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ÖZET 
Özellikle diyagnostik endüstrisinde kullanõlan ticari öneme sahip enzimlerden Bayõr Turpu 
Peroksidazõ (Horseradõsh Peroksidase, HRP, E,C 1.11.1.7) adõ geçen bitkinin (Armoracia 
rusticana) köklerinden ekstre edilmektedir. HRP yaklaşõk yüzyõldõr üzerinde çalõşõlan hem 
içerikli bir peroksidazdõr ve çok sayõda izoenzimi bulunmaktadõr. HRP�nin enzimatik 
aktivitesi hem grubunda bulunan demir atomunun oksidasyon ve redüksiyonundan ileri 
gelmektedir. Hem grubu nedeniyle HRP 403 nm�de de absorpsiyon vermektedir. 
Peroksidazlar yükseltgeyici olarak hidrojen peroksidi veya organik hidrojen peroksidleri 
kullanan oksideredüktazlardõr. H2O2 ile Bileşik I, II ve III olmak üzere üç farklõ yapõ 
oluştururlar. 

Fenolik bileşikler tõp, gõda endüstrisi atõklarda kirleticilerin başõnda gelmektedir. Bu nedenle 
fenolik bileşiklerin hassas ve hõzlõ bir şekilde saptanmasõ, çevre çalõşmalarõ ve sağlõk 
açõsõndan önemlidir. Horseradõsh peroksidaz (HRP) fenollerin, bifenollerin ve bunlar gibi 
heteroaromatik bileşiklerin oksidasyonlarõnõ katalizleyebilmektedir. 

HRP geniş bir pH ve sõcaklõk aralõğõnda aktivite gösterdiğinden atõk sularõn temizlenmesinde 
kullanõlmasõ uygun görülmektedir. Sulu çözeltilerden fenol ve türevlerinin HRP katalizinde 
giderilmesini optimize etmek amacõyla son 20 yõlda birçok çalõşma gerçekleştirilmiştir. HRP, 
içinde fenol, klorofenol ve diğer sübstitüe fenollerin de bulunduğu birçok aromatik bileşiğin 
polimerizasyonu öncesinde serbest radikal oluşumunu katalizlediği bilinmektedir.  

          H2O2 + 2 AH2              
HRP                2AH + 2H2O 

Toksik özellikte olan bu boyalarõn giderilmesi amaçlanarak kimyasal yükseltgeme, ters 
ozmoz, adsorbsiyon gibi çeşitli yöntemler denenmiştir. Son zamanlarda bu konuda çalõşan 
araştõrmacõlarõn dikkati enzim etkisi ile gidermeye odaklanmõştõr. Özellikle bitki 
peroksidazlarõnõn üzerinde durulmaktadõr. 

Bu çalõşmada HRP-Dekstran  kovalent konjugatõ sentezlendi. Öncelikle, HRP immobilize 
Con A kullanõlarak affinite kromatografi yöntemi ile saflaştõrõldõ. Dekstranõn (Mw 75.000 Da) 
aldehid türevi ve saf enzim örnekleri kullanõlarak 1/10 mol oranõnda(mol enzim/mol dekstran) 
enzim-dekstran konjugatõ sentezlendi.   

Saflaştõrõlan enzimin ve sentezlenen 1/10 oranlõ konjugatõn katalizi ile Naphtol Blue Black ve 
Coomassie Brillant Blue boyalarõnõn giderilmesi 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80 oC 
sõcaklõklarda, pH: 3, 4, 5, 6, 7 ve 8� da incelendi. Bu reaksiyon bir saat süre ile  UV-Vis. 
Spektrofotometre ile izlendi. �Naphtol Blue Black� ve �Coomassie Brillant Blue� in 
parçalanmasõ LC-MS ve FT-IR sonuçlarõna göre değerlendirildi. 

  

Anahtar kelimeler: �Horseradish� peroksidaz (Armoracia rusticana), HRP-dekstran 
konjugatõ, Naftol Blue Black, Coomassie Brillant Blue,  Boya giderme, UV-VIS, LC-MS, FT-
IR. 
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ABSTRACT 

Horseradish Peroxidase (HRP; E.C 1.11.1.7) notably used in diagnostic industry and having a 
great commercial importance, is extracted from the roots of Armporacia  rusticana. HRP 
enzyme is a heme containing peroxidase which has been studied for a  century and has so 
many isoenzymes. Enzymatic activity of HRP take its source from the reduction and 
oxidation of iron atom present in heme group. As a result of having a heme group, HRP has 
an absorbance at 403 nm . Peroxidases are oxidoreductases which use hidrogen peroxidase or 
organic hydrogen peroxidases as oxidants. Most of them are glycoprotein structured  enzymes 
having N-linked oligosaccaharides in their compositions. They have three different forms 
known as Compound I, II and III with H2O2. 

Fenolic compaunds are major pollutants in medicine, food and local matrixe.Hence, it is 
important to detect fenolic compounds sensitively. Horseradish peroxidase (HRP) can be 
catalyse oxidation of heteroaromatic compounds as phenols, biphenols, alinine. Because of 
HRP shows wide range of pH and temparature, it is seem favor to use processsing to waste 
water. In recent 20 years in order to optimize the removal of phenol and analogous from waste 
water, many studies have been performed. It is known that HRP catalyse free radical existion 
before polymerization of phenol, chlorophenol and other substitue phenols.                                       

           H2O2 + 2 AH2              
HRP                2AH + 2H2O 

Various methods were tested such as chemical oxidation, reverse osmos, adsorpsition to 
remove these toxic dyes. Recently, investigators who work in this area focus on removing 
these toxic substances by enzyme catalyses. Especially, it is emphasized on plant peroxidases. 

In this study, Horseradish Peroxidase-Dextran  covalent conjugate was synthesized. Thus, 
firstly HRP was purified by affinity chromatography using immobilized Con A. Enzyme-
dextran conjugate with  1/10 molar ratio was synthesized using dextran aldehyde derivative 
(Dextran Mw 75.000 Da) and purified enzyme.   

Bleaching of Naphtol Blue Black and Coomassie Brillant Blue dyes were observed with UV-
VIS absorbance spectrophotometer for 60 minutes and results are compared.  The reactions by 
using purified enzyme and conjugate were performed  at different pHs (pH: 3, 4, 5, 6, 7, 8) in 
a 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, oC temperatured in UV-VIS quartz cuvette. Degredation of 
�Naphtol Blue Black� and �Coomassie Brillant Blue� were evaluated using LC-MS and FT-
IR spectra. 

 

 Key words:   HRP, HRP-Dextran conjugate, Naphtol Blue Black, Coomassie Brillant Blue, 
Dye bleaching, UV-VIS, LC-MS, FTIR 
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1. GİRİŞ  

Peroksidazlar (donör: H2O2, oksidoredüktaz, E.C 1.11.1.7) başlõca fonksiyonlarõ hidrojen 

peroksid sarfiyatõyla molekülleri okside etmek olan enzimlerdir. Bu enzimlerin çoğu N-bağlõ 

oligosakkarid bulunduran glikoproteinlerdir. Peroksidazlar başlõca tõbbi tanõ kitlerinin 

hazõrlanmasõnda, gõda proseslerinde oluşan reaktif oksijen türleri için indikatör, ticari amaçlõ 

fenolik reçinelerin sentezinde katalizör ve bazen de histolojik marker olarak kullanõlmaktadõr. 

Laboratuar immun kitlerinin % 90� õ peroksidaz-antikor konjugatõ kullanmaktadõr. 

Peroksidazlar bitki, ailesi içinde geniş olarak yayõlmõş durumdadõrlar (Miranda vd . , 2003). 

Armoracia rusticana (bayõr turpu) nin kökleri bir tioglikozid ihtiva etmektedir. Hidroliz 

sonucu eterik yağ allilizotiyosiyanat (hardal yağõ gibi) ayrõlmaktadõr. Ayrõca şeker, nişasta, 

sakõzlõ maddeler de içermektedir. Taze kök özü lizozim antibiyotik tesirli madde ihtiva 

etmektedir. Yapraklar askorbik asid (vitamin C), kalsiyum, sodyum, magnezyum tohumlar da 

katõ yağ içermektedir. Peroksidaz enzimi bu kökten elde edilmektedir. HRP üç önemli 

izoenzim içermektedir. İzoenzim A (asidik), izoenzim C (nötral yada az bazik) ve kuvvetli 

bazik HRP. Bunlardan en yaygõn olanõ C izoenzimidir. (HRP C) (Veitch, 2004). Bayõr turpu 

(Armoracia rusticana) peroksidazõ (HRP) günümüzde diagnostikte büyük bir öneme sahip bir 

enzimdir. Ayrõca H2O2 varlõğõnda aromatik bileşiklerin (fenoller, bifenoller, anilinler) 

uzaklaştõrõlmasõ ve azo boyalarõnõn çöktürülmesinde etkili olduğu bilinmektedir. Enzim diam, 

nobenzidin (DAB)� yi çözünmeyen bir bileşiğe dönüştürmektedir: Bu bileşik de kanser 

tanõsõna yardõmcõ olmaktadõr: Avidin köprüleri ile HRP�nin immobilizasyonu kuvvetli 

etkinliğe sahip biyokatalizörler oluşturmaktadõr: Ayrõca enzim histokimyasal boyamalarda; 

biyosensörlerde de kullanõlmaktadõr. Dehidrojenasyon; aromatik bileşiklerin 

polimerizasyonlarõ; heteroatom oksidasyonlarõ ve epoksidasyon gibi oksidatif reaksiyonlarda 

HRP� den katalizör olarak yararlanõlmaktadõr. HRP aktivitesi; geniş bir pH ve sõcaklõk 

aralõğõnda olduğundan bu enzimin atõk su sisteminde kullanõlmasõ uygundur. HRP protohemin 

bir haloenzimdir: Peroksidaz katalizinde akseptör olarak H2O2 kullanõr: Protohemin nedeniyle 

enzimin absorpsiyon spektrumu 280 nm�den başka 403 nm�de de maksimum vermektedir: 

Çözeltinin 403� nm deki absorbans değerinin 280 nm�dekine oranõ RZ  değerini yani enzimin 

saflõğõnõ göstermektedir (Franco Fagus vd, 2004; Leon vd, 2002). 

Protein mühendisliği, immobilizasyon teknikleri, stabilize edici katkõ maddeleri ya da 

kimyasal modifikasyon yöntemleri kullanõlarak, protein stabilizasyonu alanõnda etkileyici 

gelişmeler olduğu halde endüstriyel enzimlerin işlevsel stabiliteleri biyoteknolojide bir sorun 

oluşturmaya devam etmektedir. Arayüzeyler tarafõndan inaktivasyona karşõ çözünür 
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enzimlerin stabilizasyonuna olanak sağlayacak yeni araçlarõn geliştirilmesi oldukça uygun 

görünmektedir.  Enzim yüzeyinin hidrofilik bir polimer ile minimal modifikasyonu, enzim 

yüzeyinde bir kõlõf oluşturmak ve onu hidrofobik arayüzeyler ile etkileşime karşõ korumak 

için iyi bir yol olabilir (Betancor vd., 2004; Zhang, 2008).  

Polimer sadece enzimin küçük substrat molekülleri ile etkileşimine izin vermekle kalmamalõ, 

ayrõca enzimin hidrofobik ara yüzeyler ile etkileşimini önleyebilecek kadar da hidrofilik 

olmalõdõr. Seçilen polimer enzim yüzeyinde bulunan gruplar ile reaksiyona girebilmelidir. 

Aldehit dekstran bütün bu gereklilikleri yerine getiren esnek bir polimerdir (Betancor vd., 

2004). 

Aldehit dekstran, değişik molekül ağõrlõna sahip ticari dekstranlarõn periyodat oksidasyonu ile 

elde edilebilmektedir. Bu polifonksiyonel polimer, enzim, destek ya da diğer polimerler 

üzerinde bulunan temel amin gruplarõ ile kovalent olarak reaksiyon verebilmektedir.    
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2. GENEL BİLGİLER   

2.1 Bayõr turbu �Horseradish�(Armoracia rusticana) Peroksidazõ (HRP, EC 1.11.1.7)  
 

Bayõr turbu (Armocia rusticana), esas olarak köklerinin besin değeri sebebi ile dünyanõn 

õlõman bölgelerinde yetiştirilen uzun ömürlü, dayanõklõ bir bitkidir. Peroksidaz enzimi bu 

kökten elde edilmektedir (Şekil 2.1) (Veitch, 2004). Armoracia rusticana (bayõr turbu; 

�horseradish� bitkisi)�nõn antibiyotik özellik gösteren kökü kalsiyum, magnezyum, sodyum 

ve vitamin C içermektedir. ELİSA testlerinde, �immunoblotting� gibi tekniklerde işaretleyici 

olarak kullanõlan bu enzim genellikle antikorlara, lektinlere ya da haptenlere bağlanmaktadõr 

[1]. Yabanturpu köklerinden elde edilen peroksidaz (HRP) yeni kimyasal maddelerin 

sentezinde, tõbbi tanõ testlerinde, biyotemizleme gibi uygulamalarda yaygõn olarak 

kullanõlmaktadõr. Horseradish (yaban turbu) peroksidaz terimi genel olarak kullanõldõğõ halde 

bitkinin kökü birkaç tane farklõ peroksidaz izoenzimi içermektedir. Bunlardan en yaygõn olanõ 

C izoenzimidir (HRP C) (Veitch, 2004).   

 

 

Şekil 2.1 Bayõr turbu (Armoracia rusticana) �Horseradish� bitkisi (Veitch, 2004). 
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2.1.1 HRP Reaksiyon Mekanizmasõ 
Peroksidazlar, H2O2 ile Bileşik I, II ve III olmak üzere üç farklõ yapõ oluşturmaktadõr. 

HRP�nin genel çalõşma mekanizmasõ aşağõda verildiği gibidir. HRP-I ve HRP-II, sõrasõyla 

Bileşik I ve Bileşik II�yi, AH ise indirgenen substratõ göstermektedir [2] (Deshpande, 1996; 

Leon vd., 2002; Carvalho vd., 2005). 

  

 

Şekil 2.2 HRP enziminin çalõşma mekanizmasõ [2]. 

HRP�nin enzimatik aktivitesi, hem grubunda bulunan demir atomunun oksidasyon ve 

redüksiyonundan ileri gelmektedir. Uygun ortamda HRP, H2O2 ile birleşerek [HRP-H2O2] 

kompleksini oluşturmaktadõr. Oluşan kompleks çeşitli elektron vericiler ile oksidlenir. 

Organik bileşiklerin, H2O2 varlõğõnda peroksidaz oksidasyonu atõk su işlenmesinde 

kullanõlmõştõr. Son zamanlarda HRP�nin aromatik hidrokarbonlarõn oksidasyonunda da 

kullanõldõğõ bilinmektedir (Fang ve Barcelona, 2003; Carvalho vd., 2004). 

HRP+H2O2 → [HRP-H2O2]    

[HRP-H2O2] + Substrat → Ürün + HRP + 2H2O 

Peroksidaz reaksiyon döngüsünün birinci basamağõnõ, saf peroksidazõn (HRP) ferrihem 

prostatik grubunun H2O2 ile gerçekleşen 2 elektron oksidasyonu oluşturmaktadõr. Bu basamak 

oksiferil demir (Fe+4=0) ve bir porfirin katyon radikali içeren HRP-I bileşiği (demirin formal 

oksidasyon bölgesi: V) formasyonu ile sonuçlanmaktadõr.  

Reaksiyonun ikinci basamağõnda HRP-II bileşiğinin şekillenmesi gerçekleşmektedir. Bu olay 

HRP-I bileşiğinin elektron donörü AH ile bir elektron redüksiyonu sonucunda oluşmaktadõr 

(Oksidasyon bölgesi IV). Reaksiyonun son basamağõnda bir önceki basamakta eklenen 

elektron AH�dan ayrõlõr ve enzim tekrardan reaksiyonun başlangõç bölgesine döner (Rodrigez-

Lopez vd., 2000; Degrand vd., 2001; Leon vd., 2002). 
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Şekil 2.3 Elektron donör AH varlõğõnda gerçekleşen HRP reaksiyon döngüsü. (HEM�in 
proksimal bölgesinde koordine edilen histidin �His� belirtilmiştir) (Degrand vd., 2001).  

HRP�nin H2O2 ile yüksetgenmesi sonucu, enzimin aktif formu olan Bileşik I ara ürünü 

oluşmaktadõr. Bileşik I, kromojenik substratõn (o-dianisidin) yüksetgenmesi sonucu Bileşik II 

formuna dönüşmektetir. Katalitik olarak enzimin ikinci aktif formu olan Bileşik II ise, o-

dianisidinin tekrar yükseltgenmesi sonunda enzimin doğal formunu oluşturmaktadõr. Bileşik 

III enzimin inaktif formudur. Bu ise yavaş bir şekilde enzimin doğal formuna ya da bir 

elektron oksidasyonu ile Bileşik I�e dönüşebilir (Deshpande, 1996; Beklemishev vd., 2000; 

Ikehata vd., 2005). 

2.2 Atõk Sularda Boya Giderme 
Farklõ endüstrilerin boya artõklarõ tehdit oluşturmaktadõr. Bunlardan bir kõsmõ karsinojenik ve 

motojenik olduklarõndan atõk sudan giderilmeleri gerekmektedir. 

2.2.1 Atõk Sulardan Enzim Etkisi ile Boya Giderme  
Vanadyum Haloperoksidazlar hidrojen peroksid varlõğõnda hipohalöz aside ve sülfokside 

uygun organik sülfitlerin sülfoksidazyonunu katelizlemektedir. 

Bu enzim grubu eğer halojenli bir bileşik yada hidrojen peroksid mevcutsa oksijen veren 

uygun nükleofilik akseptör ile reaksiyon veren hipohalöz aside halojenürlerin hidrojen 
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peroksid varlõğõnda oksidasyonlarõnõ gerçekleştirmektedir  (Bring vd., 2000). 

Vanadyum haloperoksidazlar kabiliyetlerine göre sadece iyodürü okside eden vanadyum 

iroduperoksidazlar, bromürü okside eden bromoperaksidazlar şeklinde adlandõrõlmaktadõrlar. 

Vanadyum kloroperoksidaz bromür ve iyodur etkisi ile klorürün oksidasyonuna aracõlõk 

etmektedir. Vanadyum halopereoksizdazlarõn aktif bölgesi vanadat ve kataliz esnasõnda en 

yüksek oksidasyon safhasõnda vanadyum (V) kalõntõlarõnõ içeren vanadyum metali ile 

kuşatõlmõştõr. Son zamanlarda vanadyum haloperoksidazlarõn hidrojen peroksid varlõğõnda 

sülfokside uygun organik sülfitlerin oksidasyonuna aracõlõk ettiği ifade edilmektedir (Bring 

vd., 2000). 

Diğer bir peroksidaz grubu aktif bölgesinde prostetik grup olarak hem grubu içermekte, 

sadece halojen sülfitlerin değil farklõ organik birleşiklerin oksidasyonlarõnõda 

katalizlemektedir (Bring vd., 2000). Horseradish peroksidaz enzimi kimyasal , çevresel ve 

biyoteknolojik sanayilerde çok yönlü bir enzimdir. Enzimin aromatik bileşenleri (fenoller, 

bifenoller) hidrojen peroksid varlõğõnda giderdiği ve endüstriyel azo boyalarõnõn 

degradasyonunun ve çöktürülmelerini gerçekleştirdiği bilinmektedir.  

2.2.2 Atõk Sularda Mikroorganizma Etkisi ile Boya Giderme  
Boya ve renkli maddeler tekstil, gõda ve ev eşyasõ üreten endüstrilerde kullanõlmaktadõr. Bu 

sanayilerde toksik ve zararlõ boyalarõn serbest hale geçmesi insanlõk için büyük bir tehdit 

oluşturmaktadõr. Boyalarõn sudaki yaşam için öldürücü olduğu ve arzu edilmeyen renkler 

oluşturduğu bilinmektedir. 

Tekstil, deri, gõda, boya, kozmetik ve kağõt sanayilerinde boyalar önemli kirleticilerdir. 

Boyalarõn fazla miktarda üretilmesi ve yaygõn kullanõmlarõ renkli atõklar oluşturmaktadõr. 

Kimyasallarõn mikrobiyal kütlelerde birikimleri ya da artõşlarõ biyosorpsiyon olarak 

adlandõrõlmaktadõr. Mikroorganizmalarõn boyalar için adsorbent olarak kullanõlmasõ boyalarõn 

detoksifikasyonlarõ açõsõndan alternatif oluşturmaktadõr. Mikroorganizmalarõn hücre duvarlarõ 

kitin, lipit, aminoasid ve diğer selüloz bileşiklerini içermektedir. Bunlar reaktif boyalarõn pasif 

olarak giderilmesini sağlamaktadõr.  

2.2.3 Atõk Sularda Boya (Renk) Gidermede Kullanõlan  Diğer Yöntemler 
Boya (renk) giderilmesinde kullanõlan yeni bir sorbent ekstraselülar polimerik madde  (EPS 

Proteus mirrukilostur) dir. EPS PbO2 ve Ni ile kompleks oluşturmaktadõr. Anaerobik çamurla 
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oluşan sülfat indirgeyen bakterilerin altõndaki Cu2+ nõn uzaklaştõrõlmasõnda etkilidir. 

pH� 10 da MoO42- ve WO42- ile katalizlenen H2O2 ile metil oranjõn renginin giderilmesi 

kuvvetlidir. Katalizlenen her iki reaksiyon daha kompleks bir peroksidin bağlanmasõyla boya 

ve katalizör konsantrasyonlarõna karşõ ilk sõradadõr. Boya (renk) giderme 2 kõsõmdan oluşur 

serbest radikalle ilgisi olmayan metal katalizi ve peroksomolibdat ile peroksotungsdat 

sistemleri tarafõndan oluşan sinlet oksijen etkisi.  

Farklõ endüstrilerin boya atõklarõ çevre için tehdit oluşturmaktadõr. Bunlarõn bir kõsmõ 

karsinojenik ve mutajenik olduklarõndan atõk sudan giderilmeleri zorunludur. Bir takõm 

biyolojik ve fiziksel yöntemler boyalarõn arõtõlmalarõ maksadõyla, atõk sular için yapõlan 

denemelerde kullanõlmaktadõr. Bunlar anaerobik denemeler, koagülasyon, flokulasyon, 

oksidasyon, ozonlama,  fotokatalitik oksidasyon, membran ile ayõrma ve adsorpsiyondur . 

Anaerobik�aerobik denemeler, anaerobik katkõ içerdiğinden bunlarõn giderilmesi 

gerekmektedir. Bu boya atõk sularõ çok yüksek konsantrasyonda õşõğõ kõrma özelliği gösteren 

organik bileşikler içermektedir ve oldukça renklidir (Al � Momani et al., 2002).  

Fotokatalitik yöntem, antrakinon ve fitalosiyan azo boyalarõnõn immobilize haldeki titanyum 

oksid ile muamele edilmesi işlemidir. Dielektrik bariyerini  kaldõran (DBD) sistemi ise, azo 

boyar madde Oranj ІІ nin degradasyonunda da kullanõlabilen elektrodlardan biridir. Sistemde  

atõk su denemelerinde yararlanõlan DBD, ozon ve UV õşõğõ oluşturarak etkili olmaktadõr. Bu 

sistem ile renkleri gidermede, boya molekülündeki benzen ve naftalen halkalarõ tesire maruz 

kalõr. 

Çevre uygulamalarõnda elektrik boşaltan plazmalarda, sonuçta ozon ve hidroksil radikali gibi 

kuvvetli oksidanlar oluşmaktadõr. DBD sistemi suya gömülü 2 elektrodlu �pulsed corona 

discharged� reaktörü içermektedir. Doğrudan doğruya suyun havalandõrõlmasõ ile membran 

oluşmaktadõr. Bir elektrodu suya gömülü diğeri su yüzeyindedir. Diğer dielektrik kaplõ 

elektrod su yüzeyindeki suda gömülü DBD reaktörü ve su yüzeyi ile dielektrik materyal 

arasõnda gaz fazõnda plazma oluşmaktadõr . Bu sistemler fenol ve türevlerini içeren farklõ 

organik kirleticilere, poliklorlanmõş bifenil, organik boya anilin ve antrakinona 

uygulanmaktadõr.  

Fazla elektriği boşaltan plazma üzerindeki havaya ek olarak, en çok ozon bulunmaktadõr . Su 

fazõnda oluşan hidrojen peroksid, hidroksil ve hidrojen peroksidin en az miktarlarõna karşõn 

gaz fazõnda oluşan ozon etkilidir. Ozon sudaki kontaminantlarõn giderilmesinde yararlõdõr. Su 
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ve gaz fazõ arasõndaki ara yüzeyin artõşõ önemlidir, ki ara yüzeyi arttõrmanõn bir yolu da 

kabarcõk oluşumuyla gaz fazõnõn dağõlõmõdõr. Ozon sudaki kontaminantlarõ iki türlü 

uzaklaştõrmaktadõr. Gaz ve çözülen ozon kabarcõk yüzeyi ve gaz�sõvõ yüzeyi arasõndaki 

kontaminantlarla doğrudan etkileşir. Ozon yüksek oksidasyon potansiyeli olan kontaminantla 

hõzlõ reaksiyon veren hidroksil radikaline ayrõşõr.  

Boya (renk) gidermede terz osmoz (RO) ve nanofiltrasyon (NF) metodlarõ da 

kullanõlmaktadõr. NF mebranõ düşük molekül ağõrlõklõ (200-1000 g / mol ) organik bileşikleri 

ayõrmaktadõr. NF atõk suda RO ile çok yüksek basõnç uygulanarak renk gidermede etkilidir.  

Adsorpsiyon ile sudan organik maddeleri uzaklaştõrõlmasõ yapõlmaktadõr. Aktif karbon 

organik ve inorganik kirleticileri uzaklaştõrmada etkilidir. Dezavantajõ, pahalõ bir madde 

olmasõdõr. Talaş daha ucuz olmasõ nedeni ile tercih edilmektedir. Silika partikülleri silanol 

gruplarõ içeren hidrolik yüzeylere sahiptir. Gruplar zayõf asidik ve çok reaktiftir. Silikanõn 

modifikasyonu yüzeyinin kimyasal doğasõ ve özelliklerini ifade etmektedir. Silika yüzeyine 

önceden yapõşan bileşikler yüzeyin hidrofil değişimini sağlamakta ve organofilik film 

oluşturmaktadõr. 

Boyanõn silika yüzeyinde adsorpsiyonu aminosilan ile modifikasyonu sonucudur. Silan 

yüzeye silan zinciri ile bağlanmak için boya çözeltisi ile reaksiyona girmektedir. Bu şekilde 

boyanõn içerdiği pikment, hidrojen ya da kovalent bağlarla bağlanmaktadõr. Bu şekilde bağlõ 

boya solventten desorbe edilmemektedir.  

Azoboyalar kromoferik bağlanmalarõna karşõn renksiz aromatik aminlere indirgenmektedir. 

Kendi boyalarõ daha toksik olan aromatik aminler oksidatif reaksiyonlara eğilimlidir. Bu 

aromatik aminler aerobik bozunabilirler. Kalan kõsõm ise otooksidasyonla ürün oluşturmakta, 

ki bu ürünler de polimerizasyonla uzaklaştõrõlmaktadõr. Çevreye boşaltõlan azo boyalarõn 

aromatik aminleri indirgenmektedir. Bu ürün dönüşümünde oksijen kullanõlmamakta ve 

çevrede toksik etkilere yol açmaktadõr. Tekstil fabrikalarõnda ardõşõk olarak gerçekleşen 

anaerobik ve aerobik denemeler atõk suyun toksik etkisini azaltmaktadõr (Gültekin ve İnce, 

2006). 

Hidrojen iyonlarõ ilave donörden oluşan elektronlarla hidroksil radikaline oksidasyonuna 

karşõn indirgenmektedir. Metal komplekslere kõyasla organik boyalar suyun fotoredüksiyonu 

için nadiren hassasdõr. Boyalar polikromatik õşõğõn neden olduğu fotopolimerizasyon için 

başlatõcõ sistemlerdir. Uygun foto başlatõcõ, iki farklõ başlatõcõ sistemi içermektedir. Görünür 

õşõğõ adsorplayan ve ayrõca sadece UV õşõğa hassas olan tipik boya sistemlerinin 
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polimerizasyonlarõnõ başlatacak bir başlatõcõ gerekmektedir. Aminler farklõ oksidasyon 

potansiyellerinden ötürü indirgeyici olmaya uygundur.  

Miseller membran sistemleridir. Organik bileşiklerin sudaki çözünürlükleri miselle ilgili 

pseudo fazda, uygun reaksiyonlar ile değiştirilmektedir. Böylece boyanõn miseldeki 

çözünürlüğü ve buna bağlõ olarak misel agregatõnõn fotoaktivikasyonu değişmektedir. Misel 

yüzeyi ilk gruplara bağlõ olarak katyonik, anyonik ve noniyonik olabilir. Kuvvetli 

elektrostatik etkileşimin reaksiyon hõzõnõ değiştirdiği bilinmektedir. 
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3. DENEYSEL ÇALIŞMA 

3.1 Kullanõlan Cihaz ve Malzemeler  

3.1.1 Kullanõlan Cihazlar 
Kaba terazi                                               : Precise BJ 6100D 

Hassas terazi                                            : Precise XB 220A 

Manyetik karõştõrõcõ                                 : Heidolph MR 3001  

Vorteks                                                    : Heidolph Type REAX top 

Su banyosu                                               : GFL 1086 

Soğutmalõ santrifüj                                  : ThermoIEC (Micromax RF) Model 230 

Liyofilizatör                                             : Telstar Cryodos  

Saflaştõrõlan su cihazõ                              : Millipore F4SN77678 

pH metre cihazõ                                       :  Inolab  

HPLC sistemi                                          : Schimadzu Program Class VP. 

Protein ayrõştõrma cihazõ                         : Model 2110 fraction collector 

UV VIS  Spektrofotometre                     : Model UV-1700 Pharmaspec SHIMADZU 

Ultrafiltrasyon Sistemi                             : Millipore Stirred Ultrafiltration Cell 

FTIR                                                         : Perkin Elmer 

LC-MS                                                     : Shimadzu 
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3.1.2 Kullanõlan Malzemeler 
 

• Otomatik pipet                                 : Finnpipette 0-50 µl, 100-1000 µl,  

• Beher                                                 : 10 mL, 50 mL, 100 mL, 500 mL, 1 L, 2 L, 4 L 

• Erlen 

• Penisilin şişeleri 

• Eppendorf tüpleri  

  

   

3.1.3 Kullanõlan UV-Vis Spektrofotometresinin Teçhizat ve Çalõşma Parametreleri 
 

Optik Sistem                                                        : Tek Monokromatör 

Detektör                                                                : Silikon fotodiod  

Işõk kaynağõ                                                          : Döteryum lamba : 190 to 350 nm 

                                                                                Halojen Lamba    : 390 to 1100 nm  

3.1.4 Kullanõlan Protein Saflaştõrma Sisteminin Teçhizat ve Çalõşma Parametreleri 
 

U.V. monitör                                                      : Biorad Econo (model EM-1) 

Fraksiyon  toplayõcõ                                           : Biorad model 2110 fraction collector 

Kayõt edici                                                         : Biorad chart recorder model 1327 

Pompa                                                                : Biorad Econo pump (model EP-1) 
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3.1.5 Kullanõlan  Fourier Transform Infrared Spektrometre Cihazõnõn  Teçhizat ve 
Çalõşma Parametreleri 

 

FT-IR                            :  Perkin Elmer 

Universal ATR Sampling Accessory                    : Perkin Elmer 

3.2 Kullanõlan Kimyasallar  
 

Kimyasal Maddeler Üretici Firma Lot No. 

Naftol Blue Black  Fluka  70490 

Coomassie Brillant 
Blue R-250 

 Fluka  27816 

Dializ Selüloz 
mebranõ 

Sigma D9777-BULK 

NaH2PO4.2H2O Riedel-de Haen 4269 

Na2HPO4.7H2O Fluka 71647 

NaCl Riedel-de Haen 13423 
Asetik asit Fluka 45754 
NaOH Riedel-de Haen 6203 

NaIO4 Fluka 71862 

HCl Merck 1.00314.2500 
NaBH4 Merck S3912873 403 

3.3 HRP Enziminin Saflaştõrõlmasõ  

Satõn alõnan Horseradish peroksidazõn protein içeriği %50 olarak (A280/1,34) tayin edildi. 

Boya giderme deneylerinde ve Enzim-Dekstran konjugatõ sentezinde kullanmak üzere, satõn 

alõnan HRP saflaştõrõldõ. 

3.3.1 Ticari HRP Enziminin Affinite Kromatografisi ile Saflaştõrõlmasõ 
Asetat tamponunda (pH: 6) satõn alõnan HRP�nin, protein konsantrasyonu 8 mg/ml olacak 

şekilde çözeltisi hazõrlandõ. Bio�Rad marka protein saflaştõrma sisteminde 1,5cm x 30cm 

kolon ve dolgu maddesi olarak �Concanavalin A-Sepharose 4B� kullanõlarak affinite 

kromatografi gerçekleştirildi. Akma hõzõ 1,5 ml/dakika olacak şekilde ayarlandõ. Kolon önce 

0,1M pH 6.0 asetat tamponu (0,1M NaCl, 1mM CaCl2, 1mM MnCl2  bulunduran) ile yõkandõ. 
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Hazõrlanan HRP çözeltisinden 1ml kolona verildi. 30 dakika bekletildikten sonra safsõzlõklar 

0,1M pH 6.0 asetat tamponu ile her bir tüpte 40 damla olacak şekilde fraksiyonlar halinde 

toplandõ. Bir süre aynõ tampon ile kolonun yõkanmasõna devam edildi. Eluasyon işlemi UV 

monitör vasõtasõyla izlendi. Alõnan fraksiyonlarõn 280 ve 403 nm�deki absorbanslarõ okundu.  

Con A ya bağlanmõş olan HRP� yi elüe etmek için, 0,1M metil mannopiranosid (MMP) içeren 

0,1M pH 6.0 asetat tamponu kolona verildi ve fraksiyonlar aynõ şekilde tüplere toplandõ. 

Fraksiyonlarõn A280 ve A403 değerleri okundu (Brattain vd., 1976). Saflaştõrõlan HRP için RZ 

değeri A280 /A403  hesaplandõ. Satõn alõnan HRP�nin RZ değeri 0,85, saflaştõrõlan enzimin RZ 

değeri 2,1 dolayõnda hesaplandõ. 

 MMP içeren asetat tamponu ile alõnan fraksiyonlardan RZ değeri 1,9-2,3 olan örnekler bir 

havuzda toplandõ. Havuz çözeltisinde bulunan enzim ultrafiltrasyon cihazõnda 2 kez destile su 

ile ve 2 kez de 0,01M PBS (pH 7) ile yõkandõ ve konsantre edildi.  

3.3.2 Dekstran Aldehid Türevinin Sentezi 

Kullanõlan Çözeltiler  

1) 3,33g Dekstran 30ml destile suda çözüldü. 

2) 8,00g NaIO4 70ml destile suda çözüldü. 

Deneyin Yapõlõşõ 

1) Dekstran çözeltisinin üzerine NaIO4 yavaş yavaş karõştõrõlarak eklendi. 

2) Bu çözelti karanlõkta, oda sõcaklõğõnda 24 saat süreyle karõştõrõldõ. 

3) Elde edilen yükseltgenmiş dekstran ile birlikte ortamda bulunan fazla iyonlarõ 

uzaklaştõrmak için ürün 24 saat karanlõk ortamda, oda sõcaklõğõnda destile suya karşõ 

diyalize bõrakõldõ. 

4) Soğutarak kurutma ile (liyofilizatörde) aldehid gruplarõ bulunduran dekstran elde 

edildi (Sacco, 1988, Betancor, 2004, Dobrechenko, 1993). 

3.3.3 HRP -Dekstran Konjugatõnõn Sentezi  
Dekstranõn (75.000 Da) aldehid türevinin karbonil grubu ile proteinin amin grubu arasõnda 

kondensasyon reaksiyonu gerçekleşmesi sonucu, bir schiff bazõ olan HRP-Dekstran bileşiği 

sentezlendi.  
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Toplam 4 mL reaksiyon hacminde konjugasyon reaksiyonu yapõldõ. pH 7.0 da 0.1 M sodyum 

fosfat tamponu kullanõldõ. Protein konsantrasyonu Cprotein= 0,1 mg/ml olacak şekilde 

saflaştõrõlõp konsantre edilen enzimden 0,1 mg/ml×2mL = 0,2 mg proteine karşõlõk gelen 

hacim alõndõ.  Dekstran konsantrasyonu ise farklõ konjugatlar için aşağõda verilen formül ile 

hesaplandõ. Kapaklõ şişelerinde protein-polimer (2ml enzim+2ml dekstran) bağlanma 

reaksiyonun gerçekleşmesi için 25 0C� da 16 saat bekletildi.  Daha sonra, +4 0C�daki 100 mM, 

pH: 8.5 olan sodyum bikarbonat çözeltisinden pH değerini yükseltmek için 5,6 mL eklendi. 

Sonra, 9,6 mg (1 mg/mL) sodyum borhidrür (NaBH4) reaksiyona girmeyen aldehid gruplarõnõ 

ve amino aldehid bağlarõnõ indirgemek için eklendi (Guisan vd., 1997). Bu çözelti +4 0C�da 

15 dk. süreyle karõştõrõldõktan sonra tekrar aynõ miktarda sodyum borhidrür eklendi. Tekrar 15 

dk. +4 0C�da karõştõrõldõ ve pH 7.0�a ayarlandõ (Betancor vd., 2004). Reaksiyon içeriği 

konsantre edildi. İki defa destile su ve iki defa da fosfat tamponu ile ultrafilitrasyon cihazõnda 

yõkandõ. Konsantre hale getirildi. Tüm konjugatlarda yaklaşõk protein konsantrasyonu 0,08 

mg/mL (A280/1,34) bulundu.  

Hesaplamalar: 

Saflaştõrõlan HRP konsantrasyonu sabit tutularak (0,1mg/ml), dekstran aldehid türevinin farklõ 

konsantrasyonlarda çözeltileri aşağõdaki gibi hesaplandõ.. 

  

HRP konsantrasyonu= 0,1mg/ml 

MD=75 000 Da 

MHRP=40 000 Da 

  nHRP./nD= 1/10 

cD= 1,84mg/ml  

3.4 HRP�nin Boyar Madde (Naftol Blue Black)�e Etkisinin İncelenmesi 
Hazõrlanan 0.1 M Naftol Blue Black  (Mw: 616.50 g/mol) ana stok çözelti ve 0.025 M  a 

seyreltildi. Bu çözeltinin 500 kat seyreltilmesi ile elde edilen 0.05mM boya çözeltisinden 

reaksiyon ortamõna 12 µl ilave edildi. �Naftol Blue Black�in reaksiyon ortamõnda 6x10-4  µM 

konsantrasyonda olmasõ sağlandõ. HRP enziminin reaksiyon konsantrasyonu 0,0033 mg/ml 
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alõndõ. 

Boyanõn giderilmesinde reaksiyonun gerçekleştirilmesi; 

1. Farklõ pH� larda Tampon çözelti 3ml� lik kuvartz küvete alõndõ. 

2. Boya �Naftol Blue Black�  tampona ilave edildi. 

3. HRP enzimi veya konjugatõ küvete ilave edildi. 

4. 8 µl % 3� lük hidrojen peroksidin (H2O2) ilavesi ile reaksiyon 

başlatõldõ. 

5. Reaksiyonun ilk 5 dakikasõnda 1 dakika ara ile, devamõnda 5 dakika 

ara ile UV-VIS spektrum alõnarak HRP enzimi ile boyanõn 

parçalanmasõ izlendi.  

 

                                 Reaksiyon; 

-  Saf enzim ile, 

                                -  Enzim-Dekstran konjugatõ ile farklõ pH ve sõcaklõklarda gerçekleştirildi.  

-  Ek olarak, reaksiyon ortamda enzimi denatüre eden  Sodyum Dodesil 

Sülfat (SDS) varlõğõnda 

-  Üre varlõğõnda izlendi. 

3.4.1 Naftol Blue Black Boyasõnõn Giderilmesinde Ortamda Sodyum Dodesil Sülfat 
(SDS) ve Üre Varlõğõnõn Etkisi 

3.4.1.1  Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) Etkisi 
 pH 7.0 fosfat tamponunda, 0,5 mM ve 20mM SDS varlõğõnda reaksiyon gerçekleştirildi. 

İşlemde saf enzim ve HRP-Dekstran konjugatõ kullanõldõ. 

3.4.1.2 Üre Etkisi 
pH 7.0 fosfat tamponunda, 1M üre varlõğõnda reaksiyon gerçekleştirildi. İşlemde saf enzim ve 

konjugatõ kullanõldõ. 
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3.5 HRP�nin Boyar Madde (Coomassie Brillant Blue)�e Etkisinin İncelenmesi 
Hazõrlanan 0.0125 M (825.9 g/mol) stok çözeltiden 600 kat seyreltme ile elde edilen çözelti 

denemeler için kullanõldõ. Bu çözeltiden 14.5 µl reaksiyon ortamõna ilave edildi. Reaksiyon 

ortamõnda 3.016x10-4µM Coomassie Brillant Blue olmasõ sağlandõ. HRP enziminin reaksiyon 

konsantrasyonu 0,0033 mg/ml alõndõ. Boyanõn giderilmesinde reaksiyonun gerçekleştirilmesi 

yukarõda açõklanan �Naftol Blue Black�  uygulamasõnda olduğu gibi yapõldõ.  

3.6 Boyar Maddelerin (Naftol Blue Black ve Coomassie Brillant Blue) ve HRP ile 
Reaksiyonlarõnõn FT-IR ile İncelenmesi 

Her bir boyanõn, saflaştõrõlan HRP ve HRP/Dekstran (1/10) konjugatõnõn her bir boyaya 

etkisinde 45. dakikada oluşan ürünlerin, dekstranõn ve dekstran aldehid türevinin  katõ toz 

halinde ATR başlõğõ altõnda FT-IR spektrumlarõ alõndõ. 

3.7 Boyar Maddelerin (Naftol Blue Black ve Coomassie Brillant Blue) ve HRP ile 
Reaksiyonlarõnõn LC-MS ile İncelenmesi 

HRP enzimi etkisi ile her iki boyanõn parçalanmasõ Shimadzu marka elektrosprey 

iyonlaştõrõcõlõ LC-MS sistemi kullanõlarak incelendi. Mobil faz olarak su ve asetonitril 

kullanõldõ ve 0,2 mL/dak. akõş hõzõnda çalõşõldõ. Naphtol blue black boyasõ için izokratik (%50 

asetonitril) mobil faz sistemi kullanõlõrken, Coomassie brillant blue boyasõ için gradient mobil 

faz sistemi kullanõldõ. Ayõrma işlemi için Teknokroma Tracer Excel 120 ODS-A 5µm 20x0,21 

marka ters faz kolon, analizler sõrasõnda UV-VIS detektörü ve kütle spektrometre detektörü 

kullanõldõ. Naphtol blue black boyasõ için 617 nm�de, coomassie brillant blue boyasõ için 550 

nm�de UV-VIS kromatogramlarõ alõndõ. Kütle spektrumlarõ alõnõrken elektrosprey 

iyonlaştõrma sisteminde 1,5 mL/dak. akõş hõzõnda azot gazõ kullanõldõ. Naphtol blue black için 

ESI(-), coomassie brillant blue için ESI(+) modunda analizler gerçekleştirildi. 
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4. DENEY SONUÇLARI 

4.1 Satõn Alõnan HRP nin Saflaştõrma İşleminin İzlenmesi  
 

 

Şekil 4.1 Satõn alõnan HRP�nin protein saflaştõrma sisteminde affinite kolon kullanõlarak 
saflaştõrõlmasõ sõrasõnda 280nm�de UV dedektör ile alõnan kromatogramõ                               

(X ekseni tüp no; Y ekseni A280 ). 
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4.2 HRP Enzimi ile pH 3, 4, 5, 6, 7 ve 8� de ve farklõ ortam sõcaklõklarõnda �Naftol 
Blue Black� Boyar Maddesinin Giderilmesi 

  

Şekil 4.2 pH 5.0 40 oC� de Naftol Blue Black boyasõnõn saf HRP enzimi ile giderilmesinin 
UV-VIS (620 nm) ile gözlenmesi 
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Şekil 4.3 Saf HRP enziminin pH:3.0 asetat tamponunda ve farklõ sõcaklõklarda Naftol Black 
Boyar (NBB) maddesine etkisinde 620 nm� deki % boya kaybõ. 
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Şekil 4.4 Saf HRP enziminin pH: 4.0  asetat tamponunda ve farklõ sõcaklõklarda Naftol Black 
Boyar (NBB) maddesine etkisinde 620 nm� deki % boya kaybõ 
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Şekil 4.5 Saf HRP enziminin pH: 5.0  asetat tamponunda ve farklõ sõcaklõklarda Naftol Black 
Boyar (NBB) maddesine etkisinde 620 nm� deki % boya kaybõ 
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Şekil 4.6 Saf HRP enziminin pH: 6.0  fosfat tamponunda ve farklõ sõcaklõklarda Naftol Black 
Boyar (NBB) maddesine etkisinde 620 nm� deki % boya kaybõ 
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Şekil 4.7 Saf HRP enziminin pH: 7.0  fosfat tamponunda ve farklõ sõcaklõklarda Naftol Black 
Boyar (NBB) maddesine etkisinde 620 nm� deki % boya kaybõ 
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Şekil 4.8 Saf HRP enziminin pH: 8.0  fosfat tamponunda ve farklõ sõcaklõklarda Naftol Black 
Boyar (NBB) maddesine etkisinde 620 nm� deki % boya kaybõ 
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4.3 HRP/Dekstran: 1/10 Konjugatõ ile pH 3, 4, 5, 6, 7 ve 8� de ve farklõ ortam 
sõcaklõklarõnda Naftol Blue Black Boyar Maddesinin Giderilmesi 

 

 

Şekil 4.9 HRP/Dekstran: 1/10 konjugatõnõn pH: 3.0  asetat tamponunda ve farklõ sõcaklõklarda 
Naftol Black Boyar (NBB) maddesine etkisinde 620 nm� deki % boya kaybõ 
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Şekil 4.10 HRP/Dekstran: 1/10 konjugatõnõn pH: 4.0  asetat tamponunda ve farklõ 
sõcaklõklarda Naftol Black Boyar (NBB) maddesine etkisinde 620 nm� deki % boya kaybõ 
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Şekil 4.11 HRP/Dekstran: 1/10 konjugatõnõn pH: 5.0  asetat tamponunda ve farklõ 
sõcaklõklarda Naftol Black Boyar (NBB) maddesine etkisinde 620 nm� deki % boya kaybõ 
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Şekil 4.12 HRP/Dekstran: 1/10 konjugatõnõn pH: 6.0  fosfat tamponunda ve farklõ 
sõcaklõklarda Naftol Black Boyar (NBB) maddesine etkisinde 620 nm� deki % boya kaybõ 
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Şekil 4.13 HRP/Dekstran: 1/10 konjugatõnõn pH: 7.0  fosfat tamponunda ve farklõ 
sõcaklõklarda Naftol Black Boyar (NBB) maddesine etkisinde 620 nm� deki % boya kaybõ 
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Şekil 4.14 HRP/Dekstran: 1/10 konjugatõnõn pH: 8.0  fosfat tamponunda ve farklõ 
sõcaklõklarda Naftol Black Boyar (NBB) maddesine etkisinde 620 nm� deki % boya kaybõ 
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4.4 Farklõ pH� larda (pH: 3, 4 5, 6, 7, 8) ve farklõ sõcaklõklarda, HRP Enziminin ve 
Konjugatõnõn Naftol Blue Black Boyar Maddesine Etkisinde 60. dakikada % Boya 
Kaybõ  

  

 

Şekil 4.15 Farklõ pH� larda (pH: 3, 4 5, 6, 7, 8), 25oC�da, 60 dakikak sonrasõnda HRP 
enziminin ve konjugatõnõn Naftol Blue Black boyar maddesine etkisinde 620 nm� deki % 

boya kaybõ  
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Şekil 4.16 Farklõ pH� larda (pH: 3, 4 5, 6, 7, 8), 30oC�da, 60. dakikada HRP enzimi ve 
konjugatõnõn Naftol Blue Black boyar maddesine etkisinde 620 nm� deki boya % kaybõ 
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Şekil 4.17 Farklõ pH� larda (pH: 3, 4 5, 6, 7, 8) 35 oC� da, 60. dakikada HRP enziminin ve 
konjugatõnõn Naftol Blue Black boyar maddesine etkisinde 620 nm� deki % boya kaybõ. 
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Şekil 4.18 Farklõ pH� larda (pH: 3, 4 5, 6, 7, 8) 40 oC�da, 60. dakikada HRP enziminin ve 
konjugatõnõn boyar maddesine etkisinde 620 nm� deki  % boya kaybõ. 
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Şekil 4.19 Farklõ pH� larda (pH: 3, 4 5, 6, 7, 8) 45 oC� da,  60. dakikada HRP enziminin ve 
konjugatõnõn Naftol Blue Black boyar maddesine etkisinde 620 nm� deki % boya kaybõ. 
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Şekil 4.20 Farklõ pH� larda (pH: 3, 4 5, 6, 7, 8) 50oC�da, 60. dakikada HRP enziminin ve 
konjugatõnõnNaftol Blue Black boyar maddesine etkisinde 620 nm� deki % boya kaybõ. 

 

 

 

 

 

 

0,0
20,0
40,0
60,0
80,0

100,0

3 4 5 6 7 8

pH 

% Boya Kaybõ 

saf

konjugat



 

 

49

 

Şekil 4.21 Farklõ pH� larda (pH: 3, 4 5, 6, 7, 8) 60oC�da, 60. dakikada HRP enziminin ve 
konjugatõnõn Naftol Blue Black boyar maddesine etkisinde 620 nm� deki % boya kaybõ. 
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Şekil 4.22 Farklõ pH� larda (pH: 3, 4 5, 6, 7, 8) 70oC�da, 60. dakikada HRP enziminin ve 
konjugatõnõn Naftol Blue Black boyar maddesine etkisinde 620 nm� deki % boyar madde 

kaybõ. 
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4.5 Farklõ pH� larda (pH 3,  4, 5, 6, 7, 8) Kõsa Süreli Beklemede HRP� nin % Naftol 
Blue Black Boyasõnõn Giderilmesine Etkisi 

Çizelge 4.1 Farklõ  sõcaklõklarda saf HRP� nin  etkisinde, 5. dakikada  Naftol Blue Black 
boyasõnõn 620 nm� deki % boya kaybõ 

PH   25oC 30oC 35oC 40oC 45oC 50oC  60oC  70oC  

3 55,2 74,1 75,9 80,1 80,4 55,7 31,7 27,4 

4 81,48 82,5 79,84 82,51 82,05 81,5 82,5 82,1 

5 81,8 88,1 86,5 84,9 83,9 84,2 84,5 86,9 

6 54 53,8 63,2 65,3 70,4 73,1 72,1 68,5 

7 11,6 12,7 12,7 18,4 21,2 22,8 23,2 24,7 

8 17 19,5 19,5 23,5 26,4 29,5 25,6 22,2 
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Şekil 4.23 Farklõ  sõcaklõklarda saf HRP� nin  5. dk.�da  Naftol Blue Black boyasõnõn 620 nm� 
deki % boya kaybõ 
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Çizelge 4.2 Farklõ  sõcaklõklarda saf HRP� nin  10. dk.�da  Naftol Blue Black boyasõnõn 620 
nm� deki % boya kaybõ 

 

pH  25 C 30 C 35 C 40 C 45 C 50 C 60 C 70 C 

3 67,3 78,3 79,9 81,2 80,8 56,7 34,9 28,5 

4 81,9 82,7 80,32 82,78 82,28 81,9 82,5 82,0 

5 88,6 85,9 86,7 84,9 84,7 85,1 85,5 88,1 

6 74,3 78,3 77,2 81,9 83,8 84,3 81,0 71,4 

7 21,3 27,6 26,4 29,4 34 32,4 26,7 25,4 

8 26,4 30,1 26,8 33,4 37,4 36,7 27,1 23,3 
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Şekil 4.24 Farklõ  sõcaklõklarda saf HRP� nin  10. dk.�da  Naftol Blue Black boyasõnõn 620 
nm� deki % boya kaybõ 

Çizelge 4.3 Farklõ  sõcaklõklarda saf HRP� nin  60. dk.�da  Naftol Blue Black boyasõnõn 620 
nm� deki % boya kaybõ 

 

pH   25 C 30 C 35 C 40 C 45 C 50 C 60 C 70 C 

3 79,5 82,1 83,4 82 81,8 59,3 39,1 35,4 

4 83,47 83,31 81,43 84,09 83,44 84,4 86,5 88,2 

5 90 90,8 88,5 89,1 87,7 88,2 89,7 94,7 

6 88,5 87,7 90,8 92 93,2 92,6 86,2 73,5 

7 72,2 74,9 59,5 57,2 53,3 44,8 27,3 26,7 

8 71,9 61,2 52,6 54,2 51,2 47,0 27,7 25,0 
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Şekil 4.25 Farklõ  sõcaklõklarda saf HRP� nin  60. dk.�da  Naftol Blue Black boyasõnõn 620 
nm� deki % boya kaybõ 
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4.5.1 Naftol Blue Black Boyasõnõn Giderilmesinde Ortam Koşullarõnõn Etkisi 

4.5.1.1 Üre Etkisinin İncelenmesi 

 

Şekil 4.26 Saf HRP ve konjugatõ için Naftol Blue Black boyasõnõn giderilmesine 25 0C� de, 
pH: 7.0 de 1.0 M üre etkisinin incelenmesi 

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

80,00

0 20 40 60 80 100 120 140
Süre (dk)

%
 B

oy
a 

K
ay

b

pH 7.0 0,25 M üre 25
C konjugat
pH 7.0 0,25 M üre 25
C saf

 

Şekil 4.27 Saf HRP ve konjugatõ için Naftol Blue Black boyasõnõn giderilmesine 25 0C� de, 
pH: 7.0 de 0,25 M üre etkisinin incelenmesi 
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Şekil 4.28  Saf HRP ve konjugatõ için Naftol Blue Black boyasõnõn giderilmesine 35 0C� de, 
pH: 7.0 de 0,25 M üre etkisinin incelenmesi 

4.5.1.2 Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) Etkisinin Araştõrõlmasõ 

  

Şekil 4.29 Saf HRP ve konjugatõ için pH: 7.0� de Naftol Blue Black boyasõnõn giderilmesine 
25 oC  ve  35 oC sõcaklõklarõnda 0,5 mM SDS etkisinin incelenmesi 

-10,00
0,00

10,00
20,00
30,00
40,00
50,00
60,00
70,00
80,00
90,00

100,00

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110120
Süre (dk)

% Boya Kaybõ

25 C saf HRP
35 C saf HRP
25 C konjugat
35 C konjugat



 

 

58

 

Şekil 4.30 Saf HRP ve konjugatõ için pH: 7.0� de Naftol Blue Black boyasõnõn giderilmesine 
25 oC  ve  35 oC sõcaklõklarõnda 20 mM SDS etkisinin incelenmesi 

 

4.6 Saflaştõrõlan HRP ile Coomassie Brilliant Blue R-250 Boyasõnõn Giderilmesi 
Spektrumlardaki azalma  620 nm� e göre belirlendi. 

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110120
Süre (dk)

% Boya Kaybõ 

25 C saf HRP
35 C saf HRP
25 C konjugat
35 C konjugat



 

 

59

 

Şekil 4.31 pH 5.0 40 oC� de Coomassie Brillant Blue R-250 boyasõnõn saf HRP enzimi ile 
giderilmesinin UV-VIS (620 nm) ile gözlenmesi 
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Çizelge 4.4 pH:3� de saf HRP enzimi ile Coomassie Brillant Blue R-250 boyasõnõn % boya 
kaybõ 

Süre (dk) 25 °C 30 °C 35 °C 40 °C 50 °C 60 °C 70 °C 

1        

2        

3        

4      0,87 0,59 

5   1,40 0,85 1,15 2,03 0,59 

6   2,52 2,28 2,29 2,32 1,76 

7 0,29  3,36 3,42 3,15 2,90 2,65 

8 0,29  4,20 4,56 3,44 3,77 2,65 

9 0,29  4,76 5,98 4,58 5,22 3,53 

10 0,58  5,32 6,84 5,73 6,96 3,53 

12 1,17 1,67 6,44 7,69 5,73 8,12 4,12 

14 1,75 3,06 8,12 9,69 7,16 8,70 4,41 

16 2,33 3,33 9,80 10,26 8,02 9,28 4,71 

18 2,33 5,28 11,20 11,11 8,88 10,72 5,59 

20 2,33 6,94 13,17 15,38 9,46 13,62 6,18 

22 3,50 7,78 13,73 15,95 9,74 14,49 6,47 

24 4,08 9,17 14,29 19,37 10,03 14,78 6,76 

26 4,37 10,00 15,41 19,66 10,32 16,23 7,06 

28 4,37 11,39 16,25 19,94 11,46 17,68 9,12 

30 4,37 12,22 17,09 21,37 14,90 20,00 10,00 

40 5,83 15,00 19,61 26,50 22,35 23,48 14,41 
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50 6,71 16,11 21,59 31,34 29,23 27,25 20,88 

60 7,29 18,06 22,13 33,05 32,95 31,01 23,24 

70 7,58 18,06 22,97 33,05 32,95 33,91 30,29 

80 8,16 18,06 22,97 33,05 32,95 33,91 32,94 

90 8,16 18,06 22,97 33,05 32,95 33,91 36,18 

100 8,16 18,06 22,97 33,05 32,95 33,91 37,65 

110 8,16 18,06 22,97 33,05 32,95 33,91 38,53 

120 8,16 18,06 22,97 33,05 32,95 33,91 38,53 

 

 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 10
0

11
0

12
0

13
0

Süre (dk)

%
 B

oy
a 

K
ay

bõ

25 °C, A(620nm):0,343
30 °C, A(620nm):0,360
35 °C, A(620nm):0,357
40 °C, A(620nm):0,351
50 °C, A(620nm):0,349
60 °C, A(620nm):0,345
70 °C, A(620nm):0,340

 

Şekil 4.32 pH:3� de saf HRP enzimi ile % boya kaybõ. 
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Çizelge 4.5 pH:4� de saf HRP enzimi ile Coomassie Brillant Blue R-250 boyasõnõn % boya 
kaybõ 

Süre (dk) 25 °C 30 °C 35 °C 40 °C 50 °C 60 °C 70 °C 

1        

2        

3     4,86 2,53  

4    3,26 10,87 3,88  

5   2,03 6,99 17,88 4,22 0,69 

6  0,91 4,49 10,87 23,03 6,75 1,52 

7  2,44 8,12 15,53 28,47 6,75 2,34 

8  4,88 10,72 20,81 33,05 7,76 3,59 

9  7,47 14,64 24,53 33,05 7,93 4,83 

10  9,45 17,10 28,26 36,77 8,60 6,07 

12 1,27 14,18 23,62 34,94 41,06 8,94 7,86 

14 3,18 17,99 28,41 41,46 42,78 10,12 10,34 

16 6,05 20,12 33,19 45,96 43,78 11,80 12,55 

18 9,55 22,56 37,68 49,53 44,35 13,49 14,48 

20 13,06 26,83 42,03 52,80 44,92 15,01 16,14 

22 15,76 31,25 45,65 55,43 45,35 16,69 18,21 

24 18,47 34,60 48,55 57,30 45,64 18,04 19,72 

26 21,02 38,11 51,01 58,85 45,92 19,56 21,38 

28 23,57 41,31 52,46 60,25 46,21 20,74 22,76 

30 25,80 44,36 55,07 61,02 46,78 22,09 24,00 

40 36,62 54,88 61,59 63,35 48,93 27,66 32,69 
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50 45,22 60,06 64,78 63,66 51,07 28,16 46,34 

60 50,48 65,40 65,65 63,98 51,93 28,16 60,69 

70 52,71 63,87 65,94 64,13 52,65 28,16 61,79 

80 55,73 63,87 65,94 64,13 52,65 28,16 61,79 

90 55,73 63,87 65,94 64,13 52,65 28,16 61,79 

100 55,73 63,87 65,94 64,13 52,65 28,16 61,79 

110 55,73 63,87 65,94 64,13 52,65 28,16 61,79 

120 55,73 63,87 65,94 64,13 52,65 28,16 61,79 
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Şekil 4.33 pH 4�de saf HRP enzimi ile % boya kaybõ. 
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Çizelge 4.6 pH:5� de saf HRP enzimi ile Coomassie Brillant Blue R-250 boyasõnõn % boya 
kaybõ 

Süre (dk) 25 °C 30 °C 35 °C 40 °C 50 °C 60 °C 70 °C 

1        

2      8,16 3,43 

3     2,66 23,94 4,26 

4     10,46 33,87 5,08 

5    0,92 18,97 37,77 5,63 

6   0,73 2,94 26,24 39,89 6,18 

7   3,11 6,24 32,09 41,49 6,87 

8  0,19 4,39 9,54 38,30 41,67 8,10 

9  0,95 7,68 13,21 42,20 41,84 9,07 

10  2,29 9,87 18,17 46,10 42,20 10,16 

12  5,53 14,99 24,22 50,35 42,20 12,50 

14 0,58 8,78 20,11 30,64 52,66 43,09 13,87 

16 2,14 13,36 25,78 36,51 54,26 43,62 15,66 

18 4,27 17,75 31,44 40,92 55,32 44,33 17,58 

20 6,80 22,52 36,38 44,95 55,85 44,86 19,23 

22 9,51 26,72 40,59 47,89 56,38 45,21 20,88 

24 12,23 30,53 44,42 50,64 56,91 45,92 22,39 

26 15,15 34,16 48,08 52,66 57,09 46,81 23,76 

28 18,25 37,21 50,82 54,31 57,62 47,52 25,41 

30 21,17 40,65 53,56 55,60 57,98 47,87 26,79 

40 33,79 53,44 62,52 59,08 58,87 49,47 31,87 
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50 44,08 61,64 66,91 60,00 60,11 51,06 37,91 

60 51,84 65,08 68,92 60,00 61,35 52,30 41,90 

70 57,86 68,32 70,02 60,00 61,35 52,30 41,90 

80 62,52 70,23 70,75 60,00 61,35 52,30 41,90 

90 66,02 71,37 70,75 60,00 61,35 52,30 41,90 

100 68,54 71,37 70,75 60,00 61,35 52,30 41,90 

110 70,68 71,37 70,75 60,00 61,35 52,30 41,90 

120 72,04 71,37 70,75 60,00 61,35 52,30 41,90 
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Şekil 4.34 pH 5�de saf HRP enzimi ile % boya kaybõ. 
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Çizelge 4.7 pH:6� de saf HRP enzimi ile Coomassie Brillant Blue R-250 boyasõnõn % boya 
kaybõ 

Süre (dk) 25 °C 30 °C 35 °C 40 °C 50 °C 60 °C 70 °C 

1        

2        

3        

4      4,88 2,83 

5      11,97 6,50 

6      17,80 9,67 

7     2,04 20,00 12,17 

8    1,75 7,29 25,51 14,33 

9    1,58 13,27 27,87 17,17 

10    3,85 17,93 30,39 19,67 

12   2,64 8,23 28,13 33,70 24,83 

14   2,28 14,01 34,99 36,06 30,00 

16  0,77 4,39 19,26 40,09 37,80 34,50 

18 0,92 2,70 5,45 24,17 43,59 39,37 38,50 

20 2,52 3,85 7,21 28,90 47,38 40,79 41,00 

22 5,50 8,86 9,84 33,98 49,56 42,36 43,50 

24 7,80 8,29 11,42 37,65 51,46 43,46 44,17 

26 10,32 9,06 15,29 41,33 52,62 44,88 45,00 

28 12,84 14,84 18,45 45,01 53,35 46,46 45,67 

30 15,60 17,34 20,91 47,81 54,52 48,03 46,33 

40 29,82 29,87 32,34 57,97 57,14 54,49 48,83 
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50 44,04 39,88 40,95 61,12 58,60 58,58 51,83 

60 49,77 42,77 45,52 62,70 59,18 60,47 53,33 

70 53,21 44,89 48,15 63,57 59,91 61,89 55,67 

80 56,42 47,01 49,91 63,57 60,06 62,68 55,67 

90 58,72 47,01 49,91 63,57 60,06 62,68 55,67 

100 58,72 47,01 49,91 63,57 60,06 62,68 55,67 

110 58,72 47,01 49,91 63,57 60,06 62,68 55,67 

120 58,72 47,01 49,91 63,57 60,06 62,68 55,67 
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Şekil 4.35 pH 6�da saf HRP enzimi ile % boya kaybõ. 
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Çizelge 4.8 pH:7� de saf HRP enzimi ile Coomassie Brillant Blue R-250 boyasõnõn % boya 
kaybõ 

Süre (dk) 25 °C 30 °C 35 °C 40 °C 50 °C 60 °C 70 °C 

1        

2       5,44 

3     1,84 4,67 12,46 

4     2,36 9,35 19,82 

5     3,94 16,26 24,56 

6     7,35 20,73 28,95 

7     11,02 26,02 32,81 

8    1,26 15,75 30,08 35,79 

9    1,01 21,52 33,94 38,60 

10   0,43 2,26 25,72 36,59 39,12 

12   2,79 4,02 33,33 41,06 41,05 

14  0,79 3,86 7,04 39,37 44,92 41,93 

16 0,47 1,32 4,51 10,55 44,62 48,17 41,93 

18 1,17 1,05 4,94 14,07 48,82 50,81 42,46 

20 2,58 1,84 5,36 17,84 52,23 53,25 43,33 

22 4,46 2,89 6,65 21,61 54,86 55,49 44,21 

24 6,57 4,47 7,30 25,13 56,96 57,11 44,91 

26 9,15 4,74 8,80 28,89 59,06 57,72 45,96 

28 11,74 5,00 9,66 31,91 61,15 58,33 46,84 

30 14,32 5,79 10,52 34,92 62,20 58,94 47,72 

40 27,23 11,32 17,60 46,48 65,62 61,18 51,05 
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50 38,50 14,47 24,89 54,52 69,29 63,01 54,21 

60 51,17 18,95 29,61 59,55 71,13 64,84 57,19 

70 56,57 18,95 34,33 61,81 72,97 66,06 58,60 

80 57,04 18,95 34,33 61,81 74,02 66,87 58,95 

90 57,04 18,95 34,33 61,81 74,02 66,87 58,95 

100 57,04 18,95 34,33 61,81 74,02 66,87 58,95 

110 57,04 18,95 34,33 61,81 74,02 66,87 58,95 

120 57,04 18,95 34,33 61,81 74,02 66,87 58,95 
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Şekil 4.36 pH 7�de saf HRP enzimi ile % boya kaybõ. 
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Çizelge 4.9 pH:8� de saf HRP enzimi ile Coomassie Brillant Blue R-250 boyasõnõn % boya 
kaybõ 

Süre (dk) 25 °C 30 °C 35 °C 40 °C 50 °C 60 °C 70 °C 

1        

2  3,38 8,33 0,34 4,62 17,89 29,84 

3 1,54 6,46 11,11 6,76 15,38 33,23 46,98 

4 2,47 8,31 14,51 9,80 20,62 42,17 54,92 

5 3,40 12,00 16,05 12,50 26,15 47,92 59,05 

6 4,01 12,92 17,59 15,20 28,92 51,76 62,54 

7 5,56 14,46 18,83 17,91 30,77 53,99 63,49 

8 7,10 15,69 20,99 19,93 32,92 56,55 64,13 

9 7,72 17,23 21,60 22,30 36,31 60,06 64,76 

10 8,33 18,15 22,22 25,68 41,85 62,62 69,84 

12 9,88 19,08 23,46 27,36 45,54 64,86 70,79 

14 11,11 20,62 25,62 29,39 47,38 65,50 72,06 

16 12,35 21,54 26,54 30,41 49,23 66,45 72,38 

18 13,89 23,38 27,47 32,43 50,46 67,73 73,02 

20 15,12 24,62 29,94 33,45 53,85 68,69 73,97 

22 16,36 25,54 31,79 34,46 54,77 69,01 74,29 

24 16,67 26,77 32,10 35,14 56,31 69,33 74,60 

26 17,28 27,38 32,72 35,81 57,23 69,97 74,92 

28 18,21 28,31 33,64 36,82 58,15 69,97 75,56 

30 19,14 29,23 34,57 37,16 59,69 70,61 75,87 

40 22,22 32,62 37,65 39,86 63,08 71,25 76,19 
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50 26,23 34,77 40,12 40,88 65,23 71,25 76,19 

60 27,47 36,92 41,36 51,69 66,15 71,25 76,19 

70 28,70 39,38 42,90 53,04 66,77 71,25 76,19 

80 28,70 39,38 42,90 53,04 66,77 71,25 76,19 

90 28,70 39,38 42,90 53,04 66,77 71,25 76,19 

00 28,70 39,38 42,90 53,04 66,77 71,25 76,19 

110 28,70 39,38 42,90 53,04 66,77 71,25 76,19 

120 28,70 39,38 42,90 53,04 66,77 71,25 76,19 

 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

Süre (dk)

%
 B

oy
a 

K
ay

bõ

25 °C, A(620nm):0,324
30 °C, A(620nm):0,325
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60 °C, A(620nm):0,313
70 °C, A(620nm):0315

 

Şekil 4.37 pH 8�de saf HRP enzimi ile % boya kaybõ. 
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4.7 FT-IR Spektrumlarõ 
Dekstran ve dekstran aldehid için alõnan spektrumlarda, 3319 ve 3389 cm-1 dalga boylarõnda 

görülen geniş pik assosiye (O-H) alkol(polimer) bandõndan kaynaklanmaktadõr. Dekstran 

aldehidin spektrumunda 2934 cm-1 dalga boyunda (C-H aldehid gerilmesi) aldehid grubunun, 

1633 cm-1 dalga boyunda ise C=O aldehid gerilmesinin bandlarõ görülmektedir.   

 

Şekil 4.38 Dekstranõn ve aldehid türevinin FTIR spektrumu.  

Saf HRP�nin spektrumunda 3420 ve 3283 cm-1 dalga boylarõndaki iki pik primer amin 

gruplarõnõ göstermektedir. Konjugatlarõn spektrumlarõnda, 2939 cm-1 dalga boyundaki aldehid 

grubuna ait bandõn kaybolduğu ve 1669 cm-1 dalga boyunda 1.amid (C=O), 1647 cm-1�de 

2.amid(N-H), 1352 cm-1 dalga boyunda ise 3.amid bandõnõn (C-N) oluştuğu görülmüştür. 
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Çizelge 4.10 FTIR spektrumlarõnda oluşan bantlar ve gösterdikleri fonksiyonel gruplar (Erdik, 
1993) 

Bandlar, cm-1           Fonksiyonel gruplar  

3400-3200  Alkoller (polimer) 

3500-3300 Primer aminler (iki pik) 

3500-3300                Sekonder aminler (tek pik) 

2900-2700 Aldehid C-H bağõ 

1715-1650               Amit C=O grubu (1. band) 

1700-1600 Aldehid C=O bağõ 

1670-1640               Amit N-H bağõ (2. band) 

1640-1560  Primer aminler(-NH2 eğilmesi) 

1400-1350    Amit C-N bağõ (3. band) 

1280-1180   Aromatik aminler  
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Şekil 4.39 Saf HRP ve nHRP/nD:1/10 (MD:75.000) konjugatõn FTIR spektrumlarõ. 

 

 

Şekil 4.40 Naftol Blue Black (NBB), HRP ve NBB Başlangõç, HRP ve NBB 45. dk. daki FT-
IR Spektrumlarõ 
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Şekil 4.41 Coomassie Brillant Blue,   CBB ve HRP Başlangõç, CBB ve HRP 45. dk. daki FT-
IR Spektrumlarõ 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

76

4.8 LC-MS Sonuçlarõ 

4.8.1 Naftol Blue Black Boyasõ ile HRP Reaksiyonun LC-MS Sonuçlarõ 
 

 

Şekil 4.42 Naftol Blue Black boyasõnõn kimyasal formülü (616 g/mol) 
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Şekil 4.43  Naphtol Blue Black (mavi renkli kromatogram), Naftol Blue Black + Enzim (0. 
dakika, siyah renkli kromatogram), Naftol Blue Black + Enzim (45. dakika, pembe renkli 

kromatogram=)�nõn UV-VIS detektöründen (617 nm) alõnan kromatogramlarõ. 

 

Naphtol Blue 
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100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 m/z
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2.00

Inten.(x1,000)

571.15

284.75

286.05100.20

634.35
385.05345.45232.10 664.20510.10417.95168.80

 

Şekil 4.44 Naftol Blue Black için kromatogramõn 1,86-2,29 dakikalarõ arasõnda alõnan kütle 
spektrumu. 571,15= (M-H+); 284,75=(M-2H+). 

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 m/z
0.0
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3.5

4.0
Inten.(x100)

386.70100.05

550.95
304.95 358.95

633.15
441.40

345.05 522.30 601.70
691.40

567.25248.90155.35 670.00416.85194.90 494.70257.00

 

Şekil 4.45 Naftol Blue Black + Enzimin 0. dakikada kromatogramõn 1,86-2,29 dakikalarõ 
arasõnda alõnan kütle spektrumu. 
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100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 m/z
0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

Inten.(x100)

386.75

100.05

551.25
358.90

633.10468.90
304.60 522.90 583.95412.85

610.85276.85
688.20

169.00 681.10212.00

 

Şekil 4.46 Naftol Blue Black + Enzimin 45. dakikada kromatogramõn 1,86-2,29 dakikalarõ 
arasõnda alõnan kütle spektrumu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

79

4.8.2 Coomassie Brilliant Blue R-250 Boyasõ ile HRP Reaksiyonun LC-MS Sonuçlarõ 

 

Şekil 4.47 Coomassie Blue Black boyasõnõn kimyasal formülü (826 g/mol) 
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Şekil 4.48 Coomassie Brilliant Blue R-250 (siyah renkli kromatogram), saf HRP-Coomassie 
Brilliant Blue R-250 (0. dak, pembe renkli kromatogram) ve saf HRP-Coomassie Brilliant 

Blue R-250 (45. dak, kahve renkli kromatogram)�nõn UV-VIS detektöründen (550 nm) alõnan 
kromatogramlarõ. 
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Şekil 4.49 Coomassie Brilliant Blue R-250�nin kromatogramõn 18,9-19,4 dakikalarõ arasõnda 
alõnan kütle spektrumu. 804.20 = (M+H+) 
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Şekil 4.50 Saf HRP-Coomassie Brilliant Blue R-250 nin 0. dakikada kromatogramõn 18,9-
19,4 dakikalarõ arasõnda alõnan kütle spektrumu. 
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Şekil 4.51 Saf HRP-Coomassie Brilliant Blue R-250 nin 45. dakikada kromatogramõn 18,9-
19,4 dakikalarõ arasõnda alõnan kütle spektrumu. 
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5. TARTIŞMA,  SONUÇLARIN DEĞERLENDİRİLMESİ 

Başlõca tekstil, deri, kağõt, kozmetik endüstrileri atõklarõnda bulunan boyalar, çoğu insan 

sağlõğõ için tehdit oluşturan önemli kirleticilerdir. Atõk sularda boya gidermede koagülasyon, 

flokülasyon, ozonlama, fotokatalitik oksidasyon, membran ile ayõrma, adsorpsiyon gibi 

yöntemler kullanõlmakta ve bu konularda araştõrma çalõşmalarõ devam etmektedir. Son 

yõlarda, özellikle tekstil atõklarõnda bulunan azoboyar maddelerin enzim etkisi ile parçalanarak 

veya mikroorganizmalar kullanõlarak giderilmesi konularõ araştõrma çalõşmalarõnda yer 

almaktadõr. 

 Bu çalõşmada ilk defa olarak, �Horseradish� Peroksidaz-HRP- (Bayõr Turrpu Peroksidazõ) 

etkisi ile azo boyalardan �Naftol Blue Black� ve �Coomassie Brillant Blue� nun giderilmesi, 

belirtilen enzimin ve diğer bazõ peroksidazlarõn endüstriyel atõklarda boya gidermede 

kullanõlmasõ dikkate alõnarak incelendi. Satõn alõnan HRP %50 protein içerdiğinden, birlikte 

bulunan diğer maddeler ve özellikleri bilinmediğinden, enzim etkisinin doğru izlenebilmesi 

için affinite kromatografi yöntemi ile saflaştõõrõlan enzim kullanõldõ. Optimum koşullarõ 

belirlemek amacõyla reaksiyon farklõ pH ve sõcaklõklarda gerçekleştirildi. Saf enzime göre 

ortam koşullarõna daha  dirençli olmalõ düşüncesi ile reaksiyon sentezlenen HRP-dekstran 

konjugatõ ile tekrarlandõ. Atõk sularda genellikle bulunan, proteinleri denatüre eden  sodyum 

dodesil sülfat(SDS) ve üre varlõğõnda reaksiyon gerçekleştirildi. Bu reaksiyonlar zamana bağlõ 

UV-Vis. Spektrofotometrede izlendi.  

HRP�nin �Naftol Blue Black�e etkisinin incelenmesinde saflaştõrõlan HRP ve HRP-dekstran 

konjugatõ kullanõldõ. Enzim reaksiyonun pH 4, 5, 6�da yüksek ve düşük sõcaklõklarda çok 

etkili olduğu görüldü. Ortamda üre veya SDS varlõğõnda daha yavaş olmakla birlikte 

reaksiyonun gerçekleştiği görüldü. Enzim-dekstran konjugatõ ile saf enzim kullanõldõğõnda 

elde edilene benzer sonuçlar alõndõ. Daha önce grubumuzda yapõlan çalõşmada (Tez, M. 

Altõkatoğlu) tespit ettiğimiz dekstranõn enzime termal direnç kazandõrmasõ, bu çalõşmada 

belirgin sonuçlar ile gözlenmedi. 

 

HRP�nin �Coomassie Brilliant Blue�e etkisi farklõ pH ve sõcaklõklarda incelendi. Reaksiyonda 

saflaştõrõlmõş enzim kullanõldõ. Bu reaksiyonun yaklaşõk ilk on dakikasõnda UV-Vis. 

spektrumlarda görünür bölgedeki absorpsiyon pikinde (620 nm)  artma, daha sonra boya 

molekülünün parçalanmasõ ile birlikte azalma görüldü. Reaksiyonda özellikle pH 5 olan 

ortamda  40oC ,50oC ,60oC sõcaklõklarda etkili oldu. 
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LC-MS sonuçlarõna göre; �Naftol Blue Black� ve �Coomassie Brilliant Blue�  boyalarõnõn 

enzim etkisi olmadan önce alõnan spektrumlarda mol tartõlarõnõn hesaplandõğõ pikler enzim 

reaksiyonlarõ gerçekleştirildikten sonra görülmedi. Bu durum HRP enzimi etkisi ile boyalarõn 

parçalandõğõ şeklinde değerlendirildi. Sonuçlar alõnan FTIR  spektrumlarõ ile desteklendi. 
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