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SIMGE LISTESI

rpm Dakikadaki devir sayisi
Da Dalton

°C Derece santigrat

g Gram

kcal Kilokalori

kDa Kilodalton

kHz KiloHertz

cfu Koloni olusturan birim (colony forming units)
L Litre

McF Mcfarland

MHz MegaHertz

ug Mikrogram

uL Mikrolitre

mg Miligram

mL Mililitre

mm Milimetre

mmol Milimol

mM Milimolar

mV Milivolt

ppm Milyonda bir birim
n Mol

M Molar

nm Nanometre

cm Santimetre

cm? Santimetrekare
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OZET

Biyosensor ve Antibakteriyel Ozellik Gésteren
Polimerlerin Sentezi ve Uygulamasi

Naime Ceren SUER
Kimya Anabilim Dali

Doktora Tezi

Danisman: Prof. Dr. Tarik EREN

Diinya ¢apinda bakteriyel patojenler, hastalik ve enfeksiyon esashi 6liimlerin ana
nedenidir. Ozellikle antibiyotige direncli patojenlerin ortaya ¢ikisi, bu sorunun
ciddiyetini arttirmistir. Buna ek olarak, gida ve su kaynaklarinda goriilen
mikrobiyal kontaminasyon; insan ve ¢evre sagliginin yanisira ekonomik etkisi ile
de diinya genelinde 6nemli bir problem teskil ettigi gortiilmektedir. Bu kapsamda
ozellikle gida ve su sektorleri gibi insanlar i¢in hayati 6nem tasiyan sektérlerde
uretilen trunlerin sterilizasyonu ve gerekli kontrollerden ge¢mesi gerekmektedir.
Bakterilerin tespiti i¢in laboratuvar ortaminda hiicre kultiirii ¢calismalarinin yani
sira biyosensor uygulamasi da bulunmaktadir. Sensor uygulamalarinda
patojenlerin tespit edilmesi ve tamimlanmasi i¢cin kullanilan nanopargaciklarin
boyutu ve ozellikleri, sensoriin algilamasini ytikselterek hassasiyetin artmasina
neden olmaktadir. Bu ilkeye dayanarak, son yillarda bir¢cok biyosensor

gelistirilmistir.

Onceki calismalarimizda trifenilfosfonyum ve hekzilpiridinyum tuzlar iceren
ROMP (halka ac¢ilma metatez polimerizasyonu) tipi polimerlerin biyosidal
etkinliginin cam yiizeyde yiiksek oldugu gozlenmistir. Tez kapsaminda iki farkl
polimer (ROMP tipi) esasli sensor gelistirilmistir. Bu ¢calismalar sirasi ile (i) POLY A
serisi olan; trifenilfosfonyum-tiyoasetat, hekzilpiridinyum-tiyoasetat esash

kopolimerler ve bunlarin altin nanopartikiil iceren tiirevleri ve (ii) POLY B serisi
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olan; trifenilfosyonyum-fosfonat, hekzilpiridinyum-fosfonat esash kopolimerler ve
bunlarin demir nanopartikiil iceren tiirevleridir. Bu polimerlerin molekiil agirhig
3.000 ve 10.000 g/mol olarak ve rastgele ve blok kopolimerleri sentezlenmistir. Bu
polimerlerin empedans sinyal giliclini ve biyosidal etkinligini artiracag:
diisiiniildiigii icin demir oksit (Fe304) ve altin nanopartikiilleri polimerlerin
yapisina eklenmistir. Polimerlerin 6ncelikle cam yiizeydeki biyosidal etkinligi E.
coli ve S. aureus’a incelenmistir. Antibakteriyel etkin se¢ilen polimerler daha sonra
altin  elektrot lizerine kaplandiktan sonra biyosensor oOzelligi farkl
konsantrasyondaki E. coli ve S. aureus bakterilerine karsi incelenmistir. Altin
elektrot yiizeyindeki bakteri ile antimikrobiyal polimer arasindaki etkilesim,
elektrokimyasal empedans spektroskopisi ve siklik voltametri kullanilarak 6l¢tildii.
Kopolimerlerin ve nanopartikiillerin karakterizasyonu i¢in H, 3C ve 3P NMR,

FTIR, SEM, AFM ve TEM teknikleri kullanilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antibakteriyel polimer, ROMP, bakteri sensord,

elektrokimyasal empedans spektroskopisi, siklik voltametri
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ABSTRACT

Synthesis and Application of Polymers for Biosensor and

Antibacterial Properties
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Bacterial pathogens are the main cause of morbidity and infectious deaths
worldwide. In particular, the emergence of antibiotic-resistant pathogens has
increased the severity of this problem. In addition, microbial contamination in food
and water sources; it is seen that it constitutes an important problem worldwide
with its economic impact as well as human and environmental health. In this
context, products produced in sectors that are vital for humans such as food and
water sectors must be sterilized and controlled. In addition to cell culture studies
in the laboratory for the detection of bacteria, there is also a biosensor application.
The size and properties of nanoparticles used for detecting and identifying
pathogens in sensor applications cause to enhance the sensitivity with increasing
the detection of sensor. Based on this principle, many biosensors have been

developed in recent years.

In our previous studies, it has been observed that the biocidal activity of ROMP
(ring opening metathesis polymerization) type polymers containing
triphenylphosphonium and hexylpyridinium salts was high on the glass surface.

Within the scope of the thesis, two different polymer (ROMP type) based sensors
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have been developed. These studies are respectively (i) POLY A series;
triphenylphosphonium-thioacetate, hexylpyridinium-thioacetate based
copolymers and their derivatives containing gold nanoparticles and (ii) POLY B
series; triphenylphosionium-phosphonate, hexylpyridinium-phosphonate based
copolymers and their derivatives containing iron nanoparticles. Random and block
copolymers with a molecular weight of 3,000 and 10,000 g/mol were synthesized.
Iron oxide (Fe304) and gold nanoparticles have been added to the structure of
polymers as it is thought to increase the impedance signal strength and biocidal
efficiency of these polymers. First of all, the biocidal activity of polymers on glass
surface was investigated against E. coli and S. aureus. The interaction between
bacteria on the gold electrode surface and the antimicrobial polymer was
measured using electrochemical impedance spectroscopy and cyclic voltammetry.
1H, 13C and 3P NMR, FTIR, SEM, AFM and TEM techniques were used for the

characterization of copolymers and nanoparticles.

Keywords: Antibacterial polymers, ROMP, bacteria sensor, electrochemical

impedance spectroscopy, cyclic voltammetry
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Antibiyotige direncgli mikroorganizmalarin evrimi, en biiyiik kiiresel tehditlerden
biridir ve bakteriyel patojenler, diinya ¢apinda insan ve veteriner tibbinda ana
olim nedenidir [1-4]. Son yillarda yapilan arastirmalar, gelismekte olan tilkelerde
neonatal enfeksiyonlarin her yil 1,5 ile 2 milyon arasinda 6liime neden oldugunu
gostermistir [5, 6]. Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezlerine gore Salmonella 1,2
milyon Amerikalida hastaliga neden oldugu, her y1l 23.000 hastaneye yatisi ve 450
kisinin 6liime yol actif1 tespit edilmistir. Bu vakalarin yaklasik 1 milyonu gida
kaynaklarindan kaynaklanmaktadir [7]. Igme suyu da enfeksiyonun yayilmasi icin
baska bir kaynaktir. Amerika ve Avrupa’daki iilkeler i¢cin genellikle dnceden
paketlenmis olan gilivenli icme suyuna erisim norm iken diinyanin her yerinden
bircok insan, 6zellikle kurak iklimlerde yasayanlarin icme suyuna erisimi yoktur.
Diinya Saglik Orgiitiine (WHO) gore her yil 5 milyondan fazla insan su kaynakh
bakteriler tarafindan gida ve su kaynaklarindan kirlenme nedeniyle 6lmektedir. Bu
tiir bakterilerin ishal hastaligina neden oldugu bilinmektedir [8, 9]. Staphylococcus
aureus (S. aureus) ve Escherichia coli (E. coli) 6zellikle hastane ve tibbi ortamlarda
tehlikelidir [10]. Ayrica Salmonella spp., Campylobacter spp. ve E. coli, gida kaynakl
birincil ve en yaygin patojenlerdendir [1]. Baz1 mikroorganizma tiirlerinin varhgi
maliyetli ve insan saghgina zararli olabilir hatta 6liimle sonuglanabilir. Bu nedenle
gida uretimi veya su kaynaklar1 gibi bircok farkli alanda mikroorganizmalarin
tespiti icin yeni ve basit yontemlerin gelistirilmesine yonelik artan bir ihtiyac

vardir.

Bakteri tespiti icin bircok teknik gelistirilmistir. Son yillarda biyosensorler,
patojenik bakterilerin saptanmasinda giderek daha 6nemli bir rol oynamaktadir.
Sensorlerin gelistirilmesi; kirlilie neden olan bakterilerin gercek zamanh tespiti

icin yiiksek bir onceliktir [11, 12]. Yillar gectikce bircok biyolojik prosediir



basitlestirildi ve onemli 6lciide azaltilmis test streleri ve artirilmis hassasiyetle
tespit icin daha hizli yontemler gelistirildi. En 6nemlisi; "hizli tespit teknikleri"
olarak adlandirilan bu gelismis biyoteknolojik analizler, artik yalnizca agar
ortamina dayali olmayan yeni nesil analitik yontemleri ortaya ¢ikarmistir [13].
Enzime bagli immiinosorbent testi (ELISA), polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve
darbeli alan jel elektroforezi gibi mikrobiyal patojenleri tespit etmeye yonelik
mevcut teknolojiler kantitatif, yliksek hassasiyetli ol¢limler sunar [6, 14, 15].
Bununla birlikte bu yontemler genellikle zaman alicidir ve pahali laboratuvar
ekipmanlar ile kalifiye teknik uzmanlar gerektirir. Mikroelektromekanik sistem
(MEMS) tabanli biyosensorler, bu sorunlarin bazilarindan kaginmak i¢in son
zamanlarda bakteriyel algillama icin gelistirilmistir [16]. Genel olarak, bu
teknolojiler antijen baglanmasi i¢in yiiksek secicikleri nedeniyle molekiiler tanima
icin antikorlara dayanir [17]. Bununla birlikte antikor bazli MEMS biyosensérleri;
ylksek sicaklik ortamlarinda sinirl stabiliteye sahiptir ve her hedef i¢in olduk¢a
spesifik antikor-antijen ciftleri gerektirir. Hizli, ucuz, yiiksek hassasiyetli analiz icin
floresan elektrokimyasal empedans, kuvars kristal mikro terazi (QCM) ve ylizey
plazmon rezonansi (SPR) kullanilarak hedef bakteri hiicrelerinin antijenitesine
dayali ¢esitli immiinosensorler gelistirilmistir [6, 18-22]. Bugiine kadar gelistirilen
patojen biyosensorleri, esas olarak immiinosensorleri ve DNA tabanli saptamayi
icerir. Aptamerlere (tipik olarak DNA veya RNA bazh oligoniikleotit sekanslari)
dayali biyoalgilama, yeni nesil hedef reseptorler icin popiiler hale gelmektedir
[23]. Nanomalzemeler, benzersiz fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle
biyosensorlerin performansini artirabilir. Ozellikle nanomalzemeler, genis yiizey
alanlarindan dolay1 biyoalgilama olaylar1 sirasinda analitleri daha verimli bir
sekilde yakalamada etkili olabilir [24, 25]. Ozellikle altin nanopartikiiller (ANp),
yuzey islevsellestirme olasilig1 ve olagantstii optik ve elektriksel ozellikleri
nedeniyle  biyosensorlerin  gelistirilmesinde  yaygin  olarak  kullanilan
nanomateryallerden biri olmustur [4]. Benzer sekilde, demir oksit
nanopartiktllerini icermesi elektrot performanslarini artirabilir [26]. Biyolojik ve
kimyasal patojenlerin tespiti alaninda demir oksit nanopartikiillerinin

kompozitlerinin algilama uygulamasi kullamilmistir [27, 28]. Ornegin; antikor



etiketli ¢ok islevli Au-Fe30s nanokompozitler, ultra disiik konsantrasyonlarda

Staphylococcus aureus (S. aureus) tespiti i¢in kullanilmistir [29].

Antimikrobiyal = peptidler = (AMP),  mikroorganizmalara  karsi  disiik
konsantrasyonda yiiksek biyosidal etkinlige sahiptir [21]. Bu durum da onlan
patojenik biyoalgillama uygulamalar1 igin 06zellikle umut verici kilar.[30]
Bakterilerileri 6ldiirme mekanizmas1 net belirli olmasa da, AMP'lerin hiicreyi
parcalamadan 6nce bakteri hiicrelerine yapistig bildirilmistir [31-33]. Bu prensibe
dayanarak son yillarda peptit bazli biyosensorlerin gelistirildigi gorilmektedir
[21]. Mannoor ve arkadaslar1 Magainin I tabanli biyosensor kullanarak bakteri
tespiti bildirdi [19]. Birbirine bagh altin elektrotlar kullandilar ve peptit ile
bakteriler arasindaki baglanma aktiviteleri elektrokimyasal —empedans
spektroskopisi (EIS) ile izlendi. Sonuc¢lar Magainin I'in E. coli i¢in yaklasik 103
cfu/mL saptama sinir1 sagladigin1 gosterdi. Etayash ve arkadaslar1 Leucocin A
AMP'yi bir altin elektroda kovalent olarak baglayarak empedans degisimlerini
Olgtii [13]. 1 hiicre/uL konsantrasyonunda peptid-bakteri etkilesimlerini tespit
eden tekrarlanabilir empedans spektrumlar1 {rettiler. Ek olarak Listeria
monocytogenes, ortamda diger Gram-pozitif suslarin varhiginda 103 cfu/mL
konsantrasyonunda secici olarak tespit edilmistir. Daha sonra stt 6rnegi Listeria
monocytogenes ile Kkirletilerek siit 6rneginin analizi yapilmistir. Fakat burada iyi
sonuglar elde edilememis ve empedans 6l¢limlerinde pozitif ve negatif sapmalar
gorilmistiir. Fosfat tampon tuz ¢ozeltisinin (PBS) aksine siit; yag, seker, enzim ve
proteinlerden olusan bilesenleri nedeniyle ¢ok yiiksek bir molekiil yogunluguna
sahiptir. Sapmalarin sebebi, bu bilesenlerin elektrot yiizeyine baglanmasi sonucu
bakteri hiicrelerinin baglanmasin1 etkilemesi ve sensér duyarliliginin
kaybolmasina sebep olmasidir. Jiang ve arkadaslar1 Colicin V AMP'yi altin bir
elektroda immobilize etti ve bunu E. coli ile kontamine olmus su 6érnekleri icin
bakteri sensorii olarak kullandi.[34] Sensor, 102 cfu/mL konsantrasyonunda segici
olarak E. coli saptadi. Sensorin pH 7-9 araliginda ve 102-10° cfu/mL
konsantrasyonlarinda su orneklerinde E. coli saptayabildigi kanitlanmistir.
Miranda ve arkadaslar1 gram-negatif bakterilerin saptanmasi i¢in Clavanin A
peptidi ve sistein ile modifiye edilmis altin nanopartikiillerini kullanmislardir [4].
Elektrot modifikasyonu asamalari, sistem bilesenlerinin adsorpsiyonu sonrasinda
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yuk transfer direncinin (RCT) asamali olarak artmasiyla 100 MHz-100 kHz frekans
araliginda elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) kullanarak
degerlendirmislerdir. S. Typhimurium ve E. coli i¢cin daha ytlksek tepki seviyeleri
gozlemlemislerdir. Ayrica, -0,2-0,7 V tarama araliginda siklik voltametri teknigi
(CV) kullanilmistir. Sonuclar, sensoériin 10! ile 10* cfu/mL arasindaki
konsantrasyonlari etkili bir sekilde ayirt ettigini gostermistir. Bu nedenle 6nerilen
biyolojik sensor, bakteriyel tespit icin uygulanabilir ve kantitatif tespit icin olas1 bir

alternatif olarak disiinilmustiir.

Son yillarda, polimerlerden tiiretilen dogal peptitlerinin sentetik taklitleri 6zellikle
malzeme bilimi, biyoloji ve biyomedikal bilim alanlarinda uygulamalar1 i¢in
kapsamli bir sekilde incelenmistir. Bunlarin arasinda 6zellikle katyonik polimerler;
stirekli bir inhibitor etki, genis spektrumlu antibakteriyel aktivite, kolay sentez ve
maliyet etkinligi gibi cesitli faydali ozelliklere sahiptir [35]. Ornegin; zit yiiklii
polielektrolit (polietilenimin (PEI) ve poli (sodyum 4-stirensilfonat) (PSS))
katmanlari ile pes pese olarak kaplanmis bir sensor yiizeyi, E.coli i¢in 20 dakikada

101 cfu/mL kadar distik bir algilama sinir1 gosterdigi gorilmistiir [36].
1.2 Tezin Amaci

Su, insanlarin temel ihtiyac1 oldugu icin icindeki bakteriyel kirlilik insan saghgini
tehdit etmektedir. Bu nedenle diinya ¢apinda canlilarin 6limityle karsi karsiya
kalinmaktadir. Bu konu hakkinda ulusal ve uluslararas1 mevzuatlar bulunmaktadir
(Yizeysel Su Kalitesi Yonetimi Yonetmeligi (RG: 28483, 30.11.2012), Yiizeysel
Sular ve Yeralt1 Sularinin izlenmesine Dair Yénetmelik (RG: 28910, 11.02.2014)).
Sulardaki bakteri analizinin bakteriye spesifik olmasi ve diisiik saptama siniri
(LOD) biiyiik sorun teskil etmektedir. Bakteri konsantrasyonu azaldik¢a bakteriyi
tayin etmek zorlasmaktadir. Sentetik antibakteriyel polimerlerin amfifilik yapisi
sayesinde bu polimerler, bakterilerin fosfolipit yapilar ile etkilesime girerek
bakterileri 6ldiirmeden 6nce bakteri ylizeylerine yapismaktadir. Dogal katyonik
peptitlerin biyosensoér uygulamalari literatiirde bulunmaktadir. Yapisal benzerlige
(hidrofobik/katyonik) sahip olan polimerlerin benzer sekilde sensér uygulamasi

bu tez kapsaminda calisimistir. Bu kapsamda literatiirde ilk defa dogal peptit



tiirevlerinin sentetik taklitleri olan biyosidal polimerlerin (bu ¢alismada kullanilan

ROMP tipi polimerler) bakteri sensorii ¢alismalar: gerceklestirilmistir.

Onceki calismalarimizda trifenilfosfonyum ve hekzilpiridinyum tuzlar1 iceren
ROMP (halka ag¢illma metatez polimerizasyonu) tipi polimerlerin biyosidal
etkinliginin yliksek oldugu go6zlenmistir. Bu c¢alismada, antibakteriyel o6zellik
gosteren iki farkli kopolimer sentezi (POLY A ve POLY B Serisi) gerceklestirilmistir.
Kopolimerlerin (i) POLY A serisi (trifenilfosfonyum-tiyoasetat, hekzilpiridinyum-
tiyoasetat esasli) ve (ii) POLY B serisi (trifenilfosyonyum-fosfonat,
hekzilpiridinyum-fosfonat esasli) cam yiizeydeki biyosidal aktivitesi incelenmistir.
Bu polimerlerin sinyal giiclinii ve biyosidal etkinligini artiracagi dusiinildigi icin
demir oksit (Fe304) ve altin nanopartikiilleri polimer yapisina baglanmistir. Demir
oksit nanopartikiliini baglamak icin trifenilfosyonyum-fosfonat,
hekzilpiridinyum-fosfonat esasli kopolimer yapilari; altin nanopartikiil baglamak
icin trifenilfosfonyum-tiyoasetat, hekzilpiridinyum-tiyoasetat esasli polimer
yapilar1 kullanilmistir. Bu polimerlerin molekil agirligi 3.000 ve 10.000 g/mol

olarak ve rastgele ve blok kopolimerleri sentezlenmistir.

Antibakteriyel etkin secilen polimerler altin elektrot tizerine kaplandi ve E. coli ve
S. aureus bakterilerinin tespiti i¢in farkli konsantrasyonlarda biyosensor 6zellikleri
incelenmistir. Altin elektrot ylzeyindeki bakteri ile antimikrobiyal polimer
arasindaki etkilesim, elektrokimyasal empedans spektroskopisi ve siklik

voltametri kullanilarak 6l¢tildi.
1.3 Hipotez

Atik sularin bakteri icermesi, bu bakterilerin insan ve veteriner sagligini
etkilemesinden dolay1 bakteri sensorleri gelistirilmistir. Tezimizde EIS ve CV
yontemleri kullanilarak bakterilerin tespiti maliyeti diisiik, kisa siirede cevap
alinan ve uygulamasi kolay yontem ile atik sulardaki bakteriler kolayca tespit
edilebilmesi diisiinilmektedir ve diisik saptama smir1 (LOD) degeri
ongorilmektedir. Ayrica literatiire baktigimizda sentetik antibakteriyel ROMP
polimerleri kullanilarak bakteri analizi bir ilk olacaktir. Bu polimerlerin
antimikrobiyal peptilerden daha kararli olmasi, kolay sentezlenebilir olmas1 da

onemli bir avantajidir.



2

BAKTERILER

2.1 Tanimi

Bakteriler, gesitli ortamlarda hayatta kalabilen tek hiicreli mikroskobik organizma
olarak tanimlanabilir. Prokaryot hiicre yapisina sahip, gozle goriilemeyen, ancak
mikroskopla saptanabilen yararli ve zararh islevleri olan tek hiicreli canlhilardir.
Bakterilerin bir kismi insanlar i¢in yararli olsa da (mayanin fermantasyonu, siitiin
kesilmesi, sindirim sistemine yardimci olasi) diger bakterilerin bazilar1 zatiirre,

kolera ve benzeri 6liimcil hastaliklara neden olmaktan sorumludur [37, 38].
2.2 Bakterilerin Siniflandirilmasi

Bakteriler; fiziksel sekillerine (¢omaksi, yuvarlak, spiral), beslenme sekillerine
(ototrof, heterotrof), Gram boyadan etkilenmelerine (Gram-pozitif, Gram-negatif)
ve oksijene duyduklar1 ihtiyaca (aerob, anaerob, fakiltatif, mikroaerofil) gore

siniflandirilmaktadir [39, 40].
2.2.1 Gram Boyadan Etkilenmelerine Gore Bakteriler

Gram boyama testi, bakterileri hiicre duvarlarinin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine
gore siiflandirmak i¢in kullanilir. Bu teknik, adin1 1884'te gelistiren Danimarkali

bilim insan1 Hans Christian Gram'dan almistir[41].

Sekil 2.1'de Gram boyama testi uygulamasi goriilmektedir. Slaytlar sirayla kristal
meneKkse, iyot ile boyanir, ardindan alkolle boyanir ve safranin ile karsi boyanir.
Gram-pozitif bakteriler mavi-mor boyar ve Gram-negatif bakteriler kirmizi-pembe
boyar. iki grup arasindaki farkin, Gram-pozitiflerde ¢ok daha biiyiik bir
peptidoglikandan (hiicre duvari) kaynaklanmaktadir. Hiicre duvarlarinin ags: ve
kat kat peptidoglikandan olusan yapisi boya pargaciklarini tutar. Sonug olarak, iyot
ve kristal menekse, kalinlasmis hiicre duvarinda ¢oker ve kristal meneksenin
bakterilerden kolayca ayristirildigi Gram-negatiflerinin aksine alkolle yikanmaz.

Gram-pozitifler birinci boyayla mora boyandiklar icin ikinci boya onlarin rengini
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etkilemez ama Gram-negatif olanlarda alkolle kristal menekse, iyot gittigi i¢in

safranin nedeni ile pembe-kirmizi olurlar.

Mycobacterium (tliiberkiiloza neden olan bakteri) gibi baz1 bakteriler,
peptidoglikanin biiyiik lipid icerigi nedeniyle giivenilir sekilde boyanmaz. Bu
nedenle, daha uzun ilk boyamadan sonra boyanmaya karsi direncgten yararlanan

alternatif boyama teknikleri (Kinyoun veya asit-fast boyama) kullanilir [42].
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Sekil 2.1 Gram boyama testi prosediirii[43]
2.3 Bakterilerin Hiicresel Yapilar: ve Ozellikleri

Bakteriyel hiicre dis yapilarinin anatomisi, hiicre duvari ve kapsiil olarak bilinen
hiicre duvarinin disinda koruyucu jelatinimsi kaplamaya sahiptir. Bunun disinda
bazi bakteriler, hiicre yilizeyinden cikinti yapan ipliksi uzantilara, flagella ve
fimbriaya sahiptir. Ylizey yapilar1 hiicre zarinin disindan kaynaklanir, bazen ona
baglanir ve ortama dogru uzanir [44]. Bakteriler i¢ yap1 olarak; sitoplazmik zar
(hiicre zar1 veya plazma zar1), sitoplazma, mezozom, ¢ekirdek(nucleus, kromozom,
DNA), plazmid, ribozomdan vb. Olusmaktadir [45]. Sekil 2.2’de tipik bir bakteri

hiicresinin sekli gosterilmistir.
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Sekil 2.2 Bakteri hiicresi sekli [44]
2.3.1 Gram-pozitif ve Gram-negatif Hiicre Duvari

Sekil 2.3 Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteri hiicre duvar1 yapisini
gostermektedir. Gram pozitif bakteriler, 20-80 nm kalinliginda olan sacculus ad1
verilen silirekli bir hiicre duvari igerir. Hiicre duvari, murein olarak bilinen
peptidoglikandan olusur. Peptidoglikanlar, hem N-asetillenmis muramik asit hem
de glukozaminden olusan bir glikan omurgasi igerir. Gram pozitif bakterilerde, bu
glikan omurgasi, oligopeptitlerle yliksek oranda ¢apraz baglanmistir. -laktam
antibiyotikleri, capraz baglanmada rol oynayan transpeptidaz enzimini hedefler.
Baz1 gram pozitif bakterilerde, peptidoglikan omurgasina kovalent olarak bagh
teikoik asit bulunur. Teikoik asit, gii¢lii bir negatif ytik tasir ve gii¢lii bir antijeniktir

[46].
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Sekil 2.3 Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteri hiicre duvari yapisi [47]



Gram-negatif bakterilerin hiicre duvari (7,5-10 nm) ince peptidoglikan igeren tek
tabakadir. Peptidoglikan omurgasi, gram negatif bakterilerde kismen c¢apraz
baghidir. Teikoik asit, gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda bulunmaz. Gram
negatif bakteriler, hiicre duvarinin disinda dis zar denilen hiicre zarfindan olusur,
Gram negatif bakterilerin dis zarinda endotoksin gorevi goren lipopolisakkaritler
bulunur. Dis zar, kovalent olmayan bir sekilde lipoproteinlere tutturulur ve buna,
peptidoglikan tabakasina kovalent olarak baglanan Braun lipoproteinleri denir

[43]. Tablo 2.1'de Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteri hiicre duvari farklar

gosterilmistir.

Tablo 2.1 Gram-Pozitif ve Gram-Negatif bakteri arasindaki farklar [48]

GRAM-POZITIF

GRAM-NEGATIF

Peptidoglikan Katmani

kalin (¢ok katmanli)

ince (tek katmanl)

Hiicre Duvari Kalinlig1 20-80 nm 10 nm
Duvardaki Katman Sayisi 1 2
Peptidoglikan Icerigi >%50 %10-20
Hiicre Duvarindaki Teikoik var yok
Asit Varligi

disiik

(aside dayaniklh yuksek
Lipit ve Lipoprotein Icerigi bakteriler peptidoglikan (dis zar varlig)
baglantili lipitleri

olmasi)
Protein Igerigi Orani 0% 9%
Lipopolisakkarit (LPS) icerigi neredeyse hig yuiksek
Periplazmik Bosluk yok var
Dis Zar yok var
Kamgil Yapi temel viicutta 2 halka temel viicutta 4 halka

Toksin Uretimi

ekzotoksin

ekzotoksin ve

endotoksin




Tablo 2.2 Gram-Pozitif ve Gram-Negatif bakteri arasindaki farklar[48] (devami)

Fiziksel Bozulma Direnci ylksek diisik
distiik

Lizozim ile Hiicre Duvari ylksek (dis membrane bozma

Pargalanmasi On islemi

gerektirir)

Sillfoamid  ve  Penisiline

Duyarlilik ylksek diisik

Streptomisini Kloroamfenikol diisik yuksek

ve Tetrasiklin Duyarhilig:

Temel Boya (Basic Dyes)

Inhibisyonu yiiksek diisiik

Anyonik Deterjanlara

Duyarlilik ylksek diisik

Sodyum Azid Direnci ylksek diisik

Kurumaya Direnci yuksek disiik

2.3.2 Fosfolipitler

Fosfolipitler, hiicre membraninin en 6nemli bilesenidir. Bir fosfolipid molekiiliiniin

yapisi tipik olarak iki hidrofobik yag asidi kuyruktan ve bir fosfat grubundan

olusan bir hidrofilik bastan olusur. Bu iki bilesen bir gliserol molekiilii ile

birlestirilir. Fosfat grubu, kolin gibi basit organik molekiiller ile degistirilebilir.

Fosfat grubunun amfifilik 6zelliginden dolay1 sulu ortamda fosfolipitler, hidrofobik

kuyruklarini yan yana ve ug¢ uca yerlestirerek, sadece hidrofilik baslarin suyla

temas ettigi bir cifte tabaka olustururlar. Olusan bu tabaka esnek, kismen gecirgen

ve sivi kristaller gibi akiskandir [49, 50]. Sekil 2.4’te fosfolipitlerin sematik

gosterimi verilmistir.
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Sekil 2.4 Fosfolipitlerin sematik gosterimi

Fosfolipitler; fosfatin bulundugu bas kisim bélgesi ile fosfolipitin nétral, asidik ve
bazik olmak iizere li¢ ana kategoriye ayrilarak yiikiini etkiler [49]. Sekil 2.5'te

hiicrelerdeki lipitler ve bas gruplarindan dolay lipitlerin ytikleri goriilmektedir.
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Phosphatidylserine (PS) Cholesterol (CH)

Sekil 2.5 Hiicre membraninda bulunan lipitlerin yapisal gosterimi[51]

Tablo 2.2’de kirmizi kan hiicrelerinin (RBC), bazi Gram-pozitif ve Gram-negatif
bakterilerinin hiicre membraninda bulunan lipitlerin tiriine gore dagilimi
gosterilmistir. Kan hiicrelerinde fosfatidil gliserol (PG) olmamasi hiicre ¢eperini
notral yapar. Bununla birlikte bakterilerde PG bulunmasi (-) ytiklii ¢ceper olmasina

sebep olur ve boylece katyonik maddelerle elektrostatik etkilesime girebilir [52].
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Tablo 2.3 Farkli hiicrelerde bulunan lipitlerin dagilimi*

Hiicre Tiri PC |[PE PG |PS |[SM |[CL |CH
E. coli (Gram-negatif) - [%80%20| - - %5 | -
S. typhimurium (Gram-negatif) - %60 %33| - - %7 | -
P. cepacia (Gram-negatif) - (%82 %18| - - - -
B. subtilis (Gram-pozitif) - [%12%70| - - %4 | -
S. aureus (Gram-pozitif) - - %57 - - %43 -
Kirmizi kan hiicreleri-RBC (dis kisim) (%33{%9 | - - |%18| - %25
Kirmizi kan hiicreleri-RBC (i¢ kisim) (%10{%25| - (%10{%5 | - -

* PC: Fosfatidilkolin; PE: Fosfatidiletanolamin; PG: Fosfatidilgliserol; PS:

Fosfatidilserin; SM: Sfingomiyelin; CL: Kardiyolipin; CH: Kolesterol
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3

ELEKTROKIMYASAL SENSOR

3.1 Tanimi

Elektrokimyasal donistirtici vasitasiyla calistirilan biyosensorler;
elektrokimyasal biyosensorler olarak tanimlanmaktadir. Enzimler, tam hiicreler,
spesifik ligandlar ve dokular gibi biyolojik materyallerin yani sira biyolojik

olmayan matrisleri de tespit edebilirler [53].

Biyosensor ¢agi, Clark ve Lyons tarafindan gelistirilen ilk glikoz 6lgeri icat edilerek
1962'de basladi [54]. Daha sonra biyo-teletip, biyoloji, cevresel izleme, ila¢ kesfi,
gida giivenligi kontrolii ve digerleri gibi alanlarda yayilmaya basladi. Teknolojinin
gelismesiyle makinelerin daha kiglik kullanom amagh cihazlara doéntisimi
biyosensoérlere ilginin artmasina sebep olmustur. Biyolojik faktorlerin elektronik
cihazlara uygulanmasi, gelismis hassasiyet, secicilik, tespit limitleri (LOD'lar) ve
niceleme limitlerine (LOQ'lar) sahiptir [55]. Biyosensorler bes ana bilesenden
olusur: (i) biyo-alicy, (ii) araytiz, (iii) dontstiiriicii eleman, (iv) bilgisayar yazilimi
ve (v) bir kullanic1 araytizii. Biyoreseptor, analite secici olarak baglanir ve arayliz,
olcilen sinyale yol acan secilmis bir biyolojik olayin meydana geldigi yerdir.
Elektrokimyasal biyosensorlerde bu sinyal doniistiiriici bir elektrokimyasal
dontustiriucudir ve bu nedenle de sinyali elektronik sinyale dontisturir. Bilgisayar
yazilimi sayesinde ise bu sinyaller, anlamli bir sekilde yorumlanabilecek fiziksel bir
parametre haline gelir. Bu daha sonra kullanic1 arabirimi araciligiyla operatore

sunulur [53].
3.2 Elektrokimyasal Algilama

Elektrokimyasal biyosensorler, biyokimyasal reseptorleri sayesinde kantitatif veya
yar1 kantitatif analitik bilgi saglarlar. Analitin indirgenme/oksidasyon
reaksiyonlarindan kaynaklanan akim veya potansiyel degisiklikler dlciilerek analiz
edilebilir. Burada prensip her zaman kararl referans elektroduna gore o6lciilen

elektrotlarin tretimi veya tiiketimi nedeniyle c¢o6zelti ortami 06zelliklerinin
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degismesidir. Siire¢, calisma elektrot yiizeyine odaklandigindan, c¢ozelti
konsantrasyonuna degil tiir aktivitesine baghdir. Ayrica, direkt elektron akisinin
kullanilmadig, redoks reaksiyonuna odaklanilmayan elektrokimyasal teknikler de
mevcuttur. Ornegin, yiizey biyofonksiyonel hale getirilmesinden ve antijen-antikor,
reseptor-ligand ve digerleri gibi molekiiler etkilesimlerden kaynaklanan elektrot
yluzeyindeki degisiklikler analiz edilir. Bu durumda empedans, kapasitans veya
diren¢ patametreleri olciiliir. Ayrica, reseptor olarak kullanilan c¢oklu elektrot

malzemeleri ve bunlarin immobilizasyon yontemleri mevcuttur [56, 57].
3.2.1 Elektrokimyasal Hiicreler

Geleneksel elektrokimyasal hiicre ¢alisma, yardimci ve referans olmak tlizere {i¢
ayr1 elektrot icerir. Calisma elektrodu kimyasal olarak kararl iletken malzemeler
olan altin, karbon, platin gibi malzemelerden yapilir ve her malzemenin potansiyel
penceresi, kapasitesi gibi farkli parametreleri oldugu icin 6l¢iimii etkilemektedir.
Ayrica malzemenin toksisite ve maliyeti de 6nemlidir. Calisma elektrodu ytliksek
tekrarlanabilirlik ve S/N (sinyal/giiriiltii) oOzellikleri go6stermelidir. Calisma
elektrodunda redoks olay1 yiizeyde gerceklestiginden dolayr analiz edilen
reaksiyona bagli olarak hem katodik hem de anodik olarak polarize edilebilir.
Yardimcr elektrot, calisma elektrodu ile arasinda elektron akisini saglar ve
hiicredeki mevcut devreyi kapatir. Genellikle yardimc1 elektrot olarak karbon,
platin tel kullanilir. Referans elektrot, tiim hiicrede sabit potansiyel iiretir ve
calisma elektrodu reaksiyonunu dengeler. En yaygin yardimi elektrot, sifir yari
hiicre potansiyeline sahip standart hidrojen elektrotu (SHE) veya giimis kloriirle

kapli gimis teldir [56, 58].

Ug elektrotlu geleneksel elektrokimyasal hiicre disinda varyasyonlar da mevcuttur.
Mikroakiskan hiicreler konsepti, daha kolay 6érnekleme ve temizleme, artirilmis
hassasiyet ve azaltilmis girisimler sunar [59]. Acik¢a daha az reaktif tiiketilir ve
daha az atik tiretilir. Ornegin, mikrobiyal yakit hiicresi (MFC) organik substratlari
mikrobiyal katabolizma yoluyla elektrik sinyaline donustiirebilir.[60] Cip tstu
laboratuvar cihazlarinda (LOC), ii¢ elektrot sistemi, birden fazla laboratuvar islevi
ile birka¢ santimetre kare platforma kadar minyatiirlestirilmistir. Cok kuii¢tik sivi

hacimlerini (pikolitre seviyesi) islemek mimkiindir. Ekran baskili elektrotlar
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(SPE'ler), li¢ mini elektrotlar, ultra ince dl¢iim sistemi olusturan polimer substrat
lizerine yerlestirilir. Yiiksek tekrarlanabilirlik ve diisiik maliyetle seri tretilirler.

Bu set, ¢alisma elektrodu yiizeyinin kolay modifikasyonuna izin verir [61].
3.3 Elektrokimyasal Sensor Cesitleri

3.3.1 Potansiyometrik Algilama

Potansiyometrik sensorlerin prensibi, bir elektrottaki potansiyelin baska bir
elektroda gore degisikliginin Ol¢iilmesine dayanmaktadir. Elektriksel potansiyel
farki veya elektromotor kuvveti (EMF) sifir akim degerinde Oolgilir [62].
Reaksiyon, Nernst denklemi ile tanimlanir. Konsantrasyon tepkisi logaritmiktir ve

cok kiiciik degisikleri bile algilayabilir [56, 58].
3.3.2 Kondiiktometrik Algilama

Akim akisinin veya elektriksel ilektenligi degistiren bir ¢ozeltinin iyonik giiciiniin
degisiminin Ol¢lilmesine dayali elektrokimyasal algilamalardir. Diisiik maliyetli
ince film uygulamalari, dogrudan gercek zamanl izleme, minyatiirlestirme gibi
avantajlar1 olmasina ragmen dezavantaj olarak diger elektrokimyasal algilamalara

gore dusiik hassasiyet gostermektedir [56, 58, 62].
3.3.3 Amperometrik Algilama

Bu donitstiirticiilerin ¢alisma prensibi ¢alisma elektroduna uygulanan sabit bir
potansiyel altinda redoks reaksiyonundan gelen dogru akimin olgilmesine
dayanmaktadir. Tanima elemaninin aktivitesi, hedef molekiil ile etkilesimden
sonra degisir. Uriin, elektroaktif olmali ve redoks reaksiyonu gostermelidir [63].

Akim, aktarilan elektronlarin oranidir ve analit konsantrasyonu ile orantilidir.
3.3.4 Voltametrik Algilama

Voltammetrik dontustiiriiciiler, akim-potansiyel iliskisini 6l¢cen, ¢ogunlukla
biyoalgilama analizlerinde kullanilan en kapsamli doniistiirtictiilerdir [63]. Redoks
zirvelerinin gorindigu potansiyel, mevcut tepe boyutu tiirlerle orantilidir ve
incelenen tiirlere 6zel oldugu icin tek bir 6l¢gtimde farkli karakteristik potansiyele
sahip bircok bilesigin tespitini mimkiin kilmaktadir. Voltametrik yontemler;

dongiisel voltametri (CV), diferansiyel puls voltametri (DPV), siyirma voltametri,
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AC voltametri, polarografi, dogrusal stipiirme voltametrisi (LSV) ve benzeri olarak
ayrilir. Bu voltametrik yontemlerin i¢cinden en ¢ok kullanilanlar CV, LSV ve DPV'dir.
Bu yontemlerdeki fark, potansiyel uygulama yolu farkhliklarindan
kaynaklanmaktadir. En basit yontem olan LSV'de, ¢calisma elektroduna uygulanan
potansiyel zamanla dogrusal olarak artmaktadir. Akan akim, faradaik akimdan
(Faraday yasalarinin akmasi, aktif bilesigin bosaltilmasi anlamina gelir) ve
kapasitif akimdan (¢o6zelti ile elektrot arasindaki cift elektrik tabakasi biiylimesi
nedeniyle iiretilen) olusur. Tespit limitleri mg/L seviyesinde gosterir [64]. CV'de
taramanin ti¢ggen bir sekil 6zelligi vardir. Elde edilen voltamogram, redoks zirveleri
olan kapal1 bir egridir (islem tersine cevrilebilirse iki, islem geri dondiiriilemezse
bir egri). Dezavantaj olarak diisiik hassasiyet gostermesi nedeniyle CV kantitatif
analiz i¢in uygulanamamaktadir. DPV’de, dogrusal tarama sirasinda tepe grafigi
veren periyodik sabit potansiyel darbesi uygulanir ve darbeden 6nce ve sonra
olusan akim arasindaki fark olgiiliir. Bu teknik, 10-100 pg/L smirindaki
algilamalarda ¢ok hassastir [55]. Sekil 3.1’de genel dongilisel voltamograma érnek

gosterilmektedir.
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Sekil 3.1 Ug dongiide gerceklestirilen genel déngiisel voltamogram Ep.: Anodik
tepe potansiyeli, Epc: Katodik tepe potansiyeli, karsilik gelen tepe akimlari su
sekilde belirtilir: ipa ve ipc [65]
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3.3.5 Empedans Algilama

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) olarak adlandirilan ydntem,
ozellikle biyolojik malzeme ile modifiye edilmis elektrotlarin yapisini ve islevini
karakterize eder [66, 67]. Cozeltideki redoks probunun varligina/yokluguna bagh
olarak ayrica Faradaik veya Faradaik olmayan olarak siniflandirilabilir. ikincisi,
reaktif gerektirmediginden bakim noktasi (POC) cihazlarinda daha ¢ok tercih
edilir. Sensor yiizeyindeki etiketsiz etkilesimlerin tespiti, elektrot ylizeyinin
hareketsiz hale getirilmesi sirasinda, cift katmanin direnci ve kapasitansi
degismesi  sonucu olusan empedanstaki degisikligin  Olgiilmesi ile
gerceklestirilir.En popiiler ifade edilen sonuclar Nyquist ve Bode grafikleridir. EIS
sensorleri esas olarak kendiliginden birlestirilmis tek katman (SAM) veya iletken
bir polimer temel katman yontemi ile olusturulur. Tespit limitlerinin
amperometrik ve potansiyometrik algilama yontemlerine gore diisiik olmasi
dezantajidir. Elektrolitlerden tiiretilen yanlis pozitif sonuclar ana dezavantajdir
[58, 68]. Sekil 3.2’de empedansa gore calisan birbirine bagh elektrot sensorii

gosterilmistir.

Silver on
platinum
(reference
electrode)

Fingers

Polypyrrole
onto
platinum
(working
electrode)

Insulating
layers

Sekil 3.2 Empedansa gore calisan birbirine bagh elektrot sensorii[69]
3.4 Uygulama Alanlari

Bircok biyosensor, yalnizca laboratuvarda kullanim olarak kalmamis giinliik
tasinabilir kullanim alanina da girmistir. Biyo cihazlarin temel amaci tip alaninda
uygulamaktir. [nsan o6limlerinin baslica nedenleri arasinda bakteriler, virisler,
mantarlar gibi patojenler bulunmaktadir. Bu patojenler ayrica hayvan ve bitkilere

de bulasabilirler ve kontrol altina alinamayan patojenler pandemiye neden olabilir.
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[70]. Erken teshis en giiclii 6nlemlerden biri olmasina ragmen ytliksek maliyetler,
siki numune hazirlama mekanizmalar1 ve uzun streli analizler patojenlerin
kontroliint zorlastirmaktadir. Yeni teknolojiler sayesinde biyosensor cihazlarinin
minyatiirlestirilmesi ve hizli verilerin elde edilmesi ile bu zorluklar azalmistir.
Glinlimiizde, viriis istilalar gibi yaygin hastaliklardan ciddi tiimoérlere kadar, ¢ok
cesitli biyoreseptorler ve yukarida bahsedilen 6l¢iim teknikleri kapsaminda tespit
miimkiindiir. insan saghgi disindaki biyosensér uygulamalarina érnek olarak, gida
isleme/izleme, fermantasyon siirecleri, askeri biyolojik savunma ve benzeri

sayilabilir [71].

Biyosensorler; pg/mL mertebesinde veya daha az gosterdikleri duyarliliklari,
ylksek secicilikleri, yliksek fayda/maliyet oranlari, kolay kullanimlari, hizli veri
elde edilmesi gibi 6zellikleri nedeniyle farmasotik ve biyomedikal analizlerde
ylksek ilgi gormektedir. Bu ¢alismalarda, ayrica nanopartikiillerin de kullanilmasy;

hassasiyeti yliksek sensorlerin gelistirilmesi i¢in 6nemlidir.

Biiytik iletkenlik, biyouyumluluk, ytliksek ylizey-hacim orani ve hibridizasyon, sol-
jel, kendiliginden birlesen tek tabakali (SAM) ve diger yontemlerle modifikasyon
olasiliklar1 nedeniyle metal nanopartikiiller (NP'ler) cok popiilerdir ve piyasada
mevcuttur. Glinimizde nanomateryaller, artan duyarhilik ve tespit limitleri
nedeniyle biyo-cihazlarda gereklidir [72]. Iyi bilinenler AuNP'ler, AgNP'ler,
PtNP'ler ve bunlarin alasimlar1 Au-Ag, Au-Pt, Ag-Pt'dir [73, 74].
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A

HALKA ACILMA METATEZ POLIMERIZASYONU
(ROMP)

4.1 Genel Bilgi

Kisaca halka agilma metatez polimerizasyonu (ROMP), bir siklik olefinin doymamisg
halkasinin a¢ildig1 ve doymamis baglarin sayisinin polimer omurgasinda tutuldugu
ozel bir polimerizasyon tirudir. Olefin metatezi, endustrinin ¢ocugu olarak

tanimlanabilir [75]. Sekil 4.1’de ROMP genel 6rnegi gosterilmistir.

Sekil 4.1 Halka agilma metatez polimerizasyonuna (ROMP) genel bir 6rnek

Polimerizasyon yontemlerinden biri olan halka agilma metatez polimerizasyonu
(ROMP), ozellikle iyi tanimlanmis (well defined) yapilara sahip makromolekiilleri
sentezlemek icin giiclii ve genis yelpazede uygulanabilir bir yontem olarak ortaya
cikmistir [76-78]. ROMP'un kokenleri, olefinleri iceren yeni donilistimleri ve
reaktiviteleri ortaya ¢ikarmak icin cesitli metaller ve reaktiflerin birlestirildigi
1950'lerin ortalarina kadar izlenebilir [79]. Bu reaksiyon 1950'lerde etilenin
oligomerizasyonu sirasinda kesfedilmistir ve cesitli yontemlerle polimerlerin

sentezinde kullanilmistir.

1950'lerin ortasinda Anderson ve Merckling'in (DuPont), TiCls/EtMgBr
katalizorleri ile yaratilan norbornenin Ziegler-Natta polimerizasyonu {lizerine

calismalar1 sirasinda basladi [80]. 1957'de Eleuterio (DuPont), LiAlH4 ile aktive
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edilmis MoO3/Al;03 katalizorlerinin yam1 swra birka¢ siklik olefinin

polimerizasyonunu a¢iklayan bir patent basvurusunda bulundu [81].

Bir norbornen polimerinin ozonolizi, cis-siklopentan-1,3-dikarboksilik asit
Uriiniinii verdi, béylece bu yeni polimerizasyon reaksiyonunun, cift baglarin

sayisini koruyan 6zelligini ortaya koydu (Sekil 4.2).

ROMP azanalysis HOOC COOH
/A 1 7 - n

Sekil 4.2 Norbornenin ROMP gosterimi ve polinorbornenin ozonolizi

Uzun yillar boyunca ROMP ve ayni anda incelenen asiklik olefinlerin metatezi,
literatiirde baslangicta olefin boliinmesi olarak kabul edildi ve iki farkli reaksiyon
olarak kabul edildi. Calderon 1972'de ayn1 madalyonun iki yiizii olduklarini fark
etti ve bu reaksiyon tiirii i¢in olefin metatezi terimini tanitt1 [82]. Netlik saglamak
icin, belirli substrata ve dontlisiime bagl olarak metatez temel olarak birkag alt
tipte gruplandirilmistir. Siklik olefinleri iceren halka kapama metatez (RCM), halka
acilma metatezi (ROM) ve ROMP Sekil 4.6'da sematik olarak gosterilmektedir. Bu
katki esas olarak rutenyum bazlh katalizorler kullanan ROMP araciligiyla polimer
sentezi alanindaki son gelismelerle ilgilenir. Bu polimerizasyon yontemi Tim
Swager tarafindan California Teknoloji Enstitiisii'nde (Caltech) R. H. Grubbs’in
laboratuvarinda yiiksek lisans 68rencisiyken ROMP olarak ifade edilmistir [83, 84].
2005 yilinda, Yves Chauvin, Robert H. Grubbs ve Richard R. Schrock, organik
sentezde metatez yonteminin gelistirilmesi ile ilgili calismalari tizerine kimyadaki

Nobel 6diiliinti paylasmistir [85-87].
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Sekil 4.3 Metatez yollari: ADMET (polimerizasyon), ROMP, RCM, ROM ve ¢apraz
metatez (CM)

ROMP ve asiklik dien metatez (ADMET) ile elde edilen polimerlerin genel yapilari,
Sekil 4.3’te ayni sekilde aciklanabilmesine ragmen, polimerizasyon kinetigi
acisindan tamamen farkli bir islem gereklidir. Ilki zincir polimerizasyonunu

icerirken, ikincisi asamali bliyiime polimerizasyon siirecidir.[88]

ADMET tipi polimerler ROMP metoduna goére daha az uygulanmistir [75]. ADMET,
diizenli aralikli fonksiyonel grup dallarina ve yiiksek termal stabiliteye ve
kristallige sahip poliolefinlerin sentezi icin 1987'ten beri Wagener ve grubu
tarafindan gelistirildigi goriilmektedir. ADMET, zincir i¢i islevsellik iceren

polimerik materyallerin sentezlenmesi icin de faydalidir.
4.2 Polimerizasyonun Mekanizmasi ve Termodinamigi

Polimerizasyon mekanizmasi, metal aracili karbon-karbon c¢ift bag (C=C) degisim
stireci olan olefin metatezine dayanmaktadir. Sonu¢ olarak, monomerle iliskili
herhangi bir doymamislik, polimere déniistiirtliirken korunur. Bu, ROMP'nu tipik
olefin katilma polimerizasyonlarindan (6rnegin, etilen — polietilen) ayiran 6nemli
bir 6zelliktir [79]. ROMP'un diger zincir biiyiimesi polimerizasyon yontemlerine
gore onemli bir ayirt edici 6zelligi olan omurgasindaki C=C baglari, oksidasyona
karsi duyarliliklar1 nedeniyle dezavantajli olarak gorilmiistir. Aslinda omurga C=C
baglarinin hidrojenasyonu, stabilitenin artmasinin istendigi durumlarda siklikla
kullanilmistir. Bununla birlikte, birka¢ grup, basit siilfonasyon, epoksidasyon ve
fotokimyasal ve termal olarak indiiklenen yollarla radikal ¢apraz baglanmayla
sinirl raporlarla, bir postpolimerizasyon degisikligi firsat1 olarak bu ¢ift baglardan

yararlanmigstir [89].
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1971'de Hérisson ve Chauvin, metatez reaksiyonlari ailesinin, kabul goren metatez
mekanizmasina yol agan bir metalosiklobiitan ara trtin yoluyla ilerledigini 6ne
stiren ilk kisilerdi [90]. ROMP genel mekanizmasi Sekil 4.4’te gosterilmektedir.
Baslama, bir gecis metali alkilidin kompleksinin bir siklik olefine koordinasyonu ve
bu koordinasyonun [2+2] siklo katilma ile biiyliyen bir polimer zincirinin
baslangicini olusturan dort tiyeli bir metalasiklobiitan ara triniinii vermesi ile
gerceklesir. Bu gerilmis ara iiriin, bir olefin iirtinii ve yeni bir metal alkiliden elde

etmek icin siklogeridonme yolu ile olur.
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Sekil 4.4 Tipik bir ROMP reaksiyonunun mekanizmasi

Katalizoriin baslatilmasi i¢in ti¢ makul mekanizma vardir. Birincisi, olefin ligand
yer degistirmesinden oOnce metal alkilidin katalizoriine koordine olan bir
"birlestirici" mekanizma; ikincisi, olefin baglanmasindan 06nce bir ligandin
kayboldugunu varsayan bir "ayrisma" mekanizmasi; li¢iinciisi, olefin baglanmasi
ve bir ligand kaybinin ortak bir gecis durumu vasitasiyla ayn1 anda meydana
geldigi bir "degis tokus" mekanizmasi seklindedir [91]. Baslama, katalizore bagh

oldugu icin, baslama mekanizmasi ve hizi, metal merkez cevresindeki ligandlarin
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stereoelektronik dogasi degistirilerek ayarlanabilir [92]. Biiylime asamasinda,
polimerizasyon reaksiyonu sona erene kadar benzer adimlar tekrarlanir ve
monomerin tamam tiiketilir, bir reaksiyon dengesine ulasilir veya reaksiyon
yanlislikla veya kasitli olarak sona erdirilir. Yasayan ROMP tipi polimerler
genellikle 6zel bir kimyasal reaktifin eklenmesiyle bilingli olarak sonlandirilir [88].
Bu reaktifin islevi; gecis metalini biliyliyen polimer zincirinin sonundan segici
olarak c¢ikarmak ve devre disi birakmak, ayrica metalin yerine bilinen bir
fonksiyonel grup kurmaktir. Rutenyum aracili polimerizasyonlarin ¢ogu i¢in bu
reaktif, [Ru]=CHOEt tipi bir kompleks ve bir metiliden ugtan islevsellestirilmis
polimer saglayan etil vinil eterdir; Molibden aracili polimerizasyonlar i¢in bu
reaktif, bir [Mo]=0 tipi kompleks ve bir benziliden u¢ baslikli polimer saglayan
benzaldehittir [79].

Metal ligandi esasli ROMP reaksiyonlari ile ilgili tic 6nemli 6zellik vardir. Ilk olarak,
biiyliyen polimer zincirleri Uzerinde yayllan metal merkezlerinin ya
metalasiklobtitan ya da metal alkilidin formunda mevcut olabilecegine dikkat
etmek onemlidir. Bu fark, gecis metaline ve bunun baglantili ligandlarina ve ayrica
reaksiyon kosullarina baghdir. ikinci olarak, cogu olefin metatez reaksiyonu gibi,
ROMP genellikle geri doniisimliudiir. Boylece, Sekil 4.4'te gosterilen temel
mekanizma, gosterildigi gibi ters yonde ilerleyebilir. Cogu ROMP reaksiyonu
tersine cevrilebilir oldugundan, bunlar denge kontrollii reaksiyonlardir ve
dengenin konumu (reaktanlara karsi triinler) polimerizasyon reaksiyonunun
termodinamigi dikkate alinarak tahmin edilebilir. Bu nedenle klasik ROMP’un
arkasindaki itici gug, halka gerginliginin (AH<0) azaltilmasidir. ROMP reaksiyonu
ayrica entropide karsilik gelen bir diisiis (AS<0) olmaktadir. Bu nedenle, Gibbs
serbest enerji yasasina gore: AG = AH-TAS; entropik bariyerin, entalpi katkisindan
daha agir bastigi ve pozitif bir G'ye yol actigi kritik bir sicaklik vardir.
Polimerizasyonu desteklemek icin, reaksiyonlar tipik olarak diisiik sicakliklarda
(vani oda sicakliginda veya altinda) biiylik bir halka gerginligine (>5 kcal/mol)
sahip olan monomerler kullanilarak gercgeklestirilir [93, 94]. ROMP icin,
norbornen, oksanorbornen, siklopropen, siklobtiten ve siklookten tiirevleri gibi
cok cesitli yliksek halka gerginligindeki mononomerler kullanilmistir. Siklopenten
veya sikloheksen ve bunlarin tirevleri gibi halka acikldiginda siklik olefini yeniden
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olusturmak i¢in geri tepkimeye kolaylikla donebilen monomerler, polimerizasyon
dengesini polimer iriiniine dogru yonlendirmek icin dusik sicakliklarda

polimerize edilmelidir [95].

ROMP tipi polimerizasyon sirasinda genellikle Sekil 4.5°te gosterildigi gibi
molekiiller aras1 ve molekil i¢i zincir transfer reaksiyonlar: eslik eder. Molekiiller
arasi zincir transferinde, ucunda bir aktif metal alkilidin bulunan bir polimer
zinciri, baska bir polimer zincirindeki bir ¢ift bag ile reaksiyona girer. Ayri1 polimer
zincirleri, toplam polimer zincirlerinin sayisin1 degistirmeden tutarak, buna gore
molekiiler agirlikta artar veya azalir. Molekil i¢i zincir transfer reaksiyonunda
(geri doniis), bir polimer zincirinin karben terminali, azaltilmis molekiiler agirliga
sahip bir polimer zinciri olusturmak ve bir siklik oligomeri serbest birakmak i¢in
kendisiyle reaksiyona girer. Molekiiller arasi ve/veya molekiil i¢i zincir
transferlerinin her ikisi de, polimer iriiniiniin zincir dagilimini (polidispersite)

arttirir [93].

Molekiiller arasi zincir transferi:

R [/“\ P I/ ™~
TN Ty T ” =2 i’;\ L, v =l : ML
R\_{L W0 ) - 1 n T n
. n+3 m
= é)j = ML, =y
= Grinler
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Molekiil igi zincir transferi:

— backbitin
g — M {Q

k polimer

zinciri

Sekil 4.5 ROMP reaksiyonlarda ikincil metatez (molektller arasi zincir transfer ve
molekiil i¢i zincir transfer) reaksiyonlarin 6rnekleri

ROMP gibi denge kontrolli polimerizasyonlarin bir baska anlami, siklik

oligomerleri olusturma egilimidir. Jacobson-Stockmayer'in halka-zincir dengesi

teorisine gore, siklik oligomerlerin olusumu her zaman ytliksek molekiiler agirlikli

polimer olusumuna eslik edecektir. Mevcut siklik tiirlerin toplam miktari, ¢oziic,

polimer omurgasinin cis/trans orani, monomerin sertligi, reaksiyon siiresi ve
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konsantrasyon gibi faktorlere baglidir. Dongiisel tiirlerin olusumu, daha yiiksek
sicakliklarda ve daha dusiik konsantrasyonlarda tercih edilir ve kritik deger
yukarida belirtilen faktérlere baghdir. Bu yan reaksiyonlar, yasayan bir
polimerizasyon diisiiniildiigiinde Kkesinlikle dezavantajli olmakla birlikte,
reaksiyonu nispeten seyreltik kosullar altinda basitce gerceklestirerek neredeyse
tamamen dongiisel tiirlerden olusan materyalleri sentezlemek i¢in kullanilmistir

[79].

ROMP igin itici giig, siklik monomerin halka gerginligidir, ancak polimerizasyonun
meydana gelmesi icin bir metal baslatici (katalizér) gereklidir. ilk ROMP
reaksiyonlary, TiCls/EtzAl, MoCls/EtzAl, WCls/EtAICl2/EtOH, Re207/Al203,
RuClz/polar c¢oziiciiler ve daha pek ¢ogu gibi tanimlanmamis katalitik sistemler
kullanilarak gerceklestirilmistir.[96] Daha sonra, molibden ve tungsten bazl iyi
tanimlanmis metal karben kompleksleri Schrock grubu tarafindan gelistirildi.
1995'te Grubbs, ROMP i¢in yeni Ru bazli katalizoriin sentezi ve aktiviteleri
hakkinda rapor verdi. Grubbs katalizorii olarak bilinen bu kompleks, birkag
sikloolefinin polimerizasyonunda bir Kkatalizor olarak c¢ok yiiksek aktivite
gostermistir [97]. (Sekil 4.6) Bu iyi tanimlanmis metal-karben komplekslerinin
¢cogu, yasayan polimerlerin sentezine izin verir. Burada, hizli baslayan bir
kompleks, istenmeyen zincir transferi veya sonlandirma reaksiyonlari gibi 6nemli

yan reaksiyonlarin yoklugunda monomerin hepsini tiiketir [84, 98].
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Sekil 4.6 Halka agilma metatez polimerizasyonu i¢in kullanilan en yaygin metal-
karben kompleksleri
Bununla birlikte, buglin mevcut olan farkli metal-karben kompleksleri, sadece
reaktiviteleri acisindan degil, ayni zamanda fonksiyonel grup toleranslari
acisindan da bilyiik olciide farkhilik gostermektedir [99, 100]. Tablo 4.1'de
katalistlerin fonskiyonel gruplara karsi toleransini gostermektedir. Tungsten
karben kompleksleri, olefin metatezi sirasinda mevcut olan esterleri ve amidleri
tolere eder ve molibden karben kompleksleri ayrica ketonlari tolere eder. Bununla
birlikte, her ikisi de Wittig benzeri reaksiyonlarda aldehitlerle reaksiyona girerek
aldehit kalintisini polimerin zincir ucuna aktararak reaksiyonu sonlandirir.
Rutenyum karben kompleksleri, en fonksiyonel grup toleransli metatez aktif

kompleksleridir ve bu nedenle yaygin olarak kullanilmaktadir [75, 98, 101].

Tablo 4.1 Gecis metali karben komplekslerinin fonksiyonel grup toleransi
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5

DENEYSEL CALISMALAR VE BULGULAR

5.1 Materyal ve Yontem

5.1.1 Deneyde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Furan, maleik anhidrit, 3-bromopropil hidrobromiir, 1-bromohekzan, 3-amino
metilpiridin, trifenilfosfin, maleimit, dietil (hidroksimetil)fosfonat, diizopropil
azodikarboksilat (DIAD), bromotrimetilsilan, sisteamin, altin (III) kloriir, sodyum
borhidriir, etilvinil eter, 3-bromopiridin, sodium asetat, tetrahidrofuran (THF),
petrol eteri, dietil eter, N,N-dimetil formamid (DMF), N,N-dimetilasetamid (DMAc),
diklorometan (DCM), kloroform, pentan, metanol, dimetil siilfoksit (DMSO), etil
asetat, asetik anhidrit, hekzan, asetonitril, Grubbs ikinci jenerasyon katalizorii
Sigma-Aldrich’ten temin edildi. Mueller-Hinton sivi1 besiyeri, Mueller-Hinton sivi
besiyeri Difco/BD Diagnostic Systems (USA)'dan satin alindi. Staphylococcus
aureus (S. aureus) (ATCC numarasi: 25923) ve Escherichia coli (E. coli) (ATCC
numarast: 25922) Yildiz Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Bolimi’'nden temin edildi. DMF ve THF destilasyon yontemi ile kuru hale

getirilmistir.
5.1.2 Deneyde Kullanilan Cihazlar ve Yardimci Gerecler

Infrared spektrumlari ATR cihazi ile “Perkin-Elmer, FT-IR” spektrofotometresinde
Yildiz Teknik Universitesi Enstriimantel Analiz Laboratuvarinda alindi. Altin
nanopartikil oOl¢iimleri Shimadzu UV-2600 spektrometresinde Yildiz Teknik
Universitesi Aletli Analiz Laboratuvarinda alindi.. Altin nanopartikiillerin
gorintiisii Saarland Universitesi Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) “JEOL JEM-
2100 LaB6-cathode (200 kV) kamera Gatan Orius SC1000 CCD” kullanilarak
gorintiilendi. Niikleer manyetik rezonans spektrumlari (1H NMR (500 MHz) ve 13C
NMR (75 MHz) spektrumlar1) Yildiz Teknik Universitesi NMR Laboratuvarinda
“Bruker-500 MHz NMR” cihazi ile, ¢oziicii olarak DMSO-ds, CDCl3, D20 ve standart
olarak TMS kullanilarak alindi. Ayrica 3P NMR spektrumlar1 Bogazici Universitesi
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lleri Teknolojiler Ar-Ge Merkez Laboratuvarlari NMR Arastirma Laboratuvarinda
“The Varian Mercury-VX 400 MHz BB” cihazi ile alind1. Antibakteriyel test icin cam
yiizeyleri Yildiz Teknik Universitesi Fizikokimya Laboratuvarinda bulunan
“Spincoat G3-8 Spin Coating System” kullanilarak kaplandi. Kaplanan elektrot
ylzeylerindeki polimer goriintiileri ve bulundurdugu Fe (demir) miktarlar1 analizi
icin Bogazici Universitesi R&D Merkezindeki “Philips-FEI XL3o ESEM-FEG Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM) ve Enerji Dagilimli X-Isinlar1 Analizoéri /Gorinti
Analizleri Sistemi” kullanildi. Fe miktar1 ayrica Yildiz Teknik Universitesi Merkez
Laboratuvarindaki ICP-OES “Shimadzu ICPE 9000” ile analiz edildi. Elektrot
yiizeylerindeki polimerlerin goriintiisii icin Yildiz Teknik Universitesi Merkez
Laboratuvar1 Atomik Kuvvet Mikroskobu “Shimadzu SPM-9600” kullanildi.
Polimerlerin ortalama molekiiler agirliklar1 ve polidispersite indeksleri (PDI) i¢in
Almanya Saarland Universitesi “Boyut Dislama Kromatografisi (SEC) Waters 515
pompasi, RI Waters 2410 ve PSS GRAM 1.000 kolonu (60 °C’de, akis hiz1 1 mL/dak,
mobil faz olarak DMF (3 g/L LiBr ile birlikte)” kullanildi. Polimer Standart
Servisinden (PSS, Mainz, Almanya) pullulanlar standart olarak kullanildi.
Empedans o6l¢iimleri, Yildiz Teknik Universitesi Fizik Béliimiindeki “Hioki 3532
LCR metre” kullanilarak oda sicakliginda analiz edildi. Siklik voltametri (CV)
Olgtimleri; radyometre analitik PSTO50 potansiyostat, Voltmaster 4.0 yazilimim

calistiran PC arabirimi kullanilarak gergeklestirildi.
5.2 Monomerlerin Sentezi

5.2.1 Furan Maleik Anhidrit Diels Alder Uriiniiniin (4,10-Dioxa-tricyclo
[5.2.1.026] dec-8-ene-3,5-dione) Sentezi (Uriin 1)

63 g (642 mmol) maleik anhidrit, THF icerisinde ¢6ziildii ve 48 mL (660 mmol)
furan ortama pipet ile eklendi. 5 dakika azot gaz1 altinda karisim yapildiktan sonra
reaksiyon durduruldu ve oda sicakliginda, karanlikta 4 giin bekletildi. 4 giiniin
sonunda reaksiyon kabi icerisinde beyaz okzanorbornen kristalleri goruldii.
Saflastirma islemi icin kristaller soguk THF ile yikandi. Diels-Alder triiniin hepsi

ekzo-okzanorbornen olarak elde edildi. (Verim %78)

1H NMR (500 MHz, CDCls, ppm): § 6.6, 5.5, 3.2.
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13C NMR (75 MHz, CDCls, ppm): & 172, 137, 82, 48.

5.2.2 Bromookzanorbornen (4-(3-bromopropyl)-10-oxa-4-azatricyclo
[5.2.1.026]dec-8-ene-3,5-dione) Sentezi (Uriin 2)

NaHCO3 (5,44 gram, 65 mmol) reaksiyon kabi icerisinde 50 mL suda ¢ozildii.
Cozelti lizerine yavas¢a 3-bromopropilamin hidrobromiir (14,24 gram, 65 mmol)
eklendi. Birka¢ dakika karistirildiktan sonra Uriin 1 (10 gram, 60,24 mmol)
reaksiyon ortamina eklendi ve reaksiyon oda sicakliginda 30 dakika boyunca
karistirildi. Vakum altinda su ve dietil eter ile yikanarak saflastirildi ve vakum
etiiviinde kurutuldu. Ikinci asamada, sodyum asetat (0,72 gram, 8,28 mmol) ve
asetik anhidrit (16 mL) slispansiyonu 2 boyunlu balon icerisinde 90 °C’'de, 10
dakika karistirildi. Bu karisimin lizerine, ilk asamada sentezlenen beyaz iiriin (4
gram, 13,16 mmol) eklendi ve 1 saat, 90 °C’de karistirildi. 1 saat sonra reaksiyon
kabindaki ¢ozelti, beher icinde bulunan 20 gram buzun i¢ine dokiildii ve tizerine 50
mL kloroform eklendi. Kloroform fazi, 3 kere 30 mL %5’lik NaHCO3 ve 1 kere 30
mL %10’luk NaCl ile ekstraksiyon yapildiktan sonra, MgSO4 eklenerek kurutuldu,
stiziildii ve ¢oziicii evaporator ile uzaklastirildi. Kolon kromotografisi (Etilasetat-
Hekzan 1:1 v/v) yapilarak saflastirildi ve beyaz kat1 madde elde edildi [102].
(Verim %40)

TH NMR (500 MHz, CDCl3, ppm): § 6.5, 5.25, 3.62, 3.33, 2.85.
I3CNMR (75 MHz, CDCl3, ppm): § 177.23, 137.14, 81.05, 47.87, 37.3, 32.0, 31.15.
5.2.3 Trifenilfosfonyum Tuzu iceren Okzanorbornen Sentezi (Monomer 1)

Uriin 2 (0,5 gram, 1,75 mmol) ile trifenilfosfin (1,38 gram, 5,24 mmol) 11 mL etil
asetat bulunan basinca dayanikli cam bir reaktdrde, 50°C’de, azot gaz1 altinda 24
saat karistirildi. 24 saat sonunda reaksiyon kabi oda sicakligina sogutulduktan
sonra urin etil asetat, THF ve dietil eter ile yikama yapilarak saflastirildi1 ve azot

altinda kurutuldu [103]. (Verim %30)

5.2.4 Furan Maleimit Diels Alder Uriiniiniin (exo-oxabicyclo-[2.2.1] hept-5-

ene-2,3- dicarboximide) Sentezi ( Uriin 3)

5,36 g maleimit (55,2 mmol) basinca dayanikli cam bir reaktére kondu ve lizerine
30 mL etil asetat eklendi. Azot gazi altinda iizerine 3,8 mL furan (61,3 mmol) ilave
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edildi. 90 °C'de, gece boyu karistirlldi. Reaksiyon sonunda furan maleimit
trintinin beyaz kristaller halinde ¢okttigii gozlendi. Kristaller stiziiliip soguk dietil

eter ile yikama yapildi ve vakum firininda kurutuldu [104]. (Verim %75)

1 NMR (500 MHz, CDCls, ppm): & 2.89 (s, 2H), 5.31 (d, 2H), 6.52 (d, 2H), 8.10 (br,
1H).

13C NMR (600 MHz, CDCls, ppm): 8 175.91, 136.55, 80.95, 48.68.

5.2.5 Fosfonat Esteri i(,‘eren Okzanorbornen (3,5-Dioxo-10-oxa-4-aza-
tricyclo[5.2.1.02%]dec-8-en-4-ylmethyl)-phosphonic acid diethyl ester)

Sentezi (Monomer 2)

Uriin 3 (3,01 g, 13,2 mmol), kuru THF (30 mL) icinde 60 °C’de ¢6ziildii. Karisim oda
sicakligina geldiginde tlizerine dietil (hidroksimetil)fosfonat (2,8 mL, 19,0 mmol) ve
trifenilfosfin (4,75 g, 18,1 mmol) ilave edildi. Reaksiyon balonu N altinda, oda
sicakliginda karistirildi ve diizopropil azodikarboksilat (DIAD) (3,8 mL, 19,4
mmol) damla damla siringa ile reaksiyon balonu igine verildi. Reaksiyon oda
sicakliginda 48 saat karistirildi. Reaksiyon karisimi vakum altinda konsantre edildi
ve dietil eter ile ¢oktiiriildii. Uriin, silika jel kullanilarak kolon kromotografisi

yapildi (etil asetat/metanol /hekzan (4:1:1, v/v/v) [105]. (Verim %60)
H NMR (500 MHz, CDCls, ppm): § 6.52 (s, 2H), 5.25 (s, 2H), 4.10-4.20 (m, 4H), 3.90
(d,2H), 2.91 (s, 2H), 1.32 (t, 6H).

13C NMR (600 MHz, CDCI3, ppm): 6 174.7 (C=0), 136.5 (C=C), 80.9 (CO), 62.9 ve
62.8 (0-CH2-CHz-fosfonat), 47.5 [CH-C(=0)], 35.09 ve 35.03 (d, CH2P), 16,32 ve
16,24 (CHs-fosfonat)

31P NMR (6): 18.15 ppm

5.2.6 Amino Piridin Fonksiyonel Gruplu Okzanorbornen ((3aR,4S,7R)-2-
(pyridin-3-ylmethyl)-3a,4,7,7a-tetrahydro-1H-4,7-epoxyisoindole-
1,3(2H)-dione) Sentezi (Uriin 4)

2,4 mL (22 mmol) 3-aminometilpiridin, 1,92 g (11 mmol) irtin 1 ve 6 mL N,N-
dimetilasetamid bir balona konularak 60 °C sicaklikta 20 dakika sireyle
karistirildi. Katalitik miktarda sodyum asetat (0,5 g, 5 mmol), 12 mL asetik
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anhidritin icerisinde ¢6ziilerek karisima eklendi, reaksiyon 1s1s1 90 °C’ye ytikseltildi
ve 2 saat daha karistirildi. Karisim oda sicakligina sogutulduktan sonra etil asetatla
seyreltildi, ardindan %10’luk NaCl ¢ozeltisi ile ekstraksiyon yapildi. Uriini
saflastirmak icin THF:Hekzan (3:1, v/v) ¢oziiclisii yardimiyla kolon kromatografisi

yapilarak beyaz renkte saf madde elde edildi [106]. (Verim %50)

TH NMR (500 MHz, CDCl3, ppm): § 8.5 (2H, m), 7.6 (1H, m), 7.2 (1H, m), 6.5 (2H, s),
5.3 (2H,s),4.6 (2H, s), 2.8 (2H, s).

13C NMR (75 MHz, CDCl3, ppm): 6 176.2, 148.9, 148.1, 136.7, 136.6, 132.7, 123.3,
81.1,47.6,40.1.

5.2.7 Hekzilpiridinyum Tuzu iceren Okzanorbornen Sentezi (Monomer 3)

Uriin 4, (0,52 g, 2 mmol) tek boyunlu reaksiyon balonuna konulduktan sonra
lizerine 12 mL asetonitril ilave edilerek oda sicakliginda ¢oziilmesi saglandi. Bu
cozelti lizerinel-bromohekzan (1,57 g, 9,51 mmol) ilave edildi ve azot gazi altinda
ve geri sogutucu altinda 60 °C sicaklikta, 24 saat karistirildi. Olusan iirtin 200 mL
dietileter icerisinde ¢oktiiriildii. Santrifiij islemiyle dietil eter ile yikandi1 ve vakum

altinda ¢oziiciisiinden uzaklastirilarak azot altinda kurutuldu [106]. (Verim %60)

1H NMR (500 MHz, CDCls, ppm): § 9.3 (2H, m), 8.3 (1H, m), 8.0 (1H, m), 6.5 (2H,s),
5.2 (2H, s), 4.8 (2H, s), 3.1 (2H, s), 1.9 (2H, m), 1.3 (8H, m), 0.8 (3H, t).

13C NMR (126 MHz, CDCls, ppm) & 176.12, 144.25, 143.67, 136.84, 136.52, 128.39,
81.13, 62.28, 48.31, 39.08, 31.83, 31.15, 25.70, 22.40, 14.00.

5.2.8 Tiyol Asetat Iceren Okzanorbornen Sentezi (Monomer 4)

Uriin 1 (0,5 g, 3,01 mmol) ve sisteamin (0,28 g, 3,61 mmol) iki boyunlu reaksiyon
balonuna kondu. Uzerine 5 mL kuru DMAc eklendi. Reaksiyon balonu aliiminyum
folyoya sarilarak geri sogutucuda, azot gazi altinda, 30 dakika, 60 °C’de karistirild.
Katalitik miktarda sodyum asetat (0,11 g, 1,36 mmol) ve 3,5 mL asetik anhidrit
sliispansiyonu reaksiyona ilave edildi ve reaksiyon 90 °C'de 2 saat karistirildi.
Madde oda sicakligina gelince etil asetat ile seyreltildi ve %20’lik NaCl ¢ozeltisi ile
ekstraksiyon yapild1 ve tlrin kolon kromatografisi ile saflastirildi. (Etil asetat:

Hekzan (1:1, v/v)). (Verim %35)
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1H NMR (500 MHz, CDCls, ppm): § 6.49 (2H, s), 5.24 (2H, s), 3.67 (2H, t), 3.08 (2H,
t), 2.82 (2H, s), 2.29 (3H, s).

13C NMR (126 MHz, CDCls, ppm): 8§ 195.23, 176.16, 136.90, 81.20, 47.80, 38.36,
30.86, 26.94.

5.3 Grubbs Ugiincii Jenerasyon Katalizériiniin Sentezi

Grubbs liciincl jenerasyon katalizorli, Grubbs ikinci jenerasyon katalizériinden
literature gore sentezlenmektedir [107]. 0,2 g Grubbs ikinci jenerasyon katalizori
septum kapakli vial icine konuldu ve iizerine 0,5 mL 3-bromopridin eklenerek azot
gaz1 altinda 10 dakika stireyle karistirildi. Daha sonra pentan ile ¢oktiiriiliip yine
pentan ile yikama yapildi. Azot gazi ile kurutulup 1siktan etkilenmesi 6nlenmesi
icin aliminyum folyoya sarilarak +4 °C’de buzdolabinda muhafaza edildi. (Grubbs

liclincii jenerasyon kalalizoriiniin molekiil agirhigi Ma: 884,48 g/mol).
5.4 Monomerlerin ROMP Metodu ile Kopolimerizyonlari

Biitiin kopolimerler, 3.000 ve 10.000 g/mol olmak tiizere iki farkli ortalama
molekiil agirhginda hesaplanarak blok ve rastgele olarak 8:2 7:3 (agirlikga)
oranlarinda sentezlenmistir. Teorik 3.000 ve 10.000 g/mol agirhigindaki
kopolimerlerin sentezi monomer konsantrasyonunun Grubbs Kkatalizor
konsantrasyonuna orani ayarlanarak elde edilmektedir. Asagidaki sentez
prosediirii formiiliinde 10.000 g/mol agirhigindaki 8:2 (monomer 1: monomer 2,

m/n) oranindaki kopolimerinin sentezi hakkinda bilgi verilmektedir.

8.000

DP = Monomer 1 Molekiil Agirlig = m (5'1)
__ [monomer 1]
" [Katalizér] (5.2)
2.000
DP = Monomer 2 Molekil Agirhgi n (5'3)
[monomer 2] = n[katalizor] (5.4)

DP: Polimerizasyon Derecesi
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5.4.1 Poly A; Serisi (Fenilfosfonyum Tuzu (Monomer 1) ve Fosfonat Esteri

(Monomer 2) iceren Okzanorbornenlerin Kopolimerizasyonu)

Burada ornek olarak 10.000 g/mol (m/n, 8:2) molekil agirhgindaki blok
kopolimerlerin sentezi verilecektir. 0,2 g monomer 2 mL kuru kloroformda
¢oziildi ve oda sicakliginda, N altinda karistirildi. Ayri bir yerde 0,0221 g Grubbs
liclincii jenerasyon katalizorii 0,5 mL kuru diklorometanda ¢6ziildii ve karisan
monomer 1'in izerine eklendi, 2 saat karistirildi. Reaksiyon ortamindaki
monomerin tiikendigi ince tabaka kromatografisi yontemi ile kontrol edilmistir.
0,05 g monomer 2, 0,5 mL kuru diklorometanda ¢6ziildiikten sonra cam pipet ile
reaksiyona eklendi. 2 saatin sonunda ortama polimerizasyonu sonlandirmak i¢in
0,5 mL %30’luk etilvinil eter (diklorometan icinde) eklendi ve yarim saat daha

karistirildi. Daha sonra reaksiyon dietil eter ile ¢oktiiriilerek yikandi.

Rastgele kopolimerler i¢cin monomer 1 ve monomer 2 ayni vial icinde ¢6zildi ve
Grubbs katalizi eklendikten sonra 2 saat karistirildi. ince tabaka kromotografisinde
(TLC) ortamda monomer kalmadigi gorildiikten sonra 0,5 mL %30’luk etilvinil

eter (diklorometan i¢inde) eklenerek polimerizasyon sonlandirildi.

5.4.2 Poly A: Serisi (Hekzilpiridinyum Tuzu (Monomer 3) ve Fosfonat Esteri

(Monomer 2) iceren Okzanorbornenlerin Kopolimerizasyonu)

0,2 g monomer 3, 2 mL kuru DMF’te ¢6ziildii ve oda sicakliginda, N2 altinda
karistirildi. Ayr bir yerde 0,0221 g Grubbs l¢iincii jenerasyon katalizoéru 0,5 mL
kuru diklorometanda ¢oziildii ve karisan monomer 3’lin iizerine eklendi, 2 saat
karistirlldi. Reaksiyon ortamindaki monomerin tiikendigi ince tabaka
kromatografisi yontemi ile kontrol edilmistir. 0,5 mL kuru diklorometanda
¢ozllmiis olan monomer 2 (0.05 gram) cam pipet ile reaksiyona eklendi. 2 saatin
sonunda ortama polimerizasyonu sonlandirmak i¢in 0,5 mL %30’luk etilvinil eter
(DMF icinde) eklendi ve yarim saat daha karistirildi. Daha sonra reaksiyon dietil

eter ile ¢oktirilerek yikandi.
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5.4.3 Poly B; Serisi (Fenilfosfonyum Tuzu (Monomer 1) ve Tiyol Asetat

(Monomer 4) iceren Okzanorbornenlerin Kopolimerizasyonu)

0,2 g monomer 1, 2 mL kuru kloroformda ¢6ziildi ve oda sicakliginda, N2 altinda
karistirildi. Ayri bir yerde 0,0221 g Grubbs lgiincii jenerasyon katalizorii 0,5 mL
kuru diklorometanda ¢oziildii ve karisan monomer 1’'in tizerine eklendi, 2 saat
karistirildi. Reaksiyon ortamindaki monomerin tiikendigi ince tabaka
kromatografisi yontemi ile kontrol edilmistir. 0,05 g 0,5 mL kuru kloroformda
¢oziilmiis monomer 4 cam pipet ile reaksiyona eklendi. 2 saatin sonunda ortama
0,5 mL %30’luk etilvinil eter (diklorometan icinde) eklendi ve yarim saat daha

karistirildi. Daha sonra reaksiyon dietil eter ile ¢oktiiriilerek yikandi.

5.4.4 Poly B: Serisi (Hekzilpiridinyum Tuzu (Monomer 3) ve Tiyol Asetat

(Monomer 4) iceren Okzanorbornenlerin Kopolimerizasyonu)

0,2 g monomer 3, 2 mL kuru DMF’te ¢6zlldii ve oda sicakliginda, N, altinda
karistirildi. Ayri bir yerde 0,0221 g Grubbs li¢iincii jenerasyon katalizori 0,5 mL
kuru diklorometanda ¢oziildii ve karisan monomer 3’lin lizerine eklendi, 2 saat
karistirlldi.  Reaksiyon ortamindaki monomerin tiikendigi ince tabaka
kromatografisi yontemi ile kontrol edilmistir. 0,5 mL kuru kloroformda ¢6ziilmiis
olan monomer 4 (0,05 g) cam pipet ile reaksiyona eklendi. 2 saatin sonunda
ortama 0,5 mL %30’luk etilvinil eter (DMF icinde) eklendi ve yarim saat daha

karistirilldi. Daha sonra reaksiyon dietil eter ile ¢oktiiriilerek yikandi.

5.5 Fosfonat Esteri iceren Okzanorbornen Kopolimerlerinin

(Poly A1 ve Poly A: Serisi) Fosfonik Aside Doniistiiriilmesi

Fosfonat esterlerin fosfonik aside donitistiriilmesi literatiire gore yapilmistir. [105]
Fosfonat esterlerinin fosfonik aside donitistiriilme amaci, fosfonik asit grubundan
polimerlere Fe30s4+ nanopartikilleri baglamak ve altin elektrot ylzeyine

polimerlerin daha iyi baglanmasini saglamaktir.
5.5.1 Poly A; Serisinin Fosfonik Aside Déniistiiriilmesi

Molekiil agirlig1 3.000 g/mol olan kopolimerlerin 0,1 grami 5 mL kuru kloroformda
2 boyunlu balonda ¢6ziildi. Molekiil agirligi 10.000 g/mol olanlar ise 4 mL kuru
kloroform tizerine 6 damla kuru DMF eklenerek ¢6ziildii. N2 altinda karistirilirken
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2 mL bromotrimetilsilan (fazla miktarda) damla damla oda sicakliginda siringa ile
reaksiyona eklendi. 40 °C’de, N: altinda, aliminyum folyoya sarilarak, geri
sogutucu altinda reaksiyon 4 saat karistirildi. Doner buharlastiricida solvent
uzaklastirildi ve yaklasik 2 mL ¢oziicii kalacak kadar birakildi. Uzerine 6 mL MeOH
(kalan miktar x 3) eklendi ve oda sicakliginda, aliiminyum folyoya sarilarak 3 gece
karistirildi. 3 gliniin sonunda doéner buharlastiricida ¢éziicii uguruldu, dietileter

eklenerek ¢oktiiriildii ve dietileter ile yikama yapildi.
5.5.2 Poly A; Serisinin Fosfonik Aside Déniistiiriillmesi

Molekiil agirligi1 3.000 g/mol olan kopolimerlerin 0,1 grami 5 mL kuru kloroform
lizerine 6 damla kuru DMF eklenerek 2 boyunlu balonda ¢6ziildi. Molekiil agirhig:
10.000 g/mol olanlar ise 5 mL kuru DMF eklenerek ¢ozildi. Nz altinda
karistirilirken 2 mL bromotrimetilsilan (fazla miktarda) damla damla oda
sicakliginda siringa ile reaksiyona eklendi. 40 °C’de, N; altinda, aliiminyum folyoya
sarilarak, geri sogutucu altinda reaksiyon 4 saat karistirildi. Doner buharlastiricida
solvent uzaklastirildi. DMF uzaklastirilamadigi i¢in lizerine 15 mL MeOH (kalan
miktar x 3) eklendi ve oda sicakliginda, alliminyum folyoya sarilarak 3 gece
karistirildi. 3 giinlin sonunda doner buharlastiricida ¢oziicii uguruldu, dietileter

eklenerek ¢oktiiriildi ve dietileter ile yikama yapildi.

5.6 Fe30: Nanopartikiillerinin Ko-Cokeltme Yéntemi ile
Sentezlenmesi ve Fosfonik Asit iceren Kopolimerlere (Poly

A1 ve Poly A; esasli) Baglanmasi

500 mL ceketli cam reaktéore 80 mL destile su kondu ve 60 °C'de mekanik
karistiricr ile 200 rpm ile karistirilirken 30 dakika azot gazi destile su icinden
gecirildi. Reaktore 0,282 g (1,6 mmol) demir (III) klortr (FeCl3) ve 0,242 g (0,8
mmol) demir (II) siilfat heptahidrat (FeS04.7H20) eklendi. Sari-turuncu renkli
cozelti 15 dakika karistirildi. Bagka bir kapta 0,514 g NaOH, 10 mL destile su icinde
cozuldi ve reaktore ilave edildi, azot gaz1 kapatildi. Cozeltinin rengi, manyetit
fazinin olusumunu gosteren siyah-kahverengiye dondiigu gozlendi. Bu ¢ozelti 30

dakika karistirildi. Kolloidal manyetik nanopartikiilleri ¢okeltmek i¢in santrifij
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tiiplerine konulup iizerine aseton ilave edildi. Ust faz atildi, alt kat1 faz iki kez

aseton ile santrifiijlendi ve vakum firininda kurutuldu [108, 109].

Elde edilen demir oksit nanopartikiiliin yiizeyi daha sonra fosfonik asit esaslh
kopolimerler ile kaplanmasina ¢alisildi. Bu kapsamda, 48 mg fosfonik asit iceren
kopolimerler 6 mL DMSO iginde ¢ozilldii ve iizerine 0,1 g demir oksit
nanopartikili (yiizeyi kaplanmamis) eklendi. Oda sicakliginda, 30 dakika sonike

edildi. Analiz i¢in ¢ozelti faz1 kullanildi.
5.7 Poly B1 ve Poly B: Serisine Altin Nanopartikiil Baglanmasi

Kopolimerlere altin nanopartikiil baglanmasi literatiire gore yapilmistir [110].
Tiyol asetat iceren kopolimer (0,05 g, 0,01 mmol) 12,5 mL DMSO’da ¢oziildii ve 50
mL’lik balon icerisinde karistiriciya kondu. Uzerine 6,2 mL DMSOQ’da ¢oziilmiis
altin tuzu (0,0294 g, 0,0748 mmol) eklendi. Reaksiyon hizli bir sekilde karisirken
3,12 mL suda ¢ozilmiis NaBHs (0,0451 g, 1,246 mmol) c¢ozeltisi reaksiyon
ortamina hizli bir sekilde eklendi. Soliisyonun rengi hemen koyu renge (siyah)
dondi ve soliisyon bir gece karistirildi. Diyaliz membrana (100-500 Da, 3 giin)
koyularak saflastirma yapildi.

5.8 Yiizey Kaplamalanr

5.8.1 Spin Kaplama ile Cam Yiizeylerinin Kaplanmasi

Konsantre (%95) H2504:(%35) H202 (3:1, v/v) oraninda pirana ¢ozeltisi hazirlandi.
Lameller (2,5x2,5 c¢cm) petri kaplarina tek sira seklinde dizildi. Uzerine pirana
cozeltisi dokiildu ve 5 dakika beklendi. Lamellerin diger yiizeyleri gevrildi ve 5
dakika daha bekletildi. Camlar beher icindeki destile suya kondu ve karistirildi.
Daha sonra su i¢cinden alinip beher icinde bulunan izopropil alkole eklendi ve cam
bagetle tekrar karistirildi. Pens yardimi ile 1s1 tabancasi kullanilarak kurutuldu
[111]. DMSO icinde ¢o6ziilmiis (konsantrasyon 8 mg/mL) kopolimerlerden 0,7
mL’si lamel yiizeyine damlatildi ve 30 saniye 2000 rpm’de (1000 devir/ s
hizlanma) spin kaplama teknigi ile kaplandi. 70 °C’de 2 saat siire ile firinda cam

yuzeyleri kurutuldu. Kaplanan cam ytizeyleri antibakteriyel test i¢in kullanildu.
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5.8.2 Alun Elektrot Yiizeylerinin Kaplanmasi

Elektrot ytizeyleri 30 dakika boyunca izopropanol i¢inde sonikatér kullanilarak
temizlendi ve daha sonra argon gazi altinda kurutuldu. DMSO igindeki 10 pL
kopolimer ¢ozeltileri (konsantrasyon 8 mg/mL) elektrot yiizeyine damlatild1 ve
¢oziici uzaklasip ince film elde etmek i¢in 70 °C'de 2 saat kurutuldu. Poly B: ve
Poly B2 kopolimerlerinin altin elektrota baglanmasi i¢in 5 saat 70 ° C'de kurutma

islemi uygulanmistir.
5.9 Kat1Yiizeyde Antibakteriyel Etkinlik

5.9.1 Bakteri Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan bakteriyel siispansiyonlar, Mueller-Hinton agar (MHA)
plakalarindan Mueller-Hinton sivi besiyeri (MHB) icine birkag iyi izole edilmis
koloninin siispanse edilmesi suretiyle hazirlandi ve bir gece boyunca ¢alkalamali
bir inkiibatérde 37 °C'de ve 200 rpm'de inkiibe edildi. Siispansiyonlar daha sonra,
spektrofotometrik olarak 475 nm'de 0,28 + 0,02 absorbansa sahip olana kadar
steril tampon c¢ozeltisi ile seyreltildi. Bu olciilen deger, 1,5-3,0 x 108 CFU/mL

konsantrasyonuna karsilik gelmektedir.
5.9.2 Cam Yiizeyde Antibakteriyel Aktivite Testi

Yukarida belirtildigi gibi hazirlanan her bir bakteri siispansiyonundan 10 pL,
antibakteriyel polimer kapli cam malzemelerin yiizeyine damlatildi. Bu cam
yuzeyler, 37 °C'de ve % 90'1n lzerinde bagil nemde, 1 saat siireyle inkiibe edildi.
Daha sonra, cam malzemelerin yiizeyinde hayatta kalan mikroorganizmalar geri
kazanmak icin, 10 mL MHB ortamu ile steril kaplara alindi. Bu kap oda sicakliginda
30 dakika tutuldu. Stirenin sonunda, bu kaplardan numune alinarak 10 kat seri
seyreltmeler yapildi. Her bir diliisyondan 100 pL alind1 ve ¢ubukla MHA agar
plakalarina yayildi. Plakalar 24 saat, 37 °C'de inkiibe edildi ve koloni olusturan
birimler i¢gin sayildi [112]. Bu ¢alismada bos cam yiizey ve DMSO ile kaplanmis cam
yluzey kontrol 6rnekleri olarak kullanilmistir. Sonuclar asagidaki formiillere gore

hesaplanmistir.
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log azalma = log(kontrol hiicre sayis1) — log(test malzeme yiizeyindeki hiicre sayisi) (5.5)

kontrol hiicre sayisi—test malzeme yiizeyindeki hiicre sayisi

% oldiirme = X 100 (5.6)

kontrol hiicre sayis1
5.9.3 Disk Difiizyon Testi

Disk difiizyon testi EUCAST standart metodu modifiye edilerek uygulanmistir
[113]. Cam yuzeyler, altin nanopartikil baglhh kopolimerler ile 8 mg/mL
konsantrasyonda, DMSO’da c¢oziilerek spin kaplama ile kaplandi. 0,1 mL, 0,5
McFarland bakteri slispansiyonu ile MHA plakalar inokiile edildi. Altin veya demir
nanopartikil iceren kopolimerler MHA plakalara yerlestirildi ve plakalar 37 °C’'de
gece boyunca inkiibe edildi. Ertesi giin, bakteri kolonileri sayildi ve zon 6l¢limii

yapildi.
5.10 Empedans Ol¢iimii

Kompleks empedans genellikle su sekilde tanimlanir:
Z*(w) = Z'(w) —iZ"(w) = R(w) — iX(w) (5.7)

Burada; w = 2nf acisal frekans, f frekans, Z'(w) gercek kisim ve Z''(w) ise

kompleks impedansin imgesel kismidir. Agisal frekansin bir fonksiyonu olarak

karmasik empedans Z, mutlak empedans icin [ZI = m seklinde
gosterilir. Frekansa bagli empedans degerleri oda sicakligi RMS 0,1 gerilimlerinde,
interdigital transduser (IDT) eletrotlar ile 6l¢iilmistiir. UV absorbans 6l¢iimiinden
sonra, analiz icin yeni hazirlanmis bakteri soliisyonlarinin konsantrasyonu
belirlenmis ve deney setinde hemen kullanilmistir. Antibakteriyel polimerler ile
kapli olan elektrotlarin calisma frekansin1 bulmak icin elektrotlar PBS icerisinde
¢ozllmiis olan 101, 103, 10> ve 107 konsantrasyonlarindaki E. coli ve S. aureus
bakterileri ¢ozeltilerine ve sadece PBS’e kars1 10 Hz ile 1 kHz frekans araliginda
empedans Ol¢ciimleri alindi. Empedans degerleri arasinda en fazla fark goriilen 100
Hz ¢alisma frekansi olarak ayarlandi. Antibakteriyel polimer kapl altin elektrotlar
600 saniye boyunca PBS ¢ozeltisinde bekletilerek empedans 6l¢iimleri kaydedildi.
600 saniye sonrasinda analiz ortamina cesitli konsantrasyonlarda E. coli ve S.
aureus eklenerek empedans 6Ol¢iimleri yapildi. Toplam analiz siiresi her bir elektrot

icin 2400 saniyedir.
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5.11 Dongiisel Voltametri

CV ¢alismasinda, IDEA, platin tel ve kalomel (3 M KCl) elektrotlari sirasiyla ¢alisan,
yardimci ve referans elektrot olarak kullanildi. 0,01 M K4[Fe(CN)s] ¢ozeltisi PBS
icinde hazirlandi. 100 mV/s tarama hizinda -400-(+800) mV araliginda déngiisel
voltametri antibakteriyel polimer ile kaplanmis IDEA elektrotlari ile kaydedildi. i1k
adim olarak antibakteriyel polimer kapli elektrotlarin CV él¢iimleri, PBS igerisinde
iken alindi Ikinci adim olarak ise elektrotlarin CV 6l¢iimleri PBS icerisinde
hazirlanan 0,01 M Ks[Fe(CN)¢] ¢ozeltisi icinde alindi. Daha sonra her bir polimer
kapli elektrot 105 ve 107 cfu/mL olmak ftizere iki farkli konsantrasyonda PBS
icerisinde ¢oziilmus S. aureus ve E.coli soliisyonlari icerisinde 15 dakika bekletildi.
15 dakika sonunda tekrardan PBS igerisinde hazirlanan 0,01 M K4[Fe(CN)¢]

cozeltisi icerisinde elektrotlarin CV dlgtimleri kaydedildi.
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6

DENEYSEL VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

ROMP, diisiik agirlik dagilimlar1 (PDI) ve kontrollii bir molekil agirligr ile iyi
tanimlanmis polimer hazirlamak i¢in yaygin olarak kullanilan bir polimerizasyon
yontemidir. Ozellikle, Tew ve arkadaslar1 etkin antibakteriyel polimerlerin
hazirlanmasi icin ROMP’u kullanarak farkli molekiiller sentezlemislerdir [114,
115]. Sentezlenen bu polimerler, polinorbornen tiirevleri primer amin
trifloroasetik asit tuzlar1 ve gesitli alkil gruplar: igeriyordu. Yan zincirleri farkl
kuaterner piridinyum tuzlari ile amfifilik polinorbornen de Eren ve arkadaslari
tarafindan sentezlenmistir [106, 116]. Ayrica Eren ve arkadaslar1 fosfonyum
tuzlar1 iceren antibakteriyel polimerler sentezlemislerdir ve bu polimerlerin sivi

fazda ve kat1 ylizeyde antibakteriyel etkinliklerini incelemislerdir [103, 117].

Calismamizda ylksek antibakteriyel 6zellik gosteren hekzilpiridinyum tuzu ve
fenilfosfonyum tuzu igeren okzanorbornenlerin; demir oksit nanopartikiilii ve altin
nanopartikiillerini baglamak i¢in farkh fonksiyonel gruplarina sahip (fosfonik asit
ve tiyol asetat) monomerler ile kopolimerizasyonu yapilmistir. Kopolimer yapilari
(Poly A ve Poly B serileri) Sekil 6.1 ve 6.3’de gosterilmistir. Bu kopolimerlerin
empedans spektrometri ve siklik voltametri ol¢iimleri yapilarak suda bulunan
bakterilerin analizi amacglanmistir. Sekil 6.2 de Poly A serisinin fosfonik asit

tirevlerinin sentez semasi gosterilmektedir.
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Poly A Serisi
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Poly A, Serisi
(Monomer 1:Monomer 2)

8:2 2a (10KDa, Blok)
2b (3KDa, Blok)
2c¢ (3KDa, Rastgele)
7:3 2d (10KDa, Blok)
2e (3KDa, Blok)
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Monomer 3 Monomer 2

Poly A, Serisi
(Monomer 3:Monomer 2)

8:2 3a (10KDa, Blok)
3b (3KDa, Blok)
3c (3KDa, Rastgele)
7:3 3d (10KDa, Blok)
3e (3KDa, Blok)

Sekil 6.1 Calismada sentezlenen Poly A serisi kopolimerlerin yapisal gosterimi
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Poly A, Aside Doéniistiiriilmesi
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Monomer 3:Monomer 2
8:2 3a* (10KDa, Blok)
3b* (3KDa, Blok)
c* (3KDa, Rastgele)
7:3 3d* (10KDa, Blok)
e* (

Monomer 3:Monomer 2
8:2 3a (10KDa, Blok)
b (3KDa, Blok)
3c (3KDa, Rastgele)
7:3 3d (10KDa, Blok)
e (
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Sekil 6.2 Calismada sentezlenen Poly A serisi kopolimerlerin fosfonik asit yapisal
gosterimi
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Poly B Serisi
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8:2 4a (10KDa, Blok)
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Poly B, Serisi
Monomer 3:Monomer 4

8:2 5a (10KDa, Blok)
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Sekil 6.3 Calismada sentezlenen Poly B serisi kopolimerlerin yapisal gosterimi
6.1 Monomerlerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Calisma kapsaminda kullanilan iiriin 1, Giriin 2 ve monomer 1’in sentetik semasi
Sekil 6.4’de gosterilmektedir. Sentez sirasinda dncelikle furan ve maleik anhidritin
Diels-Alder reaksiyonu sonucu 4,10-Dioxa-tricyclo [5.2.1.0%°] dec-8-ene-3,5-dione
(Uriin 1) olusturulmustur. Karakterizasyon kapsaminda !H ve 13C analizi yapilmis

ve NMR analizi sonucu urinin %100 ekzo yapida oldugu gorilmustir.
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Okzanorbornen halkasindaki ¢ift bagh yapida bulunan protonlar 6.5 ppm civarinda
gelmektedir (Sekil 6.5). 13C NMR analizinde okzanorbornen halkasindaki cift bag
karbon pikleri 137 ppm ve anhidrit karbonil grubu 172 ppm de goriilmistiir (Sekil
6.6).

o) o 0
o RT, THF, 4d A
O -
0

NH,.HBr
NaOAc Br

ACzo
90°C,3s

O WS
A0, SIS

EtOAc

50°C,1d .
monomer 1 Uriin 2

Sekil 6.4 Calisma kapsaminda sentezlenen iiriin 1, iiriin 2 ve monomer 1’in
sentetik semasi
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Sekil 6.5 Furan maleik anhidritin (liriin 1) 1H NMR spektrumu
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Sekil 6.6 Furan maleik anhidritin (iirtin 1) 13C NMR spektrumu
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Uriin 2 sentezi, imit mekanizmasinin izlenmesi ile elde edilmistir. Sentez
kapsaminda trtin 1, 3-bromo propilamin ile sodyum asetat katalizorliigiinde elde
edilmistir. Saflastirma islemi etil asetat:hekzan (1:1, v/v) kolon kromatografisi
kullanilarak yapilmis ve %40 verimde saf beyaz kat1 elde edilmistir. Sekil 6.7, tiriin
2’'nin 'H NMR; Sekil 6.8 ise tlriin 2’nin 3C NMR spektrumlarin1 gostermektedir.
Okzanorbornen halkasindaki protonlarin 6.5, 5.2 ve 2.9 ppmde, CHz-Br protonu ise

3.2 ppmde oldugu goérilmistiir.
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Sekil 6.7 Bromookzanorbornen’in (iirtin 2) 1H NMR spektrumu
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Sekil 6.8 Bromookzanorbornen’in (iirtin 2) 13C NMR spektrumu

Monomer 1 sentezi, sodyum asetat katalistli§inde 3-bromopropil hidrobromdir ile
4,10-diokza-trisiklo[5.2.1.026]dec-8-en-3,5-dion’un (Uriin 1) reaksiyonu sonucu 4-
(3-bromopropil)-10-okza-4-azatrisiklo[5.2.1.026]dec-8-en-3,5-dion (Uriin 2) elde
edilerek bu {rlniin trifenilfosfin ile reaksiyonu ile tuz olusturularak
gerceklestirilmistir. Yapisal analiz, 1H NMR, 13C NMR ve 31P NMR ile yapilmistir.
Monomer 1'in TH NMR spektrumu incelendiginde, fenil halkalarina ait sinyaller
7.6-7.8 ppm arasinda goriilmektedir. Fosfora bagl karbondaki protonlar (CHz-P+)
3.6 ppmde gorilmektedir. Okzanorbornen halkasindaki ¢ift bagli yapida bulunan
protonlarin monomerlerde 6.5 ppm civarinda geldigi 'H NMR’inda goériilmektedir.
(Sekil 6.9) 13C NMR spektrumu incelendiginde ise fenil halkasindaki karbon
yapilar1 120-135 ppm araliginda, fosforun bagl oldugu CH: ise 20 ppmde
gorilmustiir (Sekil 6.10). Sekil 6.11’deki 3P NMR spektrumunda P*-CH> sinyalinin
24.72 ppmde oldugu gorilmustiir.
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Sekil 6.9 Monomer 1’in 'H NMR spektrumu

3600

a 3400

F3200

o 0 o F3000
d -

alnb N/—-\‘/\‘p 2800

€ f
b d ~2600
c o CDCl;
2400
~2200
2000
1800
d ( 1600
F1400
- ~1200
fenil
halkalan +1000

~800

600

9 400

F200

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
1 (ppm)

Sekil 6.10 Monomer 1’'in 13C NMR spektrumu
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Sekil 6.11 Monomer 1'in 31 P NMR spektrumu

Uriin 3 (furan maleimit) ve Monomer 2’nin sentez semasi Sekil 6.12'de
gosterilmistir. Furan ve maleimidin Diels-Alder reaksiyonu sonucu exo-oxabicyclo-
[2.2.1] hept-5-ene-2,3-dicarboximide (Uriin 3) elde edilmistir. 'H NMR analizi
sonucu elde edilen iiriiniin ekzo yapida oldugu ispat edilmistir ve okzanorbornen

halkasinin protonlari 2.9, 5.3 ve 6.5 ppm’de goriilmiistiir. (Sekil 6.13)

HO— O

O (0]
@) P- o
o EtOAc @ §°N A {
/ 90°C,1d S DIAD, PPh, 0 O,,P—o
© Uriin 3 monomer 2

Sekil 6.12 Calisma kapsaminda sentezlene iiriin 3 ve monomer 2’'nin sentetik
semasl
Monomer 2’nin karakteristik piki olan fosfonat esterinin piki 4.16 ppm’de
belirmistir (Sekil 6.13). 13C NMR spektrumunda (O-CHz-CH3s-fosfonat) 62.9 ve 62.8
ppm, 47.5 (CHz-fosfonat) ise 16.32 ve 16.24 ppm’de gorilmistiir (Sekil 6.14).
Ayrica fosfonat esterinin fosfor piki 3'P NMR’inda 18.39 ppm’de goriilmektedir.
(Sekil 6.15).
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Sekil 6.15 Monomer 2'nin 31P NMR spektrumu

Uriin 4 ve monomer 3’iin sentez semasi Sekil 6.16’da verilmistir. Sentez
aminopiridin ile okzanorbornenin imide transformasyonu sonucu Once piridin
fonksiyonel okzanorbornen (iiriin 4) elde edilmistir. Kolon kromatografisi ile
saflastirma sonrasi elde edilen kati liriin bromohekzan ile kuaternizasyon

reaksiyonu gerceklestirilmistir.

NaOAc (0]
0 (0]
O Ny ONH,  AcO N SN
7 o+ . 90°C, 2s 2 P
S N ’ @] N
Uriin 4
P N
Br

asetonitril

o) (0]
X
A0
Z2C)
Y N"gr

monomer 3
Sekil 6.16 Uriin 4 ve monomer 3’iin sentez semasi
Uriin 4’tin 'H NMR analizinde pridin halkasindaki protonlar (C=C-H) 8.5, 7.5 ve 7.0

ppm civarinda oldugu goriilmistiir (Sekil 6.17). 13C NMR analizinde ise azota bagh
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durumdaki karbonlar (C-N) 148 ppm civarida goziikkmiistiir (Sekil 6.18). Uriin 4 daha
sonra bromohekzan ile reaksiyona sokularak katyonik tuz haline getirilmis ve
Monomer 3 elde edilmistir. Monomer 3’tin 'H NMR analizinde azota bagli metilen
karbonlar1 (-CH2-N+) 2.0 ppm civarinda gelmistir. Piridin halkasindaki protonlar ise
9.29, 8.41 ve 8.09 ppm goriinmustiir (Sekil 6.19). Sekil 6.20’deki monomer 3’iin 13C
NMR spekturumundaki piridin halkalar1 144.2 ile 128.3 ppm arasinda gelmistir.
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Sekil 6.17 Uriin 4’tin 1H NMR spektrumu
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Sekil 6.18 Uriin 4’iin 13C NMR spektrumu
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Sekil 6.19 Monomer 3’tin 1H NMR spektrumu
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Sekil 6.20 Monomer 3'tin 13C NMR spektrumu

Monomer 4’ln sentez semasi Sekil 6.21'de gosterilmistir. Monomer 4’lin sentezinde
kullanilan asetik anhidridin; sisteaminin amin grubundan okzanorbornene baglandiktan

sonra serbest halde bulunan SH grubuna baglandigi NMR ile ispat edilmistir.

o 0 NaOAc 0 o <
Ac-,O N
0 + HNT i - M T
/ 90°C,2s o O

@)

Sekil 6.21 Monomer 4'lin sentez semasi

Sekil 6.22°deki 'H NMR’ina baktigimizda 6.49, 5.24 ve 3.08 ppm’de gelen pikler
okzanorbornene aittir. 2.29 ppm’de —CHs grubuna ait pik gorilmektedir. Ayrica Sekil
6.23’'deki *C NMR’1 incelendiginde 195.23 ppm’de —C=0 grubunun ve 26.94 ppm’de —

CHs grubu gorilmustar.
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Sekil 6.23 Monomer 3’lin 13C NMR spektrumu
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6.2 Kopolimelerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Trifenil fosfonyum veya hekzilpiridinyum tuzu ve fosfonat esteri igeren blok ve
rastgele kopolimerler Grubbs 3 katalizorii kullanilarak hedef ortalama molekiiler
agirliklar1 3.000 ve 10.000 g/mol olacak sekilde agirlik¢a 8:2 ve 7:3 oranlarinda
ROMP metodu ile sentezlendiler. Trifenil fosfonyum tuzu-fosfonat esteri
kopolimerleri Poly Aj, hekzilpiridinyum tuzu-fosfonat esteri kopolimerleri ise Poly

A; olarak gosterilmistir.
6.2.1 Poly A Serisi Sentezi ve Karakterizasyonu

Poly A/’'in (2a-e) H ve 31P NMR’lar Sekil 6.24-6.33 arasinda, Poly A2'nin (3a-e) 'H
ve 31P NMR’lar1 ise Sekil 6.34-6.43 arasinda gosterilmektedir. 'TH NMR’larinda, 6.49
ppm’deki okzanorbornen halkasinin spesifik c¢ift bag1 (-CH=CH-) polimerizasyon
sonucu acildigi icin yok oldugu ve 5.5-6.0 ppm arasinda a/b trans/cis’e dontistigi
gorilmiistiir. 4.5-5.0 ppm arasindaki (-0-CH-CH-) baginin ccis ve Cans 0larak geldigi
gorilmustiir. Poly A; serisine ait spesifik fenil halkalar1 7.6-7.9 ppm arasinda
geldigi analiz edilmistir. Poly A serisine ait spesifik piridin halkalar1 8.0-9.5 ppm
arasinda goriilmustiir. Poly A; serisinin 31P NMR spekturumlarinda; trifenil
fosfonyum grubuna ait monomer 1’den gelen pikin ~24.0 ppm’de, fosfonat esteri
grubuna ait monomer 2’den gelen pikin ise ~19 ppm’de geldigi analiz edilmistir.
(Sekil 6.25, 6.27 ve 6.29) Poly A; serisinin 31P NMR spekturumlarinda ise sadecce
monomer 2’den gelen fosfonat esteri grubu bulundugu icin ~19 ppm’de tek pik

gorulmektedir. (Sekil 6.33 ve 6.36)

6.2.1.1 Poly A1 Serisi Karakterizasyonu
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Sekil 6.24 Blok kopolimer 2a (Mnm = 10.000 g/mol kiitlece m:n (8:2)) 'H NMR
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Sekil 6.25 Blok kopolimer 2a (Mt = 10.000 g/mol kiitlece m:n (8:2)) 3P NMR
spektrumu
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Sekil 6.27 Blok kopolimer 2b (Mn,n = 3.000 g/mol kiitlece m:n (8:2)) 31P NMR
spektrumu
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6.2.1.2 Poly A: Serisi Karakterizasyonu
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Sekil 6.41 Blok kopolimer 3d (Mn+ = 10.000 g/mol kiitlece m:n (7:3)) 31P NMR
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Tablo 6.1'de Poly Ai(2a-e) ve Az (3a-e) serisi kopolimerlerinin polimerizasyon
dereceleri (teorik ve NMR hesapsal), ortalama molekiil agirliklar1 (teorik, NMR
hesapsal ve SEC hesapsal) ve PDI'lar1 verilmistir. Hesapsal olarak polimerizasyon
dereceleri 1H NMR'1 ile analiz edilmistir. Ornek hesaplama olarak 2b kopolimerinin
m ve n degerlerinin bulunmasi anlatilacaktir. Monomer 1'den gelen trifenil
fosfonyum tuzunun fenil halkalar1 grubu 7.6-7.9 ppm arasinda gelmektedir ve 15
tane proton icermektedir. Grubbs 3 katalizoriinden gelen stirenik son grup ise 7.2-
7.5 ppm arasinda gorilmektedir ve 5 tane proton igermektedir. Bu piklerin
integrasyonlarinin birbirine oram1 m degeri olan 5.08 degerini vermektedir.
Monomer 2’ye ait olan fosfonat esteri grubundaki (-P-(OCH2)2-) baglar1 4.0 ppm’de
gorilmektedir ve 4 proton icermektedir. Bu grubun integrasyonunun stirenik son
grubun integrasyonuna orani bize n degeri olan 1,97’yi vermektedir. Ayni islem
diger kopolimer serilerinin polimerizasyon derecelerini bulmak i¢in uygulanmistir.

Polimerizasyon derecesi bize polimerde tekrarlanan grup sayisini vermektedir.

Ortalama molekil agirlik hesaplar;, bulunan m ve n degerleri kullanilarak
yapilmistir. Ornegin, 2b kopolimeri; teorik ortalama molekiiler agirhigi 3.000
g/mol’dlir. NMR ile hesaplanmis ortalama molekil agirligi ise (5,08 x monomer
1’in molekil agirlhigr (548 g/mol) + (1,97 xmonomer 2’nin molekiil agirhig: (315
g/mol) = 3.404 g/mol) seklindedir.

Tablo 6.1 Poly A1 ve A; serilerinin karakterizasyonlari

Kopolimer ma2 nb m/n¢ m/nd Mne Mnf Mnsg bh
Kodu (g/mol) | (g/mol) | (g/ mol)
(2a) 12,31 | 93 2,29 1,32 10.000 9.675
(2b) 508 | 1,97 2,29 2,57 3.000 3.404 2.106 1,19
(29) 4,82 | 2,26 2,29 2,13 3.000 3.353
(2d) 21,45 | 10,10 | 1,34 2,15 10.000 14.936
(2e) 4,54 | 2,93 1,34 1,54 3.000 3.410
(3a) 32,32 | 9,0 2,99 3,59 10.000 16.441 6.166 1,58
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Tablo 6.1 Poly A1 ve A; serilerinin karakterizasyonlari1 (devami)

(3b) 795 | 2,12 | 299 | 3,75 3.000 4.014
(30) 792 | 237 | 299 | 334 3.000 4.080
(3d) 32,12 | 13,63 | 1,74 | 235 | 10.000 17.815
(3¢) 670 | 3,02 | 1,74 | 221 3.000 3.772

aH NMR'1 ile hesaplanmis monomer 1 veya monomer 3’iin polimerizasyon derecesi
bPH NMR'1 ile hesaplanmis monomer 2’nin polimerizasyon derecesi

cKopolimerdeki monomerlerin teorik mol oranlari

dMonomerlerin 'H NMR'1 ile hesaplanmis mol oranlari

eKopolimerlerin teorik sayica ortalama molekiil agirliklar

fKopolimerlerin 'H NMR'1 ile hesaplanmis ortalama molekdl agirliklari

gKopolimerlerin Boyut Dislama Kromatografisi (SEC) ile ortalama molekiil
agirliklar:

hSEC ile kopolimerlerin polidispersite indeksleri (PDI)((DMF, 3 g/L LiBr)

SEC ile ortalama molekiil agirlig1 ve PDI analizleri antibakteriyel etkinligi yiiksek
olan 2b ve 3a kopolimerleri icin yapilmistir. 2b kopolimerinin ortalama molekiil
agirligr1 2 106 g/mol ve PDI'1 1,19 bulunurken; 3b kopolimerinin ortalama molektil
agirlig1 6 166 g/mol ve PDI'1 1,58 bulunmustur. Her iki kopolimerde de SEC sonucu
molekil agirliklari, teorik molekiil agirliklarindan daha disiik bulunmustur. SEC
kalibrasyonu ic¢in kullanilan dogrusal, iyonik olmayan pullulan standartlari,
katyonik bazli polimerlere kiyasla farkli hidrodinamik hacimlere neden olabilecegi
ve bu durumun da gii¢li bir sapmaya yol acabilecegi diisiiniilmektedir [118]. (2b
teorik ortalama molekul agirhigi: 3.000 g/mol; 3a teorik ortalama molekiil agirlig
10.000 g/mol). Sekil 6.44 ve 6.45’te 2b ve 3a kopolimerlerinin GPC grafikleri 2
farkli dedektore gore verilmistir. (RI ve UV)
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Sekil 6.45 Kopolimer 3a’nin GPC grafigi
6.2.1.3 Poly A Serisi Fosfonik Aside Doniistiiriillmesi

Kopolimer omurgasinda fosfonik asit islevselliginin varligi, polimerin altin
yluzeyine baglanma etkinligini artirabilecegi ve ayrica demir oksit
nanopartiktllerinin kopolimer omurgasina giclii bir sekilde baglanmasini
saglayacag icin fosfonat ester gruplar fosfonik asit grubuna doniustiiriilmistiir
[119]. (Fosfonik aside doniistiriilen kopolimerler * isareti ile gosterilmektedir.

2a*-e* 3a*-e*).

Sekil 6.46-6.65 arasinda kopolimerlerin 1H ve 31P NMR’lar1 verilmistir. 1H NMR
sonuclarina baktigimizda; fosfonat ester grubunda bulunan 1.2 ppm'’de goriilen

metil gruplarina (0-CH:-CHz-) ait pikin yokolmasi; fosfonat esteri gruplarinin

69



fosfonik asit gruplarina dontistiiglinii kanitlamaktadir. Ayrica 3'P NMR’larinda
fosfonat esterine ait ~19.0 ppm’deki pikin kayboldugu ve fosfonik asite ait ~14.0
ppm’de yeni bir pikin olustugu gortulmistiir.
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Sekil 6.46 Blok kopolimer 2a* asit formu (Mns= 10.000 g/mol kiitlece m:n (8:2))
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31P NMR spektrumu
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TH NMR spektrumu
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31P NMR spektrumu
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(8:2)) 'H NMR spektrumu
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Sekil 6.51 Rastgele kopolimer 2c* asit formu (Mnm= 3.000 g/mol kiitlece m:n
(8:2)) 3P NMR spektrumu
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TH NMR spektrumu
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31P NMR spektrumu
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Sekil 6.54 Blok kopolimer 2e* asit formu (Mns = 3.000 g/mol kiitlece m:n (7:3))
TH NMR spektrumu
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Sekil 6.55 Blok kopolimer 2e* asit formu (Mys = 3.000 g/mol kiitlece m:n (7:3))
31P NMR spektrumu
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TH NMR spektrumu
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Sekil 6.58 Blok kopolimer 3b* asit formu (Mn+ = 3.000 g/mol kiitlece m:n (8:2))
TH NMR spektrumu
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(8:2)) 'H NMR spektrumu
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Sekil 6.61 Rastgele kopolimer 3c* asit formu (My,m= 3.000 g/mol kiitlece m:n
(8:2)) 3P NMR spektrumu
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Sekil 6.63 Blok kopolimer 3d* asit formu (Mnm = 10.000 g/mol kiitlece m:n (7:3))
31P NMR spektrumu
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Sekil 6.64 Blok kopolimer 3e* asit formu (Mys = 3.000 g/mol kiitlece m:n (7:3))
TH NMR spektrumu
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Sekil 6.65 Blok kopolimer 3e* asit formu (Mys = 3.000 g/mol kiitlece m:n (7:3))
31P NMR spektrumu
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Poly A: serisine ait kopolimerlerin aside doniistiiriilmesi i¢in ¢oziicii olarak DMF
kullanilmistir. Reaksiyon sirasinda bromotrimetilsilan ile DMF arasinda yan
reaksiyon oldugu farkedilmistir. Bu nedenle 3a*-e* kopolimerleri reaksiyon

sonrasl kloroform ile yikanarak saflastirilmistir.

Bromotrimetilsilan ile DMF arasindaki yan reaksiyon, ortama kopolimer
konmadan yapilan reaksiyon sonucu ile kanitlanmistir. Sekil 6.66’da yan reaksiyon
trintin, 3a ve 3a* kopolimerleri ile FTIR karsilastirilmasi gortilmektedir. 3a*
kopolimerine yan reaksiyondan gelen kisim 2956, 2765 ve 2432 cm"de net bir
sekilde gorilmektedir. Ayrica Sekil 6.67 ve 6.68’de yan reaksiyonun 'H ve 13C

NMR’lar1 verilmistir.
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Sekil 6.66 Bromotrimetilsilan-DMF (BTMS-DMF), 3a ve 3a* FTIR spektrumlari
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Sekil 6.67 Bromotrimetilsilan-DMF model bilesiginin 'H NMR spektrumu
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Sekil 6.68 Bromotrimetilsilan-DMF model bilesiginin 13C NMR spektrumu
6.2.1.4 Demir Oksit Nanopartikiilii Sentezi ve Karakterizasyonu

Gectigimiz on yilda, paramanyetik nanopartikiillerin sentezi, manyetik depolama
ortami, biyoalgilama uygulamalar1 ve tibbi uygulamalar gibi bir¢ok teknolojik
uygulamada faydali olduklari icin kapsamli bir sekilde gelistirilmistir [120]. Ayrica,
demir oksitlerin manyetik nanopartikiilleri (Fe304 ve Fez03), diisiik toksisiteleri,
biyouyumluluklari, biyolojik olarak parcalanabilirlikleri ve diisiik fiyatlar
nedeniyle artik tipta, ilag dagitim sistemlerinde, sliperparamanyetizmada ve
antimikrobiyal kaplamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir [120-122]. Son
zamanlarda biyolojik olarak konjuge manyetik nanopartikiillerin farkli analitik
yontemlerle entegrasyonu, bakteri, protein ve kanser hiicresi tespiti, saflastirmasi
ve kantitatif analiz icin yeni yollar agmistir. Varshney ve Li, et 6rneklerinde E.
coli'nin saptanmasi i¢cin manyetik nanopartikiil-antikor konjugatlarina dayali bir
biyosensor gelistirdi [123]. Biyolojik ortamda genellikle dogal olarak olusan
manyetik  bilesenlerden yoksun oldugundan, manyetik nanopartikiiller
kullanilarak patojenler secici olarak kontrol edilebilir ve miikemmel 6zgiilliik ve
disik arka plan giriltisi ile tespit edilebilmektedir. Demir oksit

nanopartiktllerinin biyosidal kopolimerlere dahil edilmesinin sensér verimliligini
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artirabilecegini diisiindik. Bu icerikte Fe304 nanopartikiilleri birlikte ¢okeltme
yontemi ile sentezledik. ICP-OES sonucuna gore kopolimerlerin % 0.15 = 0.01

oraninda demir oksit nanopartiikiili icerdigi analiz edilmistir.

Sekil 6.69'da demir oksit (ylizeyi kaplanmamis) nanopartikiil baglanmasi sonrasi
polimerlerin gorintisii gosterilmektedir. (c)’de kopolimer olmadan DMSO i¢inde
DONP goriilmektedir. (a)’da Poly A serisine, (b)’de ise Poly A serisine érnek
gosterilmistir. Sekilde goriildiigii gibi DMSO iginde Poly A iceren DONP’lerin
stabilitesi, Poly A;’den daha iyi oldugu tespit edilmistir.

(a) (b) T )

Sekil 6.69 Demir oksit (yiizeyi kaplanmamis) nanopartikiil baglanmasi sonrasi
polimerler ((a) Poly A; serisi (b) Poly A1 serisi (c) polimersiz)

6.2.2 Poly B Serisi Sentezi ve Karakterizasyonu

Poly B1'in (4a-e) 'H ve 31P NMR spektrumlari Sekil 6.70-6.79 arasinda, Poly B2'nin
(5a-e) 'H NMR spektrumlari ise Sekil 6.80-6.84 arasinda gosterilmektedir. 1H
NMR’larinda, 6.49 ppm’deki okzanorbornen halkasinin spesifik ¢ift bagi (-CH=CH-)
polimerizasyon sonucu acildigr icin yok oldugu ve 5.5-6.0 ppm arasinda a/b
trans/cis’e doniistiigu gorilmiistiir. NMR spektrumunda 4.5-5.0 ppm arasindaki (-
0-CH-CH-) baginin cis ve cuwans Olarak geldigi gorilmistir. Poly Bi serisine ait
spesifik fenil halkalar1 7.6-7.9 ppm arasinda geldigi analiz edilmistir. Poly B:
serisine ait spesifik piridin halkalar1 8.0-9.5 ppm arasinda gorilmiistiir. Monomer

4’e ait (-S-CHz-) piki 3.05 ppm’de geldigi gorilmiistir.

6.2.2.1 Poly B, Serisi Karakterizasyonu
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Sekil 6.70 Blok kopolimer 4a (Mx,m = 10.000 g/mol kiitlece m:n (8:2)) 'TH NMR
spektrumu
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Sekil 6.71 Blok kopolimer 4a (Mysm = 10.000 g/mol kiitlece m:n (8:2)) 3P NMR
spektrumu
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Sekil 6.72 Blok kopolimer 4b (M = 3.000 g/mol kiitlece m:n (8:2)) 'TH NMR
spektrumu
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Sekil 6.73 Blok kopolimer 4b (Mn,n = 3.000 g/mol kiitlece m:n (8:2)) 31P NMR
spektrumu
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Sekil 6.74 Rastgele kopolimer 4c¢ (Myw = 3.000 g/mol Kiitlece m:n (8:2)) 'H NMR
spektrumu
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Sekil 6.75 Rastgele kopolimer 4c¢ (My,s = 3.000 g/mol Kiitlece m:n (8:2)) 31P NMR
spektrumu
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Sekil 6.76 Blok kopolimer 4d (M« = 10.000 g/mol kiitlece m:n (7:3)) 'H NMR
spektrumu
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Sekil 6.77 Blok kopolimer 4d (Mn+ = 10.000 g/mol kiitlece m:n (7:3)) 31P NMR
spektrumu
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Sekil 6.78 Blok kopolimer 4e (Mum = 3.000 g/mol kiitlece m:n (7:3)) 'TH NMR
spektrumu
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Sekil 6.79 Blok kopolimer 4e (Mys = 3.000 g/mol kiitlece m:n (7:3)) 31P NMR
spektrumu

6.2.2.2 Poly B: Serisi Karakterizasyonu
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Sekil 6.80 Blok kopolimer 5a (My,sm = 10.000 g/mol kiitlece m:n (8:2)) 'H NMR
spektrumu
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Sekil 6.81 Blok kopolimer 5b (Mnn = 3.000 g/mol kiitlece m:n (8:2)) 1H NMR
spektrumu
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Sekil 6.82 Rastgele kopolimer 5¢ (M« = 3.000 g/mol kiitlece m:n (8:2)) 'H NMR

spektrumu
a b a b
PhCH:éf, O . e m:}CHQ
c [¢ c n
d d
o7 "N 0 07 °NT O
e hg‘
|
/ \ e S
o
=N@Br
; r
g j
g
g
g
k
i g
D
iridin halkal
piriain halkalari dh

a/b (trans/cis) s € Grans \j\J\A
i

r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
).0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5 -1

f1 (ppm)

Sekil 6.83 Blok kopolimer 5d (My,s = 10.000 g/mol kiitlece m:n (7:3)) TH NMR
spektrumu
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Sekil 6.84 Blok kopolimer 5e (Mnm = 3.000 g/mol kiitlece m:n (7:3)) 'H NMR
spektrumu

Tablo 6.2’de Poly Bi(4a-e) ve Bz (5a-e) serisi kopolimerlerinin polimerizasyon
dereceleri (teorik ve NMR hesapsal), ortalama molekiil agirliklar1 (teorik, NMR
hesapsal ve SEC hesapsal) ve PDI'lar1 verilmistir. Hesapsal olarak polimerizasyon
dereceleri 1H NMR'1 ile analiz edilmistir. Ornek hesaplama olarak 4b kopolimerinin
m ve n degerlerinin bulunmasi verilecektir. Bu kapsamda, Monomer 1’'den gelen
trifenil fosfonyum tuzunun metilen grubu (-CHz-) 1.81 ppm’de gelmektedir ve 2
tane proton icermektedir. Grubbs 3 katalizoriinden gelen stirenik son grup ise 7.2-
7.5 ppm arasinda gorulmektedir ve 5 tane proton icermektedir. Bu piklerin
integrasyonlarinin birbirine orant m degeri olan 3.5 degerini vermektedir.
Tiyolasetat grubu iceren Monomer 4’e ait olan alkil grup (-S-CHz-) 3.05 ppm’de
gorilmektedir ve 2 tane proton icermektedir. Bu grubun integrasyonunun stirenik
son grubun integrasyonuna orani bize n degeri olan 2.9 sonucunu vermektedir.
Ayni islem diger kopolimer serilerinin polimerizasyon derecelerini bulmak icin

uygulanmistir.
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Ortalama molekiil agirlik hesaplar;, bulunan m ve n degerleri kullanilarak
yapilmigtir. Ornegin, 4b kopolimeri; teorik ortalama molekiill agirhg 3.000
g/mol’diir. NMR ile hesaplanmis ortalama molekiil agirligi ise (3,5 x monomer 1’in
molekiil agirhigi (548 g/mol) + (2,9 xmonomer 4’iin molekiil agirhigi (267 g/mol) =
2.694 g/mol) seklindedir.

Tablo 6.2 Poly B: ve B; serilerinin karakterizasyonlari

Polimer Kodu m?2 n® | m/n¢ | m/nd Mpe Myf Mg ph
(g/mol) | (g/mol) | (g/mol)
(4a) 37,6 | 13,1 1.9 2,8 10.000 24122 4.887 1,18
(4b) 3,5 29 1.9 1,2 3.000 2.694 2.187 1,21
(40) 39 33 1.9 1,2 3.000 3.020 2.381 1,17
(4d) 27,6 | 20,1 1.1 1,4 10.000 20.528 4.346 1,18
(4e) 39 4,3 1.1 0,9 3.000 3.288 2.248 1,3
(5a) 269 | 7,5 1.9 2,5 10.000 10.136 4.620 1,31
(5b) 6,8 2,7 1.9 2,0 3.000 3.017 2.300 1,15
(50) 8,5 29 1.9 2,9 3.000 4.356 2.812 1,25
(5d) 23,6 | 12,5 1.1 1,8 10.000 13.284 4113 1,45
(5e) 7,3 4,6 1.1 1,5 3.000 4.305 2.186 1,21

aH NMR'1 ile hesaplanmis monomer 1 veya monomer 3’iin polimerizasyon derecesi
bPH NMR'1 ile hesaplanmis monomer 4’lin polimerizasyon derecesi

cKopolimerdeki monomerlerin teorik mol oranlari

dMonomerlerin 1H NMR’1 ile hesaplanmis mol oranlari

¢Kopolimerlerin teorik sayica ortalama molekiil agirliklari

fKopolimerlerin 1TH NMR'1 ile hesaplanmis ortalama molekiil agirliklar:

gKopolimerlerin Boyut Dislama Kromatografisi (SEC) ile ortalama molekiil
agirliklan

hSEC ile kopolimerlerin polidispersite indeksleri (PDI)((DMF, 3 g/L LiBr)
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Polimer serileri 5a ve 5b i¢in tiyolasetat esasli monomerin polimer zincirine
yuksek  verimlilikte  baglanmadigi  gozlendi. Biiyliyen zincire sahip
hekzilpiridinyum, ikinci monomerin rutenyum merkezine katilmasini1 engelleyen
polimerizasyon kosullarinda bir misel olusumu olusturabilir. Bu durum 6zellikle
yluksek molekiiler agirlikh (teorik 10.000 g/mol ortalama molekil agirligi) blok

kopolimer serilerinin sentezinde gozlendi.

Monomer 4’iin konsantrasyonu artirildiginda (agirlik¢a orani 7: 3'e yiikseldiginde),
polimer zincirine az da olsa monomer 4’iin eklendigi gézlenmistir. (*"H NMR’inda (-
CH2-S(=0)-) protonlarinin pikinin 3,05 ppm'de goriilmesi). Tablo 6.2'de goriilen
bir diger 6nemli sonug, 4a ve 4d blok kopolimerinde son grup analizine gore
ortalama molekil agirliklarda énemli sapmanin gézlenmesidir. Bunun sebebinin,
ylksek molekiler agirlikli polimer elde edilmesiyle sonug¢lanan ¢apraz metatez

lehine olmasi oldugu diisiiniilmektedir.

SEC sonuglarina gore kopolimerlerin ortalama molekil agirlhiklart ayn1 Poly A
serisinde oldugu gibi NMR’da hesaplanan ortalama molekiil agirhgina gore diisiik
ciktig1 gorulmiistiir. Poly A serileri i¢in yapilan agiklama ile paralel sonuglar elde
edilmistir. SEC kalibrasyonu i¢in kullanilan dogrusal, iyonik olmayan pullulan
standartlari, katyonik bazli polimerlere kiyasla farkli hidrodinamik hacimlere
neden olabilecegi ve bu durumun da glgli bir sapmaya yol acabilecegi
distinilmektedir [118]. PDI degerleri 1,15 ile 1,45 arasinda elde edilmistir. Poly B

serilerinin GPC sonuglarinin grafigi Sekil 6.85 ve 6.86’da verilmistir.
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Sekil 6.86 Poly B; serisi (5a-e) kopolimerlerinin GPC grafigi
6.2.2.3 Altin Nanopartikiil Sentezi ve Karakterizasyonu

Altin nanopartikliin polimer matrisine dahil edilmesinin empedans sinyalini
artirabilecegini  dustiniilmektedir. =~ Altin  nanopartikiillerin ~ sentezinde,
kopolimerlerde bulunan tiyolasetat gruplar1 araciligiyla polimer kaph altin yiizey
elde etmek icin daha yiiksek biyosidal aktiviteye sahip kopolimer serisi 4b, 4e, 5b
ve 5e kullanilmistir. DMSO icinde bir hidrojen tetrakloroaurat (III) ¢o6zeltisi,
polimer karisimina ilave edildi ve ayrica indirgeme, sodyum borohidrit ¢ozeltisi
ilave edilerek altin nanopartikiil sentezi gerceklestirildi. Sodyum borhidririin

polimerin cifte bagina etki edip etmedigini kanitlamak icin 5.000 g/mol molekiil
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agirlikl tiyolasetat homopolimeri sentezlenmistir. Bu polimerin altin nanopartikiil
uygulamasi yapildiktan sonra 'H NMR'’1 ¢ekilmistir. 'TH NMR’inda polimerin cifte
baginin piki gorildigi icin sodyum borhidriiriin polimerin ¢ifte bagina etki

etmedigi ispat edilmistir.

Saflastirmadan sonra altin nanopartikiil tasiyan kopolimerler, 4b-AN, 4e-AN, 5b-
AN ve 5e-AN, UV-Vis spektroskopisi ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM)

ile analiz edildi.

UV-Vis spektroskopisi, altin nanopartikiil boyutu, konsantrasyonu ve agregasyon
seviyesinin kisa siirede tahmin edilmesini saglayan ¢ok pratik bir tekniktir [124].
Tim UV-Vis spektrumlar1 400 ile 600 nm arasinda kaydedildi. (Sekil 6.87)
Karakteristik olarak, orbikiiler agrege olmamis altin nanopartikiillerin UV-Vis
spektrumu, SPR (ylizey plazmon rezonansi) nedeniyle yaklasik 520 nm'lik bir bant,
arti d-bandi elektronlarinin bantlar arasi gecisleri nedeniyle daha kisa dalga
boylarinda bir absorpsiyon kenarindan olusur [125]. Ne yazik ki, 520 nm'ye yakin
absorbansin 5b-AN ve 5e-AN icin spesifik altin absorbans alani oldugunu net bir

sekilde goriilememistir.
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Sekil 6.87 Altin napopartikiil bagh kopolimerlerin UV-VIS absorpsiyon
spektrumlari

Altin nanopartikiillerin ayrica TEM analizi goriintiileri elde edildi. (Sekil 6.88)
Polimer kapli altin nanopartikiiller TEM 1zgarasinda kiimelenme egilimindeydi ve

bu nedenle ortalama partikiil boyutu gézlenemedi.
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Sekil 6.88 Altin nanopartikiil bagh kopolimerlerin TEM goriintiileri (a) 4b-AN, (b)
4e-AN, (c) 5b-AN (d) 5e-AN

6.3 Elektrot Yiizeyi Kaplanmasi

Elektrot yilizeyine kopolimerlerin kaplanmasi dondiirerek kaplama ve damlatarak
kaplama teknikleri ile denenmistir. Ancak damlatarak teknigi ile elektrot yiizeyinin

daha verimli kaplandig1 gortilmistiir.
6.3.1 Poly A Serisinin Elektrot Yiizeyine Kaplanmasi

Analizde kullanilacak elektrot yiizeyleri 30 dakika boyunca izopropanol i¢cinde
sonikator kullanilarak temizlendi ve daha sonra argon gazi altinda kurutuldu.
DMSO icindeki 10 pL kopolimer ¢ozeltileri (konsantrasyon 8 mg/mL) elektrot
ylizeyine damlatildi ve ¢oziicii uzaklasip ince film elde etmek icin 70 °C'de 2 saat

kurutuldu.

Demir nanopartikiil esash polimerlerin elektrot ylizeyine daha iyi baglanmasi i¢in
capraz baglayic1 pentaeritritol tetrakis (3-merkaptopropiyonat) eklenerek thiol-
ene kimyasi uygulanmistir. Tiyol gruplar1 altin ile kovalent sekilde baglandigi

bilinmektedir.[126] Bu nedenle tiyol-en kimyasi1 kullanilarak polimerlerdeki alken
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yapisindan tiyol grup baglanmasi, bilesikteki acikta kalan tiyol kisim ise altin
elektrota kovolent baglanmasi amag¢lanmistir. Kopolimerler, DMSO iginde
coziildiikten sonra igine bir ka¢ damla pentaeritritol tetrakis (3-
merkaptopropiyonat) eklenmistir. Elektrotlar bu ¢ozelti ile daldirma yontemi ile
kaplanmis ve elektrotlar UV kiivet i¢cine konarak UV’ye maruz birakilmistir.
Pentaeritritol tetrakis (3-merkaptopropiyonat), hem polimere hem de 6l¢ciim
yapilacak elektrota kovalent bir sekilde baglandigr dislnilmiistiir. Fakat
empedans 6l¢liim sirasinda maalesef ki elektrot yiizeyinden polimer filminin attig1
gorilmiistiir. Sekil 6.89’da tiyol-en reaksiyonu sentez semasi gosterilmektedir. Bu
kapsamda reaksiyon sartlarinin optimize edilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Ancak,
bu asamada pentaeritritol tetrakis (3-merkaptopropiyonat) kullanilmadan film

kaplama yapilmis ve empedans dl¢iimleri gergeklestirilmistir.

o 0 .
PhCHﬂé 0 ﬁzé 0o :>CH2 HS/\)LO:X:OJK/\SH © O?P'O
m 0.
HSWO O\I(\/SH VNVO OYN\?O
O”°N"70 O7'N"TO 0 0 —
n
o O:(P PhCH 0

SEkll 6.89 2b*-DONP’nin altin elektrot yu"zeyine baglanmasi igi]l tiY()l-EIl
8
reaksiyonu

Sekil 6.90’da polimer kapl elektrotlarda 1661 cm’de amit gerilmesi ve 1430-
1450 cm''de -P*(Fenil)s karakteristik bandi goriilmektedir.
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kaplanmamis elektrot
—— 2b* kapli elektrot
—— 2b*-DONP kapli elektrot

Transmittance (%)

1661

650

T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumbers (cm™)

Sekil 6.90 Kaplanmamis, 2b* ile kaplanmis ve 2b*-DONP ile kaplanmis elektrot
ylzeylerinin FTIR spektrumlari
Sekil 6.91'de (a) polimer kapli olmayan elektrot ylizeyinin, (b) 2b* kopolimeri ile
kaplanmis ve (c) 2b*-DONP ile kaplanmis elektrot yiizeyinin SEM gortntiileri
gorulmektedir. Polimer kapli olmayan elektrot yiizeyi piiriizsiiz goriiniir iken 2b*
kopolimeri kapl elektrot yilizeyinin piirizlii oldugu, ayrica liniform kaplamanin
olmadigi goriilmiustiir (b). Sekil 6.91 (c)’de gosterilen SEM goriiniisiinde ise demir
oksit nanopartikiillerinin kiimelenme egiliminde (agrege) oldugu goriilmektedir.
Elektrot ylizeyinin analiz edilen hacminin temel bilesimini belirlemek i¢cin SEM-
EDS analizi de yapildi. Kontrol kaplamasiz elektrot ve polimer kapli elektrot
karsilastirildiginda, karbon, nitrojen ve brom igerikleri, kaplamadan sonra
sirasiyla% 5,78'den % 17,17'ye, % 0'dan % 1,3'e ve % 0'dan % 1,62'ye yiikseldi.
Boylece, ylizey analizlerinin sonuglari, polimerin altin elektrot yiizeyine basariyla

kaplandigini kanitladu.
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Sekil 6.91 (a) Kaplanmamis elektrot (b)2b* kapl elektrot (c) 2b*-DONP kaph
elektrot ylizeylerinin sem goriintiileri
Sekil 6.92’de AFM ile elde edilen (a) polimer kapli olmayan elektrot yiizeyinin, (b)
2b* kopolimeri ile kaplanmis ve (c) 2b*-DONP ile kaplanmis elektrot ylizeyinin 3D
topografi goriintlisiinii gosterilmistir. Polimerin elektrot ylizeyine eklenmesi,
kontrol elektrotuna gére nm 6lgeginde bazi muntazam olmayan dagilim ve farkh

purizliliik araliklari gostermesine neden olmustur.
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Sekil 6.92 (a) Kaplanmamis elektrot (b)2b* kapl elektrot (c) 2b*-DONP kaph
elektrot ylizeylerinin AFM gorintiileri

6.3.2 Poly B Serisinin Elektrot Yiizeyine Kaplanmasi

Altin elektrot yilizeyine tiyolasetat grubuna sahip katyonik polielektrolitlerin
adsorpsiyonu, ylizey modifikasyonu icin bir yontem tiiriidiir. Altin ylizeyinde
adsorpsiyon icin tahrik edilen kuvvet, mikroiyonlar yoluyla entropidir ve ayrica bir
baz kullanmadan dogrudan tiyolasetat grubundan olusturulabilir [127]. Sekil
6.93’te kaplanmamis, 4b ile kaplanmis ve 5b ile kaplanmis elektrot yiizeylerinin
FTIR spektrumlari gosterilmektedir. Sirasiyla 1714 ve 1705 cm-1'de tiyolasetat ve

amid gerilmeleri gorilmektedir.
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—— kaplanmamis elektrot
—— 4b kapli electrot
—— 5b kapli electrot

£

Transmittance (%)

1800 1700 1600 1500 1400
Wavelength (nm)

T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavelength (nm)

Sekil 6.93 Kaplanmamis, 4b ile kaplanmis ve 5b ile kaplanmis elektrot
ylzeylerinin FTIR spektrumlari

)

Sekil 6.94 (a) Kaplanmamis elektrot (b)4b kapli elektrot (c) 5b kapl elektrot
yuzeylerinin SEM goruntiileri

Sekil 6.94’te (a) kaplanmamis elektrot, (b) 4b kapli elektrot ve (c) 5b kapl elektrot
yuzeylerinin SEM goruntiileri gosterilmistir. SEM gortntileri incelendiginde,

elektrot yiizeyindeki kiresel tabaka bize altin elektrot yiizeyinin 4b veya 5b ile
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kaplandigini, kaplamasiz altin elektrot ylzeyinin ise pilrizsiz oldugunu

gostermektedir.
6.4 Kat1Yiizeyde Antibakteriyel Etkinlik

Cam yiizeyde kopolimerlerin biyosidal aktiviteleri él¢iildii. Ik olarak 2,5 x 2,5 cm
cam mikroskop lamlarinin yiizeyi Piranha soliisyonu kullanilarak temizlendi.
Polimer cozeltileri, slaytlar iizerine dokiildii ve 30 saniye siireyle 2.000 rpm'de
dondiirerek kaplama ile kaplandi. Slaytlar, kalan ¢oziiciiyii buharlastirmak igin 2
saat boyunca 70 °C'de vakum altinda kurutuldu. Yiizeyler daha sonra iki 6nemli
patojeni 6ldiirmedeki etkinlik agisindan test edildi: Gram-negatif bakteri E. coli
(ATCC numarasi: 25922) ve Gram-pozitif bakteri S. aureus (ATCC numarasi:
25923). Yiizeyin biyosidal aktivitesi, 10 pL bakteri ¢ozeltisinin cam ylizey lizerine
dagitilmasiyla test edildi. Kurutulduktan sonra, kaplanmis cam slaytlar, canl

bakteri hiicrelerini belirlemek i¢in biiytime altinda inkiibe edildi.
6.4.1 Poly A Serisi Antibakteriyel Etkinlik

Tablo 6.3’te antibakteriyel etkinlik testi icin Poly A serisi c¢oziinirlik ve
konsantrasyon tablosu verilmistir. Kopolimerler fosfonik asit icerdikleri igin
cozunurliklerinde zorluklar gorulmiistir. Sekil 6.95'te Poly A serisi
kopolimerlerinin (2a-e ve 3a-e) kati ylizeyde % antibakteriyel etkinliklerinin
grafigi gosterilmistir. Burada en etkin olarak Poly A1 serisinde 2b, Poly A; serisinde
ise 3a kopolimeri gostermistir. 2b* kopolimeri i¢cin S. aureus’a etkinlik %55 iken; E.
coli'ye karsi %47 olarak tespit edilmistir. 3a* kopolimeri icin S. aureus’a etkinlik
%67 iken; E. coli'ye karsi %59 olarak tespit edilmistir. Ayrica kopolimerlerin
konsantrasyonu arttirildikca % antibakteriyel etkinliklerinin de arttigl
gorulmistir. (Bakinmiz Sekil 6.95, 2a_4 ve 2a_8. 4 ve 8 kopolimerlerin mg/mL
cinsinden konsantrasyonlarin1 gostermektedir.) Sekil 6.96’da ise demir oksit
(vizeyi kaplanmamis, bare) nanopartikill baglanmis bazi Poly A serisi
kopolimerlerin % antibakteriyel etkinlikleri gosterilmistir. Sekil 6.95’teki grafik ile
karsilastirildiginda kopolimerlere demir oksit nanopartikiili baglandiginda %

antibakteri etkinliklerinde diisiis gozlenmistir.

102



Tablo 6.3 Poly A1 ve A; serilerinin ¢oziintrliikleri

Cozlintrlik

Kopolimer Kodu DMF | DMSO | Amonyak(%30) Konsantrasyon
(mg/mL)
2a* X 8
2b* X 8
2c* X 8
2d* X X X 2
2e* X X X 2
3a* X 8
3b* X X X 2
3c* X X X 2
3d* X X X 2
3e* X 8
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Sekil 6.95 Fosfonik aside dontistiiriilmiis Poly A serisi kopolimerlerin %
antibakteriyel etkinlikleri
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Sekil 6.96 Demir oksit (yiizeyi kaplanmamis) nanopartikiil baglanmis Poly A serisi
kopolimerlerin % antibakteriyel etkinlikleri
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Tablo 6.4'te Poly A serisi kopolimerlerinin S. aureus ve E. Coli ile maruz
birakildiktan sonraki petri goriintiileri gosterilmistir. 2b*1n S. aureus’a E. coli'ye
gore daha aktif oldugu, demir oksit nanopartikiilii baglaninca aktivitesi azaldigi

(2b*-DONP) gorilmiistiir.

Ik sonuglar, 2a*-e* serisinin 3a*-e* serisinden daha aktif oldugunu gosterdi
(Tablo 6.4 goriintiileri). Bu sonuclarin birka¢ nedeni olabilir. 3a*-e* serisindeki
kopolimerler, hekzil zincirlerinin giiclii hidrofobik etkilesimi nedeniyle birbirine
yapisma egilimindedir ve muhtemelen yiizeyde polimer kiimelesmeleri olusturur.
Bu nedenle, bu tiir kiimeler, polimerin bakteriyel membran ile elektrostatik
etkilesimin tlistesinden gelmek icin bakteriyel membran ile verimli bir sekilde

etkilesime giremedigi anlamina gelir.

Sekil 6.97’de, Tablo 6.4’te gosterilen petri gortintiilerine sahip kopolimerlerin S.
aureus ve E. coli'ye karsi log azalma ve % 06ldiirme sonuclar1 verilmistir. En ytliksek
antibakteriyel aktivite, S. aureus i¢in 4,92 log azalma ve % 100,00 o6ldiirme
aktivitesi ve E. coli i¢cin 3, 45 log azalma ve % 99,96 o6ldiirme aktivitesi ile
kopolimer 2b* i¢in her iki organizmaya karsi tespit edilmistir. 2b*-DONP+3a*
numunesi, S. aureus bakterilerine karsi1 0,28 log azalma ile % 39,10 6ldiirme

gosterdi, ancak E. coli'ye karsi aktif degildi.

2b*1, 2a* ile karsilastirdigimizda, 2b*1n diisiik molekiiler agirlikli bir polimer
oldugu gozlenmektedir. Bu nedenle, 2b* polimer matris i¢cinde daha yiiksek bir
serbest hareket edebilir ve daha az polimer zincir dolasikliga sahiptir. Dolayisiyla,
polimer 2b*1n fizyolojik kosullar altinda daha yiiksek bir entropiye sahip oldugu
varsayllir. Yiizeyde daha fazla ozgirlik, yilizey {izerinde hareket etmesi
termodinamik olarak daha zor olan daha ytliksek molekiiler agirlikli bir polimere
gore bakteri membranina daha kolay niifuz etmesini veya etkilesime girmesini
saglar. Biyosidal aktivite ve substrat yiizeyindeki serbestlik dereceleriyle iliski
Lienkamp ve meslektaslar1 tarafindan da rapor edilmistir [128]. Demir
nanopartiktllerin dahil edilmesi, polimer yapilarin kiimelesmesine ve aktivitede
daha fazla distise neden oldu. Bunun sebebi olarak polimerin ytlizeydeki
morfolojisi demir nanopartikiil eklenince degistigi ve hirofobik/hidrofilik

ozelliginin de aggregasyon sonunda degistigi ongorilmektedir. Polimer kaplh
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yluzeylerin S. aureus'a karsi E. coli'ye gore daha yiiksek aktivite gosterdigi
gorilmiustir ve bu durum literatiirde bildirilen sonug¢larla uyumludur [117]. Bu

durum, E. coli ve S. aureus’un farkl hiicre duvari yapilarindan kaynaklanmaktadir.

Tablo 6.4 Poly A serisi kopolimerlerinin S. aureus ve E. Coli ile maruz birakildiktan
sonraki petri goriintiileri

& Test Ornekleri
N
E
o0 2a* 2b* 2b*- 2b*- DMSO Kontrol
3 DONP IONP Kapli (Bos
= +3a* Cam Cam)
=
S. aureus
E. coli

51 B s. aureus [ 100.00
(I E .coli
4 L 99,99
5 <
o 99,90 S
= 3-
© =
_g 99,00 [
(] i
— 2 98,00
(2]
o
a1
0 ; . ; T
2% 2» o ey RE &©
So) \'4 Q o
T o ©

20

Sekil 6.97 S. aureus ve E. coli’ye karsi Poly A serisi kopolimerlerin log azalma ve %
oldiirme sonuclari

6.4.2 Poly B Serisi Antibakteriyel Etkinlik

Sekil 6.98'de, polimer kapli cam yiizeyde S. aureus ve E. coli i¢in log azalma ve %

o0ldirme sonuglarin1 gosterilmistir. 5a-e serisinin, 4a-e serisinden daha aktif
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oldugunu gorilmektedir. (Sekil 6.99’daki hayatta kalan bakterilerin petri
gorintiilerine bakin). 3.000 g/mol molekiiler agirliga sahip 4e ve 4b'li blok
kopolimer serileri 5e ve 5b, diger kopolimerlerden E.coli ve S. aureus'a karsi daha
yluksek aktivite gostermistir. (Bakiniz Sekil 6.98) Bu sonuglarin birka¢ nedeni
olabilir. Diisiik aktivite kazanan kopolimerler, fenil halkalarinin gii¢lii hidrofobik
ve m-m etkilesimi nedeniyle birbirine yapismaya meyillidir ve muhtemelen
ylzeyde polimer kiimeleri olusturur. Bu nedenle, bu tiir kiimeler, polimerin
bakteriyel membran ile elektrostatik etkilesimin iistesinden gelmek i¢in bakteriyel
membran ile verimli bir sekilde etkilesime giremedigi anlamina gelmektedir. Sekil
6.98’de goriildiigi gibi; en yliksek antibakteriyel aktivite, S. aureus icin 5,24 log
azalma ve % 99,999 6ldiirme aktivitesi ve E. coli i¢in 4,03 log azalma ve % 99,989
oldiirme aktivitesi ile kopolimer 5b’ye ait oldugu tespit edilmistir. S. aureus'a karsi
kopolimer 4b icin log azalmasi 4,38 ve 6ldiirme aktivitesi % 99996 iken, E.coli i¢in
log azaltma ve oldiirme aktivitesi sirasiyla 3,74 ve %99,98 bulundu. Ilgin¢ bir
sekilde, polimer 5d'nin S. aureus'a karsi antibakteriyel aktivitesi diisiikken (0,9 log
azalma), E. coli'ye karsi olduke¢a yiiksekti (4,14 log azalma). Ikinci en yiiksek
antibakteriyel aktivite, S. aureus icin % 99,999 6ldiirme aktivitesi 5,16 log azalma

ve E. coli i¢in 4,01 log azalma % 99,99 oldurme aktivitesi ile kopolimer 4e icin

tespit edildi.

5 ] Bl [ 99,999
c |
O 4] + 99,990
=
Q ~~
S 3. (99,900 X
-O N’
(D) —_—
= 2 99,000 —=
o)) X
© 3 90,000
9 1. |

04 ‘hl m—r

4a 4b 4c 4d 4e 5a 5b 5¢c 5d 5e SC NC
Test samples

Sekil 6.98 S. aureus ve E. coli’ye karsi Poly B serisi kopolimerlerin log azalma ve %
oldiirme sonuclari
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E.coli S.aureus E.coli S.aureus E.coli S.aureus

4a

4b

4c

4e

Sekil 6.99 Poly B serisi kopolimerlerinin S. aureus ve E. Coli ile maruz birakildiktan
sonraki petri goriintiileri (SC: Solvent kontrol, NC: Kaplamasiz cam kontrol)
Yiksek antibakteriyel ozellik gosteren 4a, 4e, 5a ve 5b kopolimerlerine altin
nanopartikil baglanmistir. Fakat kopolimerlere altin nanopartikiil baglandiktan
sonra kopolimerler antibakteriyel aktivitelerini yitirmislerdir. Bunun sebebi
polimerin ytlizey morfolojisinin degistigi ve aggregasyon sonrasi bakteri ¢eperi ile
yeterli bir hidrofobik/hidrofilik etkilesmenin olmadig1 goriilmektedir. Ayrica, disk

difiizyon testi sonucu zon goriilmemistir. (Sekil 6.100)

Sekil 6.100 4b-AN ve 5b-AN kopolimerlerinin disk diflizyon testi sonuclari
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6.5 Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi

Sensor elemany, i¢ ice gecmis elektrot dizisi (IDEA) olarak bilinen iki diizlemsel
birbirine bagh elektrotlu bir empedimetrik doniistiricidiir [129, 130]. IDEA, i¢ ice
gecmis, birbirine bagh bir elektrot olusturan bir dizi paralel diizlemsel elektrottan
olusur. Polimer kapl elektrot yiizeyine bakterilerin yapismasi, ara yiizey elektron
transfer siirecini etkiler ve yiizeydeki elektron transferini azaltir, bu da bakteri
miktarina bagl olarak kapasitans artisi ile sonuclanir [66]. Negatif yiiklii bakteri
tiirleri, katyonik polimer kapl elektrot yiizeyine yapisarak elektriksel empedansta
degisikliklere neden olabilir. Faradik empedans odl¢iimlerinde bakteri hiicresinin
baglanmasi ve bakteri zarinin zaman O6l¢eginde dakikalar ile onlarca dakika

arasinda bozulmasi yiik direncini ve iletkenligi etkileyebilir.

Sekil 6.101'de elektrokimyasal empedans spektroskopisi ile bakteri miktar: tayini
analizinin gortlntiisii verilmistir. Sekil 6.102’de ise empedans 6l¢limii sirasinda
kullanilan antibakteriyel polimer kapli IDEA elektrotlarin 6lglim oncesi ve
sonrasindaki fotografi verilmistir. Fotografta goriildiigii gibi analiz sonrasi elektrot
ylzeyinde antibakteriyel polimer filmi sabit kalmistir. (DONP bagh olan
polimerlerde oOlciim sonrasi elektrot yilizeyinde polimer filminin ¢ozildigi

gorilmiistiir.)

Sekil 6.101 Elektrotlarin empedans 6l¢timleri

Biyosidal katyonik polimerler (2b* 2b*-DONP, 2b*-DONP+3a* 4b ve 5b) ile

kaplanmis altin elektrotlar, fosfat tamponlu tuz c¢o6zeltisi (PBS) ve bakteri
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soliisyonunda empedans o6l¢iimleri i¢in uygulandi. Amag, E. coli ve S. aureus’'un
sulardaki hassas tespiti icin empedans analizinde antibakteriyel polimerlerin

kullanilmasinin fizibilitesini arastirmakti.

Sekil 6.102 Ol¢iim 6ncesi ve 6l¢iim sonrasi elektrot yiizeyleri

Bakteri tespitinin hassasiyeti ve seciciligi, sensoriin pratik kullanimi i¢in 6nemli bir
parametredir. PBS ve farkli konsantrasyonlardaki bakteri c¢ozeltilerine Kkarsi
empedans ol¢ctimleri, 10 Hz ile 1 kHz arasinda ol¢iilmiistiir. (Sekil 6.103-104, Sekil
6.108-111, Sekil 6.113-114, Sekil 118-119) Optimum analiz frekansi olarak 100 Hz

secilmistir ve biitiin empedans 6l¢iimleri 100 Hz'de alinmistir.
6.5.1 Poly A Serisi Empedans Sonuglari

Biyosidal katyonik polimerler (2b*, 2b*-DONP ve 2b*-DONP+3a*) ile kaplanmis
altin elektrotlar, PBS ve bakteri soliisyonunda empedans 6l¢timleri i¢in uygulandi.
2b* ile kaplanmis elektrot numunesi i¢cin 10 Hz ile 1 kHz arasindaki empedans
frekans araligini analiz edilmistir. (Sekil 6.103 ve Sekil 6.104) Farkl
konsantrasyonlarda hedef hiicrelerin tespiti icin optimum frekans araligi 100 Hz
olarak bulunmustur. Ilk olarak, elektrot baslangicta PBS icine daldirilmis ve 400
saniye empedans okumasina tabi tutulmustur. Daha sonra 10%, 103 ve 10> cfu/mL
S. aureus gozeltileri ylizey kapl elektrot ile inkiibe edildi ve empedans 1200 saniye
empedans degerleri olcildi. Empedans sonuglari, S. aureus oOrneklerinin
enjeksiyonundan 6nce ve sonra sirekli olarak incelenmistir. Sekil 6.105, 2b*
polimer sensoriiniin farkli konsantrasyonlarda (101, 103 ve 105 cfu/mL) S. aureus
ile inkiibasyonundan sonra gerceklestirilen zamana karsi empedans o6lciimlerin
sonuclarini gostermektedir. Empedans sinyalinin polimer kaplanmamis elektrota

kiyasla (PBS) S. aureus konsantrasyonunun artmasiyla logaritmik olarak
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artmadigin1  gostermektedir. (Sekil 6.107) 10! cfu/mL Kkonsantrasyonunda
empedans sinyalinde 81 Q artis, 103 cfu/mL konsantrasyonunda 66 (), 10> cfu/mL

konsantrasyonunda ise 70 (1 artis gorilmiistiir.

2b* kapli elektrotlarin E. coli igin zamana karsi empedans ol¢timleri 103, 105 ve 107
cfu/mL konsatrasyonlarinda yapilmistir. (Sekil 6.106) Grafikte gorildugi gibi
empedans degisimi sadece 107 cfu/mL konsantrasyonundaki E. coli'de
gorilmiustiir ve bu empedans degerindeki artis 78 (1 olarak tespit edilmistir. (Sekil
6.107) Diisiik konsantrasyonlarda E. coli’ye karsi sinyal alamama sebebi su sekilde
aciklanmistir. Diistik konsantrasyondaki E. coli, tiim frekans degerlerinde farkl bir
mekanizma sergiler ve empedans degeri, bakteri icermeyen tampon gibi bos
numuneninkinden daha dusiiktiir. Elektrot yiizeyindeki baglanma kinetiginin
dogru sinyali elde etmek icin ¢ok 6nemli oldugunu diisiindiik. E. coli'nin dis zari
icin elde edilen dielektrik ozellikleri, 2x10-¢ S/m gibi ¢ok diisiik bir iletkenlige
sahip oldugunu gostermektedir [131]. E. coli'nin elektrot yilizeyine baglanmasi
daha yavas oldugundan, serbest E. coli hiicreleri ¢ozeltinin iletkenligini arttirir ve
bu da bostan (PBS, bakterisiz) daha diisiik bir empedans sinyali ile sonuglanir.
Bunun aksine, S. aureus'a 101 ve 103 konsantrasyonda bir yanit gézlemledik. Bu, S.
aureus'un zaman icinde elektrot yiizeyinde daha iyi biyofilm olusturma ve adezyon

ozelliklerine baglanabilir.

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi oOlctimleri yapildiktan sonra
elektrotlarin SEM analizi yapidi. Sekil 6.112’de, kopolimer 2b* kapli 10> cfu/mL
konsantrasyonundaki S. aureus ve E. coli Ol¢imleri sonrasindaki elektrot
yuzeylerinin SEM goruntileri gorilmektedir. S. aureus ve E. coli'nin elektrot
tzerinde birikmesinden sonra yiizeyde artan bir deformasyona neden oldugunu
gorulmiistiir. Bakterilerin 6limi nedeniyle organellerin yiizeye yayildig1 ve ylizey
purizliliginin arttigl géorulmiistur.

Polimer-demir nanopartikiil (2b*-DONP ve 2b*-DONP+3a*) kapli sensorler icin
empedans Olctimleri Sekil 6.108-6.111 arasinda gosterilmistir. Tercihen, 2b*-
DONP+3a* kaph sensor, 2b*-DONP kapl olandan daha yiiksek bir empedans
sinyali verdi. Hekzil piridinyum islevselliginin varliginin sensor yiizeyinin biyosidal

aktivitesini artirdigini ve daha iyi bir sinyalle sonu¢landigini diisiindtik. Ayrica, tek
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tip bir sinyalin elde edilmesini engelleyen demir nanopartikiillerin varlhgi
nedeniyle sinyalin yiiksek potansiyel (> 0,1 mV) altinda dalgalandig1 da not

edilmelidir.

2b*-DONP ve 2b*-DONP+3a* polimer filmlerinin o6lgim sirasinda elektrot
ylzeyinden attig1 tespit edildigi icin maalesef zamana karsi empedans Ol¢iimleri
yapilamamistir. Polimer filmin yiizeydeki kararliligini artirmak i¢in ¢apraz bagh
ajan (pentaeritritol tetrakis, yukarida bahsedilmistir) kullanilmasina ragmen

ylzeye kuvvetli baglanma kapsaminda bir iyilesme olmamistir.
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—— 2b*-10°
—— 2b*-10°
—+— 2b*-10’
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1

100 T
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Sekil 6.103 2b* Kopolimerinin S. aureus’a kars1 empedans-frekans grafigi
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T
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Sekil 6.104 2b* Kopolimerinin E. coli'ye kars1 empedans-frekans grafigi
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Sekil 6.105 2b* Kapl elektrodun cesitli konsantrasyonlardaki S. aureus’a karsi
empedans-zaman grafigi
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Sekil 6.106 2b* Kapl elektrodun cesitli konsantrasyonlardaki E. coli’'ye karsi
empedans-zaman grafigi
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Sekil 6.107 Antibakteriyel polimer 2b* sensoriiniin sabit frekansta (100 Hz)
cesitli S. aureus ve E. coli konsantrasyonlarinda gercek zamanli empedimetrik
yanitl
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Sekil 6.108 2b*-DONP kopolimerinin S. aureus’a karsi empedans-frekans grafigi
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Sekil 6.109 2b*-DONP kopolimerinin E. coli’ye kars1 empedans-frekans grafigi

—m— 2b*-DONP+3a*_10"
—e— 2b*-DONP+3a*_10°
—A— 2b*-DONP+3a*_10°
—v— 2b*-DONP+3a*_10’

1k o

1ZI (Ohms)

100 4

T
10 100 1k
Freq. [Hz]

Sekil 6.110 2b*-DONP+3a* kopolimerinin S. aureus’a karsi empedans-frekans
grafigi
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Sekil 6.111 2b*-DONP+3a* kopolimerinin E. coli’ye kars1 empedans-frekans
grafigi

Sekil 6.112 (a) 2b* kapl elektrot yiizeyi (b) S. aureus ile kontamine edildikten
sonra (c) E. coli ile kontamine edildikten sonraki 2b* kapli elektrotlarin SEM
goruntiileri

6.5.2 Poly B Serisi Empedans Sonuglari

Sirasiyla 4b ve 5b ile kaplanmis elektrot numunesi icin 10 Hz ile 1 kHz arasindaki
frekans degisimi ile empedans analizi yapilmistir. Kopolimer 4b i¢in Sekil 6.113 ve
Sekil 6.114, 5b icin Sekil 6.118 ve Sekil 6.119'da empedans-frekans grafikleri

verilmistir. 4b ve 5b kopolimer kapl sensorlerin duyarhlgy, farkh bakteri (E. coli

116



ve S. aureus) konsantrasyonlarinin (103, 105 ve 107 cfu/mL) varliginda arastirildu.
Her deneyde, bos bir numune (bakteri icermeyen PBS ortami) ayrica
karsilastirmalar icin empedans okumalarina tabi tutuldu. Frekans degisimine gore
empedans sonuclar1 daha diisiik frekansta (100 Hz) maksimum degisiklikleri
gosterdiginden ve en iyi degisim 100 Hz'de goriildiigii icin bu frekansta ¢alisilarak
farkli bakteri ve konsantrasyonlarda zamana karsi empedans Ol¢tiimleri
gerceklestirilmistir. Antibakteriyel 4b veya 5b kopolimeri ile kapl altin elektrotlar
600 saniye boyunca PBS ¢ozeltisinde bekletilerek 6l¢iim alinmistir. 600 saniye
sonrasinda analiz ortamina farkli konsantrasyonlarda (103, 105 ve 107 cfu/mL) E.
coli ve S. aureus eklenmistir. Toplam analiz siiresi her bir elektrot icin 2400

saniyedir.

4b ve 5b kopolimerlerinin zamana karsi empedans degisimi grafikleri Sekil 6.115-
94 ve Sekil 6.120-121’de verilmistir. Empedans sonugclari, S. aureus veya E. coli
orneklerinin enjeksiyonundan 6ncesi ve sonrasi olarak incelenmistir. Kopolimer
4b'yi inceledigimizde, S. aureus i¢in 107 cfu/mL konsantrasyonunda sadece 291 ()
artis gozlemledik, E. coli icin ayni konsantrasyonda 452 () artis vardi (sirasiyla

Sekil 6.115 ve Sekil 6.116).

S. aureus icin empedans sinyalleri, kopolimer 5b i¢in sirasiyla 107 cfu/mL
konsantrasyonunda 672 Q artis ve 10> cfu/mL konsantrasyonunda 348 () artis
gozlendi (Sekil 6.120). E. coli icin empedans sinyallleri ise, 107 cfu/mL
konsantrasyonunda 598 Q artis ve 10° cfu/mL konsantrasyonunda ise 279 ( artis
olarak belirlendi (Sekil 6.121). Ayrica, empedans sinyal sonuclarinin test edilen
her iki bakteri tirinin konsantrasyonu ile orantili oldugunu go6zlemledik.
Empedans cevabindaki farkliliga, adezyon i¢in polimerin esik konsantrasyonu ve
ilgili elektriksel 6zelliklerine yansiyabilen bakteriyel membranin bozulmasinin bir
sonucu olarak baglanma kinetigi gibi birka¢ faktor sebep olabilir. Hekzil
piridinyum islevselliginin varliginin sensor ylizeyinin biyosidal aktivitesini

artirdigini ve daha iyi bir sinyalle sonug¢landigini gordiik.

Sekil 6.117°de antibakteriyel polimer 4b sensoriiniin, Sekil 6.122’de antibakteriyel
5b sesoriinlin sabit frekansta (100 Hz) c¢esitli S. aureus ve E. coli

konsantrasyonlarinda empedans 6l¢iim sonuclarinin PBS ortaminda ve bakteri
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cozeltisi eklendikten sonraki karsilastirilmasi verilmistir. Sekil 6.122’de verilen
sonuglara gore 4b kaph elektrotlarin empedans sinyalinin bosa kiyasla (PBS
ortami) S. aureus konsantrasyonunun artmasiyla logaritmik olarak arttigini
gostermektedir. Empedans degisimlerinin, seri seyreltilmis bakteri hiicresinin
konsantrasyonundaki artis ile dogru orantili ve sinyallerin 107> 105> 103 cfu/mL
oldugu kaydedilmistir. S. aureus i¢in 4b antibakteriyel kopolimeri kaph elektrot
cihazinin tespit sinirinin mL basina 107 bakteri oldugu bulunmustur ve bu,
bakteriyel biiylimeyi kontrol etmek i¢in klinik olarak anlamli olanin (mL basina
103 bakteri) altindadir [132]. Benzer sekilde, empedans degisimlerindeki
biiytikliglin degisimi E. coli icin de bakteri konsantrasyonu artisi ile orantili ve
107> 105> 103 cfu/mL seklinde bulunmustur. 103 cfu/mL E. coli konsantrasyonu ile
PBS ortamini Kkarsilastirdigfimizda, benzer sonu¢ vermis olup bir degisim
gorilmemistir. S. aureus’ta ise ayni konsatrasyonda empedans artis1 goriilmiistir.
Bu durum, S. aureus'un zaman icinde elektrot ylizeyine daha iyi yapisma
ozelliklerine baglanabilir. Sekil 6.122’deki 5b antibakteriyel kopolimeri ile kapl
elektrodun empedans 6l¢iim sonuglarindaki degisimin kopolimer 4b kapl elektrot
sonuclar1 ile benzer sonuc¢ gosterdigi gorilmistir. Ayni sekilde bakteri
konsatrasyonu arttikca empedans degisim biiytikliigiiniin de dogru oranti ile
arttig1 ve daha diisiik konsatrasyonlarda S. aureus’a kars1 daha iyi sonug verdigi

gorulmiustir.

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi Ol¢ciimleri yapildiktan sonra
elektrotlarin SEM analizi yapidi. Sekil 6.125’te, kopolimer 5b kaplh 10> cfu/mL
konsantrasyonundaki S. aureus ve E. coli Ol¢imleri sonrasindaki elektrot
yuzeylerinin SEM goriuntiileri gorilmektedir. S. aureus'un elektrot tzerinde
birikmesinden sonra ylizeyde artan bir deformasyona neden oldugunu
gorulmiistiir. Bakterilerin 6liimii nedeniyle organellerin yiizeye yayildig: ve yiizey
purizliliginin arttig: ve kiiciik tepeciklerin olustugu gorilmiistiir. Bu degisim E.

coli’de net bir sekilde gériilmemistir.

E. coli ve S. aureus arasindaki yapisal farkliliklar, empedans sinyallerinde bir farkin
gozlemlenmesine neden olmustur. Gram-negatif bakterilerin (E. coli) ve Gram-

pozitif bakterilerin (S. aureus) zar bilesimlerinin farkli oldugu bilinmektedir. E. coli
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sitoplazmasi, bir fosfolipid i¢ zar, bir peptidoglikan duvar1 ve bir anyonik dis lipid
zar1 ile ¢evrilidir. Buna karsilik, S. aureus'un sitoplazmasi, bir lipit membrani ve bir
peptidoglikan tabakasi ile cevrilidir. Bu nedenle, farkli membran ve sitoplazma
yapilariyla S. aureus ve E. coli'nin elektriksel oOzellikleri, farkli iletkenlik
ozelliklerinden dolay: farklidir [11, 131]. Gram-pozitif bakteriler genellikle Gram-
negatif bakterilerden daha yiiksek bir K* icerigine sahiptir, bu da S. aureus'un E.
coli'den daha yiiksek i¢ iletkenligini agiklar [131]. Elektrolitik etkiler disiik
frekanslarda (<1 kHz) onemli hale gelse de, polimer sensor lizerindeki adezyon
kinetigi ve oOli bakterilerden anyonik fosfolipitlerin olusumu da empedans

sinyalinde 6nemli bir rol oynayabilir.

E. coli ve S. aureus icin farkli empedimetrik yanitlar, yiizeylerindeki farkh
baglanma reseptorlerine de kaynakh olabilir. Ornegin, hem Gram-pozitif hem de
Gram-negatif bakterilerdeki man-PTSs reseptorleri, antibakteriyel peptitlere ve
bakteriyofajlara baglanir [133, 134]. Reseptorlerin lokal konsantrasyonlar1 ve
ekspresyon seviyelerindeki sapmalar, bakterisidal elektrot yiizeyinde farkh
baglanma hassasiyetlerine neden olur ve empedans sensori yanitlarinda
degisikliklere yol acar [13]. Yapismis bakteri hiicreleri, polimer sensor ile spesifik
olmayan bir sekilde etkilesime girdigi ve direncte bir artisa yol agan gicli
empedans degisikliklerine neden oluyor gibi gortinmektedir. Polimer kaph
sensorin hassasiyeti, tampon konsantrasyonu veya ortam sicakligr veya bakteri
konsantrasyonu gibi cesitli faktorlere baghdir. Iletkenligi daha iyi kontrol etmek
icin deney, seyreltilmis PBS c¢ozeltisi ile gerceklestirilebilir, ancak kosullari
optimize etmek ve empedans sinyallerindeki farkliliklarin nedenlerini arastirmak

icin daha fazla ¢alismaya ihtiyac vardir.

6.5.2.1 Polimer Kaph Elektrotlarin Siit ve Atik Suda Bakteri Tespiti

Uygulamasi

Polimer 5b kaplh sensor dizisinin gercek hayattaki uygulamalarda
uygulanabilirligini kanitlamak icin kontamine siit 6rneklerinde bakteri tespiti icin
kullanildi. Bu amagla 7 mL siit 6rnegine 70 uL S. aureus veya E. coli soliisyonu
yerlestirildi ve ardindan bu soliisyonlara elektrot yerlestirildi. Ayr1 bir deneyde

elektrodu once siit soliisyonunda 600 saniye inkiibe ettik, daha sonra bu soliisyona
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70 pL S. aureus soliisyonu ekledik. Bakterilerle kontamine olmus siit numunesine
karsi 5b kapli elektrodun Empedans-Zaman grafigi, elektrodun yiiksek empedans
tepkisi vermedigini gosterdi. (Sekil 6.123) Suti PBS ile karsilastirdigimizda siit,
icerdigi yaglar, sekerler, enzimler ve proteinler nedeniyle ¢ok yiliksek molekiiler
yogunluga sahiptir. Bu bilesenler maalesef elektrot yilizeyine bakterilerden énce
yapisabilir ve yanlis pozitif veya negatif sonuclara yol agabilir. Ayni sonug,
proteinlerin, enzimlerin, yaglarin, siitliin bilesenlerinin birbirine bagh elektrotlarin
empedans tepkisini etkiledigi ve direngte bir artisa yol ac¢tigi daha oOnce
gosterilmistir [13, 128-130]. Bununla birlikte, PBS ile seri seyreltme, uygun

empedans sinyalini artirabilecegi diisiiniilmektedir.

Ayrica, biiylikbas sigir ciftliginden alinan atik su numunesi ile 5b kopolimeri kaph
elektrodun 107 cfu/mL konsantrasyonundaki S. aureus ile empedans Olglimii
yapilmistir. (Sekil 6.124) Sensor, 600 saniye atik su numunesi icinde bekletildikten
sonra ortam konsantrasyonu 107 cfu/mL olacak sekilde S. aureus eklenmistir.
Ortama bakteri eklenmesinden sonra empedans degerindeki degisim bakteri
eklenmeden onceki empedans sinyali ile ayn1 dogrusallikta oldugu goézlenmistir.
Bunun sebebinin, ortama bakteri soliisyonu koyulmadan once atik sudaki
bakterilerin elektrot yiizeyine baglandig1 (600 saniye icinde yiiksek oranda
empedans degisimi olmustur.) ve elektrot yilizeyindeki polimerin doygunluga
ulasmis olmasidir. Bu nedenle empedans sinyalinde artis gorulmedigi

disiiniilmektedir.
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Sekil 6.113 4b kopolimerinin S. aureus’a karsi empedans-frekans grafigi

10k

1ZI (Ohms)

1k 4

100 ——— — .
10 100 1k

Freq. [Hz]

Sekil 6.114 4b kopolimerinin E. coli'ye kars1 empedans-frekans grafigi
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Sekil 6.115 4b Kapli elektrodun gesitli konsantrasyonlardaki S. aureus’a karsi
empedans-zaman grafigi
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Sekil 6.116 4b Kapl elektrodun gesitli konsantrasyonlardaki E. coli’ye karsi
empedans-zaman grafigi
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Sekil 6.117 Antibakteriyel polimer 4b sensoriiniin sabit frekansta (100 Hz) gesitli
S. aureus ve E. coli konsantrasyonlarinda gercek zamanli empedimetrik yaniti
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Sekil 6.118 5b kopolimerinin S. aureus’a kars1 empedans-frekans grafigi
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Sekil 6.119 5b kopolimerinin E. coli'ye kars1 empedans-frekans grafigi

2k
1.9k -
1.8k -
1.7k -

1.6k -
1.5k 4

1.4k 4

Z| (OHMS)

1.3k

” —+—5p 10
1.2k 3 { —e—5b_10°
—+—5p_10°

1.1k !

1k T T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

Time (s)

Sekil 6.120 5b Kapli elektrodun cesitli konsantrasyonlardaki S. aureus’a karsi
empedans-zaman grafigi
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Sekil 6.121 5b Kapl elektrodun gesitli konsantrasyonlardaki E. coli'ye karsi
empedans-zaman grafigi
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Sekil 6.122 Antibakteriyel polimer 5b sensoriiniin sabit frekansta (100 Hz) ¢esitli
S. aureus ve E. coli konsantrasyonlarinda gercek zamanli empedimetrik yaniti
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Sekil 6.124 5b kopolimeri kapli elektrodun atik suyun S. aureus ile
kontaminasyonunun empedans-zaman grafigi
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Sekil 6.125 (a) 5b kapli elektrot ytlizeyi (b) S. aureus ile kontamine edildikten
sonra (c) E. coli ile kontamine edildikten sonraki 5b kapli elektrotlarin SEM
goriintiileri

6.6 Dongiilii Voltametri Olgiimleri

Dongiisel voltametri (CV) yontemi, sensor yiizeyi ile soliisyondaki tiirler arasindaki
elektron transfer o6zelligini incelemede yararli bir yontemdir [64, 135]. Bu
calismada, elektrot yiizeyine kaplanmis polimer film {izerindeki bakteriyel
adsorpsiyonu incelemek icin prob olarak Fe(CN)e3-/4- redoks cifti secilmistir.
Bakteri adsorbsiyonuyla redoks probunun elektrot yiizeyine penetrasyonu ve
elektrodun yiik transfer etkinligi azalacagindan, Fe(CN)s3-/4 redoks ciftine ait
indirgenme/ytlikseltgenme pik siddetinde azalma ve pik potansiyelleri arasinda
artis beklenmektedir. CV c¢alismasinda, IDEA, Pt tel ve kalomel (3 M KCl)
elektrotlar sirasiyla calisan, yardimci ve referans elektrot olarak kullanildi. 0,01 M
K4[Fe(CN)s] ¢ozeltisi PBS icinde hazirlandi. 100 mV/s tarama hizinda -400-(+800)
mV araliginda dongiisel voltametri 5b polimer ile kaplanmis IDEA elektrotlari ile
kaydedildi. Daha sonra ayni kosulda kurulan CV deneyine sirasiyla 10> ve 107
cfu/mL olmak tizere iki farkli konsantrasyonda S. aureus ve E. coli soliisyonu ilave

edildikten 15 dakika sonra kayit altina alind1.

Butin CV o6l¢imlerinde bakteri c¢ozeltisi yerlestirildikten sonra pik siddetinin

azaldign ve pik potansiyelleri arasindaki farkin arttignt gorilmistir. Pik
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siddetindeki azalisin en fazla 107 cfu/mL konsantrasyonundaki E. coli ve S.
aureus’ta oldugu gorilmiustiir. (Sekil 6.126 ve Sekil 6.128) 5b kaplh elektrotta
yaklasik 200 mV ve 60 mV'de oksidasyon ve indirgeme piklerinin siddeti, E.coli
adsorpsiyonu ile azalir. (Sekil 6.128) Aym egilim, E. coli'den biraz daha diistiik
yanitla S. aureus i¢in de gozlenmektedir (Sekil 6.126). E. coli'nin polimer kapl
elektrotlarin ylizeyine daha verimli adsorbe edildigini ve akimi azaltmak i¢in bir

yalitim tabakasi olusturabilecegini diisiintilmiisttir.

105 cfu/mL bakteri ¢ozeltisine karsi polimer kapli elektrodun CV'leri de yapildi.
(Sekil 6.127 ve Sekil 6.129) Bununla birlikte, bakteri ¢6zeltisinin
yerlestirilmesinden sonra akimda kiiciik bir degisiklik gozlendi. Bu sonug, yukarida
tartisilan empedans spektrumu ile paraleldir ve bakterilerin tespit limitinin 107
cfu/mL oldugu sonucuna varilmistir. Bu sonuclar yiizeyde bakteri adsorbsiyonun
olduguna ve bunun sonucu olarak redoks probunun elektroda penetrasyonunun ve

ylk transfer etkinliginin azaldigina isaret etmektedir.

Ayrica 5b kapli elektrotun 105 cfu/mL konsantrasyonundaki E. coli 6l¢iimiinden
sonra ayni elektrodun 107 cfu/mL E. coli iginde 6l¢ciml yapilmistir. Bu sekilde

elektrotlarin tekrarlanabilirligi test edilmistir. (Sekil 6.130)

5b

—— PBS —— Fe(CN)s*/* — 107S. aureus

400
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Sekil 6.126 (__): PBS tampon, 0,01 M Fe(CN)¢3-/4 redoks prob bakteri eklemeden
once (___)ve(__)107 cfu/mL S. aureus ile bekletildikten sonrasi CV sonuglari
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5b

— PBS —— Fe(CN)g*/* _—— 10°S. aureus
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Sekil 6.127 (__): PBS tampon, 0,01 M Fe(CN)s3-/4- redoks prob bakteri eklemeden
once (___)ve(__)105cfu/mL S. aureus ile bekletildikten sonras1 CV sonuclari
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Sekil 6.128 (__): PBS tampon, 0,01 M Fe(CN)e3-/4- redoks prob bakteri eklemeden
once (___)ve(__)107 cfu/mL E. coli ile bekletildikten sonras1 CV sonuglari
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Sekil 6.129 (__): PBS tampon, 0,01 M Fe(CN)s3-/4- redoks prob bakteri eklemeden
once (___)ve (__)105cfu/mL E. coli ile bekletildikten sonrasi1 CV sonuglari
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—— PBS — Fe(CN)¢®/* — 10°E coli — 107E. coli
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Sekil 6.130 (__): PBS tampon, 0,01 M Fe(CN)s3-/4- redoks prob bakteri eklemeden
once (__)ve(__)107 cfu/mL E. coli ile ve (__)105cfu/mL E. coli ile
bekletildikten sonrasi CV sonuclari
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v

SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, ROMP'dan tiiretilen antibakteriyel katyonik polimerler kullanilarak
gercek zamanli, etiketsiz (label-free) saptamaya dayali olarak gelistirilmis bir
impedimetrik biyosensor platformu kullanarak S. aureus ve E. coli'nin saptanmasi
icin yeni bir yontem sunulmustur. Calismanin ilk bélimiinde, farkli katyonik blok
ve rastgele kopolimerler sentezlenmis ve bunlarin biyosidal aktiviteleri bir cam
ylzey uzerinde analiz edilmistir. Bu kapsamda 2 farkli polimer serisi (Poly A ve
Poly B) sentezlenmistir. Poly A serisi trifenil fosfonyum veya hekzil piridinyum ve
fosfonik asit esaslidir. Poly B serisi ise trifenil fosfonyum veya hekzil piridinyum ve
thiol asetat esaslhdir. Poly A serisinde, trifenil fosfonyum-fosfonik asit grubu iceren
polimer 2b*, S. aureus ve E. coli'ye kars1 en yiiksek aktiviteyi sirasiyla % 55 ve % 47
oldiirerek gosterdi. Poly B serisinde, trifenil fosfonyum-tiyolasetat (4b) ve hekzil
piridinyum-tiyolasetat (5b) grubu iceren kopolimerler ise sirasiyla S. aureus’a %
99,996 ve % 99,999; E.coli’ye kars1 ise % 99,98 ve % 99,989 antibakteriyel etkinlik
gosterdi. Poly A ve Poly B serisinin empedans sinyal 6zelligini artirmak icin demir
nanopartikil ve altin nanopartikiil sentezi gerceklestirilmis ve polimerler ile
kaplanmistir. Bu kapsamda Poly A serisi fosfonik asit icermesi sebebi ile demir
nanopartikul ile kaplanmis, Poly B serisi ise tiyol asetat grubu olmasi sebebi ile
altin nanopartikil ile kaplanmistir. Polimerlere altin nanopartikil baglanmasindan
sonra antibakteriyel etkinligin kayboldugu goriildii. Demir oksit nanopartikiili

baglanmasi sonunda ise antibakteriyel etkinliklerinde az bir dustis oldugu gortildu.

Poly A serisinden (2b*) ve Poly B serisinden (4b ve 5b) en aktif bulunan polimerler
2b* 4b ve 5b elektrot yilizeyine kaplanmis ve sensor Ozellikleri incelenmistir.
Elektrokimyasal empedans spektroskopisi ve dongiisel voltametri metotlan ile
bakteri sensori ¢alismalar1 yapilmistir. Calismada polimer kapli elektrotlarin PBS
orneklerinde E. coli ve S. aureus'u nasil tespit edebildigini gosterilmistir. Farkh

bakteri konsantrasyonu, farkli bakteri tiirlerinin sinyale etkisi incelenmistir.
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Bununla birlikte, yeterli hassasiyetle daha iyi bir saptama sinir1 (LOD) elde etmek

icin sinyal/guriiltii oraninin arttirilmasi gerektigi tespit edilmistir.

Poly A serisinden 2b* polimeri ile yapilan elektrokimyasal empedans
spektroskopisi calismasinda empedans degerinin S. aureus konsantrasyonunun
artmasiyla  logaritmik  olarak artmadigi  gorilmdustir. 101  cfu/mL
konsantrasyonunda empedans sinyalinde 81 Q artis, 103 cfu/mL
konsantrasyonunda 66 (), 10> cfu/mL Kkonsantrasyonunda ise 70 Q artis
gorilmustir. 2b* kaph elektrotlarin E. coli i¢in zamana karsi empedans
Olglimlerinde ise sadece 107 cfu/mL konsatrasyonunda empedans artisi

gorilmiistiir ve bu deger 78 () olarak tespit edilmistir.

Poly B serisinden ¢alisilan 4b ve 5b kopolimerinin her ikisinin de empedans
degerlerinin analiz sonucunda her iki bakteri tiiriine gore ortamdaki bakteri
konsatrasyonuna bagli olarak logaritmik arttig1 goriilmiistiir. Biyosensor, 5b i¢in
107 cfu/mL saptama sinir1 (LOD) ile Gram-pozitif (S. aureus) ve Gram-negatif (E.
coli) bakteri konsantrasyonlarini tespit edebilmistir. Kopolimer 4b'yi
inceledigimizde, S. aureus i¢cin 107 cfu/mL konsantrasyonunda sadece 291 Q) artis
gorulmiustir, E. coli icin ise ayni konsantrasyonda 452 () artis gozlendi. S. aureus
icin  empedans sinyalleri, kopolimer 5b igin sirasiyla 107 cfu/mL
konsantrasyonunda 672 Q artis ve 10> cfu/mL konsantrasyonunda 348 () artis
gozlendi. E. coli i¢in empedans sinyallleri ise, 107 cfu/mL konsantrasyonunda 598
Q artis ve 10° cfu/mL konsantrasyonunda ise 279 Q artis olarak belirlendi. Hekzil
piridinyum islevselliginin varliginin sensor ylizeyinin biyosidal aktivitesini
artirdigini ve daha iyi bir sinyalle sonuc¢landigi goriuldu.

Poly A ve Poly B serilerinin icinden empedans 6l¢iimlerine gore en iyi sonu¢ veren
kopolimer 5b kapl elektrotlar icin 107 ve 10> cfu/mL konsatrasyonunda E. coli ve

S. aureus’a kars1 CV olgiimleri yapilmistir. Empedans dl¢limlerine paralel sonug

olarak LOD olarak 107 cfu/mL bulunmustur.

Ayrica 5b kopolimeri kapli elektrotlarin siit ve atik su numunelerinde bakteri

analizi calismasi yapilmis fakat basarili bir sonug elde edilememistir.
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Bu sonuglar, polimer kapl elektrotun duyarliligini artirmak i¢in optimize edilmesi
gerektigini gostermektedir. Farkli katyonik veya karbonhidrat islevsellikleri ve
hidrofobik 6zelligi daha yiiksek molekiiler agirlikli polimerler, elektrot
performansini arttirabilir. Calisma kapsaminda literatiire ilk defa dogal peptit
tiirevlerinin takliti olan sentetik polimerlerin bakteri sensorii olarak kullanilmasi
sunulmustur. Polimerlerin daha kolay sentezlenmesi ve fizyolojik ortamlarda daha
kararli olmas1 sebebi ile bakteri sensolir uygulamasinda 6énemli bir avantajinin

olacagi 6ngorilmektedir.
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