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OZET

Ozellikle diyagnostik endiistrisinde kullanilan ticari éneme sahip enzimlerden Bayir Turpu
Peroksidazi (Horseradish Peroksidase, HRP, E,C 1.11.1.7) ad1 gegen bitkinin (Armoracia
rusticana) koklerinden ekstre edilmektedir. HRP yaklasik yiizyildir iizerinde ¢aligilan hem
icerikli bir peroksidazdir ve cok sayida izoenzimi bulunmaktadir. HRP’nin enzimatik
aktivitesi hem grubunda bulunan demir atomunun oksidasyon ve rediiksiyonundan ileri
gelmektedir. Hem grubu nedeniyle HRP 403 nm’de de absorpsiyon vermektedir.
Peroksidazlar yiikseltgeyici olarak hidrojen peroksidi veya organik hidrojen peroksidleri
kullanan oksiderediiktazlardir. H,O, ile Bilesik I, II ve III olmak {iizere ii¢ farkli yapi
olustururlar.

Fenolik bilesikler tip, gida endiistrisi atiklarda kirleticilerin basinda gelmektedir. Bu nedenle
fenolik bilesiklerin hassas ve hizli bir sekilde saptanmasi, ¢evre caligmalar1 ve saglik
acisindan onemlidir. Horseradish peroksidaz (HRP) fenollerin, bifenollerin ve bunlar gibi
heteroaromatik bilesiklerin oksidasyonlarmi katalizleyebilmektedir.

HRP genis bir pH ve sicaklik araliginda aktivite gosterdiginden atik sularin temizlenmesinde
kullanilmast uygun goriilmektedir. Sulu ¢ozeltilerden fenol ve tiirevlerinin HRP katalizinde
giderilmesini optimize etmek amaciyla son 20 yilda bir¢ok ¢alisma gergeklestirilmistir. HRP,
icinde fenol, klorofenol ve diger siibstitiie fenollerin de bulundugu bir¢ok aromatik bilesigin
polimerizasyonu Oncesinde serbest radikal olusumunu katalizledigi bilinmektedir.

H,0,+ 2 AH, i p2AH +2H.0

Toksik 0Ozellikte olan bu boyalarm giderilmesi amaglanarak kimyasal yiikseltgeme, ters
ozmoz, adsorbsiyon gibi ¢esitli yontemler denenmistir. Son zamanlarda bu konuda ¢alisan
aragtrmacilarin  dikkati enzim etkisi ile gidermeye odaklanmstir. Ozellikle bitki
peroksidazlarinin {izerinde durulmaktadir.

Bu ¢alismada HRP-Dekstran kovalent konjugat: sentezlendi. Oncelikle, HRP immobilize
Con A kullanilarak affinite kromatografi yontemi ile saflastirildi. Dekstranin (Mw 75.000 Da)
aldehid tiirevi ve saf enzim O6rnekleri kullanilarak 1/10 mol oraninda(mol enzim/mol dekstran)
enzim-dekstran konjugati sentezlendi.

Saflastirilan enzimin ve sentezlenen 1/10 oranli konjugatin katalizi ile Naphtol Blue Black ve
Coomassie Brillant Blue boyalarinin giderilmesi 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80 °C
sicakliklarda, pH: 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 da incelendi. Bu reaksiyon bir saat siire ile UV-Vis.
Spektrofotometre ile izlendi. ‘“Naphtol Blue Black” ve “Coomassie Brillant Blue” in
par¢alanmas1 LC-MS ve FT-IR sonuglarina gore degerlendirildi.

Anahtar Kkelimeler: “Horseradish” peroksidaz (Armoracia rusticana), HRP-dekstran
konjugati, Naftol Blue Black, Coomassie Brillant Blue, Boya giderme, UV-VIS, LC-MS, FT-
IR.

Xi



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, I and III with H,O,.

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.

H,0,+ 2 AH, s »2AH +2H,0

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, °C 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

Xii
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1. GIRiS
Peroksidazlar (donor: H,O,, oksidorediiktaz, E.C 1.11.1.7) baslica fonksiyonlar1 hidrojen
peroksid sarfiyatiyla molekiilleri okside etmek olan enzimlerdir. Bu enzimlerin ¢ogu N-bagh
oligosakkarid bulunduran glikoproteinlerdir. Peroksidazlar baslica tibbi tani kitlerinin
hazirlanmasinda, gida proseslerinde olusan reaktif oksijen tiirleri i¢in indikator, ticari amagli
fenolik rec¢inelerin sentezinde katalizor ve bazen de histolojik marker olarak kullanilmaktadir.

Laboratuar immun kitlerinin % 90’ 1 peroksidaz-antikor konjugat: kullanmaktadir.

Peroksidazlar bitki, ailesi i¢inde genis olarak yayilmis durumdadirlar (Miranda vd . , 2003).

Armoracia rusticana (baywr turpu) nin kokleri bir tioglikozid ihtiva etmektedir. Hidroliz
sonucu eterik yag allilizotiyosiyanat (hardal yag: gibi) ayrilmaktadir. Ayrica seker, nisasta,
sakizli maddeler de icermektedir. Taze kok 06zii lizozim antibiyotik tesirli madde ihtiva
etmektedir. Yapraklar askorbik asid (vitamin C), kalsiyum, sodyum, magnezyum tohumlar da
kat1 yag igermektedir. Peroksidaz enzimi bu kdkten elde edilmektedir. HRP {i¢ dnemli
izoenzim icermektedir. izoenzim A (asidik), izoenzim C (ndtral yada az bazik) ve kuvvetli
bazik HRP. Bunlardan en yaygin olan1 C izoenzimidir. (HRP C) (Veitch, 2004). Bay1r turpu
(Armoracia rusticana) peroksidazi (HRP) giiniimiizde diagnostikte biiyiik bir 6neme sahip bir
enzimdir. Ayrica H,O, varliginda aromatik bilesiklerin (fenoller, bifenoller, anilinler)
uzaklastirilmasi ve azo boyalarinin ¢oktiiriilmesinde etkili oldugu bilinmektedir. Enzim diam,
nobenzidin (DAB)’ yi ¢oziinmeyen bir bilesige doniistiirmektedir: Bu bilesik de kanser
tanisina yardimci olmaktadir: Avidin kopriileri ile HRP’nin immobilizasyonu kuvvetli
etkinlige sahip biyokatalizorler olugturmaktadir: Ayrica enzim histokimyasal boyamalarda;
biyosensorlerde ~ de  kullanilmaktadwr.  Dehidrojenasyon;  aromatik  bilesiklerin
polimerizasyonlar1; heteroatom oksidasyonlar1 ve epoksidasyon gibi oksidatif reaksiyonlarda
HRP’ den katalizér olarak yararlanilmaktadir. HRP aktivitesi; genis bir pH ve sicaklik
araliginda oldugundan bu enzimin atik su sisteminde kullanilmasi uygundur. HRP protohemin
bir haloenzimdir: Peroksidaz katalizinde akseptor olarak H,O; kullanir: Protohemin nedeniyle
enzimin absorpsiyon spektrumu 280 nm’den bagka 403 nm’de de maksimum vermektedir:
(ozeltinin 403’ nm deki absorbans degerinin 280 nm’dekine orant RZ degerini yani enzimin

safligin1 gostermektedir (Franco Fagus vd, 2004; Leon vd, 2002).

Protein miihendisligi, immobilizasyon teknikleri, stabilize edici katki maddeleri ya da
kimyasal modifikasyon yontemleri kullanilarak, protein stabilizasyonu alaninda etkileyici
gelismeler oldugu halde endiistriyel enzimlerin islevsel stabiliteleri biyoteknolojide bir sorun

olusturmaya devam etmektedir. Arayiizeyler tarafindan inaktivasyona Kkarsi ¢Oziiniir
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enzimlerin stabilizasyonuna olanak saglayacak yeni araglarin gelistirilmesi olduk¢a uygun
goriinmektedir. Enzim ylizeyinin hidrofilik bir polimer ile minimal modifikasyonu, enzim
yiizeyinde bir kilif olusturmak ve onu hidrofobik araylizeyler ile etkilesime karsi korumak

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

Polimer sadece enzimin kiiciik substrat molekiilleri ile etkilesimine izin vermekle kalmamali,
ayrica enzimin hidrofobik ara yiizeyler ile etkilesimini Onleyebilecek kadar da hidrofilik
olmalidir. Segilen polimer enzim yiizeyinde bulunan gruplar ile reaksiyona girebilmelidir.
Aldehit dekstran biitiin bu gereklilikleri yerine getiren esnek bir polimerdir (Betancor vd.,

2004).

Aldehit dekstran, degisik molekiil agirlina sahip ticari dekstranlarin periyodat oksidasyonu ile
elde edilebilmektedir. Bu polifonksiyonel polimer, enzim, destek ya da diger polimerler

iizerinde bulunan temel amin gruplari ile kovalent olarak reaksiyon verebilmektedir.
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2.  GENEL BIiLGILER

2.1 Bayir turbu “Horseradish”(Armoracia rusticana) Peroksidaz (HRP, EC 1.11.1.7)

Bayir turbu (4Armocia rusticana), esas olarak koklerinin besin degeri sebebi ile diinyanin
iliman bolgelerinde yetistirilen uzun Omiirlii, dayanikli bir bitkidir. Peroksidaz enzimi bu
kokten elde edilmektedir (Sekil 2.1) (Veitch, 2004). Armoracia rusticana (bayir turbu;
“horseradish™ bitkisi)’nin antibiyotik 6zellik gosteren kokii kalsiyum, magnezyum, sodyum
ve vitamin C igermektedir. ELISA testlerinde, “immunoblotting” gibi tekniklerde isaretleyici
olarak kullanilan bu enzim genellikle antikorlara, lektinlere ya da haptenlere baglanmaktadir
[1]. Yabanturpu koklerinden elde edilen peroksidaz (HRP) yeni kimyasal maddelerin
sentezinde, tibbi tani testlerinde, biyotemizleme gibi uygulamalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Horseradish (yaban turbu) peroksidaz terimi genel olarak kullanildig1 halde
bitkinin kokii birka¢ tane farkli peroksidaz izoenzimi icermektedir. Bunlardan en yaygin olani

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

Sekil 2.1 Bayir turbu (Adrmoracia rusticana) “Horseradish” bitkisi (Veitch, 2004).
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2.1.1 HRP Reaksiyon Mekanizmasi

Peroksidazlar, H,O, ile Bilesik I, II ve III olmak iizere ii¢ farkli yapi olusturmaktadir.
HRP’nin genel ¢alisma mekanizmasi asagida verildigi gibidir. HRP-I ve HRP-II, sirastyla
Bilesik I ve Bilesik II'yi, AH ise indirgenen substrat1 gostermektedir [2] (Deshpande, 1996;
Leon vd., 2002; Carvalho vd., 2005).

HO5 H,0 AH A AH A+ HO

Sekil 2.2 HRP enziminin ¢alisma mekanizmasi [2].

HRP’nin enzimatik aktivitesi, hem grubunda bulunan demir atomunun oksidasyon ve
rediiksiyonundan ileri gelmektedir. Uygun ortamda HRP, H,O, ile birleserek [HRP-H,O,]
kompleksini olusturmaktadir. Olusan kompleks c¢esitli elektron vericiler ile oksidlenir.
Organik bilesiklerin, H,O, varliginda peroksidaz oksidasyonu atik su iglenmesinde
kullanilmigtir. Son zamanlarda HRP’nin aromatik hidrokarbonlarin oksidasyonunda da

kullanildig1 bilinmektedir (Fang ve Barcelona, 2003; Carvalho vd., 2004).
HRP+H202 — [HRP-HQOQ]
[HRP-H,0,] + Substrat — Uriin + HRP + 2H,0

Peroksidaz reaksiyon dongiisiiniin birinci basamagini, saf peroksidazin (HRP) ferrihem
prostatik grubunun H,O; ile gerceklesen 2 elektron oksidasyonu olusturmaktadir. Bu basamak
oksiferil demir (Fe™*=0) ve bir porfirin katyon radikali igeren HRP-I bilesigi (demirin formal

oksidasyon bolgesi: V) formasyonu ile sonug¢lanmaktadir.

Reaksiyonun ikinci basamaginda HRP-II bilesiginin sekillenmesi ger¢ceklesmektedir. Bu olay
HRP-I bilesiginin elektron donérii AH ile bir elektron rediiksiyonu sonucunda olugmaktadir
(Oksidasyon bolgesi IV). Reaksiyonun son basamaginda bir dnceki basamakta eklenen
elektron AH’dan ayrilir ve enzim tekrardan reaksiyonun baslangic bolgesine doner (Rodrigez-

Lopez vd., 2000; Degrand vd., 2001; Leon vd., 2002).
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Sekil 2.3 Elektron dondr AH varhiginda gerceklesen HRP reaksiyon dongiisti. (HEM’in
proksimal bolgesinde koordine edilen histidin “His” belirtilmistir) (Degrand vd., 2001).

HRP’nin H;0, ile yliksetgenmesi sonucu, enzimin aktif formu olan Bilesik I ara {iriinii
olugsmaktadir. Bilesik I, kromojenik substratin (o-dianisidin) yiiksetgenmesi sonucu Bilesik II
formuna doniismektetir. Katalitik olarak enzimin ikinci aktif formu olan Bilesik II ise, o-
dianisidinin tekrar yiikseltgenmesi sonunda enzimin dogal formunu olusturmaktadir. Bilesik
Il enzimin inaktif formudur. Bu ise yavas bir sekilde enzimin dogal formuna ya da bir
elektron oksidasyonu ile Bilesik I’e doniisebilir (Deshpande, 1996; Beklemishev vd., 2000;
Ikehata vd., 2005).

2.2 Atik Sularda Boya Giderme

Farkli endiistrilerin boya artiklar1 tehdit olusturmaktadir. Bunlardan bir kismi karsinojenik ve

motojenik olduklarindan atik sudan giderilmeleri gerekmektedir.

2.2.1 Atik Sulardan Enzim EtKkisi ile Boya Giderme
Vanadyum Haloperoksidazlar hidrojen peroksid varliginda hipohal6z aside ve siilfokside

uygun organik siilfitlerin siilfoksidazyonunu katelizlemektedir.

Bu enzim grubu eger halojenli bir bilesik yada hidrojen peroksid mevcutsa oksijen veren

uygun niikleofilik akseptdr ile reaksiyon veren hipohaldoz aside halojeniirlerin hidrojen
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peroksid varliginda oksidasyonlarmi gergeklestirmektedir (Bring vd., 2000).

Vanadyum haloperoksidazlar kabiliyetlerine gore sadece iyodiirii okside eden vanadyum

iroduperoksidazlar, bromiirii okside eden bromoperaksidazlar seklinde adlandirilmaktadirlar.

Vanadyum kloroperoksidaz bromiir ve iyodur etkisi ile kloriiriin oksidasyonuna aracilik
etmektedir. Vanadyum halopereoksizdazlarin aktif bolgesi vanadat ve kataliz esnasinda en
yiikksek oksidasyon safhasinda vanadyum (V) kalintilarin1 iceren vanadyum metali ile
kusatilmistir. Son zamanlarda vanadyum haloperoksidazlarin hidrojen peroksid varliginda
siilfokside uygun organik siilfitlerin oksidasyonuna aracilik ettigi ifade edilmektedir (Bring
vd., 2000).

Diger bir peroksidaz grubu aktif bolgesinde prostetik grup olarak hem grubu igermekte,
sadece halojen siilfitlerin degil farkli organik birlesiklerin  oksidasyonlarmida
katalizlemektedir (Bring vd., 2000). Horseradish peroksidaz enzimi kimyasal , ¢evresel ve
biyoteknolojik sanayilerde ¢ok yonlii bir enzimdir. Enzimin aromatik bilesenleri (fenoller,
bifenoller) hidrojen peroksid varliginda giderdigi ve endiistriyel azo boyalarinin

degradasyonunun ve ¢oktiiriilmelerini gergeklestirdigi bilinmektedir.

2.2.2 Atik Sularda Mikroorganizma Etkisi ile Boya Giderme

Boya ve renkli maddeler tekstil, gida ve ev esyasi lireten endiistrilerde kullanilmaktadir. Bu
sanayilerde toksik ve zararli boyalarm serbest hale ge¢mesi insanlik i¢in biiylik bir tehdit
olusturmaktadir. Boyalarin sudaki yasam i¢in oldiiriicii oldugu ve arzu edilmeyen renkler

olusturdugu bilinmektedir.

Tekstil, deri, gida, boya, kozmetik ve kagit sanayilerinde boyalar 6nemli kirleticilerdir.

Boyalarin fazla miktarda iiretilmesi ve yaygin kullanimlari renkli atiklar olusturmaktadir.

Kimyasallarin mikrobiyal kiitlelerde birikimleri ya da artiglar1 biyosorpsiyon olarak
adlandirilmaktadir. Mikroorganizmalarin boyalar i¢in adsorbent olarak kullanilmasi boyalarin
detoksifikasyonlar1 agisindan alternatif olusturmaktadir. Mikroorganizmalarin hiicre duvarlar1
kitin, lipit, aminoasid ve diger seliiloz bilesiklerini icermektedir. Bunlar reaktif boyalarin pasif

olarak giderilmesini saglamaktadir.

2.2.3 Atik Sularda Boya (Renk) Gidermede Kullanilan Diger Yontemler
Boya (renk) giderilmesinde kullanilan yeni bir sorbent ekstraseliilar polimerik madde (EPS

Proteus mirrukilostur) dir. EPS PbO; ve Ni ile kompleks olusturmaktadir. Anaerobik ¢camurla
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olusan siilfat indirgeyen bakterilerin altindaki Cu*" nin uzaklastirilmasinda etkilidir.

pH’ 10 da MoOu4,- ve WOu,- ile katalizlenen H,O, ile metil oranjin renginin giderilmesi
kuvvetlidir. Katalizlenen her iki reaksiyon daha kompleks bir peroksidin baglanmasiyla boya
ve katalizor konsantrasyonlarma karsi ilk siradadir. Boya (renk) giderme 2 kisimdan olusur
serbest radikalle ilgisi olmayan metal katalizi ve peroksomolibdat ile peroksotungsdat

sistemleri tarafindan olusan sinlet oksijen etkisi.

Farkli endiistrilerin boya atiklar1 ¢evre i¢in tehdit olusturmaktadir. Bunlarin bir kismi
karsinojenik ve mutajenik olduklarindan atik sudan giderilmeleri zorunludur. Bir takim
biyolojik ve fiziksel yontemler boyalarm aritilmalar1 maksadiyla, atik sular i¢in yapilan
denemelerde kullanilmaktadir. Bunlar anaerobik denemeler, koagiilasyon, flokulasyon,

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

Anaerobik—aerobik denemeler, anaerobik katki icerdiginden bunlarin giderilmesi
gerekmektedir. Bu boya atik sular1 ¢ok yiliksek konsantrasyonda 15181 kirma 6zelligi gosteren

organik bilesikler icermektedir ve olduk¢a renklidir (Al — Momani et al., 2002).

Fotokatalitik yontem, antrakinon ve fitalosiyan azo boyalarinin immobilize haldeki titanyum
oksid ile muamele edilmesi iglemidir. Dielektrik bariyerini kaldiran (DBD) sistemi ise, azo
boyar madde Oranj II nin degradasyonunda da kullanilabilen elektrodlardan biridir. Sistemde
atik su denemelerinde yararlanilan DBD, ozon ve UV 15181 olusturarak etkili olmaktadir. Bu

sistem ile renkleri gidermede, boya molekiiliindeki benzen ve naftalen halkalar1 tesire maruz

kalir.

Cevre uygulamalarinda elektrik bosaltan plazmalarda, sonucta ozon ve hidroksil radikali gibi
kuvvetli oksidanlar olusmaktadir. DBD sistemi suya gomiilii 2 elektrodlu “pulsed corona
discharged” reaktorii icermektedir. Dogrudan dogruya suyun havalandirilmasi ile membran
olugsmaktadir. Bir elektrodu suya gomiilii digeri su ylizeyindedir. Diger dielektrik kapl
elektrod su yilizeyindeki suda goémiili DBD reaktorii ve su yiizeyi ile dielektrik materyal
arasinda gaz fazinda plazma olusmaktadir . Bu sistemler fenol ve tiirevlerini iceren farkl
organik kirleticilere, poliklorlanmis bifenil, organik boya anilin ve antrakinona

uygulanmaktadir.

Fazla elektrigi bosaltan plazma iizerindeki havaya ek olarak, en ¢ok ozon bulunmaktadir . Su
fazinda olusan hidrojen peroksid, hidroksil ve hidrojen peroksidin en az miktarlarma karsin

gaz fazinda olusan ozon etkilidir. Ozon sudaki kontaminantlarin giderilmesinde yararhdir. Su
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ve gaz fazi arasmdaki ara ylizeyin artist onemlidir, ki ara yiizeyi arttrmanm bir yolu da
kabarcik olusumuyla gaz fazinin dagilimidir. Ozon sudaki kontaminantlari iki tirlii
uzaklastirmaktadir. Gaz ve ¢oziilen ozon kabarcik ylizeyi ve gaz—sivi ylizeyi arasindaki
kontaminantlarla dogrudan etkilesir. Ozon yiiksek oksidasyon potansiyeli olan kontaminantla

hizli reaksiyon veren hidroksil radikaline ayrisir.

Boya (renk) gidermede terz osmoz (RO) ve nanofiltrasyon (NF) metodlart da
kullanilmaktadir. NF mebrani diisiik molekiil agirlikli (200-1000 g / mol ) organik bilesikleri
ayrrmaktadir. NF atik suda RO ile ¢ok yiiksek basing uygulanarak renk gidermede etkilidir.

Adsorpsiyon ile sudan organik maddeleri uzaklastirilmas: yapilmaktadir. Aktif karbon
organik ve inorganik Kkirleticileri uzaklastrmada etkilidir. Dezavantaji, pahali bir madde
olmasidir. Talag daha ucuz olmasi nedeni ile tercih edilmektedir. Silika partikiilleri silanol
gruplar1 igeren hidrolik yiizeylere sahiptir. Gruplar zayif asidik ve ¢ok reaktiftir. Silikanin
modifikasyonu ylizeyinin kimyasal dogas1 ve 6zelliklerini ifade etmektedir. Silika ylizeyine
onceden yapisan bilesikler yiizeyin hidrofil degisimini saglamakta ve organofilik film

olusturmaktadir.

Boyanin silika ylizeyinde adsorpsiyonu aminosilan ile modifikasyonu sonucudur. Silan
yiizeye silan zinciri ile baglanmak icin boya ¢ozeltisi ile reaksiyona girmektedir. Bu sekilde
boyanin icerdigi pikment, hidrojen ya da kovalent baglarla baglanmaktadir. Bu sekilde bagl

boya solventten desorbe edilmemektedir.

Azoboyalar kromoferik baglanmalarma karsin renksiz aromatik aminlere indirgenmektedir.
Kendi boyalar1 daha toksik olan aromatik aminler oksidatif reaksiyonlara egilimlidir. Bu
aromatik aminler aerobik bozunabilirler. Kalan kisim ise otooksidasyonla {iriin olugturmakta,
ki bu {irlinler de polimerizasyonla uzaklastirilmaktadir. Cevreye bosaltilan azo boyalarin
aromatik aminleri indirgenmektedir. Bu iirlin doniisiimiinde oksijen kullanilmamakta ve
cevrede toksik etkilere yol agmaktadir. Tekstil fabrikalarinda ardigik olarak gerceklesen
anaerobik ve aerobik denemeler atik suyun toksik etkisini azaltmaktadir (Giiltekin ve Ince,

2006).

Hidrojen iyonlar1 ilave dondrden olusan elektronlarla hidroksil radikaline oksidasyonuna
karsin indirgenmektedir. Metal komplekslere kiyasla organik boyalar suyun fotorediiksiyonu
icin nadiren hassasdir. Boyalar polikromatik 15181n neden oldugu fotopolimerizasyon igin
baslatici sistemlerdir. Uygun foto baslatici, iki farkl baslatici sistemi icermektedir. Goriintir

15181 adsorplayan ve ayrica sadece UV 1s1ga hassas olan tipik boya sistemlerinin
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polimerizasyonlarini1 baglatacak bir baslatict gerekmektedir. Aminler farkli oksidasyon

potansiyellerinden 6tiirii indirgeyici olmaya uygundur.

Miseller membran sistemleridir. Organik bilesiklerin sudaki ¢Oziiniirlikleri miselle ilgili
pseudo fazda, uygun reaksiyonlar ile degistirilmektedir. Boylece boyanin miseldeki
¢coziinlirligli ve buna bagl olarak misel agregatinin fotoaktivikasyonu degismektedir. Misel
yiizeyi ilk gruplara bagli olarak katyonik, anyonik ve noniyonik olabilir. Kuvvetli

elektrostatik etkilesimin reaksiyon hizini1 degistirdigi bilinmektedir.
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3.  DENEYSEL CALISMA

3.1 Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

3.1.1 Kullanilan Cihazlar

Kaba terazi

Hassas terazi

: Precise BJ 6100D

: Precise XB 220A

Manyetik karistirict : Heidolph MR 3001
Vorteks : Heidolph Type REAX top
Su banyosu : GFL 1086

Sogutmali santrifiij

: ThermolIEC (Micromax RF) Model 230

Liyofilizator : Telstar Cryodos
Saflastirilan su cihazi : Millipore FASN77678
pH metre cihazi : Inolab

HPLC sistemi

Protein ayrigtirma cihazi
UV VIS Spektrofotometre
Ultrafiltrasyon Sistemi
FTIR

LC-MS

: Schimadzu Program Class VP.
: Model 2110 fraction collector

: Model UV-1700 Pharmaspec SHIMADZU

: Millipore Stirred Ultrafiltration Cell
: Perkin Elmer

: Shimadzu
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3.1.2 Kullamilan Malzemeler

* Otomatik pipet : Finnpipette 0-50 pl, 100-1000 pl,
* Beher : 10 mL, 50 mL, 100 mL, 500 mL, 1 L, 2 L,4 L
* Erlen

* Penisilin siseleri

* Eppendorf tiipleri

3.1.3 Kullanilan UV-Vis Spektrofotometresinin Techizat ve Cahisma Parametreleri

Optik Sistem : Tek Monokromatdor
Detektor : Silikon fotodiod
Isik kaynagi : Déteryum lamba : 190 to 350 nm

Halojen Lamba :390to 1100 nm

3.1.4 Kullamilan Protein Saflastirma Sisteminin Techizat ve Calisma Parametreleri

U.V. monitdr : Biorad Econo (model EM-1)
Fraksiyon toplayici : Biorad model 2110 fraction collector
Kayit edici : Biorad chart recorder model 1327

Pompa : Biorad Econo pump (model EP-1)
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3.1.5 Kullanilan Fourier Transform Infrared Spektrometre Cihazinin Techizat ve

Cahsma Parametreleri

FT-IR : Perkin Elmer

Universal ATR Sampling Accessory : Perkin Elmer

3.2 Kullamilan Kimyasallar

Kimyasal Maddeler |Uretici Firma Lot No.
Naftol Blue Black Fluka 70490
Coomassie Brillant Fluka 27816

Blue R-250

Dializ Seliiloz Sigma D9777-BULK
mebrani

NaH,P04.2H,0 Riedel-de Haen 4269
Na,HPO4.7H,0 Fluka 71647

NaCl Riedel-de Haen 13423

Asetik asit Fluka 45754

NaOH Riedel-de Haen 6203

NalO4 Fluka 71862

HCl Merck 1.00314.2500
NaBH,4 Merck S3912873 403

3.3 HRP Enziminin Saflastirilmasi
Satin almman Horseradish peroksidazin protein igerigi %50 olarak (Azgso/1,34) tayin edildi.
Boya giderme deneylerinde ve Enzim-Dekstran konjugati sentezinde kullanmak iizere, satin

alinan HRP saflastirild1.

3.3.1 Ticari HRP Enziminin Affinite Kromatografisi ile Saflastirnimasi

Asetat tamponunda (pH: 6) satin alinan HRP’nin, protein konsantrasyonu 8 mg/ml olacak
sekilde ¢Ozeltisi hazirlandi. Bio—Rad marka protein saflagtirma sisteminde 1,5cm x 30cm
kolon ve dolgu maddesi olarak ‘Concanavalin A-Sepharose 4B’ kullanilarak affinite
kromatografi gergeklestirildi. Akma hiz1 1,5 ml/dakika olacak sekilde ayarlandi. Kolon 6nce
0,1M pH 6.0 asetat tamponu (0,1M NaCl, ImM CaCl,, ImM MnCl, bulunduran) ile yikandi.
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Hazirlanan HRP ¢6zeltisinden 1ml kolona verildi. 30 dakika bekletildikten sonra safsizliklar
0,1M pH 6.0 asetat tamponu ile her bir tiipte 40 damla olacak sekilde fraksiyonlar halinde
topland1. Bir siire ayn1 tampon ile kolonun yikanmasma devam edildi. Eluasyon islemi UV
monitdr vasitasiyla izlendi. Alinan fraksiyonlarin 280 ve 403 nm’deki absorbanslar1 okundu.
Con A ya baglanmis olan HRP’ yi eliie etmek i¢in, 0,1M metil mannopiranosid (MMP) iceren
0,IM pH 6.0 asetat tamponu kolona verildi ve fraksiyonlar aym sekilde tiiplere toplandu.
Fraksiyonlarin Aygy ve A4z degerleri okundu (Brattain vd., 1976). Saflastirilan HRP i¢in RZ
degeri Ajgo /A403 hesaplandi. Satin alinan HRP’nin RZ degeri 0,85, saflastirilan enzimin RZ
degeri 2,1 dolayinda hesaplandi.

MMP igeren asetat tamponu ile alinan fraksiyonlardan RZ degeri 1,9-2,3 olan 6rnekler bir
havuzda toplandi. Havuz ¢6zeltisinde bulunan enzim ultrafiltrasyon cihazinda 2 kez destile su

ile ve 2 kez de 0,01M PBS (pH 7) ile yikand1 ve konsantre edildi.

3.3.2 Dekstran Aldehid Tiirevinin Sentezi

Kullanilan Cozeltiler
1) 3,33g Dekstran 30ml destile suda ¢oziildii.
2) 8,00g NalO4 70ml destile suda ¢oziildii.
Deneyin Yapilhisi
1) Dekstran ¢ozeltisinin iizerine NalO4 yavas yavas karistirilarak eklendi.
2) Bu ¢ozelti karanlikta, oda sicakliginda 24 saat siireyle karigtirildi.

3) Elde edilen yiikseltgenmis dekstran ile birlikte ortamda bulunan fazla iyonlar1
uzaklastirmak i¢in {iriin 24 saat karanlik ortamda, oda sicakliginda destile suya kars1

diyalize birakild1.

4) Sogutarak kurutma ile (liyofilizatorde) aldehid gruplar1 bulunduran dekstran elde
edildi (Sacco, 1988, Betancor, 2004, Dobrechenko, 1993).

3.3.3 HRP -Dekstran Konjugatinin Sentezi
Dekstranin (75.000 Da) aldehid tiirevinin karbonil grubu ile proteinin amin grubu arasinda
kondensasyon reaksiyonu gergeklesmesi sonucu, bir schiff bazi olan HRP-Dekstran bilesigi

sentezlendi.
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Toplam 4 mL reaksiyon hacminde konjugasyon reaksiyonu yapildi. pH 7.0 da 0.1 M sodyum
fosfat tamponu kullanildi. Protein konsantrasyonu Cprowein= 0,1 mg/ml olacak sekilde
saflagtirilip konsantre edilen enzimden 0,1 mg/mlx2mL = 0,2 mg proteine karsilik gelen
hacim alindi. Dekstran konsantrasyonu ise farkli konjugatlar i¢in asagida verilen formiil ile
hesaplandi. Kapakli siselerinde protein-polimer (2ml enzim+2ml dekstran) baglanma
reaksiyonun ger¢eklesmesi igin 25 °C’ da 16 saat bekletildi. Daha sonra, +4 °C’daki 100 mM,
pH: 8.5 olan sodyum bikarbonat ¢ozeltisinden pH degerini yiikseltmek i¢in 5,6 mL eklendi.
Sonra, 9,6 mg (1 mg/mL) sodyum borhidriir (NaBH,4) reaksiyona girmeyen aldehid gruplarini
ve amino aldehid baglarini indirgemek icin eklendi (Guisan vd., 1997). Bu ¢ozelti +4 °C’da
15 dk. siireyle karistirildiktan sonra tekrar ayn1 miktarda sodyum borhidriir eklendi. Tekrar 15
dk. +4 °C’da karistirildi ve pH 7.0’a ayarland1 (Betancor vd., 2004). Reaksiyon igerigi
konsantre edildi. iki defa destile su ve iki defa da fosfat tamponu ile ultrafilitrasyon cihazinda
yikandi. Konsantre hale getirildi. Tiim konjugatlarda yaklagik protein konsantrasyonu 0,08
mg/mL (Azz0/1,34) bulundu.

Hesaplamalar:

Saflastirilan HRP konsantrasyonu sabit tutularak (0,1mg/ml), dekstran aldehid tiirevinin farkl

konsantrasyonlarda ¢ozeltileri asagidaki gibi hesaplanda..

T vre Cupp - M, .
= = 110

* Mypp

D ‘o
HRP konsantrasyonu= 0,1mg/ml
Mp=75 000 Da
Mpurp=40 000 Da

nurp/np= 1/10

cp= 1,84mg/ml

3.4 HRP’nin Boyar Madde (Naftol Blue Black)’e Etkisinin incelenmesi
Hazirlanan 0.1 M Naftol Blue Black (My: 616.50 g/mol) ana stok ¢ozelti ve 0.025 M a

seyreltildi. Bu ¢ozeltinin 500 kat seyreltilmesi ile elde edilen 0.05mM boya ¢ozeltisinden
reaksiyon ortamuna 12 pl ilave edildi. “Naftol Blue Black”in reaksiyon ortammda 6x10™* pM

konsantrasyonda olmasi saglandi. HRP enziminin reaksiyon konsantrasyonu 0,0033 mg/ml



alindi.
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Boyanin giderilmesinde reaksiyonun gergeklestirilmesi;

1. Farkli pH’ larda Tampon ¢6zelti 3ml’ lik kuvartz kiivete alind1.

2. Boya “Naftol Blue Black” tampona ilave edildi.

3. HRP enzimi veya konjugati kiivete ilave edildi.

4. 8 pul % 3 lik hidrojen peroksidin (H,O,) ilavesi ile reaksiyon
baslatild1.

5. Reaksiyonun ilk 5 dakikasinda 1 dakika ara ile, devaminda 5 dakika
ara ile UV-VIS spektrum alinarak HRP enzimi ile boyanin
par¢alanmasi izlendi.

Reaksiyon;

- Safenzim ile,

- Enzim-Dekstran konjugati ile farkli pH ve sicakliklarda gergeklestirildi.

- Ek olarak, reaksiyon ortamda enzimi denatiire eden Sodyum Dodesil

Siilfat (SDS) varliginda

- Ure varhginda izlendi.

3.4.1 Naftol Blue Black Boyasinin Giderilmesinde Ortamda Sodyum Dodesil Siilfat
(SDS) ve Ure Varhgimmin EtKkisi

3.4.1.1 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) EtKkisi
pH 7.0 fosfat tamponunda, 0,5 mM ve 20mM SDS varhiginda reaksiyon gergeklestirildi.

Islemde saf enzim ve HRP-Dekstran konjugati kullanildu.

3.4.1.2 Ure Etkisi

pH 7.0 fosfat tamponunda, 1M iire varhginda reaksiyon gergeklestirildi. Islemde saf enzim ve

konjugati kullanildi.
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3.5 HRP’nin Boyar Madde (Coomassie Brillant Blue)’e Etkisinin incelenmesi

Hazirlanan 0.0125 M (825.9 g/mol) stok ¢ozeltiden 600 kat seyreltme ile elde edilen ¢ozelti
denemeler i¢in kullanildi. Bu ¢ozeltiden 14.5 pl reaksiyon ortamina ilave edildi. Reaksiyon
ortamimda 3.016x10™*uM Coomassie Brillant Blue olmas: saglandi. HRP enziminin reaksiyon
konsantrasyonu 0,0033 mg/ml alindi. Boyanin giderilmesinde reaksiyonun gerceklestirilmesi

yukarida agiklanan “Naftol Blue Black™ uygulamasinda oldugu gibi yapildi.

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

Her bir boyanin, saflastirilan HRP ve HRP/Dekstran (1/10) konjugatinin her bir boyaya
etkisinde 45. dakikada olusan iirlinlerin, dekstranin ve dekstran aldehid tiirevinin kati toz

halinde ATR baglig1 altinda FT-IR spektrumlar1 alind1.

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

HRP enzimi etkisi ile her iki boyanin parcalanmasi Shimadzu marka elektrosprey
iyonlastiricilt LC-MS  sistemi kullanilarak incelendi. Mobil faz olarak su ve asetonitril
kullanildi ve 0,2 mL/dak. akis hizinda calisildi. Naphtol blue black boyasi i¢in izokratik (%50
asetonitril) mobil faz sistemi kullanilirken, Coomassie brillant blue boyas1 i¢in gradient mobil
faz sistemi kullanildi. Ayirma islemi i¢in Teknokroma Tracer Excel 120 ODS-A 5um 20x0,21
marka ters faz kolon, analizler sirasinda UV-VIS detektorii ve kiitle spektrometre detektorii
kullanild1. Naphtol blue black boyasi i¢in 617 nm’de, coomassie brillant blue boyas1 i¢in 550
nm’de UV-VIS kromatogramlar1 alindi. Kiitle spektrumlar1 alinirken elektrosprey
iyonlagtirma sisteminde 1,5 mL/dak. akis hizinda azot gaz1 kullanildi. Naphtol blue black i¢in

ESI(-), coomassie brillant blue i¢in ESI(+) modunda analizler ger¢eklestirildi.
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4. DENEY SONUCLARI

4.1 Satin Ahnan HRP nin Saflastirma isleminin izlenmesi

—
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Sekil 4.1 Satin alinan HRP’nin protein saflastirma sisteminde affinite kolon kullanilarak
saflagtirilmasi sirasinda 280nm’de UV dedektdr ile alinan kromatogrami
(X ekseni tiip no; Y ekseni Ajg).
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4.2 HRP Enzimiile pH 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 de ve farkh ortam sicakliklarinda “Naftol
Blue Black” Boyar Maddesinin Giderilmesi

1,400 T T T

Naftol Blue
Elack

Abs.

0,500

0,000
200,00 200,00 400,00 500,00 G00,00 F00o,00
nm.

Sekil 4.2 pH 5.0 40 °C’ de Naftol Blue Black boyasinin saf HRP enzimi ile giderilmesinin
UV-VIS (620 nm) ile gdzlenmesi
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Sekil 4.3 Saf HRP enziminin pH:3.0 asetat tamponunda ve farkli sicakliklarda Naftol Black
Boyar (NBB) maddesine etkisinde 620 nm’ deki % boya kaybi.



32

% Boya
Kaybi
100 7
* ' —~—25C
%0 # —=-30C
70 ¢ 35C
60 7 40 C
50 - —*45C
40 - —~-50C
—
30 60C
] —70C
20
10 7
0
0 10 20 30 40 50 60 70
Siire (dk)

Sekil 4.4 Saf HRP enziminin pH: 4.0 asetat tamponunda ve farkli sicakliklarda Naftol Black
Boyar (NBB) maddesine etkisinde 620 nm’ deki % boya kaybi1
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Sekil 4.5 Saf HRP enziminin pH: 5.0 asetat tamponunda ve farkli sicakliklarda Naftol Black
Boyar (NBB) maddesine etkisinde 620 nm’ deki % boya kaybi1
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Sekil 4.6 Saf HRP enziminin pH: 6.0 fosfat tamponunda ve farkl sicakliklarda Naftol Black
Boyar (NBB) maddesine etkisinde 620 nm’ deki % boya kaybi1
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Sekil 4.7 Saf HRP enziminin pH: 7.0 fosfat tamponunda ve farkli sicakliklarda Naftol Black
Boyar (NBB) maddesine etkisinde 620 nm’ deki % boya kaybi1
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Sekil 4.8 Saf HRP enziminin pH: 8.0 fosfat tamponunda ve farkl sicakliklarda Naftol Black
Boyar (NBB) maddesine etkisinde 620 nm’ deki % boya kaybi1
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4.3 HRP/Dekstran: 1/10 Konjugatiile pH 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 de ve farkh ortam
sicakhiklarinda Naftol Blue Black Boyar Maddesinin Giderilmesi

% Boya Kaybi

90
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20] —70C
o
0 T
0 10 20 30 40 50 60 70
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Sekil 4.9 HRP/Dekstran: 1/10 konjugatinin pH: 3.0 asetat tamponunda ve farkli sicakliklarda
Naftol Black Boyar (NBB) maddesine etkisinde 620 nm” deki % boya kaybi1
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Sekil 4.10 HRP/Dekstran: 1/10 konjugatinin pH: 4.0 asetat tamponunda ve farkl
sicakliklarda Naftol Black Boyar (NBB) maddesine etkisinde 620 nm’ deki % boya kayb1
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Sekil 4.11 HRP/Dekstran: 1/10 konjugatinin pH: 5.0 asetat tamponunda ve farkl
sicakliklarda Naftol Black Boyar (NBB) maddesine etkisinde 620 nm’ deki % boya kayb1
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Sekil 4.12 HRP/Dekstran: 1/10 konjugatinin pH: 6.0 fosfat tamponunda ve farkl
sicakliklarda Naftol Black Boyar (NBB) maddesine etkisinde 620 nm’ deki % boya kayb1
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Sekil 4.13 HRP/Dekstran: 1/10 konjugatinin pH: 7.0 fosfat tamponunda ve farkl
sicakliklarda Naftol Black Boyar (NBB) maddesine etkisinde 620 nm’ deki % boya kayb1
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Sekil 4.14 HRP/Dekstran: 1/10 konjugatinin pH: 8.0 fosfat tamponunda ve farkl
sicakliklarda Naftol Black Boyar (NBB) maddesine etkisinde 620 nm’ deki % boya kayb1



43

4.4 Farkh pH’ larda (pH: 3,4 5, 6, 7, 8) ve farkh sicakhiklarda, HRP Enziminin ve
Konjugatinin Naftol Blue Black Boyar Maddesine Etkisinde 60. dakikada % Boya
Kaybi

%Boya kaybi

100,0
80,0
60,0 -

40,0 —&— saf
20,0 - —®— konjugat

0,0 | 4 | | |

Sekil 4.15 Farkli pH” larda (pH: 3, 4 5, 6, 7, 8), 25°C’da, 60 dakikak sonrasinda HRP
enziminin ve konjugatinin Naftol Blue Black boyar maddesine etkisinde 620 nm’ deki %
boya kayb1
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Sekil 4.16 Farkli pH” larda (pH: 3, 4 5, 6, 7, 8), 30°C’da, 60. dakikada HRP enzimi ve
konjugatinin Naftol Blue Black boyar maddesine etkisinde 620 nm’ deki boya % kayb1
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% Boya Kaybi
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Sekil 4.17 Farkli pH” larda (pH: 3, 4 5, 6, 7, 8) 35 °C’ da, 60. dakikada HRP enziminin ve
konjugatinin Naftol Blue Black boyar maddesine etkisinde 620 nm’ deki % boya kaybi.
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% Boya Kaybi
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Sekil 4.18 Farkli pH” larda (pH: 3, 4 5, 6, 7, 8) 40 °C’da, 60. dakikada HRP enziminin ve
konjugatinin boyar maddesine etkisinde 620 nm’ deki % boya kaybu.
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% Boya Kaybi
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Sekil 4.19 Farkli pH” larda (pH: 3, 4 5, 6, 7, 8) 45 °C’ da, 60. dakikada HRP enziminin ve
konjugatinin Naftol Blue Black boyar maddesine etkisinde 620 nm’ deki % boya kaybi.
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Sekil 4.20 Farkli pH” larda (pH: 3, 4 5, 6, 7, 8) 50°C’da, 60. dakikada HRP enziminin ve
konjugatininNaftol Blue Black boyar maddesine etkisinde 620 nm’ deki % boya kaybu.
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% Boya Kaybi
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Sekil 4.21 Farkli pH” larda (pH: 3, 4 5, 6, 7, 8) 60°C’da, 60. dakikada HRP enziminin ve
konjugatinin Naftol Blue Black boyar maddesine etkisinde 620 nm’ deki % boya kaybi.
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% Boya Kaybi
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Sekil 4.22 Farkli pH” larda (pH: 3, 4 5, 6, 7, 8) 70°C’da, 60. dakikada HRP enziminin ve
konjugatinin Naftol Blue Black boyar maddesine etkisinde 620 nm’ deki % boyar madde
kaybu.



51

4.5 Farkh pH’ larda (pH 3, 4,5, 6, 7, 8) Kisa Siireli Beklemede HRP’ nin % Naftol

Blue Black Boyasinin Giderilmesine Etkisi

Cizelge 4.1 Farkli sicakliklarda saf HRP’ nin etkisinde, 5. dakikada Naftol Blue Black

boyasmim 620 nm’ deki % boya kayb1

PH |[25°C 30°C 35°C 40°C 45°C 50°C 60°C 70°C
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




52

% boya

kayto0
90 —~—25C
80 —=—30C
70 35C
60 40 C
50 a5
30 —*—50C
20 : 60 C
10 70C

0 T
3 4 5 6 7 8 9
pH

Sekil 4.23 Farkli sicakliklarda saf HRP’ nin 5. dk.’da Naftol Blue Black boyasinin 620 nm’
deki % boya kayb1
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Cizelge 4.2 Farkli sicakliklarda saf HRP’ nin 10. dk.’da Naftol Blue Black boyasinin 620
nm’ deki % boya kaybi

pH|25C 30C 35C 40 C 45 C 50C 60 C 70 C
3 1673 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 [264 30,1 26,8 33,4 37,4 36,7 27,1 23,3
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% Boya Kaybi

100
90 ——25¢C
80y= —*-30C
r 55

40 C

50 —*—45C
40 —*—50C
30 : ——60C
20 —70C
10
0 T T T T T T 1

3 4 5 6 7 8 9

Sekil 4.24 Farkli sicakliklarda saf HRP’ nin 10. dk.’da Naftol Blue Black boyasinin 620
nm’ deki % boya kaybi

Cizelge 4.3 Farkli sicakliklarda saf HRP’ nin 60. dk.’da Naftol Blue Black boyasimnin 620
nm’ deki % boya kaybi

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

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

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

71,9 61,2 52,6 54,2 51,2 47,0 27,7 25,0
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—*+25C
—~-30C

35C

40C
—*45C
—*—50C
——60C
—70C

Sekil 4.25 Farkl1 sicakliklarda saf HRP’ nin 60. dk.’da Naftol Blue Black boyasinin 620

nm’ deki % boya kaybi
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4.5.1 Naftol Blue Black Boyasinin Giderilmesinde Ortam Kosullarimin EtKisi

4.5.1.1 Ure Etkisinin incelenmesi

%Boya Kaybi

60,00
50,00

40,00] ¢ pH 7.0 1 M Ure 25 C saf

30,00 =mpH7.01Miire25C
20,00 konjugat
10,00

0,00°
0O 20 40 60 80 100 120 140

Sure (dk)

Sekil 4.26 Saf HRP ve konjugati i¢in Naftol Blue Black boyasmin giderilmesine 25 °C’ de,
pH: 7.0 de 1.0 M iire etkisinin incelenmesi

80,00 -

70,00 |

60,00 -|
., 50,00 -
=)
N
[y}
g 40.00 —e— pH 7.0 0,25 M ire 25
® C konjugat

30,00 —m— pH 7.0 0,25 M ire 25

C saf
20,00
10,00
0,00 T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
Siire (dk)

ekil 4.27 Saf HRP ve konjugati i¢in Naftol Blue Black boyasmmn giderilmesine 25 °C’ de,
jug Y; g
pH: 7.0 de 0,25 M iire etkisinin incelenmesi
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80,00 1

70,00 A

60,00 ~

0
o
[=)
S

—4—pH 7.0 0,25 M Ure 35 C saf HRP
—#-pH7.00,25 M ire 35 C konjugat

% Boya Kaybi
N
o
o
o

w
o
[=)
S

20,00 ~

10,00 1

T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
Siire (dk)

Sekil 4.28 Saf HRP ve konjugati i¢in Naftol Blue Black boyasmin giderilmesine 35 °C” de,
pH: 7.0 de 0,25 M iire etkisinin incelenmesi

4.5.1.2 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Etkisinin Arastirilmasi

% Boya Kaybi

100,00
90,00

80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00 =
10,00}/

1...3—-—;',—;74—;?4——?4—574—57(—3—!—!

y T

—*— 25 C saf HRP
—®35Csaf HRP
25 C konjugat
35 C konjugat

0,00]"

-10,000 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110120

Sure (dk)

Sekil 4.29 Saf HRP ve konjugati i¢in pH: 7.0’ de Naftol Blue Black boyasinin giderilmesine

25 °C ve 35 °C sicakliklarinda 0,5 mM SDS etkisinin incelenmesi
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% Boya Kaybi

60,00 |
50,00 |
40,00 ——25 C saf HRP
30.00 | ean s ssasanessanesw 35 Csaf HRR

T 25 C konjugat
20,00 F. 35 C konjugat
10,00 f
0,00

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

Sekil 4.30 Saf HRP ve konjugati i¢in pH: 7.0’ de Naftol Blue Black boyasinin giderilmesine
25°C ve 35 °C sicakliklarinda 20 mM SDS etkisinin incelenmesi

4.6 Saflastinlan HRP ile Coomassie Brilliant Blue R-250 Boyasinin Giderilmesi

Spektrumlardaki azalma 620 nm’ e gore belirlendi.



Abs.
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0,200 T T T T

0,600 H

0,400

0,200

0000 | | | | |

200,00 200,00 00,00 a00,00 G00,00 Foo,o
nm.

Sekil 4.31 pH 5.0 40 °C’ de Coomassie Brillant Blue R-250 boyasinin saf HRP enzimi ile
giderilmesinin UV-VIS (620 nm) ile gdzlenmesi



Cizelge 4.4 pH:3’ de saf HRP enzimi ile Coomassie Brillant Blue R-250 boyasinin % boya

60

kayb1
Siire (dk) | 25 °C 30°C 35°C 40 °C 50 °C 60 °C 70 °C
1
2
3
4 0,87 0,59
S 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 2213 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
100 -
90 -
80 - ——25°C, A(620nm):0,343
s 70 —=—30 °C, A(620nm):0,360
E 60 - 35 °C, A(620nm).0,357
v 50 40 °C, A(620nm):0,351
2 40 - ) —*— 50 °C, A(620nm):0,349
X 30 - o g —e— 60 °C, A(620nm):0,345
20 - o —— 70 °C, A(620nm):0,340
10 Wo“mmm
0 1 T T T T T T T T T 1

10 20 30 40

50 60 70 80 90 10 11 12 13
0 0 0 O

Siire (dk)

Sekil 4.32 pH:3’ de saf HRP enzimi ile % boya kaybu.
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Cizelge 4.5 pH:4’ de saf HRP enzimi ile Coomassie Brillant Blue R-250 boyasinin % boya

kayb1
Siire (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
70 -
60 -
—+—25°C, A(620nm):0,628
5 50 - —=—30 °C, A(620nm):0,656
Q 40 - 35 °C, A(620nm):0,690
3 40 °C A(620nm):0,644
8 307 —%— 50 °C A(620nm):0,699
R 20 - —— 60 °C A(620nm):0,593
—+— 70 °C A(620nm):0,725
10 +
O 1 T T ]

100 150
Sure (dk)

Sekil 4.33 pH 4’de saf HRP enzimi ile % boya kaybu.
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Cizelge 4.6 pH:5’ de saf HRP enzimi ile Coomassie Brillant Blue R-250 boyasinin % boya

kayb1
Siire (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

—— 25 °C, A(620nm):0,580

'E, —=—30 °C, A(620nm):0,524
Q 35°C, A(620nm):0,547
i 40 °C, A(620nm):0,545
o —— 50 °C, A(620nm):0,564
°
o

07 - T T T T T T T T T T 1

(
—e—60 °C, A(620nm:0,564
—— 70 °C, A(620nm):0,728

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Sure (dk)

Sekil 4.34 pH 5’de saf HRP enzimi ile % boya kaybu.
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Cizelge 4.7 pH:6’ de saf HRP enzimi ile Coomassie Brillant Blue R-250 boyasinin % boya

kayb1

Siire (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




67

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
100 -
90 -
80 - R
—— 25 °C, A(620nm):0,436
5 70 1 =30 °C, A(620nm):0,519
& 60- 35 °C, A(620nm):0,569
© 50 - 40 °C A(620nm):0,571
8 40 - —— 50 °C A(620nm):0,686
X —— 60 °C, A(620nm:0,635

30 -
20 -+ ¢,
10 - ¥

0 ‘

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110120 130

Sure (dk)

—— 70 °C, A(620nm):0,600

Sekil 4.35 pH 6’da saf HRP enzimi ile % boya kaybu.
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Cizelge 4.8 pH:7’ de saf HRP enzimi ile Coomassie Brillant Blue R-250 boyasinin % boya

kayb1

Siire (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

—— 25 °C, A(620nm):0,426

5 —=—30 °C, A(620nm):0,380

E 35 °C, A(620nm):0,466

o 40 °C, A(620nm):0,398

o —— 50 °C, A(620nm):0,381

= —e— 60 °C, A(620nm):0,492

20
10 158 Ry
O* T T T T T T T T T T ]

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Sure (dk)

—+—70 °C A(620nm):0,570

Sekil 4.36 pH 7’de saf HRP enzimi ile % boya kaybu.
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Cizelge 4.9 pH:8’ de saf HRP enzimi ile Coomassie Brillant Blue R-250 boyasinin % boya

kayb1

Siire (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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—— 60 °C, A(620nm):0,313

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
100
90 -
—— 25 °C, A(620nm):0,324
5 —=— 30 °C, A(620nm):0,325
g 35 °C, A(620nm):0,324
3 40 °C, A(620nm):0,296
@ —%— 50 °C, A(620nm):0,325
o\° ):
):

60 70
Siire (dk)

80

90 100 110 120 130

——70 °C, A(620nm):0315

Sekil 4.37 pH 8’de saf HRP enzimi ile % boya kaybu.




72

4.7 FT-IR Spektrumlan

Dekstran ve dekstran aldehid igin alman spektrumlarda, 3319 ve 3389 cm™ dalga boylarinda
goriilen genis pik assosiye (O-H) alkol(polimer) bandindan kaynaklanmaktadir. Dekstran
aldehidin spektrumunda 2934 cm™ dalga boyunda (C-H aldehid gerilmesi) aldehid grubunun,
1633 cm™ dalga boyunda ise C=O aldehid gerilmesinin bandlar1 goriilmektedir.

[EERTS
150 |
145 |
140 J
135 |
130 |
125 |

120 J
115 |
110 |
%T 105

100 |

a5 |

216463

o0 2934,16

a5 ]

321,18

20 |
75
70
63 |

0,0 1022,06

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1300 1600 1400 1200 1000 00
cm-1

Dekstran(75.000)

Dekstran-aldehid (75.000)

Sekil 4.38 Dekstranin ve aldehid tiirevinin FTIR spektrumu.

Saf HRP’nin spektrumunda 3420 ve 3283 cm’ dalga boylarndaki iki pik primer amin
gruplarmi gostermektedir. Konjugatlarin spektrumlarinda, 2939 cm™ dalga boyundaki aldehid
grubuna ait bandin kayboldugu ve 1669 cm™ dalga boyunda 1.amid (C=0), 1647 cm’de
2.amid(N-H), 1352 cm™ dalga boyunda ise 3.amid bandinin (C-N) olustugu goriilmiistir.
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Cizelge 4.10 FTIR spektrumlarinda olusan bantlar ve gosterdikleri fonksiyonel gruplar (Erdik,

1993)
Bandlar, cm™ Fonksiyonel gruplar
3400-3200 Alkoller (polimer)
3500-3300 Primer aminler (iki pik)
3500-3300 Sekonder aminler (tek pik)
2900-2700 Aldehid C-H bag1
1715-1650 Amit C=0 grubu (1. band)
1700-1600 Aldehid C=0 bag1
1670-1640 Amit N-H bag1 (2. band)
1640-1560 Primer aminler(-NH, egilmesi)
1400-1350 Amit C-N bag1 (3. band)

1280-1180 Aromatik aminler
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Sekil 4.39 Saf HRP ve ngrp/np:1/10 (Mp:75.000) konjugatin FTIR spektrumlari.
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Sekil 4.40 Naftol Blue Black (NBB), HRP ve NBB Baslangic, HRP ve NBB 45. dk. daki FT-
IR Spektrumlar1
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Sekil 4.41 Coomassie Brillant Blue, CBB ve HRP Baslangic, CBB ve HRP 45. dk. daki FT-

IR Spektrumlar1
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4.8 LC-MS Sonuglan

4.8.1 Naftol Blue Black Boyasi ile HRP Reaksiyonun LC-MS Sonuclar

MHz OH

Neb, L NN
DRVDPOIAD
0o o= 520

Iflhla IIIINa

Sekil 4.42 Naftol Blue Black boyasmin kimyasal formiilii (616 g/mol)
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Sekil 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=)’nin UV-VIS detektoriinden (617 nm) alinan kromatogramlari.



77

Inten.(x1,000)
] 571.15

] 284.75

100.20 286.05

634.35
85.05
] 168.80 232.10 345.45° 117 .95 510.10 664.20

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

Sekil 4.44 Naftol Blue Black i¢in kromatogramin 1,86-2,29 dakikalar1 arasinda alinan kiitle
spektrumu. 571,15= (M-H"); 284,75=(M-2H").

Inten (x100)
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30 550.95
] 304.95 350 95

257 633.15
1 441.40
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1.5+ 155.35, 248.90 y 67.25 670.00

] 194.90 " 07 0 16.85 494 70

1.0

5

0.5

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

Sekil 4.45 Naftol Blue Black + Enzimin 0. dakikada kromatogramin 1,86-2,29 dakikalar1
arasinda alinan kiitle spektrumu.
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Sekil 4.46 Naftol Blue Black + Enzimin 45. dakikada kromatogramin 1,86-2,29 dakikalar1

arasinda alinan kiitle spektrumu.
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4.8.2 Coomassie Brilliant Blue R-250 Boyasi ile HRP Reaksiyonun LC-MS Sonuglan

HO,S V4
A () s

Sekil 4.47 Coomassie Blue Black boyasmin kimyasal formiilii (8§26 g/mol)

(x100,000)
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Sekil 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)’nin UV-VIS detektoriinden (550 nm) alinan
kromatogramlari.
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Sekil 4.49 Coomassie Brilliant Blue R-250’nin kromatogramin 18,9-19,4 dakikalar1 arasinda
alinan kiitle spektrumu. 804.20 = (M+H")
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Sekil 4.50 Saf HRP-Coomassie Brilliant Blue R-250 nin 0. dakikada kromatogramin 18,9-
19,4 dakikalar1 arasinda alian kiitle spektrumu.
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Sekil 4.51 Saf HRP-Coomassie Brilliant Blue R-250 nin 45. dakikada kromatogramin 18,9-
19,4 dakikalar1 arasinda alian kiitle spektrumu.
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5. TARTISMA, SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESIi

Baglica tekstil, deri, kagit, kozmetik endiistrileri atiklarinda bulunan boyalar, ¢ogu insan
saghgi icin tehdit olusturan 6nemli kirleticilerdir. Atik sularda boya gidermede koagiilasyon,
flokiilasyon, ozonlama, fotokatalitik oksidasyon, membran ile ayirma, adsorpsiyon gibi
yontemler kullanilmakta ve bu konularda aragtirma caligmalari devam etmektedir. Son
yilarda, 6zellikle tekstil atiklarinda bulunan azoboyar maddelerin enzim etkisi ile parg¢alanarak
veya mikroorganizmalar kullanilarak giderilmesi konulari1 arastirma c¢aligmalarinda yer

almaktadir.

Bu c¢alismada ilk defa olarak, “Horseradish” Peroksidaz-HRP- (Bayir Turrpu Peroksidazi)
etkisi ile azo boyalardan “Naftol Blue Black™ ve “Coomassie Brillant Blue” nun giderilmesi,
belirtilen enzimin ve diger bazi peroksidazlarin endiistriyel atiklarda boya gidermede
kullanilmas: dikkate alinarak incelendi. Satin alinan HRP %350 protein icerdiginden, birlikte
bulunan diger maddeler ve 6zellikleri bilinmediginden, enzim etkisinin dogru izlenebilmesi
icin affinite kromatografi yontemi ile saflasturilan enzim kullanildi. Optimum kosullar
belirlemek amaciyla reaksiyon farkli pH ve sicakliklarda gerceklestirildi. Saf enzime gore
ortam kosullarina daha direncgli olmali diisiincesi ile reaksiyon sentezlenen HRP-dekstran
konjugati ile tekrarlandi. Atik sularda genellikle bulunan, proteinleri denatiire eden sodyum
dodesil siilfat(SDS) ve iire varliginda reaksiyon gerceklestirildi. Bu reaksiyonlar zamana bagl

UV-Vis. Spektrofotometrede izlendi.

HRP’nin “Naftol Blue Black™e etkisinin incelenmesinde saflastirilan HRP ve HRP-dekstran
konjugat1 kullanildi. Enzim reaksiyonun pH 4, 5, 6’da yiiksek ve diisiik sicakliklarda ¢ok
etkili oldugu goriildii. Ortamda iire veya SDS varliginda daha yavas olmakla birlikte
reaksiyonun gergeklestigi goriildii. Enzim-dekstran konjugati ile saf enzim kullanildiginda
elde edilene benzer sonuglar alindi. Daha 6nce grubumuzda yapilan ¢aliymada (Tez, M.
Altikatoglu) tespit ettigimiz dekstranin enzime termal diren¢ kazandirmasi, bu caligsmada

belirgin sonuglar ile gdzlenmedi.

HRP’nin “Coomassie Brilliant Blue”e etkisi farkli pH ve sicakliklarda incelendi. Reaksiyonda
saflasgtirilmis enzim kullanildi. Bu reaksiyonun yaklasik ilk on dakikasinda UV-Vis.
spektrumlarda goriiniir bolgedeki absorpsiyon pikinde (620 nm) artma, daha sonra boya
molekiiliiniin parcalanmasi ile birlikte azalma goriildii. Reaksiyonda 6zellikle pH 5 olan

ortamda 40°C ,50°C ,60°C sicakliklarda etkili oldu.
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LC-MS sonuglarina gore; “Naftol Blue Black” ve “Coomassie Brilliant Blue” boyalarinin
enzim etkisi olmadan once alman spektrumlarda mol tartilarinin hesaplandig pikler enzim
reaksiyonlar1 gerceklestirildikten sonra goriilmedi. Bu durum HRP enzimi etkisi ile boyalarin

parcgalandig1 seklinde degerlendirildi. Sonuglar alinan FTIR spektrumlari ile desteklendi.
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