mo kuteliy Y UkSCk MOL kutleli
OH COOH

ST COOH ST COOH

pOli (laktik asit pOli (laktik asit
Laktik Asit (Kiglik Mo kitleliy Y UikSek Moy ktleli
OH COOH
Komonomer

- PLA KOpOlimerj

Laktik ASit

Sekil 2. 3 Yuksek mol kitleli PLA sentez yontemleri
Yiiksek mol kiitleli PLA, en yaygin olarak halka dimer olan dilaktidin halka agma
polimerizasyonu (ROP) ile yapilir. Bu yontemde ilk 6nce laktik asitin kondenzasyon
polimerizasyonu ile diisiik mol kiitleli PLA elde edilir. Diisiik mol kiitleli PLA’in
katalizor varliginda depolimerizasyonu ile laktid dimerleri elde edilir. Elde edilen

dimerin halka agilmasit polimerizasyonu ile de yiksek mol kitleli PLA elde
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edilebilir. Solvent destekli polikondensasyon, laktik asitin direkt kondenzasyonu ile
diistik mol kiitleli PLA elde edilebilmesi probleminin istesinden gelmenin bir
yoludur (Ajioka ve ark., 1995). Eriyik polikondensasyonu ve bunu takiben kati hal
polikondensasyonu bagka bir alternatif yontemdir (Moon ve ark., 2001). Yiiksek
molekiiler agirlikli PLA bazli polimerler elde etmek i¢in ii¢ilincii yaklasim, 6ncelikle
telekhelik PLA elde etmek ve sonra da bir baglayici ajanin (diizosiyanat gibi)
kullanilarak telekhelik PLA zincirlerini birbirlerine baglamaktir (Hiltunen ve ark.,

1996).

PLA kadar 6nem tasiyan bircok PLA kopolimeri sentezi hem ticari olarak hem de
bilimsel arastirmalarda yerini almigtir. Laktik asit veya laktit kopolimerizasyonu i¢in
kullanilan tipik komonomerler, glikolik asit veya glikolit (GA), poli (etilen glikol)
(PEG) veya poli (etileneoksit) (PEO), poli (propilen oksit) (PPO), (R) -B-bitirolakton
(BL), o-valerolakton (VL), e-kaprolakton (CL), 1,5-dioksepan-2-on (DXO),
trimetilen karbonat (TMC) ve N-izopropilakrilamit (NIPAAm) en 6nemlileridir.
Kopolimerlerde bulunan monomer dagilimi (rastgele veya blok), monomer ¢iftlerine,
katalizorlerin dogasina ve polimerizasyon kosullarina baghdir (Albertsson ve ark.,

2010)

2.4.2 PLA Ogzellikleri

Ticari PLA, sirasiyla LLA ve DLLA'nin polimerizasyonu ile elde edilen PLLA ve
PDLA veya kopolimer PDLLA'nin bir karigimidir. PLA'nin birgok 6nemli 6zelligi,
kullanilan D-L-enantiyomerlerin orant ve polimerlerde enantiyomerlerin dizilis
dizileri ile kontrol edilir. PALLA, yenilenebilir kaynaklardan elde edilen PLA’ nin
bliyiik kismini olusturur bunun nedeni biyolojik kaynaklarda laktik asitin sadece L
konfigiirasyonunun bulunmasidir. PLLA igerigi % 90'dan daha yiiksek olan PLA
kristal olma egilimindedir, diisiik optik saflikta ise sekilsizdir. Erime sicakligi (Tm),
cam gecis sicakligi (Tg) ve PLA'nin kristalligi, azalan PLLA miktarlar1 ile diiser
(Dorgan ve ark., 2005).

PLA'nin 1511 kararlilik ve darbe direnci gibi 6zellikleri, termoplastik uygulamalar i¢in
kullanilan geleneksel polimerlerinkinden daha diisiiktiir. Bu nedenle, PLA geleneksel
ticari polimerlere kars1 rekabet etmek i¢in uygun degildir. PLA'nin 6zelliklerini

gelistirmek ve potansiyel uygulamalarimi arttirmak icin laktik asit kopolimerleri ve
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stiren, akrilat ve poli (etilen oksit) (PEO) tiirevleri gibi diger monomerler
kopolimerleri  gelistirilmistir. PLA'nin modifikasyonu, diger monomerlerle
kopolimerizasyon ve PLA kompozitleri, sertlik, gecirgenlik, kristallik ve termal
stabilite gibi PLA 06zelliklerini gelistirmek i¢in kullanilan bazi yaklagimlardir. PLA'in
zincir yapisi, konfigiirasyon, taktisite, konformasyon ve kivrimli zincir yapist tim

Ozelliklerini yoneten 6nemli parametrelerdir (Jiang ve ark., 2010).

2.4.3 Islenebilme Ozellikleri

Ambalaj ve diger tuketici Urunlerinde poli (laktik asit) (PLA) polimerlerinin
kullanimi, yenilenebilir olmalari, pargalanabilmeleri ve mevcut termoplastiklerle
benzer isleme karakteristikleri nedeniyle son birka¢ yilda 6nemli 6l¢lide artmistir.
Yiiksek molekiiler agirlikli PLA polimerinin ekonomik {iretimine izin veren
polimerizasyon yonteminin gelistirilmesi aynt zamanda ambalaj, elektronik,
otomobil ve diger tiiketici uygulamalarinda kullanim alanlarin1 genisleten baslica
faktorlerden biridir. Eriyik isleme, PLA reginelerini ¢esitli nihai {iriinlere
dontistiirmek i¢in en yaygin olarak kullanilan yontemdir. Eritilerek islenmis PLA
ornekleri arasinda enjeksiyonla kaliplanmis tek kullanimlik ¢atal bigak takimi, 1s1l
sekillendirilmis kaplar, enjeksiyonla sisirilmis siseler, kaliptan c¢ekilmis dokiim,
yonlendirilmis filmler ve tekstil amagli eriterek egirilmis elyaflar bulunmaktadir

(Weber ve ark., 2002).

2.4.4 Hidrolitik ve Enzimatik Degradasyonu

Alifatik polyesterlerden biri olan PLA, hidrolitik bozunmaya kars1 hassastir.
Hidrolitik bozunma davranisi, hiz1 ve mekanizmasi, molekiiler yap1 ve diizenlenmesi
gibi malzeme faktorlerine ve sicaklik, pH ve katalitik tiirler (alkali, enzim, vs.) gibi
orta faktorlere baghidir. Bu nedenle, hidrolitik bozunma davranisi, hiz1 ve
mekanizmasi bu faktorleri degistirerek kontrol edilebilir. PLA'nin hidrolitik bozunma
hizi, PLA bazli malzemelerin biyomedikal ve farmasotik uygulamalari igin
kullanildiginda manipiile edilmelidir. PLA'nin in vivo hidrolitik yikiminin, in vitro
hidrolitik yikim orani ile karsilastirilabilir oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, in vivo
bozulma davranisi ve hizi, in vitro bozulma davranisi ve oranindan belli bir dereceye
kadar tahmin edilebilir. Ayrica, PLA'min laktik aside geri doniisiimii i¢in hidrolitik
bozunma kullanildiginda, en yiiksek reaksiyon hizina, verime ve optik safliga

ulasmak igin en uygun kosullar segilmelidir. Ote yandan, PLA bazli malzemelerin
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petrol bazli polimerik malzemelere alternatif olarak kullanildig: ticari ve endiistriyel
uygulamalar i¢in, hidrolitik bozunma diisitk mekanik performanstan dolay1 elverisli

degildir (Tsuji, 2010)

2.4.5 Enzimatik Bozunma

Biyobozunur polimerlerin ana bilesenleri, sirasiyla glikosil hidrolazlar, ester
hidrolazlar ve peptid hidrolazlar gibi spesifik enzimler tarafindan hidroliz edilebilen
polisakaritler, poliesterler ve poliamitlerdir. C6ziinmeyen biyobozunur plastikler,
mikroorganizmalardan salgilanan enzimlerin (enzimatik bozunma veya birincil
bozunma) etkisiyle suda ¢ozlnir malzemelere (organik asitler veya oligomerler)
ayrisir. Suda ¢oziinen bu maddeler, mikroorganizmalarda CO,, H,O ve biyokiitle
(tam bozunma veya mikrobiyal metabolizma) olarak metabolize edilir. Biyolojik
olarak parcalanabilen poliesterler icin, 0zellikle organik asitlerden ve
mikroorganizmalar tarafindan glikozdan iiretilen biyolojik olarak parcalanabilen bir
poliester olan polihidroksialkanatlar igin birgok enzim tirii izole edilmis ve
saflagtirnlmistir bununla birlikte, simdiye kadar, poli (laktik asit) (PLA) 'nin
biyobozunmasi ic¢in spesifik enzimler konusunda herhangi bir c¢alisma
bildirilmemistir. Williams (1981) pronaz, proteinaz K ve bromelain gibi enzimlerin
varliginda poli (Laktik Asit) (PLLA) 'nin enzimatik hidrolizini bildirdi. Bununla
birlikte, bu enzimler PLLA depolimerazlar1 degildir ve proteazlardir (Williams,
1981). PLA stereokopolimerleri ile ilgili olarak, Fukuzaki ve ark. (1989) PLA'nin
hidrolizinin spesifik enzimlerin varliginda hizlandirildigint ve %350 L-laktik asit
(LLA) iceren poli (DL-laktik asit) (PDLLA) numunesinde stereokopolimerlerin en
hizli enzimatik bozunumunun goézlendigini bildirmistir (Fukuzaki ve ark., 1989).
Reeve ve arkadaslari, Tritirachium album’dan elde edilen proteaz K ile PLA
filmlerin enzimatik bozunmasina stereokimyasal bilesimin etkisini ortaya koymustur

(Reeve ve ark., 1994).

Enzimatik bozunma esas olarak (1) polimerik malzemelerin agirlik kaybi, (2)
polimer siispansiyonlarinin optik yogunlugu, (3) suda ¢Oziliniir malzemelerin
titrasyonu, (4) molekiiler agirlik ol¢timii, (5) fiziksel 6zellik degisiklikleri ve (6)
yiizey morfolojik degisimleri gibi yontemlerle incelenir. PLA gibi biyobozunur
termoplastikler c¢esitli malzeme sekillerine, {i¢ boyutlu yapilara ve kristal

morfolojilerine sahiptir. Eriyik-kristalize ve ¢6zuci-dokim filmler esasen lamel
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biikiim de dahil olmak flizere kiiresel formlardan olusur. Lifler, yuksek kristallik,
yiiksek kristal oryantasyonu ve kalin lamel kristalleri ile lif ekseni boyunca iyi
diizenlenmis, yonlendirilmis lamel kristallerine sahiptir. Polimerik malzemenin temel
kristal morfolojisi 5-10 nm'lik bir periyotta zincir katlanmasi olan bir lamel kristaldir.
Biyomalzemelerin kimyasal veya enzimatik hidrolizinde, kristal bolgelerin dagilima,
tabaka kristal kalinlig1 ve biiyiikliigii, kristal morfolojisi ve yapisinin hidroliz hizinda

belirleyici rol oynar (lwata ve ark., 2010).

2.4.6 Medikal uygulamalari

Biyobozunur malzemeler ile son 40 yilda tibbi uygulamalar i¢in yogun olarak
calisilmistir. Parcalanamayan biyomalzemelere gore avantajlar1 implantlar1 ¢ikarma
ihtiyacin1 ortadan kaldirmayi ve uzun vadeli biyouyumluluk saglamay1 igerir. Tibbi
uygulamalarda en yaygin sentetik biyobozunur polimerler, poli(glikolik asit) (PGA),
poli (laktik asit) (PLA) ve polidioksanon (PDS) dahil olmak iizere poli (a-hidroksi
asitleri) 'dir. Bu polimerler arasinda PLA, goreceli olarak gilicli mekanik
Ozelliklerinden dolayr en umut verici oldugunu gostermistir. PLA birgok tibbi
implant i¢in basariyla kullanilmistir ve bircok iilkede diizenleyici kurumlar
tarafindan onaylanmigtir. Tipta PLA'nin geg¢misi, Kulkarni ve ark., (1966), poli
(laktik asit)'in (PLLA) tibbi uygulamasini bildirmislerdir. PLLA tozunun
parcalanmasinin gine domuzu ve farelere implante edilmesinin toksik olmayan doku
tepkisi verdigini buldular. Bunu PLA’nin ameliyat ipligi ve ortopedik fiksasyonda
kullanilabilirligi (Cutright ve ark., 1971) takip etti. Bununla birlikte, PLA'nin yavas
bozunma hiz1 nedeniyle, tibbi uygulamalar1 temel olarak kemik fiksasyonu ile sinirl
kalmistir. PGA veya poli (e-kaprolakton) (PCL) igeren kopolimerler, kristallesme
oranlarini diigiirerek bozunma hizin1 artirmak amaciyla sentezlenmistir (Suzuki ve
Ikeda, 2010)

2.4.7 Ambalaj ve Diger Ticari Uygulamalari

Poli (laktik asit) (PLA), ekstriizyon kaliplama, enjeksiyon kaliplama, tflemeli
kaliplama, ekstriizyon kopiirtme, elyaf ve dokuma olmayan kumas, monofilament
iplik ve benzeri sekillendirme islemleriyle bir¢ok malzemeye
dontstiiriilebilmektedir. PLA ilk olarak, tarim, miihendislik, gilibrelenebilir
(compostable) drinler ve paketleme malzemeleri gibi biyolojik olarak

pargalanabilme firsat1 olabilecek iiriin uygulamalarinda diigiiniilmiistiir. O zamandan
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beri PLA, ¢evre kirliligini ve kat1 atik bertaraf sorunlarini azaltmak i¢in umut verici
bir materyal olarak kabul edilmistir. PLA, simdi tekstillerde ve kum torbalari, yabani
ot dnleme aglar1, bitki ortiisii, ip, baglama bandi, otomotiv malzemeleri ve elektrikli
ev aletleri gibi c¢esitli dayamikli iirtinlerde kullanilan 6nemli bir polimer

durumundadir (Obuchi ve Ogawa, 2010).

2.5 Halka Ac¢ilmasi Polimerizasyonu

Halkali monomerlerin fonksiyonel grup igerigindeki c¢esitliligine ve halka
biiyiikliigiine bagli olarak halka agilmasi polimerizasyonu ile ¢ok farkli tipte
polimerik yapilarin (poliester, poliamit, polieter ve bunlarin kopolimerleri) sentezi
s0z konusudur. Halkali monomerlerin birgogunun heteroatomlar igermesi nedeniyle
polarize olmus yapida bulunurlar. Bu nedenle, birgok elektrofilik ve niikleofilik
molekiiller ile kolayca etkileserek iyonik bir mekanizma ile agilirlar ve iyonik
polimerizasyon gergeklesir. Ayrica, serbest radikaller ile etkileserek acilabilen
halkali yapilarda vardir. Boylece, vinil monomerleri ile birlikte polimerlestirilerek
bircok kopolimer de sentezlenebilir. Yapisinda doymamis alifatik yapilar iceren
halkali molekiiller de halka agilmasi metatez polimerizasyonu olarak adlandirilan
polimerizasyon yontemi ile amorf yapida polimerlerin eldesi i¢in yaygin olarak
kullanilir. Literatiirde tanimlanan bir¢ok katalizér sistemi ile koordinasyon
polimerizasyonu veya uygun enzimler katalizorliigiinde bazi laktonlardan karsilik

gelen poliesterlerin sentezlenebildigi de bilinmektedir.

Laktonlarin  polimerizasyonu  genellikle  kiitle  polimerizasyonu,  ¢ozelti
polimerizasyonu, emdlsiyon polimerizasyonu ve suspansiyon polimerizasyonu ile
gerceklestirilir. Kiitle polimerizasyonu 100-150 °C arasinda gergeklestirilmesine
ragmen yan reaksiyonlar1 (molekiilici ve molekiillerarasi transesterlesme gibi)
azaltmak icin ¢dzelti polimerizasyonlar diisiik sicaklikta (0-25 °C) gergeklestirilir.
Halka gerginligi cok fazla olan birka¢ lakton sadece 1sitilarak polimerlesmesine
ragmen cogu bir baslatic1 veya katalizor varliginda polimerlesebilir. Oksitler,
alkoksitler ve karboksilatlar gibi bir¢ok organometalik bilesik kontrollii halka
acilmasi polimerizasyonunda etkin sekilde gorev alir (Mecerreyes ve ark., 1999).
Baglatic1 tiirii polimerizasyon mekanizmasinda belirleyici olabilir. Yuksek mol
kiitleli poliesterler anyonik veya koordinasyon halka agilmasi polimerizasyonu ile

elde edilebilir.
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Tez ¢alismast kapsaminda dortlii halka olarak nitelendirilen 2-metil
propiyolakton  (a-metil  B-propiyolakton)’'un  anyonik  halka  ag¢ilmasi
polimerizasyonu yontemi kullanildigindan bu yontemi detaylandirmak daha

anlaml1 olacaktir.

2.5.1 Laktonlarin Anyonik Halka Acilmasi Polimerizasyonu

Laktonlarin anyonik halka ac¢ilmasi polimerizasyonunda baslatici olarak alkali
metaller, metal oksitler, alkoksitler ve alkali metal naftalinitler cok tercih edilir.
Baglaticinin  ve  monomerin tiirline ve reaksiyon sartlarina bagli olarak
polimerizasyon canli veya canli olmayan mekanizma {izerinden yiiriiyebilir.
Laktonlarin anyonik halka agilmasi polimerizasyonu nikleofilik metal alkoksitler
tarafindan baslatilabilir. Hacimli alkoksitlerin yeterince niikleofilik olmadigini ve baz
olarak tepki verdiklerini belirtmek gerekir. Ornegin, potasyum tert-butoksit, p-
propiolakton ve e-kaprolaktonu ile etkileserek proton koparir ve olusan anyonik
tiirler polimerizasyonun baslamasini saglar (Sekil. 2.4). Karboksilik asit tuzlari,
karsilik gelen alkoksitlerden daha az niikleofiliktir ve genel olarak laktonlarin
polimerizasyonu igin etkili baslaticilar degillerdir. Bununla birlikte, B-laktonlar
istisnadir ¢iinkii polimerizasyonlar1 karboksilik tuzlarla da baslatilabilir (Penczek ve
ark., 2007).

t BUOK

Sekil 2. 4 Laktonlarin hacimli bazlarla reaksiyonlari
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Laktonlarin anyonik halka agilmasi polimerizasyonunun baslama basamaginin daha
genel mekanizmasi, ester grubuna alkoksitlerin baglanmasi ve ardindan agil-oksijen
baginin ayrilmasi lizerinden yiiriir (Sekil 2.5). Boylece biiyliyen zincir ucu alkoksi

grubu olmaktadir.
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Sekil 2. 5 Acil-oksijen bag1 boliinmesine dayanan anyonik halka agilmasi
polimerizasyonunun baglama mekanizmasi

Yine de, B-laktonlarin halka agilmasi polimerizasyonununda bazi durumlarda ikinci
bir mekanizmanin da gézlemlendigine dikkat ¢cekmek gerekir. Bu mekanizma, Sekil
2.6'da gosterildigi gibi alkil-oksijen baginin kirilmast ve bir karboksilat grubunun
olusmasi ile gerceklesir. Aslinda, agil-oksijen baginin boéliinmesine dayanan ilk
mekanizma ile B-laktonlarin polimerizasyonu beklenen bir reaksiyon olmamasina
ragmen gerceklesebilmektedir ve bu durum stereo-elektronik etkilerle aciklanmistir
(Coulembier ve ark., 2006). Bir polimerizasyonun canli olarak nitelendirilebilmesi
icin, herhangi bir zincir transferi ve sonlanma reaksiyonu olmadan ger¢eklesmesi
gerekir (Szwarc, 1956). Bu, tiim zincirlerin monomerlerin tamamu tiikeninceye kadar
aktif kalmalari anlamina gelmektedir. Bu kosullar altinda, baglama basamag: ile
birlikte aktif tiirlerin konsantrasyonu sabit kalir ve monomerde birinci derece kinetik
gozlemlenir. Ayrica, polimerizasyon baginda belirlenen monomer ve baslatici

miktarinin oran1 polimerizasyon derecesine esit olur.
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Sekil 2. 6 Alkil-oksijen bagi kirllmasina dayanan halka agilmasi polimerizasyonu
mekanizmasi

Monomer tamamen tukendikten sonra, yeni bir monomer eklenmesi ile
polimerizasyon kaldig1 yerden devam eder. Anyonik halka agilmas1 polimerizasyonu,
protik tiirlerin yoklugunda gergeklestirildigi siirece sonlanma reaksiyonlari istisnai
reaksiyonlarla gergeklesir. Polimerizasyon kontroliiniin kayb1 esas olarak zincir
transferi reaksiyonlarindan kaynaklanmaktadir. Aslinda, alkoksitler sadece siklik
monomerin ester fonksiyonu ile degil, ayn1 zamanda polyester zincirleri boyunca
bulunan ester fonksiyonlar1 ile de reaksiyona girmeye egilimlidirler ve bu da
transesterifikasyon reaksiyonlar1 ile sonuglanir (Sekil 2.7 ve Sekil 2.8). Bir yandan,
molekiili¢i transesterifikasyon reaksiyonlar1t molar kiitlenin azalmasina neden olur ve
siklik oligomerlerin olusumuyla sonuglanir (Sekil 2.7). Polimerizasyon kontrolii
kaybmnin derecesi, biliylime basamagi hiz sabiti ve intramolekiiler (molekiili¢i)
transesterlesme reaksiyonlart hiz sabiti arasindaki oran olan segicilik faktorii B ile
olciiliir (B=kp/Ky1). Diger taraftan, molekiiller arasi transesterifikasyon reaksiyonlari,
polidispersite indisi (heterojenlik indeksi)’nin degerinin 2’ye ulagsmasina kadar
polyester zincirlerinin uzunlugunu yeniden diizenler (Sekil 2.8). Polimerizasyon
kontroliiniin kaybmnin derecesi, ikinci bir secicilik faktorii y ile ol¢iiliir, ki bu da
bliylime basamagi hiz sabitinin ve molekiiller arasi transesterlesme reaksiyonlari hiz

sabitine oranidir (y=kp/Kir1).
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Sekil 2. 7 Molekiili¢i transesterlesme reaksiyonlari
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Sekil 2. 8 Molekiiller arasi transesterlesme reaksiyonlari
Polimer mol kiitlesinin kontrolii transesterlesme reaksiyonlarinin bertaraf edilmesi ile
saglanabilir. Bu da, baglatic1 reaktifligini azaltarak, baslaticinin zincirler igerisindeki

daha az reaktif ester gruplariyla degil, halkali monomerin daha reaktif ester

gruplartyla daha secici  bir sekilde reaksiyona girmesini = saglamakla
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gerceklestirilebilir. Baslatici olrak kullanilacak alkoksitin reaktivitesindeki azaltma
hem sterik hem de elektronik etkiler kullanilarak saglanabilir. Gergekten de,
engellenmis ligandlarin kullanimi, diisiik reaktiviteye, daha iyi segicilige ve
dolayisiyla elde edilecek polimerizasyonun daha iyi kontroliine izin veren bir aragtir.
Bagka bir olasilik daha az elektropozitif metallerin kullanimina dayanir. Bu agidan,
polimerizasyonun iyi bir kontrol sekli, uygun enerjiye sahip d-orbitalleri olan

metallerin alkoksitleri kullanmaktir.

Sekil 2.9'da gosterildigi gibi, B-laktonlarin anyonik polimerizasyonunda, monomere
zincir transferi reaksiyonu bir bagka polimerizasyon kontrolii kaybi sebebidir. Bu
transfer reaksiyonu, karboksilatlar tarafindan Dbaslatilan B-propionolaktonun
polimerizasyonu sirasinda gerceklesir. Buna ragmen, oda sicakliginda bile 10,000'e
kadar olan molar kiitlelere ulasilabilir (Scott, 1990). Bu durum, B-butirolaktonun
polimerizasyonunda daha kritik hal alir. Ciinkii kp/Ky orani yaklasik 100 olarak
Olciilmiistir ki bu da bu kosullar altinda ulasilabilecek maksimum ortalama
polimerizasyon derecesinin 100 olabilecegini gostermistir (Scott, 1990).
0
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Sekil 2. 9 B-laktonlarin polimerizasyonu sirasinda monomere zincir transferi
reaksiyonu

2.6 Biyobozunma

American Society for Testing Materials (ASTM) biyobozunur polimerleri, dogada
bulunan bakteri, mantar, alg, maya ve diger mikroorganizmalarin etkisi ile
parcalanabilen polimerlere denir seklinde tanimlamistir. Biyobozunur polimerler
dogal olarak canli organizma (hayvan, bitki, bakteri gibi) tarafindan iiretilen seliiloz,

nisasta, deri, ¢itin, ¢itosan, bakteriyel polyesterlere ek olarak biyobozunurlugu
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kanitlanmis poli (laktik asit) (PLA), poli (e-kaprolakton) (PCL), poli (glikolik asit)
(PGA) gibi sentetik olarak iretilen bazi polimerlerdir. Biyobozunmanin
gergeklesmesi icin temel olarak {ic ana kosulun saglanmasi gerekir. Bu kosullar
organizma, substrat ve cevre etkisidir. Bunlardan herhangi biri saglanamadigi zaman

biyobozunma ger¢eklesemez.

Polimerlerde biyobozunma siireci hiicre dis1 ve hiicre i¢i olmak iizere iki temel
isleyis iizerinden yiirlimektedir. Hiicre dis1 parcalanmada polimer, aerobik ya da
anaerobik kosullarda mikroorganizmalarin irettigZi endo ve ekzoenzimlerce
katalizlenen biyokimyasal tepkimeler ile bozunmaya ugrar. Endoenzimler, polimer
zincirinin i¢ kistmlarindaki tekrarlayan birimlerden baglayarak parcalar, bu polimerin
molekiil agirhiginda ani diismeler gozlenir. Ekzoenzimler ise, polimer molekulinG ug
gruplardan baglayarak kiiciiltiir dolaysi ile bu tiir bozunma daha yavas ilerler.
Enzimler, karboksil (-COOH), hidroksil (-OH) ve amin (-NH;) gibi hidrofilik
gruplar tasiyan yiiksek molekiil agirligina proteinlerdir. Bu nedenle, enzimatik
polimer bozunmalar1 hidroliz veya yiikseltgenme mekanizmasi iizerinden yiirlir. Bu
tiir bozunma i¢in mikroorganizmalarin, oksijen, nem ve minerallere ihtiyaci vardir.
Ayrica, organizmaya tipine gore ortam sicakliginin 20-60 °C arasinda, ortam pH
degerinin 5-8 arasinda olmasi1 gerekmektedir. Biyobozunmanin ikinci asamasinda
ise, hiicre icine girebilecek kadar kii¢iilmiis oligomerler mineralize edilir.
Mineralizasyon ile organizma enerji kazanirken CO,, CHy4, N, H,O, tuzlar ve

mineraller aciga ¢ikar (Hazer, 2011).

2.6.1 Biyobozunma Testleri

Biyobozunurlugun belirlenmesi amaci ile ii¢ temel inceleme teknigi vardir; (1)
cevresel bozunma, (2) mikrobiyal bozunma ve (3) enzimatik bozunma. Cevresel
bozunma, incelenen malzemenin toprak, nehir suyu ve deniz suyu gibi farkli ¢evre
ortamlarinda kiitle, gerilme direnci ve yilizey morfolojisi gibi 0Ozelliklerindeki
degisimin degerlendirilmesine dayanir.  Dolayisiyla, bu teknikle yapilan test
sonucuna toprak veya suyun Ozellikleri, sicaklik, gilines 15181, nem gibi birgok
parametre etki eder. Mikrobiyal bozunma tekniginde biyokimyasal oksijen talebi
(BOD) ve kiitle kaybi Olglimleri yapilir. Bu teknigin uygulanmasi sonucu
biyobozunurluga etki eden 6nemli parametreler olan mikroorganizma tiiri ve miktar1

degerlendirilir. Enzimatik bozunma testi ise, laboratuvarda sadece belli tir enzim
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varliginda, uygun pH degerlerinde ve belli sicaklik araliginda malzemenin
bozunurlugunun kiitle kaybi, ylizey morfolojisi degisimi ve bozunma iiriinlerinin

tesbiti vb. bir¢ok yontem yardimu ile takip edilir.

2.6.2 Biyobozunmay Etkileyen Faktorler
Polimer biyobozunma derecesini etkileyen birka¢ faktorden en onemlileri polimer

kimyasal yapisi, polimer morfolojisi ve polimer mol kitlesidir.

2.6.2.1 Polimer Kimyasal Yapisi

Protein, seliiloz ve nisasta gibi dogal makromolekiiller, mikroorganizmalarin
bulundugu kosullarda hidroliz ve ardindan oksidasyon yoluyla bozunur. Benzer
sekilde, sentetik biyobozunur polimerlerin ¢ogunun polimer zinciri boyunca hidroliz
edilebilir baglar icermesi sasirtict degildir. Ornegin, amit enamin, ester, (re ve (iretan
baglari, mikroorganizmalar ve hidrolitik enzimler tarafindan biyolojik bozunmaya
kars1 hassastir. Pek ¢ok proteolitik enzim, proteinlerdeki siibstitlientlere bitisik peptit
baglantilarinin hidrolizini spesifik olarak kataliz ettigi icin, benzil, hidroksi, karboksi,
metil ve fenil gruplar gibi stibstitiientler igeren polimerler, bu siibstitiientlerin yapiya
girisinin biyobozunabilirligi artirabilecegi umuduyla hazirlanmistir (Savenkova ve

ark., 2000).

Enzim katalizli reaksiyonlarin ¢ogu sulu ortamda meydana geldiginden, sentetik
polimerlerin hidrofilik-hidrofobik karakteri biyolojik bozunabilirliklerini buyuk
Olctde etkiler. Hem hidrofobik hem de hidrofilik segmentler iceren bir polimer,
yalnizca hidrofobik veya hidrofilik yapilar igeren polimerlerden daha yiksek bir
biyobozunabilirlige sahiptirler. Sentetik bir polimerin enzim Kkataliziyle
parcalanabilmesi i¢in, polimer zincirinin enzimin aktif bélgesine sigacak kadar esnek
olmasi gerekir. Ornegin, esnek alifatik polyesterlerin biyolojik sistemler tarafindan
kolayca parcalanmasina ragmen, daha sert aromatik poli (etilen tereftalatin) genel

olarak bioinert oldugu kabul edilir (Chandra ve Rustgi, 1998).

2.6.2.2 Polimer morfolojisi

Proteinler ve sentetik polimerler arasindaki baslica farkliliklardan biri, proteinlerin
polipeptit zincirleri boyunca diizenli olarak tekrar eden birimlere sahip olmamasidir.
Bu diizensizlik, protein zincirlerinin kristallesme olasiliginin azalmasina neden olur.

Bu oOzelligin proteinlerin  biyobozunurluguna katkida bulunmasit oldukca

25



muhtemeldir. Diger taraftan, sentetik polimerler genellikle kisa tekrar eden birimlere
sahiptir ve bu diizenlilik, hidrolize edilebilir gruplart enzimlere erisilemez hale
getirerek kristallesmeyi arttirir. Uzun tekrarlayan birimlere sahip olan sentetik
polimerlerin kristallesmesinin daha az muhtemel olacagi ve bu nedenle biyolojik
olarak parcalanabilir olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ger¢ekten de bir dizi poli (amid-
tiretan) subtilisin enzimi tarafindan kolayca bozunmustur (Ghanbarzadeh ve Almasi
2013).

Yar1 kristalin polimer numunelerinin segici kimyasal bozunmasi1 bazi karakteristik
degisiklikleri gostermektedir. Bozunma sirasinda, numunenin kristallenmesi ilk basta
hizli bir sekilde artar, ardindan kristal derecesi % 100'e yaklastigindan ¢ok daha
yavas bozunmaya baslar. Bu, bozunmanin ilk asamalarinda amorf kisimlarin
oncelikli olarak bozundugu anlamina gelmektedir. Morfolojinin, ¢esitli potansiyel
uygulamalara sahip, biyobozunur bir polimer olan PCL'nin mikrobiyal ve enzimatik
bozunmasi iizerindeki etkisi aragtirilmigtir. Taramali elektron mikroskopisi (SEM),
kismen kristalli bir PCL filminin filamentli mantarlar tarafindan parg¢alanmasinin,
amorf bolgenin kristalin bolgeden 6nce bozunmasiyla segici bir sekilde ilerledigini
gostermistir. Mikroorganizmalar, bozunmadan sorumlu hiicre dis1 enzimler iiretir.
Enzimler, polimer zincirlerine daha kolay erigmeye olanak saglayan amorf bolgelere
daha kolay baglanabilir. Kristalitlerin biiyiikliigii, sekli ve sayisi, amorf bolgelerin
zincir hareketliligi tizerinde belirgin bir etkiye sahiptir ve bu yiizden degradasyon
oranini etkiler (Chandra ve Rustgi, 1998). Bir PCL filminin bozunma hizi, toplam
polimere gore sifirinct derecedir, ancak kristallin malzemenin derisimine gore
stfirinct derece degildir. PCL filmlerin ¢izilmesi bozunma hizinda bir artisa neden
olurken PCL'nin tavlanmasi, bozunma hizinda bir azalmaya neden olur. Polimerlerin,
Ozellikle polyesterlerin in vitro kimyasal ve enzimatik bozunumlari, kimyasal bilesim
ve fiziksel 6zellikler agisindan analiz edilmistir. En diisiik erime noktasini veren bir
kopolimer bilesiminin bozunmaya en duyarl oldugu olduk¢a sik bulunmustur (Vert,

2005).

2.6.2.3 Molekiil Agirhg:
Mikroorganizmalar hem ekzoenzimleri (terminal gruplarindan ice dogru polimerleri
indirgeyen enzimler) hem de endoenzimleri (zincir boyunca rasgele sekilde

parcalayan enzimler) lretir. Eksoenzimler bozunma hizi iizerinde biiyiik bir etki
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gosterirken endoenzimlere gore molekiil agirlik azalmasina etkileri daha azdir.
Plastikler, molekiiler agirliklar1 yiiksek oldugu siirece mikrobiyal saldiriya karsi
direngli kalirlar. Polietilen, polipropilen ve polistiren gibi bir¢ok plastik mikrobiyal
blylmeyi desteklemez (Ghanbarzadeh ve Almasi 2013). Bununla birlikte, diisiik
molekiil agirlikli hidrokarbonlar, mikroplar tarafindan bozunabilir. Mikrobiyal
hiicreler tarafindan alinir, koenzim-A'ya baglanarak "aktive olur" ve mikrobiyal
hiicre icindeki hiicresel metabolitlere donistiiriiliirler. Bununla birlikte, plastik
molekiiller hiicreye giremeyecek kadar biiyiik oldugundan bu islemler hiicre disi
ortamda gerceklesmez. Bu problem, nisasta ve seliiloz gibi dogal molekiiller ile
ortaya c¢ikmaz, c¢iinkli enzim reaksiyonlartyla diisilk molekiil agirlikli bilesenlere
dontisiim, mikrobiyal hiicrenin disinda meydana gelir. Bununla birlikte, fotobozunma
veya kimyasal bozunma, molekiiler agirligi mikrobiyal saldirmin ilerleyebilecegi

noktaya kadar diistlirebilir (Chandra ve Rustgi, 1998).

Alkan tiirevli tiim malzemeler i¢in, alim ve hiicre i¢i bozulmanin olugmadig1 molekiil
agirhig tst smirlart olusturulmamustir. Parafinlerin, PEG’lerin ve dogrusal alkil
benzen siilfonatlarin ¢ok yavas bozunmasi, polimer zincirinin uzunlugu 24-30 karbon
atomunu astiginda meydana gelir. Bu, molekiil agirliklar1 400-500 daltonu asan (yani
30 karbon atomundan daha biiyiik) alkan bazli plastiklerin, biyolojik bozulmadan
once foto pargalanma, kimyasal veya diger biyolojik yollarla daha kii¢lik molekiillere

indirgenmesi gerektigi sonucuna varilabilir (Santerre ve ark., 2005).

2.6.3 Biyobozunma Takip Yontemleri

2.6.3.1 Gorsel gozlemler

Plastiklerde gozle gorilir degisikliklerin degerlendirilmesi hemen hemen tim
testlerde yapilabilir. Bozunmay1 tanimlamak i¢in, ylizeyin piiriizlenmesi, deliklerin
veya catlaklarin olusumu, parcalanma, renk degisimi veya yilizeyde biyo-filmlerin
olusumu gibi gozlemler kullanilir. Bu degisiklikler metabolizma agisindan bir
biyobozunurluk siirecinin varligin1 kanitlamaz, ancak gorsel degisikliklerin
parametresi herhangi bir mikrobiyal saldirinin ilk gostergesi olarak kullanilabilir.
Bozunma mekanizmas1 hakkinda bilgi edinmek i¢in, taramali elektron mikroskobu
(SEM) veya atomik kuvvet mikroskobu (AFM) kullanilarak daha karmasik
gozlemler yapilabilir (Ikada, 1999). Bozunmanin ilk asamalarinda, yiizeyde kristalli

sferositler belirir; bu, daha yavas bozunan kristalin kisimlarin malzemede kaldigini
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amorf bolgelerinin tercihli bir sekilde oncelikli bozunmastyla agiklanabilir. Kikkawa
ve ark., (2002), yiizey erozyonu mekanizmasini aragtirmak i¢in enzimatik olarak
bozunmus PHB filmlerin AFM mikrograflarini kullanmistir. Polimerik malzemenin
biyobozunurlugunu degerlendirmek icin bir dizi bagka teknik de kullanilabilir.
Bunlar arasinda Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi (FTIR), diferansiyel
tarama kalorimetrisi (DSC), nikleer manyetik rezonans spektroskopi (NMR), X-1s1n1
fotoelektron spektroskopisi (XPS), X-1s1n1 Kirinimi (XRD) ve temas agis1 Ol¢iimleri

bulunmaktadir.

2.6.3.2 Kiitle Kaybi Olgiimleri: Artik polimerin belirlenmesi

Filmler veya test ¢ubuklar1 gibi test numunelerinin kiitle kaybi, bozunma testlerinde
(6zellikle saha ve similasyon testlerinde) yaygin olarak uygulanir. Ancak, tartilacak
numunenin dogru sekilde ve/veya tam olarak temizlenememesi ve numunenin asiri
derecede dagilmasi gibi problemler ortaya c¢ikabilir. Dagilmay1 zorlastirmak igin
ornekler kiigiik birimlere yerlestirilebilir. Ince dagitilmis polimer numuneleri
(6rnegin tozlar) icin, uygun bir ayirma veya ekstraksiyon teknigi kullanilarak
biyokiitleden ayrilmis polimer, topraktan veya komposttan ekstrakte edilen polimer
miktar1 belirlenebilir. Tanimli bir sentetik test ortami kullaniliyorsa, kalinti
malzemenin ve diisiik molekiil agirlikli ara maddelerin yap1 analizini birlestirerek

bozunma islemine iliskin ayrintili bilgi elde edilebilir (Witt ve ark., 2001).

2.6.3.3 Mekanik o6zelliklerde ve molar kiitlede degisiklikler

Mekanik ozelliklerde degisiklikler, test numunesinin mol kiitlesinde sadece kiigiik
degisiklikler gozlendiginde kullanilir. Cekme mukavemeti gibi Ozellikler, cogu
zaman dogrudan bir bozunma gostergesi olarak da kabul edilen mol polimer
kiitlesindeki degisikliklere karsi ¢ok hassastir (Erlandsson ve ark., 1997). Enzim
kaynakli bir biyobozunma testinde, malzemede Snemli bir kiitle kayb1 gdzlenirse
malzeme mekanik 6zellikleri degisir. Ciinkii 6rnek ylizey erozyonu islemi nedeniyle
incelir; malzemenin i¢ kismi, parcalanma isleminden etkilenmez. Abiyotik
parcalanma islemlerinde ise malzemenin tamami (sadece yiizeyi degil) etkilenir ve
hemen hemen hi¢ bir kiitle kayb1 olmamasina ragmen, mekanik 6zellikleri dnemli

Ol¢iide degismesi s6z konusudur (Breslin, 1993; Tsuji ve Suzuyoshi, 2002).
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2.6.3.4 CO; yayilimi / O, tuketimi

Aerobik kosullar altinda, mikroplar karbonu okside etmek ve en 6nemli metabolik
son lriinlerden biri olarak karbondioksit olusturmak ic¢in oksijen kullanir. Sonug
olarak, oksijen tiketimi (respirometric test) Hoffmann ve ark., (1997) veya
karbondioksit olusumu (Sturm testi) polimer yikimi icin iyi gostergelerdir ve
biyobozunmay1 6lgmek i¢cin en sik kullanilan kullanilan yontemlerdir. Yakin
zamanda, CO; tayini i¢in analitik yontemlerin tipi degismeye basladi. Ba(OH),
cozeltisinde geleneksel CO, tutulmasi ve elle titrasyonunun ardindan, hava
akimindaki O, ve CO; konsantrasyonlarini izlemek icin kizil6tesi ve paramanyetik
O, dedektorleri de kullanilmaktadir. Otomatik ve siirekli Slgiimlerin avantajlari
olmasina ragmen, dezavantajlar1 da vardir. Ornegin, tam hava akis1 dlgiilmeli,
dedektorlerin sinyalleri uzun stire kararli kalmali ve eger yavas ilerleyen bozunma
s0z konusuysa yayilan CO, veya harcanan O, miktar: da kiigiik olacak ve sistematik
hata olasilig1 artacaktir. Boyle durumlarda, diger yontemler (bazik ¢ozeltide CO;’in
tuzaklanmas1 veya ¢Oziinmiis inorganik karbonun tayin edilmesi) daha faydali
olabilir. Siireksiz bir titrasyon yontemiyle bir baska kapali sistem, tarif edilmistir
(Solaro ve ark., 1998). Bozunma reaktorleri olarak kiiglik kapali siseler kullanan ve
ist bosluktaki CO,'yi Itavaara ve Vikman, (1995) ya da ¢oziinmiis oksijenin
azalmasiyla (kapali sise testi) analiz eden testler Richterich ve ark., (1998) basit ve

nispeten hassasiyeti diisiik testlerdir.

Topraktaki polimer bozunmas: igin, CO; tespiti kompost bozunmasindakinden ¢ok
daha karmasiktir. Bunun nedeni, sadece uzun test siirelerine (2 yila kadar) ihtiyag
duyulmasi degil, ayn1 zamanda toprakta bulunan karbona kiyasla polimerlerde birim
zamanda ¢ok diisiik oranda CO; olusumuna neden olan ¢ok diisiik bozunma

hizlarinin s6z konusu olmasidir.

2.6.3.5 Radyo-etiketleme

Kalint1 analizinin aksine, net CO» ve 14COz yayilimi 6l¢timleri basit, tahribatsiz ve
nihai biyolojik bozunmayi olgiiyor. Uygun sekilde *C etiketli test materyali
mevcutsa, Ol¢limler ve bunlarin yorumlar: nispeten kolaydir. Rastgele dagitilmis
bir ¥*C isaretleyici iceren malzemeler se¢ilen mikrobik ortamlara maruz birakilabilir.
Salman '*C etiketli karbon dioksit miktar1 bir sintilasyon sayaci vasitasiyla

hesaplanir. Bu yontem, polimerde biyolojik olarak ¢oziinebilir safsizliklar veya katki
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maddeleri ile etkilesime girmez. Farkli mikrobiyal ortamlardaki polimerik
malzemeler i¢in bu teknigi kullanan biyobozunurluk arastirmalari yiiksek derecede
hassasiyet ve tutarlilik géstermektedir (Sharabi ve Bartha, 1993). Bununla birlikte,

etiketli malzemeler pahalidir ve her zaman mevcut degildir.

2.6.3.6 Net bolge olusumu

Cok basit bir yar1 kantitatif yontem, “net bolge” (clear zone) denilen testtir. Bu,
polimerin sentetik orta agar i¢cinde cok ince tanecikler halinde dagildigi bir agar
plaka testidir; bu, agarin mat bir goriinime sahip olmasmna yol acar.
Mikroorganizmalar ile inklibasyondan sonra, koloninin etrafindaki saydam bir halo
olusumu, organizmalarin en azindan, biyolojik bozunmanin ilk basamagi olan
polimeri depolimerize edebildiklerini gostermektedir. Bu yontem genellikle belirli
bir polimeri parcalayabilen segici organizmalara uygulanir (Nishida ve Tokiwa,
1993; Abou-Zeid, 2001) ancak, acik bdlgelerin biiyiimesini analiz ederek yari
kantitatif sonuglar elde etmek i¢in de kullanilabilir (Augusta ve ark., 1993).

2.6.3.7 Enzimatik bozunma

Polimerlerin hidroliz yoluyla enzimatik bozunmasi iki asamali bir islemdir: Ilk
olarak, enzim polimer substratina baglanir, daha sonra bir hidrolitik boliinmeyi
katalize eder. PHB, PHB-degrade eden bakteri ve mantarlarda hiicre i¢i ve hiicre disi
depolimerazlarin  etkisiyle  deforme  olabilir.  Hiicre i¢i  degradasyon,
mikroorganizmalarin kendileri tarafindan biriktirilen bir endojen karbon rezervinin
hidrolizi iken, hiicre dis1 degradasyon mikroorganizmalarin (kendi iirettikleri olmasi
sart degil) bir eksojen karbon kaynagimi kullanmasidir (Tokiwa ve Calabia, 2004).
Bozunma sirasinda, mikroorganizmalarin hiicre dis1 enzimleri; yar1 gegirgen bakteri
membranlarin1 gececek kadar kiiciik olan oligomerler, dimer ve monomerler gibi kisa
zincirler veya daha kiiciik molekiiller veren polimerleri pargalamaktadir. Islem,
depolimerizasyon olarak adlandirilir. Bu kisa zincir uzunluklu molekiiller,
mineralizasyon adi verilen par¢alanma reaksiyonlari ile CO,, H,O, ve CH,4 gibi son

tirinlere doniiserek mineralize olurlar.

2.7 Tez Cahismasinda Kullanilan Yontemler ve Temel Prensipleri
2.7.1 FTIR Spektroskopisi
Bir molekiildeki atomlarin birbirine goére konumlar1 tam olarak sabit olmayip,

atomlarin molekiildeki baglar etrafinda g¢esitli titresim ve donme hareketleri
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neticesinde konumlari siirekli degisir. Basit iki veya ii¢ atomlu bir molekiil i¢in,
bdyle titresimlerin sayisini, Ozelligini ve bu titresimlerle absorplanan enerji
arasindaki iliskiyi agiklamak nispeten kolaydir. Boyle bir analiz, ¢ok atomlu
molekiiller i¢cin ¢ok daha zor olur. Biiyiik molekiillerde sadece ¢ok sayida titresim
merkezi bulunmaz, ayrica bazi titresim merkezleri arasinda etkilesim de s6z

konusudur ve bu etkilesimlerin de gbz oniine alinmasi gerekir.

Titresimler gerilme ve egilme diye tanimlanan iki ana grupta toplanabilir. Gerilme
titresiminde iki atom arasindaki bag ekseni boyunca atomlar arasindaki uzakligin
stirekli olarak degismesi sz konusudur ve iki tiirii vardir; asimetrik ve simetrik.
Egilme titresimlerinde ise baglar arasindaki aginin degismesi ile tanimlanir ve dort
tirti vardir; Makaslama, sallanma, salinma ve burkulma. Bu alti tiir titresim tipi

Sekil 2.10 'da sematik olarak verilmistir.

Ikiden fazla atom igeren her molekiil sekilde verilen titresim tiirlerinin hepsini
yapabilir. Ayrica, bu titresimler bir merkez atomunun baglanyla ilgili ise,
titresimlerin etkilesimi veya oOrtiismesi meydana gelebilir. Etkilesme sonucu, mevcut

titresimlerin 6zelliklerinde de bir de§isme meydana gelir (Ersoz, 2010).
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Sekil 2. 10 Farkli molekiiler titresim tiirlerinin sematik gosterimi
Molekiillerin titresim enerji seviyelerinin elektromanyetik dalgalar vasitasiyla
uyarilmasi prensipine dayanan infrared (kiziltesi) spektroskopisi yonteminde 0.75-
300 um arasinda dalga boylarina sahip elektromanyetik dalgalar (1sinlar) kullanilir.
0.75-2,5 pm dalga boyu aralig1 yakin infrared; 25-300 um dalga boyu araligi uzak
infrared bolgesi olarak adlandirilir. Infrared spektroskopisinde en yaygin olarak
kullanilan bdlge ise bu iki bolgenin arasindaki 2.5-25 pum (4000-400 cm™) dalga
boyu arasidir. Molekiillerin titresim gecisleri 14000-20 cm™ dalga sayis1 araligina
diiser. Uygulama bolgesi ise genel olarak 4000-400 cm™ arasindaki bolge olup
infrared (IR) spektroskopisi ile incelenir. Sekil 2.11 en ¢ok karsilasilan fonksiyonel
gruplara ait absopsiyon bantlarinin dalga boyu araligimmi sematik olarak

goOstermektedir.
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Sekil 2. 11 Yaygin fonksiyonel gruplarin absorpsiyon bantlarinin dalgaboyu araligi.
Bir molekultn infrared spektroskopisi ile karakterize edilebilmesi icin o molekdldeki
atomlarin titresim veya donme hareketi yapmalar1 esnasinda molekiiliin dipol
momentinde net bir degisme meydana gelmelidir. Titresim veya donme hareketi
esnasinda molekiiliin dipol momentinde net bir degisim olmasi durumunda infrared
bolge 1smin degisen elektrik alani ile molekiil etkilesebilir (rezonansa girebilir) ve
molekiildeki titresim hareketlerinden bir tanesinin genliginde bir degismeye neden
olur. Bu durum saglandiginda gelen 1sinin absorplandigi (soguruldugu) ve siddetinin
azaldig1 sdylenebilir. Infrared 1518m1n enerjisi molekiildeki baglar1 bozmaya yetmez,
elektronik enerji gecisi i¢cin de yeterli degildir; fakat atomlarin kiitlelerine, baglarin
giiciine ve molekiil geometrisine bagli olarak baglarin titresme genliklerini arttirir.
Bagka bir deyisle, 1s1gmn sogurulmasi molekiiliin titresim veya donme enerji

diizeylerinde gegisler olmasina neden olur. Yani, molekiil infrared spektrumu verir.

IR Spektroskopisi hem arastirma laboratuvarlarinda hem endiistriyel iiretimlerin
yapildig1 isletmelerden ar-ge faaliyetlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Kalitatif
analiz amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. IR spektrumu pek ¢ok fonksiyonel
grup i¢in karakteristik bantlar verir. Boylece spektrumunu aldigimiz maddede hangi
fonksiyonel gruplarin oldugunu saptamamiz ve dolayisiyla maddenin yapisini
aydinlatmakta yardime1 olan, en hizli, ucuz ve en kolay yontemdir. Ayrica molekiil
yapisinda bir degisiklige sebep olan siire¢ saglandiginda fonksiyonel grup sayisi, tiirii
ve bunlara bagl olarak da bantlarin siddetinde ve yerlerinde degisiklik meydana
gelir. Dolasyisiyla molekiiler yapidaki degisim de incelenebilir. Maddelerin igerdigi
safsizliklar bazen IR spektroskopisi yardimi ile tespit edilebilir. Safsizlik bulunmasi
durumunda alman spektrum maddenin saf haldeki alinan spektrumu ile
karsilastirilarak safsizligin varhigi, tiirii ve miktar1 hakkinda bilgi sahibi olunabilir.
Nadir kantitatif analiz uygulamalar1 da olmasina ragmen IR spektroskopisi kantitatif

analiz igin ¢ok hassas bir yontem degildir.
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2.7.2 Nukleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi

NMR spektroskopisi organik molekiillerin yapilarinin aydinlatilmasinda en ¢ok bilgi
saglayan ve en sik kullanilan analitik yontemdir. NMR spektroskopisi ile tim
element atomlariin analizi miimkiin degildir. Manyetik alanda tutulan ve spini olan
(donme hareketi olan) bir ¢ekirdegin uygun frekanstaki bir radyo dalgasi fotonu ile
rezonansa girmesi ilkesine dayanir. Spin kuantum sayisi sifirdan biiyiik (I>0) olan
cekirdekler NMR aktif cekirdekler olarak nitelendirilir ve NMR spektroskopinde
sinyal verebilir ve dolayisiyla da analizleri yapilabilir. YOntem, genellikle hidrojen
(*H) ve karbon (**C) basta olmak iizere azot (*°N), flor (**F) ve fosfor (3'P) gibi
niikleer spine sahip ¢ekirdeklerin bulundugu molekiillerin kalitatif ve kantitatif analiz

calisiilmalarinda kullanilmaktadir.

Kendi etrafinda donen (spin hareketi yapan) ve elektrik yiikiine sahip cekirdekler
(*H, *C, N vb.) kendi manyetik alanmi yaratir. Dénen bu ¢ekirdekler bir dis
manyetik alan i¢ine konulduklarinda c¢ubuk miknatislar gibi davranirlar. Bu
cekirdekler kendi manyetik alanlar1 dis alanla ya ayn1 dogrultuya, ya da dis alana ters
dogrultuya yonelirler. Cekirdek dogru miktarda enerji igeren bir fotonu
absorplayarak manyetik alanmmn dogrultusunu degistirir. Iki hal arasindaki enerji

fark1 dis manyetik alanin giicliyle (miknatisin giicii) dogru orantilidir.
AE = hv =yhB,/2n

Esitlikteki vy, jiromanyetik orandir ve her atom igin farkli degeri olan bir sabittir (H,
icin 26753 s’gaus™). Ornegin, 14092 gausluk bir alan iginde, proton manyetik
alaninin dogrultusunu tersine g¢evirmek igcin 60 MHz frekansa sahip bir fotonun

absorblanmasi gerekir.

Bir molekiilde bulunan biitiin ¢ekirdekler ayn1 manyetik alan i¢inde ayni miktarda
enerji absorplayarak manyetik alanlarinin yoniinii degistirselerdi (rezonansa
girselerdi) NMR spektroskopisi yontemi ile ¢ok fazla bilgi saglanamazdi.
Cekirdekler, onlar1 dis manyetik alanin etkisinden koruyan elektronlarca
sarilmislardir. Elektronlar, dis manyetik alana zit yonde bir uyarilmis manyetik alan
yaratarak dis alanin ekisini azaltirlar. Yani, kimyasal g¢evrelerine bagli olarak
molekiillerdeki ¢ekirdekler degisik miktarlarda perdelenirler. Elektronlarin bu

etkisine Perdeleme Etkisi denir. Farkli kimyasal ¢evreye sahip g¢ekirdeklerin farkli
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manyetik alanlarda rezonansa girmesine Kimyasal Kayma denir. Ornegin,
perdelenmemis bir ¢ekirdege oranla elektronlarla sarilmis (perdelenmis) bir ¢ekirdegi
rezonansa getirmek icin (absorblanan fotonun frekansi sabit kalma sartiyla) manyetik
alanin siddetini arttirmak gerekir. Bu nedenle, NMR spektroskopisi yontemi ile bir
molekiiliin spektrumu kaydedilirken fotonun enerjisi sabit tutularak dis manyetik
alan taramasi1 yapilarak analizi yapilan ¢ekirdegin tiim cesitlerinin rezonansa
getirilmesi saglanir. Ya da, dis manyetik alan sabit tutulur ve fotonun enerjisi
degistirilerek spektrum kaydedilir. Kalitatif analiz amagli olarak elde edilen NMR

spektrumu irdelenirken genel olarak dort farkli agidan degerlendirme yapilir:

-Birbirinden bagimsiz sinyallerin sayisi manyetik olarak birbirinden farkli kag cesit

¢ekirdek oldugunu gosterir.

-Sinyallerin  pozisyonu (kimyasal kayma degerleri) c¢ekirdegin ne miktarda

perdelendigini gosterir.

-Her bagimsiz sinyalin siddeti o tip ¢cekirdegin numunede bulunurlugu hakkinda bilgi

Verir.

-Birbirinden bagimsiz her sinyalin sekli (tekli, ikili, Gi¢lii, coklu vs.) komsu atomlarin

neler ve ne kadar olduklar1 hakkinda bilgiler verebilir.

Ornegin, bir proton NMR (1H-NMR) spekturumu; 1) molekiilde kag¢ ¢esit proton
(hidrojen atomu) oldugu, ii) bu protonlarin tiirli (aromatik, alifatik, olefinik vb.),
iii) her tiir protonun bagli oldugu atomun komsu gruplarindaki proton sayisi, iv) her

proton tiliriiniin bagil oranlar1 hakkinda bilgiler verir.

NMR analizi ile bir bilesigin kimyasal yapisi, stereokimyas1 ve safligi hakkinda bilgi
sahibi olunabilir. Ayrica, bir karisimin bilesimi, bir polimerin bilesimi, diizeni
(taktisitesi) ve ortalama mol kdtlesi de tayin edilebilir. Bitiin bunlara ek olarak ¢ok
genis sicaklik araliginda calisilabilen bir yontem oldugundan sicakli§a bagli olarak

molekiillerde meydana gelen yapisal degisikliklerinde takip edilmesi miimkiindjir.

CW teknigi (degisken dalga) ile galisan NMR cihazlarinda 10-50 mg madde, FT
teknigi (Forier Transform) ile c¢alisan cihazlar icin ise 1 mg madde analiz i¢in

yeterlidir. Numune uygun bir ¢6ziiciide tamamen ¢6ziinerek hazirlanir ve yaklasik
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0.5 mL ¢dzelti ¢gapt 5 mm uzunlugu 18 cm olan NMR tiiplerine koyulur. Genellikle
doteryumlanmis ¢oziiciiler (D,0O, CDCl3, d6-DMSO gibi) tercih edilir.

NMR spektrofotometresi dort ana boliimden olusur; 1) Kutup uglar arasinda yiiksek
derecede homojen manyetik alan i¢ceren miknatis, ii) Radyo frekans vericisi, iii)

Radyo frekans alicis1 ve iv) Kaydedici

Numune (NMR aktif ¢ekirdek igceren herhangi bir bilesik) homojen manyetik alan
icerisine koyulur. Daha homojen bir alan elde etmek icin numune donddrdlir.
Manyetik alanda ¢ekirdegin donme enerji diizeylerinde yarilma (Zeeman etkisi)
meydana gelir. Radyo frekans vericisi farkli frekanslarda (enerjilerde) radyo
dalgasin1 numune lizerine gonderilir. Radyo frekans vericisinin gonderdigi dalganin
enerjisi rezonans kosulunu sagladigi zaman enerji absorplanir. Boylece kaybolan
enerji radyo frekans alicisi tarafindan 6Glgiilerek kaydedici tarafindan sinyal olarak

kaydedilir (Ender Erdik, 2010).

2.7.3 Diferansiyel Taramal Kalorimetre (DSC)

DSC, ornek ve referansin kontrollii bir sicaklik programina tabi tutulurken
sicakliginin fonksiyonu olarak 6rnek ve referansa olan 1s1 akis1 farkini 6lger. DSC,
reaktivite ve faz gegisleri gibi bilgileri elde etmek i¢in gerekli dogru termodinamik
verilere ulasim saglayan en karmasik ve ileri termal ydntemdir. iki tiirii vardir: Giig

dengeli DSC ve Is1-akis DSC.

Gii¢ dengeli DSC de, 6rnek ve referans belli bir hizda sitilirken 6rnekte meydana
gelecek bir olay nedeniyle 1s1 almast veya salmasi durumuna gore ikisi arasindaki
sicaklik farki sifir (AT=0) olacak sekilde 1sitma programi uygular. Boylece 1sitma
esnasinda ornekte hangi sicaklikta ne tiir olaylarin gerceklestigini veren egriler elde
edilmis olur. Bagka bir deyisle, cihaz enerji aktarimindaki degisimi 0rnegin veya
referansin sicakligina kars1 grafige gecirir. Basit olarak bir gii¢ dengeli DSC sematik

olarak Sekil 2.12 (A) de verilmistir.
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Sekil 2. 12 Gii¢ dengeli (A) ve 1s1 akis DSC’nin sematik gosterimi
Is1 Akis DSC’de ise, tek bir 1sitict tarafindan drnek ve referans isitilir. Ornek ve
referansa olan diferansiyel 1s1 akisi bir sicaklik sensorii (termocouple) ile izlenir.
Ornek ve referansa olan diferansiyel 1s1 akis1 sicaklik sensériiniin baglant1 noktalar:
arasindaki fark ile orantilidir. Is1 akis DSC’nin basit sematik gdsterimi Sekil 2.12 (B)

de verilmistir.

Siiriikleyici gaz olarak genellikle hava veya azot kullanilir. Istege bagl olarak
helyum veya argon tercih edilebilir. Ornek kab1 secimi (aliiminyum, bakir, altin,
platin, aliimina, safir) ¢ok onemlidir. Ornek kabinin termal dzellikleri, 6rnege karsi

reaktivitesi ve katalitik davranigi goz ontine alinarak segilmelidir.

Ornek sicakhigina karst 1s1 akisi grafigine DSC termogrami veya DSC egrisi adi
verilir. Cikis noktasina gore termogramin yukarisi veya asagisinin endo veya ekzo
olarak belirtilmesi gerekir. Tipik bir DSC termogrami Sekil 2.13 de 6rnek olarak

verilmigtir.
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Sekil 2. 13 Tipik bir DSC termogrami
DSC egrileri ekzotermik ve endotermik gegislere ait pikler vermektedir. Herhangi bir
gecise ait pikin altinda kalan alan ilgili gecisin entalpi degisimi ile orantilidir. Pikler
lic farkl1 bakis agis1 ile karakterize edilebilirler. Oncelikle, pikin pozisyonuna bakilir.
Hangi sicaklikta baglamis ve bitmis. Pik maksimumu hangi sicakliga denk
gelmektedir. Daha sonra, pikin alanina bakilir. Pikin alan1 o gegisin entalpi degisimi
ve madde miktar ile iligkilidir. Son olarak, pikin sekline bakilir. Simetrik veya
asimetrik olmasi, gerceklesen olaym kinetigi hakkinda bilgi verir. Bazi 6nemli
fiziksel ve kimyasal degisimler ve verdigi piklerin ozellikleri Cizelge 2.4’te

Ozetlenmistir.
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Cizelge 2. 4 Bazi fiziksel ve kimyasal degisimler ve verdikleri piklerin 6zellikleri

Olay Ekzoterm Endoterm
Kati-kat1 gecis * *
Kristallesme *

Erime *
Vaporizasyonu *
Siiblimlesme *
Adsorbsiyon *

Desorpsiyon *
Coziicii buharlasmasi *
Bozunma * *
Kati-kati reaksiyon * *
Kati-s1v1 reaksiyon * *
Kat1 gaz reaksiyonu * *
Kirlenme *

Polimerizasyon *

Katalitik reaksiyonlar *

DSC malzeme karakterizasyonunda siklikla kullanilan bir yontemdir. Polimer
karakterizasyonu, ham madde saflig1 tayini, patlayicilarin analizi, besinlerin kalori
degerlerinin saptanmasi, inorganik (silikat, oksit, seramik, kil ve cam gibi) ve
organik maddelerin termal gecislerinin belirlenmesi gibi bir¢ok kullanim alani vardir

(Skoog ve ark., 2007)
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2.7.4 Termogravimetrik Analiz (TGA)

Termogravimetrik analiz, 0.5-25 °C/dk. 1sitma hiziyla oda sicakligindan baslayarak
1200 °C ‘ye kadar uzanabilen 6rnegin 1sitilirken kiitlesinin nasil degistiginin siirekli
olarak olculmesidir. Bu siire¢ aslinda drnek kiitlesinin sicakligin fonksiyonu olarak
grafige gecirilmesidir. Elde edilen grafik termogram adini alirken egrinin irdelenmesi
ile hem kalitatif hem de kantitatif sonuglar elde edilebilir. TGA ile 6rnegin safligi,
termal bozunma davranis1 ve bozunma kinetigi incelenebilir. Ornek olarak, Sekil
2.14’te, kalsiyum okzalat monohidrat (CaC,04.H,0) bilesiginin TGA termogramini
g6zOniine alalim. Yatay bolgeler, tizerlerinde belirtilen kalsiyum bilesiklerinin kararli
oldugu sicaklik araliklarini gostermektedir. % Kiitle degerindeki degisim ise, verilen

kimyasal formiillerin stokiyometrilerine uygun olarak azalmaktadir.

CaC,0, H,0
< | | |
o 1 1 i
= : i i
< ; E i
| T
100 200 346 420 660 840 980
Sicakhk(*C)

Sekil 2. 14 CaC,04.H,0 ‘1n bozunma termogrami
Tipik bir termogravimetrik analiz cihazi ¢ok hassas bir terazi, firin, firin sicakligini
Olcen bir termometre, kaydedici ve programlayict bulunmaktadir. Giiniimiizdeki
modern cihazlarin birgogunda bozunma egrisinin tiirevini ve termogrami ¢izebilecek
devreler bulunmaktadir ve tiirev egrisinden normal termogramda saptanamayan

bilgileri de 6grenebiliriz.

Termogravimetrik yontemlerin en énemli uygulamalar1 polimer ve kompozitleridir.
Bazi polimerik maddelerin bozunma mekanizmalarini termogramlardan aldigimiz

bilgilerle agiklayabiliriz. Her tip polimer igin karakteristik olan bozunma
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davranigindan polimerlerin kalitatif analizi de yapilabilmektedir (Skoog ve ark.,

2007).

2.7.5 Matrix Assisted Laser Desorption lonization (MALDI) Spektrometri

Genel olarak, kiitle spektrometri teknikleri analiz edilecek Ornegin olusturulan
iyonlarin1 manyetik veya elektrik alanda kiitle/yiik oranlarmna goére ayirarak tayin
etmeye dayanir. Yakin zamana kadar iyonlagsma islemi buhar halindeki 6rnegin
elektronlarla bombardimani yoluyla saglaniyordu. Polimerler ugucu bilesikler
olmamasi nedeniyle ve bu yontemle pargalanmis polimer zincirleri elde edildiginden

polimerin mol kiitlesi dagilimi elde edilemiyordu.

Yakin zamanda, polimer zincirini parcalamadan iyonlastirarak buhar haline
getirebilen ve boylece de mol kiitlesi dagilimini elde etmeye olanak saglayan matriks
yardimli lazer desorpsiyon iyonlagsma (matrix assisted laser desorption/ionization,

MALDI) ve elektrosprey iyonlasma (ESI) teknikleri gelistirildi.

Kiitle spektrometresinin temel bilesenleri iyonlastirici kaynak, analizor, detektor, veri
islemcisi ve vakum pompasidir. Etkili bir ayirma i¢in iyonlarin hava molekiilleriyle
carpigsmasi engellenmeli, yani analizor ve dedektér vakumlu ortamda bulunmalidir.
Iyon iiretimi ise iyonlastirma kaynaginim tiiriine gére atmosferik basing ya da vakum

altinda gerceklestirilebilir

Elektromanyetik alanlarda ayirmanin saglanabilmesi i¢in noétral molekiillerin
iyonlara dontstiiriilmesi ve ihtiya¢ halinde gaz faz haline ge¢meleri gerekmektedir.
Peptid ve proteinlerin yliksek molekiiler agirliklar1t ve polar yapilar1 g6z Online
alindiginda, iyonlastirici kaynak protein ya da peptidleri hem iyon haline hem de gaz
faza gecirmelidir. Cesitli iyonlastirict kaynaklar arasinda sadece ESI ve MALDI
proteinlerle calismaya uygundur. ESI ile iyonlar atmosferik basing altinda

olusturulurken, MALDI’de atmosferik basing veya vakum altinda olusturulabilir.

Makromolekiil ¢aligmalarda en yaygin olarak kullanilan MALDI’nin prensibi,
ultraviyole 1smlar1 absorblama 6zelligine sahip bir matriksin kullanilmasina
dayalidir. Makromolekiil ve matriks uygun bir bir ¢oziiciide ¢oziilerek karistirilir ve
ornek yiikleme plakalarina aktarilir. Daha sonra ¢dziiciiniin buharlagmasina izin
verilir ve boylece kristallesmis matriks molekiilleri arasina gomiilii makromolekiiller

elde edilmis olur. Ornek plakasi cihaza yerlestirilir ve vakum altinda, genellikle
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nitrojen kaynakli UV lazeri ile uyarilar yapilir. Matriks molekiilleri lazerin enerjisini
absorblar ve makromolekiilleri de beraberinde tasiyarak gaz fazda iyon haline

gecerler.

Sinapinik asit ve a-siyano-4-hidrosinnamik asit sirasiyla, protein ve peptid analizi
icin en ¢ok kullanilan matrikslerdir. 2,5-Dihidroksi benzoik asit de peptid
haritalandirilmasinda siklikla kullanilmaktadir. Oktil-beta-glukosit gibi birkag nétral
deterjan, peptid iyonlasmasi ile uyumludur. MALDI-TOF kitle spektrometre, 400 ile
350000 Da molekiil agirhigindaki proteinler, peptitler, oligosakkaritler ve
oligonikleotitler gibi biyomolekiillerin tayini ve tanimlanmasinda

kullanilabilmektedir.

TOF analizi, ayn1 miktarda enerjinin verildigi farkli iyonlarin bir dedektére dogru
hizlandirilarak carptirilmasma dayanmaktadir. Iyonlar aym kinetik enerjiye sahip
olmalarina ragmen farkli kiitlelerde olduklarindan dedektére ulasma zamanlari
farklidir. En 6nce en kiiclik iyonlar hizlarimin fazla olmasindan dolayr dedektore
ulasirken daha biiylik olan iyonlar daha biiylik olan kiitleleri yliziinden dedektore
daha gec ulasmaktadirlar. Bu sayede kiitle/ylik degerleri ugus zamanlarindan yola

cikarak hesaplanmakta ve spektrumda yerlerini almaktadir (Staal, 2005).

2.7.6 Sivi Kromatografisi — Kitle Spektrometri (LCMS)

LC/MS; HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi) ve MS (Kiitle
Spektrometresi) {initelerinin birlikte calistirilarak yap1 aydinlatmasi ve miktar
tayininde kullanilan bir analitik yontemdir. Ayrica HPLC ve MS Uniteleri

birbirinden bagimsiz olarak da c¢alisabilmektedir.

HPLC Unitesi, pompa, oto drnekleyici (autosampler) ve dedektor olmak iizere baslica
tic kisimdan olusmaktadir. MS Unitesi, iyon kaynagi, kiitle analizérii ve iyon
dedektdr sistemi olmak iizere baslica ii¢ kisimdan olusur. Iyon kaynag: olarak ESI
(Electrospray lonization) iyonizasyon teknigi uygulanir. Kiitle analizorii, iyon
kaynagindan gelen iyonlar1 degisen elektrik alana tabi tutularak m/z (kiitle/ytik)
oranlarina gore ayirir. Cihaz igerisinde ayrica iyon tutucu (lon-Trap) kitle analizori
mevcuttur. Iyon dedektodrii, yiiksek duyarliliga sahip, pozitif ve negatif iyon

modlarinda ¢alisabilen bir dedektdr sistemidir.
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LC-MS yoOntemi, karisimdaki eser miktardaki analitlerin yapt ¢oziimlemesini ve
hassassiyetle miktar tayinlerini yapabilmektedir. Sivi kromatografisi, karisimdaki
bilesenleri ayirirken kiitle spektroskopisi, her bir bilesenin yapisal olarak

tanimlanmasinda yardime1 olur (Yildiz ve ark., 1997)

Kiigiik farmasotik bilesiklerden biiylik proteinlerin tayinine kadar, polar iyonik,
termal olarak kararsiz ve ugucu olmayan bilesiklerin analizleri yapilabilir.
Farmakoloji, ilag kimyasi, gida ve ¢evre analizlerinde, 6zellikle pestisit, hormon ve

antibiyotik kalint1 analizleri yaygin olarak yapilan analizlerdir.

43



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Metakrilik asit (Sigma 99%), asetik asit icinde hidrojen bromir ¢ozeltisi (Sigma-
Aldrich 33 % w/w), susuz sodyum karbonat (Sigma-Aldrich 99.9), susuz sodyum
slfat (Sigma, 99.9), kloroform (Sigma-Aldrich 99.5%), tetra bitil amonyum bromdir
(C4Hg)4NBr (Sigma-Aldrich 98%), dibenzo-18-tac-6-eter (Aldrich 98%), potasyum
asetat (Sigma 99%), fosfat tampon tuzu PBS tableti (Sigma), sodyum azit (Sigma-
Aldrich 99.5%), Sigir pankreasindan tripsin (Sigma, 100-200 BAEE units/mg kat1)
ve Domuz pankreasindan lipaz (Sigma type II, 100-500 units/mg protein) ticari
olarak elde edildi ve saflastirilmadan kullanildi. Tetrahidrofuran (Sigma-Aldrich

99.9%) sodyum Uzerinde kurutuldu ve kullanimdan 6nce destile edildi.

3.2 Yontemler

3.2.1 Sentez ve Olglimler

2-metil propiyolakton (mPL) sentezi: 100 mL metakrilik asit (Sigma %99) 1 L lik
dibi yuvarlak balon igerisine alindi ve buz banyosuna yerlestirilerek manyetik
karistirict ile karistirildi. Bu esnada 250 mL HBr nin asetik asitteki ¢ozeltisi (%33
lik, Sigma-Aldrich) (yaklasitk 0 °C de) damlatma hunisi yardim ile igerisinde
metakrilik asit bulunan 1L lik balona takildi ve yarim saat icerisinde damla damla
eklendi. Bir gece 0 °C de ve karanlikta manyetik karistirici ile karistirilan karisim
daha sonra oda sicakligina getirildi. Su trompu vasitasiyla reaksiyona girmeden kalan
HBr uzaklastirildi. Reaksiyona girmeyen metakrilik asit ve ortamda bulunan asetik
asit doner buharlastirici ile 60 °C de uzaklastirildi. Kalan kisim 1 mm Hg vakumda
85 °C de vakum damitmasi ile damitilarak karisimda bulunan 3-brom-2-metil
propanoik asit izole edildi. FTIR ve 'H-NMR (coziicii olarak d6-DMSO)
spektrumlar1 ile yapi1 teyit edildi. Elde edilen berrak-yogun sivinin miktarinin
belirlenmesi ile %85-90 verimle bromlanmanin saglandig: tesbit edildi. Bromlanmis
tiriiniin 50 mL lik kismi alinarak {izerine 50 mL distile su eklendi. Karigim buz
banyosu ve manyetik karistirict ile 5 °C ye sogutuldu. Hazirlanan doygun Na,CO3
¢Ozeltisi bir biiret yardimi ile sogutulan ¢ozeltiye damla damla eklendi. Bu esnada
pH metre yardimi ile ¢ozeltinin pH’1 takip edildi. Cozelti pH degeri 7.50 olana dek
titrasyon devam ettirildi. Bu asamada halka kapanmasi saglanmig yani 2-metil

propiyolakton (mPL) olusumu saglandi. Karistma 200 mL kloroform ve faz
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degistirme ajan1 olarak 3-4 g (C4Hg)4NBr eklenerek bir gece siddetli sekilde
karistirildi. Ayirma hunisine alinan karigimdan kloroform fazi alinarak iki kez saf su
ile yikand1 ve Na,SO, ile kurutuldu. Doner buharlastirict yardimi ile kloroform
uzaklastirildi. Kalan kisim vakum destilasyonu (1 mmHg ve 120 °C) ile saflastirildi
ve mPL % 15 verimle elde edildi. Elde edilen berrak sivinin kirilma indisi dlgiilerek

FTIR ve '"H-NMR spektrumlari (¢oziicii olarak CDCl3) kaydedildi.

Poli(2-metil propiyolakton) (PmPL) sentezi: 5 mL mPL bir Schlenk tiibiine alindu.
40 mL yeni destile edilmis THF ¢oziicii olarak eklendi. Uzerine monomer mol
miktarinin %1°1 kadar baslatici olarak CH3COOK ve %1’i kadar kokatalizor olarak
dibenzo-18-tag-6-eter eklendi. Oda sicakliginda anyonik halka agilmasi
polimerizasyonu ile PmPL polimeri eldesi i¢in 24 saat boyunca karistirildi. Bu siire
sonunda reaksiyon karisimi asiri metanol igerisine yavas yavas eklenerek olusan
beyaz peltemsi yapidaki polimer c¢oktiiriildii. Vakum siizme sistemi ile diisiik
gozenekli Gooch krozesi yardimiyla siiziildii, oda sicaklifinda kabaca kurutulduktan
sonra vakumda oda sicakliginda bir gece bekletildi. Tartim sonucunda baslangi¢

monomer kiitlesi bazinda % 85 verimle polimer elde edildigi saptandi.

Poli(2-metil-propiyolakton) (PmPL)'un Karakterizasyonu: Elde edilen poli(2-
metil-propiyolakton)un kimyasal yapisi, ‘H-NMR spektrumlari Bruker AVANCE III
400 MHz NMR Spektrometresi ile 0-10 ppm araliginda ve FTIR spektrumlari
Shimadzu IRaffinity 1 spektrometre ile 500-4000 cm™ araliginda 32 tarama ile ATR
teknigi kullanilarak kaydedilmistir. NMR ¢oziiciisii olarak CDCls kullanildi.
Ortalama mol kiitlesi ve dagilimi MALDI-MS TOF teknigi ile belirlendi. MALDI
kiitle spektrumlari, 337 nm de calisan bir azot UV-lazeri baglanmis Voyager-DETNI
PRO MALDI-TOF (Applied Biosystems, USA) ile kaydedildi. Spektrumlar dogrusal
ve pozitif iyon modu ile ortalama 500 atim yapilarak elde edildi. MALDI matrisi
olarak 2,5-dihidroksibenzoik asit (DHB) kullanildi. Matris, THF:ACN karisiminda
(1:1, v/v) 20 mg/mL dersiminde hazirlandi. Katyonlastirma ajanin1 (LiTFA,
10mg/mL THF) matris ¢ozeltisine toplam c¢ozeltinin 1.0 % (v/v) olacak sekilde
eklendi. Tiim o6rnekler THF de ¢oziindii ve 1.0 pL 6rmmek MALDI hedefine
damlatildi. Hava ile kurutulan 6rnegin analizi ger¢eklestirildi. Termal analiz, TA
Instruments Q2000 ve Q600 kullanilarak nitrojen atmosferinde 10°C / dk 1sitma

hizinda gerceklestirilmistir.
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3.2.2. Biyobozunma Calismasi

Sentezlenen PmPL Kkloroformda ¢ozinerek (%20 wi/v) polimerin film halinde
ornekleri ¢ozelti dokme (solution casting) teknigiyle hazirlanmistir. Bunun i¢in 1cm
x lem boyutundaki lamel camlar iizerine damlatilan ¢ozeltiler buharlastirilmistir.
Lamellerin vakum etiivinde oda sicakliginda 0.1 mm Hg basingta bir gece
bekletilmesi ile lamel iizerinde ince polimer tabakasi elde edilmistir. ~ Bu 6rnekler
(Fosfat Buffer Saline) PBS ve NaNj (antimikrobiyal ajan) varliginda (pH=7.4) ve
37 °C de hidrolitik degradasyona maruz birakilmistir. Ayni sekilde hazirlanan iki set
Oornegin de trypsin ve lipaz (Porcine Pancreatic Lipase) varliginda enzimatik
bozunurlugu incelenmistir. Degradasyon Sekil 3.1. de verilen sabit sicaklikli
calkalayicida 90 rpm ¢alkalama hizinda 5 hafta siirdiiriilmiistiir. Belirlenen zaman
araliklarinda degradasyon ortamindan uzaklastirilan 6rnekler kutularak tartilmis ve
kiitle kayb1 belirlenmistir. Bozunarak ¢oziiniir hale gegen polimer fragmanlarinin
tesbiti LCMS (The Thermo Scientific™ TSQ Quantum™ Access MAX LC-MS)
analizi ile saglanmistir. Boylece, bozunma mekanizmasi hakkinda bilgi edinilmistir.
LCMS analizinde, biyobozunma ortamindan alinan numune MS grade metanol
icerisinde yaklasik 1 ppm konsantrasyonda ¢oziinerek hazirlandi. Mobil faz olarak
MS grade metanol kullanilarak 0,3 ml/dak akis hizin ¢alisildi. Numune manuel
enjeksiyon yontemiyle cihaza yiklendi ve Kkalitatif olarak sonu¢ kaydedildi.

Sekil 3. 1 Biyobozunma ¢alismalarinda kullanilan ¢alkalama diizenegi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 3-Brom-2-metil-propanoik asit Sentezi ve Karakterizasyonu

PmPL, literaturde verilen iki sentez yonteminden (Hmamouchi ve Prud’homme,
1988; Xu ve Gross, 1996) de faydalanilarak gerceklestirildi. Sentez basamaklarinin
ozeti Sekil 4.1'de verilmistir. Metakrilik asitin mono bromlanmasi hidrojen bromiir
(HBr %33 w/v asetik asit) ile gerceklestirildi. Bromlamanin %85-90 verimle
gerceklestigi saptandi. Elde edilen yogun, berrak sivi 3-brom-2-metil propanoik
asitin kirilma indisi 1.488 olarak 6l¢tildii. Teorik degeri olan n=1.493’a ¢ok yakin bir
deger olmasi yiiksek saflikta elde edildigini gostermektedir.

e) HO
A\ \
C—OH C—0 \a
/ HBI" HAC / 2C0O;3
H,C=C A H,C—CH >
- H}C_Br
3 r .
MeEtakrilik asjt 2 meFlI 3 bro.m
pr0p|0n|k asjt
CHa 0
(l;H CH,COOK gz H
VRN 187tag 6 eter Y
Oo0—C /CH2 e HO \C 0)
o | n
CHj3
2 metj| propjojakton po“(z'met" propiofakton

Sekil 4. 1 PmPL'in sentez reaksiyonlari
3-brom-2-metil propanoik asitin FTIR spektrumu Sekil 4.2. de verilmektedir.
Yaklagik 517 cm™ de g6zlenen C-Br asimetrik titresim band1 bromlamay1 1705 cm™
de gozlenen karboksilik asit karboniline ait asimetrik titresim bandi ve ¢ikis
maddesinde (metakrilik asit) bulunan ¢ift baga C=C ait 1625 cm™ civarinda gozlenen
siddetli bandin gozlenmeyisi bromlamanin ¢ok yiiksek oranda gergeklestigi savini

guclendirmektedir.
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Sekil 4. 2 3-brom-2-metil propionik asitin FTIR spektrumu

Daha kesin bilgi elde etmek ve olast eser miktardaki safsizligin ne olabilecegini
belirlemek icin 3-brom-2-metil propanoik asitin *H-NMR spektrumu kaydedildi.
Sekil 4.3 de verilen spektrum incelendiginde 1.13, 2.81 ve 3.58 ppm de gézlenen ve
sirasiyla 3:1:2 siddetindeki sinyaller molekiilde bulunan metil (CH3), meti (CH) ve
metilen (CH>) protonlarina aittir. Ayrica, 12.48 ppm de gozlenen yayvan tekli sinyal
karboksilik asit protonuna aittir. Spektrum, elde edilen Br-PA’nin son derece temiz

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4. 3 3-brom2-metil proiyonik asitin *H-NMR spectrum
4.2. 2-Metil Propiyolakton Sentezi ve Karakterizasyonu
Yeterince saf ve yiiksek verimde elde edildigi belirlenen 3Br-PA’nin baz varliginda
halka kapanmasi reaksiyonu ile 2-metil propiyolaktona doniisme reaksiyonu
bilinmektedir (Hmamouchi ve Prud’homme, 1988; Xu ve Gross, 1996). Halka
kapanma reaksiyonu %15 verimle mPL elde edildi. Elde edilen berrak sivinin kirilma
indisi 1.428 olarak o6l¢iildii. Bilinen kirilma indisi degeri n=1.43 oldugu diisiintirliirse
yiiksek saflikta oldugu varsayilabilir. mPL’ye ait FTIR spektrumu Sekil 4.4 de

verilmistir.
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Sekil 4. 4 2-metil propiyolakton’un FTIR spektrumu
Lakton halkalarinda spesifik olarak karbonil titresimleri halka gerginliginden
kaynakli olarak 1800 cm? iizerlerine ¢ikabilir. 1813 cm™ de gbzlenen siddetli bant
lakton karbonilinin gerilme band1 olarak halka kapanma reaksiyonunun saglandigini
gostermektedir. Ayrica, Sekil 4.3’de Br-PA icin verilen spektrumdaki 3000 cm™

tzerindeki OH gerilme bandi da gérinmemektedir.

mPL’nin karakterizasyonunun tamamlanmasi ve olasi safsizliklarin gozlenebilmesi
icin  'H-NMR spektrumu kaydedilmistir. Sekil 4.5. de verilen spektrum
incelendiginde 4 farkli sinyal goriinmektedir. 1.42 ve 3.77 ppm de gozlenen ve bagil
siddetleri yaklasik 3:1 olan sinyaller sirasiyla metil (CH3) ve metin (CH)
protonlarina aittir. CH protonlar1 komsu metil ve metilen karbonlar1 nedeniyle ¢oklu
(multiplet) verirken CH3 protonlarinin da komsu CH protonu nedeniyle ikili (dublet)
vermesi beklenen sonuctur. 3.96 ve 4.41 ppm de gozlenen esit siddetli ticlii (triplet)
sinyaller kimyasal olarak esdeger fakat manyetik olarak farkli olan metilen (CH>)

protonlarina aittir. Bu sonuglar, mPL sentezinin gergeklestirildigini gostermektedir.
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Sekil 4. 5 2-metil propiyolaktonun *H-NMR spectrum
4.3 Poli(2-metil propiolakton) Sentezi ve Karakterizasyonu
mPL’nin anyonik halka agilmasi polimerizasyonu CH3COOK ve dibenzo-18-tag-6-
eter katalizor sistemi varliginda gergeklestirildi. Elde edilen metanol-¢ozinmez
kismin (polimer) kullanilan monomere oran1 goze alindiginda polimerizasyonun %
85 verimle gerceklestigi sonucu ortaya cikmistir. Elde edilen peltemsi iiriiniin
karakterizasyonu spektroskopik yéntemler (FTIR, *H-NMR ve MALDI) kullanarak

saglanmistir.

Poli(2-metil-propiyolakton) karakterizasyonu oOncelikle FTIR spektrumunun
kaydedilmesi ile saglandi. Sekil 4.6 da verilen spektrum incelendiginde monomerde
bulunan lakton karbonili titresimine ait 1817 cm™ deki bandin kayboldugu yerine
alifatik ester karboniline ait 1732 cm™ de siddetli bant gozlenmistir. Béylece,

polimerizasyon sonrasi izole edilen peltemsi yapinin poliester oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4. 7 Poli(2-metil propiyolakton)’un *H-NMR spektrum
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7.28 ppm de gozlenen tekli sinyal ¢oziicliden kaynaklanmaktadir. 1.20, 2.79 ve 4.21
ppm de siddetleri sirasiyla 3:1:2 olan ii¢ farkli sinyal poli(2-metil propiyolakton)
tekrarlayan biriminde bulunan sirasiyla metil (CH3), metin (CH) ve metilen (CH,)

protonlarina aittir.

Yapisal analizlerle planlanan polimerin elde edildiginin anlasilmasindan sonra
ortalama mol kiitlesi tayini icin MALDI MS analizi yapilmistir. Analizde
katyonlastirma ajani olarak tri-floro asetik asit lityum tuzu (LiTFA) kullanilmistir.
Bu nedenle her sinyalde lityum katki (adduct) bulunmaktadir. MALDI MS

spektrumu Sekil 4.8 de verilmistir.
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Sekil 4. 8 Poli (2-metil propiolakton)’un MALDI kitle spektrumu (PmPL)

Tek dagilimli spektrum tek tip polimer elde edildigini gostermektedir. Dagilim
incelendiginde, ortalama 30-35 polimerizasyon derecesinden soz edilebilir. Yani,
ortalama mol kiitlesi Mn=2500-3000 gmol™ araligindadir. Sekil 4.9. da verilen
genisletilmis MALDI spektrumu incelendiginde hem ug grubu farkli zincirler hem de
sinyaller arasindaki yaklagik 86 Da luk fark net olarak goriinmektedir ve tekrarlayan

birim yapisi ile tutarhidir. Temel olarak 18 Da farkiyla iki tip sinyal gozlenmistir.
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1743.57, 1829.52, 1915.46 ve 2001.39 sinyalleri, Sekil 4.10'daki

yapt T'e

atfedilmistir. Sinyaller Mn = (86 * n) +7 denklemine uymaktadir. n tekrarlanan iinite

sayisidir.

1761.56, 1847.51 ve 1933.44 Da sinyalleri, Sekil 4.10 'daki yap1 [I'ye atfedilmistir.

Sinyaller Mn = (86 * n) + 7 + 18 denklemine uymaktadir. I ve II yapilari, Lecomte

ve Jerome (2012) tarafindan 6nerilen baslama mekanizmalart ile tutarlidir.
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Sekil 4. 9 Poli (2-metil propiolakton)’un genisletilmis MALDI kiitle spektrumu
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Sekil 4. 10 PmPL'nin farkli son gruplarla kimyasal yapilari
Spektroskopik yontemlerle yapisi, ortalama kiitlesi ve zincir uglar1 belirlenen PmPL
i¢cin termal 6zelliklerinin belirlenmesi igin Sekil 4.11'de verilen differansiyel tarama
kalorimetresi (DSC) ve termogravimetri (TG) egrileri kaydedilmistir. Iki analiz,
termal gecisleri karsilastirmali olarak yorumlamak i¢in ayni deney kosullar altinda
(azot atmosferi ve 10 °C/dk 1sitma hiz1) kaydedilmistir. Karakteristik cams1 gecis
sicakligr -36,7 °C'de meydana geldi ve yaklasik 95.5 °C'de zayif endotermik bant
erime olaymma yorulmustur. 242.4 °C merkezli kuvvetli endotermik bant, TG
egrisindeki sonuglarla tutarli olan termal bozunmaya aittir. TG egrisindeki termal
bozunma baglangi¢ sicakligi 162 °C olarak belirlenmistir. Termal bozunmanin 284

°C'de tamamlandig1 gériinmektedir.
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Sekil 4. 11 PmPL'nin DSC ve TG egrileri
4.4 Poli(2-metil Propiolakton)’in Hidrolitik ve Enzimatik Biyobozunmasi
Poli(2-metil propiyolakton)’un hem hidrolitik bozunurlugu iki tekrarli 6rneklerle
PBS tamponu (Phosphate Buffer Saline) ve NaN3 (antimikrobiyal ajan) varliginda,
hem de biyobozunurlugu iki tekrarli 6rneklerle iki farkli enzim (trypsin ve domuz

pankreazi lipazi) varlifinda 5 hafta boyunca yiirtitiilmiistiir.

4.4.1 Kiitle Kayb1 Ol¢iimleri

Cozelti-dokme filmlerin hidrolitik bozunmas1 PBS ¢ozeltisinde gergeklestirilmistir.
Enzimatik bozunma ¢aligmasi, PBS ¢dzeltisinde, pankreatik tripsin veya pankreatik
lipazin varliginda gergeklestirilmistir. Cozeltilere batirilan filmler 5 hafta boyunca 37
°C sabit sicaklikta 90 rpm de calkalanmistir. Filmler daha sonra belirli zaman
araliklarinda cozeltilerden c¢ikarildi, kurutuldu ve tartildi. Sekil 4.12, iic farkh

ortamdaki ornek agirlik ylizdesinin zamana bagli degisimlerini gostermektedir.
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Sekil 4. 12 Tampon, tripsin ve domuz pankreatik lipazda PmPL 6rnekleri icin kitle
kaybinin zamana bagliligi.

PBS c¢ozeltisi icindeki numuneler igin, kiitle kaybi1 hizi zamanla azalmaktadir.
Ornegin, besinci giin sonunda kiitle kaybi yiizdesi yaklasik % 15 iken, % 30'a
ulasmak 2-3 hafta siirer. Bu davranig, PmPL'nin yar kristalli yapisi ile agiklanabilir.
Biyodegradasyonun ilk evresinin amorf bolgelerde gerceklestigi iyi bilinmektedir
(Doi ve ark., 1992; Guillet ve ark., 1992). Besinci haftanin sonunda, PBS
cozeltisindeki numunelerin neredeyse yarist ortamda ¢oziinlir hale geldi. Benzer
bozunma Kinetikleri, tripsin ve lipaz iceren PBS c¢ozeltilerindeki numuneler
tarafindan sergilenmistir. Enzimler ile muamele edilen numunelerde kiitle
kayiplarmin biytiklikleri, PBS’ dekinden % 10-15 daha yuksektir. Fark, ester

baginin hidrolizinde tripsin ve lipazin katalitik aktivitesine baglanabilir.

4.4.2 LC-MS Analizi

Bozunma siirecinde polimer yapisindan uzaklasarak c¢ozeltiye karisan polimer bazl
fragmanlarin (monomerik, dimerik vs.) yapisinin belirlenmesi bozunma mekanizmasi
hakkinda bilgi verebilir. Bu amagla, bozunma ortamindan alinan ¢ozeltilerin LC-MS
analizleri gergeklestirilmistir. Sekil 4.13, tampon varliginda yiiriitilen bozunma

ortamindan alinan 6rnegin LC-MS analizini gostermektedir. Irili ufakli bircok sinyal
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gozlenmesine ragmen en siddetli 4 sinyalin yorumlanmasi bile bozunma
mekanizmasina 1s1k tutmasi agisindan 6nemlidir. Elde edilen kiitle spektrumlar
negatif iyon modunda alindigindan her sinyal mevcut molekiiliin bir hidrojen
kaybetmis halini, [M-H] yansitmaktadir. Hatirlanacagi gibi, poli(2-metil
propiyolakton)’un tekrarlayan biriminin kutlesi 86 Da dur. 55.16 Da luk sinyal
monomerik biriminde parcalanmasi ile olusmus ikincil hatta {igiinciil bir molekiile
aittir. 87.01 Da da ortaya ¢ikan sinyal monomerik birim diyebilecegimiz molekiil
kitlesi 88 Da olan 2-metil propanoik asite yorulmustur. Bulunurlugu en fazla olan bu
sinyal biyobozunmanin monomerik birime kadar ilerlemesinin en énemli kanitidir.
118.93 Da gozlenen sinyal molekil kitlesi 120 Da olan 2, 3-dihidroksi-2-metil
propanoik asit molekiiliine karsilik gelmektedir. 172.93 Da da gozlenen sinyal dimer
yapisindaki anyon molekiile yorulmustur. Bu sinyaller her ii¢ biyobozunma ortami

icin kaydedilen kiitle spektrumlarinda (Sekil 4.13, 4.14, 4.15) da gozlenmistir.
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Sekil 4. 13 PBS tamponu ortamindan alinan kalintilarin LC-MS spektrumlari
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Sekil 4. 14 PBS tamponu+tripsin ortamindan alinan kalintilarin LC-MS spektrumlari
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Sekil 4. 15 PBS tamponu-+pankreatik lipaz ortamindan alinan kalintilarin LC-MS
spektrumlari

Bahsi gegen yapilar Tablo. 4.1 de verilmistir. Enzimatik biyobozunma ortamindan
aliman orneklerde yapilan kiitle spektrometrisi incelemelerinde yukarida bahsi gecen

sinyaller disinda yaklasik 103 Da da ortaya ¢ikan sinyal ise 3-hidroksi-2-metil
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propanoik asite yorulmustur. . Kisaca, LC-MS analizi, tum ortamlardaki PmPL
filmlerinin, 2-metil propiyonik aside, bunun dimer ve tiirevlerine bozuldugunu ortaya

cikarmistir.

Cizelge 4. 1 LC-MS analizi dikkate alinarak onerilen yapilar

Ortam Sinyal (Da)  Kimyasal yapi

(0]

Tampon, tripsin ve pankreas 87
lipaza \H‘\OH
Tripsin ve pankreas lipazi 103 °

o}

OH
Tampon, tripsin ve pankreas 119 on
lipaz . /\1)‘\@4

Tampon 173 " "

\HI\O OH

Onerilen yapilara goz atildiginda karboksilik asit fonksiyonel grubu her molekiilde

mevcuttur. Molekiillerin diger ucunda ise alkol yapilar1 mevcuttur. Poliesterlerin
biyobozunma iiriinii olarak hidroksi karboksilik asitlerin ortaya ¢iktig literatiirde pek
cok ornegi olan Kasuya ve ark., (1994) Kasuya ve ark., (1995) Hoshino ve Isono,
(2002) Abe ve ark., (1995) Hoglund ve ark., (2007) Tomasi ve ark., (1996) bir
durumdur. Bu ¢alismalarin bazilarinda Kasuya ve ark., (1994) Kasuya ve ark.,
(1995), bozunma mekanizmasi olarak da ester baginin hidrolitik olarak parcalanmasi
(hidrolizi) ve monomerik ve dimerik hidroksi karboksilik asitlerin olusumu ortaya
atilmistir. Tez caligmasi kapsaminda elde edilen bulgular da bu mekanizmayi

dogrular niteliktedir. Sekil 4.16 da en temel hali ile 6nerilen mekanizma verilmistir.
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Sekil 4. 16 Poli(2-metil propiyolakton)’un hidrolitik bozunmasi esnasinda birincil
olarak meydana gelen reaksiyonun mekanizmasi
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5. TARTISMA ve SONUC

Tez ¢alismasinin amaci, metakrilik asitin baslangic maddesi olarak kullanilmasiyla
poli(2-metil propiyolakton) polimerinin sentezlenmesi, yapisal ve termal olarak
karakterize edilmesi ve son olarak da tampon ortaminda ve farkli enzimler varliginda

bozunurlugunun incelelenmesiydi.

[lk asamada, metakrilik asitin bromlanmas: yiiksek verimle gergeklestirildi. Olusan
uriin olan 3-brom-2-metil propiyonik asitin kirtlma indisi 6l¢timii, FTIR spektrumu
ve 'H-NMR spektrumu iiriiniin son derece yiiksek saflikta oldugu yoniindeydi. 3-
brom-2-metil propiyonik asitin halka kapanmasi reaksiyonu ile 2-metil propiyolakton
eldesi ikinci sentez basamagi olarak gergeklestirildi. %15 verimle elde edilen {iriiniin
kirtlma indisi 6l¢iimii, FTIR ve *H-NMR analizi yapty1 tamamen dogrulamaktadir.
poli(2-metil propiyolakton) sentezi ise, 2-metil propiyolaktonun anyonik halka
acilmasi polimerizasyonu ile literatiirdeki mevcut sentez yontemleri (Hmamouchi ve
Prud’homme, 1988; Jin ve Gross, 1996) temel alinarak saglandi. Kullanilan
monomer miktar1 baz alindiginda yiiksek verimde PmPL elde edilmesine ragmen
ortalama mol kitlesinin 2500-3000 g/mol araliginda oldugu tesbit edilmistir. Sentez
parametreleri degistirilerek birka¢ deneme yapilmasina ragmen daha yiiksek mol
kiitlesine ulasilamamistir. Bunun nedeni veya nedenleri olarak monomerde
kalabilecek eser miktardaki safsizlik, polimerizasyonun anyonik olmasindan
kaynakli son derece inert atmosfer gerektirmesi ve polimerizasyon esnasindaki
istenmeyen yan reaksiyonlar (molekiilici transesterlesme ve monomere zincir
transferi) gorilmektedir. Bircok uygulama igin elde edilen polimerin mol kitlesi

yeterli degildir. Ancak, biyobozunurluk ¢aligsmasi i¢in sorun teskil etmemektedir.

Tez c¢alismasimnin ikinci asamasini olusturan biyobozunma testi PBS (pH 7.4)
ortaminda, trypsin varliginda ve pankreatik lipaz varliginda olmak tizere ii¢ farklh
ortamda 37 °C de ikili tekrar seklinde 5 hafta siirdiiriilmiistiir. Bozunma kinetigi
hakkinda bilgi almak i¢in belli araliklarla ortamdan uzaklastirilip yikanan 6rnekler
kurutularak kiitle kaybi incelenmistir. Her ii¢ ortamda da polimer orneklerinin
kiitleleri ilk asamada hizl1 daha sonra yavaslayarak azalmaya devam etmis ve 5 hafta
sonunda %70’e varan kiitle kayb1 belirlenmistir. ilk asamalarda yiiksek hizda kiitle
kayb1 polimerin yar1 kristal 6zelligi (Doi ve ark., 1992) ile iligskilendirilmistir. Kiitle
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kaybinin enzim igeren drneklerde kiitle kaybinin tampon ortamindaki 6rneklere gore

fazla olmas1 enzimlerin bozunmaya katalitik etkisini ortaya koymaktadir.

Biyobozunma sonucunda olusan iirlinlerin belirlenmesi ve dolayisiyla bozunma
mekanizmasi hakkinda bilgi sahibi olmak i¢in bozunma ortamindan alinan 6rneklerin
LC-MS analizi yiiriitiilmiistiir. Her ii¢ ortam i¢in elde edilen LC-MS spektrumlari
biiyiikk olgiide ortiismektedir. Monomer ve dimer dizeyindeki hidroksi asitlerin
varhg (87, 119, 173 Da) her U¢ ortamdaki bozunmanin da ester hidrolizi

mekanizmasi ile yiiriidiigiinQ gostermektedir.

Sentezlenen ve karakterize edilen PmPL orneklerinin hidrolitik ve iki farkli enzim
varliginda biyodegradasyonunun incelenmesi te€z ¢alismanin yenilik¢i yontidiir. Bu
kapsamda, PmPL’nin hidrolitik ve enzimatik olarak biyobozunurlugunun saptanmasi,
lipaz ve trypsin enzimlerinin bozunurlugu katalizledigi, bozunma iirlinlerinin
monomerik ve dimerik hidroksi asitler oldugu, bozunmanin ester baginin hidrolizi

lizerinden yiiriidiigli tez calismasinin en 6nemli sonuglaridir.

Her ne kadar ¢ikis maddesinin ucuzlugu ve nispeten az basamakta sentezlense de
PmPL giinlik hayatta kullanim i¢in maliyeti yliksek bir malzeme olacaktir.
Biyomedikal uygulamalarda yer bulabilmesi igin ise, gelecekte PmPL’un
sitotoksisite, genotoksisite testleri, hlicre tutma (adsorpsiyon) 6zellikleri vb. bircok
biyolojik testleri yapilarak biyomalzeme olarak kullanilabilirligi ile ilgili ¢aligmalar
yapilabilir. Bu testlerden de olumlu sonuglar alinmasi durumunda, PmPL mevcut

polimerlere alternatif olacak yeni bir polimerik malzeme olarak tanimlanabilir.
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