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OZET

FONKSIYONELIZE KARBON NANOTUPLERIN ENERJI VE BIYOTEKNOLOJI
ALANINDAKI UYGULAMALARI
YUKSEK LiSANS TEZI
FATMA NUR YALCINKAYA
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTIiTUSU

KiMYA ANABILIiM DALI

(TEZ DANISMANL: PROF. DR. MEHMET DOGAN)
(ES DANISMAN: OGR. GOR. DR. ZEYNEP BIiCiL)
BALIKESIR, HAZIRAN - 2024

Bu ¢alismada, fonksiyonelize ¢ok duvarli karbon nanotiipler, farkli kimyasal reaksiyonlarla
¢ok duvarli karbon nanotiipden (CDKNT) ve Li-doplanmis CDKNT ve Li-doplanmis
fonksiyonelize CDKNTler sirasiyla ¢oziici ve hidrotermal yoOntemlerle iiretilmistir.
Ornekler Brunner-Emmett-Teller (BET), Fourier déniisiimii kizilotesi spektroskopisi
(FTIR), diferansiyel termal analiz/termogravimetri (DTA/TG) ve taramali elektron
mikroskobu (SEM) kullanilarak karakterize edildi. Tiim orneklerin hidrojen depolama
kapasiteleri IMI PSI gaz depolama cihazi kullanilarak o6lgtildii. Salvia aethiopis L.'den
PPO'nun saflagtirllmasinda CDKNT-O-L-Tirozin-PABA yapisinin afinite kolonunda dolgu
matrisi olarak kullanilabilirligi arastirildi. CDKNT'nin FTIR spektrumunda fonksiyonel
gruplara ait yeni bantlar gbézlendi. Fonksiyonellestirilmis CDKNT'ler farkli sicaklik ve
basamaklarda bozundu. SEM goriintiileri, CDKNT'min fonksiyonellestirilmesi ve Li-
doplanmasi ile morfolojisinde degisiklikler meydana geldigini gosterdi. CDKNT'in BET
yiizey alani1 fonksiyonelizasyonla azalirken, genel olarak hidrojen depolama kapasitesinde
bir artis gozlendi. Hidrotermal yontemin CDKNT'nin hidrojen depolama kapasitesinin
arttirilmasinda  ¢dziicli yonteminden daha etkili oldugu belirlendi. Ornekler diisiik
sicakliklarda daha yiiksek hidrojen depolama kapasitesine sahipti. Hidrojen depolama
kapasitesi en yiiksek 6rnek Li-doplanmis CDKNT'dir. Izoterm egrileri oda sicakliginda
Henry kanununa uyarken, kriyojenik sicakliklarda c¢ok tabakali adsorpsiyon davranisi
sergilediler. Adsorpsiyon prosesi fizikseldi ve izoterm tipi, Tip IV'diir. Salvia aethiopis
L.'nin yaprak ve ciceklerinden ekstrakte edilen PPO, amonyum siilfat, diyaliz ve afinite
kromatografisi ile sirasiyla 8,4 ve 3 kat saflastirildi. Her saflastirma basamagi i¢in katekol,
4-metil katekol ve pirogallol substratlart kullanilarak optimum pH ve sicaklik degerleri
belirlendi. Saflagtirma islemiyle birlikte Vmax/Km degeri artmig ve enzim en fazla pirogallol
substratina spesifiklik gdstermis bunu 4-metilkatekol ve katekol izlemistir.

ANAHTAR KELIMELER: CDKNT, fonksiyonelizasyon, Li-doplama, hidrojen
depolama, polifenol oksidaz, saflagtirma.
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ABSTRACT

APPLICATIONS OF FUNCTIONALIZED CARBON NANOTUBES IN ENERGY
AND BIOTECHNOLOGY AREAS
MSC THESIS
FATMA NUR YALCINKAYA
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY

(SUPERVISOR: PROF. DR. MEHMET DOGAN )
(CO-SUPERVISOR: OGR. GOR. DR. ZEYNEP BICIiL)
BALIKESIR, JUNE - 2024

In this study, the functionalized multi-walled carbon nanotubes were produced from multi-
walled carbon nanotube (MWCNT) by different chemical reactions and, Li-doped MWCNT
and Li-doped functionalized MWCNTSs by solvent and hydrothermal methods. Samples
were characterized using Brunner—Emmett-Teller (BET), Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), differential thermal analysis/thermogravimetry (DTA/TG) and
scanning electron microscopy (SEM). The hydrogen storage capacities of all samples were
measured using IMI PSI gas storage instrument. The usability of the MWCNT-O-L-
Tyrosine-PABA structure as a filling matrix in the affinity column for the purification of
PPO from Salvia aethiopis L. was investigated. New bands belonging to functional groups
were observed in the FTIR spectrum of MWCNT. Functionalized MWCNTSs degraded at
different temperatures and steps. SEM images showed that the changes in the morphology
of MWCNT with functionalization and Li-doping occured. While the BET surface area of
MWCNT decreased with functionalization, an increase in its hydrogen storage capacity was
observed in general. The hydrothermal method is more effective than the solvent method
and functionalization in increasing the hydrogen storage capacity of MWCNT. All samples
had higher hydrogen storage capacity at lower temperatures. The sample with the highest
hydrogen storage capacity was Li-doped MWCNT. While the isotherm curves obeyed
Henry's law at room temperature, they exhibited multilayer adsorption behavior at cryogenic
temperatures. The adsorption process was physical and isotherm type was Type 1V. PPO
extracted from the leaves and flowers of Salvia aethiopis L. was purified 8.4-fold and 3-fold
by ammonium sulfate, dialysis and affinity chromatography, respectively. For each
purification step, optimum pH and temperature values were determined using catechol, 4-
methyl catechol and pirogallol substrates. The Vmax/Km value increased with the purification
process and the enzyme showed the highest specificity for pyrogallol, followed by 4-
methylcatechol and catechol.

KEYWORDS: MWCNT, functionalization, Li-doping, hydrogen storage, polyphenol
oxidase, purification.
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1. GIRIS

1.1 Nanoteknoloji

Bilinen tarihlerden beri insanlik evrende gergeklesen olaylari anlama, dogay1 tanimlama,
rahat bir yasam siirdiirmeyi hedeflemis ve bu gereksinimler sonucunda bilim dogmustur
(Celep, 2007). Bilimin ortaya ¢ikisi ile bilimsel ¢alismalar sonucu ¢ok biiyiik 6l¢ekli
iretimler yapilirken, gittik¢e kiigiilen nanometrik Ol¢eklerde daha kaliteli, ileri diizeyde
tirtinler ve molekiiler diizeyde ¢alismalar yapilmakta olup bunlar teknolojiye aktarilmaktadir
(Turhan, 2010). Son yillarda sik¢a s6z edilen, gelecegimize yon verecek teknolojilerden biri
de ‘nanoteknoloji’dir. Glinlimiizde maddelere yeni ve farkli 6zellikler kazandirdigi i¢in en
onemli teknolojilerdendir. ‘Nano’ kelimesi fiziksel biiyiikliiglin bir milyarda biri anlaminm
ifade etmektedir (Aydogdu, 2011). Uzunluk olarak nano yapilar yaklagik 1-100 nm’ye
karsilik gelen sistemlerdir (Tiitiinoglu, 2007). Nano boyuttaki malzemeleri bilim ve teknoloji
ile kapsamli sekilde tanimlayan, bu boyuttaki yapilarin daha iglevsel hale gelmesi, atomik
seviyede degistirilmesi, anlasilmast ve kontrol edilmesi ‘nanoteknoloji’ olarak
tanimlanabilir (Aydogdu, 2011). ilk ortaya ¢ikist 1960 yilinda fizik¢i Richard Feynman
tarafindan molekiiler boyutlarda malzeme ve cihazlarin iiretilebilecegi ve nano boyuttaki
yapilarin 6nemli 6zelliklerini vurguladigi iinlii konusmasma dayanmaktadir (Tiitiinoglu,
2007). Nanoteknoloji ile birlikte 100 nm’nin altinda daha kiiglik boyutlara inildigi i¢in daha
az yer kaplamasinin yani sira daha ucuz, daha hafif, daha az enerji ve daha az malzeme

kullanim1 gibi uygulamada kolayliklar saglamaktadir (Ondiiriicii ve Bilgin, 2008).

Niifusun artmasi ile birlikte ihtiyaglarin karsilanmasi i¢in nanoteknoloji bir¢ok alanda
gelismelere yol agmustir. T1p, saghk sektort, tarim, kozmetik, tekstil, elektronik, enerji ve
biyoteknoloji gibi farkli sektorlerde birgok uygulama alani bulmaktadir. Saglik sektoriindeki
uygulamalar1 ile molekiiler seviyedeki hastaliklarin teshis edilmesine, erken tam
konulmasina ve tedavi silirecinin daha once baslamasina, elektronik sektoriinde giiclii
cihazlarin iretimi i¢in kii¢lik hacimlerde bilgi isleme ve depolama imkani, tarimda
topraktaki besin maddesinin yenilenmesi ve mahsuliin artmasina, kozmetikte ultraviyole
korumali gilines kremlerinin iretimine katki saglamaktadir (Babatunde vd., 2020).
Biyoteknoloji alaninda gida firiinlerinin raf Omrili, paketleme ve biyoyararlanimda
iyilestirmeler, yap1 olarak DNA molekiiliiniin kullanilmasi ile nanomembranlar ve
nanokablolar benzeri yapilar nanoteknoloji ile yliksek oranda gergeklestirilebilecektir
(Celep, 2007). Enerji iiretiminde ¢ikan kirliliklerin giderilmesi amaciyla nanoteknoloji daha

temiz, verimli enerji kaynaklarinin kullanimini1 saglamasi ve fosil yakitlara olan ihtiyacin



azaltilmas1 yoniinde biiytlik katkilar1 bulunmaktadir. Nanoteknoloji enerji alaninda 1sitma,
aydinlatma, enerji depolama, yakit hiicreleri, hidrojen enerjisi iiretimi ve depolamasinda rol

oynayarak bu alanlarda ciddi enerji kazanimlar1 saglamaktadir (Babatunde vd., 2020).

Nanomalzemeler, nanoteknolojinin temel uygulamalarindandir. Nano 6l¢ekli malzemeler
kiiclik boyutta yapilar olmalarina ragmen birim hacim basina yiizey alanlar1 biiytiktiir bu da
cesitli islemler i¢in aktif bolge sayisinin artmasini saglar. Bu malzemeler farkli uygulama
alanlan i¢in katkis1 olan genis ylizey alanlari, dayaniklilik, kararlilik, verimli depolama,
yiiksek katalitik aktivite ve adsorpsiyon kapasitesi gibi dnemli ozelliklerinden dolay1
kendilerini ¢ekici kilmaktadirlar (Khoo vd., 2020). Ayrica toplu muadillerine kiyasla essiz
elektriksel, termomekanik, optik, fizikokimyasal 6zelliklere sahiptirler (Shin vd., 2017).
Yapilarina gore; karbon bazli, metal bazli, kompozitler ve dendrimerler olarak
siiflandirilabilir. Boyutlaria gore; sifir boyutlu (0D), tek boyutlu (1D), iki boyutlu (2D) ve
ti¢c boyutlu (3D) nanomalzemelerdir (Saleem ve Zaidi, 2020). Sifir boyutlu nanomalzemeler,
bu gruptaki malzemelerin tiim boyutlari nano 6l¢ektedir. Kuantum noktalar, fullerenler, soy
metalller, nanokiireler, c¢ekirdek nanoparcaciklar1 sifir boyutludur. Tek boyutlu
nanomalzemeler, iki boyutu nano Olgekte olan nanotiipler, nanoteller, nanogubuklar ve
nanolifler bu smiftadir. Metalik, polimerik ve karbon yapihidirlar. iki boyutlu
nanomalzemelerin tek boyutu nano 6l¢ektedir. Grafen, grafen oksit, metal oksitler, bor
nitriir, nano tabakalar ve levha benzeri nanomalzemelerdir. U¢ boyutlu nanomalzemeler,
herhangi boyutu nano Ol¢ekte olmayan malzemelerdir. Nano gozenekli tozlar, nanotiip
demetleri, nanotel demetleri, nano katmanlar ve nano yapili elektrotlar bu grupta yer
almaktadir (Harish vd., 2020). Sekil 1.1°de boyutlarina gore siniflandirilmis bazi nano

malzemeler gosterilmektedir.



Bor nitriir Nano kiireler Nano lifler

Sekil 1.1: Bazi nano boyutlu malzemeler.

Son yillarda nanoteknoloji ve nanomalzemelerin kullanim alanlarinin gelismesi ile 6zellikle
g6z Onilinde olan sektdrlerden enerji ve biyoteknoloji alaninda nano boyutta malzemeler

yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir.

1.2 Enerji

Yasamin devami i¢in en temel gereksinimlerden biri olan enerji, niifusun hizla biiyiimesi ile
birlikte enerjiye yonelik talepte hizla artmaktadir. Enerji genel olarak is yapabilme kapasitesi
veya kabiliyeti olarak agiklanabilir (Sabaz, 2018). 2018 yilinda beklenenden daha fazla
(%2,3) enerji ihtiyacinin oldugu bilinmekte ve 2019 yilindaki Uluslararasi Enerji Ajansi
(IEA)’nin sundugu rapora gore, oniimiizdeki 20 y1l boyunca enerji talebinin yilda bu rakam
yaklagik bir deger olarak %1,3 oraninda artarak yiikselmesi beklenmektedir (Bicil, 2021).
Diinya {izerinde enerji kaynaklar1 3 grup seklinde smiflandirilabilir; fosil yakatlar,
yenilenebilir enerji kaynaklari, niikleer enerji kaynaklari. Diinya tizerinde enerjinin %88’
yaklasik olarak fosil yakitlardan ve geri kalan yaklasik %12’lik kisim niikleer enerji
kaynaklar1 ve yenilenebilir enerji kaynaklarindan temin edilmektedir. (Selek, 2021). Yiiksek

miktarda hidrokarbon ve karbon icermekte olan fosil yakitlar, 6len canli kalintilarinin



milyonlarca yil boyunca oksijensiz ortamda ¢oziilmesi neticesinde olugmaktadir. Baglica
petrol, komiir ve dogalgaz fosil yakitlardir. Bu yakitlarin yanmasi sonucunda enerji elde
edildigi i¢in yanma triinii olarak ¢esitli gazlar (COx, NOx, SOx) a¢iga ¢ikar (Amin, 2015).
Aciga cikan bu yanma irlnleri iklim degisikligi, ozon tabakasinin incelmesi, asit
yagmurlari, sera etkisi, hava ve su kirliligi gibi birgok c¢evresel sorunlara sebebiyet
vermektedir (Selek, 2021). Tiikenebilir enerji kaynagi olan fosil yakitlarin bulunma
olasiliginin giin gectikce azalmakta olmasi ve cevreye verdigi zararlar nedeniyle
yenilenebilir olan alternatif enerji kaynaklari iistiinde ¢alisilmaktadir (Salehabadi vd., 2020).
Temiz, yenilenebilir olan ve fosil yakitlarin yerine gegebilecek enerji kaynaklari mevcuttur.
Fosil yakitlara alternatif yenilenebilir enerji kaynaklar1 riizgar, gilines, jeotermal,
hidroelektrik, termoniikleer, biyokiitle sdylenebilir. Bu enerji kaynaklar direkt yakit olarak
kullanilamazlar ve kullanim igin uygun sartlara gelmeleri i¢in enerji tasiyicisi olarak
elektrige gereksinim duyulmaktadir (Veziroglu ve Barbir, 1992). Gelecekteki alternatif ideal
bir yakitta olmasi gereken baslica oOzellikler; rahat¢a istenilen bir enerji bigimine
dontistiirilebilmeli, ¢evreye, insan sagligina zararsiz, liretimi temiz ve ekonomik, tasinmasi
giivenli ve yliksek 1s1l enerjiye sahip ¢ok yonlii bir yakit olmalidir. Biitiin bunlar gz 6niine
alindiginda alternatif ve gelecegin yakiti olarak hidrojen umut vaad eden bir enerji
tastyicisidir (Bicil, 2021).

Hidrojenin ideal bir enerji tasiyicist olmasinin belirgin bazi dnemli 6zellikleri vardir. Bunlar;

e Yiiksek ozgiil enerjiye sahiptir. Ornegin; 9,5 kg hidrojenin sahip oldugu enerji
igerigi, 25 kg benzin ile esdegerdir.

e Hidrojen zararsiz, temiz bir enerji tastyicisidir.

e Hidrojen yandiginda tek yanma {iriinii sudur. Yiiksek sicakliklarda az miktarda NOx
iiretimine yol agabilmekte bunun disinda toksik kirletici liretmez.

e @Giivenli bir sekilde boru hatlarinda taginabilir.

e Bir boliimii fosil yakitlardan, dogrudan giines 1s181yla, termokimyasal ayrisma ve
suyun elektrolizi gibi ¢esitli enerji kaynaklarindan iiretilebilmektedir.

e Hidrojen, elektrige kiyasla uzun siire depolanabilmektedir (Midilli, Ay, Dinger ve
Rosen, 2005).

e Diger enerji bi¢imlerine kolaylikla doniistiiriilebilmektedir.

Giliniimiizde kullanilan enerji kaynaklarina nispeten ¢evre ile uyumu, maliyet agisindan

uygunlugu, kullaniminin elverisli olmasi sebebiyle hidrojen enerjisi potansiyel ¢6ziim sunar.



1.3 Hidrojen

Hidrojen evrendeki en az karmasik, en hafif, en bol bulunan elementtir. Tatsiz, kokusuz,
renksiz, toksik olmayan bir gazdir. Genellikle yiiksek reaktivite sebebiyle saf halde
bulunmaz (Zacharia ve Rather, 2015). 1700’li yillarda hidrojenin yanma 6zelligi tespit
edilmis ve oksijen ile yanmasi sonucunda en yiiksek enerji veren molekiil oldugu
bulunmustur (Pehlivan, 2020). Yillardir kullanilmakta olan karbon bazli fosil yakitlar birgok
cevresel sorunlara neden olmustur. Hidrojenin yenilenebilir enerji kaynagi olmasi,
yakildiginda ¢evreye toksik gazlar yaratmamasi ve diger yakitlara kiyasla birim kiitle bagina
enerji yogunlugu 120-142 MJ/kg araliginda en yliksek degere sahip olmast gibi
ozelliklerinden dolay1 gelecek icin avantajli bir enerji tastyicisidir (Epelle vd., 2022).
Giinlimiizde ¢ogunlukla fosil yakitlardan iiretilen hidrojen, %48 oraninda dogalgaz, %30
oraninda petrol, %18 oraninda komiirden ve %4’liik kisim ile de suyun elektrolizinden elde
edilmektedir (Sabaz, 2018). Hidrojenin en 6nemli &zelligi depolanabilmesidir. Ancak
bilinen en hafif gaz oldugu i¢in depolanmasi biiyiik bir problem olusturmaktadir. Hidrojen
enerjisi kullanimimin yayginlasmasi i¢in kiigiik hacimde yiiksek miktarda depolanmasi
onemlidir (Schlapbach ve Zuttel, 2001). Bu sebeple hidrojenin kullanimi i¢in tasinmasi ve
depolanmasi yoniinde ileri diizeyde yiikksek performansli depolama teknolojileri

gelistirilmelidir.

1.4 Hidrojen Depolama

Hidrojenin kullanimindaki en biiylik engel depolanmasidir ve bu nedenle kimyagerler,
malzeme bilimcileri ve ilgili herkesin 6nde gelen arastirma konularindan bir1 durumundadir
(Yiirim, Taralp ve Veziroglu, 2009). ABD Enerji Bakanligi (DOE), otomobillerde yakit
hiicrelerinde hidrojenin depolanmasi igin agirlik¢a %6,0’lik bir hedef agiklamistir (2010).
Fakat bilinmekte olan depolama yontemleri bu hedefi karsilayamamustir (Strobel vd., 2006).
Bu hedef dogrultusunda hidrojenin depolanmasi i¢in diinya ¢apinda uygun bir yontem
tizerinde caligmalara baslanmistir. Depolama yoOntemlerinin maliyeti uygun olmali,
uluslararas1 ¢evre ve giivenlik yasalarinca ongoriilen kosullar karsilanmalidir (Y{iriim,
Taralp ve Veziroglu, 2009). Hidrojen saf hali ile, hacimsel enerji yogunlugu diisiik ve
gravimetrik enerji yogunlugu yiiksektir (Tarhan ve Cil, 2021). Havadan on dort kat hafif
olan hidrojen gazi, diisiik parlama noktas1 sebebiyle olduk¢a yanicidir ve kaynama noktasi
20,4 K, erime noktas1 14,0 K’dir. Bu o6zellikleri kullanimi1 agisindan giivenlik sorunlarina

neden olmaktadir (Selek, 2021).



Hidrojenin depolanma yontemleri ti¢ sekildedir; (1) sikistirilmis gaz halinde, (2) kriyojenik
stv1 halinde ve (3) kat1 maddelerde depolanmasidir (Aydemir, 1998; Dinger, 2002; Tezcan,
2003; Mohan, Sharma, Kumar ve Gayathri, 2019; Bicil, 2021).

1.4.1 Gaz Depolama

En eski ve en yaygin kullanilan depolama sistemidir. Sikistirilmis gaz halinde depolama
hidrojen gazinin sikistirilmasiyla yiiksek basingli tanklarda fiziksel olarak depolanmasi
yontemidir. Sikistirilmis gaz deposunda, tankin tiirline ve agirligina gore agirlikca %1-7’lik
hidrojen depolanabilmektedir. Tankin tiirline ve agirligina bagl olarak daha dayanikli, hafif
ve daha fazla hidrojen depolayabilen tanklar mevcuttur fakat daha pahalidir. Sikistirma
islemi icin enerjiye ihtiya¢c duyulmaktadir. Dolum esnasinda yakitin enerji igeriginin
yaklasik 9%20’si sikistirma islemi sirasinda harcanir. Genellikle sikistirilan hidrojen gazinin
doldurmus oldugu hacim oldukga biiyiiktiir ve bu da benzin depolarina gore diisiik enerji
yogunluguna sahip hidrojen ile neticelenir. Giiniimiizde ¢ogunlukla 50 L’lik silindirik
tanklarda 200 ila 250 bar basingta hidrojen depolanmaktadir. Bununla beraber gaz depolama
basinci 600 ila 700 bar’a kadar ulasabilmektedir. Bir yandan da bu yiiksek basing depolama
tanklarinin olduk¢a agir olmasina sebep olmaktadir (Kayfeci ve Kegebas, 2019). Yaygin
olarak kullanilan ydntemin uygulanmasi sirasinda ve sonrasinda yasanan zorluklar ve

giivenlik acisindan tehlikeli olmasi gaz olarak depolamanin eksilerindendir.

1.4.2 Sivi Depolama

Hidrojenin siv1 olarak depolanmasinin temelinde diistik sicaklikta (20 K) ¢alisabilmesidir.
Hidrojen sivi olarak depolandiginda yogunlugu sikistirilmig gaz olarak depolama
yogunlugundan daha fazladir bu yiizden birim hacim basina enerji daha fazla
depolayabilmektedir. Kaynama noktas: diisiik olmasindan dolay1 sivilastirilmis hidrojene
siirekli sogutma islemi uygulanir. Sogutma islemi sirasinda kaybedilen enerji, toplam
enerjinin yaklasik %30’una esdegerdir. Bu islem ile hidrojen kayb1 en aza indirilir. Eger
sogutma islemi yapilmazsa sivi hidrojen buharlagip azalir. Sivilagtirilmis hidrojenin
verimliligi i¢in iyi yalitilmig 6zel cidarli kaplara gerek duyulmaktadir (Tarhan ve Cil, 2021).
Ayrica sivi hidrojenin kaynama noktasinin diisiik olmasi sebebiyle siirekli kaynama riski
bulunmaktadir (Tarhan ve Cil, 2021). Bu depolama yonteminde sivilastirma i¢in gerekli olan
biiyiik miktarda enerji ve kaynama riski bulundugundan dolay1 genellikle maliyetin sorun
teskil etmedigi, kisa siirede tiiketilen hava ve uzay araglarinda kullanimi ile sinirlidir (Zhou,

2005). Hidrojenin gaz ve sivi olarak tasinmasi ve depolanmasi miimkiin olsa da bu iki



yonteminde ekonomik ve giivenlik acisindan bir¢ok risk bulunmaktadir. Bu riskleri ortadan
kaldirmak igin giivenli, ucuz bir diger yontem olarak hidrojenin kati maddeler igerisinde
depolanmasi ve tasinmasi s6z konusudur. Kati maddeler igerisinde hidrojen depolama,
bir¢ok sorunu engelledigi i¢in hidrojenin patlama riskini ortadan kaldirarak kaza, yangin gibi

durumlar: da engelleyebilir (Sabaz, 2018).

1.4.3 Kati Maddelerde Depolama

1.4.3.1 Hidriirlerde Depolama

Birtakim metaller ve alagimlar ile hidrojen metal hidriir olusturabilmektedir ve bu olusum
sirasinda hidrojen molekiilleri parcalanirlar ve olusan hidrojen atomlar1 uygun olan metaller
ve/veya alagimlarin kafesinin i¢indeki bosluklara girerler (Sherif, Barbir ve Veziroglu,
2005). Metal hidriirler 2500 °C veya daha yiiksek sicakliklarda isitildiklarinda ancak
hidrojen depolama kapasiteleri agirlikca %5-7 oraninda olmaktadir. Hidrojen metal
hidriirlere giiclii bir sekilde baglanmaktadir bu sebeple hidrojenin serbest birakilmasi igin
yaklagik 500 °C gibi yiiksek sicakliklara gereksinim duyulmaktadir (Niaz, Manzoor ve
Pandith, 2015). Hidrojen depolama i¢in kullanilan metal hidrirler diisiik tersinirlik, yiiksek
dehidrojenasyon sicakliklar1 ve yavas reaksiyon kinetigi gibi bir dizi sorunuda beraberinde
getirir. Ticari uygulamalar i¢cin metal hidriirler pahali ve agirdir. Bu sorunu bertaraf etmek
icin hafif malzemeler ilizerinde calisilmis ve bu malzeme agirlikga maksimum %7,6’lik
hidrojen depolama kapasitesine ulasan magnezyum hidriir olmustur. Ancak reaksiyonun
yavas gerceklesmesi ve hidrojenin serbest birakilmasi islemi i¢in yiiksek sicaklik degerleri
gereklidir. Yakat hiicreli elektrikli araclarda uygulanan metal hidriir i¢in hidrojen depolama
kapasitesi, krom-titanyum-vanadyum alagimi igin ortam basincinin altinda ve 40 °C
sicaklikta bu zamana kadar en yiiksek %2,6 olarak tespit edilmistir. En biiylik dezavantaji
bu yontemin metal hidriiriin hidrojene oranla agir malzeme olmasidir (Selek, 2021).
Hidrojen depolama malzemelerinin arastirilmasinda kompleks hidriirler yeni bir alan
acmistir. Kompleks hidriirler hafif metal olan birinci, ikinci, ti¢iincii grupta yer alan Li, Mg,
B ve Al gibi metaller hidrojen ile metal-hidrojen kompleksleri olugturur. Metal atomu basina
hidrojen atom say1s1 2 olmasi ve hafif olmalar1 gibi 6zelliklerinden bu yapilar ilgi ¢ekicidirler
(Ziittel, 2003). Buna ragmen hidrojen depolama malzemesi olarak kompleks hidriirlerin
kullanilmasinda bazi engeller bulunur. Bunlar yiiksek basing gerekliligi, yiliksek hidrojen
desorpsiyon sicaklig, zayif tersinirlik gibi 6zellikleridir (Bicil, 2021). 11k kez 1996 yilinda
Bogdanovic ve Schwickardi 180 ve 200 °C’de katalizlenen NaAlH4 i¢in adsorpsiyon ve

desorpsiyon basing-konsantrasyon izotermlerini gostermislerdir (Ziittel, 2003). Kompleks



hidriirler igerisinde bor hidriirler yiiksek depolama yogunluguna sahiptir. Bunlar icinde
LiBHg agirlikca %18,5 olan yiiksek hidrojen depolama kapasitesine sahiptir (Tarhan ve Cil,
2021). Fakat LiBH4 ile depolamanin dezavantaji kullanim i¢in yiiksek ayrisma sicakligidir
(Bicil, 2021). Kompleks hidriirlerin kararlilik, sorpsiyon kinetigi, tersinirlik gibi dzellikleri
hakkinda az bir bilgi bilinmektedir ¢iinkii hidrojen bu yapilardan ¢ikarildiginda intermetalik
bilesikler olarak mevcut degildir (Ziittel, 2004).

1.4.3.2 Adsorbanlar

1.4.3.2.1 Karbon Tiirevi Malzemelerde Depolama

Karbon elementi farkli allotrop formlar1 ile gevremizde en fazla bulunan elementtir (Rao,
Singh ve Bashambu, 2021). Bilinen en yaygin dogal karbon allotroplari; elmas ve grafittir.
Zamanla karbon nanomalzemelerinde dahil oldugu yeni ve farkli allotropik formlar

bulunmustur (Zaytseva ve Neumann, 2016).

Karbon tiirevi malzemeler, ¢esitli malzemelerle kiyaslandiginda diisiik maliyetleri, kolay
yenilenebilir olmalari, kimyasal, mekanik ve termal stabilitelerinin iyi olmasi, diisiik
yogunluklari, genis gézenek yapilari ve yiiksek ylizey alanlari ile hidrojen depolama igin
daha avantajli malzemelerdir (Bader ve Ovederni, 2016). Karbon bazli nano goézenekli
malzemeler olan aktif karbon, fulleren, grafen, karbon nanotiipler hidrojen depolama
uygulamalarinda kullanim i¢in umut verici adsorbanlar olarak bilim insanlar1 tarafindan

arastirilmaktadir (Bicil, 2021).

1.4.3.2.1.1 Aktif Karbon

Aktif karbon, 3000 m?/g™’a kadar ulasabilen yiiksek yiizey alanlarina ve gesitli gézenek
hacimlerine sahip bir adsorbenttir. 1980’lerde, aktif karbonun diisiik sicakliklarda hidrojen
depolama potansiyelini arastirmak igin yapilan ilk caligmalar aktif karbonun kilcal
damarlarinda depolama kapasitesinin belirlenmesiyle baslamistir. 1990 yilinin baslarinda
ise, Chahine ve arkadaslar1 komiiriin kimyasal aktivasyonu ile aktif karbon elde etmis ve
AX21 orneginde oda sicakligi ve kriyojenik sicakliklarda agirlikca %2 hidrojen
depolayabildigini rapor etmislerdir. Mobil hidrojen depolama uygulamasi igin agirlik¢a
%6’dan daha az olan hidrojen adsorplama degerleri uygun ve yeterli bulunmamaktadir. Bu

sebeple, bu materyallerin sinirlarint belirlemek icin daha ¢ok arastirma gerekmektedir
(Blackman, 2005).



1.4.3.2.1.2 Fulleren

Fullerenler ilk olarak 1985 yilinda Kroto ve arkadaslari tarafindan karbonun yeni bir formu
ve birbirine yakin molekiiler yapiya sahip olarak bulunmustur. Bu molekiil karbonun
allotropik modifikasyonudur (Niemann vd., 2008). Genellikle C60 ve C70 gibi futbol topuna
benzeyen karbon molekiiliidiir ve bu molekiil reaksiyon yoluyla hidrojenlenebilmektedir.
Yapilan hesaplamalara gore hidrojenlenen fullerenin en kararli yapilart CeoHz24, CeoHss Ve
CeoHag’dir. Bu bilesiklerden ikincisi adsorbe edilen hidrojenin agirlik¢a %6,3 tine esittir. Bir
deneysel calismada Chen ve arkadaslar1 180 °C’de ve 25 bar’da fullerenlerin hidrojeni
agirlikca %6°dan fazla adsorbe edebilecegini gostermektedir. Karbon ve hidrojen atomlari
arasindaki baglar ¢ok giiclii olduklari i¢in hidrojenin desorbe edilmesi i¢in 400 °C’nin
tizerinde yiiksek sicakliklar gerekmektedir (David, 2005). Fullerenler gecis metalleri ile
modifiye edilerek bu yliksek dehidrojenasyon sicaklig diisiiriilmiis ve depolama kapasitesi
arttirilmistir. Fulleren titanyum atomlari ile modifiye edilmis ve agirlik¢a %7,5 hidrojen
adsorbe edebilmektedir (Bicil, 2021). Fakat titanyum atomlar1 fulleren {izerinde
kiimelenmeye sebep olur ve hidrojen baginin dogasi kiimelenmeye uygun degildir. Bu

kiimelenme hidrojen depolanma agirlik yiizdesini azaltir (Niaz, Manzoor ve Pandith, 2015).

1.4.3.2.1.3 Grafen

Grafen, sp? hibritlesmesi yapan karbon atomlarimin altigen bir kristal kafes iginde
diizenlenmis tek katmanli, diiz bir karbon levhadan olusan nano tabakadir (Li vd., 2019).
Zay1f van der Waals etkilesimleri ile grafen tabakasi birbirine baglandiginda grafen tiirevi
olan grafiti olusturur. Grafen ve tiirevlerinin yiizey alanlar1 aktif karbona gore diisiik
olmasima ragmen yiiksek hidrojen depolama potansiyeli gosterebilmektedir (Szczgsniak,
Choma ve Jaroniec, 2017). Bazi hesaplamalar sonucunda grafenin hidrojen adsorplama
kapasitesi 293 K ve 300 bar ile 77 K ve 10 bar’da agirlik¢a sirasiyla %1,5 ve %7 olarak
hesaplanmustir (Lamari ve Levesque, 2011). indirgenmis grafen oksitin kimyasal olarak
KOH ile aktive edilmesi sonucunda 77 K sicaklik ve 40 bar basingta %7,04’liik hidrojen
adsorplama kapasitesine sahip oldugu bulunmustur (Klechikov vd., 2015). Grafenin
palladyum ile modifiye edilmesi sonucunda 40 bar basing ve oda sicakliginda yapilan
uygulamasi sonucu %4,83 degerinde hidrojen adsorplanabildigi goriilmiistiir (Zhou ve
Szpunar, 2016). Bu uygulamanin oda sicakliginda yapilmas: ile sonuglar umut verici
olmasmma ragmen metal nano partikiillerin sebep oldugu baz1 sorunlar, kolayca

kiimelenmeleri ve yiiksek maliyetlerinden dolay1 dezavantajlar sunmaktadir (Bicil, 2021).



1.4.3.2.1.4 Karbon Nanotiipler

Karbon nanotiipler, karbonun ¢ok yonlii bir allotropudur. Grafen tabakalarinin silindirik
olarak sarilmasi ile olusan uzun tiip seklinde olan yapilardir (Rao, Singh ve Bashambu,
2021). Yaklasik olarak i¢ ¢apt 1 nm ve uzunlugu 10-100 mikrometre olan bir yapidir
(Mohan, Sharma, Kumar ve Gayathri, 2019). Nanotiipler, tek duvarli (TDKNT) ve ¢ok
duvarli karbon nanotiip (CDKNT) olarak iiretilebilmektedir. Karbon nanotiip ilk kez 1991
yilinda lijima tarafindan karbonun ark firininda buharlastirilmasi sirasinda gozlemlenmistir
(lijima, 1991). Bulunan bu karbon nanotiip CDKNT’dir. Daha sonra 1993 yilinda lijima ve
arkadaslar1 tek duvarli karbon nanotiipii (TDKNT) bulmuslardir. Bethune ve arkadaslarida
ayni1 yil igerisinde TDKNT ’yi benzer bir sekilde birbirlerinden bagimsiz olarak bulduklarini
bildirmistir (Ravi ve Vadukumpully, 2016). Karbon nanotiiplerin ¢esitli ve diger
malzemelerde olmayan ileri diizeyde baz1 6zellikleri mevcuttur. Celikten 100 kat daha
cekme dayanimi, en saf elmas disinda diger malzemelere gore termal iletkenlikleri daha iyi
ve bakira benzer elektriksel iletkenlikte fakat daha fazla akim tasima kapasitesine sahiptir

(Tan vd., 2012).

1.4.3.2.1.4.1 Tek Duvarh Karbon Nanotiip (TDKNT)

Tek duvarli karbon nanotiip, bir grafen tabakasinin silindirik olarak sarilmasi ile iki ucu
kapali, i¢ ¢ap1 0,4-3 nm ve uzunlugu birkag mikrometre olan nanotiip yapisidir (Tan vd.,
2012). Tek duvarli karbon nanotiipiin farkl sekillerde sarilmast ile tiip haline getirildigi i¢in
3 farkli tiirti bulunmaktadir (Sekil 1.2). Bunlar koltuk, zikzak ve kiral tiirleridir. Bu farkli
tirlerden kiral vektoriin yari-yuvarlanma yonii nanotiiplerin elektriksel olarak iletken ya da

yarl iletken mi oldugunu belirlemektedir (Strobel vd., 2006).
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Sekil 1.2: Farkli tiirdeki TDKNT yapilarinin semasi a) koltuk, b) zikzak, c¢) kiral.

1.4.3.2.1.4.2 Cok Duvarh Karbon Nanotiip (CDKNT)

Cok duvarli karbon nanotiip, ¢aplar1 2-20 nm araliginda olan ¢oklu es merkezli silindir
grafen levhanin sarilmasi ile olusan ve tabakalar aras1 mesafenin yaklagik 0,34 nm oldugu
bir nanotiip seklidir (Tan vd., 2012). Sekil 1.3’de CDKNT’nin yapisi1 gosterilmektedir.
TDKNT ye gore termal, sertlik, cekme kuvveti, iletkenlik ve konformasyon gibi agilardan
farklillk gostermektedir (Pehlivan, 2020). CDKNT’ler ¢oklu karbon atomuna sahip

olduklarindan dolayt TDKNT lere gére mekanik dayanimlar1 daha yiiksektir (Rao, Singh ve
Bashambu, 2021).

Sekil 1.3: Cok duvarli karbon nanotiip yapisi (CDKNT).
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1.4.3.2.1.5 Karbon Nanotiiplerin Elde Edilme Yontemleri

1.4.3.2.1.5.1 Ark Bosaltma Yontemi

Bilinen en eski yontem olup ilk lijima ve arkadaglar tarafindan karbon nanotiiplerin kesfi
bu yontem ile gézlemlenmistir. Bu sentez yonteminde inert helyum atmosferinde iki grafit
elektrot arasindan akim gegirilir ve grafitin buharlagmasi ile neticelenir. Katodda ve
duvarlarda biriken grafit karbon nanotiipleri olusturur (Rao, Singh ve Bashambu, 2021). Ark
bosaltma ile sentez iki farkli sekilde gerceklestirilebilir; saf olan grafitin buharlagsmasi ve
grafit ile metalin birlikte buharlagsmasidir. TDKNT lerin iiretimi i¢in metal katalizorlere
ihtiya¢ duyulmaktadir. Karbon nanotiiplerin eldesinden sonra oksijen ya da karbondioksit
ile gazlastirllip saflagtirllmasi gereklidir. Siirecin parametreleri; iki elektrot arasindaki
mesafe (> lmm), yaklasitk 100 A’lik yiiksek akim, plazma halinde buharlagmasi igin
elektrotlar arasinda 4000 K’de plazma olusumu ve belirli olan elektrot boyutlarinin altinda
bir voltaj araligi (30-35V) igermektedir (Paradise ve Goswami, 2007). Sekil 1.4, ark

bosaltma yontemi semasini géstermektedir.

Inert gas atmosphere

Arc
Discharge

Graphite Anode l Graphite Cathode

CNT

Sekil 1.4: Ark bosaltma yontemi semasi.

1.4.3.2.1.5.2 Lazer Ablasyon Yontemi

Lazer ablasyon yontemi, kullanimi pratik ve giiclii karbon nanotiiplerin {iretimi igin
kullanilan tekniklerdendir. Yiiksek kalite ve saflikta tek duvarli karbon nanotiiplerin
tiretildigi bilinmektedir (Paradise ve Goswami, 2007). Bu proseste yiiksek sicaklikta
(1200°C) ve 500 Torr argon ya da helyum atmosferinde bir firinda tutulan grafit parcasina
darbeli veya siirekli lazer carptirilir. Grafit pargast inert atmosferde ve yiiksek sicaklikta
lazer 1s1masi ile buharlastirilir. Kobalt, nikel ya da demir ile karistirilimis olan grafitin
buharlagtirilmast  ile TDKNT’ler  olusturulur, saf grafit ile CDKNT’ler
olusturulabilmektedir. Inert gaz tarafindan siipiiriilen karbon tiirleri su sogutmali toplayici

tizerinde toplanirlar (Mohan, Sharma, Kumar ve Gayathri, 2019). Bu yontem ile daha yiiksek
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saflikta (yaklasik %90) karbon nanotiipler iiretilebilmektedir (Szabo vd., 2010). Sekil 1.5,

lazer ablasyon yontemi semasini gostermektedir.

Reaction chamber

Gas flow

Graphite
largel

Laser .. 0 A Witercolefo—— Waterin
00 olleetor ——— Water out

(arbon
atoms

Gas flow

Sekil 1.5: Lazer ablasyon yontemi semasi.

1.4.3.2.1.5.3 Kimyasal Buhar Coktiirme Yontemi (CVD)

CVD yontemi, bir tiip firmina katalizér malzemenin yerlestirilmesi ile hidrokarbon gazi
kullanilarak bu tiip reaktoriinden belirli bir siire yiiksek sicakliklara (500-1000°C)
isitilmasint icermektedir. Temel mekanizma gecis metali ile katalizlenen hidrokarbon
molekiillerinin ayrilmas1 ve metal nanoparcacikli karbon atomlarinin doygunlugu
seklindedir. Bu metal parcaciktan karbonun ¢okelmesi ile birlikte sp? yapisina sahip karbon
nanotiiplerin olusumuna sebep olur. CVD ile iiretilen karbon nanotiiplerin 6zelliklerini
etkileyen faktorler; sicaklik, ¢alisma basinci, metal katalizoriin boyutu ve 6n islemleri ve
reaksiyon siiresi, metan hacmine ve konsantrasyonuna baglidir. Tek duvarli KNT’ler daha
yuksek sicaklik ve dagilimi iyi olan desteklenmis metal katalizorle tiretilir, ¢ok duvarh
KNT’ler diisiik sicaklikta ve metal katalizor olmadan iiretildigi bulunmustur (Paradise ve

Goswami, 2007). Sekil 1.6, kimyasal buhar ¢oktiirme yontemi semasini gostermektedir.
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Sekil 1.6: Kimyasal buhar ¢oktiirme yontemi (CVD) semast.

1.4.3.2.1.6 Karbon Nanotiiplerin Hidrojen Depolamada Kullanim

Karbon nanotiipler kesfedilmelerinden itibaren essiz fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden
dolay1 6nemli bir arastirma konusu olmustur. Karbon nanotiipler hafif yapilari, kimyasal
olarak kararli olmalari, genis yiizey alanlari ve gesitli gozenek yapilari ile hidrojen depolama
i¢in ideal bir malzemedir (Rakhi, Sethupathi ve Ramaprabhu, 2008). Hidrojen depolama
kapasitesi sunlara baglidir; yapisina, yapilan 6n islemlere, geometriye, yapisal kusurlara,
sicakliga ve ¢aligma basincina. KNT’lerde hidrojenin depolanabilecegi yerler; borunun
icinde ve disinda, borular arasinda ve CDKNT’ler i¢in duvarlar arasinda
depolanabilmektedir (Mohan, Sharma, Kumar ve Gayathri, 2019). Hidrojen depolama
uygulamalarinda KNT’lerin yiizey alanlarini arttirmak ve mikro gézenekliligini gelistirmek
yiiksek kapasiteli hidrojen depolama igin bilyikk 6neme sahiptir (Lee ve Park, 2012).
KNT’lere fonksiyonel gruplarin eklenmesi yiizey alaninin, duvarlarin sayisinin, gézenek
boyutunun, daha fazla kusurun ve daha yiiksek hidrojen depolama kapasitesinin olugsmasini
etkiledigi i¢in fonksiyonel gruplarin eklenmesinin arttirilmasina fazla 6nem verilmektedir
(Muthu, Rajashabala ve Kannan, 2016). Son yillarda KNT’lerin hidrojen depolama
ozelliklerine yonelik deneysel ve teorik olarak birgcok ¢alisma yapilmis ve umut verici
sonuglar elde edilmistir (Rakhi, Sethupathi ve Ramaprabhu, 2008). KNT’lerin hidrojen
depolama kapasitesi ile ilgili ilk ¢alisma 1997 yilinda Dillon ve arkadaslar1 tarafindan
yapilmistir. Bu calismada saflastirilmamis TDKNT lerin sicaklik programli desorpsiyon
yontemi kullanilarak 300 Torr basingta ve oda sicakliginda agirlik¢a %5-10’luk bir hidrojen
depolayabildigi sonucuna ulasilmistir (loannatos ve Verykios, 2010). Ancak yeniden
yapildiginda yiiksek hidrojen kapasite degerlerine ulagilamamasi deneysel veya oOl¢iim

hatalarindan kaynaklandigimma yorumlanmistir. Tekrar yapilan arastirmalar sonucunda
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karbon nanotiiplerin oda sicakliginda agirlikga 9%0,6’y1 gegmeyen hidrojen depolama

kapasitesi gosterdigi bulunmustur (Hirose, 2010).

Cok sayida yapilan deneysel ve teorik arastirmalar saf KNT lerin zay1f baglanma enerjisi ile
(-0,11 eV yada daha az) ¢ok az miktarda hidrojenin adsorbe edilebilecegini gostermektedir.
Bu yiizden KNT’lerin hidrojen depolama kapasitelerini iyilestirmek i¢in genelde modifiye
edilirler (Dogan vd., 2021). Chen ve arkadaslar1 alkali metal ilaveli CDKNT’ler iizerinde
hidrojen depolama kapasitesi i¢in deneyler yapmistir. 653 K’de lityum ilaveli CDKNT igin
hidrojen adsorpsiyonunun agirlik¢a %20 ve oda sicakliginda potasyum ilaveli CDKNT ig¢in
agirlikga %14 olarak bulunmustur (Rakhi, Sethupathi ve Ramaprabhu, 2008). Le ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir arastirmada karboksilik asit (COOH), amin grubu ve silan
grubu gibi bazi organik gruplar ile KNT lerin ylizey modifikasyonu {izerinde arastirma
yapilmistir. Bu ¢alisma ile farkli uygulama alanlarinda kullanim i¢in ¢ok yonlii bir KNT elde
edilmistir (Le vd., 2013). Farkli bir ¢alismada Rao ve arkadaslart CDKNT’yi oksijenli
gruplar ve metal oksitlerle modifiye ettiler ve bu yiizey modifikasyonu CDKNT’lerde
Raman ve redoks kabiliyetlerinin degismesine neden oldu (Rao vd., 2016). Fonksiyonel
gruplar ile yapilan ylizey modifikasyonu CDKNT’lerin katalitik aktivitesinide etkilemistir
(Cakir vd., 2021). Karbon nanotiiplerin iizerine uygulanan ¢esitli metallerin ve kimyasal
bilesiklerin eklenmesi dipol-dipol etkilesimlerini ve gozenekliligi arttirir ve bu sayede

hidrojen depolama kapasitesinin yiiksek oldugu gozlenir (Pehlivan, 2020).

1.5 Biyoteknoloji

Biyoteknoloji, molekiiler biyoloji, mikrobiyoloji, genetik bilimleri, biyokimya ve
miihendislik gibi dallar1 kapsayan ¢ok genis bir bilim dalidir (Uymaz, 2017). Biyoteknoloji
thtiyacimiz dahilinde dogada bulunmayan {iriinlerin biyolojik materyallerden elde
edilebilme siireglerini de incelemektedir (Rustambayov, 2022). Son yillarda
biyoteknolojinin uygulama alanlar1 olan yapay organlarin gelistirilmesi, insan saglig1 i¢in
biyomolekiillerin sentezi, insandaki bazi genetik bozukluklarin giderilmesi ve as1 liretimi
gibi alanlarda ¢alismalar hiz kazanmistir. Ayrica enzimoloji alaninda da, kanser ve birgok

hastaligin erken teshisi i¢in arastirmalar bulunmaktadir.

Biyoteknolojik gelismeler ile birlikte farkli bitkisel, hiicresel ya da mikrobiyal kaynaklardan
izole edilmis antikor, hormon, protein ve enzim gibi molekiiller klinik uygulamalarda
biyosensor, ilag ham maddesi, tani kiti ve terapi ajam1 olarak uyumlu bir formda
kullanilabilmektedir (Uymaz, 2017).
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1.5.1 Enzimler

Enzimler, bitkisel ve hayvansal dokularin bilesiminde eser miktarda bulunan ¢ok yonlii ve
onemli gorevlere sahip biyokatalizorlerdir (Turan, 2005). Canli organizmalarda gerceklesen
bircok reaksiyonu 1liml1 kosullarda ¢ok hizli ve spesifik bigimde katalizleyebilmektedirler
(Erol, 2012). Enzimler ilgili reaksiyonu katalizlerken yan iiriin olusturmaz ve %100 verim
ile ¢aligirlar (Turan, 2005). Diger katalizorlere gore enzimleri 6nemli kilan birgok avantaji
bulunmaktadir. Bu avantajlara 6rnek olarak yiiksek iiretkenlik, yliksek katalitik etkinlik ve
molekiillerde benzer kisimlar1 ayirt edebilen bolgesel 6zgiilliik verilebilir (Rustambayov,
2022). Ayrica enzimler katalizledikleri reaksiyonlarda aktivasyon enerjisini diisiirlip daha
kisa siirede reaksiyonun dengeye ulagsmasina yardimer olurlar (Uymaz, 2017). Enzimler bu
sebeple yaygin olarak tip ve gida alaninda, tarim ve ziraat alanlarinda ve kimya endiistrisinde
kullanimda o6nemli bir ilgi kaynagidir (Erol, 2012). Enzimlerin bitki ve hayvan
hiicrelerinden, mikrobiyal kaynaklardan kolay ve ekonomik bir sekilde saflastirilabilmeleri

bircok uygulama alaninda kullanimini arttirmaktadir (Uymaz, 2017).

Gida endiistrisinde de enzimler onemli bir yere sahiptirler. Enzimlerin katalizledigi
reaksiyonlar gida endiistrisi i¢in bazen olumlu sonuglar olustururken, bazen de olumsuz
durumlar olusturabilmektedir. Buna 6rnek olarak fenoloksidaz enzimlerinin katalizledigi
oksidasyon reaksiyonlaridir (Turan, 2005). Fenoloksidaz enzimlerinin Kkatalizledigi
reaksiyonun meyve ve sebzelerde tat, renk ve besin degerini olumsuz etkiledigi i¢in bu
istenen bir durum degildir ve Onlenmesi istenir. Ancak fenoloksidaz enziminin olumlu
sonuglart da bulunmaktadir. Cay, kakao ve kahve iiretiminde kalitenin korunmasini saglar
ve farkli endiistrilerde atik sudan fenollerin gideriminde de rol oynar (Panadare ve Rathod,
2018).

1.5.1.1 Polifenol oksidaz Enzimi (PPO)

Substrat 6zgiilliigiine bagl olarak enzim adlandirmasi EC 1.14.18.1 olarak monofenol
monooksijenaz, kresolaz veya tirozinaz ve EC 1.10.3.2 olarak difenol oksidaz, katekol
oksidaz veya difenol oksijen oksidorediiktaz seklinde adlandirilmaktadir. Tirozinaz iki

islevli, bakir (Cu*?) igeren bir metalo enzimdir.

Melaninlerin ve diger polifenolik bilesiklerin biyosentezinde yer aldiklar1 igin bitkilerde,
hayvanlarda ve mikroorganizmalarda (bakteri ve mantarlar) yaygin bir sekilde
bulunmaktadir. Bitkilerde ve mikroorganizmalarda cok sayida yapisal olarak farkl

monofenoller, difenoller ve polifenoller tirozinaz i¢in substrat olarak gorev alirlar. Birgok
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bitki polifenol bakimindan zengin olduklarindan dolayr bu enzim ig¢in siklikla polifenol

oksidaz adi1 kullanilmaktadir (Mayer, 1987; Lerch, 1995).

Polifenol oksidaz enzimi meyve ve sebzelerin kesilmis yiizeylerinde kahverengi renk
olusturmak i¢in fenolik bilesiklerin oksidasyonunu katalizleyen enzimdir (Lee ve Whitaker,
1995). Bu enzim iki tiir reaksiyonu katalizlemektedir. Birincisi molekiiler oksijen varliginda
monofenolik bilesiklerin difenollere hidroksilasyonunu (kresolaz aktivitesi) ve ikincisi o-
difenollerin o-kinonlara oksidasyonunu (katekolaz aktivitesi) kataliz eder (Giingor, 2008).
Meydana gelen kinonlar hizla siyah, kahverengi veya kirmizi pigmetler (polifenoller)

tiretmek tizere polimerize olur (Hsu, Shieh, Bills ve White, 1988).

Meyvelerde ve sebzelerde enzimatik kararmaya neden olan bu enzim yetistiriciler i¢in agir
ekonomik kayiplar yaratmaktadir. Bitkilerde polifenol oksidaz aktivitesi, ¢ay, kahve, kakao,
kuru erik, siyah incir gibi baz1 gidalarin islenmesinde arzu edilir ve muhtemelen bitkileri
boceklerin ve mikroorganizmalarin saldirilarina karsi korur. Bununla birlikte polifenol
oksidaz enzimi patates, elma, seftali, muz, cilek, kayisi, liziim gibi baz1 taze meyve ve
sebzelerde biiyiik ekonomik kayiplara neden olur. Ayrica esmerlesme tatlarin bozulmasina

ve beslenme kalitesinde kayiplara yol acar (Lee ve Whitaker, 1995).

Enzimatik kararmanin meydana gelmesi i¢cin PPO, bu enzimin etkiledigi polifenolik
substratlar ve oksijenin birarada bulunmasi gerekir. Enzimatik kararmanin durdurulmasi ya
da azaltilmasi i¢in bu ii¢ maddeden birinin yok edilmesi gereklidir. Meyve ve sebzelerin
islenmesi esnasinda oksijen varligi engellenemez ve biitiin bitkilerde fenolik madde belirli
Olctitlerde bulunmaktadir. Bu ylizden enzimatik kararmanin 6nlenmesi i¢in en pratik, gecerli
yol PPO aktivitesinin kontroliidiir ve bu sebeple enzim aktivitesini etkileyen parametreler
cok iyi bilinmelidir. Sicaklik ve pH parametreleri enzim aktivitesini direkt olarak

etkiledikleri igin bunlarin optimum diizeyde tutulmasi gerekir (Dedeoglu, 2009).

1.5.1.1.1 Polifenol oksidaz Enzimi Substratlari

Meyve ve sebzeler ¢ok ¢esitli fenolik bilesikler icerir ancak sadece bir kismi1 PPO enzimi
igin substrat olabilmektedir (Karabulut, 2017). Fenolik bilesikler bitkilerin biiyiimesi ve
cogalmasi i¢in gereklidir ve yarali bitkileri patojenlere karsi savunmak icin bir tepki olarak
iiretilir. Meyvelerin polifenolik bilesimleri tiire, ¢eside, olgunlagsma derecesine, ¢evrenin
biliylime ve depolama kosullarina gore degisir. Gidalarda bulunan fenolik bilesikler basit
fenoller, sinamik asit tlirevleri ve flavonoidler seklinde ii¢ grupta siniflandirilabilir. Basit

fenoller sirastyla L-tirozin, katekol ve gallik asit gibi mono-, di- ve trifenollerdir. Katekol
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Oonemli o-hidroksifenol olarak kabul edilebilir. Enzimatik oksidasyon c¢aligmalarinda model
substrat olarak son derece dnemli hale gelir. Bir monohidroksi fenol olan tirozin ise dnemli
bir aminoasittir. Tirozinin hidroksilasyonu dihidroksifenilalanin (DOPA) olusumuna yol
acar. Sinamik asit tiirevleri klorojenik asit, p-kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit, sinarpik
asit gibi bilesiklerdir. Gida maddelerinde bulunan fenolik bilesikler cogunlukla flavonoid
tiptedir. Dogal olarak bulunan tiim flavonoid bilesikleri yapisal olarak flavonla iliskilidir.

Bunlar; katekinler, antosiyaninler, flavonollerdir (Sakiroglu, 1994).

Bunlarin disinda Tablo 1.1°de goriildiigii gibi literatiirde PPO substratt olarak kullanilan
birka¢ substrat vardir (Dogan, Dogan ve Arslan, 2009). Bu substratlar farkli bitkilerde

bulunur.
Tablo 1.1: PPO’nun bazi substratlari.

Monofenoller Difenoller Trifenoller
p-kresol Katekol Pirogallol
Tirozin Klorojenik asit Gallik asit
4-hidroksibenzoik asit DL-dopa Floroglisonol
2-hidroksibenzoik asit Kafeik asit
4-hidroksisinnamik asit Hidrokinon
3-hidroksisinnamik asit 3,4-dihidroksibenzoik asit
Ferulik asit 2 ,5-dihidroksibenzoik asit
Siringa asiti 3,4-dihidroksifenilalanin
Vanilik asit Dihidroksikumerik asit
Kumerik asit Dopamin

Resorsinol
4-metilkatekol
Protokatekuik asit
Epinefrin

Norepinefrin

1.5.1.1.2 Polifenol oksidaz Enziminin Saflastirilmasi
Polifenol oksidaz enziminin bir¢ok bitkisel kaynaklardan ve mikroorganizmal kaynaktan
izolasyonu ile saflagtirma islemi yapilmis ve bu sayede yapisti ve mekanizmasi

aydinlatilmaya ¢alisilmigtir (Erzengin, 2002). PPO’nun saflastirilmasi igin farkli yontemler
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bulunmaktadir. Bunlar; amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz, iyon degisim, jel ve afinite
kromatografisi gibi yontemlerdir. Biyolojik molekiillerin saflastiriimasi isleminde kullanim
i¢in afinite kromatografisi gii¢lii bir yontemdir (Ergiin, 2016). PPO enzimi, asir1 sicaklik ve
pH’larda denatiire olabilen ve orta derecede kararsiz olan bir enzimdir. Ayrica katalitik
aktivitelerini hizlica kaybettikleri icin endiistriyel uygulamalarda kullanimlarini
kisitlamaktadir (Vaidya vd., 2007). Serbest enzimlerin ¢oziintirliiklerini ¢6ziinmez bir forma
doniistiirmek avantajlar saglar (Ndlovu, Ba ve Malinga, 2020). Bu sebeple kisitlamalarin
oniine gegebilmek icin en iyi ydntem immobilizasyondur. Immobilizasyon, enzimin katalitik
aktivitesini kaybetmeden belirli bir bolgeye fiziksel ve/veya kimyasal olarak tutturulmasi ya
da hapsedilmesi ve bu sayede enzimin tekrar ve siirekli kullanimini saglamak olarak ifade
edilir (Erik, 2016). Enzimlerin immobilizasyonu ile ¢oziinmez forma gelen enzimler daha
karali hale gelirler ve denatiire olma olasiliklari azalir. Iimmobilizasyon bir destege tutunan
enzimlerin yapilarini stabilize ederek aktivitelerini korur. immobilize enzimler sicaklik ve
pH gibi gevresel degiskenlere karsi daha direnglidir (Ndlovu, Ba ve Malinga, 2020). Ayrica
immobilizasyon ile enzimler reaksiyon ortamindan kolaylikla uzaklastirilabilmektedir.
Enzimler, fiziksel adsorpsiyon ve kimyasal baglanma gibi yontemler ile destekler {izerine
immobilize edilir (Vaidya vd.,2007). Enzimler i¢in destek materyal olarak metal oksitler,
akrilik polimerler, silika ve karbonlar gibi ¢esitli malzemeler enzim immobilizasyonu igin
incelenmislerdir (Almulaiky ve Almaghrabi, 2022). immobilizasyonda kullanilacak olan
destek materyalin; hidrofilik 6zellikte, gozenekli yapida, kimyasal ve termal kararli, yiiksek
yizey alanmna sahip olmasi beklenir (Erol, 2012). Karbon nanotiipler enzim
immobilizasyonu i¢in enzim ile destek arasinda iyi bir baglanma, biyouyumluluk ve
mekanik direng i¢in hidrofobik veya elektrostatik etkilesimin kurulmasi ile enzim yiiklemesi

i¢in yiiksek ylizey alan1 sunmaktadir (Guzik, Hupert-Kocurek ve Wojcieszynska 2014).

1.6 Literatiir Ozeti

Glinlimiizde endiistriyel alandaki bir¢gok gelismeler mevcut durumda kullanilan
malzemelerin Ozelliklerinin 1iyilestirilmesini ve {stiin ozellikli yeni malzemelerin
tretilmesini zorunlu kilmaktadir. Bu amagla bilim insanlar1 hayati kolaylastiracak ve
insanligin yasam kalitesini arttiracak yeni malzemeler tasarlamayi, gelistirmeyi, liretmeyi ve
bu malzemelere yeni kullanim alanlar1 kazandirmayi amacglamaktadir. Karbonun bir
allotropu olan karbon nanotiipler ilk kez 1991 yilinda ark firininda karbonun
buharlastirilmasi sirasinda lijima tarafindan kesfedilmistir (lijima, 1991). Karbon nanotiipler

(KNT), grafit levhalarin silindirik sekle yuvarlanmis oldugu tahmin edilen karbonun tiip
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sekilli allotropudur. Karbon nanotiipler tek duvarli olarak iiretilebilecegi gibi ¢ok duvarl
tiipler seklinde de tretilebilmektedir (Hirscher vd., 2002). Cok duvarli karbon nanotiipler,
caplari 2-20 nanometre aralifinda boylar1 ise yaklasik 1-10 pm olan es merkezli
nanotiiplerden olusmustur ve bu tiiplerin sayisi 2'den 50'ye kadar c¢ikabilmektedir.
Giliniimiizde karbon nanotiipler lazer ve kimyasal buharla ¢oktiirme yontemleri ile de
tiretilebilmektedirler (Darkrim ve Levesque, 2000; Endo vd., 1993; Ivanov vd., 1994).
Karbon nanotiiplerin kristal yapis1 ve stabilitesi liretim kosullarina baglidir. Karbon
nanotiiplerin kesfinden itibaren kullanim alanin1 ve kullanim sikligin1 kisitlayan en 6nemli
etken iiretim maliyetlerinin olduk¢a yiiksek olmasi idi. Son yillarda gelisen teknoloji ile
birlikte yukaridaki yontemlerle diisiik maliyetlerle karbon nanotiipler iiretilebilmektedir.
Tip, mithendislik, cevre, enerji, kataliz gibi farkli sektdrlerde kullanilan karbon nanotiiplerin
tiretim maliyetleri diismesine ragmen yapilarinda herhangi bir fonksiyonel grup
icermemesinden dolay1 reaktiviteleri ve dolayisiyla bu alanlarda kullanimlart oldukca
smirhdir (Oyetade, Nyamori, Martincigh ve Jonnalagadda, 2015; Keru, Ndungu ve
Nyamori, 2014; Ombaka, Ndungu ve Nyamori, 2014). Bu tiir malzemelerin kullanim alanin
arttirllmasi i¢in akilli molekiillere doniistiiriilmesi gerekmektedir. Bu nedenle bu yapilar
farkli fonksiyonel gruplar iceren organik bilesiklerle modifiye edilerek farkli sektorlerde
akilli yapilar olarak kullanilabilir (Dogan vd., 2007). Modifiye edilmis adsorbentler
kimyanin bir¢ok dalinda biiyiilk 6neme sahiptir. Modifiye edilmis adsorbentler kimyanin
birgok dalinda biiyiik 6neme sahiptir. Son yillarda adsorbent ylizeylerinin modifikasyonu
yluksek yiizey alani, porozite, rijitlik ve mekaniksel direng¢ gibi 6zelliklerden dolay1 genis bir
sekilde incelenmektedir. Adsorbent yiizeyindeki hidroksil gruplar1 modifikasyon
reaksiyonunda aktif noktalar olarak rol oynar. Karbon nanotiipler ylizeylerinde herhangi bir
fonksiyonel grup icermemektedirler. Bu malzemelerin reaktivitesi ilk once yiizeye hidroksil,
amin, karboksilik asit gibi fonksiyonel gruplar takilarak ve daha sonra organosilan bilesikleri
ve farkl organik molekiiller baglanarak arttirilabilir. Modifiyerler adsorbent ylizeyindeki
hidroksil ve/veya diger gruplarla fiziksel veya kimyasal etkilesime girebilir. Modifiye
edilmis hidrofilik 6zellikli adsorbentler enerji alaninda 6zellikle hidrojenin depolanmasinda
ve biyoteknoloji alaninda enzimlerin saflastirilmasinda ve immobilizasyonunda biiytik bir
oneme sahiptir (Dogan vd., 2007). Karbon nanotiiplerin hidrofilik 6zelligi, hidrojenin
tiplerin i¢ kisimlarinda ve tiipler arasinda depolanmasina ilaveten tiipiin ylizeyindeki
fonksiyonel gruplarla da etkilesmesini saglayarak depolama kapasitesini genelde artirir ve

enzimlerin saflagtirilmasini da saglar.
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Karbon nanotiiplerin hidrojen depolama kapasitelerine yonelik bir¢cok ¢alisma yapilmistir ve
bunlarin bazilar1 Tablo 1.2°de verilmektedir. Tabloda goriildiigii gibi tek ve ¢ok duvarl
karbon nanotiiplerin hidrojen depolama kapasiteleri heniiz istenen seviyeye ulasmamustir.
Amerikan Enerji Enstitiisii, bu tlir malzemelerin, agirlikca % 5,5 civarinda hidrojen
depolayabilmeleri halinde endiistriyel olarak ekonomik olacagini belirtmektedir. Bu nedenle
bu malzemelerin hidrojen depolama kapasitelerini arttirmak i¢in yiizey modifikasyonu,
doplama, mekaniksel 6glitme, yiizey alanini arttirict proseslerin uygulanmasi gerekmektedir.
Bu yontemler igerisinde karbon nanotiiplerin fonksiyonellestirilmesi ve hidrofilik
Ozelliklerinin arttirllmasina yonelik ¢aligmalar ve farkli metallerle doplama caligmalar1 6n
plana ¢ikmaktadir. Daha 6nceki caligmalarimizda ¢ok duvarli karbon nanotiipiin yiizeyini
bor nitriir ve agil kloriir ile fonksiyonelize ettigimizde agirlikca hidrojen depolama
kapasitesinin %2,02’den sirastyla %2,71 ve %3,17’ye arttigini belirledik (Dogan vd., 2021).
Bu nedenle hidrofobik 6zellige sahip karbon nanotiipler farkli fonksiyonel gruba sahip
organik bilesiklerle modifiye edilerek hidrofilik 6zellik kazandirilmaya calisiimaktadir.
Ayrica karbon atomundan daha hafif ve maksimum 4 tane hidrojen atomu ile etkilesebilen
Lityumun yapiya doplanmasi da elde edilen malzemenin hidrojen depolama kapasitesinde
onemli artiglar saglayacaktir. Bu sekilde hidrojen molekiillerinin karbon nanotiiplerin ig
kisimlarina ilaveten yiizeydeki ve tiipiin u¢ kisimlarindaki fonksiyonel gruplarla ve yapiya
doplanan lityum atomlar1 ile etkilesmesi saglanarak hidrojen depolama kapasiteleri

arttirilabilir (Cheng, Zhang, Ren ve Tong, 2016; Deniz, Mert ve Baykasoglu, 2021).

Tablo 1.2: Baz1 KNT’lerin hidrojen depolama kapasiteleri.

, Sicakhik Basing H:
KNT’ler (K) (MPa) (% agirhikea) Kaynaklar
CDKNT 77 1 0,28 (Cakir vd., 2021)
TDKNT 295 0,1 0,93 (Nishimiya vd., 2002)
TDKNT Oda 4.8 1,2 (Smith vd., 2003)
CDKNT 7 2 0,47 (Calisir, Cigek ve Dogan, 2021)
TDKNT - 3 0,8 (Rashidi vd., 2010)
CDKNT - 0,005 2 (Mosquera vd., 2014)
CDKNT 77 0,1 0,54 (Lee, Yoon ve Sun, 2005)
CDKNT 298 10 0,2 (Barghi, Tsotsis ve Sahimi, 2014)
CDKNT 425 3 3,8 (Linvd., 2012)
CDKNT Oda 0,5 0,4 (Genh vd., 2010)
CDKNT 143 7,5 3,5 (Rakhia vd., 2008)
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Literatiirde karbon nanotiiplerin PPO enziminin immobilizasyonu amaciyla sinirli bir
sekilde kullanildig1 goriilmektedir. Ornegin Mohammadi ve arkadaslar1 (2009) tek duvarli
karbon nanotiip yiizeyinde polifenol oksidazin adsorpsiyon ve elektrokatalitik 6zelliklerini
arastirmiglardir (Mohammadi vd., 2009). Bununla birlikte, bu ¢alismalarda KNT’lerin
mevcut durumda hicbir fonksiyonel gruba sahip olmamalarindan dolay1 arzu edilen
sonuclarin diisiik reaktiviteleri sebebiyle elde edilemedigi goriilmektedir. Ciinkii karbon
nanotiipler enzimle fiziksel veya kimyasal etkilesime girecek herhangi bir fonksiyonel gruba
sahip degildirler. Yukarida agiklandig1 gibi CDKNT ler yapilarinda herhangi bir fonksiyonel
gruplart yoktur. Bu malzemenin enzim immobilizasyonu alaninda kullanilabilmesi igin
modifiye edilmesi gerekmektedir. Bu sekilde fonksiyonelize ve yiiksek yiizey alanina sahip

karbon nanotiipler enzim saflastirma alaninda kendine genis uygulama alanlar1 bulabilir.

1.7 Calismanin Amaci

Cok duvarlt karbon nanotiiplerden (CDKNT) Li-doplanmis ve doplanmamis yeni organo
modifiye hidrofilik multifonksiyonlu akilli yapilar sentezlemek, farkli tekniklerle
karakterize etmek ve karakterize edilen bu malzemelere enerji ve biyoteknoloji alanlarinda
yeni uygulama alanlar1 kazandirmaktir. Sentezlenen Li-doplanmis ve doplanmamis organo-
modifiye CDKNT’ler FTIR, BET, DTA/TG ve SEM cihazlar1 kullanilarak karakterize
edilmisir. SEM ile fonksiyonelize CDKNT o6rneklerinin morfolojilerinde meydana gelen
degisimler ortaya konmustur. Karakterize edilen 6rneklerin oda sicakliginda ve kriyojenik
sicakliklarda diisiik ve yliksek basinglarda hidrojen depolama kapasiteleri Hiden IMI PSI
gaz depolama cihaz1 ve polifenol oksidaz enzim aktivitesi ise PerkinElmer Lamda 25 UV-
Visible spektrofotometre ile 6l¢iilmiistiir. Literatiirde farkli fonksiyonel gruplarla modifiye
edilmis CDKNTlerin sentezi ve karakterizasyonu ile ilgili ¢aligmalarin sayisinda son yillarda
artiglar goriilmektedir. Ancak Li-doplanmis ve doplanmamis modifiye CDKNT’lerin
hidrojen depolama ve enzim saflastirma alanlarindaki uygulamalar1 olduk¢a smirlidir. Bu
caligmada ilk kez sentezlenecek yapilar gida endiistrisinde enzimatik kararmaya neden olan
polifenol oksidaz enziminin saflagtirilmasinda kullanilacak ve yine hidrojen depolama
kapasitesi diisiik olan karbon nanotiiplerin Li-doplama ve modifikasyonla depolama

kapasitelerinde meydana gelen degisimler ilk kez incelenecektir.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1 Materyal

Calismada kullanilan tiim kimyasallar ticari olarak cesitli markalardan analitik saflikta satin
alimmig ve CDKNT 0Ornegi hari¢ saflastirma islemi yapilmamistir. Cok duvarli karbon
nanotlip (CDKNT) (>%92 saflikta) 6rnegi Nanografi (Tiirkiye) firmasindan temin edilmistir.
PPO kaynagi olarak Salvia aethiopis L. bitkisi Balikesir il sinirlari i¢ginden 15 Mayis 2023
tarihinde toplanmuis, teshis edilmis ve calismada kullanilmak tizere -80 °C’de saklanmustir.

Kullanilan kimyasallar agagida Tablo 2.1°de verilmektedir.

Tablo 2.1: Deneylerde kullanilan kimyasallar.

Kimyasalin Adi Formulii Marka

Demir II kloriir tetrahidrat FeCl..4H.0 VWR Chemicals
Sodyum hidroksit NaOH Merck

Sodyum bikarbonat NaHCO3 Merck
Siyanojen bromiir CNBr Acros Organics
L-tirozin CoH11NOs3 Sigma-Aldrich
4-aminobenzoik asit C7H7NO2 Merck

Sodyum nitrit NaNO- Merck

Sodyum asetat C2HsNaO: Merck
Disodyum hidrojen fosfat NaHPO4 Merck
4-metilkatekol C7HsO2 Sigma-Aldrich
Pirogallol CeHsO3 Carlo Erba
Katekol CeHsO2 Sigma-Aldrich
Lityum Kloriir LiCl Merck
Amonyum siilfat (NH4)2S04 Sigma-Aldrich
Bovine serum albumin CsH21NOSi> Sigma-Aldrich
Coomassie brilliant blue G-250 C47H4sN3NaO7S; Merck
Tris(hidroksimetil)aminometan C4H11NO3 Merck

Hidrojen peroksit H202 Sigma-Aldrich
Hidroklorik asit HCI IsoLab Chemicals
Etanol C2Hs0H IsoLab Chemicals
Fosforik asit H3PO4 Sigma-Aldrich
Siilfirik asit H2S04 Sigma-Aldrich
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2.2 Metot

2.2.1 CDKNT’lerin Saflastirilmasi

10 g CDKNT ve 5 M 200 mL HCI ¢ozeltisi 500 mL’lik balonun i¢ine eklenerek ultrasonik
banyoda 2 saat 30 °C’de tutuldu. Daha sonra bu karisim 48 saat boyunca 70 °C sicaklikta
geri sogutucu altinda reflaks edildi. Reflaks islemi ardindan karigim 1 saat daha ultrasonik
banyoda tutuldu. Bu islemlerden sonra reaksiyon balonuna 500 mL saf su eklenerek
seyreltme islemi yapildi. Seyreltilen karisim vakumlu siizme diizeneginde pH 7 olana kadar
bol su ile yikanarak siiziildii. Asitten uzaklastirilan CDKNT 6rnegi 24 saat boyunca 60 °C’de

etliivde ve sonrasinda 60 °C’de vakumlu etiivde tutulup kurutuldu (Pehlivan, 2020).

2.2.2 CDKNT’lerin Hidroksilasyonu

5 g CDKNT ve 0,3 M 60 mL FeCl2.4H20 500 mL’lik bir reaksiyon balonuna konulup
karisim ultrasonik banyoda 1 saat 30 °C’de tutuldu. Bu karisim daha sonra manyetik
karistirictya alinarak tizerine damlatma hunisi ile 240 mL %30’luk H20> damla damla ilave
edildi. Daha sonra 1 saat 30 °C’de ultrasonik banyoda karisim tutuldu. Bu islemden sonra 12
saat boyunca karisim manyetik karistiricida karistirildi. 12 saat sonunda karisim vakumlu
stizme diizeneginde ilk olarak %5°lik HCI ¢ozeltisi ile birkag defa yikandi, sonra pH 7 olana
kadar saf su ile yikanarak stizme igslemi yapildi. Stizme islemi sonucunda siiziintii 24 saat
boyunca 60 °C’de etiivde tutuldu ve ardindan 48 saat boyunca 60 °C’de vakumlu etiivde
kurutulmaya birakildi. Ornek CDKNT-OH olarak adlandirildi. CDKNT den CDKNT-OH
sentezine ait reaksiyon Sekil 2.1’de verilmektedir (Gao, Yu, Zhou ve Jiang, 2017; Yanmaz,
Dogan ve Turhan, 2021).

2.2.3 CDKNT-O-L-Tirozin Sentezi

5 g CDKNT-OH 06rnegi tartilarak 250 mL’lik reaksiyon balonuna konuldu ve iizerine 100
mL saf su eklendi. Daha sonra bu karisima buz banyosu icerisinde 2 g toz haline getirilmis
CNBr eklenerek ultrasonik banyoda 30 dakika tutuldu. Bu islemden sonra karigim manyetik
karistiric tizerinde 1 saat karigtirilmaya birakildi. pH metre ile karisimin pH’s1 4 M NaOH
¢ozeltisi kullanilarak pH 11°¢ ¢ikarildi ve reaksiyon siiresince yaklasik 20 °C’de pH sabit
tutuldu. pH ayarlamas1 yapildiktan sonra karisim 24 saat boyunca buzdolabinda bekletildi.
Karigim vakumlu slizme diizeneginde siiziildii. Siiziintii 0,1 M 250 mL soguk NaHCOs3
tampon ¢ozeltisi (pH=10) ile defalarca yikanarak karisim bir beher igerisine alindi. Yikanan
karisim ayn1 tampon ¢ozeltisi igerisinde saklandi. Ayni tamponun 50 mL’sinde 200 mg L-
tirozin ¢oziildii ve CNBr ile aktive edilmis 6rnek beherine eklendi. Karigim 4 °C’de 16 saat

boyunca manyetik karistiricida karistirildi. Reaksiyon sonunda reaksiyona girmeyen L-
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tirozin, bol miktarda saf su ile yikanarak uzaklagtirildi. Tirozin bagh filtrat, 40 mL 0,2 M
NaHCO3 tamponuna ilave edildi. CDKNT-OH’dan CDKNT-O-L-Tirozin sentezine ait
reaksiyon Sekil 2.1°de verilmektedir (Whitney, 1974; Dogan vd., 2005).

2.2.4 CDKNT-O-L-Tirozin-p-aminobenzoik Asit Sentezi

75 mg 4-aminobenzoik asit, 0 °C’de 30 mL 1 M HCl igerisinde ¢oziildii. 0 °C’de 15 mL 1 M
HCI ve 225 mg NaNO:; iceren ¢ozelti, inhibitdr ¢ozeltisine damla damla ilave edildi. 10
dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmis inhibitor, 40 mL CDKNT-O-L-Tirozin karigimina
eklendi. 1 M NaOH ile pH 9,5’te tutularak oda sicakliginda 3 saat boyunca yavas¢a
karistirtldi. 1 L saf su ve 200 mL 0,05 M Tris-SO4 (pH=7,4) tamponu ile yikandi. Daha sonra
bir miktar ayni tampon igerisinde buzdolabinda muhafaza edildi. CDKNT-O-L-Tirozin-p-
aminobenzoik asit sentezine ait reaksiyon Sekil 2.1°de verilmektedir (Whitney, 1974; Dogan
vd., 2005).

CNBEr ile aktiflestirilmis CDKNT-OH
H

|
HZN—C—CHZOOH
OOH '

COOH

L-Tirozin

N, Cl

Diazolanmis
p-aminobenzoik asit

Sekil 2.1: CDKNT’den CDKNT-O-L-tirozin-p-aminobenzoik asit sentezi.

2.2.5 Coziicii Yontemi ile CDKNT o6rneklerinin Li-doplanmasi

CDKNT o6rneklerinin Li-doplama islemi ¢oziicii yontemi ile gergeklestirildi. Li-doplamak
icin CDKNT (A) ve modifiye CDKNT ornekleri (B, C, D) 1 g tartildi. Tartilmis olan
orneklerin igerisine 0,1 M 50 mL LiCl ¢6zeltisinden ilave edildi. Daha sonra bu karisimlar

24 saat manyetik karistiricida tutuldu. 24 saat reaksiyon sonunda karigimlar vakumlu siizme
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diizeneginde 5 kez saf su ile yikandi. Yikama isleminden sonra vakumlu etiivde 100 °C’de

24 saat kurutuldu (Turhan vd., 2010, 2013a ve b).

2.2.6 Hidrotermal Yontemle CDKNT o6rneklerinin Li-doplanmasi

CDKNT o6rneklerinin Li-doplama islemi hidrotermal yontem ile teflon ve/veya paslanmaz
celik reaktorlerde gergeklestirildi. Li-doplamak i¢in CDKNT (A) ve modifiye CDKNT
ornekleri (B, C ve D) 105 °C’de 24 saat kurutuldu. Kurutulan CDKNT 6rnekleri reaktor
igerisindeki 0,1 M 50 mL LiCl sulu ¢ozeltisine ilave edildi. Doplama islemi 160 °C’de 6 saat
stireyle reaktor igerisinde kendiliginden olusan basing altinda gergeklestirildi. Doplama
isleminden sonra reaktoriin oda sicaklifina gelmesi icin beklenildi. Reaktdrden alinan
doplanmis CDKNT ornekleri siizme isleminden sonra birka¢ kez saf su ve etanol ile
yikandiktan sonra 24 saat 60 °C’de kurutuldu (Sun vd., 2017; Minoda, Oshima, Iki, Akiba,
2014).

2.3 Karakterizasyon I¢in Kullanilan Cihazlar

CDKNT, Li-doplanmis ve doplanmamis modifiye CDKNT lerin karakterizasyonu BET,
FTIR, DTA/TG ve SEM cihazlar kullanilarak karakterize edilmistir. Orneklerin hidrojen
depolama 6zellikleri Hiden IMI PSI gaz depolama cihazi ve enzim aktiviteleri PerkinElmer

Lamda 25 UV-Visible spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir.

2.3.1 BET Yiizey Alam1 Tayin Cihaz

CDKNT, Li-doplanmis ve doplanmamis fonksiyonelize CDKNT o&rneklerinin BET yiizey
alan1 dl¢timleri ve gézenek boyutu dagilimlart Quantachrome Nova 2200e serisi BET ylizey
alan1 tayin cihazi kullanilarak sivi azot ortaminda (77 K) saf azot gazinin adsorbat olarak
kullanilmas1 ile gergeklestirilmistir. Ornekler analiz 6ncesi 105 °C’de 20 saat degaz

edilmistir.

2.3.2 FTIR Cihaza
CDKNT, Li-doplanmis ve doplanmamis fonksiyonelize CDKNT o&rneklerinin FTIR
spektrum analizleri PerkinElmer Spektrum 100 cihazi ile KBr pellet hazirlanarak 4000-450

cm™ dalga boyu araliginda alinmistir.

2.3.3 DTA/TG Analizi

CDKNT, Li-doplanmis ve doplanmamis fonksiyonelize CDKNT o6rneklerinin termal
ozellikleri PerkinElmer Diamond DTA/TG cihaz1 ile 20 °C/dk sicaklik artis hizinda ve azot
atmosferinde 30-1200 °C sicaklik araliginda gergeklestirilmistir.

26



2.3.4 SEM Analizi
CDKNT, Li-doplanmis ve doplanmamis fonksiyonelize CDKNT o6rneklerinin  SEM
goriintiileri ZEISS EVO LS 10 model taramali elektron mikroskobu cihazi ile alinmistir.

2.3.5 Hidrojen Depolama Analizi
CDKNT, Li-doplanmis ve doplanmamis fonksiyonelize CDKNT’lerin hidrojen depolama
kapasiteleri Hiden IMI PSI cihazi kullanilarak basincin bir fonksiyonu olarak oda ve

kriyojenik sicakliklarda olgiilmiistiir.

2.3.6 Enzim Aktivite Ol¢iim Analizi
Enzim aktivite 6l¢iimleri PerkinElmer Lamda 25 UV-Visible spektrofotometre kullanilarak

Olciilmiistiir.

2.4 Polifenol oksidaz Enziminin Saflastirilmasi ve Aktivite Ol¢iimleri

2.4.1 Ham Ekstraktin Hazirlanmasi

Salvia aethiopis L. bitkisinin yaprak ve ¢igek kism1 ham ekstrakt i¢in -80 °C’de bekletildi.
Bitki 6rnekleri ekstraksiyon isleminden once seliiloz liflerini pargalamak amaciyla sivi azot
ile muamele edildi. Ham ekstrakti hazirlamak icin, 10 g bitki 6rnekleri s1vi azot ile muamele
edildi. Daha sonra pH’s1 6,5 olan 0,1 M 50 mL fosfat tamponu i¢inde bir Warning Blender
kullanilarak 2 dakika siire ile homojenize edildi. Homojenize edilen ham ekstrakt bir tiilbent
yardimiyla siiziildi. Siiziintii +4 C’de 15 000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi ve ham
ekstrakt hazirlanmig oldu (Dogan vd., 2005).

2.4.2 Amonyum Siilfat Coktiirmesi
Ham bitki ekstrakti asagidaki formiil kullanilarak amonyum siilfat ile % 70’lik doygunluga

getirmek i¢in ilave edilmesi gereken kat1 amonyum siilfat miktar1 hesaplandi.

g [(NH,)S0,] = T2 2.1)

Burada V, siipernatantin hacmi; S1, 1’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu
ve Sz, 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugudur. Esitlik 2.1°de verilen
denklemden amonyum siilfat miktar1 belirlendikten sonra manyetik karistirici iizerinde ham
ekstrakta yavas yavas ve azar azar amonyum siilfat eklenerek ¢oziildii. % 70 doygunluga
getirilen siispansiyon +4 °C’de 15 000 x g’de 1 saat santriflij edildi. Santriflij isleminden

sonra tiiplerin lizerindeki s1vi kisimlar atilarak kati ¢okelek elde edildi (Arslan vd., 2004).
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2.4.3 Diyaliz

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen kati ¢cokelek 0,1 M fosfat tamponunun (pH=6,5)
kii¢iik miktarinda ¢6ziildii ve daha sonra tampon ¢dzeltisinin 3 kez degistirilmesi ile 24 saat
siire i¢in 0,05 M fosfat tamponuna kars1 (pH=6,5) diyaliz edildi. Diyaliz islemi +4 °C’de
manyetik karigtiric lizerinde gergeklestirildi (Dogan ve Dogan, 2004).

2.4.4 Afinite Kromatografisi

Polifenol oksidaz enziminin saflastirilmasi i¢in uygulanan metotlardan birisi de afinite
kromotografisidir. Bu kromatografi, bir c¢esit adsorpsiyon kromatografisidir. Ayrica
saflagtirilmasi istenen molekiiliin veya biyolojik {initenin matriks ad1 verilen ve ¢oziinmeyen
bir kolon maddesine kovalent olarak immobilize edilmis bir liganda spesifik ve tersinir
olarak baglandig1 bir tekniktir. Afinite kromatografisi teknigi sayesinde, zor ve bazi hallerde
imkansiz olan bir ¢ok ayirma islemleri kisa zamanda gergeklesmektedir (Cuatrecasas, 1970).
Sekil 2.1°deki gibi sentezlenen D bilesigi afinite kromatografisinde dolgu matriksi olarak
kullanilmistir. Bu matrikste tirozin afinite jelinin uzanti kolunu olustururken, p-
aminobenzoik asit ise enzimi spesifik baglayan kismini olusturmaktadir. PPO enziminin
spesifik bir inhibitdrii olan p-aminobenzoik asit, afinite jelinin yapisina girerek PPO’nun
yiiksek oranda saflastirilmasinda kullanilmistir (Arslan vd., 2004). Afinite matriksi sicaklig
sabit tutmak icin Sigma marka ¢ift jeketli bir kolona paketlenmistir. pH’s1 5 olan 0,05 M
fosfat tamponu ile iistten ilave edilen ve alttan toplanan tamponun 280 nm’de absorbanslari
0,002 oluncaya kadar yikanarak dengeleme saglanmistir. Dengeleme islemi bittikten sonra
diyalizden alinan enzim ¢ozeltisi kolona yiiklenmis ve 0,05 M fosfat tamponu (pH:5) ile
yikanarak polifenol oksidaz enziminin biiyiik bir kismimin afinite matriksine baglanmasi
saglanirken diger safsizliklar da ortamdan uzaklastirilmistir. Son olarak 0,05 M pH:7
tamponu ile enzim eliisyonu yapilarak 2 mL’lik epondorflara toplanmistir. Toplanan
eliiatlarda protein tayini ve enzim aktivitesi dl¢iilerek spesifik aktivite, verim ve saflagtirma

orani belirlenmistir.

Yukaridaki yontemlerle saflastirilmis enzimin spesifik aktivitesi, verimi ve saflagtirma

oranlar1 asagidaki denklemler kullanilarak belirlenmistir.

i .. Konsantre enzimin toplam aktivitesi (EU
Spesifik aktivite = P2 (ED) (2.2)
Toplam protein (mg)

Konsantre enzimin spesifik aktivitesi (EU/mg) (2 3)

Saflastirma orani = — PP ——
Ham enzimin spesifik aktivitesi (EU/mg)
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2.4.5 Polifenol oksidaz Enziminin Aktivite Ol¢iimii

Enzim aktivitesi, spektrofotometre yardimiyla ilgili {iriiniin absorbansindaki artma dl¢tilerek
belirlenmektedir. Bir enzim tiinitesi dakikada absorbansta meydana gelen 0,001’lik artis
olarak tanimlanmustir. Saflastirilmis ve immobilize edilmis enzimler i¢in Km (Michaelis
sabitleri) ve Vmax degerleri optimum pH ve sicaklik degerlerinde farkli konsantrasyonlarda
katekol, 4-metilkatekol ve pirogallol substratlarmin kullanilmasiyla Lineweaver-Burk

denkleminden hesaplanmistir (Dogan, Turan ve Dogan, 2006).

2.4.6 Enzim Aktivitesine pH’1n EtKkisi

PPO’nun aktivite gosterdigi optimum pH degerlerini belirlemek amaciyla katekol, 4-
metilkatekol ve pirogallol substratlar kullanildi. Optimum pH degerlerini belirlerken farkli
pH’larda tamponlar hazirlandi. pH 4 ila 6 araliginda 0,1 M asetat tamponu ve pH 6 ila 9
araliginda 0,1 M fosfat tamponu kullanilarak incelendi. Tampon ¢ozeltiler hazirlanirken
pH’lar1 0,1 M NaOH ve HCI ¢ozeltileri ile ayarlandi. Enzim aktivite dl¢iimleri katekol ve 4-
metilkatekol substratlar1 i¢in 420 nm’de, pirogallol i¢in 320 nm’de 2 dakika siire ile
absorbanstaki artig Olgiildii. Reaksiyon 1 cm 1sik yollu bir kuvartz kiivetin iginde
gerceklestirildi. Kuvartz kiivet icerisinde her 6l¢iim icin toplam hacim 3 mL olarak sabit
tutuldu. Her substrat i¢in optimum aktivite gésteren pH bulunduktan sonra bulunan pH’lar
ile optimum aktivite gosteren sicakliklar bulirlenmeye ¢alisildi (Dogan, Arslan ve Dogan,
2002).

2.4.7 Enzim Aktivitesine Sicakhigin Etkisi

PPO’nun aktivite gosterdigi optimum sicakligi belirlemek i¢in 10-50 °C sicaklik araliginda
UV-Visible spektrofotometreye sicakligi sabit tutmak icin peltier sistemi baglayarak ve
substrat olarak katekol, 4-metilkatekol ve pirogallol kullanilarak 6lgiildii. Reaksiyonun
gergeklestirilmesi icin kullanilan kuvartz kiivetin sicakligi ayarlanilan sicakliga geldikten
sonra enzim ¢ozeltisi eklendi. Her 6l¢lim i¢in kuvartz kiivete konulan enzim, tampon ve

substratin toplam hacmi 3 mL olacak sekilde sabit tutuldu (Turan, 2005).

2.4.8 Enzim Kinetigi
PPO enzimi i¢in optimum pH ve sicakliklar bulunduktan sonra bu pH ve sicaklikta katekol,

4-metilkatekol ve pirogallol substratlari i¢in enzimin kinetik parametreleri Lineweaver-Burk

denkleminden belirlendi (Dogan vd., 2008).
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2.4.9 Salvia aethiopis L. Bitkisinin Protein Tayini

Salvia aethiopis L. bitki ekstraktinin protein icerigi, standart olarak bovin serum albumin
kullanilarak Bradford yontemine gore tayin edildi. Bu yontem esas olarak fosforik asitli
ortamda proteinlerin Coomassie Brillant-Blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturmasina
dayanir. Olusan bu kompleks maksimum absorbans degerini 595 nm’de gostermektedir.
Diger protein yontemlerine kiyasla avantaji, cok kisa zamanda uygulanabilmesi, bozucu
etkenlerin olmamas1 ve protein-boya kompleksinin uzun zaman c¢ozeltilerde kalmasidir.
Yontemin hassasiyeti 1 ila 100 pg arasindadir. Deneyde kullanilmak iizere 1 mL’sinde 1 mg
protein igeren standart sigir albumin ¢ozeltisinden farkl tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90 ve 100 pL alindi. Bu tiiplerin igerisine 5 mM fosfat tamponu (pH=6,5) eklenerek
biitiin tiiplerin hacimleri 0,1 mL’ye tamamland1 ve ardindan her bir tiipe 5 mL Coomassie
Brillant-Blue G-250 reaktifinden eklendi. Tiipler vorteks ile karigtirtlip 30 dakika boyunca
bekletildi. 30 dakikanin sonunda 595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kore karsi absorbans
degerleri 6l¢iildii. Kor olarak 0.1 mL fosfat tamponu igeren tiip kullanildi. Hazirlanan enzim
cozeltisi 3 farkl tiipe 0,1 mL alinarak tizerlerine 5 mL Coomassie Brillant-Blue reaktifi
eklenip vorteks ile karistirildi. 30 dakika boyunca bekletilip 595 nm’de absorbans 6l¢iimleri
alindi. Ug 6lgiim sonucunun ortalamasi alinarak, bu absorbans degerine karsilik gelen

protein miktar1 standart grafik yardimi ile hesaplandi (Sakiroglu, 1994).
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3. BULGULAR
Bu bolimde CDKNT, Li-doplanmis ve doplanmamis fonksiyonelize CDKNT’lerin

karakterizasyonu, hidrojen depolama kapasiteleri ve Salvia aethiopis L. bitkisinden elde

edilen PPO enziminin saflastirilmasina ait deneysel bulgular verilmektedir.

3.1 Karakterizasyon

3.1.1 BET Yiizey Alam Analizleri

CDKNT, Li-doplanmis ve doplanmamis modifiye CDKNT’lerin BET yiizey alan1 sonuglari,
Tablo 3.1°de verilmistir. Sonuglar, fonksiyonelizasyon ve doplama ile CDKNT’nin BET
ylizey alaninin azaldigini géstermektedir. Yine tablodan drneklerin mikro gézenek hacmine

sahip olmadiklari, makro ve mezo gozenek hacmine sahip olduklart gériilmektedir.

3.1.2 FTIR Analizleri

CDKNT, Li-doplanmis ve doplanmamis fonksiyonelize CDKNT’lerin PerkinElmer
spektrum 100 cihaz1 ile FTIR analizleri KBr pelleti hazirlanarak 4000-450 cm™ dalga boyu
araliginda 6l¢iilmiistiir. Orneklerin FTIR spektrumlar: Sekil 3.1, 3.2 ve 3.3 ’te verilmektedir.
FTIR spektrumlarina ait sonuglar incelendiginde fonksiyonelizasyonla CDKNT &rneklerinin
bandlarinda kaymalarin ve yeni fonksiyonel gruplara ait bandlarin meydana geldigi

goriilmektedir. Ayrica Li-doplama ile de Lityuma ait karakteristik pike rastlanmistir.
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Tablo 3.1: CDKNT, Li-doplanmis ve doplanmamis fonksiyonelize CDKNT 6rneklerinin BET ve gézenek boyut analiz sonuglari.

Ornekler BET yiizey Mikro giizenek Makro _giizenek Mezo g_iizenek Toplam_ gozenek
alam (m?/g) hacmi (cc/g) hacmi (cc/g) hacmi (cc/g) hacmi (cc/g)
CDKNT 278 - 0,338 1,114 1,452
CDKNT-OH 251 - 0,386 1,220 1,605
CDKNT-O-L-Tirozin 214 - 0,237 0,921 1,158
CDKNT-O-L-Tirozin-PABA 200 - 0,184 0,715 0,898
Li-doplanmis CDKNT (Coziicii) 266 - 0,211 0,920 1,131
Li-doplanmig CDKNT-OH (Coziicti) 248 - 0,338 1,001 1,338
Li-doplanmis CDKNT-O-L-Tirozin (Coziicii) 239 - 0,221 0,870 1,091
Li-doplanmig CDKNT-O-L-Tirozin-PABA (Coziicii) 241 - 0,307 0,931 1,238
Li-doplanmig CDKNT (Hidrotermal) 256 - 0,515 1,113 1,628
Li-doplanmis CDKNT-OH (Hidrotermal) 239 - 0,561 1,159 1,720
Li-doplanmig CDKNT-O-L-Tirozin (Hidrotermal) 228 - 0,360 0,987 1,347
Li-doplanmig CDKNT-O-L-Tirozin-PABA (Hidrotermal) 235 - 0,318 0,961 1,280
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Sekil 3.1: CDKNT, CDKNT-OH, CDKNT-O-L-Tirozin ve CDKNT-O-L-Tirozin-PABA
ait KBr iginde alinmig FTIR spektrumlari.
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Sekil 3.2: Coziicii yontemi ile Li-doplanmis CDKNT, Li-doplanmigs CDKNT-OH, Li-
doplanmigs CDKNT-O-L-Tirozin ve Li-doplanmis CDKNT-O-L-Tirozin-PABA ait KBr
iginde alinmig FTIR spektrumlari.
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Sekil 3.3: Hidrotermal yontemi ile Li-doplanmis CDKNT, Li-doplanmis CDKNT-OH, Li-
doplanmis CDKNT-O-L-Tirozin ve Li-doplanmis CDKNT-O-L-Tirozin-PABA ait KBr
icinde alinmig FTIR spektrumlari.

3.1.3 DTA/TG Analizleri

CDKNT, Li-doplanmis ve doplanmamis fonksiyonelize CDKNT lerin termal kararliliklari
Perkin Elmer Diamond DTA/TG cihaz1 kullanilarak 20 °C/dk sicaklik artis hizinda ve azot
atmosferinde 30-1200 °C sicaklik araliginda gergeklestirilmistir. Sekil 3.4, 3.5 ve 3.6’da
sirastyla CDKNT, fonksiyonelize CDKNT, ¢oziicii yontemi ile Li-doplanmis modifiye
CDKNT ve fonksiyonelize CDKNT ve hidrotermal yontemi ile Li-doplanmis CDKNT ve
fonksiyonelize =~ CDKNT  orneklerinin =~ TG egrileri  verilmektedir. ~ Sonuglar
fonksiyonelizasyon ile CDKNT’nin bozunma basamaklarmin degistigini ve rezidii

miktarinin azaldigini géstermektedir.
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Sekil 3.4: CDKNT ve fonksiyonelize CDKNT lere ait TG egrileri.
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Sekil 3.5: Coziicii yontemi ile Li-doplanmigs CKDNT ve fonksiyonelize CDKNT’lere ait
TG egrileri.
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Sekil 3.6: Hidrotermal yontemi ile Li-doplanmigs CDKNT ve fonksiyonelize CDKNT ’lere
ait TG egrileri.

3.1.4 SEM Analizleri

CDKNT, fonksiyonelize CDKNT, ¢oziici yontemi ile Li-doplanmig CDKNT ve
fonksiyonelize CDKNT ve hidrotermal yontemi ile Li-doplanmig CDKNT ve fonksiyonelize
CDKNT o6rneklerinin SEM mikrograflar1 Zeiss EVO LS 10 cihazi ile goriintiilenmis ve
sirastyla Sekil 3.7, 3.8 ve 3.9’da verilmistir. Sonuglara bakildiginda fonksiyonelizasyon ve

Li-doplama ile CDKNT’nin morfolojisinde degisimlerin meydana geldigi goriilmektedir.
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b)

d)

EHT=2000kV  Signal A= SE1 G EHT=2000kV  Signal A= SE1 O
WD=100mm  Mag= 10.00KX WD=100mm  Mag= 2500KX

EHT=2000kV  Signal A= SE1 EHT =20.00kV  Signal A= SE1
WD=100mm  Mag= 10.00KX 0 WD=105mm  Mag= 2500 KX @

EHT=20.00kV  Signal A= SE1 O EHT=20.00kV  Signal A = SE1 @

WD=105mm  Mag= 10.00KX WD=105mm  Mag= 2500KX

EHT =20.00kV  Signal A= SE1 EHT=2000kV  Signal A =SE1
WD=105mm  Mag= 10.00KX O WD=105mm  Mag= 2500KX @

Sekil 3.7: a) CDKNT, b) CDKNT-OH, ¢) CDKNT-O-L-Tirozin ve d) CDKNT-O-L-
Tirozin-PABA ait SEM goriintiileri.
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EHT=2000kV  Signal A=SE1 x EHT=2000kV  Signal A= SE1 =
WD=90mm  Mag= 10.00KX O 1 WD=90mm  Mag= 2500KX

b)

EHT=2000kV  Signal A=SE1 EHT=2000kV  Signal A= SE1 .
WD=90mm  Mag= 10.00KX 1 WD=90mm  Mag= 2500KX

EHT=20.00kV  Signal A = SE1 EHT=2000kV  Signal A= SE1

WD=90mm  Mag= 10.00KX O 1 WD=90mm  Mag= 2500KX

d)

EHT=2000kV  Signal A =SE1 EHT =20.00kV  Signal A = SE1
WD=90mm  Mag= 10.00KX WD=90mm  Mag= 2500KX O

Sekil 3.8: Coziicii yontemi ile a) Li-doplanmigs CDKNT, b) Li-doplanmis CDKNT-OH, c)
Li-doplanmis CDKNT-O-L-Tirozin ve d) Li-doplanmis CDKNT-O-L-Tirozin-PABA ait
SEM goriintiileri.
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EHT=2000kV  Signal A= SE1 = 3 A Signal A = SE1
WD = 8.0 mm Mag= 10.00 KX N’ 3 Mag= 2500 KX

b)

Y
EHT=2000kV  Signal A= SE1 EHT=2000kV  Signal A= SE1
WD=80mm  Mag= 1000KX WD=80mm  Mag= 2500KX

EHT=20.00kV  Signal A= SE1 v . EHT=2000kV  Signal A= SE1
WD = 8.0mm Mag= 1000 KX A WD = 80mm Mag= 2500 KX

d)

EHT=2000kV  Signal A= SE1 @ EHT=2000kV  Signal A= SE1
&N

WD=80mm  Mag= 10.00KX WD=80mm  Mag= 2500KX

Sekil 3.9: Hidrotermal yontemi ile a) Li-doplanmig CDKNT, b) Li-doplanmis CDKNT-
OH, c¢) Li-doplanmis CDKNT-O-L-Tirozin ve d) Li-doplanmis CDKNT-O-L-Tirozin-
PABA ait SEM goriintiileri.
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3.1.5 Hidrojen Gaz1 Depolama Kapasitesi Analizleri

CDKNT, Li-doplanmig ve doplanmamig fonksiyonelize CDKNT 6rneklerinin hidrojen
depolama kapasiteleri farkli basing degerlerinde oda ve kriyojenik sicakliklarda 6l¢giilmiis ve
Tablo 3.2-3.13’de analiz sonuglar1 verilmistir. Sekil 3.10-3.12a-b’de farkli basinglarda
CDKNT, Li-doplanmis ve doplanmamis fonksiyonelize CDKNT oOrneklerinin oda ve
kriyojenik sicakliklarda hidrojen depolama kapasiteleri grafik edilmistir. Sekillerden
CDKNT’nin hidrojen depolama kapasitesinin fonksiyonelizasyon ve Li-doplama ile genel

olarak arttig1 goriilmektedir.

Tablo 3.2: CDKNT’nin hidrojen depolama verileri.

Oda sicakhgi Kriyojenik sicakhik
Basing %H: Basing %H>
(mbar) (w/w) (mbar) (w/w)

0,01 0 0,01 0
0,06 0 0,02 0,024
0,35 0 0,18 0,096
0,80 0,002 0,47 0,177
1,28 0,003 0,85 0,242
1,78 0,005 1,28 0,293
2,28 0,01 1,73 0,336
3,05 0,013 2,37 0,382
3,93 0,019 3,12 0,42
4,88 0,023 3,96 0,459
5,86 0,032 4,84 0,491
6,84 0,037 5,77 0,522
7,83 0,045 6,72 0,547
8,82 0,052 7,68 0,569
10,35 0,062 8,97 0,596
12,12 0,075 10,50 0,625
14,02 0,088 12,17 0,651
15,96 0,101 13,93 0,671
17,94 0,113 15,78 0,688
21,53 0,137 18,61 0,703
25,86 0,163 22,12 0,711
30,55 0,191 26,07 0,709
35,40 0,221 30,34 0,694
40,33 0,254 34,83 0,683
45,29 0,285 39,46 0,669
52,91 0,328 45,74 0,639
61,77 0,381 53,18 0,647
71,24 0,432 61,47 0,685
80,99 0,48 70,39 0,782
90,85 0,53 79,80 0,971
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Tablo 3.3: CDKNT-OH’1n hidrojen depolama verileri.

Oda sicakhg Kriyojenik sicaklik Desorpsiyon
Basing %H:2 Basin¢ %H:2 Basin¢ %H:2
(mbar) (w/w) (mbar) (w/w) (mbar) (w/w)

0,01 0 0,01 0 80,03 0,489
0,06 0 0,02 0,019 83,24 0,535
0,35 0 0,21 0,041 82,07 0,519
0,81 0,002 0,53 0,068 77,96 0,479
1,30 0,003 0,92 0,093 71,95 0,408
1,78 0,005 1,34 0,114 64,70 0,349
2,28 0,008 1,79 0,135 58,27 0,31
3,04 0,011 2,42 0,161 52,35 0,307
3,93 0,016 3,17 0,184 46,75 0,317
4,88 0,02 4,00 0,209 41,35 0,343
5,86 0,027 4,88 0,23 36,09 0,37
6,85 0,031 5,80 0,251 30,90 0,394
7,84 0,036 6,74 0,272 26,71 0,416
8,84 0,043 7,71 0,29 23,20 0,424
10,37 0,052 9,00 0,313 20,17 0,424
12,15 0,063 10,53 0,333 17,46 0,423
14,04 0,072 12,20 0,353 14,96 0,409
15,99 0,084 13,97 0,368 12,95 0,393
17,97 0,094 15,82 0,383 11,26 0,377
21,55 0,113 18,66 0,391 9,79 0,358
25,88 0,134 22,17 0,393 8,47 0,339
30,57 0,156 26,14 0,391 7,25 0,32
35,42 0,181 30,42 0,375 6,10 0,297
40,35 0,207 3491 0,359 5,00 0,272
45,32 0,231 39,56 0,335 4,09 0,248
52,95 0,269 45,85 0,306 3,32 0,224
61,83 0,31 53,32 0,291 2,64 0,203
71,31 0,351 61,64 0,319 1,99 0,178
81,06 0,393 70,58 0,364 1,39 0,148
90,92 0,434 80,03 0,489 - -
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Tablo 3.4: CDKNT-O-L-Tirozin’nin hidrojen depolama verileri.

Oda sicakhig Kriyojenik sicakhik
Basing %H:2 Basin¢ %H>2
(mbar) (w/w) (mbar) (w/w)

0,01 0 0,01 0
0,06 0 0,02 0,013
0,35 0 0,19 0,07
0,81 0,001 0,49 0,134
1,29 0,002 0,87 0,185
1,79 0,005 1,29 0,225
2,29 0,008 1,74 0,259
3,03 0,011 2,37 0,297
3,92 0,017 3,13 0,333
4,87 0,022 3,97 0,366
5,85 0,03 4,86 0,395
6,84 0,037 5,78 0,423
7,83 0,045 6,73 0,445
8,82 0,055 7,70 0,471
10,34 0,068 8,99 0,499
12,12 0,084 10,51 0,524
14,01 0,102 12,18 0,549
15,97 0,119 13,95 0,571
17,94 0,141 15,80 0,592
21,52 0,169 18,63 0,613
25,84 0,206 22,13 0,633
30,51 0,249 26,09 0,645
35,35 0,298 30,36 0,647
40,28 0,330 34,85 0,646
45,23 0,372 39,48 0,646
52,82 0,436 45,77 0,652
61,62 0,511 53,22 0,675
71,02 0,591 61,52 0,729
80,70 0,673 70,45 0,824
90,50 0.756 79,87 0,982
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Tablo 3.5: CDKNT-O-L-Tirozin-PABA’nin hidrojen depolama verileri.

Oda sicakhig Kriyojenik sicakhik
Basing %H:2 Basin¢ %H:2
(mbar) (w/w) (mbar) (w/w)

0,60 0,113 0,01 0

0,34 0,11 0,03 0,01
0,52 0,111 0,21 0,07
0,88 0,115 0,50 0,13
1,31 0,118 0,86 0,19
1,79 0,123 1,28 0,23
2,27 0,128 1,73 0,27
3,03 0,135 2,36 0,32
3,91 0,144 3,11 0,36
4,86 0,152 3,94 0,41
5,84 0,163 4,82 0,46
6,82 0,172 5,74 0,5
7,81 0,182 6,70 0,54
8,81 0,192 7,66 0,59
10,35 0,206 8,96 0,64
12,13 0,224 10,48 0,7
14,00 0,242 12,15 0,76
15,96 0,259 13,93 0,81
17,95 0,278 15,77 0,87
21,70 0,312 18,60 0,95
25,95 0,35 22,10 1,05
30,60 0,39 26,07 1,14
35,43 0,433 30,33 1,24
40,36 0,474 34,82 1,34
45,32 0,517 39,46 1,44
52,95 0,582 45,75 1,59
61,82 0,655 53,20 1,77
71,27 0,724 61,49 1,98
78,36 0,785 68,84 2,2
84,35 0,835 75,54 2,41

43



D
=
o
(o)

—e—CDKNT
0.8 —a— CDKNT-OH
0.7 —#— CDKNT-O-L-Tirozin
—&— CDKNT-O-L-Tirozin-PABA
0.6
2
= 05
i: 0.4
>
0.3
0.2
0.1
0
0 15 30 45 60 75 90
Basing (bar)
b) 25
—e—CDKNT

—&— CDKNT-OH (adsorpsiyon)

2 —4&— CDKNT-OH (desorpsiyon)
—#— CDKNT-O-L-Tirozin

—&— CDKNT-O-L-Tirozin-PABA

%H2 (w/w)
o

[y

0.5

0 15 30 45 60 75 90
Basing (bar)

Sekil 3.10: CDKNT ve fonksiyonelize CDKNT’lerin hidrojen depolama kapasiteleri a)
oda sicakligi ve b) kriyojenik sicaklik.
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Tablo 3.6: Li-doplanmis CDKNT (Coziicii)’nin hidrojen depolama verileri.

Oda sicakhg Kriyojenik sicakhik
Basing %H:2 Basin¢ %H>2
(mbar) (w/w) (mbar) (w/w)

0,01 0 0,01 0
0,05 0 0,03 0,02
0,39 0 0,20 0,08
0,82 0,003 0,49 0,15
1,29 0,004 0,85 0,21
1,79 0,007 1,28 0,26
2,27 0,011 1,73 0,3
3,04 0,014 2,36 0,35
3,93 0,021 3,11 0,39
4,86 0,026 3,95 0,43
5,84 0,035 4,84 0,46
6,83 0,042 5,76 0,5
7,83 0,049 6,72 0,53
8,82 0,06 7,68 0,56
10,35 0,072 8,97 0,59
12,13 0,088 10,49 0,63
14,02 0,105 12,16 0,66
15,98 0,122 13,93 0,69
17,95 0,141 15,77 0,72
21,53 0,171 18,60 0,76
25,86 0,206 22,11 0,8
30,54 0,243 26,07 0,84
35,39 0,287 30,34 0,86
40,30 0,336 34,82 0,89
45,27 0,366 39,45 0,91
52,89 0,429 45,74 0,95
61,71 0,503 53,18 1,03
71,16 0,581 61,44 1,15
80,87 0,662 70,30 1,38
90,69 0,743 79,63 1,73
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Tablo 3.7: Li-doplanmis CDKNT-OH (C6ziicii)’nin hidrojen depolama verileri.

Oda sicakh@ Kriyojenik sicaklik Desorpsiyon
Basing %H:2 Basin¢ %H:2 Basin¢ %H:2
(mbar) (w/w) (mbar) (w/w) (mbar) (w/w)

0,01 0 0,01 0 80,17 0,385
0,06 0 0,02 0,015 83,35 0,409
0,11 0 0,18 0,074 82,12 0,404
0,70 0 0,48 0,138 77,96 0,389
1,25 0,002 0,84 0,19 71,91 0,365
1,77 0,004 1,26 0,229 64,62 0,348
2,28 0,007 1,71 0,261 58,18 0,342
3,05 0,009 2,35 0,295 52,25 0,371
3,92 0,013 3,11 0,323 46,65 0,397
4,88 0,017 3,94 0,35 41,26 0,423
5,85 0,022 4,85 0,372 35,99 0,459
6,85 0,026 5,77 0,393 30,79 0,488
7,84 0,03 6,72 0,407 26,62 0,508
8,84 0,036 7,69 0,424 23,12 0,523
10,36 0,044 8,99 0,44 20,10 0,526
12,14 0,052 10,52 0,455 17,40 0,527
14,03 0,061 12,20 0,468 14,92 0,519
15,99 0,07 13,97 0,477 12,91 0,511
17,97 0,079 15,82 0,485 11,23 0,499
21,54 0,095 18,67 0,486 9,76 0,485
25,87 0,113 22,20 0,482 8,45 0,47
30,57 0,132 26,17 0,473 7,23 0,454
35,41 0,155 30,47 0,453 6,08 0,434
40,35 0,178 34,97 0,428 4,99 0,411
45,33 0,198 39,63 0,403 4,09 0,389
52,95 0,228 45,95 0,371 3,32 0,364
61,82 0,264 53,42 0,339 2,64 0,339
71,27 0,3 61,75 0,331 1,85 0,301
81,02 0,337 70,71 0,34 1,32 0,265
90,89 0,372 80,17 0,385 - -
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Tablo 3.8: Li-doplanmis CDKNT-O-L-Tirozin (Coziicti)’nin hidrojen depolama verileri.

Oda sicakhig Kriyojenik sicakhik
Basing %H:2 Basin¢ %H:2
(mbar) (w/w) (mbar) (w/w)

0,01 0 0,11 0
0,06 0 0,12 -0,1
0,11 0 0,28 -0,06
0,70 0 0,56 0
1,23 0 0,91 0,05
1,75 0 1,31 0,09
2,26 0 1,75 0,13
3,03 0,01 2,37 0,19
3,92 0,01 3,13 0,24
4,87 0,01 3,95 0,29
5,85 0,02 4,84 0,34
6,83 0,02 5,76 0,38
7,83 0,03 6,72 0,43
8,82 0,04 7,68 0,47
10,34 0,05 8,97 0,53
12,12 0,06 10,49 0,59
14,00 0,08 12,16 0,66
15,95 0,10 13,93 0,72
17,92 0,12 15,77 0,78
21,50 0,15 18,61 0,87
25,81 0,19 22,12 0,98
30,48 0,24 26,08 1,08
35,30 0,31 30,36 1,18
40,21 0,35 34,84 1,3
45,14 0,38 39,48 1,41
52,70 0,45 45,78 1,56
61,37 0,53 53,23 1,76
70,63 0,62 61,52 2
80,14 0,70 70,45 23
89,72 0,79 79,85 2,64
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Tablo 3.9: Li-doplanmis CDKNT-O-L-Tirozin-PABA (C6ziicii)’nin hidrojen depolama

verileri.

Oda sicakhgi Kriyojenik sicakhik
Basing %H:> Basing %H:
(mbar) (w/w) (mbar) (w/w)

0,60 0,102 0,01 0
0,35 0,1 0,03 0,016
0,25 0,1 0,20 0,069
0,75 0,102 0,50 0,126
1,25 0,103 0,87 0,169
1,76 0,105 1,28 0,203
2,26 0,109 1,73 0,235
3,03 0,11 2,36 0,267
3,92 0,115 3,12 0,293
4,87 0,117 3,95 0,32
5,85 0,122 4,84 0,341
6,83 0,125 5,75 0,363
7,82 0,13 6,71 0,376
8,82 0,135 7,68 0,392
10,35 0,141 8,98 0,408
12,13 0,148 10,50 0,421
14,03 0,156 12,16 0,433
15,97 0,164 13,94 0,439
17,95 0,17 15,78 0,441
21,54 0,183 18,61 0,438
25,87 0,196 22,13 0,425
30,57 0,21 26,09 0,4
35,43 0,225 30,36 0,36
40,36 0,24 34,85 0,325
45,33 0,254 39,49 0,277
52,95 0,276 45,79 0,221
61,83 0,301 53,24 0,183
71,28 0,326 61,54 0,157
81,01 0,348 70,47 0,17
90,87 0,373 79,89 0,231
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Sekil 3.11: Coziicii yontemi ile Li-doplanmigs CDKNT ve fonksiyonelize CDKNT lerin
hidrojen depolama kapasiteleri a) oda sicakligi ve b) kriyojenik sicaklik.
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Tablo 3.10: Li-doplanmis CDKNT (Hidrotermal)’nin hidrojen depolama verileri.

Oda sicakhg Kriyojenik sicakhik
Basing %H:2 Basin¢ %H>2
(mbar) (w/w) (mbar) (w/w)

0,01 0 0,01 0
0,06 0 0,03 0,01
0,37 0 0,24 0,04
0,82 0,002 0,56 0,08
1,30 0,002 0,93 0,12
1,78 0,012 1,34 0,16
2,28 0,02 1,79 0,21
3,04 0,026 2,41 0,27
3,92 0,04 3,15 0,32
4,87 0,05 3,98 0,38
5,84 0,064 4,87 0,44
6,84 0,079 5,78 0,5
7,83 0,09 6,72 0,55
8,83 0,109 7,68 0,62
10,35 0,132 8,96 0,69
12,13 0,161 10,49 0,75
14,02 0,189 12,16 0,83
15,97 0,222 13,92 0,89
17,96 0,253 15,76 0,96
21,54 0,302 18,58 1,04
25,87 0,362 22,08 1,12
30,56 0,426 26,03 1,19
35,42 0,499 30,29 1,25
40,35 0,572 34,76 1,31
45,32 0,641 39,39 1,37
52,95 0,75 45,66 1,46
61,81 0,881 53,08 1,61
71,26 1,024 61,33 1,87
81,00 1,173 70,23 2,29
90,86 1,34 79,60 2,85
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Tablo 3.11: Li-doplanmis CDKNT-OH (Hidrotermal)’nin hidrojen depolama verileri.

Oda sicakhg: Kriyojenik sicaklik Desorpsiyon
Basing %H:2 Basin¢ %H:2 Basing %H:2
(mbar) (w/w) (mbar) (w/w) (mbar) (w/w)

0,01 0 0,01 0 79,74 1,774
0,06 0 0,03 0,014 83,01 1,881
0,38 0 0,23 0,057 81,92 1,851
0,83 0,001 0,53 0,109 77,90 1,745
1,30 0,003 0,90 0,149 71,97 1,568
1,78 0,007 1,32 0,187 64,79 1,391
2,28 0,012 1,77 0,225 58,40 1,246
3,04 0,015 2,40 0,268 52,49 1,168
3,93 0,022 3,15 0,31 46,90 1,093
4,86 0,028 3,97 0,355 41,50 1,046
5,84 0,038 4,86 0,392 36,24 1,009
6,84 0,045 5,77 0,433 31,05 0,967
7,83 0,053 6,71 0,467 26,85 0,931
8,82 0,064 7,68 0,505 23,34 0,896
10,35 0,077 8,97 0,548 20,29 0,86
12,13 0,094 10,49 0,592 17,56 0,816
14,03 0,11 12,16 0,638 15,06 0,771
15,98 0,127 13,92 0,679 13,04 0,726
17,96 0,144 15,76 0,72 11,33 0,683
21,54 0,174 18,59 0,767 9,84 0,64
25,88 0,208 22,09 0,819 8,52 0,601
30,56 0,242 26,04 0,87 7,29 0,562
35,42 0,282 30,31 0,91 6,14 0,519
40,36 0,323 34,79 0,949 5,04 0,473
45,32 0,36 39,42 0,988 4,13 0,432
52,95 0,419 45,70 1,052 3,35 0,392
61,82 0,489 53,13 1,145 2,66 0,352
71,29 0,555 61,41 1,277 2,01 0,311
81,03 0,622 70,33 1,485 1,42 0,263
90,90 0,686 79,74 1,774 - -
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Tablo 3.12: Li-doplanmis CDKNT-O-L-Tirozin (Hidrotermal)’nin hidrojen depolama

verileri.

Oda sicakhgi Kriyojenik sicakhik
Basing %H:> Basing %H:
(mbar) (w/w) (mbar) (w/w)

0,01 0 0,01 0

0,06 0 0,03 0,018
0,39 0 0,23 0,071
0,84 0,002 0,54 0,125
1,30 0,005 0,91 0,17
1,79 0,007 1,32 0,209
2,28 0,013 1,77 0,246
3,05 0,015 2,39 0,286
3,94 0,022 3,14 0,32
4,89 0,029 3,97 0,358
5,85 0,037 4,86 0,387
6,84 0,044 5,77 0,422
7,82 0,051 6,71 0,449
8,82 0,062 7,67 0,477
10,34 0,072 8,96 0,506
12,13 0,087 10,48 0,535
14,03 0,101 12,15 0,559
15,99 0,116 13,92 0,584
17,97 0,131 15,75 0,599
21,55 0,157 18,57 0,613
25,89 0,187 22,07 0,623
30,58 0,216 26,02 0,617
35,44 0,253 30,29 0,593
40,37 0,29 34,76 0,574
45,34 0,323 39,39 0,548
52,97 0,373 45,67 0,53
61,83 0,435 53,10 0,536
71,30 0,493 61,37 0,569
81,04 0,553 70,29 0,707
90,91 0,607 79,70 0,891

52



Tablo 3.13: Li-doplanmis CDKNT-O-L-Tirozin-PABA (Hidrotermal)’nin hidrojen
depolama verileri.

Oda sicakhgi Kriyojenik sicakhik
Basing %H:> Basing %H:
(mbar) (w/w) (mbar) (w/w)

0,01 0 0,01 0
0,06 0 0,03 0,014
0,38 0 0,22 0,067
0,81 0 0,53 0,122
1,28 0,001 0,90 0,168
1,78 0,006 1,32 0,208
2,28 0,013 1,76 0,244
3,02 0,016 2,39 0,283
3,91 0,026 3,14 0,32
4,85 0,03 3,97 0,357
5,82 0,042 4,85 0,393
6,81 0,049 5,78 0,427
7,81 0,058 6,72 0,456
8,81 0,071 7,68 0,485
10,35 0,081 8,98 0,518
12,13 0,099 10,50 0,554
14,02 0,116 12,17 0,588
15,97 0,134 13,94 0,617
17,95 0,149 15,78 0,646
21,52 0,179 18,62 0,677
25,86 0,21 22,12 0,707
30,55 0,239 26,08 0,732
35,39 0,278 30,35 0,748
40,32 0,318 34,84 0,766
45,30 0,351 39,47 0,77
52,92 0,404 45,76 0,796
61,79 0,465 53,20 0,863
71,25 0,528 61,49 0,951
80,98 0,578 70,41 1,106
90,82 0,651 79,82 1,312
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Sekil 3.12: Hidrotermal yontemi ile Li-doplanmis CDKNT ve fonksiyonelize
CDKNT’lerin hidrojen depolama kapasiteleri a) oda sicakligi ve b) kriyojenik sicaklik.
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3.2 PPO Karakterizasyonu ve Saflastirmasi

3.2.1 Optimum pH

Salvia aethiopis L. bitkisinin yaprak ve ¢igek kisimlarindan farkli saflastirma prosesleri ile
elde edilen polifenol oksidaz enziminin optimum pH degerleri katekol, 4-metilkatekol ve
pirogallol substratlar1 kullanilarak incelenmistir. Elde edilen deneysel veriler Tablo 3.14-
3.15°de verilmistir. Sekil 3.13a-c’de Salvia aethiopis L. bitkisinin yapragindan ekstrakte
edilen ham enzim, amonyum siilfatla saflastirilmis enzim ve diyalizle saflastirilmis enzim
¢ozeltilerinin katekol, 4-metilkatekol ve pirogallol substratlar1 i¢in aktivite-pH degisim
grafiklerini gostermektedir. Sekil 3.14a-c ise ¢iceginden elde edilen enzim ¢dzeltilerinin

aktivite-pH grafiklerini gostermektedir.

Tablo 3.14: Salvia aethiopis L.’nin yaprak kismindan farkli saflastirma prosesleri ile elde
edilen polifenol oksidaz aktivitesinin pH ile degisimine ait deneysel veriler.

Saflastirma basamaklari pH Katekol 4-metilkatekol Pirogallol

4 162 652 276
5 1606 6990 365
Ham ekstrat 6 3891 7900 628

7 5973 4442 2169

8 3809 1112 12026

9 0 50 12797

4 0 896 3968

Amonyum siilfat 5 6514 9854 5680
coktiirmesi 6 17980 7180 7332

7 19270 348 13954

8 12258 0 28748

9 0 0 14508

4 688 1022 1228

5 3700 7662 2730

Diyaliz 6 9270 7016 4138

7 13060 4358 8150

8 9018 210 34134

9 0 276 10774
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Sekil 3.13: Salvia aethiopis L.’nin yaprak kismindan a) ham ekstrat, b) amonyum siilfat
¢oktiirmesi ve c) diyaliz ile elde edilen polifenol oksidaz aktivitesinin pH ile degisimi.
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Tablo 3.15: Salvia aethiopis L. nin ¢igek kismindan farkli saflagtirma prosesleri ile elde
edilen polifenol oksidaz aktivitesinin pH ile degisimine ait deneysel veriler.

Saflastirma basamaklar: pH Katekol 4-metilkatekol Pirogallol
4 57 411 214
5 1549 4487 280
Ham ekstrat 6 2693 4704 556
7 3830 548 18306
8 507 67 37582
9 1222 31 31208
4 208 916 854
Amonyun siilfat 5 6864 7464 2428
coktiirmesi 6 9930 8222 5270
7 16072 2270 34984
8 8370 1282 43584
9 6074 1178 28098
4 1256 3298 1146
5 11846 12254 1900
Diyaliz 6 23842 6512 6352
7 21190 3120 33540
8 5844 912 15282
9 334 640 17492
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Sekil 3.14: Salvia aethiopis L. nin ¢i¢ek kismindan a) ham ekstrat, b) amonyum siilfat
¢oktiirmesi ve ¢) diyaliz ile elde edilen polifenol oksidaz aktivitesinin pH ile degisimi.
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3.2.2 Optimum Sicakhk

Salvia aethiopis L. bitkisinin yaprak ve ¢igcek kisimlarindan farkli saflastirma prosesleri ile
elde edilen polifenol oksidaz enziminin optimum sicaklik degerleri katekol, 4-metilkatekol
ve pirogallol substratlar1 kullanilarak incelenmistir. Elde edilen deneysel veriler Tablo 3.16-
3.17°de verilmistir. Sekil 3.15a-c’de Salvia aethiopis bitkisinin yapragindan ekstrakte edilen
ham enzim, amonyum siilfat ve diyalizle saflagtirllmis enzim ¢ozeltilerinin Katekol, 4-
metilkatekol ve pirogallol substratlari igin aktivite-sicaklik grafiklerini gosterirken Sekil
3.16a-c ise ¢igeginden elde edilen enzim ¢o6zeltilerinin aktivite-sicaklik grafiklerini

gostermektedir.

Tablo 3.16: Salvia aethiopis L.’nin yaprak kismindan farkli saflastirma prosesleri ile elde
edilen polifenol oksidaz aktivitesinin sicaklik ile degisimine ait deneysel veriler.

Saflastirma basamaklar1  Sicakhik(°C) Katekol 4-metilkatekol Pirogallol

10 3241 0 6494
Han 20 4971 3822 14600
am SRR 30 5973 3754 12797
40 4188 3180 3346

50 1737 2018 183
10 9860 4922 10888
Amonyum siilfat 20 13530 9022 14420
¢oktiirmesi 30 19270 9854 28748
40 14242 7776 21712
50 5698 7012 12746

10 9030 2310 9298
Diyaliz 20 11980 6790 17912
30 13060 7662 34134
40 8616 7264 33160
50 4090 6064 29236
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Sekil 3.15: Salvia acthiopis L. nin yaprak kismindan a) ham ekstrat, b) amonyum siilfat
coktiirmesi ve c) diyaliz ile elde edilen polifenol oksidaz aktivitesinin sicaklik ile degisimi.
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Tablo 3.17: Salvia aethiopis L. nin ¢igek kismindan farkli saflagtirma prosesleri ile elde
edilen polifenol oksidaz aktivitesinin sicaklik ile degisimine ait deneysel veriler.

Saflastirma basamaklar1  Sicakhk(°C) Katekol 4-metilkatekol Pirogallol

10 4427 2038 33890

4 K 20 4479 4586 39354
am ekstrat 30 3830 4704 37582
40 1580 3481 14486

50 0 2841 9380

10 8958 5256 17640

Amonyum siilfat 20 13634 6182 27398
coktiirmesi 30 16072 8222 43584
40 9720 7014 14984

50 1204 5940 10360

10 13374 10956 9494

Diyaliz 20 17924 11228 16558
30 23842 12254 33540

40 18860 6872 21948

50 12712 5502 12886
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Sekil 3.16: Salvia aethiopis L.’nin ¢i¢ek kismindan a) ham ekstrat, b) amonyum siilfat
¢oktiirmesi ve ¢) diyaliz ile elde edilen polifenol oksidaz aktivitesinin sicaklik ile degisimi.
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3.2.3 Enzim Kinetigi

Salvia aethiopis L. bitkisinin yaprak ve ¢igek kisimlarindan farkli saflastirma prosesleri ile
elde edilen polifenol oksidaz enzimi ¢ozeltilerinin Michaelis sabitleri (Km ve Vmax) katekol,
4-metilkatekol ve pirogallol substratlarinin farkli konsantrasyonlarinda optimum pH ve
sicaklik degerlerinde incelendi. Deneysel veriler sonucunda Lineweaver Burk denklemine
gore grafikler ¢izildi. Sekil 3.17a-c ve 3.18a-c’de grafikler verilirken Tablo 3.18-3.23’de

elde edilen deneysel veriler verilmektedir.
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Tablo 3.18: Salvia aethiopis L.’nin yaprak kismindan ham ekstrat ile elde edilen polifenol oksidaz aktivitesi igin Kinetik veriler.

[S] Vo 1/[S] 1/vo Vimax Km Vmax/Km R?
Substratlar (mM) (EUmL'dk"h) M)  (EUmL?dk)'x10% (gidkl) (mM) (B dk! mMY)
0,003 2600 300 3,85
0,007 3784 150 2,64
0,010 4249 100 2,35
0,013 4828 75 2,07
Katekol 0,017 4822 60 2,07 5000  3,50x10° 1,43x10° 0,9917
0,020 5830 50 2,00
0,023 5157 42,86 1,94
0,027 5178 37,50 1,93
0,030 5134 33,33 1,95
0,001 1212 1200 8,25
0,002 2000 600 5,00
0,003 2706 400 4,00
: 0,003 2982 300 3,50 3 16
4-metilkatekol 0.004 3036 240 3.29 5000 2,50x10 2,00x10 0,9937
0,005 3080 200 3,25
0,006 3170 171,43 3,15
0,007 3270 150 3,06
0,001 12094 1200 0,83
0,002 21708 600 0,50
0,003 26424 400 0,38
, 0,003 29492 300 0,34
Pirogallol 0,004 30346 240 0,33 50000  2,50x107 2,00x10™ 0,9958
0,005 33328 200 0,30
0,006 38650 171,43 0,26
0,007 38370 150 0,26
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Tablo 3.19: Salvia aethiopis L. nin yaprak kismindan amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen polifenol oksidaz aktivitesi i¢in kinetik veriler.

Sobetratiar SI v VIS] v Voo Km Vo VKo R
u (mM) (EU mL! dk) M)! (EU mL"' dk)'x10"  (E{ dk) (mM) (EU dk! mM™)
0.002 2838 600 3.52
0.003 6800 300 1.83
0.005 9950 200 123
Katekol 8’88; } éggg } ;g 8’32 142857 0,0857 1,67x10°6 0.9991
0.010 15778 100 0.63
0.012 18396 85.71 0.54
0.013 17788 75 0.56
0.001 2696 1200 3.1
0.002 6858 600 1.46
0.003 6238 400 1.60
4-metilkatekol 8’882 228 ;28 }}‘6‘ 16667  333x10°  5.01x10 0,9690
0.005 9210 200 109
0.006 8234 171.43 121
0.007 9218 150 109
0,001 8738 1200 114
0.002 11704 600 0.85
0.003 17856 400 0.56
Pirogallol 8’882 };%‘6‘ 328 8’22 25000 1,75x10%  143x10"7 0,9831
0.005 18874 200 0.53
0.006 22268 171,43 0.45
0.007 21468 150 0.47
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Tablo 3.20: Salvia aethiopis L.’nin yaprak kismindan diyaliz ile elde edilen polifenol oksidaz aktivitesi i¢in kinetik veriler.

[S] Vo 1/[S] 1/vo Vinax Km Vmax/Km R?
Substratlar (mM)  (EU mL" dk') My EUmLTd)! X107 (gidkh) (mM)  (ED dk! mM
0.002 4190 600 2.39
0.003 7612 300 1.60
0.005 7880 200 127
Katekol 8:88; g;fi } ;g 182 14286 430x10° 3.32x10° 0.9967
0.010 0874 100 1,01
0.012 10946 85.71 0.91
0.013 10916 75 0.92
0.001 2462 1200 4.06
0.002 3848 600 2.60
0.003 4696 400 213
4-metilkatekol 8’882 g;gg ;28 };T 10000 3,00x10° 3.33x10° 0,9894
0.005 7198 200 1.39
0.006 7222 171.43 1.38
0.007 7276 150 1.37
0.001 8926 1200 L2
0.002 16198 600 0.62
0.003 21614 400 0.46
Pirogallol 0.003 26214 300 0.44
0.004 28222 240 0.35 5000 4,00x103 1.25x1077 0.9919
0.005 28138 200 0.36
0.006 20422 171,43 0.34

0,007 30722 150 0,33
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Sekil 3.17: Salvia acthiopis L. nin yaprak kismindan a) ham ekstrat, b) amonyum siilfat
coktiirmesi ve c) diyaliz ile elde edilen polifenol oksidaz aktivitesi i¢in Kinetik veriler.



Tablo 3.21: Salvia aethiopis L. nin ¢igek kismindan ham ekstrat ile elde edilen polifenol oksidaz aktivitesi igin kinetik veriler.

[S] Vo 1/[S] 1/vo Vinax Kwm Vmax/Km R?
Substratlar (mM) EUmL1dk) M) (EUmL!dk)!'x10%  gQdk') @M)  (BD dk! mMY)
0,003 2674 300 3,74
0,007 3427 150 2,92
0,010 3909 100 2,56
0,013 4072 75 2,46
Katekol 0,017 4180 60 2,39 5000  3,00x10° 1,67x1076 0,9980
0,020 4363 50 2,29
0,023 4410 42,86 2,27
0,027 4373 37,50 223
0,030 4287 33,33 2,20
0,001 2266 1200 4,41
0,002 3772 600 2,65
0,003 4284 400 2,33
4-metilkatekol 8:882 ‘S‘?gg 328 f:gj 10000 2,00x107 5,00x10° 0,9859
0,005 5160 200 1,94
0,006 5294 171,43 1,89
0,007 5470 150 1,83
0,001 15978 1200 0,63
0,002 27184 600 0,37
0,003 33426 400 0,30
Pirogallol 8:881 2(7)(5)22 328 8% 50000 2,00x10% 2,50x10"7 0.9681
0,005 41504 200 0,24
0,006 37888 171,43 0,27
0,007 39974 150 0,26
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Tablo 3.22: Salvia aethiopis L. nin ¢igek kismindan amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen polifenol oksidaz aktivitesi i¢in kinetik veriler.

Sobetratiar SI v VIS] v Voo Kot Vo /Ko R’
(mM) (EU mL! dk) ™M)y (EU mL! dk)! x10™ (EU dk™) (mM) (EU dk! mM™)
0.002 4503 600 222
0.003 8048 300 124
0.005 8648 200 1.16
Katekol 8’88; gg;g } ;g }éé 12500  2,50x10°  5,00x10°°  0.9701
0.010 9150 100 109
0.012 9232 85.71 1,08
0.013 9402 75 1.06
0,001 2316 1200 132
0.002 4612 600 2.20
0.003 4790 400 2.09
4-metilkatekol 8’882 gégg ;28 }gz 10000 3.00x10°  333x10°®  0,9567
0.005 5856 200 171
0.006 5956 171.43 1.68
0.007 5670 150 1.30
0.001 13796 1200 0.72
0.002 15482 600 0.65
0.003 19242 400 0.52
Pirogallol 8’882 ;2322 ;28 8’2(1) 25000  7.50x10%  333x107 09285
0.005 18650 200 0.54
0.006 24696 171.43 0.40
0.007 25728 150 0.39
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Tablo 3.23: Salvia aethiopis L. nin ¢igek kismindan diyaliz ile elde edilen polifenol oksidaz aktivitesi i¢in kinetik veriler.

Substratlar IS] v 18] 1w Vo Km Vina/ Kot R
(mM) (EU mL! dk) M (EUmL!' dk')!' x10"  (E{) dk) (mM) (EU dk! mM™)
0,002 6880 600 1,45
0,003 12272 300 1,00
0,005 14476 200 0,69
0,007 15888 150 0,63 ) N
Katekol 0.008 16676 120 0.60 25000 5,00x1073 5,00x10%° 0,9874
0,010 17976 100 0,56
0,012 18358 85,71 0,54
0,013 19666 75 0,51
0,001 5472 1200 1,83
0,002 9410 600 1,06
0,003 10458 400 0,96
4-metilkatekol 0,003 11020 300 0,91
0,004 11232 240 0,89 14286 1,29x1073 1,11x10"7 0,9810
0,005 11262 200 0,89
0,006 10060 171,43 0,99
0,007 9974 150 1,00
0,001 8256 1200 1,21
0,002 15092 600 0,72
0,003 15692 400 0,64
Pirogallol 0,003 19948 300 0,50
0,004 21300 240 0,47 33333 2,70x1073 1,23x10"7 0,9934
0,005 21824 200 0,46
0,006 22868 171,43 0,44
0,007 24874 150 0,40
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Sekil 3.18: Salvia acthiopis L. nin ¢i¢ek kismindan a) ham ekstrat, b) amonyum siilfat
¢oktiirmesi ve c) diyaliz ile elde edilen polifenol oksidaz aktivitesi igin kinetik veriler.
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3.3 Enzim Saflastirma

3.3.1 Protein Tayini

Salvia aethiopis L. bitki ekstratinin protein igerigi, standart olarak bovin serum albumin
kullanilarak Bradford yontemine goére tayin edildi. Enzimin ekstrasyonu sonucunda elde
edilen ham ekstrat ve saflastirma basamaklari sonucu elde edilen enzim ¢ozeltilerinin protein
icerikleri bu grafik yardimiyla hesaplandi. Standart kalibrasyona ait deneysel veriler Tablo
3.24’te verilmis olup Sekil 3.19’da grafik edilmistir.

Tablo 3.24: Bradford yontemi ile protein tayini i¢in konsantrasyon-absorbans verileri.

Protein miktar (ug/ul) Absorbans
10 0,0681
20 0,1274
30 0,2256
40 0,2683
50 0,3899
60 0,4164
70 0,5065
80 0,5702
90 0,6899
100 0,7655
0.8 1
0.7 y = 0.0074x
06 R2=0.998
c
& 05
v
@ 04
©
2 03
:
< 02
0.1
0

0 10 20 30 40 5 60 70 80 90 100
BSA Protein Miktar1 (ug/pl)

Sekil 3.19: Bradford yontemine gdre protein tayini icin kalibrasyon egrisi.

72



3.3.2 Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi i¢in Sekil 2.1’de sentezlenen D bilesigi dolgu matriksi olarak
kullanild1 ve Salvia aethiopis L. bitkisinin yaprak ve ciceginden diyaliz prosesi ile elde
edilen enzim ¢ozeltisi kolona yiiklenmistir. Kolona yiiklenen enzim ¢ozeltisinden alinan
eliat ¢ozeltilerinde protein tayini ve aktivite tayinleri yapilarak spesifik aktiviteler ve
saflagtirma oranlar1 hesaplanmigtir. Tablo 3.25°te deneysel veriler, Sekil 3.20-3.21°de ise tiip
sayisina karsilik enzim aktivitesi ve protein miktarlar1 (absorbans degerleri) grafik
edilmistir.

Tablo 3.25: Afinite kromatografisinde elde edilen tiip sayisina karsilik enzim aktivitesi ve
protein miktarlari.

Yaprak Cicek
Tiip sayisi Enzim aktivitesi Protein Enzim aktivitesi Protein
(EU/mLdK) absorbansi (EU/mLdK) absorbansi

1 0,0009 0,0193 0,0011 0,0023
2 0 0 0 0

3 0 0,0086 0 0,0003
4 0 0 0 0,0035
5 0,0015 0 0 0

6 0 0 0 0,0012
7 0,0021 0 0,0002 0,0045
8 0,0031 0,0163 0,0028 0,0052
9 0,0016 0,0209 0,0007 0,0067
10 0,0005 0 0 0

11 0,0015 0 0,0001 0,0089
12 0,0028 0,0345 0,0009 0,0095
13 0,0045 0,0664 0,0029 0,0152
14 0,0055 0,1368 0,004 0,0265
15 0,0103 0,2084 0,0071 0,0542
16 0,1497 0,2536 0,0166 0,0785
17 0,513 0,3004 0,0257 0,1079
18 0,5506 0,3623 0,0366 0,1502
19 0,5664 0,3653 0,0406 0,1601
20 0,5721 0,394 0,0454 0,1213
21 0,5514 0,3446 0,0553 0,1021
22 0,5333 0,3232 0,0121 0,0619
23 0,3168 0,215 0,0619 0,0411
24 0,0965 0,2051 0,0487 0,0215
25 0,0508 0,2033 0,0324 0,01
26 0,0284 0,1997 0,0331 0,0044
27 0,0181 0,185 0,0285 0,0032
28 0,0127 0,1648 0,024 0,0009
29 0,0101 0,1329 0,0202 0
30 0,0066 0,1313 0,0142 0,0015
31 - 0,0114 0,0039
32 - 0,0095 0
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Sekil 3.20: Yaprak icin afinite kromatografisinde elde edilen tiip sayisina karsilik enzim
aktivitesi ve protein egrisi.
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Sekil 3.21: Cigek i¢in afinite kromatografisinde elde edilen tiip sayisina karsilik enzim
aktivitesi ve protein egrisi.
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4. SONUC VE TARTISMA

Bu bolimde CDKNT, Li-doplanmis ve doplanmamis fonksiyonelize CDKNT’lerin
karakterizasyonu, hidrojen depolama kapasiteleri ve Salvia aethiopis L. bitkisinden elde

edilen PPO enziminin saflagtirilmasina ait deneysel sonuglar tartisilmaktadir.

4.1 Karakterizasyon

4.1.1 FTIR Analizleri

Fourier doniisiimlii  kizilotesi spektroskopisi, temel olarak fonksiyonel gruplarin
degerlendirilmesinde kalitatif bir teknik olarak kullanmaktadir (Yudianti vd., 2011). Sekil
3.1’de CDKNT ve fonksiyonelize CDKNT’lere ait 4000 ile 450 cm™ arasindaki FTIR
spektrumlar1 gosterilmektedir. Saflastirilmis CDKNT 6rneginin FTIR spektrumunda 1554
ve 1361 cm™’de bantlar gdzlenmistir. 1554 cm™’de goriilen C=C band1 karbon nanotiipiin
altigen yapisinin korundugunu gostermektedir (Vesali vd., 2009). Hidroksillenmis CDKNT
orneginin FTIR spektrumu incelendiginde, saflastirilmis CDKNT ten farkli olarak 3427,
2922, 2844, 1567 ve 1163 cm™¥’de bantlar gdzlenmistir. ~3400 cm™’de gozlenen bant
hidroksilasyon sonras1 —OH gruplarinin varhgin1 gostermektedir. 2922 ve 2844 cm™’de
gbzlenen bantlar alifatik C—C gerilme titresimlerine ve 1163 cm™’de gdzlenen bant ise
adsorbe edilen suyun veya nemin —OH egilme titresimlerine atfedilmektedir (Tiwari ve
Singh, 2007). Ayrica 1567 cm™’de gozlenen bant yine karbon nanotiipiin yapisini olusturan
C=C qift bagini belirtmektedir. L-Tirozin ile modifiye edilmis CDKNT 6rneginin FTIR
spektrumu incelendiginde, ~3400 ve 1621 cm™’de gozlenen bantlarin sirasiyla yapida
bulunan ikincil amin gerilmesi ve amin karbonil gerilmesine ait oldugu soylenebilir. 1384
cm?l’de gozlenen bantin ise —OH- diizlem ici biikiilme titresimine ait oldugu
diistintilmektedir (Peng vd., 2018). p-aminobenzoik asit ile modifiye edilmis CDKNT-O-L-
Tirozin drneginin FTIR spektrumu degerlendirildiginde, 3448 ve 3379 cm™’de varolan
bantlar p-aminobenzoik ile gergeklestirilen modifikasyona ait birincil amin N-H baglarina
ve 1694, 1628 ve 1415 cm™’de gozlenen bantlar karboksilat gruplarinin C—O baglarmna
atfedilebilir (Gomez, Maruyama, Leuteritz ve Wypych, 2019). Tiim bu sonuglara gore,
CDKNT o6rneginin FTIR spektrumunda meydana gelen bant farkliliklar1 fonksiyonelizasyon

islemlerinin gergeklestiginin isareti olarak kabul edilmektedir.

Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’de sirasiyla ¢oziicii yontemi ve hidrotermal yontem ile Li-doplanmis
CDKNT, Li-doplanmis CDKNT-OH, Li-doplanmig CDKNT-O-L-Tirozin ve Li-doplanmis
CDKNT-O-L-Tirozin-PABA 6rneklerinin FTIR spektrumlart verilmektedir. Bu orneklere

ait spektrumlarda, ~2920 ve ~2850 cm™’de gozlenen bantlarin C—H gerilme titresimlerine
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karsilik geldigi diisiiniilmektedir. ~1630 ve ~1560 cm™’de gdzlenen bantlar ise sirasiyla
C=0 ve C=C gift baglarinin gerilme titresimlerine atfedilebilir. Ayrica ¢oziicli yontemi ve
hidrotermal yontem ile Li-doplanmis CDKNT, Li-doplanmis CDKNT-OH, Li-doplanmis
CDKNT-O-L-Tirozin ve Li-doplanmis CDKNT-O-L-Tirozin-PABA 6rneklerinde ~650 cm’
1’de gozlenen bant doplama islemi sonrasinda varolan Li—O bagmi temsil etmektedir
(Konni, Kumar Karnena ve Babu Mukkamala, 2020). Bu karakteristik dalga sayisindaki bant

siddetinin doplanan Li ile iliskisi oldugu diistiniilmektedir.

4.1.2 DTA/TG Analizleri

Malzemelerin termal bozunma basamaklarinin ve termal kararliliginin incelenmesi ve
safsizliginin degerlendirilmesi i¢in 6nemli ve pratik bir termal analiz teknigidir. Ayrica,
fonksiyonelizasyon sonrasinda malzemelerin termogravimetrik analizleri fonksiyonel
gruplarin belirlenmesi i¢in de 6nemli bir yontemdir. Bu amagla, termogravimetrik analiz
(TGA) bir malzemenin kademeli olarak artan sicakliga karsi kiitle kayb1 verileri ile elde
edilen basit bir termogram tarafindan saglanan bilgi nedeniyle yaygin olarak kullanilan bir
tekniktir (Abuilaiwi, Laoui, Al-Harthi ve Atieh, 2010; Ling, Wei, Zou ve Xu, 2013).
Termogramlardan elde edilen verilen Tablo 4.1°de 6zetlenmistir. Tablodan verilen Tmax ve
Delta Y degerleri sirastyla, bozunma sicakligini ve o sicaklikta meydana gelen % kiitle kayb1
miktarint; rezidii ise analiz son sicakligr olan 1200 °C’de % kalan madde miktarim

belirtmektedir.

Sekil 3.4°te verilen CDKNT ve fonksiyonelize CDKNT lere ait TG egrileri incelendiginde,
CDKNT o6rneginin literatiir ile uyumlu olarak 2 basamakta bozundugu goriilmektedir.
Birinci bozunma basamagi 385 °C’dir ve bu sicaklikta maddenin %2,03’ii bozunmustur ve
bu bozunma CDKNT’lerin yiizeyindeki organik fonksiyonel gruplara atfedilebilir (Marega
vd., 2009; Scheibe, Borowiak-Palen ve Kalenczuk, 2010). Termal oksidasyon basamagi olan
ikinci bozunma basamagi ise 756 °C’dir ve bu sicaklikta maddenin %14,86’s1 bozunmustur
(Edwards vd., 2011). CDKNT 6rneginin 1200 °C’de kalan madde miktar1 %83 tiir. 150 °C
ile 500 °C arasinda gerceklesen birinci bozunma basamaginda, CDKNT-OH, CDKNT, L-
Tirozin ve CDKNT-O-L-Tirozin-PABA 6rneklerinin kiitle kaybi1 yiizdesi sirasiyla %4,51,
%3,41 ve %9,30°dur. Bu durum literatiirde, fonksiyonelize CDKNT 6rneklerinin daha fazla
oksijen iceren fonksiyonel gruplar icermesine atfedilmektedir (Ling, Wei, Zou ve Xu, 2013).
CDKNT’-OH o6rneginin bozunma mekanizmast incelendiginde, termal bozunmanin 4
basamakta gerceklestigi  goriilmektedir. Birinci bozunma basamagi 235 °C’de

gerceklesmektedir ve bu basamakta maddenin %4,51°1 bozunmustur; ikinci bozunma
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basamag1 597 °C’de gerceklesmektedir ve bu basamakta maddenin %3,80’1 bozunmustur;
liclinci bozunma basamagi 797 °C’de gerceklesmektedir ve bu basamakta maddenin
%5,86’s1 bozunmustur ve son basamakta ise 970 °C’de maddenin %13,94’ii bozunmustur.
Fonksiyonelize CDKNT o6rneklerinin bozunma basamaklarinin sayisi ve bu basamaklardaki
bozunma sicakliklarinin farklili§i modifikasyonlarin gergeklestiginin de bir gostergesidir.
Tablo 4.1°te verilen veriler incelendiginde, CDKNT-O-L-Tirozin 6rneginin 5 basamakta ve
CDKNT-O-L-Tirozin-PABA 06rneginin ise 4 basamakta bozundugu anlasilmistir. CDKNT-
OH, CDKNT-O-L-Tirozin ve CDKNT-O-L-Tirozin-PABA 6rneklerinin 1200 °C’deki

toplam rezidii miktarlar1 ise sirasiyla %71,27, %68,73 ve %51,83 olarak belirlenmistir.

Sekil 3.5 ve Sekil 3.6°da sirasiyla ¢oziicli yontemi ve hidrotermal yontem ile Li-doplanmis
CDKNT, Li-doplanmis CDKNT-OH, Li-doplanmis CDKNT-O-L-Tirozin ve Li-doplanmis
CDKNT-O-L-Tirozin-PABA o6rneklerine ait TG termogramlart verilmektedir. Hidrotermal
yontem ile Li-doplanmis orneklerin TG termogramlari incelendiginde, Li-doplanmamis
ornekler ile benzer bozunma mekanizmalarina sahip oldugu goriilmektedir. Coziicii yontemi
ile Li-doplanmis CDKNT, Li-doplanmis CDKNT-OH, Li-doplanmis CDKNT-O-L-Tirozin
ve Li-doplanmig CDKNT-O-L-Tirozin-PABA 6rneklerinin ise farkli olarak 5 basamakta
termal olarak bozundugu anlasilmistir. Ayrica, ¢oziicli yontemi ve hidrotermal yontem ile
Li-doplanmis 6rneklerin 1200 °C’deki kalan madde miktarlart kiyaslandiginda, hidrotermal
yontem ile Li-doplanmig Orneklerin toplam rezidii miktarlari, ¢dziicii yontemi ile Li-

doplanmis 6rneklerin toplam rezidii miktarlarindan daha azdir.
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Tablo 4.1: CDKNT, Li-doplanmis ve doplanmamis fonksiyonelize CDKNT 6rneklerine ait TG verileri.

) Toad Delta T Delta T Delta Tt Delta T Delta  Rezidii
Ornekler °C) Y1 °C) Y2 °C) Y3 °C) Y4 °C) Y5 (%)
(%) (%) (%) (%) (%) 1200°C
CDKNT 385 2,03 756 14,86 - - - - - - 82,96
CDKNT-OH 235 4,51 597 3,80 797 5,86 970 13,94 - - 71,27
CDKNT-O-L-Tirozin 216 3,41 349 2,70 611 5,01 791 4,32 966 14,24 68,73
CDKNT-O-L-Tirozin-PABA 330 9,30 621 9,20 875 4,38 986 22,61 - - 51,83
Li-doplanmig CDKNT (Coziicii) 175 0,86 288 1,08 641 2,39 808 295 1109 6,86 83,54
Li-doplanmis CDKNT-OH (Coziicii) 226 2,88 356 2,01 615 5,59 800 6,84 994 16,15 65,40
Li-doplanmis CDKNT-O-L-Tirozin (Coziicii) 225 3,33 354 3,21 615 7,39 817 7,63 996 18,57 56,88
Li-doplanmis CDKNT-O-L-Tirozin-PABA (Coziicii) 240 3,85 382 3,32 624 6,77 839 4,54 973 17,82 61,97
Li-doplanmis CDKNT (Hidrotermal) 362 3,38 745 9,60 997 16,04 - - - - 70,71
Li-doplanmis CDKNT-OH (Hidrotermal) 39 2,55 375 3,22 629 16,53 980 27,64 - - 49,73
Li-doplanmig CDKNT-O-L-Tirozin (Hidrotermal) 258 2,64 390 3,86 624 8,61 973 25,77 - - 56,00
Li-doplanmis CDKNT-O-L-Tirozin-PABA (Hidrotermal) 40 3,50 396 4,57 621 10,32 976 22,50 - - 56,38
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4.1.3 SEM Analizleri

Taramali1 elektron mikroskobu, saflagtirma, grafitlestirme ve islevsellestirme islemlerinden
sonra karbon nanotiiplerin yapisini, yapisal degisikliklerini, morfolojisini ve homojenligini
incelemek i¢in kullanilan bir goriintiilleme teknigidir. Gelistirilmis ¢oziiniirliige sahip bu
mikroskopi analizi, ayrica tiiplerin ¢cap1 ve uzunlugu, karbon nanotiiplerin egriligi ve dolasik
yapist ve amorf karbon veya diger istenmeyen karbon formlarmin varligi gibi spesifik
ozellikleri de gosterebilir (Ferreiravd., 2019). Sekil 3.7, CDKNT, CDKNT-OH ve CDKNT-
O-L-Tirozin ve CDKNT-O-L-Tirozin-PABA o6rneklerinin 10 KX ve 25 KX biiylitme
oranlarinda alinan SEM goriintiilerini gdstermektedir. Sekil 3.7 (a)’da verilen SEM
goriintiisinden CDKNT’nin Van der Waals etkilesimleri nedeniyle dolasik, sarmasik bir
yapiya sahip oldugu ve giiclii bir sekilde birbirine karistig1 goriilmektedir. Bu durumda
CDKNT’nin diizenli olarak hizalanmasi miimkiin degildir. Sekil 3.7(b)’de verilen SEM
goriintiisiinden hidroksillenmis CDKNT’ nin CDKNT’ye gore daha az karmasik bir yapida
oldugu goriilmektedir. Literatiirde bu durum, hidroksillenme ile yapilara eklenen
fonksiyonel gruplarin hem topaklanma egilimini azaltmasi hem de nanotiiplerin kisalmasi
etkisi ile agiklanmaktadir (Jin, Park ve Yoon, 2007; Ayanoglu ve Dogan, 2020). Sekil 3.7(c)
ve 3.7(d)’de verilen sirasiyla CDKNT-O-L-Tirozin ve CDKNT-O-L-Tirozin-PABA
orneklerinin  aym1  biiyiitme oranlarindaki SEM  goriintiileri  incelendiginde,
fonksiyonellestirilmis karbon nanotiiplerin daha diisiik topaklanma gosterdigi ve

uzunluklarinin kisaldigi gériilmektedir (Jin, Park ve Yoon, 2007).

Sekil 3.8 ve 3.9, sirasiyla ¢oziicii yontemi ve hidrotermal yontem ile Li-doplanmig CDKNT,
Li-doplanmis CDKNT-OH, Li-doplanmis CDKNT-O-L-Tirozin ve Li-doplanmigs CDKNT-
O-L-Tirozin-PABA orneklerinin SEM goriintiilerini géstermektedir. Bu 6rneklerin SEM
goriintiileri incelendiginde, oncelikle Li-doplanmis karbon nanotiip 6rneklerinin doplama
1sleminden sonra hala yapisal biitiinliigiinii korudugu goriilmektedir (Wang vd., 2010). SEM
goriintiilerinden, yine Li-doplanmis CDKNT oOrneklerinin yiiksek derecede topaklanma
gosterdigi, CDKNT o6rneginin farkli organik bilesikler ile fonksiyonelizasyonuyla elde
edilen orneklerinin ise karisik ve toplanmis morfolojilerinin kismen azalarak kisaltilmis

nanotiip uzunluklar1 nedeniyle daha diisiik derecede dolagsma gosterdigi anlasilmaktadir.
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4.2 Hidrojen Depolama

4.2.1 CDKNT ve Fonksiyonelize CDKNT Orneklerinin Hidrojen Depolamasi

Farkli kimyasal reaksiyonlarla fonksiyonelize edilen CDKNT’lerin hidrojen depolama
kapasiteleri oda ve kriyojenik sicakliklarda basincin bir fonksiyonu olarak 6l¢iilmiis ve Sekil
3.10a-b’de verilmektedir. Sekil 3.10a-b’de genel olarak fonksiyonelizasyonla karbon
nanotiiplerin depolama kapasiteleri artmaktadir. Karbon nanotiiplerin hidrojen depolama
kapasitesi tiip morfolojisi, yilizey alani, gozenek boyutu ve yapidaki kusurlu noktalarin
yogunluguna bagl olarak degisir (Mosquera-Vargas vd., 2021). CDKNT ve fonksiyonelize
CDKNT’lerin BET yiizey alanlar1 ve gdzenek hacimleri Tablo 3.1°de verilmistir. Tablodan
fonksiyonelizasyonla CDKNT’lerin BET yiizey alanlarinin azaldigi goriilmektedir.
Adsorbentlerin hidrojen depolama kapasiteleri artan BET yiizey alan1 ve 6zellikle de
mikrog6zenek hacmi ile genelde artar (Lee ve Park, 2012). Tablodan goriildiigii gibi
CDKNT’ler mikro gozenek hacmine sahip degildirler. Makro ve mezo goézeneklerden
olugsmaktadir. Fonksiyonelizasyonla CDKNT'lerin hidrojen depolama kapasitesindeki artis,
hidrojen molekiillerinin fonksiyonel gruplarla daha fazla etkilesime girmesinden dolay1
olabilir. Hidrojen -239.8 °C ve 13 barda bir kritik noktaya sahiptir (Langohr, 2004). Kritik
noktanin tlizerindeki bir sicaklikta basinca bagli olmaksizin hidrojen gaz halinde bulunur.
Calismamiz1 298 ve 77 K de gerceklestirdik. Bu sicakliklar kritik sicakligin tizerindedir.
Diisiik sicakliklarda hidrojen molekiilii ve fonksiyonelize CDKNT o6rnekleri arasinda van
der Waals ¢ekim kuvvetleri daha etkin olur. Bunun sonucunda kriyojenik sicakliklarda
CDKNT ve fonksiyonelize orneklerin hidrojen depolama kapasitelerinin daha yiiksek
oldugu soylenebilir. Yine her iki sekilden de goriildiigii gibi sabit sicaklikta artan basingla
orneklerin hidrojen depolama kapasiteleri artmaktadir. Bunun nedeni artan basingla hidrojen
gazinin yogunlugunun artmasi sonucunda CDKNT ve fonksiyonelize 6rneklerle daha fazla
etkilesmesidir. Oda ve kriyojenik sicakliklardaki izoterm egrileri incelendiginde
birbirlerinden farkli oldugu goriilmektedir. Her iki sicaklikta da adsorplanmis hidrojen
miktar1 artan basing ile birlikte artarken, oda sicakliginda bir denge durumunun
saglanmadig1 gozlenmistir. Oda sicakliginda goriilen bu durum, fonksiyonelize 6rneklerde
tutunan hidrojen miktarinin artan basing ile dogrusal olarak Henry yasasiyla uyumlu bir
sekilde artmasiyla agiklanabilir (Dogan vd., 2021). Kriyojenik sicaklikta ise baslangicta
artan basingla hidrojenin adsorplanan miktarinin hizli bir sekilde arttig1 ve artan basingla bu
artisin azaldig1 goriilmektedir. Bu durumda, fonksiyonelize 6rnek yiizeyinin sadece kismen
hidrojen molekiilleri ile kaplandigin1 ve adsorbe olan molekiillerin ideal bir iki boyutlu gaz

gibi davrandigi soylenebilir (Bader and Abdelmottaleb, 2017, Bicil and Dogan, 2021).
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Orneklere verilen gaz miktar: arttirildikga, hidrojen depolama miktarlarinda daha fazla bir
artisin gézlemlenmedigi anlasilmistir, hatta bazi CDKNT o6rneklerinin hidrojen depolama
miktarlarinda basing arttikca hafif bir azalma s6z konusudur. Literatiirde, gdézenekli
malzemelerde gaz adsorpsiyon kapasitesinin incelendigi durumlarda bazen gaz basinci
arttikga gozeneklerin doldugu ve dis gaz yogunlugunun da ayni anda artmaya devam ettigi
goriilmektedir. Belirli bir sicaklik ve basingta adsorplanan gaz miktarindaki fark “asiri
adsorpsiyon kapasitesi” olarak ifade edilir. Bu durumda, adsorpsiyon izotermlerinde de
yliksek basinglarda bir maksimum goriiliir ancak bir diizliik gézlenmez. Sonug olarak yiiksek
basinglarda karbon nanotiipiin gdzeneklerindeki hidrojenin yogunlugunun artmasindan
dolay1 depolama kapasitesi azalir (Ziittel ve Schlapbach, 2008; Grzech, 2013). Bu noktadan
itibaren basing arttirilmaya devam edilirse artan gaz yogunlugundan dolay1 karbon nanotiip

ylizeyinde ikinci tabaka olusur. Boylece cok tabakali adsorpsiyon gergeklesir.

CDKNT ve fonksiyonelize drnekler icerisinde en fazla hidrojen depolama kapasitesine sahip
ornek CDKNT-O-L-Tirozin-PABA’dir. Sekil 2.1°deki reaksiyon incelendiginde
CDKNT nin yapisinda herhangi bir fonksiyonel grup s6z konusu degil iken CDKNT-OH’1n
yapisinda hidrojen molekiillerinin etkilesebilecegi —OH; CDKNT-O-L-tirozinin yapisinda —
NH-, -COOH ve OH; ve CDKNT-O-L-Tirozin-PABA’nin yapisinda ise —NH-, -N=N-, -
COOH ve OH gibi fonksiyonel gruplar bulunmaktadir. Tablo 3.1°de fonksiyonelizasyonla
CDKNT oOrneklerinin hem BET yiizey alanlar1 hem de mezo goézenek hacimleri
azalmaktadir. Karbon nanotiiplerde hidrojen hem tiip igerisinde hem de tiipler arasinda
depolanabilmektedir. Teorik olarak bir hidrojen molekiiliiniin bir karbon atomu ile etkilestigi
bulunmustur (Du, Zhu ve Smith, 2010). Fonksiyonelizasyonla hidrojen molekiillerinin
etkilesebilecegi atomlarin tiirlerinde farkliliklarinin oldugu ve bu atomlarla farkli sayilarda
etkilesebilecegi literatiirde belirtilmektedir. CDKNT-O-L-Tirozin-PABA’nin hem oda hem
de kriyojenik sicakliklarda en yiliksek hidrojen depolama kapasitesine sahip olmasinin

nedeni farkli ve fazla fonksiyonel gruplara sahip olmasindan dolay1 olabilir.

Sekil 4.1, 80 barda oda ve kriyojenik sicakliklarda CDKNT ve fonksiyonelize CDKNT
orneklerinin hidrojen depolama kapasitesi degerlerini gostermektedir. CDKNT-O-L-
Tirozin-PABA, oda ve kriyojenik sicakliklarda diger numunelere gore daha yiiksek hidrojen
depolama kapasitesine sahiptir. Bunun bir nedeni, artan basingla birlikte hidrojen gazi
yogunlugunun artmasi ve bunun sonucunda fonksiyonel gruplarla daha fazla etkilesime

girmesi olabilir.
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Sekil 4.1: 80 barda oda ve kriyojenik sicakliklarda CDKNT ve fonksiyonelize
CDKNT'lerin hidrojen depolama degerleri.

Adsorpsiyon sirasinda farkli gézenek boyutlarina, yiizey alanlarina ve fonksiyonel gruplara
sahip hidrojen ve karbon nanotiipler arasinda farkl etkilesimler mevcut olabilir. Hidrojenin
fiziksel adsorpsiyonu igin gereken aktivasyon enerjisi (~3.5 eV), kimyasal
adsorpsiyonunkinden (~30 meV) ¢ok daha disiiktiir (Oral, 2005). Bu nedenle yiiksek
aktivasyon enerjisi gerektiren kimyasal adsorpsiyonun olugsma olasilig1 oldukca diisiiktiir.
Ayrica adsorbente kimyasal olarak baglanan hidrojen desorpsiyonu 500 °C’den yiiksek
sicakliklar gerektirir (Banerjee, Murad ve Puri, 2006; Cabria Lopez ve Alonso, 2006). Teorik
caligmalar, 6zellikle oda sicakliginda ve atmosferik basinglarda kemisorpsiyonun meydana
gelme ihtimalinin ¢ok diisiik oldugunu gostermektedir (Yoo vd., 2004). Dolayisiyla karbon
nanotiipler ile hidrojen arasindaki etkilesimlerin fiziksel etkilesimler oldugu sdylenebilir. Bu
durumda hidrojen herhangi bir ayrisma reaksiyonuna katilmadan molekiiler formunu korur.

(Geylan, 2016).

IUPAC tarafindan smiflandirilan alti farkli izoterm tiirii vardir. Bu izoterm egrileri
adsorpsiyon prosesi ve adsorbentin 6zellikleri hakkinda 6nemli bilgiler saglar. Deneysel
sonuglar, CDKNT o6rneklerinin mikro gézenek hacmine sahip olmadigini, mezo ve makro
gbozeneklerden olustugunu gostermektedir. Bu sonug¢ izoterm tipinin, Tip I olamayacagim
gostermektedir. Ornekler en yiiksek mezo gozenek hacmine sahiptir. Bu durum adsorpsiyon

izoterm egrisinin Tip II veya Tip IV olabilecegini gostermektedir. CDKNT-OH (Sekil
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3.10b), Li-doplanmis CDKNT-OH (¢oziicii) (Sekil 3.11b) ve Li-doplanmis CDKNT-OH
(hidrotermal) (Sekil 3.12b) oOrneklerinin  kriyojenik sicaklikta izoterm egrileri
incelendiginde, histerezeye sahiptirler. Bu o6zellik genellikle mezo ve makro gdézenek
hacimli adsorbentlerde goriiliir. Bu sonug, kriyojenik sicakliktaki izoterm egrilerinin Tip IV
ile iyi uyum iginde oldugunu gostermektedir (Dogan vd., 2021). Ayrica, tiim 6rneklerde
hidrojen adsorpsiyonu basinca bagimlilik gdsterdi. Hidrojen izoterm egrileri, desorpsiyon
prosesi sliresince tamamen tersinirdir; bu, prosesin zayif van der Waals etkilesimli fiziksel
etkilesimler tlizerinden yiridiiginii gosterir (Pinjari, Bera, Kapur ve Kjeang, 2023). Bu
sonuglar, CDKNT numuneleri ile hidrojen arasindaki etkilesimlerin kimyasal
adsorpsiyondan ziyade fiziksel adsorpsiyon oldugunu gostermektedir. Ciinkii adsorbe

edilmis hidrojenin desorpsiyonu i¢in proseste yiiksek sicaklik gerekli degildir.

4.2.2 Coziicii ve Hidrotermal Yontemi ile Li-doplanmus CDKNT ve fonksiyonelize
CDKNT Orneklerinin Hidrojen Depolamasi

Sekil 3.11a-b ve 3.12a-b, sirastyla ¢oziicii ve hidrotermal yontemlerle Li-doplanmis CDKNT
ve fonksiyonelize CDKNT orneklerinin oda ve kriyojenik sicakliklarda basincin fonksiyonu
olarak hidrojen depolama kapasitelerini gdstermektedir. Her iki sekilden de goriildigi gibi
farkli yontemlerle Li-doplanan 6rneklerin hidrojen depolama kapasitelerinin birbirlerinden
farkli oldugu goriilmektedir. Hidrotermal yontemle iiretilmis Li-doplanmis CDKNT ve
fonksiyonelize 6rneklerin hidrojen depolama kapasiteleri daha ytiksektir. Bunun bir nedeni
hidrotermal yontemle doplama sirasinda reaktor igerisinde olusan basingla Li iyonlarinin
CDKNT o6rneklerinin i¢ kisimlarina, i¢ ice ge¢cmis tiiplerin duvarlari arasina ve tiipler arasina
girmis olmasi olabilir. Bunun sonucunda depolama sirasinda hidrojen molekiilleri tiipiin i¢
kisimlarinda, i¢ ige ge¢cmis tiiplerin duvarlar1 arasinda ve tiipler arasinda bulunan Li atomlar1
ile etkileserek oOrneklerin depolama kapasitesini arttirir. Coziicli ortaminda doplama

yonteminde ise Li atomlarmin tiipler arasina giremedigini sdylenebilir.

Yine her iki sekil incelendiginde en yiiksek hidrojen depolama kapasitesine sahip 6rnek Li-
doplanmis CDKNT 6rnegidir. Tablo 3.1 incelendiginde CDKNT ve fonksiyonelize CDKNT
orneklerinin mikro gézeneklere sahip olmadig1 goriillmektedir. Tiim 6rnekler mezo ve makro
gozeneklere sahiptir. Yine tablo incelendiginde mezo goézenek hacimlerinin makro
gozeneklerden daha fazla oldugu soylenebilir. Li-doplanmis fonksiyonelize 6rneklerin BET
ylzey alanlart CDKNT ve Li-doplanmis CDKNT o6rneklerinkinden daha diisiiktiir. Genelde
orneklerin hidrojen depolama kapasitesini belirleyen en 6nemli parametreler BET yiizey

alan1 ve mikro gézenek hacmidir (Elyassi, Rashidi, Hantehzadeh ve Elahi, 2017). Tablodan
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hem CDKNT hem de fonksiyonelize CDKNT 6rneklerinin mikro gézenek hacmine sahip
olmadig1 goriilmektedir. Bu durumda en 6nemli parametrenin BET yiizey alan1 oldugu
sOylenebilir. Fonksiyonelize ve Li-doplanmis fonksiyonelize Orneklerinin BET yiizey
alanlar1t CDKNT ve Li-doplanmigs CDKNT o6rneklerinkinden daha diisiiktiir. Bu sonu¢ BET
ylizey alanin azalmast ile hidrojen molekiilleri ile karbon nanotiip o6rneklerinin
etkilesimlerinin azalacagini gostermektedir. Bir baska neden ise doplama sirasinda Li
atomlarinin sterik etkilerden dolay1 fonksiyonelize CDKNT o6rneklerinin i¢ kisimlarina

nufiiz edememis olmasi olabilir.

Her iki sekil incelendiginde tiim orneklerin kriyojenik sicakliklardaki hidrojen depolama
kapasiteleri artan van der Waals etkilesimlerinden dolay1 oda sicakligindakinden daha
yiiksektir. Yine oda sicakligindaki izoterm egrileri incelendiginde artan basingla depolama
kapasiteleri Henry yasasina uyumlu olarak artan basingla dogrusal bir sekilde artmaktadir.
77 K’de ise baslangigta basing arttik¢a artmakta, daha sonra azalmakta ve tekrar artmaktadir.
Sonugta ¢ok tabakali adsorpsiyon izotermi elde edilmektedir. Orneklerin artan basingla
depolama kapasitelerinin baslangicta artip daha sonra azalmasinin nedeni asir1 adsorpsiyon

kapasitesinden dolayidir.

Yine 80 bar oda ve kriyojenik sicakliklarda sirasiyla ¢oziicii ve hidrotermal yontemlerle
tiretilmis Li-doplanmis CDKNT ve fonksiyonelize CDKNT 6rneklerinin hidrojen depolama
kapasiteleri Sekil 4.2a ve b siitun grafikleri seklinde verilmistir. Coziicli yontemi ile liretilen
doplanmis 6rnekler igerisinde en yiiksek hidrojen depolama kapasitesine sahip 6rnek Li-
doplanmig CDKNT-O-L-Tirozin iken hidrotermal yontemle doplanmis 6rnekler icerisinde
en yiiksek hidrojen depolama kapasitesine sahip Ornek ise Li-doplanmig CDKNT dir.
Hidrotermal prosese tabi tutulan orneklerde Li atomlariin tiipiin i¢ kisimlarina, i¢ ige
geecmis tiiplerin duvarlari arasina ve tiipler arasina girerek drneklerini hidrojen depolama
kapasitesini arttirdig1 sdylenebilir. Teorik ¢aligmalar bir karbon atomunun bir hidrojen
molekiilii ile etkilestigini ancak bir Li atomunun ise dort hidrojen molekiilii ile etkilestigini
gostermektedir. Yapiya karbon atomunda hem daha hafif hem de daha fazla hidrojen
molekiilleri ile etkilesen Li atomunun girmesi sonucu doplanmis Orneklerin hidrojen
depolama kapasitesinin arttif1 soylenebilir. Coziicii yontemi ile {iretilen doplanmis
orneklerde Li atomunun tiliplin i¢ kisimlarina ve i¢ i¢e ge¢mis tiiplerin duvarlar1 arasina
giremedigini sadece tiip yiizeyleri ve fonksiyonel gruplarla etkilestigi soylenebilir. Clinkii
hidrotermal yontemin aksine ¢oziicli yonteminde Li atomlarinin tiipiin i¢ kisimlarina ve

tiipler arasina girmesini saglayacak basing gibi bir parametre séz konusu degildir. Bunun
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sonucunda Li atomlar tlip yiizeyi ve ylizeydeki fonksiyonel gruplarla etkileserek yapiya
girecektir. Bu nedenle ¢dziicli yonteminde iiretilen Li-doplanmig fonksiyonelize yapilarin

hidrojen depolama kapasitesi genelde CDKNT kinden daha yiiksektir.
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Sekil 4.2: 80 barda oda ve kriyojenik sicakliklarda Li-doplanmig CDKNT ve Li-doplanmis
fonksiyonelize CDKNT lerin hidrojen depolama degerleri a) ¢oziicii yontemi ve b)
hidrotermal yontemi.
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Yukaridaki sonuglar CDKNT ve fonksiyonelize CDKNT o6rneklerinin hidrojen depolama
kapasitesini arttirmada basincin, sicakligin, doplamanin ve fonksiyonelizasyonun énemli
parametreler oldugunu gostermektedir. Benzer sonuglar farkli adsorbentler i¢in literatiirde
bulunmustur. Vellingiri ve arkadaslar1 (2019), tek duvarli karbon nanotiip/lityum bor hidriir
kompozitlerinin hidrojen depolama kapasitelerinin sicaklik ve basinca bagli oldugunu
bulmuslardir (Vellingiri, Annamalai, Kandasamy ve Kombiah, 2019). Gao ve arkadaslari
(2010), CDKNT’lerin 573 K ve ortam basincinda hidrojen depolama kapasitesitelerini
incelemis ve agirlikga %0,1 olarak bulmuslardir. Ayni1 6rnegin ylizeyinde kusurlu noktalar
olusturmak icin oksidasyon prosesine ve daha sonra da Pd-Ni doplama islemine tabi
tutmuslardir. Bu proseslerden sonra CDKNT o6rneklerinin hidrojen depolama kapasitesini
agirlik¢a %6,6 olarak bulmuslardir (Gao vd., 2010). Mosquera-Vargas ve arkadaslar1 (2021),
CDKNT’lerin hidrojen depolama kapasitesininin morfolojiye ve spesifik yiizey alanina bagh
oldugunu gosterdiler. 729 m?/g spesifik yiizey alanina sahip CDKNT 6rneginin 12,79 kPa'da
maksimum hidrojen depolama kapasitesini agirlikca %3,46 olarak belirlemislerdir
(Mosquera-Vargas vd., 2021). Luxembourg ve arkadaslar (2007), giines reaktorii ile tek
duvarli karbon nanotiipler {lirettiler ve farkli yontemlerle saflastirdilar. Saflagtirilmisg
orneklerin hidrojen depolama kapasitesini 6 MPa basing altinda 253 K'de volumetrik olarak
agirlikga %0,7 olarak 6l¢tiiler (Luxembourg vd., 2007). Lee ve arkadaslar1 (2010), CDKNT
orneklerinin morfolojik ve hidrojen depolama kapasitelerine kriyojenik 6giitmenin etkisini
aragtirdilar. 700 rpm'de CDKNT'nin kriyojenik 6giitiilmesi sonucunda BET yiizey alani ve
gozenek hacmi sirasiyla %17,4 ve 34,9 oraninda artti. Genel olarak 6rneklerin hidrojen
depolama kapasitesi yiizey alani ve gozenek hacmine bagli olarak artmaktadir. Bu
aciklamaya paralel olarak CDKNT'nin hidrojen depolama kapasitesi de %22 oraninda
artmustir (Lee, Rhee ve Park, 2010). Lee ve Park (2012), kimyasal aktivasyon metodu ile
aktiflestirilmis CDKNT oOrnekleri hazirladilar ve 77 K ve 1 barda hidrojen depolama
kapasitesini Olgtiiler. 900 °C'de aktiflestirilmis CDKNT 06rneginin en yiiksek hidrojen
depolama kapasitesine (agirlik¢a 9%0,54) sahip oldugunu belirlediler. Bu degeri adsorbentin
mikro gozenek hacmi ile iligkilendirmislerdir (Lee ve Park 2012). Silambarasan ve
arkadaslar1 (2011), BHs ile fonksiyonelize edilmis tek duvarli karbon nanotiiplerin 50
°C'deki hidrojen depolama kapasitesini elementel analiz yontemi ile agirlikca %1,5 olarak
Olgmiistiir (Silambarasan, Surya, Vasu ve lyakutti, 2011). Chen ve Huang (2007), KOH ile
modifiye edilmis CDKNT ornekleri hazirladi. Deneysel sonuglar, karbon nanotiiplerin
(KNT'ler) H> atmosferinde 823 K'de KOH tarafindan aktive edildikten sonra yapisinda

bozunmalarin oldugunu belirledi. Modifiye edilmis ve edilmemis CDKNT o6rneklerinin
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ortam basincinda ve sicakliklarda hidrojen depolama kapasitelerini sirasiyla agirlikca %4,47

ve 0,71 olarak 6lgmiislerdir (Chen ve Huang 2007).

Literatiirdeki sonuclardan goriildiigii gibi CDKNT’lerin hidrojen depolama kapasitesini
arttirmak i¢in farkli parametrelerin etkili oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismalarda CDKNT
orneklerinin hidrojen depolama kapasitelerinin agirlikga 9%0,1-6,6 araliginda degistigi ve
bazi sonuglarin tekrarlanabilirligi konusunda da tartigmalar oldugu s6z konusudur.
Calismamizda CDKNT'nin hidrojen depolama kapasitesinin fonksiyonellestirme ve Li-
doplama sonucunda sirasiyla agirlikga yaklasik %150 ve %200 oraninda arttig
goriilmektedir. 80 barda fonksiyonellestirilmis, ¢0ziicii yOntemiyle doplanmis ve
hidrotermal yontemle doplanmis malzemeler arasinda en yiiksek hidrojen depolama
kapasitesine sahip numuneler sirasiyla CDKNT-O-L-Tirozin-PABA, Li-doplanmis
CDKNT-O-L-Tirozin ve Li-doplanmig CDKNT'dir. Bu sonuglar, fonksiyonellestirme ve Li-
doplamanin CDKNT'lerin hidrojen depolama kapasitesinin arttirilmasinda  6nemli

parametreler oldugunu gdstermektedir. Deneysel sonuglardan 80 barda en yiiksek hidrojen

depolama kapasitesine sahip 6rnegin Li-doplanmis CDKNT oldugu goriilmektedir.

Bu agiklamalar kapsaminda i. CDKNT-O-L-Tirozin-PABA ve hidrojen, ii. Li-doplanmis
CDKNT-O-L-Tirozin (¢dziicii) ve hidrojen ve iii. Li-doplanmis CDKNT (hidrotermal) ve

hidrojen arasindaki etkilesimler asagidaki gibi yazilabilir.
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Li-doplama 7 CDKNT 7 Li-doplama
(Coziict) (Hidrotermal)
%

N\

— N ==
Li-doplanmis CDKNT

Li-doplanmis CDKNT-O-L-Tirozin

Sekil 4.3: En yiiksek depolama kapasitesine sahip Orneklerde hidrojenin adsorpsiyon
mekanizmasi.

Literatiirdeki baz1 karbon tiirevi 0rneklerin ve bu calismada elde edilen bazi 6rneklerin
hidrojen depolama kapasiteleri Tablo 4.2'de verilmistir. Fonksiyonellestirilmis ve doplanmis
orneklerin hidrojen depolama kapasiteleri, literatiirdeki bazi1 karbon tiirevi adsorbentlerin
depolama kapasitelerinden daha yiiksektir. Bu sonuglar, karbon tiirevi malzemelerin
hidrojen depolama kapasitesinin arttirilmasinda fonksiyonellestirmenin ve Ozellikle Li-
doplamanin ¢ok 6nemli oldugunu goéstermektedir. Sonug olarak hidrotermal yontemle Li-
doplanmis CDKNT'nin endiistride hidrojen depolama amaglh kullanilabilecek bir {iriin
oldugu soylenebilir.
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Tablo 4.2: Bazi karbon numunelerinin hidrojen depolama kapasitelerinin karsilastirilmasi.

. Basing Sicakhk %H:2
Ornekler Kaynaklar
(bar) (K) (w/w)

Aktiflestirilmis CDKNT 1 77 0,54 Lee ve Park, 2012
CDKNT 10 77 0,28 Cakir vd., 2021
CDKNT 1 77 0,54 Lee ve Park, 2012
CDKNT 100 298 0,2 Barghi vd., 2014
Karbon kiire 30 77 1,1 Kizilduman vd., 2021
CDKNT-TIO2 25 - 2,5 Muthu vd., 2016
CDKNT-O-L-Tirozin-PABA 80 77 2,41 In this study
Li-doplanmis CDKNT-O- 80 77 2,64 In this study
L-Tirozin (Coziicii)

Li-doplanmis CDKNT 80 77 2,85 In this study

(Hidrotermal)

4.3 PPO Karakterizasyonu ve Saflastirilmasi
Enzim kinetigi optimum pH ve sicaklik degerlerinde ¢alisildi. Bu nedenle ilk 6nce enzim

optimum aktivite gosterdigi pH ve sicaklik degerleri belirlendi.

4.3.1 Optimum pH

Enzim aktivitesini etkileyen en Onemli parametrelerden birisi pH’dir. Genelde enzim
aktivitesi artan pH ile artar, bir maksimuma erisir ve pH’daki daha fazla artmayla azalarak
sifira dogru gider. Salvia aethiopis L. bitkisinin yaprak ve ciceklerinden fosfat tamponu
ekstraksiyonu, amonyum siilfat ¢oktliirmesi ve diyaliz prosesleri ile saflastirilan PPO
enziminin optimum pH degerleri pH 4-9 araliginda katekol, 4-metilkatekol ve pirogallol
substratlar1 kullanlarak {i¢ tekrarl olarak incelenmistir. Sekil 3.13a-c, Salvia aethiopis L.
bitkisinin yapragindan ekstrakte edilen ham enzim, amonyum siilfatla saflastirilmis enzim
ve diyalizle saflastirilmis enzim ¢ozeltilerinin katekol, 4-metilkatekol ve pirogallol
substratlar1 i¢in akitivite-pH degisim grafiklerini gosterirken Sekil 3.14a-c ise ¢igeginden
elde edilen enzim ¢ozeltilerinin aktivite-pH degisim grafiklerini gostermektedir. Sekiller
incelendiginde hem cicekten hem de yapraktan farkli saflastirma prosesleri ile elde edilen
ekstraktlarin optimum pH degerlerinin substratlara bagli olarak degistigi goriilmektedir.
Salvia aethiopis L. bitkisinin yapragindan fosfat tamponu ile ekstrakte edilen ham enzim,
amonyum siilfat ¢oktlirmesi ve diyaliz sonucu elde edilen ¢ozeltilerin i. katekol substrati i¢in
optimum pH degerlerinin sirastyla 7, 7 ve 7, ii. 4-metilkatekol substrati i¢in optimum pH

degerlerinin sirasiyla 6, 5 ve 5, ve iii. pirogallol substrati i¢in optimum pH degerlerinin
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sirastyla 9, 8 ve 8 oldugu bulundu. Benzer sekilde Salvia aethiopis L. bitkisinin ¢igeginden
fosfat tamponu ile ekstrakte edilen ham enzim, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz
sonucu elde edilen enzim ¢ozeltilerinin i. katekol substrati i¢cin optimum pH degerlerinin
sirastyla 7, 7 ve 6, ii. 4-metilkatekol substrati i¢in optimum pH degerlerinin sirasiyla 6, 6 ve
5, lii. pirogallol substrati i¢in optimum pH degerlerinin sirasiyla 8, 8 ve 7 oldugu belirlendi.
Saflastirma prosesleri ile enzimlerin optimum pH’larinin substratlara bagli olarak sola dogru
yani asidik bolgelere dogru kaydig goriilmektedir. Yaprak ve ¢igekten farkli proseslerle elde
edilen enzim ¢6zeltilerinin optimum pH degerleri karsilastirildiginda 6nemli bir deg§ismenin
olmadig1 goriilmektedir. Saflastirma prosesleri ile optimum pH degerlerinin genel olarak
sola dogru kaymasi zayif asidik karakter gosteren fenolik bilesenlerden kaynaklaniyor
olabilir. Fenolik bilesikler genellikle bir veya birden fazla hidroksil grup igeren bir aromatik
halkaya sahip bitkinin normal gelisimi sirasinda sentez edilen ikincil metabolitlerdir. Fenolik
bilesikler ¢ok zayif asittirler ve seyreltik sulu ¢ozeltilerinin pH’s1 konsantrasyona bagl
olarak 5-6 araligindadir. Bitkinin yapisinda ¢ok sayida farkli organik bilesikler
bulunmaktadir. Bu organik bilesiklerin bazilarinin saflastirma basamaklar: ile giderilmesi
sonucunda fenolik bilesik¢e zengin kismen saflastirilmis bir enzim ¢6zeltisinin elde edildigi
sOylenebilir. Literatiirde farkli kaynaklardan saflastirilan PPO enziminin optimum pH
degerleri farkli substratlar kullanilarak belirlenmistir. Katekol substratinin kullanildig:
caligmalarda optimum pH’lar Buriti (Mauritia flexuosa. Linnaeus, f.) i¢in 7 (Carvalho ve
Orlando, 2017), kayis1 (Prunus armeniaca L.) i¢in 4,5 (Derardja, 2017), semizotu (Portulaca
oleracea) i¢in 7 (Giiven, 2017), Guankou tzimii (Vitis vinifera x Vitis labrus) igin 4.6
(Wang, 2021), Yaban Mersini (Vaccinium corymbosum L.) i¢in 6,1-6,3 (Siddig ve Dolan,
2017), mantar (Volvariella bombycina) i¢in 6,5 (Sarsenova vd., 2023), triif mantar1 (Terfezia
arenaria) i¢in 7 (Benaceur vd., 2020), ac1 yaprak (Vernonia amygdalina) igin 5,5 (llesanmi
vd., 2023), Mersin meyvesi (Myrtus communis L.) i¢in 6,5 (Cinar ve Aksay, 2022), avokado
(Persea americana) i¢in 7,2 (Alishah, Yildiz, Bilen ve Karakus, 2023), Opuntia ficus-india
meyvesi i¢in 7,5 (Demir, Kabak ve Caglayan, 2023), erik (Prunus domestica) i¢in 6 (Ionita
vd., 2017), rezene (Foeniculum vulgare Mill.) igin 6 (Karakus, Yildirim ve Acemi, 2021),
Elma (Malus domestica) meyvesi icin 6,5 (Sajjad vd., 2023), Jonagold elmasi (Malus x
domestica) igin 7 (Cesko, 2023), Armut (Pyrus communis L. 'Rocha’) igin 5 (Gomes, Vieira,
Fundo ve Almeida, 2014), yilan meyvesi [Salacca zalacca (Gaertn.) Voss] i¢in 6,5 (Zaini
vd., 2013), Tiirk ¢ay1 yapragi (Camellia Sinensis L.) i¢in 6 (Altunkaya, 2014), miirdiim erigi
(Prunus insititia) i¢in 7,2 (Y1ldiz, Bilen ve Karakus, 2022), Musa Acuminata meyvesi igin

6,5 (Sajjad vd., 2021), Prunus spinosa L. subsp. Dasyphylla erigi i¢in 7 (Baltas vd., 2017),
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feslegen (Ocimum basilicum L.) i¢in 8 (Dogan vd., 2005), patlican | (Solanum melongena
var. insanum) i¢in 7 (Dogan, Arslan ve Dogan, 2002), Thymus (Thymus longicaulis subsp.
chaubardii var. chaubardii) i¢in 6,5 (Dogan ve Dogan, 2004), marul (Lactuca sativa L.) igin
8 (Dogan ve Salman, 2007), melisa (Melissa officinalis L. subsp officinalis) i¢in 6,5 (Dogan
vd., 2013) ve biberiye (Rosmarinus officinalis L.) i¢in 8 (Dogan vd., 2011) olarak
bulunmustur. 4-metilkatekol substratinin kullanildig1 ¢alismalarda optimum pH’lar mantar
(Volvariella bombycina) i¢in 9 (Sarsenova vd., 2023), Triif mantar1 (Terfezia arenaria) i¢in
4 (Benaceur vd., 2020), rezene (Foeniculum vulgare Mill.) igin 5 (Karakus, Yildirim ve
Acemi, 2021), kirmizi kismis tiziimi (Vitis vinifera L.) i¢in 5 (Kaya ve Bagci, 2021), erik
hurmasi (Diospyros lotus L.) i¢in 7 (Faiz ve Baltas, 2017), Jonagold elmasi (Malus X
domestica) i¢in 7 (Cesko, 2023), Avokado (Persea americana) i¢in 6 (Alishah vd., 2023),
Opuntia ficus-india meyvesi i¢in 7.5 (Demir, Kabak ve Caglayan, 2023), Armut (Pyrus
communis L. 'Rocha’) i¢in 5 (Gomes, Vieira, Fundo ve Almeida, 2014), miirdiim erigi
(Prunus insititia) i¢in 4.5 (Yildiz, Bilen ve Karakus, 2022), Yaban armutu (Pyrus
elaeagnifolia subsp. Elaeagnifolia Pallas) i¢in 7 (Baltas, 2017), Prunus spinosa L. subsp.
Dasyphylla erigi igin 7 (Baltas vd., 2017), feslegen (Ocimum basilicum L.) i¢in 6, patlican
() (Solanum melongena var. insanum) icin 6, patlican (II) (Solanum melongena var.
falcatum) igin 6,5, patlican (III) (Solanum melongena var. zhukovskyi) i¢in 6,5 (Dogan,
Arslan ve Dogan, 2002), Thymus (Thymus longicaulis subsp. chaubardii var. chaubardii)
icin 5,5 (Dogan ve Dogan, 2004), marul (Lactuca sativa L.) igin 6,5 (Dogan ve Salman,
2007), melisa (Melissa officinalis L. subsp officinalis) i¢in 4 (Dogan vd., 2013) ve biberiye
(Rosmarinus officinalis L.) i¢in 7 (Dogan vd., 2011) olarak bulunmustur. Pirogallol
substratinin kullanildig1 ¢caligmalarda optimum pH’lar mantar (Volvariella bombycina) i¢in
8 (Sarsenova vd., 2023), Trif mantar1 (Terfezia arenaria) igin 6.5 (Benaceur vd., 2020),
avokado (Persea americana) i¢in 8.5 (Alishah vd., 2023), Opuntia ficus-india meyvesi i¢in
9 (Demir, Kabak ve Caglayan, 2023), rezene (Foeniculum vulgare Mill.) i¢in 7 (Karakus,
Yildirim ve Acemi, 2021), Jonagold elmas1 (Malus x domestica) i¢in 7.5 (Cesko vd., 2023),
Armut (Pyrus communis L. 'Rocha’) i¢in 8 (Gomes, Vieira, Fundo ve Almeida, 2014),
Miirdiim erigi (Prunus insititia) i¢in 6.8 (Y1ldiz, Bilen ve Karakus, 2022), feslegen (Ocimum
basilicum L.) i¢in 9 (Dogan vd., 2005), Thymus (Thymus longicaulis subsp. chaubardii var.
chaubardii) i¢in 6,5 (Dogan ve Dogan, 2004), marul (Lactuca sativa L.) i¢in 7,5 (Dogan ve
Salman, 2007), melisa (Melissa officinalis L. subsp officinalis) i¢in 8,5 (Dogan vd., 2013)
ve biberiye (Rosmarinus officinalis L.) i¢in 8 (Dogan vd., 2011) olarak bulunmustur.

Yukaridaki sonuglardan goriildiigii gibi farkl kaynaklardan elde edilen enzimlerin optimum
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pH degerleri ekstraksiyon metotlarina, enzimin saflik derecesine, enzimi ekstrakte etmek ve
saflastirmak i¢in kullanilan tamponun tiirline, 6l¢lim i¢in kullanilmis substrata ve enzimin

bitki hiicresindeki lokalizasyonuna bagli olarak degismektedir.

4.3.2 Optimum Sicakhik

Enzim katalizli reaksiyonlarda genelde sicakligin 10 °C artmasiyla reaksiyon hizinin da
yaklasik iki kat arttigi bulunmustur. Enzimin kaynagina bagl olarak optimum sicaklik
degerleri degiskenlik gosterebilmektedir. Ornegin hayvansal kaynakli enzimler 40-50 °C
araliginda optimum sicaklik degerleri sergilerken bitkisel kaynakli enzimler biraz daha
yiiksek sicakliklarda optimum aktivite sergilemektedirler. Sekil 3.15a-c, Salvia aethiopis L.
bitkisinin yapragindan fosfat tamponu ile ekstrakte edilen ham enzim ¢6zeltisinin, amonyum
stilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen enzim ¢ozeltisinin ve diyaliz edilen enzim ¢ozeltisinin
sirasiyla katekol, 4-metilkatekol ve pirogallol substratlari igin elde edilen aktivite-optimum
sicaklik egrilerini gosterirken Sekil 3.16a-c ise Salvia aethiopis L. bitkisinin ¢igegi i¢in elde
edilen aktivite-optimum sicaklik egrilerini gostermektedir. Sekillerden optimum sicakligin
hem yapraktan hem de ¢igekten elde edilen ham enzim ¢6zeltisinin kismen saflagtirilmasi ile
hafif bir sekilde arttigi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyalizle saflagtirilmis enzim
cozeltilerinin optimum sicakliklarinin ise substrata bagli olmaksizin 30 °C oldugu
bulunmustur. Bu sicakligin {izerinde enzim aktivitesinin azaldigi goriilmektedir. Bunun
nedeni artan sicaklikla enzimin denatiire olma hizinin reaksiyon hizindan daha yiiksek
olmast olabilir. Bunun sonucunda protein yapili enzimin {i¢ boyutlu yapisi bozulur ve
reaksiyonu katalizleme hizi diiser ve daha yliksek sicakliklarda reaksiyonu katalizleme
giicinii kaybeder. Literatiirde farkli kaynaklardan elde edilen enzimlerin optimum
sicakliklar1 farkli substratlar kullanilarak incelenmistir. Ornegin katekol substrati
kullanilarak PPO enzimi i¢in optimum sicakligin Buriti (Mauritia flexuosa, Linnaeus, f.)
meyvesi i¢in 35 °C (Carvalho ve Orlando, 2017), kayist (Prunus armeniaca L.) i¢in 45 °C
(Derardja vd., 2017), semizotu (Portulaca oleracea) i¢in 50 °C (Giiven vd., 2017), Guankou
tiziimii (Vitis vinifera x Vitis labrus) i¢in 30 °C, (Wang vd., 2021) Yaban Mersini
(Vaccinium corymbosum L.) i¢in 35 °C (Siddig ve Dolan, 2017), Mantar (Volvariella
bombycina) i¢in 15 °C (Sarsenova vd., 2023), Triif Mantari (Terfezia arenaria) igin 45 °C
(Benaceur vd., 2020), Act yaprak (Vernonia amygdalina) i¢in 50 °C (llesanmi vd., 2023),
Mersin meyvesi (Myrtus communis L.) i¢in 30 °C (Cinar ve Aksay, 2022), Avokado (Persea
americana) i¢in 37 °C (Alishah vd., 2023), Opuntia ficus-india i¢in 20 °C (Demir, Kabak ve
Caglayan, 2023), erik (Prunus domestica) i¢in 25 °C (Ionita vd., 2017), rezene (Foeniculum
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vulgare Mill.) i¢in 30 °C (Karakus, Yildirrm ve Acemi, 2021), elma (Malus domestica)
meyvesi i¢in 40 °C (Sajjad vd., 2023), Jonagold elmas1 (Malus x domestica) igin 30 °C
(Cesko vd., 2023), yilan meyvesi [Salacca zalacca (Gaertn.) Voss] i¢in 30 °C (Zaini vd.,
2013), Tiirk ¢ay1 yapragi (Camellia Sinensis L.) i¢in 30 °C (Altunkaya, 2014), Miirdiim erigi
(Prunus insititia) i¢in 25 °C (Y1ldiz, Bilen ve Karakus, 2022), Musa Acuminata meyvesi igin
40 °C (Sajjad vd., 2021), Prunus spinosa L. subsp. Dasyphylla erigi i¢in 30 °C (Baltas vd.,
2017), feslegen (Ocimum basilicum L.) i¢in 40 °C (Dogan vd., 2005), patlican | (Solanum
melongane var. insanum) i¢in 30 °C (Dogan, Arslan ve Dogan, 2002), Thymus (Thymus
longicaulis subsp. chaubardii var. chaubardii) i¢in 25 °C (Dogan ve Dogan, 2004), marul
(Lactuca sativa L.) i¢in 40 °C (Dogan ve Salman, 2007), melisa (Melissa officinalis L. subsp
officinalis) i¢in 40 °C (Dogan vd., 2013) ve biberiye (Rosmarinus officinalis L.) igin 30 °C
(Dogan vd., 2011) olarak bulunmustur. 4-metilkatekol substrati kullanilarak PPO enzimi i¢in
optimum sicakligin mantar (Volvariella bombycina) igin 20 °C (Sarsenova vd., 2023), Triif
mantar1 (Terfezia arenaria) i¢in 30 °C (Benaceur vd., 2020), rezene (Foeniculum vulgare
Mill.) i¢in 30 °C (Karakus, Yildirim ve Acemi, 2021), Kirmizi kismis tiziimii (Vitis vinifera
L.) i¢in 30 °C (Kaya ve Bagci, 2021), erik hurmasi (Diospyros lotus L.) i¢in 60 °C (Faiz ve
Baltas, 2017), Jonagold elmas1 (Malus x domestica) i¢in 50 °C (Cesko vd., 2023), Avokado
(Persea americana) i¢in 37 °C (Alishah vd., 2023), Opuntia ficus-india meyvesi i¢in 30 °C
(Demir, Kabak ve Caglayan, 2023), Miirdiim erigi (Prunus insititia) igin 10 °C (Y1ldiz, Bilen
ve Karakus, 2022), Yaban armutu (Pyrus elaeagnifolia subsp.Elaeagnifolia Pallas) i¢in 30
°C (Baltas, 2017), Prunus spinosa L. subsp. Dasyphylla erigi i¢in 40 °C (Baltas vd., 2017),
feslegen (Ocimum basilicum L.) i¢in 20 °C (Dogan vd., 2005), patlican | (Solanum
melongane var. insanum) igin 20 °C (Dogan, Arslan ve Dogan, 2002), Thymus (Thymus
longicaulis subsp. chaubardii var. chaubardii) i¢in 25 °C (Dogan ve Dogan, 2004), marul
(Lactuca sativa L.) i¢in 30 °C (Dogan ve Salman, 2007) , melisa (Melissa officinalis L. subsp
officinalis) i¢in 50 °C (Dogan vd., 2013) ve biberiye (Rosmarinus officinalis L.) i¢in 20 °C
(Dogan vd., 2011) olarak bulunmustur. Pirogallol substrati kullanilarak PPO enzimi i¢in
optimum sicakligin mantar (Volvariella bombycina) igin 15 °C (Sarsenova vd., 2023), Triif
mantar1 (Terfezia arenaria) i¢in 40 °C (Benaceur vd., 2020), Avokado (Persea americana)
icin 5 °C (Alishah vd., 2023), Opuntia ficus-india meyvesi i¢in 20 °C (Demir, Kabak ve
Caglayan, 2023), rezene (Foeniculum vulgare Mill.) i¢in 30 °C (Karakus, Yildirim ve Acemi,
2021), Jonagold elmasi (Malus x domestica) igin 40 °C (Cesko vd., 2023), Miirdiim erigi
(Prunus insititia) i¢in 5 °C (Yildiz, Bilen ve Karakus, 2022), feslegen (Ocimum basilicum

L.) i¢in 50 °C (Dogan vd., 2005), Thymus (Thymus longicaulis subsp. chaubardii var.
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chaubardii) i¢in 35 °C (Dogan ve Dogan, 2004), marul (Lactuca sativa L.) i¢in 30 °C (Dogan
ve Salman, 2007), melisa (Melissa officinalis L. subsp officinalis) i¢in 60 °C (Dogan vd.,
2013) ve biberiye (Rosmarinus officinalis L.) i¢in 30 °C (Dogan vd., 2011) olarak
bulunmustur. Yukaridaki sonuglardan en dikkat ¢ekici olan1 pirogallol substrati ile avokado
ve miirdiim erigi i¢in optimum sicakliklarin 5 °C civarinda olmasidir. Diger sonuglar ise
bitkisel kaynaklt PPO enzimleri i¢in beklenen araliktadir. Yine sonuglar incelendiginde

optimum sicakligin enzim kaynagina ve substrata bagl olarak degistigi de goriilmektedir.

4.3.3 Enzim Kinetigi

Enzim ¢ozeltilerinin Michaelis sabitleri (Km Ve Vmax) katekol, 4-metilkatekol ve pirogallol
substratlarinin farkli konsantrasyonlarinda optimum pH ve sicaklik degerlerinde belirlendi.
Bu amagla elde edilen deneysel verilerden Lineweaver-Burk denklemine gore grafikler
cizildi. Enzimin substrat spesifikligini test etmek i¢in di- ve tri-fenolik bilesikler kullanildx.
Salvia aethiopis L. bitkisinin yaprak ve ¢i¢eginden farkli yontemlerle elde edilen PPO enzim
cozeltilerinin katekol, 4-metilkatekol ve pirogallol substratlar i¢in aktivite-konsantrasyon
egrileri basit Michaelis-Menten egrisi sergilemektedir (egriler gosterilmemistir.). Michaelis-
Menten egrilerinin verilerinin Lineweaver-Burk denklemine uygulanmasiyla Vmax Ve Kn
degerleri elde edildi. Lineweaver-Burk denkleminin e§im ve ekstrapolasyonundan
hesaplanan Vmax, Km Ve Vmax/Km degerleri Tablo 3.18-3.23’de verilmektedir. Enzimin
katalizleme giicli olarak bilinen Vmax/Km degerinden substrat spesifikligi belirlenmistir.
Salvia aethiopis L. bitkisinin yapragindan fosfat tamponu ekstraksiyonu, amonyum siilfat
coktiirmesi ve diyalizle elde edilen PPO enzimlerinin katekol substrati i¢in elde edilen
Vmax/Km degerleri sirasiyla 1,43x10*, 1,67x10*® ve 3,32x10"®, 4-metilkatekol substrati igin
2,00x10*5, 5,01x10"® ve 3,33x10"®; ve pirogallol substrat1 icin 2,00x10*7, 1,43x10*" ve
1,25x10*" olarak bulunmustur. Bu sonuglardan en yiiksek Vmax/Km degeri pirogallol substrati
i¢in bulunmustur. Bu durumda enzimin pirogallol substratina spesifikliginin daha yiiksek
oldugu soylenebilir. Yine sonuglardan saflastirma ile katekol ve 4-metilkatekol substratlari
icin Vmax/Km degerlerinin arttig1 pirogallol substrati i¢in azaldigi goriilmektedir. Salvia
aethiopis L. bitkisinin ¢igeginden fosfat tamponu ekstraksiyonu, amonyum siilfat ¢oktiirmesi
ve diyalizle elde edilen PPO enzimlerinin katekol substrati i¢in elde edilen Vimax/Km degerleri
sirastyla 1,67x10*%, 5,00x10*® ve 5,00x10%®, 4-metilkatekol substrati igin 5,00x10%S,
3,33x10*® ve 1,11x10*"; ve pirogallol substrati igin 2,50x10*7, 3,33x10"" ve 1,23x10* olarak
bulunmustur. Yapraga benzer sekilde cicekten elde edilen PPO enziminin de en fazla

pirogallol’a kars1 spesifiklik gosterdigi sdylenebilir. Yukaridaki sonuglar bir biitiin olarak
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degerlendirildiginde genel olarak saflastirma prosesi ile Vmax/Km degerinin arttig1 ve enzimin
en fazla pirogallol’da spesifiklik gosterdigi ve bunu 4-metilkatekol ve katekoliin izledigi

goriilmektedir.

4.4 Enzim Saflastirma

Salvia aethiopis L. bitkisinden PPO, amonyum siilfat, diyaliz ve afinite kromotografisi ile
saflagtirildi. Her saflastirma basamagi i¢in ilk 6dnce enzim aktivitesi ve protein miktarlar
belirlendi. Bu degerler kullanilarak da spesifik aktivite ve saflagtirma oranlar1 hesaplandi.
Tablo 4.3, PPO’nun her saflastirma basamagi i¢in enzim aktivitesi, protein miktari, spesifik
aktivite ve saflastirma oranin1 gostermektedir. Tablodan goriildiigii gibi yapraktan ve
cigekten farkli tekniklerle saflastirilan PPO’nun saflastirma oranlariin birbirlerinden farkl
oldugu goriilmektedir. Yapraktan elde edilen enzim 8,4 kat saflastirilirken cicekten elde
edilen enzim 3 kat saflastirilmistir. Bu yaprak ve ¢igekteki fenolik bilesiklerin
yogunlugundan ve enzimle olan etkilesimlerinden kaynaklanabilir. Bir bagka olasilik
yapraktaki fenolik bilesiklerin kiiciik molekiil agirlikli olduklar1 ve diyaliz torbasinin
gbzeneklerinden gegerek enzimin daha fazla saflagtirilmasina sebep oldugu sdylenebilir.
Ugiincii olasilik enzimin afinite kromotografisinde proteinlerle farkli hizlarda yiiriiyerek
uzaklagmasindan dolay1 olabilir. Yine saflastirma basamaklari i¢in hesaplanan saflagtirma
orani degerlerine bakildiginda en yiiksek oran afinite kromotografisi ile saflastirmis enzim
icin elde edildigini gostermektedir. Bu da hazirlanan afinite matrisinin enzimi saflastirmada
diger saflastirma yontemlerinden daha etkili oldugunu gostermektedir. Bu sonuclar karbon
nanotiip esasli fonksiyonelize afinite matrislerinin PPO enziminin saflastirilmasinda
kullanilabilecegini ancak tek basma yiiksek saflikta enzimlerin elde edilemeyecegini

gostermektedir.

Tablo 4.3: PPO enziminin farkli tekniklerle saflastirma verileri.

. Enzim Protein -
ki;ﬂ:g]l Saflagtirma basamag aktivitesi miktari iﬁils\ll]:;: Sai:iit:;ma
(EU/mLdK)  (ng/nl)

Yaprak Ham ekstrat 1139 1,779 640 -
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi 1572 2,023 777 1,2
Diyaliz 4320 1,218 3546 55
Afinite kromatografisi 5721 1,065 5371 8,4

Cicek Ham ekstrat 1849 0,839 1849 -
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi 2073 1,067 1942 1,1
Diyaliz 2212 1,042 2122 1,2

Afinite kromatografisi 619 0,111 5576 3
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4.5 Sonuclar

Bu calismada fonksiyonellestirilmis CDKNT ornekleri, farkli kimyasal reaksiyonlarla
CDKNT'den sentezlendi. Daha sonra CDKNT ve fonksiyonellestirilmis CDKNT 6rnekleri,
¢oziicii ve hidrotermal yontemler kullanilarak Li-doplandi. Uretilen 6rnekler BET, FTIR,
DTA/TG ve SEM teknikleriyle karakterize edildikten sonra ilk dnce oda ve kriyojenik
sicakliklarda basincin bir fonksiyonu olarak hidrojen depolama kapasiteleri ol¢iildii. Daha
sonra CDKNT-O-L-Tirozin-PABA yapisinin PPO enziminin afinite matrisi ile

saflastirilmasinda kullanilabilirliligi arastirildi.

Fonksiyonelizasyonla CDKNT'nin BET ylizey alan1 ve gozenek hacmi azaldi. CDKNT,
fonksiyonellestirilmis CDKNT, Li-doplanmis CDKNT ve Li-doplanmis fonksiyonelize
CDKNT orneklerinin mezo ve makro gézenek hacimlerine sahip oldugu belirlendi.
CDKNT’nin fonksiyonelizasyonu ile FTIR spektrumunda —NH-, -COOH, OH, -N=N-
gruplarina ve doplama ile Lityuma ait bantlara rastlandi. DTA/TG termogrami CDKNT nin
iki basamakta bozundugunu fonksiyonelize orneklerin ise daha fazla basamakta
bozundugunu gosterdi. Fonksiyonelizasyon ve doplama ile CDKNTlerin morfolojilerinde

onemli degismeler meydana geldi.

Fonksiyonel grubun CDKNT'in hidrojen depolama kapasitesinin arttiritlmasinda énemli
oldugu bulundu. Orneklerin hidrojen depolama kapasiteleri basing ve sicakliga bagl olup,
artan basing ve azalan sicaklikla artis gosterdi. Hidrotermal yontemle Li-doplama,
CDKNT'lerin ve fonksiyonellestirilmis CDKNT'lerin hidrojen depolama kapasitesinin
arttirtlmasinda daha etkilidir. Hidrojen depolama kapasitesi en yiiksek 6rnek, hidrotermal
yontemle Li-doplanmis CDKNT'dir. Bunu, sirasiyla ¢oziicii yontemiyle Li-doplanmig
CDKNT-O-L-Tirozin ve CDKNT-O-L-Tirozin-PABA izledi. CDKNT, fonksiyonelize
CDKNT, Li-doplanmig CDKNT ve Li-doplanmis fonksiyonelize CDKNT ornekleri ile
hidrojen arasindaki etkilesimler zayif fiziksel etkilesimlerdir. Kriyojenik sicaklikta
adsorpsiyon-desorpsiyon izotermlerinin histerizeye sahip olmasi deneysel sonuglarin Tip IV
ile uyumlu ve adsorpsiyonun c¢ok tabakali oldugunu gostermektedir. Oda sicakligindaki

izoterm egrileri ise Henry yasasi ile uyumludur.

CDKNT-O-L-Tirozin-PABA yapist PPO enzimini saflastirmada afinite matrisi olarak
kullamilmistir. Tk &nce Salvia aethiopis L. bitkisinden PPO amonyum siilfat, diyaliz ve
afinite teknikleri ile saflastirildi. Her saflastima basamagi igin katekol, 4-metil katekol ve

prigallol substratlar1 kullanilarak optimum pHlar ve belirlenen optimum pH’da da optimum
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sicakliklar belirlendi. Daha sonra optimum sartlarda enzimin kinetik sabitleri hesaplandi.
Diyalizden elde edilen enzim ¢6zeltisini afinite kromotografisine yiikleyerek sentezlenen
matrisin saflagtirma gilicli arastirildi. Salvia aethiopis L. bitkisinin yapragindan fosfat
tamponu ile ekstrakte edilen ham enzim, amonyum stilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz sonucu elde
edilen ¢ozeltilerin i. katekol substrati i¢in optimum pH degerlerinin sirasiyla 7, 7 ve 7, ii. 4-
metilkatekol substrati i¢in optimum pH degerlerinin sirasiyla 6, 5 ve 5, ve iii. pirogallol
substrati icin optimum pH degerlerinin sirasiyla 9, 8 ve 8 oldugu bulundu. Benzer sekilde
Salvia aethiopis L. bitkisinin ¢i¢ceginden fosfat tamponu ile ekstrakte edilen ham enzim,
amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz sonucu elde edilen enzim ¢ozeltilerinin i. katekol
substrati i¢in optimum pH degerlerinin sirastyla 7, 7 ve 6, ii. 4-metilkatekol substrati igin
optimum pH degerlerinin sirasiyla 6, 6 ve 5, iii. pirogallol substrati icin optimum pH
degerlerinin sirastyla 8, 8 ve 7 oldugu belirlendi. Optimum sicakligin hem yapraktan hem de
cicekten elde edilen ham enzim ¢6zeltisinin kismen saflastirilmasi ile hafif bir sekilde arttigi,
amonyum siilfat c¢oktiirmesi ve diyalizle saflagtirllmis enzim c¢ozeltilerinin optimum
sicakliklarinin ise substrata bagli olmaksizin 30 °C oldugu bulunmustur. Saflastirma prosesi
ile Vimax/Km degerinin arttig1 ve enzimin en fazla pirogallola spesifiklik gosterdigi ve bunu
4-metilkatekol ve katekoliin izledigi bulunmustur. CDKNT-O-L-Tirozin-PABA yapisinin
afinite matrisi olarak kullanilmastyla yapraktan elde edilen ham enzim ¢6zeltisinin 8,4 kat

ve ¢igekten elde edilen ham enzim ¢6zeltisinin 3 kat saflastirilabilecegi belirlenmistir.

Tez c¢alismast bir biitiin olarak degerlendirildiginde CDKNT’den iiretilen Li-doplanmis
CDKNT’nin hidrojen depolama amaciyla ve CDKNT-O-L-Tirozin-PABA’nin ise afinite
teknigi ile enzim saflastirmada kullanilabilecek adsorbentler oldugu sodylenebilir. Tez
calismasinda iiretilen yapilarin farkli metallerle doplama islemlerinin gergeklestirilmesi ile
hidrojen depolama 6zellikleri daha da iyilestirilebilir. Ayni1 zamanda iiretilen fonksiyonelize
yapilar atik sulardan metallerin se¢imli gideriminde de kullanilabilir. Yine iiretilen bu
yapilar farkli polimerlerin termal ve mekaniksel 6zelliklerini iyilestirmek i¢in nanokompozit

uretiminde de kullanilabilir.
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