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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

FesOs@SiO2@APTES DESTEKLI HORSERADISH PEROKSIDAZ (HRP) ENZIM
KATALIZORUNUN URETIiMi VE HIDROKSITIiROZOLUN OKSIDATIF
POLIMERIZASYON SENTEZ AKTIiVITELERININ BELIRLENMESI

Giilsah AKTAS
Damisman: Prof. Dr. Fatih SEVIM

Amag: Enzim katalizér kullanimi1 son yillarda tercih edilen bir yontemdir fakat reaksiyon
sonunda katalizoriin geri kazanimi miimkiin olmadig1 i¢in yiiksek maliyete sebebiyet verir. Bu
caligmada Fe304@SiO>@APTES@GA@HRP katalizoriiniin sentezlenmesi ile katalizoriin geri
kazanimi ve katalizoriin Hidroksitirozoliin polimerizasyonunda kullanilmasi ve polimerizasyon
i¢cin optimum ¢alisma kosullarinin belirlenmesi amaglanmaktadir.

Yontem: Ilk olarak, FesOs nanoparcaciklari solvotermal yontemi kullanilarak sentezlendi.
Daha sonra Fe3O4 nanopargaciklarinin yiizeyi SiO2 ile stober yontemi kullanilarak kaplandi ve
Fe304@Si0, nanopargaciklart sentezlendi. Silika kapli FesOs nanopargaciklarini amin
gruplariyla iglevsellestirmek igin  3-aminopropiltrietoksisilan kullanildi. Horseradish
peroksidazi (HRP) amin gruplarina immobilize etmek i¢in Once enzim ve amin gruplari
arasinda azometin baglar1 olusturmasi igin ¢apraz baglama yontemiyle gluteraldehid kullanildi
ve son olarak HRP tasiyici yiizeyine immobilize edildi. Boylece enzim katalizor elde edildi.
Sentezlenen bu katalizor enzimatik oksidatif polimerizasyon yontemi ile hidroksitirozoliin
polimerlestirilmesinde kullanildi.

Bulgular: Sentezlenen katalizore SEM-EDS, FT-IR analizleri yapildi ve sonuglar literatiirle
karsilastirildi. Polimere SEM-EDS, FT-IR, Q-TOF, 'H-NMR ve ZETA-SIZER analizleri
yapild1 ve sonuglar literatiirle karsilagtirildi.

Sonu¢: Hidroksitirozoliin polimerizasyonu basariyla sentezlenmis, polimerizasyon islemi
25°C’de pH=S5 olacak sekilde sulu asetat tamponu ig¢inde gergeklestirilmistir. Yapilan analizler
sonucunda enzim katalizorlinlin basariyla sentezlendigi goriilmektedir. Sentezlenen katalizor
10 kez kullanilmis ve polimerizasyon islemi %73 verimle gergeklesmistir. Poli (HTX)’in
molekiil agirligr 30000 g/mol olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Hidroksitirozol, Enzimatik polimerizasyon, HRP, Enzim katalizor,
Immobilizasyon

Ocak 2024, 67 sayfa



ABSTRACT

MASTER OF SCIENCE

PRODUCTION OF Fe304@SiO2@APTES SUPPORTED HORSERADISH
PEROXIDASE (HRP) ENZYME CATALYST AND DETERMINATION OF THE
OXIDATIVE POLYMERIZATION SYNTHESIS ACTIVITIES OF
HYDROXYTYROSOL

Giilsah AKTAS
Supervisor: Prof. Dr. Fatih SEVIM

Purpose: The use of enzyme catalysts has been a preferred method in recent years, but it causes
high costs because it is not possible to recover the catalyst at the end of the reaction. In this
study, it is aimed to synthesize the Fes0s@SiO.@APTES@GA@HRP catalyst, to recover the
catalyst, to use the catalyst in the polymerization of Hydroxytyrosol and to determine the
optimum working conditions for polymerization.

Method: First, Fe3O4 nanoparticles were synthesized using the solvothermal method. Then, the
surface of Fe3O4 nanoparticles was coated with SiO> using the Stober method and Fe304@SiO-
nanoparticles were synthesized. 3-aminopropyltriethoxysilane was used to functionalize silica-
coated Fe3zO4 nanoparticles with amine groups. To immobilize the amine moiety of horseradish
peroxidase (HRP), first glutaraldehyde was used by cross-linking method to for azomethine
bonds between the enzyme and amino groups, and finally it was immobilized on the HRP carrier
surface. Thus, the enzyme catalyst was obtained. This synthesized catalyst was used in the
polymerization of hydroxytyrosol by the enzymatic oxidative polymerization method.

Findings: SEM-EDS, FTIR analysis were performed on the synthesized catalyst and the results
were compared with the literature. SEM-EDS, FT-IR, Q-TOF, *H-NMR and ZETASIZER
analysis were performed on the polymer and the results were compared with the literature.

Results: The polymerization of hydroxytyrosol was successfully synthesized, and the
polymerization process was carried out in aqueous acetate buffer at 25°C with pH = 5. As a
result of the analyses, it is seen that the enzyme catalyst was successfully synthesized. The
synthesized catalyst was used 10 times and the polymerization process was achieved with 73%
efficiency. The molecular weight of poly (HTX) was found to be 30000 g/mol.

Keywords: Hydroxytyrosol, Enzymatic polymerization, HRP, Enzyme catalyst,
Immobilization

January 2024, 67 pages
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GIRIS

Teze Genel Bakis ve Literatiir Ozeti

Gilinlimiizde ilerleyen teknolojiyle beraber biyoteknolojik uygulamalara olan ilgi de
gittikce artmaktadir. Bu alanda iiretilen biyomalzemelerin, toksik olmamalari, kimyasal agidan
kararli olmalari, yliksek mekanik dayanima sahip olmalari ve kanserojen etkiye sahip

olmamalar1 gibi 6zelliklere sahip olmas1 beklenir.

Son yillarda biyopolimer sentezi de polimer kimyasinda 6nemli ¢aligsma alanlarindan
biri haline gelmistir. Biyopolimerler enzimatik ya da kimyasal yollarla sentezlenebilir fakat
enzimatik polimerizasyon, toksik olmamasi, yan {iriin olusturmamasi, yiiksek katalitik aktiviye
sahip olmasi ve dzellikle ¢cevre dostu bir uygulama olmasi sebebiyle yesil kimya i¢in umut vaad
eden bir uygulama olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu kapsamda kullanilan enzim katalizorler hem
verimlilikleri hem de geleneksel kimyasal katalizorler ile iiretilmesi zor olan polimerleri
sentezlemesi gibi 6zelliklerinden Gtiirti yaygin olarak tercih edilmektedirler (Akkara et al.,
1996). Ozellikle peroksidazlar ve lakkazlar, fenolik gruplarin oksidasyonunu katalizlemeleri

sayesinde onemli dl¢iide tercih edilirler.

Yapmis oldugumuz bu ¢alismamizda, enzim katalizoriin sentez ortamindan daha kolay
ve yliksek verimle geri kazanimini saglayacak c¢ekirdek manyetik Fe3Os nanopartikiilleri
sentezlenmistir. FesO4’tin manyetik etkinliginin korunmasi i¢in sivi ile temasmi ortadan
kaldiracak ayrica etkin yiizey alanini arttiracak kabuk SiO2 ve enzim (HRP) destekli
nanokatalizorlerin iiretimi ve bu katalizorlerin polimer sentezinde kullanimi iizerine

arastirmalar yapilmistir.

Akkara ve arkadaglart (1996) anilin ve tiirevlerini HRP katalizorii esliginde
polimerlestirmislerdir. Sulu organik c¢oziicliler ortaminda anilinin HRP katalizorii ile
gerceklestirilen polimerizasyon veriminin diisiik oldugunu belirtmislerdir. Gézlemlerine gore
olusan polimer yiiksek oranda iigiincii derece dogrusal olmayan optik 6zellikler gostermistir

(Akkara et al. 1996).

Kobayashi ve arkadaslar1 (2005) HRP katalizorliigiinde gerceklestirdikleri
polimerizasyonunda P-n-alkilfenollerin sulu 1,4-dioksan ortam: kullanmiglardir ve bu
polimerizasyon reaksiyonunda alkil grubunun zincir uzunlugu degistirildiginde (zincir
uzunlugu 1’den 5’e yiikseltilmis) polimer veriminin degistigi gdzlemlenmistir ve bu degisim

polimer veriminde artig olarak kayitlara gegmistir (Kobayashi et al. 2005).

1



Akkara ve arkadaslar1 (1991) aseton, metanol ve 1,4-dioksan gibi suyla karisabilen bir
¢oziicliden olusan karisimda peroksidazin farkli fenol tiirevlerinin oksidatif polimerizasyon

reaksiyonlarinda katalizor olarak kullanilabildigini ortaya koymustur (Akkara et al. 1991).

Oguchi ve arkadaslar1 (1999) enzim katalizor olarak HRP ve oksitleyici olarak da H.O>
kullanarak suda ¢oziinebilir  polifenoliin  enzimatik  oksidatif polimerizasyonunu
gerceklestirmislerdir. N,N-dimetilformamide karsi polimerin ¢dziinebilirligini kanitlmak i¢in
pH tamponu ve alkol ¢dziicii karisimmi gelistirmislerdir. Sentezlenen polimerin fenilen ve
oksifenilen gruplarindan olustugunu saptamislardir. Coziicii yapilarini, polimerin molekiil
agirligr ve kismi molekiil agirhgimi degistirerek elde edilen polimerin yiiksek 1sil kararliliga

sahip oldugunu belirlemislerdir (Oguchi et al. 1999).

Kawakita (2012) altin, platin ve paladyum gibi metallerin geri kazanimi saglamak igin
fenol tiirevlerinin enzimatik oksidatif polimerizasyonunda enzim olarak HRP kullanmuslardir.
Iyon degisim yetenegi olan poli(tiramin) polimerizasyon sonucunda sentezlenmistir. Altin
iyonlarmi hidroksil gruplar iizerine Platin ve Paladyum iyonlarini ise poli(tiramin) tizerine

adsorbe edildigini gormiislerdir. (Kawakita, 2012).

Zwane ve arkadaslar1 (2012) yaptiklar1 calismada 3-hidroksitirozoliin dimerini elde
etmek i¢in lakkaz enzimi esliginde polimerizasyonunu gergeklestirmislerdir. Dimer
hidroksitirozoliin ~ Kkarakterizasyonu i¢in HPLC-MS, NMR ve antioksidan analizleri
yapmislardir. Yapilan antioksidan analizinde dimerin hidroksitirozole gore tli¢ kat daha fazla
antioksidan O6zellige sahip oldugunu gormiislerdir. Sonu¢ olarak dimerin daha giiclii bir
antioksidan oldugunu gormiis ve cilt bakim drilinleri, saglik ve nutrasotiklerde

kullanilabilecegini 6n gormiislerdir (Zwane et al. 2012).

Chang ve Tang (2014) sentezledikleri Fe3sOs nanopargaciklarini trettikleri silika ile
kaplamiglardir. Silika kapli FesO4 nanopargaciklarinin yiizeyini de APTES kullanarak primer
amin gruplariyla modifiye etmislerdir. HRP’nin manyetik ¢ekirdek kabugu parcaciklari tizerine
immobilizasyonu glutaraldehit ile yapilmistir. immobilize edilen enzim 1s1ya kars1 dayaniklilig

ve pH degisiminin serbest HRP’ye gore arttigin1 gdzlemlemislerdir (Chang & Tang, 2014).

Junker ve arkadaslar1 (2015) yaptiklari ¢alismada Trametes versicolor’dan elde edilen
lakkaz ve HRP katalizorii esliginde PANI sentezlemislerdir. Lakkaz katalizorii esliginde
Sodyum bis-(2-etilhekzil)siilfosiiksinat (AOT) etkisini arastirmiglardir ve gergeklestirdikleri
tepkimede en uygun pH=3,5 olarak belirlemislerdir. Horseradish peroxidase ile gergeklestirilen

tepkime i¢in en uygun pH ise 4,3 olarak belirlenmistir (Junker et al. 2015).



Saif ve arkadaglar1 (2015) Fe3O4 nanoparcaciklari tizerine APTES’1 Morin (MR) i¢in
tastyict olmasi amaciyla sentezlemislerdir. TEM goriintiilerinden, APTES’in (MNPs-APTES)
ortalama pargacik boyutunun yaklasik 26,7 nm oldugu saptanmistir. (MNPs-APTES)’in Morin
yiikleme ve birakma davranislar1 incelendiginde 4 saat i¢inde adsorbe edilen ilacin %60’1n1

salindig1 goriilmiistiir (Saif et al. 2015).

Laochai ve arkadaslar1 (2016) sentezledikleri manyetik nanopartikiilleri kitosan ve
polivinil alkol ile baglayarak kovalent baglama yoluyla da HRP immobilizasyonunu
gerceklestirmislerdir. immobilize HRP nin 10. kullanimdan sonra da aktivitesini korudugunu
gormiislerdir. Ayn1 zamanda manyetik nanopartikiillerin enzim aktivitesine sahip olmalarina ek
olarak basit, saglam ve diisiik maliyetli bir yontem oldugunu dogrulamislardir (Laochai et al.
2016).

Isci ve arkadaslar1 (2016) (E)-2-(1-(2-fenilhidrazon)etil)fenol’iin (FHEF) sentezini HRP
ile enzimatik oksidatif polimerizasyonunu gergeklestirmislerdir. Coziicii, reaksiyon sicakligi ve
pH gibi faktorlerin polimerizasyona etkilerini arastirmislardir. Termogravimetrik analiz
(TGA/DTA), Infrared spektroskopisi (FT-IR), Ultraviyole spektroskopisi (UV-Vis), Niikleer
manyetik rezonans (*H ve ¥C NMR), Déniisiimlii voltametri (CV) ve Jel gecirgenlik
kromotografisi (GPC) yontemleriyle elde edilen polimer iriiniiniin karakterizasyonlarini

gerceklestirmislerdir (Isci et al. 2016).

Topal ve arkadaslari (2017) yaptiklart calismada enzimatik polimerizasyonda
oligofenoliin yan zincirindeki imin islevselliginin etkisini arastirmiglardir. Orto-imin ikameli
fenol (PTIMP), organik coziicliler ve H202 esliginde, HRP enzimi kullanilarak polimerize
edilmistir. Farkli parametlerin (¢6ziicii, pH ve sicaklik) etkisi arastirilarak polimerizasyon i¢in
optimum kosullar belirlenmistir. Elde edilen oligofenoliin organik ¢dziiciilerin ¢ogunda
¢cozlindlgiinii gormislerdir. Ayrica karakterizasyon icin NMR, UV-Vis, CV, FT-IR ve TGA
yontemleri kullanilmistir (Topal et al. 2017).

Kiratitanavit ve arkadaslar1 (2018) yaptiklar1 ¢alismada floresan konjuge polifenoller
elde etmek iizere oksidorediiktaz enzimlerini katalizor olarak kullanarak polimerizasyonu
gerceklestirmiglerdir. 4-hidroksifenilasetik asit (HPA), hidroksitirosol (HDT) ve klorojenik
asidi (CGA) HRP kullanarak polimerize etmislerdir. Polifenollerin karakterizasyonlari igin
UV-Vis, FT-IR, Floresan analizi ve sondirme c¢alismalari, TGA ve GPC analizleri
yapmislardir. Bu floresan polifenollerin, onlar1 séndiirme bazli sensorlerde kullanilmaya uygun
hale getiren onemli Stokes kaymasi sergilediklerini gormiislerdir. Konjuge polifenollere
yonelik bu yaklasimin ‘daha yesil” sentetik metodolojilerin kullaniminda yeni olanaklar agacag:

goriisiini bildirmislerdir (Kiratitanavit et al. 2018).



Goktiirk (2021) yaptig1 calismada Fe*2 iyonlarmim HRP ile olusturdugu (baslatict olarak
H202 kullanilmistir.) ¢igcek seklindeki hibrit nano biyokatalizérlerin  hidrokinon’un
polimerlestirilmesinde kullanmistir. Elde ettigi sonuglara gore yiiksek sicakliklarda HRP-Fe*?
biyokatalizorii serbest HRP’ye gore daha yiiksek katalitik kararlilik gostermistir. 70°C
sicaklikta HRP enzimi denatiire olurken, HRP-Fe*? biyokatalizorii bozunmadan katalitik
aktivite gostermistir. pH=7,4 tamponunda Poly(hidrokinon)’u %44 verimle sentezlemistir.
HRP-Fe*? biyokatalizdrii ve serbest enzimle gerceklestirilen polimerlesme verimlerinin
birbirine yakin oldugu, fakat serbest HRP enzimi ile sentezlenen polimerin molekiil agirliginin
HRP-Fe*? ile sentezlenen polimere gore daha yiiksek oldugunu gozlemlemistir. Bunlarin
yaninda serbest HRP enzimine gore HRP-Fe'? biyokatalizoriiniin katalitik aktivitesinin

azaldiginmi gormiustiir (Goktiirk, 2021).

Manzano-Nicolas ve arkadaglar1 (2021) yaptiklari c¢alismada oleuropein ve 3-
hidroksitirozoliin lakkaz, tirozinaz ve HRP ile oksidasyonunu incelemislerdir. Bir
spektrometrik yontem ve baska bir spektrofotometrik kronometrik yontem kullanilarak her bir
enzim i¢in Vmax ve KM kinetik parametreleri belirlenmistir. En yiiksek baglanma afinitesi
lakkaz tarafindan gosterilmistir. Oleuropein ve 3- hidroksitirozoliin antioksidan kapasiteleri de

analiz edilmis ve bu iki molekiil arasinda benzerlik goriilmiistiir (Manzano-Nicolas et al. 2021).

Xie ve arkadaslart (2021) yaptiklar1 bir g¢alismada hidroksitirozoliin oksidatif
polimerizasyonunu lakkaz, tirozinaz ve HRP varliginda gergeklestirmislerdir. Her bir enzim
i¢cin optimum polimerizasyon kosullar1 belirlenmistir. En yliksek doniisiim lakkaz enziminde
elde edilmistir. Karakterizasyon i¢in FT-IR, NMR, HPLC-ESI-TOF-MS analizleri yapilmistir.
Kataliz siirecinin kinetigi ve termodinamigi analiz edilmistir. Ayrica, enzim proteini ile
hidroksitirozol arasindaki etkilesim sirasinda enzim degisikliklerini CD deneyleri yaparak

dogrulamislardir (Xie et al. 2021b).



KURAMSAL TEMELLER

Enzimler

Enzimler, biitiin canli organizmalardaki biyokimyasal olaylarin uyum iginde olugsmasina
katki saglayan en onemli molekiillerdir. Enzimler biyolojik olaylarda katalizor goérevini
iistlenirler. Bitki, hayvan ve mikroorganizma kokenli olmasindan otiirii gesitli endistriyel
alanlarda kullanilirlar fakat daha yiiksek katalitik aktiviteye sahip olmasi, hayvan ve bitki
enzimlerine gore daha kararli ve ucuz olmasi sebebiyle genellikle mikroorganizmalardan elde

edilirler (Ugar, A., 2011).

Enzimler, aktivasyon enerjisini diislirerek reaksiyon hizini artirmaktadirlar. Enzim
katalizorler ayni reaksiyonda tekrar tekrar kullanilabilirler. Enzimler protein yapilarindan
dolayr diger katalizorlerden farkli olarak, pH ve sicakliga baghdirlar. Enzimler gliniimiizde
ekmek, bira ve peynir iretimi, ¢esitli deterjan ve temizleyicilerin {iretimi gibi endiistriyel

alanlarda, tipta tan1 ve tedavide olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Dingbas, S., 2009).

Enzimlerin tepkime sirasinda katalizledigi ve tiriine doniistiirdiigii kimyasal molekdiller
‘substrat’ olarak isimlendirilir. Enzimler, substratlarina kars1 oldukg¢a 6zgiil davranirlar ve
molekiiliin sadece belirli bir bolgesini etkilerler. Etkiledikleri bu alandan bir veya birgok atomu
ya da islevsel grubu almaktadirlar. Enzim molekiillerinin biinyesinde yer alan aktif bolgede
bulunan aminoasit yan zincirleri, substratla ti¢ boyutlu bir yiizey olusturabilme yetenegine
sahiptirler. Aktif bolge substrati absorplar ve sonug olarak enzim-substrat (ES) kompleksi
olustururlar. Meydana gelen bu enzim-substrat kompleksi, pargalanarak enzim ve iiriine
doniisiir (Aktay, S., 2017). Enzimle substrat arasinda anahtar-kilit uyumu vardir. Enzim
substrat1 iirline doniistiirdiikten sonra reaksiyondan degisime ugramadan c¢ikar. Sekil 1’de

enzim ve substratin anahtar-kilit modeli gosterilmistir.

You
Substrat ‘ () ...
‘ 5 I Urlnler

—

N pe—

Serbest enzim Enzim-substrat Serbest enzim
kompleksi

Sekil 1. Enzim-substrat iligkisi ve aktif bolge gosterimi (Blanco & Blanco, 2017)



Enzimlerin genel 6zellikleri;

a. Enzimler reaksiyon sirasinda tiikketilmeyen protein katalizorlerdir.
b. Aym tiirdeki reaksiyonlar enzimler tarafindan bir¢ok kez gercgeklestirilebilirler.

c. Birenzim, tek bir reaksiyona ya da benzer reaksiyonlara 6zgii spesifite gosterir.

o

Reaksiyonun termodinamik 6zelliklerinde bir degisime sebep olmazlar.

e. Enzimler reaksiyonlarin aktivasyon enerjilerini diisiirerek reaksiyonlari
hizlandirirlar.

f.  Olusacak reaksiyonun dengeye varmasini hizlandirirlar.

g. Enzimler canli ve cansiz biyolojik ortamlarda etkinlik gosterirler. (Yildiz, M. L.,

2021).

Enzimlerin simiflandirilmasi
Enzimler alt1 ana grupta siiflandirilmaktadirlar:

Oksidorediiktazlar
Transferazlar
Hidrolazlar
Liyazlar

[zomerazlar

L

Ligazlar

Horseradish Peroxidase (HRP)

Horseradish veya yaban turbu iklim olarak 1liman bélgelerde yetistirilen dayanikli bir
bitki tiridiir. Bu bitki kokiinden elde edilen Horseradish peroksidaz yapisinda hem grubunu
bulundurur. HRP, anilin ve fenol tiirevlerini polimerlestirerek muhtelif tiirlerde ¢evre dostu
poliaromatik yapilarin olusmasina onciiliik eder. Fenollerin enzimatik polimerizasyonu ilk kez
1987 yilinda Dordick ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alisma ile bulunmustur. Fenollerin
enzimatik polimerlestirilmesi HRP Kkatalizorliigiinde ve sulu organik ¢o6ziicii ortaminda
gerceklestirilmistir  (Dordick et al. 1987). Sulu ortamda gergeklestirilen enzimatik

polimerlestirme ¢evre dostu bir uygulama olarak kabul gérmektedir.



Sekil 2. Horseradish bitkisi (Veitch, 2004)

HRP, H2O2 varliginda ii¢ farkli yap1 olusturur. Asagida verilen sekilde; HRP-I ve HRP-
I sirastyla bilesik I ve bilesik II'yi gosterir, AH2 ve AH* ise indirgenen ve oksitlenmis substrat
radikallerini gsterir (Onder, R. S., 2008); (Leon et al. 2002); (Krainer & Glieder, 2015). HRP’nin
enzimatik akvitesini, aktif merkezinde bulunan heme grubundaki demirin oksidasyonu ve
rediiksiyonu olarak tanimlayabiliriz. Uygun ortam ve kosullarda HRP, H20> ile birleserek
kompleks bir bilesik olusturur. Olusan bu kompleks bilesik ¢esitli elektron vericiler tarafindan

oksitlenir ve iki mol su agiga ¢ikar.

H0,  H0 AH A AH A+ HO

HRP L—i HRP-1 LJ» HRP-IILZ HRF

Sekil 3. HRP enzimi ¢alisma mekanizmasi

HRP + H202 — HRP-I + H,0 (1)
HRP-1 + AH, — HRP-Il + AH* )
HRP-1I +AH; — HRP + AH* + H,0 (3)

Endiistriyel uygulamalarda enzim katalizorlii polimerizasyon ydnteminin bazi
dezavantajlariyla karsilasilmaktadir. Kullanilan enzimlerin maliyetinin yiiksek olmasi, katalitik
aktivitelerinin diigmesi ve sulu ¢ozelti igerisindeki kararsizliklart gibi dezavantajlara sahiptir
(Gross et al. 2001). Bu dezavantajlar enzim immaobilizasyonu yoluyla giderilmeye ¢alisilmis ve

kismi olarak basar1 saglanmustir.

Enzimlerin kat1 bir destek ylizeyine immobilizasyonu basit ve tek basamakli bir
islemdir. Immobilize edilen enzimler yiiksek kararlilik, tekrar kullanilabilme, daha ekonomik

olma gibi avantajlar sunarlar. Enzim immobilizasyonu i¢in genel bir metod yoktur. Burada



amag, enzim immobilizasyonunu basariyla gerceklestirmek i¢in uygun bir tastyici ve reaksiyon
kosullar1 (pH, T, vb.) belirlemektir. immobilizasyon, kovalent, nonkovalent, ¢apraz baglanma
ve tuzaklama gibi farkli yollarla gerceklestirilir (Mateo et al. 2007); (Rana et al. 2010); (Wang,
2009); (Sheldon, 2007); (Fernandez-Lafuente, 2009). Nano malzemelerin yiiksek yiizey alanina
sahip olmalari fazla miktarda enzimi immobilize etmelerine olanak saglar (Kim et al. 2004);

(Avnir et al. 1994); (Luckarift et al. 2004).

Enzim immobilizasyonu

Immobilizasyon, enzimlerin su ile temasinda ¢dziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel ya da
kimyasal olarak baglanmasini ve ayni zamanda enzim 6zelliklerini gelistirme yoniinde avantaj
saglar. Immobilize enzimler genel olarak daha iyi pH aralig1 ve sicaklik kararlilig1 gdsterirler

(Tutar, H., 2009).

Immobilizasyon metodlar:

Kullanilan enzimin kimyasal yapisi, bilesimi, substrat ve iriinlerin nitelikleri, elde
edilen {iriiniin kullanilacagi endiistriyel alanlar gibi parametreler, immobilizasyon yontemi
se¢iminde 6nem arz etmektedir. Diger 6nemli unsur ise, enzimde aktivite kaybina sebebiyet
vermeyecek, enzimin baglanma bolgesindeki aktif gruplarda ve kimyasal yapisinda degisiklik
meydana getirmeyecek bir yontem secilmesidir. Enzimin baglanma bolgesindeki gruplarla

reaksiyon vermesinin oniine gegilmelidir (Krajewska, 2004).

Kovalent baglanma

Kovalent baglanma, su igerisinde ¢6ziinmeyen bir tastyicinin enzimle kovalent baglarla
baglanmasidir. Tagtyict ve enzim arasinda olusturulan bu baglar diger yontemlere gore daha
kuvvetlidir. Bu yontemde tastyici ile enzimin katalitik aktif bolgesinde yer alan fonksiyonel

gruplar arasinda bag olusmamasina dikkat edilmesi gerekir (Kasavi, C., 2006).
Fiziksel adsorpsiyon

Fiziksel adsorpsiyon, immobilizasyon yontemleri igerisindeki en basit ve en kolay
yontemdir. Bu yontem, suda ¢dziinmeyen yiizey aktif bir adsorbanin, enzim c¢dzeltisiyle
karistirllmasiyla ve baglanmayan enzimin birka¢ kez tekrar eden yikamalarla ¢ozeltiden
uzaklastirilmasi esasina dayanir. Bu metodun sagladigi 6nemli avantaj, destek malzemesinin
pH ve sicaklik gibi iki parametrenin etkileri sonucunda yeniden kullanimidir. Fiziksel
adsorpsiyonda iki 6nemli parametre vardir; bunlar sicaklik ve zamandir. Ek olarak, difiizyon

gozenekli tagiyicilar icin 6nemli bir parametredir. Bu avantajlarin yani sira fiziksel adsorpsiyon,



olusan zayif baglardan kaynakli kullanim sirasinda desorpsiyon olusumu gibi bir dezavantaj

sunar. Bu da aktivite kaybi ve iiriin kirliligini beraberinde getirir (Tutar, H., 2009).
Iyonik baglanma

Bu metot, enzimin, suda ¢6ziinmeyen ve biinyesinde iyon degistirici ajanlar bulunduran
bir tastyictya iyonik olarak baglanmasi temeline dayanir. Tasiyici olarak sentetik polimerler ve
iyon degistirici ajanlara sahip olan polisakkaritler tercih edilir. Iyonik baglanmada enzimin
tasiyiciya baglanmasi diger yontemlere kiyasla daha kolaydir. Ek olarak bu yontemle
gerceklestirilen immobilizasyon sirasinda enzimin konformasyonel yapisinda ve aktif

bolgesinde daha az degisim gerceklesir (Tutar, H., 2009).
Capraz baglanma

Bu prosediirde enzimler serbest amin ve karboksil gruplar1 gibi ¢ok fonksiyonlu
bilesiklerle kovalent bag yaparlar ve ii¢ boyutlu ¢apraz baglanma sonucu enzim gruplari
meydana getirirler. Bu yontemde ¢apraz baglayici olarak siklikla gluteraldehit ve diazobenzidin
gibi maddeler tercih edilir. Bu metotda tasiyici ile enzim arasinda olusan baglar ¢ok kuvvetlidir.
Bundan dolayr sicaklik, pH ve iyon siddeti degisimi gibi faktorler enzimin kararliligini
etkilemez ve enzim tasiyicidan ayrilmaz. Fakat, bu yontem zor sartlar altinda gerceklesir. Bu
sebeple enzimin aktif bolgesinde konformasyonel degisiklik ve aktivite kaybi olabilir (Kasavi,
C., 2006).

Tutuklama yontemi

Bu yontem, enzimin kafes gorevi goren polimer matris veya membran igerisinde
tutuklanmasidir. Reaksiyon sirasinda substratin (kafesten) igeri girmesine imkan sunulurken,
enzim de odacik igerisinde muhafaza edilir. Bu yontem, enzimin ¢6zelti i¢inde bagimsiz olarak
hareket etmesine olanak saglamasiyla kovalent ve ¢apraz baglanma yontemlerinden farklidur.
Ancak enzimin membran ya da jel matris igerisinde tutulmasi hareketinin kisitlanmasina sebep
olur. Bu nedenle bu yontem daha genis uygulama alanina sahip olmasiyla diger tekniklerden
ayrilir. Bu yontemin avantajlar1 arasinda biyokatalizorlerin modifikasyonlara ugramamasi ve
immobilizasyonun yiiksek molekiil agirhigina sahip enzim inhibitorlerinin etkisini bertaraf
etmesi vardir. Tasiyicilarin geri kazanilamamasi ve yiliksek molekiil agirlikli substratlarin

enzime gii¢ bir sekilde tutunmalar1 bu yontemin dezavantajidir (Tutar, H., 2009).

Katalizorler

Katalizor, kimyasal bir tepkime sirasinda herhangi bir degisime ugramayan ve

reaksiyonun yolunu degistirerek tepkimenin hizin1 artiran maddedir. Bu olaya Kkataliz



denilmektedir. Tepkime hizin1 artirmak icin sicakligl artirmak bir ¢6zlimdiir, fakat tepkimeye
giren maddeler ve olusan tirilinler yiiksek sicaklikta bozunabilirler. Bu yilizden katalizor
kullanim1 6nemli hale gelmektedir. Katalizor, kendiliginden ilerleyen bir tepkimenin
aktivasyon enerjisini azaltarak tepkime hizin1 artirir ve reaksiyonun daha kisa siirede

tamamlanmasini1 saglar (Senol, N., 2010); (Ozsagmaci, G., 2016).

Katalizorler homojen, heterojen ve biyolojik olmak iizere {i¢ sinifa ayrilirlar. Homojen
katalizorler, substrat ile tek bir faz olustururken, heterojen katalizorler substratla farkli faz
olusturur ve genellikle kat1 formdadirlar. Biyolojik katalizorler ise ¢ogunlugu protein yapilidir.
Ayni zamanda enzim katalizorler olarak da bilinmektedirler. Yasamimiz ve biyolojik
faaliyetlerimizi siirdiirebilmemiz i¢in enzimler (biyokatalizorler) hayati bir onem tagimaktadir
(Senol, N., 2010). Katalizorlerin en 6nemli 6zellikleri arasinda aktivite, secicilik ve kararlilik
yer almaktadir. Katalizoriin yiiksek kararliliga sahip olmasi, aktivitesini ne kadar siirede

koruyaca@imin bir dlgiitiidiir (Gozeten, 1., 2020).

Aktivite

Bir ya da daha fazla reaksiyonun katalizor esliginde ne kadar hizli gergeklestiginin

Olgiitii katalizor aktivitesi olarak tanimlanir.
Secicilik
Her katalizor her reaksiyon i¢in uygun degildir. Reaksiyon i¢in uygun katalizor deneysel

caligmalarla bulunur. Var olan reaksiyonlardan yalnizca birini katalizlemesi katalizorlerin

secicilik 6zelligindendir.

Kararhhk

Endiistriyel reaktorlerde, katalizér termal, kimyasal ve mekaniksel kararliligi,
dekompozisyon, koklasma ve zehirlenme gibi faktorlerden etkilenir. Bir katalizor igin aktivite,
secicilik ve kararhilik 6zellikleri dikkate alindiginda oncelik sirasi: secicilik> kararlilik >aktivite

olmalidir (Senol, N., 2010).

Katalizor tepkime sirasinda reaksiyonun yolunu degistirdigi igin katalizli tepkime ve
katalizsiz tepkime mekanizmalar1 birbirinden farklidir. Katalizli tepkimenin aktivasyon enerjisi

katalizsiz tepkimeye gore daha diisiik oldugundan daha hizli ilerlemektedir (Senol, N., 2010).
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Enexji //-'—-v\'\ -------

\\\ Eq: Katalizlenmemig reaksiyonun akbvasyon enexjisi

\\x\_ Ea,: Katalizlenroig reaksiyvonun akiirasyon enerjisi

>

Realziyon Koordinah

Sekil 4. Bir reaksiyonun katalizli ve katalizsiz durumdaki potansiyel enerji degisimi
Nanokatalizorler

Nanoteknolojinin sanayi, elektronik, tip, kimya, enerji ve c¢evre endiistrisindeki
malzemeler iizerindeki etkisinden dolayr son yillarda nanokatalizorlere olan ilgi artmustir.
Nanoteknoloji ve katalizor birbirini tamamlarlar. Bu sebeple nanokatalizérler nanoteknolojide

O6nemli bir yer edinmislerdir.

Kat1 katalizorler ile gerceklesen kimyasal proseslerde reaksiyonlar, gozenekli yapiya
sahip katalizorlerde katalizoriin hem i¢ hem de dis yiizeyinde meydana gelir. Birim katalizor
miktar1 basina birim zamanda iiriine doniisen reaktan miktarinin fazla olmasi katalizor ylizeyine
erisen reaktan miktariyla dogru orantilidir. Dikkat edilmesi gereken husus metal katalizorlerin
uygun genis yiizey alanli, gozenekli formda olan maddelerin yiizeyinde homojen bir sekilde
dagitilmasidir. Uygun iiretim kosullari metal oksit katalizorlerinin reaksiyonlarda direkt olarak
kullanilabilecek kadar genis ylizey alanlarina sahip olmalarina olanak sunar. Nano boyutta ele
alindiginda, parcacik boyutu kiiciildiikce daha genis bir yiizey alan1 ve malzemenin kimyasal
etkinliginde artig s6z konusu olur. Bu 6zelliklerinden dolayr nano malzemeler yakit hiicreleri
ve pillerde katalizor olarak kullanilmaktadir. Genis yiizey alanlarina sahip nanopargaciklar aktif
merkezlerinin ¢ogunu ylizeylerinde bulundururlar. Bu da kimyasal tepkimelerde yiiksek
katalitik aktivite saglar (Thomas & Thomas, 2014); (Sakar, S., 2019).

Demir oksit (FesOa)

Demir oksit, dogada rahatga bulunabilen, laboratuvarlarda kolayca sentezlenebilen bir
bilesiktir. Demir oksitler dogada a-Fe>Os3 (hematit), Y-Fe2O3z (maghemit) ve FesO4 (manyetit)
vb. gibi farkli formlarda bulunur. Bilinen ilk demir oksit hematittir. Toprak ve kayalarda
bulunur ve farkli gevresel sartlara kars1 oldukg¢a dayaniklidir. Manyetit, herkiil tasi, miknatis
tast veya siyah demir oksit olarak bilinir. Manyetit diger demir oksitlerle kiyaslandiginda daha
giiclii manyetik 6zellik gostermektedir. Maghemit ise diger oksitlerin yikima ugramasi veya

toprakta bulunan manyetitin havaya maruz kalmasi sonucu olusan demir oksittir.
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Manyetit, ylizey merkezli kiibik ters spinel bir yapiya sahiptir. Sekil 5’te goriildigi
tizere demir (II)’nin oktahedral kafes alanlarinin yarisini kapladig1 goriilmektedir. Ayrica demir
(ITI)’tin diger tetrahedral ve oktahedral kafes alanlarini kapladigi goriilmektedir. Genel kapali
formilii Y[XY]Os olarak verilmektedir ve X veY sirastyla demir (II) ve demir (III)’i temsil

eder.

@ rean
@ Fe

Jo

Sekil 5. Manyetitin kristal yapisi

Dogal ve sentezlenmis mikro 6l¢ekli manyetit kristaller, metalik bir parlakliga ve mat
siyah renge sahiptirler. Yogunlugu 5,18 g/cm?® olan manyetitin erime noktas1 1583-1597 °C “dir.
Hiicre parametresi a= 0,8396 nm olup ortam sicakliginda manyetit parcaciklari cam ile ayn

sertlige (5,5) sahiptirler.

Sekil 6. Manyetit 6rnegi

Manyetitin Curie sicakliginin 850 K oldugu gozlenmistir. Manyetitin manyetik yapisi
oda sicakliginda ferrimanyetiktir. Curie sicaklig1 altinda, demir (III)’iin kapladig: tetrahedral
alanlardaki manyetik momentler ferromanyetik 6zellik gosterirken, demir (II)’in kapladig:
oktahedral alanlardaki manyetik momentler antiferromanyetik 6zellik gosterirler ve birbirini

nétiirlerler. Bu tiir bir davranis ferrimanyetik 6zellik olarak adlandirilir.
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Sekil 7. Tetrahedral alanlarin ferromanyetik ve oktahedral alanlarin antiferromanyetik
(ferrimanyetik) davranislari

Demir oksit nanopartikiillerinin sentez yontemleri

Bir¢ok uygulamada kullanilan demir oksit nanopartikiillerinin gesitli sentez yontemleri
mevcuttur. Teja ve Koh’a goére kullanilan sentez yonteminin, pargacik boyutu ve sekline,
biiyiikliik dagilimina, yiizey kimyasinin belirlenmesine biiyiik etkisi vardir. Bunlarin yani sira
sentez yontemi partikiiliin Kirlilik derecesini ve yapisal kusurluk derecesini belirler. Bundan
dolay1 bir¢ok sentez yontemi tiim bu Ozellikler dikkate alinarak gelistirilmistir (Teja & Koh,
2009); (Akin, D., 2012). Genellikle FesO4 nanopartikiillerini sentezlemek i¢in birlikte ¢okelme,
mikroemiilsiyon, hidrotermal yontemleri kullanililir. Literatiire bakildiginda bu sentez
yontemlerine ek olarak termal bozunma, elektrokimyasal biriktirme, sol-jel metodu,
sonokimyasal, hibrit indirgenmesi ve polyol sentez yontemlerinin de mevcut oldugu

goriilmektedir.

Birlikte ¢okelme yontemi

Birlikte ¢okelme yontemi kullanilan en yaygin yontem olup, normal sartlar altinda ya
da daha yiiksek sicakliklarda nétr sartlar altinda bir bazin Fe™?/Fe™ ilave edilmesi ile demir
oksitlerin sentezinde kullanilir. Kullanilan tuzlarm gesidi, pH degeri, Fe*?/Fe*® orani, ortamin
iyonik giicii, reaksiyon sicakligi ve karistirma hizi gibi faktorler manyetik nanopartikiillerin
boyutu, sekli ve bilesimi iizerinde etkilidir. Birlikte ¢okelme yonteminde istenen 6zellikte demir

oksit elde etmek reaksiyon sartlarinin degistirilmesiyle miimkiin hale gelir.

Demir oksit nanopartikiillerin birlikte ¢okelme yontemi ile sentez basamaklar1 asagida

verilmistir.
Fe*® + 30H — Fe(OH)s (4)
Fe(OH)3 — FeOOH + H20 5)
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Fe*?+20H — Fe(OH)2 (6)
2FeOOH + Fe(OH)2 — Fe304 + 2H,0 (7)

Manyetik nanopartikiiller cevresel faktorlere karsi ¢ok duyarli ve kararl degillerdir. Bu
yiizden asidik ortamda ¢Oziinebilirler ve oksidasyona maruz kalip kolayca maghemite
dontigiirler. Maghemit ferrimanyetik oldugu icin oksidasyon problemi daha azdir. Birlikte
¢okelme yontemiyle uygun kosullar saglandiginda 2-8 nm arasi boyutlarda manyetik

nanopartikiiller sentezlemek miimkiindiir.

Hidrotermal sentez yontemi

Bu yontem, kapali bir kap igerisinde baslangi¢ maddeleri ve ¢oziiciiniin belirli bir
sicakliga kadar 1sitilmasidir. Bu yontemde ¢6ziicii olarak su kullanilirsa hidrotermal yontem,
alkol veya farkli bir organik ¢o6ziicii kullanilirsa solvotermal yontem olarak isimlendirilir.
Coziicii igerisinde baslangic maddelerinin tamamen ¢oziinmesi istenen bir durumdur ancak
buna ragmen sicaklik, pH ve siire kontrolii saglanirsa tam ¢oziinme olmadan da istenilen sonug

elde edilebilir.

Hidrotermal sartlar altinda, nanoyapili materyallerin birgogunu sentezlemek
miimkiindiir. Farkli nano kristallerin sentezi i¢in genel hidrotermal yonteminde kullanilan
reaksiyon, stvi-kat1 soliisyon reaksiyonudur. Hidrotermal sartlar altinda sistem, farkli reaksiyon
sicakliklarinda, sivi fazda etanol-linoik, kat1 fazda metal-linoneat ve soliisyon fazinda ise su-
etanol karigimlarint bulundurur. Sekil 8’de gosteridigi gibi bu yontem, proses siiresince sivi,
kat1 ve soliisyon fazlarinin ara ylizeylerinde olusan genel faz transferi ve ayirma mekanizmasi
esasina dayanir. FeCls, etilen glikol (EG), sodyum asetat (NaAc) ve polietilen glikol (PEG)’dan
olusan ¢ozelti, giicli bir sekilde karistirildiktan sonra reaksiyon 200°C sicaklikta 8-72 saat
araliginda siirdiiriiliir. Bu metot ile monodispers ferrit kiirelerinin boyutu 200-800 nm ¢aplari
arasinda ayarlanabilir (Lu et al. 2007).

C,H;OH + RCOOH

k=
é\ Siv1
: E
E
é‘- (RCOO),M —— RCOONa
>
< T__,‘é Kati

Sekil 8. Hidrotermal yontemde sivi-kati-soliisyon stratejisi
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Hidrotermal sentez yonteminin avantajlar1 asagidaki gibidir;

e Kimyasal agidan kontrol edilebilir bir yontemdir (Hu & Yu, 2008).
e Hammaddeler ile kiyaslandiginda homojenligi daha iyi saglar.

e  Yiiksek saflikta iiriin elde etmek miimkiindiir.

e Farkli yap1 ve 6zellikte malzeme sentezi kolay olur.

e Uretim i¢in diisiik sicakliklar da uygundur.

® Yiizey alanmi yiiksek malzemelerin sentezi miimkiin olur.

o Tek adimda malzeme sentezi miumkiindur.

Mikroemiilsiyon yontem

Birbiri igerisinde karigmayan iki sivinin termodinamik olarak kararli izotropik
dispersiyonu mikroemiilsiyon olarak ifade edilir. Burada, her iki sivinin mikro domaini
surfaktan molekiillerinin arayiiz filmi ile stabilize edilir. Yag icinde su mikro emiilsiyonlarinda,
sulu faz devamli hidrokarbon fazinda surfaktan molekiillerinin monotabakasi ile ¢evrelenen
ortalama 1-50 nm boyutuna sahip mikro damlaciklar seklinde dagitilir. Bu yontemde surfaktan
ve suyun molar orani degistirilerek ters misel yapilmaktadir. Arzu edilen bilesenleri barindiran
her iki sistemde de siirekli kolloidal sistem saglanir. Nihayetinde ¢oken {iriin misellerin iginde
olusmaktadir. Bu sisteme aseton veya etanol gibi ¢oziiciilerin eklenmesi sonucu meydana gelen
¢Okeltinin ayristirilma islemi filtreleme veya santrifiij yapilarak gergeklestirilir. Bu metodda
kullanilan surfaktanin cinsine ve konsantrasyonuna bagli olarak mikro emiilsiyonlarin sekli
degisiklik gosterir (Lu et al. 2007). Boylelikle arzu edilen morfolojik yapida iiriin Sentezlemek
mimkiin hale gelir. Sonug¢ olarak, bir mikro emiilsiyon nanopartikiillerin olusumunda

nanoreaktor olarak gorev yapabilir.

Termal bozunma

Susuz ortamda, manyetik nanopartikiillerin boyut ve sekil kontroliinii saglamak
amaciyla yliksek kaliteli yar1 iletken nanokristal ve oksitlerin sentezinden ilham alinarak
gelistirilen bir yontemdir. Temelde, daha kiigiikk boyutlarda monodispers manyetik
nanokristaller, stabilize edici surfaktan iceren yiiksek kaynama noktasina sahip organik
solventler icerisinde orgonometalik bilesenlerin termal bozunmasi yoluyla sentezlenmektedir.
Orgonometalik Onciiller metilasetilasetonatlar, [M(acac)n], (M=Fe, Co, Ni, Mn, Cr; n=2 veya
3, acac=asetilasetonat), metal cupferronatlar [M*Cupx] (M= metal iyonu; Cup=N-
nitrosofenilhidroksilamin CeHsN(NO)O") veya karbonillerdir. Genellikle surfaktan olarak yag
asidi, oleik asit ve hekzadesilamin tercih edilmektedir. Temelde, orgonometalik bilesen igeren

baslatic1 reaktiflerin orani, solvent ve surfaktan gibi parametreler manyetik nanopartikiillerin
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boyut ve morfolojisi i¢in belirleyici rol oynar. Bunun yani sira reaksiyon siiresi ve sicakligi da

boyut ve morfolojinin kontrolii agisindan 6nemli etken faktorlerdir.

Eger onciil icinde bulunan metalin degerliligi sifirsa, termal bozunma ilk olarak metalin
olusumuna sebebiyet verir. Ancak oksit nanopartikiillerin sentezi i¢in iki basamakli prosediir
kullanilir. Ornegin demirpentakarbonil, 100°C’de oleik asit ve oktil eterin karisiminda
ayristirilir. Daha sonra sicaklik yiikseltilerek trietilamin oksit (CH3z)sNO eklenir. Reaksiyon,
yaklagik olarak 13 nm boyutunda Y-Fe>O3 nanokristallerin olusumu ile sonuglanir. Katyonik
metal merkezler ile onciillerin direk olarak bozunmasi ise oksit yapilarin, yani FesOs

nanoyapilarin olusumunu saglar.
Tablo 1’de bahsi gegen sentez yontemlerinin avantaj ve dezavantajlarina yer verilmistir

(Cheng et al. 2005).

Tablo 1. Sentez Metotlarinin Kiyaslanmasi
Sentez Metodu

Birlikte Termal Mikro Hidrotermal
coktiirme bozunma emiilsiyon

Sentez Cok basit, uygun  Karmasik, inert Karmasik, uygun  Basit, yiiksek
sartlar atmosfer sartlar basing

Reaksiyon 20-90 100-320 20-50 220

sicakhigi (°C)

Reaksiyon siiresi Dakika Saat- giin Saat Saat

Coziicii Su Organik bilesik Organik bilesik Su, etanol

Yiizey kaplayica1  Gerekli, sentez Gerekli, sentez Gerekli, sentez Gerekli, sentez

ajanlar stirecinde veya sirasinda sirasinda sirasinda
sonrasinda

Boyut dagihmn  Nispeten dar Cok dar Iyi Cok iyi

Sekil kontrolii Yiksek Yiiksek Disiik Orta
Olceklenebilir Olceklenebilir

Verim Iyi degil Cok iyi Iyi Cok iyi

Silisyum Dioksit (SiO2)

Kayalarin, degerli ve degersiz taslarin, minarellerin yapilarinda bulunan, silika olarak
da bilinen silisyum dioksit (SiOz), genellikle amorf formdadir. SiO2, nano yapili malzemelerin
sentezinde siklikla tercih edilen bir bilesiktir. Si02, cok iyi bir yar iletkendir, suda ¢6ziinmez
ve yiiksek erime sicakligi nedeniyle yiiksek sicakliklara karsi dayaniklidir. SiO2 genel anlamda
kimyasal olarak inert olmasina karsin, yiiksek sicakliklarda Hidrojen floriir, Sodyum hidroksit
ve Potasyum hidroksit bilesiklerinin sulu ¢ozeltileriyle reaksiyona girme yetenegine sahiptir.

Silika, silikon, cam, ila¢ ve gida sektorlerinde olduk¢a yogun kullanim alanina sahiptir.

16



Cekirdek malzeme destekli sabit fazlarda kimyasal bagli gézenekli formdaki silika, yiiksek
yiizey alanina sahip olmasindan 6tiirii adsorban ve katalizor olarak kullanilmaktadir. Caplar: 5-
1000 nm arasinda degisen silika nanopartikiilleri, 545 ile 2,73 m?/g araliginda degisen 6zgiil
yiizey alanina sahip olabilmektedir. Gilintimiizde Silika nanopartikiilleri; biyosensorler,
kimyasal sensorler, fotonik kristaller, gelismis kompozit malzemeler i¢in nano-dolgu
maddeleri, biyo goriintiileme i¢in isaretleyiciler, kuantum noktalar1 ve katalizorler i¢in substrat
malzemesi olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Xia et al., 2010). Sekil 9’da gosterildigi
gibi kristal yapidaki silisyum dioksit, her bir silisyum atomuna dort oksijen atomunun

baglandig tetrahedral yapiya sahiptir.

Sekil 9. SiO2’nin yapis1

Nano silika yiiksek yiizey alanina sahip oldugundan elde edilebilecek enerji sayesinde
adsorpsiyonu artirdigi soylenebilir. Silika genis gézenek c¢aplarina sahip olmasi ve yiiksek
adsorpsiyon yeteneginden otiirii ¢ekirdek-kabuk yapilarinda destek malzemesi olarak siklikla

tercih edilir.

Silikanin temel yapi tasi SiO4’tiir. Kristalin silika formlarmin yapist SiO4 {initesinin
stirekli uzantisi olarak kabul edilir. Silisyum atmosferdeki O2’ye maruz kaldiginda SiO2 olusur.
Her bir -O-Si-O- bag1 arasinda olusan ag1 109,5° olmasina karsin, kuartz igin bu ag1 yaklasik
olarak 144°’dir. Diizglin dort yiizlii yapida yiiksek derecede pozitif yiikli merkeze ve giiglii
negatif kdselere sahip esit olmayan yiik dagilimi mevcuttur. Gaz halinde SiO2 yapis1 dogrusal
O=Si=0 mokeliil yapisina sahiptir. Silisyum dioksitin molekiil formiiliinde, silisyumu
cevreleyen dort oksijen atomu ile gosterilmesinin sebebi, her bir diizgiin dort ylizliiniin dort
oksijen atomunun her birini komsu dort yiizlii ile paylasilmasi net kimyasal formiiliiniin Si02

olmasina neden olmaktadir.

Diizgiin dort yiizlii yapisindan dolayr Silisyum dioksitin (SiO2) erime noktasi oldukg¢a
yiiksektir. 1700°C seviyesindeki sicakliklarda giiclii silisyum-oksijen kovalent baglar1 kopar.

Bununla birlikte bu gii¢lii kovalent bagdan dolayi, silisyum dioksit ¢ok sert ve esnek olmayan
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bir kat1 6zelligindedir. Ayrica, molekiiler yapisinda serbest elektronlarin olmamasi sebebiyle
SiO2 cok zayif iletkenlik gostermektedir. Tablo 2°de SiO2’nin hem kristal hem de amorf

yapidaki fiziksel 6zelliklerine yer verilmistir.

Tablo 2. Kristal ve Amorf SiO2’nin Fiziksel Ozellikleri

Fiziksel Ozellik Kristal SiO, Amorf SiO;
Yogunluk 2,6 g/cm?® 2,2 glcm?®

Ozdireng 10%2-10'® ohm.cm 10% ohm.cm’den fazla
Kirilma indisi 1,46 1,46

Termal iletkenlik 1,3W.mtK? 1,4 W.mtK?

Erime Noktas1 Yaklasik 1700°C Yaklagik 1700°C
Termal Genlesme Katsayisi 7,64x107 K1 5,4x107 K1

Asirt kararli bir yapiya sahip oldugundan dolayr Silisyum dioksit ¢ok az madde ile
reaksiyona girer. NaOH, KOH, HF, CaCOg, karbon ve su silikon dioksit ile reaksiyona giren
maddelerdir. Kuvars Hidroflorik asit (HF) icerisinde ¢Oziiniir ancak, diger asitlerle reaksiyona
girmez. Tepkime oda sicakliginda gergeklesir ve reaksiyon sonucunda Hidrofluorosilik asit
(H2SiFe) ana iiriinti olusur. Dogal silika veya kuvars karbonla 2000°C’de reaksiyona girer ve

Silisyum (Si) elde edilir. Hidrofluorosilik asit ve Silisyum olusum reaksiyonlar1 asagida

verilmistir.
SiO + 6HF — H»SiFs + 2H20 (8)
SiO2+2C — Si+2CO (9)
Polimerler

Monomerler, birbirlerine kovalent baglarla baglanarak daha biiylik molekiil olusumuna
yol acan kii¢ciik mol kiitleli kimyasal maddelerdir. Cok sayida monomer de kovalent bag
yaparak makro molekiilleri olusturur. Bu olusan makro molekiillere ise polimer denir.
Monomerlerin polimerlerleri olugturmasina polimerizasyon veya polimerlesme tepkimesi adi
verilir. Polietilen Orneginde etilen molekiilleri polimerizasyon tepkimesiyle birbirlerine
baglanirlar ve bir polimer molekiilii veya diger bir deyisle polimer zinciri elde edilir. Polimer
zincirlerinin farkli gosterimleri mevcuttur. Sekil 10’da polietilen’e ait polimer zincirleri

gosterimlerine yer verilmistir.
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Sekil 10. Polietilen’e ait polimer zinciri gosterimleri

Polimerler sahip olduklar1 fiziksel ve kimyasal 6zelliklere gore siniflandirilabilirler.

Tablo 3. Polimerlerin Siniflandirilmasi

Polimerlerin Simiflandirilmasi

Molekiil biiyiikliigiine gore polimerler Oligomerler
Makromolekdiller
Jeller

Olusumlarina gore polimerler Dogal polimerler

Yar1 sentetik veya yapay polimerler
Sentetik polimerler

Kaynaklarina gore polimerler Organik polimerler
Inorganik polimerler

Sentezine gore polimerler Basamakli polimerizasyon
Katilma polimerizasyonu

Zincirlerine gore polimerler Diiz zincirli polimerler
Dallanmis zincirli polimerler
Capraz bagli polimerler

Isiya kars1 davranmislarina karsi polimerler Termoplastik polimerler
Termoset polimerler

Tekrarlanan birimin kimyasal bilesimine gore Homopolimer
polimerler Kopolimer

Enzimatik Polimerizasyon

Enzimatik polimerizasyonu, polimerlerin izole edilen bir enzim tarafindan biyosentetik
olmayan yollarla in vitro olarak kimyasal sentezi olarak tanimlayabiliriz (Kobayashi et al.
2001); (Kaplan et al.,, 2006).Fenol-formaldehit regineler endiistriyel alanlarda siklikla
kullanilirlar fakat formaldehidin toksik 6zelligi bu reginelerin kullanimini sinirlandirmistir. Bu
nedenle formaldehid kullanmadan fenol polimer {iretmek i¢in alternatif bir proses gelistirilmek
istenmistir. Alternatif bir proses olan fenol tiirevlerinin enzimatik polimerizasyonu, toksik
olmayan katalizor liretimi ve hafif reaksiyon kosullar1 gibi avantajlara sahiptir ve fonksiyonel

materyalleri iiretebilmek i¢in bolgesel ve kimyasal secici polimerizasyon saglar.
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Aromatik bilesiklerin in vitro oksidatif polimerizasyonunda oksidorediiktaz, peroksidaz
ve bilirubin oksidaz’in kullanildig1 bilinmektedir ve bunlar arasinda en sik kullanilan ise
peroksidazlardir. Peroksidazlar, bir alicinin hidrojen peroksit tarafindan oksitlenerek ve iki su
molekiiliinii serbest birakan oksidorediiktaz sinifi enzimlerdir. Endiistriyel polimerlesme
reaksiyonlarinda en sik kullanilan HRP (Horseradish peroksidaz), oksitleyici olarak H20:

kullanarak baz1 fenol ve anilin tiirevlerinin polimerlestirilmesinde kullanilan enzimdir.

Fenollerin enzimatik polimerizasyon mekanizmasi

Enzimin gorevi hafif reaksiyon kosullar1 altinda fenoksi radikalleri iiretmektir. Elde
edilen bu fenoksi radikalleri, uygun reaksiyon ortami, substrat tlirli ve pH degerinde
rekombinasyon yoluyla polimer olusturabilirler. Fenollerin oksidatif polimerizasyonu bir
polikondenzasyon reaksiyonudur ve polimerizasyon olusumu dort asamadan olusan bir

mekanizma gelistirilmistir. Bu mekanizma HRP {izerinden anlatilirsa;

1. Fenoller HRP katalizli oksidasyon ile fenoksi radikallerini olusturur.

(Enzim kinetigi tarafindan kontrol edilebilen tek basamaktir.)

2. Fenoksi radikalleri, rekombinasyon yoluyla dimerleri olusturur.

3. Elektron transferi reaksiyonu sonucunda oligomer radikalleri olusur.

4. Fenoksi ve oligomer radikal transfer reaksiyonlari, HRP tarafindan tekrar
oksitlenebilen fenol monomerini yeniden olusturur ve monomerler HRP tarafindan

oksitlenerek polimerlere doniisiirler.

Eger fenoksi radikalleri, rekombinasyon veya transfer basamaginda reaksiyona
yeterince hizli girmezse keton olusumuna yol acan oksidasyon gerceklesir (Reihmann & Ritter*,

2001); (Sahoo et al. 2002); (Mejias et al. 2002).

Fenollerin polimerizasyonunda ¢oziicii se¢imi de olduk¢a 6nemlidir. incelenen birgok
peroksidaz katalizli polimerizasyonlar, bir organik ¢oziicii ve sulu tampon ¢dzelti icerisinde
gerceklesmis ve bu sartlar altinda polimerler ¢okmiistiir. Yapilan bir¢ok calismada ¢oziicii
bilesiminin elde edilen polimer verimi ve molekiil agirligi tizerine etkileri goriilmiistiir (Dordick

et al. 1986); (Akkara et al. 1991); (Kaplan et al., 2006).

Hidroksitirozol

Zeytinyag: lretiminde yan iiriin olan zeytin degirmeni atik suyu, fenolik bilesikler
acisindan zengindir. Bu fenollerden biri olan Hidroksitirozol, antioksidan ve potansiyel olarak
insan saglig1 iizerine olan faydali 6zellikleri sebebiyle, katma degeri yiiksek bir bilesik olarak

one ¢ikmaktadir (Hamden et al. 2009).
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154,16 g/mol molekiil agirhigina sahip HTX, feniletil alkol yapisindaki amfipatik
fenoldiir. Saf HTX renksiz ve sivi haldedir (Xu et al. 1995). Uluslararasi Saf Ve Uygulamali
Kimya Birligi (IUPAC) tarafindan  3.,4-dihidroksifeniletanol ~ (DOPET), 3,4-
dihidroksifenoletanol (3,4-DHPEA) veya 4-2 (2-hidroksietil)-1,2-benzendiol olarak da
adlandirilir (Robles-Almazan ve ark., 2018). HTX zeytinyaginda yaklasik 1,9 mg/kg’lik
konsantrasyonda bulunur ve aragtirmalara en ¢ok konu olan fenolik bilesiklerden biridir
(Rodriguez-Moraté et al. 2015).

OH

HO
OH

Sekil 11. Hidroksitirozoliin molekiiler yapisi

Bazi siklikla karsilagilan hastaliklarin 6nlenmesindeki etkilerinden dolay1 Polifenoller
olduk¢a ilgi gormektedir. Antioksidan, antienflamatuar, antiviral, antialerjik ve
antikanserojenik gibi biyolojik aktivitelere sahiptirler. HTX, insan saglig1 iizerine olan yararlari
ve antioksidan 6zelliginden dolay1 polifenoller arasinda 6nemli bir yere sahiptir (Hamden et al.
2009).

Beslenme ve sagliga olan faydali 6zelliklerinden dolay: diinyada zeytinyagi tiretiminin
ve yayginlasmasmin artmasi dikkate alinmasiyla (Bargougui et al. 2019) iireticiler ig¢in en
biiyiik sorunu zeytinyag: fabrikasi atik suyu (OMW) teskil etmistir. Diinya ¢apinda yaklasik 30
milyon ton/yil Uretim ile direkt olarak desarj edildiginde, ekosistemde toprak kirliligi, su
kizarikligi, pis koku ve fitotoksisite gibi ciddi zararlar olusturmaktadir (Aharonov-Nadborny et
al. 2018). OMW’de HTX, tirozol, organik asitler ve flavonoidlerden olusan fenolik bilesikler
bulunur. OMW’deki toplam fenol igerigi 9,0 g/L’nin {izerine ¢ikabilir (Koutrotsios et al. 2018).
Fenolik bilesikler bu ¢evre etkilerinden yogun bir sekilde sorumludurlar. HTX ve tirozol,
topraktaki akut toksisiteden biiylik oranda sorumludur (Levy et al. 2018). Ciinkii her ikisi de
OMW deki fenolik bilesiklerden en yiiksek igerige sahiptir. Ozellikle HTX OMW 'nin yaklasik
%70’ini olusturur (Duran & Esposito, 2000).

Zeytinyag: liretiminden elde edilen pirina HTX ve oleuropein bakimindan zengindir ve
oksidazlarin etkisi, reaksiyonlarinda polimerizasyona yol acabilecek tiriinler olusturabilir ve bu
polimerizasyonun olumlu etkileri olabilir. Ciinkii antioksidan kapasite artabilir ve bdylelikle
yeni fonksiyonel besinler veya beslenme bilesenleri olarak potansiyel uygulamayla saglik

yararlarini artirabilir (Xie et al. 2021a);(Xie et al. 2021b).
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Hidroksitirozolii polimere doniistiirmek i¢in gerekli yollardan biri polifenol oksidazlar

veya peroksidazlar1 kullanmaktir. Avantajlart;

1. Enzimatik polimerizasyon oda sicakliginda, hafif g¢aligma kosullar1 altinda
gergeklesir (Que Jr & Tolman, 2008).

2. Fenolik polimerlerin bazilar1 6zellikle oligomerler fonksiyonel gida, kozmetik ve
eczacilik alanlarinda ara {iriin ve yardimci bilesenler olarak 6nemli rol alirlar.

3. Bu teknik yalnizca biyokimyasal ve kimyasal oksijen talebi seviyelerini diisiirmek
icin degil, ayn1 zamanda atig1 (omw’de HTX) bir dereceye kadar zenginlestirmek

icin yani HTX oligomeri haline doniistiirmek i¢in oldukga faydalidir.
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MATERYAL VE METOD

Materyal
Yararlanilan alet ve cihazlar

Tablo 4. Deney Siiresince Kullanilan Cihazlar

Cihaz Ad1 Marka/Model
Hassas terazi Kern 770
pH metre Thermo Orion 3 Star
Ultrasonic karistirict Sonics Vibracell
Manyetik karigtirict Wisestir Daihan Scientific
Calkalamal1 inkiibator Edmund Biihler GmbH
Buzdolab1 Vestel
Evaporator Heidolph
Etliv PHO50A
Ultrasonik banyo Caliskan Digital Pro*
Saf su cihaz1 Niive ND12

Mikro pipet, pastor pipet, beher, erlen mayer, siringa, tartim kagitlari, spatiil, balon joje
ve teflon otoklav reaktor deney stiresince kullanilmistir.

SEM-EDS analizleri Atatiirk Universitesi Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama
ve Arastirma Merkezi (DAYTAM) ve Erzurum Teknik Universitesi Yiiksek Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde (YUTAM) bulunan Zeiss Sigma 300 ve Quanta FEG-250

marka cihazlar kullanilarak yapilmstir.

FT-IR analizleri Atatiirk Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Kimya Miihendisligi
Anabilim Dali’nda bulunan PERKIN ELMER marka cihaz kullanilarak yapilmustir.

Q-TOF LC/MS analizi Atatiirk Universitesi Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde (DAY TAM) bulunan Agilent 6530 Accurate-Mass marka

cihaz kullanilarak yapilmaistir.
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'H-NMR analizi Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Anabilim Dali’nda bulunan
Bruker 400 MHz marka cihaz kullanilarak yapilmistir. Coziicii olarak metanol-D4, standart
olarak Tetrametilsilan (TMS) kullanilmustir.

ZETASIZER analizi Atatiirk Universitesi Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama
ve Arastirma Merkezi’nde (DAYTAM) bulunan Malvern Zetasizer Nano ZSP marka cihaz

kullanilarak yapilmustir.

Kullanilan kimyasallar
Biitiin sentez asamalar1 boyunca kullanilan kimyasallar asagida belirtildigi gibidir;

Demir(III) kloriir hegzahidrat (Sigma Aldrich, %98), Etilen glikol (Sigma Aldrich,
%98), Sodyum asetat (Sigma Aldrich,%99), Polietilen glikol (Sigma Aldrich, M,. 7000-9000),
Etanol (Isolab, %99,9), Amonyum hidroksit (Sigma Aldrich, %25), Tetraetil ortosilikat (Sigma
Aldrich, %99), APTES (Sigma Aldrich, %99), Monosodyum fosfat (BLD Pharmatech, %99),
Disodyum hidrojen fosfat dihidrat (Isolab, %299.5), Sodyum hidroksit (Isolab, %99),
Hidroklorik asit (Merck, %37), HRP (Sigma Aldrich), 3-Hydroxytyrosol (BLD Pharmatech),
Hidrojen peroksit (Tekkim, %35), Metanol (Merck, %99,7), Dimethylformamide (Tekkim,
%99), Aseton (Sigma Aldrich, %99,5), Toluen (Sigma Aldrich, %99,8), Kloroform (Sigma
Aldrich, >%99), Dimethyl sulfoxide (Sigma Aldrich, >%99,9), Tetrahydrofuran (Sigma
Aldrich, >%99,9), Gluteraldehit (Tekkim, %50).

Metod
FesO4 (manyetit) sentezi

Solvotermal yontemi kullanilarak FesO4 pargaciklari sentezlenmistir. Oncelikle 80 ml
etilen glikol igerisine 5,6 gr FeCl3.6H20 ilave edilerek ultrasonik karistirici vasitasiyla homojen
ve acik sar1 renk elde edilinceye kadar karistirildi. Soliisyona 4 gr polietilen glikol ve 14,4 gr
sodyum asetat ilave edilerek karistirma islemi 15 dk daha siirdiiriildii. Bu islemlerden sonra
¢ozelti, 200 ml’lik teflon otoklav reaktor icerisine alinarak etiiv i¢erisinde 200°C’de 12 saat
boyunca 1sitma iglemine tabi tutuldu. Isitma islemi tamamlandiktan sonra otoklav reaktor oda
sicakligina kadar sogutuldu ve sentezlenen FesOs pargaciklar miknatis yardimiyla ¢ozeltiden
ayirildi. Cozeltiden uzaklastirilan Fe3Os pargaciklar: oncelikle distile su ve ardindan etanol ile
5 kez yikandiktan sonra 60°C’de 3 saat boyunca etiiv ortaminda kurumaya birakildi (L. Yang
et al. 2016).
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Sekil 12. FesO4 (manyetit) sentez prosesinin temsili gosterimi

Sekil 13. Sentezlenen Fe3O4‘lin (manyetit) manyetik 6zelligi
Fes04@SiOz2 sentezi

Stober metodundan yararlanilarak Fe30s@SiO2 parcaciklari sentezlenmistir. Bu sentez
icin, 80 ml etil alkol ve 20 ml deiyonize sudan olusan ¢dzelti icerisine bir dnceki asamada elde
edilen 0,1 gr FesOg ilave edilerek ultrasonik karistirict kullanilarak 15 dk boyunca karistirildi.
Daha sonra homojen hale gelen ¢ozeltiye 5 ml %25°1lik (w/w) NH4OH ilave edilerek karistirma
islemine 5 dk daha devam edildi ve ¢ozelti icerisine 1 ml TEOS damla damla ilave edildi.
Ardindan ¢ozelti %45°lik amplitiid altinda 3 saat boyunca karistirildi. Karistirma islemi sona
erdikten sonra miknatis yardimiyla FesOs@SiO: parcaciklari ¢ozelti ortamindan uzaklagtirildi.
Elde edilen pargaciklar dnce distile su ve ardindan etanol ile 5 kez yikandiktan sonra etiivde
60°C’de 3 saat boyunca kurutuldu. Kurutma iglemi sonrasinda nanopargaciklar 2 saat boyunca

200°C’de kalsinasyona tabi tutuldu (Stober et al. 1968).

TEOS

Stober metodu

Sekil 14. FesO4@SiO2 sentez prosesinin temsili gosterimi
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FesO1@SiO2@APTES sentezi

Fes04@SiO2@APTES sentezi i¢in, elde edilen Fes0s@SiOz‘den 0,50 gr alinarak 100
ml etanol ve 100 ml deiyonize sudan olusan ¢ozelti igerisine ilave edildi ve sonrasinda
ultrasonik karistiricida oda sicakliginda 30 dk boyunca karistirildi. Karistirma islemi sonrasinda
4 ml APTES c¢ozeltiye damla damla ¢ok yavas bir sekilde ilave edildi. Cozelti 1 saat boyunca
ultrasonik karistirict yardimiyla karigtirildi. Siire sonunda Fe3Os@SiO2@APTES pargaciklari
harici miknatis kullanilarak ¢ozelti ortamindan uzaklastirildi. ilk &nce distile su ve ardindan

etanol ile 5 kez yikanarak, etiivde 75°C’de 6 saat boyunca kurutuldu.

e TEOS APTES Q

Stober metodu
Sekil 15. FesO4s@SiO2@APTES sentez prosesinin temsili gosterimi

Fes04@SiO2@APTES@GA sentezi

Fe30:@SIO2@APTES@GA sentezi i¢in gerekli olan PBS tamponu oncelikli olarak

hazirlandi.
Fosfat Buffer Soliisyon (PBS) hazirlanisi,

0,35 gr NazH.POs-2H20 ve 0,48 gr NaH2PO4 bir behere aktarildi ve iizerine 50 ml saf
su ilave edildi. Cozelti bir siire ultrasonic banyoda bekletildi. Sonra pH metre ile pH 6l¢iimii
yapildi. Istenen pH degerine ayarlamak igin NaOH (artirmak igin) ve HCI (azaltmak igin)

¢ozeltileri kullanildi.

pH=7,8 olan 40 ml PBS tamponuna Fes0s@SiO.@APTES’ten 0,45 gr ilave edildi ve
bu karisim 1 saat boyunca ultrasonic banyoda bekletildi. Cozelti siire sonunda karistiriciya
alind1 ve karistirllmaya devam edildi. pH’s1 7 olarak ayarlanan 3,5 ml gluteraldehit (%50)
¢ozeltiye pastor pipet ile yavas bir sekilde damla damla eklendi. Son olarak ¢o6zelti oda

sicakliginda (25°C) 150 rpm’de 24 saat siireyle karismaya birakildi.

FesOs@SiO2@APTES@GA enzim immobilizasyonu

Hazirlanan 50 ml pH=7 PBS tampon ¢ozelti igerisine 25 mg HRP enzimi ilave edildi.
Cozelti ultrasonik banyoda oda sicakliginda 30 dk bekletildi. Siire sonunda bagka bir cam siseye
aktarilan ¢ozelti tizerine 0,40 gr FesOs@SiO@APTES@GA eklendi. Cozelti, galkalama
cihazinda 150 rpm’de 48 saat boyunca karismaya birakildi. Siire sonunda miknatis yardimiyla
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Fe304@SiO2@APTES@HRP nanokatalizorleri ¢ozelti ortamindan uzaklastirildi ve saf su ile
yikandi.

Manyetik Nanokatalizor ile Hidroksitirozoliin Polimerizasyonu

Ik olarak polimerizasyon reaksiyonunda kullanmak icin gerekli olan asetat tamponu

hazirlandi.
Asetat tampon hazirlanisi;

0,2 M 82 ml Asetik asit ve 0,2 M 18 ml Sodyum asetat ¢ozeltilerinden elde edilen
karisim saf su ile 200 ml tamamlandi. pH=5"e ayarlamak icin 0,1 M’lik asit-baz ¢ozeltileri
kullanildi. pH artirmak i¢in NaOH, azaltmak igin ise HCI kullanild1 ve istedigimiz degere
gelinceye kadar asit-baz eklemesine devam edildi.

Sonra Polimerizasyon reaksiyonunu baslatmak i¢in 80 mg manyetik nanokatalizor
tizerine 10 ml saf su, 10 ml pH=5 asetat tamponu ve 100 mg hidroksitirozol ilave edildi.
Cozeltiye oksitleyici olarak 500 ul (%99,8 saflikta) HoO», ¢ozelti ortamina 15 dakikada bir
toplam 14 kez mikropipet yardimiyla ilave edildi. ilk H2O; ilavesinden sonra ¢dzeltide renk
degisimi gozlendi (kirmizi-kahverengi). Cozelti evaporatorde 25°C’de 180 rpm’de 24 saat
karigmaya birakildi. Siire sonunda elde edilen polimer iiriinlerini katalizérden ayirmak igin
miknatislama yapildi. Miknatislama ile katalizorden uzaklastirilan iiriine birkac kez saf su ile
yikama yapildi. Yikamalardan sonra polimer {iriinleri kurutuldu ve analizler i¢in -20°C’de
muhafaza edildi. Manyetik malzeme 6nce tamponla sonra saf su ile birka¢ kez yikandiktan

sonra uizerine saf su eklenek tekrar kullanilmak tizere +4°C’de muhafaza edildi.

Sekil 16. Hidroksitirozoliin polimerizasyonu
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Sekil 17. Hidroksitirozoliin polimerizasyonu
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ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Polimerizasyonun Optimum Sartlarimin Belirlenmesi

Hidroksitirozoliin polimerizasyonu i¢in optimum deney kosullar1 belirlenmistir.

Deneyler oda sicakliginda (25°C) farkli pH tampon ve farkli ¢oziiciiler kullanilarak

gerceklestirilmistir. Sadece H2O kullanilarak yapilan deneyde iiriin elde edilememistir. Yapilan

deneyler sonucunda en iyi verim sulu tampon (pH=5) ¢ozeltide elde edilmistir. Sentezlenen

katalizor 10 kez kullanilmigtir. Sonraki denemelerde katalizoriin etkinliginin diistiigii

gozlemlenmistir. pH=5 tamponu kullanilarak yapilan deney verimlerinin ortalamasi alindiginda

polimerizasyon verimi %73 olarak bulunmustur.

Tablo 5. Polimerizasyonun Optimum Sartlarinin Belirlenmesi ve Polimer Verimi

Deney  Monomer Katalizor Coziicii pH Saat  Verim
No (HTX) ®) (%)
1 100 mg 80 mg H>O+Tampon 4 24 25
2 100 mg 80 mg H,O+ Etanol 4 24 49
3 100 mg 80 mg H.O+Tampon 5 24 76
4 100 mg 80 mg H.O+ Etanol 5 24 35
5 100 mg 80 mg H>O+Tampon 5 24 58
6 100 mg 80 mg H,O+Tampon 5 24 82
7 100 mg 80 mg H,O+Tampon 5 24 90
8 100 mg 80 mg H>O+Tampon 5 24 68
9 100 mg 80 mg H,O+Tampon 5 24 53
10 100 mg 80 mg H,O+Tampon 5 24 70
11 100 mg 80 mg H.O+Tampon 5 24 85
12 100 mg 80 mg H.O+Tampon 5 24 66
13 100 mg 80 mg H,O+Tampon 5 24 82
14 100 mg 80 mg H.O+Tampon 6 24 25
15 100 mg 80 mg H.O+ Etanol 6 24 38
16 100 mg 80 mg H,O+Tampon 7 24 32
17 100 mg 80 mg H,O+ Etanol 7 24 17
18 100 mg 80 mg H.0 7 24 0
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Nanokompozitlerin ve Polimerin Taramal Elektron Mikroskobu SEM-EDS Analizi

Sirasiyla Fe30s, FesOs@SiO2, FesO0s@SiO@APTES, Fe:0s@SiO2@APTES@GA,
Fe304@Si0O.@APTES@GA@HRP ve polimere ait SEM ve EDS analiz sonuglari
incelenmistir. SEM analizinde yiizey morfolojisi, EDS analizinde ise nano katalizoriin ve

polimerin elementel igerigi incelenmis ve literatiirle karsilastirilmigtir.

Fe3zOs’in SEM-EDS analizi
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Sekil 18. Fe3O4’e ait SEM goriintiisii (a) ve EDS diyagrami (b)

Sekil 18(a) ve 18(b)’de Fe3Os nanopartikiiline ait SEM ve EDS analizi sonuglari
verilmistir. SEM analizinde goriildiigli gibi Fe3sO4 nanopargaciklart homojen olarak dagilmistir

ve kiiresel olusumunu tamamlamigstir. Parcaciklarin yiizeyinde piiriizliiliik olmasi, daha kiigiik
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FesOs pargaciklarinin  bir araya gelerek Dbiiyiikk  parcaciklart  olusturmasindan
kaynaklanmaktadir. (Kiziltas, H., 2018). EDS analizi sonucunda ise nanopargaciktaki demir ve

oksijen varligina rastlanmistir.

Fe304@SiO2’in SEM-EDS analizi
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Sekil 19. FesO4s@SiOz’e ait SEM goriintiisii (a) ve EDS diyagrami (b)
Sekil 19(a) ve 19(b)’de Fe30s@SiO. nanopartikiillerine ait SEM ve EDS analizi
sonuglart verilmigtir. Fe304@SiO2 nanopartikiilleri, FesOs gibi iyi bir monodispersiyon
gostererek kiiresel olusumunu tamamlamistir. Kaplanan silisyumdan kaynakli FesOs’e gore

daha biiyiik pargaciklar halindedir ve SiO2 nanopargaciklar: Fe3O4 yiizeyinde graniiller halinde
goriilmektedir (Kiziltas, H., 2018).
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Yapilan EDS analizinde demir ve oksijen varligina ek olarak silisyum varhigr da

kanitlanmustir.

FesO1@SiO2@APTES’in SEM-EDS analizi
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Sekil 20. Fe304s@SiO2@APTES e ait SEM goriintiisii (a) ve EDS diyagrami (b)

Sekil 20(a) ve 20(b)’de Fe30s@SiO2@APTES nanopartikiillerine ait SEM ve EDS
analizi sonuglar1 verilmistir. Nanopargaciklarin degisen biiyiikliiklerde kiiresel oldugu ve
genellikle bir araya toplandiklari goriilmektedir (Sakar, S., 2019). EDS diyagraminda da
goriilldiigii gibi nanopargaciga ait demir, oksijen, silisyum, karbon ve azot varligina

rastlanmistir.
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FesO4@SiO2@APTES@GA’nin SEM-EDS analizi
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Sekil 21. FesOs@SiO@APTES@GA’ya ait SEM goriintiisii (a) ve EDS diyagrami (b)

Sekil 21(a) ve 21(b)’de Fe30:@SiO2@APTES@GA’ya ait SEM ve EDS analizi
sonuglart verilmistir. Nanoparcaciga gluteraldehid bagladiktan sonra ylizey morfolojisinde

farkliliklar oldugu ve daha biiyiik pargaciklarin olustugu goériilmiistiir (Sakar, S., 2019). Yapilan

EDS analizinde nanopargaciga ait demir, oksijen, silisyum ve karbon varligi kanitlanmustir.
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FesO1@SiO2@APTES@GA@HRP’In SEM-EDS analizi

b o
™ | LFD  30.00kV = SE 30Pa |55 | 7.0mm ETU-YUTAM

Ao | det HV mode | mag [] | pressure | spot WD ):‘,:_(-\/*- 50 pm
2R

Atamic %
1700 b)U 56,38
240K 25,70
10,31
1 7,61
1800
1500
Fe
1200
0,500
060
00K
:“:':"—'—'—'—| —
Q.00 050 180 N 160 % 540 L] 10 Llo

Lsec 2370 Crds QU000 ke Dt Octare Pro Det
Sekil 22. Fes04@SiO>@APTES@GA@HRP’ye ait SEM goriintiisii (a) ve EDS diyagrami (b)

Sekil 22(a) ve 22(b)’de Fes04@SiO2@APTES@GA@HRP’ye ait SEM ve EDS analizi
sonuglart verilmistir. HRP ilavesinden sonra nanopargaciklarin yiizey morfolojisinde
farkliliklar oldugu goriilmistiir. Yapilan EDS analizinde karbon, oksijen ve demir
elementlerinin varligi kanitlanmistir. HRP’den gelen Fe elementinden dolay1 Fe oraninin arttigi
goriilmiistiir. Bu da HRP immobilizasyonunun basarili bir sekilde gerceklestigini

gostermektedir.
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Polimerin SEM-EDS analizi
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Sekil 23. Polimere ait SEM goriintiisii (a) ve EDS diyagrami (b)

Sekil 23(a) ve 23(b)’de polimere ait SEM ve EDS analizi sonuglari verilmistir. Polimere
yapilan SEM ve EDS analizinde hidroksitirozolun yapisindan gelen karbon ve azot
elementlerinin varligr goriilmistiir ve bu da polimerizasyonun basariyla gergeklestigini
gostermektedir. Ek olarak eser miktarda bulunan sodyumun, kullanilan tampon soliisyonundan

kaynaklandig diisiiniilmektedir.
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Nanopartikiillerin ve Polimerin Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi Analizi

Sirasiyla Fe3Oas, Fes0Os@Si02, FesOs@SiO@APTES, Fe:0:@SiO2@APTES@GA,
Fe304@Si0O.@APTES@GA@HRP ve polimere ait FT-IR analiz sonuglar1 incelenmistir ve

sonugclar literatiirle karsilastiriimistir.

FeszOs’iin FT-IR analizi
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Sekil 24. Fe304‘e ait FT-IR spektrumu

Sekil 24’de sentezlenen FesOs nanopartikiillerinin FT-IR spektrumu gosterilmistir.
Yaklasik 547 cm-1 ve 636 cm™’deki karakteristik pikler Fe-O titresimine aittir (Lin et al. 2011);
(Uppal et al. 2019); (Gezer, E., 2018). 3660 cm™’deki pik ise beklenen O-H gerilme bandima
ait piktir. 1705 cm* ve 1394 cm™*deki bantlar ise absorplanan karboksilat gruplarinin varligim

gostermistir (K. Yang et al. 2010). Sonuglar litaratiirle ortiismistiir.
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FesO4@SiO2’in FT-IR analizi
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Sekil 25. Fe304@SiO2’¢ ait FT-IR spektrumu

Sekil 25°de sentezlenen Fe3O4@SiO2 nanopartikiillerinin FT-IR spektrumu verilmistir.
Bu spektrumda da Fe3O4 nanopartikiillerine ait karakteristik pikler goriilmektedir (Rezayan et
al. 2016). 1066 cm™ simetrik, 797 cm™ ise asimetrik Si-O-Si baglarinin titresim piklerini
gostermektedir (Liu et al. 2016). Ek olarak yaklasik 896 cm™’deki pik serbest Si-OH gruplarina
aittir (Wechakorn et al. 2019); (Erdem et al. 2018); (Sheikhmohammadi et al. 2019). Bu pikler,
Fe304 nanopartikiilleri yiizeyine SiO2'nin kaplandigini1 dogrulamaktadir.
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FesOs@SiO2@APTES’in FT-IR analizi
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Sekil 26. Fes0O4@SiO2@APTES e ait FT-IR spektrumu

Sekil 26°da goriildiigii gibi FesOs@SiO2@APTES nanopartikiillerine ait FT-IR
spektrumu verilmistir. 2982 cm™’deki pik C-H gruplarina ait simetrik gerilme titresimlerine ait
oldugu diistiniilmektedir. Bu demir oksit nanopartikiillerinin basarili bir sekilde baglandigini

gostermektedir (Yazdani et al. 2023).
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FesO1@SiO2@APTES@GA’nin FT-IR analizi
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Sekil 27. Fe304@SiO2@APTES@GA’e ait FT-IR spektrumu

Sekil 27°de gorildiigi gibi Fes0s@SiO2@APTES@GA nanopartikiillerine ait FT-IR
spektrumu  verilmistir. 2900 cm™deki pik GA’nin  C-H gerilme titresiminden
kaynaklanmaktadir. 1629 cm™’deki pikin aldehit grubunun C=O germe bagindan
kaynaklandigi diisiniilmektedir (Aghababaie et al. 2018).
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FesO1@SiO2@APTES@GA@HRP’nin FT-IR analizi
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Sekil 28. Fe304@SiO2@APTES@GA@HRP’ye ait FT-IR spektrumu

Sekil 28°de goriildigii gibi Fe30s@SiO2@APTES@GA@HRP katalizoriine ait FT-IR
spektrumu verilmistir ve diger spektrumlarla benzer pikler vermistir. 1066 cm™*deki pik Si-O-
Si baglarmin titresim piklerini gosterir ve Fes04@SiO2 ile uyumlu oldugu goriilmektedir. 2974
cm > deki karakteristik bant —-CH> gruplarmin gerilme bantlaridir. 1634 cm-1 ve 1395 cm™*deki
pikler -CONH- (amid I ve amid II) baglarindan gelmektedir. Hareketsizlestirilmis HRP de bu
bantlar1 temsil eden pikleri verir. Bu da HRP’nin Fes04@SiO2@ APTES yiizeyine basarili bir
sekilde immobilize edildigini gostermektedir (Chang & Tang, 2014); (Keshta et al. 2021).
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Polimerin FT-IR analizi
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Sekil 29. Monomere ait FT-IR spektrumu
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Sekil 30. Polimere ait FT-IR spektrumu

Sekil 29 ve sekil 30’da sirasiyla monomer ve polimere ait FT-IR spektrumlari
verilmistir.

1066 cm™deki pik C-O bagindan ve 1377 cm™deki pik O-H baginin biikiilme
titresimlerinden meydana gelmektedir. 1629 cm™’deki pik C=C bagimdan kaynaklanmaktadir.
2925 cm™’deki adsorpsiyon piki C-H bagindan kaynaklanmaktadir. 3277 cm™’deki pik O-H
bagmin gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Bu ¢aligmada literatiirle benzer sonuglar
elde edilmistir ve bu sonuglar polimerizasyonun basarili bir sekilde gerceklestigini

gostermektedir (Xie et al. 2021b).

Monomer ile karsilastirildiginda C-H baglarindan kaynakli olusan piklerin polimer
tirtintinden daha kuvvetli oldugu goriilmiistiir. Bu da polimer olusumundan kaynakli molekiiller

arast hidrojen etkisinin daha gii¢lii olmasindan ileri gelmektedir (Tahir et al. 2017).
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Polimerin Q-TOF LC/MS Analizi
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Sekil 31. Polimere ait Q-TOF LC/MS analizi (a-b-c)
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Zorbax SB-C18 (4,6 x 100 mm, 3,5-Micron) kolon kullanilmistir. Kolon sicakligi 30°C
olacak sekilde ayarlanmistir. Dogrusal bir gradyan mobil faz A ve mobil faz B’den olusur.
Mobil faz A %0,1 formik asit-ultra saf sudan olusmaktadir. Mobil faz B ise %100

asetonitril’den olusmaktadir. Mobil fazlar i¢in ¢alisma kosullar1 Tablo 6’da verilmistir.

Kolon akis hiz1 0,8 ml/dk ve enjeksiyon hacmi 10 pL olarak ayarlanmistir. Cihaz negatif
iyon modunda calistirllmistir. Cihaz gaz akist 9 L/dk, Kabuk gaz akis1 11 L/dk, kabuk gaz
sicakligi 350°C, nebulizer basinci 35 psig olarak ayarlandi. Kapiler ve fragmenter voltaj
sirastyla 2500V ve 90V olarak ayarlandi. Kiitle tarama aralig1 50-2200 (m/z) araliginda olacak

sekilde ayarlanmstir.

Tablo 6. Mobil Fazlar i¢in Calisma Kosullar:

Zaman (dk) Mobil Faz A(%) Mobil Faz B(%)
0,35 95,0 5,0
4,00 20,0 80,0
5,00 0,0 100,0
7,00 95,0 5,0

Sekil 31(a-b-c)’de polimer malzemesine yapilan yiikksek c¢ozinirliklii kiitle
spektrometrisi (Q-TOF) analizi yer almaktadir. Sekilde goriildiigii gibi MNP*HRP katalizori
ile gerceklestirilen polimerizasyonda oligomer {riinlerinin varligi kanitlanmistir. Farkli
alikonma siirelerinde olusan pikler (153,96711, 304,99491, 457,00497, 609,59773, 761,19787
ve 913,02744) monomer, dimer, trimer, tetramer, pentamer, hexamer varligini géstermistir (Xie
et al. 2021b). Buna ek olarak 188,94570, 330,96722, 450,9696, 498,98488 ve 717,09036’da
elde edilen piklerin ise olusan ara iirlinlere ait oldugu diisiiniilmektedir. Olusan ara {iriinler
(6ncii iyonlar), hedef tiriinii ({irin iyonlarini) olusturmak igin birlesirler. Tablo 7°de 6lgiilen ve
teorik kiitleler, hata orani, olusan bilesikler ve formiillerine yer verilmistir (Zwane et al., 2012);
(Xie et al., 2021b).
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Tablo 7. Hidroksitirosol Polimer Bilesiklerinin Q-TOF Analizi ile Tanimlanmasi

No Olciilen Formiil Teorik (m/z) Hata oram Bilesikler
(m/z) (%)
1 153,96711 CsH1003 153,02 0,94 HT monomer
2 188,94570 - - - Ara Uirtin
3 304,99491 C1sH1506 305,13 -0.14 HT dimer
4 330,96722 - - - Ara iiriin
5 450,9696 - - - Ara Urtin
6 457,00497 C24H2609 457,16 -0,16 HT trimer
7 498,98488 - - - Ara iiriin
8 609,59773 Cs2H34012 609,61 -0,02 HT tetramer
9 717,09036 - - - Ara iiriin
10 761,19787 CaoH2015 761,25 -0,06 HT pentamer
11 913,02744 CagHs0018 913,30 -0,28 HT hexamer

Polimerin Céziiniirliik Ozellikleri

Monomer ve Polimere yapilan ¢oziiniirliik testlerinde Tablo 8’de de gosterildigi gibi
monomerin saf su, aseton, metanol, toluen, THF, DMSO ve DMF’de c¢oziindiigii fakat
kloroform’da ¢6ziinmedigi goriilmiistiir. Polimerin ise saf su ve DMF’de ¢6ziindiigii, aseton,
toluen, kloroform ve DMSO’da ise ¢oziinmedigi, metanol ve THF’de kismen ¢6ziindigi

gorilmiistiir.

Tablo 8. Monomer ve Polimerin Céziiniirliik Ozellikleri

Coziicii Saf Aseton Metanol Toluen Kloroform  THF DMSO DMF
Su

Monomer + + + + - + + +

Polimer + - -+ - - -+ - +

(+: ¢dziiniir, -: ¢dziinmez, -+: kismen ¢dziiniir)
Polimerin Molekiil Agirhg: Tayini

Elde edilen polimere Zeta Sizer Nano cihazinda molekiil agirlig1 tayini yapildi ve

polimer molekiil agirligi (Mw): 30000 g/mol olarak bulunmustur.
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Polimerin IH-NMR Analizi
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Sekil 32. Polimere ait *H-NMR spektrumu
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Sekil 32°deki H-NMR spektrumu polimer iiriiniine aittir. 23.42 ve 3.79 ppm de

gozlemlenen pikler metanol-D4 ¢oziicli pikine ait piklerdir. Spektrumda 7,09 - 7,19 - 7,26

ppm’deki pikler fenol halkasindaki aromatik (=C-H) protonlarin1 géstermektedir. 1.74 ve 2.16

ppm’de gdézlemlenen pikler (triplet’in dubleti) fenil halkasina bagli metilen (-CH2) protonlarini

gostermektedir. 3.18 ppm’de ise hidroksil grubuna bagli metilen protonlari (-CH>)

goriilmektedir. Metilen grubuna bagl hidroksil (-OH) protonu 5.30 ppm’de gozlemlenirken,

fenil halkasi iizerindeki hidroksil (-OH) gruplarina ait protonlar spektrumda goériillememektedir.

Uretilen polimer iiriiniinde minimum diizeyde manyetik katalizér kalintilar1 oldugundan diisiik

sinyaller elde edilmistir (Xie et al. 2021b); (Zwane et al., 2012).
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SONUCLAR VE ONERILER

Sonuclar

Bu ¢alismada manyetik malzeme destekli enzim katalizor sentezlenmistir. Manyetit
Silisyum ile kaplanarak, yiizeyinin suyla temas: engellenmistir. Amin gruplariyla
islevsellestirilen manyetik nano partikiil gluteraldehit esliginde ¢apraz baglama yapilarak HRP
enzimiyle modifiye edilmistir. Sentezlenen bu katalizor hidroksitirozolun polimerizasyonunda
kullanilmig ve polimerizasyon basarili bir sekilde gergeklestirilmistir. Polimerizasyon igin
optimum sartlar belirlenmistir ve en yiiksek verim sulu asetat tamponunda elde edilmistir.
Polimerizasyonda oksitleyici olarak H202 kullanilmistir. Elde edilen katalizére SEM-EDS, FT-
IR, polimere ise SEM-EDS, FT-IR, Q-TOF, H-NMR, ZETASIZER teknikleri kullanilarak

karakterizasyon analizleri yapilmstir.

Yapilan SEM-EDS, FT-IR, Q-TOF analiz sonuglar1 literatiir ile karsilagtirilmis ve
benzer sonuglar elde edildigi gortilmiistiir. Polimer malzemesinde eser miktarda kalan manyetik

katalizor kalintisindan kaynakli *H-NMR analizinde diisiik sinyaller elde edilmistir.

Oneriler

Enzimlerin katalizor olarak kullanilmasi ¢evre dostu bir uygulama olmakla beraber,
yiiksek maliyetli olusu yontemin kullanilmasini sinirlandirmaktadir. Sentezlenen manyetik
nanokatalizdr, tepkime ortamindan kolayca uzaklastirilmis ve reaksiyonda tekrar kullanilmistir.
Enzim destekli manyetik katalizoriin geri kazanimi ve tekrar kullanimi polimerizasyon
maliyetini dislirmiistiir. Enzimatik polimerizasyon yonteminde yiiksek doniisiim oranlar1 ve
yiiksek molekiil agirlikli polifenol elde edilmistir. Enzim destekli manyetik katalizor
kullanimiyla formaldehid gibi toksik 6zellikte olan kimyasal katalizorlerin kullanimi azalacak
ve cevre dostu uygulamalar artacaktir. Bu ylizden bu deneylerin daha da gelistirilerek

kullanilmasi 6nerilmektedir.

Bu c¢alisma, zeytin degirmeni atik suyu gibi zeytin yan iirlinlerinin ¢evre dostu bir
sekilde bertaraf edilmesine olanak saglayan yontemlerin gelistirilmesine katki saglayacaktir.
Ayrica, enzimatik polimerizasyonla sentezlenen polifenollerin 6zelliklerini daha da gelistirerek
gelecekte gida ve eczacilik alaninda kullanilacak hammaddelerin gelistirilmesine imkan

saglayacaktir.
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