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OZET

YENI BIR AZOMETIN FENOL TUREVININ KEMOENZIMATIK
POLIKONDENZASYONU

MUTLU, Melike
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

Danigsman : Dog. Dr. Ersen TURAC

Subat 2018, 45 sayfa

Bu c¢alismada, oOncelikle fenoksi imin tiirevli (E)-4-((benzilimino)metil)fenol
monomerikondenzasyon reaksiyonu ile sentezlenmis ve monomerin kimyasal yapisi
UV-Vis, FTIR,'H-NMR, ""C-NMR spektroskopileriyle karakterize edilmistir. (E)-4-
((benzilimino)metil)fenol linenzimatikoksidatifpolimerizasyonu oksitleyici ajan ve
katalizor olarak hidrojen peroksit varliginda HRP kullanilarak oda sicakliginda degisik
¢oziicli ve fosfat tamponlarinda (pH: 3,0 4,0 5,0 6,0) gerceklestirilmistir. Optimum
sartlar belirlenmistir. Caligmalar koyu kahve renkli polimerin, ¢oziicii olarak sulu
etanoliin kullanildigr pH: 4 fosfat tamponunda basarili bir sekilde sentezlendigini
gostermistir. Poli-(4-((benzilimino)metil)fenol)’lin karakterizasyonu UV-Vis, FT-IR,
'H-NMR, TGA/DTA ve GPC analiz teknikleri ile gerceklestirilmistir.

Anahtar Sozciikler: Enzimatik oksidatif polimerizasyon, fenolsi imin tiirevi, horseradish peroksidaz, (E)-

4-(benzilamino)fenol
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SUMMARY

CHEMOENZYMATIC POLYCONDENSATIONOF ANEW AZOMETHINE
PHENOL DERIVATES

MUTLU, Melike
Nigde OmerHalisdemir University
Graduate School of Natural andAppliedSciences
Department of Chemistry

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Ersen TURAC

February 2018, 45pages

Inthisstudy, phenoxy imine derivative of (E)-4-
((benzylimino)methyl)phenolmonomerwassynthesizedbycondensationreactionandthech
emicalstructure of themonomer has beencharacterizedby UV—Vis, FT-IR, "H-NMR,
BC-NMR spectroscopies. Enzymaticoxidativepolymerization of (E)-4-
((benzylimino)methyl)phenolusinghorseradishperoxidase (HRP) in the presence of
hydrogenperoxide as catalystandoxidizingagentwascarriedout in
varioussolventsandphosphatebuffers (pH:3, 4, 5, 6) at roomtemperature.
Theoptimumconditionsweredetermined.  Studieshaveshownthat a  dark  brown
polymerwassuccessfullysynthesizedbyutilizingaqueousethanol as thesolvent at pH: 4
phosphatebuffer. Characterization of Poly-[4- (benzylimino)phenol] wascarriedoutvia

UV-Vis, FT-IR, '"H-NMR, TGA/DTA, and GPC analysistechniques.

Keywords: Enzymaticoxidativepolymerization, phenoxy imine derivative, horseradishperoxidase, (E)-4-

(benzylimino)phenol
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BOLUM I

GIRIS VE ONCEKi CALISMALAR

1.1 Giris

Dogada o6nemli  polimerlerin  sentezlendigi tiim  reaksiyonlar enzimlerle

katalizlenirler.Enzimlerin katalizledigi iki tip biyopolimer sentez yontemi vardir:

Birincisi biyosentetik yollarla hiicre i¢i ve hiicre dis1 biyopolimer sentezidir ve canli
organizmalar tarafindan kullanilirlar. Ikinci ydntem ise enzimler tarafindan
katalizlenenbiyosentetik olmayan yollarla hiicre dis1 kimyasal sentezdir ve enzimatik
polimerlesme reaksiyonu olarak tanimlanir. Enzimatik polimerlesme reaksiyonlari,
dogal biyopolimerlerin iiretiminin yani1 sira sentetik polimerlerin {iretiminde de
kullanilir (ikeda vd., 1996). Bu nedenle, enzimatik polimerlestirme polimerizasyonda
hedef =~ makromolekiiller; poli(aminoasit)’ler, poliesterler, polikarbonatlar,
poliaromatikler ve vinil polimerleri olabilmektedir. Enzimatik katalizleme, klasik

kimyasal yontemler ile tiretilmesi zor olan polimerlerin {iretimine olanak saglamistir.

Son yillarda enzim katalizli polimerizasyon, polimer sentezi i¢in yeni metot olarak
oldukca 1lgi ¢ekmektedir (Kobayashi vd., 1995). Polifenollerin enzimatik

polimerizasyonu i¢in avantajlar1 agagidaki gibi 6zetlenebilir:

e Fenollerin polimerizasyon islemleri iliman kosullar altinda gerceklesir,

e Toksik reaktifler kullanilmadigi i¢in ¢evre dostu bir iglemdir,

e Cesitli substituentlere sahip fenol monomerleri polimerlestirilerek yeni sif
fonksiyonel poliaromatikleri verirler,

e Polimerin yapist ve c¢oziniirliigli, reaksiyon kosullart degistirilerek kontrol

edilebilir (Uyama vd., 2002).

Ozellikle, avantajlari arasinda enzimlerin “yesil” karakter gostermesi onemlidir. Onemli

fosil yakitlarin kullanimini azaltmasi, enerji tasarrufu ve bu metodun dogasinin ¢evre



dostu olmasi, enzim katalizinin c¢evresel siirdiirebilirligi desteklediginin kanitidir

(Kadokawa ve Kobayashi, 2010).

Fenoliin enzimatik polimerizasyonunda genellikle katalizor olarak HRP ve oksidant
olarak H,0O, kullanilmaktadir. Fenoliin enzimatik polimerizasyonu sulu ortamda
genellikle diisiik verimle elde edilmektedir. HRP enzimi tampon ve suyla karigabilen
organik ¢6ziicli i¢erisinde aktifligini siirdiirebilmektedir. Bu nedenle HRP katalizli fenol
ve fenol tiirevlerinin polimerizasyonunda genellikle bu karisimlarda calisilmaktadir

(Zhang vd., 2013).

1.2 Onceki Calismalar

Yaban turbu peroksidazi enzimi ve suda c¢oziiniir ara madde toluidin mavisi,
glutaraldehit capraz baglayici vasitasiyla 3-aminopropil trimetoksi silan Onciiliigiine
kovalent olarak hareketsizlestirilmislerdir. Sert seramik kompozit elektrotu, grafit tozu
ile birlikte bu modifiye edilmis silandan elde etmisler ve bu H,O, i¢in amperometrik
biyosensor ile sonuglandirmislardir. Modifiye edilmis biyosensoriin elektrokimyasal
davranisi 0.2 V ile -0.4 V vs SCE potansiyel araliginda doniisiimlii voltametri
kullanarak izlemislerdir. Biyosensor, -0.234 V'da katodik pik ve -0.203 V' luk bir
potansiyele sahip -0.172 V'da anodik pike sahip stabil bir voltamogram gostermistir.
Calisma kosullarinin optimize edilmesi i¢in tampon ¢6zelti, pH, sicaklik ve potansiyel
gibi sensoriin performansini etkileyen gesitli faktorleri incelemislerdir. Modifiye edilmis
biyosensoriin, hiicre i¢in 1iyi bir katalitik davramig sergiledigini belirtmislerdir.
Muhtemel etkilesimlerden herhangi bir engel olmadan, -0.25 V' luk daha disiik bir
potansiyelde H,Ox'nin indirgendigini vurgulamiglardir. Analitik ¢aligsma araliginin 0,429
uM ila 0,455 mM H,0O, oldugu ve tespit limiti 0,171uM olarak elde etmislerdir (K.
Thenmozhi vd., 2017).

Barbara ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 bu ¢alismada, asit boynuzu peroksidazi (HRP-
A) ile enzimatik renksizlestirmeden dnce ve sonra boyalarin DNA {izerindeki etkisini
arastirmiglardir. Kuyruklu yildiz tahlilinin, DNA hasarin1 ve onarimini dlgmek ig¢in
yaygin olarak kullanilan kolay ve uygulanabilir bir yontem oldugu bulmuslardir.
Ortaverimli kuyruklu yildiz kiimesini, BEAS-2B hiicrelerinde 8 boyanin genotoksik

etkilerinin degerlendirilmesi i¢in kullanilmistir. Sirasiyla tek ve ¢ift azo boyalar, orange
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IT (OR2) ve Amido Siyahi 10B (AB) durumunda oksitlenmis bazlari saptamak icin
bakteriyel endonu-clease (formamidopirimidin DNA glikozilizazi, FPG) ile bir sindirim
olarak eklemislerdir. Bu, niikleer DNA'daki en bol okside olmus bazlardan biri olan 8-
okso-7,8-dihidroguaninin saptanmasina izin vermislerdir. AB durumunda, renk kaybina
ugramadan Once ve sonra, iplikcik frenleri veya FPG'ne duyarli bolgelerde DNA hasari
belirtisi bulmamiglardir. OR2, DNA hasarma yol actigin1 gozlemlemislerdir. Ayrica,
FPG'ne hassas bolgelerin frekansint OR2konsantrasyonu ile arttirmiglardir. Renk
giderildikten sonra hi¢cbir DNA hasar etkisini gormemislerdir. Renksizlestirme
oncesinde ve sonrasinda OR2 ve AB'nin buzagi timus DNA's1 ile etkilesim ¢aligmalarini
emilim ve floresans spektroskopisi ile arastirmislardir. Sonugta, bazi durumlarda
enzimatik renk gidermenin genotoksisite potansiyelini diisiirmesine neden oldugunu

belirtmislerdir (Barbara S. Janovic vd., 2017).

Liu ve arkadaslar1 2017 yilinda yaptiklar1 calismada, gliimiis nanopartikiill (AgNP)
graviirliniin gozenekli grafen agiin hazirlanmasi i¢in uygulanabilir ve basit bir yontem
oldugunu Onermislerdir.Gozenekli grafene (PGN) dayali hassas bir biyosensor
olusturmuslardir. Ve yasayan hiicrelerden H,O, salimini 6lgmek i¢in yogurt porsukozu
(HRP) kullanmislardir. Genis yiizey alani1 ve ¢ok yonlii gozenekli yapisi sayesinde,
nanoporoz maddelerin kullanimi, biiyiilk miktarda enzim yiikleyerek ve difiizyonun
hizlandirilmasiyla biyosensoriin analiz performansini 6nemli dl¢tlide artirabildigini rapor
etmiglerdir. Bu arada, olusturulan elektrot, H>O,'e karst miitkemmel elektrokimyasal
performans sergiledigini belirtmislerdir; bunu, 0.0267nM kadar diisiik bir belirleme
simirt ve diger H,O, elektrokimyasal sensorlerden daha iistiin olan 7 derecelik genis
dogrusal bir aralik olarak vermislerdir. Bu nedenle, bu yeni biyosensoriin, normal
fizyolojik kosullar (10®-107 M) altinda degil, ayn1 zamanda canli hiicrelerden H,0,

salimin algilayabilmekte yardimci olacagini sdylemislerdir. (Yidan Liu vd., 2017).
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Sekil 1.1. Askorbik asit ile uyarilan hiicrelerden H,O, salimini saptamak i¢in kullanilan
GCE sematik HRP/PGN modifiyesi

Duan ve calisma ekibi, 6zellikle cis-diol i¢eren bilesiklerin tersine ¢evrilebilir kovalent
baglanma Ozelliklerine sahip olan fenil-boronik asit modifiye-IL fonksiyonlu
GO@Fe;04namin pargaciklarint (GO@Fe;04@ IL/PBA) elde etmek igin islevsel
kopriileme maddesi oldugunu bulmuslar ve ylizey modifikatorii olarak esas olarak
iyonik sivi (IL) kullanmislardir. Sonra, yliksek ylizey alani ve kolay ayrilma
ozelliklerine sahip GO@Fe;04@IL/PBA’y1 SEM, XRD ve FTIR ile karakterize
etmisler, yabanturpu peroksidaz (HRP) SMIP'yi hazirlayan destekleyici malzeme olarak
tasarlamiglardir. GO@Fe;04@IL/PBA-SMIP'in HRP'ye adsorpsiyon kapasitesini8.8 g/g
olarak bulmuslardir ve GO@Fe;O04@IL/PBA-SMIP'nin HRP'a adsorpsiyon modeli
olarak Langmuir adsorpsiyon izotermini se¢gmisler ve ikinci yikama islemini asetik asit
ile NaOH ¢ozeltileri ile yapmigslardir. Seciciligin iyilestirilmesinin avantajini elinde
bulunduran GO@Fe;0,@IL/PBA-SMIP’yi, 1.0x107-8.0x10°mg/mL araliginda lineer
olarak HRP'a yanit verebilen CL biyosensériiniin tan1 sirin1 2.9 x 10” mg/mL olarak
tespit etmiglerdir. Sonunda, tatmin edici sonuglara sahip numunelerde HRPyi1 tespit
etmek icin onerilen GO@Fe;O04@IL/PBA-SMIP-CL biyo-sensorii kullanmiglar ve geri
kazanimlar % 87 ili % 107 arasinda degistirmislerdir (Huimin Duan vd., 2016).
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Sekil 1.2. HRP GO@Fe;04@IL/PBA-SMIP’in sentez siireci

2016 yilinda yapilan c¢alismada Huang ve arkadaslari, referans olarak amino-
fonksiyonlu grafen (af-GQDs) ve 2,3-diaminofenazin (DAP) kullanarak, transgenik
peroksidazin (HRP) asir1 duyarli ve son derece secici olabilmesi i¢in bir rasimometrik
fluoresan nanosensdr oldugunu ilk defa bildirmislerdir. Ozel tepki sinyali DAP, o-
fenilendiamin'in (OPD) oksidasyon iiriinii oldugunu ve bununda HRP'in ortak substrati
oldugunu vurgulamiglardir. HRP'in enzimatik aktivitesini, kantitatif olarak enzimatik

hiz ve Michaelis-Menten kinetik parametresinin hesaplanmasiyla degerlendirmislerdir
(Shan Huang vd., 2016).
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Sekil 1.3. af-GQD tabanli rasimetrik fluoresan nanosensdriinii kullanarak HRP tayininin
sematik gosterimi
Sun ve arkadaslar1 2016 yilinda yaptiklar: ¢alismada, bir yaban turp oksidaz (HRP)’yi
capraz baglama yontemi ile hareketsiz hale getirmek i¢in bir ZnO nanotel / makro
gozenekli SiO, kompozit kullanmislardir. Dietilen glikol diglisidil eteri (DDE) zincirli
capraz baglayici olarak kullandiklarinda, HRP'ler ile reaksiyona girmeden dnce ZnO
nanotellerinin yiizeyine adsorbe olduklarini bulmuslardir. Hareketsizlestirilmis HRP’
nin, sicaklia ve pH inaktivasyonuna, serbest HRP'ye kiyasla ¢ok daha iyi direng
gosterdigini belirtmislerdir (Huaiyan Sun vd., 2016).
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Sekil 1.4. Azo boyalariin renk gidermesi icin HRP’nin yerinde ¢apraz baglanmasinin
sematik gdsterimi



Fazel ve calisma grubunun 2016 yilinda yaptig1 ¢alismada, nanofiber destekleri imal
etmek icin basit ve ¢ok yonli bir yontem olan -elektrospinning’in enzim
immobilizasyonu alanindaki etkisini arastirmiglardir. Biyo-kompozit nanofiberleri,
karistk PVA / BSA c¢ozeltisinden tretilmisler ve glutaraldehit tedavisinde, baslangig¢
BSA ve PVA konsantrasyonlarmin protein yiiklemesine etkilerini arastirmislardir.
Glutaraldehitin ¢apraz baglanmasinin, nanofiberlerin protein salimini 6nemli Olciide

diistirdiigiinii bulmuglardir(Ramin Fazel vd., 2016).

Yaban turbu peroksidazi (HRP), klasik bir heme igeren bir proteindir ve bircok alanda
kullanilmistir. HRP’nin, 6zellikle a¢ilmis haldeki protez grubu, hidrojen peroksit (H0,)
ile reaksiyona girerek 450 nm maksimum emisyon dalga boyuna sahip bir fliioresan
iiriin tiretebildigini belirtmislerdir. Bu emisyon bandini bir fliioresans probu olarak
kullanarak iire igindeki HRP'nin a¢ilim siireci niceliksel olarak degerlendirmislerdir

(Zhigang Ke vd., 2016).

Tura¢ ve Sahmetlioglu, schift bazi tiirevi 4-[(4- fenilenazo-fenilimino)-metil]-fenol (4-
PPMP) monomerini kondenzasyon reaksiyonu ile sentezlemis ve karakterizasyon
islemlerini yapmuglardir. 4-PPMP’nin enzimatik oksidatif polimerizasyonu, cesitli
organik ¢oziiciiler (aseton, metanol, etanol, DMF ve 1,4-dioksan) ve fosfat tamponlari
(pH: 6, 6.8, 7 ve7.2 ) igerisinde HRP enzimi ve H,O, varliginda oda sicaklifinda
gerceklestirmislerdir. Calismalar sonucunda, erime noktasi 290°C olan siyah renkteki
polimer, ¢oziicii olarak 1,4- dioksan ve pH: 6 fosfat tamponu kullanarak iyi bir verimle
elde etmislerdir. P(4-PPMP)’nin, 1,4-dioksan, DMF ve DMSO’da iyi ¢oziindigi;
kloroform, THF, metanol, etanol igerisinde az ¢oziindiigli ve dietileter igerisinde ise hig
¢oziinmedigini belirlemislerdir. Polimerin sayica ortalama molekiil agirhgini (M,,)
:7970,4 g/mol, agirlikga ortama molekiil agirhgm (My,): 8146,2 g/mol, polidisperslik
indisini (PDI): 1,02 olarak bulmuslardir. FT-IR ve 'H-NMR c¢alismalar1 sonucunda,
polimer zincirinde fenilen ve oksifenilen birimlerinin bulundugunu tespit etmislerdir.
Optik bant boslugunu (Ey) 4-PPMP i¢in 3,69 eV, P(4-PPMP) i¢in 3,36 eV olarak tespit
etmislerdir (Tura¢ ve Sahmetlioglu, 2010).

Na ve arkadaglar, yaban turbu peroksidazinin hidrojen peroksidaz (HRP/H,0,) katalitik
prosesi ile kombine edilmesi potansiyeli, eser organik kontaminantlart (mikro

piillaticilar) ortadan kaldirmak i¢in gelismis bir atiksu aritma teknolojisi olarak
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degerlendirmislerdir. Sentetik tamponlu soliisyonlarda fenolik mikroprolutant olarak
17a-etinilestradiol (EE2) ile kinetik deneyler, EE2 doniisiimiiniin (kgg,) belirgin birinci
derece hiz sabitinin artan HRP konsantrasyonu ile lineer olarak arttigini, ancak H,O, ve
EE2 konsantrasyonlarindan bagimsiz oldugunu gostermislerdir. EE2'nin gozlemlenen
kinetik davranislari, bilesik [I'nin EE2 ile HRP'nin katalitik dongiisiinde asir1 H,O,ve
HRP kosullarinda smirlayict adim olarak gorildiigii diistiniiliirse, HRP / H,0,;
sisteminin bilinen kimyasaliyla aciklanabilmistir. Bu HRP / H,O, kinetik modeli
kullanarak, bilesik II (ks;) 'iin EE2 ve fenol ve anilin de dahil olmak tizere bir kag
secilmis fenolik mikro-kirletici madde reaksiyonunun ikinci dereceden hiz sabitleri
belirlenebilir ve literatiirden elde edilenlerle kiyaslanabilinmektedir. Cesitli fenolikar
anilinik bilesiklerin k3'li (bu ¢alismadan ve literatiirden) ile fenolik veya anilinik mikro-
kirleticilerin eliminasyon verimliligini tahmin etmek i¢in kullanilabilen hammett sigma
sabitleri arasinda iyi korelasyonlar bulmuslardir. Ger¢ek su matrislerinde 2uM'de
calkalanan fenolik mikro-kirleticilerin (6r., EE2) eliminasyon seviyesi karsilik gelen kj
degerine sahip HRP / H,Okinetik model ile iyi tahmin etmislerdir. Bununla birlikte,
fenolik mikro-kirleticiler 1 pg / L'de c¢akildiginda nispeten daha diisiik elimine etme
seviyeleri gozlemlemislerdir; bu, ¢evresel olarak ilgili konsantrasyonlarda (6rn. Sub pug
/ L) bulunan fenolik mikro-kirleticileri ortadan kaldirmak i¢in HRP / H,O isleminin
performansinda bir miktar diisiis oldugunu gostermistir. (So-Yogung Na vd., 2016).
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Sekil 1.5. Se¢ilen fenolik mikro olabilecek kimyasal yap1

Dai ve caligma ekibi 2016 yilinda yaptiklart calismada H,O, ve iirikaz (UOx)
mevcudiyetinde (-DOPA'nin (ve dopamin'in) horseradish peroksidaz (HRP) katalizorlii

polimerizasyonunu, H>O, ve iirik asidin hidrokuinon aracili amperometrik biyolojik



olarak algilanmasi i¢cin mono- / bi-enzimleri immobilize etmek i¢in kullanmiglardir
(UA).Ilgili polimerik biyokompozitleri (PBC'ler), H,O, ilave edildikten sonra HRP ve
L-DOPA (veya art1 UOX) igeren fosfat tampon ¢6zeltisi i¢inde hazirlamiglardir. UV-vis
spektrofotometresi, taramali elektron mikroskobu, c¢evrimsel voltametri ve
elektrokimyasal impedans yontemlerini film karakterizasyonu ve/veya proses izlemesi
icin kullanmiglardir. Enzim kataliziyle hareketsiz hale getirilen HRP’nin, UV-vis
spektrofotometresi ile biyoaktivitesini korudugunuteyit etmislerdir. (Mengzhen Dai vd.,

2016).

Hamid ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢aligmada, hidrojen peroksitin amperometrik olarak
tespiti i¢in, peptit nanotiipleri (PNT'ler) icinde kapsiillenmis yaban turbu peroksidaz
(HRP) enzimlere sahip arabulucu olmayan bir sensor 6nermislerdir. PNT'ler, enzimleri
faaliyetlerini ve istikrarin1 korumak icin kapsiillemekle kalmadigini, ayn1 zamanda bir
elektrod ile aracilar olmaksizin HRP elektroaktif bolgeleri arasinda direkt elektron
aktarimi da yapabildigini belirtmislerdir. Test edilen sistemlerin
mevcutH,0O,konsantrasyon iliskilerini, Michaelis-Menten tipi denklem kullanarak analiz
etmiglerdir. PNT'leri enzimler i¢in hareketsizlestirici maddeler olarak kullanmanin,
redoks reaksiyonlarina miidahale edebilen ve enzimlere toksisite sorunlarina neden
olabilecek HQ gibi kimyasal mediyatatorlerin dezavantajlarin1 anlatabilecegini

belirtmislerdir (Hamid Feyzizarnagh vd., 2016).

2017 yilinda yaptiklar1 calismada Chen ve arkadaslari, enzimatik polimerizasyon ve
poli-templated bakir nanopartikiiller (CuNPs)iizerine calismislardir. Spesifik olarak,
hedef niikleaz varliginda, DNA substratinin, 6nce mononiikleotidler ve oligoniikleotid
fragmanlar olarak bozundugunu gézlemlemislerdir. CuNP'lerin floresan yogunlugunu,
niikleaz tahlili icin tespit etmislerdir.Onerilen yontemin yiiksek secicilik ve duyarlihga

sahip oldugu kanitlamislardir (Jinyang Chen vd., 2017).
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Sekil 1.6. Exo III (A) ve EcoR V (B)’nin hassas algilanmasi i¢in mekanizmanin sematik
gosterimi

Taresco ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 calismada, Poli (gliserol adipat) (PGA),
nispeten diisiik molar kiitle (12 kDa) ile bir polimer olusturmak {izere divinil adipat ve
korunmasiz gliserolden enzimatik bir yolla iiretilebilecegini belirtmiglerdir. PGA’nin,
bu suda ¢oziinmeyen polimere bir hidrofilik 6zellik kazandiran asili bir hidroksil
grubuna sahip oldugu gozlemlemislerdir. FT-IR, 'H ve ?C NMR, yiizey ve termal analiz
gibi cesitli tekniklerle sentez sicakliginin polimer iizerindeki etkisini incelemisler ve
hem bu materyal hakkinda literatiirde mevcut verileri genisletip hem de potansiyel igin
daha iyi ozellikler gosterdigini anlatmiglardir. Bir katalizor olarak lipazin (Novozym
435) kullanilmasinin aktif bolgedeki sterik engel yoluyla asili gliseril hidroksil i¢inde
capraz baglanmasini bastirdigini belirtmislerdir (V. Taresco vd., 2016).

O OH

O
l a
O OH
O n
Sekil 1.7. PGA’nin, enzimatik polimerizasyon ile sentezlenme semasi
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Hashimoto ve ¢alisma arkadaglarinin 2016 yilinda yaptiklart ¢alismada, Di-p-hidrokso-
bis [(N, N, N’, N’) -tetrametiletilendiamin) bakir (IT)] kloriir ile tris (hidroksimetil)
aminometan hidrojen kloriirii (Tris-HC1, pH = 9.0) tampon ¢ozeltisi i¢inde B- Arbutin
(4’-hidroksifenil B- b -glukozid) katalizorii kullanarak polimerlestirmislerdir.
Sentezledikleri polimerin, 7200'e kadar bir ortalama molekiil agirligina ve GPC ile
tahmin edilen 1.5 mol kiitle dagilimina sahip oldugunu sdéylemislerdir (Maria

Hashimoto vd., 2016).

1.3 Calismanin Amaci

Bu c¢alismada, azometin fonksiyonel grubu igeren yeni bir fenol tlirevi monomerin
literatiirde ¢evre dostu bir yontem olarak bilinen enzimatik oksidatif polimerizasyon
yontemi ile polimerizasyon sartlar1 arastirilacaktir. Optimum reaksiyon sartlari
belirlendikten sonra elde edilen {iriiniin karakterizasyon islemleri gerceklestirilecektir.
Karakterizasyon islemleri UV-vis, FT-IR, 13C—NMR, lH—NMR, GPC ve TGA gibi
analiz yontemleri ile yapilacaktir. Boylece, literatiire ¢evre dostu bir yontem olan
enzimatik oksidatif polimerizasyon yontemi ile elde edilmis yeni bir polimer

kazandirilacaktir.
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BOLUM 11

GENEL BIiLGILER

2.1 Polimerler Hakkinda Genel Bilgiler

Polimerler dogada yaygm olarak bulunan maddelerdir. Insan, hayvan ve bitki
organizmalarinin yagsaminda da 6nemli rol oynamaktadirlar. Bitkilerdebulunan nisasta

ve seliiloz gibi polisakkaritler, protein vb. maddeler birer dogal polimerdir.

Polimerler cansiz dogada da ¢ok yaygindirlar. Yer kabugunun biiyiik bir kismi1 polimer
seklinde bulunan SiO4 ve AlOs“ten olusmustur. Elmas ve grafit ise saf karbondan

olusan diger inorganik polimerlere drnektir (Basan, 2001).

Polimerler; hafif, ucuz, mekanik o6zellikleri cogu kez yeterli, kolay sekillenebilen
degisikamaclarda kullanima uygun, dekoratif, kimyasal acidan inert ve korozyona
ugramayanmaddelerdir. Polimer kimyasinda karsilasilan en 6nemli sorun ise, kii¢iik mol
kiitlelimaddelere yonelik kimyasal ve fiziksel kuram ve tekniklerin, iri ve karmasik

yapidaki polimer molekiilleri iizerine uygulanmasindaki zorluklardir (Sagak, 2010).

2.1.1 Monomer ve polimer

Monomer, uygun fonksiyonel gruplari sayesinde kimyasal baglar ile birbirlerine

baglanarakpolimerleri olusturan kiigiik molekiillerdir (Basan, 2001).

Polimer ise ¢ok sayida monomerin kovalent baglarla birbirine baglanarak olusturduguiri
yapidaki makromolekiillerdir. Polimer kelimesi, ¢ok anlamina gelen —poly- ve tanecik,
kiigiik pargaanlamina gelen —meros- kelimelerinden tiiretilmistir (Sagak, 2010).

Monomerden  baglanarak  polimerlerin  olusmasina yol agan tepkimelerin
tamaminapolimerlesme tepkimesi ya da polimerizasyon tepkimesi denilmektedir

(Basan, 2001).
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Vinil klortir  poli(vinil kloriir)
(monomer) (polimer)

Sekil 2.1. Vinil kloriir monomerinin polivinilkloriirii olusturmasi

2.1.2 Yinelenen birim

Polistirenin kimyasal gosteriminde parantez icerisinde verilen yapiya yinelenen birim

(mer) denir.

Sekil 2.2. Polistirenin yinelenen birimi (mer)

Yinelenen birimin yan yana yazilmasiyla polimer molekiiline gecilir. Sekilde
gosterilenn sayisina polimerizasyon derecesi denir. Zincir basina diisen yinelenen birim
sayisinapolimerizasyon derecesi denir. Zincir boyunca birbirine baglanan ve polimer
molekiiliiniin iskeletini olusturan atomlar dizisine ise ana zincir denilmektedir. Polimer
zincirindeki atomlara bazi kimyasal birimler baglanabilmektedir. Bu kimyasal birimlere
yan grup adi verilir. Polimerlerin yinelenen birimlerinin yapisi, polimerin sentezinde
kullanilan monomer,¢ikis maddesi veya kimyasallarin ne oldugu hakkinda 6n bilgi
verir. Ozellikle katilmapolimerizasyonunda polimerin yinelenen biriminden, polimer

sentezinde kullanilanmonomerin tiirii anlagilabilir (Sagak, 2010).
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2.1.3 Polimer zinciri

Polimer molekiilleri bir zincire, monomer molekiilleri ise bu zinciri olusturan
halkalarabenzetilebilir. Bu nedenle, polimer molekiilii yerine genellikle polimer zinciri
kavramikullanilir. Polimer molekiilleri iri olmasi nedeniyle makromolekiil olarak
daadlandirilabilmektedir.  Polimer  zincirleri  farkli  bicim ve  yazilimlarla
gosterilebilir.Ornegin polietilen’in gdsterim sekillerinin bazilar1 asagida verilmistir

(Sekil 2.3.).

Sekil 2.3. Bir polimer zincirinin kisa gosterim sekilleri (polietilen 6rnek alinmistir)

2.1.4 Zincir konformasyonu

Konformasyon, bir molekiilin atomlar1 arasindaki baglar etrafinda bag
kirilmasiolmadan donme hareketleriyle alabilecegi her tiirlii geometrik diizenlenmedir.
Polimerzincirleri bulunduklar1 kosullara gore (¢ozelti, eriyik gibi) baglar etrafinda
donerekdegisik konformasyonlara girebilirler.Sekilleri dikkate alindiginda, polimer
zincirlerine yonelik iki u¢ konformasyondanbahsedilebilir. Bunlardan birisi zincirin tam
uzamis halidir (cubuk gibi) ve iki ucundangekilerek gerilmis bir zincir pargasi bu
konformasyona karsilik gelir. Zincirlerin tambiiziilmiis hali (yumak gibi) diger ug
konformasyon tiirii olup, tam biiziilmiis konformasyonavug i¢inde sikica yuvarlanmis
zincir parcasina benzemektedir. Asagida polimer zincirlerinintam biiziilmiis, tam

uzamis ve ara konformasyonlarina aitornekler sekil 2.4°da verilmistir (Sacak, 2010).
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Tam uzamis ( cubuk)

Sekil 2.4. Polimer zincirlerinin alabilecegi bazi konformasyonlar

2.1.5 Ana zincir, yan grup

Polimer boyunca birbirine baglanarak polimer molekiiliiniin iskeletini olusturan
atomlardizisine ana zincir denir. Polimer ana zincirindeki atomlara baglanan bazi
kimyasalbirimlere yan grup adi verilir. Ornegin, polietilenin ana zincirini karbon
atomlariolugtururken, yan gruplarinin tamamini hidrojen atomlart olusturur.
Politetrafloroetilen’deana zincirde karbon atomlar1 bulunurken, yan gruplar flor
atomudur.Polimerlerin ana zincirleri boyunca yiizlerce, binlerce atom bulunurken yan

gruplardakiatom sayis1 olduke¢a azdir (Sacak, 2010).

Polistiren Poli(vinil klortir)

Sekil 2.5. Farkli yan gruplara sahip polimer 6rnekleri
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2.1.6 Baslatici

Basamakli polimerizasyon tepkimeleri genelde katalizor kullanilarak hizlandirilir.
Ornegin,poliesterlesme tepkimelerinde katalizdr olarak kullanilan asit, yalmz tepkimeyi

hizlandirir vetepkime sonunda kimyasal yapisi degismeden ortamda kalir.

2.1.7 Cikis maddesi

Yinelenen birim (mer), polimer zincirindeki monomerden gelen kimyasal
parcaningésterimidir ve yinelenen birimler yan yana yazilarak polimer molekiiliine
gecilir. Monomer kelimesi ise bir tane yinelenen birim anlamina gelmektedir. Yinelenen
birim ilemonomer yapilar arasinda yalnizca ¢ift bag-tek bag farki vardir. Bu nedenle,
katilma polimerizasyonunda kullanilan kimyasal maddeler i¢in monomer tanimi

kullanilabilir.

Monomer polistirenin
(stiren) yinelenen birimi

Sekil 2.6. Stirenin monomer sekli ve yinelenen birimi

2.2 Polimerlerin Simiflandirilmasi

2.2.1 Molekiil biiyiikliiklerine gore polimerler

2.2.1.1 Oligomerler

Ortamdaki monomerlerin kovalent baglar ile birbirine baglanarak birkag¢ tekrarlanan

birimigeren kiiclik molekiil kiitleli dimer, trimer, tetramer vb. den 102 ye kadar

yinelenen birimiceren molekiillere oligomerler denir (Basan, 2001).
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2.2.1.2 Makromolekiiller

Kiicik mol kiitleli monomer molekiillerinin kovalent baglarla zincir halinde
birbirinebaglanmas1 ile olusan 10° den biiyiik polimerlesme derecesine sahip
polimerleremakromolekiiller denir (Basan, 2001).

2.2.1.3 Jeller

Polimer zincirlerinin capraz baglarla birbirine baglanarak biiyiikk bir kiitle haline
gelmesidurumunda molekiil kiitlesi sonsuz olarak alinir ve bunlara polimerik jel denir.
(Basan,2001).

2.2.2 Olusumlarina gore polimerler

2.2.2.1 Dogal polimerler

Canlt ve cansiz biinyede dogal olarak kendiliginden olusan polimerlerdir.

Orneginkaucuk (Basan, 2001).

2.2.2.2 Yan sentetik veya yapay polimerler

Bu tiir polimerler, kimyasal tepkimeler yardimi ile dogal polimerlerden elde

edilenpolimerlerdir. Seliiloz*un nitrolanmasi ile elde edilen nitroseliilloz buna 6rnektir.

2.2.2.3 Sentetik polimerler

Monomer denilen kiiciik molekiillii bilesiklerden cesitli polimerlesme tepkimeleri

iletamamen insanlar tarafindan elde edilen polimerlerdir. Ornegin polistiren.

2.2.3 Kaynaklarina gore polimerler

2.2.3.1 Organik polimerler
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Organik monomerlerden sentezlenen polimerlere organik polimer denir (Basan, 2001).

2.2.3.2 inorganik polimerler

Inorganik monomerlerden sentezlenen polimerlere inorganik polimer denir.

2.2.4 Sentezine gore polimerler

2.2.4.1 Basamakh polimerizasyon

Basamakli polimerler; kondensasyon, iiretan olusumu, Diels-Alder katilmasi, Friedel-
Crafts tepkimeleri gibi tepkimelerle sentezlenebilir. Kondensasyon polimerizasyonu
basamakli polimerlerin laboratuvarlarda sentezine veya ticari iiretimine en uygun
polimerlesme tepkimeleridir. Bu nedenle basamaklt polimer yerine ¢ogu zaman
kondensasyon polimeri, basamakli polimerizasyon yerine ise kondensasyon

polimerizasyonu denilmektedir (Sagak, 2010).

2.2.4.2 Katilma polimerizasyonu

Katilma polimerizasyonunda monomer molekiilleri, polimer zincirlerine birer birer
vehizla katilirlar. Hizli zincir biliylimesinden dolayr tepkimenin her asamasinda
ortamdayiiksek mol kiitleli polimer ve tepkimeye girmemis monomer bulunur (Sagak,
2010).

Katilma polimerizasyonunun gerceklesmesi i¢in monomerin en az bir c¢ift bag
icermesigerekir. Bu ¢ift bag herhangi bir dis etki ile kirilarak monomer serbest radikal
veyaiyona doniisiir. Bu serbest radikal veya iyonlar birbirleriyle tepkimeye girerek

katilmapolimerizasyonu tepkimesini verirler (Basan, 2001).

2.2.5 Zincirlerine gore polimerler

2.2.5.1 Diiz zincirli (dogrusal) polimerler

Ana zincirleri iizerindeki atomlarda yalmiz yan gruplarin bulundugu polimerlere

dogrusal polimer denir. Bu polimerlerin ana zincirleri kovalent baglarla baska zincirlere
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de bagl degildir. Dogrusal polimerler uygun coziiciilerde ¢oziiniirler, defalarca

eritilipyeniden sekillendirilebilirler.
2.2.5.2 Dallanmus zincirli polimerler

Polimerlerin ana zincirlerine kendi kimyasal yapisiyla 6zdes dal goriintiisiinde

baskazincirler kovalent baglarla baglanmissa bunlara dallanmis polimerler denir.

—

— L
W N

Capraz bagh
Dogrusal ( Az oranda ) Dallanmms
“l I f “-]: Capraz bag
(i boyuthn gosterim)
Dallannus

Sekil 2.7. Polimer zincirlerinde gozlenebilecek zincir bigimleri
2.2.5.3 Capraz bagh polimer
Polimerlesme sirasinda meydana gelen dallarin her iki ucunun farkli iki
zincirebaglanmasiyla yani bir dalin iki farkli ana zinciri birbirine baglamasiyla

olusanpolimerlere ¢apraz bagli polimerler denir.

2.2.6 Yig1lma sekillerine gore polimerler
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Polimerleri kesin olarak amorf ve kristal polimer diye iki gruba ayirmak
miimkiindegildir. Bu nedenle, bir polimer 6rneginde kristal faz ¢ok biiyiikse kristal,

amorf faz¢ok biiyiikse amorf olarak isimlendirilebilir.
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2.2.7 Tekrarlanan birimin kimyasal bilesimine gore polimerler

2.2.7.1 Homopolimer, kopolimer

Polimerin i¢erdigi tekrarlanan birimlerin bilesimi ayn1 veya farkli olabilir. Birbirinitakip
eden tekrarlanan birimlerin kimyasal yapist ayniysa bunlara homopolimer
denir.Birbirini takip eden tekrarlanan birimlerin kimyasal yapis1 ayniysafarkliysa

bunlarakomopolimer denir.

2.2.8 Isiya kars1 davramislarina gore polimerler

2.2.8.1 Termoplastik polimerler

Fiziksel olarak diiz ve dallanmis zincir yapisina sahip olan polimerler,
sitildiklarindadnece yumusar sonra kivaml akiskan hale gegerler. Bu tip 1sisal davranis
gosteren polimerlere 1s1yla yumusayan manasina gelen termoplastik denir. Termoplastik
davranig gosteren polimerlerin yumusamaya basladig1 sicakliga camsi gegis sicakligi

(Tg), kivaml olarakakmaya basladig: sicakliga ise erime sicakligi (T.) denir.

2.2.8.2 Termoset polimerler

Yiiksek oranda ¢apraz bag iceren polimerler 1sitildiklart zaman termoplastikler
gibiyumusamazlar veya erimezler, hatta tersine sertlesirler. Sicaklik daha da
arttirtlirsadogrudan 1sisal bozunmaya ugrarlar yani kimyasal olarak parcalanirlar. Bu
nedenle,isitildik¢a sertlesen polimerlere 1s1 ile sertlesen anlamina gelen termoset

polimerlerdenir.

2.3 Polimerlerde Mol Kiitlesi Tiirleri

Polimerlerin uzun zincirler halinde ¢ok biiyiik kiitleli molekiillere sahip olmast ve
aynipolimere ait olan molekiillerin biyiikliiklerinin birbirinden farkli olmasi

yanipolidispers olmasi1 polimerleri diger maddelerden ayiran 6nemli 6zelliklerindendir.

Molkiitlesi kavramiyla ifade edilen sayr ise bir polimer 6rnegindeki tiim zincirlerin
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kiitlesinidegil, birbirinden farkli biiyiikliikteki zincirlerin ortalama kiitlelerini ifade eder
(Basan,2001).

Polimerlerin mol Kkiitleleri, polimer ¢ozeltilerinin herhangi bir 6zelligi uygun
birydontemle bulunur. Mol kiitlesini bulmada uygulanan yontemden elde edilen
sonuglar,polimer ¢ozeltisinin hangi 6zelligiyle ilgili ise, mol kiitlesi tiirii de incelenen

ozelligebaglidir. Bu nedenle polimerlerde,

e Sayica-ortalama mol kiitlesi (M),
o Kiitlece-ortalama mol kiitlesi (M),
e Viskozite-ortalama mol kiitlesi (My),

e Z-ortalama mol kiitlesi (M,).

seklinde dort ayr1 mol kiitlesi tanim1 yapilir (Sagak, 2010).

2.4 Polimerlerde Mol Kiitlesi Belirleme Yontemleri

2.4.1 Jel gecirgenlik kromatografisi

Jel gecirgenlik kromatografisinde bir ayirma kolonu bulunur ve polimer ¢ozeltileri
bukolondan gecirilir. Ayirma kolonu, belli biyiikliglin altindaki molekiillerin
iclerinegirmesine izin veren kiiclik gbzeneklere sahip kiiresel taneciklerle
doldurulmustur.

Polimer c¢ozeltisi kolona verildiginde, kiire gozeneklerine girebilecek kiiciikliikte
kopolimer molekiilleri, gozeneklerin igerisinden dolasarak ilerleyeceginden daha uzun
yolalarak kolonun altina ulasir. Olgiimler, kolondan ayrilan ¢dzeltinin bir dedektorle

izlenmesi seklinde yapilir.

2.5 Polimerlerin Isil Ozellikleri

Polimer zincirleri, polimer orgiisiinde diizenli bir sekilde istiflenerek kristal
yapidabolgeler olusturabilir. Normalde, polimerlerden son fiirlinler yapilirken
uygulananislemler sirasinda belli diizeyde kristallesme gozlenebilir. Fakat bu asamada

timpolimer zincirlerinin bir diizen icerisinde paketlenerek tam kristal bir yapi
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vermesibeklenemez. Bu nedenle, cesitli amaglarda kullanilan endiistriyel polimerlerin
coguamorf ve kristal bolgeleri birlikte orgiilerinde bulundururlar (yari-kristal). Yari-
kristalpolimerlerin genel Orgiisii, amorf faz i¢gine gomiilmiis kristal bolgelerden olusan
birsisteme benzetilebilir.Tam kristal polimerler serttir ve cams1 gecis gostermezler, belli
bir sicaklikta erirler. Amorf, yari-kristal ve kristal polimerlerin 1s1l degisimleri asagida
(Sekil 2.8) basitcegosterilmistir. Tam kristal ve yari-kristal maddelerde gegisler
belirgindir. Amorf maddelerde ise camsi1 gegis disindakiler derecelidir (Sagak, 2010).

T 51%1

5%l \

esnek /
termoplastik

5%l

zamkst
kati
kaugugumsu Te
I/ Ccamst
camst
amorf vari-kristal kristal

Sekil 2.8. Amorf, yari-kristal ve kristal maddelerde 1s1l gegisler sirasinda gozlenen
davranis degisiklikleri

2.5.1 Camsi gegis sicakhgi

Dogrusal ve dallanmis zincirlerden olusan amorf ve yari-kristalin polimerler camsigecis
sicakligr tizerinde yumusarlar. Isitma stirdiiriiliirse yari-kristal ve kristal polimerlererime
noktasinda erirler; amorf polimerler ise kaucugumsu, zamksi davranislariizerinden

sivilasir.

2.5.2 Camsi gecis sicakhigim etkileyen faktorler

Polimer zincirlerindeki baglar etrafindaki donme kolaydir. Bu da zincirlerin
egilipbiikiilmehareketlerini yapabilmeleri i¢in gerekli serbest hacmi azaltir. Buna karsin,

1yi istiflenemeyenpolimer zincirleri arasinda daha fazla serbest hacim kalir. Bu nedenle,
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baglar etrafindaki donme kolayligin1 ve serbest hacmin biiylikliiglini etkileyen her

polimer 6zelligi, camsi gegis sicakligini etkiler. Bu tiir polimer 6zellikleri;

e Zincir esnekligi
e Yan grup
e Dallanma ve ¢apraz bag

e Mol kiitlesi

seklinde incelenebilir.

2.6 Enzimler

Enzimler  kendileri  degisime  ugramadan  bir  reaksiyonu  hizlandiran
biyokimyasalkatalizorlerdir. Enzimlerin hemen hepsi protein yapisindadir. Ancak,
proteinlerin hepsienzim degildirler. Ayrica her enzim sadece bir cesit reaksiyonu

katalizleyebilir (Gegkil,2012).

Enzimin tanimini olusturan 6nemli 6zelliklerini maddeler halinde 6zetlersek;

e Canli hiicreler tarafindan sentezlenen maddelerdir.

e Etki gosterebilmek icin hiicreye gereksinim duymazlar, in vitro ortamda da etki
gosterirler.

e Is1ya dayaniksiz maddelerdir, yiliksek 1s1 ile bozulurlar.

e Protein yapisindadirlar ve proteinler gibi primer, sekonder, tersiyer ve kuarterner
yapilar1 vardir.

e Biyolojik reaksiyonu hizlandirirlar (Giines vd., 2013).

Reaksiyona giren maddelerin {riinlere c¢evrilmeleri i¢in aktivasyon enerjisi adi
verilenbir enerji engelini asmalar1 gerekmektedir. Belli bir sicaklikta 1 mol
reaktaninaktiflesmis durumu kazanmalar1 i¢in gerekli enerji miktarina aktivasyon
enerjisi denir(Keha ve Kiifrevioglu, 2010). Enzim ile katalizlenen reaksiyonlarda enzim,

reaksiyonagiren madde ile gegici olarak birlesir ve gerekli aktivasyon enerjisini azaltir.
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Sekil2.9°de  katalizlenmemis ve enzim Kkatalizli bir reaksiyon i¢in enerji

diyagramiverilmistir.
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Sekil 2.9. Bir kimyasal reaksiyonun katalizlenmis ve katalizlenmemis halleri i¢in enerji
diyagrami

2.6.1 Enzim aktivitesini etkileyen faktorler
Enzimlerin aktivitesine etki eden bir¢cok etken bulunmaktadir. Bunlardan 6&nemli

olanbazifaktorler sicaklik, pH ve zamanin etkisi, enzim konsantrasyonu,

substratkonsantrasyonudur.
2.6.1.1 Sicakhgin etkisi

Her enzimin en iyi etki ettigi yani en iyi c¢alistigi sicaklik derecesi vardir. Buna
oenzimin optimum sicaklik derecesi denir. Bu derecenin {izerinde enzimler {i¢

boyutluyapilarinikaybederek bozulurlar (Sekil 2.10).

Tepkime hizi

Optimum
/ﬂm uygun)

1 Kiik (°C)
0 55 Sicaklik ( )
-
Calismaz Galismaz
Yapis1 bozunmaz Yapis: bozunur

(denature olur)

Sekil 2.10. Enzimin sicakliga gore reaksiyon hizinin degisimi
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2.6.1.2 pH’nin etkisi
Enzimin en aktif oldugu pH derecesine o enzimin optimum pH degeri denir.

EnzimlerpH degisimine karsi ¢ok hassastir. Bazi enzimler asidik (I), baz1 enzimler bazik

(IIT) vebaz1 enzimler de notr (IT) ortamda optimum ¢alisir (Sekil 2.11).

Pepsin Amilaz Tripsin

Tepkime hizi —»

pH —»
Sekil 2.11. Enzimin pH*sina gore reaksiyon hizinin degisimi

2.6.1.3 Zaman

Enzim ile katalizlenen reaksiyonun hizi zamanla azalir. Bunun sebebi
reaksiyoniiriinlerinin kendi aralarinda birleserek, zit yonde bir reaksiyon meydana

getirmeleridir.Bagka bir deyisle enzim zamanla inaktive olur veya substrat tiikkenir.

2.6.1.4 Enzim konsantrasyonu

Substrat konsantrasyonu sabit tutularak enzim konsantrasyonu artirilirsa, reaksiyon

hizida bununla orantili olarak artar. Ciinkii her enzim birbirinden bagimsiz olarak is

gorur.

Tepkime hizi —m

Enzim yogunlugu ——»
Sekil 2.12. Enzimin konsantrasyonuna gore reaksiyon hizinin degisimi
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2.6.1.5 Substrat konsantrasyonu

Sabit bir enzim konsantrasyonunda, enzimatik reaksiyonun hiz1 belirli bir noktayakadar,
substrat konsantrasyonu ile artar. Hiz maksimuma ulastiginda

substratkonsantrasyonunun artmasi ile reaksiyon hizi degismez.

Tepkime hizi —»

Substrat yaguniugu ——»
Sekil 2.13. Substrat konsantrasyonuna gore reaksiyon hizinin degisimi

2.7 Horseradish Peroksidaz (HRP)

Horseradish ya da yabanturpu diinyanin 1liman bdlgelerinde yetistirilen cevre
sartlarinadayanikli bir bitkidir. Yabanturpu peroksidaz ise bu bitkinin kokiinden elde

edilen,ytizy1l1 agkin bir siiredir iizerinde ¢alisilan ve heme-igeren 6nemli bir enzimdir.

Yabanturpu peroksidaz terimi genel olarak kullanildigi halde bitkinin kokii birkag
tanefarkli peroksidaz izoenzimi igermektedir. Bunlardan en yaygin olam
HRPizoenzimidir. Sekil 2.14’de  HRP enziminin {ic boyutlu molekiil yapisi
gosterilmistir(Veitch, 2004).
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Sekil 2.14. HRP enziminin ii¢ boyutlu molekiil yapisi
HRP enzimi, bir heme grup (demir (III) protoporfirin IX) ve iki kalsiyum

atomundanolusan iki farkli metal merkeze sahiptir. Heme grup, dort pirol halkasindan
olusan birporfirin halkasinin ortasinda sikica tutulan demir atomuna sahip diizlemsel bir

yapidir.

2.7.1 HRP enziminin katalitik mekanizmasi

Peroksidazlarin ~ katalizleme mekanizmasi, bir alicitmin  hidrojen  peroksit
tarafindanoksitlenerek iki su molekiilii ortaya ¢ikmasina dayanir. HRP enzimleri ile

katalizlenentepkimeler denklem 2.6’daki gibi ifade edilebilir:

H,0, + 2AH, HRP  _ 2H,0 +2AH- 2.1)

>

Denklemdeki AH, indirgen substrat, AH- ise radikalik {riindir. Tipik

indirgensubstratlar aromatik fenoller, fenolik asitler, indoller, aminler ve siilfonatlardir

(Veitch,2004).

In R’O‘O H
TIT
/ |‘
Hs ot
/ \_Fle_f/ N | n-
N '\N //Fe\ /
—| N
2
Bilegik L @
T H;0
/’ 3
_|\_
Bilesik | OH

Sekil 2.15. Peroksidazlarin katalitik mekanizmasi

Sekil 2.15°de sematize edildigi gibi, ilk basamakta su ligandi, (ara {riin 1)
hidrojenperoksit (ya da diger organik hidroperoksitler) ile yer degistirir ve sonucta
peroksokompleksi elde edilir (ara iirtin 2). O-O baginin heterolitik kirilmasiyla bilesik I
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olusur.Yiiksek oksidasyon ara bilesigi olan bilesik I, Fe(IV) oksoferil merkez ve
porfirinmerkezli katyon radikali igerir. Bilesik I, indirgen substrattan (In-H) iki
bagimsizhidrojen ayrilmasiyla dinlenme  durumuna doner. Sonu¢ olarak
polimerizasyonubaglatabilecek iki radikalik iiriin ( In-) olusur. Genel olarak, peroksitler
iki elektrontransfer basamagimi sonraki iki tek elektron transfer basamaklarina
baglayarak “elektrondiizenleyici” olarak fonksiyon gostermektedir (Hollmann and

Arends, 2012).
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BOLUM 111

MATERYAL VE METOT
3.1 Materyal
3.1.1 Kullanilan kimyasal maddeler
Calismada kullanilan biitiin kimyasal maddeler analitik safliktadir.,4-fenilmetanamin ve
4-hidroksibenzaldehit, c¢oziiciiler (metanol, 1,4-diokzan, tetrahidrofuran), fosfat
tamponu (H3PO4) ,Hidrojen peroksit (H,0O,) kullanildi.
3.1.2 Kullanilan alet ve cihazlar
3.1.2.1'H ve "C Niikleer manyetik rezonans (IH ve 13CNMR)
'H ve °C NMR spektrumlar1 Erciyes Universitesi Teknolojik Arastirma Merkezinde
bulunan Bruker400 MHz’ lik cihaz kullanilarak alindi. Coziicli olarak dotero dimetil
stilfoksit (DMSO-d6),standart olarak ta tetrametilsilan kullanildi.
3.1.2.2 Infrared spektrumlar: (FT-IR)
Erciyes Universitesi Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezinde Bruker marka
spectrum400 cihaziyla gergeklestirildi. Spektrum c¢ekimlerinde ATR 6zellikli cihaz ile
direkt ¢ekimyapildi.
3.1.2.3 Ultraviyole goriiniir bolge spektrumlari (UV-Vis)
UV-Vis c¢alisgmasinda Nigde Omer Halisdemir Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi

Kimya Bolimii PolimerKimyas1 Arastirma Laboratuvarinda bulunan Shimadzu

MultiSpec 1501 spektrometresikullanildi.
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3.1.2.4 GPC analiz calismasi

Nigde Omer Halisdemir Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Béliimii Polimer
Arastirmalaboratuvarinda  bulunan  Perkin-Elmer Series 200 marka GPC

cihaziylagergeklestirildi.

3.1.2.5 TGA/DTA

Termal analiz c¢alismalart (TGA) ve diferansiyel termal analizler Erciyes
UniversitesiTeknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezinde bulunan Perkin Elmer
Pyrisdiamond 6.0model Termogravimetrik ve Diferansiyel Termal Analiz (TG/DTA)
cihaz1 ileyapilmistir. Analizler 10 mL/dak. 1sitma hizinda Azot atmosferinde
gergeklestirilmistir. DTA ve TGAOGIglimleri igin 10 °C/dak. 1sitma hiz1 ile 1200 °C2ye

kadar 1sitma saglanmis ve aliiminakroze kullanilmistir.

3.2 Metot

3.2.1(E)- 4-((benzilimino)metil)fenol 'iin sentezi

Reaksiyon manyetik karistiricili 1sitic1 lizerinde yag banyosu igerisinde iki boyunlu 250
mL’lik balonda geri sogutucu altinda gergeklestirilmistir. Su tutucu olarak balonun
icerisine 10 tane molekiiler sieves ilave edilmistir. 1,08 g (10 mmol) 4-fenilmetanamin
ve 1,36 g (10mmol) 4-hidroksibenzaldehit 50’ser mL etanol igerisinde c¢oziilerek
reaksiyon ortamina ilave edilmistir. Daha sonra karisim oda sicakliginda 5 saat reflaks
edilmistir. Uriinii saflastirmak igin hekzan/aseton (9:1) ¢oziicii sisteminde flash kolon
kromatografisi (SiO, kolon, diklorometan ¢oziicli) uygulanmistir. Daha sonra iiriin
etiivde 60°C kurutulmustur.(E)-4-((benzilimino)metil)fenol’iin reaksiyon semasi sekil

3.1’de verilmistir (Turag ve Sahmetlioglu, 2010).

Sekil 3.1.(E)-4-((benzilimino)metil)fenol’iin sentez semasi
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3.2.2(E)-4-((benzilimino)metil)fenol’iinH,0; ile enzimatik oksidatif

polimerizasyonu

Reaksiyon 1siticili manyetik karistirict lizerinde 100 mL“lik tek boyunlu reaksiyon
balonundaoda sicakliginda gerceklestirildi. 0,1 gram.(E)-4-
((benzilimino)metil)fenol(0.47 mmol)monomeri, reaksiyon ortamina konulup {iizerine
20 mL metanol eklenerek ¢o6ziildii. Reaksiyonbalonuna 0,002 gram Horseradish
peroksidaz (HRP) enzimi ve 20 mL pH=4.0 fosfat tamponu eklendi. Reaksiyon balonu
1siticilt manyetik karistirict lizerine konulup oda sicakliginda manyetik balik yardimiyla
stirekli karigtirildi. Reaksiyon ortamina her 15 dakikada bir 10 pLH,O; toplamda 7 kez
(toplam 70 pL) eklendi. Aynmi kosullarda reaksiyona 24 saat devamedildikten sonra
deney sonlandirildi. Daha sonra santrifiijleme islemi uygulandi. Siizgeckagidi
yardimiyla saf suyla yikanarak enzim, etanol ile yikanarak da reaksiyona girmemis
monomerler uzaklastirildi. Boylece saf polimer elde edildi. Ayn1 metotla oksitleyici
olarakH,O; kullanarak monomerin farkli ¢oziiciilerle (metanol, etanol ve 1,4 Dioksan)

ve farkli pHtamponlarinda (pH=3.0, 4.0) optimum reaksiyon sartlar1 tespit edildi.

Sekil 3.2.(E)-4-((benzilimino)metil)fenol’iin EOP reaksiyonunun 6nerilen yapisi
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BOLUM IV

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Poli-(4-(benzilimino)metil)fenol’iin Yapi ve Ozellikleri

Poli-(4-(benzilimino)metil)fenol’linsentezi, oksidant olarak H,0O,, katalizor olarak HRP
enzimi kullanilarak farkli pH’lardaki fosfat tamponda (3,0, 4,0, 5,0 ve 6,0 ) ve farkh
¢oziiclilerde (metanol, 1,4-dioksan,tetrahidrofuran) gerceklestirildi. Poli-(4-
((benzilimino)metil)fenol)’lin i¢in pH= 4,0 fosfat tamponu/metanol ¢6ziicii karigiminda
24 saatte % 50 verimle ve My= 1957g/mol molekiilagirhiginda koyu kahverengi renkli
polimeri elde edildi. Bu kosullar polimerin sentezlendigioptimum sartlar olarak
belirlendi. Polimerin tiim karakterizasyon islemlerinde bu ortamdasentezlenen iiriin

kullanildi.

Cizelge 4.1. Poli-(4-(benzilimino)metil)fenol’tinkullanilan ¢oziiciilerdeki EOP sartlari

ve Uriinler
Monomer | HRP Coziicii pHFosfat H,0, t (saat) | T(°C) Uriin Rengi
Enzimi tamponu
0,1g 0,002 g | Metanol pH=3,0 70 24 27,2 Reaksiyon
(20mL) (20 mL) pL gerceklesmemistir
0,1g 0,002 g | Metanol pH=4,0 70 24 27 Cikolata
(20mL) (20 mL) pL kahverengi
0,1g 0,002 g | Metanol pH=5,0 70 24 27 Reaksiyon
(20mL) (20 mL) pL gerceklesmemistir
0,1g 0,002 g | Metanol pH=6,0 70 24 27 Reaksiyon
(20mL) (20 mL) pL gerceklesmemistir
0,1g 0,002 g | 1,4-dioksan pH=3,0 70 24 25 Reaksiyon
(20mL) (20 mL) pL gerceklesmemistir
0,1g 0,002 g | 1,4-dioksan pH=4,0 70 24 26 Reaksiyon
(20mL) (20 mL) pL gerceklesmemistir
0,1g 0,002 g | 1,4-dioksan pH=5,0 70 24 25 Reaksiyon
(20mL) (20 mL) pL gerceklesmemistir
0,1g 0,002 g | 1,4-dioksan pH=6,0 70 24 25 Reaksiyon
(20mL) (20 mL) pL gerceklesmemistir
0,1g 0,002 g | tetrahidrofuran | pH=3,0 70 24 24.8 Reaksiyon
(20mL) (20 mL) pL gerceklesmemistir
0,1g 0,002 g | tetrahidrofuran | pH=4,0 70 24 24.8 Reaksiyon
(20mL) (20 mL) pL gerceklesmemistir
0,1g 0,002 g | tetrahidrofuran | pH=5,0 70 24 24,8 Reaksiyon
(20mL) (20 mL) pL gerceklesmemistir
0,1g 0,002 g | tetrahidrofuran | pH=6,0 70 24 24,8 Reaksiyon
(20mL) (20 mL) pL gerceklesmemistir
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4.1.1 Poli-(4-((benzilimino)metil)fenol’iinmolekiil agirhgi ¢calismasi

Poli-(4-((benzilimino)metil)fenol’tinGPC cihaz1 ile gerceklestirilen molekiil agirhigi
caligmasisonucu, agirlikca ortalama molekiil agirhigi (My,): 1957 g/mol, sayica ortalama
molekiilagirhigr (M,): 1837 g/mol, polidispersitesi (PDI): 1,065 olarak bulunmustur
(Sekil 4.1.).

0,00 100 200 6.00 2,00 10.00 12,00 14,00 16,00 18.00 20,00

Sekil 4.1. Poli-(4-((benzilimino)metil)fenol)’tin GPC kromatogrami

4.1.2 (E)-4-((benzilimino)metil)fenolve Poli-(4-((benzilimino)metil)fenol)’iin

coziiniirliik ozellikleri

(E)-4((benzilimino)metil)fenol, metanol, DMF, DMSO, THF, aseton’da tamamen
¢Oziiniirken,1,4-dioksan, kloroform, etanol ve suda ¢6ziinmemektedir. Poli-(4-
((benzilimino)metil)fenol, DMF,DMSO igerisinde tamamen ¢6zlinmekte, metanol, 1,4
dioksan, aseton, kloroform, etanol vesuda c¢oziinmemektedir. THF’de ise kismen

¢Oziinmektedir.

Cizelge 4.2. (E)-4-((benzilimino)metil)fenolve Poli-(4-((benzilimino)metil)fenol)’{in
¢Ozlniirlik 6zellikleri

DMF | THF | DMSO | Metanol 1,4- Aseton | Kloroform | Etanol Su

dioksan
Monomer ++ ++ ++ ++ - ++ - - -
Polimer ++ - ++ - - - - - -
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4.1.3 (E)-4-((benzilimino)metil)fenol ve Poli-(4-((benzilimino)metil)fenol)’iin FT-IR

spektrumlari

(E)-4-((benzilimino)metil)fenol’iin  FT-IR spektrumunda, 2966 cm alifatik C-H
gerilmesinin varligini kanitlar. 1469 ve 1364 cm™ benzen halkasmin —C=C- piklerine
aittir. 1248 cm™’de ki pik fenollerde —C-O- gerilmesini kanitlar. 1142 cm™ C-N-C
alifatik gerilmesini, 1092 cm™ aromatik C-H diizlem ici egilmesini (monosubstitiie
benzen i¢in), 1051 cm™ aromatik C-H diizlem i¢i egilmesini (p-disubstitiie benzen icin),
823 ve 801 cm™aromatik C-H diizlem ici egilmesini (p-disubstitiie benzen igin), 685

cm 'aromatik C-H diizlem dis1 egilmesini (monosiibstitiie benzen i¢in) gostermektedir.
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Sekil 4.2. (E)-4-((benzilimino)metil)fenol’tinFT-IR spektrumu

Poli-(4-((benzilimino)metil)fenol)’tin FT-IR spektrumunda, 3400’lerde bulunan yayvan
pik yapidaki hidroksil gruplarinin korundugunu gostermektedir.3056 cm’deki pik
aromatik C-H’1n varhigini kanitlar. 1565 ve 1509 cm™’deki pikler benzen halkasina ait —
C=C- pikleridir. 1231 cm™’deki pik fenollerde -C-O- gerilmesini kanitlamaktadir.1110
ecm’deki C-N-C alifatik gerilmesini, 1092 cm™’deki aromatik C-H diizlem ici
egilmesini (monosubstitiie bezen i¢in), 859 cm’deki aromatik C-H diizlem dist

egilmesini (p-disubstitiie benzen i¢in) gostermektedir.
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Sekil 4.3. Poli-(4-((benzilimino)metil)fenol)’iin FT-IR spektrumu

4.1.4 (E)-4-((benzilimino)metil)fenol ve poli-(4-((benzilimino)metil)fenol)’iinUV-

Vis spektrumlar

(E)-4-((benzilimino)metil)fenol ve Poli-(4-((benzilimino)metil)fenol)’iin  UV-Vis
spektrum ¢alismast  yapilirken ornek N,N-dimetilformamit icinde ¢oziilerek
incelenmistir. (E)-4((benzilimino)metil)fenol’iin UV-Vis spektrumunda 300ve 310
nm’de iki band gozlenmektedir. 310 nm’deki band -C-N- ve -C-OH kromofor
gruplarindaki n—o* elektronik gegisleri, 340 nm’deki band -C=C- kromofor
gruplarindaki n—n* elektronik gecisidir (Sekil 4.4.).

(E)-4((benzilimino)metil)fenol’iin H,O, ile reaksiyonu sonucu elde edilen Poli-(4-
((benzilimino)metil)fenol)’tin UV-Vis spektrumunda 300, 350 nm’de iki band
gozlenmektedir.300 nm’deki band -C-N- ve -C-OH kromofor gruplarindaki n—oc*
elektronik gecisleri, 360 nm’deki band -C=C- kromofor gruplarindaki n—n* elektronik
gecisi olarak yorumlanabilir. Ayrica 600 nm civarinda gozlemlenen omuz seklindeki
band ise polimerizasyon sonucu olusan polimerik yapidaki n—n* konjugasyonundan
kaynaklanabilir (Sekil 4.4.kirmiz1 pik). Monomer ve polimerin UV-Vis spektrumlarinin

karsilagtirilmasi iiriinlerde konjugasyonun arttig1 hakkinda agikg¢a bilgiler vermektedir.
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Sekil 4.4. (E)-4-((benzilimino)metil)fenol’iin ve Poli-(4-((benzilimino)metil)fenol)’iin
UV-Vis spektrumu

4.1.5 (E)-4-((benzilimino)metil)fenol’iin ve poli-(4-((benzilimino)metil)fenol)’iian-

NMR ve “C-NMR spektrumlar

(E)-4-((benzilimino)metil)fenol’iin C-NMR spektrumunda(Sekil 4.5)’de gorildiigii
gibi 117.0, 119.5 ,119.80, 120.5, 127.71, 128.3, 131.71, 133.0, 133.05, 134.70ppm’de

13 karbon atomuna ait pik gdzlemistir.
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Sekil 4.5. (E)-4-((benzilimino)metil)fenol’iin *C-NMR spektrumu
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(E)-4-((benzilimino)metil)fenol’in *C-NMR spektrumunda(Sekil 4.6)’de goriildiigii
gibi 115.80, 118.05, 119.72, 120.24, 126.85, 127.17, 131.03, 133.71, 134.84, 125.0

ppm’de 13 karbon atomuna ait pik gozlemistir.
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Sekil 4.6. Poli-(4-((benzilimino)metil)fenol)’iin *C-NMR spektrumu

Poli-(4-((benzilimino)metil)fenol)’iin '"H-NMR spektrumu incelendiginde sekilde gibi
aromatik halkaya bagli OH protonu 12.87 ppm’de singlet olarak gozlendi. 3.40’da
H,;O’ya 2.51°de ppm’deki pik ¢oziicii (DMSO) pikine aittir. N-H protonu9.0 ppm’de
singlet olarak gozlemlendi. Ayrica aromatik halka protonuna ait pikler Poli-(4-
((benzilimino)metil)fenol)’iin "H-NMR spektrumunda 6.9 ppm ve 7.8 ppm arasinda

multiplet olarak gozlemlendi.
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Sekil 4.7. Poli-(4-(benzilimino)metil)fenol’tin 'H-NMR spektrumu

UV-Vis, FT-IR ve lH—NMR, BC-NMR analizleri, EOP reaksiyonu sonucu
olusaniiriiniin yapisini agagidaki gibi teklif edilebilecegini gostermektedir (Sekil 4.8.).

Sekil 4.8. (E)-4-((benzilimino)metil)fenol EOP reaksiyonunun 6nerilen yapisi
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4.1.6 Poli-(4-(benzilimino)metil)fenol’iintermogravimetrik analiz egrileri

Poli-(4-(benzilimino)metil)fenol’tin  sekil 4.9°da  verilen TGA/DTG  egrileri
incelendiginde, Poli-(4-(benzilimino)metil)fenol’in termooksidatif bozunmaya Kkarsi

fazla direngli olmadigini1 goriilmektedir.
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Sekil 4.9. Poli-(4-(benzilimino)metil)fenol’iin termogravimetrik analizi egrileri
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BOLUM V

SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

(E)-4-((benzilimino)metil)fenol asidik ve ortamda pH=3.0, 4.0, 5,0, 6,0 kosullarindaki
enzimatik  oksidatifpolimerizasyon  reaksiyonu  sartlar1  incelendi.  Poli-(4-
((benzilimino)metil)fenol)’tiin pH=4.0 fosfattamponu ve etanol ¢dziiciisiinde en yiiksek
verim ile optimum sartlar1 elde edildi.(E)-4-((benzilimino)metil)fenol FT-IR, UV-Vis,
'H-NMR ve C-NMR spektroskopileriyle karakterizasyonu yapildi. Sentezlenen Poli-
(4-((benzilimino)metil)fenol’iin karakterizasyonu UV—-Vis,FT-IR, 1H NMR, TGA,
GPC analiz teknikleriyle gerceklestirildi. Yapilan g¢alismalarsonucunda asagidaki

sonuglar elde edildi.

1. (E)-4-((benzilimino)metil)fenol asidik ortamda (pH=3.0, 4.0, 5,0, 6,0)
H,0,0ksitlendiricisi ile enzimatik oksidatif polimerizasyon vermektedir.

2. (E)-4-((benzilimino)metil)fenol monomerinin rengi kremdir. Enzimatik
oksidatifpolimerizasyon sonucunda olusan Poli-(4-
((benzilimino)metil)fenol)polimerinin rengi ise koyukahverengidir.

3. Enzimatik oksidatif polimerizasyon reaksiyonunda farkli pH tamponlar1 (3.0,
4.0, 5,0) ve g¢oziciitiirleri (metanol, 1,4-dioksan, tetrahidrofuran) gibi
parametrelerin degistirilmesisonucunda asidik ortamda pH=4.0 fosfat tamponu,
metanol ¢oziiclisiinde reaksiyonunoptimum sartlart belirlenmistir. Optimum
reaksiyon sartlar1 oksitleyici olarak H,O,varliginda, 25°C'de ve 24 saat olarak
belirlenmistir.

4. Optimum sartlarda H,O, oksitleyicisi kullanarak % 50 verimle elde edilen Poli-
(4-((benzilimino)metil)fenol)' {in degerleri Mw=1957 g/mol, Mn=1837 g/mol,
PDI=1,065 olarak bulundu.
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