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Hidrazon fonksiyonlu oligofenol, (E)-2-(1-(2-fenilhidrazon)etil)fenol [FHEF] enzimatik oksidatif
polimerizasyon yontemiyle sentezlenmistir. Yan zincirinde hidrazon fonksiyonel grubu igeren fenol tiirevinin
enzimatik oksidatif polimerizasyonunda; katalizor olarak Horseradish peroksidaz (HRP) enzimi, yiikseltgeyici
olarak ise Hidrojen peroksit (H,0,) kullanilmigtir. Polimerlesme iizerine reaksiyon sicakligi, reaksiyon pH’s1 ve
¢oziicii sistemleri gibi degisik parametrelerin etkileri calisilmigtir. Sentezlenen oligomerin karakterizasyonu
niikleer magnetic rezonans (*H ve *C NMR), infrared spektroskopisi (FT-IR), jel gegirgenlik kromotografisi
(GPC), ultraviyole spektroskopisi (UV-Vis), donlsiimlii voltametri (CV) ve termogravimetrik analiz
(TGA/DTA) teknikleri ile yapilmustir.

Anahtar Kelimeler: Enzimatik oksidatif polimerlesme, horseradish peroksidaz, hidrazon, hidrojen peroksit

SYNTHESIS OF ORTHO-HYDRAZONE-FUNCTIONALIZED
OLIGOPHENOL VIA ENZYMATIC OXIDATIVE POLYMERIZATION

ABSTRACT

Hydrazone substituted oligophenol was synthesized via enzymatic oxidative polymerization of (E)-2-(1-(2-
phenylhydrazono)ethyl)phenol [PHEP]. Enzymatic polymerization catalyzed by Horseradish peroxidase (HRP)
enzyme and hydrogen peroxide (H,0,) oxidizer yielded oligophenol with hydrazone functionality on the side-
chain. Effects of various factors including solvent system, reaction pH and temperature on the polymerization
were studied. Synthesized oligomer was characterized by nuclear magnetic resonance (*H and *C NMR), fourier
transform infrared (FT-IR), gel permeation chromatography (GPC), ultraviolet-visible (UV-Vis), cyclic
voltammetry (CV) and thermogravimetric analysis (TGA/DTG).

Keywords: Enzymatic oxidative polymerization, Horseradish peroxidase, hydrazone, hydrogen peroxide

1. GIRIS

Fenollerin enzimatik oksidatif polimerizasyonu, son zamanlarda bir¢ok polimer arastirma grubu tarafindan
arastirilmaktadir. Enzimler yenilenebilir hammaddelerden tiiretilmistir (6rnegin, yabanturpu kokiinden elde
edilen yabanturbu peroksidaz (Horseradish peroksidaz (HRP)) enzimi gibi). Bu enzimleri, klasik polimerlegsme
baglaticilarma gore ¢evre dostu ve yesil (green) katalizorler olarak diisinmiislerdir [1]. Fenollerin enzimatik
polimerlesmesini ilk kez Dordick ve arkadaglar1 rapor etmislerdir. Dordick ve arkadaglar yaptiklar1 ¢aligmalarda
HRP enzimini Kkullanarak sulu organik ¢6ziicii ortaminda fenollerin enzimatik oksidatif polimerlesmesini
gerceklestirmiglerdir. Fenoller, aminler, indoller, fenolik asitler ve siilfonatlar gibi ¢esitli organik ve inorganik
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elektron verici bilesikleri, H,O, ve peroksidaz katalizoriiyle yiikseltgemislerdir. Yapmis olduklari ¢aligmalarda;
anilin ve fenol tiirevi degisik poliaromatik malzemeleri sentezlemislerdir. Elde ettikleri {iriinler iliman reaksiyon
sartlart altinda gergeklestirmisler ve oksidorediiktaz enzimlerini kullanmislardir [2]. Bu metodu, toksik bir
bilesik  olan  formaldehit  komonomeri  kullanilmaksizin  fenollerin  peroksidaz  katalizoriiyle
polimerlestirilmeleriyle elde edilen fenolik reginelerin (fenol-formaldehit recinesi) sentezi i¢in alternatif bir yol
olarak onermislerdir [3-5]. Fenolik polimer iiriinlerinin sentezinin sulu ortam sartlarinda miimkiin kilinmasi yesil
kimya acisindan Onemli bir gelisme olarak rapor edilmistir. Peroksidaz katalizli polimerizasyon fenolik
monomerlerin, 6ncelikli olarak orto yoluyla ve para baglanmanin da olugmasi ile gergeklestirilmistir. Polifenol
driiniindeki oksifenilen ve fenilen tekrarlanan birimlerin olusumunda karbon-oksijen ve karbon-karbon
baglarinin olustugunu rapor etmislerdir [2].

Enzimatik oksidatif polimerizasyona farkli tiirlerdeki fenolik monomerler uygulanmistir [6]. Farkli fonksiyonel
gruplara sahip fenol tiirevleri enzimatik polimerizasyon metodu kullanilarak kemosegimli olarak
polimerlestirilmistir. Ornegin metakriloil grublu fenolik bir bilesigin enzimatik polimerizasyonunda, metakriloil
gruplar1 polimerlesmeye dahil olmadan sadece fenol grubunun polimerlesmesini enzimlerin kemosegiciliginin
miimkiin kildigindan bahsedilmistir. Boylece yan zincirinde metakriloil grup olan polifenolii yiiksek verimde
elde etmiglerdir [7]. Bunun yaninda enzimatik polimerizasyonu, iletken polimerleri sentezlemek [8, 9] ve atik
sudan fenolii ¢gikarmak igin de verimli bir sekilde kullanmislardir [10-12].

Hidrazon fonksiyonel grup iceren bilesikleri, organik sentezler, biyomedikal uygulamalar, supramolekiiler
kimya, metal kovalent bagli organik yapilar, ila¢ salinim sistemleri uygulamalari, dinamik kombinasyon
kimyasi, boya ve bosluk transfer malzemeleri gibi ¢esitli alanlarda bolca kullanmislardir [13]. Hidrazon grubui
iceren polimerleri ilag salinim sistemlerinde yaygin bir sekilde kullanmislardir. Hidrazon grubunun pH’a duyarli
olduklarini ve asidik ortamda hidrolize olabileceklerini rapor etmislerdir [14]. Ilaglarin da genellikle bu sekildeki
hidrazon gruplu polimerlere konjuge edildiklerini belirtmislerdir. Hidrazon igeren polimerik keselerin fizyolojik
pH'da kararli olduklar1 ve pH diistiiglinde hidrazondaki baglarn kirilip ilag1 serbest hale getirdiklerini beyan
etmislerdir [15]. Bazi raporlarda polifenollerin yiiksek termal kararlilik gosterdigini soylemislerdir [16, 17].

Bu c¢aligmada, yiiksek termal dirence sahip yeni bir polifenol iiriiniiniin sentezlenmesi hedeflenmistir.
Calismamizin amact bir yandan polifenollerin yan zincirindeki hidrazonun etkisini aragtirmak iken, diger yandan
da sentezlenen hidrazon fonksiyonlu polifenoliin yapisi ile termal 6zellikleri arasindaki iliskiyi tartigmaktir.
Literatiirde aminofenollerin (6rnegin, hem fenolik OH hem de anilinik —NH; gruplar1 igeren 4-aminofenoliin)
HRP enzimi ile polimerlestirildigini rapor etmislerdir. Amin fonksiyonel grubu igeren monomerlerin
polimerlesme sirasinda amin grublart iizerinden yan reaksiyonlar vererek dallanmalara sebebiyet vermekte
olduklarini belirtmislerdir [18]. Yaptigimiz ¢aligmada, hidrazon fonksiyonlu bir fenoliin enzimatik oksidatif
polimerlesme esnasindaki kimyasal segiciligi tamimlanmistir. Enzimatik oksidatif polimerizasyon stratejisi
igerisinde hem fenolik -OH hem de hidrazon fonksiyonel gruplari igeren (E)-2-(1-(2-fenilhidrazon)etil)fenol
[FHEF] monomerinin polimerizasyonu gergeklestirilmistir. Polimerizasyonda HRP enzimi ve yiikseltgeyici
olarak H,O; kullanilmistir. Reaksiyon organik ¢oziicii/pH tamponunda (1:1 hacim %) farkl sicakliklarda ve agik
hava kosullarinda gergeklestirilmistir. Reaksiyonda optimum kosullar, Metil alkol (MeOH)/pH: 6 tampon (1:1
hacim %) ortam1 ve 25°C reaksiyon sicakligi olarak bulunmustur. Optimum sartlarda sentezlenen oligomerin
yapist CV, FT-IR, GPC, NMR (*H ve **C), TGA/DTA ve UV-Vis analizleri ile aydinlatilmistir.

2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal

2.1.1. Kullanmilan Kimyasallar

Safsizlik icermeyen 2-hidroksiasetofenon (katalog #804310), N,N’-dimetilformamid (N,N’-DMF, katalog
#110983), dimetilsiilfoksit (DMSO, katalog #802912), tetrahidrofuran (THF, katalog #108114), aseton (katalog
#100013), 1,4-dioksan (katalog #103115) ve metanol (MeOH, katalog #106007) Merck (Darmstadt, Almanya),
fenilhidrazin (katalog #P26252), fosfat tamponlar1 (pH= 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 ve 9,0) etanol (EtOH, katalog #34923)
ve hidrojen peroksit (H,O,, katalog #18304) Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, ABD) ve Horseradish
peroksidaz (HRP) enzimi (practical grade Il, katalog #A3800) AppliChem (Darmstadt, Almanya) firmalarindan
satin alinmistir.
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2.1.2. Kullanilan Cihazlar

'H ve *C NMR analizleri Bruker 400 cihaziyla (Billerica, Massachusetts, ABD) gerceklestirildi. Coziicii
olarak CDCl; ve Tetrametilsilan (TMS) standardi kullanilarak ¢alisilmigtir. Infrared spektrumlari (FT-IR) Perkin
Elmer Spectrum 400 cihaziyla (Waltham, Massachusetts, ABD) gerceklestirilmigtir. Spektrum g¢ekimlerinde
ATR iinitesi ile direkt analiz yapilmistir. Ultraviyole-goriiniir bolge spektrumlari (UV-Vis) Shimadzu 160 A
double beam UV cihaziyla (Kyoto, Japonya) gerceklestirilmistir. UV-Vis spektrumu érnekler 2x10™ M olacak
sekilde THF’de c¢oziilerek, 200-800 nm araliginda gerceklestirilmistir. Tarama hizi ¢alismast CHI 600B
voltametre cihazi (Austin, ABD) ile gergeklestirilmistir. Calisma, ii¢ elektrotlu bir elektroliz hiicresinde
yiiriitiilmiistiir. Calisma ve karsit elektrot olarak platin elektrot, referans elektrot olarak da Ag/Ag” elektrodu
kullanilmustir. Destek elektrolit olarak ise lityumperklorat (LiClO,4) kullanilmistir. Tarama hizi ¢aligmast, -1,5 V,
+1,5 V araliginda donligimli voltametri ile 100-1000 mV/s aralifinda farkli tarama hizlarinda
gerceklestirilmigtir. Termal analiz ¢aligmalar1 (TGA) Perkin Elmer Pyrisdiamond 6.0 model Termogravimetrik
ve Diferansiyel Termal Analiz (TG/DTA) cihaz1 (Waltham, Massachusetts, ABD) ile yapilmistir. Termal analiz
calismast azot gaz1 altinda tarama sicakligt 10°C/dak olarak ayarlanmis 25-1000°C araliginda
gerceklestirilmigtir. Jel gegirgenlik kromotografisi caligmalari Perkin Elmer Series 200 GPC cihaziyla
gerceklestirilmistir. 0,01 M LiCl DMF ¢6ziiciisii igerisinde 25 mg numune ¢oziildiikten sonra 0,45 um gozenekli
filtreden gecirilmistir. Daha sonra 1 mL/dk ¢6ziicii akis hizinda cihaza verilmistir. Cihazin kalibrasyonunda
standart olarak polistiren kullanilmustir.

2.2. Metod

2.2.1. (E)-2-(1-(2-fenilhidrazon)etil)fenol [FHEF] Sentezi

Monomerin sentezi literatiirde daha dnceden rapor edilen prosediire uygun olarak gerceklestirilmistir [19].
Reaksiyon 1siticili manyetik karistirici tizerinde yag banyosu igerisinde iki boyunlu 250 mL’lik balonda geri
sogutucu altinda gergeklestirilmistir. Su tutucu olarak balonun icerisine 10 tane molekiiler sieves ilave edilmistir.
1,08 g (10 mmol) fenilhidrazin ve 1,36 g 2-hidroksiasetofenon 50°ser mL etanol igerisinde ¢oziilerek reaksiyon
balonuna ilave edilmistir. Daha sonra karisim 60°C sicaklikta 5 saat reflaks edilmistir. Reaksiyon karigimi
stiziilmils ve monomer etanolde geri kristallendirme yontemiyle elde edilmistir. FHEF sentez semas1 Sekil 1°de
verilmistir.

FHEF FT-IR (KBr) spektrumu: 3360 cm™ (=N-NH), 3063 cm™ (aromatik, =CH), 1605 cm™ (-C=N-), 1499
cm? (-C=C-), 1292 cm™ (-C-0), 748 cm™, 739 cm™, 686 cm™. *H NMR (400 MHz, CDCls) &: 12,58 (s, H1),
12,35 (s, H7), 7,43 (d, H8), 7,32 (t, H9), 7,25 (t, H3), 7,05 (d, H10 ve H4), 6,96 (t, H2), 6,90 (t, H5), 2,37 (s,
H6). *C NMR (200 MHz, CDCls) &: 159 ppm (C1), 143 ppm (C7), 130 ppm (C9), 129 ppm (C11), 127 ppm
(C3), 121 ppm (C5), 120 ppm (C6), 119 ppm (C12), 118 ppm (C2 and C4), 113 ppm (C10), 11 ppm (C8). FHEF
UV-Vis spektrumu: 245, 271, 302, 339 nm.

H o ®
N. Etanol, MeOH OH

NHz o N—NH

reflux, 5s 7

Sekil 1. FHEF elde edilme reaksiyonu

2.2.2. (E)-2-(1-(2-fenilhidrazon)etil)fenol [FHEF] Enzimatik Oksidatif Polimerlesmesi

Oligomerin sentezi literatiirde daha Once rapor edilen prosediire uygun olarak yapilmistir [20].Reaksiyon
manyetik karigtirict tizerinde 50 mL’lik bir beherde oda sicakliginda gerceklestirilmistir. 10 mL metanol
icerisinde 0,05 g (0,22 mmol) FHEF ve 10 mL pH 6 fosfat tamponu ve 10 mL metanol igerisinde 1 mg HRP
enzimi ¢ozilmigtir. Daha sonra karigtirilarak manyetik karistirici {lizerine almmis ve oda sicakliginda
karigtirllmigtir. Reaksiyon ortamina 15’er dakika araliklarla bir mikropipet yardimiyla 0,004 mL H,O, ilave
edilmistir (toplamda 0,028 mL H,0O, ilave edilmistir). Reaksiyon, 24 saat sonra sonlandirilmis ve santrifiij
edilmistir. Reaksiyona girmemis monomerlerin uzaklastirilmasi i¢in saf su ile yikama islemi yapilmig ve {iriin
stizgec kagidindan siiziilmiistiir. Oligo(FHEF) sentez semas1 Sekil 2° de verilmistir.

Oligo(FHEF) FT-IR (KBr) spektrumu: 3352 cm™ (=N-NH-), 3054 cm™ (aromatik, =CH-), 1599 cm™ (-C=N-),
1493 cm™ (-C=C-), 1297 cm™ (C-0), 743 cm™, 687 cm™. 'H NMR (400 MHz, CDCl,) &: 12,61 (s, H1), 12,43 (s,
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H7), 7,55 (m, H3, H8 ve H9), 7,10 (m, H2, H4, H5 ve H10), 2,32 (s, H6). “*C NMR (100 MHz, CDCls) &: 162 ppm
(C1), 151 ppm (C7), 147 ppm (C9), 131 ppm (C11), 129 ppm (C5), 123 ppm (C3), 121 ppm (C6), 120 ppm (C12),
119 ppm (C4), 117 ppm (C2 ve C10), 15 ppm (C8). Oligo(FHEF) UV-Vis spektrumu: 246, 268, 295, 343 nm.

L O T\
_HRP, H,0, \N \\\\\\\ SN

N—-NH
/ - H,0

Sekil 2. Oligo(FHEF) sentez semasi

3.BULGULAR VE TARTISMA

Fenolik bilesiklerin sulu ¢ozeltilerde zayif olarak ¢6ziindiigii, bununda fenollerin enzimatik polimerizasyonu
icin sulu ortamin kullanimini sinirladigr bilinmektedir. Polimerlesme esnasinda olusan dimer ve trimer haldeki
fenollerin suda daha az ¢oziindiiglinii rapor etmislerdir. Bu nedenle oligofenollerin olugmasi i¢in baska bir
polimerlesme tepkimesinin olmadigindan bahsetmislerdir. Diger yandan, fenolik bilesiklerin peroksidaz
katalizorleri ile polimerizasyonunda, organik ¢oziiciiler kullanilmadan tampon ¢6zelti igerisinde polimer {iriiniin
elde edilemeyeceginden s6z etmislerdir. Bu yilizden fenollerin enzimatik polimerlesmesini aseton/su, 1,4-
dioksan/su gibi sulu organik ¢oziiciilerde gerceklestirmiglerdir. Reaksiyon ortamina organik c¢dziiciilerin
eklenmesinin, fenollerin polimerizasyonunu arttirdigini rapor etmislerdir [21].

Fenoksi radikallerinin, bir fenol tiirevinin peroksidaz enzimi ve H,0, yiikseltgeyicisi varliginda bir
elektronunun yiikseltgenmesi sonucu {iretilebildiginden ve bu radikallerin birlesme veya transfer reaksiyonlart ile
polimerlesmeyi gergeklestiginden bahsetmislerdir [22]. Sentezlenen polifenol yapilarinin, fenollerin karbon-
oksijen (oksi-orto), karbon-karbon (orto-orto, orto-para veya para-para) kenetlenmelerinden olusan oksifenilen
ve fenilen tekrar birimlerinden olustugunu gézlemlemislerdir [23].

Calismamizin amaci, orto-fenilhidrazon fonksiyonel grubu igeren bir fenol tiirevinin enzimatik oksidatif
polimerizasyonu gergeklestirmek ve sentezlenen oligomerin yapisint aydinlatmaktir. FHEF monomeri, enzimatik
oksidatif polimerizasyon sartlari altinda kemosegimli olarak polimerlestirilmistir ve sadece fenolik kisim,
hidrazon grubu ile bir yan reaksiyona girmeden oksidatif baglama iglemine tabi tutulmustur. Bilindigi tlizere
kemose¢imli reaksiyonlarda birden fazla fonksiyonel grubun varliginda sadece bir tane fonksiyonel grubun
secimli olarak reaktivite gostermesi ve digerlerinin reaksiyon ortaminda inert olarak kalmasi beklenir.
Yaptigimiz denemeler sonucunda hidrazon fonksiyonel grubunun polimerlesme reaksiyonunda herhangi bir
degisime ugramadigi tespit edilmistir, dolayisiyla hidrazon fonksiyonel grubunun polimerlesme iizerine etkisinin
olmadigi diisiiniilmektedir.

Hidrazon fonksiyonel grup igeren bilesiklerin endiistride ¢ok ¢esitli alanlarda kullanildigindan bahsetmistik
[13]. Elde ettigimiz hidrazon grubu igeren oligomerler bu anlamda 6nem tagimaktadir. Hidrazon fonksiyonlu
polifenollerin bu tip uygulamalardaki kullanilabilirligi ¢alismamizin ileri agamalarinda 6nem tagimaktadir.

HRP enzimi kullanilarak yapilan FHEF’nin enzimatik oksidatif polimerizasyonunda optimum sartlarin
belirlenmesi i¢in genis bir tampon pH aralig1, farkli ¢6ziicii sistemleri ve reaksiyon sicakliklart ¢aligilmistir. Tim
polimerlesme reaksiyonlar1 yiikseltgeyici olarak H,O, kullanilarak agik hava kosullarinda organik ¢oziicii/fosfat
tamponu (1:1 hacim%) ortaminda gerceklestirilmistir. Oncelikle, monomerin 30°C sicaklikta, uygun bir ¢dziicii
sistemi ve pH’daki enzimatik oksidatif polimerizasyonu arastirilmistir (Tablo 1). Polimerizasyonda organik
¢ozlicliniin etkisini belirlemek i¢in dort farkli sulu organik ¢dziicii sistemi kullanilmistir (MeOH, aseton, THF ve
1,4-dioksan). Sonuglar FHEF’nin enzimatik oksidatif polimerizasyonunda en uygun c¢oziicii sisteminin
MeOH/pH 6 tamponunun oldugunu gostermistir (Tablo 1, Deney no: 2). Diger ¢oziicii sistemlerinde
oligomerlerin verimi ve molekiil agirlig1 diisiik ¢ikmistir. Bu yiizden polimerizasyonda yardime1 ¢oziicli olarak
MeOH segilmistir. Daha sonra polimerlesme {iizerine reaksiyon pH’st ve reaksiyon sicakliginin etkileri
arastirllmistir. Reaksiyon pH’simin etkisini arastirmak i¢in bes farkli pH’da (pH: 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 ve 9,0)
calistlmistir. HRP enziminin pH=3’te katalitik olarak aktif olmadigi bilinmektedir, bu yiizden pH <5,0
sartlarinda c¢alistlmamistir [24]. Literatiirde, bazik bdlge ve pH >9,0’da HRP enziminin daha diisiik katalitik
aktivite gosterdigini rapor etmislerdir [25]. Bu yiizden pH >9,0 oldugu sartlarda polimerizasyon
diisliniilmemistir. Optimum polimerizasyon pH’s1 sulu MeOH’da 6 olarak belirlenmistir (Tablo 1, deney no:2).
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Polimerizasyon verimi ve oligomerin molekiil agirhigi pH >6,0 ve pH <6,0 oldugunda azalmstir. Diigiik verimin
sebebi, tepkimeye girmeyen FHEF’nin ve HRP'nin ayrilmasi i¢in gergeklestirilen sonlanma prosediirii sirasinda
¢ozeltideki diisiik molekiil agirlikli oligomerlerin ayrilmasi olabilir.

Tablo 1. FHEF’nin HRP enzimi ve H,0, ile 30°C’de a¢ik hava kosullarinda enzimatik

oksidatif polimerizasyonu

DNegiy Céziicii Tarﬁgonu Verim (%) | M, (g/mol) | PDI
1 MeOH 5,0 60 4.800 117
2 MeOH 6,0 76 5.500 1,12
3 MeOH 7.0 67 5.100 1,15
4 MeOH 8,0 58 4.600 1,08
5 MeOH 9,0 52 3.700 1,14
6 Aseton 5,0 51 2.400 1,13
7 Aseton 6,0 55 2.700 117
8 Aseton 7.0 48 1.600 1,20
9 Aseton 8,0 41 1.300 1,19
10 Aseton 9,0 31 1.100 125
11 THF 5,0 43 3.800 1,26
12 THF 6,0 49 4.100 1,68
13 THF 7.0 45 4.000 152
14 THF 8,0 39 3.800 1,34
15 THF 9,0 33 3.300 127
16 1,4-dioksan 5,0 57 3.500 1,29
17 1,4-dioksan 6,0 58 3.700 1,45
18 1,4-dioksan 7.0 55 3.100 1,66
19 1,4-dioksan 8,0 46 2.200 157
20 1,4-dioksan 9,0 39 1.700 1,36

*Tiim polimerlesme tepkimeleri organik ¢dziicii/fosfat tamponu (1:1 hacim%) ortaminda 30°C’de
24 saatte agik hava kosullarinda gergeklestirilmistir. PDI, polidispersite indeksi.

Polimerizasyonda optimum pH ve ¢oziicii sistemi belirlendikten sonra optimum reaksiyon sicakligini
belirlemek i¢in ¢alisilmistir. Polimerlesme iizerine reaksiyon sicakliginin etkisini belirlemek i¢in yapilan ¢alisma
Tablo 2’de 6zetlenmistir. Reaksiyon sicakligi 25°C de FHEF nin polimerizasyonu igin en yiiksek verim (%79)
ve sayica ortalama molekiil agirligi (M= 6.100 g/mol) bulunmustur (Tablo 2, deney no:22). Daha yiiksek ve
daha diisiik reaksiyon sicakliklar1 verimi ve molekiil agirh§im azaltmaktadir. Literatiirde, HRP enziminin >60°C
oldugu sicaklik degerlerinde termal olarak aktif olmadiklarini belirtmislerdir [26]. Bu yiizden polimerizasyonda
55°C’den yiiksek sicakliklarda galisilmamustir.

Tablo 2. pH:6,0°’da FHEF’nin polimerizasyonuna reaksiyon
sicakliginin etkisi

DNegiy T(C) | Verim (%) | M, (g/mol) | PDI

21 20 72 5.600 1,14

22 25 79 6.100 1,09

23 30 76 5.500 1,12

24 35 68 5.300 1,07

25 40 57 4.600 1,17

26 45 49 4.100 1,10

27 55 32 2.100 1,19
*Tim polimerlesme tepkimeleri MeOH/pH:6,0 (1:1 hacim%)
ortammnda  30°C de 24 saatte agik hava  kosullarinda

gergeklestirilmistir. PDI, polidispersite indeksi.
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Polimerlesme igin optimum reaksiyon kosullar, MeOH/pH 6,0 (1:1 hacim%) ¢oziicii sistemi ve 25°C
reaksiyon sicakligi olarak belirlenmigtir ve bu sartlarda sentezlenen oligomerin karakterizasyon iglemleri

yapilmigtir.

3.1. FHEF ve Oligo(FHEF) Céziiniirliik Ozellikleri

FHEF monomeri; metanol, DMF, DMSO, THF, 1,4-dioksan, aseton, kloroform, etanol, KOH, H,SO, ve
toluende tamamen ¢6ziiniirken suda ise ¢éziinmemistir. Oligo(FHEF); DMF, DMSO, THF, aseton, H,SO, ve
kloroformda tamamen ¢oziiniirken, metanol, etanol ve suda ¢oéziinmemistirr KOH ve toluende ise kismen
¢oziinmistiir. FHEF ve Oligo(FHEF) ¢o6ziiniirlikk 6zellikleri Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. FHEF ve Oligo(FHEF) ¢6ziiniirliik 6zellikleri (++: ¢6ziiniir; +: kismen ¢6ziiniir; --: ¢6ziinmez)
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3.2. FHEF ve Oligo(FHEF) UV-vis Spektrumlari

FHEF ve Oligo(FHEF) UV-vis spektrum ¢aligmasi, THF ¢6ziiciisii igerisinde incelenmigstir. FHEF UV-vis
spektrumunda, 245, 271, 302 ve 339 nm’lerde absorpsiyon bandlar1 gézlenmistir. 245 ve 271 nm’deki bandlar
hidrazonun (=N-NH-) gruplarindaki n—z* geg¢isleridir, 302 ve 339 nm’deki bandlar ise sirasiyla, fenolik —OH
gruplarinin n—7n* ve fenil halkasindaki (-C=C-) bagindaki z—z* gecislerine aittir [27]. FHEF UV-vis
spektrumu Sekil 3’te verilmistir.

2.00 339
.

Absorhans

0.00 : : : .
800
200 Dalga hoyu (nm)

Sekil 3. FHEF UV-Vis spektrumu

Optimum sartlarda sentezlenen Oligo(FHEF) (Tablo 2, deney no:22) UV-vis spektrumunda, 246, 268, 295 ve
343 nm’lerde bantlar gozlenmistir. 246 ve 268 nm’deki bantlar hidrazon (=N-NH-) gruplarindaki n—z*
gecigleridir, 295 ve 343 nm’deki bantlar ise sirasiyla fenolik —OH gruplarinin n—n* ve fenil halkasindaki (—
C=C-) bagindaki 7—z* gegislerine aittir. Oligo(FHEF) UV-vis spektrumu Sekil 4’de verilmistir.

FHEF ve Oligo(FHEF) UV-vis spektrumlar1 karsilastirildiginda, absorbans degerlerinin yaklasik ayni oldugu
gozlenmistir. Bu, monomer ve polimer yinelenen birimlerinin benzerliginden kaynaklanmaktadir. Bunun
disinda, Oligo(FHEF) UV-vis spektrumunda piklerin yayvanlagtigi ve yaklagik 590 nm’ye kadar 1g1m1 absorbe
ettigi gozlenmistir. Literatiirde kirmiziya kayma (batokromik etki) olarak adlandirilan bu durum, benzen
halkasina m elektronlar1 iceren bir substituentin baglandigimi gostermektedir. Bu da polimer molekiiliinde
aromatik halkalarin birbirleri ile baglanip uzun poliaromatik konjuge sistem meydana getirdigini gostermektedir

[28].
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Sekil 4. Oligo(FHEF) UV-vis spektrumu

3.3. FHEF ve Oligo(FHEF) FT-IR Spektrumlar:

FHEF FT-IR spektrumu incelendiginde, 3360 ve 1605 cm™ deki titresim pikleri sirastyla hidrazon grubundaki
—~NH ve —C=N- gruplarina ait titresimlerdir. 3063 cm™ ve 1292 cm™ deki pikler sirasiyla fenil grubundaki C—H
ve C-O grubuna aittir (Sekil 5). Oligomer i¢in de benzer pikler gézlenmistir. Oligo(FHEF) FT-IR spektrumu
incelendiginde 3352 ve 1599 cm™ deki pikler sirasiyla oligomerdeki (~NH) ve —C=N- gruplarina ait bantlardur.
Monomer ile karsilastirildiginda, oligomerdeki 750 cm “’deki pikin kaybolmas: tekrarlanan birimdeki fenolik
parcalarin -0rto veya -para pozisyonlar yardimiyla kenetlendigini ve 1,2-siibstitiie yonlenmeyi gostermistir.
Boylece trisiibstitiie benzenin polimerizasyonunu kanitlanmistir (Sekil 6) [29].

— N
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Sekil 5. FHEF FT-IR spektrumu
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Sekil 6. Oligo(FHEF) FT-IR spektrumu
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3.4. FHEF ve Oligo(FHEF) *"H-NMR Spektrumlar:

FHEF *H-NMR spektumunda (Sekil 7) gériildigii gibi fenolik —OH (H1) protonu 12,58 ppm’de singlet, 12,40
ve 2,37 ppm’de goriilen singlet pikler sirasiyla hidrazon grubundaki (=N-NH-, H7) ve metil (-CH3, H6)
protonlarina aittir, bu da hidrazon fonksiyonel grubunun olusumunu dogrulamistir. 6,91 ve 7,45 ppm arasindaki
bolgede goriilen pikler monomerdeki aromatik protonlara aittir. Oligomerin "H-NMR spektumunda (Sekil 8)
monomerdeki gibi benzer proton pikleri goriilmistiir. 12,61 ppm’deki singlet pik fenolik —OH (H1) protonuna
aittir. 12,35 ve 2,32 ppm’deki pikler sirasiyla hidrazon grubundaki (=N-NH-, H7) ve metil (-CHj;, H6)
protonlarina aittir. Oligomerin aromatik protonlari asagi alana dogru kayarak 7,60 ile 6,90 ppm arasinda
gozlenmistir. Oligomerin *H-NMR  spektrumundaki yayvanlasma literatiirde onceki ¢alismalarda da
gozlemlenmis ve polimerizasyonun gergeklestiginin bir kaniti olarak yorumlanmuistir [30].

75 74 73 72 71 70 69 68

14 43 12 11 1w 9 & 7 & &5 4 3 2 1 0 ppm

Sekil 7. FHEF 'H-NMR spektumu

89 ve3 6
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) ]

HN g
O,
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1?
| N

4 13 42 M 10 9§ 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Sekil 8. Oligo(FHEF) "H-NMR spektumu

3.5. FHEF ve Oligo(FHEF) *C-NMR Spektrumlari

Monomer ve oligomerin yapilari BC-NMR spektrumu ile de dogrulanmistir. Monomerin BC-NMR spektrumu
Sekil 9’da verilmistir. 159 ve 143 ppm’deki pikler sirasiyla fenoldeki C1 ve imin yapisindaki (-C=N-, C7)’ye
aittir ve monomerin yapisini dogrulamigtir. 11 ppm’deki pik ise metil (CHs—) grubuna ait C8 pikidir. 113 ve 130
ppm arasindaki bolgede goriilen pikler ise yapidaki aromatik karbon atomlarmna aittir. Oligomerin *C-NMR
spektrumunda, monomerin spektrumunda goriilen benzer Bc pikleri gorilmiistir (Sekil 10). 161 ve 151
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ppm’deki pikler sirasiyla fenoldeki C1 ve imin yapisindaki (-C=N-, C7)’ye aittir. 15 ppm’deki pik ise metil
(CH3z-) grubuna ait C8 pikidir. Oligomerdeki aromatik karbonlara ait pikler ise 117 ve 147 ppm arasinda
gozlenmistir.

'H-NMR ve ®C-NMR spektrumlarinda gdzlenen tiim pikler monomer ve oligomerin muhtemel yapilarim
dogrulamistir.

cocls

24

200 180 180 140 120 100 80 0 40 20 0 pom

11 2we 10 cocty

Sekil 10. Oligo(FHEF) *C-NMR spektrumu

3.6. Oligo(FHEF) Elektrokimyasal Analizi

Oligomerin elektrokimyasal karakterizasyonu doniisiimlii voltametri teknigi ile yapilmistir (Sekil 11).
Oligo(FHEF) icin anodik ve katodik bolgede sirasiyla 0,20 V ve -0,80 V olarak bir yiikseltgenme ve bir
indirgenme piki gozlemlenmistir. Tarama hizi galismasi ise doniisiimlii voltametre ile -1,5, +1,5 araliginda
oligo(FHEF)’in 100 ile 1000 mV/s arasinda farkli tarama hizlarinda gerceklestirilmistir (Sekil 11). Oligo(FHEF)
anodik ve katodik lineer degerleri polimerin elektroaktivesini gostermektedir. Akim yogunlugu, Randles-Sevcik
esitligi ile aciklanmaktadir [31,32]. Anodik ve katodik piklerin lineer olarak artmasi iletkenligin difiizyon ile
degil polimer {izerinden gergeklestigini gostermektedir [33-35]. Bununla birlikte, ¢cogu iletken polimer filmi
elektrot ylizeyinde lokalize edilebilir (bu sadece asir1 derecede kalin olmayan, asir1 derecede kompakt olmayan,
son derece kiiciik diflizyon katsayilarina sahip biiyiik katkili iyonlarla katkilanmamis iletken polimer filmleri
i¢indir). Bu yiizden I, (akim yogunlugu) iletken polimerlerin gogu igin v (tarama hizi) ile orantihdir [31,32].
Akim duyarliliklar1 (1, Ve lpc), elektroaktif ve elektrot yiizeyine iyi yapismis polimer filmlerde dogrudan tarama
hizi ile orantilidir [36-37].

3.7. Oligo(FHEF) Termal Ozellikleri

Oligo(FHEF) Sekil 12°de verilen TGA/DTA egrileri incelendiginde, Tsy, kiitle kayip sicakligi 270°C, Tsgo
kiitle kayip sicaklign 420°C olarak gdzlenmistir. 1000°C sicaklikta ise oligomerin %7’si kalmistir. Bu sonuglar
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oligo(FHEF)’in yiiksek termal kararliliga sahip oldugunu gostermistir [38]. Oligomerin DTA analizinde goriilen
endotermik pikler ise 398°C’de erime sicakligi (Te) ve 702°C’de bozunma sicakligidir (Ty). DTA’da 272°C’de
goriilen pik ise oligo(FHEF)’in camsi gegis sicakligidir (Tg).
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Sekil 11. Oligo(FHEF) déniisiimlii voltamogrami ve tarama
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3.8. Oligo(FHEF) Molekiil Agirhgi Calismasi

Oligomerlerin molekiil agirligit GPC kullanilarak bulunmustur. Oligomerlerin sayica ortalama molekiil agirligi
birkag bin araligindadir. En yiiksek sayica ortalama molekiil agirhigi (M,) 6.100 g/mol (DP= 27, Tablo 2, deney
no:22) olarak bulunmustur. Polidispersite indeks degeri ise 1,09 olarak bulunmustur. Bu sonu¢ polimerizasyon
boyunca olusan oligomerlerin molekiil agirligi dagilimmin dar oldugunu gostermistir (Sekil 13).

|
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Sekil 13. Oligo(FHEF) GPC analizi
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4. SONUCLAR

FHEF’nin enzimatik oksidatif polimerizasyon reaksiyonu, farkli pH tamponlar1 (5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0), farkli
organik ¢oziiciiler (aseton, metanol, 1,4-dioksan, THF) ve farkli reaksiyon sicakliklarinda (25 ve 30°C) H,0,
oksidanti kulanilarak gergeklestirilmistir. Oligo(FHEF)’in sentezi igin optimum reaksiyon kosullari; MeOH/pH
6,0 (1:1 hacim%) ¢dziicii sistemi ve 25°C reaksiyon sicakligr olarak belirlenmistir. Bu reaksiyon sartlar1 altinda
fenolik monomer kemosegimli olarak polimerlestirilmistir. Orto-hidrazon yan zincirine sahip yeni bir oligofenol
sinifi %79 verimle tiretilmistir ve sayica ortalama molekiil agirligi (M,= 6.100 g/mol, DP~ 27, PDI= 1,09) olarak
bulunmugtur. Termal analiz sonuglarina gére uzun konjuge oligomer zincirine sahip oligo(FHEF)’in yiiksek
termal kararliliga sahip oldugu goriilmiistir. Doniligsiimlii voltametri ¢aligmasi ile oligomerin elektroaktif
karaktere sahip oldugu kanitlanmistir. Bu sonuglar hidrazon fonksiyonlu oligofenollerin gelecek arastirmalar i¢in
yol gosterici olacagini gostermektedir.

KAYNAKLAR

[1] KOBAYASHI, S., “Green Polymer Chemistry: New Methods of Polymer Synthesis Using Renewable
Starting Materials”, Structural Chemistry, 28(2), 461-474, 2016.

[2] DORDICK, J.S., MARLETTA, M.A., KLIBANOV, A.M., “Polymerization of Phenols Catalyzed by
Peroxidase in Nonaqueous Media”, Biotechnology and Bioengineering, 30(1), 31-36, 1987.

[3] ZERVA, A., MANOS, N., VOUYIOUKA, S., CHRISTAKOPOULOS, P., TOPAKAS, E., “Bioconversion
of Biomass-Derived Phenols Catalyzed by Myceliophthora thermophila Laccase”, Molecules, 21(5), 550,
2016.

[4] GAO, Y. JIANG, F., ZHANG, L., CUI, Y., “Enzymatic Synthesis of Polyguaiacol and its Thermal
Antioxidant Behavior in Polypropylene”, Polymer Bulletin, 73, 1343-1359, 2016.

[5] KUMBUL, A., GOKTURK, E., SAHMETLIOGLU, E., “Synthesis, Characterization, Thermal Stability
and Electrochemical Properties of Ortho-Imine-Functionalized oligophenol via Enzymatic Oxidative
Polycondensation”, Journal of Polymer Research 23, 52, 2016.

[6] NANAYAKKARA, S., ZHAO, Z., PATTI, AF., HE, L., SAITO, K., “Immobilized Horseradish
Peroxidase (I-HRP) as Biocatalyst for Oxidative Polymerization of 2,6-Dimethylphenol”, ACS Sustainable
Chemistry Engineering, 2(8), 1947—-1950, 2014.

[71 UYAMA, H., LOHAVISAVAPANICH, C., IKEDIA, R., KOBAYASHI, S., “Chemoselective
Polymerization of a Phenol Derivative Having a Methacryl Group by Peroxidase Catalyst”,
Macromolecules, 31, 554-556, 1998.

[8] NABID, M.R., ENTEZAMI, A.A., “Enzymatic Synthesis and Characterization of a Water-Soluble,
Conducting Poly(o-toluidine)”, European Polymer Journal, 39, 1169-1175, 2003.

[91 NABID, M.R., ENTEZAMI, A.A., “Synthesis of Water-soluble and Conducting Poly(2-ethylaniline) by
Using Horseradish Peroxidase”, Iranian Polymer Journal, 12(5), 401-406, 2003.

[10] MOULAY, S., “Polymers with Dihydroxy/Dialkoxybenzene Moieties”, Comptes Rendus Chimie, 12, 577-
601, 2009.

[11] PRADEEP, N.V., ANUPAMA, A., HAMPANNAVAR, U.S., “Polymerization of Phenol using Free and
Immobilized Horseradish Peroxidase”, Journal of Environment and Earth Science, 2(1), 31-36, 2012.

[12] NARAYAN, A.V., PUSHPA, A., “Enzyme Based Processes for Removal of Phenol from Waste Water:
Current Status and Future Challenges”, Journal of Environmental Research and Development, 7(2), 724-
728, 2012.

[13] SU, X., APRAHAMIAN, I., “Hydrazone-based Switches, Metallo-Assemblies and Sensors”, Chemical
Society Reviews, 43, 1963-1981, 2014.

[14] BRINKHUIS, R.P., VISSER, T.R., RUTJES, F.P.J.T., VAN HEST, J.C.M., “Shedding the Hydrophilic
Mantle of Polymersomes”, Polymer Chemistry, 2, 550-552, 2011.

[15] GU, Z., “Bioinspired and Biomimetic Polymer Systems for Drug and Gene Delivery”, Wiley-VCH Verlag
GmbH & Co. KGaA, 2014.

[16] YILDIRIM, P., GOKTURK, E., TURAC, E., DEMIR, H.O., SAHMETLIOGLU, E., “Chemoenzymatic
Polycondensation of Para-Benzylamino Phenol”, Chemical Papers, 70(5), 610-619, 2016.

[17] SAHMETLIOGLU, E., MART, H., YURUK, H., SURME, Y., “Synthesis and Characterization of
Oligosalicylaldehyde-Based Epoxy Resins”, Chemical Papers, 60(1), 65-68, 2006.

783


http://dx.doi.org/10.1039/1460-4744/1972
http://dx.doi.org/10.1039/1460-4744/1972

OHU Miih. Bilim. Derg. / OHU J. Eng. Sci., 2017, 6(2): 773-784

E. TURAC

[18] SHAN, J.N., HAN, L.Y., BAI, F.L., CAO, S.K., “Enzymatic Polymerization of Aniline and Phenol
Derivatives Catalyzed by Horseradish Peroxidase in Dioxane(I1)”, Polymers for Advanced Technologies,
14, 330-336, 2003.

[19] KOLCU, F., KAYA, 1., “Synthesis and Characterization of Conjugated Polyphenols Derived from
Azomethine Formation Containing Terephtaldehyde via Oxidative Polycondensation”, Journal of
Macromolecular Science, Part A: Pure and Applied Chemistry, 53(7), 438-451, 2016.

[20] DOGAN, F., KAYA, |, TEMIZKAN, K., “Multi-response Behavior of Aminosulfonaphthole System”,
Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 133, 234-245, 2016.

[21] LIU, W., BIAN, S., LI, L., SAMUELSON, L., KUMAR, J., TRIPATHY, S., “Enzymatic Synthesis of
Photoactive Poly(4-phenylazophenol)”, Chemistry of Materials, 12(6), 1577-1584, 2000.

[22] KOBAYASHI, S., HIGASHIMURA, H., “Oxidative Polymerization of Phenols Revisited”, Progress in
Polymer Science, 28, 1015-1048, 2003.

[23] MITA, N., TAWAKI, S.I., UYAMA, H., KOBAYASHI, S., “Enzymatic Oxidative Polymerization of
Phenol in an Aqueous Solution in the Presence of a Catalytic Amount of Cyclodextrin”, Macromolecular
Bioscience, 2(3), 127-130, 2002.

[24] IKEDA, R., SUGIHARA, J., UYAMA, H., KOBAYASHI, S., “Enzymatic Oxidative Polymerization of 4-
Hydroxybenzoic acid Derivatives to Poly(phenylene oxide)s”, Polymer International, 47(3), 295-301, 1998.

[25] ZHENG, K., ZHANG, L., GAO, Y., WU, Y., ZHAO, W., CUI, Y., “Enzymatic Oxidative Polymerization
of Pyrogallic acid for Preparation of Hindered Phenol Antioxidant”, Journal of Applied Polymer Science,
132(12), 41591, 2015.

[26] ISCI, 1., GOKTURK, E., TURAC, E., SAHMETLIOGLU, E., “Chemoenzymatic Polymerization of
Hydrazone Functionalized Phenol”, Polymer Science, Series B, 58(4), 411420, 2016.

[27] DINESHKUMAR, S., MUTHUSAMY, A., CHANDRASEKARAN, J., “Temperature and Frequency
Dependent Dielectric Properties of Electrically Conducting Oxidatively Synthesized Polyazomethines and
their Structural, Optical, and Thermal Characterizations”, Journal of Molecular Structure, 1128, 730-740,
2017.

[28] KOCAK, A., KUMBUL, A., GOKTURK, E., SAHMETLIOGLU, E., “Synthesis and Characterization of
Imine-Functionalized Polyphenol via Enzymatic Oxidative Polycondensation of a Bisphenol Derivative”,
Polymer Bulletin, 73(1), 163-177, 2016.

[29] KUPRIYANOVICH, Y.N.,, SUKHOV, B.G., MEDVEDEVA, S.A, MIKHALEVA, Al,
VAKUL’SKAYA, T.I., MYACHINA, G.F., TROFIMOV, B.A., “Peroxidase-Catalysed Synthesis of
Electroconductive Polypyrrole”, Mendeleev Communications, 18(1), 56-58, 2008.

[30] TURAC, E., SURME, Y., SAHMETLIOGLU, E., VAROL, R., NARIN, I., TOPPARE, L., “Synthesis and
characterization of Water-Soluble Oligosalicylaldehyde-Sulfanilic Acid and Its Cu(ll), Co(ll), Pb(ll)
Complexes”, Journal of Applied Polymer Science, 110, 564-568, 2008.

[31]] CHANDRASEKHAR, P., “Conducting Polymers, Fundamentals and Applications: A Practical Approach”,
Springer US, 1999.

[32] SKOTHEIM, T.A., ELSENBAUMER, R.L., REYNOLDS, J.R., “Handbook of Conducting Polymers”,
Second Edition; Marcel Dekker inc., New York, 1998.

[33] AK, M., GANCHEVA, V., TERLEMEZYAN, L., TANYELI, C., TOPPARE, L., “Synthesis Of A
Dipyrromethane Functionalized Monomer And Optoelectrochromic Properties of Its Polymer”, European
Polymer Journal, 44, 2567-2573, 2008.

[34] SARANYA, K., RAMEEZ, M.D., SUBRAMANIA, A., “Developments in Conducting Polymer Based
Counter Electrodes for Dye-Sensitized Solar Cells — An overview”, European Polymer Journal, 66, 207—
227, 2015.

[35] ABD-EL-AZIZ, A.S., DALGAKIRAN, S.S., BICHLER, L., “Novel Synthesis and Electropolymerization
of Metallo-Conjugated Thiophene Derivatives”, European Polymer Journal, 48, 1901-1913, 2012.

[36] TURAC, E., SAHMETLIOGLU, E., DEMIRCAN, A., TOPPARE, L., “Synthesis and Characterization of
Conducting Copolymer of Trans-1-(4-methyl-3’-thienyl)-2-(ferrocenyl)ethene with EDOT”, Journal of
Applied Polymer Science, 126, 808-814, 2012.

[37] TURAC, E., AK, M., SAHMETLIOGLU, E., SENER, M.K.,, KAYA, M.A., “Synthesis and
Characterization of poly{2-[3-(1H-pyrrol-2-yl)phenyl]-1H-pyrrole} and Its Copolymer with EDOT”,
Russian Journal of General Chemistry, 81(12), 2510-2516, 2011.

[38] KUMBUL, A., GOKTURK, E. TURAC, E., SAHMETLIOGLU, E., “Enzymatic Oxidative
Polymerization of Para-Imine Functionalized Phenol Catalyzed by Horseradish Peroxidase”, Polymers for
Advanced Technologies, 26(9), 1123-1129, 2015.

784


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014305708002826
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014305708002826

