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Horseradish Peroksidaz Nano Biyokatalizorii ile Hidrokinon’un Polimerlestirilmesi
Ersen GOKTURK™*

OZET: Bu arastirmada, Fe?* iyonlarmin horseradish peroksidaz (HRP) enzimiyle olusturdugu cicek
sekilli hibrit nano biyokatalizoriin (HRP-Fe?*), hidrokinon’un polimerlesmesi iizerine etkisi
incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore; HRP-Fe?** biyokatalizérii ve hidrojen peroksit (H202)
baslaticis1 kullanilarak gergeklestirilen polimerlesmeler, serbest HRP enziminin kullanildig1 kosullara
kiyasla yiiksek sicakliklarda oldukea yiiksek katalitik kararlilik gostermistir. Poly(hidrokinon), pH 7.4
tamponu icerisinde 60 °C sicaklikta ve agirlikga %5 oraninda HRP-Fe?* biyokatalizérii eklenmesiyle
%44 verimle sentezlenmistir. HRP-Fe?* biyokatalizorii, serbest HRP enziminin denatiire oldugu 70 °C
gibi yiiksek sicakliklarda bile bozunmaya ugramadan Katalitik aktivite gostermistir. HRP-Fe?*
biyokatalizoriiniin ayrica serbest HRP enzimine kiyasla az da olsa daha diisiik katalitik aktivite
gosterdigi gozlenmistir. Bu iki katalizorle gergeklestirilen polimerlesmelerde verimlerin birbirine
yakin oldugu, ancak serbest HRP enzimi kullanilarak elde edilen polimerlerin HRP-Fe?* kullanilarak
elde edilen polimerlere kiyasla daha yiliksek molekiil agirligina sahip oldugu gézlenmistir. Buradan da
HRP-Fe?* biyokatalizoriiniin Katalitik aktivitesinin, serbest HRP enzimine kiyasla azaldig1 sonucuna
varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Horseradish peroksidaz, nano biyokatalizor, hidrokinon, enzimatik polimerlesme
Polymerization of Hydroquinone Using Horseradish Peroxidase Nanobiocatalyst

ABSTRACT: In this study, the effects of flower shaped hybrid nanobiocatalyst (HRP-Fe?*) containing
horseradish peroxidase (HRP) enzyme and Fe?* ions on the polymerization of hydroquinone were
investigated. According to the obtained results, HRP-Fe?* hybrid nanobiocatalyst in the presence of
hydrogen peroxide (H202) initiator has shown enhanced catalytic stability at high reaction
temperatures compared to that of free HRP enzyme. Poly(hydroquinone) was successfully synthesized
with 44% of yield in pH 7.4 buffer at 60 °C reaction temperature with 5 weight % HRP-Fe?*catalyst
loading. HRP-Fe?* nanobiocatalyst also showed some degree of catalytic activity even at 70 °C
reaction temperature without having denaturation, in which free HRP enzyme denatures. On the other
hand, HRP-Fe?* also showed lower catalytic activity in the polymerization of hydroquinone compared
to that of the free HRP enzyme. It was observed that both polymerizations resulted in polymer product
with almost the same yields, but the polymers obtained from using the free HRP enzyme had higher
molecular weights in contrast with the polymers obtained from HRP-Fe?* biocatalyst. It was
concluded that the catalytic activity of the HRP-Fe?* nanobiocatalyst slightly decreased compared to
the free HRP enzyme.
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GIRI

IS-|0rseradish ya da yaban turpu diinyanin 1liman bélgelerinde yetistirilen ¢evre sartlarina
dayanikli bir bitkidir. Horseradish peroksidaz (HRP) ise bu bitkinin kokiinden elde edilen, yilizyil
askin bir siiredir lizerinde ¢aligilan ve yapisinda heme grubu igeren énemli bir enzimdir. Heme grubu
dort pirol halkasindan olusan bir porfirin halkasinin ortasinda sikica tutulan demir atomuna sahip
diizlemsel bir yapidir (Vietch, 2004).

HRP enzim katalizorii esliginde anilin ve fenol tiirevleri polimerlestirilerek farkli tiirlerde
cevreye dost poliaromatik yapilar yiiksek verimlerde sentezlenebilmektedir. ilave olarak, degisik
organik ve inorganik elektron verici bilesikler; fenoller, aminler, indoller, fenolik asitler ve siilfatlar
peroksidaz enzimi esliginde yiikseltgenmislerdir. Fenollerin enzimatik polimerlestirilmesi ilk olarak
Dordick ve ark. (1987), tarafindan literatiire kazandirilmistir. Yapilan c¢alismada HRP enzimi
kullanilarak sulu organik ¢oziicii igerisinde fenollerin enzimatik polimerlesmesi rapor edilmistir. Fenol
bilesiklerinin peroksidaz katalizorii esliginde polimerlestirilmesi toksik formaldehit komonomeri
kullanmadan polifenol reginesinin sentezi igin alternatif bir yol saglamaktadir (Tonami ve ark., 1999;
Goretzki ve ark., 1998; Kumbul ve ark., 2016). Fenolik polimerlerin sentezi sulu ortamda
gerceklestiginden dolay ¢evreye dost bir iiretim yolu olarak kabul gérmektedir. Peroksidaz enzimi ile
gerceklestirilen polimerlesmede, fenolik monomerler orto- ve para- pozisyonlarindan kovalent bag ile
karbon-oksijen (C-O) ve karbon-karbon (C-C) baglanma yaparak oksifenilen ve fenilen tekrarlanan
birimlerini olusturmaktadirlar (Isci ve ark., 2016; Kocak ve ark., 2016).

Laboratuvar ortaminda basariyla uygulanabilen enzimatik polimerlesme metodunun endiistriyel
uygulamalarda kullanilmasinda ise bazi problemler karsimiza ¢ikmaktadir. Enzimlerin yiiksek
maliyetli oluslarinin yaninda, sulu ¢ozeltilerde kararsiz oluslart ve katalitik aktivitelerinin azalmasi
enzimatik polimerlesme reaksiyonlari i¢in bir dezavantajdir (Gross ve ark., 2001). Bu problemler
enzimlerin immobilizasyonu ile ¢oziimlenmeye c¢alisiimis ve kismen de olsa basarili olunmustur.

Enzimlerin kati bir destek iizerine immobilizasyonu basit ve tek basamakta gergeklesen alternatif
bir yontem olarak karsimiza ¢ikmistir. Kati bir destek iizerine immobilize edilmis enzimler; genellikle
artan kararliliga, tekrar kullanilabilirlige, daha verimli ve ekonomik ozelliklere sahip olmuslardir.
Enzim immobilizasyonu i¢in genel olarak evrensel bir metot yoktur. Esas amag, uygun bir tasiyici
(genellikle katalitik olmayan kisim olarak tarif edilir) ve reaksiyon kosullarini (pH, sicaklik, vb.)
secerek kullanilacak enzimin immobilizasyonunu saglamaktir. Immobilizasyon; kovalent, non-
kovalent, tuzaklama ve ¢apraz baglanma gibi degisik etkilesimlerle gergeklestirilmistir (Mateo ve ark.,
2007; Rana ve ark., 2010; Wang, 2009; Sheldon, 2007; Fernandez-Lafuente, 2009). Nanomateryaller
yiiksek ylizey alani/hacim oranma sahip olduklarindan dolayr fazla miktarda enzimi immobilize
edebilme yetenegi gosterirler (Kim ve ark., 2004; Avnir ve ark., 1994; Luckarift ve ark., 2004).
Enzimlerin immobilizasyonu genellikle kararlilig1 arttirmaktadir, ¢linkii kat1 destek iizerine daha fazla
enzim baglanmakta ve enzimin hareketi kismen de olsa azalmaktadir. Ancak artan katalitik aktivite,
enzim ve substrat arasindaki kiitle transferi ve enzimdeki konformasyonel degisikliklerden dolay1
kisitlanmaktadir (Wu ve ark., 1998; Lee ve ark., 2009; Somturk ve ark., 2015). Bu nedenle, enzimlerin
immobilizasyonu ile katalitik aktiviteyi ve kararhiligi arttirmak iizerine halen yogun arastirmalar
yapilmaktadir. Bazi arastirmacilar yaptiklart caligmalarda; nano c¢icek formunda enzimlerin
immobilizasyonunu gergeklestirmis ve yiiksek katalitik aktivite elde etmislerdir (Ge ve ark., 2012; Zhu
ve ark., 2013). Yapilan diger bir ¢alismada fenoliin tespiti amaciyla lakkaz nano ¢igeklerini igeren bir
membran sentezlenmistir (Wang ve ark., 2013). Diger bir ¢alismada Wang ve ark. (2013), benzer
stratejiyi uygulayarak CaHPOs-0-amilaz esasli nano ¢icek sentezlemislerdir. Lin ve ark. (2014),
organik nano ciceklerdeki enzimi, fenol ve H2O> tespiti amaciyla sensor olarak kullanmiglardir. Tiim
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bu ¢aligmalara ragmen, nano ¢igeklerin olusumu ve katalitik etkiyi ve kararlilig1 arttirmasi halen tam
olarak anlasilamamustir. Bu sebeple nano ¢iceklerin yapisini, enzim benzeri aktivite gostermelerini ve
kararliligini arttirmasini daha 1yi agiklayabilmek i¢in yeni ¢alismalarin yapilmasi zorunludur.

Ocsoy ve ark. (2015), tarafindan gerceklestirilen calismada; Fe?* iyonlar1 ile HRP enziminin
olusturdugu hibrit nano biyokatalizoriin (HRP-Fe?*) fenol tiirevi guaiacol bilesiginin oksidasyonu
tizerindeki katalitik aktivitesinin, serbest HRP enziminin yalmiz kullanildigi kosullara gére oldukga
yiiksek oldugu gozlenmistir. Nano ¢icek yapili bu katalizoriin serbest HRP enzimine kiyasla oldukca
yiiksek kararliliga sahip oldugu da bulunmustur. Yapilan bu g¢alismada hibrit nano biyokatalizoriin
sadece katalitik aktivite ve kararliliklar1 incelenmis olup, polimerlesme reaksiyonlarinda kullanimi
arastirilmamastir.

Bu calismada; HRP-Fe?* hibrit nano biyokatalizoriiniin katalitik aktivitesinin ve kararliligmin,
fenol tiirevi bir bilesik olan hidrokinon’un polimerlesmesi lizerine etkisi incelenmistir. Elde edilen
bulgulara gore; HRP-Fe?" biyokatalizorii, serbest HRP enzimine kiyasla oldukea yiiksek kararlilik ve
az da olsa daha diisiik katalitik aktivite gdstermistir.

MATERYAL VE METOT

Kullanilan Kimyasallar

Metanol (Isolab, katalog# 947046), hidrokinon (Merck, katalog# 822333), pH 7.4 fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS, MP biomedicals, katalog# 2810305), hidrojen peroksit (Merck, katalog#
1.08597), demir (II) siilfat (FeSOs, Sigma-Aldrich, katalog#F8263), horseradish peroksidaz (HRP)
enzimi (Sigma-Aldrich, 77332, lyophilized, powder, beige, ~150 U/mg).

Kullanilan Alet ve Cihazlar

Sentezlenen polimerlerin *H ve *C niikleer manyetik rezonans (NMR) karakterizasyonu igin
Bruker-Instruments-NMR  Spectrometer (DPX-400) kullanilmigtir. Elde edilen polimerlerin
Termogravimetrik analizleri (TGA) Mettler-Toledo TGA/DSC 1 Star system termal analiz cihazi ile
azot atmosferinde gergeklestirilmistir. Analizler i¢in yaklasik 5-10 mg numune alinmis ve oda sicakligi
ile 900 °C sicaklik araliginda dakikada 10 °C sicaklik artig hizi ile termal bozunma sicakliklar tespit
edilmistir. Jel gecirgenlik kromatografisi (GPC) analizleri i¢in Shimadzu LC-20AD cihaz kullanilmis
ve analizler Agilent PLgel mixed-B kolonu kullanilarak HPLC saflikta N,N’-dimetilformamit (DMF)
hareketli faz ile 1 mL/dakika akis hizinda 40 °C sicaklikta gergeklestirilmistir. Kalibrasyon igin
polistiren (PS) standardi kullanilmistir.

Fe?* iyonu ve HRP ile elde edilen hibrit nano biyokatalizériin (HRP-Fe?*) sentezi

FeSO4 ¢ozeltisi hazirlanir ve bu ¢ozelti tizerine pH 7.4 PBS fosfat tamponu igerisindeki HRP
enzimi eklenir. Genel olarak Fe?" iyonunun ve HRP enziminin son ¢dzeltideki konsantrasyonlarinin
sirastyla 0,1 mg mL™? ve 0,8 mM olmasina dikkat edilir. Elde edilen ¢ozelti homojenligi saglamak
amactyla bir siire karistirilip, +4 °C sicaklikta 3 giin inkiibasyona birakilir. inkiibasyondan sonra sar1
renkte c¢okelti elde edilir. Karigim daha sonra santriflij edilir ve ¢okelek suyla dagitilarak tekrar
santrifiij edilir. Bu islem birka¢ defa tekrarlanarak reaksiyona girmeyen kisimlar uzaklastirilir. Daha
sonra elde edilen nano ¢igekler oda sicakliginda vakum altinda kurutulur ve polimerlesme igin
kullanilir (Ocsoy ve ark., 2015; Gokturk ve ark., 2020).

Hidrokinon’un polimerlesme yontemi
Hidrokinon ve HRP-Fe?* katalizorii 5 mL tampon ¢ozelti icerisine konulur ve reaksiyon istenilen
sicakliga ayarlanir. Elde edilen karisim iizerine 15 dakika arayla, 15 defa 70 pL H2O: eklenir.
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Reaksiyonun tamamlanmasinin ardindan, ¢okmiis durumdaki polimer santrifiij edilerek ayrilir. Elde
edilen polimer su ve metanol ile yikanarak 60 °C sicaklikta kurutulur (Topal ve ark., 2017).

BULGULAR VE TARTISMA

HRP enzimi ile Fe? iyonunun komplekslesmesi neticesinde hibrit nano ¢igek yapili
biyokatalizor (HRP-Fe?") elde edilmistir. HRP-Fe?* katalizoriiniin olusum basamaklar literatiirde
detayli bir sekilde verilmistir (Ocsoy ve ark., 2015). Bu ¢alismadaki metot uygulanarak elde edilen
HRP-Fe?* biyokatalizoriiniin morfolojisi Sekil 1°de verilen SEM gbriintiisiinde goriilmektedir.

1 m EHT = 25.00 kV Signal A = SE1 Date :4 Nov 2015
WD = 6.5mm

®Sernom
Mag= 30.00 K X Chamber=1.06e-003Pa

Sekil 1. Cicek sekilli hibrit HRP-Fe?* biyokatalizoriiniin SEM goriintiisii.

OH OH o—
HRP-Fe?*, pH buffer
H,O,, heat ‘@ / {j / {j
OH o— Oo— n

Sekil 2. Hidrokinon’un HRP-Fe?* nano biyokatalizorii ile H20; esliginde polimerlestirilmesi.

OH

OH

Hidrokinon monomerinin HRP-Fe?" biyokatalizérii ile polimerlesme davranisinin incelenmesi
amaciyla Oncelikli olarak optimum polimerlesme kosulu belirlenmistir (Sekil 2). Bunun igin
hidrokinon monomerinin HRP-Fe?* ile farkli pH, farkli sicaklik ve farkli oranlardaki katalizor
konsantrasyonlar1 ile polimerlesme davranisindaki degisim gbézlenmis ve optimum polimerlesme
kosulu bulunmustur (Cizelge 1). Genel olarak polimerlesmeler ti¢ farkli pH tamponu (pH 7.0, 7.4 ve
8.0) igerisinde gergeklestirilmistir. Elde edilen bulgulara gore, HRP-Fe?* hibrit biyokatalizorii
kullanilarak gergeklestirilen hidrokinonun polimerlesme deneyleri pH 7.4’de en yiiksek verimde
polimer {irlinii vermistir (Cizelge 1, deney no 3). pH 7.0 ve 8.0 de gergeklestirilen denemelerde ise, pH
7.4’e kiyasla daha diisiik verimde polimer elde edilmistir (Cizelge 1, deney no 5 ve 6).
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Cizelge 1. Hidrokinon’un HRP-Fe?* nano biyokatalizérii ile polimerlestirilmesi

beney mﬁ;’;'l‘i‘l’;g) pH  Tp(°C) Verim (%) Tso(°C) ffﬁlrﬁl‘zik; Mn(gmol) DI
1 10 74 20 13 468 13 5700 05
2 10 7.4 50 25 538 13 6000 04
3 10 7.4 60 4 592 26 6900 11
4 10 7.4 70 42 515 19 6200 06
5 10 7.0 60 25 530 13 4700 18
6 10 8.0 60 37 676 40 5300 06
7 20 7.4 60 53 521 10 6600 09
8 5 7.4 60 36 574 14 2900 13
9 15 7.4 60 43 556 26 6300 08

*reaksiyonlar 200 mg hidrokinon kullanilarak H202 esliginde gerceklestirilmistir. Tp : polimerlesme sicakligi, Tso : numunenin %50’ sinin
bozunmus oldugu sicaklik, Mn: sayica ortalama molekiil agirligi, PDI: polidispersite (heterojenlik) indeksi.

Optimum reaksiyon pH’s1 belirlendikten sonra sicaklik optimizasyonu denemelerine baglanmis
ve dort farkli sicaklikta gergeklestirilen (40, 50, 60 ve 70 °C) optimizasyon denemelerine gére HRP-
Fe?* ile pH 7.4 tamponu igerisinde 60 °C sicaklikta en yiiksek verimde poli(hidrokinon) elde edilmistir
(Cizelge 1, deney no 3). Bu bulgu son derece 6nemlidir, ¢iinkii serbest HRP enziminin 60 °C ve tizeri
sicakliklarda termal olarak aktivitesini kaybettigi ve denatiire oldugu bilinmektedir (Kumbul ve ark.,
2015; Yildirim ve ark., 2016). Buna karsin kullanilan HRP-Fe?* biyokatalizorii ise 70 °C gibi
sicakliklarda dahi aktivite gdstermektedir. Bu sonu¢ HRP-Fe?* biyokatalizoriiniin yiiksek sicaklik
gerektiren reaksiyonlarda da kullanilabilme imkanini saglamaktadir.

Optimum reaksiyon sicakli1 belirlendikten sonra, HRP-Fe?* biyokatalizoriiniin reaksiyondaki
konsantrasyonunun optimizasyonu gerceklestirilmistir. Monomer miktarinin %35 agirliginca HRP-Fe?*
eklenmesi (Cizelge 1, deney no 3) ile en yiiksek verimde (%44) polimer sentezlenmistir. Katalizor
miktarmin %2.5’a disiiriilmesi (Cizelge 1, deney no 8) veya %7.5 ile %10’a arttirilmasi ile (Cizelge 1,
deney no 7 ve 9) polimerlesme verimlerinde artis gdzlenmemistir.

Cizelge 2. Hidrokinon’un serbest HRP enzimi ile polimerlestirilmesi
Deney  Katalizor miktar Tp Verim Tso 900 °C’deki

Mn (g molt) PDI

No* (mg) °C) (%) (°C)  Kalnti (%)
10 5 25 49 676 44 50000  1.15
11 5 30 35 779 40 49000  1.16
12 5 40 28 740 35 39000  1.17
13 10 25 51 776 42 63000 111
14 15 25 54 801 42 69000  1.08

*Tim polimerlesmeler 200 mg hidrokinon kullanilarak H>O; esliginde pH 7.4 PBS tamponu igerisinde gergeklestirilmistir.
Ty : polimerlesme sicakligi, Tso : numunenin %50 sinin bozunmus oldugu sicaklik, My: sayica ortalama molekiil agirligi,
PDI: polidispersite (heterojenlik) indeksi.

HRP-Fe?* biyokatalizoriiniin serbest HRP enzimine kiyasla aktivitesinin ve kararliligmin ne
Olgiide degistigini kiyaslamak amaciyla, hidrokinon ile gergeklestirilen polimerlesme denemeleri
serbest HRP enzimiyle de gergeklestirilmistir. Boylece HRP’ nin Fe?* ile koordinasyonunun enzimin
serbest haline kiyasla polimerlesme verimine ve elde edilen polimerlerin molekiil agirliklarina etkisi
gozlemlenmistir. Hidrokinon’un serbest HRP enzimi ile polimerlestirilmesi ile elde edilen veriler
Cizelge 2’ de gosterilmektedir. Cizelge 2°de goriildigi gibi, serbest HRP enzimi ile gerceklestirilen
hidrokinon’un polimerlesmesi, pH 7.4 kosulunda 25 °C reaksiyon sicakliginda ve hidrokinon’un
agirlikca %2.5 oraninda serbest HRP enzimi eklenmesi ile en yiiksek verimde poli(hidrokinon) elde
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edilmistir (Cizelge 2, deney no 10). 25 °C’den daha yiiksek sicakliklarda gergeklestirilen
reaksiyonlarda polimerlesme verimi diismektedir (Cizelge 2, deney no 11 ve 12). Literatiirden bilindigi
tizere yiiksek sicakliklarda HRP enzimi denatlirasyona ugradigi i¢in polimerlesme verimi diismektedir
(Kumbul ve ark., 2015; Yildirim ve ark., 2016). Yapilan calismada HRP-Fe?" biyokatalizorii ile
gerceklestirilen polimerlesmelerde katalizoriin 60 °C gibi yiiksek sicakliga dayaniklilik gosterip
aktivitesini kaybetmemesi ve en yilksek verimde iiriin vermesi sentezledigimiz HRP-Fe?*
biyokatalizoriinlin, serbest HRP enzimine kiyasla daha yiiksek kararliliga sahip oldugunu
kanitlamaktadir. HRP enzim konsantrasyonunun polimerlesme iizerine etkisini gérmek amaciyla
agirlikga %5 ve %7.5 oranlarinda enzim eklenmesiyle de polimerlesmeler gergeklestirilmis (Cizelge 2,
deney no 13 ve 14) ancak elde edilen iiriinlerin verimlerinin %2.5 oraninda katalizor eklenmesiyle elde
edilen iirliniin verimiyle yaklasik olarak ayni oldugu gézlenmistir. Katalizor maliyeti de diisiiniilerek
serbest HRP enzimi ile gergeklestirilen polimerlesmelerde optimum katalizor konsantrasyonunun
agirlikga %?2.5 oraninda oldugu sonucuna varilmistir (Cizelge 2, deney no 10).

Cizelge 1 ve 2 dikkatlice incelendiginde, HRP-Fe?" nano biyokatalizérii ile gerceklestirilen
polimerlesmelerin, serbest HRP enzimi kullanilarak gergeklestirilen polimerlesmelere kiyasla hemen
hemen benzer verimlerde polimer iriinii verdigi goriilmektedir. Ayrica elde edilen polimerlerin
molekiil agirliklar1 incelendiginde; HRP-Fe** biyokatalizorii ile gerceklestirilen polimerlesmelerde
elde edilen polimerlerin, serbest HRP enzimi kullanilarak elde edilen polimerlere kiyasla daha diisiik
sayica ortalama molekiil agirhigma sahip olduklart goriilmektedir. Bu sonu¢ HRP-Fe?*
biyokatalizoriinlin serbest HRP enzimine kiyasla az da olsa daha diisiik katalitik aktivite gosterdigi
ancak serbest HRP enzimine kiyasla oldukca yliksek termal kararlilik gosterdigi sonucuna varilmistir.

Cizelge 2 deney no 10

— ———— . —

[
[ h
Cizelge 1 deney no 3 | ‘
A

[ |
M‘M ’ «L__A/L/N; ‘.\UI‘ MM»L/VI'WI “I“\__

T T T T T T T T T T T T T T T T T
120 115 11.0 105 100 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 n 6.0 55 5.0 45 4.0 35 30 25 2.0 1.5 1.0 05 0.0
(ppm)

Sekil 3. HRP-Fe?* (Cizelge 1, deney no 3) ve serbest HRP enzimi (Cizelge 2, deney no 10) kullanilarak sentezlenen
polimerler i¢in *H NMR spektrumlari.

HRP-Fe?* (Cizelge 1, deney no 3) ve serbest HRP enzimi (Cizelge 2, deney no 10) kullanilarak
sentezlenen iiriinlerin yapilar1 *H ve 1*C NMR analizleriyle belirlenmistir. Sekil 3°de her iki katalizorle
elde iiriinlerin *"H NMR spektrumlar1 goriilmektedir. Her iki spektrumda da 6.0 ile 11.0 ppm kimyasal

kayma degerleri arasinda gozlenen pikler yapidaki aromatik protonlardan kaynaklanmaktadir. Serbest
389
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HRP enzimi kullanilarak elde edilen iiriiniin *H NMR spektrumunda yayvanlasma goriilmektedir. Bu
durum muhtemelen serbest HRP enzimi ile elde edilen iiriinlerin daha yiiksek molekiil agirligina sahip
olmasindan kaynaklanmaktadir.

HRP-Fe?* (Cizelge 1, deney no 3) ve serbest HRP enzimi (Cizelge 2, deney no 10) kullanilarak
sentezlenen iriinlerin 3C NMR spektrumlar1 Sekil 4’te verilmektedir. Her iki spektrumda da 100 - 150
ppm arasinda gozlemlenen *C kimyasal kayma degerleri elde edilen poli(hidrokinon)’un aromatik
karbon atomlarini gdstermektedir. Her iki polimer iiriinde de *C NMR analizlerinde tiim 3C pikleri
net olarak gdzlenememektedir. Polimer iiriinlerin 3C NMR analizlerinde gbzlemlenen bu problem
muhtemelen daha yiiksek frekansa sahip cihazlarin kullanilmasi veya durulma zamaninin daha uzun
olmasini saglayarak asilabilir.

Cizelge 2 deney no 10

Cizelge 1 deney no 3

’.. " b ‘i N el . .

T T
160 150 140 130 120 110 100 90

80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

Sekil 4. HRP-Fe?* (Cizelge 1, deney no 3) ve serbest HRP enzimi (Cizelge 2, deney no 10) kullanilarak sentezlenen
polimerler igin *C NMR spektrumlar.

Elde edilen polimerlerin termal kararliliklar1 Kkarsilagtirildiginda; serbest HRP  enzimi
kullanilarak sentezlenen polimerler, HRP-Fe?* kullanilarak sentezlenen polimerlere kiyasla azda olsa
daha yiiksek termal kararlilik gdstermektedir. Ornegin serbest HRP enzimi ile gerceklestirilen
polimerlesme i¢in optimum kosul olan Cizelge 2 deney no 10 kosulundan elde edilen {iriiniin Tso
sicaklig1 676 °C ve 900 °C’deki kalint1 yiizdesi de %44 olarak bulunurken, HRP-Fe?* biyokatalizorii ile
gergeklestirilen polimerlesme igin optimum kosul olan Cizelge 1 deney no 3 kosulunda bu degerler
sirastyla 592 °C ve %26 olarak bulunmustur. Serbest HRP enzimi kullanilarak sentezlenen
polimerlerin daha yliksek molekiil agirliklarina sahip olmasi sebebiyle termal kararliliklarinin daha
fazla oldugu diisiiniilmektedir.

Son olarak polimerlesmelerde kiyasladigimiz en 6nemli parametrelerden biri olan elde edilen
polimerlerin molekiil agirliklarni inceleyecek olursak; ilging bir sekilde HRP-Fe?" hibrit nano
katalizorii kullanilarak elde edilen iiriinlerin molekiil agirliklarinin diisiik olduklar1 ve genel olarak
3000 — 7000 g mol? araliginda degisim gosteren oligomer formunda olduklari sonucu karsimiza
¢ikmaktadir. Serbest HRP enzimi kullanilarak gergeklestirilen polimerlesmelerde ise, HRP-Fe?* hibrit
biyokatalizorii kullanilarak elde edilen iirlinlerin aksine oldukca yiiksek molekiil agirligina sahip
iiriinler elde edilmistir. Tiim bu sonuglar, her ne kadar HRP-Fe?* hibrit biyokatalizoriin kararliligmin
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serbest HRP enzimine kiyasla fazla oldugunu gosterse de, aktivitesinin serbest HRP enzimine kiyasla
azalma gosterdigi sonucunu ortaya koymaktadir.

SONUC

Sonug olarak; Fe?* iyonlarinin HRP enzimiyle komplekslesmesi neticesinde olusturdugu HRP-
Fe2* hibrit nano biyokatalizorii ile gereklestirilen hidrokinon’un polimerlesmesi deneylerinin serbest
HRP enzimi kullanilarak gergeklestirilen polimerlesmelerle benzer verimlerde {irlin verdigi
goriilmiistiir. Ancak serbest HRP kullanilarak elde edilen polimerlerin molekiil agirliklart ve termal
kararliliklari, HRP-Fe?* kullanilarak sentezlenen polimerlere kiyasla oldukga yiiksektir. Ayrica; HRP-
Fe** biyokatalizdrleriyle gergeklestirilen polimerlesmeler 60 °C gibi yiiksek sicakliklarda
denatlirasyona ugramadan yiiksek verimde iirlin vermistir. Poli(hidrokinon), pH 7.4 tamponu igerisinde
60 °C sicaklikta ve agirhik¢a %5 oraninda HRP-Fe?* nano biyokatalizorii eklenmesiyle %44 verimle
sentezlenmistir. Ancak serbest HRP enzimi kullanilarak yapilan denemelerde 25 °C sicaklikta %49
verimle poli(hidrokinon) elde edilmistir. Calisma sonuglari;; HRP-Fe?* nano biyokatalizoriiniin, serbest
HRP enziminin denatiire oldugu 60 °C ve iizeri yiiksek sicakliklarda bile bozunmaya ugramadan
katalitik aktivite gOstermesi, sentezlenen Kkatalizorlerin serbest HRP enzimine kiyasla termal
kararliliklarinin  olduk¢a arttigim1 ancak katalitik aktivitelerinin ise daha diisiik oldugunu
gostermektedir.
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