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Siklomatriks yapili net-poli(siklotetrafosfazen-ko-tiramin) mikrokureler ¢oktlirme polimerizasyonu ile
Anahtar kelimeler tek adimda sentezlenmistir. Elde dilen mikrokirelerin karakterizasyonu SEM, EDX, FTIR, XRD ve DLS

Tiramin; Mikrokire; teknikleri ile yapilmistir. Ayrica mikrokiirelerin UV ve floresans o&zellikleri de incelenmis olup,
Coktirme mikrokurelerin 239 nm’de maksimum absorbans yaptig belirlenmistir. Tiramin ve mikrokurelerin kati
polimerizasyonu; hal floresans 6zellikleri, 254 nm dalga boyunda uyarilarak incelenmistir. Tiramin ¢ok zayif emisyon

Polifosfazen; Floresans  yaparken, mikrokiireler 308 nm’de siddetli emisyon gostermistir. Elde edilen sonuclar, sentezlenen
polifosfazen mikrokurelerin sensor, biyolojik kataliz ve goriintiileme gibi floresans uygulamalar igin
yuksek potansiyele sahip oldugunu géstermektedir.

Synthesis and Characterization of Novel Fluorescent Cross-Linked
Polyphosphazene Microspheres

Abstract
Keywords Cyclomatrix structured net-poly(cyclotetraphosphazene-co-tyramine) microspheres were synthesized
Tyramine; by single step precipitation polymerization. The characterization of obtained microspheres were

performed by SEM, EDX, FTIR, XRD and DLS techniques. Besides, UV and fluorescence properties of
microspheres were researched and it was determined that microspheres have been shown maximum
absorption at 239 nm. It was investigated the fluorescence characteristics of tyramine and
microspheres as solid state, using 254 nm as the excitation wavelength. The microspheres showed a
strong emission peak at 308 nm, whereas the emission peak of the tyramine was very weak. The
obtained results show that the synthesized polyphosphazene microspheres have a high potential for
fluorescent sensor, biological catalysis and imaging applications etc.

Microsphere;
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polymerization;
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Fluorescence
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1. Giris morfolojilerde siklomatriks polifosfazen materyaller
elde edilmektedir (Tang and Huang 2017, Wan and

Fosfazenler, yapilarinda tekrarlayan —P=N- gruplari
Huang 2017). Reaksiyona sokulan organik yan

tasiyan, fosfor atomlarina organik yan gruplarin

baglanmasi ile inorganik-organik hibrit yapilar grubun ozelligine gore elde edilen siklomatriks

olusturan, diiz zincirli, halkali veya polimerik yapida polifosfazen malzemej.ler degisik uygulamalarda
kullanilabilmektedir. Ornek olarak metal, boya
adsorpsiyonu (Jiang et al. 2019, Wei et al. 2015),

kontrollt ilag salimi (Hou et al. 2018, Metinoglu

olabilen bilesiklerdir. En ¢ok calisilan halkali fosfazen
bilesikleri olan trimer (hekzaklorosiklotrifosfazen)

ile tetramerin (oktaklorosiklotetrafosfazen) iki veya N
Orim and Siizen Demircioglu 2019), katalizér (Fu et

al. 2018), alev geciktirme (Malkappa and Ray 2019,
Qiu et al. 2017), fototermal ve fotodinamik terapi

daha fazla sayida verici atom iceren organik
molekdller ile trietilamin (TEA) varliginda, ultrasonik
glc kullanilarak gerceklestirilen reaksiyonlarindan,
capraz bagh ag vyapinin olustugu, farkl
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(Wei et al. 2018), gaz depolama (Fu et al. 2012)
uygulamalari verilebilir.

Fosfazenler toksik olmayan, biyouyumlu ve biyolojik
olarak amonyak ve fosfata kadar pargalanabilen
bilesiklerdir. Ancak, biyolojik bir
¢ahisilacak ise kullanilacak yan gruplarin da toksik

uygulama

ozellik gostermemesine dikkat edilmelidir. Bu
sebeple, bu calismada monomer olarak, hayvan ve
bitkilerde, tuzlu ve fermente gidalarda bulunan bir
monoamin ve sinir sisteminde gorev alan bir
nérotransmitter olan tiramin kullaniimistir (Siddiqui
et al. 2016, Zhang et al. 2016).
olarak bu zamana kadar yapilan c¢alismalarda
genellikle trimer kullanilsa da (Wei et al. 2017,
Abbas et al. 2019), tetramerin de kullanilabilir
daha calismada
gosterilmistir (Stizen and Metinoglu Oriim 2017). Bu

Capraz baglayic

oldugu once vyaptigimiz  bir
¢alismada da c¢apraz baglayici olarak tetramer

kullanilmis  ve tiramin ile polikondenzasyon
reaksiyonundan, tek kapta, herhangi bir stabilize
edici madde kullanilmadan, sadece ultrasonik giig
polifosfazen

yardimi  ile yeni siklomatriks

mikrokireler elde  edilmistir. Sentezlenen
mikrokirelerin karakterizasyonu SEM, EDX, FTIR,
XRD ve DLS analiz teknikleri kullanilarak yapilmistir.
Ayrica, elde edilen mikrokiirelerin UV ve floresans
ozellikleri de arastirilmistir. Mikrokirelerin UV aktif
oldugu ve kati halde, tiramine kiyasla, daha siddetli

floresans 6zellik gosterdigi tespit edilmistir.

Son vyillarda, pratikligi ve yiksek hassasiyete sahip
olmalari sebebiyle floresans 6zellikli malzemelerin
sentezine olan ilgi artmis bulunmaktadir. Neredeyse
son on yildir pek cok floresans 6zellikli siklomatriks
polifosfazen materyal sentezlenmis (Liu et al. 2011,
Pan et al. 2012, Basharat et al. 2019) ve hicre
gorintileme (Meng et al. 2015), biyolojik 6zellikli
maddelerin tayini (Wang et al. 2015), ila¢ tasima
(Sun et al. 2015), metal tayini (Chen et al. 2019) gibi
farkh uygulamalarda kullanimlar arastiriimistir. Bu
calismada sentezlenen mikrokirelerin de baz
biyolojik kokenli maddelerin ve metallerin tayininde
sahip  oldugu

kullanilabilme  potansiyeline

disinilmektedir.

2. Materyal ve Metot

Deneyler sirasinda, oktaklorosiklotetrafosfazen
(N4P4Cls,
kristallendirilerek kullaniimistir. Tiramin, trietilamin
(TEA, =% 99,5), asetonitril (susuz, % 99,8) ve etanol

(= % 99,8) Sigma Aldrich firmasindan satin alinmis

tetramer), n-hekzandan  yeniden

ve on saflastirilmaya tabi tutulmadan kullaniimistir.
2.1. Cihazlar

Elde edilen mikrokiirelerin ylzey morfolojileri ve
EDX analizleri, FEI QUANTA FEG 250 taramali
elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. SEM
analizlerinden once ornekler altin ile kaplanmistir.
Mikrokirelerin yapilarinda bulunan fonksiyonel
aciklayarak, reaksiyonun
gerceklesmedigi  hakkinda
amaciyla infrared spektrumlari (FTIR), Perkin Elmer

gruplari gerceklesip

yorum  yapabilmek

Frontier spektrometre kullanilarak elde edilmistir.
UV-vis absorbans olgiimleri, PG Instruments, T60
UV-visible
Floresans analizleri ise PerkinElmer LS55 floresans

spektrofotometre ile  yapilmistir.

spektrofotometresi ile gergeklestirilmistir. Elde
edilen mikrokirelerin partikil boyutu olgimleri,
Malvern Zetasizer Nano ZS cihazi ile olgllmustir.
XRD analizleri ise Bruker AXS, D8 Advance cihazi
kullanilarak yapilmistir.

2.2. Mikrokiirelerin Sentezi

Tetramer (N4P4Clg; 0,17 g, 0,367 mmol) asetonitrilde
¢Ozllmis ve Uzerine katalizor olarak kullanilan TEA
(1,5 mL) ilave edilmistir. Reaksiyon ortami bir sire
karistinildiktan sonra tiraminin (0,05 g; 0,367 mmol)
asetonitrildeki  ¢ozeltisi yavasca eklenmistir.
Reaksiyon karisimi 4 saat ultrasonik banyoda (53
kHz, 150 W) tutulduktan sonra elde edilen (riin
4500 rpm hizla santrifiijlenerek ayrilmis, sirasiyla
asetonitril, saf su ve etanol ile tger kez yikanmistir.
Son olarak, elde edilen mikrokireler vakum
etivinde 45°C’de kurutulmustur. Mikrokirelerin
sentez reaksiyonu Sekil 1’de, ¢capraz bagh yapisi ise
Sekil 2'de gosterilmektedir.

3. Bulgular ve Tartisma

Tiramin ile

tetramerin, TEA varliginda

polikondenzasyon reaksiyonundan siklomatriks

yapili,
sentezlenmistir. Reaksiyon sirasinda TEA.HCI tuzu

yeni, polifosfazen mikrokireler
devamh olarak olusmakta, bu da reaksiyonun
sebeple TEA,

reaksiyonda tuz tutucu olarak bir katalizor goérevi

hizlanmasini  saglamaktadir. Bu

gormektedir. Tetramerin yapisinda bulunan klor
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Sekil 1. Mikrokirelerin sentez reaksiyonu.

Mikrokdreler

Asetonitril, TEA
Ultrasonikasyon

H,N

Mikrokdire

Capraz bagh yapi

Sekil 2. Mikrokirelerin ¢apraz baglh yapisi.

Sekil 3. Mikrokirelerin farkli bliytitmelerdeki SEM gérintileri, buyitme: a, 5.00; b, 10.00; c, 20.00 KX.

atomlari tiraminin hidroksil ve amin ugclarindan
nikleofilik slbstitlisyon reaksiyonu vererek capraz
baglh  bir vyapi Capraz
baglanmanin artmasiyla birlikte ultrasonik kosullar

olusturmaktadirlar.

altinda kiresellik meydana gelmektedir. Sekil 3'te
farkh biiyitmelerdeki SEM gorintilerinde reaksiyon
sonunda elde edilen Grinlin kiresel bir yapi
gosterdigi acikca goriilmektedir. Sentezlenen
mikrokirelerin partikiil boyutlarinin DLS analizi
sonucu yaklasik 1,405 pm oldugu tespit edilmistir.
Sekil 4’te mikrokiirelere ait partikil boyutu dagilimi
verilmistir. Sekil 5'te gorilen mikrokirelere ait EDX
atom  miktarlarina

spektrumunda  ylizdece

bakildiginda, %2,94
oraninda klor atomunun bulundugu belirlenmistir.

mikrokirelerin  yapisinda
Klor miktarinin ¢cok az olmasi tiramin ve tetramer

arasinda biylik oranda
Ancak,

baglanma sirasinda meydana gelen sterik engelden

olusan reaksiyonun

gerceklestigini  gostermektedir. gapraz
dolayr az miktarda klor atomunun reaksiyona
giremeden kaldigi anlasiimaktadir. Klor atomunun
yani sira, mikrokirelerin yapisinda %46,53 karbon;
%19,48 oksijen; %21,46 azot; %9,59 oraninda fosfor
atomunun bulundugu tespit edilmistir. Tetramerin
yapisinda azot atomu tasimasinin yani sira,

tiraminin de azot icermesi sebebiyle azot miktarinin
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fosfordan daha fazla olmasi, tiraminin tetramer ile
reaksiyona girdigini acikca ortaya koymaktadir.

Size Distribution by Intensity
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Sekil 4. Mikrokirelerin partikiil boyutu dagilimi.
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Sekil 5. Mikrokirelerin EDX spektrumu.

Mikrokdre, tiramin ve tetramerin FTIR spektrumlari
Sekil 6'da, titresim frekans degerleri ise Cizelge 1'de
mikrokirelerin  FTIR

verilmistir.  Sentezlenen

spektrumu incelendiginde, mikrokirelerin
yapisindaki tiraminden kaynaklanan hidroksil ve
amin gruplarina ait O-H ve N-H gerilme titresim
bantlarinin  3300-3400 c¢cm™ civarinda Ust Uste
cakistigl ve birbirini orttigi disinilmektedir. 3065
ile 3045 cm®
gruplarina, 2984, 2943 cm? frekanslarinda ise
alifatik

gorilmektedir. N-H egilme bandi ile C=C bagina ait

frekanslarinda aromatik -CH

—CH gruplarina ait titresim bantlarn

titresim bandi sirasiyla 1614 ¢cm™ ve 1507 cm’
frekanslarinda goézlenmistir. P=N, P-O-Ar ve P-N

gruplarina ait bantlarin sirasiyla 1339, 1197; 954;
833 cm™ frekanslarinda vermis oldugu bantlar
tetramer ile tiraminin reaksiyona girdigini ve
fosfazen yapisini
gostermektedir. Tetramere ait P-Cl grubunun 599 ve
519 cm™de verdigi bantlarin mikrokiirelerde 498

cm™e kaydigi ve siddetinin azaldigi tespit edilmistir.

meydana getirdigini

Bu da reaksiyon sonucu klor atomlarinin oldukga
azaldigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 6. a) Mikrokire, b) tetramer ve c) tiraminin FTIR
spektrumlari.

Cizelge 1. Mikrokire, tiramin ve tetramerin FTIR frekans

degerleri.
Frekans (cm™) Mikrokiire Tiramin Tetramer
Vo-H 3366 - -
VN-H (gerilmesi) - 3335-3283 -
VCH (aromatik) 3065-3045 3056-3034 -
VC-H (alifatik) 2984, 2943 2931-2868 -
VN-H (egilmesi) 1614 1595 -
Ve=c 1507 1516 -
Vp=N 1339, 1197 - 1364,1283
Vco 1105 1265 -
Vp-N 833 - 896
Vp-0-Ar 954 - -
Vel 498 - 599,519
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7’de
gorilmektedir.  Siklomatriks  polifosfazenlerde
gorilen karakteristik XRD deseninin 26=20-30°
Spektrumda

Mikrokirelere ait XRD spektrumu Sekil

araliginda oldugu belirlenmistir.
gozlenen bu desen mikrokirelerin kristal degil
amorf yapida oldugunu ve capraz baglanmanin

gerceklestigini ifade etmektedir (Wang et al. 2012).

Counts

10 20 30 40 50 60
2 Theta

Sekil 7. Mikrokirelerin XRD deseni.

Sentezlenen mikrokirelerin etanolde alinan UV
spektrumu Sekil 8'de gortlmektedir. Tiraminin
tetramer ile reaksiyonu sonucu yiiksek miktarda
¢apraz baglanma ile olusan mikrokirelerin 239 nm
dalga boyunda maksimum absorbans gosterdigi

gozlenmistir.

0,55
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Sekil 8. Mikrokirelerin UV spektrumu.

Ayrica, tiramin ile mikrokirelerin floresans
ozellikleri kati halde incelenmis olup polimerlesme
reaksiyonunun sonucunda floresans 6zellige sahip
mikrokirelerin elde edildigi belirlenmistir. Tiramin
molekillinidn 254 nm dalga boyunda uyarildiginda
disik siddetli bir emisyon vyaptigi gozlenirken,
mikrokirelerin ise 308 nm dalga boyunda emisyon
yaptigl, emisyon siddetinin tiramine kiyasla daha
siddetli oldugu Sekil 9’da gorilmektedir. (Hong et

al. 2018) tarafindan yapilmis olan bir calismada

monomer olarak oksiresveratrol kullaniimistir.
Fosfazen halkasinda bulunan bag yapmayan azot
atomu ve fosfor atomuna bagli oksijen atomlari
(oksiresveratroldeki fenol gruplarina ait) gigli
elektron verici bir sistem olusturmaktadir (—-N=P-0).
Bu sayede trimere bagh benzen halkasinin m-mt*
gecisleri saglanmis olmakta, boylece ekzimerler
olusarak floresans siddeti artmaktadir. Bu ¢calismada
ise tiramin bilesigi oksiresveratrolden farkl olarak
simetrik bir yapiya sahip degildir. Sekil 10’da
tetramer halkasina tiraminin olasi baglanmalari
gosterilmektedir. Tiramin tetramere fenol veya
amin ucundan baglanmis olabilir. Tiraminin hidroksil
ucundan capraz bagh yapiya katilmasi ile m-m*
bu da

floresans siddetinin artmasini saglamaktadir. Her ne

gecislerinde artis s6z konusu olmakta,

kadar mikrokiirenin floresans siddetinin tiramine
kiyasla yiksek oldugu goriilse de, tiraminin amin
ucundan da baglanmis olmasinin ilgili literatlre
kiyasla ekzimer olusumu ve emisyon siddetinin
azalmasina sebep oldugu disinidlmektedir.

600
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= 400 |
3
T
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3 {
® ]
E |
w200 |
\\
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100 | /
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Sekil 9. Tiramin ve mikrokdrelerin floresans spektrumu.

NH
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T|/ \|P< o
N
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Sekil 10. Tetramer ile tiramin arasinda gerceklesen
baglanma.
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Chen et al. (2020) tarafindan p-fenilendiamin
kullanilarak  floresans  ozellikli polifosfazen
mikrokireler elde edilmistir.  Mikrokirelerin

herhangi bir modifikasyona gerek duyulmadan Fe*

tayininde kullanilabilecegi gosterilmistir.

Sentezlenen mikrokiirelerin  ylzeylerinde aktif
amino gruplarinin  bulunmasi metallerle selat
olusturma potansiyelini artirmakta ve mikrokireler

Fe*3

ile etkilestirildiginde floresans siddetinin
sonimlenmesini saglayarak metalin etkili bir sekilde
tayin edilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu
calismada elde edilen mikrokirelerin ylizeyleri hem
hidroksil hem de amino gruplari igermektedir.
Ozellikle benzen halkasina bagl hidroksil ucundan
metallerle olusabilecek selat yapisi sayesinde
floresans siddetindeki olasi degisimler incelenerek
mikrokirelerin metal tayininde kullanilabilecegi

disinidlmektedir.

(2015)
arastirmada ise monomer olarak dibromoflorosein

Wang et al. tarafindan vyapilan bir
kullanilmis ve siklomatriks yapili nanopartikiller
elde edilmistir. Bu nanopartikiller ile biyolojik
sivilardaki dopamin miktarinin tayini arastirilmis ve
yliksek hassasiyetle dopaminin belirlenebildigi

gosterilmistir. Bu calismada sentezlenen
mikrokireler ilgili literatirdeki nanopartikiller ile
siddette

Mikrokirelerden biyolojik maddeye elektron ve

yakin floresans gostermektedir.
enerji transferi olusmasi sonucu mikrokirelerin
biyolojik kokenli maddelerin miktar tayinlerinde
olarak bulabilecegi

biyosensor uygulama

ongorilmektedir.

Ayrica, tiramin, norotransmitter bir madde
olmasinin yani sira, enjekte edilebilen hidrojel
yapimi (Bi et al. 2019, Kripotou et al. 2019, Lee et al.
2009), hiicre enkapsiilasyonu (Sakai and Kawakami
2008), DNA baglama (Raman et al. 2011, Raman et
al. 2012) gibi biyolojik uygulamalarda kullanima
sahip bir bilesiktir. Tetramer ise bir fosfazen bilesigi
olarak toksik degildir ve biyobozunur ozellige
sahiptir. Tetramer kullanilarak sentezlenen pek ¢ok
sitotoksik
antimikrobiyal aktiviteleri ve DNA etkilesimleri
(Elmas et al. 2017, Berberoglu et al. 2016, Yenilmez

Ciftci et al. 2016) arastirilmis ve olumlu sonuglar

bilesigin ozellikleri, antitlberkiloz,

elde edilmistir. Bu sebeple sentezlenen

mikrokirelerin de biyolojik arastirmalar icin umut
vadettigi gorilmektedir.

4. Sonuglar

Tiramin ile tetramerin tek kapta gerceklestirilen

polikondenzasyon reaksiyonundan orijinal
polifosfazen mikrokireler sentezlenmistir.
Mikrokirelerin karakterizasyonu SEM, EDX, FTIR,
XRD ve DLS teknikleri ile yapilmistir. Tiraminin
norotransmitter bir molekdl olusu ve tetramerin de
bir fosfazen bilesigi olarak biyobozunur ozellikte
olmasi, elde edilen mikrokirelere biyolojik olarak
parcalanabilme 06zelligi kazandirmaktadir. Bu da
mikrokireleri biyolojik uygulamalar i¢in uygun bir
materyal haline getirmektedir. Mikrokirelerin UV
aktif yapida oldugu 239 nm dalga boyunda yaptigi
absorbans ile anlasiimistir. Ayrica yapilan kati
floresans olgiimlerinde mikrokirelerin 308 nm dalga
siddetli

gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen mikrokiirelerin

boyunda, tiramine kiyasla floresans

floresans oOzellik kazanmasi bazi metallerin ve

biyolojik ozellikli bilesiklerin tayini gibi floresans

uygulamalarinda kullanilabilme potansiyeli

oldugunu gostermektedir.
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