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CONDURİTOL C, Ç VE F'NİN YENİ VE STEREOSPESİFİK 
OLARAK SENTEZİ

Haşan SEÇEN .Serdar GÜLTEKİN, Ahmet MARAŞ. 
Yaşar SÜTBEYAZ, Metin BALCI

AtatürkÜniversitesUFen-Eklebiyat Fakültesi,Kimya Bölümü, 25240-Erzunım-Türkiye

A NE W AND STEREOSPECIFIC SYNTHESIS OF CONDURITOL-C. E AND F

SUMMARY

A new and stercospecifîc synthesis for Conduritol-C 8 and Conduritol-E 13a has been 
developed starting from p-benzoquinone 1. l,4-oxygen functionalities were introduced 
in both synthesis by the reduction of dibromo p-benzoquinone 2 with NaBH4. 2,3- 
oxygen functionalities were introduced by KMn04 oxidation of 4 for Conduritol C 8. 
Ojcidation of 3 with m-chloroperbenzoic acid gave 9. Acid-catalyzed ring opening reaction 
of 9 gave 10a which leads to Conduritol-E. For conduritol-F was used 1,4- 
cyclohexadienc 14 where hydroxy groups have been introduced by classical KMn04 
oxydation followed by photo-oxygenation and by reductive extrusion of one oxygen atom 
with P(OEt)3 provides 18. Acid-catalyzed ring-opening reaction of 18 gave the
conduritol-F 19a.

ÖZET

p-Benzokinon’dan çıkılarak conduritol-C 8 , conduritol-E 13a için yeni ye stereospesilîk 
bir sentez yöntemi geliştirildi. Conduritol-C 8 ve Conduritol-E 13a için 1,4-oksijen 
fonksiyonel grupları dibromo p-benzokinonun NaBH4 ile indirgenmesi suretiyle 
yerleştirildi. Conduritol-C için 2,3-fonksiyonel gruplan KMn04 oksidasyonuyla 
gerçekleştirildi. 3 bileşiğinin m-kloroperbenzoik asit ile oksidasyonu 9’u ; bunun da asit 
katalize halka açılması conduritol-E'ye giden 10a bileşiğini oluşturdu. Conduritol F 
için 1,4-siklohekzadien'den çıkılarak klasik KMn04 oksidasyonu ile hidroksil 
gruplannın yerleştirilmesini takiben fotooksijenasyon ve P(OEt)3 ile oksijenlerden 
birinin redüktif olarak eliminasyonundan 18 elde edildi. 18'in asit katalize halka 

açılma reaksiyonu beklenen conduritol-Fyi 19a verdi.

GİRİŞ

Conduritoller (1) 1,2,3,4-siklohekzen tetrol izomerleri olup glikosidaz 
enzimleri için ilginç inhibitörlerdir (2). Pekçok conduritol türevinin 
antibiyotik,antilösemik büyüme düzenleyici aktiveye sahip olduğu 
bulunmuştur (1,3).Teorik olarak altı conduritol diastereoizomeri mümkündür. 
Şu ana kadar bu izomerlerden yalnızca ikisinin conduritol-A (4) ve 
conduritol-F (5) tabiatda mevcut olduğu tespit edilmiştir. Daha önceki 
çalışmalarda conduritollerin karbohidratlardan, sübstitüe benzenlerin 
mikrobiyal oksidasyonlanndan ve çiral inositollerin deoksigenasyonundan 
sentezlenebileceği gösterilmiştir(1,6). Bu çalışmada biz conduritol-C 8, 
conduritol-E 13a ve conduritol-F 19a için yeni bir sentez yöntemi, 
sunmaktayız.

DENEL BÖLÜM

no.2R.3K.4Bl-1.4-diasetoksi-2.3-dibromo-5-siklohekzen4,
3'ün(22.5 mmol) 10 mİ piridin içindeki çözeltisine asetik anhidrit (103 mmol) 
ilave edildi. Reaksiyon karışımı oda sıcaklığında 8 saat karıştırıldı ve 0
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°C*ya soğutulup 60 mİ 4N HC1 çözeltisi içine döküldü.Organik faz eterle 
ekstrakte edilip suyla yıkandı. kurutulcMMgSO^. Çözücünün uçurulması ile

edildi. (verim %76, e.n.91-92 °C, kristallendirme4 elde 
çözücüsü.'kloroform/hekzan).

(lct.2p.3a.4B.5p.6B)-1.2-dibromo-3.4.5.6-tetraasetoksi siklohekzan 
4’ün (16 g, 45 mmol) 500 mİ etanol içndeki çözeltisine KMnÜ4 (7.10 

g,45mmol) ve MgSÜ4 (5.4 g, 45 mmol) ’ın 200 mİ sudaki çözeltisi 5 saat içinde
ilave edildi. İlavenin tamamlanmasından sonra aynı sıcaklıkta 15 saat ek 
karıştırma yapılıp katı artıklar süzüldü ve sıcak suyla yıkandı. Çözelti 50 
ml’ye konsantre edilip organik faz etil asetat ile ekstrakte edildi, Na2S04
üzerinden kurutuldu.Çözücü evaporate edilip kloroform/hekzandan 
yeniden kristallendirmek suretiyle saf 5 elde edildi. 4’ün 
asetilizasyonundaki metod 5'e uygulanarak 6 elde edildi (verim %51, e.n. 
140-141 °C).

;__6, -5 °C'de

fla.2p.3p.4BV1.2,3.4-tetraasetoksi-5-siklohekzen 7 fConduritol-C
6'nın ( 5g,10.5 mmol) 10 mİ DMSO içindeki çözeltisine Zn tozu (2 g30

mmol ) ve 50 mg iyot ilave edildi. Manyetik olarak 95 °C'de 12 saat 
kanştınlan çözelti oda sıcaklığına soğutulup 50 mİ su içine döküldü. Sulu 
faz eterle ekstrakte edildi, Na2S04 üzerinden kurutuldu. Çözücünün 
evaporate edilmesiyle conduritol-C tetraasetat 7 elde edildi.ürün kloroform/ 
hekzan'dan kristallendirildik Verim,% 61, e.n. 90-91°C )

tetraasetatl

f1a.2p.3p.4BVl .2.3.4-tetrahidroksi-5-siklohekzen 8fConduritol-Cl. 500 mg(1.59
mmol) Conduritol-C tetraasetat 7 20 mİ mutlak metanolde çözülüp çözelti 
NH3 gazıyla doyuruldu ve 24 saat oda sıcaklığında karıştırıldı. Metanol ve
asetamid'in evaporate edilmesiyle geride kalan Conduritol C 8 mutlak 

etanolden kristallendirildi (Verim % 80. e.n, 151-152°C).

fl0L5a-6B.lQp.H0Ll2BV2.4-7.9- tetra oksa -3.3.8.8-tetrametil- 11.12- dibromo-
trisiklo [8.2.0 1-5.0 6-10| dodekan I l.Epoksit 9 (lg. 3.47mmol ) 10 mİ 0.5 N 

H2SÜ4 çözeltisi içinde çözüldü ve 90 °C’de 6 saat geri soğutucu altında 
kaynatıldı. Oda sıcaklığına soğutulup BaC03 ile nötralize edildi. Katı 
artıkların flltrasyonundan sonra çözücünün düşük basınç altında 
uzaklaştırılması 10 a’yı verdi (%61). 10 a' nın ( 500 mg, 1.63 mmol ) 250 mİ 
mutlak benzendeki çözeltisine 2.2-dimetoksi propan (430 mg,4.13 mmol) ve 
20 mg p-toluen sülfonik asit ilave edildi. Çözelti 3 saat geri soğutucu 
altında kaynatılıp benzenin uçurulması ve etil asetat/hekzan'dan yeniden

kristallendirmek sureüyle 11 elde edildi (%88, e.n. 162-163PC)

(lct.2B.3cx.4oL5B.6pvi .2dibromo-3.4.5.6-tetraasetoksi-siklohekzan 1 Ob 
4 ün sentezindeki metod uygulanarak 10 a'nm asetillendirilmesiyle 10 b elde 
edildi (verim %76, e.n. 140-141°C).

ÜCX.5q.6B.10BV2.4.7.9-tetraoksa-3.3.8.8-tetrametil-trisiklo f 8.2.0L5.06-1Q1-11-
dodeken 12. 7'nin sentezindeki metod uygulanarak 11’in debrominasyonu
ile 12 elde edildi (verim %74, e.n.53-54°C).

Clq.2a,3P,4flH ,2,3,4-tetrahidroksi-5-slklohekzen 13a fConduritol-El. 12 (200 
mg , 0.88 mmol ) 5 mİ 0.5 N tJS04 içinde çözüldü, oluşan çözelti oda
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sıcaklığında 3 saat karıştırılıp asit BaCOg ile nötralize edildi. Katı artıkların
filtrasyonundan sonra çözücünün evaporate edilmesiyle Conduritol-E 13a 

edildi (verim % 77, e.n. 176-177 oC. kristallendirme çözücüsü: 
MeOH/Hekzan).

3.8.10-Trioksa-9.9-dimetil-trisiklo(5.3.0 *-7.0 2-^-5-deken 18.
Endoneroksit 17. (450 mg, 2.44 mmol) 50 mİ kloroformda çözüldü.

0 °C'de manyetik olarak karıştırılan çözeltiye basınç dengeli bir damlatma 
hunisinden 400 mg ( 2.44 mmol) P (OEt^'ün 5 mİ kloroformdaki çözeltisi 1
saat içinde ilave edildi. Aynı sıcaklıkta 1 saat, oda sıcaklığında da 1 saat 
karıştırmadan sonra çözücü uzaklaştırılıp ham ürün nötral Aİ2O3 (25 g) 
kolondan 9.5/0.5 hekzan etil asetat karışımıyla elue edilerek saf 18 elde 
edildi( sıvı ürün, verim %50 ).

na.2a.3ft.4o0-l .2.3.4-tetrahidroksi-5-siklohekzen 19a (Conduritol F_____L
Conduritol E'nin sentezindeki yöntem uygulanarak 18’in asidik ortamdaki
hidrolizinden Conduritol F 19a elde edildi (verim% 86, e.n.106-108 °C, 
kristallendirme çözücüsü : metanol/pentan).

elde

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Conduritol-C sentezimizde p-benzokinon çıkış maddesi olarak kullanıldı ve ilk 
olarak p- benzokinonun brominasyonunu takiben karbonil gruplarının

OHO OAc

a

B

O OAc

1 4

d

7

OAcOH
OHOAc

a
OH f

OAc

OH

8 Conduritol-C

ŞEMA 1

Reaktifler ve Şartlar:
a) Brç. CCI4, 0°C, 2 saat b) NaBHp su. eter. 0°C c) Asetik anhidrit, piridin,

oda sıcaklığı, 12 saat d) KMnO^, -15 °C, 20 saat e) Zıı, DMSO, 95 °C, 12 saat 

1) NH3. MeOH, oda sıcaklığı. 24 saat
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indirgenmesiyle konflgurasyonu belirli bir ürün olan 3elde edildi (7). Alkol 
gruplarının asetata çevrilerek korunmasını müteakip çift bağın KMnOj. ile
oksidasyonu ile tek bir izomer olarak 5 elde edildi. 5'teki hidroksil gruplan 
asetillendirilerek 6 elde edildi. 6'daki brom fonksiyonel gruplanrmm Zn ile 
elimine edilmesiyle 7, bunun da ammonolizi ile Conduritol C 8 elde edildi 
(şema 1).

onduritol-E sentezimizde başlangıç maddesi olarak yine p-benzokinon 1 
kullanılmıştır. 3'ün m-kloro perbenzoik asit ile oksidasyonu tek ürün olarak 
epoksit bileşiği 9ü vermiştir. Bu bileşikteki epoksit halkasının açılmasıyla 
iki ürün beklenirken tek ürün olarak conduritol-E yapısını ihtiva eden 10a 
elde edilmişitir.Ürün tetraasetatma çevrilerek spektroskopik yöntemlerde 
yapısı ayldmlatılmıştır. 10 a’nın ketalizasyonu ile 11. bunun da çinko ile 
debrominasyonu ile 12; 12'nin hidrolizi ile de Conduritol-E 13 a elde 
edlmiştir. Conduritol-E 13a, asetatına 13b çevrilerek karekterize edilmiştir 
(şema 2).

OHOH OR

a b
>

OR

OH OR

3 10 a R = H 
10 b R=OAcc

’ r

o\-OR

de
*■

OR

13 a R=H Conduritol E 
R=Ac13 b 1 2 1 1

ŞEMA 2

Reaktifler ve Şartlar::
a) 3-Kloro perbenzoik asit(m-CPBA), eter, refluks, 12 saat b)0.5 N H2S04f-' 
refluks, 4 saat c ) 2,2- dimetoksi- propan, p-toluensullfonik asid, benzen, 3 
saat d) Zn, DMSO, 95 °C, 12 saat, e) 0.5 N I$S04 . refluks, 4 saat.

Daha önceki çalışmalarda Conduritol-F için pekcok sentetik 
konulmuştur (l).Biz de daha önceki çalışmalarımızda yöntem ortaya 

trans-benzen diasetat ve
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conduri.tol-F’ninoksepin' den yıkarak stereospesifik olarak 
sentezlenebileceğini gösterdik (5). Bu çalışmamızda da cis-benzendiol'ün bir 
türevi olan 16'nın conduritol -F'ye dönüşebileceğini gösterdik. 16'nın 
fotooksijenasyonunundan (4) elde edilen 17 trietoksi fosflt ile muamele 
edildiğinde yine stereokJmyası belirli bir ürün ölün 18’in oluştuğu 
görüldü. 18’in asidik ortamda hidrolizi ile de tek ürün olarak conduritol F 
19a elde edildi.

a,b,c

0
d

>- >-

1614 15

e

T

OR
g t

<■

OR

19 a R=H 
19 b R=Ac 1718

ŞEMA 3

Reaktifler ve Şartlar:
a) Br2, petrol eteri, -40°C, b) KMn04, -5°C, c) 2,2-Dimetoksi propan, TosOH, 
d) 1,8-Diaza bisiklo (5.4.0) -7-undeken (DBU), e) O^TPP.CC^ 1) P(OEt)3,CHCl3

g) inh 2so 4
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BAZI BİRİNCİL VE İKİNCİL ALKOLLERİN 

POTASYUM KLOROKROMAT İLE YÜKSELTGENME 

TEPKİMELERİNİN İNCELENMESİ

Beytiye ÖZGÜN

Gazi Üniversitesi, Fen-Edeblyat Fakültesi Kimya Bölümü, 
Teknik Okullar, Ankara - Türkiye

INVESTIGATION OF THE OXIDATION OF SOME PRIMARY AND SECONDARY 
ALCOHOLS BY POTASSIUM CHLOROCHROMATE

SUMMARY

The oxidatlon of some primary and secondary alcohols by potassium 
chlorochromatc has been studied. The maln product of the oxidatlon is the 
corresponding aldehyde. The effect of temperature on oxidation rate was studied and 
activation parameters were cvaluated.

ÖZET

Bazı birincil ve ikincil alkollerin potasyum klorökromat ile yükseltgenmesi ince­
lendi. Yükseltgenme ana ürünü karşılık gelen aldehittir. Yükseltgenme hızı üzerine sı­
caklık etkisi incelendi ve aktivasyon parametreleri bulundu.

GİRİŞ

Bazı birincil ve ikincil alkollerin çeşitli okzokrom (VI) bileşikleri kulla­
nılarak yapılan yükseltgenme tepkimelerinin kinetik ve mekanizmasına iliş­
kin bazı çalışmalar yapılmıştır (1, 2).

Potasyum klorokromat kullanılarak bazı birincil ve ikincil alkollerin 
yükseltgenme tepkimesine ilişkin birkaç çalışma yapılmıştır (3, 4). Ancak 
yükseltgenme kinetiğine ilişkin bir çalışma yapılmamıştır.

çalışmada bazı birincil ve ikincil alkollerin potasyum klorokromat 
ile yükseltgenme tepkimesi nötral ortamda incelendi. Tepkime hızı üzerine 
sübstütient ve sıcaklık etkisi araştırıldı. Aktivasyon parametreleri tayin edildi.

Bu

DENEL BÖLÜM

dimetil sülfoksit (DMSO) kullanıldı. Kullanılan KCC çözeltisinin başlangıç 
derişimi, Co, ve tepkime sonunda harcanmadan kalan KCC derişimi, C, iyo- 
dometrik titrasyonla bulundu.
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SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Çeşitli alifatik birincil ve ikincil alkollerin KCC ile yükseltgenme tepki­
mesi çözücü olarak dimetil sülfoksit kullanılmasıyla incelendi. Nötral koşul­
larda KCC'ın kullanılan çözücüde homojen bir karışım oluşturduğu ve çözü­
cü ile bir tepkime vermediği görüldü. Yükseltgenme tepkimesi alkol 
derişiminin KCC derişimine göre 10 kat fazla olduğu yalancı birinci derece 
tepkime koşullarında yapıldı. Hız sabitlerinin bulunması için fye karşı log 
Co/C grafiğe alındı. Elde edilen doğrunun eğiminden hız sabiti bulundu. So­
nuçlar Çizelge 1 ve 2'de görülmektedir.

Birincil alkollerin (R CH2 OH) Potasyum klorokromat ile yük­
seltgenme tepkimesi hız sabitleri

[Alkol]=0,10 mol dm'3 [KCC] = 0,01 mol dm-3

Çizelge 1 :

KİO^mof^s 1 

308Sübstütient (R) 298 303 313K

5,4 5,8 6.1 7,6H
tet (c 2h 5-)
n-Pr (CH3 CH2 ÇİL,-) 
n-Bu (CH3 C^ CH^ CH2-) 

lzo-Bu [(CH3)3CH-CH2-]

6,4 7,1 7,3 8,4
7,2 7.9 8,1 9,0
7.8 8,1 9,0 9,3

8,5 9.2 9.3 9,7

Çizelge 2. İkincil Alkollerin Potasyum Klorokromat İle Yükseltgenme Tep­
kimesi Hız Sabitleri

[Alkol] = 0,10 mol dm-3 ; [KCC] = 0,01 mol dm-3

xl06k mol 1 s”1 

308
Alkol

298 303 313 K

lzo-propil alkol 
2-Bütanol 
2-Pentanol 
Siklohekzanol

11,0 12,0 13,0 14,0
8,3 9,8 10,2 11,3
7,3 7,9 9,1 10,1

16,3 17,2 20,0 22,5

Çizelge 1 ve 2'de görüldüğü gibi sıcaklık arttıkça hız sabiti de artmak­
tadır. RC^ OH alkolünde R büyüdükçe hız sabitlerinde de artma görülmek­
tedir.

Kullanılan alkollerin KCC ile yükseltgenme tepkimeleri üzerine sıcaklı­
ğın etkisini incelemek ve aktivasyon parametrelerini bulmak amacı ile 
298 K, 303 K, 313 K ve 308 K'da çalışıldı.
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Standart yöntemle hesaplanan aktivasyon parametreleri Çizelge 3 ve 
4'de görülmektedir.

Çizelge 3 : Birincil Alkollerin (R COH) Potasyum klorokromat Üe Yük- 
seltgenme Tepkimesi Aktivasyon Parametreleri.

[Alkol) = 0,10 mol dm"3 ; [KCC] = 0,01 mol dm"3

AG*AS*AH*Ea
Jmol^K"1 kJmol"1ıJmor'k-1 k Jmol"Sübstütient

(R)

103.0 
102,6 
102,3
102.1 
101,9

345,74
295.06
314.07 
317,26 
327,11

14,70
9,76

17,15
12,24
11,18
10,06

H
Et

8,71n-Pr
n-Bu
lzo-Bu

7,58
4,426,90

Çizelge 4 : İkincil Alkollerin Potasyum klorokromat İle Yükseltgenme Tep­
kimesi Aktivasyon Parametreleri:

[Alkol] = 0,10 mol dm"3 ; [KCCJ = 0,01 mol dm"3

AG*
Jmol^K"1 kJmol"1

AS*AH*
Jmol^k"1 kJmol"

Ea
ıAlkol

101,2
101,9
102.3
100.3

305,6
301,4
244.9
285.9

10,112,6İzopropil alkol 
2- Bütanol 
2- Pentanol 
Siklohekzanol

12,114,6
15,818,3
15,117,6

Aktivasyon serbest enerji değerlerinin birbirine yakın ve hemen hemen 
sabit olması tüm alkollerde aynı yükseltgenme mekanizmasının geçerli olabi­
leceğini göstermektedir.
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BAZI SUSUZ METAL (II) SÜLFAT KATALİZÖRLERİ İLE ALKOLLERİN 
DEHİDRASYON REAKSİYONLARININ İNCELENMESİ

Hayrettin BEYNEK ve Ülkü OYMAN

Trakya Üniversitesi Fen Edebiyat Fakültesi Kimya Bölümü Edime - İYirkiye

DEHYDRATION REACTIONS OF SOME ALCOHOLS BY USING METAL (II) 
SULFATES AS CATALYSTS

SUMMARY

This research carried out since, the Information is very Iimited about the 
utulity of metal (II) sulfates as catalysts in the dehydration rections and this method 
were utilized very seldomly. In this study dehydration reactions of primary, secondary, 
tertiary and cyclic alcholos containing six carbon were investigated by using CoS04 . 
H2Op CuS04 and NiS04 as heterogenous catalysts. In our experiment alcohols and 
catalysts werc hcated for 4-24 hours at 110-150 °C under atmospheric pressure. No 
product werc obtained by reactions done with primary alcohols. Alkenes from other 
alcohols, were obtained \vith 25 % to 90 % cfficiency. Reactions were realized 
stcreoselcctively and only cis-alkenes were product. Small amount of ketones was 
obtained as by products bccause of the dehydrogenction reaction. According to result 
of these cxperiments it was concluded that CoS04 . HaO , CuS04 and NiS04 can be 
used especiallly as stcrcoselectivc catalysts for dehydration of 3-hexanol, 
3-methy-3-pentanol and cyclohexanol.

ÖZET

Bu araştırmanın yapılması, dehidrasyon reaksiyonlarında, metal (II) sülfatların 
katalizöor olarak kullanılması hakkındaki bilgilerin sınırlı olması ve bu yöntemin çok 
az kullanılmış olması göz önüne alınarak düşünülmüştür. Bu çalışmada heterojen 
katalizör olarak CoS04 . W20 , CuS04 ve NiS04 kullanılarak 6 karbonlu primer, 
sckonder, tersiyer ve halka yapılı alkollerin dehidrasyon reaksiyonları incelenmiştir. 
Denemelerde, alkoller ve katalizörler, atmosfer basıncında, 110-150 °C arasında ve 
4-24 saat sürelerde ısıtılmıştır. Primer alkol ile yapılan reaksiyonlarda herhangi bir 
ürün oluşmamıştır. Diğer alkollerle yapılan rcaksiyonlarada % 25 - % 90 arası verimle 
alken elde edilmiştir. Reaksiyonlar stcreoscleklif olarak gerçekleşmiş ve sadece 
cin-alken oluşmuştur. Reaksiyonlarda çok az miktarda, dehidrojenasyon ürünü 
olarak, keton oluşmuştur. Denemelerden, kullanılan metal (II) sülfatların, 3-heksanol, 
3-metil-3-pcntanol ve sikloheksanolün dehidrasyon reaksiyonlarında, özellikle 
stereoselektif katalziöor olarak kullanılabilecekleri sonucuna varılmıştır.

GİRİŞ

Alkollerin dehidrasyon reaksiyonları, alken elde edilmesi için 
kullanılan genel yöntemlerden birisidir. Dehidrasyon reaksiyonları homojen
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ve heterojen ortamda gerçekleştirilebilir. Homojen ortamda yapılan 
çalışmalarda, çeşitli alkollerin mineral asitler (H2S04 . H3PO4 vb.), organik 
asitler, (sülfonik asit, oksalik asit vb.) asit anhidirtleri (Halik, anhidrit, asetik 
anhidrit v.b.) ve halojenli birleşikleri (SOCl2 , POCI3 v.b.) ile verdiği 
reaksiyonlar incelenmiştir. (1). Heterojen fazda yapılan çalışmalarda çeşitli 

özellikle alumina üzerindeki dehidrasyon reaksiyonları 
incelenmiştir. (2, 3, 4, 5). Oksit katalizörlerle yapılan çalışmalarda elde 
edilen ürünlerin, alumina katalizörü ile yapılan çalışmalarda elde edilen 
ürünlerle karşılaştırmaları yapılmıştır. (6). Katı katalizörler içinde en az 
çalışma yapılan katalizörler metal (II) sülfat katalizörleridir. (7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14). Bu çalışmada üzerinde çok az çalışma yapılan CoS04 . H20 (12,
13, 14) ve NiS04 (12, 14) ile birlikte bilinen ve kullanılan bir katalizör olan 
CuS04 (8, 9, 10. 11, 12, 14) seçilerek n-heksanol. 3-heksanol, 
3-metil-3-pentanol ve sikloheksanolün dehidrasyon reaksiyonları 
incelenmiştir. Bu alkollerden sikloheksanol dışmdakilerle bir çalışma 
yapılmamıştır. Sikloheksanolle A1203 katalizörlüğünde yapılan çalışmalarda 
yüksek verimle sikloheksen elde edilmiştir. (3).

alkollerin

DENEL BÖLÜM

Deneylerde katalizör olarak CuS04 , CoS04 . HzO ve NiS04 alkol 
olarak n-heksanol, 3-heksanol, 3-metil-3-pentanol ve sikloheksanol 
kullanıldı. Katalizörler, CuS04.5H20'ın 275 °C'ta 48 saat, NiS04 .6H20’ın 
280 °C'ta 18 saat CoS04.7H20'm 220 °C'ta 8 saat süre ile ısıtılması ile 
hazırlandı. Dehidrasyon işlemi 100 ml.'lik iki boyunlu bir balonda, alkol ve 
katalizörün manyetik bir karıştırıcı üzerinde karıştırılıp ısıtılması ile 
gerçekleştirildi. Tersiyer alkol 4 saat diğer alkoller 24 saat sürelerle ısıtılıp 
karıştırıldılar. Oluşan ürün su toplama kabında toplandı ve ekstrakte edildi. 
Ürünün gaz kromatogramı alındı, daha sonra damıtılarak saflaştırıldı. Saf 
ürünlerin IR ve NMR'lan alınarak ürünler tanımlandı. Sonuçlar Tablo-I ve 
Tablo-U'de verilmiştir.

Tablo - I: Oluşan ürünlerin tanımlanması.

NMR
(200MHz CDC1) ppmAlkol Alken IR (KBr)cm-l

0,9 (m) , 1.3 (m) 
1.6 (m) , 2 (m), 
5.4 (m)

2850 - 3050, 
1640- 1660. 
1420-1480. 
1080.860, 
670-710

3-Hcksanol Cis-2-Hcksen

0.9(m). 1.6(1) 
2(m), 5.2(t)

2850-3000.
2720.1670,
1300.1200.
1110,1070.
1040.
790-830

3-mctil-3-
pcntanol

Cis-3-metil
2-peton

2810-2990.
2650.1650.
1600.
1420-1460. 
1260, 1140. 
1040, 1010. 
880. 810

1.6(t), 2(d). 
5.6 (t)

Sikloheksanol Sikloheksen
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Tblo - II: Oluşan ürünlerin % verimleri.

%%%
Cis-3-meiil
-2-pcntcn SikloheksenCis-2-HckscnKatalizör

8280.491.2CuS04

67.283.326.2CoS04 . HO

89.759.554NiSQ4

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Bu çalışmada CoS04 . HzO . CuS04 ve NiS04 üe yapdan dehidrasyon 
reakslyonlanda oluşan ürünler stereoselektif olarak gerçekleşmiştir. 
Stereoselektif reaksiyonlara en fazla alumina ile gaz fazında yapdan 
çalışmalarda rastlanmaktadır. (3). Alkollerden katı katalizörler Üe yapdan 
dehidrasyon reaksiyonlarının nasıl yürüdüğü kesin olarak açıklanabümiş 
değildir. Bazı Çalışmalar birbirini tamamlar şekilde gerçekleşirken, bazdan 
tamamen ters bir şekilde gerçekleşmiştir. (3, 4). Bu reaksiyonlar için üeri 
sürülen teorilere göre (3), reaksiyonlar katalizörün gözenekleri içinde 
oluşmaktadır. Bu sırada alkolün OH ve H'i katalizör yüzeyine bağlanarak 
aynlmakta ve aynı zamanda alken oluşmaktadır. Çalışma Şartlarına göre 
reaksiyonlar anti ve syn-eliminasyonu şeklinde gerçekleşebilir. 
Anti-eliminasyona göre oluşan reaksiyonlarda OH'm ayrılmasından sonra, 
protonun aynlabilmesi için 7t-kompleksine benzer karakterde bir hal 
oluşmaktadır. Katalizörün yüzeyinin arttırdması ile reaksiyon hızının 

bu teorileri desteklemektedir.(4, 14). Bu çalışmada elde edilen 
cis-miktarının fazla olması ileri sürülen teorilerle uygunluk

artması
alkenlerin
göstermektedir. Alkol molekülünün katalizöre yaklaşımı ve yapmış olduğu 
^ üzerinde önemli rol oynamaktadır. Metilbağ, oluşan alkenin yapısı 
gruplarının sterik etkilerinden dolayı OH ve H’m katalizör yüzeyi ile yapmış 
olduğu bağ cis-ürün lehinde gerçekleşmiştir. n-Heksanol için kullandan 
katalizörler bu şartlarda yetersiz kalmışlar ve bir ürün oluşmamıştır. Diğer 
alkollerin dehidrasyon işlemlerinde, bu metal (II) sülfatların rahatlıkla 
katalizör olarak kullanılabileceği görülmüştür. Metal (II) sülfaüarla yapılan 
dehidrasyon reaksiyonlannındaha kesin bir sonuca ulaşması için, daha fazla 
sayıda alkol ile kinetik ve mekanizmal çalışmalar yapılması gerekmektedir.
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BENZOBİSİKLOI3.2.1JOKTAN SİSTEMLERİNDE ALLEN VE ALKİN 
SENTEZİ VE OLUŞUM MEKANİZMALARININ ARAŞTIRILMASI

Yavuz TAŞKESENLİGİLt*) ve Metin BALCI(**)

(*) Atatürk Üniversitesi, Kâzım Karabeklr Eğitim Fakültesi,Kimya Eğitimi AnabiLlm Dalı, 
Erzurum- Türkiye
("*) Atatürk Üniversitesi, Fen-Eldebiyat Fakültesi, Kimya Bölümü , Erzurum-Türkiye

THE SYNTHESIS OF ALLENE AND ALKYNE IN BENZOBICYCLO[3.2.1] OCTANE SYSTEMS 
AND INVESTIGATION OF THEIR FORMATION MECHANISM

SUMMARY

Aıı Indcpendcnt synthetlc way lcadlng to alkync 3 has bccn dcvclopcd to revcal 
the real structure of the Intermediate (alkyne 3 or ailene 2) formed by dehydroDrominatlon 
of vlnylbromide 1 . For thls reason, 2-dlbromomethylenebenzonorbomene 8 was 
syntheslzed and converted to 2-bromo derlvatlve 8 by t-BuLI at low temperature. 
Dehydrobrominatlon of 6 by t-BuOK yielded benzobicycfoalkyne 3 as a hlghly reactlve 
Intermediate which was trapped by 1,3-diphenylbenzolsofurane (DBI) to give two 
rearanged eyeloadduets (12,13) after column cnromatography. Structural asslgnments of 
these rearanged eyeloadduets were made on the basls of spectral d a ta and X-ray crystal 
analyses. When dehydrobrominatlon of 6 was carrled out by using two equlvalent 
İn tne presence of DBI, ailenle eyeloadduets were Isolated. fn the absence 
enolether 9 was formed as the sole produet İn hlgh yleld. Thls experimental results 
establish the formatlon of the hlghly reactlve Intermediate, eyeloalkyne 3 İnstead of the 
ailene 2 by dehydrobrominatlon of vlnylbromide 1 . Semiemplrical quantum mechanlcal 
calculaüons support also expcrimental results.

t-BuOK 
of DBI,

ÖZET
Vtnilbromür l'ln dehidrobrominasyonunda oluşan ara ürünün («ilkin 3 veya 

ailen 2) yapışım ortaya çıkarmak için, gerilimli siklik bir alkin olan 3'ün başka bir yöntem 
İle sentezine çalışıldı. Bu amaçla, 2-dibromometllenbenzonorbomen bileşiği 8 
sentezlendl ve düşük sıcaklıkta t-BuLİ ile muamele edilerek 2-bromo türevine 6 
dönüştürüldü. 6'nın t-BuOK ile dehidrobrominasyonundan oluşan benzoblsikloalkin 3, 
kuvvetli bir yakalayıcı olan 1,3-dlfenllbenzo izoturan (DBI ) ile siklo katılma ürünleri 
olarak yakalandı. Yakalanma ürünleri kolonda İlgili keton bileşiklerine düzenlendiğinden, 
alkin yakalanma ürünleri yerine iki düzenlenmiş keton (12,13) izole edildi. Bu İki ürünün 
yapısı; ^H-, 13C-NMR kütle ve X-ray analizi 1le aydınlatıldı.6'nın dehidrobrominas- 
yonunda (DBI varlığında) iki eklvalent t-BuOK kullanıldığında, alkin katılma ürünleri 
yerine ailen katılma ürünleri elde edildi. Ortamda DBI yokken aynı reaksiyondan, enoleter 
9 tek ürün olarak İzole edildi. Bu deneysel sonuçlar, vinilbromür l’ln dehidrobrominas- 
yonunda ara ürün olarak benzobisikloalkin 3'ün oluştuğunu ortaya koydu.Semi-amplrik 
kuantum mekanik hesaplamalar da deneysel çalışmaları destekler sonuçlar verdi.

GİRİŞ

Küçük halkalı siklik allenler, gerilimli organik bileşiklerin önemli bir 
sınıfını teşkil ederler(l). Siklik allenlerde gözlenen açı deformasyonu ve torstyon 
gerilimi, bu bileşikleri izole edilemeyecek kadar kararsız, reaktlf birer ara ürün 
yapmıştır. Bu nedenle, bu gerilimli moleküllerin sentezi, İzolasyonu veya 
yakalanması geçen 25 yılın yoğun bir çalışma alanı olmuştur. Bu çalışmaların 
birinde, S-bromo-e.T-benzoblsiklolS.Z.llokta-Z.B-dlen'ln 1 bazik dehidrobroml- 
nasyonundan oluşan ara ürün, kuvvetli bir yakalayıcı olan 1.3-dlfenll-
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benzolzofuran (DBI) İle (2+4] slklokatılma ürünleri halinde yakalanmış ve bu 
reaksiyondan, ara ürün olarak gerilimli siklik bir ailen 2 oluştuğu ileri 
sürülmüştür(2).

£1 \ aj /

Br ^

1 2 3

Ara ürün olarak oluştuğu ileri sürülen bu ailenin 2 , diğer gerilimli siklik 
allenlerin aksine dlmerleşerek trisiklik hidrokarbonlar vermemesi (ortamda 
yakalayıcı reaktif yokken), bu reaksiyondan ara ürün olarak gerilimli bisiklik bir 
al kinin 3 oluştuğu fikrini düşündürmüştür. Bu nedenle bu çalışmanın 
slkloalkin 3’ün başka bir yöntemle sentezi ve DBI ile yakalanması ve daha sonra 
yakalanma ürünlerinde baz katalizi! çift bağ izomerizasyonunun incelenmesidir. 
Böylece vinilbromür l'in dehidrobrominasyonunda oluşan ara ürünün yapışma 
(ailen 2 veya alkin 3 ) açıklık getirilmiş olunacaktır.

DENEL BÖLÜM

amacı.

2-Bromometilenebenzonorbornenin 6 Potas yi un tert-Bütoksit (1 
ekivalent) ve 1,3-Difenilbenzoizofuran ile Reaksiyonu lg (4.25 mmol) 2- 
bromometilenbenzonorbomen 6, 50 mİ İlk bir balonda 20 mİ kuru THF da 
çözüldü. Bu çözeltiye, önce 1,49 g (4,22 mmol) DBI ve sonra 0,52 g (4,64 mmol) 
t-BuOK (%10 aşın) konuldu. Reaksiyon karışımı azot atmosferinde 6 saat geri 
soğutucu altında reflux edildi ve manyetik olarak karıştırıldı. Oda sıcaklığına 
kadar soğutulan karışımdan THF nin büyük bir kısmı uzaklaştırıldıktan sonra, 
kalıntıya bir miktar su verildi ve sulu kısım önce eterle (4x30 mİ), sonrada 
CH2C12 ile (2x20 mİ) ekstrakte edildi. Ekstraktlar ayrı ayrı su ile yıkandı ve 
birleştirilerek MgS04 üzerinden kurutuldu, süzüldü ve süzüntüye bir miktar 
maleikanhidrit ilave edilerek, DBI nın sarı rengi kayboluncaya kadar oda 
sıcaklığında karıştırıldı. Çözücü vakumda uzaklaştırıldıktan sonra, ham ürün (3 
g) 150 g A1203 (aktivite IV, nötral) kolonundan petrol eteri-toluen (8:2) ile elue 
edildi. Yaklaşık 40 fraksiyon (25'er mİ lik) biriktirildikten sonra kolon CH2C12 ile 

yıkandı. İlk kolon çalışmasından her iki izomer (12,13) büyük oranda izole 
edildi. Karışım halinde gelen fraksiyonlardan çözücü çekilerek kalan kısım 
yeniden aynı şartlarda kolon kromatografisine tabi tutuldu. Her iki kolon 
çalışmasından kolondan geliş sırasına göre ; toplam 197 mg (%11) 12 izomeri 
elde edildi. Bu izomer eterde kristallendirildi ve renksiz kristallerin erime noktası 
237-238°C bulundu, ikinci izomer (13). (213 mg, %12) eter-pentan karışımından 
kristallendirildi ve renksiz kristallerin erime noktası 194-195°C bulundu.

12 için 1H-NMR Spektrumu (200 MHz ,CDC13.TMS) 5 1.83 (ddt. 
J=11.2 Hz, İH). 2.18 (d, J= 11.2 Hz, İH), 2.68(dd, J=12.8 Hz. İH), 3.12 (dd. 
J=12.8 Hz, İH). 3.30 (dd, İH), 4.35 (d. J= 4.0 Hz, İH), 6.49 (d, İH). 6.60 (dd. 
İH). 6.90-7.38 (m, 9H). 7.48-7.81 (m. 7H).
13C-NMR (50 MHz, CDC13 ), 201.09, 150.56, 146.11, 143.65, 140.69, 139.92. 
138.20, 134.75, 133.37, 131.50, 130.38, 129.26, 129.22, 128.85(2x), 128.74. 
127.80, 127.19, 127.12(2x), 126.9 l(2x), 126.75, 126.28, 126.14, 123.02, 
122.09. 55.71, 44.33, 38.48, 37.12, 35.09. IR-Spektrumu (KBr, cm'1) 3060, 
3020, 2980. 2950, 2920, 2875, 1680, 1620, 1590,1480, 1445, 1280, 1240, 770. 
765, 755, 705, 700. MS(m/e) 424(M+1.
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„ 1H_NMR Speklnunu (200MHz. CDCİ3. TMS) 5 1.92(d. J= 10.4
(ddt’ J = 10,4 ***• 1H)* 264 (dd* J= 15.2. 3.2 Hz. İH). 3.20 (dt. 

15.2 Hz. İH). 3.35 (m. İH). 3.95 (d, J = 4.5 Hz. İH). 6.61-6.96 (m. 8H). 7.06-
’ ^’o7,48"7,43^’ 5H)- 13C-NMR (50 MHz. CDCI3), 201.10. 145.98, 

*43’83’ 142.89. 139.71. 138.97. 138.35. 133.50. 132.88. 130.46. 129.92. 
}nî’oo/n \2^2, 128’68* 127.52, 127.30(2x), 127.19, 127.05. 126.48(2x). 
126.33(2x). 126.12, 125.81. 123.87, 123.19, 55.58. 46.11, 46.07, 40.16. 38.35.
IR-Spektrumu (KBr, cm" 1) 3060, 3020. 2980, 2940. 2865, 1675. 1620, 1595, 
1490. 1475, 1445, 1280, 1240, 770, 750, 740. 700. MS (m/e) 424 (M+).

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Gerilimli siklik alkin 6 sentezinde yaygın olarak kullanılan 
yöntemlerden biri, bromometilensikloalkanlann 4 potasyum tert-bütoksik ile
olan düzenlenme reaksiyonudur(3). Bu reaksiyonda cz-eliminasyonu ile önce bir 
alkilkiene karben oluşmakta, bu karbenln düzenlenmesi ile halka genişlemiş 
slkloalkin 6 meydana gelmektedir.

- (CH^n IH
V__c

t-BuOK(CH2)n^C=CHBr

4
5

Buna göre hedeflenen benzoblsikloalkin 3'ün sentezi için 2- 
bromometilenebenzonorbomen bileşiğinin 6 sentezlenmesi gerekmektedir. Bu 
bileşik sentezlendiği takdirde potasyum tert-bütoksit ile reaksiyona sokularak 
arzu edilen benzoblsikloalkin 3 böylece sentezlenmlş olacaktır.

CHBr t-BuOK

Çalışmada önce 2-benzonorbomenon 7 sentezlendi. Bu bileşik 7 
literatürde belirtildiği şekilde benzonorbomadienden çıkılarak kolayca elde 
edildi(4.5). Sonraki kademede keton 7 CBr4 ve trifenilfosfln ile muamele edilerek 
exosiklik dibrom bileşiğine 8 dönüştürüldü. Oluşan ürün 8 kromatograflk yolla 
saflaştırıldı ve yapısı spektroskopik yöntemlerle aydınlatıldı.

O Ph3P. CBr4

Benzen, refluks
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Böyle ce 2-bromometllenebenzonorbomen 6 için gerekli ana iskelet elde 
edilmiş oldu. Bundan sonraki kademede brom atomlarından birinin hidrojen ile 
sûbstltûe edilmesi gerekir. Bunun için exosiklik dibrom bileşiği 8. -100°C'de 
önce tert-butillityum, müteakiben H20 ile muamele edildi. Gerekli kromatograflk 
saflaştırma İşlemlerinden sonra yüksek verimle (%86) aızu edilen exosiklik 
ylnilbromûr 6 elde edlldL

CBr2 1-t-BuU/THF

2. HzO

CHBr

Bileşiğin 6 yapı tayini 1H-ve 13C-NMR ile yapıldı. Yapılan 
spektroskopik incelemelerden 6 bileşiğinin iki stereoizomerden (6a ve 6b) 
oluştuğu ve bu izomerlerden 6a'nın %80 oranında, 6b'nin ise %20 oranmda 
oluştuğu spektrum integrasyonundan belirlendi.

Bu iki stereoizomer kromatograflk yöntemlerle birbirinden ayrılmadı. 
Bu nedenle, karışım halinde 1H-ve 13C-NMR spektrumlan kaydedildi. Karışıma 
alt 250 MHz 1H-NMR spektrumunda exosiklik çift bağ protonları olefinIk bölgede 

5=6.08 ve ve 5.69 ppm de rezonans olmaktadır. 5=6.08 ppm de gözlenen sinyal, 
6a izomerindeki oleflnlk protona ait olup, çift bağa komşu metilenik protonlarla
alilik etkileşmeden (J=2.1 Hz) dolayı triplete yarılmıştır. 5=5.69 ppm deki 
rezonans sinyali %20 oranmda oluşan diğer İzomerin (6b) oleûnik protonuna ait 
olup geniş singlet olarak rezonans olmuştur.

£xosiklik vinilbromûr bileşiği 6 sentezlendikten sonra, bu bileşiğin 
potasyum tert-bûtoksit (t-BuOK) ile reaksiyonu incelendi Bu amaçla 6 bileşiği 
THF içinde t-BuOK ile muamele edildi Kromatograflk saflaştırma işlemlerinden 
sonra yapılan spektroskopik incelemelerden bûtoksieter 9'un tek ürün olarak 
%20 verimle oluştuğu görüldü.

6 o i1

I ı

Bûtoksieter 9, vinilbromûr l’ln t-BuOK ile reaksiyonundan da tek 
ûrûn olarak elde edilmiş ve bu reaksiyonda ara ûrûn olarak ailen 2’nin oluştuğu 
İleri sûrûlmûştûr(2). Farklı yapıya sahip bu iki bileşikten (6 ve 1) aynı ürünün 9
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oluşması, her İki reaksiyonda da aynı ara ürünün (alkin 3) oluştuğunu ortaya 
koymaktadır.

Heri sürdüğümüz gibi, bu reaksiyondan gerçekten sikloalkin 3 
oluşuyorsa, bu ara ürünün varlığı 1,3-difenlIbenzoizofuran (DBI) ile 
yakalanarak doğrulanmış olacaktır. Bu nedenle, exosikllk vinllbromür 6 ve 
DBI nın kuru THF daki çözeltisi, bir ekivalent t-BuOK ile reaksiyona sokuldu. Bu 
reaksiyondan kolon kromatograflsi ile iki ürün izole edildi. Kristallendirme ile 
saflaştırılan bu 2 ürünün yapısı »H-.^C-NMR. kütle spektrumu ve Röntgen (X- 
ray) analizleri ile aydınlatıldı.

Gerek 13C-NMR’ında 8=201.09 ve 201.10 ppm de gözlenen sinyaller, 
gerekse IR spektrumunda 1675 ve 1680 cm"1 de gözlenen gerilme titreşimleri bu 
iki üründe de karbonil grubunun varlığını açıkça göstermektedir. Bu nedenle, 
izole edilen ürünlerin beklenilen yakalanma ürünleri (10,11) olmadığı ve kolonda 
ilgili keton bileşiklerine (12,13) düzenlenmiş ürünler olacağ kanaatine varıldı.

CHBr * -BuOK

THF

Al203

Yapıya kesinlik kazandırmak için izomerlerden birinin röntgen analizi 
(X-ray) yapıldı. Röntgen analizinden bu bileşiğin keton 12 olduğu ortaya çıktı.

Röntgen analizi yapılan bileşiğin 12, düzenlenmiş yapıda keton olması, 
bu reaksiyondan ara ürün olarak sikloalkin 3'ün oluştuğunu ve bunun DBI 
tarafından yakalandığını ve daha sonra yakalanma ürünlerinin (10,11) ilgili 
keton bileşiklerine (12,13) düzenlendiğini kanıtlamaktadır. İzole edilen diğer 
ürün 13, röntgen analizi yapılan bileşikle 12 izomer olması nedeniyle yapısı da 
endo olarak belirlendi

Alkin katılma ürünleri (10,11) izole edilemediği için, baz katalizi! çift 
bağ izomerizasyonu doğrudan bu bileşikler üzerinde incelenemedi.

~iHrtt -BuOK

çift bağ izomerizasyonu
Ph(10,11)

(4 izomer)

Ailen Katılma ÜrünleriAlkin Katılma Ürünleri
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Bu nedenle, exoslklik vlnllbromûr 6'nın dehidrobrominasyonu 2 
eklvalent t-BuOK kullanılarak (DBI) varlığında tekrarlandı. Bu reaksiyondan 
kolon kromatograflsl İle 4 izomerlk katılma ürünü İzole edildi. Yapılan 
spektroskoplk İncelemelerden bu ürünlerin, vlnllbromûr l'in t-BuOK ile 
reaksiyonunda (DBI varlığında) oluşan ailen katılma ürünleri (2) oldukları tesbit 
edildL

İki eklvalent baz kullanıldığında ailen katılma ürünlerinin oluşması, 
kullanılan bazın aşırısının alkin katılma ürünlerinde (10,11) çift bağı izomeıize 
ettiğini açıkça göstermektedir.

Tüm bu
dehldrobrominasyonunda, İleri sürüldüğü gibi (2), ara ürün olarak ailen 2'nin 
oluşmadığını, aksine alkin 3'ün oluştuğunu ortaya koymaktadır. Bu durum, 
yeterince küçük siklik yapılarda, alkinlerin allenlerden daha kararlı olduğunu 
göstermektedir.

Son olarak ailen 2 ve sikloalkin 3 üzerinde yapılan semi-ampirik 
kuantum mekanik hesaplamalar, termodinamik olarak alkin 3'ün daha kararlı 
olduğunu göstererek deneysel çalışmaları destekler sonuçlar ortaya koydu.

deneysel sonuçlar vlnllbromûr 1 'in bazik
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BENZONORBORNADİENİN FONKSİYONALİZASYONU 

İ-YÜKSEK SICAKLIK BROMİNASYONU 

İİ-ELEKTROKİMYASAL REAKSİYONLARI

Arif D AŞTAN, Ümit DEMİR, Osman ÇAKMAK, Fatih KÖLEll ve Metin 

BALCI

Atatürk Üniversitesi, Fen-Edebtyat Fakültesi, Kimya Bölümü Erzurum

THE FUNCTIONALIZATİON OF BENZONORBORNADIENE 

İ-HİGH TEMPERATÜRE BROMINATION 

İİ-ELECTROCHEMİCAL REACTIONS

SUMMAKY

The bromlnatlon of benzonorbomadlene at 0 ° C has been found to give only 

product, the dibromide 5 produced vla Wagner-Melrweln rearrengement wlth 

accompaying aryl migration .The bromlnatlon of 1 at 150 °C 

formatlon of the non-rearranged product 2,3 and 4, bcsldes rearranged prcduct 5. 

The electrochemlcal oıddatlon reactlon of benzonorbomadlene also givcd rearranged 

„ products.

one

resulted İn the

ÖZET

Benzonorbomadlenln O °C de bromlanması aril göçüyle Wagner-Melrwein 

düzenlenmesi sonucu yalnız dibrom 5 ürününü vermektedir. l'In 150 °C de 

bromlanması sonucu düzenlenmiş ürünün yanında düzenlenmemiş 2,3 ve 4 ürünleri 

oluşmaktadır. Benzonorbomadlenln elektrokimyasal oksldasyon reaksiyonları da 

düzenlenmiş ürünlere dönüşmektedir.

GİRİŞ

Bromun olefinlere elektroflllk katılması İyi bilinen ve geniş şekilde 

araştırılan reaksiyon olmasına rağmen bromlanma mekanizması hala
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tartışma konusudur(l). Yapılan çalışmalar çerçevesinde, şu anda bromlama 

reaksiyonları İçin kabul edlllen gerçek şudur. Brom önce molekül yapısına 

bağlanarak köprülü bromonyum iyonu veya bromokarbonyumoluşturur. 

Karşıt iyon olarakta çözücünün protlk veya aprotlk oluşunna göre bromür 

veya tribromür kabul edilmiştir.Karşıt iyonun bromonyum iyonuna arka 

taraftan atak yapması sonucu an ti katılma ürünü oluşur.

DBNEL BÖLÜM

1-Benzonorbornadienin 150 °C dbrominasyonu 300 mg (2.11 

mmol) benzonorbornadien 25 mİ dekalinde çözüldü. Manyetik olarak 

karıştırılan çözelti 150 ° C ye ısıtıldı. Daha sonra 368 mg (2.30 mmol) Bg 

ısıtılarak gaz halinde reaksiyon ortamına gönderildi. 1-2 dakika bu sıcaklıkta 

karıştırılan reaksiyon muhtevası oda sıcaklığına kadar soğutuldu. Dekalm 

vakum altında 60-70°C de destlle edilerek uzaklaştırıldı. 637 mg vizkoz ürün 

karışımı 65 gr silikajel dolgu maddesi içeren kolona yüklendi.Hekzan ile elue 

edildi. Eluantlar 25 ml'lik fraksiyonlar halinde toplandı .İlk 600 ml'lik 

eluantm (250mg) % 89 trans dibrom2 ve % 11 Exo-cis-dibrom 3 içerdiği NMR 

integrasyon oranlarından belirlendi.Daha sonra bu karışım silikajel ince 

tabaka kromotoğrafîsi ile (9/1) (Hekzan/Kloroform) ile ayrıldı, önden yürüyen 

yoğun maddenin saf transdlbrom 2 olduğu belirlendi. Açık san vizkoz sıvı. 

Kolondan elde edilen daha sonraki 500 ml'lik eluantm (332mg) % 62 Exo - 

cis-dibrom 3 ve % 38 düzenlenmiş dibrom 5 olduğu NMR değerlerinden 

belirlendi. Bu karışım silikajel ince tabaka kromatoğrafisi ile (4/1) 

(Hekzan/Kloroform) kullanılarak ayrıldı, önden yürüyen fraksiyon Exo-cis- 

dibrom 3 saf olarak izole edildi. Diklormetan /Hekzan (1/3) karışımında 

kristallendirildl. Beyaz kristaller (E.N. 78-79°C ) İnce tabakada 2. fraksiyon 

düzenlenmiş dibrom 5 saf olarak izçole edildi. Etanolde kristallendirildi. Beyaz 

kristalleri E.N. 76-77 °C ) Kolondan elde edilen son 400 mİ İlk eluanttan 55 

mg saf Endo-cis-dibrom4 izole edildi. Diklormetan/Hekzan(l/4)karışımında 

kınstallendirildi.Beyaz kristaller.(E.N. 125-126°C).

Ürünlerin kolondan geliş sırasına göre izole edilen toplam miktar ve 

oranlan şu şekildedir.

Ttansdlbrom(2) 222 mg (% 34.85)

Exo-C4s-dibrom(3) 235 mg (% 36.89)
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Düzenlenmişdibrom(6) 125 mg(% 19.62) 

Endo-cls-dibrom(4) 35 mg (%8.63 )

2- Benzonorbomadienln 1 metoksllasyonu

lOOmg ( 0.7 mmol) Benzonorbomadlen 1 Pt-Pt elektrotlarla 30 mİ 0.4M 

Metanol/ LICIO4 İle anodik olarak ortalama 200 mA akım İle 1 saat elektroliz 

edildi. Çözücü evaparatörde çektirildikten sonra eter İle work up yapıldı. Elde 

edilen ham ürün 30 gr sllikajel üzerinden %5 Hekzan/ Etilasetat ile 

saflaştırıldı. %91 verimle dlmetoksi bileşiği 6 elde edildi. Açık san sıvı.

3- Benzonorbornadienin Etoksilasyonu

100 mg (0.7 mmol ) Benzonorbomadlen 1 Pt- Pt elektrotlarla 30 mİ 

0.4M Etanol/ LICİO4 He anodik olarak ortalama 10 mA akım İle 5 saat 

elektroliz edildi. Çözücü evaparatörde çekildikten sonra eter ile work up 

yapıldı.Elde edilen ham ürün 30 gr sllikajel üzerinde %5 Hekzan/ Etilasetat 

ile saflaştmldı.%63 verimle Dietoksi bileşiği 7 elde edildi açık san sıvı.

4- Benzonorbomadienin Asetoksilaslonu

200 mg (1.4mmol) Benzonorbomadlen NaCH^COO ve 30 mİ asetik asit . 

eşliğinde ortalama 16 mA akımla 5 saat elektroliz edildi. Elde edilen ham 

ürün %5'lik Hekzan/ Etllasetatla 30 gr sllikajel üzerinde kolon edildi. İlk 

fraksiyonlarda reaksiyona girmemiş 100 mg benzonorbomadlen geldi Daha 

sonraki fraksiyonlarda %35'lik verimle 64 mg diasetoksi8 İzole edildi.

TARTIŞMA

Benzonorbomadlen 1 rijit bir yapıya sahiptir.Benzonorbomadien 1 

oda sıcaklığında bomla reaksiyonu sonucu, oluşan bromonyum iyon ara 

ürünü düzenlenerek aril kayma ürününü 5 oluşturur (2) .Bromlamada 

reaksiyon sıcaklığının ürün dağılımını etkileyen en önemli parametre olduğu 

bilinmektedir (3).Benzonorbomadienin 150 °C de bromlarıma sısonucu, 

düzenlenmiş ürünün yanısıra. oluşması mümkün üç normal katılma ürünü 

yüksek verimle elde edildi.
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/ot K —^£°xkt* CsxhSrvjj 150°C / Dekalin

1 2 B*^ 3

5

Yüksek sıcaklık bromlnasyonunda gerek iskelet yapısının korunması, 

gerekse syn katılma ürünlerinin gözlenmesi; bu şartlar altında katılmanın 

zadikalik olabileceğini akla getirmektedir. Bu nedenle reaksiyonun radikalik 

olup olmadığını belirlemek amacıyla reaksiyon radikal yakalayıcı inhibitör ( 

2,4,6-tri-tert butil fenol ) eşliğinde denendi. Radikal yakalayıcı eşliğinde 

yapılan reaksiyondan yalnız düzenlenmiş ürün 5 oluştuğu gözlendi.

^ 150* C , Dekalin ^
1

5

Yüksek sıcaklık bromlnasyonunda. radikalik katılma ile bromonyum 

iyonu üzerinden olan katılma yarışma halindedir.Brom radikalleri, bu şartlar 

altında inhibe edildiği için yalnız bromonyum iyonu üzerinden katılma 

gözlenmektedir.

Benzonorbomadienin 1 0 °C deki bromlnasyonunda olduğu gibi, 

elektroktrokimyasal reaksiyonlan da düzenlenmiş ürünlere dönüştü.
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- 4e, Pt -Pt, 1.8 V

■>

LİCIO, / HX

6 : X = -O M e

7 : X = -OEt
8 : X a -OAc

SONUÇ

Halojen elektroflllerlnin çift bağlara katılmalan genellikle stereospesiflk 

olup, an ti katılma ürünü oluştururlar An ti katılma konjuge olmayan olefinler 

İçin genel bir kaidedir. Bu çalışmada yüksek sıcaklıkta brominasyon 

yapılarak syn katılma ürünlerinin elde edilebileceği belirlendi .Ayrıca rijit 

yapıda ve düzenlenmiş ürünlere dönüşen bisiklik olefinlerden normal katılma 

ürünlerinin elde edilebileceği tesbit edildi. Bunlara ilaveten, bisiklik yapıdaki 

olefinlerin elektroklmyasal oksidasyonu, bazı dlsübstitüe bisiklik hidro­

karbonların sentezi için uygun görünmektedir.

TEŞEKKÜR

BU çalışmayı maddi yönden destekleyen Atatürk Üniversitesi Fen- 

Edebiyat Fakültesine, sentezlenen bileşiklerin yüksek MHz İH - 13c -NMR 

spektrumlan için Prof. Dr. W.M. Jones'e (University of Florida, U.S.A ) 

teşekkür ederiz.
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lf2-BENZO-lt3,4-SİKLOHEPTATRİEN'İN SENTEZİ

Yaşar Kemal YILDIZ, Haşan SEÇEN ve Metin BALCI

Atatürk Üniversitesi, Fen-Edebiyat Fakültesi, Kimya Bölümü, 25240-Erzurum-Tüıkiye

SYNTHESIS OF 1,2-BENZO-l,3,4-CYCLOHEPTA'nUENE

SUMMARY

7,7-Dlbromo-2,3-benzobiçyclo[4.1.0]heptane 5 have been synthesized and then -silver 
ion- catalyzed reactions have been studied. Hydroxy alcohol 6 was converted to the 

corresporiding vinylbromide 8 which gave upon reactlon wlth base the ailene dlmere 10 

by dimerizasatlon of the formed ailene 9.

ÖZET

1,2- Benzo-l,3,4-sikloheptatiren 9 için çıkış maddesi olan 7,7-dibromo-2,3- 

benzobisiklo(4.1.0]heptan sentezlendi ve gümüş iyon katalize reaksiyonları incelendi. 

Hidroksi alkol 6 vinil bromür'e 8 dönüştürüldü. 8 in bazla muamelesi sonucunda 

oluşan ailenin 9 dimer ürünü 10 elde edildi.

GİRİŞ

Gerilimli siklik allenlerin sentezi için ilk teşebbüs Favorski tarafından yapılmış 

ve gerilimli siklik allenlerden ilk olarak 1,2- sikloheptadienin la sentezi Ball ve 

Landor tarafından başanlmıştır(l). Bu araştırmacılar sentezlerinde 2 bileşiğinin 

dehidro-brominasyonu sonucu l'in dimer ürünü 3'ü elde etmişlerdir(l). Daha 

sonraları gerilimli siklik allenler üzerine yapılan çalışmalar bu bileşiklerin 

izole edilemeyecek veya spekroskopik olarak gözlenemeyecek kadar reaktif 

olduğunu göstermiştir(l).
Sikloheptadien'in lb optikçe aktif olduğunu göstermişlerdir.

Balcı ve Jones(2) çalışmalarında 1,2-

1a R=H 
1b R=D

3

Halkalı sistemlerde çift bağların halka gerilimin! daha da artırdığı bilinmektedir. 

Bu açıdan la bileşiğine benzen anelasyonunun etkisini görmek için 

çalışmamızda 10 bileşiğinin sentezi hedeflendi. 10 bileşiği sentezlenerek yapısı 

spektroskopik ve kimyasal yöntemlerle aydınlatıldı.
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DENEL BÖLÜM

1 -Bromo-7-hidroksi-3.4-benzo sikloheptadien 6. 3 gr (9.9 mmol) dibromkarben 

katılma ürününe 5, 15 mİ su , 30 mİ aseton ve 1,69 gr gümüş nitrat katıldı. 

Otoklavda 8-9 atmosfer , 124-126 °C'de 30 dakika mekanik olarak kanştırıldı. 
Oda sıcaklığında reaksiyon karışımına 50 mİ su ve 250 mİ metilen klorür ilave 

edildi. Çökelti (AgBr) filtre edilerek süzüntüden uzaklaştırıldı. Sulu faz metilen 

klorür ile (2x50 mİ) ekstrakte edildi. Organik faz N^S04 üzerinden kurutuldu 

evaparatörde çözücü uzaklaştırıldı. Madde kolon kromotagraflsi yöntemiyle 

silikajel kolonla saflaştırıldı. 6 Karbontetraklorürden kristallendirildi (verim 

%32, e.n.64-65°C, renksiz kristal).

1,7-Dibromo-3.4-Benzosikloheptadien 7. 2,39 gr (lOmmol) alkol bileşiğine 6, 

30 mİ mutlak benzen ilave edildi reaksiyon sıcaklığı -5°Cye düşürüldü. 1,58 gr 

(20mmol) piridin ve 5,42gr (20mmol) fosfor tribromür ilave edildi. 12 saat

karıştırılıp reaksiyon sıcaklığı 0 °C 'de iken 30 mİ su ilave edildi. Sulu faz 

kloroform ile (3x50ml) ekstrakte edildi ve organik faz sodyum sülfat üzerinden 
kurutuldu. Çözücü evaparatörde uzaklaştırıldı. Dibromür 7 kolon 

kromatografisi yöntemiyle silikajel kolondan saflaştırıldı (%56, renksiz sıvı).

LrBromo-Ş^-benzosikloheptadien 8. 1 gr (3,3 mmol) l,7-Dibromo-3,4 Benzo - 
1.3 sikloheptadien 7 bileşiği 30 mİ THF'de çözüldü. 30mİ THF'de süspanse 

edilmiş 140 mg (3.68mmol) LiAlf^'ün üzerine damlatma hunisi vasıtasıyla ilave 

edildi. 40-45 °C'de 2 saat karıştırıldı. Reaksiyon karışım sıcaklığı 0°Cye 

soğutuldu. Su ilave edildi, süzgeç kağıdından süzüldü, süzüntü kloroform ile 

(2x50 mİ) ekstrakte edildi. Organik faz CaC^ üzerinden kurutuldu, çözücü 

evaparatörde uzaklaştırıldı, kolon kromotograflsi yöntemi ile silikajel kolonda 
saflaştırıldı (%85, renksiz sıvı) .

Dimcr 10.1 gram (4,5 mmol) vinilbromür bileşiği 8 30 mİ THF'de çözüldü,

üzerine 20 mİ THF'de çözülmüş 0,56 gr (4,95mmol) potasyum tersiyer-bütoksit

damlatma hunisi vasıtası ile ilave edildi, 2 saat 60 °C'de karıştırıldı. Reaksiyon 
karışımı oda sıcaklığına

getirildi, 50 mİ su Üave edüdi .metilenklorürle (2x50ml) ekstrakte edüdi. Organik 
faz CaCl2 üzerinden kurutuldu, çözücü evaparatörde uzaklaştırıldı, 

aliminyum oksit kolondan saflaştırıldı, dimer 10 kloroform/hekzandan 

kristallendirildi (%20.e.n.l21-122°C. renksiz kristal).

Karışım
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SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Bu çalışmada hedeflenen ailenin 9 sentezi İçin 3,4-dihldronaitalin 4 çıkış 

maddesi olarak kullanıldı.İlk olarak bu bileşiğe dibromokarben katılarak 7,7- 

Dibromo-2,3-benzobisiklo [4.1.0]heptan 5 sentezlendi. 5’İn AgNOg eşliğinde 

aseton-su içinde 124-126 °C'de otoklavda açılması suretiyle alkol 6 elde 
edildi. 6 bileşiği PBı^ ile muamele edilerek dibromür 7 'ye dönüştürüldü. 7 

bileşiğinin LIAİH 4 ile İndirgenmesi sonucunda ailen sentezi için düşünülen 

reaktiflerden l-bromo-3,4-benzo-l,3-sikloheptadlen 8 sentezlendi. Bu bileşiğin 

C7 karbonundaki protonlar alilik pozisyonda bulunduğundan dolayı asidiktir, 
bu nedenle baz tarafından protonlardan biri kolayca koparılarak istenilen 

dehidrobrominasyon gerçekleşebilir ve böylece hedeflenen ailen 9 

sentezlenebilir. Bu eliminasyon, baz olarak potasyum tert-bütoksit 

kullanılarak, 60 °C'de gerçekleştirildi. Reaksiyon sonucunda termodinamik 

kararlı olan ailen dimeri 10 tek ürün olarak izole edildi. Benzo grubu siklik 

allenlerde halka gerilimin! her ne kadar artırmakta ise de ortamda diğer 

ürünlere neden olacak pozisyon bulunmadığından dolayı molekül gerilimli 

siklik ailene dönüşmektedir.

REAKÜFLER VE ŞARTLAR:

alCHBrg.NaOH.Benziltrietilamonyum klorür, 4CPC, b) AgNO^ , aseton, su, 115- 

120°C, clPBr^,benzen,piridin, -1 cPc , d) LIAIH4.THF.45 °C, e) K-tert-butoksit, 

THF.
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POLİOKSAKLORHİDRİNLERE EPİKLORHİDRİNİN KATILMASI VE 
POLİOKSAEPİKLORHİDRİNLERİN SENTEZİ

Halil HOŞGÖREN ve Nureddin ÇOLAK

Dicle Üniversitesi. Fen-Edebiyat Fakültesi Kimya Bölümü, Diyarbakır-Türkiye

ADDITION OF EPICHLOROHYDRIN TO POLYOXACHLOROHYDRINS AND SYNT- 
HESES OF POLYOXAEPICHLOROHYDRINS

SUMMARY

Polyoxadlchlorohydrin (PODCH) oligoners were obtained by adding eplchloro- 
hydrln (ECH) to polyoxachlorohydrlns (POCHs) uslng H2S04 catalyst. These com- 
pounds were converdet to polyoxaepichlorohydrins (POECHs) by treatment with 
NaOH in ether solution. The structure of obtained products were characterized by

13C-NMR, IR-spectmms and elemental analysis results.

ÖZET

Polloksadiklorhidrin (PODCH) ollgormerleri H2S04 katalizörlüğünde, 
epiklorhldrinln (ECH) polloksaklorhldrinlere katılması ile elde edildiien Bu 
bileşikler eter İçinde NaOH Üe etkileştirilerek polioksaepiklorhidrinlere (POECHJ
dönüştürüldüler. Elde edilen bileşiklerin yapısı 13C-NMR IR-spektrumlan ve ele- 
mentel analiz sonuçlan ile karakterize edildiler.

GİRİŞ

Literatürde ilk polîfonksiyonel klorhidrin H2SO4 katalizörlüğünde

ECH ile etilenglikoldan çıkarak l-kloro-3-(P-hidroksi etoksi)-2-propanolun 
sentezi M.S.Kharash ve W.Nudenberg (1) tarafından yapılmıştır. Khorhid- 
rinler ile ECH’in H2SO4 katalizörlüğünde kondensasyonu T.Kawai (2) 
tarafından yapıldığını görmekteyiz. Polietilen glikollerin bazı aromatik ve 
alifatik epöksitlere katılması HCI04 katalizörlüğünde ise Ç.Erk (3,4)

tarafından yaptoışür.^. ye diepoksitierin türevleri, makrosiklik

eter sentezinde kullanılmaya başlanmıştır. Örneğin 1986 ylında 
Y.Nakatsuji ve arkadaşları (5). 1987 yılında ise J.M.Pugia ve arkadaşları 
(6) oligoetilendiglisidil eterleri ve 2-susbtitüe-2- (kloro metoksı) -oksıran 
bileşiklerini sıraysıyla makrosiklik eter sentizinde kullandılar.

Bu çalışmada ise alkolik fonksiyonel gruplar taşıyan krown eterlen 
sentezleyebilmek için bazı PODCH ve POECH türevleri hazırlanmıştır.
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DENEL BÖLÜM

PODCHTerin Sentezi

rkM~c' +
1 \ 0 /n OH V

1
cı h2sq 4 ^

(eter)

n=0,1,2,3
1 mol ECH ve 2 mol POCH katalik miktarda H2SO4 (% 98) ile

C1 cı \ 0 /n 0 oh

140-170 °C'ta 10 saat geri soğutucu altında ısıtıldı. Soğutulduktan sonra 
reaksiyon kanşımı NaHCC>3 ile nötralleştirilerek düşük basınç altında

destillendi

POECH'lerin Sentezi

/MyC NaOH

n=0,1,2,3
200 mL eter içinde çözülen 0,3 mol PODCH °C'ye soğutuldu. Toz 

haline getirilen 0,36 mil NaOH karıştırılarak iki saat içinde kısım kısım

yukarıdaki PODCH çözeltisine ilave edildi. Reaksiyon karışımı 0°C'ta iki 
saat daha karıştırıldı. Süzülen eter fazı birkaç kez saf su ile yıkınırak, re­
aksiyona girmeyen NaOH fazlası uzaklaştırıldı. Daha sonra eter 
Na2S04 üzerinde kurutuldu. Eter uçurularak ürün düşük baasmç 

altında destillendi.

fazı

SONUÇLAR ve TARTIŞMA

Bu çalışmada yeni PODCH ve POECH türevleri n=0,1,2,3 için 

hazırlandı. Hazırlanan bileşiklerin kaynama noktaları, nD25 kırılma indis­

leri. elementel analiz sonuçları ile reaksiyon % verimleri Tablo-l’de veril­
di. Bileşiklerin yapılan 13C-NMR ve IR- spektrumları ile doğrulanmıştır. 

Ayrıca Tablo-l'den görüldüğü gibi, hesaplanan ve bulunan C ve H % 
değerleri uyum içinde oldukları görülmektedir. PODCH ve POECH

türevlerinin (n=0.1.2.3) 13C-NMR kimyasal kayma değerleri TabIo-2 ve 

'îI?1ın,şHr; n-° iÇin 1.6-dikloro-4- oksa-2-hekzanol ve l,2-epoksi-4- 

bibilerinde 5 farklı kimyasal kaymaya sahip C 
atomları için 5 farklı pik gözlenmekledir, (şekil-1.2) Buna karşılık n=l 2 3 
durumda bileşiklerin C iskeletindeki bütün Cların.n pikleri çıkma­
maktadır. Bu durum PODCH ve POECH türevlerindeki X Cların ySun

kimyasal kayma değerlerine sahip olmalarından ölürüdür, (şekil-3,4).

}?revlerlnin IR-spektrumlarında 1150 - 1085 rm
rnrl A asimetrik esnemesinden ötürü, absorbsiyon bandı 1125
< m, ne gözlendi, ayrıca PODCH türevlerinin 
sorbsivon bantlar, da POECH türevlerinin 
Bu da epoksiı halkasının oluşumuna

-1

-1cm * ‘deki OH ab- 
speklrumunda kaybolmaktadır, 

ilave bir kanıttır.
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Toblo-1 : Polioksadiklorhidrin ve polioksaepiklorhidrin'lirin Fiziksel 
özellikleri ve elementel analiz sonuçlan

Elemenle] Analiz
25bulunanhesaplanan

Kapalı formülü k.n.(°C) %Bileşiğin adı nD%H%H %C• verim
1.47505.90c 5h 10ci 2°2 140-144 40 34.68 5.78 34.83] ,6-dlkloro-4-oksa-2- 

hekzanol

1.47411,9-dlkloro-4.7-dloksa-2- C7H]4Cl203 126-128 55 38.71 6.45 39.00
nonanol

1.12-dlkloro-4.7.10- 
trloksa-2-dodekanol

6.82

731 1.4691
c 9h 18c ,2°4 148*153 50 41.38 6.90 42.32

1,47271,15-dlkloro-4,7.10,13- 
tetraoksa-2-pentadekanol

1.2- epoksl-4-oksa-6- 
İdorohekzan

1.2- epoksl-4.7,-dloksa-9- 
klorononan

1.2- cpoksl-4,7,l 0-trloksa- 
12-klordodekan

1.2- epoksl-4.7.10.13- 
teıraoksa -15- 
kloropenıadekan

43.28 7.21 43.80 7.81CUH22Cİ205 176-184 34

6.45 : 1-449796-100 51 43.96 6.59 43.59C5H9CIO2

1,455896-100 41 46.54 7.20 46.70 7.33C7H13CIO3

1.4594128-130 42 48.11 .7.57 48.00 7.93C9Hı7C104

8.11 1-4610162-166 56 49.16 7.82 49.72
c 11h 21c ,°2

Toblo-2 : Polioksailorhldrinlerin CDCI3 İçinde Bruker AC-200 L

model 50,33 MHz 13C-decoupled NMR spektrumlan 
kimyasal kayma değerleri (ppm olarak)

Karbon No n=2n=ln=0

42,2542,2945.5342.581

45.4145,4645.6345,582

69.5469.6669,9569.753

70,6370.7470.9971.024

71.5771,6571,8471.455

69,8769.9770.45xn
70,1270.2370,71

xn
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Toblo- 3 : Polioksaepiklorhidrinlerin CDCI3 içinde Bnıker AC-200 L

model 50,33 MHÎ^C-decoupled NMR spektrumlan 
kimyasal kayma değerleri (ppm olarak)

$

n=3n^2n=ln=0Karbon No

42,3342,0942,2842,491

43,6443,0043,3943,462

50,2849,7750,11*50,233

70.8270,3670,6770,864

71,09 71,4971,3971,385

70,1069,6369,94

! ' ı 2
•t l

I I1
I4

I *
:/ -•

Cl

C*lt

111 |

LİJJ üIM

10 fo e so 40
i (rrml

al,nmi5 Bruker
u C ttooupliîd ııuır speklrumu

$*M1 1.
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Şekil 2:1,2-epoksi-4-okza-6-klorohekzan'ın CDCl^ içinde alınmış 
Bruker AC-200 L model 50,33 M Uz. 13C Decoupled nmr spektrumu.
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Şekil- 3 : 1,15- dikloro-4,7,10,l3-tetreOkzc-2-per.tedekar.ci'ur. CDC1- içinde alınmış 

Bruker AC-200 I. mocel 50,35 r.:\z 0C- Decouplec r-r spektrurr.j
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xn
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A A /~\ r\
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74 70 66 62 58 54 50 46 42 38 34 30 26 22 18

*T ( ppm)

Şekil- 4:l,2-epoksi-4,7,10,13-tetrcokzs-15-kloropentedekan,ın CDCI3 içinde alınmış 
Bruker AC-200 L model 50,33 K Hz.^C Decc.pled nmr spektrumu.
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DİKLOROKETEN İLE BAZI ALLİLETERLERIN SİKLOKATİLMA
tepkimeleri

Hülya ŞENÖZ .Mehmet TOY,Süleyman YILDIRIR

Hacettepe Üniversitesi Müh.Fak.Klmya Bölümü Bey tepe Ankara

CYCLOADDITION REACTIONS OF DICHLOROKETENE WİTH ALLYL ETHERS

SUMMARY

electron
reactions of these ethers wlth dlchloroketene was reallzed . It has been observed that
phenylallyl ethers havlng electron wlthdrawlng substltuents dld not glve 
cycloaddltion reactions, but the phenylallyl ethers havlng electron donaung 
substltuents yleld [2+2] cycloadducts and also clalsen rearrangement byproducts. 
These products were seperated by TLC and column chromatography methods and 
thelr structures were investigated by IR and NMR spectroscopy.

ÖZET

Bu çalışmada elektron çekici ve elektron verici sübstitlentler İçeren 
fenilalUl eterler sentezlenmlş ve bu eterlerin dlkloroketen İle 12+2] siklokatilma 
tepkimeleri gerçekleştirilmiştir. Elektron çekici sübsitientler İçeren fenhaUll 
eterlerin slldokatılma tepkimeleri vermediği gözlenmiştir. Elektron verici 
sübsitientler İçeren fenilallil eterlerin ise siklokatilma tepkime ürünü yanında bir 
miktarda Clalsen çevrilmesi türü ürünler verdiği gözlenmiştir. İnce tabaka ve kolon 
kromatograflsl yöntemleri ile bu ürünler birbirinden ayrılmış. IR ve NMR 
spektrumlan İle yapılan aydınlatılmıştır.

GİRİŞ

Ketenler heterokumulenlerin RıR20=C=O genel yapısına sahip çok 
aktif ve önemli üyeleridir. Yüksek reaktifliklerinden dolayı organik 
sentezlerde endüstri ve laboratuvarda önemli yer tutarlar.
Ketenler hakkmdaki ilk çalışmalar Staudinger tarafından 
yapılmıştır.Staudinger’ln çalışmalanndan bu yana oldukça uzun bir zaman 
geçmesine rağmen yalnız bir kaç keten saf olarak elde edilmiştir. Ketenlerin 
saf elde edilmesi zor olduğundan tepkime ortamında oluşturulur.
Ketenlerin önemli özelliklerinden biride alkenlerle ısısal [2+21 siklokatilma

Ketenleriıı^alkenlerle^'apüğı siklokatilma tepkimelerinin tek basamakta 

gerçekleşen ve dörtlü halka oluşturan tepkimeler olduğu bilinmektedir1. 
Ketenlerin siklokatilma tepkimelerinin önemi bu tepkimelerin 
stereospeslflk olmasındandır. Siklokatilma tepkimelerinde. 2+2] 
katılmaları ısısal yasaklanmış olmasına karşın komponentlerden birinin 
antrafaclal yaklaşımı He bu tepkimeler ısısal olarak ger^Meşeblllrler.

için minimum bir sterik engel içerir.
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DENEL BÖLÜM

Bu çalışmada kullanılan fenilallileter, p-klorofenilallileter, p-

esasss
Südototdma tepkimesi helyum atmosferi altında kuru eter/dimetoksletan 
çözücü karışımında 48 saat kaynatılarak gerçekleştirilmiştir3.

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Tepkime sonucunda p-nitro ve p-siyano gibi elektron çekici sübsitientler 
içeren eterlerin, ketenler ile siklokatılma tepkimelerine girmedikleri 
görülmüştür. Çünkü kuvvetli elektron çekici subsitientlerin alül çift bağı 
üzerindeki elektronları çekerek doymamış bileşikteki elektron yoğunluğunu 
azalttığı, dolayısıyla bu siklokatılma tepkimesini engellediği 
düşünülmektedir. Elektron verici sübsiüent içeren eterler ise dikloroketen 
ile [2+2] siklokatılma tepkimesi vererek diklorosiklobütanon türü ürünler 
vermişlerdir. Siklokatılma tepkimesi yanında bir miktarda Claisen türü bir 
çevrilme ile yan ürününde oluştuğu gözlenmiştir^.

O
C1

“x V^°-Or
\
c=c=o

/cı
12+2] Siklokatılma ÜrünüAlili Eter Keten

R^H. CH3, C1

İnce tabaka ve kolon kromatograüsi yöntemleri kullanılarak bu ürünler 
birbirinden ayrılmış, yapılan IR ve NMR spektroskopisi yöntemleri ile 
aydınlatılmıştır. Siklokatılma ürünlerinin IR spektrumunda; karbonil grubu 
piki dörtlü halkanın gerginliğinden dolayı 1810-18l2cm_1 'de gözlenmektedir. 
Etere ait C-O gerilme bantlan ise 1200-1100 cm"1 civarında gözlenmektedir.

NMR spektrumlannda ise;
5=6.5-7.5 ppm 'de aromatik protonlar multiplet 
5=4.0-4.3 ppm 'de O-CH2 protonlan doublet
6=3.1-3.4 ppm'de 4'lü halkadaki üç proton multiplet 
p-tolilallileterin siklokatılma ürününde ise;
5=2.3 ppm'de aromatik halkaya bağlı CH3 protonlan singlet olarak 

gözlenmiştir.
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MOLEKÜL İÇİ [2+2] SİKLOADİSYON TEPKİMESİ İLE BAZI 
HETEROSİKLİK BİLEŞİKLERİN SENTEZİ

Mehmet TOY , Hülya ŞENÖZ ve Süleyman YILDIRIR
Hacettepe Üniversitesi Müh.Fak.Kimya Bölümü Beytepe Ankara

SYNTHESIS OF HETEROCYCLIC COMPOUNDS W1TH INTRAMOLECULAR [2+2] 
CYCLO ADDITION

SUMMARY

syntheslzed §°3S K™

intramolecular (2+2] cycloaddition of phenoxyketenes which carry different 
substltuents are investigated. .. . . - , .

In örder to synthese phenoxyketenes, ftrst phenoxyaclds having formyl in o- 
position are synhetized and than these acids have been convertcd into tosylates bv the 
lnterraction with p-toluenesulphonylchlorlde. And than phenoxyketenes have been 
produccd by the lnterraction ol triethylamlne. It has been observed that benzolurans 
wlth dlfTcrent substitücnts formed as result of İntramolecular addition with lormll 
groub whlch are on o-poslüon of phenoxyketens.

ÖZET

Ketenlerin molekül İçi slkloadisyon tepkimesi ile birçok hetcroatom içeren 
bisiklik ve trlsiklik bileşikler sentezlenebilmektedir. Bu Çalışmfda degişik 
sübstituent taşıyan fenokslketenlerln molekül içi [2+21 stkloadisyonu 
İncelenmiştir. Fenoksl ketenleri sentezlevebllmek için öncelikle o-pozisoyonunda 
formil grubu İçeren fenoksl aslüer sentezlenmlş ve bu asitler p-toluen sulfoniUdorür 
ile etkileştirilerek tosllatına çevrilmiştir. Daha sonra trletilamln İle etkileştirilerek 
fenoksl ketenler oluşturulmuştur. Fenoksl ketenlerin^-pozisyonunda bulunan fomül 
grubu ile molekül içi katılma sonucu değişik sübstituentli bcnzofuranlar oluştuğu
gözlenmiştir.

GİRİŞ

Ketenlerin ısısal [2+2] slkloadisyon tepkimesi İle. başka yollarla 
sentezi oldukça güç olan slklobütanon türevleri sentezlenebilmektedir1. Bu 
tepkime molekül İçi veya moleküller arası olarak gerçekleşebilmektedlr.

fpnnkslketenlerle ısısal molekül İçi [n2s+n2a] slkloadisyon tepkimesi 
sonucu heteroatom içeren trlsiklik bileşikler sentezlemekür. Bu amaçla orto 
konumunda formil. alili ve İmin (C=Q. C=C ve C=N) gibi doymamış gruplar
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içeren fenoksike tenler sen tezlenmiş ve bu ketenlerin ısısal molekül içi 
sikloadisyon tepkimeleri gerçekleştirilmeye çalışılmıştır.

Y=C, O, N

DENEL BÖLÜM

Fenoksi asitleri a-halo karboksilik asitlerin bazik ortamda salisil aldehit ile 
sübstitüsyonundan elde edilmiştir. Elde edilen fenoksi asitler p- 
toluensülfonil klörür ile önce tosilatına , daha sonra NEt3'li ortamda 

ketenine dönüştürülmüştür. Bu ketenler kararsız olduğu için keten oluşumu 
ve sikloadisyon aynı anda tepkime ortamında gerçekleştirilmiştir. Meydana 
gelen halkalı katılma ürünleri kolon kromatografisi yöntemi ile yan 

ürünlerden ayrılmış ve IR, *H-NMR spektrumlan alınarak yapıları 
aydınlatılmıştır.

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Bu sikloadisyon tepkimesinde en olumlu sonuç orto konumunda formil 
0f=O) grubu içeren bileşiklerde gözlenmiş olduğundan çalışmamız bu yöne 
kaydırılmıştır.

42



O—*c=*c=*o
1
R.

R=CH3, C2H5> C0H5

Yaptığımız çalışma sonucunda molekül içi sikloadisyon tepkimesinde elde 
edilen trisiklik ürünlerin kararsız olduğu, siklobütanon halkasının 
dekarboksile olarak benzofuran türevi bileşikler oluşturduğundan 
anlaşılmıştır.

Ha

Rr35*
^—»=0

O^C=C=0
R

R

I R-CH3

n r =-C2H5 
ra R=-c#fe

Benzofuran türevi ürünlerin spektroskopik verileri:
I. Ürün için IR spektrumunda: 3050 cm'1 aromatik hidrojenlerin gerilme 

bandlan, 1620 cm'1 furan halkasmm C=C titreşim bandlan, 1600 cm 
benzen halkasının C-C titreşim bandlan, 1200 cm-1 furan halkasmm C-O-C 
titreşim bandlan görülmektedir.
NMR spektrumunda: 5= 2.5 ppm(s) CH3 protonlan

6= 6.4 ppm(s) Ha protonlan
5= 7.0-7.8 ppm(m) aromatik protonlan

spektrumunda 3050 cm'1 aromatik hidrojenlerin gerilme 
-1 furan halkasının C=C titreşim bandlan, 1600-1400 cm"1 

titreşim bandları 1200 cm'1 furan halkasmm C-O-C

II. Ürün için IR s 
bandlan, 1615 cm 
benzen halkasının 
titreşim bandlan görülmektedir.

43



NMR spektrumunda: 8= 1.5 ppm(t) CH3 protonlan 

8= 2.8 ppm(q) CH2 protonlan 

8= 6.5 ppm(s) Ha protolan 

8= 7.0-8.0 ppm(m) aromatik protonlar 
III. Ürün için IR spektrumunda: 3050 cm”* aromatik hidrojenlerin gerilme 

bandlan, 1620 cm‘l furan halkasmm C=C titreşim bandlan, 1600-1400cm" * 
benzen halkasının titreşim bandları, 1200 cm'^ furan halkasının C-O-C 
titreşim bandlan görülmektedir.

E.N.= 121 °C Ut E.N.= 120-121 °C 'dır.
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İZOKSAZOLİDİN-5-SPİROSİKLOPROPANLARIN ÇEVRİLMESİ : NİTRON- 

METİLEN SİKLOPROPAN 1,3-DİPOLAR SİKLOKATILMA REAKSİYONUNDA 

REGİOSEÇİMIİLİK

Yaşar DÜRÜST (*), Alberto BRANDI (**), Francesco DE SARLO (**)

(•) Karadeniz Teknik Üniversitesi, Fen-Edebiyat Fakültesi, Kimya Bölümü,
61080 Trabzon, Türkiye

(**) Dipartimento di Chimica Organica "Ugo Schiff, Universlta di Firenze, Via 
C. Capponi 9, 1-50121, Firenze, İtalya

THE EEARRANGEMENT OF ISOXAZOLIDINE-5-SPIROCYCLOPROPANES|= THE RE- 
GIOSELECTIVITY IN NITRONE-METHYLENECYCLOPROPANE 1,3-DEPOLAR CYCLO- 
ADDITION REACTION

SUMMARY

The thermal rearrangement of isoxazolidine-5-spirocyclopropanes obtained by

zolidine ring the azaheterocyclic ketones, tetrahydropyridones. structurally dıüeren- 
tiated according to the starting dlpoles and polarophiles, formed.

ÖZET

C C-Disubstitue nitronlar ve metilen siklopropanlann 1,3-dipolar siklo katılma

yapı

GİRİŞ

İzoksazolln-5-spirosiklopropanIarm ısısal çevrilmeleri azaheterohal- 
kaların, özellikle indolizin ve kinolizidln gibi azotun köprübaşı konumun­
da olduğu alkaloidlerin sentezi için geçerli yeni bir yöntem sunmaktadır 
(1 2) Bu çalışmada çeşitli nitronların metilensiklopropanlara sıklo- 
katılmaları gerçekleştirilerek katılma ürünlerinin ısısal çevrilmeleri 
amaçlanmıştır.

DENEL BÖLÜM

A-Nitron-metilensiklopropan 1,3-dipolar siklokatılma reaksiyonu;
izoksazolidin-5-spirosiklopropanların elde edilmesl-Uygun ketonla N-
izoksazoııaın o spıı .Jü f an nltron ve metilen siklopropan kuru 
benzen veyatîu^nde kapalı bir tüpte 60-80 <C ürünleri kanşım, flaş kolon
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kormatografisi ile ayrılarak izoksazolidin-5-spirosiklopropanlar elde

B-İzoksazolidin-5-spirosiklopropanların ısısal çevrilmeleri; tetrahidro- 

piridonların oluşumu-lzoksazolidin-5-spirosiklopropan FVT (Flaş Vakum

Termolizi. 10 "3 mm Hg. 300 - 400 <C ) koşullannda buharlaştınlarak 
(25-180 °C ) ele geçen ham ürün flaş kolon kromatografisi (sjlika jel) ile sa­
flaştırıldı ve çevrilme ürünleri tetrahidropiridonlar elde edildi.

Elde edilen yeni bileşiklerin yapılan NMR ( *11, 13C Varlan Gemini 200
ve 50.3 MHz), GC-MS (Hewlett-Packard 5790-5970 A), MS (Carlo Erba QMD 
1000), İR (Perkin Elmer 881) teknikleri kulanılarak aydınlatıldı. Kugelrohr 
damıtması için Büchi GKR-50 cihazı kulanıldı.

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Nitronların metilensiklopropanlara 1,3-dipolar siklokatılmalan ile 
beklenen izoksazolidin-5-spirosiklopropanlar elde edildi, örnek olarak; 
C,C-difenil-N-metilnitronun metilensiklopropana katılması sonucunda 
tekbir ürün oluştu (Şekil 1).

A
>>

70%75%

Şekil 1

N-Metil-siklohegzilidenamin-N-oksid ve N-metil-siklopentilidenamin N- 
oksidin metilensiklopropana siklokatılmalan ile birbirine oranları 6:1 o- 
larak bulunan izoksazolidin-5 ve izoksazolidin-4 spirosiklopropan regioi- 
zomerler kanşımı elde edildi (Şekil 2).

Şekil 2

lzoksazoUdin-5-spirosiklopropânlârm verimleri başlangıç nitron bileşiği 
C,C-difenil-N-metilnitron olduğunda en yüksek bulunmuştur (% 75). Siklo- 
hegzan ve siklopentan halkası içeren nitronlardan oluşanlar ise oransal ol­
arak daha düşük bir verimle elde edildiler. Bunun nedeni bu bileşiklerin ol­
dukça uçucu bir yapıya sahip olmaları yanında başlangıç nitron
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bileşiklerinin de daha az reaktif olmalarıdır.
Nitron-metilensiklopropan 1,3-dipolar siklokatılma reaksiyon­

larında beklenildiği üzere regioseçimlilik oldukça yüksek bir oranda 
gerçekleşti, lzoksazolidin-5-spirosiklopropanlann tetrahidropiridonlara 
çevrilmeleri de regioseçimli bir nitelik taşımaktadır, yani sadece 5- 
regioizomerde sikiopropan halkası seçimli olarak bölünmekte ve sekonder 
radikalik bir ara ürün oluşmaktadır. Daha sonra bu ara ürünün halka ka­
panmasına uğramasından tetrahidropiridon elde edilmektedir.

KAYNAKLAR

1. A. Brandi, S. Garro, A. Guama, A. Goti, F. Cordero and F. De Sarlo, 
"Rearrangement of isoxazoline-5-spiro derivatives. 2. Synthesis and rear- 
rangement of tetrahydröisoxazole-5-spirocyclopropanes. Preparation of 
precursors of qinolizine, isoquinoline and indole alkaloids", J. Org. 
Chem., 53 (1988) 2430-2434.

2. F. M. Cordero. A. Brandi, C. Querci, A. Goti, F. De Sarlo and A. Guama, 
"Rearrangements of isoxazoline-5-spiro derivatives. 5. Diastereofacial se- 
lectivity in the eyeloaddition of substituted fıve-membered cyclic nitrones 
and methylenecyclopropanes. Stereoselective synthesis of 3,5-substituted 
indolizinones", J. Org. Chem., 55 (1990) 1762-1767.

47



.

jfûl'ii

; v= •

r.t":‘ . ■'

\



7- SÜBSTİTÜE SİKLOHEPTATRİEN (SHT) BİLEŞİKLERİNİN BENZİN ve p- 

BENZOKİNONLA SİKLOKATILMA REAKSİYONLARI

Abdullah MENZEK ve Metin BALCI

Atatürk Üniı- irs itesi Fen-Edebiyat Fakültesi Kimya Bölümü Erzurum - Türkiye

CYCLOADDITION REACTIONS OF 7- SUBSTITUED CYCLOHEPTATRİENE (CHT) 

COMPOUNDS WITH BENZYNE AND p-BENZOgiNONE

SUMMARY

Compounds 1 and 2 were synthcstzed as 7-sübstitüed CHT. The cycloaddition 

rcactions of componds 1 and 2 with benzyne werc Investigated. Rcaction of benzyne 

\vith 1 gavc 5 having nocaradicne (NOR) structure and reaction with 2 provided the 

isomcr 3 and 4. 7 was obtained from the reaction of 2 with p-benzoquinone. 7 was 

also converted to 6 in the presence of acetic anhydride and pyridine.

ÖZET

7-Sübstitüe SHT bileşiği olarak 1 ve 2 sentezlendi. 1 ve 2 bileşiklerinin benzinle 

siklokatılma reaksiyonları incelendi. Benzin 1 bileşiğiyle norkaradicn (NOR) yapılarında 

4 izomerlerini verirken. 2 ile de NOR yapısında 5’i oluşturdu. NOR yapısında olan3 ve

7, 2'nin p-benzokinonla olan reaksiyonundan elde edildi. Daha sonra 7 piridin ve 

asetik asit anhidridli ortamda 6'ya dönüştürüldü.

GİRİŞ

Son 20 - 30 yılda üzerinde çalışılan konulardan biri de sikloheptatrien 

(SHT) - norkaradien (NOR) dengesidir (1). Bu çalışmalarda SHT ve SHT 

türevleri alınmıştır, 

reaksiyonları

Daha önceki çalışmalarda SHT 'nin benzinle

araştırılmış, bu reaksiyonlarda 12+2], (2+41 ve En katılma
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ürünleri elde edilmiştir(2). Burada elde edilen (2+4] katılma ürünü SHT 

yapısmdadir.Bir SHT türevi olan dihidroheptalenin benzin 

dienofiUerle olan katılma reaksiyonları incelenmiş ve her iki SHT halkasına 

alt katılma ürünlerinin NOR yapısında olduğu belirlenmiş ti r(3). Bu çalışmada 

7-sübstitüe SHT bileşiklerinin benzin ve p- benzokinonlâ olan siklokatılma 

reaksiyonlarının incelenmesi amaçlandı.

ve diğer

DENEL BÖLÜM

[4.1. O . d ’6 1 

trisiklo

Exo - 7 - siyano - 2,5 - benzo - trisiklo 

hepta - 3 - en 3 ve endo - 7 - siyano -2,5- benzo 

[ 4. 1. O. 0 1 ■6 1 hepta - 3 - en 4 'ün sentezleri 15,2 g (82,4 mmol)

Benzendiazonyum-2 karboksilat hidroklorür, 3 g (25.6 mmol) 1, 300 mg 

AgNO 3, 160 mİ 1,2 diklor etan ve mağnetik bar iki boyunlu 250 ml'lik bir 

balona kondu. Oluşan karşım 100 °C de ve altında 2 gün reflux edildi. 

Karışım banyoya kondukdan sonra N2 çıkarken karışımın rengi siyaha doğru 

gitti. Çözelti soğutuldu ve çözücüsü evaporatörde çekildi. Ham ürün silikejel 

kolondan eter/hekzan (1:9 ) ile elue edildi. Kolondan önce 3 sonra da 4 geldi. 

3 ve 4 ürünleri ayn ayrı eter/CHClj den kristallendirildi. Toplam verim % 40 

civarındadır. 3'ün erime noktası 163-165°C ve 4’ün ki ise 108-110°C dir.

trisiklo! 4.1 . O . O1* 6 1 

14.2 g (77 mmol) Benzendiazonyum -2- 

karboksilat hidroklorür, 2,89 g (19.26 mmol) 2. 300 mg AgN03, 180 mİ 1.2 

diklor etan ve mağnetik bar iki boyunlu 250 ml'lik bir balona kondu. Oluşan 

kanşım 100 °C de ve altında 2 gün reflux edildi. Karışım banyoya 

kondukdan sonra N2 çıkarken, karışımın rengi siyaha doğru gitti. Çözelti 

soğutuldu ve çözücüsü evaporatörde çekildi. Ham ürün silikejel kolondan 

eter/hekzan (1:9) Üe elue edildi. Ham ürün 5 eter/CHC% den kristallendirildi. 

Verim % 45 civarındadır. Erime noktası 101-103°C dir.

Exo - 7 - karbometoksi - 2,5 - benzo 

.hepta - 3 - en 5'insentezi :

İO - Karbometoksi - tetrasiklo (6.3.2 O 2,7 . O9 - 11 ] 

trideka -3,5- dion - 4 , 12 - 

benzokinon Üe 1.0 g (6.67 mmol) 2
<üen 7 .540 mg (5 mmol) p- 

5 mİ CHCI3 Çözüldü. Oluşan çözelti 

sonoklmya cihazında ( Baranson 3200 ) ve 40 °C de 7 gün reaksiyona 

sokuldu. Soğutulan çözeltinin çözücüsü evaporatörde çekildi. Ham ürün eter
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/CHCİ3 den kristaUendirildl. % 89 verimle 1,15 g 5 elde edildi. Erime 

noktası 154-156 °C dlr.

Exo - 7 - karbometoksi 2,5 - p - diasetoksibenzo - 

trlsiklo [4.1.0.0 hepta - 3 - en 6. 450 mg (1.74 mmol) 7,2.0

g (19,6 mmol) asetik anhldrid . 2.5 g piridin ve mağnetlk bar eşliğinde 25 mİ 

'İlk bir balona kondu. Oluşan karışım oda sıcaklığında 12 gün karıştırıldı. 

Reaksiyon kanşımı seyreltik soğuk HC1 çözeltisine döküldü. Soğuk karışıma 

50 mİ CHClj katılarak 15 dakika karıştırıldı. CHC13 lü kısım ayırma 

hunisinden ayrıldı ve 2 defa daha 300 mİ suyla yıkandı. Çözelti 

kurutuldukdan sonra çözücüsü evaporatörde çekildi. % 60 verimle 482,5 g 6 

ürünü elde edildi.

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

7-Siyanosikloheptatrien (1) ve 7-karbometoksisikloheptatrien (2) 

sikloheptatrienden çıkılarak sentezlendi(4). 1 ve 2 bileşiklerinin benzinle 

reaksiyonları gerçekleştirildi ve reaksiyon ürünleri olarak NOR yapısında 3, 4.

C02CH3

21

ve 5 bileşikleri elde edildi. 3 ve 4 bileşikleri birbirinin izomeridir. 1 bleşiğinin

RaRjRıX

HHCN3

HCNH4

HC02CH3 H 

C02CH3 h

5

OAc6



SHT - NOR dengesinde exo ve endo olmak üzere İki tane yapı vardır. Benzin, 

bu iki NOR yapısından exo *ya katılarak 3 ’ü , endo*ya katılarak da 4’ü 

vermiştir. 2 bileşiğinin p-benzokinonla olan slklokatılma reaksiyonlarından 7 

ürünü elde edildi.

Elde edilen 7 ürünü de oda sıcaklığında asetik asit, anhidrit (Ac20) ve 

piridlnli ortamda 6 ürününe dönüştürüldü(

Elde edilen ürünler kromatograflk metotlarla ayrıldı ve yapılan 

spektroskoplk yöntemlerle belirlendi

,C02CH3

O
Ac 20

V 6
L Piridin

O

7

X yapısındaki ürünler (3, 4.5 ve 6 ) gerilimli ve piramitleşmiş alkenlerdir. 

Bu bileşiğin İlginç olabilecek katılma reakslyonlan ( Br2 gibi ) verebileceği 

düşünülmektedir.

KAYNAKLAR

1. M. Balcı, " Cycloheptatrien - Norcaradlene Equilibrium ", Türk. J. Chem 

(1992) Baskıda.

2. a) P. Crews and J. Bread. "Cycloadditions of Behzyne withCyclic Olefins. 

Competition between 2+4, Ene and 2+2 Reaction Patways", J 
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b) P. Crewsand J. Bread. "Cycloadditions of Benzyne with Cyclic Oleflnes. 
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Containing Strained Double Bonds: Cycloaddition Reactions of trans-3,8- 

Dihydroheptalene", J . Org . Chem56 (1991)6755-6758.
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(E) , (Z )-3,5-DİMETİL-2,4-HEKZADİENOİK ASİDİN SENTEZİ

Kemal YELEKÇİ

Marmara Üniversitesi, Fen Edebiyat Fakültesi Kimya Bölümü 
Göztepe - İSTANBUL

SYNTHESİS OF (E), (Z )-3,5-DIMETHYD2,4-HEXADIENOIC ASID

SUMMARY

2,4-Hexzadienoic acid derivatives are very valuble Intermedlates In polymer 
synthesis as wcll as in many organic reactlons. We aimed to synthesize this 
compound with a minimum number of steps and efîective strereochemical control for 
each geometrical isomer to produce the (Z) and (E) acids.The most crucial step of the 
synthesis is the placement of a double bond in a strereospecifîc manner.

The scope of the method and its application to the preparatlon of the 
required (Z) acid is fully described.

ÖZET

2,4-Hekzadienoik asit türevleri hem polimer sentezlerinde hemde birçok 
organik tepkimelerde önemli bir ara üründür. Bu asidin (E) ve (Z ) formlarının 
minimum tepkime basamağı ve etkili stereokimyasal kontrollü sentezi bu 
çalışmada amaç edinilmiştir. Sentezdeki en önemli basamak ise istenilen çift bağın 
stereospesifik bir şekilde bileşiğe yerleştirilmesidir.

Metodun kapsamı ve (Z) asidinin hazırlanmasına uygulanması detaylı bir 
şekilde açıklanmıştır.

GİRİŞ

(E), (Z)-3,5-Dimetil-2,4-hekzadienoik asid hem polimer kimyasında 
hemde sentetik organik kimyada önemli ara ürünlerden biridir (1). Asidin 
daha kararlı olan Z izomerinin sentezi E izomerine göre daha zordur. Elde 
edilen Z izomerinin esterinin hidrolizi sırasında önemli miktarda E izomeri 
oluşmaktadır. Saf Z izomerinin etkili sentezi ekonomik açıdan çok 
önemlidir. Çalışmalarımızda saf Z izomerinin sentezi, elde edilen hidroksi 
esterin tiyonil klorür ile laktonlaştınldıktan sonra sodyum hidroksit ile 
işleme sokulmasıyla başarılmıştır.

%

DENEL BÖLÜM

Mikroanalizler Galbraith laboratuarlarında (Knoxvill, Tennesse ) 
yaptırılmıştır. Erime noktaları Thomas-Hoover aletinde ölçülmüş ve 
düzeltilmemiştir. Nükleer magneük rezonans spektrumlan (NMR) JEOL FX 
90 Q spektrometresinde alınmıştır. CDCI3 çözücü ve tetrametilsilan iç 
standart olarak kullanılarak kimyasal kaymalar ppm olarak kayıt 
edilmiştir.

Etil 3,5-dimetil-3-hidroksi-4-hekzenoat (1) (2) : 50 mL üç boyunlu bir 
balon mekanik bir karıştırıcı, damlatma hunisi ve kalsiyum klorür kurutma
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tüpü ile donatıldıktan sonra içerisine 3,28 g ( 50 mmol) aktifleştirilmiş 
çinko tozu eklenmiştir2. Damlatma hunisine ise 8,5 g ( 50 mmol) etil 
bromoasetat ve 4.9 g (50 mmol) mesitil oksit karışımı yerleştirilmiştir. 
Çinko tozları kuru benzen ile kaplanarak yaklaşık 1 mL damlatma 
hunisindeki karışımdan ilave edilmiştir. Tepkime başlayıncaya kadar ba on 
yavaşça ısıtılmıştır. Karıştırmaya başlanılarak ekleme hunisindeki geriye 
kalan karışım, ortamın aşırı ısınmamasını sağlayacak §ekll^e eklendi. 
Ekleme tamamlandıktan sonra karışım 30 dak. daha kaynatıldı. Karışım 
buz banyosunda soğutulduktan sonra 2,5 g derişik H2S04-, 7,5 g su ve , g 
buz karışımı ile hidroliz edildi. Organik faz ayrıldı ve sulu faz 1,5 mL benzen 
ile ekslrakte edildi. Organik fazlar birleştirilerek Na2S04 ile kurutuldu. 
Benzen fazı saflaştırılmadan bir sonraki işlemde direkt olarak kullanıldı.

Etil 3-metilen-5-metil-4-hekzanoat (2 ) (3) 
çözeltisi mekanik karıştırıcı, termometre ve geri soğutuculu 100 mL ' lik bir 
balona yerleştirildi. Çözelti karıştırılırken 3,75 g P2O5 kısımlar halinde 
dikkatlice balona eldendi. Tepkime başlayıncaya kadar balon hafifçe ısıtıldı 
ve sıcaklık bir saat boyunca 60 -70 0 C 'de tutuldu. Tepkime karışımı buz 
banyosunda soğutuldu ve koyu kahverengi çözelti, balonun iç çeperlerine 
yapışmış olan fosforik asitten ayrıldı. Benzen döner buharlaştırıcıda 
uçuruldu. Bakiye distillendi ve 4,35 g (iki basamak için % 51 verim ) ürün 

elde edildi. İm. 78-80 0 C (9 mm Hg).

Etil ( Z) -3,5-dimetil-2,4-hekzadienoat ( 3 ) : Geri soğutuculu ve mekanik 
karıştırıcılı üç boyunlu bir balona 16,7 mL etanol ve 0,13 g taze kesilmiş 
sodyum melali dikkatlice eklendi. Sodyum tamamen çözüldükten sonra 5,C 
g bileşik 2 tepkime kabına eklendi. Karışım 3 saat süre ile geri soğutucu 
altında refluks edildi. Çözücü döner buharlaştırıcıda uçuruldu. Bakiye 
soğuk suda çözüldü ve sonra hemen eter ile ekstrakte edildi. Eter fazı MgSC>4 
ile kurutuldu. Eter döner buharlaştırıcıda uzaklaştırıldı ve 3,2 g ( % 64 
verim) bileşik 3 elde edildi.

(Z ) - 3,5-Dimetil-2,4-hekzadienoik asit (6) : Bir önceki işlemde eter 
ekslraksiyonundan geriye kalan bazik çözelti buz banyosunda soğutuldu ve 
2N HC1 ile pH 2 'ye asitlendirildi. Yağımsı tabaka eter ile ekstrakte edilerek 
MgSC>4 ile kurutuldu. Eterin uzaklaştırmasından sonra iğne şeklinde 
sarımsı kristaller elde edildi. % 90 etanol ile tekrar kristallendirilmesi 0,6 g 
(iki işlem için % 14 verim) ürün 4 'ü verdi, en. 67 0 C . ^H-NMR (ppm): 11,06 
(t, İH-1), 6.41 (t, 1H-4), 5,68 (t. 1H-2), 2,03 (t, 3 H-8), 1,85 (t, 3 H) 1,75 (t. 3 H) . 
Proton speklrumu yayınlanmış değerlerle uyum içerisindedir (4). 13 C-NMR 
(ppm) : 171,23 (Cl) 155,82^02), 139,18 (C3), 124,08.116.98, 27,09, 25,46, 
20,26.

Bileşik 1' in benzen

(E) - 3,5-Dimetil-2,4-hekzadienoik asit (5) : Geri soğutuculu 50 mL iki 
boyunlu bir balona 15 mL % 90 'lık oetanol, 0,31 g NaOH ve 2 g bileşik 4 
eklendi. Tepkime karışımı 9 saat refluks edildi. Alkol döner buharlaştırıcıda 
uzaklaştırıldı ve bakiye su ile karıştırıldı. Tepkimeye girmeyen organik 
kalınlı eter ile iki defa ektrakte edildi ve atıldı. Sulu faz İse pH 2 değerine 
kadar asitlendirildi. Organik faz ayrıldı ve sulu faz ise iki defa 10 mL eter ile 
ektrakte edildi. Organik fazlar birleştirilerek MgS04 ile kurutuldu. Eter 
döner buhaılaşlırıcıda uzaklaştırıldı ve geriye kalan bakiye buz 
banyosunda soğutularak kristallendirici. Asetonda tekrar 
krıslallanSırılmesı ise 0,8 g (% 80 verim) prizma şeklinde bileşik 5 'i verdi.
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1
92 0 C H-NMR (ppm) : 11,95 (1, 1H-1). 5,77 (t, İH), 5,70 (s, İH) 2,26 (t. 3H), 

1,85 (t. 6H). Proton spektrumu yayınlanmış değerlerle uyum içerisindedir (4)
. 13c_NMR(ppm): 172.84 (Cl), 156,90. 128,63, 117,19, 27,14, 20,05, 19,83.

4,6,6- Trimetilokza-3-siklohekzen-2- on (7) : Bileşik l’in benzen 
çözeltisi 12,5 ınL 'ye deriştirildi. 1,3 mL tiyonil klorür bir şırınga yardımı ile 
60 dak. süre içerisinde eklendi. Tepkime karışımı hiç bulutlu nokta 
kalmayana kadar refluks edildi. Tepkime karışımı oda sıcaklığını kadar 
soğutuldu ve uçucu maddeler döner buharlaştırıcıda uzaklaştırıldı. Kalan 
bakiye 100- 110 °C ( 0,005 mm Hg)' de damıtıldı. 47 g (iki basamak için % 
67 verim) bileşik 6 elde edildi. Laktonun kristallenmesi buz banyosunda 
gerçekleştirildi. Oda sıcaklığının altında eridiği için erime noktasının tesbiti 
için herhangi bir çaba harcanmadı. ^-NMR ( ppm) : 5,80 (t, İH), 2,35 (t, 
2H) . 1.97 (t, 3H), 1,43 (t, 6H). 13 C-NMR (ppm) : 164,43, 155,28, 115,46, 
79.10. 40.58.27.36. 22,92.

(Z ) - 3,5-Dimetil-2,4-hekzadienoik asit (6) : Azot gazı girişli,
soğutuculu ve damlatma hunili üç boyunlu bir balona 15 mL mutlak etanol 
ve 1,4 g ( 30 mmol) NaH dikkatlice ilave edildi. Hidrojen çıkışı 
tamamlandıktan sonra 90 mL eter içerisinde bulunan bileşik 7 (4,2 g 30 
mmol) 2 saatlik bir sürede bir şırınga yardımı ile ortama eklendi. Tepkime 
sonunda karışıma su ilave edilerek 2N HC1 ile pH 2 ye asitlendirildi. Organik 
faz ayrıldı ve sulu faz iki defa eter ile ekstrakte edildi. Organik fazlar 
birleştirilerek MgS04 ile kurutuldu. Eterin fazlası uzaklaştırıldı. Bakiye

sıcak suda çözülerek süzüldü. Süzüntünün soğutulması 2,8 g ( % 67 verim) 
bileşik 6 'ü verdi.

eıı.

SONUÇLAR VE TARTIŞMA : Reformatsky tepkimesinden sonra elde 
edilen hidroksi asidin ,1, dehidrasyonu doymamış ester 2 yi vermiştir. Ester 
2 ’nin etanolik sodyum etoksit ve bunu takiben su ile işleme sokulması 
esler 3 ’ıı ve sodyum tuzu 4 ’ü vermiştir. (Şema 1) 4 'ün asitlendirilmesi Z 
asidi 6 'yı verdiği halde, eseter 3 saponifiye edildiğinde, aynı zamanda çift 
bağda da izomerizasyon meydana gelmiş ve sadece E asit, 5, elde edilmiştir 
(Şema 2). Bu yoldan elde edilin Z asidin verimi oldukça düşüktür ( /o 2.5). 
Sadece Z asidin elde edilebilmesi için hidroksi ester tiyonil klorür ile 
laklonlaştırıhp NaOEt ile açıldığında seçimli olarak sadece Z asidi elde 
edilmiştir (toplam verim % 45) (Şema 3).

KAYNAKLAR

1 K Yelekçi " Ph D Thesis, Ohib University, Athens. Ohio, December 1987
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1. NaOEt /EtOH
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4
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K

6
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H
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BAZI N-ALKİL NİTRO ANTRANİLİK ASİT TÜREVLERİNİN HAZIRLANMASI

Halil HOŞGÖREN (*) ve Giray TOPAL (**)

(•) Dicle Üniversitesi Fen-JEdebiyat FaJcültesi Kimya Bölümü. Diyarbakır-Türkiye

(•*) Dicle Üniv. Eğitim FaJcültesi Kimya Eğitimi Anabilim Dalı DiyarbaJcır- Türkiye

PREPARATION OF SOME N-ALKYL NİTRO ANTHRANILIC ACID 

DERIVATIVES

SUMMARY
Three new nitro derivatives of N-alkylanthranilic acid which used in metal 

extraction. were prepared for increasing the acidic strength of N- alkylanthranilic 
acid derivatives. The structure of compounds were idenüfled IR. H nmr. C nmr 
and elemen tal anlyses resul ts.

ÖZET
Metal ekstraksiyonunda kullanılan N-Alkllantranillk asit türevlerinin asltllk 

gücünü artırmak amacıyla. N-Alkllantranlllk asltln üç yeni nitro türeri hazırlandı. 
Maddelerin yapılan IR. nmr. 13C nmr spektrumları ve elemental analiz

sonuçlarıyla doğrulandı.

GİRİŞ
solvent ekstraksiyonunda kullanımları ilk defa

karboksilik asitlerinKarboksilik asitlerin
Fletcher tarafından' gösterilmiştir (1). Da^a sonra tniiamiHıiclannı
asitlik gücü artırılmış a - Halojen türevlerinin bu amaçU^kullanıM: 
Cörüvoruz(2) Kendi çalışmalarımızda karboksilik asitlerin am 
g rujoruz(2). ekstraksiyonunda kullanılabilirlikleri araştırıldı. Bu

asitin metal ekstraksiyonunda kul-türevlerinin metal

(ekstraksivon sonuçları rapor halinde sunu muş

denel  bölüm

N-alkil nitro antranilik asit 
asidin mono nitro türe\i için Bergma

türevlerini hazırlamada o-kloro benzoik 
ve arkadaşları (6). dinitro türevi
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için Jensen ve arkadaşları (7) tarafından verilen yöntem kullanıldı Daha 
sonra o-kloro benzoik asitin nitro türevleri ile uzun zincirli aminler kul­
lanılarak literatürdeki Koşar,' ve arkadaşlan (S) falından 'erler, 
yönteme göre N-alkil ve N. N-dialkil nitro antranilık asit türelleri

Aşağıdaki reaksiyonlara göre hazırlanan üç yem N-alkıl J 
nilik asit türevinin elemental analiz sonuçlan Tablo-1 de. IK.

sonuçlan da sırasıyla Tablo-2.3 ve 4 te verilmiştir.
Genel reaksiyon denklemleri;

nitro antra- 
nmr ve

13C nmr

CODH
% 63 / S 55 H^SOl ■>

C1

Kfg3 / % ?B H7SQl ^

cdü ">2-r

R-rjH

iGG-110 °C

1. 5-nitro N-dodesil a.a. dodesil amin tuzu:
R}=H, R2=NÜ2 R=H R'= C^2^25

2. 3.5-dinitro N-dodesil a.a. dodesil amin tuzu;
Rl=NC>2 R2=N^2 R=H R'= Cj_2H25

3. 5-Nitro N.N-Dioktil a.a. Dioktll amin tuzu:
Rj=H. R2=NC>2 R= ^ = ^8^17

1. 2-Kloro-5 Nitro Benzoik Asitin Hazırlanması:
250 ml'lik balon içerisinde 0 °C ta 8 gr (% 80 lik) HNO3 ve 20g (%98

16 g o-kloro benzoik 
birkaç dakika da 60

H0SO4 karışımı. 80 g Derişik H9SO4 te çözülmüş 
asite karıştınlarak katıldı. Oda sıcacığında 12 saat ve 
°C ta geri soğutucu altında ısıtılarak reaksiyon kanşımı 400 g buz üzerine 
döküldü. Çöken katı kısım süzülerek sudan kristalendirildi. 2-kloro-5-nitro 
benzoik asit 15.3 g elde edildi. Verim % 79.5 olup e.n: 158 °C dir.

2. 2-Kloro-3,5-Dinitro Benzoik Asitin Hazırlanması:
Yağ banyosuna daldırılmış 250 ml'lik bir balon içerisinde 10 g o-kloro 

benzoik asit 200 g H2SO4 içerisinde bir geri soğutucu altında oda 
sıcaklığında karıştırılarak çözüldü. Daha sonra ısı 80 °C ye çıkarıldığında 33 
g KNO3 yavaş yavaş ilave edildi ve 1.5 saat 120-140 °C de tutuldu. Bu 
karışım yavaş yavaş karıştınlarak 400 g buz üzerine döküldü. Çöken-katı 
süzüldü ve alkolden kristallendirildl. Verim 13 g e.n: 195-196 °C dir.

3. N-Dodesil 5-Nitro Antranilik Asidin Hazırlanması:
12 g (0,058 mol) 2-kloro-5-nitro benzoik asit 250 mİ lik iki boyunlu 

bir balon içerisinde 53.7 ğ (0.29 mol) Dodesil amin ile magnetik karıştırıcılı 
ısıtıcı ile geri soğutucu alımda 3 saat yağ banyosu üzerinde 100-120 °C de 
ısıtıldı.

lik)

Çöken katı önce benzen daha sonra alkol ve petrol eterinden kristal- 
lendirildi. 15.8 g sarı kristalize bir ürün ele geçti. Verim % 79,5 olup e.n: 86-
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88 °C dir.
4. N-Dodesil-3.5-Dinitro Antranilik Asıtin Hazırlanması:
10 g (0,04 nıol) 3.5-Dinilro-2-kloro benzoik asit ve 0,2 mol Dodesil 

amin karışımı 150 mİ alkol içinde, spiralli geri soğutucu takılmış 250 mİ lik 
bir balon içerisinde yağ banyosunda 100-110 °C de 4 saat ısıtıldı. Çözelti 
daha sonra kristallenmeye bırakıldı.

Ele geçen sarı kristal madde alkolden tekrar kristallendirildi. Verim 
13.5 g (% 84) e.n: 108-110 °C dir.

5. 5-Nitro-N,N-Dioktilantranilik Asitln Hazırlanması
30.2 g (0,15 mol) 2-kloro-5 nitro benzoik asit 250 mİ lik iki boyun­

lu bir balon içerisinde 181 g (0,75 mol) N.N-Dioktil amin ile yağ banyosu 
içerisinde ve geri soğutucu altında 100-110 °C de yaklaşık 2.5-3 saat 

ısıtıldı
Çöken san renkli katı madde petrol eterinden kristallendirildi 

37 g (% 60.5) e.n: 78-80 °C dir.

Tablo-l.N-Alkil Nitro Antranilik Asit Türevlerinin Element el Analiz Sonuçları

. Verim

Element Analizi
Deneysel ıvojTeoriK l'i'ojKapalı FormülüMaddenin Adı e.n

uc H NCn 7HC

7.8569.53 11.257.7711.5886-88 70.135-Nlıro N-Dodesll

a.a. Dodesil amin tuzu
c 31H57N3°4

9.49.65 63.66 9.799.65108-110 64.133.5-DlnUro N-Dodesll 
a.a. Dodesil amin tuzu

C31H56N4°6

71.99 11.96 6.9872.33 11.28 11.2t78-80C39H73N3°4N.N-Dloktll-5-NUro 
a.a. Dloktll amin tuzu

Türevlerinin Karekteristik IRN-Alkil Nitro Antranilik Asit _ ,
Absorpsiyon Bandlanna ait Dalga Sayısı Değerlen

Tablo 2.

-ı
İR Absorpsiyon Piki (cm 1

Fonksiyonel Grup

2967
C-H Esnemesi

1345
N lüi 0 Simetrik Esnemesi

1520-1530
N iui 0 Asimetrik Esnemesi

1650-1550
C00 Anyonu

Sckonder Amin N-H Esnemesi
3340
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Tablo 4. N-Alkil Nitro Antranilik Asitlerin CDCI3 içinde Bruker AC 200 L 
Model 50 MHz. nmr Spektrometresiyle Alınmış l3C Decoupled 
Spektrumlarına ait Kimyasal Kayma Değerleri (ppm olarak).

AROMATİK KARBONLAR

NİNDA DlNDA ppmKarbon no NDA ppmppm DONA ppm

173.97 172.00 173.80i 173.80

151.89155,13 149.042 152.73

135.55135.14 135.133 137.44

132.63133.19129.04 129.334

114.29130.32128,54 126.225

111.32126.33 124.78115.276

108.28121.06 115.72109,967

ALİFATİK KARBONLAR

42.8746.40 52.2143.06

31.9147.8040.2139.88

29,60 Xj31.7131.9031,92

29.2330.0229.67

27.4929.6429.39

27.0529.3429.15

26.4828.2628.24

29.11 X222.5326.9027.26

27.1513.9526.5926.57

22.6822.6722.68

14.2114.0814,10

O
NH-CH—

(DONA)(Dİ NDA)
(NİNDA) 63



Daha önce sentezlerimiz N-Alkilantranilik asit tûrevlennde 3 ablalık kar­
bonlu NOA ve 12 alifatik karbonlu NDA'nın herbirınde ablalık duz zincirin 
karbon iskeletine ait 6 şar pik çıkmaktadır. ^Uro türevlerinde NOA ve 
karşılık gelen DONAda 9 pik: NDA'ya karşılık gelen NlNDA \e DINDAda 11 
pik akmaktadır. N-Alkil nitro antranilik asit türevlerinde pik sayısının fazla 
akması, iki farklı alifaük zincir yapısına sahip olmalarından kaynaklanmak­
tadır. Eşit uzunluktaki alifaük karbon zincirlerinden birisi halkadaki arnıno 
gurubuna bağlanırken, diğerinin, nitro türevlerinin artan asilliklerine bağlı 
olarak reaksiyonda kullanılan uzun zincirli aminin karbonsı at tuzu şeklinde 
bağlanması sonucu kimyasal kayma bakımından iki farklı alifatik karbon is­
keletinin spektrumda gözlenmesine yol açmıştır.

Bu durum nitro türevlerinin uzun zincirli amin tuzları şeklinde olduk­

larını göstermektedir.

SONUÇ VE TARTIŞMA
Hazırladığımız N-Alkil nitro antranilik asit türevleri, literatürde verilen 

yöntemler, spektroskopik veriler ve elementel analiz sonuçlarına göre kul­

lanılan aminlerin tuzları şeklinde ele geçmektedir.
Maddelerin uzun zincirli amin tuzlarından kurtanlması için ayrıca 

çalışma yapılmamıştır. Hazırlanan maddeler, tuzları halinde sıvı-sıvı eks- 
traksiyonunda kullanılmıştır. Sıvı-sıvı ekstraksiyonu ile ilgili sonuçlar ayrı 
bir çalışma halinde sunulmuştur.
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KİNOLİN-4- VE KİNOLİN-8-KARBOKSALDEHİDİN 
SUBSTİTUE-HİDRAZONLARI

Şeniz KABAN ve Ercan AYDEMİR
Yıldız Üniversitesi, Fen-Edebiyat Fakültesi, Kimya Bölümü
_i`li-80270, Istanbul-Türkiye

SUBSTITUTED HYDRAZONES OF OUINOLINE-4- AND 
QUINOLINE-8-CARBOXALDEHYDES

SUMMARY

Two heterocylic carboxaldehydes and a series of substituted phenylhydrazines 
have been prepared in the first part of this study which have been started to produce some 
typical hydrazones for the purpose of making a remarkable contribution to the classes of 
biologically important compounds. Then eight new hydrazones have been synthesized in 
good yields and the effects of the substituents in the reactions have been investigated. 
Structura! assignments of the obtained products have been characterized by their

microanalyses, UV-, İR-, 1H NMR- and MS- spectral data.

ÖZET

Biyolojik olarak önemli bileşikler sınıfına belirgin bir katkıda bulunabilme amacıyla bazı 
tipik hidrazonların üretilmesi için başlatılan bu çalışmanın ilk kısmında iki heteroçiklik 
karboksaldehid ve bir dizi substitue fenilhidrazin hazırlanmıştır. Daha sonra sekiz yeni 
hidrazon iyi bir verimle sentez edilmiş ve substituentlerin reaksiyonlardaki etkisi
incelenmiştir. Elde edilen ürünlerin yapısal saptanmaları mikroanaliz, UV-, İR-, 1H NMR-, ve 

MS-spektral verileri ile karakterize edilmiştir.

GİRİŞ

Azot içeren halkalı yapıdaki konjuge sistemlerin türevleri biyolojik olarak 
önemli bileşikler olup özellikle son yıllarda potansiyel antikanser reaktifleri ve AIDS 
virüsüne karşı etkin madde olarak denenmeye başlanmıştır. Halka kapanması ve 
kenetlenme gibi reaksiyon yetenekleri nedeniyle hem organik sentezlerde ve hem 
de endüstriyel çalışmalarda yaygın bir şekilde kullanılmakta olan heterohalkalı 
karboksaldehidlerin hidrazonları aynı zamanda yukarıda bahsedilen yapısal 
özellikleri de içermektedirler. Nitekim çalışma ekibimizce daha önce yapılan 
araştırmalarda sentezlenen tüm bileşikler aktif madde olarak kobaylar üzerinde 

denenmiş ve bunların içinden iki tanesi biyolojik uygulamaya alınmıştır (1,2). Bu 
nedenle araştırmalarımızın devamı sayılabilecek olan bu çalışmada. Amerikan 
Ulusal Sağlık Enstitüsünün yönlendirici isteğiyle, yen. substitue hidrazonların 
sentezi yapılarak bu tür bileşik sınıfına katkıda bulunulması amaçlanmıştır.
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DENEL BÖLÜM
Çalışmanın ilk kısmında benzen çekirdeğindeki mobil grupların direkt 

substitusyonundan yararlanarak basamaklar halinde ilerleyen dizi reaksiyonlar 
sonucunda reaktif olarak kullanılan 5-kloro-2-nitrofenilhidrazin (1)> 
5-bromo-2-nitrofenilhidrazin (2), N-metil-N-4-kloro-2-nitrofenilhidrazin (3) ve 

N-metil-N-4-bromo-2-nitrofenilhidrazin (4) elde edilmiş* (3-5) ve ayrıca 

metil-substitue kinolinlerin selenyum dioksid oksidasyonundan yararlanarak 

kinolin-4-karboksaldehid (6) ve kinolin-8-karboksaldehid (7) substratları 
hazırlanmıştır. Araştırmanın esasını oluşturan ikinci aşamada ise kondenzasyon 

ürünleri çeşitli reaksiyon koşulları denenmek suretiyle belirlenen aşağıdaki genel 
yönteme göre en yüksek verimle sentezlenmeye çalışılmış ve substituentlerin 

reaksiyonlardaki etkileri incelenmiştir.
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Ürünlerin erime noktaları Electrothermal IA 9100 cihazında tayin edilmiş 

olup düzelmemiştir. 1H-NMR spektrumları Bruker AM-500 FT-NMR ve Varian 

200-Gemını spektrofotometrelerinde, İR spektrumları PU 9714 infrared 
spektrofotometresinde ve kütle spektrumları Varian MAT 111 spektrometrelerinde 
sağlanmış, elementel analizler Avusturya-Graz Üniversitesi laboratuarlarında 
yapılmıştır.

Subbstitue-Hidrazonlar A 1-4 ve B 1-4 'ün Hazırlanması; Genel Yöntem: 
Karboksaldehidin (1.5 mmol) sıcak susuz etil alkoldeki (15 mL) çözeltisine eşdeğer 
miktardaki reaktifin susuz etil alkoldeki (25 mL) çözeltisi katıldı. Reaksiyon 
karışımı geri soğutucu altında, substrat ve reaktiflerin özelliğine bağlı olarak 15 
dakikadan 3 saate kadar olan bir periyod içinde, su banyosu üzerinde kaynatıldı. 
Kendi haline bırakılarak soğutulan karışımdan oluşan ham ürün süzüldü ve az bir 
miktar soğuk etanol ile yıkandı. Kurutulduktan sonra başlangıç maddeleri ile 
karşılaştırmalı TLC kontrolü toluende yapıldı. Analitik saflıktaki bileşikler ham 
ürünün etil alkolden üç kez kristallendirilmesiyle elde edildi.

Kinolin-4-karboksaldehid 5-kloro-2-nitrofenilhidrazon A-1 

Kırmızı iğne kristaller (% 97), en. 252°C; UV (kloroform): X 

348.1, 426.4 nm; İR (potasyum bromür): 3260, 3100-2960, 1585, 1540, 1460, 

1395,1300, 1185,1135 ve 1045,935 ve 845,740 cm"1; NMR (kloroform-D): 

6 6.96-6.98 (d, CH, 1H), 7.70-9.03 (m, aromatik, 9H), 11.59 (s, NH, 1H); MS: m/e

247.5, 295.8max

326 (M+), 279 (M-1, -46), 243 (M-83), 155 (M-171), 128 (M-198), 101 (M-225).
Elementel analiz (%): Hesaplanan C 58.80 H 3.39 N 17.14
C H CİN O 

16 11
: Bulunan C 58.87 H 3.54 N 16.98.

4 2

Kinolin-4-karboksaldehid 5-bromo-2-nitrofenilhidrazon A-2 

Kırmızı iğnemsi kristal kümeleri (% 94), en. 253-254°C; UV (kloroform): 

248.3, 300.1, 349.1, 427.5 nm; İR (potasyum bromür): 3260, 3120 - 2960, 

1585,1540,1460,1395, 1295, 1190, 1145 ve 1045, 850 ve 830, 750 cm"1; 

NMR (kloroform-D): 8 7.07 - 7.13 ( d, CH, 1H ), 7.68 - 9.03 ( m, aromatik, 9H ), 

11.56 (s, NH, 1H); MS: m/e 371 (M+), 325 (M-46), 243 (M-128), 217 (M+1, -155), 
216 (M-155), 101 (M-270).
Elementel analiz (%): Hesaplanan C 51.75 H 2.98 N 15.09 

Cı6Hı -j  BrN402

Xmax

C 51.81 H 3.02 N 14.90.: Bulunan

Kinolin-4-karboksaldehid N-metil-N-4-kloro-2-nitrofenilhidrazon A-3 

Koyu sarı çubuk kristaller (% 92), en. 173-174°C; UV (kloroform): X 

249.5, 350.8 nm; İR (potasyum bromür): 3100-3000, 2990-2920, 1595, 1540, 
1485, 1365, 1275, 1110, 965 ve 875, 745 cm"1; NMR (dimetilsuifoksid-D6) : 8 3.35 

(s, D20

max

, 3.68 (s, N-CH3, 3H), 7.55-8.92 (m, aromatik ve CH,ije değişen, H20)

10H); MS: m/e 340 (M+), 294 (M-46), 155 (M-185), 129 (M-211), 101 (M-239).
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Elemente! analiz (%): Hesaplanan C 59.91 H 3.84 N 16.44
C 59.95 H 3.91 N 16.51: BulunanC17Hl3CIN402

Kinolin-4-karboksaldehid N-metll-N-4-bromo-2-nitrofenilhidrazon A-4 

Koyu san çubuk kristaller (% 97), en. 191-192°C; UV. (kloroform): *max 

248.1, 351.3 nm; İR (potasyum brortıur): 3120-3000, 3000-2930, 1585, 1560, 
1495, 1375, 1275, 1100, 970 ve 880, 750 cm'1; NMR (dimeti!sulfoksid-D6): 8 3.32 

(s, D20 ile değişen, H20), 3.66 (s, N-CH3, 3H), 7.53-8.91 (m, aromatik ve CH,

10H); MS: m/e 385 (M+), 155 (M-230), 128 (M-257), 101 (M-284).
Elementel analiz (%): Hesaplanan C 52.99 H 3.40 N 14.54
c17H13BrN4°2 C 52.63 H 3.43 N 14.41.: Bulunan

KinoIin-8-karboksaldehid 5-kloro-2-nitrofenilhidrazon B-1 

Kırmızı tüyümsü kristaller (% 95), en. 194-195°C; UV (kloroform): A.max 

251.2, 283.6, 352.6, 442.5 nm; İR (potasyum bromür): 3270, 3140-3020, 1595, 
1560, 1470, 1400, 1295, 1195, 1145 ve 1055, 940 ve 880, 785 cm”1; 

NMR (kloroform-D6): 8 6.77-6.80 (d, CH, 1H), 7.50-9.47 (m, aromatik, 9H),

11.27 (s, NH, 1H); MS: m/e 326 (M+), 279 (M-1, -46), 243 (M-83), 155 (M-171), 
128 (M-198), 101(M-225).
Elementel analiz (%): Hesaplanan C 58.80 H 3.39 N 17.14 

C^H^CI^Og : Bulunan C 58.46 H 3.38 N 17.01.

Kino!in-8-karboksaldehid 5-bromo-2-nitrofenilhidrazon B-2 

Kırmızı iğnemsi kristaller (% 95), en. 207-208°C; UV (kloroform): Xmax251.3 

287.7, 352.9, 444.2 nm; İR (potasyum bromür): 3260, 3100-3000, 1590, 1550, 
1470, 1400, 1295, 1195, 1155 ve 1050, 875 ve 855, 785, 745 cm'1'
NMR (kloroform-D): 8 6.93-6.97 (d, CH, 1H), 7.48-9.46 (m, aromatik, 9H), 11.24 (s,

NH, 1H); MS: m/e 371 (M+), 324 (M:1,-46), 243 (M-128), 216 (M-155), 101 (M-270) 
Elementel analiz (%): Hesaplanan C 51.75 H 2.98 N15 04 

C^H^Br^Og : Bulunan C 51.48 H 3.02 N 14.90.

Kinolin-8-karboksaldhid N-metil-N-4-kloro-2-nitrofenilhidrazon B-3 

Koyu kırmızı iğnemsi kristaller (% 91), en. 145°C; UV (kloroform): Xmax 

254.6, 296.8, 356.0 nm; İR (potasyum bromür): 3100-2990, 2980-2880 1600,- 
1540, 1500 ve 1475, 1330, 1270, 1095, 960 ve 880 780 ’ cm'1;

NMR (dımetilsulfoksid-D6): 8 3.33 (s, DzO ile değişen, H20), 3.61 (s, N-CH3 3H),

ıssr.?<«ıTî»rs,oH,; m: 340 ^293 ^ -«>■155
Elementel analiz (%): Hesaplanan C 59 91 H 3 84
c 17h 13cin 4o 2

N 16.44 

C 59.86 H 3.86 N 16.12: Bulunan
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Kinolin-8-karboksaldehid N-metil-N-4-bromo-2-nitrofenilhidrazon B-4 

Kırmızı iğne kristaller (% 96), en. 154°C; UV (kloroform): Xmax254.4, 297.6, 

356.5 nm; İR (potasyum bromür): 3120-2960, 2960-2840, 1585, 1550, 1490, 1370, 
1285, 1100, 965 ve 870, 750 cm"1; NMR (dimetilsulfoksid-D6): 6 3.32 (s, D20 ile 

değişen, H20), 3.59 (s, N-CH3, 3H), 7.46-9.02 (m, aromatik ve CH, 10H); MS: m/e

385 (M+), 384 (M-1), 155 (M-230), 129 (M+1, -257), 101 (M-284).
Elementel analiz (%): Hesaplanan C 52.99 H 3.40 N 14.54 Br 20.74 

C^yH^gBrN^Og : Bulunan C 52.84 H 3.49 N 14.40 Br 20.60

SONUÇLAR VE TARTIŞMA
Elde edilen ürünlerin İR spektrumları genel olarak incelenildiğinde aromatik 

=C-H gerilimleri, düzlem içi C-H bozunma bandları ve düzlem dışı C-H eğilim 

salın unlarıyla birlikte azot içeren heterohalkalı bileşikler için karakteristik olan 

konjuge C=C ve C=N halka gerilimleri gözlenilmekte ve düzlem dışı C-H eğilim 

salınımları aromatik halka substitusyonuna ilişkin verileri aksettirmektedir. Substrat 
olarak kullanılan karboksaldehidlerin İR spektrumlarında karakteristik C=0 gerilimi 
1680 cm"1 civarında görülmekte, reaktif görevini üstlenen hidrazinlerin ise 3330 ve 

3310 cm"1 civarında asimetrik ve simetrik N-H gerilimleri ile 1600 cm’1 civarında da 

N-H eğilim bandları bulunmaktadır. Bileşiklerin spektrumları substrat ve 

reaktiflerinki ile karşılaştırıldığında bu fonksiyonel gruplara ilişkin karakteristik 

bandların kaybolmuş olması, diğer taraftan hidrazon bileşiğinin özelliği olan C=N 

geriliminin tüm yeni bileşiklerin spektrumlarında görülmesi kondenzasyonun 

gerçekleştiğini göstermektedir. Ayrıca tüm ürünlerin spektrumlarında -N02

gruplarından ileriye gelen asimetrik ve simetrik N=0 salınımları ile C-X gerilimleri 
karakteristik bölgelerinde; metil gruplarını içeren reaktiflerden oluşturulan ürünlerin 

spektrumlarında da N-CH3 den ileri gelen C-N gerilimleri 1100 cm"1 civarında 

gözlenilmektedir.
Diğer taraftan, gerek substratların 1H-NMR spektrumlarında 11.20 ve 11.43 

ppm'de -CHO grubuna özgü birer singlet halinde beliren piklere ve gerekse 

reaktiflerin spektrumlarında 3.21, 3.48, 3.88 ve 3.88 ppm'de gözlenilen NH2 

piklerine ürünlerde rastlanılmamaktadır. Azot üzerinde metil grubu içeren 

reaktiflerin spektrumlarında birer singlet halinde 3.13 ppm'de gözlenilen metil pikleri 
ürünlerin spektrumlarında 3.59-3.68 ppm arasında yer almaktadırlar.

Son olarak, bileşiklerin yapılarına kesinlik kazandırmak amacıyla kütle 

spektral analizleri yapılmış ve ayrıca analitik saflıkta hazırlanan ürünlerin elementel 
analiz sonuçlarının hesaplanan C, H ve N % değerleri ile tam bir uyum içinde

olduğu belirlenmiştir. . . ...... . .x .
Reaksiyonlarda kullanılan reaktiflerin rezonans yapıları gozopune alındığında 

görüleceği üzere aromatik halkada deaktive edici gruplar bulunmasına rağmen 

reaktiflerin nukleofilik gücünde azalma olmamıştır. Bunun nedeni mezomerik etkinin 

nukleofilik etkiye karşı gelmesinden kaynaklanmaktadır. Reaktif 1 ve 2 yapılarında 

-N02 grubunun elektron çekici etkisi halkaya elektron salabilen halojen tarafından

giderilmektedir Ovsa reaktif 3 ve 4’te nitro grubu halojene oranlâ reaktifin 
n uWeofH?k gücü nü ve buna bağlı olarak reaksiyonun hızın, etkileyebilecek bir

69



konumdadır. Gerçekten de yaptığımız pek çok sayıdaki denemeden elde ettiğimiz 
sonuçlara göre reaktif 3 ve 4 ile yapılan reaksiyonlar, reaktif 1 ve 2 ile yapılan 
reaksiyonlara oranla daha uzun sürede tamamlanmıştır. Deneysel veriler 
substituentlerin etkisine ilişkin düşüncelerimizi doğrulamaktadır.
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DİSÜBSTİTÜE BENZOBARELENLERİN FOTOKİMTASAL İNCELENMESİ

Ramazan ALTUNDAŞ ve Metin BALCI

Atatürk Üniversitesi Fen-Edebiyat Fakültesi Kimya Bölümü Erzurum - Türkiye

PHOTO CHEMICAL INVESTIGATION OF DISUBSTITUED BENZOBARRELENE.

SÜMMART

Bcnzobarrclen derfvatlves 6,7 and 8 were syntheslzed for photochcmlcal 

studles .The aceton sensltlzed photochemistry of 6 and 8 gave 10,13,15 by di-rt- 

methane rearrangement. In this rearrangement vlnyl - vlnyl bridglng was 

effectlvelly determlned. Homolitlcally breaklng of cyclopropane bonds on 10 and 13 

gave 11 and 14.

ÖZET

Fotokimyasını incelemek amacıyla benzobarrelen türevleri 6,7 ve 8 

sentezlendl. 6 ve 8'In aseton sensitlze fotokimyası sonucu dl-jc-metan 

düzenlenmesiyle 10.13,15 elde edildi. Bu düzenlenmede vinil-vinil köprüleşmesinln 

etkili olduğu görüldü. 10 ve 13 'ün siklopropan bağlarının homolitik olarak 

parçalanmasıyla da 11,14 oluştu.

GİRİŞ

Zimmerman ve grubu benzobarrelenin (1) iki tip fotokimyasal

düzenlenmeye maruz kaldığını, benzobarrelenin 1 singlet uyarılması 

sonucu 271+27C siklo katılmayla benzosiklooktatetraene 2 ve bir sensitizer 

varlığında ışmlandınlmasıyla da di-rc-metan düzenlenmesi sonucu 

benzosemibulvalene 3 dönüştüğünü göstermiştir. Bu sahada döteıyum

benzo-vlnil ve vinil-vinil: 3'ünişaretli çalışmalar 2'nin oluşumunda
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oluşumunda da vlnll-vlnll köprüleşmeslnln etkili olduğunu ortaya 

koymuştur.

Vinil pozisyonuna bir sübstitüent takıldığında veya farklı sübstitüentler 

bağlandığında benzobarrelen iskeletindeki simetri bozulacak ve di-rc-metan 

düzenlenmesinde köprûleşme türlerini tahmin etmek güçleşecektir (2).Bu 

çalışmada benzobarrelen iskeletine polar sübstitüentler takılarak 

köprûleşme türlerinden hangisinin daha etkili olduğunu araştırıldı.

DENEL BÖLÜM

2-Bromo-3-metll-l.4-dihldro-l.4-etenonaftalln 5

624 mg(2 mmol) dibrombenzobarrelen (3) yeni destillenmiş 20 mİ THF de 

çözüldü.Bu çözeltiye azot gazı atmosferinde , -70 °C de 3.6 mİ (2,4 mmol) 

n-BuLi şınnga edildi.30 dakika bu sıcaklıkta kanştınldı. Daha sonra 320 

mg (2,2 mmol) Cf%I ilave edilerek 30 dakika bu sıcaklıkta karıştırıldı. Oda 

sıcaklığına kadar ısınan bu karışımdan THF uzaklaştırılıp 50 mİ su verildi 

ve (2x50 mİ) hekzan İle ekstrakte edildi.Organik faz CaCI^ üzerinden 

kurutuldu.Çözücü uçuruldu.Ele geçen yağımsı madde 150 °C'de 1 mm 

Hg'da destillendi .Eter-pentandan kristallendirildi.Verim % 69, e.n.44-45

°C.

2-Stvano-3-metil-l .4-dlhldro-l ,4-etanonaftalln 6

0,297 g (1,19 mmol) 5 ve 0.247 g (2,74 mmol) CuCN 40 mİ DMF'de 

çözüldü. 140 °C'de 22 saat kanştınldı.Oda sıcaklığına soğutulan kanşıma 

200 mİ su ve 200 mİ benzen verilerek ekstrakte edildi.Organik faz 200 mîH> 

10 ’luk FeCİ3 , 200ml % 10 luk NaOH ve 150 mİ su ile yıkandı. CaÇj 

üzerinden kurutuldu, çözücü uçuruldu.Ham ürün eter-petroleterinden 

kristallendirÜdi.Verim % 74, e.n. 104-105°C.

SrMctll-1,4-dlhidro-1.4-etenonaftalln-2-karbokslHka<dt 7

310 mg (1,25 mmol) 5,20 mİ THF de çözüldü. -7<9C' de 0,8 mİ (İ.28mxnol)
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n-BuLi verilip 30 dakika bu sıcaklıkta karıştırıldı. Daha sonra 1 g kuru 

buz (C02) ilave edilerek aynı sıcaklıkta 30 dakika daha kanştınldı.THF 

uçuruldu ve 50 mİ su verilip pH=l oluncaya kadar seyreltlk HC1 İlave 

edildi. 2x50 mİ eter İle ekstrakte edildi. Organik faz CaCfc üzerinden 

kurutuldu. Çözücü evapore edildi ve ham ürün CH2CI2 : petroleterinden 

kristallendlrildl.Verim % 70.

2-Karbometoksl-3-metll-l,4-dihidro-1.4-etenonaftalln 8.

3,79 g (17,87 mmol) asit 7 dlazometan ile ester türevine çevrlldive sllikagel 

(30 g) kolondan süzülerek saflaştınldı.Verim % 91. 

2-Sivano-3-metllbenzobarrelenin 6 sensltize fotollzl.

900 mg (4,66 mmol) 6 sensitizer olarak kullanılan asetonda çözüldü.UV 

immersion lambasıyla (180-350 nm) ışınlandırıldı.Çözücü evapore 

edildi.Ham ürün sllikagel (70 g) kolondan etenbenzen:hekzan (3:8:89) İle 

yürütüldü ve 10 ar ml'lik fraksiyonlar toplandı.20-30. fraksiyonlardan (100 

mg) 10: 40-50. fraksiyonlardan (80 mg) 11 izole edildi. 

2-Karbometoksl-3-metil-1.4-dlhidro-1.4-etenonaftalinin 8 sensitize fotojlzl

1,38 g 8 asetonda 2 saat 10 dakika UV İmmersion lambasıyla (180-350 

nm) ışınlandırıldı.Çözücü uçuruldu.Ham ürün sllikagel (70 g) kolondan 

eten benzen; hekzan (3:8:89) İle yürütüldü ve 10 ar ml.lik fraksiyonlar 

toplandı. 5-11.fraksiyonlardan (100 mg) 13. 24-28.fraksiyonlardan (80 mg) 

15 izole edildi.Diğer fraksiyonlardan gelen kanşım eter:benzen:hekzan 

(1:0,4:98,6) İle yürütüldü. 17-22.fraksiyonlarda (20 mg) 14 ayrıldı.

TARTIŞMA VE SONUÇ

Disübstitüe benzobarrelen türevlerinin fotokimyasını inceleyebilmek için 

İlkönce dibrombenzobarrelenden 4başlayarak 5, 6, 7, öentezlendt.
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1. BuLi

co 2h

6'nın aseton sensltlze reaksiyonu 9 ara ürünü üzerinden 10 ve 11'e 

dönüşmektedir. 8'in aynı şartlarda fotokimyası da benzer bir ara ürün 12 

üzerinden a yolunun tercih edilmesi ile 13'ü, b yolunun tercih edilmesiyle 

15’i vermektedir.

CN Me

e Aset0" /N»
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@4-
Aseton

CH3
Me Me

CO2M0
12 0O2MeC02Me8

C02Me

Bu sonuçlar bizim incelediğimiz polar ve simetrik olmayan benzobarrelen 

sistemlerinde gözlenen di--7t-metan düzenlenmelerinde vinil-vinil 

köprüleşmesinin etkili olduğunu ortaya koymaktadır. 11 ve 14 

semibulvalen türevleri ancak bir molekül içi düzenlenme sonucu 

oluşabilir. 10’ un İT e dönüşümü i bağının ,14 ün oluşumu da j bağının 

homolitik olarak parçalanmasıyla meydana gelen biradikal ara ürün 

üzerinden yürüyen bir prosestir.
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ABİETİK ASİDİN FOTOKİMYASAL DEHİDROJENASYONU; 

SOLAR FOTO KİMYASAL ÜRETİM METODU

Sıddık İÇLİ ve Adnan BULUT

Ege Üniversitesi, Fen Fakültesi, Kimya Bölümü, İzmir-TÜRKÎYE

PHOTOCHEMICAL DEHYDROGENATION OF ABIETIC ACID; A SOLAR 
PHOTOCHEMICAL PRODUCTION METHOD

SUMMARY

Plne rosln is dehydrogenated under UV lamp and solar radiation with copper(II) 

catalyst and benzophenone photosensitlzer. Spectral analysis results have shown that 

ali the abietlc type resin acids are converted to dehydroabietic acid. The excellent yield 

has proven that this is a succesful solar Chemical production method.

ÖZET

Çam kolofan, UV lambası ve solar radyasyonu altında bakır (n) katalizörü ve 

benzofenon fotosensitizörü ile dehidrojene edilmiştir. Spektral analizler, abietik türü 

reçine asitlerinin tamamen dehidroabictik aside dönüştüğünü göstermiştir. Yüksek 

verim bu reaksiyonu solar kimyasal üretim için uygun bir metod olduğunu 

göstermektedir.

GİRİŞ

Kolofan veya çam reçinesi pimarik, sandrako pimarik. isopimarik. levo 
pimarik, palustrik, abietik ve neoabietik asit türü reçine asidlerinden 
oluşmuştur(l,2). Abietik asid ana bileşendir, yaklaşık %50 oranmda CTablo 1) 
ve atmosferik oksidasyona dayanıklı dehidroabietik asid ise doğal kalofandaki 
oram %10'un altodadır. Pd. Co. Ni. Pt katalizörleri veya iyod kükürt Üe 
150-300°C arasmda yapılan dehidrojenasyon işlemlerinde dehidrojene ürün 
dehidroabietik asid oluşmaktadır. (3) İlk üçü hariç, diğer konjugedien yapüı 
reçine asitleri kolofanın %80-85'lik karışımıdır (1.3). Dehidrojenasyon 

■ işleminde yalnız abietik asid değil diğer konjuge gurupla reçine asitleri de 
dehidro abietik aside dönüşmektedir. Ancak termal dehidrojenasyon 
reaksiyonu, kısmı dekarboksilasyon reaksiyonuna neden olmaktadır. Bu 
nedenle düşük sıcaklıkta dehldrojerasyon reaksiyonu tercih edilmektedir.
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kök kolofamnda reçine asitlerinin oranları.Tablo l: Çam gövde kolofanı ve

KökGövde

Kolofanı(%) Kolofanı(%)

oı-cııa

PIMARIC ACI D
(8(1*1),15-pimnradicn-l 8-oie acid)

0.7 5.0

"CII-CIİ2.S A N DA K ACOP1M AK IC ACID 
(K( 14), 15- isopimnr.ul icn-18-oic nciıl)

Ulj 'C'JOII
Ç"3

„(llCllı
mı

l.KVOPIMARICACID
(K( 14), 12-abicladicne-18-oic aciıl)

cı(, ccoıı +■ 30.3 30.4
C"J 
cıı -aij

\\PALUSTRIC ACID 
(8,3-abiciadicnc-18-oic acid)

C".ı scoon
CMj
'^CUj(IlıISOPIMARIC ACID

(7,15-pimaradicıı-18-oic acid) 9.3 5.9
Cllj ■•COOII

î'b
UI-Oİ3

AimrrıCACiD
(7,13-abiciadicnc-18-oic acid) 44.6 55.6

«orcih

Dl-I l YDROAİIIETIC ACID 
(8,11,13-abictatricn-18-oic acid) 6.0 1.6

NI:OABlirriCACID

(8( M), 13(15)-abieındicıı-18-oic acid) 9.2 0.5
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Jones, et al, ^ oc*a sıcaklığında bakır (II) katalizörü İle siklohegzan 
fotokimyasal dehidrojenasyonunu başarmıştır. Bakır (Il)’nln yeşil rengi, 
renksis bakır (I)*e benzofenon fotosensitizatörü Üe civa lambası radyasonunda 
dönüşmektedir. Bakır (I) ise hava ile temasta tekrar yeşil renkli bakır (II)'e 
dönüşmektedir. Reaksiyon veriminin %90 olduğu bildirilmiştir. Bu koşullarda 
konjuge gruplu reçine asitlerinin aromatik halkaya dehidrojenasyonu daha 
kolay olabilmelidir.

DENEL BÖLÜM

Çalışmada Osram 300 W lambası, black light 125 W lamba, Heraus TQ 
150, 150 W lambası ve İm çapında küresel kollektörle odaklanmış güneş 
radyasyonu fotokimyasal çalışmalar için kullanılmıştır. Ticari kolofan ve 
abietik asid bir işlem yapılmadan reaksiyonlara katılmıştır. Bakır sülfat asetik 
asidle reaksiyonu tabi tutularak bakır (II) propionat tuzu hazırlanmış, 
kurutulmuş ve reaksiyonlarda kullanılmıştır. T-60A Varium 60 MHz NMR, 
proton NMR spektrumlarmm alınmasında, Pekin Elmer UV 
spektrofotometresi ise UV spektrumlan için kullanılmıştır.

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Benzen çözeltisinde 5"xl0"2 m kolofan 1x10"3 
"4 m bakır (II) asetat konsantrasyonlannda denemeler yapılmıştır. 

Reaksiyon düzeneği azot gazı altında UV lambası ile radyasyona tabi 
tutulmuştur. Yeşil rengin kaybolması yarım saat içinde gözlenmiştir. Hava ile 
temasta yeşil rengi tekrar oluştuğu izlenmiştir. 7-8 kez bu işlem 
tekrarlandıktan sonra, radyasyon altında yeşil rengin uzun süre 
kaybolmadığı görülmüştür. Rengin sabit kalışı reaksiyonun tamamlandığını 
göstermektedir. UV spektral analizlerinde 277 nm de dehidroabietik asid 
bandlan izlenmiştir. En belirgin sonuç proton NMR sinyallerinin izlenmesi de 
görülmüştür. Bu analizler abietik, neoabietik, levopimarik ve palustrik 
asitlerin tamamının dehidroabietik aside tablo 2'de mekanizma ile 
dönüştüğünü ispatlamaktadır.

Kolofan yerine saf abietik asit ile yapılan reaksiyon aynı sonuçlar 
vermiştir, ancak reaksiyon tamamlanması daha kısa sürede 4-5 kez 
radyasyon işlemi ile olmaktadır. Solar radyasyonda kollektör ile yapılan 
denemede 100 mİ. çözeltinin 20 dakikada renk değişimine uğradığı 
gözlenmiştir. UV ve NMR spekrtal analizleri aynı sonuçlan vermektedir. Bu 
sonuçlar dehidrokolofon ticari ürününün oda sıcaklığında dekarboksile 
olmadan güneş radyasyonu ile oluşumunu göstererek ideal bir solar kimyasal 

üretim metodunu ortaya koymaktadır.

m benzofenon ve
5’xl0
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TSnblo 2: Ahlctlk n.sfdln foLokiıııyn£i;ıI dohitlrojcnasyon mekanizması

PhyC=0

A0EİK Jl 1 
ALIM

/
\
C.fjnil

a Kili
17)011

di -'i lYDK-oAnıi'rrır.
Ph2a) l Cu,MI acihI

t r II Cu}
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BAZI ARİLOKSİTİYOFOSFORİL BİLEŞİKLERİNİN SENTEZİ VE 
SPEKTROSKOPİK ÖZELLİKLERİNİN İNCELENMESİ

İsmail Erdem GÜMRÜKÇÜOĞLU ve Mustafa ODABAŞOĞLU

Orıdokuz Mayıs Üniversitesi, Fen Edebiyat Fakültesi, Kimya Bölümü, 
Kurupellt-Samsun-Türklye

SYNTHESI8 AND INVE8TIGATION OF SOME ARYLOXYTHIO- 
PH08PH0RYL COMPOUND8

8UMMARY

Sorae organophosphorus compounds were syntheslzed by rcactlng related 
substituted phenols with PSC13 at 150-160°C. The structure of the compounds 

synthesized was determined by IR, UV and *H-NMR spectroscopy techniques. The 
phenols containing sterically hindered groups at ortho positions formed diester 

derivatives while the other type of phenols produced triester derlvatives. The
werecıystal and molecular structure of trl (4-tert-butylphenly) thiophosphate (Ib) 

determined by X-ray dlfractlon analysis. The thlophosphoryl radical formed by 

İrradlation of bls (2,6-diraethylphenyl) chlorothiophosphate (Hb) using y -rays 

lnvestlgated by ESR spectroscopy tecnique and lts structure was idendlfled.

was

ÖZET

150-160°C sıcaktaBazı organofosfor bileşikleri sübstitüe fenoller ile PSCl3’ün 
reaksiyonuyla sentezlendl. Sentezlenen bileşiklerin yapılan IR, UV ve 'H-NMR 

spektroskopl teknikleriyle belirlendi. Orto pozisyonunda sterik etkili grup taşıyan 
fenoller diester türevlerine dönüşürken diğerleri (sterik etkili grup taşımayan) 

triester türevlerini oluşturdu. Trl (4-tert-butllfenll) tlyofosfatın (Ib) kristal ve 
moleküler yapısı X-.ş.nlar. difraksiyon analiziyle aydınlatıldı. Bls 
(2.6-dimetilfenil) klorotiyofosfat (Ilb) bileşiğinden çınlarıyla oluşturulan 

tiyofosforil radikali ESR tekniği ile incelenerek yapısı belirlendi.

GİRİŞ

tarafmdaru ^ufu'NaOH^lÇİndekî'pSClg üzerine fenollerin İlave edilmesi 1le
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sentezlendi (1). Aynı yıllarda Broeker, arilfosfitleri elementel kükürtle 

kapalı tüp içerisinde sıcakta reaksiyona sokarak ariloksitiyofosfatlan elde 

edebilmiştir (2). Bazı araştırmacılar ise P2S5 reaktiflni fenollerle 

etkileştirerek aynı t€^r bileşikleri sentezlemeyi başarmıştır (3). 

Organofosfor bileşiklerinin büyük insektisit aktivite gösterdiği 1930 

yılında tetraetilplrofosfat üzerine yapılan incelemeler sonucu ortaya 

koyulmasına rağmen, tarımsal alanda kullanımı ise ancak 1942 yılından 

sonra başlayabilmiştir (4). Her nekadar 2.Dünya Savaşında kimyasal 

silah olarak kullanılmamışlarsa da savaş yıllarında her ay birkaç yüz ton 

üretim yapılacak şekilde bu alanda birçok madde üretilmiştir. Daha 

sonraki yıllarda tarımsal aıjıaçlı kullanım arttığından özellikle tiyofosforil 

grubu bulunduran bileşikler üzerine detaylı çalışmalar yapılmıştır. 

"Paratiyon” olarak bilinen p-nitrofenil dietil tiyofosfat bileşiği tiyofosforil 

grubu taşıyan ilk insektisitlerdendir (5). lnseküsit özellikler üzerine başta 

Schrader (5) olmak üzere Magee ve Gaines (6). Mel'nikov (7) önemli 

çalışmalar yapmışlardır.

Bu çalışmada, değişik sübstitüentler taşıyan fenoller PSC1 ile 

reaksiyona sokularak yeni tür tiyofosforil bileşikleri sentezlendi. 

Sentezlenen bileşiklerin spektroskopik incelemeleri yapılarak yapıları 

aydmlatıldı.Aynca tri(4-tert-butilfenil)tiyofosfat bileşiğinin X-ışmları 

incelemesi yapılarak kristal ve molekül yapısı belirlendi.

DENEL BÖLÜM

Tiyofosforil bileşiklerinin sentezi 150-160°C de fenollerin 

muamele edilmesiyle gerçekleş tirildi. Reaktif olarak, 

2-izopropil-5-metilfenol (timol), 2-tert-butilfenol, 

2,6-dikIorfenol bileşikleri kullanıldı.

I\eII bileşikleri aşağıda verilen genel reaksiyonlara göre 

Genel metod tri (2-lzopropil-5-metilfenil) tiyofosfat (lal 
verildiği gibidir.

PSC13 ile 

4-tert-butil fenol,

2,6-dimetilfenol ve

sentezlendi.

1 sentezinde

150-160°^

-3HC1

la: Rı=i-pr, R5=Me, R2=R3=R4=h  

Ib: R4=But, R1=R2=R3=R5=h
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150-160°C

-2HC1

Ha; Rjs Bu S R2=R3=R4=R5=H 
Hb; R1=Rs=Me, R2=R3=R4=H 
He; R1=R5=C1, R2=R3=R4=H

Tri (2-izopropil-B-mctilfcnil) tiyofosfat sentezi (la)

Boyunlarından birine geri soğutucu diğerlerine damlatma hunisi ve 
termometre takılmış, 250 mL’lik üç boyunlu balona (7,5 g., 0.05 mol) 
2-izopropil- 5 -metilfenol (timol) koyularak 120°C’lik yağ banyosunda 
eritildi. Erimiş timol üzerine (3.39 g., 0.02 mol) PSC13 yanm saat sürede 
damla damla ilave edildi. PSC13 ilavesi tamamlandıktan sonra sıcaklık 
150°C ye yükseltilerek reaksiyon 2 saat devam ettirildi. Soğutulan 
reaksiyon karışımından PSCl3'ün aşırısı uzaklaştırıldıktan sonra ürün 
n-hekzanda kristallendirildi. E.N. 91°C (N2 atmosferinde), verim % 91. 

Hesaplanan (%); C=70.58 ; H=7.64 
Bulunan (%); C=70.05 ; H=7.58

Tri(4-tert-butilfenil) tiyofosfat (Ib); E.N. 131°C, Verim % 95 
Hesaplanan (%); C=70.58 : H=7.64 
Bulunan (%): C=70.21 ; H=7.54

Di(2-tert-butilfenil) klorotiyofosfat (Ha) E.N. 110°C, Verim % 64 
Hesaplanan (%); C=60.53 ; H=6.85 
Bulunan

Bis(2.6-dimetilfenll) KloroÜyofosfat aib) E.N. 124°C, Verim %73 

Hesaplanan (%); C=56.39 ; H=5.28 
(%); C=56.60 ; H=5.35

(%); C=60.59 ; H=6.70

Bulunan

Bis(2.6-diklorfenil) Klorotiyofosfat (IIc) E.N. 107°C, Verim %82 

Hesaplanan (%); C=36.91 ; H=1.53 

Bulunan (%); C=36.02 : H=1.45

Sentezlenen bileşikler KBr ile disk haline getirilerek IR spektrumlan 
alındı. Spektrumlann alınmasmda Perkin Elmer 4500 IR spektrometresi 
kullanıldı. UV çalışmalarında Varlan DMS 100 UV/VIS 
spektrometresinden faydalanıldı. UV spektrumlan. sentez ürünlerinin

*H-NMR incelemeleri Varlan 360n-hekzandaki- çözeltisinden kaydedildi.
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pektrometreslnde yapıldı. Çözücü olarak CDClg kullanıldı.
1 H-NMRs

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

tlyofosforll bileşiklerinin reaksiyon sureleri ve 

spektroskoplk verileri Tablo l'de verilmiştir.
Sentezlenen

ve 'H-NMR verileri.Tablo 1: Arilokslltiyofosfbril bileşiklerinin İR, UV

IIcIîbHaIbTâ 715cm‘1(P=S)

1225cm_1 
ve (C-O-P)

980 cm'1 
530 cm'1 

(P-Cl)

yOScnT’P-3)
lHöcm'1 
ve (C-O-P)

950 cm'1 
515 cm'1 

(P-Cl)

695cm'‘(p=s) |710cm'l(P=s)

1205cm'! 
ve (C-Ö-P)
950cm_1 İ940 cm'1

7i5cm'1(p=s)
^löcm'1 
ve (C-O-P)

975 cm'1

1195cm'' 
ve (C-O-P)

IR

273.6 nm
267.5 nm 
225.2 nm

267.6 nm
255.6 nm 
222.0 nm

270.4 nm 
263.8 nm 
228.7 nm

271.7 nm
263.3 nm
229.4 nm

273.2 nm 
264.7 nm
227.3 nm

UV

17.34 ppm
(m,6H)

2.43 ppm
(S.12H) 

7.05 ppm

1.48 ppm1.30 ppm1.18 ppm
(d,18H) 

2.28 ppm
(s,18H)(S.27H)

lH- 7.34 ppm7.25 ppm
(q,12H) (s,6H)(m.8H)N (s,9H)

M 2.23 ppm
R (h. 3H)

7.04 ppm 
(m. 9H)

R 48 saat24 saat0.5 saat 72 saat2 saat

s=singlet, d=dublet, q=quartet, h=heptet, m=multiplet

Bu çalışmada reaksiyon şartlarının aynı olmasına rağmen farklı 
tlyofosforll bileşiklerinin sentezlenmiş olması sterik etki ile açıklanabilir. 
Sterik etkili fenoller diester, sterik etkisi az olan ya da olmayan fenoller 
triester türevlerine dönüşmüşlerdir.

IR çalışmaları, bilekşiklerln karakteristik absorpsiyonları olan P-S, 
C-O-P ve P-Cl absorpsiyonları üzerinde yoğunlaştırıldı (Tablo D- 
İncelemeler P=S absorpsiyonlannın 715 - 695 cm"1 bölgesinde olduğunu 
göstermiştir. Fosfor atomuna bağlı C-0 absorpsiyonları 1225 - 1145 cm'1, 
aromatik halkaya bağlı P-0 absorpsiyonları 980 - 940 cm-1 bölgelerinde 
gözlendi. P-Çl absorpsiyonları 530 - 505 cm-1 bölgesinde yer almıştın 
Daha önce benzer bileşikler üzerine yapılan IR çalışmaları elde edilen 
verileri desteklemiştir (8, 9).

UV incelemeleri sonucu bulunan üç absorpsiyondan büyük dalga 
boyundaki absorpsiyon n->7i*. diğerlerinin k ->k * geçişi olduğu yorumlandı.
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lH -NMR çalışmalanndan alınan veriler (Tablo 1), başlangıç maddesi 
olarak kullanılan fenollerin lH-NMR değerleriyle karşılaştırılınca aromatik 
halka protonlarının en çok 0.5 ppm, aromatik halkaya bağlı gruplardaki 
protonların İse 0.3 ppm aşağı alana kaydığı gözlendi.

Trt (4-tert-butilfenil) tiyofosfatm (Ib) X -ışınlan difraksiyon analizi İle 
yapısı aydınlatılmıştır.

Ilb bileşiği y -ışınlarıyla ışınlanarak ESR tekniği İle incelenmiş ve 
oluşan tlyofosforil radikalinin a ve g değerleri saptanmıştır. Triester 
türevleri de (la ve Ib) y -ışınlan etkisine bırakılarak tlyofosforil radikali 
oluşturulması amaçlanmasına rağmen tlyofosforil radikali 
oluşturulamamıştır.
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SENTEZLERİ^M1D° FORMlL) METİL FOSFİNİK ASİT ESTERLERİNİN

Salih YAŞLAK

Marmara Üniversitesi Atatürk Eğitim Fakültesi Göztepe Kampusu - İstanbul - Türkiye

SYOTTOESIS OF' phenyl , (PHTALIMIDO FORMYL), methyl  phosphinic
ACI D ESTERS

SUMMARY
Preparation of phenyl (phthalimldo formyl) methylphosphinic acld esters are reported 

ÖZET
FeniJ (ftalimldo formil) metli fosfinlk asit esterlerinin elde edilmesi

GİRİŞ

Bugün a-aminoasitlerin gayit iyi bilinmesine rağmen a-aminofosfinik asitler 
yeteri derecede araştırma konusu olmamıştır (1). Bazı fosfınopeptitlerin anti- 
bakteryel aktiviteleri bilinmektedir (2). Fosfîno veya fosfonopeptitlerin elde 
edilmesindeki en uygun yolun aldehit bileşiğini elde edip bunu daha sonra 
kolayca diğer fonksiyonel gruba çevirme olduğu malumdur. Bu yüzden biz 
burada fenll (ftalimldo formil) metil fosûnik asit metil ester III ve etil esterle­
rinin IV yeni bir metodla elde edilmesinden bahsetmek istiyoruz.

0
PhII

l NaOMe
N-CH — P=0

2 I 2.HC00MeC7

II OR
0

ı

Verini: 75 % 
Verim: 83 %

, R= Me III 
. R = Et IVR = Me I 

R = Et II
/
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DENEL BÖLÜM
Sentezlerde "reagent grade" kimyasallar kullanılıp, N-Bromo metil flalimid 
(3) sentezden önce hidrojen bromürden bilinen usulle saflaştırılmış tır. Dime- 
til fenil fosfonit (4) ve dietil fenil fosfonit(5) bilinen metodlarla elde edilmiştir. 
Her seferinde bu bileşikler kullanılmadan önce destile edilmelidir. Bileşik I 
ve II yine bilinen metodlarla elde edilmiştir (1).
Genel prosedür: Taze kesilmiş sodyum (50 m mol) Ve 25 mi ksilen ihtiva 
eden üç boyunlu reaksiyon balonuna kondensör, karıştırıcı ve huni ilâve edi­
lerek ksilen kaynaymcaya kadar ısıtılır. Azot atmosferi altında 15 dakikalık 
bir zaman entervalinde 55 mmol absolut metanol (magnesyum üzerinden 
destile edilmiş) ilâve edilir. Isıtma işlemine 15 dakika daha devam edilir ve 
bu zaman içerisinde 5 mİ destilat toplanır. Bu şekilde elde edilen beyaz 
süspansiyon 20 dakikalık bir zaman entervalinde küçük porsiyonlar halinde 
0°C da karıştırılan 50 mmol fenilftalimido metil fosfınik asit esterlerinin (I 
veya II) 400 mmol metil fomıattaki (taze olarak P2Os üzerinden destile edil­
miş) çözeltisine ilâve edilir. Karıştırma işlemine 30 dakika devam edilip mey­
dana gelen san süspansiyon 3 mİ % 100 lük asetik asitin 20 mİ absolut ben­
zendeki çözeltisiyle muameler edilir, bir müddet kanştınldıktan sonra 25 mİ 
1 N hidroklörür asit ilâve edilir. Sulu faz ayrıldıktan sonra pH = 3-4 e gele­
cek şekilde derişik HC1 ile muamele edilir ve etil asetatla ekstrakte edilir. Etil 
asetat fazlan toplanır, sodyum sülfat üzerinden kurutulur ve etil asetatın 
vakum altında destilasyonundan sonra elde edilen bakiye benzenden kristal­
lendirilir. Elde edilen bu san kristaller Feyling çözeltisini indirgeyip, sodyum 
bikarbonatta çözünerek san bir çözelti verdi.

Bu kristallerin analizleri aşağıda belirtilmiştir.

Bileşik III: erime noktası: 125-127 °C 
Elementel analiz : C : 60,25 (60, % hesaplanan)
H : 3,95 % (4.0 %). N : 3,80 % (40 %)
3lP-NMR (CDCls) : 35,0 ppm, IR (KBr) : C- OH : 3000 cm 
Bileşik IV : erime noktası! 138-140 °C 
Elementel analiz : C : 61,60 % (61,0 % hesaplanan)
H : 4,80 % (5,0 %). N : 4,75 % (5, 0 %)
31P-NMR (CDClg) : 34,7 ppm, IR (KBr) : C- OH : 3000 cm

SONUÇLAR ve TARTIŞMA 
Anlatılan bu metodla elde edilen bileşiklerin veriminin yüksek olması ve ko­
layca saf halde elde edilmeleri diğer metodlara üstünlük sağlamıştır. IR 
danda görüldüğü gibi aldehit grubu keto formundan ziyade enol formun- 
dadır. Buda fosfora bağlı karbondaki hidrojenlerin asidik olduğunu 
göstermektedir.

KAYNAKLAR
1. I. C. Popoffand C. K. Huber. J. Org. Chem 28. 2898
2. R. G. Ailen, Nature. 56 (1978), 272
3. K. Kato, Chemical Abstract. 52 (1958), 10002 a
4. H. J. Hanvood, JACS. 82 (1960), 423
5. G. Kamai, Obshch. Khim.. 18 (1948), 443
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30İU BİLEŞİĞİNİN SENTEZİNE YENİ BİR SENTETİK YAKLAŞIM

İnci DURUCASU(*) ve Edward C.TAYLOR (**)

(•) Atatürk Üniversitesi, Fen-Edebiyat Fakültesi Kimya Bölümü 25240 ERZURUM 

(••) Princeton Universtty, Deparmentof Chemistry, NJ 08544 U.S.A.

A NEW SYNTHETİC APPROACH TO SYNTHESIS OF BW 30 İU.

SUMMARY

BW 30 İU, 2 ,is formulated as 2>4-diamlno-6(2,5-dimethoxybenzyl)-5-methyl- 
pyrido [2,3-d] pyrimldine and it Is a lipophilic antifolate drug. BW 30İU İs also named 

piritrexim in pharmacology and as active as methotrexate (MTX) as an Inhibitor of 
dihydrofolate reductase and mamalian celi growth. In this work, it has been aimed at 
synthesizing of BW 30İU by using a new synthetic way. Key intermediate in the 
process was l-amino-2-(2,5-dimethoxybenzylHE] and [Z] 2-butene,3. The reaction of 
2,5-dimethoxyphenylacetyl chloride, 5, with diazomethane gave l-chloro-3-(2.5- 
dimethoxyphenyl)-2-propanone, 7 ,as initial material. Gabdel reaction of l-chloro-3-

afforded l-(3,5- 
this ketone

as

(2,5-dimethoxyphenyl)-2-propanone with potasslum phthalimide 
dimethoxyphenyl)-3-phthalimido-2-propanone,8. Wittig condcn sation of 
....I. ethyltriphenylphosphonium bromide to obtaln the requisite compound. 1- 
phthalimido-2-( 2,5-dtmethoxybenzyl)-IEl and [Z|-2-butene, 9, were unsuccessful at ali 

reaction conditions. It has been expected to obtaln key İntermediate İn the 

synthetic sequence by hydrolysis of compound

with

different
9 on acidic condition.

ÖZET

1, 2,4-dlamIno-6-(2.5-dimetoksibenzll)-5-metil-pirido-(2,3-dl pirimidin

folat inhibitörü olan bir ilaçtır. Eczacılıkta
BW 30 İU,

olarak adlandırılır ve yağda çözünen, 

piritrejcim olarak adlandırılır ve 

büyümesinin inhibitörü olarak en az
BW 30 İU bileşiğinin, yeni bir sentetik yol kullamlarak sentezi amaçland.

eldesi gereken ara ürün l-amlno-2-(2,5-dimetoksibenzil)-(Elve [Z ] 2-buten . . • .

ile reaksiyonu, başlangıç maddesi olarak 

on, 7, bileşiğini verdi. 1-kloro-3-(2,5-dimetok- 

Gabriel reaksiyonundan 1-(3S5-

dihidrofolat reduktaz enziminin ve memelilerde hücre 

methotrexate (MTX) kadar etkindir. Bu çalışmada.

. Sentezde

dimetoksifenilasetil klorürün 5 , diazometan

l-kloro-3-(2.5-dimetoksifenil)-2-propan

sifenil)-2-propanonun potasyum

dimetoksifenil)-3-ftalimido-2-propanon,

ctütrifcnilfosfonyum bromür ile Wittig *t°n^"S^n 9, elde edilemedi.

bileşik olan, l-ftalimido-2-(2.5-dimetoksibenzil)-lE] 14

ftalimid ile
8, elde edildi. Bu ketonun, değişik şartlarda.

reaksiyonundan ise, gereken
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olan 3 bileşiğinin, 9 bileşiğin asidik şartlardaSentezdeki anahtar ara ürün 

hidrolizinden elde edilmesi beklenilmektedir.

GİRİŞ

Bazı 5-deazopteridinler ya da pirido [2,3-d] pirimidinler , dihidrofolat 

reduktaz enziminin aktif inhibitörüdür ve antibakteriyel, antimalariyal, 

antitumor reaktif olarak etkindir. Bunlardan methotrexate, 1, tümör 

oluşumunu engelleyici ve bağışıklığı sağlayıcı bir ilaç olarak uzun yıllar 

denenmiştir ve halende kanser kemoterapisinde antimetabolit olarak 

kullanılmaktadır. Fakat aşın derecede toksik olması ve çoğu insan 

tümörlerine etkisiz oluşu, bu ilacın kullanım alanını sımrlamaktadır.(l).

NH

COOH

COOH

Bundan dolayı, kanserli dokuya karşı eşit etki gösteren ve fakat 

methotrexatın gösterdiği yan etkileri göstermeyen bir bileşik bulma umudu 

İle 1 bileşiğinin değişik analoglannm sentezine büyük ilgi duyulmuştur. 
Methotrexate yapısının her kısmı değiştirilerek, değişik analogları 
hazırlanmış olmasına rağmen, pteridin halkasının.» değişik deazopteridin 

türevlerinden biri ile yerdeğiştirdiği analogları, kemoterapik reaktif olarak 

çok umut vericidir (2).

Bu çalışmada, kanser kemoterapisinde oldukça umut verici bir bileşik 

olan BW 30İU, 2 bileşiğinin yeni bir sentetik yolla sentezi amaçlanmaktadır. 
BW 301U bileşiği ilk kez 1980 yılında Amerika Birleşik Devletleri Borroughs 

Welcome ilaç firmasında sen tezlenmiş ve bileşiğe 1981 yılında patent 

alınmıştır (3). Bileşik, ilgili piridopirimidlnler ve diğer yağda çözünen 

diaminoheterosiklik bileşikler arasından, histamin metabolizmasına 

etki gösteren, etkin bir dihidrofolat reduktaz enzim inhibitörü olarak 

bulunmuştur. Methotrexatm tersine hücrelere girişi hızlı ve sıcaklıktan 

bağımsızdır, bileşik hücre zarlarından diffüzyonla geçmektedir. (4). Bileşik ile 

yapılan biokimyasal ve kemoterapik çalışmalar, Sarcoma 180 tümörüne hızlı 

etki ettiğini göstermiştir. (5). Bileşik, özelikle yüksek konsantrasyonlarda. 

methotrexate'a dirençli hücrelerde, methotrexate'dan daha 
muştur. (6).

en az

etkin bulun-
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ch ~ch 3

h 2nh 2c-c
i
ih 2n

;
>
I.

denel  bölüm

ürün olan, 1 -amino-2-(2,5-Sentezde öncelikle anahtar

[ E 1 ve [ Z ] - 2- butenin, 3 eldesi amaçlandı. Çünkü 3 idimetoksibenzil) -
bileşiğinin 2-kloro-4,6-diaminopirimidin ya da 2-amino-4,6-dikloropirimidin 

ile kondensasyonundan' l-(2,4,6-triaminopirimidin)-2-(2,5-dimetoksibenzil)-

i
I

2-buten, 4, bileşiği elde edilebilir. 4 bileşiğinin PdCİ2 - CuCl - O2 kompleks 

sistemi ile oksidasyonundan İse BW 30İU elde edilecektir. (7).

çh 3
;

i

INH2 i
!OCH3

A
a n^nh -ch 2— c —ch

CH
■:

N

H0
PdCl2 , 

CuCI,02
BW 301U, 2

h 2n
!

0CH3

3 bileşiğine geçebilmek için, 2,5- 

dimetoksifenilasetil klorürün, 5 , diazometan ile etkileştirilmesinden 6 bileşiği 
ve bu bileşiğin asitlendirilmesiyle , l-kloro-3-(2,5-dimetoksifenil)- 2- propanon,

7 bileşiği elde edildi. (8). (Erime noktası: 42- 43 °C , Verim: %58, buz ban­

yosunda eterden beyaz kristaller).

4 DMF

Anahtar ürün olan

:

OCH3
OCH CH2N2 

eter,0°C ,
3 o

II ch 2- cch 2n 2h 3coch 2-c-cih 3co
6

20° %37 HCI

X,°cH
j SC

5

3 o
II

ch 2- cch 2cih 3co
3 7

7 nln potasyum ftalimid ile Gabriel
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: % 48 , etilasetat + hekzandan
ile 1-

edildi. ( Erime noktası : 165 -166 °C , Verim
beyaz kristaller ). 8 bileşiğinden Wittig kondensasyon reaksiyonu (9) 

ftalimido-2-(2.5-dimetoksibenzil)-(E] ve IZ]- 2-buten. 9 bileşiği elde edilmeye

çalışıldı.

t
DMF
36 saat

O
och 3ıı O

IIN;n-ch 2- c-ch 2
c,

och 3

[(Ce H5)3 P+CH2CH3]Br

n1 8
O

Baz

1 rÇözücü

Fakat sırasıyla (baz-çözücü) çifti olarak (NaH - THF), ( n- BuLi-THF ), ( n- 

BuLi - dietileter), (potasyum tersiyerbutoksit - CgHg ) kullanarak, dört farklı 

şartda yapılan Wittig reaksiyonu ile, istenilen 9 bileşiği elde edilemedi. (10),

(11).

SONUÇ VE TARTIŞMA

Sentezde elde edilen 7 ve 8 bileşiklerinin yapısı spektroskopik olarak 

aydınlatıldı. Wittig kondensasyon reaksiyonlarında ise, her defasında 

trifenilfosflnetiliden ylide çözeltisinin karakteristik rengi elde edilmesine 

rağmen, dört farklı koşulda da, İstenilen 9 bileşiği elde edilemedi. Deneylerde & 

bileşiğinin, çözücünün kaynama sıcaklığın da yapılan Wittig reaksiyonu 

sonucunda bozunduğu, oda sıcaklığında yapılan Wittig reaksiyonunda ise

i
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kısmen bozunup, kısmen etkileşmeye girmediği gözlendi. Sonuçta, 1- (2,5- 

dimetoksifenil) - 3 - ftalimido - 2- propanon bileşiğinin, Wittig reaksiyonuna 

reaktivitesinin düşük olduğu söylenebilir. Sonucu doğrulamak için, daha az 

sterik engelli keton bileşikleri ile farklı şartlarda yapılan Wittig 

reaksiyonları denenmelidir.
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3,5 DİMEIİL TETRAHİDRO-l,3,5-TİADİAZİN-2-TİON’UN SENTEZİNDE OPTİMUM 

ŞARTLARIN ARAŞTIRILMASI VE METAL KATYONLARI İLE REAKSİYONLARI

Ayşe ERÇAĞ ve Eyüp ÖZCAN

İstanbul Üniversitesi Mühendislik Fakültesi Kimya Bölümü İstanbul, Türkiye

STUDIES OF THE OPTİMUM CONDITIONS IN SYNTHESIS 3,5 DIMETHYL TETRAHYD- 
RO-l,3,5-THIADIAZIN-2-THIONE’S AND ITS REACTIONS \VITH

SUMMARY

In the first scction of this work influcnce of reaction conditions on the product yield at the 
synthcsis of 3,5 dimethyl tctrahydro-l,3,5-thiadiazin-2~thione’s which has pcsticit characteristics was 
researched. A new method, which providc product with high yield was carried out. The obtaining 
product was scoured. Then its strueture was elucidated. In the second part of this work it was subjec- 
ted as a ligand. Complcxcs of this ligand with Cu2+, Co2+, Fe3+, Ni2+ was synthesized and studi- 
ed by UV/visible spcctrophotometıy in the region of 200-500 nm at pH (asidic). This work was inclu- 
ded studies with Cu2+ ion.

ÖZET

Bu çalışmanın birinci bölümünde pestisit özelliklere sahip olan 3,5 dimetil tctrahidro-l,3,5-ti- 
adiazin-2-lion’un (DMİT) sentezinde reaksiyon şartlarının ürün verimi üzerine etkileri araştırıldı. 
Yüksek verimle ürün elde edilmesini sağlayan yeni bir yöntem uygulandı. Elde edilen ürün saflaştın- 
lıp yapısı aydınlatıldıktan sonra çalışmamızın ikinci bölümünde ligand olarak denemelere tabi tutul­

du. Ligandm Cu2+, Ni2+, Co2+, Fe3+ kompleksleri yapılarak asidik pH aralığında A=200-500 
nm’de UV spcktrumları alındı. Bu çalışmada yukarıdaki metallerden Cu2+ iyonu seçilerek üzerinde 

incelemeler yapıldı.

GİRİŞ

Aktif maddesi 3,5 dimetil tetrahidro-l,3,5-tiadiazin-2-tion olan ve Mylone, Dazo- 
met, Tiazon, Basamid ticari adları ile bilinen ürünümüzün oldukça geniş kullanım alanı 
vardır. Ncmatizit, insektisit, fungusit ve herbisit etkilerin karış.mma sahıptır(l). Serbest 
yaşayan nematodlara, kök galnematodlarına, patates nematodlarına, pythıum, rlıızocto- 
nia, fusarium, verticillium, colletotrictium gibi toprak funguslar. ile tel kurtları ve diğer
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toprak zararlılarına etkili bir fumiganttır(2).
Toprak sterilantı olarak, sera sebzedliği ve süs bitkileri ile fide yastıklarında kulla­

nılmakta ve mahsul veriminde büyük artış sağlamaktadır(3). Zirai mücadelede kullanıl­
masının yanında diğer sanayi dallarında da (kağıt, metal, boya, plastik) bakterisit ve 
dezenfektan olarak kullamlmaktadır(4). Ülkemizde üretümemekte yabancı firmalardan 
ithal edilerek kullanılmaktadır. Bu nedenle DMTTyi üretime yönelik şekilde sentez 
etmeyi amaçladık. Ayrıca DMTT bozundurulmak suretiyle ortamdan uzaklaştınlabilmek- 
tedir. Metal katyonları üe reaksiyonları yapılarak DMTTnin bozu nması üzerine etkileri­
ni gözledik. Çıkan sonuçların uygulamaya yönelik bazı yenilikler getirebüeceği kanaatin­

deyiz.

DENEL BÖLÜM

Cihazlar Spektrofotometrik ölçümler için "Beckmann D.B-GT spektrometer" kul­
lanıldı. pH ölçümleri de "Metrohm Herisau pH meter E603" Cam elektrod "EA 121" ile 

yapıldı.
Kimyasal ve stok çözeltiler Kimyasal maddelerin bir kısmı yerli firmalardan bir 

kısmı da Merck, Fluka gibi yabana firmalradan satın alındı.
10_3M DMTT nin % 10 luk alkoldeki çözeltisi deneyler sırasında taze hazırlan­

dı. 10 “3M Cu2+, 10“3M Co 24-, 10“3M Ni2+ ve 10”3M Fe3+ çözeltileri.

DMTT sentezi

Sentez kesikli olarak iki aşamada yapıldı. Birinci aşamada: 125 mİ suda çözülmüş 
67 g metilaminhidroklorür, 50 g CS2 (teorik miktarlardan % 30 oranında fazla) üe bir 

balonda muamele edÜdi. Balon dıştan soğutulmak suretiyle karışımın sıcaklığı 10°C 
civarına getirildi. Soğutulan bu karışım üzerine 40 g NaOH in 100 mİ suda çözülmesi üe 
elde edüen çözeltiden damla damla ilave edildi. Bütün NaOH çözeltisi bitene kadar kar- 
şıtırmaya ve soğutmaya devam edÜdi. NaOH ilavesi bittikten sonra reaksiyon karışımın­
dan reaksiyona girmemiş CS2 ekstrakte edildi.

Birinci aşamada elde edüen reaksiyon çözeltisi ikinci aşamada 30-40°C civarında 
kapalı bir kapta sürekli karıştırmak suretiyle damla damla % 37 lik CH20 ile reaksiyona 
sokuldu. İlave sırasında beyaz katı madde ayrılması gözlendi. Ayrılan ürün vakumda 
süzüldü. Kurutuldu. E.N=106®.

Ürünün sentezinde en yüksek ve verime yukarıda anlatıldığı şekÜde çalışıldığı

cam

zaman ulaşıltı.

Reaksiyon denklemi: S

112NaOH
^[CH3-NH-C-S]-[NH3(CH3)]++ 2NaCl+2H202CH3-NH2.HC1+CS2

S
II

[Ch3-NH-C-S]-[NH3(CH3)]+ + 2CH20 - -2H20
ÇH3

N
C = SH2ç

! I
sH3c-N

X /
c

H2
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Ürünün Elcmcntel Analizi:

%C % H % N % SHesaplanan
Bulunan

36,97 6,16 17,25 40,52
36,68 6,35 16,97 39,98

Yukarıda gösterilen elemem yüzdelerine göre bileşiğin ampirik 
C5H10N3S2 olarak bulundu.

Ürünün IR, jH-NMR, UV spcktrumları:
DMTTnin IR snektrumu; -890 cm"1 de -CH,-, -1050 cm"1 de 

-S-CS-N-, 1180 cm-1 de C-N, -1225 cm"1 de C=S, -1400 cm"1 de C-N, 
-2820-2780 de -CH2-N-CH3 pikleri, UV spektrumu Amax=300 nm de maksimum 
absorbsiyon, ‘H-NMR spektrumu dn 4(ppm) = 2,685 (3H), J(ppm) = 3,5113 (3H), 
4(ppm) = 4,3615 (2H), i(ppm) = 4,424 (2H) kimyasal kayma değerlerini vermektedir.

DMTTnin Metal Katyonları ile Reaksiyonları:
Çalışmanın bu bölümünde ürünümüz ligand olarak denemelere tabi tutuldu. 

Ligandın Cu2+, Co2+, Ni2+, Fe3+ kompleksleri yapıldı. Oluşan komplekslerin asidik 
pH’larda A=200-500 nm deki UV spektrumları alındı (Tablo 1).

formülü

Metal-Ligand pH Amax fnml
Cu2+-DMTT
Co 2+-DMTT

Fe3+-DMTT
Ni2+-DMTT

3,57 390
3 395
2 370

3,72 385

Tablo 1: DMTTnin metal komplekslerinin UV absorbsiyon maksimumlan

Metal kalyonları ve ligand çözeltileri için en ideal derişim 10-3M olarak seçildi. 
Bu konsantrasyonun altında yeterli absorbsiyon olmamakta, üzerinde ise ölçüm yapılama­
maktadır. Suda az çözünen ligand etilalkol-su karışımında (% 10 luk alkol çözeltisi) 
çözüldü. Her çalışma için taze hazırlanarak sadece bir gün süreyle kullanıldı.

Cu 2+-DMTT Kompleksinin Yapısı
Jop metoduna göre Cu2+-DMTT kompleksinin pH=2,3-5,7 arasında sürekli deği­

şim eğrileri çizilerek metal-ligand oranı 1/1 olarak bulundu (Grafik 1). Kompleksin 
spektrofotomelrik ölçümleri yaklaşık bir saat için geçerli olup daha sonra bir absorbsiyon 
artışı ile birlikte renk açık sarıdan yeşile doğru değişmekte, bulanma ve çökelmeler oluş­
maktadır.

Grafik 1:
Cu2+-DMTTnin 
sürekli değişim eğrisi 
[DMTT] = 10”3M 
(%10 alkollü çöz), 
[Cu2+] = 10”3M 
pH=3,57, Am<ıx=390

04

94

nm

0.4

04

2+
mİ Cu

1 0 mİ Ligand10 9 87 65432
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SONUÇLAR VE TARTIŞMA

DMTT sentezinde optimum şartlar araştırıldı ve lab. şartlarında iyi bir verimle 
sentez edildi. Elde ettiğimiz ürün yapısı aydınlatıldıktan sonra metal katyonları ile reaksi­
yona sokularak metal-DMTT kompleksleri yapıldı. Cu2+,DMTT kompleksi seçilerek 
metal ligand oram 1/1 olarak bulundu. Cu2+-DMTT kompleksinin hafif alkollü çözelti­
de rengi açık sandır. Zamanla yeşile kadar renk değişimi ve bulanıklıkla birlikte çökme­
ler görülmektedir. Neticede Cu2+-DMTT kompleksi sulu çözeltide kısa sürede bozun- 
maktadır.

DMTTnin topraktaki toksik etkisi dekompoze olma oram ve derecesi ile tayin 
edilir. Isıtıldığında su varlığında topraktaki bozunma mekanizması şöyledir(l):

CH2
/

n n -ch *
I 3

c = s

oH3C-N
+2H20 - CH3NCS+H2S+CH3NH2+2HC

H2C. \h

S

Denklemden de görüldüğü gibi toprakta rutubet ile temasa geçince yavaş yavaş 
gaz haline dönüşür ve bu gaz toprağın her tarafına yayılarak toprakta mevcut zararlı 
organizmalan öldürür. DMTTnin gaz haline geçebilmesi ve arzu edilen etkiyi gösterebil­
mesi toprak rutubeti, toprak ısısı ve toprak türü gibi faktörlerle yakın ilişki içersinde- 
dir(3). Toprakta bütün bu şanlar sağlandıktan sonra DMTT uygulanmalıdır. Uygulandık­
tan belli bir süre sonra da bozunarak ortamdan uzaklaşması gerekmektedir. Hemen bozu- 
nursa zararlılara etkili olamaz, uzun süre bozun madan kalırsa da sonradan ekilecek mah­
sule zarar verir. DMTT uygulandıktan belli bir süre sonra toprağa sulama ile birlikte 
Cu + iyonları da verilirse DMTTnin bozunma hızının artacağı deneylerimiz neticesinde 
tahmin edilmektedir. Ayrıca Cu2+ iyonlarının bakterisit ve fungusit etkileri bilindiğine 
göre pestisit etkilerine sahip olan DMTTnin etkisini de artıracağı (sineıjist etki) açıktır. 
Bu nedenle çalışmalannuzı bu konuda yoğunlaştırdık. Yapı aydınlatma ve diğer metal 
katyonları ile bozunma kinetiği çalışmalarımızda devam etmektedir.
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DEĞİŞİK KİNON, METÎD ÖNCÜLERİ İLE 1,3 - TİYAZiNLERİN 
SENTEZİ VE MEKANİZMA SAPTANMASI

Orhan BİLGİÇ, Sevim BİLGİÇ ve Mine YALÇINKAYA

Anadolu Üniversitesi,Fen Edebiyat Fakültesi Kimya Bölümü 
ESKİŞEHİR -TÜRKİYE

THE SYNTHESIS OF l^-THIAZENES WITH VARIABLE QUINONE-METHIDE 
PRECURSORS AND THE DETERMINATION OF THE MECHANISM

SUMMARY

in this work the pyrolysis of 1-N, N - dimethylaminomethyl -2-naphthol (1) with thio- 
benzamide and thioacetamide were ınvestigated. In the end of the reaction of 1-NJST- 
dimethylaminomethyl-2- naphthol (1) with thiobenzamide, 2-phenylnaphto [5 ,6] -1,3- thi- 
azine ( 6,R * Ph) and 3,5 -diphenylthia -2,4-diazole ( 6,R«=Ph ) with thiacetamide, 2- 
methylnaphto [5,6]-l,3- thiazine (5, R* Me) and 3,5-dimethyl- thia-2,4 diazole (6,R»Me) 
vere isoleted. But the yield of the second reaction was very low.

ÖZET

Bu çalışmada l-N,N-dimetilaminometil-l-naOol (1)' ün tiyobenzamid ve tiyoasetamid 
ile pirolizleri incelenmek istenmiştir. l-N,N-Dimetilaminometil-2-naftol (1) ün tiyobenzamid 
ile reaksiyonu sonunda, 2-fenilnafto [5,6]-l,3-tiyozin (5,R=Ph) ve 3,5 difeniltiya 2,4-diazol 
(6,R«Ph) tiyoasetamid ile 2-metilnafto [5,6]-l,3-tiyazin ( 6,R=Me ) ve 3,5-dimetütıya, 2,4- 
diazol (63«Me) izole edilmiştir. Ancak ikinci reaksiyonun venmı çok düşük çıkmıştır.

GÎRJtŞ

l-N,N-Dimetilaminometil -2-naftol (1) 'ün difenil eterli ortamda, 200 C de, 
polisiklik heteroaromatik maddeleri, elektron, verici substitüent içeren «mim­
lerle yüksek verimle; elektron-çekici substituent içeren amlınlerle ise düşük ve- 
rimle oluşturduğu bildirilmiştir (1-3).

l-N,N-Dimetilaminometil-2-naftol (1)’ ün amlınlerle polisiklik heteroarom­
atik maddeleri naftalen-kinon-metid (3) ara-ürünü üzerinden oluşturduğu

1-Hidroksimetil -2- naftol (2) ve l-N.N-dimetilamınometıl -2-naftol (1) 
,naftalen-kinon-metid (3) ara-ürünü üzerinden ters elektron gereksımmlı Dıels, 
Alder ürünleri olan 2-substitüe [5,6] -kreman (4,R=Ph)'ı verdıklen an aşı mışt.r
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muştur (5). Bu nedenle naftelen-kinon-metid (3) ara-ürünü üzerinden polisiklik 
heteroaromatik madde sentezleme yöntemini yeni madde sentezlerini uygulaya­
rak genişletmek ve biyolojik önemi olan sübstitüe tiyazinler sentezlemek istedik.

5, R * Ph, Me 6, R= Ph, Me

Çalışmada, izole edilen maddelerin H-nmr spektrumlan, jeol PMX 60 Sı 
t60, MHz) ve Bruker AC 200L (200 MHz) (MAM. TUBlTÂK) spektrome- 
trelerinde, 13C-nmr spektrumlan Bruker AC 200L (MAM.TUBlTAK) spektromet- 
resinde, Kimyasal analizler, Carlo Erba Strumentazoone Mode 1106 
(MAM.TUBlTAK)’da IR spektrumlan 270-230 Hitachi ve IR 435 Schimadzu 
spektrometrelerinde, u.v. spektrumlan 150-20 Hitachi ve UV 240 Schimadzu 
spektrometrelerinde alınmıştır.

DENEL BÖLÜM

Naftalen-kinon-metid öncüsü , l-N,N-dimetil aminometil-2-naftol (1) stiren 
ile kapalı tüp içerisinde, tiyobenzamid ve tiyoasetamid ile ,

i. Oda sıcaklığında,
ii. Toluenin kaynama noktasında, 

iii. Kapalı tüp içinde,
reaksiyonlan gerçekleştirildi.



l-N,N-Dimetilaminometil-2-naftol (l)'ün stircn ile reaksiyonunda ham- 
ürünün ince tabaka kromatografısi (Si 02 -CHC13 ) iki madde varlığını R^0,92 

ve R^0,65) varlığını göstermiştir. Spektroskopik veriler ve elementel analizlerd­

en, ilk maddenin (Rf =0,92) yapısının, naftalen-kinon-metid (3)’in dimeri (7) 

olduğu, ikinci maddenin ise, (Rp0,65), (4,R=Ph) olduğu anlaşılmıştır. 1- N,N- 

Dimetilaminometil -2- naftol (1) ' ün tiyobenzamid ve tiyoasetamid ile oda 
sıcaklığında yapılan reaksiyonundan sonuç alınamamıştır. Diğer yöntemlerden 
sonuçlar alınmıştır. Tiyobenzamid ile reaksiyonunda ham-ürünün ince tabaka 
kromatografısi (Si02, CHClg) iki madde varlığım (R^0,86 v e 0,66) göstermiştir. 

Üst tabaka (Rf = 0,86) etil alkolden san renkli kristaller vermiştir. 90.44

mg % 38 verim, elementel analiz ve spektroskopik veriler maddenin (5,R=Ph) 
yapısında olduğunu desteklemiştir. Alt tabaka ( R^ 0.66) etil alkolden açık san

renkli kristaller vermiştir. 118.25 mg. % 40 verdim, elemantel analiz ve spek­
troskopik veriler maddenin (6,R=Ph) yapısında olduğunu desteklemiştir.

l-N,N-Dimetilaminometil -2-naftal (1)' ün tiyoasematid ile reaksiyonunda 
ince tabaka kromatografısi (Si02 ,CHC13) çok sayıda leke

göstermiştir. Preparatif ince tabaka kromatografık saflaştırma ile madde 

(Rp 0,80 ve Rp 0,33) izole edilmiştir.
Üst tabaka, (Rp0,80 ) etil alkolden beyaz renkli kristaller vermiştir. 

13.3 mg % 8,8 verim spektroskopik veriler maddenin (5,R=Me) yapısında

olduğunu (R to,33) Uv  lambası altında parlak koyu mavi renkli leke,

preparatif ince tabaka kromatografısi (Sİ02 ,CHC13 ) ile saflaştırma sonunda açık

san renkte kristalimsi madde izole edildi. ,, •
25.2 mg % 12.4 verim spektroskopik venler ve elementel analız maddenin 

(5,R= Me) 2,2:1 oranında denge de olan yapılan desteklemiştir.

ham-ürünün

TARTIŞMA VE SONUÇ
1-N N-Dimetilaminometil -2-naftol (1) un tiyabenzamid ile 2-fenilnafto 

re Ri , O V;vn.in f3 R=Ph) ve tiyobenzamidin tıyobenzamı de 1,3-oıpolar

2,5 dimetiltiya-2-4 diazol (5,R=Me)
CHClg ) ç ok fazla leke gözlenmiş ve 

8,R=Me) yapısı ile dengede

elde edilmiştir. . f n halkasında elektron verici
1-N.N, Dimetilaminomet.l-2naftol 1 idlerle lsltllması sonunda

ZSÜSŞÜŞEZ- - ~ » *** *“'
telerinin incelenmesi mümkün olaca ı

bulunan ve
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MAKRO HALKALI ETERLERİN 3-FENİLKUMARİN 

TÜREVLERİNİN SENTEZLERİ

Mustafa BULUT" ve Çakıl ERK+

(+)tsianbul Teknik Üniversitesi,Fen ve Ed. Fakültesi,Kimya Bölümü,Maslakjstanbul,Türkiye. 
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THE SYNTHESIS OF 3-PIIENYLCOUMARIN DERIVATIVES OF MACROCYCLIC ETHERS

SUMMARY

Recently, we initiated a work of synthesis of novel crown elhers. Accordingly, the synthcsis 
of 3-phenylcoumarins and iheir 15.Crown.5 and 18.Crown.6 derivatives were achieved successfully. 
l,2,3-trihydroxy or l,2,4-triaceloxybenzene were reacted wiüı a-formyl elhyl phenyl acetate derivalives 
forming 7,8- and 6,7-dihydroxy-3-penylcoumarinswhich were then reacted wiıh ditosylate or dıchloride 
of tetra- or pentaethyleneglycols. By this way several products of crown elhers were prepared in good 
yields in the presence of water/DMF/potassium carbonate. Novel Crowns have exhibited interesting 
fluorescence and UV spectra as well as NMR and particularly mass spectra.

ÖZET

Alkali metal- ve benzer katyonlar ile kompleks meydana getirme özellikleri ile tanınmış olan 
makro halkalı polieterlerin sentezleri ve katyon bağlama eğilimleri ile ilgili olarak daha önce bir çok 
çalışma yapılmıştır.”

1 Bu nedenle yaptığımız daha önceki çalışmalarımıza paralel olarak yeni bazı makro halkalı 
ürünlerin sentezi ve katyon bağlama özellikleri üzerinde çalişılmıştır.” Özellikle benzo ve benzopiran 
türevlerinin ilginç özelliklerinin olduğu .görülmüş ve yeni bazı moleküllerin sentezi gerçekleştirilmiştir.”

Sunulan bu çalışmada öncelikle 6,7-dihidroksi ve 7,8-dihidroksi-3-fenilkumarinler senlez- 
bu kumarinlerin uygun ortamda polietilenglikoldiklorür veya ditosilatlan DMFIenmiştir. Daha 

ortamında etkileştirilerek makro halkalı eterler elde edilmiştir.”
sonra

GİRİŞ

Makro Halkalı eterler yüzyılımızın ilginç molekül yapılarından biri olup sentetik anti­

biyotik özellikleri açısından tıp ve biyokimya gibi konularda geçerlilik kazanmıştır. Sıvı-sıvı 
faz transferi veya membran-iyon difüzyonu gibi konuların incelenmesinde çok uygun modeller 
olarak kullanılmaktadır. Uzun bir süredir bu moleküllerin sentezleri streo-kimyasal özellikleri 
ve özellikle çekirdek magnetik rezonans yöntemi ile iyon bağlama özellikleri İncelenmektedir. 
Bu nedenle alınan sonuçların yeni moleküller üzerinde yeni özelliklerin çıkarılması açısından 
farklı fonksiyonel gurup içeren yeni yapı sentezleri üzerinde durulmaktadır.
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DENEL BÖLÜM

NMR spcktrumlan 200 MHz dc BRUKER spcktromeircsinde, IR spoktra JASCO-FTIR 
Spektrumlan Hewlett PackardGC-MS spcktromclresindealınmıştır. 15.crown.5 türevlerininel u e ilmesi 
için o-dihidroksi-3-fenilkumarin (20 mmol), dikloıpenlactilenglikol (20 mmol), potasyum karbonat (40 
mmol), DMF (45 mİ) ve 15 mİ su karışımı azot altında 24-36 saat karıştırılarak ısıtılır ve soğutulur, 
CHClj ile ekstrakle edilir, kurutulur alkol veya dıklomıelandan knstallendırılır. l8.crown.6 türevlerinin 
sentezi için diklorpentaetilenglikol yerine pentaetilenglikolditosilat reaksiyona sokulur.

ve Kîitle

'

SONUÇLAR

Bu çalışmada öncelikle o-dihidroksi-3-feniIkumarin sentezleri yapılmıştır. Bu maksat ile fenil- 
astik asil türevleri metalik sodyum/eter ortamında etil forrnat ile etkileşlırilmışlır. Elde edilen o-formil etil 
fenil asetat bileşikleri Pechmann reaksiyonu üzerinden 1,2,3-trihidroksibenzen  veya 1,2,4-aseloksibcnzen 
ile elkileştirilmişlir. Ele geçen o-dihidroksi-3-feniIkumarinlerson derece uygun verimler ile hazırlandık­
larından yeterince saf ve çözünürlük açisindan uygun olmalari nedeni ile makro halkalı eter sentezleri için 
çok uygun bulunmuştur. Bu bileşikler DMF/su ortamında potasyum karbonat ile homojen çözeltilerde 70- 
80 °C de reaksiyon verirlerfi

Kütle
Spektra

NMR SpektraE.N.. IR Spektra (Cm*1)Fonu.no

412,2803.76 8H,3.96 4H, 
4.23 2H,4.39 2H, 
6.86 İH,7.27 3H, 
7.41 2H.7.74 İH

2830,1720,1110784a

446,2803.76 12H.3.96 4H, 
4.23 2H,4.39 2H, 
6.86 İH,7.27 3H, 
7.41 2H.7.74 İH

2900,1710,1120754c

412,2803.74 8H.3.89 2H, 
4.23 4P,6.83 İP, 
7.14 İP,7.38 3H, 
7.71 2H.7.97 İH

2900,1710,1120884d

446,2803.74 12H,3.89 2H, 
4.23 4P,6.83 İP, 
7.14 İP,7.38 3H, 

7.71 2H.7.97 İH

2860,1720,11104f viskoz

412,2802860,1720,1120 3.77 8H,3.94 4H, 
4.19 4H,6.92 IH, 
7.31 2H.7.47 2H, 
7.55 İH,7.77 2H

75

2860,1720,1120 446,280viskoz 3.77 12H,3.94 4H, 
4.19 4H,6.92 İH, 
7.31 2H.7.47 2H, 
7.55 İH,7.77 2H

4h

I
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NAFTOFURAN VE NAFTODİOKSOSİN TÜREVLERİNİN SENTEZİ
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SYNTHESES OF NAPHTH OFURAN AND NAPHTHODIOXOCIN DERİ VATI VES

SUMMARY

The aim of this work is to synthesize new oxygen containing hcterocyclic compounds 

by thc rcactions between naphthols and dicarbonyl compounds.
2-Naphthol, 2,7-dihydroxynaphthalene, l,5-dihydroxynaphthalcne, 2,6 

dihydroxynaphthalene, 2,3-dihydroxynaphthalene and 2-thionaphthalene wcrc used as naphthol 
derivatives and glyoxal and glutardialdchyde were used as dicarbonyl compounds. The rcactions
were carried out by different naphthoVcarbonyl mol ratios.

Naphthofurano [2,1-b] naphthofuran type compounds and polymers that contam
naphthofuran slruclure in their main chains vere synthesizcd when glyosal «tadı ıs an «

^ used. Polymers wcre obtaıncd mdependently from the
obscrved in thc molccular vveights of

dicarbonyl compound 
naphthol/carbonyl mol ratio. The only diffcrence

was
\vas

polymers.
Naphtho [2,1-d] naphtho [2,1-g] [1.3] diozocin type compounds and polymers of ıhı s 

strueture were obtained vvhen glutardialdchyde which is y-dicarbonyl compound was used. 

same behaviour was obscrved in polymers.

ÖZET

Bu çalışmada çeşitli naftoller dikarbonil bileşikleriyle tepkimeye sokularak oksijen 

içeren heterosiklik bileşiklerin sentezi 7" dihîdroksinaftalin, 1,5-dihidroksinaftalin, 2,6-
Naftol türevleri olarak 2-naflol 2,7 dıh d kuUamlml,,tır. Dikarbo„il bileşiği

dihidroksinaftalin, 2,3-dihidroksınaftalın Tepkimeler değişik nafıol/karbonil mol
olarak ise glioksal ve glutardialdehtt alınm ş

oranlarında gerçekleştirilmiştir. kullanıldığı zaman naftofurano [2,1-b] nafıofuran
a-dikarbonil bileşiği olarak glioksal kultam g ^ İ5lir. polımcr oluşumunun

türü bileşikler ve zincirde bu yapıyı‘î p gözlemlenmiştir. Tek fark oluşan polimerin 
naftol/karbonil mol oranından bağımsız 01u g s
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GİRİŞ

Bu çalışmada oksijen içeren heteıosiklik bileşiklerin sentezi amaçlanmış, ve 
fenollerle karbonil bileşikleri arasındaki tepkimelerden yararlanılmıştır [1].

Son yıllarda naftofuranonaftofuran türü bileşiklerin sentezi için 1,4- 
diariloksi-2-bütin'lcrin Claiscn çevrilmesinden yararlanılmaktadır [2]. Ancak bu 
yöntem hem zor hem de verimin düşük olmasından dolayı pek uygun değildir. Oysa 
fenollerle karbonil bileşikleri arasındaki tepkimelerde yüksek verimle ürün ele 
geçmekte ve yan ürün oluşumu az olmaktadır [3]. Tepkimeler oda sıcaklığında ve asit 
katalizörlüğünde gerçekleşmektedir [1]. Aynı zamanda Ciaisen çevrilmesi sonucunda 
hem [2,1-b] benzofuran hem de [1,2—b] benzofuran karışım olarak ele geçmektedir 
[2]. Oysa karbonil bileşikleri ile gerçekleştirilen tepkimelerde düşük sıcaklıkta tek 

ürün oluşumu söz konusudur [4].

DENEL BÖLÜM

Standart Yöntem : Naftol bileşiği formik asit içinde çözülüp 40-45°Ca 
ısıtılır. Karbonil bileşiği bu karışıma yavaş yavaş katılır. Tepkime karışımı bu 
sıcaklıkta 6 saat karıştırılır. Çöken kristaller alınır ve su ile yıkanır.

Ele geçen ürünler ince tabaka ve kolon kromatografisi yöntemleriyle ayrılmış 
ve saflaştırılmışım Ele geçen bileşiklerin yapıları FTIR, NMR ve MS yöntemleri 
kullanılarak aydınlatılmıştır. Polimerlcrin molekül ağırlıkları viskozite yöntemiyle 

saptanmıştır.

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Tepkime önce kondeıısasyon sonra da molekül içi asctallcşme üzerinden 

yürümekte ve ürünler ele geçmektedir.
Glioksal kullanıldığı zaman ele geçen ürün naftofuranonaftofuran yapısında 

olmuştur. Naftol türevinde hidroksil gruplarının birbirine zıt konumda olduğu 
durumlarda (2,6 ve 1,5 konumları) beklenen siklik bileşik yerine polimer ele geçmiştir. 
Değişik mol oranlarında çalışılmasına rağmen polimer oluşumunu önlemek mümkün 
olmamıştır. Tek fark oluşan polimerin molekül ağırlığında gözlemlenmiştir.

y-dikarbonil türevi olan glutardialdehilin kullanıldığı durumlarda ise ııafto 
[2,1-d] ııafto [2,1 -g] [1,3] dioksosin türevleri ele geçmiştir. Glutardialdchit ile yapılan 
tepkimelerde bütün dihidroksiııaftalin türevleri kullanıldığı zaman polimer elde edilmiş 
sadece 2-naftol ve 2-tiyonaftalinin kullanıldığı durumlarda beklenen [1,3] dioksosin 

türevleri elde edilebilmiştir.
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r>.nhalaria transilvanica'dan İZOLE EDİLEN İKİ 

TRİTERPEN GLİKOZİDİN YAPILARI ÜZERİNDE 

ÇALIŞMALAR

Süheyla KIRM3ZIGÜL ve Hüseyin ANIL

Ege Üniversitesi Fen Fakültesi Kimya Dölümü Bornova - İZMİR / TÜRKİYE

STUDIES ON THE STRUCTURES OF TWO TRITERPENE GLYCOSIDES FROM 
Cephalaria transilvanica

SUMMARY

Tvvo triterpenc glycosides (Glycoside I and II) 
of Cephalaria transilvanica. Aftcr acidic hydrolysis it has been found that two glyco­
sides contain same aglyconc. Its strueture was cstablishcd as A1 - olcane - 3.28 - diol - 
11 - on by spectroscopic methods. Qualitative and quantitative monosaccharide deter- 
minations shovved that the sugar chains of both glycosides consist of one rhaınnose 
and tlıree glucose units.

One of the four monosacchaıidcs fonııed a - glycosidic bönci and the otlıers formed 
p - glycosidic linkages. The two glycosides diflers from eachother by the bonding posı- 
tions and by the secjucncc of the four monosaccharides.

isolated from the dried flo\vers\vere

ÖZET

Cephalaria transilvanica kurutulmuş çiçeklerinden iki triterpen glikozit (Gliko­

zit I ve II) izole edildi. Asidik hidroliz sonucu her ^p^ko^U”^^^3 2°8 ^diol-lf-

mon^kkari^ Üyeleri ..''beriki S» B biri
öç filukoz biriminden oluştuğu ortaya konuldu. Monosakkaritlerden ü n J**

nin' a - glikozidik bağ oluşturduğu ve iki glikozidin. ^ ° ^ " Wen sap-
sakkaritlerin bağlanma yerleri ve sıralar, bakmandan farklılık gösterdikler, sap

tandı.

ramnoz ve

GİRİŞ

Gilikozidler doğada yaygın olan vethe*men h^"’^u^"aanUmlkoUk ve

«-*»■»“* .«.mı
kullanılış alanı bulmaktadırlaı (1. 2).

Çalışmalar yapılmış ve İzole edilen üzerinde1 yapılan bir çalışmaya İlle-
edilmiştir. C.tTansilvanica-jJıkozüleı
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mıştır.

DENEL BÖLÜM

a) Kullanılan ecza, adsorban ve aletler

lH-NMR ve ,3C-NMr spektrumları 200 MHz Bruker NMR SPektrometre- 
slvle toydedUdi. Silillenmiş monosakkariüer üzerinde kanUtaüf monosak- 
karit tayini PACKARD 439 gaz kromatografl cihazıyla yapıldı.

İnce tabaka kromatografısi için silikagel G 60 (Nach Stahl, Merck), kolon 
kromatografisi için silikagel 60 ve preparatif tabaka kromatografısi için sı- 
likagel 60 PF254 kullanıldı. Kromatografik ayırma ve inceleme
işlemlerinde aşağıdaki çözücü sistemleri kullanıldı.

66 : 20 : 10& Kloroform/metanol/su

g . Kloroform/metanol/su 

C Kloroform/metanol/su

Kloroform/metanol/su 

jg Etilasetat/piridin/su

£ n-Butanol/etanol/su

G Kloroform/aseton

H Kloroform/metanol

66 : 25 : 10

66 : 30 : 10

66 : 35 : 10

3.6: 1 : 1.5 [löj

2:1:1 ve 4:1:5

5 : 1

: 1.5: 98.5

b) Glikozidlerin izolasyonu, saflandınlması ve türevlendirilmeleri

Kurutulmuş ve öğütülmüş 1 kg çiçek materyali oda sıcaklığında nıetanolle 
(2x5 1Q ekstre edildi ve metanol düşük baskıda deriştirildi. Geriye kalan ek- 
stre suda çözüldü ve nötral glikozidler n-butanolle çekildi. Butanol ekstresi- 
nln 5 g.ı bir silikagel kolonda sırasıyla A, B, Ç ve D çözücü sistemleri kul- 

‘ lanılarak aynldı. Glikozit I (162 mg) ve glikozit II (184 mg) saf olarak elde 
edildi. '

Glikozit I ve H'nin 50 şer mg.ı 10 mİ. piridin/5 mİ asetik anhidrit ile asit­
tendi; H. Çözücü sistemi kullanılarak preparatif tabaka kromatografisi ile 
sallandırıldı; 66 mg asetillenmiş glikozit I ve 72 mg asetillenmiş glikozit II 
amorf katı maddeler olarak elde edildi.

c) Asidik Hidroliz; Kalitatif ve Kantitatif Monosakkarit Tayini

Glikozit I ve H'nin 40 ar mg.ı 2N HC1 ile asidik hidrolize uğratıldı; aglikon­
ların ayrılmasından sonra geriye kalan monosakkarit karışımları, kağıt
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kromatografîsiyle Eve F çözücü sistemleri kullanılarak incelendi. Şeker zin­
cirlerinin raııınoz ve glukozdan oluştuğu saplandı. Her iki glikozidln ınono- 
sakkarit karışımları 0.4 mİ piridinde çözüldükten sonra 0,2 mİ hegzametî- 
lendisilazan ve 0,2 mİ trimetilklorosilan ilavesiyle silillendiler (11). Silil 
türevleri karışımlarının gaz kromatografik analizi sonunda, her iki glikozit 
zincirinde raııınoz / glukoz: 1:3 olarak tayin edildi.

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Glikozit I ve bunun asetil türevinin sırasıyla C5D5N ve CDC13 de kaydedil­
miş I3C-NMR spektrum verileri Çizelge I'de yer almıştır.

Çizelge I: Glikozit I ve asetil türevinin ,3C-NMR verileri

Asetillenmiş Glikozit IGlikozit I

C tülü5(ppııı)8(ppııı) C türü
C = O (a, p-doymamış)
12xasetil
olefinik
olefinik
anomerik C
anomerik C
anomerik C
anomerik C
16x CH - O - (sek. alkol)

C = 0(a, p-doymamış)
olefinik 
olefinik 
anomerik C 
anomerik C 
anomerik C 
anomerik C

181.1
• 171.1-169.0

143.3 
122.8 
103.8
101.4 
100.3

181.1
144.8 
122.0 
107.1
104.8 
103.7 
101.6

97.6
82.8 - 66.2

83.8 - 69.8 16xCH-0-(sek. alkol)

66.5 - 62.7 4x-CH2-0-(prim. alkol)

^C-, $Oİ 
-CH2-\e-CHî

4x - CH2- 0-(prim alkol)

2^C-, $CH 
-CH2-ve-CH3 

12xasetil CH3

65.1-61.6

47.8 - 12.6

48.2 - 14.1 26x 21.6-20.7

Glikozit I ve asetil glikozit l in Çizelge I’de verilen -ONMR -rilej-i Ue Jne

bu bileşiklerin İH-NMR ^‘"^ozU I. bir triterpen (C30) agükon 
hakkında şu bı lgde1 eleked leh- O alko, grubu. çift bağa kon-

- oîSna“.28 - cllol >11 ■ on „Ür,l.„mWr.

Glikozu nn aslilik ““"SÎn«* ! S*» birimden 

sakkarit tayinleri, nıonosakkaıil * asetillenmiş glikozit l'in l3C-NMR 
oluştuğunu ortaya koymuştur. Ay > ^ Rj sal kayma değerlerinden, 
speklı umundaki anomerik C a ton» * ,kkar|Uerden birinin a - ( 8 97.6

"pm)“ 1a“‘-I “oö S» ” * mi ppn.l f >»»' ><-
i

yin edilmiştir.
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Glikozit II ve bunun asetil türevinin sırasıyla C5D5N ve CDCl3de kaydedil­

miş ,3C-NMR spektrum verileri Çizelge Il'de yer alınıştır.

Çizelge II: Glikozit II ve asetil türevinin 13C-NMR verileri

Asetillenmiş Glikozit IIGlikozit II

5(ppm) C türü8(ppııı) C türü

C = O (konjuge) 
12xasetil 
olefinik 
olefinik 
aııomerik C 
2xanomerik C 
anomerik C

182.2
169.8- 168.2
142.8 
123.2
103.8 
101.4

C = O (konjuge) 
olefinik 
olefinik 
anomerik C 
2xanomerik C • 
anomerik C 
16xCH-0*{sek. alkol)

179.9
144.2 
122.1
106.9
105.2 
101.6 
83.7 - 69.8 97.7

66.5 - 61.4 4x-CH2-0-(prim. alkol)

47.6 -19.7 15 £C-, ve -CHj-

48.4 - 13.9

83.6 - 66.1 16xCH-0-(sek. alkol)

65.3 - 61.5
4x -CH2-0(pı1m. alkol)

15 SC- ve-CH2- 

11 ^CH ve -CH3 

12xasetil CH3

46.4 - 22.6

48.3 - 12.7
20.4 - 20.8

11 3CHV2-CH3

Glikozit II ve asetil glikozit Il’nin Çizelge Il'de yer alan ,3C-NMR verileri ile 
yine her iki bileşiğin ‘H-NMR verilerinin değerlendirilmesi sonucu, glikozit 
Il’nin bir triterpen (C30) aglikon içerdiği; aglikonun bir konjuge karbonil gru­
bu ile iki -OH grubu (bir primer, bir sekonder) taşıdığı saptandı. Gerek kütle 
karakteristik fragmanlarının değerlendirilmesi, gerekse asidik hidroliz 
sonrası elde edilen serbest aglikonun, glikozit I'in aglikonuyla 
karşılaştırılması sonucu, her iki glikozidin aglikonlarmın aynı olduğu so­
nucuna varıldı.

Glikozit Il’nin hidrolizi sonrası uygulanan kalitatif ve kantitatif ıııono- 
sakkarit tayinleri sonunda, glikozit H’nin monosakkarit zincirinin de bir 
ramnoz ve üç glukoz biriminden oluştuğu saptanmıştır. Yine asetillenmiş gli­
kozit II ,3C-NMR spektrumundaki anomerik C atomlarına ilişkin kimyasal 
kayma değerlerinden, monosakkarit zincirinde yer alan dört monosakka- 
ritten üçünün p -, bir ıııonosakkaritin a - glikozidik bağ oluşturduğu tespit 
edilmiştir.

Glikozit I ile glikozit II, şeker zincirini oluşturan monosakkaritlerin bir- 
biriyle bağlanma durumları ve bağlanma yerleri bakımından farklılık 
göstermektedir. Kesin yapı çalışmaları devam etmektedir.
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ORİGANUM ONİTES L. UÇUCU YAĞININ BİLEŞİMİ

Muzaffer ÖĞÜTVEREN (***), F. Zerrin ERDEMGİL (*) 
Mine KÜRKÇÜ OĞLU (***), Temel ÖZEK (***),
K. Hüsnü Can BAŞER (***)

(*) Anadolu Ûniversietesi, Tıbbi Bitkiler Araştırma Merkezi,
26470, Eskişehir, Türkiye

(••) Anadolu Üniversitesi, Eczacılık Fakültesi, Farmakognozl Ana BÛİm Dalı 
26470, Eskişehir, Türkiye

COMPOSITION OF THE ESSENTIAL OIL OF ORİOANUM ONİTES L. 

SUMMARY

The water and steam distllled essentlal olls of Orİganum onltea L. 
subjected to GC and GC/MS analysis and thelr physicochemlcal propertlea

The majör component of the olls; carvacrol (65.91.67.06%), linalool (12.84. 14.84%) 
and p-eymene (3.24-3.74%) were isolated.

ÖZET "

were
were

Orİganum onltc L. (İzmir keklğO'in toprak üstü kısırlarından su vc subuhan 
“yo^i/MüeelSpek^o-^UC5c "Sze tabi bulmuştur ve bazı

65.91-67.06). linalool (% 12.84-14.84) vc 
p-simen(% 3.24-3.74) olarak bulunmuştur.

GİRİŞ

deneylerde belirlenen önemli özellikleri bu bitkinin uçucu yağma

aydınlatılmasını gerekli kılmıştır. H lkrobival, antiseptik, antihelmlntik ve
Orİganum onltel L. ımdevL aateHt fIse dahilen kolagog. haricen 
kadriovasküler stimulan özellik gösterir. _ ^'Vj.rierlni gidermede in&zyonundan 
antiseptiktir (3). Karın ve dlşeü ncv^j^ deneylerde uçucu yağının 
yararlanılmaktadır (4). Aynca analjezik aküvite gösterdiği tespit
sıçanların barsaklanndakl kasılmayı önlem# ^ ^ j vc su buhan dlstllasyonuyla 
edilmiştir (3). Bu nedenle O. onl^s. Vv,ılSerier OC ve GC/MS He belirlenmiştir.

1968'de Calzolarl ve arkadaşları Türk 8
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83.10 karvakrol bulmuşlardır (6). Türklyede yapılan çalışmalarda % 1.5-3.9 oranında 
uçucu yağ verimi ve % 47-80 kadar karvakrol elde edilmiştir. (7). Yunanistan'da İse 
Kokkini ve arkadaşları O. onltes L.'den % 1.84-4.54 oranında uçucu yağ elde 
etmişlerdir (8).

DENEL BÖLÜM
Bu çalışmada materyal olarak İzmir yöresinden toplanılan O. onltes L. 

herbasımn toprak üstü kısımları kullanılmıştır. Bitki gölgede kurutulduktan sonra su 
ve su buhan distilasyonlanna tabi tutularak uçucu yağlar elde edilmiştir. Bu 
distilasyonu cam Clevenger apareyi, su buhan dlstilasyonu ise yan-pllot ölçekli 80 L 
kapasiteli paslanmaz çelik distilasyon ünitesi kullanılarak yapılmıştır. Su distilasyonu 
için 10 gram, su buhan distilasyonu için İse 8.4 kg. kaba toz edilmiş drog 
kullanılmıştır. Uçucu yağların verimleri kuru drog üzerinden hesaplanmış ve nem 
miktarlan Volumetrik yöntemle tayin edilmiştir. Yağlardaki Ortalama nem % 7.61 
olarak belirlenmiştir (9).

Distilasyon İşlemi

Su distilasyonu 
Su buhan distilasyonu

Gaz Kromatograüsi (GC) ve Gaz Kromatografisİ/Eütle Spektrometresi (GC/MS) 
Analiz Koşullar:

Yağ verimi (%1

1.99
1.56

Tablo X. GC ve GC/MS Analiz Koşullan

GC/MSGC

Cihaz Shimadz GC-9A Shimadzu GC/MS 
QP2000 .
Thermon-600 T (E. Silika 
Kapiler kolon, 50 m x 
0,25 mm)
Helyum 
250°C 
250°C 
60: 1
70 °C/10'//2°C/dak// 
180 °C - 30'

Kolon Thermon-600 T (E. 
Silika kapiler kolon 
50 m x 0,25 mm)

Taşıyıcı Gaz 
Dedektör Sıcaklığı 
Enjeksiyon Sıcaklığı 
SpUt Oram 
Isı Programı

Entegratör Yazıcı 
Kağıt hızı
İyon Kaynağı Sıcaklığı 
Elektron Enerjisi 
Kütle Aralığı 
Scan Aralığı 
Dedektör

Azot
250 °C 
250 °C 
60:1
70 °C/10'//2°C/dak// 
180 °C - 30'
C-R4A 
5 mm/dak

250 °C 
70 eV
10-400 m/z 
2 Sn

FİD

Uçucu yağda bulunan bileşenler eritilmiş silika kapiler kolonda tutunma 
sürelerine göre ayrılmış ve relatif yüzdelerine göre değerlendirilmişlerdir. Aynca 

ağdaki bileşenler Gaz kromatografisi kolonundan aynlıp iyonlaştınldıktan 
her birinin kütle spektrumlan alınmıştır. Değerlendirme işlemleri GC/MS 

cihazının 43000 maddelik NBS/NIH/EPA kütüphanesi. TBAM terpen kütüphaneci 
yanında "The Wiley/NBS Registry of Mass Spectral Data" ve diğer kaynaklar 
kullanılarak yapılmıştır (10-13). Her iki çalışmaya ait analiz koşullan Tablo 1 de 
verilmiştir.

uçucu y 
sonra
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SONUÇLAR VE TARTIŞMA

^cîHlasv^vnıı^i? plrîe ^ pHİT ^urutu^muŞ toprak üstü kısımJanndan su ve su

Uçucu Tağlarm Fizikokimyasal özellikleri

Dlstilasyon İşlemi

Su Distilasyonu 
Su Buhan Distilasyonu

Fizikoklmyasal Özellikler

[ıfflP
1.5055 
1.5065

Su ve su buhan Djstilasyonundan elde edilen uçucu yağlar kolon 
kromatografîsine tabi tutulmuştur. Kromatograflk aynm sonucu toplanan birinci ve 
üçüncü fraksiyonlar sırasıyla monoterpenhidrokarbon (MTHC) ve oksijenli monoterpen 
(OCMTj) fraksiyonlan olup içerdikleri ana bileşikler Gaz kromatograflsi/Kütle 
spektrometrisi'nde tanımlanmıştır. Uçucu yağlarda toplam 68 bileşik gözlenmiştir. Su 
buhan distilasyonu ile elde edilen yağda 53, su distilasyonu ile elde edilen yağda ise 
49 bileşik tanımlanmıştır. Bu bileşikler sırasıyla toplam yağın % 74.94'üne ve % 
72.05'ine tekabül etmektedir.

Vokou ve arkadaşlarının Yunanistan'da yap tıklan bir çalışmada % 51.0-84,5 
kadar karvakrol ana bileşen olarak bulunmuştur. Elde ettikleri bileşenlerin en 
önemlileri arasında p-simen, g-terpinen, b fellandren, trans-tuyanol, cis-tuyanol, 
linalil asetat ve murolen bulunmaktadır (14). Akgül ve arkadaş lan ise O. onites L. 
bitkisinden % 3.4 oranında elde ettikleri verimle uçucu yağda % 74.06 karvakrol tespit 
etmişlerdir (15). Aynı şekilde J. J. C. Scheffer ve arkadaşlan da % 3.1'lik verimdeki 
uçucu yağda % 60.7-72.3 kadar karvakrolun varlığını belirlemişlerdir (16).

Her iki distilasyon yönteminde sağlanan uçucu yağlardaki ana bileşenin 
karvakrol (67) olduğu belirlenmiştir CTablo 2). Aynca Bugüne kadar yapılan tüm 
Origanum türlerinin uçucu yağı üzerinde yapılan çalışmalarda elde edilen 
bileşiklerden farklı olarak bir seskiterpen olan ledene *(46) (% 0.811-1.084) 
bulunmuştur. (17). Aynca her iki dlstilasyon işlemlerinden elde edilen uçucu yağlarda 
2-butanonc *(3) % 0.003 oranında GC/MS kütüphanesinden sağlanan bilgilerden 
yararlanarak bulunmuştur (10-13).

^20

0.98 -4°.08'
-5°26'0.95
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TABLO 2. SU VE SU BUHARI DİSTİLASYONU İLE ELDE EDİLEN UÇUCU
YAĞLARIN BİLEŞENLERİ

Su Dislilasyonuo Su Buharı Distilasyonu2
toplara MTHCOXBileşenler MTHC oxtoplara3

yağyağo.

0.038

0.077

0.045

0.071
1 oetane

nonane
2- butanone • 
ethanol
3- methyl butanal 
decane 
triçyelene 
a-pinene 
camphene 
undecane 
J5-pinene 
Isoarayl acetate 
sablnene 
A3-carene 
myrcene 
a-phellandrene 
a-terpinene 
llmonene 
1,8-clneole
fi -phellandrene
2-hexenal
(Z)-fi-oclmene
y-terpinen
(E)-^-ocimene
p-eyeme
a-terplnolene
6-methyl-3-heptano
tetradecane
cıs-linalool oxide
l--octen-3-ol
trans-sabinenehydr
trans-linalool oxide
linalool
llnalyl acetate
bomylacetate
a-bergamotene
£-caıyophyllene
terpinen-4-ol
carvacrolmethylethe
aro madend rene
pulegone
trans-plnocarveol
a-humulene
(Z) -JS-famesene
a-terplneol
ledene*
isobomeol

2

0.0033 t0.033

0.0444 0.046
0.0045 0.055

0.491
0.092

3.455
1.668
0.217
0.339
0.046
0.018
0.320

4.995

6 0.438
0.081
3.334
1.731
0.177
0.304
0.049
0.027
0.341
5.035

0.008
0.429

7 0.009
0.450

0.262
0.003
0.040

8

0.249
10

0.04411
12
13 0.004

0.033
0.523

14 0.035
0.63415

16 t t
4.780

1.134
0.643
0.690

17 0.579
0.143
0.046
0.100
0.020

0.045
2.416
0.017
3.739
0.095
0.021

5.003
1.360

0.729
0.625

0.523
0.161
0.083
0.088
0.032
0.044
2.083
0.015
3.236
0.089
0.026

18
19 0.034 0.021

0.05320

21
22 0.367

20.895
0.138

30.809
0.857

0.458
20.96
0.165
33.99
0.961

:
23

24
25

!26

27 0.0230.021
28 0.378 0.434
29 0.069

0.128
0.088
0.046
12.845
0.023
0.017

0.035
0.128
0.043
0.328
18.066
0.058

0.037
0.128
0.095
0.052
14.024
0.060

0.087
0.131
0.036
0.078
14.844

30

31
32

33

34
35 0.012
36 0.107

9.739
0.058
9.68537 0.942

0.529
0.165

0.731
0.534
0.101

38 0.6350.551
39
40 1.613 1.115
41 0.035

0.026
0.061
0.016
0.029

0.034
0.027
0.040
0.020

0.021

42 0.0280.028
43 0.321 0.510
44
45 0.0460.028 ;
46 1.084 .

0.811
47 1.406 1.270 1.8151.528
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TABLO 2. (DEVAM)

Su Buhan Distilasyonu Su Distilasyonuo

Z Bileşenler toplam MTHC OX toplam OXMTHCa yaö yağtu

0.073heptadecane

carvone

B-bisabolene

y-elemene

A-cadlnene

octadecane

trans-carveol

calamenene

p-cymen-8-ol

carvacryl acetate

phenylethyl alcohol

dodecanol

patchulane

eicosane

cumin alcohol

spathulenol

eugenol

T-cadinol

thymol

carvacrol

docosane_________

0.242 0.09448 0.119

0.128 0.11149

0.582

0.115

4.549

0.018

50 0.422 5.547

0.10651 0.082

0.103 1.149

0.083

0.13652 0.982

53 0.039

0.035 0.049 0.1020.033

0.033

54

0.037

0.065

0.07955 0.102

0.076 0.1060.06856

0.139 0.0120.137 0.11357

0.015 0.0258

0.057 0.05359
0.370

0.365 0.332

0.005

0.41160

0.02861

0.0250.064

0.399

0.125

3.983

0.013

0.265

62 0.013

0.34763 0.262

0.154 

0.313

64

0.243

3.635

65 0.248

3.288

67.06

3.30866

71.69765.91367 75.16

68 2.469

1 <0.01

• GC/MS Kütüphanesinden bulunmuştur.
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^SETOASET^JOTİD TÜRÜ PİGMENT SENTEZİ VE YAPILARININ 
AYDINLATILMASI

Bilgehan GÜZEL ve Selahattin SERİN

Ç.Û. Fen - Edebiyat Fakültesi,Kimya Bl Bcdcalı- Adana- Türkiye

SYNTHESIS OF ACETOACETANILIDE TYPE PİGMENT AND DETERMENATIO N OF THEIR 
STRUCTURES •

SUMMARY
Acetoacetanilid pigments have two active hydrogen atoms. These pigments can 

be obtained in seven possible conflgurations due to the shifting of two protons between 
carbonyl and azo groups. In this study, configuration and location ol Intramolecular 
hydrogen bonding of synthesized pigments were determined by using UV-vis., IR and 
NMR spectroscopic tecnniques.

ÖZET

tipi pigmentler yapılannda bulunan iki aktif protonun 
karbonil gruplan veya azo grubu üzerine kayabilmesi nedeniyle yedi değişik tautomerlk 
formda oluşabilmektedir. öu çalışmada, sentezlenen asetoaseanilid türü pigmentlerin 
yedi değişik yapıdan hangisinde olduğu ve molekül içi hidrojen koprülemnn yerlen UV- 
vis., IR ve NMR gibi spektroskopik yöntemler kullanılarak belirlenmiştir. .

Asetoasetanilid

GİRİŞ

mm
çerçevelinde vanılan bu calışnıada asetoasetanilid türü pigmentlerin 
yapılarının UV^vls., IR ve NMR tekniklerinin kullanılarak aydınlatılması

amaçlanmıştır asetoasetanilid pigmentlerin yapılan

Sf^u^mTtak/p^gmentleri^o1 formunda ^ke'tfenol tautomerlerinin birisi

, azo formunun

olarak vermiştir. ni(,mentler diazonyum tuzları ile bünyesinde aktif
Asetoasetanilid pigmentler, cuaz y türevıerine kenetlenmesi ile

metilen grubu bul^nd^ra" cHo-Y) genel formülü ile gösterilen aktif metilen 
sentezlenen pigmenüerdlr. gkeneüenme reaksiyonlarının ilki 1875
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I

yedi değişik yapı (Şekil 1) önerilmektedir(6). İngiliz araştırıcı A. Whitaker’in x- 
ray difraksiyon tekniklerini kullanarak yaptıği çalışmalarda ticari olarak 
kullanılan asetoasetanilid türü pigmentlerin bir grubunu incelemiştir. 
Whitaker çalışmaları sonucunda, incelemiş olduğu asetoasetanilid türü 
pigmentlerin tamamının hidrazon yapısındaki tautomerlerden birisi (Şekil 1; m 
ve IV nolu yapılar) şeklinde olduğunu bildimıiştir(7).

!

ÇH3
Ç- OH

- N=N-C-Ç-NH-<°> o

III

çh 3
Ç- OH 

- N=N-C-C=N-
ÖH

IVIII

ÇH3 
c=o

- N-N=C-Ç=N-©OHH

VIV

ÇH3
c=o

ı
-N=N-C-Ç=N- 

H OH

VII

Şekil 1. Asetoasetanilid Pigmentler İçin Önerilen Tautomerik Yapılar

!
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METOT

0.02 Mol N.N -dietil-2-amino-4-metoksi-sülfonamid 8 mİ % 37'lik HCİ 
içeren 60 mL suda ısıtalarak çözüldü. 0-5 °C ’a soğutulup 0.02 mol 1.4 g 
NaN02'nin 10 mİ sudaki çözeltisi ile diazolandı 30 dk dinlendirilip 5 g sodyum 
asetat ilave edilerek ortam tampondandı. Diğer taraftan 0.02 mol asetasetanilid 
1 g sodyum karbonat içeren 150 mİ suda çözülerek 10 °C 'a soğutuldu ve daha 
önce hazırlanan diazonyum tuzu yavaş yavaş ilave edilerek kenetlendi. Ürün 
6.74 kg olup verim % 80.8 'dir.

Tablo 1 Toz Pigment Haslıkları

HASLIKLARToz

Pigm.
ORGANİK ÇÖZÜCÜLER
A B C D E F H I K L M NG

5 3 5 5 5 55 2 4 3 3 4 147BBPY-5

* A: Alifatik petrol ürünleri, B: Cellosolve, C:Dietil eter, D:Etanol ErAseton, 
F:Ksilol, G: Stabilite °C/15 dk., H: Su, I: %5 Na2C03, K: %5 HCİ, L: Bezir 
yağı, M: Gliserin,, N: Boya padı
Not: Değerlendirme 1-5 skalasma göre yapılmışür (l:en kötü, 5: en iyi)

Tablo 2. Boyalı Kumaş Üzerinde Yapılan Haslık Tayinleri

Te? Ütüleme Yıkama
Haslığı* Haslığı* Haslığı* Haslığı*

AsitPigment Alkali
Haslığı*

5455BBPY-5 5
* Haslıklarda 1-5 (l:en iyi. 5:en kötü) sıkaiası Kullanılmıştır. 
** Sentez ürünü BBPY-5 olarak kodlanmışür.

Tablo 3. Elemen tel Analiz Verileri

%N"BBPY-5 W%C
12.745.84Teorik 57.07
12.555.82Deneysel 56.50

Tablo 4. IR Verileri (cm-1)

- C H 3-C=NAromatik-c=oHidrazon
-NH'ı

CH2-
3010-2970161015351670BBPY-5 3480
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(ch 3ch 2)2n  so 2

Şekil 2. Öngörülen Yapı ve Hidrojen Köprüleri 

Tablo 5. NMR Verileri (ppm)

e*d*c*b*a*
11.2014.65 2.604.001.203.22BBPY-5

* Şekil 2’de işaretlenen protonlar

TARTIŞMA VE SONUÇ ;

Sentez ürünün çeşitli solventlere karşı gösterilmiş olduğu haslıkların 
ASTM standartlarını göre (Tablo 1) değerlendirilmesi sonucunda pigment 
karakterinde olduğu tespit edilmiştir. Şablon baskı yöntemiyle pamuklu elyafa 
uygulanması sonucunda ise TSE standartlarına göre yapılan haslık 
denemeleride tekstilde kullanılabilir nitelik taşıdığını göstermiştir (Tablo 2).

Sentez ürününün elementel analiz sonuçlan (Tablo 3) teorik değerlerle 
uyumlu olduğu tepit edildikten sonra, yapı aydınlatılması amacıyla UV-vis., IR 
ve NMR spektrumları alınmıştır. Sentez ürünü UV-vis. spektrumunda 385 ve 
250 nm’lerde absorpsiyon vermiştir. Literatürler azo gruplarının 400 nm 
üzerinde ve 340 nm civannda absorbanslar verdiğini (5), hidrazon grubu için 
ise maksimum absorbsiyonun 370-395 nm 1er arasında olduğunu 
bildirmektedir (8). Buna göre 385 nm de gözlenen absorbsiyon hidrazon 
grubunu karakterize etmekte, 250 nm’de gözlenen absorbsiyonda karbonil 
grubuna yorumlanmıştır (9). UV-vis verileri başlangıçda önerilen yedi yapıdan 
I, II, III, VI ve VII nolu yapıların elenmesi anlamını taşımakta ve IR, NMR 
değerlendirmelerimizin IV ve V nolu yapılar üzerine yoğunlaşmasına neden 
olmuştur. IR spektrumlannda azo (-N=N-) gruplarının in aktif olmalarına karşın 
hidrazo gruplarının varlığını spektrumda saptama olanağı vardır(5). Nitekim 
3400 cm'l'de görülen band hidrazon yapısını karakterize etmekte ve UV-vis. 
verilerini destekler nitelik taşımaktadırfTablo 4). Diğer taraftan olası hidrazon 
yapılarından birisinin -OH grubu içermesi (Şekil 1; V nolu yapı) ve spektrumda 
3400-3000 cm"1-de beklenen karakteristik -OH bandının olmaması yapının IV 
nolu formda olduğunun ilk belirtisi olarak tespit edilmiştir. Ayrıca 1670 cm^de 
karbonillere, 1610 cm^'de -C=N grubuna, 3010 ve 2970 cm^'de -CH3 ve 
CH2- gruplarının karakteristik bandları tespit edilmiştir. NMR bulgularında 
ise"hidrojen’köprüsü"oluşturması nedeniyle (Şekil 2.) aşağı alanlarda pik

I

I

i

i

i
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^rmişierdir (10). NMR spektumunda ayrıca subsütüe gruplardan metoksi (- 
OCH3) 4 ppm de sıngled, sülfamide bağlı eül grubu protonları 3.22 ppm ’de (- 
CH2) kuartet, 12 ppm de (-CH3) protonlarıda trlplet olarak, zincirdeki CH3 
•de 2.6 ppm de sıngled olarak pik vermişlerdir(Tablo 5).

, °^arak yapının kaynaklarda verildiği gibi azo yapısında
olmadığı, hıdrazon yapısında olduğu UV-visible, IR, NMR verilerinden 
yararlanılarak tespit edilmiş ve hidrojen bağlarının yerleri saptanmıştır. Diğer 
taraftan solventlere karşı gösterdiği haslıklara bakılarak pigment karakteri 
taşıdığı, boyalı kumaş üzerindeki haslıklarından da tekstilde kullanılabilir 
nitelik taşıdığı belirlenmiştir.
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NAFTOL AS BOYARMADDELERİN BİLEŞENLERİNDEN 
YARARLANILARAK ORGANİK PİGMENT SENTEZİ

Bilgehan GÜZEL ve Selahattin SERİN

Çukurova Üniversitesi, Fen Edebiyat Fakültesi Kimya Bölümü, Balcalı Adana-Türkiye

SYNTHESIS OF ORGANIC PIGMENTS USING COMPOUNDS OF 
NAPHTHOL AS DYES

SUMMARY

We have realızed the synthesis of organic pigmcnts, using low commercial 
value Naphthol AS type dyes. Properties of the synthesized dyes, compliance with the 
standarts, application of these dyes on cotton flbers and suitability to the textile ln- 
dustıy investigated.

ÖZET

Bu çalışmada tekstilde kullanılmakta olan ancak ticari önemini yitirmiş Naf- 
tol AS türü boyarmaddelerin bileşenlerinden yararlanarak organik pigment sentezi
Sr^ve'p^mûSıf eîyS"CIüzeı1ne,uy^l*Mn^nt^pık-râkr(:ekstMenkuUanSb2^Meri" 

araştın İmiş tır..i

GİRİŞ

rsfjssîssasîsrsgîgSSrBSt

büyüklüğü,
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n2 +] c lnh 2 + hci + Nq N02 *

Amin

HO CO-NH HO CO-NH

= N-(0O+

oo

PigmentNaftol AS

Şekil 1. Genel reaksiyon denklemi

kolay ufalanabilirlik, parlak ve canlı renklerin eldesi sentez koşullan ile direkt 
ilişkili olduğu gibi değişik gruplar için farklılıklar gösterebilmektedir (3,4). 
Yaptiğımız çalışmada değişik aminler ve Naftol AS bileşikleri kullanarak lite­
ratürlerde ve Colour Index'de bulunmayan oıjinal nitellikte organik pigment 
sentezlenmiştir. Sentez koşullarinda (pH, konsantrasyon, sıcaklık gibi) 
yapılan değişiklikler ve sentez sonrası yapılan pigmentasyon işlemleri ile 
uygun sentez koşullan ve pigmentasyon şartlan tespit edilmiştir.

DENEL BÖLÜM

1. PİGMENTLERİN SENTEZİ
a-) PNR-1 [r(2-metil-5-klorofenil)azo-2'-hidroksi-3'-(2-metil fenilamido) 

naftalin] Sentezi: 13.5 g (0.1 mol) 2-metil-5-kloroanilin 48.5 mİ %18 lik HCİ 
ilavesi ile ısıtılarak çözüldü, 270ml su ilave edilip 0-5oC'a soğutuldu, 7 g 
NaN02'nin %40 lık çözeltisi yavaş yavaş ilave edilerek diazolama yapıldı ve 
30dk dinlendirildi. Diazolamanm tamamlanıp tamamlanmadığı test edilip 
nitröz asit fazlası üre ilavesi ile nötürleştirildi. Ortama 50 mİ suda çözülmüş 
20 g CH3COONa ve 5ml CH3COOH (%100 lük) ilave edilerek tamponlandı ve 
hacim 500 ml'ye tamamlandı (5,6).

Kenetlenme bileşiği olarak kullanılacak olan 3-hidroksi-2- 
naftatoluidid'in (Naftol AS-D) 27.6 g'i 50 mİ %25 lik NaOH içerisinde ısıtılarak 
çözülüp 350 ml'ye tamamlandı ve 5-10oC'a soğutuldu. Diazo çözeltisi kenet­
lenme bileşiği üzerine hızla ilave edilerek kenetlenme sağlandı. Kenetlenme 
sonrası çöken kırmızı renkli pigment dekantasyonla ayrılıp gene dekanta- 
syonla iki kez yıkandı. Süspansiyonun hacmi 600 ml'ye tamamlanıp 50 mİ 2- 
propanaol ilave edilerek 80o'a ısıtıldı ve bu sıcaklıkta 30 dk 2000 devirli bir 
karıştırıcı ile karıştırıldı. Sıcaklık 50o'a düşürülüp süzüldü, vakumlu etüvde 

. 60o'da kurutuldu (7). Ürün 39 g olup verim % 88.5 dır.

132



ssâŞSSSÖHSSteSmİ sudaki çözeltisi yavaş yavaş ilave edilerek diazolandı. Diâolamanm ta- 
marnlanıp tamamlanmadığı test edilip 40 mİ %50'lik CH3COONa ilavesinden 
sonra hacim 600 mi ye tamamlandı.

Kenetlenme bileşiği olarak kullanılan 3-hidroksi-2-naftatoluidid PNR- 
1 sentezinde olduğu gibi kenetlenmeye hazır hale getirildi ve diazo bileşiği 
yavaş yavaş ilave edilerek keneteleme yapıldı. Ürün 35 g olup verim %81 dir.

c-) PNR-3 [l'(2-metil-5-klorofenil)azo-2'-fenilamidonaftalinl Sentezi : 
13.5 g (0.1 mol) 2-metil-5-kloroanilin PNR-1 sentezinde, olduğu gibi diazo- 
landı.

Kenetlenme bileşiği olarak kullanılacak olan 3-hidroksinaftarilid (Naf- 
tol AS) ın 13.1 gramı 25 mİ metil alkol içerisinde pad yapılıp üzerine 40ml 
%20'lik NaOH ilave edildikten sonra, sıcak su ile 400 ml'ye tamalandı ve 
ısıtılarak çözüldü, 5-10oC'a soğutulup önceden hazırlanmış olan diazonyum 
çözeltisi bu çözeltinin üzerine ilave edilerek kenetleme yapıldı ve PNR-1'de 
olduğu gibi pigmente edildi. Ürün 37 g olup verim %88 dir.

WYXPigment
CH3C1CH3PNR-1

PNR-2

PNR-3

CH3C1Cl

C1CH3

Şekil 2 Sentezlenen Pigmentlerin Yapısal gösterimleri

2. Elyafa uygulanması: Sentezlenen pigmentlerin gliserin ile %30 lük 
boya pastal hSnıp daha sonra hazır olarak™ edilen^a PjM* 

ginat, üre emllgatör.
karştfrTarTpamuktmetyaf üzerine şablon bask, yöntemi ile uygulamasr

yapılmıştır.!
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3. Sentezlenen Pigmentlere Uygulanan Testler:
a. İncelik Testi: ASTM D 185-45 ve AFNOR T 30024
b. Tane Büyüklüğü: ASTM D 1366-65
c. Yağ absorpsiyonu: ASTM D 281-31 ve AFNOR T 30-022 ye göre

yapılmıştır.

4. Toz Pigment Haslıkları: Colour Indeks'de (8) istenüen haslıklar göz 
önünde bulundurularak, The Chemistıy of Syenthetic Dyes vol V sayfa 455- 
459 daki ASTM standartlarına göre yapılmıştır.

5. Boyalı Kumaşa Uygulanan Haslık Denemeleri: Alkali haslığı TS 474, 
ter haslığı TS 394. Ütüleme haslığı TS 472, yıkama haslığı TS 716, asit haslığı 
TS 475'e göre yapılmıştır.

Tablo 1. Sentezlenen Pigmentlere Uygulanan Testler

YağAbs.İncelikTane BüyüklüğüPigment

%80'i 0.7 Mikron 
%10< 0.6 Mikron 
%10 >0.8 Mikron

PNR-1
1.5g/ml%98

%85’i 0.6 Mikron 
%05< 0.5 Mikron 
%10 >0.7 Mikron

PNR-2
1.3g/ml%98

%80’i 0.7 Mikron 
%10< 0.6 Mikron 
%10 >0.8 Mikron

PNR-3
1.8g/ml%98

* İncelik 325 meshTik elekten geçen miktar 
♦♦Yağ absorpsiyonu Linseed Oil ile yapılmıştır.

Tablo 2. Toz Pigment Haslıkları

Töz

HASLIKLARPigment

ORGANİK ÇÖZÜCÜLER

H I K L M NGA B C D E F
5 5 5 5

2 5 4 4

5 5 5 5

5 5

4 2

5 4

1703 3 4 3 3 3

3 2 2 3 3 4

3 3 4 4 3 3

PNR-1
PNR-2

PNR-3

170

170

* A: Alifatik petrol ürünleri, B: Cellosolve, C:Dietil eter, D:Etanol 
E:Aseton, F:Ksilol, G: Stabilite oC/15 dk., H: Su, I: %5 Na2C03, K: %5 HC1, 
L: Bezir yağı, M: Gliserin.. N: Boya padı
Not: Değerlendirme 1-5 skalasına göre yapılmıştır (l:en kötü, 5: en iyi)

J*.

I
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Tablo 3. Boyalı Kumaş Üzerinde Yapılan Haslık Tayinleri

pigment Alkali Ter Ütüleme Yıkama
Haslığı* Haslığı* Haslığı* Asit Renk Tanımı**

Haslığı* Haslığı*
4 5PNR-1 4 4 5 M99Y90C20
4 5PNR-2 4 4 5 Y90M90C20
3 4PNR-3 4 4 5 . Y90M99C40

* Haslıklarda 1-5 (l:en iyi. 5:en kötü) sıkalsı kullanılmıştır.

SONUÇLAR ve TARTIŞMA

Ülkemizde üretimi olmayan organik pigmentlerin sentezleri basit orga­
nik reaksiyonlarla gerçekleştirilebilir gibi görülmektedir. Ancak pigmentlerde 
kullanımda önem taşıyan tane büyüklüğü ve kolay ufalanabilirlik gibi 
özelliklerin kazandırılması diğer taraftan parlak ve canlı renklerin elde edilme­
si oldukça güçtür. Bu konuda gizli tutulan ve Know-How transferinden 
kaçınılan konu pigmentasyon teknolojisi ve şartlandır. Çalışmamızın en 
önemli yani orjinal nitelikte pigmentler sentezlenmesi ve tekstilde kul­
lanılabilirliğinin gösterilmesi yanmda pigmentasyon şartlannın belirlenmiş 
olmasıdır.

Pigment sentezinde canlı ve parlak renklerin elde edilmesinin ortam 
pH'sı ile ilişkili olduğu bilinmektedir (3). Bu amaçla, pH 2,6,7,8,10,ve 12 ola­
cak şekilde ayarlanmış kenetlenme ortamlannda yapılan sentezlerden elde 
edilen pigmentlerin, pamuklu elyafa uygulanması sonucunda pH 6'da elde 
edilen ürünün diğerlerine nazaran daha canlı ve parlak olduğu, aynı zaman­
da kolay pigmente edilebildiği tespit edilmiştir. Tane büyüklüğü ve ufalanabi- 
lirliğin sağlanabilmesi öğütme işleminden ziyade kenetlemenin dikkatli 
yapılması yanında, kenetlenme sonrası yapılan pigmentasyon işlemi ve 
süzme, kurutma gibi işlemlerin dikkatli yapılması ile gerçekleştirilebilmektedir

Bu amaçla değişik konsantrasyonlarda kenetlemeler yapılmış, uygun 
konsantrasyon metot bölümünde verilmiştir. Kenetleme sonrası yapılan pig- 
mentasyon işleminde ise dekentasyon ile iki kez yıkanmış ürün alkol ilavesi 
İle değişik sıcaklıklarda karıştırma işlemine tabi tutulmuş, karıştırma sonrası 
İse süzme işlemi değişik sıcaklıklarda yapılmıştır. Yapılan denemeler sonu-

Sentezlenen pigmentlerin toz haldeki fTablo 2) ve elyaf üzerine uygula­
ma sonrası yapılan hashk denemeleri sonucunda ^hanımad^önem 
taşıdıkları görülmüştür. Tablo l'de sentez ürünlerinin
taşıyan baz? özellikleri verilmiştir. tabl° ‘n^enİ®wkted?r^^İbto 2'dl ve 
uluslararası ASTM D 185 standardını sağladığı gönllm • ürünlerinin 
f len ve solventlere karşı haslıkların.
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boyalı kumaş örneklerinin Avrupa S kala (10) yardımıyla renk numaraları tes­
pit edilerek tablo 3'de verilmişt Sonuç olarak Naftol AS bileşenlerinden ya­
rarlanılarak organik pigment sentezlenmesinin mümkün olduğu ve sentez 
ürünlerinin tekstilde kullanılabileceği tespit edilmiştir.
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&uS.ER°X S™' ™ ^TEOSKOPİK

İsmail E. GÜMRÜKÇÜOĞLU, Haşan KOCAOKUTGEN ve Selam! ŞAŞMAZ 
Ondokuz Mayıs Üniversitesi. Fen Edebiyat Fakültesi. Kimya Bölümü,
Kurupelit-Samsun,Türkiye

THE SYNTHESIS OF SOME AZO DYES AND IDENTIFICATION OF 
THEIR SPECTROSCOPIC PROPERTIES

SUMMARY

In this work, benzenediazonium and 4- nitrobenzenediazonium salts have 
been synthesized. than coupled with substituted phenols. Followed, some physical 
and cnemical properties of related compounds have been examined and 
characterized by infrared. ultraviolet-visible and nuclear magnetic resonance 
spectroscopic techniques.

ÖZET

Bu çalışmada, benzendiazonyum ve 4-^trobenMndiaronyıım tudan ;sento 
edilip, karşılık gelen kenetlenme türevlerini vermek üzere substitue feno
bileşikleriyle etkileştirildi. Takiben bu bileziklerin ba» nziksel ve kimyasal 
özellikleri belirlenerek, yapılan infrared. ultraviole-vizible ve nükleer magne i 

spektroskopisi teknikleriyle incelendi.rezonans

GİRİŞ

Bilindiği gibi azoboyar maddeleri iki yada daha fazla sayıda 
aromatik halkay. birleştiren ve meydanagdj» koniğe sistemin ^ 

parçasını oluşturan kromofor azo l w ) & . önemli
bileşiklerdir.Bu grup bileşikler. 0dr|*"^kgJ en^strisi gibi çok değişik 
sınıfını oluştururlar (1). Boyar maddeler t göze hoş gelmesini
alanlarda çeşitli maddelerin çekiciliğin , kullanılmaktadır (1).
sağlamak ve /veya diş tesirlerdei korumak amaayla kullan^

Bu nedenlerle azo boyar maddeleri ge n ^ nede°lerle yenl boyar 
Çalışmalarda büyük önem taşımaktadırl * 5 önem taşımaktadır, 
maddelerin sentezi ve özelhklerinlr‘ birlikte.

Doğal boyar maddelerin tarihi ç kadar uzanmaktadır. Bu
sentetik olanların tarihi ancak 185 J boyar madde endüstrisi

Kî

yılında tekstil ürünleri üzerinde a^vhaddelerinin metal kompleksleri 
geliştirilmeye, 1912 yıllarında azo boyar maaae

1880
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Çeuk
Fabrikalan'nda boyar madde üretilmeye başlanmış ve daha sonraları 
"Mensucat Boyalar A.Ş." 1967'de (Organik Kimya Sanayii ve Ticaret A.Ş. , 
1971'de "Kenteş", 1972’de "Setaş Kimya Sanayii A.Ş.' gibi çok sayıda 
fabrikalar kurulmuş olup değişik türlerde boyar maddeler üretmektedirler

i

(2).
Azo bileşiklerinin sentezi

Kenetlenme tepkimeleri. Nitro bileşiklerinin İndirgenmeleri, 
Aminlere nitro veya nitrozo bileşiklerinin etkisi İle elde edilebilir (3). 
Yaygın olarak kullanılan kenetlenme tepkimelerine göre diazonyum tuzu 
sentezlenlr ve ardından bü bileşikler fenol, naftol, hidroksiklnolin, aril 
amin, fenoleterler gibi bileşiklerle kenetlenmesi sonucu azo boyar 
maddeleri elde edilir (4). Diazonyum tuzu sentezi ise; direkt metod, 
konsantre asit metodu, Witt metodu, Griess metodu ve Knoevemagel 
metodu ile elde edilebilir (4).

DENEL BÖLÜM

Bu çalışmada, IR, NMR ve UV spektrumlan sırasıyla Perkin-Elmer 
1430, Varlan EM 390- 90 MHz ve Varian DMS 100 spektrofotometrelerinde 
alınmıştır. Erime noktasına digital erime noktası tayin cihazında bakıldı. 
4- Nitrobenzendiazonyum Sentezi

Bir beher içerisine 4- nitroanilin (1,5 g;10,87 mmol) konularak 
üzerine saf su (20 mİ) ile hidroklorik asit (8 mİ; %36) eklenip mağnetik 
karıştırıcı ile iyice homojenize edildi. Bu çözelti 2 °C'a kadar soğutuldu.

■> 02NC6H4NH+3Cr02NC6H4NH2 + HC1 

02NC6H4NH3+ C1‘ + NaN02 + HC1 0-5°C * 02NC6H4N=N+C1' + 2H20 + NaCl

Buz banyosunda soğutulmuş olan 4-nitroanilinyum tuzu çözeltisine 
damla damla sodyum nitrit ilave edilerek devamlı karıştırıldı ve reaksiyon 
ortamı 4°C'ın altında tutularak diazolama işlemi gerçekleştirildi.
Benzendiazonyum Sentezi

Bir beher içerisine anilin (3,825 g; 41,12 mol) konulup üzerine saf 
su (18 mİ) ve hidroklorik asit (8 mİ; %37) ilave edilerek anilinyum klorür 
oluşması sağlandı. Başka bir beherde stokiometrik miktarda sodyum 
nitrit saf suda (7,5 mİ) çözülüp buz banyosunda 2°C'a kadar soğutulduktan 
sonra yine buz banyosuyla 0-4 °C'a kadar soğutulmuş yukarıda elde 
edilen anilinyum klorür çözeltisine damla damla ve sürekli karıştırılarak 
ilave edilip aşağıda verilen tepkimeler sonucu diazolama işlemi 
gerçekleştirildi.

i

!
!C6H5NH2 + HC1

C6H5NH3+Cr + NaNOz + HC1 -225» C6H5N=N+C1' + 2H20 + NaCl

* C6H5NH+3cr
i
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2- Hidroksi -3-Metoksi -5- (2-Propenil) Azobenzen Sentezi (I)
Bir miktar 2- meloksi -4-(2-propenil) fenol (6,62 g; 40 mmol) alınıp, 

sodyum hidroksit (50 mİ; %10) ilave edilerek çözüldü ve 2 °C*a kadar
soğutuldu.

c ^ch =ch 2

öch 3 qh 2 ho w och 3

0-4 °C arasında hazırlanan ve bu sıcaklıkta saklanan 
benzendiazonyum üzerine soğuk 2-metoksi -4-(2-propenil) fenolat çözeltisi 
hızlı bir şekilde ilave edilerek 45 dk. karıştırıldı ve süzüldü. Süzülen 
çökelek glasiyel asetik asit içinde çözüldü ve çözünmeyen kısım süzülerek 
ayrıldı. Süzüntüye aynı miktar saf su katılarak çöktürülüp vakum altında
kurutuldu. _ . .
4-Nitro -2'-Hidroksi-3,-Metok8İ -5'(2-Propenil) Azobenzen Sentezi

Bir miktar 2- metoksi -4-(2-propenil) fenol (6,62 g; 40 mmol) 
alınarak, sodyum hidroksit (50 mİ; %10) ilave edilerek çözüldü ve 2 °C'a 
kadar soğutuldu.

ch ^ch =ch 2

qN^>N=N-<0>

0CH3 CH2 OH 0CH3

O 4 «C arasında hazırlanan ve bu sıcaklıkta saklanan 4- nitro 

benzen diazonyum tuzu üzerine soğuk 2-
çözeltisi hızlı bir şekilde ilave edilerek 45 . ? . j anıat,\(j1g1 gibi
hidroksi -3-metoksi -5- (2-propenll) azobenzen sentezinde anlatıldığı gibi
saflandınldı ve vakum altında kurutuldu. . ,
4-Nitro -a'-ter-Bütll^-Hidrokslazobenzen ^ ™ ^ sodyum

hid^oîl^ - 2°c'a kadar sogutuldu-

N=N\O/0H 
\----

. H3C'C:CH3

: 0-5’c
o 2no 2n ch 3.ch 3

H3c ch 3

süzülerek ayrıldı. Süzüntüye aynı mİ 
vakum altında kurutuldu.
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^Nitro-a'-Hidroksi-S'-tcr-BütU-Azobenzen Sentezi (IV)
Toz haline getirilmiş bir miktar 4-ter-bütil-fenol (1,66 g; 10,85 

mmol) alınarak sodyum hidroksit (20 mİ;* %10) içinde süspansiyon haline 
getirilip 2°C'a kadar soğutuldu.

@n^ho^-ch 3
o 2n

3

c -ch 3
ch 3

0-4°C arasında hazırlanan ve bu sıcaklıkta saklanan 4-nitro 
benzendiazonyum tuzu üzerine soğuk 4-ter-bütil-fenolat süspansiyonu 
hızlı bir şekilde ilave edilerek 45 dk. karıştırıldı ve süzüldü. 
4-nitro-3'-ter-bütiI 4'-hidroksiazobenzen sentezinde anlatıldığı gibi 
saflandınlıp vakum altında kurutuldu.

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

(D E.N: 74,8°C;IR (KBr) v cm"1: 3500 (OH), 1605,1590,1400 ve 1190 
(-N=N-), 1640 (C=C), 1450-1600 (Aromatik), 1370 (-OCH3); UV (n.Hekzan) 
nm: 336,6 , 226,6 . 202,5 ; NMR (CCLJppm: 6,2-8,0 (Aromaük), 5,2-5,4 
(OH) , 3,3-3,6 (-CH2-) , 5,5-6,5 (-CH=), 5,0-5,2 («CHJ, 3,8 (OCH3)
Mikro Analiz (%):
Hesaplanan: C:71,64 , H:5,97 , N: 10,44 
Bulunan

!

: 0:71.86 , H:6,00 , N: 10,44
i(II) E.N: 174,1 °C; IR (KBr) vcm*1: 3500 (OH), 1605, 1590, 1403 ve 1190 

(-N=N-), 1640 (C=C), 1450-1600 (Aromaük), 1375 (-OCH3); UV (n.Hekzan) 
nm: 356,2 , 273,6 ; NMR (CC14) ppm: 6,8-8,4 (Aromaük), 5,5-6,3 (-CH=). 
5.2 (OH), 3,3-$,4 (-CH2-), 4,9-5,0 ^CHJ, 3,9 (-OCH3).
Mikro Analiz (%):
Hesaplanan: C: 61,34 , H:4,79 , N: 13,41 
Bulunan : C: 61,30 , H:4,63 , N: 12,22
(III) E.N: 147-149 °C; IR (KBr) v cm'^3470 (OH) , 1605 1400 ve 1190 
(-N=N-), 1340 (NOJ, 2860-2960 (ter-Bütil); UV (Dieületer) nm: 380,9; NMR 
(CDCy ppm: 1,4 ls,9,(ter-Büül)], 5,45ls,l<OH>l, 6,60-8,40lSub.Ar.l.
Mikro Analiz (%)
Hesaplanan: C: 63,00 , H: 5,62 , N:13,90 
Bulunan : C: 64,21 , H: 5,69 , N: 14,05
(IV) E.N: 188-191 °C; IR (KBr) v cm-»: 3460 (OH) , 1610 , 1390 ve 1180 
(-N=N-), 1345 (NOJ, 2770-2860 (ter-Bütil); UV (Dieületer) nm: 413,1; NMR 
(CDCI3) ppm: 1,45 ls,9(ter-Bütil)J, 7,00-8,60[Sub.Ar.J 
Mikro Analiz (%)
Hesaplanan: Ç: 63,60 , H: 5,77 , N: 13,90 
Bulunan : C: 64,21 , H: 5,69 , N: 14,05 

IR spektrumunda azo grubunun absorbsiyon değerleri 1630 - 1575 
cm'1, 1410 ±30 cm'1 ve 1180 cm'1 e gözlenebilmektedir (5).

NMR spektroskop! tekniği moleküllerin yapılarındaki protonların

1
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I

Kimyasal kayma değerleri hakkında önemli bilgiler vermektedir.
Suda,üzülmeyen bıı tür boyar maddelerin saflandmlmasında uygun 

bir çözücüde kristallendirme ile ya da uygun bir çözücüde çöktürülerek 
saflandırma işlemi en iyi yöntemdir (5).
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LÜMİNESANT N-SÜBSTİTÜE PERİLEN DİİMİDLERİN______
VE FOTOSENSİZATÖRLÜKLERİNİN SOLAR FOTOKİMYASAL 
REAKSİYONLAR İÇİN İNCELENMESİ

SENTEZLERİ

Huriye tCİL ve Sıddık İÇLİ

Ege Üniversitesi, Fen Fakültesi, Kimya Bölümü, Bornova,İzmir,Türklye

THE SYNTHESIS of LUMINESCENT N-SUBTITÜTED PERYLENE DÜMDÜDES and 

PHOTOSENSITIZATION STUDIES for SOLAR PHOTO CHEMICAL REACTIONS

SÜMMARY

Organic photochemical reactions involve breaklng and reformlng of s, II 

bonds, that require radiation mostiy in short UV wavelength region, below 300 

nm. Only with suitable photosensitizers, by the transfer of triplet energy in high 

yield to acceptor molecule, photochemical reaction may take place at above 300 

nm. The luminescent peıylenes with highly conjuguted planar aromatic structure, 
and polar substituents are ideal type photosensitizers. The perylene derivatives 

are synthesized from perylene dianhydrides with N-aryl and N-alkyl substituents 

are experimented at standart photochemical dehydrogenation reaction of abietic 

acid. The reaction rate is found to be increased with peıylenes, indicating that 

perylene diimides are better photosensitizers for solar photochemical »reactions.

ÖZET

Organik fotokimyasal reaksiyonlar genelde O've n baglanmn kopması ve 

tekrar oluşumlarım İçermekte ve kısa UV dalga boylannda radyasyona, 300 nm 
ntn altında, gereksinim göstermektedir. Ancak triplet enerjiyi yüksek verimde 

akseptör moleküle transfer edebilen donor molekülleri İle fotokimyasal reaksiyon

nm nln üzerinde yapabilmek mümkündür.
Bu amaçla lüminesant özellikli perilenler düzlemse, yoğun konjuge 

aromatik yapılan ve polar sübstitüentleri ile ideal donor fotosensitizatördürler 

N-Arü ve N-alkll perilen türevleri perilen dianhidritlerden sentezkmerek abieük

asldin Standard fotokimyasal dehidrojenasyon reaksiyonu için denenmişlerdir 
J , , -»flitinin izlenmesi solar fotokimyasal

eakslyon hamın perilenler ile da “ afotos<.nsitizatflr olduklarım göstermiştir, 
aksiyonlar için perilen diimidlerin uyg

300
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GİRİŞ

Fotokimyasal reaksiyonlarda fotosensizatörler radyasyonu 
absorblayarak (Donor) elektronik yapı içinde singlet-triplet dönüşümünü 
yapabilmektedirler.

hy

D İD —>

TYiplet donor fotosensizatör enerjisini akseptör moleküle transferi 
ile istenilen reaksiyon ürününü elde edebilmek mümkün olabilmektedir.

3D —> —> ürünler

Akseptör molekülü direk radyasyonlu fotokimyasal reaksiyona 
girmeyebilir veya yüksek enerjili (kısa dalga boyunda) UV radyasyonu 
gerekebilir (1).

hy
A —> İA —> 3 a  —> ürünler

Donor fotosensizatörü akseptörden istenilen ürünlerin daha düşük 
radyasyon enerjisi ile oluşumunu sağlayabilmektedir. Güneş radyasyonu 
ile 300 nm dalga boyunun üzerinde, dehidrojenasyon gibi yüksek enerji 
gerektiren fotokimyasal reaksiyon yapabilmek için yüksek verimde triplet 
enerji transferi yapabilen fotosensizatörlere gereksinim vardır. !

Birçok aromatik yapılı pigmentler, lüminesant özelliğe de 
sahiptirler. Lüminesant özellik moleküler yapı içinde singlet-triplet enerji 
transferi ile mümkün olabildiğine göre bu moleküllerin fotosensizatör 
Özellikleri de aşikardır.

!

Plastik ve tekstil endüstrisinde pigment olarak kullanılan perilen 
türevlerinin güçlü fotosensitazör olabilecekleri de aşikardır(2). Bu 
çalışmada N-substitüe perilen diimid türevleri, sentezlenerek benzofenon 
fotosensitazörü ile dehidrojenasyon reaksiyonunu gerçekleştirebilen 
abietik asidin dehidro-abietik aside dönüşümü reaksiyonu incelemek 
üzere kullanılmışlardır. (3,4) I

DENEL BÖLÜM

Organik sentezler için perilen dianhidrit ve amin türevleri ticari 
olarak temin edilmiş. Reaksiyon ürünleri UV, IR, İH NMR spektral 
analizleri ve elementel analiz yöntemleri ile saptanmıştır.
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Fotokimyasal reaksiyonlar için abietik. f , . . asit, bakır usetat ile perilen
türevleri ile reaksiyona katılmış. Radyasyon kaynağ, olarak Heraus
TQ150 yüksek basınç UV lambas.. 350 nm üzeri radyasyon İçin 
125 W black light lamp ve küresel kollektörle odaklandınlmış direk 
güneş radyasyonu kullanılmıştır.

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Perilendianhidritin alkil ve arilaminler ile reaksiyonu çinko asetat 
katalizörlüğü altında 8 saat 230-240<>C de yapılmıştır. (5)

ÇİNKOASEIATAr - NH2

(R-)

Ar R
FENTİL

P-ANİSÎL

«f-NAFTİL

f-NAFTİL

ETİL

ASETÎL

Aminlerin konsantrasyonu perilen anhidrit ve çlnkoasetata kıyasla 
iki kat alınmıştır. Ürün karışımı süzüldükten sonra su. 2% NaOH ile 
yıkanmış ve 2% NaOH ile bir saat refleks edildikten sonra, süzülüp 
kurutulmuş, daha sonra 1096 HCİ ile yıkanarak kurutulmuştur. 
Ürünlerin elementel analiz sonuçlar, >99% saflıkta oldukların, 

göstermiştir.

mekanizmalı abietik asitin fotokimyasal
diimid türevleriKarbon radikali ara ürün 

dehidrojenasyon reaksiyonu benzofenon yer ne pe
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İle solar radyasyonda daha hızlı oluşmaktadır.*
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, ZN++ GİBİ METALLERİ İÇEREN

FTALOSİYANİNLERİN ASETİLLİ, NİTRO, HALOJENLİ 

VE SÜLFO TÜREVLERİ İLE METALSİZ 

FTALOSİYANİNLERİN SENTEZLENMESİ

cu++

Sıddık İÇLİ, Bircan DİNDAR

Ege Üniversitesi, Fen Fakültesi Kimya Bölümü Bornova, İzmir - Türkiye

SENSITTTATTON OF ACETYLATED, NİTRO, HALOGENATED AND 
SULPONATED Cu (II) AND Zn (H) PHTHALOCYANINES AND 
NON-METAL DERIYATTVES

SUMMARY

Phthalocyanine dyes are known to have lunıinescent characters. Phthalocya- 
nines are synthesized for the aim of use as photosensttizers at solar p ho to cne mı ca 1 
reaction systems. Acetylated. nitro halogenated and sulfonated Çu (IIJ ana Zn llıj 
phthalocyanines and non-metal derivatives have bçen synthesized. Phtlalocyanines 
are purified by column chromatography. analyzed by elcmental analysıs, Mass. IR. 
UV. İH NMR and NMR methods.

ÖZET

Pigment özellikli bazı ftaloslyaniıı türevleri scntezlenerek üminesant özelüge 
sahip olanların solar fotokimyasal reaksiyon
kullanılmaları amaçlanmıştır. Bu amaçla asetilli. nitro u. halojenlı. sairolu Culll) 
ve Zn(II) ftalosiyaninler İle metalsiz türevleri sentezlenmiştlr. Sen tezlenen rtalosiya 
ninler kolon kromatografisiyle saflaştmlıp. elementel analız, kütle. IR. UV. H NMR 
ve 13c NMR metodlan ile analiz edilmişlerdir.

GİRİŞ

Ftalosiyaninler ilk defa o-dlsubsütue tü^ernpsrar» ^aksıyon^

sasıysa asus&srsiiA» *—*
açıklanmıştır (2).

Ftalosiyaninler. güçlü optik viyokye ka-
otarak boya ve pigment olarak bazlara karşı aşırı derecede di-

,jvd" v'By= todar

147



COOH

iC-NH-C-NH? I
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rln, molekülün merkez boşluğuna yerleştirilmesi 
özellikler ortaya çıkabilmektedir (4). ile çok değişen fiziksel

%*hc*'>1*»* yöntem uygulanmaktad.r. 
BaşlangıÇta, fte oclimMlln jjlridin ve bakır tuzu varlığında reaksiyonları

denel  bölüm

Bu çalışmada kullanılan yöntemde; 3-nitro ftalik anhidrit (10 mmol, 
1,9412 g) ve üre (10 mmol, 2,4024 g) den çıkılarak, Cu(I) klorür (2.5 mmol. 
0.0248 g) ve katalizör olanak kullanılan amonyum molibdat (0,05 mmol, 
0,0618 g) varlığında nitro benzen veya yüksek kaynama noktasına sahip bir 
petrol fraksiyonu ortamında yaklaşık iki saat süreyle 210°C de (7) geri 
soğutma işlemiyle ham 1,8,15,22 - tetra - nitro ftalosiyanin elde edilmiştir. 
Diğer türevler de benzer şekilde elde edilmiştir. Alman ham ürün silikajel 
içeren bir kolon kromatografisi yoluyla saflandırılmıştır.

Cu(I) klorür yerine Zn(II) asetat kullanıldığında Zn(II) ftalosiyanin 
türevlerini elde etmek mümkündür.

Bakır ftalosiyaninin sentez mekanizması aşağıdaki gibidir:

Metalsiz ftalosiyaninlerin sentezi ise, metalik komplekslerden, %25-65 
H2S04 ortamında 25-70°C de metallerin uzaklaştırılması mümkün olabil­
mektedir.

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

1,8,15,22-tetra-nitro-bakır ftalosiyaninin bazı spektroskopik sonuçları 
aşağıdaki gibidir;

Teorik Bdkman

%C 50,6050,84

%H 1,571,59

%N 22,23 22,28

2960, 2925, 1613, 1400, 1340, 1250, 1050, 810, 760İR (Nujol)

‘H NMR (CDCI3, 6 (ppm)) = 8.17, 7,51, 5.98, 3,88 *

cnr1 =

13C NMR (CDCI3.8 (ppm)) = 149, 134, 132, 131, 128. 125, 122, 114, 92, 55

iH NMR (60 M Hz) and l3C

. Ptelosiyanlnde, 16 atomlu iç halka boyunca n' ,'^Sn kttSerize 

^dilmektedir. miSanle'rlçîn'öntuu’olan düşük frekansa kaymalarda
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Ftalosiyanınin IR spektrumu N - H gerilmesini 3290 
tedir.

cm-1 de göstermek-

GerSul£hktad°rdanSC daha dC^nktirTekans^tiy-

ma

teşekkür

Max Plank Enstitüsüne, İngiliz Küfnfır Heyetinin proje yardımlarına ve 

East Anglia üniversitesinin sağladığı imkanlardan dolayı teşekkür ederiz.
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TÜREVLERİNİN

Cemil ÖĞRETİR, Gözen BEREKET ve Mehmet POYRAZ •

Anadolu Üniversitesi Fen Edebiyat Fakültesi Kimya Bölümü Eskişehir-Türkly*

POTANTIOMETRIC TITRATIONS OF 2-SÜBSTİTÜTED OXAZOLO(4-5,blPİRIDINE 
DERİVATİVES IN NON AgUEOUS SOLVENT

SUMMARY

The acidity constans (I.e. pKavalues) of some 2-sübstitüted oxazolol4- 
5,b)pirydine derivatives in nitrobenzene and acetonîtrile were determined.

The unhydrous percholoric acid which had prepared in nitrobenzene was used 
the titrant İn the titrant in the measurement which were drawn using the data 

obtalned from potantiometric titrations. From those curves the half neutralization 
potantials the acidic strengths İn nitrobenzene was found as follows;

2-(4-aminophenyl) - < 2-4-metoxyphenyl)- < 2-(4-etoxyphenyl)- < 2-(4-ethylphenyl)- 
< 2-(4-cholorophenyl)- < 2-(4-bromophenyl)- < 2-(4-t-butylphenyl)- < 2-(4-methylphenyl)- 
oxazolo[4,5-b]pyridine.

When the unhydrous percholoric acid which had prepared in dioxane was used 
as the titrant, the acidic strengths of the studied compounds were found as follows;

2- (4-aminophenyl)- < 2-4-metoxyphenyl)- <2-(4-methylpheny1)- < 2-(4- 
bromophcnyl)- < 2-(4-nitrophenyl)- < 2-(4-etoxyphenyl)- < 2-(4-cholorophenyl)-<2-(4-

,h= “Tstrengths of 2-substituted oxazolo[4-5,b]plrydine derivatives. It is good however to 
dctermite the amount of those derivatives quantitatively.

ÖZET

as

türevlerinin nitrobenzen ve asetonitril2-(sübstitüe)-oksazolo2[4-5,b]piridin

potansiyellerinden de nitrobenzendeki asitlik < 2-(4-etilfenil)- < 2-(4-

pcrklorik asit kullanılmıştır. Potanslyometrik tıtra y
Eğerlerden asitlik sıralaması şöyle çıkmıştır. metilfenil)- < 2-(4-bromofenil)- < 2-

2-(4-aminofenil)- < 2-4-metoksifenjlJ- " o-(4-etilfeni)- < 2-(4-t-butilfenil)- 
(4-nitrofenil)- < 2-(4-etoksifenil)- < 2-(4-klorofeni!)- < 2 (4 etm

sonucuna varılmıştır.

susuz
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GİRİŞ

Susuz ortamda gerçekleştirilen potansiyometrik titrasyonlar zayıf asit 
veya zayıf bazların tayin edilmesine imkan veren çok önemli analitiksel 
yöntemlerdendir. Ayrıca bu tür maddelerin asitlik sabitlerinin saptanarak 
özelliklerinindaha iyi anlaşılması mümkün olmaktadır(l).

Asetonitril ve nitrobenzen zayıf bazların titrasyonu için uygun çözücü 
olduğu bilinmektedir(2-3). Diğer yandan 2-(sübstitüe)-oksazolo[4,5- 
bjpiridin türevleri bazik özellikteki antienflamatuar ilaçlarına kaynak teşkil 
etmekte olup sudaki çözünürlükleri azdır. Bu maddelerin kimyasal 
özelliklerinin anlaşılmasında değişik ortamlarda asitlik sabitlerinin 
bilinmesinin önemi vardır. Ö nedenle spektrofometrik yöntemle asitlik 
sabitleri saptanmış dokuz' adet 2-(süstitüe)-oksazolo[4,5-b]piridln 
türevlerinin asitlik sabiti nitrobenzen ve asetonitril ortamında 
potansiyometrik olarak tayin edilmesi amaçlanmıştır

DENEL BÖLÜM

Çalışmada kullanılan oksazolo[4,5-b]piridin türevleri Ankara 
Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Farmasötik Kimya Anabilim Dalı öğretim 
Üyelerinden Yalçın, i. ve Arkadaşları tarafından sentezlenmiş olup, yapılan 
şöyledir.

R= X l

!

. x =-OCH3, -t-bütil, -OC2H5t -C2H5. -Cl, -Br,-NH2, -CH3,
-no 2

Çalışmada çözücü olarak Merck kalitesinde nitrobenzen ve asetoniril 
kullanılmıştır. Titre edici olarak susuz perklorlk asitin nitrobenzendeki 
çözeltisi ile susuz perklorik asitin nitrobenzendeki çözeltisi kullanılmıştır. 
Titrasyon Crison 2001 model pHmetre ve lngold marka cam elektrot 
kullanılarak gerçekleştirilmiştir.

SONUÇ VE TARTIŞMA

Nitrobenzen içinde çözünmüş 10"3M lık 2-(sübstitüe)-oksazolo[4,5- 
blpiridin türevlerinin nitrobenzen hazırlanmış susuz 0.0İN HCIO4 çözeltisi 
ile titrasyonuna ilişkin üpik eğri şekil, l'de verilmektedir.

Şekil. 1 ve Şekil.2'de verilen mİ değerleri 0.1 ile çarpılacaktır.
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Şekil. 1. 2-(4-klorofenil)-oksazolo[4,5-b]pIridin'in nitrobenzen ortamında 
perklorik asit ile potansiyometrik titrasyonu.

Aynı şekilde 2-(sübstitüe)-oksazolo[4,5-b]piridin türevlerinin 
asetonitrildeki 10“3m lık çözeltisinin dioksanda hazırlanmış susuz 
0.0382N HCIO4 çözeltisi ile titrasyonuna ait eğri şekil.2 de verilmiştir.

mV

550--

450 ..

/350 ..
/
I250 ..

I

150
f

11 m İlini ininin»"1111111111111
222528 3134374043 ml

50

1 4 7 1 0 131619

Şekillerden görüldüğü gibi '^^‘^gjooJiv'dur. Binse asetontlrU '
s eğrUerl olup potansiyel sıçrama araııgı ^ometrlk utrasyonu lçln uygUn
ve nitrobenzen bu maddelerin p ansly0metrik tltrasyon eğrilerinin yan 
Çözücü olduğunu göstermektedir. P'*,anan pKa değerleri ve dönüm 
nötralizasyon potansiyellerinden miktarları nltrobenzende yapılan
noktasına ulaşmak için hareanan as l lncje yapılan deneyler için 
deneyler için çizelge. 1'de. asetonun

Şekil.2. 2-(4-klorofenil)-oksa
dioksanda hazırlanmış
titrasyonu.
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çizelge. 2’d e verilmektedir.

Çizelge. 1. Nitrobenzen içinde çeşitli 2-(sübstitüe)-oksazolo[4,5-b]piridin 
türevlerinin perklorik asit ile potansiyometrik 
titrasyonlarından elde edilen yarı nötralizasyon 
potansiyelleri (mV), pKa değerleri ve dönüm noktasında 
harcanan asit (mİ) değerleri.

ı

Sübstitüent Dönüm noktasmda harcanan 
asit (mİ)

YNP PKa
(mV)

4-metoksifenil
4-t-bütilfenil
4-etoksifenil
4-etllfenil
4-klorofenil
4-bromofenil
4-aminofeniI
4-metilfenil

325 1.39 7.08
6.79
7.50
4.88
5.17
6.54
5.36

365 0.32
358 0.75

0.52
0.44
0.42

372
375
373
321 1.42
379 0.12 5.01

Çizelge.2. Asetonitril içinde çeşitli 2-(sübstitüe)-oksazolo[4,5-b]piridin 
türevlerinin perklorik asit ile potansiyometrik titrasyonlarından 
elde edilen yarı nötralizasyon potansiyellerimV), pKa değerleri 
ve dönüm noktasında harcanan asit (mİ) değerleri.

Sübstitüent YNP Dönüm noktasmda harcanan 
asit (mİ)

pKa
(mV)

4-metoksifenil
4-t-bütilfenil
4-etoksifenil
4-etilfenil
4-klorofenil
4-bromofenil
4-aminofenil
4-metilfenil
4-nltrofenil

192 3.68 0.975
1.166
0.787
0.989
0.963
0.751
0.820
0.946
0.844

212 3.31
192 3.60

3.45
3.54

184
202
204 3.63
199 3.71
194 3.67

3.62198

Çizelge.3 ve Çizelge. 4'de tartılan madde miktarları ile titrasyonlardan elde 
edilen değerlerden hesaplanan madde miktarları karşılaştırılmaktadır.

Çizelge.3.Nitrobenzen içinde çeşitli 2-(sübstitüe)-oksazolo[4,5-b]piridin 
türevlerinin perklorik asit ile potansiyometrik titrasyonlarından 
elde edilen değerlerden hesaplanan madde miktarları ve tartılan 
madde miktarları.
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Sübstitüent Titrasyondan elde edilen Tartılan mad Tartılan ve hesap 
değerden hesaplanan 
madde miktarı (mg)

de miktarı lanan miktar farkı 
(mg)(mg)

J^netoksifenil
4-t-bütilfenil
4-etoksifenil

4-etilfenil
4-klorofenil
4-bromofenil
4-aminofenil
4-metilfenil

16.0 11.30
12.60
12.00
11.20
11.32
13.74
10.55
10.50

* 4.70 
4.50 
6.00 

-0.30 
0.58 
4.16 
0.75 
0.00

17.1
18.0
10.9
11.9
17.9
11.3
10.5

Çizelge.4. Asetonitril içinde çeşitli 2-(sübstitüe)-oksazolo[4,5-b)piridin 
^ türevlerinin perklorik asit ile potansiyometrik titrasyonlanndan

elde edilen değerlerden hesaplanan madde miktarları ve 
tartılan madde miktarları.

Titrasyondan elde edilen Tartılan mad Tartılan ve hesap 
değerden hesaplanan de miktarı lanan miktar farkı
madde miktarı (mg) (mg) (mg)

Sübstitüent

1.6300
3.6600
0.0060
1.6400
1.5565

-0.3570
0.2700
0.7600
0.4900

6.7800
7.5600
7.2000
6.8200
6.9135
8.2470
6.3300
6.8200
7.2800

8.410
11.22
7.206
8.460
8.470
7.890
6.600
7.580
7.770

4-metoksifenil
4-t-bütilfenil
4-etoksifenil
4-etilfenil
4-klorofenil
4-bromofenil
4-aminofenil
4-metilfenil
4-nitrofenil

Potansiyometrik titrasyonlardaı te j miliekuvalant asit
1 mol madde miktarının titrasy°^ ç 7 ,£} Çerkez olmasına karşılık 

harcanması moleküllerde protonianab dönüm noktası
sadece birinci merkezin protonlanmasına m*

İPüi^iüi.
göstermemesinden kaynaklanabiliri*).

Nitrobenzende elde edilen asitlik sıra A 2-(4-etoksifenil)- < 2-(4-
2-(4-aminofenil)- < 2-4-metoksilemn 2_(4_t_butilfenil)- < 2-(4-

etilfenil)- < 2-(4-klorofenil)- < 2ri4-bromoiennj Q öğre 4r  ve H.BERBER
Iîletllfenil)-oksazolo[4,5-b)-piridin ş
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tarafından spektrofotometrik olarak bulunan pKa değerleri ile 
karşılaştırıldığında asitlik sıralamasının 2-(4-bromofenil)-oksazolo[4,5-b]- 
piridin hariç aynı olduğu görülmüştür.

Asitlik sıralamasının bu şekilde bulunması indüktif ve mezomerik 
etkiler ile oksazolo[4,5-bj-plridin’in 2-konumuna bağlı sübstitüentlerin 
uzayda serbest dönmesi ve düzlem dışı konumlanması ile açıklanabilir. 
İndüktif ve mezomerik olarak elektron iten sübstitüentler bileşiğin 
asitliğini azaltıp, bazlığmı arttırırlar. Dolasıyla elektron iten 
sübstitüentlerdeki bazlık daha fazla, asitlik daha azdır. Ayrıca 
oksazolo[4,5-b]-piridin'in 2-konumuna bağlı sübstitüentlerin serbest 
dönme ve düzlem dışı konumlanması nedeniyle 2-konumuna bağlı 
sübstitüentlerin büyüklüğü arttıkça oksazolo piridin ile sübstitüefenil 
arasındaki dihedral açının artması böylece sübstitüentlerin gereken etkiyi 
göstermemesi yukarıda verilep sıralamanın izlenmesine neden olmuştur. 
Diğer yandan asetonitril içndeki asitlik sıralaması da,

2-(4-aminofenil)- < 2-4-metoksifenil)- < 2-(4-metilfenil)- < 2-(4- 
bromofenil)- < 2-(4-nitrofenil)- < 2-(4-etoksifenil)- < 2-(4-klorofenil)- < 2- 
(4-etilfeni)- < 2-(4-t-butilfenil)-oksazolo[4.5-b]piridin şeklinde olduğu 
bulunmuştur.

Nitrobenzende verilen asitlik sılamasına uymamasının nedeni 
asetonitril içirişinde meydana gelebilecek homokonjugasyon olabilir(5). 
Ancak Çizelge. 4'de verilen değerler asetonitrilde yapılan titrasyonların 
kantitatif amaçla kullanılabileceğini göstermektedir.
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FENALEN -1.3 (2H) - DİON vc BAZI 2-SUBSTİTE TÜREVLERİNİN 

plCa’LARlNIN ETANOL-SU KARIŞIMLARI İÇİNDE SPEKTROFOTOMETRİK 

TİTRASYON YÖNTEMİ İLE TAYİNİ

Nermin HOCAOĞLU (ERTAN)

Gazi Üniversitesi, Fen-Edebiyat Fakültesi Kimya Bölümü, 
Teknik Okullar, Ankara - Türkiye

nFTFRMINATION OF pKa VALUES OF SOME 2-SUBSTITUTED PHENALEN-1,3 
DBTORMINATION mktures  bt  SPECTROPHOTOMETRIC
(2H)- DIONES IN 
TITRATION METHOD.

SUMMARY

t _ o.phenalen-1 3 (2H)- dione and theîr 2-Nitroso and 2-Phenyl

p-Nltroso derlvatlve decreased as ethanol conıen , romoounds and
Unear correlation was obtained between the pKa values of the compounus ana

dlelectrlc constants of the solvent sytems.

ÖZET

saaasafsasafiftsaa-
GİRİŞ

I

Çözücüler içinde gerçekleştirilir. Bu n 
İyonlaşma sabitlerinin bilinmesi önemlidir.
. P- Diketonlar. keto-enol bl^abPkler.

«»' ^“‘k” ” „„„ »y» adi,™.! v.
Bu çalışmada. Fenalen -1 bazı sübstitüenüerin etkislnln araştırü-

»"■“ te pK"‘“ <fc"“

inmiştir.
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DENEL BÖLÜM

2-Fenalen-l,3 (2H) dion (1). ile 2-nitrozo (2) ve 2-Fenil (3) türevleri 
kondensasyon tepkimeleriyle sentezlendi. Yapıları spektrofotometrik yöntem­
lerle belirlendi.

Bileşiklerin pKa'lan saf su, % 20, % 50 ve % 80 (v/v) etanol-su karı­
şımları içinde spektrofotometrik titrasyon yöntemi ile tayin edildi (4). d H de­
ğişimleri, pH metre ile ölçüldü. Etanol-su kanşımlan için düzeltme faktörü
__lUanıldı (5). Bütün ölçümler 0,1 N NaCl kullanılarak sabit iyon şiddetinde
gerçekleştirildi. Her pKa değeri için en az on beş ölçüm yapıfarak aritmetik 
ortalama alındı.

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

2-Fenalen -1,3 (2H) - Dion ve 2-Fenil türevinde UV bölgesinde nötral 
moleküllere ait bandlarda birbirine yakın iki maksimum gözlenmektedir. 
Bunlar keto ve enol tautomerlerin n-n* geçişlerine aittir (6). 2-Nitrozo türevi 
ise çalışılan ortamlarda tek maksimum göstermekte olup en kararlı oksim 
yapısında bulunmaktadır.

Bileşiklerin saf su, % 20, % 50 ve % 80 (v/v) etanol-su karışımları 
içinde tayin edilen pKa değerleri Çizelge l'de özetlendi.

Çizelge 1 . Fenalen -1,3 (2H) - dion'lann Etanol - Su Kanşımlan İçindeki 
pKa Değerleri.

pKa
Bileşik

% 50 (v/v)b 
etanol-su

% 8,0 (v/v)c 
etanol-su

% 20 (v/v)a 
etanol-su

Saf Su

5,47Fenalen-1,3 (2H)-dion 5,334,92 4,99

5,272-Fenilfenalen -1,3 
(2H) - dion

5,034,91* 4,89

5,102-Nitrozofenalen 
-1.3 (2H)- dion

5,34 5,26 4,98

Sıcaklık : 25°C
Derişim : 2x10^ M
(a) Düzeltme faktörü -0,05
(b) Düzeltme faktörü -0,23
(c) Düzeltme faktörü -0,41
* Suda çok az çözündüğü için çökme olmadan tek bir ölçüm yapılabildi.

Fenalen -1,3 (2H)-dion ile 2-fenil türevinin asilliklerinin etanol yüzdesi 
ile düzenli olarak azaldığı, buna karşılık 2-nitrozo türevinde etanol yüzdesi 
ile asilliğin arttığı gözlenmektedir. Etanolün dispersiyon kuvvetleri suya göre 
daha fazladır. Büyük ve delokalizasyonun çok olduğu anyonlarda hidrojen 
bağları zayıfsa dispersiyon kuvvetleri etkin olur ve böyle anyonlar etanol 
içinde suya göre daha yüksek asitliğe sahiptirler (7). 2-Nitrozofenalen -1*3 
(2H) - dion'un asitliğinin etanol miktan ile artması, asillik üzerinde, hidrojen
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bağlamdan ziyade dlspersiyon kuvvetlerinin etkin olduğunu göstermeme­

leri arasında doğrusal bir Ûîşld^özlendf B°u sonu^^ncelene^bîkşMerin 

termektedirZer nde elektrostaÜk kuweUerln doğrudan etkili olduğunu gös-

I

dir.
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SİTLERİ^m m'KEt ^JDEdELHS)feiL^i'LİK

ı Cemil ÖĞRETİR, Halil BERBER ve Nevin KANIŞKAN

Anadolu Üniversitesi Fen - Edebiyat Fakültesi Kimya Bölümü, Eskişehir - Türkiye

DETEMINATION OF THE ACIDITY CONSTANTS OF SOME 
OXAZOLO[4,5-b] PYRIDINE DERIVATIVES AND THEIR EVALUATION

SUMMARY

Acidity constants, for the first and second protonation, pKa , of some 
2-substltuted oxazolo[4,5-blpyridine derivatives were determlned using Spectroscopic 
Technique. With the exception of molecule II, which posses an amino group as 
substituent, ali studied molecules found to act as Hammett bases for the first 
protonaüon. It was observed both experimentally and theoretically that the pyridine 
ring protonates easler then that of oxazole ring. Using the obtained acidity constants 
ana Modified Hammett Equation" the substituent constant, a , for the substitiıents on 
studied molecules were calculated.

ÖZET

2-Konumunda sübstitüent içeren bazı oksazolo[4,5-b]piridin türevlerinin birinci 
ve ikinci proton-alma asitlik sabitleri, pKa , Spektroskopik Yöntemle saptanmıştır. 
2-Konumunda sübstitüent olarak amino grubu içeren molekül II haricindeki diğer 
moleküllerin birinci proton alma için Hammett bazı olarak davrandıkları gözlenmiştir. 
Deneysel ve teorik olarak piridin halkasının oksazol halkasından daha kolav proton 
fldığı tespit edilmiştir. Bulunan asitlik sabitleri ve "Modifiye Hanunett Eşifliğr’nin 
Kullanılmasıyla, çalışılan moleküllerdeki sübstitüentler için sübstitüent sabitleri, a ,
hesaplanmıştır.

GİRİŞ

2-Konumunda sübstitüent içeren bazı oksazolo[4,5-b]piridin 
türevlerinin birinci ve ikinci proton-alma asitlik sabitlerinin saptanması ile 
USUi Çalışma yapılmamıştır. Bu türevler iki proton alma merkezine 
^iptirler, deneysel ve teorik olarak ilk önce piridin halkasının proton- 
aldlIı yapılan çalışma sonunda hesaplanmıştır. Aynca 2-konumundaki 
sübstitüentlerde elektronca zengin merkez bulunması durumunda proton 
alma merkezinin üçe çıküğı görülmüştür

D£nel  bölüm

önceden sentezlenmiş maddeler

bölgesin çalışma yapılmıştır. Bu
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PKa hesaplanmasında, daha

anılmıştır (1).

Birinci proton-alma için pH
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bölgedeki çalışmada kullanılan çözeltiler 0-7 arasında pH'sı bilinen 
tampon çözeltilerdir. Çalışılacak maddenin yaklaşık 10"4 M'lık stok 
çözeltisi, suda, pH'sı belli çözeltide veya uygun bir çözücüde hazırlanır. Bu 
çözeltiden 1 mİ alarak pH'sı belli çözeltilerle 10 ml’lik çözeltileri hazırlanır

derişimleri hesaplanır ( Mı • Vj = M2 • V2 ). Hazırlanan buve son
çözeltilerin pH= l'de ve pH= 7'deki çözeltilerinin U.V.’de spektrumlan 
çizilerek, çalışmanın yapılacağı maksimum dalga boyu seçilir. Seçilen 
dalga boyunda, hazırlanan çözeltilerin fotometrik modunda absorbanslan

okunur. Bu değerlerden Smax hesaplanır (A = £max • b ■ c ) ve pH'ya karşı

£max grafiği çizilir. Grafik bir " S " eğrisi verir. " S " eğrisinin uç kısımlarına 

çizilen bir doğrudan moleküler halin ( £m ) soğurması ile iyonlaşan halin ( 

£l) soğurması grafikten okunarak (I) iyonlaşma oranlan hesaplanır.

£göz = gözlenen halin 
soğurma

egöz ' eM

£m = moleküler halin 

soğurması
I =

£j_ ^göz

= iyonik halin 
soğurması

log I 'ya karşı pH ( H ) grafiği çizilir, doğrunun kesim noktası yan 
pratonlanma değeridir ( pH1/2 veya H1/2).

h 1/2 m = eğimpKa = m-

formülünden pKa değeri hesaplanır.
İkinci proton alma için % H2S04 ile çalışma yapılmıştır. % 1 ile %

98 arasında yüzdesi belli çözeltiler hazırlanır. Bu bölgedeki çalışma ayn^| 
pH bölgesindeki gibidir. 10 ml'lik çözeltilerin gerçek yüzdesi aşağıdaki 
şekilde hesaplanır.

ilave edilen asidin ağırlığı
• % A% W =

asit + madde kanşımmın ağırlığı

% W = 10 mİ ’lik çalışma çözeltisinin 
gerçek % H2SO4 miktan 

% A = ilave edilen H2SO4 yüzdesi

pKa = m • Ho1^2 Ho1^2 = a&ÛMk fonksiyonu
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Çizelge 3. 2-Sübstitüe-oksazolo[4,5-b]piridin türevlerinin birinci proton­

ca için pKa - <*hes değerleri.

Sübstitüent«Türev No PKa ahes

Osazolo[4,5-b]piridin
2-(4-Aminofenil)
2-(4-Metoksifenil)
2-(4-Etoksifenil)
2-(4-Etilfenill)
2-(4-Klorofenil)
2-(4-t-Butilfenil)
2-(4-Metilfenil)
2-(4-Bromofenil)
2-(4-Nitrofenil)

4 85 (EkstraP°lasy°n değeri)£

3.97

I
II -0.63

-0.45
-0.25
-0.17
-0.14
-0.11
-0.08
-0.07

II
3.03IV
2.65V
2.49VI

VII 2.38

2.21vm
2.19K

1.35 0.12X

Çizelge 4. 2-Sübstitüe-oksazolo[4,5-b]piridIn türevlerinin ikinci proton 

alma £in pKa - Ghes değerleri.

pKaTürev No Sübstitüent ahes

-7.57 (Ekstrapolasyon değerijs.
-0.63 
-0.27 
-0.26 
-0.19 
-0.17 
-0.17 
-0.15 
-0.23

Okasolo[4,5-b]piridin 
2 - (4-Aminofenil)
2-(4-Metoksifenil)
2-(4-Etoksifenil)
2-(4-Etilfenil)
2-(4-Klorofenil)
2-(4-t-Butilfenil)
2-(4-Metilfenil)
2-(4-Bromofenil)
2-(4-Nitrofenil)

I
0.48II

-0.06
-4.18
-5.16
-5.33
-5..38
-5.67
-4.60
-9.08

III
IV
V

_ VI
VII
VIII
K

0.12X

»e , .optan
atomik yükler aşağıdaki şekilde hesaplanmıştır.
Çizelge 5. Toplam atomik yükler.

q (atom yükü)Atom no" Atom

1 0,11720*
0,16680

-0,01236
0,11125

-0,06336
-0,06353
0,01673

-0,20108
0,13020

H
2

C
3

O
4

C
5

C
6

C
7

C
8

N9
C
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Çizelge l.( Devam ediyor) 
X . 2-(4-Nitrofenil) 1.35Ekstrapolasyon değeriS

^Ölçüm pH = 7*de yapılmıştır. ^Ölçüm pH = l'de yapılmıştır. £Yarı proton 

alma değeri. ^Ölçümün yapıldığı dalga boylan. £pKa - ahes • grafiğinin 

ekstrapolasyonundan hesaplanmıştır.

Molekül II. birincil amin olduğundan ilk önce amin kısmı 
protonlanır. ölçülen pK^ değeri, aminin pKa'sıdır. Protonlandıktan sonra

sübstitüent sabitinin değeri nitrodan da fazla olduğu için piridin azotundan 
protonlanamaz ve Hammett bazı olarak davranamaz.
İkinci Proton Alma

İkinci protonlarıma için bulunan değerler Çizelge 2. verilmiştir.
% 1 - % 98 bölgesinde yapılan çalışmada molekül II ve X'nun nötr ve 

protonlanmış haldeki U.V. spektrumlan aynı dalga boyunda geldiğinden 
dolayı bu yöntem ile pK^ değerleri hesaplanamadı. Fakat İkinci proton

alma için pKa - a^es grafiğinin ekstrapolasyonundan hesaplanmıştır.

Çizelge 2. 2-Sübstitüe-oksazolo[4,5-blpiridin türevlerinin ikinci proton 
alma sabitleri ve U.V. sonuçlan.

^max (nm) £max

Türev SübstitüentDikatyon^MonokatyonhDlkatyon^Monokatyonh m pKa
No

Ekstrapolasyon değeriS 
Ekstrapolasyon değeriS

55600 400
53000 1400
52800 800
52400 
68500 
75000 
62000

Ekstrapolasyon değeriS

I Oksazolol4,5-b]piridin
II 2-(4-Aminofenil)
III 2-4-Metoksifenil) 394.8 351.2
IV 2- 4-Etoksifenil) 365.6 328.0
V 2- 4-Etilfenil)
VI 2-(4-Klorofenil)
VII2-4-trBütÜfenil) 366.8 328.0 
VHI'2- 4-Meülfenil) 364.0 326.4
IX 2-4-Bromofenil) 356.4 313.2
X 2- 4-Nitrofenil)

-7.57
0.48

-5.17 0.79 -4.05 395.8 
-5.33 0.78 -4.18 365.6 
-5.90 0.87 -5.16 365.2 
-6.24 0.85 -5.33 351.6 
-6.12 0.88 -5.38 366.8 
-6.24 0.91 -5.67 364.0 
-5.78 0.78 -4.56 356.4 

-9.08

365.2 330.8 
351.6 326.8 19600

2000
2000

15600

^ölçüm %98 H2S04’te yapılmıştır, ^ölçüm %1 IH^SC^'te yapılmıştır. -Yarı

proton alma değeri, ^ölçümün yapıldığı dalga boylan. spKa - ^hes 

grafiğinin ekstrapolasyonundan hesaplanmıştır.

Molekül II' yukanda anlatılan gerekçe ile bu bölgede de piridin ve oksazol 
azotlarından protonlanması gerçekleşmez. Aynı gerekçe ile molekül X'nun 
da sübstitüent sabitinin değeri yüksek olduğundan (<jp = 0.78) her iki 
molekülün ikinci proton alma değerleri hesaplanamamıştır. 
ffammettİlişkileri

Modifiye Hammett eşitliği kullanılarak sübstiüentlerin, birinci proton 
alma için ahes değerleri Çizelge 3.'te ve ikinci proton alma için ah e s 
değerleri Çizelge 4.'te verilmiştir (2).
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denkleminden pK^ hesaplanır.

Bilindiği gibi Hammett eşitliğinin esas kullanım alanı, yeni bir

SSlmesmi^Sîldln6 b,r reaksly°n lçln P de*er,nln
çalışmalarda aşağıdaki eşitlikten sübstitüent sabitleri hesaplanmıştır.

ApKa = p • a

İlk protonlanmanm piridin azotundanmı yoksa oksazol azotundan mı 
olduğu, ab initio MO yöntemi ile Gausstan 86 paket progranındaki STO - 
3G basis seti ile hesaplamalar yapılmıştır (3).

SONUÇ VE TARTIŞMA

- P = reaksiyon sabiti, a = sübstitüent sabiti

R

2 - Sübstitüe oksazolo[4,5-b]piridin
X; I = -H, II = -NH2. IH = -OCH3, IV = -OC2H5, V = -C2H5, 

VI = -Cl, VII = -t-Bütil, VIII = -CH3, IX = -Br. X - -N02

Deneysel çalışmada, oksazolo[4,5-b]pirIdinln 2- konumunda dokuz 
değişik sübstitüent içeren türevleri ile çalışma yapılmıştır.

Birinci Proton Alma
Birinci proton alma için bulunan değerler, Çizelge 1. de verilmiştir. 
pH bölgesinde molekül X'nun nötr ve protonlanmış haldeki U.V. 

spektrumları aynı dalga boyunda geldiğinden dolayı bu yöntemle pK^

değeri hesaplanamamıştır. Fakat birinci proton alma lçln pKa - ahes 

grafiğinin ekstrapolasyonundan hesaplanmıştır.

Çizelge 1. 2-Sübstitüe-oksazolo[4,5-blpirldin türevlerinin birinci proton 

alma sabitleri ve U.V. sonuçlan.

6max^max (nm)

P^a ^(nm)^Katyona NötralB H^m
Türev Sübstitüent Katyonâ Nötralâ
No

1.83
138M 3.72 1.72 4.85 338.8331-6 24100 13800 ^ lı30 3.97 350.4

388-0 35800 3.53 12Q 3-03 330.8
3 2-4 41600 İJCOU J 16 2-6S 339j6

3116 ÜİAn 21600 2.15 1.16 2.49 327.2
3120 İZS22 ?6800 2.23 1.06 2.38 331.2
31?« S ISSo 208 1.06 2.21 330.8
illi 602Q0 28800 1.92 1.14 2.19 328.4

I Okasolo[4,5-blpiridin 
2-(4-Aminofenil) 338.8 

II 2-(4-Metoksifenil) 350.4
IV 2-(4-Etoksifenİl) 330.8
V 2-(4-Etilfenil) 328.4 

2-[4-Klorofenil)
ylI 2-(4-t-Bütilfenil) ___
VIII 2-(4-Metilfenil) 330.8
IX 2-(4-Bromofenil) 328.4

327.2
321.2
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Çizelge 5.( Devam ediyor)
-0,25657
0,08626
0,07495
0,09352

N10
11 H

H12
13 H

Atomik yükü , en küçük (-) değere sahip olan atomun elektronca en zengin 
merkez olduğundan( l-q, atom yükünün birim değerden çıkartılması ile 
elde edilen elektron yükü) ilk protonlanmanm 8-N'deki piridin azotundan, 
ikinci protonlanmanm 10-N’daki oksazol azotundan öldüğü saptanmıştır
(3).
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2-METİL VB 2-HALO SİKLOHEKZANONUN ETİLEN KETALLERİNİN 

ICONFORMASYONEL DENGELERİ ÜZERİNE ÇÖZÜCÜ ETKİLERİ

Safiye ERDEM, Tereza VARNALI , Viktoıya AVİYENTEf*) ve M. F. Ruiz- 
LOpez(**)

(*) Boğaziçi Üniversitesi, Fen:Edeblyat Fakültesi Kimya Bölümü, 80815 
Bebek-Istanbul-Tiirkiye
(**) Laboratoire de chimie Theorique. Üniversite de Nancy L Bolte Postale 239, 
54500 Vandoeuvre-les-Nancy, Ce<{ex, France

SOLVENT EFFECT ON CONFORMATIONAL EgUILIBRIA OF 2-METHYL AND 2-HALO 
CYCLOHEXANONE ETHYLENE KETALS

SUMMARY

Seml-empirical auantum Chemical computations have been applied to the 
conformational equilibrium of 2-substitutea cyclohexanone ethylene ketals (10- 
substituted l,4-dioxaspiro(4.5]decanes). The solvent eflect is taken into account in the 
calculations by using the "cavity model". The investlgations have been done using F. Cl. 
and CH3 as substituents. It has been seen that the predicted solvent eflects from the 
computations are in good aggreement with available experimental data.

ÖZET

GİRİŞ

Deneysel kimya çalışmalanmn çoğu çözücülerin 
gerçekleşmektedir. Kuvantum kimyasal teorik hesaplamalar lse genelUlde gaz
fazı gibi kabul edilen, İzole edilmiş model «e avm^kkülİerln
nedenle, çözelti içindeki moleküllerin deneysel
feorlk hesaplamalarının sonuçlan arasında bazı fer 1' ® 8 dlkj;at_e aıan 
Çalışmada çözünen ve çözücü arasındaki elektronik f^şİmleri dikkate man
cavity model"i kullanılmıştır (1). Bu modeli düşünelim. Bu çözücü

birçok çözücü molekülü He çevrili bir Ç°zY"f[\ ^ edebilmek için çözüneni
moleküllerin çözünen üzerlnde yapaca^ e kUerl allz B ,ang ta çözücû

Sssasas p“”“y'!
J KSSSSStSŞ “'S?™ “S 'S£SS
gltmektedir(2). 1936'da Onsager tarafından polar sıvı
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1

modeli ile tanımlanabileceği gösterildi(3). Daha yakın tarihimizde, Onsager'in 
yöntemi Rlvall ve Rlnaldl tarafından kuvantum kimyasal hesaplamalara 
uygulandı ve küresel şekle uyan moleküller üzerindeki çözücü etkisinin 
bulunmasında oldukça İyi sonuçlar verdiği görüldü(4). Ancak kimyasal açıdan 
önemli ve ilginç birçok molekül küresel şekle uymayacağı için yeni modellerin 
geliştirilmesi zorunluluğu ortaya çıktı. Rivall ve grubu sözü geçen modeli 
genelleştirmeye çalışarak "elipsoidal cavity" modelini geliştirdiler ki bu çok 
daha fazla sayıda moleküle uymaktadır (4). Bu çalışmanın amacı "elipsoidal 
kavite" modelini aşağıdaki konformasyonal dengeye uygulamaktır.

(ekvatoryel)(aksiyel)
X=F, Cl, CH3

Şekil-1. 2-Sübstitüye Siklohekzanon etilen ketallerin konformasyonel dengesi

Bu moleküllerin enerjileri hem gaz fazında hem de değişik çözücüler içinde 
"self consistent fleld" hesaplamaları yapılarak bulunmuş ve literatür taraması 

elde edilen deneysel sonuçlarla karşılaştırılmıştır. Sonuçta kullanılan 
yöntemin uygunluğu hakkında da bilgi sağlanabilmiştir. Bu bilgi gerekirse 
yöntemde geliştirmeler yapılmasına olanak verecektir.

DENEL BÖLÜM

Yarı-ampirik PM3 "Self Consistent Reaction Fleld" (SCRF) hesapları, Rlnaldl 
ve Hoggan tarafından geliştirilen GEOMOS. programı İle yapıldı (5). Her 
molekülün aksiyel ve ekvatoryal konformerl için bir girdi dosyası hazırlanıp 
programa verilir. Bu dosyada molekülün geometrisi her atomu atom 
numarası, bag uzunluğu, bag açısı ve dilıidral açısına göre tanımlayan-^* 
matris'l ile belirlenir. Program enerjiyi minimize ederek optimum geomemy 
bulur. Gaz fazındaki hesaplar Şekil-2(a)'da görülen akış diyagramını izler l&J-

Buna göre önce molekülün geometrisi Z-matrls cinsinden okunur, v 
kartezyen koordinatları bulunur. Daha sonra her atom çekirdeğine alt atom* 
orbilalleri bulur. Yarı-ampirik programlar atomik orbltal enerjileri 
belirtebilmek için önceden belirlenmiş parametreler kullanırlar. » 
parametreler bazı deneysel verileri içerirler. Daha sonra SCF hesapij 
tahmini moleküller orbitaller oluşturarak başlar. Yarı-ampirik program

sonucu
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tahminde bulunurken genellikle
elektronları atomik orbitaller

Girdiyi oku. 
Geometriyi hesapla

İzole molekülün SCF 
hesaplan

\/

Parametreleri
Belirle

\/

"Van <ler-Waals 
envily"

\/“Self Conslslenl 
Fleld" 

hesapları En uygun ellpsold
>

Dalga
fonksiyonu

Yeni geometriyi 
hesapla Çözücüdeki molekülün 

SCF hesaplan7 \OpUinlze
olmadı

\/
\/Atomik kuvvcllerl 

hesapla
>Yeni "Van-eler-Waals 

cavily"
Serl>esl
solvasyon
enerjisi

Opllınlze oldu
\/ l

Popülasyon
Analizi

(b)(a)
Şckil-2. Yan-ampirlk hesaplamalar için tipik akış diyagramları 

(a) Gaz fazında, (b) Çözücülü ortamda

üzerine esil olarak damıtırlar ve SCF hesapları bunu kullanarak Iteratif 
demler sonucunda daim gerçekçi moleküler °rbllaUerl

°PUml-,e olup olmadığını kontrol etmek » “dipTmomenU 
hesaplanır. Opümize olmuş geometri için aıom yu^c. y
hesaplanarak popülasyon analizi yapılır.
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Gaz fazında elde edilen optimum geometri çözücülü ortamdaki hesaplara 
girdi olarak verilir. Çözücü ortamı içindeki moleküllerin enerjilerini 
hesaplayabilmek için Şekil-2(b)'deki akış diyagramı kullanılır(l). Önce izole 
edilmiş molekülün SCF hesaplan sonucu optimize edilmiş geometrisine uygun 
bir "Van-der-Waals cavity" (bütün atom çekirdeklerini ve elektron bulutunu 
içine alacak olan hacim) bulunur ve buna en yakın "elipsoidal cavity’" 
belirlenir. Daha sonra çözücü etkisi altındaki molekülün SCF hesaplan yapılır 
ve sonuçta elde edilen yeni geometrinin "Van-der-Waals cavity"si belirlenerek 
daha önce bulunmuş olan "elipsoidal cavity"ye uyup uymadığı karşılaştınlır. 
Uymadığı takdirde yeni bir SCF hesabına başlanır, uyar ise buradan solvasyon 
eneıjlsi bulunmuş olur.

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Her sübstitüentin aksiyel ve ekvatoıyal konformer enerjileri önce gaz 
fazında, daha sonra da apolar ve polar çözücülerde hesaplanmış olup elde 
edilen sonuçlar ve deneysel bulgular çizelge 1, 2, ve 3'te gösterilmiştir.

Çizelge 1. 2-Floro Siklohekzanon Etilen Ketal'in değişik çözücülerdeki 
konformasyonel eneıjileri (kcal/mol)____________
Çözücü Dielektrik

sabiti
AE(e-a)
teorik

AG(e-a)
deneysel

Referanslar

Gaz fazı -1.183
C6C>12 2.02 -0.52 (-0.80) 7

CC4 2.24 -0.759 -0.47 (-0.77) 7

CD2CI2 8.93 -0.592 -0.239 8

CD3CN 37.5 -0.535 -0.27 (-0.64) 7

(CD3)2SO 46.68 -0.20 (-0.44) 7

Çizelge 2. 2-Kloro Siklohekzanon Etilen Ketal’in değişik çözücülerdeki 
konformasyonel enerjileri (kcal/mol)__________

Dielektrik
sabiti

AE(e-a)
teorik

AG(e-a)
deneysel

Referanslar
Çözücü
Gaz fazı -0.298
C6D12 2.02 -0.89 7

CCI4 2.24. -0.137 -0.85 (-0.56) 7

CDCI3 4.81 -0.016 F 8
0.57)

+0.1İ13Z5CD3CN -0.87 (-0.50) 7

Çizelge 3. 2-Metil Siklohekzanon Etilen Ketal'in değişik çözücülerdeki 
konformasyonel eneıjileri (kcal/mol)___________

Dielektrik
sabiti

ADipol Moment 
(e-a) (Debye)

AE(e-a)
teorik

AG(e-a)
deneysel

Referans
Çözücü

-0.112 -0.468Gaz fazı
4^1 -0.144 -0.578 -1.195CDCI3 8

-0.161377b -0.629CD3CN
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Çizelge 4. Gaz Fazı PM3 hesaplarından elde edilen dipole momentler
■--------------- Dlpol Moment (Debye)

Aksiyel EkvatoryelSûbstltüent
2.019 0.757F
1.836 0.716Cl
0.948 0.836CH3

Deneysel bulgular bu moleküllerin bir çok sübstltüentlerinin ekvatoryal 
konformeri tercih ettiğini göstermektedir (9). Bu çalışmada elde edilen 
sonuçlar da deneysel bulgulara kalitatif açıdan uymaktadır. Ekvatoryal 
konformerin diğerine kıyasla.daha kararlı olmasının sebebi dlpol momentinin 
az oluşudur. Elde edilen sonuçların büyük ölçüde moleküllerin dipol 
momentlerine bağlı olduğu görülmüştür. Çizelge 4'ten görüldüğü gibi polar 
sübstitüentlere sahip olan moleküllerin (F, Cl) aksiyel konformerlerinin dipol 
momentleri ekvatoryal konformerlerinden daha fazladır. Çünkü beşli halkanın 
dipolünün yönü ekvatoryal sübstitüentin dipolü ile zıt yönlere, aksiyel 
sübstitüentin dipolü ile ise aynı yönlere bakmaktadır. Bununla birlikte metil 
tfibi apolar sayılan bir sübstitüent kullanıldığında aksiyal ve ekvatoryal 
konformerlerln dipol momentleri birbirine çok yakın değerlerdir ki buruda 
büyük ölçüde beşli halkanın dipolünün etkisi görülmektedir. ,

2-F ve Cl Siklohekzanon etilen ketallerde (çizelge 1. 2) hem teorik hem de 
deneysel sonuçlar çözücünün dlelektrlk sabiti arttıkça ,

gelmektedir. w , ,liH- ki "cavitv model"i konformasyonel

«■rrSî" B"”0“ 5"al buçalışmada kullanılan moleküller için iyi b r seç
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pr(PMe3)3Rh(°CH2CMe2)] KOMPLEKSİNİN ELEKTRONİK YAHŞİ

c. ÜNALKROĞLU*. M.J. CALHORDA**

< Hacettepe Üniversitesi Kimya Bölümü , Bey tepe 06532rANKARA
»•Cpntro de Tecrıologia Quimica e Blologlca, Aport 127, 2780 Oeiras and Instttuto
Superior Tecnlco ,USBOAPORTUCAL

ELECTRONIC S1RUCTURE OF taiPMc^aRyOC^CMe^l

SUMMARY

only metaUaoxetans that have been prepared and characterized ^eSla^vcle 

of a new rhodium metallacycle [Br(PMe3)3Rh(OCHoCMc^Jl l J \ _J compound

=«2S»‘ - f—
investigated.

ÖZET

Metalaoksetan bileşikleri, organik^ ^^^^^i^^annda ortaya

s*ffi^sıs^rssxss^fcrij<a- ggf sJ'Js&.“ss
şşfistü saa
Rodyumoksetan, Br(PMe^3I&(OCH2ÇMg>Jİ U. ®9 B çalışmada bir model

«=«**-

özellikleri incelendi.

GİRİŞ

Sharpless'in metal btleşütleri^^t^^^^^^stm ileriye

SSStebS^SSSSS^S» g;Sf“bS5“f>mŞ|
|.£SL^St»°Sa4Î3,-Sîa^f£|33
Sffi*ısars^ssss^,oco<ı^ m
^ntŞenmiŞür2(5). %steln^J^BzCiPMealRhCHzClCH^OH
•BrCH2CMe20H,myûkseltgen katılma y seçimli olarak C-Br bag
^mpleksinl sentezlemlşlerdlr(3). KaUim nQİU kompleksin yapısı^
olmuştur.Hldrojen ellmlnasyonuyla oiuşaı sonuç bulunmuştur.
'Çınlarıyla aydınlatılmış ve çok llgmç
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Metalaoksetan bileşiğindeki ORhC atomlanmn oluşturduğu düzlem ile OCC 
atomlannm oluşturduğu düzlemler arası açı 0.3° dir. Bu İse hata sınırlan 
arasında kalan bir değerdir. Sonuç olarak rodyumoksetanm yapısı 
düzlemseldir. Daha önce sentezlenmlş olan platinoksetan bileşiğinin ise 
30° İlk bükülmüş yapısının daha kararlı olduğu bulunmuştur. Bu çalışmada 
I nolu bileşiğin yapısının neden düzlemsel olduğunun açıklanması 
amaçlanmış ve bu kompleksin düzlemsel ve bükülmüş (şekil. 1) 
geometrisinin elektronik yapısı incelenmiştir.

H3P- I ,.CH2.
•>

ph 3

Şekil 1.

YÖNTEM

Çalışmada yan deneysel hesaplama yöntemi olan "Extended Hückel-MO " 
kullanılarak {(PH3)3BrRh(OCH2CH2)]kompleksinin yapış; incelenmiştir. 
Hesaplamada kullanılan parametreler Tablo 1 de verilmektedir.Molekülün 
geometrisini tanımlamak için kullanılan değerler ise I nolu bileşiğin X- 
ışmlan analiz sonçlanndan elde edilmiştir.

Tablo 1: EHM hesaplamalannda kullanılan parametreler

Atom Orbital HH(eV) Çn (Cl) Çj2 (C2)

Rh 5s -8.09
-4.57

-12.50
-22.07
-13.10
-18.6
-14.0
-32.3
-14.8
-21.4
-11.4
-13.6

2.135
5p 2.10
4d 4.29 0.5807 1.97 0.5685

Br 4s 2.588
2.1314p

P 1.753s
3p 1.30

O 2s 2.275
2.275
1.625
1.625

2p
C 2s

2p
H İs 1.3

SONUÇLAR ve TARTIŞMA

Düzlemsel geometrinin neden daha kararlı olduğunu açıklamak içhj 
öncelikle düzlemsel yapı incelenmiş ve daha sonra a'nın 0°-50° ye kadar 5 
lik adımlarla değiştirilmesiyle hesaplama yapılmıştır. Şekil 2 deki 
moleküler orbital diyagramı Rh(PH3)Br ile OCH2CH2 Ilgandı arasındaki 
etkileşmeyi göstermektedir. Şeklin sağ tarafında xy düzlemine sahip 
metalaoksetan, sol tarafında ise a=30° olan metalaoksetan bileşiği 
görülmektedir. Bu parçalar arasında iki önemli bağlanma vardır. Bunlar 
sırasıyla karbonun (HOMO) ve oksijenin elektron çiftlerinin (ikinci HOMOJ 
moleküler orbital diyagramının ortasında gösterilen d6 ML4 yapısındaki 
metalin boş olan xz-y* ve sp hibrit orbitallerine verilmesiyle meydana gelen
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Şekil 2. Düzlemsel ve bükülmüş yapınm moleküler orbital diagramı.

bağlardır. Her iki geometri 
arasında çok büyük bir farklılık 
görülmemektedir. Önemli olan 
başka bir etkileşim ise 
oksijenin diğer elektron çiftiyle 
(HOMO'dan sonraki ikinci 
eneıji seviyesi) metalin dolu 
olan xy orbitalleri (HOMO) 
arasında olmakta ve bu dört 
elektronun etkileşmesi bir 
kararsızlığa neden olmaktadır. 
Düşük simetriye sahip olan 
rodyumoksetanda a'nın 
değişmesiyle ve simetri 
düzleminin (xy) kaybolmasıyla 
molekül orbitalleri karışmakta 
bu da moleküler orbital 
analizini zorlaştırmaktadır. 
Şekil 3 de düzlemsel yapıdan 
bükülmüş yapıya geçiş 
sırasındaki toplam enerji 
değişimi ve Walsh diyagramı 
görülmektedir, a'nın küçük 
değerleri için toplam enerji 
ffzia değişmemektedir. Şekil 3 
de görüldüğü gibi düzlemsel
geometriden bükülmüş 
rodyumoksetana geçiş 
sırasında alt enerji seviyeleri 
etkilenmemektedir, önemli 
değişiklik HOMO ve ikinci 
enerji seviyesinde olmaktadır. 
Düzlemsel geometrideki HOMO

20S

-6 - /
/
/

21ST

/
-e - /

/
/Toplam Enerji
/
/

✓

-16---
37S

*I •

Reaksiyon Kordinaü (adım)

c^ktl 3 a1 nın fonksiyonu olarak toplam 
enerjinin değişimi ve Walsh diyagramı. .
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başlıca metalin xy orbitallerinden oluşmaktadır ki bu Rh ve oksijen 
arasındaki an ti bağdır. İkinci enerji seviyesi ise metalin yz orbitalidir ki bu 
Kn.v* OCH2CH2 arasındaki bağ yapmayan; fakat Rh ve Br arasındaki 

orbitaline karşı gelmektedir, a'nın değiştirilmesiyle oluşan 
jjjfcülmüş geometride HOMO, xy ve yz orbitallerinin * karışımına 
dönüşmektedir. Bunun sonucu olarak yz orbitaliyle oksijenin elektron çifti 
arasında bir etkileşim meydana gelmektedir. Bu dört elektron 
etkileşmesiyle meydana gelen kararsızlık bükülmüş geometrideki HOMO ve 
ikinci enerji seviyesindeki enerjinin yükselmesine neden olur. Bu da 
bükülmüş geometriyi daha az kararlı yapmaktadır (a=30° için AE=0.9eV). 
Aynca Rh bağlı olan karbondaki hidrojenler oksijen üzerindeki elektron 
çiftinin yönünü kontrol etmektedir. H-C-H açısı sabit tutularak 
hidrojenlerin konumu optimize edilmiştir.
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g-SÜBSTİTÜYE-1, 3-DİOKS AN'LARDA KONFORMASYONEL DENGENİN 
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THEORETICAL STUDY OF CONFORMATIONAL E9UIUBRIUM OF 
5-HETEROSUBSTITUTED-1,3-DIOXANES

SUMMARY

Conformational eauilibrîa of l,3-dioxanes wlth flouro, methyl and

ÖZET

1, -3-dioksanlarda konformasyonel ^"Italn^todîSkuİMSarakfgaz fazında ve 

uyum halindedir.

GİRİŞ

Literatürde C-S'e baglt de8l5«t d“8“'”

deneysel çalışılmalarına rast!anmaktadır [ şe
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Deneysel çalışmalarda 1,3-dioksanlann 2-Izopropil türevlerinin cis trans 
izomerleri ayrı ayn sentezlenip spektralan çekilir, dolayısıyla herbir izomerin 
eneıjisi deneysel olarak saptanabilir.

C-2'deki bu sübstitüentin proton NMR spektrasıyla yapılan çalışmalarda 
H-4, H-5 ve H-6ya, C-13 NMR spektrasıyla yapılan çalışmalarda C-4, C-5 ve 
C-6*ya ve bu karbonlara bağlı sübstitüentlerin sinyaline bir etkisi olmadığı 
tespit edilmiştir ( 1 ). Dolayısıyla Şekil-l'deki konfîgürasyonel dengenin 
deneysel analizi ve Şekil-2'dekl konformasyonel dengenin teorik olarak yapılan 
analizi sonucu elde edilen değerlerin karşılaşünlması mümkündür.

Akstyel Ekvatoryel

Şekil-2

5-sübstitüye-l,3-dioksanlarm konformasyonel dengesinden bahsederken 
şöyle bir genelleme yapılabilir (2):

- Şekil-l'deki X apolar bir sübstitüent ise bu sübstitüent ile halkadaki 
oksijenin elektron çiftleri arasındaki sterik nedenlerden doğan itme 
kuvvetinden dolayı ekvatoıyal konformeri daha kararlıdır.

- Şekil-2'deki X polar bir sübstitüent ise halkanın dipolü ile aksiyel 
sübstitüentin dipolü arasındaki itme kuvveti ekvatoıyal sübstitüentle 
olduğundan daha fazladır (Şekil-3). Sübstitüent ile halkadaki oksijenin 
elektron çiftleri arasındaki sterik nedenlerden doğan itme kuvveti ile dipol- 
dipol itme kuvveti aynı yönde etki edeceğinden dolayı ekvatoıyel konformer 
apolar bir sübstitüente göre daha da kararlıdır. Eğer bu denge çözücü 
içerisinde düşünülürse çözücünün polaritesi arttıkça polaritesl aksiyele göre 
düşük olan ekvatoıyal konformerin kararlılığı azalacaktır.

EkvatoıyelAksiyel

Şekil-3

Fakat deneysel sonuçlar bu genellemenin her zaman için doğru olmadığını 
göstermiştir. Bunun nedeni de C-5'deki sübstitüent ile halkanın oksijenleri 
arasındaki bazı özel etkileşimler olabilir.

Hesaplamalar özellikle bu genellemeye uymayan bazı sübstitüentler için de 
yapılmıştır. Zamandan tasarruf için hesaplarda yan-ampirik kuantum
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I

kimyasal yöntemler kullanılmıştır. Gaz fazındaki denge çalışmaları MOPAC

fSS&İ&jS&r** OEOMOS
denel  bölüm

PM3 metodu

Hesaplamalarda önce gaz fazı için moleküllerin aksiyel ve ekvatoral olmak 
üzere her iki konformerinin tüm geometrik parametreleri PM3 metodu ile 
minimize edüir ( 3 ). Sonra bu noktalarda çözücü etkisi hesaba katılarak 
tekrar enerji minimizasyonu yapılır.

Bu işlemde çözücü etkisinin de hesaba katılması istenirse "cavity model" 
uygulanır. Çözüneni çevreleyen çözücü genellikle tek bir özelliğiyle hesaba 
katılır. Bu çalışmada da çözücü dielektrik sabiti ile hesaplarda yer almış, diğer 
özellikleri ihmal edilmiştir (4).

Adı geçen modelde her bir çözünen molekülünün ( M ) etrafının pek çok 
sayıda çözücü molekülleri ( Ç ) ile sarıldığı varsayılır ( Şekil-4a). Bu sistem 
yani M ve Ç'ler üzerinde çalışılan modeli oluşturmaktadır. Amaç M'yi 
etrafındaki Ç'ler tarafından pertürb edilen kuantum sistem gibi varsaymaktır. 
Bu pertürbasyon enerjisini hasaplamak için M’nin Ç'lerin ve kendi 
geometrisinin üzerinde hiçbir etki yapmadan ortamdan uzaklaştırıldığı ve 
geride kendi geometrisi tarafından belirlenen boşluk bıraktığı varsayılır. Daha 
önca M tarafından doldurulan hacim şimdi boştur, ve "çözünen boşluğu" diye 
adlandırılır ( Şekil-4b ). Bu boşluğun varlığı nedeniyle "reaksiyon alanı" 
denilen bir elektirik alanı oluşmuştur. Bu reaksiyon alanı M üzerindeki yük 
dağılımım etkiler dolayısıyla Ç'lerin polarize olmasına neden olur.

ç Ç 

Ç M ç

Ç

Şekil-4bŞekil-4a

Bu işlemi yani çözünme eneıjisini dört kısımda inceleyebiliriz ( 5):

1-Çözücü içerisinde boşluğun oluşturulması (AAc)

^Marize olmuş Ç'ler ile reaksiyon alanı atasındaki elektrostatik 

etkileşim (AAg).

Çözünme serbest eneıjisi bütün bunların toplamından oluşur (AAT). 

ÖAt = AAc  + AAp + AA) + AAe (Denklem-1)

olması

1 3^ çalışmada Özerinde Ç^^^d^ıduîSurula'm^b^nSmı elipsoidal
SS vetmplmd. bu model uygulmu»,» (6,.
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SONUÇLAR ve TARTIŞMA

Yukarıda bahsedilen yöntemlerle flor, metil ve metoksi sübstitüye 1-3- 
dloksanlann yapılan teorik analizi sonucunda Şekll-2'deki konformasyonel 
dengelerinin entalpi farkı ( AHc_a ) hesaplanmış, ve deneysel yöntemlerle 
edinilmiş olan Gibbs serbest enerji farkları ile (AGc_a) karşılaştırılmıştır. Bu 
dengelerin entropi farkı ( ASc_a ) yaklaşık olarak sıfır kabul edildiği için 
Denklem-2'den entalpi farkının Gibbs serbest enerji farklına eşit olduğu 
düşünülmüştür (7).

AG = AH - T AS (Denklem-2)

5-metil sübstitüentinin çalışılan tüm çözücülerde ekvatoryel izomerinin 
daha kararlı olduğu ve bu kararlılkta çözücüye bağlılık göstermediği 
görülmüştür (Çizelge-1).

Çizelge-1. 5-metil-1,3-dioksan için enerji değerleri

AH (e-a) kkal/mol 
(teorik)

Kaynaklar 
(deneysel)

AG (ç-a) kkal/mol 
(deneysel)

Çözücü
£

0.015Gaz fazında
7(8)-0.9 (-0.8i0.02) -0.9584.33Dietileter
7(8)37.5 -0.9 (-0.8±aÖ2T -0.833AsetonUm

5-metoksi sübstitüentinin kararlı konformeri çözücüye göre değişmektedir 
(Çizelge-2). Polaritesi düşük çözücüler içerisinde ekvatoryel konformeri tercih 
etmekte, çözücünün polaritesi arttıkça bu tercih azalmakta, hatta polaritesi 
çok yüksek olan çözücülerde aksiyel konformeri daha kararlı duruma 
gelmektedir.

Çizelge-2. 5-metoksi-1,3-dioksan için enerji değerleri

Kaynaklar 
(deneysel)

AG (e_a) kkal/mol 
(deneysel)

AH (e-a) kkal/mol 
(teorik)

ÇÖZÜCÜ e

(
Gaz tazında -1.568
ccÇ 1,2,72.24 -0.9,-0.89 -0.348
Dietileter 1,2,74.33 -0.83 0.01

1. 2,737.5 0.01 0.467AsetonUm

Flor sübstitüenti polar bir sübstitüentten beklenenin aksine aksiyel 
konformeri tercih etmektedir ( Çizelge-3 ). Bu tercih halkanın oksijenleri ile 
aksiyel florun " gauche " etkileşiminden doğan çekim kuvvetinden olabilir. 
Çözücünün polaritesinin artmasıyla bu kararlılık dahada artmaktadır.
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Çlzelge-3. 5-floro-l,3-dioksan için eneıji değerleri

(e-a) kkal/mol 
(deneysel)

Çözücü
ah  (e-a) kkal/mol 
(teorik)

e kaynaklar" 
(deneysel)

T)az fazında
-0.770

i 2.24 0.36CCU 0.571 1.24.33 0.62±0.04Dietileter
Asetonitril

0.958 1, 2,3
37.5 1.2210.04 1.482 2

aynı zamanda sayısal olarak uyum İçerisinde olması "elipsoidal cavity" 
modelinin çözücü etkisinin çalışılmasında uygun bir metod olduğunu 
göstermektedir. ö

TEŞEKKÜR
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ALEV lYONLAŞMADETEKTÖRO (F.I.D.) ÎLE n - PENTANTN 
j^SPONSE FAKTÖRÜNÜN İNJEKSÎYON METODUYLA TAYİN EDİLMESİ

A. Dinçer BEDÜK (*) ve Mustafa PEHLİVAN (•*)
(*) Selçuk Üniversitesi, Fen-Edebiyat Fakültesi, Kimya Bölümü, Konya. 

Selçuk Üniversitesi, Eğitim Fakültesi, Kimya Anabillm dalı, Konya

I THE DETERMINATION OF RESPONSE FACTOR’S n-PENTAN WITH FZAME 
IONIZATION DETECTOR (FJJO.)

I SUMMARY
I

In thls study, continuous quantitative analysis of onc of the volatlle organlc 
solvcnt, n- pcntan İn gas phasc, wcrc dctermined by Flame Ionlzatlon Dctector .

thls, as a flrst step, the response factor of n-pentan was calculated by lnjec-
i

(F.I.D.) For 
tlon method.

the flame Ionlzatlon detector has bcen used In the experl-
ment pictured out various plcks depcndlng on the volatlle organlc matters, accoroing- 
hr, the lnstnıment was flrsuy callbrated wlth a known gas ana then, the response Jac- 
tor of the organlc solvent of whlch quantltatlvc analysis wanted was found In 
accordance wlth the callbratlon gas.

Durintf the p 
rea out v;

rocess

ÖZET

uçucu organik maddelerin özeUlklerlnc bağlı olarak değişik pfcler 

nıuştur.

GİRİŞ

Fosillerin yakıt olarak kullanılması. ^YİJieri’tesıU^da'nmkan

sss sas sjEüssas

nen maıdmum miktarlara uyup uymadığı k temIzıeme sistemlerinin

P-SUS,SİîtP W>Alr r,yd. <***>*■

S£g3S^|gt=
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belirli bir gaz ile kalibre edilmesi ve sonradan kantitatif tayini yapılacak 

gazın, kalibre gazma göre response faktörünün tayin edilmesi gerekir.
FID’nin konsantrasyon ölçüm aralığı 0-1 (XX)00 ppm dir. Çalışma pren­

sibi ise aynı anda oluşan iki prosestir.
Bu prosesler.
- Alevde iyonların oluşturulması
- Oluşan iyonların toplanmasıdır.
Alev iyonlaşma Detektörünün göstergesi, iyonize edilmiş karbon 

sayısına karşılık gelen bir ifadeyi gösterir. Bu ifadenin efektif değeri faktör 
hesabı İle yapılır. Buradan anlaşılacağı gibi, birçok karbon atomunun iyon­
laşması, ancak hidrokarbon moleküllerinin kraking ürünlerine ayrılması ile 
olur, bu ürünlerin herbiri bir karbon atomu ve sûbstitüentlerinl içerir. Krak­
ing prosesi FID alevinin piroliz bölgesinde oluşur. Bu olayın mekanizması ge­
nelde hidrojen atomları ile açıklanabilir (1,2).

Aşağıdaki kraking reaksiyonları bu olaya birer örnektir.

OaHg+H* —>C2H5*+H2

O2H5+H* ->2CH3*+H20

CH34OIT ->ch 2*+ h 2o

CHg’+OH* ->CtT+H2P

Bu düşüncelerin ışığından giderek kimsayal iyonlaşmanın İyon 
oluşumu mekanizması şöyle açıklanabilir (2,3)

CH’ + O’ —> CHO+ + e"

MATERYAL VE METOD:

Kullanılan Cihazlar

1- Alev iyonlaşma detektörü: FID-123, TESTA GmbH. München.
2- Kayıt edici: Servogar 120, Bachofer Laboratuâriumsgerate. Re-

utlingen.
3- Plân ime tre: Haff Plânimeter.

4- Gaz sayacL* Hermann Pipersberg J. R. GmbH. Remscheld.
5- Gaz aktancı: Desaga. Heldelberg
6- MIkrolitre injektön Hamilton CO, Reno. Nevada.

Kullanılan Kimsayal Maddeler:

1- n-Pentan: E. Merck. Darmstadt.
2- Kalibre gazı (Azot içerisinde 94 ppm Propan), Sıfır gazı (Azot), yan­

ma gazı (Hidrojen), sentetik hava: Fa. Messer. Grieshelm GmbH.

METOD

Bu çalışmada İnjekslyon metodu" kullanılmıştır. Burada FID, Sıfır gazı 
(N2) ve kalibre gazı (Azot içerisinde 94 ppm Propan) ile kalibre edildikten

(4, 5, 6) response faktörünü bulmak istediğimiz organik çözücüden mlk- 
rol 1 tre lnjektör ile belirli hacimlerde FID nûmune giriş hortumuna lnjekte edi*
sonra
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rlnc karşılık gelen pik alanlarından hesaplamalar yoluyla bu hacimlerine 
İlişkin konsantrasyon değerleri ppm-mg/m3 olarak bulunur.

Ayrıca injekte edilen organik çözücü hacimlerine karşılık gelen kon­
santrasyon değerleri ppm-mg/m3 teorik olarak hesaplanır. Pik alanlarından 
hesaplanarak bulunan konsantrosyonla. teorik olarak hesaplanan k 
trasyondan gidilerek organik çözücünün kalibre gazı olarak kullanılan 
Propan'a İlişkin pesponse faktörü hesap edilir. (7)

onsan-

DENEYİN YAPILIŞI

n-Pentan'ın Response Faktörünün Injekstyon Metoduyla tayini:
Alev İyonlaşma Detektörü kalibre edülkten sonra FID nümune giriş 

hortumuna 1 pL, 1.5 pL ve 2 pL n-Pentan mlkrolltre Injektör İle üçer defa ayn 
ayn injekte edilir. Kayıt edicide gözlenen pikler plânlmetre İle ölçülür. 
Böylece injekte edilen n-Pentan hacimlerine karşılık gelen ortalama pik 
alanları hesaplanır. Daha sonra bu pik alanlarından ve injekte edilen n- 
Pentan hacimlerinden gidilerek, n-Pentan'ın kalibre gazı Propan'a göre or­
talama response faktörü grafik yoluyla bulunur. Burada 1 pL n-Pentan pik­
lerinin ölçülmesi ve ortalama toplam alana ilişkin Response faktörünün 
hesaplanması ve sonuçlan örnek olarak İncelenmiş, 1.5 pL ve 2 pL n-Pentan
hacimleri için İse sadece deney sonuçlan ve grafikleri verilmiştir, 

ölçümler ve Deney Sonuçlan:

a) 1 pL n-Pentan Piklerinin Ölçülmesi ve Ortalama toplam alana 
ilişkin Response Faktörünün Bulunması (Şekil 1)

5(0-100000 ppm)

hSKSİ !TTn*Tni, «1» «SSt*- «uu™ P* ™ 

eşdeğer Propan.
25 cm x 2 cm = 50 cm2 = 100000 ppm Propan

4 cm2 x 1/50 cm2 x 100000 ppm = 8200 ppm 
Nümune havası akış hızı: 1.2 lt/dak.
Tütulma zamanı 2 sn için bu hacim,
1.2 lt/dak x 1 dak/60 snx2 sn = 0.04 İt
°n-Pen. = 1 pL/0.04 İt = 25 pL/lt 

Qn-Pen. = 0.63 g/cm3 = 630 mg/cm 
Mn-Pen. = 72.15 g/mol _ . 3
^-Pen.lnj = 25 pL/U x 630 mg/cm3 = 15750 mg/
^-Pen-taJ = 15570 mg/m3 x 22.214 lt/mol x 1 /TL 15 g/mol

&X4fS?nPrn. 1 jıL = 4892,87/8200 = 0.60
%.n-Penlan, 1 pL = 0.60

- FID ölçme aralığı
- Tutulma zamanı 2 sn.
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Şekli 1 1 pL n-Pentan Injekslyonu sonucu elde edilen pikler

b) 1.5 pL ve 2 pL n-Pentan Injckslyon hacimlerine karşılık gelen Re 

sponse Faktör değerleri ve gra/Uderi de verilmiştir. (Şekil 2. 3.)

n-Pentan'ın ortalama response faktörünü bulmak için x-y koordinat 
sisteminde x - eksenine injekte edilen n-Pentan hacimlerini CV pL) ve y- ek­
senine lnjekte edilen n-Pentan hacimlerine karşılık gelen R^ faktörleri

gözönûnde bulundurularak V/Rf değerleri çizilirse, oıjlndcn geçen bir doğru 

elde edilir. Bu doğrunun eğiminin tersi n-Pentan’ın ortalama response 
faktörünü verir. Şekil 4'de grafikten bulunan değer.

Rf« n-Pentan. Ort. = 0.60 olarak bulunur.

Grafik Değerleri:
2L£V UL) vfV/RruTJ
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TARTIŞMA VE SONUÇ:

Giriş kısmında da belirttiğimiz gibi bir çok kullanım alanı olan orga­
nik çözücüler, üretim miktarlarına bağlı olarak hem atmosfere emisyon ola- 
rak yayılmakta hemde yağışlar nedeniyle topraktaki humus tabakası ta­
rafından adsorbe edilerek, zamanla içme suyu ana kaynaklarına 
karışmaktadırlar.

Tenefüs havasında maksimum konsantrasyonu 1000 ppm (8) olarak 
verilen n-Pentan insanlarda baş ağrısı, gözlerde tahrişler, solunum- 
slndlrim-kan dolaşımı sistemleri bozuldukları, böbrek ve karaciğerde kronik 
hastalıklara da sebep olmaktadır.

Çevreye yayıyan ve çeşitli hastalıkları ortaya çıkaran n-Pentan’m gaz 
fazındaki konsantrasyonunun sürekli kantitatif tayininde gerekli olan Re- 
sponse faktörünün bulunması işlemini injeksiyon metoduyla 
gerçekleştirdik. Bu metodda kalibre gazı olarak kullandığımız Propan kon­
santrasyonunun Rf ortalama değeri 1 dlr. nPentan'ın R^ ortalama değeri In-

Jeksiyon metodu verileri ve hesaplamalar sonucunda 1‘den sapmış ve 
0.60 olarak bulunmuştur.

n-Pentan’m response faktörünün injekte edilen her hacim İçin 0.60 
bulunması çalışmamızın çok hassas yapıldığını gösterir. Tayin ettiğimiz or­
talama response faktörü sonucunu göz önünde bulundurarak herhangi bir 
yerde n-Pentan*ın gaz fazındaki konsantrasyonunu tayin etmek istediğimiz 
zaman FID yazıcısında gözlenen alandan gidilerek hesaplanan ppm değeri 
İle Rp ort. = 0.60 değerinin çarpılması gerekir. Bulunan değer n - Pentan'ın 
gerçek emisyon değeridir.

Herhangi bir yerde FID ile gaz fazında bulunan organik çözücülerin 
sürekli kantitatif tayini yapılmak istenirse, deneylerimiz sonucu, bu 
çözücülerin önceden ortalama response faktörlerinin bulunması gerekir. Bu 
faktörler genel faktörler değil temparatûr. basınç ve FID parametrelerine 
bağlı olarak değişen her alete ilişkin özel faktörlerdir.
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pİKARBONİL BİLEŞİKLER VE ONLARIN FOSFORLU ANALOGLARI

Valeh İSMAYILOV, Hacalı NECEFOGLU Niftalı YUSUBOV

Baku Devlet Üniversitesi, Kimya Fakültesi, Azerbaycan.

SUMMARY

In this study, JS-formyldicarbonyl compounds were synthesized, and their 

Chemical properties were invcstigated. It was also determined that their chlorinated 

derivativcs wcre stable in comparison to their unchlorinated analogs.

In order to investigate comparatlve alklylation reactions of OC 

-phosphorylated and their unphosphoıylated analogs, a series of compounds were 

synthesized and their alkylation reactions were studied. This time new electrophilic 

ractions were observed.

As a result, new hoterocylic organophosphorus compounds and their hardly 

made J3-derivated furan synthesis methods were prepared.

ÖZET

Bu çalışmada J3 - formilkarbonil bileşikler sentez edilerek, onlann kimyevi 

özellikleri incelenmiştir. Kararsız olan bu bileşiklerin klorlu türevlerinin dayanıklı

olması saptanmıştır.

a - fosforlu karbonil bileşiklerin ve onların fosforsuz analoglannm

(benzerlerinin) alkilleşme reaksiyonlannı mukayeseli incelemek amacı ile adı geçen 

bileşikler sentezlenmiş ve onlann alkilleşme tepkimeleri araşbnlmıştır. Bu zaman yeni 

elektrom reaksiyonlar müşahede edilmiştir. Neticede yeni tip hetorosiklik organofosfor 

bileşiklerin ve çetin elde edileni - türevli furanlann sentezi yöntemleri hazırlanmıştır:

O (CH 2)n
R0\ /

R'

I Br (CH2)nBr
(RO)2PCHC-H
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BEZELYE TOHUMUNDAN DİAMİN OKSİDAZ ENZİMİNİN 

İZOLASYONU VE SAFLAŞTIRILMASI

Yüksel AVCIBAŞI GÜVENİLİR ve Nuran DEVECİ

İstanbul Teknik Üniversitesi, Ktmya-Metalurji Fakültesi, Kimya Mühendisliği Bölümü 
80626 Maslak-lstanbul-Türkiye

THE ISOLATION OF DAO FROM PEA SEEDLING

SUMMARY

In this study the isolation of enzymes is discussed, conccntratlng initially on 
the principles of thc important separatlon methods cmployed. Then the operation of 
these methods is iilustrated by considerlng one specific cxample, puriflcation of 
enzymes.

During this study, a number of the studies reported here required the use of 
largc quantities of the peaseedling diamine oxidase (DAO). In order to satisfy this 
requirement a puriflcation procedure to obtain homogeneous enzyme in high yield and 
in large quantity had to be developed. This enzyme is produced to study comparing 
total activity yielded by growing the seedlings under various conditions.

ÖZET

Son yirmlbeş yıl içinde pekçok sanayii dalında uygulama alanı bulan enzimler, 
günümüzde yeni kullanım alanlarının ortaya çıkması ile giderek önem kazanmaktadır. 
Bu çalışmada bezelye tohumu DAO enzimini yüksek verimde saflaştırma işlemini 
gerçekleştirmek ve çok miktarda elde etmek amaçlanmıştır. Değişik koşullar ^ünda 
büyüyen tohumların aktivite veriminin karşılaştırılması yapılarak enzim için büyüme 
koşullan ve enzimin molekül ağırlığının tespitine çalışılmıştır.

GİRİŞ

kullanılması önemli sakıncalara neden olmaktadır. Serbest enzim Ue

ssssrss^^
re^tyon^üriiiıvveya'ürûmlerin/yenÎMr Wrlllik unsuru katlim,, olacaktı*!). 

t Enzimlerin uygulama alan ve olanağın, sınırlayan başlıca etmenler; 

aktivite, spesifiklik, kararlılık ve fiyattır.
Enzimin, aktivitesinin yüks®* hemen^emen tümü bitkim"

olabildiğince az etkilenmesi istenin Enzi kaynaklardan elde
hayvansal ve mikrobiyal hücrelerin UrmSıen saf bir özütün

»V -“o"-*
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bu gruba dahil edebiliriz. Bu çalışmada bezelye tohumu DAO enziminin 
izolasyonu, saflaştırılması ve enzimin özelliklerinin saptanması 
amaçlanmıştır.

denel  bölüm

Biokimyasal ürünlerin ayırma ve saflaştırılmasında kullanılan temel 
işlemler, kimya sanayiinde kullanılanlar ile bir paralellik içindedir. Ancak söz 
konusu olan bu işlemlerde, biyokimyasal ürünlerin fiziksel, kimyasal ve 
biyolojik özelliklerine göre ayarlanıp modifiye edilmiş cihazlar 
kullanılmaktadır.

Gerçekleştirilen çalışmalarda kullanılan temel işlemler, presipitasyon, 
santrifigasyon, ekstraksiyon, elektroforez ve kromatografik işlemlerdir(1).

Presipitasyon: Amonyum sülfat kullanılarak söz konusu proteinlerin 
çözünürlükleri değiştirilmiştir. Bu şekilde proteinin çözeltiden ayrılması ve 
çökelek oluşturması sağlanmıştır(2,3).

Santrifiüjleme: 8000 rpm, 11000 rpm, 12000 rpm ve 18000 rpm devir 
hızlarında çalışılarak çözelti içindeki süspansiyon halindeki katı partiküller 
uzaklaştırılmıştır.

Ekstraksiyon: Su ve fosfat çözeltisi kullanılarak bezelye tohumu 
ekstrakte edilmiştir.

Elektroforez: Poliakrilamid jel elektroforez yapılmıştır.

Kromatografik İşlemler: İyon değişimi ve jel filtrasyonu kullanılmıştır, 
iyon değişimi ve jel filtrasyonunda filtrasyon ortamı olarak DEAE-Sellüloz, 
DEAE-Sepharose, Ultrajel AcA 34 kullanılmıştır.

Bezelye tohumundan DAO izolasyonu ve saflaştırılmasında şu 
kademeler izlenmiştir.

- Bezelye tohumlarının büyümesi,
- * Genel saflaştırma işlemi.

Bezelye tohumlan oda sıcaklığında 12 saat damıtık su ile ıslatılmış ve 
sonra filizlenme belirene kadar genellikle (24 saat süresince ıslak süzgeç 
kâğıdı tabakalan arasına yerleştirilmiştir. Daha sonra alınan tohumlar kaba 
kumda birkaç mm derinlikte saçılarak büyütülmüş 7-10 gün sonunda 5-10 
cm'lik taze filizler toplanmıştır(4,5).

- Ham ekstraktm hazırlanması,
- Ham homogenatm santrifüjlenmesi
- Amonyum sülfat ile fraksiyonlama
- İnert maddelerin çöktürülmesi
- Düşük iyonik kuvvette seçici çökelme
- Etanol/kloroform çöktürülmesi
- Amonyum sülfat ile doyurma
- DEAE-Sellüloz kolon
- Jel filtrasyonu

196



Tablo 1. Bezelye Tohumu DAO'nun Hazırlanması

Toplam
Protein

Toplam
birimHacim S.A. SA. Saflaş­

tırma
Verim(mgl imli (ünite.) (u/mp)

0.017
(u/mg)
0.062

{%)
npûtmc ve Hltrasyon 12600 340 215 100 1

3600Santrifüjlemc

30/60 Amon.sülf.
290 190 0.052 0.190- 88 3

1300fraksiyonlama 50 170 0.130 0.470 79 8
Yüksek pH'da muamele

24 saat diyaliz 360 70 155 0.430 1.600 72 25
EtOH/Kloroform işlemi 70 72 130 1.860 6.800 60 110
85 % (N1-I4)2SQ^
Düşük İyonik kuv.dlyallz 35 15 120 3.420 12.500 56 200
DEAE-Scllüloz kolon 25 15 115 4.600 16.800 53 270

Ultrafiel AcA 34 kolon 16 15 108 6.750 24.700 50 400

SONUÇLAR ve TARTIŞMA

- Bezelye tohumu DAO saflaştırması için öncelikle bezelye 
tohumlarının, büyüme/aktivite profili çıkarılmıştır. Bu sebeple, en yüksek 
verimde DAO 7-10 günlük büyüme sonundaki hasatla elde edilmiştir.

- Bezelye tohumu DAO, ham homogenat hazırlanması, 
santrifüjleme, amonyum sülfat ile fraksiyonlama, inert maddelerin 
çöktürülmesi, kolon elektroforez ve DEAE-Sellüloz kolon kromatografısi 
işlemleri ile bezelye tohumundan izole edilerek saflaştırılmıştır. Ham 
homogenatta spesifik aktivite o.017 (ünite/mg) olarak tespit edilmiştir. 
İzolasyon ve saflaştırmaları sırasında, ultrajel kolondan geçirilerek yapılan 
son aşamada DAO'nun spesifik aktivitesi 6.750 (ünite/mg) olarak tespit 
edilmiştir. Bu saflaştırma işlemleri sonucunda enzim, başlangıç aktivitesine 
göre 400 defa daha saf olarak elde edilmiştir.

- Bütün izolasyon ve saflaştırma kademelerinde sıcaklık
belirtilmedikçe aktivasyonunun bozunmasını önlemek için 0-5 
sıcaklıklarda çalışmak gereklidir. . . ., . , . .

- izolasyon işlemi sırasında maksimum verimi elde etmek için 
değişik koşullardaki enzimin stabil olması gerekmektedir.

kaynaklar

2 Carnion^.Jenkins. ' jnurna/of Biological Chemistry.
Ü.Purifıcation and Characlerizatıon), Journal oı m s

240, 9, (1965), 3538-3546.

3- C.Mann, "Purification and Properlies 
Seedlings", Biochem, J., 59, (1955), 609-620.

1 F-Agro, "On the Nature of Chromophore 
Biochem, 74 (1977).

5- A.Perin, "Response of Tissue Diamine 3_
Administration", Biochem.J*» 234. (1

Transaminase"

of the Amine Oxidase of Pea

in Pig Kidney DAO, Eıır. J.

Oxidase Activity to Polyamine
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pOMUZ CİĞERİNDEN DİAMIN OKSİDAZ ENZİMİNİN İZOLASYONU 

VB SAFLAŞTIRILMASI

Yüksel AVCIBAŞI GÜVENİLİR ve Nuran DEVECİ

İstanbul Teknik Üniversitesi, Kimya-Metalurjl Fakültesi, Kimya Mühendisliği Bölümü 
80626 Maslak-Istanbıd-Türkiye

THE ISOLATION OP DAO KROM PIG LTVER

SUMMART

Diamlne Oxidase enzyme was extracted from pig llvcr was purifled by 
centrifugation, thermal derıaturation, fractionatton wlth ammonlum sulphatc and ion- 
exchange chromatography and was obtained in soltd form after dlaiysis followcd by 
lyophilisation.

ÖZET

Domuz ciğerinden dlamin oksidaz enzimi, santrifüjleme, termal denatûraayon, 
amonyum sülfat ile fraksiyonlama, iyon değişim kromatografisi yöntemleriyle 
saflaştırılmış, diyalizlendikten sonra liyofUize edilerek katı formda elde edilmiştir.

GİRİŞ

Enzim izolasyonu ve saflaştırma çalışmaları, oksidoredüktaz 
enzimlerden diamin oksidaz enzimi için domuz ciğerinden yapılmıştır.

sahiptir ve değişik yöntemlerle kullanılırlar(!)
Histamin, putresin ve kadaverinin 1 akkmda ÇİılçWrSl>ilS 

^cHenry’nin çalışmasına kadar diaminoksidaz hakkında hiçbir bilgi

bulunmamaktadır(2,3) M x
Zeller ana reaksiyon için aşağ.dakî formülle mekanizma^ göstermiştir:

k diamin rc HO + fl2 °2 + NHa
RCH2NH2 + Ha O + 02 oksidaz

cdl,mişU. Diğer yandan Werle ve von Pechmann ın
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göre bitki dokularından hazırlanmış diaminoksidaz ile 1 mol veya daha fazla 
O tüketilmektedir. Bu değişme kullanılan enzim preparatlannda katalaz 
veya peroksidaz kontaminasyonlanna bağlanabilir. Katalaz veya peroksidazm 
varlığı, H2 09 ispatını daha güç duruma sokmaktadır ve bu enzimatik veya 
kimyasal reaksiyonlara bağlı olmaktadır. Bu reaksiyonlar teorik olarak 
beklenen değerlerden daima daha düşük olmakta ve sonuçlar her zaman 
kabul edilebilir olmamaktadır.

I

DENEL BÖLÜM

Gerçekleştirilen çalışmalarda kullanılan temel işlemler, presipitasyon, 
santrifügasyon, filtrasyon, ekstraksiyon, elektroforez ve kromatografîk 
işlemlerdir.

Presipitasyon: Amonyum sülfat kullanılarak söz konusu proteinlerin 
çözünürlükleri değiştirilmiştir. Bu şekilde proteinin çözeltiden ayrılması ve 
çökelek oluşturması sağlanmıştır.

Santrifügasyon: 8000 rpm, 11000 rpm, 12000 rpm, 18000 rpm devir 
hızlarında çalışılarak çözelti içindeki süspansiyon halindeki katı partiküller 
uzaklaştırılmıştır.

I

Ekstraksiyon: Su ve fosfat çözeltisi kullanılarak domuz ciğeri ekstrakte I
edilmiştir. ı

Elektroforez: Poliakrilamid jel elektroforez yapılmıştır.

Kromatografîk işlemler: İyon değişimi ve jel fıltrasyonu kullanılmıştır. 
İyon değişimi ve Jel fıltrasyonunda filtrasyon ortamı olarak DEAE-Sellüloz, 
DEAE-Sepharose, Ultrajel AcA 34 kullanılmıştır(4,5).

Domuz ciğerinden DAO'.nun saflaştırılmasını kısaca şöyle 
özetleyebiliriz.

|

Ham ekstraktın hazırlanması,
Ham homogenatm santrifüjlenmesi 
Amonyum sülfat ile fraksiyonlama 
Düşük iyonik kuvvette seçici çökelme 
İyon değişim kromatografisi 
Aktif fraksiyonların seçici çökelmesi

.
!Tablo 1. Domuz Ciğerinden DAO'nun İzolasyonu ve Saflaştırılmasının

Spesifik
Aktivitc

xl01
fünlte/mgl

3.73

Toplam
Hacim

Toplam
Protein

Toplam
Aktivite
(ünite)

Saflaştırma
Verim

fmli Imgl İ%I
Ham homogenat 1700 2890001. 100108.0 1
10 dk.600°C’dc2.
ısıtılan homogc- 
nattan sûpcmatant 1440 300000 6975.0 25 7
33-60 % (NH4)2S043.
İle ayırma 296 4300 6772.4 168 45
pH 5.3'tc çökme 2404. 950 5560.0 632 170
Kolon elektroforez5. 100 175 3739.5 2257 605
DEAE-Sepharose
kolondan kolon 
kromatografl

6.

30 81.55 2325.0 3065 820
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SONUÇLA** ve TARTIŞMA

_ Domuz ciğeri diaminoksidaz, kontrollü ısı bozundurulması, pH 
çökelmesi, amonyum sülfat doyurması, kolon elektroforez ve DEAE- 
Sepharose kolon kromatografisi ile domuz ciğerinden izole edilerek 
saflaştınlmıştır. Ham homogenatta spesifik aktivite 3.73xl0*4 (ünite/mg) 
olarak tespit edilmiştir, izolasyon ve sailaştınna sırasında DEAE-Sepharose 
Kolondan geçirilerek yapılan son aşamada DAO'nun spesifik aktivitesi 
3065x10'4 (ünite/mg) olarak tespit edilmiştir. Bu saflaştırma işlemleri 
sonucunda enzim, başlangıç aktivitesine göre 820 defa daha saf olarak elde 
edilmiştir.

- Domuz ciğeri diaminoksidaz'ın saflaştırma sonucunda 3065x10’4 
(ünite/mg) aktivite değeri çalışmalarımızda düşük görülerek bezelye 
tohumundan DAO saflaştırması yapılmıştır.

- Bütün izolasyon ve saflaştırma kademelerinde sıcaklık 
belirtilmedikçe aktivasyonunun bozunmasını önlemek için 0-5°C 
sıcaklıklarda çalışmak gereklidir.

- İzolasyon işlemi sırasında maksimum verimi elde etmek için 
değişik koşullardaki enzimin stabil olması gerekmektedir.

- Saf enzim pirodoksal fosfat ile kuvvetle aktif hale gelmektedir.

KAYNAKLAR
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4. T.A.Andrews, "Electrophoresis (Theory, Teclmiques, and Biochemical 
and Clinical Applications)'', II.Ed., Clarendon Press. Oxford, 1988.
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jflZİMATİK PEPTİD SENTEZLERİNİN İNCELENMESİ

yeşim YEŞİLOĞLU ve Ayten SAĞIROĞLU

Trakya Üniversitesi Fen-Edebiyat Fakültesi Kimya Bölümü Edime-Türkiye

DYVESTIGATION of  enzimatic  peptede  synthesis

SUMMARY

In our study trypsln catalyzed synthesis of pepüdes were tested by using Giysin, 
Tyrosin, Prolin, Histidin and Tlyptophan amino acids at biphasic and homogen medium.

Effects synthesis of peptides were invesügated by using izo amilalkol. benzen, 
Isopropanol, ethyl methyl keton, isooktan for solvent and reaction medium. In addition the 
effect of water content öven the peptid fonnation % 5, % 10, % 15. % 20 were investigated in 
phosphate buffer 0. İM, pH:8 containing of isoamil alcohol reactions.

ÖZET
Çalışmamızda homojen ve bifazlk reaksiyon sistemlerinde Glisln, Prolin, TIrozin, 

Histidin ve Triptofan amino asitleri arasında tripsin katalizatörlü peptid sentezleri denendi.
olarak izo amilalkol, benzen, izopropanol, etil metil keton.Çözücü ve reaksiyon ortamı 

izooklanın peptidlerin sentezine etkisi incelendi.

z&jrgsrjc&zss sa&raşasonuçlarına göre benzedi ve Izooktenlı kanşımlarda ürüne rastlanmadı. Diğerlerinde 

peptidler değişik oranlarda sentezlendi.

GİRİŞ

I

Bir hidrolaz enzimi olan tripsinin organik 

«aksiyonlarım katalizlemesine su içeriğinin etkisini
^acımızdır. İkinci olarak aynı 
belirleyip optimizasyonunu sağlamaktır.

Son yıllarda araştırma kullabımı

enzimlerin kullanılması teşkil etmektedir. ■ yöntemlerde
^rlerin. amidlerin ve peptid baglannın seferi K ^ ^

gidilmiştir. Peptid bağlannm oluşumu dısında karboksi ve amino
fasemizasyonun veya diğer yan blr ürünle sonuçlamrd).
^eşenlerinin ekimolar miktarlarını kullanarak sentezlerini reaksiyonda
0rganik çözücülerde peptid bağlaıının enzim
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i

gerçek anlamda suyun önemini öğrenmek için belirlenmiş çeşitli desteklerde 
yada polietilen glikole modifiye edilmiş a-kimotripsin kullanarak incelenmiştir.
Peptid sentezlerinde ürünler yüksek verimle çeşitli enzim türevleri kullanılarak 
bulunmuş tur(2). Geçen on sene 
reaksiyonlar, substrat ve stereo seçicilik vasıtasıyla organik sentezleri ger­
çekleştirmek için yaygın olarak çalışılmıştır. Bununla beraber genelde enzimler 
organik çözücülerle doğrudan temas ettiklerinde çabuk etkilenip çalışamaz 
duruma gelirler. Bu problemi gidermek için su ile karışmayan organik çözücüler 
ve sudan meydana gelen bifazik reaksiyon sistemleri sık sık kullanılmıştır. 
Örneğin Proteaz ya da lipazlarla ester yada peptid sentezleri(3). Peptidler ve amino 
asit türevlerinin uygun çözünürlüklerini bulmak için nispeten polar çözücüler 
kullanmak gereklidir(4). Subtilisin proteazm seçici stereoselektivitesi belirgin ve 
etkilidir. Dolayısıyla bu enzim araştırmalarda D-amino asitler içeren peptidlerin ı 
çoğunu hazırlamak için kullanılmış tır(5). Son zamanlarda hidrolitik enzimlerden 
lipazlar ve proteazlann organik çözücülerdeki dioller ve şekerlerin monoaçilasyo- 
nunda başarılı bir şekilde görev aldıklan bulunmuş tur(6). Enzimatik peptid 
sentezleri; seçicilikleri, en az koruma ve aktivasyon gereği, ılımlı reaksiyon şartlan 
bakımından uygulamada ilk sıradadır(7). Denge ve çözünürlük problemlerinde 
reaksiyon ortamım çözmek için suyun yerine organik çözücüler kullanılmıştır. 
Proteolitik enzimlere karşılık lipazlann geniş bir speslfiteleri olduğu ve peptidlerin 
ikincil hidrolizlerini kataliz etmedikleri kabul edilmiştir. Biyolojik olarak* aktif 
peptidlerin sentezlerinde halen lipazlann kullanımı daha yaygındır(8).

YÖNTEM

zarfında organik çözücülerde enzimatik

I

I

İzoamil alkol, benzen, izopropanol, etilmetil keton, izooktan çözücüleri 
sırasıyla 0.1 M, pH:8 fosfat tamponuyla doyurularak bunların 10’ar ml’sinde 
prolin, tirozin, histidin, triptofan’ın 50mM çözeltileri hazırlandı. Herbirine 
yukandaki amino asillerin 4 katı konsantrasyonunda glisin ve katalizör olarak 
lmg. serbest tripsin ilave edildi. Reaksiyon karışımlarında enzimin katalitik 
etkisine, ortamdaki düşük su konsantrasyonu etkisi ve her reaksiyon için 
optimum su içeriğinin belirlenmesi amacıyla değişen hacimlerde tampon eklene­
rek reaksiyonlar tekrarlanmış tır.

Reaksiyon kanş imlan ince tabaka kromatografısi, kağıt kromatografisi ve 
görünür bölgeyle analiz edilmiştir. înce tabaka kromatograiısinde adsorban olarak 
silikajel, yürütücü solvent olarak n-butanol: asetik asit: su (12:3:5) x2, belirteç 
olarak asetonda % 0.2’lik ninhidrin çözeltisi kullanıldı. Kağıt kromatografisi 
tekniğinde izoamilalkol, benzen, izopropanol, etil metil keton, izooktan çözücü 
kanş imlan farklı yürütücü çözücüler kullanılarak analiz edilmişlerdir. Yürütücü 
çözücü olarak etanol: Su: amonyak (8:1:1) x5 ve n-butanol: piridin: su (1:1:1) xl6 
sistemler kullanıldı. Reaksiyon karışımlarının Wattmann No:l kağıdı üzerinde 
3-3.5 saat yürümeleri beklenmiş ve sonra üzerlerine ninhidrin çözelüsi 
püskürtüldü. 100-105 0 C*de etüvde bekletilerek lekeler belirlendi.

I

I

ı

I

204

i



TARTIŞMA VE SONUÇ

prolin, Tlrozin, Histidin, Triptofan ve Glisin amlno asitlerinin tripsin 
varlığında peptid sentezleri yapıldı. Reaksiyonlar homojen ve bifazik ortamlarda 
gerçekleştirildi. İzoamilalkol, benzen, izopropanol, etil metil keton, izooktan çözücü 
sistemlerinde ve izoamil alkolün % 5, 10, 15, 20’lik çözeltilerinde peptid ürünü el­
de edilmiştir. Ortamda su miktarının artmasıyla üründe artma % 10-15 aralığına 
kadar oldu. % 20 tampon içeren karışımda ürünlerde daha fazla artış olmadı. Bu­
nun üzerine % 10 tampon içeren diğer çözücülerde 200 mM glisin yanında diğer 
amlno asitlerden 50 mM eklenerek, enzim varlığında aynı şartlarda 20 saat 
çalkalandı. Reaksiyon sonundaki kromatografîk analizlerinden; benzen içeren 
kanşımlann hiçbirinde yeni ürüne raslanmadı. İzopropanolde peptidler yanında 
esterlerininde sentezlendiği gözlendi. Ayrıca reaksiyon ortamına enzimsiz yalnız 
izoproparol ve aminoasitler tek tek koyularak aynı şartlarda aynı süre inkübe 
edildiğinde esterlerinde oluştuğu gözlendi; analizle de doğrulandı. Ester oluşumu 
daha düşük oranlarda izo amil alkol içeren reaksiyon karışımlarında da gözlendi. 
Kanşımm su yüzdesi yükseldikçe esteriiikasyon oram düştü. İzooktan çözücülü 

reaksiyon karış ımlannda hiç birinde ürüne rastlanmadı.

Metil-etil keton çözücülü prolin, tirozin, histidin ve triptofanın glisinli 
reaksiyon karışımlarının tümünde en az iki çeşit ürün sentezlendi. Sonuçların bir 

kısmı Tablo 1. l'de görülmektedir.

Tablo 1.1 Enzimalik peptit sentezlerinde ürünlerin kağıt kromatografisme 

göre karakterizasyonu (Şartlan metindedir.)

Ürünlerin Leke Rengi ve Rf değerleriÇözücü + 
Glisin+Tripsin TriptofanHistidinTirozinProlin

mavi-mor 0.13mavi-mor 0.13
mavi-mor 0.15 mavi 0.18Amilalkol mavi 0.18açık mavi 0.18

mor 0.18
bordo 0.07bordo 0.06bordo 0.04mavi 0.04

İzopropanol kirli san 0.15kahverengi 0.15acık kahve 0.15

mavi 0.48
kahverengi 0.16

san 0.10 mavi 0.53
pembe 0.59

mor 0.28
Etil Metil Keton mavi 0.54

pembe 0.52pembe 0.54pembe 0.57

Benzen

İzooktan
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BAKTERİYEL a-AMİLAZIN AKTIVİTESİ ÜZERİNE 18. TAÇ. 6 ETERİN 
ETKİSİ

Çetin AYTEKİN. Işıl GÜLSÜN, Halil HOŞGÖREN. Yavuz ENSARl

Dicle Üniversitesi, Fen Edebiyat Fakültesi, Dlyarbakır-Türkiye

EFFECT OF 18. CROWN. 6. ON BACTERIAL a-AMYLASE ACTTVITY

SUMMARY

The catalltlc properties of a-amylase from B. subtllls has been studled du-

ring !8.Crown.6 as â weak chelation compound for removal calclum lon of thls 

enzyme by chelation. On the contraıy. It was observed that 18. Crown.6 lncreased

a-araylase activlty in a lot of cases according to control. Thls result suggests that 

between 18. Crown. 6 and Ca2+ bounded a-amylase. brlngdipol-ion interactlon

İn an elastlclty to a-amylase quartemar structure. Thus. abllity of enzyrae-

substrate complex formatlon was promoted.

ÖZET

eterlerden 18. Taç. 6'nın B. subtills'ten İzole edilen a-A- 

lncelendl. a-Amllazın prostetlk grubunu
Halkalı makro 

nıllazm . aktlvitesl üzerindeki etkisi

oluşturan ve bu enzimin aktlvlte göstermesi İçin belli bir oranda bulunması gere­

ken Ca2+ lyonlamun. 18. Taç. 6 İle lyon-dlpol etkileşmesi sonucu uzaklaşünlabile- 

aktiviteslnde bir azalma gözlenmesi beklenirken.

akttvitede bir artma saptandı. Bu olgunun, taç

tam tersl-
cegi ve böylece enzimin 

ne çoğu halde, kontrole nazaran 
eter etkisiyle Ca^ lyonlannm «-amilazm dördûncül yapışma kazandırdığı rljltUgln

oluşma olasılığını artırdığıenzlm-substrat kompleksininyumuşatıldıgı. böylece 

şeklinde yorumlanabilir.

GİRİŞ
bunların parçalanma 

hidrolizini
ilk kez nişasta, glikojen veya

(1_>4) glikozidik bağlarının.

Amilazlar endo-ve ekzo-

Amilaz terimi

ürünleri gibi poiisakkaridlerdeki a-

——rrrıı» •*» —-e*--amUaz olmak üzere İkiye aynhrlar. Bir Ek20.amilaz!ar
kartellerdeki «-(1-44) glikozidik baglarm. ^fzdk 

ise polisakkaridlerin İndirgen olmayan uçlanndan 

akilde a-(l->4) glikozidik bağlarını

düzenli bir

hidrolizleri. Son ürün glukoz ve
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limit dekstrin ise enzim, glukoamilaz veya a-amilaz olarak adlandırılır. 

Son ürün maltoz ve limit dekstrin ise enzim P-amil az olarak adlandırılır (2).

«-Amilaz (E.C. 3.2.1.1.) veya diğer adıyla «-(1-41 glukan glukano- 

hidrolaz. hayvan, bitki ve mikroorganizma gibi çeşitli canlı ortamlarda bu­

lunmuş ve ilk kez 1947 yılında Meyer ve arkadaşları tarafından domuz 

pankreasından saflaştırılmıştır (3). Günümüzde değişik kaynaklardan 

a-amilazlar saflaştırılmış ve bunların sıcaklık, pH. çeşitli organik bileşik 

ve metal iyonlarının varlığında aktiviteleri incelenmiştir (4-14).

a-Amilazı saflaştırma aşamasında prateolitik enzimlerin etkisinden 

korumak için ortama EDTA ilave edildiği (11). Ca2+ 

aktivitesi üzerindeki etkilerini araştırmak üzere şelatlaştırma reaktifl ola­

rak yine EDTA'nin kullanıldığı (11,13,14) bilinmektedir.

Taç eterler (makro halkalı eterler) 1967 yılında sen tezlenmiş, alkali 

ve toprak alkali metâl iyonlarıyla kompleksleşme yetenekleri olduğu 

görülmüştür. Bu özelliklerinden yararlanılarak nonactin ve valinomycin 

gibi taç eter türevi olarak hazırlanan antibiyotikler, hücrenin Na+/K+ 

dengesini bozmaktadır.

Kompleksleşme yetenekleri gözönüne alınarak taç eterlerin bakteriyel 

a-amilazm aktivitesi üzerindeki etkisi incelenmeye çalışılmıştır.

DENEL BÖLÜM

1. Enzim saflaştırması: Ticari olarak temin edilen B. subtilis'ten izole edil­

miş a-Amylaza (sigma St Louis. E.C. 3.2.1.1., 71.9 U/mg) Gupta ve ar­

kadaşlarının önerdiği yönteme göre saflaştırıldı (15). Buna göre 1/3 

oranında seyreltilmiş soğuk mutlak etilalkol enzim çözeltisine yavaş yavaş 

ilave edildi. Çözelti santrifüj ile ayırıldıktan sonra fosfat tamponunda (pH=7) 

çözüldü. % 60-%80 (NH4)2S04 çöktürmesi ile ele geçen kısım fosfat tampo­

nunda (pH=8) çözüldü ve aynı tampona karşı gece boyu dializlendi. Bu 

çözelti liyofilizasyon ile uygun hacme getirildikten sonra DEAE-seluloz kolo­

nuna (5x200 mm) verildi. 0.1-1M lık NaCİ gradienti ile toplanan 2.5'ar mUik 

froksiyonlar amilaz aktivitesi bakımından Bernfeld (16) yöntemi ile test edil­

di. Ham ve saflaştırılmış eşit miktardaki a-amiloz örnekleri Weber-Osborn 

(17) yöntemine göre elektroforeze verildi.

2. Enzim Aktivitesinin Tayini: Ham ve saflaştırılmış «-Amilaz enziminin 

aktivitesi Bernfeld yöntemine göre 3.5-dinitro salisilat, ile spektrofotomet- 

rik olarak (489 nm'de) yapıldı. Bunun için tümü Tris-baz (pH=7J tampo-
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nıinda hazırlanmış olmak üzere kontrol (taç etersiZ) ile aynı anda 10. 50 

ve 100 mM 18. taç. 6. eter (Fluka) çözeltideki İçinde 14.38 U/ml olacak 

şekilde u-amilaz çözünerek hazırlanan çözeltiler 25 °C de sırasıyla 15 

dak. 30 dak. 60 dak, 120 dak ve 18 saatlik ön inkübasyondan sonra % 0.5 

Hk çözünür nişastanın (sigma St. Louis) 1 ml.si ile 25 °C de 30 dakika 

inkübasyona tabi tutuldu. Bu sürenin sonunda reaksiyon durdurma ve 

renklendirme reaktifl olarak 2 mİ. 3,5-dinitro salisilat ilave edildi. 5 daki­

ka kaynar su banyosunda tutulduktan sonra. 20 mİ. saf su ile seyrelti­

lip, Schmadzu UV 160 model * spektrofotometrede 489 nm.'de absorbans 

okundu.

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Ticari olarak temin edilen (ham) ve bunun saflaştırılmasından sonra

elegeçen eşit miktarda enzimin 10.50 ve 100 mM 18. Taç.6.eter içindeki 

çözeltilerinin Bemfeld yöntemi ile ölçülen aktiviteleri sırasıyla Şekil 1.2 ve 3’ 

te verilmiştir.
EDTA gibi şelatlaştıncı maddeler ile ön inkübasyona tabi tutulan a- 

amilazın aktiviteslnin azaldığı (11.14). enzimin lOmM EDTA İle 2 saatlik

ile 25°C de 30 dakikalıkön inkübasyonundan sonra nişasta 
inkübasyonundan aktlvitesini tamamen yitirdiği belirtilmiştir (13).

10.50 ve 100 mM lık 18.taç.6. eter içindeki a-amilazm (14.38 U/ 

mİ) 15. 30. 60. 120 ve 1080 dakikalık ön inkübasyonundan sonra. 25 °C

de 30 dakika % 0.5 lik nişasta ile yapılan inkübasyonunda
18. Taç.6. eterin ham a-

aktivitenin

genellikle arttığı saptandı. Bu aktivite artışının 

amilaz içinde bulunması olası çeşitli 2+ 2+ 2+
taştırmasından kaynaklanabileceği düşünüldü. Çünkü Mg . Z 

Mn2+. Co2+. Cu2+ gibi iyonların enzimin aktivltesini olumsuz yön 

>«Uği belirtilmektedir (13). Bu olasılığı ortadan kaldırmak üzere aynı e 

neyler saflaştırılmış (15) ot-amilaz işin uygulandığında sonsuz 
dak.) ön inkübasyon dışında 10 ve 50 mM 18. Taç 6 eter 10»** 

miktarda | Protein tayini Wasburg-Christian yöntemine göre >-P«Mı(M I 

“izim kullandığında yine kontrole nazaran aktivite e u ar ^

•yon-dipol etkileşimi nedeniyle enzimin aktlvitesinde en ‘ 
ilklerken. aktivitenin artmasın, ***^^^L en 1-

dörduncül yapının 18. Taç.6. eter etkisiy e yu ektedir,
^strat kompleksinin oluşmasın, kolaylaştırdığın, du.ündu

ve 1+ yüklü iyonları uzak- 
. Fe2+.
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(B)(A)

(A) : Saflaştırılmış (B): Ham

1- Albumin Boving= 66.000

2- Albumin Egg= 45.000

3- Gliser Aldehit 3-Fosfat Dehidrogenoz= 36.000

4- Karbonik Anhidraz= 29.000

5- Tripsinojen= 24.000

6- Tripsin Inhibitör» 20.100

7- u-Laktalbumin= 14.200

taç eler derişimlerinde 10S0 daki- 

aklivilesinin azalması, uzun süreli ön
Saflaştırılmış oc-amilazm bütün 

kalık ön inkübasvondan sonra 

inkııbasyonlarda tav eterin 

yapısına (/ekmesi nedeniyle 

uyandırmaktadır. 
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DİABETLİ HASTA ERİTROSİTLERİNDEN ELDE 

KARBONİK ANHİDRAZ-II ENZİMİNİN BAZI İNHİBİTÖRLERE KARŞI İLGİSİ

EDİLEN GLİKE

Ö.İrfan KÖFREVİOĞLU (*), Mehmet ÇÎFTÇİ(*), Haşan ÖZDEMİR (*) 
Nazan DEMİR (*) ve Mehmet GÜNDOĞDU (**)

(*)Atatürk ÜniversitesUFen-Edebiyat Fakültesi Kimya Bölümü, Erzurum- Türkiye 
(**) Atatürk Üniversitesi, Tıp Fakültesi Iç Hastalıkları Anabilim Dalı, Erzurum• 
Türkiye

AFFINTYTO SOME INHIBITORS OF GLYCATED CARBONİC ANHYDRASE-n FROM 
THE ERYTHROCYTES OF DİABETIC PATIENT

SUMMARY

In this study, some kinetic properties of carbonic anhydrase-II obtained from 
the erythrocytes of diabetic patlent and healthy human were lnvestigated. Carbonlc 
anhydrase-I and II was purifıed together by affinity chromatography. The 
determination of esterase activly of carbonlc anhydrase-II was done by selecuye 
inactivation of bromopyruvate . By using sülfanilamlde, NaCH3COO, NaC104, NaN3. 
NaSCN, NaCN inhibitors, Kj constants for carbonic anhydrase-II obtained from the 
erythrocytes of diabetic patient and healthy human were found by means ^°[ 
Lineweaver-Burk graphies. values estimated for carbonic anhydrase-II was hıgher 
for NaClO 4, NaSCN and NaCN inhibotors in diabetic patient than that of healty 

human.

ÖZET

Bu çalışmada diabetli hasta ve saglam şahıs eritros.tlerinden elde ed^
karbonik Lıhidraz-II enziminin bazı kinetik ^ellikleri araşt,nWrK^boniK
anhidraz-1 ve II afinite kromatogr-aiîsiyle birlıkte safiaş ınldı.^ Sülfanilamid.

sağlam şahıs eritrositlerinden elde edilen karbonik anhidrazdl

sabitleri LIneweaver-Burk grafikkri yoluyla bulundu^ Jia d,abetu hastada
hesaplanan ^ değerleri; NaC104. NaSCN and NaCN inhibörıen ıç
sağlam şahıstan yüksek bulundu.

GİRİŞ

eritrosit enzimlerinden olan karbonik annıaı^ona ugradlğl Kondo ve
izoenzlmlerlnin de diabetli hastala g
arkadaşlan tarafmdan belirlenmiştir ta ve sağlam şahıs

Bu çalışmada kontrolsüz dıabeuı

maruz kalan
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eritrositlerinden saflaştırılan CA-II izoenziminin bazı inhibitörlere karşı 
ilgisi araştırılarak glikasyonun söz konusu enzimler üzerinde nasıl etkili 
olduğu belirlenmeye çalışılmıştır. CA-I ve CA-II izoenzimleri birlikte 
saflaştırıldığından, CA-II enziminin aküvlte ölçümü, brom piruvatla CA-I 
izoenziminin inaktive edilmesi sonucu gerçekleştirilmiştir (3,4).

denel  bölüm

Materyaller

Çalışmada kullanılan Sepharose 4B, p-nitrofenilasetat, Sephadex G- 
25, brom piruvik asit SigmaChemical Comp.'den, sülfanilamid, L-tirozin
E.Merck AG'den, Glyco-Probe^^ GSP Isolab inc.'den temin edildi.

Şahıslar

Açlık plazma glukoz seviyesi 380 mg/dl olan kontrolsüz diabetes 
mellituslu hasta (tip-ıl , 45 yaş) ve açlık plazma glukoz seviyesi 90 mg/dl 
olan sağlam şahıs (29 yaş)'dan EDTA'lı şişelere kan alındı.

CA-I ve CA-H İzoenzimlerinin Birlikte Saflaştırılması

Diabetli hasta ve sağlam şahıstan EDTA'lı tüplere alınan taze venöz 
kan 1500 rpm'de 15 dakika santriftylenerek plazma ve lökosit tabakaları 
ayrıldı. Daha sonra eritrositler 0,9'luk NaCl çözeltisi ile iki defa yıkandı.
Eritrositlere 1,5 hacim CPC'daki saf su katılıp yarım saat karıştırılarak 
hemoliz edildi. Hücre zarlarını uzaklaştırmak için 4°C da 48.000xg'de 
santrifüj edildi.Hemolizatm pH'sı katı Trisle 8,7'ye getilirdi. Hemolizat, 
Sepharose 4B-L-tirozin-süIfanilamid yapısındaki, 25 mM Tris-HCl / 0,1M 
^2^°4 (pH=8,7) ile dengelenmiş aflnite kolonuna uygulandı . Afinite jeli 
25 mM Tris-HCI/22 mM NagSO^ (pH=8,7) çözeltisiyle yıkandı. 0,1 M 
NaCHgCOO/ 0,5 M NaClO^ (pH=5,6) elüsyon çözeltisiyle CA-I ve CA-II 
izoenzimleri birlikte elüe edildi (5). Hemolizat ve saflaştırılmış enzim 
çözeltileri için spesifik aktiviteler hesaplanarak 163 kat saflaştırılma 
gerçekleştirildiği bulundu. Enzim saflığı SDS-poliakrilamid iel 
elektroforeziyle kontrol edildi (6).

Esteraz Aktivitesi Ölçümü

, * ,Ç®teraî aktivitesi Verpoorte ve arkadaşları (7) tarafından 
anlatıldığına benzer şekilde yapıldı. 1,5 mİ tamponlanmış enzim (tampon: 
0,05M Tris-S04 pH=7,4) ve 1,5 mİ substrat (p-nitrofenilasetat)
K?îMîJ2SSi2.d^n 3, dakika sonra 25°C'da 348 nm'de LKB-Biochrem 
ULTROSPEC-II spektrofotometre cihazında absorbans köre karşı okundu.

çözeltisi, 27,2 mg p-nitrofenilasetat'm 1 mİ aseton İçinde 
çözülüp hızlıca karıştırılan 49 mi destile suya yavaş yavaş ilave edilmesiyle 
haziriand1 (3mM). Absorbans değerleri 5'e bölünerek umol/dak cinsinden 
aktiviteler bulundu.

i

CA-II Aktivitesinin Brompiruvatla Seçimli İnaktivasyonla Tayini

,,..,1^ÇA;n brompiruvatla 50 dakika inkübe 
edildiklerinde CA-I % 98 den fazla aktlvitesini kaybederken, CA-II'nin 
%95'den fazla aktlvitesini koruması esasına dayanmaktadır (3.4). Bu 
amaçla 2 mİ enzim çözeltisi ,8 mİ destile su ve 10 mİ 50 mM fosfat 
tamponu/4 mM brompiruvat (pH=7,4) karıştırıldı. 50 dakika
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inkübasyondan sonra bandan 1 mİ alınarak 0,5 mİ 0 05M Tris-S04
‘sonr^absorbans oku^du^ ^ ilave e^rek sis nm'de 

SSiöTçSmüşoldu, ndU* BÖylCCe CA'1 inaktive ölürken CA-II

İnhibitör Çalışmaları

İnhibitör olarak sülfanilamid, NaCH3COO, NaC104, NâN3. NaSCN,
NaCN kullanıldı, lnhibitörsüz ve İnhibitörlü çalışmalarda deney ortamında 
substrat konsantrasyonlan; 0,5 mM, 0,6 mM, 0,8 mM. 1 niM ve 1.2 mM 
alındı. Bunun İçin ana substrat çözeltisinden 0,5 ml-1,2 mİ alındı. 
İnhibitör çözeltileri 0,05 mİ, 0,1 mİ ve 0,2 mİ olmak üzere üç farklı hacimde, 
dolayısıyla üç sabit konsantrasyonda 
alınaı. Uç sabit inhibitör konsantrasyonları
hesaplandı.

Glike CA Miktarı Tayini

için ayrı ayrı değerleri

Glyco-Probe GSP kiti kullanılarak 1,29 mM, 2,50 mM ve3,90 mM 
standartlan çalışılıp diabetli ve sağlam şahıs toplam CA izoenzimlerinin 
glikasyon oranlan bulundu.

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Tablo 1; sülfanilamid, NaCH3COO, NaCl04, Nal%, NaSCN, NaCN 
İnhibitörleri için elde edilen Kj sabitlerini göstermektedir. Tablo'2 de ise CA- 
II İçin elde edilen Vmax ve Km  değerleri verilmektedir.

Tablo l'den görüldüğü gibi diabetli hasta için hesaplanan değerleri 
NaC104. NaSCN ve NaCN için sağlam şahsa göre yüksek bulunurken,diğer 

inhibitörlerde önemli bir fark görülmemiştir. NaClO^ için; ortalama 1,9x10

3 den 2,3x10"3'e, NaSCN için; 7,lxl0'4'den 9.1xl0“4'e ve NaCN için;
6'dan l,5xl0"6'ya yükselmiştir. Tablo 2'den görüldüğü gibi KM değerleri 
diabetli hasta ve sağlam şahıs için aynı bulunmuştur. Vmax değerinde ise bir 
artı? söz konusudur. Toplam glike CA miktarı sağlam şahısta 0,939 mM (1.3 
mg protein/ml çözefti) bulunurken, diabetli hastada 2,720 mM yg
Protein /mİ çözelti) değeri elde edilmiştir. Bu sonuçlar öncehMe diabetli 
hastada CA izoenzimlerinin önemli oranda glıkasyona maruz kaldı|m 
ghkasyon sonucunda CA-II'nin katalitik gücûnun arU gını göstermeMedin 
k M değerinin değişmeyip. çalışılan yarışmasız inhibitörler için bağlarım 
sabitlerinin (K. sabitleri) değişmesi glukozun bağlanmasının aktif g 
haricinde gerçekleştiğini göstermektedir Glukozun bağlanması

%anmaktadir. CA-II enzimi saf halde .f^üXXümünde kullanılan

”ımu5tur'

1,2x10“

Kit
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grafikleri yoluyla bulunan Kj değerleri.

Inhibitör cinsi Sağlam şahıs için Diabetli şahıs için(U (M)

3,5xl0"6

3,4x10'6 

3,5xl0'6

3,6xlO'6

3,1x10'
3,8xl0'6

0,6xl0'6

1,2x10 
2,4xl0'6

6-6Sûlfanilamid

3,0x10'4 3,1x10'2
6,0x10'4' 3,0x10'2

1,2x10'3 3,5x10'2

3,5x10'2

3.4xl0-2

3,3xl0"2

NaCHgCOO

2.1xlO'3 

2,4x10'3 

2,3x10'3

3,0xl0"4 

6,0x10'4 

l,2xl0'3

2,1x10'3 

1.8xl0"3 

1,9x10'3

NaC104

3,0x10'4 

6,0x10'4

1,2x10'3

4,0x10'4 

3,9x10'4

3,6x10'4

4,lxl0"4 

3,8x10'4

4,4xl0'4

NaN3

3,0x10'4 

6,0xl0'4 

1,2x10'3

7,0x10'4 

7,3xl0'4 

7,1x10'4

9,0x10'4 

8,9xl0"4 

9,4xl0'4

NaSCN

0,96x10'7 

1,92x10'7 

3,84xl0"7

l,5xlO'6 

l,6xl0'6 

1,4x10'6

1,3x10'6 

1,1x10'6 

l,3xlO'6

NaCN

Tablo 2.Sağlam şahıs ve diabetli hasta eritrositlerinden elde edilen CA-II 
izoenzimi için Lineweaver-Burk grafikleri yoluyla bulunan Kjyj ve VmaX 

değerleri.

Sağlam şahıs Diabetli hasta

Km (mM) 20,0 20,0

vmax ( M-mol/mg proteinxdak) 2,0 2,5
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THE INHIBITION KINETICS OF B OVI NE ERYTHRO CYTE CARBONIC 
ANHYDRASE WITH SOME ACTIVE CATIONS

SUMMARY

In this study, carbonlc anhydrase was purified from bovlne erythrocytes by 
afiinity chromatography. The Inhibition efiects of some cations (Al+3 , Mn+2, Sr+2, 

Hg+2, Ni+2 and Ca+2) were Investigated. For three difierent inhlbitor concentrations,
follows: 5.22x10_4. 3.26x10 -3,2.34xl0'3average of the Kj values obtalned were as 

3.29x10'3, 3.30x10"3,1.70xl0“3 . The results showed that Al43 exhibits competitive and 
others noncompetitive inhibitlons.

ÖZET

Bu çalışmada sığır eritrositlerinden afinite kromatograflsl İle saflaştırılan

Sl^o^tol^^a^u^m^rfoç 'farklı sabit 'iSibi'tSr konsantrasyonu için* 

bulunan ortalama K( değerleri sırayla 5,22x10 '4, 3,26x10 ‘3, 2,34x10 , 3,29x10 .

3.30x10-3, 1,70x10-3 bulunmuştur. Al"3 kompetltif inhibisyon gösterirken, diğerleri 
nonkompetitif inJpiblsyona sebep olmuştur.

GİRİŞ
I

jujzınun daha sonra birçok memeli dokularına*
k j offit&tStar hayvanlarda üç farldı CA izoenzlmi ™vcut olduğu

i“ nSlmlCŞÛur. CM' 1—1 »»>»« CA 

! ®0ena*nlerl içinde en yüksek aktiviteli olanıdır (4).
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İnsan ve hayvan bünyesine değişik yollarla giren aktif katyonların bir 
kısmı (Ca+2 gibi) hayati fonksiyonları üstlenirken, bir kısmı da toksik etki 
göstermektedir. Bu çalışmada AT*^ t Mn+2, Sr+2, Hg4"2, Nı4-2 ve Ca+2
Katyonlarının sığır CA izoenzimi üzerindeki inhibisyon kinetiği araştırılmıştır.

DENEL BÖLÜM

Karbonik Anhidrazın Sığr Eritrositlerinden Saflaştırılması

Erzurum Belediyesi Mezbahasından kesim esnasında antikoagulant 
sıvı üzerine alman sığır kanından önce eritrositler ayrıldı ve % 0,9'luk NaCl 
çözeltisi ile yıkandıktan sonra destile suda hemoliz edildi. Hemolizat 
santrifüjlenerek eritrosit zarlan uzaklaştırıldı. Sepharose-4B matriksi üzerinde 
hazırlanan, L-tirozinin uzantı kolu ve sülfanilamidin ligand olarak 
kullanıldığı afinite jeli yardımıyla karbonik anhidraz enzimi saflaştırıldı (5). 
Hemolizat ve saflaştırılmış enzim çözeltileri için spesifik aktiviteler belirlenerek 
246 kat saflaştırma yapıldığı tesbit edildi. Aynı zamanda SDS-poliakrilamid jel 
elektroforezi uygulanarak saflaştırma sonunda tek bandın ortaya çıktığı 
gözlendi (6).

Enzim Aktivitesi Tayini

CA enziminin saflaştırılması sırasında enzim aktivitesi, CC^’nin

hidrasyonu sonucu açığa çıkan H + iyonundan gelen pH değiş 
timol mavisi indikatörü ile belirlenip geçen sürenin ölçülmesi esasına 
dayanan, Rickli tarafından modifiye edilmiş Wilbur-Anderson yöntemi 
kullanıldı (7). Kinetik çalışmalarda CA aktivitesi ölçümleri, enzimin esteraz 
etkisine dayanan yöntemle yapıldı (8). Bu yöntemde CA enzimi substrat olarak 
kullanılan p-nitroıenilasetatı p-nitrofenole hidroliz etmekte ve bunun da 348 
nm’de absorbsiyonu ölçülmektedir. Tayin işlemlerinde şu yol takip edildi.
Kuvartz küvetlere 0,1 mİ enzim çözeltisi (3,lxl0^mol) ,1,4 mİ 0,05M Tris-SQ 

pH=7.4 ve 1,5 mİ substrat (+inhibitör) konulmasından 3 dakika sonra 
25°C’da 348 nm’de köre karşı absorbans okundu. Aktivite ölçümünde 
kullanılan ana substrat çözeltisi şöyle hazırlandı: 27,2 mg p-nitrofenil asetet 
1 mİ aseton içinde çözünüp hızlıca karıştırılan 49 mİ destile suya yavaş yavaş 
ilave edildi (3mM).

Kinetik Ölçümler

lnhibitör çalışmaları için aktif katyon tuzları olarak AİC13, MnCİ2-4H2°» 

SrCl2.6H20, HgC^, NiCl2 .6H20 ve CaCl2.6H20 seçildi, lnhibitörlü ve 
inhibitörsüz ortamlarda beş farklı substrat konsantrasyonunda aktiviteler 
belirlendi. Bu amaçla beş farklı tüpe sırayla 0.5 mİ, 0,6 mİ, 0,8 mİ, 1.0 mı 
1,2 mİ ana substrat çözeltisinden konarak toplam hacım saf su veya inhıouo 
çözeltileri Üe 1,5 ml’ye tamamlandı. Böylece alman substrat konsantrasyonlar 
reaksiyon ortamında (toplam 3 mİ) 0,5 mM, 0,6 mM, 0,8 mM, İnM ve l.2 
oldu.Bütün inhibitörler için 3 farklı sabit inhibitör konsantrasyonuna 
seçilen bu beş substrat konsantrasyonlarında aktiviteler belirlendi. Aktiviteı 
pmol / dak cinsinden ifade edildi (8). Lineweaver-Burk grafikleri çizHer 
inhibisyon tipleri vee Kj sabitleri belirlendi.

iminin brom
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SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Seçilen 6 aktif katyonun sığır karbonik anhidraz enzimi üzerine 
inhibisyon etkisi ile ilgili bulunan K { sabiüeri Tablo l'de verilmiştir.

Tablo l'den görüldüğü gibi AT1"3 iyonu kompetitif inhibisyona sahip olup 
diğer aktif kalyonlara göre daha düşük sabiti, yani daha yüksek inhibisyon

termektedir. Mn+2 , Hg**2, NI4"2 birbirine yakın K* sabitlerine sahip olup, 

gr+2 ye Ca+2'den daha düşük inhibisyon göstermişlerdir. Ca+2'nin inhibisyon 

tfücü Sr+2'den daha fazladır. Bu 5 aktif katyon nonkompetitif inhibisyon 
Göstermektedir . Bu tip nisbeten ağır katyonların, enzimlerin aktifbölgelerinde 
lereldi olan sisteinlerin tiyol- gruplarına bağlandıkları ve nonkompetitif 
inhibisyona sebep oldukları literatürde belirtilmektedir. Bu enzim de bu 
Humma uygunluk göstermektedir. Al +3 çalışılan iyonlardan farklılık 

derek kompetitif inhibisyon gösterdiği görülmektedir. Ağır bir katyon 
olmaması dolayısıyla sisteinlere bağlanmamakta ve aktif bölgeye 
tutunmaktadır. Literatürde karbonik anhidraz enzimi üzerinde bu iyonların 
inhibisyon etki mekanizması ile ilgili herhangi bir çalışmaya rastlanılmamıştır. 
Sadece Al+3 , Mn+2, H^2, Ni*2 ve Ca+2 iyonları için nisbi inhibisyonlan

gös

arze

belirtilmektedir (9).

Tablo 1 Sığır eritrosit karbonik anhidraz enzimi üzerinde inhibitör etkisi 
gösteren 6 farklı aktif katyon için elde edilen Ç sabitlen.

İnhibisyon türüKi İMİfil (Mİİnhibitör cinsi
5,55xl(r4
5,00xl0'4 Kompetitif

3.0xl0'4
6,0xl0'4A1C13

5,llxl0‘49,0xl0"4

3,30xl0'3
3,39x10'3 Nonkompetitif 

3,10xl0‘3

0,6xl0‘3
l,2xI0‘3

l,8xl0‘3
MnCl2. 4 HaO

2,57xl0'3
2.26x10'3 Nonkompetitif

2,18xl0‘3

3,15x 10'3

3 33xl0'3 Nonkompetitif

3,39x 10'3

3,00xl0’3
3,31xl0"3 Nonkompetitif 

3,60x10 "3 

1,66xl0'3
l,71xl0'3 Nonkompetitif 

l,73xl0'3

0,6xl0'3
1.2xl0'3

l,8x!0'3
SrClj ,6H20

0,6xl0'3
1,2xl0"3 

1,8Xİ0'3

’o,6xlO‘3
l,2xl0'3

l,8xl0‘3

HgCl2

NiCl2.6H20

0,6xl0'3
l,2xl0'3

1,8x10-3
CaCl2,6H20
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CAND İD AL LİPAZ İLE TRİOLEİN HİDROLİZİNE ARAYÜZEY 
ÖZELLİKLERİNİN ETKİSİ

H. İbrahim EKİZ ve Arif ÇAĞLAR

Fırat Üniversitesi, Kimya Mühendisliği Bölümü, 23279 Elazığ-Turkey

THE INFLUENCE OF THE INTERFACIAL BEHAVIOR ON THE HYDROLYSIS OF 

TRİOLEİN BY A CANDIDAL LIPASE

SUMMARY

In the hydolysls of triolein by the lipase of Candida cyllndracea, attempts have 
been made to study the varlation of the inlüal rates of hydrolysis with the amaout of 
enzyme adsorbed at the lipid/water lnterface.

Expedments have been conducted in a continsously stirred batch reactor 
containing triolein the form at emulsion droplets. With reference to the results of 
adsorpüon measurement, it was conflrmed that the rate of surface reaction is directly 
propartional with the amount of enzyme adsorbed on emulsion droplets of triolein.

ÖZET

trioleinin hidroliz tepkimesinde lipid/suCandida cylindracea lipazı İle , , , _ , ,
arayüzeyinde adsorbe olan enzim miktan İle başlangıç hidroliz hızlanmn değişimi 
araştırıldı. Deneyler, trioleinin emülsiyon tanecikleri şeklinde bulunduğu sürekli 
karıştırma!, kesikli bir tepkime kabında yürütülmüştür Adsorpsiyon ölçüm

trioleinin emülsiyon damlacıklarındaki adsorbe
sonuçları yüzey tepkime hızının 
olan enzim miktan ile direkt olarak orantılı olduğunu göstermektedir.

GİRİŞ

eden enzimler olarak
esterlerini hidroliz 

önemli
etkinlikle yürütülebilmesidir.

trirfliqeridler lipazlar tarafından yüksek 
ortamda çözünmeyen sıvı trlg ^ Qrtamda çözünebllen

oranlarda hldrolizlenirlerse de. ** edUebllirler (1). Bu çalışmada

trlgliseridler daha düşük oranlar * mdracea Upazı ile hidrolizinde.

Lipazlar gliserin
özelliği hidroliz tepkimesini

Sulutanımlanırlar. Lipazların en 
hidrofobik arayüzeylerde yüksek

sıvı

sıvı trigliseridlerden trioleinin
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(triolein/su) arayüzeyine tutunan enzim miktarının hidroliz hızına etkisi 
araştırılmıştır.

DENEL BÖLÜM

Deneysel Çalışma

Deneyler pH, sıcaklık ve karıştırma hızının denetlenebildiği sürekli 

kanştırmalı 350 mİ kapasiteli kesikli bir tepkime kabında 35 C sıcaklıkta, 

pH=6'da ve 600 dev/dk. karıştırma hızında yapıldı. Deneylerde. 0.01 M fosfat 

tamponunda hazırlanan Candida cylindracea lipazı kullanıldı. Bütün 

deneylerde ortama 0.137 M NaCl, 3.75xl0'3 M CaCl2 2.5xl0'3 M NaAc, 

çalışılan derişimde triolein ve enzim çözeltisi eklendi.

Adsorpsiyon Ölçümü
Yağ/su emülsiyonunda dinamik koşullar altında yani karıştırma devam 

ederken, tepkime kabı içine daldırılan bir fıltreleme düzeneği ile su 

evresinden örnek alınarak, serbest enzim miktarı ve dolaylı olarakta yüze

tutunan enzim miktarı belirlendi (2 ve 3). Bu amaçla kullanılan filtreleme 

düzeneği, tepkime sürerken tepkime kabına daldırılarak örnekler alındı. 

Alman örneklerin hacmi, her deneme için sabit olup (30 mİ.), içerdikleri 

enzim miktarını saptamak amacıyla ikinci bir tepkime kabına aktarıldı ve 

hacimce %2 tribüürin eklenerek hidroliz hızı saptandı. Dahaüzerine
önceden hazırlanan tepkime hızına karşı enzim derişimi grafikleri 

yardımı ile örneklerdeki enzim derişimi saptandı. Arayüzeydeki enzim 

miktarı, enzim derişiminden su evresindeki enzim derişimi çıkarılarak 

hesaplandı. Tüm kalibrasyon grafikleri ve örnek alma işlemleri, süre ve

yöntem açısından standarttır.

SONUÇLAR ve TARTIŞMA

Bu çalışmada, arayüzeyin hidroliz tepkimesindeki etkisini deneysel 

olarak ortaya koymak amacıyla (triolein/su) emülsiyonunda arayüzeye 

tutunan enzim miktarı ve hidroliz tepkimesinin hızı saptandı.Sabit enzim 

derişiminde (12.5 mg/1, protein olarak), başlangıç tepkime hızı ve arayüzeye 
tutunan enzim miktarının triolein derişimi ile değişimi Şekil- Vde 

görülmektedir. Tepkime hızı %0-1.0 triolein derişimi aralığında artmakta 

bu derişim aşıldıktan sonra azalmaktadır. Arayüzeye tutunan enzim 

sabit kalmaktadır. Arayüzeye tutunan enzimin oluşturduğumiktnn ise
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tepkime hızı (=yûzeıj hızı) ile toplam tepkime İra, arasında doğrusal bir 

ilişki olduğu saptanmıştır (Şe/cit-2). Toplam trloleln derişimi sabit 

tutulduğunda (%1 v/v), aynı ilişki farklı enzim derlşimlerinde de 

görülmekledir (Şefc(!-3). Arayüzeyde enzim derişiminin artışı ile bir enzim 

molekülü tarafından birim zamanda dönüştürülen tepkiyen molekülü 

sayısı (=enzlm etkinliği) yaklaşık sabit kalmaktadır.
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İMMOBİLİZE LİPAZLARLA ESTERİFİKASYON REAKSİYONLARI

Ayten SAĞIROĞLU *, Azmi TELEFONCU **

* Trakya Üniversitesi Fen-Edebiyat FakCıltesi Kimya Bölümü Biyokimya Anabilim Dalı 
Yırt Doç. Dr. EDİRNE

** Ege Üniversitesi Fen Fakültesi Kimya Bölümü Prof.Dr. Bornova- İZMİR

ESTERIFICATION reactions  with  immobilized  llpases

SUMMARY

İmmobilization of Lîpases from two diiferent sources was carried out by covalent
was trapped in a polimeric qelbonding with aqarose activated with CNBr. The product 

matrix with adsorption to cclite and macroporose Amberlit IRA-938 resin.

It was confirmed that immobilize lipases preparated by using the Amberlite IRA 938 
are most suitable biocatalysts of esteriiîcation reactions. In this reactions izovaleric acid with 
racemic and nonracemic pentanol izomerises wcre used as reactants. By immobilize Upases 
stereospecifıc esters were synthesized and thus resoluüon of rocemic alcohols wns achieved. 
and also nonracemic alcohols was obtained esteriiîcation.

ÖZET;

iki çeşit lipaz enzimi; CNBr ile aküve alilmiş aqamza kovalent br#anarak,^ 
amkl ve Bis'ten hamlanan polimer matrikse tutuklanarak Celite ve Ambcrkt IRA 938 

reçinesine adsorbsiyon yöntemiyle immobilize edildiler.

esterleşme gözlendi.

GİRİŞ

da enzimler bazı önemli avantaj an enzimlerinin spesifıtelen ve

(8.10,11,12), Özellikle esteraz ve nllerle eldesi zor ve pahah
selektivitelerinden yararlanarak digeı ımacıvla uygulanmaktadır (6.9).
°lan Ucan öneme sahip ürünlerin elde edılı ^ hassas spesifite ve

Serbest enzimleıih yumuşak koşullar g

Esteriiıkasyon;
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selektMteleri yanında, katalizlediği reaksiyonun hızını 1012 kat arttırılabilmesi 
cazip avantajlarıdır. Ancak uygulamada sudaki çözünürlükleri nedeniyle reak­
siyon ortamından ayrılma güçlüğü ve denatürasyon sorunları ortaya çıkar. Bunun 
için serbest enzimler yerine inert desteklere immobilize edilmiş enzimlerin kata- 
lizatör olarak kullanımı tercih edilmektedir.

Genellikle çift fazlı ortamda yapılan çalışmalardan birinde polietilen glikole 
(PEG) immobilize edilmiş Psendomonas Fragi lipazı ile terpen alkollerinin esterleri 
sentezlenirken, asitlerde karbon sayısınm artışı verimi arttırmaktadır (7). İki çeşit 
lipaz katalizatörlüğünde (±) sulcatolün esterifîkasyon yoluyla resolusyonunu da 
Thomas ve araştırma gurubu gerçekleş tinmiş tir( 13).

Lipazîar gliserin esterlerini hitrolizleyen enzimler olarak tanınırlar. En 
önemli özellikleri hidroliz tepkimelerini hidrofobik ara düzeylerde yüksek etkinlikle 
yürütebilmesidir. Bunu ilk kez Willstatter ve çalışma gurubunca belirlenmiştir 
(14). Yapılan araştırmalar sonunda lipazlann su içeriği düşük organik ortamlarda 
hidrolizin tersini yani esterleşmeyi gerçekleştirdiği tespit edilmiştir. Reaksiyon 
ortamı enzimin cinsine göre değişen, düşük su içerikli organik çözücüden oluşan 
çift fazlı sistem olup, su enzimi koruyan, reaksiyonu kolaylaştıran faktördür. Su 

içeriğinin artması reaksiyonun hidroliz lehine azalması, esterifikasyonun lehin 
olur(10,15). Ancak özellikle es teras aktivitesinin maksimum değerine organik 
ortamın su içeriğinin önceden optimizasyonu ile ulaşılabileceği unutmamalıdır.

Sentetik pyrethroidler insektisit olarak kullanılmakta olup, asıl insektısit 
aktiviteyi enantiomerlerden biri gösterir. Bir Japon araştırma gurubu enzimatik 

hidrolizle aktif enantiomeri ayırmayı baş armış tır( 16).

Değişik araştırma gurupları
transest^Hfikasyon(3T6). interesterifikaşyon(17,18), esterifîkasyon ve 
reaksiyonlarında başarıyla kullanılmışlardır(9,19).

Biz çalışmamızda Domuz pankreatik lipazı ve Candida Cylinracea lipazını, 
"'Amberlit IRA 938 reçinesine immobilize ederek Jzovalerik asitle beş çeşit pentanol 
izomeri arasındaki esterifîkasyon reaksiyonlarında katalizatör olarak kullandık, 
pasemik alkollerden optikçe aktif ester ve alkollerin sentezlendiğini belirledik. 
Diğer alkollerden de daha düşük oranda esterler sentezlendi.

DENEYSEL BÖLÜMr

materyal

tarafîndan immobilize lipazîar
hidroliz

İzomer pentanoller. izovalerik asit üpazlar agaroz, gum arabik. sodyum 
deokslkolat CNBr, Sigma Chem. Co.dan; sflikajel 60 HF, Folin belirteci, TUmj 
amid, Bis, Tween 85. İzo oktan. Meriç'ten: Amberllte IRA 938 AG. Rohman 

Haes’ten temin edildi.

Jena polarimetresi, Abbe refraktometresi, Quick fit mini destilasyon 
mlı pH_stat Shimatzu IR-400 spektofotometesi analizler için kuüanılan aleüeraır.

takı-
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yÖNTEM

Candlda .Cylindracea llpazı (CCL) ve domuz pankreatik llpazı (PPL) dört 
ayn desteğe sırasıyla kovalest bağlanarak, tutuklanarak ve adsorbsiyonla 
immobilize edildiler. Her birinin protein içeriği, hidrolaz ve esteraz aktiviteleri 

' belirlendi. Sonuçlar tablo 1. l’de görülmektedir.

preperatlann protein içeriği Lowıy yöntemi ile, hidrolaz aktivitesi, 
zeytinyağı substratına karşı pH-statta 0.01 N NaOH sarfiyatından hesaplandı. 
Esteraz aktivitesi fosfat tamponuyla (0.1 M pH: 7.4) doygun izovalerik asit ve 
n-butanolun (v/v) 3:2 oranındaki kanşımına hazırlanan immobilize enzimler 
eklenerek 37°C de 16 saat çalkalandı. Reaksiyon karışımının gaz kromatografik 
analiz sonuçlarından hesaplandı.

Tablo 1.1 immobilize Lipazlann karakterizasyonu

Esteraz Ak. 
U/mg

Hidrolaz Ak. 
37°C pH:9 U/mg

Protein içeriği 
mg/g (enz-taş)

LipazTaşıyıcı

2.4x1 O*4 0.0224.4PPLCNBrK agaroz

Akrilamid
B5Polemini

0.38457.9CCL

b
0.5219.6CCLCelit

0.0453.08473PPLAmberlit 
IRA 938

0.0520.49330CCL

a) Polimerin jelleş meşinden dolayı ölçülemedi.

b) Celiten enzimin kaçışı fazlalığından ölçülemedi.

İzovalerik asit der. NaOH Üe tuz yapılarak çekileli, naıaı y 

frakstyonlu destilasyonla aynldı.

Ürünlerin çevirme açdarı Jena belirlendi,
refraktometresiyle ölçüldü. Kaynama noktal . üe sillkajeı 60 HF
Ürünlerin diğer analizleri, ince tebaka^ kromato©aflçözücü sisteml ve 0/6 

adsorbanı, petrol eteri; dieületen O.aseük . ' kükıularak yapddı. İnfrared

Sonuçlar Tablo 1.2’de gösterilmiştir.
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TARTIŞMA VE SONUÇLAR

Lipazlann dört ayn desteğe üç değişik yöntemle immobillzasyonlan 
sonunda elde edilen preparatlardan Tablo 1.1'de görüldüğü gibi Amberlit IRA 938 
jjnmobilize edilen lipazlann her ikiside hidrolaz hemde esteraz aktiviteleri 
bakımından, hidroliz, esterilıkasyon, transesterifikasyon, interesteriflkasyon 
^aksiyonlarında biyokatalizatör olarak başarıyla kullanılabileceği belirlendi. Celite 
immobilize llpazda hem protein içeriği hemde hidrolaz aktivitesi yeterli bulunduğu 
halde enzim taşıyıcı zayıf adsorbsiyon bağı nedeniyle reaksiyon ortamına 
taşıyıcıdan enzim kaçışı yüksek bulunduğundan kullanılmadı.

Esterillkasyon reaksiyonlarında immobilize CCL ve PPL’ın her ikisi de 
tatminkar katalitik aktMte gösterdiler. İzomer pentanollerde esterleşme oram 
bakımından önemli bir fark gözlenmedi. Neopentil alkolde her iki lipaz varlığında 
esterleşme en düşük oranda bulundu. Bu sonuçlar literatür değerleriyle 
uyumludur(4).

Sonuç olarak görüldü ki immobilize CCL ve PPL enzimlerinde düşük sulu 
organik ortamda esterifikasyon reaksiyonlarında başarıyla biyokatalizatör olarak 
kullanılabilirler. Eğer optikçe aktif alkoller kullanılıyorsa bunların en antimerlerine 
spesifik olarak etkileyip resolusyona uğratır, enantiomer alkol ve stereospesifik 
ester sentezi gerçekleştirilebilir. Böylece gelecekte pahalı ve yetersiz kiral madde 
sıkıntısına alternatif bir çare olduğu gibi çoğu ekonomik olmayan organik 
sentezlerin, daha kolay koşullarda düşük maliyetle yapılması mümkündür.
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SUBSTRATE SPECİFİTY OF POLYPHENOL OXIDASEISOLATED KROM DOG-ROSE

SUMMARY

This study was done to define substrates for polyphenol oîddase (PFO) which is 
isolated frorp dog-rose. For this reason, optimum pH and optimum temperature 
conditions were determined to define and values for

done in 5 different substrates concentrations in 
found for catechol. 4-methyl catechol, L-dopa,

dopamine, gallic acid, pyrogallol, L-tyrosine, and p-cresol :7,41x1er3 M, 8,64x10'3 M,

6,06x10-4 M. 2.82xl°-3^2,64xWb3 ^2^°4^31*96, 45^42,tsf 111.11,

substrates.Activity measures were 
optimum conditions. Kj^ values were

respectively; and 
111,73, 142,85 and 40,00 AO.D. /mbanin. respeetively.

ÖZET
enziminin

Bu araştırmada kuşburnu meyvasından izole edilen P0^J^°g^strat jçin Ve 
substratlanmn belirlenmesine çalışılmam Bu amaçla. 8 ayn substmt çm

Optimum şartlarda 5 farklı substrat konsantrasyonun^ ç ^
değerleri katekol, 4-metil katekol, L-dopa , dopandn, galUUt asi*

2.79xl0-3 M, 8,27x10-4 M ve 8,63x10 M.V t q  /ml.dakolarakbulundu. 
431,96,45,45, 42,48, 111,11. 111,73, 142.85 ve 40,

V

GİRİŞ
, Türkiye'nin Doğu Anadolu 

Kuşburnu meyvası (^osa dıunalısj>• lan> diğer türlere göre daha
Bölgesinde bol miktarda yetişir. Bu türün yv yf marmelat yapımında
ftli ve daha büyüktür. Bu yüzden meyvasugUnQİ oksidaz enzimi (PFO)

(S"Î03hlf“çollf « g“' Ml««rnun,.r~.nJ
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karşılık bunların sadece bir bölümü PFO substratı olarak iş görürler. Değişik 
kaynaklı PFO’lar farklı fenolik substratlarla değişik aktivite gösterirler. 
Meyvalarda bulunan PFO’ların en önemli tabii substratlarmın katekinler. 
sinnamik asit esterleri , 3,4-dihidroksi fenilalanin (dopa) ve L-tirozin olduğu 
belirtilmiştir (2). b

PFO'ın substrat spesifikliği elmalarda , armutlarda , üzümlerde 
şeftalilerde, muzlarda, hurmalarda, mangolarda, kiwi meyvalarında ve 
patateslerde araştırılmıştır (1, 3,4,5,6)

Bu çalışmada, ilk defa tarafımızdan kuşburnu meyvasmda mevcut 
olduğu belirlenen PFO enzimi izole edilerek substrat spesifikliği incelendi.

DENEL BÖLÜM

Enzim Ekstraksiyonu

Kuşburnu meyvalan Atatürk Üniversitesi kampüsünde yetişkin haldeki 
bitkilerden Eylül ve Ekim aylarında toplanıldı ve incelemelerde kullanılıncaya
kadar 4°C'de depo edildi.

20 g kuşburnu meyvası 100 mİ % 0,5 polietilenglikol ve 10 mMıskorbik 
asit ihtiva eden 0,5 M fosfat tamponu (pH=7,3) içinde homojenize edildi.
Homojenat süzme işleminden sonra 48.000 xg 'de ^C'de 1 saat süreyle 
soğutmalı santrifüjle santrifüj edildi. Elde edilyen süpematant amonyum 
sülfatla % 80 doygunluğa getirilerek aynı şartlarda tekrar santrifüj edildi. 
Çökelek 5 mM fosfat tamponunda (pH=6,3) çözülerek aynı tampona karşı 3-4 
defa değiştirilmek suretiyle 24 saat süreyle diyaliz edildi. Bu ekstrakt enzim 
kaynağı olarak kullanıldı.

Değerlerinin

Substrat spesifikliklerinin belirlenmesi için yapılan PFO aktivite 
ölçümlerinde, spektrofotometrik metod kullanıldı ve absorbans ölçümleri 420 

’ nm dalga boyunda gerçekleştirildi (7). Aktivite ölçümü için 0,1 mİ enzim, 2,9 
mİ tampon+substrat çözeltisine (0,2M fosfat tamponu pH 5-7 aralığında; 
0.2M Tris tamponu pH 7-8,5 aralığında; 2,5-10 mM substrat 
konsantrasyonlarında) ilave edildi. 30 saniyelik zaman aralıklarında 
absorbans artışı kaydedildi. Aktivite birimi , 1 dakikada 0.001 absorbans 
artışına sebep olan enzim miktan olarak tarif edildi.

PFO'nun 8 farklı substratı için optimum pH ve sıcaklık belirlenerek bu 
şartlarda en az 5 farklı substrat konsantrasyonu için aktiviteler bulundu. 
Lineweaver-Burk grafikleri yoluyla ve Vmax değerleri hesaplandı.

Polifenol Oksidaz Aktivitesi Ölçümü; K^j 
Tesbiti

Vmaxve

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Kuşburnu PFO enziminin 8 farklı substratı İçin optimum pH, sıcaklık, 
KM ve Vmax değerleri Tablo l'de gösterilmiştir.

Sonuçlar incelendiğinde bu çalışmada kullanılan kuşburnu 
meyvasından izole edilen polifenol oksidazın, düşük sıcaklıklarda 
monohidroksifenollere göre dihidroksifenoller üzerinde daha etkili oldukları 
anlaşılmaktadır. Monohidroksifenoller üzerinde ise yüksek sıcaklıklarda 
etkilidir. Literatürde monohidroksifenoller için enzimin düşük sıcaklıklarda 

olmadığı belirtilmiştir. Ancak yüksek sıcaklıklarda çahŞ^f 
yapılmamıştır. Çalışmamızda kullandığımız suDstratlardandlhidrokslfenollenn
optimum pH'lannın 8'in üstünde, monohidroksifenollerin ise 7’nin aKın<* ^ 
oldukları tesbit edilmiştir. Vamos-Vigyazo derleme makalesinde oirçoK. 
meyvalarda PFO'nun en aktif olduğu pH kesrinin 4-7,3 arasında olduğu, 
yalnız yabani havuç kökünde L-dopa substratına karşı 8,6 olduğunu 
belirtmiştir (2). Kuşburnudan izole ettiğimiz PFO için bulduğumuz değe 
farklılık arzetmektedir. Kuşburnu PFO enziminin çalışılan substratlar içina

fazla etkili
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Tablo 1. Kuşburnu polifenol oksidaz enziminin substrat spesifitesi ile ilgili 
bulunan sonuçlar.

Optimum Optimum

sıcaklık°Cİ

Substrat % vmax
(A O.D./ mbcdak)PH (M)

7,41x10'38,5 25Katekol 41,66

8,64x10 “34-Metil katekol 8,5 431,9620

6,06xl0-4 45,45458,0L-Dopa

2,82x10-3 42.48458,5Dopamin

2,64x10"3 111,11358.8Gallik asit

2,79x10-3 111,73157.0Pirogallol

8,27x10 "4 142,85657,0L-Tirozin

8,63xl0“5 40,00605,0p-Kresol
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Adil DENİZLİ ve Erhan PİŞKİN

Hacettepe Üniversitesi, Kimya Mühendisliğe Bölümü, Bey tepe, Ankara

CELL ADHESIVE PROTEİN 8 COLLAGEN AND FIBRONECTINIMMOBIUZATION ONTO POROUS 
PHEMA BEADS

SUMMARY

In the present study. celi adhesive protelns, namely collagen and fibroneetin adsorptlon onto 
PHEMA hvarocels was investlgated. HydrophUlc PHEMA particles about 250 um In 
n?eoared ybV a Phase InversiSn polyıfıeri^tion technioue. İn order to reach porous polymeric 
ESre mıtanol was used as poVe iormer. The porous PHEMA mlcrocarricra were ^at^ ty the

was measured by the spectrophotometrlcally.

ÖZET

Bu çalışmada, hücre yap.ştmc^
Immoblllzasyonu ince enmiştir. Hldrofllik PHEMA par t vaplya ulaşabilmek amacıyla
pollmerlzasyonu ile hazırlanmıştır.u Gözenek bir ^a^tır a^zenekll PHEfoA
bütanol. pollmerizasyonda (11.5) akttve edilmiştir. AkUvasyon
ESSSS^S^.Km^Mnv^rottn^mib,,Wu .ncCenm.şUr.

GİRİŞ

taşıyıcı veya enzim destek maddeleri °*araji dullanılan alt bölüm polimerik 

Hidrofllik polimerik biyomateryall ması nedeniyle pHEMA özel bir yer

kazanmaktadır. Bu çalışmada Mufler 11U2! tarafından geliştirilen faz

S»Cnk^'.-ÛCK«53S. *™«”f|£*P.au2S
PHEMA mikrotaşıyıcılar son za stemıerinde hücre taşıyıcı (P. pHEMA

ekstrakorporal yapay karaciğer deste* =dstem‘ n kapsamında ™^
olarak kullanılmaktadır l13’1 ^^'eristiklerini geW«da.^^ 
miktotaşıyıcılann hücre yaP19ruaf./^nektin ile PHEMA matriksm P 
yapıştırıcı proteinler collagen ve fibronekt 
spesifik etkileşimleri incelenmiştir.
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DENEL BÖLÜM

PHEMA PARTİKÜLLERİN HAZIRLANMASI

pHEMA partiküller. 2-hldroksieUlmetakrilat (HEMA) monoraerinin etilenglikol- 
dimetakrilat (EGDMA) ile çapraz bağlanma reaksiyonu sonucu hazırlanmıştır. Bu 
çalışmada Peppas ve Muller tarafından geliştirilen Kiremitçi tarafından modiftye edilen 
[171 "faz dönüşüm polimerizasyonu" kullanılmıştır. PHEMA partiküİlerin hazırlanmasında 
aşağıdaki yöntem izlenmiştin Monomer dağıtma ortamı olarak kullanılan MgO çözeltisi 
hazırlanmış ve pollmerlzasyon reaktöründe 70°C'da 500 devir/dakika (rpm) hızda 1 saat 
karıştırılmıştır. Başlatıcının (AIBN), monomer içinde çözülmesi ve çapraz bağlayıcı 
EGDMA eklenmesfyle hazırlanan kanşım uygun oranda bütanol ile karıştırılıp ortama 
polimerizasyon başlatılmış ve karıştırma hızı 400 rpm'e düşürülmüştür. Polimerizasyon 3 
saat 70°C’da sonraki 1 saat 90°C’da devam ettirilmiştir. Bu süre sonunda polimerizasyon 
tamamlanmış ve ortam 1 saat süreyle karıştırılarak soğutulmuştur. Polimerik partiküller 
2 N'lik HC1 ile safsızlıklar polimerik yapıdan uzaklaştırılmıştır. Polimerizasyon koşullan 
Çizelge l’de verilmiştir.

Çizelge 1. Faz Dönüşüm Polimerizasyon Koşullan.

Bileşen

HEMÂ~(mîj"
EGDMA (mİ) 
n-Bütanol (mİ)
Su (mİ)
AIBN (mg)
MgO (g)
Sıcaklık (°C)
Karıştırma Hızı (rpm)

I
IPHEMA

I
35

5

5
I

450

50

5.0 I

90
150

PHEMA PARTİKÜLLERİN CNBr AKTİVASYONU

Çalışmanın ilk bölümünde PHEMA partiküllerin yüzeyindeki hidroksil gruplan CNBr 
ile aktive edilerek yüzeyde proteinlerin bağlanabileceği aktif bölgeler yaratılmıştır. 
Aktivaşyonda izlenen yöntem şöyledir. PHEMA mikrotaşıyıcılar 500 mİ su ve 1000 mİ 0.1 
M NaHC03 ile yıkanır ve polimerik partiküllerin denge şişme değerine ulaşması için 1 
saat suda bekletilir. Aktivasyon reaktörüne CNBr çözeltisi (10 mg CNBr/ml) eklenir ve 2 M 
NaOH ile pH 11.5'e ayarlanır ve 10 dakika bu değerde sabit tutulur. Polimerik partiküller 
ortama eklenerek aktivasyon başlatılır. Kanştırma işlemi ise manyetik olarak 
gerçekleştirilir. Aktivasyon +4°C'da 60 dakika sürdürülür. Aktivasyon sonunda tepkimeye 
girmeyen CNBr ve tepkime yan ürünlerinin uzaklaştırılması için polimerik partiküller 
önce FeCl3 ve etanolamtn daha sonra soğuk su ve 0.1 M NaHCÜ3 He yıkanır.

COLLAGEN İMMOBİLİZASYONU

Collagen immobtlizasyon deneyleri kesikli sistemde gerçekleştirilmiştir, 
lmmobilizasyon reaktörü 200 mİ hacminde pyrex camdan yapılmış dıştan ceketli bir 
sistemdir. CNBr aktive polimerik partiküller collagen çözeltisi içeren reaktöre eklenerek 
lmmobilizasyon işlemi başlatılır. Ortam sıcaklığı, reaktör ceketinden sabit sıcaklıkta su 
dolaştırılarak sabit tutulur, lmmobilizasyon reaktöründeki collagen çözeltisi bir 
manyetik karıştırıcı ile 50 rpm sabit kanştırma hızında sürekli kanştırılmıştır, 
lmmobilizasyon deneyleri yapılan ön denemeler ışığında pH 9.5’ta NH4OH-NH4Cİ 
tamponda sisteminde gerçekleştirilmiştir. Başlangıç collagen konsantrasyonu 0.1-2 
mg/ml arasında değiştirilmiştir, lmmobilizasyon işlemi 20°C,da, 40 rpm karıştırma 
hızında 4 saat devam ettirilmiştir. Bu süre sonunda PHEMA taşıyıcıya immobilize olan 
collagen miktarı başlangıç ve son durum arasındaki azalma farkı UV spektrofotometre ile 
izlenerek (1: 230 nm) bulunmuştur.

I

l

I

I

I

238



FİBRONEKTİN İMMOBİLİZASYONU

(coHagen

Ssssas^.^ESsssrtJissî'iıss^^ eısî?’4ftS ■ssss
degiştlrilmlşür. Immobilizasyon işlemi 20OCda. 40 rpra karıştırma hızında 4 saat devam 
ettirilmiştir. Bu süre sonunda PHEMA taşıyıcıya bağlanan flbronekün miktan başlangıç 
ve son durum arasındaki azalma farkı UV spektrofotometre ile izlenerek (1: 220 nm) 
bulunmuştur.

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Bu bölümde, collagen ve fibronektin immobilizasyonuna collagen ve fibronektin 
başlangıç konsantrasyonunun etkilerinin araştırıldığı çalışmaların sonuçlan verilmiştir. 
pHEMA partiküllerin spesifik immoblllzasyon kapasitelerindin daha iyi 
değerlendirilmesi için pHEMA partiküllerin. collagen ve fibronektin non spesifik 
adsorpsiyon kapasiteleri de belirlenmiş ve sonuçlan tartışılmıştır.

COLLAGEN İMMOBİLİZASYONU

İdeal bir biyoselektif matrikste aranılan özelliklerin başında Ilgandın pollmerik 
yüzeye CNBr aktive edilmiş fonksiyonel gruplar üzerinden bağlanması istenir. Bu aktlve 
bölgeler dışmda polimeri yapıya ligand adsorpsiyonu non-spesifik etkileşim olarak 
adlandırılır ve ideal biyoadsorbanda istenmeyen bir özelliktir.

Şekil l'de pHEMA partiküllere spesifik ve non spesifik collagen adsorpsiyon 
kapasitelerinin collagen başlangıç konsantrasyonu İle değişimi verilmektedir. Görüldüğü 
gibi aktive edilmemiş pHEMA partiküllere non spesifik collagen adsorpsiyonu oldukça 
düşüktür. CNBr aktive pHEMA partiküllerde İse collagen immobilizasyonu collagen 
başlangıç konsantrasyonunun artması ile önce artmakta, 0.5 mg/ml değerinden sonra 
değişmeden sabit kalmaktadır. PHEMA partiküllere spesifik bağlanan collagenin sızma 
test deneyleri yapılmış ve pHEMA ile collagen arasındaki kovalent bağın kararlı olduğu 
belirlenmiştir.

0.8

CNBr Aktive pHEMA

0.6

Z
oj
X
o.

f 0.4

I
8

I
0.2 Aktive Edilmemiş pHEMA

-A-A-

3.ö2.60.0 2.01.51.00.5U.O
Konsantrasyonu (mg/ml) 

izotermleri.

Collagen

Collagen Adsorpsiyon

Şekil 2'de ise CNBr aktive pHEMA artması ile

1 saat *lnde lnjmoblUzasyon 

Vc bu süreden sonra değişmeden kalmaktadır.

Şekil 1.
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FİBRONEKTİN İMMOBİLİZASYONU

Şekil 3'de pHEMA partlküllere spesifik ve non spesifik fibronektin adsorpsiyon 
kapasitelerinin fibronektin başlangıç konsantrasyonu ile değişimi verilmektedir 
Görüldüğü gibi aktive edilmemiş pHEMA partlküllere non spesifik fibronektin 
adsorpsiyonu oldukça düşüktür. CNBr aktive pHEMA partiküllerde ise fibronektin 
Immobilizasyonu fibronektin başlangıç konsantrasyonunun artması İle önce artmakta 
100 pg/ml değerinden sonra değişmeden sabit kalmaktadır.

0.7

i0.6

< 0.5

2.

0.4

e

& 0.3jg

<3
M

0.2M
er

0.1 *

0.0
o 25 50 75 100 125 150 175 200

Immobilizasyon Zamanı (dakj

pHEMA Partiküllerde Collagen Immobilizasyon Hızlan.

Fibronektin Konsantrasyonu (mikrogram/ml)

Fibronektin Adsorpsiyon İzotermleri:

Şekil 4‘de ise CNBr aktive pHEMA partlküllere spesifik fibronektin Immobilizasyonu 
fonksiyonu olarak görülmektedir. Fibronektin konsantrasyonunun artması ile 

Immobilizasyon hızı artmaktadır. Yaklaşık 50 dakika İçinde Immobilizasyon 
tamamlanmakta ve bu süreden sonra değişmeden kalmaktadır.

Şekil 3.

zamanın
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MONODİSPERS POLİSTİREN PARTİKÜLLERLE FAGOSİTOZ
İNCELENMESİ

OLAYININ

Hakan AYHAN, S.Ali TUNCEL, Erhan PİŞKİN

Hacettepe Univ., Kimya Müh. Bölümü., Bey tepe, Ankara.

INVESTIGATION OF PHAGOCYTOSIS WITH MONODISPERSE POLYSTYRENE 
PARTICLES

SUMMARY

The phagocytlc behaviour of white blood cells and free macrophages were 
lnvestlgated by incubating the cells tögether wlth the monodisperse polymeric 
raicrospheres İn asceptlc condltions. Thef partide counting was performed in optical 
raicroscope to deterraine the average number of partlcles uptakcn by each celi. The 
phagocytlc response of raonocytes and neutrophüs decreased by increasing size of 
raicrospheres. No phagocylosis was detected İn basophüs, eosinophils and lymphocytes. 
The raodlflcatlon of polystyrene nıicrosphere surface by hydrophilic functlonal groups 

decrease in the number of partlcles uptaken by monocytes and neutrophüs.
the number of partlcles uptaken by monocytes and neutrophüs 

containing hyrophobic functlonal groups on their 
detected against albumln coated

polymeric microspheres. Fibronectin coating on the surface of 
microspheres resulted an increase İn the phagocytlc acthdty m to
neutrophlls orlglnated from opsonizaüon effect. slmüar s ^ ^
experiments conducted wlth peritoneal and lung macrophagesisolat^from ms^but
albumln coaüng on the polystyrene partlcles dld not suppress the phagocytlc response. 

corapletely.

ÖZET

caused a 
On the other hand.
lncreased when microspheres 
surfaces were used. No phagocytlc response was

Kan hücreleri ve serbest makrofaj hücreleri
amaçlayan bu çalışmada aseptik ^art ar qz  lşleml gerçekleştirilmiştir,
pollmerik mlkrokürelerle inkube ed Vardıraıvla partikül sayımı yapılarak
Hazırlanan preparatlarda optik mikros P ^ savıları bulunmuştur. 0.9-6.0
hücreler tarafından fagosite edilen ort ler kullanılarak, beyaz kan hücreleri
mm andığında raonodispers polistiren mlKro f ltoz yeteneğinin artan partikül 
ile yapüan çalışmada moııosit ve nötro e0sinofil ve lenfositlerde fagositoz
boyutu He azaldığı görülmüştür. Ias° ' hldroflllk gruplar ile modifikasyonu 
gözlenmemiştir. Polistiren partikül y neden olmuştur. Polistren parükül
nıonoslt ve nötroflllerde fagositozun azal hücre türünde fagositozu arttmıştır.
yüzeyine hldrofobik grupların takılması ise verüdi|inde monosit ve nötroflllerde
Polistiren partlküller alburaüı Üe kaP1^^ p0limerik partiküllerln kaplanması 
fagositoz gözlenmemiştir. Fibronekti da artış meydana gelmiştir. Kobaydan
sonucunda, opsonlük etki nedeniyle fagosi
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t-ltle edilen peritoııal ve akciğer nıakrofajlan ile yapılan çalışmalarda da benzer 
sonuçlar elde edilmiş, yalnız nıakrofajlarda fagositoz yeteneğinin albutnin paslvasvonu 
ile vok edilemediği gözlenmiştir.

GİRİŞ

Fagositoz olayı tek hücrelilerde bir beslenme şekli olarak 
düşünülebilir. Ancak çok hücreli canlılarda fagositoz yabancı. , , v«ya artık
cismi yok etmeye yönelik genellikle bir savunma mekanizması olarak 
değerlendirilir. Kandaki akyuvar hücrelerinden nötrofiller, monosltlcr, kan 
kökenli serbest makrofaj hücreleri ve dokularda bulunan, 
ReiiküIoendoLelialsistem (RES) hücreleri fagositoz kabiliyetine sahiptir. 
Monodispers polimerik mlkroküreler, biyotıp mühendisliği, 
mikroelektronik. ve iletişim endüstrisinde önemli bir kullanım 
potansiyeline sahiptir [İJ. Monodispers polimerik mlkroküreler eşdeğer 
boyda çok düzgün küreler olmaları nedeniyle, özellikle biyotıp 
mühendisliğinde ve biyomedlkal teknolojide diagnostik test kitlerlnde, 
enzim ve hücre immobilizasyonunda ve organ görüntülenmesinde destek 
maLeryali olarak kullanılmaktadır (2-5]. Fagositoz olayının İncelenmesi 
amacıyla da bu tür polimerik partiküllerin kullanılabileceği gösterilmiştir. 
Bu araştırmada izleyici olarak kullanılan monodispers polimerik 
partiküllerin boy ve yüzey özellikleri değiştirilerek beyaz kan hücreleri ve 
makrofajlann bu değişimlere verdikleri fagositoz cevabı incelenmiştir.

DENBL BÖLÜM

Mlkmİriirp Harırlnmn

Yukarıda belirtilen amaç çerçevesinde tablo l'de verilen reçeteler 
ile monodispers polistiren (PS) mlkroküreler üretilmiş ve mikroküre 
yüzeyleri kimyasal olarak amino, karboksil ve hidroksil grupları takılarak 
modifiye edilmiştir.

Tablo 1. PS mikrokürelerin üretim reçeteleri.

PS PS/OH İPS/CO( 2
AIBN(g)
Stiren(ml) 
İzopropanol(ml) 180 
Su(ml)
PAA(g)
Sıcaklık(°C) 75

Zaman(saat) 24
Kans. Hızıfrpm) 150

0.28 PS lateks 
Su (mİ)
Stlren (mİ) 
HEMA (mİ) 
Akrilik asit(ml) 
DMAEMA(ml) 
AIBN (g)

220 220220
40 100 100100

2.0 2.02.0 I
20 4.0
3.0

5.0

4.0
0.12 0.120.12

Üretilen bu mlkroküreler, albümin ve flbrinojen ile kaplanarak biyolojik 
olarak da modifiye edilmiş ve bu yolla fagositoz olayının pasivaşyonu veye 
opsonizasyonu amaçlanmıştır.

244

A



j^gOfflto^çplıyniMİftn; Akyuvar hücrelerinden monosit ve nötrofll hücreleri 
insan kanından elde edilmiştir. Önce İnsandan alınan 
olmaması amacıyla heparinli tüpe aktarılır ve 37°C deki su banyosunda 
steril olarak beklemeye alınır. Daha sonra deney tüplerine 0.25 mİ kan 
alınır ve üzerine 10 pl latex İlave edilerek karışım homojenize edilerek 20° 
dakika 37&C'de inkübasyona bırakılır, lnkübasyon tamamlanmasından 
sonra lamlara yayma İşlemi yapılarak preparatlar yaklaşık bir saat havada 
kurumaya bırakılır. Kuruyan preparatlar, üzerlerinde hücre flksasyonunu 
sağlamak İçin metanolde en az bir saat bekletilir. Fiksasyonu 
tamamlanmış olan preparatlar, hücrelerin stoplazmalarının boyanması İçin 
JENNER boyar maddesi ile 10 dakika , daha sonra da çekirdeklerinin 
boyanması için GlEMSA boyar maddesi ile en az 30 dakika etkileştirilir. 
Boyama İşlemi tamamlanan preparatlar önce %70'lik metanol veya etanolde 
1-1.5 saat bekletilir, sonra da absolu metanol veya etanolde yine 1-1.5 
saat kadar muamele edilirler, daha sonra fiksasyonu tamamlanmış 
preparatlar üzerine kanada balzamı veya gliserin konur, lamellenir, ve 
mikroskopik sayım yapılmak üzere hazırlanır.
Seıbest Makrofaj hücrelerinin izolasyon yöntemi : Makrofajlar kobayların 
akciğer ve periton kavitelerinin lavajıyla izole edilmiştir. Peritoneal 
makrofajiann aktif olarak eldesi için kobaylar kuyruktan uyutulmuşlardır. 
Kobayın kanı toplardamar kesimi yöntemiyle boşaltılmıştır. Deneyler, 37°C 
deki sıcaksu banyosunda bekletilen EDTA (%0.2 0.15 İM tuz pH:7.4] 
çözeltisinden bir enjektör içine 3 cc kadar alınır ve trakeden akciğere 
verilir. 5 dakika sonra geri çekilerek akciğer lavajı yapılır bu 5»kez 
tekrarlanır. Peritoneal makrofajiann elde yöntemi de aynı prosedürle 
gerçekleştirilir, ancak lavaj periton boşluğuna yapılır.Alınan makrofajlar 
20 dakika 4000 rpm' de santrifüj edilir, ve çözeltisi atılır. Daha sonra 
HBSS (Hank's Balans Şaline Solutlon) çözeltisi He dört-beş kez yıkanır 

son yıkama suyu yarım hacim bırakılır. Böylece “ R,
izole edilmiş olurlar. Elde edilen makrofajiara canhhk tesü ^ypan Blu 
" boyar maddesi İle yapılır. Boyama İşleminden sonra boyanabllen hücre er

Sİ'. p0^"“,ee,nSl.“ « “•

kan. hemollz

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

ı -V, ,.r.rı cfıresinin 20 dakika olarak tespit 
Yapılan çalışmada ln^ubas^ f la sürelerde hücrelerin fagositozu 

edilmesinin nedeni, tu sureden “ a „lw„,„ mm ol™»

.Ld. sr'Sîû s
zaman yetersiz gelmiş ve fagositoz o ayı boyut-a karar verilmesinin 
Şekilde gözlenememiştlr. Çalışmada • P ^ boyut olmasıdır. Boyut 
nedeni hücre karakterizasyonu için e Ve 6 0 um boyutta neredeyse 
artükça fagositoz olayının etkinliği , ekll i’deki grafikle
hiç görülmez bir hal almaktadır, bu oıg

görülmektedir.
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Fagositozda yüzey kimyasının etkisi önemlidir. Vücut savunma 
mekanizmasında görevli olan bu hücreler, genellikle negatif yüke sahip 
olduklarından, karşılaştıkları yabancı mikrokürelerin taşıdığı kimyasal 
yükün olayda önemli olduğu açıktır. Kullanılan kimyasal olarak modlfiye 
edilmiş fonksiyonel gruplu mikroküreler, bu olayı doğrulamıştır. Amlno 
fonksiyonel gruplu (PS-NH2) mikroküreler yüzeye pozitif karakter 
kazandırdıkları için bu mikrokürelerin fagositozu çok sayıda olmuş, 
karboksil fonksiyonel gruplu (PS-COOH) mikroküreler yüzeye negatif 
karakter kazandırdıkları için bunlar ise diğerlerine göre çok daha az 
fagosite edilmişlerdir. Hidroksil fonksiyonel gruplu (PS-OH) mikroküreler 
ise hidrofobik karaktere sahip PS mlkrokürelerine karşı hidrofillsitenin 
etkisini bize izlemek imkanını vermiştir. Bu durumda gözlenen ise 
fagositozun bariz bir değişikliğe uğramadığıdır.Bunun sebebi PS-OH 
mikrokürelerde yüzeye bağlanan olan OH gruplarının aralarında 
boşlukların bulunmasındandır. Hidrofllisite etkisinin daha iyi 
gözlenebilmesi amacıyla PS-PVA kaplanmış ve PS-PEO kaplanmış 
mikrokürelerle yapılan deneylerde yüzeyde sağlanan hidrofilisitenin etkisi 
daha net olarak görülebilmiştir. Hidrofilisitenin artması fagositozu bariz bir 
şekilde azaltmaktadır. Bütün bu sonuçlar şekil 2' de verilmektedir.

PS mikroküreler biyolojik olarakta modlfiye edilip fagositoz olayı 
incelenmiştir. Bu grup deneyler yüzeyi biyolojik olarak BSA İle modlfiye . 
edilen mikrokürelerin fagosite edilmediğini göstermiştir. Bu da fagositoz 
olayının doğasını doğrulamaktadır. Fagositoz yeteneğine sahip olan vücut 
hücrelerinin büyük bir seçiciliğe sahip olduğu bilindiğine göre, vücut için 
yabancı olmayan bir partikülü tanımamakta ve fagosite etmemektedirler. 
BSA ile kaplanan PS mikrokürelerde, -fonksiyonel grup içersinler veya 
içermesinler -fagositoz sıfır olarak gözlenmiştir. Bu olay benzer şekilde 
çalışılan makrofaj hücrelerinde de gözlenebilmlştir. Aynca Fibronectin (Fn) 
İle yapılan biyolojik modifikasyonda ise opsonitik etki (fagositozun artışını 
sağlayan etki) bariz bir şekilde görülebilmiştir. Yine bunlara ilişkin 
sonuçlar şekil2’de verilmektedir. Makrofajlarla yapılan deneysel çalışmalar 
da, kan hücreleri İle benzer sonuçlar vermiştir. Mikroküre boyutunun 
artması ile fagositoz da belirgin azalma gözlenmektedir.
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Şekil 1- PS mikrokürelerle, monosit ve nötrofll hücrelerindeki fagositoz 
olayında mikroküre boyut etkisi.
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Şekil 2. Fonksiyonel grup İçeren PS Mlkrokürelerln fagositoz olayına 
etkisi.

â ■i

10
SS « *'*10 -
so o.v

Yüzeyleri kimyasal olarak modlflye edilmiş mlkrokürelerle yapılan 
deneylerin sonuçlan da kan hücrelerinlnklne benzerdir. Dikkate değer 
olan, biyolojik olarak modlflye edilen monodlsperse PS/BSA ralkroküreler 
İle yapılan deneylerde fagositozun bariz bir şekilde azalması, fakat sıfır 
olmamsıdır. Bu, kan hücreleri He makrofaj hücreleri arasındaki, fagositoz

farklılıklardanolayının temel oluşum mekanizmasındaki 
kaynaklanmaktadır. Makrofaj hücrelerinin gerçekleştirdiği fagositoz olayı 
kan hücrelerine göre daha kompeks olaylar zincirini İçermektedir. Bu 
sonuç kan hücrelerinde olduğu gibi fagositozun spesifik bir tanıma 
İşlemiyle gerçekleştiğini bir kez daha kanıtlamakta ve bu araştırmayla 
makrofaj hücrelerinin vücut savunmasına ne zaman ve nasıl katıldıkları 
hakkında kan hücrelerinden farklılık gösterdiklerini ortaya koymaktadır. 
Makrofaj hücrelerinde mikroküre boyut ve biyolojik modifikasyon etkisi 
Şekil 3 ve 4'de, Yüzeyleri kimyasal olarak modlflye edilmiş mlkrokürelerln 
etkisi şekil 5'de verilmektedir. Çalışmada kullanılan pollstiren bazlı 
mlkroküreler biyoparçalanabilr özelliğe sahip olmadıklarından doku ve 
kanla temas gerektiren^ uygulamalarda kullanılmaları sakıncalıdır.
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boyut ve biyolojik modifikasyon

a. Perltoneal Makrofaj hücrelerinde
etkisi.
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Ancak boy ve yüzey özelliklerinin kolay değiştirilebilir olması 
nedeniyle fagositoz mekanizmasının aydınlatılmasında 
kullanılabilirler. Blyomedikal uygulamalarda kullanılan

amaca bağlı olarak fagosite edilmeleri veya edilmemeleri 
istenebilir. Buna bağlı olarak kanda serbest olarak dolaşıp, kan dolaşım 

sistemindeki bir hastalığın teşhisi ve/veya tedavisi için kullanılabilirler 

veya dokulardaki makrofaj hücreleri tarafından tutulup lokal hastalıkların 
teşhisi vc/veya tedavisi amacı için kullanılabilirler.
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Şekil 4. Akciğer Makrofaj hücrelerinde boyut ve biyolojik modifikasyon 
etkisi.
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Şekil 5. Makrofajlarda fonksiyonel grup etkisi
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CIBACRON BLUE F3GA BAĞLI MONODİSPERS POLİSTİREN 

MİKROTAŞIYICILARm AFİNİTE PERFORMANSLARININ BELİRLENMESİ

A. DENİZLİ. A. TUNCEL, D. PURVIS*. C.R. LOVVE*. E. PİŞKİN

°P aBACR0N BUJE ATTACHED
SUMMARY

In thls study. albumln adsorptlon onto Cibacron Blue F3GA attachcd monodisperse composlte 
mlcrospheres was lnvestlgated. Polystyrene (PS) was selected as the base support material. 
Monodisperse PS mlcrospheres 4 pm İn size were produced by phase lnverslon polymerlzation of 
styrene carrled out İn ethanol-methoxy ethanol medlum. İn order to prevent non-speciflc 
Interactions between hydrophoblc polystyrene surface and albumln molecule. a hydrophlllc layer. 
namely polyvlnylalcohol (PVA). was coated on the surface of polystyrene mlcrospheres. PVA was 
deposltea onto the polystyrene mlcrospheres by a slmple adsorptlon process İn an aqueous medlum 
contalnlng dlfFerent salts (NaCI: Na2S04. CaCl2) and then cross-llnked chemlcally on the surface. 
Cibacron Blue F3GA was attachcd to the hydrophlllc layer present on the PS surface by treatlng the 
dye and composlte mlcrospheres İn an aaueous alkaline medlum. Normal PS latex. PVA coated 
latex and Cibacron Blue F3GA attachea latex were used as sorbent İn albumln adsorptlon 
experlments performed İn buffer medla contalnlng NaCI at dlfferent lonlc strengths.

ÖZET

jfsg-pfggiiaşfp
PS yüzeyine kaplanan pollvinllalkol. teraftalaldehlt kullanılarak yüzeydeçaprazbaghnmntın

»p\Wûpfa^.fr“s. ssa*.latcks ,art ,ç,n
GİRİŞ

Biyolojik moleküllerin, özellikle proteinlerin s^aştıntaas, lçln çok deglşlk 
yöntemler İleriye sürülmüş, avantaj ve dezavantajları “f ratürde ayrmtıhoterak 
tert.şdm.şt.r IH. Blyomoleküllerin
blvni lyÖntem biyoafirüte uf °^rffa™ taküı oUu|u blTOsorbentler kullandır.

™ ayırma İşlemleriyle ön ayırmaya ‘"nI®Slş hemde blyo^orbentln

tekniğine
Bu çalışmada değerlendirilen Dye AfTlnlte y Jar ugand olarak kullanılmaktadır 

alternatif olarak biyoligandlann yerine no^nik ooy mine kazandırdığı en önemli

Biyolojik kökenli llgandlaragöre kararlılıklanson derecey 
b°yalar zamanla biyolojik aktivitelerini yiürmezler.
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Albumln kan plazmasında en yüksek konsantrasyonda bulunan, bir çok metabollk 
reaksiyona katılan önemli bir proteindir. Bu protein tıpta değişik amaçlarla en fazla 
kullanılan, bu nedenle saflaştırılma işlemlerinde üzerinde en çok durulan proteindir. Bu 
gerekçeyle, sunulan araştırmada da örnek protein olarak seçilmiştir. Bu çalışmada, faz 
dönüşüm polimerizaşyonu yöntemiyle sentezlenen polistiren lateksler, serum değiştirme 
yöntemiyle ve iyon değiştirici reçineler kullanılarak dönüşmeyen monomer ve yüzey 
safsızhklardan arındırılmıştır. Kromatograflk taşıyıcılarda aranılan en önemli özellik, 
taşıyıcı-biyolojik çevre etkileşimi (kan, plazma veya vücut sıvıları) sonucu non-spesifik 
etkileşimlerin m im im um olmasıdır. Bu etkileşimlerin minimum olması için polimerik 
taşıyıcı yüzeyinin hidrofllik olması gerekmektedir. Bu amaçla hidrofoblk karakterli PS 
lateks yüzeyi hidrofllik polivinilalkol ile kaplanarak hidrofUize edilmiştir. PS yüzeyine 
kaplanan polivinilalkol, teraftalaldehit kullanılarak yüzeyde çapraz bağlanmıştır. 
Cibacron Blue F3GA llgand olarak kullanılmıştır. PS lateks yüzeyine BSA adsorpsiyonu 
herbir lateks türü için (normal PS, PVA kaplanmış PS, Cibacron Blue F3GA bağlı PS) 
incelenmiştir.

DENEL BÖLÜM

MONODISPERS POLİSTİREN PARTİKÜLLERİN HAZIRLANMASI

Monodispers polistiren partiküllerin hazırlanmasında şu yöntem İzlenmiştir: Etil 
alkol/su içeren dağıtma ortamı hazırlanır. Stabilizör olarak kullanılan PAA, dağıtma 
ortamı içerisinde çözülür. Monomer fazı başlatıcı olarak kullanılan AIBN'nin stirende 
çözünmesi ile hazırlanır. Stiren/dağıtma ortamı karıştırılarak çözelti polimerizasyon 
reaktörüne beslenir. Isıtma programı ve karıştırma başlatılır. Bu işlemi takiben 
reaktörden sabit basınç ve akış hızında azot gazı geçirilerek reaktör ortamının 
oksijenden arındırılması sağlanır. Polimerizasyon, 250 rpm karıştırma hızı ve 70°C 
sıcaJdık aralığında ısıtma programı uygulanarak gerçekleştirilir. Polimerizasyona 
monomer dönüşümü tamamlanana kadar (24 saat) devam edilir. Reaksiyon süresi 
sonunda, monodispers polistiren partiküİleri içeren lateks reaktörden alınarak 
soğumaya bırakılır. Lateks önce 3 kez serum değiştirilerek, sonra bir kez iyon 
değiştiriciyle etkileştirilerek temizlenir [41. Polimerizasyon koşullan Çizelge l'de 
verilmiştir.

Çizelge 1. Monodispers PS Lateksin Polimerizasyon Koşullan.

AİBN (gj 
Stiren (mİ)
Etanol (mİ)
2-metoksietanol (mİ)
PAA (g)
Sıcaklık (°C) ve zaman (saat)
Kanştırma hızı (rpm)

0.75

35
100
100
3.5
75°C 16 saat. 80°C. 8 saat
250

PS LATEKSE PVA ADSORPSİYONU VE ÇAPRAZ BAĞLANMASI

Hidrofoblk PS yüzeyini hldrofilize etmek amacıyla basit adsorpsiyon yöntemiyle 
kesikli sistemde PVA ile kaplanmıştır. PVA adsorpsiyon deneylerinde 14.000 MA sahip 
PVA kullanılmıştır. Maksimum PVA adsorpsiyonuna ulaşabilmek amacıyla üç farklı tuz 
(NaCl. CaCİ2. Na2S04) ortamında üç farklı iyonik güç düzeyinde çalışılmıştır (0.05, 0.1. 
0.2) Adsorpstyonda İzlenen yöntem kısaca şöyledir. Uygun miktarda PVA 25 mİ damıtık 
suda çözülür ve ortamın iyonik gücü uygun miktarda tuz kullanılarak ayarlanır. 
Hazırlanan PVA çözeltisine belirli miktarda PS lateks eklenerek adsorpsiyon başlatılır. 
Adsorpsiyon ortamı 200 rpm kanştırma hızı ve oda sıcaklığında 2 saat devam 
ettirilmiştir. Bu süre sonunda adsorpsiyon ortam mdan örnek alınarak santrifüjlerim iş ve 

fazdaki PVA miktarındaki azalma KI/I2 yöntemine göre spektrofotometrik olaraK

^^FVA adsorpsiyon deneyleri ile belirlenen maksimum adsorpsiyon koşullarında (1400 
mg PVA/1, 0.2 M Na2S04) çapraz bağlanma deneyleri gerçekleştirilmiştir. ÇaPr^ 
bağlayıcı olarak teraftalaldehit kullanılmıştır. PVA adsorpsiyonu 1400 mg PVA/1. 0.2 M 
Na2SÜ4 koşullarında 2 saat devam ettirildikten sonra ortam konsantrasyonu HCİ ile O.i 
M olacak şekilde ayarlanmıştır. Çapraz bağlayıcı teraftalaldehit (10 mg) damıtık sıvıda (10 
mİ) çözülmüş ve çapraz bağlanma ortamına eklenmiştir. Çapraz bağlanma .işlemi

sıvı
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rpm karıştırma hızında ve oda sıcaklığında 48 saat devam 
çapraz bağlanma ortam sıcaklığı 80°C’a yükseltilerek 
rpm'de 4 saat daha sürdürülmüştür.

PVA KAPLANMIŞ PS LATEKSE CİBACRON BLUE F3GA 
BAĞLANMASI

blue F3GA bağlanması, sızdırmaz bir sistemde 80°C'da 400 rpm'de 4 saat devam ettirilir. 
Bu süre sonunda lateks ortamdan filtrasyonla aynlır ve birkaç kez yıkanır.

MONODİSPERS POLİSTİREN PARTİKÜLLERDE ALBUMİN ADSORPSİYONU

Bu çalışmada üretilen monodispers hidrofobik polistiren mikrokürelerden afinlte 
kromatograflsinde kullanılmak üzere seçici sorbent üretimi planlanmaktadır. Bu 
amaçla. PS m ikrokü relerin yüzeyi öncelikle hldroflllk PVA İle kaplanarak hidroftlize ve 
derlvatize edilmiş daha sonra albumine ilgisi ve seçiciliği yüksek olan Cibacron Blue 
F3GA takılarak albumine seçici sorbent hazırlanması amaçlanmıştır.

Bu gruptaki denge adsorpsiyon deneylerinde, farklı konsantrasyonlarda albumin 
İçeren çözeltilerdeki adsorpsiyon incelenmiştir. Bu amaçla, önce 0.5-7.00 mg/ml 
aralığında albumin İçeren sulu çözeltiler hazırlarım ıştır. Bu çözeltilerin pH'ı. asetat 
(CH3COONa/CH3COOH; pH 5.0) tamponu kullanılarak ayarlanmıştır. Ortamın iyonik 
gücü NaCl ile ayarlanmış ve protein adsorpsiyonuna etkisinin belirlenebilmesi için, iki 
farklı iyonik güçte çalışılmıştır (0.01, 0.1). Albumin adsorpsiyonuna pH'm etkisini 
gözlemek amacıyla yapılan deneylerde 5 farklı pH’de (pH 4-8) çalışılmıştır. Adsorpsiyon 
ortamının pH'ı (pH: 4-6 CH3COONa/CH3COOH; pH: 7 fosfat K2HPO4/KH2PO4; pH: 8 
amonyum NH4OH/ NH4CI) tampon sistemleri kullanılarak ayarlanmıştır. Deneyler oda 
sıcaklığında (20°C) yürütülmüştür, istenilen başlangıç konsantrasyonunda albumin 
içeren, pH'ı ve iyonik gücü istenilen değerlere ayarlanmış 25 mİ çözeltiye, santrifüjleme 
yoluyla serumundan aynlan 0.2 gram PS partikül ilave edilerek adsorpsiyon 
incelenmiştir. Çözelti, manyetik karıştırıcı ile sabit karıştırma hızı 20 rpm'de sürekli 
olarak karıştırılarak, adsorpsiyon dengesinin kurulması sağlanmıştır. Adsorpsiyon 
denge süresi 2 saat olarak seçilmiştir. Bu süre sonunda çözeltiden alınan örneklerden 
santrifüjle polimerik partiküller aynlmış. kalan çözeltide albumin denge konsantrasyonu 
bir UV-Spektrofotometre (Hitachi. Model 230. Japonya) Üe ölçülmüştür.

Deneylerinde normal PS lateks. PVA kaplanmış PS lateks ve PVA kaplanmış- 
Cibacron Blue F3GA takılmış PS lateksin albumin adsorpsiyon kapasiteleri 
belirlenmiştir.

SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

LATEKSLERİN KARAKTERİZASYONU

«sssıs; ;*
fotoğrafı Şekil l'de verilmiştir.

ettirilmiştir. Bu süre sonunda 
sızdırmaz bir sistemde ve 400



PS partlküllerin yüzeyinde çapraz bağlanmadan sonraki PVA’nm varlığı IR 
spektroskopisl İle belirlenmiştir. Normal PS ve PVA kaplanmış PS lateksler İyice damıtık 
su 1le yıkanıp kurutulduktan sonra IR spektrumlan alınmıştır. Bu latekslerln IR 
spektrumlan Şekil 2*de verilmiştir. Şekil 2'den de görüldüğü gibi 3500 cm"* ’deki pik 
pollmerik yapıdaki OH grubunun varlığım göstermektedir.
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Şekil 2. (a) Normal PS lateks; (b) PVA kaplanmış PS lateksin IR
Spektrumlan.

PVA ADSORPSİYONU

Değişik PVA miktarlannda yapılan deneylerde. PVA konsantrasyonunun artması ile 
adsorplanan PVA miktannm arttığı ve 2 saatte denge adsorpsiyon değerine ulaşıldığı

^ PS yüzeylere PVA adsorpsiyonunu artırmak için ortama değişik tuzlar eklenmiştir. 
Adsorpsiyon ortamının iyonik kuvveti 0.05-0.2 arasında bu tuzlarla ayarlanmıştır. 
Na2S04 varlığında NaCİ ve CaCİ2'e göre daha yüksek adsorpsiyon değerleri elde 
edilmiştir. Ayrıca herbir tuzun varlığında İyonik kuvvetin artması ile PVA adsorpsiyonu 
artmaktadır. Maksimum PVA adsorpsiyonuna (19.0 mg PVA/ g PS) 700 mg/1 PVA 
konsantrasyonuna (0.2 iyonik kuvvette Na2SC>4 içeren) ulaşılmıştır. Konvansiyonel 
latekslerde ulaşılan maksimum PVA adsorpstyonu 5-6 mg PVA/m2 civarındadır |6.7). Bu 
çalışmada kullanılan PS latekslerde 12.7 mg PVA/m2 (19.0 mg PVA/ g PS) adsorpsiyon 
değerine ulaşılmıştır.

ADSORPSİYON/DESORPSİYON ÇALIŞMALARI

Proteinler literatürde de belirtildiği gibi izoelektrik noktalarında net olarak 
yüksüzdürler ve maksimum protein adsorpsiyonu izoelektrik noktada görülür. » 
nedenle normal PS lateks. PVA kaplanmış PS lateks ve Cibacron Blue F3GA takılı ı 
latekslerln BSA adsorpsiyon izotermleri, izoelektrik pH 5’de, NaCİ varlığında İki iarıu 
iyonik kuvvet değerinde gerçekleştirilmiştir. Şekil 3*den de görüldüğü gibi. PS lateK , 
yüzeyindeki hidrofilik PVA tabakası non-spesifik albumin adsorpsiyonunu önem 
oranda azaltmaktadır. Cibacron Blue F3GA takılı PS latekslerde İse sPeS* ln 
bağlanmanın önem kazanması nedeniyle normal PS latekse göre daha yüksek aJöui{ln 
adsorpsiyonuna ulaşıbıııştır. Her bir latekste albumin adsorpsiyon kapasitesi aru 
iyonik kuvvet ile azalmaktadır.

BSA
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Normal PS Lateks. PVA kaplanmış lateks ve Clbacron Blue F3GA 
takılı PS lateksin albumin adsorpslyon izotermleri: (a) İyonik 
Kuvvet: 0.01; (b) İyonik kuvvet: 0.1.

Her bir lateks için albumin adsorpslyon kapasitesinin pH İle değişimi İncelendiğinde 
maksimum adsorpslyon kapasitelerine lzoelektrik pH civarında ulaşılmaktadır. Asldik 
ve bazik pH bölgelerinde düşük albumin adsorpslyon kapasiteleri gözlenmiştir. PVA 
kaplanmış PS latekslerde ise pH 7 ve 8'de her iki İyonik kuvvet değerinde sıfır 
adsorpsiyona ulaşılmıştır.

Clbacron Blue F3GA takılı PS partiküllere adsorplanan albumlnin poiiraerik yapıdan 
desorpsiyon deneyleri 0.5 M NaSCN ortamında yapılmıştır.Clbacron Blue F3GA takılı PS 
partiküllerden albumin desorpsiyon değerleri Çizelge 2'de verilmiştir, çizelgeden de 
görüldüğü gibi desorpsiyon değerleri oldukça yüksek olup tatmin edici düzeydedir.

Çizelge 2. Clbacron Blue F3GA takılı PS latekslerden adsorplanan 
albumlnin desorpsiyon değerleri: İK: 0.01: pH: 5.0; NaCl.

"Desorpsiyon Oranı (%)

Şekil 3.

Başlangıç BSA Konsantrasyonu fmg BSA/ml)

85
0.5 76
1.0 84
2.0 90
3.0 88
4.0 85
5.0

kaynaklar

i ssatasSsS?11
^ v- D- Boomgard. etal.. J. Colloid Int. •• l1 jScl (1974) 49. 57.

t 51 SS3: KSS: I: SS: i S.: »■«-
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SSnSSWIND41' elde  SDiLiffl EKSTRELERİN kan  şeker !

Kefiye YANARDAĞ, Ayfer BAPÇUM.Şebnem CAN 
İstanbul Üniversitesi Mühendislik Fakültesi, 
Avcdar-34850-îstanbıd-Türkiye Kimya Bölümü Biokimya Anabillm Dalı

EFFECT OF LAURUS NOBILIS L.LEAVES EXTRACTS ON BLOOD SUGAR LEVEL

SUMMARY

In this study, the leaves of Laurus nobûis L. used by dlabetlc people İn Turkey 
have been investigated from the polnt of view of İts acUon on blood sugar level.

For tlıls purpose, rabblts welghlng 2-3 kg were dlvlded lnto ûve groups of flve 
anlmals each. Test groups were glven orally elther aqueous (2 and 4 g/kg) or ethanollc 
(200 and 400 mg/kg) extracts and Controls şaline (1 ml/kg).

Blood samples (0.1 mİ) were collected every one hour interval for a perlod four 
hours. Blood sugar levels of the rabblts were determined by means of Hagedom-Jensen 
method. Differences bet\veen various groups and Controls were evaluated statlstlcally.

The results lndlcate Laurus rıobilisL. aqueousand ethanollc (200 mg/kg) extracts 
glven orally had any efTect but ethanollc (400 mg/kg) extract had a hypoglycemlc effect 
on blood sugar İn rabblts.

ÖZET
Bu çalışmada, Türkiye'de şeker hastalan tarafından kullanılan defne (Laurus 

nobilis L.) yapraklanılın kan şekeri düzeyine etkisi incelenmiştir.
Bu amaçla. 2-3 kg ağırlığındaki tavşanlar beşerlik beş gruba ayrıldı. Test 

gruplanna defne yapraklannm sulu (2 ve 4 g/kg) veya etanollü ekstresi (200 ve 400 
™g/kg), kontrol grubuna ise %0.9 NaCl çözeltisi ağızdan verildi. Kan örnekleri (0.1 mİ) 
birer saat ara ve dört saat süre ile alındı. Tavşanların kan şekerleri düzeyleri Hagedom- 
Jensen metodu İle tayin edildi. Test ve kontrol gruplan arasındaki farklılıklar istatistiksel 
olarak değerlendirildi.

Elde edilen sonuçlar Laurus nobûis L. bitkisinin sulu ve etanollü (200 mg/kg) 
ekstrelerinln ağızdan verilmesi ile tavşanların kan şekeri düzeyinde herhangi bir 
değişiklik olmadığını, 400 mg/kg etanol' ekstresinin ise hipoglisemik etkiye sahip 
olduğunu göstermektedir.

GİRİŞ
Şeker hastalığı (diabetes mellitüs) eski çağlardan beri yaygın olarak 

görülen ve kontrol altına alınmadığı takdirde insan vücudundaki bazı
fonksiyonIaıı bozabilen önemli bir hastalıktır. , M.

1922 vılmda Banting ve Best’in insülini keşfetmelerinden sonra (1), 
Şeker hastalımın tedavisinde insülin kullanılmaya başlannuşUr. ^üUnin 

a&zdan alınamaması, devamlı enjeksiyon yapma gibi kullanım güçlükleri
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nedeni ile, bilhassa erişkin diabetinde (Tip II), insülin yerine çeşitli bitkiler kan 
şekerini düşürücü özellikleri nedeni ile kullanılmaktadırlar. Son yıllarda halk 
arasında bu hastalığın tedavisinde tıbbi bitkilerin kullanımlarının artması 
nedeni ile kullanılan bu bitki ekstrelerinin antidiabetik etkilerinin olup olmadığı 
çeşitli araştırıcılar tarafmdah incelenmiştir (2-13). Hipoglisemik aktivite 
saptanan bitkilerden kimyasal yapılan farklı aktif maddeler izole edilmiştir. Bu 
aktif maddelerin polisakkarid (14-18), polipeptid (19), glikoprotein (15-17), 
flavanoid (20), steroid (21), terpenoid (22) veya alkaloid (23) yapısında olduğu 
bildirilmiştir.

Türkiye’deki şeker hastalan da çeşitli bitki ekstrelerini kullanmaktadır 
(24-27). Bu bitkilerin bazılan ile yapılan bilimsel araştırmalarda kan şekerini 
düşürücü etkisi olan bir madde saptanamamıştır (28-32).

Defne (Lcıurus nobilis L.) ülkemizde Ege, Akdeniz ve Karadeniz 
bölgelerinin sahil kısımlarında yetişen, kışın yaprağını dökmeyen dioik bir ağaç 
veya ağaççıktır. Yapraklan terletici, antiseptik ve midevi etkilere sahiptir, 
Meyvası ise idrar arttırıcı olarak ve romatizmaya karşı dahilen dekoksiyon 
halinde kullanılır (33). Aynca, halk arasında şeker hastalığına karşı da 
kullanıldığına rastlanmaktadır.

Bu çalışmada, halk arasında kan şekerini düşürmek amacıyla 
kullanılan defne yapraklarının hipoglisemik etkisinin olup olmadığı 
araş tınlmış tır.

DENEL BÖLÜM

Defne yapraklan, İstanbul Avcılardan 1991 yılı Temmuz ve Aralık 
aylarında toplanarak gölgede kurutuldu. Kurutulmuş olan bu defne yapraklan 
dallarından ayrılarak makasla ince ince kesildi ve 100 g’ına 1 litre distile su 
ilave edilerek 30 dakika kaynatıldı, süzüldü ve evaporatörde suyu 
uzaklaştınldı. 100 g kuru yapraktan 16.85 g ekstre elde edildi. Balonda kalan 
bakiye distile su ile çözülerek hayvanlara kg başına 2 veya 4 g kuru yaprağa 
tekabül eden miktarda sulu ekstre verildi. Etanollü ekstreyi hazırlamak için ise 
70 g kuru defne yaprağı Soxhlet cihazında %96’lık etanolle ekstre edildi. Etanol 
evaporatörde buharlaştmldı. 70 g kuru yapraktan 12.5 g etanollü ekstre elde 
edildi. Balonda kalan bakiye distile su ile çözülerek tavşanlara kg başına 200 
veya 400 mg olacak şekilde verildi.

Çalışmamızda, 2-3 kg ağırlığında tavşanlar kullanıldı. Ticari yem (Yem 
Sanayii Türk A.Ş.) ve musluk suyu ile beslenen tavşanlar beş gruba ayrıldı. Her 
grup beşer tavşandan oluşturuldu. 0.1 mİ kan örnekleri 18 saat aç bırakılan 
tavşanların kulağından 0, 1, 2, 3 ve 4 üncü saatlerde alındı. Birinci gruba 
(kontrol) kg başına 1 mİ %0.9 luk NaCl çözeltisi ağızdan verildi. İkinci ve 
üçüncü grup tavşanlara kg başına 2 g ve 4 g olacak şekilde sulu ekstre, 
dördüncü ve beşinci gruplara ise kg başına 200 mg ve 400 mg olacak şekilde 
etanollü ekstre ağızdan verildi. Kan glukoz düzeyleri Hagedorn-Jensen 
metoduna göre tayin edildi. Test ve kontrol gruplan arasındaki farklılıkların 
değerlendirilmesinde Student-t testi kullanıldı.
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SONUÇ VE TARTIŞMA

Yurdumuz maki örtüsü içinde geniş bir alanda bol olarak yetişen Laun 
nobilis L. (Lauraceae)’ın yaprak ve meyvalan gerek baharat gerekse halk ilaf 
olarak kullanılmaktadır. Yapraklardan elde edilen uçucu yağ ise parfümeri v* 
gıda sanayinde geniş bir kullanım alanı bulmaktadır (33). Bu çalışmada d G 
yapraklarının hipoglisemik etkisi araştırıldı.

Tavşanlara NaCl çözeltisi (kontrol), sulu ve etanollü bitki ekstreleri 
verildikten sonra bulunan kan şekeri düzeyleri Tablo l'dö gösterildi. Defne 
yapraklarının 2 ve 4 g/kg konsantrasyonlardaki sulu ekstrelerinin ve 200 
mg/kg etanollü ekstresinin tavşanların kan şekerini düşürmediği, 400 me/k? 
konsantrasvonda verilen etanollü ekstrenin ise kontrol grubuna göre vaklasık 
olarak ^10’lnk bir düşüş sağladığı saptandı. İstatistiksel olarak da bu sonucun 
anlamlı (0.01 >p^>0.001) olduğu bulundu.

Hipoglisemik etki gösteren bazı bitkilerde yapılan çalışmalarda aktif 
maddenin polisakkarid (14-18) veya tcrpenoid yapısında olduğu bildirilmiştir 

L^Cfllr ^^ndan elde edilen yağın analizinde terpen yapısında 
maddeleri fazla miktarda içerdiği bildirilmektedir (34.35). 400 mg/kg etanollü 
ekstre ile yapılan deneylerde hipogüsemik etkiye neden olan maddenin 
terpenoid veya polisakkarid yapısında olabileceği düşünülmektedir.
... - Kan şekerinde %10’luk bir azalma klinik açısından çok anlamlı bir 

duşuş değildir. Kan şekerindeki düşüşün daha fazla miktarlarda verilecek 
ekstreler ile kontrolü 
devam etmektedir.
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TÜRK ANNELERİNİN KOLOSTRUM TAĞ ASİDİ KOMPOZİSYONU
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BAPÇUMC*)

(•) Marmara Üniv., Diş Hekimliği Fak.Bioklmya Btlimdalı Nişantaşı-lstanbul-Tûrkiye 
{••) I.Û.MüKFak.Kimya Bölümü, Biokimya Anabilim Dalı Avcdar-îstanbul-Türkiye

COLOSTRUM FATTY ACID COMPOSITION OF TURB3SH WOM£N

SUMMARY

Fatty acid composition of colostrum of Turklsh women was determlned by GLC. 
Mllk of Turklsh women contalned signlflcantly hlgher percentages of 8:0, 10:0, 12:0, 
18:2, 20:4 and 22:1 and lower percentages of 16:0, 16:1 and 18:1 compared to mllk of 

taking westem dlets. The PUFA:SFA raüo İs 0.76. Increased percentages of 
medlum chaln SFA and polyunsaturated fatty aclds and analysls of Turklsh dlet 
İndlcated hlgh carbohydrate and polyunsaturated fatty acld intake. Also Increased 
percentages of medlum chaln SFA suggested Increased mammaıy gland synthesls.

women

ÖZET

Bu çalışmada, Türk annelerinin kolostrum yağ asidi kompozisyonu .gaz 
kromatografisl İle tayin edüdl. Alman ve Amerikan annelerüıin sütierlne göre, Türk 
annelerinin sütlerinde 8:0. 10:0. 12:0. 18:2. 20:4 ve 22:1 y^ldly^delerintafazU 
16:0. 16-1 ve 18-1 vag asldleri yüzdelerlnin İse az olduğu görüldü. Poll doymamış yağ 
asidi: doymuş yağ ildi oran. 0.76 bulundu. Polldoymamış yağ 

Türk diyetinde çok miktarda polldoymamış yağ asidi İçeren
zincirli doymuş yağ asldlerlnln mlktarmm aıüraş o kaJ.bonhldrat tüketiminin fazla 
asldlerlnln sentezinin fazla miktarda yapıldığını 
olduğunu düşündürmektedir.

GİRİŞ

Bebekler için en lylbesmina^smüoldu|ubUtoa|lı^en Wr

anne sütü ile beslenmeye eğilim î~olanndan Ve meme bezlerinde

izlerinde sentezlenmeyip annenin P bir önem taşımakta olup, bu
'ro*“eı““r,n
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sentezinde önemli rol oynamaktadır! 1,7,8). Lipidler sütün , 
bileşenidir, gün içinde, emzirme sırasında oldukça farklılık 
Upıdlerdeki yağ asidleri kompozisyonu ise kolayca değişmeyip annenin aldıfr» 
diyete ve tükettiği yağın cinsine bağlı olarak değişmektedir. Toplumlann diveti 
ve yağ alışkanlığı sütteki yağ asidi kompozisyonuna yansımaktadır(9,lo).

denel  bölüm

en değişken 
gösterirler.

Süt örnekleri miyadında doğum yapan gönüllü annelerden doğumu 
takıp eden 2 ve 3üncü günlerde lipid miktarının en fazla olduğu bildirilen saat 
10.00-11.00 arası her 2 memeden elektrikli pompa ile alındı(l 1,12) ve 2 
memenin sütü hemen birleştirildi. Annelere kullandığı yağ türü sorularak 
diyetindeki yağ türü değerlendirildi. Dondurma, çözme ve -20°C de saklama
e^trak^^d^diUUn<^an moc^ye Bleigh ve Dyer metoduna göre

Yağ Asidlerlnin Analizi
, Ekstrakte edilen yağ asidleri metil esterlerine çevrilerek! 14) FID

d^?tîrÛ,!Çfenft1,4°,° Varlan AeroSraPh S32 kromatografisi cihazı ile analiz 
edildi. Analiz için 2 kolon kullanıldı. Birinci kolon 6 feet uzunluğunda, 1 /8 inch 
çapında paslanmaz çelikten 80/100 chromosorb WAW, üzerinde %15 OV-275 
ile doldurulmuştur. 2inci kolon 2 feet uzunluğunda, 1/8 inch çapmda 
paslanmaz çelikten 80/100 supelcoport üzerinde %10 DEGS ile
ınnU^^Ş^U^,D5GSokOİ°nUnda 175°cde izotermal, OV-275 kolonunda 
100-»200 C dakikada 2 C arttırılarak programlı olarak çalışıldı. Her 2 kolon 
ile çalışmada enjeksiyon temperatürü 200°C, dedektör temperatürü 220°Cde 
tutuimuş ve azot hızı sıra ile 40ml, 20ml/dak olacak şekilde ayarlanmıştır. 
Fıkler Camag 4270 dısc integratör sistemi ile ölçülmüş ve yağ asidi bileşenleri 
/o ağırlık olarak verilmiştir. Esterlerin gaz kromatografisi ile analizi sonucu 
ggPf* Standartlann verd® PiklerIe kıyaslanarak değerlendirildi.

Tablo İde Türk annelerinin kolostrum yağ asidi kompozisyonu, Tablo 
e ise annelerin diyetindeki yağ türlerinin değerlendirilmesi görülmektedir. 

AyçıçeK yağı bazlı beslenen anneler grubun %90.5 unu oluşturmaktadır.

—bI° l.Tûrk annelerinin doymuş ve doymamış yağ asidi kompozisyonu
^ Doymuş Yağ Asidleri

% Ağırlık n=21
Yağ Asidleri Doymamış Y.Asldlerl %

Ağırlık n=21
Yağ A.

6:0 1.77±2.79
1.74±2.25
2.88±3.14
3.61±3.32
4.39±2.85

Eser
18.51 ±6.80 
3.72±3.23

16:1 2.68±2.57
29.54±13.36
17.42±7.21
1.52±1.83

Eser
1.93±1.53
3.51±3.39
3.53±3.49
10.86±6.89

8:0
18:1

10:0 18:2
12:0

18:3
14:0

20:1
15:0

20:2
16:0

20:3
18:0

20:4

22:1
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Tablo 2.Sütlerini aldığımız 21 annenin tükettiği yağ türleri 

Yağ Türleri

Ayçiçek yağı bazlı margarin+
Ayçiçek sıvı yağ+çok az tereyağ

Ayçiçek yağı bazlı margarin+zeytin yağ 5 
+ayçiçek sıvı yağ+çok az tereyağ

Sadece tereyağ

n (Anne Sayısı)

14

2

Doymuş yağ asidleri, kolostrumun toplam yağ asidlerinin %37.22sini, 
doymamış yağ asidleri ise %65.66 smı oluşturmaktadır. Yağ asidlerinin 
çoğunluğu çift karbon sayılı olmasma rağmen, eser miktarda 15:0 yağ asidine 
rastlanmıştır. Orta zincirli doymuş yağ asidleri 10:0, 12:0 ve 14:0 toplam yağ 
asidlerinin % 11.28 ini oluşturmaktadır.

TARTIŞMA

Sütteki lipid miktan gün içinde ve emzirme sırasında oldukça 
farklılıklar göstermesine rağmen, yağ asidi kompozisyonu çok kolay 
değişmemektedir(l ,9,10). Süt yağ asidi kompozisyonu diyete, alman yağların 
cinsine, miktarına, laktasyonun evresine göre değişmektedir(l,4,ll). Türk 
annelerinin kolostrum yağ asidi kompozisyonu birkaç yağ asidi dışında Alman 
ve Amerikalı annelerin sütlerinden oldukça farklılık göstermektedir(l 1,12). 
Tablo 3de görüldüğü gibi Türk annelerinde, orta zicirli yağ asidleri 8:0, 10:0, 
12:0, esansiyel yağ asidleri 18:2, 20:4 ve 22:1 yüzdeleri yüksek, 16:0, 16:1, 
18:0 ve 18:1 yüzdeleri düşüktür. Türk diyeüne ilişkin veriler alınan kalorinin 
%64 ünü karbonhidratların, %23.69 unu yağların, % 12.31 ini proteinlerin 
karşıladığını göstermektedir(15). Mevcut istatistiklere göre Amenkjdmın 
diyetinde total kalorinin %46 sı karbonhidratlardan, %42 si yağdan ve%12si 
proteinlerden sağlanmaktadır(16). Yüksek oranda k^bonhidrat Ue belenme 
10:0, 12:0 yağ asidlerinin artışına, 18:0 ve 18:1 yağ asidlepr^.d^e®‘"! 
neden olmaktadır(1.7). Diyetle alınan karbonhidratın, meme bezlennd^orta
zincirli yağ asidlerinin sentezini arttırdığı ve yine Y® ® g
ya| asidinin sütteki miktarın, etkilediği bildirilmiştır(2,5,7,17)^ulgul^muza
göre polidoymamış yağ asidleri yüzdesinin doymuş y|[ ^ içeren

®?t yağ asidi kompozisyonunu 1"cel?m‘fd eunu gömüşlerdir. Kalorisinin 
diyetlerinin birbirinden oldukça farkl devl ve Tanzanyah kadınlann
Çoğunluğunu karbonhidratlardan elde e e ^ doymamıŞ yağ asidleri ile

kadınların «dn doy*..,
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Doymuş Yag Asidleri 
% Ağırlık

Doymamış Yag Asldlerl 
% AğırlıkYag

Yag
Asidi Türk

n«21(ORT)
AsidiAlman

n*14(ORT)
Amerikan
n»89(ORT)

Amerikan
n*6(ORl}

Türk Alman
n=14(ORT)

Amerikan
n=S9(ORT)

Amerikan
n»6(ORTl

n*»21(ORTÎ
6:0 1.77 0.08 14:1 0.64 0.30
8:0 1.74 0.04 16:1 2.68 4.12 3.92 4.3
10:0 2.88 0.38 0.4 17:1 Ö.İ9 0.51
12:0 3.61 2.93 2.41 2.6 18:1 29.54

17.42

37.76

10.30

37.18 39.5
13:0 0.03 18:2 7.82 12.1
14:0 4.99 5.26 5.09 5.6 18:3 1.52 1.37 0.34 1.2
15:0 0.10eser 0.44 20:1 1.37eser 1.17 1.3
16:0 18.51 25.66 24.47 23.4 20:2 1.93 0.65 0.65 0.6
17:0 0.64 20:3 3.51 0.35 0.49 0.5
18:0 3.72 8.44 8.24 7.1 20:4 3.53 0.55 0.71 0.8
20:0 0.71 20:5 0.43 0.43
22:0 0.24 22:1 10.86 0.20 0.08
24:0 0.19 0.31 22:4 0.15 0.04

22:5 0.13 0.35

22:6 0.21 0.64 1.0

asldlerl daha fazla yüzdeye sahiptir. Borschel ve ark.(5)da Mısırlı annelerin 
e e Amerikalı annelerin sütlerinin yağ asidi kompozisyonunu 

Karşılaştırmış ve Mısırlı kadınların sütlerinde 18:2 yag asidi yüzdesi Amerikalı 
annelere göre yüksek, 16:0 ve 18:1 ise düşük bulunmuştur. Düşük 
sosyoekonomik düzeydeki kadınların 18:1 yağ asidi yüzdesinin düşük, 18:2 ve 

8:3 yüzdesinin yüksek olduğu bildirilmiştir(l9). Bizim olgularımızda da 18:2 
yağ asidi yüzdesi yüksektir, gerçi biz anneleri gelir düzeyine göre ayırmadık, 
ç ü toplumumuzda kolestrol korkusundan ve medyadan etkilenerek yüksek 
sosyoe onomik düzeydeki kadınlar da artık polidoymamış yağ asidleri içeren 
yağlar tüketmektedir, dolayısı ile olguların kullandıkları yağlara göre düşük ya 
a yüksek sosyoekonomik düzeyde olup olmadığını söylemek güçdür. Ayrıca 

plinde gözlemlerimize göre zeytinyağı tükeüm alışkanlığı 
özellikle doğu kökenli ailelerde fazla yerleşmemişdir. Tablo 2de görüldüğü gibi 
®?fe<?e ,5*nne diler yağların yanısıra zeytinyağı tüketmektedir. Buna bağlı 

ı j * düşük bulduk. Zeytinyağının diğer yağlara göre pahalı
olması da diğer bir etken olabilir. Esansiyel yağ asidleri (18:2, 18:3 ve 20:4) 

e beslenmesinde hayati önem taşımasına rağmen 18:2 yüzdesi toplam
yağ asidi içinde %I8in üzerinde İse aşın peroksldasyon oluşacak ve E
oî,^^lne*gere£S,nlm artacakdlr(20,21). 18:2nin yüksek olduğu mısır ve 
ayçiçek yağma E vitamini takviyesi gerekebilir. E vitaminine gereksinim ne 
kadardır, bunun ne kadan süte transfer olabilmektedir, bunlar henüz açıklığa 

ko.nular değildir. Ayrıca sütteki 18:2 miktanmn artışına bağlı olarak 
'£kU*friZfJ,aZma k?!®teroI fesinin düştüğü bildirilmlştir(22,23). Aynı 

maî"alarda da 18:2 miktarı arttırılmaktadır, fakat plazma
açıklanmlşdeğSS: ^ “““ hayatmda etWsl henÜZ otan*

Sonuçlarımız literatür ^ilgisi ışığında değerlendirildiğinde Türk
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asldileytodeslÜ^teekU^S^^naanMkrinTebO 39°'Tak P°lidoymamlş

::ss;
beraber bu sının aşmamışd.r. Yüksek İranda, poMoym^yaSsicb^eren 

anne sütü ile beslenen bebeklerdeki kolesterol metabolizmasmm 
etkileneceğine dair çalışmalar henüz yeterli değildir.
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HANTZSCH TEPKİMESİNİN ÜRE SAPTANMASINA UYGULANMASI

Fatma AYDIN* ve H. Nursevin ÖZTOP**
»Cumhuriyet Üniversitesi Müh. Fak. Çevre Müh. Böl. Sivas - TÜRKİYE 
**Cumhuriyet Üniversitesi Fen-Ed. Fak. Kimya Böl. Sivas - TÜRKİYE

DETERMINATION OF UREA BY HANTZSCH REACTION

SUMMARY

Urea is converted ammonia with ureasc enzyme by analaysing potentiometric and 
spectrophotometric methods. Kjeldahl is the oldest method whereas Nesslsrization is the oftenest 
method of determination ammonia.

In this study ; Hantzsch reaction has been explotcd to developed 
spectrophotometric method for the determination of nitrogen in the standart solution of urea and 
blood serum. The results have been observed that ezperimental values of urea-nitrogen are suitable 
forvalues of the Nesslerization method and theoritical results.

a ne\v

ÖZET

Üre , üreaz enzimiyle amonyağa çevrilerek potansiyometrik veya spektrofotometrik 
olarak analizlenebilmektedir. Amonyak saptanmasında bilinen en eski yöntem Kjeldahl yöntemidir. 
En yaygın olarak kullanılan yöntem ise Nesslerizasyon yöntemidir.

Bu çalışmada ; Hantzsch tepkimesi, standart üre çözeltileri ve kan serumundaki azotun 
saptanması için yeni bir spektrofotometrik yöntemin geliştirilmesinde kullanılmıştır. Sonuçlar , 
deneysel değerlerle kuramsal değerlerin ve Nesslerizasyon yöntemi değerlerinin uyumlu olduğunu
göstermiştir.

GİRİŞ
0-ketoester ve aldehitle tepkimesi sonucu 1,4-Amonyağm

dihidropridin türevi oluşturan Hantzsch tepkimesi, değişik kaynaklardan elde 

edilen amonyağın nicel olarak saptanmasında kullanılmaktadır (1).

H H
:OCH3H3COC ,h 3c .oçch 2 hcho  ç H2CO.CH3

H3CCO

■>

-H
CH3h 3cCOCH3NH3 •

H

Şekil-i. Hantzsch Tepkimesi
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Amino asitlerin yıkımı sonucu oluşan ve insanlar için toksik olan 

amonyak, üreye çevrilerek vücuttan atılır. Kandaki üre düzeyindeki artış bazı 
önemli hastalıkların belirtisidir. Bu nedenle serumdaki üre düzeyinin 
saptanması oldukça önemlidir (2). Bu amaçla kullanılan pek çok yöntem 

bulunmaktadır. Ancak çalışma örneği miktarının azlığı yöntem seçiminde 
spektrofotometrik yöntemi yaygın kullanılır hale getirmiştir.

Bu çalışmada ; en yaygın olarak kullanılan Nesslerizasyon yöntemine 

(3) , çalışma süresi ve reaktif hazırlanması yönünden alternatif bir yöntem 

olarak Hantzsch tepkimesi seçilip üre azotu analizine uyarlanmıştır.

DENELBÖLÜM 

Kullanılan Çözeltiler:
1. Standart amonyum sülfat çözeltisi (20 mg/100 mL)
2. Stok üre çözeltisi (0.857 g/100 mL)
3. Standart üre çözeltisi ( 4 mL stok üre çözeltisinden almarak 50 mL ye 

seyreltildi)
4. Oreaz çözeltisi (670 mL gliserin + 330 mL su + 10 g üre)
5. Trikloroasetik asit çözeltisi ( %20 v/fv)
6. Sodyum asetat çözeltisi (41 g /500 mL)
7. Reaktif çözelti (15 mL formaldehit, 7.8 mL asetilaseton /100 mL)
Çalışma grafiğinin hazırlanması: Değişik derişimlerde standart amonyum sülfat 
çözeltileri 25 mLlik balon jojelere alınarak üzerlerine 3 mL sodyum asetat, 4

mL reaktif çözelti eklendi. 95 °C'ta su banyosunda 15 dk bekletildi. Soğutulan 

örneklerin hacmi damıtık su ile 25 mLye tamamlandı. 412 nm dalga boyunda 

spektrofotometrede soğurumu ölçüldü.
Değişik derişimlerdeki üre standartlarına ve kan serumu örneklerine 

yeteri kadar üreaz çözeltisi eklenerek oda sıcaklığında 15 dk bekletildi. Üzerine 

trikloroasetik asit çözeltisi eklenerek proteinlerin çöktürülmesine kadar 
santrifüjiendi. Üst sıvıdan alman örneklere standart çalışma işlemleri yapıldı.

TARTIŞMA VE SONUÇLAR

Standart amonyum sülfat çözeltilerinden elde edilen verilerle çizilen 
soğurum grafiği şekil-2 de gösterildi. Üre çözeltilerindeki ve serumlardaki azot 
miktarları; standart grafik yardımıyla belirlenip , seyrelmeden ileri gelen 2. 
faktörüyle çarpılarak bulundu. Kuramsal olarak hesaplanan ve deneysel olara 

üre-azotü düzeyleri çizelge-1 de gösterildi. Serum üre-azotu düzeyle*1bulunan 
ise çizelge-2 de verildi.
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Şekil-2: Standart çalışma grafiği

Çizelge-1: Kuramsal ve Deneysel Üre-azotu Düzeyleri

Örnek Kuramsal Deneysel
No Üre (%mg) Üre (%mg)

Deneysel 
Azot (%mg)

Kuramsal 
Azot (%mg)

2.242.334.81 5
4.904.6610.52 10 6.627.0014.23 15 11.4311.6624.54 25 24.6024.6052.75 50

34.2035.10
73.26 75 46.2046.8099.07 100 58.8058.50126.08 125 70.5070.20151.09 150 92.5093.60197.010 200
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Çizelge-2: Serumlardaki Ure-azotu Düzeyleri 

Ure-azotu (%mg)
Yeni YöntemÖrnek Nesslerizasyon

YöntemiNo
1 20 19.9
2 12 11.0
3 15 15.0
4 48 48.0

5 92 93.0
6 13 13.0
7 17 16.9
8 10 10.0
9 30 28.0

10 28 27.0

11 12 13.0
12 14 16,0
13 16 15.4
14 18 19.0
15 8 8.0

16 65 67.0
17 18 20.0

18 68 68.0
19 16 15.0
20 123 122.0

Hantzsch tepkimesiyle amonyağın nicel tayininde reaktiflerin 

hazırianışı ve deneylerin yapılışı kısa sürede gerçekleşmektedir. Tepkime 

sonucu oluşan renkli ürün oldukça karalıdır. Nesslerizasyon yönteminde 

amonyum sülfat ile hazırlanan standart çözeltiden oluşan üründe ise çökme 

ortaya çıkmaktadır. Çalışmalarımızda çizelgelerden görüldüğü gibi 
kuramsal ve deneysel değerler uygunluk göstermiştir. Ayrıca serum üre-azotu 

düzeyleri Nesslerizasyon yöntemi sonuçlarıyla uyumludur. Hantzsch tepkimesi 
reaktiflerinden olan asetilaseton-formaldehit çözeltisinin kullanıldığı 
spektrofotometrik yöntemdeki ürünün karalı olması nedeniyle üre analizine 

uyarladığımız bu yöntem serum ve diğer üre kaynaklarına kolaylıkla 
uygulanabilir.

sorunu
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KRONİK BÖBREK HASTA SERUMLARINDA 
SIVISINDA Zn+z MİKTARININ APOKARBONTK 
TEKRAR AKTIVASYONU ile  tayini

VE PLEVRA 
ANHİDRAZIN

Nazan DEMİR, Ö.İrfan KÜFREVİOĞLU ve Ebubekir BAKAN

(•JAtatürk ÜnlversitesUFen-Edebiyat Fakültesi Kimya Bölümü. Erzunım-Türkiye 
P'iJAtatürk Üniversitesi, Tıp Fakültesi Biyokimya Anabillm Dalı Erzurum-Türkiye

DETERMINATION OF Zn+2 
ANHYDRASE IN CHRONIC RENALE FAILURE 
PLEVRAL FLUTDS

BY REACTIVATION OF APOCARBONIC 
PATIENTS SERA AND

SUMMARY

.O

In study, serum of patients wllh chronic renale fallure and plevral fluid Zor* 
determination was made by a ncw method bascd on reactivation of apocarbonic 
anhydrase by Zn+2 preseni in the samples. This reactivation is proportional to thc 
Zn+2 concentration. Carbonic anhydrase was purifıcd from bovine cıythrocytes by 
affınity chromatography. The Zn+2 prcscnt in the enzyme was rcmoved by dialysis 
against dipicolinic acid, rcsulting in an apoenzymc of 100 % püre. The activity of thc 
enzyme was determined on the basis of esterase cffcct of thc enzyme on p- 
nitrophcnyl acctate. For this purpose, 35 serum samples (15 patients and 20 hcallhy
subjecls) and 10 plevral fluids wcrc uscd as samples. The Zn+2 determination was 
made by two methods: enzymatic method and atomic absorbtion method. The 
correlation behveen two methods was stalistically mcaningful (P<0.001).

ÖZET

Bu çalışmada prensip olarak, apokarbonik anhidrazın enzimatik akti\itesini

Yapısındaki Zn+2 dipikolinik aside karşı diyalizle uzaklaştınlarak % »M ^“<^ta

c lo plevra sıvısı nümunesinde enzimatik metodla v +2 tnvin
tayini yap,İdi. Enzimatik vc atomik absorbsiyon mctodlarıyla Zn tayın 

sonuçlan arasında önemli korelasyon görüldü (P<0,001J.

GİRİŞ
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Bu durumda apoCA’nın ortamdaki Zn+2 ’yi bağlayarak tekrar 
aktifleşmesinden faydalanarak Zn+2 tayini yapmak mümkün 
gözükmektedir. Bu düşünceden hareketle konuyla ilgili ilk araştırma 
Kobayashi ve arkadaşlantarafından yapılmıştır (2.3). Bu araştırmacılar 
apoCA'nm tekrar aktifleşmesi ile meyva sulan ve su nümunelerinde,’ 
enzimin esteraz ve hidroliyaz etkilerinden yararlanarak Zn+2 tayini 
yapmışlardır. Ancak Zn+2*yi çelaüayıcı olarak 1.10-fenantrolinkullanmışlar 
ve enzimi % 100 apo hale getiremediklerinden yüksek konsantrasyonlan 
deneyememişlerdir. Sonuç olarak vücut sıvılanna hiç girmemişlerdir. Daha 
sonra Küfrevioğlu ve Keha (4) farklı bir çelatlayıcı kullanarak yöntemi 
yeniden denemişlerdir. Kullandıkları çelatlayıcı olan dipikolinik asitle 
(piridin 2,6-dikarboksilik asit), daha kısa sürede (3 saat) daha saf apoenzim 
elde etmeyi başarmışlar ve yöntemi idrar, beyin omurilik sıvısı ve serum 
nümunelerinde serumun kaynatılarak CA aktivilesinin uzaklaştırması 
suretiyle denemişlerdir. Fakat bu çalışmada da % 100 apoenzime 
ulaşılamamış ve yöntem sadece sağlıklı kişilere ait serum nümunelerinde 
denenmiştir.Konunun devamı olarak Küfrevioğlu ve Demir (5) tarafından 
dipikolinik asitle yapılan diyaliz süresi uzatılmak suretiyle (5 saat) % 100 
saflıkta apoenzime ulaşılmış, yöntem diabetli ve sirozlu hasta serumlarında 
başarıyla uygulanmış, sonuçların doğruluğu aynı nümunelerde yapılan 
atomik absorbsiyon ölçümleriyle doğrulanmıştır.

Ç^}iŞmada, yöntemin her türlü serum nümunesinde 
uygulanabilirliğinden emin olmak için serum muhtevasının değiştiği bilinen 
kronik böbrek hastalan seçilmiş ve sonuçları mukayese edebilmek için de 
sağlıklı kişilerin serum numuneleri de çalışılmıştır. Ek olarak farklı ve 
denenmemiş bir vücut sıvısı olan plevra sıvısı seçilerek, aynı yöntemin 
uygulanıp uygulanamayacağı konusu aydınlatılmak istenmiştir.

DENEYSEL BÖLÜM

Apokarbonik Anhidrazın Sığır Eritrositlerinden Saflaştırılması

Deneyler için sığır kanı Erzurum Belediyesi Mezbahasından kesim 
esnasında aJındı. Antikoagulant olarak asit-sitrat-dekstroz (ACD) 
Kullanıldı. Günlük kullanılan bu kandan önce eritrositler ayrılarak, % 
0,9 luk NaCl çözeltisi ile yıkandıktan sonra destile suda hemoliz edildi. 
Hemolizat 10.000 rpm'de 30 dakika santrifüjlenerek eritrosit zarları 
uzaklaştırıldı. Daha önce anlatılan bir yöntemle afinite kolonu 
kullanılarak (6) karbonik anhidraz enzimi saflaştırıldı. . Saflaştırılan 
karbonik anhidraz Sephadex G-25 ile derişikleştirilerek Önce deiyonize 
suya, daha sonra 0,05 M Tris-SO^ (pH=7,4)'e karşı diyalizlendi. Daha sonra
dipikolinik asit çözeltisine karşı 5 saat süreyle diyaliz edilerek enzim 
yapısındaki Zn+2‘nin tamamı uzaklaştırıldı.

Enzim Aktivitesi Tayini

, .. anhidrazm saflaştırılması işlemlerinde elüatlardaki enzim
aktivitesi, Rıcklı ve arkadaşları tarafından modifiye edilen Wilbur-Anderson 
yöntemiyle belirlendi (7). Standart grafiğin hazırlanmasında ve vücut
sıvılarında Zn+ nin seviyelerinin belirlenmesi işlemlerinde. CA aktivitesi 
ölçümleri enzimin esteraz etkisine dayanan bir yönteme göre yapıldı (8). Bu

olarak kullanılan p-nitrofenlîasetalı p- 
^r°«İZ ve bunun da 348 nm'de absorbsiyonu

m™w n ıd rfay n işlemlerinde şu yol takip edildi: Spektrofotometre 
tüpüne 0,1 mİ enzim çözeltisi, 1,4 mİ 0,05 M Tris-S04 (pH=7,4) ve 1.5 nıl

k°ö?tüptaenKo“uSOnra 25°C'da 348 nm'de abSOrbanS‘an
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Apokarbonik Anhidrazın Tekrar Ah-nn„ , ,
Standart Grafiklerin Hazırlanması eşmesinin İncelenmesi ve

SSSH'Sa
aktineturildiginl'beflrfeme^lçfn"ferkîunkübasyon süre^f^

îprnzit?naktineşmesı içın en ^
mfldarlan aras.ndaM Ufkinin in^mesfamtcSap^nzta^kl^ı Zsâbft

seviyeleri absorbans olarak çinko mSton^toşı grlrfgeHçMİ^Şeku'lf 
Bu grafik serum örnekleri ve plevra sıvılarındaki taylnlfrde standart eğri 

olarak kullanıldı.
M

M

k,
I
«.I

400 700 100 »00 1000
100 J00 J00 400 500

Şekil 1.3,61xl0"5 M'lık sabit apoenzim konsantrasyonunda, Zn+2 
miktannm değiştirilmesiyle apokarbonik anhidrazın aktifleşmesi sonucu 
elde edilen absorbans değerleri (pH=7,4).

Vücut Sıvılarında Zn+2 Tayini 2

Şekilde denemeler yapıldı. Serumda ve plevra sıvamda vuksek esteraz 
aktivitesi gözlendiğinden, tayin öncesi ağzı kapatılan tüpler kaynar 
banyosunda 1 saat süreyle tutuldu ve santrilüjlendı.

Aynı vücut sıvılarında toplam Zn+2 seviyeleri, atomik absorbsiyonla da 

belirlendi. Atomik absorbsiyonla Zn+2 tayini yapUmacian önce serum
numunelerinde proteinler % 8’lik TCA ile çökturu 

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

... 20 sağlıklı. 15 kimlik böbrek hastası serumu ile }0 p^e\jra topluca

e<?llen değerler istatistik! analizlere tabı lutulaıaK

Bu'tabloda bütün nümunelere ait bulunandegTder arasında
yolla elde edilen sonuçlarla atomik absorbs Y sonuçlarının önemsiz
te bO% "y™ olduğu w lıunu doğrulamakladır.

°*°°) v<* korelasyonun önemli (I <ü.uu . serum muhtevasının
d „ Sonuç olarak, en/.imatik vöntemle /n ^yiı i kullanılabileceği
cleSiştigi durumlarda ve pfcvra sıvısında k
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^î^^^ma^tad^r^Ap<>en2iın kitlerinin hazırlanması ile uygulanması çok kolay

çok daha ucuz olması ve sadece spektrofotometreye ihtiyaç göstermesi 
kullanım alanını arttıracaktır. Otoanalyzer'e adapte edilmesiyle rutin 
çalışmalara sokulması için çalışmalar devam etmektedir.

Tablo 1. Atomik absorbsiyon ve apoCA yöntemleri ile bulunan Zn+2 
değerlerine alt korelasyon ve t testi sonuçlan ( pg I lOOml).

Student t testi Korelasyon 
t P r p

Numune N EnzTöntem Atomik Ab.
(X+SD) (X+SD)

Kontrol
grubu 
Kronik 
böbrek
hastalan 15 106,4^21,1 106,8122,3

20 123,5 - 20,8 129,4 4-21,2 1,312 >0,05 0,75 <0,001

0,894 >0,05 0.97 <0,001

Plevra
sıvısı 10 88,4 - 22,0 90.0*22,0 0,870 >0,05 0,99 <0,001
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^^^TOGîSSsİNE%T^LAm^IPHEMA HİDR0JELLERİN AFİNİTE

A. DENÎZLt, A.TUNCEL, A. KOZLUCA, F. KAYIRHAN, E. PİŞKİN

Hacettepe Üniversitesi, Kimya Mühendisliği Bölümü. Beytepe. Ankara

AfFINITY CHROMATOGRAPHY APPLICATIONS OF 
CEBACRON BLUE F3GAIMMOBMZED PHEMA HYDROGELS

SUMMARY

In thls study, bovine serum aibumin adsorpüon onto Clbacron Blue F3GA immobillzed PHEMA 
hydrogels was lnvcstigated. PHEMA was selected as the base support material. PHEMA partlcles 
aoout 250 pm in dlameter were produced by phase inversion polymerizatlon technlque carried out 
İn an aqueous phase containing magneslum oxide. The presence of the hydroxyl groups in the 
structure and cfestred hydrophllTdty were supplled by HEMA monomer. The PHEMA microcarriers 
were actlvated by the çyanogen bromlde (CNBr) activation method at alkaline pH (11.5). After the 
CNBr activation. Clbacron Blue F3GA was immobillzed to the acüvated PHEMA beads. The extend of
nonspeciflc and speciflc adsorption of aibumin on PHEMA and Clbacron Blue F3GA immobillzed 
PHEMA partlcles were studied in batch fashion.

ÖZET

Bu çalışmada. Clbacron Blue F3GA immobiltze PHEMA partlküllere aibumin adsorpslyonumMîmMmmM
GİRİŞ

ssgS fssass
yüksek ajanlar (enzimler, proteinler, vb) pollmerik ^ şyy» . mte. sterlllzaSy0nt tekrar 
edilmektedir. Llgand olarak kullanılan bu biyom _ ^ ^etik boyaların ucuz ve kararlı 
kullanılabilirlik, ve maliyet sorunları Vard11^1îıno?_rlllenebilmeleri ve sınırsız tekrar

proseslerinde (aibumin adsorpsiyonu) kullanılabiliri^ Ş

denel  bölüm

PHEMA PARTİKÜLLERİN TEMİZLENMESİ
İlk teknik

Yapılan çalışmada iki alternatif ^^stfnda 2 «at sürate yjtoması
Polimerik parUküllerln bir ultrasonik etkin bir temizleme tekniği olup,
esasına dayanmaktadır. İkinci yöntem 
^ağıdaki yöntem izlenmiştir.
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Bu yöntemde Şekil l'de görülen yıkama sistemi kullanılmıştır. Sistem bir aktif karbon 
kolonu (0.9 cm x 3 cm; 4 gram aktif karbon) İçermektedir. 2000 mİ hacminde fosfat 
tamponu (pH 7.4) İçeren cam reaktöre 10 gram pollmer eklenmiş ve bu çözelti bir 
pompa yardımı ile kapalısistemde aktif karbon kolonundan 10 ml/dak akış hızında 
geçirilmiştir. Kolon çıkışından belirli zaman aralıklarında örnekler alınarak optik 
yoğunluk tayin edilmiş ve 15 saat’lik işlem süresi sonunda bu değerin sıfıra düştüğü 
belirlenmiştir. Daha sonra bol miktarda damıtık su ve etanol ile yıkanan pollmerik 
partiküUer vakum etüvde (Nüve. Türkiye) 100 mmHg ve 50°C'da 48 saat kurutulmuştur.

Örnek İzleme 
Vanası

X 1
itt
fü
,v^t*..T.Vı..

Aktif
Karbon
Kolonu

Poli(HEMA)
partiküller

Damıtık Su

••

• •, • • •'

Su Dolaşım 
Pompası• •. ^ * • •

Manyetik Karıştırıcı

Şekil 1. Pollmerik PartiküUeri Yıkama Sistemi.

PHEMA HİDROJELLERE CIBACRON BLUE F3GA BAĞLANMASI

»ri,5 gra™ PHEMA *«eren sızdınnaz cam balona aktantaıştır. Bu
ab^ron SraGA'nm^nZ'Hr ““ b£ton 80°C'dakl ^ banyosuna daldırılmıştır, 
süre inunda bovan^^ k y*Wf, bagIann,a ‘5^14 saat devam ettirilmiştir. Bu
yapıya bağlanmamış bovalaî^ P^^^üller filtre edilerek ortamdan alınmış ve pollmerik 
^SSıışür ? b°yalann aklaştırılması İçin bol miktarda su ve metanol Üe

CIBACRON BLUE F3GA

hidrojeller CNB^lle^kttve^dUmlSir^uîf151^ kovalent bağlanması için PHEMA 
hidrojeller 500 mİ su ve lOOO^ml O l M^aîTco?1!^05^11 ^Yledir:
ulaşması için 2 saat suda bekletilir AkHv^v°3 u kamr Ve denfie Şİ9me 
CNBr/g Polimer) eklenir ve 2 M NaOH ît İh 7?% reakt<>rûne CNBr çözeltisi (200 mg
sabit tutulur. Pollmerik pari,küller ortama'eklenerek^Uvâsyon^aşteribr.'ltanştrı™»
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yıkanır.
CNBr aküve PHEMA hldrojeller (5 g) akttvasyondan hemen somu Cibacron Blue F3GA 

(5°0 ıng boya.^4 gram NaOH içeren 100 mİ suda çözülür) çözeltisini İçeren sızdırmaz 
reaktöre eklenerek spesifik boya bağlanması başlatılır. Bağlanma İşlemi 4 saat 
sürdürülür. Bu süre sonunda boyanmış PHEMA partiküller filtre edilir ve pollmerlk 
yapıya spesifik bağlanmamış boyaların uzaklaştırılması için bol miktarda su ve metanol 
ile yıkanır.

ALBÜM İN ADSORPSİYON DESORPSİYON ÇALIŞMALARI

Adsorpsiyon deneylerinde bovine serum albumin (BSA. liyofillze. Slgma. ABD) model 
protein olarak seçilmiş ve 250 pm polimerik partiküller ile çalışılmıştır. Adsorpsiyon 
deneyleri albuminin izoelektrik noktası olan pH: 5.0 değerinde, kesikli sistemde (25 mİ) 
gerçekleştirilmiştir (Şekil 2). Ortam pH'ını sabit tutmak için asetat (CH3COOH- 
CH3COONa) tamponu kullanılmıştır. Ortamın iyonik kuvveti NaCl İle İki değişik düzeyde 
ayarlanmıştır (0.01, 0.1). Başlangıç albumin konsantrasyonu 0.5-4.0 mg/ml arasında 
değiştirilmiştir. Adsorpsiyon işlemi 25°C'da 100 rpm karıştırma hızında 2 saat devam 
ettirilmiştir. 2 saat sonunda adsorplanan albumin miktan UV-spektrofotometre ile 
İzlenerek (1=280 nm) bulunmuştur.

Çalışmanın ikinci bölümünde, adsorpsiyon kapasitesine ortam pH'ının etkisi 
incelenmiştir. Adsorpsiyon ortammın pH'ı 4-8 arasında değişik tampon sistemleri 
(CH3COOH-CH3COONa. 4-6; K2HPO4-KH2PO4. 7; NH4OH- NH4CI, 8) ile iyonik kuvvet 
ise NaCl ile ayarlanmıştır.

Albumin desorpsiyonu, 2 M NaCl içeren pH 8 tamponunda yapılmıştır. Albumin 
adsorplanmış polimerik partiküller adsropsiyon işlemi sonucunda desorpslyon 
ortamına aktarılmış ve 1 saat’lik desorpslyon zamanı sonrasında ortamdaki protein 
konsantrasyonu spektrofotometrik yöntemle ölçülmüştür.

c
b

• • 
• •••

J®a
• • • •

s

r&. d
slllndlrikkap^^enmometre^

Şekil 2.

f: su dolaşım pompası; g: sabit sıcaklık su banyosu.

SONUÇLAR ve  TARTIŞMA

karbon kolonu kullanılan yık*®* ö^S^mnnştır.

de8erinln sıfıra düşürüldüğü gözlenmiştir.

yamanına karşılık optik
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OD
Optik Yoğunluk

2.50 Yıkanmamış
pHEMA2.00

1.50

1.00

0.20

Yıkanmamış pHEMAO
0.16 %

i Yıkanmış pHEMA0.12 1.0 Saat

1.5 Saat ^

2.0 Saat >3
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0.08

0.04
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>* -W*
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k(nm)
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Sıcaklık (°C)

Şekil 3. (a) pHEMA partlküllerin Yıkanabilirlik Özellikleri;
(b) Yıkanmış ve Yıkanmamış pHEMA Partlküllerin Kısmi 

Taramalı Mikro kalorimetre Spektrumlan.

^tGft sacıyla yıkanmış ve yıkanmamış pHEMA partiküllerlıı
Kısmi taramalı mikrokalorimetre spektrumlan alınmıştır. Şekil 3b’de görüldüğü gibi

S“™cpuH!^ clva™da blr p*varken kolonu Ue

olduk^^-ıcî-fv?^?!^11 karakteri nedeniyle nonspeslfik albumin adsorpsiyonu
bafilandıamH^ i albumin/g PHEMA). Polimeıik yüzeye Cibacron Blue F3GA 
YükseWkteHfr P&ly°ünk?,pasitesl 15 albumin/g PHEMA değerine
varatJd?^n i, ^ CNBr üe aktive edilip yü^yde reaktif bölgeler
fsT^dsoro^o^k^nfi^aCfkn Blue,F3GA P°lknerik yapıya kovalent bağ ile bağlandığmda 
ise adsorpsiyon kapasitesi hemen hemen iki kat (30 mg albumin/g PHEMA) artmaktadır.

< 30 
S

x 25 
o.

20
<

\n

“ 15

t’°
o 3 
m

< 0
■o

0 1 2 3
BSA Konsantrasyonu (mg/ml) BSA Konsantrasyonu (mg/mD

Şekil 4.
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olnAdıaır^letektîSPpH4\SSH-Pfm incelendlg‘nde İse. albumlnin net yükünün
reİA CNBr “ PHEMA^cibacron^lue<F3GAİ'matf PHEM“£°n Blue
En yüksek albumln bağlanmakla
rÎMnkn aeibim!^ŞtnrtafSOrPSlrnQdefierleri ‘"«lend.|ln^ PHEbSk hMrojeflere 

IWk7eH 1r in™M 85i, Poliraerlk yapıdan tersinir olarak geri 
kazanılabilmektedir. Ulaşılan sonuçlar PHEMA partiküllerin boya afinite

ktlii P saflaştırma amacı için başarı ile kullanılabileceği umudunu

Cibacron Blue F3GA takılı PHEMA partiküllere adsorplanan albumlnin poliraerlk 
yapıdan desorpsiyon deneyleri 2 M NaCİ (pH 8.0) ortamında yapılmıştır. Desorpsiyon 
oranı aşağıda tanımlandığı gibidir.

Cibacron Blue F3GA-PHEMAya adsorplanan BSA miktarı
Desorpsiyon % = x 100

Desorpsiyon ortamına salman BSA miktan

Cibacron Blue F3GA takılı PHEMA partiküllerden albumln desorpsiyon değerleri 
Çizelge l’de verilmiştir. Çizelgeden de görüldüğü gibi desorpsiyon değerleri oldukça 
yüksek olup tatmin edici düzeydedir.

Çizelge 1. Cibacron Blue F3GA takılı PHEMA partiküllerden adsorplanan 
albumlnin desorpsiyon değerleri.

Adsorpsiyon Ortamı
iyonik Kuvvet: 0.01, NaCİ; pH: 5.0
Başlangıç BSA Konsantrasyonu (mg BSA/ml) Desorpsiyon Oram (%)

73
0.5

781.0
811.5
87

2.0 92
2.5

88
3.0

76
4.0

Adsorpsiyon Ortamı
İyonik Kuvvet: 0.1, NaCİ; pH: 5.0
Başlangıç BSA Konsantrasyonu (rag BSA/mlJ

Desorpsiyon Oranı (%)

76
0.5 73

1.0 79
1.5 85

2.0 87

2.5 91
923.0

4.0

kaynaklar

D.M. Schulte, J. Chromatography. (1990) 20?l.

M. Heam, Advance. in Chromato^aph^U ^ 8 , 
C.R. Lovve. Top. Enzym. Ferment, m

1.
78-161.2

a
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250 HASTADAN AMELİYATLA ALINAN BÖBREK TAŞLARININ KALİTATİF ANALI- 

£İ ve SONUÇLARIN İSİATİSTİK DEĞERLENDİRMESİ

Münire HACIBEKİROĞLU ve Nevzat BABAN

İstanbul Üniversitesi Cerrahpaşa Tıp Fakültesi Biokimya Anabilim Dalı, Cerrahpaşa, İstanbul, Türkiye

THE QUALITATIVE ANALYSIS OF RENAL STONES SURGICALLY REMOVED 
FROM 250 PATIENTS AND STATISTICALLY EVALUATION OF THE RESULTS

SUMMARY

In this study, the composition of 250 rcnal stones were chemically analyzed, and the results 
werc statistically evaluated.

As a results it was found out that 86% of the stones contained calcium. This ratio was the 
highest among the other cations. The most frequcntly encountered anion was oxalate with 80% 
ratio. Amonium with 22.4% and Magnesium with S-4% wcre other cations cxcept calcium. Phospha- 
te with 714% and viclc with 16.8% took the second and third place respeetively. Carbonate had the 
lowest ratio vvith 0.8%. The ratio of püre uric acid stones were 18% and eystine stones were 2%.

Comparcd with the other studies, ali the ions, except carbonate, showcd simılanty.

ÖZET

Bu çalınmada 250 adet böbrek taşm.n kimyasal analiz yöntemi ile bibimi tayin edildi ve 

sonuçlar istatistik olarak değerlendirildi.

nan anyondur. Saf ürik asit tozlarının oranı % 2.8, sistin taşının ise o ı
ile karşılaştırıldığında karbonat v

ve bu oranın aranılan

magnezyum ionlannın
Bu bulgular literatür bulgulan 

İşındaki ionlarda uyum gözlenmektedir.

GİRİŞ

Böbrek taşı şikayeti olan her hastada olumlu ^[. tC^4k yapılması gereken 2 
a3m bir bütün olarak incelenmesi şarttır. Bu amaçla rutm
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anal* ^ maddcnin a?ın at.lımmt saptayabilmek için idrartn incelenmesi,

ÜrincTsis^^ ?ok y.akl" i'gisi bir gerçektir.

Üriner taslarda sık olarak rastlanan kristalloıd bileşikler, kalsıyum-fosfat, kalsi- 
yum-oxalat, magnezyum-amonyem-fosfal, ürik asittir. Seyrek rastlananlar .se kalsiyum- 
karbonat, sistin, ksantin taşlarıdır. Sülfonamid taşına günümüzde pek rastlanmaz. Taşla­
rın yapı farklarından yararlanılarak ayırım yapılabilir. Ayırmada spektrografi, x-ışını krıs- 
tallografisi, x-.şım mikrodifraksionu, mikro-radyografi, kağıt kromatografısı gibi yöntem-
ler kullanılabilir(2,ll). , , _

Üriner sistem taş hastalığı çok çeşitli faktörlerin etkisi altında oluşmaktadır. Taşla­
rın oluşmasından coğrafi ve sosyal şartlar gibi epidemiyolojik, böbrek anomalisi gibi 
tomik ürodinamik gibi fonksiyonel ve idrar bileşimini ilgilendiren fizik ve kimyasal olay­
lar birlikte rol oynamaktadır. Taş oluşmasına neden olan en önemli etkenlerden birisi
şüphesiz kristalizasyon olayıdır. .

İdrarda kristal yapıcı tuzların miktarında meydana gelen artışlar kristalizasyon ola­
yını arttırmaktadır. Buna karşılık yine idrarda bulunan bazı iyonlarda kristalizasyon olayı­
nı inhibe etmekte ve taş oluşumunu engcllemektcdirler(lO). Bu maddelerin etkisi kristal 
yapıcı maddelerin çözünürlüğünü fazlalaştırmak şeklinde olmaktadır. Magnezyum, sod­
yum, potasyum bu şekilde inhibitör maddelerdir(5,13).

Metabolizmanın artık ürünlerini vücuttan dışarıya atan böbrekler normal vücut 
homeostazının sürdürülmesinde en önemli organlardır. Renal tübüliler glükoz gibi meta- 
bolik yönden önemli bazı maddeleri glomerüler filtrattan geri emerken diğer bazı madde­
leri glomerüler filtrat içine salgılar ve bunlara ek olarak hücre duvarı üzerinden iyon 
alış-verişi yapar. Böbrekteki bu hücrelerin normal işlev görmeleri aşağıda sıralanan şu 
etkenlere bağımlıdır.

1- Kendisi ile alış-veriş yapılabilecek glomerüler filtrat hacminin yeterli olması 
(dolayısı ile glomerüler işlevin normal olması).

2- Bir bütün olarak tüm vücut hücrelerini temsil eden tübüli hücrelerindeki iyon­
ların konsantrasyonları (örn. potasyum ve hidrojen iyonları).

3- Antidiüretik hormon (ADH) ve aldosteron gibi hormonların varlığı.
4- Bu hormonları kontrol eden feed-back mekanizmalarının bütünlüklerini koru­

maktadır.

ana-

yabilmcleri.
5- işlevsel olarak sağlam böbrek hücreleri.
Bütün bu etkenlerin normal olması halinde böbrekler her yapı taşını 

tam istediği miktarlarda tutar ve saklar.
Üriner sistemde taş oluşması sık görülen, ağrıya neden olan ve belki de rena 

yetersizliğe yol açan bir olaydır. Kuzey Amerika’da ve Avrupa’da genellikle yetişkinlerde 
görülür. Çocuklar taş olgularının % l’den daha az bir kısmını oluşturur. Bunun tersine 
Güneydoğu Asya’da mesane taşları çocuklarda daha sık*görülür(10). '

Çeşitli dermografik çalışmaların sonuçlarına göre bir ülke endüstrileştikçe mesa­
ne taşları daha az görülür, fakat yukarı üriner bölgede bahsedilen taşlara daha çok rastla­
nır ve böbrek taşı olayı artar.

İnsanda üriner bölge taşlarının genel bileşimleri mono veya dihidratı şeklinde kal-
siyum-oksalat, kalsiyum-fosfat (hidroksi apatit olarak), ürik asit, magnezyum-amon^nv-
fosfat veya sistin’den meydana gelir. Taşlar saf halde olabildikleri gibi aynı anda bırdÇ 
fazla ioııu da içerebilirler ve genelde taşların 10’undan 9’unun kompozisyonu saf değildi • 
Kristallere ilaveten taşın brüt ağırlığının % 3 kadarı protein matriksidir. Bu genelli 
ortak merkezli ince yaprak düzeninde kristaller arasına yerleşmiştir.

Taş oluşum teorileri: 
a) Çökme ve Kristalleşme Teorisi

vücudun
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b) Çekirdek Teorisi
c) İnhibitör Eksikliği Teorisi
d) Lenfatik Blokaj Teorisi’dir.

Tablo I. Taşların Kompozisyonları ile İdrar pH’sı Arasındaki İlişki

Taşın Cinsi_____ ___________________
Ürik asit, Sistin, Ksantin 
Kalsiyum oxalat, Apatit 
Magnezyum-amonyum-fosfat, Kalsiyum fosfat

Bu konuda daha evvel yapılan araştırmalardan birkaçına ait sonuçlar aşağıdaki

pH
<5.5
5.5-6.0
>7.0

gibidir:
J.Stanton King(10) böbrek taşlarının üçte ikisinin kalsiyum oxalat içerdiğini, çekir­

değin ise % 63’ünün oxalat ve apatit olduğunu bildirmiştir.
Baban N, Akçay T(3,4) 52 üriner sistem taşı ile yaptıklan çalışmalarında kalsiyum 

ionunu % 92.30, oxalatı % 86.53, fosfatı-% 86.53, üratı % 32.69, amonyumu % 46.5, 
magnezyumu % 29.23 oranında bulmuşlardır.

Yıldırım C, Güney Z, Bodur H(14)’nin sonuçlan ise (111 olgu) kalsiyum % 94.2, 
oxalat % 88, fosfat % 80, ürat % 42.8, magnezyum % 49.9, amonyum % 74.2’dir.

EJ.Westburynin(12) 1000 olgu üzerinden verdiği değerler: Kalsiyum % 97.4, 
lat % 91.8, fosfor % 78.6, magnezyum % 52.1, karbonat % 24.5,amonyum % 27-1’dir.

Ankara Üniversitesi Üroloji Kliniğinden bir grup araştırmacı taşların % 95.4 ün­
de kalsiyum bulunduğunu bildirmişlerdir(l). . , ,

Bu çalışmada Üroloji Kliniğimize müracaat eden taşlı hastalardan ameliyatla alı­
nan böbrek taşlarının yapısını kimyasal analizle belirleyerek en çok rast anan taş

tedavisinde faydalı olmak için taşın ansını belirlemek

oxa-

saptamak ve klinisyenin hastayı 
amaçlanmıştır.

DENEL BÖLÜM

Gradwohl’s Clinical Laboratory 
alman kimyasal analiz yöntemi uygulandı(8).

....

“s: S!"£ “»**“ - - »*-*.-“•*
3- Tas kesilir. Bu «numli Bir £â»kk

a a§ağıda şema halinde gösterilen kimyasal an. - y

Mcthods and Diagnosis (1980) cilt 1, s.497’den

rıhr.

melidir.
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SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Çalışmamızda elde edilen sonuçlar Tablo 2 ve 3’de gösterildiği gibi idi.

Tablo 2

İon Cinsi Olgu Sayısı %

Kalsiyum
Amonyum
Magnezyum
Oxalat
Karbonat
Fosfat
Ürat
Sistin
Ürik asit

217 86.8
56 22.4

8.421
80.8202

0.82

181 72.4

16.842

5 2

2.87

Tablo 3

%Olgu SayısıTas Kompozisyonu
2.87Saf ürik asit 

Sistin
Kalsiyum-oxalat
Kalsiyum-fosfat
Kalsiyu m-oxalat-fosfat
Kalsiyu m-amonyu m-oxalat-fosfat
Magnezyu m-amonyu m-fosfat
Kalsiyum-oxalat-fosfat-ürat
Kalsiyum-oxalat-ürat
Amonyum-fosfat-ürat
Kal siyu m-fosfat-ü rat
Kalsiyum-amonyum-fosfat-ürat

Amonyum-ürat
Magnezyum-ürat
Kalsiyu m-oxalat-magnczyum-ü rat 
Kalsiyum-amonyum-fosfat-karbonat
Kalsiyum-amonyum-magnezyum-fosfat-karbonat
Kalsiyum-amonyum-magnczyum-oxalat-fos at
Kalsiyu m-amonyum-oxalat-fosfat-ürat-magnezyum

Kalsiyum-amonyum-oxalat-fosfat-ürat

25
17.644

4.812
45.2113

5.614
4.411
2.46
25
1.23
0.41
0.41
25
0.41
0.41
0.41
0.41
2.87
0.41
4.411

100.0250

Elde edilen sonuçlar diğer araşnncHarmkM EjTestbuty’-

tot, fosfat için çok yakın değerler bulunduğu g H’nin(14) çalışmalarında bulduk-
nin(12) sonucuna uyarken Yıldırım C, Güney , edilen sonuç ise diğer araştırıcıların 
larından çok farklılık gösterdi. Magnezyum ıÇ‘n EJ.Westbury’nin(12) değerinden
bulgularının hepsinden düşüktü. Karbonat değer, tse EJ
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çok farklı idi.
Saf ürik asit taşı oranı Ankara Üniversitesinde yapılan çalışmanın sonucunu(l) 

do0rularkcn diğer araştırıcıların sonuçlarından farklıdır. Ürat ionu değeri ise Î.Ü. Tın 
Fakültesinde bulunan değer ile paralellik gösterirken Baban N, Akçay T(3,4) ve Yıldırım 
C, Güney Z, Bodur H’nin(14) değerlerinin yarısı kadardır.

Sistin değerinin de genelde literatür değerleri ile uygunluk gösterdiği görülmüş-

Bütün bunlardan çıkarılabilecek sonuç taşlarda en çok katyon olarak kalsiyuma 
daha sonra amonyum ve magnezyuma, anyon olarak ise sıra ile oxalat, fosfat, ürata rast­
lanmadadır. Taşlar genelde birden fazla ion içermektedirler. Saf taşlara karışık taşlardan 
daha az rastlanmadadır. Sistin taşı da genellikle az görülen taş cinsidir. Bu bulgularda 
% 2 oranında rastlandı. Ksanlin taşma hiç rastlanılmadı, karbonat içeren taş % si ise 0 8 
ile en az idi.

kaynaklar
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REKOMBİNANT E.coli KÜLTÜRLERİ İLE ENZİM ÜRETİMİNİN 
KİNETİK ÖZELLİKLERİNİN İNCELENMESİ UR£TIMININ

Dilek KAZAN , Amable HORTAÇSU ve Agnes ÇAMURDAN 

Boğaziçi Üniversitesi Mühendislik fakültesiKimya Mühendisliği Bölümü
Bebek, Jstanbul_Türkiye

A STUDY OF KINETIC PARAMETERS OF ENZYM PRODUCTIVnY 
OF RECOMBINANT E.coli CULTURE

SUMMARY

recent developments In molecular blology öpen the way to the production of 
valuable protcins (in bio reactors using geneticaly englneereed microorganisms.In 
literatüre .cultured characteristics of recomblnant microorganlsms and stabillty of 
plasmids have been investigated by many authers. However there are only few 
experimental and theoretical studies to determkıe kinetlc parametersfor the cloned 
gene productivity of recombinant microorganlsms and kinetlc models.

The objective of this study is experimental investigation of enzyme productivity 
at different gro\vth rate.Enzyme productivity and total RNA are also determined.

The

ÖZET

rekombinant mikroorganizmalann yapısı,plazmid kararlılığı^incelenmiş olmasına 
rağmen en yüksek enzim üretiminin hangi koşullarda

RNA miktan belirlenmiştir.

edileceği ve kinetlc

GİRİŞ

Moleküle, klyoloj,

asri -s, r'ss'sffisîiı'ss
daha büyük çapta üüretimi °Ptim ,y amn büyüme hızımn ve bunun 
üretiminin verimliliği İçin ise mikroorgantonamm ^ Jdlr GeneUk olarak ise 
enzim üretimine etkisinin incelenmesi g kararlılığı ile ilgilidir. . 
optimizasyon rekombinant mikroorgan eanlzmanın özelllklen-ve plazmid
, Literatürde,rekombinant ^Sl^apflmıştır.C.Parker 1) ve
kararlılığı konusunda bir çok Çahş™ ye hızına etkisini ve büyüme 
C-A.Sardonini (2)i şletme Şaftla"n‘" ,bnMnceelemiştir.Slegel ve Çalışma
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incelenmiştir.(4 )Bu çalışmalar göstermiştirki enzim üretiminin verimliliöı 
Konuşumda yok denecek sayıda az çalışma yapılmıştır.Bu çalışmada ise enrim 
üretiminin verimliliği ve toplam RNA miktarı deneysel olarak incelenmiştir

DENEL BÖLÜM

Deneylerde "pUC 13" plazmidi içeren E.coli JM109 straini.büvüme 
ortamı olarak minimal besi yeri "M9" kullanılarak bjaktamaz enzimi 
üretilmiştir.Mikroorganizmanın büyüme hızı glukoz konsantrasyoonu 
değiştirilerek elde edilmiştir. Büyüme hızı absorbansm ve kuru hücre 
ağırlığının zamanla değişimi ölçülerek saptanmıştır. Glukoz miktarı" Nelson" 
metodu kullanılarak belirlenmiş tir. bjaktamaz miktarı "Macro Iodimetrik" 
yöntem ile «toplam RNA miktarı ise "Orcinol" metodu ile saptanmıştır.

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Mikroroganizmanm büyüme hızının enzim üretimine etkisini 
incelemek amacı ile yapılan deneylerin tümü sabit sıcaklık ( 37 oC ) ve pH ( 
7.2-7A) değerinde gerçekleştirilmiştir.Büyüme hızının değişimi besi yerinin 
içerdiği glukoz konsantrasyonu değişürilerek elde edilmiştir. Deneyler 5 
değişik glukoz konsantrasyonunda (2,4,8,16 ve 32 gr/1) gerçekleştirilmiş ve 
enzim aktivitesi, hücrenin kuru ağırlığı ölçülmüştür."Şekil 1 -3" , 2 gr/L 
glukoz konsantrasyonunda elde edilen sonuçlan göstermektedir. Diğer 
konsantrasyonlardada aynı değişim gözlenmiştir. Grafiklerden görülmektedir 
ki en yüksek enzim miktan logaritmik büyüme periyodunun sonunda elde 
elde edilmekte daha sonre hücre sayısındaki azalmaya bağımlı olarak 
azalmaktadır

Glukoz miktarının mikroorganizmanın büyüme hızına etkisi 
incelendiğinde ise " Şekil 4 " maksimum büyüme 16 gr/1 glukoz 
konsantrasyonunda elde edilmiş,daha yüksek konsantrasyonlarda 
glukozun büyümeyi inhibe etmeesinden dolayı azalmıştır.Buna bağımlı 
olarak spesifik ve bulk enzim aktiviteleri " şekil 5 "de de görüldüğü gibi ’16 
&"/! glukoz konsantrasyonunda en yüksek değerine ulaşmıştır.

"Şekil 6" değişik büyüme hızlarında RNA konsantrasyonundaki 
değişimi göstermektedir.Şekilden görüldüğü gibi büyüme hızının artmasına 
bağımlı olank RNA konsantrasyonu artmaktadır.Çünki RNA hücrenin en 
aktif bölümüdür . Jens Nielsen ve çalışma arkadaşlaan (6) ,Hander.A. ve 
çalışma arkadaşlarının elde ettiği sonuçlar incelendiğindede aynı değişim 
gözlenmiştir.
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AKTİF VE KARARLI PAL ENZİMİ ÜRETİM KOŞULLARININ
ARAŞTIRILMASI

Serpil TAKAÇ ve Bülent AKAY
Ankara Üniversitesi, Kimya Mühendisliği Bölümü, 06100 Tandogan, Ankara, Türkiye

active  and  STABLE PAL ENZYME froduction  conditions

SUMMARY

L-phenylalanine can be produced from trans-cinnamic acid and ammonia by 
the biocatalyst phenylalanine ammonia-lyase (PAL) enzyme. The low activlty, 
instabülty and sensltivlty to substrate inhlbition of PAL should be consîdered as the 
utmost important parameters on the feasibÜIly of the process İn large scale 
productlon. In thls research, the activity and stablllty of the PAL enzyme of 
Rhodotorula glutinis was studied to increase by means of the design of growtn 
medium and the operatlon conditions. L-phenylalanine added in the

were sub-optimal for growth.

ÖZET

L-fenitolanln. pt.nyUl^

»as ss&iEis
uygulanabilirliğini etkileyen en önemli P^a*n enziminin aküvite ve kararlılığının 
araştumada. Rhodotonda 5 u«nis hücrelerinin RALer^m^^ ^j^tır. Ortama 
çoğalma ortamı ve İşletme k°5uU^im ^f ini indüklediğl. L-izolösinin kararlılıkta 
konulan L-fenilalaninin hücrede PAL sente , bir değere ulaştıktan
artışa neden olduğu ve L-izolösinin enzim1 Avnca hücre çoğalma optimum
sonra ortama katılması gereMgi b^unmu ^Aynca hü^e ^ PAL
değerlerinden farklı olarak yüksek pH ve sıcaKUK a s 
aktivitesi elde edilmiştir.

GİRİŞ
a k 11 nılan ve diyet tatlandırıcı

blyodönüşümün getirdiği avantajlar g çalışmalar hızlandırılmıştır,
enzimatlk proseslerle üretimi üzerine yap ^nyaktan blyodönüşümle
L-fenilalanln, trans-slnamlk asit ^^örlüğünde üretilebilir. PAL
Phenylalanine ammonia-lyase (PAL) biyokatalizör olarak yer ğ
enziminin düşük aktlvlteli ve kararsız.".cı parametrelerden biridir. Bu 

prosesin verimini etkileyen önemli ve
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nedenle PAL'in aktivite ve kararlılığının artırılması için üretim koşullarının 
geliştirilmesi gerekmektedir.

Yamada vd. bu konuda yaptıkları ilk yayınlarında PAL üretiminde 
ortam bileşiminin etkisini incelemişler; karbon kaynağı olarak sorbitolün 
aktiviteye olumlu, glukozun ise olumsuz etkilerini saptamışlardır (i]. 
Ortamdaki l-fenilalanin, maya özütü ve pepton derişimlerinin PAL aktivitesi 
açısından önemli olduğunu ileri süren araştırıcılar, sıvı ortama ekledikleri 
L-izolösin ile enzim kararlılığını artırmışlardır. PAL aktivite ve kararlılığına 
çeşitli amino asitlerin etkisinin incelendiği bir başka yayında ise besi 
ortamına sadece L-fenilalanin ve L-izolösin eklenmesi Önerilmiştir[2]. Çeşitli 
mikroorganizmalardan aktif ve kararlı PAL üretim koşullarının araştırıldığı 
diğer bir çalışmada ise optimum çoğalma ve PAL üretim sıcaklık ve pH 
değerleri verilmiş ve bazı şekerler ile NH + iyonlarının PAL sentezini 
engellediği D,L-izolösinin ise kararlılık artırdığı ileri sürülmüştür (3].

Bu çalışmanın amacı, trans-sinamik asitten L-fenilalanin üretiminde 
enzim deposu olarak kullanılacak Rhodotorula glutinis için aktif ve kararlı 
PAL enzim üretim koşullarının bulunmasıdır .Araştırma ile yüksek aktivitede 
ve kararlı PAL üreten R.glutinis 'in çoğalması için en uygun katı ve sıvı besi 
ortamı tasarlanmış; çevre koşullarının mikroorganizma çoğalmasına ve 
enzim sentezine etkileri belirlenmiş ve bulunan optimum koşullarda 
çoğaltılan hücreler ile trans-sinamik asitten L-fenilalanin biyodönüşümü 
gerçekleştirilmiştir.

DENEL BÖLÜM

Rhodotorula glultnts NRRL Y-1091 mikroorganizmasının ürettiği PAL 
enziminin aktivite ve kararlılığına besi ortamının etkisi değişik karbon, azot 
kaynaklan ile tuzlar içeren katı ve sıvı besi ortamlan ile denenmiş; bulunan 
en uygun ortamda sıcaklık, pH ve anaerobik koşulların etkisi incelenmiştir. 
Çoğaltılan
fizyolojik su ile yıkandıktan sonra 25mM borat tamponunda (pH=9) 
yaklaşık 100 mg kuru hücre/ml olacak şekilde süspansiyon haline 
getirilerek +4 ’C'da saklanmıştır. R.glutinis'in PAL aktivitesi Evans vd'nin 
geliştirdikleri yöntem ile saptanmıştır. Bu amaçla %1 trans-sinamik asit, 
%0.05 1-hekzadesilpridinyum klorür, 7.5 M NH ve 25mM borat tamponu 
(pH=10) içeren substrat çözeltisi hazırlanan hücre süspansiyonu ile 303 K 
de 2 st süreyle tepkimeye sokulmuş ve aktivite pmol L-fenilalanin/mg kuru 
hücre/dk olarak tanımlanmıştır. Tepkimelerde oluşan L-fenilalanin analizi 
Waters Amino Asit Analiz Sisteminde Pico.Tag yöntemi ile yapılmış [4]; 
mikroorganizma derişimi ise 650 nm'de spektroskopik olarak ölçülmüştür.

mikroorganizma santrifüjlenerek sıvı ortamdan ayrılmış;

SONUÇLAR VE TARTIŞMA
Katı besi ortamı tasarımı
R.glutin1s hücreleri farklı bileşimlerde maya özütü, pepton, sorbitol 

malt özütü. L-fenilalanin, NaCl, KC1, KH PO ve ağar içeren altı ayn besi 
ortamında 303 K sıcaklıkta çoğaltılmış veTıerbir ortamdaki hücrelerin PAL 
enzim aküviteleri ölçülmüştür. Aktivite ve kararlılık açısından L-fenilalanin,
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S~Sf==SS-!~™i
aktivitede ve kararlı PAL enzimi üretilmiştir. Bulunan en uygun ortamda 
bile üretilen PAL in aktivitesinde 16., 48. ve 96. saatlerde sırasıyla %2.4, 
°/o.28.8 ve %99.2 azalma gözlenmesi enzimin kararsız bir yapıya sahip 
olduğu ve biyotepkimelerde kullanılmadan önce uzun süre bekletilmemesi 
gerektiğini ortaya koymaktadır.

Sıvı besi ortamı tasarımı
Belirlenen en uygun katı besi ortamında çoğaltılan 

hücreleri aynı bileşimdeki -sıvı 
L-fenilalanin, L-izolösin ve Na-glutamatın mikroorganizma çoğalmasına; PAL 
aktivitesine ve kararlılığına etkileri ayn ayrı incelenmiştir. Sıvı ortamdaki 
L-fenilalanin derişiminin artması hücre çoğalma hızı ile PAL aktivitesini 
artırmış ve L-fenilalaninin çoğalma için kısıtlayıcı bileşen olmadığı, ancak 
PAL oluşumunu indüklediği ve yüksek aktivitt İçin 
gerektiği saptanmıştır. PAL üretiminde 5 g/drn L-fenilalanin derişimi en 
uygun değer olarak belirlenmiştir. R.glutinisf in çoğalmasına ve PAL 
aktivitesine diğer bir amino asit L-izolösinin etkisi incelendiğinde ise yüksek 
derişimlerinde mikroorganizma çoğalmasının çok, ancak enzim aktivitesinin 
düşük olduğu saptanmış; 0.5 g/dm derişim değerinin optimum olduğu 

bulunmuştur.
Şekil 1 ve 2'de L-izolösin ve Na-glutamatın hücre çoğalması ile PAL 

aktivite ve kararlılığına etkileri gösterilmiştir. PAL üretim ortamında aerobik 
koşullardan anaerobik koşullara geçilmesinin mikroorganizma çoğalma ve 
aktiviteye etkisi de şekillerde görülmektedir. L-i20İösin yalnız ve Na-glutamat 
Ue birlikte hücre çoğalmasını artırmakta, üstel evnîntalbitimine yakm 
15.st'de ortama azot gönderilerek aerobik koşulların kısıtlanması tee 

çoğalmaya önemli etki yapmamaktadır.
bulunmadığı , Cj= 0.5 g/dm L-izolösin ve C„- . g c =Q 5 g/drn9

bulunduğu, bu amino asitleri içermeyen ortam • i

R.glutinis
ortama aktanlmış ve ortama eklenen

ortamda bulunması

7 Ci .0o
Cİ »0.5 9/dm3V 0.5 g/dm3 I \)\ «15 *bCl«o6
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X t
O
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Kalma süresi ile 

değişimi
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Şekil 2. Kalma süresi ile PAL aktivitesinin değişimi 
T=303 K, pH=8, N=100 dk'1

L-izolösin eklendiği ve ayrıca lö.st'den itibaren ortamdaki oksijenin 

uzaklaştırıldığı çoğalmalardaki PAL aktivitesinin değişimi ise çoğalma 

eğrilerinden farklılık göstermiştir. Şekil 2’de görüldüğü gibi sıvı besi 
ortamında L-izolösin yokken aktivite lO.st'den sonra azalmaya 

başlamakta; L-izolösin ile üretime başlandığında ise başlangıçtan itibaren 

artış göstererek 5 st'de en yüksek değerine ulaşmakta ve yaklaşık sabit 
kalarak kararlığım korumaktadır. L-izolösin ortama başta değil aktivite 

belli bir değere ulaştıktan sonra katıldığında ise PAL aktivitesi ve kararlılığı 
artış göstermektedir. Bu sonuç, PAL'in bozunmasına sebep olarak onu 

kararsız yapan Kglutinis'tiı salgıladığı proteolitik enzimlerin üstel evrenin 

sonuna doğru üretildiğini ve L-izolösin ile aktivitelerini yitirdiklerini 
göstermektedir. L-izolösin ile birlikte Na-glutamatm ortamda bulunmasının 

aktivite ve kararlılığa önemli bir etkisi olmamış; oksijen kısıtlayıcı ortamda 

ise PAL kararlılığının sağlandığı ancak aktivitenin artması için L-izolösin ile 
desteklenmesi gerektiği bulunmuştur.

Sıcaklık ve pH etkisi
PAL üretim ortamı sıcaklığının mikroorganizma çoğalma ve PAL 

enzim aktivitesine etkisi Şekil 3'de gösterilmiştir. Belirlenen optimum sıvı 
besi ortamında pH=8’de en iyi sıcaklık çoğalma için 302 K, PAL aktivesi 
için ise 303 K olarak bulunmuştur. Sıvı PAL üretim ortamı başlangıç pH'ı 
ile mikroorganizma derişimi ve bağıl aktivite değişimi ise Şekil 4'de 

verilmiştir. 303 K sıcaklıkta yapılan üretimlerde 20 st sonunda hücre 

çoğalma ve PAL aktivitesi optimum pH’lan birbirinden farklı bulunmuştur. 
R.glut1n1s hücreleri pH= 5-5.5 değerinde en fazla çoğalırken, pH=8'de en 
aktif PAL enzimini üretmektedirler. Trans-sinamik asiün L-fenilalanine 
biyodönûşümünde kullanılacak olan PAL’in aktivitesinin yüksek olması 
amaçlandığı için pH=8 ve T=303 K optimum sıvı ortam işletme koşulları 
olarak seçilmiştir.
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Şekil 3. Ortam sıcaklığını hücre derişimi ve PAL aktivitesine 

etkisi.

PAL aktivitesine
derişimi veOrtam pH'nın hücre

etkisi.
Şekil 4.
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Üretilen PAL enzimi ile trans sinamik asitten L-fenilalanin 
üretimi:
PAL aktivite ve kararlılığı açısından bulunan optimum koşullarda 

üretilen R.glutinis dinlenen hücreler olarak trans-sinâmik asitin 
L-fenilalanine biyodönüşümünde katalizör olarak kullanılmış; 4.45 g/dm” 
trans-sinamik asit, 7.5 mol/dm3 NH3, T=303 K, pH=10 ve N=100 dk'1 

tepkime koşullarında 18 saat kalma süresinde trans-sinamik asitin %5o 
dönüşümü ile 2.5 g/dm3 L-fenilalanin üretilmiştir.
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ONOPORDUM TURCİCUM’ DAN PROTEAZ İZOLASYONU VE 

KİNETİK MODELLEMEDE YENİ BİR YAKLAŞIM

Î.Melih TAMER ve Mehmet MUTLU

Hacettepe Üniversitesi, Mühendislik Fakültesi,Gıda Mühendisliği Bölümü 
Beytepe - Ankara - Türkiye

ISOLATION OF PROTEASE FROM ONOPORDUM TURCİCUM AND A NEW 
APPROACH IN KENETIC MODELLİNG

SUMMARY

The kinetics of enzyme catalyzed reaction by the enzyme extract isolated from 
Onopordum turcicum in media containing variable proportions of powder milk was 
studied. The results indicated that rate of enzyme catalyzed reaction underwent both 
activation and inhibition phases by changing amount of substrate concentration. Substrate 
depletion rate was proportional to substrate coneentration in the activation phase with a 
saturation term. The effect of inhibition accelerated at higher substrate concentrations. 
A mathematical model was proposed to enhance the phenomenon of rate activation and 
inhibition by substrate concentration. The variation of rate with temperature w as found 
to obey Arrhenius la w and the energy of activation of enzyme catalyzed reaction

calculated to be 18.12 kcal/mol.

was

ÖZET

turcicum' danDeğişen oranlarda süt tozu içeren ortamlarda, Onopordum 
izole edilen enzim ekstresi ile katalizlenen enzımatık reaksiyonun kinetiği 
incelenmiştir. Sonuçlar, enzimatik reaksiyon hızının, değişen

üü =

~r;:r

GİRİŞ

. . n en uveun ve ideal koagülant olarak
Buzağı kökenli rennet peynir üretim pdebilen bitki orijinli proteaz

kat>ul edilmektedir (1). Her ne kadar sütü koag Wl Mucor miehei ve Mucor 
ekstreleri bulunmakta isede, sadece mıkrobıal kc y
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pusillus, ticari peynir yapımında kullanılmaktadır (2). içerdikleri gereğinden fazla 
proteolitik aktivite sebebiyle, bitki kökenli proteazlar ticari peynir üretimi için uygun 
bulunmamaktadır (3). Ancak bazı ülkelerde organlarında proteolitik enzim içeren 
bitkilerden elde edilen proteaz ekstrelerinin süt koagülanı olarak geleneksel 
yumuşak peynir yapımında kullanıldığı bilinmektedir (4). Compositae familyasının 
bir türü olan Onopordum turcicum dan izole edilen koagülan yeni keşfedilmiş 
olup ticari peynir üretiminde bir önem taşımamaktadır. Bu çalışmada enzim 
aktivitesine substrat konsantrasyonunun etkisi, 33°C-48°C sıcaklık değerleri 
arasında kinetik modellemede yeni bir yaklaşım kullanılarak araştırılmıştır. 
Biyolojik ve biyokimyasal sistemlerin benzer kinetik modeller ile ifade edilmesi 
daha önceki çalışmalarda mevcuttur (5-7,9). Bu makale içinde yer alan "enzimatik 
hız” terimi gözle görünebilen kazein protein agregatlannm ilk belirlendiği 
temel almaktadır, ilk agregatlann görüldüğü zaman itiban ile total kazeinin % 
10.1 'ini içeren (10) K-kazeinin yaklaşık %95-100 civannda ürüne dönüştüğü 
varsayılmaktadır (10,11). Enzimatik hızın hesaplanmasında pıhtılaşmanın ilk 
görüldüğü pıhtılaşma zamanı, K-kazeinin tamamının agregat halinde, kararsız 
toplam kazein içinde yer aldığı an olarak değerlendirilmiştir.

anı

DENEL BÖLÜM

Enzim kompleksi, Onopordum turcicum bitkisinin tohum ve çiçeklerinden, 
ortamda sırasıyla 1/7 (w/v) oranında katı ve sıvı olmak kaydıyla 0.08M fosfat 
tamponu (pH:7.0) kullanılarak ekstrakte edilmiştir. Söz konusu tampon aynca 
litrede 6.0 g CaCl2H20,1.3 g EDTA, 2.0 g polyvinyl polypyrolidone ve 0.05 mİ 
fi-mercaptoetanol içermektedir. Blendıng ve homojeni zasyon, sırasıyla 
commercial Waring Blendor ve Virtis 23 ile 2 dakika süre ile yapılmıştır. 
Ekstrenin kaba filtrasyou yapılmış ve vakum finnda (Cole Parmer) 25 in Hg ve 
35-40 °C 'de konsantre edilmiştir. Yağsız süttozu %3.67 nem ve %3.4 protein 
içermektedir. Deneyler sabit sıcaklıktaki su banyosunda (Haake,SWB 20) 
yapılmıştır. Reaksiyon ortamında % 0.5-20 oranlannda değişen miktarlarda 
yağsız süt tozu, 0.005g/ml CaClgH^O, ve 0.05 mİ /mİ enzim ekstraktesi kullanılmıştır. 
Süt pıhtılaşma aktivitesi, süt tozunun içerdiği K-kazein(molekül ağırlığı:19000) 
(12) dikkate alınarak hesaplanmıştır. Süt pıhtılaşma zamanı Berridge metodunun 
modifikasyonu ile saptanmıştır(8). Sütte toplam protein, ve kazein tayini Rowland 
metodu ile yapılmıştır (13). Ticari toz rennet Christian Hansen laboratuvarından 
sağlanmıştır.

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Sonuçlar, yağsız süt tozu içeren ortamda enzim aktivitesinin, düşük substrat 
konsantrasyonlarında arttığım, öte yandan yüksek substrat konsantrasyonlarında 
düştüğünü göstermektedir. Enzimatik hız agregasyonun ilk görüldüğü anda ürüne 
dönüşen toplam K-kazein miktan ile ifade edilmiştir. Şekil 1 'de düşük K-kazein 
konsantrasyonlarında enzimatik hızdaki aıtışın K-kazein miktarındaki artış sonucu 
oluştuğu gözlenmektedir. Yüksek K-kazein konsantrasyonlarında, enzimatik 
reaksiyon hızı, ortamda bulunan fazlalık K-kazein tarafından düşürülmektedir. 
Böylece enzimatik hız aşağıdaki şekilde ifade edilebilir :
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*'s]- v,[!-•**]V = V,[l-e

Burada.V dakikada katalizlenen (tmol K-kazein, V„V1K1,K1 parametreler, S ;

K-kazein konsantrasyonudur. Parametrelerin sayısal değerleri aşağıdaki sınırlama 
göz önüne alınarak bulunabilir :

(D

[KJ >[KJ (2)

Bu kısıtlama , başlangıçta enzimatik katalizleme reaksiyonunun , artan S 
konsantrasyonu eşliğinde inhibisyona baskın çıktığını ima etmektedir. Böylece 
düşük ve yüksek S konsantrasyonlan söz konusu olduğunda (1) numaralı denklem 
aşağıdaki terimlere indirgenebilir:

V-VjU-e**] (dV/dS) > o (3)eğer

-k 2s (4)(dV/dS) <0eğer]V^Vj - V2 [ 1 - e

Maksimum aktivasyon hız sabiti; V j, aktivasyon sabiti; Kj, minimum ^ inhibisyon 
hız sabiti; V2, inhibisyon sabiti; K2* nin sayısal değerleri İn (dV/dS) e karalık 
S grafiklerinin eğim ve interseptlerinden bulunmaktadır. Benzer fiziksel 
durumlarda; substrat aktivasyon ve inhibisyonu olduğunda Mıchaelıs Menten 

modifikasyonu aşağıdaki gibidir (9):

k x
(5)

V=
1 + (Kj/S) +(S/Ka)

varlığıdır. Öte yandan modelin
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benzerliği hem aktivasyon hemde 
inhibisyon fazlarının
gerekliliğinin dikte edildiği 
fiziksel fenomen anın 

Onopordum 
turcicum dan ekstrakte edilmiş 
olan enzimin katalizlediği 
enzimatik hızın substrat ile 
değiştiği reaksiyon trendleri 
33°C, 38°C, 43°C, 48°C, sıcaklık 
derecelerinde yapılan deney- 
lerde birbirleri ile uyum içinde 
olan sonuçlar vermişlerdir. Salt 
bir deney setinin (T=33°C) 
simulasyonu Şekil 1 'de grafik 

olarak verilmiştir. Model, ticari 
rennet ile yapılan benzer 
denemelerde de

tanınmasıdır.
jj

|

«r

i

ICO 200 32)

K-k *zcin dcrijimi.MjUd

Şekil 1. K-kazeinin yağsız «Ut tozu ortamında 33*Cda 0.06 mİ enzim 
ektresi eşlisinde danUjümU [(•) hız, (-) rimataayon], Vl-5.96 >ımol/da 
K1-SS472M. V2» 0.45 (usol/dak, K2- 55609 M ,J fiziksel

-— -------- :--------------- —__________ _______ durumu ifade edebilmiştir (
Şekil 2 ). Simulasyonlann deneysel verilerle olan uyumu, korelasyon katsayıları 
ile test edilmiş ve 33, 38, 43, 48 °C, sıcaklıklarda yapılan denemelerde sırasıyla 
0.948, 0.944, 0.935, 0.978 olarak bulunmuştur. Ticari rennet ile aynı koşullarda 
yapılan denemelerde bulu-nan korelasyon katsayıları sırasıyla 0.903, 0.903, 0.903, 
0.900 dür. Tüm sıcaklık değerlerinde, ve her iki enzim ile ayn ayrı yapılan

denemelerde
konsantrasyonu, inhibisyo- 
nun etkisi avantajına hızı 
etkilemektedir. Bu fiziksel

artan S

durum, (1) ve (5) numaralı 
denklemler tarafındanda 
onaylanmaktadır. Enzimatik 
hızın sıcaklık ile değişimi 
Arrhenius tipi bir ilişki 
sergilemiştir ( Şekil 3 ). Bu 0) 
numaralı denklemin evrensel 
Arrhenius kanunu ile uyum 
halinde 
göstermektedir. Aktivas-yon 
enerji değerleri Onopordum 
turcicum ve buzağı renneti ile 
yapılan deneyler için sırasıyla 
18.12 kcal/mol ve 15AO

olduğunu
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Iccal/mol olarak hesap 
edilmiştir. Bu değerler 
diğer benzer çalışmalarda 
bulunmuş olan değerler 
ile kıyaslanabilmektedir

Bu çalışmanın ama­
cı enzimatik reaksiyon hızı 
ile substrat konsantras­
yonu arasındaki ilişkiyi 
Onopordum turcicum' dan 
izole edilen ektsreyi 
biyolojik katalizör ve 
süttozundaki toplam K- 
kazeini substrat olarak 
kullanarak belirlemektir.

(9).

Kazein agregatların oluşma hızını birçok faktör etkilemesine rağmen, agregat 
oluşma hızı, esas olarak K-kazeinin parçalanmasından etkilenmektedir (10). K- 
kazein, diğer kazein moleküllerini normal süt ortamında çökelmekten koruyan bir 
kolloid işlevi görmektedir (14). Daha önce yapılmış olan çalışmalarda sütü 
rennetleme (mayalama) işlemi, K-kazeinin spesifik proteolizi, ve devamla, kararsız 
kazein misellerinin çökmesi ile tarif edilerek bu iki ardışık reaksiyonun sıcaklık, 
pH, ve kalsiyum iyonu aktivitesinden farklı eğilimlerle etkilendiği 
pıhtılaşma zamanının bu iki reaksiyondan ayn ayrı etkilendiği belirtilmektedir 

(15). Bu araştırmada her deney tasarımında, toplam K-kazein konsantrasyonu 
dışında tüm etkiyen faktörler ( sıcaklık, pH, [Ca2+] ) sabit tutulmuştur. Ancak 
toplam kazein miktarının K-kazein hidrolizine olası etkisinin K-kazein proteolizi 
ile meydana getirilen koagülasyon prosesinin dinamiğinde asimile olacağı 
varsayılmaktadır. Toplam kazeinin bir parçası olan K-kazein olmadan herhangi 
enzimatik pıhtılaşma eldesinin, yani agregat oluşumunun imkansızlığı diğer 

Çalışmalar tarafındanda kabul edilmektedir (16).

ve sütün
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MİKROBİYAL . RENNİN ÜRETİMİNDE 
PARAMETRELERİNİN SÜT PIHTILAŞTIRMA PERMENTASYON 

AKTIVITESİNE ETKİSİ

Fatma AYHAN, Abdurrahman TANYOLAÇ, Serdar S. ÇELEBİ

Hacettepe Üniversitesi, KimyaMûhendsliğl Bölümü, Bey tepe- Ankara- Türkiye

influence  of  fermentation  parameters  on  milk  clotting  Acnvrnr in
THE PRODUCTION OF MICROBIAL RENNİN 

SUMMARY

In this research, a mesophilic fungi, Mucor mlehel from ATCC has been 
studled to produce rennln-llke enzyme for milk clotting. In the experiments, growth 
conditions of the microorganism were examined, optimum conditions were 
determined and the parameters yielding maximum milk clotting acüvity were 
obtained. For this, 77 experimental runs were flxed according to the Box-Wilson 
experimental deslgn and the influence of six independent growth factors (initial D- 
glucose and ammonium concentrations, inoculum ratio, pH, agitation rate, and

purification was found as 5.71 U/ml. _ achleved in chemically
In conclusion, the growth of ^üîkdotüng

deflned synthetic media and the found to be compatible
acüvity. With this feature, mlerobial enşrme produced^s 10un 

the industrial, purifled and animal based rennin enzym .With

ÖZET

süt pıhtılaştırma aktivitest verebilmesi içtnen beUrlenmi? ve'birbhtaden
Bunun içtaBox-WÜson deneysel tasarımna gö / 'ukozJ've amonyum derişirrferi,
bağımsız altı büyüme faktörünün ( başlamg sü(. plhüıaşürma aktivitesi

Kg** s&rŞfedh»..îsırrs*
koşullarda, çalkalayıcı su banyosu pıhtılaştırma akti H 81 yuru/dk
Jlkroorganizma için, maksimum .P 37.6*C sıc®khk. ’ 0ranı olarak

°larak 3aflaşbrma
fcS"%B7TS/mrd^mu.aŞı.miŞt,r.
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GİRİŞ

Dünyâda her geçen gün artan peynir talebine karşı, kısıüı olan 
nayvansal kökenli peynir mayası (rennin) üretimine alternatif kaynaklar 
aranmaktadır. Bu kaynaklann başında, süt pıhtılaştıncı enzimlerin cok 
daha ekonomik olarak elde edilebildiği ve doğadaki çeşitliliği sonsuz olan 
mSr?OI£anizmalar £elraektedlr. Mikrobiyal kaynaklı enzimlerin sütü 
pıhtılaştıncı özelliğe sahip oldukları bilinmekte ve bunlann özellikle 
endüstriyel boyutta üretilebilmeleri halinde peynir üretiminde önemli 
olacakları düşünülmektedir. Birçok değişik lif mantannın rennin enzimine 
benzer özellikte enzimleri üretebildikleri bildirilmektedir [1]. Mucor mlehei 
lif mantannın da, pıhtılaştırma gücü oldukça yüksek, buna karsın
bîüı^n^tı?[2 3 4]Sİ dÜ?Ük Tennln enzimI ÜTetu& araştırmalar sonucunda

Bu çalışmada fermentasyon ortam parametreleri olan sıcaklık, 
pH, aşilâmâ oranı, kanştırma hızı, azot ve karbon kaynağı derişimlerinin 
üretilen enzim aktivitesine olan etkileri Box-Wilson deneysel tasannu Üe 
belirlenen düzende yapılmış ve diğer beş değişkenin sabit tutulduğu 
koşullarda altıncı değişkenin süt pıhtılaştırma aktivitesine olan etkisi 
araştırılmıştır [5J.

DENEL BÖLÜM

Bu çalışma çerçevesinde yapılan deneylerde mikroorganizmanın 
karbon ve azot kaynağını hangi hızla tükettiğini belirleyebilmek amacıyla 
sentetik besi ortamı (Tablo 1) hazırlanmıştır . Karbon kaynağı olarak D- 
glukoz, azot kaynağı olarak da amonyum klorür seçilmiştir. Bunlann 
yanında mikroorganizmalar için gerekli diğer büeşenler olarak çeşitli 
metaller ve mineraller içeren kimyasallar eklenmiştir. Vitamin ihtiyacı da 
maya özütü ile giderilmiştir .

Tablo 1. Mucor miehei sentetik besi ortamı bileşimi.

Bileşen

D-glucose 
NH4C1 
MgS04.7H20 
KH2P04 
Na2HP04.2H20 
FeS04.7H20 
KC1
Maya özütü 
Mikrobesi çözeltisi 
Na2S04
NaH2P04.2H20

Derişim (g/lt) Mikrobesi bileşimi Derişim (g/lt)

Fe(NH4)2(SC>4)2 
ZnCl2 
MnS04 
CuCl2 
C0SO4

değişken 
değişken 

0.010 
0.349 
5.600 
0.001 
0.050 
1.000 
2.0 mİ 
0.019 
2.651

1.000
1.000
0.500
0.080
0.100
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Mucor miehei suşundan gereken miktarlarda erlenlere ekim yapılarak 
uygun sıcaklık ve çalkalama hızında üremeye bırakılmışlardır.

Süt pıhtılaştırma aktivitesinin , karbon ve azot kaynaklarının 
tüketim hızlarının saptanması amacıyla yaklaşık her 24 saatte 
fermentasyon ortamından steril olarak örnekler alınmış ve çok kısa sürede 
gerekli analizler yapılmıştır.

Süt pıhtılaştırma aktivitesi, 10 mİ sütü 35°C'de 1 dakikada 
pıhtılaştıran enzim miktarı olarak tanımlanmıştır, %10'luk yağsız süt 
tozundan her analiz öncesinde taze olarak hazırlanan sütün Ca+2 iyon 
konsantrasyonu 2 g/lt olacak şekilde CaCl2 ilavesi yapılmış ve pH’ı 6 olarak 
ölçülmüştür.

Karbon ve azot kaynaklarındaki değişimler sırasıyla YSI® glukoz 
analizörü ve Orlon® amonyum elektrodu ile saptanmıştır.

Peynir mayası üretiminde yüksek süt pıhtılaştırma aktivitesi 
yanısıra, peynirde acı tad oluşumuna neden olan proteolitik aktivitenin 
düşük olması da istenmektedir. Bu nedenle her erlende en yüksek süt 
pıhtılaştırma aktivitesinin görüldüğü zamana karşı gelen örneklerde 
proteolitik aktivite tayini de yapılmıştır. Ortamdaki protein derişimin! tespit 

ile de yine alınan aynı örnekte toplam protein tayini yapılmıştır.amacı

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Bu deneyler sonucunda ulaşılan en 
olarak elde edilen rennin enzim aktivitesinin, j dûzeyde peynir
rennin ile yarışabilecek düzeyde obasıdır. End£striy 1^ ^u gibfdiğer 
üretiminde mikrobiyal renninin uyguianmasıiselezzet veKo g 
peynir niteliklerinin de sağlanmasıyla mümkün olabüecekür.

1 • S.P.A. (U/ml)
6-

a 5-

£ 4-
5

3-

-ü 2-
•S
a

I -
a
w 500 4540

30 35
T (°C)

inin sıcaklıkla değişimi.

2520

Şekil X. Süt pıhtılaştırma aküvites
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_._n ... Yapılan deneyler sonucunda elde edilen veriler vukanrla

«4Sio5.s^;™‘ı?nn *“ ‘”h“*5t'r™ *k“K='»s 

3E£™«S?S5ü3^
«-»SKİ ^^SSSSs^SsSf,^ **■■ blr
nıllflıa ,pH m’ 1b®si ortamı pH’ının altındaki ve üstündeki değerlerde

etkili

1 6 -
• S.P.A. (U/mD

S 5 J

-S 4 -

İ3:
ttiJ

-4-»
Ö ■
W 0 _

•S

TT T T
5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0

PH

Şekil 2. Süt pıhtılaştırma aktivitesinin pH Üe değişimi.

1 I6- • S.P.A (U/mD
Sr s.

İ :
3 -•S

£ 2- 
a 1- 
5 ‘
W o

T T T T T T T T T T

0 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Aşılama Oranı (% v/v)

Şekil 3. Süt pıhtılaştırma aktivitesinin aşılama oranı Üe değişimi.

310



Çalkalama hızı için ideal çalışma aralığı olarak 75-110 spm 
bulunmuştur (Şekil 4). Aşın karıştırmada küresel olarak ortamda büyüyen 
mikroorganizma parçalanarak, enzim üretimini ölüm evresinde sağlayan 
kontrollü besi akı ve derişim profili bozulmaktadır. Düşük karıştırma 
hızlarında ise biyofllm içine yeterli besin aktanlamamaktadır.

Karbon ve azot kaynaklan için maksimum enzim aktivlteleri ise 
Şekil 5 ve 6' da görüldüğü gibi sırasıyla 29.6 g/l ğlukoz ve 1.25 g/l amonyum 
derişimlerinde gerçekleşmiştir.

!•- • S.PA (U/mD

Bs-
•p4

3 -

J 2 •

U 1 J
S 0 T TTTTTT

130100 110 120 

Çalkalama hızı (vuru/dk) .

Şekil 4. Süt pıhtılaştırma aktivitesinin çalkalama hızı ile değişimi.

9070 8060

I 6 - • S.PA (U/mD
B 5-

4-
5

3-

2-

& 1 - 

S ol

•s
♦■w

40

5 10 150

Glukoz derişimi (g/10

9«kÜ 5. Süt pıhtılaştırma aktivitesinin glukoz derişimiyle değiş
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7

16- 
a 5:

I 4j

• S.PA.(U/ml)

3 -

•S 2 " 

1 J
O

w o:

o 1 2 3 4
NHJ derişimi (g/lt)

Şekil 6. Süt pıhtılaştırma aküvitesinin amonyum derişimiyle değişimi

rr^aWnEnZİ1? ^retiînln}n yüksek karbon ve azot derişimlerinde 
gerçekleşmesi, biyofllm içinde üretim aşamasında belirli bir bölgenin 
airüzyon kontrollü olarak besin almasıdır. Fermentörlerde yapılacak olan 
üretimde ise kültür homojen olarak büyüdüğünden optimum karbon ve azot 
aerişimlerinin bu değerlerin altında olması beklenir.

Sonuç olarak, saflandınlmadığı halde bile aktivite açısından ticari 
peynir mayalan düzeyinde olan bu mikrobiyal kaynaklı renninin peynir 
üretiminde kullanılabilmesi için, peynire verdiği lezzet , koku gibi diğer 
niteliklerinin de sınanması gerekmektedir.

(Bu çalışma TÜBİTAK-NATO Science for Stability Programme- 
Biotechnology" projesi kapsamında desteklenmektedir.)
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MİKROBİYAL RENNİN ÜRETİM 
DENEYSEL TASARIMI

OPTİMİZASYONUNDA
BOX-WILSON

Fatma AYHAN, Abdurrahman TANYOLAÇ, Serdar S.

Hacettepe Üniversitesi, Kimya Mühendisliği BölümUBeytepe-Ankara-Türklye

ÇELEBİ

ot  the  o *™"10» o »

SUMMARY

Production of microblal rennin enzyme depends on many dlfferent 
fermentation parameters . Parameter values that supply the highest milk clotting 
activity are the optimum points of production. Here, the parameters affecting the 
production of microbial enzyme were selected as initial carhon and nitrogen source 
concentrations, temperature, pH, inoculum ratio and agitation rate. If the effect of 
these parameters was examined by conventional factorlal design, there would be 
thousands of experiments to be done. In order to decrease the number of experiments, 
Box-Wilson experimental design was used and fermentation parameter values were 
calculated according to this design. The determined erlenmayer runs were carried out 
to investigate the optimum conditions for the production of the enzyme and the 
fermentation parameters’ values giving the highest milk clotting activity (M.C.A.) 
have been obtained.

ÖZET

i*"p fesss.’ifi asa?S
nıl?ffı ann saPtanmasl hedeflenmiştir. ^neyfermantasyon parametre değerleri 
Pıhtılaştırma aktivitesini (S.P.A.) veren optimum fermama y p 
^kirlenmiştir.

GİRİŞ

£îSi=eSS3S"S|ü
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ekonomik ve daha fazla miktarlarda mikroorganizmalardan üretimi On 
plana çıkmıştır.

,_,Blî Çall1?mada* peynir yapımında kullanılan rennin enziminin 
mikrobiyal yolla üretiminin fermentasyon parametreleri tarafından nasıl 
etkilendiği araştırılmıştır. Bilindiği gibi mikroorganizmaların üremeleri ve 
enzim üretmeleri birçok parametrelere bağımlıdır. Bu parametreler her ne 
Kadar birbirlerinden bağımsız görünseler de gerçekte birbirlerine bağlıdır 
ve bu durum karmaşık bir davranış biçimini ortaya koymaktadır. Ancak 
araştırmaların yürütülmesi sırasında böyle karmaşık bir davranışın 
üretime etkisinin anlaşılabilmesi için her bir parametre birer bağımsız 
değişken olarak kabul edilmektedir. Mikrobiyal rennin üretimindeki altı 
bağımsız parametre; pH, sıcaklık, aşılama oranı, çalkalama hızı, başlangıç 
glukoz ve amonyum derişimleridir. Her bir parametrenin ayrı ayrı etkileri 
incelenmek istenirse, diğer parametrelerin sabit tutulup incelenmek 
istenen parametrenin belirli bir aralıkta farklı düzeylerinde deneyler 
yapılması gerekir ki; bu da altı parametre gözönüne alındığında binlerce 
deneye ihtiyaç olduğunu gösterir.

Box-Wilson deneysel tasarımı ile bu deneylerin sayılarının 
minimuma indirilmesi ve enzim üreümi için optimum şartların en kısa 
sürede belirlenmesi mümkün olmaktadır. Bu deneysel tasarıma göre, 
koşulları belirlenen 77 adet deney ATCC'den sağlanan Mucor rrüehei suşu 
ile gerçekleştirimiştir. Bu deneyler sonucunda en yüksek süt pıhtılaştırma 
aktivitesini veren koşullar belirlenmiş ve mikrobiyal enzim üretiminde rol 
oynayan parametreler için en uygun çalışma aralıkları saptanabilmiştir.

DENEL BÖLÜM

Box-Wilson deneysel tasarımı fiziksel bir mekanizmayı karakterize 
eden bir testler serisidir [İJ. Bu amaçla, prosesin matematiksel modelini 
çıkarmak için verimli bir biçimde kullanılan bir genel deneyler serisi 
geliştirilmiştir. Bu deneyler özellikle endüstriyel problemlere uygulanabilir. 
Çünkü oldukça az sayıda deney gerektirir ve uygun hesaplama özelliklerine 
sahiptir.

Araştırmanın amacı doğrultusunda bağımsız değişkenlerin her biri 
beş düzeyde belirtilir. Her değişken için bu beş düzeyin değerleri deneydeki 
değişkenlerin sayısına ve çalışılacak aralığa bağlıdır.

Örneğin, 100°Flık bir aralığı gösteren 200-300°F sıcaklıklar arasında 
çalışıldığında; geliştirilecek modele uygunluk için, değişkenlerin işletme 
düzeyleri yerine kodlanmış değerler kullanılır. Bu amaçla her değişken için 
yaklaşık Vp’ye (p:değişken sayısı) eşit olan k faktörü kullanılır. 
Değişkenlerin ana değerleri, orta noktaya aralık/2k değerinin eklenmesi ve 
çıkarılmasıyla bulunur. Bu örnekte Box-Wilson tasarımı ile belirlenen 
değişken sıcaklık CXı) için beş aralık düzeyi Çizelge 1 de verilmiştir.

Çizelge 1. Box-Wilson örnek düzey değerleri.

Kodlaıyiflig formu
-k

X1 Sıcaklık f°F)
200

250-50/k -1
250 0

2504-50/k 1
k300
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sıcaklıklar 250±50/l.'T^veya 221 ve 279^11^ noktaya kar?‘ &elen

saffitsttaB-jSMgas
Çizelge 2. Box-Wilson örneği deney koşullan

Eksenel noktalar ____Eaktflrivel noktalar
X3 XI İB

Orta nokta
2GİÇ. 30 XI X?. X3

k O O I I 1 0 0 0
-k 0 0 1 1 -1
0 k
O -k
O O
O O

O 1 -I
1 -1

-1 1
-1 1
-1 -1
-1 -1

1
O -1
k 1
-k -1

1
1

Toplam deney sayısı=l 5+tekrarlar

Deneysel hatayı tespit etmek amacı ile orta nokta deneyi genellikle 
üç-beş kez tekrar edilir. Herhangi bir sayıdaki değişken İçin deneysel 
tasanmda yukandaki benzer yol izlenir.

Deneysel çalışmalar, ATCC'den sağlanan Mucor miehei suşu ile ve 
250 ml'lik erlenler kullanılarak çalkalayıcılarda yapılmıştır. Saf kültürün 
öncelikle ağar tüplerinde belli bir süre sporlanması sağlanmıştır. 
Hazırlanan yapay besi ortamı (21, ağzı pamukla kapalı erlenlerde 
sterillendikten sonra yine steril koşullarda kültür ekimi yapılarak 
çalkalayıcıda üremeye bırakılmıştır. Fermentasyon süresince belli 
aralıklarda ortamdan örnekler alınarak, karbon ve azot kaynaldarmın 
tüketimine. pH değişimine ve süt pıhtılaştırma aküylteslne bakılnuştır.
Aynca maksimum aktlvltenin görüldüğü nokt^la^da,kuIl de tavln 
yöntemleriyle toplam protein derişimi ve proteolltik aktlvite de tayin
^Ş1Yukarıda sözü edilen fermentasyon Par^etr«lerl ^rianan

pH: 4-8,
Sıcaklık: 20-45°C,
D-glukoz: 5-40 gA*
NH4+: 0.5-3.5 g/l,
Çalkalama hızı: 60-130 vuru/dk.
Aşılama oranı: %l-15v/v.

t Yukarıdaki çalışma arahldan kullandarak BoxjWllson ^ vçybu

tasanmına göre parametrelerin değişen değerleri n
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detefcrde 77 adet erlen deneyi gerçekleştirilmiştir. Sonuçta yüksek 
Pmtüaşrna aktlvltesi veren deneylerdeki parametre değerleri Çlzelğe 3 de

Çizelge 3. Box-Wilson yöntemine göre tasarlanmış deneylerde yüksek 
enzim aktlvltesi veren parametre değerleri.

Başlangıç değerleri
' NHA+fğ/1) SPAiu/mll 

2.500 
0.174 
0.286 
0.095 
0.000 
0.000 
1.330 
1.000 
2.200 
1.000 
5.710

Tİ°C) Vuru/dk pH %Ası fv/vl Glukozfg/11
37.6 81 6.8 5.2

6.8 5.2
5.2 5.2
5.2 5.2
6.8 5.2
6.8 5.2
6.8 10.8
6.8 5.2
6.8 10.8
6.8 5.2
6.8 5.2
6.8 5.2

29.6 2.5537.6 81
37.6 81
37.6 81
27.4 81
27.4 81
37.6 109
37.6 109
37.6 109
37.6 109
37.6 81
37.6 81

15.36 2.55
29.6 2.55
15.36 2.55
29.6 2.55
15.36 2.55
29.6 2.55
29.6 2.55
29.6 1.25
29.6 1.25
29.6 1.25
15.36 1.252.55

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Box-Wilson yöntemine göre tasarlanan minumum sayıda (77) 
deneyin sonucunda bağımsız parametrelerin mlkrobiyal rennin enzimi 
üretimi için uygun çalışma aralıkları tespit edilebilmiş ve bu aralıklar için 
en yüksek süt pıhtılaştırma aktivitesini veren parametre değerleri yani en 
uygun deneysel koşullar saptanabilmiştir. '

Deney sonuçlarına göre sıcaklık en önemli parametrelerden biridir: 
En ideal sıcaklık aralığı 30-45°C olarak saptanmıştır, bu sıcaklık aralığı 
dışında hem mikroorganizmaların üremeleri hem de enzim üretmeleri 
mümkün olmamaktadır [4]. Box-Wilson deneysel tasarımına göre yapılan 
deneylerde 37.6°C de maksimum süt pıhtılaştırma aktlvltesi elde edilmiştir.

“ ,b?Ska önemli etken de pH’tır. Diğer parametrelerin hepsinin 
sabit tutulduğu durumda, başlangıç pH'nın düşük olması süt pıhtılaştırma 
aktivitesinde önemli bir azalmaya neden olmaktadır. İdeal pH aralığı ise 5-8 
olarak bulunmuştur [5J. Tasarıma göre elde edilen 6.8 pH değerinde de 
maksimum süt pıhtılaştırma aktlvltesi elde edilmiştir.

Optimum aşılama oranı... , . , %5.2 (haclm/hacim) ve optimum
çalkalama hızı da 81 vuru/dak. olarak tespit edilmiş ve bu değerlerde 
çalışıldığında maksimum süt pıhtılaştırma aktlvltesi elde edilmiştir
değerleri aktiviteyi düştaSed^bu sonl^'b^^k^param^Sn 

mikroorganizmanın beslenmesinde ve enzim üretiminde temel unsurlar 
olduğunu göstermektedir [6 7] Karbon ve azot kaynağı derişimlerlnin süt 
pıhtılaştırma aküvi esin doğrudan etkilediği açıktır. Deneysel tasarım bu 
parametrelerin İdeal aralığını verdiği gibi 29.6 g/l başlangıç glukoz ve 1.25
g{ t *? y°ksek süt pıhtılaş turna* aktivite değerine
ulaşılabildiğini göstermektedir. Sözü edilen bütün bu parametrelerin
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pîhtılaşürma aktlvitesl dde'ldilebnmlkted'ir0^ gIbl 5-71
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BACTERİORHODOPSİN’İN sentetik  bir  zara
TUTTURULMASI

VCîncl^OGLU {*y G^rNIW2 l**)i Meral YÜCEL (**). Leml TüRKER (—)

Orta Doğu Teknik Üniversitesi, 06531, Ankara, Türkiye 
(•)Kimya Mühendisliği, D Biyoloji (t9m)Kimya Bölümleri

IMMOBILIZATION OF BACTERIORHODOPSIN ON SYNTHETIC MEMBRANES

SUMMARY

The photoşynthetlc baderia Halobacterlum halobium which possesses a 
purple-colored retlnal protein withln its celi membrane provides photoşynthetlc 
capacity İn a manner analogous to chlorophyll İn green plants. The purple colored 
protein İs called Bactertorhodopsln (BR) due to İts slmllarlty to the vlsual pigment 
rhodopsln İn the eyes of the hlgh verteberated anlmals.

In thls research, purple membrane fragments wlth its lntegrated protein BR were 
lmmoblllzed on llpld impregnated and llpld free cellulose acetate mllllpore nlters (pore 
size 0.22 tim. 0.1S mm thlek). The photoresponse curres of these membranes were 
obtalned by measurlng the pH change wlth time of exposure of UgM ln each

ofthe membrane, butthere appeared to be no llght drlven (H 1 lon transpo m 

compartmenttothe other.

BR Ithfbsencûrıclu^^at: VS

inverse effect on photoactlvtty of BR Howeve , crtmcnts ltwas Q^stTWti\

month.

ÖZET

bandırılır. 319



Bu araştırmada Bakteriorhodopsin (BR) entegreli mor zar parçacıkları, lipid 
emdirilmiş ve lipidslz gözenekli selüloz asetat zara tutturuldu (gözenek çapı. 0.22 \un1 
kalınlık 0.15 mm). Bu şekilde hazırlanan zarların fototepld eğrileri fotoaktivite ölçüm 
hücresinin her iki bölümünde aydınlatma süresine göre pH değişimi ölçülerek elde 
edildi. Bu çalışmada BR'm fototepkisine etki eden faktörler olarak yağın BR'a oranı, zar 
üzerine tutturulan BR miktarı ve sıcaklık incelendi. BR'in tuttunılduğu bölmede ışık
etkisiyle [H4] iyon konsantrasyonunun arttığının gözlenmesine rağmen bir bölmeden
diğer bölmeye ışık etkisi ile [H+I iyonu transferi olmadığı sonucuna varıldı. BR'm zara 
tutturulması esnasında elektrik alanı (25 volt/cm) uygulanarak yönlendirilmesinin 
yağın BR'a oranının küçük olduğu durumlarda daha iyi sonuç verdiği kanısına varıldı. 
Aynca sıcaklığın artması BR'm fotoaktivitesini azaltıcı yönde etkiledi. Halbuki, selüloz 
asetat zara tutturulan BR miktarının artırılması fotoaktivitenin artmasına neden oldu. 
Aynca 1 ay süresince muhafaza edilen zarlar İle yapılan deneyler sonucunda BRm zar 
yüzeyinden aynlmadığı ve aktif halde olduğu belirlendi.

GİRİŞ

1971 yılında Oesterhelt ve Stoickenous (11 tarafından bulunan fotosentetik bir 
bakteri olan Halobacterlum haloblum özellikle hücre zarında bulunan proteinleri İle 
bilim adamlarının dikkatini çekmiştir, bu proteinlerden bacteriorhodopsin yapısal 
olarak gözdeki görme olayını gerçekleştiren rodopsine kimyasal bir benzerlik 
göstermektedir. Aynca bu protein bakteride fotosentez fonksiyonunu üstlenmektedir ve 
bilinen en sade aktif proton transport proteinidir. Bacteriorhodopsin biyolojik 
makromoleküler araştırmalarında görme ve fotosentez konulan yanında 
biomembranlarda aktif transport mekanizmalannm anlaşılmasına yönelik yapılan 
çalışmalarda da çok önemli bir yer tutmaktadır. Aynca son yıllarda moleküler 
fonksiyonel düzenekler kurularak teknolojik uygulamaya geçilmeye çalışılmaktadır. 
Bakteriorhodopsinln fotonik ve fotoelektrik özelliklerinden yararlanılarak ve 
bakteriordohopsin yapı bioklan oluşturularak bioelektronik düzenek kurulmasına 
yönlenilmiştir. Bunlar biyokrom filimler, optik hafızalar, yüksek hızlı fotosensörler, 
halograflk ortam ve moleküler bilgisayar elemanlannm prototipleridir (Hong 12)). 
Değişik retinal proteinleri karşılaştınlarak canlı organizmalardaki değişik fonksiyonel 
düzeneklerdeki DOÖA'nın tasarımını anlamaya çalışmak, bu tür sistemleri kavramaya 
yönelik daha derin bir görüş kazandıracaktır. Yakın geçmişte Amerika Birleşik 
Devletlerinde ve Japonya'da teknolojik uygulamaya yönelik zeki malzemelerin 
(intelligentmaterial) keşfine ve geliştirilmesine çalışılmaktadır. Bacteriorhodopsin aynı 
zamanda zeki malzemelere bir örnektir.

ülkemizde Halobacterlum haloblum'dan bacteriorhodopslnin blyosentezlenmesl 
konusundaki araştırmaları gurubumuz 1982 yılında başlatmıştır. 1980*11 yıllar 
bakteriorhodopsinln ışık eneıjisinl kimyasal eneıjiye dönüştürerek fotosentezde rol 
oynamasını dikkate alan ve bu özelliğinin biyosentetlk zarlar oluşturularak güneş 
enerjisi dönüşüm sistemlerine, güneş pillerinin yapımına yönelilen senelerdir {3,41. 
Ancak bu araştırmalar sonucunda böyle bir güneş pilinin yapılabilmesi için pU 
yapımına uygun bacteriordohopsin tutturulan biyosentetlk zarların oluşturulması ve bu 
zarların performansını arttırmaya yönelik faktörlerin incelenmesi gerekliliği sonucuna 
varılmıştır.

Bu araştırmanın amacı bakteriorhodopsin millpor filtreye tutturarak 
biyosentetlk zar oluşturmak ve bu zarların ışıkla uyarıldığında proton pompalama 
özelliklerini deneysel olarak saptamaktır. Aynca, bu zarlann oluşturulmasındaki bazı 
parametrelerin : protein derişiminin, protein lipid oranının, sıcaklığın ve bu 
membranlann saklanma süresinin fotoaktivite üzerine etkisini İncelemektir.
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DENEL BÖLÜM

si«a?A4^Numunedeki BR'ın protein miktan Lowıy (6) metodu ile hı,ı,?
spektrofotometrik olarak 570 nm'de absorbans ölçümü He tadanım? ve mdar

£erf?(7^todukulIan^îk26TOdSoSSbSSSStaS dT^lterferie
2um h®lln^?rH(S,t B^/lorhodopsln'ln fotoaktlvitesl saflaşıldıktan sonra BR 
yöntenüyîe ölçülmüştür hcrhan^ b ryaPa^zara tutturulmadan Yücel ve arkadaşları [4]

Bu araştırmada BH 0.15 mm kalınlığında, gözenek çapı 0.22 ym olan selüloz 
asetat zara tutturulmuştur. Bu zarların oluşturulmasında araştırılan parametreler, 
asetat zara sürülen lipidin (Yumurta akı lesitini) BRa oranı, zar üzerine tutturulan BR 
miktarıdır. BR'ın zara tutturulması esnasında yönlendirme sağlamak amacı ile 30 
dakika 25 (v/cm) statik elektrik alanı uygulanmıştır.

Proton pompalama ölçüm düzeneği Sediroğlu (8fde ayrıntılı olarak verilmektedir. 
Ölçümler su Jeketli İki bölmeli fleksiglasdan yapılan özel bir fotoelektra hücrede 
gerçekleştirilmiştir, tki bölme arasına BR tutturulmuş yapay zar yerleştirilmiştir. Işık 
kaynağından gelen ışınlar siyah bir plakadaki delikle odaklandırılarak fotoelektro 
hücresinin B bölümünün yan duvarındaki cam percereden geçerek 1 cm çapındaki 
yapay zar üzerine düşürülmüştür. Fotoelektro hücresinin her iki bölümünde de pH 
değişikleri kaydedilmiştir.

Deneylerde 0.15 M KC1 içeren stok solüsyonu ve 1000 WaH lık ışık kaynag 
kullanılmıştır. Lipid'ln BR'a ağırlık oranı 0 ile 48 arasında, zar üzerinde tutturulan BR

miktan 0 İle 1.98.10'9 arasında değiştirilmiştir. Deneyler 15,25,37°C'da

taştıktan sonra yapılmıştır.

mol

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

S*SSA. ” —*
nmesini zorlaştırıyor olabilir.

, . no tutturularak hazırlanan
zan ,?ckU Hpid ihtiva etmeyen selüloz 2(a) ile 2(b) farkh
Jlarla^püan devrin sonuçlan ve^mel^ni^n,; Şekli 2(b) ve 2(0 fa

^ eden İki zann performansının karşı ş
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sıcaklıkta yapılan deneyleri. Şekil 2(b) İle 2(d) İse aynı zarın İlk hazırlığındaki ve 1 ay 
sonraki performansını vermektedir. Bu deneyler sonucunda B bölümündeki pH'nın ışık 
İle değişimi hızının BR miktarı arttıkça azaldığı, sıcaklık düştükçe arttığı gözlenmiştir 
Ayrıca sıcaklık arttıkça fototepkide azalmaktadır. Bir ay sonra tekrarlanan deneyler 
sonucunda BR'ın fotoaktlvltesinl muhafaza ettiği görülmüştür. Bu süre zarfında. BR 
ihtiva eden zarlar stabilize olmaktadır. Farklı Lipid/BR oram ve farklı BR miktarı ihtiva 
eden tüm zarlar bir ay sonra aynı fotoetkiyi göstererek B bölümüne aynı miktarda 
2x 1(T10 mol proton vermekte veya tutmaktadır.

Şekli l(a)-(b) ve Şekil 2(a) nın karşılaştırılmasından elde edilen en önemli sonuç 
zarların ihtiva ettiği lipid miktarına bağlı olarakA ve B bölümleri arasındaki pH farkının 
(ApH-pH^-pHg) aydınlıktaki ve karanlıktaki karakteristiğinin değişmesidir. Lipid, BR 

oranı 48 olan zarlarda ApH aydınlıkta positif. karanlıkta negatif değere ulaşmaktadır. Bu 
oran 12 olduğu zaman ise ApH daima negatif olmakla beraber aydınlıkta mutlak değeri 
artmakta ve karanlıkta azalmaktadır. Lipid ihtiva etmeyen zarlarda ApH dalma positif 
olmakta aydınlıkta azalmakta karanlıkta artmaktadır.

6.820 ı-------------- —--------------------------------------------------——

(a)
1 ON6.800

6.780
X

------£a.

6.760

6.740

i6.720 ı ı

0 56
t ON

112 158 224 280

ZAMAN (dak.)

6.840

(b)
6.820

6.800
X
a.

P
6.780

6 .760

JOFF
I6.740

0 52

| ON
156 260208

ZAMAN (dak.)

Şekli 1. pH'nın zamana karşı değişimi, BR- 1.32xl0'9 mol„ T-25°C, a) Lipid / BR - 48. 
b) Lipid / BR - İZ (-o-B bölmesi, -A-A bölmesi)
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Bu araştırma göstermiştlrki mllipor fllitreye tutturulan BR İle hazırlanan 
biyosentetik zarlar fotoaktiviteslnl muhafaza etmektedir. Ancak bu zarlarda doğal hücıü 
zannda olduğu düşünülen aktif proton transferi gözlenmemiştir. Bunun en önemli 
nedeni bu araştırmada kullanılan biyosentetik zann kalınlığının doğal hücre zannın 
yaklaşık 20 katı olmasıdır. Bu netice biyosentetik sistemlerle yapılması düşünülen 
güneş pillerinin enerji dönüşüm verimlerinin neden çok düşük olduğunu izah etmektedir 
Bu tür zarlar her ne kadar güneş pilleri yapımında uygun değilsede, fotoetki göstermesi 
bakımından gelecekte başka amaçlar için kullanılabilir.

d^Wdennüşt^U ara?Ürma 0DTÜ Ara?ürma Fonu CAFP 91-07-02-02) projesi olarak

KAYNAKLAR

** D;Of^halt and W.Stoeckenius, *Rhodopsin-like protein ffom the purple membrane 
of Halobacterium halobium', Nature NewBlol., 233(1971)260-265.

F.TJIon^llıe^Rmodel^membrane system as a proto-type molecular computlng

3* and RS*CaP,an'>The Purple membrane and solar energy conversion*. TIBS.
63(1980) 62-64.

4. M.YüceI, BAIZabut ve LEroğlu *BlyoloJik model sistemlerde ışık enerjisinin elektrik 
enerjisine dönüşümü*, Doğa TU Blol., 113(1989)56-60.

5. D.Oesterhelt and W.Stoecfccnius. 'Isolatlon of the celi membrane of H.haloblum and 
ffactionatlon into red and purple membrane* Methods in Enzymalogy. 31 (1974) 
453-483.

6. OİLLowıy, *Protein measurementwith the folin phenol reagent’, J.BioLCh
193(1951)453-483. w

7. UKJLaemll, Cleavage of Structural Proteins Durlng the Assembly of the head of 
bacterlophage*.Nature, 227(1970) 680-685.

8. V.Sediroğlu, IBacteriorfaodopslnin sentetik bir zara tutturulması*, HA.Sc.

Thesls), Orta Doğu Teknik ünlv„ Fac. of Eng., (1992).

2.

em.,

324



Fatma KAYIRHAN, Serdar S. ÇELEBİ ve Arif ÇAĞLAR* •

SlSIİS^roltsiseateo ™®™
SUMMARY

The hydrolysis of triacetin (glycerol triacetate) by candidal lipase has been 
investigated in a recirculated column reactor contains polyethylene particles. The aim 
of this study is to increase the hydrolysis rate of triacetin by using polymer particles 
specially at the soluble triacetin concentrations at which the activity of lipase is very 
low. The effects of the circulation rate of the solution through the column on the 
reaction rate vvere defined in both cases with and vvithout particles and the optimum 
flow rates were determined as 2 and 0.5 ml/min, respectively. In addition, the 
variation of the reaction rate with pH were investigated in the presence of 
polyethylene particles and the optimum activity was observed at pH of 6.0.

On the other hand, the effects of the circulation period of the triacetin solution on 
the activity were examined and the required time for the completlon of film formation 
by triacetin molecules on the surface of particles was found 15 minutes before adding 
enzyme solution.

The variation of reaction rate with triacetin cçncentration İn both soluble and 
insoluble regions were investigated in the presence and also in the absence of 
polyethylene 'particles. The comparision of the results show that the polymer 
particles provide an increase of 118-300 % on the hydrolysis rate of triacetin in the 
soluble region. Michaelis constants (Km ) for two cases with and without Partıcles were 
determined as 0.080 and 0.125 M triacetin, respectively.

On the hydrolysis of triacetin at the soluble concentrations by lipase, e c 
ratios on the activity obtained in this study by using polyethylene particles are 
eompatible with the enhancements provided by adding some non-pojarorgardcsoivents 
t0 the reaction medium and also by polymeric membrane system in the lıtera .

ÖZET

Sirkülasyonlu kolon tipi reaktörde, polietilen Par[İJ^H®^ öfeUikle lipaz

cö illerin bulunmadığı ve polimerik partikülle incelenmiş ve optimum

degelSİrkÜUsy0n hmmn reaksly°r hlZH 3 eri mek reaksiyon hızı 0.5 ml/dak 
er saPtanmiştır. Referans çalışmada en yui bulunduğu sistemde 2

gözlenirken, polietilen P^^J^artlüUü durunvda 
J/dak’da gözlenmiştir. Aynca reaksiyon hızmın pH ile degıs^ P 

menmiş ve optimum pH 6.0 olarak bulunmuştur.
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Araştırmanın bir bölümünde enzim ilavesinden önce triasetin çözeltisinin 
polietilenli kolon sisteminde sirkülasyon süresinin reaksiyon hızına etkisi 
incelenmiş ve triasetin moleküllerinin hidrofobik partiküller yüzeyinde film 
oluşturması için gerekli süre 15 dakika olarak belirlenmiştir.

Referans ve polietilen partiküller içeren çalışmalarda triasetin konsantrasyonu ile 
reaksiyon hızı değişimi çözünür ve çözünmez (emülsiyon) bölgelerde incelenmiş, çözünür 
bölgede partikül kullanımıyla reaksiyon hızında sağlanan artış oranları % 118-300 
olarak bulunmuştur. Triasetinin çözünür olduğu konsantrasyonlarda, polietilen 
partiküllü ve partikülsüz durumlarda Michaelis sabitleri sırasıyla 0.080 M ve 0.125 M 
triasetin olarak saptanmıştır.

Sonuç olarak, sulu ortamda triasetinin çözünür konsantrasyonlarda lipaz enzimiyle 
hidrolizinde, polietilen partiküllerin kullanılmasıyla sağlanan reaksiyon hızı artış 
oranları, literatürde ortama suyla karışmayan organik çözücülerin eklenmesiyle ve 
polimerik membran sistemlerinin kullanılmasıyla elde edilen artış oranlarıyla 
karşılaştınlabilir düzeydedir..

GÎRÎŞ

Lipazlar, hidrofobik arayüzeylerde adsorpsiyonla aktif yapı kazandıkların­
dan, yağ-su emülsiyon sistemlerinde yüksek reaksiyon hızı (aktivite) verirler. 
Ancak, triasetinin lipazla hidrolizinde olduğu gibi basit yağların suda çözünen

.?I^.Sa?*ras^on^arın<*a düşük aktivite gözlenmektedir. Bu substratın suda 
çözünür konsantrasyonlarında, lipaz enziminin aktivitesini arttırmaya yönelik 
önceki çalışmalarda, ortama suyla karışmayan organik çözücüler eklenerek 
emülsiyon sistemleri oluşturulmuş ve aktivite artışları sağlanmıştır [1].

. , Çalışmada ise triasetinin çözünür konsantrasyonlarında özellikle kritik
konsantrasyonunun (CMC) altında Candida cylindracea lipazı ile 

hidrolizinde, hidrofobik karakterli polietilen partiküller kullanılarak, partikül 
yüzeyinde yağ-su arayüzeyi oluşumuyla aktivite artışı amaçlanmıştır.

DENEL BÖLÜM

PenSY Sistemi; ön çalışmalar sonucu triasetinde çözünmemesi ve yüksek 
aktivite sağlaması nedeniyle polietilen partiküller model polimer olarak 
seçilmiştir. Lipaz ve tnasetin içeren sulu reaksiyon ortamı bir peristaltik pompa 
yardımıyla rezervuardan alınarak polimerik partiküllerin bulunduğu 
paslanmaz çelik kolondan (D= 0.7 cm; L= 11.2 cm) sirküle edilir. Rezervuar ve 
kolon sistemi sabit sıcaklık banyosu içindedir. Reaksiyon, pH-metre, pH-kontrol 
ünitesi ve penstaltık pompadan oluşan pH-stat sistemi ile izlenir. Reaksiyon 
sırasında yağ asıtı oluşumu ortam pH'ını düşürür. Bu nedenle pH kontrolünün 
yapıldığı rezervuara oluşan asetik asite eşdeğer miktarda NaOH çözeltisi 
otomatik olarak eklenir. Zamana karşı alınan NaOH çözeltisi miktarları 
reaksiyon hızının saptanmasında kullanılır.

SuhsİEât-ÖiglİİSİ; Reaksiyon ortamı değişik konsantrasyonlarda ( % 0.125-12,
I Zl u !?’ AJmani'a)'9erir. Sulu çözeltide ayrıca 0.137 M NaCl,
3.75 x 10-3 M CaCl2. 4 H20 ve 2.5 x 10-3 M sodyura asetat buJmaktadır.

Enzim Çözeltisi; % 21.5 protein (w/w) içeren Candida cylindracea lipazı (Meito

pHı 6 °-01 M “** p„..u
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SONUÇLAR VE TARTIŞMA

:52fSŞ~5Ht~:
farklı yöntem kullanılmıştır Birinci yöntemde, enzim ve triasetin reaksiyon 
ortamına aynı anda ilave edilmiş ve daha sonra sirkülasyon başlatılmıştır 
ikinci yöntemde ise, önce tnasetin çözeltisi 3 dakika kolondan sirküle edilmiş ve 
daha sonra rezervuar çözeltisine lipaz ilave edilerek reaksiyon başlatılmıştır. Bu 
deneylerde, birinci yöntemde polimer içermeyen referans deneyine göre hidroliz 
hızında % 99.7'lik bir artış gözlenirken ikinci yöntemde % 165'lik bir artış 
saptanmıştır. Bu nedenle triasetin çözeltisinin kolondan sirkülasyon süresi ile 
reaksiyon hızındaki değişimi incelenmiştir. Şekil l'de görüldüğü gibi 
sirkülasyon süresinin artması ile reaksiyon hızı artmakta, yaklaşık 15 
dakikalık sirkülasyon süresinden sonra sabit kalmaktadır. Öte yandan 
polietilen partiküllerin yüzeyinde triasetin film tabakasının oluşumu, kolondan 
triasetin çözeltisi geçirilerek test edilmiş ve 15 dakikada triasetinin yüzeye 
adsorpsiyonunun tamamlandığı analitik olarak belirlenmiştir. Bu iki sonuç 
birbirini destekler nitelikte olup lipaz aktivitesi için yağ-su. arayüzeyi 
oluşumunun önemini göstermektedir.

zını

Trlaıetin Sîrkülanvon Süresi (dakî

Triasetin çözeltisinin kolondan
hızına etkisi (triasetin konsantrasyon o sirkülasyon
konsantrasyonu: 20 mg/1; kanırma toz 500 rpm 
tozu 0.5 ml/dak; pH: 6; T: 35°C; toplam çozeto hacnn. 100 mİ)

. i cirkülasyonlu kolon
Çözelti Sirkülasyon Hızıpvn Reaksiyon H^7ina "~~"rCI-an~ çalışma^ar^a* 

«Pf^ktörde, polietilen partlMlUriTbulunmad# «feran f 9^ aza)ma 

sirkülasyon hızının artmasıyla reaksıyo jçerisinde ve bağlantı
Belenmektedir. Akış hızının artışıyla az?da 0ısa enzimin aktıvıte

°rulanndaki kayma kuvvetleri artmakta, u , ;se sirkülasyon hızı ı S
^ybına yol afmaktadır. Polietilenli kolon sistemi ksiyon hızısatot
^aksiyon hızında artış görülmekte, 2 rnlMak tom sonr dan düşük
Çalmaktadır (Şekil 2). Kolonda pH kontroto yap^ ^ ^ pH
Ç’rkülasyon hızlarında alıkonma süresi fazlÇ a'dJtivitesi düşük oldu^"dla 

İ4e, kadar düşmektedir. Bu pH değennde lıp»* hızının artmasıy 
reaksiyon hızlan gözlenmektedir S:nto ^ fazla bir PH 

*°’°ndaki alıkonma süresi kısaldığından gepŞ sıra

Şekil 1.
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olmamalaa optimum pH 6.0 civarında yüksek aktivite elde edilmektedir. Avnr* 
yüksek sirkülasyon hızlarında kolon içerisindeki kayma kuvvetleri etkisinin 

OŞ olona göre çok daha fazla olmasına rağmen reaksiyon hızında azalma 
gözlenmemesi, lipaz enziminin partikül üzerindeki triasetin filmine 
aasorplanması sonucu yapısını korumasıyla açıklanabilir.

»

c

1
-î

SJrkÖlatyon Huı, (ml/dak)

. Şekil 2. Reaksiyon hızının çözelti sirkülasyon hızı ile değişimi (triasetin 
konsantrasyonu % 0.25 (v/v); enzim konsantrasyonu: 20 mg/1* 
karıştırma hızı: 500 rpm; sirkülasyon; hızı: 0.5 ml/dak; pH: 6;
T: 35°C; toplam çözelti hacmi: 100 mİ).

di Jü R^l9U ElZlm ?ftm' Polietilen Partiküller içeren kolon sisteminde 
maSJunT W •?ZerVU^ PH'lannda düşük enzim aktivitesi, pH=6.0'da ise
MİıÎ^la^da v L g°^’mektedİr (§ekil 3). Bu davranış daha önceki 

®mUİE^°? sistemlerinde elde edilen lipaz aktivitesinin
olusumuvli rörff0k br2erd'r V‘ Bu SOnUÇ’ P°lietüen Partiküller üzerinde film 
vüzevinde rnyı"2UDUr tf‘laset^n konsantrasyonlarında da lipazın yag-su ara 
göstermektedir"11162 SUbstratlara kar?1 aldl& aktif konformasyonu kazandığını

• kol^^teminH^^^T'^11” W*altsİYPn FtkH~ Partikül içermeyen

konsantrasyonu fie d den?/lerde. hidroliz hızının triasetin
böleeUrde dışımı Şek’l 4’de verilmiştir. Çözünür ve çözünmez
uymaktadır 12121 & 1 klasik Michaelis-Menten kinetiğine

SpsSS—-

S&sS» sviirîr1* p*r“k?’? d"“,î
b»L„r, b!» 4.h „ %£
olması lipazın yağ-su arayüzeyinde adem-™;, , K nne e<>re aana * yy zeymae adsorpsıyonuyla aldığı konforraasyonun

konsantrasyo-

triasetin konsantrasyonu
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Reaksiyon hızının pH ile değişimi (triasetin konsantrasyonu % 1 
(v/v); enzim konsantrasyonu: 20 mg/1; kanştırma hızı: 500 rpm;

. *. (w»lTri.Mtin Kon-ntr«.yon«

rpm; sirkülasyon hW 0.5 ml/dak, PH. ,

«**«. ,.,„k w»«.
do görüldüğü gibi reaksiyon hızında y saglanmaktad.r

konsantrasyonlarda % U8-300 oranında « literatürde ortama

hrumda gözlenen reaksiyon hızının, 329



adsorplanmış enzim tarafından verilen reaksiyon hızı ile rezervuarda çözünür 
fazda yürüyen reaksiyon hızı toplamı olduğunu göz önüne almak gerekir. Düşük 
triasetin konsantrasyonlarında partiküller üzerinde triasetin filmindeki 
reaksiyonun toplam reaksiyon hızına katkısının çok daha fazla olması artış 
oranının yüksek olmasına neden olmaktadır. Triasetin konsantrasyonu 
artışıyla rezervuarda çözünür fazdaki reaksiyon hızı da ağırlık kazandığından 
artış oranı düşmektedir. Ayrıca Şekil 4'de görüldüğü gibi triasetinin çözünmez 
konsantrasyonlarına geçildiğinde evre değişimiyle reaksiyon hızı; partikülsüz 
durumda 2.8 kat artarken, partiküllü durumda ise 1.4 kat artmaktadır. Bu artışın 
partiküllü sistemde yarı yarıya daha az olması, çözünür triasetin 
konsantrasyonlarında partiküller sayesinde emülsiyondakine benzer yağ-su 
arayüzeylerinin oluşturulduğunu göstermektedir.

Çizelge 1. Triasetin Konsantrasyonunun Hidroliz Hızındaki Artışa Etkisi. 

Triasetin Konsantrasyonu (% , v/v) Hidroliz Hızındaki Artış (%)*

0.125 300

0.5 188.1

1.0 127.8

2.0 127.7

3.0 118.2

3.5 120

5.0 114.7

5.5 118.7

* Artış oranlan polietilen partiküllerin bulunmadığı referans çalışmalara 
göre hesaplanmıştır.

"Bu araştırma TÜBÎTAK-Temel Bilimler Araştırma Grubu tarafından 
TBAG-1020 no'lu proje olarak desteklenmektedir"
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TUTUKLANMIŞ KARIŞIK REKOMBİNANT E.coli 

PUAZMİD STABİLİTESİNİN İNCELENMESİ
KÜLTÜRLERİNDE

Vildan DİNÇBAŞ ve Amable HORTAÇSU

Boğaziçi Üniversitesi, Kimya Mühendisliği Dölümü, Bebek-îstanbul-Türkiye.

A STUDT OF PLASMED STABILITY IN IMMOBILIZED MDCED CULTURES OF 
RECOMBINANT E.coli

SUMMARY

Recent advances in bactedal genetics and molecular biology led to the 
development of Recombinant DNA Technology. With new techniques, a microorganlsm 
İlke a bacterium carrylng a foreign gene in a vector İs used to produce a foreign protein. 
The grov/th behavior of a mixed culture of plasmld-free and plasmid-containing E.coli 
cells in frcc suspension and immobilized conditions were studied experimentally. It was 
found that immobilization delaycd the reduction of plasmid-containing fraction for a 
period of time inversely related to the total number of cells immobilized initially. A simple 
structured model that assumes compartmentalization of cells İn the immoDlnzation 
matrix at the beginning of growth gave a fit which was in good argument with the hata.

ÖZET

kullanılmaktadır. Plazmid YEp352 içeren ve içermeyen £coli Hm01 hücrelerinde^ 

nıodel verilerle uyumlu bir sonuç verdi.

GİRİŞ

ferlerine oranla daha hızlı büyümekte, ünlmasl için bazı yöntem1^ 

ç n anÜbiyotik ilave edilmesi gibi.
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Rekombinant plazmid içeren hücrelerin matriksler içine tutuklanması 
stabiliteyi arttırıcı bir method olarak kullanılabilir (2,3,4,5). Tutuklanmanın 
plazmid stabilitesine olan bu etkisini anlamak için, YEp 352 plazmid vektörünü 
içeren ve içermeyen E.coli HB101 hücrelerinden oluşan karışık kültür, besi 
ortamında, askıda ve ayrıca immobilize edilmiş olarak büyütüldü. Deneylerde 
gözlenen stabiliteyi açıklayacak basit bir model kullanıldı.

î

DENEL BÖLÜM 

Organizma ve plazmid
Plazmid vektör YEp352 içeren ve içermeyen Escherichia coli HB101 

suşu, Manchester Üniversitesinden Prof. Ferda Mavituna'nm hediyesidir. 
YEp352 plazmidi, 5.2 kb büyüklüğündedir. Ampisiline dayanıklılık geni (Anıp1*) 
ve lac operonunun promoter ve lacZa bölgeleri bulunmaktadır.

Besi Kültürü
E.coli hücreleri, -70°C deki gliserin solüsyonunda saklandı. 

Deneylerde kullanılan besi ortamı M9 Minimal Medium'dur. Bir litre distile ve 
deionize suda: İmi İM MgS04*7H20, İmi İM CaCİ2» 10 mİ 20%lik glukoz, 
20mg L-leucine, 20 mg L-proline, İmi İM Thiamine-HCl, 6g Na2HP04, 3g 
KH2PO4, lg NH4CI, 0.5g NaCl bulunmaktadır. Hücrelerin büyüme hızlarını 
arttırmak için glukoz ve aminoasitlerin miktan iki katma çıkarıldı (M9+).

Askıda Hücre Kültürleri
50 mİ lik sıvı ortam içeren iki erlene, paralel olarak 0.1 mİ İlk ekim 

yapıldı. Her iki erlen 38.5°C de , çalkalayıcıda bırakıldı. Belli zamanlarda alman 
numuneler , 0.85% lik steril şaline ile seyreltildikten sonra petri kaplarına ekildi. 
Minimum 150 koloni, kadife bir bez ile ampisilinsiz LB ağardan, ampisilinliye 
transfer edildi. Plazmid-içeren bakteri yüzdesi böyle bulunmuştur.

İmmobilize Olmuş Hücre Kültürleri
lmmobilizasyon, Ca-aljinat jel toplan içine yapılmıştır. Kullanılan 

method Martinsen tarafından tarif edilene benzemektedir(6). Yaklaşık 1000 top 
içeren iki erlen 38.5°C de , çalkalayıcıda bırakıldı. Her numune için 10 top 
alınmıştır. 50mM lık Na-citrate solüsyonu, Ca-alginatı ağını çözmek için 
kullanılmıştır. Plazmid içeren bakteri yüzdesi yukarıda belirtildiği gihi 
yapılmıştır.

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Bakteriler askılı ve kesikli ortamda büyütüldüklerinde, her iki bateri 
aynı sübstrat için yanşmaktadır. Bu durumda plazmidsiz bakteriler, büyüm 
hızları daha yüksek olduğundan, daha çabuk çoğalmakta, böylece ö 
popülasyondaki yüzdeleri zamanla artmaktadır. ŞelUl 1 de deney verile 
gösterilmiştir.

:
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Jekil 1. Askılı ortamda W hücrelerinin yüzdesinln zamanla değişimi.

görülür birjfarkhlık yaratmıştır
sabit kalmıştır. Hücrelerin ayrı bölmelerdebakteri yüzdesi hemen hemen sabit kalmıştın

miktarı geçtikten sonra ağın lçln^^ b Şİ^jmmoblLe sistem, askılı sistem gibi 
ortadan kalkmaktadır. Bu zamandan sonra ımrnom
davranır ve popülasyon kanşık bir kültür olarak devam

..ı.Hn ««kıl. slstemdçklbagıtedllMeri

Yyfhûcre sayısı/fid 

1x1010

1.2x1ü11

.yarışmalarını

Tablo 1
a.Plazmid İçeren ve İçermeyen hüc

bakteri türü }imax (hr-H Ksfg/U. 

0.187 

0.288

0.3P+

0.7P-
■.1,-mdeklbyı özellikleri

hûcrelcrinjmgobytog

Vvfhûcre şagŞlZüd 

İXİ010 

1.2x10

s

b.Plazmld İçeren ve içermeyen.

hâkleri, türü |Xmax (brıll Ks[gZU 

0.187 

0.288

0.5P+
11

1.0P-
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Şekil 2. Immobilize olmuş bakteri populasyonunun plazmid yûzdeslnin zamanla değişimi. 
Başlangıçtaki hücre miktan ; deney 1: 10® hücre/mL; deney2: 10® hücre/mL.

Benzeştirme (Simulation) için kullanılan model Monod'un büyüme 
kinetiği modelinin aynıdır (7). Sadece plazmid-içeren ve içermeyen iki tür için 
ayrı ayrı yazılmıştır. Modelde kullanılan değişkenler Tablo 1 de verilmiştir, 
lmmobilizasyon yapıldığında hücrelerin birbirlerinden ayrı büyümeleri, hücre 

sayısı 5x108 hücre/mL ye ulaşıncaya kadar sürmektedir. De Gooijer, K- 
carrageenan toplarına yapılan immobilizasyondaki hücre taşmasına sebep olan 

maksimum hücre miktarını 10x108 hücre/mL olarak (8), Monbouquette ise 

5x10*® olarak bildirmiştir(9). Glukozun difizyonu taşıyıcı matriks içinde daha 
olduğundan kütle transferini limitlemektedir. Doymuşluk sabiti Ks, 

tutuklanmış ortamın modellemesi sırasında daha yüksek değer almaktadır.
zor

KAYNAKLAR

1. D.D.Y. Ryu ve S.B. Lee, "Development and optimization of recombinant 
fermentation processes", Horizons of Biochemical Engineering, 11 (1987) 5o-
68.

2. S. Sayadi, N. Nasri, J.N. Barbotin ve D.Thomas. "Effect of enviromenta 

growth conditions on plasmid stability, plasmid copy number and cathecol 2,o- 
dioxygenase activity in free and immobilized E.coli cells." Biotechnol. Bioeng* 

33 (1989) 801-806.

3. T.K. Walls ve J.L. Gainer. "Retentlon of plasmid bearing 
immobilization" Biotechnol. Bioeng.34 (1989) 717-722.

cells by

334



EnzyM icr ob î*?echnol' 10°Ugjss^sı8-523 S“İC°ne P°lymer beadS"'

5. N. Nasri, S. Sayadi, J.N. Barbotin, P. Dhulsterve D.Thomas. "Influence of 
lrnmobilization of pTG201 recombinant plasmld in some strains of E.coli", Appl. 
Environ. Microbıol. 53 (1987) 740-746.

6. A. Martinsen.G. Skjâk-Braek ve O. Smidsrod, "Alginate as immobilization 
material: 1. Correlation between Chemical and physical properties of alginate gel 
beads", Biotechnol. Bioeng. 35 (1990) 609-621.

7. J.E. Bailey ve D.F. Ollis, "Biochemical Engineering Fundamentals", 
2!basım, McGrav/ Hill, Singapore. (1986) 382-403.

8. C.D. De Grooijer, R.H. Wijffels ve J. Tramper, "Growth and substrate 
consümption of Nitrobacter agilis cells immobilized in Carrageenan: Part 1. 
Dynamic modelling”, Biotechnol. Bioeng. 38 (1991) 224-229.

9 H G Monbouauette, G.D. Sayles ve D.F. Ollis, "immobilized celi biocatalyst 
activation and pseudo-steady-state behaviour: Model and experiment 
Biotechnol. Bioeng. 35 (1990) 609-820.

335



' ■ NO f 'ps
im*

1 vv" ■"• •'■ • :3 : ■-:; ■

•v; .

• .■:>* O.H .0

■ ' • : .

•: f ' ■■ -• : . .

/. ..

" •
' •' • • ■

•:y -•

t

• . . .

i:e!



ZOOGLOEA RAAÖGERA'NIN BÜYÜME 
MODELLENMESI

KİNETİĞİNİN

Haluk BEYENAL ve Abdurrahman TANYOLAÇ

Hacettepe Üniversitesi, Kimya Mühendisliği Bölümü, Beytepe-Akara-Türkly,

MODELLİNG OF GROWTH KİNETİCS OF ZOOGLOEA. RAMİGERA 

SUMMARY

ı u~ i® used for productlon of several enzymes (thlolase,
alpha-ohyüypsin), biodegradable polymers (polybeta-hydroxlbutyrate) and recovery 
af heavy metals in wastewaters. Zoogloea ramigera is increase performance of
adhesiorf to sı^jended solid^^^^ S U^e Process by agglomeration by the way of

In this study, growth kinetics of zoogloea ramigera modelled with 
nonlinear regression by using limiting substrates. The model gives effects of limiting 
substrates on growth of zoogloea ramigera.

ÖZET

Zoogleoa ramigera çeşitli enzimlerin (thiolase, alpha-chytrypsin), 
biyolojik olarak indirgenebilen polimerlerin (poly-beta-nydroxibutyrate) 
üretiminde ve atıksularda metal gideriminde kullanılmaktadır. Bunlara ek olarak, 
zoogloea ramigera atık su arıtımında kullanılan aktif çamurda topaklaşarak 
çamurun çökelme niteliğini artırmakta ve çözünmeyen asıılı katilara çok hızlı bir 
şekilde yapışarak sistemin an tim performansını yükseltmektedir.

Bu çalışmada zoogloea ramigera nm büyümesinde etkin olan substratlar 
belirlenerek, bu substrat derişimlerlnin fonksiyonu olan bir biyokinetik model 
nonlincer regrasyon yapılarak oluşturulmuştur. Model, kültürün büyümesinde 
kısıtlayıcı olan karbon, azot ve oksijen kaynaklanna alt substrat derişimlerlnin 
kültürün özgül büyüme hızına etkilerini vermektedir.

GİRİŞ

Mikroorganizmalar büyümede temel olarak karbon azot ve oksijen 
elementleri kullanmaktadır! 1]. Bu elemenüeri içeren substratlar büyümede 

etkindir. Literatürde bu güne kadar mevcut kadar

KES."wioWWO|”dîfrumllıîd2« fftüm

tüm kısıtlayıcı substratların büyümeye olan etkisinin veruaıg

biyokinetik ifade oluşturulmalıdır. „lhtratiarın ortamda olmadığı
Büyümede kısıtlayıcı o1*" Fakat bazı substratlar

durumlarda mikroorganizma büyüy , , Bu substratların
mikroorganizmanın büyümesini 1 öaniJ5ma büyüyememekte fakat 
ortamda bulunmadığı durumda mik g t*.ncı etkide bulunmaktadır.
bulunduğu durumda büyüme hızı üzerinde ar
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ra,m‘9f™ için karbon azot ve oksijen kaynaklan büvümevi 
kısıUayıeı olmaktadır. Bu substratların besi ortamında bulunmaları
ürûyememektr^makta ^ °rtamda bu!unmadıklan durumda kültür

çalışmada saf bir kültür olan Zoogloea ramigera kullanılarak

si

DENEYSEL ÇALIŞMA

ı-s Ett'SS&istsgsL arî ass ast
olarak da besin ortamına aktarılan çözünmüş oksijen kullanılmıştır, 
öüyüme için gerekli olan, fakat kısıtlayıcı olmayacak miktarlarda fosfat ve
da ortoza ^enm4übUİUndUgU maya ÖZÜtÛ Ve bakteriy°İ0Jlk pepton

nCfİİkle, kûltürûn Çalkalayıcılı su banyosundaki edenlerde 
büyütülmesi tasarlamıştır. Bu amaçla sıcaklık, pH, glukoz, amonyumklorür 
ve çalkalama hızlan değişken alınarak Box-WiIson deney modellemesi[41 
yapılmış ve belirlenen koşullarda 44 erlen deneyi zamanla pH, glukoz, 
amonyum klorür, çözünmüş oksijen ve mikroorganizma derişimleri 
ölçülerek tamamlanmıştır. Analizlerde glukoz YSI® glukoz analizörü (± 10 
mg/lt) , amonyum klorür CRISON® amonyum elektrodu (±10 mg/lt) ve 
çözünmüş oksijen BECKMAN® (± 0.1 ppm) çözünmüş oksijen metre ve pH 
Gallenkamp (±0.1 birim) pH metre ile saptanmıştır. Bu bölümde 
mikroorganizma derişimi absorbans ölçümü ile önceden hazırlanan 
kalibrasyon doğrusu kullanılarak değerlendirilmiştir.
... ^ deneylerinde zoogloea . ramigera topaklar halinde
büzdüğünden ve bu da difüzyon kısıtlaması getirdiğinden, glukoz, 
amonyumklorür ve oksijen değişkenlerini içeren uygun bir kinetik model 
elde edilememiş ancak büyüme için optimum pH ve sıcaklık saptanmıştır. 
Bu optimum değerler sürekli karıştırmak reaktör (CSTR) deney sonuçları ile 
uyumlu bulunmuştur. Deneylerde kullanılan besin ortamı Tablo 1 de 
verilmiştir.

Tablo 1. Mikroorganizma besi ortam bileşimi.

Besi ortamı
Glukoz (monohidrat)
KhHTO4
kh 2po 4
NBUCl 
MgS04.7H20 
Maya özütü 
Bakteriyolojik pepton 
pH = 7.0
Ortam sıcaklığı = 25 °C 
(Deneylerde glukoz ve amonyumkorür derişimleri karbon/azot oranlan 1-20 

rm'Stin,ZTu modellemesine göre
, 1 deneXlerl istenen sonucu vermediğinden belirlenen

değişkenlerin büyümeye etkisi daha uzun zaman alan CSTR deneyleri ile

Derişim (g/lt)
30

1
0.5
0.5
0.5
1
1
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incelenmiştir. Bu çalışma için 5 İt İlk Bioterh

kanştırma hızı kültürün farklı büyüme evrelerinde 'S* t yürütülmüştür. Bu 
mikroskop altında yapılan
deneylerinde önlenemeyen bu tonaklasma ® ç,,1™iştly- Erlen 
mikroorganizmaların tamamının aynı besin derişİmindekburi,.nÇİnıdekl 
engellemekte ve topak içinde derişi pIoffllte£?^<SSKUBu, 

nedenle erlen deneyleri Ue bir biyokinetik model oluşturulamamışta '
Sürekli CSTR deneylerinde sistem yatışkın duruma gelene kadar 

beklenmiş ve mikroorgantema derişimi, glukoz, amonyumklorür ve 
çözünmüş oks jen derişimleri farklı seyrelme hızlan ve deney koşullannda 
ölçülmüştür. Uygulanan seyrelme hızlan kültürün üstel üreme bölgesinde 
seçilmiştir. &

SONUÇLAR ye TARTIŞMA

Özgül üreme hızı büyümeyi birden çok besinin kontrol ettiği 
durumda her bir besine ait özgül üreme hızlarının çarpımı olarak 
verilebiliriİJ. Yapılan çalışmada temel besinler olan glukoz, amonyumklorür 
ve oksijen için genel özgül üreme hız ifadesi aşağıdaki gibi verilir,

^ ~ ÜGiükoz ^Amonyumklorür ^Oksijen (D

Eşitlik 1 deki özgül üreme hızlan için literatürde! 1] yalnız tek 
besinin büyümeyi kısıtladığı durumda yazılmış olan Monod, Teissier, Mozer, 
Contis, Andrews, Luong, Tseng ve Woyman'nm hız ifadeleri yer alabilir.

Çalışmada herbir besin için 12 farklı büyüme modeli farklı 
kombinasyonlarda eşitlik 1 de yerine konmuş ve ilgili biokinetik sabitler 
hesaplanmıştır. Çözümlerde nonlineer denklemler için katsayıları 
hesaplayabilen SYSTAT® [5] paket programı kullanılmıştır. Önerilen özgül 
üreme hız ifadesindeki biokinetik sabiüer anlamlı ise model olumlu kabul 
edilmiştir. En iyi uyumu veren model olarak da en küçük kareler farkını
£1 model özgül üreme hızı - deneysel üreme hızı 12 değerini veren eşitlik
seçilmiştir. .. . ..

En uyumlu model yapılan anlizler sonucunda aşağı a ve ş •

(jV 
l Ksn  >

^DO 1CG
1 - exp1- exp

^ = ^ax (2)^SDO ) \ .Ksg  + ^G

Eşitlikte Cq - glukoz derişimi, Ksg : ı^JİTgunl^ sabiti, C°:

»«SVSlSSt.—" »»“b,“"
Ağıdaki eşitlik ile verilebilirin.

faktörü ile birlikte
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dCG |lX
-mX

X/G

(3)

Eşitlikte X : reaktördeki mikroorganizma derişimi, YX/G: verim 
faktörü (mikroorganizma üreyen/glukoz tüketilen), ve m: glukoza ait yasam 
faktörü (g glukoz/g mikroorganizma/sa) dür. Sürekli kanştırmalı fermentfir 
için besin denkliği eşitlik 4 ile ifade edilir.

pX
d «to -9g > = -mX

y x /g

Eşitlikte CFG: Besleme glukoz derişimi (g/lt), CG: CSTR içindeki 
glukoz derişimi ve D: seyrelme hızı (sa"1) (besleme hacimsel akis 
hızı/reaktör hacmi).

Deney sonuçlan analiz edildiğinde, eşitlik 2 ve 4 için aşağıdaki 
biyokinetik sabitler bulunmuştur. Aynca 4 nolu eşitlik amonyumklorür ve 
oksijen içinde çözülmüş bu substratlara ait yaşam ve verim faktörleri 
hesaplanmıştır.

(4)

1^ = 2.2.10-5 (g/lt)
Kqg = .037 (g/lt)
Ksn =.129 (g/lt)]

Pmax = *248 (g/lt)
m = 0.156 g glukoz/g mikroorganizma/sa
Yx /g  = 0.22 g kuru mikroorganizma üreyen/g tüketilen glukoz
Yx /n  =0.682 g kuru mikroorganizma üreyen/g tüketilen amonyumklorür
Yx/o =0.38 g kuru mikroorganizma üreyen/g tüketilen oksijen

Eşitlik 1 de pH etkisi çarpan olarak aşağıdaki şekilde ifade 
edilebilirli],

(5)Pglukoz ^amonyumklorür Oksijen f (pH)

Farklı pH değerlerinde yapılan deney verileri lineer regresyon
neticesinde.

f(pH) = A + B + C pH2

eşitliği bulunur. Eşitlikte A=0.873, B=0.156 ve C=0.019 olarak bulunmuştur. 
Sonuçta zoogloea ramigera için 25 °C optimum sıcaklıkta büyümede en 
genel ifade olarak,

(6)

CG / C V 

l ^SN

olarak bulunmuştur. Türetilen ifadede en küçük kareler farkı Zl model özgül 

üreme hızı - deneysel üreme hızı l2= 0.033 dir.
Yapılan çalışma ile zoogloea ramigera ya ait çok bileşenli besin 

ortamı ve pH etkisini içeren genel bir biyokinetik ifade türetilmiştir.

C
(A + B pH + C pH )

DO
1- exp 1 - expP = Pmax

^SG + CG v Ksdo  y

(7)
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mikroorganizma üzerindeki J^'lüme'T'aflmee İJldJQ(r d®rl0lmleriod=

SS?S£4525MarSB®pŞB
deriş İmleri de mikroorganizmanın büyümesini kontrol etmektedir 

’JteAekted°BtTAK taTafmdan KT^G 30 «*> 8231 no!u proje olarak
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Catharanthus roseus'un BÜYÜME KİNETİĞİ

H. İbrahim EKİZ*, Ferda MAVİTUNA** ve Paul WILLIAMS**

•Fırat Üniversitesi, Kimya Mühendisliği Bölümü, 23279 Elazığ-Türkiye 

••UMIST .Chemical Engineering Department,M60 lQD,Manchester-Englarvd

GROWTH E3NETICS of Catharanthus raseus

SUMMARY

■A\VzM i

Growth kinetics of Catharanthus roseus was investigated in 0.1, 2.0 and 10.0 

volüme bioreactors. Growth rates were faund by monitoring dry weight. Sugar 

concentrations in media were measured by using HPLC. According to the results from 

using experiments of the growth kinetics of Cathararühus roseus in the bioroactor at 

different conditions, it was found that growth rates are higher in 0.100-L bioroactor 

than the others.

ÖZET

Catharanthus roseus'un büyüme kineüğl 0.1, 2.0 ve 10.0 L hacimli bioreakKSrlerde

i. Ortamdaki şekerİncelendi. Büyüme hızı kuru hücre ağırlığı izlenerek bulundu.

^erişimleri HPLC kullanılarak ölçüldü. Farklı özellikteki bioreaktör 

Catharanthus roseus'un büyümesi ile İlgili yapılan deneylerde en büyük büyüme hız»

0.100 L’lik reaktörde elde edildi.

GİRİŞ

Bitki hücre kültürleri, boyalar. Uaçiar ve ^^y^Iahlpürler. Bu 

kimyasalı çok düşük maliyetle sentezleye ece hücre içi ürünlerin
ikincil ürünlerin yavaş üremesi, düşük ürün hücre reaktörlerinde
depolanması problemleri vardır (1). Immo fazla hücre elde
suspansiye hücre reaktörlerine göre birim a gl ve immobilizasyonu . 
edilebilir. Son yıllarda bitki hücrelerininJlr ye 3)/Bu çalışmada C.

konularında çok sayıda çalışma yapılma a lefde araştırılmıştır.
roseus'un büyüme kinetiği değişik özellikteki re
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DENEL BÖLÜM

Media Hazırlama

Deneylerde 4.71 g/l Murashige-Skoog (MS), 0.4 mg/1 2,4-D (2,4- 

Dichlorophenoxyacetic asit) ve 30 g/l sakkaroz kullanılarak besi yeri 

hazırlandı. Gerekli reaktör hacmi İçin verilen derişimlerde MS, sakkaroz 

ve 2,4-D alınarak gerekli miktar kadar destile su eklendi, daha sonra 1
M'lık NaOH ile pH=5.8'e ayarlanarak 121 C de 18 dk. süre için otoklavlandı. 
Aşılama

%90'ı hazırlanan besi yeri ile dolu reaktöre. 7 günlük kültürden reaktör 

hacminin %10 olacak şekilde aseptik koşullarda aşılama yapıldı.
Deney Şartlan

Bütün deneyler, 25 C, 100 rpm karıştırma hızında, 0.5 

havalandırma hızında ve çalkalayıcının kullanıldığı deneylerde 115 rpm 

çalkalama hızında yapıldı.
Kuru Hücre Ağırlığı

Önceden tartılmış filtre kağıdı ve üretilen C. roseus hücresi 100oC*lik bir 

etüve yerleştirildi. 24 saat sonra tartılarak kuru hücre ağırlığı g/l olarak 
bulundu.

vvm

SONUÇLAR ve TARTIŞMA

C. roseus un üreme kinetiği 0.100 lt’llk, 115 rpm çalkalama hızında 

çalışan reaktörde incelendi. Daha sonra, 2 İt hacmindeki reaktörde 

karıştırma, havalandırma ve ayrıca havalandırmanın yanı sıra mekanik 

olarak yapılarak üretildi; ayrıca 10 İt hacmindeki reaktörde karıştırma 

havalandırma ile yapılarak üretildi. Bioreaktörlerdeki üreme kinetiği 

sonuçlan Şekil-1 de görülmektedir. Bu sonuçlardan C. roseus'un en hızlı 

0.100 İt lik reaktörde ürediği ve karıştırmanın mekanik olarak 

yapılmasının üreme hızını arttırdığı saptandı.Farklı şartlarda üretilen C. 
roseus un kuru hücre ağırlıkları 7.gün için karşılaştırdığında 0.100 İt lik 

reaktörde en fazla büyüme hızı saptandı.
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Şekil-1. Catharanthus roseus'un değişik özellikteki reaktörde 

büyümesi

hücreTablo-1: Bicreaktörlerde C. roseus' un büyümesinin 7.gün kuru 

ağırlıkları

Kum Hücre ApırlıOı (g/11Bloreaklör

2.0610 İt
2.28

2 İt 5.85
2 İt*

8.43
ant-

•Mekanik karıştırma yapıldı

kaynaklar

of Dioscorea
Wilkc,Growlh Klnelics 

' ln Batch Culture. Blotech. Bioeng..

28. (19861,1555-1563 . „ Uure m a Trlckle Bed
Z B. MarUnez, C. H. Park. İmmoblllzed Plan ^ Korea

Reactor, Prvc. APBİoCUECVO. (lO90)!77'1^-1 y Cells İn Kctlculalc 

^ B-Maviluna, J. M. Park. Gro\v(h of Inımo ■ (1985). 637-640. .
Polyuıelhane Foam Malrices. Biotech. Letters,

B. Drapeav, H. W. Blanch. C. R 

deltoidea and Calharanlhus roseus
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Haluk BEYENAL ve Abdurrahman TANYOLAÇ

Hacettepe Üniversitesi Kimya Mühendisliği Bölümü, Beytepe - Ankara - Türkiye

THE EFFECTS OF BIOFELM DENSITY AND EFFECTIVE DIFFUSION COEFFICIENT 
ON THE PERFORMANCE OF HOLLOW FİBER BIOFHM REACTOR (HFBR)

SUMMARY

Microorganisms are grown on hollow fiber membranes for different 
applications. The required substrates for microorganisms are transferred through 
the wall of the hol!ow fiber by convection and diflusion. In the paper, given model 
evaluates the performance ana biofilm thickness of hollow fiber biofllm reactor for 
possible celi densities and desired lumen substrate concentration. In the solution; 
variable diffusion coefficient with biofilm densities, minimum substrate 
concentration under which microorganisms can not grow and nonlinear Monod 
eauation including maintenance factor to define substrate utilization are used. rnis 
study is essentially different from the literatüre in the substrate utilization rate and 
minimum substrate concentration used for microorganism growth and in the way 
that the performance of the hoüow fiber bioreactor is assessed using variable 
effective alffusion coefficient.

ÖZET

katsayısı, ıSlkroorganlzmamn büyüyebi ecegl ^umum d e|lUlg,
substrat tüketim ifadesinde yaşam k^öru iç reaktörün performansını 
kullanılmıştır. Bu çalışmada; hollow ^cr y jfadesi ve mikroorganizmanın 
belirleyen etkin difüzyon katsayısı, substrat tüketim u llteratûre oıjinal katkıda 
aktif kalacağı minumum substrat derişimi tanımı
bulunmuştur.

GİRİŞ '

Atıksuların biyolojik ^ltl?\ınkıeri biyofHm re*k seramik 
materyallerine yapışarak Wûd**1*!rikum, aktif karbon. seramiK 
kullanılmaktadır. Bu destek materyalleri kum.
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^ I

halkalan ve cam [11 olabilmekte ve bu sistemlerde mikroorganizmalar çok 
yüksek derişimlere ulaşabilmektedir [2].

Literatürde akışkan yatak, dönen disk ve sabit yataklı biyofllm 
reaktörler için önerilmiş birçok model üzerinde çalışmalar vardır [3,4,51. Bu 
makalede, hollow fiber membranm biyofllm için geçirgen bir destek olarak 
kullanılması öngörülmüştür. Hollow fiberin dış yüzeyinde çeşitli 
mikroorganizmalar büyütülebilmekte ve bu mikroorganizmalar yaşamlan 
için gerekli substratlan fiber lümeninden almaktadır [6,71. Bu substratlar 
lümenden biyofllme doğru radyal yönde difüzyon ve yığın akışla 
aktarılmaktadır [6,8,9].

Hollow fiber üzerinde büyüyen mikroorganizmalar, substratlan 
filmin iç tarafından alır ve burada büyürler [7]. FÜm iç taraftan büyüdüğü 
için dışa doğru azalan substrat derişiminden dolayı ölen 
mikroorganizmalar dış yüzeyden atılır ve film sürekli olarak (yatışkm durum 
değerine ulaştığında) aktif olur. Hollow fiber biyorektör'ün (HFBR) 
performansı; lümendeki substrat derişimi, radyal yöndeki yığın akış hızı, 
biyofllm ve membran üzerindeki etkin difüzyon katsayıları ve 
mikroorganizmalara ait biyokinetik ifade ile belirlenir [6,10].

Literatürde HFBR performansı üzerine yapılan çalışmalarda, 
biyofllm yoğunluğu ile etkin difüzyon katsayısının değişeceği 
düşünülmemiştir, oysa biyofllm yoğunluğu ile etkin difüzyon katsayısı 
değişmektedir [111. Keza mikroorganizma filmi hollow fiber üzerinde 
minumum bir substrat derişimin altında büyüyemiyecektir [12]. Daha önce 
yapılan çalışmalarda [2,4,6,7,9] mikroorganizmanın sıfır substrat derişime 
kadar aktif kalacağı ve biyofllm derişim değişimlerinde de aynı etkin 
difüzyon katsayısının geçerli olduğu kabul edilerek çözüm yapılmıştır. Bu 
makalede mikroorganizmanın yaşamı için kullanacağı substrat miktarları 
da biyokinetik ifadeye yaşam faktörü olarak dahil edilmiştir. Çalışma 
biyokinetik ifadede yaşam faktörünü içermesi, mikroorganizmanın 
büyüyebileceği minumum substrat derişimin! kullanması ve biyofllm 
yoğunluğu ile değişen etkin difüzyon katsayısı içermesi açısından oıjinaldir.

MATEMATİKSEL MODEL

Modelde atıksu arıtımı için, hollow fiber üzerinde aktif çamur 
bakterisinin büyütülmesi önerilmiştir. Biyofllm içinde büyümeyi kısıtlayıcı 
substrat glükoz olduğu ve diğer substratlann limit değerinin üstünde olduğu 
varsayılmıştır. Şekil 1 de N tane hollow fiber modülün birleşmesinden 
oluşan HFBR’ın şematik görünümü verilmiştir.

GERİ DÖNGÜ

ÇIKIŞGİRİŞ f

BESLEME

i
DIŞ ATIK

Şekil 1. Hollow fiber biyofllm reaktörün şemaük görünümü.
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keslt^rûnümtTverilmrştlr. bö^e<^en olüŞn^tad^ŞeMİTde^oUo^^bCTİn

i l

Duvar
nutrient çöz..
—------- ----- ►- Br1 RKLümen

r=0nutrient çöz..

Şekil 2. Hollow fiberin kesit görünümü .

Fiber lümeninde yüksek akış hızlarında ve geri döngü oranlarında 
çalışıldığında lümen içinde karıştırmak reaktör davranışı sağlandığından 
lümen içinde sabit derişim kabul edilebilir [13]. Fiber duvarında ve biyofilm 
için substrat süreklilik eşitlikleri yazılırsa;

VC JL_ dC 
. dr2 + r drv =D 

r dr r (D

dS J d2S 1 dSİ 

r dr f ^r2 r dr Y^gCI^ + S)
-mXj

Eşitliklerde Vr: radyal yönde akış hızı (cm/s) C^^t deriştaıi
(mg/cm3)! Dr: fiber duvan içindeki etkin di«W“SKlSİÎ 
içindeki gözeneklilik büyük olduğundan su içindekine eşit ştır l i

s? »* “»»<
doygunluk sabiti olarak tanımlanmıştır.

1 ve 2 nolu eşitliklerin çözümünde sınır şartları olarak,

(3)
C = CQ

r = Af
(4)

C = Qmlnr=Br
^2=0 (5)dr

r = Br
niHuöundan substrat

olarak alınmıştır. Lümen içinde; iyi ^a^unîmlanmıştır.

İle verilmiş ve deneysel olarak ispaüanmışür W
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«d «s
^mln

-«dmsc
(6)

Eşitlikte K^: mikroorganizma ölüm hız sabiti (s'1) olarak 
verilmektedir. Biyofilmin dış yüzeyindeki substrat derişimi Cmln olacak ve 
burada biyofîlm olmayacağından dolayı difüzyonla kütle aktarım hızı sıfır 
olacaktır [6,7,9].

Çözümde difüzyon katsayılan Fan'ın deneysel olarak hesapladığı ve 
eşitlik 7 İle verdiği model kullanılarak [11] hesaplanmıştır.

043
EV=Dr 1-

(i ı.ı 9 +02,7 y^29)
C7)

Burada; Dr: substratın su içindeki difüzyon katsayısıdır. Duvar 
içindeki radyal yöndeki akışm biyofîlm içinde de devam ettiği kabul 
edilmiştir. Bu radyal hız biyofilmin büyümesini engellemiyecek kadar 
küçüktür [8]. Radyal hızın uzaklık ile değişimi eşitlik 8 ile verilmiştir.

_^A 

r r (8)

Burada; Vw: r = A,, daki radyal hız olarak tanımlanmaktadır.
Çözümde amaç; istenilen lümen derişimi için hollow fiberin 

performansını ve biyofîlm kalınlığını hesaplamaktır. Çözüme, önerilen bir 
biyofîlm kalınlığı (Br) kullanılarak 4 ve 5 nolu eşitliklerde verilen sınır 
şartlarından başlanmakta ve fiber biyofilm ara yüzeyindeki substrat 
derişimi ile akışı 4. derece duyarlı Runge Kutta Gill algoritması ile eşitlik 2 
çözülerek [15] hesaplanmaktadır. Ara yüzey değerleri ile 1 nolu eşitlik 
analitik olarak çözülerek lümen derişimi hesaplanmaktadır. Bu hesaplanan 
lümen derişimi istenilen değere eşit oluncaya kadar biyofîlm kalınlığı 
önerme işlemine devam edilmektedir.
Çözümde kullanılan parametreler ve değerleri Tablo 1 de verilmiştir.

Tablo 1. Model çözümünde kullanılan değişken değerleri ve referansları.

ReferansDeğer
2.54 10'4 cm/s 
0.0183 cm 
4.18 lO^s”1 
8.1 10'4 s-1 
0.022 mg/cm3

Değişken
8Vw
8Ar
16

Mrmax 16m
16

Ks 16
YX/C 0.67

8
R 0.0321 cm 

2.926 10"7 s-1
16

Kd

SONUÇLAR ve TARTIŞMA

Model, hollow fiber üzerinde büyüyen mikroorganizmaların 
ulaşabilecekleri farklı derişimler için çözülmüştür(8). Şekil 1 de lümen

350



kihnUgtnm°degiştaıl verilmiştir.1 Düş^'blyoflîmyogunluManndİ6 biyoflim 

kalınlığı- difüzyon kısıtlaması etkin olJadıgmdan “^derisimtadİn

artmaktadır.

8e-6
□  C=Ö.02 (mg/crr?) 
♦ C<j=0.03 (mg/cra3) 
i CjfO.CH (mg/cm3) 
$ Qf=0.05 (mg/cm3) 
H C =0.06 (mg/cm3)

Xf=5 (mg/cm3)

0.08

î 6e-6
S

a0-06
S
cj

taî4e-6
S0.04

İ
5

i
m 2e-6

0.02

0.00
.05 .07 .09 .11

R(cm)
0 .02 .04 .06 .08

CQ(mg/cm3)

.01 .03

Şeldl 2. Xf= 5 (mg/cm3) için 
farklı CQ değerlerinde radyal 
yönde substrat akı değişimi

Şekil 1. Lümen içindeki CQ 
derişimi ile değişik Xf değerleri 
için biyoflim kalınlığı değişimi.

6 e-5

/e-5

S4e-5

s

1
3
o

23 e~5 

S

,§2 e-5

1 e-5
0.020

Cjmg/cm^

$ekU 3. Lümen içi C0 derişimi ile değişik Xf 1er iÇ>n ^
tüketim hızlan.
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Şekil 2 de Xf = 5 mg/cm3 için farklı lümen derişimlerinde radval 
yönde akı değişimi verilmiştir. Şekilde lümen derişimi arttıkça substrat akı 
değerinin arttığı gözlenmiştir. Yüksek lümen derişimlerinde akı değişiminin 
daha fazla olması reaksiyon hızının arttığını göstermektedir.

Şekil 3 de farklı biyofilm derişimleri için CQ ile biyofilm 
performansı (substrat tüketim hızı) verilmiştir. Burada biyofilm derişimi 
arttıkça besin tüketimi artmaktadır. Fakat bu değişim düşük biyofilm 
derişimlerde hızlı olmakta, biyofilm derişimi arttıkça besin tüketimleri 
yavaş bir şekilde artmaktır. Biyofilm derişimi arttıkça substrat tüketimi 
difüzyon kısıtlamak olmakta, düşük biyofilm derişimlerinde ise reaksiyon 
substrat tüketimini kontrol etmektedir.
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Ali İhsan ŞERBETÇİ ve Erhan PİŞKİN

Hacettepe Üniversitesi, Mühendislik Fakültesi, Kimya Mühendisliği Bölümü, Beytepe, 
Ankara-Türkiye

INVESTIGATION OF PROTEİN CELL INTERACHON ON MODIFIED 
POLYURETHANE MEMBRANS

SUMMARY

Polyurethane (PU) membranes with different surface and bulk properües were 
prepared by a solvent castlng technlque. Surfaces of these membranes were further 
raodlfled by a glow-dlscharge apparatus. Dimethylaminoethylraethacrilate (DMAEMA) 
and acryllc acide (AA) monomers were used for surface coating of PU membranes. 
Membranes were characterized by scannlng electron microscopy (SEM) micrograp 
and contact angle measunnents. In protein adsorption studles, human serum 
albumine, flbronectin and lmmunoglobulinG protein s were used. In c 8tl\ 
endothelial celi adheslon and prollferation were exarained. e res chaneing
that it is possible to achive different protein adsorption and cel response by changing 
the preparation or modiflcation conditions of the PU membranes.

ÖZET

Poliürethane membranlar, çözücü dokum yûk boşalım düzeneğinde
özelliklerinde hazırlanmışlardır. Bu merabranlann yüzey dinıetilamino
modifiye edilmişlerdir. PU merabranlann y ze^ kullanılmıştır. Membranlar 
etilmetakrilat (DMAEMA) ve akrilik asit(AA) monorae ölçümleri ile karekterize 
taramalı elektron mikroskopu (SEM) ve teıaas serum albumin. flbronectin
edilmişlerdir. Protein adsorpslyonu çalışmalarında lannda Human endotelial
ve lmmunoglobulinG proteinleri kullanılmıştır. Hûc ç lar pu membranlarm
hücrelerin yapışması ve üremesi araştırılmış ^ protein adsorpsiyonu ve 
hazırlama koşullan ve modifikasyonuna bağ ° 
hücre cevabına ulaşılabileceğini göstermiştir.

GİRİŞ
mekanik özellikleri.

Poliüretanlar. İyi kan uyuşabildikleri. yüKsek 

y^eydekl hldroflllk grupların vai S • 
^dillendirmedeki kolaylıkları, toksik 353



sterilize edilebilmesi 
uygulamalarında

özellikleri ile, günümüz blyomedikal 
en Ç°k kullanılan biyomateryallerin başında 

gelmektedir! 1,2]. Yapılan araştırmalar, poliüretanın diğer polimerlere göre 
trombus oluşumuna çok daha yüksek direnç gösterdiğini belirlemiştir 
Bu özellik, diğer kimyasal, fiziksel ve mekanik özelliklerle birlikte kanla 
temas eden biomateıyallerin yapımında, poliüretanın daha çok tercih 
edilmesini sağlamıştır [3].

Bir biyomateryalin kullanımında temel parametre materyalin 
biyokompatibilitesidir. Bu ise materyalin yüzey kimyası ve fiziksel yapısı 
ile yakından ilişkilidir. Biyomateryal yüzeylere protein 
yapışmasının materyalin kan ve doku uyumunda önemli bir rol oynadığına 
inanılmaktadır. Bir çok deneysel çalışma, protein/hücre-polimerik 
materyal etkileşmesi ile biyomateryal karakterizasyonunun yapılabildiğini 
göstermiştir. Bu çalışmalar protein/hücre-polimerik materyal 
etkileşmesinin temel olarak materyalin; fiziksel ve kimyasal özellikleri, 
kimyasal bileşimi, yükü, yüzey serbest enerjisi, ıslanabilirliğl gibi 
özelliklerine bağlı olduğunu göstermiştir[4,5].

Bu çalışmanın amacı, çözücü döküm yöntemi ile farklı özelliklerde 
hazırlanan poliüretan membranların plazma polimerizasyonu ile 
yüzeylerini modifiye etmek ve bu membranların farklı protein ve 
hücrelerle olan etkileşimini incelemektir.

ve hücre

DENEL BÖLÜM

P.U Mpmhranlanr» Çözücü Döküm Ton temiyle ftretl1wn*«i

Bu çalışmada kullanılan poliüretan membranlar aşağıda temel adımlan 
verilen çözücü döküm yöntemiyle hazırlanmıştır.

Granül halindeki poliüretan (Pellethane® 2363-80A Up John, İsveç) 
1.4 Dioksan (BDH, İngiltere), veyaTethrahidrafuran (THF, Merck. 
B. Almanya)
konsantrasyonda çözülür. Hazırlanan polimer çözeltisi düzgün yüzeyli cam 
levha (15 cm x 30 cm yüzey alanlı) üzerine istenilen kalınlıkta, bir film 
çekme cihazı İle yayılır. Cam yüzey üzerindeki film gözenekli membran 
hazırlanırken, sıvı halindeki çöktürme ortamına (% 10-20 hacim 
gllserin/hacim su), homojen membran hazırlanırken ise sabit sıcaklıktaki 

.hava ortamında kurutulur. Çökerek katılaşan polimerik membran saf su 
ile birkaç kez yıkanır ve daha sonra 60°C sabit sıcaklık odasında sabit 
tartıma gelene kadar kurutulur.

çözücüsünde % 8 (gram polimer / 100 mİ çözelti)

P.TT MgiHhınnlann Plaıtma PoHmprirnaynmıyla H|lnıtifl1ra»ynnıı
P.U Membranların yüzey özelliklerinin değiştirilmesi ve yapay 

organlarda kullanılabilirliğini artırılabilmesi için membranlar plazma 
polimerizasyonu tekniği kullanılarak iki farklı raonomer. Akillik Asit (AA) 
ve dimetilamlnoetilmetakrilat (DMAEMA) ile kaplanmışlardır. İzlenilen 
deneysel yöntem aşağıda özetlenmiştir;

Kaplama işleminde kullanılacak P.U. Membranlar 11x11 em 
boyutlarında kesilerek reaktörün tam ortasına yerleştirilir. Ortamdaki 
reaksiyona girebilecek oksijen reaktörden inert azot gazı geçirilerek
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uzaklaştırılır. Vakum pompası çalıştırılır ve ın-3 v 
düşülür. Sistemden İstenilen hızda monomer L bar basm<? değerine 
RF Jenaratörü aÇ,hr ve boşalım w ‘ m'/dkl Ranarak
boşalım sağlanır. Oluşan plazma İçinde k=,„ı= & ayarlanırak elektriksel 
dakika beklenir. plamanın sağlanması İçin 30

EJLMembranlann YüzeyJaıalflrmın B*Hri----- rn)

mbr,nı,r",e 6"
kompozltlerln kaplanmış yüzeylerinin fotoğraf h! TUCU elde ed,len

Japonya) çekilmiştir. Bu amaçla önee incelenen örneklerin yLyleri 
kaplama cihazında ("Fine Coat". Jeol. Japonya) yaklaşık ™A 

kalınlığında altın İle kaplanarak İletken hale getirilmiş 
mikroskopik fotoğraflar alınmıştır.

P.U. membr ani arın yüzey ıslanabilirllklerinin belirlenmesi amacıyla 
yapılan çalışmalarda hazırlanan sentetik P.U. membranlann yüzey eneriisi 
'Temas Açısı" yöntemiyle ölçülmüştür.

ve daha sonra

P.U Memhranlarda Protein Adftnrpglyonıı Çalışmaları

Farklı yüzey özelliklerine sahip poliüretan membranlann protein 
adsorpsiyon kapasiteleri İncelenmesi amacıyla, Albumln (Alb), Fibronektln 
(Fn) ve ImmlnoglobllinG (IgG) proteinleri He çalışılmıştır. Protein 
adsorpsiyon değerleri Enzim Immino Assay (EIÜ) diye adlandırılan 
yöntemle belirlenmiştir.

Deneylerde üst tarafı teflon ve alt tarafı paslanmaz çelik iki levhadan 
oluşan bir deney düzeneği kullanılmıştır. Teflon parça herbiri 10 mm olan 
24 sllindirik boşluktan oluşmaktadır. Deneylerde kullanılan membranlar 
%1 (v/v) deterjan çözeltisinde (RBS 25, Hlcol, Hollanda) ultrasonik 
banyoda 15 dakika temizlenmiş ve daha sonra distile su ve etanol ile 
yıkanmıştır.

Membranlar test düzeneğine yerleştirildikten sonra teflon parçadaki 
boşluklara 200 mİ PBS ile doldurulur. Bunların üzerine 200 mİ %20 lik 
İnsan plazma serumu eklenerek 1 saat beklenir. 1 saa^ s°nra 
boşluklardaki PBS-serum uzaklaştırılarak boşluklar PBS-^yecn 20 ile 4 
kez yıkanır. Yıkama işleminden sonra boşluklara birinci f?^ady çözdük 
(PAS) eklenir. Bu İşlem; ilk sekiz boşluğa 200 mİ 1/ 0° ' “»"fj 

Albumin-FAS, ikinci sekizlik kısmına Fn-FAS ve son 2Q „e 4
0G-FAS doldurulur. 1 saat beklendikten sonra boşluklara

kef »tama yapı.arak ikinci antlbady çözeltisi ^AS) tum ^oşluklara 

doldurulur (200 mİ). Yine 1 saat beklenerek boş İd ^ ^ ml 

oşaluiır ve yıkama işlemi uygulanır. Bu aşam anhkta bekletilir. 
®ubstrata/leuko dye çözeltisi eklenerek 1/2 saat ml 4 N H2SO4 
yarım saat sonra boşluklardaki çözeltinin üzerin _ 1 250 ml 96

klcnerek tepkime durdurulur ve oluşan renkli« SDCktronıetrlk olarak 
boşluklu tablalara alınarak 450 nm'de absorbansları spektro 

ö'Çülür.
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P.U MftmhTflîîlarHg Çalışmaları

Hücre kültür çalışmaları Wlllems metoduI6J İle umbilical cord 
velns'den İzole edilen insan endotel hücreleri gerçekleştirilmiştir.

Bu hücreler Van Wachem tarafından tanımlanan yöntem ile 
kültürlenerek hücre yoğunluğu 1x105 hücre/ml yoğunluğuna getirilmiştir.

Çalışmanın bu kısmında kullanılacak poliüretan membranlar etilen 
oksit ile sterilize edilerek bu membranlar üzerinde endotel hücre büyüme 
deneyleri yapılmıştır.

Membran yüzeyinde protein kaplanmasının hücre büyümesine 
etkisinin incelenmesi amacıyla herbir membran tipi 4 boşluklu test 
düzeneğine yerleştirilmiş ve bu düzeneğin iki boşluğuna % 20 plazma 
serumu konarak protein ile kaplanması sağlanmıştır. Diğer iki boşluk ise 
PBS (pH 7.4) ile doldurularak 1 saat beklenmiştir. 1 saat sonra tüm 
boşluklar boşaltılarak hücre kültür ortamı eklenmiştir. Ekim yapılan 
membranlar CO2 incübatörüne yerleştirilmiştir. 2 saat beklendikten sonra 
membranlar üzerindeki kültür ortamı uzaklaştırılarak boşluklara besi 
ortamı doldurulmuştur. Bu çalışma herbir membran için iki test düzeneği 
hazırlanarak yapılmıştır. Bu test düzeneklerinden birincisi 2 gün sonra 
İkincisi ise 5 gün sonra CO2 inkübatöründen alınarak sayım yapılmış ve 
membran yüzeyinde üreyen Endotel hücre sayısı tespit edilmiştir.

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

PU M^TnLrnnlanTi Vapmal ve Kimyasal Analiri

Çözücü döküm yöntemiyle hazırlanan PU membranlarm elektron 
mikroskopu ile incelenmesi sonucu, membranlarm yapısının, çözücü 
tipine, çöktürme ortamına ve plazma polimerizasyonuyla kaplanmasına 
bağlı olarak değiştiği bulunmuştur. Çöktürme ortamı olarak su-gliserin 
kullanıldığı durumda gözenekli heterojen yapılara ulaşıldığı, havada 
kurutularak çöktürüldüğü zaman ise gözeneksiz homojen membranlarm 
elde edildiği bulunmuştur. Yüzeylerin plazma polimerizasyonu ile 
modiflye edilen PU membranlarm kaplama sonucu tamamen kaplandığı ve 
gözenekli membranlarda tüm gözeneklerin kapandığı gözlenmiştir.

AHaorpaiyon Sonuçlan
Adsorpsiyonu incelenen Albumin, Fibronektin ve ImminoglobilinG 

proteinleri, biomateryal yüzeylerinin modifikasyonu amacıyla yaygın olarak 
kullanılmaktadır.

% 20 serum içeren kültür ortamından P.U. membranlar üzerine 
Albumin, Fibronektin ve ImminoglobilinG adsorpsiyon sonuçlan Şekil l'de 

verilmiştir.
Şekil l'de görüldüğü gibi plazma polimerizasyonu ile modifiye 

edilen yüzeylerde Albumin, Fibronektin ve ImminoglobilinG adsorpsiyonu 
önemli ölçüde değişmektedir. ImminoglobllinG'nin bütün PU yüzeylerde 
en yüksek adsorpsiyon değerine ulaştığı, plazma ile modifiye yüzeylerde 
ise her üç proteinin düşük adsorpsiyon gösterdiği görülmektedir. 
modifiye yüzeylerin yüksek hidrofllisiteye sahip olmalarına bağlanabilir-
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Şekil 1. PU membranlarda HSA, Fn ve IgG adsorpsiyonu

Endotfil Hücre Çalıyınalan Sonuçlan
Endotel hücrelerin poliüretan

deneylerinde elde edilen sonuçlar Şekil 2’de verilmiştir. t,anıanan
Şekilden görüldüğü gibi insan plazma proteinler Üe 

yüzeylerde hücre büyümesi daha fazladır. Men*r^ p n^HF (suda) ve 
Endotel hücre yapışma ve büyüme değerlerinin eg^j^ Bu farklıhk 

Dloksan (suda) grafiklerinde belirgin olar 8 ™ ^ çalışmalarda
membranların yapısal özelliklerine b»g! hücre yaplşmasının İkinci 
aynca protein ile kaplı membran yüzeyleri Fakat Beşinci gün
gün değerlerinde pek fazla değişmediği^daha 
hücre sayımlarında protein ile kaplı yüzey er raodiftye olan tüm
Çok olduğu bulunmuştur. Plazma polime za y R dlkkat edilmelidin 
membran tiplerinde hücre büyümesinin fazla o * ^ hldrofilik yapıya 
Pu yüzeyler modifikasyon sonucu hidro o büyümesine uygun
baymaktadır. Bunun sonucu, hücre yapışm

membranlar üzerine yapışma

yüzey elde edilmektedir. 4 . membran hazırlanmasında.
.. Sonuç olarak; çözücü döküm yöntemiy mesl veya yüzeylerin

Çözücü tipinin veya çöktürme ortammm ® m ve hücre etkileşmes 
Plazma pollmerizasyonu ile modifikasyonu Ü p
değiştirilebilmektedir.
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Şekil 2. PU Membranlarda Endotel hücrelerin Profllerasyonu
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A NEW BI0SEN80R FOR THE DETERMINATION OF GLUCOSE

8UMMARY

The aim of thls study was the preparatlon of a new biosensor whlch can 
analyze the glucose İn the aqueous Solutions by means of glucose oxidase enzyme 
lmmobillzed İn a conductive polymer (polypyrrole) matrlx on the surface of Pt-electrode.

For thls purpose, the klnetlcs of glucose ojddase has been lnvestlgated at the 
first step and the temperature and pH optiraa were determined as 25°C and 5.5, 
respectively. It was found that Mlchaells constant (Km) of free enzyme was 23.3 mM 
glucose and the actlvation energy was 3.5 kcal/mole.

Glucose oxldase was lmmobillzed durlng the electropolymerlzatlon of pyrrole at 
0.8 V on the surface of Pt-electrode versus saturated calomel electrode (SCE). The 
maxlmum current of 30 pA has been measured amperometrlcally at 0.7 V by thls 
enzyme electrode İn a 100 mM buffered glucose solutlon at pH of 7 and the 
temperature of 25°C. The linearity of thls biosensor was İn the range of 1-10 mM 
glucose concentratlons and the response time of İt was 45-60 s. It was deteımne a 
the activity llfetlme of the enzyme electrode was app. 50 days İn 52 assays. Wlth ese 
characteristics, thls biosensor İs better than theother blosensors İn the .

in addition, apparent Kra and the acüvation. energy values of immobülzed

glucose oxldase İn polypyrrole film were 40.5 mM glucose 0vüi2ecj enzyme 
respectively. The higher values of these kinetic parameters o 
show that the intemal dlffusion limitations İn PolyP^ole mat^ and som 
confonnatlonal changes on the enzyme molecule with lmmobillzation are po

ÖZET

Bu çalışmada, glikoz oksidaz enziminin ^^özeltide glikoza

Pollmer olan poliplrol matrlksi İçinde lmmobilize edümeslyle sulu ç 

duyarlı bir blyosensörûn hazırlanması amaçlanmıştır. ^deW özellikleri
Bu amaçla öncelikle glikoz oksidaz enzJ”^** j^rak saptanmıştır. Serbest 

Acelenmiş ve optimum pH 5.5, optimum sıcaklık 25 de 3>5 kkal/mol
enzlmin Mlchaells sabitinin 23.3 mM glikoz ve aktivasyon enerjis 

0lduğu bulunmuştur. ^ 0 8 v sabit potansiyelde, Pt
Çalışmada doygun kalomel elektroda a oksıdaz enzimi lmmob tee

^ektrot yüzeyinde plrolün elektropoUmerlzasyonu tarnpon sisteminde. 25
Umiştir. Hazırlanan elektrodun pH 7.0, 0.1 M K3 |Laslyia 100 mM ghkoz d®ri91™



m M glikoz olup, cevap süresi 45-60 s aralığında değişmektedir. Aynca hazırlanan 
elektrot 50 gün süreyle toplam 52 ölçümde aktlviteslni korumaktadır. Geliştirilen 
biyosensör bu özellikleriyle literatürdeki diğer biyosensörlerden daha ileri düzeydedir.

Polipirol filmi içinde immobilize edilmiş glikoz oksidaz için görünür Michaelis 
sabiti Kmg= 40.47 mM glikoz ve aktivasyon enerjisi Ea =5.3 kkal/mol olarak 
saptanmıştır. Bu değerlerin serbest enzimin değerlerine göre yüksek olması poliplrol- 
enzim sisteminde difüzyon kısıtlamalarını ve enzimde bazı konformasyonal değişimler 
olduğunu göstermektedir.

GİRİŞ

1962 yılında ilk enzim elektrot fikrinin ortaya atılmasıyla başlayan 
ve sonraki yıllarda hızla gelişen biyosensörler, enzim, doku, biyolojik 
membran komponentleri gibi biyoaj anları immobilize halde kullanan 
sistemlerdir. Özellikle temel ve klinik amaçlı teşhis ve tayinlerde, çevre 
kirliliğinin izlenmesinde, endüstriyel gaz ve sıvıların analizinde, 
biyoteknolojide fermentasyon analiz ve kontrolünde kullanılabilen 
biyosensörler, son yılların en çok araştırılan konularından olmuştur.

Bu çalışmada, özellikle diabetik hastalar için ve fermentasyon, gıda 
endüstrilerinde önemli olan glikozu tayin etmekte yeni bir biyosensörün 
geliştirilmesi amaçlanmıştır. Bu amaçla glikoz oksidaz enzimi 
elektropolimerizasyon ile iletken özelliğe sahip polipirol matriksi içinde 
immobilize edilmiştir.

İmmobilize glikoz oksidaz elektrodunun hazırlanması sırasında, 
enzimlerin ortamın pH'na bağlı olarak farklı yük kazanmasından ve pirolün 
polimerizaşyon mekanizmasından yararlanılmıştır. Dört pirol monomeri. 
elektropolimerizasyon sırasında, bir (+) yük oluşturmaktadır, 
oksidaz enziminin izoelektirik noktası pH 4.2 olduğundan bu değerin 
üstündeki pH'larda (-). yüklenen ortamdaki enzimin, pirolün elektropolime- 
rizasyonu sırasında yapıya girmesiyle immobilizasyonu sağlanmıştır.

Biyosensörlerin karşılaştırılmasında dört önemli kriter vardır: 
Elektrot aktivitesi, aktif ömrü, doğrusallık aralığı ve cevap süresi. Bu 
çalışmada, polimerik destek olarak seçilen polipirolun iletkenliğinden 
yararlanılarak yüksek aktivite veren ve yukarıdaki özellikleri de literatürle 
kıyaslanabilir düzeyde olan bir biyosensörün geliştirilmesine çalışılmıştır.

DBNEL BÖLÜM

Glikoz

Biyosensör hazırlanmasında kullanılan serbest glikoz oksidaz 
enziminin kinetiği, karıştırma hızı, sıcaklığı ve ortam pH’sı kontrol 
edilebilen kesikli bir reaktörde incelenmiştir. Reaksiyon, oluşan glukonik 
asitin pH-stat sistemiyle nötralizaşyonu ile izlenmiştir.

Enzim elektrodunun hazırlanmasında ve aktivitesinin
belirlenmesinde potansiyostat/galvanostat cihazına bağlı üç elektrot sistemi 
kullanılmıştır. Çalışma elektrodu olarak 0.32 cm2 ve karşılaştırma 
elektrodu olarak 1.5 cm2 alana sahip Pt levha elektrotlar kullanılmıştı**- 
Çalışma elektrodu her kullanımdan önce yakılmış, sonra su ile bulamaç 
haline getirilmiş Cr2C>3 ile ovularak ve sonikasyona tabi tutularak su Üe
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Şekil 1. Yük yoğunluğunun (film kalınlığının) aktiviteye etkisi

Şekil 2. Kaplama ortamı enzim aen?

Elektropolimerlzasyon ortamındaki enzim derişimmln
etkisi İncelenmiş ve İlginç sonuçlar eld® lmaŞsıyıa elektrot a^Uvltel ^

şstss  ^ —*rr=-s£;
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aktiviteye
0.9-
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Pt elektrot yüzeyinde glikoz oksldaz İçeren polipirol filmlerin 
hazırlanmasında; önce 0.1 M KNO3 (pH 7.0) destek elektrolitin içerisinden 
saf azot gazı geçirilerek ortamdaki oksijen uzaklaştırılmıştır. Sonra gereken 
miktarda enzim çözeltisi ve 0.3 M sabit derişimi verecek miktarda pirol 
ilavesiyle çözelti toplam hacmi 10 mİ.'ye tamamlanmıştır. Kuvvetli bir 
karıştırmadan sonra hücreye doygun kalomel elektroda karşı 0.8 V 
potansiyel uygulanarak poliplrolün elektropolimerizasyonu yapılmıştır.

Hazırlanan enzim elektrodu 1 gece buzdolabında 0.1 M, pH 7.0 
K3PO4-H3PO4 tamponunda bekletilmiş, daha sonra aynı özellikteki fosfat 
tamponunda farklı glikoz derişimlerinde 25°C de amperometrik olarak 0.7 
V’da akım değerleri, yani biyosensör aktivitesi ölçülmüştür.

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

sabit

Kesikli bir reaktörde doygun oksijen derişimlnde çalışılarak, 
serbest glikoz oksidaz için optimum sıcaklık 25°C, optimum pH 5.5 ve Km 
23.3 mM glikoz olarak saptanmıştır.

Çalışmalarda enzim elektrodunun hazırlandığı ortamdaki pirol deri­
şimi, pirolun enzimli ortamda saptanan doygunluk derişimi 0.3 M olarak 
seçilmiştir. Ayrıca enzim elektrodunun hazırlanması sırasında dönüşümlü 
voltamogram ile pirolun yükseltgenmesi pikinin doygun kalomel elektroda 
karşı 0.8 V*ta olduğu saptanmış ve tüm çalışmada glikoz oksidaz elektrodu 
belirlenen bu 0.8 V sabit potansiyel değerinde hazırlanmıştır. Enzim elek­
trodu çalışma potansiyelini belirleme işlemi ise İki ayrı aşamada gerçek­
leştirilmiştir. Öncelikle boş Pt elektrot yüzeyinde ortama eklenen ^O^nin 
yükseltgenme voltajı, dönüşümlü voltametri ile 0.7 V olarak saptanmıştır. 
Daha sonra enzimsiz polipirolle kaplanmış elektrot ile işlem tekrarlanmış 
ve çalışma voltajında herhangi bir kayma olmadığı gözlenmiştir.

Glikoz oksidazın polipirole immobilize edildiği bu çalışmada destek 
elektrolit olarak ilk defa KNO3 kullanılmış ve derişiminin elektrot aktivitesi 
üzerindeki etkisi incelenmiştir. İnceleme sonucunda, 0.1 M destek 
elektrolit derişiminin optimum değer olduğu saptanmıştır.

Enzim elektrot aktivitesinde rol oynayan bir diğer faktör; film 
kaplama kalınlığının etkisi incelenmiştir. Elektrot yüzeyindeki kaplama 
kalınlığı elektropolimerizasyon sırasında birim elektrot alanından çekilen 
toplam yük miktarıyla (yük yoğunluğu, mC/cm2) orantılı olmaktadır [İJ- 
Farklı iki enzim derişiminde değişik kalınlıklarda hazırlanan elektrotlardan 
alınan aktivitenin değerlendirilmesiyle farklı optimum kalınlıklar 
saptanmıştır. 1.35 mg protein/ml enzim derişiminde 460 mC/cm2 yük 
yoğunluğu, 2.25 mg protein/ml derişiminde ise 938 mC/cm2 yük 
yoğunluğu ile optimum kalınlıklar elde edilmiştir (Şekil 1). Öte yandan 
çeşitli film kalınlıklarında, değişik glikoz derişimlerinde ölçülen 
aktivitelerin değerlendirilmesiyle immobilize enzim görünür Michaelis 
sabitleri (Kmg) bulunmuştur. Polipirol film kalınlığı artışıyla Kmg 
değerlerinin de arttığı saptanmıştır. Bu sonuç polipi rol-enzim sisteminde 
difüzyon kısıtlamalarının önemli olduğunu gösterir.
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iletkenliğin ve dtfüzyon hızının düşmesi nedeniyle avn, b

ses  “=ssr c",m,n »«i -s
üzerinde glikoz derlşlmlnln etkisi İncelenmiştir. Bu İnceleme sonunda 
enzim elektrodunun 1-10 mM glikoz derişim aralığında doğrusal aktlvlte 
verdiği gözlenmiştir (Şekil 3). 100 mM glikoz doygunluk derlşimlnde 30 jiA 
maksimum akım şiddeti elde edilmiştir. Bu değer literatürdeki pollpirol 
esaslı diğer elektrotlara göre yaklaşık on kez yüksektir.

Glikoz derişiminin etkisinin incelenmesi sırasında elde edilen akım 
değerleri kullanılarak Lirteweaver-Burk grafiği hazırlanmış ve lmmobllize 
enzimin çalışılan koşullarda Kmg değeri 40.47 mM glikoz olarak bulun­
muştur. Elde edilen Kmg değerinin serbest enzim Km değerinden büyük 
olması, pollmer yapıdaki difüzyon kısıtlamaları ve enzimdeki muhtemel 
yapısal değişiklikler nedeniyle beklenen bir durumdur [2].

Ölçüm ortamı sıcaklığının etkisi incelendiğinde optimum sıcaklık 
hem serbest hem de lmmobllize glikoz oksidaz için 25°C olarak bulunmuş, 
ancak pollpirol filmde immobllizasyonla termal kararlılığın arttığı 
görülmüştür. Enzimin substratına doygun olduğu glikoz derişimlerinde, 
sıcaklık artışıyla aktlvitenln arttığı bölgedeki verilerin Arrhenlus 
bağıntısına göre değerlendirilmesiyle aktivasyon enerjileri serbest ve 
lmmobllize glikoz oksidaz için sırasıyla 3.5 kkal/mol ve 5.3 kkal/mol 
olarak bulunmuştur, lmmobllize enzim için daha yüksek aktivasyon 
enerjisinin bulunması, enzimin pollmer yapı içindeki konformasyonunun 
substratı glikoza karşı serbest formdaki kadar uygun olmadığı düşüncesini 

uyandırmaktadır.
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Şekil 3. Glikoz derişiminin aktiviteye
lavlar bu aktlvitenln 
“ öneldir. Optimumaktivitesl

açısındanHazırlanan enzim elektrodu 
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koşullarda hazırlanan enzim elektrodunun 50 gün süreyle 52 ölçümde 

aktivitesini koruması önemli bir sonuç olarak karşımıza çıkmaktadır. Genel 

olarak literatürde glikoz blyosensörlerl için aktif -çalışma süreleri 15-20 

gün olarak verilmektedir [3,4,5]. Sadece Fortier ve arkadaşlarının 

hazırladığı elektrodun aktif ömrü 80 gündür [6]. Ancak sözkonusu 

çalışmada ölçüm sayısı verilmediğinden tam bir karşılaştırma 

yapılamamaktadır.

Ayrıca optimum koşullarda hazırlanan enzim elektrodu için
optimum ölçüm koşullarında alınan cevap süresi 45-60 s. aralığında 

değişmektedir. Bu değer literatürdeki diğer örneklerin cevap süreleriyle 
uyum içerisindedir [7].

Biyosensörün hazırlanmasında glikoz oksidaz lmmobilizaşyonunda 

destek maddesi olarak kullanılan iletken polimer polipirolun enzimsiz 

durumdaki iletkenliği "Four Probe" yöntemi ile 2.5 S/cm 

saptanmıştır. Optimum koşullarda hazırlanmış glikoz oksidaz içeren 

polipirol filmin iletkenliği ise, 12 kez azalarak 0.21 S/cm değerine 

düşmektedir. Beklentilerimize uymayan bu derece bir düşüş, özellikle 

yüksek enzim derişimlerinde hazırlanan elektrotlarda gözlenen düşük 

aktivitenin nedeni olarak gözükmektedir. Oluşan H202'nin difüzyon 

kısıtlaması ve düşük iletkenlik nedeniyle aynı hızla yükseltgenememesi, 

enzimde denatürasyona yol açmaktadır.
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YÜZEYİ MODÎFİYE EDİLEN POLÎKARBONAT 
GELİŞTİRİLEN ENZİM ELEKTRODU membran  İle

S elma MUTLU ve Erhan PİŞKİN

Hacettepe Üniversitesi, Mühendislik Fakültesi, Kimya Mühendisliği Bölümü 
Beytepc - Ankara - Türkiye

A SURFACE MODIFIED POLYCARBONATE MEMBRANE FOR ENZYME 
electrodes

SUMMARY

In this study, glucose determination have been studied by the amperometric 
enzyme electrode based on dedection of the hydrogen peroxide. The main purpose of the 
study is to improve the linearity of the eleetrode. The modificationofthe outer membrane 
limiting the substrate difusion in the membrane-enzyme-membrane combınatıon ıs 
aimed. The surface of the polyeorbonate (PC) membranes that “mg as an outer

”iıh
also performed for inner membrane to

membrane were
polymerization technique. The lineer range 
glucose concentration. The seleetivity test 
avoid interferanccs during native bîood contact.

was
were

I

ÖZET

olarak bilinen membran-enzim-membran , kullanılan polikarbonat (Fu;
modifikasyonuna çalışılmıştır. Dış °; yonu tekniği kullanılarak
membranların yüzeyi plazma polıme y modifıkasyon ile lineer aralık 
hidroksimetildisiloksan (HMDS) ile kaplanm ? • kadar genişletilmiştir. Ayrıç
40 mM dan 100 mM glukoz konsantrasyonun k « etl°ek için kullanılması 
hazırlanan elektrodun kan glukoz s.evıy®^ it için geçirgen olurken kanda 
amaçlandığından alt membramn hidrojen Ç istenmektedır. Bu
mevcut organik elektroaktif maddelere bir ^ ‘^^tır. 
üşünce ile de iç membran için selektıvıt

GİRÎŞ
im bazlı sensörler

Son yıllarda genelde kimyasal j^etobdik olarak ^aSrin

b 2,1 b,r teknolojik gelişim göstermiştik k bed.side takı ın'^knolojisine 
hem metabolitlerin real-time analizi ve hem a bbbın sensör tek
h'zlı olmasının gerçekleştirilmesinde ı g
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I

duyduğu ticari ilgi doğal olarak bu yöndeki gelişimi hızlandırmıştır(2).

ilk fonksiyonel enzim elektrot, enzim tutturulmuş bir jel tabakası ile kaplı 
bir oksijen sensöründen oluşmaktaydı. Böylesi klasik sistemlerde dış 
membrandan enzim tabakasına diffüze olan analit, enzim tabakasında 
elektrokimyasal olarak tanınan birimlerin harcanması ya da üretimi ile enzimle 
reaksiyona girer(3).

Elektrot üzerinde yer alan üç tabakalı membran-enzim-membran 
kombinasyonu, elektrodu karakterize etmektedir. Elektrot, çalışma amacına göre 
bir lineer substrat konsantrasyonu-cevap ilişkisini vermelidir. Kombinasyonda 
yer alan dış membran substrat diffüzyonunu kısıtlayıcı bir kabaka 
oluşturmaktadır^). Substrat difüzyonunun kontrolü ile ürün oluşum hızı kontrol 
edilmekte ve bu şekilde elektrodun cevabına gidilmektedir. Bu çalışmada kandaki 
glukoz tayinini sağlayan glukoz elektrodu geliştirilmeye çalışılmıştır. Burada 
membran/enzim kombinasyounda yer alan alt ıpembranın enzimatik reaksiyon 
sonucu oluşan hidrojen peroksit için geçirgen, ancak kanda bulunan organik 
elektroaktif interferantlara bir engel olarak çalışması gerekmektedir.

Bu çalışmada dış membran, plazma polimerizasyonu kullanılarak 
hidroksimetildisiloksan ile modifıye edilmiş ve bu modifiye membranlar ile 
elektrodun lineer çalışma aralığı genişletilmiştir. Çalışmanın diğer bir kısmında 
ise yan geçirgen alt membran seçimi için elektroaktif maddeler ile membran 
örneklerinde selektivite testleri yapılmıştır.

DENEL BÖLÜM

Araştırma, kandaki glukoz analizine yönelik yapılan çalışmaları 
kapsamaktadır. Bu amaçla bir Rank oksijen elektrodu kullanılmıştır (5). Elektrot, 

• referans olarak 12 mm çaplı bir dış gümüş halkası ile merkezde 2 mm çaplı bir 
platin çalışma elektrodundan oluşmaktadır. Elektrot, peroksit tanımlanması için 
650 mV da polarize edilmiştir. Elektroddan alman sinyaller bir potensiostatta 
gözlenirken buna bağlı bir yazıcıda alınan sinyaller kayıt edilmektedir.

Çalışmanın ilk kısmında polikarbonat membran, enzim tabakası ve 
diffüzyon kısıtlayıcı tabaka olarak bir polikarbonat membrandan oluşan 
kombinasyonlar kullanıldı. Polikarbonat membranlar Poretics firmasından temin 
edildi. Membran/enzim kombinasyonlarının hazırlanmasında iki membran 
arasına ilave edilen enzim çözeltisi iki mikroskop camı arasında 5 dakika kadar 
sıkıştırıldı. Enzim bağlama, enzim çözeltisine sığır serum albumin katkısı il© 
glutaraldehit varlığında ikili çapraz bağlanma olarak gerçekleştirilmiştir. ÎKinci 
aşamada, polikarbonat membranın yüzey modifikasyonuna çalışıldı. Bunun 
için plazma polimerizasyon tekniği kullanılarak membran yüzeyleri 
hidroksimetildisiloksan ile kaplandı. Önceki aşamada olduğu gibi membran- 
enzim-modifiye membran kombinasyonları hazırlandı. Değişen substrat 
konsantrasyonu ile elektrodun cevabı kaydedildi.

i

366



SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Yapılan iki kısımlı çalışma ile substrat konsantrasyonuna karşı elektrot 
cevabının değerlendirmesini veren kalibrasyon eğrileri elde edilmiştir Şekil 1 
de üç farklı gözenek çapına sahip polikarbonat membranl'ar ile hazırlanan

/enzimmembran 
kombinasyonlarını 
içeren elektrodun 
glukoz konsantras- 
yonu-cevap ilişkisi 
görülmektedir. 
Grafikten görüldüğü 
gibi gözenek çapının 
küçülmesi ile difüzyon 
kısıtlaması artmakta ve

3000

2000

I
(iÖ7rnck çapı fmlkmnl1000

—pckmhi

----*— PC10.O3)
—D— PC10.O5) belirli bir glukoz 

konsantrasyonuna 
karşı elektrottan alman 
sinyalin boyutu 
düşmektedir. Bu sonuç, 
0.01 mm gözenek çaplı

___________ ı polikarbonat
membranların daha geniş bir lineer substrat konsantrasyonu-cevap ilişkisi

IS“.”fr“U ... »«»<*• psrs
rn.mbi-.nl.nn v»rtıtınd« olujtaTd.n ..«Mrot YU..y.in«

_ hidroksimetildisi-loksan
kaplanması ile yüzey 
modifikasyonu, substrat 
difüzyonunu kısıtlayıcı bir 
etki yaparak elektrodun 

lineer

o
83ec4C2C

Glukoz koDuntıuTonu fmMl

Şekil 1. Membran/Enzim/Membran Kombinasyonu 
ile hazırlanan elektrodun lineeritesi
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—■— pupaoon

2000

gözlenen 
konsantrasyon 
ilişkisini genişletmiştir. 
Elektrot üzerine kademe 

substrat 
ile elektrodun

I cevaps
S

1000
D»«-

kademe yapılan 
yüklemesi
cevabı alınmakta ve 
veriler yukarıda verilen 
grafikler şeklinde
değerlendirilmektedir-

Yüzeyin modifikasyonu ile her kademedeki rssp lineer aralık
elektrodun doygunluk değerine geç ulaşılmakta

atmaktadır.
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bu120ICO00a40
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Şekil 2. Membrnn/Enzim/Modifiye membran
Kombinasyonu ile hazırlanan elektrodun lınecnu.sı

. ^ifikasvonunun etkisinin
Bu elektrotlann hazırlanmasında yalnız yüzey m üst membran

"*"S" UEkh.r“tezlenmesi ve artan lineer 
Modifikasyonuna gidilmiş ve alt membran
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polikarbonat membran kullanılmıştır. Polikarbonat membran kan çalışmalarında 
peroksit için selektif özellik gösteren bir yapıya sahip değildir.

Yarıgeçirgen membran seçimi için elektroaktif interferantlar ile yapılan 
deney sonuçlan Şekil 3. de görülmektedir. Elektrodun çalışmasında istenen^

1400
gltklroıktlf Maddeler

1200 | Pcro>üdco
5

H Aacorbatc 
0 Paracetamol 
0 Catccholı.1000

I 800
S
| G00

□  Uric add

■
m

400

1 fcfe İssss I
200

o
PC(0Xfi) PC(aoi) PizPC(aoi) 

Membran

PES CA

Şekil 3. Membranlann elektroaktif 
maddelere karşı geçirgenlikleri

enzimatik reaksiyon sonucu oluşan peroksitin tanımlanmasıdır. Polietersulfonun 
diğer elektroaktif maddeler yanında peroksit için seçici bir geçirgenliğe sahip 
olduğu görülmektedir. Bu analiz ışığında yarı geçirgen membran için 
kombinasyonlarda polietersulfon kullanımı uygun bir seçenektir.
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POLİMERİK MATRİKS TİPİ TAŞIYICILARIN ir 40
“ZONE FREEZING" YÖNTEMİ İLE GELİŞTİRİLMESİ* HIZININ

Abdurrezak ÖNCÜ(*)t Emin ARCA(*) ve Yılmaz KAPTANf**)

(B%TepeTkarTTÜrk^e' mhendlslİk Altesi. Kimya Mühendisliği Bölümü. 

(••)Hacettepe ÜnlversitesU 
Beytepe-Ankara-TXırkiye

Mühendislik Fakültesi, Fizik Mühendisliği Bölümü,

IMPROVING OF DRUG RELEASE RATE OF POLYMERIC MATRK DEVICES BY ZONE 
FREEZING METHOD

SUMMARY

Constant drug release rate is essential İn controlled drug release sy 
Polymeric devices are researched extensively in drug release, İn which diilus^on 
controlled systems cover most of them. Diflusion controlled systems can be divided by 
two as membrane controlled systems and matrix systems. It can be reached to 
constant release rate in former systems, but devices are hard to fabricate and 
expensive. On thc contraıy, it is easy and cheaply to produce matrix devices but mostly 
onc cannot have constant release rate. In thls study, it is tried to develop constant 
release in matrix systems by Zonc Freezing method which is part of Zone Refining. In 
cxperiments A hydrofilic polymer, polynydroxycthylmethacıylate, (pHEMAJ and 
Thcophyilline and 4-0X0-TEMPO radicals are used as polymer matrıx and sarnple 
drugs respeetively. Drugs are impregnatcd in cylindricaT pHEMA devices. After that, 
release rates are exprimcnted from both zone-frcezed devices and non;^^^0csnV 
As a result, İt is provcd that it is possible to change thc release from thc samc typc ol 
matrix devices by zone -freezing method.

ÖZET

stems.

Kontrollü İlaç salan sistemlerde ilacın cihandan sabit b^iı^las^almması

istenmektedir. Bu iş İçin yapılan cihaz ann cnöneSi ycri dlfûzyon kontrollü 
polimerik cihazlar vc bu tür cihazların içinde de önem y Memb^an kontrollü 
sistemler tutar. Difüzyon kontrollü sistemler , In<je’ sabit salım hızına

yöntemi ile aynı matrlks tipi cihazdan ilacın salim
saptanmıştır.

GİRİŞ

tsissszjssz ssr sesssüems
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iç derişim daima sabit kaldığından ilacın salım hızını membrandan

Membran

b. Matriks tip cihaz 
Şekil 1. Difüzyon kontrollü polimerik ilaç salım cihazlarının şematik 
görünümü
difüzlenme hızı belirler. Ööylece uzun süreler için sabit salım hızı elde 
edilebilir. Şekil l.b’de görülen matriks tipi cihazda ise ilaç başlangıçta 
polimerik matriks içinde homojen olarak dağıtılmış ya da çözülmüştür. 
Burada da ilacın salım hızını kontrol eden basamak ilacın polimer içindeki 
difüzyonudur. önce cihazın dış kısmındaki ilaç molekülleri dışarıya 
difüzlenir. Sonra, matriks içinde gitmesi gereken yol daha uzun olduğu için, iç 
kısımdaki ilaç molekülleri daha geç sürelerde difüzlenir. Böylece birim 
zamanda salman ilaç miktarı azalır ve sabit bir hıza ulaşılamaz. Bunun 
yanısıra matriks sistemlerin üretimi kolay ve ucuzdur. W

Soğutucu

a. Membran tipi cihaz

Hareket Yönü

mmmm
's> mİ

Donmuş Bölge
Şekil 2. Zone Freezing yöntemi

Zone Freezing yöntemi kabaca şöyle tarif edilebilir. İçine çözelti 
doldurulmuş bir tüp etrafına çözeltiyi donduracak şekilde tasarlanmış bir 
aygıt (örneğin sıvı azot doldurulmuş yüksük şeklinde bir kap) tüp boyunca 
yavaş yavaş hareket ettirilir. Ya da basitçe, tüp, içindeki çözeltiyi donduracak 
bir ortama yavaş yavaş daldırılır. Bu sırada çözünen maddenin ya katı-sıvı 
ara yüzeyine doğru hareket etmeye, ya da bu yüzeyden uzaklaşmaya eğilimi 
vardır. Bu eğilim şöyle belirlenir. Eğer çözünen madde çözeltinin donma 
noktasmı düşürüyorsa donmuş bölgeden uzaklaşma eğilimi vardır, başka bir 
deyişle donmuş bölge ile aynı yönde ilerler. Çözünen madde çözeltinin 
donma noktasını yükseltiyorsa, donmuş bölgeye yaklaşma eğilimi 
vardır.(2*3) Pratikte bir çok çözücü-çözünen sistemi için birinci durum 
geçerlidir.

Zone Freezing prensiplerinden yola çıkılarak aşağıdaki varsayımlar
yapılmıştır.

Eğer içine çözünmüş halde ilaç emdirilmiş bir cihaz sıcaklığı 
çözeltinin donma noktasında olan bir ortamda bekletilirse donmuş bölge ya 
da katı-sıvı ara yüzeyi cihazın içlerine doğru ilerledikçe çözünmüş halde 
bulunan ilaç cihazın iç bölgelerine doğru gidecektir. Bu cihaz silindirik ya da 
küresel bir formda yapılırsa ilaç merkezde toplanacaktır. Daha sonra cihaz 
Üacm salınacağı ortama konduğunda ilaç moleküllerinin çoğu merkep 
yakın bulunduğundan dışan doğru gidecekleri yol aynı olacak ve belli bir 
süre için dışarı sabit hızda ilaç salınabilecektir.
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denel  bölüm

p„l,meDr“a»™“ ™"5“ “,td“K?S *rr“ rc'“Deneyler iki ayn kısımda yürütülmüştür azlar kullanılmıştır.

Birinci kısımda 2 mm çapında U mm boyunda polimer örnekler

şçaş pŞŞMÛf SESE BRSMK?
s,; £*£££?
kolaylıkla gözlenebilmektedir. Burada İlaç yerine kullanılan maddenin 
sadece sıvı içinde çözünmüş bir örnek olması yeterlidir. Hazırlanan örnekler 
dibinde sıvı azot bulunan bir kriyostat içine sarkıtılarak -117°C’ta 6 saat 
bekletilmişlerdir. Sistem Şekil 3’te görülmektedir.

Şekildeki sistemde örnek platin termometreye tutturulmuştur. Veri 
toplama ve kontrol ünitesi sıcaklığı sürekli okumakta ve sıcaklığın 
ayarlanan sıcaklıktan az veya çok olmasına göre step motora kumanda 
etmekte, termometreyi aşağı yukan hareket ettirerek örneği sabit sıcaklıkta 
tutmaktadır. Bu suretle Zone-Freezing işleminin uygulandığı örnek, 
dondurma işleminden hemen sonra ve 1(P* torr vakum hücresine konularak 
hızla kurutulmuştur. Bu örneğin yanısıra dondurulma işlemine tabi 
tutulmayan diğer bir örnekte kurutulmuştur. Kurutulan örnekler ESR 
hücresine konulmuş ve üzerlerine yeniden Alkol konularak ESR 
spektrometresinde (Varian E9) salım hızlan incelenmiştir.

Step Motor

1
BilgisayarPlatin

Termometre
Veri Toplama ve 
Kontrol Ünitesi

_£[
Örnek------ 1 I

O O O O
Kriyostat
Hücre

Şekil 3. Sabit sıcaklık sistemi bovunda silindirik
İkinci kısım deneylerde 5 mm ÇaP™d® ,)t çözeıtlslne atılmış ve

cihazlar Tiyofllln İsimli bir örnek İlacın suda *Otelden bir tanesi 0°C sabit 
sabit tartıma gelene kadar bekletilmiştir. Bu örn örnekle birlikte
sıcaklıkta 12 saat bekletilerek dondumlmuş ve mg su , n ve düşük 
vakumda hızla kurutulmuştur. Sonra bu örn ve cıbazm tiyofllin
kanştırma hızında kanştınlan bir erlen için yy spektrometresinde
Şalım hızı belli zamanlarda örnekler a ı

da de„*yl« «Um Uunm-y* «ar dm» —
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SONUÇLAR

^ı8011^1111 değerlendirilmesi zamana karşı Mt/Moo değerlerinin aran>
SSne!KS*lt' i11 de%rt ““ bIr k.to topTamns£S

göstermekledir dlşarl sanabilecek maksimum değerim
bfivK ? Grafikler Mt/M~=ı olduğu zamana kadar gösterilmem?,
hebrtfıeKuaŞ|lat?glÇta lkl tlp cihaz arasındaki fark daha açık olarak 
raHikiı m Ştlr- 4-°x °-TEMPO radikali emdirilmiş ve etanol Se 
firikti1” sal.ımı,inçelennjlş örneklerde dondurulmuş ve dondurulmam, 
örneklerin salım hızları Şekil 4'le grafik olarak verilmiştir. ?
1.0

©0.8-

0.6-

Mt/Moo t>

0.4-

%0.2- © Dondurulmamış 
o Dondurulmuş

0.0
T T T

0 100 200 400300

Zaman, t(dak)
Şekil 4. 4-OXO-TEMPO radikalinin dondurulmuş ve dondurulmamış 
Örneklerden salımı

Şekildeki eğrilerden görüldüğü gibi dondurulmuş örnekten radikalin 
salınmaya başlaması dondurulmamış örneğe göre daha hızlı olmuştur. Yani 
çözünen madde Zone Freezing işlemi sırasında merkeze doğru İlerlememiş 
aksine bir parça daha kenara toplanmıştır. Bunun üzerine suda çözünen bir 
ilaç olan Tiyofilin ile yeni deneyler yapılmış ve dondurulmuş ve 
dondurulmamış cihazlardan salım hızı Şekil 5’de verilen grafikte 
gösterilmiştir. Grafikten de anlaşılacağı gibi dondurulmuş örnekte ilacın 
salınmaya başlamasının dondurulmamış örneğe göre daha geç olması ilacın 
Zone Freezing işlemi sırasında merkeze doğru toplandığını göstermektedir. 
Ayrıca grafikten ilacın uzun süre sabit hızda salmdığı gözlenmektedir.
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Şekil 5. Tlyofilinin dondurulmuş ve dondurulmamış örneklerden salımı 

TARTIŞMA

İlk kısımda yapılan deneylerde 4-OXO-TEMPO radikalinin alkol içinde 
Zone Freezlng işlemine tabi tutulması ile elde edilen sonuçlar radikalin katı- 
sıvı ara yüzeyinin katı tarafında kalma eğiliminde olduğunu göstermektedir. 
Sonucun kontrollü ilaç salımı yönünden değeri olmasa bile polimerlk 
yapının içinde Zone-Freezing yönteminin uygulanabilirliğini göstermesi 
bakımından önemi vardır. , , , , ,

İkinci kısımda yapılan deneylerden elde edilen bulgular iki madded
özetlenebilir. .

1- Dondurulmuş cihazın ilacı salmaya başlaması dondurulmamış 
Üaca göre daha geç olmuştur.

2- Dondurulmuş cihazdan ilacın salınma hızı, uzun

1 Bu bulgulardan Tlyofflln yüklenmiş pollmerik 

yönteminin uygulanması Üe llacm merkezde toplandığı söyleneb - ^
Yapılan çalışma bu konuda yapılan İlk çalışmadır. Bu konuda 

yapılabilecek bazı araştırmalar aşağıda sıralanıştır. olduğu

S2S?** - —!■
tekrarlanabilir. , f rek bir dizi deney

2. Polimerin yapısal özellikleri değiştirilerek oır 
yapılabilir. , MrrıQ noktasına yakın

3 Yapılan deneylerde cihaz ılıklarda daha hızlı bir
dnCa^Ilklarda bekletilmiştir. Daha düşük sı edilmeyeceğine
^ndurma işlemi uygulanarak aynı sonuçların elde edilip
bakılmalıdır. , n ılrn.ql naCın polimer içine

bir süre sabit
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yüklenirse Zone Freezing işlemi sırasında iç kısımlara doğru yığılmanın 
başlaması ile polimer içinde İlaç yeniden katılaşır ve merkeze doğru 
İlerleyemez. Bu yüzden cihaz içine yüklenebilecek toplam ilaç miktarı
duSa^a“Sabul^SrSltlara ragmen ^ “ UaÇ g6rektlren
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TUTUKLANMIŞ jLÇEREVISJAE HÜCRELERİ KULLANILARAK KESİKLİ VE 

SÜREKLİ SİSTEMLERDE GLİKOZDAN ETANOL ÜRETİMİ

Gülnur BÎROU*), Elvan SOLAY(*), Betül KIRDAR(**) 

ve Z. İlsen ÖNSAN(*)

(•) Boğaziçi Üniversitesi Mühendislik Fakültesi Kimya Mühendisliği Bölümü, 
Bebek - İstanbul - Türkiye.

(**) Boğaziçi Üniversitesi Fen-Edcbiyat Fakültesi Biyoloji Bölümü 
Bebek - İstanbul - Türkiye.

BATCH AND CONTINUOUS ETHANOL PRODUCTION FROM GLUCOSE USING 
IMMOBILIZED S. CEREVISIAE

SUMMARY

Flocculating S. ce.revlslae cells were immoblllzed on hlghly porous partlcles of non- 
woven polymerlc material wlth an öpen network stnıcture in order to determine uıe eflect 
of passlve lmmobilization and mode of operation on the growth and ethanol productıon 
characteristics of the cells. Experiments were caıried out in an immoblllzed celi reacıor 
under batch operation with nutrlent recirculation and under contlnuous operation. us g 
various substrate concentrations.

ÖZET

neklerde çeşitli glikoz derişimleri kullanılarak gerçekleştirilmiştir.

GİRİŞ

Yüksek hacımsal üretkenine sahip

nusunda yapılan çalışmalar, tutuklanmış hücre ö(,rceklesen hücre

hücrelerin reaktörün belirli bir bölümünde kalmalarının sagl^^ ^ 

®rt tutücu veya bağlayıcı bir yapının kullanılmasıdır. : gözeneklerl

da "Pasif tutuklama" yöntemi, hücrelerin yumak o ş değlşUrme-
do'durma yeteneğine dayanmakta olup hücre doğasın, ve yapısın

mesI bakımından çekici görünmektedir (1-3).

Yumaklaşan S. rp.revlslac hücrelerinin çok gözenekli g
k örgülü bir
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taşıyıcı yapı içerisinde, tutuklanmasını sağlayacak bir pasif tutuklama tekniği- 

nin geliştirilmesine ilişkin çalışmalar daha önce başlatılmış olup glikozdan eta­
nol üretimi model sistem olarak ele alınmış ve tutuklanmanın etkileri İncelen­

miştir (4). Reaktör içerisinde çoğalmayı sürdüren tutuklanmış maya hücreleri­
nin davranışının incelenebilmesi ve kinetik çalışmalar yapılabilmesi İçin gerekli 
deneysel yöntemler geliştirilmiştir (5). Bu çalışmada, kesikll/gerl-beslemell vc 

sürekli olmak üzere iki ayrı deney sisteminde aynı S. cerevlslae türünün kulla­

nıldığı deneyler paralel olarak yürütülmüş ve geliştirilen yöntemler çeşitli glikoz 

derişimlerinde irdelenmiştir (6.7).

DENEL BÖLÜM

Mikroorganizma ve Besi Ortamı

Çalışmalarda UMIST (İngiltere) tarafından verilen yumaklaşan bir Ş,. 

vlslae (URA 3-251, 372, 328, SOD-(ALEU 2)) türü kullanılmıştır. Fermantasyon 
deneylerinde kullanılan sıvı besi ortamı için, çeşitli miktarlarda D+gllkoz.H20 

ile maya özütü, amonyum sülfat, magnezyum sülfat, potasyum dihldrojen 

fosfat ve kalsiyum klorür içeren çözeltiler hazırlanmıştır.

Blvomas Taşıyıcı Parçacıklar

Çalışmada her biri 0.7 cm3 (1x1x0.7 cm) olan çok gözenekli, karmaşık bir 

ağ yapısına sahip ve polimerlk malzemeden yapılmış taşıyıcı parçacıklar kulla­

nılmıştır. Parçacıkların yoğunluğu 0.10 g/cm3, boşluk oranı İse 0.95 olarak be­

lirlenmiştir.

cere-

Denev Düzeneği

Deneyler iki ayrı düzenekte gerçekleştirilmiştir. Birinci deney düzeneği ke- 
slkli/gert-beslemeli fermantasyon deneylerinde kullanılmış olup besi ortamı ka­
bı, termostatlı banyo ve karıştırıcı, peristaltik pompa ve reaktörden oluşmakta­

dır. Deneylerde 3 cm İç çapında ve 11 cm efektif yüksekliği olan ceketli cam re­
aktörler kullanılmıştır. Reaktör kolonunun konik olan alt bölümünden buharla 

sterilize edilmiş besi ortamı pompalanarak reaktörün üst bölümünden alınıp 

besleme kabına geri döndürülmektedir. İkinci deney düzeneği birinci düzenek 

ile aynı birimlerden oluşturulmuş, 11 ve 22 cm yüksekliğinde reaktörler kulla­
nılmıştır. Besi ortamı dolgulu reaktör kolonundan farklı akış hızlarında sürekli 

olarak geçirilmiştir.

Tutuklama Tekniği

Taşıyıcı parçacıkları sterilize edilerek kurutulmuş, tartılmış ve paslanmaz 

çelik tellere dizilerek edenlere yerleştirilmiştir. Tekrar otoklavlandıktan sonra 

besi ortamı eklenmiş ve daha önce 30°C de hazırlanmış olan önkültür ile aşı­
lanmıştır. Tutuklama işlemi 30°C deki orbltal çalkalayıcı içerisinde 18 saatte 

gerçekleştirilmiştir.
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Dcnev ve Analiz Yöntemi

tör dolgusu olarak kullanılan taşıyıcı parçac.klar İçerisinde hücre çoğalmasın, 
izlemek amacıyla her glikoz derlşlmlnde 3 saatten 15 saate kadar değişen süre­

lerle fermantasyon deneyleri yapılmış ve başlangıçtaki hücre miktarını yaklaşık 

olarak benzer tutabilmek İçin deneyler birkaç kez tekrarlanmıştır. Her deney 
sonunda, kullanılan dolgulu kolon boşaltılarak çıkarılan parçacıklar kurutul- 
muş ve tartılmıştır.

Deneyler sırasında ve sonunda alınan sıvı örnekler santrlfüjlenerek 4°C 
de bekletilmiş, etanol miktarları gaz kromatografisl, glikoz miktarlan ise Nelson 
yöntemi ve UV-görünür spektrofotometrl kullanılarak saptanmıştır.

SONUÇLAR ve TARTIŞMA

Fermantasyon deneylerinde kullanılan besi ortamının pH değeri kaynak­
larda verilen optimum pH aralığında tutulmuş (8,9) ve belirli aralıklarla alman 
ölçümler pH düzeyinin deneyler süresince 4.0 ± 0.2 değerinde kaldığını göster­
miştir. Fermantasyon sıcaklığı tüm deneylerde 30°C de sabit tutulmuş, glikoz 
derişimi kesikli/ger 1-beslemeli deneylerde 60-140 g/L, sürekli deneylerde İse 

60-100 g/L arasında değiştirilerek bir dizi deney yapılmıştır.

Kesikli sistemde uzun fermantasyon sürelerini ve dlfüzyon etkilerini en 
aza İndirmek amacıyla gerl-beslcmell olarak çalışılmış ve 15 mL/dak dolaşım 

hızı kullanılmıştır (4). Sürekli deneylerde seyreltme hızı 0.2-3.8 saat aralığın­

da değiştirilmiş ve en yüksek glikoz tüketimlerinin elde edildiği 0.2 saat sabit 

tutularak glikoz derişimi değiştirilmiştir.

Kesikli/geri-beslemeli düzenekte gerçekleştirilen çeşitli deneylerde 

saatlik deney süresi sonunda elde edilen hücre miktarları, glikozcon^™' 

deleri ve etanol derişlmlert ile hücrelerin reaktör kolonu içerisin e çoy 

nın eksponansiyel fazına ilişkin spesifik çoğalma hızları Ta 3 o .

galma hızının düştüğü, en yüksek etanol üretiminin ® d gcrlerde

** görülmektedir. 140
ehrlı bir arüş görülmekle birlikte & cercvlşla^ ç gnkoz derişimi
talerinin de değişmeye başladığı gözlenmiştir. g vaklaşık 21 saatte
kullanılarak yapılan uzun süreli deneyler, gM»* tu eJ" 50 g/L'yi aşan
tamamlandığını, spesifik çoğalma hızının değişmediğini ancak 

etanol derlşlmlerl elde edildiğini göstermektedir (6).
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TABLO 1. Kesikli/Geri Beslemeli Sistemde Fermantasyon Deneyleri

Glikoz

Derişimi

Başlangıçtaki 

Tutuklanmış 

Hücre Miktarı

Etanol

Derişimi

Deney 

Bitimindeki 

Tutuklanmış 

Hücre Miktarı

Dönüşme

Tüzdesi
Spesifik 

Çoğalma Hızı

(g/L) (g) (g) (%) (g/L) (Saat1)

60 87.51.86 3.22 27.2 0.200

80

100 66.5 39.52.03 3.81 0.124

120 3.05 64.4 26.92.30 . 0.079

32.5140 57.82.48 3.48 0.088

Sürekli fermantasyon deneylerinde 0.2 saat'1 seyreltme hızı kullanılarak 

15 saatlik deney süresi sonunda elde edilen hücre miktarları, glikoz dönüşme 

yüzdelerl ve etanol derişimleri ile hücrelerin reaktör içerisinde çoğalmalarının 

eksponansiyel fazına ilişkin spesifik çoğalma hızlan Tablo 2. de sunulmuştur. 

15 saatlik deney süresi sonunda eksponansiyel çoğalma fazından henüz çıkma­

mış olan hücrelerin spesifik çoğalma hızlan glikoz derişimi ile artış göstermek­

tedir. Bu deneylerde glikoz tüketimi tamamlanıncaya kadar deney süresini uza­

tarak etanol derişimlerlni karşılaştırmak yerinde olacaktır (7).

TABLO 2. Sürekli Sistemde Fermantasyon Deneyleri

Spesifik

Çoğalma

Hızı

Etanol

Derişimi

Başlangıçtaki 

Tutuklanmış 

Hücre Miktarı

Dönüşme

Tüzdesi

Deney 

Bitimindeki 

Tutuklanmış 

Hücre Miktarı

Glikoz

Derişimi

(Saaf‘)(g/L)(g) (%)(g)(g/L)

0.0292.51 93.7 30.32.0760

0.05745.23.15 82.11.9280

0.08365.5 28.93.251.82100

120

140
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SERBEST VE

L - FENİLALANİN ÜRETİMİNDE 

VE KARARLIĞININ ARAŞTIRILMASI

TUTUKLANMIŞ Rhodotorula
glutinis İLE 

PAL ENZİM AKTİVİTE

Serpil TAKAÇ*, Bülent AKAY*. Pınar ÇALIK*, İlknur 
veTunçer H. ÖZDAMAR**

lV ^rklye0™'*''311^ KUnya Mühendls^i Bölümü, 06100 Tandnğan - Ankara

PAL ENZYME ACTİVİTY AND STABİLİTYIN L-PHENYLALANINE PRODUCTION BT 
FREE AND IMMOBILIZED Rhodotorula. glutinis

SUMMARY

KARADAĞ*

L-Phenylalanine is important as an essential amino acid for human nutration 
and is widcly used in pharmaceutical and food Industries. In this study, the activity 
and stability of phenylalanine ammonia - lyase (PAL) emyme of Rhodotorula glutlrıis 
which catalyzed the bioconversion of trans-cinnamic acid and ammonia to 
L-phenylalanine were investlgatcd. The activity variations of free and 
Ca-alginate immobilizcd Rglutinis cclls show that PAL has on unstable structure 
and should not be kept for a long time bcfore employing in the bioreactor. 
Na-glutamalc and penicillin added to the bioreaction mcdium have positive effects on 
PAL activity and stability in the reactions carricd out with free cells. The immobilizcd 
R-glulinis pcllcts pcrformcd approximatcly the same L-phenylalanine yield as the free 
cells ; and the decrease in the activity was not considerably low when the same pellcts 
wcrc uscd subsequently in the bioconversions.

ÖZET

akUvite ve kararlılığı araştırılmışlar. Serbest ve Ca-alginat Jelindc ^mkl^mjş 
R-glutirtis ile yapılan aktivite ölçümlerinde PAL in kararsız r y py etilmenıcsi
üretilen PAL enziminin biyotepkimelerde kullanılmadan bîvotepkimeleıde ortama

se. j£?rxr.3îSESLKS$;£ 3» s
Paletlerin çok kullanımdaki aktivite düşüşünün tek kullanıma ay 
değişmediği saptanmıştır.

GİRİŞ

£]n endüstriyel önemi olan, birim fiyatı y0 edilmesi mümkün olan
kimyasal vc biyokimyasal yolizleri ile e onvaklan blyokatalizör
^Tenilalaninin trans-sinamik asit ve - »mj ıigi çekmektedir. Bu 
Phenylalanine ammonia-lyase (PAL) enzimi t etkileyen önemli
Prosesle L-fenilalanlnin üretiminde verin g

son

i
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parametrelerden İkisi PAL kararsızlığı ve düşük PAL aktivitesidir. Bu 
nedenle PAL enziminin aktivite ve kararlığını artırma çalışmaları önem 
kazanmaktadır.

Nakamichi vd. Rhodotorula glutlnis mayasının sıvı çoğalma ortamına 
ekledikleri çeşitli amino asitler ile PAL enziminin aktivite ve kararlılığını 
artırmaya çalışmışlar ve ortamda bulunan L-fenilalaninin aktiviteyi, 
L-izolösinin de kararlılığı artırdığını bulmuşlardır [1]. Evans vd. yaptıkları 
çalışmalarda ise trans-sinamik asitin L-fenilalanine biyodönüşümü 
sırasında PAL katalizörünü daha aktif ve kararlı hale getirmeye 
çalışmışlardır. Araştırıcılar bir yayınlarında toluen ve ksilen gibi geçirgenlik 
artırıcı maddelerin L-fenilalanin üretimini arttırdığım, ancak katalizör PAL 
kararlılığını azalttığım ileri sürmüşlerdir [2]. Aynı çalışmada birçok katkı 
maddesi ile biyodönüşüm artırılmaya çalışılmış ; bunlardan sadece sorbitol, 
alginat, glutaraldehit, polietilenglikol ve gliserol ile PAL kararlılığı 
sağlanabilmiştir. Aynı araştırma grubu Rhodotorula rubra mayasını 
Ca-alginat jelinde tutuklayarak gerçekleştirdiği geri döngülü biyoreaktördeki 
L-fenilalanin üretimini, serbest hücre kullanarak yaptığı yan-kesikli 
biyoreaktördeki üretim sonuçlarıyla karşılaştırmış ve her iki koşulda da aynı 
verimliliği (0.8 g/L/st) elde etmiştir [3]. Ancak tutuklanmış Rrubra'nın 
ikinci kez kullanımında verimlilik yanya düşmektedir.

Bu çalışmada, belirlenen en İyi koşullarda çoğaltılan Rhodotorula 
glutinis serbest ve Ca-alginat jelinde tutuklanarak PAL enzim deposu olarak 
kullanılmış ve her iki biyokatalizörün aktivitesinin bekleme süresi ile 
değişimi incelenerek PAL kararlılığı araştırılmıştır. R. glutinis pellet çapının 
ve tekrar kullanımının PAL aktivitesine etkisi incelenmiş ve biyotepkime 
ortamına eklenen katkı maddeleri ve geçirgenlik artırıcı maddelerin 
L-fenilalanin oluşumuna ve PAL kararlılığına etkisi de serbest hücreler ile 
yapılan biyodönüşümlerde belirlenmiştir.

DENEL BÖLÜM

PAL enzim kaynağı olarak Rhodotorula glutinis NRRL Y-1091 
kullanılmıştır. % 1 maya özütü, % 1 pepton, % 0.5 KC1, % 0.05 L-fenilalanin 
ve % 1.5 ağar içeren eğik ağar üzerinde çoğaltılan hücreler, L-izolösin ile 
desteklenen benzer sıvı ortamda PAL enzimi üretecek şekilde indüklenerek 
30’C'da 20 st süre ile çoğaltılmıştır. Santrifüjlenerek sıvı ortamdan ayrılan 
R.glutinis pH=9 borat tamponunda yaklaşık 100 mg kuru hücre/ml olacak 
şekilde süspansiyon haline getirilerek saklanmıştır.

Hücrelerin tutuklanmasında ise % 2.3 kuru hücre, % 5 gliserol, % 0.2 
glutamat, % 1.5 sorbitol, % 0.1 glutaraldehit içeren süspansiyon, içinden 
azot geçirilerek karıştırılmış ve santrifüjlenek hücreler çöktürülmüş tür. 
Çöken hücreler borat tamponu ile yıkandıktan sonra % 5 gliserol, % 0.2 
glutaraldehit, % 1.5 sorbitol ve % 10 PEG çözeltisine eklenmiş ve Na-alginat 
çözeltisi ile karıştırılmıştır. Bu karışım farklı boyutlarda iğneler yardımı ile 
0.2 M CaCI2 içine damlatılarak iyon değişimi ile PAL pelletleri
oluşturulmuştur.

R. glutinis hücrelerinin PAL aktiviteleri Evans vd tarafından verilen 
yöntem ile ölçülmüş (2J ve pmol L-fenilalanin/mg kuru hücre/dk olarak 
verilmiştir. Aktivite ve biyodönüşüm deneylerinde üretilen L-fenilalanin 
derişimi Waters Amino Asit Analiz Sisteminde Pico.Tag yöntemi ile 
analizlenmiş (4J ; hücre derişimleri ise spektroskopik olarak absorbans 
ölçümü ile belirlenmiştir.

Sfrb,eSt Je^U^aT1Ş, R 9luiinls lle trans-sinamik asitin 
L-fenllalanlne biyodönüşüm tepkimeleri 50 mmol/dm3 trans-sinamik asit. 
7.5 mol/dm3 NH3 içeren 20 mİ hacimli kesikli tepkime kaplarında pH=l°- 
T=30'C ve 100 dk kar.şt.rma hızında dinamik koşullarda
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gerçekleştirilmiştir. Belli zaman 
örneklerdeki L-fenilalanin miktarları

SONUÇLAR ve TARTIŞMA

bekleme süresi (tB) ile değişimi. + 4'C'da saklaniîf hı .aktiviteIerinin

günün sonunda bu değerler arasıyla % 67 ve 80'e düşmektedir AkUvitedeki 
bu hızlı düşüş PAL enziminin kararsız bir * . AKtivitedeki
göstermektedir.

PAL pelletlerinin tekrar kullanımı:
PAL pelletlerinin tekrar kulanımı pellet çapmm aktiviteye etkisi İle 

birlikte incelenmiş ve Dp=3 ve 5 mm çaplı pelletlerde bekleme süresi ve 
tekrar kullanım ile aktivitelerin azaldığı gözlenmiştir (Tablo 2). Başlangıçta 3 
mm çaplı pelletlerln aktivitesi 5 mm çaplı pelletlerden beklenildiği gibi - 
yaklaşık 5 kat - daha fazladır. Aktivite deneylerinde kullanıldıktan 
+ 4'C'da bekletilen pelletlerin aktivitelerine belli zaman aralıklarında tekrar 
bakılmış ve 302.st'de 3 mm pelletlerin aktivitesinde başlangıca göre % 95.5, 

6 mm çaplı pelletlerin aktivitesinde ise % 80 azalma belirlenmiştir.
Tek ve ardışık çok kullanımın 3 mm çaplı PAL pelletlerinin 

aktivitesine etkisi aynca incelenmiş ve belli zamanlarda pellet deposundan

aralıkları ile
analizlenmiştir.

biyoreaktörden
alman

yapıya sahip olduğunu

sonra

Tablo I : Serbest ve tutuklanmış PAL aktivitesinin bekleme süresi ile 
değişimi

PAL aktivitesi, pmol/mg kh/dkBekleme
Süresi
tg.st Tutuklanmış RglullnlsSerbest R.glulinis

0.01370 0.01875
19

0.0107
0.0067

49
75 0.0005
134

0.0046167 0.00083
302

Tablo 2. Aynı pelletlerin tekrar ikfdeğişimi
aktivitesinin pellet çapı ve bekleme süresi --------

pellet aktivitesi, pmol/mg kh/dk

Dpömm

0.00416 
0.00416 
0.00200 
0.00083 
0.00083___

Bekleme
Süresi
tfi.st

PAL

Dp 3nnn

0.01875
0.00870

19
41
86

0.00680

0.00091
134
302
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alman yeni pelletlerin akliviteleri tek kullanımın, aktivite deneylerinde 
kullanılmış olan pelletlerin tekrar ölçülen aktiviteleri de çok kullanımın 
sonuçlan olarak değerlendirilerek kullanım sayısı ile PAL aktivitesinin 
değişimi gözlenmiştir. Pelletlerin tek kullanımında 302.st'deki azalma % 
95.5 iken çok kullanımda aktivite azalması % 95'dir. Tek ve çok 
kullanımlarda aktivitelerdeki düşüşün farklı olmaması, pelletlerin kısa 
sürelerle devamlı kullanımının aktiviteye olumsuz etki yapmadığını 
göstermektedir.

PAL pelletleri ile L-fenilalanin üretimi :
PAL pelletleri ile L-fenilalanin üretimi gerçekleştirilmiş ve 3 mm çaplı 

PAL pelletlerinin biyotepkimelerde tekrar kullanımı araştırılmıştır. Şekil l'de 
görüldüğü gibi her iki biyokatalizörle de L-fenilalanin derişimi (CF) özellikle 

ilk 8 saatte hızlı bir artış göstererek artmaktadır. 24 st sürdürülen 
biyotepkimelerde serbest hücre ile daha yüksek L-fenilalanin derişimine 
ulaşılmasının nedeni, PAL pelletlerinde ek yayınım kısıtlamalarının 
olmasından başka kullanılan biyokatalizörlerin aktivitelerinin farklılığıdır. 

Serbest hücre aktivitesi başlangıçta 0.0137 jımol/mgkh/dk iken 

tutuklanmış hücre aktivitesi 1. kullanımda 0.0065 ve 2. kullanımda ise

0. 005 pmol/mgkh/dk'dir. Böylece serbest hücre ile 20 st kalma süresinde 

1.32 mmol/dm3 L-fenilalanin derişimine ulaşırken, PAL pelletleri ile 24 st’de

1. ve 2. kullanımlarda 0.7 ve 0.43 mmol/dm3 derişimi elde edilmiştir. PAL 
pelletlerinin ardarda iki kez t=24 st kalma süresinde biyodönüşümlerde 
kullanılması ile L-fenilalanin derişimindeki gözlenen % 38 azalma, PAL 
enziminin kararsız bir yapısı olduğunu göstermektedir.

Katkı maddelerinin L-fenilalanin oluşumuna ve PAL kararlılığına
etkisi :
Trans-sinamik asitin L-fenilalanine biyodönüşümünde, ortama 

eklenen katkı maddelerinin ürün derişimi ve PAL kararlılığına etkisi t=20 st 
kalma süreli biyotepkimelerde incelenmiş ; bu amaçla tepkime ortamına ayn 
ayrı % 5 Na-glutamat, % 0.5 polietilenglikol (PEG) % 0.5 alginat, % 0.5 
sorbitol ve 1M KCI eklenmiş ve ortamdan belli zamanlarda örnekler alınarak 
sonuçlar kalma süresine karşı L-fenilalanin derişimi olarak Şekil 2'de 
verilmiştir. Şekilden görüldüğü gibi Na-glutamat ve PEG katkılarıyla kontrol
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Şekil 1 : Serbest hücre ve PAL pelletleri ile dinamik koşullarda 

L-fenilalanin üretimi

T = 30’C, pH = 10, Cto = 50 mmol/dm3, C^o = 7.5 mol/dm3
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Şekil 2 : Katkı maddelerinin L-fenilalanin oluşumuna etkisi 
T = 30’C, pH = 10. Cto = 50 mmol/dnA Cao  = 7.5 mol/dm3
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tepkimesine kıyasla dönüşüm artmakta ; diğer katkı maddeleriyle i* 
azataaktadm L-fenüalanine dönüşümü olumlu yönde etkileyen PEG"ün PA1 

Ro/Smkovalent bağ ile bağlandığı ; bu şekilde aktive edUen PAL'ın 
ö^^te«adt,dir Par?alayıcl enzimlere karşı direncini arürdıS

m^HU\dUgıU Vd3ha akUf hale 8etirdlIi düşünülebilir. Diğer katkı 
maddeleriyle elde edilen sonuçlar ise bunların PAL'i aktive değil, inhibe 
ettiğini göstermektedir.

Kullanılan katkı. _ __ f m , maddelerinin PAL enziminin tekrar
kullanılabilirliğine etkisini incelemek için biyokatalizör tepkime ortamından 
ayırıldıktan sonra ikinci bir 20 st daha aynı koşullarda biyotepkimelerde 
kullanılmış ve 2. kullanım ile ürün derişimindeki bağıl azalma kontrol ile % 
83, Na-glutamat ile % 80, PEG ile % 88, alginat ile % 78, KCI ile % 66 ve 
sorbitol ile % 82 olmuştur. Enzimi daha aktif hale getiren katkı maddeleri 
aynı zamanda kararsızlık yaratırken, aktivitesini olumsuz etkileyen 
maddeler kararlılığı artırmaktadır. Sonuç olarak kararlılık artırma 
çalışmalarında daha iyi sonuçlar almana kadar, PAL'in aktive edilerek 
biyodönüşümlerde bir kez kullanılması uygun görülmektedir.

Geçirgenlik artırıcı maddelerin L-fenilalanin derişimi ve PAL
kararlılığına etkisi :

Hücre içi bir enzim olan PAL'i salgılayan R.glutinis'in hücre duvarı 
geçirgenliğini değiştirerek ürün derişimin! artırmak amacıyla tepkime 
ortamına ayrı ayrı % 2 toluen, % 0.005 biyotin ve 3000 U penisilin eklenmiş 
ve 20 s t süren biyotepkimelerde elde edilen sonuçlar Şekil 3'de 
gösterilmiştir. Ortama eklenen biyotinin herhangi bir etkisi olmazken, 
toluenli ortamda 20 st sonunda L-fenilalanin derişiminde kontrol 
tepkimesine göre % 23 azalma gözlenmiş ; penisilin ile ise % 16 daha fazla 
üretim sağlanmıştır. Substrat trans-sinamik asitin hücre içine yayınımını ve 
oluşan L-fenilalaninin tepkime sıvı ortamına yayınımını hücre duvarı 
geçirgenliğini artırarak kolaylaştıran penisilinin tepkime ortamında 
bulunması ile daha yüksek verim elde edilmektedir.

Hücre duvan geçirgenliğini değiştiren maddelerin PAL kararlılığına 
etkisi tepkime ortamından ayınlan R.glutinis'in ikinci bir 20 st aynı 
koşullarda biyotepkimelerde kullanılmasıyla denenmiş ve kontrol 
tepkimesinde 2. kullanımda azalma % 82 iken, bu değer toluen ile % 78, 
biyotin ile % 90 ve penisilin ile % 62 olarak saptanmıştır. Bu sonuçlara göre 
PAL aktivitesini ve kararlılığını birarada artıran penisilinin tepkime 
ortamında bulunması olumludur.
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BİYODÖNÜŞÜMLE ASPARTİK ASİTTE
N L-ALANİN ÜRETİMİ

Güzide ÇALIK ve î. Halil VURAL

Ankara Üniversitesi, Kimya Mühendisliği Bölümü, 06010 Tand
oğan-Ankara-Türktye

BIOPRODU CTION OF L-ALAN İNE FROM ASPARTIC ACID 

SUMMARY

produ(ctUon of L-alaninc by means of biochemical processes can be achieved not 
°nly with high yleld but it eliminates the side products under mild operation 
conditions, as well. In this work, bioproduction process of L-alanine from asparüc acid 
using L-aspartat J5-dccarboxylase activity of Pseudomonas dacunhae (DSM 1455) 
investigated. Optimum solid and liquid growth media were designed, considering the 
highest enzyme activity, in s mail scale, agitation- and heating rate-controlled 
bioreactors, and optimum pH and temperature for the enzyme activity were found as 
7.5 and 299 K, respectively. Glutamic acid was used as the caıbon sourcc for the 
growth and Cc= 10 g/dm3 and 15 g/dm3 were the optimum values for the biomass 
concentration (Cx) and the enzyme activity (rûo), respectively. Higher concentrations of 
glutamic acid inhibited the grovvth and the enzyme activity. Under optimum 
conditions, C0= 72.5 g/dm3 L-alanine was produced by 81.5% conversion of the 
aspartic acid.

was

ÖZET

Biyodönüşüm prosesleriyle L-alanin üretimi yüksek dönüşümle, yan ürün 
oluşturmadan ve ılımlı koşullarda gerçekleşmektedir. Pseudomonas 
1455) hücrelerinin L-aspartat .0-dekarboksilaz enzimi kuMandarak asparük as^n 
L-alanin üretim prosesinin araştmlması amacıyla, enzim ak es tasanmı
üretimi sağlayan P. dacunhae hücrelerinin katı ve sıvı çoğa a Gerçekleştirilen

sırasıyla biyokütle derişimi (CJ ve enzim ak«vitesi J^J'naktate optimum 
değerlerdir. Yüksek derişimlerinde ise hem Cx. h ûo Wyo^önüşümü ile Co=*
koşullarda aynı biyoreaktör sisteminde %81.5 asparük asit biyoao 
72.5 g/dm3 derişimde L-alanin üretilmiştir.

GİRİŞ

°laıak, kolay özümlenen bir azot ... 0ıarak kullanılan L-al
yapılan beslemelerde serum bileşenlerind amino asittir.
Uretimi ve kullanım alanlan gün geçtikçe a < «oiandıfiında yüksek
„ Süreli yayın IKeralürün*. ■■ “̂SSsİ' 

dönüşümle, yan ürün oluşturmadan ve ılım
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mümkün kılan biyodönüşüm ile üretim prosesleri hakkında detaylı bilgi 
mevcut değildir. Bulunan az sayıda bilgi, patent literatürü ile 
kıyaslandığında ise çelişen sonuçlarla karşılaşılmaktadır.

Chibata vd (1965), Pseudomoncıs dacunhae hücrelerinin' L-asparlal 
J3-dekarboksilaz enzimi kullanılarak L-aspartik asiten L-alanin üretimini 
incelemiş ve 37°C sıcaklıkta 72 st’de küçük ölçekte yüksek dönüşümle 
L-alanin üretildiğini bildirmişlerdir (1). Chibata vd • (1987) ise 
K-Carrageenan'a tutuklanmış hücreler ile fumarik asitten L-alanin 
üretiminde enzim kararlılığını artırma çalışmalan yapmışlardır (2). Furui ve 
Yamashita (1983) yüksek basınçlı sistemde piston akiş düzeninde, karışmalı 
ve atmosfer basıncında çalışan sisteme kıyasla daha yüksek dönüşüm elde 
edildiğini bildirmişlerdir (3).

Pseudomonas dacuııhae hücrelerinin L-aspartat J5-dekarboksilaz 
enzimi ile L-aspartik asitden L-alanin üretimi prosesinin literatürde yer 
almayan işletme koşullarını belirlemek amacıyla ele alman bu çalışmada, 
enzim aktivitesini en yüksek kılan mikroorganizma katı ve sıvı çoğalma 
ortamı tasarımı yapılmış, çoğalma ve aktivite için en uygun işletme koşullan 
belirlenmiştir. Mikroorganizmanın karbon kaynağı olarak tükettiği glutamik 
asitin optimum derişimi bulunmuş en uygun koşullarda L-alanin üretimi 
küçük ölçekte gerçekleştirilmiştir.

DENEL BÖLÜM

Enzim kaynağı olarak kullanılan P. dacunhae (DSM 1455) 
mikroorganizması, %0.3 et özütü, %1.25 maya özütü, %0.5 pepton %0.5 
KH2POn ve %1.5 ağar içeren ve pH değeri 4M KOH ile 7.0'a ayarlanan eğik 
ağar ortamında 303 K sıcaklıkta 18 st inkübe edilerek katı ortamda 
çoğaltılmış, bu ortamdan %2.78 L-glutamik asit, %0.5 maya özütü, %0.05 
KH2P04 ve %0.01 MgSO^^O içeren, pH değeri 7.5 olan 20 mİ hacmindeki 
sıvı çoğalma ortamlanna ekilmiş; 303 K sıcaklıkta 105 dk l hızda çalıştırılan 
çalkalamak .su banyosunda 24 st kalma süresinde tutularak 
mikroorganizma derişimi artırılmıştır.

Enzim aktivitesini belirlemek amacıyla, İM L-aspartik asit, İmM 
pirüvik asit, O.lmM piridoksal 5-fosfat (PLP) ve %0.1 Tween 20 içeren 
çözeltinin pH’ı %25 NH4OH çözeltisi ile 5.5 değerine ayarlanmış; bu 
karışımın 5 ml'sine belirlenen derişimlerde mikroorganizma eklenmiş, 
çalkalamak su-banyosunda, 310 K sıcaklıkta 2 st süre ile tepkime 
gerçekleştirilerek oluşan L-alanin miktarı belirlenmiştir. Enzim aktivitesi ya 
da L-alanin başlangıç üretim hızı (r0o), pmol/ml st ya da pmol/mg st olarak 
tanımlanmıştır.

Değişik koşullarda gerçekleştirilen biyodönüşümlerde L-alanin 
derişimi Waters Pico-Tag Amino Asit Analiz Sisteminde ölçülmüş; farklı 
çoğalma koşullarındaki mikroorganizma derişinıleri ise Shimadzu UV-160 A 
Spektrofotometresinde 500 nm'de hazırlanmış olan kalibrasyon eğrisi - 
kullanılarak bulunmuştur.

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Pseudomonas dacunhae hücrelerinin ilk çoğalma basamağı olan kaü 
ortam bileşimini belirlemek amacıyla yedi ayrı kaü ortam tasarlanarak 
mikroorganizma çoğalma ve enzim aktivitesi açısından en uygun katı ortanı 
belirlenmişüı*. Buna göre yukarıda bileşimi verilen katı ortamın en uygun
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olduğu bulunmuştur.

En uygun sm çoğalma ortamım belirlemek amacıyla ise dört 
denenmiş ve içinde literatürde vertenler ™ .

modifikasyonlarından oluşan ortamların da bulunduğu denemi „r?n a,rm
aynortam

asilin »odyum »e potasyum tuzî MtaltaİîîSSı"gerçEştSSÎÎ

Kanşürma ve sıcaklık kontrollü, V= 20 mİ çalışma hacimli 
mikrobiyolojik hava filtreleri içeren biyoreaktörlerde T= 303 K sıcaklık ve N= 
105 dk*1 kanştırma hızı koşullarında mikroorganizma çoğalma ortamının 
biyokütle derişimi, Cx, ve L-alanin başlangıç üretim hızı olarak tanımlanan 
enzim aktivitesi açısından en uygun pH değeri sırasıyla 7.5 ve 6.5 olarak 
bulunmuştur, Şekil 1. Aynı koşullarda çoğalma ortamı sıcaklığının etkisini 
belirlemek amacıyla yapılan deneyler sonucu ise T= 299 K değerinin hem 
mikroorganizma derişimi hem de enzim aktivitesi açısından en uygun olduğu 
bulunmuştur, Şekil 2.

Çoğalma ve enzim üretim ortamında karbon kaynağı olarak bulunan 
glutamik asitin en uygun derişimin! belirlemek ve literatürde verilen (4) 27.8 
g/dm3 değeri ile kıyaslamak amacıyla, pH= 7.5, T= 303 K, N= 105 dk1 
koşullarında V= 20 ml'den ölçek büyütme ile V= 200 ml'ye geçilerek glutamik 
asit derişiminin, kalma süresi (t) ile mikroorganizma derişlmının [ x) 
değişimine (Şekil 3) ve enzim aktivitesine (rû0) etkisi (Şekil 4) araştın mış ve 
mikroorganizma derişimi ve enzim aktivitesi açısından sırasıy * . 
g/dm3 ve Cc= 15 g/dm3 değerlerinin en uygun olduğu görülmüştür, şeKiı
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Şekil 2. Çoğalma ortamı sıcaklığının biyokütle derişimi ve enzim
aktivitesine etkisi. V= 20 mİ, pH= 7.5, N= 105 dk1, t= 2 st.
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Sekil 3 Biyokütle derişlminin kalma süresi ve başlangıç glutamlk asit
derişimi ile değişimi. V= 200 mİ, T= 303 K, pH= 7.5, N= 105 dk’ •
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Şekil 4. Glutamik asit derişiminin biyokütle derişimi ve enzim aktivitesine 
etkisi. V= 200 mİ, T= 303 K, pH= 7.5, N= 105 dkr1, t= 25 st.

Aynı biyotepkime sisteminde, V= 50 mİ hacimli reaktörlerde C*» 1 M 
L-aspartik asit, 0.1 mM pirüvik asit, %0.1 Tween-20 içeren girdi kanşımı ve 
0.421 g yaş biyokütle kullanılarak, T= 310 K, pH= 5.5 ve N= 105 dk'1 
koşullarında, t= 29 st kalma süresinde L-aspartik asitin %81.5 dönüşümü 
ile C0= 72.5 g/dm3 derişimde L-alanin üretilmiş tir.
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RADYASYON PROSES DOZİMETRİSİNDE 

KULLANIMI
DOZHES PROGRAMININ

A.Yılmaz ERKOL, M. Ünal AZAKLIOĞULLARI

™ÜlBUL™Ce mkleer Ara?hma Kimya Bölümü, P.K.l. HauaaLaru-

SUMMARY

The use of a Computer program for the simulation, planning, design and 
evaluation of a industrial irradiation plant minimlzes the time losses for the dosimetric 
measurements and also provides better understanding of the plant operation.

A Computer program, named DOZHES, has already been developed İn 
FORTRAN language by using of DSKMF2 code which was written in PL-1 language, • 
The program is capable to calculate the dose rate distribution İn an irradiation plant in 
ıvhich Co-60 source racks are housed.

ÖZET
Endüstriyel ışınlama tesislerinin tasarımı, planlanması, simülasyonu, teknik ve 

güvenlik yönlerinden değerlendirilmesinde ve de doz hızı dağılımlarının 
hesaplanmasında bilgisayar programlarının kullanılması, hem yapılması gerekli 
dozimctrik ölçümler için zaman ve iş kaybını en alt düzeye indirmekte hem de tesis 
işletme programında yapılacak değişiklikleri başlangıçta önlemektedir.

Bu maksatla, PL-1 dilinde yazılmış DOSKMF2 programından yararlanılarak 
FORTRAN dilinde DOZHES kodu geliştirilmiştir. DOZHES programı yardım, ik Co-60 
radyoaktif kaynağını barındıran bir ışınlama ünitesindeki doz hızı dag
hesaplanabilmektedir.

etkileri incelenmiştir.

GİRİŞ

arnaÇİann gerçekleştirilmesine yönelik temel araç iınülasvonu, teknik ve
Bu tür tesislerin tasarımı, planlanması s dağılımlarının

genlik yönlerinden değerlendirilmesinde ve "1 Jmasll hem yap»
hesaplanmasında bilgisayar programlarınını k a£ bınl en alt düzey 
Eer<*li dozimetrik ölçümler için zaman ve İS
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indirmekte, hem de tesis işletme programında yapılacak değişiklikleri 
başlangıçta önlemektedir(l).

Bir ışınlama tesisi içinde, radyasyon alanlarının belirlenmesi için 
alanın birçok noktasındaki doz hızlarının bulunması gerekmektedir. Bu da 
tesisin içindeki kaynağın yarattığı alanın herbir noktadaki etkilerinin 
hesaplanmasını içermektedir.

Yakın gelecekte ülkemizde de kurulması planlanan ışınlama tesisinin 
daha verimli çalışması amacı ile ilk olarak PL/1 dilinde yazılmış 
DOSKMF2(2) programından yararlanılarak FORTRAN dilinde DOZHES(3,4) 
adıyla yeni bir program geliştirilmiştir(5). DOZHES programı yardımı ile 
Cobalt radyoaktif kaynağını barındıran bir ışınlama ünitesindeki doz hızı 
dağılımı hesaplanabilmektedir.

PROGRAM HAKKINDA

Programda doz hızı hesaplarında ışınlama kaynağının geometrisi ve 
biyolojik zırh kalınlıkları farklı koordinat sistemleri kullanılarak 
tanımlanmaktadır. Bu suretle, karmaşık geometrik yapıya haiz ışınlama 
alanlarındaki doz hızının hesabı, ana hesaplama modeli üzerinde yapılan 
değişik yaklaşımlarla kolay ve hassas bir tarzda yapılabilmektedir. Bu halde 
göz önüne alman koordinat sistemlerinden bir tanesi radyasyon kaynaklan 
ve tüplerini temsil için kullanıldığında, diğer biri zırhlama tabakalarını temsil 
için kullanılmaktadır. Doz oluşum faktörlerinin programda kullanılışı 
sırasında da Taylor yaklaşımından faydalanılmıştır. Bu yaklaşım ile 
yutucunun sonsuza dek uzanan bir tabakadan meydana geldiği kabul 
edilmekte olup bu sayede doz oluşum faktörü, iki eksponensiyel fonksiyonun 
toplamı şeklinde ifade edilebilmektedir. Benzer şekilde, birden fazla 
tabakadan oluşan bir yutucu söz konusu olduğunda, tabakaların çok kalın 
olması koşuluyla, eksponensiyel fonksiyonların sayısı, tabaka sayısına bağlı 
olarak artmaktadır.

denel  bölüm

DOZHES programı yardımı ile tıbbi gereçlerin sterilizasyonu için 
kurulması öngörülen ve maksimum 3 MCi kaynak (Co-60) kapasiteli bir 
ışınlama tesisinde, çalışma esnasında maruz kalınacak maksimum dozlar, 
nrogramla yapılan çeşitli koşullar ile hesaplanmış ve tesisin muhtelif 
bölgeleri için öngörülen biyolojik zırh kalınlıklarının, maruz kalınacak doz 
miktarları üzerindeki etkileri incelenmiştir.

Işınlama odasının, giricilik gücü yüksek Co-60 gama ışınlarına karşı 
hivoloiik zırhının, 2.35 g/cm3 yoğunluklu betondan yapıldığı ve 1.5-1.9 m 
duvar ve tavan kalınlıklarına haiz olduğu düşünülmüştür. Labirentin de aynı 
düşünce ile 0.5-1.5 m kalınlıklı duvarlardan oluştuğu kabul edilmiştir. 
An görülen tesiste, ışınlanacak ürünler taşıma sistemi ile labirente 
alınmakta, radyasyon kaynağı çevresined önceden belirlenen hızda 
dolaştırılarak istenen gama ışınlama dozu verildikten sonra ışınlama alanı 
dışına çıkarılmaktadır. Işınlama yapılmadığı zaman radyasyon kaynağı. 
Hivoloiik zırh görevi yapan demineralize su ile dolu 6 m derinlikteki bir 
Havuzda bekletilmektedir. Öngörülen ışınlama odasının yatay ve dikey 
kesitleri Şekil 1-2 de verilmektedir.
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Şekli 2. Dikey Kesit

SONUÇLAR ve TARTIŞMA

3 MCi kaynak aktivitesi için dış duvarlar, tavan, personel ve malzeme 
kapılarındaki radyasyon doz şiddetleri DOZHES programı ile hesapanmış 
olup elde edilen sonuçlar Tablo l'de gösterilmektedir.

Tablo 1. Çeşitli Konumlardaki Doz Şiddetleri

Konum Beton Kalınlığı (cm) Doz Şiddeti (mR/h)

A Duvan
B Duvan 

C Duvan 

D Duvan 

E Duvan 

F Duvan 

Pers. Kapısı 
Tavan

193 0.2384
1.683
0.518
1.0456
0.01755
0.6066E-03
0.539
0.1694

91.5
175
175
103.5
236
175
199

Kaynak Şekil: bu adet paralel çubuk.----------------------------
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I

içinde ise 2.5 mR/h'dir. Bu ise tesiste çalışanların 
dozu aşmadan haftada 40 saat çalışmalarını

edilen z.rh.n radyasyon n^JX&^,’SlS!SSS-.LUa

Sonuç olarak, geliştirilen DOZHES bilgisayar 
ışınlama tesislerinin planlama ve dizayn edilme f«m=ı ^ 
kullanılabileceği ve zırhlama için sarfedilen çabalann ve zırh mahvederinin 
en düşük düzeye indirilmesinin mümkün olabileceği anlaşılmaktadır "

mümkünluTna^dır"13"3™11"1
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BİTOPROSESLERDE BİYOREAKTÖR pere
ORMANSmm SİMÜLASYONU

Ahmet ÖZEMRE ve Fazüet VARDAR SUKAN

Ege üniversitesi. Mühendislik Fakültesi, Kimya Müherdisliği Bolümü 35100. İzmir

SMUİATION OF BIOREACTOR PERFORMANCE Bi BIOPROCESSES 

SUMMARY

ıJ ^ u bioreactors ^taüons in transport phenomenea
coupled with high hydrostatic pressures create signiflcant spatial and temporal 
variatıons in dissolved gas concentrations. depending on the efflciency of mixing The 
model developed here provides a simple means for the prediction of the final 
productivity in production scale bioreactors, when the mbdng time Is known. 
Simulation of dissolved gas fluctuations by Imposing sinusoidal pressure changesj 
leads to each point on the sine cuıve describing a changc in pressure and hence in 
DOT as a function of time, representing the conditions a dlscrete element of culture Is 
exposed to in its circulation through the different regions in a mechanically agitated 
bioreactor. The proposed model can be adapted to different bioprocesses wlth available 
data facilitating the work of design and process engineers in bioindustries.

ÖZET

Büyük çaph karıştırmak tank reaktörlerde, transport olaylanndaki kısıtlamalar 
yüksek hidrostatik basınç ile birleştiğinde reaktörün kanştırma verimliliğine bağımlı 
olarak, reaktör içi gaz konsantrasyonlarında yerel ve zamana bağlı farklılıklar y®jr^ır* 
Bu çalışmada, gözlenen bu heterojen ortamsal koşulların verim üzerindeki etkileri 
tahminlemek için bir model geliştirilmiştir. Bu modelde, proses verimliliği yönünden 
en etkin parametrelerden biri olan çözünmüş oksijen konsantrasyonu temel değişken 
olarak alınmış ve sistemin toplam basıncı sinusoidal olarak değiştiril 
oksijen konsantrasyonundaki heterojeniteler simüle edilmiştir. u sırasında
eğrisindeki her nokta, reaktör İçindeki mikroorganizmalann sir^yonu s^^
karşılaş tıklan farklı basınç, dolabı ile farklı çözünmüş oks^enfS^yXöX 
karşı gelmektedir. Geliştirilen bu model gerekli verilere sabP , 
uyarlandığında tasanm ve proses mühündislerine yardımcı o a

GİRİŞ

■».ümKsis hîM
0 an ve giderek önem kazanan büyüdükçe daha

fe'îsrs,?
kıyasla gözlenen verim düşüşlerinin ba^nncja ortamsal koşulİard
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denel  bölüm

verlmmiMerin^rötemli T™ «neHÜta •

bas^rmtoo^ S— SS dikey boyutta ^şünna 

verimliliğine ve kanştıncı dispersiyon kapasitesine bağlı olarak yatay 
düzlemde değiştiği düşünülerek, herhangi bir hacim elemanının reaktör 
içinde izleyebileceği yol zamana bağlı olarak bir sinüs fonksiyonu Ue 
tanımlanmıştır. Laboratuvar çapında bir reaktörde basıncın sinüsoidd 
olarak 1-2 atm aıasmda 2 dakikalık bir periyotta değiştirildiği deneysel 
çalışma verileri esas alınmıştır (3,4). örnek sistem olarak seçilen penisilin 
üretim prosesi, ortamsal koşulların çok etkin olduğu ve önemli ölçek 
büyütme sorunları olan tipik bir bir biyoprosestlr (5). Endüstride ulaşılabilen 
ürün konsantrasyonları, biyoreaktörde karşılaşılan farklı koşulların ir 
fonksiyonudur. Yapılan deneysel çalışmalar, sistemde çözünmüş oksijen 
konsantrasyonunun %23 ile %37 ve %10 Ue %15 doygunluk 
konsantrasyonu arasında değiştiği durumlarda ürün oluşum hızlarında sıra 
İle %30 ve %75 mertebelerinde düşüşler olduğunu göstermiştir. Bu veriler 
kullanılarak, toplam sürecin her kademesi matematiksel bir ifade ile 

gösterilmiştir.

SONUÇLAR ve TARTIŞMA

Toplam süreç, uygulanan basmç, reaktör içi basinç, gaz-sıvı kütle 
transferi, oksijen elektrodu yanıtı, sıvı-hücre kütle transferi, hücre içi kütle 
transferi, hücresel metabolik faaliyet ve penisilin üretim mekanizması 
şeklinde 8 aşamalı, geri döngülü bir sistem olarak düşünülmüştür. (Şekil 1) 
Reaktör toplam basıncındaki sinüsoidal değişiklik oksijenin kısmı basıncı 
cinsinden a(t) fonksiyonu ile tanımlanmış, bu toplam basınç değişikliğinin 
reaktördeki hava kabarcıklanndaki etkisi ise b(t) fonksiyonu ile ifade 
edilmiştir (Tablo). Buna göre toplam basınçta 2 dakikalık peıyotlar içinde 
meydana gelen değişiklikler, bir genlik farkı ile gaz kabarcıklarına 
yansımaktadır. Çalışılan oksijen elektrodun ölü zamanı 6 saniye, yan^ 
süresi 10 saniye şeklinde deneysel olarak belirlendiği koşullarda, stand 
penisilin üretim reaktöründe kuru hücre ağırlığı konsantrasyonu (20 g/i 
dir. Bu koşullar altında gaz - sıvı kütle taransfer basamağının 1. derece ® 
bir transfer fonksiyonuna sahip olduğu varsayılarak belirlenen zaman sa 
15 1 saniyedir. Kabarcık içi gaz basıncının sinüsoidal değişimi, sıvı fazın 
çözünmüş oksijen konsantrasyonunda sinüsoidal bir değişime nene 
olmaktadır. Bunun doğruluğu da oksijen elektrodunda gözlenen sinüsoia 
sinval Üe irdelenmektedir. Deneysel olarak gözlenen fonksiyon : *
selendedir. 2. kütle transfer basamağında (LC) hücre içi
konsantrasyonunu deneysel olarak belirleyecek doğrulukta 
elemanının bulunmayışı nedeniyle bu taransfer basamağına benzer şeKu 
1 derece kabul edilmiş ve aynı zaman sabitine sahip olduğu varsayılın^. 
Buna göre hücre yüzeyindeki oksijen konsantrasyonunun, yine 
periyodu bir sinüs eğrisi cinsinden değişimi «t) şeklindedir.
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a{ t) b (t) c(t)

-t * °-rı
E

J(t)9 csg
7

e(t)6
CMA LCCC

f( t)

PP

h(t) 8

Şekil : Endüstriyel çapta bir üretim prosesinin veriminde etkin 
olduğu düşünülen sekiz aşama

Hücre içi transfer ise diğerlerine göre bir mertebe daha yavaş 

olduğundan ve hücre içi bazı reaksiyonların da etkin olması nedeniyle bu 

basamakta sinüsoidal 
düşünülmektedir. Bu durumda fonksiyon g(t) = sabit şeklini alır. Hücrenin 

penisilin üretimi ise yine deneysel verilere göre h(t) = sabit şeklinde ifade 

edilebilen bir fonksiyon şeklindedir. Hücre içi metabolik faaliyet ise oluşan 

hücreleri reaktör sıvısının Teolojisini etkilemeleri nedeni ile bir geri döngü 

sistemi sayesinde j(t) = sabit gibi fonksiyon ile gaz-sıvı kütle transfer 
fonksiyonunu etkilemektedir. Sistemdeki etkileşimlerin, üretim 
mekanizmasının farklılaşmalarına nasıl yansıdığını belirten bağıntılar 
zamanın ve DOT nin fonksiyonu olarak ifade edilmiştir, buna göre 
reaktördeki karışma süresinin peıyot olarak kabul edildiği w = n/60 durumu 

için aşağıdaki ifadeler kullanılmıştır (6).

a (t) = 0.095 sin — t + 0.32

sinyalin doğrusal sinyale dönüştüğü

60

b (t) = 0.071sin-^-1 + 0.32 
60

c (t) = (0.003 x + 0.065) sinPM-(0.004 x +0.0514) + 0.32 x 
. *• 60

d (0 = (0.003 x + 0.054)sln (-£- t - 0.665) + 0.32 x
60

e (t) = (0.003 x + 0.047) sin (J-1 - 1.465)
60

f (0 = 0.04 sin (1 - 1.33) + 0.32 x 
60

g (t) = 0.2609 x2-3 + 0.08 X1-3 + 0.05 

h (t) * - 2.395 X-0-63 + 0.012 JT1-63 + 10.357 

J (t) = 0.463 x + 0.592
401
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Bu ifadeler farklı karışma zamanlan için w cinsinden yazılarak daha 
da genelleştirilebilirler.% 30 doygunluk konsantrasyonu penisilin açısından 
kritik çözünmüş oksijen konsantrasyonudur. Sinüs eğrisinin bu değer 
etrafında değişmesi demek, reaktördeki koşulların % 50 zamanda optimum 
DOT değeri altında blunması anlamına gelir, bu şekilde, sistemin yanıtı 
çözünmüş oksijen konsantrasyonu cinsinden ifade edildiğinde, % 75 DOT 
deki değere (7500 U/ml/g) kıyasla çok daha düşük bir üretim elde edildiği 
gözlenmiştir (5300 U/ml/g). DOT-spesifik penisilin eğrisi incelendiğinde bu 
spesifik üretim değerinin % 26 DOT ye karşılık geldiği gözlenir. Bu da, 
algılanan DOT değerinin hesaplanan ortalama değerin altında olduğunu 
belirtmektedir. Sonuç olarak, oksijen sistemde bol miktarda bulunmuyorsa, 
ufak düşüşler performansa daha büyük etki yaparken zaten kısıtlayıcı 
konsantrasyonsa çalışıldığında, ufak artışlar bile hücre tarafından daha iyi 
değerlendirilmekte, bu da performansa yansımaktadır. Bu geliştirilen 
modelin büyük çaplı üretim reaktörlerinde performans ve verimlilik 
tahminlemesi için uygulanabilmesi mümkündür. Ancak aynı sistemde daha 
başka peryotlarda yapılan deneysel çalışmalar ve başka üretim 
sistemlerinde elde edüen deneysel bulgular Üe irdelenmesi Üginç olacaktır. 
Bu model söz konusu sistem için uyarlanabilir ve özellikle tasarım ve proses 
kontrol aşamalarında verim yönünden kritik parametrelerin reaktörlerde 
kaçınılmaz olan heterojenitelerden nasıl etkilenecekleri ve bunun proses 
verimine nasıl yansıyacağı konusunda yol gösterici olacaktır.
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TRABZON YÖRESİNDE TÜKETİLEN 

YÖNÜNDEN İNCELENMESİ
SEBZE VE MEYVELERİN C VİTAMİNİ

Nedime DÜRÜST (*), Yaşar DÜRÜST (*), Doğan SÜMENGEN (**)

^ Trabzon^Türkiye ******* Fakültesi,

M Burî^ ^kile5^ ***&•»*<* kültesi. Kimya Bölümü,
Kimya Bölümü, 

Cörükle

co Sİ“iTNIOthedist ^o Cf  SS 0F the  vegetables  FRurrs

SUMMARY

The vitamin C content of the vegetables and fruits grown and consumed in the 
Eastern Black Sea (Trabzon, Turkey) was determined by UV spectrophotometıy and 
dye-titration method. Fe, Cu and Zn contents of the same material were measured 
by atomic absorption spectrophotometıy and a comparison was made between the 
values obtained lor the local and external produces.

ÖZET

Doğu Karadeniz Bölgesinde (Trabzon) yetiştirilen ve tüketilen sebze ve meyvele­
rin C vitamini içeriği UV spektrofotometresi ve boya-titrasyon yöntemi ile belirlen­
di. Aynı örneklerin Fe, Cu ve Zn içerikleri ise atomik absorbsiyon spektrofotometre- 
si ile ölçüldü ve bölgede yetiştirilen ürünler ile dışandan getirilen ürünler için el 
edilen değerler arasında bir karşılaştırma yapıldı.

GİRİŞ

elenmesi, değerlerin karşılaştırılması amaçlandı.

°ENEL BÖLÜM

askoı-bik asidin % 0.4 lük okzalik asit çözeltisi Kindeki ™dj Derişimi 
Çözeltisinden 10. 20, 30, 40 ve 50 ng/ml İlk standf^KFı> tuzu çözeltisi kııl-

olan 2.6-diklorfenolindofenol sodyum (DKFIJ
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I

İşlem-Deiyonize su ile spektrofotometrenin sıfır ayarı yapıldı. % 0.4 
lük okzalik asit çözeltisi, asetat tamponu ve boya (DKFI) çözeltisi belli oran­
larda karıştırılıp cihazda Lj absorbans değeri kaydedildi. Sonra okzalik 
asit çözeltisi yerine aynı miktar standart ve diğer çözeltiler aynı oranlarda 
katılarak L2 absorbans değeri okundu. Aynı işlem diğer standardlar için de 
tekrarlandı. L2 değerlerinden Lj değerleri çıkarılarak herbir çalışma stan­
dardının absorbans değerleri bulundu ve bir kalibrasyon grafiği hazırlandı. 
Sebze ve meyve örneklerinden elde edilen çözeltiler için de Lx ve L2 değerleri 
kaydedilerek kalibrasyon grafiğinden askorbik asit derişimleri bulundu. 
Elde edilen değerler sebze ve meyvelerin yenilebilir 100 gramlarında bulu­
nan mg askorbik asit olarak verilmiştir. Askorbik asit derışımlerinin be­
lirlenmesinde absorbans ölçümleri Carl-Zeiss PM4 spekü-ofotometrede 520 
nm de yapıldı. Cu ve Fe ölçümleri Perkin-Elmer 403 model atomik absorb- 
siyon spektrofotometresinde gerçekleştirildi. Örneklerin analize 
hazırlanması kuru küllendirme yöntemiyle yapıldı (4). Sebze ve meyve 
örneklerinde belirlenen askorbik asit ve Cu, Fe içerikleri Çizelge 1 de verıl-

1

I

iniştir.
t

meyvelerin yenilebilir kısımlarında belirlenen askorbikÇizelge 1. Sebze ve 
asit ve Fe, Cu miktarları (mg/100 g).

L- Askorbik 
asit

BakırDemir

YDYDYBesin Maddesi D

0.45 0.93
0.55 1.17
1.14 1.29
0.50 0.61
0.32 0.54
0.29 0.36
0.56 0.91
0.55 . 0.74 
0.38 0.78
0.80 0.57
0.73 0.62
0.67 0.57
0.87 0.78

85145Sivri acı biber
Dolmalık bibeı
Taze fasulye
Dolmalık kabak
Şeftali
Armut
Mısır
Üzüm
Havuç
Sivri tatlı biber
Domates
Elma
İncir
Beyaz turp 
Kiraz 
Yeni düya

0.050.0195104 0.160.161520
0.220.07914 0.150.06812 0.180.1136 0.490.1446 0.100.104.56 0.140.1446

112100 0.090.172820

7.54 0.14
0.2521

1824
35

24

n Trabzon'a diğer bölgelerden gelen ürünler 
y Trabzon yöresinde yetiştirilen ürünler

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Askorbik asit belirleme yönteminin esası L-askorbik asidin indirgeyici 
* ~m5ine dayanmaktadır (5,6). Askorbik asit 2,6-diklorfenolindofenolu
dttgerken kendisi yükseltgenip dehidro türevine dönüşmektedir. Çalışı
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ürünlerin yarısında yerli ve digerr hni^u^ı , ,
karşılaştırma yapıldı. 17 örnekte yerli olanlarda C vltemf6?ler}, frasmda 
bölgelerden gelenlere oranla daha düşük bulundu ^ n mıktan diger 
içeriği için çalışılan yerli ürünlerden sivri acı biber' ddmdık^h61^"1 
fasulye, dolmalık kabak.şeftali, armut mısır üzüm w jlber’ taze
tan diğer bölgelerden gelen ürünler iÇ,n bulunan değerie^dTn' 
yüksektir. Söz konusu yerli ürünlerde, genel olarak bakır d
yüksek oiduğu gözlendi (Çizelge 1). Bu durum; dünya ortalaması olamktop3 
raktakı bakır miktarının 15 ppm olmasına karşılık Trabzon yöresinde 
çalışılan bölgeye göre bu değerin 2.0, 2.7 ve 6.3 katı olarak bulunduğu bir 
araştırma (7) ile uyum halinde gözükmektedir. Diğer bölgelerden gelen sivri 
tatlı biber, domates, elma ve incirde demir içerikleri yani yerli ürünleri için 
elde edilen değerlerden daha yüksek, C vitamini miktarları da diğer 
bölgelerden getirilen ürünlerde daha düşük bulundu. Birkaç ürün için elde 
edilen değerlerin bu genellemeye uymadığı gözlendi. Ancak, genel olarak 
bakır ve demir miktarının artmasıyla birlikte sebze ve meyvelerde C vita­
minin azaldığı görüldü. Bu azalışta demirin daha etkili olduğu hem besin 
lerde bulunan demir miktarlarından hem de çeşitli örneklere dışardan 
Fe 3+ çözeltileri katılması sonucunda azalmanın hızından anlaşıldı.
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UV-IŞINLARI İLE IŞINLANMIŞ GIDALARIN
ESR İLE TANINMASI

Semiha ÇAKIR

^YE Üniüersitesl Fen Edebiyat Fakültesi KimyaOndokuz
Samsun-T Bölümü 55139

IDENTIFICATION OF UV-IRRADIATED FOODSTUFFS 

SUMMARY

BY ESR

In this work 40 klnds of foodstuffs either exposed to UV-radlatlon or not have 
been Investigated using ESR technique. The ESR signals, generated following the 
uV-ejcposure, whether to be used or not in Identification of the foodstuffs were 
searched. It is cleary shown that the life-tlme of the observed signals is not long 
enough and the increase in signal intensities with the Irradiation period does not 
exhibit a stability which may also be affected by the storage conditions. It was 
concluded that one can not rely on the ESR signals in determination of the 
UV-irradiated foodstuffs.

ÖZET

40 çeşit gıda UV ışınlan ile ışınlamadan önce ve ışınlanarak ESR Ue 
incelenmiş ve ışınlama sonucu oluşan rezonans sinyalleri belirlenerek, bu 
sinyallerin UV ışınları ile ışınlanmış gıdaların tanınmasında kullanılıp 
kullanılamayacağı araştırılmıştır. Yapılan çalışmalarda gözlenen sinyallerin 
öJ?*rlerlnIn yeterince uzun olmadığı, ışınlama süresine'pağlı olarak sinyal 
Şiddetindeki artışların kararlı olmadığı ve depolama koşullarından etkilendiği 
belirlenmiştir. Bu tür ESR sinyallerinin ışınlanmış gıdaların tanınmasında 
kullanılamayacağı sonucuna varılmıştır.

GİRİŞ

ile kullanılan ışınlar 
atom veGıdaların raf ömürlerinin uzatılması amacı

üMlı
Sjbi, termoliz ve metal iyon katalizi, enzim katalizi, |u . meydana - 
<*sijen ve hidrojen peroksitlerle etkileşme ^S^^bariann 

Işınlamayla gıdalarda oluşan radyolitüc Bundan başka 
ksikolojik özellikleri henüz tam olarak incelenmem ş • dozunun

ölcüinm lşmIanmı§ olup olmadıkın de bulunamamıştır.

iş» Sfj-*Bsrr
ffiU Spln ■»»*»
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spektroskopisinin ışınlanmış gıdanın incelenmesinde önemli bir yeri 
vardır. ESR ışınlanmış gıdaların tanınması ve ışınlama dozunun ölçülmesi 
için yöntem geliştirme çalışmalarında (3-5), gıda bileşenlerine etkisi (6,7), 
radyolitik ürünlerin (8) belirlenmesi vb. çalışmalarda kullanılmıştır. UV 
ışınları ile ışınlanmış gıdalar pek fazla incelenmediğinden, bu çalışmada 
UV ışınları ile ışınlanmış gıdaların ESR ile tanınabilirliklerinin 
araştırılması amaçlandı.

DENEL BÖLÜM

Araştırmada 8 çeşit tahıl ve baklagil (çavdar, arpa, buğday, mısır, 
yulaf, fasulye, nohut, mercimek), 5 çeşit kuru yemiş (kayısı çekirdeği, 
fındık, badem, ceviz, kestane), 12 çeşit meyve (erik,^ karayemiş, malta 
eriği, kiraz, elma, armut, üzüm, şeftali, çilek, böğürtlen, yaş incir, 
greyfurt) ve 15 çeşit sebze (domates, salatalık, kereviz, patlıcan, semizotu, 
soğan, sarımsak, kırmızı turp, pırasa, patates, havuç, maydanoz, beyaz 
turp, dereotu, yeşil biber) olmak üzere toplam 40 çeşit gıda incelenmiştir. 
Gıda örnekleri Samsun yöresinde yetiştirilen ve üretildikleri mevsimlere 
ait taze ürünler olup pazarlardan temin edilmişlerdir. Bu örneklerin 10-50 
mg. arasında değişen, 2x5 mm boyutundaki küçük parçalan ESR'nin 3 
mm. çapındaki silindirik kuvartz tüplerine konmuştur. ESR 
spektrometresinin (Varian EC 109) kavitesine yerleştirilerek 6-31 mW 

' arasındaki dalga güçü, 2-4 gauss'luk modülasyon genliği, 3250 gauss'luk 
manyetik alanda 200-2000 gauss aralığında taranarak oda sıcaklığında 
(baklagil, tahıl, kuru yemişler) ve alçak sıcaklıkta (113-243 K, meyve ve 
sebzeler) UV ışınları ile ışınlanmadan ve ışınlanarak (5-30 dakika) 
spektrumlan alınmıştır. Işın kaynağı (Conrad Hanovia 1 kW) lambanın 
kaviteye uzaklığı 1 metredir. İzotropik g faktörünün tayini için DPPH 
(difenil betapikril hidrazin) örneği (g=2,0036) kullanılmıştır.

SONUÇ VE TARTIŞMA

Yapılan çalışmaların sonuçlan aşağıda verilen iki bölüm altında 
değerlendirilerek tartışılmıştır.

Işınlanmamış Gıdaların ESR Spektrumlan:
İncelenen 40 örnekten 26 tanesi UV ışınlarıyla ışınlamadan öncek 

ESR spektrumlannda g değeri yaklaşık 2,00 olan tam ortada tek bir sinyal 
vermişlerdir (Tablo 1). Gıdalarda doğal olarak bulunan bu sinyal başka 
araştırmacılar tarafından da gözlenmişür (9,10). Işınlamadan önce sinya 
gözlenmiş olması şaşırtıcı değildir. Bitki dokularında serbest radl^ 
“ ten çeşitli bileşiklerin bulunması veya depolama, kesme, ezme vd . 
Edenlerle serbest radikaller oluşabilmektedir (2). , 4
n Işınlanmamış patates ve havuç kompleks bir ESR spektrum 

r-millerdir. Örneklerin kompleks birer matris olmaları nedeni ile o 
^ektrumlardan kesin sonuçlar elde edilememiştir. Gıdaların bazılarınd 
?JLblo 1) paramanyetik geçiş elementlerinden Mn+2 ve Cu+2 ye^ 

'nnans sinyalleri gözlenmiştir. Diğer örneklerin ESR spektrumların 
fe v^iiT-gin bir rezonans sinyali gözlenememiştir.
SC Işınlanmış (UV) Gıdaların ESR Spektrumlan:

ışınlamadan önce iek sinyal veren 26 çeşit gıda ışınlandığında 
sinyalin (g=2,00) şiddetinin artmasının dışında başka bir siny

var

olan bu

408



EİR0paraÇrneetel!rfn1aaTc3eRriaera112 SOnU?larlnm değerlendirilmesi ve

Işınlanmadan önce Işı nlan dıkt an sonr a

Elektron
kopma «. 
a sinyali 
îde|ert

Gıdalar Kükürtlü organik radikal 
sinyallerinin g değerleri 

b Ç d e

Tek sinyal 
g değeri

Tek sinyal 
g değeri

Dublet Slnglet
Mn* Qt« gga gauss

2,0044

2,0046
2.0044

2.0045
2.0044 
2,0042 
2,0042
2.0046 
2,0042
2.0045 
2,0044
2.0042
2.0043 
2,0048
2.0044 
2,0001 
2,0060 
2,0032 
2,0028 
2,0056 
2,0030 
2,0016 
2,0040 
2,0040

2.0046
2.0046
2.0044 
2,0052 
2,0049
2.0045
2.0047 
2,0049
2.0046 
2,0045
2.0047
2.0042
2.0043 
2,0051
2.0048 
2,0001 
2,0060 
2,0035 
2,0028 
2,0056 
2,0035 
2,0016
2.0041
2.0041

Çavdar
Arpa
Buğday
Mısır
Yulaf
Fasulye
Nohut
Mercimek
Kayısı çekirdeği
Fındık
Badem
Ceviz
Kestane

+
+
+

+
+

+

+
+

Erik
Karayemiş
Malta eriği
Kiraz
Elma
Armut
Üzüm
Şeftali
Çilek
Böğürtlen
Yaş incir
Greyfurt
Domates
Salatalık
Kereviz
Patlıcan
Semizotu
Soğan
Sarımsak
Kınmız turp
Pırasa
Patates
Havuç
Maydanoz
Htyaz turp
Dereotu
^eşil biber

ı

!

+
+

+
1,999

2,0030
2,0035
2,0051
2,0044

2,0050

2,0030
2,0035

2,0041.999 2,014 2,009 
2,012 2,008 
2,01412,008

1.999 2,01212,009

2,0242,004
2,0242,004

2,004 2,0031,999120.0
2 2,0032,00122,0Kompleks Spckt 

Kompleks Spckt 2,0031,999125,0
2,0031,999125,0
2,0031,999120,0
210031,999122,0
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vermişlerdir (Şekil 1). Sinyalin şiddeti ışınlama süresine bağlı olarak 
artmaktadır.

i 3250

{325050 G

10 G

V\ /
It

I

A
Bt

Şekil 1. Çavdar (A) ve eriğin (B) ışınlamadan önce (. 
ışınlandıktan sonra alman ESR spektrumlan.

Bunun nedeni UV ışınlarının bu örneklerde doğal olarak bulunan 
radikallere benzer radikaller oluşturduğu şeklinde açıklanabilir. Sinyal 
şiddetindeki artışlar kararlı olamadığı gibi ışınlamanın kesilmesi ile de 
kısa zamanda eski sinyal şiddetine İnmektedir. Değişik şartlarda depolam 
da sinyal şiddetinde etkili olmaktadır. Işınlanmış gıdanın tanınmasında 
bu tür ESR sinyallerinin kullanılamayacağı sonucüna varılmıştır.

Işınlanmış kereviz, patlıcan ve semizotu için elde edilen sinyal 
(g=2,00) ışınlama kesildikten sonra 1 saat içinde yok olmaktadır. ESR 
spektrumlan Şekil 2, de verilen gıdalarda UV ışınlarının olmuş turduğu a, b 
, c, d ve e sinyallerinde radikaller rastgele yönlendiklerinden ayrılma çok 
az olmuştur ve sinyaller kolaylıkla gözlenememektedir.
Dublet ve singlet sinyalleri (Şekil 3) veren gıdaların (Tablo 1) 
tanınmasında da bu sinyallerin yararlı olamayacağı ortaya konmuştur.

) ve
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I

bel 3250

a

5_C

A

0

İ

b ^ 3250 .

5C

1

C

i

Şekil 2. Pırasa (A), soğan (B). sarmısak (C) ve kırımızı turpun (D) UV 
ışınlalrı ile ışınlanarak alman ESR spektrumları.

:

3250
|

10 G

>

i

Şekil 3. İşınlanmış patates (A) ve havucun (B) ESR spektrum■
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Sonuç olarak ESR spektroskopisinîn ışınlanmış gıdaların tanınmasında 
rutin analiz yöntemi olarak kullanılabilmesi için ışınlanmamış ve 
ışınlanmış gıdaların spektrumları arasındaki fark belirgin olmalı ve 
kolaylıkla gözlenebilmeli, ESR sinyali numune orjinine ve cinsine bağlı 
olmamalı, sinyal şiddeti ışınlanmayla artmalı ve artış kararlı olmalı, 

sinyalin ömrü yeterince uzun (en az bir kaç gün) olmalı ve her türlü 
depolama koşulundan etkilenmemelidir.
Bu tür çalışmalarımız gıdaların değişik kısımlarını (çekirdeği, sapı, derisi 
vb.) ve başka gıdalann da incelenmesi ile devam edecektir.
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HASAT ZAMANININ DOMATESLERİN BAZI BİLEŞENLERİNE ETKİSİ

Hacı ORAK
İstanbul Üniversitesi Mühendislik Fakültesi 
Kimya Bölümü Avcdar-İstanbul-Türkiye

EFFECT OF HARVESTING TIME ON SOME CONSTITUENTS OF TOMATOES

SUMMARY

Tomatoes were collected directly from the fleld İn two stage, ripen-red and 
unrlpen yellowish-green. The unripen ones were left untll they became mature red. The 
experlments were caiTİed out on both to determlne the contents of their ascorblk acld, 
lnvert sugar, glucose, nltrate, nltrlte, pH. acldity and formol number. The result shows 
that, those collected ripen-red contains slightly more ascorblc acld, lnvert sugar, nltrate 
and pH. but contains less glucose, nltrlte, acldity and formol number than unrlpen ones.

ÖZET
Fldeslnden sarımsı-yeşil ve kırmızı-olgun safhada toplanan domateslerin askorblk 

asit, lnvert şeker, glukoz, nitrat, nltrit, pH. serbest asit ve formol sayısı içerikleri 
domatesler toplandıktan ve sanmsı-yeşil domatesler kırmızılaştıktan sonra belirlendi. 
Bitki üzerinde olgunlaşan domatesler, koparıldıktan sonra olgunlaşan domateslere 
nazaran askorblk asit, lnvert şeker, nitrat ve pH ı daha yüksek miktarda glukoz, nltrit, 
serbest asit ve formol sayısını daha düşük miktarda içermektedir.

GİRİŞ
Birçok meyve ve sebzede olduğu gibi domateslerde de tüketilebilir süreyi 

uzatmak, kayıpların önüne geçmek ve özellikle mevsiminden önce piyasaya 
çıkıp iyi fiyatla satılabilmek amacıyla fidesinde tam kızarmadan 
toplanmaktadır. Bu şekilde toplanmış domatesler genellikle ambalajlama ve 
tüketim merkezlerine ulaştıktan süre içinde kırmızı-olgun hale gelmektedirler. 
Bazen de olgun-yeşil safhada toplanıp olgunlaşmayı hızlandırıcı işlemlerden 
geçip kırmızı-olgun hale getirilmektedirler. (1) Fideslnden kırmızı-olgun 
koparılmış domateslerin lezzeti, erken evrede kopanlıp bekleme ile kırmızı- 
olgun hale gelmiş domateslerden daha iyi olduğu görüşü halkın Ç^ğ1^ u&* 
tarafından ileri sürülmekte ve bu görüş araştırmalarla desteklenmektedir. 14 

Fazla verim ve kaliteli ürün elde etmek amacıyla kimyasal gübre ve 
Pestisitlerin kullanılmaya başlanması ile bazı sebzelerde nltra ve n 
Miktarlarında anormal artışlar görülmüştür. Bunun üzerine değişi se ze 
Meyvelerin nitrat, nitrit içerikleri ve hangi şartlar altında bitkilerde birikti 
araştırılmıştır. (4-8) Nitratlar bitkilerin doğal bileşenleri oldukları halde su 
glda maddelerinde yüksk miktarda bulunduklannda zararlıdırlar. ’
hjrkaç istisna hariç nitratlardan çok daha toksikür. Nitratlar değişik şartlar 

a* unda nitritlere kolaylıkla indirgenebilirler. Nltritler hatta nitratlar gıdalardaki 
sekonder yada tersiyer aminlerle birleşerek. çoğu özgü organlarda karsinojen 
numte gösteren N-nitroso bileşiklerini oluştururlar (5). Bunun yanında 
tJiüer hemoglobini methemoglobine dönüştürmek suretiyle kanın oksijen 
^Şlma işlevim bozarlar. Bu etki özellikle bebeklerde çok önemlidir. (6) Askorblkl\

L
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asidin (C-vitamini) beslenmedeki öneminden dolayı domateslerdeki miktarı, 
olgunlaşma ve bekletme ile değişimi, cins, yetiştiriliş şekli ve toplandığı 

mevsimin miktan üzerine etkisini araştıran çalışmalar yapılmıştır.(9,10,ll) 
Domatesler olgunlaştıkça askorbik asit, indirgen şekerler (invert şeker) ve 
serbest amino asitler özellikle glutamik asit artar sitrik asit ise azalır ve böylece 
domateslerin lezzeti artar. Serada yetişen domatesler tarlada yetişenlerden 
daha yüksek pH ya, düşük asiditeye ve serbest amino asitlere sahiptir. (10)

Bu çalışmada erken hasat edilmiş domateslerle fldesinde tam 
kızardıktan sonra hasat edilen domateslerin bazı bileşenlerinin miktarlarında 
değişme olup olmadığının saptanması amaç edinmiştir.

DENEL BÖLÜM
Çalışmada fîdelerin herbirinden kırmızı ve sanmsı-yeşil evrede hasat 

edilen domatesler kullanıldı. Domatesler İstanbul Küçükçekmece ilçesine bağlı 
Şamlar köyünün doğal gübre kullanan bir bahçesinden tarafımdan toplandı.

Kırmızı domatesler kopanldıktan sonraki ilk üç gün içinde ve 10-13 gün 
oda şartlarında bekletildikten sonra, sanmsı yeşü domatesler kopanldıktan 
sonraki ilk üç gün içinde ve tamamen kırmızılaştıktan sonra analizleri yapıldı 
Domateslerde askorbik asit (C-vitamini). invert şeker (indirgen şekerler), glukoz, 
pH, serbest asidite ve formol sayısı değerleri belirlendi.

Askorbik asit: 2.6-DikIorofenoI-indofenoI ile titrimetrik olarak (12) 
indirgen şekerler (invert şeker): Lane-Eynon vöntemi 

hipoiyodür yöntemi ile (12),

Nitrat ve nitrit: Berraklaştırılın.? ekstraktaki nitrat kadmiyum kolonla
^ în?rglnf w ^nra> 136 d<*rudan berraklaştırılmış ekstrakt 
çözeltisinden kolorimetrik yöntemle (12),

1 I feyb?Stjfldlte Ve formo1 say)sl: PH-metre kuUanılarak titrimetrik 
olarak (13) belirlendi.

Değerler yaş domates üzerinden; askorbik asit mg/lOOg. invert şeker, 
glukoz, serbest asidite (sitrik asit emsinden) g/ioog, nitrat ve nitrit mg/kg ve 
formol sayısı meq/kg cinisnden hesaplandı.

glukoz ise

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

h“*1 'dl'“

Tablo

İnvert
şeker

GlukozAskorbik Nitrat
mg/kg

Nitrit
mg/kg

Formol
sayısı

meq/kg

PHDomates
Cinsi

Serbest
Asidite%asit

%mg/kg %

2.34 1.04 10.1623.96 0.10 4.03 31.470.379K

2.02 0.88 11.6513.25 0.28 3.80 27.030.426y

2.56 1.48 8.7525.43 0.40 4.00 41.250.418KBK

1.232.13 8.2519.68 0.52 3.88 52.060.506YBK
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K: Hasattan sonra ü^gün içinde analiz edilen kırmızı-olgun domatesler 
Y: Hasattan sonra üç gün içinde analiz edilen sanmsı-yeşil domatesler 
KBK: Hasattan sonra 10-13 gün bekletilen kırmızı-olgun domatesler 
YBK: Bekletme ile tam kızardıktan sonra analiz edüen sanmsı-yeşil domatesler

K, KBK ve YBK domateslerinde askorbik asit sıra ile 23 96 25 43 ve 
19.68 mg/kg, invert şeker %2.34, %2.56 ve %2.13 olarak bulundu (Tablo) Bu 
değerler Ege bölgesi salçalık domateslerinde (11) belirlenen 8.35-16.83 mg/kg 
C-vitamini ve % 1.65-2.14 invert şeker değerlerinden daha yüksek, Davies ve 
Winsor’un (14) bildirdiği şeker değerleri ile uyum halindedir.

Fidesinden kırmızı-olgun evrede toplanan domateslerin (K) askorbik asit 
ve invert şeker değerleri sanmsı-yeşil evrede toplanan ve bekletme ile 
kırmızılaşan domateslerin (YKB) değerlerine nazaran biraz daha yüksek, glukoz 
değerleri ise daha düşük bulundu. Domateslerde belirlenen invert şeker değeri 
içinde başlıca glukoz ve fruktoz bulunduğu bilindiğine göre domateslerin invert 
şeker ve glukoz değerlerinden fruktoz miktarı bulunabilir. Fruktoz glukoza 
nazaran 2.5-3 kez daha fazla tatlı olan bir şekerdir. En yüksek miktarda K 
domateslerinde bulunan fruktozun, bu domateslerde tad artırıcı etkiye sahip 
olması gerekir.

Sanmsı-yaşil evrede toplanan domatesler (Y) olgunlaşmadan yapılan 
analizlerinde 13.25 mg/kg askobik asit ve %2.02 invert şeker içerdikleri 
bulundu. Bu değerler bekleme ile domatesler olgunlaştıkça 19.68 mg/kg 
askorbik asit ve %2.13 invert şeker değerlerine ulaşmışlardır.

Kırmızı-olgun evrede toplanan domatesler 10-13 gün oda şartalannda 
bekletildikten sonra askorbik asit, invert şeker, nitrit ve serbest asit 
miktarlarında az da olsa (K domateslerine nazaran) bir artış olmuştur. Askorbik 
asit ve invert şeker miktarlarındaki artış domatesin kalitesini olumlu, nitrit ve 
serbest asiditedeki artış ise olumsuz yönde etkilemektedir.

Her iki olgunluk evresinde hasat edilen domateslerin nitrat içerikleri 
literatürdeki (4,7) değerlerden düşük bulundu. Bu durumun domateslerin 
doğal gübre kullanan bir tarlada yetişmiş olmalarından ileri geldiği 
sanılmaktadır. Domateslerin nitrat içerikleri kullanılan suni gübre miktarı ile 
orantılı olarak arttığı ancak bu artışın yüksek değerlere ulaşamadığı 
bildirilmektedir. (7)

YBK ve KBK domateslerinin K domateslerine nazaran nitrat miktarları 
biraz düşük, nitrit miktarları ise az yüksek bulundu (tablo). Bu bulgu bekleme

i

I

ı

i

i

!

Üe olgunlaşan ve bekletilen olgun domateslerde nitratın az da olsa nitrite 
dönüştüğünü teyit etmektedir. (5)

Araştırmada kullanılan domateslerde pH 3.80-4.03, sitrit asit cinsinden 
serbest asidite %0.379-0.506, formol sayısı 27.03-52.06 meq/kg değerleri 
arasında bulundu. pH ve asidite değerleri literatürde (11) bulunanlarla 
uyiimludur. En düşük serbest asitlik K domateslerinde, en yüksek miktarlar 

domateslerinde bulundu. Asitliğin artması tadı olumsuz yönde 
emektedir. Formol sayısının değeri domateslerde bulunan sebest amino 

asid^T orantıhdır. Domateslerde en çok bulunan amino asit glutamik 
ir. Miktarı arttıkça tad iyileşmektedir (10). Formol sayısı en düşük Y en

^sek YKB domateslerdedir.

1

415



V

Sonuç olarak, domatesleri iki farklı evrede toplamak bileşenlerinin 
miktarında büyük farklar meydana getirmemektedir. Fidesinden kırmızı-olgun 
toplanan domatesler askorbik asidi, invert şekeri biraz fazla, serbest asidleri ve 
nitriti daha az miktarda içerdiklerine göre besin değerleri daha yüksektir. Bu 
yüzden domateslerin mümkün olduğu kadar kırmızı-olgun evrede toplanmaları 
gerekir.

i

i
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