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OZET

Genel olarak enzimler ¢6ziiniirdiir; substrat, pH, tampon derisimi ve sicaklik gibi gesitli etkenler
tarafindan inhibe edilebilirler. Optimum tampon konsantrasyonu enzim aktivitesi i¢in dnemli

bir faktordiir. Tampon ¢6zeltileri, yalnizca kiigiik bir belirsizlige sahip olan bir sistemin pH'in1 293
sabit tutmak i¢in kullanilan belirli bir tamponlama kapasitesine sahiptir. Tampon kapasitesi

hem konsantrasyona hem de pH'ya baglidir.

Elektrokimyasal ¢alismalarda tampon derisimi 6nemli bir etken iken, cogu ¢alismada bu etken
goz ardi edilmektedir. Bu ¢alismada tampon derisiminin enzim aktivitesi {izerine etkisini
belirlemek i¢in, ¢capraz bagli hidrojen peroksidaz enzimi kullanilarak, enzim aktivitesinin farkli
tampon derisimlerindeki iyonik kuvvet etkisinden yararlanildi. Altin elektrot iizerine HRP
enzimi, BSA, jelatin ve glutaraldehit’in UV 151k yardimiyla immobilize edilmesi ile hazirlandi.
Ayni kosullarda hazirlanan elektrotlar ile 25, 50, 100 ve 200 mM asetik asit tamponunda
Olctimler gergeklestirildi.

Bu ¢alismada sadece dogru pH degerinde ¢aligmanin yeterli olmadig1r ayn1 zamanda dogru
derisimde calismanin 6nemi vurgulanmak istenmistir. Kullanilacak tamponun derisiminin,
enzim performansinda 6nemli oldugunu destekleyen daha farkli caligmalarla da ortaya
koyulmasi gerektigini sdyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Asetat tamponu, Hidrojen peroksidaz, Elektrokimya

ABSTRACT

In general, enzymes are soluble; They can be inhibited by various factors such as substrate, pH,
buffer concentration and temperature. Optimum buffer concentration is an important factor for
enzyme activity. Buffer solutions have a certain buffering capacity that is used to keep the pH
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of a system constant, which has only a small uncertainty. Buffer capacity is dependent on both
concentration and pH.

While buffer concentration is an important factor in electrochemical studies, this factor can be
ignored in most studies. In this study, to determine the effect of buffer concentration on enzyme
activity, the ionic strength effect of enzyme activity at different buffer concentrations was
utilized by using cross-linked hydrogen peroxidase enzyme. It was prepared by immobilizing
HRP enzyme, BSA, gelatin and glutaraldehyde on the gold electrode with the help of UV light.
Measurements were made in 25, 50, 100 and 200 mM acetic acid buffer with electrodes
prepared under the same conditions.

In this study, it was aimed to emphasize that working at the right pH value is not sufficient, but
also the importance of working at the right concentration. We can say that the concentration of
the buffer to be used should be revealed by different studies that support the importance of
enzyme performance.

Keywords: Acetate buffer, Hydrogen peroxidase, Electrochemistry

1. GIRIS

Enzimler, tamponlardaki pH degisikliklerinden etkilenir. Farkli pH degerinde enzimler farkli
katalitik aktivite gosterirler. Optimum pH, enzimlerin en yiiksek katalitik aktivite gosterdigi

. . 294
pH degeridir. Farkli enzimlerin farkli optimum pH degerleri olmakla birlikte, enzimlerin

katalitik aktivitesini etkileyen gesitli faktorlerden biridir.?

Tamponlar ortamin pH degerini koruyan ¢ozeltilerdir. Enzimlerde meydana gelen tam aktivite
kaybi, kullanilan tamponun yiiksek veya diisiik pH degerlerinde ortaya g¢ikar. Tampon
cozeltilerinde molekiiller aras1 baglarin kirilmas1 pH'daki degisikliklere neden olabilir, boylece
meydana gelen iyonik degisim enzimin yapisinda ve katalitik aktivitesinde degisikliklere yol

agar.

Elektrokimyada tampon ¢ozeltilerin farkli konsantrasyonlari, enzim aktivitesinde farkliliklara
neden olabilir. Kullanilan tamponun hidrojen igerigi, enzimlere hidrojen iyonlarinin
baglanmasina ve ¢ikarilmasina neden olarak enzimlerin katalitik aktivitesini etkiler. Bu durum
enzimler lizerindeki negatif yiike, pozitif yiiklii hidrojen iyonlarinin baglanmas ile ortaya

cikar.?

Asetat tamponu elektrokimyasal analizlerde pH ortamini kontrol etmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Asetat tamponu igerisindeki iyonlar azda olsa hidrojen peroksitin ayrigmasini
neden olur. Boylece asetat iyonlar1 kismen hidrojen peroksitin ayrismasini kataliz ederek, yaban

turpu peroksidazina (HRP) benzer bir yetenege sahiptir.®
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Analizler HRP enziminin katalitik aktivitesinden yararlanilarak, hidrojen peroksit varliginda ve
asetat tamponu (pH 6.0) iginde gergeklestirilmistir. Horseradish peroksidaz (HRP), genis bir
ticari iiriin yelpazesi ile yogun olarak calisilan bir enzimdir.® Bu c¢alismada enzim tampon

uyumundan en 1iyi sekilde yararlanmak i¢in HRP enzimi ve asetat tamponu tercih edilmistir.

Elektrokimya calismalarinda, glukoz oksidaz enzimi ile beraber HRP enzimi en sik kullanilan
enzimdir.® Elektrokimya testleri yapilirken bircok faktdr dikkate alinmalidir. Tampon se¢imi ve

bilesimi, enzim tipi ve derisimi ile substrat tipi ve derisimi bu faktdrlerden bazilaridir.®

Asidik kosullar altinda Fe*? roliindeki organik maddenin H20: tarafindan oksidatif bozunmasi
ilk olarak 1894 yilinda HJ Fenton tarafindan kesfedilmis.” Yakin gecmiste Fenton reaksiyonu
bircok tehlikeli organik maddenin uzaklastirilmasi i¢in atik sularin aritilmasi islemlerinde
verimli bir sekilde kullanilmistir.2° 1964 yilinda Kanadali arastirmaci H.R. Eisenhaner bunu
organik maddelerin bozunmasi igin uygulamistir.1>1*2 Calismamizin yontemi HRP enziminin,

substrat olarak H202’i kullanmasina dayanmaktadir.*®

2. GEREC VE YONTEM

.. . e e . . . .. .o . .. 295
Altin elektrot ylizeyindeki kirliligi temizlemek i¢in, lizerine gama alliimina soliisyonu
damlatilmis kadife ylizeyden yararlanildi. Daha sonra altin elektrot, sonikatér ve %96’lik

etanolde 5-10 dakika bekletildikten sonra distile su igesinde bir siire durulandi.

Biyoaktif tabaka, Au (Au—Au"+e)eclektrot lizerine HRP enzimi, BSA, jelatin ve

glutaraldehit’in UV 1s1k yardimiyla immobilize edilmesi ile hazirlandi. Altin elektrot yiizeyi
iizerine immobilize edilecek tabakay1 hazirlamak i¢in; 15 mg BSA ve 67,5 mg jelatin, pH’s1
6,0 ve derisimi 100 mM olan 300 pL asetat tamponu igerisinde ¢oziiliip 35 °C’de 20 dakika
bekletildi. Bu karisimm 10 puL’si, 10 pL daha 6nce hazirlanan 1 mg/mL derisimdeki enzim
cozeltisi ile karistirilarak elde edilen toplam hacim 20 pL olarak altin ¢alisma elektrodu tizerine
yayildi. Daha sonra iizerine 5 pL %3’liik glutaraldehit eklendi ve 1 saat UV 151k altinda
bekletildi.

Hazirlanan elektrot, pH’s1 6,0 ve derisimleri 25, 50, 100 ve 200 mM olan 5 mL asetat
tamponunun bulundugu tepkime hiicrelerine sirasiyla alindi. Biitiin optimizasyon deneyleri

ayni kosullarda hazirlanan Au (Au— Au" +e")elektrot kullanilarak yapildi.

F&" +H,0,« "= >Fe" + HO + OH"
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Indirgenmenin meydana gelecegi bir potansiyelde ¢alisildiginda, devreden gecen anodik akim
arta kalan H202 derisimi ile dogru, Fe*? derisimi ile ters orantilidir. Farkli asetat tamponlarinin
enzim aktivitesi iizerine etkisini arastirmak igin fenton reaksiyonundan yararlanilmis, yapilan

olgtimlerde tepkime sonunda arta kalan H202 derisimi 6l¢iilerek analizler gergeklestirlmistir.

3. BULGULAR

Hazirladigimiz altin elektrodumuz ile sirasiyla 25, 50, 100 ve 200 mM derisimlerinde asetat
tamponu ilave edilen 6l¢iim hiicresine her bir konsantrasyon igin 50 pg/dL ferréz demir (Fe*?)
ve 10 g/dL H20z ilave edilerel dlgiimler gergeklestirilmistir. Bu 6l¢iilerden elde edilen degerler
sekil 3.1°de gosterilmigtir.

50 ug/dL Ferroz (Fe*?) derisimi
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Sekil 3.1. 50 pg/dL ferrdz demir (Fe*?) derisiminde elde edilen enzim aktivite degerleri.

Sekil 3.1°deki grafik ncelendiginde 50 pg/dL ferrdz demir (Fe*?) ve 10 g/dL H20:2 varliginda
yapilan dl¢iimlerde en yiiksek HRP enzim aktivesi 100 mM asetat tamponunda test edilmistir.

Hazirladigimiz altin elektrodumuz ile sirastyla 25, 50, 100 ve 200 mM derisimlerinde asetat
tamponu ilave edilen 6l¢lim hiicresine her bir asetat tamponu konsantrasyon i¢in 100 pg/dL
ferrdz demir (Fe*?) ve 10 g/dL H20: ilave edilerel dlgiimler gergeklestirilmistir. Bu dlgiilerden

elde edilen degerler sekil 3.2°de gosterilmistir.
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100 pg/dL Ferrdz (Fe*?) derisimi
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Sekil 3.2. 100 pg/dL ferrdz demir (Fe*?) derisiminde elde edilen enzim aktivite degerleri.

Sekil 3.2°deki grafik ncelendiginde 100 pg/dL ferrdz demir (Fe*2) ve 10 g/dL H202 varliginda

yapilan 6l¢iimlerde en yiikksek HRP enzim aktivesi 100 mM asetat tamponunda test edilmistir.

297

Hazirladigimiz altin elektrodumuz ile sirasiyla 25, 50, 100 ve 200 mM derisimlerinde asetat
tamponu ilave edilen 6l¢iim hiicresine her bir asetat tamponu konsantrasyon i¢in 150 pg/dL
ferrdz demir (Fe*?) ve 10 g/dL H20: ilave edilerel dlciimler gerceklestirilmistir. Bu dlgiilerden

elde edilen degerler sekil 3.3°de gdsterilmistir.
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150 pg/dL Ferrdoz demir (Fe*?)derisimi
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Sekil 3.3. 150 pg/dL ferrdz demir (Fe*?) derisiminde elde edilen enzim aktivite degerleri.

Sekil 3.3°deki grafik ncelendiginde 150 pg/dL ferrdz demir (Fe*?) ve 10 g/dL H202 varhiginda
yapilan 6l¢iimlerde en yiikksek HRP enzim aktivesi 100 mM asetat tamponunda test edilmistir.

Hazirladigimiz altin elektrodumuz ile sirasiyla 25, 50, 100 ve 200 mM derisimlerinde asetat
298

tamponu ilave edilen dl¢iim hiicresine her bir asetat tamponu konsantrasyon i¢in 200 pg/dL

ferrdz demir (Fe*?) ve 10 g/dL H20: ilave edilerel dlgiimler gergeklestirilmistir. Bu dlgiilerden

elde edilen degerler sekil 3.4’de gosterilmistir.

200 pg/dL Ferr6z demir (Fe*?) derisimi
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Sekil 3.4. 200 pug/dL ferrdz demir (Fe*?) derisiminde elde edilen enzim aktivite degerleri.

Sekil 3.4’deki grafik ncelendiginde 200 pg/dL ferrdz demir (Fe*?) ve 10 g/dL H202 varliginda

yapilan 6l¢iimlerde en yiiksek HRP enzim aktivesi 100 mM asetat tamponunda test edilmistir.

Asetat tamponu derigimleri (mM)
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Sekil 3.5. Farkli asetat tampon derisimlerine bagli olarak gergeklesen enzim aktivite degerleri.

25, 50, 100 ve 200 mM derisimlerinde asetat tamponu derisimlerinde, 50, 100, 150 ve 200
ug/dL ferrdz demir (Fe*?) kullanilarak HPOD enzimi igin elede edilen katalitik aktivite
degerleri Sekil 3.5’te gosterilmistir. Bu sonuglara gore, 50, 100, 150 ve 200 pg/dL ferréz demir
(Fe*?) kullanilarak yapilan &lgiimlerin tamaminda optimum enzim aktivitesi 100 mM asetat
tamponu derisiminde elde edilmistir. 50 ve 200 mM asetat tamponu derisimlerinde HPOD
enzim aktivitesinin kismen azaldigi, 25 mM asetat tamponu derisiminde HPOD enzimi katalitik
aktivitesinde daha fazla bir diisiisiin oldugu gézlenmistir. 100 mM asetat tamponu derisiminden

daha az veya daha yiiksek derisimlerde HPOD enzim aktivitesinin azaldig1 goriillmektedir.

4. SONUC VE ONERILER

Elektrokimyasal ¢alismalarda farkli tampon derisimlerinin enzim aktivitesi iizerine etkisini

arastirmak i¢in 25, 50, 100 ve 200 mM derisimlerdeki asetik asit tamponlar1 hazirlanmis ve 5’er
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mL 6l¢iim hiicresine koyularak her derisim i¢in ayr1 6lgme islemi gergeklestirilmistir. Farkl
astat tamponu derisimlerinde HRP enzimi farkli katalitik aktivite géstermistir. Optimum enzim
aktivitesinin, derisimi 100 mM olan asetik asit tamponunda gergeklestigi goriilmiistiir. Bu
sonuglar elektrokimyasal ¢aligmalarda tamponun pH degerinin yani sira, tamon derigiminin de

enzim aktivitesi lizerinde dnemli 6l¢tide etkili oldugunu gostermektedir.

100 mM iizerindeki derisimlerde iyonik kuvvetin artmasi ile HPOD enzimi Katalitik
aktivitesinde azalmay tetikledigi diistiniilebilir. Ayn1 zamanda 100 mM altindaki derisimlerde
enzimin aktivitesindeki diislise iyonik kuvvetin azalmasiin neden oldugu sdylenebilir. Bu
sonuclar dogrultusunda enzimlerin optimum katalitik aktivite gosterdigi kendilerine 6zgii
tampon derisimlerinin oldugunu sdyleyebiliriz. Elektrokimya c¢alismalarinda enzimlerle
yapilan testlerde tamponun tiirii ve pH’sinin yan1 sira, tampon derisiminede dikkat edilmesi

gerektigini Onerebiliriz.
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