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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 
oC 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” PEROKSİDAZ-DEKSTRAN KONJUGATININ “NAPHTOL BLUE BLACK” 
ÜZERİNE ETKİSİ  
 
ÖZET 
 
Bu çalışmada azo boyar madde “Naphtol Blue Black” ’in sulu ortamda HRP-Dekstran konjugatı katalizi ile 
giderilmesi incelendi. HRP immobilize Con A kullanılarak affinite kromatografi yöntemi ile saflaştırıldı. 
Dekstran aldehid türevi (Dekstran Mw 75.000 Da) ve saf enzim kullanılarak 1/10 oranında enzim-dekstran 
konjugatı sentezlendi. Reaksiyon pH 3, 4, 5, 6, 7 ve 8’de UV-Vis. spektrofotometrenin 25, 30, 35, 40, 45, 50, 
60, 70 oC sıcaklığa ayarlanmış kristal küvetinde gerçekleştirildi. Zamana bağlı olarak boyada renk giderme 
düzenli bir şekilde alınan absorpsiyon spektrumları ile bir saat süreyle izlendi. En iyi sonuçlar çalışılan bütün 
sıcaklıklar için pH 4 ve 5’de elde edildi.  
Anahtar Sözcükler: HRP, dekstran, konjugat, naftol blue black, boya giderme, UV-VIS. 
 
 
 
1. GİRİŞ 
 
“Horseradısh” Peroksidaz (HRP, E,C 1.11.1.7), (bayır turpu peroksidazı) başlıca tıbbi tanı 
kitlerinde kullanılmaktadır. Fenoller, bifenoller, anilinler gibi aromatik bileşiklerin ve azo 
boyalarının giderilmesinde etkili olduğu da bilinmektedir [1-4].  

“Horseradısh” Peroksidaz molekülünde ferriprotoporfirin (protohemin)  içeren bir 
haloenzimdir  [5,6]. Peroksidazlar H2O2 ile Bileşik I, II ve III olmak üzere üç farklı yapı 
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oluşturmaktadır. HRP’nin genel çalışma mekanizması aşağıda verildiği gibidir. HRP-I ve HRP-II, 
sırasıyla Bileşik I ve Bileşik II’ yi, AH ise indirgenen substratı göstermektedir [6-8]. 
  

 
 

Şekil 1. HRP enziminin çalışma mekanizması [3] 
 

Enzimler protein mühendisliği, immobilizasyon teknikleri, stabilize edici katkı 
maddeleri ya da kimyasal modifikasyon yöntemleri ile uygulama koşullarında daha dirençli bir 
yapıya getirilmektedir. Kimyasal modifikasyon amacıyla doğal ve sentetik polimerler başlıca 
kullanılmaktadır.  Enzimlerin hidrofilik yapıda doğal bir polimer olan dekstranın çoklu kovalent 
bağlanması ile modifikasyonu, onlara başlıca termal direnç kazandırmaktadır [9,10].  

Tekstil, deri, gıda, boya, kozmetik ve kağıt sanayilerinde boyalar önemli kirleticilerdir. 
Zehirli atıklar olarak değerlendirilen boyaların giderilmesi çevre çalışmaları yönünden önemlidir 
[11]. Boyaların giderilmesinde biyolojik ve fiziksel yöntemlerin uygulanmasına yönelik araştırma 
çalışmaları yapılmaktadır [12,13]. Naftol Blue Black’in giderilmesi ile ilgili gerçekleştirilen 
çalışmalarda başlıca fotokatalitik yöntemler uygulanmıştır [14-17]. Peroksidaz enzimleri katalizi 
ile sulu ortamda boyaların giderilmesi ayrı bir araştırma alanı olarak değerlendirilmektedir 
[18,19]. 

Bu çalışmada, enzim/dekstran mol oranı 1/10 olan HRP-dekstran konjugatının etkisi ile 
azo boyalardan Naftol Blue Black’in sulu ortamda giderilmesi farklı pH ve sıcaklıklarda 
incelendi. Boyanın giderilmesi, dolayısıyla ağartma etkisi UV-Vis. spektrofotometrede okunan 
λ620 değerlerinden hesaplandı. 

 
2. DENEYSEL ÇALIŞMALAR 
 
2.1. Ticari HRP Enziminin Affinite Kromatografisi ile Saflaştırılması 
 
Protein konsantrasyonu 8 mg/ml olacak şekilde hazırlanan HRP çözeltisi Bio–Rad marka protein 
saflaştırma sisteminde 1,5 cm x 30 cm kolonda, dolgu maddesi ‘Concanavalin A-Sepharose 4B’ 
kullanılarak affinite kromatografi yöntemi ile saflaştırıldı. Enzim 0,1M asetat tamponu (pH 6) ile 
kolona verildi. Bağlanmayan materyalin 0,1M NaCl, 1mM CaCl2, 1mM MnCl2 içeren asetat 
tamponu ile yıkanıp uzaklaştırılmasından sonra, bu maddelere ek olarak 0,1M metil 
mannopiranosid (MMP) bulunduran tampon kullanılarak, 1,5 ml/ dakika akış hızı ile saf HRP 
fraksiyonlar halinde kolondan alındı. Fraksiyonların saflığının bir ölçüsü olarak RZ değeri λ280 
/λ403 hesaplandı [20]. 
  
2.2. HRP -Dekstran Konjugatının Sentezi  
 
Dekstranın (75.000 Da) destile sudaki çözeltisine NaIO4 çözeltisi yavaş yavaş ve karıştırılarak 
eklendi. Dekstan aldehid türevini elde etmek üzere reaksiyonun gerçekleşmesi için çözelti içeriği 
karanlıkta, oda sıcaklığında 24 saat süreyle karıştırarak bekletildi. Elde edilen yükseltgenmiş 
dekstran ile birlikte ortamda bulunan fazla iyonları uzaklaştırmak için ürün 24 saat karanlıkta, oda 
sıcaklığında destile suya karşı diyalize bırakıldı. Liyofilizatörde kurutma ile katı halde dekstranın 
aldehid türevi elde edildi [10, 21]. 
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Şekil 2. Dekstran aldehid türevinin sentezi 
 

Dekstran türevinin karbonil grubu ile proteinin amin grubu arasında kondensasyon 
reaksiyonu gerçekleşti ve bir schiff bazı olan HRP-Dekstran bileşiği sentezlendi.    
 

 
 

Şekil 3. HRP-dekstran konjugatının sentezi 
 

Bu reaksiyon 4 ml, 0,1 M pH 7 sodyum fosfat tamponunda, Cprotein= 0,1 mg/ml ve 
enzim/dekstran mol oranı 1/10 alınarak gerçekleştirildi. Schiff bazı oluşması aşamasında belirtilen 
çözelti 250C’da 16 saat bekletildi. Reaksiyonun durdurulması amacıyla ortamın pH değerini 
yükseltmek üzere 4 ml reaksiyon çözeltisine +40 C’daki 100 mM sodyum bikarbonat 
çözeltisinden 5,6 mL eklendi. Daha sonra reaksiyona girmeyen aldehid gruplarının ve schiff 
bazının indirgenmesi için 9,6 mg sodyum borhidrür (NaBH4) ortama ilave edildi. 0.1M HCl ile 
çözeltinin pH değeri 7’ ye ayarlandıktan sonra elde edilen konjugat ultrafiltrasyon cihazında 
konsantre edildi [20]. 
 
2.3. Boyanın Giderilmesi İşlemi 
 

 
 

Şekil 4. Naftol Blue Black 

R. S. Önder, M. Çelebi, M. Altıkatoğlu, H. Kuzu                         Sigma 27, 18-25, 2009 



 
 

 21

0.1 M Naftol Blue Black (Mw: 616.50 g/mol) stok çözeltisi 0.025 M’ a seyreltildi. Bu 
çözeltinin 500 kat seyreltilmesi ile elde edilen 0.05 mM boya çözeltisinden reaksiyon ortamına 12 
µl ilave edildi. “Naftol Blue Black”in reaksiyon ortamında 6x10-10 M konsantrasyonda olması 
sağlandı. HRP enziminin reaksiyon ortamındaki konsantrasyonu ise 0, 0033 mg/ml alındı.  

Farklı pH’ larda tampon çözeltiden gerekli miktar 3 ml’lik kuvartz küvete alındı. Naftol 
Blue Black boyası ve HRP-dekstran konjugatı ilave edildikten sonra 10 µl % 3’ lük Hidrojen 
peroksid (H2O2) ile reaksiyon başlatıldı. Reaksiyonun ilk 5 dakikasında 1 dakika ara ile, 
devamında 5 dakika ara ile UV-Vis. spektrofotometrede (Model UV-1700 Pharmaspec Shimadzu) 
absorpsiyon spektrumları alınarak boyanın farklı pH ve sıcaklıklarda HRP-dekstran konjugatı 
katalizinde parçalanması izlendi.  
 
3. TARTIŞMA VE SONUÇ 
 
Bu çalışmada ilk defa, horseradih peroksidaz etkisi ile azo boyar madde “Naftol Blue Black’in 
giderilmesi incelendi. İşlemlerde saf enzime göre ortam koşullarına daha dirençli olan HRP-
dekstran kovalent konjugatı kullanıldı. Reaksiyon zamana bağlı olarak alınan absorpsiyon 
spektrumları vasıtasıyla izlendi (Şekil 5). Boyanın giderilmesi bu spektrumların 620 nm’de 
okunan absorpsiyon değerlerinden hesaplandı.  

Optimum koşulları belirlemek amacıyla reaksiyon farklı pH (3–8) ve sıcaklıklarda (25, 
30, 35, 40, 45, 50, 60, 70oC) incelendi. pH 6, 7 ve 8’de reaksiyon 50oC’ın altındaki sıcaklıklarda 
yavaş olarak gerçekleşti, yüksek sıcaklıklarda ise enzimin kısa sürede denatürasyonu sebebiyle 
olmalı, boya giderme izlenmedi.  pH 3’de yalnız düşük sıcaklıklarda ilk 10 dakikada boya 
giderme sağlandı. En iyi sonuç, çalışılan bütün sıcaklıklar için % 85 dolayında boya gidermenin 
ilk 5 dakikada gerçekleştiği pH 4 ve 5’de alındı (şekil 6). 
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Şekil 5. “Naftol Blue Black”in HRP-dekstran konjugatı katalizinde giderilmesi işleminde (pH 5, 
40oC) zamana bağlı olarak alınan absorpsiyon spektrumları 
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(A) 
 

      
 

(B) 
 

Şekil 6. HRP/Dekstran konjugatı ile asetat tamponunda pH: 4,0 (A) ve 5,0 (B)’de, farklı 
sıcaklıklarda azo boyar madde Naftol Blue Black’in giderilmesi. % Boyar (NBB) madde kaybı 

620 nm’de ölçülen absorbans değerlerinden hesaplanmıştır. 
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