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CONDURITOL C, E VE FNIN YENI VE STEREOSPESIFiK
OLARAK SENTEZI

Hasan SECEN ,Serdar GULTEKIN, Ahmet MARAS,
Yasar SUTBEYAZ, Metin BALCI

AtatirkUniversitesi, Fen-Edebiyat Fakiltesi,Kimya Balama, 25240-Erzurum-Tarkiye

A NEW AND STEREOSPECIFIC SYNTHESIS OF CONDURITOL-C,E AND F

SUMMARY

A new and stercospecific synthesis for Conduritol-C 8 and Conduritol-E 13a has been
developed starting from p-benzoquinone 1. 1,4-oxygen functionalities were introduced
in both synthesis by the reduction of dibromo p-benzoguinone 2 with NaBH,. 2,3-
oxygen functionalities were introduced by KMnO, oxidation of 4 for Conduritol C 8.
Oxidation 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-
cyclohexadiene 14 where hydroxy groups have been introduced by classical KMnO 4
oxydation followed by photo-oxygenation and by reductive extrusion of one oxygen atom
with P(OEt) 4 provides 18. Acid-catalyzed ring-opening reaction of 18 gave the
conduritol-F 19a.

OzeT

p-Benzokinon'dan qikilarak conduritol-C 8 , conduritol-E 13a igin yeni ve stereospesifik
bir sentez yéntemi gelistirildi. Conduritol-C 8 ve Conduritol-E 13a igin 1,4-oksijen
fonksiyoncl gruplan dibromo p-benzokinonun NaBH, ile indirgenmesi suretiyle
yerlestirildi. Conduritol-C igin 2,3-fonksiyonel gruplan KMnO, oksidasyonuyla
gerceklestirildi. 3 bilesiginin m-kloroperbenzotk asit ile oksidasyonu 9'u | bunun da asit
katalize halka agilmasi conduritol-Eye giden 10a bilegigini olugturdu. Conduritol F
icin 1,4-siklohckzadien'den qikilarak klasik KMnO,4 oksidasyonu ile hidroksil
gruplanmn yerlestirilmesini takiben fotooksijenasyon ve P(OEt)g fle oksijenlerden

birinin redoktif olarak eliminasyonundan 18 elde edildi. 18in asit katalize halka
acilma reaksiyonu beklenen conduritol-Fyi 19a verdi.

GIiRiS

Conduritoller (1) 1,2.3.4-siklohekzen tetrol izomerleri olup glikosidaz
enzimleri igin ilging inhibitérlerdir (2). Pekgok conduritol tdrevinin
antibiyotik,antilésemik b(l{tjmc ddzenleyici aktiveye sahip oldugu
bulunmustur (1,3).Teorik olarak alti conduritol diastereoizomeri mamkandar.
Su ana kadar bu izomerlerden yalnizca ikisinin conduritol-A (4) ve
conduritol-F (5) tablatda mevcut oldugu tespit edilmistir. Daha oncekl
calismalarda conduritollerin karbohidratlardan, sabstitde benzenlerin
mikrobiyal oksidasyonlanndan ve ciral inositollerin deoksigenasyonundan
sentezlenebilecegi gosterilmistir(1,6). Bu calismada biz conduritol-C 8,

conduritol-E 13a ve conduritol-F 19a i¢in yeni bir sentez yodntemi,
sunmaktayz. Lt

DENEL BOLUM

(1¢.28.30.4B)-1 &.d|§§egg}5§]-g,gzglpmmo-s-sﬂgohe}ggn 4.

3'an(22.5 mmol) 10 ml piridin icindeki ¢ozeltisine asetik anhidrit (103 mmol)
jlave edildi. Reaksiyon kangimi oda sicakhfinda 8 saat kariginldive O
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°Cya sogutulup 60 ml 4N HCI cozeltisi i¢ine dokaldn.Organik faz eterle
ekstrakte edilip suyla yikand: . kurutuldu(MgSOy4). CézOcinin ugurulmasi ile

4 elde edildi. (verim %76, e.n.91-92 ©°C, kristallendirme
¢ozicust:kloroformn/hekzan).

- - -te oksi s * 6. -5°C'de
4'dn (16 g, 45 mmol) 500 ml etanol ig¢ndeki gozeltisine KMnOy4 (7.10
g.45mmol) ve MgSQy (5.4 g, 45 mmol) 'in 200 ml sudaki ¢ézeltisi 5saat iginde

ilave edildi. llavenin tamamlanmasindan sonra aym sicaklikta 15 saat ek
kanstirma yapiip kati artiklar stzaldave sicak suyla a{(xkandx. Cozelli 50
mlye konsantre edilip organik faz etil asetat ile ekstrakte edildl, NapSO,

Ozerinden kurutuldu.Coéziici evaporate edilip kloroform/hekzandan
yeniden  kristallendirmek suretiyle saf 5 elde edildi. 4'an
asetilizasyonundaki metod 5'e uygulanarak 6 elde edildi (verim %51, e.n.

140-141°C).

- toksi-5-siklohekz -C raasetat].
6'nin ( 5g,10.5 mmol ) 10 ml DMSO icindeki c¢oézeltisine 2Zn tozu (2 g30

mmol ) ve 50 mg lyot ilave edildi. Manyetikolarak 95 °C'de 12 saat
kanstinlan ¢ozelti oda” sicakhigina soéutulup 50ml su i¢ine dékalda. Sulu
faz eterle ekstrakte edildi, NapSO4 tzerinden kurutuldu. Cézictnin

evaporate edilmesiyle conduritol-C tetraasetat 7 elde edildi,aran kloroform/
hekzan'dan kristallendirildi.( Verim,% 61, e.n. 90-91°C )

48)-1,.2.3.4-te 1-5-siklohekzen 8[Co; itol-Cl. 500 mg(1.59
mmol) Conduritol-C tetraasetat 7 20 ml mutlak metanolde c¢ozulap cozelti
NHg gaziyla doyuruldu ve 24 saat oda sicakliginda kanstinildi. Metanol ve

asetamid'in evaporate edilmesiyle geride kalan Conduritol C 8 mutlak
etanolden kristallendirildi ( Verim % 80, e.n, 151-152°C).

(1oc5c60.108.110.120)-2.4.7.9- tetra oksa -3,3.8,8-tetrametil- 11,12- dibromo-
1.506.1 11.Epoksit 9 (1g, 3.47mmol ) 10 ml 0.5 N

HoSO, cozeltisi iginde ¢ozalda ve 90 °C'de 6 saat geri sogutucu altinda
kaynatildi. Oda sicakligina sogutulup BaCOg ile ndtralize edildi. Kati

artiklann ﬂltrasgonundan sonra ¢dzocunan dastk basing altinda
uzaklastinlmas: 10 a'y1 verdi (%61). 10 a' nin ( 500 mg, 1.63 mmol ) 250 mil
mutlak benzendeki ¢dzeltisine 2.2-dimetoksi propan (430 mg.4.13 mmol) ve
20 mg p-toluen silfonik asit ilave edildi. Cézelti 3 saat geri sogutucu
‘altinda kaynatiip benzenin ugurulmasi ve etil asetat/hekzan'dan yeniden

kristallendirmek suretiyle 11 elde edildi (%88, e.n.162-163°C)

1¢ 7 O~ -tetraasetoksi- 10b
4'0n sentezindekl metod uygulanarak 10 a'nin asetillendirilmesiyle 10 b elde
edildi (verim %76, e.n. 140-141°C).

(12.20.30.40)- d : 12 (200
mg , 0.88 mmol) 5 ml 0.5 N BSO4 icinde c¢ézalda, olusan ¢bzelti oda

2;



sicakhginda 3 saat kanstrilip asit BaCOg ile notralize edildl. Kati artiklarin

filtrasyonundan sonra ¢éz(ciin(in evaporate cdllmcslﬁrlc Conduritol-E 13a
elde " edildi (verim % 77. e.n.176-177 oC, kristallendirme ¢dzlcisQ:
MeOH /Hekzan).

3,8,10-Trioksa-9,9-dimetil-trisiklo(5.3.0 1-7.0 2-4-5-deken 18.

Endoperoksit 17. (450 mg, 2.44 mmol) 50 ml kloroformda ¢ézalda.

0 °C'de manystik olarak kanstirilan ¢dzeltiye basing dengeli bir damlatma
hunisinden 400 mg (2.44 mmol ) P (OEt§'an 5 ml kloroformdaki c¢ozeltisi 1

saat iginde ilave edildi. Aymi sicaklikta 1 saat, oda sicakliginda da 1 saat
kanstirmadan sonra ¢6zicd uzaklastinlip ham tran nétral AlpO3 (25 g

kolondan 9.5/0.5 hekzan etil asetat kangimiyla elue edilerek saf 18 elde
edildi( sivi Orin, verim %50 ).

40)-1,2.3.4- -5-siklohekz ndurit -
Conduritol E'nin sentezindeki ydntem uygulanarak 18in asidik ortamdaki

hidrolizinden Conduritol F 19a elde edildi (verim% 86, e.n.106-108 °C,
kristallendirme ¢ézicisl : metanol/pentan).
SONUCLAR VE TARTISMA

Conduritol-C sentezimizde p-benzokinon ¢ikis maddesi olarak kullanildive ilk
olarak p- benzokinonun brominasyonunu takiben karbonil gruplannin

O 0O OH OAc
= ) S E
—_— e e

B Bry Bry

0 O OH OAc

1 2 3 4

d

OH OAc OAc OAc

OOH , OAG, B;QOAC BnOH
e - -

Y OH “Y0Ac Br Y "OAc Brr>""OH

OH OAc OAc OAc

8 conduritel-C 7 6 5
SEMA 1

Reaktifler ve Sartlar:
a) Brg, CCly, 0°C, 2 saat b) NaBHy, su, eter, 0°C ¢) Asetik anhidrit, piridin,

oda sicakligl, 12 saat d) KMnOy, -15°C, 20 saat ) Zn, DMSO, 95 °C, 12 saat
f) NH;, MeOH, oda sicakligi, 24 saat




Indirgenmeslyle konfigurasyonu belirli bir 0rin olan 3elde edildi (7). Alkol
grup. asetata cevrilerek korunmasimi muteakip cift bagin KMnQ ile

oksidasyonu lle tek bir izomer olarak 5 elde edildi. 5'tekl hidroksil gruplan
asetillendirilerek 6 elde edildi. 6'daki brom fonksiyonel gruplanrnnin Zn ile
elimine edilmesiyle 7, bunun da ammonolizi ile Conduritol C 8 elde edildi

(sema 1). :

onduritol-E sentezimizde baslangic maddesi olarak yine p-benzokinon 1
kullamlrml?hr. 3'tn m-kloro xi)enzolk asit {le oksidasyonu-tek Grin olarak
epoksit b 9'u vermistir. Bu bilesikteki epoksit halkasimin agilmasiyla
iki arin beklenirken tek artin olarak conduritol-E yapisini ihtiva eden 10a
elde edilmisitir.Orn tetraasetatina cevrilerek spektroskopik yéntemlerele
yaglsl a{ldmlatxlmtst:r. 10 a’'min ketalizasyonu {le 11, bunun da ¢inko ile
debrominasyonu ile 12; 12'nin  hidrolizi ile de Conduritol-E 13 a elde
?dlm(s%r. Conduritol-E 13a, asetatina 13b gevrilerek karekterize edilmistir
sema 2).

OH
Anas
Brr\ B

3 9 10 a R=H
C {10 b R=0OAc

OR TR 0

SN Ee O f
-~ e

v” “OR e B "0
OR O—,L
13 @ R=H Conduritol E

13 b R=Ac 12

SEMA 2

Reaktifler ve Sartlar::

‘:a‘!__.?o_.-lﬂoro' perbenzoik asit(m-CPBA), eter, refluks, 12 saat b)0.5 N HpSO4,~
refluks, 4 saat c) 2,2- dimetoksi- propan, p-toluensullfonik asid, benzen, 3
Saatd) Zn, DMSO, 95°C, 12 saat, e¢) 0.5 N S04 , refluks, 4 saat.

Daha 6nceki calismalarda  Conduritol-F icin pek ok
TNl 2R X 5 t
konulmustur (1).Biz de daha Snceki cahsmglar?remfda ﬁngf{inﬁg tc‘i:lr:se(t,;t::ryea
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oksepin' den ¢itkarak  stereospesifik olarak conduritol-F'nin

sentezlenebilecegini gosterdik (5). Bu ¢aliymamizda da  cls-benzendiol'dn bir

tarevi olan 16'nin conduritol -F'ye donigebilecegini gdésterdik. 16'nin

fotooksijenasyonunundan (4) elde edilen 17 trietoksi fosfit ile muamele

edildiginde yine stereokimyasi belirli bir GrGin olan 18'n olugluFu
gr()l lg.18'(lirl'nldaisldlk ortamda hidrolizl ile de tek tran olarak conduritol F
a elde edildi.

(s e

14 15 16
e
OR &
(it Yrl— X
OR O 0
OR 19a R=H
19b R=Ac 18 17
SEMA 3
Reaktifler ve Sartlar:

a) Bry, petrol eteri, -40°C, b) KMnOy, -5°C, c) 2,2-Dimetoksi propan, TosOH,
d) 1,8-Diaza bisiklo (5.4.0) -7-undeken (DBU), e) 02.'1?P.CCl4 1) P(OEt)3,CHCl3

@ INH,S04
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BAZI BIRINCIL VE IKiNCIL ALKOLLERIN
POTASYUM KLOROKROMAT ILE YUKSELTGENME
TEPKIMELERININ INCELENMESI

Beytiye OZGUN

Gazt Universitest, Fen-Edeblyat Fakiiltesi Kimya Balimi,
Teknik Okullar, Ankara - Tirkiye

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

SUMMARY

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

OzZET

Baz birineil ve ikincil alkollerin potasyum klorokromat {le ytikseltgenmest ince-
lendi. Yoikseltgenme ana Grind karsihk gelen aldehittir. Yakseltgenme hizi 0zerine si-
cakhk etkis{ incelendi ve aktivasyon parametreleri bulundu.

GIRiS

Baz: birincil ve ikincil alkollerin cesitli okzokrom (V1) bilegikleri kulla-
mlarak yapilan yakseltgenme tepkimelerinin kinetik ve mekanizmasina ilig-
kin bazi ¢aligmalar yapilmusgtir (1, 2).

Potasyum klorokromat kullanilarak bazi birincll ve ikincll alkollerin
yukseltgenme tepkimesine iliskin birka¢ ¢alisma yapilmstic (3, 4). Ancak
ykseltgenme kinetigine iligkin bir caligma yapimamugtir.

Bu calismada bazi birincil ve ikincil alkollerin po m klorokromat
ile yukseltgenme atﬂ:klmcsl notral ortamda incelendi. Tepkime hizi Ozerine
sabstatient ve sicaklik etkisi aragtinldi. Aktivasyon parametreleri tayin edildL

DENEL BOLUM

Kinetlk slctmler igin Aralanm I. derece tepkime kosullan saglandi. Bu
amacla alkol derisimi KCC derisiminin 10 kati olarak alindi, Gézucd olarak
dimetil solfoksit (DMSO) kullanildi. Kullanilan KCC ¢ozeltisinin baglangic
derigimi, Co, ve tepkime sonunda harcanmadan kalan KCC derigimi, C, 1yo-
dometrik titrasyonla bulundu. :




SONUGLAR VE TARTISMA

Cesitli alifatik birincil ve ikincil alkollerin KCC ile ylikseltgenme tepki-
mesl ¢6z0cQ olarak dimetil stlfoksit kullamlmasiyla incelendi. Nétral kogul-
larda KCC'in kullanilan ¢dziciide homojen bir kangim olugturdugu ve ¢ézi-
¢0 lle bir tepkime vermedigi goraldd. Yokseltgenme tepkimesi alkol
derisiminin KCC derisimine gore 10 kat fazla oldugu yalanc: birincl derece
tepkime kosullannda yapildi. Hiz sabitlerinin bulunmasi igin t'ye kars: log
Co/C grafige alindi. Elde edilen dogrunun egiminden hiz sabiti bulundu. So-
nuglar Cizelge 1 ve 2'de goralmektedir.

Cizelge 1 :  Birincil alkollerin (R CH, OH) Potasyum klorokromat ile ynk-
seltgenme tepkimesi hiz sabitleri

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

x10% mol's™!

Sabstatient (R) 298 303 308 313K
“H 5,4 5.8 6.1 7.6
Et (C,Hg) 6.4 7.1 7.3 8.4
n-Pr (CHy CH, CH,-) 7.2 7.9 8.1 9,0
n-Bu (CH3 CH, CH, CH,-) 7.8 8.1 9.0 9.3
1zo-Bu [(CHy)3 CH-CH,-] 8,5 9,2 9.3 9,7

Cizelge 2. lkincil Alkollerin Potasyum Klorokromat lle Y(ikseltgenme Tep-
kimesi Hiz Sabitleri

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

x10%k mol™! 57!

Alkol 208 303 308 313K
1zo-propil alkol 11,0 12,0 13,0 14,0
2-Bitanol 8.3 0.8 10.2 11.3
2-Pentanol 7.3 7.9 9.1 10.1
Siklohekzanol 16.3 17.2 20.0 22.5

e 1 ve 2'de gortldoga gibl sicaklik arttikca hiz sabiti de artmak-
tadir. RCH, OH alkoltinde R bayndakce hiz sabitlerinde de artma gérilmek-

tedir.

Kullanilan alkollerin KCC {le y0kseltgenme tepkimeleri 0izerine sicakli-
gin etkisinl iIncelemek ve aktivasyon parametrelerini bulmak amaci ile
298 K, 303 K, 313 K ve 308 K'da c¢alisildl.



Standart yontemle hesaplanan aktivasyon parametrelerl Cizelge 3 ve
4'de gorolmektedir. T &

Gizelge 3: Birincil Alkollerin (R CH, OH) Potasyum klorokromat ile Yak-
seltgenme Tepkimesi Aktivasyon Parametreleri.

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

Ea AH* AS* AG*
(S}{))bstﬁtlent Jmol'k™! - kJmol?  Jmol’k?! kJmol?!
H 17,15 14,70 345,74 103,0
Et 12,24 9,76 295,06 102,6
n-Pr 11,18 8,71 314,07 102.3
n-Bu 10,06 7.58 317.26 102,1
1zo-Bu 6,90 4,42 327.11 101,9

Gizelge 4: lkincil Alkollerin Potasyum klorokromat lle Yikseltgenme Tep-
kimesi Aktivasyon Parametreleri:

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

Ea AH* AS* AG*
Alkol Jmol k! kJmol?  Jmol”'K?!  k Jmol™
1zopropil alkol 12.6 101 ' 3056 101,2
2- Bitanol 14.6 12,1 301.4 101,9
2- Pentanol 18,3 15,8 244.9 102,3
Siklohekzanol 17.6 15,1 285,9 100,3

Aktivasyon serbest enerji degerlerinin birbirine yakin ve hemen hemen
sabit olmasi tam alkollerde aym: ylkseltgenme mekanizmasinin gegerli olabi-
lecegini gostermektedir. :

KAYNAKLAR
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BAZI SUSUZ METAL (II) SULFAT KATALIZORLERI iLE ALKOLLERIN
DEHIDRASYON REAKSIYONLARININ INCELENMESI

Hayrellin BEYNEK ve Ulkti OYMAN
Trakya Universitesi Fen Edebiyat Fakiltest Kimya Bélumi Edirme - Turkiye

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

SUMMARY

This research carried out since, the Information is very limited about the
utulity of metal (I1) 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 CoSO, .
H,0, CuSO, and NiSO, as heterogenous catalysts. In our experiment alcohols and
calalysls wz.rc heated for 4-24 hours at 110-150 °C under atmospheric pressure. No
product were obtained by reactions done with primary alcohols. Alkenes from other
alcohols, were obtained with 25 % to 90 % cfliciency. Reactions werc realized
stercosclectively and only cis-alkenes were product. Small amount of ketones was
obtained as by products because of the dehydrogenction reaction. According to result
of these experiments it was concluded that CoSO, . H,0 , CuSO, and NiSO, can be
used cespeciallly as stercosclective ca!alysls for dchydrauon of 3- hexanol
3-methy-3-pentanol and cyclohexanol.

OZET

Bu arastrmanin yapilmasi, dehidrasyon reaksiyonlannda, metal (11) salfatlann
katalizbor olarak kullamilmas: hakkindaki bilgilerin sinirh olmas: ve bu ydntemin gok
az kullamilmig olmas: géz 6niine alinarak disOnilmigtiir. Bu ¢alismada heterojen
katalizor olarak CoSO, . H,0 , CuSO, ve NiSO, kullamlarak 6 karbonlu primer,
sckonder, tersiyer ve halka yap:ll alkolledn dehidmsyon reaksiyonlan incelenmistir.
Denemelerde, alkoller ve katalizérler, atmosfer basincinda, 110-150 °C arasinda ve
4-24 saal sorelerde 1sitlmigtir. Primer alkol ile yapilan reaksiyonlarda herhangi bir
irin olugmanmustir. Diier alkollerle yapilan reaksiyonlarada % 25 - % 90 aras: verimle
alken clde edilmistir. Reaksiyonlar stercosclektfl olarak gerceklesmis ve sadece
cin-alken olusmustur. Reaksiyonlarda ¢ok az miktarda, dehidrojenasyon urind
olarak, keton olugmustur. Denemelerden, kullamlan metal (1) stlfatlann, 3-heksanol,
3-melil-3-pentanol  ve sikloheksanolin dchidrasyon reaksiyonlannda, &zellikle
stereoselektl katalzidor olarak kullanilabilecekleri sonucuna vanlmigtir,

GIRIiS
Alkollerin dehidrasyon reaksiyonlari, alken elde edilmesl igin
kullamlan genel yontemlerden birisidir. Dehidrasyon reaksiyonlan homojen
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ve helerojen ortamda gergeklestirilebilir. Homojen orlamda  yapilan
calismalarda. gesitli alkollerin mineral asiller (HySO4 . H3PO4 vb.), organtk
asitler, (salfonik asit, oksalik asit vb.) asit anhidirtleri ([talik, anhidrit, aselik
anhidrit v.b.) ve halojenli birlesikleri (SOCl; . POCl3 v.b.) ile verdigi
reaksiyonlar incelenmistir. (1). Heterojen fazda yapilan calismalarda cesitll
alkollerin 6zellikle alumina 0zerindeki dehidrasyon reaksiyonlan
incelenmistir. (2, 3, 4, 5). Oksit katalizérlerle yapilan gahigmalarda elde
edilen Orinlerin, alumina katalizora ile yapilan ¢aligmalarda elde edilen
artnlerle karsilastirmalan yapimustir. (6). Kati katalizdrler icinde en az
calisma yapilan katalizdrler metal (1) salfat katalizorleridir. (7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14). Bu cahsmada 0izerinde ok az galigma yapilan CoSOy . H O (12,
13, 14) ve NiSO4 (12, 14) ile birlikte bilinen ve kullanilan bir katalizor olan
CusO, (8. 9. 10, 11, 12, 14) secilerek n-heksanol, 3-heksanol,
3-metil-3-pentanol ve sikloheksanolin  dehidrasyon reaksiyonlan
incelenmistir. Bu alkollerden sikloheksanol digindakilerle bir ¢aligma
yapilmamistir. Sikloheksanolle Al;O5 katalizorldgande yapilan galigmalarda
ytksek verimle sikloheksen elde edilmistir, (3).

DENEL BOLUM

Deneylerde katalizér olarak CuSO, , CoSO, . H,0 ve NiSO, alkol
olarak n-heksanol, 3-heksanol, 3-metil-3-pentanol ve sikloheksanol
kullanildi. Katalizorler, CuSO, . 5H,0'1n 275 °C'ta 48 saat, NISO, .6H,0"n
280 °C'ta 18 saat CoSO4 . 7H,0'in 220 °C'ta 8 saat sqre ile 1siilmasi lle
hazirlandi. Dehidrasyon islemi 100 ml.'lik iki boyunlu bir balonda, alkol ve
katalizorin manyetik bir kanstinict (Ozerinde kanstnlip isitilmas: ile
gerceklestirildi. Tersiyer alkol 4 saat diger alkoller 24 saat siirelerle 1sitilip
kanstinldilar. Olusan Qriin su toplama kabinda topland: ve ekstrakte edildi.
OUrtintin gaz kromatogramu alindi, daha sonra damitilarak saflagtinldi. Saf
artnlerin IR ve NMR'lan alinarak aranler tanimlandi. Sonuglar Tablo-I ve
Tablo-11'de verilmistir.

Tablo - I : Olusan Urinlerin tammlanmasi.

NMR
Alkol Alken IR (KBrem-1 (200MHz CDCI) ppm
2850 - 3050, 0.9 (m) , 1.3 (m)
A 1640 - 1660, 1.6 (m) , 2 (m),
3-Hcksanol Cis-2-Hcksen 1420-1480, 5.4 (m)
1080,860,
670-710
e | Sk
o s 2(m). 5.2(t
S-miclll-3- Cis~-3-metil 1300,1200, o
pentanol 2-peton 1110,1070,
1040,
790-830
2810-2980, 1.6(4), 2(d).
?2053.1650. 56 (1)
‘Siklohcksanol Siklohcksen 1420-1460,
1260, 1140,
1040, 1010,
880, 810
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Tblo - II : Olugan Grinlerin % verimleri.

% % %
Cis-3-metil
Katalizér Cis~2-Hceksen -2-penten Siklohcksen
CuSO, 912 80.4 82
CoS0, . HO 26.2 83.3 67.2
NiSO, 54 59.5 89.7

SONUCLAR VE TARTISMA

Bu galigmada CoSO, . H,O . CuSO, ve NiSO, ile yapilan dehidrasyon
reakslyonlanda olusan Qranler stereoselektif olarak gerceklesmigtir.
Stereoselektif reaksiyonlara en fazla alumina ile gaz fazinda yapilan
cahismalarda rastlanmaktadir. (3). Alkollerden kati katalizérler lle yapilan
dehidrasyon reaksiyonlanmin nasil yaradoga kesin olarak agiklanabllmis
degildir. Bazi Cahgmalar birbirini tamamlar sekilde gergeklesirken, bazilan
tamamen ters bir sekilde gerceklesmistir. (3, 4). Bu reaksiyonlar icin ileri
stirnlen teorilere gore (3), reaksiyonlar katalizéran gozeneklerl Icinde
olugsmaktadir. Bu sirada alkolin OH ve H'i katalizor ytzeyine baglanarak
aynlmakta ve aym zamanda alken olusmaktadir. Caligma $Sartlarina gore
reaksiyonlar anti ve syn-eliminasyonu seklinde  gergeklesebilir.
Anti-eliminasyona goére olusan reaksiyonlarda OH'In ayrilmasindan sonra,
protonun aynlabilmesi igin n-kompleksine benzer karakterde bir hal
olusmaktadir. Katalizérin y(zeyinin arttinlmasi lle reaksiyon hizinin
artmas: bu teorileri desteklemektedir.(4, 14). Bu galismada elde edilen
alkenlerin cis-miktarimin fazla olmas: ileri strtlen teorilerle uygunluk
gostermektedir. Alkol molekalanin katalizdre yaklagumi ve yapmis oldugu
bag, olusan alkenin yapisi (zerinde onemll rol oynamaktadir. Metil
gruplarinin sterik etkilerinden dolayr OH ve H'in katalizor ytzeyi lle yapmig
oldugu bag cis-trdn lehinde gerceklesmistir. n-Heksanol ic¢in kullanilan
katalizérler bu sartlarda yetersiz kalmiglar ve bir arQn olusmamigtir. Diger
alkollerin dehidrasyon Islemlerinde, bu metal (1) sdalfatlanin rahathkla
katalizor olarak kullamlabilecegi géralmastar. Metal (1) stlfatlarla yapilan
dehidrasyon reaksiyonlarninindaha kesin bir sonuca ulasmasi i¢in, daha fazla
sayida alkol 1le kinetik ve mekanizmal cahsmalar yapilmas: gerekmektedir.
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BENZOBISIKLO(3.2.1]0KTAN, SISTEMLERINDE ALLEN VE ALKIN
SENTEZI VE OLUSUM MEKANIZMALARININ ARASTIRILMASI

Yavuz TASKESENLIGIL(*) ve Metin BALCI(**)

(%) Atatirk Untversitest Kazun Karabekir Egitim Fakiltesl,Kimya Egittmi Anabiltm Dals,
Erzurum-Tr

(*9 Atatiirk Unlversites(, Fen-Edeblyat Fakaltes{, Kimya Bélimi , Erzurum-Tiirkiye

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

SUMMARY

An Independent synthetic way leading to alkyne 3 has been develo to reveal
the real structure of the intermediate (alkyne 3 or allene 2) formed by dehydrobromination
of vinylbromide 1 . For this reason, 2-dibromomethylenebenzonorbornene 8 was
synthesized and converted to 2-bromo derivative 8 by t-Bull at low temperature.
Dehydrobromination of 8 by t-BuOK ylelded benzob(cyc%»alk{nc 8 as a highly reactive
intermediate which was tragped by 1,3-diphenylbenzoisofurane (DBI) to give two
rearanged cycloadducts (12,13) after column chromatography. Structural assignments of
these rearanged cycloadducts were made on the basis of spectral data and X-ray crystal
anatlgscs. When dchydrobromination of 8 was carried out by uslnf two equivalent t-BuOK
in the presence of DBI, allenic cycloadducts were isolated. [n the absence of DBI,
enolether 8 was formed as the sole product in high yleld. This experimental results
establish the formation of the highly reactive intermediate, c?'cloalkync S Instead of the
allenc 2 by dehydrobromination of vinylbromide 1 . Semiempirical quantum mechanical
calculations support also experimental results.

Vinilbromir 1'in dehidrobrominasyonunda olugan ara rindn (alkin 3 veya
allen 2) yapisini ortaya qikarmak icin, gerflimli siklik bir alkin olan 3'0n baska bir ydntem
ile sentezine c¢aligildi. Bu amagla, 2-dibromometilenbenzonorbornen bilesigli 8
sentezlendl ve diiguk sicakhkta t-Bull fle muamele edilerck 2-bromo tirevine 6
donistdrildd. 68'mn t-BuOK lle dehidrobrominasyonundan olusan benzobisikloalkin 3,
kuvvetll bir yakalayian olan 1,3-difenilbenzo fzofuran (DBI ) fle stklo katilma Grdnleri
olarak yakalandi, Yakalanma Qriinlerd kolonda flgilf keton bilegtklerine ddzenlendiginden,
alkin yakalanma tiriinleri yerine (ki ddzenlenmiy keton (12,13) zole edildi. Bu tki Qrindn
yapis;; *H-, 13C-NMR, kitle ve X-ray analiz il aYdmlauldx.e'mn dehldrobrominas-
yonunda (DBI varhginda) tki ckivalent t-BuOK kullamldiginda, alkin katilma Grinlerd
yerine allen katilma Grinlerd elde edildi. Ortamda DBI yokken aym reaksiyondan, enoleter
9 tek 0rdn olarak {zole edildl. Bu deneysel sonuglar, vinllbromir 1'in dehidrobrominas-
onunda ara iriin olarak benzobisikloalkin 3'0n olugtugunu ortaya koydu.Semi-ampirik
iuantum mekanik hesaplamalar da deneysel ¢caligmalan destekler sonuglar verdt.

GIRis

Kogak halkah siklik allenler, gerilimli organik bilesiklerin dnemll bir
sinifini tegkil ederler(1). Siklik allenlerde gézlenen agi deforrnasyonu ve torstyon
gerilimi, bu bileslkler] izole edilemeyecek kadar kararsiz, reaktif birer ara Qrin
yapmigtir. Bu nedenle, bu gerilimll molekallerin sentezi, 1zolasyonu veya

gaka.lanmasx gegen 25 yiin yogun bir calisma alani olmustur. Bu calismalann
irinde, 3-bromo-6,7-benzobistklo[3.2.1]okta-2,6-dien'in 1 bazik dehidrobrom!-

nasyonundan olugan ara Qran. kuvvetll bir yakalayici olan 1,3-difenil-
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benzoizofuran (DBI) lle [2+4] siklokatilma aranleri halinde yakalanmig ve bu

reaksiyondan, ara ardn olarak gerilimll siklik bir allen 2 olustugu lleri
sOralmastor(2).

ah. b o

Ara 0ran olarak olugtugu llerl saralen bu allenin 2 , diger gerilimll siklik
allenlerin aksine dimerleserek trisiklik hidrokarbonlar vermemesi (ortamda
yakalayici reaktif yokken), bu reakstyondan ara Qirn olarak gerilimli bisiklik bir
alkinin 3 olustugu fikrini dosQndarmostar. Bu nedenle bu ¢alismanin amaci,
sikloalkin 3'0n bagka bir yontemle sentezi ve DBI lle yakalanmasi ve daha sonra

ma Qrianlerinde baz katalizll ¢ift bag izomerizasyonunun incelenmesidir.
Boylece vinilbromar 1'in dehidrobrominasyonunda olusan ara Granin yapisina
(allen 2 veya alkin 8 ) agiklik getirilmis olunacaktir.

DENEL BOLUM

2-Bromometilenebenzonorbornenin 6 Potasym tert-Biitoksit (1
ekivalent) ve 1,3-Difenilbenzoizofuran ile Reaksiyonu 1g (4,25 mmol) 2-
bromometilenbenzonorbornen 6, 50 ml lik bir balonda 20 ml kuru THF da
¢ozalda. Bu gozeltiye, dnce 1,49 g (4,22 mmol) DBI ve sonra 0,52 g (4,64 mmol)
t-BuOK (%10 asin) konuldu. Reakslyon kangum azot atmosferinde 6 saat geri
sogutucu altinda reflux edildl ve manyetik olarak karigtinlidi. Oda sicakligina
kadar sogutulan kansimdan THF nin bayak bir kismi uzaklastirildiktan sonra,
kalintiya bir miktar su verildl ve sulu kisim dnce eterle (4x30 ml), sonrada
CH,Cl, ile (2x20 ml) ekstrakte edildl. Ekstraktlar ayn ayn su lle yikandi ve
birlestirilerek MgSO, 0zerinden kurutuldu, sozaldd ve sdzdntdye bir miktar
maleikanhidrit ilave edilerek, DBI nin san rengl kayboluncaya kadar oda
sicakliinda kanstinldi. Coz0ct vakumda uzaklagtinldiktan sonra, ham aran (3
g 150 g Al,O4 (aktivite IV, notral) kolonundan petrol eteri-toluen (8:2) lle elue
edlldl. Yaklasik 40 frakstyon (25'er ml 1ik) biriktirildikten sonra kolon CH,Clp ile

yikandi. llk kolon g¢alismasindan her iki izomer (12,13) bayak oranda Izole
edildi. Kansim halinde gelen fraksiyonlardan ¢6z0ca gekilerek kalan kisim
yeniden ayni sartlarda kolon kromatografisine tabi tutuldu. Her iki kolon
calismasindan kolondan gelis sirasina gore ; toplam 197 mg (%11) 12 izomerl
elde edildl. Bu izomer eterde kristallendirildi ve renksiz kristallerin erime noktasi
237-238°C bulundu. lkinci izomer (13), (213 mg, %12) eter-pentan kansumindan
kristallendirildl ve renksiz kristallerin erime noktasi 194-195°C bulundu.

12 i¢in 'H-NMR Spektrumu (200 MHz,CDCl3, TMS) & 1.83 (ddt,
J=11.2 Hz, 1H), 2.18 (d, J= 11.2 Hz, 1H), 2.68(dd, J=12.8 Hz, 1H), 3.12 (dd.
J=12.8 Hz, 1H), 3.30 (dd, 1H), 4.35 (d, J= 4.0 Hz, 1H), 6.49 (d, 1H). 6.60 (dd.
1H), 6.90-7.38 (m, 9H). 7.48-7.81 (m, 7H).
13C_NMR (50 MHz, CDCl, ), 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), 126.91(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™) 3060,

3020, 2980, 2950, 2920, 2875, 1680, 1620, 1590,1480, 1445, 1280, 1240, 770.
765, 755, 705, 700. MS(m/e) 424(M*).
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13 i¢in 'H-NMR Spekirumu (200MHz, CDCla, TMS) § 1.92(d, J= 10.4
Hz, 1H), 2.35 (ddt, J = 10.4 Hz, 1H), 2.64 (dd. J= 15.2, 3.2 Hz, 1H). 3.20 (dt,
15.2 Hz, 1H), 8.35 (m, 1H), 3.95 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 6.61-6.96 (m, 8H), 7.06-
7.36 (m, 5H), 7.48-7.43(m, SH). !3C-NMR (50 MHz. CDCly), 201.10, 145.98,
143.63, 142.89, 139.71, 138.97, 138.35, 133.50, 132.88, 130.46, 129.92.
129.22, 128.92, 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. 40.186, 38.35.
IR-Spektrumu (KBr, cm™!) 3060, 3020, 2980, 2940, 2865, 1675, 1620, 1595,
1490, 1475, 1445, 1280, 1240, 770, 750, 740, 700. MS (m/e) 424 (M?).

SONUGLAR VE TARTISMA

Gerllimll sikllk alkin 6 sentezinde yaygin olarak kullanilan
yontemlerden biri, bromometilensikloalkanlanin 4 potasyum tert-batoksik ile

olan dazenlenme reakslyonudur(3). Bu reaksiyonda a-eliminasyonu fle dnce bir
alkilidene karben olugmakta, bu karbenin dozenlenmesl {le halka geniglemlis
sikloalkin 5 meydana gelmektedir.

C
(CHan = C=CHBr —\BUOK __ (CHan |||
\/ C

4 5

Buna gore hedeflenen benzobisikloalkin 3'Gn sentezl igin 2-
bromometilenebenzonorbornen bilesiginin 6 sentezlenmesi gerekmektedir. Bu
bilesik sentezlendigi takdirde potasyum tert-batoksit le re fyona sokularak
arzu edilen benzobisikloalkin 3 bdylece sentezlenmis olacaktrr.

CHBr LBUOK @b\
a .

Caligmada dnce 2-benzonorbornenon 7 sentezlendi. Bu bilesik 7
literatrde belirtildigi sekilde benzonorbornadienden ¢ikilarak kolayca elde
edlldi(4,5). Sonraki kademede keton 7 CBry ve trifenilfosfin {le muamele edilerek
exosiklik dibrom bilesigine 8 dénQstaraldd. Olusan arin 8 kromatografik yolla
saflagtinldi ve yapisi spektroskoplk yontemlerle aydinlatildy.

. O Pth. CBQ Csz
Benzen, refluks
7 8

17



Bdylece 2-bromometilenebenzonorbornen 6 igin gerekll ana iskelet elde
edilmis oldu. Bundan sonraki kademede brom atomlanndan birinin hidrojen ile
sQbstitOe edilmesi gerekir. Bunun igin exosiklik dibrom bilegi2i 8, -100°C'de
once tert-butillityum, mateakiben H,O lle muamele edildi. Gerekll kromatografik

saflagtirma Islemlerinden sonra yOksek verimle (%86) arzu edilen exosiklik
vinilbromQr 6 elde edildL

@b.cgrz 1. t-BuLi/THF CHBr
2.H0
8 6

Bllegigin 6 yapi tayini !H-ve !3C-NMR ile yapildi. Yapilan
spektroskoplk incelemelerden 6 bllegiginin iki stercolzomerden (6a ve 6b)
olugtugu ve bu izomerlerden 8a'nin %80 oraninda, 6b'nin ise %20 oraninda
olustugu spektrum integrasyonundan belirlendl.

H Br
” 7/
C =C
@b‘ “Br @b> “H
6a 6b

Bu iki stereoizomer kromatografik yontemlerle birbirinden ayrilmadi.
Bu nedenle, kangim halinde 'H-ve }3C-NMR spektrumlan kaydedildl. Kansima
ait 250 MHz 'H-NMR spektrumunda exosiklik ¢ift bag protonlan olefinik balgede
5=6.08 ve ve 5.69 ppm de rezonans olmaktadir. §=6.08 ppm de gozlenen sinyal,
Sa izomerindeki olefinik protona ait olup, ¢ift baga komsu metilenik protonlarla
alilik etkilesmeden (J=2.1 Hz) dolayr triplete yanlmistir. §=5.69 ppm dekl
rezonans sinyall %20 oraninda olugan dier izomerin (Gb) olefinik protonuna ait
olup genis singlet olarak rezonans olmugtur.
Exosiklik vinilbromaQr blleglgj 8 sentulendlktcn sonra, bu bilegigin
tert-batoksit (t-BuOK) ile reakstyonu incelendl. Bu amagcla 6 bilegigi
THF i¢inde t-BuOK lle muamele edildl. Kromatografik saflagtirma iglemlerinden

sonra yapilan -pektroskoplk incelemelerden batoksieter 9'un tek 0rQn olarak
9620 verimle olugtugu

ety ot e

Batoksieter 9, vlnllbromﬂr 1'in t-BuOK lle reaksiyonundan da tek

mmohnkddeednmuvebumk::ﬁndnmmolamkanenznmduatugu
fleri sQrOimOgtar(2). Farkh p bu ki bilegikten (8 ve 1) ayni GranOn 9
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olusmasi, di::r tki reakstyonda da ayn1 ara QrOnQn (alkin 3) olugtugunu ortaya

lleri sardagaomoz gibl. bu reaksiyondan gercekten sikloalkin 3
olusuyorsa, bu ara QrinGn varligi 1,3-difcnilbenzolzofuran (DBI) lle
yakalanarak dogrulanmis olacaktir. Bu nedenle, exosiklik vinllbromQr 8 ve
DBI'min kuru THF daki ¢ozeltisi, bir ekivalent t-BuOK lle reaksfyona sokuldu. Bu
reaksiyondan kolon kromatografisi ile 1ki Qran izole edildi. Kristallendirme ile
saflagtinlan bu 2 GrGnan yapisi 'H-,'3C-NMR. katle spektrumu ve Rontgen (X-
ray) analizleri {le aydinlatilda.

Gerek !SC-NMR'inda 8=201.09 ve 201.10 ppm de gozlenen sinyaller,
gerekse IR spektrumunda 1675 ve 1680 cm™! de gazlenen gerilme titresimleri bu
lki arnde de karbonil grubunun varligini agikca gdstermektedir. Bu nedenle,
izole edilen Qrinlerin beklenllen yakalanma Grtnler (10,11) olmadig) ve kolonda
ligili keton bilesiklerine (12,13) dozenlenmils aranler olacag: kanaatine vanidi.

co

—

@)

CHBr _t-BuC f};’:.'(. Lo Ph
3

10

13

Yaprya kesinlik kazandirmak i¢in izomerlerden birinin rontgen analizi
(X-ray) yapildi. Rontgen analizinden bu bilesigin keton 12 oldugu ortaya gikti.

Rontgen analizi yapilan bllegigin 12, dOzenlenmisg yapida keton olmas,
bu reaksiyondan ara 0rQn olarak sikloalkin 3'an olustugunu ve bunun DBI
tarafindan yakalandigini ve daha sonra yakalanma Qranlerinin (10,11) figili
keton bllegiklerine (12,13) ddzenlendi2ini kanitlamaktadir. Izole edilen diger
Qran 13, rontgen analizi yapilan bllegikle 12 jzomer olmasi nedenlyle yapisi da
endo olarak belirlendl

Alkin katilma @rQnleri (10,11) izole edilemedigl icin, baz katalizli ¢ift
bag izomerizasyonu dogrudan bu bilegikler 0zerinde incelenemedi.

t -BuOK

(10.11) (4 izomer)

Alkin Katilma Ortinleri Allen Katilma Urdnleri
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Bu nedenle, exosiklik vinilbromQr 8'nin dehidrobrominasyonu 2
ekivalent t-BuOK kullanilarak (DBI) varhiginda tekrarlandi. Bu reaksiyondan
kolon kromatografisi ile 4 izomerik katilma QrOnQ izole edildl. Yapilan
spektroskoplk incelemelerden bu QraQnlerin, vinilbromar 1'in t-BuOK lle
reakslyonunda (DBI varliginda) olusan allen katilma QrQnleri (2) olduklan tesbit

1ki ekivalent baz kullanildiginda allen katilma GrQnlerinin olugmas,

kullanilan bazin asinsinin alkin katilma trQnlerinde (10,11) ¢ift bag: izomerize
ettiZini acikca gostermektedir.

Tam bu deneysel sonuglar vinllbromar 1'ln  bazik
dehidrobrominasyonunda, {leri saraldoga gibl (2), ara arQn olarak allen 2'nin
olugsmadi@ini, aksine alkin 3'0n olugtugunu ortaya koymaktadir. Bu durum,
yeterince kngok siklik yapilarda, alkinlerin allenlerden daha kararh oldugunu
gostermektedir.

Son olarak allen 2 ve sikloalkin 3 Ozerinde yapilan semi-ampirik
kuantum mekanik hesaplamalar, termodinamik olarak alkin 3'Gn daha kararh
oldugunu gostererek deneysel caligmalan destekler sonuclar ortaya koydu.

TESEEKUR
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BENZONORBORNADIENIN FONKSIYONALIZASYONU
i-YUKSEK SICAKLIK BROMINASYONU
[i-ELEKTROKIMYASAL REAKSIYONLARI

Arif DASTAN, Umit DEMIR, Osman CAKMAK, Fatih KOLEL! ve Metin
BALCI

Atatirk Unlversites(, Fen-Edeblyat Fakiltes(, Kimya Bélima Erzurum

THE FUNCTIONALIZATION OF BENZONORBORNADIENE
i-HIGH TEMPERATURE BROMINATION
[i-ELECTROCHEMICAL REACTIONS

SUMMARY

The bromination of benzonorbornadiene at 0 ° C has been found to glve only

one product, the dibromide 8 produced via Wagner-Melrweln rearrengement W(ﬂ:l

accompaying aryl migration .The bromination of 1 at 150 °C  resulted (n the

formation of the non-rearranged product 2,3 and 4, besides rearranged preduct 5.

The electrochemical oxidation reaction of benzonorbornadiene also gived rearranged
. products.

OzeT

Benzonorbornadienin 0 °C de bromlanmas: aril gd¢iyle Wagner-Meirwein
dOzenlenmes! sonucu yalniz dibrom 8 0rQnQnQ vermektedir. 'in 150 °C de
bromlanmas: sonucu d0zenlenmis 0rinQn yaninda dzenlenmemis 2,3 ve 4 Oranlerd
olugmaktadir. Benzonorbornadienin elektrokimyasal oksidasyon reaksiyonlan da _
dfizenlenmiy Qrinlere donigmektedir.

Giris .
Bromun olefinlere elektrofilik katilmas: fyl bilinen ve genis sekilde
aragtinllan reaksiyon olmasina ragmen bromlanma mekanizmas: hala
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tartisma konusudur(l). Yapilan ¢alismalar gergevesinde, su anda bromlama
reaksiyonlan I¢in kabul edillen gergek sudur. Brom dnce molekdl yapisina
baglanarak koprald bromonyum fyonu veya bromokarbonyumolusturur,
Karsit lyon olarakta ¢6ziicindn protik veya aprotik olusunna gore bromar
veya tribromar kabul edilmigtir.Karsit lyonun bromonyum lyonuna arka
taraftan atak yapmas: sonucu anti katiilma Qrind olusur.

DENEL BOLUM

1-Benzonorbornadienin 150 °C dbrominasyonu 300 mg (2.11
mmol) benzonorbornadien 25 ml dekalinde ¢ozaldd. Manyetik olarak
kanigtinlan ¢ozeltl 150 ° C  ye 1sitildi . Daha sonra 368 mg (2.30 mmol ) By
isiilarak gaz halinde reakslyon ortamina gonderildi.1-2 dakika bu sicaklikta
kangtinlan reaksiyon muhtevasi oda sicakligina kadar sogutuldu. Dekalin
vakum altinda 60-70°C de destile edilerek uzaklastinldi. 637 mg vizkoz rin
kangim 65 gr siltkajel dolgu maddesiiceren kolona ytklendl.Hekzan ile elue
edlldl. Eluantlar 25 ml'lik fraksiyonlar halinde topland: .llk 600 ml'lik
eluantin (250mg) % 89 trans dibrom2 ve % 11 Exo-cis-dibrom 3 igerdigli NMR
Integrasyon oranlanndan belirlendi.Daha sonra bu karigim silikajel ince
tabaka kromotografisi {le (9/1) (Hekzan/Kloroform) ile ayrildi. Onden yirayen
yogun maddenin saf transdibrom 2 oldugu belirlendl. Agik san vizkoz sivi.
Kolondan elde edilen daha sonraki 500 ml'lik eluantin (332mg) % 62 Exo -
cis-dibrom 3 ve % 38 dizenlenmis dibrom 5 oldugu NMR degerlerinden
belirlendl. Bu kansim silikajel ince tabaka kromatografisi ile (4/1)
(Hekzan /Kloroform) kullanilarak aynldi. Onden yarayen fraksiyon Exo-cis-
dibrom 3 saf olarak izole edildi. Diklormetan /Hekzan (1/3) kangiminda
kristallendirildi. Beyaz kristaller (E.N. 78-79°C ) Ince tabakada 2. fraksiyon
d0zenlenmis dibrom 5 saf olarak izgole edildi. Etanolde kristallendirildi. Beyaz
kristaller{ E.N. 76-77 °C ) Kolondan elde edilen son 400 ml lik eluanttan 55
mg saf Endo-cis-dibrom4 izole edildi. Diklormetan/Hekzan(1 /4)kansimnda
lanstallendirildi.Beyaz kristaller.(E.N. 125-126°C). 3

Ortnlerin kolondan gelis sirasina gore izole edilen toplam miktar ve
oranlan su sekildedir.
 Transdibrom(? 222 mg (% 34.85)
~ Exo-Cis-dibrom(3 235 mg (% 36.89)
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D0zenlenmisdibrom(5 125 mg(% 19.62)
Endo-cis-dibrom(4 35 mg (%8.63)

2- Benzonorbornadienin 1 metoksilasyonu

100mg ( 0.7 mmol ) Benzonorbornadien 1 Pt-Pt elektrotlarla 30 ml 0.4M
Metanol/ LiCIO4 tle anodik olarak ortalama 200 mA akim lle 1 saat elektroliz
edildl. Coz0cQ evaparatdrde cektirlldikten sonra eter lle work up yapildi. Elde
edllen ham OrQn 30 gr silikajel Ozerinden %5 Hekzan/ Etilasetat ile
saflagtinldi. %91 verimle dimetoksl bllegigl 6 elde edildl. Agik san siva .

3-Benzonorbornadienin Etoksilasyonu

100 mg (0.7 mmol ) Benzonorbornadien 1 Pt- Pt elektrotlaria 30 ml
0.4M Etanol/ LICIO4 lle anodlk olarak ortalama 10 mA akim ile 5 saat
elektroliz edildl. Cézacn evaparatOrdc cekildikten sonra eter ile work up
yapildiLElde edilen ham Qran 30 gr silikajel 0zerinde %5 Hekzan/ Etilasetat
ile saflagtinidi. %63 verimle Dietoksi bllesigi 7 elde edildi agik san sm.

4-Benzonorbornadienin Asetoksilaslonu

200 mg (1.4mmol) Benzonorbornadien NaCH3COO ve 30 ml asetik asit .
esliginde ortalama 16 mA akimla 5 saat elektroliz edildi. Elde edilen ham
aran %5'llk Hekzan/ Etilasetatla 30 gr sllikajel Ozerinde kolon edildl. Ilk
frakstyonlarda reaksiyona girmemis 100 mg benzonorbornadien geldi Daha
sonraki fraksiyonlarda %35'lik verimle 64 mg dlasetoksi8 izole edildi.

TARTISMA

Benzonorbornadien 1 rijit bir yapiya sahiptir.Benzonorbornadien 1
oda sicakhinda bomla reakstyonu sonucu, olugan bromonyum tyon ara
aronQ dazenlenerek aril kayma OQrGndnQ 5 olusturur (2) .Bromlamada
reaksiyon sicakhimin Qran dagilumun etkileyen en dnemll parametre oldugu
bilinmektedir (3).Benzonorbornadienin 150 °C de bromlanma sisonucu,
dizenlenmis Qran0n yanisira, olugsmast mamkon 0¢ normal katilma GrQnQ
yQksek verimle elde edildi, :



Br Br
G\ iz oY ey

1 » B 3
Br, |0, CHC, e
Br . @j
Br 4 BBr

Yksek sicaklik brominasyonunda gerek iskelet yapisinin korunmas,
gerekse syn katilma aranlerinin gézlenmesi ; bu sartlaraltinda katilmanin
" radikalik olabilecegini akla getirmektedir. Bu nedenle reaksiyonun radikalik
olup olmadiginm belirlemek amaciyla reakstyon radikal yakalayici inhibitor (
2,4,6-tri-tert butil fenol ) esliginde denendl. Radikal yakalayic esliginde
yapilan reaksiyondan yalniz dizenlenmis Grtin 5 olustugu gozlendi.

% gy

150* C , Dekalin

© Yoksek sicaklik bromlnasyonvunda. radikallk katilma ile bromonyum
fyonu 0zerinden olan katilma yYansma halindedir.Brom radikaller, bu sartlar
altinda inhibe edildig! igin yalniz bromonyum lyonu Ozerinden katilma
Benzonorbornadienin 1 09°C deki brominasyonunda oldugu gibl.
elet?bkholdmyaal reakstyonlan da dazenlenmis aronlere donosta.
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FH R

LICIO, / HX
: 2
6:X.= -OMe

7:X = -OEt
8:X= OAc

SONUG

Halojen elektroflllerinin ¢ift baglara katilmalan genellikle stereospesifik
olup, anti katilma @rdn® olustururlar Ant! katilma konjuge olmayan olefinler
i¢in genel bir kaidedir. Bu ¢aligmada yuksek sicaklikta brominasyon
yapuarak syn katilma Qrinlerinin elde edilebileceg! belirlend! .Ayrica rijit
yapida ve dOzenlenmis Girinlere ddntsen bisiklik olefinlerden normal katilma
Qranlerinin elde edllebilecei tesbit edildi . Bunlara llaveten, bisiklik yapidaki
olefinlerin elektrokimyasal oksidasyonu, bazi disabstitoe bisiklik hidro-
karbonlann sentez{ Igin uygun gorGnmektedir.

TESEKKUR

Bu ¢aliymayr maddi yonden destekleyen Atatork Oniversitesi Fen-
Edebiyat Fakiltesine, sentezlenen bilegiklerin yoksek MHz 1H - 13C -NMR
spektrumlan igin Prof. Dr. W.M. Jones's (University of Florida, U.S.A )
tesekkir ederiz. 3
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1,2-BENZO-1,3,4-SIKLOHEPTATRIEN'IN SENTEZI

Yasar Kemal YILDIZ, Hasan SECEN ve Metin BALCI

Atatirk Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiltes(, Kimya Blami, 25240-Erzurum-Ttrkiye
SYNTHESIS OF 1,2-BENZO-1,3,4-CYCLOHEPTATRIENE

SUMMARY

7,7-Dibromo-2,3-benzobicyclo[4.1.0lheptane 5 have been synthesized and then -silver
fon- catalyzed reactions have been studied. Hydroxy alcohol 6 was converted to the
corresponding vinylbromide 8 which gave upon reaction with base the allene dimere 10
by dimerizasation of the formed allene 9.

OzeT

1,2- Benzo-1,3,4-sikloheptatiren 9 i¢in ¢ikis maddes! olan 7,7-dibromo-2,3-
benzobisiklo[4.1.0]heptan sentezlendi ve giimig fyon katalize reaksiyonlan incelendi.
Hidroksi alkol 6 vinil bromiir'e 8 déniigtiirdldd. 8 in bazla muameles! sonucunda
olusan allenin 9 dimer Grinid 10 elde edildi.

GiRis

Gerilimli siklik allenlerin sentezi icin ilk tesebbis Favorski tarafindan yapilmig
ve gerilimli siklik allenlerden ilk olarak 1,2- sikloheptadienin 1a sentezi Ball ve

Landor tarafindan basarimistir(1). Bu arastirmacilar sentezlerinde 2 bilesiginin

dehidro-brominasyonu sonucu 1'in dimer arand 30 elde etmiglerdir(l). Daha
sonralan gerilimli siklik allenler Oizerine yapilan caliymalar bu bilegiklerin
izole edilemeyecek veya spekroskopik olarak gozlenemeyecek kadar reaktif
oldugunu gdstermistir(l). Balci ve Jones(2) ¢aligmalarinda 1,2-

Sikloheptadien'in 1b optikce aktif oldugunu gostermiglerdir.

R

O G O
= 2

i ReD 3

Halkal sistemlerde ¢ift baglarin halka gerilimini daha da artirdigx bilinmektedir.
Bu agidan la bilesigine benzen anelasyonunun etkisini gormek Igin
calismamizda 10 bilesiginin sentezl hedeflendi. 10 bilegigl sentezlenerek yapisi
spektroskoplk ve kimyasal yontemlerle aydinlatild,
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DENEL BOLUM

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

katilma 0rintine 5, 15 mlsu, 30 ml aseton ve 1,69 gr gimas nitrat katild.
Otoklavda 8-9 atmosfer , 124-126 °C'de 30 dakika mekanik olarak kanstinlds,
Oda sicakliginda reaksiyon kansimina 50 ml su ve 250 ml metilen klorar ilave
edildi. Cokelti (AgBr) filtre edilerek stzintiden uzaklastinldi. Sulu faz metilen
klorar {le (2x50 ml) ekstrakte edildl. Organik faz Na,SO4 tizerinden kurutuldu
evaparatdrde ¢dzica uzaklagtirildi. Madde kolon kromotagrafisi y&ntemiyle
silikajel kolonla saflastinldi. 6 Karbontetraklororden kristallendirildi (verim
%32, €.n.64-65°C, renksiz kristal).

1.7-Dibromo-3.4-Benzosikloheptadien 7. 2,39 gr (10mmol) alkol bilesigine 6,

30 ml mutlak benzen ilave edildi reaksiyon sicakhg -5°C'ye dagtralda. 1,58 gr
(20mmol) piridin ve 5,42gr (20mmol) fosfor tribromiir ilave edildi.12 saat

kanstinhp reaksiyon sicakhigi 0 °C 'de iken 30 ml su ilave edildi. Sulu faz

kloroform ile (3x50ml) ekstrakte edildi ve organik faz sodyum silfat izerinden

kurutuldu. Coézicd evaparatérde uzaklastirildi. Dibromtir 7 kolon

kromatografisi yontemiyle silikajel kolondan saflastinld (%56, renksiz sv),

1-Bromo-3.4-benzosikloheptadien 8. 1 gr (3,3 mmol) 1,7-Dibromo-3,4 Benzo -
1.3 sikloheptadien 7 bilesigi 30 ml THF'de ¢éztldd. 30ml THF'de sUspanse
edilmig 140 mg (3.68mmol) LiAlH;'Gin 0izerine damlatma hunisi vasitasiyla ilave
edildl. 40-45 °C'de 2 saat kanstinldi. Reaksiyon kanigim sicakligi 0°Clye
sogutuldu. Su jlave edildi, stizge¢ kagidindan snzalda, sozantd kloroform ile
(2x50 ml) ekstrakte edildi. Organik faz CaCl 0zerinden kurutuldu, ¢&ézica

eyaparatorde uzaklagtinldi, kolon kromotografisi yontemi ile silikajel kolonda
saflagtinldi (%85, renksiz sivi) .

Dimer 10.1 gram (4,5 mmol) vinilbromar bilesigi 8 30 ml THF'de ¢ézalda,
Ozerine 20 ml THF'de ¢6zalmas 0,56 gr (4,95mmol) potasyum tersiyer-butoksit
damlatma hunisi vasitasi ile ilave edildi, 2 saat 60 °C'de kanstinldi. Reaksiyon
kangimi oda sicakligina

getltﬂdl.so ml su ilave edildi ,metilenklortirle (2x50ml) ekstrakte edildi.Organik
fazCaClz 0zerinden kurutuldu, ¢éztcn evaparatdrde uzaklagtinldi. Karigim
aliminyum oksit kolondan saflagtinldi,  dimer 10 kloroform/hekzandan
kristallendirild! (%20,e.n.121-122°C, renksiz kristal ).
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SONUGLAR VE TARTISMA

Bu ¢aliymada hedeflenen allenin 9 sentezi Igin  3,4-dthidronaftalin 4 cikig
maddes! olarak kullanildi.llk olarak bu bilesige dibromokarben katilarak 7.7-
Dibromo-2,3-benzobisiklo (4.1.0lheptan 5 sentezlendi. 5'iln AgNOg esliginde
aseton-su ig¢inde 124-126 °C'de otoklavda agilmas suretlylé alkol 6 elde
edildl. 6 bilesigl PBr; lle muamele edllerek dibromar 7 ‘ye donastoralda. 7
biles{@inin LIAIH 4 lle Indirgenmes] sonucunda allen sentez! i¢in ddgandlen

reaktiflerden 1-bromo-3,4-benzo-1,3-slkloheptadien 8 sentezlendl. Bu bilesigin
C7 karbonundaki protonlar alllik pozisyonda bulundugundan dolay: asidiktr,

bu nedenle baz tarafindan protonlardan birl kolayca kopanlarak istenilen

dehidrobrominasyon gerceklesebllir ve boylece hedeflenen allen 9
sentezlenebilir. Bu eliminasyon, baz olarak potasyum tert-batoksit
kullamlarak, 60 °C'de gergeklestirildi. Reakslyon sonucunda termodinamik
kararli olan allen dimeri 10 tek 0Oran olarak izole edildi. Benzo grubu siklik
allenlerde halka gerilimini her ne kadar artirmakta Ise de ortamda diger

aranlere neden olacak pozisyon bulunmadigindan dolayr molekal gerilimli
siklik allene donasmektedir.

Br
r r Br
CO > CJ -G on = CCF
*d
— [EO— e

REAKTIFLER VE SARTLAR:
a)CHBrg,NaOH, Benziltrietilamonyum klorar, 40°c, b) AgNQ, , aseton, su, 115-

120°C, cJPBry,benzen.piridin.-16°C , d) LIAIH, THF.45°C, €] K-tert-butoksit.
THF.

Br
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POLIOKSAKLORHIDRINLERE EPIKLORHIDRININ KATILMASI VE
POLIOKSAEPIKLORHIDRINLERIN SENTEZI

Halil HOSGOREN ve Nureddin COLAK

Dicle Universites!, Fen-Edebiyvat Fakiltes! Kimya Bolama, Diyarbakir-Tarklye

ADDITION OF EPICHLOROHYDRIN TO POLYOXACHLOROHYDRINS AND SYNT-
HESES OF POLYOXAEPICHLOROHYDRINS

SUMMARY

Polyoxadichlorohydrin (PODCH) oligoners were obtained by adding epichloro-
hydrin (ECH) to polyoxachlorohydrins (POCHs) using 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-spectrums and elemental analysis results.
OZET

Polioksadiklorhidrin  (PODCH] oligormerleri HSO4 katalizdriGglnde,
epiklorhidrinin (ECH) polioksaklorhidrinlere katlmas: e elde edildiler. Bu
bilesikler eter iginde NaOH e etkilestirilerek poliocksaepiklorhidrinlere (POECH)

dontstaraldaler. Elde edilen bilesiklerin yapisi 13c.NMR, lR—spcktrumlan ve cle-
mentel analiz sonuglan ile karakterize edildiler.

GIRIS
Literatirde ilk polifonksiyonel klorhidrin HpSO4 katalizorloginde

ECH ile etilenglikoldan qkarak 1-kloro-3-(B-hidroksi etoksi)-2-propanolun
sentezi M.S.Kharash ve W.Nudenberg (1) tarafindan yapimigtir. Khorhid-
rinler ile ECHin HoSO4 katalizérligonde kondensasyonu T.Kawal (2)

tarafindan yapildigini gormekteyiz. Polietilen glikollerin bazi aromatik ve
alifatik epoksitlere katiimasi HCIO4 katalizorlogande ise C.Erk (3.4)
tarafindan yapilmisgtr. ;

Son yillarda bazi epoksit ve diepoksitlerin tarevieri, makrosiklik
eter sentezinde kullanimaya basglanmustr. Ornegin 1986 ylinda
Y.Nakalsuji ve arkadaslan (S). 1987 yilinda ise J.M.Pugia ve arkadaglan
(6) oligoetilendiglisidil eterleri ve 2-susbtitiie-2- (kloro metoksi) -oksiran
bilesiklerini siraysiyla makrosiklik eler sentizinde kullandilar.

Bu ¢alismada ise alkolik fonksiyonel gruplar tasiyan krown eterleri
sentezleyebilmek i¢in bazi PODCH ve POECH tarevleri hazirlanmigur.
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PODCH'lerin Sentezi
IS - o
+ Y_/—— s gt 3
Cl A\ 0/n OH Oi¥e (eter)ic) N0 /n 0 OH

=0,1,2,3
1 mol ECH ve 2 mol POCH katalik miklarda HoSO4 (% 98] ile
40-170 OC'ta 10 saal geri sogutucu alunda isitldi. Sogutulduktan sonra
:eakslyon kansimi Nal-glC03 ile nétrallestirilerek diisuk basing alunda

destillendi
POECH'lerin Sentezi

B Ny

n=0,1,2,3
200 mL eter icinde ¢ézilen 0,3 mol PODCH °Cye sogutuldu. Toz
haline getirilen 0,36 mil NaOH kansunlarak iki saat icinde kistm kisim

yukaridaki PODCH c¢6zeltisine ilave edildi. Reaksiyon kansim: 0°C'ta iki
saal daha kanstinldi. Stzilen eter fazi birkag kez saf su ile yikinirak, re-
aksiyona girmeyen NaOH fazlasi uzaklastinldi. Daha sonra eter faz
NapSO4 nzerinde kurutuldu. Eter ugurularak arin distk baasing

alinda destillendi.

SONUCLAR ve TARTISMA

, Bu cahgmada yeni PODCH ve POECH torevleri n=0,1.2.3 icin
hazirlandi. Hazirlanan bilesiklerin kaynama’' noktalari, “D25 kirilma indis-
leri, elementel analiz sonuclan ile reaksiyon % verimleri Tablo-1'de veril-

di. Bilesiklerin yapilan !°C-NMR ve IR- spektrumlan ile dogrulanmustr.
Ayrica Tablo-1'den géroldogn gibi, -hesaplanan ve bulunan C ve H %
d - uyum iginde olduklan gérGlmektedir. PODCH ve POECH

erinin (n=0.1.2,3) !3C-NMR kimyasal kayma degierleri Tablo-2 ve
verilmistir. n=0 i¢in 1.6-dikloro-4- oksa-2-hekzanol ve 1,2-epoksi-4-
-6-klorohekzan bilesiklerinde 5 farkh kimyasal kaymaya sahip C

5 farkl pik gézlenmektedir. (sekil-1.2) Buna karsihk n=1,2.3
_bilesiklerin C _iskeletindeki baltdn Clarinin pikleri ¢ikma-
Bu durum PODCH ve POECH turevlerindeki X, Clann yakin

egerlerine sahip olmalarindan &taradur. (sekil-3,4).

grlnm IR-spektrumlannda 1150 - 1085 cm~!
im,elrlls esnemesinden 6torg, absorbsiyon band 1125
)'_'-m:g‘.PQDCH larevierinin 3500 ¢m~! ‘deki OH ab-

POECH Ltirevlerinin spektrumunda kaybolmaktadir.
nin olusumuna ilave bir kamtur.




Toblo-1 : Polioksadiklorhidrin ve polioksaepiklorhidrin'lirin Flzlksel
ozellikleri ve elementel analiz sonuclan

Elementcl Analiz o
Bilesidin adi Kapal formalo k.n(0C) %  Desaplanan bulunan &

: yerim  WC  %H  %wC wH D
1.6-dikloro-4-0ksa-2- _ CgH;oClgOp 140-144 40 34,68 578 34,83 590 14750
hekzanol
1.9-dikloro-4.7-dioksa-2- C;H;,Clp05 126-128 55 3871 645 39,00 682 14741
nonanol
1.12-dikloro-4.7,10- : 1.4691
112-dikloro-$.7.10. \CgH|¢Cl04 1487183750 11,80 6.90° 4232 1731
1.15-dikloro-4,7.10,13- : 1.4727
iotraokea-2-pesiadal 1 C11H22C1205 176-184 34 4328 7721 4380 781
1,2-cpoksi-4-oksa-6- o
klorohekzan CgHgCl0g 96-100 5)1° 4396 659 4359 645 1,4497
) 2-epoksha T dicksa®: oy cio,  96-100 41 4634 720 4670 733 14559
1,2-cpoksi-4,7,10-trioksa- .
12-Klordodekan CoHjzCio, 128130 42 48ar 757 4800 793 14594
) 2-cpokel 471013 Hgiclop 162:166 56 4916 782 4972 811 14610

tetraoksa -15-
kloropentadekan

Toblo-2 : Polioksaklorhidrinlerin CDCI g iginde Bruker AC-200 L

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

Karbon No  n=0

1
2
3
4
5

Xn

Xn

42,58
45.58

69,75

71,02

71,45

n=l
45,53
45,63
69,95
70,99
71,84
70,45
70.71

n=2
42,29
45,46
69,66
70,74
71,65
69,97
70,23

n=3
42,25
45.41
69,54
70,63
71,57
69,87
70,12
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Toblo- 3 : Polioksaepiklorhidrinlerin CDCIg iginde Bruker AC-200 L

model 50,33 MH}3C-decoupled NMR spektrumlan
kimyasal kayma degerleri (ppm olarak) A

t

. KarbonNo D=0 n=1 n=2 n=3

, 1 42,49 42,28 42,09 42,33
0 2 143,46 43,39 43,00 43,64
3 *50,23 50,11 49,77 50,28

4 70.86 70,67 70.36 70,82

; 5 71,38 - 71,39 71,09 71,49
X = 69,94 69,63 70,10

\
258,

.



CDCs

Mo M
7é ' '74'7'0'8"6'6'2'5'8'5'4'5.0'4'6 '/:2
d ( ppm)

Sekil 2:1,2-epoksi-4-okza-6-klorohekzan'in C0C13 iginde alinms
Bruker AC-200 L model 50,33 M Hz. l3(: Decoupled nmr spektrumu.
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Sekil- 3 : 1,15- cikloro-4,7,10,13-letraskze~-2-pentaderanc] ‘ur. COCl igind2 alinms
Al . , -
Bruker AC-200 I madel 50,33 thiz '°C- Decouplec rmr spektrumu
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d ( ppm)

Sekil- 4:1,2-epoksi-4,7,10,13-tetrzokza-15-kloropentzdekan’in CDCl3' icinde alinmig
Bruker AC-200 L model 50,33 K nz.”c Decc.zled nmr spektrumu.

REFERANSLAR

1. M.S. Kharash and W. Nudenberg, “Condensation of epichlorohydrin
with ethylene giycol: Some new polyfunctional derivatives” J.Org.Chem.
180 - 193 3 .
Chem. Soc. Japon., Pure Chem., 80 (1953) 88
. "Addition of alcoholes to asymmetric epoxides”, Polymer Bulle-
0) 455 - 460 _
dition of polytehyleneglycols to asymmetrical epoxides”,
n 10 (1983) 315 - 320 .
. Kikui, 1. lkeda and M. Okahara. “Synthesis and
of new lype of macrobicyclic compounds”, Bull.
1986) 315 - 316
C.V. Cason and R.A. bartsch, "Synthesls
1 abilities of crown ether terliary”, J. Org.
541 - 547




DIKLOROKETEN ILE BAZI ALLILETERLERIN SIKLOKATILMA
TEPKIMELERI

Hilya SENOZ ,Mehmet TOY,Stileyman YILDIRIR
Hacettepe Universitest Mith.Fak.Kimya Bslimii Beytepe Ankara

CYCLOADDITION REACTIONS OF DICHLOROEKETENE WITH ALLYL ETHERS
SUMMARY

In this study glhcnylallylcthera containing electron withdrawing and
clectron donating substituents have been synthes and the [2+2] dition
reactions of these ethers with dichloroketene was realized . It has been &emd that
phenylall{‘l ethers having electron withdrawing substituents did not give
cycloaddition reactions, but the phenyln:g‘l’ cthers having electron donating
substituents yield [2+2] cycloadducts and claisen rearrangement byproducts.
These products were seperated by TLC and column chromatography me s and

their structures were investigated by IR and 1H NMR spectroscopy.

ozeT

Bu calismada elektron gekici ve elektron verici sQbstitientler igeren
fenilallil eterler sentezlenmis ve bu eterlerin dikloroketen fle [2+2] siklokatima
tepkimeleri gerceklegtirilmistir, Elektron g¢ekici sObsitientler !Tercn fenilallil
eterlerin siklokatilma tepkimeleri vermedigi uﬁg:lcnmlyur. Elektron vericl
slibsitientler igeren fe eterlerin ise sikloka tepkime Qrdna nda bir
miktarda Claisen ¢evrilmesi tirQt irinler vcrdt% llec stir. Ince tal ve kolon
kromatografisi ydntemleri ile bu Qriinler birbirinden aynlmugy, IR ve NMR
spektrumlan ile yapilan aydinlatilmigtir.

GIRIS

Ketenler heterokumulenlerin RjRoC=C=0 genel yapisina sahip ¢ok
aktif ve onemli Qyeleridir. Yoksek reaktifliklerinden dolay: organik
sentezlerde endastri ve laboratuvarda dnemli yer tutarlar.

Ketenler hakkindaki ilk ¢aligmalar Staudinger tarafindan
yapilmistir.Staudinger'in ¢aligmalanndan bu yana olduk¢a uzun bir zaman
gecmesine ragmen yalmiz bir kag keten saf olarak elde edilmigtir. Ketenlerin
saf elde edilmesi zor oldugundan tepkime ortaminda olugturulur.

Ketenlerin dnemli ozelliklerinden-biride alkenlerle 1sisal [2+2] siklokatilma
tepkimesi klestirmesidir. .

K:tenleﬂng:lrlcg:nlzlc yaptii siklokatiima tepkimelerinin tek basamakta
gergeklesen ve dortla halka olugturan tepkimeler oldugu bilinmektedirl.
Ketenlerin siklokatiima tepkimelerinin dnemi bu tepkimelerin
stereospesifik olmasindandir. Siklokatilma tepkimelerinde, [2+2]
katilmalan 1sisal yasaklanmig olmasina karsin komponentlerden birinin
antrafacial yaklagim ile bu tepkimeler 1sisal olarak gergeklegebilirler.
Ketenler bu tip tepkimeler icin ideal antrafacial yaklasan komponentlerdir.
Ketenin karbon atomlarindan birl sp hibriti yaptig icin antrafacial katiima
i¢in minimum bir sterik engel igerir.

37



DENEL BOLUM

Bu calismada kullanilan fenilallileter, p-klorofenilallileter, p-
tolilallileter, p-nitrofenilallileter ve p-siyanofenilallileter sentezlenmistir2,
Gok reaktif olan dikloroketen Ise trikloroasetilklordran Zn {le
eliminasyonundan elde edilip, tepkime ortaminda siklokatiima tepkimesine
sokulmustur,

Stklokatiima tepkimesi helyum atmosferl altinda kuru eter/dimetoksietan
¢dz0ich kangiminda 48 saat kaynatilarak gerccklestlrﬂmistlr".

SONUCLAR VE TARTISMA

Tepkime sonucunda p-nitro ve p-siyano gibl elektron gekicl sObsitientler
iceren eterlerin, ketenler lle siklokatiima tepkimelerine girmedikleri
gornlmastar. Conka kuvvetli elektron cekicl subsitientlerin allil ¢ift bag:
fizerindeki elektronlan gekerek doymamus bilegikteki elektron yogunlugunu
azalttifi, dolayisiyla bu siklokatilma tepkimesini engelledigl
dostnalmektedir. Elektron verici soibsitient igeren eterler ise dikloroketen
fle [2+2] siklokatima tepkimesi vererek diklorosiklobQitanon tarQ Orinler
vermislerdir. Siklokatilma tepkimes| yaninda bir miktarda Claisen tara bir

cevrilme ile yan Girdndnde olugtugu goZlenmisthA.

Cl\ al I(I)
o Y=+ Seco—5 o~ )=
7 Cl
: Cl
Alll Eter Keten [232] Siklokatilma OrainQ
R=H. CH3, Cl '

——— e -

Ince tabaka ve kolon kromatografisi ydntemleri kullanilarak bu Granler

birbirinden aynlmus, yapilari IR ve NMR spektroskopis! yontemleri ile
aydinlatilmistir, Siklokatiima rQinlerinin IR spektrumunda; k);rbonu grubu

pikd dortl halkanin gerginliginden dolay: 1810-1812cm™ 'de gozlenmektedir.
Etere ait C-O gerilme bantlan ise 1200-1100 cm™ civannda gozlenmektedir.
1H NMR spektrumlannda ise;

8=6.5-7.5 ppm 'de aromatik protonlar multiplét

8=4.0-4.3 ppm 'de O-CHz protonlan doublet

5=3.1-3.4 ppm'de 40 halkadaki Q¢ proton multiplet

p-tolilallileterin siklokatilma Ornnogde ise; %

$=2.3 ppm'de aromatik halkaya bagh
gozlenmistir, ya bagh CH3 protonlan singlet olarak
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MOLEKUL iCl [2+2] SIKLOADISYON TEPKIMES] iLE BAZI
HETEROSIKLIK BILESIELERIN SENTEZI

Mehmet TOY , Hiilya SENOZ ve Siileyman YILDIRIR
Hacettepe UOniversitesi Miih.Fak.Kimya B&limai Beytepe Ankara

SYNTHESIS OF HETEROCYCLIC COMPOUNDS WITH INTRAMOLECULAR [2+2]
CYCLOADDITION

SUMMARY

As known bicyclic and tricyclic compounds containing heteroatoms can be
synthesized by the reaction of intramolecular cycloaddition of ketenes. In this work,

intramolecular [2+2] cycloaddition of phenoxyketenes which carry different
substituents are investigated.
In drder to synthese phenoxyketenes, first phenoxyacids having formyl in o-
quslﬂon are synhetized and than these acids have been converted into tosylates by the
terraction with p-toluenesul hon{ll‘chlonde. And than phenoxyketenes have n
produced by the interraction of tricthylamine. It has been observed that benzofurans
with different substitiients formed . as result of intramolecular addition with formil
groub which are on o-position of phenoxyketens.

OzET

Ketenlerin molekil lﬁl sikloadisyon tepkimest lle birgok heteroatom igeren
bisiklik ve trisiklik bilestkler sentezlenebilmektedir. Bu caligmada degisik
siibstituent tasiyan fenokstketenlerin molekal igl (2+2] sikloadisyonu
incelenmistir. Fenoks! ketenleri sentezleyebilmek i¢in ®ncelikle o-pozisoyonunda
formil iu iceren fenoksi asitler sentezlenmig ve bu asitler p-toluen sulfonilklorir
fle etkilegtirilerck tosilatina gevrilmigtir. Daha sonra trietilamin ile etkilegtirilerek
fenoksi ketenler olusturulmugtur. Fenoksi ketenlerin o-pozls onunda bulunan formil
grubu fle molekdl igf katlma sonucu degistk sbstituentlf benzofuranlar olugtugu
gozlenmigtir.

GIRIS

Ketenlerin 1sisal [2+2] sikloadisyon tepkimesl ile, bagka yollarla
sentez! oldukca gog olan siklobatanon tarevlerl sentezlenebllmektedirl. Bu
tepkime, moleknf icl veya molekaller arasi olarak gergeklegebilmektedir.
Brady ve arkadaglan?:3, orto konumunda doymamig gruplar igeren bazi aril
gruplu ketenlerle 1sisal olarak molekal ¢l sikloadisyon tepkimeleri
gerceklestirerek tristklik bilesiklerin sentezlenebllecegini gostermiglerdir.
Bizim bu caligmadaki amacimiz lIse, orto konumunda c¢ift bag I¢eren
fenoksiketenlerle 1sisal molekal Igl [r2s+n2a) sikloadisyon tepkimesi
sonucy heteroatom igeren tristklik bilesikler sentezlemektir. Bu amacla orto
konumunda formil, allil ve imin (C=0, C=C ve C=N) glbl doymamig gruplar

.
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lo’e.ren fenoksiketenler sentezlenmis ve bu ketenlerin isisal molekal igi
sikloadisyon tepkimeleri gergeklestirilmeye caligilmigtir.

H e
e O
R

R

Y=C,O,N

DENEL BOLUM

Fenoksl asitleri a-halo karboksilik asitlerin bazik ortamda salis{l aldehit ile
slibstitisyonundan elde edilmigtir., Elde edilen fenoksi asitler p-
toluensalfonil klorar ile dnce tosllatina , daha sonra NEt;'ll ortamda
ketenine donOstarQIlmastar. Bu ketenler kararsiz oldugu i¢in keten olusumu
ve sikloadisyon ayn1 anda tepkime ortaminda gergeklestirilmigtir. Meydana
‘gelen halkali katilma dartinlerl kolon kromatografisi ydntem! ile yan
Qrdnlerden aynlmig ve IR, lH-NMR spektrumlar alinarak yapilari
aydinlatilmigtir.

AR
: "
Abritn

. SONUGLAR VE TARTISMA

(= e

lisyon tepkimesinde en olumlu sonug orto konumunda formil
igeren bileglklerde gézlenmis oldugundan ¢alismamiz bu yone



R=CHgz, CgHs, CeHls

Yaptifimiz ¢calisma sonucunda molekal i¢l sikloadisyon tepkimesinde elde
edilen trisiklik QGrQnlerin kararsiz oldugu, siklobQtanon halkasinin
dekarboksile olarak benzofuran tfirevl bllesikler olugturdugundan
anlasiimistir,

' H Ha :
O O

._?=C=0 )
R

1 R=CHg
I R=Coip
I R=Cete

Benzofuran tarevi irinlerin spektroskoptk verileri:
I. Oran igin IR spektrumunda: 3050 cm’! aromatik hidrojenlerin gerilme
bandlan, 1620 em-! furan halkasinin C=C titresim bandlar, 1600 em-!
benzen halkasmin C-C titresim bandlan, 1200 cm furan halkasinin C-O-C
titresim bandlan goralmektedir. ;
NMR spektrumunda : 8= 2.5 ppm(s) CH3 protonlan

8= 6.4 ppm(s) Ha protonlan

§= 7.0-7.8 ppm(m) aromatik protonlan
II. Ortin igin IR si)ektrumunda 3050 cm”! aromatik hidrojenlerin gerilme
bandlan, 1615 cm™} furan halkasinin C=C titresim bandlan, 1600-1400 cm’!
benzen halkasinin titresim bandlar 1200 cm’! furan halkasinmn C-O-C
titregim bandlan gortlmektedir.
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'NMR spektrumunda : 8= 1.5 ppm(t) CH3 protonlan

&= 2.8 ppm(g) CHg protonlan

5= 6.5 ppm(s) Ha protolan

8= 7.0-8.0 ppm(m) aromatik protonlar
III. Ortin i¢in IR spektrumunda: 3050 cm™! aromatik hidrojenlerin gerilme
bandlan, 1620 cml furan halkasinin C=C titresim bandlan, [600-1400cm™1

benzen halkasinin titresim bandlari, 1200 em! furan halkasinin C-O-C
titregim bandlan goralmektedir.

EN=1RI°C Lit EN.=120-121°C 'dr.
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i{ZOKSAZOLIDIN-5-SPIROSIKLOPROPANLARIN GEVRILMES] : NITRON-
METILEN SIKLOPROPAN 1,3-DIPOLAR STKLOKATILMA REAKSIYONUNDA
REGIOSECIMLILIK

Yasar DURUST (*), Alberto BRANDI (**), Francesco DE SARLO (**)
(9 Karadeniz Teknik Unlversitesi, Fen-Edeblyat Fakaltest, Kimya Bolamd,
61080 Trabzon , Turkiye -

(*Y Dipartimento di Chimica Organica "Ugo Schiff*, Unlversita di Firenze, Via
G. Capponl 9, [-50121, Firenze, ltalya

THE REARRANGEMENT OF ISOXAZOLIDINE-5-SPIROCY! CLOPROPANES: THE RE-
GIOSELECTIVITY IN NITRONE-METHYLENECYCLOPROPANE 1,3-DIPOLAR CYCLO-
ADDITION REACTION

SUMMARY

The thermal rearrangement of isoxazolidine-5-spirocyclopropancs obtained by
1,3-dipolar cycloaddition of C.C-disubstituted nitrones and methylenecyclopropanes
has been studied. Due to the lack of the hydrogen atom at the C-3 position of the isoxa-
zolidine ring the mhetmclic ketones, tetrahydroryridones. structurally differen-
tiated according to the starting dipoles and polarophiies, formed. .

OZET

C.C-Disubstitue nitronlar ve metilen siklopropanlann 1,3-dipolar siklo katilma
reaksiyonlanndan elde edilen {zoksazolidin-5-spirosiklopropanlann 1sisal
cevrilmesi ¢ahsildi. lzoksazolidin halkasindaki C-3 karbonunun hidrojen atomuna
sahip olmamas: nedeniyle baslangic dipollere ve polarofillere ba?h olarak farkh
yapn&rda azaheterohalkali ketonlar,tetrahidropiridonlar elde edildi.

GIRIS

Izoksazolln-s-spimslklopropanlarm 1s1sal gevrilmelerl azaheterohal-
kalarin, &zellikle indolizin ve kinolizidin gibl azotun koprbag: konumun-
da oldugu alkaloidlerin sentezi i¢in gegerll yeni bir ydontem sunmaktadir
(1.2). Bu galismada gesitli nitronlarin metilensiklopropanlara siklo-
katilmalari gcrceklesurﬂerck katilma aranlerinin 1sisal ¢evrilmeleri

amaclanmigtir.

DENEL BOLUM

A-Nitron-metilensiklopropan 1,3-dipolar siklokatilma reaksiyonu;
{zoksazolidin-5-spirosiklopropanlarin elde edilmesi-Uygun ketonla N-
metilhidroksilaminden hazirlanan nitron ve metilen siklopropan kuru
benzen veya toluende kapali bir lOpte 60-80°C nranleri kangimi flag kolon
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kormatografisi ile aynlarak izoksazolidin-5-spirosiklopropanlar elde
edildi.

B-1zoksazolidin-5-spirosiklopropanlarin 1sisal cevrilmeleri: tetrahidro-
piridonlarin olusumu-Izoksazolidin-5-spirosiklopropan FVT (Flas Vakum

Termoliz, 103 mm Hg, 300- 400 ¢ ) kosullannda buharlagtinlarak
(25-180 °C ) ele gegen ham aran flag kolon kromatogralfisi (silika jel) ile sa-
flastirildi ve cevrilme QrQnleri tetrahidropiridonlar elde edildi.

Elde edilen yeni bilestklerin yapilan NMR ( 'H, '°C Varian Gemini 200
ve 50.3 MHz), GC-MS (Hewlett-Packard 5790-5970 A), MS (Carlo Erba QMD
1000), IR (Perkin Elmer 881) tekniklerl kulanilarak aydinlatildi. Kugelrohr
damitmasi i¢in Biichi GKR-50 cihazi kulanildi.

SONUCLAR VE TARTISMA

Nitronlarin metilensiklopropanlara 1,3-dipolar siklokatilmalari ile
beklenen izoksazolidin-5-spirosiklopropanlar elde edildi. Ornek olarak;
C.C-difenil-N-metilnitronun metilensiklopropana katilmas: sonucunda
tek bir Grdn olustu (Sekil 1).

0
Ph.__Ph A AL
Me” O™ 75% Me” O 70% Ph
|
Me
Sekil 1
N-Metil-siklohegzilidenamin-N-oksid ve N-metil-siklopentilidenamin N-

oksidin metilensiklopropana siklokatilmalan ile birbirine oranlar1 6:1 o-
larak bulunan izoksazolidin-5 ve izoksazolidin-4 spirosiklopropan regioi-

zomerler kansimi elde edildi (Sekil 2).
o- A Me
e 4. 8.8

Sekil 2 Me
.}ﬁk&azolldln—s-splroslklopropanlarm verimlerl baslangic nitron bilesigl

- C.C-difenil-N-metilnitron oldugunda en yoksek bulun

peoseccnt-h-met mustur (% 75). Siklo-
, hggzanve siklopentan halkasi iceren nitronlardan olusanlar ise oransal ol-
- arak daha dogak bir verimle elde edildiler. Bunun nedeni bu bilesiklerin ol-

ukea usueu bir yapiya sahip olmalar yaninda baslangig nitron



bilegiklerinin de daha az reaktif olmalaridir.

Nitron-metilensiklopropan 1,3-dipolar siklokatilma reakslyon-
larinda beklenildigi Ozere reglosegimlilik oldukca yoksek bir oranda
gergeklestl. lzoksazoudm-s-splroslklopropanlann tetrahidropiridonlara
cevrilmeleri de regiosecimll bir nitelik tasimaktadir, yani sadece 5-
regioizomerde siklopropan halkas: se¢imli olarak bdlanmekte ve sekonder
radikalik bir ara Gran olusmaktadir. Daha sonra bu ara Gr{inQn halka ka-
panmasina ugramasindan tetrahidropiridon elde edilmektedir.

KAYNAKLAR

1. A. Brandi, S. Garro, A. Guarna, A. Goti, F. Cordero and F. De Sarlo,
"Rearrangement of isoxazoline-5-spiro derivatives. 2. Synthesis and rear-
rangement of tetrahydréisoxazole-5-spirocyclopropanes. Preparation of
precursors of ginolizine, 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 cycloaddition of substituted five-membered cyclic nitrones
and methylenecyclopropanes. Stereoselective synthesis of 3,5-substituted
indolizinones", J. Org. Chem., 55 (1990) 1762-1767.

47



s

tfindckiie 09
B r)‘p ." <1} - ‘ 1

! Mmm} il

(* bl ia e 5
Bl ol T
',"_11 Uy A

Wbt Sbis




7- SUBSTITUE SIKLOHEPTATRIEN (SHT) BiLESIKLERININ BENZIN ve p-
BENZOKINONLA SIKLOKATILMA REAKSIYONLARI

Abdullah MENZEK ve Metin BALCI
Atatirk Unir>rsitesi Fen-Edebiyat Fakiltesi Kimya Bslimii Erzurum - Tarkiye

CYCLOADDITION REACTIONS OF 7 - SUBSTITUED CYCLOHEPTATRIENE (CHT)
COMPOUNDS WITH BENZYNE AND p-BENZOQINONE

SUMMARY

Compounds 1 and 2 were synthesized as 7-sbstitded CHT. The cycloaddition
reactions of componds 1 and 2 with benzyne were investigated. Reaction of benzyne
with 1 gave 5 having nocaradicne (NOR) structure and reaction with 2 provided the
fsomer 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.

OzET

7-Stibstitiie SHT bilesigi olarak 1 ve 2 senteziendl. 1ve 2 bilesiklerinin benzinle
siklokatlma reaksiyonlan incelendi. Benzin 1 bilegigiyle norkaradien (NOR) yapilannda
3 ve 4 zomerlerini verirken, 2 ile dec NOR yapisinda 5' olugturdu. NOR yapisinda olan
7, 2'nin p-benzokinonla olan reaksiyonundan eclde edildi. Daha sonra 7 piridin ve

asclik asit anhidridll ortamda 6'ya ddndgtaraldd.
GIRiS

Son 20 - 30 yilda Qzerinde cahsilan konulardan biri de sikloheptatrien
(SHT) - norkaradien (NOR) dengesidir (1). Bu galigmalarda SHT ve SHT
tirevleri alinmigtir. Daha &nceki calismalarda SHT ‘nin benzinle
reakslyonlart arastinilmis, bu reaksiyonlarda [2+2]. [2+4] ve En kaulma
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aronleri elde edilmistir(2). Burada elde edilen (2'+4) katilma Qrond SHT
yapisindadir.Bir SHT tarevi olan dihidroheptalenin benzin ve diger
dienofillerle olan katilma reaksiyonlan incelenmis ve her ikl SHT halkasina
ait katilma Qriinlerinin NOR yapisinda oldugu belirlenmistir(3). Bu ¢alismada
7-stbstitde SHT bilesiklerinin benzin ve p- benzokinonla olan siklokatilma

reakslyonlannin incelenmesi amaglandi.

DENEL BOLUM

Exo -7 - siyano - 2,5 - benzo - trisiklo [4.1. O . d 8
hepta - 3-en 3 ve endo- 7 - siyano- 2,5 - benzo - trisiklo
[ 4.1.0.01:% | hepta - 3 - en 4 'iin sentezlerl 15,2 g (82,4 mmol)
Benzendiazonyum-2 karboksilat hidroklorar, 3 g (25.6 mmol) 1, 300 mg
AgNO 5, 160 ml 1,2 diklor etan ve magnetik bar iki boyunlu 250 ml'lik bir
balona kondu. Olugan karsim 100 °C de ve N, altinda 2 gan reflux edildi.
Kansim banyoya kondukdan sonra Ny ¢ikarken kangimin rengl siyaha dogru
gitti. Cozelti sogutuldu ve ¢dz0cOsn evaporatdrde ¢ekildi. Ham ardn silikejel
kolondan eter/hekzan (1:9 ) ile elue edildl. Kolondan dnce 3 sonra da 4 geldi.
3 ve 4 Granleri ayn ayn eter/CHChL den kristallendirildi. Toplam verim % 40
civanndadir. 3'0n erime noktas: 163-165 °C ve 4'an ki ise 108-110°C dir.

Exo - 7 - karbometoksi - 2,5 - benzo - trisiklo[4.1.0.0. 8]

-hepta - 3 - en S'insentezl : 14.2 g (77 mmol) Benzendiazonyum -2-
karboksilat hidroklortir, 2,89 g (19.26 mmol) 2, 300 mg AgNO4, 180 ml 1,2
diklor etan ve magnetik bar iki boyunlu 250 ml'lik bir balona kondu. Olusan
kangim 100 °C de ve N, altinda 2 gan reflux edildi. Karisim banyoya
kondukdan sonra N, cikarken, kangimin rengl siyaha dogru gittl. Cozeltt
sogutuldu ve ¢dzlicisn evaporatdrde cekildl. Ham 0irdn silikejel kolondan

eter/hekzan (1:9) lle elue edildi. Ham Qrin 5 eter/CHCL den kristallendlrﬂdl
Verim % 45 civanindadir. Erime noktas: 101-103°C dir.

10 - Karbometoksi - tetrasiklo [6.3.202,7 .09.11]
trideka -3 ,5- dion-4, 12 - dien 7 .540 mg (5 mmol) p-
benmklnon lie 1.0 g (6,67 mmol) 2 S ml CHCl; de ¢ozalda. Olusan ¢ozelti

klmya clhazinda ( Baranson 3200 ) ve 40°C de 7 gan reakslyona

LMU. Sogutulan ¢ézeltinin ¢6z0casa evaporatorde cekildi. Ham Orn eter
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/ CHClg den kristallendirildl. % 89 verimle 1,15 g 5 elde edildl. Erime
noktast 154-156 °C dir.

Exo -7 - karbometoksi - 2,6 - p - diasetoksibenzo -
trisiklo [4.1.0.0 1:8] hepta - 3 -en 6. 450 mg (1.74 mmol) 7.2.0
g (19,6 mmol) asetik anhidrid , 2,5 g piridin ve magnetik bar egliginde 25 ml
lik bir balona kondu. Olugsan kangim oda sicakhfinda 12 gan kangtinldi.
Reaksiyon kangim seyreltik soguk HCI c¢ozeltisine dokalda. Soguk kanguma
50 ml CHCl katilarak 15 daklka karistinldi. CHCl; 1o kisim ayirma
hunisinden ayrildi ve 2 defa daha 300 ml suyla yikandi. Cozeltl

kurutuldukdan sonra ¢6ziicisQ evaporatdrde cekildi. % 60 verimle 482,5 g 6
Orona elde edildL.

SONUCLAR VE TARTISMA
7-Siyanosikloheptatrien (1) ve 7-karbometoksisikloheptatrien (2)

sikloheptatrienden gikilarak sentezlendi(4). 1 ve 2 bilegiklerinin benzinle
reaksiyonlan gergeklestirildi ve reaksiyon ariinleri olarak NOR yapisinda 3, 4.

1 2

ve 5 bilesikleri elde edildi. 3 ve 4 bileglkleri birbirinin izomeridir. 1 blesiginin

X R4 R2 Ra

3 CN H H N
4 H CN H

5 CO,CH; H H

6 CO,CH; H OAc
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SHT - NOR dengesinde exo ve endo olmak 0zere ikl tane yapi vardir. Benzin,
bu iki NOR yapisindan exo ‘ya katilarak 3 0 , endoya katilarak da 4'g
vermistir. 2 bilesiginin p-benzokinonla olan siklokatima reakslyonlanndan 7
arana elde edildl.

Elde edilen 7 0rona de oda sicakhiginda asetik asit, anhidrit (Ac,0) ve
piridinli ortamda 6 Qr dnine donagtaralda( 5.

Elde edilen oronler kromatograflk metotlarla aynldi veyapilan
spektroskoplk yontemlerle belirlendL

CO2CH3

(0] O o]
ACzo
BiE=——

—_— 6
Piridin

X yapisindaki Grinler (3, 4,5 ve 6 ) gerilimli ve piramitlesmis alkenlerdir.

Bu bllesi2in ilging olabilecek katima reaksiyonlan ( Bry gibi ) verebileceg!
distnimektedir,

KAYNAKLAR
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(E),(Z)-3,5-DIMETIL-2,4-HEKZADIENOIK ASIiDIN SENTEZI

Kemal YELEKCH

Marmara Universitesi, Fen Edebiyat Fakiltest Kimya Balamii
Géztepe - ISTANBUL

SYNTHESIS OF (E ), (Z)-3,5-DIMETHYL-2,4-HEXADIENOIC ASID
SUMMARY '

2,4-Hexzadienoic acid derivatives are very valuble intermediates in polymer
synthesis as well as in many organic reactions. We aimed to synthes&g this
compound with a minimum number of steps and effective 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 strereospecific manner.

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

OZET

2,4-Hekzadienoik asit tQrevlerl hem polimer sentezlerinde hemde birgok
organik tepkimelerde &nemli bir ara firind@r. Bu asidin (E) ve (Z ) formlannin
minimum lepkime basama@y ve etkill stercokimyasal kontrolll sentezi bu
¢alismada amag edinilmigtir. Sentezdekl en nemli basamak ise istenilen ¢ift bagin
stereospesifik bir i:klldc bilesige yerlestiriimesidir.

Metodun kapsam ve (Z) asidinin hazirlanmasina uygulanmas: detayh bir
sekilde agiklanmigtir.

GiRis

(E), (2)-3,5-Dimetil-2,4-hekzadienoik asid hem polimer kimyasinda
hemde sentetik organik kimyada énemli ara QrQnlerden biridir (1). Asidin
daha kararh olan Z izomerinin sentezi E izomerine gére daha zordur. Elde
edilen Z izomerinin esterinin hidrolizi sirasinda dnemli miktarda E izomerl
olugsmaktadir. Saf Z izomerinin etkili sentezi ekonomik agidan ¢ok
dnemlidir. Galismalarimizda saf Z izomerinin sentezi, elde edilen hidroksi

esterin tiyonil klorar ile laktonlagtinldiktan sonra sodyum hidroksit ile

isleme sokulmasiyla bagsanlmsgtir. 2

DENEL BOLUM

Mikroanalizler Galbraith laboratuarlaninda (Knoxvill, Tennesse )
yaptirilmigtir. Erime noktalari Thomas-Hoover aletinde Slgilmis ve
dazeltilmemistir. Nokleer magnetik rezonans spektrumlan (NMR) JEOL FX
90 Q spektrometresinde alinmigtir. CDCIg ¢ozaca ve tetrametilsilan ¢
standart olarak kullanilarak kimyasal kaymalar ppm olarak kayit
edilmistir.

Etil 3.S-dimetu-s-hid'rokzl-bhekzenoat (1) (2) * 50 mL 0¢ boyunlu bir
balon mekanik bir kanstirici, damlatma hunisi ve kalsiyum klorar kurutma
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tapi lle donatildiktan sonra igerisine 3,28 g ( 50 mmol) aktiflestirilmisg
c¢inko lozu cklcnmislirz. Damlatma hunisine ise 8,5 g ( 50 mmol) c!.il
bromoasetal ve 4,9 g (50 mmol) mesitil oksit kansimi yerlestirilmigtir.
Cinko tozlari kuru benzen ile kaplanarak yaklagtk 1 mL damlatma
hunisindeki karisimdan ilave edilmigtir. Tepkime baslayincaya kadar balon
yavasca isiilmistir. Karigirmaya baglanilarak ekleme hunisindeki geriye
kalan karisim, ortamin asirl isinmamasini saglayacak sekilde eklendi.
Ekleme tamamlandikian sonra karisim 30 dak. daha kaynatildi. Karigim
buz banyosunda sogutulduktan sonra 2,5 g derigik H2SO4. 75gsuve25¢g
buz karisimi ile hidroliz edildi. Organik faz aynld: ve sulu faz 1,5 mL benzen
ile ekstrakle edildi. Organik fazlar birlestirilerek NagSO4 ile kurutuldu.
Benzen faz saflastinlmadan bir sonraki igslemde direkt olarak kullanildi,

Etil 3-metilen-5-metil-4-hekzanoat (2 ) (3) Bilesik 1' in benzen
¢ozeltisi mekanik karigtincl, termometre ve geri sogutuculu 100 mL ' lik bir
balona yerlestirildi. Cézelti kanistinilirken 3,75 g P9Os5 kisimlar halinde
dikkatlice balona eklendi. Tepkime baslayincaya kadar balon hafifce 1s1tild
ve sicaklik bir saat boyunca 60 -70 © C 'de tutuldu. Tepkime karigimi buz
banyosunda sogululdu ve koyu kahverengi ¢ozelti, balonun i¢ geperlerine
yapismis olan fosforik asitten ayrldi. Benzen doner buharlastinicida
ucuruldu. Bakiye distillendi ve 4,35 g ( iki basamak igin % 51 verim ) Grn
elde edildi. kn. 78-80 © C (9 mm Hg).

Etil ( Z) -3,5-dimetil-2,4-hekzadienoat ( 3 ) : Gerl sogutuculu ve mekanik
karistiricih ©i¢ boyunlu bir balona 16,7 mL etanol ve 0,13 g taze kesilmis
sodyum metali dikkallice eklendl. Sodyum tamamen ¢éztldikten sonra 5,C
g bilesik 2 tepkime kabina eklendi. Kangim 3 saat sire ile gerl sogutucu
alinda refluks edildi. Coéziicti déner buharlastincida uguruldu. Bakiye
soguk suda ¢odz0ldQ ve sonra hemen eter ile ekstrakte edildi. Eter faz1 MgSO4
fle kurutuldu. Eler déner buharlastinicida uzaklagtinildi ve 3,2 g ( % 64
verim) bilesik 3 elde edildi.

(Z) - 3,5-Dimetil-2,4-hekzadienoik asit (6) : Bir ¢nceki islemde eter
eksiraksiyonundan geriye kalan bazik ¢6zelti buz banyosunda sogutuldu ve
2N HCl ile pH 2 'ye asillendirildi. Yagimsi tabaka eter ile ekstrakte edilerek
MgSO4 lle kurutuldu. Eterin uzaklagtirmasindan sonra igne seklinde
sanmsi kristaller elde edildi. % 90 etanol ile tekrar kristallendirilmesi 0,6 g
( 1l islem igin 9% 14 verim) Griin 4 ' verdi. en. 67 © C . 1H-NMR (ppm) : 11,06
(t, 1H-1), 6,41 (t, 1H-4), 5,68 (t, 1H-2), 2,03 (t, 3 H-8), 1,85 (t, 3H) 1,75 (t, 3 H) .
Proton spekirumu yaymlan 15 degerlerle uyum icerisindedir (4). 13 c-NMR

(2[3);2 : 171,23 (C1) 155,8 ), 139,18 (C3), 124,08, 116.98, 27,09, 25,46,

(E) - 3,5-Dimetil-2,4-hekzadienoik asit (5) : Geri sogutuculu 50 mL iki
bzr;nlu bir balona 15 mL 9% 90 'lik oetanol, 0,31 g NagOH ve 2 g bilesik 4
eklendi. Tepkime karigimi 9 saat refluks edildi. Alkol déner buharlastincida
uzaklagtinidi ve bakiye su fle karistinldi. Tepkimeye girmeyen organik
kg}mtg eter lle 1ki defa ektrakte edildl ve atildi. Sulu faz ise pH 2 degerine
kadar asitlendirildl. Organik faz aynldi ve sulu faz ise ki defa 10 mL eter ile
eklrakle edildi. Organik fazlar birlestirilerek MgS0O4 ile kurutuldu. Eter
déner buharlagtiricida uzaklastinildi ve geriye kalan bakiye buz

banyosupda sogutularak kristallendirildi. A

et : setonda tekrar

: mhniiﬂlmesllse 0.8 ¢ (% 80 verim) prizma seklinde bilegik 6 ‘i verd|.
L



1
en, 92°C "H-NMR (ppm) : 11,95 (t, 1H-1), 5,77 (t, 1H), 5,70 (s, 1H) 2,26 (t, 3H)
1,85 (1, 6H). Proton spekirumu yayinlanmis degerlerle uyum icerisindedir (4)
. 13 C-NMR (ppm): 172,84 (C1), 156,90, 128,63, 117,19, 27,14, 20,05, 19,83.

4,6,6- Trimetilokza-3-siklohekzen-2- on (7) : Bilesik 1'in benzen
cozeltisi 12,5 mL ‘ye deristirildi. 1,3 mL tiyonil klorir bir sinnga yardimi ile
60 dak. sire icerisinde eklendi. Tepkime karisimi hi¢ bulutlu nokta
kalmayana kadar relluks edildi. Tepkime karigimi oda sicakhgini kadar
sogululdu ve ugucu maddeler déner buharlagtiricida uzaklagtinildi. Kalan

bakiye 100- 110 °C (0,005 mm Hg)' de damitildi. 47 g ( iki basamak igin %
67 verim) bilesik 6 elde edildi. Laktonun kristallenmesi buz banyosunda
gerceklesllrildi. Oda sicakliginin altinda eridigi icin erime noktasimin tesbiti

i¢in herhangi bir ¢aba harcanmad. 1H.NMR (ppm) : 5,80 (t, 1H), 2,35 (t,

2H) . 1,97 (t, 3H), 1,43 (t, 6H). 13 C-NMR (ppm) : 164,43, 155,28, 115,48,
79.10, 40,58, 27,36, 22,92.

(Z) - 3,5-Dimetil-2,4-hekzadienocik asit (6) : Azot gaz girigli,
sogutuculu ve damlatma hunili ii¢ boyunlu bir balona 15 mL mutlak etanol
ve 1,4 g ( 30 mmol) NaH dikkatlice ilave edildi. Hidrojen cikigi
tamamlandiktan sonra 90 mL eter igerisinde bulunan bilesik 7 (4,2 g 30
mmol) 2 saatlik bir siirede bir sinnga yardim ile ortama eklendi. Tepkime
sonunda karisima su ilave edilerek 2N HCI ile pH 2 ye asitlendirildi. Organik
faz aynildi ve sulu faz iki defa eter ile ekstrakte edildi. Organik fazlar
birlestirilerek MgSO, ile kurutuldu. Eterin fazlas1 uzaklagtirildi. Bakiye

sicak suda ¢ozilerek sazalda. Sozantanan sogutulmas: 2,8 g (% 67 verim)
bilesik 6 01 verdli.

SONUGCLAR VE TARTISMA : Reformatsky tepkimesinden sonra elde
edilen hidroksi asidin ,1, dehidrasyonu doymanus ester 2 'yi vermistir. Ester
2 'nin etanolik sodyum etoksit ve bunu takiben su ile isleme sokulmasi
esler 3 '0i ve sodyum (uzu 4 'Q vermistir. (Sema 1) 4 'Gn asitlendirilmesi Z
asidi 6 ‘y1 verdigi halde, eseter 3 saponifiye edildiginde, ayn1 zamanda ¢ilt
b:igcla da izomerizasyon meydana gelmis ve sadece E asit, 5, elde edilmistir
(Sema 2). Bu yoldan elde edilin Z asidin verimi oldukca dasaktar ( % 2.5).
Sadece Z asidin elde edilebilmesi igin hidroksi ester tiyonil klorar ile
laktonlastinhp NaOEt ile agildiginda segimli olarak sadece Z asidi elde
edilmistir (loplam verim % 45) ($ema 3).
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BAZI N-ALKIiL NITRO ANTRANILIK ASIT TUREVLERININ HAZIRLANMASI
Halil HOSGOREN (*) ve Giray TOPAL (**)

(%) Dicle Oniversitesi Fen-Edebiyat Fakultesi Kimya Bélami Diyarbakv-Turkiye

(**) Dicle Univ. Egitim Fakiltest Kimya Egitimi Anabilim Dalt Diyarbakr- Tirkiye

PREPARATION OF SOME N-ALKYL NITRO 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- alkylanthrantlic
acid derivatives. The structure of compounds were Identified IR 14 nmr, 13C nmr
and elemental anlyses results. L '

OzZET

Metal ekstraksiyonunda kullamlan N-Alkilantranilik asit tdrevlerinin asitik
ghcind artirmak amaciyla. N-Alkilantranilik asitin ©i¢ yen! nitro tQrevi hazirlandi.
Maddelerin yapilan IR, IH nmr. 13C nmr spektrumlan ve elemental analiz
sonuglanyla dogruland. -

GIRIS

Karboksilik asitlerin solvent ekstraksiyonunda kullamimlan ilk defa
Fletcher tarafindan' gésterilmistir (1). Daha sonra karboksilik asitlerin
asitlik gaca artnlmig o - Halojen tarevierinin bu amacla kullamldiklarin
gorayoruz(2). Kendi caligmalarimizda karboksilik asitlerin amino
tarevierinin metal ekstraksiyonunda kullanilabilirliklerl arastnldi. Bu
amagcla hazirladigimz N-oklilantranilik asitin metal ekstraksiyonunda kul-
lanimi, daha onceki ¢ahigmamizda detayl bir sekilde incelendi(3.4.5). .

Bu ¢alismada Hidrometalurjik yontemlerle ele pgecen asidik li¢
cSzellilerinden metal kazammina daha elverisli reaktifler %clistirilebilmck
amaciyla asitlik gaci arunlmis N-alkilantranilik asit tarevierl hazirlamak
ve bu sekilde daha asidik pHlarda ekstraksiyon yapmak amaglanmigur

(ekstraksivon sonuglarn rapor halinde sunulmustur).

DENEL BOLUM )
N-alkil nitro antranilik asit tirevierini
asidin mono nitro tOrevi igin Bergman ve ar

hazirlamada o-kloro benzoik
kadaslari [6). dinitro ldrevi
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i¢in Jensen ve arkadaslan (7) tarafindan verilen yontem kullanildi. Daha

sonra o-kloro benzoik asitin nitro tarevleri ile uzun zincirli aminler kul-
lanilarak literatardeki Kosary ve arkadaslan (8) ta‘ralmd.an verilen
yonteme gore N-alkil ve N, N-dialkil nitro antranilik asil tarevleri

hazirlandi. | hazirl ¢ yeni N-alkil nitro antra
hidaki reaksivonlara gore hazirianan u¢ 5 3
Asadl axsly 5 lan Tablo-1'de. IR, *H nmr ve

Tillk asit tarevinin elemental analiz sonuglan
3¢ nmr sonuglan da sirasiyla Tablo-2.3 ve 4'te verilmigtir.

Genel reaksiyon denklemleri:

CO0H DZ" CCOH
% 83 =u0a / % 55 Ho8OL o \@
Cl Cl

CooH o CooH
@[ KOy /% SBMc0, | 2
cl Cl
o, ol
: B R, CO0Tii=,-R
R Caa BRI & o
0 & v
120-110 °C :
cl N‘R
R
Ry t

1. 5-nitro N-dodesil a.a. dodesil amin tuzu:
Rj=H, R9=NOg R=H R'= C|9Hog

2. 3,5-dinitro N-dodesil a.a. dodesil amin tuzu:
R;=NO Ro=NOg R=H R'=C)9Hgg

3. 5-Nitro N,N-Dioktil a.a. Dioktil amin tuzu:
R1=H. R2=N02 R=R'= C8H17

1. 2-Kloro-5 Nitro Benzoik Asitin Hazirlanmasu:

250 ml'lik balon igerisinde 0 °C ta 8 gr (% 80 lik) HNO3 ve 20g (%98
lik] HoSOy4 kanisimi, 80 g Derigik HoSOy4 te ¢6zlmis 16 g o-kloro benzoik
asite stinlarak katldi. Oda sicakliginda 12 saat ve birka¢ dakika da 60
OC ta gerl sogutucu altinda 1sitilarak reaksiyon kangimi 400 g buz Qzerine
dokalda. Coken kati kisim sOzdlerek sudan kristalendirildi. 2-kloro-5-nitro
benzolk asit 15.3 g elde edildi. Verim % 79.5 olup e.n: 158 °C dir.

2. 2-Kloro-3,5-Dinitro Benzoik Asitin Hazirlanmasi:

Yag banyosuna daldinlmis 250 ml'lik bir balon igerisinde 10 g o-kloro
benzoik asit 200 g HoSO,4 icerisinde bir geri sogutucu altinda oda
sicakhfinda kanstnlarak ¢6zaldd. Daha sonra 1s1 80 °C ye gikanldifinda 33
ﬁhﬁﬂo:‘ yavas yavas ilave edildi ve 1.5 saat 120-140 °C de tutuldu. Bu
Karisim yavag yavas kanstnlarak 400 g buz 0zerine dokalda. Coken-kati
s0zalda ve alkolden kristallendirildi. Verim 13 g e.n: 195-196 °C dir.

‘ 3. N-Dodesil 5-Nitro Antranilik Asidin Hazirlanmas:

12 ¢ (0,058 mol) 2-kloro-5-nitro benzoik asit 250 ml lik iki boyunlu
blir balon igerisinde 53.7 4 (0.29 mol) Dodesil amin ile magnetik kanstincili
i1 ile gerl sogulucu alunda 3 saat yap banyosu Gzerinde 100-120 °C de

i 6ken kali 8nce benzen daha sonra alkol ve pelrol eterinden kristal-

= *e'[ﬁ??fémldif 15.8 ¢ sari kristalize bir Girdn ele geqli. Verim % 79.5 olup e.n: 86-



88 °C dir.

4. N-Dodesil-3.5-Dinitro Antranilik Asitin Hazirlanmast:

10 g (0,04 mol) 3.5-Dinitro-2-kloro benzoik asit ve 0.2 mol Dodesil
amin kansimi 150 ml alkol iginde, spiralli gert sogutucu takilmis 250 ml lik
bir balon igerisinde yag banyosunda 100-110 °C de 4 saat isttildi. Cozelti
daha sonra kristallenmeye birakild:. :

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

5. 5-Nitro-N.N-Dioktilantranilik Asitin Hazirlanmasi

30.2 g (0.15 mol) 2-kloro-5 nitro benzoik asit 250 ml lik iKi boyun-
lu bir balon icerisinde 181 g (0.75 mol) N,N-Dioktil amin ile yag banyosu
lqcrilzinde ve geri sofutucu altinda 100-110 °C de yaklasik 2,5-3 saat
1sitiidi.

Goken san renkli kati madde petrol eterinden kristallendirildi. Verim
37 g (% 60,5) e.n: 78-80 °C dir.

Tablo-1.N-Alkil Nitro Antranilik Asit Ttrevlerinin Element el Analiz Sonuclart

Element Analizi

Maddenin Adi Kapah Formala &n Teork () Dencysel Ul
(o} C H N.[ C H N
5-Nitro N-Dodestl Cq Hs7N30,4 | 86-88 |70.13 11,58 7.77] 69.53 11.25] 7,85

a.a. Dodes!l amin tuzu

3.5-Dinitro N-Dodesil C3|H56N406 108-110]64.13] 9.65| 9.65] 63.6¢{ 9.79 | 9.4
a.a, Dodestl amin tuzu

a.a. Dioktil amin tuzu

N.N-Dioktil-5-Nitro CagH7aN304 | 78-80 172,33 u.‘zs‘u.u 71.99 11.96] 6.98

Tablo 2. N-Alkil Nitro Antranilik Asit Tarevlerinin Karekteristik IR
Absorpsiyon Bandlarina ait Dalga Says1 Degerlerl

Fonkstyonel Grup IR Absorpsiyon Piki tem™)
C-H Esnemes! 2967
Nz==: O Simetrik Esnemes! 1345

N ez 0 Asimetrik Esncmesl 1520-1530

GO0 Anyonu 1650-1550

Sekonder Amin N-H Esncmesl 3340
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Tablo 4. N-Alkil Nitro Antranilik Asitlerin CDCl, I¢inde Bruker AC 200 L
Model 50 MHz. nmr Spektrometresiyle Alinmis '3C Decoupled
Spektrumlarina ait Kimyasal Kayma Degerler! (ppm olarak).

AROMATIK KARBONLAR
Karbonno | NINDA ppm | DINDA ppm | DONA ppm NDA ppm

1 173.97 172,00 173.80 173.80
2 155,13 149,04 152,73 151.89
3 135.14 135.13 137.44 | 135.55
4 129,04 133,19 129.33 132.63
5 128.54 130,32 126.22 114,29
6 115.27 126.33 124.78 111.32
7 109,96 121.06 115,72 108.28

ALIFATIK KARBONLAR

43,06 46,40 52,21 ' 42.87
39.88 40.21 47.80 31.91
31,92 31,90 31,71 29,60 X, 4_
29,67 30.02 29,23
29,39 29.64 27.49
29.15 29,34 2705
28,24 28.26 26,48
27.26 26.90 22.53 29,11 X,
26,57 26.59 13.95 27.15
22,68 22,67 22.68
14,10 14.08 14.21
5.6 Jimez
N3 2Ekoor N3 62 00 ONA C‘/’SH‘
s ZNH‘TCHI"'- Lt e
7 1
(NINDA) (DINDA) (DONA)



Daha 8nce sentezledigimiz N-Alkilantranilik asit tarevierinde 8 alifatik kar-
bonlu NOA ve 12 alifatik karbonlu NDA'nin herbirinde alifatik d0z zincirin
karbon iskeletine ait 6 sar pik qikmaktadir. Nitro tirevierinde NOA ve
karsilik gelen DONA'da 9 pik: NDAYya kargilik gelen NINDA ve DINDA'da 1]
pik ikmaktadir. N-Alkil nitro antranilik asit tdrevlerinde pik sayisinin fazla
cikmast, ki farkh alifatik zincir yapisina sahip olmalanndan kaynaklanmak-
tadir. Esit uzunluktaki alifatik karbon zincirlerinden birisi halkadaki amino
gurubuna baglanirken, digerinin, nitro tdrevlerinin artan asitliklerine bagl
olarak reaksiyonda kullanilan uzun zincirll aminin karbonsilat tuzu seklinde
baglanmas! sonucu kimyasal kayma bakimindan iki farkh alifatik karbon is-
keletinin spektrumda gézlenmesine yol agmugtir.

Bu durum nitro tirevlerinin uzun zincirli amin tuzlan seklinde olduk-
larini gostermektedir.

SONUG VE TARTISMA
Hazirladigimiz N-Alkil nitro antranilik asit tarevleri. literattirde verilen

yontemler, spektroskopik veriler ve elementel analiz sonuglarina goére kul-

lanilan aminlerin tuzlan seklinde ele gecmektedir.

Maddelerin uzun zincirli amin tuzlanndan kurtanlmasi i¢in ayrica
calisma yapiimamugtir. Hazirlanan maddeler, tuzlan halinde swvi-sivi eks-
traksiyonunda kullanilmistir. Sivi-sivi ekstraksiyonu ile ilgili sonuglar ayn
bir ¢aligma halinde sunulmustur.
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KINOLIN-4- VE KINOLIN-8-KARBOKSALDEHIDIN
SUBSTITUE-HIDRAZONLARI

Seniz KABAN ve Ercan AYDEMIR
Yidiz Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiltesi, Kimya B&/0ma
Sigli-80270, Istanbul-Tarkiye

SUBSTITUTED HYDRAZONES OF QUINOLINE-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.
Structural assignments of the obtained products have been characterized by their

microanalyses, UV-, IR-, 'H NMR- and MS- spectral data.
OZET

Biyolojik olarak dnemli bilegikler sinifina belirgin bir katkida bulunabilme amaciyla bazi
tipik hidrazonlarnin Qretilmesi igin baglatilan bu galigmanin ilk kisminda iki heterogiklik
karboksaldehid ve bir dizi substitue fenilhidrazin hazidanmigtir. Daha sonra sekiz yeni
hidrazon iyi bir verimle sentez edilmig ve substituentlerin reaksiyonlardaki etkisi

incelenmistir. Elde edilen Ordnlerin yapisal saptanmalan mikroanaliz, UV-, IR-, H NMR-, ve
MS-spektral verileri ile karakterize edilmisgtir.

GiRig

Azot igeren halkall yapidaki konjuge sistemlerin turevleri bi)folo'jik olarak
nemli bilesikler olup ézellikle son yillarda potansiyel antikanser reaktifleri ve AIDS
virsiine kars! etkin madde olarak denenmeye baglanmigtir. Halka kapanmasi ve
kenetlenme gibi reaksiyon yetenekleri nedeniyle hem organik sentezlerde ve hem
de endistriyel galigmalarda yaygin bir sekilde kullaniimakta olan heterohalkali
karboksaldehidlerin hidrazonlari ayni zamanda yul.canda bahsedilen yapisal
6zellikleri de igermektedirler. Nitekim galigma ekibimizce daha &nce yapilan
aragtirmalarda sentezlenen tdm bilegikler aktif madde olarak kobaylar 0zerinde

denenmis ve bunlarin iginden iki tanesi biyolojik uygulamaya alinmigtir (1,2). Bu
nedenle arastirmalanimizin devami sayilabilecek olan bu galigmada, Amerikan

Ulusal Saglik Enstitasdndn ydnlendirici istegiyle, yeni substitue hidrazonlarin
sentezi yapilarak bu tir bilesik sinifina katkida bulunulmasi amaglanmigtir.
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ey

DENEL BOLUM
Galigmanin ilk kisminda benzen gekirdegindeki mobil gruplarin direkt
substitusyonundan yararlanarak basamaklar halinde ilerleyen dizi reaksiyoniar
sonucunda reaktif olarak kullanilan 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 edilmig- (3-5) ve ayrica
metil-substitue kinolinlerin selenyum dioksid oksidasyonundan yararlanarak
kinolin-4-karboksaldehid (6) ve kinolin-8-karboksaldehid (7) substratiar
hazirlanmigtir. Aragtirmanin esasini olugturan ikinci agamada ise kondenzasyon
Qrdnleri gesitli reaksiyon kogullari denenmek suretiyle belirlenen agagjidaki genel

yonteme gore en ylksek verimle sentezlenmeye caligiimig ve substituentlerin
roaksiyonlgrdaki etkileri incelenmistir.

(2) ,":- / .NO:

NO: 2 Nmys oHC—

C
— | D\

() QE-
Be
NOy
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Uriinlerin erime noktalan Electrothermal IA 9100 cihazinda tayin edilmig

olup dﬁze.lti'lmemi$tir. TH-NMR spektrumlari Bruker AM-500 FT-NMR ve Varian
200-Gemini spe_ktrofotometrelerinde. IR spektrumlari PU 9714 infrared
spektrofotometresinde ve kiitle spektrumlar Varian MAT 111 spektrometrelerinde

saglanmig; elementel analizler Avusturya-Graz Universitesi laboratuarlarinda
yapiimigtir.

Subbstitue-Hidrazonlar-A 1-4 ve B 1-4 'Un Hazirlanmasi; Genel Yéntem:
Karboksaldehidin (1.5 mmol) sicak susuz etil alkoldeki (15 mL) ¢ozeltisine egdeger
miktardaki reaktifin susuz etil alkoldeki (25 mL) gézeltisi katldi. Reakslyon
karigimi geri soutucu altinda, substrat ve reaktiflerin 6zelligine bajli olarak 15
dakikadan 3 saate kadar olan bir periyod iginde, su banyosu Gzerinde kaynatildi.
Kendi haline birakilarak sogutulan karigimdan olugan ham Qriin sdzdldd ve az bir
miktar soguk etanol ile yikandi. Kurutulduktan sonra baglangic maddeleri ile
kargilagtirmali TLC kontrolu toluende yapildi. Analitik safliktaki bilesikler ham
UrGndn etil alkolden Ug kez kristallendiriimesiyle elde edildi.

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

Kirmizi igne kristaller (% 97), en. 252°C; UV (kloroform): Amax 247.5, 295.8
348.1, 426.4 nm; R (potasyum bromir): 3260, 3100-2960, 1585, 1540, 1460,
1395, 1300, 1185, 1135 ve 1045, 935 ve 845,740 cm™'; NMR (kloroform-D):
5 6.96-6.98 (d, CH, 1H), 7.70-9.03 (m, aromatik, 9H), 11.59 (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 H3.39 N 17.14
C _H CIN402 : Bulunan C 58.87 H3.54 N 16.98.

16 11
Kinolin-4-karboksaldehid 5-bromo-2-nitrofenilhidrazon A-2
Kirmizi inemsi kristal kimeleri (% 94), en. 253-254°C; UV (kloroform):

Amax 248.3, 300.1, 349.1, 427.5 nm; IR (potasyum bromir): 3260, 3120 - 2960,
1585, 1540, 1460, 1395, 1295, 1190, 1145 ve 1045, 850 ve 830, 750 cm;
NMR (kloroform-D): 8 7.07 - 7.13 (d, CH, 1H ), 7.68 - 8.03 ( 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 H2.98 N 15,09

C16H1 ‘BYN402 : Bulunan C51.81 H3.02 N 14.90.

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

Koyu sari gubuk kristaller (% 92), en. 173-174°C; UV (kloroform): A .,
249.5, 350.8 nm; IR (potasyum bromir): 3100-3000, 2990-2920, 1595, 1540,
1485, 1365, 1275, 1110, 965 ve 875, 745 cm'; NMR (dimetilsuifoksid-Dg) : & 3.35
(s, D20 ile degisen, Hy0), 3.68 (s, N-CHg, 3H), 7.55-8.92 (m, aromatik ve CH,
10H); MS: m/e 340 (M*), 294 (M-46), 155 (M-185), 129 (M-211), 101 (M-239).
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Elementel analiz (%): Hesaplanan C 59.91 H3.84 N 16.44
C47H3CIN4O, <Bulunan C59.95 H3.91 N16.51

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

Koyu san gubuk kristaller (% 97), en. 191-1 92°C; UV, (kloroform): A
248.1, 351.3 nm; IR (potasyum bromdr): 3120-3000, 3000-2930, 1585, 1560,
1495, 1375, 1275, 1100, 970 ve 880, 750 cm'1; NMR (dimetilsulfoksid-Dg): & 3.32
(s, D0 ile degigen, Hy0), 3.66 (s, N-CHs, 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
Cy7H;sBrN4O,  :Bulunan  C52.63 H3.43 N 14.41.

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

Kirmizi tlydmsQ kristaller (% 95), en. 194-195°C; UV (kloroform): &
251.2, 283.6, 352.6, 442.5 nm; IR (potasyum bromdr): 3270, 3140-3020, 1595,
1560, 1470, 1400, 1295, 1195, 1145 ve 1055, 940 ve 880, 785 cm";
NMR (kloroform-Dg): & 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
CwH"CIN4O2 : Bulunan C58.46 H3.38 N 17.01.

Kinolin-8-karboksaldehid 5-bromo-2-nitrofenilhidrazon B-2
Kirmizi i§nemsi kristaller (% 95), en. 207-208°C; UV (kloroform): Amax251-3

287.7, 352.9, 444.2 nm; IR (potasyum bromir): 3260, 3100-3000, 1590, 1550, '
1470, 1400, 1295, 1195, 1155 ve 1050, 875 ve 855, 785, 745 cm''i
NMR (kloroform-D): & 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 N 15.04
C:,BH"Blf‘l‘O2 :Bulunan C51.48 H3.02 N 14.90.

Kinolin-8-karboksaldhid N-metil-N-4-kioro-2-nitrofenilhidrazon B-3
Koyu kirmizi ignemsi kristaller (% 91), en. 145°C; UV (kloroform): R

254.6, 296.8, 356.0 nm; IR (potasyum bromdr): 3100-2990, 2980-2880, 1600,
1540, 1500 ve 1475, 1330, 1270, 1095, 960 ve 880, 780 cm':
NNMR (dimetilsulfoksid-Dg) : & 3.3 (s, D,0 ile degisen, H,0), 3.61 (s, N-CHg, 3H),
7.53-9.01 (m, aromatik ve CH, 10H); MS: m/e 340 (M*), 293 (M-1, -46), 155

(M-185), 129 (M-211), 101 (M-239).

Elementel analiz (%): Hesaplanan C 59.91 H 3.84 N 16.44

"c,7n‘1,'CIN402 :Bulunan  C59.86 H3.86 N 16.12
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Kinolin-8-karboksaldehid N-metil-N-4-bromo-2-nitrofenilhidrazon  B-4

Kirmizi igne kristaller (% 96), en. 154°C; UV (Kloroform): A 1 ax254.4, 297.6,
356.5 nm; IR (potasyum bromfr): 3120-2960, 2960-2840, 1585, 1550, 1490, 1370,
1285, 1100, 965 ve 870, 750 cm™!; NMR (dimetilsulfoksid-Dg): & 3.32 (s, DO ile
degigen, Hy0), 3.59 (s, N-CHg, 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 Br20.74
Cy7H13BrN4O2 :Bulunan,  C52.84 H3.49 N 14.40 Br 20.60

SONUCLAR VE TARTISMA

Elde edilen Grinlerin IR spektrumlari genel olarak incelenildiginde aromatik
=C-H gerilimleri, dizlem i¢i C-H bozunma bandlarn ve dizlem digi C-H egilim
salinimlariyla birlikte azot iceren heterohalkali bilegikler i¢in karakteristik olan
konjuge C=C ve C=N halka gerilimleri gézleniimekte ve dizlem digi C-H egilim
salinimlan aromatik halka substitusyonuna iligkin verileri aksettirmektedir. Substrat
olarak kullanilan karboksaldehidlerin IR spektrumlarinda karakteristik C=0O gerilimi
1680 cm™! civarinda gorilmekte, reaktif gorevini Gstlenen hidrazinlerin ise 3330 ve
3310 cm! civarinda asimetrik ve simetrik N-H gerilimleri ile 1600 cm! civarinda da
N-H egilim bandlan bulunmaktadir., Bilegiklerin spektrumlari substrat ve
reaktiflerinki ile kargilagtiniidiinda bu fonksiyonel gruplara iligkin karakteristik
bandlarin kaybolmus olmasi, dier taraftan hidrazon bilesiginin 6zelligi olan C=N
geriliminin tim yeni bilegiklerin spektrumlarinda gériimesi kondenzasyonun
gergeklestigini gdstermektedir. Ayrica tdm QOrQnlerin spektrumlarinda -NO,

gruplarindan ileriye gelen asimetrik ve simetrik N=O salinimlari ile C-X gerilimleri
karakteristik bélgelerinde; metil gruplarini iceren reaktiflerden olugturulan drlnlerin

spektrumlarinda da N-CHg den ileri gelen C-N gerilimleri 1100 cm™! civarinda

gbzlenilmektedir.

Diger taraftan, gerek substratlarin 'H-NMR spektrumlarinda 11.20 ve 11.43
ppm'de -CHO grubuna 6zgll birer singlet halinde beliren piklere ve gerekse
reaktiflerin spektrumlarinda 3.21, 3.48, 3.88 ve 3.88 ppm'de gdzlenilen NH,

piklerine Grinlerde rastlaniimamaktadir. Azot Ozerinde metil grubu igeren
reaktiflerin spektrumlarinda birer singlet halinde 3.13 ppm'de godzlenilen metil pikleri
Grlnlerin spektrumlannda 3.59-3.68 ppm arasinda yer almaktadirlar.

Son olarak, bilesiklerin yapilarina kesinlik kazandirmak amaciyla kitle
spektral analizleri yapilmig ve ayrica analitik saflikta hazirlanan drlnlerin elementel
analiz sonuglarinin hesaplanan C, H ve N % degerleri ile tam bir uyum iginde
oldugu belirlenmigtir.

Reaksiyonlarda kullanilan reaktiflerin rezonans yapilan gézdnine alindiginda
gorilecedi izere aromatik halkada deaktive edici gruplar bulunmasina ragmen
reaktiflerin nukleofilik gicinde azalma olmarmigtir. Bunun nedepl mezomerik etkinin
nukleofilik etkiye kargi gelmesinden kaynaklanmaktadir. Rea.ktrl 1 ve_2 yapilarinda
-NO, grubunun elektron gekici etkisi halkaya elektron salabilen halojen tarafindan

iderilmektedir. Oysa reaklif 3 ve 4'te nitro grubu halojene oranla reaktifin
guklooﬂllk gOcOnOyvo buna bagl olarak reaksiyonun hizini etkileyebilecek bir
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konumdadir. Gergekten de yaptigimiz pek gok sayidaki denemeden elde ettigimiz
sonuglara gore reaktif 3 ve 4 ile yapilan reaksiyonlar, reaktif 1 ve 2 ile yapu]an
reaksiyonlara oranla daha uzun sirede tamamlanmigtir. Deneysel veriler
substituentlerin etkisine iligkin digincelerimizi dogrulamaktadir.
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DiSUBSTITUE BENZOBARELENLERIN FOTOKIMYASAL INCELENMESi

Ramazan ALTUNDAS ve Metin BALCI

Atatiirk Onlversitest Fen-Edeblyat Fakiltes! Kimya Balimi Erzurum - Tirkiye

PHOTOCHEMICAL INVESTIGATION OF DISUBSTITUED BENZOBARRELENE.

SUMMARY

Benzobarrelen derivatives 6,7 and 8 were synthesized for photochemical
studies .The aceton sensitized photochemistry of 6 and 8 gave 10,13,15 by di-=-
methane rearrangement. In this rearrangement vinyl - vinyl bridging was
effectivelly determined. Homolitically breaking of cyclopropane bonds on 10 and 13
gave 11 and 14,

m .
Fotokimyasimi incelemek amaciyla benzobarrelen tdrevierl 6,7 ve 8
sentezlendl. 68 ve 8'in aseton sensitize fotokimyas: sonucu di-x-metan
diizenlenmesiyle 10,13,15 elde edildi. Bu ddzenlenmede vinil-vinil képrilegmesinin
etkil{ oldugu goralda.10 ve 13 'Gn siklopropan baglanmin homolitik olarak

parcalanmasiyla da 11, 14 olugtu.
Girig

Zimmerman ve grubu benzobarrelenin (1) tki tip fotokimyasal
d0zenlenmeye maruz kaldigini, benzobarrelenin 1 singlet uyanimasi
sonucu 2n+2x siklo katiimayla benzosiklooktatetraene 2 ve bir sensitizer
varliginda 1ginlandinimasiyla da di-x-metan ddzenlenmesi sonucu
benzosemibulvalene 3 don0st0gana gostermigtir. Bu sahada doteryum
lgaretll cahigmalar 2'nin olusumunda I|>enzo-vlnu ve vinil-vinil; 3'Qn :

]
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olusumunda da vinil-vinil kopralegmesinin etkill oldugunu ortaya
koymustur.

ety ) M

Vinil pozisyonuna bir sabstitdent takildiginda veya farkli sabstitdentler
baglandiginda benzobarrelen Iskeletindeki simetrl bozulacak ve di-n-metan
dizenlenmesinde koprilesme tarlerini tahmin etmek gaglesecektir (2).Bu
calismada benzobarrelen iskeletine polar sObstitdentler takilarak
kOpz:Olegmc tarlerinden hangisinin daha etkill oldugunu aragtinids.

DENEL BOLUM

- - - - 1
624 mg (2 mmol) dibrombenzobarrelen (3) yeni destillenmis 20 ml THF de
¢oz0ld0.Bu ¢azeltiye azot gazi atmosferinde , -70 °C de 3,6 ml (2,4 mmol)
n-Buli sinnga edildi.30 dakika bu sicaklikta kangtinldi. Daha sonra 320
mg (2,2 mmol) CHzl Llave edilerek 30 dakika bu sicaklikta kanstinldi. Oda
sicakhigina kadar 1sinan bu kangimdan THF uzaklagtinlip 50 ml su verildl
ve (2x50 ml) hekzan lle ekstrakte edildl.Organik faz CaCl, Ozerinden
kurutuldu.Cézaca uguruldu.Ele gegen yagims: madde 150 °C'de 1 mm
Hg'da destillend! .Eter-pentandan kristallendirildi.Verim % 69, ¢.n.44-45
o°c.
2:Styano-3-metll-1.4-dihidro-1.4-ctanonaftalin 6
0,297 g (1.19 mmol) 5 ve 0,247 g (2,74 mmol) CuCN 40 ml DMF'de
£06z0ld0.140 °C'de 22 saat kangtinldi.Oda sicakhigina sogutulan kangima
200 ml su ve 200 ml benzen verilerek ekstrakte edildi.Organik faz 200 mPb
10 ‘luk FeClg , 200ml % 10 luk NaOH ve 150 ml su ile yikandi. CaC}

Ozerinden kurutuldu, ¢6z0ca uguruldu.Ham Ordn eter-petroleterinden
kristallendirildi.Verim % 74, e.n.104- 105°C,

310 mg (1,25 mmol) 5, 20 ml THF de ¢8zalda. -70C' de 0,8 ml (1,28mmol)
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n-Bull verilip 30 dakika bu sicaklikta kanstinldi. Daha sonra 1 g kuru
buz (COg) llave edilerek aym sicaklikta 30 dakika daha kanstinldi. THF
ucuruldu ve 50 ml su verilip pH=1 oluncaya kadar seyreltik HCI lave
edildl. 2x50 ml eter lle ekstrakte edildl. Organik faz CaCp Ozerinden

kurutuldu. C6z0cd evapore edildl ve ham Grin CHyCly : petroleterinden
kristallendirildi.Verim % 70. :

3,79 g (17,87 mmol) asit 7 dlazometan lle ester tQrevine gevrildive silikagel
(30 g kolondan stzdlerek saflagtinidi.Verim % 91.

-Si 5 5 o
900 mg (4,66 mmol) 6 sensitizer olarak kullanilan asetonda ¢6zalda.UV
immersion lambasiyla (180-350 nm) isinlandinldi.Coz0cQ evapore
edildi.Ham 0ran silikagel (70 g) kolondan eter:benzen:hekzan (3:8:89) lle
yaratalda ve 10 ar ml'lik fraksiyonlar toplandi.20-30. fraksiyonlardan (100
mg) 10; 40-50. fraksiyonlardan (80 mg) 11 izole edildl.

- =, = til- -y -
1,38 g 8 asetonda 2 saat 10 daklka UV immersion lambasiyla (180-350
nm) isinlandinidi.Gozacd uguruldu.Ham aran silikagel (70 g kolondan
eter:benzen:hekzan (3:8:89) ile yaratalda ve 10ar ml.lik frakslyonlar
toplandi. 5-11.fraksiyonlardan (100 mg) 13, 24-28.frakslyonlardan (80 mg)
15 izole edildi.Diger fraksiyonlardan gelen kangim eter:benzen:hekzan
(1:0,4:98.6) ile yaratalda. 17-22.fraksiyonlarda (20 mg) 14 aynldi.

TARTISMA VE SONUGC

Disabstitiie benzobarrelen tarevierinin fotokimyasini inceleyebilmek igin
{Ilk 8nce dibrombenzobarrelenden 4 baslayarak 5, 6, 7, 8entezlendl.
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6'min aseton sensitize reaksiyonu 9 ara QranQ Qzerinden 10 ve 1l'e
d6n0§t£xcktedk. 8'in aymi sartlarda fotokimyas: da benzer bir ara Ordn 12
Ozerinden a yolunun tercth edilmesl {le 13'Q, b yolunun tercih edilmestyle
15'1 vermektedir.

< CN Me
CL W Ny ST 3w — 1
cN  Aseton
6 g N 10
CN

Saf)

11

74



d
COMe

. Aseton s COMe
La
002MG . a b
ety T
14 o 13 COzMe

Bu sonuglar bizim inceledigimiz polar ve simetrik olmayan benzobarrelen
sistemlerinde gozlenen di--x-metan dazenlenmelerinde vinil-vinil
kopralesmesinin etkili oldugunu ortaya koymaktadir. 11 ve 14
semibulvalen tarevleri ancak bir molekdl igi ddzenlenme sonucu
olugabilir. 10' un 11' e donisama i baginn ,14 Qn olusumu da J baginin
homolitik olarak pargalanmasiyla meydana gelen biradikal ara arQn
0zerinden yQriyen bir prosestir.
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ABIETIK ASIDIN FOTOKIMYASAL DEHIDROJENASYONU:
SOLAR FOTO KIiMYASAL URETIM METODU

Siddik ICLI ve Adnan BULUT

Ege Universites(, Fen Fakiltest, Kimya Bslami, lzmirTORKIYE

PHOTOCHEMICAL DEHYDROGENATION OF ABIETIC ACID; A SOLAR
PHOTOCHEMICAL PRODUCTION METHOD

SUMMARY

Pine rosin is dehydrogenated under UV lamp and solar radiation with copperfll)
catalyst and benzophenone photosensitizer. Spectral analysis results have shown that
all the abfetic type resin acids are converted to dehydroabietic acid. The excellent yield
has proven that this is a succesful solar chemical production method.

OzeT

Gam kolofan, UV lambas: ve solar radyasyonu altinda balar ([I) katalizdri} ve
benzofenon fotosensitizari ile dehidrojene edilmigtir. Spektral analizler, abfetik tirQt
regine asitlerinin tamamen dehidroabictik aside ddnQgt0Zand gostermigtir. Yiksek
verim bu reaksiyonu solar kimyasal Qretim igin uygun bir metod oldugunu
gostermektedir.

GIRIS

Kolofan veya ¢am regines! pimarik, sandrako pimarik, isopimarik, levo
pimarik, palustrik, abletik ve neoabletik asit tora recine asidlerinden
olusmustur(1,2). Abletik asid ana bilegendir, yaklagik %50 oraninda (Tablo 1)
ve atmosferik oksidasyona dayanikli dehidroabietik asid ise dogal kalofandaki
oram %10'un altindadir. Pd, Co, Ni, Pt katalizérlerl veya tyod kakart ile
150-300°C arasinda yapilan dehidrojenasyon iglemlerinde dehidrojene QrQin
dehidroabietik asid olugmaktadir. (3) llk Q¢Q harig, diger konjugedien yapili
recine asitleri kolofanin %80-85'lik kansimdir (1,3). Dehidrojenasyon
- igleminde yalniz abietik asid degil diger konjuge guruplu regine asitleri de
dehidro abletik aside dontigmektedir. Ancak termal dehidrojenasyon
reaksiyonu, kismi dekarboksilasyon reaksiyonuna neden olmaktadir. Bu
nedenle dasik sicaklikta dehidrojerasyon reaksiyonu tercih edilmektedir.
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PIMARIC ACID
(R(14),15-pimamdicn-18-oic acid)

SANDARACOPIMARIC ACIL
(K(14),1 5-isopimaradicn- 18-oic acid)

LEVOPINARIC ACID
(H(14),12-abictadiene- 1 8-vic acil)

PALUSTRIC ACID
(8, 3-abictlicne-18-oic acid)

;.SQI?IMARICAC(D
(@, 15-pimaradicn-18-oic acid)

abictadiene-18-oic acid)

Civde

Kolofan (X) Kolofam(X)

0.7

30.3

9.3

44.6

6.0

9.2

AN MARMARA OMIVERSITESI YAYINEVI

‘Tablo 1: Gam gdvde kolofany ve kbk kolofaninda regine asitlerinin oranlari.

Kok

5.0

5.9

55.6

1.6

0.5




Jones, et al, (4) oda sicakliginda balr (I1) katalizora ile siklohegzan
fotokimyasal dehidrojenasyonunu bagsarmistir. Bakir (II)'nin yesil rengi,
renksis bakur (I)'e benzofenon fotosensitizatara fle clva lambas: radyasonunda
donagmektedir. Bakir (I} ise hava ile temasta tekrar yesil renkli bakir (Il)'e
donQgmektedir. Reaksiyon veriminin %90 oldugu bildiriimigtir. Bu kosullarda

konjuge gruplu regine asitlerinin aromatik halkaya dehidrojenasyonu daha
kolay olabllmelidir.

DENEL BOLUM

Caligmada Osram 300 W lambasi, black light 125 W lamba, Heraus TQ
150, 150 W lambasi ve 1m ¢apinda kuresel kollektarle odaklanmis ginesg
radyasyonu fotokimyasal ¢aligmalar i¢in kullanilmistir. Ticari kolofan ve
abletik asid bir iglem yapilmadan reaksiyonlara katilmistir. Bakir sulfat asetik
asidle reakslyonu tabl tutulatak bakir (II) propionat tuzu hazirlanmig,
kurutulmug ve reaksiyonlarda kullanilmistir. T-60A Varium 60 MHz NMR,
proton NMR spektrumlarinin alinmasinda, Pekin Elmer UV
spektrofotometresi ise UV spektrumlan i¢in kullanilmugtir.

SONUCLAR VE TARTISMA

Benzen ¢ozeltisinde 5%10"2 m kolofan 1x10°2 m benzofenon ve
5x10"% m bakir (I) asetat konsantrasyonlarinda denemeler yapilmistir.
Reaksiyon diizenegi azot gazi altinda UV lambasi ile radyasyona tabi
tutulmustur. Yesil rengin kaybolmasi yarim saat i¢inde gézlenmistir. Hava ile
temasta yesil rengl tekrar olustugu izlenmigtir. 7-8 kez bu islem
tekrarlandiktan sonra, radyasyon altinda yesil rengin uzun sire
kaybolmadig1 gérilmasgtar. Rengin sabit kaligi reakslyonun tamamlandigm
gostermektedir. UV spektral analizlerinde 277 nm de dehidroabietik asid
bandlan izlenmisgtir. En belirgin sonug proton NMR sinyallerinin izlenmesi de
géralmastar. Bu analizler abletik, neoabietik, levopimarik ve palustrik
asitlerin tamaminin dehidroabletik aside tablo 2'de mekanizma ile
dénagtogina ispatlamaktadir.

Kolofan yerine saf abletik asit ile yapilan reaksiyon aym sonuglar
vermistir, ancak reaksiyon tamamlanmas: daha kisa sOrede 4-5 kez
radyasyon iglemi ile olmaktadir. Solar radyasyonda kollektdr ile yapilan
denemede 100 ml. ¢dzeltinin 20 dakikada renk de@igimine ugradig:
gozlenmistir. UV ve NMR spekrtal analizleri ayni sonuglan vermektedir. Bu
sonugclar dehidrokolofon ticari Orinindn oda sicakliginda dekarboksile
olmadan ganes radyasyonu ile olusumunu géstererek ideal bir solar kimyasal
Oretim metodunu ortaya koymaktadr.
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TESEKKUR

AvH Vakfinin, radyasyon kimyasi Max Plank Enstitdsanan ve Ingiliz
kaltar heyetinin proje yardimlanna tesekkor ederiz.
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BAZI ARILOKSITIYOFOSFORIL BILESIKLERININ SENTEZI VE
SPEKTROSKOPIK OZELLIKLERININ INCELENMESH

ismail Erdem GUMRUKGUOGLU ve Mustafa ODABASOGLU

Ondokuz Mayts Onlversitest, Fen Edeblyat Fakiltest, Kimya Bslami,
Kurupelit-Samsun-Tirklye

SYNTHESIS AND INVESTIGATION OF B8S8OME ARYLOXYTHIO-
PHOSPHORYL COMPOUNDS

SUMMARY

Some organophosphorus compounds were synthesized by reacting related
substituted phenols with PSCly 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 derivatives. The
crystal and molecular structure of trl (4-tert-butylphenly) thiophosphate (Ib) were
determined by X-ray difraction analysis. The thiophosphoryl radical formed by
irradiation of bis (2.6-dimethylphenyl) chlorothiophosphate (iIb) using y -rays was
investigated by ESR spectroscopy tecnique and its structure was idendified.

OZET

Baz organofosfor bllegikler] sibstitde fenoller {le PSCly'in 150-160°C sicakta
reaksiyonuyla sentezlendl. Sentezlenen bilegiklerin yapilan IR, UV ve 'H-NMR
spektroskopi teknikleriyle belirlendi. Orto pozisyonunda sterik etkill grup tagiyan
fenoller diester tirevlerine ddnigirken digerleri (sterlk etkill grup tagimayan)
triester tirevlerini olugturdu. Trl (4-tert-butilfentl) tiyofosfatin (Ib) kristal ve
molekiller yapisi X-iginlari difraksiyon analiziyle aydinlatildi. Bis
(2.6-dimetilfenil) klorotiyofosfat (IIb) bilegiginden y-1ginlariyla olugturulan
tiyofosforil radikall ESR teknigl ile incelenerek yapist belirlendl.

Giris

Ariloksitiyofosforil bilesiklerl ik olarak 1925 yilinda Meyer

tarafindan, sulu NaOH i¢indek! PSCl, Uzerine fenollerin ilave edilmesi ile
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sentezlendi (1). Aym1 yillarda Broeker, arilfosfitleri’ elementel kdkurtle
kapali tp igerisinde sicakta reaksiyona sokarak ariloksitiyofosfatlar elde
edebllmigtir (2). Bazi aragtirmacilar ise P,S. reaktifini fenollerle
etkilestirerek ayn: tar bilesikleri sentezlemeyl bagarmigtir (3).
Organofosfor bilesiklerinin buyiuk insektisit aktivite gdsterdigt 1930
yilinda tetractilpirofosfat Ozerine yapilan incelemeler sonucu ortaya
koyulmasina ragmen, tarimsal alanda kullanim: ise ancak 1942 yilindan
sonra baglayabilmigtir (4). Her nekadar 2.Diinya Savaginda kimyasal
silah olarak kullanilmamiglarsa da savas yillaninda her ay birkag yiz ton
Qretim yapilacak gekilde bu alanda bir¢ok madde dretilmistir. Daha
sonraki yillarda tanmsal apach kullanim arttifindan ozellikle tiyofosforil
grubu bulunduran bilegikler Gzerine detayli galigmalar yapilmigtir.
“Parattyon” olarak bilinen p-nitrofenil dietil tiyofosfat bilegig! tiyofosforil
grubu tagiyan ilk Insektisitlerdendir (5). Insektisit dzellikler tizerine bagta
Schrader (5) olmak Qzere Magee ve Gaines (6), Mel'nikov (7) dnemli
¢aligmalar yapmslardir.

Bu ¢aligmada, degisik sabstitientler tagiyan fenoller PSCI, ile
reakslyona sokularak yeni tar tiyofosforil bilesikler! sentezlendi.
Sentezlenen bilegiklerin spektroskopik incelemeleri yapilarak yapilan
aydinlatildi.Ayrica tri(4-tert-butilfenil)tiyofosfat bilesiginin X-1ginlar
incelemesi yapilarak kristal ve molekiil yapis: belirlendi.

DENEL BOLUM

Tiyofosforil bilegiklerinin sentezi 150-160°C de fenollerin PSCl, 1le
muamele edilmesiyle gerceklestirildi. Reaktif olarak, 4-tert-butil fenol,
2-izopropil-5-metilfenol (timol), 2-tert-butilfenol, 2,6-dimetilfencl ve
2,6-diklorfenol bilesikleri kullanild.

I'vell bilegikleri agagida verilen genel reaksiyonlara gore sentezlendi.

Genel metod tri (2-1zopropil-5-metilfentl) tiyofosfat (la) sentezinde

verildigi gibidir.

RS Nes ; R RS
3 R : 150-160°C
7] il 2 R./3

o la; R =I-pr, R,=Me, R,=R,=R,=H
Ib; R,=But, R,=R,=R =R <H '



2 R 0 150-160°¢ B s S
H = p/
3 + PSC13 W_’ R3 0 P: -
R2 Rl Cl
2 el 2.

Ila; Rl=Bu!, R2.R3=R‘=R5=H
Ilb; R,=R ;=Me, R,=R,=R =H
Iic; R‘=R$-CL RanazR‘a:H

Trl (2-izopropil-6-metilfenil) tiyofosfat sentezi (Ia)

Boyunlarindan birine geri sogutucu digerlerine damlatma hunisi ve
termometre takilmig, 250 mL'lik @i¢ boyunlu balona (7,5 g., 0.05 mol)
2-izopropil- 5 -metilfenol (timol) koyularak 120°Clik yag banyosunda
eritildi. Erimig timol Gzerine (3.39 g., 0.02 mol) PSCl; yanm saat sirede
damla damla {lave edildl. PSCl, ilavesi tamamlandiktan sonra sicaklik
150°C ye yukseltilerek reakslyon 2 saat devam ettirildi. Sogutulan
reaksiyon karigimindan PSCL'in aginsi uzaklagtinldiktan sonra triin
n-hekzanda kristallendirildi. E.N. 91°C (N, 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. 181°C, Verim % 95
Hesaplanan (%); C=70.58 ; H=7.64
Bulunan  (%); C=70.21 ; H=7.54

Di(2-tert-butilfenil) klorotiyofosfat (Ila) E.N. 110°C, Verim % 64
Hesaplanan (%); C=60.53 ; H=6.85
Bulunan (9%6); C=60.59 ; H=6.70

Bis(2.6-dimetilfentl) Klorotiyofosfat (Ilb) E.N. 124°C, Verim %73
Hesaplanan (%); C=56.39 ; H=5.28
Bulunan  (%):; C=56.60 ; H=5.35

Bis(2.6-diklorfentl) Klorotiyofosfat (lic) E.N. 107°C, Verim %82
Hesaplanan (%); C=36.91 ; H=1.53
Bulunan  (%); C=36.02 ; H=1.45

Sentezlenen bilesikler KBr ile disk haline getirilerek IR spektrumlan
alindi. Spektrumlann alinmasmda Perkin Elmer 4500 IR spektrometresi
kullanildi. UV ¢aligmalarinda Varlan DMS 100 UV/VIS
spektrometresinden faydalamldi. UV spektrumlan, sentez Grdnlerinin
n-hekzandak!' ¢ézeltisinden kaydedildi. 'H-NMR Incelemeleri Varian 360
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1H-NMR spektrometresinde yapidi. Gdzaca olarak CDCly kullanild.

SONUGLAR VE TARTISMA

Sentezlenen tiyofosfori

spektroskopik verileri Tablo 1'de verilmigtir.

1 bilegiklerinin reaksiyon surelerl ve

Tablo 1: Ariloksiltiyofosforil bilestklerinin IR, UV ve 'H-NMR verileri.

Ia =) A Ila IIb llc
7150m (P=5) [695¢m™ (P=5) [710cm™ (P=S) 705cm™ (P=S) [715cm™ (P=S)
1215cm”  |1208cm?  [1195ecm”  [1145cm’ 1225c¢m™

R Ee (C-0-P) F-e (C-O-P) pe  (C-O-P) ¢ (C-O-P) pe  (C-O-P)
75 cm™ 950cm™ 940 cm™ 950 cm™ 980 cm™”
515 cm™ 530 cm™
(P-Cl) (P-Cl)
2732nm | 271.7nm | 270.4nm | 267.6 nm 273.6 nm
UV| 264.7 nm 263.3 nm 263.8 nm 255.6 nm 267.5 nm
227.3 nm 229.4 nm 228.7 nm 222.0 nm 225.2 nm
1.18 ppm 1.30 ppm 1.48 ppm 2.43 ppm 17.34 ppm
- (d,18H) (s,27H) (s,18H) (s,12H) (m,6H)
H-|228 ppm |7.25ppm |7.34 ppm  |7.05 ppm
N (s.9H) (q.12H) (m.8H) (s.6H)
M 12.23 ppm
R .
7.04 ppm
(m, 9H)
g'u. 2 saat 0.5 saat 72 saat 24 saat 48 saat
s=singlet, d=dublet, g=quartet, h=heptet, m=multiplet

Bu ¢alismada reaksiyon gartlarinin ayni olmasina ragmen farkh
tiyofosforil bilesiklerinin sentezlenmis olmasi sterik etki ile agiklanabilir.
Sterik etkill fenoller diester, sterlk etkisi az olan ya da olmayan fenoller
triester trevlerine dontgmusglerdir.

IR galigmalan, bilekgiklerin karakteristik absorpsiyonlar: olan P=S,
lCn-O-P ve P-Cl absorpsiyonlan uzerinde yogunlagtinldi (Tablo 1).

celemeler P=S absorpsiyonlaninin 715 - 695 cm'! béigesinde oldugunu
gaota':tn:tlr. Fosfor atomuna bagli C-O absorpsiyonlan 1225 - 1145 cm™,
aromatik halkaya bagli P-O absorpsiyonlan 980 - 940 cm-1 bdlgelerinde
gozlendi m;:e’-Cl abso‘l;ll)lsly;rl\lan 530 - 505 cm™! bolgesinde yer almighir:
Daha . benzer bilegikler izerine yapilan IR cal ilen
verilerl desteklemistir (8, 9). i selamslan ode, o8

UV Incelemeleri sonucu bulunan @

i ¢ absorpsiyondan bayak dalg?
boyundaki absorpsiyon n—xt, digerlerinin x—n* gegist oldugu yorumlandt:
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'H -NMR ¢aligmalanndan alinan veriler (Tablo 1), baslangig maddesi
olarak kullanilan fenollerin 'H-NMR degerleriyle karsilagtinlinca aromatik
halka protonlannin en ¢ok 0.5 ppm, aromatik halkaya bagh gruplardaki
protonlann ise 0.3 ppm agap alana kaydig1 gozlendl.

Tri (4-tert-butilfentl) tiyofosfatin (Ib) X -1sinlan difrakstyon analizi ile
yapisi aydinlatilmigtir. :

IIb bilegigl y -15mnlanyla 1ginlanarak ESR teknigl ile incelenmiy ve
olugan tiyofosforil radikalinin a ve g degerleri saptanmigtir. Triester
tarevleri de (la ve Ib) y -iginlan etkisine birakilarak tiyofosforil radikall

olugturulmas: amaglanmasina ragmen tiyofosforil radikall
olusturulamamigtir,
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Sp-gz%; z(&'rﬁqll,mmo FORMIL) METIL FOSFINIK ASIT ESTERLERININ

Salih YASLAK
Marmara Universitest Atatirk Egitim Fakiltest Géztepe Kampiisti - Istanb.ul - Tarkdye

NOVEL SYNTHESIS OF' PHENYL, (PHTALIMIDO FO .
32 A RMYL), METHYL PHOSPHINIC

SUMMARY
Preparation of phenyl (phthalimido formyl) methylphosphinic acid esters are reported

OZET
Fenil (ftalimido formil) metil fosfinik asit esterlerinin elde edilmest

GIRIS

Bugan a-aminoasitlerin gayit lyl bilinmesine ragmen a-aminofosfinik asitler
yeterl derecede arastirma konusu olmamstir (1). Baz: fosfinopeptitlerin anti-
bakteryel aktiviteleri bilinmektedir (2). Fosfino veya fosfonopeptitlerin clde
edilmesindeki en uygun yolun aldehit bilesigini elde edip bunu daha sonra
kolayca diger fonksiyonel gruba gevirme oldugu malumdur. Bu yhzden biz
burada fenil (ftalimido formil) metil fosfinik asit metil ester III ve etil esterle-
rinin IV yeni bir metodla elde edilmesinden bahsetmek istiyoruz.

'O 0 0
Tt Ph Il 0 Il OH
Nl e LSS SRR ]
M R=0 FRcoove N -1 C/N_T‘.CH
I OR 0 Ph-P=0 o Ph-P=0
OR . OR

-

!
/

, R=Melll Verim: 75 %
R=Mel . R=EtIV  Verim: 83 %

89



DENEL BOLUM

Sentezlerde "reagent grade” kimyasallar kullaniip, N-Bromo metil ftalimid
(3) sentezden once hidrojen bromirden bilinen usulle saflastinlmistir. Dime-
til fenil fosfonit (4) ve dietil fenil fosfonit(5) bilinen metodlarla elde edilmigtir,
Her seferinde bu bilesikler kullaniimadan once destile edilmelidir. Bilesik |
ve Il yine bilinen metodlarla elde edilmistir (1).

Genel prosedar: Taze kesilmis sodyum (50 m mol) ve 25 ml ksilen ihtiva
eden 0¢ boyunlu reaksiyon balonuna kondensdr, kangtinci ve huni {lave edi-
lerek ksilen kaynayincaya kadar isitilir. Azot atmosferi alunda 15 dakikalik
bir zaman entervalinde 55 mmol absolut metanol (magnesyum (zerinden
destile edilmis) {lave edilir. Isitma islemine 15 dakika daha devam edllir ve
bu zaman igerisinde 5 ml destilat toplanir. Bu sekilde elde edilen beyaz
sOspansiyon 20 dakikalk bir zaman entervalinde kii¢ak porsiyonlar halinde
0°C da kanstinlan 50 mmol fenilftalimido metil fosfinik asit esterlerinin (I
veya II) 400 mmol metil formattaki (taze olarak P,0, Ozerinden destile edil-
‘mis) ¢ozeltisine ilave edilir. Kanstirma islemine 30 dakika devam edilip mey-
dana gelen san sispansiyon 3 ml % 100 lak asetik asitin 20 ml absolut ben-
zendeki ¢ozeltislyle muameler edilir, bir maddet kanstinidiktan sonra 25 ml
1 N hidroklorar asit llave edilir. Sulu faz aynidiktan sonra pH = 3-4 e gele-
cek sekilde derisik HCI fle muamele edilir ve etil asetatla ekstrakte edilir. Etil
asetat fazlan toplanir, sodyum sulfat 0zerinden kurutulur ve etil asetatin
vakum altinda destilasyonundan sonra elde edilen bakiye benzenden kristal-
lendirilir. Elde edilen bu san kristaller Feyling ¢ozeltisini indirgeyip, sodyum
bikarbonatta ¢tzinerek san bir ¢dzelti verdi.

Bu kristallerin analizleri asagida belirtilmistir.

Bllesik III : erime noktasi : 125-127 °C

Elementel analiz : C : 60,25 (60, % hesaplanan)

H: 3,95 % (4.0 %), N : 3,80 % (40 %)

SIp_.NMR (CDCl,) : 35,0 ppm, IR (KB : C- OH : 3000 cm™
Bllesik IV : erime noktas: ! 138-140 °C

Elementel analiz : C : 61,60 % (61,0 % hesaplanan)

H: 4,80 % (5,0 %), N: 4,75 % (5, 0 %)

SIP_.NMR (CDCly) : 34,7 ppm, IR (KBr) : C- OH : 3000 cm™

SONUCLAR ve TARTISMA

Anlatilan bu metodla elde edilen bilegiklerin veriminin yaksek olmas: ve ko-
layca saf halde elde edilmeleri diger metodlara Gstanlok saglamustir. IR
danda goraldoga gibl aldehit grubu keto formundan ziyade enol formun-
dadir. Buda fosfora bagh karbondaki hidrojenlerin asidik oldugunu
gostermektedir, :
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pw 301U BILESIGININ SENTEZINE YENI BiR SENTETIK YAKLASIM

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

() Atatiirk Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiltest Kimya Balami 25240 ERZURUM
(**) Princeton .Un(uersl.ty, Deparment of Chemistry, NJ 08544 U.S.A.

A NEW SYNTHETIC APPROACH TO SYNTHESIS OF BW 301U.
SUMMARY

BW 301U, 2 .is formulated as 2,4-diamino-6(2,5-dimethoxybenzyl)-5-methyl-
pyrido [2,3-d] pyrimidine and it is a lipophilic antifolate drug. BW 301U {s also named
as piritrexim in pharmacology and as active as methotrexate (MTX) as an inhibitor of
dihydrofolate reductase and mamalian cell growth. In this work, it has been almed at
synthesizing of BW 301U by using a new synthetic way. Key intermediate in the
process was 1-amino-2-(2,5-dimethoxybenzyl)-[E] and [Z] 2-butene, 3. The reaction of
2,5-dimethoxyphenylacetyl chloride, 5, with diazomethane gave 1-chloro-3-(2,5-
dimethoxyphenyl)-2-propanone, 7 ,as {nitfal material. Gabriel reaction of 1-chloro-3-
(2,5-dimethoxyphenyl)-2-propanone with potassium phthalimide afforded 1-(3,5-
dimethoxyphenyl)-3-phthalimido-2-propanone, 8. Wittig conden sation of this ketone
with ethyltriphenylphosphonfum bromide to obtain the requisite compound, 1-
phthalimido-2-( 2,5-dimethoxybenzyl)-[E] and [Z]-2-butene, 9, were unsuccessful at all
different reaction conditions. It has been expected to obtain key intermediate in the
synthetic sequence by hydrolysis of compound 9 on acidic condition.

OzeT

BW 301U, 1, 2,4-dlamino-6-(2,5-dimetoksibenzl)-5-metil-pirido-(2,3-d] pirimidia
olarak adlandinhr ve yagda ¢dzinen, folat {nhibitsrdl olan bir flagtir. Eczacihkta
piritrexim olarak adlandinhr ve dihidrofolat reduktaz enziminin ve memelilerde hcre
bylmesinin inhibitord olarak en az methotrexate (MTX) kadar etidndir. Bu galigmada,
BW 301U bilegigintn, yent bir sentetik  yol kullanilarak sentez! sraslapds i Jentesds
cldest gereken ara 0rin 1_ammo-z-(2,5-dimetokslbcnzll)-[ElV¢ (z ] 2-buten ,3,d. 2,5-
dimetoksifentlasetil Klordron 5 , diazometan fle reaksiyonu, baglangig maddest dlacak
1-kloro-3-(2,5-dimetoksifentl)-2-propanon. 7, bilesigini verdi. 1-kloro-3-(2,5-dimetok-
sifent])-2-propanonun potasyum ftalimid ile Gabriel reaksiyonundan 1-(3,5-
dimetoksifent])-3-ftalimido-2-propanon, 8, elde edildi. Bu ketonun, degisik sartlarda,
etiltrifenilfosfonyum bromar ile Wittig Kkondensasyon reaksiyonundan ise, gercken
bilestk olan, 1,M(mdo-z.(2,5.d1mebokslbenzu)-lE] ve [Z]-2-buten, 9, clde edilemedi.
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Sentezdeki anahtar ara 0rdn olan 3 bilesiginin,® bilegigin asidik sartlardg
hidrolizinden elde edilmes! beklenilmektedir.

GiRris

Baz 5-deazopteridinler ya da pirido (2,3-d] pirimidinler , dihidrofolat
reduktaz enziminin aktif inhibitosradar ve antibakteriyel, antimalariyal,
antitumor reaktif olarak etkindir. Bunlardan methotrexate, 1, tamor
olusumunu engelleyici ve bagigikhg1 saglayicr bir llag olarak uzun wyillar
denenmistir ve halende kanser kemoterapisinde antimetabolit olarak
kullanmilmaktadir. Fakat asirni derecede tokslk olmasi ve c¢ogu insan
tOmorlerine etkisiz olusu, bu ilacin kullanim alamm simirlamaktadir.(1).

O

NH

Lk

0
N
ALY

1

Bundan dolayr, kanserli dokuya kars: esit etki goésteren ve fakat
methotrexatin gosterdigi yan etkilerl gdstermeyen bir bilesik bulmaumudu
lle 1 bilesiginin degisik analoglaninin sentezine bayak ilgi duyulmustur.
Methotrexate yapisinin her kismi  degistirilerek, degisik analoglari
hazirlanmig olmasina ragmen, pteridin halkasinin,e degisik deazopteridin
tarevlerinden biri ile yerdegistirdigl analoglan, kemoterapik reaktif olarak
¢ok umut vericidir (2).

Bu calismada, kanser kemoterapisinde olduk¢a umut vericl bir bilesik
olan BW 301U, 2 bilesiginin yeni bir sentetik yolla sentezi amaglanmaktadir.
BW 301U bilesigl flk kez 1980 yiinda Amerika Birlesik Devietleri Borroughs
Welcome ilag firmasinda sentezlenmis ve bilesige 1981 yilinda patent
alinmistir (3). Bllesik, ilgili piridopirimidinler ve diger yagda ¢ozinen
diaminoheterosiklik bilesikler arasindan, histamin metabolizmasina en az
etkl gosteren, etkin bir dihidrofolat reduktaz enzim Inhibitéri olarak
bulunmugtur. Methotrexatin tersine hacrelere glrigl hizh ve sjcakhiktan
bagumsizdir, bilesik hacre zarlarindan diffozyonla gegmektedir.(4). Bilesik ile
yapilan biokimyasal ve kemoterapik ¢alismalar, Sarcoma 180 tamérane hizli
etk ettigini gostermistir.(5). Bilesik, ozelikle yOksek konsantrasyonlarda,

~methotrexate'a direncli hicrelerde, methotrexate'dan daha etkin bulun-
mustur. (6). :
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DENEL BOLUM

Sentezde oncellkle anahtar aran olan, 1l-amino-2-(2,5-
dimetoksibenzil)- [ E ] ve [ Z ] - 2- butenin, 3 eldesi amaglandi. Conka 3
bilesiginin 2-kloro-4,6-dlaminopirimidin ya da 2-amino-4,6-dikloropirimidin
ile kondensasyonundan' 1-(2,4,6-triaminopirimidin)-2-(2,5-dimetoksibenzll)-
2-buten, 4, bilesigi elde edilebilir.4 bilesiginin PdCl, - CuCl - Oy kompleks
sistem! lle oksidasyonundan ise BW 301U elde edilecektir. (7).

CHj
NH2 |
JlN NH—CHz;— é:—CHz Pl > BW301U, 2
HN 2 CuCl,02 '

Anahtar tirin olan 3 bilesigine gecebilmek icin, 2,5-
dimetoksifenilasetil kloraran, 5, diazometan ile etkilestirilmesinden 6 bilesigi
ve bu bilesigin asitlendirilmesiyle , 1-kloro-3-(2,5-dimetoksifenil)- 2- propanon,
7 bilesigi elde edildi. (8). (Erime noktasi: 42- 43 °C , Verim: %58, buz ban-
yosunda eterden beyaz kristaller ).

OCHg CHMN, OCH,
@( ?l) oc @ '?
HCO o CHi— GGl o HsCOL N CHa g CClElo
6
5 20° | %37 Hel

OCH,

|
HyCO CH,— CCH,CI
7

1- kloro-3-(2,5-dimetoksifentl)-2-propanon 7 nin potasyum ftalimid ile Gabriel
reaksiyonundan, 1-(2.5-dimetoksifenil)-3- ftalimido-2-propanon, 8, bilesig! elde
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edildi. ( Erime noktasi : 165 -166 °C , Verim : 9% 48 , etilasetat + hekzandan
beyaz kristaller ). 8 bilegiginden Wittig kondensasyon reaksiyonu (9) ile 1-
ftalimido-2-(2,5-dimetoksibenzil)-[E] ve [Z]- 2-buten, 9 bilesigi elde edilmeye

cahgidL

¢
CA s
OCHj, (? " @( >N K+
J: I | C
CH,— C—CH,—ClI 1
HaCO - 2 2 0
DMF
36 saat
0 CHg
Cy |
?N"CHZ_ C—CH2
g 8 OCHg,
[(Cs Hs)a P*CHzCHg]Br
- Baz
Gozici
CH4
(@) |
Co [
@ SN-CH,— C—CHz“Q
% OCH,
(@) 9

Fakat sirasiyla (baz-¢dz(icti) ¢ifti olarak ( NaH - THF ), ( n- BuLI-THF ), ( n-
Bulli - dietileter ), ( potasyum tersiyerbutoksit - CgHg ) kullanarak, dort farkli
sartda yapilan Wittig reaksiyonu ile, istenilen 9 bilesigi elde edilemedi. (10).
(11).

SONUC VE TARTISMA

Sentezde elde edilen 7 ve 8 bilesiklerinin yapis: spektroskopik olarak
aydinlatildi. Wittig kondensasyon reaksiyonlannda ise, her defasinda
trifenilfosfinetiliden ylide ¢ozeltisinin karakteristik rengi elde edilmesine
ragmen, dort farkli kosulda da, istenilen 9 bilesi2l elde edilemedi. Deneylerde 8
bilesiginin, ¢6zOcOnOn kaynama sicakligin da yapilan Wittig reaksiyonu
sonucunda bozundugu, oda sicaklifinda yapilan Wittig reaksiyonunda Is€
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xismen bozunup, kismen etkilesmeye girmedigl gozlendi. Sonugta, 1- (2.5-
dimetoksifentl) - 3 - ftalimido - 2- propanon bilesiginin, Wittig reaksiyonuna
reaktivitesinin digak oldugu séylenebilir. Sonucy dogrulamak i¢in, daha az

sterik engelll keton blilesiklerl ile farkl sartlarda yapilan Wittig
reaksiyonlan denenmelidir.
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3,5 DIMETIL TETRAHIDRO-13,5-TIADIAZIN2-TION'UN SENTEZINDE OPTIMUM

SARTLARIN ARASTIRILMASI VE METAL KATYONLARI iLE REAKSIYONLARI

Ayse ERCAG ve Eyiip OZCAN

Istanbul Universitesi Mithendislik Fakiiltesi Kimya Béliimit Istanbul, Tarkiye

STUDIES OF THE OPTIMUM connmor.is IN SYNTHESIS 3,5 DIMETHYL TETRAHYD-
RO-1,3,5-THIADIAZIN-2-THIONE’S AND ITS REACTIONS WITH

SUMMARY

In the first section of this work influcnce of reaction conditions on the product yield at the
synthesis of 3,5 dimethyl tetrahydro-1,3,5-thiadiazin-2-thione's which has pesticit characteristics was
researched. A new method, which provide product with high yicld was carricd out. The obtaining
product was scourcd. Then its structure was clucidated. In the second part of this work it was subjec-
ted as a ligand. Complexes of this ligand with Cu?t, Co?*, Fe3*, Ni2* was synthesized and studi-
ed by UV /visible spectrophotometry in the region of 200-500 nm at pH (asidic). This work was inclu-
ded studies with Cu?* jon.

OZET

Bu caligmanin birinci bdlimiinde pestisit dzclliklere sahip olan 3,5 dimetil tetrahidro-1,3,5-ti-
adiazin-2-tion'un (DMTT) sentezinde reaksiyon sartlannin {irlin verimi Gzerine etkileri aragtinldi.
Yiiksck verimle iiriin elde edilmesini saglayan yeni bir yontem uygulandi. Eide edilen liriin saflagtin-
lip yapis: aydinlatildiktan sonra galigmamizin ikinci bblimiinde ligand olarak denemelere tabi tutul-
du. Ligandin Cu2*, Ni2+, Co2*, Fe3* kompleksleri yapilarak asidik pH arahifinda A=200-500
nm'de UV spektrumlan alindi. Bu caligmada yukaridaki metallerden cu?t iyonu segilerek fizerinde
incclemeler yapilds.

GiRris

Aktif maddesi 3,5 dimetil tetrahidro-1,3,5-tiadiazin-2-tion olan ve Mylone, Dazo-
met, Tiazon, Basamid ticari adlan il bilinen ur(lnﬂmdfun oldukeca genig kullamm alant
vardir. Nematizit, insektisit, fungusit ve herbisit ctkilerin kangimina sahiptir(1). §erbw
yasayan nematodlara, kdk galnematodlarna, patates nematodlanng, pythium, rhizocto-
nia, fusarium, verticillium, colletotrictium gibi toprak funguslan ile tel kurtlan ve diger
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toprak zararhilanna etkili bir fumiganttur(2).

Toprak sterilant: olarak, sera sebzecilifi ve sUs bitkileri ile fide yastiklannda kulla-
nulmakta ve mahsul veriminde bilylk artig saflamaktadir(3). Zirai micadelede k\fllam].
masinun yanunda diger sanayi dallannda da (kag, metal, boya, plastik) bakterisit ve
dezenfektan olarak kullanimaktadir(4). Olkemizde dretilmemekte yabana firmalardan
ithal edilerek kullanilmaktadir. Bu nedenle DMTTYi dretime ySnelk sekilde sentez
etmeyi amagladik. Aynca DMTT bozundurulmak suretiyle ortamdan uzaklagtinlabilmek-
tedir. Metal katyonlan ile reaksiyonlan yapilarak DMTT nin bozunmast izerine etkileri-
ni gézledik. Cikan sonuglann uygulamaya yonelik baz: yenilikler getirebilecedi kanaatin-

r.'ﬁcyiz.
DENEL BOLUM

Cihazlar: Spektrofotometrik dicimler igin "Beckmann D.B-GT spektrometer” kul-
laruldi. pH Slgimleri de "Metrohm Herisau pH meter E603" Cam elektrod "EA 1217 ile
ddi
e Kimyasal ve stok gozeltiler: Kimyasal maddelecin bir kismu yerli firmalardan bir
kismu da Merck, Fluka gibi yabana firmalradan satin alinds.
10-3M DMTT nin % 10 luk alkoldeki ¢dzeltisi deneyler swrasinda taze hazirlan-
di. 10-3M Cu2*, 10-3M Co?*, 10-3M Ni2* ve 10~3M Fe>+ gozeltileri.

DMTT sentezi

Sentez kesikli olarak iki agamada yapildi. Birinci asamada: 125 ml suda ¢bziilmis
67 g metilaminhidrokloriir, 50 g CS, (teorik miktarlardan % 30 oramunda fazla) ile bir
cam balonda muamele edildi. Balon digtan sofutulmak suretiyle kangimun sicaklifa 10°C
civanna getirildi. Sofutulan bu kansim Gzerine 40 g NaOH in 100 ml suda ¢zillmesi ile
elde edilen cozeltiden damla damla ilave edildi. Biitin NaOH ¢bzeltisi bitene kadar kar-
sitirmaya ve sofutmaya devam edildi. NaOH ilavesi bittikten sonra reaksiyon kangimin-
dan reaksiyona girmemis CS, ekstrakte edildi.

Birinci agamada elde edilen reaksiyon ¢dzeltisi ikinci asamada 30-40°C civannda
kapali bir kapta siirekli kanstirmak suretiyle damla damla % 37 lik CH,0 ile reaksiyona
sokuldu. flave sirasinda beyaz kati madde aynlmasi gdzlendi. Aynlan Uriin vakumda
sliziildd. Kurutuldu. E.N=106".

Uriinlin sentezinde en yiiksek ve verime yukanda anlatidify sekilde caligildifs
zaman ulagilt.

Reaksiyon denklemi: S

[
2CH;~NH, HCI+CS, 229 o (cly _ NH - C-5]~[NH;(CHy)] * + 2NaCl+2H,0
s

[Ch,—NH-g-S]'[NH,(CH;)}* 4 2CH,0 — -2H,0

ci
/N\
H2(|: C.S
|
2% H.C-N S
3 >
it C
H;



Uriintdn Elementel Analizi;

% C % H %
Hesaplanan 36,97 6,16 17;; 49: ssz
Bulupan 36,68 6,35 16,97 39:98

Yukanda gOsterilen clement yizdeleri ilesigi irik il
cs}{mNész o yUzdelerine gore bilesiiin ampirik formiili

riniin IR, {H-NMR, UV spektrumlan:

DMTTnin IR spektrumu; ~890 em~! de - ! bt =1
-§-CS-N-, 1180 cm‘?7 de C-N, ~1225 cm~! de c-%,Hz-i‘zoo 13:5\91 c;; c—;j«c.
~2820-2780 de -CH,-N =CH; pikleri, UV spektrumu Amax=300 nm de maksimum
absorbsiyon, H-NMR spektrumu dn é(ppm) = 2,685 (3H), é(ppm) = 3,5113 (3H),
§(ppm) = 4,3615 (2H), §(ppm) = 4,424 (2H) kimyasal kayma degerlerini vermektedir.

DMTT nin Metal Katyonlan ile Reaksiyonlan:

Gahsmamin bu bdliminde {rlinimiz ligand olarak denemelere tabi tutuldu.
Ligandin Cu*, Co?*, Ni?*, Fe* kompleksleri yapildi. Olusan komplekslerin asidik
pH'larda A=200-500 nm deki UV spektrumlan alindi (Tablo 1).

Metal-Ligand pH m m
Cu®*.DMTT 3,57 390
Co?*.DMTT 3 395
Fe3*.DMTT 2 370
NiZ2*.DMTT 372 385

Tablo 1: DMTT'nin metal komplekslerinin UV absorbsiyon maksimumlar:

Metal katyonlan ve ligand gbzeltileri igin en ideal derisim 10~3M olarak segildi.
Bu konsantrasyonun altinda yeterli absorbsiyon olmamakta, izerinde isc dlglim yapilama-
maktadir. Suda az gbziinen ligand ctilalkol-su kangiminda (% 10 luk alkol ¢dzeltisi)
¢bziild, Her galigma icin taze hazirlanarak sadece bir gilin siireyle kullamldi.

Cu?*.DMTT Kompleksinin Yapisi

Jop metoduna gire Cu?*.-DMTT kompleksinin pH=23-5,7 arasinda stirekli dcgi-
§im cgrileri gizilerek metal-ligand orami 1/1 olarak bulundu (Grafik 1). Kompleksin
spektrofotometrik dlglimleri yaklagk bir saat igin gegerli olup daha sonra bir absorbsiyon
artigt ile birlikte renk agik sandan yesile dogru degismekte, bulanma ve gdkelmeler olug-
maktadir.
o Grafik 1:
Cu2+-DMTT nin
slirekli defiisim cgrisi
sap [DMTT]=10"3M
(%10 alkollii ¢dz),

3 [Cu2*)=10"3M

1 . pH=3,57, Amax=390
nm

b

-
o
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SONUGLAR VE TARTISMA

DMTT sentezinde optimum gartlar arastinldi ve lab. sartlannda iyi bi.r verimle
sentez edildi. Elde ettifimiz {irlin yapist aydinlatildiktan sonra metal katyonlan ile reaksi.
yona sokularak metal-DMTT kompleksleri yapildi. Cu?*DMTT kompleksi segilerek
metal ligand oram: 1/1 olarak bulundu. Cu?*-DMTT kompleksinin hafif alkolll ¢Bzelt-
de rengi agk sandir. Zamanla yesile kadar renk degisimi ve bulaniklikla birlikte ¢Skme-
ler gdrilmektedir. Neticede Cu?*-DMTT kompleksi sulu ¢dzeltide kisa siirede bozun.
maktadir,

DMTT nin topraktaki toksik etkisi dekompoze olma orarnu ve derecesi ile tayin
edilir. Isitildianda su varlifanda topraktaki bozunma mekanizmas: §8yledir(1):

CH,

N 0
H,CN N-CH =
) LS #2H;0 — CHNCS+H,S+CHNH, +2HCT

- N H

Denklemden de gdriildijl gibi toprakta rutubet ile temasa gegince yavag yavas
gaz haline ddnisilr ve bu gaz toprafin her tarafina yaylarak toprakta mevcut zararl
organizmalan Sldirlr. DMTT nin gaz haline gegebilmesi ve arzu edilen etkiyi gdsterebil-
mesi toprak rutubeti, toprak sist ve toprak tirll gibi faktdrlerle yakin iliski igersinde-
dir(3). Toprakta bitlin bu sartlar saflandiktan sonra DMTT uygulanmalidir. Uygulandik-
tan belli bir siire sonra da bozunarak ortamdan uzaklagmas: gerekmektedir. Hemen bozu-
nursa zararlilara etkili olamaz, uzun slire bozunmadan kalirsa da sonradan ekilecek mah-
sule zarar verir. DMTT uygulandiktan belli bir sire sonra topraga sulama ile birlikte
Cu?* iyonlan da verilirse DMTTnin bozunma hznn artacaly deneylerimiz neticesinde
tahmin edilmektedir. Aynca Cu?* iyonlanmun bakterisit ve fungusit etkileri bilindigine
gore pestisit etkilerine sahip olan DMTT nin etkisini de artiracaf (sinerjist etki) agktir.
Bu nedenle calismalanmizi bu konuda yojunlastirdik. Yap: aydinlatma ve difer metal
- katyonlan ile bozunma kineti}i calismalanmizda devam etmektedir.
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DEGISIK KINON, METID ONCULER! tLE 1.3 - T INLE
SENTEZE VE MEKANTZMA SAPTANMASE © ) AANLERLN

Orhan BILGIC, Sevim BILGIC ve Mine YALCINKAYA

Anadolu Universitesi,Fen Edebiyat Fakultesi Kimya Boltmu
ESKISEHIR -TURKIYE

THE SYNTHESIS OF 1.3-THIAZINES WITH VARIABLE QUINONE-METHIDE
PRECURSORS AND THE DETERMINATION OF THE MECHANISM

SUMMARY

In this work the pyrolysis of 1-N, N - dimethylaminomethy! -2-naphthol (1) with thio-
benzamide and thioacetamide were 1nvestigated. In the end of the reaction of 1-N,N-
dimethylaminomethyl-2- naphthol (1) with thiobenzamide, 2-phenylnaphto (5 ,6] -1,3- thi-
azine ( 5,R = Ph) and 3,5 -diphenylthia -2,4-diazole ( 6,R=Ph ) with thiacetamide, 2-
methylnaphto (5,6)-1,3- 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.

OZET

Bu galismada 1-N,N-dimetilaminometil-1-naftol (1)' dn tiyobenzamid ve tiyoasetamid
ile pirolizleri incelenmek istenmigtir. 1-N,N-Dimetilaminometil-2-naftcl (1)'dn tiyobenzamid
ile reaksiyonu sonunda, 2-fenilnafto [5,6]-1,3-tiyozin (5,R=Ph) ve 3,6 dxfcniluya 2,4'-diu.ol
(6,R=Ph) tiyoasetamid ile 2-metilnafto [5,6)-1,3-tiyazin ( 5,R=Me ) ve 3,5-dimetiltiya, 2,4-
diazol (6,R=Me) izole edilmistir. Ancak ikinci reaksiyonun verimi pok dilyik gkmugtar.

GIRIS
1-N,N-Dimetilaminometil -2-naftol (1) 'tin difenil eterli ortamda, 200 °C'de,
polisiklik heteroaromatik maddeleri, elektron, verici substitilent iceren anilin-
lerle yiksek verimle; elektron-gekici substituent igeren anilinlerle ise dilgitk ve-
rimle olugturdugu bildirilmigtir (1-3). i
1-N?N-Dimg:tilanﬁnometil-z-namol (1)' tin anilinlerle po!mkhk heteroarom-
atik maddeleri naftalen-kinon-metid (3) ara-iriind izerinden olusturdugu

kamtl HE S :
Hﬁgﬁ;&%em -9 naftol (2) ve 1-N,N-dimetilaminometil -2-naftol (1)

,naftalen-kinon-metid (3) ara-irini Uzerinden ters elektron g.erek:sinimli Diels,
Alder tirinleri olan 2-substitde (5,6] -kroman (4 R=Ph)'i verdikleri anlanlmigtr
(4). Bu reaksiyonlarda yuksek sicakhifin sadece kinon-metid ara,driinlerinin
olugumu jgin gerekli, Diels-Alder reaksiyonu igin iS¢ gerekli olmadif1 savunul-
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mustur (5). Bu nedenle naftelen-kinon-metid (3) ara-Urini 0zen'm:le_n polisiklik
heteroaromatik madde sentezleme ydntemini yeni madde sentezlerini uy.gulu)ta.
rak genigletmek ve biyolojik 8nemi olan siibstitile tiyazinler sentezlemek istedik.

CH NMe, CH,OH O CH
z
\o
3
O ‘A
L )_
R N R

28 A

Calismada, izole edilen maddelerin H-nmr spektrumlan, jeol PMX 60 S1
(60, MHz) ve Bruker AC 200L (200 MHz) (MAM. TUBITAK) spektrome-
trelerinde, '*C-nmr spektrumlan Bruker AC 200L (MAM.TUBITAK) spektromet-
resinde, Kimyasal analizler, Carlo Erba Strumentazoone Mode 1106
(MAM.TUBITAK)'da IR spektrumlan 270-230 Hitachi ve IR 435 Schimadzu
spektrometrelerinde, u.v. spektrumlan 150-20 Hitachi ve UV 240 Schimadzu

spektrometrelerinde ahnmistir.

~

DENEL BOLUM
- Naftalen-kinon-metid dnciisit , 1-N,N-dimetil aminometil-2-naftol (1) stiren
ile kapal tip icerisinde, tiyobenzamid ve tiyoasetamid ile ,

1. Oda sicaklifinda,
ii. Toluenin kaynama noktasinda,

~_iii. Kapah tilp iginde,
.-reaksiyonlm gergeklegtirildi.

193

%
2
5,



1.I~{,N-Dimetilaminometi]-z-naftol (1)'tin stiren ile reaksiyonunda ham-
griiniin ince tabaka kromatografisi (Si 0, -CHCI, ) iki madde varhgin R=0,92
ve RFO,GS) varhfim gdstermistir. Spektroskopik veriler ve elementel analizlerd-
en, ilk maddenin (R, =0,92) yapisinin, naftalen-kinon-metid (8)'in dimeri (7)
oldugu, ikinci maddenin ise, (R =0,65), (4,R=Ph) oldugu anlagilmigtir. 1- N,N-

Dimetilaminometil -2- naftol (1) ' @in tiyobenzamid ve tiyoasetamid ile oda
sicakhfinda yapilan reaksiyonundan sonug ahinamamsgtir. Diger yontemlerden
sonuglar ahnmistir. Tiyobenzamid ile reaksiyonunda ham-trinin ince tabaka
kromatografisi (8i0,, CHCI,) iki madde varhfim (R=0,86 v e 0,66) gostermigtir.

Ust tabaka (R, = 0,86) etil alkolden san renkli kristaller vermigtir. 90.44

mg % 38 verim, elementel analiz ve spektroskopik veriler maddenin (5,R=Ph)
yapisinda oldugunu desteklemistir. Alt tabaka ( R = 0.66) etil alkolden acgik san

renkli kristaller vermistir: 118.25 mg. % 40 verdim, elemantel analiz ve spek-
troskopik veriler maddenin (6,R=Ph) yapisinda olduffunu desteklemistir.

1-N,N-Dimetilaminometil -2-naftal (1) ' in tiyoasematid ile reaksiyonunda
ham-UriinGin ince tabaka kromatografisi (Si0,,CHCl,) ¢ok sayida leke
gostermistir. Preparatif ince tabaka kromatografik saflastirma ile madde
(Rr-- 0,80 ve Rf 0,33) izole edilmigtir.

Ust tabaka, (R=0,80) etil alkolden beyaz renkli kristaller vermigtir.
13.3 mg % 8,8 verim spektroskopik veriler maddenin (5,R=Me) yapisinda
oldugunu desteklemigtir.

Alt tabaka, (R=0,33) uv lambas: altinda parlak koyu mavi renkli leke,
preparatif ince tabaka kromatografisi (Si0, ,CHCl, ) ile saflagtirma sonunda agtk
san renkte kristalimsi madde izole edildi.

25.2 mg % 12.4 verim spektroskopik veriler ve elementel analiz maddenin
(5,R= Me) 2,2:1 oraninda denge de olan yapilar: desteklemigtir.

TARTISMA VE SONUQ

l-N,N-Dimetilaminometil -2-naftol (1)'dn tiyabenzamid ile 2-fenilnafto
(5,6]-1,3 tiyazin (8,R=Ph) ve tiyobenzamidin tiyobenzami'de 1,3-oipolar
katilmas: ile 2,5-difeniltiya-2,4-diazol’ Un (4,R = Ph) olugturdugu anlagilmigtir.

l-N.N-Dimeti]aminometil -2-naftol (1)ln tiyoasetamid ile reaksiyonu iyi
bir sentez yéntemi olmadifn sonucuna vanlmigtir. Cnkd farkh sartlarda
gerceklestirilen reaksiyonlarn hepsinde ince tabaka kromatografinde (Si0,,
CHCI, ) ¢ ok fazla leke gdzlenmig ve hunlann arasindan ok ditgik verimle (5 ve

8,R=Me) yapis: ile dengede bulunan ve 2,5 dimetiltiya-2-4 diazol (5,R=Me)

elde edilmistir. o
1-N,N, Dismeti]aminometi]-Znaftol (1) fenil halkasinda elektron verici

stbstitdent iceren (OCHj, -OH, CH,) gibi tiyoamidlerle 1sitilmas: sonunda
deffigik 2-stibstitilye nafta [5,6].1,3-tiyazinlerin elde edilmesi ve biyolojik aktivi-
telerinin incelenmesi mimkin olacaktir.
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MAKRO HALKALI ETERLERIN 3-FENILKUMARIN
TUREVLERININ SENTEZLER]

Mustafa BULUT ve Cakil ERK*
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THE SYNTHESIS OF 3-PHENYLCOUMARIN DERIVATIVES OF MACROZYCLIC ETHERS
SUMMARY

Recently, we initiated a work of synthesis of novel crown ethers. Accordingly, the synthesis
of 3-phenylcoumarins and their 15.Crown.5 and 18.Crown.6 derivatives were achieved successfully.
1,2,3-trihydroxy or 1,2,4-triacetoxybenzene were reacted with a-formyl ethyl phenyl acetate derivatives
forming 7,8- and 6,7-dihydroxy-3-penylcoumarinswhich were then reacted with ditosylate or dichloride
of tetra- or pentacthyleneglycols. By this way several products of crown ethers 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.

OZET

Alkali metal- ve benzer katyonlar ile kompleks meydana getirme Szellikleri ile taminnug olan
makro halkali policterlerin sentezleri ve katyon baglama efilimleri ile ilgili olarak daha dnce bir ok
galigma yapilmugtir,”

' Bu nedenle yaptfimuz dsha Snceki galigmalanmuza paralel olarak yeni baz: makro halkah
Uriinlerin sentezi ve katyon baglama Szellikleri Gzerinde galiglmistir.” Ozellikle benzo ve benzopiran
tirevierinin ilging dzelliklerinin oldugu.gdrilmis ve yeni bazs molekilllerin sentezi gergeklegtirilmigtir.”

Sunulan bu galigmada Sncelikle 6,7-dihidroksi ve 7,8-dihidroksi-3-fenilkumarinler sentez-
lenmigtir. Daha sonra bu kumarinlerin uygun ortamda polictilenglikoldikloriir veya ditosilatlan DMF
ortaminda etkilegtirilerek makro halkali eterler elde edilmigtir.”

GIris

Makro halkal eterler yiizyilimizin ilging molekil yapilarnindan biri olup sentetik anti-
biyotik dzellikleri agisindan tip ve biyokimya gibi k°"“hfd‘ SW“hl}k kazanmugtir. Sivi-sivi
faz transferi veya membran-iyon difiizyonu gibi konulann mcelcnm.«mdeq?k uygun modellcr
olarak kullanilmaktadir. Uzun bir siiredir bu molekillerin sentezlen :tr?o-kx.n.lyull Gzclhkl?n
ve Szellikle gekirdek magnetik rezonans ydntemi ile iyon ba.ghma.azcl.hklen incelenmektedir,
Bu nedenle alinan sonuglarin yeni molekiller ﬁzuix.\ée yeni ozelliklerin ann;lxmsl agisindan
farkli fonksiyonel gurup igeren yeni yapi seatezleri tizerinde durulmaktadir.
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DENEL BOLUM

NMR spektrumlan 200 MHz do BRUKER spektrometresinde, IR spekim JASCO-FTIR ve Kiitle
Spektrumian Hewlett Packard GC-MS spektrometresinde alinmustir. 15.crown.$ treyledinin elde edilmesi
igin o-dihidroksi-3-fenilkumarin (20 mmol), diklorpentactilenglikol (20 mmol), potasyum karbonat (40
mmol), DMF (45 ml) ve 15 ml su kangim azol alunda 24-36 saat kanguinlarak sitthr ve sofutulur,
CHCI, ile ekstrakte edilir, kurutulur alkol veya diklonmetandan kristallendirilir. 18.crown.6 tiirevierinin
sentezi igin diklorpentaetilenglikol yerine pentactilenglikolditosilat reaksiyona sokulur.

SONUGLAR

Bu galiymada dncelikle o-dihidroksi-3-fenilkumarin sentezleri yapilmugtir. Bu maksat ile fenil-
astik asit threvleri metalik sodyun/eter ortaminda etil format ile etkilegtirilmistir. Elde edilen a-formil etil
fenil asetat bilegikleri Pechmann reaksiyonu Gzerinden | ,2,3-trihidroksibenzen veya 1,2,4-asetoksibenzen
ile etkilegtirilmigtir. Ele gegen o-dihidroksi-3-fenilkumarinler son derece uygun verimler ile hazirlandik-
lanindan yeterince saf ve ¢dziintrliik agisindan uygun olmalari nedeni ile makro halkah eter sentezleri igin
gok uygun bulunmugtur. Bu bilegikler DMF/su ortaminda potasyum karbonat ile homojen gozeltilerde 70-
80 °C de reaksiyon veririer.®

Form.no E.N.. IR Spektra (Cm™) NMR Spektra Kiitle
Spektra
4a 78 2830,1720,1110 3.76 8H,3.96 4H, 412,280

423 2H,4.39 2H,
6.86 1H,7.27 3H,
7.41 2H,7.74 IH

4c 75 2900,1710,1120 3.76 12H,3.96 4H, 446,280
4.23 2H,4.39 2H,
6.86 1H,7.27 3H,
7.41 2H,7.74 IH

4d 83 2900,1710,1120 3.74 8H,3.89 2H, 412,280
4.23 4P,6.83 1P,
7.14 1P,7.38 3H,
7.71 2H,7.97 1H

4r viskoz 2860,1720,1110 3.74 12H,3.89 2H, 446,280
4.23 4P,6.83 1P,
7.14 1P,7.38 3H,
7.71 2H,7.97 IH

4g 75 2860,1720,1120 3.77 8H,3.94 4H, 412,280
' 4.19 4H,6.92 IH,
7.31 2H,7.47 2H,
7.55 1H,7.77 2H

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




2b i CHJO 0 OH Na.CO
Qk - YCHIOCHIy
S

R

1a | H

1b | CH;0
R

2c¢ | H

2d | CH;0
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NAFTOFURAN VE NAFTODIOKSOSIN TUREVLERININ SENTEZI

Aysegiil TUNCA, Naciye TALINLI ve Ahmet AKAR

Istanbul Teknik Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Bolimii Maslak-80626-
Istanbul=Tirkiye s

SYNTHESES OF NAPHTHOFURAN AND NAPHTHODIOXOCIN DERIVATIVES
SUMMARY

The aim of this work is to synthesize new oxygen containing heterocyclic compounds
by the reactions between naphthols and dicarbonyl compounds.

2-Naphthol, 2,7-dihydroxynaphthalene, 1,5-dihydroxynaphthalene, 2,6—
dihydroxynaphthalene, 2,3-dihydroxynaphthalene and 2-thionaphthalene were used as naphthol
derivatives and glyoxal and glutardialdchyde were used as dicarbonyl compounds. The reactions
were carried out by different naphthol/carbonyl mol ratios.

Naphthofurano [2,1-b] naphthofuran type compounds and polymers that contain
naphthofuran structure in their main chains were synthesized when glyoxal which is an a-
dicarbonyl compound was used. Polymers were obtained independently from the
naphthol/carbony]l mol ratio. The only diffcrence was observed in the molecular weights of
polymers.

Naphtho [2,1-d] naphtho (2,1-g) [1,3] dioxocin type compounds and polymers of this
structure were obtained when glutardialdchyde which is y~dicarbonyl compound was used. The
same behaviour was observed in polymers.

OZET

Bu caligmada gesitli naftoller dikarbonil bilegikleriyle tepkimeye sokularak oksijen

igeren heterosiklik bilegiklerin sentezi amaglanmigtir. 3 4 : 4
Nstiol tirovlasi olarak 2-nafiol, 2,7-dihidroksinaltalin, 1,3-dihidroksinaltatin, 26°

dihidroksinaftalin, 2,3-dihidroksinaftalin ve 2-tiyonafalin e
olarak ise glioksal ve glutardialdehit alinmusur. Tepkimeler degisik naftol/karbonil mol
oranlarinda gergeklestirilmistir.

B oiles g olarak glioksal kullanildg1zaman naftofurano [2,170) nafio Feon
tGrd bilegiKler ve zincirde bu yapiyl igeren polimerler cle _g«:_gmsm. Polimer olusurfmnun
naftol/karbonil mol oramindan bagimsiz oldugu gozlemlenmisur. Tek fark olusan polimerin

molekil agirliginda gdrilmastar. i
Yg—dx’lg(lumn?? ilegigi olan glutardialdehit kullanildigs zaman isc £370 [l
[21-g) [1,3] dioksosin ve bunun polimerleri ele gegmiglir. Gene polimer olugumunun

naflol/karbonil mol oranindan bagimsiz oldugu sozlcmlcnmislir-
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GIRIS

Bu calimada oksijen igeren heterosiklik bilegiklerin sentezi amaglannus, ve
fenollcrle karbonil bilesikleri arasindaki tepkimelerden yararlamlmis ur [1].

Son yillarda naftofuranonaftofuran 1ird bilegiklerin sentezi igin 1,4
diariloksi-2-bitin'lerin Claisen gevrilmesinden yararlanilmaktadir [2]. Ancak bu
yontem hem zor hem de verimin diigik olmasindan dolay: pek uygun degildir. Oysa
fenollerle karbonil bilesikleri arasindaki tepkimelerde yiiksek verimle {riin ele
gegmekle ve yan iirlin olusumu az olmaktadir [3]. Tepkimeler oda sicakliginda ve asit
katalizorligiinde gergeklesmektedir [1]. Aym: zamanda Claisen gevrilmesi sonucunda
hem [2,1-b] benzofuran hem de [1,2-b] benzofuran kangm olarak cle gegmekiedir
[2]. Oysa karbonil bilesikleri ile gergeklestirilen tepkimelerde digiik sicakbkta tek
firiin olusumu sdz konusudur [4].

DENEL BOLUM

Standart Yontem : Naftol bilesigi formik asit iginde ¢ozilip 40-45°Ca
isitilir. Karbonil bilesigi bu karigima yavas yavag kauhr. Tepkime kangimm bu
sicaklikta 6 saat kansunlr. Géken kristaller alimir ve su ile yikanir.

Ele gegen firiinler ince tabaka ve kolon kromatografisi yontemlenyle ayriimis
ve saflastnlmistir. Ele gegen bilesiklerin yapilan FTIR, NMR ve MS yontemleri
kullanlarak aydmlatulmis tr. Polimerlerin molekil agirhiklan viskozite yontemiyle
saplanngtir.

SONUCLAR VE TARTISMA

Tepkime Once kondensasyon sonra da molekill igi asctallesme tizerinden
yiirimekie ve friinler ele gegmektedir.

Glioksal kullanildig1 zaman ele gegen firiin naftofuranonafiofuran yapisinda
olmustur. Naftol tirevinde hidroksil gruplanmin birbirine zit konumda oldugu
durumlarda (2,6 ve 1,5 konumlari) beklenen siklik bilesik yerine polimer ele gegmistir.
Degisik mol oranlaninda cahigiimasina ragmen polimer olugumunu dnlemek miimkin
olmamistir. Tek fark olusan polimerin molckill agirhiginda gézlemlenmis tir.

y-dikarbonil tiirevi olan glutardialdehitin kullamldig: durumlarda isc nafto
[2,1-d] nafto [2,1-g) 11,3] dioksosin tirevleri cle gegmistir. Glutardialdehit ile yapilan
tepkimelerde biitiin dihidroksinaftalin tirevieri kullanildig1zaman polimer elde edilmis,
sadece 2-naftol ve 2-tiyonafialinin kullanildigs durumlarda beklenen [1,3] dioksosin
tiirevleri elde edilebilmistir.
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Cephalaria transilvanica'dan IZOLE EDILEN iKI
TRITERPEN GLIKOZIDIN YAPILARI UZERINDE
CALISMALAR

siiheyla KIRMIZIGUL ve Hiiseyin ANIL
Ege Universitesi Fen Fakiltest Kimya Bélimi Bornova - IZMIR / TORKIYE

STUDIES ON THE STRUCTURES OF TWO TRITERPENE GLYCOSIDES FROM
Cephalaria transilvanica r

SUMMARY

Two triterpenc glycosides (Glycoside | and 1) were isolated from the dried flowers
of Cephalaria transilvanica. After acidic hydrolysis it has been found that two glyco-
sides contain same aglycone. Its structure was established as A'? - olcane - 3,28 - dfol -
11 - on by spectroscopic methods. Qualitative and quantitative monosaccharide deter-
minations showed that the sugar chains of both glycosides consist of one rhamnose
and three glucose units.

One of the four monosaccharides formed « - glycosidic bond and the others formed
B - glycosidic linkages. The two glycosides differs from eachother by the bonding posi-
tions and by the sequence of the four monosaccharides.

OzET

Cephalaria_transilvanica kurutulmug gigeklerinden ki triterpen glikozit (Gliko-
zit | ve 1) izole edildi. Asidik hidroliz sonucu her tki glikozidin aym aglikonu icerdigi
belirlendi ve spektroskopik analizlerle aglikonun yapisi Al2 - glean - 3,28 - diol-11-
on olarak tayin edildf. Asidik hidroliz kansimina uygulanan kalitatif ve kantitatil
monosakkarit tayinleri sonucu. her ki gilikozidin geker zincirlerinin bir ramnoz ve
i¢ glukoz biriminden olugtugu ortaya konuldu. Monosakkaritlerden Giglintin B -. biri-
nin a - glikozidik bag olusturdugu ve fki glikozidin, seker zinclrini olusturan mono-
Sak:itadUcﬁn baglanma yerleri ve swalart bakimindan farkhlik gosterdikleri sap-
tanch.

. -
Gilikozidler dofada yaygn olan ve hemen hemen tamanu bitkilerden
izole edll:n :ll;gca‘igl';il:sykligdlr. Antibakleriyel, insekUsid, antimikotik ve
antibiyotik etki gostermelerl nedeniyle Lp, tarum ve hayvancilikta dneml
kullanilis alan: bulmaktaduiar (1, 2)-

a taranden C. procera,
Danyada yaklastk 25 LarQ buluass a glikozillerl (3 - 9) zeriden bazi

C.nachcivanica, C.kolchyi ve '
¢alismalar Yapfllmxsa S Zole edilen birkag triterpen glikozidin yapilan tayin

edilmistir, C.tr vanlca glikozitleri fzerinde yaptan bir galigmaya lite-
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ratorde rastlanmamgtir.:Bu caligmada C. \ 'dan izole edilen ve
saflandinilan ikl triterpen glikozidin yapilarinin aydinlatilmasi amaclan.-

mislir.

DENEL BOLUM
A)xunnnﬂlnecn.admbmvedetler

IH-NMR ve !3C-NMr spektrumlan 200 MHz Bruker NMR SPektrometre-
slyle kaydedildi. Silillenmis monosakkaritler Gizerinde kantitatif monosak-
karit tayini PACKARD 439 gaz kromatografl cihaziyla yapildi.

Ince tabaka kromatografis! icin silikagel G 60 (Nach Stahl, Merck), kolon
kromatografisi i¢in silikagel 60 ve preparatif tabaka kromatografisi i¢in si-
el 60 PF,s kullanildi. Kromatografik ayirma ve inceleme

islemlerinde asagidaki ¢dzicl sistemleri kullanildu.

A Kloroform/metanol/su 6 :2 :10

B * . Kloroform/metanol/su 6525 :'10

Cc Kloroform/metanol/su 6 :3 :10

o) Kloroform/metanol/su 6 :3 :10

E Etilasetat/piridin/su :36:1 : 15 (10
E n-Butanol/etanol/su _ : 2:1:1 v 4:1:5
G Kloroform/aseton Y S e 3

H Kloroform/metanol : 985 s 15

b) Glikozidlerin izolasyonu, saflandiniimas: ve tiirevlendirilmeleri

Kurutulmus ve 6gatilmas 1 kg cicek materyali oda sicakbginda metanolle
(2x5 1Y) ekstre edildi ve metanol diigk baskida deristirildi. Geriye kalan ek-
:?: ;uda ‘;;;zmdo veln:ot;al g;lkozldler n-butanolle ¢ekildi. Butanol ekstresi-

1 g1 silikage onda sirasiyla A, B, C ve D ¢dziica sistemleri kul-
znuﬂdalm.k aynildi. Glikozit I (162 mg ve glikozit Il (184 mg) saf olarak elde

Glikozit I ve II'nin 50 ser mg.1 10 ml. piridin/5 ml asetik anhidrit lle asit-
lend; &Hm ?3120;2 ;l‘;tcmlu}clullamlarak preparatif tabaka kromatografisi lle
saflandinilds; asetillenmls glikozit I ve 72 mg asetill likozit II
amorf kati maddeler olarak elde ecgllldl. E aBEtienmiy B

c)l.Alldl_k Hidroliz; Kalitatif ve Kantitatif Monosakkarit Tayini

Glikozit I ve II'nin 40 ar mg.1 2N HCI lle asidik hidrolize ugratid; aglikon-
lanin ayrilmasindan sonra geriye kalan monosakkarit kagnslmla'n.g kagit
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kromatografisiyle E ve F ¢dziich sistemleri kulla - i
cirlerinin ramnoz ve glukozdan olustugu saman‘:l':?l:ekr llnl:l'c;?{l‘cg;l (?l;k:: ozrlxrc; :
sakkarit karigimlar 0.4 ml piridinde ¢8zdldakten sonra 0,2 ml hegzameli-
lendisilazan ve 0,2 ml trimetilklorosilan ilavesiyle silillendiler (11). Silil
tarevleri kangimlarmin gaz kromalografik analizi sonunda, her iki glikozit
zincirinde ramnoz / glukoz: 1:3 olarak tayin edildi.

SONUCLAR VE TARTISMA

Glikozit I ve bunun asetil tarevinin sirasiyla CsDgN ve CDCI, de kaydedil-
mis '*C-NMR spektrum verileri Cizelge I'de yer almstir.

Cizelge I: Glikozit I ve asetil Lirevinin '*C-NMR verileri

Glikozit I Asectillenmis Glikozit I
S(ppm) C 8(ppm) C tm
1811 C=0(c. P-doymanus) 181.1 C=0 (o, B-doymanus)
144.8 olelinik * 171.1-169.0 12xasetil
122.0 olefinik 143.3 olefinik
107.1 anomerik C 122.8 olefinik
104.8 anomerik C 103.8 anomerik C
103.7 anomerik C 101.4 anomerik C
101.6 anomerik C 100.3 anomerik C
97.6 anomerik C
82.8-66.2 16x CH - O - (sek alkol)
83.8-698  16xCH-O-(sek. alkol)
65.1-61.6 4x - CH,- O-{prim alkol)
66.5-62.7  4x-CH,-O-(prim. alkol)
47.8- 12.6 26x =C-, zCH
482-14.1 26x =C, =CH -CH, - ve-Chy
-CH,-\eCH, 21.6-207 12xasetil CHg

Glikozit 1 ve asetil glikozit I'in Cizelge I'de verilen '*C-NMR verileri lle yine
bu bilesiklerin 1H-NMR verilerinin deferlendirilmesi sonrasi, yapl
hakkinda su bilgiler elde edildi. Glikozit 1. bir trilerpen (Csq) aglikon
icermektedir; aglikon bir primer ve bir sekonder alko'l grubu, ¢ilt baga kon-
Juge durumda bir keton grubu icermekledir. Glikozit I'in katle spektrumunda

yer alan aglikona Iligkin karakleristik fragmanlarinda de eflendlrllme-
siyle agllkongun yapisi Asm - olean - 3,28 - diol - 11 -on olarak belirlenmistir.

Glikozil I'in asidik hidrolizi sonras yapilan kalitatif ve kanttall mono-
sakkarit tayinler], monosakkaril zincirinin | ramnoz ¥ 3/glukoz:birmden
olustufunu orlaya koymustur. Ayrica asetillenmis glikozil :l? lc-bi‘MR
spektumundaki anomerik C atomlarinin kimyasal kayma deger 3"8“ en,
monosakkarit zincirinl olugturan monosakkarerrden'blrlnluﬂu s Ic(l 197.6
ppm). difier tiganan (8 100.3, 101.4 ve 103.8 ppm) B -glikozidik baih oldugu ta-

yin edilmistir.
115




Glikozit Il ve bunun asetil tarevinin sirasiyla CsDsN ve CDClyde kaydedil-
mis 'SC-NMR spektrum verileri Gizelge Il'de yer almigtir.

Cizelge II: Glikozit Il ve asetil tirevinin 13C-NMR verileri

Glikozit II Asctillenmis Glikozit II
T—
8(ppm) C tom 8(ppm) C tirti
179.9 C =0 (konjuge) 182.2 C = O (konjuge)
144.2 olefinik 169.8- 1682 12xasetil
122.1 olefinik 142.8 olefinik
106.9 anomerik C 123.2 olefinik
105.2 2xanomerik C * 103.8 anomerik C
101.6 anomerik C 101.4 2xanomerik C
83.7-69.8 16xCH-O+sek. alkol) 97.7 anomerik C
%«5 = 61‘4 4X-CH2-O'(pri!ll. a]kon &.6 - 66.] IGXCH-O'(Sck. al.kol)
47.6-197 15:C- ve-CH,- 65.3-61.5 e -CH,-O-{prim. all
484-139 = 46.4-226 ~
11 3CH ve -Ciy T 15 3C- veCH,
20.4 - 20.8 11 7CH ve 'CH3
12xasetil CHy

Glikozit Il ve asetil glikozit II'nin Cizelge II'de yer alan '3C-NMR verileri ile
yine her iki bilesigin 'H-NMR verilerinin degerlendirilmes! sonucu, glikozit
II'nin bir triterpen (C;,) aglikon Igerdigi: aglikonun bir konjuge karbonil gru-
bu fle Ikl -OH grubu (bir primer, bir sekonder) tagidifi saptandi. Gerek kiitle
karakteristik fragmanlarinin degerlendirilmesi, gerekse asidik hidroliz
sonrasi elde edilen serbest aglikonun, glikozit I'in aglikonuyla
kargilagtinlmas: sonucu, her iki glikozidin aglikonlarinin ayni oldugu so-
nucuna vanldi.

Glikozit II'nin hidrolizi sonras: uygulanan kalitatif ve kantitatif mono-
sakkaril tayinlerl sonunda, glikozit II'nin monosakkarit zincirinin de bir
ramnoz ve a¢ glukoz biriminden olugtugu saptanmistir. Yine asetillenmis gli-
kozit1l '*C-NMR spektrumundaki anomerik C atomlarina iliskin kimyasal
ka: degerlerinden, monosakkarit zincirinde yer alan dért monosakka-
:ld u;':cugnﬁn-ﬁ =, bir monosakkarilin « - glikozidik bag olusturdugu tespit

Gllkozill ile glikozit II, seker .z!nclrlnl olusturan monosakkaritlerin l.)ll'-
blr;yle»bgilanma' durumlan ve baglanma yerleri bakimindan farklilik
g@hnmkted!r. Kesin yapi calismalari devam etmektedir.
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ORIGANUM ONITES L. UCUCU YAGININ BiLESiMi
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COMPOSITION OF THE ESSENTIAL OIL OF ORIGANUM ONITES L.
SUMMARY

The water and steam distilled essential ofls of Origanum onites L. were
xbjcctcd to GC and GC/MS analysis and their physicochemical propertics were
termined.
The major component of the olls; carvacrol (65.91.67.06%), linalool (12.84. 14.84%)
and p-eymene (3.24-3.74%) were isolated.

OZET 2

Origanum onitcs L. (lzmir kekigi)'in toprak Ostd kasimlanndan su ve su buhan
distilasyonlan {ile elde edilen wugucu yaglar Gaz Krg‘mamgnﬁsl ve Gaz
Kromatografisi/Katle S ktrometresi ile analize tabl tulmustur ve bazn
fizikokimyasal dzellikleri Ellrlenmlsdr
Yaglann ana bilegenleri karvakrol (% 65.01-67.06), linalool (% 12.84-14.84) ve

p-simen(% 3.24-3.74) olarak bulunmugtur.

GIRig ‘
yillard {lkelerde hastahklann tibbi bitidlerle tedavi

dmnm?our;eﬂnc y: m‘dﬂm&kw artmaktadir. Bu nedenle gegitll bitkilerin
ve bitkisel caylann gullannm da yay maktadir (1). 5
Yurdumuzda Bat ve Giney ju'da yetigen ve halk arasinda kekik adiyla
kullanilan toplam 21 Origanum tdrQ ve 6 taksonu bulunmaktadir (2). Yordumuzda
halk arasnda kelik adwyla kullamlan bir baharat tard olan um onites L.
herbasimin oldukca fazla ragbet ar dtmb i}
d;gueyﬂl;:rde belirlenen dnemli ozellikleri bu bitkinin ugucu yagina {legenlerin
X tilmas ki Jalmghr.
Origanum o:ﬁﬁf T.. midevi, sedatif, antimikroblyal, an! tik, ::tmdmlnuk ve
kadriovaskiler stimulan Ozellik gosterir. Ugucu yal lsc B nl“"ceﬂ
antiseptiktir (3). Kann ve diget mvmljlhgn& undan
yararlamlmaktadir (4). Aynca yapilan farmakolo] e tetd@mmntapit
sicanlann barsaklanndaki kasimay: Snledigl ve analjezik o :

tir (3). Bu nedenle O. onites L. herbagindan st 7¢ su bu‘e'hm h“%nwh
clde edilen ugucu yaglann ynpn]ndlu bilegenler GC ve GC/MS bcurd*‘d.n wi,hn;
Origanum tarleri yurdumuzun bilhassa Ege Ve Akdeniz W“'“m‘d‘ A Pl
‘(()udrutulduktan sonra bmtzd mmwh;dl nuag ;:ohr doviz 8: e edlhnu- .

yurd a en ¢ok fhraca pilan kekik tardd

196%::'8:!:3:[;: uk:dfnqhn Tark Origanum onitesi iin yaptiklan galiymalarda %
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83.10 karvakrol bulmuglardir (6). Tarkiyede yapilan ¢ahgmalarda % 1.5-3.9 oraminda
ugucu ya2 verimi ve % 47-80 kadar karvakrol elde edilmistir. (7). Yunanistan'da {se
Kokkini ve arkadaslan O. onites L.'den % 1.84-4.54 oraminda ugucu yag elde

etmiglerdir (8).

DENEL BOLUM

Bu cahsmada materyal olarak lzmir ydresinden toplamlan O. onites L.
herbasinin toprak fistd Jasimlan kullanilmigtr. Bitki gélgede kurutulduktan sonra su
ve su buhan distilasyonlanna tabi tutularak ugucu yaglar elde edilmigtir. Bu
distilasyonu cam Clevenger apareyi, su buhan distilasyonu ise yan-pilot dlgekli 80 L
kapasiteli paslanmaz distilasyon Qnitesi kullanilarak yapilmstir. Su distilasyonu
igin 10 gram, su buhan distilasyonu i¢in ise 8.4 kg. kaba toz edilmis drog
kullamlmigtir. Ugucu yaglann verimlerd kuru drog Qizerinden hesaplanmig ve nem
miktarlan Volumetrik ydntemle tayin edilmigtir. Yaglardakl ortalama nem % 7.61
olarak belirlenmistir (9).

Distilasyon Islem( Yag verim (%)
Su distilasyonu 1.99
Su buhan distilasyonu 1.56

Gaz EKromatografisi (GC) ve Gaz Kromatografisi/Eiitle Spcktrometresi (GC/MS)
Analiz Kogullar:

Tablo 1. GC ve GC/MS Analiz Eogullan

GC GC/MS

Cihaz Shimadz GC-9A Shimadzu GC/MS

QP2000

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

Tagina Gaz Azot Helyum

Dedektdr Sicakhg 250 °C 250°C

Enjeksiyon Sicakhg 250 °C 250°C

Split Oran: 60:1 60: 1

Is1 Program 70°C/10'//2°C/dak// 70°C/10'//2°C/dak//
180 °C - 30' 180 °C - 30"

Entegratdr Yazici C-R4A -

Kagt hin 5 mm/dak -

lyon Kayna@ Sicakh - 250 °C

Elektron isi - 70 eV

Katle - 10400 m/z

Scan - 2 Sn

Dedektd

) d FID

Ucucu yagda bulunan bilegenler eritiimis silika kapiler kolonda tutunma
slrelerine gore aynlmug ve relatil ylzdelerine gdre degerlendiriimiglerdir. Aynca
 bllegenler Gaz kromatografisi kolonundan aynhp iyonlashnldiktan

' birinin kitle spektrumlan ahnmgtr. Degerlendirme islemlert GC/MS
cihannin 43000 maddeltk NBS/NIH/EPA kitQphanesi. TBAM terpen kitphanest

"The Wiley/NBS Re#t of Mass Spectral Data" ve diger ka
rak yapilougtir (10-13). ?'?er ild cahgmaya ait analiz kogullaigrf Tablo 1 de



SONUGLAR VE TARTISMA

Bu ¢aligmada O. onites'in kurutulmus toprak asta
puhan distilasyonu lle clde edilen ucucu yag Srncklerinin ";:m:dvtnbsﬂ; pe s
kargilagtinlmg, aralannda blyak farkhiliklar olmadip gdzlenmistir.

Ugucu Yaglann Fizikokimyasal Ozellikleri

Distilasyon Iglemi ﬂzlko}d-mxasa.l Ozellikler
dyo (al [l

Su Distilasyonu 0.98 -4°.08' 1.5055

Su Buhan Distilasyonu 0.95 -5°26' 1.5065

Su ve su buhan Dijstilasyonundan elde edflen ugucu yaglar kolon
kromatografisine tabl tutulmustur. Kromatografik aynm sonucu toplanan birinci ve
tigincd fraksiyonlar sirasiyla monoterpenhidrokarbon (MTHC) ve oksijenli monoterpen
(ocMT)) fraksiyonlan olup icerdiklerl ana bilestkler Gaz kromatografisi/Katle
spektrometrisi'nde tammlanmgtir. Ugucu a toplam 68 bllestk gdzlenmistir. Su
buhan distilasyonu {le elde edilen yn'ﬁa , su distilasyonu {le clde edilen yagda ise
49 bllestk tammlanmigtir. Bu bilegikler sirasiyla toplam yagin % 74.94'One ve %
72.05'ine tekab(il etmektedir,

Vokou ve arkadaglannin Yunanistan'da yaptiklan bir ¢cahsmada % 51.0-84,5
kadar karvakrol ana bilesen olarak bulunmustur. Elde ettiklerd bilesenlerin en
Snemlileri arasinda p-simen, g-terpinen, b fellandren, trans-tuyanol, cis-tuyanol,
linalil asctat ve murolen bulunmaktadir (14). Akgdl ve arkadaglan ise O. onites L.
bitkisinden % 3.4 oraminda elde ettikleri verimle ugucu yagda % 74.06 karvakrol tespit
etmislerdir (15). Aym: sekilde J. J. C. Scheffer ve arkadasglan da % 3.1'likk verimdeki
ugucu yagda % 60.7-72.3 kadar karvakrolun varhfin belirlemiglerdir (16).

Her iki distilasyon ydnteminde saglanan ugucu yaglardaki ana bilegenin
karvakrol (67) oldugu belirlenmistir (Tablo 2). Aynca Bugine kadar yapilan tOm
Origanum tdrerinin ugucu yag Ozerinde yapilan caligmalarda elde edilen
bilegiklerden farkh olarak bir seskiterpen olan ledene *(46) (% 0.811-1.084)
bulunmustur. (17). Aynca her {ki distilasyon islemlerinden elde edilen ugucu a
2-butanone *(3) % 0.003 oraninda GC/MS kotiphanesinden saglanan bilgilerden
yararlanarak bulunmustur (10-13).
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TABLO 2. SU VE SU BUHARI DISTILASYONU ILE ELDE EDILEN UGUCU
YAGLARIN BILESENLERI

. . T —

2 Su Buhan Distilasyonu Su Distilasyonu

S Blilegenler toplam MTHC OoX toplam MTHC OoX
. yag yag

1 |octane 0.045 0.038

2 |nonane 0.071 0.077

3 |2-butanone * 0.033 t 0.003

4 |ethanol 0.046 0.044

5 |3-methyl butanal 0.055 0.004

6 |decane 0.438 0.491

7 |trcyclene 0.009 0.081 0.008 0.092

8 |a-pinene 0.450 3.334 0.429 | 3.455

9 |camphene 0.262 1.731 0.24 1.668

10 |undecane 0.003 0.177 0.217

11 |8-pinenc 0.040 0.304 0.044 0.339

12 |Isoamyl acetate 0.049 0.046

13 |sabinene 0.027 0.004 0.018

14 |A3-carene 0.035 0.341 0.033 0.320

15 |myrcene 0.634 5.035 0.523 4,995

16 |a-phellandrene t t

17 |a-terpinene 0.579 4.780 0.523 5.003

18 |limonene 0.143 1.134 0.161 1.360

19 |1,8-cineole 0.046 0.643 0.034 0.083 0.729 0.021
20 |B-phellandrene 0.100 0.690 0.088 0.625 0.053
21 |2-hexenal 0.020 0.032

22 |(2)-B-ocimene 0.045 0.367 0.044 0.458

23 |y-terpinen 2.416 20.895 2.083 20.96

24 |(E)-8-ocimene 0.017 0.138 0.015 0.165

25 |p-cyeme 3.739 30.809 3.236 33.99

26 |a-terpinolene 0.095 0.857 0.089 0.961

27 |6-methyl-3-heptano| 0.021 0.021 0.026 0.023
28 |tetradecane 0.378 0.434

29 |as-linalool oxide 0.069 0.037 0.087 0.035
30 |l-octen-3-ol 0.128 0.128 0.131 0.128
31 |trans-sabinenchydr{ 0.088 0.095 0.036 0.043
32 |trans-linalool oxide| 0.046 0.052 0.078 0.328
33 |lnalool 12.845 14.024 14.844 18.066
34 |lnalyl acetate 0.023 0.060 0.058
35 |bornylacetate 0.017 0.012

36 |a-bergamotene 0.107 0.058

37 |B-caryophyllene 0.942 9.739 0.731 9.685

38 |terpinen-4-ol 0.529 ‘| 0.851 0.534 0.635
39 |carvacrolmethylethd 0.165 0.101

40 |aromadendrenc 1.613 1.115

41 |pulegone 0.035 0.034

42 |trans-pinocarveol | 0.026 0.028 0.027 0.028
43 |a-humulene 0.061 0.321 0.040 0.510
44 |(2) -B-famesene 0.016 0.020

45 |a-terpineol 0.029 0.028 0.021 0.046
46 |ledene® 1.084 0.811

47 |isoborneol 1.406 1.528 1.270 1.815

Ry
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7ABLO 2. (DEVAM)

L — .
2 . Su Buhan Distilasyonu Su Distilasyonu
é Bilegenler toslam MTHC OX ﬁn MTHC OX
LR YR
48 |heptadecane 0.073 0.242 0.094 | 0.119
49 |carvone 0.128 0.111
50 |B-bisabolene 0.582 4.549 0.422 5.547
51 |yclemene 0.115 0.018 0.106 0.082
52 |A-cadinene 0.103 1.149 0.136 0.982
53 |octadecane 0.083 0.039
54 |trans-carveol 0.035 0.049 0.033 0.102
55 |calamencne 0.037 0.079 0.033 0.102
56 |p~cymen-8-ol 0.065 0.076 0.068 0.106
57 |carvacryl acetate 0.139 0.137 0.113 0.012
58 |phenylethyl alcohol 0.015 0.02
59 |dodecanol ‘| 0.057 0.053
60 |patchulane O30 0.411 0.365 0.332
61 |eicosane ; 0.028 0.005
62 |cumin alcohol 0.013 0.064 | o0.013 0.025
63 |spathulenol 0.262 0.399 0.265 0.347
64 |eugenol 0.125 0.154
65 |T-cadinol 0.248 3.983 0.243 0.313
66 |thymol 3.288 3.635 3.308
67 |carvacrol 67.06 75.16 | 65.913 71.697
68 |docosane 2.469
1<0.01

* GC/MS Kitdphanesinden bulunmusgtur.
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ASETOASETANILID TURU PIGMENT i
A TTLMAST SENTEZI VE YAPILARININ

gilgehan GUZEL ve Selahattin SERIN
¢.0. Fen - Edebiyat Fakiltest,Kimya BL Balcalt- Adana- Tiirkiye

SYNTHESIS OF ACETOACETANILIDE TYPE PIGMENT AND DETERMINA'
STRUCTURES * TION OF THEIR

Acetoacetanilid plglments have two active hydrogen atoms. These pigments can
be obtained in seven possible configurations due to the 5\|!ung of two protons between
carbonyl and azo groups. In this study, configuration and location of intramolecular
hydrogen bonding of synthesized pigments were determined by using UV-vis., IR and
NMR spectroscopic techniques.

OzeT

Asctoasetanilid tipl pigmentler yapilannda bulunan iki aktif protonun
karbonil F'uplan veya azo grubu tizerine kayabilmesi nedeniyle yedi degisik tautomerik
formda olugabilmektedir. Bu jah mada, sentezlenen asetoaseanilid tora pigmentlerin
yedi degisik yapidan hangisinde onugu ve molekal ¢l hidrojen kdprilerinin yerleri UV-
vis., IR ve NMR gibi spektroskopik ydntemler kullanilarak nmigtir.

Giris

Genis uygulama alan1 olan organik pigmentlerin lkemizde
Gretimlerinin olmadigi ve bu konuda yeterli ¢alismalar yapilmadig:
bilinmektedir (1,2). Organik plgment dretimine temel olusturmak ve bu
konuda bilgi birikimini saglamak amaciyla yaptgimiz arastirmalar
gercevesinde yapilan bu g¢aligmada asetoasetanilid tard pigmentlerin
yapilarinin UV-vis., IR ve NMR tekniklerinin kullanilarak aydinlatilmasi
amaglanmstir.

Son yillara kadar asetoasetanilid pigmentlerin yapilan, azo formunun
keto enol tautomerlerinden birisi ($ekil 1; 1 ve IV) seklinde olabilecegi
bildirilmekteydi (3). Nitekim ticarl olarak kullanilan boyarmadde ve
pigmentlerden yapisi bilinenlerin tamamini banyesinde toplayan Colour Indeks
(4) bu siniftaki pigmentleri azo formunda ve keto enol tautomerlerinin birisi

olarak vermistir.
Azrffoascmnmd pigmentler, diazonyum tuzlan ile banyesinde aktif

metilen duran asetosetanilid ve tarevlerine kenetlenmesi ile

Senlczlcnir:lbg;éxs:rm:rdt;r. (X-CHa-Y) genel formala ile gosterilen aktif metilen

bilesiklerinin diazonyum tuzlan ile kenetlenme reaksiyonlarimin ilki 1875

ghnda gerceklestitrilmis olmisma r:kgglgﬁ' t(l;)m'lroelllc ﬁ??;gg:%‘i‘f&g{fgs
rh Jligini korum: $

Emp?:;a;l;; }!;:?tggtr:;:exfk form onerilirken {ki aktif proton igeren gruplar igin
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yedi degisik yapi (Sekil 1) onerilmektedir(6). Inglliz arastrict A. Whitaker'in x-
ray difraksiyon tekniklerini kullanarak yaptgi ¢alismalarda ticari olarak
‘kullanilan asetoasetanilid tord pigmentlerin bir grubunu incelemistir,
‘Whitaker calismalan sonucunda, incelemis oldugu asetoaselanilid targ
pigmentlerin tamaminin hidrazon yapisindaki lautomerlerden birisi (Sekil 1; 111
‘ve IV nolu yapilar) seklinde oldugunu bildirmistir(7).

GH3 ‘ CH3
- N.Nggo]s’ﬂ @Nexn-g:gga-@
1 1
H3 (é::!-{:;
@ - N=N<§- %ﬁ @ : @ -3-N-¢-§NH- @
3 il : v

H3 - CH3
C=0
~ © » 5w ®

H

VI

erilen Taulomerik Yapilar




METOT

0.02 Mol N.N -dietil-2-amino-4-me - : '
jceren 60 mL suda 1sitalarak ¢ézlda. O-tso‘f’sé ?: Ezgﬂ?uﬁ 1:)11092 :rar;,olllkl‘icé
NaNOg2'nin 10 ml sudaki ¢ézeltisi ile diazoland: 30 dk dlnlcndlrﬂlp 5g sody.um
asetat ilave edilerek ortam tamponlandi. Diger taraftan 0.02 mol asetasetanilid
1 g sodyum karbonat igeren 150 ml suda ¢ézilerek 10 °C ‘a sogutuldu ve daha

snce hazirlanan diazonyum tuzu yavas yavas ilave ed
i e yavas ilave edilerek kenetlendi. Oriin

Tablo 1 Toz Pigment Hashklan

oz HASLIKLAR
Pigm. :

ORGANIK COZUCULER

A B C D E F |G H Wl K L M N
PY-5[5 20 " 37 S A [HSCARO RS RD TSRO D

* A: Alifatik petrol tirtinleri, B: Cellosolve, C:Dietil eter, D:Etanol E:Aseton,

F:Ksilol, G: Stabllite °C/15 dk., H: Su, I: %5 NagCO3, K: %5 HCI, L: Bezir
yagi, M: Gliserin,, N: Boya padi
Not: Degerlendirme 1-5 skalasina gore yapimstir (1:en kota, 5: en iyi)

Tablo 2. Boyali Kumasg Uzerinde Yapilan Haslk Tayinleri

Pigment Alkali Ter Utaleme | Yikama [ Asit '
Hash@* | Haslhig®* Haslig* | Hashgi* | Hashg*
BBPY-5 g 5 5 4

*Hasliklarda 1-5 (1:en iyi. 5:en kotd) sikalasi kullanilmistir,
** Sentez 0iriint BBPY-5 olarak kodlanmigtir.

Tablo 3. Elementel Analiz Verileri

BEPY-5 % Yokl e

Teork 57.07 5.04 121;

Deneysel 56.50 5.62 12.5

Tablo 4. IR Veriler (cm™)
Hidrazon [ -C0 Aromalk | -C=N cg fod

2-

-NH1

BEFY-5 [ 3480 1670 BLCS N R A
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a b
(CH3 CHal N SO2

Sekil 2. Ongérilen Yap: ve Hidrojen Képrileri

Tablo 5. NMR Verileri (ppm)

a* b* e d* T 1
BBPY-5 | 3.22 1.20 4.00 14.65 2.60 11.20
* Sekil 2'de isaretlenen protonlar

TARTISMA VE SONUC ;

Sentez triiniin gesitli solventlere kars: gosterilmis oldugu hashklarn
ASTM standartlarini1 gore (Tablo 1) degerlendirilmesi sonucunda pigment
karakterinde oldugu tespit edilmistir. $ablon bask: yontemiyle pamuklu elyafa
uygulanmasi sonucunda ise TSE standartlarina goére yapilan hashk
denemeleride tekstilde kullanilabilir nitelik tasidigimi géstermistir (Tablo 2).
Sentez Grananin elementel analiz sonuglan (Tablo 3) teorik degerlerle
uyumlu oldugu tepit edildikten sonra, yap: aydinlatilmasi amaciyla UV-vis., IR
ve NMR spektrumlan alinmigtir. Sentez (ranti UV-vis. spektrumunda 385 ve
250 nm'lerde absorpsiyon vermistir. Literaturler azo gruplannin 400 nm
tzerinde ve 340 nm civaninda absorbanslar verdigini (5), hidrazon grubu i¢in -
ise maksimum absorbsiyonun 370-395 nm ler arasinda oldugunu
bildirmektedir (8). Buna gére 385 nm de gézlenen absorbsiyon hidrazon
grubunu karakterize etmekte, 250 nm'de gézlenen absorbsiyonda karbonil
grubuna yorumlanmistir (9). UV-vis verileri baglangicda dnerilen yedi yapidan
I, I, 1II, VI ve VII nolu yapilarin elenmesi anlamini tagimakta ve IR, NMR
degerlendirmelerimizin IV ve V nolu yapilar Ozerine yogunlagmasina neden
olmustur. IR spektrumlannda azo (-N=N-) gruplannn inaktif olmalarina kargin
hidrazo gruplarinin varhZini spektrumda saptama olanagh vardir(5). Nitekim
3400 em~L'de goralen band hidrazon yapisini karakterize etmekte ve UV-vis.
verilerini dest r nitelik tasimaktadir(Tablo 4). Diger taraftan olasi hidrazon
yapilanindan birisinin -OH grubu igermesi ($ekil 1; V nolu yapi) ve spektrumda
' ‘em™!de beklenen karakieristik -OH bandinin olmamasi yapinin IV

- 3400-3000.
' mlu}orbdaoldugunun ilk belirtisi olarak tespit edilmistir. Ayrica 1670 cm’'de
karbonillere, 1610 em''de -C=N grubuna, 3010 ve 2970 cm'V'de -CH3 ve -

. CHp. gruplanmin karakleristik bandlari tespit edilmistir. NMR bulgularinda
~ ise’hidrojen"kopraisi“olusturmasi nedeniyle (Sekil 2.) asagi alanlarda pik
R 5

o

v




vermislerdir (10). NMR spektumunda ayrica substitie =
OCHg) 4 ppm 'de, singled, stlfamide bagh etil grubu prog:lpal:rg;g g‘;:: kasel %-

CHg) kuartet, 1.2 ppm 'de (-CH3) protonlanida triplet olarak, zincirdeki CH3
'de 2.6 pgm ‘de Sl?gle(lic olarak pik vermislerdir{Tablo 5).

onu¢ olarak yapimin kaynaklarda verildigi gibi sinda

olmadigl. hidrazon yapisinda oldugu UV-visible, %R.glnga!z?/c]r,lalg;lrl:dcn
yararlamlarak lespit edilmis ve hidrojen baglannin yerleri saptanmigtir. Diger
taraftan solventlere karg1 gosterdigi hashklara bakilarak pigment karakteri

tasidigl, boyali kumas Gizerindeki hasliklarindan da tekstilde kullanilabilir
nitelik tasidig: belirlenmistir. -
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NAFTOL AS BOYARMADDELERIN BILESENLERINDEN
YARARLANILARAK ORGANIK PIGMENT SENTEZ

Bilgechan GUZEL ve Selahattin SERIN

Qukurova Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltest Kimya Bélimi, Balcalt Adana-Tirkiye

SYNTHESIS OF ORGANIC PIGMENTS USING COMPOUNDS OF
NAPHTHOL AS DYES

SUMMARY

We have realized the synthesis of organic pigments, using low commercial
value Naphthol AS type dyes. Properties of the synthesized dyes, compliance with the
standarts, application of these dyes on cotton fibers and suitability to the textile in-
dustry investigated.

OzET

WE Bu gahsnmdgdtclksuldgukuUa{mﬂT‘zlda olan ancak ticari Onemln‘ig ylﬂx:n]s !!auf;
to tard boyarma rin enle en anarak organik pigment sen
S s e l.lk{::‘lnl;'cclenmk stand

ergeklestirilimistir. Sentez iriinlerinin dzel artlara ﬁ.m.luk-
Fal’! ve csamuklus elyaf tzerine uygulamalan yapilarak tekstilde kullamlabilirlikleri

aragtinimstir. .{

GiRig

Tekstil, plastik, kauguk, boya, gida, kozmetik, matbaa, gibi degisik
enddistri dallarll)nm temel girdilerinden olan organik pigmentlerin 0lkemizde
tretimin olmadig: bilinmektedir (1). Boyarmaddeler ve pigmentler konusunda
bugiine degin yapilan ¢aligmalarin tamami ticari Snemleri nedeniyle patentli
calismalar olup, patentierdede genellikle eksik bilgiler verilmektedir.

Naftol AS tarQi boyarmaddeler, suda ¢ozinebilen iki bilesigin elyaf
Gzerinde kenetlenmesi prensibine dayall olarak kullanilan boyannagldelentic]r
(2). Bu calismada Nalftol AS boyamaciliginda elyaf t.lzcrlndcel ¥apﬂ3n Sleln s:e‘;l 2
zin diganda gergeklestirilmes! fle organik pigment emxgi& I. ; erlk:f
esas olarak degisik pozisyonlarda Klor. metil gibl grup vcgaﬂlnen 4

larak
sini bulunduran bir amin tarevinin diazolanip, Naftol AS o
hidroksi-2-naftanilid veya Naftol AS-D olarak bilinen 3-hidroksi-nafto-o-

1).
toluidin bilestklerine kenetlenmesiyle gergellestirlimistir(Sekl
) R:Eksiyo:lar incelendiginde pigmentlerin sentezlenmesi basit orga-

nik reakstyonlar gibi goralmektedir. Ancak kullammda énem tagiyan tane
bayaklaga,
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Amin

HO CO~—NH HO CO-NH

NpHICT + L @-N:N
b 45 5

Naftol AS Pigment

Sekil 1. Genel reaksiyon denklemi

kolay ufalanabilirlik, parlak ve canh renklerin eldesi sentez kogullan ile direkt
iligkili oldugu gibi degigik gruplar icin farkhiliklar gésterebilmektedir (3,4).
Yapti calismada degisik aminler ve Naftol AS bilesikleri kullanarak lite-
rattrlerde ve Colour Index’de bulunmayan orjinal nitellikte organik pigment
sentezlenmistir. Sentez kosullarinda (pH, konsantrasyon, sicakhik gibi)
yapilan degisiklikler ve sentez sonrasi yapilan pigmentasyon iglemleri ile
uygun sentez kosullan ve pigmentasyon sartlan tespit edilmistir.

DENEL BOLUM

1. PIGMENTLERIN SENTEZi
a-) PNR-1 [1°(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 ml %18 lik HCI
ilavesi ile 1sitilarak ¢dzaldn, 270ml su ilave edilip 0-50C"a sogutuldu, 7 g
NaNO2'nin %40 Lk ¢dzeltisi yavas yavas ilave edilerek diazolama yapild: ve
30dk dinlendirildi. Diazolamanin tamamlanip tamamlanmadi?: test edilip
nitréz asit fazlasi fire ilavesi ile nétarlestirildi. Ortama 50 ml suda ¢ézlmas
20 g CH3COONa ve 5ml CH3COOH (%100 lak) ilave edilerek tamponland ve
hacim 500 ml’ye tamamilandi (5,6).
~ Kenetlenme bilesigi olarak kullanilacak olan 3-hidroksi-2-
naftatoluidid'in (Naftol AS-D) 27.6 g'1 50 ml %25 lik NaOH igerisinde 1sitilarak
¢ézalap 350 mlye tamamlandi ve 5-100C a sogutuldu. Diazo ¢ézeltisi kenet-
lenme bilesigi Oizerine hizla {lave edilerek kenetlenme saglandi. Kenetlenme
sonrasi ¢oken kirmizi renkli pigment dekantasyonla ayrilip gene dekanta-
‘syonla iki kez yikandi. Stispansiyonun hacmi 600 ml’ye tamamlanip 50 ml 2-
ropanaol ilave edilerek 800'a 1sitildi ve bu sicaklikta 30 dk 2000 devirli bir
tiric1 lle kangtinldi. Sicakhik 500°a dOgaralap stzalda, vakumlu etavde
. 600°da kurutuldu (7). Ortin 39 g olup verim % 88.5 dir.
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b-) PNR-2 [1°(2,5-diklorofenil)azo-2"-
naftalin] Sentezi: 14.2 g 2,5 dikloroanilin 50 ml %18 lik HCI lcerisinde
coZOICrck hacmi 100 ml'ye tamamland: 0-5°C’a sogutulup 7 g Nar‘;;oz in 20
ml sudakl cozeltisi yavas yavag ilave edilerek diazoland. Diazolamanin ta-
mamlanip tamamlanmadig: test edilip 40 ml %50'lik CH3COONa ilavesinden
sonra hacim 600 ml'ye tamamland..

Kenetlenme bilegigi olarak kullanilan 3-hidroksi-2-naftatoluidid PNR-
1 sentezinde oldugu gibi kenetlenmeye hazir hale getirildi ve dlazo bilesigi
yavas yavas llave edilerek keneteleme yapildi. Ortin 35 g olup verim %81 dir.

hidroksi-3"-(2-metil fenilamido)

c-) PNR-3 ll‘(2-metﬂ-S-klorofenll)azo-2‘-fenllamldonaftalln] Sentezi :
13,(5{:,l g (0.1 mol) 2-metil-5-kloroanilin PNR-1 sentezinde. oldugu gibi diazo-
land1.

Kenetlenme bllesigi olarak kullanilacak olan 3-hidroksinaftarilid (Naf-
tol AS) 1n 13.1 grami 25 ml metil alkol icerisinde pad yapilip Gizerine 40ml
%20'lik NaOH ilave edildikten sonra, sicak su ile 400 ml'ye tamaland: ve
sitilarak ¢6zaldQ, 5-100C a sogutulup dnceden hazirlanmis olan diazonyum
¢ozeltisi bu ¢ozeltinin Ozerine ilave edilerek kenetleme yapildi ve PNR-1'de
oldugu gibi pigmente edildi. Orain 37 g olup verim %88 dir.

Pigment
PNR-1
PNR-2

Sekil 2 Sentezlenen Pigmentlerin Yapisal gosterimleri

ile %30’ 10k

2. El lanmasi: Sentezlenen pigmentlerin gliserin

baya Pastal);?'xfah:%grllla:np daha sonra hazir olarak temin edilen boya fac::r(al.

g, o, emilgstor, s, AAman A U 06 rararndn
% de kullanilir) ve :100:

kary;t?:litf?lin;aﬁmm‘fy:f Qzerine sablon baski yontemi ile uygulamasi

Yapllxmsnr, -~
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3. Sentezlenen Pigmentlere Uygulanan Testler:

a. Incelik Testi: ASTM D 185-45 ve AFNOR T 30024

b. Tane Bayokloga: ASTM D 1366-65 -
c. Yag absorpsiyonu: ASTM D 281-31 ve AFNOR T 30-022ye gére

yapilmstir.

4. Toz Pigment Hashklan: Colour Indeks’de (8) istenilen hashklar géz
sniinde bulundurularak, The Chemistry of Syenthetic Dyes vol V sayfa 455-
459 daki ASTM standartlanna gore yapilmigtir.

- Kumasa Uygulanan Haslik Denemeleri: Alkali hashg TS 474,
ter hashii TS 394, Ottleme hashigt TS 472, yikama hashii TS 7186, asit hashg,
TS 475’e gore yapilmistir.

5

Tablo 1. Sentezlenen Pigmentlere Uygulanan Testler

Pigment Tane Baynaklaga Incelik Yag Abs.
e ——
%80'f 0.7 Mikron
PNR-1 %10< 0.6 Mikron
%10 >0.8 Mikron %98 1.5g/ml
%85'i 0.6 Mikron
PNR-2 %05< 0.5 Mikron
9%10 >0.7 Mikron %08 1.3g/ml
%80'f 0.7 Mikron
PNR-3 %10< 0.6 Mikron
%10 >0.8 Mikron %08 1.8g/ml
* Incelik 325 mesh'lik elekten gecen miktar
**Ya2 absorpsiyonu Linseed Oil ile yapilmugtir.
Tablo 2. Toz Pigment Hashklan
Toz
Pigment | HASLIKLAR
ORGANIK COZOCULER
A B C D E F G H I K L M N
PNRINIsESRAs s 33 1706 5 5 &6 & 6B
PNR2 |3 2 2 3 38 4 |170|4 2 e sl T A
PNR3 |3 83 4 4 3 3 170 | 5 4 5 5 5 5
* A:.Alifatik petrol aranleri, B: Cellosolve, C:Dietil eter, D:Etanol

E:Aseton, F:Ksilol, G: Stabilite oC/15 dk., H: Su, I: %5 Na2CO3, K: %5 HCl,

= L: Bezir

M: Gliserin,, N: Boya padi

4. Not: Degierlendirme 1-5 skalasina gore yapilmigtir (1:en kota, 5: en iyl)
4 :
: :
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Tablo 3. Boyalt Kumas Uzerinde Yapilan Hashk Tayinlert

pigment | Alkall  Ter Utdleme Yikama  Asit o
Hasigi®* Haslgi* Hasligi® Hashge Hashig* pentrom
i s 2 4 4 5 M99Y90C20
anso B > 4 4 5 YOOM90C20
e $ 4 4 5 YO0M99C40

* Hashiklarda 1-5 (1:en fyi. 5:en két0) sikals: kullanilmistr.

SONUCLAR ve TARTISMA

Ulkemizde Gretimi olmayan organik pigmentlerin sentezleri basit orga-
nik reaksiyonlarla gergeklestirilebilir gibi gdrQlmektedir. Ancak pigmentlerde
kullanimda dnem tagiyan tane bayaklOga ve kolay ufalanabilirlik gibi
tzelliklerin kazandinlmas: diger taraftan parlak ve canl renklerin elde edilme-
sl oldukca gactiir, Bu konuda gizll tutulan ve Know-How transferinden
kacinilan konu pigmentasyon teknolojisl ve sartlandiwr. Calismamizin en
énemli yani orjinal nitelikte pigmentler sentezlenmesi ve tekstilde kul-
lanilabilirliginin gosterilmesi yaninda pigmentasyon sartlannin belirlenmis
olmasidir.

Pigment sentezinde canh ve parlak renklerin elde edilmesinin ortam
pH's1 ile lligkili oldugu bilinmektedir (3). Bu amacla, pH 2,6,7,8,10,ve 12 ola-
cak sekilde ayarlanmig kenetlenme ortamlarinda yapilan sentezlerden elde
edilen pigmentlerin, pamuklu elyafa uygulanmas: sonucunda pH 6°da elde
edilen 0rinin digerlerine nazaran daha canl ve parlak oldugu, ayni zaman-
da kolay pigmente edilebildigi tespit edilmistir. Tane baytklaga ve ufalanabi-
lirligin saglanabilmesi 6g0tme isleminden ziyade kenetlemenin dikkatli
yapilmas: yaninda, kenetlenme sonras: yapilan pigmentasyon iglemi ve
?Ozme. kurutma gibl iglemlerin dikkatll yapimas: ile gerceklegtirilebilmektedir
4.5).

Bu amagla degisik konsantrasyonlarda kenetlemeler yapilmig, uygun
konsantrasyon metot bslamande verilmistir. Kenetleme sonras: yapilan pig-
mentasyon isleminde ise dekentasyon lle iki kez yikanmg GrQn alkol ilavesi
fle degisik sicakliklarda kangtirma islemine tabi tutulmus, kanstirma sonras
Ise sfizme islemi degisik sicaklklarda yapilmigtir. Yapilan denemeler sonu-
cunda 800C"da yapilan kanstirma iglemt lle 500C"da yapilan sdzme lgleminin
Pigmentasyon i¢in uygun oldugu yapilan testler ile (Tablo 1) tespit edilmigtir.

tasidiklam goralmastar. Tablo 1°de sentez
tagiyan ba.z% ogclllll"klzrl verilmistir, tablo incelendiginde t‘;};"&?gg%‘:“&‘_‘
uluslararas) ASTM D 185 standardini sagladii goralmektedir.

aranlerinin

rllen ve solventlere kars: hashklanni gosteren verilerden, sentez
| ntlerin Co-
tekstilde kullanilabilir nitelikte oldugu, tekstilde r}:luumz:p;;tgm sn Cos

lour Indeks'de (8) verilen degerleryle kargilagti

lan boyali
Mukly temi ile uy; diktan sonra yap!
kumag ﬂg{?kl?m:dmﬁn& standa sa;hdsgl gozlenmisgtir. Gene
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kumas drneklerinin Avrupa Skala (10) yardimiyla renk numaralar tes-

pit edilerek tablo 3°de verilmist Sonug olarak Naftol AS bilegenlerinden ya-
rarlamilarak organik pigment sentezlenmesinin mamkan oldugu ve sentez

franlerinin tekstilde kullamilabileceg! tespit edilmistir.
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[ AZO BOYAR MADDELERININ SENTE
S%LLIKLERlNiN BELIRLENMESs{ AAVE SPERTROPE ORI

jsmail E. GUMROKCUOGLU, Hasan KOCAOKUTGEN ve Selami SASMAZ

dokuz Mayis Universitesl, Fen Edebiyat Fakultesi,
gsrupcllt-Samsun.Tﬁrklye i esi, Kimya Bslama,

THE SYNTHESIS OF SOME AZO DYES AND IDENTIFICATION OF
THEIR SPECTROSCOPIC PROPERTIES

SUMMARY

In this work, benzenediazonium and 4- nitrobenzenedlazonium salts have
been synthesized, than coupled with substituted phenols. Followed, some physical
and chemical properties of related comf:ounds have been examined and
characterized by Infrared, ultraviolet-visible and nuclear magnetic resonance
spectroscopic techniques.

OZET

Bu ¢aligmada, benzendiazonyum ve 4-nitrobenzendiazonyum tuzlari sentez
edilip, karsll?k elen kenetlenme tarevlerinl vermek uzere siubstitue fenol
bilesiklerlyle etkilestirildi.. Takiben bu bilesiklerin bazi fiziksel ve kimyasal
°le|71klerl belirlenerek, yapilan infrared, ultraviole-vizible ve nikleer magnetik
rezonans spektroskopisi teknikleriyle incelendl.

GIRIg

Bilindigi gibi azoboyar maddeleri iki yada daha fazla sayida
aromatik halkay: birlestiren ve meydana gelen konjuge sistemin bir
par¢asini olusturan kromofor azo (-N=N-) grubu bulunduran
bilesiklerdir.Bu grup bilesikler, organik boyar maddelerin en dnemli

amak ve /veva dis tesirlerden korumak amaciyla kullamlmaktadir (1).
gaflnedenl:rl/e ea){:zao tl;zyar maddelerl gerek endustride, gerekse bilimsel
talismalarda buayak dnem ta.sxmaktadlrlar. Iste bu nedenlerle yeni boyar
maddelerin sentezl ve dzelliklerinin belirlenmest dnem tasxmakt‘adg. i

Dogal boyar maddelerin tarihi ok eskllere claxyammaﬂ;kat dzri Be
sentetik olanlarin tarihi ancak 1856 yilina kadar uzam;\ ad';r.tﬂ;:
tarihten sonra gok hizh bir geligme gdsteren boyar mad 1; endis o
Biniimiize kadar gok degislk tirde boyarmaddelerin yaplimasina y

da baglamig ve bu
acmistir, Azo boyar maddelerin aretimi 1870 yilin
S rioldin, parared ghblicok sxce s Il
nda inde
ge lsunl::l;;:l.l l%rfzn l;;ﬁar%ec;a azo boyar maddelerinin metal kompleksleri
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sentezlenmeye, 1950 yillarindan sonra ise heterosiklik bilesiklerden
reaktif boyar maddeler elde edilmeye baglanarak dayanmikliliklar,
(Hasliklan) ¢ok daha ytksek boyar maddeler sentezlenmigtir (1).

Yurdumuzda ise ilk kez 1943'de "Karablk Demir Celik
Fabrikalan'nda boyar madde tretilmeye baslanmis ve daha sonralar
"Mensucat Boyalar A.S.” 1967'de (Organik Kimya Sanayil ve Ticaret A.$."
1971'de "Kentes’, 1972'de "Setas Kimya Sanayll A.S." gibi ¢ok sayida
fabrikalar kurulmus olup degisik tarlerde boyar maddeler tretmektedirler
(2).

Azo bilegiklerinin sentezi
Kenetlenme tepkimeleri, Nitro bilesiklerinin indirgenmeler,

Aminlere nitro veya nitrozo bilesiklerinin etkisi ile elde edilebilir (3).
Yaygin olarak kullanilan kenetlenme tepkimelerine gore diazonyum tuzu
sentezlenir ve ardindan bu bilesikler fenol, naftol, hidroksikinolin, aril
amin, fenoleterler gibi bilesiklerle kenetlenmesi sonucu azo boyar
maddeleri elde edilir (4). Diazonyum tuzu sentezl Ise: direkt metod,
konsantre asit metodu, Witt metodu, Griess metodu ve Knoevemagel]

metodu ile elde edilebilir (4).

DENEL BOLUM

Bu caligmada, IR, NMR ve UV spektrumlan sirasiyla Perkin-Elmer
1430, Varian EM 390- 90 MHz ve Varian DMS 100 spektrofotometrelerinde
alimmustir. Erime noktasina digital erime noktasi tayin cthazinda bakild.
4- Nitrobenzendiazonyum Sentezi

Bir beher icerisine 4- nitroanilin (1,5 g10,87 mmol) konularak
fizerine saf su (20 ml) ile hidroklorik asit (8 ml; %36) eklenip magnetik
kanistiniel ile lyice homojenize edildi. Bu ¢dzelti 2 °C'a kadar sogutuldu.

0,NCgH,NH, + HCl —— O,NC¢H,NH4CI
0,NC H,NHJCI" + NaNO, + HCI&ZS; O,NC,H,N=N*CI" + 2H,0 + NaCl

Buz banyosunda sogutulmus olan 4-nitroanilinyum tuzu ¢ézeltisine
damla damla sodyum nitrit ilave edilerek devamli kangtinldi ve reaksiyon
ortami 4°C'in altinda tutularak diazolama iglemi gerceklestirildi.
Benzendiazonyum Sentezi

Bir beher icerisine anilin (3,825 g; 41,12 mol) konulup tzerine saf
su (18 ml) ve hidroklorik asit (8 ml; %37) ilave edilerek anilinyum klorar
olusmas) saglandi. Bagka bir beherde stokiometrik miktarda sodyum
nitrit saf suda (7,5 ml) ¢ozilap buz banyosunda 2°C'a kadar sogutulduktan
sonra yine buz banyosuyla O-4 °C'a kadar sogutulmug yukanda elde
edilen anllinyum kloriir ¢dzeltisine damla damla ve siirekli kangtinlarak
flaye edilip asagida verilen tepkimeler sonucu diazolama igleml
gergeklestirildt.

CeHsNH, + HCl —— CgH NH'CI
CgHsNHS'CI” + NaNO, + HCl £S5, C,H N=N*CI" + 2H,0 + NaCl
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2- Hidroksl -3-Metoksl -5- (2-Propenil) Azobenzen Sentezi 44}

Bir miktar 2- meloksl -4-(2-propentl) fenol

6,62 g:
sody:xr{ll hidroksit (50 ml: %10) ilave edilerek q:(Ozﬁldg 33 12n T(gg 1‘:32}
sofutuldu.

@R-MHQ@EEZO% @_N'NH,CH%:Hz

OCH; CH, - HO OCH;

0-4 °C arasinda hazirlanan ve bu sicaklikta saklanan
benzendlazonyum 0zerine soguk 2-metoksi -4-(2-propentl) fenolat cozeltisl
hizh bir sekilde ilave edilerek 45 dk. kanstinldi ve sazaldd. Sazalen
cokelek glas_lyel asetik asit iginde ¢dzilda ve ¢dziinmeyen kisim stzilerek
aynrildi. Stiztintdye ayni miktar saf su katilarak ¢dktaralap vakum altinda
kurutuldu.
4-Nitro -2'-Hidroksi-3'-Metoksi -5'(2-Propenil) Azobenzen Sentezi

Bir miktar 2- meloksl -4-(2-propenil) fenol (6,62 g 40 mmol)
alinarak, sodyum hidroksit (50 ml; %10) ilave edilerek ¢dzilda ve 2 °C'a
kadar sogutuldu.

L+ HgCH=CH,

0-4 °C arasinda hazirlanan ve bu sicaklikta saklanan 4- nitro
benzen diazonyum tuzu 0zerine soguk 2- metoksi -4-(2-propentl) fenolat
cdzeltisl hizhi bir sekilde ilave edilerek 45 dk. kanglnldi ve suzalda. 2-
hidroksi -3-metoksi -5- (2-propenil) azobenzen sentezinde anlatildig1 gibi
saflandirildi ve vakum altinda kurutuldu.
4-Nitro -3'-ter-Biitil-4'-Hidroksiazobenzen Sentezi (III)

Bir miktar 2-ter-butil-fenol (1,7 ml: 10,88 mmol) alinarak, sodyum
hidroksit (10 ml; %10) ilave edilerek gdzilda ve 9°C'a kadar sogutuldu.

i - 05°C i
0, N@NEN - @OH o 0,N@N=N H
ch CH3 . ¢ HgC’ H3

; klikta saklanan-
0-4°C da hazirlanan V€ bu sica
4'mtrobenzend1;:::1;um tuzu uzerine soguk 2-ter$:§l-sfenolae; qo:l:l?;:
2“7—" bir gekilde katilarak 45 dkl.dlganauqrélzcgn\;;e;ﬁ e
asiyel asetik asil iginde gozulda ve
sﬁzﬁ)l,erek aynld?. sgzanmyc aynl tar saf su katilarak ¢oktaralap
vakum altinda kurutuldu.
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4-Nitro-2'-Hidroksi-5'-ter-Biitil-Azobenzen Sentezi (IV)
Toz haline getirilmis bir miktar 4-ter-butil-fenol (1,66 g: 10,85

mmol) alinarak sodyum hidroksit (20 ml;: %10) iginde .soS.panslyon haline
getirilip 2°C'a kadar sogutuldu. s .

0-4°C arasinda hazirlanan ve bu sicakhkta saklanan 4-nitro
benzendiazonyum tuzu izerine soguk 4-ter-biitil-fenolat siispansiyonu
hizli bir sekilde ilave edilerek 45 dk. karngtirildi ve sazalda.
4-nitro-3'-ter-butil 4'-hidrokslazobenzen sentezinde anlatildig: gibi
saflandinlip vakum altinda kurutuldu.

SONUGLAR VE TARTISMA

() E.N: 74,8°C;IR (KBr) vem-': 3500 (OH), 1605,1590,1400 ve 1190
(-N=N-), 1640 (C=C), 1450-1600 (Aromatik), 1370 (-OCH,): UV (n.Hekzan)
nm: 336,6 , 226,6 , 202,5 ; NMR (CCL,Jppm: 6,2-8,0 (Aromatik), 5,2-5,4
(OH) , 3,3-3,6 (-CH,-) , 5,5-6,5 (-CH=), 5,0-5,2 (=CH,), 3,8 (OCH,)
Mikro Analiz (%):
Hesaplanan: C:71,64 , H:5,97 , N:10,44
Bulunan : C:71,86, H:6,00, N:10,44
(I E.N: 174,1 °C; IR (KBr) vcm™: 3500 (OH), 1605, 1590, 1403 ve 1190
(-N=N-), 1640 (C=C), 1450-1600 (Aromatik), 1375 (-OCHs); UV (n.Hekzan)
nm: 356,2 , 273,6 : NMR (CCl,) ppm: 6,8-8,4 (Aromatik), 5,5-6,3 (-CH=),
5,2 (OH), 3,3-3.4 (-CH,-), 4,9-5,0 (=CH,), 3,9 (-OCH,).
Mikro Analiz  (%):
Hesaplanan: C: 61,34 , H:4,79 , N: 13,41
Bulunan :C:61,30, H:4,63, N: 12,22
(1lI) E.N: 147-149 °C; IR (KBr) v cm':3470 (OH) , 1605 1400 ve 1190
(-N=N-), 1340 (NO,), 2860-2960 (ter-Biitil); UV (Dietileter) nm: 380,9;: NMR
(CDCL;) ppm: 1.4 [s,9,(ter-Batil)], 5,45[s,1<OH>], 6,60-8,40[Sub.Ar.].
Mikro Analiz (%) ‘
Hesaplanan: C: 63,00, H: 5,62 , N:13,90
Bulunan :C:64,2]1,H:569, N:14,05
(IV) E.N: 188-191 °C; IR (KBr) v cm-!: 3460 (OH) , 1610 , 1390 ve 1180
(-N=N-), 1845 (NO,), 2770-2860 (ter-Batil); UV (Dietileter) nm: 413,1: NMR
(CDCly) ppm: 1,45 [s,9(ter-Biitll)], 7,00-8,60[Sub.Ar.]
Mikro Analiz (%)
Hesaplanan: C: 63,60, H: 5,77 , N: 13,90
Bulunan :C: 64,21, H: 5,69, N: 14,05 '

IR spektrumunda azo grubunun absorbsiyon degerleri 1630 - 1575
cm”, 1410 =30 cm™ ve 1180 cm™ e gézlenebilmektedir (5).

NMR spektroskop! teknigi molekillerin yapilanindaki protonlarnn



!

kimyasal kayma degerlerl hakkinda dnemli bilgiler vermektedir.

Suda ¢ozalmeyen bu tir boyar maddelerin saflandinlmasinda uygun

pir ¢dzacide kristallendirme ile ya da uygun bi v k
oaflandirma islemi en iyl yontemdir (5). yg r ¢dzacide c¢oktarilere
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LUMINESANT N-SUBSTITUE PERILEN DiiMIDLERIN SENTEZLERI
VE po;ossusxzx.\'rpnx.,ﬂxnumm SOLAR FOTOKIMYASAL
REAKSIYONLAR ICIN INCELENMESi

Huriye ICIL ve Siddik ICLt
Ege Universitesl, Fen Fakiltes!, Kimya Bdlami, Bornova, lzmir,Tiirkiye

THE SYNTHESIS of LUMINESCENT N-SUBTITUTED PERYLENE DIIMIDES and
PHOTOSENSITIZATION STUDIES for SOLAR PHOTOCHEMICAL REACTIONS

SUMMARY

Organic photochemical reactions involve breaking and reforming of s, Il
bonds, that require radiation mostly in short UV wavelength region, below 300
nm. Only with suitable photosensitizers, by the transfer of triplet energy in high
yleld to acceptor molecule, photochemical reaction may take place at above 300
nm. The luminescent perylenes with hlghly 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 perylenes, indicating that
perylene ditmides are better photosensitizers for solar photochemicalwreactions,

OzeT

Organik fotokimyasal reaksiyonlar genelde o’ ve [1 baglannin kopmasi ve
tekrar olugumlanm igermekte ve kisa UV dalga boylannda radyasyona. 300 nm
nin altinda, gereksinim gdstermektedir. Ancak triplet enerjiyl yQksek verimde
akseptsr molekiile transfer edebilen donor molekaller ile fotokimyasal reaksiyon

300 nm nin tizerinde yapabilmek mimkQndr.
Bu amagla lominesant szellikll perilenler dozlemsel yogun konjuge

&romatik yapilan ve polar siibstitientlerd lle {deal donor fotosensitizatdrdarler.
N-Arll ve N-alkil perilen tQrevierl perilen dianhidritlerden sentezlenerek abietik
asidin standard fotokimyasal dehidrojenasyon reaksiyonu i¢in denenmislerdir.
Reakstyon hizimin perilenler ile daha arttginin izlenmesi solar fotokimyasal
reaksiyonlar igin perilen difmidlerin uygun fotosensitizatdr olduklanm géstermigtir.
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GIRIS

Fotokimyasal reaksiyonlarda fotosensizatdrler radyasyony
absorblayarak (Donor) elektronik yap: i¢inde singlet-triplet ddnQstmang
yapabllmektedirler.

hy
D— Ip— 3D

Triplet donor fotosensizatdr enerjisini akseptér molekdle transferi
ile istenilen reaksiyon ariniinil elde edebilmek mamkan olabilmektedir,

3D — 3A — aranler

Akseptér molekdld direk radyasyonlu fotokimyasal reaksiyona
girmeyebilir veya yioksek enerjill (kisa dalga boyunda) UV radyasyonu
gerekebilir (1).

hy
A — 1A — 3A — aranler

Donor fotosensizatérii akseptorden istenilen tGranlerin daha dastk
radyasyon enerjisi ile olusumunu saglayabilmektedir. Glines radyasyonu
ile 300 nm dalga boyunun 0zerinde, dehidrojenasyon gibl yaksek enerji
gerektiren fotokimyasal reaksiyon yapabilmek i¢in yOksek verimde triplet
enerjl transferi yapabllen fotosensizatdrlere gereksinim vardir.

. Birgcok aromatik yapili pigmentler, laminesant 6zellige de
sahiptirler. Laminesant &zellik molekdler yap: iginde singlet-triplet ener]l
transferi ile mamkan olabildigine gére bu molekillerin fotosensizator
ozelliklerl de asikardir.

Plastik ve tekstil endistrisinde pigment olarak kullanilan perilen
tarevlerinin gacla fotosensitazdr olabilecekleri de asikardir(2). Bu
calismada N-substitie perilen diimid tarevleri, sentezlenerek benzofenon
fotosensitazora lle dehidrojenasyon reaksiyonunu gergeklestirebilen
abletik asidin dehidro-abletik aside déntigsama reaksiyonu Incelemek

tizere kullanilmislardir. (3.,4)
DENEL BOLUM

Organik sentezler i¢in perilen dianhidrit ve amin torevieri ticarl
olarak temin edilmls. Reakslyon dartinleri UV, IR, lH NMR spektral

'énallzlerl ve elementel analiz yontemleri {le saptanmistir.
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Fotoklmyasal reaksiyonlar Igin abietik asit, bakir usetat ile perilen
tarevieri ile reaksiyona katilms. Radyasyon kaynag) olarak Heraus
7Q150 ydksek basing UV lambas;, 350 nm 0Ozerl radyasyon igin

125 W black light lamp ve karesel kollektsrle odaklandinlmis direk
ganes radyasyonu kullanilmigtur,

SONUGLAR VE TARTISMA

Perilendianhidritin alkil ve arilaminler {le reakslyonu ¢inko asetat
katalizérlagd altinda 8 saat 230-2400C de yapilmistir. (5)

o < e
LI

0~ 0 2

Ar R
FENIL ETIL
p-anisiL . aseriL
«-NAFTIL

B -NAFTIL

Aminlerin konsantrasyonu perilen anhidrit ve ¢lnkoase:: t; ‘g:ﬁ:a
iki kat alinmistir. Oran kangimi snznldokten sonra su, 2 :uzoloe
yikanmig ve 2% NaOH ile bir saat refleks edlldlkt;n :onr:\lmu turp
kurutulmug, daha sonra 10% HCI lle Y‘maramktlalmoldukl:nn;
Ortnlerin elementel analiz sonuglari >99% sa
gostermigtir. '

kanizmali abletik asitin fotokimyasal

Karbon radikall ara dran me yerine perilen diimi Jitorevieni

dehidrojenasyon reakslyonu benzofenon
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le solar radyasyonda daha hizhi olugmaktadir.®
TESEKKUR

Bu calhigmay: destekleyen Ege OUnlversites]! Arastirma Fon
Baskanligina tesekkrlerimizi iletiriz.
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cu** , ZN** GIBI METALLER} iCEREN
FTALOSIYANINLERIN ASETILLI, NITRO, HALOJENLI
vE SULFO TUREVLERI ILE METALSiZ
FTALOSIYANINLERIN SENTEZLENMESI

siddik ICLI, Bircan DINDAR
Ege Universitest, Fen Fakiltes{ Kimya Béliimit Bomova, lzmir - Turkiye

SENSITITATION OF ACETYLATED, NITRO, HALOGENATED AND
SULPONATED Cu (II) AND Zn (II) PHTHALOCYANINES AND
NON-METAL DERIVATIVES

SUMMARY
Phthalocyanine dyes are known to have luminescent characters. Phthalocya-
nines arc synthes for the aim of use as photosensitizers at solar photochemical

reaction systems. Acetylated, nitro halogenated and sulfonated Cu 1) and Zn (1)
phthalocyanines and non-metal derivatives have been synthesized. Phtlalocyanines
are purified by column chromatography. analyzed by elemental analysis, Mass. IR.
UV. 'H NMR and !3C NMR methods.

OzeT

Pigment &zellikli baz ftalosfyanin trevieri sentezlenerek liminesant dzellige
sahip olanlann solar fotokimyasal reaksiyon sistemlerinde [lotosensizatdr olara
kullanilmalan amaglannustir. Bu amagla asetilli, nitrolu, halojenli, stilfolu Cu(ll)
ve Zn(ll) ftalosiyaninler ile metalsiz tiirevleri sentezlenmigtir. Sentezlenen ftalosiya-

ninler kolon kromatografisiyle saflagtinhp, elementel analiz. kiitle, IR, UV, 'H NMR
ve 13C NMR metodlan fle analiz edilmiglerdir.

GIRiS
Ftalosiyaninler ilk defa o-disubstitue benzen tirevlerl iceren reaksiyon-

larin oldukea renkli safsizhg olarak kesfedildi (1). Linstead tarafindan
1930'lann bcasiarmda dogal oglar'ak bulunan porfirinlere benzedigl seklinde

aciklanmigtir (2).

Ftal tik absorbsiyon ozelliklerinden dolayi, ticari
olarak ?;sg;:l:,l: ';fén’ffﬁt’oﬁ‘ﬁak kullaniimaktadirlar. Yesliden cw;lyoleyde k:-
dar bir renk skalasi mevcuttur. Asid ve bazlara kargt aslrtlxla;l;lclcf o (3)"
renclidirler ve 400°C ye kadar havada bozunmaksxzml 1;1 Jans rlere(l 2
1948'lerde molekdler yar: lletken olarak lgIng Nzikse Sxelil ezl pede
Diyle dikkatleri cekti. Peryodik cetvelde l.A'dan V.B'ye kadar olan metalle-
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rin, molekalin merkez bosluguna

erlest|
szellikler ortaya ¢ikabilmektedir (4)y ¥l meal lle’cok degigen fiziksel

Ftaloslyanin sentezlerinde baglica birka¢ yéntem u
ulanmaktadir.
Baglangigta, Ntalodinitrilin, piridin ve bakir tuzy varhgm?:(lg reaksiyonlar
jle elde edilmistir (5). Daha sonra sadece farkl; dinitril ttrevierinden yola

ikilarak elde edilmigtir (6). Bir diger yontem de,
garcketle ftalosiyanin elde ctmcktedlr.y flalli-anhicsit veiareden

DENEL BOLUM

Bu ¢aliymada kullanilan yéntemde; 3-nitro ftalik anhidrit (10 mmol,
1,9412 g) ve are (10 mmol, 2,4024 g) den cikilarak, Cu(l) klorar (2,5 mmol,
0,0248 g) ve k_atallzbr olarak kullanilan amonyum molibdat (0,05 mmol,
0,0618 g) varliginda nitro benzen veya ytksek kaynama noktasina sahip bir
petrol fraksiyonu ortaminda yaklasik ikl saat streyle 210°C de (7) geri
sogutma iglemiyle ham 1,8,15,22 - tetra - nitro ftalosiyanin elde edilmistir.
Diger tarevler de benzer sekilde elde edilmigtir. Alinan ham aran silikajel
iceren bir kolon kromatografisi yoluyla saflandirilmigtir.

Cu(l) klorar yerine Zn(ll) asetat kullanildiginda Zn(ll) ftalosiyanin
tarevlerini elde etimek mamkand(r.

Bakir ftalosiyaninin sentez mekanizmasi agagidaki gibidir:

Metalsiz ftalosiyaninlerin sentezl ise, metalik komplekslerden, %25-65
HySO4 ortaminda 25-70°C de metallerin uzaklagtinlmas: mamkan olabil-
mektedir.

SONUGLAR VE TARTISMA

1,8,15,22-tetra-nitro-bakir ftalosiyaninin baz spektroskopik sonuglari
asagidaki gibidir;

Teork  Bulunan

%C 50,84 50,60
%H 1,59 1,57
%N 22,23 22,28

IR (Nujol) em-! =2960, 2925, 1613, 1400, 1340, 1250, 1050, 810, 760
'HNMR (CDCls, & (ppm)) = 8.17, 7,51, 5,98, 3,88 *

3C NMR (CDCl, , & (ppm) = 149, 134, 132, 131, 128, 125, 122, 114, 92, 55

1,8,15,22 - tetranitro - bakir ftalosiyaninin 'H NMR (60 MHz) and 13C

NMR spektrumlart Sekil 1 ve Sekil 2 de goralmektedir.

Ftalosiyaninde, 16 atomlu I¢ halka boyunca 1 = elekr:.rr;lllalzﬂk::s(ﬁilz:
omuslardir. Bu szellik gogunlukla proton NME e e an O ardir
edﬂm"k.&dlr. Ftaloslyanler Igin énemil olan dagak fre b
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Ftalosiyaninin IR spektrumu N - H gerilmesini 3
tedir. :

Pirol veya indolQin N-H gerilmesi yaklagik 3490 cm-! de meydana gelir.

Gergekte daha kondanse sistemlere gidildik S
ma umulmaktadir. g ¢e daha dasnk bir frekansa kay

290 cm'! de gdstermek-

TESEKKUR
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SUSUZ ORTAMDA 2-(SUBSTITUE)-OKSAZOLO[4-5-b]PIRIDI ‘s
POTANSIYOMETRIK TiTRASYONU [4-5-b]PIRIDIN TUREVLERININ

cemil OGRETIR, Gézen BEREKET ve Mehmet POYRAZ
Anadolu Universitest Fen Edeblyat Fakiltest Kimya Bélimit Eskisehir-Tirkiye

POTANTIOMETRIC TITRATIONS OF 2-SUBSTITUTED OXAZOLO[4-5,bJPIRIDINE
DERIVATIVES IN NON AQUEOUS SOLVENT

SUMMARY

The acidity constans (L.e. pKavalues) of some 2-siibstitited oxazolo[4-
5,bjpirydine derivatives in nitrobenzene and acetonitrile were determined.

The unhydrous percholoric acid which had prepared in nitrobenzene was used
as the titrant in the titrant in the measurement which were drawn using the data
obtained from potantiometric titrations. From those curves the hall neutralization
potantials the acidic strengths in 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-methylphenyl)- < 2-(4-
bromophenyl)- < 2-(4-nitrophenyl)- < %;(?-eéo:lyp];}:&rgl)- < 2-(4-cholorophenyl)-<2-(4-
ethylphenyl)- < 2-(4-t-butylphenyl)-oxazolo-{4,5- c.

cha Tli‘\ycge res{:lls ingc‘;te t{'l)at asetonitrile is not suitable to determine the acidic
strengths of 2-substituted oxazolo[4-5,b]pirydine derivatives. It is good however to
dctcrmq\e the amount of those derivatives quantitatively.

OzET

2-(stbstitie)-oksazolo2(4-5,blpiridin tirevlerinin nitrobenzen ve asetonitril
icindeki pK, lan tayin edilmistir.

Nitr:bcnzcn);ic yapilan caligmada titre edicl olarak nltrobcrwc:icuh::lrlanéms
susuz perklorik asit kullanimigtir. Bu §ekilde yapilan wmﬂ‘y:md noualsyon ax;
egriler ¢izilmis, bu egrilerden yan notralizasyon potansiyelleri, yan izasyo

Potansiyellerinden de nitrobenzendek asitltk siralamast Ll
g-(imu:zre:u)- < 2-4-metoksifentl)- < 2-(4-etokslferﬂl)-u< 2-(4-ed¢fﬁn2b]< &é?n
k‘g‘ruofcmn- < 2.(4-bromofent])- < 2-{4-t-butilfent])- < 2-(4-metlifentl)-oksazolol4,5-5lp
$eklinde oldugu bulunmustur. S Rastiai
s susuz
Asectonitrild lan cahigmada titre edici olarak dioksanda
g:rklorlk ;l';'t rﬁuﬁg,:‘.‘f.',ﬁ:tﬁ gotans(yomemk titrasyon egrilerinden hesaplanan
Berlerden asitlik siralamasi goyle gikmugtir. oo
- \fenil)- < 2-(4-bromofentl)- <2
2-(4-ami 1)- < 2-4-metoksifenil)- <2 (4-metd SHBPL :
Wonttrofe e enill: < 2.(¢-Klorofenill=< 2-{4-ctilfenls < 2-($t-buclicntd

oksazolo[4,5-b]piridin seklindedir. \
" p .oksazolo[4-5,blpiridin tdrevierinin
DU sopugiarcen “°‘°"‘$fg,"f o e Kayint lgin vygun sonuglar verdigi

AsitlBinin tayint fgin uygun olm
Sonucung vanlmgtir.
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GiRris

Susuz ortamda gerceklestirilen potansiyometrik titrasyonlar zayf ast
veya zayif bazlann tayin edilmesine imkan veren ¢ok onemll analitikse]
yontemlerdendir. Ayrica bu tar maddelerin asitllk sabitlerinin saptanarak
6zelliklerinindaha iyl anlagilmas: mamkin olmaktadir(l).

Asetonitril ve nitrobenzen zayif bazlann titrasyonu i¢in uygun ¢ézacq
oldugu bilinmektedir(2-3). Diger yandan 2-(sibstitQe)-oksazolo[4,5-
b]piridin tarevleri bazik &zellikteki antienflamatuar ilaglanina kaynak tegkil
etmekte olup sudakli c¢oézOnarloklerl azdir. Bu maddelerin kimyasal
ozelliklerinin anlasilmasinda degigik ortamlarda asitllk sabitlerinin
bilinmesinin 6nemi vardir. O nedenle spektrofometrik ydntemle asitlik
sabitlerl saptanmis dokuz adet 2-(sOstitie)-oksazolo[4,5-b]piridin
tarevlerinin asitllk sabiti nitrobenzen ve asetonitrll ortaminda
potanslyometrik olarak tayin edilmesi amaclanmistir

DENEL BOLUM
Calismada kullanilan oksazolo[4,5-b]piridin tarevleri Ankara

Oniversitesi Eczacilik Fakanltesi Farmasotik Kimya Anabilim Dali Ogretim
Uyelerinden Yalgin, 1. ve Arkadaslan tarafindan sentezlenmis olup, yapilan

soyledir.
O
7
T3 O

. x=-OCHg, -t-batll, -OCgHs, -CgHs, -Cl, -Br,-NH2, -CH3,
-NO2

Calismada ¢dzcil olarak Merck kalitesinde nitrobenzen ve asetoniril
kullamlmistir. Titre edlicl olarak susuz perklorik asitin nitrobenzendeki
¢ozeltisl lle susuz perklorik asitin nitrobenzendeki ¢ozeltisl kullanilmsgtir.
Titrasyon Crison 2001 model pHmetre ve Ingold marka cam elektrot
kullanilarak gerceklestirilmistir.

SONUC VE TARTISMA
Nitrobenzen iginde ¢dzinms 10-3M Lk 2-(sabstitie)-oksazolo[4,5-

blpiridin tarevlerinin nitrobenzen hazirlanmis susuz 0.01N HCIO4 g¢ozeltis!
ile titrasyonuna iligkin tipik e2ri sekil. 1'de verilmektedir.

Sekil.1 ve Sekil.2'de verilen ml degerleri 0.1 {le ¢arpilacaktir.
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Sekil.1. 2-(4-klorofenil)-oksazolo[4,5-b|piridin‘in nitrobenzen ortaminda
perklorik asit ile potansiyometrik titrasyonu.

Ayni sekilde 2-(stbstitae)-oksazolo[4,5-b]piridin tarevlerinin
asetonitrildeki 10-3M lk c¢ozeltisinin dioksanda hazirlanmig susuz
0.0382N HClO4 ¢ozeltisi ile titrasyonuna ait egri sekil.2'de verilmigtir.

mV

550 4 e—————
450 L PR
350 L /
/
250 | l

' lllllllllllllll_lu
50 St H-HHHHHHHHHHAHHHH R

L
1 4 7 10131619 222528 3134374043 ml

.5-b]pirldin‘inasetonittil ortaminda

Sekil.2. 2-(4-klorofenil)-oksazolol4 S horik asit fle potansiyometrik

dioksanda hazirlanmig
titrasyonu. |
trasyon egrilerl dazgtn
ekillerden goraldoga gibl potanslyometrik ti
S °g\’u2ri ol:p gtgnslyel sgu;rgma aralig1 200-300mV'dur. Bu ltﬁ ?setonltru
Ve nitrobenzen bu maddelerin potanslyometrik tltrasyoneu gruc ;m :ﬁ'guﬁ
s cldugunu gostermeKtor zﬂpo;:g:m::;m;ga o Serien ve d6n0m
ralizasyon potansiyellerin
{trobenzende yapilan
nokt harcanan asit miktarlari i
deneay?:::-a ;:ﬁanégazke]?clf‘rd:, asetonitril ic¢inde yapilan deneyler Igin
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cizelge.2'de verilmektedir.

Cizelge.1. Nitrobenzen Iginde cesitli 2-(siibstitie)-oksazolo[4,5-b]piridin
tarevlerinin perklorik asit 1ile potansiyometrik
titrasyonlarindan elde edilen yar: ndtralizasyon
potansiyelleri(mV), pKa degerlerl ve donim noktasinda
harcanan asit (ml) degerleri.

Stbstittent YNP pPKa Doénam noktasinda harcanan

(mV) asit (ml)

4-metoksifenil 325 1.39 7.08

4-t-batilfenil 365 0.32 6.79

4-etoksifenil 358 0.75 7.50

4-etilfenil 372 0.52 4.88

4-klorofenil 375 0.44 5.17

4-bromofenil 373 0.42 6.54

4-aminofenil 321 1.42 5.36

4-metilfenil 379 0.12 5.01

Cizelge.2. Asetonitril i¢inde cesitli 2-(sbstitie)-oksazolo[4,5-b]piridin

tarevlerinin perklorik asit {le potansiyometrik titrasyonlanndan
elde edilen yan nétralizasyon potansiyelleri(mV), pKg degerleri

ve donum noktasinda harcanan asit (ml) degerleri.

Shbstitient - YNP pPKa Ddntm noktasinda harcanan
(mV) asit (ml)
4-metoksifenil 192 3.68 0.975
4-t-biitilfenil 212 3.31 1.166
4-etoksifenil 192 3.60 0.787
4-ctilfenil 184 3.45 0.989
4-klorofenil 202 3.54 0.963
4-bromofenil 204 3.63 0.751
4-aminofenil 199 3.71 0.820
4-metiifenil 194 3.67 0.946
4-n}trofenﬂ 198 3.62 0.844

Cizelge.3 ve Cizelge. 4'de tartilan madde miktarlan ile titrasyonlardan elde
edilen degerlerden hesaplanan madde miktarlan karsilagtinimaktadir.

Cizelge.3.Nitrobenzen icinde cesitll 2-(s0bstitne)-oksazolo[4,5-b)piridin
1 tarevierinin perklorik asit {le potansiyometrik titrasyonlarindan
elde edilen deZerlerden hesaplanan madde miktarlan ve tartilan

madde miktarlan.

a3 ) b1 S
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sobstittent  Titrasyondan elde edilen Tartilan mad Tartilan ve hesa
degerden hesaplanan de miktan lanan miktar farfu

madde miktan (mg) (mg) (mg)

#-metoksifenil 16.0 11 :

4-t-batilfenil 17.1 12,28 113,8
4-etoksifenil 18.0 12.00 6.00
4-etilfenil 10.9 11.20 + -0.30
4-klorofenil 11.9 11.32 0.58
4-bromofenil 17.9 13.74 4.16
4-aminofenil 11.3 10.55 0.75
4-metilfenil 10.5 10.50 0.00

Cizelge.4. Asetonitril icinde gesitll 2-(substitie)-oksazolo[4,5-b]piridin
tarevlerinin perklorik asit ile potansiyometrik titrasyonlanndan
elde edllen degerlerden hesaplanan madde miktarlar ve
tartilan madde miktarlar.

Stbstittient  Titrasyondan elde edilen Tartilan mad Tartilan ve hesap
degerden hesaplanan de miktan lanan miktar farki

madde miktan (mg) (mg) (mg)
4-metoksifenil 8.410 6.7800 1.6300
4-t-batilfenil 11.22 7.5600 3.6600
4-etoksifenil 7.206 7.2000 0.0060
4-etilfenil 8.460 6.8200 1.6400
4-klorofenil 8.470 ; 6.9135 1.5565
4-bromofenil 7.890 8.2470 -0.3570
4-aminofenil 6.600 6.3300 0.2700
4-metilfenil 7.580 6.8200 0.7600
4-nitrofenil 7.770 7.2800 0.4900

tek donam noktasinin gozlenmesi ve
Potansiyometrik titrasyonlarda te B (i uvalant aait

1 mol madde miktarimin titrasyonu Igin ya
harcanmas) molekallerde protonlanabllecek ikl merkez olmasina karsiik

sadece birincl merkezin protonlanmasma jliskin déndm noktasi
gozlenebildigini gostermektedir. perlerl 0.1-1 arasinda iken

lde edilen pKa de
Nitrobenzen iginde € 3.4 arasindadir. 1kl azotun protonlan-

ememesinin nedeni asetonitril ve
eler icin farkhlandirici etkl

asetonitril igerisinde pKa degerlerl
masina {liskin dénom noktalarnin gozlen
nitrobenzenin pKa < 6 olax:“;'nadd
g0sterme aklanablilir(4).
N’Mbcmrgggglgf& l:%mn asillik siralafasy 2-(4-etoksifenil)- < 2-(4-
2-(4-aminofenil)- < 2-4-metoksifenll)- < 2-(4-t-butilfenil)- < 2-(4-
elllfenil)- < 2-(4-klorofentl)- < 2-(4-bromofenlﬂ)- é O-G RETIR ve H.BERBER
metilfent])-oksazolo|4.5-bj-piridin geKlinde OlUP = k
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tarafindan spektrofotometrik olarak bulunan pKa degerleri {le
karsilastinldiinda asitlik siralamasinin 2-(4-bromofenil)-oksazolo[4,5-b]-
piridin hari¢ ayni oldugu gérdlmastar.

Asitlik siralamasiin bu sekilde bulunmasi ind0ktif ve mezomerik
etkiler ile oksazolo[4,5-b]-piridin‘in 2-konumuna bagh sObstitdentlerin
uzayda serbest donmesi ve dozlem digi konumlanmasi ile agiklanabilir,
Indaktif ve mezomerik olarak elektron Iten sibstitQentler bilegigin
asitligini azaltip, bazhigin1 arttirirlar. Dolasiyla elektron iten
sibstitfentlerdeki bazlik daha fazla, asitlik daha azdir. Ayrica
oksazolo[4,5-b]-piridin‘in 2-konumuna bagh siibstitaentlerin serbest
donme ve dozlem disi konumlanmas: nedenlyle 2-konumuna bagh
stbstitdentlerin boyaklogn arttikca oksazolo piridin ile stbstittefenil
arasindaki dihedral acinin artmas: bdylece stbstitGentlerin gereken etkiyi
gdstermemesl yukanda verilen siralamamin izlenmesine neden olmustur.
Diger yandan asetonitril igndeki asitlik siralamas: 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 geklinde oldugu
bulunmustur.

Nitrobenzende verilen asitlik silamasina uymamasinin nedeni
asetonitril I¢irisinde meydana gelebilecek homokonjugasyon olabilir(5).
Ancak Cizelge. 4'de verilen degerler asetonitrildc yapilan titrasyonlarin
kantitatif amagla kullanilabilecegin! gostermcktedir.
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FENALEN -1,3 (2H) - DIiON ve BAZI 2-SUBSTITE TUREVLERININ
pEa'LARININ ETANOL-SU KARISIMLARI ICINDE SPEKTROFOTOMETRIK
TiTRASYON YONTEMI ILE TAYINi

Nermin HOCAOGLU (ERTAN)

Gazi Oniversitest, Fen-Edebiyat Fakiiltest Kimya Balama,
Teknik Okullar, Ankara - Turkiye

DETERMINATION OF pEa VALUES OF SOME 2-SUBSTITUTED PHENALEN-1,3
(2H)- DIONES IN ETHANOL-WATER MIXTURES BY SPECTROPHOTOMETRIC

TITRATION METHOD.

SUMMARY

In this study, 2-Phenalen-1,3 (2H)- dione and their 2-Nitroso and 2-Phenyl
derivatives were synthesised by condensation reactions. Acidity constants of

compounds were measured both in water and in EtOH-H,O mixtures by
spectrophotometric  titration method. It was observed that ™ pKa values of

2-phenalen-1,3 (2H)- dione and it's 2-Phenyl derivative tnc while pKa of
-Nitroso derivative decreased as ethanol content increased in solvent mixture. A
correlation was obtained between the pKa values of the compounds and

dielectric constants of the solvent sytems.

OzeT

Bu . 2-Fenalen-1,3 (2H) - dion fle 2-Nitrozo ve 2-Fenil trevieri kon-
densasyon tepkimeleriyle sentezlendi. Bilegiklerin asitlik sabitler su ve etanol-su kan-

i¢inde spektrofotometrik titrasyon ntemiyle tayin edildi. Cbzocﬁlak:ngumng:

etanol miktan arttikca, 2-Fenalen-1,3 (2H)-dlon ve 2-Fenil tirevinin pKa'
2-Nl'-rwo-mmvmink§;'a'smm azaldi@l {dcndl. Bllegiklerin pKa degerlert ile ¢dzlic-
niin dielektrik sabiti arasinda dogrusal bir flig elde edildi.

Girig
ik sentezlerde
Karbon. asitlerinden olugturulan karbanyonlann organ
- kullalnim alan. col: yaygindir. Gogu karbanyon tepkimeleri ?;?elgl C:_mfgzng
dzachler iginde gerceklestirilir. Bu nedenle, gesitli ¢ozdcd s erinde
fyonlagma sabitlerinin bilinmesi onemlidir.
klerdir. Bundan do-
B- Diketonlar, keto-enol tautomerisi gosteren bilesl
lay1 gesits orta?xl:lgxx:da :nyonlk ve katyonlk%oxmlarda bi?lunabllhier.
y Ka'sinin tayin edilmesl ve
Bu calismada, Fenalen -1,3 (2H) - diop 00 pHa S tidsinin arastinl-
g e Laenng 2 konumundaic mlsyﬂzd‘mﬂﬁel?e ;Ka‘mn degisimi Ince-

masi amaclanmistir. Ayrica, artan €
lenmistir. o : Y
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DENEL BOLUM

2-Fenalen-1,3 (2H) dion (1), ile 2-nitrozo (2) ve 2-Fenil (3) tareviey
kondensasyon tepkimeleriyle sentezlendi. Yapilan spektrofotometrik yontem-
lerle belirlendi.

Bilesiklerin pKa'lan saf su, % 20, % 50 ve % 80 (v/v) etanol-su kan-
simlan iginde spektrofotometrik titrasyon ydntemi ile tayin edildi (4). pH de-
Eﬁlmlcrl. H metre ile si¢nldd. Etanol-su kangimlan icin dizeltme faktsrg

Udr %5). Batan olgamler 0,1 N NaCl kullanilarak sabit iyon siddetinde
gerceklestirildi. Her pKa degerl i¢in en az on bes dl¢Qm yapilarak aritmetik
ortalama alindi.

SONUGLAR VE TARTISMA

2-Fenalen -1,3 (2H) - Dion ve 2-Fenil tarevinde UV bélgesinde nétral
molekillere ait bandlarda birbirine yakin ikl maksimum gozlenmektedir.
Bunlar keto ve enol tautomerlerin n-n* gecislerine aittir (6). 2-Nitrozo tirevi
ise calisilan ortamlarda tek maksimum g&stermekte olup en kararh oksim
yapisinda bulunmaktadir.

Bilesiklerin saf su, % 20, % 50 ve % 80 (v/v) etancl-su kangimlan
icinde tayin edilen pKa degerleri Cizelge 1'de dzetlendi.

Cizelge 1. Fenalen -1,3 (2H) - dion'lann Etanol - Su Kanigimlan Igindekl
pKa Degerleri.

pKa
Bilesik
safsu | % 20 (v/v)@ |% 50 (v/v)P | % 80 (v/v)¢
etanol-su etanol-su etanol-su
Fenalen-1,3 (2H)-dion 4,92 4,99 5,33 5,47
2-Fenilifenalen -1,3 491" 4,89 5,03 5,27
(2H) - dion
2-Nitrozofenalen 5,34 5,26 4,98 5,10
-1.3 (2H)- dion .

Sicaklhik : 25°C

Derisim : 2x10% M

(a) Dnzeltme faktdra —0,05

(b) Dizeltme faktdrii —0,23

(¢) Dnzeltme faktdrii —0,41

* Suda gok az ¢6zind0ga icin ¢dkme olmadan tek bir slgim yapilabildl.

Fenalen -1,3 (2H)-dion ile 2-fenil torevinin asitliklerinin etanol yzdes!
fle doizenll olarak azaldigi, buna karsilik 2-nitrozo tarevinde etanol ynzdes!
fle asitligin arttig: gézlenmektedir. Etanoln dispersiyon kuvvetleri suya gore
daha fazladir. Boyok ve delokalizasyonun gok oldugu anyonlarda hidrojen
baglari zayifsa dispersiyon kuvvetleri etkin olur ve bdyle anyonlar etanol
icinde suya gore daha ynksek asitlige sahiptirler (7). 2-Nitrozofenalen -1.3
(2H) - dion'un asitliginin etanol miktan ile artmasi, asitlik 0izerinde, hidrojen
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baglarindan ziyade dispersiyon kuvvetlerinin etkin oldugunu gostermekte-
dir.

Incelenen bilesiklerin pKa'lan ile ¢ozacq sistemleri
nin dielektrik sabit-
leri arasinda dogrusal bir Hliski gézlendi, By sonug, mcexene';fbg;ﬁm

asitliklerl 0zerinde elektrostatik kuvvetlerin do@rudan etkill oldugunu gos-
termektedir.

pKa degerl 0zerine fenil grubunun etkis! saf su icinde goralmezken
etanol miktan arttik¢a asitlik de artmaktadir. 2-Nitrozo ‘t;Orcvirgdeld sonug-
lar, ¢ozici etkisinin sibstitient etkisinden ¢ok oldugunu diosandarmekte-

dir.
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0KSAZOLOI4,5-bIPIRIDIN TUREVLERININ

GABITLERININ HESAPLANMASI VE o ASITLIK

DEGERLENDIRILMES]

Cemil OGRETIR, Halil BERBER ve Nevin KANISKAN

Anadolu Universitesi Fen - Edebiyat Fakiltest Kimya Bslimil, Eskisehir - Turkiye

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-substituted oxazolo[4,5-blpyridine derivatives were determined using Spectroscopic
Technique. With the exception of molecule I, which posses an amino group as
substituent, all studied molecules found to act as Hammett bases for the first
protonation. It was observed both experimentally and theoretically that the pyridine
:rr:g &drotonatcs easier then that of oxazole ring. Using the obtained acidity constants

odifled Hammett Equation” the substituent constant, ¢ , for the substituents on
studied molecules were calculated. i h

OzZET

2-Konumunda sQibstitlient igeren bazn oksazolo[4,5-b]piridin tirevlerinin birinci
ve ikincl proton-alma asitlik sabitleri, pKa , Spektroskopik Yéntemle saptanmsgtir.
2-Konumunda siibstitiient olarak amino grubu igeren molekil II haricindeki di%crr
molekitllerin birinci proton alma icin Hammett baz olarak davrandiklan Ebzlenmtg 5
cysel ve teorik o?arak iridin i:alkasu'un oksazol halkasindan daha ola& roton
aldiyy tespit edi tir. Bulunan asitlik sabitleri ve "Modifiye Hammett Egitligl" ‘'nin
kullanlgmasryla. cabsilan molekallerdek! sdbstitdentler i¢in sibstitent sabitlerd, o,
Planmistir,

Girig

2-Konumunda sabstitdent igeren bazi oksazolo[4,5-b]piridin
trevierinin birinct ve ikinci proton-alma asitlik sabitlerinin saptanmas {le
flgil ¢alisma yapilmamigtir. Bu tarevier iki proton alma merkezine
sahiptirler, deneysel ve teorik olarak ilk dnce piridin halkasinin proton-
Adig1 yapilan ¢alisma sonunda hesaplanmigtir. Aymca 2-konumundaki
SUbstitaentlerde elektronca zengin merkez bulunmasi durumunda proton

Alma merkezinin age ciktigi goralmasgtar
DENEL BSLUM :

PKa hesaplanmasinda, daha onceden sentezlenmis maddeler

Anlmugtir (1).
Birinei proton-alma i¢in pH bslgesin

kul)
calisma yapilmistir. Bu
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bélgedeki galigmada kullanilan cozeltiler O - 7 arasinda pH's1 bilinen

tampon ¢dzeltilerdir. Caligilacak maddenin yaklagik 10-4 M'lik stok
¢ozeltisi, suda, pH's: belli ¢ozeltide veya uygun bir ¢dzicide hazirlanir, By
¢ozeltiden 1 ml alarak pH's: belll ¢ozeltilerle 10 ml'lik ¢dzeltileri hazirlanir

ve son derisimleri hesaplanir ( M} - V] = Mg - V2 ). Hazirlanan bu
¢ozeltilerin pH= 1'de ve pH= 7'dekl gozeltilerinin U.V.'de spektrumlan

cizilerek, galismanin yapilacagi maksimum dalga boyu segllir. Secilen
dalga boyunda, hazirlanan g¢ozeltilerin fotometrik modunda’ absorbanslan

okunur. Bu degerlerden Emax hesaplanir (A=€max-b- ¢ ) ve pH'ya kars:
Emax grafigl ¢izilir. Grafik bir * S " egrisi verir. " S " egrisinin ug kisimlanina
gizilen bir dogrudan molekaler halin ( €V ) sogurmasi ile iyonlagan halin (
€] ) sogurmas grafikten okunarak (1) lyonlagma oranlan hesaplanir.

€goz = gozlenen halin

sogurma
€goz - EM
l=——— €y =molekaler halin
g - egcz sogurmasi

€  =lyonik halin
sogurmasi

log I 'ya karsi pH ( H ) grafigi cizilir, dogrunun kesim noktasi1 yar
pratonlanma degeridir ( 1:»1-11/2 veya H1/2),

pKa,,m,Hllz m = egim

formalonden pK, degeri hesaplanir.
lkincl proton alma igin % HgSOy4 ile caligma yapumugtir. % 1 ile %

98 arasinda y0zdesl belll ¢ozeltiler hazirlanir. Bu bdlgedekl ¢aligma aynen
pH bolgesindeki gibidir. 10 ml'lik ¢ozeltilerin gercek yhzdesi asagidakl
gekilde hesaplanir.

ilave edilen asidin agirhigi
% W = - % A
asit + madde kangimmn agurh

9% W = 10 ml 'lik caligma gozeltisinin
gercek % HpSO4 miktan

% A = ilave edilen HoSO4 ynzdesl
pKy=m: Hol/z 501/2 = asitlik fonksiyonu
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CIZ°'8° 3. 2-Sabstitile-oksazolo[4,5

-blpiridin tarevierini 7
alma Igin PKa - Ches degerler. i iz, 7o

f
No Substitiient
Tarev PKa Ches

|

Osazolo[4,5-b]piridin

1.8
: 9-(4-Aminofenil) e R 2 ogerls
I 2-(4-Metoksifentil) 3.97 -0.45
v 2-(4-Etoksifenil) 3.03 -0.25
> 2-(4-Etilfentl] 2.65 -0.17
v 2-(4-Klorofenil) 2.49 -o' 14
vl 2-(4-t-Butilfenil) 2.38 -0.11
VIl 2-(4-Metilfenil) 2.21 -0.08
X 2-(4-Bromofenil) 2.19 -0.07
X 2-(4-Nitrofenil) 1.35 0.12

Cizelge 4. 2-Sabstitie-oksazolo[4,5-b]piridin tarevlerinin ikincl proton
alma igin pK3 - Ohes degerlerl.

HRSsss<<2

Tarev No Sibstittient pKa Ches

[ Okasolo[4,5-b]piridin  -7.57 (Ekstrapolasyon degeri)s
Il 2-(4-Aminofenil) 0.48 -0.63
Il 2-(4-Metoksifentil) -0.06 -0.27
2-(4-Etoksifenil) -4.18 -0.26
2-(4-Etilfenil) -5.16 -0.19
2-(4-Klorofenil) -5.33 -0.17
I 2-(4-t-Butilfenil) -5..38 -0.17
Il 2-(4-Metilfenil) -5.67 -0.15
2-(4-Bromofenil) -4.60 -0.23
2-(4-Nitrofenil) -9.08 0.12

|

Molekiler orbital hasaplari ile yapilan ¢aligma sonunda toplam
atomik ytikler agagidaki sekilde hesaplanmigtir.
Cizelge 5. Toplam atomik ynkler.

Atom no Atom q (atom ytka)
sy, A 2

1 q 0,11720*
2 C 0,16680
3 S -0,01236
4 e 0,11125
5 = -0,06336
8 c -0,06353
7 ¢ 0,01673
8 N -0,20108
9 c 0,13020
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‘Clzclge 1.( Devam e‘_'ityor)
X _ 2-(4-Nitrofenll) . Ekstrapolasyon degeri€ 1.35

20lcam pH = 7'de yapilmishr. Boicam pH = 1'de yapilmistir. €Yar1 proton
alma degeri. g()lc;(lmnn yapildigi dalga boylan. £pKa - Opeg  grafiginin
ekstrapolasyonundan hesaplanmigtir.

Molektil II, birincil amin oldugundan ilk once ‘amin kism
protonlanir. Olgiilen pK, degeri, aminin pK,'sidir. Protonlandiktan sonra

s0bstitdent sabitinin degeri nitrodan da fazla oldugu i¢in piridin azotundan
rotonlanamaz ve Hammett bazi olarak davranamaz.

lkinci protonlanma igin bulunan degerler Cizelge 2. verilmisgtir.
% 1 - % 98 bdlgesinde yapilan ¢calismada molekdl II ve X'nun nétr ve
protonlanmig haldeki U.V. spektrumlan aym dalga boyunda geldiginden

" dolayr bu yontem ile pK, degerlerl hesaplanamadi. Fakat ikinci proton

‘alma i¢in pKa - Opeg grafiginin ekstrapolasyonundan hesaplanmigtir.

Clzelge 2. 2-Substitie-oksazolo[4,5-blpiridin tirevlerinin ikinci proton
alma sabitleri ve U.V. sonuclan.

x'max (nm) Emax

Tarev SubstitdentDikatyon&MonokatyonDikatyon&8Monokatyon? H1/2€ m pKa Anm)d
No

I Oksazolo[4,5-blpiridin  Ekstrapolasyon degeriS -7.57

II 2-(4-Aminofentl) Eksunpolasyogs%gcrﬂ 0.48

111 2-(4-Metoksifenil) 394.8 351.2 5 400 -5.17 0.79 -4.05 395.8
IV 2-{4-Etoksifenil) 365.6 328.0 53000 1400 -5.33 0.78 -4.18 365.6
V 2-4-Etlfent]) 365.2 330.8 52800 800 -5.90 0.87 -5.16 365.2
V1 2-(4-Klorofenil) 351.6 326.8 52400 19600 -6.24 0.85 -5.33 351.6
VII 2-(4-t-Batilfend]) 366.8 328.0 68500 2000 -6.12 0.88 -5.38 366.8
VIN2-(4-Metilfenil) 364.0 326.4 75000 2000 -6.24 0.91 -5.67 364.0
I1X 2-(4-Bromofenil) 356.4 313.2 62000 15600 -5.78 0.78 -4.56 356.4
X 2-(4-Nitrofenil) Ekstrapolasyon degeri€ -9.08

25)c0m %98 HpSO4'te yapilmigtir, hOlc;am %1 HpSO4'te yapilmigtir. Lyan
proton alma degerl. g-OlcOmOn yapildig1 dalga boylari. €pKga - Ohes
grafiginin ekstrapolasyonundan hesaplanmugtir.

Molekal II' yukanda anlatilan gerekee ile bu bdlgede de piridin ve oksazol
azotlarindan protonlanmas: gerceklesmez. Aym gerekge ile molekil X'nun

. da snbstitaent sabitinin degerl yOksek oldugundan (op = 0.78) her iki

-

molektln ikincl proton alma degerlerl hesaplanamamistir.

‘Modiflye Hammett esitigi kullanilarak snbstitientlerin, birincl proton
alma igin Ohes degerleri Cizelge 3.'te ve ikincl proton alma ig¢in Ohes

degerleri Cizelge 4.'te verllmistir (2).
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denkleminden pK; hesaplanir,

Bilindigl gibl Hammett esitliginin esas kullanim alani, yen! bir

stibstitdent i¢in o degerlerl ve yeni
hesaplanabilmesini énermesidir, yenl bir reaksiyon i¢in p degerinin

¢ah$malafda agagidakl esitlikten sObstitnent sabitlerl hesaplanmigtir.
ApK,=p-C . P = reaksiyon sabiti, 0 = slibstitOent sabiti

llk protonlanmanin piridin azotundanmi yoksa oksazol tundanmi
oldugu, ab initio MO ydntemi ile Gaussian 86};;:kct progmma:?lakl STO -
3G basis seti lle hesaplamalar yapilmigtir (3).

SONUG VE TARTISMA

S O

2 - Sobstitde oksazolo[4,5-b]piridin
X; I=-H, Il =-NHg, Illl = -OCHg, IV= -OCqHg, V = -CoHg,
VI = -Cl, VII =-t-Batll, VIII = -CHg, IX=-Br, X=-NOg

Deneysel caligmada, oksazolo[4,5-b]piridinin 2- konumunda dokuz
degisik sabstitoent igeren tarevler! fle ¢aligma yapilmigtir.

t
Birincl proton alma i¢in bulunan degerler, Cizelge 1.'de verilmistir.

pH bolgesinde molekal X'nun notr ve protonlanmig haldeki U.V.
spektrumlar1 aym dalga boyunda geldiginden dolay1 bu yontemle pK,

degerl hesaplanamamgtir. Fakat birinci proton alma i¢in pKa - Opes
grafiginin ekstrapolasyonundan hesaplanmigtir. .

Clzelge 1. 2-Stbstitie-oksazolo[4,5-blpiridin tarevierinin birincl proton
alma sabitleri ve U.V. sonuglan.

Amax (nm) Emax

TNY;m Sibstittent Katyon® Notrald Katyon8 Notral# HI/2m  pKa Anmd

I Okaso . Ekstra n degeriS 1.83
i 2-(4-&%’“328,8 331.6 24100 13800 372 172 4.85 3388
U 2.(4 Metoksifonl) 350.4 388.0 35800  BOO 8.98 [o0 03 330.8
IV 2.(4-Etoksifent]) 330.8 312.4 41600 13600 g.“ 1:20 (03,3308
2-4-Etllfers)  328.4 311.6 45800 I R s
VI 2{aKorofent)  327.2 3120 47600 21900 775 1ios 2.38 3312
VI 2.(4-t-Batilfens) 321.2 3124 gg% isooo 2008 1.06 2.21 3308
1A 2-4-Metilfent)  330.8 3119 28800 192 1.14 2.19 3284

2-(4-Bromofent]) 328.4 313.2 602Q0
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Qizelge 5.( Devam ediyor )
N

10 -0,25657
11 H 0,08626
12 H 0,07495
13 H 0,09352

Atomik y0ka , en kigik (-) degere sahip olan atomun elektronca en zengin
merkez oldugundan( 1-q, atom ydkOnan birim degerden ¢ikartilmasi ile
elde edilen elektron ytkq) ilk protonlanmanin 8-N'deki piridin azotundan,
ikinci protonlanmanin 10-N'daki oksazol azotundan oldugu saptanmigtir

(3).
11
H SH ;
12 i N 02Hl
A7
18SH 7 s N
8 10
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2 METIL VE 2-HALO SIKLOHEKZANONUN ETIiLEN KETALLERININ
KONFORMASYONEL DENGELERI UZERINE ¢OzUCU ETKIiLERI
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SOLVENT EFFECT ON CONFORMATIONAL EQUILIBRIA OF 2-METHYL AND 2-HALO
CYCLOHEXANONE ETHYLENE EETALS

SUMMARY

Semi-empirical 1uantum chemical computations have been applied to the
conformational equilibrium of 2-substituted cyclohexanone ethylene ketals (10-
substituted 1,4-dioxaspiro|4.5]decanes). The solvent effect is taken into account in the
calculations by using the "cavity model”. The investigations have been done using F, Cl,
and CH3 as substituents. It has been seen that the predicted solvent effects from the
computations are in goocl aggreement with available experimental data.

OzeT

2-Sabstitiye siklohekzanon ctilen ketallerinin (10-substitiye 1,4-dlokzaspiro
14.5dekanlarin) konformasyonel dengesi Qizerine yan ampirik kuvantum kimyasal
hesaplamalar uyguland:. Hesaplamalarda ¢dziici etkisi, "cavity model” kullan
dikkate alind.. gﬁbstltﬁcnt olarak F. Cl ve CH3 incelendi. Hesaplamalar sonucu elde
edilen ¢ziich etkilerinin deneysel bulgularla yakin benzerlik gdsterdigl goralda.

Giris

Deneysel kimya ¢aligmalannin ¢ogu ¢oziicalerin bulundugu ortamlarda
gergeklesmektedir, Kuvantum kimyasal teorik hesaplamalar ise genellikle gaz
fazi gibl kabul edilen, izole edilmig model molekiller Gzerine yapiimaktadir. Bu
nedenle, ¢ozelt! icindeki molekillerin deneysel bulgulan ile ayn1 molekillerin

da bazi farkliliklar géralmektedir. Bu
rk hesaplamalarinin sonuglan arasinda baZ e clncate ket

Holekallerin ¢6znen Gzerinde ca etkiler! anallz edebilmek i¢in ¢dzlnent
ulundugu ﬁrd:ﬁngeklp gufrl:agnmm varsayalim. Baglangicta gbz{:cn :
ndan kaplanan ama simdi bog olan bu hacimde bir elektriksel potansiyel

Ve onun meyd tirdi3i "REACTION FIELD "olugmustur.
Bu mcadz?:bgzeﬁcz) g:elckt.rlk sabitl ile tammlanan fiziksel bir devamhlik

ndak! elektrostatik
Olarak dusandlir ki bu da ¢dzicl Ve ¢ézanen ﬂ‘::im il Gk cakil

ckilesimler if yaklagimdir. Bu yaklas
Elhncktcdfr(ztfr?;gg!gﬁ 8:,::;; {amrmdan polar s etkilerinin karesel kavite
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modell ile tamimlanabllecefil gosterildi(3). Daha yakin tarthimizde, Onsager'|n
yéntem! Rivall ve Rinaldi tarafindan kuvantum kimyasal hesaplamalarg
uyguland: ve kiresel sekle uyan molekiller Gzerindekl ¢dzlch etkisinin
bulunmasinda oldukga lyl sonuglar verdigl gérildi(4). Ancak kimyasal agidan
dnemll ve llging birgok molekil karesel gekle uymayacag I¢in yenl modellerin
gelisUrilmes! zorunlulugu ortaya ¢ikli. Rivall ve grubu s6zQ gecen model|
genellestUrmeye calisarak "elipsoldal cavity” modelinl gelistirdiler ki bu ¢ok
daha fazla sayida molekille uymaktadir (4). Bu ¢aligmanin amaci "elipsoldal
kavite" modelint asagidaki konformasyonal dengeye uygulamakur.

O/O>

X
———
v____'
X
(akslyel) (ekvatoryel)
X=F, Cl, CH3

Sekil-1. 2-Substitiiye Siklohekzanon etilen ketallerin konformasyonel dengesi

Bu molekillerin enerjilerl hem gaz fazinda hem de degisik ¢o6ziciler i¢inde
“self consistent fleld” hesaplamalan yapilarak bulunmusg ve literatir taramast
sonucu elde edllen deneysel sonuglarla kargilagunimistir. Sonugta kullanilan
yoéntemin uygunlugu hakkinda da bilgl saglanablimisur. Bu bllgl gerekirse
yontemde gelistirmeler yapilmasina olanak verecekUr.

DENEL BOLUM

Yari-ampirik PM3 "Self Conslstent Reacllon Fleld" (SCRF) hesaplart, Rinald!
ve Hoggan tarafindan gelistirllen GEOMOS. programi le yapildi (5). Her
molekdliin aksiyel ve ekvatoryal konformert igin bir girdl dosyas: hazirlanip
programa verllir. Bu dosyada molekaliin geomelrisi her atomu atom
numarasi, bag uzunlugu, bag aqisi ve dihidral agisina gore tanunlayan 4-
malris'l lle belirlenir. Program enerjlyl minlinize ederek optimum geometrlyl
bulur, Gaz fazandaki hesaplar Sekil-2(a)'da gériilen akis diyagramum_izler (6)-

Buna goére 6nce molekaldn geometrisi Z-matris cinsinden okunur. ve
kartezyen koordinatlan bulunur. Daha sonra her atom ¢ekirdegine ait atomik
orbitallerl bulur. Yari-ampirlk programlar atomik orbital enerjilerin!
belirtebilmek Igin &6nceden belirlenmly parametreler kullaniriar.
parametreler bazi deneysel verilerl Igerirler. Daha sonra SCF hesaplar!

i tahminl molekiiler orbitaller olusturarak baslar. Yari-amplrik prog!‘ﬁf“""r



tahminde bulunurken  genellikle. elektronlar ‘atomik ‘orbitalles

Girdiyl oku,
Gromelriyl hesapla

Izole molekilin SCF
hesaplan

Paramelrelert . \ l /
Belirle

"Van - ¢ler-Wanls

cavily™
"Sell Consistent )lL
h:l:l::’l'm 9 En uygun clipsoid
Dalga
fonksiyonu
'Yenl )('eomelny ! Caznendek! molekilan
Loy 2 SCF hesaplan
OpUmize
obmivh
Alomik kuvvetlert
hesapia L Yeol "Van.der-Wanls
avily”
cavily ot
Optimize oldu solvasyon
\ enerjisi
Papiilasyon
Analizl

(b)

(a)

Sekil-2. Yan-amplrik hesaplamalar I¢in tipik akig dlyagramlan
(a) Gaz fazinda, (b) Cézacala ortamda

lzerine esit olarak dagitirlar, ve SCF hesaplari bunu kullanarak iteratif

. Geomelrinin
l5lemler sonucunda daha gergekgl molekaler orbllnllle;l :t::::i‘:rkuwethr i
PPUmIize olup olmadigin kontrol etmek amacty

omentl
¢saplanir, OpuUmize olmug geomeltrl I¢in atom yuklert ve dipol m
tsaplanarak popiilasyon anallzl yapilir.
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Gaz fazinda elde edilen optimum geometri ¢dziictla ortamdaki hesaplara
girdl olarak verllir. Cdzict ortami igindek! molekillerin enerjilering
hesaplayabilmek I¢in Sekil-2(b)'dek! akis diyagram kullanilir(1). Once izole
ediimis molekiliin SCF hesaplan sonucu optimize edilmis geometrisine uygun
bir "Van-der-Waals cavity" (bitin atom ¢ekirdeklerini ve elektron bulutuny
I¢ine alacak olan hacim) bulunur ve buna en yakin "elipsoidal cavity™
belirlenir. Daha sonra ¢oziica etkisi altindaki molekiliin SCF hesaplan yapilir
ve sonucta elde edilen yenl geometrinin "Van-der-Waals cavity"s! belirlenerek
daha &nce bulunmus olan "elipsoldal cavity"ye uyup uymadigy karsilastirilir,
Uymadig: takdirde yen! bir SCF hesabina baslanir, uyar ise buradan solvasyon
enerjisi bulunmusg olur.

SONUCLAR VE TARTISMA

Her sibstitientin akslyel ve ekvatoryal konformer enerjileri énce gaz
fazinda, daha sonra da apolar ve polar ¢dziciilerde hesaplanmis olup elde
edilen sonuglar ve deneysel bulgular clzelge 1, 2, ve 3'te gasterilmistir.

Cizelge 1. 2-Floro Stklohekzanon Etilen Ketal'ln degistk ¢éztcilerdeki
konformasyonel enerjileri (kcal/mol)

Cozich Dielektrik AE(e-a) AGle-a) Releranslar
sabiti teorik deneysel
Gaz laz1 = -1.183 - B
CeD12 2.02 - -0.52 (-0.80)| 7
CCly 2.24 ~0.759 -0.47 (-0.77)| 7
[ CDoClp 8.93 -0.502 -0.239 8
"CD3CN 37.5 -0.535 -0.27 (-0.64)| 7
[CD3)250 46.68 = -0.20 (-0.44)| 7

Cizelge 2. 2-Kloro Siklohekzanon Etilen Ketal'ln degisik ¢ézicilerdekl
konformasyonel enerjileri (kcal/mol)

Dielektrik AE(e-a) AG(e-a) Referanslar
Cozici sabiti teorik deneysel
Gaz fazi - -0.298 - -
CgDj2 2.02 - -0.89 7

2.24. -0.137 -0.85(-0.56) | 7
CDCI3 4.8]1 -0.016 F 8

0.57)
m 37.5 +0.121 -0.87 (-0.50)] 7
Clzelge 3. 2-Metil Siklohekzanon Etilen Ketal'ln degisik ¢éztcialerdekl

konformasyonel enerjileri (kcal/mol)

Dielektrik [ ADipol Moment | AE(e-a) | AGle-a) Relerans
Coziicl sabiti (e-a) (Debye) teorik | deneysel
Gaz laz - -0.112° -0.468 - -
"CDCI3. 481 -0.144 -0.578 |-1.195 ]
TDaCN : -0.161 -0.629 - -
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Cizelge 4. Gaz Fazi PM3 hesaplanindan elde edilen dipole momentler

Dipol Moment (Debye)
sabstitient Akslyel Ekvatoryel
F 2.019 0.757
1 1.836 0.716
CH3 0.948 0.836

Deneysel bulgular bu molekillerin bir ¢ok stbstitGentlerinin ekvatoryal
konformeri tercih ettifinl gdstermektedir (9). Bu ¢ahgmada elde edllen
sonuglar da deneysel bulgulara kalitatif agidan uymaktadir. Ekvatoryal
konformerin digerine kiyasla daha kararh olmasinin sebebi dipol momentinin
az olusudur. Elde edilen sonuglann bayak élcide molekillerin dipol
momentlerine bagh oldugu gdralmastar. Cizelge 4'ten goraldaga gibl polar
siibstitiientlere sahip olan molekillerin (F, Cl) aksiyel konformerlerinin dipol
momentleri ekvatoryal konformerlerinden daha fazladir. Canki begli halkanin
dipoliiniin yona ekvatoryal stbstitiientin dipold ile zit ydnlere, aksiyel
sbstitiientin dipoli ile ise aym yonlere bakmaktadr. Bununla birlikte metil
gibl apolar sayilan bir sibstitiient kullanildiginda aksiyal ve ekvatoryal
konformerlerin dipol momentleri birbirine ¢ok yakin degerlerdir ki buruda
biyik Sl¢iide begll halkanin dipolaniin etkisi gorilmektedir.

2.-F ve Cl Siklohekzanon etilen ketallerde (cizelge 1, 2) hem teorik hem de

egilimin arttigini gdstermektedir. Bu egllimin, sozkonusu molekdllerin aksiyel
konformerlerinin daha polar olmalan ve polar ¢dziicilerde stabilizasyona
neden olmalan sonucu ortaya giktigini soyleyebilliriz.

Metil takilmis ketalde ¢izelge 3 de goraldaga gibl ¢dzicanin polaritesl
arttik¢ca ekvatoryel konformerin dipol momentl azalmakta ve buna paralel
olarak da ekvatoryel konformerin enerjisl azalarak daha kararh hale
gelmektedir. "

Sonug¢ olarak sunu sdyleyebiliriz ki “cavity model”l konformasyonel
dengelerin incelenmesinde olduk¢a faydal bir yéntemdir. Elipsoidal gekil bu
calismada kullanilan molekiller igin iyl bir se¢imdir.
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mr(pues)snh(OCHzcuez)l KOMPLEESININ ELEKTRONIK YAPISI
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HECTRONIC STRUCTURE OF [Br{PMeg)gR(OCHZCMe)|

SUMMARY

It is suggested that metallaoxetanes are often invoked as crucial intermediates
in metal-catalyzed oxidations, ¢ xide synthesis and metathesis reactions(1,2). The
only metallaoxetans that have been pmﬁnd and characterized as yet are those
stabflized with a cyano group or a carbonyl group attacted to the metallacycle.
Milstein and coworkers reported the synthesis and x-ra*dslxucmral characterization
of a new rhodium metallacycle (Br(P e3)3Rh(OCH CMe,)l (1l (3). In this work ,
Extended Hiickel Molecular calculations were done on & model comlpound
EﬂPIJg;?:{dh(OCHchZ)][II] and the electronic structure and properties of [ were

ves

OzET

Metalaoksetan bilesikleri, or anik bilesiklerin metal katalizll
°k-‘1dasgonunda. oleﬂnlcrdcn’c ksit eldesglnde ve metatez reaksiyonlannda ortaya
gktg dne sirtilen ¢ok Snemill aratriinlerdir(1,2). Buglne kal:r ancak siyano
guruplan veya dortld halkada ki karbonille kararh hale etirilen bazi
metalaoksetan bilegikleri scntczlcnmln.lr. Milstein ve galigma ar lann yeni bir
‘i}:d%u mollxsctan, Br(PMcs)aRh(OCHzg f%)xlnllnl:r%ﬁi 53) l;:\n gahsnfzda bir model

e e e EH ) oRAl 132111111 kompleksi Dzerine Extended

inlal
bilestk olarak Rh(OCH,C
Htl!cclcl Moleko?:x? l;f;ifnr( 5 a)x'?l ya(pxldx & 1 folu kompleksin elektronik yapisi ve
Szelliklerd incelendi.

GiRis

sh ; {kleri fizerinden oksljen transferinl agiklayan
I:éaslk mm;;x?yg :lt%lertl’ll;et?f olarak mctgg:gzﬁﬁhm:]mlﬁsjuegﬁmm is
rmeslyle bu yap1 bir¢ok kimyaci bircok tepkimenin
ve mcél ksilen transferini igeren re
zclldanmasl}x(:l;a llctxllllar‘:mtlgstlf(‘ﬂ- Fakat m“’g&.fnmkmmai’me moggcdg
llesiklerinin yapisini destekleyen gok fazla verl I hale getirilmlig
f‘ﬁtll s{yano subz-:tltuy:.-,ntlerl)'le kaﬁrm bazi kompleksler
(PH3),P&(CN)2C(CN)20] Veya (L2Pd(OCOCHRNED! B j(pMes)a’ a
senteRlenmotiZe) fillstein ve arkads®ili ok, C(CHs)I2OH
ingH CMezgn'm yakseltgen katlmasiy’e BrCllf’Mf‘(% arak -C-Br ggma
°l':1l?$a]fs¥{“ sentezlemlslerdg‘(g)-l a“:ﬁ,gﬁ i.egolu kompleksin yapish X-
Ml orolc Sl gok llging  olan: g 896Ee hulshmiiss
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Metalaoksetan bilesigindeki ORhC atomlannn olusturdugu dazlem ile Oce
atomlannin olusturdugu dozlemler aras: a¢1 0.3° dir. Bu Ise hata simirlan
arasinda kalan bir degerdir. Sonu¢ olarak rodyumoksetanin yaps;
d0zlemseldir. Daha once sentezlenmis olan platinoksetan bilesiginin {se
30° lik boknlmag yapisinin daha kararh oldugu bulunmusgtur. Bu ¢calismada
I nolu bllesigin Zapxsmm neden dOzlemsel oldugunun agiklanmasg;
amaclanmis ve bu kompleksin dazlemsel ve baokQlmOsg (sekil.l)
geometrisinin elektronik yapis: incelenmigtir. ¢

HyP, PIHS H,P, P|“3 72
3%, S cH
A T
Br I ( Br I
FHg P’%
Sekdl 1.
YONTEM B

-

Calismada yan deneysel hesaplama ydntemi olan "Extended Huackel-MO "
kullanilarak [(PH3)3BrRh(OCH2CHg9)lkompleksinin yapis: incelenmistir.
Hesaplamada kulgmlan parametreler Tablo 1 de verilmektedir.Molekalan
geometrisini tanimlamak i¢in kullanilan degerler ise I nolu blilegigin X-
15imlan analiz songlanndan elde edilmistir,

Tablo 1: EHM hesaplamalarinda kullanilan parametreler

Atom Orbital HfileV) & €} g (€2

Rh 5s -8.09 2.135
5p -4.57 2.10
4d  -12.50 429 05807 197 0.5685
Br 4s  -22.07 2.588
4p -13.10 2.131
P 3  -186 1.75
3p -14.0 1.30
o 2s  -32.3 2.275
2p -14.8 2.275
c 2s 214 1.625
2p -114 1.625
H 1s -13.6 1.3

SONUGLAR ve TARTISMA

Dazlemsel 0glcouu:trlnln neden daha kararh oldugunu agiklamak ic¢in
emsel yap! incele ve daha sonra a'nin 0°-50° m kadar 5
lik adimlarla degistiriimesiyle Lesaplama yapilmstir, Sekil 2 dekl
molekaler orbital dlywx (PH3)Br fle OCHCH2 ligand: arasindaki
etkilesmeyl gostermektedir. Seklin sag tarafinda Xy dazlemine sahl
metalaoksetan, sol tarafinda ise a=30° olan metalaoksetan bilegig!
gordlmektedir. Bu ?a.rca.la.r arasinda ki dnemll baglanma vardir. Buniart
swrasiyla karbonun (HOMO) ve oksijenin elektron ¢ erinin (tkinci HOMO)
d

molekaler orbital in ortasinda gosterilen d° M apisindakl
metalin bog olan xéiga ve sp hibrit orbttallexglne verﬂmcstyle%c;'da.na gelen
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baglardir. Her iki geometrl
arasinda ¢ok baytk bir farkliik
drilmemektedir. Onemli olan
aska bir etkilegim Iise
oksijenin diger elektron ¢iftiyle
(HOMO'dan sonraki ikinci
enerjl seviyesl) metalin dolu
olan orbitalleri (HOMO)
arasinda olmakta ve bu dort
elektronun etkilegmesi bir
kararsizlifa neden olmaktadur.
Dogak simetriye sahip olan
rodyumoksetanda a'nin
degismesiyle ve simetri
dtzleminin (xy) kaybolmasiyla
moleknl orbitallerl kangmakta
bu da moleknler orbital
analizini zorlagtirmaktadir.
Sekil 3 de dozlemsel yapidan

bokalmns yapiya gegls
sirasindaki toplam enerj!
deglsimi ve Walsh diyagrami

21_'0 xlncktedlr. a'iun koctlljllc
erieri {¢in toplam enc
deg memcktgdlr. kil 3
de garnldaga gibi dozlemsel
Etometriden bok0almQs
rodyumoksetana evfef”
Sirasinda alt enerjl seviyelerl
etkilenmemektedir. Onemll
degisikllk HOMO ve ikincl
Bne I seviyesinde olmaktadir.
emsel geometrideki HOMO

Sekil 2. Dizlemsel ve bukalms yapmnin molekiler orbital diagramu.

208"
n 4
1
y ——— s
1
S8 |
: {
- Toplam Enefji Il
!
-10 !
'
g i !
= 7 WyEL2S
5 x9 oFT] 23S,
12 ,’ I 24S-
7 258
L —et 265
, ——
Ed
-14 — ¢
” PE—
e
64—
s
P A TR R 2
Raaksiyon Kordinal (adim)
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baglica metalin orbitallerinden olugmaktadir ki bu Rh ve oksijen
arasindaki ant{ ir. lkincl enerjl seviyes! ise metalin yz orbitalidir ki by
Rh ve OCH2CHg arasindaki baiy:fmayan: fakat Rh ve Br arasindaki
antibag orbitaline kars: H%:lme tedir. a'nin degigtirilmeslyle olusan
bak0lmis geometride MO, ve orbitallerinin “karnsimina
ddnasmek . Bunun sonucu ol yz orbitallyle oksijenin elektron gifti
arasinda bir etkilesim meydana gelmektedir. Bu dort elektron
etkilesmeslyle lga-dana elen karars bakalmi(s geometrideki HOMO ve
ikincl enerjl seviyesindeki enerjinin yokselmesine neden olur. Bu da
bakalm0s geometriyi daha az kararl yapmaktadir (@=30° icin AE=0.9eV).
A Rh olan karbondaki hidrojenler oksijen Ozerindekl! elektron

nin ydnina kontrol etmektedir. H-C-H agisi sabit tutularak

konumu optimize edilmistir.
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5.5UBSTITUYE-1,3-DIOKSAN'LARDA KONFORMASYONEL DENGENIN
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THEORETICAL STUDY OF CONFORMATIONAL EQUILIBRIUM OF
5-HETEROSUBSTITUTED-1,3-DIOXANES

SUMMARY

Conformational equilibria of 1,3-dioxanes with flouro, methyl and methoxy

substituents at C-5 has been studied by semi-empirical quantum chemical methods,
both at gaseous phase and in the solvents with different diclectric constants. The
solvent effect study has been done by the lmplementaﬂoal o&l the " cavity model ".

ues.

Calculated values are in good agreement with the experimen

OzeT
1,-3-dioksanlarda konformasyonel denge (3-5’;:0d bagh flor, metﬂp\;e meto‘k:

N e o calin Idmyas e hesabinda ‘cavity model"

laritesi farkh dedisik cbzictilerde g
polartestfarkh delylk goztet e O icu eide edilen bulgular, deneysel bulgularia

uyum halindedir.
Giris

Literatarde C-5'e bagh degisik sibstitaentlerle konfigirasyonal dengenin
maktadir ( Sekil-1).

deneysel cahigilmalanna rastlan

) x
o X a Trans
Sekil-1
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Deneysel ¢aligmalarda 1,3-dioksanlarin 2-izopropil tarevlerinin cis trans
izomerlerl ayn ayn sentezlenip spektralan cekilir, dolayisiyla herbir zomerin
enerjisi deneysel olarak saptanabilir.

C-2'deki bu snbstitdentin proton NMR spektrasiyla yapilan ¢alismalarda
H-4, H-5 ve H-6'ya, C-13 NMR spektrasiyla yapilan ¢aligmalarda C-4, C-5 ve
C-6'ya ve bu karbonlara bagh sibstitoentlerin sinyaline bir etkisi olmadig
tespit edilmistir ( 1 ). Dolayisiyla Sekil-1'deki konfigirasyonel dengenin
deneysel analizi ve Sekil-2'deki konformasyonel dengenin teorik olarak yapilan
analizi sonucu elde edilen degerlerin karsilagtinlmasi mamkandar.

N BN\

Aksiyel Ekvatoryel
Sekil-2

5-s0bstitaye-1,3-dioksanlarin konformasyonel dengesinden bahsederken
soyle bir genelleme yapilabilir (2 ):

- Sekil-1'deki X apolar bir stibstitient ise bu stibstitient ile halkadaki
oksijenin elektron ciftlerl arasindaki sterik nedenlerden dogan itme
kuvvetinden dolayr ekvatoryal konformeri daha kararhdir.

- Sekil-2'dekl X polar bir sibstitiient ise halkamin dipola ile aksiyel
stibstit0entin dipoll arasindaki itme kuvvetl ekvatoryal stbstithentle
oldugundan daha fazladir (Sekil-3). Sabstitient ile halkadakl oksijenin
elektron ciftlerl arasindaki sterik nedenlerden dogan itme kuvveti ile dipol-
dipol itme kuvveti ayn1 ydnde etki edeceginden dolay: ekvatoryel konformer
apolar bir sibstitiente gore daha da kararhidir. Eger bu denge ¢dzact
icerisinde dastnalQrse ¢ozOcOnan polaritesi arttikca polaritesi aksiyele gore
disik olan ekvatoryal konformerin kararhlig: azalacaktir.

{
—
i %
Aksiyel

Sekil-3

Fakat deneysel sonuglar bu genellemenin her zaman i¢in dogru olmadiguu
gostermistir. Bunun nedeni de C-5'deki sObstitdent ile halkanin oksijenlerl
baz: 6zel etkilesimler olabilir.
Hesaplamalar &zellikle bu genellemeye uymayan baz: stbstitdentler i¢in de
yapilmistir. Zamandan tasarruf icin hesaplarda yan-ampirik kuantum

Ekvatoryel
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kimyasal yontemler kullamlmigtir, Gaz fazindaki d
cozacd Igerisindeki denge caliymalan GEOMOs ;:zgmllsal? %;{:‘3 M?al::dC :
kullanularak gerceklestiriimistir, m u

DENEL BOLUM

Hesaplamalarda énce gaz fazi i¢in molekdllerin aksive
gzere her iki konformerinin tQm geometrik paramet{e}:; ;k;ﬂrgtonxzetlogﬁlg
minimize edilir ( 3 ). Sonra bu noktalarda ¢éztici etkisi hesaba katilarak
tekrar enerjl minimizasyonu yapihr,

Bu iglemde ¢6z0cd etkisinin de hesaba katilmas: istenirse "cavity model"
uygulanir. C6zQneni cevreleyen ¢dzic genellikle tek bir ézelligiyle hesaba
katilir. Bu cahgmada da ¢6zacn dielektrik sabiti ile hesaplarda yer almis, diger
szellikleri thmal edilmistir (4 ),

Adi gegen modelde her bir ¢6zinen molekdlantn (M ) etrafimin pek ¢ok
sayida ¢dz0cQ molekalleri ( € ) ile sanldigi varsayillir ( Sekil-4a ). Bu sistem
yani M ve C'ler Ozerinde c¢aligilan modell olusturmaktadir. Ama¢ M'yi
etrafindaki C'ler tarafindan pertirb edilen kuantum sistem gibi varsa :
Bu pertirbasyon enerjisini hasaplamak i¢in M'nin C'lerin ve kendi
geometrisinin Oizerinde hicbir etki yapmadan ortamdan uzaklagtinldig: ve
geride kendl geometris! tarafindan belirlenen bogluk biraktig) varsayilir. Daha
dnca M tarafindan doldurulan hacim gimdi bosgtur, ve "¢éziinen boglugu” diye
adlandinlir ( Sekil-4b ). Bu boslugun varligi nedeniyle "reaksiyon alam"
denilen bir elektirik alam olugmustur. Bu reaksiyon alani M 0zerindeki yok
dagiimin: etkiler dolayisiyla G'lerin polarize olmasina neden olur.

C G5 GG
G MuomicisiC C
C
Sekil-4a Sekil-4b

Bu iglem! yani ¢ézitnme enerjisini dort kisimda inceleyebiliriz ( 5 ):

;gomcn igerisinde boglugun oht:fmma?l (AAc)

-C'llerin M etrafinda polarize olmasi

(3-M'n1n reaksiyon ala%ox tarafindan etkilesim yoluyla polarize olmasi
Aj;) :

4-Polarize olmus C'ler ile reaksiyon alani aras
etkilesim ( AAg ).

Cozanme serbest enerjisi batan bunlann toplamindan olugur ( AAr).

indaki elektrostatik

AAr= AA + AAp + A + AAg (Denklem-1)
olekdlinin yani 5-sibstitaye

Bu calismada nzerinde galigilan gozanen m L Eetbaliie
1:3-dioksanlan trisi goz snonde bulundurularak, boglugu phsr d
Bir geometry bel?rt%exgﬁfaqmglmaq ve hesaplarda bu model uygulanmistir (6).
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SONUCLAR ve TARTISMA

Yukanda bahsedllen ydntemlerle flor, metil ve metoksi sQbstitaye 1-3.
dioksanlann yapilan teorik analizi sonucunda $eklil-2'deki konformasyone]
dengelerinin entalpi fark: ( AH,., ) hesaplanmis, ve deneysel ydntemlerle
edinilmis olan Gibbs serbest enerjl farklan ile ( AG.., ) karsilagtinlmigtir. By
dengelerin entropi farki ( AS.., ) yaklasik olarak sifir kabul cdudl%l i¢in
Denklem-2'den entalpl farkinin Gibbs serbest enerjl farklina esit oldugu
dasanalmastar (7).

AG=AH-TAS (Denklem-2)

5-metil stibstitientinin ¢alisilan tOm ¢dzlcilerde ekvatoryel izomerinin
daha kararli oldugu ve bu kararhlkta c¢ozocOye baghlk gdstermedigl
goralmasgtar ( Cizelge-1 ).

Cizelge-1. 5-metil-1,3-dioksan i¢in enerji degerleri

[Cozaca = AG (e-a) Kkal/mol | AH (e.q) Kkal/mol | Raynaklar
( deneysel ) ( teorik) ( deneysel )
Gaz fazinda | _ % 0.015 =
Dietileter 4.33 | -0.9 (-0.820.02) -0.958 7(8)
Asetonitrll | 37.5 | -0.9 (-0.810.02) -0.833 7(8)

5-metoksi sibstitOentinin kararli konformeri ¢dzticOye gore deglsmektedir
( Cizelge-2 ). Polarites] dagik ¢oziictler igerisinde ekvatoryel konformeri tercth
etmekte, ¢oz(cOniin polaritesi arttikca bu tercith azalmakta, hatta polaritesi
¢cok ytksek olan cozicilerde akslyel konformerl daha kararlhh duruma
gelmektedir.

Cizelge-2. 5-metoksi-1,3-dloksan icin enerjl degerleri

[Gozach T AG (e-a) Kkal/mol [ AH (e.q) Kkal/mol | Kaynaklar
(deneysel ) " | ( teortk) (deneysel)
az lazinda | _ = -1.568 =
%, 2.24 |-0.9,-0.89 -0.348 1,2, 7
4.33 | -0. 0.01 R
Tonitrl 5 | 0.01 0.467 ) I B

Flor sObstitfenti polar bir snbstitdentten beklenenin aksine aksiyel
konformeri tercth etmektedir ( Gizelge-3 ). Bu tercih halkanin oksijenleri ile
aksiyel florun " gauche " etkilesiminden dogan ¢ekim kuvvetinden olablilir.
Géz0cannn polaritesinin artmasiyla bu kararlilik dahada artmaktadir.
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Cizelge-3. 5-floro-1,3-dioksan Igin enerji degerleri

ca e 4G (e-a) Kkal/mol [AH oz Kal/mel ynaklar
: ( deneysel ) (tccsm ¢ (deneysel )
az lazinda | _ - 0770
L Z?; 0. = 0.571 3
1c eler 3 . A v
Asetontll | 375 [ 1.2230.04 148 e

Yapilan teorik ¢aligma sonucu elde edilen bulgular {le den 1 larin
flor ve metoksl sQbstit0entler] i¢in kalitatif, megsomumemﬁgﬂmm
ayn1 zamanda sayisal olarak uyum Igerisinde olmas; "elipsoldal cavity"
modelinin ¢bz0c etkisinin ¢aligilmasinda uygun bir metod oldugunu
gOStumektecllr.

TESEKKUR

Bu caligma Bo%dazlcl Oniversitesi aragtirma fonu (89EBOS559 numarali proje)
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ALEV [YONLASMA DETEKTORO (F.LD) ILE n - PENTANIN
RESPONSE FAKTORUNON INJEKSIYON ME’I’ODUYnIA TAYIN EDILMES!

A m{?fke{? anEDEeKL(;‘) vc&l:ustafa PEHLIVAN (**)
(%) Se rsitesi, Fen- at Fakiltest, Kimya Balimd,
(*% Selguk Onlversitest, Egitim bl-“zkﬂltzsl. K(::,a Aﬁy:bdbn dalnm

THE DETERMINATION OF RESPONSE FACTOR'S n-PENTAN WITH FLAME
JONIZATION DETECTOR (F.1.D.)

SUMMARY

In this study, continuous quantitative anuelgsb of one of the volatile organic
solvent, n- pentan in gas phase, were determined by Flame lonization Detector .
(F.LD.) For this, as a first step, the response factor of n-pentan was calculated by Injec-

tion method.

During the process the flame fonization detector has been used in the cm1—
ment pictured out various picks depending on the volatile ::-Smk: matters, according-
ly, the instrument was firstly calibrated with a known gas then, the response fac-
tor of the organic solvent of which quantitative analysis wanted was found In

accordance with the calfbration gas.

OZET

Bu mada gaz fazindaki ugucu organtk ¢dzQn@rlerden n-Pentan'in sQrekli
kantitatif q";:ah\a‘lzlcrl .glcv !yonla.snnc Detektdra (F.I.D.) {le yapidi Bunun kin n-
pentanin rcsponsc‘ faktdrd dnceden injeksiyon metoduyla hesap edildl.

Dencyde, kullandigimuz Alev lyorlasma Detektsrinin, proses esnasinda

ugucu organik maddelerin dzelliklerine bagh olarak deigik tkler vermesl nede-
niyle, alctg dnce belirli bir gaz ile kalibre edilmig ve daha sonra iant.(taul' tayini
yapuacak olan organik ¢dziicOnfn kalibre gazina gore response faktdri bulun-

Girig

Imas), sanayl firinlan, atik coplerin
g bttty S eme sistemlerd, tagitlardan ¢ikan

mas1, ki si, kuru temizl

Yanmamg gar:l)::' frr.lgotsit:rumlarda atmosfere birgok hldrokarbkzn amdu_:‘
Yayilmaktadir, Bu ugucu organik maddelerin kantitatif olarak :;:21 ln.
yonlannin srekli bir sekilde tayinl, sanayl, ¢evre sagLg ve :.fusamraagn-
ferek“dtr. Boylece atmosfere sarekli olarak verilen emlsyok:mrl;\rla belirle-
annin o alkedekl yahut danya standartlarindaki alinan S Blenits)
Nen maximum miktarlara uyup uymadigi kontrol edllcblleced glst' mlerinin
yonlari en aza indirebilmek Igin gerekll gaz gemlzleml:n:m eolacaktxr
Projelendirilmesinde de flyat yonanden b bir fayda saglanmig :

n lonisations Detektdr) lle gaz

Alev | tektora (Flamme 4
lazindakj tog;)a‘;'l’asg;:r?l:a:bon Kkonsantrasyonlannin sor:!':lc:;al‘{ﬁkork:al:::k
talif tayinin| yapmak momkandar. FID, proses esna:!: S o Dl orice
Maddelerin ozelliklerine gore deglstk pikler verr. Bun
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belirll bir gaz ile kalibre edilmesi ve sonradan kantitatif tayinl yapilacak
gazin, kalibre gazina gore response faktdranan tayin edilmesi gerekir.
FID'nin konsantrosyon 6l¢0m araligy 0-100000 ppm dir. Calisma pren-

sibl Ise ayn1 anda olugan ki prosestir.

Bu prosesler:

- Alevde tyonlann olusturulmas:

- Olusan tyonlann toplanmasidir.

Alev lyonlagma DetektdrinQn gostergesl, lyonize edilmlg karbon
sayisina kargibk gelen bir ifadeyl gosterir. Bu ifadenin efektif degerl faktsr
hesabi lle yapilir. Buradan anlagilacag: gibl, birgok karbon atomunun fyon-
lagmas, ancak hidrokarbon molekallerinin kraking Qrtinlerine aynimas; {le
olur, bu arnlerin herbiri bir karbon atomu ve sObstitaentlerini Igerir. Krak-
Ing prosesi FID alevinin piroliz bdlgesinde olugur. Bu olayin mekanizmast ge-
nelde hidrojen atomlan ile agiklanabllir (1,2).

Asagidaki kraking reakstyonlan bu olaya birer dmektir.

CoHg+H — CoHs'+ Hy
CoHg'+H — 2CHg'+ HoO
CHz'+OH - CHg'+ HyO
CHy'+OH' — CH'+ HO

Bu dagtncelerin 1312indan giderek kimsayal lyonlagmanin lyon
olusumu mekanlzmasi gdyle agiklanabllir (2,3)

CH +0' -CHO'+¢
MATERYAL VE METOD:
Kullanilan Clhazlar

1- Alev lyonlagma detektorQ: FID-123, TESTA GmbH. MQnchen.
2- Kayit edicl: Servogar 120, Bachofer Laboratuariumsgerate. Re-

utlingen.
3- Planimetre: Hafl Planimeter.

4- Gaz sayac: Hermann Pipersberg J, R. GmbH. Remscheld.

5- Gaz aktanci: Desaga. Heldelberg
6- Mikrolitre injektdr: Hamllton CO, Reno. Nevada.

Kullanilan Kimsayal Maddeler:

1- n-Pentan: E. Merck. Darmstadt.
2- Kallbre gazi (Azot igerisinde 94 ppm Propan), Sifir gaz: (Azot), yan-

ma gaz (Hidrojen), sentetik hava: Fa. Messer. Grieshelm GmbH.
METOD

. Bu calismada “Injekslyon metodu” kullanilmistir. Burada FID, Sifir gazt
(Ng) ve kallbre gazi (Azot Igerisinde 94 ppm Propan) Ile kallbre edildikten

sonra (4, 5, 6) response [aktordnQ bulmak Istedigimiz organik ¢oz0caden mik-
rolitre Injektor lle belirll hacimlerde FID nGmune girlg hortumuna Injekte edl-
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Jir ve kayit edicide bu hacimlere kargilik gelen pikler gozl -

ik alanlan planimetre e di¢alar, ln‘j‘ekte cduin ominl;mc;gguht:‘ﬁlglc:
rine kargihk gelen pik alanlanndan hesaplamalar yoluyla bu hacimlerine
ligkin konsantrasyon degerleri ppm-mg/m? olarak bulunur.

Aynca injekte edllen organik ¢6z0ca hacimlerine kargilik gelen kon-
santrasyon degerlerl ppm-mg/m?3 teorik olarak hesaplanur. Pik alanlanindan
hesaplanarak bulunan konsantrosyonla, teorik olarak hesaplanan konsan-
trasyondan gldllerek organik ¢dz0icGnan kalibre gazi olarak kullanilan

Propan‘a {ligkin pesponse faktorQ hesap edilir. (7)

DENEYIN YAPILISI

n-Pentan'in Response FaktdriinOn Injekstyon Metoduyla tayini:

Alev lyonlagma Detektora kalibre edilikten sonra FID n0mune girig
hortumuna 1 pL, 1.5 pL ve 2 pL n-Pentan mikrolitre injektdr lle Ogcer defa ayn
ayn injekte edllir. Kayit edicide gozlenen pikler planimetre lle sl¢alQr.
Bdylece Injekte edilen n-Pentan hacimlerine kargiik gelen ortalama plk
alanlan hesaplanir. Daha sonra bu plk alanlanndan ve injekte edilen n-
Pentan hacimlerinden gidilerek, n-Pentan'in kalibre gazi Propan‘a gore or-
talama response faktorQ grafik yoluyla bulunur, Burada 1 uL n-Pentan plk-
lerinin 8l¢0lmesl ve ortalama toplam alana iligkin Response faktéranQn
hesaplanmasi ve sonuglann dmek olarak incelenmis, 1.5 uL ve 2 uL n-Pentan

hacimlerd i¢in ise sadece deney sonuglan ve grafiklerl verilmigtir.

Olgamler ve Deney Sonugclan:

a) 1 pL n-Pentan Pl'lderlnln Olcalmes! ve Ortalama toplam alana
liskin Response Faktorinan Bulunmasi (Sekdl 1)

- FID dl¢me araligy : 5(0-100000 ppm)

- Tutulma zaman - 2sn. 5

- Ortalama toplam alan : 4.10 cm

Hesaplama : 1 pL n-Pentan igin dlgdlen toplam ort
egdeger Propan.

25 cm x 2 cm = 50 em? = 100000 ppm Propan

4 em? x 1/50 cm? x 100000 ppm = 8200 ppm

NOmune havasi akg hize: 1.2 It/dak.

Tutulma zamar 2 sn igin bu hacim,

1.2 It/dak x 1 dak/60 snx 2 sn =0.04 It

Cn-Pen. = 1 uL/0.04 It = 25 pL/1t £

Qn-Pen. = 0.63 g/cm?3 = 630 mg/cm

Mn-Pen. = 72.15 g/mol

Cn-Pen.inj = 25 pL /It x 630 mg/cm3 =

Cn-Pen.!nj = 15570 mg/m° x 22.214 1t/

C

n-Pen= 4892.87 ppm - 4892,87/8200 = 0.60

Response faktor, n-pen, 1 pL
Ren-Pentan, 1 uL = 0.60 187

alama plk alanina

15750 mg/m®
mol x 1 /72.15 g/mol
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Sekil 1 1 pL n-Pentan Injekslyonu sonucu elde edllen pikler

b) 1.5 uL ve 2 uL n-Pentan Injeksiyon hacimlerine kargilik gelen Re-
sponse Faktor degerleri ve grafikler de verilmistr. (Sekil 2, 3.)

n-Pentan'in ortalama response faktdrinQ bulmak I¢in x-y koordinat
sisteminde x - cksenlne Injekte edllen r-Pentan hacimlerini (V uL) ve y- ek-
senine Injekte edllen n-Pentan hacimlerine kargilik gelen Re faktorlerd

g0zonande bulundurularak V/Rpdegerler cizllirse, orjinden gegen bir dogru
elde edilir. Bu dogrunun egiminin tersl n-Pentan'in ortalama response
faktdrana verir. Seckil 4'de grafikten bulunan deger:

R n-Pentan. Ort. = 0.60 olarak bulunur.

Grallk Degerlerd:
x(Vul)

1 1/0.60 = 1.67
1.5 1.5/0.60 = 2.50
2 2/0.60=3.33
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Sekil 2 1.5 uL n-Pentan Injekstyonu sonucu elde edllen plkler
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Sekil 3 2 L n-Pentan Injekstyonu sonucu elde edilen pikler
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PR

mast
kil 4 n-Pentanin ortalama response faktoranan grafikle bulun
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TARTISMA VE SONUGC:

Glrly kisminda da belirttigimiz gibl bir ¢ok kullanim alan: olan orga.-
nik ¢6zacoler, Qrettn miktarlanna bagli olarak hem atmosfere emisyon ola.
rak yayilmakta hemde yaZislar nedenlyle topraktakl humus tabakas; ta-
rafindan adsorbe edilerek, zamanla I¢gme suyu ana kaynaklarina
kansmaktadirlar.

TenefOs havasinda maksimum konsantrasyonu 1000 ppm (8) olarak
verilen n-Pentan Insanlarda bag agnsi. gozlerde tahrisler, solunum-
sindirim-kan dolagumu sistemleri bozukluklan, bdbrek ve karacigerde kronik
hastaliklara da sebep olmaktadir.

Cevreye yaytyan ve gegitll hastaliklan ortaya gikaran n-Pentan'in gaz
fazindak! konsantrasyonunun sQrekll kantitatif tayininde gerekll olan Re-
sponse faktordnon bulunmas: Iglemini Injekslyon metoduyla
gerceklestirdik. Bu metodda kalibre gaz olarak kullandiimiz Propan kon-
santrasyonunun Rportalama degeri 1 dir. n-Pentan'in Ry ortalama deger In-

Jekslyon metodu verileri ye hesaplamalar sonucunda 1'den sapmig ve Rp=

0.60 olarak bulunmustur.

n-Pentan'in response fakiorGnan Injekte edilen her hacim I¢in 0.60
bulunmas: ¢caligmamuzin ¢ok hassas yapidigini gosterir. Tayin ettiglmiz or-
talama response faktord sonucunu géz 6nadnde bulundurarak herhang| bir
yerde n-Pentan'in gaz fazindaki konsantrasyonunu tayin etmek istedigimiz
zaman FID yazicisinda gozlenen alandan gidilerek hesaplanan ppm degeri
lle R ort. = 0.60 degerinin carpilmasi gerekir. Bulunan deger n - Pentan'in

gergek emisyon degeridir.

Herhangl bir yerde FID le gaz fazinda bulunan organlk ¢dzOcalerin
sOrekll kantitatf tayinl yapilmak istenirse, dencylerimiz sonucu, bu
¢0zacalerin Onceden ortalama response faktdrlerinin bulunmast gerekir. Bu
faktorler genel faktorler degll temparatar, basing ve FID parametrelerine
bagl olarak deglisen her alete Wiskin 0zel faktorlerdir.
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S DIKARBONIL BILESIKLER VE ONLARIN FOSFORLY ANALOGLARI

valeh ISMAYILOV, Hacali NECEFOGLU Niftal: YUSUBOV

Baku Devlet Universitest, Kimya Fakdiltest, Azerbaycan.

SUMMARY

In this study, 8-formyldicarbonyl compounds were synthesized, and their
chemical properties were investigated. It was also determined that their chlorinated
derivatives were stable in comparison to their unchlorinated analogs.

In order to investigate comparative alklylation reactions of O
-phosphorylated and their unphosphorylated analogs, a serles 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 8-derivated furan synthesis methods were prepared.

O0zeT

Bu ¢ahgmada 8 - formilkarbonil bilegikler sentez edilerek, onlann kimyevi
dzellikler! incelenmistir. Kararsiz olan bu bilegiklerin klorlu tdrevierinin dayamkh
olmas) saptanmigtir.

O - fosforlu karbonil bilegiklerin ve onlann fosforsuz analoglannin
benzerlerinin) alkillesme reaksiyonlanm mukayeseli Incelemek amaci ile adi gegen
bllegikler sentezlenmis ve onlann alkillegme tepkimeleri aragtininugtir. Bu zaman yeni
elektrofil reaksiyonlar miigahede edilmigtir. Neticede yent tip hetorosiklik organofosfor
bllegiklerin ve getin elde edilen § - tarevli furanlann sentezl yontemleri hazirlanmistir:

O(CH3)
RO
R ;P/ H
Br (CH2)qBr —
e -
(RO),PCHC-H o nal:3
K. o]
(o)
(o]
Me \R
/\ Bt KzCO) / \
—_____.———>
Me——C Cc—NR DMSO Me
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BEZELYE TOHUMUNDAN DIAMIN OKSiDAZ ENZimini
i{ZOLASYONU VE SAFLASTIRILMASI

viksel AVCIBASI GUVENILIR ve Nuran DEVECH

Istanbul Teknik Unlversitesi, Kimya-Metalurjt Fakiltesi, K :
80626 Maslak-Istanbul-Tirkiye ug si, Kimya Mahendisligt Balimii

THE ISOLATION OF DAO FROM PEA SEEDLING
SUMMARY

In this study the isolation of enzymes is discussed, concentrating initially on
the principles of the important separation methods employed. Then the operation of
these methods is {llustrated by considering one specific example, purification of
enzymes.

During this study, a number of the studies reported here required the use of
large quantities of the peaseedling diamine oxidase (DAO). In order to satisfy this
requirement a purification procedure to obtain homogeneous enzyme in high 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.

Ozer

Son yirmibes yil icinde pekgok sanayii dahinda uygulama alam bulan enzimler,
lﬁnOmOzdc);cnl kugllrmr% alan;l,anmn ortaya gikmas: ile giderek dnem kazanmaktadr.
Bu ¢ahsmada bezelye tohumu DAO enzimini yOksek verimde saflagirma iglemint
gergeklestirmek ve ok miktarda elde etmek amaglanmigtir, De kogullar altinda
biylyen tohumlann aktivite veriminin kargilagtinlmas: yapilarak enzim f¢in bOylme
kogullan ve enzimin molekil agirh@imn tespitine ¢ahgilmigtr,

Girig

Enzimler dogal durumda suda ¢ozanurler. Endistriyel uygulamalann
¢ogu sulu cdzeltllegrde gerceklegtiginden katalizor olarak serg:s: enzi:nled“n
kullanilmas: onemli sakincalara neden olmaktadir. Serbest enzim ile

gergeklestirilen bir reaksfyonun durdurulmasi, enzim istenilen anda

k inhibitdor kullamlarak
ortamdan uzaklagtinlamadigindan ancak spesifl O i limiion

Saglanabilir. da, serbest enzim tara
maﬂsly?:nlgf—nna:eyg%%:‘leﬂne yeni bir kirlilik unsuru katilmis olacaktir(1).
1 sinirlayan baghca etmenler;

Enzimlerin uygulama alan ve olanagin :
aktivite, spesifikltk, iﬁrarhhk ve flyattir. A
Enzimin, aktivitesinin yoksek olmasi ¥e reak::yon l:gmgl%‘nux:’ ;nl.
olabfldigince az etkilenmes! istenir. Enzimlerin hemec:n g menkaynald ties,
Ec?l)ﬁ,ansal ve mikrobijal hacreller"llr; o;lu:rt:l’:gxugt:mamen saf bir 6zQtdn
um i leri
lanlml?:‘;::ﬁt?ﬂ:‘) aé;em%’(f;“upta ve gida sanayiinde kullanilan enzim
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bu gruba dahil edebiliriz. Bu galismada bezelye tohumu DAO enziminin
1zolasyonu, saflagstirilmasi ve enzimin o6zelliklerinin saptanmas;
amaclanmstir.

DENEL BOLUM

Biokimyasal Oriinlerin ayirma ve saflastinimasinda kullanilan teme]
islemler, kimya sanayiinde kullanilanlar ile bir paralellik igindedir. Ancak sa;
konusu olan bu islemlerde, biyokimyasal orinlerin fiziksel, kimyasal ve
biyolojik ozelliklerine gore ayarlamip modifiye edilmis cihazlar
kullanilmaktadir.

Gergeklestirilen caligmalarda kullanilan temel iglemler, presipitasyon,
santrifigasyon, ekstraksiyon, elektroforez ve kromatografik islemlerdir(l).

Presipitasyon: Amonyum silfat kullanilarak s6z konusu proteinlerin
¢Ozanurlakleri degistirilmistir. Bu gekilde proteinin ¢dzeltiden aynimas: ve
¢cOkelek olusturmas: saglanmistir(2,3).

Santrifajleme: 8000 rpm, 11000 rpm, 12000 rpm ve 18000 rpm devir
hizlaninda calisilarak ¢dzelti igindeki siispansiyon halindeki kat: partikiller
uzaklastinlmistir.

Ekstraksiyon: Su ve fosfat gozeltisi kullamlarak bezelye tohumu
ekstrakte edilmistir.

Elektroforez: Poliakrilamid jel elektroforez yapilmistir.

Kromatografik Islemler: lyon degisimi ve jel filtrasyonu kullamimigtir.
Iyon degisimi ve jel filtrasyonunda filtrasyon ortami olarak DEAE-Selliloz,
DEAE-Sepharose, Ultrajel AcA 34 kullamlmistr.

Bezelye tohumundan DAO izolasyonu ve saflastirilmasinda su
kademeler izlenmistir.

—~ Bezelye tohumlannn biyamesi,
~ ° Genel saflagtirma islemi.

Bezelye tohumlan oda sicakhginda 12 saat damitik su ile 1slatilmig ve
sonra filizlenme belirene kadar genellikle (24 saat siresince 1slak suzgec
kagid: tabakalan arasina yerlestirilmistir. Daha sonra alinan tohumlar kaba
kumda birka¢ mm derinlikte saqilarak boyatalmuos 7-10 g0n sonunda 5-10
cm'lik taze filizler toplanmistir(4,5). '

Ham ekstraktin hazirlanmas;,

Ham homogenatin santriftijlenmesi
Amonyum silfat ile fraksiyonlama
Inert maddelerin ¢oktaralmesi
Duagik iyonik kuvvette secici ¢okelme
Etanol /kloroform ¢oktQriilmesi
Amonyum sulfat fle doyurma
DEAE-Selltloz kolon

Jel filtrasyonu

R R A
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Tablo 1. Bezelye Tohumu DAO'nun Hazirlanmas;

:;:Ehm Toplam
tein | Hacim birim S.A.
SA. Sallay-

(mgl | (ml (Qnite) [u/mgl V;:;lm

Tme ve Aitrasyon 12600 | 340 215 | 0017 | 0.062 100 [ |
Santrifdfleme 3600 290 190 0052 | 0.190- 88 3
30/60 Amon.stll.
fraksiyonlama 1300 50 170 0.130 0.470 79 8
Yoksck pH'da muamcle
24 saat diyaliz 360 70 155 0.430 1.600 72 25
ELOH/Kloroform iglemi 70 72 130 1.860 6,800 60 110
85 % (NH,);S0,) E = - - - - :
Dugok tyonik kuv.diyaliz 35 15 120 3.420 12.500 56 200
DEAE-Sclldloz kolon 25 15 115 4.600 | 16.800 53 270 |
Ultragel AcA 34 kolon 16 15 108 6.750 | 24.700 50 400

SONUCLAR ve TARTISMA

- Bezelye tohumu DAO saflagtirmas: igin &ncelikle bezelye
tohumlannin, bayame/aktivite profill gikanimigtir. Bu sebeple, en ylksek
verimde DAO 7-10 ginlik biyime sonundaki hasatla elde edilmistir.

- Bezelye tohumu DAO, ham homogenat hazirlanmasi,
santrimfleme. amonyum sulfat ile fraksiyonlama, Inert maddelerin
¢oktirdimesi. kolon elektroforez ve DEAE-Selltilloz kolon kromatografisi
islemleri ile bezelye tohumundan izole edilerek saflagtinlmigtir. Ham
homogenatta spesifik aktivite 0.017 (Qnite/mg) olarak tespit edilmistir.
lzolasyon ve saflagtirmalan sirasinda, ultrajel kolondan gecirilerek yapilan
son asamada DAO'nun spesifik aktivitesi 6.750 (Qnite/mg) olara_k tespit
edilmigtir. Bu saflagtirma iglemleri sonucunda enzim, baslangic aktivitesine

g0re 400 defa daha saf olarak elde edilmistir.
- Botan izolasyon ve saflaghirma kademelerinde sicakhk

belirtilmedikce aktivasyonunun bozunmasini onlemek i¢in 0-5°C

sicakliklarda cahsmak gereklidir.
= lzolasyson ls%emi sirasinda maksimum verimi elde etmek igin

degisik kosullardaki enzimin stabil olmasi gerekmektedir.
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poMUZ CIGERINDEN DIAMIN OKSIDAZ ENZIMININ iZOLASYONU
VE SAFLASTIRILMASI

vitksel AVCIBASI GUVENILIR ve Nuran DEVECH

tanbul Teknik Onlversitest, Kimya-Metalurjt F
3926 Maslak-Istanbul-Turkiye urjt Fakiltest, Kimya Mihendisligt Batima

THE ISOLATION OF DAO FROM PIG LIVER
SUMMARY

Diamine Oxidase enzyme was extracted from pig liver was purified by
centrifugation, thermal denaturation, fractionation with ammonium sulphate and fon-
mge chromatography and was obtained in solid form after dialysis followed by
P sation.

OzeT

Domuz cigerinden diamin oksidaz enzimi, santrififleme, termal denatQrasyon,
amonyum sQlfat fle fraksiyonlama, fyon degigim kromatografisi ydntemleriyle
saflagtinlmug, diyalizlendikten sonra liyofilize edilerek kati formda elde edilmigtir.

GiRrig
Enzim izolasyonu ve saflagtirma ¢alismalan, oksidorediktaz
enzimlerden diamin oksidaz enzimi igin domuz cigerinden yapilmigtr.

Oksidorednktazlar tarafindan gergeklestirilen reaksiyonlar gegitli
mekanizmalardan gegerck meydana gelir. Bu durum, {simleri
dehidrogenazlar, aerodehidrogenazlar, oksidazlar, oksigenazlar,
monooksigenazlar vb. gibi olan genel kangimlara neden olmaktadir. Oldukga

nzer genel adlara sahip olan enzimler son derece farkh mekanizmalara

sahiptir ve degisik yontemlerle kullanibrlar!)

Histamin, putresin ve kadaverin'
gﬂCHenry'nln cahgmasina kadar diamino
ulunmamaktadir(2,3)

Zeller ana reaksiyon i¢in asagidaki formalle mekanizmayl gostermigtir:

n oksidasyonu icin Best ve
ksidaz hakkinda higbir bilgl

diamin  RCHO + H, O, + NHy

RCH,NH, + H, O + 0, -5

Yapilan ¢aligmalar sonucunda, hayvan d°k“lam}d3n :gketﬂ&lglhbul
hazirlamp joullanilmas: le 1 mol substrat igin 0.5 MO a B4 o rapora
°d"m1912.. Diger yandan Werle ve von Pcchmapn'm vermig
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gore bitki dokularnndan hazirlanmis diaminoksidaz ile 1 mol veya daha fazlg
O, toketilmektedir. Bu degisme kullanlan enzim preparatlaninda katalaz
veya peroksidaz kontaminasyonlanna baglanabilir. Katalaz veya peroksidazin
varlhig), H, O, ispatim1 daha gi¢ duruma sokmaktadir ve bu enzimatik veya
kimyasal reaksiyonlara bagh olmaktadir. Bu reaksiyonlar teorik olarak
beklenen degerlerden daima daha dosik olmakta ve sonuclar her zaman
kabul edilebilir olmamaktadir.

DENEL BOLUM

Gergeklestirilen ¢ahismalarda kullamlan temel lslemier. presipitasyon,
santrifigasyon, filtrasyon, ekstraksiyon, elektroforez ve kromatografik
islemlerdir.

Presipitasyon: Amonyum stlfat kullanilarak s6z konusu proteinlerin
¢ozunarlukleri degistiriimistir. Bu gekilde proteinin ¢dzeltiden aynlmasi ve
¢Okelek olugturmasi saglanmigtir.

Santriftigasyon: 8000 rpm, ‘11000 rpm, 12000 rpm, 18000 rpm devir
hizlarinda ¢ahsilarak ¢dzelti icindeki sispansiyon halindeki kati partikaller
uzaklastinlmistir.

Ekstraksiyon: Su ve fosfat ¢ozeltisi kullanilarak domuz cigeri ekstrakte
edilmigtir.

Elektroforez: Poliakrilamid jel elektroforez yapilmigtir.

Kromatografik islemler: lyon degigimi ve jel filtrasyonu kullamlmigtir.
lyon degisimi ve jel filtrasyonunda filtrasyon ortami olarak DEAE-Selltloz,
DEAE-Sepharose, Ultrajel AcA 34 kullamlmistir(4,5).

Domuz cigerinden DAO!nun saflastinlmasini kisaca sgoyle
ozetleyebiliriz.

Ham ekstraktin hazirlanmasi,

Ham homogenatin santrifiijlenmesi
Amonyum silfat ile fraksiyonlama
Dusuk iyonik kuvvette secici ¢6kelme
Iyon degigim kromatografisi

Aktf fraksiyonlann secicl ¢okelmesi

‘Tablo 1. 8ox?juz Cigerinden DAO'nun Izolasyonu ve Saflagtinlmasinin
Ze

Spesiftk
Toplam | Toplam | Toplam | Aktivite Saflagirma
Hacim | Protein | Akuvite |  x10t Verim
Imn ‘m’ (Qinite) [i!g":lmgl {
1. [Ham homogenat 1700 | 289000 | 108.0 3.73 1 R100°
10 dk.600°C'de i
1siilan homoge-
nattan siipernatant 1440 | so00000| 7s.0 25 7 69
3. [33-60 % (NHp;50, ]
—[leayma 296 4300 724 168 4570 | Bne7 )
“4._|pH 53 gdkme 240 950  60.0 632 170 | 55
»:.- _|Kolon elcktroforez 100 175] 395 | 2257 605 | 57
'8. |DEAE-Scpharosc
kolondan kolon
Kromatogra _ %0 | s1s5] 250 3065 820 | 23
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 GONUGLAR ve TARTISMA

- Domuz cigeri diaminoksidaz, kontrollii 181 b

kelmesi, amonyum stlfat doyurmasi, kolon clck?rz:rg?:zm\}:n aglEﬁfg
sepharose kolon kromatografisi fle domuz cigerinden fzole edilerek
saflagtinimistir. Ham homogenatta spesifik aktivite 3.73x10-4 (Onite/mg)
olarak tespit edilmigtir. Izolasyon ve saflagtirma sirasinda DEAE-Sepharose
kolondan gecirilerek yapilan son asamada DAO'nun spesifik aktivitesi
3065x10"* (0nite/mg) olarak tespit edilmistir. Bu saflastirma islemleri
sonucunda enzim, baglangic aktivitesine gore 820 defa daha saf olarak elde
edilmistir.

- Domuz cigeri diaminoksidaz'in saflastirma sonucunda 3065x104

(Qnite/mg) aktivite degerl caligmalanmizda diosiok gordlerek bezelye
tohumundan DAO saflagtirmas: yapilmigtir.

- Batan izolasyon ve saflastirma kademelerinde sicakhk
pelirtiimedikce aktivasyonunun bozunmasim1 &dnlemek ig¢in 0-5°C
sicakh klarda ¢caligmak gereklidir.

- Izolasyon iglemi sirasinda maksimum verimi elde etmek igin
degisik kosullardaki enzimin stabil olmas: gerekmektedir.

- Saf enzim pirodoksal fosfat {le kuvvetle aktif hale gelmektedir.

KAYNAKLAR
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ENZIMATIK PEPTID SENTEZLERININ INCELENMES]

Yesim YESILOGLU ve Ayten SAGIROGLU
Trakya Universitesi Fen-Edebiyat Fakditesi Kimya Balamil Edirme-Tiirki

INVESTIGATION OF ENZIMATIC PEPTIDE SYNTHESIS

SUMMARY

In our study trypsin catalyzed synthesis of peptides were tested by using Glysin,
Tyrosin, Prolin, Histidin and Tryptophan amino acids at biphasic and homogen medium.

Effects synthesis of peptides were investigated by using izo amilalkol, benzen.
isopropanol, ethyl methyl keton, iscoktan for solvent and reaction medium. In addition the
effect of water content oven the peptid formation % 5, % 10, % 15, % 20 were investigated {n
phosphate buffer 0.1M, pH:8 containing of iscamil alcohol reactions.

OzeT

Gahgmamzda homojen ve bifazik reakstyon sistemlerinde Glisin, Prolin, Tirozin,
Histidin ve Triptofan amino asitleri arasinda tripsin katalizatdria peptid sentezleri denendt.
Qbziich ve reaksiyon ortam olarak fzoamilalkol, benzen, zopropanol, etil metil keton,
izooktan'in peptidlerin sentezine etkisi incelendi.

Ayncaortanunsulgcnginmpepudolusmnummeﬂdsldc%s.% 10, % 15, % 20
foslat tamponu (0.1 M, pH:8) igeren tzoamil alkolld reaksiyonlarda incelendi. En yoksek
peptid verim{ % 10-15 tampon fceren izo amil alkolid kansimlarda gerceklegtl. Diger

ozdcilerin % 10 tamponlu reaksiyon kangimlanmn inkabasyondan sonraki analtz
”““M&gbmbamrﬁwmokmnhmmmmmthmmdxmgerhmde

peptidier degisik oranlarda sentezlendi.
Gn‘ s
|

Bir hidrolaz enziml olan tripsinin organik ortamda peptid sentezl
reaksiyonlann katalizlemesine baz organt ozgenlerin etidsint incelemek birinct
amacumizdr, fkincl olarak aymi cozicolerdeki dogtk su igeriginin etkisini

belirleyip optimizasyonunu saglamaktr.

Son yillarda aragtuma caligmalannn goguniugu sentetik kimyada

enzimlerin kullandmas:  teskll etmektedir. Proteoliti enzimlerin kullanum
tsterlerin, amidlerin ve peptid baglarun sentezleri igin cegltll yontemierde
imli sartlar altinda g¢abuk llerler.

Sbgimigtir, Peptid baglannin olugumu
I*"‘“ﬂmflyo. reaksiyonlann diginda karboksl ve amino
enknmnn:t:mv:g md@,merﬂayannm mmanm kantitatif bir ariinle mclamr(nél
Organik. osz0calerde peptid baglannin enzim Katalizl centezlerini reaksiyo
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gergek anlamda suyun dnemini dgrenmek igin  belirlenmis cesitll desteklerde
yada polietilen glikole modifiye edilmis c-kimotripsin kullanarak incelenmis tir,
Peptid sentezlerinde aranler yoksek verimle cesitll enzim tarevieri kullandarak
bulunmustur{2). Gegen on sene zarfinda organik c¢ozicllerde enzimatik
reaksiyonlar, substrat ve stereo segicillk vasitasiyla organik sentezleri ger-
ceklestirmek icin  yaygin olarak ¢alisimgtir. Bununla beraber genelde enzimler
organik cdzicdlerle dogrudan temas ettiklerinde ¢abuk etkilenip caligamaz
duruma gelirler. Bu problemi gidermek igin su ile kangmayan organik ¢dziictiler
ve sudan meydana gelen bifazik reaksiyon sistemlerl sik sik kullanilmustir,
Ornegin Proteaz ya da lipazlarla ester yada peptid sentezleri(3). Peptidler ve amino
asit threvlerinin uygun gdzinaridklerinl bulmak i¢in nispeten polar gdz(ciler
kullanmak gereklidir{4). Subtilisin proteazin secicl stereoselektivitesi belirgin ve
etkilidir. Dolayisiyla bu enzim aragtirmalarda D-amino asitler igeren peptidlerin
c¢ogunu hazirlamak igin kullanilmisti{5). Son zamanlarda hidrolitik enzimlerden
lipazlar ve proteazlann organtk ¢dztictlerdek! dioller ve gekerlerin monoagllasyo-
nunda baganh bir sekilde gorev aldiklan bulunmugtur(6). Enzimatik peptid
sentezleri; seclcilikleri, en az koruma ve aktivasyon geregl, ihml reaksiyon gartlan
bakimindan uygulamada ilk siradadir(7). Denge ve gdziin(urlik problemlerinde
reaksiyon ortamum ¢8zmek igin suyun yerine organik ¢dztctler kullanilmus tir,
Proteolitik enzimlere kargihik lipazlann genis bir spesifiteleri oldugu ve peptidlerin
ikincil hidrolizlerini kataliz etmedikleri kabul edilmigtir. Biyolojik olarak’ aktif
peptidlerin sentezlerinde halen lipazlann kullanum daha yaygindir(8).

YONTEM

Izoamil alkol, benzen, izopropanol, etilmetil keton, izooktan ¢dziiciileri
srasiyla 0.1M, pH:8 fosfat tamponuyla doyurularak bunlann 10ar ml'sinde
prolin, tirozin, histidin, triptofanin 50mM c¢ézeltileri hazirlandy. Herbirine
yukandaki amino asitlerin 4 kat konsantrasyonunda glisin ve katalizér olarak
1mg. serbest tripsin ilave edildi. Reaksiyon kansimlannda enzimin katalitik
etkisine, ortamdaki disdk su konsantrasyonu etkisi ve her reaksiyon igin
optimum su igeriginin belirlenmesi amaciyla degisen hacimlerde tampon eklene-
rek reaksiyonlar tekrarlanmug tir.

Reaksiyon kangimlan Ince tabaka kromatografisi, ka@it kromatografisi ve
goranQr balgeyle analiz edilmistir. Ince tabaka kromatografisinde adsorban olarak
silikajel, yarQtaed solvent olarak n-butanol: asetik asit: su (12:3;5) x2, belirteg
olarak asetonda % 0.2k ninhidrin ¢Ozeltisl kullanidi. Kagit kromatografis!
tekniginde izoamilalkol, benzen, izopropanol, etil metil keton, izooktan ¢ozicQ
kangimlan farkh yOrtitica ¢ézactler kullanilarak analiz edilmislerdir, Yarataca
¢ozica olarak etanok: Su: amonyak (8:1:1) X5 ve n-butanol: piridin: su (1:1:1) x16
sistemler kullanidi. Reaksiyon kangimlannin Wattmann No:1 kagid: dzerinde
3-3.5 saat yOramelerl beklenmis ve sonra Ozerlerine ninhidrin cézeltis!
poskartldo. 100-105 ° C'de etavde bekletilerek lekeler belirlendi.
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TARTISMA VE SONUG

Prolin, Tirozin, Histidin, Triptofan ve Glisin amino asitlerinin tripsin
varhiginda peptid sentezlerl yapildi. Reaksiyonlar homojen ve bifazik ortamlarda
gercekles tirildi. Izoamitlalkol, benzen, izopropanol, etil metil keton, fzooktan ¢dzicQ
sistemlerinde ve izoamil alkolan % 5, 10, 15, 20k ¢ozeltilerinde peptid Qrtina el-
de edilmigtir. Ortamda su miktannin artmasiyla Griinde artma % 10-15 araligina
kadar oldu. % 20 tampon i¢eren kangimda Qrinlerde daha fazla artis olmadi. Bu-
nun {izerine % 10 tampon igeren diger ¢dzichlerde 200 mM glisin yaninda diger
amino asitlerden 50 mM eklenerek, enzim varhginda aym sartlarda 20 saat
calkalandi. Reaksfyon sonundaki kromatografik analizlerinden: benzen igeren
kangimlann higbirinde yeni @rine raslanmadi. {zopropanolde peptidler yaninda
esterlerininde sentezlendigl gézlendl. Aynca reaksiyon ortamuna enzimsiz yalniz
tzoproparol ve aminoasitler tek tek koyularak ayni gartlarda aymi stre inkabe
edildiginde esterlerinde olugtugu gozlend: analizle de dogrulandi. Ester olusumu
daha dostik oranlarda izo amil alkol igeren reaksiyon kansimlannda da gézlendi.
Kangimun su ytzdesi yikseldikce esterifikasyon oraru dogti. Izooktan gdzicala
reaksiyon kangimlannda hig birinde Griine rastlanmadi.

Metil-etil keton c¢dzQicOlit prolin, tirozin, histidin ve triptofanin glisinli
reakstyon kansimlarnn timande en az 1ki gesit riin sentezlendi. Sonuglann bir
kismu Tablo 1.1'de gérilmektedir.

Tablo 1.1 Enzimatik peptit sentezlerinde irtinlerin kagit kromatografisine
gore karaklerizasyonu (Sartlan metindedir.)

Coziicil + Uriinlerin Leke Rengi ve Rf degerleri
i ripgd Prolin Tirozin Histidin Triptofan
i i-mor 0.13 | mavi-mor 0.13
Amilalkol mavi-mor 0.15 mavi0.18 mavi : :
mor 0.18 acik mavi 0.18 mavi 0.18
i bordo 0.06 bordo 0.07
110prop ol mavi 0.04 bordo 0.04 : =
[— kahverengi 0.16 | agik kahve 0.15 | kahverengi 0.15 | Kirli san 0.15
Etil Metil Keton mavi 0.54 mavi 0.48 mor 0.28 san0.10 m;vsxé)j‘.'s
L pembe 0.57 pembe 0.54 pembe 0.52 ponke
Benzen = — = =
Izooktan — — it o
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BAKTEiRiYEL «-AMILAZIN AKTIVITESI UZERINE 18. TAG. 6 ETERIN
ETKIS '

Cetin AYTEKIN. Isil GOLSON, Halil HOSGOREN, Yavuz ENSAR!

Dicle Oniversitest, Fen Edebiyat Fakultest, Diyarbaku-Tirkiye
EFFECT OF 18. CROWN. 6. ON BACTERIAL a-AMYLASE ACTIVITY

SUMMARY

The catalitic properties of a-amylase from B. subtllis has been studied du-
ring 18.Crown.6 as a weak chelation compound for removal calctum lon of this
enzyme by chelation. On the contrary. It was observed that 18. Crown.6 Increased
a-amylase activity In a lot of cases according to control. This result suggests that
dipol-lon interaction between 18. Crown. 6 and Ca?* bounded a-amylase. bring
in an elasticity to a-amylase quartemar structure. Thus, abllity of enzyme-
substrate complex formation was promoted.
Ozer

Halkalh makro eterlerden 18. Tag. 6min B. subtlisten zole edilen o-A-
milazin _ aktivites! Qzerindeki etkisl IncelendL a-Amllazin  prostetik grubunu
olusturan ve bu enzimin aktvite gbsiermal igin belll bir oranda bulunmasi gere-
ken Ca2* fyonlanmun, 18. Tag. 6 fle lyon-dipol etkilesmest sonucu uzaklastniablle-
cedl ve bdylece enzimin aktivitesinde bir azalma gbzlénmesl beklenirken, tam tersl-
ne cogu halde. kontrole nazaran aktivitede bir artma saptandi. Bu olgunun, tag
eter etkislyle Ca2* fyonlannin c-amilazin dordiincdl yapisina kazandirdi@i rjitiigin
yumusatidigi, bdylece enzim-substrat kompleksinin olusma olasibg artirdigy
seklinde yorumlanabtlir.
GIRig

Amilaz terimi ilk kez nigasta, glikojen veya bunlann parcalanma

Ordnleri gibi polisakkaridlerdeki - (1—4) glikozidik baglanmn_hidrolizini
katalizleyen enzimlerl tanimlamada kullanildi (1). Amilazlar endo-ve ekzo-
amilaz olmak uzere iklye aynhriar. Bir endo-amilaz olan a-amllaz-pollsak-
karidlerdeki a-{1-4) glikozidik baglanni gdlslgﬂzel kirar. Ekzo-anulaz:)ar
Ise polisakkaridlerin Indirgen olmayan uglarindan baslyarak dﬁze:ll vlr
sekilde o-(1-4) glikozidik baglarint hidrolizlerler. Son ardn glukoz ve
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limit dekstrin ise enzim. glukoamilaz veya a-amilaz olarak adlandinlr,
Son Grin maltoz ve limit dekstrin 1se enzim f-amilaz olarak adlandirilir (2).

a-Amilaz (E.C. 3.2.1.1.) veya diger adiyla «-(1-4) glukan glukano.
hidrolaz, hayvan, bitki ve mikroorganizma gibi ¢egitll canl ortamlarda bu-
lunmus ve ilk kez 1947 yilinda Meyer ve arkadaglan tarafindan domuz
pankreasindan saflastinlmistic (3). Gunumuzde degisik kaynaklardan
a-amilazlar saflastirilmis ve bunlarin sicakhk, pH. cesitli organik bilegik
ve metal iyonlarimin varhfinda aktiviteler! Incelenmigtir (4-14).

a-Amilaz 'saﬂasurma ayamasinda prateolitik enzimlerin etkisinden
korumak i¢in ortama EDTA ilave edildigi (11). ca?* iyonlaninin a-amilazin
aktivites] tzerindek! etkilerini arastirmak 0Ozere sgelatlastirma reaktifi ola-
rak yine EDTAnin kullanildigx (11,13,14) bilinmektedir.

Tag eterler {makro halkali eterler) 1967 wilinda sentezlenmis, alkali
ve toprak alkall metal iyonlanyla komplekslesme yetenekleri oldugu
gorulmagtar. Bu ozelliklerinden yararlanilarak nonactin ve valinomycin
gibl tag eter tarevi olarak hazirlanan antibiyotikler, hdcrenin Na*/K*
dengesini bozmaktadir.

Komplekslesme yeteneklerl gozonane alinarak tag eterlerin bakteriyel
o-amilazin aktivites! 0zerindeki etkisl incelenmeye ¢ahsilmstir.

DENEL BOLUM

1. Enzim saflastirmasi: Ticarl olarak temin edilen B. subtilis'ten izole edil-
mis oa-Amylaza (sigma St Louis. E.C. 3.2.1.1., 71.9 U/mg) Gupta ve ar-
kadaglarinin onerdigl ydnteme gore saflastinldi (15). Buna gore 1/3
oraninda seyreltilmis soguk mutlak etilalkol enzim g¢ozeitisine yavas yavas
llave edildl. Cozelt! santrifa] ile ayirildiktan sonra fosfat tamponunda (pH=7)
¢0zalda. % 60-%80 (NH41,50,4 coktarmest ile ele gegen kisim fosfat tampo-
nunda (pH=8) ¢dzaldl ve ayni tampona karsi gece boyu dializlendi. Bu
¢ozelti liyofilizasyon lle uygun hacme getirildikten sonra DEAE-seluloz kolo-
nuna (5x200 mm) verildi. 0.1-1M lik NaCl gradienti ile toplanan 2.5'ar ml.lik
{rokslyonlar amilaz aktivitesi bakinundan Bernfeld (16) yontemi tle test edil-
dl. Ham ve saflastinlmiy esit miktardaki a-amiloz orneklerl Weber-Osborn
(17) yontemine gore elektroforeze verildi.

2. Enzim Aktivitesinin Tayini: Ham ve saflastirilmis a-Amilaz enziminin
aktivitest Bernfeld yontemine gore 3,5-dinitro salisilat, ile spcktrofotomet-
rik olarak (489 nm'de) yapildi. Bunun i¢in tama Tris-buz (pH=7) tampo-
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qunda hazirlanmiy olmak 0zere kontrol (tag etersiz) fle ayni anda 10, 50
e 100 mM 18. tag. 6. eter (Fluka) ¢ozeltidekl iginde 14.38 U/ml olacak
sekilde w-amilaz ¢ozanerck hazirlanan gozeltiler 25 °C de sirasiyla 15
dak, 30 dak. 60 dak, 120 dak ve 18 saatlik on Inkabasyondan sonra % 0.5
ik ¢dzdndr nigastanin (sigma St. Louls) 1 milst fle 25 °C de 30 dakika
inkabasyona tabi tutuldu. Bu sdrenin sonunda reakslyon durdurma ve
renklendirme reaktifi olarak 2 ml. 3,5-dinitro salisilat flave edildi. 5 daki-
ka kaynar su banyosunda tutulduktan sonra, 20 ml. saf su lle seyrelti-
lip, Schmadzu UV 160 model -spektrofotometrede 489 nm.'de absorbans
okundu.

SONUCLAR VE TARTISMA

Ticarl olarak temin edilen (ham) ve bunun saflagtinlmasindan sonra
elegecen esit miktarda enzimin 10,50 ve 100 mM 18. Tag.6.cter Igindeki
¢ozeitilerinin Bernfeld yontemi ile dl¢alen aktiviteleri sirasiyla Sekil 1,2 ve 3
te verilmistir.

EDTA gibl selatlagtinct maddeler \le 6n Inkdbasyona tabl tutulan c-
amilazin aktivitesinin azaldigy (11.14), enzimin 10mM EDTA lle 2 saatlik
on Inkdbasyonundan sonra nigasta lle 25°C de 80 dakikalk
inkuibasyonundan aktivitesini tamamen yitirdigl belirtiimigtir (13).

10,50 ve 100 mM hk 18.t5¢.6. eter Igindekl a-amilazin (14.38 u/
ml} 15, 30, 60, 120 ve 1080 dakikahk on inkabasyonundan sonra, 25 oc
de 30 dakika % 0.5 lik nigasta ile yapilan inkubasyonunda aktivitenin
genellikle artth saptandi. Bu aktivite artiginin, 18. Tag.6. eterin ham o-
amllaz Iginde bulunmasi olasi gesitll 2+ ve I+ yokla fyonlan uzak-
lastrmasindan kaynaklanabilecegl dusanaldd. Gankad Mg2*. Zn2*, Fe2*,
Mn2+, Co2+, cuZ2* gibl lyonlarin enzimin aktivitesini olumsuz ydnde etki-
lediti belirtilmektedir (13). Bu olasilig ortadan kaldirmak Qzere ayni de-
neyler saflagtinlms (15) a-amilaz i¢in uygUIandxgmda sonsuz surell (1080
dak) dn inkabasyon diginda 10 ve 50 mM 18. Tag 6 eter Igindeki esit
miktarda [ Protein tayini Wasburg-Christian yontemine gore yapildi (18] |
¢nzim kullandiginda yine kontrole nazaran aktivitede bir artiy gozlendi.

ly on-dipol etkilegimi nedenlyle enzimin aktivitesinde en azindan bir azalma

beklerken, aktivitenin artmasint Ca2* iyonlanmin enzime kazandirdifi z:uu

ddrdaneg| yapimin 18, Tag.6. eler ctkisiyle yumus,atlldlgl ve boylece enzim-
digint dﬂ;;ﬁndﬁn'ncktcdlr.

Substrat kompleksinin olugmasint Koluylastr
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(A) @ Saflastininis (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

G- Tripsin Inhibitor= 20.100

7- u-Laktalbumin= 14.200
Suflustinlmiy «-amilazin batdn tag eter derisimlerinde 1080 dakl-
killk on inknbusvondan sonra aklivilesinin azalmasi,
. clerin Cu2* Ivonlannin bayok bir Kismini selat
dasaroldogn  Kanisim

uzun sdrell on

InKabasyonlarda tae

vapisina  cekmest  nedeniyle aktivitenin

uvandirmuktudir,
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pIABETLI HASTA ERITROSITLERINDEN ELDE EDILEN GLIKE
KARBONIK ANHIDRAZ-II ENZIMININ BAZI INHIBITORLERE KARSI iLGisi

O.Irfan KUFREVIOGLU (*), Mehmet CIFTCI(* ' .
Nazan DEMIR (*) ve Mehmet GGNDOC%U (‘C.)( ). Hasan OZDEMIR (*)

(*)Atatirk Universitest, Fen-Edebiyat Fakiltest Kimya Balami, Erzurum- Tiirkiye
l..-)Atatﬂrk Universitesi, Typ Fakiltest I¢ Hastalklan Anabilim Daly, Erzirum-

AFFINTY TO SOME INHIBITORS OF GLYCATED CARBONIC ANHYDRASE-II FROM
THE ERYTHROCYTES OF DIABETIC PATIENT

SUMMARY

In this study, some kinetic properties of carbonic anhydrase-1l obtained from
the erythrocytes of diabetic patient and healthy human were fnvestigated. Carbonic
anhydrase-I and Il was purified together by affinity chromatography. The
determination of esterase activiy of carbonic anhydrase-Il was done by selective
inactivation of bromopyruvate . By using stlfanilamide, NaCH 3C00, NaClO 4, NaN 3,
NaSCN, NaCN inhibitors, K constants for carbonic anhydrase-Il obtained {rom the
erythrocytes of diabetic patient and healthy human were found by means of
Lineweaver-Burk graphies. K; values estimated for carbonic anhydrase-Il was higher

for NaClO 4, NaSCN and NaCN inhibotors in diabetic patient than that of healty
human,

OzeT

Bu calismada diabetli hasta ve saglam gahis eritrositlerinden elde edilen
karbonik ?;l}?ldraz-ll enziminin baz k%ncuk szelliklerl aragtinldi Karbo‘mk
anhidraz-1 ve Il afinite kromatografisiyle birlikte saflagtinidi.Karbonik anhidraz-I'nin
esteraz aklivite tayini Brom piruvat segimli inaktivasyonuyla yapild. Soltf;m}::imld.
NaCH,COO, NaClO,4, NaN 3, NaSCN, NaCN inhibitorieri kullanarak , diabetli hasta ve

sagflam gahis eritrositlerinden elde edilen karbonik anhidraz-1I enzim{ igin K

: du. Karbonik anhidraz-1l f¢in
sabitleri Lineweaver-Burk grafikleri yoluyla bulun :h oK ke

hesaplanan K, deerleri; NaClOg, NaSCN and NaCN 1

saglam sahistan yksek bulundu.
GiRrig
kalan
n sire kan glukoz seviyesine maruz
dokulg- l%bz:%‘ngzsgtlallkaarg;o:z;akslyonlarmm gok On.egll:n %38{3{:‘( ;tl%‘:
linmektedir .Nonenzimatlk glikasyon reaksl{o nlan.d“:u { gibl e;'l dnemli
bamin, eritrosit membran proteinlerinde esbit ? U ﬁ I cen. Sper
eritrosit 'enzimlerinden olan karbonik an idraz Lve L S Kondo ve
arkca“ﬂmlerlnln de diabetll has&alﬁr%? glikasyo
r (1,2}
da!?\lxanctﬁ:?{:\n&a: iﬁ}ﬂ‘rﬁ{'ﬁz diabetli hasta Ve saglam sahis
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eritrositlerinden saflagtinlan CA-II izoenziminin bazi Inhibitérlere kars)
| aras likasyonun sdz konusu enzimler 0zerinde nasil etkili
oldugu belirlenmeye calisilmistir. CA-1 ve CA-ll izoenzimleri birlikte
saﬂ”tmldlgmdan.eg&ll enziminin aktivite 6l¢ima, brom piruvatla CA-]
zoenziminin inaktive edilmesi sonucu gerceklestirilmistir (3,4).

DENEL BOLUM
Materyaller

Calismada kullanilan Sepharose 4B, p-nitrofenilasetat, Sephadex G-
25, brom piruvik asit Sigma Chemical Comp.'den, stlfanilamid, L-tirozin

E.Merck AG'den, Glyco-Probe TM GSP Isolab inc.'den temin edildi.

Sahuslar

Achk plazma Flukoz seviyesi 380 mg/dl olan kontrols(iz diabetes
mellituslu hasta (tip-I . 45 yas) ve achk plazma glukoz seviyesi 90 mg/dl
olan saglam sahis (29 yas)'dan EDTA'h siselere kan alindi.

CA-I ve CA-II Izoenzimlerinin Birlikte Saflastirilmast

Diabetll hasta ve saglam sahistan EDTA': tiiplere alinan taze venoz
kan 1500 rpm'de 15dakika santriftijlenerek plazma ve 16kosit tabakalan
aynlidi. Daha sonra eritrositler 0,9Tuk NaCl ¢ézeltisi ile iki defa yikandi.

Eritrositlere 1.5 hacim (PC'daki saf su katilip yarim saat kanstinlarak

hemoliz edildi. Hiicre zarlarim uzaklagtirmak icin 4°C da 48.000xF‘de
santrifQ) edildi. Hemolizatin pH's1 kat1 Trisle 8,7'ye getilirdi. Hemolizat,
Sepharose 4B-L-tirozin-sulfanilamid yapisindaki , 25 mM Tris-HCI / 0,1M
Na oSO, (pH=8.7) ile dengelenmis aflnite kolonuna uyguland: . Afinite jeli

25 mM Tris-HC1/22 mM Na,SOy4 (pH=8,7) ¢ozeltisiyle yikandi. 0,1 M
NaCHgCOO/ 0,5 M NaClO 4 (pH=5,6) eliisyon ¢dzeltislyle CA-I ve CA-II
izoenzimleri birlikte elQe edildi (5). Hemolizat ve saflagtinlmis enzim
¢ozeltileri icin spesifik aktiviteler hesaplanarak 163 kat saflastinlma

gergeklegtirildigl bulundu. Enzim safligi SDS-poliakrilamid jel
elektroforeziyle kontrol edildi (6).

Esteraz Aktivitesi Olciimii

Esteraz aktivitesi Verpoorte ve arkadaslan (7) tarafindan
anlahld:%a benzer gekilde yapildi. 1,5 ml tamponlanmig enzim (tampon:
0,05M 8-SO4 pH=7,4) ve 1,5 ml substrat (p-nitrofenilasetat)
konulmasindan 3 dakika sonra 25°C'da 348 nm'de LKB-Biochrem
ULTROSPEC-II spektrofotometre clhazinda absorbans kére kars: okundu.
Ana %ubstmt cozeltisl, 27,2 x:ﬁ dp-nltrofenllasctat'm 1 ml aseton Ig¢inde

p hizlica kanstinlan 49 estlle suya yavas yavas llave edilmeslyle
azirlandi éilmu}ggu{\bsorbans degerleri S'e ggmnerek pmol/dak cinsinden

CA-II Aktivitesinin Brompiruvatla Secimli Inaktivasyonla Tayini

u yontemde CA-1 ve CA-Il brompiruvatla 50 dakika inkObe
ed lerinde CA-I % 98'den fazla aktlvllgsln( kaybederken, CA-II'nin
9%95'den fazla aktivitesini korumas: esasina dayanmaktadir (3,4). Bu
amacla 2 ml enzim ¢dzeltisl .8 ml destile su ve 10 ml 50 mM fosfat
tamponu/4 mM brompiruvat (pH=7,4) karistirild.. 50 dakika

e
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mkobasymdan sonra bundan 1 m] alinarak 0,5 mil -S04
(pH=7,4) tamponu eklendl. 1,5 ml substrat ¢ozeltisi ﬂav::l od?l'c?-glb(ﬂaglzm‘de

sonra absorbans okundu. Béyl -
2& K mat ot ylece CA-I Inaktive edilirken CA-II

fnhibitor Calismalart

Inhibitdr olarak stlfanilamid, NaCH 3C0OO0, NaClOy4, NdNg, NaSCN,

NaCN kullanildi. Inhibitdrstiz ve inhibitorla caismalarda de rtam
substrat konsantrasyonlar;; 0,5 mM, 0,6 mcm.so.e mM, 1 M ve l.lgd;M
alindi. Bunun i¢in ana substrat ¢ézeltisinden 0,5 mi-1,2 ml! alindi.
Inhibitor ¢ézeltileri 0,05 ml, 0,1 ml ve 0,2 ml olmak (izere 0 farkl hacimde,
dolayxs%la Q¢ sabit konsantrasyonda '

alindi. Ug sabit inhibitér konsantrasyonlarn i¢in ayri ayr K degerleri

hesapland.
Glike CA Miktart Tayini

Glyco-Probe TM GSP kiti kullanularak 1,29 mM, 2,50 mM ve 3,90 mM
standartlan ¢ahsilip diabetli ve saglam sahis toplam CA izoenzimlerinin
glikasyon oranlan bulundu.

SONUCLAR VE TARTISMA

Tablo 1; sdlfanilamid, NaCH3COO, NaClO4, NaN3, NaSCN, NaCN
Inhibitdrleri icin elde edilen K; sabitlerini gostermektedir. Tablo'2 de ise CA-
[l icin elde edilen V.. ve Ky degerleri verilmektedir.

Tablo 1'den goraldnga gibi diabetli hasta igin hesaplanan K; degerleri
NaClO4. NaSCN ve NaCN i¢in saglam gahsa gore yOksek bulunurken,diger

inhibitdrlerde ¢nemli bir fark goralmemistir.NaClO A igin; ortalama 1,9x10°

Yden 2,3x10-3'e, NaSCN icin; 7.1x10"4'den 9,1x10"%¢ ve NaCN igin; 1,2x10°
8dan 1,5x10-6'ya yiikselmistir. Tablo 2'den goraldnga gibl Ky degerlerd
diabetli hasta ve saglam gahis igin aym bulunmustur. Viay degerinde Ise bir
artis séz konusudur, Toplam glike CA miktar saglam sahista 0,939 (x)nglz (1,3
g protein/ml oZertl)%ulunurkcn. diabetll hastada 2,720 nltlhldd( % bext?lg
Emtﬂn /ml wzciti) degeri elde edilmigtir. Bu sonuglar dnce k Td an et
astada CA izoenzimlerinin onemli oranda glikasyona maruz ta I ltcdl
yon sonucunda CA-II'nin katalitik gdcinin z}a‘r‘g.‘n c;nllcrgﬁ :rg:eé lanml;
M degerinin degismeyip, caligilan yarnigmasiz in rler i¢ L
sabitlerinin (K, sabitleri) degxsmcsl_glukozun baglanmasinin (:Aglel
haricinge gerceklestigini gostermektedir. Glukozun baglanmasi -

nziminj {lgisini azaltmaktadir.
tkcnsg?x:‘rl!? lltne';:erlen olgo'm%qu ,glike CA-I i¢in dlglrkl‘(lgt%nag:?r?gang 1Kllat
Gr0nde izah edildigi gibi ; slgGman esasl, [im:;l%% N irocnesine
SarEiukozun, alkalt gartlar altinda D edildifinden bu metodla

maktadir. CA-II enziml sal halde elde amande kullanilan
YOnun seshitlamaca u¥gundur. m-llgaklgg:t?;%!::s ve emniyetle
be

4

kil inakty drde dogrulu

k“?““mn Savon e kaybetmeden CA izoenzimlerinin
tr(3,4). fazla zaman kay 5

mﬁ%hnlgagav‘:) kﬁll;tlslfgfgoemlcrﬂc kullanlmas) mamkan olmustur.
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‘Tablo 1.Saglam ?ahls ve diabetli hasta eritrositlerinden elde edilen CA-j
izoenzimi i¢in 0i¢ farkh sabit inhibitdr konsantrasyonunda Lineweaver-Burk
grafikleri yoluyla bulunan Kj degerleri.

Inhibitdr cinsi (M) Saglam sahisicin  Diabetli sahis igin
0.6x10°6 3,6x10° 3.5x10°
Stlfanilamid 1,2x10°8 3,1x106 3,4x10°6
: 2,4x10®  3,8x106 3,5x10°6
2 3,0x10% 3,1x1072 3,5x1072
NaCH3COO 6,0x104 3,0x1072 3,4x1072
1,2x10°3 3,5x1072 3,3x102
3,0x107% 2,1x1073 2.1x1073
NaClO 4 6,0x1074 1,8x10°3 2.4x10°3
1,2x1073 1,9x1073 2,3x1073
3,0x1074 4,0x104 4,1x10°4
NaNg 6.0x1074 3,.9x104 3,8x10°4
1,2x1073 3,6x1074 4,4x10™4
3,0x104 7.0x1074 9.0x1074
NaSCN 6,0x1074 7.3x10°% 8,9x10°4
1,2x1073 7.1x10-4 9,4x10°4
0,96x10°7 1,3x10°6 1,5x10°6
NaCN 1,92x10°7 1,1x10°6 1,6x10°6
3,84x10°7 1,3x10°6 1,4x10°6

Tablo 2.Saglam sahis ve diabetli hasta eritrositlerinden elde edilen CA-II
izoenziml i¢in Lineweaver-Burk grafiklerl yoluyla bulunan Kjps ve Vimax

degerleri.

Saglam sahis Diabetli hasta
Ky (mM) ; 20,0 20,0
Vinax ( kmol/mg proteinxdak) 2,0 2,5
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giGIR ERITROSIT ~ KARBONIK  ANHIDRAZ ENzIMININ BAZI
AKTIF  KATYONLARLA INHIBISYON KiNETIGT

Hasan OZDEMIR(*), O.Irfan KUFREVIOGLU(*), Nazan DEMIR(*) ve
Nurl BAKAN(**)

(JAtatirk Oniversitest, Fen-Edebiyat Fakiltest Kimya Balima, Erzurum- Tarkiye
(*JAtatirk Oniversitest, Typ Fakiltest Biyokimya Anabilim Dal, Erzurum- Tirkiye

THE INHIBITION KEINETICS OF BOVINE ERYTHROCYTE CARBONIC
ANHYDRASE WITH SOME ACTIVE CATIONS

SUMMARY

In this study, carbonic anhydrase was purified from bovine erythrocytes by
aflinity chromatography. The inhibition effects of some cations (aI*3 | Mn*2, sr#2,
Hg'2, Ni*2 and Ca*2) were investigated. For three different inhibitor concentrations,
average of the K; values obtained were as follows:5.22x10°%, 3.26x10 -3,2.34x10°3,

320x10-3, 3.30x10-3,1.70x10-3 . The results showed that AI*® exhibits competitive and
others noncompetitive inhibitions.

OzET

Bu galhgmada siir eritrositlerinden afinite kromatografist ile saflastinlan

karbonik anhidraz enzimi 0zerine AI*3, Mn*2, 512, Hg'2, Ni*2 ve ca*2 iyonlanmn,
inhibisyon etkileri aragtinlmigtir. Ug farkh sabit inhibitér konsantrasyonu igin

bulunan ortalama K degerleri swrayla 5,22xI0 -4, 3,26x103, 2,34x10 3, 3,20xI0 "

330x0°3, 1,70x10-3 bulunmugtur. Al*® kompetitf inhibisyon gosterirken, digerlerl
nonkompetitif inhibisyona sebep olmustur.

Girig

Karbonik raz (CA) (E.C.4.2.1.1, karbonat hidroliyaz), canhlarda
karbondloksm:nhl'ix?drat(asyo(nu ve bikarbonatin dcgldralaezyﬁnlu
b ksiyonlanni katalizleyerek solunum olaymnda dnemli bir rol agaii ¢in % u
Ir metaloenzimdir. {1k olarak sigir ve insan eritrositlerinde udun?’n lu
tizimin daha sonra birgok memell dokularinda ve bitkilerde var 121

nmisti
an%“:ﬁ(zlézkg)dar hayvanlarda Q¢ farkls CA izoenzimi mevcut oldu

dil u
kesin olarak belirlenmis iz, CA-l, CA-l ve CAIIl geldindeiface L0\ o ian

ham?,z,fg,‘;“‘-“n hem molekaler yapiar, hem dclzoglozm e sitoplazmada

ok alar yapiimigtir. UG
Loy S o agifien 2s 000 e T i
erltrosmm,fé‘c lgi{?f ,;e:cnglﬁlp,%cgguttur. CA-11 izoenziml bilinen

Nzimleri iginde en yaksek aktiviteli olanidit (4).
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Insan ve hayvan banyesine degisik yollarla giren aktf katyonlarin by
kismu (Cat?2 gibi) hayati fonkslyonlan 0stlenirken, bir kismi da toksik etk

%?astcrmektcd!r. Bu calismada A3 |, Mn*2, Sr*2, Hg*2, Ni*2 ve Cat2
tyonlannin sigir CA izoenzimi 0zerindeki inhibisyon kinetigi arastinlmstyr,

DENEL BOLUM
Karbonik Anhidrazin Sigr Eritrositlerinden Saflastirilmast

Erzurum Belediyesi Mezbahasindan kesim esnasinda antikoagulant
sivi Oizerine alinan sx%xr kanindan once eritrositler aynldi ve % 0,9'luk NaCl
¢ozeltisl lle yikandiktan sonra destile suda hemoliz edildi. Hemolizat
santrifQjlenerek eritrosit zarlan uzaklagtinldi. Sepharose-4B matriksi (izerinde
hazirlanan, L-tirozinin uzanti kolu ve sulfanilamidin ligand olarak
kullanildi2: afinite jeli yardimiyla karbonik anhidraz enzimi saflagtinldi (5).
Hemolizat ve saflagtinlmis enzim ¢dzeltileri i¢in spesifik aktiviteler belirlenerek
246 kat saflagtirma yapildig: tesbit edildi. Aym zamanda SDS-poliakrilamid jel
elektroforezi uygulanarak saflagtirma sonunda tek bandin ortaya qiktigh
gozlendi (6).

Enzim Aktivitesi Tayini

CA enziminim saflastinlmas: sirasinda enzim aktivitesi, COg'nin

hidrasyonu sonucu agiga ¢ikan H* iyonundan gelen pH degisiminin brom
timol mavisi indikatéra ile belirlenip ge?en strenin dl¢iilmesi esasina
dayanan, Rickli tarafindan modifiye edilmis Wilbur-Anderson yontemi
kquamldl (7). Kinetik calismalarda CA aktivitesi ¢lgimleri, enzimin esteraz
etkisine dayanan ydntemle yapild: (8). Bu yéntemde CA enzimi substrat olarak
kullanilan p-nitrolenilasetati p-nitrofenole hidroliz etmekte ve bunun da 348
nm'de absorbsiyonu 6l¢ilmektedir. Tayin islemlerinde su yol takip edildl.

Kuvartz kiwvetlere 0,1 ml enzim ¢dzeltisi (3,1x10%mol ) ,1,4 ml 0,05M Tris-SQ
pH=7.4 ve 1,5 ml substrat (+inhibitér) konulmasindan 3 dakika sonra

259C'da 348 nm'de kore kars: absorbans okundu. Aktivite slgomunde
kullanilan ana substrat ¢ézeltisi sdyle hazirlandi: 27,2 mg p-nitrofenil asetet
1 ml aseton iginde ¢dztinhp hizlica Kanistinilan 49 ml destile suya yavag yavag
flave edildi (3mM).

Kinetik Olciimler

Inhibitér ¢alismalan igin akUf katyon tuzlarn olarak AICI 3, MnClg.4H20:
SrCly.6HoO, HEClh NiCly .6Ho0 ve CaCly.6HoO segildi. Inhibitérld ve

inhibitdrsnz ortamlarda bes farkli substrat konsantrasyonunda aktiviteler
belirlendl. Bu amagla bes farkl tape sirayla 0.5 ml, 0,6 ml, 0,8 ml, 1,0 ml v

1,2 ml ana substrat ¢ozeltisinden konarak toplam hacim sal su veya inhibitor -

¢ozeltileri ile 1,5 ml'ye tamamlandi. lece alinan substrat konsantrasyonl:‘ﬂ M
reaksiyon ortaminda (toplam 3 ml) 0,5 mM, 0,6 mM, 0,8 mM, InM ve 1'2da
oldu.ggtnn inhibitorler icin 3 farkli sabit inhibitdr konsan'.rasxjc:nunclcr
secilen bu beg substrat konsan nlannda aktiviteler belirlendl. tlvllt ek
pmol / dak cinsinden ifade edildi (8). Lineweaver-Burk grafikleri cizile
inhibisyon tipleri vee K; sabilleri belirlendi.
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GONUGLAR VE TARTISMA

secilen 6 aktif katyonun sigir karbonik
inhibisyon etkisi ile ilgili bulunan K { sabitleri T'leoaﬂgﬁﬁu&gﬁ'f" e
' 3
Tablo 1'den goradldoga gibl AI'™ iyonu kompetitif inhib
diger aktif ka%yonlara gore daha doguk K sabltl, yani daha %ﬁ‘;ksﬁxhr}&g;‘ég

gostermektedir. Mrit2 , Hg"2, N*2 birbirine yakin K; sabitlerine sahip olup,

gr+2 ve Ca*2'den daha disak inhibisyon gostermiglerdir. Ca*2'nin inhibisyon

aca Srt2'den daha fazladir. Bu 5 aktif katyon nonkompetitif inhibis

gdstcrmcktedlr . Bu tip nisbeten agir katyonlar?n. enzlmlednpakufbcﬁgelcdynodr;
erekll olan sisteinlerin tiyol gruplarnina baglandiklan ve nonkompetitif
nhibisyona sebep olduklan literatarde belirtiimektedir. Bu enzim de bu

duruma uygunluk dstermektedir. Al +3 ¢alisilan iyonlardan farklilik
arzederek kompetitif inhibisyon gosterdigi gomlmektegl“r. Aﬁ" bir katyon
olmamasi dolayisiyla sisteinlere baglanmamakta ve aktif bolgeye
tutunmaktadir. Literatarde karbonik anhidraz enzimi (zerinde bu iyonlarin
inhibisyon etki mekanizmasi ile {lgill herhangi bir ¢alismaya rastlaniimamsgtir.

sadece Al*3 , Mn+2, Hg*2, Ni*2 ve Ca*2 iyonlan igin nisbi inhibisyonlan
belirtilmektedir (9). :

Tablo 1Si2ir eritrosit karbonik anhidraz enziml Gzerinde inhibitor etkisl
gosteren 6 farkl aktif katyon igin elde edilen K sabitleri.

tor i [r1(m Ki_(M]____ Inhibisyon tard
3,0x1074 5,55x10"4
Alcl 3 6,0x10"4 5.00x104  Kompetitif
9,0x1074 5,11x104
0,6x1073 3,30x1073
MnCly. 4 HyO 1.2x1073 3.39x10-3 Nonkompetitif
1.8x10-3 3,10x1073
0,6x10"3 2,57x1073
SrCh .6Hy0 1,2x10°3 2.26x10-3  Nonkompetitif
1,8x103 2,18x1073
0,6x1073 3,15x103
HgCly 1,.2x10°3 3.33x0°3  Nonkompetitif
1,8x1073 3,39x1073
3
0,6x1073 3,00x10
NiCly.6Ho0 1,2x10°3 3.31xi0-3 Nonkompetitif
1,8x1072 3,60x1073
o 3 1.66x10°3
0,6x10" .
CaCly.6H,0 1.2x10°3 1.71x10°3  Nonkompetitif
1,8x10-3 1,73x10°3
\ \ /
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CANDIDAL LiPAZ iLE TRIOLEIN HIDROLiZINE
$ZELLIKLERININ ETKist ARAYUZEY

H. ibrahim EKIZ ve Arif CAGLAR

Frat Universitesi, Kimya Mihendisligt Bslimit, 23279 Elazg-Turkey

THE INFLUENCE OF THE INTERFACIAL BEHAVIOR ON THE HYDROLYSIS OF
TRIOLEIN BY A CANDIDAL LIPASE

SUMMARY

In the hydolysis of triolein by the lipase of Candida cylindracea, attempts have
been made to study the variation of the initial rates of hydrolysis with the amaout of
enzyme adsorbed at the lipid /water interface.

Experiments have been conducted in a continsously stirred batch reactor
containing triolein the form at emulsion droplets. With reference to the results of
adsorption measurement, it was confirmed that the rate of surface reaction is directly
propartional with the amount of enzyme adsorbed on emulsion droplets of triolein.

O0zeT

Candida cylindracea lipazi ile trioleinin hidroliz tepkimesinde lipid/su
arayilizeyinde adsorbe olan enzim miktan {le baslangic hidroliz hizlanmin degisimi
aragtinldi. Deneyler, trioleinin emulsiyon tanecikleri geklinde bulundugu strekli
kangtirmali kesikli bir tepkime kabinda yaritdlmagtar. Adsorpsiyon Slgiim
sonuglan ylizey tepkime hizimn trioleinin emulsiyon damlaciklanndaki adsorbe
olan enzim miktan ile direkt olarak orantii oldugunu gostermektedir.

Giris

hidroliz eden enzimler olarak
1 ozelligi hidroliz tepkimesini
nlikle ynmtoleblunesldlr. Sulu
r lipazlar tarafindan yQOksek

Lipazlar gliserin esterlerini
tanimlanirlar. Lipazlarin en onem
hidrofobik arayuzeylerde yoksek etkl

ortamda g¢ézOnmeyen SiVi trigliseridle
oranlarda hidrolizlenirlerse de, kati ve sulu ortamda g¢ozinebilen s

trigliseridler daha dasik oranlarda hidroliz edllebuirller (1);1?:1::;:::::
s trigliseridlerden trioleinin Cand(da cylindraced APE '
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(triolein/su) araytzeyine tutunan enzim miktarmin hidroliz hizina etkis|
arastinlmistir.

DENEL BOLUM

Deneysel Calisma

Deneyler pH, sicaklik ve kangtirma hizimin denetlenebildigi strekli
kanstirmah 350 ml kapasiteli kesikli bir tepkime kabinda 35 C sicaklikta,
pH=6'da ve 600 dev/dk. kanstirma hizinda yapildi. Deneylerde. 0.01 M fosfat
tamponunda hazirlanan Candida cylindracea lipazi kullanildi. Batan
deneylerde ortama 0.137 M NaCl, 3.75x10° M CaCl, 2.5x102 M NaAc,
calisilan derisimde triolein ve enzim gozellisi eklendi.

Adsorpsiyon Olgiimii

Yag/su emulsiyonunda dinamik kosullar altinda yani kangtirma devam
ederken, tepkime kabi igine daldirilan bir filtreleme dozenegl ile su
evresinden ornek alinarak, serbest enzim miktar ve dolayh olarakta ytize
tutunan enzim miktan belirlendi (2 ve 3). Bu amagla kullanilan filtreleme
dozenegi, tepkime sarerken tepkime kabina daldinlarak drnekler alindi.
Alinan 8rneklerin hacmi, her deneme igin sabit olup (30 ml.), igerdikleri
enzim miktarin1 saptamak amaciyla ikinci bir tepkime kabina aktarildi ve
Qzerine hacimce %2 tribatirin eklenerek hidroliz hizi saptandi. Daha
énceden hazirlanan tepkime hizina kars: enzim derigimi grafiklerl
yardimi ile drneklerdeki enzim derigimi saptandi. Araytzeydeki enzim
miktar, enzim derisiminden su evresindeki enzim derigimi cikanlarak
hesaplandi. Ttim kalibrasyon grafiklerl ve ornek alma islemleri, stire ve

yontem agisindan standartur.

SONUCLAR ve TARTISMA

Bu calismada, arayfizeyin hidroliz tepkimesindeki etkisinl deneysel
olarak ortaya koymak amaciyla (triolein/su) emalsiyonunda arayQzeye
tutunan enzim miktar: ve hidroliz tepkimesinin hiz1 saptandi.Sabit enzim
derisiminde (12.5 mg/l, protein olarak), baslangi¢ tepkime hizi ve araynzeye
tutunan enzim miktarinin triolein derigiml ile degigiml Sekil-1'de
goralmektedir. Tepkime hizi %0-1.0 triolein derisimi aralifinda artmakia
bu derisim asildiktan sonra azalmaktadir. ArayQzeye tutunan enzim
miktar ise sabit kalmaktadir. ArayQzeye lutunan enzimin olusturdugt
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{epkime hiz1 (=ydzey hizy) lle toplam lepkime iz arasinda dog@rusal bir
lligk! oldugu ‘saplanmisticiSek:2). Toplam (riolein derigim| sabit
tutuldugunda (%1 v/v), aym iliskl farkhi enzim derisimlerinde de
gcrmmcklcdlr ($ekil-3). Araytzeyde enzim derisiminin artis: ile bir enzim
molekala tarafindan birlm zamanda dongstorolen tepkiyen molekala
sayist (=enzim etkinlig) yaklagik sabit kalmaktadir.
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Sekil-1.Triolein hidrolizinde baslangi¢ tepkime hizt ve arayizeye
utunan enzim miktarrun triolein derisinmd tle degisimt
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Sekil-2.Triolein hidrolizinde baslang'¢ tepkime hzmin yazey huz de
degisimt
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jMMOBILIZE LIPAZLARLA ESTERIFIKASYON REAKSIYONLARI

Ayten SAGIROGLU *, Azm{ TELEFONCU **

« Trakya Universitest Fen-Edeblyat Faldltest Kimya Bdliimii Biyokimya Anabilim
S e i ya A Dalt

» Ege Oniversitest Fen Fakiltest Kimya B3liimi Prof.Dr. Bornova- IZMIR

ESTERIFICATION REACTIONS WITH IMMOBILIZED LIPASES

SUMMARY

Immobilization of Lipases from two different sources was carried out by covalent
bonding with agarose activated with CNBr. The product was trapped in a polimeric gel
matrix with adsorption to celite and macroporose Amberiit IRA-938 resin.

It was confirmed that immobilize lipases preparated by using the Amberlite IRA 938
are most suitable biocatalysts of esterification reactions. In this reactions {zovaleric acid with
racemic and nonracemic pentanol izomerises were used as reactants. By immobilize lipases
stereospecific esters were synthesized and thus resolution of rocemic alcohols was achieved,
and also nonracemic alcohols was obtained esterification.

OZET;

iki esit lipaz enzimi; CNBr ile aktive edilmis agaroza kovalent baglanarak, akril
amid ve Bis'ten haarlanan polimer matrikse wutuklanarak Celite ve Amberlit IRA 938
reginesine adsorbsiyon ydntemiyle immobilize edildiler,

Bunlardan esterifikasyon reaksiyonlan igin en uygun olam Amberlit IRA 938 pordz
reginesine fmmobilize edilen lipaz preparatlan oldu. Reaksiyonlar izovalerik asit flc rascmik
ve rasemik olmayan bes cesit pentanol tzomerleri arasinda gergeklestirildi Hazdanan
immobilize lipazlann biyokatalizatsr olarak kullamldi® bu reaksiyonlarda stereospesifik
esterler sentezlendi ve rasemik alkoller resolusyona ugrarken rasemik olmayan alkollerde de
csterlegme gozlendi.

GIRis

Esterifikasyon; karboksilll asitle bir alkol veya tarevierinin reaktant olarak

kullandygy ozel ve oneml esterlerin ve alkollerin sen(ezenciél bir prosestr (1-5)
EQnomazde diger organik sentererde oklugu g eater R g
da enzimler baz onemli avantajlan nedenlyle _ sikilda, ¢ fiteleri

810,11,12). Ogellikle esteraz Ve lipa °"""“l°’mmld;pﬁl i3 pah::h
selektivitelerinden yara.rlanarak diger kimyasal yomcmkde > wta(hr (6.9)
olan ticari sneme sahip Qrinlerin elde edilmesl amaciyla i

Serbest enzimlerin  yumugak Kogullar gerektirmesh hissas Hepcoiietre
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selektiviteler! yaninda, katalizledigl reakstyonun hizim 10'? kat artbrilabilmes
cazip avantajlandir. Ancak uygulamada sudaki ¢dzintrlikleri nedeniyle reak-
slyon ortamundan aynlma gag¢laga ve denatirasyon sorunlan ortaya ¢ikar. Bunun
icin serbest enzimler yerine inert desteklere immobilize edilmis enzimlerin kata-
lizatdr olarak kullanim tercih edilmektedir, x

Genellikle ¢ift fazli ortamda yapilan ¢aligmalardan birinde polietilen glikole
(PEG) immobilize edilmis Pseudomonas Fragl lipaz ile terpen alkollerinin esterleri
sentezlenirken, asitlerde karbon sayisiun artigi verimi arttrmaktadur (7). ik esit
lipaz katalizatsrlogande () sulcatol'un esterifikasyon yoluyla resolusyonunu da
Thomas ve aras tirma gurubu gergekles tirmis tir(13) .

Lipazlar gliserin esterlerini hitrolizleyen enzimler olarak tamnurlar. En
snemli &zellikleri hidroliz tepkimelerini hidrofobik ara dizeylerde yOksek etkinlikle
yaratebilmesidir. Bunu ilk kez Willstatter ve caigma gurubunca belirlenmis tir
(14). Yapilan arastirmalar sonunda lipazlann su icerigi dasik organik ortarnlarda
hidrolizin tersinl yani esterlesmeyl gerceklestirdigi tespit edilmigtir, Reaksiyon
ortami enzimin cinsine gore degigen, das ik su icerikli organik ¢dz(icden olugan
clft fazh sistem olup, su enzimi koruyan, reakstyonu kolaylagtiran faktdrddr. Su
iceriginin artmas: reaksiyonun hidroliz lehine azalmasi, esterifikasyonun lehin
olur(10,15). Ancak ozelllkle esteras aktivitesinin maksimum degerine organik
ortamun su igeriginin 8nceden optimizasyonu ile ulagilabilecegl unutmamahdir.

Sentetik pyrethroidler insektisit olarak kullaniimakta olup, asil insektisit
aktiviteyi enantiomerlerden biri gdsterir. Bir Japon arastirma gurubu enzimatik
hidrolizle aktif enantiomeri ayirmay: bagarmus ti{16).

Degisik aragtuma  guruplan tarafindan  immobilize  lipazlar
transesterifikasyon(3,6), interesterifikasyon(17,18), " esterifikasyon ve hidroliz
reaksiyonlannda baganyla kullanilmisg lardir(9, 19).

. BlzqahsmamxzdaDmnuZpanlumnkupanvcgandmmnnmmaupamu.
“Amberlit IRA 938 reginesine immobilize ederek izovalerik asitle bes ¢egit pentanol

fzomeri arasindaki esterifikasyon reaksiyonlannda katalizator olarak kullandik.
Rasemik alkollerden optikge aktif ester ve alkollerin sentezlendigini belirledik.
Diger alkollerden de daha diig ik oranda esterler sentezlendi.

DENEYSEL BOLUM:

MATERYAL

Jzomer pentanolier, tzovalerik asit. lipazlar agaroz, gum arabik, sodyurm
deoksikolat, CNBr, Sigma Chem. Codan; silikajel 60 HF, Folin belirteck Akril
amid, Bis, Tween 85, {zo oktan. Merk 'ten; Amberlite IRA 938 AG. Rohmand

Haes'ten temin edildl.

Jena polarimetresi, Abbe refraktometresi, Quick fit mini destilasyon takl-
pmu, pH—stat, Shimatzu IR-400 spektofotometes{ analizler icin kullanilan aletlerdir:
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YONTEM

Candida Cylindracea lipaz (CCL) ve domuz
pankreatik lipazn (PPL) dort
ayn destege swrasiyla kovalest baglanarak, tutuklanarak. ve adsorbsl]);onla

jmmobilize edildiler. Her birinin protein igerigl, hidrolaz teraz aktivi
' pelirlendi. Sonuglar tablo 1.1'de gtbrl’.).lmcktedlr.gl - =2

Preperatlann protein icerigi Lowry yontemi fle, hidrolaz aktivitest,
zeytinya@l substratina karg: pH-statta 0.01 N NaOH sarfiyatindan hesaplandi.
Esteraz aktivitesi fosfat tamponuyla (0.1 M pH: 7.4) doygun izovalerik asit ve
n-butanolun (v/v) 3:2 oranindaki kansimina hazrlanan immobllize enzimler

eklenerek 37°C de 16 saat calkalandi. Reaksiyon kansimunin gaz kromatografik
analiz sonuglarindan hesaplandi.

Tablo 1.1 Immobilize Lipazlann kaxaktcrizasy;)nu

Protein icerigl | Hidrolaz Ak. Esteraz Ak.
Tasiyici Lipaz
% mg/g (enz-tag) |37°C pH:9 U/mg U/mg
CNBrK agaroz | PPL 224.4 2.4x10* 0.0
Alrilamid ccL 57.9 0.384 _a
BSPolemini
Celit CCL 19.6 0.52 )
Amberlit PPL 473 3.08 0.045
[RA 938 :
) CcCL 330 049 0.052

a) Polimerin jellegmesinden dolay: slctlemedi.
b) Celiten enzimin kags: fazlahigindan dlctilemedi.

Esterifikasyon reaksiyonlan 0.1M pH:74 ‘lak fosfat tamponuyla
doyurulmus izooktan iginde tzovalerik asit ve 2-pentanol, 2-metil-1- butanol.
S-metil-2-butanol, 3-pentanol, neopentil alkol fomerlerl arasinda hazrlanan

immobilize enzimler ketalizatorlogande 35-37°C, atmosferik basingta 82 saat

talkalanarak gergekles tirildi. Enzimler vakumlu filtrasyonla aynld. Artan
tzovalerik asit der. NaOH ile tuz yapilarak celiidl. Kalan reaksiyon kangunlari

frakstyonlu destilasyonla aynid:.

refraktometres: 0. Kaynama noktalan destilasyo .
Ortinlerin dige?lmi. mOeyneabalm kromatografist (TLC) fle Silikajel 60 P;l:
adsorbary, petrol eteri; dietileter; G.asetik asit (3:2:1 damla) ¢dz0cQ ﬁm ve
3310k derigtk HaSOete KMnO sozelisl belirtect kullaniarc Y28 m‘"ﬁ‘“d
Spekrofotometrestyle (IR- 400 Skimatzu) {le de Qrin analizieri gergekles tirlidl.

Sonuglar Tablo 1.2'de gosterilmistr: =



Tablo 1.2 Immobilize Lipazlarla bifazik ortamda esterifikasyon

Reaksiyon |Imm. Enzim Alkol Reaktif olmayan alkol izomeri Yeni Esterler

K.n°C | Oron | samk &Mo Kn°C | Oron | samk &wo

(mmHg | g % |(cioeter)| mmH| g % |(cioeten
A ccL: B 118 | 032 95 -12.5 170 2.2 65 +13
B, PPL 119 1.4 85 -12.3 172 1.5 80 +13.2
Az cCL )2 -Metll -1- 129 1.8 60 -3.5 165 1.9 90 +3.9
Bz PPL butanol 130 1.4 73. -3.6 165 1.5 85 +3.8
Aa ccL ) 3-Metil -2- 112 1.3 75 4.8 168 2.8 85 +5
B3 PPL butanol 111 1.6 70 -4.0 167 2.8 70 4.6
By PPL = = = — 173 1.2 90 —
Bs PPL = = = = 159 0.7 73 o

Reaksiyonlar; 10 ml izooktana 4ml izovalerik asit ve her alkolden 3ml, neopentil alkolden 2 g ve her birinden 150 mg
enzim eklenerek metinde belirtilen gartlarda gercekles tirildi.
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TARTISMA VE SONUGLAR

Lipazlann dort ayn destege g tk immoblilizasyonlan
sonunda elde edilen preparatlardan Tablo l(.j;s: go:%?:tt:g[:legxbl Amberlit IRA 938
immobllize edilen lipazlann her tkiside hidrolaz hemde esteraz aktiviteleri
palamundan, hidroliz, esterifikasyon, transesterifikasyon, interesterifikasyon
reaksiyonlarinda biyokatalizatdr olarak bagartyla kullamlabilecegi belirlendi. Celite
immobilize lipazda hem protein icerigl hemde hidrolaz aktivitesi yeterli bulundugu
halde enzim tasiyici zayf adsorbsiyon bagy nedentyle reaksiyon ortamina
tagyicidan enzim kagisi yﬁksek bulundugundan kullarulmadt. :

Esterifikasyon reaksiyonlannda immobllize CCL ve PPL'In her ikisi de
tatminkar katalitik aktivite gosterdiler. lzomer pentanollerde esterlegme oram
balkimindan énemli bir fark gézlenmedi. Neopentil alkol'de her iki lipaz varbginda
esterlesme en dogik oranda bulundu. Bu sonuglar lteratir degereriyle

uyumludur(4).

Sonug olarak goralda ki immobilize CCL ve PPL enzimlerinde dagak sulu
organik ortamda esterifikasyon reaksiyonlannda bagariyla biyokatalizator olarak
kullanulabilirler. Eger optikce aktif alkoller kullaniliyorsa bunlann en antimerlerine
spesifik olarak etkileylp resolusyona ugratr, enantiomer alkol ve stereospesifik
ester sentezi gercekles tirilebilir. Bdylece gelecekte pahali ve yetersiz kiral madde
sikintisina alternatif bir care oldugu gibi g¢ogu ekonomik olmayan organik
sentezlerin, daha kolay kos ullarda dig 0k maliyetie yapilmasi mamkandar.
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KUSBURNU  MEYVASINDAN  iZOLE EDILEN POLIFENOL OKSiDAZ
gNZIMININ SUBSTRAT SPESIFIiTE

Halis SAKIROGLU (*), O.Irfan KUFREVIOGLU(*) ve Minir OKTAY (**)

(9 Atatirk Oniversitest, Fen-Edebiyat Faokiltest ,Kimya Balimil Erzurum-Tirkiye
(9 Atatirk Universitesl, Kazim 'Karabekir Egitim Fakdltest imd
palamiL Kimya Anabilim Daly, Erzurum-mrk(yfg a e i

SUBSTRATE SPECIFITY OF POLYPHENOL OXIDASE ISOLATED FROM DOG-ROSE
SUMMARY

This study was done to define substrates for polyphenol oxidase (PFO) which is
isolated from dog-rose. For this reason, optimum pH and optimum temperature
conditions were determined to define Ky and Vo0 values for 8 various

substrates.Activity measures were done in 5 different substrates concentrations in
optimum conditions. Ky values were found for catechol, 4-methyl catechol, L-dopa,
dopamine, gallic acid, pyrogallol, L-tyrosine, and p-cresol 7.41x1073 M, 8,64x1073 M,
6,06x0-4 M, 2,82x10-3 M, 2,64x10°3 M, 2,79x103 M, 8,27x104 M ve 8,63x10°° M
respectively; and V., values for substrates above 41,66, 431,96, 45,45, 42,48, 111,11,
111,73, 142,85 and 40,00 AO.D. /mixmin, respectively.

OzeT

tzole edilen polifenol oksidaz enziminin
subsugnmgm?ﬂ?cﬁ‘:;ttz‘;mxgﬂanu amacla, %oayn substrat i¢in Ky ve
Vinax degerlerini belirlemek Gizere optimum pH ve optimum sicaklik sartlan tesbit edildi.
Optimum gartlarda 5 farkh substrat konsantrasyonunda aktivite dlgOmler yapildi. Kpg
degerleri katekol, 4-metil katekol, L-dopa , dopamin, gallik asit, pimgalkﬂ. lrtiroz_lg ve
p-kresol fgin sirasiyla 7,41x1073 M, 8,64x10°3 M, 6,06x10°% M, 2,82xI0° M, 2,64x1073 M,
2,76x10°3 M, 8,27x10°% M ve 8,63x10 "5 MiV y degerlerd Ise aymt sartlar igin 41,66,
431,96, 45.45, 42,48, 111,11, 111,73, 142,85 ve 40.00 A0.D. /ml.dak olarak bulundu.

GiRris

Kugb Rosa dumalis), Ta
B°‘8”1nfleubr3um$fay$;e(uqlr. Bu tarin m n1, diger tarlere goFS ugmaa
i?:ﬁ’e t}aha bayaktar. Bu y‘t(!zg;{:,’t“,ﬁ’,"a 33 (fe'nrgfetl‘:;l‘c‘l‘aazm enzlgt? 3 PFO)

anilir; : :
(E.C.l_lll(r,:af‘la)f %og‘f ,%?yr:a]arda oldugu gibl, kugburnt meyvasinda da
“nzimalk kararmaya sebcp OmAKAGE olifenolik maddelerden
ot Het::: meyva ve sebze tOr&é\l(elg‘ 2:2 Jggrf::fggcgmmgl e '@nﬂ o
ter sine
80sterir (lliirl l yﬁﬁ%ﬂﬂiﬁzﬁler birgok gesit fenolik madde fhtivaetme
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kargihk bunlann sadece bir bslama PFO substrati olarak is gorirler. De isik
kaynakli PFO'lar farkh fenolik substratlarla degisik aktivite gdsteririer
;dmidai?ultm?rrli PFéO'la:in;den kosnc;._m!ll t]abu s(lébstr)allanmn atekinler,
asit eslerleri , 3,4-dihidroksi fenilalanin (dopa) ve L-tirozin ol

belirtilmistir (2). £ > fitgn

PFO'In substrat sﬁcsmldlgl elmalarda , armutlarda , Gzamlerde ,
geftalilerde, muzlarda, hurmalarda, mangolarda, kiwi meyvalaninda ve
patateslerde arastinlmistir (1, 3,4,5.6) :

Bu calismada, ilk defa tarafimizdan kusburnu meyvasinda mevecut
oldugu belirlenen PFO enzimi izole edilerek substrat spesifikligi incelendi.

DENEL BOLUM
Enzim Ekstraksiyonu

Kusburnu m an Atatark Oniversitesi kampiisiinde yetiskin haldeki
bitkilerden Eylal ve Ekim aylarinda toplanildi ve incelemelerde kullanihncaya

kadar 4°C'de depo edildi.
20 g kusburmu meyvas: 100 ml % 0,5 polietilenglikol ve 10 mMaskorbik
asit thtiva eden 0,5 M Josfat tamponu (pH=7,3) icinde homojenize edildl

Homojenat stizme isleminden sonra 48.000 xg 'de 5°C'de 1 saat shreyle
so?utmah santrifijle santriftj edildi. Elde edi ?'en sQipernatant amonyum
stilfatla % 80 doygunluga gefirilerek ayni sartlarda tekrar santrifitj edildi.
kelek 5 mM fosfat tamponunda (pH=6,3) ¢dzalerek a{m tampona karsi 3-4
efa degistirilmek suretiyle 24 saaF sareyle diyaliz edildi. Bu ekstrakt enzim
kaynag) olarak kullamldi.

Polifenol Oksidaz Aktivitesi Olgiimii; Kpy ve Vinax Degerlerinin
Tesbiti

Substrat spesifikliklerinin belirlenmesl i¢in yapilan PFO aktivite
slgimlerinde, spektrofotometrik metod kullanildi ve absorbans élgamleri 420

* nm dalga boyunda gerceklestirildi (7). Aktivite slcimu icin 0,1 ml enzim, 2,9

ml tampon+substrat ¢ézeltisine (0,2M fosfat tamponu pH 5-7 araliginda;
0.2M is tamponu pH 7-8,5 aralifinda; 2,5-10 mM  substrat
konsantrasyonlaninda) ilave edlldi. 30 saniyelik zaman arahklarinda
absorbans artisi kaydedildi. Aktivite birimi , I dakikada 0.001 absorbans
artisina sebep olan enzim miktan olarak tarif edildi.

PFO'nun 8 farkh substrati I¢in optimum pH ve sicaklik belirlenerek bu

arda en az 5 farkli substrat konsantrasyonu l?ln aktiviteler bulundu.

eweaver-Burk grafikleri yoluyla Ky ve Vo, degerleri hesaplandi.

SONUCLAR VE TARTISMA

Kusburmnu PFO enziminin 8 farkli substrati i¢in optimum pH, sicaklik,
K Ve Vinax degerlerd Tablo 1'de gosterilmigtir.

Sonuclar incelendiginde bu c¢alismada kullanilan kugburnu
meyvasindan_izole edilen polifenol oksidazin, dagok sicak 1klarda
monohidroksifenollere %c‘ire dihidroksifenoller tizerinde daha etkili olduklan
anlasilmaktadir. Mono
etkilidir. Literatdrde monohidroksifenoller igin enzimin dasik sicakliklarda
fazla etkill olmadigi belirtilmistir. Ancak yoksek sicakliklarda caligma
yapilmamistir. Calismamizda kullandifimiz su stratlardandihidroksifenollerin
optimum pH'larinin 8'in Gstiinde, monohidroksifenollerin ise 7'nin alundi
olduklari tesbit edilmistir. Vamos-Vigyazo derleme makalesinde birgo
meyvalarda PFO'nun en aktif oldugu pH kesrinin 4-7,3 arasinda oldugu,
galmz yabani havuc kékande L-dopa substralina karsi 8,6 olduguﬂur

elirtmistir (2). K\exj urnudan izole ettigimiz PFO i¢in buldugumuz decgc
farklilik arzetmekledir. Kusburnu PFO enziminin ¢alisilan substratlar iginde
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dihidroksifenollerden L-dopa'ya , monohidroksifenoll - '
digerlerine gore daha bt ?( oﬁu u gOrolmeklcdlr.%:{?ni?npugﬁr?}i: lelg‘i‘{“ki‘lll
oldugu substrat 4-metil katekol oldugu anlagilmistir.

m&:a}{ Ks%?ﬁxtggru polifenol oksidaz enziminin substrat spesifitesi ile 11gili

Substrat Optimum Optimum Ky Vs

PH sicakhik®Cj ™) (A 0.D./ mixdak)
“Katekol 8.5 25 7,41x10°3 41,66
4-Metil katekol 8,5 20 8,64x10 ~3 431,96
L-Dopa 8,0 45 6,06x1074 45,45
Dopamin 8,5 45 2,82x1073 42,48
Gallik asit 8.8 35 2,64x1073 111,11
Pirogallol 7.0 15 2,79x1073 111.73
L-Tirozin 7.0 65 827xl0 4 142,85
p-Kresol 5,0 60 8,63x10°° 40,00
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gUCRE YAPISTIRICI PROTEINLER COLLAG : s
GOZENEELI PHEMA PARTIEULLERE m:;‘ e ’%l;‘%nrrmm

Adil DENIZL! ve Erhan PISKIN

Hacettepe Untersitest. Kimya Mihendisligt Balimil, Beytepe, Ankara

cw.mmvnmorm(s COLLAGEN AND FIBRONECTIN
PHEMA BEADS IMMORBILIZATION ONTO POROUS

SUMMARY

In the present study, cell adhesive proteins, namely collagen and fibronectin adsorpth to
PHEMA hydrogels was investigated. Hydrophilic PHE pultﬁ:m about 250 pm In dlargcotg'o:u‘

d a phase Inversion polymerization technigue. In order to lymeric
m:abummlmusedupo‘:eoly:nmenm %EMR:: =) wugoroul lbythe

porous fcrocarriers
cyanofen bromide (CNBr) activation method at alkaline pH (11.5). After the activation step, cell
adhesive proteins, collagen and fibronectin molecules were immobilized to the surface of these
active beads. Immobilization studles were carried out In a batch reactor. Protein Immobilization
was measured by the spectrophotometrically.

tzET

Bu 1gmada, hiicre yapigina %otelnlcr collagen ve fibronektinin PHEMA partkallere
Immobil nu incelenmigtir. Hidroflilk PHEMA partikaller (250 pm ¢apinda) faz dondsdm
\imerizasyonu ile hazirlanmigtr. Gozenekli bir polimerik yl?lya ulagabllmek am la
Qtanol, polimerizasyonda glzenek olusturucu ofarak kullaniimigtir. Gozenekll PH
gnlkoller slyanojen bromar (CNBr) fle bazik pH'da (11.5) aktive edilmigtir. Aktivasyon
leminden sonra, kestkli sistemde collagen ve fibronektin immobilizasyonu incelenmigtir.

Girig

Polimerik biyomateryaller, kalp, yapay damar, kontrollu {la¢ dagitm sistemlerd,
enzim ve hucr:-,y mmobmusyoy:\‘:.a %uomaya sistemlerde tagiyict matriks, gibi tibbl
implant ve cthazlarda yaygin olarak Kkullanulmaktadir (1,2]. Polimerik biyomateryaller,
endistriyel dlgekteki protein/enzim altakin ayirma ¥e saflagtirma sistemlerinde de hacre
tasiyici veya enzim destek maddeleri olarak onemli bir kullanin potansiyaline sahiptir
[3-6]. Biyomateryaller arasinda en ygin kullanilan alt bolim polimerik
biyomateryallerdir. Polimerik bnyomatqyui:n cok depigik bllegim ve o:ekuu;um knrmuamk
geometrik gekil ve yapilarda haznrlamak ve biyolojik sistemlere uygulam lMm ‘ lnknm:l k;e ]
Hidrofilik polimerik biyomateryalier arasinda biyolojik uyusabiiirigin ] )&
olmas), toksik ve antijenik szellikler tagimamasl nedentyle pHEMAhOze u:
tutmaltades 17,81 pHEMA ik olarak 1936 yilinda DUpont arasurmscilany Garafod
fcstiimi ve biyplojii amach i1k kullanim: ise 19601 pﬂard:‘d‘:.vlchtcomven m tarafindan
Polintias, i g 8 oo ""&,‘L‘L"k‘ﬁmm.mﬁ?r {101 eén:yonojytﬁ armalirda
e nu tem )

Pelimertzasyonu yontemler Y2Y8%, 057 pptan itendginden, bU YO0 G
polimerizasyon teknikleri 0zerindeki galigmalar yogunlasmistir, 00 ¥V i nem
avantajlan nedentyle "faz dmgsﬁ:l m:nwdegts?ky;sg 194 M‘“n“‘mdam"m"“e i sahip
e A e ve Muller [11.12] tarafindan gelistirilen"faz

artikaller
e el k‘&l et ilan aragtimalarda grubu-muzca
PHEMA mikrotagiyicilar son zamanlarda yap hepatoeit) a

ckstrakorporal yapay karaciger destek sistemlerinde hacre tagyct triks
;‘?{:;(mkuuamlmamdnr (18l B‘i::;fe‘:lsuklerml geligtirmek amaciyla, hocre

ke ve non-
psyiciann hicrs JP e Mbroneieia LB EHERS matriksin spesifik
spesifik etkilestmleri incelenmigtir.



DENEL BOLUM
PHEMA PARTIEULLERIN HAZIRLANMASI

PHEMA partikoller, 2-hidroksletilmetakrilat (HEMA] monomerinin etilenglikol-
dimetakrilat (EGDMA) ile capraz baglanma reaksiyonu sonucu hazirlanmistir. By
calismada Peppas ve Muller tarafindan gelistirilen Kiremitgl tarafindan modiftye edilen
[17] "faz dondsim polimerizasyonu® kullamlmigtir. PHEMA partikllerin hazirlanmasinda
asafidakl ydntem izlenmisti: Monomer dagitma ortami olarak kullanilan MgO cozeltisi
hazirlanmig ve polimerizasyon reaktdrinde 70°C'da 500 devir/dakika (rpm) hizda 1 saat
kanstinlmigtir. Baglaticinin (AIBN), monomer iginde ¢dz0lmesl ve capraz baglayic
EGDMA eldenmesliv;e hazirlanan kansmm uygun oranda bitanol fle kanstinlip ortama
polimerizasyon baglatilmig ve kanstirma hiz 400 rpm'e digiriimastar. Polimerizasyon 3
saat 70°C'da sonraki 1 saat 90°C'da devam ettirilmigtir. Bu sire sonunda polimerizasyon
tamamlanmis ve ortam 1 saat siireyle kanstinlarak sogutulmustur. Polimerik partikiller
2 N'lik HCI {le safsizhiklar polimerik yapidan uzaklagtinlmigtir, Polimerizasyon kosullan
Cizelge 1'de verilmistir. :

Cizelge 1. Faz Dondsiim Polimerizasyon Kogullan.

Bilesen PHEMA
ECHTEMA (o)) ooee o@oacRd L+ A —— .
EGDMA (ml) 5
n-Bitanol (m]) 5
Su (ml) 450
AIBN (mg) 50
MgO @ 5.0
Sicaklik (°C) 20
Kanstirma Hizi (rpm) 150

- ———— T - -

PHEMA PARTIEULLERIN CNBr AETIVASYONU

Calismann {lk bolamande PHEMA partikillerin yizeyindek! hidrokstl gruplan CNBr
ile aktive edilerek yOzeyde proteinlerin baglanabfleceg! aktif bolgeler yaratilmistir.
Aktivasyonda izlenen ydntem sdyledir: PHEMA mikrotagiyicilar 500 ml su ve 1000 ml 0.1
M NaHCOg lle yrxkanr ve polimerik partikallerin denge sisme degerine ulagmas: igin 1
saat suda bekletilir, Aktivasyon reaktSriine CNBr ¢ozeltis (10 mg CNBr/ml) eklenir ve 2 M
NaOH ile pH 11.5% ayarlanir ve 10 dakika bu degerde sabit tutulur. Polimerik partikaller
ortama eklenerek aktivasyon baglatilir. Kanstima islemi ise manyetik olarak
gerpeklestirilir. Aktivasyon +4°C'da 60 dakika sarddrilor, Aktivasyon sonunda tepkime
girmeyen CNBr ve tepkime yan drdnlerinin uzaklagtinimas: Igin polimerik partikalier
once FeCl3 ve etanolamin daha sonra soguk su ve 0.1 M NaHCOg ile yikanur.

COLLAGEN IMMOBILiZASYONU

Collagen immobilizasyon deneyler! kesikll sistemde gergeklestirilmistir.
Immobilizasyon reaktorQ 200 ml hacminde pyrex camdan yapilmis digtan ceketli bir
‘sistemdir. CNBr aktive polimerik partikiller collagen ¢ozeltisi fceren reaktore eklenerek
immobilizasyon iglemi baglatilir. Ortam sicakly), reaktdr ceketinden sabit sicaklikta su
dolagtinlarak sabit tutulur. Immobilizasyon reaktdrindek| collagen ¢ozeltisl bir
manyetik kanstinc: ile 50 rpm sabit kanstirma hizinda sdrekl kanstirilmigtir.
Immobllizasyon deneyleri yapilan o6n denemeler 1912inda pH 9.5'ta NH4OH-NH4Cl
tamponda sisteminde gerceklestiriimistir. Baglangic collagen konsantrasyonu 0.1-2
mg/ml arasinda degistiriimistir. Immobilizasyon islemi 20°9C'da, 40 rpm kangtuma
hizinda 4 ?at devam etunlmst:t!r& Bu sire som;xl!ddn PHEMA tasyiciya immobilize olm
¢ miktan baglangi¢ ve son durum arasind a metre
eouagmv (I: 230 nem) bulusm A azalma farki UV spektrofoto
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FIBRONEKTIN iMMOBIiLiZASYONU

CNBr aktive edilmls PHEMA mikrotasiyicilar m
(collagen immobilizasyonunda kullamlaﬂ1 lmmol:ixlilyz:'i}y‘oﬁazfmﬁdzu ;tﬁlmdl?
fibronektin ¢ozeltis! lle etkilestirlir, Immobllizasyon deneyleri pH 7.4'de fosfat tamponda
gerceklestiriimistir. Baglangic collagen konsantrasyonu 50-300 pg/ml arasinda
deglstirimistir. Immobilizasyon iglem{ 209C'da, 40 rpm kanstirma hizinda 4 saat devam
ettirlmigtir. Bu sdre sonunda PHEMA tagiyiciya baglanan fibronektin miktan baglangic
;c|s°n';;; S:t:xurm arasindaki azalma farks UV spektrofotometre {le zlenerek (l: 229 nm)

uiu g

SONUGLAR VE TARTISMA

Bu bolamde, collagen ve fibronektin immobilizasyonuna collagen ve fibronektin
baglangic konsantrasyonunun etkilerinin aragtinldi2i calismalann sonuglan veri/mistir.
pHEMA partikdllerin spesiftk immobllizasyon kapasitelerininin daha iyl
degerlendirilmes! igin pHEMA partikillerin, collagen ve fibronektin non spesifik
adsorpsiyon kapasiteleri de belirlenmig ve sonuglan tartigimigtir,

COLLAGEN IiMMOBIiLIZASYONU

Ideal bir biyoselektif matrikste aranilan ozelliklerin baginda ligandin polimerik
ylzeye CNBr aktive edllmlg fonkslyonel gruplar 0zerinden baglanmasi istenir. Bu aktive
bolgeler disinda polimeri yapiya ligand adsorpsiyonu non-spesifik etkilesim olarak
adlandinlir ve Ideal biyoadsorbanda istenmeyen bir 6zelliktir.

Sekil 1'de pHEMA partikillere spesifik ve non spesifik collagen adsorpsiyon
kapasitelerinin collagen baslangi¢ konsantrasyonu ile degisim{ verilmektedir. Goraldaga
gibt aktive edilmemis pHEMA partikillere non spesifik collagen adsorpsiyonu oldukea
dagaktar. CNBr aktive pHEMA partikllerde ise collagen Immobllizasyonu collagen
baglangic konsantrasyonunun artmas: ile once artmakta, 0.5 mg/ml degerinden sonra
degismeden sabit kalmaktadir. PHEMA partikdllere spesifik baglanan collagenin szma
test deneyleri yapilmig ve pHEMA {le collagen arasindakl kovalent bagin kararli oldugu
belirlenmigtir.

0.8 |
CNBr Aktive pHEMA
2
x
o
x
o
o
[}
E |
8
g
A Aktive Edilmemis pHEMA
0.0 WZM“—_—:“; 25 80

.0 0.5 1.0
Collagen Konsantrasyonu (mg/mb

Sekdl 1. Collagen Adsorpsiyon lzotermleri.

Sekil 2'de 1se CNBr aktive pHEMA partikullere spesllik cgrgsz'; u“:é‘,’?‘:'}tﬁ?:if?.‘:
Zamanin fonkslyonu olarak goralmektedir. Collagen konsagl Y uinua, 8} hllo
immobllizasyon hiz artmaktadir, Yaklagik 1 saat (¢inde lmmo lizasyo lanm

ve bu streden sonra degismeden kalmaktadir.
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FIBRONEKTIN iMMoOBiLizZASYONU

Sekil 3'de pHEMA partikillere spesifik ve non spesifik fibronektin adsorpsiyon
kapasitelerinin flbronektin baglangic konsantrasyonu lle degisim! verilmekted|,
Goruldoga gibl aktive edilmemis pHEMA partikillere non spesifik fibronektiy
adsoTslyonu oldukca dasoktdr. CNBr aktive pHEMA partikidllerde ise fibronektin
immobllizasyonu fibronektin baglangic konsantrasyonunun artmas: lle dnce artmakta,
100 pg/m] degerinden sonra degismeden sabit kalmaktadur.

a7

0.1 mg/ml
0.2 mg/mi
0.5 mg/m!
1.0 rog/ml
1.5 mg/ml
2 mg/ml

q(mg Collagen/g PHEMA)
8 0

tHH |

'l " 1 A 2.

0 25 50 75 100 125 150 175 200
Immobllizasyon Zamam (dak)

Sekdl 2, PHEMA Partikillerde Collagen Immobilizasyon Hizlan.

04
CNBr Aktive pHEMA

o
o

o
-
—

Aktive Edilmemis pHEMA

q(mg Fibronektin/g PHEMA)
o
1)

°'° — . S i L A L A
0 50 1000 150 200 250 300 350 400
Fibroneklin Konsantrasyonu (mikrogram/ml)

- Sekdl 3. Fibronektin Adsorpsiyon lzotermleri:

_ gekil 4'de ise CNBr aktive pHEMA partikallere spesifik fibronektin immobllizasyont
zamanin fonkslyonu olarak goralmektedir. Fibronektin konsantrasyonunun artmass e
immobilizasyon hizi artmaktadir. Yaklagik 50 dakika {cinde immobilizasyon
tamamlanmakta ve bu sQreden sonra degismeden kalmaktadir.




collagen ve fibronektin Immobilize PHEMA tkro
szelliklert Incelendiginde Ise hacre yapigmasiun hn:obm:sgﬁcu: gln hml:r; i'apwumma
ge orantih olarak artti@: gorilmastar [13-16]. Fpeolekil ik

04

o2
//_’/f:ml

0.2 mg/ml
olr = 0.5 mg/ml
—o— LOmg/ml
——a—— L5 mg/ml
—*— 20mg/ml

q(mg Fibronektin/g PHEMA)

0.0 N . X A " A i
0 35 30 L] 100 125 150 175 200

Immobilizazyon Zaman (dak)

Sekil 4. pHEMA Partikillerde Fibronektin Immobilizasyon Hizlan.
EAYNAELAR
L Molday RS, Dreyer WJ, Rembaum A. Yen PS, J, Cell Biol., (1975) 64, 75.
2  Graham NB, McNelll ME, Blomaterials, (1984) 5. 27.
3 A Denizli, M. Kiremitgl, E. Piskin, Biomaterials, (1988), 9: 257.
4 A Denizli , M. Kiremitgl, E. Pigkin, Biomaterials, (1988). 9: 363.
§ A Denizli, M. Kiremitg!, M. Olcay, E. Piskin, Artif. Organs, (1991) 14:2,138.
&  AS. Hoffman, Polymeric Blomaterials , Ed: E. Piskin, AS Hoffman, NATO ASI
Serles No 106, Martinus Nijhoff Publ., Dordrecht, (1986).
7. K Kliment, J. Blomed. Mat. Res., (1968), 2: 237.
8 M. Refojo, J. Biomed. Mat, Res., (1969), 3: 333.
8 O.Wichterle, D. Lim, Nature, (1960) 165: 117, 1960.

10. M. Refojo, H. Yasuda, J. Appl. Polym. 8cl., (1965) 9: 2425.

1. N.A. Peppas, J, Blomed. Mat. Res., (1988) 19: 397.

12, KF, Muller, S. Helber, W, Flankl, US Patent, (1976) 4: 224, A o

13. V. Didt, E, Pigkin, M.Amu.A.DaMLSJ\.mmd.aDemb;ig-gmAc o
Immobilization of Hepatocytes on PHEMA Microcarriers, . P-

% ;n Macromolecules, 13-18 July (19935.1}\-.?“‘?3"" Deakbas, O. Gitnick.
ﬁoﬁ&tﬁ%ﬁd;&m M.l:.mcamcm- agth Annual Meeting of ASA1O, 7-9 May
(1892), Nashcllle, Tennessee, USA-

15, V?gzb)dt. E. Ptsklne' M. Arthur, A Dmlzll.s.}\.'l\mcerhE-D:n
Hepatocyte Immobllization on PHEMA Microcarmicrs
Fomms. cell Transplantation, 1992 (Baskidal. 0 6 Gitnick.

16, V., Dixit, E. Piskin, A. Dentzll, SA- . B, Denkbaz, 't A Novel Tissue
Hepatocyte Immobllization on Polymeric Mic Liver, Meﬂm Assoclation for
Enginnering Concept for A Hybr B'W’Tl (199'2)
the Study of Liver Diseases, Ch glilioo ::;:sl Ankara.

17.  Kiremitgl M, Doktors Texl, Haceltepe (nlversitest,

G. Gitnick,
d its Blologically Modified

1988.

241



AN MARMARA ONIVERSITESI YAYINEVI

t.-rova‘! :.s‘ ) -

A Addet; 3 :\ iy =2
it LA T
"‘h&*u ¥ Sadsansdandl
“ wvhki 1n ﬂw'nuu
W M ottt

o 24 ‘k=<""

\h

ek

'_l-_Af



MONODISPERS POLISTIREN PARTIKULLE
INCELENMESi RLE FAGOSITOZ OLAYININ

Hakan AYHAN, S.Ali TUNCEL, Erhan PISKIN

Hacettepe Univ., Kimya Mih. Bslimil., Beytepe, Ankara.

INVESTIGATION OF PHAGOCYTOSIS WITH MONODISPERSE POLYSTYRENE
PARTICLES

SUMMARY

The phagocytic behaviour of white blood cells and free macrophages were
investigated by Incubating the cells together with the monodisperse polymeric
microspheres in asceptic conditions. The particle counting was performed in optical
microscope to determine the average number of particles uptaken by each cell. The
phagocytic response of monocytes and neutrophils decreased by increasing size of
microspheres. No phagocylosis was detected in basophils, eosinophils and lymphocytes.
The modification of polystyrene microsphere surface by hydrophilic functional groups
caused a decrease in the number of particles uptaken by monocytes and neutrophils.
On the other hand. the number of particles uptaken by monocytes and neutrophlls
increased when microspheres containing hyrophobic functional groups on their
surfaces were used. No phagocytic response was detected against albumin coated
polymeric microspheres. Fibronectin coating on the surface of polystyrene
microspheres resulted an increase in the phagocytic activity of monocytes and
neutrophils originated from opsonization effect. similar results were obtained in the
experiments conducted with peritoneal and lung macrophages isolated from rats, but
albumin coating on the polystyrene particles did not Suppress the phagocytic response,
completely.

OzET

Kan hicreler ve serbest makrofal hacreleriyle fagositoz olayumn mcel:nm;lsmr:
amaglayan bu gahismada aseptk sartlarda kan hicreleri ile makezlzmuﬂ\:; 5 :u»
polimerik mikrokdrelerle inkdbe edilerek l'af;:sltota l;l:::k ﬁgler:ay‘ ::? yap;laral;

\mi
panfanan preparatianis S e kmz sayilari bulunmustur. 0.9-6.0

hcreler tarafindan fagosite edilen oralama BVERE Tyl oy peyaz kan hocreler

mm arglifinda monodispers polistiren mikro partikil
lle yapilan ¢alismada monosit ve notrofillerin  fagositoz M:n:g::?le:dn:nfagosuoz
boyutu lle azaldif goraimastar. Basofth eosc:noglikv;ru;hr {le modlfikasyonu
FScnmemlotr \olishSh PRI an]masmal.u n:en olmustur. Polistren partikal
monosit erde fagositozun agos rttrstar.
Yizeyine \;:dnr:;;:rl:tngmvhnn takulmas: Ise bu 1kl hocre '“"’:";:ornoml:mn;uonﬁge
Polistiren partikaller albumin ile kap \tmerik partikallerin kaplanmas.
fagositoz gozlenmemistir. Fibronektin le (l;:m$ meydana gelmistir. Kobaydan
Sunucunda, opsonitik etkl nedeniyle fagositoz
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vlde  edllen peritonal ve akciger makrofajlan lle yapilan ¢ahsmalarda da benzer
sonuglar clde edilmis. yalnz makrofajlarda fagositoz yetencginin albuinin paslvasyony
ile yok edilemedig! gdzlenmistir.

GIiRis

Fagositoz olayi tek hicrelilerde bir beslcnme sekl olarak
dasinadlebilir. Ancak ¢ok hdcreli canhlarda lagositoz yabanci veya artik
cismi yok etmeye ydnelik genellikle bir savunmua mekanizmas: olarak
degerlendirilir. Kandak! akyuvar hicrelerinden notrofiller, monositler, kan
kdokenli serbest makrofaj hdcrelert ve dokularda bulunan,
Reukialoendotelialsistem (RES) hiacreler! fagositoz kabiliyetine sahiptir,
Monodispers polimertk mikrokareler, biyotip muhendislig,
mikroclektronik, ve f{letisim endastrisinde oOnemli bir kullanim
polansiyeline sahiptir [1]. Monodispers polimerik mikrokireler esdeger
boyda c¢ok dazgan kireler olmalan nedeniyle, ozellikle ‘biyotip
muhendisliginde ve biyomedikal teknolojide diagnostik test kitlerinde,
enzim ve hicre immobilizasyonunda ve organ goruntilenmesinde destek
malteryall olarak kullaniimaktadir [2-5]. Fagositoz olaymin incelenmes
amaciyla da bu tdr polimerik partikillerin kullanilabilecegi gosterilmistir.
Bu arastirmada izleyicl olarak kullanilan monodispers polimerik
partikdllerin boy ve yuzey dzellikleri degistirilerek beyaz kan hicreleri ve
makrofajlann bu degisimlere verdikleri fagositoz cevab: incelenmistir.

DENEL BOLUM
Mikrokiire Hazrlama

Yukanda belirtilen amag g¢ergevesinde tablo 1'de verilen regeteler
ile monodispers polistiren (PS) mikrokireler Gretilmis ve mikrokare
yuzeylerl kimyasal olarak amino, karboksil ve hidroksil gruplan takilarak
modifiye edilmistir.

Tablo 1. PS mikrokiarelerin tretim receteleri.

PS PS/QH[PS/COOH _|PS/NH
AIBN(g) 0.28 PS lateks 220 220 220
Stiren(ml) 40 | Su (ml) 100 100 100
lzopropanol(ml) 180| Stiren (ml) 2.0 2.0 2.0
Su(ml) 20 | HEMA (ml) 4.0
PAA(Y 3.0 | Akrilik asit(ml) - 5.0 G2
Sicaklik(°C) 75 | DMAEMA(mI) e N 4.0
Zaman(saat) 24 | AIBN (g 0.12| o0.12 0.12

| Kans. Hiza(rpm) 150

Oretilen bu mikrokdreler, albimin ve fibrinojen fle kaplanarak biyolofik
olarak da modifiye edilmis ve bu yolla fagositoz olayinin pasivasyonu veye
opsonizasyonu amaclanmstr.
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Fu?““ofh?d"m‘mn: Akyuvar hicrelerinden monosit ve notrofil hacrelert
insan kanindan clde edilmistir. Once Insandan alinan k 3
olmamast amaciyla heparinli tipe aktanlir ve 37°C d’c l:nsu a';. hemoliz
. anyosundu
steril olarak beklemeye alnir. Daha sonra deney tiplerine 0.25 ml kan
ahmir ve Gzerine 10 pl latex tlave edilerek kansim homojenize ;-dllcrck 2ao=
dakika 37°C'de inkdbasyona birakilir. InkGbasyon tamamlanmasindan
sonra lamlara yayma islemi yapilarak preparatlar yaklasik bir saat havada
kurumaya birakilir. Kuruyan preparatlar, Gzerlerinde hicre fiksasyonunu
saglamak Icin metanolde en az bir saat bekletilir. Fiksasyonu
tamamlanmus olan preparatlar. hacrelerin stoplazmalarinin boyanmas: igin
JENNER boyar maddesi ile 10 dakika , daha sonra da g¢ekirdeklerinin
boyanmasi i¢in GIEMSA boyar maddesi fle en az 30 dakika etkilestirilir.
Boyama iglemi tamamlanan preparatiar dnce %70'llkk 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 tamamlanmis
preparatiar uzerine kanada balzami veya gliserin konur, lamellenir, ve
mikroskopik sayim yapilmak fzere hazirlanr.
Serbest Makrofaj hiicrelerinin izolasyon yéntemi : Makrofajlar kobaylarin
akciger ve periton kavitelerinin lavajiyla izole edilmigtir. Peritoneal
makrofajlanin aktf olarak eldes! i¢in kobaylar kuyruktan uyutulmuslardir.
Kobayin kan toplardamar kesim! ydntemiyle bosaltilmistir. Deneyler, 37°C
deki sicaksu banyosunda bekletilen EDTA (%0.2 0.15 M tuz pH:7.4)
¢ozeltisinden bir enjektdr igine 3 cc kadar alimir ve trake'den akcigere
verlir. 5 dakika sonra geri cekilerek akciger lavaji yapihr bu 5 kez
tekrarlanir. Peritoneal makrofajlarin elde ydntemi de aym prosedarle
gerceklestirilir, ancak lavaj periton bogluguna yapilir.Alinan makrofajlar
20 dakika 4000 rpm' de santrifij edilir, ve ¢ozeltisi atilir. Daha sonra
HBSS (Hank's Balans Saline Solution) cozeltisi {le dort-bes kez yikanir,
son yikama suyu yanm hacim birakilir. Boylece makrofajlar canh olarak
izole edilmis olurlar. Elde edilen makrofajlara canhlik testi " Trypan Blue
* boyar maddes ile yapilr. Boyama igleminden sonra boyanabilen hacreler
canli hacrelerdir. Canhh@ tespit edilen hiicrelerin Hemocytometre ile
sayimlan yapihr. Sayim sonunda en az 108 dozeyinde hicre izole edilmis
olmahdir, Canl olarak izole edilen makrofal hacreler! akyuvarlara
uygulanan prosedirian aym fle inkabe edilerek fagositoz olay: Incelenir.

SONUCLAR VE TARTISMA

Yapile inkiibasyon suresinin 20 dakika olarak tespit
ed“mes:ﬁ:d:cg:rl:l?md:nrcden ads:'ha fazla sirelerde hocrelerin fagositozu
tamamlayip dlmeleri ve dagilan hicrelerde yutma olayinin haTsas :]a:ak
sayllamamasicir. Bu sarenin alunda olan inkabasyon sre eml‘k; t:;
Zaman yetersiz gelmis ve fagositoz olay1 lamamlann‘mdxgx 1cmv ::xa “:camm
sekilde gdzlenememistir. Galigmada 1.5 pm boyut'a karar 4 e
nedeni hacre karakterizasyonu igin en ideal b‘(’)y“‘ °mt‘u:",‘m ed:l;:e
arttikca fagositoz olaymun etidnligt azalmekta v B0 L B oy Coraikie
hi¢ géralmez bir hal almaktadir, bu olgu 8¢
goralmektedir.

245



Fagositozda yoOzey kimyasinin etkisi onemlidir. Vicut savunma
mekanizmasinda gorevli olan bu hucreler, genelltkle negattl yuke sahip
olduklarindan, karsilastiklan yabanci mikrokurelerin tasidigs kimyasal
yukin olayda onemli oldugu agiktir. Kullanmilan kimyasal olarak modifiye
edilmis fonksiyonel gruplu mikrokireler. bu olay: dogrulamistir. Amino
fonksiyonel gruplu (PS-NHg) mikrokareler yuzeye pozitif karakter
kazandirdiklari i¢in bu mikrokarelerin fagositozu ¢ok sayida olmus,
karboksil fonksiyonel gruplu (PS-COOH) mikrokireler yizeye negatif
karakter kazandirdiklan i¢in bunlar ise digerlerine gore c¢ok daha az
fagosite edilmislerdir. Hidroksil fonksiyonel gruplu (PS-OH) mikrokireler
ise hidrofobik karaktere sahip PS mikrokarelerine kars: hidrofilisitenin
etkisini bize izlemek imkanmini vermistir. Bu durumda goézlenen ise
fagositozun bariz bir degisiklie ugramadigidir.Bunun sebebi PS-OH
mikrokarelerde ydzeye baglanan olan OH gruplarimin aralarinda
bosluklarin bulunmasindandir. Hidrofilisite etkisinin daha iyl
gozlenebilmest amaciyla PS-PVA kaplanmis ve PS-PEO kaplanmis
mikrokirelerle yapilan deneylerde yizeyde saglanan hidrofilisitenin etkist
daha net olarak gdrilebilmistir. Hidrofilisitenin artmas: fagositozu bariz bir
sekilde azaltmaktadir. Batiin bu sonuglar sekil 2' de verilmektedir.

PS mikrokareler biyolojik olarakta modifiye edilip fagositoz olay:
incelenmistir. Bu grup deneyler yinzeyi biyolojik olarak BSA ile modifiye
edilen mikrokirelerin fagosite edilmedigini gdstermistir. Bu da fagositoz
olayimin dogasim dogrulamaktadir. Fagositoz yetenegine sahip olan vicut
hicrelerinin bayik bir segicilige sahip oldugu bilindigine gbre, vicut igin
yabanci olmayan bir partikald tammamakta ve fagosite etmemektedirler.
BSA ile kaplanan PS mikrokiarelerde. -fonksiyonel grup igersinler veya
icermesinler -fagositoz sifir olarak gdzlenmistir. Bu olay benzer sekilde
calisilan makrofaj hiicrelerinde de gozlenebilmistir. Aynca Fibronectin (Fn)
ile yapilan biyolojik modifikasyonda ise opsonitik etki (fagositozun artigimn
saglayan etki) bariz bir sekilde gdrialebilmistir. Yine bunlara iligkin
sonuglar sekil2'de verilmektedir. Makrofajlarla yapilan deneysel gahigmalar
da, kan hicreleri {le benzer sonuglar vermistir. Mikrokire boyutunun
artmasi ile fagositoz da belirgin azalma gdzlenmektedir.

50
k —O— Nourofll
204 —®— Monosit
b -
30 ~
20 -
- 10 —
0 .
0 {0 i ol 4 PR
7 Mikrokiire Boyutu (pm)

Sekil 1. PS mikrokirelerle, monosit ve notrofil hiicrelerindeki fagositoz
olayinda mikrokiire boyut etkis{.
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Mikrokdre Tip!

Sekil 2. Fonksiyonel grup iceren PS Mikrokarelerin fagositoz olayina
etkisi.

Yazeyleri kimyasal olarak modifiye edilmis mikrokdrelerle yapilan
deneylerin sonuglari da kan hicrelerininkine benzerdir. Dikkate deger
olan. biyolojik olarak modifiye edilen monodisperse PS/BSA mikrokdreler
fle yapilan deneylerde fagositozun bariz bir gekilde azalmas:, fakat sifir
olmamsidir. Bu, kan hiicreleri {le makrofaj hiicreleri arasindaki. fagositoz
olayimin temel olusum mekanizmasindak! farklhihiklardan
kaynaklanmaktadir. Makrofaj htcrelerinin gerceklestirdigl fagositoz olayr
kan hicrelerine gore daha kompeks olaylar zincirini icermektedir. Bu
sonug¢ kan hicrelerinde oldugu gibl fagositozun spesifik bir tamima
islemiyle gerceklestigini bir kez daha kanitlamakta ve bu arastirmayla
makrofaj hiicrelerinin vicut savunmasina ne zaman ve nasil katildiklan
hakkinda kan hacrelerinden farklihk gdsterdiklerini ortaya koymaktadir.
Makrofaj hicrelerinde mikrokire boyut ve biyolojtk modifikasyon etkist
Sekil 8 ve 4'de, Yazeyleri kimyasal olarak modifiye edilmis mikrokarelerin
etkisi sekil 5'de verilmektedir. Cahgmada kullanilan polistiren bazh
mikrokireler biyoparcalanabilr ozellige sahip olmadiklarindan doku ve
kanla temas gerektiren &vzulamalarda kullanilmalan sakincahdir.

v —— PS(p)

3 80 —e— PS-BSA(p)
-~ E —8— PS-Fnlp
R
¥l .

40

2 +~

G, 1 2 3 4 5 6 7

Mikrokiire Boyutu (um) B
§ekil 3. Peritoneal Makrofaj hucrelerinde boyut ve biyolojik m asyon
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Ancak boy ve yozey ozelliklerinin kolay degistirtlebilir olmas;,
nedenlyle fagositoz mekanizmasinin aydinlatilmasinda model olarak
kullanuluabilirler. Biyomedikal uygulamalarda kullanilan polimergk
mikrokiirelerin amaca bagh olarak fagosite edilmeleri veya edilmemelery
Istenebilir. Buna bagh olarak kanda serbest olarak dolasip, kan dolasim
sistemindeki bir hastahifin teshisi ve/veya tedavist i¢in kullanilabilirier
veya dokulardaki makrofaj hacreleri tarafindan tutulup lokal hastahklann
teshisi ve/veya tedavist amaar i¢in kullamlabilirler.

100
:5 : —o— Ps(a)
27 —— PS-BSA (a)
E Pl —8— PS-Fn(a)
dh
’ m-
o

0 1 T Y i A B Y 1 8 T
Mikrokire Boyutu (pm)
Sekil 4. Akciger Makrofaj hiicrelerinde boyut ve biyolojik modifikasyon
etkisl. :

70 —
Mikrokire Tipi W Perit.Mak.
5 60 Ake.Mak.
- 50
40

PS PS-NH2 PS-COOH PS-OH PS-PVA PS-PEO
$ekil 5. Makrofaflarda fonksiyonel grup etkist
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CIBACRON BLUE F3GA BAGLI MONODISPERs POLISTIREN
MIEROTASIYICILARIN AFINITE PERFORMANSLARININ BELIRLENMES]

A. DENIZLL, A. TUNCEL, D. PURVIS*, C.R. LOWE?, E. PISKIN

Hacettepe Onversitest, Kimya Mahendtsli £
: Cdmbdggee Univ., Inst of Bg‘llcchnology. Mﬁmd, g?tfpﬂ Ankara

DETERMINATION OF AFFINITY PERFORMANCES OF CIBA
MONODISPERSE POLYSTYRENE MICROBEADS O R aUA. ATTACHED

SUMMARY

In this study, albumin adsorption onto Cibacron Blue F3GA attached monodisperse composite
microspheres was Investigated. Polystyrene (PS) was sclected as the base sup material.
Monodisperse PS microspheres 4 um In size were rmduced by phase inversion {muhﬂon of
styrene carried out In ethanol-methoxy ethanol medium. In order to prevent non-specific
Interactions between hydwhoblc polystyrene surface and albumin malecule, a philic layer,
name y yvl;n 'l;bo?ol (PVA), was coated on lh:k:url?ne of polystyrene mh res. W:awu
deposs on ystyrene microspheres by a .daorpﬂonmeeu an aqueous medium
containl dl!(erentpo salts (NaCl: NagSOy4, C mdpthen cross-lin| dmnlal;gun the surface.
Cibacron Blue F3GA was altached to the hydrophilic ) present on the PS surface by treating the
dye and eomg:site microspheres {n an agqueous alkaline medium. Normal PS latex, PVA coated
latex and Cibacron Blue F3GA attac latex were used as sorbent In albumin adsorption
experiments performed in buffer media containing NaCl at different fonic strengths.

OzeT

Bu galigmada. Cibacron Blue F3GA takili monodispers mikrokdrelere albumin adsorpsiyonu
Incelenmigtir. Polistiren temel tagiyict matriks olarak secilmiy ve faz dOnnme Pollmetusyonu
ntemiyle sentezlenmistir. Hidrofobik PS lateks yiizeyl, hidrofillk polivintlalkol ile kaplanarak
Idrofllize edilmistir. PVA, hidrofoblk PS ylzeyine basit udao?ﬂ‘on s{)ﬂntem le kaplanmigtir.
PS Lateks yiizeyine PVA adsorpsiyonu 0O¢ farkl tuz varliginda (NaCl; NagSO4. incelenmigtir.
PS gﬂlm kaplanan polivinilalkol, teraftalaldehit kullamlarak yﬂw& sapraz boaluunlkqur.
gfg. rbana ulagmak amaciyla bu \gllxn“ad: dl‘:,gn;!.:::bwﬂ ookm . wtyoumnu m
cron Blue F3GA ligand olarak kullamilmigtir, el B oara fin

var] d da e tirilerek ortam
(norl%:l r?'s mA‘kkgu a%g‘?ls' Cit::z:don B ui F3GA bagh Psrlncelenmlﬂir-

Girig

Blyolojik molckouen;\. ozellikle proteinlerin saflagtinimasi igin cok degisik

tajlar1 literatdrde aynntii olarak
T O v:s:ixa ann Jmlmuu j¢in, birgok durumda en

tartisilmistir [1]. Biyomolekgllerin aynlm

Spesifik yt:mtelml biyoaﬂny ite kromatografisidir (2]. Bu yakhelmdlb w”:u m‘hﬂ}k
biyolojik” tamima yetenegine sahip ligandlann takil oldugu e br.
Ligandlann yaksek flati nedenlyle biyoafinite tekniginin. boyutta

tek bagina uygulanmas: ekonomik deglidir. Bu mgm;mle- Mﬂmm ‘hm“”‘bk bl
tok cesitli molekallerin bulundugu karmagik yap lece biyoafiniteye gonderilen
m&: ayima lslemlertyle on ayrmays %:L:um:ﬁﬂhh handewg:yosorbenm
em Im istenen protein wynim _
M’““ef’“‘n?&r;bl:: ‘neden olabllecek "m’!“mz:mm"b? ﬁw& *Aflnite” tekni@ine
m::nc;hsmada degerlendirilen "Dye I;mn‘“’ c olarak kulhmlm:l:‘mdxﬁ
larak erine notg&l'u hundlld!gl em
13]. Boyalarun llg::i): l:)m‘:\:‘ninmnahnmn aflnite yonwn“: allyett cok dng?mr: (2)
avantajlar gayle siralanabilir: (1) Inorganik kokenll bosahlyo"m' ktir; (3) Inorganik ligand
Biyolojik kakenls ligandlara gore kararhhkian ;;nr derece
lar zamanla biyolojik aktivitelerinl yltirmezier:
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Albumin kan plazmasinda en ydksek konsantrasyonda bulunan, bir ¢cok metabolik
reaksiyona katilan dnemli bir proteindir. Bu protein tipta degisik amaclarla en fazla
kullanilan, bu nedenle saflastinlma islemlerinde 0zerinde en ¢ok durulan proteindir, By

keeyle, sunulan arastirmada da 8mek proteln olarak secilmigtir. Bu calismada, faz

nOsim polimerizasyonu ySntemiyle sentezlenen polistiren lateksler, serum degistirme
yontemlyle ve tyon d i regineler kullanilarak déndgmeyen monomer ve ylzey
safsizhiklardan anndinlmigtir. Kromatografik tagiycilarda aranilan en Onemll ozellik,
tagiyici-biyolojik cevre etkilesimi (kan, plazma veya viicut smlan) sonucu non-spesifik
etkilesimlerin mimimum olmasidir. Bu etkilegimlerin minimum olmasi i¢in polimerik
tasiyic1 yOzeyinin hidrofilik olmasi gerekmektedir. Bu amagcla hidrofoblk karakterli PS
lateks ynzeyl hidrofilik polivinilalkol ile kaplanarak hidrofilize edilmigtir. PS yQzeyine
kaplanan polivinilalkol, teraftalaldehit kullanmilarak yQzeyde capraz baglanmistir,
Cibacron Blue F3GA ligand olarak kullanilmigtir. PS lateks yazeyine BSA adsorpsiyonu
!&erbl:r lateks tdrd icin (normal PS, PVA kaplanmig PS, Cibacron Blue F3GA bagh PS)

nmistir.

DENEL BOLUM _
MONODISPERS POLISTIREN PARTIEULLERIN HAZIRLANMASI

Monodispers cl;»ol.lsun:n partikidllerin hazirlanmasinda su yontem izlenmistir: Etil
alkol/su iceren dagitma ortami hazirlanir. Stabilizdr olarak kullanilan PAA, dagitma
ortam igerisinde ¢ozildr. Monomer faza baglatici olarak kullanilan AIBN'nin stirende
¢dziinmesi ile hazrlanir. Stiren/dagitma ortami kangtinlarak ¢dzelt! polimerizasyon
reaktdrine beslenir. Isitma programi ve kanstima baglatiir. Bu iglemi takiben
reaktorden sabit basing ve akiy hizinda azot gaz gecirilerek reaktdr ortaminin
oksijenden anndinlmas: saglanir. Polimerizasyon, 250 rpm kangtirma hizi ve 70°C
sicaklik aralifinda 1sitma programi uygulanarak gerceklestirilir. Polimerizasyona
monomer donisim0 tamamlanana ka (24 saat) devam edilir. Reaksfyon stres{
sonunda, monodispers polistiren partikolleri iceren lateks reaktorden ahnarak
sogumaya birakilir. Lateks once 3 kez serum de@istirilerek, sonra bir kez lyon
degistiriclyle etkilestirilerek temizlenir [4]. Polimerizasyon kogullan Cizelge 1'de
verilmigtir.

Cizelge 1. Monodispers PS Lateksin Polimerizasyon Kogullan.

AIBN 0,75

Stiren (ml) 35

Etanol (ml) 100

2-metoksietanol (ml) 100

PAA (g 3.5

Sicaklk (°C) ve zaman (saat) 759C 186 saat, 80°C, 8 saat
Kanstirma hizi (rpm) 250

—————— " -  —— ——  ]oh T 2 1 5

PS LATEESE PVA ADSORPSIYONU VE GCAPRAZ BAGLANMASI

Hidrofobik PS yfzeyini hidrofilize etmek amaciyla basit adsorpsiyon yontemiyle
kesikli sistemde PVA fle kaplanmistir. PVA adsorpsiyon deneylerinde 14.000 MA sahip
PVA kullaniimigtir. Maksimum PVA adsorpsiyonuna ulagabilmek amaciyla ¢ farkh tuz
(NaCl CaClg. NagS0O4) ortaminda 0g farkh fyonik gog dizeyinde cahgilmigtir (0.05, 0.1,
0.2) Adsorpstyonda izlenen yontem kisaca soyledir; Uygun miktarda PVA 25 ml damitik
suda ¢OzlOr ve ortamin m gacn uy%n miktarda tuz kullamlarak ayarlanir.
Hazirlanan PVA cdzeltisine miktarda PS lateks eklenerek adsorpsiyon baglatilir

Adso! n ortami 200 rpm kangtirma hizi ve oda sicakliinda 2 saat devam
mnz:ﬁ: Bu sOre sonunda adsorpsiyon ortamindan drmek alinarak santrifQjlenmis V€ i

siv1 fazdaki PVA miktanindaki azalma KI/I2 yontemine gore spektrofotometrik o
690 nm'de tayin edilmigtir [5].

PVA adwy{xpl:gyon deneyleri {le belirlenen maksimum adsorpsiyon kosullannda (1400
mg PVA/L 0.2 M NagSO4) capraz baglanma deneyleri gerceklestirilmigtir. Capraz
baglayici olarak teraftalaldehit kullanilmistir. PVA adsorpsiyonu 1400 mg PVA/L 0.2 M
NaSO4 kosullannda 2 saat devam ettirildikten sonra ortam konsantrasyonu HCI lle 0.1

M olacak sekilde ayarlanmstir. Gapraz baglayic: teraftalaldehit (10 mg) damitik suda (10
ml;) ¢oz0lmQsg ve gapraz baglanma ortamina eklenmistir. Capraz bagg)lanma Jdglemi 500
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rpm kanstuma hizanda ve oda sicakli@inda 48 saat d

CApraz baglanma ortam sicakhigi 80°C'a ykseltile evam ettirimistir, Bu stire sonunda

oapres B tans sarda dae: rek szdirmaz bir sistemde ve 400
pvA EAPLANMI§ PS LATEESE CIBACRON BLUE r3ga
BAGLANMASI E

Cibacron Blue F3GA (300 mg) 10 ml suda ¢fzalar ve 4 NaO
VA adsorplanmis lateks (3 g) 90 ml suda daiilr ve boys aseltist cidents Cibaann

blue F3GA baglanmasi, sizdirmaz bir sistemde 80°C'da 400 1
Bu sare sonunda lateks ortamdan filtrasyonla aynlr ve blmrgwm.dcvam ettirilir,

MONODISPERS POLISTIREN PARTIEULLERDE ALBUMIN ADSORPSIYONU

Bu ¢aligmada dretilen monodispers hidrofobik polistiren mikrokarelerden afinite
kromatografisinde kullaniimak .0zere secicl sorbent dretim! planlanmaktadir. Bu
amacla, PS mikrokarelerin yizeyl oncelikle hidrofilik PVA tle kaplanarak hidrofilize ve
derivatize edllmis daha sonra albumine flgisi ve se¢iclligl yoksek olan Cibacron Blue
F3GA talalarak albumine segicl sorbent hazirlanmas: amaglanmistir,

Bu gruptaki denge adsorpsiyon deneylerinde, farkli konsantrasyonlarda albumin
iceren gozeltilerdeki adsorpsiyon Incelenmistir. Bu amacla, dnce 0.5-7.00 mg/ml
araliginda albumin iceren sulu c¢ozeltiler hazirlanmigtir. Bu ¢ozeltilerin pH'1, asetat
(CH3COONa/CH3COOH; pH 5.0) tamponu kullanilarak ayarlanmigtir. Ortamin fyonik

dcd NacCl fle ayarlanmig ve protein adsorpsiyonuna etkisinin belirlenebllmest i¢in, ki
arkh lyonik gicte calisilmistir (0.01, 0.1). Albumin adsorpsiyonuna pH'in etkisini
gozlemek amaciyla yapilan deneylerde 5 farkh pH'de (pH 4-8) cahigilmigtir. Adsorpsiyon
ortammnun pH1 (pH: 4-6 CH3COONa/CH3COOH; pH: 7 fosfat KoHPO4/KH2PO4; pH: 8
amonyum NH4OH/ NH4Cl) tampon sistemleri kullanilarak ayarlanmigtir, Deneyler oda
sicakliginda (20°C) yiratdlmstar. Istentlen baglangic konsantrasyonunda albumin
iceren, pH'1 ve fyonik giicd istenflen degerlere ayarlanmis 25 ml cdzeltiye, santrifdjleme
yoluyla serumundan aynlan 0.2 gram PS partikil llave edilerek adsorpsiyon
incelenmistir. Cozeltl, manyetik kangstine: ile sabit kangtima hizi 20 rpm'de strekli
olarak kanstinlarak, adsorpsiyon dengesinin kurulmas: saglanmigtir. Adsorpsiyon
denge siires| 2 saat olarak segilmigtir. Bu siire sonunda ¢ozeltiden alinan dmeklerden
santrifjle polimerik partikdller aynlmis, kalan ¢ozeltide albumin denge konsantrasyonu
bir UV-Spektrofotometre (Hitachi, Model 230, Japonya) ile dicaimagtar.

Deneylerinde normal PS lateks, PVA kaplanmis PS lateks ve PVA kaplanmis-
Clbacron Blue F3GA takilmis PS lateksin albumin adsorpsiyon kapasiteler]
belirlenmistir,

SONUCLAR VE TARTISMA

LATEERSLERIN EARAKTERIZASYONU

kobu ile kalibre
PS latekslerin boyut ve monodispersitesi Taramal: Elektron Mikros
edilmis optik mlkms}):op le olg0imagtar. 4 p boyutundak monodispers PS lateksin optlk
fotografi Sekil 1'de verilmistir.

n Optik Fotografi.

Sekill. 4 u Boyutundaki Monodispers PS JateKst
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PS partikdllerin yOzeyinde gapraz baglanmadan sonraki PVA'min varhig: IR
spektroskoplis! ile belirlenmistir. Normal PS ve PVA kaplanmig PS lateksler lyice damitik
su lle yikanip kurutulduktan sonra IR spektrumlan alinmigtir. Bu latekslerin IR
spektrumlan Sekil 2'de verilmistir. Sckil 2'den de gordldaga gibl 3500 em-! ‘deki plk ‘
polimerik yapidaki OH grubunun varligum gdstermektedir.

GEGIRGENLIK (*/)
w

4000 400
DALGA SAYISI (CM-1)

Sekdl 2. (a) Normal PS lateks; (b) PVA kaplanms PS lateksin IR
Spektrumlan.

PVA ADSORPSIYONU

Degisik PVA miktarlannda yapilan deneylerde, PVA konsantrasyonunun artmasi fle
adsorplanan PVA miktannin artti: ve 2 saatte denge adsorpsiyon degerine ulagildig!
goralmektedir

PS ytzeylere PVA adsorpsiyonunu artimak igin ortama degisik tuzlar eklenmisgtir. \
Adsorpsiyon ortaminin lyonik kuvvet! 0.05-0.2 arasinda bu tuzlarla ayarlanmigtir.
NapSO4 varliginda NacCl ve CaCly'e gore daha yOksek adsorpsiyon degerleri elde
edilmistir. Aynca herbir tuzun varhginda tyonik kuvvetin artmas: {le PVA adsorpsiyonu
artmaktadir. Maksimum PVA adsorpsiyonuna (19.0 mg PVA/ g PS) 700 mg/l PVA
konsantrasyonuna (0.2 fyonik kuvvette NagSO4 iceren) ulagilmistir. Konvansiyonel PS

Jatekslerde ulasilan maksimum PVA adsorpstyonu 5-6 mg PVA/m?2 clvanndadir [6.7). Bu
calismada kullanilan PS latekslerde 12.7 mg PVA/m? (19.0 mg PVA/ g PS) adsorpstyon
degerine ulagimigtr,

BSA ADSORPSIYON/DESORPSIYON GALISMALARI

Proteinler literatdrde de belirtildigl gibl izoelektrik noktalannda net olarak
ytksozdarler ve maksimum protein rpsiyonu izoelektrik noktada gorblar. Bu
hedenle normal PS lateks, PVA kaplanmis PS lateks ve Cibacron Blue F3GA takili PS
latekslerin BSA adso?:lyon tzotermlerl, fzoelektrik pH 5'de, NaCl varhginda 1kl farkll
tyonik kuvvet degerin istir. Sekil 3'den de goraldoga gibl, PS latekstn

zeyindeki hidrofilik PVA tabakasi non-spesifik albumin adsorpsiyonunu oneml!
oranda azaltmaktadir. Cibacron Blue F3GA takili PS latekslerde iIsc S cs

aglanmanin onem kazanmasi nedenlyle normal PS latekse gore daha yaksck bumin
‘adsorpsiyonuna ulasilmistir. Her bir latekste albumin adsorpsiyon kapasites! artan
fyonik kuvvet flc azalmaktadur.
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Sekdl 3. Normal PS Lateks, PVA kaplanmis lateks ve Cibacron Blue F3GA
takih PS lateksin albumin adsorpsiyon izotermleri: (a) lyonik
Kuvvet: 0.01; (b) lyonik kuvvet: 0,1.

Her bir lateks i¢in albumin adsorpsiyon kapasitesinin pH ile chsLml incelend@inde
maksimum adsorpsiyon kapasitelerine izoelektrik pH civannda ulagiimaktadir, Asidik
ve bazik pH bolgelerinde dignk albumin adsorpsiyon kapasiteleri gozlenmigtir. PVA
kaplanmig PS latekslerde ise pH 7 ve 8'de her iki fyonik kuvvet deerinde sifir
adsorpsiyona ulagilmigtir.

Clbacron Blue F3GA takul PS partikallere adsorplanan albuminin polimerik yapidan
desorpslyon deneyleri 0.5 M NaSCN ortaminda yapilmistr.Cibacron Blue F3GA takih PS
partikdlierden albumin desorpsiyon degerleri Cizelge 2'de verilmistir. Cizelgeden de
goraldoga gibi desorpsiyon degerleri old:ﬁca yoksek olup tatmin edicl ddzeydedir.

Clzelge 2. Cibacron Blue F3GA takili PS latekslerden adsorplanan
albuminin desorpstyon degerleri: IK: 0.01; pH: 5.0 NaCL
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DEFNE YAPRAKLARINDAN ELDE EDILEN
pUZEYINE ETKisi EKSTRELERIN KAN SEKERI

Refiye YANARDAG, Ayfer BAPCUM,Sebnem CAN

Istanbul Untversitest Mahendislik Fakdltest, Kimya Béliima: Biokim
Avclar-34850-Istanbul- Turkiye b ya Anabllim Dals

EFFECT OF LAURUS NOBILIS L.LEAVES EXTRACTS ON BLOOD SUGAR LEVEL

SUMMARY

In this study, the leaves of Laurus nobilis L. used by diabetic people In Turkey
have been investigated from the point of view of its action on blood sugar level.

For this purpose, rabbits welghing 2-3 kg were divided into five groups of five
animals each. Test groups were given orally either aqueous (2 and 4 g/kg) or ethanolic
(200 and 400 mg/kg) extracts and controls saline (1 ml/kgl.

Blood samples (0.1 ml) were collected every one hour interval for a period four
hours. Blood sugar levels of the rabbits were determined by means of Hagedom-Jensen
method. Differences between various groups and controls were evaluated statistically.

The results indicate Laurus nobilis L. aqueous and ethanolic (200 mg/kg) extracts
given orally had any effect but ethanolic (400 mg/kg) extract had a hypoglycemic effect
on blood sugar in rabbits.

OzZET

Bu ¢aligmada, Tirklye'de seker hastall:; tarat'lmdan (l:ullamlan delne (Laurus
nobilis L.) yupraklanmn kan sekerl diizeyine etkis! Incelenmigtir.

13’{ :mac;la. 2-3 kg §‘z::gzrhgmcla.czl tavsanlar beserllk bes gruba aynldi. Test
gruplanna defne yapraklanmn sulu (2 ve 4 g/kg) veya etanolll ckstresi (200 ve 400
mg/kg), kontrol grubuna ise 9%0.9 NaCl gozeltis! agizdan verildt. Kan drneklert (0.1 ml)
birer saat ara ve dort saat sore fle alindi. Tavsanlarin kan sekerleri ddzeylerl Hagedom-
Jensen metodu fle tayin edildL. Test ve kontrol gruplan arasindaki farkliliklar Istatistiksel

olarak degerlendirildi.
Elg:: i:lle; sonuglar Laurus nobilts L. bitkisinin sulu ve etanolld (200 mg/kg)

de herhang! bir
ekstrelerinin afizdan verilmes! fle tavsanlann kan seker dozeyln
dedigtklik olnghglm. 400 mg/kg etanol ckstresinin ise hipoglisemik etklye sahip

oldugunu gastermektedir.

Giris

Seker hastahg (diabeles mellitds
gralen ve kontrol altina 8lmm:dlgtlah s
ietonien bensblie LB ats'ln lnsa.llnl kesletmelerinden sonra (1),

1922 yilinda, Banling ve n?t:usm kullanilmaya baslanmistir. Insalinin

$eker hastalipinin tedavisinde 1 aklest
an almaﬁnamasl. devamli enjeksiyon yapma gibl kullamm gagclakle

eski ¢aglardan berl yaygin olarak
{akdlrdce insan vicudundaki baz
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nedeni ile, bilhassa eriskin diabetinde (Tip I1), inslin yerine ¢esitli bitkiler kan
sekerini dogaracn dzelliklerd nedent ile kullamlmaktadirlar. Son yillarda halk
arasinda bu hastaligin tedavisinde tibbi bitkilerin kullammlarinin artmas,
nedeni {le kullanilan bu bitki ekstrelerinin antidiabeUk etkilerinin olup olmadyg,
¢esitli arasgtincilar tarafindah incelenmiglir (2-13). Hipoglisemik aktivite
saptanan bitkilerden kimyasal yapilan farkh aktif maddeler izole edilmistir. By
akuf maddelerin polisakkarid (14-18), polipeptid (19), glikoprotein (15-17),
flavanoid (20), steroid (21), terpenoid (22) veya alkaloid (23) yapisinda oldugu
bildirilmistir.

Tarkiye'deki seker hastalan da ¢esitli bitki ekstrelerini kullanmaktadir
(24-27). Bu bitkilerin bazilan {le yapilan bilimsel arastirmalarda kan gekerinj
dasarach etkisi olan bir madde saptanamamusglr (28-32).

Delne (Laurus nobilis L) dlkemizde Ege, Akdeniz ve Karadeniz
bélgelerinin sahil kisimlaninda yetigen, kisin yapragini dSkmeyen dioik bir agac
veya agacciktir, Yapraklan terlelici, antiseplik ve midevi etkilere sahiptir,
Meyvasi Ise idrar artunc olarak ye romatizmaya kars: dahilen dekoksjyon
halinde kullanilir (33). Aynica, halk arasinda seker hastalhifina karsi da
kullanildigina rastlanmaktadir.

Bu calismada, halk arasinda kan sekerini disfirmek amaciyla
kullanilan defne yapraklarinin hipoglisemik etkisinin olup olmadig
arasbnlmistr.

DENEL BOLUM

Defne yapraklan, Istanbul Avcilardan 1991 yih Temmuz ve Arahk
aylaninda toplanarak gélgede kurutuldu. Kurutulmus olan bu defne yapraklan
dallarindan aynlarak makasla ince ince kesildi ve 100 g'ina 1 litre distile su
llave edilerek 30 dakika kaynalldi, sOzldd ve evaporatérde suyu
uzaklastinldi. 100 g kuru yapraktan 16.85 g ekstre elde edildi. Balonda kalan
bakiye distile su ile ¢ozilerek hayvanlara kg bagina 2 veya 4 g kuru yapraga
Lekabiil eden miktarda sulu ekstre verildi. Etanolla ekstreyi hazirlamak igin ise
70 g kuru defne yaprag Soxhlet cihazinda %96'lik etanolle ekstre edildi. Etanol
evaporatdrde buharlagtinldi. 70 g kuru yapraklan 12.5 g etanolll ekstre elde
edildi. Balonda kalan bakiye distile su ile ¢6zilerek tavsanlara kg bagina 200
veya 400 mg olacak sekilde verildi.

Calismamizda, 2-3 kg agirhfinda tavsanlar kullamldi. Ticari yem (Yem
Sanayii Tork A.S.) ve musluk suyu lle beslenen tavsanlar bes gruba ayrildi. Her
grup beser tavsandan olusturuldu. 0.1 ml kan drnekleri 18 saat a¢ birakilan
tavsanlann kulagindan 0, 1, 2, 3 ve 4 (incQ saatlerde alindi. Birincl gruba
(kontrol) kg basina 1 ml %0.9 luk NaCl ¢bzeltisi afizdan verildi. lkincl Ve
ficincO grup tavsanlara kg bagina 2 g ve 4 g olacak sekilde sulu ekstre.

" dérdined ve besincl gruplara ise kg bagina 200 myg ve 400 mg olacak sekilde

etanolla ekstre afizdan verildi. Kan glukoz dazeyleri Hagedorn-Jenser
metoduna gore tayin edildi. Test ve konlrol gruplan arasindaki farkliliklari®
“degerlendiriimesinde Student(-t lesU kullanildu.

it

Fsdaitits:
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SONUG VE TARTISMA

Yurdumuz maki 8rtdsa icinde genlis bir alanda bol olarak yetisen Laurys
nobilis L. (Lauraceae)'in yaprak ve meyvalan gerek baharat gerekse halk flac,
olarak kullanilmaktadir. Yapraklardan elde edilen ugucu yag ise parfmerq ye
gida sanayinde genis bir kullanim alani bulmaktadir (33). Bu calismada, defne
yapraklannin hipoglisemik etkisi arastinidi.

Tavganlara NaCl ¢ézeltisi (kontrol), sulu ve etanolld bitki ekstrelery
verildikten sonra bulunan kan sekeri dazeyleri Tablo 1'dé gésterildi. Defne
yapraklannin 2 ve 4 g/kg konsantrasyonlardaki sulu ekstrelerinin ve 200
mg/kg etanolll ekstresinin tavsanlann kan sekerini dastrmedigi, 400 mg/kg
konsantrasyonda verilen etanollii ekstrenin ise kontrol grubuna gore yaklasik
olarak %10’k bir diisns sagladig sapland. Istatistiksel olarak da bu sonucun
anlamh (0.01>p>0.001) oldugu bulundu.

Hipoghsemik etki gésleren bazt bitkilerde yapilan c¢alismalarda aktif
maddenin polisikkarid (14-18) veya lerpenoid yapisinda oldu@u bildirilmistir
(22). Defue yapraklanndan elde edilen yagin analizinde terpen yapisinda
maddeleri fazla miktarda igerdigi bildirilmektedir (34,35). 400 mg/kg etanoliii
ekstre ile yapilan deneylerde hipoglisemik etklye neden olan maddenin
terpenoid veya polisakkarid yapisinda olabilecegi diigsnnilmektedir.

Kan gekerinde %]10luk bir azalma klinik aqisindan ¢ok anlamh bir
dasas degildir. Kan sekerindeki daststn daha fazla miktarlarda verilecek
ekstreler ile kontrolt ve tespiti gerektiginden, konu ile iigili ¢alismalanmiz
devam etmektedir.
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TURK ANNELERININ KOLOSTRUM YA Asipi KOMPOZiSYONU

Ayse OGAN(®), Refiye YANARDAG(**), N .
PCUM(**) (*%), Nesrin EMEKLI(*), Ayfer

(9 Marmara Ontw., Dis Hekimligt Fak.Biokimya Biltmdal Nisantast-Istanbul-Tarkiye
(*%) 1.0.Mah.Fak.Kimya Bélimi, Biokimya Anablim Dalt Aucilar-Istanbul-Turkiye

COLOSTRUM FATTY ACID COMPOSITION OF TUREISH WOMEN
SUMMARY

Fatty acid composition of colostrum of Turkish women was determined by GLC.
Milk of Turkish women contained significantly higher 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 milk of
women taking western diets. The PUFA:SFA ratio Is 0.76. Increased percentages of
medium chain SFA and polyunsaturated fatty acids and analysis of Turkish diet
indicated high carbohydrate and polyunsaturated fatty acid intake. Also increased
percentages of medium chain SFA suggested Increased mammary gland synthesis.

OzeT

Bu ¢aligmada, Tork annelerinin kolostrum yag asidi kompozisyonu, gaz
kromatografisi fle tayin edildi. Alman ve Amertkan annelerinin sQtlerine gore, Tark
annelerinin sQtlerinde 8:0, 10:0, 12:0, 18:2, 20:4 ve 22:1 yad asidi ylizdelerinin fazla,
16:0, 16:1 ve 18:1 yag asidler yOzdelerinin Ise az oldugu goraldQ. Poll doymamg yag
asidl: doymug yag asidl oram 0.76 bulundu. Polidoymamug yag asidlerinin artmig olmasi
Tark diyetinde gok miktarda polidoymamis yag asidl fperen yad mh:uldmmd;. orta
zincirll doymug yag asidlerinin miktarin artmig olmasida, meme bezlerinde bu &
asidlerinin. sentezinin fazla miktarda yapidigni ve karbonhidrat tiketiminin

oldupunu dagndtrmektedir.

g »

Bebekler i¢in en fyi besinin ann¢ snta oldugu bull‘ndldxﬁzc!l‘el:: s:: m
anne snta lle beslenmeye egllim : S%t pve i =4
bilegent olan yag asidleri diyetden, yad depolanndan Mnlu i
meydana gelen aretimden 1-4). Meme bezlerl l°'l4dlhl'b0ﬂ o u ya%
asidlerini sentezleyebilir, fakat 16 ve daha uzun zincirll yag asl el meme
bezlerinde sentezienmeyip annenin plazma liplerinden saglanir(S, e

asidleri ayn bir dnem tagimakta olup, bu

organizmasinda, polidoymami§ yag
yaga as!dleril:gzrep:e szellikle sinir sisteminin gellslmmde. Pmtaglandlnlerm
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senlezinde &nemli rol oynamaktadir(1,7,8). Lipidler sitin en degisken
bilesenidir, gon iginde, emzirme sirasinda oldukca farklilk gosterirler.
Lipidlerdeki yag asidleri kompozisyonu ise kolayca degismeyip annenin aldig
diyete ve takettigi yagin cinsine bagh olarak degismektedir. Toplumlann diyet
Ve yag aligkanlig: stteki yag asidi kompozisyonuna yansimaktadir(9, 10).

DENEL BOLUM

Suat émekleri miyadinda dogum yapan génalla annelerden dogumu
takip eden 2 ve 3nca gonlerde lipid miktanmn en fazla oldugu bildirilen saat
10.00-11.00 arasi her 2 memeden elektrikii pompa ile alindi(11,12) ve 2
memenin satd hemen birlestirildi. Annelere kullandig1 yag tarQ sorularak,
diyetindeki yag tara degerlendirildi. Dondurma, ¢ézme ve -20°C de saklama
lipolize neden oldugundan satler derhal modiflye Bleigh ve Dyer metoduna gore
ekstrakte edildi(13). .

Yag Asidlerinin Analizi .

Ekstrakte edilen yag asidleri metil esterlerine cevrilerek(14) FID
dedektorii iceren 1400 Varian Aerograph gaz kromatografisi cihazi ile analiz
edildi. Analiz i¢in 2 kolon kullanilds. Birinci kolon 6 feet uzunlugunda, 1/8 inch
¢apinda paslanmaz gellkten 80/100 chromosorb WAW, Gizerinde %15 OV-275
ile doldurulmustur._ 2incl kolon 2 feet uzunlugunda, 1/8 inch c¢apinda
paslanmaz celikten 80/100 supelcoport zerinde %10 DEGS ile
doldurulmustur. DEGS kolonunda 175°Cde izotermal, OV-275 kolonunda
100-200°C dakikada 2°C arttinlarak programlh olarak ¢alisildi. Her 2 kolon .
ile cahiymada enjeksiyon temperattira 200°C, dedektar temperatiira 220°Cde
tutulmus ve azot hiz: sira ile 40mi, 20ml/dak olacak gekilde ayarlanmstir.
Pikler Camag 4270 disc Integrator sistemi lle dl¢alms ve yag asidi bilesenleri
% agirhk olarak verilmistir. Esterlerin gaz kromatografisi ile analizi sonucu
¢ikan pikler, standartlann verdig! piklerle kiyaslanarak degerlendirildi.
Bulgular

Tablo 1de Ttirk annelerinin kolostrum yag asidf kompozisyonu, Tablo
2de Ise annelerin diyetindeki yag torlerinin degerlendirilmesi gérilmektedir.
Aycicek yagi bazli beslenen anneler grubun %90.5 unu olusturmaktadir.

Tablo 1.Tork annelerinin doymus ve doymams yag asidi kompozisyonu '

Doymus Yag Asidler] Doymamus Y.Asldlert %

Yag Asidlert 'y;:A?gulalﬁ n=21 Reg A £ Agrhk n=21
6:0 1.77+2.79 16:1 2.6822.57
8:0 1.7412.25 18:1 29.54113.36
10:0 2.88+3.14 18:2 17.4217.21
12:0 3.6123.32 18:3 1.562+1.83

e 14:0 4.3922.85 20:1 Eser s
| ... 156:0 Eser 20:2 1,93+1.53
 16:0 18.5146.80 20:3 3.51+3.39
Haan) 380, 3.72+3.23 20:4 3.53+3.49
RIER 22:1 10.86+6.89




Tablo 2.Satlerinl aldigimiz 21 annenin Lokettigl yag torlerd

Yag Tarleri n (Anne Sayisi)
Aycicek yagi bazh margarin+ 14

Aycicek sv1 yag+cok az tereyag

Aycicek yag: bazl margarin+zeytin yag | 5

+ay¢icek sv1 yag+cok az tereyag

Sadece tereyag 2

Doymus yag asidleri, kolostrumun toplam yag asidlerinin %37.22sinl,
doymamuig yad asidleri ise %65.66 s olusturmaktadir. Yag asidlerinin
gogunlugu ¢ift karbon sayih olmasina ragmen, eser miktarda 15:0 yag asidine
rastlanmigtir. Orta zincirll doymus yag asidleri 10:0, 12:0 ve 14:0 toplam yag
asidlerinin %11.28 ini olugturmaktadir.

TARTISMA

Satteki lipid miktan gan iginde ve emzirme sirasinda oldukca
farkhhklar gostermesine ragmen, yag asidi kompozisyonu ¢cok kolay
degismemektedir(1,9,10). Sat yag asidi kompozisyonu diyete, alinan yaglarnn
cinsine, miktanna, laktasyonun evresine gore degismektedir(l.4,1 1). Tark
annelerinin kolostrum yag asldi kompozisyonu birkag yag asidi diginda Alman
ve Amerikali annelerin satlerinden oldukea farklihk gdstcnnekwc_llr(l 1,12).
Tablo 3de gortildagn gibi Tark annelerinde, orta zicirll yag asidleri 8:0, 10:0,
12:0, esanslyel yag asidleri 18:2, 20:4 ve 22:1 yozdelerl yaksek, 16:0, 16:1,
18:0 ve 18:1 yazdeleri dagnktir. Tark diyetine lligkin veriler alinan kalorinin
%64 n0 karbonhidratlann, %23.69 unu yaglann, %12.81 in! proteinlerin
kargiladigim gostermektedir(15). Meveut istatistiklere gore Amerikalinin
diyetinde total kalorinin %46 si karbonhidratiardan, %42 si yagdan ve %12 sl
proteinlerden saglanmaktadir(16). Yiaksek oranda karbonhidrat ile beslenme
10:0, 12:0 yag asidlerinin artigina, 18:0 ve 18:1 yag asidlerinin dasmesine
neden olmaktadir(l,7). Diyetle alinan karbonhidratin, meme bezlerinde orta
2incirli yag asidlerinin sentezini arttirdigi ve yine diyetle alinan 18:2 nin ise, bu
¥ag asidinin stitteki miktarini etkiledigi bildirilmistir(2.5.7,17). Bulgulanmiza
g0re polidoymamus yag asidler yazdesinin doymus yag asidleri ylizdesine orani
0.76 dir. Sttlerini aldigimiz annelerin %90.5u polidoymarms yag :Sldl ‘cergn
ayticek yag: bazli margarin ve aycigek svi yadi takettiklerl de tespl ’dm‘ nig
Tark annelerinin satlerinde 18:2 linoleik asid miktannin artmast. axygaL gek 3::%
aliminin yoksek olmasina baglanabllir. Kaltarel ve balgesel olarak R;(:l =
¥ad asidi kompozisyonunun farkhilik gosterdig! b“dlgmu:'e Labnanl)
arkadaglari(18), dort etnik grupta (Tanzanyali, Ordanld. -

S0t ya2 asidi kompozisyonunu incelemigler ve bu
diyetlerinin birbirinden oldukga farkli oldugunut EOTPLR T CE L ann

¢ogunlugunu karbonhidratlardan elde edilen Bedevi ve L
SQtlerinde doymus yag asidleri oldukga fazla tken: OPTETES yag asidleri lle

daha ¢ok beslenen Urdanld ve Labnanh k:
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Tablo 3. Alman ve Amerikali annelerin kolostrum yag asidi kompoz(sy0nu
(6.9,10) ile bulgulanmizin karsilagtinimast,

Doymug Yag Asidlert Doymamus Yad Astdledt
Yag % Abrhk Ya2 % A2irhk
Astdi[ 1ok Alman | Amertkan | Amertan [| AS1S! | rork [ Alman T Amertkan | Amertia]
n=21{ORT] | n=14{ORT) | n=89(ORT) | n=6(ORT) n=21(ORT) | n=14{ORT) | n=89(ORT) n=6(ORT)
6:0 1.77 - 0.08 - 14:1 - 0.84 0.30 = 7]
8:0 1.74 - 0.04 - 16:1 | 2.68 4.12 EX) 43
10:0| 288 0.38 0.4 - 17:1 . 0.19 0.51 X
120| 381 2.93 2.41 2.6 181 | 2084 arre | azas 305
130 - = 0.03 . 182 | 17.42 10.30 7.82 12.1
14:0 4.99 5.26 5.09 58 183 1.52 1.37 0.34 1.2
150 | eser 0.10 0.44 . 20:1 | eser 1.37 117 1.3
16:0| 1851 25.66 24.47 234 |l202] 193 0.65 0.65 0.6
17:0 S . 0.64 . 203 | asi 0.35 0.49 0.5
180| 372 8.44 824 7.1 204 | 353 0.55 0.71 0.8
20:0 - - 0.71 - 20:5 - 0.43 0.43
22:0 = - 0.24 . 22:1| 1086 0.20 0.08 -
24:0 - 0.19 0.31 - 224 . 0.15 0.04
22:5 . 0.13 0.35
22:6 - 0.21 0.64 1.0

asldleri daha fazla y0zdeye sahiptir. Borschel ve ark.(5)da Misirh annelerin
sltleri ile Amerikalh annelerin sotlerinin yag asidi kompozisyonunu
kargilastirmig ve Misirh kadinlanin satlerinde 18:2 yag asidi ynzdesi Amerikal
annelere gére yoksek, 16:0 ve 18:1 ise distk bulunmustur. Dastk
sosyoekonomik d0zeydeki kadinlarin 18:1 yag asidi ytizdesinin dasiak, 18:2 ve
18:3 yzdesinin yoksek oldugu bildirilmistir(19). Bizim olgulanmizda da 18:2
yag asidi yazdesi ytksektir, gercl biz anneleri gelir dozeyine gére ayirmadik,
¢0nka toplumumuzda kolestrol korkusundan ve medyadan etkilenerek ytksek
sosyoekonomik dozeydeki kadinlar da artik polidoymamus yag asidleri igeren
yaglar toketmektedir, dolayis: ile olgularin kullandiklan yaglara gore dogak ya
da ytksek sosyoekonomik diizeyde olup olmadigini sdylemek gagdar. Ayrica
toplumumuzda bizimde gézlemlerimize gore zeytinyag) toketim aligkanb@
Ozellikle dogu kokenli ailelerde fazla yerlesmemisdir. Tablo 2de goraldaga gibl
sadece 5 anne diger yaglarin yanisira zeytinyag: toketmektedir. Buna bagh
olarak 18:1 y0zdesini dogak bulduk. Zeytinyagnin diger yaglara gore pahal
olmasi da diger bir etken olabilir. Esanslyel yag asidleri (18:2, 18:3 ve 20:4)
bebeklerin beslenmesinde hayat! Snem tagimasina ragmen 18:2 ytizdesi toplam
yag asldl icinde %18In 0zerinde fse agiri peroksidasyon olugacak ve E
vitaminine gereksinim artacakdir(20,21). 18:2nin yOksek oldugu musir Ve
aycicek yagina E vitamini takviyesl gerekebilir. E vitaminine gereksinim né
kadardir, bunun ne kadan stte transfer olabilmektedir, bunlar hentz agikhg2a
kavugmus konular degildir. Ayrica sittek| 18:2 miktannin artigina bagh o
[bebeklerin plazma kolesterol seviyesinin dastoga bildirilmistir(22,23). Ay™
gekllde ticarl mamalarda da 18:2 miktan arttnlmaktadi, fakat plazma
kolesterolini azaltmanin, bebegin ilerki hayatinda etkisi hentiz tam ©
agiklanmig degildir(23,24),

~ Sonuglanmz literator bilgis| Isiginda  degerlendirildiginde Tork
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annelerinin sttlerinde beslenme ahiskanl;

asidl yOzdesl yOksekUr. Alman anneler%ln':iibg.gahzotll&k gc;gd?:nm.gxzag
annelerimizde 0.76dir. Ozellikle polidoymamslardan 18:3 yordest bzt
annelerimizde %17.42dir. Bu deer peroksidasyon sxmm.xa'yakm olmakla
beraber bu sinir asmamigdir. Yoksek oranda, polidoymanms yag asidi iceren
anne sQtd ile beslenen bebeklerdeki kolesterol metabolizmasinin ne derece
etkilenecegine dair cahismalar hentz yeterli degildir.
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HANTZSCH TEPKIMESININ URE SAPTANMASINA UYGULANMASI

Fatma AYDIN" ve H. Nursevin OZTOp**
*Cumhuriyet Universitesi Mih. Fak. Cevre Mih. Bol. Sivas - TURKIYE
**Cumhuriyet Universitesi Fen-Ed. Fak Kimya Bél. Sivas - TURKIYE

DETERMINATION OF UREA BY HANTZSCH REACTION :

SUMMARY

Urea is converted ammonia with urease enzyme by analaysing potentiometric and
spectrophotometric methods. Kjeldahl is the oldest method whereas Nessisrization is the oftenest
method of determination ammonia.

In this study ; Hantzsch reaction has been exploted to developed a new
spectrophotometric method for the determination of nitrogen in the standart solution of urea and
blood serum. The results have been observed that experimental values of urea-nitrogen are suitable
for values of the Nesslerization method and theoritical results.

OzET

Ure , dreaz enzimiyle amonyaga gevrilerek potansiyometrik veya spektmtotome'u:lk
olarak analizlenebilmektedir. Amonyak saptanmasinda bilinen en eski yontem Kjeldahl ySntemidir.

En yaygin olarak kullanilan yéntem ise Nesslerizasyon y8ntemidir. ‘ :
Bu caligmada ; Hantzsch tepkimesi , standart dre ¢Szeltileri ve kan serumundaki azotun

saptanmas: icin yeni bir spektrofotometrik ySntemin geligtirilmesinde kul!u.nlml;ur. Sonuglar ,
dencysel degerlerle kuramsal degerlerin ve Nesslerizasyon yontemi degerierinin yumlu oldugunu

g0stermistir. G

GIRig
. SiotEy 14-
Amonyagin  f(-ketoester ve aldehul? tepkimesi sonucu 1,
dihidropridin tiirevi olusturan Hantzsch tepkimesi, degisik kaynaklardan elde
edilen amonyagin nicel olarak saptanmasinda kullaniimaktadir (1).

H H
H3C.o CHZ HCHO . CHzco.Cl'lg < H3C oC . , l OCH3
i i I H,C CH

Sekil-1. Hantzsch Tepkimesi
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Amino asitlerin yikimu sonucu olusan ve insanlar igin toksik olap
amonyak, fireye cevrilerek vilcuttan aulir. Kandaki fire diizeyindeki artig baz
Onemli hastaliklarin belirtisidi. Bu nedenle serumdaki dre diizeyinin
saptanmasi olduk¢a Onemlidir (2). Bu amagla kullanilan pek ¢ok ydntem
bulunmaktadir. Ancak caliyma Ormegi miktannin azlifi ydntem seciminde
spektrofotometrik yontemi yaygin kullamilir hale getirmistir.

Bu caliymada ; en yaygin olarak kullanilan Nesslerizasyon ydntemine
(3) , caligma silresi ve reaktif hazirlanmas: yoniinden alternatif bir ydntem
olarak Hantzsch tepkimesi segilip iire azotu analizine uyarlanmigtir.

DENEL BOLUM

Kullamlan Cozeltiler:

1. Standart amonyum siilfat ¢ozeltisi ( 20 mg/100 mL)

2. Stok iire ¢ozeltisi ( 0.857 g/100 mL)

3. Standart ire ¢dzeltisi ( 4 mL stok dre g¢bzeltisinden alinarak 50 mL ‘ye
seyreltildi)

4. Oreaz gdzeltisi (670 mL gliserin + 330 mL su + 10 g iire)

S. Trikloroasetik asit ¢ozeltisi ( %20 wh)

6. Sodyum asetat ¢dzeltisi ( 41 g /500 mL)

7. Reaktif ¢ozelti ( 15 mL formaldehit , 7.8 mL asetilaseton /100 mL)

Caligma grafiginin hazrlanmast: Degisik derigimlerde standart amonyum siilfat
cozeltileri 25 mL'lik balon jojelere alinarak tizerlerine 3 mL sodyum asetat , 4

mL reaktif ¢tzelti eklendi. 95 °C'ta su banyosunda 15 dk bekletildi. Sofutulan
orneklerin hacmi damitik su ile 25 mLYye tamamlandi. 412 nm dalga boyunda
spektrofotometrede sofurumu Slcalda. ‘

Degisik derigimlerdeki tre standartlarina ve kan serumu Orneklerine
yeteri kadar Qireaz gozeltisi eklenerek oda sicaklifinda 15 dk bekletildi. Uzerine
trikloroasetik asit cbzeltisi eklenerek proteinlerin ¢oktirilmesine kadar
santrifdjlendi. Ost sividan alinan Srneklere standart galisma iglemleri yapildi.

TARTISMA VE SONUGLAR

. Standart amonyum stlfat gtzeltilerinden elde edilen verilerle gizilen
sogurum grafifi sekil-2 de gosterildi. Ure ¢dzeltilerindeki ve serumlardaki azot
miktarlan; standart grafik yardimiyla belirlenip , seyrelmeden ileri gelen 2.73
faktoriyle carpilarak bulundu. Kuramsal olarak hesaplanan ve deneysel olarak
bulunan fire-azotu diizeyleri cizelge-1 de gdsterildi. Serum iire-azotu ditzeyler!
ise gizelge-2 de verildi.
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§ekil-2: Standart galigma grafii
Gizelge-1: Kuramsal ve Deneysel Ure-azotu Dizeyleri

Omek  Kuramsal Deneysel Kuramsal Deneysel
No Ure (%mg)  Ure(%mg)  Azot(%mg) Azot(%mg)
5 4.8 2.33

1 ; 224
2 10 105 4.66 4.90
3 15 142 7.00 6.62
4 25 24.5 11.66 11.43
5 50 52.7 2460 24.60
6 75 132 35.10 34.20
7 100 99.0 46.80 4620
8 125 126.0 58.50 58.80
9 150 1510 70200 = =0 1030
10 200 197.0 93.60 92.50
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Cizelge-2: Serumlardaki Ure-azotu Dilzeyleri

Ure-azotu ~ ( %mg)

Ornek  Nesslerizasyon Yeni Yontem
No Yontemi
1 20 19.9
2 12 11.0
3 15 15.0
4 43 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 16 154
14 18 19.0
15 8 8.0
16 65 67.0
17 18 20.0
18 63 68.0
19 16 15.0
20 123 122.0

Hantzsch  tepkimesiyle amonyafin nicel tayininde reaktiflerin
hazirlanigi ve deneylerin yapilgi kisa strede gerceklesmektedir. Tepkime
sonucu olusan renkli drin oldukca karalidir. Nesslerizasyon yonteminde
amonyum siifat ile hazirlanan standart ¢dzeltiden olusan iiriinde ise gokme
sorunu ortaya gikmaktadir. Caliymalanmizda gizelgelerden goriildiigd gibi
kuramsal ve deneysel degerler uygunluk géstermistir. Ayrica serum iire-azotu
diizeyleri Nesslerizasyon yontemi sonuglanyla uyumludur. Hantzsch tepkimesi
reaktiflerinden olan asetilaseton-formaldehit  ¢dzeltisinin  kullanildi1
spektrofotometrik yontemdeki drinin karali olmasi nedeniyle tire analizine
uyarladifimiz’ bu yontem serum ve diger fire kaynaklarina kolaylikla

uygulanabilir.

O2.(%
octe
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KRONIK ~ BOBREK  HASTA SERUMLARINDA VE PLEVRA

2 .
SIVISINDA Zp"“ MIKTARININ APO . ;
FLKRAR AKTIVASYONU ILE ' Tagini CK  ANHIDRAZIN

Nazan DEMIR, O.Irfan KUFREVIOGLU ve Ebubekir BAKAN

(9Atatirk Oniversitest,Fen-Edebiyat Fakiltest Kimya Balama, Erz “Tirki
(*)Atatirk Universitest, Typ Fakiltest Blyokimya Anablim Dalt, E:"z’:x‘runm rﬁye

DETERMINATION OF 2Zn*2 BY REACTIVATION OF APOCARBONIC
ANHYDRASE IN CHRONIC RENALE FAILURE PATIENTS SERA AND
PLEVRAL FLUIDS

SUMMARY

In study, serum of patients with chronic renale fajlure and plevral fluid Zn*2
determination was made by a new method based on reactivation of apocarbonic

anhydrase by Zn*2 present in the samples. This reactivation is proportional to the
Zn*2 concentration. Carbonic anhydrase was purificd from bovine crythrocytes by

aflinity chromatography. The Zn +2 present in the enzyme was removed by dialysis
against dipicolinic acid, resulting in an apoenzyme of 100 % pure. The activity of the
enzyme was determined on the basis of eslerase cffect of the enzyme on p-
nitrophenyl acctate, For this purpose, 35 serum samples (15 palients and 20 healthy

subjects) and 10 plevral flulds were used as samples. The Zn*2 determination was
made by two methods: enzymatic method and alomic absorbtion method, The
correlation between two methods was statistically meaningful (P<0.001).

OzeT

Bu galismada prensip olarak, apokarbonik anhidrazin enzimatik aktivitesint

dmeklerdeki Zn*2 miktan ile orantl olarak tekrar kazanmasina dayanan, yeni bir
¢inko tayin yénteminin uygulanabilirliginin aragtinlmasi ve genigletilmesi amaciyla

kronik bobrek hasta serumlannda ve plevra ssinda Zn*2 tayin{ yapildi. Karbonik
anhidraz, sigir eritrositlerinden afinite kromatografisi yardimiyla safllagtinldi.

Yapisindaki Zn*2 dipikolinik aside kars: diyalizle uzaklastinlarak % 100 saflikta
apocnzim elde cdlldl.pEnzim aktivitesi, cnzimin p-nitrofenilasetat \‘)zcr'lnch:k‘:‘l c:'l..lc;&n:
aktivitesi fle belirlendi. 15 kronik babrek hastas: flc 20 saglikh l:glnlr;, :’crun b
V¢ 10 plevra sivisi ndmunesinde enzimatik metodla ve atomik absorbsiyo

+2
leZn*2 taying yapildi, Enzimatik ve atomik absorbsiyon metodlanyla Zn™< tayin
$onuglan arasinda énemli korelasyon goraida (P<0,001).
Girig

‘nin
Karbonik anhidraz enzimi (E.C.4.2.1.1.). hoicrelerde COpn

¢l‘gl?6§as{°““ ve bikarbonatin dchldlral:‘s( ungolgﬁﬁggrgggglkglilo%l; A :t
ba U bir metaloenzimdir. Enzimin LR,

Blanm +2' tirilmasi lle apo
°'“$makl§ vez 2lu$$1na%?2nzlm aktIvltcsl_gOSlcxmcmck(cdlr (1).
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Bu durumda apoCA'nin ortamdaki Zn*2 'yi baglayarak tekrar

aktiflesmesinden faydalanarak Zn*?2 tayinl yapmak muamkap
ﬁéz{lkmektedlr. Bu didstnceden hareketle konuyla ilglll ilk arastirma

obayashi ve arkadaglantarafindan yapilmistir (2,3). Bu aragtirmacilar,
apoCA'nin tekrar aktiflesmesi ile meyva sulan ve su namunelerinde,

enzimin esteraz ve hidroliyaz etkilerinden yararlanarak 2zZn*2 tayini

yapruslardir. Ancak Zn*2Yyi gelatlayici olarak 1, 10-fenantrolinkullanmglar
ve enziml % 100 apo hale geliremediklerinden ylksek konsantrasyonlan
deneyememiglerdir. Sonug olarak viicut sivilarina hig Elrmemlslerdlr. Daha
sonra Kafrevioglu ve Keha (4) farkh bir ¢elatlayici kullanarak yéntemi

eniden denemislerdir. Kullandiklar: celatlayici olan dlﬁlkollnlk asitle

Iridin 2,6-dikarboksilik asit), daha kisa sarede (3 saat) daha saf apoenzim
elde etmeyi basarmiglar ve yéntemi idrar, beyin omurilik sivisi ve serum
nimunelerinde serumun kaynatilarak CA ‘aktivitesinin uzaklastirmasi
suretlyle denemislerdir. Fakat bu calismada da % 100 apoenzime
ulagiamamis ve ydntem sadece saghkl kisilere ait serum nimunelerinde
denenmistir.Konunun devami olarak Ktfrevioglu ve Demir (5) tarafindan
dipikolinik asitle yapilan diyaliz sresi uzatilmak suretiyle (5 saat) % 100
saflikta apoenzime ulagilmis, ydntem diabetli ve sirozlu hasta serumlannda
basanyla u)l'_gulanmxf. sonuglarin do?rulugu ayni nimunelerde yapilan
atomik absorbsiyon &l¢tmleriyle dogrulanmstir.

Bu calismada, yénlemin her torld serum ntOmunesinde
uygulanabilirliginden emin olmak i¢in serum muhtevasinin degistigl bilinen
kronik bobrek hastalan secilmis ve sonuclan mukayese edebilmek icin de
saghkh kisilerin serum niimuneleri de cahsilmistir. Ek olarak farkh ve
denenmemis bir vicut sivisi olan plevra sivisi secllerek, ayn ydntemin
uygulanip uygulanamayacagi konusu aydinlatiimak istenmistir.

DENEYSEL BOLUM
Apokarbonik Anhidrazin Sigir Eritrositlerinden Saflastiriimast

Deneyler i¢in sigir kani Erzurum Belediyesi Mezbahasindan kesim
esnasinda alindi. Antikoagulant olarak asit-sitrat-dekstroz (ACD)
kullanildi. Ganlok kullanilan bu kandan 6nce eritrositler ayrilarak, %
0,9'luk NaCl ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra destile suda hemoliz edildl.
Hemolizat 10.000 rpm'de 30 dakika santrifGjlenerek eritrosit zarlan
uzaklalfatmldl. Daha once anlatilan bir yéntemle afinite kolonu
kullanilarak (6) karbonik anhidraz enzimi sallastinldi. . Saflastinlan
karbonik anhidraz Sc;;;ladcx G-25 |le derisiklestirilerek &nce deiyonize
suya, daha sonra 0,05 Tris-SO4 (pH=7,4)'e kars: diyalizlendi. Daha sonra

dipikolinik asit cozeltisine karsi 5 saat sareyle diyaliz edilerek enzim
yapisindaki Zn*2'nin tamarm uzaklastinldi.

Enzim Aktivitesi Tayini

Karbonik anhidrazin saflastiniimasi islemlerinde eltiatlardaki enzim
aktivitesi, Rickli ve arkadaslan tarafindan modifiye edilen Wilbur-Anderson
yontemiyle belirlendi (7). Standart grafigin hazirlanmasinda ve vacut

sivilarinda Zn*2'nin seviyelerinin belirlenmes! islemlerinde, CA aktivites!
Sl¢mleri enzimin esteraz etkisine dayanan bir yonileme %Ore yarxldl (8). Bu
yontemde CA enzimi substrat olarak kullanilan p-nitrofenilasetati p-
nitrofenole hidroliz etmekle ve bunun da 348 nm'de absorbsiyonu
olc0lmektedir.Tayin Islemlerinde $u yol takip edildi: Spektrofotometre
topane 0.1 ml enzim gézeltist, 1,4 m1 0,05 M Ixis-SO, (pH=7,4) ve 1,5 M

substrat konulmasindan 3 dakika sonra 25°C'd 348 nm'de absorbanslan
enzimsiz kor topane kars: okundu, = PSR
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Apokarbonlk Anhidrazin Tek i
e dart . Crafiklerin Hazx:?:n r::;lmemw(nin Incelenmesi ve

Stok standart Zn*2 cozeltis
einde cbznlmestyle elds ccdll S é-tﬂnko metalinin sicakta salfarik asit

cozelti seyreltilip Kali Tris flavesiyle pg:ga‘{; graﬂ in hazirlanmasinda bu

elirildl

Apoenzimin standart zZnp+2 3
aktiflestirildigini belirlemek Igin far 16 ?;Il:.ggt:‘lgl;n ne jadar sarede
sicamlerl yapildi. Apoenzimin aktifles yon strelerinde aktivite

mesl i¢In en uygun stre 3 dakika
olarak belirlendi. Tekrar aktiflesmede a : =
mlktarlax; a(rasmdakl glsklnln lnzcclcnmcs?g%:cgﬁjzzgéﬁ%ogsklg; Zs:;i
tutularak (3,61x10™ M) Zn*? konsantras
smyelcf? absorbans olarak ¢inko mlktarlannayonu .‘éﬁﬁ}?gtlrggi‘icﬁgc "llf
Bu grafik serum ornekler! ve plevra sivilarindaki tayinlerde standart egri
olarak kullanild:.

AL S

[

A--ép-r

0 e 30 e e 0 4 TH d% 9% 10
1 et (o)

$ekil 1.3,61x10°5 M'lik sabit apoenzim konsantrasyonunda, Zn*2
miktarinin degistirilmesiyle apokarbonik anhidrazin akliflesmesi sonucu
elde edilen absorbans degerleri (pH=7.4).

Viicut Swilarinda Zn*2 Tayini
Yéntemin kronik bobrek hastalan serumunda ve plevra svsinda Zn*2
layini amaciyla kullanilabilirligini belirlemek igin 20 saghkh ve 15 kronik
brek hastas: serumu ile 10 plevra sivisi orneginde yukanda anlatilan
sekilde denemeler yapildi. Serumda ve plevra sivisinda ¥aksek far su
akUvites| dzlendiginden, tayin oncesl agzi kapatilan tipler kaynar su
banyosunda 1 saat shreyle tufuldu ve san fajlendi.
ARivOctav A oala Zn+2 seviyeleri, atomik absorbsiyonla da

belirlendi. Atomik absorbsiyonla Zn*2 tayini yapilmadan 6nce serum
niimunelerinde proteinler % 8ik TCA ile ¢oktaralda ).

SONUCLAR VE TARTISMA

20 saglikly, 15 kronik bsbrek haslasi serumu ile 10
edllen de?}%rlcr istatistiki analizlere tabi tutularak

B0sterild. )

Bu tabloda battin nimunelere ail deperler lncclcndlgldze:g:rz;grear:_ggx:élak
Yolla elde edilen sonuglarla atomik absorbsiyonla bullung:u e et
am bir uyum oldugu goralmektedir. Yapifan { lcgl s:l nu gcrulamakladxr.
(P>0,05) ve korelasyonun dnemli (P<0,001) cllémasn u:\ D sl
Lonug alaraky enzimatix Sntenle 2o e nnle kullanilabilecegt
degistigi durumlarda ve plevra sivisinda ~ gave

levra sivisi igin elde
'{‘)ablo 1'de topluca
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anlagilmaktadir, Apoenzim kitlerinin hazirlanmasi ile uygtllanmam ¢ok kolay
olacak enzimatik ySntemin, alternatif ydntem olan atomi absorbsiyona gére
ﬁOk daha ucuz olmasi ve sadece spektrofotometreye ihtiyac Oslermesy

ullanim alanini arttiracaktir. Otoanalyzer'e adapte edilmesiyle rutin
caligmalara sokulmas: i¢in calismalar devam etmekiedir.

Tablo 1.Atomik absorbsiyon ve apoCA yéntemleri ile bulunan zn+2
degerlerine ait korelasyon ve t testi sonuclan pg 1100ml ).

Numune N Enz.Yontem Atomik Ab. Student ttesti Korelasyon
(X+SD) (X+SD) t P r p

Kontrol .
ﬁ:légll;( 20 123,5%20,8 129.4%*21,2 1,312 >0,05 0,75 <0,001

bdbrek
hastalan 15 106,4%* 21,1 106,8 £ 22,3 0,894 >0,05 0.97 <0,001

Plevra
SIVIS1 10 88,4222,0 90,0t22,0 0,870 >0,05 0,99 <0,001

KAYNAKLAR

1.J.E.Coleman, "Carbonic anhfdrase: Zinc and the mechanism of
catalysis”, N. Y. Acad . Sci 429 (1984) 26-48.

2. K.Kobayashl, K.Fujiwara, H.Haraguchi, K.Fuwa, "Determination of
ultratrace zinc b§4c atic actlvity of carbonic anhydrase”, Bull . Chem
Jpn, .54,7 {(1979) 1932-1936.

3. K.Kobayashi,K.Fujiwara,H.Haraguchi, K.Fuwa, "Determination of
ultratrace zinc by enzymatic aclivity of carbonic anhydrase.ll.Use of
ggg%otzl?& hydrolyase activity", Bull . Chem .Soc . Jpn 54 ,9 (1981)

4.0.LKofrevioplu,E.E.Keha, "Bazi vacut swilarinda Zn+# miktarinin
enzimatik yo tayini®, Doga TU Kim . D, .12,2 (1988) 214-221.

5. N.Demir, O.L.Ktifrevioglu, E.Bakan, N.Utlu, “Serum zinc levels inpatients
with diabetes mellitus and cirrhosis: A new, enzymatic method,
Biyokimya Dergisi XVI, 2 (1991) 272-273.

B.I;Kﬂfrcﬁoglu.’hpoklrbonik anhidrazin tekraaktivasyonu ile bazi
viicut sivilarinda Z¥? tayini’, Doktora Tezl, Ataturk Universitesi
Fen-Edeblyat  Fakiltesi(1985).

7. fﬁiﬁlcﬂﬂ._V&Sb,A.S.lel‘azanfar;_yg.H:Glbbons. J.T.Edsall, "Carbonlc}
anhydrases rom uman e rocytes: Preparation and properties o
two enzymes” .J. Biol. Chem,.~ 2394 (1964) 1065-1078. p

8.J.A.Verpoorte, S.Mehta, J.T.Edsall, "Esterase activities of human
B anhydrases B and C ,J. Biol. Chem, 242, 18 (1967) 4221-

hman and D.C.Gary,"Flow Injection analysis atomic absorb-
ation of serum zinc", Clin. Chim. Acta137, 151-157.




CIBACRON BLUE F3GA iMMOBiLiz Sxe
O ROMATOGRAFISINE UYGULAN wé Ipnm HIDROJELLERIN AFiNiTE

A. DENIZLI, ATUNCEL, A. KOZLUCA, F. KAYIRHAN, E. PISKIN
Hacettepe Universitest, Kimya Mahendisligt Balama, Beytepe, Ankara

FINITY CHROMATOGRAPHY APPLICATIONS OF
RON BLUE F3GA IMMOBILIZED PHEMA HYDROGELS

SUMMARY

In this study. bovine serum albumin adsorption onto Cibacron Blue F3GA immobilized PHEMA
hydrogels was investigated, PHEMA was selected as the base support materfal. PHEMA particles

ut 250 pm In diameter were produced by phase inversion polymerization technique carried out
in an aqueous phase containing magnesfum oxide. 'mmence of the hydmx&lAgmupo in the
structure and desired hydrophilicity were suhﬂgl!ed by H monomer. The PHEMA microcarriers
were activated bé the cyanogen bromide (CNBr) activation method at alkaline pH (11.5). After the
CNBr activation, Cibacron Blue F3GA was immobilized to the activated PHEMA beads. The extend of
nonspecific and specific adsorption of albumin on PHEMA and Cibacron Blue F3GA immobilized
PHEMA particles were studied (n batch fashion.

OzET

Bu ¢ahgmada. Cibacron Blue F3GA Immobilize PHEMA partikillere albumin adsorpsiyonu
incelenmigtir. Hidrofillk PHEMA partikdller (250 pm) faz déndsdm lime onu lle
magnezyum oksit (MgO) dafitma ortaminda hanranmgtir. PHEMA y ndeki hidroksil
ﬁmplan bazik pH'da CNBr ile aktive edilmigtir. Akt fsleminden sonra, albumine s

gand Cibacron Blue F3GA PHEMA partikallere bu aktive bdigelerden Immobilize edlimigtir.
Spesifik ve nonspesifik albumin baglanmas: normal PHEMA ve fbacron Blue F3GA immobilize
PHEMA tle test ediimigtir.

Giris

g raflsl;

Polimerik partikaller, ginimazde, diagnostik test kitleri; biyoafinite kromatog
biyoaktif aja%alann (enzglm. hocre, vb.) Immobilizasyonu gibl bir §°k|§“¥fl°jgf§
uygulamalarda tasiyici veya destek maddesi olarak kulhgll.;naléta ir 1521400
uygulamalardan kromatografik yontemler lle biyoaktil ajanlannb ulun uldm'lmk rtam: o
ayrilmas: genellikle, hidrofobik etkilegmeler, fyon degisimi ve biyospes blyosewtesl

’ " ad) verilen
Ozerine kurulmugtur. Klastk afinite kromatografisinde ug;:dkavallmt immobilize

fle
yiksek ajanlar (enzimler, proteinler, vb) polimerik tagtyic: X
edllmektedir. Ligand olm£ kullanilan bu b!yomolekﬁll:rlcnnms:ﬁ)gon;. % . tekrarh

ki vardir. Inorganik

lmatan, yakser spestitle Kolaylila. sterilicnebilmeler! ve simifery LCHaC
kullanun'lan. bu boyalann kromatograflk uygulunama "Efb.mn Blue F3GA
kullanimlanin gindeme getirmigtir [3]. Bu cah,madaa',-:ll‘knllel‘m kromatografik ayuma
immobilize polihidroksietlimetakrilat (PHEMA) peskCl C0L Co7

Proseslerinde (albumin adsorpsiyonu) kullanilab

DENEL BOLUM
PHEMA PARTIEULLERIN TEMIZLENMES] i e h A
azerinde durulmugtur.
Yapilan calgmada fki alternatif K:kama teknik} unda 2 saat sQreyle yikanmasi

polim jtrasonik yrkama banyos izleme teknigl olup.
““l:;u:i:;ar:r);glll(gg‘u?lik‘l‘ncl yontem ise daha etkin bir tem

A5adidaki ydntem fzlenmigtir.
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e I'de gorulen yikama sistem! kullanimigur. Sistem bir aktif karbon
koloan‘:ly(%!.‘éctgt? xsgkcum: 4 ggt‘;lm aktif karbon) Icermektedir. 2000 ml hacminde fosfat
tamponu (pH 7.4) igceren cam reaktdre 10 gram polimer eklenmiy ve bu cOzeltl bir
pompa yardum {le kapalisistemde aktil karbon kolonundan 10 ml/dak akis hizinda
gecirilmistir. Kolon ¢ikisindan belirll zaman araliklannda omekler alinarak optik

unluk tayin edilmis ve 15 saat'lik islem sQres! sonunda bu degerin sifira dastoga
g(e)ﬁrlcnmlsur. Daha sonra bol miktarda damitik su ve etanol {le ytkanan polimerik

partikiller vakum etavde (Nave, Tarklye) 100 mmHg ve 50°C'da 48 saat kurutulmugtur,

Ornek Izleme
Vanas:

e = 1

Aktif K/
- Karbon
Kolonu X
‘ RN L
PolitHEMA) L( PRERY X
partikiller % St @ ‘|
Damitik Su=—p*2 1000 Su Dolagim
ROk AR Pompas)
Manyetik Kanstina

Sekdl 1. Polimerik Partiktlleri Yikama Sistemi.

PHEMA HIDROJELLERE CIBACRON BLUE F3GA BAGLANMASI

PHEMA hidrojeller, HEMA monomerinin etllenglikoldimetakrilat monomeri lle capraz
baglanma/ kopolimerizasyon reakstyonu sonucu hazirlanmistir. PHEMA hidrojeller (1
gram) 80 ml su iceren sizdirmaz bir cam balon i¢ine konularak denge glgme degerine
ulagmasi icin 2 saat bekletiimistir. Cibacron Blue F3GA (500 mg. Polyscience Inc., ABD)
10 ml suda ¢6z0lm0s ve 5 gram PHEMA iceren sizdirmaz cam balona aktanlmigtir, Bu
ortama 4 gram NaOH eklenmis ve cam balon 80°C'daki su banyosuna daldiriimistir.
C Blue F3GA'nin polimerik yapiya 2 Islemi 4 saat devam ettirlmigtir. Bu
slire sonunda boyanmis PHEMA partikiller flitre edilerek ortamdan alinmig ve polimerik
yapiya wmnamu boyalann uzaklagtinlmas; icin bol miktarda su ve metanol lle

CNBr Ammm HIDROJELLERE CIBACRON BLUE F3GA
iMmMoB YONU

Clbacron Blue F3GA'mn polimerik yapiya kovalent baglanmas: jcin PHEMA
huqueldg CNBr le aktive cdiimistir. Aktivasyon Kosullan foesr yleir: PHEMA
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tinlarak lanir. Aktiv
unda tepkimeye girmeyen CNBr ve Olay saglanir, asyon
;Emerlk partikaller dnce FeClg ve danommh?n Grdnlerinin uzaklagtinlmasi i¢in

sonra soguk su ve 0.1 M NaHCO3 lle
T CNBr aktive PHEMA hidrojeller (5 8 aktivasyondan hemen sonra Cibacron Blue F3GA
(500 g boya, 4 gram NaOH igceren 100 ml suda ¢0zalar) ¢ozeltisini iceren sezdirmaz
reaktore eklenerek spesifik boya baglanmas baglatilir. lanma f{slem! 4 saat
sirddrilar. Bu sQre sonunda boyanmig PHEMA partikaller filtre edilir ve polimerik
yﬂ:P'ya spr@mk baglanmamiy boyalann uzaklagtinimast igin bol miktarda su ve metanol

ALBUMIN ADSORPSIYON DESORPSIYON GALISMALARI

Adsorpsiyon deneylerinde bovine serum albumin (BSA, liyofilize, Sigma, ABD) model
protein olarak se¢llmig ve 250 um polimerik partikiller fle w;;um:?t'ﬂ: Adsoz'pslyon
deneyleri albuminin izoelektrik noktas: olan pH: 5.0 degerinde, kesikli sistemde (25 ml)
gergeklegtirilmigtir (Sekil 2). Ortam pH'ini sabit tutmak i¢ln asetat (CH3COOH-
CH3COONa) tamponu kullaniimigtir. Ortamin lyonik kuvveti NaCl fle {ki degistk dzeyde
ayarlanmigtir (0.01, 0.1). Baglangic albumin konsantrasyonu 0.5-4.0 mg/ml arasinda
degistirlimistir. Adsorpsiyon iglemi 25°C'da 100 rpm kanstirma hizinda 2 saat devam
ettirilmigtir. 2 saat sonunda adsorplanan albumin miktan UV-spektrofotometre ile
zlenerek (I=280 nm) bulunmugtur.

Caligmanin lkinci bdlaminde, adsorpsiyon kapasitesine ortam pH'inin etkisi
incelenmigtir. Adsorpsiyon ortaminin pH'1 4-8 arasinda degiglk tampon sistemleri
(CH3COOH-CH3COONa, 4-6; KgHPO4-KHoPO4, 7: NH4OH- NH4CL, 8) fle fyontk kuvvet
fs¢ NaCl {le ayarlanmigtur.

Albumin desorpsiyonu, 2 M NaCl igeren pH 8 tamponunda yapilmigtir. Albumin
adsorplanmis polimerik partikaller adsropsiyon {slemi sonucunda desorpsiyon
ortamina aktanlmig ve 1 saat'lik desorpsiyon zamani sonrasinda ortamdaki protein
konsantrasyonu spektrofotometrik ydntemle dlcOlmagtar.

A—

e @ 3

- . m-
Sekil 2. Immobilizasyon Sisteml; a: silindirik kap._ b: termometre;
¢: drnek alma yolu; d: manyetik kanwr:l; e:mu'qefik bahk:
{: su dolagim pompasi; g: sabit sicaklik su banyosu

SONUCLAR VE TARTISMA

karsihik optik
Aktif karbon kolonu kullanilan ykama sisteminde, yikama zamanina

YoBunluk degerlert belirlenmiy ve Seidl 3de grafige SUomsHE. gy 1k degert onemll

Sekil 3¢ zamanimn tik yogunluk
Oranda ::ﬁ:. géfgggaillb;,{‘&m :utllk bir yikama stres! sonunda optik yo2

finin sifira dogarnldoga gozlenmigtir.
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Optik Yogunluk

2.50 ! Yikanmamig

2.00 pHEMA

150 L

A
1.00 5
0.20 - ks
I O Yikanmamg pHEMA

0.16 I §

0.12 | 10Saat & Yikanmig pHEMA

008 | 15Saat 3

0.04 |- 2.0Saat 4

0.00 - 1 1 1 1 25 S[aat = T X I T Y RN A e

20 240 250 280 200 N0 40 50 0 0 N D 10
A (nm) Stcakhk (°C)

Sekil 3. (a) pHEMA partikillerin Yikanabilirlik Ozellikleri;
(b) Yikanmig ve Yikanmamig pHEMA Partikillerin Kismi
Taramal Mikrokalorimetre Spektrumlan.

Yikama verimini test etmek amaciyla yikanmis ve yikanmamis pHEMA partikallerin
kism| taramali mikrokalorimetre spektrumlan alinmigtir. Sekil 3b'de goraldaga gibl
yikanmamis pHEMA partikallerde 60°C civaninda bir pik varken aktif karbon kolonu ile
yikama sonucu bu pik yok edilebllm|stir.

PHEMA hidrojellerin hidrofilik karakteri nedeniyle nonspesifik albumin adsorpsiyonu
oldukea dasaktar (1 mg albumin/g PHEMA). Polimerik ylzeye Cibacron Blue F3CGA
baglandiginda adsorpsiyon kapasitest 15 mg albumin/g PHEMA degerine
y;ﬁsehne tedir. PHEMA partikiller CNBr ile aktive edilip yOzeyde reaktif bolgeler
yaratildiktan sonra Cibacron Blue F3GA polimerik yapiya kovalent bag ile baglandiginda
ise adsorpstyon kapasites| hemen hemen {ki kat (30 mg albumin/g PHEMA) artmaktadur.

30 T

ey )
@ o X

- PHEMA - L
-O-PHE_MA-Boyu

Adsorplanan BSA/g PHEMA
-
=]

5t ~-CNBr PHEMA-Boya || 4__,,1
A ] ¥ =2 :
°} 1 2 3 4 0 1 2 3 5

BSA Konsantrasyonu (mg/ml) BSA Konsantrasyonu (mg/mt)

ll:ll:llE.MA. ggEMA-CBﬁl»acmn Blue F3CA ve CNBr aktive
EMA-Cibacron Blue F3GA hidrojellerin albumin adsorpsiyon
Izotermleri, Tuz: Nacl; (a) Iyonik kuvyet: 0.01; (b) lyontk kuvvet: 0.1.




Adsorpsiyon kapasitesine pHn etkis| {ncele

A 3 ndi2ind

olmadig) izoelektrik pii'da (pH: 5.0) her ng dururada da (PHEVA PrimsA s
F3GA; CNBr aktive PHEMA-Cibacron Blue F3GA) maksimum a&sorps'ym dzlenmigtir
En ydksek albumin baglanmasina ise CNBr aktive PHEMA-Cibacro SBI NG
partlkollcrde ulagilmistir. Deso D ENOe

Tpsiyon degerleri Incelendiginde tse PHEMA hidrolell
baglanan albuminin ortalama % 85' polimertk ‘;daigldan tersinir omr:)‘gegcer;

kazanilabilmektedir. Ulagilan sonuglar PHEMA
partikallerin boya afinite
m:kwtgdr:{lsmde protein saflagtirma amact icin basan fle kullanilabileceg! umudunu
Cibacron Blue F3GA takih PHEMA partikallere adsorplanan albuminin polimerik

idan desorpsiyon deneylerdi 2 M NacCl (pH 8.
%’argm da tammiandig: gl (pH 8.0) ortaminda yapxln?xetu-. Desorpsiyon

Cibacron Blue F3GA-PHEMAYa adsorplanan BSA miktan
Desorpsiyon % = x 100

Desorpsiyon ortamina salinan BSA miktan

Cibacron Blue F3GA takii PHEMA partikillerden albumin desorpsiyon degerleri

Cizelge 1'de verilmigtir. Cizelgeden de gorildo, bl desorpsiyon degerleri oldukca
yﬁksegk olup tatmin edici d edir. £ s Lt

Cizelge 1.  Cibacron Blue F3GA takih PHEMA partikallerden adsorplanan
albuminin desorpsiyon degerleri.

—————— - - - -

Adsorpsiyon Ortami
lyonik Kuyvet : 0.01, NaCL pH: 5.0

Baglangic BSA Konsantrasyonu (mg BSA/ml) Desorpsiyon Oram (%)
______________________________ — o oy s

T 78

1.5 81

20 87

25 92

3.0 . 88

4.0 76

- o e (- S0 -, D Gy P, S A D G -5 S

Adsorpsiyon Ortami
lyonik Kuvvet : 0.1, NaCl; pH: 5.0

Baslangic BSA Konsantrasyonu (mg BSA/ml] e s 19_6)_ _______
B e s i i S T
cl).g 73
§ 79
1.5 85
2.0 87
25 91
3.0 92
Q0 T e N S o
EAYNAELAR

: , 115-121.
D.M. Schulte, J. Chromatography. (1990) 5('1%32) 20,1.

L
tography, ¢
§ “c“R""LZ'& "‘l'do;'m bc::ym.h cwrme. Blotecnol., (1984) 8 , 78-161
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250 HASTADAN AMELIYATLA ALINAN BOBREK TASLARININ KALITATIF ANALI-

7i ve SONUCLARIN ISTATISTIK DECERLENDIRMES]

Miinire HACIBEKIROGLU ve Nevzat BABAN

Istanbul Oniversitesi Cerrahpaga Tip Fakitltesi Biokimya Anabilim Dali, Cerrahpaga, Istanbul, Thrkiye

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 renal stones were chemically analyzed, and the results
were statistically evaluated.

As a results it was found out that 86% of the stoncs contained calcium. This ratio was the
highest among the other cations. The most frequently encountered anion was oxalate with 80%
ratio. Amonium with 22.4% and Magnesium with 8-4% were other cations cxcept calcium. Phospha-
te with 72.4% and vicle with 16.8% took the second and third place respectively. Carbonate had the
lowest ratio with 0.8%. The ratio of pure uric acid stoncs were 2.8% and cystine stones were 2%,

Compared with the other studies, all the ions, except carbonate, showed similarity.

OzET

Bu caligmada 250 adet bdbrek taginin kimyasal analiz ybntemi ile bilegimi tayin edildi ve
sonuglar istatistik olarak degerlendirildi.

Elde cdilen bulgulara gdre taglann % 86s
katyonlar iginde cn yiiksek oldugu saptanmigtir. Anyon

dir. Kalsiyum digindaki diger katyonlar: amonyum % 2.4, :
dan fosfat % 72.4, tirat % 16.8 oranlan ile 2.nci ve 3.Gincli siradadir. Karbonat % 08 ile en az rastla-

tsti i 2'dir.
%an anyondur, Saf iirik asit tozlannin orans % 2.8, sistin taginin iS¢ %
jonlannin
Bu bulgular literatir bulgulan ile karglastnidiginda karbonat ve MAGACHYY

digindaki ionlarda uyum gézlenmektedir.

\nda kalsiyum bulundugu ve bu oranin aranilan
olarak oksalat % 80 ile birinci stray almakta-
magnezyum % 8.4 oranindadir. Anyonla-

GlRlg
tada olumlu bir tedavi plani yapabilmek igin

Bbrek tagi gikaycti olan her has i olarak yapimas: gereken 2
a§in bir bitiin olar:k ?zcclenmesi sarttr. Bu amagia rutin e

283



analiz vardir: L AL 3

1- Herhangi bir maddenin agin atilimunt sap(aynbll_mck icin idrarin incelenmes;,

2- Yapisinin belirlencbilmesi igin tagin incelenmest.

Uriner sistem taglari ile idrar kristallerinin gok yakin ilgisi bilinen bir gergektir,
Idrarla qikartilan birgok madde uygun ortam bulunca knstpllc;mck(c ve idrarda saptap.
maktadir. Ozellikle liriner sistem tasi olan hastalarda bu kristaller nem kazamr(6,7,9)_

Uriner taglarda sik olarak rastlanan kristalloid bilesikler, kalsiyum-fosfat, kals;.
yum-oxalat, magnezyum-amonyum-fosfat, {irik asittir. Seyrek rastlananlar ise kalsiyum--
karbonat, sistin, ksantin taglandir. Siilfonamid tagina giniimiizde pek rastlanmaz. Tasla-
rin yapi farklanndan yararlanilarak ayinim yapilabilir. Ayirmada spektrografi, x-iqini kris-
tallografisi, x-1igin1 mikrodifraksionu, mikro-radyografi, kagit kromatografisi gibi yontem.
ler kullanilabilir(2,11).

Uriner sistem tag hastalifi cok gesitli faktorlerin etkisi alunda olugmaktadir. Tagla-
nin olugmasindan cografi ve sosyal sartlar gibi epidemiyolojik, bdbrek anomalisi gibi ana-
tomik, tirodinamik gibi fonksiyonel ve idrar bilesimini ilgilendiren fizik ve kimyasal olay-
lar birlikte rol oynamaktadir. Tag olugmasina neden olan en Snemli etkenlerden birisi
sliphesiz kristalizasyon olayidir.

idrarda kristal yapici tuzlarin miktarinda meydana gelen artislar kristalizasyon ola-
yin1 arttirmaktadir. Buna kargilik yine idrarda bulunan baz iyonlarda kristalizasyon olay:-
1 inhibe etmekte ve tag olusumunu engellemektedirler(10). Bu maddclerin etkisi kristal
yapici maddelerin g6zintrligind fazlalastirmak seklinde olmaktadir. Magnezyum, sod-
yum, potasyum bu gekilde inhibitdr maddelerdir(5,13).

Metabolizmanin aruk iirlinlerini viicuttan diganiya atan bdbrekler normal vilcut
homeostazinin sirdirilmesinde en dnemli organlardir. Renal tiibililer glikoz gibi meta-
bolik ydnden dnemli bazi maddeleri glomeriler filtrattan geri emerken diger bazi madde-
leri glomeriler filtrat igine salgilar ve bunlara ck olarak hicre duvan fizerinden iyon
alis-verisi yapar. Bobrekteki bu hiicrelerin normal islev grmeleri asafiida siralanan su
etkenlere bafgimhidir.

1- Kendisi ile ahg-veris yapilabilecek glomeriler filtrat hacminin yeterli olmasi
(dolays: ile glomeriiler islevin normal olmasi).

2- Bir biitin olarak tim vicut hiicrelerini temsil eden tibili hiicrelerindeki iyon-
larin konsantrasyonlan (&rn. potasyum ve hidrojen iyonlari).

3- Antidiiiretik hormon (ADH) ve aldosteron gibi hormonlarin varhgL

4- Bu hormonlar kontrol eden feed-back mekanizmalarinin biitiinliiklerini koru-
yabilmeleri.

S- Islevsel olarak safilam bdbrek hiicreleri.

Biitiin bu etkenlerin normal olmasi halinde bbrekler her yapi tagini viicudun
tam istedigi miktarlarda tutar ve saklar.

Uriner sistemde tas olusmas: sik gorilen, agriya neden olan ve belki de renal
\yetersizlige yol acan bir olaydir. Kuzey Amerika'da ve Avrupa'da genellikle ycti;kinlcrdc
gorilir. Cocuklar tas olgulanmin % 1'den daha az bir kismini olusturur. Bunun tersine
Gilneydofu Asya'da mesane taslari gocuklarda daha sik goriilur(10). *

Gesitli dermografik calismalarin sonuglanina gore bir {ilke endistrilestikge mes®”
ne taglan daha az gorldr, fakat yukan riner blgede bahscdilen taglara daha gok rastie-
nir ve bdbrek tasi PlﬂYI artar.

3 Insanda driner bdlge taslannin genel bilesimleri mono veya dihidrats seklinde kal-
siyum-oksalat, kalsiyum-fosfat (hidroksi apatit olarak), Urik asit magnayum-amonyum’
fosfat veya sistin'den meydana gelir. Taslar saf halde olabildikleri gibi aym anda pirden
fazla ionu da icerebilirler ve genclde taglanin 10'undan 9'unun kompozisyonu saf depildir:
Kristallere ilaygtcn tagin briit afirlifinin % 3 kadan protein matriksidir. Bu genclliklc
ortak merkezli ince yaprak dizeninde kristaller arasina yerlesmistir

Tas olusum teorileri: i

a) Cokme ve Kristallesme Teorisi
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b) gekirdck Teaorisi
¢) Inhibitdr Eksiklii Teorisi
d) Lenfatik Blokaj Teorisi'dir.

Tablo 1. Taslarin Kompozisyonlar: ile Idrar pH'si Arasindaki iliski

pH Tasin Cinsi

<5.5 Urik asit, Sistin, Ksantin

5.5-6.0 Kalsiyum oxalat, Apatit

>7.0 Magnezyum-amonyum-fosfat, Kalsiyum fosfat

o Bu konuda daha evvel yapilan arastirmalardan birkagina ait sonuclar asagidaki
idir:

: J.Stanton King(10) bdbrek taglannin Gicte ikisinin kalsiyum oxalat icerdifini, gekir-
defin ise % 63’liniin oxalat ve apatit oldufunu bildirmistir.

Baban N, Akcay T(3,4) 52 triner sistem ta ile yaptiklan calismalannda kalsiyum
jonunu % 9230, oxalati % 86.53, fosfati- % 86.53, tratt % 32.69, amonyumu % 46.5,
magnezyumu % 29.23 oraninda bulmuglardir.

Yildinm C, Guney Z, Bodur H(14)'nin sonuglari ise (111 olgu) kalsiyum % 94.2,
oxalat % 88, fosfat % 80, Grat % 42.8, magnezyum % 49.9, amonyum % 74.2'dir. '

E.J.Westbury’nin(12) 1000 olgu {izerinden verdigi degerler: Kalsiyum % 974, oxa-
lat % 91.8, fosfor % 78.6, magnezyum % 52.1, karbonat % 24.5,amonyum % 21.1'dir.

Ankara Universitesi Uroloji Kliniginden bir grup aragtirmact taglarin % 95.4'Un-
de kalsiyum bulundugunu bildirmiglerdir(1).

Bu cahgmada Uroloji Klinigimize miracaat eden tash hastalardan ameliyatla ali-
nan bobrek taslarinin yapisimt kimyasal analizle belirleyerek en gok rastlanan tag cinsini
saptamak ve klinisyenin hastay: tedavisinde faydali olmak igin tasin cinsini belirlemek
amaclanmgtir.

DENEL BOLUM

Gradwohl’s Clinical Laboratory Methods and Diagnosis (1980) cilt 1..5\497‘dcn
alinan kimyasal analiz yntemi uygulandi(8). )

Laboratuvara gelen tasin analize hazirlanmast: . .. )

1- Tagin gbxﬂ?\(i;u incelenir ve not edilir. Tagin gdriindsti bncm.ln 1pufé§n l?ag;
fakat kimyasal tayin gok daha kesin olduftu igin gbrintse bakmak yeterli gch :b ¥ 1%
yum-oxalat taglari; gériinils olarak diizgiin oval bn: _tohum seklinde, gaym azfg:sfat rowt
Scklil:c. yansitici, kristal veya granil seklinde ol:bnltn’r.. %ﬁ?&ﬂ?ﬁ:&nnd ed?r?er
, sk sk yopun graniil seklinde, krem renginde bir ; et
Urik asit taglan isE genellikle en saf taglardir ve gogv{:}ukla yogun ve dizgin yuzeyli kah
verenkli graniillerdir, Karbonat taslar: ise tebesirimsidir. ¢
2- Kan, fibrin ve idrar, talardan az miktarda su ile ve hafifge sirterek uzaklast:

i bi biiyimesine neden
3- Tas kesilir. Bu 6nemli bir admdir. Tag tesekkiline ve el{:rm otk

olan gekirdek kismi dikkatle incclenmelidir. Zaman Zamaz inda tegekk!
{ i analiz edil-
¢den tabakalardan oldukga farklidir ve mimkin oldugu kadar ayn izole edilip

"% i ilir. Bu galigma-
4 -+ Bundan sonra nimunelerde gesitli analiz ytsm::;l:;ng ﬂuyf:lt:.nablhr- u gahsm
A a5afida ema halinde gosterilen kimyasal analiz ydnte

nlir,
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SONUGLAR VE TARTISMA

Gahsmamizda elde edilen sonuglar Tablo 2 ve 3'de gosterildigi gibi idi

Tablo 2

E’:uc.;u"ﬁ —Olgu Saym %
217 86.8
Amonyum 56 24
Magnezyum 21 8.4
Oxalat 202 80.8
Karbonat 2 08
Fost 181 724
Orat a2 168

Sistin s 2
Orik asit ‘ 7 28

Tablo 3

Tas Kompozisyonu __Olgu Sayis1 %
Saf Urik asit 7 28

Sistin 5 2
Kalsiyum-oxalat 44 176
Kalsiyum-fosfat 12 48
Kalsiyum-oxalat-fosfat 113 452
Kalsiyum-amonyum-oxalat-fosfat 14 56
Magnezyum-amonyum-fosfat 1 44
Kalsiyum-oxalat-fosfat-rat 6 24

Kalsiyum-oxalat-firat 5 B
Amonyum-fosfat-lirat 3 1.2
Kalsiyum-fosfat-lirat 1 04
Kalsiyum-amonyum-fosfat-Urat 1 04

Amonyum-{irat 5 2
Ma 0 1 04
gnezyum-lirat 04
Kalsiyum-oxalat-magnezyum-Grat : 0‘ 4
Kalsiyum-amonyum-fosfat-karbonat - 64
Knlsiyum.amonyum.magnayum-fosfst-knfbonat 5 2.8
Knlsiyu m.nmonyum.magnayum-mlal'fmﬂt ) 04
Kalsiyum-amonyum-oxalat-fosfat-rat-magnezyum 1 A
Kalsiyum-amonyum-oxalat-fosfat-Orat 250 100.0

Elde cdilen sonuglar difer aragunailaninkiler ile kargilastinidiginda kalsiyum, oxa-

Westbury'-
=i cildd. Amonyum degeri EJ
Les/Toata gt ook YR SRS bu‘un::gcyu 7g-.aBodur H'nin(14) caligmalarinda bulduk-

nin(12) sonucuna uyarken Yildinm C, Giney. ider araguncilann
larindan ok farkhlzcagastcrdi. Magnezyum igin ddei;d' 33&"&‘:-:&12) degerinden
bulgularinin hepsinden dugiktd. Karbonat degeri 2
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cok farkl idi,

Saf @rik asit tast orant Ankara Oniversitesinde yapilan galigmanin sonucunu(1)
dofrularken diger arastincilann sonuglanndan farklidir. Urat onu degeri ise 1.U. Typ
Fakiltesinde bulunan deger ile paralellik gdsterirken Baban N, Ak¢ay T(3,4) ve Yildirim
C, Giincy Z, Bodur H'nin(14) degerlerinin yarisi kadardir.

Sistin degerinin de genelde literatiir degerleri ile uygunluk gdsterdigi gdriilmis-
tir.

Biitiin bunlardan gikanlabilecek sonug taslarda cn gok katyon olarak kalsiyuma
daha sonra amonyum ve magnezyuma, anyon olarak ise sira ile oxalat, fosfat, tirata rast-
lanmaktadir. Taslar genelde birden fazla ion icermektedirler. Saf taglara karigik taslardan
daha az rastlanmaktadir. Sistin tasi da genellikle az gdriilen tas cinsidir. Bu bulgularda
% 2 oraninda rastlandi. Ksantin tagina hig rastlanilmadi, karbonat igeren tas % si ise 0.8
ile en az idi. '
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REKOMBINANT E.coli KULTURLER} i - "
KINETIK OZELLIKLERININ INCELENMagt 2 URETIMININ

Dilek KAZAN , Amable HORTACSU ve Agnes CAMURDAN

Bogazigt Universitest, Mihendislik fakiltest K 1
Bebek, Istanbul_Tirkiye S stKimya Mithendisiigi Balama

A STUDY OF KINETIC PARAMETERS OF
OF RECOMBINANT E.coli CULTURE ENZYM. PRODUCTIVITY

SUMMARY

The recent developments in molecular biolog open the way to the production of
valuable protcins éln bio reactors using geneticaly engineereed microorganisms.In
literature ,cultured characteristics of recombinant microorganisms and stability of
plasmids have been investigated by many authers. However there are onl few
experimental and theoretical studies to determine kinetic parametersfor the oned
gene productivity of recombinant microorganisms and kinetic models.

The objective of this study is experimental investigation of enzyme productivity
at different growth rate.Enzyme productivity and total are also det:m:ﬁned.

OzeT

Moleculer biyoloji alaninda son yillardaki geligmeler ile cok degerll proteinlerin
tretim{ mdmkan o ujstur.Yu \lan bir ¢cok ¢aligmada enzim Qretimi i¢in kullanilan
rekombinant mikroorganizmalann yapisy,plazmid kamrhlxsl incelenmis olmasina
ragmen en ylksck enzim tretiminin hangi kogullarda elde edilecegi ve kinetic

parametrelerin belirlenmesi incelenmemigtir. -
Bu ¢aligmada rekombinant mikroorganizma kullanlarak enzim Qretiml

deneysel olarak incelenmig ve degisik biyGme hizlannda enzim verimlili#f ve toplam
RNA miktan belirlenmigtir.

GiRig

Molekaler biyoloji alaninda son yulardakl gcllsgtelixgoer:ct;l‘:‘ m;
incelenmis mikroorganizmalar ( geneticllly engineered m : 1:,1 g isma)
kullanilarak gok degerll proteinlerin aretiminl mOmkﬁk l ls;msn B
mikroorganizmalar " rekombinant DNA teknoloj

rin enddstri
fretilmektedir. Bununla birlikte bu degerll proteinle
ekli kilmaktadir.Enzim
daha bayok capta toretimi optimizasyonu uﬁ)‘h me hizinin ve bunun

Qretiminin verimliligl icin 158 teyc.lolr.Geneuk olarak ise

' ki
enzim dretimine etkisinin incelenmesl gerekml °m. 1ile ie. .
°plmizasyon rekombinant mmrganmﬂmanhngg Ozeuudgm plaZmid

Literatirde,rekombinant mikroorg “parker (1) ve
v omsmnnds. Bt g0k Same YSPU Ll v oyome
C.A.Sardonini (2)i sletme gartiarinin baydme

tir.Siegel ve ¢aliyma
hizinin plazmid kararhligt ile {ligkisini mceelemlsm £ incel

emis ve
arkadaslan (3) lid kademell sarckh ol smemgfxsmalann yaninda plazmid

e gel cllsurmistlr.Bu s rmaci tarafindan
kararm,‘é, adebrlzl;yl:eol e gteorlk olarak bir gok arasli
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Incelenmisgtir.(4 )Bu caligmalar gdstermistirki enzim Qretiminin verimliligy
konusunda yok denecek sayida az caligma yapilmistir.Bu ¢calismada ise enzim
Qretiminin verimliligi ve toplam RNA miktan deneysel olarak Incelenmistir.

DENEL BOLUM

Deneylerde "pUC 13" plazmidl igeren E.coli JM109 straini,baytime
ortami ol minimal besi yerl "M9" kullanilarak b_laktamaz enzimi
Qretilmistir.Mikroorganizmanin boyame hizi glukoz Konsantrasyoony
degistirilerek elde edilmistir.Boyome hizi absorbansin ve kuru hocre
aguliginin zamanla degisimi olgtlerek saptanmistir.Glukoz miktan Nelson"
metodu kullanilarak belirlenmistir.b_laktamaz miktar1 "Macro Iodimetrik"
yontem lle ,toplam RNA miktan ise "Orcinol" metodu ile saptanmustir,

SONUCLAR VE TARTISMA

Mikroroganizmanin bfiyime hizinin enzim Qretimine etkisini
Incelemek amaci ile yapilan deneylerin tam sabit sicaklik ( 37 oC ) ve pH (
7.2-7.4 ) degerinde gergeklestirilmistir. Baytime hizinin degisimi bes! yerinin
igerdi@l glukoz konsantrasyonu degistirilerek elde edilmigtir.Deneyler 5
degisik glukoz konsantrasyonunda ( 2.4,8,16 ve 32 gr/l) gerceklestirilmis ve
enzim aktivitesi , hacrenin kuru agirhgi Slgalmastor."Sekil 1 -3" , 2 gr/L
glukoz konsantrasyonunda elde edilen sonugclan gostermektedir. Diger
konsantrasyonlardada ayru degisim gézlenmistir. Grafiklerden gortlmektedir
ki enyiksek enzim mikian logaritmik baytme periyodunun sonunda elde
elde edilmekte daha sonre hacre sayisindaki azalmaya bagimh olarak

Ir

Glukoz miktarinin mikroorganizmanin bayame hizina etkisl
incelendiginde ise " $ekil 4 " maksimum bayame 16 gr/l glukoz
konsantrasyonunda elde edilmis,daha ynksek konsantrasyonlarda
glukozun blyGmeyl inhibe etmeesinden dolay1 azalmistir.Buna bagiml
olarak spesifik ve bulk enzim aktiviteleri " sekil 5 "de de goraldoga gibl '16
gr/l' glukoz konsantrasyonunda en yiiksek degerine ulasmistir.

"Sekil 6° degisik biyame hizlannda RNA konsantrasyonundaki
degigiml gdstermektedir.Sekilden goraldaga gibl bayGme hizinin artmasina

o RNA konsantrasyonu artmaktadir.Cnki RNA hiicrenin en
aktif bslamadar . Jens Nielsen ve calisma arkadaslaar (6) ,Hander.A. ve
calisma arkadaslarinin elde ettigl sonuclar incelendigindede aym deglsim
gozlenmistir.
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Bulk enzim act.(U/ml)

Zaman ( saat)

Sekil 3. 2 gr/L de Enzim Activitesinin Zamanla Degisimi
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Sekil 4. En Yoksek ve Ortalama Bayfime Hizinin Glukoz
Konsantrasyonu {le Degisimi . =0

292

70




30
= —-
g 20-
o \
Q
«
g
o
B en ylksek bulk enzim act.(U/ml)
® En yOksek Ozglin blydme hizi(U/m
o . ' L] l . " .
0 10 20 30 40

glukoz kon.(gr/L)

Sekil 5. Enzim Activitesinin Glukoz Konsantrasyonu ile Degigiml

g
% 1.0 —
5
:g 0.9 -
=
E 0.8 - :
g 4
'% 0.7 4
; v T =
< 0.6 v T : 0.5
2 0.2 0.3 0%

En ymuek biiyiime hizi (1/saat) o
Sekil 6. RNA Miktarnin En Yoksek Byame iz {le Degls

293



TESEKKUR

Bu caliymada bizi destekliyen " Bogazi¢l Universitesl Aragtirma Fonu "na
tesekkir ederiz.

KAYNAKLAR

1 . C.Parker ," Effect of Growth Rate and Expression Level on Plasmid
Stabllity ", Biotechnology and Bioengineering. 29 ( 1987 ) 215

2 . C.A.Sardonini, " A Model for Growth of S.cerevisiae Containing a
Recombinant Plasmid In Selective Medla ", Biotechnology and
Bioengineering. 29 ( 1987 ) 469

3 . R.Slegel aand D.D.Y.Ryu , " A Segregated Model and Product Synthesis in
Binary Fission Recombinant Microorganisms ", Blotechnology and

Bioengineering. 27 ( 1985) 28

4 . Jin-Ho Seo , " Effects of Recombinant Plasmid Content on Growth
Properties and Cloned Gene Product Formation in E.coll ", Biotechnology
and Bioengineering. 27 ( 1985) 1668

5 .J.Nielsen.A.G.Pedersen,K.Strudsholm.and J.Villadsen . * Modelling

Fermentations with Recombinant Microorganisms ::Formulation of a
Struuctured Model " , Biotechnology and Bioengineering. 37 ( 1991) 802

294




AKTIF VE KARARLI PAL ENZiMi URETIM KOSULLAR
ARASTIRILMASI

Serpil TAKAC ve Billent AKAY
Ankara Universitest, Kimya Mithendisligt Bolimil, 06100 Tand. A,

ACTIVE AND STABLE PAL ENZYME PRODUCTION CONDITIONS

SUMMARY
L-phenylalanine can be produced from trans-cinnamic acid and ammonia by.
the biocatalyst phenylalanine ammeonia-l (PAL) enzyme. The low activity,

{nstability and sensitivity to substrate inhibition of PAL should be considered as the
utmost important parameters on the feasibility of the process in large scale
roduction. In this research, the activity and stability of the PAL enzyme of
fzhodo(nrula glutinis was studied to increase by means of the d of growth
medium and the operation conditions. L-phenylalanine added in the fum induced
the PAL thesis in the cell; L-isoleucine caused to increase in the stability, and it
was found that L-isoleucine should be added after the enzyme activity reached a high
value. Transfer to anaerobic conditions at the end of the growth phase also stabflized
PAL. Highest PAL activity was observed at higher temperature and pH values, which

were sub-optimal for growth. !

OZET

L-fenilalanin, phenylalanine ammonia-lyase (PAL) enzimi biyokatalizdriogande
trans-sinamik asit vg am)c'myaktan Qretilebilir. PALYin digik aktivitell, kararsiz ve
substrat inhibisyonuna duyarh olmasi, biyak dlgekli dretimde bu roseoain
uygulanabilirligini etkileyen en snemli treler olarak degerlend ir. Bu
araghrmada, glutinis hicrelerinin PAL enziminin aktivite ve 3
cogalma ortam ve igletme kogullanmn tasanmi {le artinlmas: ¢ahgilmgtr. Ortama
konulan L-fenilalaninin hiicrede PAL sentezini Indkledigi, L-izoldsinin kararhhkta
arbga neden oldugu ve L-izoldsinin enzim aktivites! yksek bir degere ulagtiktan

sonra ortama katimas: gerektigi bulunmusgtur. Aynca hdcre ¢o0 optimum
degerlerinden farkh ola.ralg(c yﬁksg.k pH ve sicakhk degerlerinde dﬁny‘ﬁksek PAL

aktivitest elde edilmigtir.

Giris

Farmasotik ve gida sanayllerinde kullamlan ve

aspartamin yapisinda %ulunan L-fenilalanin Qiretimi sox:-i caymll'lla.rv.(i:;‘: t?:l:nr;]:
St Faoane b tadsr, 1990 yilina kadar Lfentlalantnin B0 bR o0,
kimyasal prosesler kullanilmig; ancak bu amino as;;e m ol e o
blyoddnagaman getirdigl avantajlar goz onQne n L=
enzimatik proseslerle Qretimi 0zerine yapilan ¢al luzlanb dmnagnmle
Lfenllalanin, trans-sinamik  asit ile amon sianit nmwtuebmr. e
Phenylalanine ammonia-lyase (PAL) enzimi kat:lmlrca &lﬁnm o e Al
enziminin dosak aktivitell ve kararsiz olmast fyo eu'elexdelankn s
Prosesin verimini etkileyen onemli ve jasitlayici param g



nedenle PAL'In aktivite ve kararliiginin artinlmasi i¢in Gretim kosullannn
gelistirilmesi gerekmektedir.

Yamada vd. bu konuda yaptiklan ilk yayinlarinda PAL Qretiminde
ortam bilesiminin etkisini incelemisler; karbon kaynag: olarak sorbitolan
aktiviteye olumlu, glukozun ise olumsuz etkilerinl saptamuglardir [1].
Ortamdaki L-fenflalanin, maya 6z0tQ ve pepton derisimlerinin PAL aktivites}
acisindan onemll oldugunu ilerl siiren arastincilar, sivi ortama ekledikleri
L-izoldsin fle enzim kararliligini artirmiglardir. PAL aktivite ve kararlihigina
cesitli amino asitlerin etkisinin incelendigi bir baska yaymnda ise best
ortamina sadece L-fenilalanin ve L-izolosin eklenmesi dnerilmistir{2]. Cesitl
mikroorganizmalardan aktif ve kararh PAL aretim kosullanmin arastirldig:
diger bir caliymada Ise optimum cogalma ve PAL tretim sicaklik ve pH
degerleri verilmis ve bazi gekerler ile NH + iyonlanmin PAL sentezini
engelledigi D,L-izoldsinin ise kararhlik arhrdxg‘x" ilerl sGralmastar [3].

Bu caliymanin amaci, trans-sinamik asitten L-fenilalanin Gretiminde
enzim deposu olarak kullamlacak Rhodotorula glutinis i¢in aktif ve kararh
PAL enzim Oretim kosullannmin bulunmasidir.Aragtirma ile yiksek aktivitede
ve kararh PAL Qireten R.glutinis 'in gogalmas: igin en uygun kati ve s besi
ortami tasarlanmug; cevre kosullannin mikroorganizma cogalmasina ve
- enzim sentezine etkileri belirlenmis ve bulunan optimum kosullarda
cogaltilan hiacreler ile trans-sinamik asitten L-fenilalanin biyoddnisGma
gerceklestirilmistir.

DENEL BOLUM

Rhodotorula glutinis NRRL Y-1091 mikroorganizmasinin Qrettigi PAL
enziminin aktivite ve kararliliina besi ortaminin etkisi degisik karbon, azot
kaynaklan fle tuzlar igceren kati ve sivi besi ortamlan ile denenmis; bulunan
en uygun ortamda sicaklik, pH ve anaerobik kosullarin etkisi incelenmigtir.
Cogaltilan  mikroorganizma santrifiijlenerek swv1 ortamdan aynlmisg;
fizyolojlk su ile ykandiktan sonra 25mM borat tamponunda (pH=9)
yaklagik 100 mg kuru hdcre/ml olacak sekilde stspansiyon haline
getirilerek +4 ‘C'da saklanmugtir. Rglutinis'in PAL aktivites| Evans vd'nin
gelistirdikleri ydntem ile saptanmistir. Bu amagla %1 trans-sinamik asit,
%0.05 1-hekzadesilpridinyum klorar, 7.5 M NH,_, ve 25mM borat tamponu
(pH=10) igeren substrat ¢dzeltisi hazirlanan hiicre saspansiyonu ile 303 K
de 2 st sreyle tepkimeye sokulmus ve aktivite pmol L-fenilalanin/mg kuru
hacre/dk olarak tanimlanmistir. Tepkimelerde olusan L-fenilalanin analizi
Waters Amino Asit Analiz Sisteminde Pico.Tag yontemi fle yapilmus [4];
mikroorganizma derigiml ise 650 nm'de spektroskopik olarak slgnlmastQr.

SONUGCLAR VE TARTISMA
Kat: besl ortami tasarimi ;
~ Rglutinis hocreler] farkh bilesimlerde maya &8zatn, pepton, sorbitol
‘malt 6z0ta, L-fentlalanin, NaCl, KCI, KH, PO, ve agar igeren alt: ayn besl
ortaminda 303 K sicaklikta ¢ogaltilmig ve2her ir ortamdaki hocrelerin PAL
enzim aktiviteleri olcOlmagtar. Aktivite ve kararlilk agisindan L-fenilalanin,
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pton ve maya 6zatandn ortamda bulunmas; gerektigi ve ortamin tuzlarla
%]1 maya &zata, %] pepton, 9% 0.5 KCI,

pile aretilen PAL'In aktivitesinde 16., 48. ve 96, saatlerde sirasivla %2.4
%.28.8 ve %99.2 azalma gdzlenmesl enzimin kararsz bir yapia e
oldugu ve biyotepkimelerde kullanilmadan dnce uzun sore bekletil mcsF:
gmkugtm ortaya koymaktadir.

Sivi besl ortami tasanmi

Belirlenen en uygun ‘kati besl ortaminda
hocreleri aym blilegsimdekl .svi  ortama akmmgoﬁlhianlmanﬁﬁ:
L-fenilalanin, L-izoldsin ve Na-glutamatin mikroorganizma ¢ogalmasina; PAL
aktivitesine ve kararlliina etkilerl ayn ayn incelenmistir. Sivi ortamdaki
L-fenilalanin derigiminin artmas: hicre gogalma hizi fle PAL aktivitesini
arirmis ve L-fenilalaninin ¢ogalma i¢in kisitlayicr bilesen olmadigi, ancak
PAL olusumunu indakledigl ve ytksek aktlvm-3 icin ortamda bulunmasi
gerektigl saptanmigtir. PAL QOretiminde 5 g/dm™ L-fenilalanin derigiml en
uygun deger olarak belirlenmistir. Rglutinis’ in ¢ogalmasma ve PAL
aktivitesine diger bir amino asit L-izoldsinin etkisi incelendiginde ise yQksek
derigimlerinde mikroorganizma ¢ogalmasinin ¢ok, ancak enzim aktivitesinin
dasok oldugu saptanmig: 0.5 g/dm” derigim degerinin optimum oldugu
bulunmusgtur.

Sekil 1 ve 2'de L-izoldsin ve Na-glutamatin hacre ¢ogalmasi ile PAL
aktivite ve kararliligina etkilerl gosterilmistir. PAL Qretim ortaminda aerobik
kogullardan anaerobik kogullara ge¢llmesinin mikroorganizma gogalma ve
aktiviteye etkisi de sekillerde gorilmektedir. L-izoldsin yalmiz ve Na-glutamat
le birlikte hoicre cogalmasini artirmakta, Ostel evrenin bitimine yakan
15.stde ortama azot gonderilerek aerobik kogullann kisitlanmas ise
togalmaya onemll etkl yapmamaktadir. Baslangxc? L-izoldsinin
bulunmadigy , C= 0.5 g/dm8 L-izolésin ve C.= 0.5 g/dm"” Na-glutamal
bulundugu, bu amino asitleri igermeyen orama 15.stde C;=0.5 g/dm

Ci=05 9/dm

&
b 1 st,Cia05 g/dn’ (1)
t e15st,N L1 - 3
Cin0.5 g/dm? o (g=0.587dm
o 3
X | l

o
1
bxpd0

o~

b

—=Cx, 9/ dn’




C1=0
Ci+0.5 g/dn’
Pe1sat,Cin0s 9/dnt11)
t=15st,%7 11

C » 0.59/dm>« Cg = 0.5 g/dn’

350[— _,./—_
7 ¢]

ASop-

P D 40

— Bajil akimile

— 1,

Sekil 2. Kalma siresi fle PAL aktivitesinin degisimi
T=303 K. pH=8, N=100 dk~

L-izolosin eklendigi ve aynca 15.st'den f{tibaren ortamdaki oksijenin
uzaklastinldii cogalmalardaki PAL aktivitesinin degisimi Ise cogalma
egrilerinden farklihk gostermistir. Sekil 2'de goraldogn gibi s besi
ortaminda L-izoldsin yokken aktivite 10.st'den sonra azalmaya
basglamakta; L-izoldsin ile Oretime baglandiginda ise baglangictan itibaren
artis gostererek 5 st'de en yOksek degerine ulagmakta ve yaklagik sabit
kalarak kararhgim korumaktadir. L-izolosin ortama basta degil aktivite
belli bir degere ulastiktan sonra katildiinda ise PAL aktivitesl ve kararhhi
artis gostermektedir. Bu sonug, PAL'in bozunmasina sebep olarak onu
kararsiz yapan R.glutinis’tn salgiladig1 proteolitik enzimlerin Qistel evrenin
sonuna dogru aretildigini ve L-izoldsin ile aktivitelerini yitirdiklerini
gostermektedir. L-1zolosin ile birlikte Na-glutamatin ortamda bulunmasmin
aktivite ve kararlihga onemli bir etkisi olmamus; oksijen kisitlayici ortamda
ise PAL kararhhiginin saglandig: ancak aktivitenin artmas: igin L-izolosin ile
desteklenmesi gerektigi bulunmustur.

Sicakhik ve pH etkisi

PAL Qretim ortamu sicakhfimn mikroorganizma g¢ogalma ve PAL
enzim aktivitesine etkisl Sekil 3'de gosterilmistir. Belirlenen optimum sivi
besl ortaminda pH=8'de en lyi sicaklik ¢ogalma i¢in 302 K, PAL aktives!
icin ise 303 K olarak bulunmustur. Siv1 PAL tiretim ortamu baslangic pH'
fle mikroorganizma derisim! ve bagil aktivite degisimi ise Sekil 4'de
verilmigtir. 303 K sicaklikta yapilan Qretimlerde 20 st sonunda hfcre

ve PAL aktlvitesl optimum pH'lan birbirinden farkli bulunmugtur-

R.glutinis hocrelerl pH= 5-5.5 degerinde en fazla ¢ogalirken, pH=8'de €1
aktif PAL enziminl QOretmektedirler. Trans-sinamik asitin L-fenilalanin€
biyodonagimande kullanilacak olan PAL'In aktivitesinin yoksek olmas!
amaclandi@: icin pH=8 ve T=303 K optimum sivi ortam isletme kogullar
olarak secilmigtir.
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Uretilen PAL enzimi ile trans sinamik asitten L-fenilalanin

liretimi:

PAL aktivite ve kararliigi agisindan bulunan optimum kosullarda
Gretilen R.glutinis  dinlenen hdcreler olarak trans-sinamik asltjg
L-fenilalanine blyod0n0$nm0ndc3katallzo|' olarak kullanilmis; 4.45 g/dml
trans-sinamik asit, 7.5 mol/dm” NH,, T=303 K, pH=10 ve N=100 dk"
tepkime kosullarinda l:? saat kalma siresinde trans-sinamik asitin %5p
dénasama ile 2.5 g/dm™ L-fenilalanin aretilmigtir.

TESEKKUR

Bu calisma 89K120390 Biyopolimer ve Amino Asit Uretimi projesi ile
desteklenmistir. Sagladigr Imkanlardan dolayi Ankara Universites|
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ONOPORDUM TURCICUM' DAN PROTEAZ 1ZOLASYONU VE
KINETIK MODELLEMEDE YEN! BIR YAKLASIM

[.Melih TAMER ve Mehmet MUTLU

Hacettepe Universitesi, Muhendislik Fakaltesi,Gida Muhendisligi Balemu
Beytepe - Ankara - Tarkiye

ISOLATION OF PROTEASE FROM ONOPORDUM TURCICUM AND A NEW
APPROACH IN KINETIC MODELLING

SUMMARY

The kinetics of enzyme catrlyzed 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 concentration 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 was found
to obey Arrhenius law and the energy of activation of enzyme catalyzed reaction was

calculated to be 18.12 kcal/mol.
OzZET

Degisen oranlarda sit tozu igeren ortamlarda, Qnomrdum ; turcicum' dan
izole edilgrf'e enzim ekstresi ile katalizlenen enzimatik reaksiyonun kinetigi
incelenmigtir, Sonuglar, enzimatik reaksiyon hizinin, degigen substrat kyn;unéx‘-’a::&:\:
ile hem aktivasyon hemde inhibisyon [fazlannl gegirdifini gostermigtir. s
toketim hizi, aktivasyon fazinda substrat konsantrasyonuna b\lr ut;ln;y:‘:hnmi e
orantihdir. Inhibisyon etkisi, yiksek substrat konsantrasyonlarin stir.

; i , dnerilen matematik
Substrat konsantrasyonu tarafindan hizin aktive vslel ::Bs: e{f:ln(;:’giigi::el:in. T hantis

model ile agiklanmaya galigilmigtir. Hmnbnlunmuﬂ“f- Enzimatik _katalizleme

anuna uygun olarak meydana geldigi ilmigtir.
reaksiyonunun aktivasyon enerjisi degeri 18.12 keal/mol olarak hesap edilmist

GIRlg

i larak
imine en uygun ve ndeal.koa.g'nlgnto
r:z;n 1:2:;010 idebilen bitki orijinli proteaz

krobial kaynakli Mucor miehei ve Mucor

ﬁumg, kokenli rennet peynir &
kabul edilmektedir (1). Her ne kadar st
ekstreleri bulunmakta isede, sadece mi
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pusillus, ticari peynir yapiminda kullamlmaktadir (2). Igerdikleri gereginden fazla
proteolitik aktivite sebebiyle, bitki kokenli proteazlar ticari peynir tiretimi igin uygun
bulunmamaktadir (3). Ancak baz oilkelerde organlarinda proteolitik enzim igeren
bitkilerden elde edilen proteaz ekstrelerinin siit koagiilam olarak gelenekse]
Yumusgak peynir yapiminda kullamldigh bilinmektedir(4). Compositae familyasinin
bir tird olan Onopordum turcicum'dan izole edilen koagillan yeni keqfedj]mig
olup ticari peynir iretiminde bir $nem tasmamaktadir. Bu ¢aligmada enzim
aktivitesine substrat konsantrasyonunun etkisi, 33°C-48°C sicakhk degerleri
arasinda kinetik modellemede yeni bir yaklagim kullanilarak aragtinlmigtir,
Biyolojik ve biyokimyasal sistemlerin benzer kinetik modeller ile ifade edilmesi
daha &nceki caligmalarda mevecuttur (5-7,9). Bu makale iginde yer alan "enzimatik
hiz" terimi g&zle goriinebilen kazein protein agregatlariminilk belirlendigi am
temel almaktadir. Ik agregatlann goériildigi zaman itiban ile total kazeinin %
10.1 'ini igeren (10) K-kazeinin yaklasik %95-100 civarinda tirtine dénistug
varsayilmaktadir (10,11). Enzimatik hizin hesaplanmasinda pithtilagmanin ilk
goraldogn prhtilagma zamani, K-kazeinin tamaminin agregat halinde, kararsiz
toplam kazein i¢inde yer aldih an olarak degerlendirilmistir.

DENEL BOLUM

Enzim kompleksi, Onopordum turcicum bitkisinin tohum ve gigeklerinden,
ortamda sirasiyla 1/7 (w/v) oraninda kati ve sivi olmak kaydiyla 0.08M ([usfat
tamponu (pH:7.0) kullanmlarak ekstrakte edilmistir. Sz konusu tampon ayrca
litrede 6.0 g CaCl;H,0,1.3 g EDTA, 2.0 g polyvinyl polypyrolidone ve 0.05 ml
B-mercaptoetanol igermektedir. Blending ve homojenizasyon, sirasiyla
commercial Waring Blendor ve Virtis 23 ile 2 dakika siire ile yapilmistir.
Ekstrenin kaba filtrasyou yapilmig ve vakum firinda (Cole Parmer) 25 in Hg ve
35-40 °C 'de konsantre edilmigtir. Yagsiz siittozu %83.67 nem ve %3.4 protein
icermektedir. Deneyler sabit sicakhiktaki su banyosunda (Haake,SWB 20)
yapilmigtir. Reaksiyon ortaminda % 0.5-20 oranlarinda degisen miktarlarda
yagsiz sit tozu, 0.005g/ml CaClH,0, ve 0.05 ml /ml enzim ekstraktesi kullamlmastir.
Stit prhtilagma aktivitesi, sfit tozunun igerdigi K-kazein(molektl agarh:19000)
(12) dikkate ahinarak hesaplanmigtir. Siit pthtilasma zamam Berridge metodunun
modifikasyonu ile saptanmigtir(8). Siitte toplam protein, ve kazein tayini Rowland
metodu ile yapilmigtir (18). Ticari toz rennet Christian Hansen laboratuvarnindan
saglanmgtir.

SONUCLAR VE TARTISMA

Sonuglar, yagsiz stit tozu iceren ortamda enzim aktivitesinin, dustik substrat
konsantrasyonlarinda arttifim, 8te yandan ytiksek substrat konsantrasyonlarinda
distiglind gostermektedir. Enzimatik hiz agregasyonun ilk gérildigi anda arune
ddntigen toplam K-kazein miktan ile ifade edilmigtir. Sekil 1 'de dusik K-kazein
konsantrasyonlannda enzimatik hizdaki arhigin K-kazein miktanndaki artig sonucu
olugtugu gdzlenmektedir. Yitksek K-kazein konsantrasyonlarinda, enzimatik

‘reaksiyon iz, ortamda bulunan fazlalik K-kazein tarafindan dugtrilmektedir:
Béylece enzimatik hiz asafdaki gekilde ifade edilebilir :
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v:vlll'ex‘s]' Vg[l-exzs] (1)
Burada V dakikada katalizlenen pmol K-kazein,V,,V »- K1, K, parametreler, S ;

K-kazein konsantrasyonudur. Parametreleri . 2
gtz Sntine alinarak bulunabilir : n sayisal degerleri agandaki simrlama

(K, >[K)] (2)

Bu kisitlama , ba.sl.ang'it,:ta enzimatik katalizleme reaksiyonunun , artan S
konsantrasyonu eglifinde inhibisyona baskin gitktifan1 ima etmektedir. Béylece

digk ve yitksek S konsantrasyonlan sz konusu oldugunda (1) numarah denklem
asafndaki terimlere indirgenebilir :

VaV,[1-e"") eger (dV/dS)> 0 (35
VaV, - Vo[1-e"2] eger  (dV/dS)<0 (4)

Maksimum aktivasyon hiz sabiti; V ;, aktivasyon sabiti; K,;, minimum inhibisyon
huz sabiti; V 5, inhibisyon sabiti; Ky nin saysal degterleri In (dV/dS)' e karghk
S grafiklerinin e@im ve interseptlerinden bulunmaktadir. Benzer fiziksel
durumlarda; substrat aktivasyon ve inhibisyonu oldugunda Michaelis Menten
modifikasyonu asaghdaki gibidir (9):

k x
(5)

V=
1+ (K/8) +(S/Ky

burada V, x, ve S sirasiyla hiz, ilk enzim konsantrasyonu, Ve substrat
konsantrasyonudur. Parametreler; k, K; ve K, iki defiigik deney seti hﬁ(ﬂmankt
bulunabilmektedir. (5) Numarah denklemin fiziksel ksitlamasi, }uzaknrglz‘ ]subst:x'at'on
k()"’*“"tmsyorm degisiminde (dv/dS)=0 ifadesine k_arglhk gelen ot; 1_p; l:z
varhfhdir. Ote yandan modelin modifiye Michaelis Menten m eli ileo
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Rate, V pmelidak

o 4 ~ A

m ao X
B

Kokuzeln derigimi, Mo

ekl L K-kaseinin yagws s0t tosw ortaminds 33°Cds 0.05 ml enzizs
ekiresi qilen‘e danGptimt [(*) Mo, (~) simUlasyun] V1e5.96 pmolids}
KISHT2 M, Vie 045 pmolidak, K2 55500 M .°

benzerligi hem aktivasyon hemde

inhibisyon fazlarinip
gerekliliginin  dikte edildigi
fiziksel fenomenan;p

taninmasidir. Onopordum
turcicum'dan ekstrakte edilmig
olan enzimin kata]izledigi
enzimatik mzin substrat jle
degigtigi reaksiyon trendleri,
33°C, 38°C, 43°C, 48°C, sicakhk
derecelerinde yapilan deney-
lerde birbirleri ile uyum iginde
olan sonuglar vermislerdir. Salt
bir deney setinin (T=33°C)
simulasyonu $ekil 1 'de grafik

olarak verilmistir. Model, ticari

rennet ile yapilan benzer

denemelerde de fiziksel

durumu ifade edebilmistir (

Sekil 2 ). Simulasyonlanin deneysel verilerle olan uyumu, korelasyon katsaylan
ile test edilmis ve 33, 38, 43, 48 °C, sicakliklarda yapilan denemelerde sirasiyla

0.948, 0.944, 0.935, 0.978 olarak bulunmustur.

Ticari rennet ile aym kogullarda

yapilan denemelerde bulu-nan korelasyon katsayilan sirasiyla 0.903, 0.903, 0.903,

0.900 'dir. Tum sicakhk degerlerinde, ve her

iki enzim ile ayn ayn yapilan
denemelerde artan S

1.4

1.2 F

Rate, V pmel/dak

e 100 200 200
L
Kkusein derlyim!, MO

Fekil2 K kaxeinin yahue st tows srtaminda 33"Cia 0.06 s tiearf rernet (810
griml) epliginds donugust I(*) hux, (~) simulanyunl V1a2.0 proolidak
K12TT83 M, V2u 682 umolilak, )2 8078 )4

konsantrasyonu, inhibisyo-
nun etkisi avantajina hz
etkilemektedir. Bu fiziksel
durum, (1) ve (5) numaral
denklemler tarafindanda
onaylanmaktadir. Enzimatilf
hizin sicakhk ile degisiml_
Arrhenius tipi bir iligk
sergilemigtir ( Sekil 3). Bu()
numaral) denklemin evrensel
Arrhenius kanunu ile uyum
halinde oldugunu
gostermektedir, Aktivas-yon
enerji degerleri Qnoporli"f’”
turcicum ve buzag renneti ile
yapilan deneyler igin sirasiyl®
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keal/mol  olarak hesap
edilmistir. Bu degerler o
diger benzer ¢alismalarda )
pulunmug olan degerler i .
ile kiyaslanabilmektedir -
(9). 5
Bu ¢alismanin ama- 10 -
a enzimatik reaksiyon hin o
ile substrat konsantras-
yonu arasindaki iligkiyi A8 1 :
Onopordum turcicum’ dan
izole edilen ektsreyi a
biyolojik katalizér ve 3 v . 1
s(!{tozundaki toplam K- i s ira T

kazeini substrat olarak :;ﬂ 1-.:‘-‘-1 -:zmmmmmo-mm turcicum'dan fusle
. o o m ils katal reaksi
kullanarak belirlemektir. R T o ik fle depigien}

Kazein agregatlann olugma hizim birgok faktér etkilemesine ragmen, agregat
olugma hiz1, esas olarak K-kazeinin parg¢alanmasindan etkilenmektedir (10). K-
kazein, diger kazein molekillerini normal siit ortaminda ¢ékelmekten koruyan bir
kolloid islevi gormektedir (14). Daha 6nce yapilmig olan ¢aligmalarda sitit
rennetleme (mayalama) iglemi, K-kazeinin spesifik proteolizi, ve devamla, kararsiz
kazein misellerinin ¢6kmesi ile tarif edilerek bu iki ardigik reaksiyonun sicakhk,
pH, ve kalsiyum iyonu aktivitesinden farkl egilimlerle etkilendigi ve sttin
pihtilagma zamammin bu iki reaksiyondan ayn ayn etkilendigi belirtilmektedir
(15). Bu aragtirmada her deney tasanminda, toplam K-kazein konsantrasyonu
diginda tiim etkiyen faktérler ( sicakhk, pH, [Ca®]) sabit tutulmugtur. Ancak
toplam kazein miktanimin K-kazein hidrolizine olasi etkisinin K-ka:ze§n proteolizi
ile meydana getirilen koagilasyon prosesinin dinnmigipde asimile olacag
varsayllmaktadir. Toplam kazeinin bir pargasi olan K—kazem' olmadan herhgng1
enzimatik pihtilagma eldesinin, yani agregat olusumunun imkansizhfi diger
gahismalar tarafindanda kabul edilmektedir (16).
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MiEROBIYAL RENNIN URETIMINDE

FE
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INFLUENCE OF FERMENTATION PARAMETERS ON MILE CLOTTIN
THE PRODUCTION OF MICROBIAL RENNIN s O

SUMMARY

In this research, a mesophilic fungl, Mucor miechel from ATCC has been
studied to produce rennin-like enzyme for milk clotting. In the experiments, growth
conditions of the microorganism were examined, optimum conditions were
determined and the cters ylelding maximum milk clotting activity were
obtained. For this, 77 e ental runs were fixed according to the Box-Wilson
experimenital design and the influence of six independent growth factors (inftial D-
glucose and ammonijum concentrations, inoculum ratio(.cgﬂ. agitation rate, and
temperature), on milk clotting activity have been investigated.

Since the analysis were simplified and the nutrient assimilation can be
monitored easily, synthetic growth media was repared. All the batch model control
experiments were carried out under sterile conditions in 250 ml erlenmayers using
water-bath shakers. For this microorganism, the optimum conditions providing
maximum milk clotting activity were found as as; T=37.6°C, pH=6.8, Agitation
rate=81 spm, initial glucose=29.6 g/lt, initial ammonium=1.25 g/It and 5.2 % v/v
inoculum ratio. Under these oomltlons the highest milk clotting activity without

urification was found as 5.71 U/ml.
¢ In conclusion, the growth of microorganisms was achleve% “':‘uciwglﬂfﬂny
defined synthetic media and the enzyme product has El‘“::nzﬂl 5 :é‘b‘l’g
activity. With this feature, microbial enzyme produced was found to be comp
with {ndustrial, purified and animal based rennin enzyme.

Ozt

le
Mucor miehle, mezofilik kaf mantan 1
¢aligilmy ve sanayi'de peynir mayasi olarak bllln;:g uxiclanr?lsx c:m&;‘
Gretilebilmesi i¢in dncelikle mikroorganizmanin buya]m it proteazin maksimum
Optimum biiyime kogullan bulunduktan Son7% °‘3° edtl\ c1':0‘r:.rml:treler saptanmstir.
st pihtilastirma aktivitest vercbilmes! i¢in en %‘&w belirlenmig ve birbirinden

B & tasanmuna gom 0
bumm i¢in Box-Wilson dencK:gLan ( baslangl%&ll“k“ ve amonyum derisimler

Wmaoigx.bnﬁ?gk?ﬁtm hizi1 ve ortam Si 1) sat pihtilagbrma vitest

SOl gy analilre U, Ml
"ukmfsazlz;:::mabesm taketimindek davranlgil:x ncty o" 3 ir.
agisindan besi ortaminda kullanilan tam madde k ng‘ Y Jlik erlenlerde steril
Model ve kontrol deneylerinin 3% i’ o almastar. Calisuan
ko‘ ullarda %fkalaylcx su ban)’osundatk;'l;‘kgl:’l"‘ y W%e.] vgrlex‘lm :unﬁll‘!‘l
m . m S S , 6. 3
dm;?':‘l-rgﬂanm:l?: e:i%llgl 1'3‘53'5':1 kosgullar; 37.6 C sicakhk P {olarak
ufmlamathm.gs.a g/é gh:m k's&ﬁ?\'xsm atp
unmugtur. na gore
Yapmaksgan 5.71 Ufml degerine ulagilmishic:

Arastirmada, ATCC'nin



Sonugta; yapay besi ortaminda mikroorganizmanin u &un bllytimesgi
&aghna.rak Qretilen enzim derigiminin yiksek siit pthtilastirma vitesine sahip
oldugu anlagilmis ve sanayide kullanilan, girdenden elde edilen saflastinlmiy ticary
peynir mayas: lle yangabilir nitelige sahip oldugu saptanmstur. é

Giris

Danyada her gecen gan artan peynir talebine karsi, kisitl; olan
hayvansal kokenli peynir mayasi (rennin) Qretimine alternatif kaynaklar
aranmaktadir. Bu kaynaklann baginda, sot pithtilagtinic: enzimlerin cok
daha ekonomik olarak elde edilebildigl ve dogadaki cesitliligi sonsuz olan
mikroorganizmalar gelmektedir. Mikrobiyal kaynakli enzimlerin satg
pihtilagtinic: ozellige sahip olduklar: bilinmekte ve bunlann ozellikle
endastriyel boyutta aretilebllmeleri halinde peynir Qretiminde oneml|
olacaklann dasnintlmektedir. Birgok degisik lif mantannin rennin enzimine
benzer ozellikte enzimleri aretebildikleri bildirilmektedir [1]. Mucor miehet
Iif mantarinin da, pihtilastirma gaca oldukga yaksek, buna karsin
proteolitik aktivitesi diistk rennin enzimi Qrettigl aragtirmalar sonucunda
bulunmustur [2,3,4].

Bu calismada fermentasyon ortam parametreleri olan sicaklik,
PH, agillama orani, kanstima hizi, azot ve karbon kaynagi derisimlerinin
Qretilen enzim aktivitesine olan etkileri Box-Wilson deneysel tasarim fle
belirlenen dazende yapimis ve diger bes degiskenin sabit tutuldugu
kogullarda altinci degiskenin st pihtilagtirma aktivitesine olan etkisi

arastinlmistir [5).

DENEL BOLUM

Bu calisma cercevesinde yapilan deneylerde mikroorganizmanin
karbon ve azot kaynagin1 hangi hizla takettigini belirleyebilmek amaciyla
sentetik besi ortamu (Tablo 1) hazirlanmistir . Karbon kayna@: olarak D-
glukoz, azot kayna@: olarak da amonyum klorar se¢ilmistir. Bunlann
yaminda mikroorganizmalar igin gerekli diger bilesenler olarak gesitll
metaller ve mineraller iceren kimyasallar eklenmistir. Vitamin thtiyac: da

maya 6zQta {le giderilmigtir .
Tablo 1. Mucor miehei sentetik besi ortami bilesimi.

Bllesen Derisim (g/1t) Mikrobes| bilesimi Derigim (g/1t)
D-glucose deglskcn FC(N!Mz(SOdz 1.000
NH,4CI degisken ZnCl, 1.000
MgS0,.7H,0 0.010 MnSO, 0.500 !
KH,PO, 0.349 CuCl, 0.080
Na,HPO,.2H,0 5.600 CoSO4 0.100
FeSO4.7H,0 0.001 7
KCl : 0.050
Maya ozatn 1.000
Mikrobes| ¢dzeltisi %o ml
Na;SO;4 019
NaHoPO4.2H,0 2.651
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Besi ortamu  pH'1 ayarlanip bel
Jpizlan pamukla kapatil dyl?{an s%ma"{lzl;?ggleleﬁc ;rlerﬂcmé:l;\ltﬂmus ve
paha once PDA (Patates dekstroz agan) igeren taplerde : lengxurflur'
Mucor miehet susundan gereken miktarlarda erlenlere ;lpor . laraank
uygun sicaklik ve galkalama hizinda Qremeye birakilmg ekim yapi

sat pihtilagtirma aktivitesinin , karbo }

n ve azot kaynaklarinin
tokem:xas;l;zli;% nzapta:":uw amaciyla yaklagik her 24 saatte
fermen n an steril olarak drnekl
gerekll analizler yap lhtl;ns g er alinmis ve gok kisa sQirede

Sat pihtilagtirma aktivites!, 10 ml stta 35°C' dakika
pihtilagtiran enzim miktan olarak tanimlanmigtir. %10'13; lyagslz sctlﬁ
tozundan her analiz dncesinde taze olarak hazirlanan sotan Ca*2? fyon
konsantrasyonu 2 g/It olacak gekilde CaCl, ilaves! yapilmug ve pH'1 6 olarak
slglmagtar.

Karbon ve azot kaynaklanndaki degisimler sirasiyla YSI® glukoz
analizéra ve Orion® amonyum elektrodu {le saptanmugtur,

Peynir mayas: Qretiminde yOksek st pihtilagtirma aktivitesl!
yamsira, peynirde aci tad olusumuna neden olan proteolitik aktivitenin
das0k olmas: da istenmektedir. Bu nedenle her erlende en yoksek sat
pthtilagtirma aktivitesinin goraldaga zamana kargi gelen drneklerde
proteolitik aktivite tayini de yapilmigtir. Ortamdaki protein derigimini tespit
amaci fle de yine alinan ayni 6rnekte toplam protein tayini yapiimigtir.

SONUCLAR VE TARTISMA

Bu deneyler sonucunda ulagilan en snemli nokta; mikrobiyal
olarak elde edlle)r'x rennin enzim aktivitesinin, hayvansal kokenli ticarl
rennin {le yansabilecek dozeyde olmasidir. Enddstriyel dozeyde ped)l'nir
tretiminde mikrobiyal renninin uygulanmasi ise lezzet ve koku gibi diger
peynir niteliklerinin de saglanmasiyla mamkQn olabilecektr.

7
6] e SPA (U/ml

5.
4.
3
2]

14
0-: T Y 1 h L}

20 25 30 35

Sat piht. aktivitesi (U/ml)

iml.
$ekil 1. Sat pihtilagtirma aktivitesinin sicaklikla degl§ 5
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Yapilan deneyler sonucunda elde edilen veriler yukanda
S0zQ edilen tOm parametrelerin sat pihtilagtirma aktivitesinde etkili
oldugunu ortaya koymustur [5].

Sicakliin mikroorganizmanin Greme kinetiginin opfimum oldugy
37°C [£1°C) civaninda sat pihtilastirma aktivitesine gok etkill oldugu tespjt
edilmistir (Sekil 1). 30-40 °C sicakhk araliginin diginda kayda deger bipr
enzim Gretimi yoktur ve bu deger literattrie uyum {¢indedir [1].

PH'In, besl ortami pH'inin altindaki ve nstandeki degerlerde
pihtilastirma aktivitesinde bariz degisimler gosterdigi saptanmistir (Sekil
2). pH 6.75 civarinda enzim Qretimi maksimum dozeye ulagsmstir. pH 6.5-7.5
araliginin disinda enzim aktiviitesinin hemen hemen hi¢ olmamas: PH'In
{émenmwn sirasinda duyarlikla denetlenmesi gerektiBini gostermektedir

7

T 6.

> 4 ® SPA (U/m)

5]

34.'

B

gs-

._12:.

'g.l.:

=

wO'T,:!.:,...,.,.
5.0 55 6.0 65 7.0 7.5 8.0

pH
Sekil 2. sat pihtilagtirma aktivitesinin PH ile degisimi.

® SPA (U/m)

Sat piht. aktivites (U/ml)
O = N W » 1 & N
Ll e iyis 'y

L) l L l - ‘ LS ' L l L ' L) ' L2 . L4 ' Yf'
1 200304 6587 8 9 10 11 12
Asilama Oran (% v/v) -

$ekil 3. Sat pihtilastirma aktivitesinin agilama oran; fle degisimL

o
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Agilama oraninin ise % 4-7 olan degerlerin,
e i seklie bayiy “momcagm Tk akciylte elde
s e ki B S S

in yete n et
sagiayamamakiadir %0k agt oranlan ise yeterll bayQmey!
¢

alkalama hizi i¢in ideal caligma araligy olarak -

pulunmugtur (Sekil 4). Asin kangtirmada kﬁreselll%llarak ortZidalblgy;;c?x
mikroorganizma parcalanarak, enzim Gretimini 8lam evresinde saglayan
kontrollu besi aki ve derigim profill bozulmaktadr. Dustk kanstirma
hizlarinda ise biyofilm icine yeterli besin aktanlamamaktadir.

Karbon ve azot kaynaklan igin maksimum enzim aktiviteleri ise
Sekil 5 ve 6' da goraldnga gibl sirasiyla 29.6 g/l glukoz ve 1.25 g/l amonyum
derigimlerinde gergeklegmigtir,

7
€6 ® SPA (U/ml]
25
44
gs.‘
324
1]
80. 5 T v S | FRT-A R R L Y ERT
60 70 80 90 100 110 120 130

Calkalama hizi (vuru/dk)
$ekil 4. S0t pihtilagtirma aktivitesinin calkalama huzi lle degisimi.

7

38: ® SPA (U/m)

2 5]

g4

§3.‘

..12.'

31:
. Pt s e B Toloe o

800"5'1'0 1‘5%25 S s
Glukoz derigtmi @/10

mlyledcclsﬂn'

derls
Sekil 5. Sat pihtilagtirma aktivitesinin gluko 15



7
?s_' ® SPA (U/ml)
S~ -
55
8 a]
ga_'
ChiE
i
ul—
,‘,’, A
o L} 1 1 4
0 1 2 3 4

NH} derisim! (g/1)

$ekil 6. Sat pihtilastirma aktivitesinin amonyum derigimiyle degisimi

Enzim Qretiminin ytaksek karbon ve azot derigimlerinde
gerceklesmesi, biyofilm icinde wretim agamasinda belirli bir bdlgenin
difozyon kontrollu olarak besin almasidir. Fermentdrlerde yapilacak olan
Qretimde ise kaltor homojen olarak baytdaganden optimum karbon ve azot
derisimlerinin bu degerlerin altinda olmas: beklenir.

Sonug olarak, saflandinimadig: halde bile aktivite acisindan ticari
peynir mayalar1 d0zeyinde olan bu mikroblyal kaynakli renninin peynir
Oretiminde kullanilabilmesi i¢in, peynire verdigi lezzet , koku gibi diger
niteliklerinin de smnanmas: gerekmektedir.

(Bu caligma *TOBITAK-NATO Science for Stability Programme-
Biotechnology” projes! kapsaminda desteklenmektedir.)

KAYNAKLAR

1 MR Khan, JA Blain, J.D.E. Patterson, “Extracellular proteases of
mucor pusillus™. Applied and Environmental Microbiology, 37
(1979) 719-724.

2 L.L. Lasure, * Regulation of extracellular acid protease in mucor
miehet. Mycologia,72(1980)483-493.

3. G.A. Somkuti, F.J. Babel, * Acid protease synthesis by mucor

pusillus in chemically defined media®,. Journal of Bacteriology.

95(1968) 1415-1418,

J.L. Sardinas, “"Microbial rennet". Advances in Applied

Microbiology, 15(1978) 39-81.

B G.A. Somkuti, F.J. Babel, * Conditions Influencing the synthesis
acid protease by mucor pusillus lindt.”. Applied Microbiology,
15(1968) 1309-1312. :

s

312



MIiKROBIYAL RENNIN URET ficesa
DENEYSEL TASARIMI TIM_ OPTIMiZASYONUNDA BOX-WILSON

Fatma AYHAN, Abdurrahman TANYOLAC, Serdar S. CELEBt

Hacettepe Universitest, Kimya Muhendisligi Balami, Beytepe-Ankara-Tirkiye

BOX-WILSON EXPERIMENTAL DESIGN ON THE OPTIMISATION OF
MICROBIAL RENNIN PRODUCTION

SUMMARY

Production of microbial rennin enzyme dcre_nds on many different
fermentation parameters . Parameter values that supply the highest milk clotting
activity are the optimum points of production. Here, the ters aflecting the
production of microbial enzyme were sclected as initial n and nitrogen source
concentrations, temperature, pH, inoculum ratio and agitation rate. If the eflect of
these parameters was examined by conventional factorial 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 est milk clotting activity (M.C.A.)
have been obtained.

OzeT

k cesitl
Mikrobiyal rennin enziminin dretimi ve opt!mizasgeonu ¢o !
fermen arametrelerine baghdir. Siit pihtilaghrma aktivitesinin en

oldugumsyﬁn l;t’rt: de et::lec; gcu::glm parametre degerlerini vermektedir. Mikroblyal

erd,
enzim dretiminde etkili olan bu parametreler; n ve azot knynagd de:;in,‘g\lzi m,

sicakhk, pH, asilama oram ve alama hizidir. Bitin bu
Qretimindekl eflcdlerd fakwriycl‘;t:lganm yontem! kullnmlaﬂ. alknzl:!clyﬂﬁ‘ :lmw“ex;
binlerce deneyin yapilmas: gereklidir. Bu aragtrmada yapiacht Congy HCTE) S0y
2za indirgeyerek caligmalann kolaylagtinlmasi amaci armcnu on parametre
tasanimi kullamlmis ve bu tasanma gore sap tnnanx;.! . nrctim!syicln en uygun
dﬁ%ﬁ?&ﬁ’] oercevcslnae erg:nd 931"'“?,13? ysg:‘l:yr?fr esonx::cunda en yiksek st
n saptanmasi hedellenm . arametre
E‘e'lmlastmna aiuvitesinl (S.P.A.) veren optimum fermantasyon p

irlenmisgtir,

Girig
: ekillerde
Peynir, satan bir enzim tarafindan pmula?:m eggno:gt:gu?de uzun
Islenmesiyle aretilmektedir. Bilindigl gibl peyn rennin, girdenden elde
berl saton pihtilagtinimasinda K beynire olan talebl de arttirmis
¢dllmektedir. Hizl nofus artigt beraberinde PEYOTE S0 oo “verine, daha
Ve bdylece reninin zaten kisitl olan girdenden 2



ckonomik ve daha fazla miktarlarda mikroorganizmalardan aretimi op
plana ¢cikmustir,

Bu calismada, peynir yapiminda kullanilan rennin enziminin,
mikrobiyal yolla 0iretiminin fermentasyon parametreler! tarafindan nas
etkilendigl aragtinlmistir. Bilindigi gibl mikroorganizmalann Gremeler] ve
enzim Qretmeleri birgok parametrelere bagimlidir. Bu parametreler her ne
kadar birbirlerinden bagimsiz goranseler de gergekte birbirlerine baghdir
- ve bu durum karmagik bir davrams bicimini ortaya koymaktadir. Ancak
aragtirmalann yaratolmesi sirasinda bodyle karmagik bir davranigin
Qretime etkisinin anlagilabilmesi i¢in her bir parametre birer bagimsiz
degisken olarak kabul edilmektedir. Mikrobiyal rennin Qretimindeki alty
bagimsiz parametre; PH, sicaklik, agilama orani, ¢alkalama hizi, basglangi¢
glukoz ve amonyum derigimleridir. Her bir parametrenin ayn ayn etkileri
Incelenmek istenirse, diger parametrelerin sabit tutulup incelenmek
istenen parametrenin belirli bir aralikta farkl dazeylerinde deneyler
yapilmas: gerekir ki; bu da alti parametre g06z6nane alindiginda binlerce
deneye thtlyac oldugunu gosterir.

Box-Wilson deneysel tasarimi ile bu deneylerin sayilarinin
minimuma Indirilmes! ve enzim Oretimi igin optimum sgartlarnin en kisa
slrede belirlenmesi mamkan olmaktadir. Bu deneysel tasanma gore,
kogullan belirlenen 77 adet deney ATCC'den saglanan Mucor miehel sugu
lle gergeklestirimigtir. Bu deneyler sonucunda en yoksek st pithtilagtrma
aktivitesini veren kogullar belirlenmis ve mikrobiyal enzim tretiminde rol
oynayan parametreler i¢in en uygun ¢alisma araliklan saptanabilmistir.

DENEL BOLUM

Box-Wilson deneysel tasanm fiziksel bir mekanizmay1 karakterize
eden bir testler serisidir [1]. Bu amagla, prosesin matematiksel modelini
¢ikarmak icin verimll bir bigimde kullanilan bir genel deneyler serisi
geligtirilmistir. Bu deneyler 6zellikle endaistriyel problemlere uygulanabilir.
Cank oldukea az sayida deney gerektirir ve uygun hesaplama 6zelliklerine
sahiptir.

pAmatu'manm amaci dogrultusunda bagimsiz degiskenlerin her birl
bes dnm;nbellrtmr. Her degigken ic¢in bu beg dOzeyin degerleri deneydeki
degiske sayisina ve caligilacak aralida baghdir.
Ornegin, 100°FLik bir aralig1 gosteren 200-300°F sicakliklar arasinda
¢ahgildiginda; geligtirilecek modele uygunluk icin, degiskenlerin igletme
dazeyleri yerine kodlanmig degerler kullanilir. Bu amagcla her degigken i¢in
yaklagik Vp'ye (p:degisken sayisi) esit olan k faktsra kullanilir.
Degigkenlerin ana degerleri, orta noktaya aralik/2k degerinin eklenmesi ve
¢ikanilmasiyla bulunur. Bu drmekte Box-Wilson tasarimi ile belirlenen
degigken sicaklk (X;) icin beg aralik dozeyl Cizelge 1 de verilmistir.

Cizelge 1. Box-Wilson ek d0zey degerleri.
X, Sicaklik (°F) Eodlanmis formu
200 -k

250-50/k -1
250 0
250+50/k 1
300 k

314



U¢ bagimsizdegiskenle k=1.73
sxcal;lluda:;o ﬁi%i%lg ve{'ar aizl ve 2?9311?"‘&: r'?‘uanonkmhya kare& gele?t
kombin » eKsenel, 5, X ¢ Ce§
digerler orta nokta degerinde fke riyel, ve orta noktalar, Eksenel noktalar;

a9

Toplam deney sayisi=15+tekrarlar

Deneysel hatay: tespit etmek amaci ile orta nokta deneyi genellikle
ic-bes kez tekrar edilir. Herhangl bir sayidaki degigken i¢in deneysel
tasanmda yukaridaki benzer yol izlenir.

Deneysel ¢aligmalar, ATCC'den saglanan Mucor miehel sugu ile ve
250 ml'lik erlenler kullanilarak calkalayicilarda yapilmigtir. Saf kaltdran
Oncelikle agar taplerinde belli bir sire sporlanmas: saglanmigtir,
Hazirlanan yapay besi ortami [2], agz1 pamukla kapali erlenlerde
sterillendikten sonra yine sterll kosullarda kaltar ekimi yapilarak
talkalayicida fGiremeye birakilmigtir. Fermentasyon sQresince belli
araliklarda ortamdan Ornekler alinarak, karbon ve azot kaynaklaninin
toketimine, pH degisimine ve sat pihtilagtima aktivitesine bakﬂma:llirz
Ayrica maksimum aktivitenin goraldaga noktalarda, “Yﬂ‘mde‘n
Yontemleriyle toplam protein derigimi ve proteolitik aktivite tayin
Edﬂm(gur [3].

Yukarida sézd edilen fermentasyon parametreleri D"::ﬂ?ne:a‘:
bicimde dozenlenerek bir serl deney gcrcekleiufum‘l':;‘lmu?
kullamlan parametrelerin caligma araliklan asagidaki gib :

PH: 4-8,

Sicakhk: 20-45°C,

D-glukoz: 5-45? g/

NH4+: 0.5-3.

Calkalamhm.wso-lso vuru/dk,

Asilama orani: % 1-15 v/V. gt

Box-Wilson den
Yukarid o araliklan kullaniarak peysel
sanming Sér:mpac:éhr:::releﬂn depigen degerlerl hesaplanmig
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degerlerde 77 adet erlen deneyl gergeklestirilmistir. Sonucta ylksek
pithtilasma aktivites! veren deneylerdeki parametre degerleri Cizelge 3 de
g0sterilmistir.

Cizelge 3. Box-Wilson yontemine gore tasarlanmus deneylerde yoksek
enzim aktivitesi veren parametre degerleri.

Baglangic degerleri

ICC)  Vuu/dk pH  %Asi(v/v) NHq*(g/l) SPAiu/ml)
376 81 68 52 296 256 2.500
37.6 81 © 6.8 52 15.36 2.55 0.174
376 81 52 52 296 255 0.286
376 81 52 52 15.36 2.55 0.095
274 81 6.8 52 29.6 2.55 0.000
274 8l 68 52 15.36 255 0.000
37.6 109 6.8 10.8 206 255 1.330
37.6 109 6.8 52 206 255 1.000
376 109 68 108 296 125 2.200
376 109 68 52 296 125 1.000
376 8l 68 52 296 125 5.710
376 81 68 52 15.36 255 125

SONUCLAR VE TARTISMA

Box-Wilson ydntemine gére tasarlanan minumum sayida (77)
deneyin sonucunda  bagimsiz parametrelerin mikrobiyal rennin enzimi
Qretiml i¢in uygun caliyma arahklan tespit edilebilmis ve bu araliklar igin
en yOksek sat pihtilagtirma aktivitesini veren parametre degerleri yani en
uygun deneysel kogullar saptanabilmistir,

Deney sonuglanina gore sicaklik en dnemli parametrelerden biridir:
En Ideal sicaklik araligi 30-45°C olarak saptanmigtir, bu sicaklik aralig
diginda hem mikroorganizmalann tremeleri hem de enzim Oretmeleri
mOmkQn olmamaktadir [4]. Box-Wilson deneysel tasarimina gore yapilan
deneylerde 37.6°C de maksimum sat pthtilagtirma aktivitesi elde edilmistir.

Bir bagka onemli etken de pH'tir, Diger parametrelerin hepsinin
sabit tutuldugu durumda, baglangi¢ PH'nin dastk olmas: stit pthtilagtirma
aktivitesinde onemli bir azalmaya neden olmaktadir. Ideal pH aralig: ise 5-8
olarak bulunmustur [S]. Tasarima gore elde edilen 6.8 pH degerinde de
maksimum sat pthtilastirma aktivitesi elde edilmistir,

Optimum agilama orami %5.2 (hacim/hacim) ve optimum
calkalama hizi da 81 vuru/dak. olarak tespit edilmig ve bu degerlerde
caligildifinda maksimum sat pihtilagirma aktivitesi elde edilmigtir.

Karbon ve azot kaynaklan baglangi¢ derisimlerinin dosak ve ynksek
degerlerl aktiviteyl dasGrmektedir, bu sonu¢ bu iki parametrenin

rganizmanin beslenmesinde ve enzim tretiminde temel unsurlar
oldugunu gostermektedir [6,7]. Karbon ve azot kaynag derigsimlerinin sat
pthtilagtirma aktivitesini dogrudan etkiledigi aciktir. Deneysel tasanm bu
arametrelerin ideal araligin verdig! gibl 29.6 g/] baglangic glukoz ve 1.25
g/1 amonyak derigimlerinde en yaksek sqt pihtilagtirma aktivite degerin®
ulagilabildigini géstermektedir. S8za edilen biitdn bu parametrelerin
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timum degerleriyle Cizelge 1'd
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BACTERIORHODOPSIN'IN SENTETIK BiR ZARA TUTTURULMASI

Vedat SEDIROGLU (*), Ufuk GUNDUZ (), Meral S ~ FIIE
ve tncl EROGLU () (%), Meral YOCEL (™), Lemi TORKER (™)

Orta Dogu Teknlk Universitest, 06531, Ankara,
(7 Kimya Mdheadisl(g, ("7 Blyolojl () Kimya Béldmier!

IMMOBILIZATION OF BACTERIORHODOPSIN ON SYNTHETIC MEMBRANES
SUMMARY

The photosynthetic bacteria Halobacterium haloblum which possesses a
purple-colored retinal protein within its cell membrane provides photosynthetic
capacity in a manner analogous to chlorophyll In green plants. The purple colored
protein is called Bacteriorhodopsin (BR) due to Its similarity to the visual pigment
rhodopsin in the eyes of the high verteberated animals.

In this research, purple membrane fragments with its integrated protein BR were
Immobilized on lipid impregnated and lipid free cellulose acetate millipore filters (pore
size 022 um, 0.15 mm thick). The photoresponse curves of these membranes were
obtained by measuring the pH change with time of exposure of light in each
compartment of the photoactivity cell. The factors affecting the photoresponse ong
Investigated in this research were lipid to BR ratio, the amount of BR Immobllized on the

membrane, and the temperature. It was observed that [H] lon concentration increased
upon exposure of llghtu‘: the compartment which was In contact with BR attached side

of the membrane, but there appeared to be no light driven [H*] lon transport from that
Compartment to the other.

in low lipid to
It has been concluded that better orfentation of Bnbzﬁaamn dlu'lngl "the

BR rat lectrical field of 25 volt/cm
Mbﬂ‘:zlbgo:g},%gltem also observed that the Increase in temperature hes an

amount of Inamobilized
Inverse effect on photoactivity of BR. However, A% e iments It was observed

Increases, the photoactivity Increases. From the stabllity experime 8.0bearyed
:::tg"m W!; lF:o ?'eleasevgfyBR. and It was still active on go membrane surface
nth,

OZET
Halgbacterium haloblumun hcre #anndt FE0
Fotosentetik bir bakteri olan yesil bitidlerin kllloman gibt

rotein
renkll retinal bir protein bulunmaktadir. Bu p renkil omurge i canhlann
{olosentez yapabilme kapasitesine sahipth & I00, 0y mmw olarak

8%lerinde bulunan rodopsine

ndirilr, a19



Bu aragtirmada Bakteriorhodopsin (BR) entegrell mor zar pargaciklan, lipid
emdirilmig ve lipidsiz gdzenekll seliloz asetat zara tutturuldu (gézenek gapi, 0.22 ym,
kalinlik 0.15 mm). Bu yekilde hezirlanan zarlann fototepkd egrileri fotoaktivite 8icam
hicresinin her (ki bol0minde aydinlatma siresine gore pH degisiml dicUlerek elde
edildi. Bu calismada BR'in fototepkisine etki eden faktdrler olarak yagin BR'a oran, zar
Ozerine tutturulan BR miktan ve sicaklik incelendl. BRin tutturuldugu bdlmede 151k

etkisfyle [H*] lyon konsantrasyonunun artthginin gézlenmesine ragmen bir bdlmeden

diger bdlmeye 151k etkisi tle [H*] lyonu transferi olmadigi sonucuna vanidi. BRIn zara
tutturulmas: esnasinda elektrik alani (25 volt/cm) uygulanarak yonlendirilmesinin
yagin BR'a oraninin kilgik oldugu durumlarda daha lyl sonug verdigl kanisina vanldi,
Aynca sicaldigin artmasi BR'n fotoaktivitesin! azaltic: ydnde etkiledi. Halbukd, seliloz
asectat zara tutturulan BR miktanrin artinlmas: fotoaktivitenin artmasina neden oldu.
Ayrica 1 ay sOresince muhafaza edilen zarlar fle yapilan deneyler sonucunda BRn zar
yuzeyinden aynlmadig: ve aktif halde oldugu beliriendi.

GIR1S

1971 ynlinda Oesterhelt ve Stolckenous (1] tarafindan bulunan fotosentetik bir
bakteri olan Halobacterjum halobium &zellikle h@cre zannda bulunan proteinleri lle
bilim adamlanmin dikkatini ¢ekmigtir. bu proteinlerden bacteriorhodopsin yapisal
olarak gdézdekd gorme olayin1 gerceklestiren rodopsine kimyasal bir benzerlik

stermektedir. Aynica bu protein bakteride fotosentez fonksiyonunu Ustlenmektedir ve

llinen en sade aktif proton transport proteinidir. Bacteriorhodopsin btyolojtk
makromolekiller araghrmalannda gorme ve fotosentez konulan yaninda
blomembranlarda aktif transport mekanizmalannin anlagilmasina ydnelik yapilan
caligmalarda da ¢ok Onemli bir yer tutmaktadir. Aynca son yillarda molekiler
fonksiyonel diizenekler kurularak teknolojlk uygulamaya gecllmeye calisiimaktadir.
Bakteriorhodopsinin fotonik ve fotoelektrik oOzelliklerinden yararlanilarak ve
bakteriordohopsin yapi bloklan olusturularak bloelektronik dizenek kurulmasina
yonlenilmistir, Bunlar biyokrom filimler, optik hefizalar, ylksek hizhi fotosensorler,
halografik ortam ve molekiller bllgisayar elemanlannin prototipleridir (Hong [2])-
Degisik retinal proteinleri karsilastinlarak canh organizmalardaki degisik fonksiyonel
diizeneklerdeki DOGA'nin tasanmuni anlamaya ¢alismak, bu tir sistemlerl kavramaya
yonellk daha derin bir gorls kmszandiracaktir. Yakin gecmigte Amerika Blrlesik
Devletlerinde ve Japonya'da teknolojlk uygulamaya yonellk zeki malzemelerin
(Intelligent material) kesfine ve gelistiriimesine calisiimaktadir. Bacteriorhodopsin aym
zamanda zeki malzemelere bir dSrnektir.

Ulkemizde Halobacterium haloblum'dan bacteriorhodopsinin biyosentezlenmes!
konusundaki aragtrmalan gurubumuz 1982 yilinda baglatmugtir. 19801 yillar
bakteriorhodopsinin 151k enerjisinl kimyasal enerjiye donagtirerek fotosentezde rol
oynamasini dikkate alan ve bu dzelliginin biyosentetik zarlar olugturularak ganes
enerjis! donlsGm sistemlerine, gines pillerinin yapimina yénelilen senelerdir [34)
Ancak bu aragtrmalar sonucunda bdyle bir gines pilinin yapilabilmest igin pil
yapimina uygun bacteriordohopsin tutturulan biyosentetik zarlanin olugturulmast ve bu
zarlann performansini arttirmaya yonelik faktdrierin Incelenmest gerekliligl sonucund

vanlmgtr.

Bu aragtrmanin amaci bekterforhodopsin milipor filtreye tutturarek
biyosentetik zar olusturmak ve bu zarlann igikla uyanidiginda proton pompalamé
ozelliklerini deneysel olarak saptamaktir. Aynica, bu zarlann olusturulmasindaid be#!
parametrelerin : protein derigiminin, proteln lipid oranimin, sicakhgin ve o
membranlann saklanma stresinin fotoaktivite 0zerine etkisin! Incelemektir.
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DENEL BOLUM

Halobacterium hajobfum Oesterhelt-Stoeckentus (5 {
yed ginde Uretllmig, yedinci giin sonunda Bactenorhéd)og:;:xt'l?\m (xgmgo;ﬂ.’:::(;g:
iglemine gegllmigtir. Saflagtrma (§llemlert 49C'dg soguk odada Oesterhelt
Stoeckenius ydnteminde bazi degisikiikier yapilarak o)

Numunedekd BRin protein mildan Lowry (6) metodu fle bulun '
speldrofotometrik olarak 570 nmide absorbans dlgam Hle tekrarlanmy o coin:

absorptive katsayisi 63000 M1 emr! olarak kabul ediimi

r. BR' 1
Laemli (7) metodu kullanmilarak 26000 Dalton olarak bulunnﬁ,l;mr. Bl:: d?éeeﬁluarslg:ig:
halindedir (5). Bacteriorhodopsin'in fotoaktivites saflastinldiktan sonra BR

manlar halinde lken herhangi bir yapay zara tutturulmadan Yo
}i:gunuyle dlghlmigtir. 0. cel ve arkadaglan |4]

Bu aragtirmada BR 0.15 mm kalinhiginda, gézenek gapi 022 ym olan seldloz
asetat zara tutturulmugtur. Bu zarlann olugturulmasinda aragtinlan parametreler,
asetat zara stirilen lpidin (Yurmurta ak lesitinl) BR'a orany, zar 0zerine tutturulan BR
miktandir. BR1n zara tutturulmas: esnasinda yénlendirme saglamak amaci lle 30
dakika 25 (v/cm) statik elektrik alani uygulanmstir.

Proton pompalama di¢im dilzenegi Sediroglu [8]de aynntil olarak veriimektedir.
Olgimler su jeketli Iki bdlmell fleksiglasdan yapilan &zel bir fotoelektra hicrede
gerpeklestiriimigtir. fid bolme arasina BR tutturulmug yapay zar yerlegtiriimistir. Isik
keynagindan gelen 1ginlar siyah bir plakadaki delikle odaklandinlarak fotoelektro
hcresinin B bdlimilnin yan duvanndaki cam percereden gegerek 1 cm capindaki
yapay zar Ozerine dilgirilmigtir. Fotoelektro hicresinin her iki boliminde de pH
deglisikler! kaydedilmigtir.

Deneylerde 0.15 M KCl Igeren stok solisyonu ve 1000 Waft bk 151k kaynag
hlllamlnushyr. Lipid'in BR'a agirlik oran: 0 lle 48 arasinda, zar {izerinde tutturulan BR

miktan 0 fle 1.98.10°° mol arasinda degistirlmigtir. Deneyler 152537°C'da

tekrar
tekrarlanmugtir, Zarlar 4°C da 1 ay stok solusyonunda bekletildikten sonra
fotouktivite gfcrunuern pilmustir. BR (htiva etmeyen lipidll ve np:idsu sel(:llo:o :sr:t:g:
yepilan deneylerde 11@in ctids! gézlenmemigtir. Bitln zarlar hezi al&mnhktn e
solusyonunda, hicrede bir gece bekletilmigtir. Deneyler simtem kara

Uagtiktan sonra yapilmigtir.

SONUCLAR VE TARTISMA
Sekil I'de farkh Lipid/BR oraninda hezirlanmi§ nﬂaﬂ!lkY:Pmmdfgg‘hgz
sonuglan verilmektedir, Botin ekillerde ok lle 805‘3"‘;;;3'%";;“ aaldiy zaman A
kapal [ken yapilan dlgimleri g_OStcnnektcdlr P |d/BR oram 48 olan zarlaria
Imesinde'ki pH deglgiminin azaldigt gOzlenmzktedlr. Llu[:l mayan, dolayrstyla BRin
Yeplan deneylerin  sonuglan elektrik alani uygul. K yalan
yom;:dlrllmedl zarlarla yapilan deﬂkeﬂt;l‘ln sonucun: G:l S Yirmenin. iyl olnudldil.
olan esnasin
somucing i #‘;@?&?ﬁpﬁm BR molekildnin yonlendirme
“Mnlzodqunyorolabmr. oligy LIS,
rula Bz
Sekil 2de Lipid lhtiva etmeyen seldloz mﬁ,‘,%ﬁ:‘%mmm
o 2rla yapilan deneylerin sonuglert verilme K o, Sekll 2(b) ve ) farkh
itva eden 1kt zann performansinin kargilagtinimast
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sicaklikta yapilan deneyleri, Sekil 2(b) ile 2(d) Ise ayni zann 1k hazirhgindaki ve | ay
sonraki performansini vermektedir. Bu deneyler sonucunda B bolimandek! pH'nin 151k
lle deglsimi hizinin BR miktan arttikea azaldig), sicaklik ditstitkge arttig: gozlenmigtir,
Aynica sicaklik arttikca fototepkide azalmaktadir. Bir ay sonra tekrarlanan deneyler
sonucunda BR'n fotoaktivitesinl muhafaza ettigl goralmogtir. Bu s@re zarfinda, BR
thtiva eden zarlar stabilize olmaktadir. Farkl Lipld/BR oran: ve farkli BR miktan ihtiva
eden tim zarlar bir ay sonra aym: fotoetkiyl gostererek B bolimine aym miktarda,

2x10710 mo) proton vermekte veya tutmaktadir.

Sekil 1(a)-(b) ve Sekil 2(a) nin karsilastinlmasindan elde edilen en 6nemi| sonug
zarlann ihtiva ettigi lipid miktanina bagh olarakA ve B baldmler arasindaki PH farkinin

(ApH-pH-pHp) aydinliktaki ve karanliktaki karakteristiginin degismesidir. Lipid, BR

orani 48 olanzarlarda ApH aydinlikta positif, karanlikta negatif degere ulagmaktadir. By
oran 12 oldugu zaman ise ApH dalma negatif olmakla beraber aydinlikta mutlak degeri

artmakta ve karanlikta azalmaktadir, Lipld thtiva etmeyen zarlarda ApH daima positif
olmakta aydinlikta azalmakta karanlikta artmaktadir.

5.820
‘on (a)
.800 = ‘ oN
% !
6.780 ?—w

= Fo—a
6.760 | g

el 2 il
§.740 |- forr ’ -4

2 Yorr
20 36 T 58 zlz 4 280
T°" ZAMAN (dak.)
6.840
(b)
6.820 -
R A3

IR g -

a & 4 1 } ¥ A
8.780 |- 3 i on § orr,d } on £
o R0 § l ? on & “
s.760 >.d L N

1opp -4 - —_—
8.740 1 L L L
0 52 104 156 208 2680
N ZAMAN (dak.)

Sekdl 1. pHninzamana karsi deglsimi, BR-132x10°9 mol, T-259C, a) Lipid / BR - 48.
~ b)Lipid/BR =12 {-0-B bdlmesl, -A-A bdlmesi)
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Bu araghrma gostermigtirkd milipor fllitreye tutturulan BR (le hazirlana
blyosentetik zarlar fotgakumzslm nmhafung etmektedir. Ancak bu zarlarda dogal hnc.:
zannda oldugu diigindlen aktif proton transferl gézlenmemistir. Bunun en dnemi|
nedenl bu aregtirmada kullamilen biyosentetik zann kahnhginin dogal hlcre zannp
yaklagik 20 kati olmasidir. Bu netice blyosentetik sistemlerle yapimas: diigtinglen
gnw pillerinin enerji dénigim verimlerinin neden gok digik oldugunu Izah etmektedir.

tirzarlar her ne kadar gines plilerl yapimnda uygun deglisede, fotoetk! gdstermes|
balamindan gelecekte bagka amaglar i¢in kullanilabilir.

TESEKKOR : Bu aragtirma ODTU Arastirma Fonu (AFP 91-07-02-02) projes! olarak
desteklenmigtir,
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OLIMERIK PARTIKULLER
FIDROLIZ HIZININ ARTIRTL M o ASETININ ENZAvATIIC
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INCREASE OF ENZYMATIC HYDROLYSIS RATE OF TRIACETIN
WITH POLYMERIC PARTICLES &

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 were defined in both cases with and without 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 completion of film formation
by triacetin molecules on the surface of particles was found 15 minutes before adding
enzyme solution.,

Ty}rlr:vamﬁon of reaction rate with triacetin concentration in both soluble ‘“(}
insoluble regions were investigated In the presence and also in th:h absax;ce m:r
Polyethylene ‘particles. The comparision of the results show thatﬂ. ;ﬁf:\o & T
particles provide an increase of 118-300 % on the hydrolysis rate of triacetin In the
soluble region. Michaelis constants (Kjf) for two cases with and without pa

determined as 0,080 and 0.125 M triacetin, respectively. _

On the hydrolysis of triacetin at the soluble concentrations bt)l'\ 11]1:;9:' l:‘:ﬂg:‘::
atios on the activity obtained in this study by using polye );"o P e
mpatible with the enhancements provided by adding some mn;r:he m’g‘.m )
' the reaction medium and also by polymeric membrane system

Ozey

' - ullanalmasiyla
Sirkiilasyonlu kolon tipl reaktdrde, polietilen l}:‘"&ﬂ:ﬁi Ozellikle lipaz
ndida cylindracea lipazi ile triasetin hidrolizi incelenty

tin hidroliz huzinmi
:kuvues[mn dilgiik oldugu dzdndr Konsantrasyonlarda triase

Jarak alinan
'Maya y3nelik bu aragtirmada, referans galigma oi2

bulundugu kolon s
Partikiillerin bulunmadif ve polimerik partikillerin lnogluenmli ve optimu

! sirkiilasyon hizinin reaksiyon hizina etklsl g’“‘(“zmyon iz 05 ml/ d‘:
erler saptanmugtir. Referans galigmada en yﬂku'um pulundugu sistemde A
Uasyon huzinda gdzlenirken, polietilen partl Jle degisim! p,,umnn.dummd
'l:i/! dak'da gbzlenmistir. Ayrica reakslyon hizinn pH .
lenmis ve optimum pH 6.0 olarak bulunmustur. o

lietilen -
P dc.

S T .



Araghrmanin bir b8limiinde enzim ilavesinden 6nce triasetin ¢dzeltisinin
polietilenli kolon sisteminde sirktilasyon stiresinin reaksiyon hizina etkisj
incelenmis ve triasetin molekillerinin hidrofobik partikiller ylizeyinde film
olugturmas: igin gerekli siire 15 dakika olarak belirlenmistir.

Referans ve polietilen partikiiller igeren ¢aliymalarda triasetin konsantrasyonu ile
reaksiyon hizi degisimi ¢6ziiniir ve ¢dziinmez (emiilsiyon) bélgelerde incelenmis, ¢Oziiniir
bdlgede partikiil kullanumuyla reaksiyon hizinda saglanan artis oranlan % 118-300
olarak bulunmugtur. Triasetinin ¢éziindr oldugu konsantrasyonlarda, polietilen
partikiillit ve partikiilstiz durumlarda Michaelis sabitleri sirasiyla 0.080 M ve 0.125 M
triasetin olarak saptanmugtr.

Sonug olarak, sulu ortamda triasetinin ¢8ziiniir konsantrasyonlarda lipaz enzimiyle
hidrolizinde, polietilen partikiillerin kullanilmasiyla saglanan reaksiyon hizi artig
oranlary, literatiirde ortama suyla kanigmayan organik ¢dziiciilerin eklenmesiyle ve
polimerik membran sistemlerinin kullamimasiyla elde edilen artig oranlaryla
kargilagtinlabilir diizeydadir. ,

GIRIS

Lipazlar, hidrofobik arayiizeylerde adsorpsiyonla aktif yapr kazandiklarin-
dan, yag-su emiilsiyon sistemlerinde yiksek reaksiyon hiz1 (aktivite) verirler.
Ancak, triasetinin lipazla hidrolizinde oldugu gibi basit yaglann suda g¢éziinen
konsantrasyonlarinda digitk aktivite gézlenmektedir. Bu substratin suda
¢ozlnir konsantrasyonlarinda, lipaz enziminin aktivitesini arttirmaya ydnelik
8nceki galigmalarda, ortama suyla kangmayan organik géziictiler eklenerek
emiilsiyon sistemleri olugturulmus ve aktivite artiglan saglanmistir [1).

Bu caligmada ise triasetinin gozlinlr konsantrasyonlarinda &zellikle kritik
misel konsantrasyonunun (CMC) altinda Candida cylindracea lipaz1 ile
hidrolizinde, hidrofobik karakterli polietilen partikiller kullamlarak, partikil
ylzeyinde yag-su arayiizeyi olugumuyla aktivite artipn amaglanmigtir.

DENEL BOLUM

i: On gahgmalar sonucu triasetinde ¢bziinmemesi ve yiiksek
aktivite saglamas) nedeniyle polietilen partikiiller model polimer olarak
segilmigtir. Lipaz ve triasetin igeren sulu reaksiyon ortam bir peristaltik pompa
yardimiyla rezervuardan alinarak polimerik partikiillerin bulundugu
paslanmaz celik kolondan (D= 0.7 cm; L= 11.2 ¢m) sirkiile edilir. Rezervuar ve
kolon sistemi sabit sicakhk banyosu igindedir. Reaksiyon, pH-metre, pH-kontrol
Unitesi ve peristaltik pompadan olugan pH-stat sistemi ile izlenir. Reaksiyon
sirasinda yag asiti olusumu ortam pHim diigtiriir. Bu nedenle pH kontrolunun
yapildig1 rezervuara, olugan asetik asite egdeger miktarda NaOH gbzeltisi
otomatik olarak eklenir. Zamana karsi alinan NaOH gbzeltisi miktarlan
reaksiyon hizinin saptanmasinda kullamr.

Substrat Cozeltisi: Reaksiyon ortam: degigik konsantrasyonlarda ( % 0.125-12,
v/v)trlmﬁn (Mqrck, % 99, Almanya) igerir. Sulu gbzeltideyaynca 0.(137 M NaCl,
375;10’3M CaCl2. 4 H20 ve 2.5 x 103 M sodyum asetat bulunmaktadir.

Enzim Cizeltisi: % 215 protein (w/w) iseren Candida cylindracea lipam (Meito
Sangyo, Japonya) pH(i 6 olan 0.01 M fosfat tamponunda 3 mg protein/l olacak
gekilde gozildr. :
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SONUCLAR VE TARTISMA

Polictilen partikiiller igeren geri ddngiild ko
artirmaya yénelik gahigsmalarda; triasetinin
adsorpsiyonu ({ll;rll ollusumu) dikkate alina
farkh yéntem kullamlmighr. Birinci ydntemde, enzim ve triaset: i
ortamina ayni zznda ilave edilmiy ve daha sonra s;:kufa:;:set:::l:;T:sl‘yt::
{kinci yontemde ise, 8nce triasetin ¢ozeltisi 3 dakika kolondan sirkiile naclilmi5 ve
daha sonra rezervuar gozeltisine lipaz ilave edilerek reaksiyon ba;lahlmxshrsBu
deneylerde, birinci yontemde polimer igermeyen referans deneyine gore hid;-o]iz
mzinda % 99.7'lik bir artig gdzlenirken ikind yéntemde % 1851ik bir artig
saptanmigtir. Bu nedenle triasetin gbzeltisinin kolondan sirkillasyon siresi ile
reaksiyon hizindaki degigimi incelenmigtir. Sekil 1'de gorildogd gibi
sirkiillasyon siiresinin artmas1 ile reaksiyon hizi artmakta, yaklamk 15
dakikahk sirkiilasyon siiresinden sonra sabit kalmaktadir, Ote yandan
polietilen partikiillerin yiizeyinde triasetin film tabakasinin olusumu, kolondan
triasetin ¢bzeltisi gegirilerek test edilmis ve 15 dakikada triasetinin yiizeye
adsorpsiyonunun tamamlandifn analitik olarak belirlenmigtir. Bu iki sonug
birbirini destekler nitelikte olup lipaz aktivitesi igin yag-su araytizeyi
olusumunun Snemini gostermektedir.

lop tipi reaktor ile hidroliz hizim
polimerik partikiiller ylzeyindeki
rak deneyin baslatimasinda iki
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Triaselin SirkQlasyon Stresi (dak) .

Sekil 1. Triasetin gbzeltisinin kolondan sirkilasyon sm;:;fue!:uri:
hizina etkisi (triasetin konsantrasyont % 0.25 (v Pl
konsantrasyonu: 20 mg/l; kangtirma hz: 500 rpm..s 1;) et
iz 0.5 deak; PH: 6; T: 3500; topllm ﬁlelﬁ hncmi. 1 A

. Sirkiilasyonlu kolon

da
digh referans ¢aligmalarda,
l;ﬂdt hafif bir azalma

ksiyon

tipi reaktirde, polietilen partikillerin bulunma
firkilasyon hizimn artmasyla reaksiyon h {sinde ve baglanh
Bzlenmektedir. Akig mzimn artigyla Kolon Siosk ‘lsa enzimin aktivite
orulanindaki kayma kuvvetleri artmakta, bu durum w:‘ o.irkulahytm mzn ile
Ybina yo| agmaktadir. Polietilenli kolon sisteminde ise reaksiyon maz sabit
T®2ksiyon hzinda arth.sﬂrﬂlmektc. 2 ml/dak'dan 'on“l adifandan dagik
fi""“ktadlr (Sekil 2). Kolonda pH k°ntr°1?“g{,:%l,;mkolon gindeki pH
4".(01‘310:1 hizlarinda alikonma sdresi fazla © aktivitesi digik °1,d“3.“.nd'“

4 adar dtgmektedir. Bu pH degerinde lipas
‘ P . : n hzinin 2
A Tukaiy:n hizlan gozlenmektedir. erkﬁl.:;i: fazla bir pH degigioni

k°‘*“ﬂdaki ahkonma siiresi kisaldifindan gegls 178




olmamakta, optimum PH 6.0 civannda yiiksek aktivite elde edilmektedir. Aynca
yuksek sirkillasyon hizlarinda kolon igerisindeki kayma kuvvetleri etkisinin
bos kolona gére gok daha fazla olmasina ragmen reaksiyon hizinda azalpma
gozlenmemesi, lipaz enziminin partikil tdzerindeki triasetin filmine

adsorplanmas: sonucu yapisim korumasiyla agklanabilir.
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. Sekil 2.  Reaksiyon hzinin gdzelti sirkiilasyon haz ile degigimi (triasetin
konsantrasyonu % 0.25 (v/v); enzim konsantrasyonu: 20 mg/l;
kanstirma hizi; 500 rpm; sirktilasyon; hizi: 0.5 ml/dak; pH: 6;

T: 35°C; toplam ¢bzelti hacmi: 100 ml).

i i Polietilen partikiiller igeren kolon sisteminde
dilgik ve yiiksek rezervuar pHlarinda disiik enzim aktivitesi, pH=6.0'da ise
maksimum aktivite géritlmektedir (Sekil 3). Bu davrams daha 8nceki
galismalarda yag-su emiilsiyon sistemlerinde elde edilen lipaz aktivitesinin
pH'la deffisimine gok benzerdir (1). Bu sonug, polietilen partikilller {izerinde film
olusumuyla ¢dzlintir triasetin konsantrasyonlannda da lipazin yag-su ara
ylzeyinde ¢éziinmez substratlara karsy aldin aktif konformasyonu kazandigam
gostermektedir.

isi: Partikil igermeyen
kolon sistemindeki referans deneylerde, hidroliz hizimin triasetin
konsantrasyonu ile degigimi Sekil 4'de verilmigtir. Cdzlintir ve g¢bziinmez
bolgelerde reaksiyon hizindaki degisim klasik Michaelis-Menten kinetigine
uymaktadir.

Triasetinin ¢ahglan kogullarda kritik misel konsantrasyonu (CMC) % 3.5-
3.7 (v/v)dir. Bu konsantrasyon civannda reaksiyon hizinda ani bir artis
gdzlenmemistir. Verilerin degerlendirilmesiyle kritik misel konsantrasyo-
nundan dislk ve yiiksek (¢ézlinmezlik sininina kadar) triasetin konsantras-
yonlarinda Michaelis-Menten sabitleri sirasiyla 0.124 ve 0.126 M triasetin olarak
bulunmugtur. Bu degerlerin gok yakin olmas; misel olugumuyla lipazin substrati

asetine karg ilgisinin defismedigini ortaya koymaktadr,

Pg!hﬂlm partikdller iceren kolon sisteminde, triasetin konsantrasyonu
~artipiyla hidroliz hizinda gézlenen artis, aym kogullarda partikdlstiz durumda
gbzlenenden gok farkhdir (Sekil 4). Bu veriler Lineweaver-Burk gizimiyle

deger .’ n rilmis ve gBz(ingr bdlgedeki Michaelis sabit 0.080 M triasetin olarak
‘bulunmugtur. Bu degerin partikiilstz durumdaki KM degerine gbre daha kugik
olm

as lipazin yag-su arayiizeyinde adsorpsiyonuyla aldigi konformasyonun
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Sekil 3. Reaksiyon hzimin pH ile degigimi ( triasetin konsantrasyonu % 1
(v/v); enzim konsantrasyonu: 20 mg/l; kanstirma hizn: 500 rpm;

sirkillasyon hizi: 0.5 mVdak; pH: 6; T: 35°C).
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ktedir. Cizelge
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adsorplanmiy enzim tarafindan verilen reaksiyon hz ile rezervuarda ¢éziingr
fazda yliriyen reaksiyon lmzi toplam oldugunu géz éniine almak gerekir. Diigiik
triasetin konsantrasyonlarinda partikiiller dzerinde triasetin filmindekij
reaksiyonun toplam reaksiyon hizina katkisinin gok daha fazla olmas: artig
oraninin yliksek olmasina neden olmaktadir. Triasetin konsantrasyony
artisiyla rezervuarda ¢ztiniir fazdaki reaksiyon hz da agirhk kazandigindan
artig oram diigmektedir. Aynca Sekil 4'de goriilldiig gibi triasetinin ¢gézlinmez
konsantrasyonlarina gegildiginde evre degisimiyle reaksiyon hizi; partikiilsiz
durumda 2.8 kat artarken, partikiilli durumda ise 1.4 kat artmaktadir. Bu artigin
partikilli sistemde yar1 yariya daha az olmas), ¢dziinlir triasetin
konsantrasyonlaninda partikiller sayesinde emilsiyondakine benzer yag-su
arayiizeylerinin olugturuldugunu gostermektedir.

Cizelge 1. Triasetin Konsantrasyonunun Hidroliz Hizindaki Artiga Etkisi.

Triasetin Konsantrasyonu (% , v/v) Hidroliz Hizindaki Artig (%)*

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

* Artis oranlan polietilen partikillerin bulunmadifh referans ¢aligmalara
gore hesaplanmigtir.

"Bu arastirma TUBITAK-Temel Bilimler Aragtirma Grubu tarafindan
TBAG-1020 no'lu proje olarak desteklenmektedir”

KAYNAEKLAR

1. T. Ugar, HI Ekiz, S.S. Celebi, A. Caglar, The Effects of Solvents on the
Kinetics of Free and Immobilized Lipase, Biocatalysis in Organic Media (Ed.
C. Laane, J. Tramper and M.D, Lilly), Elsevier, Science Publishers B.V-,
Amsterdam (1987) 381-386.

g 'R-GIP".&G\I“ t, etal, Lipase Kinetics: Hydrolysis of Triacetin by Lipase from
TR d"ss"(’{;';d‘l) 7“27“ in a Hollow Fiber Membrane Reactor, Biotech. and
~ Bioeng, 38( . P

'3::-.-.«"1‘--5&‘..}“, N Ik.dﬂ, Lipoprohin Lip“‘ 1 bilizat to Pol lCl"Oldn
" Microspheres, Biotech. and Bioeng, 36 (1990) 593 on onto Eoly

sd A AR g
: .;f,l{.';‘.'l
o @SE

330




TUTUKLANMIS KARISIK REKOMBINANT E.coli KULTURLERINDE

pLAZMID STABILITESININ INCELENMES]

vildan DINCBAS ve Amable HORTACSU

Bogazigt Universitesi, Kimya Miahendisligt Bélama, Bebek-Istanbul-Turkiye,

A STUDY OF PLASMID STABILITY IN IMMOBILIZED MIXED CULTURES
RECOMBINANT E.coli oF

SUMMARY

Recent advances in bacterial genetics and molecular biology led to the
development of Recombinant DNA Technology. With new techniques, a microorganism
like a bacterfum carrying a forcégn ‘ﬁcne in a vector Is used to produce a foreign protein.
The growth behavior of a mixed culture of plasmid-free and plasmid-containing E.coll
cells In frec suspension and immobilized conditions were studied c‘:mmentnll . It was
found that immobilization delayed the reduction of plasmid-con fra.ct%n for a
period of time inversely related to the total number of cells immobilized tially. A simple
structured model that assumes compartmentalization of cells in the {mmobilization
matrix at the beginning of growth gave a fit which was in good argument with the data.

Ozer
Bakteri genctigi ve molekiler biyolojidcki son {lerlemeler, rekombinant DNA

lckno}cgtslnin gelismesinc yol acti. Yent teknikler sayesinde, yabanci bir genin bulundugu

k i¢in
vekld wan bir mikroorganizma, drnegin bir bakter!, yabanci bir protein Qretme
kulhnﬂm{adlr. Plazmid YEp352 igeren ve E.colt HB101 hiicrelerinden olugan

] olarak
kangik kalla tutuklanmis o aki boyQme hareketler de
oo, Fuidumani basangely Sk b st oy LR ot
¢inde plazmid { bakterd esinin .
”]angl:cmcg lut?;ﬁg?nms hicrélerin ayn bolmelerde bulundugunu varsayan basit bir

model verilerle uyumlu bir sonug verdi.

GiRig
lanmasin lica
Rekombinant DNA teknolojisinin endastriye uygk:hnasxdlr. %ﬂzﬂ::'omu
Problemlerden biri, rekombinant plazmidin st hal;":ildesl dir. Bu
fermentasyonlarda plazmid igeren mjkroorganlﬂngu ‘\in klonlandig1 plazmid
durumun simdilik bilinen iki sebebl vardir: Spes mk] mgl:l {cermeyen hacreler,
Zamanla hicrelerden kaybolmaktadnr. veya, plaz tamda gogalmaktadlﬂ“-
digerlerine oranla daha hizli bayamekte, boy 1ccen§;am jgin bazi yontemler
¢tkombinant plazmidlerin stabllitelerinin artti Tlarin cogu ya plazmidin
Onerilmektedir (1). Bunula birlikte, bu yaklag‘veya endostriyel kullammda
Yapisinda bazy degisiklikler yaprmay! gerektirin lazmid-lgeren bakter segiml
kan sakincalan olabilir; fermantasyon orltamina, P
in anUbiyotik jlave edilmesl gibl.
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Rekombinant plazmid igeren hiicrelerin matriksler igine tutuklanmas;
stabiliteyl arttirici bir method olarak kullanilabilir (2,3,4,5). Tutuklanmann
plazmid stabilitesine olan bu etkisini anlamak i¢in, YEp 352 plazmid vektdring
igeren ve icermeyen E.colt HB101 hilcrelerinden olusan kangik kaltar, besy
ortaminda, askida ve ayrica immobilize edilmis olarak buyataldd. Deneylerde
gdzlenen stabiliteyl aciklayacak basit bir model kullanlds.

DENEL BOLUM

Plazmid vektdr YEp352 igeren ve igermeyen Escherichia coli HB101
susu, Manchester Universitesinden Prof. Ferda Mavituna'nin hediyesidir,

YEp352 plazmidi, 5.2 kb baynklogandedir. Ampisiline dayaniklilik geni (AmpR)
ve lac operonunun promoter ve lacZa bdlgeleri bulunmaktadir.

Bes| KQltord
E.coli hacrelerl, -70°C deki gliserin soltisyonunda saklandi.

Deneylerde kullanilan besi ortam: M9 Minimal Medium'dur. Bir litre distile ve
delonize suda: 1ml 1M MgS0O4.7H20, 1ml 1M CaClg, 10 ml 20%lik glukoz,
20mg L-leucine, 20 mg L-proline, 1ml 1M Thiamine-HCIl, 6¢ NagHPO4, 3¢
KH2PO4, 1g NH4Cl, 0.5g NaCl bulunmaktadir. HOcrelerin baytme hizlanin
arttirmak i¢in glukoz ve aminoasitlerin miktan iki katina gikanldi (M9+).

50 ml lik sivi ortam igeren iki erlene, paralel olarak 0.1 ml ik ekim

yapildi. Her iki erlen 38.5°C de , galkalayicida birakildi, Belll zamanlarda alnan
numuneler , 0.85% lik steril saline ile seyreltildikten sonra petri kaplarna ekildl.
Minimum 150 kolon!, kadife bir bez ile ampisilinsiz LB agardan, ampisilinliye

transfer edildi. Plazmid-iceren bakteri ytizdesi bdyle bulunmustur,

[ Immobilizasyon, Ca-aljinat jel toplan i¢ine yapilmigtir. Kullanilan
method Martinsen tarafindan tarif edilene benzemektedir(6). Yaklagik 1000 top
iceren iki erlen 38.5°C de , calkalayicida birakildi. Her numune igin 10 top
alinmistir. 50mM lik Na-citrate solsyonu, Ca-alginati agini ¢6zmek i¢in
kullanilmistir. Plazmid iceren bakterl ynzdesl yukarida belirtildigi gibl

yapilmugtir.

SONUGLAR VE TARTISMA

~ Bakteriler askili ve kesikll ortamda bayataldaklerinde, her ikl baktefel
aym sObstrat i¢in yansmaktadir. Bu durumda plazmidsiz bakteriler, bﬂyﬁ‘(’l’c
a1 daha | ek oldugundan, daha cabuk cogalmakta, boylece b
flasyondaki

S

yOzdelerl zamanla artmaktadir. S$ekil 1 de deney veril
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Kangik kaltaron Ca-aljinat ag yapisi icine immobilize olmasi, kesikli
ortamda baoytdaklerinde, bakterl popilasyonunun kinetik ozelliklerinde gozle
goralor bir farklihk yaratmgtir. Sekil 2 de goraldaga gibl, baglangicta
tutuklanan hiicre sayisina gore 10-40 saatlik streler boyunca plazmid-iceren
bakter! ynzdesi hemen hemen sabit kalmigtir. HQcrelerin ayr bolmelerde
boyOmeleri (compartmentalization), askil ortamda hemen baslayan bes! i¢in

yarismalarimi geciktirmektedir. Béylece iki tar bakterl birbirlerinden

etkilenmeden boytyebilecekleri bir ortam bulmaktadirlar. Hicre sayisi belll bir
miktan gectikten sonra agin jcindeki bogluklar genislemekte, bdylece bu aynima
an sonra immobilize sistem, askili sistem gibl

ortadan kalkmaktadir, Bu zamand
davranir ve popiilasyon kansik bir kaltar olarak devam eder.

o
a.Plazmid iceren ve igermeyen hitcrelerin askil sistemdckd baz szellikleri

bakteri torg.  pmax hr-))  Ksg/l)  Yxfhoors savsi/d

P+ 0.187 0.3 1x1019
P- 0.288 0.7 1.2x101}
. ok e N

T

bakieri tory  ymax fhr-1)  Ksle/ld yxfhocre savsi/el

P+ 0.187 05 1x101°
1.2x1011

¥ T e
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ScKil 2, Immobilize olmug bakteri populasyonunun plazmid yuzdesinin zamanla degigimi.
Baslanmetaki hiicre miktan ; deney 1: 108 hocre/mL; dency2: 108 hoere/mL.

Benzestirme (Simulation) i¢in kullanilan model Monod'un bylime
kinetigl modelinin aynidir (7). Sadece plazmid-igceren ve icermeyen iki tar i¢in
ayr1 ayn yazilmigtir. Modelde kullanilan degigskenler Tablo 1 de verilmigtir.
Immobilizasyon yapildiginda hiicrelerin birbirlerinden ayn bayameleri, hacre
sayis1 5x108 hiocre/mL ye ulasincaya kadar sormektedir. De Gooijer, K-
carrageenan toplarina yapilan immobilizasyondaki hiicre tagmasina sebep olan
maksimum hiicre miktarin1 10x10° hiocre/mL olarak (8), Monbougquette ise
5x1010 olarak bildirmistir(9). Glukozun difizyonu tasmync: matriks iginde daha
zor oldugundan katle transferini limitlemektedir. Doymusgluk sabiti Ks.
tutuklanmis ortamin modellemesi sirasinda daha ytiksek deger almaktadr.
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ZOOGLOEA RAMIGERA'NIN ooy
MODELLENMESH BUYUME KiNETiGiNiN

Haluk BEYENAL ve Abdurrahman TANYOLAC

Hacettepe Universitest, Kimya Mithendisligt Bsluma, Beytepe-Akara-Tiirkiye

MODELLING OF GROWTH KiNETICS OF ZOOGLOEA RAMIGERA
SUMMARY :

Zoogloea ramigera is used for production of seve 1 t
alpha-chytrypsin), blodegradable polymcr‘; (polybeta—hydrozd?ut;nnzt)nﬁ 2&1::?'
?va:mtcr?ctrtﬁ u:g x:):'a:sl:‘c;v'at}z:r:iliad ¢ loea ramlggm. is llncrease performance o

ctivated slu
adhesfon to suspended solids. gl ki bl A

In this study, growth kinetics of zoogloea ramigera modelled with

nonlinear regressfon by using limi substrates. The model limi
substrates °g growth 0¥2°$80 raumnlgem 3. The model gives cffects of limiting

OzeT

Zoogleoa ramigera c¢esitll enzimlerin (thiolase, algha-chytxypsln).
biyolojik olarak indirgenebilen polimerlerin (poly-beta-hydroxibutyrate)
Oretiminde ve atiksularda metal gideriminde kullanmlmaktadir. Bunlara ek o{ara.k.
zoogloea ramigera attk su antiminda kullanilan aktif camurda topaklasarak

¢amurun ¢dkelme niteligini artirmakta ve ¢dzQ en asub katlara ¢ok hizlh bir
gekilde ya%?sarak sistemin antim performansini yﬁnaeltmcktedir.
Bu ¢alismada zoogloea ramigera nin bilylimesinde etkin olan substratlar

belirlenerek, bu substrat derisimlerinin fonksiyonu olan bir biyokinetik model
nonlincer regrasyon yapllarakgolusturulmustur. Model, kiltirin baylimesinde
kisitlayic: olan karbon, azot ve oksijen kaynaklanna ait substrat derigimlerinin

kiltdrin 8zgnl biytime hizina etkilerini vermektedir.
GiRis

Mikroorganizmalar bitytimede temel olarak karbon azot ve oksijen
elementleri kul{agnmaktadxr[l].yl;ltf)elcmcnum iceren substratlar b0y0me3§
etkindir. Literatarde bu gane kadar mevcut calismalarin bir coguni:}::;.:aed
tek bir substrat i¢in (diger substrat derisimler! kisitlama yapmiya ke mar;
bﬁrﬂk tutularak) verilmistir [1,2]. Oysa mlkroorgamm:lanmtkl nyotOm
halinde bayataldogn durumlarda film icinde blylmede e
substratlar ksitlayict hale gelebilmektedir(3]. St tann A

Strekll sistemde kinetik ¢aligmada temel

kan degildir.

derlgim| (stirilip digerinin sabit kalmasi mam
Call:mlglgxl'ga (zi;rgngnla oll)dukga farklilagan substrat derigimlerd olmakt;dxlr.
bstrat derigiml kisitlayici hale

Bu degisim sonucu birden fazla su
Eelmektgccsihr-'.1 fo durumlarda bayamenin dogru olaral: lg:;i:l reldl‘l’:l:lﬂlxgleél lgtr:
gﬁm kisitlayicy substratlaru:h bayameye olan e _
r.

lyomeggy%a;:glusg;uut:;lét olan sub;ratl;nl:(xatmg:zn:d:u g:ﬂ:ctilxg;
durumlarda mikroorganizma bnynycmei. d;‘r[l] b arn
mikroorganizmanin bly(imesini arturma ta R etiertz fakat
ortamda_bulunmadigi durumda mikroorgantzma BEFIR L o kiadir.
bulundugu durumda bayame hizi {izerinde arttirici € :
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Zoogloea ramigera igin karbon azot ve oksijen kaynaklan blytimey;
kisitlayici olmaktadir. Bu substratlarin besi ortaminda bulunmajlap
bayadmeyi arttirmakta ve ortamda bulunmadiklart durumda kaltar
arayememektedir.

Bu calismada saf bir kaltar olan Zoogloea ramigera kullanilarak,
bayameyi kisitlayici karbon azot ve oksijen kaynaklar1 olan substrat
derisimlerinin fonksiyonu olan nonlineer bir biyokinetik mode]

taretilmistir,
DENEYSEL CALISMA

Deneylerde kaltar i¢in hazirlanan besi ortaminda karbon kaynag
olarak glukoz, azot kaynag: olarak amonyum KklorQr ve oksijen kaynag
olarak da besin ortamina aktarilan ¢0zQnmag oksijen kullanilmistir,
Bayame i¢in gerekli olan, fakat kisitlayici olmayacak miktarlarda fosfat ve
Igerisinde bircok mineralin bulundugu maya 8zata ve bakterlyolojik pepton
da besi ortamina eklenmistir.

Oncelikle kaltaran calkalayicili su banyosundaki erlenlerde
bayatilmesi tasarlamistir. Bu amacla sicaklik, PH, glukoz, amonyumklorar
ve calkalama hizlan degisken alinarak Box-Wilson deney modellemesi[4]
yapilmis ve belirlenen kosullarda 44 erlen deneyi zamanla pH, glukoz,
amonyum klorQr, ¢dzinmus oksijen ve mikroorganizma derisimleri
dl¢tlerek tamamlanmgtir. Analizlerde glukoz YSI® glukoz analizéra (+ 10
mg/lt) , amonyum klortir CRISON® amonyum elektrodu ( 10 mg/lt) ve
¢6zQnmus oksljen BECKMAN® (+ 0.1 ppm) ¢6ziinmais oksijen metre ve pH
Gallenkamp (0.1 birim) pH metre ile saptanmigtir. Bu bdlamde
mikroorganizma derisimi absorbans dl¢tima ile &nceden hazirlanan
kalibrasyon dogrusu kullanilarak degerlendirilmistir.

Eilen deneylerinde zoogloea .ramigera topaklar halinde
bayndaganden ve bu da difazyon kisitlamas: getirdiginden, glukoz,
amonyumklorar ve oksijen degiskenlerini iceren uygun bir kinetik model
elde edilememis ancak bg{gme icin optimum pH ve sicakhik saptanmstir.
Bu optimum degerler stir kangtirmal reaktdr (CSTR) deney sonuglan ile
uyumlu bulunmustur. Deneylerde kullanilan besin ortam: Tablo 1 de

verilmistir.
Tablo 1. Mikroorganizma besi ortam bilesimi.

- Besl ortamm Derisim (g/It)
Glukoz ( monohidrat ) 30
KoHFO, 1
KHgP(lh 0.5
NH4C 0.5
MgS0,4.7H,0 0.5
Maya 8z0tQ 1
Bakteriyolojik pepton 1
=7.0

Ortam sicakhigs = 25 oC
(Deneylerde glukoz ve amonyumkorar derigimleri karbon /azot oranlar 1-20
arasinda olacak sekilde Box-Wilson deney modellemesine gore
degistirilmistir{4].)

~_ Keslikli erlen deneyleri istenen sonucu vermediginden belirlenen
degiskenlerin bayameye etkisi daha uzun zaman alan CSTR deneylerl lle
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incelenmigtir. Bu calisma i¢in 5 |t |1k Blotech m
kangtuma hizi (£ 1 rpm) ve ¢8z0nmas oksfjen &a;ﬁkf gH(i oioll( 3lrim).
kontrollii fermentér kullamilmistir, ¢ Oygunluk degeri)

belirlenen optimum sicakhik 250C, deneyler, erlen deneylerinde

PH=7.0 ve
homojen olarak bayidaga 400 rpm kanstirma hlx(z?xl:c(ll; On topaklagmadan

mikroskop altinda yapilan inceleme sonucund
dgncylcrln?c alOnlen&meyen bu topaklasma,
mikroorganizmalarin tamamimin ayni besin de
engellemekte ve topak i¢inde derig!yg px‘ofllllt:rlr:’:s ﬁgﬁoﬂﬁ‘&ﬂ”&
nedenle erlen deneyleri ile bir biyokinetik model olusturulamamistur. ‘
Sarekli CSTR deneylerinde sistem yatiskin duruma gelene kadar
beklenmis ve mikroorganizma derigimi, glukoz, amonyumklorar ve
gozanmilg oksljen derigimleri farkli seyrelme hizlan ve deney kosullannda

slalmagtar. Uygulanan seyrelme hizlan kaltartn tistel Greme bélgesinde
seclimigtir.

reaktdr {¢indeki

SONUCLAR ve TARTISMA

Ozgal treme hizi bityGmeyl birden gok besinin kontrol ettigi
durumda her bir besine ait &zgil treme hizlarimin ¢arpimi olarak
verilebilir{1]. Yapilan ¢alismada temel besinler olan glukoz, amonyumklorar
ve oksijen igin genel 8zgnl Greme hiz ifades! agagidaki gibi verilir,

H = HGlakoz FAmonyumklorar FOkstjen (1)

Esitlik 1 deki 6zgl Oreme hizlan i¢in literattirde[l] yalniz tek
besinin biytimeyi kisitladigi durumda yazilmig olan Monod, Teissier, Mozer,
Contis, Andrews, Luong, Tseng ve Woyman'nin hiz ifadeleri yer alabilir. l

GCahsmada herbir besin i¢in 12 farkli boyame modeli faﬁ( 1
kombinasyonlarda esitlik 1 de yerine konmusg ve {igill biokinetik sabll] er
hesaplanmigtir. Céztimlerde ~nonlineer denklemler igin katsay a;nl
hesaplayabilen SYSTAT® (5] paket programi kullanilmigtir. One;ﬂuen ko:gm
Greme hiz ifadesindeki biokinetik sabitler anlamli ise model olul ufarkxm
edilmigtir. En iyi uyumu veren model olarak da en kag¢ik kareler

Llmodel 8zgnl tireme hizi - deneysel 0reme hizil? degerini veren esitlik

secilmistir,
sEn uyumlu model yapilan anlizler sonucunda agsagida verilmigtir.

c Cpo A (_.E'i]]
u=%“'xﬁ_¢2[l—em(_xsoo]][l P\ Ky @

uk sabitl, Cpo!
Esitlikte Cg, glukoz derisimi, Ks: glukoza alt d‘iwggu“’nl"uk zabitl, Orr:
$0zinmug oksijen derisimi, Kspo: oksljene al alty doygunluk sabitt ve
amonyum klorar derisimi, Kgy: amonyum klorare

¥max: maksimum 6zgol Greme hizidi Ketim hizt yagam faktord le birlikte

Mikroorganizmanin glukoz ta
3aidaki egitlik ile verilebilir{1].
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dt ~ Yesg

mX
(3)

Egitlikte X : reaktdrdeki mikroorganizma derisimi, Yx/a! verim
faktdra (mikroorganizma treyen/glukoz taketilen), ve m: glukoza ait yasam
faktsra (g glukoz/g mikroorganizma/sa) dar. Strekll kanstirmal: fermentsr
icin besin denkligi esitlik 4 ile ifade edilir.

X
“'-mx

Yx/a (4)

D(CFG—CG) =

Esitlikte Crg: Besleme glukoz derisimi (g/1t), Cg: CSTR igindeki
glukoz derisimi ve D: seyrelme hizi (sa-l) (besleme hacimsel akis
hiz1/reaktsr hacmi).

Deney sonuclan analiz edildiginde, esitlik 2 ve 4 igin agagidakl
biyokinetik sabitler bulunmustur. Ayrica 4 nolu esitlik amonyumklortr ve
oksijen i¢inde ¢6zGlmas bu substratlara ait yasam ve verim faktorleri
hesaplanmistir. .

Kspo =2.2.10°5 (g/1t)

Ksg =.037 (g/1t)

Ksn = .129 (g/1t)]

Hmax = -248 (g/1)

m = 0.156 g glukoz/g mikroorganizma/sa

Yx/g = 0.22 g kuru mikroorganizma tireyen/g titketilen glukoz

Yx/n =0.682 g kuru mikroorganizma fireyen/g tiketilen amonyumkloror
Yx/0 =0.38 ikuru mikroorganizma tireyen/g tiketilen oksijen

Egitlik 1 de pH etkisi carpan olarak asagidaki sekilde ifade
edilebilir{1],
K= Kglukoz Hamonyumklortr Koksijen f (PH) (5)

Farkli pH degerlerinde yapilan deney verileri lineer regresyon
neticesinde,

f(pH) = A + B + C pH? . (6

esitligl bulunur. Esitlikte A=0.873, B=0.156 ve C=0.019 olarak bulunmustur.
Sonugta zoogloea ramigera igin 25 °C optimum sicaklikta baytmede en
genel ifade olarak,

3 . Cs X (_Cno J][ " (_fi]] cpH’)
“‘“wm[“"p TS| i ‘A*BPH";7)

olarak bulunmustur. Toretilen ifadede en ktignk kareler fark: | model 6zg0!
Qreme hizi - deneysel tireme hz1 /2= 0.033 dir, io

Yapilan ¢alisma ile zoogloea ramigera ya ait gok bilegenll bes
ortami ve pH etkisinl iceren genel bir biyokinetik ifade taretilmistir.
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Yaksek ¢6zQnmis oksijen ve amo
mikroorganizma 0zerindeki sivi filme ragri:? t}:i::g: gi:gi‘lmlermde
alabllmektedir. Elde edilen bu sonug Ifadede, ytiksek oksijen v &
klorar derigimlerinde, bagintinin sa {) € amonyum

dece glukoza agimhi old
szokmektedir. CozOnmag oksijen veya amon i R e
azaldikca mikroorganizma filmindeki siv1 film dlrg::c!? bﬂ"i&&ﬁiﬁﬁ&ﬁ

snem kazanmakta ve katle aktanm kisitlamas; olmaktadir. B
kisitlamal besin  yani ¢dzGnmag oksljen ve/veya an:ényltl::xurl:ll?r%i
derigimleri de mikroorganizmanin blytmesini kontrol etmektedir.

* Bu ¢aligma TUBITAK tarafindan KTCAG
desteklenmektedir. /i TCAG 30 [MAG 823] nolu profe olarak
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Catharanthus roseus'un BUYUME KiNETiG]

H. Ibrahim EKIZ*, Ferda MAVITUNA®* ve Paul WILLIAMS**

*Arat Universitest, Kimya Mahendisligt Bslimi, 23279 Elazig-Turkiye
«*UMIST ,Chemical Engineering Department,M60 19D, Manchester-England

GROWTH EINETICS of Catharanthus roseus

SUMMARY

Growth kinetics of Catharanthus roseus was Investigated in 0.1, 2.0 n.nd 10.0
volume bioreactors. Growth rates were faund by monitoring dry welight. Sugar
concentrations in media were measured by using HPLC. According to the results from
using experiments of the growth kinetics of Catharanthus roseus in the bioroactor at
different conditions, it was found that growth rates are higher in 0.100-L bioroactor
than the others.

OzeT

Catharanthus roseus'un baydme kinetigt 0.1, 2.0 ve 10.0 L hacimil bioreaktdrlerde
incelendi. Biyime hizi kuru hiicre agirh@ izlenerek bulundu. Ortamdaki geker
derigimleri HPLC kullamilarak olctldd. Farkh Szelliktekl bioreaktdrdeki
Catharanthus roseus'uri biyamest fle figl yapilan deneylerde en boylk bAyame hn
0.100 L'lik reaktérde elde edildi.

Giris

bi bir gok
lar ve gozel kokular gl
Bitki hacre koltarlerl, boyalar, llag o llecek potansiyele sahiptirler. Bu

kimyasaly ¢ok dasak mallyetle sentezleye

{ci Granlerin
kincil aranlerin yavas Gremes!, dogak aron deﬂsiﬂ“::::“:u‘;wﬂmde
depolanmas) problemlerl vardir (1). {mmobilize

fazla hocre elde
Suspansiye hticre reaktorlerine gore birim hactmde dene

edilebilir. Son yillarda bitkl hicrelerinin Onm;n::l ;;e .Bu @lwmada Ci
konularinda cok sayida caligma yapﬂmaktad:(ak wrlerde";m&mﬂm“u"
roseus'un buyfime kinetigl degisik ozelliktekl



DENEL BOLUM

Media Hazirlama

Deneylerde 4.71 g/1 Murashige-Skoog (MS), 0.4 mg/l 2,4-D (2,4-
Dichlorophenoxyacetic asit) ve 30 g/1 sakkaroz kullanilarak besi yeri
hazirlandi. Gerekli reaktdr hacmi Icin verilen derigimlerde MS, sakkaroz
ve 2,4-D alinarak gerekli miktar kadar destile su eklendi, daha sonra 1
M'lik NaOH ile pH=5.8'e ayarlanarak 121 C de 18 dk. sre icin otoklavlandi,
Asitlama

%90'1 hazirlanan besi yeri ile dolu reaktore, 7 ganlak kaltdrden reaktdr
hacminin %10 olacak sekilde aseptik kosullarda agilama yapildi.
Deney Sartlart

Batan deneyler, 25 C, 100 rpm kanstirma hizinda, 0.5 vvm
havalandirma hizinda ve ¢alkalayicinin kullanildigi deneylerde 115 rpm
¢alkalama hizinda yapild:.
Kuru Hiicre Agurivn

Onceden tartilmuy filtre kagid: ve tretilen C. roseus hicres! 100°C'lik bir
etlive yerlestirildi. 24 saat sonra tartilarak kuru hiicre agirhig: g/l olarak
bulundu.

SONUCLAR ve TARTISMA

C. roseus'un treme kinetigl 0.100 It'lik, 115 rpm calkalama hizinda
¢alisan reaktérde incelendi. Daha sonra, 2 It hacmindeki reaktérde
kanstirma, havalandirma ve ayrica havalandirmanin yani sira mekanik
olarak yapilarak Qretildi; ayrica 10 It hacmindeki reaktsrde kangtirma
havalandirma ile yapilarak tretildi. Bloreaktdrlerdeki treme kinetigl
sonuglan $ekil-1 de gortlmektedir. Bu sonuclardan C. roseus’'un en hizli
0.100 Itk reaktdrde Oredigl ve karistirmanin mekanik olarak
yapilmasinin Qreme hizini arttirdigi saptandi Farkl: sartlarda aretilen C.
roseus un kuru hocre aguliklar 7.g0n igin kargilastinldiginda 0.100 It lik .
, ¢ rq;eqfqzlabtlynme hizi saptandi.

.
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Kuru Hiicra Agirhigt (g1)

: ; 3 (- B 10
Slre (gln)

Sekil-1. Catharanthus roseus'un degistk ozelltktekl reak(drde -

bayamesL

Tablo-1: Bicreaktdrlerde C. roseus’ un bayamesinin 7.gan kuru hiicre

agurlikclart

Bloreakior Kuru Hocre Agirhiy (@/1)

10 It 2.06
21t 2.28
21 5.85

8.43

0.11L
*Mekanik kariglirma yapildi
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BiYOFILM DERISIMI ve ETKIN Dir()
FIBER BIYOFILM REAKTOR (HFBR) zﬁ’&ﬁﬁ“‘m‘{:&"}“‘m"“;gy

Haluk BEYENAL ve Abdurrahman TANYOLAG
Hacettepe Untversitest, Kimya Mahendisligt Bslims, Beytepe - Ankara - Tarkitye

THE EFFECTS OF BIOFILM DENSITY AND EFFECTIVE DIFFUSION COEFFICIENT
ON THE PERFORMANCE OF HOLLOW FIBER BIOFILM REACTOR (HFER)

SUMMARY

Microorganisms are grown on hollow fiber membranes for different

applications. The required substrates for microo ms are transferred thro

e wall of the hollow fiber by convection and diffusion. In the T, given el
evaluates the performance and bioflim thickness of hollow fiber biofilm reactor for
possible cell densities and desired lumen substrate concentration. In the solution;
variable diffusfon coefficlent with biofilm densities, minimum substrate
concentration under which microorganisms can not and nonlinear Monod
equation including maintenance factor to define substrate utilization are
study 1s essentially different from the literature in the substrate utilization rate and
minfmum substrate concentration used for microorganism growth and in the wﬁ
that the performance of the hollow fiber bioreactor is assessed using variab
effective diffusion coefficient. ) .

ozeT

Mikroorganizmalar hollow flber membranlar tzerinde farkh uygulamalar
{¢in biyofilm hali%xde bayatalmektedir, Boru geklindekl hollovll mn% m?
tutunan mikroorganizma yasam igin gerekli besini lo“ﬂc ind Baklnu mpky
membrandan radyal yonde diftzlenmesi ve yigin akmve R :
Onerilen modelle, hollow fiber bioreactor performansi vo(biyodlep kA Nin
olas1 biyofilm yogunluklannda, istenilen limen a'\lx :le des 5
esaplanmstir. Klodel ¢dzminde biyofilm yog;mlulu em B et d i
katsayrs;, mikroorganizmanin baytyebilece m!num\:, . i T
sﬂ?l:mit ket ifaﬁlesln%e y?algwf?lgg:u bl’y%xrlclxx:x ':tnkwmn performansini
mimigtir. Bu mada; ho
lirleyen Ztkln dtmzcyonskatsayxsx. substrat t eﬁmu ells:evr:tﬁre orjinal katiada
aktif acagi minumum substrat derigimi tanmu L€
bulunmugtur.

GiRrig m.
Son yillarda endastriyel ve evsel aukaulyaolr"l:ukcemw
Zararlaninin artmasi Ozerine, bu sulann antﬂmﬂﬂn‘l i cevre icin zararlt
hizlanmugtir, Atiksu antum teknolojisinde biye OAm"w"‘m’wk 4
bir kimyasali, zararsiz bir Qrne donogtard0ancer = ganizmalarin destek
Atiksularin biyolojik arituminda mu“bfuomm reaktorler de
Materyallerine yapigarak bnyndt)kleﬂkum? aktif karbon, S€
kullanilmaktadir. Bu destek materyallerl . P
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halkalan ve cam [1] olabilmekte ve bu sistemlerde mikroorganizmalar ¢ok
yuksek derisimlere ulasabilmektedir [2].

Literatarde akigkan yatak, donen disk ve sabit yatakli biyofilm
reaktdrler icin dnerilmis bircok model izerinde ¢aligmalar vardir [3,4,5]. By
makalede, hollow fiber membranin biyofilm I¢in gecirgen bir destek olarak
kullanilmas1 Ongoralmasgtar. Hollow fiberin dig yQzeyinde cgesitl
mikroorganizmalar bayitalebilmekte ve bu mikroorganizmalar yasamlan
icin gerekli substratlan fiber ldmeninden almaktadir [6,7]. Bu substratiar
ldmenden biyofilme dogru radyal yénde difizyon ve yi2in akisla
aktanlmaktadir [6,8,9].

Hollow fiber Qizerinde buynyen mikroorganizmalar, substratlar;
filmin i¢ tarafindan alir ve burada baytrler [7]. Film i¢ taraftan bayadaga
icin disa dogru azalan substrat derisiminden dolay:r &len
mikroorganizmalar dig yOzeyden atilir ve film siirekli olarak (yatigkin durum
degerine ulastifinda) aktif olur. Hollow fiber biyorektdér'Gn (HFBR)
performansi; lGmendekl substrat derigimi, radyal yondek! yigin akig hiz,
biyofilm ve membran 0zerindeki etkin diftzyon katsayilart ve
mikroorganizmalara ait biyokinetik ifade ile belirlenir [(6,10].

Literatirde HFBR performansi 0zerine yapilan c¢aligmalarda,
biyofilm yogunlugu ile etkin diftzyon katsayisinin degigsecegi
dastnidlmemistir, oysa biyofilm yogunlugu ile etkin diftzyon katsayis:
degismektedir [11]. Keza mikroorganizma filmi hollow fiber 0Ozerinde
minumum bir substrat derigimin altinda biyGyemiyecektir [12]. Daha 6nce
yapilan calismalarda [2,4,6,7,9] mikroorganizmanin sifir substrat derigime
kadar aktif kalacag: ve biyofilm derisim degisimlerinde de aym etkin
diftizyon katsayisimnn gecerll oldugu kabul edilerek ¢dzOm yapilmustir. Bu
makalede mikroorganizmanin yasamu i¢in kullanacag: substrat miktarlan
da biyokinetik ifadeye yasam faktdrQ olarak dahil edilmigtir. Caligma
biyokinetik ifadede yagsam faktdrina icermesi, mikroorganizmanin
bayayebilecegi minumum substrat derisimini kullanmasi ve blyofilm
yogunlugu ile degisen etkin diftizyon katsayis: icermesi agisindan orjinaldir.

MATEMATIKSEL MODEL

Modelde atiksu antimi i¢in, hollow fiber Gzerinde aktif camur
bakterisinin bayatalmesi dnerilmistir. Biyofilm iginde bayameyl kisitlayici
substrat gltikoz oldugu ve diger substratlann limit degerinin astande oldugu

tir. Sekil 1 de N tane hollow fiber modalin birlesmesinden
olusan HFBR'In sematik gérOnim verilmigtir.

GER! DONGU

GIRIS
- BESLEME

IKI
CIKIS

r

DIS ATIK

Sekil 1 Hollow fiber blyofilm reaktdrn sematik gortnama.
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Tek bir fiber i¢in olusturulan modeld
fiber; l1amen, fiber memb:
ve biyofllm olmak 0zere (i¢ bslged 2 J membrani
kesit goranma verilmistir, geden olugmaktadir. Sekil 2 de hollow fiberin

$ekil 2. Hollow fiberin kesit gérandma .

Fiber lomeninde yaksek akis hizlarinda ve gerl donga oranlarinda
caligildiginda lomen iginde kanstirmah reaktér davranisi saglandigindan
lamen iginde sabit derigim kabul edilebilir [13]. Fiber duvarninda ve biyofilm
i¢in substrat sareklilik egitlikleri yazilirsa;

dc _[d%c 1 dc]

V. e =D | e o o v

r dr r.dl} r dr i (l)
ds _[d% 1ds| HuosxS
—_—= — e | = e == [T

Vedr P G T Ur | T Hs & He &

Esitliklerde V,: rad snde akis hizi (cm/s), C: substrat derigimi
(mg/ cms)? D,: fiber dtrxvan z':llnzl’ckl etkin difazyon katsayls;l (cm’/:l-t[iatizla:
icindeki gdzeneklilik bayak oldugundan su igindekine esit alimmig i D :
radyal yondeki uzaklik (cm), Bmax -maksimum 2t)zgtll Ofeme }flllln (Zel)'isl r:x l
biyofilm igindeki etkin difozyon katsayisi (cm /s), X¢: blyol m geriatmt
(mg/cm3), Yx/c : verim faktdrQ (mg mikroorganizma Omycr}singxs: ezt
?kctﬂem. m: yasam faktorl (rr;g suﬁtt;at/ mg mikroorganizma/s),

tanimlanmistir.
oygunhlﬂ:':aszlxglﬂael;glklenn ¢dzominde sir sartlan olarak,

T=A‘. Cc=C :
I o o ;

’ ..a—r-=0 s ©
S ndan substrat

ma oldugu
Sarak aimmighic LU lcmdeclylo})al;a‘l:arll:nxmlanmwu:'. Biyofilmin
o

derigimi aynidir ve \arafindan esitlik 6

boygyt:bllzggly ;r&eum{xm substrat derlslft:\: aﬁftma““

lle verilmig ve deneysel olarak {spatlanmig )
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L B
" o~ Hy ®
Egitlikte Ky: mikroorganizma &lam hiz sabitl (s°!) ola
\l;erlh(xlxek;eglrmglyolgll;nm dig )ét;nze{jmldeld substrat derigimi C,;, olacal:a\t
urada o) olmayacagin olay1 difdzyonla katle aktanim h
olacaktir [6,7,9]. e L e

Cdzamde diftzyon katsayllan Fan'in deneysel olarak hesapladig
esitlik 7 fle verdigi model kullanilarak [11)] hesaplanmgtir. i,

s 043 X%
17 a119+027X%) B

Burada; D,: substratin su i¢indekl difazyon katsayisidir. Duvar
icindekl radyal yondeki akisin biyofilm ic¢inde de devam ettigl kabul
edilmistir. Bu radyal hiz biyofilmin baytmesinl engellemiyecek kadar
kacaktar [8]. Radyal hizin uzaklik ile degisimi esitlik 8 ile verilmistir.

vw
r )

V.=

Burada; V,,: r = A, daki radyal hiz olarak tamimlanmaktadir.

Cozumde amag; Istenilen lomen derisimi i¢cin hollow fiberin
performansini ve biyofilm kalinhigimi hesaplamaktir. Cézme, onerilen bir
biyofilm kalinhigx (B,) kullamlarak 4 ve 5 nolu esitliklerde verilen sir
sartlarindan baslanmakta ve fiber biyofilm ara ydzeyindeki substrat
derisimi ile akisi 4. derece duyarh Runge Kutta Gill algoritmas: ile esgitlik 2
¢dztilerek [15] hesaplanmaktadir. Ara ynzey degerleri ile 1 nolu esitlik
analitik olarak ¢ozilerek lamen derigiml hesaplanmaktadir. Bu hesaplanan
limen derisimi istenilen degere esit oluncaya kadar biyofilm kalinhig:
onerme islemine devam edilmektedir. '

Cozimde kullanilan parametreler ve degerleri Tablo 1 de verilmigtir.

Tablo 1. Model ¢6ztminde kullanilan degisken degerleri ve referanslari.

Degisken Deger Referans
Vi 2.54 10% cm/s 8

A, 0.018303n : ?e

4.18 10*s”

i 8.1 10457 16

Ks 0.022 mg/cm?® 16

Yx/c 0.67 a0

R 0.0321 cm 1

Kq 2.926 107 571

SONUCLAR ve TARTISMA

T 1  Model, hollow fiber 0izerinde biytyen mikroorganizmalarin
ulasabilecekleri farkli derigimler icin ¢6znlmastar(8). Sekil 1 de lamen
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indekl C, derigimi lle farklh biyofilm d
i(calmhgmufdeglslml verilmistir. Dagak b:yoﬁfﬁ‘;“o s u?:igerlerlnde blyofilm

uklaninda, biyofilm
kahinhg: difozyon kisitlamasi etkin olmadigindan lom
eudlenmemektcdlr. Biyofilm yogunlugu arttikca difozyon ;Tsxgm::;
kazandigindan, lamen derigimi ile biyofilm kalinh: etkin bir sekilde

artmaktadir.
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igin biyofilm kalinhig degigimi. yonde substrat aki degisiml
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Q ol
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Sekil 2 de Xr = 5 mg/cmS3 i¢in farkli lamen derisimlerinde
yonde aki degisim! verilmistir, Sekilde 1amen derigimi arttikca substxr:?f}l:,
degerinin arttig: gézlenmistir, Yoksek lamen derisimlerinde aki degisiminin
daha fazla olmasi reaksiyon hizinin arttigini géstermektedir.

$ekil 3 de farkhi biyofilm derigimleri igin C, ile biyofilm
performansi (substrat toketim hizi) verilmistir. Burada biyofilm derisim|
arttikca besin toketimi artmaktadir. Fakat bu degisim dasak biyofilm
derigimlerde hizli olmakta, blyofilm derigimi arttikca besin ttiketimlery
yavas bir sekilde artmaktir. Biyofilm derigimi arttikca substrat toketimg
difazyon kisitlamali olmakta, dagnk biyofilm derigimlerinde ise reaksiyon
substrat toketimini kontrol etmektedir.
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MODIFIYE POLIURETAN MEMBRANLARD
ETEILESMESININ INCELENMES] A PROTEIN VE HUCRE

All fhsan SERBETCI ve Erhan PISKIN

Hacettepe Universitest, Mithendislik Fakiltes!. Kimya Mahendisigt Bélama, Beytepe
Ankara-Tirkiye S : :

INVESTIGATION OF PROTEIN CELL INTERACTION ON MODIFIED
POLYURETHANE MEMBRANS

SUMMARY

Polyurethane (PU) membranes with different surface and bulk properties were
prepared by a solvent casting technique. Surfaces of these membranes were further
modificd by a glow-discharge apparatus. Dimethylaminoethylmethacrilate (DMAEMA}
and acrylic acide (AA) monomers were used for surface coating of PU membranes.
Membranes were characterized by scanning electron microscopy (SEM) micrographs
and contact angle measurments. In protein adsorption studies, human serum
albumine, fibronectin and immunoglobulinG proteins were used. In cell studles human
endothelfal cell adhesion and proliferation were examined. The results demonstrate
that it is possible to achive different protein adsorption and cel response by changing
the preparation or modification conditions of the PU membranes.

Ozer

Polltirethane membranlar, ¢dzicd dokim yontem! fle mbokhm,md e
@elliklerinde hazrlanmiglardir. Bu membraniann Yo in dimetilamino
wodifiye edilmiglerdir. PU membranlann ydzey kapmm Membranlar
eilmetakrilat (DMAEMA) ve akrilik asit(aA) monomerlerl KuMARVFESUC 0o o oy
taramal: elektron mikroskopu (SEM) ve temas agisi e albumin, fibronectin
edilmiglerdir, Protein adsorpsiyonu gasmalannda Bumas @':g:;,d, Hurman
¥e immunoglobulinG proteinleri kullandmisur. Hacre ¢al lar PU membranlann
hicrelerin yapigmas: ve aremesi aragtinlmstir. so;:luq ein adsorpsiyonu ve
hazrlama kosullar ve modiflkasyonuna bagh lardk ki T

hicre cevabina ulasilabilecegint gostermistir.

Girig
ekanik ozelliklerl.
Poltaretanlar, iyl kan uyusabiliriiklert Yuks?:brﬁtasyon vel son
Yizeydeki hidrofiltk gruplann VAl :}ojen olmamass. kolayliki
sekillendirmedekt kolayhklar:, tokstk Ve P 353



sterilize edilebilmesi &zelliklert ile, ganamiz biyomedika)
uygulamalarinda en c¢ok kullamlan biyomateryallerin basinda
gelmektedir{1,2]. Yapilan arastirmalar, polidretanin diger polimerlere g0re
trombus olusumuna g¢ok daha yiksek direng gdsterdigint belirlemistir,
Bu bzellik, diger kimyasal. fiziksel ve mekanik dzelliklerle birlikte kan]a
temas eden blomateryallerin yapiminda, poliGretanin daha g¢ok tercih
edilmesini saglamistir [3].

Bir biyomateryalin kullaniminda temel parametre materyalin
biyokompatibilitesidir. Bu ise materyalin yizey kimyas: ve fiziksel yapis,
ile yakindan iliskilidir. " Biyomateryal yluzeylere protein ve hicre
yapismasinin materyalin kan ve doku uyumunda &nemli bir rol oynadigina
inamilmaktadir. Bir ¢ok deneysel calisma, protein/hiicre-polimerik
materyal etkilesmesi ile biyomateryal karakterizasyonunun yapilabildigini
gostermistir. Bu calismalar prolein/hicre-polimerik materyal
ctkilesmesinin temel olarak materyalin; fiziksel ve kimyasal ozellikleri,
kimyasal bilesimi, yaka, ydzey serbest enerjist, 1slanabilirligl gibi
dzelliklerine bagh oldugunu gdstermistir{4,5].

Bu cahsmanmin amaci, ¢dzicl dokim ydntemi ile farkli Ozelliklerde
hazirlanan poliGretan membranlarnin plazma polimerizasyonu f{le
ylizeylerini modifiye etmek ve bu membranlarin farkhi protein ve
hicrelerle olan etkilesimini {ncelemektir.

DENEL BOLUM

P.U Membranlann Céziicii Dékiim Yéntemiyle Uretilmesi
Bu calismada kullamilan poliiretan membranlar asagida temel adimlan
verilen ¢oézict dokam ydntemiyle hazirlanmustir.

Graniil halindeki polifiretan (Pellethane® 2363-80A Up John, lsveg)
1.4 Dioksan (BDH, Inglltere), veyaTethrahidrafuran (THF, Merck,
B.Almanya) c¢o0zicGsiinde % 8 (gram polimer / 100 ml c¢dzeltl)
konsantrasyonda c¢dzalar. Hazirlanan polimer ¢dzeltisi diizgin ytzeyll cam
levha (15 cm x 30 cm yizey alanli) fizerine istenilen kalnlikta, bir film
¢ekme cthazi ile yayilir. Cam yhzey Gzerindek! fillm gdzeneklli membran
hazirlanirken, sivi halindeki ¢oktirme ortamina (% 10-20 hacim
gliserin/hacim su). homojen membran hazirlanirken ise sabit sicakhktaki
Jhava ortaminda kurutulur. ¢Cokerek katilasan polimerik membran saf su
fle birka¢g kez yikamir ve daha sonra 60°C sabit sicaklik odasinda sabit
tartima gelene kadar kurutulur.

P.U Membranlann Plazma Polimerizasyonuyla Modifikasyonu

P.U Membranlarin yazey &zelliklerinin degistirilmesf ve yapay
organlarda kullanilabilirligini artinlabilmesi i¢in membranlar plazma
polimerizasyonu teknigl kullanilarak iki farkh monomer, Akrilik Asit (AA)
ve dimetilaminoetilmetakrilat (DMAEMA) fle kaplanmglarcir. [zlentlen
deneysel yontem asagida dzetlenmistir; o

Kaplama Isleminde kullanmlacak P.U. Membranlar 11x11 ckl
boyutlarinda kesilerek reaktorin tam ortasina yerlestirilir. Ortamdak
reaksiyona girebilecek oksijen rcaktdrden inert azot gazi gecirilere
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uzaklastirithr. Vakum pompas;

calistinilir v -3
dasalar. Sistemden {stenilen h B30

bar ba
1zda monomer akist ( sin¢ degerine

60 ml/dk) ayarlanarak
ayarlanirak elektriksel

Cozuclh dokam ydntemiyle dretilen P.U. m
membranlann plazma poluncrlzasyonuyla kaplanma
kompozitlerin kaplanmis yGzeylerinin fotograflan
mikroskopu ile (SEM, "Scanning Electron Microscope", Jeol, JSM-T-20,
Japonya) cekilmigtir. Bu amagcla dnce incelenen drneklerin ylizeyleri
kaplama cthazinda ("Fine Coat", Jeol, Japonya) yaklasik 200 A
kalinh@inda altn ile kaplanarak ijletken hale getirlimis ve daha sonra
mikroskopik fotograflar alinmistir,

P.U. membranlann yfizey islanabilirliklerinin belirlenmest amaciyla

yapilan ¢ahigmalarda hazirlanan sentettk P.U. membranlann yazey enerjisi
"Temas Agisi" yontemiyle dl¢gQilmastar.

embranlarin ve bu

Farkli yhzey ozelliklerine sahip politiretan membranlarin protein
adsorpsiyon kapasitelerl incelenmest amaciyla, Albumin (Alb), Fibronektin
(Fn) ve ImminoglobilinG (IgG) proteinleri ile calisilmistir. Protein
adsorpsiyon degerleri Enzim Immino Assay (EIU) diye adlandinlan
yontemle belirlenmistir,

Deneylerde (st tarafi teflon ve alt tarafi paslanmaz gelik ki levhadan
olusan bir deney diizenegl kullamlmistir. Teflon parga herbiri 10 mm olan
24 silindirik bosluktan olusmaktadir. Deneylerde kullanilan membranla;
%1 (v/v) deterjun c¢ozeltisinde (RBS 25, Hicol, Hollanda) ultraszlm'll
banyoda 15 dakika temizlenmis ve daha sonra distile su ve etanol lle
yikanmistir,

Membranlar test diizenegine yerlestirildikten sonra teﬂonusagz?ﬁ
bosluklara 200 ml PBS ile doldurulur. Bunlarnn dzerine 200 e
Insan plazma serumu eklenerek 1 saat beklenir. 1 sn 20 ile 4
bosluklardaki PBS-serum uzaklastirilarak bogluklar PBS"IX;:dy cozeltist
Kez yikanir. Yikama islemifiden sonra bosluklara blrin(l:l :'/1100 seyrelmis
(FAS) eklenir. Bu islem; ilk sekiz bosluga 200 m ekizilk kismmna da

bumin-FAS, ikinci sekizlik kismina Fn-FAS ve son ;as-'nween Povneld
[8G-FAS doldurulur. 1 saat beklendikten sonra yine

SAS) tim bosluklara
Kez yikama yapilarak fkinci antibady cozeltist ( sluklardaki gozelt!

doldury]yr (200 ml). Yine 1 saat beklenercrl;a:: bosluklara 200 ml

alubr ve yikama islemi uygulamr. Bu asa at karanhkta bekletlir.
Substrata/leuko dye ¢ozeltisi eklenerek 1/?1 s;nc 100 ml 4 N H2S04
4Nm saat sonra bosluklardaki ¢dzeltinin uze n 250 ml 96

1tilert
tklenerek tepkime durdurulur ve olusan renkulac:z:pcwemk ol
lukly tablalara alinarak 450 nm'de absorbans

Oleilg
ur, 355



P.UJ Membranlarda Hiicre Caligmalan

Hicre kultir cahsmalarn Willems metodu[6] ile umbilical corgd
veins'den izole edilen insan endotel hiicrelerl gerceklestirilmigtir.

Bu hicreler Van Wachem tarafindan tanmimlanan yontem {le
kaltiirlenerek hiicre yogunlugu 1x10% hiicre/ml yogunluguna getirilmistir.

Calismanin bu kisminda kullanilacak poliGretan membranlar etilen
oksit ile sterilize edilerek bu membranlar Gzerinde endotel hiGcre biytime
deneyleri yapilmigtir.

Membran yilizeyinde protein kaplanmasimin hdcre blyGmesine
etkisinin incelenmesi amaciyla herbir membran tipi 4 bosluklu test
diizenegine yeriestirilmis ve bu dizenegin iki bosluguna % 20 plazma
serumu konarak protein ile kaplanmas: saglanmigtir. Diger iki bogluk ise
PBS (pH 7.4) ile doldurularak 1 saat beklenmistir. 1 saat sonra tim
bosluklar bosaltilarak hiicre kiltdr ortamm eklenmistir. Ekim yapilan
membranlar COg incibatdriine yerlestiriimistir. 2 saat beklendikten sonra
membranlar tzerindeki kaltiir ortami uzaklastinlarak bogluklara bes!
ortam doldurulmustur. Bu ¢alisma herbir membran icin iki test dizenegl
hazirlanarak yapilmistir. Bu test dizeneklerinden birincisi 2 gin sonra
i{kincisi ise 5 gin sonra COg ink(batdrinden alinarak sayim yapilmis ve
membran yiizeyinde Greyen Endotel hiicre sayisi tespit edilmisgtir.

SONUGCLAR VE TARTISMA

PU Membranlann Yapsal ve Kimyasal Analizi

Cozicti ddkim ydntemiyle hazirlanan PU membranlarin elektron
mikroskopu ile incelenmesi sonucu, membranlarin yapisinin, ¢dzich
tipine, ¢oktirme ortamina ve plazma polimerizasyonuyla kaplanmasina
bagh olarak degistifi bulunmustur. Coktirme ortam olarak su-gliserin
kullamildifs durumda gozenekli heterojen yapilara ulasildigi, havada
kurutularak ¢oktiraldagl zaman ise gézeneksiz homojen membranlann
elde edildigi bulunmustur. Yozeylerin plazma polimerizasyonu ile
modifiye edilen PU membranlarin kaplama sonucu tamamen kaplandig: ve
gozenekll membranlarda tam gdzeneklerin kapandigi gézlenmigtir.

Protein Adsorpsiyon Sonuclan

Adsorpsiyonu incelenen Albumin, Fibronektin ve ImminoglobmnG
proteinleri, blomateryal yiizeylerinin modifikasyonu amaciyla yaygmn olarak
kullaniimaktadir. ;

9% 20 serum igeren kiltdr ortamindan P.U. membranlar 0zerin€
Albumin, Fibronektin ve ImminoglobilinG adsorpsiyon sonuglan $ekil 1'de
verilmigtir. ;

' " Sekil 1'de goraldagi gibl plazma polimerizasyonu ile modifiy®
edilen yOzeylerde Albumin, Fibronektin ve ImminoglobilinG adsorpstyont
snemli dlgtde degismektedir. ImminoglobilinG'nin batan PU yuzeylerd®
en ylksck adsorpsiyon degerine ulagtigi, plazma fle modifiye yazeylerde
ise her 0¢ proteinin digik adsorpsiyon gdsterdigi goralmektedir. Bu
‘modifiye yiizeylerin yiksek hidrofilisiteye sahip olmalarina baglanabilir.

A
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08} THF suda THF havada

Kapsu A DMAEMA

Sekil 1. PU membranlarda HSA, Fn ve IgG adsorpsiyonu

Endotel hiicrelerin poliQiretan membr;lnlarwazerine yapigma
deneylerinde elde edilen sonuglar $ekil 2'de verilmigtir.

Sekilden goraldaga gibl insan plazma protclnlerlmllt;) a;;p;;nl::
yizeylerde hicre biytmesi daha fazladir. Membran tp ';H o () v
Endotel hicre yapigma ve bayame degerierintn ‘d@{;:?edir Bu farkhiik
Dioksan (suda) grafiklerinde belirgin olarak gorime .

alarda
membranlann yapisal ozelliklerine baglanabliir. Yapilan galism

asin ikinct
ayrica protein ile kaph membran yiizeylerinde hacre yapism

Besinci gin
gan degerlerinde pek fazla deglgmedid! gazlenmztl;ug‘;ka 8:1)'1;:““ daha
hicre sayimlarinda protein tle kapl yuzeylerde u ile modifiye olan tdm
ok oldugu bulunmustur. Plazma polimerizasyon na dikkat edilmelidi=
Membran tiplerinde hiicre biyamesinin fazla oldudu

rofillk yapiya
PU yizeyler modifikasyon sonucu “hidrofoblk y:p:,?gﬁ;"n; esine UyguD
kaymaktadir, Bunun sonucu, hicre yapismasin

Ylzey elde edilmektedir. hazirlanmasinda.

Sonug¢ olarak; ¢ozdct dokam yontemiyle ;;&:3:;1 veya yuzeylerin
¢0zich tipinin veya ¢oktirme ortaminifi 5 rotein ve hucre etkilegmesi
Plazma polimerizasyonu ile modifikasyont e p
de@istirtlebilmektedir.
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Dioksan havada

Hilcre Sayst
- $ E8ES

THF suda

RITE

Sekil 2. PU Membranlarda Endotel hiicrelerin Profilerasyonu

TESEEKKUR

Bu c¢alismadaki protein adsorpsiyonu ve endotel hiicre deneyleri

Twente Ontversitest Kimyasal Teknoloji Fakdltesinde (Enschede, Hollanda)
gergeklestiriimigtir. Deneylerin yapilmasinda destek olan A.Poot, P.van
Wachem, T. Beugeling ve diger calisma arkadaslarina nazik
yardimlanndan otart tesekkiirler.
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GLIEOZ TAYINE ICIN YENI BiR BIYOSENSOR
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A NEW BIOSENSOR FOR THE DETERMINATION OF GLUCOSE
SUMMARY

The aim of this study was the preparation of a new blosensor which can
analyze the glucose in the aqueous solutions by means of glucose oxidase enzyme
immobilized in a conductive polymer (polypyrrole) matrix on the surface of Pt-electrode.

For this purpose, the kinetics of glucose oxidase has been investigated at the
first step and the temperature and pH optima were determined as 25°C and 5.5,
respectively. It was found that Michaelis constant (Kp) of free enzyme was 23.3 mM
glucose and the activation energy was 3.5 kcal/mole.

Glucose oxidase was immobilized during the electropolymerization of pyrrole at
0.8 V on the surface of Pt-electrode versus saturated calomel electrode (SCE). The
maximum current of 30 pA has been measured amperometrically at 0.7 V by this
enzyme electrode in a 100 mM buffered glucose solution at pH of 7 and the
temperature of 25°C. The linearity of this biosensor was in the range of 1-10 mM
glucose concentrations and the response time of it was 45-60 s. It was determined that
the activity lifetime of the enzyme electrode was app. 50 days In 52 assays. With these
characteristics, this biosensor is better than the other biosensors in the l‘:;emtu:e.bm

In addition, apparent Ky, and the activation, energy V‘-‘““S sh:;l/mole
glucose oxidase in polypyrrole film were 40.5 mM glucose ‘nduob'uhzd mlyme
respectively. The higher values of these Kinetic parameters for trix and some
show that the internal diffusion limitations in polypyrrole mé ble.
conformational changes on the enzyme molecule with immobilization are poss!

Ozer

ylzeyinde {letken bir
Bu cahgmada, glikoz oksidaz enziminin Pt den:‘: sulu cozeltide glikoza
zonmer olan polipirol matriksi i¢cinde lmmohnmmedﬂme' 4
Uyarh bir biyosensdriin hazirlanmas) amaglanmstr. haldekd kinetik ozellikier!
Bu amagla dncelikle glikoz oksidaz enﬁmm‘;‘s m.c b olarlk' saptanmistur. Serbest
incelenmig ve optimum pH 5.5, optimum sacakiukt enerjisinin de 3.5 kkal /mol
®0zimin Michaelts sabitinin 23.3 mM glikoz ve aktivasyon

°|du8u bul‘mu‘m' -R
elektrot Caligmada doygun kalomel elektroda kars: 0.8 V sabit pou.nml'ld‘-
g e pivoli elektropolimerizasyonu fle Koz ensimt immobllz®
?d r. Hazirlanan elektrodun pH 7.0, 0.1 M KQPOrHsP?:lWoo o mﬂw .
C Sicaklikta, 0,7 V'da amperometrik olarak ¢ahstnlmasyy 3 W‘.w
2 30 pA makeimum akim elde edilmistir. Eleltrodufl dogrusal mma. arahid: 2



mM glikoz olup, cevap sfres! 45-60 s arabginda degismektedir. Aynca hazirlanan
elektrot 50 gin sdreyle toplam 52 dl¢imde aktivitesini korumaktadr. Gelistirilen
biyosensdr bu dzellikleriyle literatiirdekd diger biyosensdrlerden daha ileri dizeydedir.

Polipirol film! i¢cinde immobilize edilmis glikoz oksidaz icin g0rindr Michaelis
sabiti Kms= 40.47 mM glikoz ve aktivasyon enerjisi Ep=5.3 kkal/mol olarak
saptanmustir. Bu degerlerin serbest enzimin degerlerine gdre yiiksek olmas: polipirol-
enzim sisteminde difizyon kisitlamalarim ve enzimde bazi konformasyonal degisimler
oldugunu gdstermektedir.

GiRris

1962 yilinda ilk enzim elektrot fikrinin ortaya atilmasiyla baglayan
ve sonraki yillarda hizla gelisen biyosensdrier, enzim, doku, biyolojtk
membran komponentler! gibi biyoajanlari immobilize halde kullanan
sistemlerdir. Ozellikle temel ve klinik amaclh teshis ve tayinlerde, cevre
kirliliginin izlenmesinde, enddstriyel gaz ve sivilarin analizinde,
biyoteknolojide fermentasyon analiz ve kontrolinde kullanilabilen
biyosensdrler, son yillann en ¢ok arastinlan konularindan olmustur.

Bu calismada, 8zellikle diabetik hastalar igin ve fermentasyon, gida
endastrilerinde dnemli olan glikozu tayin etmekte yeni bir biyosensoriin
gelistirilmes! amaclanmigtir. Bu amagla glikoz oksidaz enzimi
elektropolimerizasyon ile iletken ozellife sahip polipirol matrikst i¢inde
immobilize edilmistir.

Immobilize glikoz oksidaz elektrodunun hazirlanmas: sirasinda,
enzimlerin ortamin pH'na bagh olarak farkh yiik kazanmasindan ve pirolin
polimerizasyon mekanizmasindan yararlamilmigtir. Dort pirol monomeri.
elektropolimerizasyon sirasinda, bir (+) yik olusturmaktadir. Glikoz
oksidaz enziminin izoelektirtk noktas: pH 4.2 oldugundan bu degerin
Gstiindeki pH'larda (-) ytklenen ortamdaki enzimin, piroliin elektropolime-
rizasyonu sirasinda yapiya girmesiyle immobilizasyonu saglanmigtir.

Biyosensorlerin karsilastinlmasinda dort onemli kriter vardir:
Elektrot aktivitesi, aktif dmrii, dogrusalik aralifi ve cevap siresi. Bu
caligmada, polimerik destek olarak segilen polipirolun iletkenliginden
yararlanilarak ylksek aktivite veren ve yukandaki dzellikleri de literatirle
kiyaslanabilir dizeyde olan bir biyosensodriin gelistirilmesine ¢alisilmigtir.

DENEL BOLUM

Biyosensdr hazirlanmasinda kullanilan serbest glikoz oksidaz
enziminin kinetigl, kanigtirma hizi, sicaklifi ve ortam pH's: kontrol
edilebilen kesikli bir reaktdrde incelenmistir. Reaksiyon, olusan glukonik
asitin pH-stat sistemiyle ndtralizasyonu ile izlenmistir.

, - Enzim elektrodunun hazirlanmasinda ve aktivitesinin

belirlenmesinde potansiyostat/galvanostat cthazina bagh g elektrot sistem!

kullamilmistir. Calisma_elektrodu olarak 0.32 cm2 ve kargilagtirmé

elektrodu olarak 1.5 cm? alana sahip Pt levha clektrotlar kullanilmistir:

Calisma elektrodu her kullamimdan once yakilmis, sonra su ile bulama¢

haline getirilmis CraOg ile ovularak ve sonikasyona tabi tutularak su 1€
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temizlenmistir. Sistemde karsilastirma elektrodu olara
elektrot kullanilmistir. P . AACETRIR ealonc
Pt elektrot yuzeyinde glikoz oksidaz iceren polipirol filmlerin
hazirlanmasinda; énce 0.1 M KNO3 (pH 7.0) destek elektrolitin igerisinden
saf azot gaz1 gecirilerek ortamdaki oksijen uzaklagtinlmigtir. Sonra gereken
miktarda enzim c¢ozeltisi ve 0.3 M sabit derisimi verecek miktarda pirol
ilavesiyle ¢ozelt! toplam hacmi 10 ml.'ye tamamlanmstir. Kuvvetli bir
kangtirmadan sonra hiicreye doygun kalomel elektroda kargi 0.8 V sabit
potansiyel uygulanarak polipiroliin elektropolimerizasyonu yapilmistir.
Hazirlanan enzim elektrodu 1 gece buzdolabinda 0.1 M, pH 7.0
K3PO4-H3PO4 tamponunda bekletilmis, daha sonra aym Ozellikteki fosfat
tamponunda farkh glikoz derisimlerinde 25°C de amperometrik olarak 0.7
V'da alam degerleri, yani biyosensor aktivitesi dl¢cilmastar.

SONUGLAR VE TARTISMA

Kesikli bir reaktdrde doygun oksijen derisiminde caligilarak,
serbest glikoz oksidaz i¢in optimum sicakhk 25°C, optimum pH 5.5 ve Km
23.3 mM glikoz olarak saptanmistir.

Calismalarda enzim elektrodunun hazirlandig) ortamdaki pirol deri-
simi, pirolun enzimli ortamda saptanan doygunluk derisimi 0.3 M olarak
secilmigtir. Ayrica enzim elektrodunun hazirlanmas: sirasinda donasamii
voltamogram {le pirolun yikseltgenmesi pikinin doygun kalomel elektroda
karg: 0.8 V'ta oldugu saptanmus ve tam calismada glikoz oksidaz elektrodu
belirlenen bu 0.8 V sabit potansiyel degerinde hazirlanmistir. Enzim elek-
trodu gahgma potansiyelini belirleme islemi ise 1ki ayrn asamada gergek-
lestirilmistir. Oncelikle bos Pt elektrot ylizeyinde ortama eklenen HpO2'nin
yikseltgenme voltaji, dénigimld voltametri fle 0.7 V olarak saptanmstir.
Daha sonra enzimsiz polipirolle kaplanms elektrot {le islem tekrarlanmis
ve cahsma voltajinda herhangl bir kayma olmadi) gozlenmistir.

Glikoz oksidazin polipirole immobilize edildigl bu ¢alismada destek
elektrolit olarak ilk defa KNOg kullanilmis ve derisiminin elektrot aktivitesi
fzerindeki etkisi incelenmigtir. Inceleme sonucunda, 0.1 M destek
elektrolit derisiminin optimum deger oldugu saptanmstir.

Enzim elektrot aktivitesinde rol oynayan bir diger faktor; film
kaplama kalinhginin etkis{ incelenmistir. Elektrot yiizeyindeki kaplama
kalinh@: elektropolimerizasyon sirasinda birim elektrot alamindan gekilen
toplam yik miktanyla (yik yogunlugu, mC/cm?) orantili olmaktadir [1].
Farkl iki enzim derisiminde degisik kalinhklarda hazirlanan elektrotlardan
alinan aktivitenin deg@erlendirilmesiyle farkli optimum kalinhiklar
saptanmustir. 1.35 mg protein/ml enzim derisiminde 460 mC/cm?2 yuk
yogunlugu, 2.25 mg protein/ml derigiminde ise 938 mC/cm?2 yok
yogunlugu ile optimum kalinlklar elde edilmistir (Sekil 1). Ote yandan
gesitl film kalinhklarinda, degigik glikoz deristmlerinde olgalen
aktivitelerin degerlendiriimesiyle {mmobilize enzim goéranar Michaelis
sabitlerl (Kmg) bulunmustur. Polipirol film kahnh@ artisiyla Kmg
degerlerinin de artu@ saptanmistir. Bu sonug polipirol-enzim sisteminde
diftzyon kisitlamalarinin Snemlf oldufunu gosterir.
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jletkenligin ve difdzyon hizinin dismes|
yakscltgencmemesl. dolayisiyla enzimin denati
gulcnmcslne neden olmaktadir.

Optlrgum kogullarda (0.3 M pirol, 0.1 M KN
406 mC/cm* yik yofunlugu) hazirlanan enzim
gzerinde glikoz derigiminin etkis! incelenmistir. Cch\ft::?::}:m 11::,::‘;?;
enzim elektrodunun 1-10 mM gltkoz derigim arahiginda do@rusal aktivite
verdigl gdzlenmistir (Sekil 3). 100 mM glikoz doygunluk derigiminde 30 pA
maksimum akim siddet! elde edilmistir. Bu deger literatiirdeki polipirol
esash diger elektrotlara gore yaklasik on kez yuksektir.

Glikoz derigiminin’ etkisinin incelenmes! sirasinda elde edilen alkim
degerleri kullamlarak Lineweaver-Burk grafifl hazirlanmis ve {mmobilize
enzimin ¢ahgilan kosullarda Kmg degeri 40.47 mM glikoz olarak bulun-
mugtur. Elde edilen Kmg de@erinin serbest enzim Kmy degerinden biyak
olmasi, polimer yapidaki difizyon kisitlamalan ve enzimdeki muhtcmel
yapisal degigiklikler nedeniyle beklenen bir durumdur [2].

Olgiim ortam sicakh@imin etkisi incelendiginde optimum sicakhk
hem serbest hem de immobilize glikoz oksidaz i¢in 25°C olarak bulunmus,
ancak polipirol filmde immobilizasyonla termal kararhhgin artui
goralmastir. Enzimin substratina doygun oldugu glikoz derigimlerinde,
sicaklilk artisiyla aktivitenin arttifi bolgedeki verilerin Arrhenius
baginisina gore degerlendirilmesiyle aktivasyon enerjileri serbest ve
immobilize glikoz oksidaz i¢in sirasiyla 3.5 kkal/mol ve 5.3 kkal/mol
olarak bulunmustur. Immobilize enzim i¢in daha yaksek aktivasyon
enerjisinin bulunmasi, enzimin polimer yap: igindeki konformasyonunun
substrat: glikoza kars: serbest formdaki kadar uygun olmadid: dasancesini
uyandirmaktadir.

40
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rasyonu dasuok aktivite
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kosullarda hazirlanan enzim elektrodunun 50 gan sareyle 52 dlgimde
aktivitesini korumas: dnemli bir sonug¢ olarak kargimiza ¢ikmaktadir, Genel
olarak literatirde glikoz biyosensorlert icin aktif .cahgma sdreleri 15-29
gin olarak verilmektedir [3,4.5]. Sadece Fortier ve arkadaslarinin
hazirladigi elektrodun aktif dmra 80 gandar [6]. Ancak sdzkonusy
calismada oOl¢im sayis: verilmediginden tam bir karsilastirma
yapilamamaktadir.

Ayrica optimum kosullarda hazirlanan enzim elektrodu icin
optimum 0dl¢im kosullarinda alinan cevap siires! 45-60 s. araliginda
degismektedir. Bu deger literatirdeki diger drneklerin cevap sireleriyle
uyum igerisindedir [7].

Blyosensdriin hazirlanmasinda glikoz oksidaz immobilizasyonunda
destek maddesi olarak kullamlan iletken polimer polipirolun enzimsiz
durumdaki tletkenligi “"Four Probe" ydntem!{ fle 2.5 S/cm olarak
saptanmigtir. Optimum kosullarda hazirlanmig glikoz oksidaz iceren
polipirol filmin iletkenligi ise, 12 kez azalarak 0.21 S/cm degerine
dagmektedir. Beklentilerimize uymayan bu derece bir dasis, odzellikle
yiuksck enzim derisimlerinde hazirlanan elektrotlarda gozlenen dasdk
aktivitenin nedeni olarak gozikmektedir. Olusan HoOg'nin diftizyon
kisitlamas: ve dastk iletkenlik nedentyle aym: hizla yiikseltgenememes,
enzimde denatirasyona yol agmaktadir.
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yUZEY! MODIFIYE EDILEN POLIKA
GELISTIRILEN ENZIM ELEKTRODU REONAT MEMBRAN 1LE
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A SURFACE MODIFIED POLYCARBONATE MEMBRANE
2 s FOR ENZYME

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 electrode. The modification of the outer membrane
limiting the substrate difusion in the membrane-enzyme-membrane combination is
aimed. The surface of the polycorbonate (PC) membranes that was using as an outer
membrane were treated with hydroxymetyldisiloxane (HMDS) by plasma
polymerization technique. The lincer range was extended from 40 mM to 100 mM of
glucose concentration. The seleclivity test were also performed for inner membrane to

avoid interferances during native blood contact.

OzeT

0 : ( metrik enzim
Bu ¢ahigmada, hidrojen peroksit taninmasind dayah bxre;l:llpe:n“l clektrot

clektrodu ile glukoz tayinine gahgilmigtir. Caligmanin t
lineeritesini geglistirmekt)i,r. Bu amagla substrat diffdzyonunu lsitlayicl tabaka

olarak bilinen membran-enzim-membran o Rallomlan polikarbonat (PC)

modifikasyonuna gahgilmigtir. Dig membra toknigi kullamlarak

t i jzasyonu v
membranlarin  ytzeyi plazmakagf:;l:ue;;m B{‘ P difiknsyon ile lineer

hidroksimetildisilok HMDS) ile i ¢
40 mM d?u: l?LlO(()) s:\;:{( glukoz konsantrasyonuna kadar gﬂkﬁﬂ;:gma"l‘lr“nm;
hazirlanan elektrodun kan glukoz seviyesini ton.etu;;i rgo: Jlurken kan
amaglandifindan alt membranin hidrojen Wr:‘;'::g}fillncgmsi istonmektedir. Bu
meveut organik clektroaktif maddelere bir OnSﬂ yapilmigtir.

ddgnce ile de ig mombran igin selektivite testle
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duydugu ticari ilgi dogal olarak bu yéndeki geligimi hizlandirmigtir(2).

Ik fonksiyonel enzim elektrot, enzim tutturulmus bir jel tabakas ile kaph
bir oksijen sensdriinden olugmaktaydi. Boylesi klasik sistemlerde dig
membrandan enzim tabakasina diffize olan analit, enzim tabakasinda
elektrokimyasal olarak taninan birimlerin harcanmasi ya da liretimi ile enzimle
reaksiyona girer(3).

Elektrot 0izerinde yer alan ti¢ tabakali membran-enzim-membran
kombinasyonu, elektrodu karakterize etmektedir. Elektrot, ¢alisma amacina gére
bir lineer substrat konsantrasyonu-cevap iligkisini vermelidir. Kombinasyonda
yer alan dig membran substrat diffizyonunu kisitlayier bir kabaka
olusturmaktadir(4). Substrat difizyonunun kontrolil ile tirin olusum hiz kontrol
edilmekte ve bu sekilde elektrodun cevabina gidilmektedir. Bu ¢gaismada kandaki
glukoz tayinini saglayan glukoz elektrodu gelistirilmeye ¢ahgilmigtir. Burada
membran/enzim kombinasyounda yer alan alt membranin enzimatik reaksiyon
sonucu olugan hidrojen peroksit igin gegirgen, ancak kanda bulunan organik
elektroaktif interferantlara bir engel olarak cahsmas: gerekmektedir.

Bu ¢aligmada dis membran, plazma polimerizasyonu kullanilarak
hidroksimetildisiloksan ile modifiye edilmis ve bu modifiye membranlar ile
elektrodun lineer ¢aligma arahif genisletilmistir. Caligmanin diger bir kisminda
ise yan gegirgen alt membran se¢imi igin elektroaktif maddeler ile membran
drneklerinde selektivite testleri yapilmigtir.

DENEL BOLUM

Aragtirma, kandaki glukoz analizine yénelik yapilan ¢aligmalan
kapsamaktadir. Bu amagla bir Rank oksijen elektrodu kullamlmistir (5). Elektrot,
- referans olarak 12 mm caph bir dis giimiis halkas: ile merkezde 2 mm ¢aph bir
platin ¢aligma elektrodundan olugmaktadir. Elektrot, peroksit tanimlanmas: igin
650 mV da polarize edilmistir. Elektroddan alinan sinyaller bir potensiostatta
gozlenirken buna bagh bir yaziaida alinan sinyaller kayt edilmektedir.

Calismanin ilk kisminda polikarbonat membran, enzim tabakas: ve
diffizyon kisitlayiai tabaka olarak bir polikarbonat membrandan olugan
kombinasyonlar kullamldi. Polikarbonat membranlar Poretics firmasindan temin
edildi. Membran/enzim kombinasyonlarimn hazirlanmasinda iki membran
arasina ilave edilen enzim gbzeltisi iki mikroskop cam arasinda 5 dakika kadar
sikigtinnldi. Enzim baglama, enzim ¢ézeltisine sigar serum albumin katkis: ile
glutaraldehit varhginda ikili ¢apraz baglanma olarak gergeklestirilmigtir. IKinci
asamada, polikarbonat membranin ytizey modifikasyonuna ¢ahsild. Bunuq
igin plazma polimerizasyon teknigi kullamlarak membran yiizeyleri
hidroksimetildisiloksan ile kapland. Onceki asamada oldugu gibi membran-
enzim-modifiye membran kombinasyonlar hazirlandi. Degigen substrat
konsantrasyonu ile-elektrodun cevab kaydedildi.
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SONUCLAR VE TARTISMA

Yapilan iki kissmh ¢aligsma ile substrat
cevabinin degerlendirmesini veren kalibrasyo:t;l:ga;lg:n:;? k.al‘?l elekFrog
de ¢ farkh gézenek gapina sahip polikarbonat membranl‘a: :?:q}t::nsr;lunl :
an
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ol : gibi gbzenek ¢apimin
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: m: kisitlamas artmakta ve
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‘ z « o ® kars elektrottan ahinan
Glukes kensantsasvonu tmll sinyalin  boyutu
Sckil 1. Membran/Enzim/Membran Kombinasyonu digmektedir. Bu sonug,
ile hazirlanan elektrodun lineeritosi 0.01 mm gozenek ¢aph
polikarbonat

membranlarin daha genis bir lineer substrat konsantrasyonu-cevap iligkisi
gbstermesini sagflamaktadir.
Plazma polimerizasyonu ile ylizeyi modifiye edilen polikarbonat

membranlanin varhfinda olugturulan elektrot cevaplar ise Sekil 2. de
= gorilmektedir. Yzeye ince

e hidroksimetildisi-loksan
kaplanmas: ile ydzey
modifikasyonu, substrat
difdzyonunu kisitlayia bir
etki yaparak elektrodun
gozlenen lineer
konsantrasyon - cevap
jligkisini genigletmigtir.
Elektrot tizerine kademe
kademe yapilan substrat
yiiklemesi ile elektrodun
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4
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Kombinasyonu ile hazirlanan olcktrodun lincerilest graka e.r. 5 k
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Bu elektrotlarin hazilanmasinda yalmz yozey modifikasyontt

t membran
E%zlenmesi ve artan lineer arahiffa ulagmak amgig;;i::syon\a
modifikasyonuna gidilmig ve alt membran olarak her 1Kl
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polikarbonat membran kullamlmistir. Polikarbonat membran kan calismalannds
peroksit icin selektif 6zellik gosteren bir yapiya sahip degildir.

Yanigegirgen membran segimi igin elektroaktif interferantlar ile yapilan
deney sonuclan Sekil 3. de gérilmektedir. Elektrodun galigmasinda istenen,

1400
N Peroxide
M Ascorbate
B Paracetamel
3 B Cutechol
g 0 Urlc acid

1
187

g
B‘:!R; gh"l =

CECFI PEETI PR
PC.0s) PC(a.01) plaPC(0.01) PES CA
Mombran

Sekil 3. Membranlann elektroaktif
maddelere kars: gegirgenlikleri

enzimatik reaksiyon sonucu olusan peroksitin tammlanmasidir. Polietersulfonun

diger elektroaktif maddeler yaminda peroksit igin segici bir gecirgenlige sahip
_oldugu goériilmektedir. Bu analiz 1;1i5inda yan gegirgen membran igin

kombinasyonlarda polietersulfon kullanim uygun bir secenektir.
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POLIMERIK MATRIKS TiPi Tasrvic .
“ZONE FREEZING" YONTEMI ILE GELISTIRIcA-Ay SAUM HIZININ

Abdurrezak ONCU(*), Emin ARCA(*) ve Yilmaz KAPTAN(**)

(*Hacettepe Untversitest, Mahendisltc Fak v
e A nkcaren TO ke altest, Kimya Mihendisligi Balam,

(**JHacettepe Untversitest, Mihendislik Fakal S
Beytepe-Ankara-Tiirkiye test, Flztk Mahendisligt Bslama,

IMPROVING OF DRUG RELEASE RATE OF POLYMERIC MATRIX DEVI
FREEZING METHOD st

SUMMARY

Constant drug release rate is essential {n controlled druf relcase systems.
Polymeric devices are researched extensively in drug release, in which diffusion
controlled systems cover most of them. Diffusion controlled systems can be divided by
two as membrane controlled systems and matrix systems. It can be reached to
constant rclease ratc in former systems, but devices are hard to fabricate and
expensive, On the contrary, it is easy and cheaply to J:mducc matrix devices but mostly
onc cannot have constant release rate. In this study, it is tried to develop constant
release in matrix systems by Zone Freezlnﬁ method which is part of Zone Refining. In
cxperiments A hydrofilic polymer, pol ydroxyethylmethacrylate, (pHEMA) and
Theophyilline ani 4-OXO-‘I% PO radl; are used as polymer matrix and sample
drugs respectively. Drugs arc impregnated in cylindrical pHEMA devices. Aﬂ;:w that,
rclease rates are exprimented from both zone-freczed devices and non-freezed cu[
As a result, it {s proved that it is possible to change the release from the same type o
matrix devices by zone -freczing method. :

O0zeT

1zla salinmasi
Kontroll flag salan sistemlerde flacin cthazdan sabit bir h
istenmekiedir. Bu is. isin yaplan clhaslagn en 2V SRGE G hentioll
polimerik cthazlar ve bu tar cthazlann icinde de dne o e Membran kontrolld

sistemler tutar. Difdzyon kontrolld sistemler ikiyc ayn

sistemler ve malriﬁ sistemler. Bunlardan irlrl\clsi?dt% 5:};{: nﬁ:},‘ﬂc‘ﬁfm

ulagilabilir. Fakat cihazin Oretimi zor ve pahahdir. lkinc ‘1';““, zordur. Yapilan

yapilirlar ama bu tr sistemlerde de sabit sahm mzina \;38 Bir uygulamas: olan

E%lsmnda Bolge Antmasi (Zonc Refining) dentlen y0 nt% 1ns'|stcm ¢ cthazin {lag
Igesel Dondurma (Zone Freezing) yéntemi fle “‘;:"'k’,laﬁ deneylerde hidrofilik bir

salim hizinin gelistirilmes! denenmigtir, Bu amag {l:‘x’nlmxa ornek tlag olarak da
limer olan poliHidroksiEtiMetakrilat pHEMA kUSRS B anan silindirk
ofilin ve 4-0XO-TEMPO radikalleri scellmistic FUrwRsntemi uygulanan ve

;’y{lazl)ar igine ilaglar cmdlll‘llm:$°;;:nn,1 ':fr g:::yﬁ:gr s%nuw%duilfﬁcm

a im in . c
yoﬁcnﬁ"}‘;‘{a ;‘,f,‘f"n‘,l:{ﬁﬁ? st?pl cihazdan ﬁncm salim huzimin dels
saplanmislr, : -

Girig

la kaplanmig bir
Sekil 1.a'da goralen sistemde etrafl polimerik xg:ll!‘ljbmn ‘:n du"., Sise
depoda doymus tlag ¢ozellisi ve fazladan kalt ilag bulunmak o
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I¢ derisim daima sabit kaldifindan ilacin salim hizim membrandan

Membran

a. Membran tipi cihaz b. Matriks tip cihaz

$ekil 1. Difazyon kontrolld polimerik flag salim cthazlannin sematik
goriniima

difazlenme hizi belirler. Boylece uzun sreler i¢in sabit salim hizi elde
edilebilir. $ekil 1.b'de gértlen matriks tipl clhazda ise ila¢ baglangicta
polimerik matriks Iginde homojen olarak dagitilmis ya da ¢6zlmastar,
Burada da iflacin salim hizim1 kontrol eden basamak ilacin polimer i¢indeki
difozyonudur. Once cihazin dis kismindaki ila¢ molekalleri digariya
difoizlenir. Sonra, matriks iginde gitmes! gereken yol daha uzun oldugu igin, i¢
kisimdakl ila¢ molekdllerl daha geg sarelerde diftizlenir. Bdylece birim
zamanda salinan i{lag miktan azalir ve sabit bir hiza ulasilamaz. Bunun

yanisira matriks sistemlerin Qretimi kolay ve ucuzdur.(1)

Hareket Yona Soguiuct

Donmug Bdlge
Sekil 2. Zone Freezing yontemi

Zone Freezing ydnteml kabaca sdyle tarif edilebilir. I¢ine g¢ozeltl
doldurulmus bir tOp etrafina ¢dzeltlyl donduracak sekilde tasarlanmig bir
aygit (drnegin siv1 azot doldurulmus yoksnik geklinde bir kap) tap boyunca

vag yavas hareket ettirilir. Ya da basitge, tap, igindeki ¢ozeltiyl donduracak
ir ortama yavas yavas daldinlir. Bu sirada ¢dziinen maddenin ya kati-sivi
ara yOzeyine dogru hareket etmeye, ya da bu y0zeyden uzaklagmaya egilim!
vardir. Bu egilim gdyle belirlenir. Eger ¢dzOnen madde ¢ozeltinin donma
noktasini dogQraiyorsa donmus bolgeden uzaklagma egilimi vardir, bagka bir
deylsle donmug bolge ile ayni yonde ilerler. Céztinen madde ¢ozeltinin
donma noktasini ynkseltlyorsa, donmus bdlgeye yaklagsma egilimi
mdlﬁﬁ's) Pratikte bir cok ¢dz0icQ-¢oznen sistemi fgin birinci durum
ecerlidir.
& Zotxll;. Freezing prensiplerinden yola gikilarak agagidaki varsayimiar
dmstir.

Eger i¢ine ¢6zOnmog halde ila¢ emdirilmis bir cihaz sicaklig!
gozeltinin donma noktasinda olan bir ortamda bekletilirse donmus bolge Y2
da kati-svi ara yOzeyl cthazin iclerine dogru flerledikge ¢6zGnmag halde
bulunan ilag cthazin i¢ bdlgelerine dogru gidecektir. Bu cihaz silindirik ya 92
karesel bir formda yapilirsa llag merkezde toplanacaktir, Daha sonra cihaZ
naq;p"aghmmgx ortama kondugunda ilag molekallerinin gogu merkeze
yakin bulundugundan disan dogru gideceklerl yol ayni olacak ve belll PIf
stire I¢in disan sabit hizda flag salinabilecektir.
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DENEL BOLUM

Deneylerde, HEMA monomerinin silindiri .
polimerlestiriimesiyle elde edilmig slllndlrll‘ pars dokglarek 60°Cta

Deneyler ikl ayn kisimda yaratalmastar, = chatiar kullanilmgtr.

Birinci kisimda 2 mm _caapmda 11 mm boyunda polimer drnekler
hazirlanmigtir. Bu drnekler 1079 M 4-OXO-TEMPO radikall Iceren % 99 Etil
Alkol ¢ozeltisi igine atilarak sabit tartima gelene kadar bekletilmislerdir
Burada drnek ilag olarak 4-OXO-TEMPO'nun secllmesi analiz yontemt le
ilgilidir. S6z gecen organik nitroxid radikall ESR spektrometresinde
kolaylikla gézlenebilmektedir. Burada lla¢ yerine kullanilan maddenin
sadece sv1 i¢inde ¢6zinmus bir drnek olmas: yeterlidir. Hazirlanan drnekler
dibinde siv1 azot bulunan bir kriyostat igine sarkitilarak -117°C'ta 6 saat
bekletilmiglerdir. Sistem Sekil 3'te gortlmektedir,

$ekildeki sistemde drnek platin termometreye tutturulmustur. Veri
toplama ve kontrol Qnitesi sicakhii sorekll okumakta ve sicakhigin
ayarlanan sicakliktan az veya ok olmasina gore step motora kumanda
etmekte, termometreyl agag: yukan hareket ettirerek drnegl sabit sicaklikta
tutmaktadir. Bu suretle Zone-Freezing isleminin uygulandii drnek,
dondurma igleminden hemen sonra ve 107 torr vakum hiicresine konularak
hizla kurutulmugtur. Bu drnegin yanmisira dondurulma iglemine tabl
tutulmayan diger bir érnekte kurutulmugtur. Kurutulan ornekler ESR
hlcresine konulmus ve 0zerlerine yeniden Alkol konularak ESR
spektrometresinde (Varian E9) salim hizlan incelenmistir.

Step Motor

Platin

Verl Toplama ve
Termometre Kontrol Onites!
Ornek —

Sekdl 3. Sabit sicaklik sisteml boyunda silindirik
lkincl kistm deneylerde 5 mm gapinda ve 20 /Ttm qbztltls!l‘:e atlmg ve
clhazlar Tiyofilin isimll bir 8rnek ilacin sudakl °'%dgr,den bir tanes! 0°C sabit
sablt tartima gelene kadar beldetilmistir. Bu 0TI Sgrneile birlikte
sicaklikta 12 saat bekletilerek dondurulmus ‘ﬁ)o ml su iceren ve dagak
vakumda hizla kurutulmustur. Sonra bu Omeklerk,ulmla ve clhazin tiyofllin
ngtirma hizinda kanstinlan bir erlen igine 8:1( uv spektrometreslnde
salim hiz; belll zamanlarda ornekler alina

Incelenmistir. devam ettirilmigtir.
Her$1k1r kistmda da deneyler sam duruncaya kadar 37-1



SONUGLAR

Sonuclann degerlendirilmesi zamana karsi Mt/Me- degerlerinin gralige
gecirilmesi ileyapilmistir. Mt degeri belli bir zamana kadar toplam salinap,
miktari, Me degeri ise {lacin disan salinabilecek maksimuin degerin|
g0stermektedir. Grafikler Mt/Me=1 oldugu zamana kadar gdsterllmemls
boylece baglangicta iki tip cihaz arasindaki fark daha acgik olarak
belirtilebilmistir. 4-OXO-TEMPO radikall emdirilmis ve etanol icinde
radikalin salimi Incelenmis 6rneklerde dondurulmus ve dondurulmam.§
Orneklerin salim hizlan Sekil 4'te grafik olarak verilmistir.

1.0

B

0.8 4

-

0.6
Mt/Mes
0.4 -

~

0.2 -

e Dondurulmamis
o Dondurulmus

0.0 T : T
200 300 400

Zaman, t(dak)

Sekil 4, 4-OXO-TEMPO radikalinin dondurulmus ve dondurulmamis

orneklerden salimi

r
0 100

Sekildekl egrilerden gortildngn gibi dondurulmus 6rnekten radikalin
salinmaya baslamasi dondurulmamis ormege gore daha hizh olmustur. Yanl
¢bzOnen madde Zone Freezing islemi sirasinda merkeze dogru ilerlememis
aksine bir parca daha kenara toplanmstir. Bunun 0izerine suda ¢dztinen bir
ilag olan Tiyofilin ile yen! deneyler yapilmis ve dondurulmus Ve
dondurulmamis clhazlardan sallim hizi Sekil 5'de verilen grafikte
gosterilmistir. Grafikten de anlagilacag: gibl dondurulmus 6rnekte ilacin

: baglamasinin dondurulmamis 6mege gore daha geg olmasi Llacin
Zone Freezing islemi sirasinda merkeze dogru toplandigini gdstermektedir.
Ayrica grafikten ilacin uzun stre sabit hizda salindi@i gozlenmektedir.
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0 200 400 600 800
Zaman, t(dak)
$ekil 5. Tiyofilinin dondurulmus ve dondurulmamig drneklerden salimi

TARTISMA

{lk kisimda yapilan deneylerde 4-OXO-TEMPO radikalinin alkol i¢inde
Zone Freezing islemine tabl tutulmas ile elde edilen sonuglar radikalin kati-
sv1 ara ylizeyinin kat tarafinda kalma egiliminde oldugunu gostermektedir.
Sonucun kontrolla ilag salimi ydninden degeri olmasa blle pollmcrll:
yapinin iginde Zone-Freezing yonteminin uygulanabilirliinl gostermes
indan dnem| vardir.
Ikinci kisimda yapilan deneylerden elde edilen bulgular 1kl maddede
0zetlenebilir.
lla 1- Dondurulmus cihazin ilaci salmaya baglamasi dondurulmami§
ca gore daha gec olmustur.
g2- Dondug:uclmug ilhazdan {lacin salinma hizi, uzun bir sdre sabit
istir, ;
Bu bulgulardan Tiyofilin ytklenmis polimerik clhazld;;1 ezbol?l:mng
yonteminin uygulanmas: lle ilacin merkezde toplandgl sbi'd“ B Fonuda
Yapilan ¢alisma bu konuda yapilan ilk g 1§madir.
Yapilabilecek baz arastumalar asagida siralanmigur. Kontrolla oldugu
L Deneylerin sonucunda sistemin dlfOzyl‘O:l S
Stylenebilir. Sisme kontrolla sistemler iginde deneyler Uy

tekrarlanabilir, 1z
Polimerin yapisal ozelliklerl degistirllerek bir d

2
Yapilabilir. ktasina yakin
Yapilan deneylerde cthaz ¢ozQcandn fﬁﬁm: %aha hizli bir
slakliklarda bekletilmigtir. Daha dagok SICaT El 0 qimeyeceine
g:n?‘lm‘la islem! uygulanarak ayni sonuglarin elde i

malidir, limer

Sisteain kontrolld llag saliminda kullanilmash g:;'go’:’fyl lasithdir.
her zaman ¢dzanmag olarak yaklenmesinin gﬂ%mefn?mc yakin degerlerde
Hatta llag polimer icine baglangigta doygunluk deris s

den;y



yuklenirse Zone Freezing isleml sirasinda i¢ kisimlara dogru yigilmanin
baslamas: ile polimer icinde ilag yeniden katilasir ve merkeze dogru
llerleyemez. Bu ynzden cihaz icine ytklenebilecek toplam ila¢ miktar

olduk¢a az olmaktadir. Bu kisitlara ragmen yontem ¢ok az ila¢ gerektiren
durumlarda uygulama bulabilir,

TESEKKUR
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TUTUKLANMIS S. CEREVISIAE HUCRELER} KULLANILARAK KESiKLi
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BATCH AND CONTINUOUS ETHANOL PRODUCTION FROM GLUCOSE USING
IMMOBILIZED S. CEREVISIAE

SUMMARY

Flocculating S, cerevisiae cells were immobilized on highly porous particles of non-
woven polymeric material with an open network structure in order to determine the effect
of passive immoblilization and mode of operation on the growth and ethanol production
characteristics of the cells. Experiments were carried out in an fmmobilized cell reactor
under batch operation with nutrient recirculation and under continuous operation, using
various substrate concentrations.

OzZET
sahlp
Yumaklasan S, cerevisiae hticreleri cok gozenekll ve karmagik bir ag ya P Atk
polimerik malzemeden yapilinis tagiyics pargaciklan Mngneel&nm s KN\;:‘“

manin ve reaktdr tipinin hicrelerin cogalma ve etanol are s
migtir. Deneyler tu{)uklanmns hicre réaktbn'mde kestkil/gerl-beslemell ve sarekll d

neklerde cesitll glikoz derigimleri kullanilarak gereklegtiriimistir.

GiRig
rmentor tplerinin gelistiriimest ko-

dcre sistemlerinl uygulama baki-

sistemlerde gergeklesen hacre
hiere kaybinin énlenebilmest

Yaksek hacimsal aretkenlige sahip fe
nusunda yapilan ¢aligmalar, tutuklanmig h
mindan énemlf bir secenek hallne getirmigtir. Bu
Yogunluklaninin yiksek olmasi ve reaktor digind )

dan proses
S e oy s A
sanmim; kolaylagtirmaktadir. Tutuklanmig hocre sist

i¢in hucre-
h Imalannin saglanmast
Uerelerin reaktdrin belirll bir bolamande ka dir. Meveut yontemler arasin-

lery ¢ llaruimasi
Utucu veya baglayier bir yapinin ku mak olusturma veya gozeneklert

9a "pasif tutuklama" acrelerin yu .
yontem{, hacre i1 degistirme
doldurma yetenegine dayanmakta olup hacre dogasimi Ve yapt
mest bakimind sranmektedir (1-3).
ndan gekicl g ok a bir

Yumaklasan S, cerevisiae hacrelerinin 6ok giecockiing 75
3



tasiyici vap Igerisinde tutuklanmasini saglayacak bir pastf tutuklama teknigy-
nin gelistirilmesine liskin ¢alismalar daha dnce baslatilmis olup glikozdan eta.
nol Gretm! model sistem olarak ele alinmig ve tutuklanmanin etkiler! incelen-
mistir (4). Reaktor Icerisinde ¢ogalmay: surdaren tutuklanmis maya hacrelery-
nin davramisinin Incelencbilmest ve kinetik calismalar yaplabilmest igin gereklt
deneysel yontemler gelistirlimistir (5). Bu ¢alismada, kestkll/geri-beslemell ve
surekll olmak Gzere tki ayn deney sisteminde ayni S. cerevisiae tGranan kulla-
nildigx deneyler paralel olarak yaratalmas ve gelistirilen yontemler cesitll glikoz
derisimlerinde trdelenmistir (6,7).

DENEL BOLUM
Mikroorganizma ve Besl Ortami

Caliymalarda UMIST (inglltere) tarafindan verilen yumaklasan bir S. cere-
vislae (URA 3-251, 372, 328, SOD-(ALEU 2)) tara kullamilmstir. Fermantasyon
deneylerinde kullanilan sivi best ortamu i¢in, cesitll miktarlarda D+glikoz.H,0
lle maya 6zata, amonyum sualfat, magnezyum salfat, potasyum dthidrojen
fosfat ve kalstyum klorar igeren g¢oézeltiler hazirlanmstir.

Blvomas Tasivici Parcaciklar

Calismada her birt 0.7 em® (1x1x0.7 cm) olan ¢ok gozenekll, karmasik bir
ag yapisina sahip ve polimerik malzemeden yapilmis tasiyici parcaciklar kulla-

mimistr. Pargaciklann yogunlugu 0.10 g/cm®, bosluk orani ise 0.95 olarak be-
lirlenmistir.

Deney Dozenefl

Deneyler tki ayn dazenekte gergeklestiriimistir. Birinel deney dazeneg! ke-
stkll/geri-beslemell fermantasyon deneylerinde kullanilmis olup best ortam ka-
b1, termostath banyo ve karistinci, peristaltik pompa ve rcaktérden olusmakta-
dir. Deneylerde 3 em i¢ capinda ve 11 cm efektf yaksekligl olan ccketll cam re-
aktorler kullanilmistir. Reaktor kolonunun kontk olan alt balamuanden buharla
sterilize cdlimis best ortami pompalanarak reaktérin tst bolimanden ahnip
besleme kabina gerl dondaralmektedir. lkincl deney duzenegi birinct dazenck
ile ayni birimlerden olusturulmus, 11 ve 22 cm yuksekliginde reaktdrler kulla-
nilmistir. Besl ortamu dolgulu reaktér kolonundan farkh akis hizlannda sarekl!
olarak gegirilmistir.

* Tutukiama Td

; ‘ ‘; m Juparcacxklan sterilize edilerek kurutulmus, tartilmig ve paslanmaz
g)‘élik;igqug;a;qwlcrck erlenlere yerlestirilmistir. Tekrar otoklavlandiktan sonrad

eklenmis ve daha dnce 30°C de hazirlanmis olan onkaltar ile asi

Janmistir. Tutuklama islemi 30°C deki orbital calkalayici icerisinde 18 saatte

T R
e




cney ve Yonte

Tutuklanmug hacreleri tasiyan pargaciklar ase
tellerden siyinlmis, reaktdr kolonuna doldurulmug
meye baslanarak kestkll/geri-beslemel veya sareklt
tor dolgusu olarak kullanilan tasiyici parcaciklar Icerisinde hicre gogalmasin
izlemek amaciyla her glikoz derisiminde 3 saatten 15 saate kadar degisen sare-
lerle fermantasyon deneyler! yapilmis ve baslangictaki hacre miktarin: yaklasik
olarak benzer tutabllmek i¢in deneyler birkac kez tekrarlanmistir, Her deney

sonunda, kullamlan dolgulu kolon bosaltilarak ¢ikarilan parcaciklar kurutul-
mus ve tartilmistr.

ptik olarak paslanmaz cellk
ve taze bes! ortam geclril-
deneyler yapilmistir. Reak-

Deneyler sirasinda ve sonunda alinan sivi drnekler santriftjlenerek 4°C
de bekletllmis, etanol miktarlan gaz kromatografisi, glikoz miktarlan ise Nelson
ydntem! ve UV-gorunur spektrofotometri kullanilarak saptanmistir.

SONUCLAR ve TARTISMA

Fermantasyon deneylerinde kullanilan bes! ortaminin pH degeri kaynak-
larda verllen optimum pH arahfinda tutulmus (8,9) ve bellrll araliklarla alinan
dlgumler pH dizeyinin deneyler siresince 4.0 £ 0.2 degerinde kaldigimi goster-
mistir. Fermantasyon sicakhf tdm deneylerde 30°C de sabit tutulmus, glikoz
derisimi kesikli/geri-beslemell deneylerde 60-140 g/L, sarekll deneylerde Ise
60-100 g/L arasinda degistirilerek bir cizt deney yapiimistir.

Kesikll sistemde uzun fermantasyon sarelerinl ve difazyon etkilerini en
aza indirmek amaciyla geri-beslemelt olarak caligilmis ve 15 mL/dak dola;im

.1 B
hizi kullanilmigtir (4). Sarckli deneylerde seyreltme hizi 0.2-3.8 saat al-'i‘hgm
da defistirilmis ve en yuksek glikoz taketimlerinin elde ediidi@f 0.2 saat sabit
tutularak glikoz derisimi degistiriimistir.

15
Kestkll /geri-beslemeli dazenckte gergeklestirilen gesitil dencylerden

saatlik deney sarest sonunda elde edilen hacre miktarlari, glikoz do“‘”':al":nz
delert ve etanol derisimlert Ile hucrelerin reaktor kolonu lccrlslnd: c:%;lmlmus-
nin eksponansiyel fazina liskin spesifik gogalma hizlan Tablo 1. l:speslﬂk co-
ur. Baglangig gltkoz derlsiminin 60-120 g/L araliginda ar gg“:}{ ko derist-
Balma hizinin dastaga, en ydksek etanol retiminin se 1 O i icios
minde elde edildi@t goralmektedir. 140 g/L gitkoz d""s"l“ e e
belilt bir artig goralmekle birlikte S. cerevisiae ROCTEleAME Y Fo e gimy
liklerinin de degismeye bagladif gozlenmisur. 100 g/L bas;"f;cuwk 21 saalte
kullanilarak yapilan uzun sareli deneyler, glikoz mkeuml:ncak 50 g/Lyl asan
lamamlandngmx. spesifik cogalma hizinin degiismedigint

“tanol derigimleri elde edildiini gostermektedir (6). e



TABLO 1. Kesikli/Geri Beslemeli Sistemde Fermantasyon Deneyleri

Glikoz Baglangigtaki Deney Déniigme| Etanol Spesifik
Derigimi Tutuklanmig Bitimindeki | Yiizdesl | Derigimi |Cogalma Hiz;
Hiicre Miktan Tutuklanmiy
Hiicre Miktan
(g/L) ® (g) (%) (g/L) (Saat”)
GO 1.86 3.22 87.5 27.2 0.200
80 S 5 z - E
100 2.03 3.81 66.5 39.5 0.124
120 2.30 , 3.05 64.4 26.9 0.079
140 2.48 3.48 57.8 32.5 0.088

Strekll fermantasyon deneylerinde 0.2 saat’! seyreltme hizi kullanilarak
15 saatlik deney sires! sonunda elde edllen hicre miktarlar, glikoz donasme
yazdeleri ve etanol derisimieri ile hacrelerin reaktor Igerisinde ¢ogalmalarinin
eksponansiyel fazina iliskin spesifik ¢ofalma hizlan Tablo 2. de sunulmustur.
15 saatlik deney sires! sonunda eksponansiyel cogalma fazindan hentz ¢ikma-
mis olan hacrelerin spesifik gogalma hizlan glikoz derisimi tle artis gostermek-
tedir. Bu deneylerde glikoz taketimi tamamlanincaya kadar deney stresinl uza-
tarak etanol derisimlerinl karsilastirmak yerinde olacaktir (7).

TABLO 2. Siirekli Sistemde Fermantasyon Deneyleri

Glikoz Baglangigtaki Deney Déniigme| Etanol Spesifik
Derigimi Tutuklanmig Bitimindekl | Yiizdesl | Derigimi| Cogalma
Hiicre Miktar: | Tutuklanmig Hin
Hiicre Miktan
(g/L) (g) (8 (%) (g/L) (Saat™)
60 2.07 2,51 93.7 30.3 0.029
80 1.92 3.15 82.1 45.2 0.057
100 1.82 3.25 65.5 28.9 0.083
120 - - - - -
140 - - - - -
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SERBE?T VE :I'UTUKLANms Rhodotorula glutinis iLg
L - FENILALANIN URETIMINDE PAL ENzZin AKTIVITE
VE KARARLIGININ ARASTIRILMAS]

Serpil TAKAC*, Biilent AKAY*, Pinar CALIK®, flknur KARADAG*
ve Tunger H. OZDAMAR®** 20

(9 Ankara Universitesi, Kimya Mahendi{sligi Bslam .
"n'iridyeo Y ] dmil, 06100 Tandogan - Ankara

(*%) Ankara Unlversitest, Biyoteknolofl Arastuma ve ulama Merkezi, Endiis.
Biyoteknolofi Bslimi, 06100 Tandogan, Ankwuu'li'grk(ye. et

PAL ENZYME ACTIVITY AND STABILITY IN L-PHENYLALANINE PRODUCTION BY
FREE AND IMMOBILIZED Rhodotorula glutinis

SUMMARY

L-Phenylalanine is important as an essential amino acid for human nutration
and is widely used in pharmaceutical and food industrics. In this study, the activity
and stability of phenylalanine ammonia - lyase (PAL) enzyme of Rhodotorula glutinis
which calalyzcg the bioconversion of trans-cinnamic acid and ammonia fo
L-phenylalanine were investigated. The activity variations of free and
Ca-alginate immobilized Rglutinis cclls show that PAL has on unstable structure
and should not be kept for a lm:.ﬁc time before employing in the bioreactor.
Na-glutamalc and penicillin added to bioreaction medium have positive effects on
PAL activity and stability in the reactions carried out with free cells. The immobilized
R.glutinis pellets performed approximately the same L-phe lalanine yield as the frce
cells ; and the decrease in the activity was not considerably low when the same pellcts
were used subsequently in the bioconversions.

OzeT

L-fenilalanin farmasbtik ve gida sanayilerinde gokca mlm&m
temel gercksinimlerinden olan &nemlf bir amino asittir, Bu cahy le L-fenflalanin
asit vec amonyaktan Rhodotorula glutinis mlkmorgan“mlzﬂ"m_l 1 (PAL) enziminin
Gretiminde biyotepkimeyi katalizleyen phenylalanine ammo t ﬁ:l’l:dc tutuklanmig
aktivite ve kararhlgy arastinlmigbr. Serbest ve Ca-d{?: 1ya sahip oldu@u ve
Rglutinis {le yapilan aktivite dicOmlerinde PAL'in kararsiz om{a lt?uh bekletilmemest
Oretilen PAL enziminin biyotepkimelerde kulltlrnlmﬂ‘daln biyotepkimelerde ortama

rektigi bulunmusgtur. Serbest hiicre fle Fwemqkﬁﬂm:]nl Qzerine olumlu etkiler
tlan Na-glutamat ve_penistlinin PAL aklivitc ve kararihd: fae08S Sorlye e,
yapudi belienmistir. Tutuklanmis Rglutins fle yaprath, PUeC 5y qarak, aymi
serbest hicre fle elde edilen L-fenilalanin derigimine lk kullamma Jayasla fazla
Pelletierin gok  kullammdaki  aktivite diisisinidn tc
de@ismedii saptanmistir.

GiRig .
L - fenilalanin farmasotik ve gida sa"ay“f:':g: ;ap,smda bulundugu
son yillarda gelistirilen diyet tatandirict aSpamiiit 2 o gittir. Degislk
l¢in endastriyel snemi olan, birtm fiyali YAKSEX P g™ mamkan olan
kimyasal ve biyokimyasal yolizied lle el ‘umonyaklan _ biyokatallzdr
L-fenilalaninin (rans-sinamik asit m:'le \le aretimi gl qekmekledlx‘. .

Phenylalanine ammonia-lyase (PAL) enz elkileyen onemll
Prosesie lffcr:llalanlnl:lya aretiminde  verimlligl




parametrelerden lkisi PAL kararsizhfi ve dosak PAL aktivitesidir. Bu
nedenle PAL enziminin aktivite ve kararhgii artrma caliymalan &nem
kazanmaktadir.

Nakamichi vd. Rhodotorula glutinis mayasinin sivi ¢ogalma ortamina
ekledikleri cesitll amino asitler ile PAL enziminin aktivite ve kararhhgm
arirmaya c¢ahsmislar ve ortamda bulunan L-fenilalaninin aktiviteyi,
L-izol6sinin de kararhh artirdigini bulmuglardir (1). Evans vd. yaptiklan
calismalarda ise trans-sinamik asitin L-fenilalanine biyodéndsdmn
sirasinda PAL katalizoron0 daha aktif ve kararh hale getirmeye
calismuslardir. Arastincilar bir yayinlannda toluen ve ksilen gibl gecirgenlik
artinct maddelerin L-fenilalanin Oretimini arttirdigim, ancak katalizér PAL
kararhligini azalttigini ilerl sormaslerdir [2]. Aym ¢aligmada birgok katki
maddesl ile blyoddnlis0m artinlmaya caligims ; bunlardan sadece sorbitol,
alginat, glutaraldehit, polietllenglikol ve gliserol ile PAL  kararhbg

anabilmistir. Aym aragtrma grubu Rhodotorula rubra mayasin
Ca-alginat jelinde tutuklayarak gergeklestirdigi gerl dongala biyoreaktdrdeki
L-fenilalanin Oretimini, serbest hicre kullanarak yaptifi yan-kesikli
biyoreaktdrdeki tiretim sonuglartyla kargilagtumig ve her 1kl kosulda da aym
verimliligi (0.8 g/L/st) elde etmistir [3]. Ancak tutuklanmis R.rubra’nin
ikinci kez kullamminda verimlilik yariya dogmektedir.

Bu calismada, belirlenen en iyl kosullarda g¢ogalulan Rhodotorula
glutinis serbest ve Ca-alginat jelinde tutuklanarak PAL enzim deposu olarak
kullanilmis ve her iki biyokatalizoron aktlvitesinin bekleme saresi ile
degisimi incelenerek PAL kararhhii arastinlmistir. R. glutinis pellet ¢apinin
ve tekrar kullanimmin PAL aktivitesine etkisl incelenmis ve biyotepkime
ortamina eklenen katki maddeleri ve gecirgenllk artinct maddelerin
L-fenilalanin olusumuna ve PAL kararliligina etkisl de serbest hacreler lle
yapilan biyodénagtmlerde belirlenmistir.

DENEL BOLUM

PAL enzim kaynagi olarak Rhodotorula glutinis NRRL Y-1091
kullamlmistir. % 1 maya 6z0td, % 1 pepton, % 0.5 KCI, % 0.05 L-fenilalanin
ve % 1.5 agar iceren egik agar 0zerinde gogaltilan hacreler, L-izoldsin ile
desteklenen benzer sivi ortamda PAL enzimi tretecek sekilde indniklenerek
30'C'da 20 st stre ile cogalulmigtir. Santrifdjlenerek sm ortamdan ayrlan
R.glutinis pH=9 borat tamponunda yaklagik 100 mg kuru hioicre/ml olacak
sekilde s0spansiyon haline getirilerek saklanmigtur.

Hocrelerin tutuklanmasinda ise % 2.3 kuru hacre, % 5 gliserol, % 0.2
glutamat, % 1.5 sorbitol, % 0.1 glutaraldehit iceren saspansiyon, iginden
azot gecirilerek kanstinlms ve santrifojlenek hocreler ¢oktarolmostar.
Goken hacreler borat tamponu ile yikandiktan sonra % 5 gliserol, % 0.2

utaraldehit, % 1.5 sorbitol ve % 10 PEG cozeltisine eklenmis ve Na-alginat
cozeltis! lle kangtinlmistir. Bu kangim farkli boyutlarda igneler yardimu ile
0.2 M CaCl, igine damlatilarak fyon degisimi (e PAL pelletier
olusturulmustur.

R. glutinis hocrelerinin PAL aktiviteleri Evans vd tarafindan verilen
yontem {le sicalmas (2] ve pmol L-fenllalanin/mg kuru e;{t?czve/dk olarak
Verilmistir. Aktivite ve biyodénasom deneylerinde aretilen L-fenilalanin
dcmu:lm mY:tlezf m é\::’; uglm::lzi Sisteminde Pico.Tag ydnteml ile

en H e S

:;:;) e Felirienmistir se spekiroskopik olarak absorban

Serbest ve tutuklanmis R, glutinis : asitin

: chnualan]nse biyoddnQsim tepkimeleri 50 mmoll}tjmga(?:ns;?sg:‘l;[k aslt,
7.5 ‘Wol_[Qm' NH3 igeren %O ml hacimli kesiklf tepkime kaplarninda pH=10:
1=30'C ve 100 dk' kanstrma hizinda dinamik = kosullardd

382




gcrcekle$UrUml$Ur. Bell zaman araliklan {le

omeklerdek! L-fenilalanin miktarlarn biyoreaktsrden alinan

analizlenmistir,
SONUGLAR ve TARTISMA

pmasl lle agiklanabilir, Ancak serbest hicre gibi
g;msiylc aktivitelerinl kaybetmekte ve 2. gtmm? m:ﬁdftmtdﬁm
aktivitesindeki azalma % 22. PAL pelletlerindeki azalma % 30 tken, 7
gantn sonunda bu degerler sirasiyla % 67 ve 80'e digmektedir. Aktivitedeki
bu hzli dosds PAL enziminin kararsiz bir yapiya sahip oldugunu
Lostermektedir.

PAL pelletlerinin tekrar kullanim :

PAL pelletlerinin tekrar kulanim pellet ¢apinin aktiviteye etkisi ile
birlikte incelenmis ve Dp=3 ve 5 mm caph pelletlerde bekleme siires ve
tekrar kullanim ile aktivitelerin azaldigi gézlenmistir (Tablo 2). Baslangicta 3
mm c¢aplh pelletlerin aktivitesi 5 mm caph pelletlerden beklenildigi gibi -
yaklasik 5 kat - daha fazladir. Aktivite deneylerinde kullanildiktan sonra
+ 4'C'da bekletilen pelletlerin aktivitelerine belli zaman araliklaninda tekrar
bakilmug ve 302.st'de 3 mm pelletlerin aktivitesinde baslangica gore % 95.5,

6 mm ¢aph pelletlerin aktivitesinde ise % 80 azalma belirlenmigtir.

Tek ve ardisitk cok kullamimin 3 mm caph PAL pelletlerinin
aktivitesine etkisi aynca incelenmis ve belli zamanlarda pellet deposundan

Tablo I ; Serbest ve tutuklanmis PAL aktivitesinin bekleme stresi lle

degisimi
Bekleme PAL aktivitesi, pmol/mg kh/dk
Siresi
tp.st Serbest Rglutinis | Tutuklanmig R.glutinis
1% 002 0.01875
49 0.0107 i
1254 o.o? o 0.0005
30 00046 0.00083

in
la, PAL pelletlerin
Tablo 2. A lletlerin tekrar kulaniimasiy: i
akyt!l::itg:inin pellet capi ve bekleme strest ile eisimi

Bekleme PAL pellet aktivitesl, pmol/mg kh/dk
s
PI;-:stl Dp 3mm Dp 5 mm
6
19 0.01875 g:wi o
g(ls 0.0(2870 s
. 0.00889 0,00083 =
[L00 5302 0.00091 e




alinan yeni pelletlerin aktivitelerd tek kullammn, aktivite deneylerinde
kullanilmis olan pelletlerin tekrar Slgilen aktiviteleri de ¢ok kullanumin
sonuglan olarak degerlendirilerek kullamim sayisi lle PAL aktivitesinin
degisimi goézlenmistir. Pelletlerin tek kullanmiminda 302.st'deki azalma %
95.5 iken c¢ok kullamimda aktivite azalmasi % 95'dir. Tek ve c¢ok
kullanimlarda aktivitelerdeki distsin farkhh olmamasi, pelletlerin kisa
sOrelerle devamh kullaniminin aktiviteye olumsuz etki yapmadigim
gostermektedir.

PAL pelletleri ile L-fenilalanin iiretimi :

PAL pelletleri ile L-fenilalanin Qretimi gerceklestirilmis ve 3 mm caph
PAL pelletlerinin biyotepkimelerde tekrar kullanimi aragtinlmistir. Sekil 1'de
goraldoga gibl her iki biyokatalizérle de L-fenilalanin derigimi (Cg) dzellikle
ilk 8 saatte hizh bir artis gostererek artmaktadir. 24 st strdarilen |
biyotepkimelerde serbest hiicre ile daha yoksek L-fenilalanin derigimine
ulasilmasinin nedeni, PAL pelletlerinde ek yaymmim ksitlamalanmn
olmasindan baska kullanilan biyokatalizdrlerin aktivitelerinin farkhligidur.
Serbest hicre aktivitesl baglangicta 0.0137 pmol/mgkh/dk iken
tutuklanmis hicre aktivitesi 1. kullammda 0.0065 ve 2. kullanimda ise

0.005 pmol/mgkh/dk'dir. Boylece serbest hicre ile 20 st kalma sdresinde
1.32 mmol/dm3 L-fenilalanin derisimine ulagirken, PAL pelletleri ile 24 st'de

1. ve 2. kullanimlarda 0.7 ve 0.43 mmol/dm3 derisimi elde edilmistir. PAL
pelletlerinin ardarda iki kez t=24 st kalma stresinde biyoddntgamlerde
kullanilmas: ile L-fenilalanin derisimindeki gézlenen % 38 azalma, PAL
enziminin kararsiz bir yapisi oldugunu gostermektedir.

Katk: maddelerinin L-fenilalanin olugumuna ve PAL kararliligina

etkisi :

Trans-sinamik asitin L-fenilalanine blyodénisiminde, ortama
eklenen katki maddelerinin ar0n derisiml ve PAL kararlihigina etkisi t=20 st
kalma streli biyotepkimelerde Incelenmis ; bu amagla tepkime ortamina ayn
ayn % 5 Na-glutamat, % 0.5 polietilenglikol (PEG) % 0.5 alginat, % 0.5
sorbitol ve 1M KCI eklenmis ve ortamdan belli zamanlarda érnekler alinarak
sonuclar kalma snresine kargi L-fenilalanin derigimi olarak Sekil 2'de
verilmistir. Sekilden goraldogn gibi Na-glutamat ve PEG katkilanyla kontrol

Biyokatalizor |
O| Serbest hiicre

Al PAL pelleti | Lkullarum )
1.4 - OfpAL pelleti 2. kullanim)

o

e Cp,mmol / d m

=l 1 L 1
0 1 1

‘ & AEi1200 16 720 26
—e 1, st
tsekll 1 : Serbest hocre ve PAL pelletleri ile dinamik kogullarda
- L-fenllalanin Gretiml

T = 30°C, pH = 10, C1o= 50 mmol/dm3, Cp,, = 7.5 mol/dm3 i




Katki maddes;
® | Kontrol
A Na-glulamat
o|pP : A
7 X | Sorbitol
~ | Alginat
o| KCl
8 -
e 5|
-
~
°
€
&
w
()
I :
3.4
v/
L Q.
15 20

Sekil 2 : Katki maddelerinin L-fenilalanin olugumuna etkisi
T=30°C, pH = 10, CTo= 50 mmol/dm3, Cao = 7.5 mol/dm?
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Sekil 3 : Hocre duvan ge(;lfgﬂl{= inl €
L-fenilalanin olugumuna o mol/'dm3

T=30'C, pH = 10, Cro= 50 mmol/dm?: CAo = 385




tepkimesine kiyasla dénds0m artmakta ; diger katk maddeleri
azalmaktadir. L-fenilalanine ddnisami olumlu 3grOndc etkileyen PEG‘E{E P:E
enzimine kovalent bag ile baglandig1 ; bu sekilde aktive edilen PAL'\n
R.glutinis'in salgladigi diger parcalayic: enzimlere karsi direncini artirdig
one sOrdlmektedir [2]. Bu caligmada PEG'den daha iyi sonug¢ veren
Na-glutamatin da benzer sekilde PAL {le enzimin tersinmez olarak
parcalanmasina neden olan proteolitik enzimlere kars: direncli bir kompleks
olusturdugu ve bdylece daha aktif hale getirdigi daganalebilir. Diger katlk
maddeleriyle elde edilen sonuclar ise bunlann PAL' aktive degil, inhibe
ettigini gostermektedir.

Kullanilan katki maddelerinin PAL enziminin tekrar
kullanilabilirligine etkisini incelemek icin blyokatalizér tepkime ortamindan
aymnldiktan sonra ikincl bir 20 st daha ayni kosullarda biyotepkimelerde
kullanilmig ve 2. kullanim ile Giriin derisimindeki bagd azalma kontrol ile %
83, Na-glutamat ile % 80, PEG ile % 88, alginat ile % 78, KCI ile % 66 ve
sorbitol ile % 82 olmustur. Enzimi daha aktif hale getiren katki maddeleri
ayni zamanda kararsizlik yaratirken, aktivitesini olumsuz etkileyen
maddeler kararhlig) artumaktadir. Sonu¢ olarak kararlilk artirma
¢alismalarinda daha iyl sonucglar alinana kadar, PAL'in aktive edilerek
biyoddnigamlerde bir kez kullanilmas: uygun goralmektedir.

Gecirgenlik artinct maddelerin L-fenilalanin derigimi ve PAL

kararliliina etkisi :

Hucre ic¢l bir enzim olan PAL'l salgilayan R.glutinisin hiicre duvan
gecirgenligini degistirerek 0r0n derisimini artirmak amaciyla tepkime
ortamina ayrn ayn % 2 toluen, % 0.005 biyotin ve 3000 U penisilin eklenmis
ve 20 st soOren biyotepkimelerde elde edilen sonuclar Sekil 3'de
gosterilmistir. Ortama eklenen biyotinin herhangi bir etkisi olmazken,
toluenli ortamda 20 st sonunda L-fenilalanin derisiminde kontrol
tepkimesine gére % 23 azalma goézlenmis ; penisilin ile ise % 16 daha fazla
Oretim saglanmustir. Substrat trans-sinamik asitin hicre i¢ine yayinimini ve
olusan L-fenilalaninin tepkime sivi ortammna yaymumini hacre duvan

ecirgenligini artirarak kolaylastiran penisilinin tepkime ortaminda
gulunmasn ile daha ytksek verim elde edilmektedir.

Hicre duvan gecirgenligini degistiren maddelerin PAL kararhligina
etkisi tepkime ortamindan aymlan R.glutinisin lkincl bir 20 st ayni
kosullarda biyotepkimelerde  kullanilmasiyla denenmis ve kontrol
tepkimesinde 2. kullanimda azalma % 82 iken, bu deger toluen ile % 78,
biyotin ile % 90 ve penisilin ile % 62 olarak saptanmustir. Bu sonuglara gore
PAL aktivitesini ve kararhligimi birarada artiran penisilinin tepkime
ortaminda bulunmasi olumludur.
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BiYODONUSUMLE ASPARTIK ASITTEN L-AraNin URETh

Glizide CALIK ve I, Halil VURAL

Ankara Untversitest, Kimya Mithendisligt Bslima, 06010 Tandogan-Ankara-Tir}

BIOPRODUCTION OF L-ALANINE FROM ASPARTIC ACID
SUMMARY

Production of L-alanine by means of biochemical processes hieved
only with high yield but it eliminates the side pmsucts unc‘l:fn t:redl:ic operal?:r:
conditions, as well. In this work, bioproduction process of L-alanine from aspartic acid
using L-aspartat 8-dccarboxylase activity of Pseudomonas dacunhae (DSM 1455) was
investigated. Optimum solid and liquid growth media were designed, considering the
highest enzyme activity, in small 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 carbon source for the
growth and C,= 10 g/dm?® and 15 g/dm?® were the optimum values for the biomass
concentration (C,) and the enzyme activity (rg,), respectively. Higher concentrations of
glutamic actd inhibited the growth and the enzyme activity. Under optimum
conditions, Co= 72.5 g/dm® L-alanine was produced by 81.5% conversion of the
aspartic acid.

OZET

Biyodéniigim prosesleriyle L-alanin fretimi yiksek déndgamie, (Dms,"‘
Olusmmu)\’dan vc$ 1l|mll: kosullax{‘la gergeklesmektedir. Pseudomonas dmmmi::wmn
1455) hitcrelerinin L-aspartat 8-dekarboksilaz enzimi kullanilarak ”k?:her i
L-alanin Qretim prosesinin aragunimasi amaciyla, enzim ‘kmd rtami tasanmi
ﬂmt:ml saglayan P. dacunhae hacrclcdnlrt;n:a'? ve sm god S

Yapumigtir. Kiictik Sleckte kangtirma ve 181 on 9 K
b’YOdOnasnmlcilc en <';zygun ¢ogalma ortam pH ve sicakhginin s“;sul{lll: :sstJ"' I:.;‘bOn
oldugu bulunmustur. Mikroorganizma, gogalma ortamunda glznkde glutamik asit
kayna) olarak kullanmakiadir, Co= 10 g/dm? ve 15 g/dm derismeri BT, ooy
sirasiyla biyokiitle derigimi (C,) ve enzim aktlvil?!i ro’)amlmakudlr. Optimum
degerlerdir. Yoksek derigimlerinde ise hem Cy, hem : roh biyoddnagma fle Go=
kogullarda aym biyorcaktdr sisteminde %81.5 aspartk &s

72.5 g/dm? derigimde L-alanin Qiretilmistir.
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Olarak, kolay &zamlenen bir azot kaynagl obm olarak kullanilan L-alanin.
Yapilan beslemelerde serum bilegenlerinden bir amino asitlr.

Gretimi ve kullanim alanlan gan gegtikee & slandiginda yaksek
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Stirell yayin literatarnde, kimyasal nlfeglo;uullamr%: L-alanin Qretimin
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mumkin kilan biyoddnisam ile aretim prosesleri hakkinda detayl bilgi
mevcut degildir. Bulunan az sayida bilgi, patent literatGra jfle
kiyaslandiginda ise celisen sonuclarla karsilasilmaktadir,

Chibata vd (1965), Pseudomonas dacunhae hiicrelerinin’ L-aspartal
B-dekarboksilaz enzimi kullanilarak L-aspartik asiten L-alanin Gretimini
incelemis ve 37°C sicaklikta 72 stde kiagok dlcekte yiksek déndstmle
L-alanin  dretildigini  bildirmislerdir (1). Chibata vd - (1987) ise
K-Carrageenan'a (utuklanmis hicreler ile fumarik asitten L-alanin
aretiminde enzim kararliigini artirma ¢alismalan yapmuglardir (2). Furul ve
Yamashita (1983) yuksek basingh sistemde piston akis diizeninde, kansmali
ve atmosfer basincinda caligsan sisteme kiyasla daha yuiksek déntstm elde
edildigini bildirmislerdir (3).

Pseudomonas dacunhae hucrelerinin L-aspartat g-dekarboksilaz
enzimi ile L-aspartik asitden L-alanin Oretimi prosesinin literattirde yer
almayan isletme kosullarimi belirlemek amaciyla ele alinan bu ¢alismada,
enzim aktvitesini en yhksek kilan mikroorganizma kati ve sivi gogalma
ortami tasanmi yapilmig, cogalma ve aktivite i¢in en uygun isletme kosullan
belirlenmistir. Mikroorganizmanin karbon kaynag olarak tukettigi glutamik
asitin optimum derisimi bulunmus en uygun kosullarda L-alanin Qretimi
kacak dlgekte gergeklestirilmigtir.

DENEL BOLUM

Enzim kaynag: olarak kullanilan P. dacunhae (DSM 1455)
mikroorganizmasi, %0.3 et 6ziitd, %1.25 maya ozita, %0.5 pepton %0.5
KH,PO, ve %1.5 agar iceren ve pH degerl 4M KOH ile 7.0'a ayarlanan egik
agar orlaminda 303 K sicakhkta 18 st inktbe edilerek kati ortamda
cogaltilmig, bu ortamdan %2.78 L-glutamik asit, %0.5 maya &ézatd, %0.05
KH,PO, ve %0.01 MgSO,.7H,O iceren, pH degeri 7.5 olan 20 ml hacmindeki
sivi ¢gogalma ortamlanna ekilmis; 303 K sicakhikta 105 dk! hizda ¢ahgtirilan
calkalamali su banyosunda 24 st kalma s(resinde tutularak
mikroorganizma derigimi artinlmstir.

Enzim aktivitesini belirlemek amaciyla, 1M L-aspartik asit, 1mM
pirtivik asit, 0.1mM piridoksal 5-fosfat (PLP) ve %0.1 Tween 20 igeren
¢dzeltinin pH1 %25 NH,OH cozeltisi ile 5.5 degerine ayarlanmig: bu
kansimin 5 ml'sine belirlenen derigimlerde mikroorganizma eklenmis,
calkalamali su-banyosunda, 310 K sicakhkta 2 st stre ile tepkime
erceklestirilerek olugan L-alanin miktan belirlenmistr. Enzim aktivitesi ya

L-alanin baslangi¢ tiretim hizt (rp), pmol/ml st ya da pmol/mg st olarak
tanimlanmustir,

Degisik kosullarda gerceklestirilen biyoddnasamlerde L-alanin
derisiml Waters Pico-Tag Amino Asit Analiz Sisteminde dl¢cilmag; farkh

- A
ofalma kosullarindaki mikroorganizma derigimleri ise Shimadzu UV-160
g gkl:vofotxo?nelr<=slnde 500 nm'de hazirlanmis olan kalibrasyon egrisi

kullanilarak bulunmugtur.

; S Do icle dacunhae hiicrelerinin ilk ¢oalma basamag! ollan 1::::
ortam bilesimini belirlemek amaciyla yedi ayn kau ortam tasarlana

;ml%ﬁqm‘?"galm ve enzim aklivitesl acisindan en uygun kati ortam
belirlenmislir. Buna gdre yukarida bilegimi verilen kali orlamin en uygun




oldugu bulunmustur.

En uygun sivi ¢ogalma ortamini belirle
ortam denenmis ve icinde literattrde mkem:ﬁ?la Ise dort ayn
modifikasyonlarindan olusan ortamlarn da bulundugu den ve onlann
icinde yine bilesimi yukanda verilen s ¢ogalma ortaminin Cnlle ortamlan
agisindan en uygun oldugu bulunmustur, enzim aktivitesi

Katyon etkisini belirlemek amaciyla L-aspartik asit
asitin sodyum ve potasyum tuzu kullanilarak te]F)’klmc:ler gc):;re‘ll?lzsltﬁlsrggltllrk
L.é\s ;e)filrluk a::lt' lt$ ogygr?i éilspartat ve potasyum aspartatin kullanimasiyla
elde edilen aktivite degerinin sirasiyla 4.72, 1.40 ve 4.37
bulunmustur. Hmol/mg st oldugu

Kangtirma ve sicaklk kontrollu, V= 20 ml ¢alisma hacimll -

mikrobiyolojik hava filtreleri Iceren biyoreaktérlerde T= 303 K sicaklik ve N=
105 dk' kanstirma hizi kosullarinda mikroorganizma ¢ogalma ortamin
biyokatle derigimi, C,, ve L-alanin baglangic Qretim hizi olarak tanimlanan
enzim aktivitesi acisindan en uygun pH degeri sirasiyla 7.5 ve 6.5 olarak
bulunmusgtur, Sekil 1. Aymi kosullarda ¢ogalma ortami sicakhiginin etkisinl
belirlemek amaciyla yapilan deneyler sonucu ise T= 299 K degerinin hem
mikroorganizma derigimi hem de enzim aktivitesi agisindan en uygun oldugu
bulunmustur, Sekil 2.

Cogalma ve enzim (retim ortaminda karbon kayna@: olarak bulunan
glutamik asitin en uygun derisimini belirlemek ve literatrde verilen (4) 27.8
g/dm® degeri ile kiyaslamak amaciyla, pH= 7.5, T= 303 K, N= 105 dk!
kosullarinda V= 20 ml'den 8lgek bayttme ile V= 200 ml'ye gecllerek glutamik
asit derisiminin, kalma sdresi () fle mikroorganizma derisiminin (C)
degisimine (Sekil 3) ve enzim aktivitesine (roo) etkisl (Sekil 4) aragtinlmig ve
mikroorganizma derigimi ve enzim aktivitesl agisindan sirastyla Cus4 10
g/dm? ve C,= 15 g/dm? degerlerinin en uygun oldugu goralmastar, Sekil 4.
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Sekil 2. Cogalma ortamu sicakhiginin biyokitle derigimi ve enzim
aktivitesine etkisi. V=20 ml, pH= 7.5, N= 105 dk’!, t= 2 st.

in kalma stiresi ve baglangi¢ glutamik asit
'ml, T= 303 K, pH= 7.5, N= 105 dk™
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Sekil 4,  Glutamik asit derisiminin biyokatle derigimi ve enzim aktivitesine
etkisi. V=200 ml, T= 303 K, pH= 7.5, N= 105 dk, t= 25 st.

Ayni biyotepkime sisteminde, V= 50 ml hacimli reaktdrlerde Cy= 1 M
L-aspartik asit, 0.1 mM piravik asit, %0.1 Tween-20 iceren girdl kangimi “i
0.421 g yas biyokitle kullanilarak, T= 310 K, pH= 5.5 ve N= 105 dk
kosullarinda, t= 29 st kalma stresinde L-aspartik asitin %81.5 dondstma
lle Cy= 72.5 g/dm? derigsimde L-alanin tretlmigtir.
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RADYASYON PROSES DOZIMETRISINDE pozigs PROGRAMININ
KULLANIMI

A.Yiimaz ERKOL, M.Unal AZAKLIOGULLARI

TAEK, Cekmece Nikleer Arastuma ve Egitim Merkezi, Ki slamd
ISTANBUL tmya Balamd, P.K.1, Havaalaru-

SUMMARY

The use of a computer program for the simulation, planning, design and
evaluation of a industrial irradiation plant minimizes 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 In
FORTRAN language by using of DSKMF2 code which was written in PL-1 language.
The program is capable to calculate the dose rate distribution in an irradiation plant in
which Co-60 source racks are housed. y

OzZET

Endistriyel 1sinlama tesislerinin tasanm, planlanmasi, slmula.syonul. t':lhllkﬁ
givenlik ydnlerinden degerlendirilmesinde ve de doz hizi d:@\ 1 mr:klt
hesaplanmasinda bilgisayar programlanmn kullamimas:, hem yapi ?:n’xldietesb
dozimetrik dl¢imler icin zaman ve i kaybim en alt diizeye indirmekte
isletme programinda yapilacak deiigiklikleri baslangigta dnlemektedir.

ndan yararlamlarak
Bu maksatla, PL-1 dilinde yazilmig DOSKMF2 programi 60
FORTRAN dilinde DOZHES kodu geligtirilmistir. DOZHES programi yardimi 18 2000

}?dyoaku[ kaynagimi banndiran bir 1ginlama tnitesindekl
cs
aplanabilmektedir. iteli bir Co-

kapas

Bu cahismada: DOZHES program vasitasiyla 3 MCi iginlama | {mum
60 ka)'naélf'n gann;;ran bir tcsfstcg. galigma esnasinda si lnk?::'kh bbll:lek:' fcin
dozlar cesitlf program kogullan ile hesaplanmt Vc:}f d.;z mik Azerindek
Ongdritlen biyolojik zirh kahnhklannin, maruz nac :
ctkileri incelenmistir,

GIRis .
s diginde kimyasal
Radyasyonun cesitli alanlardaki v.l)y'gulam?.lartll.l ri;t:lf: vs‘ i
¢tkilegimleri baglatmak, biyolojik degisiklikler olus o i
fizikse] ve kimyasal 6zelliklerini degigtirmek i¢in rad&sgfeﬂﬂm" T
ku“amm“‘a dayanmaktadir. Endustriyel mnlam:r rulmast
Amaglann gerceklestirilmesine yonelik temel aragur: oy ., Jap
Bu tar tesislerin tasanmi, plsmltammaxs1(.h.'as£‘;rlc’z o dagiliml amm:
Favenlik yOnlerinden degcrlendlrllmesinde ve e <imast, hem Y"’“‘“::,
Saplanmasinda bilgisayar programiannin 1:  vbini en ait diz
ferekll dozimetrik oicamler lcin zaman Ve i



ahnm

indirmekte, hem de tesis isletme programinda yapiacak degigiklikleri
baslangicta dnlemektedir(1).

Bir 1sinlama tesisi icinde, radyasyon alanlannin belirlenmesi igin
alamin bircok noktasindaki doz hizlanimin bulunmasi gerekmektedir. Bu da
tesisin igindeki kaynagin yarattigi alanin herbir noktadaki etkilerinin
hesaplanmasini igermektedir.

Yakin gelecekte nilkemizde de kurulmasi planlanan 1sinlama tesisinin
daha verimli calismas1 amaci ile ilk olarak PL/1 dilinde yazilmig
DOSKMF2(2) programindan yararlanilarak FORTRAN dilinde DOZHES(3.4)
adiyla yeni bir program gelistirilmistir(5). DOZHES programi yardim ile
Cobalt radyoaktif kaynagin1 banndiran bir 1sinlama Onitesindeki doz hizi
dagilim1 hesaplanabilmektedir.

PROGRAM HAKKINDA

Programda doz hizi hesaplannda iginlama kaynaginin geometrisi ve
biyolojik zirh kalnhklan farkh koordinat sistemlerl kullamilarak
tamimianmaktadir. Bu suretle, karmasik geometrik yapiya haiz 1ginlama
alanlanndaki doz hizinin hesabi, ana hesaplama modeli Ozerinde yapilan
degisik yaklasimlarla kolay ve hassas bir tarzda yapilabilmektedir. Bu halde
g5z Oniine alinan koordinat sistemlerinden bir tanesi radyasyon kaynaklan
ve tuplerini temsil icin kullanildiginda, diger biri zirhlama tabakalarim temsil
fcin kullamlmaktadir. Doz olugum faktdrlerinin programda kullamlig:
sirasinda da Taylor yaklasimindan faydalanilmigtir. Bu yaklasim ile

tucunun sonsuza dek uzanan bir tabakadan meydana geldigi kabul
edilmekte olup bu sayede doz olugum faktorq, iki eksponensiyel fonksiyonun
toplami seklinde ifade edilebilmektedir. Benzer sekilde, birden fazla
tabakadan olusan bir yutucu sz konusu oldugunda, tabakalann ¢ok kaln
olmas: kosuluyla, eksponensiyel fonksiyonlann saysi, tabaka sayisina bagh
olarak artmaktadir.

DENEL BOLUM

DOZHES programi yardimi ile tibbi gereclerin sterilizasyonu i¢in
kurulmasi ongorilen ve maksimum 3 MCi kaynak (Co-60) kapasiteli bir
1sinlama tesisinde, ¢algma esnasinda maruz kalinacak maksimum dozlar,

rogramla yapilan cesitli kosullar ile hesaplanmis ve tesisin muhtelif
bolgeleri i¢in ongorilen biyolojik zirh kalinhklanmn, maruz kalinacak doz
miktarlan tzerindekl etkileri incelenmistir.

Isinlama odasinin, rlgﬂlk_gﬂcil yuksek Co-60 gama 1ginlanna kargl
biyolojik zirhinin, 2.35 g/cm? yogunluklu betondan yapildig ve 1.5-1.9 m
duvar ve tavan kalinliklanna haiz oldugu ddsanalmastar. Labirentin de ayn!
dn,nuc'e,.jle-o.-s-l.s m kalinhikh duvarlardan olugtugu kabul edilmigtir.
Ongorilen tesiste, iginlanacak arlnler tagima sistemi ile labirente
Linmakta, radyasyon kaynagi gevresined dnceden belirlenen hizda
rlarak istenen gama isinlama dozu verildikten sonra 1ginlama alani
" cikanimaktadir. Isinlama yapilmadigi zaman radyasyon kaynagl
’k*w%gt?{::eik{:g;n g;!gn;;lg{eallze Slil lle dolu 6 m derinlikteki bir
o da bekletilmektedir. n 1sinlam e

Igﬁep‘l%l“{-ﬁ B ety $ a odasimin yatay ve dikey
et :
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SONUGLAR ve TARTISMA

3 MCi kaynak aktivitesi igin dig duvarlar, tavan, personel ve malzeme
kapilanndaki radyasyon doz siddetleri DOZHES programu ile hesapanmi$
olup elde edilen sonuglar Tablo 1'de gosterilmektedir.

Tablo 1. Cesitli Konumlardaki Doz Siddetleri

Konum Beton Kahnhi@ (em) | Doz Siddett (mR/h)
A Duvan 193 0.2384

B Duvan 91.5 1.683

C Duvan 175 0.518

D Duvan 175 1.0456

E Duvan 103.5 0.01755

F Duvan 236 0.6066E-03
Pers. Kapisi 175 0.539

Tavan 199 0.1694

— Kaynak Sekli: 60 adet parale] cubuk,

IAEA (Uluslararasi Atom Enerfisi Afans)) i
SR ez 3 : nsi de ettigl
maksfmum doz siddeti, 1sinlama odasinin dlsu{dakj)a'}::ua%?g.azs mR/h

..5’-
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icinde ise 2.5 mR/h'dir. Bu ise tesiste cahsanlanm

dozu agmadan haftada 40 saat ¢alismalarm momkozoglllr:ar?‘{ayg‘ :naksimum

DOZHES ile hesaplanan doz siddet]
disindaki her yerde musaade edilen sevsiyenin :;;ik ;f;:ﬂ;‘ kl;iljc’l?gj% zirhinin
dizayn edilen zirhin radyasyon agisindan gavenilir oldugu g&lcngxeintéd3lrMCl

Sonug olarak, gelistirilen DOZHES bilgisa .
1sinlama tes!slcrinin planlama ve dizayrg‘ eﬁ{ml:rog:t:\'::;: Yednl
kullamlabilecegl ve zirhlama igin sarfedilen ¢abalarn ve Arhral eu:;?ma
en dagik dazeye indirilmesinin mamkan olabilecegi anlagilmaktad 3_’ n
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BIYOPROSESLERDE BIYOREAKTOR PERFORMANSININ siMULASYONU

Ahmet OZEMRE ve Fazilet VARDAR SUKAN
Ege Unlversitest, Mithendislik Fakltes{, Kimya Mihendisligi Balima 35100, lzmir

SIMULATION OF BIOREACTOR PERFORMANCE IN BIOPROCESSES
SUMMARY

In large scale stirred tank biloreactors limitations in trans

coupled with high hydrostatic pressures create significant spauﬁnu‘:dbmm
variations in dissolved gas concentrations, depending on the efficiency of mixing. The
model developed here provides a simple means for the prediction of the final
productivity in production scale bioreactors, when the mixing time {s known.
Simulation of dissolved gas fluctuations by imposing sinusoidal pressure changes,
leads to each point on the sine curve describing a change in pressure and hence in
DOT as a function of time, representing the conditions a te element of culture s
exposed to In its circulation through the different regions in a mechanically agitated
bloreactor. The proposed model can be adapted to different bioprocesses with available
data facilitating the work of design and process engineers In bioindustrics.

OzZET

tlamalar
Biyik ¢aph kangtirmah tank reaktdrlerde, transport olaylanndakd ks
y?:‘t:ekk hidrostatik basing {le birleg dcd mﬁmmmmkwmbagh P SO
a , reaktdr i¢l gaz konsantrasyo a yerel ve .
Bu cahymada, gdzlenen bu heterojen ortamsal kogullann verim Qzerindekl em
tahminlemek igin bir model geligtirilmistir. Bu modelde, proses verimltﬂw f'°de

en etkin parametrelerden birl olan ¢éziinmig oksijen lwmmnt.msir'oui_l;il e 3”“3
olarak alinmig ve sistemin toplam basina sinusoidal olarak de@l&B m.mmm
oksffen konsantrasyonundaki heterojeniteler simle edilmigtir. Bu dunmﬂlu
¢grisindeki her nokta, reaktdr igindeki mikroor, o ’"khwwm‘ HEECE
kargilagtiklan farkh basing, dolayis: fle farkh gozinmas okstien KHERaR o yiere
kars: gelmektedir. Gelistirilen bu model gerekll verilere m&k ol
uyarlandiinda tasanm ve proses mihindislerine yardimal

GiRig

dakl
erde transport ol

Kanstimali tank tipi biyoreaktorerde 8PP0, kanstima
kisitlamalar, kscllc hidrostatik basingla bnrmue‘“déuyonlamda yerel ve

verimlili reaktor icl gaz kons? ekie
Zamana méh farﬁ%kﬂﬁkarabr. Benzer hetero Cngi,tdmallcr' %g% d,uh.pl
olan ve giderek onem kazanan halo";‘e-lukle dlgek bmdokon”mnl
blyoreaktsrlerde de gozlenir. Bu farklilik, roseslere 0
bﬂlr%:;\rdhal alir. Blyoprosesler, kimyasal PrOSy oy dan, wp,m-m
kosullardaki en koco?é" dcglslkn%c daha d;jley?ge Iaboratuvar S9FR 1o
hctemjenltclcr. endQstriyel caph mmkt% a nedenidir. Yap ullardakl bu
Kiyasla gozlenen verim dogoslerinin Dbas cnndao 1-3). Bu
I$malar tasarim ve olgek igyotme agama‘l‘au {nl goste: (yeruhl- lle
GKiidann, i difkate dinmast SR, Chern orop vt
ada, ba
ligkilery, olaylrwnalfzargauml modellenmest ile yorumlania
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DENEL BOLUM

Bu modellemede temel degisken olarak  blyoreaktdrierin
verimliliklerinden en onemli para metrelerden birl olan ¢6zUnmQg oksijen
konsantrasyonu (DOT) alinmstir. DOT nin reaktor i¢indéki hidrostatik
basinca ve mikroblyal solunuma bagh olarak dikey boyutta, kangtirma
verimliligine ve kanstinc dispersiyon kapasitesine bagh olarak yatay
dozlemde degistigi dogonolerek, herhangl bir hacim elémanimin reaktor
icinde izleyebilecegi yol zamana bagh olarak bir sinits fonksiyonu lle
tamimlanmstir. Laboratuvar ¢apinda bir reaktdrde basincin sintsoldal
olarak 1-2 atm arasinda 2 dakikalik bir periyotta degistirildigl deneysel
calisma verilerl esas alinmstir (3,4). Omek sistem olarak secilen penisilin
Qretim proses!, ortamsal kosullanin ¢ok etkin oldugu ve onemli Slcek
biytme sorunlan olan tipik bir bir biyoprosestir (5). Endastride ulasilabilen
aron konsantrasyonlan, biyoreaktérde kargilagilan farkli kosullann bir
fonksiyonudur. Yapilan deneysel caligmalar, sistemde ¢6zGnmag oksijen
konsantrasyonunun %23 lle %37 ve %10 1le %15 doygunluk
konsantrasyonu arasinda degistigi durumlarda Gran olusum hizlannda sira
{le %30 ve %75 mertebelerinde digsler oldugunu gostermigtir. Bu veriler
kullanilarak, toplam siirecin her kademesl matematiksel bir ifade ile

gosterilmigtir.

SONUCLAR ve TARTISMA

Toplam sire¢, uygulanan basing, reaktdr i¢i basing, gaz-sivi katle
transferi, oksijen elektrodu yaniti, sivi-hacre kitle transferi, hacre igl katle
transferi, hicresel metabolik faaliyet ve penisilin Oretim mekanizmasl
seklinde 8 asamal, gerl dongnla bir sistem olarak dagtnalmasgtar. (Sekil 1)
Reaktor toplam basincindaki sintsoidal degisiklik oksijenin kismi basincl
cinsinden a(t) fonksiyonu ile tammlanmg, bu toplam basing degisikliginin
reaktordeki hava kabarciklanndaki etkisi ise b(t) fonksiyonu jle ifade
edilmistir (Tablo). Buna gore toplam basingta 2 dakikalik peryotlar iginde
meydana gelen degisiklikler, bir genlik farki ile gaz kabarciklanna
yansimaktadir. Galisilan oksijen elektrodun 6la zamanm 6 saniye. yamit
sairesi 10 saniye geklinde deneysel olarak belirlendigi kosullarda, standart

silin Oretim reaktoronde kuru hicre agirh@i konsantrasyonu (20 g/)
dir. Bu kosullar alinda gaz — s katle taransfer basamagnin 1. dereceden
bir transfer fonkstyonuna sahip oldugu varsaylarak belirlenen zaman sabitl
15.1 saniyedir. Kabarcik il gaz basincinin singsoidal degigimi, siv1 fazinda
¢ozOnmas oksijen konsantrasyonunda sinOsoidal bir degigime neden
olmaktadir. Bunun dogrulugu da oksijen elektrodunda gozlenen sinosoldal
sinyal lle frdelenmektedir. Deneysel olarak gézlenen fonksiyon ° ell
seklindedir. 2. katle transfer basamaginda (LC) hacre gl oksljer
Fopsantrasyonunu deneysel olarak belirleyecek dogrulukta OlCT
elema bulunmayisi nedentyle bu taransfer basamagina benzer ?ckﬂdc
1. derece kabul edilmls ve ayni zaman sabiline sahip oldugu varsaylmisit
Buna gore hacre yoOzeyindekl oksijen konsantrasyonunun, yine oy
periyotlu bir sin0s egris! cinsinden degisimi f{t) geklindedir.
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a(t) b(t) c(t) d(t)
1 2 o 3 = GL —

J()9o

g (t) =
7

et
CMA cc _; LC )

fit)

PP

h(t) 8

Sekil : Endiistriyel capta bir firetim prosesinin veriminde etkin
oldugu diigiiniilen sekiz asama

Hlcre Igi transfer ise digerlerine gore bir mertebe daha yavas
oldugundan ve hacre i¢i bazi reaksiyonlanin da etkin olmasi nedeniyle bu
basamakta  sinasoidal sinyalin dogrusal sinyale donastoga
digtnalmektedir. Bu durumda fonksiyon g(t) = sabit geklini alir, Hdcrenin
penisilin Qretimi ise yine deneysel verilere gore h(t) = sabit geklinde ifade
edilebilen bir fonksiyon seklindedir. Hacre i¢i metabolik faaliyet ise olusan
htcreleri reaktdr svisinin  reolojisini etkilemeleri nedent lle bir gerl donga
sistemi sayesinde j() = sabit gibl fonksiyon lle gaz-swv1 katle transfer
fonksiyonunu  etkilemektedir.  Sistemdeki etkilesimlerin, dretim
mekanizmasinin farkhlagmalanina nasil yansidigint belirten bagntilar
zamanin ve DOT' nin fonkslyonu olarak ifade edilmistir. buna gore
reaktdrdeki kanisma stresinin peryot olarak kabul edildigl w = x/60 durumu
icin agagidaki ifadeler kullanilmstir (6).

a(t) = 0,095 sin -%-t + 0.32
60
b(t)= 0.07lsln§%t + 0.32
¢ (t) = (0.003 x + 0.065) sin ('é% t - (0.004 x +0.0514) + 0.32X
d (t) = (0.003 x + 0.054)sin (% t-0.665) + 0.32 X
€ () = (0.003 x + 0.047) sin (-61!6t— 1.465)
[(t) = 0.04 sin (-é’(!)-t -1.33) +0.32%

g () = 0.2609 x23 + 0.08 x+ +0.05
h (1) = - 2,395 x-063 4 0,012 x*63 + 10.357

J (1) =0.463 x + 0.592 401



Bu ifadeler farkhh kansma zamanlan icin w cinsinden yazilarak daha
da genellestirilebilirler.% 30 doygunluk konsantrasyonu penisilin agisindan
kritlk ¢dzOnmas oksljen konsautrasyonudur. Sinds egrisinin bu deger
etrafinda degismesi demek, reaktdrdek! kogullarn % 50 zamanda optimum
DOT degeri altinda blunmas: anlamina gelir. bu sekilde, sistemin yamt:
¢6zOnmis oksijen konsantrasyonu cinsinden ifade edildiginde, % 75 DOT
deki degere (7500 U/ml/g) kiyasla ok daha dignk bir Gretim elde edildigi
gozlenmistir (5300 U/ml/g). DOT-spesifik penisilin egris! incelendiginde bu
spesifik Oretim degerinin % 26 DOT ye karsihk geldigl gozlenir. Bu da,
algilanan DOT degerinin hesaplanan ortalama degerin altinda oldugunu
belirtmektedir. Sonug olarak, oksijen sistemde bol miktarda bulunmuyorsa,
ufak dosisler performansa daha baynk etki yaparken zaten kisitlayici
konsantrasyonsa calsidiginda, ufak artiglar bile hacre tarafindan daha iyi
degerlendirilmekte, bu da performansa yansimaktadir. Bu gelistirilen
modelin boynk c¢aplh Oretdm reaktorierinde performans ve  verimlillk
tahminlemesi i¢cin uygulanabilmesl mamkandar. Ancak ayni sistemde daha
bagka peryotlarda yapilan deneysel caligmalar ve baska dretim
sistemlerinde elde edilen deneysel bulgular ile irdelenmesi liging olacaktr.
Bu model s8z konusu sistem i¢in uyarlanabilir ve ozellikle tasarim ve proses
kontrol asamalannda verim ydnanden kritik parametrelerin reaktorlerde
kacinilmaz olan heterojenitelerden nasil etkileneceklerl ve bunun proses
verimine nasil yansiyacag: konusunda yol gésterici olacaktir.
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DETERMINATION OF VITAMIN C CONTENT OF THE VEGETABLES AND FRUITS
CONSUMED IN THE DISTRICT OF TRABZON

SUMMARY

The vitamin C content of the vegetables and fruits grown and consumed in the
Eastern Black Sea (Trabzon, 'I\xrk%fewas determined by UV spectrophotometry and
dye-titration method, Fe, Cu and Zn contents of the same material were measured
by atomic absorption spectrophotometry and a comparison was made between the
values obtained for the local and external produces.

OzeT

. le-
Dogu Karadeniz Bb{;csinde (Trabzon) yetistirilen ve tiketilen scbze ve gﬁ‘}ﬂm.

% temi ile
rn C vitamini icerifii UV spektrofotometresi ve boya-titrasyon yén tometre-
di. Ayni &rneklerin E’e, Cu ve Zn icerikleri ise atomik absorr;iyon ?:&‘moigm clde

sl ile’ slctildd ve bolgede yetistirilen QirQinler ile digandan getirilen
edilen degierler arasinda bir karsilagtirma yapildy.

GiRig
i olan
Insan viieudunun en gok gereksinim duydugu Vit:dmigﬁlr:;?n:kumdm
askorbik asit veya C vitamini taze sebze ve meyvele T;am o an
(1,2,3). By calismada Trabzon ydresinde yemtmlenlve nt iceriklerinin be-
gelen sebze ve meyvelerin C vitamin ile bazi eser eleme
lirlenmes;, degerlerin kargilastirilmasi amaglandi.

DENEL B&LUM ks
belirlenmesi-Bi 9 saf L-
Sebze ve drneklerinde C vitaminin te edildl. Sa
dan asicorbilk asit % 0.4 10k okzallk asit gozeltis ﬂ:e;l"’l‘;gl; ug/mi ik stok
3skorbik asidin 9 0.4 lnk okzalik asit gézeltis! '¢;‘;Idm b dx.perzgklrli_
$9zltisinden 10, 20, 30, 40 ve 50 pg/ml lik StanCDKFI) tuzu gozeltist K

lanMg/L olan 2.6-diklorfenolindofenol sody
anild;,
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{slem-Deiyonize su ile spektrofotometrenin sifir ayar1 yapildi. % 0.4
1ok okzalik asit ¢ozeltisi, asetat tamponu ve boya (DKFI) ¢ézeltisi belli oran-
larda kanstinlip cihazda L, absorbans degeri kaydedildi. Sonra okzalik
asit ¢ozeltisi yerine aym: miktar standart ve diger cozeltiler ayni oranlarda
katilarak L, absorbans degeri okundu. Ayni islem diger standardlar igin de
tekrarlandi. L,degerlerinden L, degerleri gikanlarak herbir ¢caligma stan-
dardinin absorbans degerleri bulundu ve bir kalibrasyon grafigi hazirlandi.
Sebze ve meyve drneklerinden elde edilen cozeltiler i¢in de L, ve L, degerleri
kaydedilerek kalibrasyon grafiginden askorbik asit derigimleri bulundu.
Elde edilen degerler sebze ve meyvelerin yenilebilir 100 gramlannda bulu-
nan mg askorbik asit olarak verilmistir. Askorbik asit derigimlerinin be-
lirlenmesinde absorbans Slgamleri Carl-Zeiss PM4 spektrofotometrede 520
nm de yapildi. Cu ve Fe Sl¢tmleri Perkin-Elmer 403 model atomik absorb-
siyon spektrofotometresinde gerceklestirildi. Orneklerin analize
hazirlanmas: kuru kallendirme yontemiyle yapild:1 (4). Sebze ve meyve
Srneklerinde belirlenen askorbik asit ve Cu, Fe icerikleri Cizelge 1 de veril-
mistir.

Cizelge 1. Sebze ve meyvelerin yenilebilir kisimlarinda belirlenen askorbik
asit ve Fe, Cu miktarlart (mg/100 g.

L-Askorbik
asit Demir Bakir
Besin Maddesi D Y D Y D Y
Sivri aci biber 145 85 0.45 0.93 - -
Dolmalik biber 104 o5 0.55 1.17 0.01 0.05
Taze fasulye 20 15 1.4 129 0.16 0.16
Dolmalik kabak 14 9 050 0.61 0.07 0.22
Seftali 12 8 0.32 0.54 0.06 0.15
Armut 6 3 029 036 0.11 0.18
M1sIir 6 4 056 091 0.14 0.49
UzOm 6 4.5 0.55 ., 0.74 0.10 0.10
Havug 6 4 038 078 0.14 0.14
Sivrl tath biber 100 112 0.80 0.57 - =
Domates 20 28 073 062 0.17 0.09
Elma 4 7.5 067 057 - :
{neir 1 2 087 078 0.25 0.14
Beyaz turp 2 18 - - - -
Kiraz 5 3 - - - e
Yeni daya 4 2 - - - <
__———‘

D Trabzon'a difer bolgelerden gelen Grinler
y Trabzon yoresinde yetigtirilen Grdanler

SONUGLAR VE TARTISMA
~ Askorbik asit belirleme yénteminin esasi L-askorbik asidin indirgeyic!

{izine dayanmaktadir (5.6). Askorbik asit 2,6-diklorfenolindofenol® 177
&z:g“egken kendisi yokseltgenip dehidro tdrevine déntsmektedir. Calhgiian
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ardnlerin yanisinda yerli ve digerr bél
kargtlaglirma yapildi. 17 &rnekte yerli olan]
bélgelerden gelenlere oranla daha dasak
icerigi i¢in ¢alisilan yerli artnlerden sivri
fasulye, clolr;al:k kabak,seftali, armut, mis;
tari diger bolgelerden gelen aranler icin bulun g

yaksektir. S6z konusu yerli Girtinlerde, gi:ncl olarainbadlzécxﬁ:l:?a?mgag:
yiksek oldugu goézlendi (Cizelge 1). Bu durum: danya ortalamas: olarak top-
raktaki bakir miktarinin 15 ppm olmasina karsilik Trabzon yoresinde
calisilan bolgeye goére bu degerin 2.0, 2.7 ve 6.3 katy olarak bulundugu bl;‘
arastirma (7) ile uyum halinde gézitkmektedir. Diger bdlgelerden gelen sivri
tath biber, domates, elma ve incirde demir igerikleri yani yerli Granleri i¢in
elde edilen degerlerden daha yuksek, C vitamini miktarlar da diger
bdlgelerden getirilen Grinlerde daha dagtk bulundu. Birkag Girdn I¢in elde
edilen degerlerin bu genellemeye uymadig: gozlendi. Ancak, genel olarak
bakir ve demir miktarinin artmasiyla birlikte sebze ve meyvelerde C vita-
minin azaldig: goralda. Bu azaligta demirin daha etkili oldugu hem besin
lerde bulunan demir miktarlanndan hem de gesitli 8rneklere disardan
Fe 3+ c¢ozeltileri katilmas: sonucunda azalmanin hizindan anlagildi.

gelerden gelenler arasinda
arda C vitamini miktan diger
bulundu. Ayrtica eser element
aci biber, dolmalik biber, taze
T, GzOGm ve havucta demir mik-
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UV-ISINLARI ILE ISINLANMIS GIDALARIN ESR ILE TANINMAS]

Semiha CAKIR

Ondokuz Magts Ontversitest Fen Edebiyat Faki
s (] akiiltest Kimya Bdlimi 55139

IDENTIFICATION OF UV-IRRADIATED FOODSTUFFS BY ESR
SUMMARY

In this work 40 kinds of foodstuffs either to UV-radiation or not have
been investigated using ESR technique. The ES signals, generated following the
UV-exposure, whether to be used or not in identification of the foodstuffs were
searched. It is cleary shown that the life-time 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 atora% conditions. It was
concluded that one can not rely ‘on the ESR signals in determination of the
UV-frradiated foodstuffs.

OZET

{le
40 cesit gida UV isinlan {le 1sinlamadan &nce ve iginlanarak ESR
lncelenmlcq §ve gxgmlama ionucu olugan rezonans sinyalleri beuxlex;erfll:.n l|l>ll.l
sln{:llerln UV 1sinlari {le 1sinlanmig gidalarin taninmasinda al:yallerlrl:
kul nilamayacagi aragtinlmgtir. Yapilan caligmalarda bzlcinelj: e
Smirlerinin yeterince uzun olmadig:, iginlama siresine 1 d:n aﬂke
glddetindekl artiglarin kararli olmadig: ve depolama kOQU.llhﬂn s
belirlenmistir. Bu tar ESR sinyallerinin iginlanmig gidalarin
ullamlamayaca@i sonucuna varilmisgtir.

Girig

Giddlann raf 6murlerinin uzatilmasi amaci lle kmat; t?mmhr\;e
amma, rdntgen, ultraviole, x-1gmnlan) enerjilerini gll D AL

molekillerine aktararak uyariima ve primer ly;m as it e
getirmekte,. atomlar arasindaki kimyasal bag ar:r bg omer e
molekillerde meydana gelen degigmeler sonucunda snlar b
olusturmaktadirlar (1). Gidalarda serbest radikaller ig1 e
Bbl, termoliz ve metal lyon katalizi, enzim katalizi, :g:a s depolotit
°ks’£,°“ ve hidrojen peroksitlerle etkilesme sog:c b das
gelebilir (2). Isinlamayla gidalarda olugan radyoll txrtlnur S
tokslkolomt dzellikleri hentiz tam olarak incelenmemis m.lama dozmnunun
Sidanin i1ginlanmig olup olmadiginin teghisl tve l’e I b
Olcilmesy i¢in uluslararas) kabul gdrmisg bir yon eknl‘m el aik
Isinlarn gidalarda yaptigi biyolojik, fizlksel ve temgellsurﬂmebmrw-

Unlarak 1ginlanms gidanin tanmmast Igin yon el (e R

Hizli, basit ve duyarh bir teknik olan Elektron Spi
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spektroskopisinin 1ginlanmig gidanin incelenmesinde dnemli bir yeri
vardir. ESR ismlanmis gidalann taninmasi ve isinlama dozunun Slgtilmesi
icin ydntem gelistirme caligmalarinda (3-5), gida bilesenlerine etkisi (6,7),
radyolitik tirGnlerin (8) belirlenmesi vb. cahigmalarda kullanilmigtir. UV
1sinlan ile 1sinlanmig gidalar pek fazla incelenmediginden, bu ¢aligmada
UV 1sinlan ile 1smlanmis gidalarin ESR ile tanmnabilirliklerinin

arastirilmasi amagclandi

DENEL BOLUM

Arastirmada 8 gesit tahil ve baklagil (cavdar, arpa, bugday, musir,
yulaf, fasulye, nohut, mercimek), 5 gesit kuru yemis (kayis1 cekirdegi,
findik, badem, ceviz, kestane), 12 cesit meyve (erik, karayemisg, malta
erigi, kiraz, elma, armut, Gzam, seftall, cilek, bdgartlen, yas incir.
greyfurt) ve 15 cesit sebze (domates, salatalik, kereviz, patlican, semizotu,
sogan, sarmusak, kirmizi turp, pirasa, patates, havug, maydanoz, beyaz
turp, dereotu, yesil biber) olmak tizere toplam 40 cesit gida incelenmistir.
Gida &rneklerl Samsun yoresinde yetistirilen ve tretildikleri mevsimlere
ait taze tiranler olup pazarlardan temin edilmiglerdir. Bu &rneklerin 10-50
mg. arasinda degisen, 2x5 mm boyutundaki kuguk par¢alari ESR'nin 3
mm. capindakl silindirlk kuvartz taplerine konmustur. ESR
spektrometresinin (Varian EC 109) kavitesine yerlestirilerek 6-31 mW
* arasindaki dalga gici, 2-4 gauss'luk modiilasyon genligi, 3250 gauss'luk
manyetik alanda 200-2000 gauss aralifinda taranarak oda sicakhiginda
(baklagil, tahil, kuru yemigler) ve algak sicaklikta (113-243 K, meyve ve
sebzeler) UV i1sinlan ile isinlanmadan ve isinlanarak (5-30 dakika)
spektrumlan alinmistir. Isin kaynag: (Conrad Hanovia 1 kW) lambanin
kaviteye uzakligi 1 metredir. Izotropik g faktdranan tayini ic¢in DPPH
(difenil betapikril hidrazin) drnegi (g=2,0036) kullaniimigtir.

SONUG VE TARTISMA

Yapilan galigmalarn sonuclan asagida verilen iki bdlim altinda
degerlendirilerek tartisiimistr.

Isinlanmamig Gidalarin ESR Spektrumlar:

Incelenen 40 drnekten 26 tanesi UV iginlanyla iginlamadan sncekl
ESR spektrumlarinda g degeri yaklagik 2,00 olan tam ortada tek bir sinyal
vermislerdir (Tablo 1). Gidalarda dogal olarak bulunan bu sinyal bagka
arastirmacilar tarafindan da gozlenmistir (9,10). Isinlamadan &nce sinyal
gozlenmig olmasi gagirtic degildir. Bitki dokulaninda serbest radika
dreten cesitll bilesiklerin bulunmasi veya depolama, kesme, ezme vb.
nedenlerle serbest radikaller olusabilmektedir (2).

Iginlanmamig patates ve havu¢ kompleks bir ESR spektrumu
vermiglerdir. Orneklerin kompleks birer matris olmalar: nedeni ile bu
spek ardan kesin sonuglar elde edilememistir. Gidalarin bazilarind2
(?ra'blo 1) p‘ararpanyet!k gecis elementlerinden Mn*? ve Cu*? ye ait
rezonans sinyalleri gozlenmistir. Diger érneklerin ESR spektrumlannda
{se belirgin bir rezonans sinyall gézlenememistir.
=" “{einlanmig (UV) Gidalarin ESR Spektrumlar:

{sinlamadan dnce tek sinyal veren 26 gesit gida 1gmlandiginda var
olan bu sinyalin (g=2.00) siddelinin artmasinin diginda bagka bir sinya@
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Tablo 1. Cesitll gidalarin ESR analiz so
ESR parametrelerine ait degerler

nuclaninin degerlendirilmesi ve

Isinlanmadan dnce

Isinlan dikt an sonr a

Gidalar Tek sinyal Tek sinval |roram | Ktkilrtid organti radikal
0] n® |ue Kdeg““w céam | b 'wecdnm g‘:‘meﬂ e tgam £ Slngglel

Cavdar 2,0044 + 2.0046
Arpa 2,0046 + 2,0046
Bugday 2,0044 + 2,0044
Misir 2,0045 2,0052
Yulaf 2,0044 + 2,0049
Fasulye 2,0042 + | 2,0045
Nohut 2,0042 2.0047
Mercimek 2,0046 + 2.0049
Kayisi gekirdegi|2,0042 2,0046
Findik 2,0045 2,0045
Badem 2,0044 2,0047
Ceviz 2,0042 + 2,0042
Kestane 2,0043 + 2,0043
Erk 2,0048 2,0051
Karayemis 2,0044 2,0048
Malta erigi 2,0001 2,0001
Kiraz 2,0060 2,0060
Elma 2,0032 2,0035
Armut 2,0028 2,0028
Uzin 2,0056 2,0056
Seftall 2,0030 2,0035
Cllek 2,0016 + 2,0016
Bdgartlen 2,0040 + 2,0041
Yas Incir 2,0040 +| 2,0041
Greyfurt < - 11,999
Domates 2,0030 2,0030
Salatahk 2,0035 2,0035
Kereviz : 2,0051
Is’:lhcan - 2,0044

mizotu - 0050
Sogan ] A = |1,999}2,014] 2,009 | 2,004 4
Sarmisak > : 2.012] 2,008 2,004 g o
Kinmiz turp |- : b,014]2,008 | 2:004
Pirasa : ~ |1.9992.012{2.009| 2:004 1200 [1,909}2.008
Palates Kempieks Spekt 122,0 (2.002{2,003
Havuc Kompleks Spekt 1250 [1,999 2,003
'g:ydanoz - - 125.0 |1,999 Zggg
Deyrgthum : 1200 iggg & S
Yesil biber |- - i
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vermiglerdir (Sekil 1). Sinyalin giddet! i1ginlama stresine bagh olarak
artmaktadir.

13250

Sekil 1. Cavdar (A) ve erigin (B) isimlamadan &nce (.....) ve
1sinlandiktan sonra alinan ESR spektrumlan.

Bunun nedeni UV ismlarinin bu &rneklerde dogal olarak bulunan
radikallere benzer radikaller olusturdugu seklinde agiklanabilir. Sinyal
giddetindeki artiglar kararli olamadigi gibi 1smlamanin kesilmesi ile de
kisa zamanda eskli sinyal siddetine inmektedir. Degisik sartlarda depolam
da sinyal giddetinde etkili olmaktadir. Isinlanmig gidanin taninmasinda
bu tir ESR sinyallerinin kullamilamayacag: sonucuna varlmistir.
Isinlanmig kereviz, patlican ve semizotu igin elde edilen sinyal
(g=2,00) 1smmlama kesildikten sonra 1 saat iginde yok olmaktadir. ESR
a an Sekil 2'de verilen gidalarda UV iginlannin olmusturdugu a, b
. ¢, d ve e sinyallerinde radikaller rastgele ydnlendiklerinden aynlma gok
az olmustur ve sinyaller kolaylikla gézlenememektedir.
Dublet ve singlet sinyallerl ($ekil 3) veren gidalarin (Tablo 1)
taninmasmda da bu sinyallerin yararl olamayacag: ortaya konmustur.
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Sekil 2. Pu;sa (A), sogan (B), sarmisak (C) ve kinmizi turpun (D) UV
1sinlain ile 1sinlanarak alinan ESR spektrumlari.

| 3250 3250

A B/

¥ekil 3. Igmlannug patates (A) ve havucun (B) ESR spektrumlz
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Sonug olarak ESR spektroskopisinin 1ginlanmig gidalarin taninmasinda
rutin analiz ydntemi olarak kullanilabilmesi' igin 1sinlanmamis ve
15inlanmis gidalarin spektrumlan arasindaki fark belirgin olmah ve
kolaylikla gdzlenebilmeli, ESR sinyall numune orjinine ve cinsine bagl
olmamal, sinyal siddeti i1sinlanmayla artmali ve artig kararh olmali,
sinyalin dmra yeterince uzun (en az bir ka¢ gin) olmali ve her tirla
depolama kosulundan etkilenmemelidir.

Bu tar gahsmalarimiz gidalann degisik kisimlarim (¢ekirdegl, sapi, derisi
vb.) ve baska gidalarin da incelenmesi ile devam edecektir.
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HASAT ZAMANININ DOMATESLERIN BAZI BILESENLERINE ETKisi
~

Haci1 ORAK
{stanbul Oniversitesi Mithendislik Fakiiltesi
Kimya Béliimi Avclar-Istanbul-Tirkiye

EFFECT OF HARVESTING TIME ON SOME CONSTITUENTS OF TOMATOES

SUMMARY

Tomatoes were collected directly from the fleld In two stage, ripen-red and
unripen yellowish-green. The unripen ones were left until they became mature red. The
experiments were carried out on both to determine the contents of thelr ascorbik acid,
Invert sugar, glucose, nitrate, nitrite, pH, acldity and formol number. The result shows
that, those collected ripen-red contains slightly more ascorbic acld, Invert sugar, nitrate
and pH, but contains less glucose, nitrite, acidity and formol number than unripen ones.

OZET

Fidesinden sarimsi-yesil ve kirmizi-olgun safhada toplanan domateslerin askorbik
asit, Invert seker, glukoz, nitrat, nitrit, pH, serbest asit ve formol sayisi igerikleri
domatesler toplandiktan ve sanmsi-yesil domatesler kirmizilagtiktan sonra belirlendL.
Bitki Gizerinde olgunlagan domatesler, kopanidiktan sonra olgunlagan domateslere
nazaran askorbik asit, Invert seker, nitrat ve pH 1 daha yliksek miktarda glukoz, nitrit,
serbest asit ve formol say1sim daha digitk miktarda igermektedir.

GIRis

Bir¢ok meyve ve sebzede oldugu gibi domateslerde de tiketilebilir sareyi
uzatmak, kayiplanin éntne gecmek ve &zellikle mevsiminden once plyasaya
ckip iyi fiyatla = satlabilmek amacyla fidesinde tam kizarmadan
toplanmaktadir. Bu sekilde toplanmus domatesler genellikle ambalajlama ve
tdketim merkezlerine ulastiklan sare i¢inde kirmizi-olgun hale gelmektedirler.
Bazen de olgun-yesil safhada toplanip olgunlagmayi hizlandirici islemlerden
" gecip  kirmuzi-olgun hale getirilmektedirler.(1) Fidesinden kirmizi-olgun
kopanlmis domateslerin lezzeti, erken evrede kopariip bekleme ile kirmuzi-
olgun hale gelmis domateslerden daha iyl oldugu gérdsti hallan cogunluu
tarafindan ileri stirilmekte ve bu goriis aragtirmalarla desteklenmektedir.(2)

Fazla verim ve kaliteli aran elde etmek amaciyla kimyasal gabre ve
Pestisitlerin kullanilmaya baglanmasi ile bazi sebzelerde nitrat ve nll:rlt~
miktarlannda anormal artiglar géralmastar. Bunun 0zerine degigik sebze ve
meyvelerin nitrat, nitrit igerikler] ve hang sartlar altinda bitkllerde biriktikderl
aragtinlmigtir. (4-8) Nitratlar bitkilerin dogal bilesenlerl olduklan halde su ve
8ida maddelerinde yiksk miktarda bulunduklannda zararhdirlar. Nitritler,
birkag fstisna haric nitratlardan cok daha toksikuir. Nitratlar degisik gartlar
se ndanitritlere kolaylikla indirgenebilirler. Nitritler hatta nitratlar gidalardakl
8ku\:11&er yada tersiyer aminlerle birlegerek, ¢ogu 6zga organlarda karsmcgceln
Ditrit] gosteren N-nitroso bilesiklerini olustururlar (5). Bunun yamnca
er hemoglobini methemoglobine ddntgtirmek suretlyle kanin oksijen
ma islevini bozarlar. Bu etk! ézellikle bebeklerde gok Snemlldir. (6) Askorblk
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asidin (C-vitamini) beslenmedeki dneminden dolayr domateslerdeki miktar,
olgunlasma ve bekletme ile degisimi, cins, yetistirilis sekli ve toplandig
mevsimin miktan Ozerine etkisini arastiran cahsmalar yapilmistir.(9,10,11)
Domatesler olgunlagtikca askorbik asit, indirgen gekerler (invert seker) ve
serbest amino asitler &zellikle glutamik asit artar sitrik asit ise azalir ve bdylece
domateslerin lezzeti artar. Serada yetisen domatesler tarlada yetigenlerden
daha ytksek pH ya, dasok asiditeye ve serbest amino asitlere sahiptir.(10)

Bu calismada erken hasat edilmis domateslerle fidesinde tam
kizardiktan sonra hasat edilen domateslerin bazi bilegsenlerinin miktarlarinda
deglsme olup olmadiginin saptanmasi amag¢ edinmistir.

DENEL BOLUM .
Calismada fidelerin herbirinden kirmizi ve sanmsi-yesil evrede hasat

edilen domatesler kullanildi. Domatesler {stanbul Kag¢akeekmece ilgesine bagh
Samlar kdyanan dogal gabre kullanan bir bahgesinden tarafimdan toplandi.

Kirmizi domatesler kopanldiktan sonraki {lk G¢ gan i¢inde ve 10-13 giin
oda sartlaninda bekletildikten sonra, sanms: yesll domatesler kopanldiktan
sonrakl ilk 0¢ gan iginde ve tamamen kirmizilastiktan sonra analizleri yapildi,
Domateslerde askorbik asit (C-vitamini), invert seker (indirgen sekerler), glukoz,
PH, serbest asidite ve formol sayisi degerleri belirlendi.

Askorbik asit: 2,6-Diklorofenol-indofenol fle titrimetrik olarak (12),

Indirgen sekerler (invert seker): Lane-Eynon yontemi, glukoz ise
hipoiyodr yéntemi ile (12),

Nitrat ve nitrit: Berraklagtinlmus ekstraktaki nitrat kadmiyum kolonla
nitrite indirgendikten sonra, nitrit ise dogrudan berraklagtinlmis ekstrakt
¢ozeltisinden kolorimetrik ydntemle (12),

PH, serbest asidite ve formol sayisi: PH-metre kullanilarak titrimetrik
olarak (13) belirlendi.

Degerler yas domates tizerinden; askorbik asit mg/100g, invert seker,
glukoz, serbest asidite (sitrik asit cinsinden) g/ 100g, nitrat ve nitrit mg/kg ve

formol sayis1 meq/kg cinisnden hesaplandi.

SONUGLAR VE TARTISMA
Fidesinden kirmuzi-olgun ve sanimsi-yesil evrede hasat edilen domates

meyvelerinin analiz sonuglan tablo'ya ¢ikanlmistir,

Tablo
| | St o
mg/kg % % meq/kg
K 23.96 | 2.34 | 104 | 1016 | 0.10 | 4.03 | 6.579 | 81.47
y 1826 | 2.02 | 0.88 | 1165 | 0.28 |3.80 | 0.426 | 27.03
 KBK 2543 | 266 | 148 | 875 | 040 |4.00| 0.418 | 41.25

1968 | 218 | 1.23 | 825 | 052 | 388 | 0506 | 52.06

414




K: Hasattan sonra 0¢-gan I¢inde analiz edilen Kirmiz;
Y: Hasattan sonra G¢ gin i¢inde analiz edilen sanmsi-yesil domatesler
KBK: Hasattan sonra 10-13 gin bekletilen karmuzi-olgun domatesler

YBK: Bekletme ile tam kizardiktan sonra analiz edilen sarimsi-yesil domatesler

-olgun domatesler

K, KBK ve YBK domateslerinde askorbik asit sira fle 23.96, 25.43 ve
19.68 mg/kg, invert geker %2.34, %2.56 ve %2.13 olarak bulundu (Tablo). Bu
degerler Ege bdlges! sal¢alik domateslerinde (11) belirlenen 8.35-16.83 mg
C-vitamini ve 9%1.65-2.14 invert seker degerlerinden daha yaksek, Davies ve
Winsor'un (14) blldirdigi seker degerleri fle uyum halindedir.

Fidesinden kirmizi-olgun evrede toplanan domateslerin (K) askorbik asit
ve invert seker degerlerl sarimsi-yesil evrede toplanan ve bekletme file
kirmizilagsan domateslerin (YKB) degerlerine nazaran birazdaha yuksek, glukoz
degerleri ise daha digk bulundu. Domateslerde belirlenen invert seker degeri
icinde baglica glukoz ve fruktoz bulundugu bilindigine gore domateslerin invert
geker ve glukoz degerlerinden fruktoz miktar1 bulunabilir. Fruktoz glukoza
nazaran 2.5-3 kez daha fazla tath olan bir sekerdir. En yiiksek miktarda K
domateslerinde bulunan fruktozun, bu domateslerde tad artinc: etkiye sahip
olmas) gerekir.

Sanmsi-yagil evrede toplanan domatesler (Y) olgunlasmadan yapilan
analizlerinde 13.25 mg/kg askobik asit ve %2.02 invert seker icerdikleri
bulundu. Bu degerler bekleme ile domatesler olgunlastikca 19.68 mg/kg
askorbik asit ve 9%2.13 invert seker degerlerine ulagmiglardir.

Kirmizi-olgun evrede toplanan domatesler 10-13 giin oda sartalaninda
bekletildikten sonra askorbik asit, invert seker, nitrit ve serbest asit
miktarlarinda az da olsa (K domateslerine nazaran) bir artis olmustur. Askorbik
asit ve invert seker miktarlanndaki artis domatesin kalitesini olumlu, nitrit ve
serbest asiditedeki artis ise olumsuz yénde etkilemektedir.

Her iki olgunluk evresinde hasat edilen domateslerin nitrat igerikleri
literattirdeki (4,7) degerlerden distk bulundu. Bu durumun domateslerin
dogal gibre kullanan bir tarlada yetismis olmalarindan fleri geldigl
sanilmaktadir. Domateslerin nitrat icerikleri kullanilan suni giibre miktan ile
orantih olarak arttipi ancak bu artisin yiksek degerlere ulasamadif:
bildirilmektedir.(7)

YBK ve KBK domateslerinin K domateslerine nazaran nitrat miktarlan
biraz dagak, nitrit miktarlan ise az yitksek bulundu (tablo). Bu bulgu bekleme

lle olgunlagan ve bekletilen olgun domateslerde nitratin az da olsa nitrite

dénastagana teyit etmektedir. (5)

Aragtirmada kullanilan domateslerde pH 3.80-4.03, sitrit asit cinsinden
serbest asidite 90.379-0.506, formol sayist 27.03-52.06 meq/kg degerlert
arasinda bulundu. pH ve asidite degerleri literatdrde (11) bulunanlarla
2umludur. En dogok serbest asitlik K domateslerinde, en yiksek miktarlar
IS¢ YKB domateslerinde bulundu. Asitligin artmasi tadi olumsuz yonde
cthdlemektedir. Formol sayisinm degerl domateslerde bulunan sebest amino
aslller {le orantihdir. Domateslerde en gok bulunan amino asit glutamik
;;ld‘dm Miktan arttikca tad lyllesmektedir (10). Formol sayst en ddgakY en

ksek YKB domateslerindedir.
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Sonug olarak, domatesleri iki farkh evrede toplamak bilegenlerinin
miktaninda bayuok farklar méydana getirmemektedir. Fidesinden kirmizi-olgun
toplanan domatesler askorbik asidi, invert gekeri biraz fazla, serbest asidleri ve
nitriti daha az miktarda icerdiklerine gore besin degerleri daha ytksektir. Bu
ytizden domateslerin mamkin oldugu kadar kirmizi-olgun evrede toplanmalan
gerekir,
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