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OZET

Yuksek Lisans Tezi

B-Glukozidaz Enziminin Farkh Tasiyicilar Uzerine Immobilizasyonu Ve Farkh
Cay Ornekleri Uzerine Aroma Artiric1 Ozelliklerinin Incelenmesi

Akile CELIK

Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi
Kimya Anabilim Dah

Damisman: Dog. Dr. Ayse DINCER

Sistematik adi B-D-glukozid glukohidrolaz (EC 3.2.1.21) olan - glukozidazlar
oligosakkaritlerdeki veya diger glukoz bilesiklerindeki B-glukozid baglarin
hidrolizleyen enzimlerdir. B-Glukozidazlarin mikroorganizmalar, hayvanlar ve
bitkilerde yaygin olarak bulunduklari bildirilmektedir. B-glukozidaz uygun in vitro
kosullarin saglandigi durumlarda gida detoksifikasyonu, biyokitle donusimi, sarap
ve iceceklerde lezzet gelistirmek icin kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak gida,
kozmetik, ilag ve deterjan endustrisinde kullanilan ticari 6neme sahip cesitli
glikozitlerin sentezinde kullanilabilmektedir. Pek ¢ok B-glukozidazin antioksidan
olma, kan glukoz diizeyini dustirme, zarlari donma-¢ozilme hasarlarindan koruma,
tirozinaz1 inhibe etme gibi cesitli ve 6nemli biyolojik aktiviteleri bulunmaktadir. -
glukozidazlar ile ilgili bir¢ok farkli kaynaklardan yola ¢ikilarak yapilan saflagtirma
caligmas1 olmasina ragmen, bu enzimle smirli sayida immobilizasyon c¢aligmasi
bulunmaktadir. Enzim immobilizasyonu, enzimin katalitik aktivitesi devam ederken,
hareketinin énemli 6l¢iide kisitlandigr bir prosestir. Kitosan, enzim immobilizasyonu
icin ucuz, toksik ve zararli olmayan bir destektir. Kitosan, miikemmel hidrofiliklige,
yiiksek gozeneklilik ve genis yiizey alani gibi bir¢cok avantaja sahiptir. Hidroksil ve
amino gruplari iizerinden enzim immobilizasyonu gerceklesebilir. Kitosan
boncuklarinin yogunluklar1 suya ¢ok yakindir ve dokusu ¢ok yumusaktir. Kitosanin
mekanik kararliligini artirmak iizere bu ¢alismada kitosan, ¢ok duvarli karbon nanotiip
(MWCNTSs) ve Fes3Os gibi materyaller ile karistirildi. Hazirlanan kompozit
tastyicilarin  kararkterizasyonu Fourier transform infrared (FTIR) spektroskopisi,
taramal1 elektron mikroskopu (SEM) ve termal gravimetrik analiz (TGA) ile yapildi.

B-Glukozidaz enzimi hazirlanan kitosan kompozit tasiyicilar tizerine kovalent
olarak immobilize edildi. Ilk kisminda immobilizasyon kosullar1 optimize edildi.
Bunun i¢in optimum ¢apraz baglama siiresinin ve optimum c¢apraz baglayici
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konsantrasyonunun belirlenmesi ile enzim immobilizasyon suresinin ve enzim
konsantrasyonunun etkisi incelendi. Bununla birlikte hem serbest enzim hem de
immobilize B-glukozidaz aktivitesi lizerine pH’1n etkisi ve sicakligin etkisi incelendi.
Serbest ve immobilize enzimin termal, pH, ve depolama stabiliteleri karsilastirilarak,
immobilize B-glukozidaz enziminin tekrar kullanilabilirligi ve operasyonel kararlilig
incelendi. immobilize B-glukozidaz enziminin siyah, yesil, mate, adacayr ve melisa
cay Orneklerinde aroma artici etkisi de arastirildi. Bu ¢alismada gaz kromatografisinde
yapilan analizler ile linalool, nerol, geraniol, terpineol, benzil alkol ve 2-fenil etanol
aromatik onciillerinin miktarindaki artis izlendi.

Anahtar kelimeler: B-glukozidaz, aroma arttiric1 etkisi, FesOas, kitosan,
immobilizasyon, MWCNTSs
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Systematic name [-D-glucoside glucohydrolase (EC 3.2.1.21) are the B-
glucosidase enzyme can hydrolyze B-glucoside bonds in oligosaccharides of glucose
or other compounds. -glucosidases are mostly found in microorganisms, animals and
plants. Under appropriate in vitro conditions, B-glucosidase is used for food
detoxification, biomass conversion and to enhance the flavor of wine and beverages.
In addition, it is used for synthesing of various commercial importance glycosides
which can be used in food, cosmetics, pharmaceutical and detergent industry. Many
B-glucosidases have a variety of important biological activity such as antioxidant,
lowering blood glucose levels, membrane protection from freeze-thaw damage, and
inhibiting the activity of tyrosinase. Although there are many studies about
purification of B- glucosidase from different sources, only a few immobilization
studies with this enzyme was reported. Enzyme immobilization, while continuing the
catalytic activity of the enzyme, is a process wherein substantially restricted
movement. Chitosan is cheap, non-toxic and non-hazardous support for enzyme
immobilization. Chitosan has excellent hydrophilicity and has many advantages such
as high porosity and large surface area. Enzyme immobilization can be occured via
hydroxyl and amino groups. Chitosan beads’ density is very close to the water and its
texture is very soft. In this study, in order to increase the chitosan beads’ mechanical
strength, chitosan is mixed with carbon nanotube (Multiwalled carbon nanotube,
MWCNTS) and Fez04. Characterization of composite carriers were done by Fourier
transform infrared (FTIR) spectroscopy, scanning electron microscopy (SEM) and the
thermal gravimetric analysis (TGA).
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In this thesis study, B- glucosidase was immobilized on chitosan composite
beads covalently. In the first part of the study, immobilization conditions were
optimized. To optimize the immobilization conditions, optimum cross-linking time
and cross-linker concentration, effect of B-glucosidase immobilization time and
enzyme concentration was examined. In addition, effect of pH and temperature on the
activity of free and immobilized B-glucoside was examined. Also, thermal and storge
stability of free and immobilized enzyme was compared. The operational stability and
reusability of immobilized B-glucoside was examined. Aroma-increasing effect of
immobilized B-glucosidase on black, green, sage, balm and yerba mate tea samples
was investigated. In this study, the increasing ratio of linalool, nerol, geraniol,
terpineol, benzyl alcohol and 2-phenylethanol aromatic precursors were monitored by
GC analysis.

Key Words: : B-glucoside, chitosan, FesO4, MWCNTS, immobilization, aroma-
increasing effect

2015, 78 pages
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1. GIRIS

B-glukozidazlar(EC 3.2.1.21, B-D-glukopiranozid glukohidrolaz), glukoz ve
aglikon gruplar1 6rnegin kisa zincirli oligosakkaritler ve disakkaritlerin yani sira
norizoprenoidler, ugucu fenoller, alifatik alkoller, terpineoller arasindaki B-glikozidik
baglantilarin1  hidrolize eden enzimlerdir. B-glukozidaz ile ilgili reaksiyonlarin
farmasotik, kozmetik ve deterjan endustrileri gibi bir¢cok alanda uygulamasi vardir. Bu

enzim, ayni1 zamanda, tat endustrisinde glikozidik bagli aromalarin serbest birakilmasi
icin de kullanilabilir [1].

Bitkisel kokenli besinlerde bulunan ana renklendirici maddeler olan
antosiyaninleri hidrolize etme kabiliyetine sahiptir. B-Glukozidaz meyve sularina ve
iceceklerin stabilizasyonunda, aromatik bilesiklerin {iretiminde ve gida ve yem
urtnlerinin organoleptik 6zelliklerinin iyilestirilmesin kullanilir. Ayrica, biyokdtle
degradasyonu ve seliilozik tarimsal artiklarindan yakit etanol iiretiminde kullanilir. -
Glukozidaz tiim yasam alanlarinda ortaya ¢ikar ve besin alimi igin seliiloz ve diger
karbohidratlarin degradasyonu ve gelisim diizenlemesi ya da patojen saldirisina kars1
kimyasal savunma gibi islemlerde temel biyolojik roller oynar. B-Glukozidaz bazl
teknoloji maliyeti enzimin yeniden kullanilabilirligini ve stabilitesini arttirarak
azaltilabilir [2,3].

Enzimlerin optimum sartlar altinda aktivitelerini dogal ortamlarinin diginda da
gosterebiliyor olmalari, bunlardan pek ¢ok alanda yararlanabilme imkéani1 vermektedir.
Bunlar arasinda tipta teshis, tedavi ve ilag tasarimi Ornek verilebilir. Enzimlerin
endustriyel alanda kullanimi sirasinda bazi sorunlarla karsilagilmaktadir. Endustriyel
uygulamalarin biiyiik bir bolimi sulu c¢ozeltilerde gergeklestiginden, kullanilan
enzimleri geri kazanmak miimkiin degildir. Bu amagcla immobilizasyon kullanilan en

O6nemli yontemlerden biridir.

Immobilize enzimlerin endiistriyel alanda kullanimlarinin bircok avantaji
bulunmaktadir. Enzimin katalitik aktivitelerinin énemli 6lgiide kararli hale gelmesi,
tekrar kullanilabilirligi, iriinlerin saf olarak kolaylikla elde edilebilmesi, cevresel
etkilere kars1 yiiksek stabilitesi, tiretimin siirekliligi ve maliyetin azalmasi enzim

immobilizasyonunun avantajlar1 arasinda yer almaktadir [4].



Enzim immobilizasyonunda destek maddesi olarak dogal veya sentetik bircok
organik ve inorganik materyal kullanilmaktadir. Enzim immobilizasyonunda
kullanilacak tasiyicida aranan Ozellikler; hidrofilik karakter, suda ¢dzunmeme,
g0zenekli (pordz) yapi, mekanik stabilite ve uygun partikiil formu, kimyasal ve termal
stabilite, makroorganizmalara kars1 direng, ucuzluk, zehirsizlik, rejenere olabilme gibi
Ozelliklerdir. Ayrica, kovalent baglamada kullanilacak tasiyicilar yumusak kosullarda

reaksiyon verebilen fonksiyonel gruplar tagimalidir [5].

Kitosan; enzimler igin ucuz, toksik ve zararli olmayan destektir. Kitosan,
miilkemmel hidrofilisite, yiiksek gézeneklilik ve genis adhezyon alani gibi birgok
avantajlara sahiptir; batiin bunlar enzimlerde diisiik sterik engelleme ve bu nedenle
diisiik kiitle transferi direncine yol agar. Kitosanin enzimler ile kolayca baglanti
yapabilecegi hidroksil (-OH) ve amino (-NH2) gruplar1 vardir [6]. Yapisinda
bulundurdugu fonksiyonel gruplar, katyonik polimer olma avantaji ve nanoboyutta
kitosan parcaciklarinin hazirlanabilmesi 6zellikle; biyomedikal, kozmetik, gida,

farmasotik sektdriinde oldukga ilgi uyandirmistir [7].

Bu ¢alismada, manyetik 6zellik gosteren FesOs pargaciklar1 ve ¢ok duvarli
karbon nanotlip dogal bir polimer olan kitosanla karistirilarak kompozit tasiyicilar elde
edildi. Kitosan, enzim immobilizasyonu igin ucuz, toksik ve zararli olmayan bir
destektir. Kitosan, miikemmel hidrofiliklige, yiiksek gozeneklilik ve genis ylizey alani
gibi bircok avantaja sahiptir. Hidroksil ve amino gruplar1 {izerinden enzim
immobilizasyonu ger¢eklesebilir. Bu avantajlar1 sebebiyle destek olarak secildi fakat
mekanik giicli zayif oldugu i¢in Fe3Os ve MWCNTS ile karistirilarak dayaniklilig
arttirlldi. Bu kompozit tasiyicilarin fiziksel karakterizasyinu Fourier doniisimlu
infrared spektroskopisi (FT-IR), termogravimetrik analiz (TGA) ve taramal1 elektron
mikroskobu (SEM) analizleri ile arastirildi. Hazirlanan kitosan-FezOs ve kitosan-
MWCNTs kompozit tasiyicilar B-glukozidaz enzimi immobilizasyonu icgin destek
materyal olarak kullanildi. Daha sonra enzim immobilizasyonu kosullar1 optimize
edildi. Bu amagla; aktive edici ajanlarin optimum konsantrasyonu ve stresi, optimum
enzim konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresi incelendi. immobilizasyon kosullarinin
optimizasyonundan sonra serbest ve immobilize enzimlerin karakterizasyon

caligmalarina gegildi. Optimum sicaklik, optimum pH degerleri ve kinetik
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parametreler belirlendi. Ayrica serbest ve immobilize enzimin termal, pH, operasyonel
ve depo kararliliklar1 incelendi. Endiistride kullanim i¢in 6nemli bir diger parametre
olan tekrar kullanilabilirlik denemesi ¢alisildi. Bununla birlikte immobilize enzimin
cay Orneklerindeki aroma arttirici etkisi incelendi. Bunun igin immobilize enzim
optimum kosullarda ¢ay ornekleriyle inkiibe edildi ve gaz kromatografisinde aroma

onciil miktarlarindaki yizdesel artig incelendi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. B-Glukozidaz

Sistematik adi B-D-glukozid glukohidrolaz (EC 3.2.1.21) olan B-glukozidazlar
oligosakkaritlerdeki veya diger glukoz bilesiklerindeki B-glukozid baglarini hidroliz
edebilen enzimlerdir. B-Glukozidazlarin mikroorganizmalar, hayvanlar ve bitkilerde

yaygin olarak bulunduklar1 ve biyolojik yollarda ©nemli gorevlerinin oldugu

bildirilmektedir (Sekil 2.1) [8].

Sekil 2.1. B-Glukozidazin yapisi [9]

B-Glukozidazlar tarafindan katalizlenen B-glikozidik baglarinin hidrolizi
sonucu disakkarit, oligosakkarit ya da konjuge olmus glukozidler olusur. Bu yiizden
dogada farkli rollere sahip [-glukozidazlar bulunur. Enzimatik sistemdeki
mevcudiyetleri bitkinin biyokiitlesinin yikimini ve insanlarda Guacher’s hastalig1 gibi
molekiiler patolojilerin agiga ¢ikmasini saglar. B-glukozidazlarin baska bir énemli

ozelligi de sekerlerin ve seker tiirevlerinin spesifik enzimatik sentezi i¢in 6nemli olan
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transglikozidasyon (glikozidik birimlerin transferi gibi) aktivitesine sahip olmasidir
[10].

In vitro kosullarin saglandigi durumlarda gida detoksifikasyonunda, biyokiitle
doniisiimi, sarap ve igeceklerde lezzet gelistirmek i¢in kullanilmaktadir. Bunlara ek
olarak gida, kozmetik, ila¢ ve deterjan endiistrisinde kullanilan ticari 6neme sahip
cesitli glikozitlerin sentezinde kullanilabilmektedir. Zira pek ¢ok B-glukozidazin
antioksidan olma, kan glukoz diizeyini diisiirme, zarlar1 donma-¢6ziilme hasarlarindan
koruma, tirozinazi inhibe etme gibi cesitli ve Onemli biyolojik aktiviteleri
bulunmaktadir. Pek ¢ok mikrobiyal B-glukozidaz glukoz tarafindan inhibe edilirken

bitki kokenliler yiiksek glukoz derisimlerine kars1 toleransl olduklari rapor edilmistir

[8].

B-glukozidazlar karbohidratlar Gizerine etki eden enzimlerdir ve genel asit baz
mekanizmasi ile oksijen niikleofilleri arasindaki glikozil transferini katalizlerler. Bu
da anomerik yapimin sabit tutulmas: ve bir kovalent glikozil-enzim ara Uriininin
olusumu ile olur. Fizyolojik sartlar altinda boyle bir transfer reaksiyonu genellikle [3-
glikozidik bagin disakkarit, oligosakkarit ya da konjuge olmus glukozidlerin

hidroliziyle sonuglanir [10].

B-glukozidazlar tim canli organizmalarda bir¢cok biyolojik islevde rol
oynamaktadirlar. Bu sebeple B-glukozidaz enzimleri protein mithendisliginde, tarim
ve ormancilik alanlarinda ve biyoteknolojik ¢alismalarda oldukga sik ¢alisilmaktadir.
B-glukozidazlar (6zellikle Familya 1 enzimleri) bitkilerde biyolojik bazi siireglere
katilirlar. Bu slreg; herbivor, insektalar ve bitki zararlilarina kars1 savunma, besin
kalitesinin artisi, yenilenebilir yakit tiretimi, lignin biyosentezi ve kagit kalitesinin

artis1, sekonder bitki metabolizmasi ve antikanserojen etkidir.

Bitkilerde tat ve lezzet olusumunda etkili birkag yiiz B-glukozidik iiriin teshis
edilmistir. Bu molekiillerin aglikon pargalarinin besin kalitesi ve uretimi (izerine etkili
oldugu belirtilmistir. Ancak aglikonlarin ortaya ¢ikmalari i¢in -glukozidaz enzimleri
tarafindan B-glukozidik substratlarin hidrolize ugramasi gerekmektedir. Bu tdr
biyokimyasal bilgiler, meyve suyu ve mesrubat iiretiminde kullanilmaktadir. Uretim

sirasinda ve ya sonrasinda f-glukozidaz enzimi eklendiginde iiriinlerin tat, lezzet,
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aroma ve diger kalite faktorlerinde artis gézlenmektedir. Ayn1 sekilde bu bilgilerin,
istenilen 6zellikte transgenik bitki olusturulmasinda genetik mithendisligi agisindan da

temel olusturacag diisiiniilmektedir [11].

2.2. Enzim Immobilizasyonu

Enzimler kimya, biyoteknoloji ve bir¢ok endiistri alaninda kullanilmaktadir.
Kullanilan enzimlerin pahali ve ortam kosullarina dayaniksiz olmasi, enzimlerin daha
ekonomik ve kullanigh hale getirilmesi i¢in yapilan ¢aligmalara hiz kazandirmigtir
[12]. Farkli kaynaklardan izole edilen enzimlerin, aktivitelerini kaybetmeden
reaksiyon ortamindan geri kazanilmalar1 olanaksizdir. Bu durum enzimlerin ¢ok
spesifik ve pahali katalizor olmalarina neden olur ve maliyeti yiikseltir. Serbest
enzimler stirekli liretim sistemlerine de uygulanmazlar. Bilindigi gibi enzimler suda
cozlinen, katalizatorlerdir. Endiistriyel uygulamalarin ¢ogu sulu c¢ozeltilerde
gergeklestiginden katalizator olarak kullanilan  serbest enzimin aktivitesini
kaybetmeden geri kazanilmasi olanak disidir. S6z konusu sebeplerden dolay1
immobilizasyon tekniklerinin gelistirilmesi ve uygulanmasi enzimleri endiistride daha

¢ekici ve kullanilabilir duruma getirebilir [12, 13].

Enzim immobilizasyonu, enzimin hareketini engelleyen bir yéntemdir. Bir
katiya tutundurularak, tizerinden gecen substratlarin {iriinlere dontismesini saglayan
enzimlere immobilize enzimler denir. Enzim immobilizasyonu, enzimin katalitik
aktivitesi devam ederken, hareketinin énemli 6lciide kisitlandig1 bir prosestir [14].
Immobilize olmus enzimlerde, enzimin hareketleri sinirlandiriimis ve belli bir destege
veya polimerik matriks’de alikonularak tekrar tekrar katalitik aktivite gdstermesi
amaclanmistir. Immobilizasyon uygulamalar1 sadece enzimlere degil ayrica hiicresel
organellere, mikrobiyal hicrelere, bitki hicrelerine ve hayvan hicrelerine v.b.
uygulanabilir. Immobilize enzimlerin ilk endiistriyel uygulamas1 1969 yilinda Chibata
tarafindan gerceklestirilmistir ve yine ilk olarak hiicre immobilizasyonu Chibata ve
caligma arkadaglarinca 1973 yilinda yiiksek seviyede aspartaz aktivitesine sahip E.
Coli’ yi poliakrilamit jelinde hapsetmislerdir [15].

Immobilizasyon islemiyle bir katiya tutundurulmus enzimin, ¢ozelti

igerisindeki bir enzime gore bir¢ok avantaji bulunmaktadir (Tablo 2.1) [12, 13, 14] :
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Tablo 2.1. immobilize enzimlerin serbest enzime tstunliikleri

* Enzim birgok kere kullanilabilmekte ve bu da maliyeti diistirmektedir.
* Enzimin ortamdan uzaklastirilmasi sonucu reaksiyonun hizli bir sekilde

durdurulmasi saglanabilmektedir.

« Olusan iiriinlerde enzim kalintilar1 bulunmamaktadir (Ozellikle gida ve ilag
sektorleri icin enzimin kirletici igermemesi ¢ok 6nemlidir.).

* Enzimin kararlilig1 artmaktadir.

* Enzimin ortamdan ayrilmasi kolaylagsmaktadir.

« Siirekli sistemde calisilabilmektedir.

« Uriiniin kolayca ayrilmas1 saglanmaktadir.

* Atik s1vi miktar1 azalmaktadir.

* Baz1 durumlarda enzimin aktivitesi artmaktadir.

* Enzimin yarilanma 6mrii uzamaktadir.

» Enzimin kendi kendisini pargalamasi (otoliz) olasilig1 azalir.

2.3. Enzim Immobilizasyon Yontemleri

Giliniimiizde immobilizasyon teknolojisindeki gelismelerle immobilizasyon
islemi sirasinda olusabilecek sorunlara ¢abuk ve etkili ¢oziimler getirilebilmektedir,

ancak her enzim i¢in ayr1 ayr1 kabul edilen genel bir metot bulunmamaktadir [14].

Her enzim icin ideal tasiyict ve immobilizasyon yontemi se¢iminde bilimsel
standartlarin olustugunu sdylemek miimkiin degildir. Tasiyic1 ve immobilizasyon
yontemi secilirken hem immobilize enzimin karakteristikleri ve kullanilacagi alan hem

de segilen yontem ile tasiyict kombinasyonunun sinirlamalariin ve 6zelliklerinin



uyumuna dikkat edilmelidir. Diger bir deyisle, enzim miimkiin olan en diisiik hasarla
baglanmalidir. Enzimin esansiyel baglanma bolgesindeki gruplarla reaksiyondan
kaciilmasi istenmektedir. Alternatif olarak, baglanma sirasinda aktif bolge enzim
aktivitesini kaybetmeksizin uzaklastirilabilecek uzun koruyucu gruplar ile korunabilir.
Baz1 durumlarda koruyuculuk fonksiyonu bir substrat veya enzimin bir yarismali
inhibitorli tarafindan yerine getirilebilir [12, 16]. Immobilizasyon yoéntemleri
asagidaki gibi siniflandirilmaktadir (Sekil 2.2):

— Jelde tutuklama
¢ | Tutuklama  —— Mikro kapsiilleme
S,
<.
EE: — Lipozom teknigi
BEL | Fiziksel
ga adsorpsiyon
£ ;g —| Capraz baglama
E | Adsorpsiyonve
N Enzim ¢apraz baglama
= | 4  Baglama — —
kopolimerizasyon )
— Iyonik baglama
—{Taslyiclya baglama
—  Selat baglama
— Kovalent baglama
| Biyospesifik
baglama

Sekil 2.2. Enzim immobilizasyon yontemlerinin siniflandirilmasi [13]



2.3.1. Tutuklama Yontemleri

2.3.1.1. Jelde Tutuklama

Jel tutuklama metodunda tutuklama; monomer (akrilamid), oligomerik ve
polimerik (kolojen, jelatin, kalsiyum aljinat) maddelerden elde edilen, suda
¢dziinmeyen polimer jellerde gerceklesir. ilk uygulamalar1 poliakrilamid jel igerisine
tripsin, papain, -amilaz ve D-fruktoz bifosfat aldolaz enzimleri ile Bernfeld ve Wan
tarafindan 1963 de yapilmustir [12, 14].

2.3.1.2. Mikro Kapsulleme

Hapsetme yontemi ile immobilizasyon, enzimin polimerik bir matriks ya da
yar1 gegirgen bir membran igerisinde tutuklanmasina dayanir ( Sekil 2.3).Mikrokapsil
icerisine hapsetmede, enzim molekdlleri 10-100 um ¢apinda olabilen yar1 gegirgen
membranlar igerisine hapsedilir. Bu metodun avantajlari substratla enzime genis yiizey
alan1 saglamasi ve sadece tekil enzimler degil, degisik tipte enzimlerin de hemen

hemen ayni prosedirle immobilize edilebilir olmasidir [14, 17].

\“Y/

Bl gl

Yarn gecirgen membran

Sekil 2.3. Enzimin bir kapsiil igine tutuklanmasi [17]

2.3.1.3. Lipozom Teknigi

Bu yontem, sivi-ylizey yapict membran temeline dayanmaktadir (Sekil 2.4).

Siireksiz, doniisiimlii ve tamamen fiziksel bir yontemdir. Oldukga biiyiik bir kontakt



yiizeyine sahip olup, ayni anda bir adimda bir¢ok enzimin immobilizasyonuna olanak

saglamaktadir [18].

%f %EMFM
3 (’

e -

Sekil 2.4. Enzimlerin immobilizasyonu igin lipozom kapsul [18]

%
%)

2.3.2. Baglama Teknigi
2.3.2.1. Capraz Baglama

Enzimlerin serbest amin ve karboksil gruplariyla ¢ok fonksiyonlu maddelerin
kovalent baglarla {i¢ boyutlu ¢apraz baglanarak enzim kiimeleri olugturmasidir. Bu
yontemde enzimleri birbirine baglamak amaciyla glutaraldehit, diazobenzidin gibi
maddeler kullanilir. Bu maddeler, enzim molekiillerini birbirine baglayarak, ¢apraz
bagl ve suda ¢oziinmeyen enzim kompleksleri olustururlar (Sekil 2.5). Bir enzimin
kendisi lizerine ¢apraz baglanmasi pahali ve de yetersiz bir yontemdir, ¢iinkii bu
durumda proteinin bir kismi tasiyic1 gibi davranmakta ve bu da enzimatik aktivitenin
diismesiyle sonuglanmaktadir. Genellikle ¢apraz baglanmanin diger immobilizasyon

metotlarindan biriyle kullanilmasi daha iyidir [12, 14, 18].
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—t Enzim

— Capraz baglayic

Sekil 2.5. Capraz baglanma ile enzim immobilizasyonu [17]

2.3.2.2. Enzim Kopolimerizasyonu

Enzimler bir kopolimerizasyon reaksiyonunda monomerlerden biri gibi
davranarak matrikse baglanmaktadir. Yontem polimer matrikse tutuklanmaya

benzemekle birlikte enzim kagisinin 6nlenmesi gibi tistlinliigi vardir [18].

2.3.2.3. Tasiyiciya Baglama

Tas1iyict baglama metodu en eski immobilizasyon yontemidir, enzimlerin suda
¢Ozinmeyen tasiyicilara baglanmasi seklinde gerceklesir. Bu yontemde baglanan
enzimin miktar1 ve immobilizasyon sonrasi enzimin aktivitesi tastyicinin yapisina
baghdir. Fiziksel adsorpsiyon, iyonik baglama, selat baglama, kovalent baglama ve

biyospesifik baglama olarak bes gruba ayrilmaktadir.

2.3.2.3.1. Fiziksel Adsorpsiyon

Immobilizasyon igin kullanilan en basit ydntemdir. Ydntem; yiizey aktif suda
¢cozlinmeyen bir adsorbanin, enzim ¢ozeltisi ile karistirilmasi ve enzimin asirisinin
iyice yikanarak uzaklastirilmasi temeline dayanir (Sekil 2.6). Bu yontemde hidrofobik
baglanma gerceklesebilmekte, ayrica van der Waals kuvvetleri, iyonik ve hidrojen bag
etkilesimleri gibi elektrostatik kuvvetler de etkili olmaktadir. Enzimler bu yontemle
immobilize edildiklerinde, aktifliklerini biiyiik 6l¢iide korumaktadirlar. Bu yontemin
avantaji  destek materyalinin pH, sicaklik gibi etkiler sonunda tekrar
kullanilabilmesidir. Fakat, adsorplayici tarafindan zayif etkilesim kuvvetleri ile tutulan

enzimin kullanilmasi sirasinda adsorplayicidan uzaklagmasi, yontemin bir dezavantaji
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olabilir. Fiziksel adsorpsiyon isleminde genellikle adsorbant olarak alumina, aktif
karbon, kil, kolojen, cam ve hidroksilapatit kullanilmaktadir [12, 14, 17].

Enmzim = Destek materyal

Sekil 2.6. Fiziksel adsorpsiyon yéntemi ile enzim immobilizasyonu [17]

2.3.2.3.2. Iyonik Baglama

Enzim immobilizasyonunda kullanilmakta olan bu yontem enzimin suda
¢coziinmeyen ve iyon degistirici kalintilar1 igeren bir tasiyiciya iyonik baglanmasi
esasina dayanmaktadir. Iyonik baglanma metodunda kullanilan tastyicilar; organik
(seluloz, dekstran) ve inorganik (silika) destek maddeler ile iyon degistirici
kalitilarindan tiireyen iyon degistiricilerdir. Iyonik baglama ve fiziksel adsorpsiyon
arasindaki temel fark enzim ile tastyici arasindaki bagin, iyonik baglamada ¢ok daha
kuvvetli olmasidir. Bu sekilde enzimin katiya baglanmasi fiziksel adsorbsiyondan
daha gii¢lii bir baglanmadir. Iyonik baglama ¢ok 1liman kosullarda gergeklestiginden
enzimin yapisinda degisiklige neden olmaz. Ancak enzim ile destek arasindaki bag

kovalent bag kadar gii¢lii olmadigindan enzim kagis1 s6z konusudur [12, 14].
2.3.2.3.3. Selat Baglama
Bu yontemde, bazi gecis metallerinin (Titan(111), Titan(IV), Zirkonyum (1V))

selat yapma Ozellikleri sayesinde enzimlerin organik ve inorganik tasiyicilara

baglanmasi saglanmaktadir [18].
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2.3.2.3.4. Biyospesifik Baglama

Bu yontemde, enzimler ile antikorlar ve lektinler arasindaki biyospesifik
etkilesimlerden yararlanarak enzimler immobilize edilmektedirler. Biyospesifik

baglanma ile immobilize edilen enzimin substrati ile etkilesimi daha fazladir [18].
2.3.2.3.5. Kovalent Baglama

Immobilizasyon teknikleri arasinda en fazla calisilan tekniktir. Bu yontem
enzimin suda ¢oziinmeyen bir tagiyiciya kovalent olarak baglanmasina dayanmaktadir.
Genellikle baglanma, enzimin niikleofilik grubuyla tasiyicinin fonksiyonel grubu
arasinda gergeklesmektedir (Sekil 2.7). Baglanmada rol alan fonksiyonel gruplar;
amino grubu (NH), karboksil grubu (CO2H), stlfhidril grubu (SH), hidroksil grubu
(OH), imidazol grubu, fenolik grup, tiyol grubu, treonin grubu ve indol grubudur.
Kovalent baglanma yonteminde kullanilabilecek c¢ok sayida tasiyici vardir, hangi
tastyicinin  kullanilacagi tasiyicinin avantaj ve dezavantajlari dikkate alinarak
secilmektedir. Kovalent baglama enzimin aktif merkezini ve konformasyonel yapisini
degistirebilir. Bunun sonucu olarak substrat degisebilir ve/ veya aktivitenin biiylik bir
kismi kaybedilebilir. Fakat enzim ile tasiyici arasindaki baglanma kuvveti oldukca
giiclidiir. Substratin varliginda veya iyonik siddeti yiiksek ¢Ozeltide bile enzim
ayrilmaz [14, 16].

Enzim
+X

Aktiflestirme

ey > eledeleiy > sy

Destek materyal Aktiflestirilmis Immabilize
destek enzim

Sekil 2.7. Kovalent baglanma ile enzim immobilizasyonu [17]

Destek materyalin icerdigi bazi fonksiyonel gruplara gore, aktiflestirmede
kullanilabilecek bazi reaktifler, aktiflesme sonucunda olugan reaktif gruplar, enzimin
destege hangi grup iizerinden kovalent baglanabilecegi ve baglanma tiirii Tablo 2.2.”

de gosterilmistir [17].
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Tablo 2.2.

Destek materyalin

icerdigi  bazi

fonksiyonel

gruplara  gore

aktiflestirilebilecegi reaktifler, aktiflesme ile olusan reaktif gruplar, enzimin destege

kovalent baglanabilecegi gruplar ve baglanma tipi

Destek
materyaldeki
grup

-NH,

-COOH
(-CHzOH)
(-OH)

-OH

— CH—CH
CHs \0/ 2

2.4, Immobilizasyonda tasiyic secimi

(Siyandrik klortr)

Aktiflesmis yapi

-N=CH(CH_}sCHCO

Destek materyalde
olusan

reaktif grup

-CHO

N
e
NN

cl

—CHCH—C
CHx v H;

Enzimin reaktif

grubu

-NH;

-NH.

-NH,

-NH, -OH,

-8H

Baglanma tipi

Schiff baz

Peptit bag)

Alkilasyon

Alkilasyon

Immobilizasyon isleminde farkli &zelliklere sahip tastyicilar kullanilmaktadir.

Immobilizasyonda tastyici segimi ¢cok énemlidir, ¢iinkii baglanan enzimin miktar1 ve

immobilizasyon sonrasi enzimin aktivitesi tagiyicinin yapisina baghdir. Tagiyicinin

secilmesi immobilize enzimin performansi agisindan biiyiikk Onem tagimaktadir.

Giliniimiizde immobilizasyon teknolojisindeki gelismelere ragmen her enzim i¢in ayr1

ayr1 kabul edilen genel bir immobilizasyon metodu bulunmadigi gibi enzimler igin

evrensel olarak belirlenmis tasiyicilar da bulunmamaktadir (Tablo 2.3). Tasiyici

seciminde en 6nemli kriter enzimin cinsidir. Bunun disinda; hidrofilik karakter; suda

coziinmeme; gozenekli (pordz) yapi; mekanik stabilite ve uygun parcacik formu;

kimyasal veya termal kararlilik; kovalent baglamada kullanilacak tasiyicilar yumusak

kosullarda tepkime verebilen gruplar tagimali; mikroorganizmalara kars1 direnglilik;

ucuzluk; zehirsizlik; rejenere olabilmedir [14, 15].

14




Tablo 2.3. Enzim immobilizasyonunda kullanilan tastyicilar [19]

ENZIM IMMOBILIZASYONUNDA KULLANILAN TASIYICILAR

v v

Dogal Tasiyicilar Sentetik Polimerler
(Polimerler) (Anorganikler) -Polisitiran Turevleri
- Kitin - Cam -Poliakrilamid
- Kitosan - Silikajel -Naylon
- Nisasta - Aliminyum oksit -Polivinilalkol
- Dekstran - Bentonit -Oksiranlar
- Agaroz - Hidroksiapaatit -Metakrilat
- Karragenan - Titandioksit -lyon degistirici
recineler
- Alginat - Zirkonyumdioksit

- Nikeloksit
2.4.1. Kitin

Kitin, seliillozdan sonra diinyada en yaygin olarak bulunan ikinci
biyopolimerdir. Yengeg, karides gibi kabuklu su iirlinlerinin ana bileseni olup,
bdceklerin iskeletinde ve mantarlarin hiicre duvarlarinin yapisinda da bulunmaktadir.
Bir biyopolimer olan Kitin, esas olarak poli-[B-(1,4)-2-asetamid-2-deoksi-p-D-
glukopiranoz] yapisinda olup ¢ok diisiik oranda 2-amino-2 deoksi-B-glukopiranoz
monomerlerini de icermektedir (Sekil 2.8). Kabuklu su tiriinleri artiklarinin basta Kitin
olmak tizere gesitli Urlinlerin eldesi seklinde degerlendirilmesiyle hem ekonomik

acidan kazang hem de ¢evre agisindan oldukga biiyiik yarar saglanmis olmaktadir [20].
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H  NHCOOCH;

H NHCOOCH; CH;0H

Sekil 2.8. Kitinin molekiiler yapisi

2.4.2. Kitosan

Kitosan, kitinden tiretilen modifiye bir polisakkarittir, kitinin deasetilizasyonu
ile Uretilmektedir. Kitosanin kimyasal yapisi, poli-[B-(1,4)-2-amino-2-deoksi-f3-D-
glukopiranoz] seklindedir (Sekil 2.9). Kitin ve kitosan polisakkaridleri, kimyasal
olarak seclilloza benzemekle birlikte kendi aralarinda birtakim farkliliklar
gostermektedir. Seliilozda, ikinci karbon atomuna bagli hidroksil (-OH) grubu
bulunurken, kitinde asetamid (-NHCOCHSa), kitosanda ise amin (-NH2) grubu

bulunmaktadir.

CILOII

H NHCOOCH; CH,0H

Sekil 2.9. Kitosanin molekiiler yapisi

Kitosanin kullanimini belirleyen ozellikleri basta deasetilasyon derecesi ve

molekil agirligi olmak tizere pH, viskozite ve renk seklinde siralanmaktadir. Kitosan
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giiniimiizde tiptan gidaya, ziraatten kozmetige, eczaciliktan atik su aritimina ve tekstil
sektoriine kadar sayisiz alanda kullanilabilmektedir. Ayrica; biyoteknolojide enzim
immobilizasyonunun yaninda, hiicre immobilizasyonunda, protein ayirmada, hiicre

geri kazaniminda ve kromotografik uygulamalarda da kullanilmaktadir [14, 20].

2.4.3 Cok Duvarh Karbon Nanotip

Karbon nanotiipler, nanometre 6l¢eginde ¢apa sahip, karbondan yapilan tiip
seklindeki malzemelerdir. Karbon nanotiipler farkli boyda, kalinlikta, ¢cok katmanli ve
spiral tipte pek cok farkli yapiya sahiptirler. Cok duvarli karbon nanotiipler, ikiden
fazla grafen ¢epere sahip nanotiiplerdir. Cok duvarli karbon nanotiiplerin i¢ ¢aplar1 0,4
- 5 nm, dis ¢aplar1 ise yaklasik 15 nm” dir (Sekil 2.10). Grafit tabakasindaki karbon
atomlar1 aras1 kimyasal bag dogada bilinen en gii¢lii baglardan oldugundan, karbon
nanotiiplerin ¢ok iyi mekanik 6zelliklere sahip olmasi beklenmektedir. Bu durumda
bilesik malzemelerin giiclendirilmesinde karbon nanotiipler dnemli bir potansiyele
sahiptir. Cok duvarli karbon nanotiiplerde (MWCNT) katmanlar1 farkli kristal
yapisinda oldugundan davranislart komplektir. Grafitin simetrik ve kendine has
elektronik yapis1 oldugu i¢in, nanotiipiin yapisi elektrik 6zelliklerini etkiler. Bag yapisi
polar olmadigi i¢in, nanotiipler suda ¢oziinemezler ve kimyasal miidahaleler olmadigi

stirece bir ¢ozucide ¢oziinemezler [21, 22].

Sekil 2.10. Cok duvarli karbon nanotup [21]
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MWCNT’ un o6zel ve saglam yapisal Ozellikleri ve morfolojisi katalitik
destekler olarak kullanilmak iizere olduk¢a uygundur. Enzim immobilizasyonunda
destek olarak karbon nanotipleri kullanmak mimkundir [23]. Karbon nanotipler
elektronik malzeme olarak manyetik ve optik nano aygit yapiminda, islemci, siiper
iletkenler, ekran, diyot ve elektronik anahtar yapiminda, atomik kuvvet
mikroskopunda u¢ malzeme olarak kullanim alanlari bulunmaktadir. Cok duvarh
karbon nanotiipler, biyosensorlerin gelistirilmesinde kullanilmaya baglanmistir.
Karbon nanotiiplii elektrotlar, karbon nanotiip duvarlarinda ve i¢ginde enzimler ve diger
redoks proteinleri tespit etmek i¢in kullanilirlar. Deneyler, kiigiik proteinlerin basit bir
yontemle karbon nanotiiplerin i¢ine yakalanabilecegini gostermistir. Nanottplerin

kullanildig1 diger alanlar: tekstil, askeriye, koprilerin celik halatlar1 ve spor

malzemeleri vb. (Tablo 2.4) [21, 22].

Tablo 2.4. Karbon nanotiplerin kimyasal uygulama alanlar [22]

Uygulama

Kimyasal modifikasyonun islevi

Nanoelektronikler

Elektronik bant yapisinin lokal modifikasyonu

(Biyo-) kimyasal sensorler

Analit molekullerinin segimli tespiti

Katalizor destek malzemeleri

Molekiillerin veya metal nanotaneciklerin tutturulmasi

Kompozit malzemeler

Matrisle baglanma

Alan emisyonu

Tiip u¢larindaki is fonksiyonunun diisiiriilmesi

Nanofiltrasyon

Molekiillerin veya iyonlarin sterik engellerle secimli gegisi

Yapay kaslar

(Capraz baglanma ile nanotiip filmlerin kararliliklarini artirmak

Denetimli ilag salimi

Hedef molekdllerin tespiti

Farmakoloji

Hiicre zarindaki iyon kanallarinin bloke edilmesi

Hucre blylmesi

Hiicre yiizeyleri ile 6zel etkilesimler
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2.5. Ucucu Yaglarin Tanim Ve Ozellikleri

Ugucu yaglar bitkilerin yaprak, kabuk, tohum veya kok kisimlarinda bulunan
ve bu kisimlardan ¢esitli yontemler ile elde edilen; ugucu olan; oda sicakliginda sivi
ya da yar1 kat1 halde bulunan, hatta bazen recinemsi olabilen; genelde renksiz veya
acik sar1 olan fakat bazen karanfil yag: gibi saridan kahverengiye ve papatya yag gibi
yesilden maviye kadar farkli renklerde olabilen; su ile karismayan ve giizel kokulara
sahip ucucu madde karisimlaridir. Agikta birakildiklarinda oda sicakliginda bile
buharlasabildiklerinden ugucu yag ve eterik yag; giizel kokular1 olduklarindan dolay1
da esans gibi isimlerle bilinmektedirler [24].

Fiziksel 6zellikleri yoniinden birbirlerine genellikle benzerler ve genel olarak
kirtlma indisleri yuksektir. Optikge aktiftirler ve yaglarin polarize 15181 spesifik olarak
cevirmeleri yagi tanitmaya yarayan oénemli 6zelliklerden birisidir, kirilma indisinde
polarize 15181 ¢evirmede meydana gelen degismeler, yagin safliginin bozuldugunu
gosterir. Ugucu yaglar su ile karismayan maddeler olduklar1 halde, kokulariin suya
gecmesine yetecek oranda suda ¢ozindrler. Petrol eteri, benzen, eter, etanol, hegzan
gibi organik ¢oziculerde ¢ozundrler. Bugiine kadar arastirilan 300 bitki familyasindan
% 30’ dan fazlasinin ugucu yag icerdikleri anlasilmistir. Aromatik bitkilerde ucucu

yag orani % 0,01 ile % 20 arasinda degiskenlik gostermektedir [25].

Ucucu yaglar bitkilerin salgi tiiyleri, salgi hiicreleri, salgi kanallar1 ve salgi
cepheleri gibi kisimlarinda meydana gelmektedirler. Bitkilerdeki bu ugucu yaglarin
hangi amagla olustugu tam olarak bilinmemektedir. Ayrica ugucu yag iceren bitkiler
genellikle Akdeniz iklimi gibi sicak iklime sahip bélgelerde yetistiginden 6tiirii, ugucu
yagin bitkinin tizerindeki havay1 baglamasi ile bitkinin su kaybini 6nlemesinden oturd

de olugmus olabilecegi diistiniilmektedir [24].

Ugucu yaglarin bilesiminde bulunan maddelerin taninmasi i¢in, bu maddelerin
birbirinden ayrilmasi gerekmektedir. Bu amagla ¢esitli destilasyon ve kromatografik
yontemler kullanilmaktadir. Kromatografik yontemler arasinda en iyi sonu¢ GC ve
GC/MS ile alimmaktadir. Gaz kromatografisinin kolon kisminda ayrim
gerceklestirildikten sonra bilesenler FID dedektére gonderilmektedir. Elde edilen

kromatogramin integrasyonu ile bilegenlerin konsantrasyonu tespit edilebilmektedir.
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Gaz Kromatografisi - Kutle Spektrometrisi (GC/MS) ile ise bilesenlerin kimlik tespiti
kesin olarak yapilabilmektedir [26].

2.5.1.Ucucu Yaglarin Kimyasal Bilesimi

Ugucu yag, kat1 ya da s1v1 birgok farkli kimyasal bilesigin birbirinde ¢dziinerek
homojen bir ¢ozelti olusturdugu kompleks bir karisgimdir. Kimyasal ve fiziksel
Ozellikler agisindan sabit yaglardan oldukga farklidirlar. Ugucu yaglar genellikle
terpenler ile bunlarin oksijenli tiirevleri olan terpeneoitlerin karisimindan meydana
gelmektedir. Ugucu yaglarin koku ve tadini veren en Onemli bilesikler oksijenli
tirevlerdir. Bu bilesiklerin az da olsa suda ¢6ziiniirliikleri vardir fakat daha ¢cok alkolde
cozlndrler. Bir¢ok yag terpen yapisindaki bilesikleri igermektedir. Fakat tar¢in ve
karanfil yagi gibi bazi ugucu yaglar terpenlerle karismis olarak bulunan aromatik
tirevler de icermektedir. Aslinda aromatik halka iceren timol, karvakrol gibi birkag
bilesik yapisal olarak terpenoittir. Bu bilesikler disinda portakal yagi gibi ugucu
yaglarin yapilarinda dekanal gibi aldehit bilesikleri de bulunmaktadir.

Terpenler izopren birimleri olarak bilinen bir veya birden fazla Cs
birimlerinden olusmaktadirlar. Izoprenin sistematik adi 2-metil-1,3-bitadiendir.
Bircok terpen halka seklinde baglanmis izopren birimlerine sahiptir. Bunlar
hemiterpenler (CsHs), monoterpenler (CioHie), seskiterpenler (CisHzs), diterpenler
(C20H32), sesterpenler (CasHao), triterpenler (CsoHas), tetraterpenler (CaoHes) ve

politerpenler [(CsHg)n] olarak siniflandirilmaktadirlar [24].

Kiigiik molekiillii terpenler su buhari destilasyonu ile, bliylik molekulli olanlar
ekstraksiyon ile, daha buyiuk molekilli olan terpenler ise kolon ve ince tabaka

kromatografisi gibi yontemlerle ayrilabilirler [27].

2.5.2. Baz1 Ugucu Yaglara Ornekler

Geraniol bir monoterpenoid ve bir alkoldiir. Giil yaginin esasin teskil eder.
Bir¢ok mubhtelif esas yaglarda bulunur (Sardunya ¢igeginin yaginda). Yagimsi, ucuk
sar1 renkte bir stvidir. Suda ¢oziinmez. Organik ¢oziiciilerde ¢oziiniir. Tatli giil kokusu

vardir. Tat verici olarak ve parfiimeride kullanilir (Sekil 2.11).
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Nerol, limon ve serbetgiotu gibi bircok temel yaglarda bulunan bir
monoterpendir. Neroli yagindan izole edilmistir, bu ylizden adi neroldur. Bu renksiz
stvi parfiimeride kullanilir. Nerol kolayca diterpen olusturmak i¢in su kaybeder.
Geraniol ile izomerdir (Sekil 2.11) [28].

Linalool i¢cin zambak kokusu demek tam dogru olmasa da, bir¢ok bitkide farkli
enantiomerler halinde bulunan, zambak kokusunu andiran, ¢i¢eksi dogal bir guzel
koku molekuludir. Rasemik karisim hali de enantiomerleri gibi zambak kokusunu
andiran, taze, giceksi bir kokuya sahip olan renksiz bir sividir. Enantiomerleri arasinda
¢ok az da olsa bir koku farki vardir. Ester halleri ile birlikte, linalool, en sik kullanilan
ve oldukca buyuk miktarlarda tretilen glizel koku molekillerinden biridir. Linalool,
sahip oldugu c¢iceksi kokusu sayesinde, parfiimeride, ¢icek kokusu karigimlarinda
(zambak, lavanta, neftyagi) siklikla kullanilir. Yiiksek uguculugu sayesinde, dogal bir
koku havasi verir. Bazik ortamda kararli olmasindan dolay1, sabun ve deterjanlarda da
kullanilir (Sekil 2.11) [29].

Terpineol; cajuput yagi, cam yagi ve petitgrain yagi gibi ¢esitli kaynaklardan
izole edilmis olan dogal olarak olusan bir monoterpen alkoldiir. DOrt izomeri, alfa,
beta, gama-terpinol ve terpinen-4-ol bulunmaktadir. Sadece beta- ve gama-terpinol ¢ift
bagin konumu bakimindan farklilik gostermektedir. Terpineol, genellikle izomerlerin
bir karisimidir ve ana kurucu madde alfa-terpineol” dur. Terpineol leylak benzer hos
bir kokuya sahiptir ve parfum, kozmetik, ve gida sanayinde kullanilmaktadir. a-
terpineol Lapsang Souchong cayda en bol bulunan iki aroma bilesenlerinin biridir
(Sekil 2.11) [28].

Benzil alkol, CsHsCH2OH formull ile aromatik bir alkoldur. Hafif ve hos
aromatik kokusu olan benzil alkol renksiz bir sividir. Benzil alkol ¢ogunlukla meyve
ve ¢aylarda bulunan dogal olarak iiretilen ugucu yagdir. Ayrica yasemin, stimbiil ve
ylang ylang da dahil olmak iizere temel yag cesitleri bulunmaktadir ve kunduz yagi
iginde bulunan bilesiklerden de biridir. Bu bilesik kunduz bitkisinden elde edilir.
Farmasotik endiistrisinde diisiik konsantrasyonlarda benzil alkol, damar i¢i ilaglari
korumak i¢in kullanilir. Cilde uygulandiginda uyusturucu etkisi oldugu i¢in, bolgesel
agr1 kesici olarak kullanilir. Murekkep, boya, epoksi recine ve laklarin iiretiminde bir

¢oziicli olarak kullanilir. Kozmetik sektoriinde koruyucu, ¢oziicii (solvent), akigkanlik
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artirici, koku maskeleyici olarak kullanilir. Gida endiistrisinde kullanilan tatlandirici
esterleri i¢in 6ncli madde olarak kullanilir. Fotograf sektoriinde de yine kullanimi
mevcuttur. Nanoteknoloji de nanotellerin dielektroforetik yeniden yapilandirilmasi

icin dielektrik ¢cdzlict olarak kullanilir (Sekil 2.11) [28, 30].

Fenetil alkol ya da 2-fenil etanol dogal bir organik bilesiktir. Dogal yaglarda,
gul, karanfil, stimbiil de bulunur. Sividir. Cigek kokuludur. Alkol ve eterle karisir. Tat
verici ve parfiimeride kullanilir. G6z ilaglarinda da bakterilere kars1 kullanilmistir.

Sabunda koruyucu madde olarak da kullanilir (Sekil 2.11).

OH
Nerol Geraniol
OH CHz
| HLC 1o CH
Linalool Terpineol
OH
Q(ZTH:i.Z.JH
Benzil Alkol 2-Fenil Etanol

Sekil 2.11. Bazi ugucu yaglarin molekiiler yapilari [31, 32]
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Materyal

Calismada kullanilan kimyasallar B-glukozidaz (B-glucosidase from almonds,
5,3 U/mg ve > 6 U/mg), 4-nitrofenil-B-D-glukopiranozid (pNPG), p-nitrofenol (p-NP),
epiklorohidrin (ECH), PEG, sodyum karbanot (Na.CO3), sitrik asit, sodyum sitrat
dihidrat, hidroklorik asit (HCI), sigir serum albumin (BSA), glutaraldehit (GLA), o-
fosforik asit (0-HsPO4), FeCl..H20, FeCls. H20, kitosan (CT), Cok Duvarli Karbon
Nanotiip (MWNCTs) (¢ap1 110-170 nm, uzunlugu 5-9 mikron, 90+%), nitrik Asit
(HNOg), sulfirik Asit (H2SO4), coomassie brilliant blue G-250, etanol (% 99), sodyum
fosfat pentabazik (TPP), Tris (hidroksimetil) aminometan (Sigma-Aldrich, ABD);
sodyum asetat (CH3COONa), asetik asit (CH3COOQOH), dihidrojenfosfat (KH2POs),
dipotasyum hidrojenfosfat (K:HPO4), sodyum klorir (NaCl), sodyum hidroksit
(NaOH) ( Merck, Almanya), diklorometan ( CH2Cl.), kaprik asit (C10H2002), sodyum
stlfat (Na2SOs), amonyak (NHz).

Calismada kullanilan arag ve gerecler; Fourier Transform Infrared
Spektroskopisi (FTIR) (Perkin Elmer spectrum BX), UV-vis spektrofotometre (UV-
1800 SHIMADZU), pH metre (Inolab WTW series), inklbator (GFL), Magnetic
Susceptibility Balance (Sherwood Scientific), Gaz kromatografisi (Agilent 7890A GC

system) kullanilmistir.

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ve Termogravimetrik Analiz (TGA)

analizleri hizmet alimi1 karsilifinda yaptirilmstir.

Bu ¢aligmada kullanilan diger tiim kimyasallar analitik safliktadir.
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3.2 YOntem

3.2.1. p-Nitrofenol Standart Egrisinin Olusturulmasi

p-Nitrofenol (p-NP) standart egrisinin olusturulmasinda ilk olarak 0,01-0,1
mM araliginda bir seri p-nitrofenol standart ¢ozeltisi pH 5,0 sitrat tamponu igerisinde
hazirlanmisg olan 0,1 M stok p-nitrofenol ¢o6zeltisinden yola ¢ikilarak hazirlandi.
Uzerine 2 ml 1 M NapCOs ¢ozeltisi eklendi ve 400 nm’de alinan absorbans degerleri
ile p-nitrofenol konsantrasyonlar1 arasinda standart grafigi ¢izildi. p—glukozidaz
aktivitesinin tayininde enzimatik reaksiyon sonunda agiga ¢ikan p-nitrofenol miktari,

cizilen standart grafigi kullanilarak bulundu (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. p-Nitrofenol standart egrisi

Kor 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Distile Su (mL) 10 - - - - - - - - - -

1mMp-NPcézeltisii - 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
(uL)
Tampon (L) - 990 980 970 960 950 940 930 920 910 900

1 M NazCOs ¢ozeltisinden 2 ml eklendi.

400 nm’ de 6l¢tim alinda.
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3.2.2. B-Glukozidaz Aktivite Tayini

Bu c¢alismada serbest ve immobilize enzim aktivite tayini Su ve ark.
kullandiklar1 yontem uygulanarak tayin edildi [33]. B-Glukozidaz aktivitesi enzimin
yapay substrati olan p-nitrofenil--D-glukopiranozid (p-NPG) kullanilarak olgiildii
(Tablo 3.2). Enzimatik reaksiyon 1 M Na>COs ¢Ozeltisi eklenerek durduruldu. Aktivite
tayini, reaksiyon sonrasinda enzimatik hidroliz sonrasinda agiga ¢ikan p-NP’ un 400
nm’ de spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesine dayanir. Bir (inite enzim aktivitesi; 37

°C’ de dakikada a¢iga ¢ikan pmol p-NP (umol p-nitrofenol/dk.) olarak tanimlanmuistir.

Tablo 3.2. Aktivite tayini

Kor Ornek
Saf Su 50 pl -
5 mM p-NPG 950 pl 950 pl
Serbest enzim / E— 50 pl/
Immobilize B-glukozidaz 50 mg boncuk

Inkiibasyon ( 37° C de 1 dk.)

1 M NaxCOs 2000 pl 2000 pl

400 nm’ de Sl¢iim alinir.
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400 nm’ de olglim alindiktan sonra, ¢izilen p-NP standart grafiginden
absorbans degerlerine karsi gelen konsantrasyon degerleri bulundu ve aktivite

hesaplamalarinda kullanildi.

3.2.3. Protein Tayini

Protein miktarlarinin tayini Bradford [34] yontemi ile gergeklestirildi.
Bradford tarafindan gelistirilen bu yontemde Coomassie Brillant Blue G-250
kullanilir, organik boyalarin asidik gruplar1 ile proteinlerin bazik gruplarinin
etkileserek renk olusturmasini esas almaktadir. Bradford reaktifinin hazirlanmasi igin
ilk olarak 40 mg Coomassie Brillant Blue, 50 ml %95’ lik etanolde ¢6zuldu. Cozeltiye
55 ml % 88’ lik fosforik asit eklendi ve hacmi deiyonize su ile 1 litreye tamamlandi.
Standart protein egrisinin olusturulmasi i¢in dnce sigir serum albiiminin (BSA) distile
su ile 1 mg/ml’ lik ¢6zeltisi hazirlandi. Bu stoktan seyrelmeler yapilarak 0,02-0,15
mg/ml konsantrasyon araliginda bir seri standart ¢ozelti hazirlandi. Hazirlanan protein
standart ¢Ozeltilerinden 0,1 ml alind1 ve tizerlerine 2 ml Bradford reaktifi eklendi. Oda
sicakliginda 10 dakika beklendi ve 595 nm’de absorbans dl¢timleri alindi. Elde edilen
absorbans degerleri konsantrasyona karsilik grafige gegirildi ve standart protein egrisi

olusturuldu.

3.2.4. Iimmobilizasyon Verimi ve Yiikleme Etkinliginin Hesaplanmasi

Immobilizasyon verim asagidaki formiille hesaplanir:

almm

Immobilizasyon verimi: x100 (3.1.)

aserbest
aimm: Immobilize enzimin spesifik aktivitesi
aserbest: Serbest enzimin spesifik aktivitesi

Tasiyict {lizerine baglanan protein miktari, total protein miktarindan baglanmayan

protein miktar1 ¢ikartilarak % yiikleme etkinligi hesaplandi.
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. C qee- CiVi—CfFV,
% Yiikleme etkinligi = %V:‘f

x 100 (3.2.)

Ci: Serbest enzimin protein miktari
Vi: Ortama konan enzim ¢ozeltisinin hacmi
Cs: Filtratta bulunan protein miktari

Vs Filtrat hacmi

3.2.5. Kompozit Tasiyicilarinin Hazirlanmasi

3.2.5.1. FesO4 (Manyetit) Hazirlanmasi

FesO4 partikiilleri Z. Yuanbi ve arkadaglarimin gelistirdigi yonteme gore
sentezlendi [35]. FeCl2.4H20:FeCl36H20 2:3 (mol:mol) oraninda tartildi ve ayrica 1
g PEG 4000 eklenerek 100 ml deiyonize suda karistirildi. Daha sonra ortamin pH’1
11,0 olacak sekilde sulu amonyak (0,3 mol/L) ile ayarlandi. Fe3Os olusumundan dolay1
¢ozeltinin renginin siyah oldugu gézlendi. Ortamin pH’ 1 n6tr olana kadar saf su ile
yikama yapildi. Fe3Og4 partikiilleri siizge¢ kagidiyla siiziilerek kurutuldu. Elde edilen
FesOs partikiillerinin manyetik duyarliligt Magnetic Susceptibility (Sherwood

Scientific) cihaziyla 6l¢iildii.

3.2.5.2. Kitosan-Fe3O4 Kompozit Tastyicilarinin Hazirlanmasi

2,5 g kitosan %2’ lik 100 ml asetik asit ¢ozeltisi icinde ¢ozuldi. Uzerine 1 g
FesOg partikiilleri eklendi. Hazirlanan Fe3O4 kitosan siispansiyonu soguk TPP (pH 8,2)
¢oOzeltisi i¢ine ucu kesilmis igne yardimi ile damlatildi, sertlesmesi i¢in sogukta 4 saat
karistirilarak bekletildi. Sertlesen boncuklar siiziilerek bol su ile yikandi ve daha sonra

kullanilmak tizere +4 °C’ de depolandi.
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3.2.5.3. Cok Duvarh Karbon Nanotiipiin (MWCNTs) Aktivasyonu

Cok duvarli karbon nanotiip, 3:1 (v/v) konsantre HoSO4-HNOs3 asit karigimi
kullanilarak kimyasal olarak aktive edildi (Sekil 3.1). Aktivasyon islemi 3,5 saat 55
°C’ de manyetik karistirma altinda refluks ile yapildi. Aktiflestirme ile MWCNT’ iin
—COOH gruplan aktiflestirilerek, karboksil grubu fonksiyonlandirilmis MWCNTs
elde edildi (MWCNTs-COOH) [36]. Elde edilen MWCNT-asit slispansiyonu
santrifiijlenerek, MWCNTs kat1 olarak ayrildi. Ayrilan kat1 nétral olana kadar ultra saf

su ile yikandi ve etiivde kurutuldu.

HOOD

HNO, / H,S0, (1:3)

g

140 °C, reflux
HOQOD

Sekil 3.1. MWCNTS’ uin H2SO4 ve HNOg3 ile aktivasyonu [37]

3.2.5.4. Kitosan-Cok Duvarh Karbon Nanotiip (MWCNTSs) Tasiyicilarin

Hazirlanmasi

Kitosan-MWCNTs kompozit boncuklar1 hazirlamak i¢in oncelikle 2,5 g
kitosan %2’ lik 100 ml asetik asit ¢ozeltisi i¢cinde ¢6ziildii. Daha sonra hazirlanan bu
cozeltiye aktive edilmis MWCNT den 500 mg eklendi (Sekil 3.2). Homojen bir

siispansiyon elde edildikten sonra siispansiyon, TPP (pH:8,2) ¢ozeltisine bir siringa

28



yardimi ile damla damla ilave edildi ve olusan boncuklarin sertlesmesi i¢in 4 saat

bekletildi. Sertlesen boncuklar distile su ile iyice yikanarak +4 °C* de muhafaza edildi.

HNO4+H,50, K&
70°C,6h

CH,0CH,COOH
0 o]

OH

NH,

Sekil 3.2. Kitosan-MWCNTSs kompozit tasiyicilar [38]

3.2.6. Kitosan-Fe3O4 Kompozit Tastyicilarin Epiklorohidrin (ECH) ile

Aktivasyonu

Kitosan-Fe3O4 kompozit tastyicilarin aktivasyonu ECH ile yapildi. Bu amagla
ilk olarak optimum capraz baglama siiresi belirlendi ve sonrasinda optimum ECH

konsantrasyonu bulundu.

3.2.6.1. Epiklorohidrin ile Aktivasyon Suresinin Etkisi

Optimum capraz baglama siiresinin belirlenmesi i¢in Kitosan-Fes04 kompozit
tastyicilar (50 mg) 30-60-120-180-240 dakika strelerinde 50 mM ECH c¢ozeltisiyle 50
°C’ de aktive edildi. Aktivasyon isleminden sonra 1 mg/ml (0,18 mg protein)
konsantrasyonunda hazirlanan 2 ml B-glukozidaz enzim ¢ozeltisi tasiyicilar {izerine

eklenerek, 2 saat inkiibe edildi. 400 nm’ de alinan absorbans Gl¢timleri sonrasinda
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hesaplanan spesifik aktivite degerleri siireye karsilik grafige gecirilerek optimum
inkiibasyon suresi belirlendi.

3.2.6.2. Epiklorohidrin Konsantrasyonunun EtkKisi

Optimum ECH konsantrasyonunu belirlemek icin kitosan-Fe3Os kompozit
tastyicilar (50 mg) ECH’ in 25-100 mM arasinda degisen konsantrasyonlarinda aktive
edildi. Aktivasyon isleminden sonra 1 mg/ml (0,22 mg protein) konsantrasyonunda
hazirlanan 2 ml B-glukozidaz enzim ¢ozeltisi tasiyicilar iizerine eklenerek, 2 saat
inkibe edildi. 400 nm’ deki absorbans 6l¢cuimlerinin sonucunda immobilize enzim
aktiviteleri olgtlerek ECH konsantrasyonuna karsilik spesifik aktivite grafigi ¢izildi.
Cizilen grafikten optimum ECH konsantrasyonu belirlendi.

Aktivasyon c¢aligmalari karsilastirma amaci ile optimize edilen kosullar altinda

GLA aktive edici ajan ile de yapildi ve sonuglar karsilagtirilmali olarak verildi.

3.2.7. Kitosan - MWCNTs Kompozit Tasiyicilarin Glutaraldehit (GLA)

ile Aktivasyonu

Kitosan-MWCNTs kompozit tasiyicilarin aktivasyonu GLA ile yapildi. Bu
amacla ilk olarak optimum capraz baglama siiresi belirlendi ve sonrasinda optimum

GLA konsantrasyonu bulundu. (Sekil 3.4).

% T T % o
0
RN
. i
CS-MWNTs Glutaraldenhit

Sekil 3.3. Kitosan-MWCNTS tastyicinin glutaraldehit ile aktivasyonu [36]
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3.2.7.1. Glutaraldehit ile Aktivasyon Suresinin Etkisi

Optimum c¢apraz baglama siiresinin belirlenmesi icin kitosan-MWCNTSs
kompozit tastyicilar (100 mg) 60-120-180-240-300 dakika strelerinde %1(v/v)’lik
GLA c¢ozeltisiyle 37 °C’ de aktive edildi. Aktivasyon isleminden sonra 1 mg/ml (0,32
mg protein) konsantrasyonunda hazirlanan 2 ml B-glukozidaz enzim ¢ozeltisi
tagiyicilar iizerine eklenerek, 2 saat inkiibe edildi. 400 nm’ de alinan absorbans
Olctimleri sonrasinda hesaplanan spesifik aktivite degerleri siireye karsilik grafige

gecirilerek optimum inkubasyon suresi belirlendi.

3.2.7.2. Glutaraldehit Konsantrasyonunun Etkisi

Optimum GLA konsantrasyonunu belirlemek igin kitosan-MWCNTs kompozit
tastyicilar (100 mg) GLA’ i % 0,5-3 (v/v) arasinda degisen konsantrasyonlarinda
aktive edildi. Aktivasyon isleminden sonra 1 mg/ml (0,32 mg protein)
konsantrasyonunda hazirlanan 2 ml B-glukozidaz enzim ¢o6zeltisi tasiyicilar {izerine
eklenerek, 2 saat inkiibe edildi. 400 nm’ deki absorbans ol¢cimlerinin sonucunda
immobilize enzim aktiviteleri Olgllerek GLA konsantrasyonuna karsilik spesifik
aktivite grafigi ¢izildi. Cizilen grafikten optimum GLA konsantrasyonu belirlendi.

Aktivasyon caligmalar1 karsilastirma amaci ile optimize edilen kosullar altinda

GLA aktive edici ajan ile de yapildi ve sonuclar karsilastirilmali olarak verildi

3.2.8. iImmobilizasyon Siiresinin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Aktive edilen kitosan-Fe3O4 ve kitosan-MWCNTSs kompozit tasiyicilar Uzerine
enzimin optimum baglanma siiresinin belirlenmek amaciyla, 60-240 dakika arasinda
degisen siirelerde 1 mg/ml konsantrasyonunda 2 ml enzim ¢ozeltisi eklendi. Belirtilen
stirelerin sonunda immobilize enzim aktiviteleri olgiilerek siireye karsilik spesifik

aktivite grafigi cizildi. Cizilen grafikten optimum immobilizasyon siiresi belirlendi.
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3.2.9. B-Glukozidaz Enzim Konsantrasyonunun Etkisi

Optimum enzim konsantrasyonunu belirlemek i¢in B-glukozidazin 1-2,5
mg/ml arsinda degisen konsantrasyonlarda 2 ml enzim ¢ozeltisi kullanildi. Optimize
edilen immobilizasyon sirelerinin sonunda 400 nm’ de aktivite 6lglimleri ve protein
tayinleri yapild1 ve konsantrasyona karsilik spesifik aktivite grafigi ¢izilerek optimum

konsantrasyon belirlendi.

3.2.10. Fiziksel ve Kimyasal Karakterizasyon

3.2.10.1. Serbest ve Immobilize Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhigin
Etkisi

Enzimler protein yapisinda oldugu i¢in yliksek sicaklarda denature olmaktadir.

Bu sebeple sicakligin enzim aktivitesi iizerine etkisinin incelenmesi 6nemlidir.

Serbest ve immobilize B-glukozidaz aktivitelerinin sicakliga bagimliligini
belirlemek amaciyla 25-55 °C sicaklik araliginda aktivite 6lgimleri yapildi. Sicakliga

karsilik % aktivite grafigi cizilerek optimum sicaklik degerleri belirlendi.

3.2.10.2. Serbest ve Immobilize Enzim Aktivitesi Uzerine pH Etkisi

Optimum pH tespiti icin pH 4,0’ de 50 mM asetat, 4,0-6,0 araliginda 50 mM
sitrat, 6,0-8,0 araliginda 50 mM fosfat tamponu kullanildi. Optimum kosullarda
yapilan aktivite dl¢limleri sonucu pH degerlerine karsilik % aktivite grafigi ¢izilerek

optimum pH degerleri bulundu.

3.2.11. Kararhlik Testleri

Enzim immobilizasyonunun en biiyiik amagclarindan biri enzimin kararliliginin
gerek medikal gerekse endiistriyel uygulamalardaki kullanilabilirlik etkinliginin
arttirtlmasidir [16]. Bu kisimda termal kararlilik, pH kararliligi, operasyonel kararlilik

ve depo kararlilig1 parametreleri incelendi.
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3.2.11.1. Termal Kararhihk

Enzimler protein yapisinda olduklar1 ve 1siya kars1 kararli olmadiklarindan,

sicaklik yiikseldikce inkiibasyon siiresine bagli olarak aktivite kayb1 hizlanir [16].

Immobilize boncuklarin ve serbest enzimin termal kararliligi, immobilize ve
serbest enzimin farkl sicakliklarda (4—-25-35-45-55 °C) 1 saat inkube edildikten sonra

optimum kosullarda kalan aktivitelerinin dl¢iilmesiyle belirlendi.

3.2.11.2. pH Kararhh@

Immobilize boncuklarin serbest enzimin pH kararliligmimn belirlenmesi
amaciyla immobilize boncuklar ve serbest enzim pH aralig1 4,0-8,0 arasinda degisen
tamponlarda 1 saat bekletildikten sonra optimum kosullarda kalan aktivite 6l¢iimleri

yapildi.

3.2.11.3. Operasyonel kararhhk

Enzimlerin operasyonel kararliligi, immobilize sistemlerin uygulamalarinda
onemli bir parametredir. Operasyon zamani ile enzim aktivitesindeki azalma

arasindaki iliski belirlenerek biyokatalizoriin yar1 dmrii (ti2) hesaplanir [16].

Kitosan-Fe3O4 (200 mg) ve kitosan-MWCNTSs (100 mg) kompozit tasiyicilara
immobilize enzimin Uzerine 50 mM pH 5,0 sitrat tamponunda hazirlanmis olan 5 mM
p-NPG cozeltisi eklendi ve 0-240 dk. araliginda 37 °C’ de inkiibe edildi. Belirli

stirelerde ortamdan 6rnek alinarak aciga ¢ikan p-NP miktarlart hesaplandi.
3.2.11.4. Depo Kararhhg
Immobilize enzim icin depolama stabilitesi, enzim &zelliklerini

degerlendirmek i¢in 6nemli indeksler bildirir ve serbest enzimden daha avantajlidir

[33].
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Depo kararliligimi belirlemek icin immobilize enzimler +4 ve 25 °C’ de

depolandi ve 50 giin boyunca belirli zaman araliklarinda aktivite 6lgiimleri yapildi.

3.2.12. Kinetik Parametreler

Serbest enzim ve kitosan-MWCNTS, kitosan-Fe3Os kompozit tastyicilar
Uzerine immobilize enzimin Michealis-Menten (Kn) sabitini ve maksimum reaksiyon
hizint (Vmax) hesaplamak icin p-NPG’ un farkli konsantrasyonlarinda aktive 6l¢timii

yapildi. Lineweaver-Burk (1/V-1/S) grafiginden Km ve Vmax degerleri hesaplandi.

3.2.13. immobilize Enzimin Tekrar Kullanilabilirligi

Enzim immobilizasyonunun amaglar1 arasinda enzimlerin bir¢ok kere
kullanilmasini1 saglayarak maliyeti diisiirmek ve enzimlerin kesikli veya siirekli
reaktorlerde kullanimlarini saglamak sayilmaktadir. Bu nedenle immobilize edilen bir

enzimin tekrar kullanilabilirlik 6zelligi ¢ok 6nemlidir [14].

Immobilize B-glukozidaz’in tekrar kullanilabilirlik denemeleri 37 °C’ de
optimum kosullarda gergeklestirildi. Karisim 1 dk. inkiibatorde bekletildikten sonra
immobilize enzim ortamdan ayrildi ve absorbans dl¢iimii yapildi. Immobilize enzim
iceren boncuklar 50 mM pH 5,0 sitrat tamponuyla yikandi ve aktivite 6l¢iim prosediirii
tekrarlandi.

3.2.14. Immobilize B-Glukozidaz Enziminin p-NPG Hidrolizinde

Kullanim

Immobilize B-glukozidaz enziminin enzimatik substrat hidroliz ¢alismalarini
gerceklestirmek igin substrat olarak p-nitrofenil-a-D-galaktopiranozid (p-NPG)

kullanildi. Hidroliz ¢aligmalar1 kesikli karistirmali sistemde gergeklestirildi.

Kitosan-Fe3O4 (200 mg) ve kitosan-MWCNTSs (100 mg) kompozit tastyicilara

immobilize enzimin tizerine 50 mM pH 5,0 sitrat tamponunda hazirlanmis olan 5 mM
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p-NPG cozeltisi eklendi ve 37 °C’ de inkube edildi. Belirli surelerde ortamdan 6rnek

aliarak hidroliz edilen p-NPG miktarlar1 hesaplandi.

3.3. Aroma Deneyleri

3.3.1. Cay Infiizyonunun Hazirlanmasi

20 g gay Ornegi, 85 °C 200 ml distile su icinde 30 dk. boyunca demlendi. Daha

sonra gay inflizyonu gaz kromatografisi analizi i¢in stizuldu.

3.3.2. Cay Infiizyonunun Immobilize Enzim ile Muamelesi

200 ml demlenmis ¢ay drnegine 2 g immobilize B-glukozidaz eklendi ve 2 saat
37 °C’ de inkube edildi. Sonra gaz kromatografisi analizi igin suzalda.

3.3.3. Aroma Bilesenlerinin Analizi

3.3.3.1. Aroma Bilesenlerinin Ekstraksiyonu

Immobilize enzim ile muamele edilmis ve edilmemis 200 ml ¢ay drnegine 30
ml diklorometan ve i¢ standart olarak 50 ppm 2 ml kaprik asit eklenerek ekstraksiyon
yapild1 (Sekil 3.5). Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen ekstrat Na2SO4 eklenerek bir

gece boyunca kurutuldu. Daha sonra 100 pl’ye azot gazi gegirilerek deristirildi ve

analiz i¢in gaz kromatografisine verildi.
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Sekil 3.4. Ekstrakte edilen ¢ay ornegi

3.3.3.2. Gaz Kromatografisi (GC) Analizi

Enjektor : Splitless

Dedektor : Alev iyonlasma dedektorii (FID)

Kolon : OPTIMA-WAXplus kapiler kolon (30 m x 0.25 mm x 0.25 um)
Enjeksiyon sicakligi : 280 °C

Dedektor sicakligr : 300 °C

AN NN Y NN

Tastyict sicakligr : Helyum (16,371 psi basingta ve 3 mL/dakika akis
hizinda)

\

Enjeksiyon miktar1 : 1 pL
Sicaklik programi : 50 °C’ de 5 dakika beklemeden sonra, dakikada 5 °C

<

artarak 200 °C’ ye ¢ikmis ve orada da 3 dk. beklemistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Fiziksel Karakterizasyon

Bu c¢alismada hazirlanan kitosan-Fe30s, kitosan-MWCNTs kompozit
tagiyicilarinin karakterizasyon ¢aligmalar1 FTIR, TGA ve SEM analizleri ile yapildi.

4.1.1. Fourier Transform Infrared Spektroskoposi (FTIR) Analizi

Molekiillerin sogurdugu ya da yaydigi elektromanyetik 1sinimlart inceleyen
molekiiler spektroskopidir. infrared spektroskopisi de molekiiler spektroskopinin bir
dalidir. Bir molekiiliin infrared spektrumunun elde edilebilmesi icin molekdlin
titresim enerji diizeyleri arasindaki gecis olasiliginin var olmasi, diger bir degisle
stfirdan farkli olmasi gerekir. Bu kosulun saglanmasi i¢in molekiiliin degisen bir dipol
momenti olmas sarttir. infrared spektrumlar, uzak infrared (20-400 cmY), orta infrared
(400-4000 cm™Y) ve yakin infrared (4000-12500 cm™) olmak iizere (i¢ temel bolgede
incelenir. Infrared uygulamalarinin biiyiik ¢ogunlugu orta infrared bolgede yapilir.
Infrared spektroskopisinde, deneysel calisma sirasinda en 6nemli nokta spektrumun
yorumlanmasidir. Spektrumun yorumlanmasi kabaca ortaya ¢ikan bandlarin
molekiildeki hangi atom gruplarindan kaynaklandiginin belirlenmesidir. CUunkd,
molekiiliin igerdigi baz1 gruplar molekiiliin geri kalan kism1 ne olursa olsun yaklagik
ayni frekanslarda sogurma bandi verir. Bu frekanslar ise, grup frekanslart olarak

adlandirilirlar [39].
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Sekil 4.1. Fe304, kitosan-FezO4 kompozit ve kitosanin IR spektrumlari
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Sekil 4.2. Kitosan, kitosan-MWCNTs kompozit ve MWCNTSs’ un IR spektrumlari
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Kitosan partikiille ait FTIR spektrumlar1 Sekil 4.1.” de gortilmektedir. Kitosan
ve kitosan ile hazirlanan kompozit tasiyicilarin spektrumlarda gozlenen 3650 cm™’
deki pik, hidroksil ve molekiil i¢i hidrojen baglarina karsilik gelmektedir. Aymi
zamanda birincil aminler de 3700-3400 cm™’ de pik vermektedir. Bu yiizden, 3650
cm™” deki genis pik NH2, O-H gerilimi ve hidrojen baglarinin birlesmis piki oldugu
soylenebilir. Kitosan partikiil icin 2395 cm™’ de C-H, 1650 cm™’ de CONH;, 1150
cm™®” de C-O-kopriisii ve 960-1000 cm™ civarinda ise C-O-C simetrik gerilimlerine ait
pikler yer almaktadir. Kitosanin IR spektrumundaki 1450 cm™’ deki NH grubu,
kitosan partikiil spektrumunda 1580 cm™” de NHs* amin grubu bozulma titresimine

doniismektedir.

FesO4 pargaciklarinin Sekil 4.1.” de verilen FT-IR spektrumunda, 570 cm™’ de
Fe-O bagina ait gerilme titresimi ve 3400 cm™ civarindaki pikte OH grup pikinden

kaynaklanabilir.

Kitosan-FesOs kompozit tasiyicisinin Sekil 4.1 de gosterilen FT-IR
spektrumunda, 521 cm™’ de ortaya ¢ikan Fe-O gerilme titresimi, manyetik bilesenin
yapidaki varhigini gostermistir. Ayrica 3620 cm™’ de O-H, 2857 cm™” de, 1665 cm™
C-0, 1454 cm™*’de NH; piki, C-H ve 1157 cm™’ de C-O-C gerilme titresim bandlari,

kitosanin yapisinda manyetik nanoparcaciklarin bulundugunu gosterdi.

MWCNTSs pargaciklarinin Sekil 4.2.’de gosterilen IR spektrumlarinda, 3210
cm™’de OH, 2358 cm™*’de C=0, 1393 cm™’ de O-H ve C-OH, 1150 cm™’de C-O ve
514 cm™’de ise COOH bantlar1 gozlendi.

Kitosan-MWCNTs kompozit tasiyicinin  Sekil 4.2.°de IR spektrumlari
gosterilmistir. Spektrumda MWCNTS ‘e ait 504 cm™” de COOH ve 1061 cm™’ de C-
O bantlar1 bulunmaktadir. Ayrica 3648 cm™’ de OH, 2362 cm™’ de C-H ve 1522 cm
’de ise CONH: bantlar1 bulunur. Bu sonuglar kitosanmn yapisinda MWCNTSs’ un
bulundugunu gosterdi.
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4.1.2. Termogravimetrik Analiz (TGA)

Termogravimetrik analiz metoduyla, kontrol edilen bir atmosferde, sicakliin
programli olarak artirilmasi ya da azaltilmasiyla maddenin kiitlesinde meydana gelen
kayip (degisiklik) sicakligin ya da zamanin fonksiyonu olarak incelenir ve sicakliga
karsi maddenin kiitlesinde meydana gelen azalmayir gdsteren termogramlardan,

maddenin yapisal 6zellikleri ve i¢erdigi su miktar1 konusunda bilgi edinilebilir [17].

Bu deneyde numuneler 25 °C ile baslayarak 950 °C’ ye 10 °C/dk. hizla
isitilarak analiz edildi. Kompozit boncuklarin, termal bozundurulmasi sonucu TGA

egrileri Sekil 4.3. ve Sekil 4.4. verilmektedir.
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Sekil 4.3. a) Kitosan b) ECH ile aktive edilen kitosan-FezO4 kompozit tasiyici C)
Kitosan-FesO04 kompozit tasiyict TGA sonuglari
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Sekil 4.4. a) Kitosan b) GLA ile aktive edilen kitosan-MWCNTSs kompozit tasiyici C)
Kitosan-MWCNTSs kompozit tagiyict TGA sonuglari

Kitosan, kitosan-FesOs ve ECH ile aktive edilen kitosan-FesOs kompozit
tastyicilarin TGA spektrumlar Sekil 4.3.” de verildi. Tasiyicilarin TGA spektrumlari
incelendiginde 200 °C’ in altinda gozlenen kiitle kayiplarinin tasiyicilarin yapisinda
bulunan suyun uzaklasmasindan ileri geldigi sdylenebilir. Sudan kaynaklanan kiitle
kaybi kitosan igin % 3,8, kitosan-FesO4 igin % 1,66 ve ECH ile aktive edilen kitosan-
Fe304 kompozit tastyicilarin igin % 5’ dir. Kitosanin TGA spektrumda 200-400 °C” de
hizl1 degradasyon gerceklestigi goriilmektedir. Kitosanin bu araliktaki kiitle kayb1 %
42,44’ dir ve 842 °C’ den sonra kitosan tamamen degradasyona ugramistir. Kitosan-
Fe304 kompozit tasiyicisinin 212 °C’ den sonra termal bozunma asamalari baglamistir
ve 961 °C’ de tamamen degrade olmustur. ECH ile aktive edilen kitosan-FesO4
kompozit tagiyicilarin ise 219 °C’ den sonra termal bozunmasi baslamistir ve 945 °C’
de degradasyon tamamlanmistir. Son sicakliklarda kitosan-FesOs4 kompozit tastyicisi
ve ECH ile aktive edilen kitosan-Fe3Os kompozit tasiyicisinin kiitle kayiplari sirasiyla
% 57,33 ve % 61,97 dir.

Kitosan, kitosan-MWCNTs ve GLA ile aktive edilen kitosan-MWCNTs
kompozit tastyicilarin TGA spektrumlar sekil 4.4.” de verildi. Sudan kaynaklanan
kiitle kayb1 kitosan- MWCNTSs icin % 2,77 ve GLA ile aktive edilen kitosan-
MWCNTs kompozit tasiyicilarin ise % 2,08° dir. Kitosan-MWCNTs kompozit
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tagtyicilarin TGA spektrumlarinda 200-350 °C’ de arasinda hizli bir degradasyon
oldugu gozlenmektedir. 960 °C’ den sonra tamamen degradasyon gerceklesmis ve
kiitle kaybt % 57,2°dir. GLA ile aktive edilen kitosan-MWCNTs kompozit
tastyicilarda ise 240-380 °C arasinda hizli bir degradasyon vardir ve 935 °C’ den sonra
tamamen degrade olmaktadir. Bu sicakliktaki kiitle kayb1 da % 58,92” dir. Aktive
edilen tasiyicilarda kiitle kaybinin daha fazla oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni ise
aktive edici ajanlardan gelen organik yapilarin bulunmasi ve bu yapilarin daha ¢cabuk

degradasyona ugramalaridir.

4.1.3. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramali Elektron Mikroskobunda (SEM) goriintli, yiiksek voltaj ile
hizlandirilmis elektronlarin numune {izerine odaklanmasi, bu elektron demetinin
numune yiizeyinde taratilmasi sirasinda elektron ve numune atomlari arasinda olusan
cesitli girisimler sonucunda meydana gelen etkilerin uygun algilayicilarda toplanmasi
ve sinyal guclendiricilerinden gecirildikten sonra bir katot 1sinlar1 tiipliniin ekranina
aktarilmasiyla elde edilmektedir. Modern sistemlerde bu algilayicilardan gelen
sinyaller dijital sinyallere cevrilip bilgisayar monitorine verilmektedir [39].

SEM calismalari kitosan-Fe3Oa4 (Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7.) ve kitosan-MWCNTSs
(Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10) kompozit boncuklarin genel morfolojisi ile ilgili bilgi

vermektedir.

Sekil 4.5. a) Kitosan-Fe3Os kompozit tasiyict 250x buyitme b) Kitosan-FezOs
kompozit tasiyict 25.000x blyutme
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Sekil 4.6. a) ECH ile aktive edilen kitosan-FesO4 kompozit tasiyict 250x biyitme b)
ECH ile aktive edilen kitosan-Fe3O4 kompozit tastyici 25.000x buyttme

Sekil 4.7. a) B-glukozidaz ile immobilize edilen kitosan-FezO4 kompozit tastyici 250x
biylitme b) B-glukozidaz ile immobilize edilen kitosan-Fe3Os kompozit tasiyici
25.000x buyitme
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a) b)

Sekil 4.8. a) Kitosan-MWCNTSs kompozit tasiyici 250x biyume b) Kitosan-MWCNTSs
kompozit tasiyict 25.000x blyume

4 um
IYTEMAM

Sekil 4.9. a) GLA ile aktive edilen kitosan-MWCNTs kompozit tasiyict 250x blyiume
b) GLA ile aktive edilen kitosan-MWCNTs kompozit tastyici 25.000x biylime
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Sekil 4.10. a) B-glukozidaz ile immobilize edilen kitosan-MWCNTs kompozit tasiyici
250x biylme b) B-glukozidaz ile immobilize edilen kitosan-MWCNTSs kompozit
tastyict 25.000x buytime

SEM calismalarinda elde edilen veriler sonucunda capraz bagli tasiyicilarin

daha siki olduklar1 ve katmanlarinin belirgenlestigi goriildii.

Sekil 4.11. Kitosan-Fe3O4 ve kitosan-MWCNTSs kompozit tasiyicilar

Yapilan boyut deneyi sonucunda Tablo 4.1.’de de goriildiigli gibi aktivasyon
sonucunda tastyicilarda sikilagma gozlendi.
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Tablo 4.1. Yas tasiyicilarin boyutlari

ECH ile Capraz GLA ile Capraz
Kitosan-FesOs baglanmis kitosan- Kitosan-MWCNTSs baglanmis Kkitosan-
kompozit tasiyici FesO4 kompozit kompozit tasiyici MWCNTSs
tasiyici kompozit tasiyici
1,1 mm 0,48 mm 1,4 mm 0,66 mm

4.2. Aktivite ve Protein Standart Grafikleri

4.2.1. p-Nitrofenol (p-NP) Standart Egrisinin Olusturulmasi

p-Nitrofenol standart egrisinin (Sekil 4.12) olusturulmasinda ilk olarak 0,01-
0,1 mM araliginda bir seri p-nitrofenol standart ¢ozeltisi 50 mM pH 5,0 sitrat tamponu
igerisinde hazirlanmis olan 0,1 M stok p-nitrofenol ¢ozeltisinden yola ¢ikilarak
hazirlandi. Bu c¢alismada serbest ve immobilize enzim aktivite tayini Su ve
arkadaglarmin metodu uygulanarak spektrofotometrik olarak 6lglldi. YoOntem;
enzimatik hidroliz sonrasinda agiga ¢ikan p-nitrofenolun (p-NP) 400 nm’ de

spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesine dayanir [33].

0,7
0,6
__05 y = 6,4688x
g R?=0,9917
= 0,4
=
2
- 0,3
e
<
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Konsantrasyon (mM)

Sekil 4.12. p-Nitrofenol standart egrisi
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4.2.2. Protein Standart Grafiginin Olusturulmasi

Standart protein egrisinin ¢izimi i¢in 0,02-0,15 mg/mL konsantrasyonlarinda
sigir serum albiimin (BSA) ¢ozeltileri hazirladi. Bu ¢ozeltilerin her birinden ayri ayri
0,1 mL alinarak iizerine 2 mL Bradford reaktifi eklendi ve 10 dk. oda sicakliginda
bekletilip 595 nm’ de absorbanslar1 6l¢iildii. Bu degerler, derisime karsi grafige
gecirilerek standart protein egrisi olusturuldu, elde edilen grafik 6rneklerin protein

miktarlariin belirlenmesinde kullanildi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Protein standart grafigi

4.3. Kitosan-FesO4 Kompozit Tasiyicilarin Epiklorohidrin (ECH) ile

Aktivasyonu

43.1. ECH ile Aktivasyon Siiresinin p-Glukozidaz Enzim

Immobilizasyonu Uzerine Etkisi

ECH ile aktivasyon suresinin immobilizasyon (zerine etkisinin incelenmesi
amaciyla, tagicinin sabit miktart tizerine 50 mM ECH cozeltisi eklendi. 30-240 dk.
araliginda degisen siirelerde ECH ile aktive edilen boncuklar tzerine 1 mg/ml (0,18

mg protein) olacak sekilde B-glukozidaz enzimi immobilize edildi. Yapilan aktivite
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6lcumleri sonucunda spesifik aktivite degerleri hesaplandi ve ¢izilen grafikten ( Sekil
4.14) optimum aktivasyon suresi 30 dakika olarak belirlendi.

3,5 -

2,5 -

1,5 -

Spesifik Aktive (U/mg)

0,5 -

0 T T T 1
0 1 2 3 4

Zaman (saat)

Sekil 4.14. Kitosan-FesOs kompozit tasiyicilarin ECH ile aktivasyon siresinin

belirlenmesi

(50 mg tasiyici, 50 mM ECH, aktivasyon sicakligi 50 °C, enzim immobilizasyon

stiresi ve sicaklig 2 saat, 37 °C)

4.3.2 ECH Konsantrasyonunun B-Glukozidaz Enzim immobilizasyonu

Uzerine Etkisi

Kitosan-FesO4 kompozit tastyicilarin  25-100 mM arasinda degisen
konsantrasyonlarda ECH ile aktive edildi. Daha sonra aktive edilen boncuklar izerine
1 mg/ml (0,22 mg protein) P-glukozidaz enzimi immobilize edildi. Enzim
immobilizasyonundan sonra hesaplanan spesifik aktivitelere gére optimum ECH
konsantrasyonu belirlendi (Sekil 4.15). Deney sonucunda en iyi aktivite 75 mM ECH

ile aktive edilmis tasiyici iizerine immobilize edilen enzimde gézlendi.
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Sekil 4.15. ECH konsantrasyonunun enzim aktivitesi tizerine etkisi

(50 mg tastyici, aktivasyon sicakligi 50 °C, aktivasyon siiresi 30 dk., enzim

immobilizasyon siiresi ve sicakligi 2 saat, 37 °C)

ECH ile aktivasyon sonucunda immobilizasyon verimini GLA ile aktivasyon
sonucundaki immobilizasyon verimiyle karsilastirmak amaciyla 50 mg kitosan-FezOa
kompozit tasiyicilar %1(v/v)’ lik GLA c¢ozeltisi 30 dk. 37 °C’ de inkibe edildi ve
hesaplamalar yapildi. Deney sonucundaki veriler Tablo 4.2.” de verildi. Verilerin
karsilagtirmast sonucu ECH ile yapilan aktivasyonda immobilize verimin daha iyi

oldugu goriildii ve ¢calismaya ECH aktive edici ajantyla devam edildi.

Tablo 4.2. Kitosan-FesO4 kompozit tastyicisinda kullanilan iki farkli aktive edici

ajanin immobilizasyon verimi iizerine etkisi

Serbest Enzimin Immobilize ]
Baslangig Baglanan o o o Immobilizasyon
) i Spesifik Enzimin Spesifik o
Protein (mg) Protein (mg) o o Verimi (%)
JAktivitesi (U/mg)  Aktivitesi (U/mg)
*ECH  0,21£0,02 0,03+0,007 3,51+0,02 2,12 £0,05 % 60,4
**GLA 0,26£0,04  0,01+0,003 1,540,01 0,64 +0,06 % 22,07
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*50 mg tastyici, 75 mM ECH, aktivasyon sicakligr 50 °C, aktivasyon suresi 30 dk.,

enzim immobilizasyon siiresi ve sicaklig1 2 saat, 37 °C

**50 mg tasiyict, %1 (v/v) GLA, sicakligr 37 °C, aktivasyon siiresi 30 dk., enzim

immobilizasyon siiresi ve sicakligi 2 saat, 37 °C

4.4. Kitosan-MWCNTs Kompozit Tasiyicilarin Glutaraldehit (GLA) ile
Aktivasyonu

44.1. GLA ile Aktivasyon Siiresinin p-Glukozidaz Enzim

Immobilizasyonu Uzerine Etkisi

GLA ile aktivasyon siresinin immobilizasyon (zerine etkisi incelenmesi
amaciyla, tasicinin sabit miktar1 {izerine %1 (v/v)’ lik GLA ¢ozeltisi eklendi. 60-300
dk. arasinda degisen siirelerde GLA ile aktive edilen boncuklar tzerine 1 mg/ml (0,32
mg protein) olacak sekilde B-glukozidaz enzimi immobilize edildi. Yapilan aktivite
Olcimleri sonucunda GLA ile optimum aktivasyon siresi, 2 saat olarak belirlendi
(Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Kitosan-MWCNTs kompozit tasiyicilarin GLA ile aktivasyon siiresinin

belirlenmesi

(100 mg tastyict, %1 (v/v) GLA, sicakligi 37 °C, enzim baglama immobilizasyon

stiresi ve sicakligi 2 saat, 37 °C)
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4.4.2. GLA Konsantrasyonunun B-Glukozidaz Enzim Immobilizasyonu

Uzerine Etkisi

Kitosan-MWCNTSs boncuklar % 0,5-3 (v/v) arasinda degisen oranlarda GLA
ile aktive edildi. Daha sonra aktive edilen boncuklar 1 mg/ml (0,32 mg protein) f3-
glukozidaz enzimi immobilize edildi. Yapilan aktivite Ol¢limleri sonrasinda
hesaplanan spesifik aktivitelere gére optimum GLA konsantrasyonu %1,5 (v/v) olarak
belirlendi (Sekil 4.17).
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0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
% Glutaraldehit (v/v)

Sekil 4.17. GLA konsantrasyonunun enzim aktivitesi izerine etkisi

(100 mg tastyict, sicaklik 37 °C, aktivasyon siiresi 2 saat, enzim immobilizasyon siiresi

ve sicakligi 2 saat, 37 °C)

Tasiyicilar diigiik konsantrasyonda glutaraldehit ile aktive edildiginde diisiik
mekanik  dayamiklilik  gosterirler. Bununla birlikte  ylksek glutaraldehit
konsantrasyonu enzimin denatiire olmasina neden olabilir. Glutaraldehit
konsantrasyonu %38’ 1 astiginda mikrokiireler iizerindeki aldehit grubu bireysel
enzimlerle genis bir etkilesim gosterdigi ve bununda enzim yapisini degistirebildigi ve
enzim aktivitesinde bir diisiise neden oldugu gozlenmektedir [6].

GLA ile aktivasyon sonucunda immobilizasyon verimini ECH ile aktivasyon

sonucundaki immobilizasyon verimiyle karsilastirmak amaciyla 100 mg kitosan-
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MWCNTSs kompozit tasiyicilar 75 mM ECH ¢ozeltisi ile 30 dk. 50 °C’ de inkiibe edildi
ve hesaplamalar yapildi. Deney sonucundaki veriler Tablo 4.3.” de verildi. Verilerin
karsilastirmasi sonucu kitosan-Fe3O4 kompozit tasiyicilarin aksine kitosan-MWOCNTS
kompozit tastyicilarin GLA ile yapilan aktivasyonunda immobilize verimin daha iyi

oldugu goriildii ve ¢aligmaya GLA aktive edici ajaniyla devam edildi.

Tablo 4.3. Kitosan-MWCNTSs kompozit tasiyicisinda kullanilan iki farkli aktive edici

ajanin immobilizasyon verimi Uzerine etkisi

Serbest Enzimin immobilize _
Baslangic Baglanan Spesifik Aktivitesi  Enzimin Spesifik Immobilizasyon
Protein (mg) Protein (mg) (Ulmg) Aktivitesi (U/mg) Verimi (%)
*ECH  0,40£0,02 0,12+0,03 3,6+0,02 1,26 +0,05 % 34,5
**GLA  0,41+0,06  0,18+0,05 2,5+0,02 2,08 +0,02 % 81,5

*100 mg tasiyici, 75 mM ECH, aktivasyon sicakligi 50 °C, aktivasyon siiresi 30 dk.,

1,5 mg/ ml enzim immobilizasyon siiresi ve sicakligi 2 saat, 37 °C

**100 mg tasiyici, %1 (v/v) GLA, sicakligi 37 °C, aktivasyon suresi 30 dk., enzim

immobilizasyon siiresi ve sicakligi 2 saat, 37 °C

4.5. immobilizasyon Kosullarinin Optimizasyonu

Aktivasyon siiresinin ve aktive edici ajanlarin konsantrasyonunun
optimizasyonundan sonra [-glukozidaz enziminin kitosan-FezOs kompozit tastyici ve
kitosan-MWCNTs kompozit tasiyict lizerine immobilizasyon kosullart optimize
edildi. Bu amagla immobilizasyon Uzerine siirenin ve enzim konsantrasyonunun etkisi

incelendi.

4.5.1. immobilizasyon Siiresinin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Aktive edilen kompozit boncuklar tzerine 1 mg/ml B-glukozidaz enzimi 1-4

saat siireyle immobilize edildi. Immobilize B-glukozidaz enziminin aktive tayini
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yapildi. Spesifik aktiviteye karsi ¢izilen zaman grafiginden ( Sekil 4.18) optimum

immobilizasyon siiresi her iki tasiyici igin 2 saat olarak bulundu.

Spesifik Aktivite (U/mg)

0 T T T T
0 1 2 3 4 5
Zaman (saat)

Sekil 4.18. Immobilizasyon siiresinin enzim aktivitesi {izerine etkisi

(Kitosan-Fes04 kompozit tasiyici {izerine immobilize edilen B-glukozidaz (50 mg) (e),
Kitosan-MWCNTs kompozit tasiyici iizerine immobilize edilen B-glukozidaz (100
mg) (m))

4.5.2. p-Glukozidaz Konsantrasyonunun Enzim immobilizasyonu Uzerine
Etkisi

B-Glukozidaz konsantrasyonunun enzim immobilizasyonu Uzerine etkisini
incelemek icin belirlenen optimum stirede immobilize edildi ve kitosan-FesO4 (50 mg),
kitosan-MWCNTSs kompozit boncuklart (100 mg) 1-2,5 mg/ml (0,3-0,5 mg protein)
arasinda degisen B-glukozidaz ile optimum immobilizasyon siresi kadar muamele
edildi. Spesifik aktivite hesaplarindan sonra kitosan-FesO4 icin 1,5 mg/ml (0,44 mg
protein), kitosan-MWCNTSs i¢in 1 mg/ml (0,3 mg protein), konsantrasyonlarinda
optimum sonucu verdi ( Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Enzim immobilizasyonu i¢in optimum B-glukozidaz konsantrasyonunun

belirlenmesi

(Kitosan-Fes04 kompozit tasiyici lizerine immobilize edilen B-glukozidaz (50 mg) (e),

Kitosan-MWCNTs kompozit tasiyici iizerine immobilize edilen B-glukozidaz (100
mg) (m))

4.6.0ptimize Edilen Kosullarda immobilizasyon Verimi (%) Ve Yiikleme

Etkinliginin (%) Hesaplanmasi

Optimize edilen kosullarda kitosan-FesO4 ve kitosan-MWCNTs kompozit
boncuklar (zerine immobilize edilen B-glukozidaz enziminin aktivitesi Olculdu.
Bununla birlikte serbest enzim, filtrat ve yikama sularinda protein ve aktivite tayinleri
yapildi. Bu verilerden yararlanarak immobilizasyon verimi ve yiikleme etkinligi
hesaplandi (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Kitosan-Fe3O4 ve kitosan-MWCNTSs kompozit tastyicilar iizerine optimize edilen kosullarda immobilize edilen B-glukozidaz enziminin

% immobilizasyon verimi ve % yiikleme etkinligi

Serbest Enzim

Immobilize Enzim

Spesifik Bagl Yukleme Spesifik Aktivite Immobilizasyon
Aktivite Protein Aktivite Protein Etkinligi Aktivite (U/mg) Verimi (%)
(V) (mg) (U/mg) (mg) (%) (V)
Kitosan-FesOs 0,060,005 0,44+0,02 2,27+0,04 0,14%0,01 % 23,1  0,01+0,002 1,97+0,02 % 86,8
kompozit tastyici
Kitosan-
MWCNTSs 0,04+0,005 0,30+0,03 2,72+0,01 0,08+0,01 % 27 0,02+0,004 2,59+0,07 % 95

kompozit tasiyici

50 mg kitosan-Fes04 kompozit tasiyici, 75 mM ECH, aktivasyon sicakligi 50 °C, aktivasyon siiresi 30 dk.,1,5 mg/ml enzim, enzim immobilizasyon

stiresi ve sicakligr 2 saat, 37 °C

100 mg kitosan-MWCNTs kompozit tasiyici, %1,5 (v/v) GLA, aktivasyon sicakligi 37 °C, aktivasyon siiresi 2 saat, 1 mg/ml enzim, enzim

immobilizasyon suresi ve sicakligi 2 saat, 37 °C
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4.7. Serbest ve immobilize p-Glukozidaz Enziminin Optimum Sicakliklarinin

Belirlenmesi

Serbest ve immobilize B-glukozidaz optimum sicakligini belirlemede farkli sicaklik
degerlerinde (25-55 °C) aktivite Olglimleri yapildi. Hesaplanan aktivite Olgiimlerine gore
optimum sicaklik degerleri serbest enzim ve kitosan-FesOs kompozit boncuklar (zerine
immobilize edilen B-glukozidaz icin 35 °C ve kitosan-MWCNTs kompozit boncuklar tzerine

immobilize edilen B-glukozidaz i¢in 45 °C olarak bulundu (Sekil 4.20).

100 1
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Sekil 4.20. Serbest ve immobilize B-glukozidazin optimum sicakliklarinin belirlenmesi

(Serbest B-glukozidaz enzimi ( A ), Kitosan-Fe3O4 kompozit tastyici lizerine immobilize edilen
B-glukozidaz (50 mg) (e), Kitosan-MWCNTs kompozit tastyici tizerine immobilize edilen [-
glukozidaz (100 mg) (m))

Yapilan calismada Kitosan-FesOs kompozit tastyict lizerine immobilize edilen [-
glukozidaz enziminin optimum sicakliginda bir degisiklik olmadigi goriildii. Genellikle B-
glukozidaz enzimi immobilize edildiginde optimum sicakliginda bir degisiklik olmamaktadir

[33]. Busto ve arkadaslar1 f-glukozidaz enzimini aljinat iizerine immobilize ettikleri ¢alismada
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optimum sicakliginin serbest B-glukozidaz enzimin sicakligi ile ayni, daha yiiksek ya da daha

diisiik olabilecegini rapor etmislerdir [40].

Bununla birlikte kitosan-MWCNTs kompozit tasiyici iizerine immobilize edilen [-
glukozidaz enziminin optimum sicakligi serbest enzime gore farklilik gosterdi. Fan ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢aligmaya gore serbest enzimin optimum sicakligini 65 °C ve immobilize
enzimin ise 55 °C olarak rapor etmislerdir. Meydana gelen degisimin sebebi ise f-glukozidaz
ve glutaraldehit ile aktive edilme sonucu molekiiliin yapisinda meydana gelen bir degisiklik

sonucu olabilir [41].

Immobilize enzimlerin optimum sicakliklarinda gozlenen benzer bir kayma, farkli
caligmalarda da rapor edilmistir; fakat kayma derecesi tasiyici ile enzim etkilesiminin tiiriine
gore degisir. Enzim ve tasiyici arasindaki molekiiller aras1 kovalent baglarin olusumu enzim
molekil yapisina sertlik kazandirmaktir; boylece yiiksek sicakliklarda enzim daha az denatiire
olmaktadir [42, 43].

4.8. Serbest ve Immobilize B-Glukozidaz Enziminin Optimum pH’ larinn

Belirlenmesi

Serbest ve immobilize B-glukozidaz enziminin optimum pH’ nmi belirlemek i¢in farkli
pH araliklarinda hazirlanan tamponlar kullanilarak aktivite dlgtimleri yapildi. Bu sonuglara gore
serbest enzim ve kitosan-FesO4 tizerine immobilize edilen enzim igin pH 6,0’da ve kitosan-
MWCNTSs (zerine immobilize edilen enzim igin pH 5,0’ de en yiiksek aktivite gosterdigi
belirlendi (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Serbest ve immobilize B-glukozidaz optimum pH’ larinin belirlenmesi

(Serbest B-glukosidaz enzimi ( A ), Kitosan-Fe3O4 kompozit tastyici lizerine immobilize edilen
B-glukozidaz (50 mg) (e), Kitosan-MWCNTs kompozit tasiyici lizerine immobilize edilen -
glukozidaz (100 mg) (m), pH 4,0” de 50 mM asetat, 4,0-6,0 araliginda 50 mM sitrat, 6,0-8,0
araliginda 50 mM fosfat tamponu)

Immobilize enzimler degisen reaksiyon kosullarina daha az duyarlidir. Enzim kovalent
bir destege baglandiginda ya da gozenekli bir matrikse hapsedildiginde tasiyicinin yapisina
bagl olarak optimum pH’ da kaymalar gorulebilir. Genel olarak, immobilize enzimlerdeki pH
profilindeki fark, uygulanan immobilizasyon yéntemine ve kullanilan tasiyiciya bagl olarak
degisebilir [2, 44].
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4.9. Kararhhk Testleri
4.9.1. Serbest ve Immobilize B-Glukozidaz Enziminin Termal Kararhihg

Immobilize ve serbest enzim 4-55 °C araliginda degisen sicakliklarda 1 saat bekletildi
ve daha sonra aktivite dlglimleri alinarak stabilitesi arastirildi (Sekil 4.22). Bu sonuclar enzimin
tipik olarak diisiik sicakliklarda ¢alisabilecegini gosterir ve bu da igecek sanayisinde kullanim

icin uygun oldugunu gosterir. Aksi halde yiiksek sicakliklarda i¢ecek kalitesi bozulur [45].
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Sekil 4.22. Serbest ve immobilize -glukozidazin sicaklik stabilitesi
(Serbest B-glukozidaz enzimi ( A),Kitosan-Fe304 kompozit tastyici lizerine immobilize edilen
B-glukozidaz (50 mg) (e), Kitosan-MWCNTs kompozit tastyici tizerine immobilize edilen [3-
glukozidaz (100 mg) (m))

Zhou ve arkadaslarinin yaptigi calismada B-glukozidaz enzimi kitosan Uzerine
immobilize edilmistir. Immobilizasyon, enzimin sertligini arttirdig1 igin immobilize p-
glukozidazin 1s1 direncinin arttigini rapor etmislerdir. Boylece, serbest enzime gore, immobilize

enzim az aktivite kaybi ile ¢cevre kosullarina dayanabilir [46, 47].

Sol-gel ve lentikats iizerine immobilize edilen B-glukozidaz enzimi ile yapilan ¢alisma

sonucu lentikats tastyicisi lizerine immobilize edilen B-glukozidaz enziminin diger immobilize

59



enzime gore sicaklik stabilitesinin daha iyi oldugu rapor edilmistir. Immobilizasyon destegi
immobilizasyon sonucu olarak enzimin yapisal esneklik kazanmasina neden olarak koruyucu
bir etki gdsterir. Immobilizasyon asamasi enzimin sertligini artirarak termal bir denatiirasyona

kars1 stabiliteyi iyilestirmektedir [48].
4.9.2. Serbest ve Immobilize B-Glukozidaz Enziminin pH Kararhhig

Immobilize ve serbest enzim pH’ 1 4,0-8,0 arasinda degisen farkli tamponlarda 1 saat

bekletildi ve daha sonra aktivite 6lgiimleri alinarak pH stabiliteleri aragtirildi (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Serbest ve immobilize -glukozidazin pH stabilitesi

(Serbest B-glukozidaz enzimi ( A),Kitosan-Fe304 kompozit tasiyici lizerine immobilize edilen
B-glukozidaz (50 mg) (e), Kitosan-MWCNTs kompozit tastyici lizerine immobilize edilen [3-
glukozidaz (100 mg) (m))

Ahmed ve arkadaslarinin -glukozidaz enziminin farkli tastyicilarla immobilizasyonu
sonucu elde ettikleri verilerde immobilize enzimin pH 4,0-6,0 araliginda yiiksek bir stabilite

gosterirken, daha asidik veya alkalik kosullarda stabilitesi azaldigini rapor etmisleridir [2].

Fan ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada [-glukozidaz enzimi kitosan Uzerine
immobilize edilmistir ve optimum pH denemesi 3-7,5 araliginda arastirilmistir. Bu deneyde
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immobilize enzimin pH 4,0-8,0 arasinda serbest enzime gore daha stabil ve yliksek aktiviteye

sahip oldugu rapor edilmistir [41].

4.9.3. Operasyonel Kararhhk

Operasyonel kararlilik enzimin ig yapma siiresince aktivitesindeki degismeyi gosteren
bir parametredir ve operasyon siiresiyle operasyon sicakligina bagimli olarak degisir. Ayrica
bir enzimin katalitik potansiyeli operasyonel kararliligi ile orantilidir. Operasyonel kararliligin
6lcisl enzimin reaktordeki yart dmriidiir ve ti/ ile ifade edilir. Daha dogru bir tanimlama ile
enzimin aktivitesinin yarisinin yitirilmesi i¢in gegen zamandir ve su esitlik ile hesaplanir.

t12=0,693/kp (4.1)

ko =2,303/t. log(AO/A) (4.2.)

t operasyon siresini, ko bozunma katsayisini, Ag ve A ise sirasiyla baslangi¢ ve t

anindaki enzimatik aktiviteyi gostermektedir [49].

Bozunma katsayilar1 (kp) yukaridaki gibi formiil kullanilarak hesaplandi ve Tablo 4.5.”

de hesaplanan kp degerleri verildi.
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Tablo 4.5. Immobilize B-glukozidaz enziminin farkli zamanlardaki ko degerleri

ko
Sure Kitosan-Fe3sO4 Kompozit Kitosan-MWCNTs Kompozit
(dakika) Tastyici Tasiyici

60 3,48x 10 4,23 x10°

90 4,93 x 103 5,93 x10°

120 5,62 x1073 7,01 x1073

180 6 x10-3 6,50 x 10

240 5,54 x 103 6,23 x 103

Yapilan hesaplamalar sonucu kp degerinin ortalamasi kitosan-FesO4 kompozit tagiyici
icin 5,11 x 1073, kitosan-MWCNTs kompozit tastyict igin 5,98 x 107 olarak hesaplandi. Bu
degerler dikkate alinarak enzimin yar1 6mrii (t12) yukaridaki formiilden sirasiyla 135 dakika ve

115 dakika olarak hesapland1 (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. Immobilize B-glukozidaz enziminin operasyonel kararlilig
(Kitosan-FesOs kompozit tasiyici lizerine immobilize edilen B-glukozidaz (e), Kitosan-

MWCNTs kompozit tastyici lizerine immobilize edilen B-glukozidaz (m))
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Bu deney sonucunda kitosan-Fe3O4 kompozit boncuklarin tizerine immobilize edilen 3-
glukozidaz enziminin yar1 dmriiniin ve operasyonel kararliliginin kitosan-MWCNTs kompozit
boncuklar iizerine immobilize edilen B-glukozidaz enzimine gore daha iyi oldugu gozlendi.

Immobilize enzimin smirl yar1 dmrii olas1 pratik uygulamalar i¢in bir dezavantajdir [50].

4.9.4. Depolama Kararhhg:

Serbest ve immobilize B-glukozidaz, 4 °C ve 25 °C’ de 50 giin boyunca uygun kosullarda
depoland1 ve belirli araliklarla aktiviteleri 6l¢iildii. Immobilize enzimlerde kitosan-MWCNTS
kompozit tastyicinin kitosan-FesOs kompozit tasiyicitya gore daha dayanikli oldugu
goriilmiistiir. +4 °C de serbest enzim %10,23, kitosan-FesO4 % 48,1 ve kitosan-MWCNTSs %
68,4 (Sekil 4.25); 25 °C de ise serbest enzim % 9,6, kitosan-Fez0s % 45,4 ve kitosan-MWCNTSs

% 55,5 oraninda aktivitesini korumustur (Sekil 4.26).

Sonuglar, immobilize enzimin serbest enzime goére daha yiiksek stabiliteye sahip

oldugunu gostermektedir ve benzer sonuglar literatiirde de bulunmaktadir [46].
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Sekil 4.25. Serbest ve immobilize B-glukozidazin +4 °C’ de depolama kararlilig
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(Serbest B-glukozidaz enzimi ( A ), Kitosan-Fe3O4 kompozit tastyici lizerine immobilize edilen
B-glukozidaz (50 mg) (e), Kitosan-MWCNTs kompozit tastyici lizerine immobilize edilen [3-
glukozidaz (100 mg) (m))
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Sekil 4.26. Serbest ve immobilize B-glukozidazin oda sicakliginda depolama kararliligi

(Serbest B-glukozidaz enzimi ( A ), Kitosan-Fe3O4 kompozit tasiyici {izerine immobilize edilen
B-glukozidaz (50 mg) (e), Kitosan-MWCNTs kompozit tastyici lizerine immobilize edilen [3-
glukozidaz (100 mg) (m))

B-Glukozidaz enzimi aljinat {izerine immobilize edilmistir. Depolama 4 °C’ de
uygulanmis ve bu ¢aligmada serbest ve immobilize enzimin sirastyla 20 ve 42 giin boyunca
aktivitelerini koruduklar1 rapor edilmistir. Aktivitenin belirtilen slirede korunmus olmasi, -
glukozidazin biyomakromolekiillere immobilizasyonu sirasinda yapisal denatiirasyonun

engellenmesinden kaynaklanir [33].

Bagka bir ¢alismada B-glukozidaz enzimi nano-gdzenekli silika kopukler Gzerine
immobilize edilmistir. Bu ¢alismada sirasiyla serbest ve immobilize enzimin 4 °C’ de 10 ve 60
giin aktivitelerini koruduklar1 rapor edilmistir. Bununla birlikte tasiyicilarin glutaraldehit ile
enzime baglanmasi diger benzer immobilize enzimlerle karsilastirildiginda 6nemli bir

depolama stabilitesi ile sonuglanir [51].

64



4.10. Serbest ve Immobilize B-Glukozidaz Enziminin Kinetik Parametrelerinin

Belirlenmesi

Doygunluk substrat (p-NPG) konsantrasyonunu ve Kp

ile Vmax degerlerini

belirleyebilmek igin 1-10 mM konsantrasyon araligi kullanilarak serbest ve immobilize f-

glukozidaz enziminin aktivite degeri Olgiildii. Cizilen Lineweaver-Burk grafiginden (Sekil

4.27) Km Ve Vmax degerleri hesaplandi (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Serbest ve immobilize B-glukozidaz enziminin Kmve Vmax degerleri

Km (M) Vmax (U.mg pro.™)
Serbest Enzim 2,04 5,12
Kitosan-Fes3O4 Kompozit Tastyict 2,70 5,26
Kitosan-MWCNTs Kompozit 5,55 7,14
Tas1yici
0,8 -
0,7 -
0,6 -
=
T 0,5 -
° )
S 0,4 -
&
3 0,3 -
2
2 0,2
%
06 04 02 4,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
1/5 (uM)
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Sekil 4.27. B-glukozidaz icin Lineweaver-Burk grafigi

(Serbest B-glukozidaz enzimi ( A),Kitosan-Fe304 kompozit tastyici lizerine immobilize edilen
B-glukozidaz (50 mg) (e), Kitosan-MWCNTs kompozit tastyici lizerine immobilize edilen [3-
glukozidaz (100 mg) (m))

Baska bir ¢calismada B-glukozidaz enzimi manyetik nano pargaciklar iizerine immobilize
edilmistir. Calisma sonucunda sirasiyla serbest ve immobilize enzim Km degerleri 3,5 ve 4,3
MM ve Vmax degerleri 0,72 ve 0,89 U/mg olarak rapor edilmistir. Enzimin tastyicilara kovalent
baglanmasi sonucunda substratin immobilize enzimin aktif bolgesine sinirli diflizyonundan

dolayi, substratlarina kars1 affinitelerinde bir degisime neden olur [43, 52].

Immobilize enzimlerdeki kinetik degisiklikleri; enzim konformasyonundaki
degisiklikler, sterik engeller, mikrocevre, sisme ve difilizyon etkileri gibi faktorler kontrol eder.
Substratin ¢ozeltiden mikrogevreye gogli immobilize enzimin K degerindeki artisin temel bir

faktord olabilir [53].

4.11. Tekrar Kullanilabilirlik

Immobilize B-glukozidazin tekrar kullanilabilirligi endiistriyel uygulamalar icin Kilit
O6neme sahiptir [46]. Artmis stabilite immobilize enzimi serbest enzimden daha avantajli
yapabilir [33].
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Sekil 4.28. Serbest enzim ve immobilize enzimlerin tekrar kullanilabilirligi

(Kitosan-Fes04 kompozit tasiyici iizerine immobilize edilen B-glukozidaz (50 mg) (e),

Kitosan-MWCNTs kompozit tasiyici lizerine immobilize edilen B-glukozidaz (100 mg) (m))

Yaptigimiz caligmalar sonucu tekrar kullanilabilirligin her iki tasiyici i¢in birbirine
yakin oldugunu goriildii. 50 kez kullanim sonrasinda her iki tagiyici lizerine immobilize edilen
B-glukozidazin aktivesinin % 50’ sini korudugu gorildi. Kitosan-Fe3Os kompozit boncuk
uzerine immobilize edilen B-glukozidazin 10 kez tekrar kullanimi sonrasinda % 72,22 ve
kitosan-MWCNTSs kompozit tastyict iizerine immobilize edilen B-glukozidazin ise % 72,83

oraninda aktivitesini korudugu gézlemlendi (Sekil 4.28).

Yeniden kullanildiginda immobilize enzimin aktivite kaybi, enzim ve tastyici arasindaki
baglarin zayiflamasindan kaynaklanabilir. Ayrica, immobilize enzimin aktif bolgesi substratla

sik sik bir araya gelmesi nedeniyle bozulabilir ve bu nedenle katalitik etki azalabilir [46].

Zhou ve arkadaslarinin yaptigi deneyde [-glukozidaz enzimi magnetit FesOs

nanopartikiiller izerine immobilize edilmistir ve 10 tekrar kullanimi sonucunda aktivitenin %
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86’ smi1 korudugu rapor edilmistir. Immobilize enzimin aktivite kaybr muhtemelen yapisal

degisiklikler ve tasiyicidaki sizint1 nedeniyle olabilir [54].

4.12. immobilize B-Glukozidaz Enziminin p-NPG Hidrolizinde Kullanimi

Hidroliz denemeleri 37 °C’ de p-NPG igin yapildi. Her iki tasiyici lizerine immobilize
edilen B-glukozidaz enzimi i¢in ayni islemler uygulandi. Baslangi¢c aninda ve belirli zaman
araliklarinda p-NPG’ nin hidrolizi sonucunda a¢iga ¢ikan p-NP miktar1 6l¢iildii (Sekil 4.29 ve
Sekil 4.30).

Hidroliz Ortamindaki Toplam Kiitle
(kmol)
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Sire (Dakika)

Sekil 4.29. p-NPG’ nin kitosan-FesO4 kompozit tastyicilara immobilize edilen B-glukozidaz

enzimi ile hidrolizinde tiiketilen substrat ve olusan iiriin miktarlar

Hidroliz Edilen Substrat Miktar1 (#), A¢13a ¢ikan Uriin Miktar (0)
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Sekil 4.30. p-NPG’ nin kitosan- MWCNTs kompozit tasiyicilara immobilize edilen -

glukozidaz enzimi ile hidrolizinde tiiketilen substrat ve olusan iiriin miktarlari

Hidroliz Edilen Substrat Miktar1 (#), A¢13a ¢ikan Uriin Miktar (0)

Hidroliz sonrasi elde edilen doniisiim degerleri her iki kompozit tagiyici igin birbirine
yakindir. Kitosan-FesOs kompozit boncuklara immobilize edilen enzim hidrolizinde 60 dk.
sonra substratin yarisi hidroliz edilmistir. Kitosan- MWCNTs kompozit boncuklara immobilize

edilen enzim hidrolizinde ise 55 dk. sonra substratin yarisinin hidroliz oldugu gézlenmistir.

4.13. Gaz Kromatografisi (GC) Analizi

Cay oOrnekleri (siyah ¢ay, yesil ¢ay, mate ¢ayi, adacay1 ve melisa ¢ay) i¢ standart (50
mM Kkaprik asit) yontemi ile diklorometan kullanarak ekstrakte edildi (Sekil 4.31). Aroma
bilesenleri, aroma bilesenleri referans maddeleri ve pik cakistirma yontemi kullanilarak,
alikonulma zamanlar1 ve literatiir verileri de dikkate alinarak belirlendi. Yapilan ¢aligmalarin

verileri Tablo 4.7.” de verildi.
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Sekil 4.31. Infiize edilen ve ekstrakte edilen cay ornekleri

Deney sonuclarina gore incelenen alti aroma bilesenleri agisindan toplam aromatik
igerigin adacayinda yiiksek oldugu gézlendi. Immobilize B-glukozidaz ile muamele sonrasinda
karbohidrat artiklarina bagli olan aroma bilesenlerinin hidrolizi sonucu yiksek oranlarda

aromatik bilesiklerde artma goriildii ve literatiir verileri ile de paralel oldugu belirlendi.

Bu sonuglar, B-glukozidaz enziminin segilen ¢ay orneklerinde bulunan oncdil glikozidik
aroma bilesenlerini farkli derecelerde hidrolize ettigini gdsterdi. Bunun nedeni de g¢aylarin
islenme tekniklerinin farkli olmasidir ve B-glukozidaz enzimi farkli glikozidik aroma

onciillerine farkli substrat 6zgiilliigli gosterebilir.

Yesil ¢ay, adagay1, melisa ¢ay1 yapraklari islem sirasinda endojen enzimleri inaktive
etmek amaciyla once yiiksek sicakliklarda soldurulur. Bunun bir sonucu olarak, glikozidik
aroma bilesenleri endojen enzim hidrolizinden korunmus olur. Bunun tersi olarak, siyah ¢ay ve
mate ¢aymda endojen enzimleri inaktive etmeye gerek yoktur ¢iinkii endojen enzimlerin
etkisini gdstermesi i¢in uygun kosullar olusturulur (fermantasyon). Bu nedenle, islem sirasinda

cok miktarda glikosidik aroma dnciilleri serbest birakilmak iizere hidrolize ugrar [33].
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Yesil ¢ay, adacayr ve melisa ¢ay1 yliksek sicakliklarda ani olarak kurutuldugu i¢in
aromatik onciillerdeki artis daha fazladir. Yesil caydaki aromatik onciillerinin yiizde olarak
siralamas1  yapilirsa; benzil alkol(%160) > geraniol(%68,72) > nerol(%67,68) >
linalool(%17,93) > 2-fenil etanol(%4,15) > terpineol, adagay1 igin; linalool(%119) > 2-fenil
etanol(%94,12) > nerol(%91,66) > terpineol(%87,76) > geraniol(%50,78) > benzil
alkol(%38,35), melisa ¢aymnin aromatik dnciillerinin siralamasi ise; nerol(%583,6) > benzil
alkol(%346,3) > 2-fenil etanol(%312,4) > linalool(%117,6) > geraniol(%50,12) olarak

bulundu.

Siyah ve mate ¢cayinda fermentasyon islemi uygulandig: i¢in aromatik onciillerindeki
artis diger caylara gore daha azdir. Siyah ¢aydaki aromatik Onciillerinin artisin siralamasi
sOyledir; 2-fenil etanol(%41,68) > benzil alkol(%20,52) > geraniol(%18,57) > linalool(%10) >
terpineol=nerol. Mate c¢ayinda da siralama su sekildedir; geraniol(%136,36) > 2-fenil
etanol(%61,90) > nerol(%60) > benzil alkol(%52,38) > terpineol(%40) > linalool(%11,53).

Tum bu veriler Tablo 4.7.” da da gortlmektedir.
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Tablo 4.7. Cay Orneklerindeki aromatik bilesenlerine -glukozidaz enziminin etkisi

Siyah cay Yesil cay Mate cay1 Adagay1 Melisa ¢ay1

= E° YY(%) F E Y% F E Y (%) F E Y% F E  Y(%)

LiNALOOL 0030 0,033 10 0,009 0,011 1793 0,026 0029 1153 0,119 0,261 119 0,034 0,074 1176
TERPINEOL —— 0,025 — S 0022 — 0,110 0,154 40 0,209 0392 87,76 — S —

NEROL —_— 0,021 — 0,006 0,011 67,68 0,015 0,024 60 0,060 0,115 9166 0,177 1,210 583,6

GERANiOL 0533 0632 1857 0,108 0182 6872 0011 0026 13636 1280 1930 5078 0413 0620 50,12

BENZIL 0453 0546 2052 0030 0078 160 0021 0032 5238 0857 119 3885 0401 1,790 3463

ALKOL

é;ﬁf&_ 0379 0537 4168 0196 0204 415 0042 0068 61,90 0800 L°°0 9412 0257 1060 3124

F? : Immobilize B-glukozidaz ile muamele edilmemis drnek
E°: Immobilize B-glukozidaz ile muamele edilmis drnek

Y¢: Artis yiizdesi ;' Y(%) = (F ugucu madde miktar1 — E ugucu madde miktari) / F ugucu madde miktar1 x 100
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada ilk olarak kitosan-Fe3Os ve Kkitosan-MWCNTs kompozit
tastyicilar1 hazirlandi. Tasiyicilarin karakterizasyonu TGA, SEM ve FTIR analizi ile
yapildi. Daha sonra B-glukozidaz enziminin kitosan-FesO4 ve kitosan-MWCNTS
kompozit tasiyicilar lizerine immobilizasyon kosullarinin optimizasyon calismalari
gergeklestirildi. Calismada aktive edici ajan olarak kitosan-FesO4 kompozit tasiyici
icin 75 mM ECH kullanildi ve 30 dk. siirede aktive edildi; kitosan-MWOCNTS
kompozit tastyict ise 2 saat %1,5 (v/v) GLA aktive edildi. Immobilizasyon i¢in uygun
enzim konsantrasyonu kitosan-FesO4 kompozit tasiyict igin 1,5 mg/ml, kitosan-
MWCNTs kompozit tastyict i¢in 1 mg/ml belirlendi. B-Glukozidaz enzimi kompozit
tastyicilarin iizerine optimum immobilizasyon siiresi 2 saat bulundu. Immobilizasyon
kosullarinin ~ optimizasyonundan sonra serbest ve immobilize enzimlerin
karakterizasyon ¢aligmalarina gegildi. Optimum pH, serbest enzim ve kitosan-Fe3O4
kompozit tasiyict i¢in pH 6.0, kitosan-MWCNTs kompozit tagiyici i¢in 1 birim kayma
gozlenerek pH 5.0 bulundu. Optimum sicaklik da serbest enzim ve kitosan-FezO4
kompozit tastyici igin 35 °C, kitosan-MWCNTs kompozit tastyici igin de 45 °C olarak
bulundu. Serbest enzimin K degeri her iki kompozit tasiyicidan daha diisiik bulundu,
Vmax degeri serbest enzim ve kitosan-FezOs4 kompozit tasiyici i¢in 5 U/mg protein,
kitosan-MWCNTSs kompozit tasiyici igin de 7,14 U/mg protein bulundu. Ayrica
serbest ve immobilize enzimin termal, pH ve depo kararliliklar1 incelendi ve
immobilize enzimlerin stabilitelerinin serbest enzime kiyasla daha iyi oldugu goriildii.
Operasyonel kararlilik testleri sonucu yarilanma 6mrii kitosan-FesO4 kompozit tasiyici
icin 135,61 dakika ve kitosan-MWCNTs kompozit tasiyici i¢in 115,88 dakika olarak
tespit edildi. Kitosan-FesOs kompozit boncuk Uzerine immobilize edilen B-
glukozidazin 10 kez tekrar kullanimi sonrasinda %72,22 ve kitosan-MWCNTSs
kompozit tastyict iizerine immobilize edilen B-glukozidazin ise %72,83 oraninda

aktivitesini korudugu gozlendi.

Calismanin  diger asamasinda immobilize B-glukozidazin ¢esitli cay
orneklerinde aroma artirici etkisi incelendi. Siyah cay, yesil ¢ay, adagayi, melisa ¢ay1
ve mate ¢ay orneklerinde nerol, linalool, geraniol, terpineol, benzilalkol ve 2-fenil

etanol aroma Oncillerinin enzimle muamele Oncesi ve sonrasinda miktarlar
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kiyaslandi. Calisma sonucunda aroma onciillerinin miktarlarinda ytizdesel olarak artig

go6zlendi.

Bu tez ¢alismasinda kullanilan tasiyicilar {izerine immobilize edilen f-
glukozidaz enziminin serbest enzime gore stabilitelerinin daha iyi olmasi ve ornek
uygulamasinda aroma Onciillerinde belirgin yiizdesel artislarin  gézlenmesi,

endiistriyel alanda da uygulanabilirligini gostermektedir.
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	p-Nitrofenol (p-NP) standart eğrisinin oluşturulmasında ilk olarak 0,01-0,1 mM aralığında bir seri p-nitrofenol standart çözeltisi pH 5,0 sitrat tamponu içerisinde hazırlanmış olan 0,1 M stok p-nitrofenol çözeltisinden yola çıkılarak hazırlandı. Üzeri...
	3.2.2. β-Glukozidaz Aktivite Tayini
	Bu çalışmada serbest ve immobilize enzim aktivite tayini Su ve ark. kullandıkları yöntem uygulanarak tayin edildi [33]. β-Glukozidaz aktivitesi enzimin yapay substratı olan p-nitrofenil-β-D-glukopiranozid (p-NPG) kullanılarak ölçüldü (Tablo 3.2). Enz...
	Tablo 3.2. Aktivite tayini
	3.2.5. Kompozit Taşıyıcılarının Hazırlanması
	3.2.5.1. Fe3O4 (Manyetit)  Hazırlanması
	Fe3O4 partikülleri Z. Yuanbi ve arkadaşlarının geliştirdiği yönteme göre sentezlendi [35]. FeCI2.4H2O:FeCI36H2O 2:3 (mol:mol) oranında tartıldı ve ayrıca 1 g PEG 4000 eklenerek 100 ml deiyonize suda karıştırıldı. Daha sonra ortamın pH’ı 11,0 olacak şe...
	3.2.5.2. Kitosan-Fe3O4 Kompozit Taşıyıcılarının Hazırlanması
	2,5 g kitosan %2’ lik 100 ml asetik asit çözeltisi içinde çözüldü. Üzerine 1 g Fe3O4 partikülleri eklendi. Hazırlanan Fe3O4 kitosan süspansiyonu soğuk TPP (pH 8,2) çözeltisi içine ucu kesilmiş iğne yardımı ile damlatıldı, sertleşmesi için soğukta 4 sa...
	3.2.5.3. Çok Duvarlı Karbon Nanotüpün (MWCNTs) Aktivasyonu
	Çok duvarlı karbon nanotüp, 3:1 (v/v) konsantre H2SO4-HNO3 asit karışımı kullanılarak kimyasal olarak aktive edildi (Şekil 3.1). Aktivasyon işlemi 3,5 saat 55  C’ de manyetik karıştırma altında refluks ile yapıldı. Aktifleştirme ile MWCNT’ ün –COOH gr...


	Şekil 3.1. MWCNTs’ ün H2SO4 ve HNO3 ile aktivasyonu [37]
	3.2.6. Kitosan-Fe3O4 Kompozit Taşıyıcıların Epiklorohidrin (ECH) ile Aktivasyonu
	Kitosan-Fe3O4 kompozit taşıyıcıların aktivasyonu ECH ile yapıldı. Bu amaçla ilk olarak optimum çapraz bağlama süresi belirlendi ve sonrasında optimum ECH konsantrasyonu bulundu.
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