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MANYETiK NANOMALZEME DESTEKLi ENZiM KATALiZORLERIN,
POLIMER SENTEZINDE KULLANIMI
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Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Agustos 2019
Damisman: Prof. Dr. Ertugrul SAHMETLIOGLU

OZET
Bu tez cahsmasinda, manyetik Fe;Os destekli nanokatalizorlerin  sentezi,
karakterizasyonu ve polimer sentezinde kullanimi iizerine arastirmalar yapilmistir.
Katalizor, akrilamid’in polimerlesmesinde, H,O, nin oda sicakliginda polimerlesme

baslatmasini katalizlemek icin kullanilmustir.

IIk asamada manyetik Fe;O4, hidrotermal yontem ile FeCl; kullanilarak elde edilmistir.
Elde edilen manyetik demir oksit, sirasiyla aminopropiltrietoksisilan, gluteraldehit ile
modifiye edilemis ve horseradish peroksidaz (HRP) ile kaplanmistir. Sentezlenen
katalizor akrilamid’in polimerlesme reaksiyonunda kullanildi. Manyetik katalizor,
baslatic1 olarak kullanilan hidrojen peroksitin, reaksiyonu baslatmasi i¢in gereken
yiikksek sicaklik ihtiyacini ortadan kaldirmis ve polimerlesmenin oda sicakliginda

gerceklesmesini saglamistir.

Manyetik enzim katalizOriiniin hazirlanarak polimerlestirme reaksiyonunda kullanimi
literatire ilk olarak kazandirilmistir. Bu metot ile HRP enzimi tekrar
kullanilabilmektedir ki bu ¢alismada da hazirlanan bir enzim katalizorii 16 defa yeniden
kullanilmigs ve polimerlesme gerceklestirilmistir. Polimerizasyon reaksiyonu icin
optimum sartlar belirlenmistir. Sentezlenen iiriinlerin karakterizasyonu XRD, FT-IR,
SEM, EDX, 1H-NMR ve RAMAN analiz yontemleri ile gerceklestirilmistir.
Calismalar, coziici olarak su kullanilmig beyaz renkli poliakrilamid basariyla
sentezlenmistir. Elde edilen beyaz renkli poliakrilamid molekiil agirligr 14500 g/mol

olarak bulunmustur. Yapilan deneylerde %70 verimlilige ulagilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nanokatalizor, Enzimatik oksidatif polimerizasyon, Horseradish

peroksidaz, Hidrojen peroksit, Metal oksit destekli katalizor.
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USAGE OF ENZYME CATALYSTS SUPPORTED WITH MAGNETIC
NANOMATERIALS IN POLYMER SYNTHESIS
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ABSTRACT

In this thesis, synthesis, characterization and use of magnetic Fes;Os supported
nanocatalysts in polymer synthesis have been investigated. The catalyst was used to
catalyze the initiation of polymerization at room temperature of H,O, in the

polymerization of acrylamide (AA).

In the first stage, magnetic Fe;Os was obtained by using FeCls with hydrothermal
method.  The  resulting  magnetic iron oxide was modified  with
aminopropyltriethoxysilane, glutaraldehyde, respectively, and coated with horseradish
peroxidase (HRP). The synthesized catalyst was used in the polymerization reaction of
acrylamide. The magnetic catalyst eliminated the need to the high temperature required
to initiate the reaction to the hydrogen peroxide used as the initiator and allowed the

polymerization to take place at room temperature.

To prepare magnetic enzyme catalyst and use in polymerization reaction is first study in
the literature. With this method, the catalyst easily recovered by magnetic separation.
The catalyst with include HRP enzyme has been reused 16 times in the polymerization
reaction of acrylamide was performed. The optimum conditions have been determined.
The structure of the polymer and nanocatalyst have been evaluated by XRD, FT-IR,
SEM, EDX, '"H-NMR, and RAMAN techniques. The white polyacrylamide has been
successfully synthesized by using the water as the solvent. The resulting white polymer

has a molecular weight of 14500 g/mol. The experiments have showed 70% efficiency.

Keywords: Nanocatalyst, Enzymatic oxidative polymerization, Horseradish peroxidase,

Hydrogen peroxide, Metal oxide supported catalyst.
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GIRiS

Dogal ve dogal olmayan polimerik malzemeler, modern toplum i¢in vazgecilmezdir. Bu
polimerik malzemeler giindelik hayatta kullanilan esyalardan, elektronik, makine,
haberlesme, tasima, eczacilik, tip gibi endiistri ve teknoloji alanlarinda yaygin olarak

kullanilmaktadir [1].

Enzimler sayesinde dogadaki Onemli polimerlerin iiretildigi biitiin reaksiyonlar
katalizlenebilmektedir [2]. Tlk olarak 1920’lerde hiicre dis1 (in vitro) polimer sentezi
radikalik tiirlerin, asitler ve bazlarin katalizor olarak kullanilmasiyla baglamistir. Daha
sonra 1950’lerde ise gecis metalleri katalizor olarak kullanilmaya baslamstir.
Giiniimiizde ise sahip oldugu avantajlarmdan otiirli enzimatik polimerizasyon, sik¢a
tercih edilen polimerlestirme yOntemlerinin arasina girmistir [3]. Bunun en 6nemli
sebebi, polimerlesme sirasinda kullanilan enzimin, reaksiyonunun oda sicakliginda
gerceklesmesi ve yiiksek sicaklik ihtiyacini ortadan kaldirmasidir. Ayrica c¢ozelti
ortaminda radikalik iirtin kalmamas1 nedeniyle insan saghigina olumsuz etkileri olduk¢a
azdir ve cevre dostu bir yontemdir. Polimer yapis1 ve ¢Oziiniirliigiiniin tepkimenin
gerceklestirilecegi ortamin kosullar1 degistirilerek kontrol edilebilmesi, yiiksek termal
kararliliga sahip polimer elde edilebilmesi ve molekiil agirlig1 kontrolii saglamasi
sebebiyle enzimatik polimerizasyon tercih edilmektedir [4]. Ayrica, enzimlerin yliksek
seciciligi yan reaksiyonlar1 azaltmaktadir [5]. Onemli fosil yakitlarin kullanimini
azaltmasi, enerji tasarrufu ve bu metodun dogasmnin c¢evre dostu olmasi, enzim

katalizinin cevresel siirdiirebilirligi desteklediginin kanitidir [6].
Enzimlerin katalizor olarak sentezlendigi ii¢ ¢esit biyopolimer sentez yontemi vardir:
Birincisi, biyosentetik yollarla in-vivo (hiicre i¢i) biyopolimer sentezidir.

Ikincisi, biyosentetik yollarla in-vitro (hiicre dis1) biyopolimer sentezidir.



Uciinciisii ise, “enzimatik polimerizasyon” olarak tanimlanan izole edilmis enzimler

araciligiyla sentezlenen biyosentetik olmayan in-vitro biyopolimer sentezidir [7].

Giinlimiizde, polimerlerin enzimatik katalizleme (enzimatik polimerlestirme) ile hiicre
dis1 sentezlenmeleri alaninda yogun caligmalar mevcuttur [8]. Enzimatik katalizleme,
klasik kimyasal katalizorlerle iiretilmeleri zor olan ¢ok sayida polimerin iiretimi icin
yeni bir olanak saglamistir. Biyosentetik olmayan yollarla polimerlerin hiicre dis1
enzimatik iiretimleri dogru polimer sentezinin yeni bir yOntemi olarak kabul

edilmektedir [9].

Polimer kimyasinda, yapay aromatik bilesiklerin enzim katalizli polimerizasyon
reaksiyonlar1, formaldehit ile gerceklestirilen geleneksel kimyasal polikondenzasyon
reaksiyonlarma alternatif bir yol olmustur [10]. Son yillarda, vinilik veya fenolik
polimerlerin enzimatik sentezi oldukca ilgi ¢ekmistir. Baz1 vinil veya fenol tiirevlerinin
katalizor olarak peroksidaz, bilirubin oksidaz, lakkaz kullanilarak oksidatif
polimerizasyonu gerceklestirilmistir. Boylece poliaromatiklerin yeni sinifi elde edilmis

ve termal kararliliga sahip oldugu gézlenmistir [11].

Vinil ve tiirevlerinin enzimatik polimerizasyonunda ¢cogu zaman horseradish peroksidaz
katalizor olarak, hidrojen peroksit oksitleyici olarak kullanilmaktadir. HRP enzimi pH
tamponlar1 ve suyla karisabilen organik ¢oziiciilerde aktifligini siirdiirebilir. Bu sebeple

vinil ve vinil tiirevlerinin polimerizasyonunda HRP enzimi ile ¢alisilmaktadir.



1. BOLUM

GENEL BILGILER ve LITERATUR CALISMASI

1.1. Polimerler Hakkinda Genel Bilgiler

Birbirlerine kovalent baglar ile baglanarak daha biiyiik molekiiller olusturabilen,
lizerinde en az bir cift bag veya en az iki tane islevsel grup bulunduran yapilara
monomer denir. Birden fazla sayida molekiiliin kimyasal baglar ile birbirine baglanarak
diizenli bir yapida olusturduklar1 yiiksek molekiil agirhigina sahip bilesiklere polimer
denir. Monomerlerin ise bir araya gelerek daha biiyiik ve karmagik yapilarla polimerleri

olusturmasina polimerlesme tepkimesi veya polimerizasyon tepkimesi denir.

Polimerlere 6rnek olarak “Poliakrilamid’’ polimeri verilebilir. Belirli sartlar altinda
birden ¢ok akrilamid monomerleri bir araya gelerek poliakrilamidi olusturur. Asagidaki
sekilde akrilamid monomerinden polimerizasyon ile poliakrilamid olusumu

gosterilmistir.

\ H H H
C=0 C=0 C=0
o NH, rxlle rlle I\IJH2
Akrilamid Poliakrilamid

Sekil 1.1. Akrilamid’ten poliakrilamid olusumu

Polimer zinciri {izerinde birbirine baglanarak kendisini yineleyerek ilerleyen birime

tekrarlanan birim denir.
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Sekil 1.2. Bazi polimerlerin yinelenen birimi

Polimerlerin yinelenen birimlerinin yapisi, polimerizasyonda secilen monomer,
kimyasalin cesidi, ¢ikis maddesine yonelik bize On bilgi verir. Bu sayede radikalik
polimerizasyonda polimerin yinelenen birimine bakilarak sentezde kullanilan

monomerin ¢esidi anlasilabilir.

Zincir basina diisen tekrarlanan birim sayisina polimerlesme derecesi (Dp) denir.
Radikalik polimerlerde yinelenen birim miktar1 -n- simgesi ile gosterilir. Yinelenen

birim miktar1 ile polimerizasyon derecesi birbirine esittir.

%CHZ—CHZ —— Dp=1500
1.500

Sekil 1.3. Polietilen’in polimerizasyon derecesi

1.2. Polimerlerin Siniflandirilmasi
Polimerler; molekiil biiyiikliigiine, olusumuna, kaynagina, zincirin fiziksel yapisina,
tekrarlanan birimin kimyasal yapisina, 1siya kars1 davranisina, yigimlasma sekline gore

smiflandirilirlar.

Polimerlesme Tepkimelerine Gore Polimerler

1937 yihinda ABD’de ki bir sirkette naylon iizerine ¢alisma yapan, naylonu ilk bulan
kisiler olarak adlandirilan grubun ekip bagskani Wallace Carothers, sentetik polimerik
maddeleri kondenzasyon polimerleri ve katilma polimerleri olarak iki boliime ayirmistir
[12].

v Basamakli (Kondenzasyon) Polimerizasyon
v Radikalik (Zincir) Polimerizasyon



1.3. Akrilamid (AA)

Akrilamid (AA) beyaz renge sahip, kokusuz erime noktas1 85°C ve kaynama noktasi
125°C olan kristal bir maddedir. Molekiil agirligr 71,08 g/mol, polimerizasyon 1sis1 —
19,8 kcal/mol’diir. Su, kloroform, etanol ve asetonda c¢o6ziinebilmektedir; sudaki
cOziinlirligli ise oldukca yiiksektir (2155 g/L’dir). Buhar basinct 25°C’de 0,007
mmHg’dwr. Baslica akrilamid ve tiirevi monomerlerin kopolimerizasyonu ve
homokopolimerizasyonu ile elde edilen c¢esitli yaridaki ticari Uriin ve proseslerin
gelistirilmesinde kullanilan poliakrilamidler (PAAm) ; igme sularmin temizlenmesinde,
boya sanayinde, kozmetikte, endiistriyel atik sularin aritilmasinda, jel elektroforezinde,
plastiklerin tiretiminde, madencilikte ve kagit liretiminde olmak {izere genis uygulama
alanlarinda kullanilan sentetik polimerlerdendir. Hemen hemen biitiin sartlar altinda,
suda coziinebilen kiiciik veya cok biiylik molekiil agirlikl iiriin olarak elde edilirler.
Endiistriyel alanda biiyiik bir 6neme sahip olmasinin nedeni akrilamidin iyon yapidaki

tiirevlerinin olusturdugu kimyasal reaksiyonlara olan girme yetenegidir.

Akrilamid ve metakrilamid ve bircok N-substitue tiirevinin bulundugu biiyiik

monomerler siifinin ana bilesenidir. Monomerlerin genel formiilii asagidaki gibidir.

CH=CH CH,=C
C|:0 (lj:()
N H2 N HZ
Akrilamid Metakrilamid

CH2:$H
C=0
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Sekil 1.4. Cesitli akrilik monomer 6rnekleri

Siradan akrilamid polimerleri bastan-kuyruga seklinde dogrusal bir molekiildiir. Genel

olarak polimer yapis1 asagidaki gibidir.



Coktiiriici ve yardimci olarak madencilikte mineral islenmesinde, sivi-kati ayirma
islemlerinde kullanilmaktadir. Asidik, nétral ya da bazik sistemlerde, yiiksek
konsantrasyonlu elektrolitlerin varliginda kullanilabilirler. Genellikle aglomerasyon ve
sedimentasyon hizlanmasma sebep olan ¢ok seyreltik cozeltiler halinde kullanilirlar.
Bundan dolayi cok yiiksek molekiil agirlikli poliakrilamidler (~ 20 milyon), olaganiistii
etkin flokiilanlardir [13].

Tarimda kullanilan yagmur sular1 ve atik sular; bagirsaklara ait mikroorganizma, bocek
ilact ve besinleri yapisinda barindirir. Bu sularin poliakrilamid ile muamelesi sonucu
kirli su atiklarinda besin ve mantar bakterilerinin tutulmasini ve suyun filtresini iyi bir
sekilde saglar. Akrilamid/maleik asit (AAm/MA) hidrojellerinin bazi organik ve
inorganik kirleticilere tutuklayabilme 6zellikleri nedeniyle ¢evre kimyasinin en 6nemli
problemlerinden biri olan atik sularin temizlenmesinde kullanilabilecegi anlagilmistir.
Bunun yaninda erozyonu Onleyen yiiksek bir etkisi oldugu gozlenmistir. Asagida

poliakrilamidin sulama oluklarindaki suya etkisinin sonra ve oncesi resmedilmistir [14].

Sekil 1.5. PAAm’nin sulama oluklarindaki suya etkisinin sonra ve dncesi [14].

Poliakrilamid hidrojelleri suyu ¢ok iyi bir sekilde kendi yapisinda absorbe ederler. Bu

0zelligi nedeniyle endiistride 6zellikle ¢ok fazla kullanilmaktadir.



Sekil 1.6. PAAm’nin suyu absorblamasi

Poliakrilamidin en yaygm kullanim alan1 biyoloji ve biyokimyada kullanilan
elektroforezdir. Jel kivaminda sentetik akrilamid ve tirevi olan N-N’metilen
bisakrilamid maddesinin polimerlesmesiyle olusturulur, drnekler sentezlenen jel yapi

tizerinden devam ettirilir.

Poliakrilamid sayilanlarin disinda dis hekimliginde dolgu maddesi olarak, recinelerin
kaplanmasinda, deri sanayisinde, iyon degistirme recineleri olarak, matkap sivilarinda
dolgu maddesi olarak, kagit yapiminda katki maddesi olarak, fotograf filmleri
yapiminda, polyester film yapiminda, matbaacilikta baski pastasi olarak, kozmetik

alanda sa¢ spreylerinde ve viicut kremlerinde kullanilmaktadir.

Poliakrilamid tiretiminde ii¢ temel yontem kullanilmaktadir:

1. Sulu Cozelti Polimerizasyonu
2. Karisik Coziicii Sistemlerinde Cozelti Polimerizasyonu

3. Dispers Faz Polimerizasyonu

Sulu Cozelti Polimerizasyonu

Sulu ¢ozelti polimerizasyonu genellikle kullanilan yontemdir. Baslatict madde olarak
serbest radikal baslaticilar1 olan redoks c¢iftleri, persiilfatlar, azo bilesikleri ve peroksitler
gibi malzemeler kullanilmaktadir. Polimerin ortalama molekiil agirligi, monomer ve
baslatict konsantrasyonu polimerizasyon sicakligi, zincir transfer vasitalar1 ve elektrolit
konsantrasyonlar1 ile c¢alismak suretiyle kontrol edilebilir. Sulu c¢ozeltide

polimerizasyon, ¢apraz bagli olma derecesine ve molekiil agirhigma bagh olarak suda



coziinebilen iriinler vermektedir. Derigik akrilamid ¢ozeltileri ile potasyum persiilfat
baslaticis1 kullanilarak, oda sicakliginda gerceklestirilen reaksiyonlardan viskoz, suda
yavas ¢oziinen, renksiz jeller elde edilir. COktiirme ve termal tabaka kurutmasi sulu
cozeltiden yiiksek molekiil agirligina sahip kati halde polimer elde etmek i¢in kullanilir.
Kiiciik pul seklindeki polimerler ¢ozelti polimerizasyonunu takiben termal tabaka
kurutmasi ile elde edilir. Kurutma sistemi secimi, poliakrilamidin istenilen ortalama
tretilen polimerin 1s11 hassasiyetine, kurutma islemi siiresince gergeklesen
reaksiyonlara, molekiill agirligina baghdir. Coktiirme yontemindeyse, belirli bir
konsantrasyonda bulunan reaksiyon karigimi hizli bir sekilde karistirilan soguk
coziiciiye eklenir, coken polimer siiziiliir ve yikanir, vakumda diisiik sicaklikta kurutulur

[13].

Kanisik Coziicii Sistemlerinde Cozelti Polimerizasyonu

Bu sistemde, akrilamid ve diger bilesikler, su ve organik coziicii (kosolvent)
karisiminda ¢oziiliirler, kosolvent olarak genellikle alkoller kullanilir. Karisik ¢oziicii
sisteminde  elde  edilen  maksimum  molekill agirhg, sulu  ¢ozelti
polimerizasyonunkinden daha diisiiktiir. Biiyiiyen polimer zincirinin ortamdan ¢okerek
ayrilmasi molekiil agirh@ biiyiikliigiinii sinirlar. Bu deger, organik ¢oziicli se¢imi ve
organik c¢oziicliniin suya oram ile degisebilir. Organik c¢oOziicii oraninin azalmasi,
molekiil agirhigint arttirir. Karigik ¢oziici polimerizasyonu ile hazirlanan polimerler,
sulu ¢ozelti polimerizasyonu ile elde edilenlere nazaran daha dar molekiil agirhig:
dagilimma sahiptir. Karisik ¢oziiciiden ayrilan polimerler, akiskan yatak, tepsi ya da

doner vakum kurutucular ile kurutulmaktadir [13].

Dispers Faz Polimerizasyonu

Cozelti polimerizasyonunda farkl olan dispers faz polimerizasyonunda sulu reaksiyon
kiitlesi, inert organik tasiyict icinde dagitilir. Ksilen, parafin yagi, fuel oil ve
tetrakloroetilen kullanilabilir. Son {iriin kat1 boncuk seklinde olacaksa, ksilen ve
tetrakloroetilen kullanilir. Dispersiyon parcacik c¢api, siispansiyon vasitalarina, organik
faz ve sulu fazin viskozitesine ve diger parametrelere bagli olarak 1,0-500pum arasinda
degisebilir. Dispers faz sistemi, iyi bir 1s1 transferi saglar. Monomer konsantrasyonu,

yiikksek molekiil agirlikli dirtinler elde etmek icin agirlikca %50 ya da daha yiiksek



tutulmaktadir. Dispers faz sistemleri,

kurutulmaktadir [13].

coktiirme veya azeotropik distilasyonla

1.4. Enzim immobilizasyonu

Katalitik olan proseslerde enzim molekiillerinin katalitik aktifligini koruyup tekrar
kullanilabilirligini saglamak amacl bir destek maddesine kimyasal ve fiziksel tutulmasi
olarak tanimlanabilir [15]. Immobilize enzimler, serbest enzimlere gore daha kullanish
ve avantajli molekiillerdir. Reaksiyon islemi sonunda ortamdan kolayca
uzaklastirilabilirler, boylelikle tiriiniimiiz kullanilan enzim tarafindan kirletilmemis olur.
Tekrar eden uygulamalarda rahatlikla kullanilabilir. Cevresel faktorlere karsi daha

dayanikhdir [16].

Immobilize enzimlerin gelistirilmesiyle ilgili uzun zamandir cok calisma yapilmaktadir.
Yapilan bu ¢aligmalarda tiretim maliyetinin diisiikliigli, prosesin kontrol edilebilmesi ve
immobilize enzimlerin yeniden kullanilabilirligi gibi Onemli avantajlar vardir.

Asagidaki cizelgede immobilize enzimlerin genel kullanim alanlar1 verilmistir [17, 18].

Tablo 1.1. Immobilize enzimlerin kullanim alanlar1 [17].

{ Immobilize Engimlerin Uygulama Alanlar: }

Tlaglar

Analitik
Cihazlar

Heterojen Secici Kati-faz

Biyokatalizorler Adsorbentler Protein Kimyasi

Tablo 1.2. Enzim immobilizasyonunda en yaygin kullanilan tastyicilar [18].

Sentetik Polimerler Dogal Polimerler Anorganikler
Poliakrilamid Nisasta Kil
Naylon Seliiloz Cam
Vinil polimerler Kollagen Aktif karbon
Metakrilat Jelatin Metaller
Polistiren tiirevleri Kitosan Silika jel
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Enzim immobilizasyonunda kullanilacak tasiyicida bazi 6zellikler aranir, bunlar;

kimyasal ve termal stabilite,
hidrofilik karakter,

pordz yapi ve uygun partikiil formu,

YV V V VY

kovalent baglamada kullanilacak tasiyicilarin 1liman kosullarda reaksiyon verebilen

fonksiyonel gruplar tagima,

Y

rejenere olabilmesi,

Y

mikroorganizmalara kars1 direng¢li olmasi,

> zehirsiz ve ucuz olmasidrr.

‘A

B
| D

S—|Tama €

Sekil 1.7. Enzimlerin tasiyici lizerinde kovalent immobilizasyonu: (A) Enzimin
kovalent bag yapan fonksiyonel grubu; (B) Enzim ile tasiyiciy1
baglayan grup (linker); (C) Tastyict; (D) Ara bosluk

Enzimlerin tasiyicilara kovalent baglanmasi, enzim yiizeyindeki aktif amino asit
gruplar1 ve tastyict yiizeyinde bulunan aktif fonksiyonel gruplar arasindaki kimyasal

reaksiyona dayanir (Sekil 1.8.) [19].
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AKtif amino gruplari

g agag m/@ o bodb
IR IR

[ME capraz bagli IME

Sekil 1.8. Capraz bagli immobilize enzimler [19]

1.4.1. Fiziksel Adsorpsiyon ile immobilizasyon

Istenilen bilesik kat1 destek maddesinin yiizeyine zayif Van der Waals baglariyla
baglanir. Baglardan gelen zayif etkilesimler sebebiyle, bilesigin ¢oziiniirliigiinii kismen

azaltmak miimkiindiir [20].

1.4.2. Kimyasal Reaksiyonlar ile Iimmobilizasyon

Immobilizasyon islemi gerceklestirilecek bilesiklerin fonksiyonel gruplar1 ile kati
destek maddesindeki fonksiyonel gruplar arasinda kimyasal bir reaksiyon
gerceklestirilir. Bunun sonucunda kat1 destek maddesiyle malzeme arasinda kimyasal
bir bag olusur. Bu ikisi arasindaki etkilesmelerin kuvvetli olmasi halinde, kullanilan

malzemenin ¢Oziiniirligli onemli dlciide diisiiriilebilir [20].

1.5. Katalizor

Katalizor, ¢cok az miktar kullanilmasi durumunda bile reaksiyon da biiyiik degisiklige
sebep olan, kimyasal reaksiyonlar sonrasinda dahi ortamdan ayrilmayan ve reaksiyonun
hizin1 arttiran maddedir. {1k olarak 1835°de Berzelius katalizor terimini bulmustur ve
katalizorii kimyasal islemde ki hareketlenmeyi varligiyla harekete geciren ve
yoklugunda ise bir kimyasal hareketlilik olmayan madde olarak tanimlamaktadir.
Berzelius’un bu tespitinden 60 yil sonra W. Ostwald, kimyasal tepkime esnasinda kendi
kendini degistirmeyen, tepkimede tiikenmeyen ve varligiyla termodinamik olarak

gerceklesmesi miimkiin olan reaksiyonlar: hizlandiran madde olarak tanimlamaktadir.
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Bu temel calisma 1909 yilinda kimya dalinda Nobel Odiilii almustir. Katalizor olarak
kullanilan madde bir tepkimenin termodinamigini degistirmez. Termodinamik agidan
kendiliginden ilerlemeyen bir tepkimeyi kendiliginden ilerler hale getirmeyip,
ilerlemekte olan tepkimenin sahip oldugu aktivasyon enerjisini diisiiriir ve daha hizli bir
sekilde tepkimenin ilerlemesini saglar [21]. Kimyasal bir reaksiyonun gerceklesebilmesi
icin gerekli olan reaktan molekiillerinin kritik aktivasyon enerjisine sahip olmasidir. Bu

enerji Sekil 1.9” de gosterilmektedir.

Reaktanlar ve iriinlerin potansiyel enerjileri arasinda ortalama degere sahip bir enerji
bariyeri vardir. Burada kullanilan katalizoriin gorevi reaksiyonun gerceklesebilmesi i¢in

aktivasyon enerjisinin bariyerini diisiiriip reaksiyonun hizin yiikseltmektir.

Enerji
A
7N 'l
/ \
/’ \\ Ea1
/ \ Eai: Katalizlenmemis reaksiyonun
[ . ewemes -s('- aktivasyon enerjisi
/ y e \‘ \
// \\ \ Ea Ea;: Katalizlenmis reaksiyonun
_‘4_ AT '\,Y 4l aktivasyon enerjisi
;{ \l
\\
\\
.\\
s

d
Reaksiyon Koordinat:
Sekil 1.9. Bir reaksiyonun katalizlenmemis ve katalizlenmis durumdaki

potansiyel enerji degisimi grafigi [21].

Katalizorlerin caliyma mekanizmasi giiniimiizde net bir sekilde bilinmemektedir. Fakat
calisma mekanizmasmin basit ve genel olarak 3 basamakta gerceklestigi ileri

siiriilmektedir.
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(1)
katalizos
iixiin katalizor ytizeyine
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yizeyde reaksiyon
(II) gerceklesmesi katalizor ylizeyine
futunma
(1)

Sekil 1.10. Basit ve genel bir katalitik doniisiim semasi [22].

Reaktanlarin katalizor yiizeyine difiizyonu;

e Reaktanlarin katalizoriin ylizeyindeki aktif bolgelere tutunmasi (I),
e Reaksiyonun gerceklesmesi (11),

e Uriin molekiillerinin yiizeyden ayrilmasi (III), [22].

Katalizorler metal, oksit, siilfit, karbid, organometalik kompleks ve enzim olabilir.
Katalizorlerin en onemli Ozellikleri; aktivitesi, seciciligi ve kararhligidir. Katalizor
yapisina kimyasal giiclendiriciler eklenerek katalizOriin  aktivitesini arttirmak
miimkiindiir. Yapisal giiclendiriciler katalizoriin mekanik Ozelliklerini arttirmakta ve

katalizorii sinterlesmeye karsi kararh hale getirmektedir.

Katalizorler kullanildiklar1 proseslere gore siniflandirilmaktadir. En genel olarak 3
smmifa ayrilmaktadirlar: Heterojen katalizorler, homojen katalizorler ve negatif

katalizorler [23].
®  Heterojen Katalizorler:

Katalizor fazinin reaksiyon ortamminda ki fazdan belirgin olarak farkli oldugu

durumdaki katalizorlere denir. Genelde kati halde olup gaz ve sivi reaktanlarla temas
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halindedirler. Bu katalizorler yiizeylerinde katalitik acidan aktiflige sahip uclar1 olan

maddelerdir ve tepkimeye giren maddelerle sadece yiizeyde temas etmektedirler [24].

Heterojen katalizorlerin geneli asitler, metal oksitler ve metallerdir. Metal katalizor
olarak Cu, Fe, Pd, Cr, Pt, W, Ag, Ni, Co ve Mn kullamilmaktadir [25]. Metalik
katalizorlerin ¢ogunun d orbitalleri kismen bos oldugu i¢in tepkimeye giren maddeleri
kolaylikla adsorplayabilirler. Siklikla kullanilan metal oksit katalizorleri Fe,Os, ZnO,
Al O3, NiO, Cr,03 ve V,05’dir [23].

e  Homojen katalizorler:

Girdikleri tepkimelerle ayni fazda bulunan katalizorler homojen katalizorlerdir. Bu
noktada katalizOriin sivi tepkime karisimi igerisinde c¢Oziinen bir kati oldugu
anlasilmaktadir [23]. Homojen katalizorlerin heterojen katalizorlerden daha iistiindiir.
Bunlara tepkimelerin daha 1liml kosullarda gerceklesmesi nedeniyle iiretim maliyetinin
diisik olmasi; yan iirlin olugsmamasi; yapist bilindigi icin katalizor iizerinde ince
ayarlarin yapilabilmesi gibi ornekler verilebilir. Bu {istiinliiklerine ragmen, iiriinlerden

kolay ayrilamaz ve yeniden kullanilamazlar [26].
e  Negatif katalizor:

Reaksiyon hizini diisiiren madde veya reaksiyon inhibitorii olarakta tanimlanmaktadir.
Negatif katalizoriin hareket mekanizmasi ¢ogu pozitif katalizorden farklidir. Radikalik

reaksiyonlardaki basamaga etki eder ve takip eden basamaklar1 durdururlar [27].

1.6. Nanokatalizor

Nanoteknolojinin mikroelektronik, bilgisayar, ilag maddeleri, biyokimya, ¢evre, enerji
ve kimya endiistrisindeki malzemeler iizerinde biiyiik etkisinden dolay1 son zamanlarda
nanokatalizorlerle ilgili calismalara ¢ok fazla ilgi duyulmaktadir. Nanoteknoloji ile
katalizorler birbirini tamamlamaktadir. Boylelikle nanokatalizorler nanoteknolojinin
cok onemli bir pargcast olmustur. Thomas vd.,’nin [28]'te de belirttigi gibi; kati
katalizorler ile gerceklesen kimyasal siireclerde reaksiyonlar, gozenekli yapili bir
katalizor icin katalizoriin i¢ ve dis yiizeyinde gerceklesir. Uriin olusum hiz1 katalizor

yiizeyinde ulagilabilen alan ile dogrudan iligkilidir. Reaktanlar ne kadar c¢ok katalizor
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yiizeyine ulagirlarsa birim katalizor miktar1 basina birim zamanda iiriine doniisen
reaktan miktar1 da o kadar fazladir. Onemli olan metal katalizorleri uygun yiiksek yiizey
alanli, gozenekli destek maddelerinin yiizeyinde homojen bir sekilde dagitmaktir.
Hazirlama sartlarina bagli olarak metal oksit katalizorleri reaksiyonda dogrudan
kullanilabilecek kadar genis yiizey alanlarina sahip olabilir. Yukarida bahsedilen genel
katalizor bilgileri nano seviyede degerlendirildiginde, parcacik boyutu kiiciildiik¢ce birim
kiitle de ylizey alani artisinin ve malzemenin kimyasal etkinligini artiracag beklenir. Bu
sebeple nano malzemeler piller ve yakit hiicrelerinde katalizér gorevi gorebilmektedir.
Aktif merkezlerinin cogunu yiizeyde bulundurma ve genis yiizey alanlari
ozelliklerinden dolay1 nanopargaciklar kimyasal tepkimelerde yiiksek katalitik aktivite
saglarlar [29].

1.6.1. Nanokatalizorler icin Destek Maddeleri

Metaller gibi katalitik olan aktif bilesenlerin diisiik miktarlarda genellikle kat1 yapida
inert gozenekli olan katilarin yiizeyine uygulandigi heterojen katalizorlere destekli
katalizorler denmektedir [30]. Destek maddeleri tanecik veya halka seklindeki 6zel

yapilara sahiptirler. Prensip olarak destek maddesinin ii¢ ana gorevi vardir;

e Katalitik malzemenin yiizey alanin arttirmak,
e Katalitik malzemenin sinterlenmesini azaltmak; termal, hidrofobik, hidrolitik ve
kimyasal kararlilig1 arttirmak,

e Katalizoriin kullanim 6mriinii uzatmak [31].

Tablo 1.3. Katalizorler ve nanokatalizorler icin kullanilan destek maddeleri [31].

Destek Malzemeleri
. . Bio Malzemeler Recineler
Metal Oksit Polimer
. . Zayif Asidik Katyon
TiO, PVC Kitosan o
Degistiriciler
. . Zayif Bazik Anyon
CeO, PMMA Nisasta tiirevleri o
Degistiriciler
. Kuvvetli Bazik Anyon
Al,O3 PANI Jelatin o
Degistiriciler
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1.6.1.1. Metal Oksit Destek Maddeleri

Destekli katalizor sentezinde metal oksit maddeler olarak genellikle indirgenebilen
oksitlerden TiO,, Fe,O3;, CeO, ve termal kararhlia sahip oksitlerden Al,Os3, SiO,,
kullanilmaktadir. Metal katalizorlerin metal oksit ile desteklenmesiyle sentezlenen
katalizorlerin aktivitesindeki artis metal ile destek maddesi arasindaki etkilesimden

(SMSI- The Strong Metal Support Interaction) kaynaklanmaktadir [32, 33].
Metal destek maddesi arasindaki etkilesime katkida bulunan ana faktorler;

e Elektronik

®  Geometrik faktorlerdir.

Elektronik faktor pertiirbasyon (matematiksel metodlar iceren teori) ile metal ve metal
oksit arasindaki yiik transferinden, metal Kkatalizoriin elektronik yapisinin
incelenmesiyle saptanir. Geometrik faktor ise indirgenen metal oksit tabakasinin
fiziksel olarak, metal partikiilleri ile kaplanmasiyla (dekorasyon model) metal yiizeyin

aktif katalitik bolgelerinin bloke (kapatilmasi) olmasi sonucudur [33].

1.6.1.2. Polimer Destek Maddeleri

Polimer destekli metal nano katalizorlerin yiiksek katalitik aktiviteye sahip olmalar1 bu
katalizorlerin hazirlanmasina ilginin artmasini saglamistir [34]. Polimer destek maddeli
katalizor sentezinde genellikle polistiren (PS), polianilin (PANI), polimetilmetakrilat
(PMMA), polivinilkloriir (PVC) gibi polimerler destek maddesi olarak kullanilmaktadir

[35].
" ad H CI
\\c,;’O | |
CH=¢ CI: CI: N
CHy 1, H H n H N
P

PMMA VC PANI
Sekil 1.11. Destek maddesi olarak kullanilan polimerler



17

1.6.1.3. Recineler

Recine destekli katalizor hazirlamada genellikle zayif asidik katyon degistiriciler
(IRC748, FPC3500 v.b.); zayif bazik anyon degistiriciler (IRA743, IRA96SB v.b.) ve
kuvvetli bazik anyon degistiriciler (HPA25 v.b.) kullanilmaktadir [36]. Re¢ine destekli
katalizorler oldukca kararhdirlar ve genel calisma kosullar1 altinda (oda sicakligy, asidik

ortam vs.) yiiksek aktivite gosterirler [37].

1.6.1.4. Bio Maddeler

Katalizor destek maddesi olarak en ¢ok kullanilan bio maddelere nisasta tiirevleri olan
aljinat, jelatin, seliiloz tiirevleri ve kitosan Ornek verilebilmektedir. Ancak bunlardan

chitosan kullanimi1 daha cok tercih edilmektedir.

1.6.2. Nanokatalizorlerin Karakterizasyonu

Nano yapilar icin cesitli karakterizasyon tekniklerindeki gelismeler ve buluslar, nano
yapilarin atomik boyuta kadar goriintiilenmesine izin vermektedir. Yapisal, optik ve
elektron gecis Ozellikleri gibi nano yapilarin bircok 0Ozelligi incelenebilmektedir.

Gelistirilen bazi cihazlar asagida verilmektedir;

e Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

e  Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM)

¢  Enerji Dagilim Spektroskopisi (EDS)

e X-Ismi Kirmimi Yontemi (XRD)

e  Sicaklik Programl Indirgeme Spektroskopisi (TPR)

¢ Dinamik Isik Sagilim Spektrometresi ile Partikiil Biiyiikliigii Analizi (DLS)

1.7. Demir Oksit Nanopartikiilleri

Demir oksitler dogada degisik yapilarda bulunur. En yaygim goriilen tiirleri manyetit
(Fe304), maghemit (y-Fe,Os) ve hematit (a-Fe,O3) bilesiklerdir. Bilinen en eski demir
oksit hematitdir. Dogada toprak ve manyetik kayaclarda yaygin olarak bulunur.

Hematit; ferrik oksit, demir seskioksit, as1 boyasi, spekularit, parlak demir, bobreksi
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cevher olarak da adlandirilir. Ince toz halinde kan kirmizisi renginde, iri kristal halinde
ise siyah ya da gri renktedir. Cevre kosullarinda son derece kararli bir yapidadir.
Manyetit, siyah demir oksit veya miknatis tasi olarak da bilinmektedir. Geg¢is metal
oksitler arasinda en giicli manyetiklik gosterendir. Maghemit toprakta manyetitin
havayla temasiyla veya diger demir oksitlerin 1sitilmasiyla meydana gelir. Hematit ile

karsilastirildiginda yar1 kararh bir yapidadir.

Bu ii¢ demir oksitin kristal yapisi, oktahedral ve tetrahedral bolgelerde, oksijen
anyonlarinin demir katyonlariyla siki istifli diizlemi olusturmasi ile agiklanir. Hematit
kristal yapisinda, oksijen iyonlar1 oktahedral bolgelerini Fe (III) iyonlariyla dolduran
hegzagonal siki istifli diizende bulunur (Sekil 1.14. (a)). Manyetit ve maghemit kristal
yapisinda ise, oksijen iyonlar1 kiibik siki istifli bir diizendedir (Sekil 1.12. (b)). Manyetit
ters spinel bir yapiya sahiptir. Fe (III) iyonlar1 oktahedral ve tetrahedral bolgeleri
arasinda rasgele dagilmistir. Maghemit manyetite benzer spinel bir yapidadir ancak
katyon alt orgiisiinde bosluklar bulunur. Bu bolgelerin iigte ikisi diizenli bir sekilde
dizili olan Fe (III) iyonlar1 ile doludur. Bosluk kesri parcacik boyutunun kiiciilmesi ile
azalmaktadir. 20 nm’den kiicik maghemit parcaciklarinda atomsal bosluk

gozlenmemektedir [38].

\ y ) :octFe
\‘/\ )\ : tetr Fe
\ ® . re .: o

Sekil 1.12. (a) Hematit ve (b) manyetitin kristal yapis1 [39].
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Demir oksit taneciklerin nano boyutlarinda, yiiksek yiizey hacim orant ve
sliperparamanyetik ©Ozellik gostermesi nedeniyle, son yillarda sentez yontemleri ve

kullanim alanlar1 tizerine bir¢ok ¢alisma yapilmistir [39].

Demir oksit kolloid siispansiyonlarinin kararliligi, fosfonik asit, karboksilik asit, amin
vb. uygun fonksiyonel gruplar ile yiizey modifikasyonu yapilarak 6nemli derecede

artirilabilmektedir.

Fosfonik Asit

;
AAAAANAAS
ol

A

=, d C~o
Karboksilik Asit oll

Qs T
oSi
—0" \
_o. 9 Trimetoksi Silan
o— ~Si
Dopamin @o/ 073
.
%,o/ | ™
e g \S‘Sq\/ Amin
~C

Sistein

Sekil 1.13. Demir oksit nanopargaciklarin polimer kaplanmasi
ve ylizeyindeki fonksiyonel gruplar [39].

En yaygin kullanilan nanopargacik sentez yontemleri:

®  Ortak Coktiirme
e Termal Par¢alanma
e  Mikroemiilsiyon
e Hidrotermal Sentez

e Sonokimyasal Sentez.

Fe;O4 ve y-Fe;Os taneciklerin sentezinde en yaygin olarak kullanilan yontem ortak
¢oktiirme yontemidir. Bu yontemde, 1:2 molar oranda karistirlan Fe™ ve Fe** iyonlari
bazik ortamda oda sicakligi veya daha yiiksek sicakliklarda gii¢lii karistirict altinda

cOktiiriilir. Bu yontemle sentezlenen demir oksit nanoparcaciklarin sekli ve boyutu
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kullanilan tuzun tiiriine; siilfat, nitrat, kloriir, perklorat olmasina, ferrik ve ferr6z iyon
oranma, reaksiyon sicakligmna, ortamin pH’ma, iyon siddetine ve diger reaksiyon

parametrelerine (karistirma hizi, bazik ¢6zeltinin eklenme siiresi vb.) baghdir [40].
1.7.1. Demir Oksit Nanotaneciklerin Uygulama Alanlan

Katalizorlerin, manyetik miirekkeplerin ve ferro sivilarin kullanildig1 bircok uygulama
alaninda demir oksitlerin manyetik Ozelliklerinden yararlanilir. Veri depolamada
kullanilacak parcaciklarin sicaklik dalgalanmalarindan etkilenmeyen kararl ve degisken
bir manyetik duruma sahip olmasi istenir. Kayit alma isleminde optimum performans
icin, kullanilacak pargaciklarin hem yiiksek koarsivite degerine sahip olmasi hemde
yiiksek kalict miknatishk gostermesi gerekir. Bunlarmm yani sira, taneciklerin
boyutlarinin kiicik ve homojen dagilimli, korozyona, siirtinmeye ve sicaklik
degisimlerine karsi direngli olmasi gerekir. Kayit alma ve veri depolama
uygulamalarinda kimyasal ve fiziksel kararlilig1 nedeniyle maghemit kullanilmaktadir.
Maghemit genellikle koersivite ve depolama kapasitesinin artirilmasi amaciyla %1-5
oraninda kobalt ile karistirilir veya kaplanir. Kobalt ile kaplanmis nanoparcaciklar,
kobalt katkilanmis parcaciklara nazaran daha 1iyi bir kararlilik ve tek eksenli anizotropi
sergiler. Boylece kobalt icerikli maghemit parcaciklar kayit bantlarinda, yiiksek ses
bantlarinda ve manyetik disklerde istiin 0zellikli materyaller olarak kullanilmaktadir

[38].

Manyetik nanopargaciklarin, manyetik parcacik temelli immunoassay sistemlerinde,
manyetik rezonans goriintiileme tekniginde ve ila¢ salim sistemlerinde kullanimi verilen
Onemi arttirmistir [41-43]. Hag salinim sistemlerinde, fonksiyonel hale getirilmis,
stiperparamanyetik 0zellikli manyetit ve maghemit nanoparcaciklar disaridan uygulanan
bir manyetik alan etkisiyle ilacin istenilen hedef hiicrelere ulasmasini saglar. Boylece
ilacm yan etkileri minimum seviyeye indirilir. Tasiyic1 sistemler olarak kullanilan bu
nanoparcaciklarin yiizeyleri genellikle ilac, protein ve genetik materyaller ile islevsel
hale getirilir ve bu tanecikler ile terapotik maddenin hedeflenen bolgede salimi

gercgeklesir.
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Manyetit ve maghemit nanoparcaciklar, biyouyumlu maddelerdir. Gosterdikleri
toksisite diisiik seviyelerde oldugu icin biyomedikal uygulamalarda biiyiik Oneme

sahiplerdir [44].

Manyetik nanopargaciklar kanser tedavisindeki hipertermi yOnteminde de
kullanilmaktadir [45-49]. Alternatif manyetik alana maruz kalan siiperparamanyetik
nanoparcaciklar tiimor hiicrelerinin 4145°C arasinda 1sinmasini saglar. Bu sekilde

tiimoOrlii hiicreye hasar verilerek tedavi geceklestirilir.

Manyetit, maghemit ve hematit bilesikleri sentetik pigment olarak seramik, porselen ve
boya sanayiinde kullanilmaktadir. Bu uygulama ile saf tonlar ve yiiksek renklendirme
giicii elde edilerek genis bir renk skalasma ulasilir. Ayrica bu manyetik demir oksitler
son derece kararli yapida olup, asit ve alkalilere kars1 yiliksek diren¢ gosterir. Hematit
yapidaki pigmentler kirmizi, maghemit yapidaki kahverengi ve manyetit yapidakiler ise
siyah renktedir. Manyetit yapili pigmentler manyetik miirekkep tanima cihazlarinda
kullanilir, siiperparamanyetik manyetit parcaciklar ise metalografide motorlarda olusan

deformasyon ve hatalar1 bulmak i¢in kullanilir.

Manyetit ve hematit malzemeler yar1 iletkendir ve indirgenme/yiikseltgenme
reaksiyonlarinda da katalizor Ozellik gosterirler. Ayrica hematit karbon monoksitin
diisiik sicakliktaki oksidasyonunun katalizlenmesinde altin katalizorii yaninda destek

malzeme olarak kullanilir.

Demir oksitlerin bu iistiin 6zellikleri nanoparcaciklarin sentez yontemine baghdir.
Sentezde kullanilacak yontem; parcacigin seklinin, boyutunun ve yiizey kimyasinin
belirlenmesinde, biiyiikliik dagiliminda ¢ok biiylik 6nem tasimaktadir. Bu yiizden tiim
sentez yontemleri parcacigin kristalitesini, polidispersitesini ve manyetik ozelliklerini

g0z Oniine alarak gelistirilmistir [38].

1.8. Literatiir Calismasi

Sing ve Kaplan vinil monomerlerin in vitro (hiicre dis1) [7] enzim aracili
polimerizasyonunu gozden ge¢irmislerdir. Su ve suda karigabilen yardimer ¢oziiciilerde
stiren, stiren tiirevleri, akrilatlar ve akrilamidin polimerizasyonu i¢in oksidorediiktaz

enzimlerini kullanmislardir. Kinetik ve mekanik calismalar ile t¢lii bir sistemin
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(horseradish peroxidase, H,O,, baslatici, B-diketon) yeterli miktarda polimerizasyon
gerektirdigini ve baslaticinin polimer 6zelliklerini kontrol ettigini ortaya koymuslardir.
B-diketonlarn varligmin molekiiler agirhgini azalttigini; bunun nedeninin f-
diketonlarda gerceklesen zincir transferi olabilecegini tespit etmislerdir. Sulu ortam
kosullarinda vinil polimer iiretme yetenegi, bu kimyasallar icin yesil kimya alaninda

onemli secenekler sunmustur [S0].

Enzimlerin secici ve spesifik Ozellikleri, polimerizasyon reaksiyonlarinda in vitro
katalizorler olarak kullanimlar: i¢in ¢ok biiyiik bir dikkat ¢cekmektedir. Poliesterlerin,
polikarbonatlarin, polisakaritlerin, polipeptitlerin ve poliamitlerin enzimatik sentezi
izerine cesitli calismalar yapilmistir ve bazilar1 endiistriyel dlgekte uygulanmislardir.
Ozellikle polyester ve poliamidlerin sentezinde, lipazlar polimerlesmeleri icin katalizor
olarak en c¢ok kullanilan enzimlerdir. Loos ve Stavila, bu makalede, enzim katalizli
poliamidlerin ve bunlarin kopolimerlerinin  sentezi, enzim katalizorlerinin
polimerizasyon tipine ve poliamidlerin sentezi i¢in kullanilan monomer tipine

odaklanarak son gelismeleri gozden gecirmislerdir [51].

Chang ve Tang Fe3;Os nanopargaciklarini, ultrason i1simasi yardimiyla c¢okeltme
yontemiyle hazirlamislar ve hidroliz ve tetraetoksisilanin yogunlastirilmasi ile iiretilen
silika ile kaplamislardir. Daha sonra silika kaplh Fe3;Os nanoparcaciklarini, 3-
aminopropiltiletoksisilan (APTES) ile modifiye etmislerdir; bu olay, taneciklerin
yiizeyinde primer amin gruplarinin demirlenmesiyle sonu¢lanmistir. HRP ve
glutaraldehit kullanilarak manyetik cekirdek kabugu parcaciklar: iizerinde immobilize
edilmistir. Immobilizasyon kosullari, immobilize edilmis enzimin en yiiksek aktivitesini
elde etmek icin optimize edilmistir. Immobilize edilmis enzimin 1sinmaya karsi
dayanikliligt ve serbest HRP ile karsilastirildiginda pH degisiminin arttigini
bulmuglardir. immobilize HRP ve substrat ile serbest HRP'nin goriiniir Michaelis
sabitleri karsilastirmislar; immobilize HRP'nin enzim aktivitesinin serbest HRP'ninkine
yakin oldugunu belirlemislerdir. Bir enzim katalizorii olarak HRP immobilize edilmis
parcaciklar, 2,4-diklorofenoliin ayristirilmasi, H,O,'yi aktive etmek i¢in kullanilmistir.
Sonug olarak 2,4-diklorofenoliin hizli bozunmasi, immobilize edilmis enzimin organik

kirleticilerin ¢ikarilmasi i¢in potansiyel uygulamalara sahip oldugunu gostermistir [52].
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Chang ve arkadaslar1 grafen oksit/Fe;Os (GO/FeszO4) nanopartikiillerini, ultrasonik
destekli bir ters ¢cokeltme yontemiyle sentezlemislerdir. Daha sonra HRP ve bir ¢apraz
baglama maddesi olan 1-etil-3-(3-dimetiinopropil) karbodiimit (EDC) ile kovalent
olarak immobilize etmislerdir. Fenol giderim verimliligini arttirmak ve enzimin
etkisizlesmesini Onlemek i¢in, bu reaksiyona yiiksek oranda hidrofilikli polietilen glikol
eklemislerdir, ¢iinkii polimerin parcalanma yoluyla adsorpsiyon kapasitesi HRP'den
daha giicliidiir. Sonuglar hareketsizlestirilmis enzimin, %95'in lizerinde fenoliin sulu
cozeltiden wuzaklastirildigini  gostermistir. Katalitik durum, kiitle orani, pH ve
hareketsizlestirilmis enzim ile H,O,'nin ilk konsantrasyonu arasinda genis Olgiide
optimize edilmistir. Bu calismada GO/Fe;O4 kompozitine sabitlenen HRP’nin, bir
manyetik alan altinda reaksiyon c¢ozeltisinden kolaylikla ayrilabildigini ve yeniden

kullanilabilir oldugunu gostermislerdir [53].

Aldhrub ve arkadaslar1 bu calismada, ortak ¢oktiirme yontemi ile manyetik nanopartikiil
(MNP) sentezlemislerdir. Ardindan tetraetil ortosilikat (TEOS) ile silikay1 kaplayip, N-
[3-(trimetoksisilil) propil]-etilendiamin (APTES) ile amino fonksiyonellestirilmesini
(ASMNP) gerceklestirmislerdir. ASMNP’lerin glutaraldehit (GA) ile aktivasyonundan
sonra human karbonik anhidraz I enzimi (hCAI) kovalent olarak bu partikiiller tizerine
immobilize etmislerdir. Modifiye edilen nanopartikiillerin 6zellik ve morfolojisini
gecirimli transmisyon fourier doniisiimlii kizildtesi spektroskopisi (FTIR), titresimli
numune magnetometre (VSM), X-151n1 difraksiyonu (XRD) ve elektron mikroskopu
(TEM) ile incelemislerdir. GA konsantrasyonu, ile destek materyalinin aktivasyonu,
enzim miktari, enzim immobilizasyon siiresinin optimizasyonu yapilmistir. Buna ek
olarak immobilize enzimin aktivitesi icin optimum kosullar, immobilize ve serbest
enzimin kinetik parametreleri (Km, Vmax, kcat, kcat/Km), termal stabilite, saklama
stabilitesi ve tekrarlanabilirlik belirlenmistir. Immobilize enzim i¢in optimum sartlar pH
8,0 ve 25°C olarak belirlenmistir. Serbest enzim (hCAI) Km, kcat ve kcat/ Km degeri,
0,48 mM 1,53 pmolmin™mL™, 0,92 s' ve 1917 M's”, immobilize enzim (hCAI)
degeri, 1,02 mM, 0,098 pmolmin'mL™" 0,06 s ve 59 M''s™. 4°C ve 25 °C’de 40 giin
saklama sonunda immobilize enzimin %89 ve %85 saklama stabilitesine sahip oldugu
goriilmiistiir. hCAI’1 termal stabilitede 30, 40 ve 50°C’de kovalent immobilizasyon ile

gelistirmislerdir. Ayrica 13 kez kullanmim sonunda immobilize enzim baslangic
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aktivitesinin - %61’ini  korumustur. Bu sonuglar immobilize enzimin cesitli

uygulamalarda 1yi bir potansiyele sahip oldugunu gostermislerdir [54].

Lei ve arkadaslar1 glutaraldehit (GA) capraz bagh biyo protez kalp kapakg¢iklarinin
(BHV'ler), ilerleyen bozulma ve kireclenme nedeniyle on yil icinde basarisiz
olabilecegini tespit etmislerdir. Bu sebeple bu calismay1 gerceklestirmislerdir. Bu
caligmada, konjuge perikardiyumlar; 3,4-hidroksi fenil propiyonik asit (HPA)/tiramin
(TRA)/neomisintri siilfat (NT) ve horseradish peroksidaz kullanarak (HRP)/H,O, enzim
oksidatif polimerizasyon yontemiyle yeni bir biyo protez kalp kapakcigi (BHV)
hazirlama  stratejisi ~ gelistirmislerdir. HPA/TRA  perikard ve HPA-NT
konjugasyonunun, enzimatik ¢apraz baglanma icin ekstra fenol gruplar1 saglayacagini
bulmuslardir. HPA/TRA konjuge perikard, HRP/H,O, enzimi oksidatif polimerizasyon
ile ¢capraz baglanabilir. Glikoz amino glikanlarin (GAG) icerigi, kollajenaz ve elastaz in
vitro bozunmasi, in vivo GAG stabilitesi ve HPA/NT/HRP ile muamele edilmis
perikardiyumlarin anti kalsinasyon potansiyelini tanimlamislardir. HPA/NT/HRP ile
tedavi edilen perikardlarin, GAG stabilizasyonunu yeterli derecede arttirdigini ve
kalsiyasyonu azalttigin1 gostermislerdir. Bu yeni HPA/NT/HRP enzim oksidatif
polimerizasyon stratejisinin BHV'leri daha iyi GAG stabilitesi ve kireclenme oOnleyici

ozelliklere sahip olmasi i¢in yontemin umut verici oldugunu belirlemislerdir [55].

Lalot ve arkadaslar1 yaban turpu peroksidazi (HRP) tarafindan katalize edilen bir redoks
sistemi (hidrojen peroksit/B-diketon) tarafindan baslatilan akrilamidin serbest radikal
polimerizasyonu, polimerin molekiiler agirhiginin kontrolii iizerinde durmuslardir.
Ozellikle p-diketon olarak  2,4-pentanedionun (Acac) kullanildigi  durumu
incelemislerdir. Acac konsantrasyonunun ve enzimin konsantrasyonunun polimerin
molekiil agirhigm kolayca kontrol ettigini tespit etmislerdir. Hidrojen peroksit
konsantrasyonunun, enzim bozunmasinin veya yan reaksiyonlarin normal enzimatik
cevrime miidahale ettigi degerler haricinde molekiiler agirhgini 6nemli Olgiide
etkilemedigini belirlemislerdir. p-diketonun kimyasal yapisindaki degisikliklerle
indiiklenen molekiiler agirligin varyasyonlari, enzimatik cevrime karsi reaktiviteye
baglanmistir. Deneysel sonuglardaki varyasyonlar, enzimatik katalizin karakteristik
ozellikleri ve reradikal polimerizasyonundaki klasik kinetik denklemler kullanilarak
rasyonalize edilmigtir. Kantitatif bir karsilastirmaya izin vermeyen Acac i¢in kinetik

sabitler olmamasina ragmen, teorik ifadelerle gosterilen egilimlerin deneysel sonuglar1
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aciklayabildigini gostermislerdir. Sonu¢ olarak Lalot ve digerleri enzimatik olarak
katalize edilmis redoks sistemlerini, kontrollii molekiiler agirliklar ve ayristirilmis ug
gruplara sahip polimerlerin sentezine uygulamak i¢cin genel kilavuzlar saglamiglardir

[56].

Morin (MR) meyvelerde ve Cin bitkilerinde bulunan antikanser ozellige sahip bir
ilactir. Saif ve arkadaslar1 Fe;Os manyetik nanoparcaciklart (MNP'ler) iizerine
kaplanmis 3-aminopropil trietoksisilan1 (APTES), MR i¢in tasiyici (MNPs-APTES)
olarak sentezlemislerdir. Ila¢ dagitim sisteminin karakterizasyonunu, fourier transform
mfrared (FTIR), transmisyon elektron mikroskobu (TEM), x-151mm1 kirinimi (XRD),
dinamik 151k sacilimi (DLS) ve titresimli 6rnek manyetometresi (VSM) ile
dogrulamiglardir. Magnetit yiizeyinde adsorbe edilmis APTES’i (MNPs-APTES) FTIR
ile incelemislerdir. TEM goriintiisii, MNPs-APTES icin ortalama parcacik boyutunu
yaklasik 26,7 nm oldugunu gostermistir. MNP-APTES'in MR yiikleme ve birakma
davranis1 incelenmistir ve sonuglar adsorbe edilen ilacin %60'1ina kadar 4 saat i¢inde
salindigii  gostermistir. Ozet olarak, MNP'ler-APTES nanokiilatorleri, hedeflenen

morin ilaci teslimati icin timit vaat eden sonuglara dayanmistir [57].

Endo ve Sawada, tiol bilesikleri varlifinda yildiz seklinde poliakrilamid sentezi
gerceklestirmislerdir. Serbest radikalik polimerizasyonla tritiol bilesigi olan 1,2,6-
heksanantriol tritioglikolat (HTTG) kullanildiginda sentezlenen polimerin molekiil
agirhigmin, monotiol bilesigi olarak B-mercaptopropiyonik asit kullanildiginda
sentezlenen polimerin molekiil agirhigindan yaklasik olarak ii¢ kat daha fazla biiyiik

oldugunu gozlemlemislerdir [58].

Sahmetlioglu ve arkadaslari, hidrazon fonksiyonlu oligofenol olan, (E)-2-(1-(2-
fenilhidrazon)etil)fenol’ti [FHEF] enzimatik oksidatif polimerizasyon yontemiyle
sentezlemislerdir. Yan zincirinde hidrazon fonksiyonel grup iceren fenol tiirevinin
enzimatik oksidatif polimerizasyonunda; horseradish peroksidaz enzimini katalizor
olarak, hidrojen peroksiti yiikseltgeyici olarak kullanmislardir. Polimerlesme iizerinde
reaksiyon sicakligi, ¢oziicli ve reaksiyon pH’st gibi degisik parametrelerin etkilerini
calismislardir. Elde edilen oligomerin karakterizasyonunu infrared spektroskopisi (FT-

IR), niikleer magnetic rezonans (‘H ve °C NMR), ultraviyole spektroskopisi (UV-Vis),
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termogravimetrik analiz (TGA/DTA) jel gecirgenlik kromotografisi (GPC) ve
doniistimlii voltametri (CV) teknikleri ile yapmislardir [59].

Kocak ve arkadaslar1 yeni bir bisfenol tiirevinin 3,3- ((1E, 1yE)- (1,3-fenilenebis
(azanyiliden)) bis (metileniliden)) difenol, (3,3ly-PBAMD) enzimatik oksidatif
polikondensasyonu enzim olarak HRP ve reaksiyonunun baslatilmasi icin hidrojen
peroksit (H»O,) kullanilarak, organik c¢oziiciilerde (aseton, metanol, etanol,
diklorometan, 1,4-dioksan ve tetrahidrofuran) ve 24 saat boyunca farkl sicakliklarda ve
farkli fosfat tamponlar1 (pH 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 ve 9,0) i¢inde incelemislerdir. Elde edilen
polimerin karakterizasyonu jel gecirgenlik kromotografisi (GPC), niikleer manyetik
rezonans (IH ve'?’C NMR), doniisiimlii voltametri (CV), infrared spektroskopisi (FT-
IR), ultraviyole spektroskopisi (UV-Vis) ve termogravimetrik analiz (TGA/DTA)
teknikleri ile yapmislardir. Polimerizasyon ile ¢oziicii sisteminin, reaksiyon sicakligi ve
pH etkileri iiriin ve molekiiler agirligmi arastirmislardir. Optimum reaksiyon durumu
25°C sicaklikta pH 7,0 fosfat tamponu tetrahidrofuran ortaminda esit hacimli
karisiminda en yiiksek verimle (%81) ve molekiiler agirlig1 agisindan M,: 10500 g/mol,
DP ~ 33 elde etmislerdir. Elde edilen iiriiniin, termal ayrigmaya kars1 nispeten yiiksek
bir termal stabilite gdsterdigini ve numunenin baslangi¢c agirliginin %35'inin 1000°C 'ye

kadar 1sitildiktan sonra kaldigini tespit etmislerdir [60].

Kumbul ve arkadaslar1 orto-imin fonksiyonellestirilmis oligofenol, 2- ((4-
nitrofenilimino) metil) fenoliin (NPIMP) enzimatik polimerizasyonu yoluyla
sentezlemislerdir. Enzimatik polimerizasyon, horseradish peroksidaz (HRP) enzimi ve
hidrojen peroksit (H,0,) oksitleyici ile kataliz etmislerdir, yan zincirde imin islevselligi
ile oligofenol elde etmislerdir. Reaksiyon pH'1, sicaklik ve ¢oziicii sistemi dahil olmak
tizere cesitli faktorlerin polimerizasyon tizerindeki etkilerini inceledislerdir. En yiiksek
verim (%96) ve sayica ortalama molekiiler agirligma (Mn: 7300 g/mol, polimerizasyon
derecesi DP ~ 30) sahip optimum polimerizasyonu, 24 saat icinde 35°C'de aseton/pH
7,0 fosfat tampon ortaminda esit hacimli karistmi kullanmilarak gerceklestirmislerdir.
Karakterizasyonu infrared spektroskopisi (FT-IR), niikleer manyetik rezonans (‘H
ve °C NMR), jel gecirgenlik kromotografisi (GPC), doniisiimlii voltametri (CV),
ultraviyole spektroskopisi (UV-Vis), ve termogravimetrik analiz (TGA/DTA) teknikleri
ile yapmislardir. NPIMP ve oligo (NPIMP) optik bant bosluklar1 sirasiyla 3,21 ve 3,39
Eg olarak 6l¢miislerdir. Oligonun (NPIMP) 1s1l stabilitesinin de nispeten yiiksek oldugu
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ve kiitlenin %5'ini 175°C'de kaybettigi ve Kkiitlesinin %50'sini 600°C'de kaybettigini
bulmuslardir [61].

Yildirim ve arkadaslar1 para-Benzylamine siibstitiie edilmis oligofenol, 4- (benzilamino)
fenoliin (BAP) enzimatik oksidatif polikondensasyonu yoluyla sentezlemislerdir.
Polimerizasyon, sec-amin (benzilamin) grubunu oksitlemeden sadece fenolik kismi
icermistir.  HRP  enzimi  kullanilarak BAP  monomerinin  kemoselektif
polikondensasyonu, yan zincirde sec-amin islevselligi ile oligophenol vermistir. Solvent
sistemi, reaksiyon pH'1 ve polikondensasyon iizerindeki sicaklik gibi ¢esitli faktorlerin
etkilerini incelemislerdir. 24 saat icinde 25°C'de en yiiksek verim (%63) ve molekiiler
agirhigina (Mn: 5000, polimerizasyon derecesi DP ~ 25) sahip optimum polimerizasyon
islemini gerceklestirmislerdir. Oligomerin karakterizasyonu, ultraviyole goriiniir
spektroskopi (UV-Vis), '"H NMR ve "C NMR, fourier doniisimii kizilotesi
spektroskopisi (FT-IR), doniisiimlii voltametri (CV), jel gecirgenlik kromatografisi
(GPC) ve termogravimetrik analiz (TGA) ile yapilmistir. Polimerizasyon islemi,
hidrojenin BAP'tan ve oligodaki fenolik-OH u¢ gruplarmin (BAP) elimine edilmesini,
'H NMR ve FT-IR analizleri kullanilarak dogrulanmasmi icermistir. Oligo (BAP) nun
termal olarak kararliligini ve sirasiyla 247°C ve 852°C 'de termogravimetrik analiz ile

belirlenen %35 ve %50 kiitle kaybini gostermislerdir [62].

Gokturk ve arkadaglar1 yeni bir para-imin fonksiyonu fenol tiirevi olan 4- (4-
hidroksibenzilidenamino) benzoik asitin (HBBA) enzimatik oksidatif polimerizasyonu
enzim olarak HRP ve reaksiyonunun baglatilmas: icin hidrojen peroksit (H,O»)
kullanilarak, organik ¢o6ziiciilerde (aseton, metanol, etanol, diklorometan, 1,4-dioksan ve
tetrahidrofuran) ve 24 saat boyunca farkli sicakliklarda, farkli fosfat tamponlarinda (pH
5,0, 6,0, 7,0, 8,0 ve 9,0) incelemislerdir. Elde edilen oligomerin karakterizasyonunu
niikleer manyetik rezonans (IH ve °C NMR), infrared spektroskopisi (FT-IR),
ultraviyole spektroskopisi (UV-Vis), doniisiimlii voltametri (CV), jel gecirgenlik
kromotografisi (GPC) ve termogravimetrik analiz (TGA/DTA) teknikleri ile
yapmisglardir. Polimerizasyon, monomerden karbon dioksit ve hidrojen eliminasyonunu
icermistir ve oligomer yapisinin terminal birimleri, uglardaki fenolik hidroksil (-OH)
gruplarindan olugmustur. Coziicii sistemin etkilerini, polimerizasyon lizerindeki sicaklik
ve tampon pH''nm verim ve molekiil agirlhigi acisindan arastirmuslardir. En yiiksek

molekiiler agirlik (Mn: 3000 g/mol, DP ~ 15) cinsinden en iyi kosulu, 35°C'de 1,4-
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dioksan/pH 5,0 fosfat tampon da esdeger bir karisim icerisinde elde etmislerdir. Oligo
elektrokimyasal karakterizasyonu (HBBA) farkli tarama oranlarinda incelemislerdir.
Elde edilen oligomerin, termogravimetrik analize gore nispeten yiiksek termal stabilite

gosterdigini bulmuglardir [63].

Kawakita; paladyum, platin, altin gibi degerli metallerin geri kazanilmasi icin fenol
tirevlerini HRP ile enzimatik polimerizasyon yapmistir. BoOylece HRP katalizli
polimerizasyonla ¢Oziinebilmesi yiiksek ve iyon degisim yetenegi olan poli(tiramin)’i
sentezlemistir. Sonrasinda paladyum ve platinyum iyonlarmi poli(tiramin) iizerine, altin

iyonlarini ise hidroksil gruplari tizerinde adsorbe etmistir [64].

OH B OH —O0 7]

n HRP /I/\\

N
N U /|/_

H,0, H,0

NH, NH, NH,

Sekil 1.14. Poli(tiramin)’in sentezi [64].

Turac ve Sahmetlioglu, schiffbaz tiirevi olan 4-[(4-fenilazo-fenilimino)metil]fenol (4-
PPMP) monomerini kondenzasyon reaksiyonu yoluyla sentezlemislerdir. Bu caligmada
hidrojen peroksiti oksitleyici ajan, HRP enzimini katalizor olarak kullanmiglardir. 4-
PPMP azobenzen tiirevinin enzimatik oksidatif polimerizasyonu (EOP) fosfat
tamponlarinda ve degisik c¢oziiciilerde, oda sicakliginda yiiriitmiislerdir. Yapmis
olduklar1 ¢aligmalar sonucunda 290°C erime noktasina sahip siyah bir polimeri basarili
ve 1yi bir verimle elde etmislerdir. 1,4 dioksan kullanilarak pH: 6’da elde edilen P-(4-
PPMP)’nin karakterizasyonu FT-IR, UV-VIS, 'H-NMR analizleri ve SEC &lciimleri
yoluyla yapilmustir. Polimerlerin sayica ortalama molekiil agirligi (M,) 7970,4 g/mol”,
agirlik¢a ortalama molekiil agirhig (M,,) 8146,2 g/mol'1 ve polidispers indeksi (PDI)
1,02 g.mol” olarak belirlenmistir [65].
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Tanaka ve arkadaslar1 calismalarinda, mantar lakkazi kullanarak EOP yontemi ile
polimetoksifenollerin  sentezini arastirmislardir. Fenol, alkilfenol, m- ve p-
metoksifenollerin polimerizasyonunda, organik coziiciilere ihtiya¢ duyuldugunu tespit
etmislerdir. Endiistriyel olarak lakkaz Trametes sp.’den iiretilen enzim ile, o-
metoksifenol ve  2,6-dimetoksifenoliin  polimerizasyonlarmi  organik  coziicii
kullanmadan Mcllvaine tamponu (pH 4,5) icinde gerceklestirmislerdir. Poli(2,6-
dimetoksifenol)’iin %80’1 DMF i¢inde ¢oziiniirken, sentezlenen poli(ometoksifenol)’iin
N,N—dimetilformamid (DMF) i¢inde ¢0Oziindiigiinii  belirlemislerdir.  Poli(o-
metoksifenol)’iin agirlik¢a ortalama molekiil agirligmin 7000-11000 g/mol araliginda
oldugunu belirlemislerdir. O-metoksifenol ve 2,6-dimetoksifenol oksidazin hidrojen
peroksit ve formaldehitsiz lakkaz kullanilarak polimerizasyonunun ¢evre dostu fenolik

recine liretimi i¢in uygun olacagmi bildirmislerdir [66].

Uyama ve Kobayashi, kimyasal polimeri sentezlemek icin in vitro ortamda biyosentetik
olmayan yollarla cahsmislardir. izole edilmis bir enzim ile katalize ederek enzimatik
polimerizasyonu gerceklestirmislerdir. Poliester ve polifenollerle ¢alismislardir.
Poliester sentezi i¢in, hidrolazlar1 katalizor olarak kullanmislardir. Hidrolazlarin, su ile
bir bag-boliinme reaksiyonunu katalizleyen enzimler oldugunu ve polimer iiretimi i¢in
bag olusturan reaksiyonda, ters hidroliz reaksiyonuna neden oldugunu belirtmislerdir.
Peroksidaz ve lakkaz enzimlerinin fenolik polimeri sentezlerken toksik formaldehit
kullanmadan, 1liman reaksiyon kosullar: altinda oksidatif polimerizasyonu i¢in katalizor

olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir [67].

Bayramoglu ve Arica, HRP enzimini manyetik poli (glisidilmetakrilat-
kometilmetakrilat) iizerine kovalent baglanma yoluyla immobilize etmisler ve fenolik
bilesiklerin atik sulardan uzaklastirilmasi i¢in kullanmislardir. Gluteraldehiti kovalent
baglama maddesi olarak kullanmislardir. immobilize HRP’yi manyetik olarak stabilize
edilen akiskan yatakli bir reaktor i¢inde calistirmislardir. Bu sistemi hidrojen peroksit
varliginda ¢oziinmiis fenol ve p-klorofenoliin uzaklastirilmasi i¢in kullanmislardir.

Sonug olarak fenol bilesiklerini basarili bir sekilde uzaklastirmiglardir [68].

Ikeda ve arkadaslar1 4-hidroksibenzoikasit tiirevlerinin enzimatik polimerizasyonunu
oksitleyici bir ajan ile oda sicakliginda farkli organik coziiciilerde sentezlemislerdir. Bu

caligmada 3,5-dimetoksi-4-hidroksibenzoikasit, 4-hidroksibenzoikasit ve 3,5-dimetil-4-
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hidroksibenzoik asit kullanmislardir. Sonrasinda iki monomeri, HRP enzimi yardimiyla
poli (1,4-oksifenilen) yapmak amaciyla kullanmiglardir. Boylece kullanilan enzim
cesidinin, polimerizasyon baslangicinda 6nemli Olgiide rol aldigini gostermislerdir.
Polimer fiirtinleri ve molekiill agirligi bakimindan c¢oziicii cesitlerinin  etkilerini
arastirmiglardir. 4-hidroksibenzoikasitin tiirevlerinden 3,5-dimetoksi-4 hidroksibenzoik
asitin polimerizasyonunu HRP enzimiyle katalizlemisler, asetonun ¢oziicii oldugu pH 7

fosfat tamponunda en yiiksek verimi elde etmislerdir [69].

HOOC / \ on —X2 / \ o

la:R=H
1b,2b:R=0OCH3
1c,2¢c:R=CH;
1): Peroxidase+H,0,; ,-H,0 , -CO,
2): Lassace+O; , -H>O , -CO,

Sekil 1.15. Benzoikasit tiirevlerinin enzimatik polimerizasyonu [69].

Fukuoka ve arkadaglar1 tirozin tiirevlerinin HRP enzim katalizorliigiinde enzimatik
oksidatif polimerizasyonunu gerceklestirmislerdir. Polimerin en yiiksek veriminin pH
7,6 tamponunda gerceklestigini ve molekiill agirliginin Mw: 2400 g/mol oldugunu
belirtmislerdir [70].
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Sekil 1.16. Tirozin tiirevlerinin enzimatik oksidatif polimerizasyonu [70].

Zhang ve arkadaslari, fenoliin enzimatik polimerizasyonunu sodyum dodesil siilfat
(SDS) iceren pH 7,0 fosfat tamponunda, HRP enzimi katalizorliigiinde
gerceklestirmislerdir. Elde edilen polimerin kismen aseton, THF ve DMF gibi ¢oziiciiler
icinde coziindiigiinii gozlemlemislerdir. IR analizleri sonucunda polimerin fenilen ve
oksifenilen birimlerinden olustugunu belirlemislerdir. Makalede fenol polimerini epoksi
kloropropan ve trietilen-tetramin ile fonksiyonlandirarak c¢oziinmeyen amin fenol
polimeri elde etmislerdir. Aminlenmis fenol polimerini, Heck reaksiyonu i¢in yeni bir
tastyict olan paladyum katalizoriinii (PP-N-Pd) hazirlamak i¢in gerekli oldugunu tespit
etmislerdir. PP-N-Pd, akrilik asit ya da stiren ile aril iyodiirlerin Heck reaksiyonu icin
katalitik etki gosterdigini ve trans-iirlin veriminin %90’dan daha yiiksek oldugunu
gozlemlemislerdir. Uygun kosullarda, aril bromiirler ve aktive edilmis aril kloritleri de
alkenler 1ile reaksiyona sokmuslar ve %&80'in iizerinde bir verim gosterdigini
bulmuslardir. XPS analizleri sonucunda, PP-N-Pd i¢cinde ana koordinasyon atomunun
N ve PP-N-Pd icinde paladyumun kimyasal degerinin Pd*> oldugunu géstermislerdir.
Bunlarin sonucunda yeni gelistirilen katalizoriin, Heck reaksiyonu i¢in iyi bir geri

doniisiim gosterdigini tespit etmislerdir [71].



32

O

|

oH T/_%CI 0

OH

HoG—— G —— CHy—HN(CH,CHaNH)3H

© (PP-N)
H,N(CH,CH,NH),H
- o— >~m

OH

HZC—(l_Di—CHz—HN(CHchzNH)g,H
‘o

(PP-N-Pd)

Sekil 1.17. PP-N-Pd sentezi [71].

PdCl,

Chen ve arkadaslar1 1,4-dioksan—2-bir’in polimerizasyonu lipaz CA’nin katalizor olarak
immobilize edildigi ortamda incelemislerdir. Enzim miktar1 ve reaksiyon sicakliginin
polimer iizerindeki etkisini arastirmiglardir. Hem monomerin doniisiimii hemde
poli(1,4-dioksan—2-bir)’in sayica molekiil agirliginin enzim miktarina bagli oldugunu ve
polimerlesmenin maksimum 80°C’de oldugunu belirtmislerdir. Polimerizasyonun
baslangicinda su molekiillerinin baslatict olarak davrandigini gozlemlemislerdir.
Reaksiyonun linear kondenzasyon olusturdugu ve zamanla reaksiyon igerisinde su agiga
cikardigini ifade etmislerdir. Asir1 suyun zincir olusumu sirasinda agiga ¢ikmis boliinme
aract olabilcegini diisiinmektedirler. Elde ettikleri poli(1,4-dioksan—2-bir)’in Mw:
58000 gibi yiiksek molekiil agirliginda oldugunu tespit etmislerdir [72].
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Oguchi ve arkadaglar1 suda coziinebilir polifenoliin  enzimatik oksidatif
polimerizasyonunu, HRP’nin enzim katalizor, hidrojen peroksitin baslatic1 olarak
kullanildig1 ortamda ilk kez sentezlemislerdir. pH tamponu ve alkol ¢oziicii karigimini
N,N-dimetilformamide karst polimerin ¢06ziinebilirligini gostermek amaciyla
gelistirmislerdir. Islemler sonucunda sentezledikleri polimerin fenilen ve oksifenilen
kisimlardan olustugunu gozlemlemislerdir. Polimerin molekiil agirligi ve kismi molekiil
agirhigint ¢oziici yapilarim farklilastirarak kontrol etmisler ve elde ettikleri polimerin

yiiksek termal kararlilikta oldugunu belirlemislerdir [73].

Li ve arkadaslar1 bagka bir calismada, Fe;Og4/poliakrilonitril (PAN) manyetik nanobiiller
(MNF'ler), yaban turpu peroksidazini (HRP) immobilize etmek i¢in elektrospinleme
yontemi ile imal edilmistir, bu da fenol cikarma uygulamasi i¢in karmasik bir
platformdur. Sonuglar, MNF'lerin ortalama ¢apimin yaklasik 200-400nm ve maksimum
doyma manyetik indiiksiyonunun 19,03 emu/g oldugunu gostermistir. Serbest HRP ile
karsilastirildiginda, degistirilen HRP optimum pH'da degisiklik gostermemistir, ancak
daha yiiksek katalitik aktivite gostermistir. Ayrica, %40 Fe;O4 nanoparcgacik yiiklemeli
immobilize edilmis MNF'ler en diisik HRP yiiklemesine sahipti, fakat MNP'lerin
varligiyla manyetik sinerji nedeniyle en yiiksek nispi aktiviteye sahipti. Daha sonra,
fenol atik suyunun iyilestirilmesi i¢cin %40 H-MNF kullanilmis, fenol atiklarinin ilk tur
kullanimda %85'e ¢ikmasi saglanmis ve 5 geri doniisiimiin ardindan verimlilik %52
olarak kalmistir. H-MNF'lerin fenol giderimi gibi atik su aritiminda potansiyel bir

uygulama olmasi beklenmektedir [74].

Kumar ve arkadaslarimin tanik asidin (TA) HRP katalizli polimerizasyonunu ve p
(TA)'nmin c¢esitli elektrot ylizeylerinde biyomolekiillerin kovalent immobilizasyonu ve
biyomolekiiller ile sonradan oksidatif eslesme reaksiyonlar1 i¢in ¢ok yonlii bir platform
olarak poli (Tannik asit) (p (TA))' in uygulandigini rapor etmislerdir. Ayrica bu yontemi
kanser hiicrelerini bir baglayic1 molekiil olan folik asit (FA) yoluyla yakalamak i¢in de
kullanmiglardir. p (TA)’in modern yiizeyinin arttirilmis elektrokatalitik etkinliginin
askorbik asit (AA), dopamin (DA) ve iirik asit (UA) gibi biyolojik olarak ©nemli
elektroaktif molekiillerin eszamanl elektrokimyasal tespiti i¢in kullanilabilecegini de
gostermislerdir. TA ve p (TA) esash ylizey modifikasyon yonteminin bu HRP

katalizorlii polimerizasyonu, biyomolekiillerin kovalent eklenmesi ve hassas
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elektrokimyasal algilama cihazlarinin gelistirilmesi i¢in ¢ok fonksiyonlu platformlar

olusturmak icin basit ve yeni bir ¢erceve saglayabilecegini belirtmislerdir [75].

Fan ve arkadaslar1 yaban turpu peroksidazi (HRP), yeni bir enzim tasiyicisi, grafen oksit
asilanmis sodyum stiren siilfonatin (GO-g-PSStNa) hidrit bilesigi iizerinde basariyla
immobilize edilmis ve fenoliin sudan ¢ikarilmas: i¢in kullanmiglardir. Hidrit kompozit
(GO-g-PSStNa), atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP) ile grafen oksit (GO) ve
sodyum stiren siilfonat (SStNa) kullanilarak sentezlenmistir. Elde edilen orneklerin
morfolojileri ve kimyasal bilesimleri SEM, FTIR ve XPS ile incelenmistir. Sonuglar,
hidrofilik monomer SStNa'nin GO yiizeyine asilanmis oldugunu gosterdi. HRP, hidrit
materyalin yiizeyi lizerinde immobilize edildi ve yiiklemesi, 0°C'de pH 7'nin
immobilizasyon kosullar1 altinda 8,0 mg/g'ye ulasti. Fenoliin immobilize HRP icin
ayrilma verimliligi, serbest enzim i¢in 8'e kaydirilan optimum bir pH 6'ya sahiptir. Hem
serbest hem de hareketsizlestirilmis enzim, 40°C'de ayn1 optimum sicaklif1 paylasti.
Immobilize edilmis HRP, serbest HRP'ye kiyasla fenol icin daha yiiksek temizleme
verimliligi gosterdi. En 1iyi hareketsizlestirme etkisi en az sekiz kez yeniden
kullanilabilir. Yiiksek fenol giderimi, GO-g-PSStNa destegi iizerinde adsorpsiyon ile

immobilize HPR'nin katalitik aktivitesinin gelistirilmesiyle sonuglanabilir [76].

Poliakrilamidin redoks sistemi ile sentezine literatiirde sik¢a rastlanmaktadir. —OH
gruplar1 iceren azo baslaticis1 uygun kosullarda seryum tuzlar1 yardimi ile suda

¢oOziinebilir polimer olan poliakrilamid sentezlemistir [77].

Akrilamidin azot atmosferinde sulu nitrik asitte (Ce(IV)-4-4’-azobis(4-siyano pentanol)
(ACP) redoks kullanilarak polimerlestirilmesi yapilmistir [78, 79].

Bir diger calisma da Ce(IV)-malonik asit ile baslatilan PAAm O©n polimerinin
kullanimiyla zincir uzatma ve blok kopolimerizasyonudur [80]. Ayrica redoks
polimerizasyonu ile poli(etilen glikol) boliimleri ile poliakrilamid topaklarinin sentezi
[81] ve redoks polimerizasyonu ile elde edilen topaklanmis poliakrilamidin: topaklanma

tizerine polimer yapisinin etkisi [82] ¢calismalar1 yapilmustir.

Diger akrilik monomerleri ile kolayca kopolimer yapabilirler. Elde edilen polimerin
ozellikleri polimerizasyon kosullarina bagli olarak sert veya kirilgan, yumusak veya
yapiskan olarak degistirilebilir. Molekiil agirliklarindaki degisim de polimerizasyon

kosullarina baghidir. Diisiik molekiil agirlikli polimerler diisiik erime ve ¢abuk ¢dziinme
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gibi ozelliklere sahiptir. Yiiksek molekiil agirlikli polimerler ¢6ziinmeleri daha zor olup

bazisinda ise sadece sigsme Ozellikleri gozlemlenmistir [83].

Simdiye kadar gerceklestirilen calismalarda genellikle horseradish peroksidaz enzimi
katalizor olarak kullamlmistir ve bu sekilde enzimatik oksidatif polimerlesme
yapilmistir. Bu tez calismasinda manyetik demir oksite APTES ve gluteraldehit
modifiye edildikten sonra HRP enzimi ile fonksiyonellestirilerek katalizr malzeme
elde edilmistir. Bu katalizor malzeme ile monomer ve reaksiyon baslatici hidrojen
peroksit  varhiginda  polimerlesme  gerceklestirilmistir.  Enzimatik  oksidatif
polimerizasyon basarili bir sekilde sentezlenmistir. Kataliz6r malzemenin manyetik
ayirma ile ¢ok kolay bir sekilde ortamdan ayrilip yeniden kullanimi deneyler boyunca
saglanmistir. Bu ¢aligma ortamda radikalik iiriin kalmamasi ve insan sagligina olumsuz

etkileri daha az oldugu i¢in ¢evre dostu bir yontem olmustur.

1.9. Arastirmanin Amaci ve Onemi

Katalizor kullanimi malzeme sentezi icin Onem arz etmekte ancak katalizor
kullaniminin dezavantajlarindan en Onemlisi sentez sonrasinda katalizOriin ortamdan
ayrilamamasidir. Bu baglamda planlanan c¢alismanin amaci sentezlenen calisma
sonrasinda katalizorii ortamdan ayirmak ve yeniden kullanimini saglamaktir ki bu hem
teknolojik acidan hem de ekonomik acidan 6nemlidir. Malzeme sentezinde maliyeti

diisiirmek ve diisiik maliyet ile yiiksek verimli iiriin elde etmek istenilen bir 6zelliktir.

Bunun yan: sira iiretim sirasinda H>O, ve enzim katalizor kullanilacak olmasi ortamda
atik olarak sadece su aciga cikacagindan reaksiyonu cevre dostu hale getirmektedir. Bu
baglamda cevre dostu bir polimerlesme gerceklestirerek toksik ve kanserojen etkili
kimyasal malzemelerin polimer sentezlerinde katalizor olarak kullanimini azaltilmis

olacaktir.



2. BOLUM

YONTEM VE MATERYAL

2.1. Yontem

Bu calismada ilk olarak nanoyapili manyetik demir oksit sentezi yapildi. Elde edilen
manyetik demir oksit daha sonra sirasiyla aminopropiltrietoksisilan, gluteraldehit ile
modifiye edildi. Daha sonra horseradish peroksidaz (HRP) enzimi ile

fonksiyonellestirildi. Manyetik nanomalzeme destekli enzim katalizor elde edildi.

Katalizoriin kullanimi ile vinilik monomer olan akrilamidin polimerlesmesi saglandi.
Polimerlesme kosullarinda ¢oziicii ve reaksiyon sicakliklari belirlenmesi i¢in ¢aligmalar

yapildi.

Sentezlenen manyetik demir oksit destekli malzemenin ve sentezlenen polimerlerin
yapist FT-IR, RAMAN, lH—NMR, SEM, EDX, XRD analiz yontemleri kullanilarak
karakterize edildi.

2.1.1. Manyetik Fe;O04 Nanopartikiiliiniin Sentezi

1 gram demir kloriir, 4 gram sodyum asetat, 40 ml etilen glikol teflon kabm %80’lik
kismi1 dolacak sekilde ayarlanip kaba alindi ve 15-20 dakika ultrasonik banyoda
bekletildi. Sonrasinda etiiv 180°C sicakliga ayarlanarak 6 saatlik etiive kondu.

6 saatin sonunda etiivden alman teflon kabm igerisindeki malzeme 50 mL’lik cam
behere alindi, iizerine etanol eklendi alt kismina miknatis koyarak ¢oktiirme islemi
yapildi. Bu islem birkac kez daha tekrarlanarak safsizliklardan arindirildi. Cam
beherdeki malzeme 75°C sicakliktaki etiivde yaklasik 6 saat boyunca kurutuldu.
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2.1.2. Fe304’e APTES Baglanmasi
Etiivde kurumaya birakilan manyetik demir oksit hassas terazi de tartild1.

250 mL’lik balon igerisine; 100 mL etanol, 100 mL saf su ve 0,50 gram manyetik demir
oksit eklendi. Icerisine manyetik balik atild1 ve reaksiyon oda sicakliginda yaklasik 30
dakika manyetik karistiricida karistirildi.

Karigtirma islemi 30 dakikay1 doldurduktan sonra karigma islemi devam ederken 4 mL
APTES (3-Aminopropiltrietoksisilan) pipet ile damla damla ve ¢ok yavas olacak sekilde

reaksiyon ortamina eklendi. Karisim manyetik karistiricida 24 saat karigmaya birakilda.

Islem sonunda 50 mL’lik cam behere alinan malzemeye miknatislama ile yikama islemi
yapildi, islem 2 kez tekrarlandi. Beherdeki malzeme 75°C’ta ki etiivde yaklasik 6 saat
boyunca kurutuldu.

Boylelikle manyetik FesO4’in yilizeyindeki hidroksil gruplar1 ve APTES arasindaki
reaksiyonla APTES ile modifiye edilmis manyetik Fe;O4 nanopartikiilleri elde edildi.

H,N NH,
\
OH \\\\ O o‘//,/,
< § 40\. /S/i/O\é'
+ ,OShA~-NH, 3 (g \O
N ( \\ W/
OH PI~0—
\PTES o, O\\\\\
H,N NH,
Fe,0,-APTES

Sekil 2.1. APTES modifiye edilmis FesO4 nano partikiillerinin hazirlanmasi

2.1.3. Fe304 @ APTES’e Gluteraldehit Baglanmasi

Kuruyan manyetik demir oksit@APTES etiivden alindiktan sonra beherden kazindi ve

tartildi. pH 7,8 PBS (Phosphate Buffered Saline) tampon hazirlandi.

e PBS tampon hazirlanmasi; NaH,.PO4’ten 0,48 gram, Na,H.PO4-2H,0O 0,35 gram
tartildi. 250 mL’lik tek boyunlu bir balona alind1 ve iizerinde 50 mL deiyonize saf
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su eklendi. Ultrasonik banyoda bekletildi. Daha sonra pH metre ile dl¢ciim yapildi.
pH 7,8 degerini tam olarak ayarlayabilmek i¢in asit ve baz ¢ozeltiler damlatildi.
pH’1 arttirmak i¢in NaOH, azaltmak icin HCI ¢ozeltilerinden birer damla damlatip

gozlemleyerek istedigimiz deger elde edildi.

Cam bir kaba alman 0,45 gram Fe;O,@APTES iizerine 40 mL pH 7,8 PBS tampon
eklendi ve ultrasonik banyoda yaklasik 1 saat bekletildi. Sonrasinda manyetik
karistiriciya alindi, icerisine balik atildi. 7 mL gluteraldehit (GA) cam behere almarak
pH 0l¢iim cihazinda pH 7 olacak sekilde ayarlandi. Daha sonra reaksiyon ortamina
yavas yavas pipet ile 7 mL gluteraldehit damlatildi ve reaksiyon 24 saat oda
sicaklhiginda karismaya birakildi.

Glutaraldehit kullaniminin ana sebebi; serbest enzim molekiilleri ile glutaraldehit homo
capraz baglayic1 reaktifini kullanarak c¢apraz bagli enzim agregasyonlari
olusturulmasidir. Glutaraldehit reaktantinin her iki ucu reaktif ozelliktedir, boylelikle
enzim yapisindaki cogu molekiiliin bir arada bulunmasiyla ¢oziiniir 6zellikteki yapi

coziinmez Ozellik kazanarak enzim molekiilleri 6ncesinden ¢ok daha giiclii baglanir.

2.1.4. Fe304@APTES @GA’e Enzim Baglanmasi

Karismas1 sonlanan malzemeye miknatislama yapildi ve lizerinden sivisi cam pipet
yardimiyla alindi, 2 kere saf su ile yikama ve miknatislama islemi yapildi. 50 mL pH 7
olan PBS tampon yukarida agiklanan sekilde hazirlandi. Hazirlanan tampon tizerine 25
mg HRP enzimi eklendi. Ultrasonik banyoda oda sicakliginda ortalama 30 dakika
bekletildi. Kapakli bir cam siseye alinan tampon ¢ozelti tizerine miknatislama yapilip
stvist alman 0,40 gram FesO4@APTES @gluteraldehit eklendi. Memmert Calkalama
cihazina kapagi kapali sekilde kondu ve 48 saat karigmaya birakildi. Bu sayede

manyetik demir oksit modifiye edilmis nanokatalizor hale getirilmistir.

2.1.5. Modifiye Edilmis Fe;O4 Katalizorii ile AAm’in Serbest Radikalik

Polimerizasyonu

Calkalama cihazindan alinan malzemeye 2-3 kere miknatislama ve saf su ile yikama

yapildi. Kapakli cam tiipe alinan 0,40 gram manyetik demir oksit nanokatalizor izerine;
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2 gram akrilamid, 10 ml saf su eklendi. Oksitleyici olarak 50 uL %99,8 saflikta H,O,
ortama 10 dakikada bir toplam 5 kez mikropipet ile damla damla reaksiyona ilave
edildi. Reaksiyon karismak iizere ZHICHENG ZWY-100D orbital calkalamali
inkiibatorde 37,5°C sicaklikta 200 rpm de 24 saat karigmaya birakildi.

2.1.6. Manyetik Nanokatalizore Enzim Baglanarak Polimer Eldesi

Islem 6ncesi 50 mL metanol cam behere alinarak buzdolabinda sogutuldu. Calkalama
islemi sonlanan malzemenin altina bir miknatis kondu yaklasik yarim saat beklendi.
Tam olarak ¢cokme gozlendikten sonra miknatisi enzim destekli katalizorden ayirmadan
icerisinde metanol olan behere sentezlenen madde bosaltildi. Bu islem sonrasi metanol
icerisinde polimerimsi yap1 olusumu gozlendi. Cam tiipte kalan manyetik nanokatalizor

sonrasinda yeniden kullanilmak iizere kaldirildi.

Sekil 2.2. Metanol i¢erisinde olusumu gézlenen polimer

Malzeme beherden 50 mL’lik balona alind1 ve reaksiyondan coziicliyli uzaklastirmak
icin 60°C sicaklikta yaklasik 100 dakika ve 75 rpm de evapore islemi yapild.
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Sekil 2.3. Evaporatorde ¢oziicli buharlagsma islemi

Coziicli uzaklastirma islemi sonrasi evaporatdrde 100 dakika tutulan madde yeniden
sogutulmus 50 mL metanol igerisine alind1 ve jelimsi, sakizimsi yapida polimer

olusumu gozlendi.

Sekil 2.4. Manyetik katalizor destekli polimer

Deneysel yontemlerin her asamasinda analiz yapabilmek icin sentezlenen iiriinden bir
miktar karakterizasyon islemi icin kullanildi. Olusan polimerimsi yap1 saat cami iizerine

almarak kurumaya birakildi.
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2.2. Materyal

2.2.1. Kullanilan Arac ve Gerecler

Degisik ebatlarda beherler, 50 mL’lik balon, santrifiij tiipleri, otomatik mikro pipet ve
pipet uclari, cam pipet ve puar, polietilen ve cam olmak lizere pastor pipetleri, erlan
mayer, huni, siringa, tartim kagitlari, parafilm (ISOLAB),

Manyetik ve mekanik karistiricilar,

Spatiil, kiskaclar,

Sicaklik degerlerini teyit etmek i¢in termometre,

Tartim i¢cin Heidolph marka hassas teraziler,

Karistirma, calkalama islemli icin Vortex ve Ultrasonik banyolar kullanilmistir.

2.2.2. Kullamilan Kimyasallar

Calismam sirasinda kullanilan biitiin kimyasal maddeler analitik saflikta bulunmaktadir.
Kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler, Sigma ve Merck firmasindan temin edildi.
Manyetik demir oksit nanoparcaciklarin sentezinde; demir (II) kloriir tetrahidrat
(FeCl,.4H,0, Sigma-Aldrich, %99), demir (III) kloriir hekzahidrat (FeCls.6H,O, Sigma-
Aldrich, %97) kullanilmustir.

Akrilamid (AAm): Merck kimya firmasindan temin edildi. Poliakrilamid sentezinde

monomer olarak kullanildi.

Hidrojen peroksit (H>0;): Merck firmasindan %35, d: 1,13 g/mL temin edildi. EOP

reaksiyonunda oksitleyici olarak kullanildi.

Horseradish peroksidaz (HRP): Merck kimya firmasindan temin edildi. Enzimatik

oksidatif polikondenzasyon reaksiyonunda katalizleyici olarak kullanild.

Metanol: Merck kimya firmasindan temin edildi. Blok kopolimeri ve homopolimeri

coktiirmek i¢in kullanildi.

DMF, DMSO, THF, metanol, aseton, toluen, su ve kloroform sentezlenen polimerin

¢Oziiniirliik testinde kullanild1.
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Tablo 2.1. Deneysel caligmalarda kullanilan cihazlar

CIHAZ MARKA MODEL

Mekanik Karistirici Heidolph RZR 2021

Isiticili Manyetik | Heidolph MR Hei-Standard
Karistirici

Isiticili Manyetik | Heidolph MR Hei-Tec
Karistirici

Hassas Terazi Presica ES 225SM-DR
Ultrasonik Banyo ISOLAB 621.01.001
Ultrasonik Banyo Alex Machine LB.ALX.AXUL4LAB
Zeta Sizer Nano Malvern Nano-ZS90

pH metre inoLAB pH 7110

Vorteks Heidolph Reax top

Ultrasonik Mikro Santrifiij | Hettich Zentrifugen Universal 320 R
Ultrasonik Santrifiij Hettich Zentrifugen Rotofix 32 A
Calkalamali Su Banyosu Memmert WNB45
Calkalamali Inkiibator Heidolph Unimax 1010
Orbital Calkalamal ZHICHENG ZWY-100D
Inkiibator

Doner Buharlagtirict Heidolph Hei-VAP Advantage
Etiiv Memmert UN 55

Deneyler srasinda kullanilan cihazlar Erciyes Universitesi Nanoteknoloji ve Arastirma

Merkezi’nde (ERNAM) bulunmaktadir.

SEM ve EDX goriintiileri Erciyes Universitesi Nanoteknoloji ve Arastirma Merkezi’'nde

(ERNAM) bulanan CARL ZEISS marka EVO LS10 model cihazda alinmistir.

Raman analizleri Erciyes Universitesi Nanoteknoloji ve Arastirma Merkezi’nde bulunan

WITec marka alpha 300 M+ model cihaz kullanilarak elde edildi.
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'H-NMR spektrumlar1 Erciyes Universitesi Teknolojik Arastrma Merkezi’nde (TAUM)
bulunan Bruker 400 MHz cihazi kullanilarak yaptirildi. Coziicii olarak saf su, standart

olarakta toluen kullanildi.

XRD analizi Erciyes Universitesi Teknolojik Arastirma Merkezi’nde (TAUM) bulunan
Bruker marka AXS D8 Advance model cihaz kullanilarak elde edildi.

FT-IR Erciyes Universitesi Teknolojik Arastirma Merkezi'nde (TAUM) bulunan
PELKIN ELMER marka Spotlight 400 model cihaz kullanilarak elde edildi.



3. BOLUM

BULGULAR ve TARTISMA

3.1. Manyetik Katalizor Destekli Enzim Polimerin Verimi

Sentezlenen katalizor malzeme ¢aligmalar boyunca 16 kez tekrar kullamilmistir. Elde
edilen verimlerin ortalamasi alindiginda calismadan elde edilen verim %70 olarak
bulunmugtur. Katalizor kullanilmadan yapilan polimerlesme calismalarinda iiriin elde

edilmemistir.

Incelenen tiim karakterizasyonlarda birbirine ¢ok yakin sonuglar elde edilmistir. Bu
durum katalizor ve polimerin basarili bir sekilde sentezlendigini ve katalizoriin tekrar

kullaniminda azalmayan verimliligini bize kanitlar nitelikte olmustur.

Tablo 3.1. Yiizdelik Verim Tablosu

Monomer | Manyetik | Coziicii | H,O, t Uriiniin | Yiizdelik
Katalizor (saat) Rengi Verim
2 gram 0,40 gram H,O 50 uL. 24 Beyaz 59
2 gram 0,40 gram H,O 50 uL. 24 Beyaz 69
2 gram 0,40 gram H,O 50 uL. 24 Beyaz 56
2 gram - H,O 50 uL. 24 - 0
2 gram 0,40 gram H,O 50 uL. 24 Beyaz 65
2 gram 0,40 gram H,O 50 uL 24 Beyaz 97
2 gram 0,40 gram H,O 50 uL 24 Beyaz 57
2 gram --- H,O 50 uL. 24 --- 0
2 gram 0,40 gram H,O 50 uL. 24 Beyaz 66
2 gram 0,40 gram H,O 50 uL 24 Beyaz 72
2 gram 0,40 gram H,O 50 uL 24 Beyaz 78
2 gram H,0 50 uL 24 0
2 gram 0,40 gram H,O 50 uL 24 Beyaz 64
2 gram --- H,O 50 uL. 24 --- 0
2 gram 0,40 gram H,O 50 uL 24 Beyaz 78
2 gram 0,40 gram H,O 50 uL. 24 Beyaz 80
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3.2. Coziiniirliik Ozellikleri

Polimer DMF, DMSO, metanol, aseton, kloroform, THF, toluen de ¢dziinmemekte suda
coziinmektedir. Monomer ise DMF, DMSO, metanol, kloroform, toluen ve THF de

tamamen ¢Oziinmekte; suda kismen ¢oziinmektedir.

Tablo 3.2. Monomer ve polimerin ¢oziiniirlikk 6zellikleri

Coziicii DMF | DMSO | Aseton | Metanol | Kloroform | THF | Toluen | Saf su

Monomer ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

Polimer -- - -- - - - - ++

(++: ¢Oziiniir, --: ¢dziinmez)

3.3. Demir Oksitin XRD Spektrumu

Baslangic maddesi olan manyetit (Fe;O4)’lin yapisimi aydinlatmak icin XRD teknigi
kullanilmistir. Yaygimn olarak manyetit (FesO4), maghemit (y-Fe;03), hematit (a-Fe;03)
ve goethit (FeO (OH)) olmak iizere dort tiir demir oksit olusur. Bunlarin arasinda sadece
manyetit ve maghemit manyetik ozellikler gosterir. Fe;O4 211 = 30,1, 31,8, 35,5, 43,1,
53,4, 57,0, 62,6 ve 74,0 kirinim agilarinda spesifik pikler gdstermistir (JCPDS card no:
01-088-0315).
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Sekil 3.1. Fe;04 XRD Spektrumu
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3.4. Yiizeyin Karakterizasyonu

Hazirlanan yiizeyin karakterizasyonu icin SEM, EDX, FTIR, "H-.NMR ve RAMAN
cihazlar1 kullanilmistir. Bu 6lgiimler sonucunda elde edilen goriintiiler literatiirler ile

karsilastirilmis ve Fe;O4 (MNP) yiizeyindeki degisimler agiklanmistir.

3.4.1. Manyetik Nanokatalizor Destekli Enzim Polimerin SEM ve EDX Analizi

Sekil 3.2-a-d ve Sekil 3.3’de siras1 ile MNP, MNP-APTES, MNP-APTES-GA, katalizor
ve polimer yapilarina ait SEM goriintiileri verilmistir. Ayrica EDX sonuglar1 3.4.a-e’de
verilmigtir. Yiizey morfolojisini incelemek icin yapilan SEM analizi sonucunda
manyetik nanopartikiil yapis1t APTES ve GA bilesikleri ile fonksiyonlandirildiktan sonra
yiizeyin goriintiilerinde bazi degisikliklerin oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.2.a-b-c-d).
MNP maddesinin fonksiyonlandirildiktan sonra daha biiylik parcaciklara doniistiigii ve
kiimelenmis dairesel gruplarin olustugu goriilmiistir. Chen ve arkadaslar1 [84]
yaptiklar1 ¢alismada MNP molekiiliinii schiff baz1 molekiilii ile kaplayarak SEM ile
karakterize etmisler ve modifikasyondan sonra yapmin daha biiyiik gruplar halinde
kiimelestigini ve morfolojinin ¢ok degistigini belirtmislerdir. Bu sonucun 1yi bir yiizey

kaplamasini gosterdigini ifade etmislerdir.

Sekil 3.2. a) MNP b) MNP-APTES c¢) MNP-APTES-GA d) Katalizore ait
SEM goriintiileri
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Sekil 3.3. Polimere ait SEM goriintiisii

EDX analizinde MNP molekiiline bakildiginda yapida sadece demir ve oksijen
elementlerinin bulundugu, goriilmektedir. Modifikasyon ile APTES’ten gelen silisyum
elementi, gluteraldehitten gelen karbon elementleri goriilmektedir. Sekil 3.4.d’de
HRP’nin yapisindan gelen Fe elementi ile Fe oraninin arttig1 goriilmektedir. Bu sonug
modifikasyonun basarili bir sekilde gerceklestigini gostermektedir. Benzer bir ¢aligma
olan Choghamarani ve arkadaslar1 [85] yaptig1 calismada MNP schiff bazi ile modifiye
edilmis ve iriin EDX ile analiz edilmistir. Sekil 3.4.e’de ise polimer yapisinda
akrilamidten gelen azot elementinin bulundugu goriilmektedir. Yapida sadece karbon,
oksijen ve azot elementlerinin varlig1 polimerin yiiksek saflikta katalizorden bagimsiz

olarak sentezlendiginin gostergesidir.
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- El1 AN Series wunn. C norm. C Atom. C Error (1 Sigma)
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Sekil 3.4.(a). MNP ye ait EDX diyagrami ve Ol¢clim yapilan alanda bulunan
element oranlar1

cps/eV
~ E1 AN Series unn. C norm. C Atom. C Error (1 Sigma)
| [wt.%] [wt.% [at.%] [wt.$%]
80 Fe 26 K-series 78.96 78.96 53.01 0.46
4 O 8 K-series 18.76 18.76 43.95 2.65
] Si 14 K-series 2.28 2.28 3.05 0.08
= Total: 100.00 100.00 100.00
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Sekil 3.4.(b). MNP-APTES e ait EDX diyagrami ve Ol¢iim yapilan alanda
bulunan element oranlar1



cps/eV
100
4 El AN Series wunn. C norm. C Atom. C Error (1 Sigma)
[wt.%] [wt.%] [at.%] [wt.%]
80 Fe 26 K-series 76.12 76.12 44.97 0.45
| O 8 K-series 15.41 15,41 31.77 2.30
C 6 K-series 8.47 8.47 23.26 1..79
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Sekil 3.4.(c). MNP-APTES-GA e ait EDX diyagrami ve Ol¢iim yapilan
alanda bulunan element oranlar1

cps/eV
100
il El AN Series unn. C norm. C Atom. C Error (1 Sigma)
A [wt.%] [wt.%] [at.%] [wt.%]
80 Fe 26 K-series 77.39 77.39 46 .68 0.45
. O 8 K-series 14.41 14.41 30.34 217
4 C 6 K-series 8.19 8.19 22.98 1.75
i Total: 100.00 100.00 100.00
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=
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Sekil 3.4.(d).Katalizore ait EDX diyagrami ve 6l¢ciim yapilan alanda bulunan
element oranlar1
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cps/eV

14; El AN Series unn. C norm. C Atom. C Error (1 Sigma)
i [wt.%] [wt.%] [at.%] [wt.%]
2: C 6 K-series 45.73 45.73 53,39 6.15
! 4 O 8 K-series 30.73 30.73 25.93 5.18
. N 7 K-series 23.54 23.54 22.68 4.85
lof Total: 100.00 100.00 100.00
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Sekil 3.4.(e). Polimere ait EDX diyagrami ve Olciim yapilan alanda bulunan
element oranlar1

Asagida katalizor icinde bulunan manyetik demirin dagilimi kirmizi ile gosterilmistir.

Map data 971
MAG: 10000x HV: 25kV WD: 7.7mm

Sekil 3.5. Katalizore ait EDX mapping goriintiisii
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3.4.2. Manyetik Nanokatalizor Destekli Enzim Polimerin FT-IR Spektrumu

Sekil 3.6.’da katalizore ait FTIR spektrumlar1 goriilmektedir. Bu spektrumda; (a) 3744
cm’ O-H gerilme bandindan kaynaklanmaktadir. 1258,6 cm™ yiizeye adsorplanan su
molekiillerinin bozulma bandindan, 539,11 cm™ dalga boyundaki karakteristik bant Fe—
O baginin gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir. (b) APTES bazik ortamda su
fazinda Si—~O—CHj3 baglar1 —OH gruplarina doniisiir. Sonrasinda manyetik Fe;O4’iin
yiizeyindeki serbest —OH gruplariyla silanol gruplar1 arasinda kondenzasyon gerceklesir
ve Fe-O-Si baglari elde edilmis olur. 2329,8 cm'deki pik, aminopropil grubu
iizerindeki gerilme titresiminin varlig: ile saglamr. 1257,5 cm™’de, SiO-H ve Si—O-Si
gruplarmm varhgma karsilik gelmektedir. 527,12 cm™'deki pik Fe—O-Si baglarmin
giiclii emilimini gostermektedir. (c) 2901,1 cm™'deki pik ~CH,CH,CH,— gruplarma ait
simetrik gerilme titresimlerine ait oldugu diisiiniilmektedir. (d) 2982,8 cm'deki pik —
CH; gruplarmin gerilme bantlarin1 temsil etmektedir. 1387,7 cm'deki pik —CONH-
baglarindan gelmektedir [86].
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Sekil 3.6. Katalizoriin FT-IR Spektrumu
a) Fe;04b) Fe;O4 — APTES c¢) Fe;O4 — APTES — GA d) Fe;O, — APTES — GA — HRP
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Polimerin FT-IR spektrumunda poliakrilamid 3325 cm™ de NH, gruplarmin simetrik ve
asimetrik gerilmesi gozlenmistir. 3160 cm™ aras1 bandin O-H veya N-H gruplarma ait
simetrik gerilme titresimlerine ait oldugu diisiiniilmektedir [87]. 2976 cm’'deki pik C-
H gerilme titresimine aittir. 1608-1647 cm'deki bant ise karboksil ve amid grubundaki
(CONHS,) gerilimine ait titresim frekanslaridir. 1349-1423 cm™'deki bantlar CH, gerilim
frekansina, 958-1278 cm™ 'deki bantlar C-N gerilimine ait piklerdir [88].
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Sekil 3.7. Polimerin FT-IR Spektrumu

3.4.3. Manyetik Nanokatalizor Destekli Enzim Polimerin 'H-NMR Spektrumu

Akrilamidten gelen belirgin -NH, protonlar1 7,08-7,52 ppm’de ¢cikmustir. 5,56-6,21 ppm

araligidaki sinyaller ise CH, ve CH protonlarindan gelmektedir.
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Sekil 3.8. Akrilamid’in "H-NMR Spektrumu

Sekil 3.9°da 'H-NMR spektrumu protonlarmn tipleri ve numaralari uygun gelen
siddetlere dair rezonans sinyalleri kaydedilmistir. Bu durumda, 10,22 ppm’deki pikin
OH grubundaki hidrojenden kaynaklandig1 diistiniilmektedir. 7,08-7,52 ppm
araligmdaki sinyaller AAm ve CONH,; protonlarindan kaynaklanmaktadir. 5,57-6,83
ppm araligindaki sinyaller ise CH, ve CH protonlarindan gelmektedir. Benzer sonuclar,
poliakrilamid-g-poli (vinil alkol) kopolimeri i¢in de goriilmiistiir [89]. 2,51 ppm’de

goriilen pikler DMSO c¢oziiciisiine aittir.
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Sekil 3.9. Polimerin 'H-NMR Spektrumu

3.4.4. Manyetik Nanokatalizor Destekli Enzim Polimerin RAMAN Spektrumu

Katalizore ait 224,95 cm™, 292,86 cm™, 409,43 cm™', 494,65 cm™'*deki pikler manyetik
demir oksitten kaynaklanmaktadir [90].1054,25 cm™’deki pikin APTES’ten geldigi
diisiiniilmektedir. 609,90 cm™ ve 1316,39 cm’deki pikler Fe-O gerilmesinden
kaynaklanmaktadir. Bu pikler HRP’nin goriiniir raman pikine atanabilir [91].

PAA'nin raman spektrumunda, 1047,96 cm " deki C—C zinciri gerilme titresiminden,
1179,30 cm™’deki pik polimer zincirindeki gerilme titresiminden kaynaklanmaktadur.
1240,13 cm'"deki pik C-H bandindan, 1417,71 cm™deki pik yapidaki C-N
gerilmesinden kaynaklanmaktadir. 1572,38 cm™*deki pikin NH, biikiilme (amid II)
bandindan geldigi diisiiniilmektedir [92].
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Sekil 3.10. (a) Manyetik Nanokatalizoriin Raman Spektrumu, (b) Polimerin Raman
Spektrumu

3.5. Polimerin Molekiil Agirhginin Belirlenmesi

100 mg tartilan iirtin 50 mL saf su icerisinde ¢oziildii. Molekiil agirlig1 hesaplanmasi
icin 4 ornek alindi. 4 adet santrifiij tiipline sirasiyla 5, 10, 15, 20 mL ana soliisyon pipet
yardimiyla eklendi ve tiipler 15 mL olacak sekilde saf su ile tamamlandi. Ultrasonik
banyoda bir siire tutulduktan sonra Zeta Sizer Nano cihazinda Mw 06l¢iimii yapildi.

Polimerin agirlikga molekiil agirhigi (Mw): 14500 g/mol olarak bulunmusgtur.



4.1.

4.2.

4. BOLUM
SONUC ve ONERILER

Sonuclar

Manyetik katalizor destekli enzim polimerinin enzimatik oksidatif polimerizasyon
reaksiyon sartlar1 incelendi.

Bu caligmada in-vitro (hiicre dis1) polimer sentezi gerceklestirilmistir.

Metanol ¢oziiciisii icerisinde en yiiksek verimde optimum sartlar1 elde edilmistir.
Elde edilen polimerin karakterizasyonu SEM, EDX, FT-IR, RAMAN, XRD, 'H-
NMR teknikleri ile gergeklestirilmistir.

Optimum sartlarda H,O, oksitleyicisi kullanarak %70 verimle elde edilen iiriiniin
Mw: 14500 g/mol olarak bulunmustur.

Calismada amino grubu fonksiyonlu manyetik nanopartikiil sentezlenerek HRP
enzimi ile modifiye edilmistir. Elde edilen enzim fonksiyonlu manyetik
nanopartikiiller akrilamidin enzimatik oksidatif polimerizasyonunda kullanilmistir.
Katalizor kullanimi malzeme sentezi i¢in 6nem arz etmektedir. Bu caligmada
katalizoriin ortamdan ayrilip tekrar kullanilabilirligi gosterilmistir. Bu sayede

sentezlenen malzemenin maliyetinde azalma olmustur.

Oneriler

Bu calisma ve literatiirdeki diger benzer calismalar sayesinde enzimatik oksidatif
polikondenzasyon yontemiyle hidrojen peroksit kullanimi ile reaksiyon sirasinda
ortamda atik olarak yalnmizca su c¢ikmasi bize reaksiyonun ¢evre dostu oldugunu
gosterdi. Amacimiz dogrultusunda cevre dostu bir polimerlesme gerceklestirdik.

Boylece toksik ve kanserojen etkiye sahip kimyasal malzemelerin polimerlerin
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sentezindeki kullanimi azalmis olacaktir. Bu sebeplerden dolayr bu deneylerin

gergeklestirilmesi Onerilmektedir.
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