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KISALTMA LISTESI

NaCl Sodyum klortir

NaH,P04.2H,0 Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat
Na,HPO4.7H,0 Disodyum hidrojen fosfat heptahidrat
BSA Bovin serum albumin

HCl1 Hidrokorik asid

NaOH Sodyum hidroksid

SDS Sodyum dodesil stilafat

TNBS Trinitrobenzensiilfonik asid

BSA Bovine serum albumin

GPC Molekiiler eleme kromatografisi
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OZET

Dekstrinler suda ¢oziinebilen renksiz polisakkaridlerdir. Dekstrinler nisastanin asidler veya
enzimler (c-amilazlar) ile hidrolizi sonucu elde edilirler. Dekstrin ¢o6zeltileri nisasta
¢ozeltilerine kiyasla daha az yogundur.

Bu calismada dekstrin Maillard reaksiyonu vasitasiyla BSA’nin —NH; gruplarina kovalent
olarak baglandi. Farkli mol oranlarinda hazirlanan BSA-Dextrin ¢ozeltileri liyofilizatérde
kurutulduktan sonra 60 C’da 48 saat silireyle bekletildi. 1/20 mol oranli BSA-Dextrin
konjugatinin 60 °C da farkl: siireler kullanilarak sentezi de ¢aligildi. Konjugatlar jel filtrasyon
kromatografisi ile saflastirildi. BSA(-NH2)-dekstrin baglanma orani, -NH2 gruplarina kolayca
baglanan TNBS vasitasiyla kontrol edildi. Konjugatlar FT-IR spekrometre, Jel filtrasyon
kromatografi ve UV-VIS spektrofotometre ile karakterize edildi.

Anahtar Kkelimeler: BSA, Dekstrin, Maillard Reaksiyonu, BSA-Dekstrin konjugatlari,
TNBS, UV-VIS, GPC, FT-IR
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ABSTRACT

Dextrins are water soluble and colorless polysaccharides. Dextrins are obtained with the
hydrolysis of starch by acids or by enzymes (a-amylases). Dextrin solutions are less dense in
contrast with the starch solutions.

In this study, dextrin was covalently bonded to primary —NH, groups of BSA according to
Maillard reaction. Dextrin-BSA solutions that are prepared in different ratios are kept at 60°C
for 48 hours after drying in freeze-drier. The synthesis of 1/20 ratio of BSA-Dextrin conjugate
at 60 °C by using different hours is also studied. The conjugates were purified with gel
filtration chromatography. The content of BSA(-NH2)-dextrin bonding was controlled by
using trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS) which easily bonds with the -NH2 groups. These
conjugates was also characterized with FT-IR spectrometer, Gel Filtration choromatography
and UV-VIS spectrofotometer.

Key words: BSA, Dextrin, Maillard Reaction, BSA-Dextrin conjugates, TNBS, UV-VIS,
GPC, FT-IR.



1. GIiRiS

Gida endiistrisinde proteinler jellestirme, kopiiklestirme, filim olusturma gibi fonksiyonel
ozellikleri ile 6zel bir yere sahiptirler(Zayas, J. F., 1997). Proteinlerin boyutu, net yukii,
¢Ozunurliigl, solvent ile ilgili karakteristikler, pH, sicaklik, iyonik gii¢ gibi fizikokimyasal ve

yapisal faktorler bu fonksiyonel 6zellikleri etkilemektedir (Domodaran, S., 1996).

Endiistriyel kullanimini arttirmak i¢in fonksiyonel ozellikleri gelistirilen gida proteinlerine
olan ilgi artmaktadir. Polisakkaritlerin stabillestirici ve proteinlerin emiilsifiye edici
ozelliklerini bir araya getiren protein-polisakkarit kovalent konjugatlar1 suda kolay ¢oziiniir
(Dickinson ve Galazka,1991). Kimyasal modifikasyonlar yerine, dogal Maillard reaksiyonlar1
kullanilarak gida ve ila¢ endiistrisi i¢in daha giivenli konjugatlar sentezlenebilmektedir (Kato
v.d., 1993). Polisakkaritlerin proteinlere baglanmas1 ¢o6zilniirliikk, termal kararlilik ve
emiilsiifiye edici 6zelliklerde, herhangi bir fonksiyon kaybi ya da istenmeyen etki meydana

gelmeksizin artma saglamaktadir (Kato, 2002).

Nisastanin hidrolizi sunucu dekstrinler elde edilirler. indirgen sekerler ve amino asidler
arasinda Maillard reaksiyonu olusur. Dekstrin BSA ya Maillard reaksiyonu sonucu kovalent
olarak baglanir. Maillard reaksiyonlari gidalarin elde edildigi siireclerde 1s1l davranmislar

esnasinda dnem kazanir.

Maillard reaksiyonun gida endiistrisinde kullanimi1 yaygindir. Maillard reaksiyonu gidalarda
tatlandic1 olarak kullanilan endiistrinin temelini olusturur. Ayrica besinlerin saklanmasi

sonucunda da Maillard reaksiyonunun gergeklestigi gdzlemlenmistir

Dogal ve 1sitilmis nisastanin, 6zellikle bazi balik tiirleri kullanilarak yapilan ¢alismalarda 1s1l
davraniglart incelenmistir (Wilson,1994). Maillard tipi reaksiyonlar hayvan yemlerinde
bulunan amino asidlerin amino grubu(lizin) ve indirgen sekerler arasinda da meydana

gelebilir.

Termal prosesler gerceklesirken meyve sularinin kimyasal kompozisyonunda Maillard
trtinleri olugmaktadir. Elma suyundaki hekzoslar ile amino asidler arasinda Maillard
reaksiyonu sonucu 5-hidroksimetilfurfural (HMF) olusur (Toribio & Lozano, 1987). lyi

kontrol edilen Maillard reaksiyonu gida sanayisinde proteinleri islemek i¢in iyi bir metottur.

Yapilan bir ¢alisma, glukoz dietlerinin nemli 1s1l islem ile kurutulmasi ve saklanmasinda
onemli miktarda Maillard reaksiyonu gerceklestigini gostermektedir. Diisiik plasma glukoz

diyetleri ile beslenen Mersin baliklarinin plasmalarindaki lizin oranin kontrol dietiyle



beslenenlere oranla daha diisiik oldugu belirlenmistir. Glukoz diyeti ile beslenen Mersin
balig1 kontrol dietleriyle karsilastirildiklarinda ¢ok daha diisiik miktarlarda plasma proteini,
sistein ve hidroksi prolin igerdigi gozlenmistir. Buna karsin glukoz ile beslenen mersin
baliklarinda, kontrol ve HPS (hidrolizlenmis patates nisastasi) ile beslenenlere oranla
karaciger glikojeni, plasma alanin ve y-aminobiitrik asid ve prolin miktarlar1 gézle gorilir
miktarlarda yiiksek ¢ikmustir. Sonug¢ olarak, mersin baliklarinin biiylime performanslari
diyette bulunan % 15 HSP den etkilenmemistir. Ancak, glukoz diyetlerlerindeki ciddi
Maillard reaksiyonu baliklarin biiytime performanslarinda 6nemli bir disiise neden
olusturmustur. Maillard reaksiyonu tirlinlerinin sindirilmesinin zor olmasi ve bazi temel
amino asidlerin(lizin) yapisinin bozulmasi nedeniyle diyet tiriinlerinde kullanilmas1 azalmistir

(Silas S.O. Hung v.d., 2005).

Maillard reaksiyonu temel amino asidlerin yapilarinin bozulmasina ve besinlerin degerinde
diismeye neden olmaktadir. Maillard reaksiyonu sindirimi zorlagtirmaktadir.(Friedman et al.,
1989). Maillard reaksiyonu iirtinleri hayvanlarin sindirim enzimlerine direnglidir, ve bu

yiizden diyet protein kalitesini diistirmektedir (Tanaka et al., 1977).



2. GENEL BILGILER

2.1 BSA

Bovine serum albumin (BSA), bovine kan plasmasindaki temel globular proteinlerden biridir.
Albuminler az sayida triptofan, metiyonin ve ¢ok sayida sistein ve ylklii aspartik asid,
glutamik asid, lizin ve arginin amino asidlerinden olusmaktadir. BSA daki glisin ve isoldsin
sayis1 ortalama proteinlerden daha azdir. BSA nin yapisi ve fizikokimyasal 6zellikleri ayrintili
olarak bilinmektedir. Gida sistemlerinde bir model protein olarak g¢alisilimistir(Boye, J. L.,
Alli, 1., and Ismail, A. A., 1996., Song, K. B., and Damodaran, S., 1987). Dekstran
Leuconostoc mesenteroide lerden elde edilen mikrobiyal 1 — 6-0-D-glokanlar diger degisik
baglanmalar (1 — 2-0-, 1 — 3-a-, 1 — 4-0-) ile biribirine dallanarak baglanir (Robyt, J. F.,
1998). Dekstran plasma genisletici ve dogal gida katki maddesi olarak Avrupa, Japonya ve

Kore’ de kullanilmaktadir.

Elisa testlerinde, blot testlerde ve immunohistokimyada seyreltici veya bloklayici olarak
kullanilabilir. BSA DNA nin par¢alanmasi sirasinda bazi enzimleri stabilize etmek icin ve
enzimin diger reaksiyon tiirlerine yapismasini engellemek icin de kullanilir. BSA nin
stabilizasyonda diger proteinlere etkisi yoktur. Gida sanayisinde ¢ok daha diisiik maliyetle

tiretilir ve degerlendirilir.

BSA nin yaklasik % 55 i a-heliks yapisindadir (Peters, Jr., T., 1985).

Fiziksel 6zellikleri

e Yan zincir sayist: 583
e Molekiiler Agirlik 66,430 Da (g/mol)
e pl:5.82.



Cizelge 2.1 BSA’nin igerdigi amino asidler(Brown, 1975; Patterson and Geller, 1977,
McGillivray et al., 1979; Reed et al., 1980; Hirayama et al., 1990).

Ala 48 Cys 35 Asp 41 Glu 58
Phe 30 Gly 17 His 16 Ilel5

Lys60 Leu 65 Met 5 Asnl4
Pro 28 Gln 21 Arg 26 Ser 32
Thr 34 Val 38 Trp 3 Tyr 21

Sekil 2.1 Bovine Serum Albumin’nin yapisi




2.2  Dekstrin

Karbonhidratlar dogada yaygin olarak bulunmaktadirlar. Bunlardan nisasta D-Glukoz
molekiillerinden olusan iki dogal biyopolimer, amilopektin ve amilozun, a-1,4 ve a-1,6
gilikozid baglariyla baglanmasiyla meydana gelen dallanmis polisakkarit yapisindadir.
Nisastanin hidroliz {iirtinleri veya dekstrinler fonksiyonel o6zelliklerinden dolay1 gida
endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Dekstrinlerde D-Glukoz birimleri a-(1—4)
glikozit baglari ile bagli durumdadirg. Nisasta asid, enzim ya da her ikisi ile hidroliz edilebilir
(N.E. Lloyd v.d., 1984; 1.S. Chronakis, 1998).

LArmiloz
fre=10000)

Sekil 2.2 Nisastanin yapist (% 10-20 Amiloz, % 80-90 Amilopektin)



Dekstrinler nisastanin hidrolizi ile diisiik molekiil agirlikli yapilar olarak {iretilirler.
Karbohidratlarin genel formiiliine sahiptirler, fakat daha kisa zincirlidirler. Endiistride
tiretimleri genellikle patates nisastasinin asidik hidrolizi yoluyla olmaktadir. Dekstrinler suda
coziinen, optikge aktif, beyazdan agik sariya degisen renkte kati maddelerdir. Nisastanin
parcalanmasi sonucu ekmege rengini verirler. Cimlenen tohumlarda da yiiksek miktarda

bulunmaktadirlar.

OH

L\ o ab 8] {L.T "
OH U
KOEO“‘“ “OH
i-ﬂ.'l."n"‘{‘l " i O H

' HO

Coo07EL

|
OH

Sekil 2.3 Dekstrinin molekiil yapisi

2.3 Protein-Karbohidrat Kompleksleri ve Konjugatlar:

Son yillarda proteinlerin (BSA, tripsin) ¢esitli karbohidratlar (laktoz, sukroz, mannitol, a-
siklodekstrin ve dekstrin) ile birlikte “freeze-drying” sogukta vakum ile kurutulmasi arastirma
konusu olmustur. Farmasotikler olarak proteinler ve peptidlere ilgi giderek artmaktadir.
Bunlarin ortalama 6mrii ve kuru halde saklanarak biyolojik aktivitelerinin korunmasi 6nem
tasimaktadir. Karbohidratlar hacim arttirma ajan1 ve koruyucu katki maddeleri olarak siklikla
kullanilirlar. “Freeze-drying” proteinleri kuru elde etmek icin en ¢ok kullanilan

yontemlerdendir (Pikal, 1994).

Protein-karbohidrat komplekslerinin {i¢ boyutlu yapisinin ayrintili  bilgisi  X-Ray
kristalografisinden ve modellemeden elde edilebilir. Bunula birlikte NMR da protein-

karbonhidrat etkilesimleri i¢in 6nemli bilgiler saglayabilmektedir(Jimenez-Barbero, J., 2000).

Proteinlerin polisakkaridler ile glikoligasyonu, kuru halde sicaklikta gergeklestirilen Millard



reaksiyon ile saglanmaktadir. Polisakkaridlerin proteinler ile konjugasyonu emiilsiyon
ozelliklerinde artma saglamaktadir. Ek olarak, proteinlerin ¢6ziiniirliigiiniin, jellesmesinin,
antioksidatif etkisinin artmasimna da neden olmaktadir(Kato, A., Shimokawa, K., and
Kobayashi, K., 1991; Babiker, E.E., 2002). Bu nedenle, dogal yapida ve toksik 6zelligi
olmayan protein-polisakkarid konjugatlari, 6zellikle gida ve saglik endiistrisinin kullanimi

amaglanarak gelistirilmektedir(Shepherd, R., Robertson, A., Ofman, D., 2000).

Polimer Protein
O oH
J{).{CCI
CH2 et —(CH s —HC
/ \
il MH

Sekil 2.4 Proteinin primer amin grubu(lizin) ile indirgen seker gruplari arasindaki Amodori
tipi baglanma (D. Ofman et al., 2000).

BSA-Dekstran konjugatlar ile ilgili yapilan bir ¢alismada en yiiksek baglama oranina en
kiiciik makromolekiil yapist  kullanildiginda ulagilmistir. Bu egilim BSA nin
oligomerizasyonundan kaynaklanabilir (Moon, T. W, et al., 2006).

2.4 Maillard Reaksiyonu

Indirgen sekerler ve amino asidler arasinda sicaklik etkisi ile olusan, enzimatik olmayan bir
kahverengilesme reaksiyonudur. Reaksiyon, indirgen sekerdeki reaktif karbonil grubu ile
amino asitteki niikleofilik amin grubu arasinda gerceklesir. Nemsiz ortam ve yiiksek sicaklik
gerekir (pisirme, kizartma, tost yapma). pH > 7,0°de hizli, pH< 7,0°de ise daha yavas olarak
reaksiyon gerceklesir. Reaksiyon iirtinintin rengi; renksiz — sar1 — kahverengi — koyu

kahverengi seklinde degisme gosterir.

Indirgen seker ile proteinlerdeki lizin yan zincirlerinin g-amino gruplarmim kondenizasyon
reaksiyonu sonucu Amadori triinli olusur. Bu Amadori trtintiniin olusumu, Schiff bazi
olusumu ve Amadori yeniden diizenlenmesi yoluyla gerceklesir. Bu reaksiyonda, sekerin
proteinle konjugasyonu kimyasal kataliz gerektirmez, bu reaksiyonu hizlandirmak i¢in sadece

sicaklik gereklidir (W. P. Edwards., 1984).



Birgok i¢ ve dis faktorler Maillard reaksiyonunun hizini etkilemektedirler. Sicaklik degerleri
(Labuza ve Saltmarch, 1981) yani sira reaksiyona giren maddelerin konsantrasyonlar1 (Lerici
v.d., 1991) ve birbirlerine oranlari(O'Brian ve Morrisey, 1989), ortamin pH 's1 (Ashoor ve
Zent, 1984), metal iyonlarinin(Kato v.d., 1969) ve suyun varhigi(Eichner ve Karel, 1972)
Maillard reaksiyonunun hizini etkilemektedir.
Mailllard reaksiyonu besin maddelerindeki bir¢ok renk ve tatdan sorumludur:

o Siit ve sekerden karamel yapilmas, 6zellikle siitlii ¢ikolata kapli karamel sekerlerin

tiretilmesinde renk ve tad,

e Tostun ekemgin kahverengilesmesi,

e Bira, ¢ikolata, kahve ve Akg¢aaga¢ pekmezinin renklendirilmesi,

e Giineste kendi kendine esmerlesen iirtinlerin eldesi,

o Kizartilmig veya yakilmis et tadinin olusmast,

e Kurutulmus ve yogunlastirilmis siit renginin olugmast.

2.4.1 Maillard reaksiyonunun gerceklesmesi

Sekerin karbonil grubunun aminoasitin amin grubu ile N-substitue glikozil amin ve su
olusturmas1 gergeklesir. Kararsiz glikozil amin Amodori diizenlenmesine ugrar ve

ketozaminler olusur.



OH

OH
Hl o I—|| H }—oH
OH ohn|3 — .~ {OoH OH NH.Cl C' H OH
H
CH OH MeOH, o°c ©H |
H H H H (f_NHz
OH
- HQD
Ac
OH CeH N .
H o H
U (Ac),0 QAc O
OH OHC OH OH _—
| OAC
OH NH —C—N—Ac
H [ H
H H \

Sekil 2.5 Amadori diizenlenmesi

“(1-2) D-Mannozun agik-kapali formiili.(3) 1,1-amino-alkol mannoz. (4) yariaminal.

Glikozil amin.”

©)
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3. MATERYALLER

3.1 Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Kaba terazi : Precise BJ 6100D

Hassas terazi : Precise XB 220A

Manyetik karistiric : Heidoloph MR 3001

Su banyosu : GFL 1086

Liyofilizator : Telstar Cryodos

Saf su cihazi : Millipore F4ASN77678

pH metre cihazi : Inolab

Protein ayristirma cihazi : Model 2110 fraction collector
U.V. Visible Spektrofotometre : Model V-530 JASCO Program

Kullanilan malzemeler

e Otomatik pipet : Finnpipette 0-50 pl, 100-1000 pl
e Beher :50ml, 100 ml, 500 ml, 1 L
e Penisilin siseleri

e Epandorf tiipleri

3.2 Kullanilan UV-Vis spektrofotometresinin Techizat ve Calisma Parametreleri

Optical System : Single monochromator
Detektor : Silikon fotodiod (S1337)
Isik kaynagi : Deuterium lamp : 190 to 350 nm

Halogen lamp : 390 to 1100 nm
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3.3 Kullanilan Protein Ayristirma Cihazinin Techizat ve Calisma Parametreleri

U.V. monitor

Fraksiyon toplayici

Kayit edici

Pompa

: Biorad Econo (model EM-1)
: Biorad model 2110 fraction collector
: Biorad chart recorder model 1327

: Biorad Econo pump (model EP-1)

3.4 Kullanilan Fourier Transform Infrared Spektrometre Cihazinin Techizat ve
Calisma Parametreleri

FT-IR . Perkin Elmer

Universal ATR Sampling Accessory : Perkin Elmer

3.5 Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal Maddeler Uretici Firma Lot No.
BSA Sigma 117H1346
Dekstrin Fluka 31412
Sephadex G-50 Fluka 84946
NaH,P04.2H,0O Riedel-de Haen 04269
Na,HPO,4.7H,0 Fluka 71647
SDS Fluka 71725
NaOH Riedel-de Haen 06203
TNBS Fluka 80456
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4. DENEYSEL CALISMA

4.1 BSA-Dekstrin Kovalent Konjugatlarinin Sentezi

4.1.1 Farkhh mol oranlarinda (ngsa/nNpekstrin) Konjugatlarin  Hazirlanmasi icin
Hesaplamalarin Yapilmasi ve BSA-Dekstrin c¢ozeltilerinin Hazirlanmasi

nesaMpextrin: 1/20, 1/15, 1/10, 1/ 5 ve 1/1 olarak alind.

DNprotein Cprot XMA pol

Npolimer Cpol x MA prot

esitligine gore protein (BSA) konsantrasyonu sabit tutularak (Dekstrin) konsantrasyonu

hesaplandi.

Chrotein 20 mg/ml sbt.
Ma protein 66 000 Da.
Ma potimer : 15 000 Da.

Ornek olarak n gsa/pextin: 1/ 20 orani icin;

NBSA Crsa X M Dekstrin
N pekstrin CDekstrin X MA BSA
1 20 x 15000
- = Cpekstrin = 90.91 mg/ ml. hesaplandi.
20 CDekstrin x 66 000

Gerekli dekstrin miktart; mpeksyrin = 90.91 mg/ml x 2.5 ml" = 227.275 mg. tartildi ve 1.25 ml
0.1 M pH:7 Fosfat tamponunda ¢6ziildii.

Cpsa= 20 mg/ml sabit alindi.
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Gerekli BSA miktari; mpsa= 20 mg/ml x 2.5 ml = 50 mg BSA.
* Toplam reaksiyon hacmi 2,5 ml alindi.

UV-VIS Spektofotometrede 280 nm de 6l¢iilen absorbans degeri dikkate alinarak (Asgo/1.34=

....mg/ml protein), satin alinan BSA nin protein icerigi % 45 olarak belirlendi.

Buna gore, satin alinan BSA’ dan 111 mg. tartildi, 1.25 ml. 0,1 M pH:7 fosfat tamponunda

¢oziildi.

Cizelge 4.1. Farkl1 mol oranlarinda, sabit Cprotein degerine gore hesaplanan Cgeksirin degerleri

N BSA/Dextrin CDekstrin (mg/ml) Mpekstrin™ CDekstrin (mg/ml)X
2.5=...(mg)
1/20 90.91 227.275
1/15 68.18 170.45
1/10 45.45 113.64
1/5 22.73 56.82
1/1 4.55 11.36

4.1.2 Cozeltilerin  Kurutulmasi ve  60°C‘da  Maillard  Reaksiyonunun
Gercgeklestirilmesi

Belirli oranlarda BSA-dekstrin igeren ¢ozeltiler -20 °C da dodurulduktan sonra liyofilizatérde
kurutuldu. BSA-dekstrin karigimlart 60°C daki etiivde 48 saat bekletilerek Maillard
reaksiyonu gerceklestirildi. Boylece dekstrin molekiillerinin  BSA’nin primer amino

gruplarina kovalent olarak baglanmasi saglandi (T. Haertle., 2001).
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4.1.3 Maillard Reaksiyonunda Siire Faktoriiniiniin Incelenmesi

npsaMpextrin:  1/20  oranli  konjugatin sentezi, yukarida verildigi gibi kat1 karisimlarin
hazirlanmasindan sonra, 60°C’da farkli siireler (12-84 saat) 1sitma uygulanarak

gergeklestirildi.

4.2 Jel Filtrasyon Kromatografisi ile Konjugatlarin Saflastiriimasi

Konjugatlarin saflagtirilmasi jel filtrasyon kromatografisi (molekiiler eleme kromatografisi)
ile yapildi. Bu sistemde molekiil buiyiikligline gore saflastirma yapilmaktadir. Gozenekler
icinde molekiiller, etkin bir sekilde yakalanir ve hareketli faz akimi ile uzaklastirilir. Dolgu
maddesinin ortalama g6zenek agikligindan biiyiik molekiiller disarida tutulur ve boylece hig
alikonmazlar. Bu biiylik molekiiller kolondan ilk 6nce ayrilirlar. G6zeneklerden Gnemli
derecede kiiclik ¢apa sahip olan molekiiller en uzun siire tutulurlar ve kolondan en son
ayrilirlar. Molekiiler eleme kromatografisinde analit ve durgun faz arasinda kimyasal ve
fiziksel etkilesimler yoktur. Bu gibi etkilesimler kolon veriminin azalmasina sebep
oldugundan, bu etkilesmelerden korunmak icin her tiirlii gayret gosterilmelidir (Nieman A.T.,

1998).

30 mg/Iml (1 ml destile su) 6rnek (A,go/1,34 ile hesaplanan) 6rnegi kolona verildi. 0.01 M
pH 7.0 Fosfat tamponu kullanilarak her bir tiipte 40 damla olacak sekilde fraksiyonlar
toplandi.

Bio —Rad marka protein saflagtirma sistemi, 1,5x30 cm Bio-rad kolon kullanilarak jel
filtrasyon islemi uygulandi. Kolon dolgu maddesi olarak sephadeks G—50 kullanildi. Ayirma
islemi UV monitér yardimiyla izlendi. Alinan fraksiyonlarin 280 nm’de okunan absorbans
degerleri de kullanilarak kromatogramdan hangi fraksiyonlarin (tiiplerin) toplanacagina karar
verildi. Toplanan fraksiyonlarin konsantrasyonlar1 ( Asgo / 1,34) hesaplandi. Kromatogramda
onde ve arkadan gelen piklerde reaksiyon gozlenmedi, degerlendirmeye alinmadi. Toplanan

eluata trinitrobenzenstilfonik asid ile -NH, grubu tayini yapildi.
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4.3 Trinitrobenzensiilfonik Asid Reaktifi (TNBS) ile BSA ve BSA-Dekstrin
Konjugatlarinda —-NH; Grubu Miktar1 Tayini

O Sl F=—hHa

1
O —MN NCa \\

MO,
L. Mezenheimer anyon (420 nm) =
o it
O —n NGy B 2 ;
% g i
—y \\'-.
504
\ s e
MO B'H s
i : ot Ui
trnttroferlamonyum

trintrofenilamin (340 nm)

Sekil 4.1 TNBS ile primer amin arasindaki reaksiyon ( P. Cayot ve G. Tainturier., 1997)

Serbest amino gruplari trinitrobenzensiilfonik asid kullanilarak belirlendi (McKellar,1981).
BSA ve BSA-Dekstrin konjugatlari, Jasco V=500 UV-VIS Spekrofotometre kullainilarak 340
ve 420 nm deki absorbanslar1 kaydedildi. Caligmalarimizda 340 nm deki absorbans

degerlerine gore kalibrasyon egrisi ¢izildi ve degerler hesaplandi.



Deneysel Calisma

4.3.1 -NH; Grubu Miktar1 Tayini icin BSA ile Kalibrasyon Egrisinin Cizilmesi

25 mg BSA(protein) 25 ml destile suda ¢oziilerek, BSA stok ¢ozeltisi hazirlandi. Asagidaki

siire¢ izlenerek kalibrasyon egrisi ¢izildi.

ORIMEE

1.(20-400 1) (1 mg/ml) BSA

2. 1000 pl (NazCOs- WNaHC O,

pH=9.5}l

3200 pl 10 THNES

l 422, 1 zaat beltleme
(subanyosu)

4,800 pl %% 10 5D5

v
5400 ul 1M HC

£, Destil‘é suile 4 ml e tamamlanir.

EOR (BLANE)
1.020-400 ply Destile su

21000 pl (MagCOs- NaHCOs;
pH=5:'.5:|l

2 200 pl 10mhd THES
l42 °2:1 zaat belleme

(subanyosu)

4,800 pl % 10 5D=

v
5. 400 ul 1 HCl

&, Destﬂ!: suile 4 ml e tamamlanr

Yukarida gosterilen islemden sonra kore karsi farkli konsantrasyonlardaki BSA 6rneklerinin

UV-VIS Spekrofotometrede 340 nm deki absorbanslar1 6lgiildii. Degerler asagidaki tabloya

islendi.
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Cizelge 4.2. 20—400 pl hacimlerindeki BSA 6rneklerinin 340 nm de absorbans degerleri

Visa Cuap (Cip/66000)x (10%) | (Cyp/66000)x60° | Absorbans

(ub (mg/ml) (mmol/ml) (UM —NH») (340 nm)
20 0,005 7,6 4,56 0,129
40 0,010 15,15 9,1 0,154
60 0,015 22,73 13,6 0,311
80 0,02 30,3 18,0 0,403
100 0,025 37,88 22,50 0,569
150 0,0375 56,82 33,75 0,798
200 0,050 75,76 45,0 1,063
250 0,0625 94,71 56,25 1,158
300 0,0750 113,64 67,50 1,580
400 0,100 151,52 90,0 1,917

* BSA’da bulunan lizin sayis1 60.
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Sekil 4.2 TNBS reaksiyonu ile BSA konsantrasyonuna bagli olarak -NH2 grubu sayist ile
absorbans(340nm) arasinda ¢izilen kalibrasyon egrisi

Y=0,0216X+ 0,0288, R*= 0,9916, n= 10.



4.3.2 BSA-Dekstrin Konjugatlarininda -NH; Grubu Tayini

Jel filtrasyon kromatografisi ile saflastirilan farkli mol oranli konjugatlar i¢in asagidaki siirec¢

izlendikten sonra UV-VIS Spekrofotometre ile 340 nm deki absorbans degerleri kaydedildi.

Kalibrasyon egrisi kullanilarak konjugatlardaki —NH, grubu say1s1 tespit edildi.

OFMEE

1.100 pl Eonjugat

2. 1000 pl (MapCOs- HMaH T Os;

pH=9.5;|l

30200 pl 10md THNES

l 42 %2 1 zaat belleme
(su banyosu)
4 800 pl % 10 3D3

l

5400 pul 11 HCIL

6. 1500 pl Destile suile d ml e
tamamlanit,

KOR (BLANK)

1. 100 pl Destile su

!

21000 pl MapCOs- MaHCOs:
pH=9.5;|l

3200 pl 10mdd THES
142 221 saat bekleme

(su banyosu)
4 800 pl % 10 3D3

l

5400 pl 11 HCI1

6. 1500 pl Destile suile 4 ml e
tamamlanit,

Yukarida gosterilen islemlerden sonra kore karsi farklt mol oranli BSA/Dekstrin 6rneklerinin

ve 1/20 mol oranli Ornegin farkl

sentezlenen konjugatlarinin  UV-VIS

Spekrofotometrede 340 nm deki absorbanslar1 6l¢iildii.

4.4 Konjugatlarin UV-VIS Spektrofotometre ile incelenmesi

Sentezlenen 6rnekler saflastirilmadan ve saflastirmadan sonra UV-VIS Spekrofotometrede

250-500 nm dalga boyu arasinda spektrumlar alindi.
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4.5 Konjugatlarin FTIR ile incelenmesi

BSA, dekstran, ngsampextrin = 1/20 ve 1/1 (48 saat, Havuz 2) kati orneklerinin Fourier

Transform Infrared Spektrometre kullanilarak spektrumlar: alindi.
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5. Sonugclar

5.

9

2

T

1 FTIR Spektrumlan

N

328825

95
1647,50 1532,91 139342

o0
25

a0
238304

75

70

n= BEA&Dekstrin= 1020 H2, 48 sast, 60 C. 127553

65 | 154445

322443

a0 ]
1630,21
55
30

45

35

30 | 1048,22

3.0 |
4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 200
cm-1

Sekil 5.1 BSA ve n= BSA/Dekstrin= 1/20-Havuz2, (48 Saat, 60 °C). nin FT-IR spektrumu.

900 _
n= BSa/Dekstrin= 1M1 H2, 45 Saat, 60 C.

95

o0 |
328854 287478 23m5 25 232560

35 1 135791

153702
20 ]

1630,77
75

2383,04
1452,63

70
127553

= 1544 45

60 | 3224,43

55 | 1650,21

: 1071,54 858,53
n= BS&Dekstrin= 1/20H2, 45 Sast, 60 C

50
45 ]
104822
35 ]

30

23,0 ]

4000,0 3600 3200 2E00 2400 2000 1200 1600 1400 1200 1000 200
cm-1

Sekil 5.2 n= BSA/Dekstrin= 1/20H2 ve 1/1-Havuz2 (48 Saat, 60 °C). nin FT-IR spektrumu



%T

22

994 _

a5 |
262925 234499 1637,87

1360,95
o0 | 329901 ; 44,55

25 DEKSTRIM 114837 SA7.BE TEL

107,57
20 |

75 2383,04

1452,63 35,27
70 |

65 | 154445 127553
a0 | 322443

55 1850,21
n= BSADekstrin= 1/20H2, 45 Saat, 60 C.
500

45 |

40 | 104822

35 | 972,53
847,05
30

730 ] . i 524,01

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1200 1600 1400 1200 1000 200
-1

Sekil 5.3 Dekstrin ve n= BSA/Dekstrin= 1/20-Havuz2 (48 Saat, 60 °C). nin FT-IR
spektrumu
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996 _

95 |

234499 163787

BSA 138342

3288,25 50035 153291
o0 | 44,55
1360,95 .

164%.50 1148,2‘?/
/

1077,57

e

a5 | 3299,01

30 |  DEKSTRIM

75

238304
1452,63
70

65 | 1544.45 1275,53

ogT 60 3224,43

55 ] 1850,21

n= BEA/Dekstrin= 1/20H2, 45 Saat, B0 C.
500

45 |

a0 | 104322
972,53

554 847,06

30

224,01

230 |

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1200 1600 1400 1200 1000 500
-1

Sekil 5.4 BSA, Dekstrin ve n= BSA/Dekstrin= 1/20-Havuz2 (48 Saat, 60 °C). nin FT-IR
spektrumu
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5.2 Jel Filtrasyon ile saflastirma isleminde alinan kromatogramlar

Sekil 5.5 n= BSA/Dekstrin = 1/10. 48saat, "60 C.

Aralik: 0,05
[lerleme: 2 cm/h.

Damla sayisi: 40/tiip.
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Aralik: 0,05
[lerleme: 2 cm/h.

Damla sayis1: 40/tiip

Sekil 5.6 n= BSA/Dekstrin = 1/20, 60 saat, "60 C.
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Cizelge 5.1 Farkli mol oranlarinda(ngsa/npextrin) konjugatlariin konsantrasyon ve UV-VIS
340 nm absorbans degerleri

nBsA/Mpexirin | Crap (Cip/66000)x uM —NH, Y=Absorbans’
(mg/ml) (10%) (mmol/ml) (340 nm)
BSA 0,0291 40,9 0,409 0,597
1/1 0,0105 15,8 0,158 0,211
1/5 0,0144 21,85 0,218 0,282
1/10 0,073 11,02 0,1102 0,131
1/15 0,0075 11,36 0,1136 0,095
1/20 0,0090 13,57 0,1357 0,105

NOT: Ug adet 6l¢iim degerinin ortalamasidar.
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Cizelge 5.2. Farkli mol oranlarinda(ngsa/npextrin) konjugatlarinin —-NH; grubu sayilari

% Konjugasyon

NEsA/Mbextrin Y=Absorbans" (Y=0,0216X+0,0288) x/uM —NH,
(340 nm) x="*
BSA 0,597 26,30 64
1/1 0,211 8.44 53
1/5 0,282 11,72 54
1/10 0,131 4,73 43
1115 0,095 3,079 27
1/20 0,105 3,530 26
300 -
2510
200 -+
1510 1
100 +
2.0
DID T T T
0000 0200 0 0400 0 OGO0 0800 1,000

n BSA/DEKSTRIN

Sekil 5.7 Farkli mol oranli (ngsa/Npekstrin) konjugatlarda % baglanma orani.
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Cizelge 5.3 Farkli mol oranlarinda(ngsa/Npextrin) konjugatlarinin konsantrasyon ve UV-VIS

340 nm absorbans degerleri

Siire (saat) Cuwp  (mg/ml) (Ciup/66000)x uM —NH; Y=Absorbans"
(10%) (mmol/ml) (340 nm)
12 0,0064 9,75 0,09752 0,154
24 0,0089 1,34 0,134 0,200
36 0,0068 10,30 0,103 0,0975
48 0,0090 13,57 0,1357 0,105
60 0,0070 10,60 0,106 0,090
72 0,0067 10,20 0,102 0,080
84 0,0084 12,72 0,127 0,100




Cizelge 5.4. Farkli mol oranlarinda (ngsa/npextrin) konjugatlarinin —-NHj grubu sayilari

29

Siire (saat) Y=Absorbans’ (Y=0,0216X+0,0288) x/uM —NH,;
(340 nm) x=%*
12 0,154 5,80 59
24 0,200 7,93 59
36 0,0975 3,18 31
48 0,105 3.53 26
60 0,090 2,83 27
72 0,080 2,35 23
84 0,100 3,30 26
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Sekil 5.8 ngsa/Npextrin: 1/20 oranli konjugatin farkl stirelerde (12—84 saat) % konjugasyonu
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Wavelength [nm]

a4 h. ren

24 h. mn

3B hiren

EOh. ran.

T2h. mn

12h ren

n1-20 43 h. ren

Sekil 5.9 ngsa/Npextrin: 1/20 farkli stirelerdeki (12—84 saat) reaksiyonun alinan UV-VIS
Spekrumlari

Cizelge 5.5 nBSA/nNpexirin: 1/20 oranli reaksiyonda farkl: siirelerde 6l¢iilen absorbans

degerleri.
Siire (saat ) Absorbans (278 nm) | Absorbans (322 nm) Absorbans (278) /
Absorbans(322)
12 0,8145 0,0547 14,8
24 0,961 0,1030 9,33
36 0,839 0,0906 9,26
48 0,976 0,2050 4,76
60 0,868 0,01490 5.83
72 0,630 0,1010 6,24
84 0,589 0,1030 5,72
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0.D.(278 nm)/0.D.(322 nm)
(00]

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Siire (saat)

Sekil 5.10 ngga/npextrin: 1/20 oranli konjugatin farkl: siirelerde (12-84 saat) gerceklesen
reaksiyonunda alinan absorbans degerleri.
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Sonuglarn degerlendirilmesi;

Bu calismada, 6zellikle gida endiistrisinde 6nemi olan Maillard Reaksiyonu BSA ile Dekstrin
arasinda kovalent baglanma gerceklestirilerek incelendi. Reaksiyon asagida verildigi sekilde

degerlendirildi.

e BSA nin primer amin gruplarina (lizin) Maillard reaksiyonu ile dekstrinin kovalent olarak

baglanmasi saglandi.

e BSA-Dekstrin kovalent baglanmas1 TNBS reaktifi kullanilarak spektrofotometrik yontem

ile incelendi.

e BSA-Dekstrin baglanmasinda farkli mol oranli ngsa/npextrin konjugatlar: degerlendirildi.
Polimer orani artik¢a baglanmanin arttigi gdzlendi; ngsa/Npextrin: 1/15 ve ngsa/Npextrin: 1/20

orneklerinde en yiiksek baglanma saglandi.

e BSA-Dekstrin baglanmasinda ngsa/Npexrin: 1/20 oranli reaksiyonun farkli siirelerde
baglanma durumu incelendi. 48 saatten sonraki reaksiyonlarda baglanmanin yaklasik

olarak sabit kaldig1 gézlendi.

e BSA-Dekstrin konjugatlarinin FT-IR spektrumlar1 degerlendirildi.
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