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' LIPAZ ENZIMIN MAGNETIK NANOPARTIKULLERE FARKLI ARA KOLLAR
UZERINDEN IMMOBILIZASYONU VE KARAKTERIZASYONU*

Immobilization and Characterization of Enzyme on Magnetic Nanopatrticles
Through Different Intermediate Arms *

Miige SENGUL Giizide YUCEBILGIC
Kimya Anabilim Dali Kimya Anabilim Dali
OZET

Bu calismada lipaz enziminin immobilizasyonu igin yeni bir destek
materyali olarak manyetik 6zellikte ve nanoboyutta Fe;O, tanecikleri sentezlenmis
ve lipaz enziminin Fe;O4 manteyik nanopartikillere farkh arakollar tzerinden (GA:
Glutaraldehit ve ECH: Epiklorohidrin) immobilizasonu ve Karakterizasyonu
arastirnimistir. Fe;0O4 nanopartiktliiniin karakterizasyonu icin SEM, FTIR, XRD
kullanilmigtir. Sentezlenen nanopartikillerin yaklasik 158,2 nm c¢apinda oldugu
gozlemlenmistir. Serbest ve immobilize lipazlarin ortam kosullarina gére aktivite
Olcumleri yapilarak, optimum sicaklik, optimum pH, depolama kararhhgi, termal
kararlihgi ve tekrar kullanim kararlihdi incelenmis ve kinetik sabitler
belirlenmistir.Serbest ve immobilize lipazlar icin optimum pH 7,0 olarak
bulunmustur. Serbest ve immobilize lipazlar i¢cin optimum sicaklik 40 °C olarak
belirlenmistir. Serbest ve immobilize lipazlarin farkh sicakliklarda belirlenen termal
kararlilhklar karsilastirilmis ve immobilize enzimlerin dayanikhliginin serbest haline
gore daha fazla oldugu goézlenmistir. Belirlenen optimum kosullarda serbest lipaz
icin Kn, Vimaxw Kean Kead K degerleri sirasiyla 0,48 mM, 420,7 U/mg protein,
2,82x10* dk™, 58,8x10° dk* mM™, immobilize lipaz gGA) icin sirastyla 1,3 mM, 33,6
U/mg protein, 2,25x10° dk™, 1,73x10° dk* mM™, immobilize lipaz (ECH) icin
siraslyla 9,4 mM, 51,7 U/mg protein, 3,47x10° dk™, 0,37x10° dk* ™ M™ olarak
hesaplanmistir. immobilize lipazin tekrar kullanilabilirligi kesikli reactor modelinde
arastinlmistir ve 20 kullanim sonrasi immobilize lipazlarin baslangi¢ aktivitelerini
sirasiyla % 71 (GA) ve % 63 (ECH) ‘ inu korudugu belirlenmistir. Serbest lipazin
5°C ve 25°C’ de 30 gin depolama siresi sonunda kalan aktivitesi sirasiyla
baslangi¢ aktivitesin %37 ve %23’ Udur. Bununla birlikte immobilize lipazlarin 5°C
ve 25°C'de 30 gin depolama siresi sonunda sirasiyla baslangi¢ aktivitelerinin
%50 (GA), %44 (ECH) ve %44 (GA), %28 (ECH)’ ini korumustur.

Anahtar Kelimeler: Lipaz, Magnetik nanopartikil, Epiklorohidrin, Glutaraldehit.

ABSRACT

In this study, magnetic nano sized Fe;O, particles were synthesized and
covalent immobilization and characterization of lipase enzyme on magnetic
nanoparticles by various intermediate arms (GA and ECH) are researched.
Characterization of Fe3;O, nanoparticles was conducted using FTIR, SEM and
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XRD. The size of prepared nano particles was found approximately 158,2 nm
diameter. Activitiy measurements of free and immobilized lipases were conducted
in order to determine optimum temperature, optimum pH, storage stabilitiy, heat
stability and reusability as well as kinetic parameters ( Kn, Vimax Keat Keat!Km )-
Optimum pH was determined as 7 ,0 for free and immobilized lipases. Optimum
temperature was determined 40 °C for free and immobilized lipases. The termal
stabilities of free and immobilized lipases have been improved greatly .For free
lipase at optimum conditions Kp, Vimax, Kcats Cat/K values were calculated as
sirasiyla 0,48 mM, 420,7 U/mg protein, 2, 82x10* dk™, 58,8x10° dk* mM™, the
same values of immobilized I|pase (GA) were calculated as respectively 1,3 mM
33,6 U/mg protein, 2, 25x10° dk™*, 1,73x10% dk* mM™and for |mmob|I|zed Ilpase
(ECH) calculated as sirasiyla 9,4 mM 51,7 U/mg protein, 3, 47x10° dk*, 0,37x10°
dk* ™ M™ .Reusability of immobilize lipases was investigated in a batch type
reactor. After 20 reuses, residual activites of immobilized lipase were about %71
(GAg and %63 (ECH) of its initial activity. The residual activity for free lipase stored
at 5°C and 25°C for 30 days were %37 and %23 of its initial activity, respectively.
However, the immobilized lipases protected %50 (GA) %44 (ECH) and to %44
(GA) ,%28 (ECH) of its original activities at 5°C and 25°C,respectively for 30 days.
Keywords: Lipase, Magnetic hanoparticles, Epichlorohydrin, Glutaraldehyde.

Girig

Enzimler, canli organizmalar tarafindan uretilen, farkli maddeler iceren,
belirli bir kimyasal reaksiyonu katalizleyen ya da kolaylastiran, kendisi
reaksiyondan bozulmadan ve degisiklige ugramadan c¢ikabilen protein
molekulleridir (Keha ve Kiufrevioglu, 2004). Enzimler biyokimyasal reaksiyonlarin
hizini kimyasal katalizli reaksiyonlara kiyasla 1 milyon kez artirirlar.

Enzimler, 6zgullukleri sayesinde pek c¢ok uygulama alanina sahiptirler,
fakat kisa Omdrleri yizinden kullanimlari sinirh kalmaktadir. Enzim kararliigindaki
gelismeler pek ¢ok pratik uygulamalara olanak saglamaktadir. Gereksinim duyulan
enzim miktari azaltilabilir, enzim reaktdrlerinin dmri uzatilabilir, enzimin tekrar
kullanilabilirlik potansiyeli arttirilabilir, biyosensorler icin  mikemmel sinyaller
saglanabilir. Bu nedenle saflastirilan enzimlerden en yiiksek oranda faydalanmak
icin immobilizasyon teknikleri gelistiriimistir.Gelistirilen farkh  immobilizasyon
yontemlerinin uygulanmasi ile; enzimler tekrar kullanilabilirliklerinin ve kararhliklar
artinlmasi, surekli sistem calismalarina uygulanabilir olmasi, kisa islem suresi,
isletim maliyetinin azaltlmis olmasi ve durlnlerin saflik derecesi artirilabilmesi
mUmkin hale gelmektedir. Enzimler, suda ¢d6ziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya
kimyasal olarak baglanarak, suda ¢6zinmeyen bir Grin veren bir
kopolimerizasyona enzim molekulinin monomer olarak katimasiyla ve suda
¢bziinmeyen bir matriks veya mikrokapsuillerde tutuklamakla immobilize
edilirler.Enzimler, suda c¢dziinmeyen bir tasiciya fiziksel veya kimyasal olarak
baglanarak, suda c¢6zinmeyen Urin veren bir kopolimerizasyona enzim
molekuliinin monomer olarak katiimasiyla ve suda ¢oziinmeyen bir matriks veya
suda ¢6ziinmeyen mikrokapsullerde tutuklamakla immobilize edilirler.
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Materyal ve Metod
Materyal

Arastirmada kullanilan tim reaktifler analitik saflikta olup Sigma, Fluka ve
Merck firmasi tarafindan saglanacaktir.

Arag ve Geregler:

UV-Vis Spektrofotometre (ATl UNICAM), pH metre (HANNA 8417),
Magnetik karistirici, Santriftij, Analitik terazi, Isitici, Derece, Otomatik pipet, Su
banyosu kullanilacaktir.

Kimyasallar

Lipaz, FeCl;.6H,0, FeCl,.4H,O0, Amonyum Hidroksit, Sodyum Hidroksit,
HCI, Etanol, Glutaraldehit, 3-APTES, Fosfat Tamponu p-nitrofenil palmitat,
Epiklorohidrin, Sodyum Karbonat, CuSO,.5H,0, Sodyum Sitrat, Folin-Ciocalteu,
NaCl, Etilendiamin.

Metod
Magnetik Nanopartikillerin Hazirlanmasi

Magnetik  nanopartiktller  birlikte ¢okeltme yontemi  kullanilarak
sentezlenmistir. Valenzuela ve ark., (2009) tarafindan 6nerilen yontem modifiye
edilerek kullanilmigtir. 300 mL 0,1 M FeCl;.6 H,O ¢o6zeltisiyle, 300 mL 0,05 M
FeS0O,.7H,O cozeltisi hazirlanip bir beherde 25°C’de 250 devir/dak hizla
karigtirarak 1sitilmistir. Daha sonra bu c¢o6zeltinin sicakligi 36°C'ye ulastiginda
Uzerine damla damla 1 N NaOH siyah bir ¢okelti olusturuncaya kadar eklenmistir.
Bu islem suresince ¢ozelti kanistiriimis ve 1sitiimaya devam edilmistir. Cozeltinin
sicakhgi 52°C'ye ulastiginda isitici kapatilmistir. Daha sonra ¢oOzeltinin Uzerine
damla damla 3 N NaOH eklenerek siyah g¢okeltinin yogunlugu arttiriimistir. Elde
ettigimiz cokelekler etanol ile yikanarak stzilmis ve bir gece boyunca 74°C’'de
etiivde kurutulmustur.

Magnetik Nanopartiktllere APTES Ara Kolunun Baglanmasi:

Lipaz enziminin immobilizasyonunda kullanilacak olan magnetik
nanopartikillerin immobilizasyonundan dnce yizeylerinin aktiflestiriimesi ve daha
sonra glutaraldehit ile muamele edilmesi gerekmektedir. Magnetik nanopartikillerin
aktiflestiriimesinde Weethall (1976) tarafindan bildirilen yontem esas alinmis ve 3-
APTES ile destegin alkilamin turevi (silanlama) olusturulmustur. Magnetik
nanopartikilin 2,0 grami %4'luk (v/v) 3-APTES'in aseton igerisinde hazirlanmis
cOzeltisine eklenerek 45°C’de 24 saat bekletilerek aktiflestiriimistir. Daha sonra
aktiflestirilen destek saf su ile yikanarak etlivde 115°C’de 1 gece kurutulmustur. 3-
APTES ile aktiflestirilen magnetik nanopartikil destegindeki serbest amino
gruplarinin miktarinin belirlenmesinde Alptekin ve ark., (2009) tarafindan 6nerilen
yontem kullaniimigtir.
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Magnetik Destegin Glutaraldehit ile Aktiflestiriimesi:

1 g destek Uzerine 50 mM pH=7.0 fosfat tamponunda %25 (W/v) olacak
sekilde hazirlanmis glutaraldehit ¢ozeltisinin 25 mL si eklenerek oda sicakhdinda 2
saat boyunca karistinllir (Cho ve Rhee, 1993). Destek saf suyla, suzintide
Glutaraldehit gézlenmeyinceye kadar iyice yikanir ve 50°C de 1 gece boyunca
kurutulur.

Magnetik Nanopartikiillerin Silanlama Sonrasi ve Glutaraldehit ile
Aktiflestirilmesi Sonrasi Kalan Serbest Amino Gruplarinin Tayini

Magnetik nanopartikiuller silanlandiktan sonra destek yuzeyinde bulunan
amino (-NH;) grubunun miktari Alptekin ve ark., (2009) tarafindan ©6nerilen
yonteme gore yapimistir. Ayni yontem silanlanan desteklerin glutaraldehit ile
etkilestiriimesinden sonra glutaraldehit baglanmadan kalan serbest —NH, grubu
tayini icinde kullanilmistir. Yoéntemin esasi, —NH2 grubunun ninhidrinle verdigi
reaksiyon sonucunda olugan kompleksin etanol fazina alinarak spektrofotometrik
olarak 570 nm’de absorbansinin dlgiimesine dayanmaktadir.

Candida rugosa Lipazinin Manyetik Nanopartikiiller Uzerine
Glutaraldehit Ara Kolu Uzerinden Kovalent immobilizasyonu

1 g manyetik destek Utzerine 1 mg /mL olacak sekilde 50 mM pH =7.0
fosfat tamponunda hazirlanmig lipaz ¢ézeltilerinin 4 mL si oda sicakhiginda 2 saat
boyunca karistirilir.immobilizasyon siiresi sonrasinda magnet yardimiyla
ayrilmalari saglanir ve kendi tampon c¢ozeltileriyle yikanir. Stzintilerde protein
miktar tayini Lowry ve Ark.(1951) dnerdigi yonteme gore yapilir ve baslangicta
ortama ilave edilen protein miktarindan slizintide bulunan baglanmayan protein
miktari ¢ikarilarak destege baglanan protein miktar hesaplanir.

Magnetik Nanopartikillerin Epiklorohidrin ile Aktiflestiriimesi

Magnetik nanopartiktllere 1-kloro-2,3-epoksipropan’in  (epiklorohidrin)
baglanmasinda Axen ve ark., (1975) tarafindan onerilen yontem kullaniimistir. 2,0
g destek Uzerine 50 mL 2 Mk NaOH olacak sekilde hazirlanmis cozeltisi
eklenerek oda sicakliginda 2 saat boyunca karistiriimistir. Daha sonra NaOH ile
muamele edilen magnetik nanopartikullerin tizerine 3,9 mL 0,05 mol epiklorohidrin
eklenerek oda sicakhiginda 4 saat bekletilmistir. Epiklorohidrin ile aktiflestirilen
magnetik nanopartikiller stzilerek yikanmis ve 24 saat siresince kurutulmustur.
Epoksi gruplarinin olup olmadigini kontrol etmek icin literatiirde Axen ve ark.,
(1975) tarafindan 6nerilen yontem kullaniimigtir. 0,5 g destek alinarak tzerine 2,6
mL 1,3 M’'lik sodyum tiyosulfat (Na,S,03) ve bir damla fenolftalein eklenmistir ve
0,1 M’hk HCl ile titrasyon yapilmistir.

Lipaz Enziminin Epiklorohidrin Uzerinden Magnetik Nanopartikiillere
Kovalent immobilizasyonu

Lipaz enziminin magnetik nanopartikillere epiklorohidrin tizerinden
kovalent immobilizasyonu Sahoo ve ark., (2011) tarafindan 6nerilen yonteme gore
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yapilmigtir.  Yukarida bahsedildigi sekilde modifiye edilen magnetik
nanopartikillerden 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda hazirlanmis derisimi 0,25
mg/mL olan lipaz ¢6zeltisinin 8 mL’si 2,0 g destege ilave edilmistir. Karisim 12 saat
boyunca 4°C’de karistinlmistir. Bu sekilde destege baglanmayan serbest lipazin
ortamdan tamamen uzaklastigini anlamak i¢in sOzintinin 280 nm'deki
absorbanslar 6l¢ulmistir. Suzuntilerdeki protein miktar tayini Lowry ve ark.,
(1951) dnerdigi yonteme gore yapiimigtir.

Candida rugosa Lipazinin Aktivitelerinin Olgimu:

Lipaz aktivitesinin 6lcimi Wu ve Ark.(2004) 6nerdigi yontem kullanihr. 0.9
mL fosfat tamponu (50mM, pH=7,0 )icerisine derisimi 1mg/mL olacak sekilde
hazirlanmis lipaz ¢ozeltisinin 0,1 mL si veya 10 mg immobilize lipaz ilave edilir.
Reaksiyon derigsimi 0.2 mg/mL olacak sekilde etanol icerisinde hazirlanmis p-
nitrofenil palmitat (p-NNP ) ¢dzeltisinin 1 mL sinin ilavesiyle 35 °C de baglatiimistir.
5 dakika reaksiyon slresi sonunda reaksiyon 2 mL, 0.5N Na,CO; ilavesiyle
durdurulduktan sonra acida c¢ikan p-nitrofenolin absorbansi 410 nm de
Olgulmustr.

Candida rugosa Lipazinin Glutaraldehit ve Epiklorohidrin Ara Kollari
Uzerinden Manyetik Nanopartikiillere Kovalent Immobilizasyonu igin
Optimum Kosullarinin Belirlenmesi

En uygun immobilizasyon pH sinin belirlenmesi i¢in pH; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5;
7,0; 7,5; 8,0 da immobilizasyonlar yapilir.En uygun tampon derisimin belirlenmesi
icin belirlenen uygun pH da 25, 50, 75, 100 mM tampon derisimlerinde
immobilizasyon yapilir. En uygun immobilizasyon sicakliginin belirlenmesinde
belirlenen pH ve tampon derisiminde 5, 15, 25 °C de immobilizasyon yapilir.En
uygun immobilizasyon siresinin belirlenmesinde 1, 2, 3, 6, 12 ve 24 saat siresi i¢in
immobilizasyonlar yapilir.En uygun enzim derigsimlerinin belirlenmesinde 0,25; 0,50;
1,0; 1,5; 2,0 mg/mL enzim derisimlerinde immobilizasyonlar yapilir. Destege
baglanan lipaz miktari, gram destege baglanan lipazin immobilizasyon sirasinda
ortama eklenen toplam lipaz miktarina orani (%) seklinde verilir.

Serbest ve immobilize Candida rugosa Lipazlarinn Karakterizasyonu

Serbest ve immobilize lipaz icin optimum pH in belirlenmesinde pH 5; 5,5;
6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; da aktiviteler dlculur. Serbest ve immobilize lipaz 6rnekleri
icin en uygun tampon derisiminin belirlenmesinde optimum pH da 25, 50, 75 ve
100 mM tampon derisiminde lipaz aktivitesi élculllir. Serbest ve immobilize lipaz
ornekleri icin optimum sicakligin belirlenmesi icin 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60 °C de
lipaz aktiviteleri dl¢ulur. Belirlenmig olan optimum kosullarda, 0,1-16 mM p-nitrofenil
palmitat derisimleri icin serbest ve immobilize lipaz aktiviteleri 6l¢iltr. Maksimum
aktivite (Vmax) ve Michaeles-Menten sabitinin (K,,), grafiksel degerlendiriimesinde,
1/V ye karsi 1/[S] degerlerinin cizilmesiyle elde edilen Linewever-Burk grafigi
kullanihir. Ayrica serbest ve immobilize lipaz igin geri dénusim sayist (Kca=Vmax
/[E]t ve katalitik etkinlik (K.o/Ky,) hesaplanir.Serbest ve immobilize lipaz 6rneklerinin
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termal kararliginin belirlenmesi igin serbest ve immobilize lipazlar maksimum
aktivite gosterdikleri sicaklikta ve 60°C de belli sure bekletildikten sonra kalan
aktiviteleri  dlgulur.Serbest ve immobilize lipazlarnn depolama kararlihginin
belirlenmesinde lipaz 6rnekleri 4°C ve oda sicakhginda bekletilerek belli araliklarla
belli glinlerde kalan aktiviteleri dlgulur.

Arastirma Bulgulari ve Tartigma
Bulgular

Bu calismada Candida rugosa lipazinin aktiflestiriimis magnetik
nanopartikillere  glutaraldehit ve epiklorohidrin ara  kollan  (zerinden
immobilizasyonu arastiriimistir.  Serbest ve immobilize lipaz 6rneklerinin
karakterizasyonu (optimum pH, tampon derisimi, sicaklk, kinetik parametreler,
termal ve depolama Kararliliklar) belirlenen optimum kosullardaki aktiviteleri
Olgulerek yapilmistir.

Magnetik Nanopartikiil Sentezi ile ilgili Bulgular

Serbest Enzim ve Magnetik Nanopartiklllere Glutaraldehit ve Epiklorohidrin
Ara Kollari Uzerinden Kovalent Olarak Immobilize Edilen Lipazlarla llgili
Bulgular

Cizelge 1. Serbest ve immobilize Enzimlerle ilgili pH, Tampon Derigimi, Sicaklik

Bulgulari
pH Tampon Sicaklik
Enzimler Derigimi
Serbest 7,0 50 mM 40°C
Lipaz
Immobilize
(Glutaraldehit) 7,0 50 mM 40°C
immobilize
(Epiklorohidrin) 7,0 50 mM 40°C

Cizelge 2. Serbest ve immobilize Enzimlerle ilgili Termal Kararlilik Bulgulari

Termal Kararhhk Bulgulari

Kalan Bagil Aktiviteler

40°C 60°C

Serbest Lipaz %49 %47
Immobilize(GLU) %50 %67
Immobilize(EPI) %57 %42

Cizelge 3.Serbest ve immobilize Enzimlerle ilgili Depolama Kararlilik Bulgulari

Depolama Kararhliklari ile ilgili Bulgular

4°c(30 GUN) 25°C(30 GUN)
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Serbest Lipaz %37 %23
immobilize(GLU) %50 %44
Immobilize(EPI) %44 %28

Cizelge 4. immobilize Enzimlerle ilgili Tekrar Kullanim Bulgular

Tekrar Kullanim Kararhliklari
25mg 50 mg 100 mg
immobilize(GLU %49 %61 %71
Immobilize(EPI) %33 %51 %63

Cizelge 5. Serbest ve immobilize Enzimlerle ilgili Kinetik Parametre Bulgulari

Kinetik Parametreler
Kin ) Vimax(U/mgprotein) Keat (k™) KealKn (dk™*'mM
Serbest Lipaz 0,48 420,7 2,82x10" ) 58,8x10°
immobilize(GLU) 1,3 33,6 2,25x10° 1,73x10°
immobilize(EPI) 9,4 51,7 3,46x10° 0,37x10°

Tartigma

Calismamizda magnetik nanopartikiller 3-APTES ile aktiflestiriimis ve
yuzeyinde primer amin gruplar olusturulmustur. Magnetik nanopartikillerin  3-
APTES ile aktiflestiriimesi sonucunda 1 g destekte bulunan —NH, grubu miktarinin
270 pmol/g destek olup ve aktive edilen destedin glutaraldehit ile muamelesi
sonrasinda primer amin grubunun %78’ glutaraldehit ile modifiye edilebilmektedir.
Ayrica destek uzerine baglanan protein miktarinin %63,7 mg prot./g oldugu
belirlenmistir. Yanjun ve ark., (2010), Candida Rugosa lipazini silanlanmis
magnetik nanopartikiller lGzerine kovalent baglama metoduyla glutaraldehit ara
kolu yardimiyla immobilize etmiglerdir.

Serbest enzim ve magnetik nanopartikullere glutaraldehit ile epiklorohidrin
ara kollari Uzerinden kovalent olarak immobilize edilen lipazlarin aktivitelerinin pH,
Tampon Derisimleri ve Sicakliga bagh degisimleri Cizelge 1'de birlikte
gOsterilmistir.  Sonuglar lipazin magnetik nanopartikillere glutaraldehit ve
epiklorohidrin ara kollari izerinden immobilizasyonu ile maksimum aktivitenin notral
pH’da (7,0) oldugunu gdstermektedir. Cizelge 1'de goruldugdi gibi serbest enzim ile
magnetik nanopartikullere glutaraldehit ile epiklorohidrin ara kollan Uzerinden
kovalent olarak immobilize edilen lipazlar icin tampon derigsimleri 50 mM olarak
belirlenmistir.  Literatirlerde tampon derisiminin belirlenmesine yodnelik  bir
calismaya rastlanmamistir. Lin Lei ve ark., (2008); yaptiklari ¢alismalarda 0,1 M ‘hk
fosfat tamponu, Chia-Hung ve ark., (2012); ise yaptiklari arastirmalarinda 0,05 M
‘lik fosfat tamponu kullanmiglardir. Cizelge 1'de goruldagi gibi optimum sicakliklar
U¢ enzim igin de 40°C olarak belirlenmistir. Yang ve ark., (2008); yaptiklari
calismalarinda serbest lipaz ve manyetik kirelere immobilize ettikleri Candida
Rugosa lipazi icin optimum sicakligin serbest ve immobilize lipazlar icin 35-40 °c
arasinda oldugunu saptamiglardir.
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Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorohidrin
ara kollarnn Uzerinden kovalent olarak immobilize edilen lipazlarin aktivitesi
belirlenen optimum sartlarda farkh substrat derisimlerinde dlgulmus ve Ky, Vimax
Keat:» Keat/Km degerleri hesaplanmistir (Cizelge 5). Cizelge incelendiginde
gorulebilecegi gibi Ki, Vinax: Keatr Keat Ky degerleri sirasiyla (0,48 mM, 420,7 U/mg
prot., 2,82x10* dk™*, 58,8x10° dk*mM™), (1,3 mM, 33,6 U/mg prot., 2,25x10° dk™,
1,73x10% dk* mM™), (9,7 mM, 51,7 U/mg prot., 3,46x10° dk™ , 0,37x10° dk* mM™)
olarak belirlenmigtir.lram ve ark., (2012); yaptiklari calismada serbest enzimin K,
ve Vnax dederlerini sirasiyla 1,45 mM ve 190 mmol/mg/min., GAMNP Uzerine
immobilize edilen lipazin K, ve Vo degerleri 0,35 mM ve 297 mmol/mg/min. ile
kiyaslamiglar ve sonugta immobilize edilen degerlerinde bir diisiis gozlemiglerdir.

Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorohidrin
ara kollari Uzerinden kovalent olarak immobilize edilen lipazin farkli sicakliklardaki
(40 ve 60°C) ve inklibasyon siresinde kalan aktivite miktarlar arasindaki iligki
incelenmistir (Cizelge 2).Yang ve ark., (2008); yaptiklari calismalarinda serbest ve
magnetik kireler Uzerine immobilize ettikleri lipazlann 25-80 °C arasindaki termal
kararlihklarini  incelemislerdir.Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere
glutaraldehit ile epiklorohidrin ara kollar tzerinden kovalent olarak immobilize
edilen lipazin depolama kararllklarini belirlemek amaciyla 4°C ve oda sicakliginda
(25°C) agz kapal siselerde bekletilmis ve bu enzimlerin kalan aktiviteleri 30 giin
boyunca  belirli zaman araliklarinda  o6lciimustur(Cizelge  3).Magnetik
nanopartikillere glutaraldehit ve epiklorohidrin ara kolu tzerinden kovalent olarak
immobilize edilen lipazlarin tekrar kullanim kararliliklar Cizelge 4’de verilmistir. 25,
50 ve 100 mg i¢in 20 kullanimdan sonra kalan aktiviteleri baglangi¢ aktivitesinin
yaklasik sirasiyla (%49, %61, %71), (%33, %51, %63) olarak belirlenmistir. Chia-
Hung ve ark., (2012); yapiklar arastirmalarda kitosan-Fe;O, destek materyaline
immobilize ettikleri lipazin tekrar kullanim kararlihgini incelemisler ve 5, 10, 20
kullanimdan sonra kalan aktiviteleri sirasiyla %98, %88 ve %83 olarak
olgmusglerdir.

Sonuglar

Lipaz enziminin FezO, magnetik nanopartikillerine farkl ara kollar
Uzerinden kovalent olarak immobilizasyonunu hedefleyen bu ¢calismada elde edilen
sonuglar asagida 6zetlenmigtir.

1. Magnetik nanopartikillerin FT-IR spektrumlar alinarak fonksiyonel
gruplarin varhgi arastirilmig, XRD kullanilarak yapi analizi yapiimigtir.
Sentezlenen maddenin buyik 6l¢iide FesO4'den olustugu ancak diger
bazi demir oksit turlerini de kismen icerdigi tespit edilmistir. SEM
mikroskobu kullanilarak nano yapilarin boyut analizi yapiimis ve
ortalama boyutun 158,2 nm oldugu bulunmustur.

2. Serbest enzim ve magnetik nanopartikilllere glutaraldehit ile
epiklorohidrin ara kollarn tzerinden kovalent olarak immobilize edilen
lipazlarin maksimum aktivite gdsterdikleri pH 7,0 olarak belirlenmigtir.
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3. Serbest enzim ile magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile
epiklorohidrin ara kollar UGzerinden kovalent olarak immobilize edilen
lipazlar i¢cin tampon derigsimleri 50 mM olarak belirlenmistir.

4. Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile
epiklorohidrin ara kollar Uzerinden kovalent olarak immobilize edilen
lipazlarin optimum sicakliklari 40°C olarak belirlenmistir.

5. Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile
epiklorohidrin ara kollarn tzerinden kovalent olarak immobilize edilen
lipazlarin aktivitesi belirlenen optimum gsartlarda farkli substrat
derisimlerinde 6lciimis Kn, Vimax, Keats Kea! Km deacjerleri serbest enzim
icin sirasiyla 0,48 mM, 420,7 U/mg prot., 2,82x10" dk™, 58,8x10° dk™
mM™ glutaraldehit ara kolu icin 1,3 mM, 33,6 U/mg prot., 2,25x10° dk ™,
1,73x10° dk* mM™*, epiklorohidrin ara kolu icin 9,7 mM, 51,7 U/mg prot.,
3,46x10° dk™ , 0,37x10° dk " mm™*

6. Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile
epiklorohidrin ara kollar Uzerinden kovalent olarak immobilize edilen
lipaz farkli sicakliklarda (40 ve 60°C) inkube edilmis ve 24 saat
sonundaki kalan aktiviteleri serbest enzim icin sirasiyla (%69 ve %48),
glutaraldehit ara kolu icin (%65 ve %46) ve epiklorohidrin ara kolu igin
(%66 ve %44) olarak belirlenmistir.

7. immobilize enzimlerin serbest enzimle Karsilagtirildiginda daha iyi
depolama kararlihdi gosterdigi, glutaraldehit ara kolu Gzerinden
immobilize olan lipazin epiklorohidrin ara koluna kiyasla daha iyi
depolama karhligina sahip oldugu belirlenmistir.

8. Yapilan calismada glutaraldehit ve epiklorohidrin ara kollar tzerinden
immobilize edilen lipazlarn tekrar kullanim kararliliklarinin birbirine
yakin oldugu saptanmistir.
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MANYETIK NANOPARTIKULLER UZERINE DESTEKLENMI$ SCHIFF BAZI
TUREVI METAL KOMPLEKSLERININ SENTEZLERI VE KATALITIK
ETKINLIKLERININ INCELENMESI*

The Synthesis of Magnetic Nanoparticle Supported Schiff Bases Metal Complexes
and the Analysis of Their Catalytic Activity*

Hande SAKALLIOGLU Bilgehan GUZEL
Anorganik Kimya Anabilim Dali Anorganik Kimya Anabilim Dali
OZET

Bu calismada manyetik nanopartikillerle ve c¢esitli schiff bazlari ile yeni geri
dondstiurulebilir Mn metal kompleksi sentezlenmistir. Bu amagcla ilk olarak Fe;O4
mayetik nanopartikilleri sentezlenmistir. Daha sonra dopamine hidroklorir ile kati
destek sentezlenmigtir. Ardindan schiff bazlar ile ligantlar sentezlendi. Son olarak
Mn(Il)asetat ile Mn metal kompleksleri sentezlendi. Sentezlenen katalizérler FT-IR
(fourier transformer infrared spectroscopy) ve X-Ray diffraction cihazlan ile
karakterize edildi.

Sentezlenen bu manyetik nano katalizorler epoksidasyon reaksiyonu igin
kullanildi.

Bu yeni manyetik nano katalizorlerin, homojen katalizorler gibi ylksek
aktiviteye ve secicilie sahip oldugu gozlendi. Buna ek olarak reaksiyon ortaminda
dagildigi ve reaksiyon sonrasinda da kolayca ayrilabildigi gozlendi.

Anahtar kelimeler: Schiff Bazi, Manyetik Nanopartikil, Kati Destek, Katalizor,
Epoksidasyon.

ABSTRACT

In this study, novel magnetically recyclable Mn nanocatalysts have been
synthesized with magnetic nanoparticles and various Schiff bases. Nanoparticles
of magnetic FesO, were first synthesized. Then a solid support was synthesized
with dopamine hydrochloride and Schiff base ligands were synthesized. Finally, Mn
metal complexes were synthesized using Mn(ll)acetate. These catalysts were
characterized by FT-IR (fourier transformer infrared spectroscopy) and X-Ray
diffraction.

The prepared magnetic nanocatalysts were tested as catalysts in
epoxidation reactions.

The prepared novel magnetic nanocatalysts showed high activity and
selectivity as in a homogeneous system. It was also well dispersed in solution.
The catalyst was easily separable.

Key words: Schiff Base, Magnetic Nanoparticles, Solid Support, Catalyst,
Epoxidation.

* Yiksek Lisans Tezi- M. Sc. Thesis
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Girig

Son birkag¢ yilda katalizorler ve katalitik reaksiyonlar farmakoloji ve yesil
kimyada 6nemli derecede dikkat cekmektedir. Organik reaksiyonlarda kullaniimak
Uzere c¢ok sayida homojen Kkatalizorler sentezlenmektedir. Fakat homojen
katalizoriin, maliyeti bakimindan endustriyel olarak kullanimi pek uygun degildir.
Bu katalizorleri endustriyel proseslerde reaksiyon ortamindan ayirmak zordur.
Ayrica homojen katalizérler geri donusturdlebilir degildir.

Endustride genellikle, takip eden reaksiyonu etkileyen ve son uriini bozan
metal kalintilarinin izlerini silmek gerekmektedir. Bu nedenle geri donusumlilugi
yuksek heterojen katalizor sistemlerinde arastirmalar artmaktadir.

Kati destekli heterojen katalizérler kolay ayrilabilme 6zellidi ile organik
reaksiyonlarda saflagtirma proseslerinde kolaylik saglar. Kimya ve farmakolojinin
uygulamalarinda heterojen katalizoriin kati destek (izerine immobilizasyonu proses
olarak kolaydir. Fakat ylzey alaninin katalitik aktivitesi normal sonuglara gore
disuktir ayrica segiciligini ve reaktivitesini kaybeder.

Ozellikle enzimlerin kati destek Uzerine direkt immobilizasyonunda
kullanilan biokatalizorlerin katalitik aktiviteleri degismekte seciciligi ve reaktivitesi
azalmaktadir. Bu nedenle kimyasal reaksiyonlarda yiksek aktiviteye sahip, kolay
ayrilabilen, reaktif katalitik sistemler icin gelismis materyaller gerekmektedir. Bu
amacla nanopartikiller sentezlenmistir. Nanometre boyutlarindaki bu inorganik
bilesikler diger maddelerden farkhdir ¢inki elektron tutucu etki gibi yapisal
boyutlarina 6zgul 6zelliklere sahiptirler. Bu nanopartikiller genis yizey alanina
sahip olmalari nedeniyle katalitik aktivitenin ve seciciligin artmasini saglar. Partikil
boyutunun kicilmesi ile daha buytk fraksiyonlu aktif metal atomlar yizeyde kalir
ve nanopartikullerin metale gecisi genellikle molekiler katalizérler gibi yiksek
aktiviteye sahiptir. Diger bir yandan daha kiigik nanopartikillerin ¢dziicti ortaminda
ayrilmasi ve geri donistirtlmesi zordur. Buda endustriyel proseslerde kullanimini
engellemektedir.

Geri donlisim ve ayirma problemlerini engellemek igin, sliperparamanyetik
nanopartikiller kullanilarak, bir manyetik Griin ile kontrol edilebilir.

Ferrimanyetik ve ferromanyetik materyaller yiksek manyetik 6zellikleri ile
superparamanyetik davraniglari gosterirler. Digtan bir manyetik Grinidn etkisi
olmadigi zaman, manyetik nanopartikiller reaksiyon ortaminda kolayca dagilir.
Substrat tarafindan kolayca erisebilecegdi genis yiizey alanina sahiptir. (Lim, 2010.)

Materyal ve Metod
Materyal
Kimyasallar

FeCl;.6H,0, FeS0O,.7H,0, Fe;0,4 nano partikl, Dopamine
hidrokloriir(CgH11NO,.HCI), 2-hidroksi-5-metilisoftalaldehit (CyHg05), o-
fenilendiamin (CgHgN,), Salisilaldehit (C;HgO,), Mangan(ll) asetat ( CH;COO), Mn
), Stiren (CgHg), Stirenoksit (CgHgO), Etil benzen (CgHjp), Hidrojenperoksit (%30)
(H,0,),.Diklorametan (CH,Cl,), Etanol (C,HsOH), Aseton (C3HgO), Azot (N,).

12
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Arac ve Gerecler

Magnetik karistiricilar, Ultra sonic banyo, FT-IR ( Perkin Elmer Mattson
1000), ATR (Smart ITR diamond attenuated total reflection), XRD (Rigaku
Miniflex), SEM (Coxem CX-200), GC (Agilent Technologies) cihazlari deneysel
asamalarda kullanilimistir.

Metod
Manyetik nanopartikil sentezi (FezOy)

FeCl;.6H,0 (0,3249) ve FeS0O,.7H,0O (0,2789) belirtilen miktarlarda alnir.
40ml suda ¢ozunir. Daha sonra 30 dakika 70°C’de isitilir. 5ml 1IN NaOH ve
ardindan 5ml 3N NaOH eklenir. Ortamda siyah partikiller olusur. Bu asama
bittikten sonra suzilir. 5 kez suyla yikanir. 70°C’de vakum altinda kurumaya
birakilir.

Manyetik destegin hazirlarlanmasi

Sentezlenen manyetik nanopartikilden (Fe;O,) 2g alinarak ultrasonic
banyoda 25ml su icerisinde 30 dakika bekletilir. Dopaminehidroklorur'in 2g’
alinarak 5ml suda c¢ozilerek bu c¢ozeltiye eklenir ve 2 saat ultrasonic banyoda
bekletilir. Nanomateryalin fonksiyonel amin kismi aseton kullanilarak ¢oktirdlar ve
magnetin lizerinden izole edilir ve vakumda 50°C’de 2 saat kurutulur.
( Polshettiwar, 2009)

sz dopamine \s /Qi

NN —_— e—

liLL Manyetik nano partikil
Fe;O, NP

Sekil 1. Fe;O4 nanopartikill sentezi
HO NH,

— —
— NH,
—o0

Dopamine
Sekil 2. Dopamine hidrokloriir'un yapisi ve tepkimelerdeki kisa gosterimi

HO

Ligantlarin sentezlenmesi
NML; (nano manyetik ligant 1) sentezi

0,9552g manyetik destek, 0,6850g 2-hidroksi-1-naftaldehit, 100ml etanolde
¢Ozulur. Geri sogutucu altinda 24 saat azot atmosferi altinda bekletilir. Vakumda
kurutulur.
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O H
" HO.
OH
ST - LI
Sekil 3. NML, sentez tepkimesi

NML, (nanomanyetik ligant 2) sentezi

O wa = e
HaC 2) H,N  NH,
-z 2
NHz 3 OH  HO
=
o
1)

Sekil 4. NML, sentez tepkimesi

1. agsamada; Onceden manyetik nanopartikil ile hazirlanan kati destegin
1g"1 alinarak balona konuldu. 0,3g (2-hidroksi-5metilisoftalaldehit) eklendi ve 100ml
etanolde ¢o6zuldi. 24 saat azot gazi atmosferi altinda geri sogutucuda bekletildi.
Yikama vyapilarak desikatbérde kurutuldu. 2.asama; l.asamada sentezlenen
Urinden 0,5g alinarak balona konuldu. 0,3g o-fenilendiamin eklendi ve 50ml
etanolde ¢ozuldi. 24 saat azot gazi atmosferinde reflaks yapildi. Yikama yapilarak
desikatorde kurutuldu. 3.asamada ise; 2.asama sonunda sentezlenen Urindn
0,5g'1 ile 1g salisilaldehit, 50ml etanolde ¢tzllerek 24 saat azot gazi atmosferinde
reflaks yapildi.Yikama yapilarak desikatdrde kurutuldu.

Metal komplekslerin sentezlenmesi
NMK; (nanomanyetik katalizér 1) sentezi

1g ligant 100ml etanolde ¢ézildi .0,5g Mn(OAc), 50ml etanolde ¢dzuldu
ve ligantin bulundugu cozeltiye eklenerek karigtirildi. 18 saat reflaks yapildi.Uriin
diklorometan ile yikandi .Desikatdrde kurutuldu.

Ac
HO. Aco\c},ln/ °
OO Mn (OAc)2 O_N
_—
Q- <

Sekil 5. NMK; sentez tepkimesi

NMK, (nano manyetik katalizér 2) sentezi

3.asama sonunda elde edilen manyetik nanopartikil destekli ligantin 0,3g'i
tartilarak 50ml etanolde ¢6zuldi.0,15g Mn(OAc), metal tuzu tartilarak 30ml
etanolde c¢uzuldd.Olusturulan bu iki ¢ozelti karistirilarak 6 saat geri sogutucuda

14
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bekletildi.desikatérde kurutuldu.baglanmayan fazla Mn*? miknatis yardimi ile
sentezlenen manyetik kati destekli metal kompleksinden aynstirild.

Hs —N N Hs =N.. N=
Mn (OAc)2 /\/,r\
OH HO —_— 0 a0

/ /

Q 9

Sekil 6. NMK; sentez tepkimesi

Sentezlenen Komplekslerin Katalitik Etkinliklerinin Belirlenmesi

Sentezlenen NMK; ve NMK, nolu katalizorlerin katalitik etkinlikleri model
bilesik olarak secilen stiren (vinilbenzen), tzerinde denenmistir. Bu kataliz6rlerin
epoksidasyon tepkimesinde katalitik etkinlikleri klasik yontem olan organik ¢ozici
icerisinde incelenmisgtir.

7 AN

oksidant ,¢6zct
_— +
katalizor

yan
arinler

stiren stirenoksit benzaldehit

Sekil 7. Stirenin epoksidasyon reaksiyonu

GC-Olgiim programi

Kolon : 5% Phenyl Methyl Siloxane
Enjeksiyon Sicaklig : 250 °C

Mode : Split

Tasiyici Gaz : 23,0 mL/dk He sabit akis hizinda
Dedektor Sicakhig 300 °C

Kuru Hava : 400 mL/dk

H, : 30 mL/dk

H,O, ile yapilan denemeler

Manyetik karistiricida karismakta olan 20 ml ¢6zicu (diklorometan) tzerine
20 mmol (2,08g) stiren, i¢ standart olarak 20 mmol (2,24 g) etil benzen ve stiren
miktarinin yaklasik %1'i kadar katalizor eklendi. Uzerine oksidant olarak énce 2 ml
30 dakika sonrada 2 ml olmak Uzere toplamada 4ml H,O, ilave edildi. Belirli bir
sicaklikta (oda sicakhiginda) belirli bir siire (1, 3 ve 6 saat) kanstirildi. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra reaksiyon ortamindan dekante edildi. Elde edilen 0riin
karigimlarindan alinan dérneklerin tamami GC cihazinda analiz edildi.
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Tersiyer bitil hidrojen peroksit (TBHP) ile yapilan denemeler

Manyetik karistiricida karismakta olan 10 ml ¢6zlcl (diklorometan) ve 0.1
g metal kompleks uzerine ilk 6nce substrat olarak 1ml stiren, 15 dk. Sonra da 2.0
ml oksidant (TBHP) ilave edildi ve belirli bir sicaklikta (25 °C) belirli bir siire (1, 3 ve
6 saat) kanstirildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra reaksiyon ortamindan
dekante edildi. Elde edilen Grun karisimlarindan alinan drneklerin tamami GC
cihazinda analiz edildi.

Bulgular, Sonuclar ve Tartigma

Bulgular
Tez kapsaminda hedeflenen ligand ve bu ligandlarin metal komplekslerinin
sentezleri basariyla gerceklestiriimis olup sentezlenen ligandlarin

karakterizasyonunda: FT-IR, XRD ve SEM gibi spektroskopik yontemlerden
yararlaniimistir.  Sentezlenen bilesiklerin  FT-IR spektrumlari ile yapilarin
aydinlatilmasi saglanmis, XRD sonugclari ve SEM goruntileri ile bilesiklerin yapisi
ve boyutlar hakkinda bilgi edinilmigtir. Tez kapsaminda, sentezlenen metal
komplekslerinin katalitik aktivitesi epoksidasyon reaksiyonu Uzerinde aragtirilmistir.
Epoksidasyon reaksiyonu igin stiren kullaniimis olup doénisim oranlarn gaz
kromotografi cihaziyla incelenmistir.

Tez kapsaminda ilk olarak Fe;O, nanopartikilleri sentezlenmistir. Farkh Fe
tuzlari ile nano boyutta Fe;O,4 nanopartikilleri sentezlenebilmektedir. Bu ¢alismada
ise FeCl;.6H,O ve FeS0,.7H,O tuzlan kullaniimistir. Sentezlenen FesO,4'lin
karakterizasyonu icin ; FT-IR ve XRD cihazlan kullaniimigtir. FT-IR sonuglan
literatiirde incelenmis ve birebir sonuclar gézlenmistir. =536’de bulunan Fe-O
titresimine ait pik, =1634 Fe3;0,'Un ylzeyine adsorplanan COO-, =3390'da OH
gerilmelerine ait piktir.

XRD sonuglari incelendiginde 26: 30° (220), 36° (311), 44° (400), 55°
(422), 58° (511), 63° (440), 74° (622) pikleri literatiirdeki sonuglar ile uyumlu oldugu
gozlenmistir. XRD sonuglari Fe3O,4 bilesiginin kiibik yapisina ait fikirler vermistir.

Ayrica XRD cihazi kullanilarak sentezlenen Fe3;O, bilesiginin boyutlar
hakkinda bilgi edinilmigtir. Sonuglara goére kati FezO,Un boyutu maksimum
13nm’dir.

N —— '.'_J._,' L I\_.._u.._ﬁ

o = w5 o o : ; 12 i 1 E] " voom "

Sekil 8. Fe;0,lin a)FT-IR b)XRD goriintiileri
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Bu asamada dopamine hidroklorir bir ara kol gibi kullanilarak Fe;O,'tin ile
schiff bazinin baglanabilmesi i¢in bir amin ucu olusturulmustur. Sentezlenen kati
destegin karakterizasyonunda; FT-IR ve XRD gibi spektroskopik yontemlerden
yararlanilmistir. FT-IR sonuglari gére =3600'de gorulen OH titresimlerine ait pikdir.
=1660- =1590 karboksil piki gozlenmektedw

XRD sonuglari; 26: 20° (111) 30° (220), 36° (311), 44° (400), 55° (422),
58° (511), 63° (440), 74° (622) seklindedir. Bu sonuglara gére 20° (111)'de goriilen
pik dopaminin baglandigini gostermektedir. Ayrica XRD sonucalrina gore Fe3O,'lin
boyutlari 13nm iken Fe;O4/DAnin boyutlari =15nm civarinda olup bu da dopaminin
baglandigini isaret edebilir.
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Sekil 9. Fe;04/ Dopamine’in a)FT-IR b)XRD goruntulerl

NMK/'in karakterizasyonu

FT-IR sonuclarina gore; =3214'de gorilen OH piki manganin baglanmasi
ile kaybolmustur. Yapiya ait keskin C=N piki =1600'de gdzlenmektedir. Aromatik
yapiya ait olan C-H egilmelerine ait pikler ise ®1200-1400 arasinda gozlenmektedlr
Mangan piki =746'da bulunmaktadir. XRD sonuglari incelendiginde 26; 36° (311)’
de bulunan pikin siddetinin arttigi gdzlenmektedir. Ayrica boyutlari =19nm civarinda
oldugu saptanmistir.

HME,
o |

a1

oL |

i
™ | | | I
L,,,\«w ] HJMJL-I'\-*-H..J'-H

2

‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘

$ekll 10 NMKl in a)FT IR b)XRD c)SEM goruntulerl

NMK.,’'nin karakterizasyonu

FT-IR sonuglarina gore; =3245'de gorilen OH piki manganin baglanmasi
ile kaybolmustur. Yapida goézlenmesi gereken =1600'deki C=N bagina ait pik
NML,'de oldugu gibi =1560’ da gozlenmistir. Bunun sebebi tautomeri olusumu
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olabilir. Tautomeri olusumunda C=N bag! ac¢ilmaktadir. Mn metali baglandiginda
ise olusan mangan kompleksinde ise; normalde Mn-N arasinda olmasi gereken
kesikli bag Mn-O arasinda olugur. Mangan piki ise =790'da bulunmaktadir. Ayrica
=544’de bulunan pik manyetik kati destege ait olan Fe;O, pikidir.

XRD sonuglarina gore; NMK;'nin boyutunu 19nm oldugu saptanmistir.

I |
) parie vl hﬂlmdul'mlwu

i

] W ) i i o A ]

Sekil 11. NMK,'in a)FT-IR b)XRD c)SEM gériintileri

Sentezlenen Nano Manyetik Katalizérlerin Katalitik Aktivitesinin incelenmesi

Sentezlenen NMK; ve NMK, nolu katalizorlerin katalitik etkinlikleri model
bilesik olarak secilen stiren (vinilbenzen), tzerinde denenmistir. Bu kataliz6rlerin
epoksidasyon tepkimesinde katalitik etkinlikleri klasik yontem olan organik ¢oziicu
icerisinde incelenmistir. Sentezledigimiz katalizorlerin epoksidasyonu icin iki farkh
oksidant kullaniimistir. Bunlar hidrojen peroksit (H,O,) ve tersiyer butil hidrojen
peroksit (TBHP) kullaniimigtir.

Sonuclar
H,O, ile yapilan ¢aligmalar

Katalizorlerimizin katalitik aktivitesi, stirenin epoksidasyon reaksiyonunda
incelenmis olup, ilk denemelerde H,O,'nun oksidant olarak kullaniimigtir. Bu
calismalarda ayrica i¢ standart olarak etil benzen kullaniimistir. 1., 3., 6. saatlerde
alinan ornekler GC cihazinda analiz edilmigtir.

0,04 —e— NMK1|
0,03 —m—NMK2

N —— -

0 L
lsaat 3.saat 6.saat

Sekil 12. H,0, ile yapilan epoksidasyon reaksiyonlarinda %S-zaman grafigi
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Analiz  sonucglarina  goére;  H,O,hun  kullanildigi  epoksidasyon
reaksiyonlarinda, stirenoksit olusum yuzdesi NMK;'de sifir iken NMK;'de ise
donusum 9%0,1 kadardir. Buda sentezledigimiz nano manyetik katalizorlerin stirenin
epoksidasyon reaksiyonunda katalitik etkinliginin olmadigini goéstermektedir.

TBHP ile yapilan caligmalar

H,O,'nun oksidant olarak kullanildigi denemelerde yizde donisuimin ¢ok
dusik, yuzde stirenoksit olusumunun ise neredeyse sifir olmasi nedeniyle
alternatif bir oksidant denenmistir. Literatlr arastirmalari sonucunda TBHP’nin
oksidant olarak kullanildigi denemelerde ise aktivitenin ¢cok daha yiuksek oldugu
g6zlenmesi nedeniyle TBHP kullaniimistir.  Bu denemeler icin i¢ standart
kullaniimamustir.

l.saatte ylzde donlsim olduk¢ca duslUktur. Stirenoksit olusumu ise
neredeyse godzlenmemektedir. 3.saatte ise kataliztrlerin aktivitesi artmaktadir.
6.saatte yluzde donusum azalirken, stirenoksit olusumunda ise artma gozlenmistir.
Epoksidasyon reaksiyonunda stirenoksit disinda bir miktar da benzaldehit
olusmustur.

14 4
12

10 4

—o— NMK1
—=— NMK2

o N & O ®

l.saat 3.saat 6.saat

Sekil 13. TBHP ile yapilan epoksidasyon reaksiyonlarinda %S-zaman grafigi

Tartigma

Tez kapsaminda manyetik nanopartikil destekli bir schiff bazi tirevi metal
kompleks sentezlenmistir. Katalizér olarak kullanilan bu metal kompleks, homojen
ve heterojen Kkatalizorlerin farkli avantajlarini sunan alternatif bir katalizordur.
Heterojen katalizorlerden farkli olarak nanopartikil olduklari icin yuzey alanlar
genistir buna bagli olarak aktivitesi yuksektir. Homojen katalizérlerden farkh olarak
da ortamda c¢ozinmez, reaksiyon ortamindan kolayca uzaklastinlabilir ve
etkinliklerini kaybetmeden geri dontstmli olarak tekrar tekrar kullanilabilir.

Calismamizda hem sentez asamasinda hemde Kkatalitik aktivite
arastirmalar  sirasinda kataliz6rimizin manyetikliginden faydalanilarak bir
miknatis yardimi ile katalizor reaksiyon ortamindan kolayca ayriimistir.

Calismamizda nanomanyetik katalizérlerimizin katalitik aktivite arastirmasi
icin epoksidasyon yapilmig substrat olarak stiren kullaniimigtir. Oda kosullarinda,
diklorometan ile yapilan epoksidasyon reaksiyonunda oksidant olarak hidrojen
peroksit (H,O,) ve tersiyer bitil hidrojen peroksit (TBHP) denenmistir. Sonuglara
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gore iki farkh oksidant ile yapilan epoksidasyon calismalarinda stiren oksit miktari
olusumu katalizére gore farkhlik gostermektedir. H,O,’'nun oksidant olarak
kullanildigi denemelerde NML;'de stiren oksit dénisimu neredeyse gbzlenmezken
¢ok az miktarda benzaldehit ve yan Uriin olusumu gozlenmistir. NMK,'de ise ¢ok az
stiren oksit olusumu g6zlenmektedir. TBHP ile yapilan denemelerde de; NMK,'de
ylzde dénisim ve stirenoksit yuzdesi ¢cok distktir. NMK,'de ise diger calismalara
gbre cok daha yiksek miktarda stiren oksit doéndsimi goézlenmektedir. Bu
sonuglara gore katalizorlerin katalitik aktiviteleri siralanirsa NMK, > NMK; olarak
siralanabilir.

Kati destekli nano manyetik katalizorler farkli avantajlariyla reaksiyonlarda
kolayhk saglamaktadir. Sentezledigimiz bu katalizérler farkh  manyetik
nanopartikiller, farkh kati destekler ve farkli schiff bazlari ile gelistirilebilir.

Kaynaklar

LiM,C.W.,LEE,I.S.,2010. Magnetically recycable nanocatalyst systems for the
organic reactions.

POLSHETTIWAR,V., VARMA,R.S.,2009.CHEM.EUR. Nanoparticle-Supported and
Magnetically Recoverable Ruthenium Hydroxide Catalyst: Efficient
Hydration of Nitriles to Amides in Aqueous Medium
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MANYETIK NANOPARTIKUL DESTEKLI KATALIiZOR SENTEZIi*

The Synthesss of Magnetic Nanoparticles Supported Catalyst *

Duygu KOSE Bilgehan GUZEL
Anorganik Kimya Anabilim Dali Anorganik Kimya Anabilim Dali
OZET

Bu calismada, reaksiyon ortamlarindan kolay ayirabilme amaciyla
manyetik demir oksit Uzerine desteklenmis Schiff bazi ligantlarinin Pd ve Mn
kompleksleri sentezlenmistir. Bu amagcla ilk asamada Fe3O, silikat ile kaplanmis,
sonrasinda silikat Gzerine 3(2-aminoetilamin)propil-tri metoksisilan baglanmistir.
Fes;0,4 destekli silanin amin grubunun 2 asetil piridin ile kondenzasyonu sonucu
elde edilen manyetik Fe;O, destekli Schiff bazinin Pd kompleksi hazirlanmistir. Mn
kompleksinin hazirlanmasinda ise 3(aminoetil amin)propiltrimetoksi silan ile 2-
hidroksi naftaldehit mangan asetat esliginde kalp etkiden yararlanilarak
sentezlenmistir. Sentezlenen bu bilesik silikat kapli Fe;O4'e baglanarak Fez;04
destekli Schiff bazi Mn kompleksi olusturulmustur. Sentezlenen bilesik ve ara
artunlerin yapilari FT-IR, XRD ve SEM analiz yontemleri ile aydinlatiimistir.
Sentezlenen Pd kompleksinin katalitik etkinligi Suzuki tepkimesinde, Mn
kompleksinin ise epoksidasyon tepkimesi tzerinde belirlenmigtir. Manyetik nano
tanecik Uzerine destekli katalizbrler reaksiyon sonrasi miknatisla sabitlenerek
dekantasyon yoluyla kolaylikla reaksiyon ortamindan ayriimistir.

Anahtar kelimeler: Manyetik Nanopartikil, Katalizér, FesO,; , Suzuki
Reaksiyonu, Epoksidasyon

ABSTRACT

In this study, novel Pd and Mn complexes with Schiff base ligands were
synthesized and supported on magnetic iron oxide fort he purpose of easy removal
of the catalyst from the reaction media. This was accomplished by first coating the
Fe;0,4 with silicate and then attaching 3(2-aminoethylamine)propyl-tri metoxysilane
to the silicate. The Fe3O,4 supported Schiff base Pd complex was obtained as a
result of the condensation of the imine group of the supported silane and 2-acetyl
pyridine. The Mn complex was  prepared by first reacting
3(aminoethylamine)propyl-tri  metoxysilane, 2-hydroxy naphtaldehyde and
manganese acetate. Then the product of this reaction was attached to the silicate
coated Fe304, resulting in the Schiff base Mn complex. All synthesized complexes
were characterized by FT-IR, XRD and SEM. The catalytic activities of the Pd
complex in a Suzuki reaction and of the Mn complex in an epoxidation reaction
were observed. The magnetic nanoparticle supported catalysts were removed the
reaction media easily via decantation with magnets.

*Yiksek Lisans Tezi- MSc. Thesis
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Key words: Magnetic Nanoparticles, Catalyst, Fe;O4, Suzuki Reaction,
Epoxidation.

Girig

Demir bilindigi gibi sahip oldugu yiksek doyum miknatislanma degeri
nedeni ile teknolojik pek c¢ok alanda vazgegilmez bir yapidir. Demir nano
parcaciklari 6zellikle, karbon-karbon baglarinin olusumu ve parcalanmasinda etkin
bir rol almaktadir. Fakat nano boyutta demirin teknolojik uygulamasinda
karsilagilan en 6nemli dezavantaj, sahip oldugu yiksek reaktivitesidir. Su veya
hava ortaminda bulundugu zaman c¢ok hizli bir sekilde oksitlenerek, sahip oldugu
ferromanyetik karakteristigi kaybedip antiferromanyetik yapiya dénismektedir. Bu
da, yuksek oranda oksijen iceren veya sulu ortamlarda demirin kullaniimasini
engelleyici bir etken olarak kargimiza cikiyor. Literatirlerde bu sebeple, demirin
ylzey reaktivitesinin azaltihp, kullanilan sistem icerisinde kararlh olarak uzun
sureler kalabilmesi icin c¢esitli calismalar bulunmaktadir. Bu c¢alismalarin en
onemlileri, fakli element matrisleri igerisinde tutularak, polimer ile kaplanarak veya
istenilen sekilde oksitlendirilerek yapinin antiferromanyetik yapiya dénismeyip, net
bir miknatislanma degeri olan kararh ferrimanyetik yapiya dénismesi veya
ferromanyetik halde tutma calismalandir. Bu sekilde, demirin teknolojik
uygulamalarda kararli olarak uzun sireler pasifleserek kullanilmasi saglanmistir.
Yapilan tez calismasinda, Fe;O, nano partikili sentezlenerek SiO; ile kaplanarak
pasiflesmesi saglandi.

Materyal ve Metod
Materyal
Kimyasallar

Demir (lll) klorir hekzahidrat, Demir (II) silfat heptahidrat, sodyum
hidroksit (NaOH ), Amonyum Hidroksit (NH,OH), Saf Su, [3-(2- Amino Etil Amin)
Propil ] Trimetoksi Silan, n-Hekzan, Dietileter, Dimetilformamid (DMF), 2- Asetil
Piridin, Benzen , Metanol, Etil Asetat, Aseton, Fe;O, Nano Partikil, Etanol
(CH3;CH,0H), Diklorometan (CH,Cl,), Mangan(ll) Asetat ( CHsCOO), Mn ), Tetra
Etil Orto Silikat (TEOS), Paladyum(ll) Asetat (Pd(OAc),), 3 Amino Propil tri Metoksi
Silan, 2 Hidroksi 1 Naftaldehit, 4-Bromo Asetofenon, Fenil Boronik Asit, KsPO,, n-
Hekzadekan, Na,SO,, Stiren, Stiren Oksit, Benzaldehit, TBHP( Tersiyer Biitil
Hidrojen Peroksit)

Arag ve Geregler
FT- IR Spektroskopisi (Perkin-Elmer RX-1, KBr disk; 4000-400cm™ ), Tek
Kristal X-ray Difraktometresi (XRD), SEM, GC, Karistirici, Etiiv, Ultrasonic banyo

Metod
Manyetik Nano Partikil Fe;0,4 Sentezi

FeCl;.6H,0 (1.62 g) , FeS0,4.7H,0 (1.39 g) belirtilen miktarlarda alindi, 40
ml suda ¢6zindi. Daha sonra 30 dk 70 °C’ de 5 ml 1 N NaOH ilave edildi.
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Ortamda siyah partikiller olustu. Bu asama bittikten sonra 5 ml 3 N NaOH eklendi.
Cokme tamamlandiktan sonra partikiller 5 kez suyla yikandi. Miknatisla ayriimalar
saglandi. Son olarak partikiller vakum altinda kurumaya birakildi.

—
a _ b

Sekil 1. Olusturulan manyetik nano partikillerin miknatis yardimiyla ayrilmasi

Kati Destek Sentezi

Fes;04 nano partikili (0.590 g), etanol (160 ml) icerisine eklendi. 10 dk
azot atmosferinde ultrasonik banyoda bekletildi. icerisine NH,OH (12ml), H,O
(24ml), TEOS (1.6ml) eklenir. 5 saat ultrasonik banyoda bekletildi. Manyetik
partikiller miknatis yardimiyla ¢ekilerek dekantasyon yardimiyla ayrildi. Etanol ve

su ile yikandi, kurutuldu.
TEOS @
sy

Fe,O,4
FeaOy SiO:

Sekil 2. SiO, kaplanmis manyetik kati destek

ML; Kompleksinin Sentezi 1. Basamak

SiO, kaph Fe3O,4 nano partikild (0.2 g) , 3(2-aminoetilamin)propil tri
metoksi silan (6ml) ve etanol (10 ml) alinip, 2 saat ultrasonik banyoda karistirildi.
Daha sonra 50 °C’ de 1.5 saat geri sodutucu altinda isitildi. Olusturulan madde
manyetik dekantasyon yardimiyla ayrildi. Desikatorde kurumaya birakildi.

CH0 NH 2
e /‘\\\/
CH:0 =8¢ "N
20— N

CH,0

Sekil 3. ML; kompleksinin olusum reaksiyonu 1. Basamak
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ML; Kompleksinin Sentezi 2. Basamak

1. basamakta sentezlenen madde (0.2171 g), 2- asetil piridin (2.2 ml),
etanol ( 33 ml) alindi. 30 dk ultrasonik banyoda bekletildi. Daha sonra azot gaz
atmosferinde 36 saat kaynama sicakliginda geri sogutucu altinda bekletildi. Oda
sicakhgina kadar sogutuldu ve manyetik dekantasyonla urtin ayrildi. Manyetik kati
etanol ve hekzan karisiminda yeniden dagitildi ve oda sicaklhiginda 30 dk
ultrasonik banyoda bekletildi. Urin manyetik dekantasyonla ayrldi ve vakum
altinda oda sicakhgdinda kurutuldu.

Sekil 4. ML; Kompleksinin olugsum reaksiyonu

MK; Kompleksinin Sentezi

Sentezlenen ML; kompleksi (0.1241 g), Pd(OAc), (0.0136 g), aseton (21
ml) kaynama sicakliginda azot gazi atmosferinde 36 saat geri sodutucu altinda
kaynama sicakhdinda bekletildi. Daha sonra olugsan Urinin kati destedinde
kullanilan silikat kapli Fe;O4 nano partiktliiniin manyetik 6zelliginden faydalanarak
miknatis yardimiyla reaksiyon ortamindan cekildi, dekantasyon ile ¢6zlcl
ortamindan ayrildi. Aseton ile yikandi ve kurutuldu.

Sekil 5. MK; kompleksinin olusum reaksiyonu
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ML, Kompleksinin sentezi

3-aminopropiltrimetoksisilan 0.1745 ml (Immol), 25 ml etanol igerisinde
¢6zuldd. 2-hidroksinaftaldehit 0.172 ml (Lmmol), 25 ml etanol i¢erisinde ¢dzuldi.
Cozeltiler damla damla birbirlerine eklendi, oda sicakliginda 6 saat karistirildi.
Daha sonra icerisine kalip etki yapmak icin Mn(OAc), (1.038 g) ilave edildi. Cozelti
24 saat geri sogutucu altinda kaynama sicakliginda bekletildi. Cozelti 24 saat
sonunda alindi, suizuldu ve etanol yardimiyla yikanip desikatdrde kurutuldu.

HACO\_ |

HaCO 1-2 hidroksi H30075i\/\/N\ 0

H3CO>Si\/\/NH2 naftaldehit HyCO M(_ N

HLCO B —————————— n 0Ac
2-Mn(OAc); 3co

3CO—S|\/\/
H3CO

Sekil 6. ML, Kompleksinin olusum reaksiyonu

MK, Kompleksinin Sentezi

Olusturulan ML, kompleksinden 0.719 g (1mmol) alindi, 10 ml etanol
icerisinde co6zuldi. Bu cozelti icerisine 2 g Fes04/SiO, manyetik nano partikil
eklendi. 12 saat kaynama sicakliginda geri sogutucu altinda isitildi. Béylece
olusturulan ML, kompleksinin daha ©onceden elde edilen manyetik destege
baglanmasi saglandi. Co6zelti ortamindan manyetik 6zelliinden faydalanarak
miknatis yardimiyla dekantasyon yapilarak alindi. Etanol ve su ile yikandi,
kurutuldu.
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Sekil 7. MK, kompleksinin olusum reaksiyonu

9%

Metal Komplekslerinin Katalizér Etkilerinin incelenmesi

Sentezlenen MK (Pd) Kkatalizérinin Suzuki reaksiyonundaki aktivitesi
incelenirken, MK,(Mn) katalizoriiniin stirenin epoksidasyonundaki katalitik etkinligi
incelenmisgtir.

MK, (Pd) Katalizérinun Suzuki Reaksiyonundaki Katalitik Caligmalari

Suzuki reaksiyonunu gergeklestirmek icin 4-bromoasetofenon (0.2149g),
fenil boronik asit (0.1975 g), baz olarak K;PO, (0.8628 @), i¢ standart olarak
n-hekzadekan (0.12 ml) ve ¢6zicl olarak DMF (5 ml) balon igerisine konuldu.
(Nam T.S. Phan,2010) icerisine 0.01 g elde ettigimiz MK;(Pd) katalizériinden
eklendi. 100 °C de geri sogutucu altinda karistirildi. Reaksiyon ortamindan 20 dk
araliklarla 0,1 ml numune alinarak icerisine reaksiyonu durdurmak icin 1 ml H,O
eklendi. Ayirma hunisine alinarak Gzerine 2 ml dietileter eklendi ekstrakte edildi ve
tekrar 2 ml dietileter ile ekstraksiyon yapildi. icerisine kurutma ajani Na,SO,
eklendi. 20 dk da bir alinan érnekler viallere konularak GC analizleri yapildi.
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B(OH),

Br
: Cat 1 . .
_|_
K3P Oy

Sekil 8. Suzuki reaksiyonu

MK, (Mn) Katalizérunun Stirenin Epoksidasyonundaki Katalitik Caligmalari

Manyetik karistiricida karismakta olan 10 ml DCM c¢ozeltisi igerisine 0.1 g
olusturulan Mn katalizéri ilave edilir. Uzerine ilk énce substrat olarak 1ml stiren, 15
dk. sonra da 2.0 ml oksidant TBHP ilave edildi ve oda sicakliginda belirli bir sire
(1, 3 ve 6 sa) kanistinldi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra reaksiyon ortamindan
dekante edildi. Elde edilen Grun karisimlarindan alinan drneklerin tamami GC
cihazinda analiz edildi.

.

Coziicii yan
+ oksitleylci ————3= T liriinler
katalizor

Stiren Stirenoksit Benzaldehit

Sekil 9. Stirenin epoksidasyon reaksiyonu

Tartigma

Tez calismalarn kapsaminda hedeflenen ligand ve bilesiklerin sentezleri
basariyla gerceklestirilmis olup, yapisal karakterizasyonlari, FT-IR, SEM ve XRD
gibi spektroskopik yontemlerden yararlanilarak aydinlatiimistir. Ayrica olusturulan
katalizorlerin; MKy(Pd) icin Suzuki reaksiyonundaki, MKy(Mn) icin ise stirenin
epoksidasyonundaki katalitik etkinligi incelenmistir. Suzuki reaksiyonu igin 4-
bromoasetofenon ve fenilboronik asit kullaniimistir, katalitik aktivite sonucunda 4-
asetilbifenil olusturulmustur. GC analiz cihazinda, reaksiyon bagslangicindan
itibaren 20 dakikada bir numune verilerek dénusen Urtn yuzdesi tespit edilmigtir.
MK katalizérii kullanilarak yapilan Suzuki reaksiyonlari genellikle fosfin iceren Pd
katalizorleri ile gergeklestirilirken bu ¢alisma sayesinde fosfin icermeyen gruplarla
da reaksiyonun gergeklestiriimesi saglanmistir. Boylece fosfin bilesiklerinin ¢evreyi
ve insanlar etkileyen zararlarindan kaginilmis olunmaktadir. MK, katalizérl ise
stirenin epoksidasyonu igin kullanildi. Reaksiyon sonucunda stiren oksit ve
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benzaldehit olusumu gozlendi ve dbénisim ylzdesi GC analiz cihazina verilerek
tespit edildi.

Ayrica sentezlenen katalizorler sayesinde hem homojen katalizérlerin hem
de heterojen katalizorlerin etkin olan dzellikleri bir araya getirilmistir. Yani homojen
katalizorler gibi reaksiyon ortaminda daha etkin ylzey alani olusturup, heterojen
katalizor olarak da ortamdan kolayca manyetik dekantasyon yardimiyla
uzaklastiriimistir.

Sentezlenen Bilesiklerin Karakterizasyonu
MK Katalizéri

Metal komplekslerinin IR spektrumlan incelendiginde MK; katalizori |g|n
kompleksin spektrumuna (EK 1) 1622 cm arahgmda C=N imin grubu , 1567 cm
araliginda aromatik C=C, 1062 cm™ araliginda gorilen Si-O piki, 552 cm™
araliginda Fe-O piki varhgi sentezlenen ligantlarin oldugunu dogrulamaktadir.
(Nghia, 2011).

%T

Wavenumbers (cm-1)

Sekil 10.MK; Katalizérinun FT-IR Spektrumu

Pd komplelksi

5 |

M Il (l

[0 iy =i L L = R EC

Sekil 11.MK; Katalizorl igin XRD Spektrumu
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Sekil 12. Pd Katalizorll icin XRD Spektrumu (Nghia T.,2011)

MK katalizérii icin XRD sonugclarina sekil 11. ve sekil 12.’ye bakildiginda
literatirdeki sonuclarla ortistigu gorulmektedir. XRD goéruntilerinden paladyumun
metalik halde oldugu tespit edilmistir. XRD 6lctimleri 26 acilari 10-80° araliginda
olacak sekilde yapilmis ve metallere ait pikler oOlculmuastir. Buna gére XRD
grafiklerinde gozlenen piklere bakildiginda; SiO, kaph Fe;O,4 nanopartikili icin 20 :
30.1%,(220) ; 35,4°(311) ; 43,1° (400) :; 53,4°(422) ; 57°(511) ; 62,6°,(440)
degerleri bulunmustur. MK; kataliz6ri icin 26 : 38.8, Pd(111); 45, Pd(200) degerleri
bulunmustur. Alinan XRD sonuglarina bakildiginda Fes;O,4 nanopartikill ile MK,
katalizérinin XRD sonuclarinin  cakistigi gorilmektedir bu nedenle XRD
spektrumunun yorumlanmasi zorlagmigtir. Ayrica XRD sonuglarindan yola ¢ikilarak
molekil boyutunun 22 nm civarinda oldugunu séyleyebiliriz.

MK, Kkatalizérii icin altin kaplama yapilarak c¢ekilen SEM gorintuleri
incelendiginde elde edilen katalizoriin manyetik 6zellige sahip olmasindan 6tiru
net goruntd almakta zorluk cekilmistir. Fakat boyut olarak bakildiginda XRD
sonuglarini dogrular nitelikte sonuclar elde edilmistir.

MK, Katalizéri

Metal komplekslerinin IR spektrumlar incelendiginde MK, katalizéri igin;
kompleksin spektrumuna (EK1) 2950 cm™ araliginda —CH, ve aromatik C-H
gerilmeleri, 1616 cm™ araliginda C=N imin grubu , 1067 cm™ araliginda gériilen Si-
O piki, 560 cm™ araliginda Fe-O piki varligi sentezlenen ligantlarin oldugunu
dogrulamaktadir (M. Esmaeilpour, 2012).
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Sekil 13. MK; Katalizériiniin FT-IR Spektrumu

MK, katalizoru igin XRD sonugclarina bakildiginda literattrdeki sonuglarla
ortustugu gorulmektedir. XRD oOlciimleri 26 acilari 10-80° araliginda olacak sekilde
yapilmis ve metallere ait pikler Olgulmustir. FezO4 nanopartikili ile MK,
katalizorinin XRD sonuclarinin cakistigi gorilmektedir. Bu nedenle XRD
spektrumunun yorumlanmasi zorlasmistir. XRD sonuclarindan yola c¢ikilarak
molekul boyutunun 20 nm civarinda oldugunu sdyleyebiliriz.

MK, katalizori icin altin kaplama vyapilarak cekilen SEM gorintuleri
incelendiginde elde edilen katalizoriin manyetik 6zellige sahip olmasindan 6tiru
net gorintl almakta zorluk cekilmistir. Fakat boyut olarak bakildiginda XRD
sonuclarini dogrular nitelikte sonuglar elde edilmistir.

Cizelge 1. MK; Katalizériniin Suzuki Reaksiyonundaki Aktivitesi
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Suzuki reaksiyonlari genellikle organoboran bilesikleri veya fosfin
kullanilarak yapilan reaksiyonlardir. Fakat bizim tez calismamiz kapsaminda
yaptigimiz manyetik nanopartikil destekli katalizér sayesinde fosfin kullanilmadan
Suzuki reaksiyonu gerceklestiriimis oldu. Ayrica katalizériimiizin hem manyetik
hemde nano boyutta olmasi sayesinde homojen ve hetorojen Kkatalizorlerin
Ustunluklerini bir araya getirmis olduk. Hem homojen katalizorler gibi etkin ylzey
alanina sahip ve reaksiyon ortaminin her bolgesine esit bir sekilde dagiimaktadir
hemde heterojen katalizor olarak reaksiyon ortamindan kolayca ayrilip tekrar tekrar
kullanilabilen manyetik 6zellikte nano boyutta Suzuki reaksiyonunda 120 dakika
boyunca yapilan reaksiyon sonucunda % 42 donusin aktivitesi gosteren MK,
katalizoru tez kapsaminda elde edilmigtir.

Cizelge 2. MK, Katalizériniin Stirenoksit Olusumundaki Katalitik Aktivitesi
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Oda kosullarinda, diklorometan ile yapilan epoksidasyon reaksiyonunda
oksidant olarak tersiyer butil hidrojen peroksit (TBHP) kullaniimistir. 24 saat
surdurilen reaksiyon sonucunda MK, katalizorl stirenoksit déntdsumi % 10.5
aktivite gostermistir.  Ayrica benzaldehit dénlisimi 24 saat sonunda % 10.8
gozlenmistir. 24 saat sonunda katalitik aktivitesinde artis gbzlenmistir.
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LIPOKSIJENAZIN CAPRAZ BAGLI ENZIM AGREGATLARININ
OLUSTURULMASI VE CESITLI KINON SENTEZLERINDE KULLANILMASI *

Preparation of Crosslinked Enzyme Aggregates of Lipoxygenase and Its Use in
The Synthesis of Various Quinones*

Ali TOPRAK S.Seyhan TUKEL
Kimya Anabilim Dall Kimya Anabilim Dali
OZET

Bu c¢alismada soya fasulyesi tohumlarindan (Glycine max (L.) Merr. Cv.
Atakisi) kismi olarak saflastirilan lipoksijenaz (LOX) capraz bagl lipoksijenaz
agregatlari (LOX-CLEA) olusturularak immobilize edilmistir. immobilizasyon icin en
uygun glutaraldehit ve amonyum sulfat derigsimleri ve immobilizasyon siiresi yanit
ylzey metodu (RSM) kullanilarak sirasiyla %20 (w/v), %55 (w/v) ve 10 saat olarak
belirlenmistir.Serbest LOX ve LOX-CLEA o6rneklerinin hidroperoksidaz aktivitesi
1,4-benzokinon ve timokinon sentezleri igin incelenmistir. En yiksek 1,4-
benzokinon verimi 15 dakika reaksiyon siresi sonrasinda serbest LOX ve LOX-
CLEA icin sirasiyla %24 ve 33 olarak, buna karsin en yuksek timokinon verimleri
serbest LOX ve LOX-CLEA ic¢in sirasiyla %12 ve 15 olarak elde edilmistir. LOX-
CLEA kesikli reaktérde 1,4-benzokinon sentezi i¢in 15 kullanim sonunda baslangi¢
aktivitesinin %39’u korunmustur.

Anahtar kelimeler: Lipoksijenaz, RSM, CLEA, immobilizasyon, kinon

ABSRACT

In this study, lipoxygenase (LOX) partially purified from soybean seeds
(Glycine max (L.) Merr. Cv. Atakisi) was immobilized as crosslinked enzyme
aggregates (LOX-CLEA). The optimal glutaraldehyde and ammonium sulfate
concentrations and immobilization time for the immobilization were determined as
20% (w/v), 55% (w/v) ve 10 h, respectively by using response surface methodology
(RSM). The hydroperoxidase activities of free lipoxygenase and LOX-CLEA were
investigated for the synthesis of 1,4-benzoquinone and thymoquinone. After 15 min
reaction time the highest 1,4-benzoquinone yield was obtained as 24 and 33%,
respectively for the free LOX and LOX-CLEA whereas the highest 1,4-
benzoquinone and thymoquinone yields were obtained as 12 and 15%,
respectively for the free LOX and LOX-CLEA. After 15 reuses, LOX-CLEA
protected 39% of its initial activity for the synthesis of 1,4-benzoquinone in a batch
type reactor.
Key Words: Lipoxygenase, RSM, CLEA, Immobilization, Quinone

* Yiksek Lisans Tezi- M. Sc. Thesis
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Girig

Lipoksijenazlar (LOX; EC 1.13.11.12) iki veya daha fazla doymamis bag
iceren yag asitlerine oksijen katarak onlan yad asidi hidroperoksitlerine
dondstiren, Hem grubu icermeyen demir tasiyici dioksijenazlardir.Axelrod ve
arkadaglarinin yaptigi ¢alismada enzimin ¢ izoenzimi oldugunu bildirilmistir
(Axelrod ve ark., 1972). Lipoksijenaz enzimi, optimum pH, substrat 6zgunlugu,
Uriin olusumu ve kararhlik bakimindan LOX-1, LOX-2, LOX-3, olarak adlandirilan
U¢ izoenzime sabhiptir.

Lipoksijenazlar endustride farkli kullanim alanlarina sahiptirler. Soya
fasulyesinden elde edilen lipoksijenaz enzimi dogal bitkisel yaglarda bulunan
doymamig yag asitlerine spesifik olarak oksijen ekleyebilmektedir. Bu sayede elde
edilen maddeler risinoleik asite donustiurilebilmektedir. Risinoleik asit ve onun
turevleri ise sabunun, boyanin, vernigin, recinenin, plastigin ve yaglayici
maddelerin asil bilesenidir.Ekmek yapiminda da lipoksijenazin kullanimi oldukga
yaygindir. Bu iki sebepten kaynaklanmaktadir. Birincisi; lipoksijenaz karateonidleri
oksitleyerek ekmek icinin daha beyaz olmasini sagladigi icin tercih edilen bir
beyazlaticidir. ikincisi ise; hamuru iyilestirici yénde etki edip, hamurun yogrulma
toleransini artirmaktadir.

Lipoksijenaz enzimi H,O, li ortamda Fenton reaksiyonu yolu ile
ksenobiotiklerin oksidasyonu, epoksidasyon, desiilfirasyon, N-demetilasyon ve
sulfoksidasyon reaksiyonlarinda kullanilabilmektedir.

Yanit yuzey yéntemi, “Denemelerin Optimum Kosullara Ulagsmasi” ismi ile
1951 yilinda Box ve Wilson tarafindan gelistirilmis ve tanimlanmistir. ilk olarak
kimya endustrisine uygulanmistir. Myers ve Montgomery (1995) yanit ylzey
yontemini, proseslerin gelistiriimesi ve optimizasyonu icin gerekli istatistiksel ve
matematiksel tekniklerin birlikte kullanildidi bir yontem olarak tanimlamistir.Bu
yéntem, bircok deney tirl icin ortaya cikan problemleri es zamanli olarak ¢ézmek
ve cevaplari da es zamanli olarak optimize etmekte faydalanilan kullanigh ve etkili
bir metottur (Chen, 1994).

Capraz bagl enzim agregatlari (CLEA), ¢6zinir enzim molekillerinin
¢6ziinmez agregatlar olusturmasina dayanmaktadir. Uygun agregat olusturucular
eklenmesiyle enzim ¢ozeltisinin elektrostatik sabitlerinin degismesi ile ya da enzim
¢Ozeltisinin hidrasyon durumunun degistiriimesi ile ¢6ziinmez enzim agregatlar
olusturulabilmektedir.

Kinonlar, aromatik bir halka Uzerinde, iki tane keton karbonili iceren
bilesiklerdir ve karbonil grubu halkanin bir parcasi haline gelmistir. Kinonlar
aromatik bilesik olmamalarina karsin bir indirgenme-yiikseltgenme donisum
sistemi saglarlar. Bu indirgenme-yiikseltgenme sistemi sayesinde fotosentez ve
solunum gibi biyolojikredoks tepkime zincirlerinde 6nemli rol oynarlar. Bunun yani
sira kinon bilesikleri konjuge olmalari nedeniyle renkli bilesiklerdir ve dogal boyar
maddesi olarak kullanilirlar. Tedavi edici kinon bilesikleri oldugu gibi herbisit,
fungusit, insektisit vb. ozellikler gosterenlerde bulunmaktadir (Astreitwieser ve
Heatcock, 1976).
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Materyal ve Metod

Materyal

Ara¢c ve Gerecgler: UV-Vis spektrofotometre (Shimadzu UV-1800), HPLC
(Shimadzu, Classs Vp serisi), magnetik karistirici, inkiibator, elektrikli terazi,
otomatik pipet (Eppendorf, Mikrolit), girdap karistirici, termostath calkalayicili su
banyosu (Memmert).

Kimyasallar:Linoleik asit, hidrokinon, 1,4-Benzokinon, fenol, timol, timokinon,
hidrojen peroksit, tert-btil hidroperoksit, kiimen hidroperoksit, glutaraldehit (%50,
w/w) amonyum sulfat, sodyum hidroksit, bakir (ll) silfat, folin-ciocalteu ¢o6zeltisi,
polietilenglikol (PEG), dimetil sulfoksit (DMSO), t-biitanol, N-siklohekzil-N'-(2-
morfolinoetil) karbodiimid-meto-p-toluensilfonat, sodyum sitrat, siIgir serum
albimin, aseton, metil alkol, sodyum hidroksit, glasiyel asetik asit, fosforik asit
(%85,v/v), hidroklorik asit (%37,v/v), borik asit.

Metot
OrneklerinHomojenizasyonu

Soya fasulyesi tohumlarinin her 100 grami icin 200 mL dnceden -20 °C'ye
kadarsogutulmus aseton eklenerek ornekler blender ile homojenize edilmigtir.
Sonrasinda homojenat su trompu yardimiyla vakum altinda stzilerek ve filtre
kagidinin tstiinde kalan kisim tekrar blender haznesine alinarak islem yukarida
anlatildigr sekilde 2 kez tekrarlanmigtir. Son stizme islemi sonunda elde edilen toz
halindeki kati ekstrakt 24 saat 5 °C’de bekletildikten sonra kullanilincaya kadar -20

°C’'de saklanmistir.

Amonyum Sulfat ile Coktirme

Aseton ekstraksiyonu iglemi ile elde edilen kati ekstraktin her 1 grami 30
mL borat tamponunda (50 mM, pH 9,0) ¢6zildikten sonra elde edilen c¢ozelti,
10000 rpm’de 20 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

Santrifij sonunda elde edilen supernatanta farkli doygunlukta %20-60'lik
amonyum stilfat ¢oktirmeleri uygulanmigtir. Protein miktari tayinleri Lowry (1951)
yontemiyle belirlenmigtir.

Lipoksijenazin CLEA Olusturarak immobilizasyonu

LOX 'in CLEA olusturarak immobilizasyonu icin Sheldon ve ark. (2006)
tarafindan onerilen yontem kullaniimistir. Kati ekstraktin her 1 gramina 5 mL 50
mM borat tamponu (pH 9,0) eklenmis ve 60 dk karistinldiktan sonra 12000 rpm’de
20 dk santrifdj edilmistir. Santrifij sonrasi elde edilen stpernatanta %60’hk
amonyum sulfat ¢coktirmesi yapilmis ve ¢okelti 2,5 mL tampon ile (50 mM pH 9
borat tamponu) c¢o6zulmuastir. Bu c¢o6zelti icerisine 5 mL kimyasal aminasyon
cozeltisi (10 mMN-siklohekzil-N'-(2-morfolinoetil) karbodiimid-meto-p-toluensiilfonat
iceren pH 4,7'ye ayarlanmig 1 M etilendiamin) ilave edilip 1 saat oda kosullarinda
(25 °C) bekletilmistir. Elde edilen lipoksijenaz codzeltisine derigsimi %60 olacak
sekilde kati amonyum stilfat eklenmig, 5 °C’de 20 dk bekletilmis ve lipoksijenazin
¢coktirulmesi saglanmistir. Coktirme islemi saglandiktan sonra 0,6 mL glutaraldehit
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(%50'lik, v/v) eklenerek 5 °C’de 10 saat boyunca calkalayicili su banyosunda
bekletilmistir. Olusan CLEA o6rnekleri Gzerine 4 mL soguk aseton eklenerek iyice
calkalandiktan sonra aseton fazi dékulmustir. Daha sonrasinda CLEA 6rneklerine
2 mL eter eklenmis ve calkaladiktan sonra suzulmuistir. Elde edilen immobilize
LOX-CLEA'lar stzuntude glutaraldehit kalmayincaya kadar saf su ile yikanmigtir.

Lipoksijenazin  immobilizasyonu icin  immobilizasyon  Kosullarinin
Optimizasyonu

Lipoksijenazin CLEA seklinde immobilizasyonunda, uygun immobilizasyon
kosullari RSM kullanilarak belirlenmigtir. Literatir taramasi ve 6n calismalar
yapilarak CLEA hazirlanmasina etki eden 6nemli faktdrler capraz baglayicinin
derigimi, ¢okturicunin derisimi ve immobilizasyon suresi olarak belirlenmigtir.

Bu amacla 3-faktér ve 3-diizey BBD immobilizasyon calismalarinda
uygulanmis ve elde edilen sonuglarn degerlendiriimesi Design-Expert 8.0.7
yazihmi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Serbest Lipoksijenazin ve LOX-CLEA Aktivitesinin Belirlenmesi

Lipoksijenaz aktivitesi olciminde Axelrod ve ark. (1972) ve Baracat-
Pereira ve ark. (2001) tarafindan énerilen yontemler kullanilmistir. Enzim aktivitesi
linoleik asitin enzim ile etkilesmesi sonucu olusan konjuge cift baglarin 234 nm’de
artan absorbansi 3 dakika boyunca izlenerek ol¢cilmustur.

Serbest Lipoksijenaz ve LOX-CLEA’'nin Karakterizasyonu

Serbest LOX ve LOX-CLEA aktiviteleri farkli pH’larda (7,0, 7,5, 8,0 fosfat,
8,5, 9,0, 9,5 ve 10,0 borat) 50 mM derigimindeki tampon ¢ozeltiler kullanilarak 25
°C’de belirlenmistir.

Serbest LOX ve LOX-CLEA aktiviteleri daha 6nceden belirlenmis optimum
pH icin farkli sicakliklarda (20, 25, 30, 35, 40, 50, 60 ve 70 °C ) belirlenmigtir.

Serbest LOX ve LOX-CLEA o6rneklerinin termal kararihdini belirlemek icin
enzim iki farkh sicakhkta (35 ve 60 °C ) 24 saat slreyle inkiibe edilmis ve belirli
zaman araliklarinda (1, 2, 4, 8, 16 ve 24 saat) kalan aktiviteleri belirlenmistir.

Serbest Lipoksijenaz ve LOX-CLEA'nIn Kinetik Parametrelerinin Belirlenmesi

Serbest LOX ve LOX-CLEA aktiviteleri optimum sartlarda farkli substrat
derisimlerinde 6lciimus ve Lineweaver-Burk grafiginden yararlanilarak K, ve Vi
degerleri belirlenmistir.

Serbest LOX ve LOX-CLEA ile Kinon Sentezi

Yoéntemde 2,75 mL pH’si 7,0 olan 50 mM fosfat tamponu lzerine 50 pL
serbest LOX veya 40 mg LOX-CLEA ilave edilmigtir. Karisim 40 °C’de 2 dakida
inkiibe edilmis ve reaksiyon 100 yL H,O, (200 mM) ve 100 pL p-hidrokinon (200
mM) cozeltilerinin eklenmesi ile baslatiimistir. 10 dakika reaksiyon stresi sonunda
olusan p-Benzokinon miktari spektrofotometerik olarak 410 nm’de belirlenmistir.
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LOX-CLEA’ In p-Benzokinon Sentezi igin Tekrar Kullamim Kararlihginin
Belirlenmesi

LOX-CLEA 06rneginin kesikli reaktorde tekrar kullanim kararliliginin
belirlenmesinde, ¢api 1,5 cm uzunlugu 6,0 cm olan kolon kullaniimistir. LOX-CLEA
Orneginden 1 g tartilarak Gzerine 5,6 mL pH’si 6,5 olan 50 mM fosfat tamponu ilave
edilmis ve reaksiyon 200 mL kiimen hidroperoksit (200 mM) ve 200 mL p-hidrokinon
(200 mM) ilavesi ile 60 °C’de baslatiimistir. 15 dk sonunda ¢6zelti kolondan hizla
uzaklastirilarak, olusan uriinin 410 nm’'deki absorbansi dl¢tlmustir. LOX-CLEA’IN
tekrar kullanimina bagh aktivite degisimini incelemek amaciyla ayni islemler 15 kez
tekrarlanmistir.

Arastirma Bulgulari ve Tartigma
Lipoksijenazin CLEA Olusturarak immobilizasyonu

Box-Behnken dizayni ile olusturulan deneysel setin yanitlari (LOX-CLEA
aktiviteleri) hesaplanmistir. Hesaplamalar sonucu en yiksek ve en dusik LOX-
CLEA aktiviteleri sirasiyla 510 ve 224 nmol/dk. g CLEA olarak
belirlenmistir(Cizelge 1.1). immobilizasyon icin en uygun glutaraldehit ve amonyum
silfat derisimleri ve immobilizasyon siresi yanit yiizey metodu (RSM) kullanilarak
sirasiyla %20 (w/v), %55 (w/v) ve 10 saat olarak belirlenmigtir. Sekil 1.1 sabit
immobilizayon sturesi igin (15 saat) glutaraldehit ve amonyum sulfat derisimlerinin
LOX-CLEA aktivitesi Uzerine etkisini gostermektedir. Sekil 1.1'den goérildugi gibi
amonyum silfat ve glutaraldehit derisimindeki artigslar LOX-CLEA aktivitesi
azaltmaktadir. Glutaraldehit derisimi, amonyum stlfat derisimi ve immobilizasyon
siresi sirasiyla %20, %50 ve 15 saat oldugunda LOX-CLEA aktivitesi 338 nmol/dk.
g CLEA olarak belirlenmistir. Amonyum silfat derisimi %70'e cikartihp diger iki
faktor sabit tutuldugunda LOX-CLEA aktivitesi 224 nmol/dk. g CLEA olarak elde
edilmistir.

Cizelge 1.1. Deneysel ve hesapsal LOX-CLEA aktiviteleri.

Glutaralgenit AMONYUM L obilizasyon LOX-CLEA LOX-CLEA
dengimi sulfat siiresi aktvitesi aktiwtesi
%) dengimi (saat) (nmolidk. g CLEA) (nmolidk. g CLEA)
%) (Deneysel) (Hesapsal)
30 S0 15 285 33
20 &0 10 510 508
25 &0 15 380 356
20 &0 20 323 350
30 &0 10 410 420
25 &0 15 353 356
25 O 20 335 3z
20 T 15 224 260
20 50 15 338 3
30 &0 20 376 427
25 50 20 ass 330
25 50 10 458 480
25 &0 13 335 356
30 o 15 256 260
25 o 10 321 340
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Sekil 1.1. Glutaraldehit ve amonyum silfat derigimlerinin LOX-CLEA aktivitesi
Uzerine etkisi.

Sekil 1.2'de ise sabit glutaraldehit derisimi icin (%25) amonyum silfat
derisimi ve immobilizasyon stiresindeki derisimlerinin LOX-CLEA aktivitesi Uzerine
etkisini gorulmektedir. Glutaraldehit derigsimi, amonyum sdlfat derisimi ve
immobilizasyon siresi sirasiyla %25, %50 ve 20 saat oldugunda LOX-CLEA
aktivitesi 358 nmol/dk. g CLEA olarak belirlenmistir. Amonyum silfat derigimi
%70’e cikartiip diger iki faktor sabit tutuldugunda LOX-CLEA aktivitesi 335
nmol/dk. g CLEA olarak elde edilmistir. Glutaraldehit ve amonyum sulfat derigimleri
sirasiyla %25 ve %50'de sabit tutulup immobilizasyon siuresi 10 saate
dusuraldiginde ise LOX-CLEA aktivitesi 468 nmol/dk. g CLEA olarak dl¢tlmustar.
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Sekil 1.2. Amonyum silfat derigsimi ve immobilizasyon siresinin LOX-CLEA
aktivitesi tzerine etkisi.
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Sekil 1.3 sabit amonyum siilfat derigimi icin (%60) glutaraldehit derisimi ve
immobilizasyon suresindeki degisimlerin LOX-CLEA aktivitesi (zerine etkisini
gostermektedir. Glutaraldehit derisimi, amonyum siilfat derisimi ve immobilizasyon
suresi sirasiyla %20, %60 ve 10 saat oldugunda LOX-CLEA aktivitesi 510 nmol/dk.
g CLEA olarak belirlenmistir. immobilizasyon siiresi 20 saate cikartip diger iki
faktor sabit tutuldugunda LOX-CLEA aktivitesi 323 nmol/dk. g CLEA olarak elde
edilmistir.

CLEA LD Khthlieal jmmobidk g CLEA)

L 2 . J =2
——
Immobili tasysn suresi (saal] = 1] 20

Sekil 1.3. Glutaraldehit derisimi ve immobilizasyon suresinin LOX-CLEA aktivitesi
Uzerine etkisi.

Farkli ¢cokturtculerin LOX-CLEA aktivitesine etkileri Sekil 1.4’te verilmigtir.
En yiuksek LOX-CLEA aktivitesi 610 nmol/dk. g CLEA olarak asetonun c¢okturtct
olarak kullanildi§i calismada elde edilmigtir.
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Sekil 1.4. Farkli ¢okturuculerin LOX-CLEA aktivitesi Gizerine etkisi.
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Serbest Lipoksijenaz ve LOX-CLEA’nin Karakterizasyonu lle ligili Bulgular

Serbest LOX ve LOX-CLEA'nin optimum aktivite gdsterdigi pH degerleri
her ikisi igcinde 8,5 olarak bulunmustur.

Serbest LOX ve LOX-CLEA igin optimum sicaklk degerleri sirasiyla35 °C
ve 60 °C olarak bulunmustur.

Serbest LOX igin iki farkli sicakhkta (35 ve 60 °C) termal kararhhk
calismasi yapilmistir. Serbest LOX 35 ve 60 °C’ de 24 saat inkube edildiginde,
baslangi¢ aktivitesinin sirasiyla yaklasik %85 ve %47’sini korumustur.LOX-CLEA
35 ve 60 °C’ de 24 saat inkube edildiginde, baslangi¢ aktivitesinin sirasiyla yaklasik
%90 ve %73'Und korumustur.

Serbest LOX icin K, ve Vo degerleri sirasiyla 28 mM ve 1593 nmol/dk mg
protein olarak belirlenmigtir (Sekil 1.2.). Immobilize enzim icin ise bu degerler
sirasiyla 4,4 mM ve 1046 nmol/dk g CLEA olarak belirlenmistir.

Serbest LOX ve LOX-CLEA ile Kinon Sentezi ile llgili Bulgular

Serbest LOX'un 1,4-benzokinon sentezi i¢in pH 7,00)de maksimum
aktivitesini gosterdigi belirlenmistir ve 1,4-Benzokinon verimi %22 olarak
Olculmustir. LOX-CLEA ise 1,4-Benzokinon sentezinde maksimum aktivite
goOsterdigi pH degeri 6,5 olarak belirlenmis ve bu pHda LOX-CLEA'un 1,4-
Benzokinon sentezini %11,8 verimle gergeklestirdigi belirlenmigtir.

Serbest LOX kullanilarak gerceklestirilen 1,4-Benzokinon sentezi icin en
yuksek verim %22 olarak 40 °C’de 6l¢ilmustur. LOX-CLEA i¢in ise 1,4-Benzokinon
sentezinde en yiksek verim %18,1 olarak 60 °C’'de ol¢iimustir.

1,4-Benzokinon sentezleri her bir preparat icin belirlenen optimum pH ve
sicaklik degerlerinde hidrojen peroksit, tert-butil hidroperoksit ve kimen
hidroperoksit kullanilarak gerceklestirilmistir. Serbest LOX i¢in en yiksek 1,4-
Benzokinon verimi %24, LOX-CLEA igin ise %33 olarak kimen hidroperoksit
varliginda elde edilmistir.

Kullanilan LOX-CLEA miktarinin 1,4-Benzokinon verimi Uzerine etkilerini
incelemek amaciyla sentez islemi farkli miktarda LOX-CLEA kullanilarak
gerceklestiriimistir. 10 mg LOX-CLEA kullanildiginda elde edilen 1,4-Benzokinon
verimi %22 olarak elde edilmis LOX-CLEA miktari 40 mg'a cikartildiginda ise
reaksiyon %33 verim ile gerceklestiriimistir. LOX-CLEA miktarinin daha fazla
artinlmasinin ise sentez verimine herhangi bir etkisinin olmadigi gézlemlenmistir.

Substrat olarak hidrokinon yerine, fenol ve timol kullanildiginda Urtn
verimleri hesaplanmistir. Fenol, hidrokinon ve timoliin substrat olarak kullanildigi
reaksiyonda uriin verimleri serbest LOX igin sirasiyla %22, 24 ve 12 olarak elde
edilmistir. LOX-CLEA icin ise bu verim degerleri sirasiyla %23, 33 ve 15 olarak
elde edilmigtir.

LOX-CLEA'un 1,4-Benzokinon sentezi igin tekrar kullanim kararliligr kesikli
reaktorde incelenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.20'de verilmistir. LOX-
CLEA'un 15 arda arda kullanim sonunda baslangi¢ aktivitesinin %39’unu korudugu
belirlenmistir.

40



G.U Fen ve Muhendislik Bilimleri Dergisi Yil 2015 Cilt: 33-4

Sonuglar

Lipoksijenaz enzimi, soya fasulyesi tohumundan (Glycine max (L.) Merr.
Cv. Atakisi) amonyum silfat ile c¢oktirme yontemiyle kismi saflastiriip CLEA
yontemiyle immobilize edilmistir.

Optimum glutaraldehit ve amonyum sulfat derigsimleri ve immobilizasyon
suresi yanit yuzey yontemi (RSM) kullanilarak sirasiyla %20, %55 ve 10 saat
olarak belirlenmigtir.

Serbest LOX igin optimum pH, sicaklk, K., ve V. degerleri sirasiyla 8,5,
35 °C, 28 mM ve 1593 nmol/dk mg protein olarak belirlenmigtir.

LOX-CLEA icin optimum pH, sicaklik, K., ve V. degerleri sirasiyla 8,5,
60 °C, 4,4 mM ve 1046 nmol/dk g CLEA olarak belirlenmistir.

Serbest LOX icin en yuksek 1,4-Benzokinon ve timokinon verimleri
sirasiyla %24 ve 12 olarak elde edilmigtir.

LOX-CLEA igin en yuksek 1,4-Benzokinon ve timokinon verimleri sirasiyla
%33 ve 15 olarak elde edilmistir.
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' YENI FLORLU ViC-DIOKSIM TUREVI METAL KOMPLEKSLERIN SENTEZI VE
SUPERKRITIK KARBONDIOKSIT COZUCU ORTAMINDA DEPOZISYON
ISLEMLERINDE KULLANILABILIRLIKLERININ INCELENMESI*

The Synthesis of Novel Fluorous Vic-dioxime Derivitives and Their Metal
Complexes, the Determination of Their Solubility in a ScCO, Medium and Their
Use as Precursors in Deposition *

Fatma ULUSAL Bilgehan GUZEL
Kimya Anabilim Dali Kimya Anabilim Dall
OZET

Bu calisma kapsaminda superkritik karbondioksit ¢6zlicl ortaminda
yapilan depozisyon islemlerinde kullanilabilir nitelikte vic-dioksim tlrevi metal
kompleksleri (6ncul) sentezlenmis, yapilari aydinlatiimig, stperkritik karbondioksit
ortaminda silikajel ve y-alimina Uzerine depozisyon isleminde kullanilabilirligi
denenmistir. Bu amagla anilin tirevleri ile anti-monokloro glioksimin ile vic-dioksim
ligandlari ve bu ligandlarin Pd(Il), Cu(ll) kompleksleri sentezlenmistir. Ligand
sentezinde superkritik karbondioksitte ¢ozunurligi arttirmak amaciyla uzun zincirli
anilin tdrevleri secilmistir. Bu metal 6ncullerin stperkritik ¢6zicl ortamindaki
¢6ziinme miktarlar belirlenmistir. Sentezlenen bilesiklerin yapilar FT-IR, 1H,19F
NMR, elementel analiz, manyetik siisseptibilite ve UV-Vis ile aydinlatiimigtir. Elde
edilen metal kompleksleri scCO2 ortaminda kati destek (zerine metal
depozisyonunda 6ncil olarak kullaniimis olup nano boyutta metal katalizérler elde
edilmistir. Elde edilen katalizérlerin boyutlar TEM ve XRD ile analiz edilmigtir. Buna
gore Pd taneciklerinin boyutu 2-16nm ve Cu taneciklerinin boyutu 3-20nm arasinda
degismektedir. Bu katalizorlerin olefinlerin hidrojenasyon reaksiyonundaki katalitik
aktiviteleri belirlenmis ve bu amacla GC kullaniimistir.

Anahtar kelimeler: Vic-dioksim, Oncul, Katalizér, Depozisyon, Siper kritik
karbondioksit

ABSTRACT

Vic-dioxime derivative metal complexes were synthesized in order to
determine their solubility in a scCO, medium and their use as precursors in the
deposition of metal nanoparticles. Their structures were determined and their use
in deposition onto silicagel and y-alumina in scCO, was tested in this study. Pd(ll)
and Cu(ll) metal complexes with vic-dioxime ligands and were synthesized for this
purpose. The ligands were made by reacting various aniline derivatives with anti-
monochloro glyoxime. In order to increase the solubility of the complexes in
scCO,, some of the ligands were synthesized from aniline derivatives with long
fluorous chains. All ligands and complexes were synthesized and characterized via
various analyses including FT-IR, 1H, 19F NMR, UV-Vis and magnetic

* Yiksek Lisans Tezi- MSc. Thesis
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susceptibility. The solubility of the metal complexes in supercritical medium was
also determined. The synthesized metal complexes were used as precursors for
the deposition of the metals on solid supports in a scCO2 medium resulting in the
synthesis of nano-sized metal catalysts. The size of the synthesized nanocatalysts
was analyzed by TEM and XRD. The Pd particles ranged from 2-16nm and the Cu
nanoparticles ranged from 3-20nm. The activity of these catalysts in a
hydrogenation reaction of olefins was analyzed using GC.

Keywords: Vic-dioxime, Precursor, Catalyst, Depositin, Supercritical carbon

dioxide

Girig

Homojen ve heterojen katalizérlerin birbirlerine gére tstunlikleri vardir ve
bu UOstunlikleri bir arada toplamak amaciyla nano boyutta katalizorler
kullanilmaktadir. Bu katalizérler, homojen 6zellik gdsterip ayni zaman da ortamdan
kolaylikla ayrilmaktadirlar. Ayrica, nano katalizérler normal boyutlardaki
katalizorlere gore daha genis ylizey alanina sahip olmalarindan dolayr kimyasal
tepkimeler icin ideal kataliz6r olmaktadirlar. Depozisyon islemi i¢in; mikroemisyon
yontemi, doyurma, sonokimyasal yontem, modifiye poliol indirgenmesi ve
depozisyon-¢oktirme yontemleri kullaniimaktadir. Bunlarin  yani sira son
zamanlarda super kritik ortamda depozisyon teknigi, kati destekli katalizor
hazirlamada 6nem kazanmistir. Sper kritik karbon dioksit (scCO,) ¢cevresel olarak
kabul edilir olmasi ve ekonomik uygulanabilirligi, alisilagelmis toksik ve yanici
organik c¢ozuculer yerine kullanilabilmesi nedeniyle, yeni nesil reaksiyon ortami
olarak buyuk ilgi kazanmaktadir.Bu teknik Pt, Pd, Ru ve Rh gibi metallerin kat
destege depozisyonu i¢in en ¢ok kullanilan yontemdir.

ScCO, ¢o6zucu ortaminda yapilan metal nano partikil-kati destek nano
yapilari olusturma islemlerinde, éncil olarak isimlendirilen metal komplekslerin CO,
ortamindaki davranislari olduk¢ca 6nemlidir (Erkey, C. 2009). Yukleme isleminin
yapilabilmesi icin metal komplekslerinin scCO, ¢6ziclu ortaminda ¢6zinurlik
gostermesi gerekmektedir. Literaturler incelendiginde scCO,'de ¢ozunurliagu dusik
oncullerle yapilan yiukleme igslemlerinde metal/destek oraninin genellikle dusik
oldugu bildirilmistir (Erkey C., 2009).

ScCO, ortaminda karbon nanotlp destekli metal nano partikillerin
sentezlenmesi islemi ¢ basamakta gerceklestiriimektedir,

1. Metalik éncilun stper kritik karbondioksit icerisinde ¢6ziinmesi veya iyi
dagilim gostermesi,

2. Olusan cozeltideki (veya homojene yakin karisim) onculiin substrat
(destek) tarafindan adsorplanmasi,

3. Onciil yapisinda bulunan metalin metalik forma indirgenmesidir.

Onculiin yapisindaki metalin metalik forma indirgenmesi icin de cesitli
metodlar bulunmaktadir. Bunlar;
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1. Hidrojen veya alkoller gibi indirgeyici ajanlar varliginda ScCO,'de
kimyasal indirgeme,

2. ScCO, ortaminda termal indirgeme,
3. inert atmosfer ortaminda ve atmosferik basingta termal indirgeme,
4. inert atmosfer ortaminda termal bozunma,

5. Basing duslrilmesinden sonra hidrojen veya hava ile yapilan kimyasal
déndstimddr.

Bu calismada H, gazi ile ScCO,'de kimyasal indirgeme yodntemi tercih
edilmistir.

Kati destekli metal nanopartikiller bircok reaksiyonda katalizbr olarak
kullaniimaktadir. Bu katalizérlerden kati destekli Pd ve Cu genellikle organik
tepkimelerde oksidasyon ve hidrojenasyonun yani sira Suzuki reaksiyonlarl ve
elektrovoltametrik reaksiyonlarda da 6nemli rol oynar. Simdiye kadar yapilan
calismalarda scCO, ortaminda depozisyon iglemlerinde ©6ncil olarak sadece
asetilasetonat, hekzametiltrietilen,  tetrametilenglikol  dimetileter, tetrametil
heptadionat, siklooktadien ve tirevleri gibi ligantlarla hazirlanan metal kompleksleri
kullanilmistir. Bu ¢alismada,; florlu oksim turevi metal kompleksleri scCO, ¢ozicl
ortaminda ilk kez dncul olarak denenmistir.

Materyal ve Metod

Materyal

FT- IR Spektroskopisi: Elde edilen ligand ve komplekslerin karakterizasyonunda
kullaniimigtir.

Kimyasallar:Dimetil glioksim, 4-(triflorometil) anilin, 3-(heptadekafloro oktil) anilin ,
4-(heptadekafloro oktil) anilin, y-Alimina kullaniimigtir.

Pencereli yliksek basing rektdru: 50 mL hacimli reaktor ¢ozunirlik deneylerinde
kullaniimigtir.

Batch tipi yuksek basin¢g reaktéri:100 mL hacimli reaktdér depozisyon
islemlerinde kullaniimigtir.

Metod

Bu calismada 3-(heptadekafloro oktil) anilin, 4-(heptadekafloro oktil) anilin
ve 4(triflorometil) anilinin oksim ligandlarn sentezlenerek elde edilen ligandlarin
bakir(ll) ve paladyum(ll) kompleksleri hazirlandi. Elde edilen kompleksler,
metallerin alimina ve silikajel Uzerine siper kritik karbon dioksit ¢6ziici ortaminda
depozisyonunda Oncuil olarak kullanildi. Sentezlenen tim bilesiklerin yapilari; FT-
IR, 1H,19F NMR, elementel analiz, kitle spektroskopisi, manyetik susseptibilite,
UV-gorunir bolge spektroskopisi yontemleriyle belirlendi. Depozisyon iglemi ise
FT-IR, XRD, TEM ve diger yontemlerle analiz edildi. Son olarak elde edilen
depozisyon Urtnlerinin aktivitesi stirenin hidrojenasyonu tepkimesinde test edildi ve
Urtin miktart GC-FID de belirlendi.
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Sentezlenen o6ncillerin scCO2 igerisinde c¢o6zunurliklerinin belirlenmesi

Sentezlenen odnclllerin scCO, icerisinde ¢ozunurliklerini belirleme iglemi
sekil 1'de verilen yiksek basing diizeneginde takip eden metot uyarinca yapildi.
Onculden alinan 45-50 mg'lik 6rnek pencereli reaktor icerisine yerlestirilip icerisine
tiip basincina ulagilincaya dek CO, gonderildi daha sonra sicaklik 90°C a
yukseltildi. Sicakligin 90°C erismesini takiben yilksek basing pompasi yardimiyla
basing 2200 psi ye cikarihp bu basingta 1 saat kanstirildi ve ¢éziinme kalitatif
olarak gozle ve ortamdan alinan 6rnegin UV de incelenmesiyle ve ara hazneye
sikistirlmasi sonucunda kantitatif olarak belirlendi. C6zinmis madde miktari (g
madde/mL scCO, gazi) cinsinden hesaplandi.

ornek

Basing alma
Ostergesi .
gosterges haznesi

Ay
e .
—(O |

Safir cam
CO,

Toplama
kabi

54 mL hacimli reaktor Manyetik
karistiric

Sekil 1. Metal komplekslerin ¢ézinurliginde kullanilan diizenek

Kati destek Uizerinde metalik nano partiktllerin olugturulmasi

Kati destek Uzerinde metalik nano partikil olusturma reaksiyonu S$ekil
2'deki akim diyagrami verilen yuksek basin¢ dizeneginde takip eden y®ntem
uyarinca yapildi. Tasarlanan dncil ve destek olarak dusunilen silikajel ve alimina
oda sicakliginda kati halde reaktor igerisine yerlestirilip reaktdr kapatildi. Sonra
birka¢ kez ortam vakumlanip CO, basilarak oksijen ve igerisinde daha o6nceki
kullanimdan kalan safsizliklar uzaklastirilarak sicaklik 60°C a getirilip yilksek basin
pompasi yardimiyla CO, basinci 1200 psi ye getirildi. Daha sonra sicaklik 90°C a
yukseltildi, 1sitmanin etkisiyle yaklagik 1700-1800 psi'ye yiikselen basing 2200 psi
ye ulasincaya dek tekrar CO, basildi. Bu kosullarda 1 saat karistirilip dnciliin ¢ok
kanalli nanotlip Gzerine tutunmasi saglanacak daha sonra 145 psi basingta 10 ml
H, bulunduran hiicrenin vanasi acilip ortama H2 gecmesi saglanarak 1 saat
sureyle indirgeme islemi gerceklestirildi.
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Motorlu
manyetik
karigtirici

/

Gaz karigtirma
haznesi

Siringa

@ ,® pompasi

100 mL yiksek basing reaktoru

Sekil 2. Kati destek Uzerine metal nano partikil olusturmada kullanilacak diizenek

Kati destek Uzerinde olusturulan nano partikullerin katalitik 6zelliklerinin
arastinimasi

Katalitik etkinlikler model bilesikler olarak segilen stirenin (veya benzer bir
olefin) hidrojenasyon tepkimesi Uzerinde inceldi. Hidrojenasyon deneyleri blok
diyagrami verilmis olan yuksek basin¢ dizeneginde 800C sicaklik 2000 psi CO2
basincinda gerceklestirildi.

X M-kati destek
+ H .
CO, (2000 psi), 90°C,

Sekil 3. Hidrojenasyon reaksiyonu

Bu calisma kapsaminda hidrojenasyon tepkimelerinde katalizorlerin
etkinliklerini etkileyen parametrelerden sadece sire ve katalizér/substrat orani
incelendi. Diger parametreler icin literatirlerdeki benzer calismalarda belirlenen
ideal kosullar goz 6niine alinarak ideal sartlar belirlendi. (2000 psi basing, 90°C
sicaklk 363,2 K sicaklik, 10 bar H, basinci, Pd; 1/200, Cu; 1/50).

Arastirma Bulgulari ve Tartigma
Elementel Analiz Sonuclari

Elementel analiz bir maddenin yapisi hakkinda ¢ok dnemli bilgiler sunar.
Sentezlenen ligand ve metal komplekslerinin elementel analizleri yapilmig ve
hesaplanan C,H,N miktarlarinin cihazin 6l¢ctugu degerlerle uyum icerisinde oldugu
belirlenmistir. Buna go6re ligand ve metal kompleksleri hedeflenen gsekilde
sentezlenmistir.
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Bilesik Bilesimi (bulunan/hesaplanan), %
M.A.,
g/mol c N H
AMCG 122.51 19.75/19.61 | 21.05/22.87 2.88/2.47
4PFVD 597.03 31.06/32.18 6.11/7.04 1.29/1.35
[Cu(4PFVD),] 1254,98 | 31.41/30.60 5.73/6.69 1.16/1.12
[Pd(4PFVD),] | 1297.96 | 28.88/29.59 | 6.25/6.47 1.05/1.09
3PFVD 597.03 31.54/32.18 6.20/7.04 1.24/1.35
[Cu(3PFVD),] 1254,98 28.75/30.60 5.52/6.69 1.39/1.12
[PA(3PFVD),] 1297.96 28.46/29.59 6.17/6.47 1.02/1.09
4TFVD 283.5 43.51/43.73 | 16.41/17.00 3.14/3.26
[Cu(4TFVD),] 628.5 37.94/38.89 | 14.41/15.12 1.95/2.54
[PA(4TFVD),] 671.4 34.90/36.11 | 13.08/14.04 2.47/2.36
DMG 116.12 41.37 2412 6.94
[Cu(DMG);] 293.77 31.22/32.71 | 17.75/19.07 4.5/4.8
[Pd(DMG),] 336.64 26.13/28.54 | 14.56/16.64 3.80/4.19

Fiziksel Bulgular
Sentezlenen ligand ve metal komplekslerinin erime noktalar belirlenmistir.
Maddelerin termal olarak kararsiz oldugu ve bozunarak eridigi gbzlenmistir.
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Cizelge 2. Ligand ve metal komplekslerinin fiziksel 6zellikleri

Kompleks Renk % Verim Bozunma Sicakhgi (°C)
Amfi-MCG beyaz 38 162
Anti-MCG sarl 99 151.99
[APFVD] Sari 84.0 205.32
[BPFVD] Acik sari 66.1 200
[ATFVD] Acik sari 63.0 85
[Cu(4PFVD);] Koyu yesil 78.0 >330
[Cu(3PFVD).] Koyu yesil 80.0 >330
[CU(4TFVD),] Koyu yesil 52.0 197
DMG beyaz 240-241
[Cu(DMG),) Koyu yesil 89.2 213
[Pd(4PFVD),] Koyu sari -turuncu 70.0 >330
[Pd(3PFVD),] Koyu sari -turuncu 80.0 258
[PA(4TFVD),] Sari 98 225
[Pd(DMG),] Sari-kahverengi 98.0 >300

FT-IR Spektrumlari

Ligandlarin IR spektrumu incelendiginde 3408 cm™ (N-H), 3255 cm™(-
OH), 1608cm™ (C=N), 1527 cm™ (C=C,ar), 1299cm™ (N-O), 1144-1196 cm™ (C-F)
ve 953 cm™(N-O) gerilimlerine ait Pikler gorilmektedir. Ligandin sentezlendigini
gosteren en Onemli veri, 1608cm™~'de —C=N gerilmelerine ait piklerdir. Bunun
yaninda 3408 cm™ de gbzlenen —NH gerilimine ait pikin bu bilesikte ortaya
¢tkmasi, anti-kloroglioksim bilesig]inde 746 cm™ 'de gozlenen C-ClI gerilimine ait
pikin kaybolmasi, 1144-1196 cm™ de C-F gerilimine ait pikin ¢ok keskin bir sekilde
ortaya ¢ikmasi ve 1527 cm™ deki C=C gerilmesine ait keskin piklerin varhdi, florlu
anilin bilesiginin anti-monokloroglioksim bilesigine baglandigini acik bir sekilde
gostermektedir(Yildinm, B., Ozcan, E., Kurtoglu, M., 2007;0zkan ve ark,2005).

Ligandin *H-NMR spektrumu incelendiginde 11.5 ppm 'de yayvan olarak
g06zlenen ikili —OH pikleri anti konumunda kimyasal ¢evreleri birbirinden farkh iki —
OH’ a ait piklerdir. 8.5 ppm 'de —NH ’a ait singlet pik ; 7.6-6.8 ppm 'de benzen
halkalarina ait multiplet pikler gdzlenmis ve 3.3 ppm ’'de oksim karbonuna bagh
=CH hidrojeni go6zlenmistir. Bu veriler incelendiginde ligandin sentezlendigi
dusuntlmektedir. Bu degerler literattirle uyum icerisindedir (Ozkan ve ark,2005).

Cu komplekslerinin IR spektrumu incelendiginde 3396 cm™  (N-H),
3000cm™(C-H(ar)), 1660(0sssH-0), 1520cm™ (C=N), 1297cm™ (N-O), 1196-1144
cm™ (C-F) ve 951 cm'l(N—O) gerilimlerine ait pikler goérilmektedir. Komplekslesme
sirasinda iki oksim ligandi hidrojen kdprusu olusturarak birer tane H+ iyonu verirler.
FT-IR spektrumunda bu O--H-O bagi, fonksiyonel grup bdlgesinde pik vermez. FT-
IR spektrumu incelendiginde kompleksin -OH gerilme piki kaybolmustur. Bunun
yani sira metal komplekslerinde olusan 1660 cm™ araligindaki zayif pik O--H-O
gerilme pikine ait oldugu benzer calismalardaki makalelerden faydalanilarak
belirlenmistir (Yildirnm, B.; Ozcan, E., Kurtoglu, M.,2007). Kuvvetli I alici olan CN
‘'un geri baglanma ile metale elektron aktariminda bulunmasi ve bu sayede IR
spektrumunda gézlenen C-N piklerini daha dusik frekanslara kaydirir.

Pd komplekslerinin IR spektrumu incelendiginde 3218 cm™ (N-H), 3058
cm™(C-C,ar), 1678cm™(0O--H-0), 1543 cm™ (C=N), 1297cm™ (N-O), 1196-1144
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cm'l(C-F) ve 955 cm'l(N-O) gerilimlerine ait pikler gorilmektedir. Komplekslesme
sirasinda iki oksim ligandi hidrojen kdprusu olusturarak birer tane H+ iyonu verirler.
FT-IR spektrumunda bu O--H-O bagi, fonksiyonel grup bdlgesinde pik vermez. FT-
IR spektrumu incelendiginde kompleksin OH gerilme piki kaybolmustur. Ayrica
metal komplekslerinde olusan 1678 cm™ araligindaki zayif pik O--H-O gerilme
pikine ait oldugu benzer c¢alismalardaki makalelerden faydalanilarak
belirlenmistir.(Yildinm, B.; Ozcan, E., Kurtoglu, M., 2007). Kuvvetli I alici olan CN
‘'un geri baglanma ile metale elektron aktariminda bulunmasina ve bu sayede IR
spektrumunda gozlenen C-N piklerini daha dusik frekanslara kaydirir.

Pd kompleksinin '"H-NMR spektrumu incelendiginde 7.9 ppm 'de —NH’a ait
singlet pik ; 7.6-6.8 ppm 'de benzen halkalarina ait multiplet pikler gézlenmis ve 3.9
ppm 'de oksim karbonuna bagli =CH hidrojeni gdzlenmistir. Yapida ligandin 'H
NMR ‘inda 11.5 ppm ’'de gdzlenen —OH kaybolmustur. Bu veriler incelendiginde Pd
kompleksinin sentezlendigi belirlenmistir. Bu degerler literattirle uyum igerisindedir.

TEM Gorantilerinin Analizleri

Sentezlenen silikajel ve alimina destekli nano metallerin belirli kosullar
altindaki goruntulerinin (morfoloji) incelenmesinde gecirmeli elektron mikroskobu
(TEM) kullanilmigtir. Yapilan analiz sonucunda farkli biyitme oranlarn kullanarak
nano katalizorler goruntilenmistir. Sekil 4 'de dimetilglioksim komplekslerinin 6ncil
olarak kullaniimasiyla elde edilen alimina destekli Pd (a) ve Cu (b) verilmigtir.
Calismalarimizda TEM goruntileri nano taneciklerin  homojen dagildigini
gorebilmek icin kullanilir. Gérintiler incelendiginde metaller alimina destek
Uzerine nano boyutta homojen dagildig1 gorulebilmektedir.

Sekil 4. Alimina destekli Pd (a) ve Cu (b) nano partikullerinin TEM gérunttleri

Sonuclar

Florlu anilin bilesikleri ve anti-mono kloroglioksimden florlu oksim
ligandlan sentezlenmis ve sentezlenen maddeler FT-IR, elementel analiz, 1H ve
19F NMR ile analiz edilmistir. Elde edilen florlu ligandlarin ve dimetilglioksimin
Cu(ll) ve Pd(Il) metal kompleksleri sentezlenmistir. Bu kompleksler FT-IR,
elementel analiz, 1H,19F NMR ve UV-Vis ile analiz edilmigtir. Elde edilen sonugclar
literaturler ile uyum icerisinde olup tim analiz sonugclari tim maddelerin basarih bir
sekilde sentezlendigini go6stermistir. Bu maddelerin super kritik ortamdaki
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¢oOzunurlukleri incelenmis ve benzer calismalardaki ¢ozindrliklerle uyum icerisinde
oldugu belirlenmistir. Elde edilen onculler silikajel ve y-alimina Uzerine metal
depozisyonunda oncil olarak kullaniimistir. Elde edilen kati destekli nano
katalizérler XRD, SEM ve TEM ile analiz edilmistir. Elde edilen sonuclar
literatlrlerdeki depozisyon sonuglari ile uyum igerisindedir. Sonugcta silikajel ve y-
alimina Uzerine homojen bir sekilde ve tanecik boyutlari 5-30 nm araliginda
degisen metaller adsorplanmistir. Depozisyon miktari %10 ile %20 arasinda
gerceklesmistir. Elde edilen nano katalizorler olefinlerin  hidrojenasyonu
reaksiyonunda katalizor olarak kullaniimigtir. % donisim GC’de belirlenmisgtir.

Gerceklestirilen analizler ve incelemeler nano katalizorlerin termal
acidan kararli, organik ¢oziciler, asidik ve bazik ¢ozeltilerde ¢ézinmeyen, acik
ortamlarda mevcut formunu (metalik) koruyan ve heterojen katalizor 6zelligi
gOsteren maddeler oldugunu ortaya koymustur.

Sentezlenen nano Kkatalizérler sadece olefinlerin hidrojenasyonu
reaksiyonunda katalizor olarak denenmistir. Ancak baska reaksiyonlar igin de
kullanilabilecegi diusinulmektedir.

Oncul olarak hedeflenen tiim oksim kompleksleri depozisyon igsleminde
basarili sonuclar vermistir. Bu ¢calismada sadece Pd ve Cu metalleri kullaniimisti.
Ancak oksimlerin metallerle c¢cok kolay tepkime verebilme yeteneginden yola
cikarak 6zellikle de nikel gibi depozisyonunda 6ncul bulma sikintisi olan metallerin
depozisyonunda 6ncil olarak kullanilabilecegi distnilmektedir.

Tez kapsaminda 6ncil olarak kullanilan bu kompleksler super kritik
ortamda depozisyon isleminde basarili sonuglar vermistir. Buna gore literatirlerde
var olan az sayida oncullere yeni bir 6ncil sinifi daha eklenmistir. Bu nedenle de
¢alismamiz ¢ok buytk bir éneme sahiptir.

Tez kapsaminda kullanilan oksimler anti- formundaki vic-dioksimlerdir.
Sonraki calismalarda amfi-vic dioksim ligandlari ile elde edilen onciller ile
depozisyon calismasi yapilacaktir. Ayrica bu calismada Pd ve Cu metalleri
kullanilmis ve basanli sonuclar elde edilmistir. Sonraki calismalarda, katalizde
onemli yer tutan Co, Rh... gibi metaller ¢aligiimasi planlanan metallerdir.
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' KATOT UZERINDE OKSIJEN GAZI INDIRGENMESI ICIN MOO;
KATALIZORUNUN KULLANILMASI*

Use of Moo; Catalyst on The Cathode to Reduction of Oxygen Gas *

Fatih TEZCAN Gulfeza KARDAS
Kimya Anabilim Dal Kimya Anabilim Dall
OZET

Bu calismadaki amagc, lityum hava pilli icin katalitik etkinligi yuksek
gbzenekli katot olusturmaktir. Katot katalizorii, glisin, gliserol, ve karbon ile
hazirlanan jel karisimina degisik surelerde 500°C kul firininda aktive edilmis MoO;
eklenerek hazirlanmistir. Jel karigimi, paslanmaz celik tabanlik tGzerine surilerek
elektrokimyasal o6lciimlerde calisma elektrodu olarak kullanilmistir. Hazirlanan
elektrotlarin  oksijen indirgenmesine katalitik etkisi lityum perklorat (%10), etilen
karbonat (%45), dimetil karbonat (%45) ¢ozeltisinde oksijenli ortamda dénusimli
voltamogramlar (DV), elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) ve katodik
polarizasyon egrileri ile belirlenmigtir. Elektrotlarin karakterizasyonu taramali
elektron mikroskopu (SEM) kullanilarak yapilmistir. Farkh sdrelerde hazirlanmig
katalizorlu jeller icerisinde oksijen indirgenmesi icin en etkin katot sekiz saat 500°C
bekletilen MoO; katalizori oldugu belirlenmigtir.

Anahtar Kelimeler: Oksijen indirgenmesi, Jel, Katalizér, Déniigimli Voltametri

ABSRACT

The aim of this study is to produce a porous cathode has high catalytic
efficiency for lithium air battery. Catalyst of the cathode was prepared addition of
MoOs, which activate different duration at 500°C of a muffle furnace in gel occurs
glycine, glycerol and carbon. Gel mixture was applied over the stainless steel base
was used electrochemical measurements as the working electrode. The catalytic
efficiencies of prepared electrodes for oxygen reduction process were determined
at oxygen atmosphere in lithium perchlorate (10%), ethylene carbonate (45%),
dimethyl carbonate (45%) solution by using cyclic voltammetry (CV),
electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and cathodic polarization
techniques. Surface images of prepared electrodes were examined with scanning
electron microscope (SEM). The effective catalyst for oxygen reduction inside of
prepared gel includes the catalyst has different duration time is MoO; catalyst at 8
h 500 °C.
Key Words: Oxygen Reduction, Gel, Catalyst, Cyclic Voltammetry

* Yiksek Lisans Tezi- M. Sc. Thesis
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Girig

Piller, kimyasal enerjiyi elektrik enerjisine c¢eviren elektrokimyasal
aygitlardir. Pil hiicresi, anot ve katot ile iki elektrot arasinda kimyasal reaksiyonu
saglayan elektrolitten olusan galvanik hicrelerdir. Piller ginlik yasantimizda
elektrik ihtiyaci duyulan her alanda kullanilabilmektedir. Ozellikle de taginabilir
cihazlar, tasitlar, vyenilenebilir enerji kaynaklarinda Uretilen elektrigin
depolanmasinda oldukg¢a 6nemli aygitlardir. Tasinabilir piller, cep telefonlarinda,
radyolarda, diz Ustl bilgisayarlarda, hesap makinelerinde, saatlerde, barkod
okuyucularinda, oyuncaklarda, dis fircalarinda, kicik ev aletlerinde, uzaktan
kumandalarda kullanilmakta; okullar, magazalar, hava limanlari, ofisler, hastaneler
gibi yasamin her alaninda karsimiza ¢ikmaktadir.

Gunumuzde pil hucrelerinin gelistirilmesi genis kullanim alanlari nedeniyle
ve gunimizde piyasaya yeni cikan elektrik ile calisan tasitlarin yayginlagsmasi
acisindan onemlidir. Piller 6zelliklede lityum piller son yillarda ve gelecekte birim
kutle bagina enerji kapasitesi agisindan dne ¢ikmaktadir. Lityum piller, lityum iyon
piller, lityum polimer piller ve lityum hava pilleri olarak siniflandiriimaktadir. Lityum
hava pilleri depoladigi enerjiyi anotta kullanmasi, katot da ise disaridan hava
gonderilerek enerji Uretmesi agisindan ilgi ¢ekici sistemleri olusturmaktadir. Lityum
hava pillerinin ticari kullanimi icin gézenekli katot katalizort gelistiriimelidir.

Enerji Uretimi ve enerjinin depolanmasi, ginimizde teknolojik dneme
sahip arastirma konularindandir. Verimli, ucuz enerji tretimi, enerjinin ekonomik
olarak depolanmasi bu tir ¢calismalarin ana hedefini olusturmaktadir. Temiz ve
glvenli enerji ihtiyaci, arastirmalari ileri diizeyde enerjisi depolama sistemlerine
yoneltmektedir. Bu tir sistemler elektrik dretimi ve talebi icin 6nemli rol
oynamaktadir, 6zellikle yenilenebilir ve surdurilebilir kaynaklardan enerji Uretimi
icin gerekmektedir. GUnumuzde ve gelecekte piller en 6nemli elektrik enerjisi
depolama sistemlerini olusturmaktadir. 1800 Iu yillarda Volta tarafindan olusturulan
ilk pilden bu yana degisik tir ve 6zelliklerde piller Uretilmigtir. Son yillarda hafif ve
glc yogunlugu yuksek piller tercih edilmektedir. Piyasada tasinabilir elektronik
cihazlarin ¢cogunlugunda lityum iyon piller kullaniimaktadir.

Teknolojinin  ¢ok hizli ilerlemesine paralel olarak daha fazla gig¢
yogunluguna sahip pil gelistirme calismalari da ilgi odag haline gelmistir. Lityum
iyon pillere kiyasla ayni ¢alisma prensibine sahip lityum hava pilleri daha fazla
enerji depolayan sistemlerdir. Lityum hava pillerinde gic¢ yogunlugunun artmasi
daha hafif katot malzemesi kullanilimasindan kaynaklanmaktadir. Lityum hava
pilinde katot olarak oksijen gecisi saglayacak gozenekli karbon kullaniimaktadir. Bu
elektrotlar lityum ve degisik metal oksitler ile katkilanarak hazirlanmaktadir.

Lityum hava pillerinin verimini birkag¢ kat arttirabilmek i¢in katot materyalinin
kapasitesi oldukca yiksek olmasi gerekir (Linden, 2001). Gdzenekli karbon katot
elektrodu Uzerine eklenen Fe,O3; katalizérii baslangic kapasitesinden daha
yuksektir. Fe;04 , CuO, CoFe,O, katalizorleri kapasiteyi sabit tutarken Cos0,4
katalizorii 4 V’dan daha distk olmasini saglamaktadir (Zhang, 2010).

Verimli lityum-hava pil olusturmak icin gelistirme calismalari sirmektedir.
Lityum-hava pili tarafindan saglanan enerji yogunlugunda lityum temelli pillere gére
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belirgin bir artis mevcuttur. Lityum-hava pili gelismesinde en o6nemli itici gig,
otomotiv sektériinde hafif ve gu¢ yogunlugu yiksek pillere olan ihtiyactir. Gaz
emisyonu dusuk ya da sifir olan elektrikli arabalar blyilk sehirlerde olusan hava
kirliligi icinde 6nemli bir ¢6zum olacaktir. Bu nedenle gelismis pil teknolojisi igin
talep her zaman igin fazla olacaktir. Bu ¢calismadaki amag, lityum hava pilleri igin
MoO; kullanarak katalitik etkinligi yuksek gozenekli katot olugturmaktir.

Materyal ve Metod

Materyal

Elektrokimyasal Analiz Cihazi: AC impedans, donlisumli voltametri ve katodik
polarizasyon o6lgumleri icin Gamry (interface 1000) cihaz kullaniimigtir.
Kimyasallar: Molibden (V) Oksit, glisin, gliserol, amonyak, lityum nitrat, aktif
karbon, dimetil karbonat, etilen karbonat, lityum perklorat kullanilmistir.

Karsi elektrot: 2 cm? yuzey alanina sahip platin levha karsi elektrot olarak
kullaniimigtir.

Referans Elektrot: Ag| AgCly),Cl (goygun) €lektrot kullanmimigtir.

SEM (Taramah Elektron Mikroskobu): Elektrotlarin yizeyini analiz etmek icin
kullaniimigtir.

Metod
Caligma Elektrotlarin Hazirlanmasi
Glisin, lityum nitrat, aktif karbon ve molibden (VI) oksit kullanilarak yogun
bir jel olusturulmustur. Bu jel, 80 °C’'deki etivde 6 saat bekletilerek icindeki su
uzaklastiriimistir. Boylece temel elektrot yapisi olan LICMoO, elde edilmistir.
Calisma elektrotlar silindirik paslanmaz ¢elik gubuklardan yaklagik 5 cm
uzunlukta kesilip bir ucuna iletkenligi saglamak icin bakir tel gecirildikten sonra
sadece oOlcuim vyapilacak diger ucu acgikta kalacak sekilde polyester icerisine
gomilerek hazirlanmistir. Hazirlanan jel, kesilen paslanmaz celik cubuk Gzerine
suruldikten sonra 4 gin boyunca etlivde 125 °C’de kurutulmustur.

Elektrokimyasal Olgumler
Elektrokimyasal dlcimlerde hazirlanan elektrot ¢alisma elektrodu olarak, Pt
karsi elektrot, Ag/AgCI ( 3,00 M) referans elektrot olarak kullaniimistir.

Doénldsumld Voltamogramlar

Dénusumli voltamogramlar ¢ elektrot teknigiyle Gamry (interfaca 1000)
elektrokimyasal analiz cihazi ile oksijen atmosferinde 25 °C’'de 100 mV/s tarama
hizinda, platin kargi elektrot ve Ag/AgCILCI referans elektrot olacak sekilde
kullanilarak elektrotlarin karakterizasyonu yapilmigtir.

Arastirma Bulgulari ve Tartigma
DOonusUmlu Voltamogramlar

Paslanmaz celik (PC, tabanlik) elektrot icin, lityum perklorat (% 10) , etilen
karbonat (% 45), dimetil karbonat (% 45) c¢ozeltisinde (LED) oksijen atmosferinde
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100 mV/s tarama hizi ile elde edilen donusumli voltamogram Sekil 4.1. de
verilmektedir. Sekil 4.1. de anodik yonde uc¢ pik ve katodik yonde iki pik
gorulmektedir.
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Sekil 4.1. LED c¢ozeltisinde paslanmaz celik tabanliginin oksijen atmosferinde 100
mV/s tarama hizi ile elde edilen donisumlu voltamogrami.

Sekil 4.1. de gorulen pikleri ifade eden tepkimeler asagida verilmektedir.

Anodik yonde olusan (Al), (A2) ve (A3) pikleri, (4.1.), (4.2)) ve (4.3)
tepkimelerine karsilik gelmektedir. Bu tepkimeler Li,Oy turlerinin oksijen gazina
yikseltgenmesi ve Li" iyonlarinin olusumu ile ilgilidir (Soavi, 2013). Katodik yéndeki
K1 piki sdperoksit olusumu, K2 piki oksijen gazinin siperoksit anyonuna
indirgenmesi ve Li,O, tirlerinin olusumu ile ilgili oldugu belirtiimektedir (Lacey,
2013).
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Sekil 4.2. LED c¢ozeltisinde jel elektrotta oksijen atmosferinde 100 mV / s tarama

hizi ile elde edilen donisimlu voltamogram.

LED cozeltisinde, glisin ve LINO; tuzundan hazirlanan jel ile olusturulan
elektrota ait donusumlid voltamogram Sekil 4.2.de verilmektedir. Anodik ydnde
olusan pikler lityum oksitlerin yikseltgenmesi, katodik yénde olusan pikler oksijen
gazinin indirgenmesi sonucu lityum peroksit, lityum siperoksit ve lityum oksitlerin
olusumuna karsilik gelmektedir. Sekil 4.2. den goérildugu gibi jel elektrotta ylzey
alani geniglediginden dolayr PC tabanliga gore anodik ve katodik yondeki akim
degerlerinin arttiy1 ve piklerin genisledigi gorulmektedir.

Z.0

1.8

1.0

0.5

D =) 20 5.0 00 1.0 20
E/V(Ag/ AsCD
Sekil 4.3. LED cozeltisinde jel/MoOs elektrotta oksijen atmosferinde 100 mV/s
tarama hizi ile elde edilen déntsimli voltamogram
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Sekil 4.3 de jel/MoO; elektrotun oksijen atmosferinde LED c¢ozeltisinde
100 mV/s tarama hizi ile elde edilen donlisumll voltamogrami verilmektedir.Sekil
4.3. de jel/MoO; elektrota ait voltamogram incelendiginde anodik ve katodik
yondeki akimlar jel elektrota gore daha yiksek olmaktadir. Jel icerisine eklenen
MoO; un katalitik etkisi ile aciklanabilir. Akim artisina bagh olarak pikler
geniglemekte ve pik potansiyelleri anodik yénde taramada pozitif potansiyele,
katodik taramada ise negatif potansiyele kaymaktadir (Soavi, 2013).
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Sekil 4.4. LED c¢6zeltisinde jel/MoO; (500 °C, 5 saat) oksijen ortaminda 100 mV/s
tarama hizi ile elde edilen donustimli voltamogram.

Jel/MoOg; elektrotun 500 °C de 5 saat bekletilerek LED ¢dzeltisinde oksijenli
ortamda elde edilen donusumli voltamogrami Sekil 4.4. de verilmektedir. Elde
edilen voltamogramdan goruldugu gibi anodik yénde ~-2,00 V ile ~-0,50 V
araliginda Al piki ve ~0,00 V ile ~1,00 V araliginda A2 piki olusmaktadir. Katodik
yonde 0,80 V ile 1,20 V araliginda belirgin bir pik meydana gelmemekte katodik
akim artmaktadir. Jel/MoOj elektrotun 500°C de 5 saat bekletiimesiyle elde edilen
pik akimlariyla ayni elektrotun sicaklk uygulamasi yapilimadan elde edilen pik
akimlarinda ¢ok buyuk bir artis gézlenmemektedir. Bu durum jel/MoO; 500°C de 5
saat bekletiimesiyle yeterince aktiflestirlememesinden kaynaklanabilir.

58



C.U Fen ve Miihendislik Bilimleri Dergisi Y1l 2015 Cilt: 33-4

4.0

=
~-20}
"E, K1

a0l /

-80 . . : . .
2.0 =20 =L -1.0 oo 1.0 20

0

E/V(Ag/ AzCD)

Sekil 4.5. LED ¢o6zeltisinde jel/MoO; (500 °C, 8 saat) oksijen atmosferinde 100
mV/s tarama hizi ile elde edilen donisumlu voltamogram.

Sekil 4.5. de 500 °C de 8 saat bekletilen jel/MoO; elektrotun oksijen
atmosferinde elde edilen déntusimli voltamogrami verilmektedir. Sekil 4.5. de ~-
2,00 V ile ~0,50 V ve ~0,60 V ile ~1,50 V araliginda anodik yonde genis pikler
olusurken, ~-1,50 V ile ~-1,80 V araliginda katodik yénde bir pik(K1) gorilmektedir.
Lityum oksit, lityum peroksit ve lityum superoksit bilesikleri anodik yénde oksijen
gazi olustururken, katodik yonde ise oksijen gaz indirgenmesi ve c¢ozeltide
bulunan lityum iyonuyla birlikte Li,Oy turleri olusmaktadir. Jel/MoO; (500 °C, 8 saat)
elektrotta, 500 °C de farkh surelerde bekletilen diger jel/MoO; elektrotlara gore
akimlarin daha vyiksek oldugu ve dolayisiyla etkinligin yiksek oldugu
voltamogramlardan gorulmektedir (Sekil 4.3 ve 4.4). Daha iyi elektrot
performansina ulasabilmek icin katot aktif maddelerin homojen tek faza, kigik
tanecik boyutuna, godzenekli bir yapiya ve buyik yilizey alanina sahip olmasi
istenmektedir (Chen ve ark., 2002, Bates ve ark., 2000, Abraham ve ark., 2004).
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Sekil 4.6. 500°C de farkh surelerde alinan

Sekil 4.5. da jel/MoOs; (500°C, 8 saat), elektrotunun SEM go6runtiisi
verilmektedir. JelfMoO; (500°C, 8 saat) elektrotunun yiizeyin homojen sekilde
olusmus gozenekli yapi SEM goérintistinden gorulebilmektedir. Jel/MoO; (500°C, 8
saat) elde edilen g&zenekli yapi sayesinde LiO, turlerin yiizeyde diger elektrotlara
gore daha fazla olugmasina katki sagladigi soéylenebilir. Jel/MoO; (500°C, 8 saat)
elektrotunun SEM gdrintllerinden elde edilen gbzenekli yapisi déntstimli
voltametri olglimlenyle uyusmaktadir.MoO3; kil firninda 500°C de 8 saat
bekletilerek hazirlanan jel elektrotlarin gbzenekli yapi olusturdugu, artan ve azalan
bekleme surelerinde ise go6zenekli yapinin degistigi SEM goruntilerinden
belirlenmistir.  Hazirlanan elektrotlarda uygulanan islemlerin MoO; in katalitik
Ozelliginin ve elektrotun gézenekliligini etkiledigi gorulmektedir.

Sonuglar

Bu calismada, Lityum hava pillerinde katodik tepkime oksijen indirgenmesi
icin katot katalizori olarak paslanmaz celik tabanlik Gzerinde jel ve jel MoO;
katalizorii  olusturulmustur. Hazirlanan elektrolarin katalitik etkinlikleri, oksijen
atmosferinde LED c¢ozeltisi icerisinde donlUsumli  voltametri elde edilmistir.
Elektrotlarin ylzey goruntileri taramali elektron mikroskobu kullanilarak alinmistir.
Elde edilen deney sonugclarina gore;

Paslanmaz celik tabanlik Uzerine sirllen jel elektrotta katodik tepkimede
akim degerleri artmistir. Jel icerisine eklenen MoOs; katalizériiniin etkisini artirmak
icin 500 °C de 5, 8 saat bekletilmigtir. Jel/MoO; (8 saat) elektrotun katalizér
icermeden hazirlanan elektroda gdre voltamogramlarinda daha yiksek pik akimi
elde edilmigtir. SEM ile goruntilerinde, paslanmaz celidin yizeyi duz bir yapiya
sahip iken, hazirlanan katalizérli ve katalizorsuiz elektrotlarda g6zenekli yapilar
olusmustur. Farkli sicakliklarda hazirlanan katalizérli elektrotlarda ise homojen ve
g0Ozenekli yizeyin MoO3; 500°C de 8 saat bekletilerek hazirlanan elektrot oldugu
gorulmektedir.

Verimi ve kapasitesi yuksek lityum hava pilli elde etmek igin katot
materyalinin elektro katalitik etkisi ve gozenekli yapisi 6nemlidir. MoO3; 500°C de 8
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saat bekletilerek hazirlanan jel elektrotun g6zenekli yapisi ve oksijen
indirgenmesinde gosterdigi katalitik etki nedeniyle lityum hava pil hiicrelerinde katot
olarak kullaniimasi 6nerilebilir.
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! B-GLUKOZIDAZ ENZIMININ KAYISI (PRUNUS ARMENIACA)
CEKIRDEKLERINDEN SAFLASTIRILMAS| VE KARAKTERIZASYONU*

Purification and Characterization of 8-Glucosidase From Prunus Armeniaca Seeds

Go6zde ERGOGCEN S.Seyhan TUKEL
Kimya Anabilim Dal Kimya Anabilim Dal
OZET

Bu calismada, Malatya ili ve ¢evresinde bol miktarda yetistirilen ve simdiye
kadar B-glukozidaz kaynagi olarak kullaniimamis olan Prunus armeniaca (kayisi)
cekirdeklerinden B-glukozidaz enziminin saflastiriimasi, kinetik 6zellikleri (K, Viax)s
termal ve depolama kararliliklarinin arastirilmasi amagclanmistir. Saflastirilan -
glukozidaz'in molekil agirhginin 107 kDa oldugu ve herbiri birbirinin ayni 23 kDa
kutleli 5 alt birimden olustugu belirlenmigtir. Prunus armeniaca B-glukozidaz’inin
optimum pH degeri 5,0 ve optimum sicakhgi 45°C'dir. B-glukozidaz'in 5°C’deki
termal kararlih@i ve 5°C’deki depolama kararliligi denenen diger sicakliklara (25 ve
50°C) gore daha yuksek bulunmustur. K., ve Vo kinetik parametreleri p-nitrofenil-
B-D-glukopiranozit substrati icin sirasiyla 1,95 mM ve 77,5 U/mg prot. bulunmustur.
Anahtar kelimeler: B-Glukozidaz, saflastirma, karakterizasyonu, kinetik, Prunus

armeniaca

ABSRACT

In this study, we aimed to purify B-glucosidase from Prunus armeniaca
(apricot) seeds which are abundant in Malatya (Turkey) and its surroundings and
have not been used as B-glucosidase source up to now as well as, to determine
kinetic parameters (K, Vmax), thermal and storage stabilities of the purified B-
glucosidase. The molecular weight of the purified enzyme was estimated as 107
kDa and the enzyme was consist of five identical subnits with the molecular weight
of 23 kDa each. The optimal pH value of B-glucosidase was 5.0 and its optimal
temperature was 45°C. B-Glucosidase preparations showed better thermal and
storage stabilities at 5°C than those of other temperatures (25 and 50°C). Km and
Vmax Values were 1.95 mM and 77.5 U/mg prot., respectively towards p-nitrophenyl-
3-D-glucopyronoside.
Key Words: B-Glucosidase, purification, characterization, kinetic, Prunu armeniaca

Giris

Enzimler, metabolizma reaksiyonlarinin pek ¢ogunu hizlandiran, protein
yapisinda biyolojik katalizorlerdir. Bununla beraber enzimler dogal ortamlari
disinda da uygun kosullar saglandiginda etkilerini gésterebilirler ve bundan dolayi
pek cok alanda enzimlerden yararlanilabilmektedir. Bu durumda enzimlerin yer
aldiklari  dokularin  veya hicre kisimlarinin  belirlenmesi, biyokimyasal

* Yiksek Lisans Tezi- M. Sc. Thesis

63



G.U Fen ve Muhendislik Bilimleri Dergisi Yil 2015 Cilt: 33-4

reaksiyonlardaki islevlerinin ortaya cikarilmasi, etki mekanizmalarinin ve kinetik
Ozelliklerinin tim ayrintilariyla incelenmesi ve enzimlerin saflastirilarak elde
edilmesi biylk dnem tagimaktadir.

Sistematik adi B-D-glukozid glukohidrolaz (EC 3.2.1.21) olan f-
glukozidazlar oligosakkaritlerdeki veya diger glukoz bilesiklerindeki B-glukozid
baglarini  hidroliz edebilen enzimlerdiR. B-Glukozidazlarin mikroorganizmalar,
hayvanlar ve bitkilerde yaygin olarak bulunduklari ve biyolojik yollarda t¢ dnemli
gorevlerinin oldugu bildiriimektedir.

Bu gorevlerden birisi, bakteri ve mantarlarda bulunan B-glukozidazlarin
selllaz enzim sisteminin (sellobiohidrolaz, endo- B-glukonaz ve B-glukozidaz) bir
parcasi olarak seliiloz ve sellobioz yikilmasindaki roltdur (Sekil 1).

CH,0H CH20H CH,OH CH,OH
H 0 H O\ %H b-glukozidaz H O OH2 H O\ OH
H H _— H + H
OH H OH H OH H OH H
OH H H OH H OH H
H OH H OH H OH H OH
Sellobioz Glukoz Glukoz

Sekil 1. Sellobiozun B-glukozidaz tarafindan hidrolizi.

ikincisi; endojen siyanojenik glikozitlerdeki B-glukozidik bagin hidrolizi ile
aglikan ve siyanohidrinlerin olusumunu katalizlemesidir. Dogada siyanohidrinler
siyanojenik glikozitlerin aglikan kismi olarak bulunurlar. Bu bilesikler HCN kaynagi
olarak gorev alirlar ve ayrica azot transport metabolizmasinda rol oynarlar. Bu
olayin tumu siyanojenez olarak bilinmektedir. Siyanojenezde olusan HCN
herbivoral ve fungal ataklar sonucu olugan doku yaralanmalarinda bitkiyi korudugu,
L-asparajinin biyosentezinde azot kaynagi olarak kullanildigi bildiriimektedir. Bitki
B-glukozidazlarin diger ©nemli bir fonksiyonlari da inaktif hormon-glukozid
bilesiklerinden aktif hormon formlarini serbestlestirerek; sitokinin, giberellin ve
oksin gibi bitki hormonlarinin biyolojik aktivitelerinin dizenlenmesi ile ilgilidir.

Materyal ve Metod

Materyal

Ara¢c ve Gerecgler: UV-Vis spektrofotometre (Shimadzu UV-1800), HPLC
(Shimadzu, Classs Vp serisi), Biosuite 250 HR molekuler eleme kolonu (7,8x300
mm), HiPrep 16/10 Butil FF kolonu (1x20 cm) hidrofobik etkilesim kolonu.
Kimyasallar: Amonyum silfat, sodyum hidroksit, sodyum karbonat, Coomassie
Brillant Blue G 250, elektroforez icin standart proteinler (Fermantes, SM 1811), etil
alkol, sigir serum albumin, fosforik asit (%85, v/v), hidroklorik asit (%37, v/v),
glasiyel asetik asit, metanol, 2-merkaptoetanol, 4-nitrofenil-3-D-glukopiranozid,
TEMED, akrilamid, N'N’-bis-metilen-akrilamid, amonyum persulfat, SDS, gliserol,
bromofenol mavisi, bitanol.
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Metod
Cekirdeklerin Homojenizasyonu

Sert kabuklarindan ¢ikartilan ¢ekirdek iclerinin her 1 gramina 8 mL-20°C'ye
kadar sogutulmus aseton eklenerek drnekler homojenize edilmis ve homojenat su
trompu yardimiyla vakum altinda sizilmustir. Boylece aseton ile birlikte fenolik
bilesikler ve bazi lipitler de suzuntu ile birlikte uzaklastiriimis olmaktadir. Filtre
kagidinin Ustiinde kalan kisim tekrar blender haznesine alinarak islem yukarida
anlatildigr sekilde 3 kez tekrarlanmigtir. Son stzme iglemi sonucunda slzgeg
kagidinda kalan kati ekstrakt asetonun ucurulmasi amaciyla 24 saat 5°C
bekletildikten sonra amonyum silfat ¢oktirmesi igin kullanilmig veya daha sonra
kullaniimak tzere -20°C’de derin dondurucuda saklanmistir..

Amonyum Sulfat ile Coktirme

Aseton ekstraksiyonu igslemi sonucunda elde edilen kati ekstraktin her 1
grami 5 mL sitrik asit-Na,HPO, (50 mM, pH:5,5) icerisinde ¢ozuldikten sonra elde
edilen ¢ozelti, 10000 rpm’de 20 dakika boyunca santrifij edilmigtir. Elde edilen
supernatanta %20-60’'lk amonyum silfat c¢oktirmesi uygulanmistir. Amonyum
sulfat ¢oktirmeleri sonucunda elde edilen her bir c¢okelti ve sipernatantin -
glukozidaz aktiviteleri ve protein miktarlari Bradford (1976) yontemiyle l¢cilmustur.

Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi

B-Glukozidaz'in  hidrofobik  etkilesim  kromatografisi  (HEK) ile
ayristirlmasinda dolgu maddesi olarak butil sefaroz iceren HiPrep 16/10 Butil FF
kolonu (1x20 cm) kullaniimistir. Amonyum sulfat ¢oktirmesi sonucu elde edilen
¢okelti, 50 mM sitrik asit-Na,HPO, (pH:5,5) icerisinde ¢ozillerek hidrofobik etkilesim
kromatografisine uygulanmigtir. (3-Glukozidaz'in kolondan alinmasi i¢in %60-0
(w/v) arahginda farkh derigsimlerde amonyum silfat iceren 50 mM fosfat tamponu
(pH 7,0) kolondan gegcirilmis ve toplanan eluatlarin 280 nm’deki absorbans
degerlerine bakilmistir. Protein iceren 6rneklerde pB-glukozidaz aktivitelerine
bakilarak, B-glukozidaz iceren eluatlar bir araya getirilmistir.

Protein Tayini

Saflastirima iglemleri sirasinda p-glukozidaz 6rneklerinin protein miktarlari
Bradford yontemi (1976) ile belirlenmistir. Bu yontem Coomassie Brillant Blue G-
250'nin fosforik asitli ortamda proteinlere baglanmasi esasina dayanmaktadir.
Olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans gdstermektedir. Proteine
boyanin baglanmasi ¢cok hizli (2 dk) gelismektedir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100
mikrogram arasinda degismektedir.

Tayin islemleri séyle yapilir; 1 mL'sinde 1 mg protein ihtiva eden standart
sigir alblmin ¢ozeltisi tuplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pL alnir.
Saf su ile tum tuplerin hacmi 0,1 mL'ye tamamlanir. 5 mL Coomassie Blue reaktifi
tuplere ilave edilir ve vorteks ile karnistinilir. 10 dk sonra 595 nm’de 3 mL’lik
kuvetlerde kore kargi absorbans degerleri okunur. 0,1 mL saf su ve 5 mL
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Coomassie Blue reaktifinden olusan karisim kor olarak kullanilir. Absorbans
degerlerine karsilik gelen mikrogram protein degerleri ile standart grafik ¢izilir.

B-Glukozidaz Enzimin Aktivitesinin Belirlenmesi

B-Glukozidazin aktivitesinin belirlenmesinde Chen ve ark. tarafindan
Onerilen ve 6n ¢alismalarda tarafimizca modifiye edilen yontem kullanilacaktir. Bu
yonteme gore; bir deney tipulne sitrat-fosfat (pH 5,5) tamponundan hazirlanmis ve
aktivitesi Olcilecek enzimin substrat ¢ozeltisinden (4-nitrofenil-B-D-glukopiranozid)
2,95 mL ve enzim ¢ozeltisinden 50 pL ilave edilecektir. Karisim 10 dakika sureyle
37°C’deki su banyosunda birakilacak ve bu sirenin sonunda tiplere, reaksiyonu
durdurmak icin 3 mL 0,2 M Na,COj; ilave edilecektir. Olusan ¢tzelti 4500 rpm’de 15
dakika santriftij edilerek, berrak olan kisim alinip UV spektrofotometresin de 410
nm dalga boyunda absorbansi 6lgulecektir. Enzim aktivitesi 37°C’de dakikada
acida c¢ikan pmol 4-nitrofenol (umol 4-nitrofenol/dk) olarak; spesifik aktivite ise
37°C’de dakikada 1 mg enzim proteinin agiga cikardigi pmol 4-nitrofenol (umol 4-
nitrofenol/dk/mg protein) olarak belirtiimektedir.

Molekdiler Agirhginin Belirlenmesi

B-Glukozidaz'in molekiler agirligi HPLC ile Biosuite 250 HR molekiler
eleme kolonu (5um, 7,8x300 mm) kullanilarak Diyot Array Dedektdr (DAD) ile 220
nm’de belirlenmistir. Hareketli faz olarak akis hizi 1 mL/dk olan 300 mM NaCl
iceren fosfat tamponu (100 mM, pH 7,0) kullanilmis ve analiz boyunca kolon
sicakhgi 30C’de sabit tutulmustur. Standart protein grafiginin c¢izilmesinde
molekuler agirliklari 26,6 kDa olan triozfosfat izomeraz, 36,5 kDa olan laktat
dehidrojenaz, 48,5 kDa olan fumaraz, 58,5 kDa olan piruvat kinaz, 90 kDa olan
laktoferrin, 116 kDa olan 3-galaktozidaz ve 180 kDa olan a,-makroglobulin standart
proteinleri kullaniimigtir.

SDS-PAGE Elektroforezi
Laemli’'nin 6nerdigi ydnteme gore yapiimigtir.

Aktiviteye pH'nin Etkisinin incelenmesi

B-Glukozidazin aktivitesine pH’nin etkisini arastirmak icin pH 4,0, 4,5, 5,0
ve 5,5 (50 mM asetat tamponu), pH 6,0 (50 mM sitrat tamponu), pH 6,5 ve 7,0 (50
mM fosfat tamponu) tampon c¢o6zeltileri icerisinde [(-glukozidazin aktivitesine
bakilarak optimum aktivite gosterdigi pH degeri belirlenecektir.

Aktiviteye Sicakhgin Etkisinin incelenmesi

B-Glukozidazin aktivitesi Uzerine sicakligin etkisini belirlemek amaciyla
enzim aktivitesi 10-60°C arasinda degisen sicakliklarda her seferinde sicakhk
10°C arttinllarak olculecektir.

Aktiviteye Substrat Konsantrasyonunun Etkisinin incelenmesi
Farkli derisimlerde hazirlanan substrat (4-nitrofenil-3-D-glukopiranozid)
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¢cozeltisi kullanilarak enzim aktivitesi dlgtilecek ve Sigma-Plot Enzim Kinetik Modll
yazihmi kullanilarak Linewevear-Burk grafigi ¢gizilecektir.

Arastirma Bulgulari ve Tartigma

Bulgular

Cekirdeklerin Homojenizasyonu ve Amonyum Sulfat ile Coktirme Bulgulari
Cekirdeklerin -20°C'ye sogutulmus aseton ile homojenizasyonu, asetonun

ucurulmasi ve tampon ile ¢ozilmesiyle elde edilen ham ekstrakta B-glukozidaz

aktivitesi ve protein miktari belirlenmistir (Cizelge 1). Aseton ekstraksiyonu sonrasi

elde edilen kati ekstraktin her 1 grami 5 mL sitrik asit-Na,HPO, (50 mM, pH:5,5)

tamponunda c¢o6zulmustir. (NH4),SO, c¢oktirmesi yapildiginda ise en yiksek B-

glukozidaz aktivitesinin %50’lik amonyum silfat ¢oktirmesi sonucu elde edilen

¢cokeltide oldugu belirlenmistir.

Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi Bulgulari

%50’lik amonyum sulfat ¢coktirmesi sonucunda elde edilen ¢okeltinin 50
mM sitrik asit-Na,HPO, tamponu (pH 5,5) icerisindeki ¢cozeltisi hidrofobik etkilesim
kromatografisine uygulanmis ve %60-0 amonyum sulfat iceren fosfat tamponu ile
elie edilen fraksiyonlarin 280 nm’deki protein absorbanslarina bakilmistir.
Absorbans veren eluatlarda B-glukozidaz aktivitesi Olcilerek, B-glukozidaz'in
tampon c¢ozelti ile elue edildigi belirlenmistir. Elde edilen sonuclar $Sekil 2’de grafik
Uzerinde gOsterilmistir. Sekil 2'de goralduga gibi dort dnemli protein bandinin
oldugu ancak 60-80 nolu fraksiyonlar arasinda [(-glukozidaz aktivitesinin
g6zlemlendigi bulunmustur.

0,5 5

—— 280 nm'deki i 1 .
Pratein Absorbansi ;

0.4

(]

280 nm'deki Protein
Absorbanslan
=
(%)
e,
[ %]
F-Glukozidaz Aklivitesi
(UfmL)

Q 20 a0 &0 a0 100
FraksiyonhMNo

Sekil 2. Hidrofobik etkilesim kromatografisi sonugclari.
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Cizelge 1. Kayisi (Prunus armeniaca) ¢ekirdegi B-glukozidaz icin saflastirma

sonuglari.
Saflastirma Hacim Akt. Protein Top. | Top. Spesifik Verim Saflastirma
basamagi (mL) (U/mL) | (mg/mL) | Prot. | Akt. | Akt.(U/mL (%) Orani
(mg) | (V) prot.)

Ham

-glukozidaz 43 4 0,86 34,4 | 172 5 100 1
ekstrakti
%50 Amonyum

sulfat 10 13,6 0,9 9 136 15 79 3
cOkturmesi

Hidrofobik

etkilesim 28 3,9 0,14 3,9 112 29 59 6
kromatografisi

sonrasl

B-Glukozidaz'in Molekiler Agirhginin Belirlenmesi Sonuclari

B-Glukozidaz'in molekiler agirhginin belirlenmesinde Biosuite 250 HR
molekiler eleme kolonu kullaniimig, B-glukozidaz i¢in alikonma zamani bulunmus
ve standart protein grafigi kullanilarak molekuler agirhdi yaklasik 107 kDa olarak
belirlenmistir. Bu sonuglarin SDS-PAGE sonugclari ile birlikte degerlendiriimesiyle
saflastirilan B-glukozidaz'in yaklasik 23 kDa agirliginda 6zdes 5 alt Uniteye sahip
oldugu belirlenmistir (Sekil 3).

B-glukozidaz

S

Sekil 3. B-Glukozidaz icin 6rnek bir SDS-PAGE sonucu.
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B-Glukozidaz'in Aktivitesine pH’nin Etkisi ile ilgili Bulgular

B-Glukozidaz aktivitesinin pH'ya baglh degisimi pH:4-8 araliginda
incelenmistir. B-Glukozidaz'i igcin maksimum aktivite gdsterdigi pH degeri 5,0'dir. pH
4,0'da maksimum aktivitenin ancak %56’sini gostermektedir. Diger taraftan pH
6'da gozlenen aktivite maksimum aktivitesinin %80'i kadardir. pH 8'de enzim
maksimum aktivitesinin ancak %36’sini gosterebilmektedir.

B-Glukozidaz Aktivitesine Sicakligin Etkisi ile ligili Bulgular

B-Glukozidaz aktivitesinin sicakhiga bagl degdisimi 10-60°C araliinda
incelenmis bulgular incelenmistir. Kayisi B-glukozidaz'i icin maksimum aktivite
gosterdigi optimum sicaklik 45°C olarak belirlenmigtir. 20°C oldugunda maksimum
aktivitenin ancak %42'sini gostermektedir. Diger taraftan 60°C’de g6zlenen
aktivitenin maksimum %60’I kadardir.

B-Glukozidaz'in Kinetik Parametreleri ile ilgili Bulgular

Belirlenen optimum pH ve sicaklikta (5,0 ve 45°C) 0,01-7,0 mM p-nitrofenil-
B-D-glukopiranozit derisimleri kullanilarak dlgulen aktiviteler icin Sigma Plot Enzim
Kinetik Modul programi kullanilarak Lineweaver-Burk grafigi ¢izilmis (Sekil 4) ve

kinetik parametreler hesaplanmistir. K, ve V.« degerleri sirasiyla 1,95 mM ve 77,5
U/mg prot. olarak hesaplanmistir.

0,30 1
0,25

0,20

0,15

W(Ungproty”

0,10

0,05

2 0 2 a 6 8 10 12
1/[S] (mM™)
Sekil 4. B-Glukozidaz icin Lineweaver-Burk grafigi.

B-Glukozidaz'in Termal Kararhhgr ile ilgili Bulgular

B-Glukozidaz 6rnegdi 5, 25 ve 50°C’'de 2, 4, 8 ve 16 saat bekletildikten
sonra kalan aktiviteleri 6lcilmius ve % bagil aktiviteler hesaplanmistir. Sonuclar
tum inkiibasyon sureleri icin en yiksek kalan aktivite degerleri 5°C’de bekletilen
ornekler icin elde edilmistir. 16 saat inkiibasyon stiresi sonunda 5°C’de aktivitenin
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%72’sini korudugu go6zlenmigtir. 25°C’de ve 50°C’de ise sirasiyla aktivitesinin %67
ve %54'Unl korudugu bulunmustur.

B-Glukozidaz'in Depolama Kararhhgi ile ligili Bulgular

B-Glukozidaz 6rnegini oda sicakhginda ve 4°C'de 50 Mm pH 5,5 fosfat
tamponunda bekletilerek belirli gunlerde kalan aktiviteleri dlciimustur. Kayisi -
glukozidaz drneginin depolama suresine baglh aktivite degisimleri 25°C’de 15. gun
sonunda aktivitesinin tamamen kayboldugu gdzlenirken; 4°C’de ise 30. gunin
sonunda enzimin baslangi¢ aktivitesinin kayboldugu belirlenmisgtir.

Tartigma

Literatirde B-glukozidazin Prunus familyasina ait baz bitkilerin
cekirdeklerinden saflastirimasi  ve karakterizasyonu ile ilgili calismalar
bulunmaktadir. Ancak Prunus armeniaca c¢ekirdeklerinden saflastiriimasi ve
karakterizasyonu ile ilgili herhangi bir ¢calismaya rastlanmamistir. 3-Glukozidaz'in
saflastiriimasi icin yapilan on calismalarda sirasiyla aseton
ekstraksiyonu,(NH,4),SO, c¢oktirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi
denenmigtir. Simdiye kadar B-glukozidaz kaynagi olarak kullaniimamis olan kayisi
(Prunus armeniaca) cekirdeginden pB-glukozidaz enzimi %59 verimle 6 kat
saflagtinimistir. Gerardi ve ark., (2001) Prunus avium L. (olgun kiraz) meyvesinden
kromatografi yontemleriyle B-glukozidaz'n %26 verimle 6,8 kat saflastirmiglardir.
Odoux ve ark., (2003) Vanilla planifolia (vanilya) tohumundan %8,4 verimle 7,2 kat
saflagtirdiklarini rapor etmislerdir. Chen ve ark., (2012) Prunus domestica (erik)
tohumlarindan  glukoz-toleransh  B-glukozidaz’t %5,4 verimle 59,2 Kkat
saflastirdiklarini bildirmislerdir.

Prunus armeniaca (kayisi) ¢ekirdeklerinden saflastirdigimiz B-glukozidaz'in
her birinin yaklasik 23 kDa agirhginda 6zdes 5 alt Uniteye sahip olduklan
belirlenmistir. Chen ve ark., (2012) Prunus domestica B-glukozidaz'in 61 kDa
agirhiginda ve tek bir alt birime sahip oldugunu bildirmiglerdir.

Saflastinlan B-glukozidaz’a pH’nin  etkisinin arastirimasi ile ilgili
calismalarimizda maksimum aktivitenin ol¢uldigia pH degeri 5,0 (50 mM asetat
tamponu) bulunmustur. Literatirde Prunus domestica ve Prunus avium L. gibi
Prunus turd meyvelerin cekirdeklerinden saflastirilan B-glukozidaz’'lar igin
maksimum aktivitenin 6élculdigi pH degerinin 5,0-5,5 arasinda oldugu bildirilmigtir
(Gerardi ve ark., 2001; Chen ve ark., 2012).

Calismamizda saflastirilan B-glukozidaz icin en uygun sicakhgi 45°C
olarak belirlenmigtir. Odoux ve ark., (2003) Vanilla planifolia tohumundan
saflastirilan B-glukozidaz icin en uygun sicakhk pH 7,0’de 40°C’dir. Chen ve ark.,
(2012) Prunus domestica (erik) tohumlarindan glukoz-toleransli $-glukozidaz icin
optimum sicakligi 55 C olarak rapor etmislerdir.

Saflastinlan B-glukozidaz aktiviteleri icin yapilan kinetik calismalarin
sonucunda K-V degerleri sirasiyla 1,95 mM ve 77,5 U/mg prot. olarak
hesaplanmistir. Odoux ve ark., (2003) Vanilla planifolia tohumundan saflastirilan 8-
glukozidaz i¢in yapilan kinetic ¢alismalar sonucunda K-V, degerleri sirasiyla 1,1
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mM ve 4,5 pkat.mg'1 olarak hesaplandidi rapor edilmigtir. Chen ve ark., (2012)
Prunus domestica (erik) tohumlarindan glukoz-toleransh B-glukozidaz icin K, ve
Vmax degerleri sirasiyla 3,09 mM ve 122,1 umol/dk mg bulunmustur.

Sonuclar

Daha O©nceden B-glukozidaz kaynagdi olarak kullanilmamis Prunus
armeniaca cekirdeklerinden saflastirilan B-glukozidaz'in molekul agirhdr 107 kDa
olan 5 6zdes alt birimden olustugu belirlenmistir.

Prunus armeniaca (kayisi) ¢ekirdeklerinden B-glukozidaz %59 verimle 6
kat saflastirilmistir.

Saflastinlan B-glukozidaz K., degeri 1,95 mM ve V., 77,5 U/mg prot.
olarak belirlenmistir.

Saflastinlan B-glukozidaz icin en yiksek aktivitenin gdzlendigi optimum pH
ve sicaklik sirasiyla 5,0 ve 45°C olarak belirlenmistir.

Kayisi (Prunus armeniaca) cekirdeklerinden saflastirilan B-glukozidaz'in
termal kararhliklari karsilastirildiginda; 5°C’de 16 saat sonunda [B-glukozidaz
aktivitesinin  %72'sini, 25°C'de %67'si ve 50°C'de ise 9%54’Uni korudugu
belirlenmistir.

Saflastinlan B-glukozidaz farkli kosullarda depolandiklarinda; 4°C’'de
bekletilen B-glukozidaz 30 guinin sonunda aktivitesinin tamamini kaybederken oda
sicakliinda bekletilen 15 giniin sonunda tim aktivitesini kaybettigi belirlenmigtir.
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YENi AMINOMETILFOSFIN VE METAL KOMPLEKSLERININ SENTEZI
BiYOLOJIK ETKINLIKLERININ INCELENMESI ~

Synthesis of New Water Soluble Aminomethylphosphine and Their Metal
Complexes and Investigation of Their Biological Activity*

Tugba Keles Osman Serindag
Kimya Anabilim Dal Kimya Anabilim Dal
OZET

Bu calismada suda c¢6zunebilir aminometilfosfin ligandlari,(N,N-bis-
(dihidroksimetil-fosfinometil)-amino-metil,[(CH,OH)2PCH,),NCH3))],N,N-bis-
(dihidroksimetil-fosfinometil)amino-bditil,[(CH,OH),PCH,),NBu))])  uygun  fosfin
hidridlerin formaldehit varhidinda etanol icerisinde inert azot atmosferinde
formillenmesiyle sentezlenmistir. Bu ligandlarin suda ¢6zunebilir Pt(Il), Pd(ll),
Co(ll), Au(l) metal kompleksleri Schlenk metoduna gére sentezlenmis,
sentezlenen metal komplekslerin ve ligandlarin  karakterizasyonu icin
termogravimetrik analiz, elementel analiz teknikleri ve kitle, FT-IR, NMR
spektroskopisi (lH,13C,31P ) kullanilmistir. Sentezlenen metal komplekslerin akciger
kanser hucreleri A549 Uzerinde sitotoksik etkisi ve bazi bakteri tirleri Gizerinde
antibakteriyel ozellikleri incelenmisgtir. Uygulanan derigimlerde
[PdCI,(CH,OH),PCH;),NCHj3)] kompleksinin stotoksik etki gdsterdigi. Au(l) (10)
metal kompleksinin de diger metal komplekslerine gére daha yuksek antibakteriyel
etki gosterdigi saptanmistir.

Anahtar Kelimeler:. Suda C6zinebilir Fosfin, Aminometilfosfin,

ABSTRACT

In this study the water soluble aminomethylphosphine ligands(N,N-
bis(hydroxymethylphosphinomethyl)aminomethyl,(CH,OH),PCH,),NCH3)), N,N-
bis(hydroxymethylphosphinomethyl)amino-butyl,(CH,OH)»(PCH,),NBu)) were
synthesized by the formylation appropriate phosphine hydrides in the presence of
formaldehyde in ethanol under nitrogen atmosphere using the Schlenk method.
The water soluble Pt(ll), Pd(ll), Co(ll), Au(l) metal complexes of the
aminomethylphosphine ligands have been synthesized . All the metal complexes
and the ligands have been characterized by, FT-IR, NMR (‘H, **C, *'P)
spectroscopic and elemental analysis technigques. These complexes were tested
as cytotoxic agents against human epithelial adenocarcinoma cell line A549 and
antimicrobial activity were studied on some bacteries.
[PdCI,(CH,OH),PCH,),NCHs)] complex has been shown cytotoxic effect for the
applied concentration. The Au(l) metal complex has shown the best antimicrobial
activity in comparison with the other metal complexes.
Keywords:. Water Soluble Phosphine, Aminomethylphosphines

" Doktora Tezi-Phd. Thesis
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Girig

Su cevresel ve biyolojik bir ¢ézicudir. Bu yizden sulu ortam kimyacilar
icin caziptir. Ozellikle suda ¢ozunebilir gecis metali kompleksleri, iki fazli kataliz
(organik —sulu) ve bio-tip uygulamalarindaki yararlarindan dolayr son yillarda 6n
plana c¢ikmistir (Higham ve ark. 1998). Bunun yanisira spesifik bazi metal
kompleksleri belirli bazi hastaliklarin teshis ve tedavisinde kullaniimaktadir. Bu
durum in vivo ortamda kararli ve suda ¢odzinebilir metal komplekslerin sentezine
olan ilgiyi arttirmaktadir (Kattesh ve ark. 1999). Cesitli ligandlar gecis metallerinin
belirli oksidasyon basamaklarinda kararli bilesikler olusturmak ve sulu
koordinasyon bilesikleri olusturmalari agisindan uygundur. Bu sinif ligandlar icinde
¢ok yonla kimyasiyla en etkin olan ligand fosfinlerdir (Li ve ark 1997). Tersiyer
fosfin ligandlarinin ve gecis metali komplekslerinin antitimaor ve antibakteriyel etki
gosterdiginin  deneysel olarak saptanmasi bu tir bilesiklerin sentezine ve
farmakolojik 6zelliklerinin incelenmesine olan ilgiyi son yillarda daha da artirmigtir.
Suda ¢ozunebilen di veya tri-sulfoarilfosfinler 6érnegin P(m-CgH,SOsNa); yuksek
aktiviteye sahip suda co6zinebilir metal katalizorlerin gelisiminde 6nemli rol
oynamaktadirlar (Komiya ve ark. 1994). Hidrofilik alkil fosfinler spesifik yapi
avantajlar ile hem Kkatalitik hem de bio-tip uygulamalarda kullanildidi i¢in daha
fazla tercih edilmektedir (Kalck 1992 ve ark.). Degisik fonksiyonel gruplara sahip
fosfin ligandlarindan elde edilen metal kompleksleri niikleer tipta da oldukc¢a yaygin
bir sekilde kullaniimaktadir ( Higley ve ark. 1993). Ornegin tek digli ve iki digli
hidroksimetilfosfin  ligandlarindan  ¢ikilarak  sentezlenen  Tc-99m  temelli
radyofarmokolojik ilaglar olan tetrafosmin, technecard in-vivo kalp goérintileyici
ajan olarak kullaniimaktadir (Vanderheyden ve ark. 1985). Teknetyum ve
renyumun fosfin komplekslerinin in-vivo ortamda kararli oldugunun gozlenmesi
Uzerine yeni suda ¢ozlnebilir hidroksimetilfosfin ligandlarinin ve bunlarin metal
kompleklerinin sentezine olan ilgi artmistir (Lewis ve ark. 2000). Fosfin iceren metal
kompleksleri arasinda aminometilfosfin (R,P-CH,-N) komplekslerinin anti kanser
Ozeliklerinin incelenmesine yodnelik ¢alismalar yetersiz sayilabilecek durumdadir.
Suda ¢6zunebilir komplekslerin ila¢ olarak kullaniimasi hedef bolgeye dagihminin
artmasi ve ilacin toksisitesini minumuma indirmesi bakimindan yarar
saglayabilmektedir. Fosfinlere ve metal komplekslerine suda ¢6ziinebilme 6zelligi
polar fonksiyonel grup eklenmesi ile kazandirlabilir.

Materyal ve Metod

Bu calismada N,N-bis(dihidroksimetilfosfinometillaminometil (dhpam)
(CH,OH),PCH,),NCH3) ve N,N-bis(dihidroksimetilfosfinometil)aminobtil (dhpabu)
(CH20H)2PCH2)2NBu ligandlari ve bu ligandlarin Pt(ll), Pd(ll), Au(l), Co(ll) gegis
metali kompleksleri Schlenk metoduna go6re azot atmosferinde sentezlendi.
Sentezlenen ligand ve komplekslerin yapilari ( FT-IR, 'H-NMR,**C ve *P-NMR ),
spektrometrik cihazlari kullanilarak aydinlatildi ve biyolojik etkinlikleri incelendi.
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[(CH,OH),PCH;),NCHj3)](dhpam) Ligandinin Sentezi 1. Asama;

1.7 mL dimetilfosfit (18 mmol) 20 mL etanol icerisine alindi 2 mL(20 mmol)
formaldehit ve 0.8 mL metil amin (9.09 mmol ) varliginda 24 saat oda sicakhdinda
magnetik karistirici ile karistirildi. Ortamdaki etanol uguruldu, viskoz turuncu renkte
% 92 verimle Urin elde edildi (Sekil 1). Elde edilen bilesik elementel analiz
termogravemetrik analiz, kitle spektrumu *H, *C,*P NMR ve IR kullanilarak
karakterize edildi. Bilesik su, etanol, metanol, gibi c¢odzucllerde c¢6zlunirken
diklorometan, dietil eter gibi ¢6zuculerde ¢b6ziinmemektedir (m/z :273.1 g/mol).

‘|3H3 (1)
0 N
I HCHO, EtOH
HP(OCH3), + NH,CH; ————3
25°C H3CO~__ P/OCH3
N. g
neo” o \OCH3

Sekil 1. (PO (OCHs),),NCH3) Bilesiginin Sentezi (1),

Elementel Analiz Sonuglari; Bulunan: % 275 C , % 7.2 H, %5.09 N,
Hesaplanan: %30.5 C, %6.9 H, %5.1 N)

2. Asama (H,PCH,;NCH3;CH,PH,) Bilesiginin Sentezi(2);

8.4 mmol (PO (OCHjs)2)oNCH3) 1 no’lu bilesik 20 mL etanol igerisinde
¢ozilerek yandan boyunlu balon igerisinde belirli bir sire azot gazi gecirilerek
degaze edildi. Bu ¢ozeltinin sicakh@ buz banyosu kullanilarak 0°C ye dusurildi.
20mmol (20 mL) 1.0 M LiAlH, eter ¢Ozeltisi damlatma hunisi yardimiyla Schlenk
sistemi kullanilarak azot altinda yavas yavas eklendi (Sekil 2). Reaksiyon
tamamlandiginda turuncu renkteki cozeltinin renksiz oldugu go6zlendi. Olusan
beyaz renkteki lityum tuzu Glovebox'ta slzulerek ayrildi. Ortamda kalan LiAlH,4
fazlasi icin 10 mL degaze edilmis 6M HCl(aq) ¢ozeltisi ilave edildi. Azot altinda
dietil eter —su fazi ayrilarak eter fazi alindi. Dietil eter ugurularak triin beyaz renkte
viskoz bir sivi olarak elde edildi. **P NMR ve FT-IR spektroskopisi kullanilarak
karakterize edildi. Elde edilen bilesik havada ¢ok kisa sirede oksitlenmektedir.
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cH3
CHj
(2)
\‘ LiAIH,
—_—
H3CO\ /OCH3 0°C ’/ \‘
3c:o o OCH3

Sekil 2. (HZPCHZNCH3CH2PH2) Bilesiginin Sentezi (2).

3. Asama [(CH,0OH),PCH,),NCHj3)](dhpam) Bilesiginin Sentezi(3);

36 mmol formaldehit 20 mL etanol icerisine alindi. 2 saat azot altinda
karistirilarak degaze edildi. 2. Asamada elde edilen 2 nolu bilesik ayirma hunisi
yardimiyla azot altinda yavas yavas bu coOzeltiye eklenerek 12 saat oda
sicakhginda karistinldi. 12 saat sonunda bulanik bir ¢ozelti elde edildi (Sekil 3).
Co6zucu azot altinda uzaklastinlarak dhpam ligandi renksiz viskoz bir sivi olarak %
51 verlmle elde edildi. Elde edilen bilesik elementel analiz, kiitle spektrumu 'H,

3¢,*'P NMR ve FT-IR kullanilarak karakterize edildi. Bilesik su, etanol ,metanol,
gibi ¢ozuculerde c¢ozinurken diklorometan, dietili eter gibi ¢6zuculerde
¢ozinmemektedir. Elde edilen bilesik havada c¢ok kisa sirede oksitlenmektedir.
m/z: 243 g/mol

CH3
CHj (dhpam)
( w HCHO EtOH ( w
HOH2C\ CH,OH
25°C /
HOH2C CHZOH

Sekil 3. [(CH,OH)2PCH,),NCH?3)](dhpam) Bilesiginin Sentezi

Metal Komplekslerinin Sentezi;

1 mmol,0.243 g dhpam [(CH,OH),PCH,),NCH3;) ligandi 10 mL degaze
edilmis etanolde ¢ozllerek azot altinda yandan boyunlu bir balon igerisine alindi.
Bu c¢ozelti icerisine 10 mL diklorometanda cozilerek degaze edildi
(0.95mmol,0.27g) [Pd(COD)CI,] Schlenk teknidi kullanilarak ilave edildi (Sekil 4).
Karisim Azot altinda 40°C de 24 saat magnetik karistirici ile karistiriidi.
Diklorometan etanol fazi ayrildi. Etanol fazi ugurularak sari renkte kompleks elde
edildi. Olugsan kati suzilup, diklorometan ile birka¢ kez yikanarak vakumda
kurutuldu. Verim (% 61 ). (Ma: 419.42 g/mol), Kompleks kloroform, diklorometan ve
dimetilstlfoksit gibi organik c¢ozuculerde ¢béziinmezken; su, etanol, metanol gibi
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coziictlerde ¢oziinmektedir. Elde edilen bilesik elementel analiz, *H, *C,*'P NMR
ve IR kullanilarak karakterize edildi.

HOH,C  CH,OH HOH,C  cH,0H

\/
a LK _a 40°C / P\
HyC—N /II/Pd\C| — 3 H,C—N /Pd<

P 48 saat p

HOH,C CHz0H Pd COD Cl, HOH,C CHzOH

Sekil 4. [Pd((CH,0OH),PCH,),NCHj;)Cl,] Kompleksinin Sentezi

Arastirma Bulgulari

Sentezlenen bilesiklerin karakterizasyonu FT-IR ve 'H, “*C, *P NMR
spektrumlari alinarak incelenmistir
FT-IR Spektrumlarinin Degerlendirilmesi

Sentezlenen bilesiklerin FT-IR spektrumlarina bakildiginda 3300 cm™
frekansi civarinda keskin amin piklerinin olmadigi gértlmustir. Spektrumlarda -OH
ve -NH sogurma boélgeleri tst Uste ¢akisabilir. -NH sogurmasi orta siddette bir veya
iki keskin pik olarak goérindigu halde -OH sodurmasi genis bir sogurma bandi
olarak gorulur (Erdik, 1993) dhpam ve dhpabu ligandalarinin sentezlerinin birinci
asamasi olan 1 ve 4 no’lu bilesiklerin FT-IR spektrumlarinda keskin primer amin
piklerinin olmamasi ayrica yine bu bilesiklerde P -H igin karakteristik olan 2200-
2300 cm™ arasinda cikan geriime pikinin olmamasi Mannich reaksiyonun
gerceklestiginin gostergesidir. dhpam ve dhpabu ligandlarinin sentezlerinin ikinci
asamasindaki 2 ve 5 no'lu bilesiklerin FT-IR spektrumlarinda P=0O gerilme
piklerinin yaninda 2260 cm™ ve 2263 cm™ de P-H gerilme piklerinin olmasi LiAlH,
ile yapilan indirgeme tepkimesinin gerceklestiginin gostergesidir.  FT-IR
spektrumlari incelendiginde sonuc olarak ligand ve metal komplekslerin
spektrumlarinin azda olsa farkh oldugu ve fonksiyonel gruplara ait piklerin elde
edilen spektrumlar sonucunda ortaya ¢iktigr gozlenmistir

'H NMR Spektrumlarinin Degerlendirilmesi

Sentezlenen ligand ve komplekslerde FT-NMR spektrumlari DMSO-d° +
D,Oc¢oziicusu kullanarak 25°C de alinmistir.  Cizelge 4.2 de verilen proton sayilari
hesaplanan integrasyon degerleriyle uyumludur. *H-NMR spektrumunda 1 ve 4
no’lu bilesik icin (P-OCHj) deki 12 protona ait ¢oklu pikler 8= 4.7 ppm de
g6zlenmektedir. dhpam ve dhpabu ligandlarinda (O-CHs) grubunun (-CH,OH)
grubuna donusmesiyle dhpam ve dhpabu bilesigindeki fosfor Uzerindeki
ortaklanmamis elektronlar perdeleme etkisi yaparak bu deger 8 proton igin 8= 4.7
ppm den daha dusuk alana kaymis ve 6= 3.6 ppm de gorinmustir. Sentezlenen
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bilesiklerde & = 3.3-3.1 ppm arasinda 4 protona ait -NCH2-P singlet piki
gorinmektedir. dhpam ligandi ve sentezinin birinci basamagindaki 1 no’lu
bilesikteki= 2.4 ppm de 3 proton ait (N-CHs) singlet piki gérinmektedir. dhpam ve
dhpabu ligandinda & = 1.2 ppm de 4 protona ait (P-CH,OH) multiple pikler -PH,
grubunun PCH,OH donistiguinin gostergesidir. dpabu ligandi ve sentezinin birinci
basamg@indaki 4 no’lu bilesikteki & = 2.4 ppm de 2 protona ait & = 2.4 ppm
(NCH,(CH,),CH53) singlet pik ve & = 1.1-1.4 ppm arasinda 7 protona ait
(NCH3(CH>),CH3) coklu pikler gorinmektedir.(Cizelge 1) Bu degerler literattr
verileri ile uyumludur (Smitth 1996).

Cizelge 1. Sentezlenen Ligand ve Komplekslerin 'H NMR Spektrum Degerleri

Bilesikler | *H-NMR (5,ppm) d-DMSO + D,O 25 °C,
1 8 4.7(m, 12H, OCH3), 83.2(s,4H,PCH;N), 52.4(s,3H,NCH,)
3 & 3.6('m, 8H, -CH,OH), 53.2(s,4H,PCH,N), & 2.4(s,3H,NCH,)
7 & 3.7(m, 8H, PCH,OH), 53.2(s,4H,PCH,N), & 2.4(s,3H,NCH,)

P NMR Spektrumlarinin Degerlendirilmesi;

Aminometilfosfin iceren ligandlarin $P.NMR spektrumu incelendiginde
metale koordine olmamig liganddaki fosfor atomunun Uzerindeki elektron ¢iftinin
perdeleme etkisi yaparak ligandin kimyasal kayma degerini negatif alana kaydirdigi
gozlenmistir. dhpam ve dhpabu serbest fosfin ligandinin $'IP.NMR sonucu
beklenildigi gibi negatif bélgede, 6= -17.3 ve -17.4 ppm’de, c¢ikmistir.dhpam
ligandinin sentezinin birinci basamaginda elde edilen (O=P(OCHj3),),NCH3)(1)
grubundaki fosfora ait pikler = 29.5 ppm ve 6= 21.4 ppm de goérinmektedir
(EK1.4). Sentezin ikinci basamaginda -OCH; grubunun indirgenmesiyle olusan
(H,PCH,;NCH3;CH,PH,)(2) bilesigin oksitine ait piklerde (O=PH,) 8= 4.3 ppm ve 6=
11.2 ppm de gorunmektedir. Burada beklendigi gibi fosfor oksit (P=0) Uzerindeki
elektro negatif O-CH3z gruplarinin indirgenip hidrojen gruplarina ddnismesiyle
fosfor Uzerindeki perdeleme etkisi artarak kimyasal kayma degeri 6= 29.5 ppm den
daha ylksek alana kaymis ve 6= 4.3 ppm de gorinmusgtir.

¥'P.NMR verileri aminometilfosfinin metale fosfor (zerinden koordine
oldugunu gosteren 6nemli bir kanittir. Metal komplekslerinin **P-NMR spektrumlari
incelendiginde bagli olan her ikiliganda ait **P-NMR pikinin -17.3 ppm ve -17.4
ppm’de goruldigu bu ligandlarin metal komplekslerinin ise $'P.NMR piklerinin
negatif bélgeden pozitif bdlgeye kaydigi gézlenmistir (EK.1.11-1.28) (Cizelge 4.3.).
elektronegatif fosfor atomu, elektropozitif olan metal iyonuna koordine olup
ortaklanmamis elektron ciftini metal iyonuna sunar, d-orbitallerindeki bosluga
metalden geri baglanma etkisi ile metalin etrafindaki elektron yogunlugu azalir ve
kimyasal kayma degeri daha disiik alana kayar. **P-NMR spektrumlari
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incelendiginde ligandin metale koordine oldugu ve literatiirde belirlenen degerlerle
uyum iginde olduklari gérilmektedir.(Cizelge 2)

izelge 2 Sentezlenen Ligand ve Komplekslerin P NMR Spektrum Degerleri
g g p p g

Bilesikler z;)Pl\Ellgg—Ndl\él,gg(g, ggr?():) AB = Syompieks - Sigand
1) 4=29,5

B d=4,3

3 4=-17,3

@ d= 37,1 Ad=54.4

Komplekslerin Biyolojik Aktiviteleri

Antibakteriyel Aktivite( Disk Diflizyon Testi);

Metal  komplekslerinin  antibakteriyel  etkilerini  arastirmak icin
(Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, Staphylococcus aureus,
Klebsiella spp, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, MRSA, VRE) gibi patojenik
bakteriler Cukurova Universitesi Balcali Arastirma Hastanesi Merkez Lab. dan
tanimlanmis ve tedarik edilmistir. , Bacillus subtilis B-354ve Lactobacillus sakei
(ATCC 15521) susu ise Su urdnleri fak. Lab. Koleksiyonundan tedarik edilmisgtir.
Bitin Bakteri tirleri —=80°C 20% glycerol Stoktan 37 °C -16 sa.Nutrient sivisinda
canlandinlarak kullaniimistir.

Metal kompleksleri sterilize saf suda derisim olarak hazirlanmistir. 0.22 pm
membran filitre ile sterilize edilerek sterilize edilmis disklere 20 pL sonug derigimi
(500-1000 mg/L) olacak sekilde emdirilmistir. Patojenik bakteriler Nutrient sivida
canlandiktan sonra 0.1 mL yaklasik 15 mL Muller hinton agar (sterilize edilmis ve
su banyosunda yaklagik 45°C -40°C e sogutulmus) eklenerek dékme yontemi ile
petrilere yayilmig, donmasi beklenmistir. Donmus olan petrilere her bir komplekse
ait diskler 3 tekerrlrli olarak yerlestiriimis bir gece 37 °C de inklbasyona
birakilmistir. Olugan zonlar kumpas yardimiyla mm cinsinden olgulmustir. Zon
olusturan komplekslerin ilgili bakteriye antibakteriyel etkisi var yorumu yapilmistir
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Cizelge 3. dhpam -Metal Komplekslerin Antimikrobiyal Aktiviteleri(mm)

Bakteri Turleri 10 9 8 7 TE S N
Staphylococcus aureus | 13,05 | 8,3 | 11,5 8,5 10 195 |10
VRE 18,5 12 9,5 18,5 NT 7 7
Enterecoccus fecealis 15,2 NT |95 NT NT NT NT
MRSA 15 NT NT NT NT NT NT
Pseudomonas putida 13,5 9,5 10,5 9,5 10 11 15,5
Escherichia coli 13,8 NT NT NT NT 135 |16
Klebsiella spp 13,1 10,3 | 10,3 9 NT 9 NT
Pseudomonas 16,5 105 | 11 7,5 12 NT 16
aeruginosa

Lisrea monocytoges 15,1 NT NT NT NT 16 NT
Salmonella paratyphi 13,5 95 |95 18,5 NT 11 11
yersinia enterolitica 19,1 9 11 8 17 11 11,5
Campliobacter jejuni 14,7 8,5 9,8 17,8 11,5 NT 7
Bacillus subtilus 15,5 NT 10,5 7,9 11 15 15

Tartigma ve Sonugclar

N,N-bis(dihidroksimetilfosfinometil)aminometil [(CH,OH),PCH;),NCH3)]
(dhpam) N,N-bis(dihidroksimetilfosfinometil)amino-batil  [(CH,OH),PCH,),NBu)]
(dhpabu) ligandi ve bu ligandlarin Pt (1), Pd (1), Co(ll), Au(l) metal kom?leksleri
sentezlenmistir. Sentezlenen ligandlar ve kompleksler; FT-IR, ', 13C, 3p.NMR
teknikleri ve elementel analiz cihazlari kullanilarak karakterize edilmistir. (3) ve (6)
No’lu aminometilfosfin ligandlarinin $'P_NMR spektrumlarinda incelendiginde 6= -
17.3 ve & = -17.4 ppm’de ¢cikmistir. Metal komplekslerinde ise bu degerlerin pozitif
bdlgeye kaydiklari ve literaturlerle uyum icinde olduklari belirlenmigtir.
dhpam ve dhpabu ligandalarinin sentezlerinin birinci agsamasi olan 1 ve 4 no’lu
bilesiklerin FT-IR spektrumlarinda keskin primer amin piklerinin olmamasi ayrica
yine bu bilesiklerde P -H icin karakteristik olan 2200-2300 cm™ arasinda cikan
gerilme pikinin olmamasi mannich reaksiyonun gerceklestiginin gostergesidir.
Sentezlenen ligand ve komplekslerin 'H NMR spektrumlarinindaki kimyasal kayma
degerleri ve verilen proton sayilari ile hesaplanan integrasyon degerlerinin uyumlu
olmasi beklenen ligand ve komplekslerin sentezlendigini gdstermistir.

Aminometil fosfin ligandinin olusumu sirasinda ikinci ve Uglncu sentez
asamasinda spesifik fosfin kokusu ve komplekslerin sentezi sirasindaki ani renk
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degdisimleri gibi fiziksel degisimler de literaturler incelendiginde komplekslerin ve
liganlarin sentezlendigini gostermistir

Bu komplekslerin bazi bakteri turleri Gzerinde (500-1000 mg/L) derisimde
disk difuzyon yontemi ile antibakteriyel 6zellikleri incelenmis dhpam ligandinin Au(
1) (4) kompleksinin butin bakteri turleri Uzerinde diger metal komplekslerinin de
incelenen ¢ogu bakteri turl Gzerinde etkinlik gosterdigi gorulmustar.

Bu tezde sentezlenen kompleksler in vivo olarak, yani canli ortaminda
antimikrobiyal veya antitimoral aktitivitelerinin incelenmesi gibi uygulamaya yonelik
olan ve arastirilan konulardir. Bunun yani sira bu kompleksler suda ¢6zunur 6zellik
gOstermesine bagli olarak organik reaksiyonlarda iki fazli sistemlerde Kkatalitik
uygulamalari aragstirilabilecek komplekslerdir.

Metal komplekslerinin daha disik derisimlerde de antibakteriyel aktivite
gOsterecegdi distnlilmektedir.
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TEKSTIL SANAYI ICIN EKONOMIK VE CEVRECI YIKAMA MADDESI URETIMI®

Economical and Enviromental Washing off Agent Production for Textile Industry

Zeynep Nihan KIR Osman SERINDAG
Kimya Anabilim Dal Kimya Anabilim Dali
OZET

Bu calismada yag asidi alkil hidroksietil imidazolin, yagd asidi alkil aminoetil
imidazolin ve yagd asidi alkil amido etil imidazolin yapilari sentezlenmigtir.
Sonrasinda bu yapilarin oleik-DETA diamid monopropionat amfoter formlarinin
sentezi yapimistir. Olusturulan kimyasal turevlerin yikama 6zellikleri ve
boyarmadde hidrolizati ile olan reaksiyonlari incelenerek; Urlnlerin enerji ve su
tuketimini azaltma egilimleri gelistirilerek banyo yikama sulari ve atik su miktarlarini
azaltmasi incelenmisgtir.

Anahtar Kelimeler:.Kromofor grup, Haslik degerleri, Hidroliz, Yikama Maddeleri,
Reaktif Boya

ABSTRACT

In this study, fatty acid alkyl hydroxyl imidazoline, fatty acid
alkylaminoethyl imidazoline, fatty acid alkyl amidoethyl imidazoline derivatives
have been synthesized and then these intermediates have been derived to
amphoteric oleic —DETA diamide monopropionate .The products that are
synthesized have been analyzed in the sense of their reactions with the dyestuff
hydrolyzate and their soaping effects to improve saving their energy and water
consumption during the washing process.
Keywords:. Chromophore group, Fastness Values, Hydrolysis, Washingoff agents,

Reactive Dye

Giris

Reaktif boyalarinin baslangi¢ tarihi 1950 yillar olmasina karsin, genis
sekilde tuketimi 1970 'lerden sonra baglamistir. Reaktif boyalar, difiizyon sistemine
gore calisan direkt boyalarin aksine, selllozla kovalent bag olusturarak yikama
hasligi yiksek boyama saglar. Isik ve yikama hasliklari bakimindan kip boyar
maddelerden daha distk, direkt boyalardan daha tstindir. Kiip boyar maddelerin
renk gami dar ve tonlari mat, boyamasi zor ve fiyatlari yuksek oldugundan, reaktif
boyar maddelerin tiketimi devamli artmaktadir.

Bir bilesigin tUzerine dugen isinlarin absorbe edilmesi ; enerjisinin bilesigin
molekullerindeki elektronlarin aktiflesmesi icin gerekli enerjiye tekabil etmesi ile
mUmkinddr. Yani elektronlar, aktiflesmeleri icin gerekli enerjiye tekabil eden
isinlart  (rengi) absorbe ederler geri kalanini yansitirlar.Cift baglardaki T
elektronlarinin kolaylikla aktiflesebilmeleri nedeniyle, gérulen spektrum bdlgesinde

" Doktora Tezi-Phd. Thesis
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(400-700) bir absorbsiyon icin bilesikte cift baglarin bulunmasini arttir. Bugin
kullanilan sentetik boyarmaddelerin ¢odunda ¢ift bag iceren molekil olarak;
benzen, naftalin, antrasen gibi aromatik cekirdekler kullanilmaktadir. insan
g06zunun bunlarin rengini fark edebilmesi "kromofor (renk meydanagetirici)" denilen
ve aromatik ¢ekirdeklerin mor 6tesi isinlar bolgesinde olan absorbsiyonu gorunur
spektrum bélgesine kaydiran belirli gruplarin molekile baglanmasi ile mimkundar.
Kromofor, organik bir molekil i¢cinde renkli gérinimi saglayan atom, atom grubu
veya elektronlardir.

Selulozun bazik ortamda reaksiyona girme istegi daha fazladir. Baz, reaktif
grup olarak, klor tirevli heterosiklik halkalar iceren boyarmaddelerin liflerle
reaksiyon sirasinda, agiga cikan HCI noéturlestirmek icin kullanilir. Reaktif boyar
maddelerin seltlozun hidroksil gruplari ile kovalent bag olusturmasi sirasinda ,vinil
grubu dolayisi ile ortamda HCI olusur. Bu da elyafa zarar verdiginden ,ortam bazik
olarak hazirlanir. Yani baz, HCI'i nétralize ederek ortamdan uzaklastirmanin yani
sira, kimyasal denge acisindan reaksiyon hizini arttirarak dengeyi boyar madde
elyaf baglantisi yonuine gevirir.

Sellloz elyafi su igine girdigi zaman yuzeyi negatif yikle kaplanir. Reaktif
boya da, suda eritildigi zaman anyonik yiiklidir. iki negatif yiikli madde birbirini
iteceginden, boyar madde pamuga yaklasamaz. Bu nedenle ortama tuz verilir.
Tuzun arti yukld sodyum iyonlari, seltilozun eksi yukli hidroksil iyonlarini ¢evreler
ve ylzeyin pozitif yikli olmasini saglar. Bu durumda, boyar madde elyafa dogru
hareket eder. Bu ilginin hizini kontrol edebilmek icin, tuz eklemesi yavas yavas ve
her boyamada ayni porsiyonlarda yapilir.Sodyum silfat sodyum klortire gore
sodyum iyonu itibari ile yari yariya zayiftir. Bu nedenle kumasin yiizeyi daha zayif
pozitif yikle kaplanir, dolayisi ile boya daha yavas bir hizla elyafa dogru hareket
eder ve daha duzgln bir boyama olur. Bu nedenle acik renk boyamalarda, sodyum
sulfat tercih edilir. Ayrica Blue R ve Turkiz Blue HF-G gibi blylk moleklli
boyalarda stilfat eklemesi yapilir.

Kumasin banyo hacmine oraninin (Flote) degismesi durumunda, tuz
miktarinin degistiriimesi gerekir. Duguk flote oraninda, boya elyafa daha yakin
oldugundan tuz gramaj miktarininda disurilmemesi durumunda boya tanecikleri
elyafa daha fazla itilir. Sellloz ylzeyine yaklasan tim boya tanecikleri elyafla
kimyasal reaksiyona girmez, aksine fiziksel bir bagla tutunur. Bu fiziksel bag,
yikama ile tamamen sokulip alinamadigindan, boyamanin surtme ve yikama
hasliklari dusuk cikar.

Reaktif boyar maddeler; herhangi bir kromofor grubun bagl oldugu reaktif
grup Uuzerinden liflere kovalent baglarla baglanabilen boyar maddelerdir. Bu
reaksiyon i¢in ortam pH degeri, yaklasik 11 olmalidir. Boyama isleminde kullanilan
tuz, boyar maddeyi pamuk lifine cektirmek icin gereklidir. Boyama sonrasi, iyi
yapilan yikama iglemleri ile boyanmis kumasta, uygun yas haslik 6zellikleri elde
edilmektedir. Burada, yikama adimi énemlidir. Cunki life ilgisi olmayan ve alkali
ortamda su ile reaksiyona giren ve uzaklastiriimasi gereken reaktif boya miktar
%10-40 kadardir. Hidroliz olmus boyar madde kumas Uzerine alinir, fakat fikse
olmaz. Hidroliz olmus ve fikse olmamis boyar maddeyi kumas Uzerinden
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uzaklastirarak iyi haslik degerleri elde etmek icin; zaman, enerji ve iscilik kaybina
neden olan, yuksek maliyetli yikama islemleri gerekmektedir. Bu nedenlerden
dolayi, banyo sularini azaltarak su sarfiyatini en aza indirmek, enerji kullanimini
azaltmak ve atik sudaki boyarmadde miktarini disirmek amaciyla, yeni teknoloji
yikama maddelerinin kullammlarinin yayginlasacagi ve ticari énemlerinin giderek
artacagi dusunulmektedir.

Farkh karbon zincir uzunluklarinda olan yag asitleri ve tirevlerinin farkh
aminlerle reaksiyonlarinin sonucu 6ncelikle; yad asidi alkil hidroksietil imidazolin,
yag asidi alkil aminoetil imidazolin ve yag asidi alkil amido etil imidazolin yapilari
sentezlenecektir. Sonrasinda da bu yapilarin dioleil-imidazolinamid propionat,
oleik-DETA diamid monopropionat (Perella ve arkadaslari, 1999) ve diger amfoter
formlarinin sentezi yapilacaktir

Materyal ve Metod

Bu calisgmada tekstil sektdrinde reaktif boyama yapan boyahanelere
yikama banyolarinda, yikama maddesi olarak kullanilabilecek, Oleik-DETA diamid
monopropionat geligtirilmistir. Amin olarak dietilentriamin (DETA) kullaniimistir.
Turevlendirme igin akrilik asit kullanilarak amfoter hale donusturalmastur .
Yag asidi —-DETA Diamid Monopropionat Eldesi Sentezi 1
ilk adimda yag asidi ile dietilentriamin (DETA) oleik asit amid formuna
donudsturalmastir. Oleik asit -DETA diamid propionat eldesi i¢in 3 boyunlu balon,
manyetik karistirici, termometre ve geri sogutucu kullaniimistir. 3 boyunlu balona
76,31 g oleik asit sicaklik 50°C’ye geldiginde yavas yavas 13,94 g DETA verilir.
Sicaklik 160°C’ye ayarlanir. Bu sicaklikda vakum altinda reaksiyona devam edilir.
Reaksiyon takibi asit indisi ve FT-IR kontroliinde yapilir.

H,0
2RCOOH + H)NCH,CH)NHCH,CH,;NH, —3» RCONHCH,CH,NHCH,CH,NHCOR

Yag asidi DETA Yag asidi-DETA Diamid
Sekil 1. Yag asidi-deta diamid Eldesi

Yag asidi —-DETA Diamid Monopropionat Eldesi Sentezi 2

Amidoamin reaksiyonu sonrasi halkali yapida imidazolin eldesi ve
sonrasinda imidazolin cevrimi igin reaksiyon takibi Fourier Tranfer infrared
Spektrofotometre (FT-IR) ile yapilmistir. Reaksiyondaki ilerleme takibi belli
araliklarla alinan yiiksek sicakliktaki numunelerin FT-IR'da 1560 cm™ ve 1638
cmde gozlenen amidoamin pikinin kaybolarak, 1600 cm™de imidazolin pikinin
olusmasi ile sonlandirilmistir.Ayrica bu asamada asit indisi 10 dan kuguk oluncaya
kadar reaksiyona devam edilmistir.
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N CH
-H,0 2
RCONHCH,CH,NHCH,CH,NHCOR  ——» R C//
\N—CHZ
CH,CH,NHCOR
Yag asidi-DETA Diamid Alkil amidoetil imidazolin

Sekil 2. Alkil Amidoetil imidazolin

Yag asidi -DETA Diamid Monopropionat Eldesi Sentezi 3

Oleik alkil amidoetil imidazolin eldesi sonrasi, sicaklik 95 °C -105 °C'ye
dusurdlur ve 9,76 g akrilik asit balona yavas yavas ilave edilir. Reaksiyon takibi
asit indisi testi ve % anyonik madde tayini ile takip edilir.

CH,CH,COO Na*

N——CH, N—CH
= P 2

C

o)

c\ ‘ * — R ‘
N—CH2 X N—CH,
| OH |

™~

CH,CH,NHCOR CH,CH,NHCOR

Yag asidi-DETA
Alkil amidoetil imidazolin Akrilik asit Diamid monopropionat

Sekil 3. Yag Asidi-Deta Diamid Monopropionat

Kullanim Ozelliklerinin incelenmesi

Reaksiyonlar sonucu elde edilen imidazolin ve tlrevlerinin performansini
degerlendirmek ve yikama 6zelliklerini belirlemek icin farkli boya gruplari ile reaktif
boyama islemi yapiimistir. Boyama islemlerinde yikama etkisinin net gortilmesi icin
koyu renk boyamalar tercih edilmistir. Yapilan denemelerde vinil sulfon ve
bifonksyonel boya gruplu reaktif boyalar kullaniimistir. Boyama isleminde %100
pamuklu 6rgi kumas kullaniimistir. Boya ylzdesine gdre uygun soda ve sodyum
sulfat kullanilmigtir. Boyama islemi termal boyama makinesinda yapilmistir.
Boyama sonrasi fular makinesindan sikilan kumasglar, mini ramda kurutulup yikama
islemine gecilmigtir.

Reaktif boyama sonrasi kumaglar mevcut reaktif yikama prosesine gore
yapilmistir. Bu islemde yikama maddesi olarak Poliakrilat bazli yikama maddesi
kullanilmigtir. Cevreci proses olarak belirlenen proseste sentezledigimiz Oleik —
DETA Diamid monopropionat kullaniimistir. Mevcut isletmelerde yaygin olarak
kullanilan reaktif boyama prosesi, boyama %’sine baglh olarak degismekte olup
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genelde 7 adimdan olusmaktadir. Oleik-DETA Diamid Monopropionat ile
tasarladigimiz ¢evreci proses ile reaktif yikama islemi 4 adimda yapilarak tim
haslik testleri uygulanmigtir.

Arastirma Bulgulari

Sentezlenen bilesiklerin karakterizasyonu FT-IR spektrumu alinarak
incelenmistir.

FT-IR Spektrumlarinin Degerlendiriimesi

Sentezlenen Yag asidi-Deta Diamid Monopropionatin FT-IR spektrumu
incelendiginde imidazoline ait pikler gortimustir. FT-IR'da 1560 cm™ ve 1638 cm™
'de g6zlenen amidoamin pikinin kaybolarak, 1600 cm™de gucli imidazolin pikinin
olusmasi ile sonlandiriimistir.

Haslik Ozelliklerinin incelenmesi

Farkh boya gruplari ile yapilan rektif boyama sonrasi 7 adimdan olugan
normal isletme prosesi poliakrilat bazli yikama maddesi ile yapiimistir. Sentezi
yapilan Yag Asidi-Deta Diamid Monopropionat ile de 4 adimdan olusan cevreci
yikama prosesi uygulanarak yikama yapiimistir. Sonrasinda yikama , su ,slrtme ve
1sik hasliklari incelenmistir.

Cizelge 1. Yikama ve su haslk degerleri

YIKAMA HASLIGI(M&S C4A) SU HASLIGI(C6)

Y |AK |PES|NY |PM |AS |Renk|[Y |JAK |PES|NY |PM |AS |Renk

ISLEM

GORMEMIS 3+ |4 |4 2 |3 3+ |45 (3 |4 4 2 |3 3+ | 4/5

NORMAL
ISLETME 4 |4/5| 4/5 |4- |4- |4 4/5 |3/4|4+ | 45 |4 | 3/4 |4 | 45
PROSESI

CEVRECI

PROSES 4 |45 | 45 |4+ |4+ |4+ | 45 |4 | 45| 45 | 4+ |4 4 | as

Cizelge 2. Sirtme ve 1sik haslik degerleri

SURTME HASLIGI C8 ISIK HASLIGI ISO 105 B02
KURU YAS

ISLEM

GORMEMIS 3/4 2/3 3/4

NORMAL

ISLETME 4 3 4

PROSESI

CEVRECI

PROSES 4/5 3/4 4/5

Kimyasal Okisjen ihtiyacinin Degerlendiririmesi

Normal yikama maddesi olarak poliaktilat bazli yikama maddesi , 7
adimdan olusan normal igletme prosesinde uygulanmigtir. Yag Asidi-Deta Diamid
Monopropionat yikama maddesi olarak kullaniminda 4 adimdan olugsan cevreci
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yitkama prosesi uygulanmistir.Sonrasinda her yikama adimi sonrasi KOI test
edilmistir. KOI sonuglar pararlellik gostermistir.

Tartigma ve Sonugclar

Oleik asit-DETA Diamid Monopropionat eldesi calismalarda basari ile
tamamlanmistir. 3 adimdan olusan reaksiyon sirasinda asit indisi, Infared ile
reaksiyon adimlarinin takibi yapilmis ve reaksiyon sireleri standardize edilmigtir.
Son adimda elde edilen alkil amidoetil imidazolin akrilik asit ile amfoter yapiya
donasturalmastir. Amfoter yapiya ¢evrim asit indisi ve zeta kontroll ile yapilmistir.
Reaksiyon % 95 verimle elde edilmistir.

Sentez sonrasi Urindn reaktif yikama sabun maddesi olarak uygulamadaki
tim ozellikleri irdelenmistir. Yikama 6zellikleri ve boyarmadde hidrolizati ile olan
etkilesimler, yikama islemi sirasinda banyo sularinin incelenerek normal isletme
prosesine gore Oleik Asit-DETA Diamid Monopropionat kullanimi ile cevreci
prosesin saglayacagi avantajlar irdelenmistir. Yikama banyo sularinin KOI
Degerleri ve yikama sonrasi yikama, su, surtme ve 1sik hasliklar da gbzden
gecirilmistir.Farkli boya kombinasyonlari uygulanarak yapilan toplam 6 reaktif
boyama recetesi uygulanarak yapilan boyama islemi sonrasi, boyali kumaslara
poliakrilat bazli yilkama maddesi uygulanarak normal igletme prosesine goére ve
Oleik asit-DETA Diamid Monopropionat ile ¢evreci yikama prosesine gore yikama
yapilmistir . Poliakrilat bazli yikama maddesi ile 7. yikama isleminde elde edilen
uygun yikama banyosu, c¢evreci yilkama maddesi ile 4. yikama adiminda elde
edilmigtir. Boylece normal isletme prosesine gore toplamda 3 banyo kisaltiimistir.
Bu da su, enerji, buhar ve zaman tasarrufu saglamigstir.
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SELULAZ ENZIMININ RELIZYME VE SEPABEADS DESTEKLER UZERINE
IMMOBILIZASYON VE KARAKTERIZASYONU

Immobilization And Characterization of Cellulase on Sepabeads And Relizyme

Mustafa Serkan YALCIN Ramazan BILGIN
Kimya Anabilim Dal Kimya Anabilim Dal
OZET

Bu caligmada, Trichoderma reesei selilazinin Resindion Sepabeads ve
Relizyme destekleri Uzerine kovalent immobilizasyonu arastiriimistir. Enzimin bu
desteklere immobilizasyonunun optimal sartlari yanit yiizey metodu kullanarak
arastiriimistir. Ayrica serbest ve immobilize sellilazin optimum ¢alisma kosullari ve
kinetik parametreleride belirlenmistir. immobilizasyon calismalarinda 3 faktér ve 3
seviyeli Box-Behnken deneysel dizayni uygulanmigtir. Secilen faktorler
immobilizasyon pH’si, immobilizasyon zamani ve basglangic enzim derigimidir.
immobilize seltlazlar icin de yanit olarakta spesifik aktivite — segilmistir. Seliilazin
sepabeads destege en uygun immobilizasyon kosullarinin 25 °C’de pH 6,5 , 6 saat
immobilizasyon zamaninda ve enzim derigiminin 1,8 mg/ml, relizyme destede en
uygun immobilizasyon kosullarinin 25 °C'de pH 6,5, 2 saat immobilizasyon
zamaninda ve enzim derigiminin 1,8 mg/ml oldugu belirlenmigtir.

Optimal pH, tampon konsatrasyonu ve sicaklik serbest enzim i¢in 4.0, 100
mM ve 45 °C olarak, sepabeads destege immobilize seliilaz icin pH 4,0 50 Mm, 50
°C olarak, relizyme destege immobilize selilaz icin pH 3,5 25 Mm, 60 °C olarak
belirlenmistir. Serbest, sepabeads ve relizyme destege immobilize seliilazlarin
Vmax ve Km degerleri sirasiyla 1,05 U/mg prot ve % 0,47, 1,1 U/mg prot ve %
1,5, 3,78U/mg prot ve % 0,27 dir. 70 °C’deki yari émirleride sirasiyla 8,19-7,8-
17,8 olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler : Seliilaz, immobilizasyon, Sepabeads, Relizyme, RSM.

ABSTRACT

In this study, the covalent immobilizations of cellulase from Trichoderma
reesei onto Sepabeads and ReliZzyme commercial supports were studied. The
optimal immobilization conditions of the cellulase onto the mentioned supports
were investigated using response surface methodology. The optimal working
conditions and kinetic parameters of free and immobilized cellulase preparations
were also determined.

A 3-factor and 3-level Box-Behnken design was applied for the
immobilization studies. The selected factors were the immobilization pH ,
immobilization time and initial enzyme concentration. The response was specific
activity of each immobilized cellulase preparation. The optimal immobilization pH,
immobilization time and cellulase concentration onto Sepabeads were determined

" Doktora Tezi-PhD. Thesis
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as 6.5, 6 h and 1.8 mg/mL, respectively. The corresponding immobilization values
onto Relizyme were 6.5, 2 h and 1.8 mg/mL.

The optimal pH, buffer concentration and temperature were determined as
4.0, 100 mM and 45 °C, respectively for the free cellulase; 4.0, 50 mM and 50 °C,
respectively for the cellulase immobilized onto Sepabeads and 3.5, 25 mM and 60
°C, respectively for the cellulase immobilized onto ReliZyme. Km,JVmax values
were estimated as 0.47%[11.05 U/mg prot. for the free cellulase, 1.5%01.1 U/mg
prot. for the cellulase immobilized onto Sepabeads and 0.27%(13.78U/mg prot. for
the cellulase immobilized onto Relizyme.
Key Words : Cellulase, Immobilization, Sepabeads, Relizyme, RSM.

Girig

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki en basitinden en kompleksine kadar birgok
kimyasal reaksiyonu, canliiga ve gevreye zarar vermeyecek ihmh kosullar altinda
katalizlieme vyetenegine sahip c¢ogu protein yapisinda olan spesifik
biyokatalizorlerdir. Yeterli in vitro kosullarin saglanmasi durumunda etkilerini
gosterebiliyor olmalar, substratlarina karsi yiksek segcicilik gostermeleri, ilimli
reaksiyon kosullarinda yuksek aktivite gosterebilmeleri ve yuksek geri dénisiim
sayilarina sahip olmalari nedeniyle enzimlerden dogal ortamlarinin disindaki pek
¢ok alanda yararlanabilme imkanini ortaya ¢ikarmaktadir. Buna ragmen enzimler
temel kimya, gida kimyasi, analiz, tedavi amach gibi biyolojik olmayan
uygulamalarda kullanilirken sartlar uygun degilse dusuk aktivite géstermeleri, stabil
olmamalari, sentetik substratlarina karsi zayif secicilige sahip olmalari gibi
sinirlayici faktérlere sahiptir. Bu nedenle endustriyel amach kimyasal proseslerin,
enzimler tarafindan kataliz edilmesi amaciyla laboratuvardan endistriye olan
doénisim biyoteknolojinin en kompleks ve bir o kadar da heyecan verici yonudur.
Bu hedefe ulasmak amaciyla da enzimlerin daha ekonomik ve kullanish hale
getirilmesi ¢aligmalari hizlanmistir (Guisan, 2006).

Enzimler canllar tarafindan Uretildiklerinden endustriyel veya analitik amagl
kullanimlari i¢in doku, kan, mikroorganizma gibi canli veya canli kdkenli
kaynaklardan saflagtirilirlar. Enzim Uretiminde hammadde olarak canlilarin
kullanimi ekonomik ac¢idan sinirlayici bir durum olsa da bu sorun mikrobiyal
kaynaklar sayesinde buyik o6lcuide ¢6zilmius gorinmektedir. Bununla birlikte
enzimlerin mikrobiyal kaynaklardan saflastirimasi olduk¢ca masrafli bir igtir.
Endustriyel uygulamalarda serbest enzimin aktivitesini kaybetmeden geri
kazanilmasi ¢ok zordur. Serbest enzim, reaksiyon ortamindan istenilen anda
uzaklastirilamadigindan reaksiyonun kontroll ¢ok gugtir. Reaksiyonun istenilen
anda durdurulmasi icin inhibitér kullanilmasi dugunulebilir. Ancak serbest enzim
tarafindan kirletilmis olan reaksiyon urinlerine bdylece yeni bir kirlilik unsuru
eklenmis olacaktir. Urtin veya Uruinlerin bu kirlilik unsurlarindan aritiimasi maliyeti
¢ok arttirmaktadir. Katalizor olarak kullanilan serbest enzimi reaksiyon ortamindan
aktivitesini yitrmeden cikarabilmek olanaksiz oldugundan enzimin yeniden
kullanilmasi da s6z konusu degildir. Bu ise enzimlerin spesifik ama o 6l¢ctide pahal
katalizor olmalar nedeniyle maliyeti ylikselten énemli bir etmendir. Ayrica serbest
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enzimler sdrekli Gretim sistemlerine de uygulanamazlar. Bu nedenle endistriyel
uygulamalar i¢in enzimlerin basit ve uygun maliyetli protokoller ile uzun sureli ve
tekrar tekrar kullanilabilmeleri amaciyla immobilize etme gerekliligi dogmaktadir
(Katchalski-Katzir,1993; Bickerstaff, 1995). Bu nedenlerle bilimsel literatiire girmis
¢ok sayida enzim immobilize etme teknigi bulunmaktadir. Fakat kullanilacak
enzimin seciciliginin, aktivitesinin ve stabilitesinin en yilksek olacadi sartlar
saglayan yontemlerin secilmesi en uygundur. Enzim immobilizasyonu, enzimin
suda ¢6zinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya kimyasal olarak baglanmasi, suda
¢6ziinmeyen drin veren bir kopolimerizasyona enzim molekilinin monomer
olarak katiimasi ve suda c¢ozinmeyen mikrokapsullerde tutuklanmasi islemidir
(Klibanov,1983).immobilize enzimin serbest enzime gére bazi tstunliikleri agagida
siralanmigtir.

« Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirlabilir ve Grlnlerin enzim
tarafindan kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz.

« Cevre kosullarina (pH, sicaklik v.b.) karsi daha dayanakhdir.

* Birgok kez ve uzun sire kullanilabilir.

* Surekli islemlere uygulanabilir.

» Dogal enzime kiyasla daha kararhdir.

« Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

« Birbirini izleyen ¢ok adiml reaksiyonlar icin uygundur.

« Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiksek bir aktivite gosterebilir.

* Enzimin kendi kendini parcalamasi olasilig azalir.

Enzim immobilizasyonu ydntemleri i¢in ¢ok farkl siniflandirmalar olmakla
beraber su sekilde bir siniflandirma yapmak miamkunddir.

Taslyiciya baglama yodntemleri; kovalent baglama, adsorpsiyon,
iyonik baglama, affinite, metal baglama ve olmak tzere bes gruba
ayrilir (Woodward, 1985; Solas ve ark., 1994; Cao, 2005,). ..
Capraz baglama ile immobilizasyon ydnteminde kugik molekulli
bi- veya multi fonksiyonel reaktifler enzim molekilleri arasinda
baglar yaparak suda ¢éziinmeyen kompleksler olusturmaktadir (
Sheldon ve ark., 2005; Shah ve ark., 2006).

Tutuklama ydnteminde enzim molekullerin, substrat ve reaksiyon
drunlerinin gegisine izin veren ancak enzim molekillerinin disariya
¢cikmasini 6nleyen bir matriks icerisinde tutuklanmasi esasina
dayanmaktadir (Sekil 1.9) (O’Driscoll, 1976).

Selulazlar, selilozu glikoza parcalayabilme kapasitesindeki hidrolitik enzim
grubudurlar. Memeliler hari¢ mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlar tarafindan
Uretilen sellllaz sistemi birden fazla farkli enzimden olugur (Emert ve ark.,1974;
Whitaker, 1971). Dunya Uzerinde en bol bulunan dogal organik kaynak olan sellloz
bitkisel kaynakli olup, glukoz rezidulerinin B-1,4-glikozidik baglar ile lineer bir

91



G.U Fen ve Muhendislik Bilimleri Dergisi Yil 2015 Cilt: 33-4

sekilde baglanmasi ile olusan bir polisakkarittir. Seliilaz enzim sistemi bilesenleri,
baslangicta katalitik etki sekillerine gore siniflandirilirken, giinimuizde siniflandirma
yapisal 6zellikler dikkate alinarak yapiimaktadir. U¢ ana enzimatik aktivite tipi s6z
konusudur. Bunlar:

a)Endoglukanazlar  (endo-1,4-B-glucanases, vyada 1,4-B-D-glucan-4-
glucanohydrolases, EC 3.2.1.4).

b) Ekzoglukanazlar (Sellodekstrinazlar, 1,4- § -D-glucan glucanohydrolases)
(EC 3.2.1.74) ve Sellobiyohidrolazlar (exo-1,4- B -glucanases, ya da 1,4- B -D-
glucan cellobiohydrolases, EC 3.2.1.91).

c) Sellobiyazlar (b-glucosidases, yada  -D-glucoside glucohydrolases, EC
3.2.1.21).

Selulozu hidrolize eden selilaz enzimleri buyik 6l¢cide fungus ve
bakterilerden elde edilmekte ve c¢esitli biyoteknolojik  uygulamalarda
kullaniimaktadir. Selulolitik enzimler, alkol Uretiminde sivi kazancini arttirmak ve iyi
bir renk elde etmek icin kullaniimaktadir. Seltlazin diger kullanim alanlari, selilozik
biyokutlenin ve yemlerin besin degerini ve sindirilebilirligini arttirmak, zirai ve
endustriyel atiklarin enzimatik olarak daha basit bilesenlere pargalanmasini
saglamaktadir (Niehaus ve ark., 1999). Kagit ve kagit hamuru endistrisinde atik
materyallerinin geriye donusimuind arttirmada kagitlarla muamele edilen farkh
selulaz sistemleri kullaniimaktadir (Yu, 1996).

Yanit yizey yéntemi (RSM) sahip oldugu avantajlardan dolayr ginimizde
uygulamali bilim ve muhendislik dallarinda kullanilan matematiksel ve istatistiksel
bir yontemdir (Box ve Wilson, 1951). Yanit yiizey olusturmadaki amag deneysel bir
calismada sonug uzerinde etkili olan ¢cok sayidaki parametreden olugan bir tasarim
duzleminde belirli 6zellikleri saglayan bir bdlgeyi ve bu bdlgeye ait optimum noktayi
tahmin etmektir.

Amino ve epoksid fonksiyonel gruplar bagh destekler, proteinlerin ve
enzimlerin immobilizasyonu amaci ile hem laboratuvar hem de sanayi alanlarinda
kullanilan oldukca ideal matrislerdir. Bu destekler hem depolama hem de nétral sivi
ortamlarda  bekletime esnasinda olduk¢a stabildirler. Bundan dolay
immobilizasyon amach kullanimlari oldukca caziptir.

Bu calismanin amaci; bir cok kullanim alanina sahip selilazlarin ticari
olarak satilan ve son yillarda enzim immobilizasyon calismalarinda yaygin olarak
kullanilan Sepabeads ve ilk kez olarakta Relizyme destekler (zerine
immobilizasyonunun gerceklestiriimesi ve en uygun immobilizasyon kosullarin
yanit yiizey metodunu (RSM) kullanilarak belirlenmesidir

Materyal ve Metot
Materyal

Trichoderma reesei sellilazi, immobilizasyon destedi olarak Resindion
Sepabeads EC-EP/M (partikil buyukligld 200-500 um) ve Resindion ReliZzyme
HA403/M (partiktul buyuklugd 200-500 pm) destekleri. Design Expert 8.0.6
bilgisayar programi, UV-Vis spektrofotometre.
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Metot

Serbest ve immobilize enzimin protein iceriklerini tespit etmek amaciyla
protein tayini yapilmistir.Protein tayini icin Lowry ve ark. (1951) tarafindan dnerilen
yontem kullanilmistir.

Relizyme desteginin fonksiyonel grubu amino grubu oldugundan enzim
immobilizasyonundan ©6nce glutaraldehitle aktiflestirme iglemi yapilmistir.
Glutaraldehitin baglanmasinda Cho ve Rhee (1993) tarafindan Onerilen ydntem
kullanilmigtir. Sepabeads desteginin fonksiyonel grubu epoksid grubu oldugundan
enzim immobilizasyonundan &6nce herhangi bir aktiflestirme islemine gerek
duyulmamistir. Selilazin ReliZzyme ve Sepabeads destekler lzerine kovalent
immobilizasyonunda Alptekin ve ark. (2010) énerdigi yontem kullaniimistir.

Selulazin aktivite tayini igin, selilozun hidrolizi sonucu aciga cikan B-D
gluloz miktar dinitrosalisilik asit (DNSA) yontemi ile belirlenmistir. DNSA ydntemi
ilk kez Sumner ve ark. (1921) tarafindan uygulanmistir. Bu amagcla standart glukoz
egrisi ¢izilmistir.

Sellilazin immobilizasyon kosullarinin optimizasyonu amaciyla Response
Surface Metodology (RSM) yani yanit yiizey modelinin olusturulmasi icin  bir
istatiksel bilgisayar programi olan  Design Expert 8.0.6 kullaniimistir. Bu
yontemden yararlanmak icin 6ncelikle enzimi immobilize ettigimiz her destek i¢in 3
farkli bagimsiz dedisken bir de sabit bagimsiz degisken belirlenmistir. Bu bagimsiz
degiskenler pH, siire ve enzim derisimi parametreleridir ve sicaklik parametresi de
sabit bagimsiz degisken olarak belirlenmigtir. Belirledigimiz bu parametreler belli
araliklar icinde programa uygulanmis ve Box-Benkem deneysel dizayni secilmistir.
Design Expert bilgisayar programi kullanilarak olusturulan Box-Behnken dizayninin
matematiksel ifadesi Esitlik 3.1'de verilmigtir.

K K K
y:bko"'é.bkici +é.bkiici2+ ébkijCiCj Esitlik.1
i=1 i=1 ipj=2

Bu esitlikte y spesifik aktivite verimi, Xi ,Xj, Xij,, sirasiyla pH, zaman, enzim
derigimi dir. ko, Bki, Bkii ise programdan bulunan katsayilari gostermektedir.

Aragtirma Bulgulari

Selulazin sepabeads destege immobilizasyonu icin optimizasyon
sartlarinin  RSM  metodu kullanarak belilenmesi amaciyla Design Expert
programina dnceden belirledigimiz farkli bagimsiz degisken parametrelerimiz olan
pH (5-8), immobilizasyon zamani (6-24 saat), enzim derigimi (0,2-1,8 mg/ml) ve
sabit bagimsiz degisken olan sicakllk (25 °C ) seklinde uygulanmigtir.
Degiskenlerin programa uygulanmasinin sonrasinda Box-Benkem deneysel
dizayni secildiginde Cizelge 1'de gosterilen deney setlerine ulasiimistir. Bu 15
deney setinde verilen sartlarda ayri ayri immobilizasyonlar yapilmis ve spesifik
aktivite sonuclari Cizelge 1'de gdsterilmistir. Elde edilen spesifik aktivite degerleri
Design Expert bilgisayar programi kullanilarak analiz edilmis Esitlik 1'de verilen
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Bko, Bki, Bkii katsayilari asagidaki sekilde hesaplanmistir. Bu esitlik kullanilarak
elde edilen tahmini degerlerde Cizelge 1'de gdrilmektedir.
Y:18—3,075.A+2,25.B+11,025.C+3,15.AB+1,2.AC-14,55.BC—5,25.A2
+8,1.B°+14,85.C*

Cizelge 1. Selulazin sepabeads destege immobilizasyonda RSM kullanilarak elde
edilen deney setlerinin aktivite degerleri ve tahminlenen degerler.

Deneme | pH | Zaman | Enzim Derigimi | Sicaklik Spesifik Tahminlenen
saylsl (saat) (mg/ml) (°C) Aktivite Aktivite
1 6,5 15 1 25 17,4 18
2 8 15 1,8 25 38,4 36,75
3 6,5 6 1,8 25 54 64,28
4 5 24 1 25 14,4 23,03
5 6,5 24 0,2 25 57 46,73
6 5 15 0,2 25 19,2 20,85
7 8 24 1 25 15,6 23,18
8 6,5 15 1 25 18 18
9 5 6 1 25 32,4 24,83
10 8 15 0,2 25 9,6 12,3
11 6,5 24 1,8 25 45,6 39,68
12 8 6 1 25 21 12,38
13 6,5 6 0,2 25 7,2 13,13
14 5 15 1,8 25 43,2 40,5

15 6,5 15 1 25 18,6 18

Bu sonuclara gore selllazin sepabeads destek tzerine immobilizasyonu
icin en uygun sartlar Cizelge 1'de deneme sayisi 3 olan deneyin sartlaridir yani pH
6,5 50 Mm fosfat tamponunda, 6 saat immobilizasyon zamaninda, 25 °C sicaklikta
ve enzim derigiminin 1,8 mg/ml oldugu sartlardir. Her nekadarda Cizelge 1’ deki
deneme sayisi 5 olan deneyin aktivitesi en yiksek goriinsede bu yiiksek sonucun
nedeninin enzimin destege baglanmasinin ¢ok az olmasindan kaynaklandigi ve bu
nedenle spesifik aktivite degerinin buyudigu belirlenmigtir.

Selllazin relizyme destege immobilizasyonu igin optimizasyon sartlarinin
RSM metodu kullanarak belirlenmesi amaciyla Design Expert programina énceden
belirledigimiz farkli bagdimsiz degisken parametrelerimiz olan pH (5-8),
immobilizasyon zamani (2-8 saat), enzim derisimi (0,2-1,8 mg/ml) ve sabit
bagimsiz degisken olan sicaklik (25 °C ) seklinde uygulanmistir. Degiskenlerin
programa uygulanmasinin sonrasinda Box-Benkem deneysel dizayni secildiginde
Cizelge 2'de gosterilen deney setlerine ulasiimistir. Bu 15 deney setinde verilen
sartlarda ayr1 ayri immobilizasyonlar yapiimis ve spesifik aktivite sonuglari Cizelge
2' de gosterilmigtir. Elde edilen spesifik aktivite degerleri Design Expert bilgisayar
programi kullanilarak analiz edilmis Esitlik 1'de verilen Bko, Bki, Bkii katsayilan
asagidaki sekilde hesaplanmistir. Bu esitlik kullanilarak elde edilen tahmini
degerlerde Cizelge 2'de gorilmektedir.
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Y=16,6+0,2625.A-1,09.B+9,15.C-0,325.AB-1,6.AC-4,85.BC+1,66.A2
+5,76.B2+7,29.C2

Cizelge 2. Selulazin relizyme destege immobilizasyonunda RSM kullanilarak elde
edilen deney setlerinin aktivite degerleri ve tahminlenen degerler.

Deneme pH | Zaman Enzim Sicaklik | Spesifik | Tahminlenen
sayIsi (saat) Derisimi (°C) Aktivite Aktivite
(mg/ml)

1 8 5 0,2 25 16,2 18,26
2 6,5 5 1 25 16,2 16,6
3 5 5 0,2 25 12,6 14,54
4 8 2 1 25 27,1 25,7
5 6,5 2 1,8 25 41,4 44,74
6 5 2 1 25 25,8 24,53
7 6,5 8 1,8 25 32,2 32,86
8 6,5 5 1 25 16,5 16,6
9 5 8 1 25 21,6 23
10 6,5 2 0,2 25 17,4 16,74
11 8 5 1,8 25 35,3 33,36
12 8 8 1 25 21,6 22,87
13 5 5 1,8 25 38,1 36,04
14 6,5 5 1 25 17,1 16,6
15 6,5 8 0,2 25 27,6 24,26

Bu sonugclara gore seliilazin relizyme destek tGizerine immobilizasyonu igin
en uygun sartlar Cizelge 4.6'da deneme sayisi 5 olan deneyin sartlaridir yani pH
6,5 50 Mm fosfat tamponunda, 2 saat immobilizasyon zamaninda, 25 oC sicaklikta
ve enzim derisiminin 1,8 mg/ml oldugu sartlardir.
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Tartigma ve Sonugclar

Her iki destege seliulazin immobilizasyonunun  optimum kosullarini
belirlemek amaciyla yanit yizey metodu kullaniimistir. Yaptigimiz 6n calismalarda
ve literaturlerde, kullandigimiz desteklere enzimin immobilizasyonu igin uygun
inkiibasyon sicakhginin 25 °C oldugu bulunmustur (Mateo ve ark.,2006). Sicaklik
sabit tutulup yanit yizey metodu kullanarak elde ettigimiz deney sartlarina uygun
olarak deneyler uygulandiinda sepabeads destege selllaz enziminin
immobilizasyonu i¢in en uygun baglanma pH’si 6,5, immobilizasyon siresi 6 saat
ve selilaz enzim derigimi ise 1,8 mg/ml olarak bulunmustur. Relizyme destege
selilaz  enziminin immobilizasyonu icin en uygun baglanma pH'st 6,5
immobilizasyon slresi 2 saat ve selilaz enzim derigsimi ise 1,8 mg/ml olarak
bulunmustur. Bu sonuclar heriki destek icin immobilizasyon suresi haricinde diger
parametrelerin  benzer oldugunu gostermektedir. Enzim immobilizasyon
¢alismalarinin en 6nemli basamagi olan pH parametresi i¢in serbest ve immobilize
selilazin genis bir pH (3,5-6.5) araliginda aktivitesinin ¢cok disise ugramamasi
bazik bolgelere gore asidik bdlgelerde aktivitenin daha yiksek oldugunu
gostermektedir.Asidik pH da immobilizasyonun verimli olmasi uzun sireli
calismalardaki mikrobiyal kontaminasyonlarin engellenmesi agisindan avantajli bir
durum olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Dinger ve ark., 2007; Kubitzki ve ark.,
2008;0Okutucu ve ark.,2010; Bayraktar ve ark.,2011). Serbest ve immobilize
selilazin  aktivitelerinin  tampon derigsimine bagl degdisimleri incelendiginde
aktivitelerinin ~ denenen  araliklardaki  tampon  derisiminden  etkilendigi
g6zlemlenmigtir. Serbest enzimin maksimum aktivite gosterdigi tampon derigiminin
immobilize enzime oranla daha yilksek oldugu belirlenmistir. immobilize seliilazin
maksimum aktivite gosterdigi reaksiyon ortaminin iyonik siddetinin dusuk olmasi
enzimin destege daha hizli ve verimli sekilde baglandigini gostermektedir(Kubitzki
ve ark., 2008; Bayraktar ve ark.,2011). Yuksek sicaklik degerleri reaksiyon
sistemine fazladan eneji saglayabilir ve immobilizasyon prosesini hizlandirabilir
fakat ayni zamanda proteini denatiire edebilir ve seliilaz enziminin aktivitesini
disurir (Hung ve ark.,2011). 25-65 oC arasi deneysel calismalarimiz sonunda
serbest seltilaz icin optimum sicaklik 45 oC, sepabeads destege immobilize seliilaz
icin 50 °C, relizyme destege immobilize seliilaz igin ise 60 °C oldugu belirlenmistir.
Sekil 4.12'de gorildigii gibi 45 °C'den yilksek sicakliklarda serbest enzimin
aktivitesi azalmigtir. Bu sonu¢ protein denatiirasyonunun olabilecegini
gostermektedir (Yigitoglu ve ark.,2010). Selilaz enziminin immobilizasyonu
sonucunda maksimum aktivitenin alindigi siakhigin 50-60 °C araligi olabilecegi
sonuclarimiza gore sdylenebilir. immobilizasyon sonucunda yiiksek sicakliliklarda
enzimin stabil kalabilmesinin nedeni enzim ve destek arasinda rijit bir yapinin
olusmasi nedeni ile aciklanabilir (Bayramoglu ve ark.,2002). Serbest selllaz icin
Vuax=1,05 U/mg prot.,Kn=0,47 %, geri doniisim katsayisi (ke=4,06 dk™) olarak
bulunmustur.

Sepabeads destege immobilize selilaz i¢in Vyax=1,1 U/mg prot. K,=1,5 %,
geri dondsim katsayis! (Kg=4,25 dk'l) olarak bulunmustur. Sepabeads destege
immobilize selllazin serbest enzime gore K., dederinin yaklasik 3 kat artmis olmasi
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substrata olan ilgisinin  azalmis oldugunu gdstermektedir. Relizyme destege
immobilize seliilaz enzimi igin Vyax=3,78 U/mg prot.,K,,=0,27 %, geri donlslim
katsayisi (Kxa=14,62 dk'l) olarak bulunmustur. Relizyme destege immobilize
selilazin serbest enzime gore K, degerinin yaklasik yarisi kadar azalmis olmasi
sibstrata olan ilgisinin artmis olmasini gostermektedir. Serbest, sepabeads ve
relizyme desteklere immobilize seliilazlarin 70 °C’deki yari 6miirleri sirasiyla 8,19,
7,8, 17,8 saat olarak belirlenmistir. Sonuclara gore serbest selllaz ile sepabeads
destege immobilize selilazin termal kararliliklari arasinda dnemli bir fark tespit
edilememisken relizyme destege immobilize selilazin termal kararhhdinin arttig
belirlenmistir. Literatiirde c¢esitli enzimlerin cesitli desteklere immobilize edilmesi
sonucunda termal kararliligin arttigini gosteren calismalar mevcuttur (Prlainovic ve
ark., 2011; Bayraktar ve ark.,2011; ince ve ark., 2012). immobilizasyon amagl
kullanilan desteklerin enzimleri termoinaktivasyona karsi korudugu literatirden ve
bizim sonuglarimizdan da anlasiimaktadir. Serbest ve immobilize enzimlerimizi 30
giin sireyle 5 ve 25 °Cde depo edip belli siirelerde kalan aktivitelerini
inceledigimizde serbest enzimin aktivitesinin fazlaca bir disuse ugramadigi,
sepabeads destege immobilize enzimin ise 5 °C’ de depo edilmis olanin % 74
oraninda baslangi¢ aktivitesini korudugu ancak oda sicakliginda depo edilen ve
diger destegimiz olan relizyme destegimize immobilize olmus enziminde hem 5
hem de 25 °C'de baslagi¢ aktivitesini dramatik bir sekilde kaybettigi belirlenmistir.
immobilize seliilaz 6rnekleri tekrar kullanim kararlliklarinin tespit edilmesi amaciyla
kesikli reaktor sisteminde incelenmis 3 kullanim sonunda sepabeads destege
immobilize selilaz baslangi¢ aktivitesinin % 8'ini, relizyme destege immobilize
selilaz ise yine 3 kullanim sonunda baslangic aktivitesinin % 10’unu
koruyabilmistir. Meydana gelen bu aktivite kaybinin nedeni birka¢ faktérden
kaynaklanabilir bunlar; enzimin ilk kullanim  sonucunda baglandidi yerden
kopmasi, protein denatlirasyonu, son urlin inhibisyonu veya bir enzim sistemi olan
selulaz kompleksini olusturan bir veya daha fazla enzimin kaybi olabilir. Ayri
enzimlerin olusturdugu seliilaz enzim kompleksi ayni zamanda c¢ok sayida
fonksiyonel grup icermektedir ve bu fonksiyonel gruplar enzimin aktif bdlgesinde
yer alir ve her birisi selllozu olusturan glukoz monomerlerini farkl yerlerden
parcalar. immobilizasyon sirasinda enzimin aktif bélgesinde yer alan bu
fonksiyonel gruplardan birinin etkinligini kaybetmesi enzimin stabilitesinin
kaybolmasi ile sonucglanmis olabilir (Hilterhaus ve ark., 2008; Jordan ve ark., 2011)
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UREAZ ENZIMININ MAGNETIK NANOPARTIKULERE FARKLI ARA KOLLAR
UZERINDEN IMMOBILIZASYONU VE KARAKTERIZASYONU

Immobilization and Characterization of Urease Enzyme over*Magnetic
Nanoparticles Through Different Intermediate Arms

Nuri GULESCI Giizide YUCEBILGIC
Kimya Anabilim Dali Kimya Anabilim Dal
OZET

Bu calismada serbest ve immobilize enzimlerin maksimum aktivite
gosterdigi  kosullar (pH, tampon derisimi ve sicaklik) belirlenerek kinetik
parametreleri (Kn, Vimaxo Kea/Km) bulunmustur. Ureaz enziminin glutaraldehit (GA)
ve epiklorhidrin (ECH) ara kollan (zerinde magnetik nanopartikillere
immobilizasyonu sonucu K, ve V. degerlerinin arttigi gérilmektedir. GA ara kolu
Uzerinden immobilize Ureazin Keu/Kn (2,746dk'1M') ve ECH ara kolu Uzerinden
immobilize treazin ke/Km (2,761 dk*M™) oranlari serbest treazin Kea/Km (4,139
dk'lM'l) oranina gore yaklasik 1,5 kat azalmistir. Serbest ve immobilize lGreazin
farkh sicaklklarda belirlenen termal kararlihklar karsilastiriimis ve immobilize
enzimlerin aktivitesini daha fazla korudugu bulunmustur. Tekrar kullanilabilirligi
kesikli reaktor modelinde arastiriimis ve 20 kullanimdan sonra immobilize
enzimlerin aktivitelerini sirasiyla %57 (GA) ve %61 (ECH)ini korudugu
belirlenmistir. Serbest Ureazin 5°C’de ve 25°C'de 30 gin depolanma siresi
sonunda kalan aktivitesi sirasiyla baglangi¢ aktivitesinin %30 ve %23'0dur.
immobilize enzimler icin 5°C’de ve 25°C’de 30 giin depolanma siiresi sonunda
sirasiyla baslangic aktivitesini %72, %71'ini (GA) ve %60, %57’'sini (ECH)
korudugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler : Ureaz, glutaraldehit, epiklorhidrin, magnetik nanopartikiil.

ABSTRACT

In this study, the conditions which free and immobilized enzymes showed
maximum activity (pH, buffer concentration, and temperature) have been
determined and their kinetic parameters (Km, Vmax, Kca/Km) Were found.As a result
of the immobilization to magnetic nanoparticles of the enzyme urease GA and
ECH on the intermediate arms values of K, and V... increased. Immobilized
urease level on GA intermediate arm and immobilized urease level Kke./Kn
(2,746dk™M’) has decreased by approximately 1,5 times according to the level of
free urease Ke/Km (4,139 dk*M™). The thermal stability of free and immobilized
urease were compared at different temperatures and it has been found out that at
high temperature and time immobilized enzymes have protected their activity for a
longer time compared with free enzymes. The re-usability of immobilized enzymes
activities has been investigated by batch reactor model and it has been found out
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that after 20 usage 57% GA and 61% ECH of immobilized enzymes activities were
maintained respectively. At the end of storage period for 30 days at 5°C and 25°C
the remaining activity of free urease was 30% and 23% of the initial activity. It has
been find out that at the end of the storage period for 30 days at 5°C and 25°C the
activity of immobilized enzymes were 72%, 71% GA, and 60% ,57% ECH of the
initial activity respectively has been found preserved.

Key words : Urease, glutaraldehyde, epichlorohydrin, magnetic nanoparticles.

Girig

1926 yilinda James B. Summner tarafindan fasulye (Canavalia ensiformis)
tohumundan ilk defa kristallestirilen enzim olarak enzimolojide 6nemli bir yere
sahiptir ve James B. Sumner 1946 yilinda kimya alaninda Nobel barig 6dulinu
almistir (Balasubramanian ve ark., 2010). Enzimlerin en 6nemli dzellikleri, substrati
aktive etmek ve reaksiyona su saglamak icin aktif bolgelerinde metal iyonlari
bulundurmalandir. Bu grup icindeki diger dinlkleer metalloenzimler arasinda
Ureazlar, aktif bolgelerinde nikel iyonu bulundurmalan agisindan tektirler
(Krajewska ve ark., 2001). Fasulye (Canavalia ensiformis) kaynakl treaz enzimi,
90.770 kDa molekdl agirhigina sahip birbirinin ayni alt birimleri iceren bir
hekzamerdir (Takishima ve ark., 1988). Toplam molekul agirhdi 590.000 kDa’'dur.
Ureaz, urenin amonyum ve karbondioksite donismesini saglayan bir enzimdir
(Krajewska ve ark., 2001).

(NH),CO + H,0 — CO; + 2NH;

Normalde ure hidrolizi yavas gergeklesen bir reaksiyondur. Katalizor
olmadan gerceklesen reaksiyonda meydana gelen Urlinler amonyak ve siyanirik
asittir. Katalizor varhdinda gerceklesen reaksiyonlarda ise olusan Urlinler amonyak
ve karbonik asittir. Son basamakta karbonik asit kendiliginden parcalanarak
karbondioksit ve amonyaga doniisir (Blakeleyand ve ark., 1984). Ureazin kataliz
reaksiyonu sekil 1.'de gosterilmigtir.

o H20

0

U + NHD
HaN" TNH urease HxN" T0®

0=

HZO

i
=
HEN,GEO@ _&_-_ HCO; + NHg

Sekil 1. Ureazin kataliz reaksiyonu (Ciurci ve ark., 1999)

Kimya, atomlarin ve molekullerin diizenlenmesi tzerine kurulmus bir bilim
dalidir ve nano yapilari da iceren materyallerin sentezinde olduk¢a uzun bir tarihe
sahiptir. Kolloidler ve katalizorler bunlara 6rnek olarak gdsterilebilir. Nano bilimin
bugiinkli popularitesi, kullanilan birgok eski (kullaniimayan) kimyasal metodun
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yeniden kullanilmasina olanak saglamis ve ayni zamanda nano yapili materyallerin
sentezi i¢cin yeni ve modifiye kimyasal metotlarin devamli olarak gelismesine yol
acmistir. Nano yapili materyallerin kimyasal sentezlerinin ve proseslerinin kapsami
¢cok genis olup optik, elektronik, magnetik, biyolojik, katalitik ve biyomedikal
materyaller gibi bircok uygulama alanina sahiptir (Koch, 2000).

Materyal ve Metot
Materyal

Aragtirmada kullanilan tim reaktifler analitik saflikta olup Merck veya
Sigma-Aldrich firmalarindan saglanmistir.

Metot

Magnetik  nanopartiklller  birlikte c¢Okeltme  ydntemi  kullanilarak
sentezlenmistir. Valenzuela ve ark.,, (2009) tarafindan Onerilen ydntem
kullanilmigtir. 300 mL 0,1 M FeCls.6 H,O ¢ozeltisiyle, 300 mL 0,05 M FeS0O,4.7H,O
¢Ozeltisi hazirlanip bir beherde 25°C’de 250 devir/dak hizla karnstirarak isitilmistir.
Daha sonra bu c¢o6zeltinin sicakhdi 36°C’ye ulastiginda Uzerine damla damla 1 N
NaOH siyah bir ¢okelti olusturuncaya kadar eklenmistir. Bu islem suresince ¢ozelti
karistirilmis ve isitiimaya devam edilmistir. Cozeltinin sicakhdi 52°C'ye ulastiginda
Isitict kapatilmistir. Daha sonra ¢ozeltinin Uzerine damla damla 3 N NaOH
eklenerek siyah ¢okeltinin yogunlugu arttiriimistir. Elde ettigimiz ¢okelekler etanol
ile yikanarak stizilmis ve bir gece boyunca 74°C’de etlivde kurutulmustur.

Ureaz enziminin immobilizasyonunda kullanilacak olan magnetik
nanopartikillerin immobilizasyonundan dnce yizeylerinin aktiflestiriimesi ve daha
sonra glutaraldehit ile muamele edilmesi gerekmektedir. Magnetik nanopartikillerin
aktiflestiriimesinde Weethall (1976) tarafindan bildirilen yéntem esas alinmis ve 3-
APTES ile destegin alkilamin turevi (silanlama) olusturulmustur. Magnetik
nanopartikidlin 2,0 grami %4'luk (v/v) 3-APTES'in aseton igerisinde hazirlanmis
cozeltisine eklenerek 45°C’de 24 saat bekletilerek aktiflestirilmistir (Sekil 3.1). Daha
sonra aktiflestirilien destek saf su ile yikanarak etlivde 115°C'de 1 gece
kurutulmustur. 3-APTES ile aktiflestirilen magnetik nanopartikill destegindeki
serbest amino gruplarinin miktarinin belirlenmesinde Alptekin ve ark., (2009)
tarafindan onerilen yontem kullanilmistir. Alkilamin tlrevine glutaraldehitin
baglanmasinda Cho ve ark., (1993) tarafindan 6nerilen yontem kullaniimigtir.

Magnetik nanopartikiller silanlandiktan sonra destek yuzeyinde bulunan
amino (-NHj) grubunun miktari Alptekin ve ark., (2009) tarafindan onerilen
ybnteme gore yapilmistir. Magnetik nanopartikullere 1-kloro-2,3-epoksipropan’in
(epiklorhidrin) baglanmasinda Axen ve ark., (1975) tarafindan Onerilen yontem
kullanilmistir.  Ureaz enziminin magnetik nanopartikillere glutaraldehit ve
epiklorhidrin Gzerinden kovalent immobilizasyonu Sahoo ve ark., (2011) tarafindan
Onerilen yonteme gore yapilmistir. Protein tayini icin Lowry ve ark., (1951)
tarafindan Onerilen yontem kullanilmigtir. Serbest ve immobilize Ureaz enzim
aktivitesi Nessler's metoduna gore 6lgiilmistiir (Rao ve ark., 1995). Ureaz etkisi ile
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aciga cikan amonyak Nessler ayiraci ile tepkimeye sokulmakta olugan renkli
bilesigin renk siddeti 505 nm de spektrofotometrik olarak dlgtlmistir.

Arastirma Bulgulari

Sentezlenen FesO, magnetik nano yapilarinin boyut analizi, Mastersizer
2000 (Malvern Instruments, Londra, Iingiltere) ile 6lcilmiis ve karakterizasyonu
SEM (Zeis) mikroskobunda yapilmistir. Ortalama spesifik agirhgr 0,843 mzlg,
ortalama yizey agirhd 7,113 um ve ortalama hacim agirhgi 30,262 um oldugu
tespit edilmistir. Ayrica hazirlanan nano yapilarin ortalama boyutunun 158,2 nm
oldugu bulunmustur.

Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorhidrin
ara kollar tzerinden kovalent olarak immobilize edilen Ureaz aktivitelerinin pH’ya
bagl degisimleri Sekil 2.’"de birlikte gdsterilmistir. Sirasiyla pH’lar 7,5-5,5 ve 5,5
olarak belirlenmigtir.

Serbest enzim ile magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorhidrin
ara kollari Gzerinden kovalent olarak immobilize edilen Ureaz icin tampon
derisimleri 50 mM olarak belirlenmigtir.

Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorhidrin
ara kollari uzerinden kovalent olarak immobilize edilen Ureaz aktivitelerinin
sicakliga bagh degisimleri Sekil 3.’de birlikte gdsterilmistir. Sirasiyla sicakliklar 50,
70 ve 70°C olarak belirlenmisgtir.

Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorhidrin
ara kollari tzerinden kovalent olarak immobilize edilen Ureazlarn aktivitesi
belirlenen optimum sartlarda farkli substrat derigsimlerinde 6l¢cilmis ve Sigma Plot
Enzim Kinetik Modul programi kullanilarak Lineweaver-Burk grafigi cizilmis ve
kinetik parametreleri Cizelge 1'de gosterilmistir.

Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorhidrin
ara kollan Gzerinden kovalent olarak immobilize edilen Ureaz farkh sicakliklarda
(60, 70 ve 80°C) inklibe edilmis ve 15 saat sonundaki kalan aktiviteleri belirlenmig
ve Cizelge 2'de g0Osterilmigtir.

Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorhidrin
ara kollari Uzerinden kovalent olarak immobilize edilen Ureazlarin baslangic
aktiviteleri belirlendikten sonra 4°C ve oda sicakhiginda (25°C) agzi kapali siselerde
bekletiimis ve bu enzimlerin 30 giin boyunca belirli zaman araliklarinda kalan treaz
aktiviteleri 6lciimustur. Kalan aktiviteleri Cizelge 3'de gosterilmigtir.

Magnetik nanopartikillere glutaraldehit ve epiklorhidrin ara kolu tzerinden
kovalent olarak immobilize edilen lreazlarin tekrar kullanim kararlilhklar 25, 50 ve
100 mg igin sirasiyla (%37, %53, %57), (%36, %52, %61) olarak belirlenmigtir.
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Sekil 2. Serbest enzim ve magnetik nanopartikilllere glutaraldehit ve epiklorhidrin
ara kolu Uzerinden kovalent olarak immobilize edilen Ureazlarin
aktivitelerinin pH’ya bagh degisimleri
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Sekil 3. Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorhidrin
ara kollari Uzerinden kovalent olarak immobilize edilen Ureazlarin
aktivitelerinin sicakhga bagh degisimleri

Cizelge 1. Serbest enzim ve immobilize enzimlerin Ky, Vinax, Kear, Kea/ Ky _degerleri

Km Vmax kcat1 kcat{ KT
(mMM)  (Uimgprot) (dk?)  (dkM?)
Serbest Enzim 0,5925 4.5 2,4525 4,139
immobilize Enzim
(Glutaraldehit Ara kolu) >+ 26,2 14,279 2,746
immobilize Enzim
(Epiklorhidrin Ara kolu) L5 7.6 4142 2,761
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Cizelge 2. Serbest enzim ve immobilize enzimlerin termal kararhlklar

Sicaklik (°C) % Bagil Aktivite

60 %77

Serbest Enzim 70 %48

80 %29

immobilize Enzim ?8 223471
(Glutaraldehit Ara kolu) 80 %64
immobilize Enzim ?8 2223
(Epiklorhidrin Ara kolu) 80 %56

Cizelge 3. Serbest enzim ve immobilize enzimlerin depolama kararlliklari
30 gliin sonunda kalan aktiviteler

4°C 25°C
Serbest Enzim %30 %23
immobilize Enzim 0 0
(Glutaraldehit Ara kolu) H72 71
Immobilize Enzim %60 %57

(Epiklorhidrin Ara kolu)

Tartigma ve Sonugclar

Tibbi amacl uygulamalar icin immobilizasyon sistemlerinin gelistiriimesinde
en ¢ok kullanilan enzimlerin basinda Greaz gelir. Bu enzimin bagil olarak ucuzlugu,
dayaniklihdr ve kolay izlenebilmesinin yani sira kanda ve idrarda drenin kantitatif
tayininde yaygin olarak kullanilmasi bu se¢imde g6z 6ntinde bulundurulmaktadir.
Klinik uygulamalarda ure o6lcimi renal ve metabolik hastaliklarin teshisinde
kullaniimaktadir (Baysal, 2000). immobilize ireazin diger uygulamalari ise,
bioreaktdr sistemi icerisinde atik sulardan Urenin amonyak ve karbondioksite
doénisimi (George ve ark., 1997) ya da gida endistrisinde mesrubat ve
yiyeceklerden drenin uzaklastinimasi i¢in kullamildigi bildirilmigtir (Elgin, 1995;
Amine ve ark, 2006). Bu nedenle bu calsmada Ureazin Kkovalent
immobilizasyonunda farkli kimyasal yapiya, partikul blyikligine ve yizey alanina
sahip olan magnetik nanopartiklller ve farkl yapi ile uzunluga sahip ara kollar
kullanilarak kovalent immobilizasyon yontemi belirlenmeye calisiimistir.

Magnetik  nanopartikiller  birlikte  ¢oktirme  yontemi  kullanilarak
sentezlenmigtir. Yapilan analizler sonucunda sentezlenen maddenin blyik 6él¢liide
Fe;04'den olustugu ancak diger bazi demir oksit turlerini de kismen icerdigi tespit
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edilmigtir. Ayrica nano vyapilarin ortalama boyutunun 158.2 nm oldugu
saptanmistir.

Gabrovska ve ark., (2007) poli(akrilonitril)kitosan kompozit membranlara
Ureaz enzimini glutaraldehit ara kolu Gizerinden kovalent olarak immobilize etmigler
ve amino gruplarinin miktarinin kitosan konsantrasyonuna bagli oldugunu
bildirmigtirler. Magnetik nanopartiklllerin 3-APTES ile aktiflestiriimesi sonucunda
destekte bulunan —NH, grubu miktarinin 231 ymol/g destek olup ve aktive edilen
destegin glutaraldehit ile muamelesi sonrasinda primer amin grubunun %78’i
glutaraldehit ile modifiye edilmigtir. Ayrica destek Uzerine baglanan protein
miktarinin %63,7 mg prot./g oldugu belirlenmigtir. Axen ve ark., (1975) modifiye
agaroz jeli epiklorhidrin ile aktiflestirmis ve 0,15 mL/3 g jel stispansiyon icerisinde
310 pmol/g epoksi grubu bulundugunu bildirmigtirler. Bu calismada magnetik
nanopartikillerin yizeyindeki epoksi grubu miktarr 400 pmol/g destek olarak
bulunmustur. Ayrica destek Uzerine baglanan protein miktarinin %87,5 mg prot./g
oldugu belirlenmistir.

Bu calismada serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile
epiklorhidrin ara kollari Uzerinden kovalent olarak immobilize edilen Ureazlarin
aktivitelerinin pH'ya bagl degisimleri sirasiyla 7,5-5,5 ve 5,5 olarak belirlenmistir.
Farkli tasiyicilarda gerceklestirilen Greaz immobilizasyon calismalarinin yer aldigi
literatirlere bakildidinda, bu sonuclarla da benzer oldugu go6rilmektedir.
Poli(hidroksietil  metakrilat-ko-glisidil  metakrilat)  filmde  yapillan  Ureaz
immobilizasyon calismalarinda serbest treazin optimum pH’sinin 7,0 oldugu ve
immobilize Ureazin optimum pH’sinin asidik bdlgeye dogru (pH 6,0) kaydidi veya
optimum pH’in dedismedigi calismalar bulunmaktadir (Chellapandian ve Krishnan,
1998; Bayramoglu ve ark., 2003).

Serbest enzim ile magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorhidrin
ara kollari UGzerinden kovalent olarak immobilize edilen Ureazlar igin tampon
derisimleri 50 mM olarak belirlenmistir. Literaturlerde tampon derigiminin
belirlenmesine yonelik bir calismaya rastlanmamistir. Ancak farkl derisimlerde
tampon coézeltiler kullaniimistir. Sahoo ve ark., (2011) yaptiklarn calismada 0,01
M’lik fosfat tamponu, Mulagalapalli ve ark., (2007) ise 0,05 ve 0,025 M'lik tris
asetat tamponu kullandiklarini bildirmistirler.

Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorhidrin
ara kollari Uzerinden kovalent olarak immobilize edilen Ureazlarin aktivitelerinin
sicakliga bagh degisimleri sirasiyla 50, 70 ve 70°C olarak belirlenmistir. Serbest
Ureaz ve immobilize Ureazin optimum sicakliklarindaki bu farkliliklar diger
literatirlerde  bildirilmistir.  Bayramoglu ve ark., (2005), vyaptigi poli(2-
hidroksietilmetakrilat-ko-N-metakrilol-L-histidinmetilester) ~ mikrokilrelere  (reaz
immobilizasyonunda serbest Ureaz icin optimum sicaklik 40°C iken immobilize
enzimlerde bu deger 50°C'ye ¢ikmisgtir.

Kmn degerlerinin karsilastirlmasi enzim ve tasiyici arasindaki etkilesim
hakkinda énemli bilgiler verir. immobilize enzimin K, degerindeki artig, aktif
boélgeye substrat afinitesindeki azalisi ifade etmektedir. Substrat afinitesindeki bu
distsun sebepleri, immobilizasyon sonrasi substrati baglayan enzimin
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konformasyonel esnekliginin azahlgi, tasiyicinin yarattigi sterik engeller ve
difizyonel direnctir. Baran Teke, (2008), serbest enzimle karsilastirildiginda
aljinata immobilize olan Ureazin K, degerinde bir artis gbzlemlemistir.

Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorhidrin
ara kollan Gzerinden kovalent olarak immobilize edilen Ureaz farkh sicakliklarda
(60, 70 ve 80°C) inkube edilmis ve 15 saat sonundaki kalan aktiviteleri serbest
enzim igin sirasiyla (%77, %48, %29), glutaraldehit ara kolu igin (%67, %74, %64)
ve epiklorhidrin ara kolu icin (%65, %67, %56) olarak belirlenmigtir. Enzimin
konformasyonel yapisi immobilizasyondan etkilenir. Bu konformasyonel
sinirlamalardan dolayi, immobilize enzim serbest enzimden daha yiksek termal
kararlihga sahiptir. immobilizasyon sonrasinda enzimin termal kararliig artabilir,
azalabilir yada hi¢ degismez. Genellikle kovalent bagll suda ¢6ziinmez enzimlerin
Islya ve denatlre edici ajanlara karsi serbest forma gore daha dayanikh oldugu
bilinmektedir. Yapilan diger immobilize Ureaz termal kararlhk c¢alismalarinda,
40°C’ye kadar % bagil aktivitenin korundugu, 65°C gibi yiksek sicakliklarda ise
serbest enzim %87 aktivite kaybederken, immobilize enzimin %48 aktivitesini
korudugu belirtilmistir (Bayramoglu ve ark., 2003).

Serbest enzim ve magnetik nanopartikillere glutaraldehit ile epiklorhidrin
ara kollari Uzerinden kovalent olarak immobilize edilen Ureazlarin baslangic
aktiviteleri belirlendikten sonra 4°C ve oda sicakliginda (25°C) agzi kapali siselerde
bekletiimis ve bu enzimlerin kalan aktiviteleri 30 gin boyunca belirli zaman
araliklarinda o6lcilmustur. Kalan aktivitelerin sirasiyla (%30, %23), (%72, %71),
(%60, %57) oldugu belirlenmistir. immobilizasyonun enzimin depolama kararlihgini
genellikle iyilestirdigi bilinmektedir. immobilize (reazin c¢ok iyi depolama
kararhhgina sahip oldugunu bildirmistir (Krajewska ve Leszko, 1990).

Magnetik nanopartikillere glutaraldehit ve epiklorhidrin ara kolu tzerinden
kovalent olarak immobilize edilen lreazlarin tekrar kullanim kararlilhklar 25, 50 ve
100 mg i¢in sirasiyla (%37, %53, %57), (%36, %52, %61) olarak belirlenmigtir.
immobilize enzimlerin tekrar tekrar kullanilabilmesi enzimin endiistride kullaniimasi
acisindan 6nemli bir faktérdur. Artan kararlilik immobilize enzimi serbest enzimden
daha avantajli hale getirmektedir (Lei ve ark., 2007).
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SODYUM MOLIBDAT (NA;MOO,) KATKISININ, 7075 ALUMINYUM
ALASIMININ SULFURIK ASIT ICERISINDEKI ELOKSAL ISLEMINE VE
KOROZYON DAVRANISLARINA ETKISI®

The Effect of Sodium Molybdate (Na,M0O,) Additives on Anodizing Process of
7075 Aluminum Alloy in Sulfuric acid (H,SO,) And Corrosion Behavior*

Rasiha Nefise MUTLU Birgul YAZICI
Kimya Anabilim Dali Kimya Anabilim Dall
OZET

Bu calismada, 7075 aluminyum alasiminin 0,4 M silfurik asit (H,SO,)
icerisindeki,eloksal iglemine farklh derigsimlerde (0,1-0,6 M) sodyum molibdat
(Na;Mo0O,) katkisinin etkisi incelenmistir. Eloksal isleminde uygulanacak en etkili
katki derisimi (0,5 M) ve en uygun potansiyel (2V) belirlenmistir.Eloksal islemi
sirasinca katotta indirgenerek farklh mavi, mor renkli molibden oksitleri, molibdat
konsantrasyonuna bagli olarak olugsmustur. Ylzeyde olusan aluminyum oksite
(Al/AlL,O3) ait korozyon davranislari %3,5'luk NaCl i¢erisinde alinan elektrokimyasal
impedans (EIS) ve Tafel olcumleriyle degerlendirilmistir.Bu o6l¢iimler taramal
elektron mikroskopu (SEM) goruntileriyle desteklenmistir.Elde edilen bulgulara
gbre, molibdat katkisi, elektrolit/oksit ara yilzeyinde Al iyonlarinin ¢ozeltiye
gecmesine engel olmus ve yuzeydeki oksit tabakasinin kalitesini (homojen,diizgiin
ve koruyucu) arttirmistir .

Anahtar Kelimeler: Sodyum molibdat (Na,MoO,), aluminyum, korozyon, eloksal

ABSRACT

In this study, The effect of different sodium molybdate (Na,MoO,)
concentration (0.1-0.6 M) as additives, on anodizing process of 7075 aluminum
alloy in sulfuric acid (0.4 M H,SO,) has been investigated. The most effective
concentration of additives (0.5M) and optimal potential (2V) were determined for
anodizing process.During anodizing process, different blue ,purple molybdenum
oxides were formed by reduced at the cathode ,depending on the concentrations of
molybdate.The corrosion behavior of the aluminum oxide formed on the surface
(Al/AI,O3) has been evaluated with electrochemical impedance spectroscopy (EIS)
and Tafel measurement in 3,5 % NaCl.This measurement has been supported with
scanning electron microscope (SEM) images.According to results obtained,
passage of aluminum ions into the solution has been hampered with molybdate
additives at electrolyte/oxide interface and addictive has improved the quality
(homogeneous, uniform and protective) of the surface oxide layer.
Key Words: Sodium molybdate (Na,MoO,), aluminum, corrosion, anodizing

process

* Yuiksek Lisans Tezi- M. Sc. Thesis
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Girig

Aluminyum ve alagimlari, ticari olarak bir ¢cok alanda (havacilik, mimarlik,
ulasim, imalat sanayi vb.) kullaniimaktadir. Bu malzemenin kullanimini kisitlayan
en onemli sorun korozyondur.Aktif bir metal olan aluminyum ylzeyinde
kendiliginden olusan dogal oksit filmi korozif ortamlarda etkili bir koruma saglamaz.
Bu nedenle kullanilan anodizing  ydntemi, yuzeydeki oksit filminin korucu
Ozelliklerinin gelistiriimesinde siklikla kullanilir .Aluminyum anodize edildiginde,
direnc¢ olusturan bir oksit tabakasi kontrollti olarak olusturulur.Bu tabakanin kalitesi
(diizgin, homojen ve koruyucu) anodizing sirasinda kullanilan elektrolit
turiine,potansiyele,sicakliga vb. baghdir. Bu amagla ilk basta kromik asit elektrolit
olarak kullaniimistir. Ancak +6 degerlikli krom tirleri toksik ve tehlikelidir.Bu
nedenle olusturdugu saglik ve cevre sorunlari nedeniyle, bagka anodizing
banyolarinin bulunmasini zorunlu hale gelmistir. Kromik asite, alternatif olarak
sulfurik asit, okzalik asit ve fosforik asit elektrolitlerine ait birgok calisma
mevcuttur.Teknikte en yaygin sulfurik asit elektoliti kullaniimaktadir. Bu asitler tek
kullanildigi gibi , belirli oranlarda karistirlarak elde edilen ¢ozeltilerinin etkinligi de
genis capta arastinicilar tarafindan arastinimaktadir (Shih ve ark. 1999).
GlUnumuizde teknikte sodyum hidroksitten gecirmeden direk asitle anodizing
yapmak icin calismalar mevcuttur. Bu elektrolitlerin icerisine katki olarak ilave
edilerek umut vadeden sonuglar elde edilmistir. Ornegin Moutarlier ve ark. molibdat
ve permanganat anyonlarinin silfurik asit ¢ozeltisine katki olarak ilave edildiginde
olusan anodik filmin karakterizasyonunu incelemigler ve dustk derisimlerde
permanganatin, molibdattan daha etkin oldugunu belirlemiglerdir. Tsangaraki-
Kaplanoglou ve ark., elde edilen anodik tabakanin kalitesine kullanilan
anodizasyon banyosunun yani sira, kullanilan aluminyum alasiminin da etkisi
oldugunu goérmuslerdir. Anodizing sirasinda porlarin  yeniden dizenlenerek
kapanmasi sonucu akim azalmasinin, AA5083 alasiminda AA 6111'dan daha iyi
oldugunu saptanmistir. Ayrica Moutarlier ve ark. aluminyum 2024 alasimi icin
sulfurik asit igerisine yapilan molibdat katkisinin  filim gelisimi ve korozyon
dayanimi Uzerine etkisini incelemis ve molibdat konsantrosyonuna bagh olarak
anodik tabakanin olumlu etkilendigini ileri sirmuglerdir.

Bu ¢alismada, aluminyum 7075 alasiminin yizeyinde, sulftrik asit elektoliti
icerisine ilave edilen molibdat katkisinin en etkili derisiminin, ylizeyde kontrollu bir
sekilde olusturulan anodik tabakanin kalitesine etkisi incelenmistir.

Materyal ve Metod

Materyal

Calisma Elektrotlari: Calisma elektrotu olarak; ciplak aluminyum (CAl) elektrotlar
kullanilmisgtir. Aluminyumun kimyasal bilesimi asagida verilmektedir;

Aluminyum 7075 alagimi :0,40 % Si, 1,60 % Cu, 0,30 % Mn , 5,60 % Zn , 0,50
% Fe,0,20% Ti, 2,5 % Mg, 0,30 % Cr.

Karsi Elektrot: Platin levha.

Referans Elektrot: Gumus-gumus Klorur elektrot; Ag/AgCI,CI (3,0 M KCI).
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Anodizing Cdzeltisi: Anodizing islemi ve AC impedans ile akim-potansiyel
Olcumleri icin 0,4M H,SO, ¢ozeltisi hazirlanmistir.Anodizing islemi igin 0,4M H,SO,
+ X M Na,M00,4.2H,0(X;0,1-0,5) ¢ozeltisi hazirlanmigtir.

Korozyon testlerinde kullaniimak tzere; %3,5'luk NaCl ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Elektrokimyasal Analiz Cihazi: Anodizing islemi ve AC impedans egrileri ile akim-
potansiyel egrilerinin elde edilmesi CHI 604d Electrochemical Analyzer cihaziyla
gerceklestirilmigtir.

Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) (Leo 440 SEM Instrument, COXEM CX
200): Elektrotlarin yizey yapilarinin analizi i¢in kullaniimigtir.

Mekanik parlatici: Elektrot yuzeylerinin parlatiimasinda kullaniimigtir.

Metod

Calisma elektrotlari; silindirik aluminyum cubuklardan 5 cm uzunlugunda
kesilerek, taban alanlarindan bir tanesi delinmis ve iletkenligi saglamak icin bakir
tel gecirilmistir. Sadece calisma yiuzeyi acikta kalacak sekilde polyester blok ile
kaplanmistir. Bu sekilde hazirlanan elektrotlarin yizey alanlari; aluminyum : 0,785
cm?dir. Aliminyum calisma elektrotlarinin yizeyine mekanik parlatma iglemi
uygulanmistir. CHI 604d Electrochemical Analyzer cihazinda aliminyum elektrotlar
anot, platin katot olacak sekilde baglanmis ve gumus-gimus klorir elektrot
(Ag,AgCI/CI) referans olarak kullaniimistir. Uygun potansiyeli belirlemek i¢in; oda
sicakliginda, atmosfere acik kosullarda 0,4 M H,SO, elektroliti icerisinde farkli
potansiyeller (0.5,1,1.5,2V) 30 dakika boyunca uygulanarak anodizing islemi
uygulanmistir.En uygun potansiyel 2 V olarak belirlenmistir (impedans ve tafel
egrileriyle). Uygun katki derisimini belirlemek icin; ayni kosullarda belirlenen 2 V
potansiyelde 0,4M H,SO, elektroliti icerisine farkli derisimlerde (0,1-0,5 M)
Na,MoO, katkisi yapilarak anodizing islemi uygulanmistir.En uygun derisim 0,5 M
olarak belirlenmistir (impedans ve tafel egrileriyle). Elektrokimyasal dlcimler Ug¢
elektrot tekniginden yararlanilarak, atmosfere acik kosullarda ve oda sicakliginda
gerceklestiriimistir. Sistemde calisma elektrotu olarak anodizing iglemi uygulanmig
(Al/AI,O3) ve uygulanmamis (CAL) olan aluminyum elektrotlar kullaniimistir. Kargi
elektrot Pt, referans elektrot olarak giimis-gimus klordr elektrotdur (Ag,AgCI/CI).
% 3,5 NaCl c¢ozeltisi icerisinde bekletilen anodizing uygulanmamig,katkisiz
ortamda ve katkilh ortamda anodizing uygulanmis elektrotlar 2,96 saat boyunca
bekletildikten sonra 2 ve 96 saatler sonunda acik devre potansiyelleri degerinde
10° — 10°® Hz frekans araliginda 5 mV genlik uygulanarak elektrolit karistirimadan,
AC impedans Olgumleri gergeklestirilmigtir. Polarizasyon direncleri  (Rp)
belirlendikten sonra 96 saatin sonunda agik devre potansiyelinden +1,8 V'a kadar
5 mV tarama hizi ile akim-potansiyel egrileri elde edilmistir. Anodizing
uygulanmamis, katkisiz ortamda ve katkih ortamda anodizing uygulanmis
elektrotlara ait SEM gorantileri alinmistir. Ayrica ayni kosullarda olusturulan
elektrotlarin 2 saat ve 96 saat % 3,5'luk NaCl c¢o6zeltisi icerisinde bekletildikten
sonraki sem goruntileri alinmigtir.
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Arastirma Bulgulari ve Tartigma
Koroyon davraniglari
Anodizing islemi icin en uygun potansiyel (2 V) ve Na,MoO; derigimi (0,5
M) olarak belirlenmistir. Bu kosullarda anodizing ile olusturulan oksitin korozyon
davranislari elektrokimyasal yontemler kullanilarak, ¢iplak aliminyum ve katkisiz
ortamda olusturulan oksit tabakasinin korozyon davraniglari ile kiyaslanmistir. %
3,5'luk NaCl icerisinde 2 ve 96 saat bekletildikten sonra elde edilen Nyquist -Bode
diagramlari her saatteki dlgiimler kendi iginde olacak sekilde kargilagtiriimistir.
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Sekil 1. Ciplak (o) ile katkisiz (m) ve katkili (A) ortamda islem gdéren aluminyum
elektrotlarin % 3,5 NaCl icerisinde 2 saat bekleme siresi sonunda elde
edilen (a) Nyquist ve (b) Bode egrileri.

Sekil 3.1.'de goruldugi gibi ¢iplak aluminyum (o) ile elektotlarin yuzeyinde
silfirik asit elektrolitinde Na,MoO, katkili ve katkisiz olarak olusturulan anodik
tabakanin korozyon davranigini incelemek igin, elektrotlar NaCl igerisinde 2 saat
bekletildikten sonra elde edilen impedans egrileri kendi icerisinde karsilagtiriimistir.
Ciplak aluminyumun (o) , yuksek frekans bdlgesinden baglayip orta frekans
bolgesinde devam eden yarim daire seklinde bir lup ile distk frekans boélgesinde
kapanan yarim daire seklinde ikinci lup gorilmektedir. Olusan ilk lupun yatay
eksene ekstrapole edilmesiyle elde edilen diren¢ dederi ~3000 Q olup bu deger
por direncine (Rpo) karsilik gelmektedir. Bu direng filmin porlari icinde meydana
gelen elektrokimyasal tepkimelerle ve difiizyonla iliskilidir. ikinci lup ise ~3972 Q 'da
kapanmaktadir. Dusuk frekans bolgesinde olusan ikinci yari lup metal Uzerindeki
bariyer tabakaya ait bilgiler verir. Sekil 3.1.b'deki Bode diyagraminda olusan bu iki
ayr lup yiksek (102Hz) ve dusik (10'l Hz) frekans bdlgesinde gorilmektedir. Faz
acllan sirasiyla 73,5° ve 10,2° dir. Ciplak aluminyum igin egrinin baglangic noktasi
¢cOzelti direncini karsilar (Rs) ve bu deger ~8,00 Q dur. 0,4M H,SO,(m) icerisinde
olusan anodik tabakanin, NaCl icerisinde 2 saat bekletildikten sonra alinan
impedans egrisi ciplak aluminyumda oldudu gibi iki lup seklindedir. ilk lupun
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ekstropole edilmesiyle elde edilen por direnci ~3645 Q dur ve ikinci lup ~6241 Q
direnc degerinde kapanmaktadir. Sekil 3.1.b'deki bode diyagraminda olusan bu iki
ayr lup yikksek (10°Hz) ve dusik (10" Hz) frekans bolgesindedir. Faz agilari
sirasiyla 78,08 ° ve 12,01° dir. Egrinin baslangic noktasindaki ¢ozelti direnci ~7,287
Q dur. Aluminyumun ince oksit filmi gercek bir kondansattre yakin 6zellik
gostermektedir. Hem ciplak aluminyumun hem de katkisiz silfurik asit icerisinde
anodizing islemine tabi tutulan aluminyumun NaCl icerisinde elde edilen
diyagramlari yarim daireye ¢ok yaklasmaktadir.

NaCl'li ortamda 2 saat bekletildikten sonra 0,4 M H,SO, + 0,5 M
Na,MoO,'de (A) olusan anodik tabakaya ait impedans egrisi yiksek frekans
bolgesinde baslayip, orta frekans bolgesinde devam eden ve disuk frekans
bélgesinde kapanan yarm elips seklindedir. Diger egrilerden farkhhk gosteren
yarim elips sekli, iki ayri lupun odak noktalarinin birlesmesi sonucu olusan tek bir
luptan meydana gelmektedir. Bu edrinin yatay eksene ekstrapole edilmesiyle elde
edilen diren¢ degeri ~31350 Q ve bu deger bariyer tabaka direnci (Rb) ve por
direncini (Rpo) icine alan polarizasyon direncidir. Bu egri icin sekil 3.1.'de
gosterilen esdeger devre modeli dusunilebilir. Egrinin baglangi¢ noktasindan
belirlenen ¢ozelti direnci ~10,260 Q dur. ¢6zelti direnci ~10,260 Q dur. Sekil 3.1.b.
deki bode diyagraminda tek lupu olusturan iki ayri lup 10" ve 10°% Hz frekanslarinda
gorilmektedir. Faz acilar sirasiyla 80,2° ve 75,1°dir. iki lupa ait faz agilarinin diger
iki egriye kiyasla oldukca arttigi gorilmektedir. Ciplak aluminyum ile 0,4 M H,SO,
(m) elektoliti icerisinde olusan anodik tabakanin impedas egrileriyle kiyaslandiginda
oldukca yuksek bir polarizasyon direncine sahiptir.
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Sekil 2. Ciplak (o) ile katkisiz (m) ve katkili (A) ortamda islem gdren aluminyum
elektrotlarin % 3,5 NaCl icerisinde 96 saat bekleme suresi sonunda edilen
(a) Nyquist ve (b) Bode egrileri.
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Sekil 3.2.'de goruldugu gibi ¢iplak aluminyum ile silfirik asit ve H,SO4 +
Na,MoO, icerisinde olugan anodik tabakanin korozyon davranigi, NaCl icerisinde
96 saat bekletildikten sonra elde edilen impedans egrileri kendi icerisinde
karsilagtirilarak  degerlendirilmektedir. Ciplak (o) aluminyumun impedans
edrisindeki ilk lupun yatay eksen ile extrapole edilmesi sonucu elde edilen Rpo
degeri ~2885 Q dur . Cozelti dlrenC| ise ~6,907 Q dur. $Sekil 3.2.b."deki bode
diyagraminda olugan lup yuksek (10 Hz) frekans bélgesindedir ve faz acisi 67,8°
dir. ikinci lup 16,2° lik bir agiyla olusmaktadir. 0,4 M H,SO,(m) katkisi icerisinde
olusan anodik tabakanin, NaCl icerisinde 96 saat bekletildikten sonra alinan
impedans egrisinin ilk lupudan elde edilen Rpo degeri ~2993 Q dur ve gozeltl
direnci ~6,972 Q dur. Sekil 3.2.b'deki bode diyagraminda olugan Iup yiksek (10
Hz) frekans bolgesindedir ve faz agisi 68,4°dir. ikinci lup 12,6° lik bir agiyla
olusmaktadir. NaCl elektrolitinde 96 saat bekletilen 0,4 M H,SO,4 + 0,5 M Na,MoO,
(A) katkisi icerisinde olusan anodik tabakaya ait impedans egrisinin yatay eksen
ile extrapole edilmesi sonucu elde edilen Rpo degeri ~3093 Q dur ve ¢ozelti d|renC|
~7,484 Q dur. Sekil 3.2.b'deki bode dlyagrammda olusan lup yuksek (10 Hz)
frekans bolgesindedir ve faz acisi 70,01° dir. ikinci lup 17, 1° lik bir aciyla
olusmaktadir. 96 saat NaCl ortaminda bekletilen bu 3 elektrota ait egrinin 6zelligi
yaklasik birbiriyle aynidir.
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<z g ] :
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Potansiyel/ V

Sekil 3. Ciplak (1) ile katkisiz (2) ve katkili (3) ortamda islem gdéren aluminyum
elektrotlarin % 3,5 NaCl icerisinde 96 saat bekleme siresi sonunda elde
edilen akim-potansiyel egrileri.

Sekil 3.3 de c¢iplak aluminyum ile sulfuirik asit ve sulfirik asit + molibdat
katkisi icerisinde olusan anodik tabakanin korozyon davranisini karsilagtirmak
icin, NaCl icerisinde 96 saat bekletildikten sonra elde edilen akim-potansiyel
egdrileri birlikte verilmistir. Ciplak aluminyumun egrisine ait (1) denge potansiyeli -
0,655 V dur. Bu potansiyelden daha posz potansiyellere gidildikce akim giderek
artmistir. -0,5 V da akim 5, 0118x10° A degerindedir. 0,4 M H,SO, (2) icerisinde
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anodizing islemi uygulanan elektrota ait akim-potansiyel egrisinin denge potansiyeli
-0,651 V dur. Akim daha pozitif potansiyellerde artmistir. -0,5 V da akim
2,4479x10° A degerindedir. 0,5 M Na,MoOQ, iceren H,SO, de (3) anodizinge tabi
tutulan elektrota ait egrinin denge potansiyeli -0,645V dur. Bu potansiyelden daha
pozitif potansiyel olan -0,5 V da akim degeri 1,3947x10° A dir. Denge potansiyeli
cok fazla degismemekle birlikte -0,5 V civarindaki akim degerleri kiyaslandiginda
en yuksek akim ciplak aluminyumun egrisine aittir. En disik akim ise katkih
elektrolit icerisinde anodizing islemine ugratilan elektrotun egrisine aittir.

Karakterizasyon

Ciplak aluminyumun katkili ve katkisiz elektrolite anodizing uygulanan
calisma elektrotuna ait SEM gorintuleri ile bu Uc¢ elektrotun NaCl cozeltisi
icerisinde 2 ve 96 saat bekletildikten sonraki sem géruntileri alinmigtir.

Sekil 4. %3,5 NaCl cozeltisi icerisinde 2 saat bekletilen ciplak (a), katkisiz (b) ve
katkil (c) aluminyuma ait 100um boyutunda SEM gdruntileri.

Sekil 3.4.a.'da Ciplak aluminyum elektrotun % 3,5'luk NaCl c¢o6zeltisi
icerisinde 2 saat bekletildikten sonraki SEM goruntlleri verilmektedir. Ciplak
aliminyum ylizeyinde dogal oksit tabakasi bulunmaktadir. Oksit tabakasi Gzerinde
belirli bir bozuk bélgede adsorplanan klortr (CI) gibi aktifleyici bir iyon cukur
korozyonunu baslatir. Klorir iyonlari oksit tabakasinin igerisine diftizlenir. Cukur
icerisinde AICI;, HCI olusumu metalin ¢éztinmesini hizlandirir. Cukurun icerisindeki
metal anot kalan kisimlar katot gdrevini tstlenir ve ¢cukur olusumu otokatalik olarak
devam eder. Korozyon sonucu cukur gittikge blylyerek metalin o noktadan kisa
surede delinmesine neden olur. Bu nedenle ¢ukur korozyonu tehlikelidir. Sekilde
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gorildugu gibi ¢iplak aliminyum ylzeyinde ¢ukur ve c¢atlaklar gorilmektedir. Sekil
3.4.b."de 0,4M H,SO, icerisinde olusturulan Al/Al,Oz'lin % 3,5'luk NaCl igcerisinde 2
saat bekletildikten sonraki SEM goruntileri verilmektedir. Sekil 3.4.'deki Ciplak
aluminyuma ait sem gorintdleri ile karsilastirildiyinda yiizeyde olusan hasar daha
az olmasina ragmen yluzeyde cukur olusumu goérulmektedir. Bozulan Al/Al,O3
tabakasi kendisini tamir etme yetenegine sahip olmasina ragmen cukur olusum
hizi, Al,O; olusum hizindan daha fazladir ve cukur olusumunun baglamasi
aluminyumun asinmaya devam edecegini gostermektedir. Sekil 3.4.c.'de 0,4 M
H,SO, elektroliti icerisine yapilan 0,5 M Na,MoO, katkisi ile olugturulan Al/Al,O3'lin
% 3,5'luk NaCl icerisinde 2 saat bekletildikten sonraki SEM goruntileri
verilmektedir. Goruldugu gibi ylzey yapisi korunmakta ve Sekil 3.4.a. ile Sekil
3.4.b.'deki gorulen ¢ukur ve catlaklar gorilmemektedir. Ylzey bozulmamistir.
Cukur olusumunun olmamasi yiizeydeki oksit tabakasinin homojen, koruyucu ve
yuzeyin tamamini kapladigini gostermektedir. NaCl icerisinde 2 saat bekletildikten
sonra alinan Nyquist - Bode diagramlari ve akim-potansiyel egrilerinden alinan
sonuglari desteklemektedir.

Sekil 5. %3,5 NaCl ¢ozeltisi icerisinde 96 saat bekletilen ¢iplak (a), katkisiz (b) ve
katkili (¢) aluminyuma ait 100pum boyutunda SEM gdéruntileri.

Sekil 3.5.a'da ciplak aluminyumun % 3,5'luk NaCl icerisinde 96 saat
bekletildikten sonraki SEM goéruntileri gorilmektedir. 96 saatte NaCl aluminyum
ylzeyine 2 saatten daha fazla hasar vemistir . Yiizeydeki catlak ve cukurlarin
sayisi artmis ve catlak ve cukurlarin cevresinde NaCl kristalleri olusmustur. 0,4 M
H2S04 igerisinde olusturulan Al/ALO3'Un % 3,5'luk NaCl icerisinde 96 saat
bekletildikten sonraki SEM goruntuleri Sekil 3.5.b.'de verilmistir. Ylzeyde
asinmalar artmakta ve oksit tabakasinin hasar goren yerleri NaCl kristallerinin
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olusmasi icin uygun alanlar olusturmaktadir.Bu kristaller ¢iplak aluminyuma kiyasla
daha iri taneli ve belirli noktalarda yogunlagmaktadir. Sekil 3.5.c'de 0,4 M H,SO,
icerisinde yapilan 0,5 M Na,MoO, katkisi ile olusturulan Al/Al,Oz'Un % 3,5'luk NaCl
icerisinde 96 saat bekletildikten sonraki SEM gorintileri verilmektedir. 96 saatin
sonunda yuzeydeki oksit tabakasini klorur iyonlar asindirmaya bagliyarak asinan
bolgelerde zayiflayan oksit tabakasinin (zerinde kigik taneli NaCl kristalleri
gorulektedir. Ylzey yapisi 2 saate kiyasla tahrip olmustur. NaCl i¢cerisinde 96 saat
bekletildikten sonra alinan Nyquist - Bode diagramlari ve akim-potansiyel
egrilerinden alinan sonugclar desteklemektedir.

Sonuglar

Katkili elektrota ait 6lcimde Sekil 3.1.'de de géruldugu gibi her iki tabakaya
da ait faz acisilari ¢iplak (Rp ~3972 Q) ve katkisiz elektrota (Rp ~6241 Q) ait
Olcumlerle kiyasla oldukga artmistir. Bu ayni zamanda yiksek bir polarizasyon
direnci demektir (Rp ~31350 Q). 96 saatlerde ise ilk luplara ait faz acilari birbirine
yakin olmasina karsilik ikinci luplara ait faz acilarinda katkili elektrota ait faz agisi
daha fazladir. Bu da por direnci yakin olmasina ragmen katkili elektrottaki
ylzeydeki oksite ait bariyer tabakasinin daha koruyucu oldugunu goéstermektedir.
En son giinde alinan (96 saat) akim-potansiyel egrilerdeki anodik yondeki akimlar
kiyaslamak icin -0,5 V'daki akimlara bakildiginda, en yiksek akim c¢iplak
aluminyuma, sonraki katkisiz sulfurik asit icerisinde anodizing islemi goéren
elektrota ve en disuk akim ise katkil stlfurik asit icerisinde anodizing islemi géren
elektrota aittir. Bu da bariyer tabakanin etkinligini gostermektedir. Alinan SEM
goruntuleri icerisinde ciplak, katkisiz ve katkil elektrolit icerisinde anodizing islemi
gbrmuis elektrot yuzeyleri kiyaslandiginda katkili olana ait,homojen,dizgin ve
ylzeyi tamamen kaplayan oksit tabakasi, Nyquist- Bode diagramlari ve akim-
potansiyel egrilerinden alinan sonuglari desteklemektedir. Klortr (CI) iyonlari
iceren ortamda alinan gorintller ile kiyaslandiginda 2 saat'lik 6lgim igerisinde,
ciplak aluminyum ve katkisiz ortamda anodizing iglemi gérmis aluminyumun
ylzeyindeki, dogal yada kontrolli ortamda olusturulan oksit yapisi bozularak
cukurlarin ve catlaklarin olustugu gorulmektedir. Katkili ortamda anodizing islemi
g6rmus aluminyumun yiizeyinde ise ¢ukur ve catlak olusumu gorilmemektedir. 96
saatlik bekleme sonucunda ¢ elektrotunda yizeyinin bozuldugunu Nyquist- Bode
diagramlari  ve akim-potansiyel egrilerinden alinan sonuglarla  birlikte
degerlendiginde korozyona karsi bariyer tabakanin koruyuculugunun katkil olanda
nispeten daha iyi oldugu sdéylenebilir.
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GLIKOL+SULFURIK ASIT ICERISINDE ANODIZING UYGULANMI§ 7075
ALUMINYUM ALASIMININ % 3,5 NaCl ICERISINDEKI KOROZYON
DAVRANISLARI®

Corrosion behaviours of 7075 aluminum alloy anodized glycol+sulfuric acid in 3,5%
NacCl

Sevgi ATES Birgul YAZICI
Kimya Anabilim Dali Kimya Anabilim Dall

OZET

Bu calismada, anodizing yontemiyle aluminyum yiizeyinde oksit filminin
gelistiriimesi hedeflenmistir. Bunun icin 7075 aluminyum alagiminin yizeyinin
anodizing islemiyle Glikol+ H,SO, c¢oOzeltilerinde en iyi kaplandidi ortam kosullari
belirlenmistir. Elde edilen bulgulara gore; en uygun Glikol derigsimi 0,5 M,en uygun
potansiyel 2 V olarak saptanmistir. Bu sekilde kaplanan 7075 aluminyum
alasiminin  korozyon davranislari % 3.5 NaCl icerisinde arastinimistir.Bu
amagla,elektrokimyasal impedans spektroskopisi(EIS), Akim-Potansiyel egrileri ve
taramali elektron mikroskopu (SEM) gorintileri elde edilmistir. Elde edilen
sonuglara goére; 0,5 M glikol+0,4 M H,SO, ortaminda anodizing uygulanan
alasimlarda Al,O; filminin korozyon dayanimi, ¢iplak 7075 aluminyuma gore daha
yuksek oldugu belirlenmigtir. Ayrica SEM goruntilerinden de ylzeyin en iyi
korundugu ve homojen olarak en iyi film gelisiminin glikol iceren kosuldaki oksit
kaplamasina ait oldugu gorualmustir.
Anahtar Kelimeler: Anodizing, glikol, korozyon, aluminyum.

ABSRACT

In this study, The development of oxide film on the aluminium surface was
aimed with anodizing method. For this, the surface of 7075 aluminum alloys was
determined which the conditions coated with anodizing process in Glycol + H,SO,
solution. According to the results obtained;the most suitable concentration of
Glycol (0,5 M) ,the most suitable potential (2 V) was determined. The corrosion
behavior of 7075 aluminum alloy which the thus-coated was investigated in 3.5%
NaCl.This purpose, electrochemical impedance spectroscopy (EIS) curves, the
current-potential curves, and scanning electron microscope (SEM) images were
obtained. The results show that; The corrosion performance of AlL,O; film (which
have anodizing in 0,5 M Glycol +0,4 M H,SO, containing) much better than bare
7075 aluminium alloy. In addition, the best films development of the most well-
preserved and homogeneous morphology was found to be SEM images of the
surface from of the oxide coating on the condition of the glycol.
Key Words: Anodizing, glycol, corrosion, aluminium

* Yuiksek Lisans Tezi- M. Sc. Thesis
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Giris

GiUnumuzde teknolojinin gelismine bagh olarak, aliminyum ve alasimlari
yeni kullanim alanlari bulmakta ve aliminyum tuketimi diger metallere gére daha
fazla artmaktadir. Ozellikle son yillarda ugak'tan otomotile ve trene kadar tiim
ulasim sektorindeki araclarin Uretiminde en 6nemli malzemeler arasinda yer
almaktadir.Metal olarak hafif olan aluminyum, tasit araglarinin daha az enerji ile
hareket etmesinin saglar. Bu nedenle daha ekonomik, cevreyi en az kirleten ve
daha az enerji tiketen oOzelliklerinden dolayl imalat sektériinde aliminyum diger
malzemelere gore daha cok tercih edilmektedir. Aliminyum ve alagimlarinin
hafifligi yanisira saglamhdi da ucaklarin ve dolayisi ile havacilik sektdriniin
gelismesine en buydk katkiyr yapmaktadir. Endistri ve teknoloji alaninda
aliminyum kullanimi giinden gline artis gostermektedir. Uzay araclar dahil olmak
Uzere hava tagsitlari, daha saglam binalar ve kopruler, elektrik nakil hatlari, diger
muhendislik uygulamalari i¢in aliminyum vazgecilmez bir malzemedir (TMMOB
Metalurji Muhendisleri Odasi, Aluminyum Raporu, Erisim Tarihi Haziran 2014).

Bilindigi gibi sanayilesme ile birlikte yasanan c¢evre sorunlari dinyamizdaki
yasami tehdit eder boyutlara erigmistir. Dlnya enerji kaynaklarinin ve ekolojik
dengenin korunmasi icin en saglikh yol yakit tasarrufuna yodnelerek ener;ji
tiketimini, dolayisiyla enerji Uretimini azaltmaktir. Bu amaca yonelik en etkili
yontemlerden birisi hafif ve geri donisimli malzeme kullanimidir. Bu nedenle
aluminyumun, bu ihtiyaci karsilayacak Ozellikte cevre dostu bir metal olarak,
kullanim alanlari ve ttketimi strekli artmaktadir.

Gunumuize kadar aliminyum alasimlar ,degisik kompozisyonlarda ve farkli
1sil islemler ile farkli 6zelliklerde bir cok kullanim sahasi bulmustur. Ancak gelisen
teknolojinin ihtiyaci daha mukavemetli, sert, disuk yogunluklu, Ustin ozelliklere
sahip malzemeler gelistiriimekte ve bunlarin basinda da anodizing iglemi ile
dayanimlari artinlmig aluminyum kaplamalar gelmektedir.

Son zamanlarda aluminyum ve alasimlarinin yizeyindeki oksit tabakasinin
anodizing iglemi ile gelistiriimesi amaciyla gesitli elektrolitler kullaniimigtir. Kromik
asit, sulfurik asit ve okzalik asit en ¢ok kullanilanlardir (Jiang, 2007). Fakat kromik
asit cevreye zararl elektrolitler arasinda oldugundan tercih edilmemektedir. Maliyet
acisindan ise en yaygin olarak sulfurik asit elektroliti kullaniimaktadir. Anodizing
isleminde olusturulan oksit filminin kalitesini etkileyen en énemli etkenlerde biri de
uygulanan potansiyeldir. Anodizing potansiyelinin alasimlar Gzerindeki etkisi saf
aluminyuma kiyasla daha dusuktir. Aluminyum oksit ylzeyindeki por
buyukligunin yanhzca uygulanan anodizing potansiyeli ile degistirilebilecegi ileri
surdimustir (Tsangaraki-Kaplanoglou, 2006). Anodizing uygulamasinda etkili olan
diger etmen elektrolit cinsi ve derisimidir (Ren, 2012).

Bu calismanin amaci; glikol ve silfirik asit c¢ézeltisinde aluminyum
yuzeyindeki aluminyum oksit (Al,O3) tabakasinin gelistiriimesi hedeflenmistir.
Anodizing isleminde glikol ilavesiyle olusturulan Al,O5 tabakasinin dayanimi % 3,5
NaCl icerisinde korozyon testleri ile arastirilarak, ciplak ve glikol icermeyen
ortamdaki oksit tabakasi ile kiyaslanmistir.
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Materyal ve Metod

Materyal

Calisgma Elektrotlari: 7075 Aluminyum alasiminindan hazirlanan; Ciplak
aluminyum (CAl), Yizeyi oksit ile kaph aluminyum (Al/Al,O3) calhisma elektrotlari
kullanilmistir. 7075 Aluminyum alasiminin Kimyasal bilesimi asagida verilmektedir;
7075 Aluminyum alasimi: 0,40 %Si, 0,60 %Cu, 0,30 % Mn, 5,6 % Zn, 0,50 %
Fe, 0,20 % Ti, 2,5 % Mg, 0,3 % Cr.

Karsgi Elektrot: Platin levha

Referans Elektrot: Gumus-gumus Klorur elektrot; Ag/AgCI,CI (3,0 M KCI).
Cozeltiler: 0,4 M H,SO, cozeltisi anodizing iglemi ve AC impedans ile Akim-
Potansiyel dlciimleri icin kullaniimistir. 0,4 M H,SO4+X M Glikol(0,1 ; 0,5 ; 0,6 ; 0,7
;0,8;1; 1,5 M) ¢ozeltisi anodizing islemi icin kullaniimistir.

Korozyon testlerinde kullanilmak tzere; % 3,5 NaCl ¢6zeltisi hazirlanmistir.
Referans Elektrot: Ag| AgCluy,Cl goyqun) €lektrot kullaniimigtir.

Elektrokimyasal Analiz Cihazi: Anodizing islemi ve AC impedans egrileri ile
akim-potansiyel egrilerinin elde edilmesi CHI 604 D Electrochemical Analyzer
cihaziyla gerceklestirilmistir.

Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) (Leo 440 SEM Instrument, COXEM CX
200): Elektrotlarin yizey yapilarinin analizi i¢in kullaniimigtir.

Metal parlatici: Elektrot ylizeylerinin parlatiimasinda kullaniimistir.

Metod

Calisma elektrotlarini hazirlamak amaciyla; 7075 aluminyum alasimindan
1 cm capinda silindirik cubuklar 5 cm uzunlugunda kesilerek,taban alanlarindan bir
tanesi delinmis ve iletkenligi saglamak icin bakir tel gecirilmistir. Sadece ¢alisma
yuzeyi acikta kalacak sekilde polyester ile kaplanmigtir. Calisma elektrotlarinin
ylzey alani 0,785 cm? dir. Aluminyum yilzeyinde Al,O3 oksit kaplamasi anodizing
islemi ile olusturulmustur. Sistemde c¢alisma elektrotu olarak aluminyum elektrot;
karsi elektrot olarak platin elektrot; referans elektrot olarak ise; gimus-gimis
klorur elektrot (Ag, AgCI/CI") kullanilmigtir. Uygun potansiyeli belirlemek icin ; oda
sicakliginda,atmosfere acik kosullarda 0,4 M H,SO, elektroliti icerisinde farkli
potansiyeller (0,5-2 V) 30 dakika boyunca uygulanarak anodizing iglemi
uygulanmistir. Uygun katki derisimini belirlemek icin; ayni kosullarda belirlenen 2 V
potansiyelde 0,4 M H,SO, elektroliti icersine farkli derisimlerde (0,1 ;0,5; 0,6 ; 0,7
;0,8 ;1 ;1,5 M) glikol katkisi yapilarak anodizing islemi uygulanmistir. Anodizing
isleminde en uygun katki derisimi 0,5 M, en uygun potansiyel 2 V olarak
belirlenmistir (impedans ve Tafel egrileriyle). Bdylece anodizing islemiyle kaplanan
elektrotlar,%3,5 NaCl ¢ozeltisine daldirilarak, korozyon dayanimlari belirlenmistir.
Sistemde calisma elektrotlari olarak; anodizing islemi uygulanmis (Al/Al,O3) ve
uygulanmamis (CAl) olan aluminyum elektrotlar; karsi elektrot olarak Pt, referans
elektrot olarak guimus-gumus klorir elektrot (Ag,AgCI/CI-) kullaniimigtir. %3,5 NacCl
¢cOzeltisine daldirilan elektrotlara agik devre potansiyelleri degerinde, 10° — 10-* Hz
frekans araliginda 5 mV genlik uygulanarak, farkh saatlerde (2,96 saat) EIS
Olcumleri gergeklestirilmigtir. Acik devre potansiyellerinden baslayarak -1,8 V
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araliginda 5 mV tarama hizi ile Akim-Potansiyel egrileri 96 saat stire sonunda elde
edilmistir.

Arastirma Bulgulari ve Tartigma
Al/Al,O5'in %3,5 NaCl icerisinde Korozyon Davraniglari
AC impedans Olciuimleri

Ciplak,Glikol iceren (0,5 M) ve icermeyen kosullarda 0,4 M H,SO,
icerisinde 2 V'da anodizing iglemi uygulanan aluminyum elektrotlarin, %3,5 NaCl
icerisinde sabit sicaklikta (295 K), atmosfere acik kosullarda, karistiriimadan,
kararli acik devre potansiyeline ulastiktan sonra, 5 mV sintzoidal genlik
uygulanarak 10° — 10-® Hz frekans araliginda 2 ve 96 saat sonunda alinan
Olciimlerle Nyquist ve Bode Egrileri elde edilmigtir.
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Sekil 1. Ciplak,Glikol iceren ve icermeyen 0,4 M H,SO, igerisinde anodizing islemi

uygulanan aluminyum elektrotlarin  %3,5 NaCl icerisinde 2 saat bekleme
sireleri sonunda elde edilen (a) Nyquist ve (b) Bode egrileri

Sekil 1 incelendiginde Ciplak (CAl) aluminyum elektrotu icin elde edilen
Nyquist diagraminda iki farkl bdlge g6zlenmistir. Egride yiksek frekans bélgesinde
baslayan orta frekans bolgesinde devam ilk lup’'un varhidi gérilmektedir. Bu bdlge
(10° Hz ile 10° Hz araliginda) dogal oksit tabakasinin direncini gostermektedir.
Egrilerin capindan belirlenen direng, polarizasyon direncine (Rp) karsilik gelmekte
olup, bu diren¢ degeri; distk frekans bdlgesinde bariyer tabakaya ait film direnci
Rf, yuksek frekans bdlgesinde pordz oksit tabakasinin porlarinin korozyona karsi
gosterdigi Rpo direnci, yuk transfer direnci (Rt) ve difiiz tabaka direnci Rd
direnclerinin toplamina karsilik gelir. ikinci bblge de ise dusuk frekans bdélgesinde
olusan ikinci lup varligi gorulmektedir. 10° -10 Hz araliginda yer alan bu bélgede
egrinin  kuyruk kismi yer alarak, bariyer tabaka davranisi hakkinda bilgi
vermektedir. Glikol iceren ve icermeyen ortamlarda anodizing iglemiyle olusturulan
Al/Al,Oz'a ait egrilere bakildiginda; yuksek frekans bolgesinden baslayan orta
frekans bolgesinde devam eden ilk lup ile dusuk frekans bélgesinde son bulan
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ikinci lup’un varh@ gorilmektedir. Dustk frekans bdlgesinde film direnci ve
metal/¢ozelti ara ylzeyinde olusan koruyucu (Al,O3) oksit tabakasinin direncinin
toplamina karsilk gelen (Rf) ve yiksek frekans boélgesi, por6z tabakanin porlarinin
direncine karsilik gelen boélge (Rpo) direncidir. Sekil 4.1'den de goruldigu gibi
toplam direng degeri glikol ortaminda arttigi gozlenirken, ciplak ve glikol olmayan
ortamda azaldig1 tespit edilmistir. Elde edilen bu durum neticesinde; glikol'un
oldugu kosullarda anodizing islemi ile olusturulan oksit filminin, metale etkin bir
koruma sagladigi séylenebilir.
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Sekil 2. Ciplak,Glikol iceren ve icermeyen kosullarda aluminyum elektrotlarin %3,5
NaCl icerisinde 96 saat sonunda elde edilen (a) Nyquist ve (b) Bode
egrileri

Sekil 2.’de 96 saat sonunda c¢iplak(CAl), glikol iceren ve icermeyen
kosullarda anodizing islemiyle olusturulan AI/Al,O3; elektrotlara  ait egriler
goriilmektedir. Ug ortamda’da yiiksek frekans bolgesinde olusan bir lup ile, digik
frekans bdlgesinde olusan acisal kisimlarin varh@r gorilmektedir. Dusuk frekans
bdlgesinde olusan bu acisal kisim, értliniin yavas yavas daha kararli ve daha siki
bir konum olusturmaya bagladigini gostermektedir. Ortiinin siki ve koruyucu
olmasi ol¢usinde olusan kuyruk dik bir konum alir (Erbil, 2012). Sekil 4.2.'den de
goruldagu gibi 45 dereceye en yakin konum, glikol ortaminda elde edilen egriye
aittir. Bdylece glikol ortaminda anodizing uygulanarak olusturulan oksit tabakasinin
diger ortamlara (giplak ve glikol icermeyen) kiyasla en kararli, siki ve koruyucu bir
yapi olusturdugu sdylenebilir. © faz acilari incelendiginde, glikol ortaminda faz
acisinin en yuksek degerde(~75 °) oldugu gorulmektedir.

Akim-Potansiyel Egrileri

Sekil 4.3.’de Ciplak,Glikol iceren ve icermeyen ortamda 0,4 M H,SO,
icersinde anodizing islemine tabi tutulan aluminyum elektrotlarin, % 3,5 NaCl
icerisinde sabit sicaklikta (295 K), atmosfere acik kosullarda, karistirimadan, acik
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devre potansiyeli ile 1,5 V’luk potansiyel araliginda, 5mV/s tarama hiziyla, 96 saat
bekleme strecinin sonunda, elde edilen Akim-Potansiyel Egrileri veriimektedir.

j L L L L ) W — - S b =i

40 T T T T T T T

F./
Sekil 3. Ciplak,Glikol iceren ve icermeyen kosullarda aluminyum elektrotlarin %3,5
NaCl igerisinde 96 saat sonunda elde edilen Akim-Potansiyel Egrileri

Sekil 3. incelendiginde 96 saat bekleme siresi sonunda elde edilen Akim-
Potansiyel egrileri incelendiginde; glikol oldugu kosullarda elde edilen egriden
belirlenen denge potansiyelinin, ciplak ve glikol icermeyen ortamda olusturulan
edriden bulunan denge potansiyellerine kiyasla daha soy potansiyellere kaymig
olmasi, bu ortamda olusturulan oksit tabakanin daha etkin ve daha koruyucu
oldugunu gosteren 6nemli bir kanittir. Glikol iceren ortamda’ki egrinin diger
durumlardaki egrilere kiyasla akim degerinin disuk oldugu goérilmektedir. Bu da
glikol varliginda olusturulan kaplamanin ylzeyde daha kararli oldugunu
gOstermektedir.

SEM Goruntileri

(a) ciplak(CAl),(b) glikol icermeyen ortamda anodizing islemi uygulanan ve
(c) glikol oldugu kosullarda anodizing islemine tabi tutulan Al/Al,O3 elektrotlarin, %
3,5 NaCl igerisinde, 2 saat bekletildikten sonra, yizey yapilarinin Taramali elektron
mikroskopu (SEM) gorinttleri alinarak incelenmistir.
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Sekil 4. (a) Ciplak(CAl), (b) glikol icermeyen ortam ,(c) glikol oldugu kosullarda
anodizing islemi uygulanan Al/Al,O; elektrotlarin %3,5 NaCl icerisinde 2
saat sonunda elde edilen SEM goéruntileri.

Sekil 4'de goruldugu gibi NaCl icerisinde 2 saat bekleme siresinden sonra
alinan yuzey goruntuleri incelendiginde, glikol ortaminda elde edilen ylzey
g6rinum, ciplak ve glikol icermeyen kosullardaki ylizeye kiyasla daha homojen ve
daha siki taneli oldugu tespit edilmigtir.

Sekil 5. (a) ciplak(CAl), (b) glikol icermeyen ortam ,(c) glikol oldugu kosullarda
anodizing islemi uygulanan Al/Al,O; elektrotlarin %3,5 NaCl icerisinde 96
saat sonunda elde edilen SEM goruntuleri.
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Sekil 5'de goruldugd gibi %3,5 NaCl icerisinde 96 saat bekleme
suresinden sonra alinan ylzey goruntilerinde, glikol ortaminda elde edilen yizey
g6rinimu, ciplak ve glikol icermeyen kosuldaki ylzeylere gore en az tahribata
sahiptir. Ciplak ve glikol olmayan kosullarda elde edilen yiizey géruntistnde farkli
tanecik boyutunda yumrulu yapilar gézlenmektedir. Glikol ylizeyinin daha homojen
ve daha siki taneli oldugu tespit edilmistir. U¢ ortamda’da elde edilen yiizey
goruntulerinde daldiran tuz ¢ozeltisinden kalintilar goérulmektedir.

Sonuglar

Bu calismada, korozyona karsi uygulamalarda daha ekonomik, daha
verimli ydontem olan anodizing iglemiyle; aluminyum zerinde olugsan dogal oksit
tabakasinin gelistirilerek dayaniminin artiriimasi hedeflenmistir. Bu calisma ile
7075 aluminyum alasiminin ylzeyinde, anodizing islemiyle glikol iceren ortamda
olusturulan AI/AI,O3z'un, %3,5 NacCl ¢ozeltisinde korozyon dayanimi arastiriimistir.
Glikol ortaminda olusturulan oksit tabakasinin dayanimi, ¢iplak ve glikol icermeyen
ortamlardaki oksit filmlerine gore kiyaslanmigtir. Anodizing islemine glikol ilavesiyle
olusturulan oksit filminin diger ortamlara kiyasla en kararli, saglam ve homojen
Ozellikte oldugu gozlemlenerek, metale daha etkin bir koruma saglandigi tespit
edilmigtir.

Kaynaklar

ERBIL, M., 2012. Korozyon ilkeler ve Onlemler.Poyraz Ofset,Ankara,373 s

JIANG, X.Q., MISHRA, N., TURNER, J.N., SPENCER, M.G. ., 2007. Freestanding
Alumina Membrane By Double-Layer Anodization. leee Transactions On
Nanotechnology, 6(3): 328-333.

REN, J., ZUO, Y., 2012. The anodizing behavior of aluminum in malonic acid
solution and morphology of the anodic films. Applied Surface Science,
261: 193- 200.

TSANGARAKI-KAPLANOGLOU, I.,, THEOHARI, S., DIMOGERONTAKIS,T.H.,
KALLITHRAKAS-KONTOS, N., MING-WANG, Y., HONGHSIANG KUO,
H., KIA, S., 2006. An Investigation Of Electrolytic Coloring Process Of
Anodized Aluminium Coatings. Surface and Coatings Technology, 201:
2749-2759

TMMOB METALURJI MUHENDISLER ODASI-ALUMINYUM RAPORU.Aluminyum
Komisyonu, http://www.metalurji.org.tr/arsiv/05 sektorel rapor/aluminyum
raporu.pdf (Erisim Tarihi : Haziran 2014).

128


http://www.metalurji.org.tr/arsiv/05

G.U Fen ve Muhendislik Bilimleri Dergisi Yil 2015 Cilt: 33-4
KARBOKSILIK ASIT TUREVLERI VE POLIMERLERININ ANTIFRIiZLERDE
iNHIBITOR OLARAK KULLANILABILIRLIGININ INCELENMESI"

Of the Carboxylic Acid Derivatives and Their Polymers Investigation of Usability As
Inhibitors in Antifreezes *

Esra ERGIN PEKMEZ Selahattin SERIN
Kimya Anabilim Dal Kimya Anabilim Dali
OZET

Tez kapsaminda, Yiksek metal iyonu baglama kapasitesi ve korozyon
inhibitorleri olarak kullanilabilir niteliklere sahip polikarboksilik asit polimerleri
sentezlenmigtir. Jel gecirgenlik kromatografisi (GPC) kullanilarak polimerlerin
molekul agirliklari belirlenmis ve IR, erime noktasi tayini ile karakterize edilmistir.
Polimerlerin (Fe**, Co®*, Cu* ve Ni**) iyonlarini tutma kapasitesi “hamphshire”
testine gore yapilmistir.

Sentezlenen polimerlerin ve sodyum benzoatin inhibitér etkinligi 0,1 M
hidroklorik asit ¢ozeltisi ve 0,1 M sodyum hidroksit ¢dzelti ortaminda incelenmigtir.
Elektrokimyasal imgedans Spektroskopisi (EIS) teknidi ile deneyler acik devre
potansiyelinde, 10°-10° Hz frekans araliginda 5 mV genlik uygulanarak
gerceklestiriimistir. Elde edilen veriler Nyquist, Bode ve Faz Acisi diyagramlar
seklinde gosterilmis ve polimerlerin polarizasyon direncileri piyasada inhibitor
olarak kullanilan sodyum benzoatla karsilastiriimistir.

Anahtar Kelimeler: inhibitér etkiligi, Jel gegirgenlik kromatografisi (GPC), Metal
iyonu baglama kapasitesi
ABSTRACT

Scope of the thesis, polymers of polycarboxylic acids which not only have
high metal ion binding capacity but also used as inhibitdér in corrosion were
synthesized. Molecular weight of the polymers was determined by using Gel
permeation chromatograg)hy (GPC). With detecting of melting point and IR are
characterized. Fe**, Co®*, Ccu® and Ni** ions holding capacity of polymers
"hamphshir" according to the test was made.

The inhibitor effectiveness of the polymers synthesized and sodium
benzoate was investigated in the environment of 0.1 M hydrochloric acid solution.
Experiments, by using Electrochemical Impedance Spectroscopy (EIS) the
technique, were performed 105-10-3 Hz frequency range by applying a 5 mV
amplitude in the open circuit potential. The resulting data Nyquist, Bode and Phase
angle on diagrams was shown and polarization resistances of the polymers are
compared with sodium benzoate used as inhibitors in the market.

Key words: The inhibitor effectiveness, Gel permeation chromatography (GPC),
Metal ion binding capacity

“ Yuksek Lisans Tezi- MSc. Thesis
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Girig

Karboksilik asitler, Yapisinda karboksil grubu (-COOH) bulunduran ve R-
COOH veya Ar-COOH genel formulu ile gosterilebilen organik bilesiklerdir. Zayif
asitler olarak kabul edilen karboksilli asitlerde asitlik, karboksil grubuna bagh alkil
veya aril gruplarinin niteliklerine buytk ol¢ide baghdir (Baskan, 2009). Kiguk
molekulll karboksilik asitler suda ¢ok ¢dzunirler ve kaynama noktalar alkollerden
daha yUksektir.
Bazi karboksilik asitler gida ve ila¢ Griinleri, ylizey aktif maddeler, deterjanlar ve
yesil ¢Ozicu Ureten sanayilerde cesitli uygulamalari vardir. Su anda, karboksilik
asitler, biyolojik olarak ayrisabilen(geri dénisebilen) polimerler icin ham madde
olarak ilging bir hale gelmistir. (Hong ve ark., 2001) .

Polimerler Hakkinda Genel Bilgiler
Polimer

Polimer, c¢ok sayida kicik molekllin kovalent baglarla birbirlerine
baglanarak olusturdugu makromolekuldir. Monomer adi verilen kii¢iik molekiller
uygun kosullarda polimerizasyon tepkimesi sonucu birbirleriyle kimyasal bag
yaparlar ve polimer molekullerine donusurler (Kazanci, 2010).

Yapilarina gore siniflandirildiginda Porlimerler, homopolimer, kopolimer ve
terpolimer olarak ¢ sinifa ayrilir. Bir polimer tekbir monomer biriminin
tekrarlanmasindan olusuyor ise “homopolimer” denir.

Eger polimer molekulleri iki farkli monomerin birlesmesinden olusuyorsa buna
“kopolimer” denir.

Uc farkli cins monomerden olugan polimerlere terpolimer denir.

Korozyon metalik malzemelerin igcinde bulunduklar ortamla reaksiyona
girmeleri sonucu, disaridan enerji vermeye gerek olmadan, tabii olarak meydana
gelen bir olaydir. Yani Korozyon, metalik malzemelerin kimyasal ve elektrokimyasal
reaksiyonlari sonucu bozunmasidir.

1 o . .
Metal + Cewre — > Bilesik Haldeki Metal + Enerji
(FeAlvb)  (H,S,0,N,H,0,vb) 2 (Suilfit, Oksit, vb) (Serbest Eneriji)

Sekil 1. Metallerin ¢evresel korozyonu

Ortama az miktarda katildiginda korozyon hizini azaltan maddelere
korozyon inhibitéri denir. Korozyona karsi dayanikl fakat pahall olan bir malzeme
kullanmak yerine bazi halde ortama inhibitor katilarak daha ucuz malzemelerin
kullanilmasi yoluna gidilir. inhibitér kullanimi gukur korozyonuna karsi en ekonomik
¢6zum yoludur.
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MATERYAL VE METOD

Materyal

FT- IR Spektroskopisi (Thermo FT-IR spectrophotometer; Smart ITR diamond
attenuated total reflection (ATR); 4000-400cm™ )

GPC; Shimadzu cihaz ve A2500, Aq GPC/SEC viskotek marka sulu faz kolonu
DSC cihazi; Pelkin ElImer DSC 4000

Elektrokimyasal Analiz Cihazi; (CHI 604A Electrochemical Analyzer, Seri No.
6A721A): EIS 6lcimd ahinmistir.

Metod
Bu calismada;

%97 Akrilik Asit, %3 Maleik Anhidrit kopolimeri (AMKP),

%94.76 Akrilik Asit, %4,99 Maleik Anhidrit ve %0,25 Sodyum Vinil Sulfonat
terpolimeri(AMVSTP-1),

%90 Akrilik Asit ve % 10 Sodyum Vinil Stilfonat kopolimeri(AVSKP-6),
%85 Akrilik Asit ve % 15 Sodyum Vinil Silfonat kopolimeri(AVSKP-5),
%80 Akrilik Asit ve % 20 Sodyum Vinil Sillfonat kopolimeri(AVSKP-4),

%75 Akrilik Asit ve % 25 Sodyum Vinil Stlfonat kopolimeri (AVSKP-3),
%70 Akrilik Asit ve % 30 Sodyum Vinil Silfonat kopolimeri(AVSKP-2)
kisaltmalari ile verilen poli karboksilik asit ko-ve ter-polimerler kullanildi.

Q|| Q.

Farkli monomer yapilarina sahip polimerler sentezlenmis ve polimerlerin
Demir(lll), Kobalt (I1), Nikel (I) ve Bakir (ll) metal iyonu baglama kapasiteleri
belirlenerek korozyon inhibitdr etkisi incelendi. Tim polimerlerin sentez yontemleri
verilmis ve yapilari; FT-IR, GPC ile molekul agirliklari ve yumusama noktasi tayini
DSC yontemleriyle karakterize edildi.

Polimerinin Sentezi

Sentezde; maleik anhidriti sulu ortamda hidroliz edilmek suretiyle maleik
aside donusturalip A fazi olusturuldu ve A fazina % 24 — 26 akrilik asit, % 0,5 - 1,0
g maleik anhidrit, B fazina % 25 — 30 saf su ve % 1 — 2 amonyumperoksidistlfat
alindi. B fazi 85- 90 °C aras! sicaklida getirildi. A fazi B fazina 3 saat siiresince esit
miktarlarda ilave edildi. Reaksiyon izotermal kosullarda yurimelidir. 3 saat bittikten
sonra 15 dk. karistirildi. % 0,04 — 0,07 sodyumbisulfit polimer sonlandirici olarak
verildi. Son ilaveden sonra reaksiyon sicakh@i 45 °C’ ye getirilir. % 40 — 50 NaOH
(%32'lik sulu ¢ozeltisi) yavasca sogutma devam ederken eklenerek pH 8,5-9,0
arasina ayarlandi. Reaksiyon kapali kapta ve azot gazi altinda gergeklestirildi.
(Toplam agirlik yiiz olacak sekilde ytzdeler hesaplandi.)
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GooH COONa
CH Kat.
Il + H2C==CH _— = —EHC—HC—CHZ—CH
C—H NaOH c¢ozeltisi | | n
| COOH COONa COONa
COOH

Maleik Asit Akrilik Asit

Sekil 2. “Akrilik Asit- Maleik Asit Sodyum Tuzu” Ko-polimerlerin olasi monomer
yapilari (Monomer Molekul Agirhdr: 254g/mol)

Kat.
H,C=—=CH 4+ HC=—CH " o —EHzc—CH—CHZ—CH—-CHg—CH ;I»
| NaOH g¢ozeltisi | | n
COOH SO3Na SO3Na COONa SO3Na
Akrilik Asit Vinil S dlfonik Asit-Na

Sekil 3. “Akrilik Asit-Vinil Stlfonat Sodyum Tuzu” Ko-polimerlerin olasi monomer
yapilari (Monomer Molekul Agirhgi: 224g/mol)

COOH
| COONa
i —+ H,C CH —>Ka" HC ——HC —CH CH—CH CH

H,C=—=CH = { — — I

Ll " + o ? NaOH gozellisi | 2T 2 ;
| COOH SO 3Na COONa COONa SO 3Na
COOH

Maleik Asit Akrilik Asit Vinil Sl fonik Asit-Na

Sekil 4. Akrilik Asit-Maleik Asit-Vinil Stlfonat Sodyum Tuzu” Terpolimerlerin olasi
monomer yapilari (Monomer Molekul Agirligi: 352g/mol)

Polimerlerin GPC Analiz Olgiimii

Polimerlerin ortalama molekul agirig jel gegirgenlik kromotografisi (GPC)
schimadzu marka cihaz ile A2500, Aq GPC/SEC viskotek marka sulu faz kolonu ve
35°C’de refraktif-indeks (RI) dedektor kullanilarak yuriitiicii faz olarak ultra saf su
ile ImL/dk. ¢dzlicl akis hizinda 6lguldd. 4000, 6000, 8000, 10000, 12000 molekl
agirhgina sahip PEG (Poli etilen glikol) Standartlari 300 ppm olacak sekilde sulu
¢cozeltileri hazirlanmis ve ¢o6zicl olarak da deiyonize saf sudan New Human
Power-1 ultra safsu cihazi ile hazirlanan ultra saf su kullanildi.

Polimerlerin Korozyon Davraniginin incelenmesi
Elektrotlarin Hazirlanmasi
Yumusak Celik: Analiz edildiginde 0,17 C; 0,59 Si; 1,6 Mn; 0,040 P ve Fe
bilesenlerinden olusan calisma elektrodu kullanildi.
Referans Elektrot: Gumus - gimus Klorur elektrot (Ag/AgCl)
Karsi Elektrot: 2 cm? yuzey alanina sahip platin elektrot karsi elektrot olarak
kullanildr.

Calisma elektrotlar silindirik metal cubuklardan 7 cm uzunlugunda
kesilmig, taban alanlarindan bir tanesi delinerek iletkenligi saglamak igin bakir tel
ile monte edildi. Sadece calisma yiizeyi acikta kalacak sekilde polyester ile
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kaplandi. Hazirlanan yumusak celik elektrotunun ytzey alani 0,50 cm?idi. Calisma
elektrotlarinin ylzeyleri butun dlgcimlerden 6nce mekanik parlaticida degisik
tanecik boyutlu (320-1200) zimpara kagitlari ile parlatildiktan sonra sirasiyla saf su
ile yikanmisg, etanolden gegirilmis ve saf su ile tekrar yikandiktan sonra filtre kagidi
ile kurutulup ¢ozeltiye daldirild.

Korozif ortam olarak 0,1 M HCI ¢o6zelti ortaminda hazirlandi. Hazirlanan
¢cozeltisi icerisine 300 ppm’lik sodyum benzoat ve farkli monomer diziligsine sahip
polimerler ayri ayri eklenerek elektrokimyasal 6lcimler alindi. Tim veriler bulgu ve
tartismalar bolimunde ele alindi.

Elektrokimyasal Olgumler

Tum elektrokimyasal odlgumler, t¢ elektrot teknidi kullanilarak atmosfere
acik kosullarda 1 saat bekleme stresinin sonunda gerceklestirildi.

Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi (EIS): EIS tekniginde, deneyler
acik devre potansiyelinde, 10°-10"® Hz frekans araliginda 5 mV genlik uygulanarak
gerceklestirildi. Elde edilen veriler Nyquist, Bode ve Faz Acisi diyagramlari seklinde
gOsterildi.
inhibitér etkinligi asagida verilen esitlige gére hesaplandi:

2R -R, 0
%WIE =¢———1 x100

Rp 2
Esitlikte R', inhibitorli, Ry, inhibitérsiiz ortamdaki polarizasyon direncidir.

Polimerlerin (Fe**, Co®, Cu® Ve Ni*) iyonlarini Tutma Kapasitesinin
Belirlenmesi:

1 gram inhibitor olarak sentezlenen polimerlerin Fe**, Co**, Ni** ve Cu*
metal iyonlarini baglama kapasitesi “hamphshire” testine gore saptanmasi
islemidir.

1 gram sentezlenen polimer tartildi ve 50 ml saf suda ¢6zildd. pH si
(0,25M NaOH cozeltisi ile 10-11 araligina ayarlandi (pH Olciimii pH metre ile
surekli kontrol edildi). Hazirlanan polimer ¢ozeltisine énceden hazirlanmis 0,25 M
(mol/lt) FeCls;.6H,O, 0,25 M CoCl,.6H,0, 0,25 M CuS04;5H,0 ve 0,25 M
NiCl,.6H,0 cozeltileri ile kalici partiklller olusana kadar biretten damla damla ilave
edildi. pH devamli kontrol edilmeli ve pH dustuginde 0,25 M NaOH c¢ozeltisi ile
tekrar pH: 10-11’e ayarlandi.

2+
|

Arastirma Bulgulari ve Tartigma
FT-IR Analiz Verilerinin Degerlendirilmesi

AMKP’nin FT-IR (ATR) spektrumu incelendiginde; 3500-3200 cm™de O-H,
2935 cm™ de C-H, 1544 cm™ de C=0 gerilme titresimlerine ait piklerin goriilmesi
bu polimerin basariyla sentezlendigini gostermektedir. Bu degerler literattirlerle
uyum igerisindedir (S'witala-Zeliazkow M., 2006,). AMVSTP-1'nin FT-IR (ATR)
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spektrumu incelendiginde; 3500-3200 cm™ de O-H, 2947 ve 2877 cm™ de C-H,
1557 cm™ de C=0, 1109 cm™ de -SOs;H gerilme titresimlerine ait piklerin
gorilmesi bu polimerin basariyla sentezlendigini gostermektedir. Bu degerler
literaturlerle uyum igerisindedir (S'witala-Zeliazkow M., 2006,). AVSKP-(2-6)
polimerlerinin FT-IR (ATR) spektrumu incelendiginde; 3500-3200 cm™ de O-H,
2948 cm™ de C-H, 1556 cm™ de C=0, 1043 ve 1118 cm-1' de -SOs;H gerilme
titresimlerine ait piklerin gorilmesi bu polimerlerin basariyla sentezlendigini
gOstermektedir. Asiri nem bagladigi icin FT-IR piklerinde su titresimleri
gorilmektedir. Bu degerler literatiirlerle uyum igerisindedir (S"witala-Zeliazkow M.,
2006,).

DSC Analiz bulgularinin Degerlendirilmesi

DSC grafiklerinden edinilen veriler incelendiginde polimerlerin yumusama
noktasi degerleri Cizelge 1'da verilemistir. Birden fazla yumusama 1si
degisimlerinin goérilmesi tez kapsaminda sentezlenen polimerlerin farkli molekl
agirliklarinda olusmus olabileceginden kaynaklanmaktadir.

Sentezlenen polimerler 6nce 60-70°C arasinda vakum etiiviinde
kurutulmus ve DSC analiz metudu dakikada 20 °C artis 30 °Cden 450 °C’ye kadar
Isitma ve 450 °C’de 1 dakika bekleyerek yumusama isilari belirlenmistir.

Cizelge 1. (AMKP), (AMVSTP-1) ve (AVSKP-2-6) Polimerlerinin DSC Yumusama
Sicaklik Verileri

Polimer DSC Sonuglari
1.Yumugama 2.Yumugama 3.Yumugama
(AMKP) Pik:127,9°C Pik:269,27 °C Pik: 269,27 °C
End:178,9°C End:280°C End: 280,94 °C
AH:612,3764J/g AH:304,057J/g AH: 304,05 J/g
(AMVSTP-1) Pik: 43,59°C Pik:161,23°C
End: 68,36 °C End:200,75°C
AH:266,14 J/g AH: 1225,21J/g
(AVSKP-2) Pik:137,71°C Pik:307,84 °C Pik:393,35°C
End:169,95 °C End:323,88°C End:411,89°C
AH:1323,79J/g AH:69,5730J/g AH:594,03J/g
(AVSKP-3) Pik:149,78°C Pik:265,08 °C Pik:392,50 °C
End:181,31°C End:284,97 °C End:406,22°C
AH:32,30 J/g AH:397,58J/g AH:163,5859J/g
(AVSKP-4) Pik:162,22 °C Pik:252,64 °C Pik:396,97 °C
End:167,24°C End:269,79°C End:405,70°C
AH:73,6982J/g AH:831,03J/g AH:580,3748J/g
(AVSKP-5) Pik:158,34°C Pik:292,20°C Pik:394,58 °C
End:193,07°C End:329,53°C End:404,83°C
AH:205,70J/g AH:351,5544J/g AH:132,3169J/g
(AVSKP-6) Pik:158,48 °C Pik:255,25 °C Pik:400,57 °C
End:193,15°C End:279,04°C End:410,98 °C
AH:966,1588J/g AH:381,8277J/g AH:104,5967J/g
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GPC Analiz bulgularinin Degerlendirilmesi

Birlesmeyle veya ayri-ayri sonlanmayla ilerleyen radikalik
polimerizasyonlarda teorik olarak heterojenlik indisi degerleri 1.0-1.5 arasindadir.
Polimerizasyonda heterojenlik indisi ayni zamanda zincir transfer reaksiyonlarina
da baghdir (Soykan, 2001).

Cizelge 2. (AMKP), (AMVSTP-1) Ve (AVSKP-2-6) Polimerlerinin Ortalama Molekdl

Agirliklari
Mn  x|Mw x][Mzx10° [Mz1l Mw/Mn
Polimer 10° 10° Heterojenlik
indisi
(AMKP) 20,252 21,778 23,786 26,425 | 1,075

(AMVSTP- | 22,088 24,315 27,391 31,531 | 1,100
1)
(AVSKP-2) | 26,423 29,003 32,497 36,921 | 1,098
(AVSKP-3) | 26,712 29,190 32,318 35,995 | 1,093
(AVSKP-4) | 19,890 22,450 26,044 30,920 | 1,129
(AVSKP-5) | 19,863 24,245 32,836 50,034 | 1,221
(AVSKP-6) | 26,194 29,283 33,295 38,114 | 1,118

Cizelge 2'de verilen deg@erler incelendiginde polimerlerin molekul agirhiklar
degisken olup 21,778x10° ile 29,283x10° araliginda degismistir ve heterojenlik
indis (Mw/Mn) degerlerinin 1 degerine yaklasmasi bulunan molekul agirhginin
polimerin neredeyse tamaminin hesaplanan molekil agirhgi degerinde polimer
molekdillerinden olustugunu belirtmektedir. Sentezlenen polimerlerin  bulunan
molekil agirliklarinda oldugu ve heterojenlik indis (Mw/Mn) degerlerinin literatir ile
uyumlu oldugu gorulmistir (Soykan, 2001).

Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi Olciimleri

Elektrokimyasal impedans d&lcuimleri 1 saat boyunca dengeye gelmesi
beklenmis ve sonra olcimler alinmistir. Tim dlciimler acik devre potansiyelinde
10°-10°° Hz araliginda 5 mV genlik uygulanarak gerceklestirilmistir.
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Sekil 5. Yumusak celik elektrotun 0,1 M HCI ve 0,1 M HCI + farkh polimerlerin
25°C de 1 saat sonunda elde edilen (a)Nyquist egrileri, (b)Bode
egdrileri, (c)Faz Acisi

Frekans egrileri (HCI: o, HCI+Na-Benzoat: A, HCI+(AMKP):m, HCI+(
AMVSTP-1): 0,
HCI+(AVSKP-2): o, HCI+(AVSKP-3): N, HCI+(AVSKP-4): ¢, HCI+(AVSKP-5): A,
HCI+(AVSKP-6): 0)

Sekil 5’'de 0,1 M HCI, 0,1 M HCI + Na-benzoat, 0,1 M HCI + farkl
polimerlerin Nyquist, Bode ve Faz Acisi-Frekans egrileri gorilmektedir. Yuksek
frekans bolgesinde baslayan ve orta frekans bdlgesinde kapanan yarim dairelerin
olustugu Nyquist egrilerinden anlasiimaktadir. Yumsak celigin farkli ortamlardaki
polarizasyon direncleri (Rp) asagidaki Cizelge 4.4'da verilmistir. HCI ¢6zeltisine
Sodyum benzoat eklenmesi Bode egrilerinden okunan Rp dederi azalmasina
karsin bu HCI ¢ozeltisine polimerlerin eklenmesi sonucunda ise Rp degerlerinde
artis gézlenmistir. Bu durum ortama eklenen polimerlerin metal yuzeyi ile etkilesen
molekdullerin metal ylzeyini koruyucu bir film tabakasi ile kapattigi soylenebilir
(Bentiss ve Ark., 1999, Lagrenee ve Ark., 2002).
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Cizelge 3. 0,1M HCI elektrolit ¢ozeltisi ortaminda polimerlerin Rp, inhibitér etkinligi
(% IE), EOCP ve Rs degerleri

Polimer Rp (Q) % IE EOCP (V) Rs (Q)
HCI 263 - 0,517 19
HCI + (Na-Benzoat) 189 - 0,527 17
HCI + (AMKP) 596 56 -0,515 40
HCI + (AMVSTP-1) 552 52 -0,519 46
HCI + (AVSKP-2) 420 37 -0,521 37
HCI + (AVSKP-3) 464 43 -0,520 33
HCI + (AVSKP-4) 468 44 -0,519 32
HCI + (AVSKP-5) 484 46 -0,517 33
HCI + (AVSKP-6) 508 48 -0,516 41

Metal lyonu Tutuculuk Bulgularinin Degerlendirilmesi

Sentezlenen akrilik asit, maleik asit ve vinilstlfonik asit girdi maddelerinden
olusan polimerlerin yaklasik %30’luk c¢ozeltilerinden 1 gram tartilarak yapilan
analizler sonucunda elde edilen Fe,O3;, CoO, NiO, CuO metal iyonu tutuculuklar
karsilastiriidiginda Ni** ve Co®* iyonlarinin tutuculuklar Fe** ve Cu®* iyonlarina
kiyasla cok daha az oldugu goérulmustir.

Cizelge 4. Polimerlerin Metal lyonu Tutuculuklar

Fe20s NiO baglama Cuo

baglama CoO baglama glam baglama

. S A Kapasitesi o

Polimer Kapasitesi Kapasitesi ma/l Kapasitesi
mg/1lg mg/1g polimer 9719 mg/1g

. polimer 4

polimer polimer

(AMKP) 767,17 204,08 341,97 420,00
(AM\l/)STP' 998,59 224,08 352,37 458,60
(AVZS)KP' 554,07 117,25 251,12 332,02
(AV;KP' 606,25 141,51 273,92 344,40
(AVf)KP' 608,23 176,95 321,40 444,76
(AVSS)KP' 619,60 108,83 350,52 485,50
(AV;KP_ 710,06 204,81 365,10 525,37
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Sentezlenmis olan bu polimerlerin zincir yapisindaki metal baglayici donér
gruplarin azligi veya c¢oklugu ile ilgilidir.

Ayrica Cizelge 4. deki polimerlerin metaller arasinda en yiksek metal
baglama kapasitesi gosterdigi metalin demir oldugu gortlmektedir. Sentezlenen
polimerlerin demir metal iyonlarina karsi gucli bir segicilik gosterdigi yukardaki
¢izelgeden anlasiimaktadir.

SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez calismasinda polimerler sentezlenerek bu polimerlerin FT-IR, GPC ve
DSC ile yapilar karakterize edilmistir. GPC sonuglari incelendiginde polimerlerin
molekil agirliklar degisken olup 21,778x10° ile 29,283x10° araliginda degismistir
ve heterojenlik indis (Mw/Mn) degerlerinin 1 degerine yaklagsmasi bulunan molekil
agirhi@inin polimerin neredeyse tamaminin hesaplanan molekul agirhgi degerinde
polimer molekillerinden olustugunu belirtmektedir.

Polimerler vakum desikatériinde 60-70 °C de kurutularak DSC analizleri
alindi ve polimerlerin yumusama sicakliklar belirlenmis ve polimer tirtine goére iki
veya ¢ farkl yumugsama sicakliklarina sahip oldugu gorulmustur.

Bu polimerlerin metal iyonu baglama kapasiteleri incelenmis ve Cizelge
4.de gorulmekte olan degerler polimer zinciri tizerinde metal tutuculugu bulunan ve
olusturulmak istenen karboksilat (dondr) gruplarnin zincir Uzerinde artmasi ile
metal tutuculugunun da artmasi sentez yontemimizin ve tez calismamizin amaci
dogrultusunda sonuclanmigtir.

Yuksek frekans boélgesinde baglayan ve orta frekans bdlgesinde kapanan
yarim dairelerin olustugu Nyquist egrilerinden anlagiimaktadir. Yumsak celigin farkh
ortamlardaki polarizasyon direncleri (Rp) Cizelge 3'da verilmistir. HCI ¢ozeltisine
Sodyum benzoat eklenmesi Bode egrilerinden okunan Rp degeri azalmasina
karsin bu HCI ¢ozeltisine polimerlerin eklenmesi sonucunda ise Rp degerlerinde
artis gozlenmistir. Bu durum ortama eklenen polimerlerin metal yizeyi ile etkilesen
molekdllerin metal yuzeyini koruyucu bir film tabakasi ile kapattigi, Bode
egrilerinden okunan Rp degerlerindeki artis korozyonun azaltildigini ve sodyum
benzoata karsin daha iyi bir inhibisyon 6zelligi sergiledigini gostermektedir.
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FOSFIN METAL KOMPLEKSLERININ SENTEZLENMESI VE
ELEKTROKIMYASAL OZELLIKLERININ INCELENMESI *

Synthesis of Phosphine Metal Complexes and Investigation of Electrochemical

Properties
Gurbet Yerlikaya Osman Serindag
Kimya Anabilim Dal Kimya Anabilim Dal
OZET
N,N-bis(difenilfosfinometil)aminoter-btil, dppalb, ve N,N-bis

(difenilfosfinometil)aminometil, dppam, ligandlan ile Pt(ll) ve Pd(ll) metal
kompleksleri, N,N-bis(difenilfosfinometil)aminobtil, dppab, ligandi ile Heteroleptik
Cu(l) ve Pt(Il) metal kompleksleri Schlenk teknidi ile sentezlenmigtir. Dppatb,
dppam ligantlar ile sentezlenen Pt(ll) ve Pd(Il) komplekslerinin nikleobazlarla
(timin,urasil,teofilin) reaksiyonu ile nikleobaz iceren heteroleptik metali
kompleksleri sentezlenmistir. Sentezlenen komplekslerin yapilari spektrometrik
teknikler kullanilarak aydinlatilmig, termal kararliliklar ve elektrokimyasal 6zellikleri
incelenmistir.

Anahtar Kelimeler:. Aminometilfosfin, Heteroleptik Metal Kompleksleri,

ABSTRACT

N,N-bis(diphenylphosphinomethyl)aminoter-butyl,  dppab, and N,N-
bis(diphenylphosphinomethyl)aminomethyl, dppam ligands were prepared and its
Pd (), Pt () complexes were synthesized. Likewise,  N,N-
bis(diphenylphosphinomethyl)aminobutyl, dppab ligands were prepared and its
heteroleptic Cu (1), Pt (1) metal complexes were synthesized by Schlenk Technique
under nitrogen atmosphere. Heteroleptic metal complexes were synthesized by the
interaction of palladium and platinum metal complexes with nucleobases. All the
metal complexes have been characterized by spectroscopic techniques and Their
electrochemical properties and thermal stabilities have been investigated.
Keywords:. Aminomethylphosphines Heteroleptic Metal Complexes,

Girig

Spesifik bazi metal kompleksleri belirli bazi hastaliklarin teshis ve
tedavisinde kullaniimaktadir (Kattesh 1999). Cesitli ligandlar gecis metallerinin
belirli oksidasyon basamaklarinda kararli bilesikler olusturmalari acisindan
uygundur. Bu sinif ligandlar icinde cok yonlu kimyasiyla en etkin olan ligandlar
fosfinlerdir (Li 1997). Tersiyer fosfin ligandlarinin ve gecis metali komplekslerinin
antitimor ve antibakteriyel etki gosterdiginin deneysel olarak saptanmasi bu tir
bilesiklerin sentezine ve farmakolojik dzelliklerinin incelenmesine olan ilgiyi son
yillarda daha da artirmistir (Komiya 1994). Birgok organik molekdlin yani sira

* Yuksek Lisans Tezi-MSc. Thesis
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gecis metali komplekslerinin de kemoterapide kullanildigi bilinmektedir. Cis-platin
olarak da bilinen diamindikloroplatin(ll) kompleksi, kemoterapide en fazla kullanilan
gecis metali komplekslerindendir (Cucciolito 2010). Ancak cis-platinin yan etkileri
bilim adamlarini yeni metal kompleksleri arastirmaya ve Ozellikle cesitli amin
turevlerini kullanarak cis-platine benzer yapilar Gzerinde calismaya itmistir. Fosfin
iceren metal kompleksleri arasinda aminometilfosfin (R,P-CH,-N) komplekslerinin
anti kanser 6zeliklerinin incelenmesine yoénelik calismalar yetersiz sayilabilecek
durumdadir (Okama, Gali 1986).

Bu kompleksler tek digli ligandlara gére daha kararli kompleksler olup belirli
bir driinin katalizlenmesi acgisindan stereogenik ve stereospesifik katalizorlerdir.
Ancak katalizérlerin hem cevresel hem de ekonomik anlamda sorun olmasi
nedeniyle ilginin suda ¢6zlnebilen iki fazli sistemlere kaymasina sebep olmustur.
Ayrica tip alaninda tedavilerde insan viicuduna kolay alinabilmesi ise yine dnemli
bir avantajdir.

Materyal ve Metod

Bu calismada litaratire goére N,N bis(difenilfosfinometil)aminoter-bitil
ligandi [(Ph,PCH,),NC(CHs)3)], N, N bis(difenilfosfinometil)laminometil ligandi
[(Ph,PCH,),NCH3)], bu ligandlanin  Pt(ll), Pd(ll)  kompleksleri, N,N
bis(difenilfosfinometil)aminobutil [(Ph,PCH;),N(CH,)sCH3)] ligandi ve bu ligandin
Cu(l) ve Pt(Il) metal kompleksleri Schlenk teknidi ile sentezlendi. Daha sonra
Dppam, Dppa'b ligandlarini iceren Pt(Il) e Pd(ll) komplekslerinin niikleobazlar
(timin, urasil, teofilin) ile etkilestiriimesiyle komplekslerin klor uglarinin kopmasi ve
klorlarin yerine nukleobazlarin metale koordine olmasi ile niukleobaz iceren
heteroleptik metal kompleksleri elde edildi. Sentezlenen komplekslerin yapilari
spektrometrik teknikler kullanilarak aydinlatildi ve elektrokimyasal 6zellikleri
incelendi.

[Ph,P(CH,0OH),]Cl Sentezi (1)

Schlenk diizenegi icerisinde azot atmosferinde karigan difenilfosfin (10 g,
54mmol) tizerine formaldehit (9 cm?®, %40) ve hidroklorik asit (5 cm®, %36) eklendi
Bulanik renkte ekzotermik bir karisim elde edildi. Olusan karisim oda sartlarinda
sogurken beyaz kati kristaller olustu ve siOzulip kaynar metanolde tekrar
kristallendirildi.

Ph,PH + 2HCHO + HCl —— [PhyP(CH,OH),]CI
Sekil 1. Fosfonyum Tuzu Eldesi (1).

(Ph,PCH,),NBu, (dppa'b) Sentezi (2)

Yandan boyunlu balon igerisinde fosfonyum tuzu, [Ph,P(CH,OH),]Cl, (19,)
3,537 mmol), 30 mL etilalkol-su (1:2) karisiminda ¢6zuldi, bazik ortam olusturmak
icin ImL trietilamin (% 99) eklendi. Beyaz bulanik ¢ozeltiye azot atmosferinde 1.8
ml ter-bitilamin eklendi (Sekil.3.4). Karisim geri sogutucu altinda 1 saat
kaynatildiktan sonra oda kosullarina sogutuldu ve 15 mL diklormetan ile ekstrakte
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edildi, Na,SO, ile kurutuldu. Diklorometan fazina gecen yagimsi fosfin ligandi elde
edildi ( MTeorik: 449 g/mol ), Verim 1,21 g (% 80). (Serindag, 1993)

NEt; / RNH, HCHO
[Ph2P( cH O CI | o GO PHLPCH,),NR  + ET;NHCL - o+ :
2

R = -C(CHs3)3

Sekil 2. Ligand (dppa'b) Sentezi

Metal Komplekslerinin Sentezlenmesi
[PtCI,(Ph,PCH,),NBu] Kompleksinin Sentezi (3)

Yandan boyunlu balon icerisindeki 10 mL CH,CI, de bulunan (0,383g
0,186 mmol) dppa'b ve (0,305g 0,816 mmol) 10 mL CH,Cl, [Pt(COD)Cl,] metal
tuzu cozeltisi azot gazi ortaminda karistinldi (Sekil 3.5). Karigim 2 saat boyunca
azot atmosferinde manyetik kanstirici ile kanstirildi. C6zict hacmi sivi azot
altindaki vakum ile 5 mL’ ye azaltilarak Uzerine dietileter ilave edilip metal
kompleksinin kati halinde c¢cokmesi saglandi. Olusan kati suzulup, dietileter ile
birka¢ kez ykanarak vakumda kurutuldu. Beyaz-sari renkte kati elde edildi
(Mteorik: 735,08 g/mol), Verim (% 78 ). Kompleks; su, etil alkol, dietil eter ve petrol
eterinde ¢6zinmezken; kloroform, diklorometan ve dimetilsulfoksitte ¢cozinmektedir
(Serindag, 1993).

Ph
Ph
Ph
\P/ F’2 Cl
/ //\Pt/
PCODCL + (HyC)C———N —> N7 Php \CI
P {HC)sC

PH
Ph
Sekil 3. Pt(dppa'b)Cl, Metal Kompleksi Sentezi

Niikleobaz iceren heteroleptik Metal Kompleksinin Sentezi
[Pt(dppatb)(timin)z] Kompleksinin Sentezi (4)

Yandan boyunlu balon igerisine [PtCl,(dppa'b)] metal kompleksi (0,24 g,
0,32 mmol) ve 20 mL diklormetan eklendi, Gizerine (132mg, 0,64 mmol ) AgCIlO,
eklendi ve oda sicakliginda 30 dakika karistirildi. Bu karistirma sonucu beyaz
renkli AgCl ¢okmesi saglandi ve bu karisim celite’den gegcirilerek sizme iglemi
tamamlandi. Suzintd tek boyunlu balon igerisine alindi, Gizerine 10 ml etanol ve
aseton(1:1) karigimi icerisinde ¢6ztinen timin (80,72 mg 0,64 mmol) ilave edildikten
sonra karisim oda sicakhgdinda 10 saat boyunca geri sogutucu altinda karistirildi.
Daha sonra suzintinin hacmi doner buharlastirict ile 15 mL'ye dasuraldd.
Suzintu dietil eter ile ¢okturildi ve ¢okelek beyaz banth Whatman kagidi ile
suzuldd. Dietil eter ile yikama islemi tekrarlandi. Beyaz renkli Grin elde edildi
(MTeorik: 925,11 g/mol). Verim: %50 Kompleks 277°C de erimektedir. Kompleks
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su, alkol, dietil eter ve petrol eterinde ¢cdziinmezken diklorometan, dimetilstlfoksitte
¢ozunmektedir (Ruiz, 2006).

H
N
Q
o \V\ \
g
NH  AgClO,
[PtClzdppa%lI] + 2 | — %/

/KCHZCIZ / o \

O (HC)C 0

HaC \ NH

CH,

=

Sekil 4. Pt(dppa'b)(timin),] Kompleksinin Sentezi

Arastirma Bulgulari

Sentezlenen bilesiklerin karakterizasyonu FT-IR ve 'H, *C, *'P NMR
spektrumlari ile yapilmis elektrokimyasal 6zellikleri ve termal kararhliklari
incelenmisgtir.

FT-IR Spektrumlarinin Degerlendirilmesi

FT-IR spekturumlarinda komplekslerin tersiyer butil grubu icin C-N bag
gerilmesi 1395-1302 cm™ araliginda olup. 1162, 1120 ve 1040 cm™ civarlarinda ise
piklerin (C-N-C gerilmesi) gorilmesi metal komplekslerinin sentezlendigini
gostermektedir. P -H icin karakteristik olan 2200-2300 cm™ arasinda ¢ikan gerilme
pikinin olmamasi Mannich reaksiyonun gerceklestiginin
gostergesidir.Spektrumlarda dikkat edilmesi gereken diger 6énemli kisim ise; fosfora
ait piklerdir. Sentezlenen komplekslerin FT-IR spektrumlarinda 1430 cm™
civarlarinda gortlen keskin p|k P-aril'in varligini ispatlamaktadir. Fonksiyonel grup
bolgesindeki; 2000-1800 cm’ arahgmda gorilen zayif pikler monosubstltue benzen
C-H diuzlem digi egilmesinin kath ve bilesik tonlari ve 742-666 cm’ ! keskin pik
monosubstitiie benzendeki dizlem disi gerilmeleridir. FT-IR spektrumundaki diger
o6nemli bolgeler; 3010-3100 cm-1 aromatik C-H gerilmesi orta siddette, 2965-2915
cm-1 alifatik C-H gerilmesi gorulir. Primer aminler 3500-3300 cm-1 frekansinda
keskin dublet pik, sekonder aminler aynifrekansta keskin singlet bir pik verirler
ancak tersiyer aminler fonksiyonel grup bolgesinin bu frekansinda keskin pikler
vermez. nikleobazlarin sekonder amin (R2NH) piki 3500 -3300 cm? araliginda
gorulmistur. Sekonder aminlerin(-NH gerilmesi) sogurmasi zayif siddette keskin bir
pik olarak gorulur ve 1580-1490 arasinda (-NH ) zayif bir sogurma bandi olarak
ortaya cikar. FT-IR spektrumunun orta bdlgesinde, 1700 cm’ ! civarinda, gucla bir
sogurma, C=0 grubuna karsilik gelir ki keskindir; ayni bélge de gozlenebilecek
C=C piki ise orta siddette veya zayiftir. Aralarindaki fark; C=0 bandinin daha gucla
sogurmasidir (Erdik, 1993). Sentezlenen komplekslerde C=0 1730 cm™ ve C=C
pikleri 1600 cm-1 civarinda gortlmustir. Nukleobaz |geren heteroleptik metal fosfin
kompleksinin FT-IR spektrumunda 1280-1210 cm™ arasinda (Ar-N) aromatik
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yapilya bagh azottan dolayl olugsan C-N bagi egilme titresim piki goralur, bu da
yapilardaki nikleobazin varligini gostermektedir. Parmak izi bdlgesinde bulunan
Pt- N ise 580 cm™ civarinda pik verir.

'H NMR Spektrumlarinin incelenmesi

Sentezlenen komplekslerde FT-NMR spektrumlan FT-NMR spektrumlari
DMSO-d® + CDCl, ¢éziiciisti kullanarak 25°C de alinmistir. Verilen proton sayilari
hesaplanan integrasyon degerleriyle uyumludur heteroleptik metal fosfin
kompleksleri i¢in icin = 7,43-7,91 ppm civarinda monosubstitie benzen c¢oklu
pikleri gozlenmektedir. Yaklasik 3,8 ppm civarindaki doublet piklerin varligi ise P-
CH»-N grubuna ait pikler oldugunun goéstergesidir. Komplekslerde hem liganda ait
gruplarin piklerinin hemde sonradan baglanan gruplara ait piklerin gorilmesi
komplekslerin sentezlendigini gostermektedir. ( Wei Wu 2003). Nukleobaz iceren
heteroleptik metal fosfin komplekslerinde ise (1= 7.3 ppm civarindaki singlet pik
timin ndkleobazindaki Ar- C-H pikidir.C0 £ 5.8 ppm deki singlet pik ise N-H
protonlarina aittir komplekslerde 0 0 3,7Cppm de N- CH,- P singlet piki,
0 [ 10 ppm civarinda ise esdeger protonlara ait pikler gézlenmistir.

¥C NMR Spektrumlarinin Degerlendirilmesi

Nikleobaz iceren heteroleptik komplekslerin  **C-NMR  spektrumu
incelendiginde buitln bilesiklerde =134 -128 ppm monosubstitie benzenin ¢oklu
pikleri gozlenmektedir. Nukleobaz iceren Pt komplekslerde = 165,3 ppm’de
gorilen singlet Pik (C4) timin bazina aittir. NUkleobazlarin metal kompleksine
koordine olmasi “*C NMR piklerini daha disik alana kaydirmaktadir. Bunun sebebi
ise nukleobazin metale koordine olduktan sonra elektronegatif gruplarin elektron
yogunlugunun azalmasidir bu da litaratiirdeki degerlerle uygunluk gostermektedir
(Longato Bruno, 2006) Bilesiklerde 25,5 ppm deki (-ter-C-N) piki elektronegatif
atoma baglanmasiyla disik alana dogru kaymakta ve 16,6 ppm de (-CHs); pikleri
g6zlenmektedir.

P NMR Spektrumlarinin Degerlendirilmesi

*P.NMR verileri aminometilfosfinin metale fosfor (izerinden koordine
oldugunu gosteren dnemli bir kanittir. Spektrumlar incelendiginde, metale dppab
ligandinin azot Uzerinden baglandigi gorulmektedir. Pt-metal komplekslerinde
metalin NMR aktif olmasi sebebiyle fosfor P-Pt yariimasi gerceklesir. Timin
nilkleobazi iceren Pt kompleksi icin spektrum incelendiginde, metale dppab
ligandinin yanisira ikinci bir ligand olarak timinin azot Uzerinden baglandigi
gozlenmektedir. Literatiirlere gore [Ptdppa'bCl,] metal kompleksinin monosiibstitiie
benzene bagl olan elektronegatif fosfor atomu, elektropozitif olan Pt(ll) metal
iyonuna koordine olup ortaklanmamis elektron ciftini metal iyonuna sunar, d-
orbitallerindeki bosluga metalden geri baglanma etkisi ile metalin etrafindaki
elektron yogunlugu azalir ve kimyasal kayma degeri (1= -8,5 ppm de gorilar.
Komplekste niikleobazin metal iyonuna koordine olmasi ile bu deder daha negatif
degere dogru kayar bunun nedeni Pt ile heterosiklik sekonder aminin bir protonunu
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atip Pt(ll) metaline elektron cifti sunarak sigma bagi yapmasi ve elektronegatifligi
yuksek olan N ile Pt(Il) arasinda p geri baglanmasinin gergceklesmesi seklinde
yorumlanabilir. (Lakomska lwona,2008). Komplekste P-Pt-N hem P hem de N T1
geri baglama etkisi birbirini zayiflatir ve kompleks daha negatif alana dogru bir
kayma gosterir.( 0= -13,1 ppm ) J (P-Pt)= 2230.8 Hz (Julia, 2006) Nukleobaz
iceren Pt-metal komplekslerinde metalin NMR aktif olmasi sebebiyle fosfor P-Pt
yarilmasi gerceklesir. J(P-Pt) degerleri incelendiginde tek bir yariima gdzlenmistir
Bu da metale koordine olan nikleobazin (1:2) seklinde baglandiginin kanitidir.
Ayrica arjentometrik titremetri yontemi ile yapida klorun olmadigi gézlenmigstir. Eger
kompleks (1:1) seklinde olsaydi fosfor; Cl ve niikleobazin N ile trans durumda olup
iki farkl fosfor cevresine sahip olacakti ve iki tane J(P-Pt) degeri olacakti (Serindag
1995; Montagner Diego, 2008)

Doénugumli Voltamogramlarin Degerlendirilmesi

Donusumli voltametride elektrot reaksiyonlarinin olusabilecegdi potansiyel
sinirlarini belirlemek ¢ok dnemlidir (Cekirdek, 2005). Bunun igin 6énce oksidasyon
ve rediksiyon bolgeleri belirlenmelidir. Bu boélgeleri en iyi belirten tarama hizininda
(25-500 mV/s) bu esnada belirlenmesi gerekir. Sentezlenen bilesikler icin 25-500
mV/s araliinda yapilan calismalarda en uygun tarama hizi 100 mV/s olarak
belirlenmis ve voltamogramlar bu tarama hizinda verilmistir. Donistumld voltametri
teknigi  kullanilarak  metal = kompleksinin  elektrokimyasal  6zelliklerinin
belirlenebilmesi icin kompleksin yani sira kompleksin sentezinde kullanilan metal
ya da komplekste metale koordine olmus ligandin voltamogrami da alinmalidir.
Boylelikle metale koordine olmus ligandin anodik ve katodik pik potansiyellerinde
meydana getirdigi  degisiklik godzlenmelidir. Bunun icin  komplekslerin
voltamograminin yani sira komplekslerin sentezinde kullanilan metallerin de
voltamogrami alinmistir.PtCODCI, ‘Un voltamograminda zayif bir anodik pik ve bir
katodik pik gordlmustur. Katodik pik -0,77V da olusurken anodik pik -0,23V da
olusmustur. PtCODCI, deki Pt anodik yondeki tarama ile Pt™ e yukseltgenirken
katodik yondeki tarama sonucu +4 yukli Pt metali genis bir pik ile Pt a
indirgenmistir.  Pt(d patb))Clz kompleksinde anodik pik potansiyelleri zayif
oldugundan Pt(dppab))Cl, kompleksinin katodik pik potansiyelleri ile PtCODCI,'liin
katodik pik potansiyellerinin kiyaslamasi yapilmigtir. PtCODCI,’in katodik pik
potansiyeli -0,77V da olusurken Pt(dppa'b))Cl, kompleksinin katodik pik potansiyeli
-1,60V’da olup negatife dogru bir kaymanin oldugu gorulmektedir. Pt
komplekslerinde katodik pikler net oldugundan PtCODCI, ‘e ait katodik pik
olusmayabilmektedir.

Pt'l(dppab)CI, + le —== Ptl(dppab)Cl- + CI°

Pt'(dppa'b)C1 + le- — = Pt(dppa'b) + cr

Pt(dppa'b)(timin), kompleksinin anodik pik potansiyelleri zayif oldugundan
Pt(dppa'b)(timin), kompleksinin katodik pik potansiyelleri ile PtCODCI,’iin katodik
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pik potansiyellerinin kiyaslamasi yapilmistir. PtCODCI,’iin katodik pik potansiyeli -
0,77V da olusurken Pt(dppa'b)(timin), kompleksinin katodik pik potansiyeli -
0,82V'da olup negatife dogru bir kaymanin oldugu goérilmektedir -0,12V daki
katodik pik ise PtCODCI,’e ait piktir.

H _
o = el
N
o
Ph, Y \ Y \
P. N CHa Phy
//\P(/ - e N chg

~N PhaP \ —_— //

(Hac)ac/ N o . C/ \/P <. \N

Sekil 5. Pt(dppa‘b)(timin)z Kompleksinin Elektron Alma Mekanizmasi

TG Egrilerinin Degerlendirilmesi

Komplekslerin 30-950 °C sicaklik araliyinda termal davranislari incelenmis,
tarama yapilan aralikta TG egrileri alinmistir. Komplekslerin TG egrilerinden
sicaklik araliklarina gore kutle kayiplari baz alinarak ayrilan gruplar tespit edilmistir.
Taramalar sonunda elde edilen TG egrilerinden komplekslerin ¢ogunlukla iki
asamada bozundugu gdzlenmistir. Isinma sirasinda DTG’de endotermik pikler elde
edilmistir. Komplekslerde P-C bag: i1sisal olarak C-C bagi kadar kararhdir ve bu
yuzden P-C bagini kirmak normalde enerji gerektirir (Balabanovich, 2004). Bu
yuzden endotermik piklerin olusumu beklenen bir durumdur.

Tartigma ve Sonuclar

Bu calismada litaratire gore N, N-bis(difenilfosfinometil)aminoter-bitil
ligandi [(Ph,PCH,),NC(CHz3)3)], N, N-bis(difenilfosfinometil)aminometil ligandi
[(Ph,PCH,),NCHpy)], bu ligandlarin Pt(ll), Pd(Il) kompleksleri sentezlenmistir Daha
sonra bu komplekslerin nikleobazlar(timin, urasil, teofilin) ile etkilestiriimesiyle
komplekslerin klor uclarinin kopmasi ve klorlarin yerine nukleobazlarin metale
koordine olmasi ile karigik ligandlh metal kompleksleri elde edilmistir Ayrica N,N
bis(difenilfosfinometil)aminobutil [(Ph,PCH,),N(CH,)sCH3)] ligandi (Wei Wu, 2003)
ve bu ligandin Cu(l) ve Pt(ll) metal kompleksleri Schlenk metoduna goére azot
atmosferinde sentezlenmigtir. Sentezlenen komplekslerin yapilari spektrometrik
cihazlar kullanilarak aydinlatiimig, termal kararliliklari ve elektrokimyasal 6zellikleri
incelenmigtir. FT-IR spektrumlarinda keskin primer amin piklerinin olmamasi ayrica
yine bu bilesiklerde P -H icin karakteristik olan 2200-2300 cm™ arasinda cikan
gerilme pikinin olmamasi mannich reaksiyonun gerceklestiginin gostergesidir.

Ligantlarin *'P-NMR spektrumlarinda incelendiginde yaklagik &= -27
ppm’de ¢ikmigtir. Metal komplekslerinde ise bu degerlerin pozitif bolgeye kaydiklar
ve literaturlerle uyum iginde olduklar belirlenmistir. Sentezlenen ligand ve
komplekslerin "H NMR spektrumlarinindaki kimyasal kayma degerleri ve verilen
proton sayilari ile hesaplanan integrasyon degerlerinin uyumlu olmasi beklenen
ligand ve komplekslerin sentezlendigini gostermistir Elektrokimyasal 6zellikleri
incelenen komplekslerin uygun tarama hizlari ve uygun potansiyel araliklar
belirlenerek Cv leri alinmis, anodik ve katodik pik potansiyelleri belirlendikten sonra
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AEdegerleri hesaplanmis ve Literaturler g6z dniinde bulundurularak komplekslere
ait elektron aktarim mekanizmasi onerilmistir. Termal Kararlilikklari Tg egrileri ile
degerlendiriimis ve sicakha bagh olarak meydana gelen kopmalarin teorik
hesaplara uygun oldugu belirlenmistir.
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