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ABSTRACT

The removal of azo dye Naphtol Blue Black in aqueous media with the catalysis of HRP-dextran conjugate
was studied. 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. The reaction was carried out at pH 3, 4, 5, 6, 7 and 8 in a 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70
°C temperatured crystal cuvette of UV-Vis spectrophotometer. The bleaching of the dye depending on the
time was observed with the absorption spectra recorded regularly for one hour. The best results were obtained
at pH 4 and 5 for all temperatures studied.

Keywords: HRP, dextran, conjugate, naphtol blue black, dye bleaching.

“HORSERADISH” PEROKSIDAZ-DEKSTRAN KONJUGATININ “NAPHTOL BLUE BLACK”
UZERINE ETKiSi

OZET

Bu calismada azo boyar madde “Naphtol Blue Black” ’in sulu ortamda HRP-Dekstran konjugat: katalizi ile
giderilmesi incelendi. HRP immobilize Con A kullanilarak affinite kromatografi yontemi ile saflagtirildi.
Dekstran aldehid tiirevi (Dekstran Mw 75.000 Da) ve saf enzim kullanilarak 1/10 oraninda enzim-dekstran
konjugati sentezlendi. Reaksiyon pH 3, 4, 5, 6, 7 ve 8’de UV-Vis. spektrofotometrenin 25, 30, 35, 40, 45, 50,
60, 70 °C sicakliga ayarlanmig kristal kiivetinde gergeklestirildi. Zamana bagli olarak boyada renk giderme
diizenli bir sekilde alinan absorpsiyon spektrumlart ile bir saat siireyle izlendi. En iyi sonuglar ¢alisilan biitiin
sicakliklar igin pH 4 ve 5’de elde edildi.

Anahtar Sozciikler: HRP, dekstran, konjugat, naftol blue black, boya giderme, UV-VIS.

1. GIiRiS

“Horseradish” Peroksidaz (HRP, E,C 1.11.1.7), (baywr turpu peroksidazi) baslica tibbi tani
kitlerinde kullanilmaktadir. Fenoller, bifenoller, anilinler gibi aromatik bilesiklerin ve azo
boyalarinin giderilmesinde etkili oldugu da bilinmektedir [1-4].

“Horseradish” Peroksidaz molekiiliinde ferriprotoporfirin (protohemin) igeren bir
haloenzimdir [5,6]. Peroksidazlar H,O, ile Bilesik I, II ve III olmak iizere ii¢ farkli yap1
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olusturmaktadir. HRP’nin genel ¢aligma mekanizmasi asagida verildigi gibidir. HRP-1 ve HRP-II,
sirasiyla Bilesik I ve Bilesik II’ yi, AH ise indirgenen substrati gostermektedir [6-8].

H0,  H0 AH A AH A+ HO

Sekil 1. HRP enziminin ¢aligma mekanizmasi [3]

Enzimler protein miihendisligi, immobilizasyon teknikleri, stabilize edici katki
maddeleri ya da kimyasal modifikasyon yontemleri ile uygulama kosullarinda daha direngli bir
yapiya getirilmektedir. Kimyasal modifikasyon amaciyla dogal ve sentetik polimerler baslica
kullanilmaktadir. Enzimlerin hidrofilik yapida dogal bir polimer olan dekstranin ¢oklu kovalent
baglanmasi ile modifikasyonu, onlara baslica termal diren¢ kazandirmaktadir [9,10].

Tekstil, deri, gida, boya, kozmetik ve kagit sanayilerinde boyalar dnemli kirleticilerdir.
Zehirli atiklar olarak degerlendirilen boyalarin giderilmesi ¢evre ¢aligmalar1 yoniinden énemlidir
[11]. Boyalarin giderilmesinde biyolojik ve fiziksel yontemlerin uygulanmasina yonelik arastirma
calismalar1 yapilmaktadir [12,13]. Naftol Blue Black’in giderilmesi ile ilgili ger¢eklestirilen
caligmalarda baglica fotokatalitik yontemler uygulanmistir [14-17]. Peroksidaz enzimleri katalizi
ile sulu ortamda boyalarin giderilmesi ayr1 bir arastirma alani olarak degerlendirilmektedir
[18,19].

Bu caligmada, enzim/dekstran mol orani 1/10 olan HRP-dekstran konjugatinin etkisi ile
azo boyalardan Naftol Blue Black’in sulu ortamda giderilmesi farkli pH ve sicakliklarda
incelendi. Boyanin giderilmesi, dolayisiyla agartma etkisi UV-Vis. spektrofotometrede okunan
Ae20 degerlerinden hesaplandi.

2. DENEYSEL CALISMALAR
2.1. Ticari HRP Enziminin Affinite Kromatografisi ile Saflastirilmasi

Protein konsantrasyonu 8 mg/ml olacak sekilde hazirlanan HRP ¢6zeltisi Bio—Rad marka protein
saflastirma sisteminde 1,5 cm x 30 cm kolonda, dolgu maddesi ‘Concanavalin A-Sepharose 4B’
kullanilarak affinite kromatografi yontemi ile saflagtirildi. Enzim 0,1M asetat tamponu (pH 6) ile
kolona verildi. Baglanmayan materyalin 0,1M NaCl, ImM CaCl,, ImM MnCl, igeren asetat
tamponu ile yikanip uzaklastirilmasindan sonra, bu maddelere ek olarak 0,1M metil
mannopiranosid (MMP) bulunduran tampon kullanilarak, 1,5 ml/ dakika akis hiz1 ile saf HRP
fraksiyonlar halinde kolondan alindi. Fraksiyonlarin safliginin bir 6l¢iisii olarak RZ degeri Ayg
/403 hesaplandi [20].

2.2. HRP -Dekstran Konjugatinin Sentezi

Dekstranin (75.000 Da) destile sudaki ¢ozeltisine NalOy4 ¢6zeltisi yavas yavas ve karistirilarak
eklendi. Dekstan aldehid tiirevini elde etmek tizere reaksiyonun gergeklesmesi igin ¢ozelti igerigi
karanlikta, oda sicakliginda 24 saat siireyle karistirarak bekletildi. Elde edilen yiikseltgenmis
dekstran ile birlikte ortamda bulunan fazla iyonlar1 uzaklastirmak igin iiriin 24 saat karanlikta, oda
sicakliginda destile suya kars1 diyalize birakildi. Liyofilizatérde kurutma ile kati halde dekstranin
aldehid tiirevi elde edildi [10, 21].
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Sekil 2. Dekstran aldehid tiirevinin sentezi

Dekstran tiirevinin karbonil grubu ile proteinin amin grubu arasinda kondensasyon
reaksiyonu gergeklesti ve bir schiff bazi olan HRP-Dekstran bilesigi sentezlendi.

H H

AN AN
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HEP-Dekstran konjugati
Sekil 3. HRP-dekstran konjugatinin sentezi

Bu reaksiyon 4 ml, 0,1 M pH 7 sodyum fosfat tamponunda, Cprein= 0,1 mg/ml ve
enzim/dekstran mol orani 1/10 alinarak gerceklestirildi. Schiff bazi olugmasi asamasinda belirtilen
gozelti 25°C’da 16 saat bekletildi. Reaksiyonun durdurulmasi amaciyla ortamun pH degerini
yiikseltmek {izere 4 ml reaksiyon ¢o6zeltisine +4° C’daki 100 mM sodyum bikarbonat
¢ozeltisinden 5,6 mL eklendi. Daha sonra reaksiyona girmeyen aldehid gruplarinin ve schiff
bazinin indirgenmesi igin 9,6 mg sodyum borhidriir (NaBH,) ortama ilave edildi. 0.1M HCI ile
¢ozeltinin pH degeri 7’ ye ayarlandiktan sonra elde edilen konjugat ultrafiltrasyon cihazinda
konsantre edildi [20].

2.3. Boyanin Giderilmesi islemi

NHg OH

N=N L L M
u | e o l'-'l':l
OM o=% ~g'tg

1 1
NMa COHa
Sekil 4. Naftol Blue Black
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0.1 M Naftol Blue Black (M,,: 616.50 g/mol) stok ¢dzeltisi 0.025 M’ a seyreltildi. Bu
¢ozeltinin 500 kat seyreltilmesi ile elde edilen 0.05 mM boya ¢ozeltisinden reaksiyon ortamina 12
ul ilave edildi. “Naftol Blue Black”in reaksiyon ortamimnda 6x10™'° M konsantrasyonda olmasi
sagland1. HRP enziminin reaksiyon ortamindaki konsantrasyonu ise 0, 0033 mg/ml alind1.

Farkli pH’ larda tampon ¢6zeltiden gerekli miktar 3 m1’lik kuvartz kiivete alind1. Naftol
Blue Black boyasi ve HRP-dekstran konjugati ilave edildikten sonra 10 pl % 3’ lik Hidrojen
peroksid (H,0,) ile reaksiyon baslatildi. Reaksiyonun ilk 5 dakikasinda 1 dakika ara ile,
devaminda 5 dakika ara ile UV-Vis. spektrofotometrede (Model UV-1700 Pharmaspec Shimadzu)
absorpsiyon spektrumlart alinarak boyanin farkli pH ve sicakliklarda HRP-dekstran konjugati
katalizinde pargalanmasi izlendi.

3. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada ilk defa, horseradih peroksidaz etkisi ile azo boyar madde “Naftol Blue Black’in
giderilmesi incelendi. Islemlerde saf enzime gore ortam kosullarma daha direngli olan HRP-
dekstran kovalent konjugati kullanildi. Reaksiyon zamana bagli olarak alinan absorpsiyon
spektrumlar1 vasitastyla izlendi (Sekil 5). Boyanin giderilmesi bu spektrumlarin 620 nm’de
okunan absorpsiyon degerlerinden hesaplandi.

Optimum kosullar1 belirlemek amaciyla reaksiyon farkli pH (3-8) ve sicakliklarda (25,
30, 35, 40, 45, 50, 60, 70°C) incelendi. pH 6, 7 ve 8 de reaksiyon 50°C’1n altindaki sicakliklarda
yavag olarak gergeklesti, yiikksek sicakliklarda ise enzimin kisa siirede denatiirasyonu sebebiyle
olmali, boya giderme izlenmedi. pH 3’de yalmiz diisiik sicakliklarda ilk 10 dakikada boya
giderme saglandi. En iyi sonug, ¢alisilan biitiin sicakliklar igin % 85 dolayida boya gidermenin
ilk 5 dakikada gergeklestigi pH 4 ve 5°de alind1 (sekil 6).
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Sekil 5. “Naftol Blue Black”in HRP-dekstran konjugati katalizinde giderilmesi isleminde (pH 5,
40°C) zamana bagli olarak alinan absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 6. HRP/Dekstran konjugati ile asetat tamponunda pH: 4,0 (A) ve 5,0 (B)’de, farkl
sicakliklarda azo boyar madde Naftol Blue Black’in giderilmesi. % Boyar (NBB) madde kayb1

620 nm’de 6l¢iilen absorbans degerlerinden hesaplanmustir.
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