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OZET

Bu c¢alismada, lignoseliilolitik aktiviteleri bilinen, fakat tekstil boyalarinin
renklerinin giderilmesi konusundaki aktiviteleri heniiz arastirilmamis olan;
Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden izole edilmis ve tanimlamasi yapilmis {i¢ mezofilik
Streptomyces susu secilmistir. Calismada kullanilan suslarin hepsinde de en yiiksek
renk giderim aktiviteleri, 10 giinliik inkiibasyon periyodunun 4. ve 5. giinlerinde
belirlenmigtir. Calisilan suslarin hepsi de en yiiksek renk giderim aktivitesini kiiltiir
pH’smmin 7 ve 8 oldugu cevresel kosullarda gergeklestirmistir. En yliksek renk
giderim aktivitesi ise Streptomyces sp. F2621 (%38) tarafindan %0,6 (w/v)
ogitiilmiis bugday samani igeren kiiltiir ortamlarinda belirlenmigtir. Calismada
kullanilan diger iki sus olan Streptomyces sp. F3118 ve Streptomyces sp. F4880’in
renk giderim aktiviteleri ise aymi kiiltlir ortaminda sirasiyla, %13 ve %15 olarak
gerceklesmistir. Streptomyces suslar1 tarafindan gerceklestirilen renk giderim
aktiviteleri ile parelel olarak iiretmis olduklari ekstraselliiler peroksidaz aktiviteleri
ise bu suslarin renk gideriminde rol alan enzimlerin, lignoseliilloz degredasyonunda

rol alan enzimlerle iliskili olduguna isaret etmektedir.

Anahtar kelimeler: Renk giderimi, lignoseliiloz, peroksidaz, tekstil boyasi,
Streptomyces.



ABSTRACT

In this study, decolorisation activities of three mesophilic Streptomyces strains,
which were isolated and identified from different regions in Turkey and
lignocelulolytic activities has been studied previously, were investigated. All of
these strains exhibited the greatest decoloriastion activities at the 4th_sth day of the
incubation period. All of strains used in this study also exhibited the greatest
decoloriastion activities at the pH of 7.0 and 8.0. The highest decolorisation activities
(30%) were observed by Streptomyces sp. F2621, which were grown in the presence
of %0.6 (w/v) ball-milled wheat straw as a suplementery carbon and energy source.
The highest decoloriasation activities by Streptomyces sp. F3118 and Streptomyces
sp. F4880 which were the other strains used in this study, were observed as 13% and
15%, respectively, in the same culture medium. Extracellular peroxidases which
were produced by the strains used, were determined in the same profile with
decolorisation activities of corresponding strains. These finding indicate that there
may be a relationship between dye decolorisation activities and activities of these

strains.

Key words: Decolorisation, lignocellulose, peroxidase, textile dyes, Streptomyces.
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1. GIRIS

Boyar maddelerinin 6zellikle tekstil sanayisinde kullanildigi bilinmektedir.
Tekstil iirlinlerinin boyama banyolarindan ¢ikan sular, tekstil fabrikasi ¢ikis sularina
verilmektedir. Renkli ¢ikis suyunun, boyama, baski ve yikama islemlerinden
kaynaklandig1, renk derecesinin ise boyar madde derisimine ve kullanilan boyar

maddenin yapisina bagli oldugu belirtilmistir [1].

Ik sentetik boyar madde olan Muavine’nin 1856'da W.H.  Perkin
tarafindan bulunmasindan bu giine, ozellikle ingiltere, Fransa, Almanya ve
Isvigre basta olmak iizere bu sektdr bir endiistri halini almistir. Giiniimiizde
tiretilen boyar maddelerin 100 000 den fazla farkli yapida oldugu, y1llik {iretiminin
yaklagik 7x10° ton oldugu ve bu boyar maddelerin %10-15'i atik-su ile alict
ortama desarj edildigi [2] g6z Oniine alindiginda boyar madde i¢eren atik-sularin

arittminin gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.

Tekstil sanayinde kullanilan boyar maddelerin fabrika atiklari ile dis ¢evreye
verilmesi, gesitli sagliksiz kosullarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Ozellikle
boyali fabrika suyunun direkt olarak verildigi atik sular, renk, koku, goriintii
yoniinden dogal ortami1 bozmakta, bdylece ortamda bulunan dogal flora ve faunay1
yok etmektedir. Cesitli aragtirmalar gdstermistir ki, boyar maddelerin en etkili ve
sagliklt aritimi mikroorganizmalarla olmaktadir. Mikroorganizmalarla aerobik ve
anaerobik kosular altinda boyar maddeler, renksiz aromatik amin formuna
indirgenmektedir. Ancak bu indirgenme iiriinleri bile insanlar ve hayvanlar tizerinde

toksik, mutajenik ya da kanserojenik etki gosterebilmektedirler [3].

Tekstil ve boyama endiistrilerinde sentetik boyalarin kullanimi, bu boyalarin
sentezinin kolay ve ucuz olmasinin yani sira, olduk¢a dayanikli ve dogal boyalarla
karsilagtirildiginda renklerinin  oldukga ¢esitli olmalar1 nedeniyle giderek
artmaktadir [4]. Boyar maddelerin kullanilabilirliginin en 6nemli kriterleri, 1s1kta ve
yikama esnasinda kararliligini yiiksek oranda korumasi ve mikrobiyal saldiriya karsi
direncli olmasidir. Bu nedenle, boyar maddeler c¢ogunlukla tam olarak
parcalanamazlar ve aritma tesislerinde atik sudan tam olarak uzaklastirilamazlar [5].

Biitiin boyar maddeler toksik olmasa da [6, 7] ¢evre kirleticisi olarak tanimlanir.



Yaygin olarak kullanilan atik su aritim sistemlerinin ¢ikis suyundaki renk
siddetinin yeterli diizeyde aritilmadig1 ve bununda alic1 su ortaminda renk kirliligi ile
sonuclandig1 kabul edilmektedir. Rengin atik sularda ozellikle fark edilen kirletici

oldugu ve alic1 ortamlara desarj edilmeden 6nce giderilmesi gerektigi rapor edilmistir

[8].

Boyar maddelerin sudaki ¢ok diisiik derisimlerinde (1 ppm’den az) bile gozle
goriilebilir oldugu, alic1 ortamlarda goriintliyii bozduklari, suyun 151k gecirgenligi ve

gazlarin ¢oziliniirliiklerini etkiledikleri rapor edilmistir [9].

Cevreye verilen ve c¢evre kirleticileri olan boyar madde molekiillerinin
yapilarina bagli olarak, uygun mikroorganizma ve uygun ortam kosullarinin
belirlemesi gerekmektedir. Uygun maliyet agisindan, laboratuar kosullarinda, temel
bilim diizeyinde arastirmalarin yapilmasi ve uygun kosullarin uygulamaya
gecirilmesi gerekmektedir. Genis miktarda yapisal olarak farkli bir¢ok boyar madde,

tekstil sanayinde oldugu kadar diger sanayi alanlarinda da kullanilmaktadar.

Bu calismada, cevreye zararli etkileri olan ve tekstil fabrikalarinda yaygin
olarak kullanilan fenolik yapidaki Poly R-478 boyar maddesinin Streptomyces sp.
F2621, Streptomyces sp. F3118 ve Streptomyces sp. F4880 suslar1 ile sivi
fazda renk giderimi karsilastirmali olarak arastirilmig, renk gideriminin
optimal oldugu cevresel kosullar belirlenerek, renk giderimi ile lignin
degredasyonunda rol alan peroksidaz enzimlerinin {iretimi arasinda bir

korelasyonun olup olmadigi incelenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMALARI
2.1. RENK VE RENK TEORILERI

Renk, 1518a bagh bir kavramdir. Isigin olmadigi karanlik bir yerde cisimlerin
renklerini fark etmek miimkiin degildir. Goziimiiz sadece 1s18a karst duyarh
oldugundan, ancak 1s18in varliginda renkler fark edilebilir. Renk kelimesi ise

subjektif bir kavram olup bir¢ok anlamda kullanilabilir [10].

Psikolojik renk, insan beyninde uyandirilan bir duygu olarak ifade edilebilir.
Fizyolojik renk, farkli 1s1ik tiirlerinin (6rn. Glines 15181, elektrik lambasi vs.)
goézlimiiziin retinasinda ve gorme sinirlerinde olusturdugu fizyolojik olaylar
toplulugudur. Fiziksel renk ise belirli bir 15181 hangi dalga boylarini hangi oranda
icerdiginin Ol¢li ve rakamlarla kesin olarak belirtilmesidir.  Fiziksel renk,

spektroskopik yontemlerle 6l¢iilmektedir [11].

Cisimlerin renkli goriilebilmesi i¢in, goriinen 151k spektrumu igerisinde, ilizerine
diisen 15181n bir kismin1 absorbe etmesi ve bir kismini ise gecirmesi veya yansitmasi
gerekmektedir. Cisimler, kimyasal yapilarina ve kismen de fiziksel 6zelliklerine
bagimli olarak belirli dalga boyundaki 15181 absorbe ederken geri kalan dalga boyunu
yansitirlar. Goziimiiz, o cismi yansitilan 15181n dalga boyuna es deger renkte goriir

[10].

Maddelerin kimyasal yapisi ile renkliligi arasindaki iligki ise sentetik boyar
maddelerin bulunmasi ile birlikte arastirilmaya baslanmistir [10]. 1868 yilinda
Graebe ve Lieberman, organik bilesiklerin renkli olmasinin nedeninin, bu bilesiklerin
doymamis karakterde olmalar1 ile iliskili oldugunu fark etmislerdir. Yapilan
denemelerde, renkli organik bilesiklere hidrojen katildiginda rengin kayboldugu,
ayni bilesiklerden hidrojen ¢ikartildiginda ise rengin tekrar ortaya c¢iktigi
goriilmiistiir. Bu denemenin sonucu olarak ileri siiriilen: “rengin molekiildeki
doymamishktan ileri geldigi” tezi, bugiin de diger nedenlerle birlikte renkliligin

temel sartlar1 arasinda yer almaktadir.

Graebe ve Lieberman’in caligmalarini izleyen bir diger renk g¢aligmasi ise

1896°da Witt tarafindan ortaya atilan * kromofor gruplar” teorisidir. Witt’e gore bir



bilesigin renkliligi, molekiilde doymamis karakterde nitrozo veya nitro, karbonil ve
azo gibi gruplar ile zayif asidik veya zayif bazik karakterde hidroksil ve amino gibi
gruplarin bulunmasi ve bunlarin karsilikli etkilesiminden ileri gelmektedir. Bu
aragtirmaci, biitiin hidrokarbonlarin renksiz oldugunu ancak bunlara kromofor adi
verilen doymamis gruplarin baglanmasi ile renkli goriindiiklerini belirtmistir.
Kromofor grup baglanmis hidrokarbonlara kromejen adi verilmektedir. Ancak
kromojenler, boyar madde 6zelligi gostermektedirler. Witt kromojenlerin, boyar
madde oOzelligi kazanabilmesi i¢in oksokrom admi verdigi, ikinci seri grup
molekiillerin bilesige baglanmasi gerektigini ileri slirmiistiir. Bir¢ok durumda
oksokrom gruplar, renk olusmasinda kromoforu tamamlamakla kalmayip, molekiiliin
suda ¢oziinmesini ve life kars1 belirli bir affiniteye sahip olmasini saglar. Oksokrom
gruplarin  kromojene baglanmasi ile hem renk siddeti hem de renk derinligi

artmaktadir [11, 12].

Witt’in bu teorisi, biitiin renk olaylarin1 tam olarak agiklayamaz. Ciinki, bu
grubun kromofor ozellik gosterebilmesi i¢in gereken kosullar ile kromofor ve
oksokrom gruplar arasindaki iligkiyi ag¢iklayamamaktadir.  Bundan sonraki
gelismeler birbirinden tamamen farkli iki yolda ylirlimistiir. Birincisi, Willstatler’in
merikonoid teorisi’dir.  Ikincisi ise Dilthey ve Winzinger’in koordinatif
doymamishk teorisi’dir. Secimli 151k absorbsiyonunu agiklamaya yeterli
olmadiklarindan, merikinoid ve koordinatif doymamislik teorilerinin dogru ydnleri
birlestirilerek, 1931 yilinda F. Arnt tarafindan bugiin de en gecerli renk teorisi olan

“ara hal teorisi” ortaya atilmistir [11].

Bu teoriye gore, boyar maddeler elektron alan ve veren gruplar icermeleri
nedeni ile mesomer sistemlerdir. Kromofor gruplar, genel olarak elektron alan
(elektrofil) gruplardir. Oksokrom gruplar ise yapisindaki ortaklasmamuis elektron
cifti iceren gruplar olduklarindan elektron veren gruplardir. Boyar maddenin
yapisinda kromofor ve oksokrom gruplar bulundugundan, yani mesomer sistemler
olduklarindan, elektronlar1 sabit olmayip smir formiiller arasinda ara kademeler
tizerinde yer degistirirler. Ancak bdyle bir mesomer polarize olabilen gruplar (gift
baglar) sayesinde miimkiindiir. Buna gore, organik bir bilesigin renkli olmasi ve

boyar madde olarak kullanilabilmesi i¢in kromofor ve oksokrom gruplarin yaninda



polarize olabilen gruplar da igermesi gerekmektedir [10].

Kromofor, oksokrom

gruplar ve kromojen yapilar Sekil 2.1 ve Sekil 2.2’de gosterilmektedir [11, 12].

Kromofor Gruplar Oksokrom Gruplar
-N=N- Azo -HN, Amino
~c-=0 Karbonil -NHR Substitue amino
~ -NR,

o) , -OH Hidroksil
—N<_ Nitro
o) -SH Tiyoalkol
- Metoksi
>C=C/ Etilen OCH,
~
-SO,H Sulfonik asid
>C=NH Karbamino .
-0 -C,H, Fenolik
™~ =S Tiyokarbonil
-N=0 Nitrozo
ekil 2.1. Kromofor ve oksokrom gruplar [11].
grup
Kromojen Oksokrom Boyarmadde

Azobenzen

Dibenzoil-etilen

O | -

Oy

p-hidroksi-azobenzen

Sekil 2.2. Kromojen, oksokrom boyarmaddeler [12].



2.2. BOYA VE BOYAR MADDELER

Cisimlerin yiizeyinin ya dis tesirlerinden korunmasi ya da giizel bir goriiniim
saglanmas1 icin renkli hale getirilmesinde kullanilan maddelere boya denir.
Konusma dilinde ¢ogu kez boya ve boyar madde kelimeleri birbirinin yerine
kullanilmaktadir. Oysa ki bu iki kelime es anlamli degildir. Boyalar uygulandiklari
alanlara higbir degisiklik yapmazlar. Kazimakla ylizeyden biiylik parcalar halinde
uzaklagtirilabilirler. Cisimlerin (kumas, elyaf, vb.) kendilerini renkli hale getirmede

uygulanan maddelere ise boyar madde denir [10].

Genellikle boyar madde olarak isimlendirilen maddeler anorganik, tekstilde
kullanilan maddeler ise organik yapidadir. Anorganik dogal boyar maddelere 6rnek
olarak Fe,03, Cr,0s, Pb3O4, HgS, grafit, vb. maddeler gosterilebilir. Boyalar, dogal
kokenli olanlarin yaninda biiyiik ¢ogunlukla sentetiktir. Dogal boyar maddeler
genellikle hayvanlarin deri ve salg1 bezlerinden, bitkilerin kok, kabuk, tohum, meyve
gibi kisimlarindan ya da maya ve bakteriler gibi mikroorganizmalardan basit

kimyasal iglemler sonucu elde edilmektedir [11].

Kullanim alanlar1 ¢ok genis olan sentetik boyalarin %80°1 tekstil sanayisinde,
yilin, pamuk, ipek, deri vb. maddelerin boyanmasi i¢in kullanilmaktadir. Tekstil
sanayinden sonra sentetik boyalarin kullanildig1 alanlar plastik materyaller, sentetik

lifler, lastik sanayi, agag-seliiloz sanayi vb. gibi sanayi alanlaridir [10].

2.2.1. Boyar Maddelerin Siniflandirilmasi

Boyar maddeler bir¢ok sekilde simiflandirilabilir.  Siniflandirma, boyar
maddelerin ¢oziiniirliiklerine, kimyasal yapilarina, boyama 6zelliklerine ve kullanilis
yerlerine gore yapilmaktadir [11, 12]. Boya uygulayicilar1 (boyacilar) ise genellikle
boyar maddenin kimyasal yapisina degil de onun hangi yontemle elyafi
boyayabildigine bakarlar. Bu nedenle, burada boyalarin siniflandirilmasi, boyama

ozelliklerine gore ele alinmaktadir.



2.2.1.1. Bazik boyar maddeler

Katyonik boyar maddeler olup, renkli bir katyon ile renksiz bir anyondan
ibarettir [10]. Pozitif yik tasiyicist olarak N ve S atomu igerirler. Yapilarindan
dolay1 bazik olarak etki ettiklerinden, anyonik grup iceren liflere baglanirlar.
Baglica, poliakrilnitril kismen de yiin ve pamuk elyafinin boyanmasinda kullanilir.
Elyaf-boyar madde iliskisi iyoniktir. Boyar madde katyonu, elyafin anyonik gruplari
ile tuz olusturur. Bazik boyar maddeler ile seliilozik elyafin boyanmasinda tanen, K-
antimonil tartarat gibi maddelerle mordanlama gerekir [11, 12]. Bazik boyar
maddeler, parlak ve canli renk vermelerine karsin yas hasliklart (suya karsi

dayaniklilig1) ve 1s1k hasliklar1 (1s18a kars1 dayaniklilig) diistiktiir [10].

2.2.1.2. Asit boyar maddeler

Genel formiilleri Bm-SO3Na" (Bm: boyar madde renkli kismi) seklinde
yazilabilen asit boyar maddeleri, molekiilde bir veya birden fazla siilfonik asit grubu
(-SOsH) veya karboksilik asit grubu (-COOH) igerirler. Bu boyar maddeler,
oncelikle yiin, ipek, poliamid, katyonik modifiye akrilonitril elyafi ile kagit, deri ve
besin maddelerinin boyanmasinda kullanilir.  Bu boyar maddelere asit boyar
maddeler isminin verilmesinin nedeni, uygulamanin asidik banyolarda yapilmasi ve
hemen hemen hepsinin organik asit tuzlarini olusturmalaridir. Asit boyar maddeleri,
kimyasal bakis agisindan anyonik boyar maddeler grubuna girer. Siilfonik asit grubu
iceren direkt, metal-kompleks ve reaktif boyar maddeler de anyonik yapidadir.
Fakat, farkli yontemlerle boyama yaptiklarindan asit boyar maddeler sinifina girmez.

Asit boyar maddelerle elyaf iliskisi iyonik bag seklindedir [10].

2.2.1.3. Direkt boyar maddeler

Bunlar genellikle siilfonik, bazen de karboksilik asitlerin sodyum tuzlaridir.
Yap1 bakimindan direkt ve asit boyar maddeler arasinda kesin bir siir yoktur.
Boyama yontemi bakimindan farklandirilirlar. Direkt boyar maddeler, 6nceden bir
islem yapilmaksizin (mordanlama) boyar madde ¢dzeltisinden seliilloz veya yiine
dogrudan dogruya cekilirler. Elyafin i¢ misellerinde hi¢bir kimyasal bag meydana
getirmeksizin depo edilirler. Renkli kisimda bazik grup igeren direkt boyar



maddeler, sulu ¢ozeltide zwitter iyon seklide bulunurlar. Suya karst dayaniklilig
(yas hasliklar1) simirhidir. Fakat boyama sonrasi yapilan ek islemlerle yas hasliklari

diizeltilebilir [10].

2.2.1.4. Mordan boyar maddeler

Mordan sdzciligli, boyar maddeyi elyafa tespit eden madde veya bilesim
anlamini tasir. Bircok dogal ve sentetik boyar madde bu gruba girer. Bunlar asidik
veya bazik fonksiyonel grup igerirler ve bitkisel ve hayvansal elyaf ile kararsiz
bilesikler olustururlar. Bu nedenle hem elyafa, hem de boyar maddeye karsi ayni
kimyasal ilgiyi gosteren mordan, dnce elyafa yerlestirilir; daha sonra elyaf ile boyar
madde suda ¢6ziinmeyen bir bilesik vermek iizere reaksiyona sokulur. Bdylece
boyar maddenin elyaf iizerinde tutunmasi saglanir.  Mordan olarak, suda
¢oziinmeyen hidroksitler olusturan Al, Sn, Fe, Cr tuzlar1 kullanilir. Bu tuzlarin
katyonlar1 ile boyar madde molekiilleri, elyaf {izerinde suda ¢oziinmeyen
kompleksler olusturur. Giliniimiizde yalniz krom tuzlart yiin boyamada 6nem

tasimaktadir [10].

2.2.1.5. Reaktif boyar maddeler

Elyaf yapisindaki fonksiyonel gruplar ile gercek kovalent bag olusturabilen
reaktif gruplar iceren boyar maddelerdir (Sekil 2.3). Seliilozik elyafin boyanmasinda
ve baskisinda kullanilan ve son yillarda gelistirilen bu boyar maddeler ayrica yiin,
ipek ve poliamid boyanmasinda kullanilirlar. Gergek kovalent bag nedeni ile elyaf

tizerine kuvvetle uygulanirlar [10].

2.2.1.6. Kiip boyar maddeler

Karbonil grubu iceren ve suda c¢oéziinmeyen boyar maddelerdir. Bunlar
indirgeme ile suda ¢oziiniir hale getirilir ve bu halde iken elyafa ¢ektirilirler. Daha
sonra oksidasyonla yeniden ¢oziinmez hale getirilirler. Indirgeme araci olarak
sodyum ditiyonit (Na;S,04), oksidasyon i¢in hava oksijeni kullanilir. Indirgeme

sonucu boyar madde molekiiliindeki keto grubu enol grubuna doniigiir. Meydana



gelen sodyum leyko bilesiginin direkt boyar maddeler gibi elyaf affinitesi yiiksektir.
Daha c¢ok seliilozik, kismen de protein elyafin boyanmasinda kullanilirlar. Dogal
kokenli olanlar1 (indigo) eskiden beri bilinmektedir. Kiip boyar maddesindeki
karbonil grubu, oksijeni indirgediginde enolat oksijenine doniisiir. Bunlardan ilkinde
kromofor, ikincisinde oksokrom &zellik gdsterir. Bu nedenle kiipleme (indirgeme)

islemi az veya ¢ok renk degisimi gosterir [10].
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Sekil 2.3. Reaktif boyar maddeler [10].



2.2.1.7. Inkisaf boyar maddeleri

Elyaf {izerinde olusturularak son sekline doniistiiriilebilen biitlin boyar
maddeler bu smifa girer. Azoik boyar maddeler de denilen Naftol-AS boyar
maddeleri bu siniftandir. Bunlardan elyaf affinitesi olan bilesik 6nce elyafa
emdirilir. Daha sonra ikinci bilesenle reaksiyona sokularak suda ¢dziinmeyen boyar
maddeye doniistiiriiliir. Bu islemle hemen hemen tiim renk ¢esitlenmeleri elde edilir

[10].

2.2.1.8. Metal-kompleks boyar maddeleri

Belirli gruplara sahip bazi azo boyar maddeleri ile metal iyonlarinin kompleks
teskili ile olusturduklar1 boyar maddelerdir. Kompleks olusumunda azo grubu rol
oynar. Metal katyonu olarak Co, Cr, Cu,ve Ni iyonlar1 kullanilir. 1:1 ve 1:2’lik
metal kompleks boyar maddeler olmak iizere ikiye ayrilirlar. Krom kompleksleri
daha ¢ok yilin ve poliamid; bakir kompleksleri ise pamuk ve deri boyaciliginda

kullanilir. Isik ve yas hasliklar yiiksektir [10].

2.2.1.9. Dispersiyon boyar maddeler

Suda eser miktarda ¢ozilinebilen, bu nedenle sudaki dispersiyonlar1 halinde
uygulanabilen boyar maddelerdir.  Boyar madde, boyama islemi sirasinda
dispersiyon ortaminda hidrofob elyaf {izerine diflizyon yolu ile ¢ekilir. Boyama,
boyar maddenin elyaf i¢inde ¢oziinmesi seklinde gerceklesir. Dispersiyon boyar
maddeleri baslica poliester elyafini boyanmasinda kullanilir. Ayrica poliamid ve

akrilik elyafi da boyarlar [10].

2.2.1.10. Pigment boyar maddeler

Tekstil elyafi, organik ve anorganik pigmentlerle de boyanabilir. Daha ¢ok
organik olanlar1 tercih edilir. Pigmentlerin elyaf affinitesi yoktur. Kimyasal bag ve
absorbsiyon yapmazlar. Baglayici madde denilen sentetik reg¢ineler ile elyaf iizerinde
baglanirlar. Pigment boyar maddeleri suda ¢oziinmediklerinden, sudaki yag ve

yagdaki su emiilsiyonlar1 seklinde ince dagilmis olarak kullanilirlar. Emiilsiyon,
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elyaf veya kumagsa emdirildikten sonra bozulur. Pigment, kumas ylizeyinde ince
dagilmis halde kalir. Sikilarak kurutulduktan sonra 140-170 °C’da fiske (termofiks)
edilir. Ozellikle agik renklerde yikama ve 1s1k hasliklari iyidir. Siirtinme hashigmin
yiiksek olmayisi, koyu renklerin elde edilmemesi, baglayici filmin hava etkisi ile
parcalanmasi, baglayicinin kumasa sertlik vermesi sakincali 6zelliklerdir. Bu
kusurlar1 gidermek i¢in son zamanlarda arastirmalar yapilmis ve ilerlemeler

kaydedilmistir [11, 12].

2.3. TEKSTIL VE KONFEKSIYON SEKTORUNDE EKOLOJI

“Ekolojik tekstil” veya ‘“ekotekstil” terimi, elyaf halinden bitmis haldeki
tiriiniin olusumuna kadar olan tiim islem basamaklarinda ¢evre gozetilerek iiretilmis,
kullanim asamasinda ise kullaniciya zarar vermeyen, kullanildiktan sonra atilacak
olan {iriinlin ise geri-donilisiimiiniin oldugunu veya c¢evreye zararsiz iirilinlere

doniisebildigini ifade etmektedir [13].

2.3.1. Uretim Ekolojisi

Tekstil sektorii en fazla su, hava, kimyasal madde ve enerji tiiketen endiistri
dallarindan birisidir. Hammaddeden baslayarak bitmis {iriin haline gelinceye kadar
tekstil mamiillerine cesitli islemler uygulanmaktadir. Ozellikle terbiye isletmelerinde
misteriler tarafindan istenilen Ozelliklerin (renk, tutum, v.b.) kazandirilmasi
amaciyla tekstil malzemeleri iizerine cesitli sartlarda muhtelif kimyasal maddeler ve
boyar maddeler uygulanmaktadir.  Ekotekstiller kavrami iginde kalan {iretim
ekolojisi; bu islem asamalarinda ortaya cikan, insana ve cevreye zararli atiklarla
ilgilenmektedir. Uretim ekolojisinde lif cinsinin énemi biiyiiktiir. Dogal lifler

ozellikle de pamuk ekolojik tekstil iiretiminde tercih edilmektedir [14].

2.3.2. Atik Ekolojisi

Islevini yerine getiren her malzeme atik olur. Atik ekolojisi kavrami ise
kullanim1 sona eren tekstil tirlinlerinin zararli maddeler yaymaksizin geri-doniisiim,

ayristirma yoluyla veya havanin saflifina zarar vermeksizin 1siyla yok edilmesi

11



(termal eliminasyon) esaslarina dayandirilmistir.  Eskiyip ¢Ope atilan tekstil
tirlinlerinin, yakilarak, cliriimeye birakilarak, depolanarak veya baska bir sekilde yok
edilirken ¢evreye ve insanlara zarar vermemesi gerekir. Bu alanda en 6nemli ¢6ziim
ise  geri-doniistimdiir. Yani eskiyen tekstil iriinlerinin liflerinin tekrar

kullanilmasidir [15].

2.3.3. Insan Ekolojisi

Insan ekolojisi hazir giyimin, kullanicilara ve yakin ¢evresine olan etkilerini
kapsar. Normal kullanim kosullarinda insanlara zararli etkileri oldugunu bildigimiz
maddelerin tekstillerde yogunlagsmast onlenmelidir. Bu maddelerin insana verdigi

zararlar deri ile temas, solunum ve sindirim yoluyla olabilir [16].

2.3.3.1. Tekstil boyar maddelerinin ortaya ¢ikardigi problemler

Dogal boyar madde uygulamalarinin ve arastirmalarinin baslangic1 Cin ve Orta
Asya'ya dayanmaktadir. Dogal boyar maddeler, dogada mevcut bitkilerin kok,
gbvde, yaprak, meyve ve meyve kabuklarinin yapisinda veya hayvanlarin, genelde
ise kabuklu deniz bocekleri, salyangoz ve kosnil yapisinda mevcut boyar maddeler
olarak tanimlanabilir. Dogal boyar maddeler hayvansal ve bitkisel kdkenli olmak
tizere kendi igerisinde iki ana grupta incelenir. Bitkisel kokenli dogal boyar
maddeler dogada sayilar1 pek ¢ok olan bitkilerin meyve, kok, yaprak, kabuk,
cekirdek gibi kisimlarindan elde edilir. Hayvansal kokenli boyar maddeler ise

dogada bulunan kosnil, kermes, mureks gibi boceklerden elde edilmektedir.

Son yillarda artan ¢evre bilinciyle dogal boyar maddelere dogru bir yonelim
vardir. Kimyasal maddelere karsi giivensizlik sonucu dogal boyar maddelerle
boyanmis, kismen daha diisiik renk hasliklarina sahip ve yliksek fiyath giysileri
kabul eden alic1 kesimi mevcuttur. Dogal olarak boyanmis tekstil mamullerine artan

bir talep bulunmaktadir.

Sentetik boyar maddeler, 19. yiizy1l ortalarinda dogal boyar maddelerin
kimyasal esaslarinin arastirilmasi sonucunda gelistirilmislerdir. ~ Sentetik boyar

maddelerin ard arda gelistirilmesi sonucunda dogal boyar maddeler anlamlarini
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yitirmislerdir. Sentetik boyar maddeler, dogal boyar maddeye karsin hazir petro
kimyasal hammaddelere dayanarak uygun maliyetlerde boyar madde iiretimi
saglamigtir. Yiiksek hasliklarda boyamalar, dogal boyar maddelerle yapilan pahali

ve ayrintili boyama yontemlerinin sadelestirilmesini saglamistir.

Su an kullanimda olan boyar maddelerin %70'i azo boyar maddeler sinifina
aittir. Azo boyar maddeler nispeten kolay ve biitiin boyar madde niianslarinda ve
farkli kullanom amaglar1 i¢in farkli hasliklarda iiretilebilmektedir. Enzimlerin
etkisiyle organizmada aromatik aminlere indirgenebilmektedir. Bunlardan bazilari
kanserojen ozellige sahiptir. Yaklasik olarak piyasada bulunan 3200 adet azo boyar
maddesinden 130 tanesinin belirli kosullar altinda rediiktif par¢alanmasi sonucunda

kanserojen arilamin bilesiklerinin olusturdugu saptanmistir.

Cok parlak ve yas haslig1 yiiksek boyamalar veren krom boyar maddeleri de
kanserojen olmalari1 nedeni ile saglik acisindan zararlidirlar. Tekstil endiistrisinde sik
sik kullanilan reaktif boyar maddeler de tehlikelidir. Yiiksek hasliklara ve parlak
renklere sahip olan reaktif boyar maddeler proteinlerle de reaksiyona girebilmekte ve

alerjiye neden olmaktadir.

Sentetik boyar maddelerin insan sagligina ve ¢evreye olumsuz yonde etkisi
dogal boyar maddelere ilginin artmasina sebep olmustur. Ancak bitkisel boyar
maddeler, sarth olarak sentetik boyar maddelere alternatif sayilabilmektedir. Oyle ki
boyama bitkisinin iretimi i¢in son derece biiyilkk ekim alanlarina ihtiyag

duyulmaktadir ki, bu durum ekolojiye uygun degildir.

Yalnizca bitkilerden degil ayni zamanda baz1 bdceklerden de dogal boyar
madde elde edilebilir; ancak yine burada gerekli boyar madde i¢in ¢ok fazla bocege

ihtiyac vardir. Bu durum da ¢evre dostu bir islem degildir.

Bitki boyar maddeleri ile boyamada, fiksaj i¢in agir metal igeren tuzlara
gereksinim  duyulmaktadir. Ancak, c¢evre ve insan i¢in agir metallerin
kullanilmamas1 gerekmektedir. Bunlarin yerine ¢evreye daha az yiik veren demir
silfat ve sap kullanmak gerekmektedir. Hemen hemen biitiin dogal boyar
maddelerle boyamada boyar maddenin life fikse olabilmesi i¢in mordan kullanilmas1

zorunludur. Mordan maddeleri, lif ile boyar madde arasinda baglayict koprii gorevi
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tistlenir. Bdylece suda ¢oziintirliigli olan boyar madde, boya molekiilleri ile mordan
ve lif arasinda kurulan baglar sayesinde suda ¢oziilmez bir halde, liflerin {izerine

sabitlenmis olur.

Sentetik boyar maddeler de dogal boyar maddelere gore toksikolojik olarak
incelenmektedir. Kimyasal maddelerin kalitsal olarak degisen ozelliklerini "Ames
Testi" vermektedir. Bakteri irkinin gen degisikligine dayanan bu test, bu giin yeni

bir boyar maddenin gelistirilmesinin hazirlik doneminde rutin olarak yapilmaktadir.

Sentetik boyar madde liretim kosullarina bagli olarak son-iiriin, toksik agir
metal kalintilarim1 da icermektedir. Bu nedenle, elde edilen sentetik boyar
maddelerdeki diisiik metal icerigi, metalin ek bir yontemle uzaklastirilmasi zorunlu
oldugu i¢in kalite belirtisidir. Hasliklardan dolay1r birka¢ kullanim i¢in metal
kompleks boyar madde kullanma zorunlulugu vardir. Metal, kimyasal olarak boyar

madde molekiiliine baglidir ve boyar madde pargalanmadan ayrilamamaktir.

Dogal boyar maddeler, genellikle metal icermemektedir; ancak genellikle
mordan boyar maddeleri olarak kullanilmaktadirlar. Bu boyamada, agir metal tuzlar
biiyilk miktarda kullanilmakta oldugundan, boyama sonrasi metal iyonlarinin
uzaklastirilmasimin gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Yani fazladan bir c¢evre yiikii

getirmektedir.

Boyal1 tekstil malzemelerinde iyi veya cok iyi yas hasliklar istenmektedir.
Hasliklar; su, ter, tiikiiriik, siirtme hasliklar1 gibi tekstil mamuliiniin belli sartlar
altinda ne kadar boyar madde verecegini goérmek i¢in yapilan testlerdir. Yas
hasliklar ne kadar yiiksekse bu boyar madde molekiiliiniin, tekstil mamuliiniin lifine
o kadar iyi baglandigin1 gosterir. Tekstil malzemesine siki baglarla baglanmis bir
madde, insana deri yolu ile ge¢memektedir. Bu nedenle de boyali tekstil
malzemelerinde iyi veya ¢ok iyi yas hasliklar istenmektedir. Bunun da yani sira
yiiksek haslik ayn1 zamanda mamuliin renk bakimindan uzun siire rengini muhafaza

edecegini ve kullanim siiresinin uzun olacagini ifade eder.

Cevre acisindan kullanilan boyar maddenin rengi de 6nemlidir. Bir mamulii
koyu renklere boyamak demek daha fazla boyar madde kullanmak, bunun sonucu

olarak da daha fazla kimyasal madde ve su kullanmak demektir [16].
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Dogal boyar maddeler ile sentetik boyar maddeleri karsilastirildiginda ise her

iki tip boyar maddelerin de bazi avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir:

i. Dogal boyar maddeleri elde etmek i¢in ¢ok fazla miktarda bitki ve hayvan
yetistirilmesine ve endiistriyel olarak iiriin toplama ve ekstraksiyon teknolojisine
gereksinim vardir. Yiiksek boyar madde verimini yakalayabilmek icin boyama

bitkisinin yetistirilmesinin iyilestirilmesi diistiniilmelidir.

ii. Endiistriyel ~aritma  yapilmiyorsa, sentetik boyar maddelerle
karsilastirildiginda atik su yiikiinii ¢ok fazla arttiran dokiintii yiginlar1 ortaya
cikmaktadir. Buna ilave olarak dogal boyar maddelerin fiksajinda ekolojik diislinen

terbiyeciyi tirkiiten mordan kullanilmaktadir.

iii. Dogal boyar maddeler zor standardize edilmektedir. Az sayida renk tonlar
kullanilabilmektedir. Sentetik lifler i¢cin bu zamana kadar hi¢bir dogal boyar madde

bilinmediginden yalnizca yiin ve pamuk i¢in kullanilabilmektedir.
iv. Dogal boyar maddeler sentetik boyar maddelerden 5-10 kat daha pahalidir.

v. Su anda kullanilan dogal boyar maddelerin tekstil maddelerini boyama
talebini karsilamasinin miimkiin olmadig1 da goz Oniine alinarak, ¢evreye ve insan
sagligina zararli olmayan boyar maddelerin iiretiminin ve kullaniminin her gegen giin

artmasi beklenmektedir [16].

2.3.3.2. Agir metal iyonlarinin insan saglhigina etkisi

Agir metal iyonlariin bazilari ¢esitli boyar maddeler yoluyla tekstil mamuliine
gecebilir. Nikel, kobalt, bakir ve krom iyonlari ter yoluyla deriden insan viicuduna

gecebilmektedir [17].

i. Kromun etkisi: Krom, yiinli mamullerin boyanmasinda mordan olarak
kullanilan bir agir metaldir. Kromun viicuda etkisinde en ¢ok deri belirtileri
onemlidir. Krom {ilseri, krom iyonlarinin direkt etkisi ile olusmaktadir ve deride

deliklerin olusmasina neden olur.
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ii. Civamin etkisi: Kirklerin kirmizi renge boyanmasinda civa tuzlar
kullanilmaktadir. Civanin tipik kontakt dermatit olusturucu 6zelligi, deri proteinleri
ile reaksiyona girmesinden ileri gelmektedir. Akut ve kronik zehirlenmeler sonucu

bulanti, ruhi bozukluklar, titreme ve konusma bozukluklar1 goriilebilmektedir.

iii. Kobaltin etkisi: Kobalt B, vitamini merkez atomu olarak yagamsal 6neme
sahiptir, nikel ve Oncelikle demir gibi kan dolagimina katilmaktadir. Eksikligi

durumunda lethargie, agirlik kayb1 ve anemi goriilmektedir.

iv. Nikelin etkisi: Nikel yiiksek derecede alerjik maddedir. Terleme sonucu
derinin her cm*sinde bulunabilecek 10-40 ppm nikel, alerjik reaksiyonlara neden

olabilmektedir.

v. Bakirin etkisi: Hemoglobin ve pigmentlerde, karbonhidrat degisiminde ve
kollagen, elastin ve keratinin capraz baglanmasi icin gereklidir. Igme suyundaki
yiiksek bakir miktar1 nedeniyle siit bebeklerinde akciger hastaliklar1 goriilmektedir

[17].

2.3.4. AB'nin ve Tiirkiye'nin Ekolojik Tekstil Konusundaki Mevzuati
2.3.4.1. AB mevzuati

AB, tekstil iirtinlerinde ekoloji konusunu ilk kez 1976 yilinda yayinlanan
76/69/EEC Konsey Direktifi'nde ele almustir. S6z konusu direktif ile tekstil

tiriinlerinde kullanilan bazi tirlinlerin zararli olabilecegi belirtilmistir [18].

19 Temmuz 2002 tarihli, s6z konusu direktifin 19. kez degistirilmis sekli olan
2002/61/EC Direktifi ile kanserojen oldugu belirlenmis 22 adet aromatik arilamine
parcalanan azo boyar maddelerin tekstil ve deri {iriinlerinde kullanimi ve s6z konusu
boyar maddelerle boyanmis tekstil ve deri {irlinlerinin pazarda yer almasi
yasaklanmigtir. S6z konusu yasaklanmig arilaminlerin bulunabilecegi maksimum

derisimleri ise 30 ppm olarak belirlenmistir.

6 Ocak 2003 tarihli 2003/3/EC Direktifi ile 611-070-00-2 indeks nolu blue

colourant-mavi boyar maddenin- tekstil ve deri {irlinlerini boyamada kullanilmasi ve
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pazarda yer almasi yasaklanmistir. 30 Haziran 2004 tarihinden itibaren s6z konusu

yasaklamanin uygulamaya konacagi belirtilmistir.

Avrupa Komisyonu 2003/03/EC Direktifi ile 30 Haziran 2004 tarihinden
itibaren tekstil {iriinlerini boyamada kullanilan krom bazli azo boyar maddelerin

kullanimin1 ve pazarlamasini yasaklamigtir.

29 Nisan 2004 tarihli Komisyon Tavsiyesi'nde ise asetonitril, akrilamid,
akrilonitril, akrilik asit, biitadien, hidrojen floriir, hidrojen peroksit, metakrilik asit,
metil metakrilat, toluen, triklorabenzen maddelerinin ¢esitli {iye iilkelerce incelendigi

bildirilmistir.

Metakrilik asitin ¢evresel olarak, su ekosistemi i¢in gene belirli bir limit degere
ihtiya¢ oldugu belirtilmektedir. Toluen maddesi icin su ve kara ekosistemi agisindan
limit degerlerin olmasi gerektigi belirtilmistir.  Ayrica 2000/60/EC (Su Cevre
Direktifi) Direktifinin X. Ek'inde yer alan dncelikler listesinin tolueni i¢ine alacak
sekilde genisletilmesinin goz Oniine alinmasi gerektigi bildirilmektedir. 1,2,4-
Triklorabenzen icin su ve kara ekosistemler i¢in limit degerler olmasi gerektigi

belirtilmistir [18].

2.3.4.2. Tirkiye'deki mevzuat

Insan saghgina zararhi etkilerinin olmasi sebebiyle, Saglk Bakanligi'min
29.12.1994 tarihli ve 15488 sayili genelgesi ile bazi arilaminlerin yurt ig¢inde deri,
tekstil ve hazir giyim boyahanelerinde boya imali i¢in kullanilmasi ve bazi boyar
maddelerin yurt i¢inde deri, tekstil ve hazir giyim tirlinlerinde kullanilmasi 1.3.1995
tarihinden itibaren yasaklanmigtir. S6z konusu olan boyar maddelerin ithali de

1996/16 say1l1 ve 31.12.1995 tarihli Ithalat Tebligi ile yasaklanmistir [18].

2.4. BOYAR MADDELERIN MiKROBIYOLOJiK DEGREDASYONU

Mikrobiyal dekolorizasyonun etkisi, se¢ilen mikroorganizmanin adaptasyonuna
ve aktivitesine bagimlidir. Gegtigimiz onbes-yirmi yil igerisinde birgok
mikroorganizmanin; bakterilerin [19, 20, 21], funguslarin [22-24], mayalarin [25],

aktinomiset [26] ve alglerin [27] azo boyar maddeleri biyolojik olarak pargalama
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yetenegine sahip oldugu belirlenmistir. Bir¢ok azo boyar madde bakteriyel azo
rediiktazla, azo baglarinin anaerobik olarak parcalanmasiyla indirgenir. Ancak bu
boyar maddelerin aerobik olarak pargalanmasi zordur [8, 19]. Bununla beraber
fungal ligninolitik enzim sistemi (lignin peroksidaz, mangan peroksidaz ve lakkaz)
boyar maddelerin biyo-oksidasyonuna katilmaktadir [22]. Buna ragmen optimum
enzim aktivitesi i¢in diisik pH gereksinimi [28] ve dekolorizasyonun
tamamlanabilmesi i¢in gereken hidrolik alikoyma zamanmi [8, 28] boyalarin
degredasyonunda funguslarin kullanilmasindaki dezavantajlart olusturmaktadir.
Buna ek olarak funguslar, karisik kiiltiirlerde diger yararli organizmalarin gelismesini
engelleyebilmektedirler. Boylece fungal dekolorizasyon genis skaladaki

uygulamalar kisitlamaktadir.

Azo boyar maddeler, aromatik halkalarinda genellikle bir yada daha fazla
sulfonik asit grubu igerirler. Bu da deterjan etkisi gdstererek mikroorganizmalarin
gelisimini olumsuz olarak etkilerler [29]. Diger taraftan boyar maddelerin, niikleik

asit sentezinin inhibitorleri olduklar bildirilmistir [30].

2.4.1. Boyar Maddelerin Bakterilerle Degredasyonu

Trifenilmetan boyar maddelerin bakterilerle par¢alanmasiyla ilgili ¢ok az rapor
bulunmaktadir.  1981°de Yatome ve ark. trifenilmetan boyar maddelerin
Pseudomonas pseudomallei 13NA ile biyodegredasyonunu arastirmiglardir [31]. Bu
arastirmacilar Bazik Fuksin, Metil Violet, Kristal Violet ve Viktorya Mavisi olmak
tizere dort tip boyar madde ile ¢alismislardir. Caligmalar1 sonucunda, g¢alisma
kosullar1 altinda Metil Violet ve Kristal Violet pargalanirken, ayni sartlar altinda

Bazik Fuksin ve Viktorya Mavisi’nin parcalanmadigi gézlenmistir.

1991 yilinda Yatome ve ark. [32] Kristal Violet’in Bacillus subtilis IFO 13719
tarafindan degredasyonunu arastirmiglardir.  Bu arastirma sonucunda Kristal
Violet’in yani sira iki trifenilmetan boyar maddenin (Prarosanilin ve Viktorya
Mavisi) B.  subtilis’in biiylimekte olan hiicreleri tarafindan pargaladigini da
gozlemislerdir. Diisiik hiicre gelismesine ragmen B. subtilis, Kristal Violet’i ilk
sekiz saat i¢inde par¢alama yetenegi gostermistir. 24 saat sonra, hiicreler tamamen

gelistiginde ise bilesigin dekompose edildigi saptanmistir. Bazik Auromine O, Bazik
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Fuksin, Viktorya Mavisi B. subtilis tarafindan par¢alanmaktadir. Bunun yani sira E.
coli’nin Kristal Violet’i par¢alayamadigi saptamistir. Pseudomonas cepacia ve P.
cruciviae’de de benzer sonuglar elde edilmistir. Roth ve ark. [33] 21 hidrofobik
oleofilik bakteri 1rk1 izole ederek bunlarin dekolorizasyon aktivitesi gdsterdiklerini
belirlemiglerdir. Bu calisma sonucunda elde edilen izolatlar arasinda en aktif olan
irklarin ¢gogunun Mycobacterium’a ait oldugu goriilmiistiir. Aktif olan biitiin bu
wrklarin Kristal Violet’i ve Malasit Yesilini parcalayabildigi saptanmistir. Cam

boncuklara immobilize edilen hiicreler de benzer aktivite gostermektedirler.

Almanya’da bulunan bir patent firmasi [34] trifenilmetan serisinin ksenobiyotik
boyar maddelerini degrede edebilen Corynebacterium ve Mycobacterium irklarinin

kullanildig1 bir proses gelistirmistir.

Rafii ve ark. [35] azo boyar maddeleri indirgeyebilen anaerobik bakterilerin
insan diskisindan izolasyonu ve c¢alisilmasi i¢in proses gelistirmiglerdir. Bu
organizmalarin enzimatik aktivite gdsterebilmeleri i¢in ortama kofaktor olarak flavin

eklenmesi gerektigi belirlenmistir.

Baska bir ¢alismada, azo boyar maddeleri asimile ettigi bilinen bakteriler boya
fabrikast drenaj suyundan izole edilmis ve dekolorizasyon metabolik yollarini
aciklanmistir [36]. Bu aragtirmacilarin elde ettigi sonuglara gore, boyar madde

dekolorizasyon aktivitesinin uzun bir siire stabil kaldig1 belirlenmistir.

Sugiara ve ark. [37] topraktan ve atik sulardan izole ettigi bakteri irklarinin azo
boyar maddeleri degrede edebildigini gostermislerdir. Bu irklar; Bacillus sp. OY1-
2, Xanthomonas sp. NR25-2 ve Pseudomonas sp. PR 41-1’dir. Bu bakterilerin gida
boyar maddelerini pargalayabilen enzimler iirettikleri rapor edilmistir. Bu enzimler
Metil Kirmizisi’nin pargcalanmasini katalizlemektedirler ve dimetil p- fenildiamin ve

0-amino benzoik asit tiretmislerdir.

Chen ve ark. [38] bataklik gollerinden ve atik drneklerinden izole ettigi alti
bakteri rkinin tekstil boyar maddelerini pargalayabildigini gézlemlemislerdir. Bu
izolatlardan Aeromonas hydrophila’nin, g¢esitli boyar maddelerini en iyi sekilde
parcalayabildigi tespit edilmistir. A. hydrophila aerobik kosullarda iirese de en iyi

renk giderimi anaerobik kiiltiirlerde gozlenmektedir.
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2.4.2. Boyar Maddelerin Aktinomisetlerle Degredasyonu

Streptomyces chromofuscus, toprakta bulunan bir aktinomiset olup,
lignoseliilolitik aktiviteye sahiptir. Cogunlukla toprakta, kompostlarda, suda ve diger
cevrelerde bulunan aktinomisetlerin en Onemli 06zelligi, antibiyotik {iretme
yeteneginde olmalaridir [39]. Aktinomisetlerin, lignoseliilolitik bitki artiklarini,
tarimsal ve sehir atiklarini dekompose eden genis bir araliga sahip mezofilik ve
termofilik 1rklar1 bulunmaktadir [40]. Bu kalintilar genellikle ksenobiyotik
molekiillerle kirlenmis durumdadirlar [41]. Aktinomisetler O, N ve S oksidasyonlari
ve O- ve N- dealkilasyon reaksiyonlar1 gibi hidroksilasyonlar1 katalizlerler [42].
Bakteriyel sitokrom P4s0’nin bu reaksiyonlarin ¢ogunu katalizledigine inanilmaktadir
[43]. Volatilizasyon, = kompostlama proseslerinde  belirli  pestisitlerin

uzaklastirilmasinin belirlenmesinde 6nemli bir metot olarak goriilmektedir [41].

Trifenilmetan boyar maddelerin aktinomisetlerle degredasyonu ilk kez 1991°de
Yatome ve ark. [32] tarafindan agiklanmistir. Bu arastirmacilar, Nocordia corallina
ve N. globerula’nin Kristal Violet’i pargalayabildiklerini gozlemlemislerdir.
Dekolorizasyon aktivitesinin intraseliiler oldugu ve kiiltiir filtratinda dekolorizasyon
aktivitesinin olmadig1 da saptanmistir. Boyar maddeler 24 saat i¢inde tamamen
dekolorize edilmistir. Ayrica N. globerula tarafindan gergeklestirilen ve Kristal
Violet’in par¢alanma {iriinii olan Michler’s Ketone (KM) olarak adlandirilan bir

degredasyon liriinii de saptanmustir.

1993’te Yatome ve ark. yaptiklar1 bir baska calismada aktinomisetleri
kullanarak  trifenilmetan  boyar  maddelerin  parcalanma  mekanizmasini
aciklanmiglardir  [44]. N. corallina tarafindan Kristal Violet’in KM’ye
pargalandigini; buna ragmen tipik trifenilmetan boyar maddesi olan Aururomine
O’nun pargalanmadigini bildirmislerdir. N. corallina; Metil Violet, Etil Violet,
Bazik Fuksin ve Viktorya Mavisi’ni dekolorize etmektedir (Cizelge.2.1).

Biyodegredasyonun son iiriinii ise KM dir.
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Cizelge 2.1. N. corallina TAM 12121 tarafindan trifenilmetan boyar maddelerin
dekolorizasyonu [44].

Dekolorizasyon Max.

Boyar maddeler Aena@ yarllan(rg;)zamam Dekol?olz;asyon
Kristal Violet (BV3) 590 50 98,3
Metil Violet (BV1) 590 60 71,8
Etil Violet (BV4) 600 480 59,8
Bazik Fuksin (BR9) 555 30 70,0
Viktorya Mavisi (BB26) 620 20 33,0

a: Amax determinasyonu i¢in kullanilan solvent n-biitanoldiir.

Aktinomisetler; ozellikle streptomisetler lignin degredasyonunda rol alan
ekstraseliiler peroksidaz firetirler. Bu prokaryotik peroksidaz, ligninin birincil
oksidasyonunu saglayarak suda c¢oziinen c¢esitli polimerik bilesenlerin {iretimine
katilir.  Aktinomisetler ayrica hidroksilasyon, oksidasyon ve de alkilasyon

reaksiyonlarini katalizleme yetenegine sahiptir [45].

Aktinomisetlerin tekstil boyalarin1 dekolorize ve mineralize edebilmeleri ilk
olarak {i¢ grup tarafindan arastirllmistir. 1989°da Ball ve ark. aktinomisetlerin genis
bir tiir araligim1 kapsayan 20 irki arastirarak onlarin Poly-R boyalarini dekolorize
etme yeteneklerini saptamiglardir [46]. Bu ¢alismada kullaniln 20 1rktan sadece iic;
Streptomyces badius 252, Streptomyces sp. EC22 ve Thermomonspora fusca MT800
polimerik boyay1 tam olarak parcalayabilmistir. Daha sonralar1 1993’te Zhou ve
Zimmermann 159 aktinomiset lizerinde calismigs ve belirli konsantrasyona sahip
farkl1 boyalar1 pargalayip parcalayamadiklarini ¢alismiglardir. Bu arastirmacilar
yaptiklar1 tarama calismalarinda kullanilan aktinomisetlerin azo bilesikli Reactive
Red 147°den fitalosiyanin Reactive Blue 116’ya kadar pek ¢ok farkli boyay1 ¢esitli
oranlarda dekolorize edebildiklerini gézlemlemislerdir. Bu calisma sonrasinda 89

susta pozitif sonuglar elde etmislerdir [47].

Son olarak Idaho {iniversitesine bagli bir grup bilim adami beyaz-giiriikgiil
funguslar1 ve streptomisetleri kapsayan ligninolitik organizmalarin tekstil boyalarini

dekolorize ve mineralize etme yeteneklerini arastrmislardir.  ilk olarak 14
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streptomiset, polimerik boyalar olan Poly-B 411, Poly-R 478’1 ve Remazol Brillant
Blue R (RBBR)’1 parcalayip parcalayamadiklarini incelemislerdir [48]. Bu
calismada ise iki boya; Poly-B 411 ve RBBR ile belirgin sonuclar elde edilmis,
izolatlarin boyalar1 dekolorize edebilmeleri ile ligninolitik aktiviteleri arasinda bir
korelasyonun oldugu saptanmistir. Bu calismada kullanilan suslarin glukoz igeren
ortamlarda yetistirildikleri zaman ekstraselliiler H,O, tliretmeleri ile renk gideriminin
daha da arttiginin goézlenmesinin bir sonucu olarak, peroksidaz enzimlerinin renk
gideriminde rol aldig1 disiiniilmektedir. Daha Once streptomisetler tarafindan
ekstraseliiler peroksidazlarin fiiretildigi ve enzimlerin substrat spesifitesinin P.
chrysosporium tarafindan tiretilen Mn (II) peroksidazla benzer oldugu kanitlanmistir
[48]. llging bir sekilde 3. boya Poly-R 478’in parcalanma aktivitesi ile ligninolitik
aktivite (veriatril alkol ile oksidasyon, kumarik asit veya syringic asit ile kullanima,
ve asitle tortulasabilen polimerik ligninler, APPL) arasinda hicbir korelasyon
bulunmamistir. Bu boyanin dekolorizasyonunu gergeklestiren enzimatik proses

aciklanmamus olarak kalmastir.

Crawford ve ark.’nin bir sonraki ¢alismasi ise Streptomyces chromofuscus A11
ile azo boyalarinin parcalanma ve mineralizasyon mekanizmasint arastirmak
olmustur. Bu amagla yapilan ilk ¢aligma, dekolorizasyonun, izolatin ligninolitik
yetenegi ile baglantili oldugunu, fakat azo boyalarin degredasyonundan sorumlu
bakteriyel = enzimatik  sistemin  beyaz-ciirlik¢iil  bir  fungus olan P.
chrysosporium’unkinden farkli oldugunu kanitlamistir [49]. Daha sonralari 2 azo
boyanin P. chrysosporium ve S. coromofuscus All tarafindan gergeklestirilen
dekolorizasyon ve degredasyon yollar agiklanmistir [45]. Her iki organizmanin
peroksidazlar1 azo boyay1r suyun ve H,0O,’in niikleofilik saldirisina uygun kilan
katyon radikaline doniistiiriir. Bu olay azo baglarinin simetrik ve asimetrik olarak es
zamanli parcalanmasiyla ara-iirlinlere doniigmesini ve bu ara-iiriinlerin sonradan

redoks tepkimesi ile daha kararli ara iiriinlere doniigmesi ile sonuglanir (Sekil 2.4).

Burke ve Crawford (1998) streptomiset tiirlerinin gergeklestirdigi boya
dekolorizasyonuna katilan peroksidaz sinifin1 belirlemek amaciyla S. viridosporus
T7A’nin ekstraseliiler peroksidazini saflagtirmiglardir [50]. S. viridosporus T7A

peroksidazinin ise fungal Mn-peroksidaza benzer substrat spesifitesi gosterdigi, hem-
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peroksidazin inhibitorii olan KCN ile inhibe olmadigi bulunmustur [51]. Buna ek
olarak ]. S. viridosporus T7A peroksidazinin N-terminal aminoasit sekans1 fungal
Mn-peroksidaz ve aktinomiset kaynakli seliilaz ile es homoloji gostermektedir. Daha
sonra  gergeklestirilen  saflastirmalar  peroksidazin  biyokimyasal  yapisin
dogrulamaktadir. Bu peroksidazin katildigi molekiiler mekanizma ayrica calisilmig
ve oksijen stresini regiile eden proteini kodlayan 0xyR geninin diizenleyici rolii

oldugu bulunmustur [52].
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Sekil 2.4. Siilfoazo boyalarin peroksidaz ile degreasyonunun 6nerilen mekanizmasi.

2.4.3. Boyar Maddelerin Mayalarla Degredasyonu

Kirmiz1 oksidatif mayalarla Kristal Violet’in biyodegredasyonu Kwasniewska
tarafindan rapor edilmistir [53]. Rhodotorula sp. ve Rhodatorula rubra’nin Kristal

Violet’i parcalayabilme yeteneginde oldugunu agiklamistir. Fermantasyon
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yeteneginde sahip Saccaromyces cerevisiae’nin Kristal Violet’i pargalayamadigi
gozlenmistir. Pargalayamamanin nedeni kesinlikle boyar maddenin toksik etkisinden
kaynaklanmamaktadir. Ciinkii organizma hem kontrol hem de test erlenlerinde 1yi

gelisme gostermistir.

2.4.4. Boyar Maddelerin Funguslarla Degredasyonu

Wikolazka ve ark. degisik fiziko-ekolojik gruplardaki 115 fungusu
kiyaslayarak, yapist farkli iki boyar maddeyi dekolorize etme yeteneklerini
aragtirmiglardir. Bu ¢alismalar sonucunda sivi ve kati kiiltiirdeki irklarda, Asit

Kirmiz1 183’1in dekolorizasyona direngli oldugununu saptamislardir [54].

Yesilada ve ark. baslangic pH degerinin, boyar madde konsantrasyonunun,
biyomass miktarinin, sicakligin ve dekolorizasyon etkisinin, Funalia trogii
tarafindan gerceklestirilen boyar madde dekolorizasyon aktivitesi i¢in Onemli

oldugunu aciklamiglardir [55].

Bagka bir ¢alismada Aspergillus niger’in sulu soliisyonlarda boyar maddeyi
uzaklagtirma kapasitesinin oldugu belirtilmis, boyar maddenin biyosorpsiyonunun;
fungal biyomass igindeki fonksiyonel gruptan ve boyar maddelerin kimyasal

yapisindan etkilendigi agiklanmigtir [56].

Donmez, reaktif tekstil boyar maddeleri Remazol Mavi, Reaktif Siyah, Reaktif
Kirmizi’'nin  melas iizerinde biiyiitilen maya tiirleri Candida tropicalis’le
akiimiilasyonunu c¢alismis ve boyar madde konsantrasyonundaki artisin maya

gelisimini inhibe ettigini ve uzun bir lag periyoduna yol agtigint gézlemlemistir [57].

Mazmanci ve ark. [58] beyaz ¢iiriik¢iil fungus Coriolus versicolor’un Metilen
Mavi’sinin degredasyonunu caligmiglar ve maksimum dekolorizasyon aktivitesinin
ikincil metabolik faz sirasinda oldugunu saptamiglardir. Bu aragtirma C/N oran1 2:1

olan ortamda dekolorizasyon daha yiiksek oldugunu gostermistir.

Mielgo ve ark. bir azo boyar madde olan Orange II'nin siirekli yatak reaktorde,
30 giinii agkin inkiibasyonda, immobilize P. chrysosporium’la degredasyonunu

arastirmiglardir [59]. Calisma sonucunda ise kromoforik grubun parcalanmasi ve
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aromatik halkanin baglarimin kopmasi saglanmis, bunun yani sira MnP aktivitesi ve

dekolorizasyon arasinda bir korelasyon oldugu tespit edilmistir.

Robinson ve ark. dort beyaz ciiriik¢lil fungusu, LiP ve MnP ve lakkazi azot
icermeyen ortamda lretmeye tesvik etmisler ve azot eklendik¢e dekolorizasyon
stiresinin azaldigin1 gozlemlemislerdir [60]. Sonuglar, Bjerkandera adusta ve P.
tremellosa’y1 azot kaynagi olsa da olmasa da tekstil atiklarin dekolorizasyonunda

kullanabilecegini gostermistir.

Nyanhongo ve ark. [61] dort ligninolitik fungusu; Trametes modesta, T.
hirsute, T. versicolor ve Sclerotium rolfsii’yi lakkaz iiretme yeteneklerine gore
karsilagtirmislar ve fungal lakkazlarin sekiz sentetik boyar maddeyi dekolorize etme
yeteneklerini arastirmiglardir.  Test edilen biitiin boyar maddeler T. modesta
tarafindan dekolorize edilmistir. Trametes spp. ve Ozellikle T. modesta’dan elde
edilen lakkazlarin tekstil boyar maddelerin dekolorizasyonunda kullanilabilecegini

acgiklamislardir.

Atik sulardaki boyar maddelerin algler tarafindan parcalanmasiyla ilgili olarak
¢ok az makale bulunmaktadir. Bazi arastirmacilar Oscillatoria tiirlerinin atik

sulardaki boyar maddeleri parcalayabildigini agiklamistir [62].

2.5. BOYAR MADDELERIN DEKOLORIZASYONUNU GERCEKLESTIREN
ENZIMLER

Boyar maddeler aromatik aminler ve fenoller igerirler. Bu bilesiklerin
dekolorizasyonu, lignin peroksidaz, mangan peroksidaz ve lakkaz gibi ligninolitik
aktiviteye sahip enzimlerle gergeklesmektedir. Bunun yani sira bakteriyel bir enzim
olan azo rediiktazda dekolorizasyon aktivitesi gostermektedir. Bu enzim fenolik

bilesikleri substrat olarak tanimaktadir.

I1k ligninolitik peroksidazlar Phanerochate chrysosporium’dan izole edilmis ve
lignin peroksidaz (LiP) [63, 64] ve mangan peroksidaz (MnP) [65] olarak
adlandirlmigtir.  Lignin peroksidazlar, veratril alkol gibi fenolik olmayan aromatik
aminleri katalizlerler. MnP; Mn™yi Mn"’e oksitler ve Mn" birgok fenolik

bilesigin oksidasyonunda gorev alir [66].
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Birgok arastirmaci P. chrysosporium’dan elde edilen LiP ve MnP’nin ¢ok
cesitli ksenobiyotik bilesigin ve boyar maddelerin degredasyonunda rol aldigini
gbzlemlemistir. 1ki azo boyar maddenin LiP tarafindan parcalanmasini, reaksiyon

karisimindaki veratril alkoliin stimiile ettigi saptanmigtir [67].

Paszczynski ve ark. P. chrysosporium kiiltiirliniin ham ekstraktini kullanarak,
LiP ve MnP’1n spesifik kosullar altinda boyar madde pargalanmasini agiklamiglardir
[68]. Bu arastirmacilara gore farkli sekilde konumlanmis siilfonatli azo boyar
maddelerin Mn™ varliginda ve pH 5’te (MnP kosullar1) daha iyi okside oldugunu,
bunun yam sira digerlerinin Mn*? yoklugunda ve pH 3’te (LiP kosullar1) daha iyi

parcaladigini bulmuslardir.

Diger taraftan Ollikka ve ark. P. chrysosporium’dan elde edilen LiP
izoenzimlerinin degisik yapisal siniflardaki boyar maddeler igin spesifiteler
gosterdigini saptamislardir.  pl 3,85 olan bir izoenzim (izoenzim H6 olarak
tanimlanir) diger LiP izomerlerine gore daha fazla veratril alkole bagimsiz aktivite
gostererek Metilen Mavisi, Metil Turuncu, ve Toludin Mavisini pargalamaktadir

[68].

Mangan-bagimli peroksidaz ayni zamanda lignin ve bir grup fenolik lignin
model bilesiklerinin de hidrojen peroksit araciligi ile oksidasyonunu ve
depolimerizasyonunu katalizlemektedir. MnP, fenolik organo-kirletici substratlara
ve azo-boyalara karst da katalitik aktivite gostermektedir. MnP’nin aktivitesinin

sekli, adindan da anlasilacagi {izere, mangan iyonlarinin varligina baghdir.

Tanim olarak lakkazlar, her ne kadar gergek substrat spesifiteleri ¢ogu kez
oldukca genis ve enzim kaynagina gore degiskenlik gosterse de (p-difenol:oksijen
oksidorediiktaz; EC 1.10.3.2) p-difenollerin oksidasyonunu ve ayni zamanda
meydana gelen dioksijenin suya indirgenmesini katalizlerler.  Lakkazlar (EC
1.10.3.2;benzenediol:oksijen oksidorediiktaz), ¢ok biiyiik bir cogunlukla, 60000 ve
80000 arasinda degisen molekiiler agirliklart ile bakir igeren ekstraseliiler

glikoproteinlerdir [69].

Lakkaz, bazi basidiomiset ve askomiset bireylerinde tesbit edilmistir [69, 70].

Cogu beyaz ciiriikgiil fungi, P. chrysosporium hari¢ olmakla birlikte, ekstraseliiler
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lakkazlar iiretirler. Bu enzimin lignin degredasyonuna [71, 72] fenolik bilesiklerin
detoksifikasyonuna [73] ve bazi klorofenolik bilesiklerin deklorize edilmesine [74]

karistigina inanilmaktadir.

2.6. BOYAR MADDELERIN DEKOLORIZASYONU ILE ILGILI
YAPILAN CALISMALAR

1991 yilinda Pasti ve Crawford [75] streptomiseslerle yaptigi c¢alismalarinda
kiiltiir ortaminda lignoseliiloz bulunmasi muhtemelen dekolorizasyon prosesine
katilan enzimlerin {iretilmesini indiikledigini gozlemlemislerdir. Arastirmacilar bu
arastirmalarinda {i¢ tip antron boyar madde {izerinde ¢alismislar ve bunlardan RBB-R
ve Poly B-411’in bayir turpu peroksidazi ve Mn(Il) oksidazla oksidasyonu ig¢in
uygun substratlar oldugunu saptamislardir [76]. Bunun tam tersine Poly R-478 ise
yukarida belirtilen enzimler i¢in uygun substrat olmadig1 gézlenmistir. Fakat Poly
R-478’in dekolorizasyon aktivitesinin lignoseliiloz degredasyonuna katilan diger

enzimlerin aktivitesini etkilemesi olasidir.

Beyaz ciiriik¢iil fungus P. chrysosporium ile yapilan ¢alismalar organizmanin
ligninolitik parcalama aktivitesinin polimerik boyar madde dekolorizasyonundan da
sorumlu oldugunu gostermektedir. Aktinomiset ve polimerik boya Poly R-481 ile
yapilan caligmalarda, lignoseliilozu solubilize eden organizmalarin ayrica polimerik

boyar maddelerin dekolorizasyonunu da gergeklestirdigi saptanmustir [77].

Ball ve Colton [78] Streptomyces viridosporus T7A ile yaptiklari ¢alismada S.
viridosporus’un, minimal tuz i¢eren, ve polimerik boyar maddenin baslica C kaynagi
oldugu ortamda biiyiitiildiigiinde, boyar maddeyi tamamen dekolorize -ettigini
saptamiglardir. Boyar madde dekolorizasyonunun maksimum oldugu aralik ise 0-48

saattir ve 7. giinden sonra dekolorizasyon gerceklesmemektedir.

Lignin degredasyonu ve dekolorizasyon arasinda kesin bir korelasyon
kurulamasa da lignoseliilozu solubilize eden aktinomisetler ve beyaz ciiriikgiil
funguslar gibi diger lignin degrede eden organizmalarin Poly R dekolorizasyon

kapasitesinin diger non-ligninolitik nesillere oranla daha yiiksek oldugu bir gercektir.
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P. chrysosporium Kristal Violet (N,N,N’,N’,N’’ N’’-heksametilprarosanilin),
Prarosanilin, Krezol Kirmizisi, Bromofenol Mavi, Etil Violet, Malasit Yesili ve
Parlak Yesili de iceren trifenilmetan boyar maddeleri dekolorize etmektedir [79].
Kristal Violetin {i¢ metaboliti belirlenmistir. Ug bilesik: N,N,N’,N’,N’’-
pentametilprarosanilin, N,N,N’,N’-tetra metilprarosaniln ve N,N’,N’’-
trimetprarosanilin ana bilesigin N demetilasyonundan olusmaktadir. Bundan yola
cikilarak, fungal ligninazin N-demetilasyon reaksiyonlarin1 katalizledigi One
stiriilmiistiir. Bununla birlikte azotca zengin kiiltlirler kullanildiginda P.
chrysosporium tarafindan gergeklestirilen Kristal Violet dekolorizasyonu non-
ligninolitik enzim sistemi igerebilmektedir. Bu fungusun ligninolitik aktivitesi,

Oonemli miktarda nitrojen igeren ortamlarda baskilanmaktadir [80].

Cripps ve ark. yeni bir tip boyar maddeyi P. chrysosporium tarafindan
parcalanan organik bilesikler listesine eklemislerdir [8§1]. Bu boyar maddeler, Azure
B [3-(dimetilamino)-7-(metilamino) pentotiazin-5-ium klorid], Tropaeoline O {4-[(2-
hidroksifenil)azo]benzen siilfonik asit}, ve Kongo kirmizis1 {303°-[[1,1 bifenil]-4,4’

diylbis-(azo)]bis [4-amino-1-naftalin]siilfonik asit} icermektedir.

Streptomyces sp. genusunun benzen tiirevlerini klasik aromatik katabolizma
yollartyla degrede ettigi belirtilmistir [82, 83]. Bazi wrklarin naftalin tiirevlerini
metabolize ettigi bilinse de aktinomisetlerin yogunlastirilmis polisiklik aromatikleri
verimli bir sekilde parcalamasi hakkinda ¢ok az arastirma yapilmistir [84].
Streptomyces spp., karbamaten [85, 868], diazinon [87], bromoksilin [880] gibi

pargalanmasi zor bilesikleri degrede edebilmektedir.

Aktinomisetler organoklorin iceren bilesikleri parcalayabilmektedirler [89].
Streptomyces sp.’in antron tipi boyar maddeleri dekolorize etme yetenegi ve
lignoseliiloz degredasyonu arasinda bir korelasyon olup olmadigi arastirilmistir [90]
ve bazi kanitlar, streptomisetlerin diger toprak organizmalariyla sinerjik etki

gostererek, parcalanmasi zor bilesikleri degrede edebildigini gostermektedir [87, 88].

Ligninde bulunan guaiakol’iin ortama eklenmesi durumunda ise P.
chrysosporium ve Streptomyces sp. tiirleri tarafindan azo boyar maddelerin

degredasyonundaki hassasiyetinin arttigi gézlenmistir [91]. P. chrysosporium’un
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azo boyar maddeyi 300 ppm [92] ve Streptomyces sp.’in ise 50 ppm [93]
konsantrasyona kadar degrede edebildigi ve azo boyalarin bu organizmalar
tarafindan pargcalanmasinin aromatik halkanin yapisina bagl olarak degisiklik
gosterdigi belirlenmistir. Pasti ve ark. lignoseliilolitik Streptomyces spp.’de azo

boyar maddeleri kismen mineralize etme yeteneginde oldugunu gostermislerdir [75].

Paszczynski ve Crowford veratril alkoliin, lignin peroksidaz tarafindan
katalizlenen azo boyar maddelerin oksidasyonuna katildigini saptamislardir [94].
Lignin peroksidaz bilesigi I, azo boyar maddeleri okside eder. Lignin peroksidaz
bilesigi II olusturulur ve veratril alkolle indirgenerek enzimin katalitik siklusunun

tamamlanmasina yardim eder.

Aerobik kosular altinda azo boyar maddeler bakteriler tarafindan etkili sekilde
parcalanamamaktadir [19, 95]. Bununla beraber Kulla [96], daha 6nce karboksile
edilmis azo boyar maddelerde biiyiimeye adapte edilmis Pseudomonas irklari igin
stilfonath azo boyar madde degredasyon yollarini1 agiklamistir. Daha sonralar1 Idaka
ve ark. [97] Pseudomonas cepacia tarafindan gergeklestirilen azo baglarinin
indirgenme fizyonunu agiklamiglar ve asetilasyonla gergeklesen olayin amino
benzenlerle sonuglandigini bildirmiglerdir. Siilfonatli azo boyar maddelerin tam
olarak degredasyonu, anaerobik-aerobik yontem kullanilarak tamamlanabilmektedir

[20].

U¢ azo boyar maddenin (Kongo kirmizi, Orange II, Tropaeolin O) P.
chrysosporium tarafindan aerobik degredasyonu ise ilk kez Cripps ve ark. [98]
tarafindan aciklanmistir. Fungal lignin degredasyon sistemi, dekolorizasyon prosesi
ile baglantili olsa da Orange II ve Tropaeolin O dekolorizasyonunda ham lignin
peroksidaz ilk basamakta gereklidir. Paszczynski ve ark. [99] ligninazin Asit Sar1
9’u substrat olarak tanirken, Mn(II) peroksidazin diger azo boyar maddelerin

dekolorizasyonundan sorumlu oldugunu gostermislerdir.

Paszczynski ve Crawford [100] P. chrysosporium tarafindan gergeklestirilen
degredasyona veratril alkol ilave ettiklerinde veratril alkoliin {i¢ilincii bir substrat gibi
hareket ederek (H>O, ve azo boyar madde ile birlikte) ligninazin azo boyar maddenin

oksidasyonunu stimiile ettigini gézlemlemislerdir.
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1960’larin  sonlarma dogru odun pargalayan funguslarin fenoloksidaz
aktivitesini dlgme teknikleri cok biiyiik bir 6nem kazanmistir [101-103]. Ozellikle
isaretli C'* iceren lignin modelinin [104-106] "*CO,’e déniisiimii, mikrobiyal lignin
metabolizmasinin agiklanabilen ilk mekanizmasi olarak goriinmektedir. Ancak bu
metot olduk¢a kompleks ve pahali oldugundan, Glenn ve Gold (1988) belirli tiirleri
veya irklar1 ve polimerik boyar maddeleri kullanarak ligninolitik aktiviteyi saptamay1
Onermistir. Bu tip boyar maddelerin dekolorizasyonu, ekstraseliiler peroksidazlarla

(6zellikle Mn peroksidazlarla) baglantilidir [107].

Streptomces chomofuscus A1l tarafindan iiretilen peroksidazlar azo boyar
maddelerin transformasyonunda gorev almaktadir [108, 109]. S. chromosfuscus
A11’in degrede ettigi siilfonathi azo boyar maddeler: azo bagina bagli p-hidroksi grup
ve hidroksi gruba bagl iki o-metil grubu igerirler. Siilfonath azo boyar maddeler

ekstraseliiler peroksidaz iireten aktinomisetlerce degrede edilirler [110].

Azo boyar maddelerin degredasyonunda c¢ogunlukla bakteriler incelenmistir
[111, 112]. Baz1 arastirmacilar sistematik olarak bakteriler tarafindan
gergeklestirilen azo boyar maddelerin parcalanma mekanizmalarini ¢aligmiglardir
[113-115]. Bu calismalarin sonunda azo boyar maddelerin degredasyon
basamaklarm1 su sekilde agiklamiglardir: azo bilesigi-aromatik amin-basit

molekiiller-azo baglarinin azo rediiktazla pargalanmasi.

Polar ve tahminen polimerik azo bilesiklerin, anaerobik kosullar altinda, ara
madde katalizli indirgenme reaksiyonu ile lignin benzeri polimerik maddelerin
aerobik pargalanmasi arasinda ilging bir paralellik gézlenmektedir. Daha 6nceden de
belirtildigi gibi lignin peroksidaz ve lakkazin calismasi veratril alkol, mangan
iyonlar1 ve 3-hidroksiantranilat gibi ara maddelere baghdir [116-118]. Cizelge
2.2°de literatiirde bulunan Kristal Violet’in ¢esitli organizmalarla pargalanmasi ile

ilgili ¢alismalar verilmistir.

Cok cesitli bakteri ki azo boyar maddeleri anaerobik kosullar altinda
parcalamaktadir. Bu fenomen i¢in en gegerli hipotez; “bircok bakteriyel hiicrenin
anaerobik kosullar altinda azo boyar maddelerden elektron transferi yapan, spesifik

olmayan azo rediiktaz liretmelerine dayanmaktadir” seklinde gelistirilmistir [119-
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121]. Naftalin siilfonati degrede eden Sphingomonas sp. BN6, 2-naftalin siilfat1 bir
cesit ara maddeye doniistiiriir [122]. Bu redoks ara maddelerinin anaerobik kosullar
altinda azo boyar maddeleri redoks tepkimelerine katilmalarina tesvik ettigi

distiniilmektedir.

Cizelge 2.2. Cesitli organizmalar tarafindan kristal violetin dekolorizasyonu

Organizma KV Biiyiime | Dekolor | Dekolor
kons. | zamam | izasyon | izasyon
(ppm) | (saat) zamanm | (%)
(saat)
Pseudomonas pseudomallei 13NA 20,4 20 120 96
Rhodotorulae rubra & R. sp. 10 24 96 99
P. chrysosporium BKM-F-1767 5 144 6 65
Bacillus subtilis IFO13719 0,852 24 24 100
Nocordia globerula 0,852 24 24 96
N. corallina 0,933 18 1,5 80
P. chrysosporium ME446 5 144 72 62
Coriolus versicolor 5 144 72 92
Funalia trogii 5 144 72 82
Laetiporus sulphureus 5 144 72 86
Cyathus bulleri 29,38 192 96 96,3
Cyathus stercoreus 29,38 192 96 84,7
Cyathus striaus 29,38 192 96 75,5
Phanerochate chrysosporium 20 144 216 92
NCIM1197
Phanerochate chrysosporium 5 120 70 90
MTCCno787
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. MATERYAL
3.1.1. Kimyasallar

Bu calismada kullanilan boyarmaddeler ve kimyasallar, aksi belirtilmedigi
stirece, Sigma (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) ve Merck (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) firmalarindan, mevcut olan en ytiiksek saflik derecesinde temin

edilmistir.

3.1.2. Calisilan Mikrobiyal Suslar

Calismada kullanilan Streptomyces sp. suslarinin tamami, Dr. Nevzat Sahin ve
calisma arkadaslar tarafindan (Ondokuz Mayis Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi,
Biyoloji B6liimii, Samsun) topraktan izole edilerek tanimlanmis ve lignoseliilolitik
aktivitelerinin c¢alisilmasi i¢in boliimiimiize bagiglanmistir. Bu c¢alismada kullanilan
mezofilik Streptomyces sp. suslar1 ise Streptomyces sp. F2621, Streptomyces sp.
F3118 ve Streptomyces sp. F4880°dir.

3.1.3. Cam Malzemeler

Kullanilan biitlin cam malzemeler deterjanla yikandiktan sonra, once sehir
sebeke suyu ile sonra distile su ile durulanmistir. Besiyeri igeren erlenler ve
mikropipet tipleri otoklavda 121°C’de 0,124 MPa basing altinda 15 dk siire ile steril
edilmistir. Petri kaplar1 ise besiyeri dokiilmeden once Pasteur firininda 200°C’de 2

saat siire ile steril edilmistir.

3.1.4. Inkiibatorler

Kati kiiltiir ortamlarin inkiibasyonunda Niive marka EN400 model (Niive
Sanayi Malzemeleri Imalat ve Ticaret A.S., Ankara, Tiirkiye) inkiibator
kullanilirken; sivi kiiltlir ortamlarin inkiibasyonunda J.P. Selecta marka Rotabit

model (J.P. Selecta, Barcelona, Spain) orbital calkalamali inkiibator kullanilmastir.
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3.1.5. Santrifiijler

Rutin olarak yapilan santrifiijleme islemleri, Eppendorf marka 5804 model
mikrosantrifiij (Eppendorf, Hamburg, Germany) ve Hettich marka 32R sogutmali

model santrifiij ile yapilmstir.

3.1.6. UV/Visible Spektrofotometre

Orneklerin, dalga boyu taramalar1 ve absorbans degerlerinin elde edilmesinde
Perkin Elmer marka Lambda EZ 210 serisi, UV/Visible spektrofotometre (Perkin

Elmer Instruments, Norwalk, USA) kullanilmistir.

3.2. METODLAR
3.2.1. Streptomyces sp. Suslarinin Kiiltlirii ve Muhafaza Edilmesi

Streptomyces suslari, spor ve hif fragmentlerini igeren bir siispansiyon halinde
%20’1lik gliserol i¢inde, -50°C’da muhafaza edilmistir. Kiiltiirler, rutin olarak
Bennet’s Agar besiyerine ([123]’dan modifiye edilmistir) veya ISP4 [124] ekilmis ve

en az 72 saat, sporulasyon meydana gelinceye kadar 28°C’de inkiibe edilmistir.
A. Kat1 Besiyerleri

i. Bennet’s agar besiyerinin bilesimi:

Maya ekstraktt ............cooiiiiiiiiiii, lg
Etekstraktt ... 0,8 g.
Gliserol .......ccovvviiiiiiii 10 g.
Tripton ..o 2¢g.
AT o 15 g.
Distile SU .ooueieiiii 1L

Besiyeri otoklavlamadan once, NaOH ve HCI (1 M) kullanilarak pH 7,0’ye

ayarlanmustir.
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ii. ISP4 (Inorganic salts-starch agar) besiyerinin bilegimi:

KoHPOy oo, lg

MgSO4 TH20 e lg

NaCl oo, lg

(NH4)2SO4 e, 2g

CaACOs o 2g

Iz element soliisyonu ............................ 1 mL

Distile SU ..o.ovviviiiii 1L

Nisasta sollisyonu (%2 W/V)........ccooeeunnn. 500 mL

AT o 20g

Distile SU ..ouviieiiiii 500 mL
Iz element soliisyonu:

FeSO47H,O .ot 0,1g.

MnCL4H,0 ......oooeniiiil, 0,1 g.

nSO4 THO oo 0,1g.

Distile su ...........cveennnin 100 mL.

Besiyeri otoklavlamadan once, NaOH ve HCI (1 M) kullanmilarak pH 7,0’ye

ayarlanmustir.
B. Sivi Besiyeri (MS-YEM)

Streptomyces sp. suslariin sivi besiyerlerinde iiretimi sirasinda 250 mL hacme
sahip erlenler kullanilmis olup, siv1 besiyeri hacmi 50 mL ile sinirli tutulmustur. Sivi

kiiltiirler i¢in kullanilan besiyerinin bilesimi:

Maya ekstraktt ...l 6g
(NH4)2SO4 oo 0,1g
NaCl oo 03g
MgSO4 TH0O v 0,1g
CaCOs3 v 0,02 ¢g
Poly R-478 ..o 0,2 g.
Iz element soliisyonu ................... I mL.
Distile Su ......covviiiiiii 1L
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Amaca uygun sekilde karbon ve enerji kaynagi olarak, yulaf ksilan1 [%0,6 (w/v)]

veya 0giitlilmiis bugday samani [%0,6 (w/v)] ilave edilmistir.

Iz element soliisyonu:

FeSO47HO ..o, lg.
ZnSO4 THyO oo, 0,9 g.
MnSO47H20 ..o 0,2 g.
Distile su ..........c.cooeenns 1L

Besiyeri otoklavlamadan once, NaOH ve HCI (IM) kullanilarak pH 8,0’e

ayarlanmustir.

Cevresel kosullarin ekstraselliiler enzimlerin iiretimi iizerine olan etkilerinin
arastirilmasi sirasinda kiiltiir sivisinin pH’1 ve inkiibasyon sicakliklar1 amaglar

dogrultusunda degistirilmistir.

3.2.2. Substratlarin Hazirlanmasi

Bugday samani, blender ile iyice pargalanarak toz haline getirildikten sonra 500
um por c¢apina sahip laboratuvar eleginden gegirilerek (Alfa Laboratuar Malzemeleri,
Ankara, Tiirkiye) miimkiin oldugunca kiigiik partikiil yapisina sahip olan saman

partikiilleri kullanilmisgtir.

3.2.3. Inokulumun Hazirlanmasi

Organizma sporlarinin ve hifsel fragmentlerin, 10 mL steril fizyolojik tuzlu su
(FTS) (%0,9’luk NaCl) icindeki silispansiyonu, besiyeri hacminin %2’sine denk
gelecek sekilde erlenlere inokule edilmistir. Inokulasyondan sonra kiiltiirler 28°C’de

amaca uygun olarak 10 giin stire ile 150 rpm’de inkiibe edilmistir.

3.2.4. Kiiltiir StvistninToplanmasi

Kiiltiir sivisi, biyomas iceren kiiltiir ortamlarmmm 12 000 g’de 5 dk.

santrifiijlenmesi ile elde edilmistir.
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3.2.5. Enzim Preparasyonlar1 ve Ekstraselliiler Protein Miktar Tayini

Ekstraselliiler peroksidaz iiretimi ve ekstraselliller protein miktarin
belirlenmesinde, giinliik olarak sivi kiiltiirlerden aseptik kosullar altinda alinan (1,5
mL) sivi 10,000 g’de 5 dk. santrifiijlenmistir. Berrak hale gelmis olan kiiltiir
stvisindan elde edilen siiziintli, ham enzim preparasyonu olarak kullanilmistir.
Kiiltiir sivisindaki protein konsantrasyonlarinin belirlenmesinde, Bradford protein
assey [125] yontemi kullanilmistir. Bu islem sirasinda dokiintiiden alinan 100 pL
ornek, 500 pL Bradford solusyonu ve 500 puL saf su ile vorteks yardimi ile
karigtirtlmis ve 10 dk sonra 595 nm dalga boyundaki optik yogunluk degeri
kaydedilmistir.

Protein konsantrasyonlarinin tayini sirasinda kullanilan protein standart egrisi
(Sekil 3.1.) ise bovin serum albuminin (BSA) 0,0-90,0 pug / mL arasinda degisen

farkli konsantrasyonlari ile elde edilmistir.

ODs9s

0,3 y =0,0034x+ 0,3013

03 R?=0,9935

0,2 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100

BSA Konsantrayonu (ug/mL)

Sekil 3.1. Protein standardi olarak kullanilan BSA’nin degisik konsantrasyonlarinin

Bradford metodu ile analizi sonucu elde edilen standart egri.
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3.2.6. Peroksidaz Aktivitesinin Tayini

Peroksidaz aktivitesi, substrat olarak 2,4-DCP [126] kullanilarak 6l¢iilmiistiir.
Toplam hacim 1 mL olacak sekilde, reaksiyon karigimi 200 pL, 16 mM 4-
aminoantiprin (4-AAP); 200 uL, 25 mM 24-diklorofenol (2,4-DCP); 200 pL
sodyum fosfat tamponu (100 mM, pH 7,2); 200 uL ham kiiltiir siipernatanti
icermektedir. Reaksiyon, 200 pL, 50 mM H,O;’in eklenmesiyle baslatilmaktadir.
Hidrojen peroksidin eklenmesinin hemen ardindan kontrollerle birlikte 6rnekler, su
banyosu igerisinde 45 °C’da (sicaklik ¢aligmalari sirasinda 40-90°C arasinda degisen
sicakliklarda) 1 dk inkiibe edilmigtir. 4-AAP’nin oksidasyonu sonucu meydana
gelen quinoneimine nedeni ile absorbansta meydana gelen artis, 510 nm’de
spektrofotometre ile Ol¢iilmiistir. Kontrol grubu reaksiyonlarda ise yukarida
belirtilen bilesenlerin hepsi bulunmasina ragmen, reaksiyonun baslatilmasi ig¢in
kullanilan H,O, yerine sodyum fosfat tamponu (200 pL) kullanilmistir.  Bir
dakikalik inkiibasyon sonrasinda kontrollerin verdigi optik yogunluk degerleri ise
enzim preparatlarinin verdigi optik yogunluk degerlerinden c¢ikarilarak, enzim

aktivitesi hesaplanmistir.

Bir iinite (U) peroksidaz aktivitesi ise 1 dakika sonunda, enzim preparatinin
absorbansinda 1 birim artis meydana getirmek i¢in gerekli olan enzim miktar1 olarak

tanimlanmistir.

3.2.7. Inkiibasyon Siiresinin Renk Giderimi Uzerine Etkisi

Bu c¢alismada kullanilan Poly R-478’in Streptomyces sp. suslarinin biiyiime
kinetikleri ile olan iligkisinin belirlenmesi amaciyla, boya igerene sivi besiyerine
inokiile edilen mikroorganizmalarin inkiibasyonuna 10 giin boyunca devam
edilmigtir. 10 Giinliik inkiibasyon periyodu boyunca, 24 saat araliklarla alinan sivi
kiiltiir 6rnegi ise spektrofotometrik olarak incelenmistir. Poly R-478’in UV/Vis. 151k
spektrumundaki absorbans taramasi ise boyanin 348 nm ve 520 nm dalga boylarinda

olmak iizere iki fakli bolgede maksimum absorbans gosterdigi belirlenmistir (Sekil

3.2).
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Absorbans

Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.2. Polimerik bir boya olan Poly R-478’in (%0,004 w/v) goriniir 151k

bolgesindeki absorbans taramasi. Igte ise boyanini kimyasal yapis verilmektedir.

Poly R-478 boyar maddesinin renginin giderilmesi ise maksimum absorbans
gosterdigi iki dalga boyunun orani (Asjgss4g) olarak ol¢lilmiistiir. Bu iki dalga boyu
ise Poly R-478’in dgredasyonu esnasinda meydana gelen absorbsiyon
degisikligindeki en biiyiik orant vermesinden dolay1 se¢ilmistir. Kiiltiir sivisindan
bulunan boyar maddenin bir kisminin hiicreler tarafindan absorplanmasi ve bunun
sonucunda da absorbansin diismesi nedeni ile renk gideriminin Slgiilmesi, iki pikin

orani olarak ele alinmstir.

3.2.8. Kiiltiir pH’sinin Renk Giderimi Uzerine Olan Etkisi

Streptomyces sp. F2621, Streptomyces sp. F3118 ve Streptomyces sp. F4880
suslar1 tarafindan gerceklestirlilen renk giderimi iizerine, kiiltiir pH’sinin etkisini
belirlemek icin organizmalar, pH degerleri 5,0-9,0 arasinda degisen, karbon ve enerji

kaynagi olarak sadece Poly R-478 (% 00.2 w/v) iceren MS-YEM s1v1 besiyerinde, 28
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°C’de 96 saat siireyle, 150 rpm’de inkiibe edilmistirler. Inkiibasyon siiresinin
sonunda sivi kiiltiirlerden alinan Ornekler, renk yogunlugu bakimindan
spektrofotometrik olarak analiz edilmistir. Tim c¢alismalar iiger tekrarli olarak

yapilmis ve tekrarlamali sonuglarin aritmetik ortalamalar1 alinmistir.

3.2.9. Farkli Karbon Kaynaklarinin Renk Giderimi Uzerine Olan Etkisi

Streptomyces sp. F2621, Streptomyces sp. F3118 ve Streptomyces sp. F4880
suslarinin, farkli karbon ve enerji kaynaklarinin {izerinde biiylimeleri sirasindaki renk
giderim aktivitelerinin belirlenmesi i¢in organizmalar, Poly R-478’e ilaveten, % 0,6
(w/v) oraninda 6giitiilmiis bugday samani1 veya glikoz (10 g/L) iceren sivi MS-YEM
besiyerlerinde 30 °C’de, 10 giin siireyle, 150 rpm’de inkiibe edilmistirler.
Inkiibasyon siiresi boyunca, 24 saat araliklarla siv1 kiiltiirlerden alman drnekler renk
yogunluklari i¢in analiz edilmistir. Tiim caligmalar iicer tekrarli olarak yapilmig ve

tekrarlamali sonuglarin aritmetik ortalamalart alinmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Inkiibasyon Siiresinin Renk Giderimi Uzerine Etkisi

Bu c¢aligmada oncelikle toprak kaynakli olan mezofilik Streptomyces sp. suslari
tarafindan fenolik bir yapiya sahip olan Poly R-478 boyar maddesinin renginin
giderilmesi ile mikroorganizmalarin biiyiime kinetikleri arasindaki iliskiyi belirlemek
amaciyla, boya igeren sivi besiyerlerinde mikroorganizmalarm 10 gilinlik
inkiibasyonlar1 gerceklestirilmistir. 10 Giinliik inkiibasyon periyodu boyunca, 24
saat araliklarla alinan siv1 kiiltiir numuneleri ise hem renk yogunlugunun kaybolup
kaybolmadigini, hem de Kkiiltiir sivis1 icerisindeki ekstraselliiler peroksidaz
aktivitesinin belirlenmesi i¢in analize tabi tutulmustur. Kiiltlir sivisindan alinan
numunelerin renk yogunluklar1 ise spektrofotometrik olarak Poly R-478’in
maksimum absorbans gosterdigi 348 nm ve 520 nm dalga boylarindaki

absorbanslarinin belirlenmesi ile 6l¢tilmiigtiir.

Karbon ve enerji kaynagi olarak sadece polimerik bir boya olan Poly R-478’in
varliginda, Streptomyces sp. suslar1 normal gelisimlerini gostererek inkiibasyon
stiresinin 3.-4. giinlerinde maksimum biyokiitleye ulasmistir (Sekil 4.1). Biyokiitle
olusumuna paralel olarak ¢alismada kullanilan Streptomyces sp. suslarinin saglamis
olduklar1 renk giderim profilleri ise detayda bazi farkliliklar bulunsa da genel
profileri birbirine benzemektedir. Renk gideriminin &zellikle Streptomyces sp.
suslarinin biiyiime kinetiklerinin ekponansiyel biiyiime fazina denk gelmesi, biiylime
fazinin sona ermesi ile birlikte durgun ve Olim fazlari boyunca goriilen renk
giderimlerinin de kararl bir sekilde sabit kaldig1 goriilmektedir. Renk giderimlerinin
ozellikle eksponansiyel biiylime fazinda meydana gelmesi ise ¢alismada kullanilan
Streptomyces sp. suslarinin boyar medenin dekolorizasyonundan sorumlu olan
metabolik sistemlerinin birincil metabolizmada rol aldigina isaret etmektedir.
Organizmalarin biiylimeleri sirasinda gerekli olan enerjinin ve karbonun temin
edilebilmesi i¢in gerekli olan metabolik yollar c¢alistirilarak yapisal enzimlerin
tiretilmesi sonucunda boyar maddenin parcalanmasi gerceklestiriliyor olabilir.
Streptomyces sp. suslart ise biiyiime fazlarinin sonuna ulasip, durgun faza
gectiklerinde ise daha fazla enzim {iretemediklerinden olsa gerek boyar maddenin

daha fazla pargalanmasi gerceklestirilememektedir.
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Sekil 4.1. Streptomyces sp. F2621, Streptomyces sp. F3118 ve Streptomyces sp.
F4880 suslarinin 10 giinliik inkiibsayon siiresince gostermis olduklar1 renk giderim
aktiviteleri.
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On giinliik inkiibasyon sonunda elde edilen grafiklerde de goriildiigl {izere
(Sekil 4.1) her ii¢ organizma da Poly-R478’1 biiyltime kinetiklerinin eksponansiyel
fazinda maksimum oranda pargalamaktadirlar. Absorbanstaki azalisin maksimum
oldugu araliklar; Streptomyces sp. F2621 i¢in 2. ve 3.; Streptomyces sp. F3118 i¢in 3.
ve 4. ve Streptomyces sp. F4880 i¢in ise 3. ve 4. giinler arasindadir. Absorbanstaki
azalisin minimum oldugu araliklar ise biiylime kinetiklerinin duragan fazinda
gerceklesmis olup, bu araliklar sirayla Streptomyces sp. F2621 igin 6-7.,
Streptomyces sp. F3118 i¢in 6-7. ve Streptomyces sp. F 4880 i¢in 7-8. giinler arasidir.

Caligilan 3 organizma iginde boyayr en iyi pargalayan organizma ise
Streptomyces sp. F2621 olarak saptamistir. Baslangicta absorbans oranmin degeri
0,842 iken (%100) 10. giin sonunda bu deger 0,603’e (%71) diismiistiir. Fakat boya
degredasyonunun inkiibasyon siiresine gore en verimli oldugu aralik ise
inkiibasyonun 0-3. giinleri arasinda olup, 3. giiniin sonundaki degredasyon verimi
%29 olarak hesaplanmustir. Streptomyces sp. F2621°den sonra Poly-R478’1 en iyi
pargalayan organizma ise Streptomyces sp. F3118 olmustur. Bu organizma i¢in 10.
giinde absorbans oraninin degeri 0,701 olarak (%83) oOl¢iilmiistiir. Dolayisiyla
Streptomyces sp. F3118 susunun en verimli oldugu siire de yine inkiibasyon siiresinin
3. ve 4. ginlerinde olup, bu giinlerdeki verimi yaklasik olarak %18 olarak
gerceklesmistir. Boyay1 en az parcalayan organizma ise Streptomyces sp. F4880’dir.
Bu organizma icin 3. gilinde 6l¢iilen absorbans degeri 0,743 iken (%12 verim) 10.
giinde ise 0,707 (%16 verim) dir. Her ne kadar Streptomyces sp. F3118 ve
Streptomyces sp. F4880’in 10. giindeki absorbans oranlar1 birbirine yakin olsa da,
Streptomyces sp. F3118’nin eksponansiyel fazda boyayr pargalama oran
Streptomyces sp. F4880°e gore daha fazladir.

Pasti ve Crawford [48], streptomiset ile yaptiklar1 ¢alismada Remazol Brillant
Blue R, Poly-B411 ve Poly-R478’1 dekolorize etmislerdir. Elde ettikleri verileri P.
chrysosporium ile kiyasladiklarinda, streptomiset suslarin boyalar1 pargalamada
funguslar kadar basarili olmadiklarin1 saptamislardir.  Bu calisma esnasinda
boyalarin (RBBR ve Poly-B411) ve lignoselillozun pargalanmasi arasinda bir
korelasyonun oldugu gozlenmistir. Lignoselillozun degredasyonunun daha fazla
oldugu streptomiset suslariyla yapilan ¢aligmada renk gideriminin daha etkili sekilde

gerceklestigi gdzlenmektedir [48].
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Poly-R478’in pargalanmasi ile lignoseliiloz degredasyon aktivitesi arasinda ¢ok
zayif bir korelasyon oldugu saptanmistir. Ayni zamanda ayni agiklama, Ball ve ark.
[46] tarafindan S. badius 252 igin yapilmis ve Poly-R dekolorizasyonu ile ligninolitik
aktivitesini 6lgmek amaciyla kullanilan yontemlerin (veriatril alkol ile oksidasyon,
sirincik veya kumarik asit kullanimi, APPL {iretimi) hi¢biri arasinda korelasyon

bulunmadigi saptanmistir [46].

Pasti ve Crawford [48], bir calismasinda kara turp peroksidaz (HRP) tip-2 ile
Poly-R478’1 inkiibe ettigi zaman, RBBR ve Poly-B411’in aksine hig¢bir sekilde
dekolorizasyonun gerceklesmedigini gozlemlemislerdir.  Ayni1 zamanda Mn(Il)

peroksidazin da bu boyayr minimum kosullarda pargalig1 belirlenmistir [48].

Barbosa ve Hardy [127], 3 askomiset; Aspergillus sp., Botryosphaeria sp. ve
Conichaeta sp. ile yaptiklar1 ¢aligmalarda ise her ii¢ organizmanin da %0,01 (w/v)
Poly-R478’1 inkiibasyonun 4. giinlinde tamamen dekolorize ettiklerini saptamiglardir.
Biitiin funguslar, ilk olarak boyayir misellerine adsorbe etmisler ve daha sonra
tamamen parcalamiglardir. Aspergillus sp. izolatlar ile yapilan bir ¢alismada ise bu
izolatlarin Poly-R478’1 dekolorize ederken lakkaz, MnP veya LiP {iretmedikleri,
dolayisi ile boya dekolorizasyonu ile ligninin parcalanmasi arasinda bir korelasyonun

bulunmadigi rapor edilmistir.

4.2. Kiiltiir pH’smin Renk Giderimi Uzerine Olan Etkisi

Calismada kullanilan Streptomyces sp. suslari ile Poly R-478’in renginin
giderilmesinin yani sira, bu organizmalarin ligninolitik ekstraseliiler enzimlerinin
tiretimi tizerine kiiltiir pH’simin etkisinin belirlenmesi, kiiltiir ortaminin pH’s1 5,0 ile
9,0 arasinda ayarlanarak incelenmistir. Caligmada karbon ve enerji kaynagi olarak
%00,2 (w/v) Poly R-478 iceren MS-YEM besiyeri biiylime ortami olarak kullanilmis
ve inkiibasyon 30°C sicaklikta, 150 rpm’de, 96 saat siireyle gergeklestirilmistir.

Bu calismalar sirasinda kullanilan biitiin Streptomyces sp. suslari, en yiliksek
dekolorizasyon aktivitelerini pH 7,0-9,0 araliginda gostermelerine ragmen, elde
edilen en yiiksek dekolorizasyon aktivitesi ise Streptomyces sp. F2621 tarafindan pH

8,0’de sergilenmistir. pH 8,0’de goreceli olarak %100 olan bu susun dekolorizasyon
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aktivitesi pH 9,0°da %92,60’a diiserken, pH 5,0’de ise %19,23’e kadar gerilemistir
(Sekil 4.2, a).

Streptomyces sp. F3118 tarafindan iiretilen en yiiksek goreceli dekolorizasyon
aktivitesi de Streptomyces sp. F2621°de oldugu gibi pH 8,0’de belirlenmistir (Sekil
4.2,b). Bu susun pH 9,0’daki goreceli dekolorizasyon aktivitesi %95,00’e gerilerken
pH 5,0°de daha biiyilik bir diisiis gerceklesmis ve goreceli dekolorizasyon aktivite
%21,30’a gerilemistir (Sekil 4.2, b).

Streptomyces sp. F4880 ise Streptomyces sp. F2621 ve Streptomyces sp.
F3118’den farkli olarak optimum dekolorizasyon aktivitesini pH 7,0’de gostermistir
(Sekil 4.2, ¢). Streptomyces sp. F4880’in pH 5,0’deki dekolorizasyon aktivitesi ise
goreceli olarak %17,11°e gerilemistir. Streptomyces sp. F4880 tarafindan sergilenen
goreceli dekolorizasyon verimlilikleri ise pH 8,0°de %94,74; pH 9,0’da ise %82,89

olarak gozlenmistir.

Aksu ve Donmez [128] tarafindan Candida lipolytica ile yapilan bir ¢aligmada
ise bu organizmanin Remazol Brillant Blue R’yi pH 2’de maksimum verimlilikle

pargaladigi rapor edilmistir.

Chen ve Liou [129] ise bakteriler iizerinde yaptiklar1 calisma sonrasinda
Aeromonas hydrophila’nin aerobik ortamda iyi lireme gostermesine ragmen, bu
bakterinin maksimum renk giderimini anaerobik kosullarda gergeklestirdigini rapor
etmiglerdir. ~ Aeromonas hydrophila’nin tekstil sanayinde siklikla kullanilan
boyalardan biri olan Red RBN’nin 3000 mg/L konsantrasyonunu, 8 giin i¢inde %90
oraninda parcaladigi belirlenmistir. Bu calismada uygun pH da arastirilmis ve
sonugta Aeromonas hydrophila’nin pH 5,5 ile pH 10 arasinda maksimum renk
giderimi sergiledigi belirlenmistir. Buna ek olarak kiiltiir ortammin pH’s1 4,5’e

ayarlandiginda ise organizmanin boyay1 tamamen adsorbe ettigini bildirmislerdir.
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Sekil 4.2. Farkli pH kosullar1 altinda 96 saatlik inkiibasyon sonrasi Streptomyces sp.
suslarinin sergiledikleri goreceli renk giderim aktiviteleri.

45



Zhang ve ark. [130] tarafindan yapilan bir calismada ise beyaz ciiriik¢iil
funguslarla renk gideriminde, optimum pH araliginin 4 ile 5 arasinda oldugu rapor
edilmistir. Radha ve ark. [131] tarafindan yapilan bir bagka calismada ise P.
chrysosporium ile 7 farkli boyar maddenin renk giderimi aragtirilmigtir. Bu
calismada, optimum pH’nin saptanmasi amaciyla 2,0 ile 7,0 arasinda degisen pH’lar
calisilmis ve kullanilan boyar maddelerden 4’{iniin pH 5.,0°de, 2’sinin ise pH 2,5’de,

birisinin ise pH 3,0’de dekolorize edildigi rapor edilmistir.

4.3. Farkli Karbon Kaynaklarinin Renk Giderimi Uzerine Olan Etkisi

Farkli karbon kaynaklarinin renk giderimi ve ekstraseliiler lignoseliilolitik
enzimlerin iiretimi iizerine olan etkisini aragtirmak icin, karbon ve enerji kaynagi
olarak sadece Poly R-478 veya bu boyaya ilaveten 6giitiilmiis bugday samani (%0,6;
w/v) ya da glukoz (10 g/L) iceren MS-YEM besiyeri kullanilmistir. Karbon
kaynaklarmma ilaveten Poly R-478 iceren sivi besiyerleri inokiile edilerek,
organizmalar 30 °C sicaklikta, 150 rpm’de, 96 saat siireyle inkiibe edilmislerdir.
Kontrol olarak kullanilan besiyerlerine ise inokiilasyon yapilmamis olup, besiyeri

steril olarak inkiibe edilmistir.

Lignoseliiloz olarak 6giitiilmiis bugday samani kullanilarak yapilan indiikleme
calismalar1 sirasindaki en yiiksek renk giderim aktivitesi, Streptomyces sp. F2621
tarafindan, %0,6 (w/v) saman iceren kiiltiir ortaminda belirlenmistir (Sekil 4. 3, a).
Streptomyces sp. F2621 tarafindan sergielenen renk giderim aktivitesi ise inkiibasyon
siiresinin 4. giiniinden sonra en yiiksek diizeye ulagmistir. Organizmanin bu
konsantrasyonda sergiledigi renk giderim aktivitesi (%38), aym1 zamanda tiim
calismalar boyunca belirlenen renk giderim aktivitesi i¢in kaydedilen en yiiksek
deger olmustur. Bununla beraber, organizmanin karbon kaynagi olarak sadece Poly
R-478 iceren ortamdaki renk giderim aktivitesi %30 iken, 10 g/L glikoz iceren sivi

ortamdaki renk giderim aktivitesi ise ancak %6 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.3. Farkli karbon kaynaklarinin varliginda Streptomyces sp.
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Streptomyces sp. F3118’in en yiiksek renk giderim aktivitesi sergiledigi karbon
kaynagi1 da Streptomyces sp. F2621 de oldugu gibi saman iizerinde belirlenmis ve bu
susun renk giderim aktivitesinin verimi inkiibasyon siiresinin 5. giiniinden itibaren en
yiiksek diizeye ulasmistir (Sekil 4.3, b). Streptomyces sp. F3118 tarafindan gosterilen
renk giderim aktivitesi ise 5. giinde %16 olarak hesaplanmistir. Bununla beraber,
organizmanin karbon kaynagi olarak sadece Poly R-478 iceren ortamdaki renk
giderim aktivitesi %13 iken, 10 g/L glikoz igeren sivi ortamdaki renk giderim

aktivitesi ise ancak %7 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.3, b).

Streptomyces sp. F4880’in ise karbon kaynagi olarak ogiitiilmiis bugday
samant ile desteklenmesi durumunda sergiledigi en yiiksek renk giderim aktivitesi ise
karbon kaynagi olarak sadece Poly R-478 iceren ortamdaki ile benzer sekilde
sonuclanmistir. Bu nedenle Streptomyces sp. F4880’in gosterdigi renk giderim
aktivitesi hem saman varliginda hemde yoklugunda inkiibasyonun 5. giiniinde %15
olarak gergeklesmistir (Sekil 4.3, ¢). Buna ragmen glikoz igeren ortamda
Streptomyces sp. F4880’in sergiledigi renk giderim aktivitesi ise ancak %4 civarinda

tesbit edilebilmistir.

Calismalarda kullanilan Streptomyces sp. F2621, Streptomyces sp. F3118 ve
Streptomyces sp. F4880’in ii¢linliin de en yiiksek renk giderim aktiviteleri, %0,6
(w/v) saman konsantrasyonuna sahip besiyerinde tespit edilmis ve bu
konsantrasyondaki renk giderim aktiviteleri her {i¢ sus i¢in sirasi ile %38, %13 ve
%15 olmustur. Buna ragmen karbon kaynagi olarak glikozun varligi ise her {i¢ sus
icin de renk giderim aktivitesindeki verimi diislirmiistiir. Hatta glikozun varligi,
karbon kaynag1 olarak sadece Poly R-478’in bulunmasi durumunda elde edilen renk

giderim verimlerinden daha diisiik seviyelerde ger¢ceklesmistir.

4.4. Renk Giderimi Ile Ekstraselliiler Peroksidaz Uretimi Arasindaki Iliski

Karbon ve enerji kaynagi olarak % 0,6 (w/v) 6giitiilmiis bugday samani igeren
MS-YEM besiyerinde, lignoseliilloz degrade eden Streptomyces sp. F2621,
Streptomyces sp. F3118 ve Streptomyces sp. F4880 suslarinin biiyiimesi ve
lignoseliiloz degrade eden ekstraselliiler peroksidaz aktivitelerinin tiretimi, 30 °C’da

10 giin boyunca incelenmistir (Sekil 4.4). Bu li¢ sus tarafindan ekstraselliiler
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peroksidaz iiretimi, organizmalarin logaritmik biliylime fazi1 (genellikle 3-4. gilinler
aras1) boyunca belirgin bir sekilde artis gostererek, durgun fazin baslangicinda
maksimum diizeylerine ulagmistir. Durgun faz donemi ile birlikte (5. giin)
ekstraselliiler peroksidaz enzimlerin kiiltiir sivisindaki konsantrasyonlarinda ise
belirgin bir diislis baslamis ve daha sonra 6liin faz1 siiresince (6-10. giinler) sabit

bi¢imde ilerledigi gozlenmistir.

Inkiibasyonun devam ettirildigi 10 giinliik periyotta, en yiiksek peroksidaz
aktivitesini (0,371 U/mL) Streptomyces sp. F2621 susu, inkiibasyonun 5. giinlinde
gosterirken (Sekil 4.4. a), bu aktivite inkiibasyonun 10. giiniinde minimum seviyeye
(0,098 U/mL) ulagmistir. Streptomyces sp. F2621 susu tarafindan sergilenen renk
giderim aktivitesinin de inkiibasyon siiresinin 5.-6. giiniinde en yiiksek diizeye
ulagmis olmasi, bu sus tarafindan gergeklestirilen renk giderim aktivitesi ile
ligninolitik bir enzim olan peroksidaz arasinda bir iliskinin olabilecegine isaret

etmektedir.

Streptomyces sp. F3118 susu, en yiiksek peroksidaz aktivitesini (0,253 U/mL)
logaritmik biiylime fazin 4. giiniinde gostermistir (Sekil 4.4, b). Peroksidaz
aktivitesinin minimum (0,128 U/mL) diizeye ulagmasi ise inkiibasyon periyodunun 9.
giiniinde gerceklesmistir. Streptomyces sp. F3118 susu tarafindan sergilenen renk
giderim aktivitesinin de Streptomyces sp. F2621°de oldugu gibi inkiibasyon siiresinin
5. gilinlinden sonra en yiikksek diizeye ulagsmis olmasi, bu sus tarafindan
gerceklestirilen renk giderim aktivitesi ile lignoseliilolitik enzim aktivitesi arasinda

bir iliskinin olabilecegine isaret etmektedir.

Streptomyces sp. F4480 susu ise en yliksek peroksidaz aktivitesini (0,147
U/mL) diger iki susta oldugu gibi logaritmik biiylime fazin 4. giiniinde gostermistir
(Sekil 4.4, c). Peroksidaz aktivitesinin minimum (0,060 U/mL) diizeye ulagmasi ise
inkiibasyon periyodunun 9.-10. giinlerinde ger¢eklesmistir. Streptomyces sp. F4880
susu tarafindan sergilenen renk giderim aktivitesinin de Streptomyces sp. F2621 ve
Streptomyces sp. F3118’de oldugu gibi inkiibasyon siiresinin 5. giiniinden sonra en
yiiksek diizeye ulagmis olmasi, bu ¢alismada kullanilan ve dogal olarak toprakta

bulunan ve lignoseliilolitik aktivite gosterdikleri bilinen bu suslar tarafindan
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gerceklestirilen renk giderim aktivitesi ile lignoseliilolitik enzim aktivitesi arasinda

bir iligkinin olabilecegine isaret etmektedir.
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Sekil 4.4. Biiylime kinetigine bagli olarak 10 giinliik inkiibasyon siiresince Streptomyces sp.
suslar1 tarafindan tiretilen peroksidaz aktivitelerinin (-®-)zamana bagl degigimi.
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Heinfling ve ark. [132] tarafindan yapilan bir ¢alismada ise Phanerochaete
chrysosporium ve Bjerkanda adusta ile Reactive Blue 38, Reactive Violet 5,
Reactive Black 5, Reactive Orange 96 ve Reactive Red 198’in degredasyonu
incelenmis ve boyalarin P. chrysosporium tarafindan iiretilen MnP ve B. adusta
tarafindan iiretilen LiP ile hemen hemen hi¢ okside olmadig1 gézlemlenmistir. Ancak
ortama veratril alkol eklendigi zaman spesifik aktivitenin 3,9’dan 9,6 U/mg’a

yiikseldigi saptanmustir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada, tekstil fabrikalarinda yaygin olarak kullanilan Poly R-478 boyar
maddesinin {i¢ Streptomyces sp. susu tarafindan sivi kiiltiir ortaminda 10 giinliik
inkiibasyonu boyunca renk giderim verimlilikleri ile bu suslar tarafindan iiretilen

ekstraselliiler peroksidaz arasindaki iliski belirlenmeye calisilmistir.

Tekstil fabrika sularinin verildigi ortamlarda cevre kirliligi olusmaktadir.
Bunun sonucunda dogal flora ve fauna yok olmaktadir. Cevre kirliliginin
Onlenebilmesi i¢in boyar maddelerin ¢esitli yontemlerle ortamdan uzaklastirilmasi
zorunludur.  Daha Onceden de belirtildigi gibi boyar maddeler ortamdan
uzaklastirllmasinda cesitli yontemler gelistirilmis bulunmaktadir. Ancak her hangi
bir boyama islemi esnasinda birden ¢ok ve yapilar1 birbirinden oldukg¢a farkli boyar
madde bir arada kullanildigindan, tek bir metot yeterli olamamaktadir. Ayni
zamanda kullanilan fiziksel ve kimyasal metotlar, cok fazla atik olusturduklarindan
ve ana maliyetleri yliksek oldugundan, daha ekonomik ve daha az atik olusturan
yontemler gelistirilmek zorunda kalinmistir. Bunun basinda ise biyolojik yontemler
gelmektedir. Yine de ¢ok fazla boyar madde bir arada kullanildig1 i¢in bu yontem de
yeterli degildir. Etkili bir aritim i¢in ¢ogunlukla anaerobik ve aerobik prosesler bir

arada kullanilmaktadir.

Yapilan calismalardan ve arastirmalardan anlasilacag iizere, boyar maddelerin
aerobik degredasyonunda kullanilan ligninazlar1 stimiile etmek igin veratril alkol ve
guaiakol gibi bilesikler kullanilmaktadir. Anaerobik proseslerde ise azo rediiktaz

boyar maddelerin par¢alanmasindan sorumludur.

Boyar maddelerin  biyolojik  parcalanmasinda en ¢ok  calisilan
mikroorganizmalar; bakteriler, aktinomisetler ve funguslardir. Funguslarin iiremesi
icin gereken pH arali§i, ilireme zamani gibi etkenler bu organizmalarin
kullanilmasindaki dezavantajlardir. Bunun yani sira boyalarin degredasyonunu
gergeklestiren enzim ve enzim sistemlerinin aktinomisetler tarafindan birincil
metabolizma sonucunda olusturulmasi ve bu mikroorganizmalarin genellikle alkali
ortamlarda optimal olarak biiyiiyebilmeleri bir avantaj olusturmaktadir. Dolayisiyla

aktinomisetlerle tekstil sanayi atiklarindan renk giderimi ve boyalarin
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parcalanmasinda rol alan enzimlerin optimum olarak iiretilebilmesi i¢in gerekli olan
cevresel kosullarin arastirilarak, daha verimli proseslerin gelistirilmesi igin

caligsmalar yapilmalidir.

Bu tezle ortaya konulan c¢alismada, izole edildikleri ortamlar g6z Oniine
alindiginda, 1iyi derecede lignoselilloz degredasyonu potansiyeline sahip
olabilecekleri diisiiniilen {li¢ Streptomyces sp. susu secilmistir. Bu ii¢ susun
lignoseliiloz degredasyonunda rol alan ekstraseliiler enzimlerinin iiretim seviyeleri
ise inkiibasyon ortaminin pH’inin ve sicakliginin degistirilmesinin yan sira, farkl
karbon kaynaklarinin farkli konsantrasyonlarinin kullanilmasi ile daha 6nce yapilmis
olan c¢alismalar ile optimize edilmistir. Bu g¢aligmalar sonucunda ekstraseliiler
lignoseliilolitik enzimlerin (endoglukanaz, endoksilanaz ve peroksidaz) iiretiminin,
primer metabolizma sirasinda gergeklesmis oldugu; endoksilanaz ve peroksidaz
aktivitelerinin en yiliksek sekresyon degerlerine ise logaritmik biiyiime fazinin

sonunda ulastiklar1 belirlenmistir.

Bu c¢alismalar sonrasinda, ¢alisilan suslarin ekstraseliiler lignoseliilolitik enzim
aktivitelerinin en yiiksek degerlerine inkiibasyonun 4-5. giinlerinde ulastiklari ve
buna paralel olarak ayni suslarin gosterdikleri renk giderim aktivitelerinin de ayni

donemlerde gergeklestigi belirlenmistir.

Her yeni teknolojide oldugu gibi, enzim teknolojilerinin de geleneksel
endiistride kabul gorebilmesi icin ¢esitli kosullarin saglanmasi gerekmektedir. Bu
kosullar (sistemin hayata gecirilmesi i¢in baslangigta yapilmasi gereken yatirimi ve
daha sonrasinda igletim maliyetini igerisine alan) prosesin ekonomik olarak
uygulanabilirligini, daha uygun alternatiflerin olmamasin1 ve enzimler tarafindan
saglanan avantajlarin diger yontemlerle kiyaslandiginda tercih edilmesini saglayacak

derecede essiz olmasini igerir.
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