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0z

Mono azo, bis azo ve antrakinon yapidaki endlistriyel boyalan kapsayan sekiz
farkh tip boya, renk giderimi icin, Funalia trogii kultir filtrati ile muamele
edilmigtir. Bu boyalardan ti¢ti; Everzo! Brilliant Blue R/SP (Reactive Blue 19 — C.I.
No0:61.200), Everzol Black B (Reactive Black 5 — C.I. N0:20.505) ve Evercion Blue
P-GR (Reactive Blue 15 — C.I. N0:61.205:1) renk kaybina ugramgtir.

Everzol Brilliant Blue R/SP (EBBRSP) boyasmn kati faz fermantasyon
ortamunda pH 5'de 30°C’de 10 giin inktbe edilerek iiretilen Funalia trogii kltiir
filtrat: ile renginin giderilmesi {izerinde etkili olan reaksiyon kosullari incelenmistir.
pH 3 ve 40°C sicaklikta, 75 mg/L boya ve 150 pul enzim ile maksimum renk
giderimi saglanmgtir.

Anahtar Kelimeler: Funalia trogii, Everzol Brilliant Blue R/SP, Renk
giderimi, Kinetik, Michaelis- Menten Bagmntisi.



ABSTRACT

Eight different types of industrial dyes, including mono azo, bis azo and
anthraquinone dyes, were treated, for decolorization by the culture fitrate from
Funalia trogii. Three of the dyes, Everzol Brilliant Blue R/SP (Reactive Blue 19 -
C.I. No:61.200), Everzol Black B (Reactive Black 5 — C.I. No:50.505) and Evercion
Blue P-GR (Reactive Blue 15 — C.I. N0:61.205:1) lost their color.

Reaction conditions of decolorization by Funalia trogii culture filtrate
incubated at 30°C and pH 5 for 10 days in solid phase Everzol Brillinant Blue R/SP
fermentation medium were investigated. Maximum decolorization rate occurs with

75 mg/L dye and 150 pL culture filtrate at incubation conditions are pH 3 and 40°C.

Key Words: Funalia trogii, Everzol Brilliant Blue R/SP, Decolorization,
Kinetics, Michaelis- Menten Equation.
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1. GiRls

Tekstil endiistrisinden desarj edilen atik su hem hacim olarak ve hem de atik
kompozisyonu olarak biitiin endiistriyel sektSrler arasinda en kirletici atik olarak
kabul edilir [1].

Boyalar medeniyetimizin gerekli bir pargasidir, fakat boyarmadde
endiistrisinin atiklarryla gevresel kirlenmeye de neden olurlar [2]. Tekstil endiistrisi
atik suyun bir ¢ok kirletici madde igeren. kompleks bir kangimdir. Bu kirletici
maddelerin bir kismy, organokloriir esash pestisitler, agir metaller ve boyalardir [3].

Endiistriyel boyalar ¢evreye iki ana kaynaktan atihr: boya dlretim tesisi
atiklarindan ve tekstil fabrikalan gibi boya kullanan endiistri dallarindan. Boyama
prosesinde kullamlan toplam boyamn % 10-15’inin atik suya verildi3i tahmin
edilmektedir [4]. Ozellikle akint1 ve nehirlerde olmak tizere gevrede ¢ok miktarda
depolaniriar [5]. Bu boyalarin pek ¢ofu 1518a, 1siya ve dogal biyolojik pargalanmaya
direngli bilesikler olduklarindan mikrobiyal saldirilara karsi direnglidirler. Nitro ve
stilfonik gruplar gibi gesitli kimyasal yapilar1 igeren sentetik boyalar klasik anaerobik
proseslerde biyolojik renk gideriminde diizenli olarak ¢abuk bir sekilde
etkilenmezler. Boyalarin renginin giderilmesi amaci ile aerobik bakteri tiirleri
gelistirmek igin yapilan ¢aligmalar sik sik tek bir boyanm rengini giderme yetenegi
gisteren ¢ok spesifik organizmalarin tiretilmesi ile sonuglanmaktadir [6].

Dilnyada tiretilen endiistriyel renklendiricilerin yaklagik olarak % 50’si azo
boyadir. Bunlar anaerobik kogullar altinda renksiz aromatik aminler olan ve insanlara
ve hayvanlara karst toksik mutajenik ve/veya kanserojenik bilegiklere donfisebilir.
Bir azo boyanin kanserojenikligi boyanin kendisinden ya da rediiktif transformasyon
sirasinda meydana gelen aril amin tlirevierinden kaynaklanabilir. Bu boyalar hem
aktif camurda hem de akmti sularda mikrobiyal oksidasyon prosesini inhibe eder.
Azo boya toksisitesi nedeni ile sucul ekosistemdeki mikroorganizma kayb organik
bilesiklerin mikrobiyal mineralizasyonu faaliyetini azaltr. Aym zamanda absorbe



edilen boya-mikroorganizma kompleksi {ist organizmalar tarafindan yenir ve besin
zincirine girer. Memelilerde sitokrom P-450 reditktazz ve anaerobik bagirsak
mikroflorast azo boyalari potansiyel olarak kanserojenik olan aromatik aminlere
indirger [7]. Azo boyalar genis bir uygulama alamina sahiptir ve dogal ve sentetik her
elyafi boyamak igin azo boya vardir. Azo boyalarin ¢okintiilerdeki ve sucul
habitatdaki mikrobiyal popiilasyonun bilyiikliiglini ve aktivitesini etkiledigi
gosterilmigtir [S].. Azo boyalar ¢ok sayida renge sahip en genis boya smfi
oldufundan, aragtirmalar ¢ogunlukla bu grup iizerine odaklanmigtir [8].

Yerytiziinde yilda 7.10° tondan fazla ve yaklagik olarak 10.000 farkli boya ve
pigment liretiimekte ve boya baski endiistrisinde yaygin olarak kullamimaktadir.
Bunun yaklagik olarak % 10’unun endiistriyel atiklara verildigi tahmin edilmektedir
[9]. Endistri ¢cok ¢esitli kimyasal yapida sentetik boya kullanur; bu nedenle renk
gidermede  kullamlan  bir  biyokatalizatér  ¢esitli  yapilardaki  boyalan
pargalayabilmelidir [10].

Boyalar genellikle aromatik ve heterosiklik bilesiklerdir ve genellikle dogal
parcalanmaya direnglidir. Bazilann toksik ve hatta kanserojeniktir. Bundan dolay:
endiistriyel atiklardaki boyalarm yikimui ve renginin giderilmesi i¢in ydntemler
gelistiriimesi 6nemlidir [11]. Beyaz ¢iiriik¢lil fungusun bir gok ligninsel kiiltiiriiniin
cesitli boyalan pargaladig: ve rengini giderdigi rapor edilmigtir [12-14].

Lignin biosferdeki biopolimerlerin ikinci bliyilk grubunu teskil eder ve Lignin
yikim g¢aligmalari miimkiin olabilen biyoteknolojik uygulamalar i¢in biiyilk bir
Oneme sahiptir. Ciinkil lignin polimerleri bir ¢ok endilstriyel prosesde lignoselitlozik
malzemenin verimli bir gekilde kullamlmasina en biiylik engeldir. Ligninlerin yikirm
birinci derecede beyaz ¢lirlik¢ill fungusun faaliyet alanmna girer; bundan dolayr bu
ekolojik grup hatin sayilir bir oranda aragtrma konusu omaktadir. Fakat bu giine
kadar bu mikroorganizmalarin salgiladigi lignin peroksidaz (LiP) ve manganez
peoksidaz (MnP)’'m kullamldi1 bagarili bir biyoteknolojik bir uygulama rapor
edilmemigtir [15].



Lignin bir ¢ok cazip kimyasal yapilar ve gesitli reaktif fonksiyonel gruplan
olan bir polimer olarak bitki hlicre duvarlarinda olusur. Fenolik gruplar, bir ¢ok alkil
aril eter baglan ve polimerizasyon derecesi gibi bir gok 6nemli 8zellie sahiptir [16].

Lignin pargalayan enzimler polisiklik aromatik hidrokrbonlar, klorlanmis
fenolleri , diklor anilini, ve boyalar, yikima ugratabilir [11-14, 17]. Azo boyalar
aerobik kosullar altinda yikima ugratilamadifindan [18], enzimatik oksidatif
mineralizasyon bilyiik bir Sneme sahiptir. Redilktif transformasyon renksiz fakat
toksik tirinler meydana getirdigi i¢in, bu durum 6zellikle Snemlidir. Phanerochaete
chrysosporium enzimlerinin azo boyalarin sadece rengini gidermedigi, aym zamanda
onlan karbon dioksite mineralize ettiine dair baz: ipuglann vardir [19]. Azo
boyalarin yikima ugratilmasi, LiP tretimi igin de gerekli oldudundan, sadece sinirh
azot kosullarinda verimli bir sekilde gergeklestirilmistir. Ayrica Phanerochaete
" chrysosporium’ un LiP’den baska ligninsel olmayan bir enzim sisteminin de boya
yikimina karigtifi saniimaktadir [14].

Basidiomycetes grubundan beyaz ¢iirlik¢til fungusun lignini tamamen
pargalayan ve mineralize eden tek mikroorganizma grubu oldugu bilinmektedir [20].
Bunlar dogaya yabanci maddelerin oksidasyonunda hizh degildir [21]. Beyaz
clirlikgiil fungusun ligninsel kiltlirlerinin gesitli kombinasyonlarda mangan
peroksidaz (MnP), lignin peroksidaz (LiP), lakkaz ve H,0, olusturan enzimler
salgiladify bilinmektedir [22]. Saflastirttmiy MnP ve LiP in vitro olarak ligninin
kismi depolimerizasyonunu katalizleme yetenegine sahiptir. Bu enzimatik aktiviteler
ayni zamanda cesitli dogaya direngli sentetik bilegiklerin par¢alanmasinda da
etkilidir [23].

Beyaz giiriikill basidiomycete’ler bu enzimlerin tiretiminde nitelik ve nicelik
farkliliklar temelinde boyarmaddeleri parcalama yetenck ve kapasitelerinde
farkhlagir [23]. Yan-kati fermantasyon ile 20 ginlilk inkiibasyon sonucu beyaz
clirik¢@ll funguslardan Phanerochaete chrysosporium % 22, Funalia trogii ise %




23 lignin ykimina yol agmaktadir. Funalia trogii'nin olduk¢a ylksek lakkaz ve -
peroksidaz aktivitesi aktivitesi gOsterdigi saptanmugtir [24]. Ayrca fenol yikiminda
Funalia trogii kullammimn miimkiin oldufu gosterilmistir ve %80 fenol giderimi
basaritmugtir [25].

Azo boyalara benzeyen fakat farkh yapidaki dofaya yabanci kimyasal
maddeler olan antrakinon boyalarin enzimatik yikim ¢algmalan az sayida
yapilmugtir. Geotrrichum candidum Dec 1, azo ve antrakinon boyalarin rengini
giderebilmektedir. Bu mikroorganizma tiiriiniin hiicre dist peroksidaz-tipi enzimleri
renk giderme olayma karismaktadirlar [26].

Hidroksi-gruplu antrakinonlar ve antronlar, glikozidleri halinde dogada sik
sik goriiliir. Dahas1 bazi antrakinon ve antron tiirevleri boyarmadde ara iiriinleri
olarak Onemlidir ve bazi endistriyel atik sularda ¢6zlinmg kirleticiler olarak
bulunurlar. Kiiltir ortaminda fenolik bilesikler bulundugunda Pleurotus spp. sik sik
¢Oziinebilen bir lakkaz salgilamasi ile cevap verir. Bu nedenle fungus gergek bir
fenolik bilesik gibi davranan bir hidroksi gruplu antrakinon ve antron ve boyarmadde
hammaddesi olarak kullanian antrakinon siilfonik asid igeren ortamda kiltiirlenebilir
[271.

Bir antrakinon boya olan Remazol Brilliant Blue R (RBBR) endiistriyel
olarak 6nemli bir boyadir ve polimerik boya iiretiminde sik sik baslangic maddesi
olarak kullalir. Yap: olarak ligninsel peroksidazlarin substratlar1 olan polisiklik
aromatik bilegiklere benzer. Vinilsiilfon grubundan, antrakinon kimyasal yapisindaki
bu boyanin rengi beyaz ¢liritk¢lll fungus Phanerochaete chrysosporium tarafindan
giderilir [28]). Bu grupta yer alan boyarmaddeler boya baski endistrisinde ¢ok
yaygn olarak kullanmlmakta ve piyasada pek gok tiirleri bulunmaktadir.

Bu ¢ahgmada, RBBR ile aym grupta yer alan ve tekstil endiistrisinde
" kullanilan Everzol Brilliant Blue RSP (EBBRSP) boyasinmn Funalia trogii’nin kiilttr
filtrat1 ile renginin giderilmesi islemleri yapilmugtir,



2. KAYNAK ARASTIRMALARI
2.1. TEKSTIL ENDUSTRISINDE KULLANILAN BOYARMADDELER

Kumag, elyaf vb gibi tekstil malzemelerini renkli hale getirmek igin
kullamlan maddelere boyarmadde denir.Genellikle g¢ozeltiler veya siispansiyonlar
halinde ¢esitli boyama yontemleriyle uygulanirlar.Boyarmadde elyaf ile kimyasal
veya fizikokimyasal bir ilgkiye girerek birlesir [29].

Renklendiriciler goriiniir 15151 absobe etme yetenekleriyle karakterize edilirler
(400-700 nm - goriinlir absorbans) ve renkli gériiniirler. Renklendiriciler organik,
anorganik; sentetik ve dogal kimyasal maddelerdir. Bunlar igerisinde yer alan

pigmentler ortamda ¢6ziinmemeleriyle karakterize edilirler [30].

Direkt, asid ve reaktif boyalar anyonik, dispers boyalar katyonik ve digerleri
noniyonik karakterdedir.Parlak renkli, suda ¢Szlinen reaktif ve asid boyalar en
problemli boyalardir [31].

Boyalar benzidin gibi kanserojenik ve diger aromatik bilesiklerden iretilir.
Antrakinon esasli boyalar aromatik halka yapilarindan dolay1 biyolojik yikima en
direngli olanlardir [31].

Tekstil endiistrisinde  kullamlan boyalar {i¢ sekilde smflandirthr:
¢Oziiniirliiklerine gore simflandirma, kullanim o6zelliklerine gére smflandirma ve
kimyasal 6zelliklerine gore siniflandirma [29].

2.1.1 Boyarmaddelerin C6ziiniirliikklerine Gére Smiflandiriimasi

2.1.1.1. Suda ¢6ziinen boyarmaddeler

Boyarmadde molekilli en az bir tane tuz olugturabilen gurup tagir.
Boyarmaddenin sentezi swrasinda kullandan baslangic maddeleri suda ¢Szlindiirticti



grup igermiyorsa, bu grubu boyarmadde molekiiliine sonradan eklemek suretiyle de
¢Oziintirlik saglanabilir. Ancak tercih edilen ydntem, boyarmadde sentezinde
baslangig maddelerinin iyonik grup igermesidir. Suda ¢6ziinebilen boyarmaddeler tuz
teskil edebilen grubun karakterine gére dige aynilir [29].

Anyonik suda ¢8ziinen boyarmaddeler suda ¢o6ziinen grup olarak en ¢ok
stilfonik (-SO3H"), kismen de karboksilik (-COO") asidlerin sodyum tuzlarim igerirler
(-SO;Na ve -COONa) [29].

Katyonik suda ¢6ziinen boyarmaddelerde molekiildeki ¢oziiniirliigii saglayan
grup olarak bir bazik grup (6rnegin —NH,), asidlerle tuz olugturmus halde bulunur.
Asid olarak anorganik asidler (HCI) veya organik asidler (COOH-) kullamlir [29].

Zwitter iyon karakterli boyarmaddeler molekiillerinde hem asidik hem de
bazik grup bulundururlar. Bunlar bir i¢ tuz olustururlar. Boyama sirasinda bazik veya
ndtral ortamda anyonik boyarmadde gibi davramg gosterirler [29].

2.1.1.2. Suda ¢éziinmeyen boyarmaddeler

Tekstilde ve diger alanlarda kullanilan ve suda ¢dziinmeyen boyarmaddeleri
cesitli gruplara ayirmak miimkiindiir [29].

Substratta ¢dziinen boyarmaddeler, suda gok ince siispansiyonlar halinde
dagitilarak hazirlanr ve Ozellikle sentetik elyaf {izerine uygulanan dispersiyon
boyarmaddeleri bu simufa girer [29].

Organik ¢dziiclilerde ¢Oziinen boyarmaddeler her gesit organik ¢dziiciide
¢oziniirler. Solvent boyarmaddeleri de denilen bu boyarmaddeler sprey veya lak
halinde uygulanabilirler. Matbaa miirekkebi, vaks ve petrol (riinlerinin
renklendirilmesinde kullanlirlar [29].

Gegici ¢oziinirligi olan boyarmaddeler, gesitli indirgeme maddeleri ile suda
¢Oziinebilir hale getirildikten sonra elyafa uygulanabilirler, Daha sonra elyaf iginde



iken yeniden ylkseltgenerek suda ¢8zlinmez hale getirilirler. Kiip ve kilkirt
boyarmaddeleri bu prensibe gdre uygulanirlar [29].

Polikendensasyon boyarmaddeleri, son yillarda gelistirilen ve elyaf Qizerine
uygulanrken veya uygulandiktan sonra birbiri ile veya bagka molekiillerle kondanse
olarak bilylik molekiiller olusturan boyarmaddelerdir [29].

Elyaf iginde olugturulan boyarmaddeler, iki ayn bilegenden elyaf iginde
kimyasal bir reaksiyonla olusturulan boyarmaddelerdir. Bunlar suda ¢6zlinmeyen
pigmentlerdir. Azoik boyarmaddeler ve ftalosiyaninler bu simfa girer [29].

Pigmentler elyafa ve diger substratlara karyi afinitesi olmayan,
boyarmaddelerden farkli yapida bilegiklerdir [29].

2.1.2 Boyarmaddelerin Kullanim Ozelliklerine Gére Siuflandiriimas

Boyarmaddelerin  kimyasal yapilarna ve boyama Ozelliklerine gore
siniflandirilma  gekilleri arasinda ¢ok az iligki vardir [30]. Genellikle boyama
uygulayicilan boyarmaddenin kimyasal yapist ile degil, onun hangi ySntemle elyafi
boyayabildigine bakarlar. Bu nedenle bu ydnteme gore boyarmaddeleri agagidaki
sekilde simflandinriar {29].

2.1.1.1, Direkt (Substantif) boyarmaddeler

Direkt boyarmaddeler suda ¢bziinen bilesikler olup, selillozik elyafi ndtral
veya kalevi ortamda, sodyum klorlr veya sodyum silfat gibi bir elektrolit
beraberliginde, sofukta ya da kaynama temperat(iriinde boyarlar. Coziiniirlikk ¢ogu
kez molekiilde bulunan siilfon, bazen de karboksil gruplarn ile saglanir, Bu gruplar
sayesinde boyarmadde anyonik karakter kazanir [30].

Bu smf boyarmaddeler ucuzluklari, boyama islemlerinin basit olugu ve
boyama esnasmnda elyafin yipranmamas: gibi Ostiinliiklere sahiptir [30].



Direkt boyarmaddeler azo, stilben, oksazin, tiazol ve ftalosiyanin kimyasal
yapiara sahiptir [30]. Bunlar genellikle siilfonik, bazen de karboksilik asidlerin
sodyum tuzlaridir [29].

2.1.2.2. Kiip boyarmaddeler

Seliilozik ve protein elyafin boyanmasinda ve baskisinda kullanilan
boyarmaddeler olup, molekiillerinde halkaya bagh ve halka elektronlanyla konjuge
durumda olan en az iki oksijen atomu ve karbonil grubu igeren suda ¢6ziinmeyen
renkli bilesiklerdir. Kimyasal yapilari indigoid ve antrakinoid seklindedir [30].

2.1.2.3. Kiikiirt boyarmaddeler

Kiikiirt boyarmaddeleri, pamugu ozellikle siyah, kahverengi, zeytin yesili,
haki ve lacivert gibi koyu renklere boyayabilen ¢ok ucuz ve uygulama sekilleri gok
basit olan boyarmaddelerdir [30].

2.1.2.4. Inkisaf boyarmaddeleri

Bu siufta bulunan boyarmaddeler pamuk, ipek, asetat ipegi, naylon ve
polyester elyafin boyanmasinda kullaniir [30]. Elyaf {izernde olusturularak son
sekline donistiiriilebilen biitiin boyarmaddeler bu sifa gireri Azoik boyarmaddeler
de denilen Naftol-As boyarmaddeleri ile falosiyanin boyarmaddeleri bu siuftandir .
[29].

2.1.2.5. Reaktif boyarmaddeler

Reaktif boyarmaddeler selitlozik elyafin boya ve baskisina yarayan ve elyaf
ile kimyasal reaksiyona giren ¢ok Onemli bir boyarmaddedir. Biitiin reaktif
boyarmaddelerde ortak olan &zellik, hepsinin kromoforu tasiyan renkli bir grup
yaninda, bir reaktif ve bir de molekiile ¢6ziiniirlikk saglayan grub igermesidir.



Cizelge 2.1: Reaktif Boyalarm Reaksiyon Mekanizmalarina Gére Alt Gruplan [8]

Reaktif Grup Ticari Adi Uretici Firma
Procion MX ICI
Reacna Acna
Diklortriazinil Amaryl Amar
Ostazin S Chemapol
Helaktyn F -
Procion H ICI
Procion HE ICI
Cibacron E Ciba
Cibacron A Ciba
Pront -
Monoklortriazinil m“; )C< :;’Z_
Ostazin H Chemapol
Helaktyn D -
Intracron -
Basilen BASF
v Drimaren P Clariant
Monoflortriazinil Cibacron F Ciba
Drimaren X Clariant
- Drimaren Z Clariant
Triklorprimidin Cibacron TE Ciba
Cibacron TA Ciba
Reacton S Gy
Drimarene K Clariant
. . exs Drimarene R Clariant
Monoklordiflorprimidin Tevafix E-A Bayer
Levafix P-A Bayer
. . . Levafix E Bayer
Diklorkinoksalin Cavalite DUP
Remazol Hoechst
. Rhodazol -
Vinilsitifon Primezin BASF
Reacna T Acna

Kromoforu tagiyan molekiiller g¢ofunlukla azo, antrakinon ve flalosiyanin
tiirevleridir. Boyarmaddenin reaksiyon yetene§ini ve reaksiyon hizimi reaktif grup
tayin eder [30].



Selilozun hidroksil gruplari ile boyarmadde arasindaki reaksiyon, reaktif
gruba bagl: olarak, ya seliiloz esteri olugturmak {izere niikleofilik substitiisyon, ya da
selitloz eteri vermek {izere nilkleofilik adisyon reaksiyonudur, Kalevi ortamda
selilozun niikleofilik karakteri arttigindan bu boyalar hepsi bazik ortamda fikse olur
[30].

2.1.2.6. Ingrain boyarmaddeleri

Boyarmadde karakterinde olmayan bilesiklerden elyaf {izerinde olusturulan
boyarmaddelerdir. Azoik, oksidasyon ve fialosiyanin boyarmaddeleri bu guruba
girer.Baslangi¢ maddelerine goére iki gruba aynlir: Alcian boyarmaddeleri (ICI),
ftalojen boyarmaddeleri (FBy), [30].

2.1.2.7. Pigment boyarmaddeler

Tekstil malzemesinin renklendirilmesinde organik ve anorganik pigmentler.
de kullanihir. Bunlar suda ¢6ziinmediklerinden elyaf ile aralarinda afinite s6z konusu
degildir. Ne kimyasal bag, ne de kolloidal adsorbsiyon yapabilirler. Bu nedenle
klasik anlamda bir boyama meydana getirmezler [30].

2.1.2.8. Bazik (Katyonik) boyarmaddeler

Bazik boyarmaddeler ¢dziiniirlestirici grubu bulunmayan organik bazlardir.
Ancak tuzlan (organik bazlann hidroklortirleri) seklinde iken suda ¢oziinebilirfer.
Tekstil boyacihifinda kullanilanlar kloriir veya asetat tuzu geklindedir. Sulu ¢ozeltide
bulunan boyarmadde katyonu, elyafin anyonik gruplanyla elyaf/boyarmadde tuzunu
olusturur. Bu nedenle protein ve anyonik modifiye poliakrilonitril elyafin
boyanmasinda kullanilirlar. Bu simifa giren kimyasal yapilar trifenilmetan, tiazin,
oksazin, azin, ksanten ve azo Boyarmaddelerdir [30].
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2.1.2.9. Asit boyarmaddeler

Asit boyarmaddeler protein elyafa kars1 direkt afiniteye sahip olan dnemli bir
boyarmadde smufidir. Poliamid elyaf da kimyasal yapi bakimindan proteinlere
benzediginden asit boyarmaddelere karsi afinite gésterir. Hemen hepsi organik
asitlerin sodyum tuzlan (stilfonik asit tuzlari) olup; renkli komponent, boyarmadde
anyonudur. Asit boyarmaddelerin kimyasal yapilan trifenilmetan, ksanten, nitro, azo,
antrakinon ve ftalosiyanin bilesikleridir [30].

Genel formiilleri Bm-SO3;-Na* (Bm: Boyarmadde, renkli kisim) seklinde
yazilabilen asid boyarmaddeleri, molekiillerinde bir veya birden fazla siilfonik asid
(-SO;H) grubu veya Karboksilik asid grubu (-COOH) igerirler [30].

2.1.2.10. Krom boyarmaddeleri

Bu smf boyarmaddeler yiin ve yiin-naylon kangimlarinin boyanmasinda
kullanibr. Bunlar asit boyarmaddelere benzemekle beraber, molekiillerinde bazi
metal katyonlariyla dayanikli koordinasyon bilesikleri yapabilecek gruplar bulunur.

Kimyasal olarak azo, antrakinon, trifenil metan ve ksanten yapidadirlar {30].
2.1.2.11. Metal-kompleks boyarmaddeler

Protein ve poliamid elyafin boyanmasinda kullanilan bu simf boyarmaddeler,
koordinasyon bilesikierdir. Boyarmadde molekiili ile metal iyonu arasinda koordinat
baglar1 vardir. Kimyasal yapilan bakimindan asit boyarmaddelere benzer.
Konstitiisyonlar1 ve boyama 6zellikleri bakimindan iki farkl grup altinda toplanirlar.
Bir Cr(II) iyonuna karsihk bir boyarmadde molekiilii bulunduranlara 1:1 metal-
kompleks boyarmaddeler; iki boyarmadde bulunduranlara 1:2 metal-kompleks
boyarmaddeler denir [30].
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2.1.2.12. Dispers boyarmaddeler

Dispers boyalarin kimyasal yapilan nitrodifenilenamin, monoazo, disazo,
antrakinon, metin, naftilamid, naftakinonamin ve kinonftalen seklindedir. Polyester
elyafin boyanmasinda kullanilir ve elyaf kimyaca aktif grup icermedigi igin
boyarmadde anyon ve katyonlarim baglayamaz. Boyama islemi, dispers boyanin
polyeéter elyafin igine girmesi ile saglanir. Boyanm elyaf igerisine girmesi ya yiiksek

sicaklikta ya da carrier denilen kimyasal maddelerin kullanimu ile saglanir [30].

2.1.2.13. Mordan boyarmaddeler

Mordan sozciigli, boyarmaddeyi elyafa tesbit eden madde veya bilesim
anlamun tagir. Bir ¢ok gogal ve sentetik boyarmadde bu smifa girer. Bunlar asidk
veya bazik fonksiyonel gruplar igerirler ve bitkisel ve hayvansal elyaf ile karasiz
bilesikler olustururlar. Mordan olarak suda ¢oziinmeyen hidroksitler olusturan Al,

Sn, Fe, Cr tuzlan kullanihir [29].
2.1.3. Boyarmaddelerin Kimyasal Ozelliklerine Gore Siniflandiriimasi

Boyarmaddelerin kimyasal yapilarma gore smflandinlmas:t tablo 4°de
goriilmektedir.

2.1.3.1. Azo boyalar

Renklendiricilerin en biiyiik sinifim azo grubu igeren boyalar olugturur. En
yaygmn olarak kullanilan azo renklendirme maddelerinin karakteristik &zelligi -N=N-
azo grubunun bulunmasidir. Buna genellikle auxochromic hidroksil veya amino
gruplan eslik eder. Bu boyalar kinon hidrazonlar ile benzenoit-kinonoit tautomerizm

gOsterir [8].

Azo boyalar genig bir uygulama alanma sahiptir. Dogal ve sentetik her elyafi
boyamak i¢in azo boya vardir. Bundan dolayr azo boyalarin yapisinda bulunan azo
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gruplarinin sayisi ve diizenlenmesine gére mono azo, diazo, trisazo, tetrazo ve poli
azo gibi alt siiflara aynlirlar [8].

Kenetlenme komponentleri sunlardir: Benzenoid monoaminler, benzenoid
diaminler, asetoasetonil aminler, naftilaminler, fenoller, naftoller, aminonaftoller, N-
alkil (veya aril) aminonaftoller, N-ac;ilaminonaﬁoller, pirazolanlar ve diger

heterosiklik bilesikler {8].

Disazo komponentleri sunlardan tiirer: Anilinler, toluidinler ve homologlari,

anisidinler ve homologlari, naftilaminler, aminofenoller ve aminonaftoller [8].

Azo boyalarda bulunan kiigiikk gruplar ise -COOH, -SO;3H, -SO;NH,, -
SO,NHR, -NO,, -NHCOR, -CNS, -CONH,, -CONHR, -CHO, -SO;R -OSO;R ve
halojenlerdir [8].

Azo boyalarin pargalanmast iki kademede gergeklesir. Birinci kademede azo

bagi kopanlir ve ikinci kademede ise ara Urtinlerin mineralizasyonu saglanir [32].

Ticari azo boyalar esas olarak aromatik primer aminleri diazolayarak .
hazirlanir. Bir veya daha fazla azo bag igerirler. Azo boya iiretiminde benzidin. 2-
naftolamin ve difer aromatik aminler gibi kanserojenik veya toksik ara driinler de
meydana gelir [33]. Azo boyalar dogada meydana gelmez ve sadece kimyasal sentez
ile tretilir [34].

Azo boya renklendiricilerinin kalitatif ve kantitatif karakteristikleri (a) azo
gruplanmin say1 ve pozisyonuna, (b) aromatik g¢ekirdegin yapisina (yani benzen,
naftalen vb.) ve (c) bagh gruplarin yap1 ve pozisyonuna (yani halo, alkil, amino,
hidroksil, karboksil, alkoksil, nitro ve 6zellikle siilfonat) baghdir [33].
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Cizelge 2.2: Boyarmaddelerin Kimyasal Yapilar ve Colour Index Numaralan [8]

Kimyasal yap1 CI numarasi

Nitroso 10000-10299
Nitro 10300-10999
Monoazo 11000-19999
Disazo 20000-29999
Trisazo 30000-34999
Poliazo 35000-36999
Azoik 37000-39999
Stilben 40000-40799
Karotenoid 40800-40999
Difenilmetan 41000-41999
Triarilmetan 42000-44999
Ksanten 45000-45999
Akridin 46000-46999
Kinolin 47000-47999
Metin 48000-48999
Tiazol 49000-49399
Indamin 49400-49699
Indofenol 49700-49999
Azin 50000-50999
Oksazin 51000-51999
Tiazin 52000-52999
Lakton 55000-55999
Aminokinon 56000-56999
Hidroksiketon 57000-57999
Antrakinon 58000-72999
Indigoid © 73000-73999
Ftalosiyanin 74000-74999
Naturel 75000-75999
Oksidasyon 76000-76999
Anorganik pigmentler 77000-77999
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2.1.3.2. Ftalosiyanin boyalar

Ftalosiyanin grubu yesil ve mavi renkte boyalar elde etmek i¢in kullanilir
{35]. Ftalosiyaninlerin hemen hemen %901 pigment boyarmadde olarak kullamfir.
Bazi ftalosiyaninler ise kiip boyarmaddesi olarak kullanilirlar. Tekstilde inkisaf
boyarmaddeleri olarak kullanilanlan da vardir [29].

2.1.3.3. Azoik boyarmaddeler

Elyaf iizerinde sentez edilip son sekline ddniistiiriilerek kullarlan azoik
boyarmaddelerde elyaf lizerine c¢ektirilen kenetleme bilesenlerine nafioller denir.
Naftoller suda ¢6ziinmediklerinden, ancak suda ¢6ziinebilen sodyum tuzlart seklinde
uygulanabilirler [29].

2.1.3.4. Nitro ve nitroso boyarmaddeleri

Bu smf boyarmaddeler kimyasal yapilarinda nitro veya nitroso grubu ile
birlikte elektron veren bir gup ihtiva eder. Teknikde 6nemli olan biitiin bir gurup
boyarmaddelerde nitro veya nitroso grubu ile elektron veren grup birbirine nazaran

orto yerinde bulunur [29].

2.1.3.5. Polimetin boyarmaddeler

Polimetin boyarmaddeleri renkli bilesikler iginde bliyiik bir grup olusturur.
Karboksilat anyonunun vinil homologlari seklinde olan anyonik polimetin
boyarmaddelerine oksonol adi verilmektedir., Molekiiliinde iyonik grup igermeyen
polimetin boyarmaddeleri ndtrosiyaninler veya merosiyaninler olarak isimlendirilir.
Tekstil malzemelerinin boyanmasinda polimetin boyarmaddelerinin  kullaniimasi,

¢ok zayif 151k hasliklan dolayisiyla sinirhdir [29].
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2.1.3.6. Arilmetin boyarmaddeler

Genel formiilleri Ar - x = Ar geklinde olan arilmetin ve polimetin
boyarmaddelerinde x, -CH= veya —N= geklinde olabilir. Bu tiir boyarmaddelerin
sayisiz  karakteristik reaksiyonlari bu grubun elektrofil 6zelligine dayanir.
Molekiildeki metin grubunun sayisina gore degisik yapilar gosterirler [29].

2.1.3.7. Trifenilmetan boyarmaddeler

Genellikle renksiz veya sar renkte olan ve boyarmaddenin yiikseltgenmesiyle
elde edilen karbinol bazlar1 olduk¢a karahdir. Trifenilmetan boyarmaddeleri
icerdikleri fonksiyonel gruplara gére t(i¢ sumfa ayrilirlar: aminotrifenilmetan
boyarmaddeleri, hidroksitrifenilmetan boyarmaddeleri ve karboksitrifenilmetan
boyarmaddeleri[29].

2.1.3.8. Difenilmetan boyarmaddeler

Aminofenilmetanol,  diaminobenzohidrol ve benzofenoniminlerin  tuzlan
difenilmetan boyarmaddelerindendir. Auramin O (Basic Yellow 2) kagit, deri. jit ve
tanenlenmis pamugu sari renge boyamada kullanilir. Ucuz fakat g¢abuk solan bir

boyarmaddedir [29].
2.1.3.9. Akridin, ksanten ve fluoren boyarmaddeler

Akridin boyarmaddeleri, di- ve trifenilmetan boyarmaddelerindeki iki
halkanin arasina bir azot atomu baglanmasiyla yeni bir halka olusumu sonucu ortaya
¢ikan  bilesiklerdir. Ksanten boyarmaddeleri de di- ve trifenilmetan
boyarmaddelerindeki iki benzen halkasma oksijen baglanmast sonucu halka
kapanmasi ile olusur. Fluoren boyarmaddelerinde de, iki benzen halkasi bir hetero

atom olmaksizin dogrudan baghdir [29].
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2.1.3.10. Kinonimin boyarmaddeleri

Arilmetin boyarmaddelerinin aza analoglari, kinonimin, azin, oksazin ve
tiazin simuflanna ayriir. Kinonimin boyarmaddeleri tekstilde boyama amaciyla
kullanilamaz. Ciinkii kolayca bozunurlar. Bu bilesikler, daha ¢ok indikatsr olarak
veya renkli fotografcilikta kullamlabilr [29].

2.1.3.11. Azin, oksazin ve tiazin boyarmaddeleri
Azinler, Z grubu olarak -NR- , oksazinler -O- ve tiazinler -S- grubu tasirlar.
Tiazin boyarmaddelerinin tipik 8rnegi metilen mavisidir. Bu siuf boyarmaddeler bu

glin yeterli olmayan haslik 6zellikleri nedeniyle tekstil alaninda nadiren kullanilir.

Ayrica tip ve biyolojide kullaulmaktadir [29].
2.1.3.12. Indigo boyarmaddeler

Biitiin indigo boyarmaddeleri dogal kaynaklardan elde edlen mavi renkli

indigolardan tiiremistir [29].
2.1.3.13. Antrakinon boyarmaddeler

Karbonil boyarmaddelerinin temel yapisina sahip antrakinon hafif san
renklidir. Bu kimyasal yapiya sahip boyarmaddeler reaktif boyarmaddeler, kiip
boyarmaddeleri ve ¢6ziiniir kiip boyarmaddeleridir [29].

2.1.3.14. Kiikiirt boyarmaddeler
Aromatik aminlerin ve fenollerin kiikiirt ve sodyum siilflir veya sodyum

polisiilfiir ile reaksiyonundan meydana gelen, suda ¢6ziinmeyen, makromolekiil
yapili ve renkli organik bilegikler kiikiirt boyarmaddeleri olarak adlandirilir. Bm-S-S-

Bm selinde sembolize edilebilir [29].
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2.2. RENK GIDERIMINDE KULLANILAN ENZIMLER

Son 20 yida atikk su artimasinda enzim kullamimim Sneren arastirmalarda
bliytk gelismeler olmustur. Bunun nedenlerini {i¢ baghk altinda toplamak
miimkiindiir: (1) ¢evreye verilen, dogaya yabanci ve biyolojik par¢alanmaya karst
direngli organik kirleticilerin miktarindaki artiy ve klasik kimyasal ve biyolojik
prosesleri kullanarak bu kirleticilerin istenen oranda uzaklagtirilmasini saglamak
gittikce zorlagmaktadir; bundan dolayr mevcut proseslerden daha hizh, daha ucuz,
daha giivenilr ve daha basit alternatif arastyma metodlarimn gelistirilmesine
gereksinim vardir; (2) spesifik kirleticileri artmayr hedefleyen enzimlerin
kullanilabilmesine artan bir gereksinim . vardir; ve (3) son zamanlardaki
biyoteknolojik ilerlemeler, enzimlerin daha iyi izole edilmeleri ve saflagtinlmalan

proseslerine olanak vermis ve bdylece daha ucuz ve daha bol miktarda iiretilmelerini

saglamustir {6]. -

Atik su antma proseslerinin gogu fiziko-kimyasal ya da biyolojik prosesler
olarak karakterize edilebilir. Enzimatik islem biyolojik katalizleme islemine dayanan
kimyasal prosesleri igerdiginden bu iki klasik kategorinin arasinda bir yer alir. Klasik
islem ile kargilagtirildiginda enzimatik islemin olast avantajlari sunlardir: biyolojik
parcalanmaya direngli bilegiklere uygulama; yiiksek ve dusiik kirletict
konsantrasyonlarinda islem; genis bir pH, sicaklik ve tuzluluk arahginda galisabilme;
sok yiikleme etkisi olmamasi, biyokiitlenin alistirlmasinda gecikmelerin olmamas:;

¢amur miktarinda azalma (biyokiitle olusmuyor) ve prosesin kolay ve basit kontrolii

6.

Bu potansiyel avantajlarin fark edilmesi {izerine, son aragtirmalar atik sularin,
kat1 - atiklarin, tehlikeli atiklarin ve ¢Oplerin antilmasi igin enzim proseslerinin

gelistirilmesi lizerinde odaklanmugtir [6].

Fenolleri ve aromatik aminleri iceren aromatik bilesikler kirleticilerin en
bilylk gruplarindan birini olusturur ve bir gok {ilkede bu konuda agir yasal

diizenlemeler vardir. Bunlar komiir isletmeleri, petrol rafinerileri, regine ve plastik
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tiretimi, mobilya ve koruma maddeleri, metal kaplama, boya ve diger kimyasal
maddeler, tekstil, maden ve kagit gibi ¢ok gesitli endiistri dallanmn atik suyunda
bulunurlar. Bir ¢ok aromatik bilesik toksikdir ve bunlar ¢evreye atilmadan dnce atik
sudan uzaklastirnimahdir. Enzimatik islem, klasik yontemlere potansiyel bir alternatif
olarak aragtrmacilar tarafindan &nerilmektedir. Ik olarak enzimler yiiksek segicilige
sahiptir ve seyreltik atiklan bile etkili bir sekilde giderebilirler. Tkinci olarak yasayan
organizmalara toksik olabilen maddeler tarafindan daha az inhibe olurlar ve eger
ticari olarak saglanan enzimler biiyllkk miktarlarda (iiretilirse, maliyet diger
metodlardan daha diigiik olabilir. Dahasi enzimler genis bir aromatik madde
konsantrasyonlan araliginda g¢aligir ve diger antma metodlarina gére daha diigiik

bekleme zamanu gerektirir [6].

Lignin yikimindan iki tip hiicre dist oksidatif enzim sorumludur:
peroksidazlar ve lakkazlar (fenol oksidazlar). Bir fungi her iki enzimi de iiretebilir
veya birini ya da digerini iiretebilir. Cogu tiirlerde peroksidazlar ve lakkazlar bir ¢ok
izoenzim olarak ifade edilir. Ligninsel enzimlerin her iki tipi de stabilitelerini
arttirabilen glikoz ile kullamlr. Peroksidazlar hem-igeren enzimlerdir. Bunlar lignin
ve lignin benzeri bilesikleri oksitlemek i¢in ortamda hidrojen peroksite ihtiyag
duyarlar. Molekiil agirhiklannt  35-47 kD ve izoelektrik noktalari 2,8-5,4°diir.
Peroksidazlar ¢ok gesitli substratlara sahip oldugundan iki tipe ayrilirlar Bir tip,
manganez peroksidaz (MnP)’dir ve Mn (II) en iyi indirgeme substratidir. Digeri
lignin peroksidazdir (LiP). LiP fenolik olmayan ve fenolik aromatik bilegikleri
oksitler. Lakkazlar ¢ok bakirli fenol oksidazlardir. Bu enzimler fenolleri ve aromatik
aminleri okside eder. Bunlar oksidant olarak hidrojen peroksitten ¢ok dioksijen
kullanarak dort elektron ile suya indirger. Lakkazlar 50-300 kD molekiil agirhgina,
asidik izoelektrik noktalarmna sahiptir [6]. |

Lakkaz, tirosinaz ve peroksidaz gibi oksidatif enzimler, fenolik bilesiklerin
suda ¢6ziinmeyen oligomerik ve polimerik {iriinlere doniistiiriilmesini katalizler [36].

Ortamda farkli bilegikler bulundugunda, fungus tarafindan farkh izoenzimler
iiretildigi elektroforetik analizler ile gdsterilmistir [27].
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Lignin par¢alama yetenegi olan beyaz giiriik¢iil funguslarin en 6nemli
enzimleri lignin peroksidaz, mangan peroksidaz ve lakkzdir. Bazn beyaz ¢iiriikgiil
funguslar bu enzimlerin tiimiinii, digerleri ise sadece birini veya ikisini iiretir[37].

Dogada beyaz ciiriikk¢iil funguslara ait birkag organizma lignin molekiiliine
saldrr ve pargalar. Hem seliiloz ve hem de lignin olduk¢a saglam organik
polimerlerdir. Bu polimerler‘ gicli ve uzun siire dayanikh olmasit igin doga
tarafindan yaratims ve saglamlastinlmustir. Bu iki bilesigi etkilemek igin giigli
fizikokimyasal islemler yapilmak zorundadir. [38]

iki en &nemli lignin pargalayan mikroorganizma Phanerochaete

chrysosporium ve Trametes (Coriolus) versicolor dur [38].

Enzimler dogada yaygin olarak bulunan proteinlerdir. Onlar yasamun en
temel bir kismudir. Kimyasal olarak yiizlerce amino asidin bir veya daha fazla zincirli
ve {i¢ boyutlu yapidaki olduk¢a kompleks bilesiklerdir. Ug boyutlu olmas: faaliyetleri
icin  olduk¢a  Onemlidir.  Biitiin  yasayan organizmalarin  biyokimyasal
reaksiyonlarinda biyolojik katalizérler olarak davranirlar. Aym zamanda bir ¢ok
teknik endistri dalinda da kullamlmaktadir. Biitin katalizorler gibi bir enzim
biyokimyasal katalizér de bir kimyasal reaksiyonun hizim arttiran bir reaksiyon
partneri olarak tanumlanir. Biitiin prosesler sonunda degismeden kalir. Bu tanim, tek
bir enzim molekiiliiniin faaliyeti esnasinda binlerce substrat molekiiliinii
degistirmeye muktedir oldugunu vurgulamaktadir. Faaliyet siiresi kosullara baghdir
(38].

Enzimler siradan kimyasal katalizorlerden (i) yiiksek reaksiyon hizlan, (ii)
ihmhi reaksiyon kosullan (100°C’nin altinda is1, atmosferik basing, 4-8 pH wve
kuvvetli kimyasal maddelere ve solventlere ihtiyag olmamast) ve (iii) yiiksek
reaksiyon 6zgiilliigi gibi 6nemli farkhliklar g&sterir [38].
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Enzim ve substratimn faaliyeti anahtar-kilit modeli ile agiklamir. Sadece bir
substrat (anahtar) enzimin aktif merkezi olan katalitik merkeze (kilit) yaklagabilir.
Stiphesiz reaksiyonlar ayrintiarda ¢ok daha karmagiktir ve sadece ¢ok ayrintih
modeller ile agiklanabilir [38].

2.2.1. Peroksidazlar

Peroksidazlar bir ¢ok mikroorganizma ve bitki tarafindan {iretilen
oksirediiktazlardir. Bunlar bir ¢ok reaksiyonu katalizlerler, fakat aktive olmak igin
hidrojen peroksit (H>O,) gibi peroksitlerin ortamda bulunmasi gerekmektedir.
Hidrojen peroksit once enzimi oksitler, bdylece enzim substrat: oksitleyecek hale
d6niismiis olur. Cesitli aromatik Kkirleticilerin laboratuvar &lgekli antimasinda
kullanilan peroksidazlar horseradish peroksidaz, lignin peroksidaz ve farkh
kaynaklardan elde edilen pek ¢ok diger peroksidazlari igerir [6]. Peroksidazlar
hemoproteinlerdir [39].

2.2.1.1. Horseradish peroksidaz

Horseradish peroksidaz (HRP; EC 1.11.1.7) siiphesiz ki enzimatik atik
gideriminin kismen yeni olan bu alaninda en ¢ok cahisilan enzimlerden biridir. HRP.
hidrojen peroksit ile aktive edildiginde, fenolleri bifenolleri, anilinleri, benzidinleri
ve benzeri heteroaromatik bilesikleri kapsayan ¢ok ¢esitli toksik aromatik bilesigin
oksidasyonunu katalizler. Reaksiyon tiriinleri, enzimatik olmayan bir reaksiyon ile
suda ¢dzlinmeyen ¢okeltilere doniisebilen polimerlerdir ve bunlar su veya atik sudan
sedimantasyon veya filtrasyon ile kolaylkla uzaklagtinlabilir. Aktivitesi genis bir pH
ve sicaklik arahginda iyi olduéundan HRP o6zellikle atik su aritimasinda uygundur.
HRP faaliyetinin mekanizmasi gbrece olarak iyi anlasiimis ve matematiksel olarak
modellenmistir [6].

Uygulamalarin ¢ogu fenolik kirleticilerin lizerine odaklanmustir. Benzidinler

ve naftilaminler gibi hidroksikinolin ve arilamin kanserojenlerini kapsayan
kirleticilerin ~ artdmas1  icin HRP  kullanmi aym zamanda laboratuvarda

21



gOsterilmigtir, llave olarak, HRP belirli baz1 giderilmesi zor olan kirleticileri birlikte
¢Oktlrme &zellifine sahiptir. Bu fenomen genellikle bir ok farkl kirletici iceren atik
sular igin Bnemli bir pratik vurgulamaya sahiptir. Bu ilkenin tehlikeli atiklara olan
uzantist olarak ¢dzeltilerden fenollerle beraber poliklorianmuig  bifenillerin
uzaklastinimasmda da gdsterilmigtir [6].

Cesitli soliisyonlardan HRP-katalizdrligiinde fenollerin uzaklagtiriimasi
optimize etmeyi amaglayan dikkate deger c¢aligmalar vardir. Enzimin yararh
omriindeki gelismeler, ve bbylece antma maliyetinin azalmas: sonucu: uygun bir
reaktdr konfiglirasyonu segimi, enzim immobilizasyonu, ¢6kelen polimerlerde
enzimi tuzaBa diigmekten korumak igin sodyum borat, jelatin ve polietilen glikol gibi
katki maddelerinin kullanimi, ve enzimin oksidasyon iirfinleri ile inhibe edilmesini
Onleyen talk gibi absorbantlarin ilavesi glindeme gelmigtir [6].

2.2.1.2. Lignin peroksidaz

Lignin peroksidaz (LiP) aym zamanda ligninaz veya diarilpropan oksijenaz
olarak bilinir ve ilk olarak 1983’de rapor edilmistir. Beyaz clirtik¢iil fungus
Phanerochaete chrysosporium’un hiicre dis1 enzim sisteminin bir pargasidir. LiP’in
bir ¢ok dogal parcalanmaya direngli aromatik bilesigi mineralize ettigi ve pek gok
polisiklik aromatik ve fenolik bilesigi okside ettigi gOsterilmistir. LiP’in ligninin
depolimerizasyonundaki roltl de teyit edilmigtir. Mekanizmast HRP’ninki ile oldukga
benzerdir [6].

LiP disik pH’larda hizh bir gekilde aktivitesini kaybetmektedir. pH’min
artmastyla, enzim konsantrayonunun yikselmesiyle veya enzimin substrati olan
veratril alkol ile inkilbe etmekle enzimin stabilitesi artar. Fenolik bilesiklerin
uzaklagtinlmasi i¢in optimum. kosullar yiiksek enzim konsantrasyonu, 4’iin {izerinde
bir pH ve kontrolll hidrojen peroksit ilavesidir. Bazi aragtirmacilar gevreye direngli
aromatiklerin yikim igin, gozenekli seramik tizerinde tutuklanan LiP’in stabilitesinin
ters y0nde etkilenmedifini ve iyi bir potansiyele sahip oldufunu géstermislerdir,
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Venkatadri ve Irvine [40] tehlikeli atiklarin artilmasi ve LiP diretimi i¢in bir silikon
membran reaktdriin kullamlmasim gelistirmiglerdir [6].

Lignin peroksidaz bilesigi azo boyalan okside eder ve sonra veratril alkol
oksidasyonu ile tekrar orijinal lignin peroksidaz haline déner [5). Peroksidaz
enzimleri azo boya biyopargalanma prosesinin ilk kademesi ile ilgilidir [41].

Dilgiik besin seviyesinde sekonder metabolik faz olarak ifade edilen
Phanerochaete chrysosporium’un lignin pargalama sistemi lignin peroksidaz (LiP)
ve manganez peroksidaz (MnP) olmak lizere iki hiicre dispt peroksidaz Uretir.Bu
peroksidazlar lignin, klorofenoller, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, nitrotoluenler
ve dibenzodioksinlerin yikilmas: ile son derece ilgilidir. Hem LiP ve hem de MnP
lignini depolimerize edebilir, klorofenollerin klorunu aymrabilir, nitrotoluen
yikiminda meydana gelen ara driinler olan nitrofenol veya nitroanilinden nitro
gruplanm aywrabilir ve hidroksi- ve amino- benzen siilfonik asidden siilfonati
aymrabilir. Diger peroksidazlara kargin LiP, polisiklik aromatik hidrokarbonlan ve p —
dibenzodioksin gibi fenolik olmayan kirleticileri de okside edbilir [35].

LiP .ve MnP azo boya yikumnda kullambir. Cinkit peroksidazlar azo
boyalarin, rengini giderir ve kiiltir ortammnda peroksidazlarin lretimi ile boya
yikiminda tiim kiiltiirler ile uyumludur [31].

Ligninsel peroksidaziar diger peroksidaziar gibi tipik bir enzimatik ddngii
karakteristiine sahiptir. Dogal (demirsel) enzim ilk olarak hidrojen peroksit
tarafindan oksitlenerek enzimin bir, iki-elektronlu oksidasyon durumu yaratibr
(bilesik I). Hidrojen peroksit tarafindan demirsel enzimin oksidasyonu sirasinda bir
elektron Fe **’den ve bir elektron da porphyrin halkadan gekilir ve sirasiyla, Fe  ve
porphyrin katyon radikali meydana gelir. Bilesik I, eger ortamda uygun bir indirgeme
substrati varsa, Fe'' vasttasiyla iki adimda tekrar indirgenir. {lk iki reaksiyon
(hidrojen peroksit ile demirsel enzim ve indirgeme substrat1 ile bilesik I) hizhdir ve
bilesik IT reaksiyonu tipik bir sekilde 10 kat daha yavagtir. Bundan dolay1 k 3 kuvvetli
bir sekilde enzim ddngit degerini (key) etkiler.LiP ve MnP bilegik I’sinin reaksiyonu
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substrat konsantrasyonuna bagh olarak tipik bir gekilde hiperbolik bir egri gsterir.
Diger reaksiyon ortamda agir1 hidrojen peroksit ve/veya etkili olmayan bir indirgeme
substrat1 bulundugunda meydana gelir. Bilesik II hidrojen peroksit ile peroksidazin
daha az aktif bir gekli olan Bilesik III olusturmak {izere reaksiyona girer [42].

LiP ug {iriin olarak benzilik alkoller aldehitler tiretmek iizere fenolik olmayan
lignin modeli dimerlerin propil yan zincirlerin C, ve Cp arasindan kirar. Bunlar
polimetoksillenmis benzil alkolleri benzaldehite, alkoksibenzenleri benzokinon ve
alkanollere oksitler [21].

[yonizasyon potansiyeli 7,35 eV’dan bilyiik olan benzantrasen, piren ve
antrasen gibi PAH’lar LiP substratidir, fakat penantren ve benzopren gibi

iyonizasyon potansiyeli 7,3 eV’dan kiigiik olan PAH’lar LiP substrat1 degildir [21].

MnP, Mn-bagimlt lipid peroksidasyonunu destekler ve in vitro olarak yavag
bir reaksiyonla penantreni difenik aside oksitler. Bu reaksiyon Mn®*, oksijen ve

doygunlagsmamus yad asidi gerektirir [21].

LiP, veratril alko!l gibi fenolik olmayan aromatik bilesiklerin oksidasyonunu

da katalizler [43].

LiP tarafindan kullamlan indirgeme substratlart MnP’ninkilerden olduk¢a
farkhidir. Bir bilegigin bir enzimin substrati olup olmadig: iki faktSre bagimh gibi
gozikkmektedir: Molekiiliin buytkligi ve redoks potansiyeli. LiP’in oksitleyebildigi
bilesikler biiylikliik bakmmundan olduk¢a smirhdir. Lignin gibi biiylik molekiillerde
enzim kinetik parametrelerini belirlemek ¢ok zordur. LiP diger peroksidazlardan
daha yiiksek redoks potansiyeline sahiptir. Bu onu daha iyi bir PAH oksidant1 yapar.
Fakat biitin PAH’lar LiP ile yikilamaz. Redoks potansiyeli 7,7 eV ve daha yiiksek
olan PAH’lar LiP tarafindan oksitlenemez [61]. Dahasi bilesik I’in oksitleme
yetenegi bilesik [I’den farkhdir. Bilesik I, bilesik II’nin yiikseltgedigi substratiarin
redoks potansiyelinden daha yiiksek redoks potansiyeli olan substratlan oksitler.
fkinci bir substrat ilavesi, ilk substratin oksidasyonunu kolaylastirir. Daha direnghi
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substrat bilegik II igin bir indirgen olarak hizmet eder. Iyi bir ikincil substrat veratril
alkoldilr [42].

Beyaz ¢iritk¢il fungus, sekonder metabolit olarak veratril alkol (3,4-
dimetoksibenzil alkol) diretir. Veratril alkol bilegik II kadar bilesik I igin de asla ideal
bir indirgeme substrat: degildir. Veratril alkol ilavesi lignin, aromatik boyalar, anisil
alkol (4-metoksibenzil alkol), guaikol, pentaklorfenol ve benzopren gibi bir ¢ok
deisik substratin oksidasyonunu tesvik eder [7, 44]. Bazi aragtirmacilar veratril
alkoltin ligninsel sistemde bir mediat6r olarak hizmet ettigini belirtmislerdir. Veratril
alkolin katyon radikali uzak hedeflerin aktif tarafimn oksitleme giiciinii diizenler
[42].

Cesitli bilesiklerin oksidasyonunda veratril alkoliin mediatSrliigli enzim
kinetik ¢alismalar1 tarafindan da teyit edilmigtirr Ortamda veratril alkol
bulundugunda 4-metoksimandelik asidin LiP tarafindan gayet verimli bir sekilde
okside edildigi gosterilmistir. Veratril alkoliin miktarinin artmasi 4-metoksimandelik
asidin baglangic oksidasyon hizinin artmasi ile sonuglanir. Reaksiyon karigimindan
4-metoksimandelik asidin kaybolmasi ile veratril alkoliin veratraldehite oksidasyonu
inhibe olur. Ayni fenomen 4-metoksimandelik asid yerine guaikol, kloropromazin,
veya pentaklorfenol geldiginde de gozlenmistir [44]. Bu kinetik datalara gore veratril
alkol bir mediatdr olarak davranmaktadir. LiP aym zamanda veratril alkolden daha
yiiksek redoks potansiyele sahip olan anisil alkolii de oksitler. Sisteme veratril alkol
ilave edildigi zaman, anisaldehit olujumu hizlanir, Bu durumda veratril alkoliin
tegvik etkisinin mediat6rliik olmadigi gOsterilmistir. Kinetik deneyler anisil alkoliin
bilesik I’in nisbeten iyi bir substrat1 oldugunu fakat bilegik II ile okside edilemedigini
gOstermistir. Az miktarda veratril alkol ilave edildiginde anisaldehit olusumu tegvik
edilir, fakat daha fazla miktarlarda veratril ilavesi daha az anisaldehit olugumu ile
sonuglanir. Eger veratril alkol gergek bir mediat6r olarak rol oynasaydi, veratril
alkoliin artan miktarlari, guaikol veya pentaklorfenol durumunda oldugu gibi artan
miktarlarda anisaldehit tiretilecekti [42]

25



Fenoller, LiP bilesikleri I ve II igin iyi substratlardir ve guaikol ve
pentaklorfenolde oldugu gibi veratril alkol ilavesi fenolik bilegiklerin oksidasyonunu
arttirabilir. Veratril alkol LiP’in aktivitesinin kaybolmasim 8nlemektedir [42].

Ligninaz yine bu enzim tarafindan (retilen hficre dipt hidrojen peroksit
gerektirir [45]).

Lignin peroksidazin izole edilen 15 izo enzim formm vardir, LiP
glikoproteinlerdir ve molekiil agirhfi yaklagik olarak 40.000°dir [46]. Bir ¢ok izo
enzim ortaklasa olarak sik sik lignin peroksidaz olarak bilinir [47].

2.2.1.3. Diger peroksidazlar

Caldario fumago’dan elde edilen kloroperoksidaz (CPO; EC 1.11.1.10)’mn bir
¢ok fenolik bilesigi okside ettigi bildirilmigtir. ilave olarak etanoliin aset aldehite
oksidasyonu veya klorlr iyonlarimn oksidasyonu gibi bazi oksijen transfer
reaksiyonlanini  katalizledigi de gOsterilmistir. Kloroperoksidaz igeren reaksiyon
karigimina kloriir iyonlan ilave edildifii zaman, bu son reaksiyon daha toksik olabilen
bir ¢ok farkl {irlin olugmasina yol agabilir [6].

Phanerochaete chrysosporium tarafindan {retilen manganez peroksidaz
(MnP)in bir ¢ok mono aromatik fenolti ve aromatik boyalan katalizledigi
gOzlenmigtir, fakat bu reaksiyonlar, ortamda hem 2 degerlikli mangan ve hem de
farkli tipte tamponlar bulundugunda gegeklesebilmektedir. MnP, ortamda Mn (III)
stabilizleme elemanlan oldufunda Mn (II)’nin Mn (III)’e oksidasyonunu katalizler.
Daha sonra olugan Mn (IIT) kompleksleri organik substratlarin oksidasyonunu saglar.
Stphesiz ki yliksek konsantrasyonda Mn (III) gereksinimi atik su aritim islemleri igin
bir kullamlabilirik saglar [48]. MnP, Mn*"’yi Mn’"e okside eder. Phanerochaete
chrysosporium 'un MnP"1 ile katalitik dongfinlin tamamlanmas: igin Mn **ye ihtiyag
vardir [43].
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MnP, indirgedifi substratim: Mn (II) kompleksi haline getirdigi igin
peroksidazlar arasinda egsizdir. MnP’nin bilegik I'i aym zamanda gesitli fenolleri
oksitleme yetenegfiine sahiptir (8rnefin guaikol, 2,6-dimetoksifenol), fakat bunu Mn
(I)’den ¢ok daba diigilk verimle yapar. Bilesik II’nin rediiksiyonu Mn (II)’ye bir
substrat olarak gereksinim duyar. Bir enzim ddnglsti sirasnda, iki Mn (II), Mn (IlI)’e
oksitlenir. Mn (III) beyaz ¢iiriik¢lil fungus tarafindan tiretlen bir metabolit olan
oksalat gibi organik asidlerle komplekslenir. Mn (III) oksalat kompleksi oldukga
kararhidir ve redoks potansiyeli kendisinden daha dﬁsﬁk olan g¢esitli fenolik
bilegikleri oksitleyebilir [42].

MnP daha fazla substrat tilriine sahiptir. Enzim, Mn (III) oksalatin sahip
oldugu redoks potansiyeli sayesinde fenolik olmayan bilesikleri ve PAH’lant oksitler
{42].

Nematolama frowardii’ nin MnP’1, reaksiyon kangimma glutation (GSH)
ilave edildifi zaman, antrasen, piren benzopren, benzoantrasen ve penantreni
oksitler. HRP tarafindan GSH’den thiyl radikali olusumu veratril alkolun
oksidasyonunu baglattip1 gosterilmistir ve veratril alkol HRP tarafindan yalniz bagmna
oksitlenemez. Thiyl radikali olusumu aym zamanda MnP- Mn (II) - GSH sistemi
tarafindan PAH’in oksidasyonu igin Snerilmistir. Diger thio bﬂesiklerin de aromatik
substratlarm MnP-bafiimh oksidasyonunda boyle bir role sahip olabilmesi
miimkindir [42].

Coprinus macrohizus’dan elde edilen bir mikrobiyal peroksidazin kullanmm,
atik sudan aromatik bilesiklerin uzaklagtirilmas: igin HRP’ye bir alternatif olarak son
zamanlarda incelenmigtir. Belirgin bir gekilde kolayca aktivitesini kaybetmesine
karsin HRP’nin katalizledigi reaksiyonlart aym performans ile yerine getirdigi
saptanmugtir [6].

MnP bir gok monoaromatik fenollerin ve aromatik boyalann oksidasyonunu
katalizler. MnP iki degerlikli manganeze ve gesitli tipte tamponlara bafmhdir.
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Serbest haldeki MnP fenoller ve boyalar {izerinde faaliyette bulunur. MnP Lentinula
edodes ticari kiiltiirlerinden izole edilir [39].

Pleurotus ostreatus bir hidrojen peroksit olugturma sistemi gibi, diger bir tip
hiicre di1 peroksidaz (PoP) ve glukoz oksidaz @iretir. PoP reaktif ara Qiriinler vererek
tek elektron reaksiyonu ile gesitli lignin benzeri bilesiklerin oksidasyonunu hidrojen
peroksit bagimh olarak katalizler. Saflagtinirus PoP’un kinetik ve biyofizik
6zellikleri belirlenmigtir. PoP’un substrat Ozellikleri, fenolik olmayan bilesikleri
oksitleyemeyen MnP substrat ozelliklerine benzer, fakat katalitik aktivite igin
manganeze bagimlilik yoktur [49].

Yari-kat1 kiiltiir ortamina veratril alkol ve manganez IV oksit ilavesi MnP
aktivitesini oldukca arttirmaktadir [50].

2.2.2. Polifenol Oksidazlarlar

Polifenol  oksidazlar fenolik bilesiklerin  oksidasyon reaksiyonlarim
katalizleyen oksirediiktazlarm diger bir ailesidir. Bunlar iki alt siufa aynbr:
trosinazlar ve lakkazlar. Her iki enzim grubu da aktivite i¢in bimolekiiler oksijen
gerektirir, fakat koenzimlere gerek yoktur [6].

2.2,2.1. Tirosinaz

Tirosinaz (EC 1.14.18.1) polifenol oksidaz, fenolaz ya da katekolaz olarak da
bilinir ve arka arkaya iki reaksiyonu katalizler: (1) o-difenolleri olusturmak {izere
molekiller oksijen ile monofenollerin hidroksilasyonu ve (2) o-kinonlar1 olugturmak
lizere oksijen ile o-difenollerin dehidrojenasyonu. Kinonlar ¢ogunlukla karasizdir ve
enzimatik olmayan bir polimerizasyon islemiyle basit bir filtrasyon ile kolaylkla
uzaklastimlabilen, suda ¢8ziinmeyen bilesikler olugtururlar [6].

28



Tirosinaz monofenollerin  hidroksilasyonunu  katalizler [39]. Bazm
aragtmacilar, atik sularda 0,01-1,0 g/L konsantrasyonlardaki fenollerin bagarili bir
sekilde uzaklagtinldigim rapor etmislerdir {6].

2.2.2.2. Lakkaz

Lakkaz (benzendiol: oksijen' oksidorediiktaz) (EC 1.10.3.2) bir ¢ok fungi
tarafindan Uretilir ve bir polimerizasyon prosesi ile fenolik bilesiklerin toksisitesini
azaltma yetenefine sahiptir. Lakkaz fenolik bilegikleri, oldukga reaktif olan ve bu
fenolik bilegiklerin kargihgma gelen anyonik serbest radikallere okside edebilir [6].

Bollag ve arkadaglar [S1] ¢aligmalarinda Rhizoctonia praticola fungusundan
elde edilen lakkazin test edilen bazi fenolik bilesiklerin toksisitesini giderme
yetenegine sahip oldugu gosterilmistir [6]. Bir fenolin toksisitesinin giderilmesi,
bilesigi transforme etmek igin kullanllan enzimin yetenegine bagmldir ve
baslangigtaki fenoliin kaybolmas ile gosterilir. Reaksiyon iirlinleri tanimlanmamugtir
[6].

Lakkazin fenolik substratlari toksik olmayan fenolik kirleticilere
transformasyonu yetenegi arastirlmustir [6]. Lakkaz anilin ve fenol gibi aromatik
kirleticileri oksijen varhgmmda okside eder. Bu reaksiyonda fenoksi radikalleri
meydana getirmek lizere substratlar bir elektron ile okside edilir. Bu fenoksi radikali,
azo bagindaki fenolik halkada bir karbon iyonu olugturmak i¢in enzim tarafindan bir
kez daha okside edilir. Suyun niikleofilik atag: ile 4-silfonil diazin ve benzokinon
olusur. 4-stilfofenildiazin oksijen varhginda karasizdir ve fenildiazin radikaline
oksitlenir Daha sonra molekiiler azot kaybederek siilfofenil radikali tiretir. Sillfofenil
radikali de ortamdan oksijen alarak SPH’e donliglir. Substrattan alinan elektronlar
oksijene transfer edilir ve suya indirgenir. SPH sadece siifone azo boyalann
peroksidaz ile oksidasyonundan olustuu bilinen olafan dis1 bir peroksit olarak
bilinir. Organik peroksitler metal iyonlan varbfinda kararsiz olmalarina karsin SPH
karahdir [24].
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Rhizoctonia praticola lakkaz katalizbrlli reaksiyonlarda fenoksi radikallerinin
dimerizasyonu ve polimerizasyonu gdzlemlenmigtir. P. oryzae lakkazinin fenolik azo
boyalar polimerize etmedigi gdrilmigtiir [24)

Lakkaz oksidasyonu azo boyalarin toksikliini giderir. Ciinkil bu reaksiyon
azo bagmi kopararak molekiller azot a¢ija ¢ikarir. Bu olay aromatik amin olugumunu
inhibe eder. Lakkaz ve peroksidazin azo boya oksidasyonu mekanizmalari birbirine
benzemektedir [24].

Lakkazin klasik aksiyonu, bir elektron admu ile oksijene bir elektron transfer
ederek substratin oksidasyona ugratilmasidir. Sonugta fenollerin polimerizasyonu
ve/veya kinon olusumu saglanir. Bu oksidasyon sisteminin dikkate deger bir faaliyeti
aromatik metil gruplarn benzaldehitlere oksidasyonudur. Ayrica U¢ halkal polisiklik
aromatik hidrokarbonlardan (PAH) antrasenin in vitro olarak trametes versicolor
lakkazi ile oksidasyonu bildirilmistir {52].

Hicre dis1 fungus enzimleri arasinda lakkaz, bilesikleri ¢ok diistik bir redoks
potansiyeli ile okside etmeye muktedir tek enzimdir. Bu durum, metoksibenzenin
P.chrysosporium LiP’1 ve T. Versicolor HRP ve lakkaz: ile olan reaksiyonlarinda
gosterilmistir,. Bundan dolay: lakkaz ile bir gok reaktif fonksiyonel grup igermeyen
PAH’in oksidasyonu sagirticidir. Bu bilegiklerin halka sayisi ve reaktivitesi arasinda
g8ze carpan bir iliski yoktur. Bu durum bu reksiyonlarda lakkazm belirli bir substrat
spesifikliginin olmadigimi g&stermektedir [53].

Cizelge 2.1 yukarida bahsedilen enzimlerin atik artmadaki potansiyel
uygulamalarmi 8zetlemektedir, PAH’larin LiP ile in vitro olarak okSidasyonu ve bu
bilegiklerin iyonizasyon potansiyeli (IP) arasinda bir iligki Snerilmektedir [S4]; fakat
elektrokimyasal  oksidasyon potansiyeli (Ei20x) enzimatik oksidasyon
reaksiyonlanni IP’nden dogrudan dogruya daha iyi karakterize eder. Lakkaz ile
oksidasyon sistemlerinde bu konuda genel bir iliski henliz bulunamamugtir [$2].
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Fungal lakkazlarm ve oksitlenebilir dilgilk molekill aguwlkl bilesiklerin,
(mediatdr de denilmektedir) normal olarak o enzimin substrati olmayan bilesiklerle
birlikte imkilbasyonu durumunda, bilesigin oksidasyonunun saglandif1 tesbit
edilmigtir. Bu sistem bilyllk bir ilgi ¢ekmekte, simdilik sadece kraft pulp
afartmasinda kullamimakta fakat gelecekte biyoteknolojik uygulamalar i¢in {imit
verici goriinmektedir. Bu lakkaz-mediatdér sistemleri (LMS) bir ¢ok bilesigin
oksidasyonunda ve sentezinde uygulanabilir g6riinmektedir. LMS, PAH gibi ¢evresel
kimyasallarin yikiminda da ilgi gekmektedir. Uygun mediatér maddesinin segimi
sistemin genel uygulanabilirlifi ve verimliligi iizerinde anahtar bir rol oynar. Genel
olarak 100°den fazla olasi. mediatSr bilesik tarif edilmigtir, fakat hala en yaygin
olarak kullamlan 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asid) (ABTS) ve 1-
hidroksibenzotriazol (HBT)’dir. HBT ve ABTS lakkaz tarafindan (HBT") radikaline
ve (ABTS") katyon radikaline ve dikatyon (ABTS**)’ye oksitlenir. Bu oksitlenmis
bilesiklerin rolil aromatik alkoller igin uygun oksidantlar olarak Onerilmigtir. Biitiin
bilinen etkili mediatSrierin en biiyiik dezavantaji ya yiiksek fiyath ya da toksik
olusudur [55].

Lakkazlarin bir ¢ok fenolik bilesigin ve aromatik aminin oksidasyonunu
katalizledigi, fakat lakkaz aktivitesinin genel olarak aromatik aminlerden ¢ok,
fenolik bilegiklerin oksidasyonu ile ilgili oldugu bilinmektedir. Lakkaziarn redoks
potansiyeli 0,5-0,8 eV olmasina ragmen fenolik olmayan bilesiklerin oksidasyonunda
iddiali degildir [56].

Fungal lakkazlarin kinetik 6zellikleri hakkinda gok az sey bilinmektedir.Cogu
¢ahgmalar {i¢ lakkaz ve difer bakir iceren oksidazlar ile yapimstir (56].

Beyaz ¢lritkk¢il fungus Trametes trogii molekiil agirhdr 70 kDa ve asidik

izoelektrik noktas: olan bir lakkaz salgilar. Saflagtinlan enzim bir ¢ok fenolik ve
fenolik olmayan bilesidi, sentetik aminleri ve tiolleri in vitro olarak oksitler [56].
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Hiicre disi lakkaz Oretimi beyaz ¢liriikgiil basidiomycetelerin genel bir
ozelliidir [57). Lakkaz tek bagina ligninin fenolik olmayan kismlarmin yikimmda
sinirh bir etkiye sahiptir [58]. ‘

Lakkazlar bakirh proteinlerdir. Genel olarak lakkazlar dért komsu bakir
atomu olan bir yap: sergiler. Bakir atomlariin dagihimina gore ii¢ tip lakkaz vardir.
Son 20 yida bir ¢ok lakkaz izole edilmis, Ozellikleri belirlenmis ve hatta

klonlanmustir [59].

Lakkaz, Ascomycete’ler Aspergillus nidulans, Neurospora crassa ve
Podospbra anserina tarafindan da dretilir {60]. Lakkaz bir ¢ok substrati oksitler:
fenolik boyalar, fenoller, klorofenoller, lignin benzeri difenilmetanlar, benzoprenler
ve organofosfatlar [39].

Cizelge 2.3: Enzimler ve potansiyel uygulamalari [6].

Enzimler Kaynaklan Uygulamalan

Kloro-peroksidaz | Caldariomyces fumago | Fenolik bilesiklerin oksidasyonu

Siyanidaz Alcaligenes denitrificans Siyanilr dekompozisyonu
) Gloeocercospora sorghi . L.
Siyaniir hidrotaz Siyaniir hidrolizi
Stemphylium loti
Rhizoctonia praticola
Lakkaz Fomus annosus Fenollerin giderilmesi

Trametes versicolor

Lignin peroksidaz P. chrysosporium Fenollerin giderilmesi
Mn-peroksidaz P. chrysosporium Aromatik boyalarin giderimi
Peroksidaz Coprinos macrohizus Aromatik aminlerin giderimi

Tirosinaz Marul Fenollerin giderilmesi
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2.3. ENZIM KINETIGt

Kimyasal kinetik, kimyasal reaksiyon hizlarma ve bu hizlara, proses
degiskenlerinin etkilerini inceler. Proses degskenleri 1s1, basmg ve reksiyona giren
bilegiklerin derigimleridir [61].

Enzimlerle katalizlenen reaksiyonlann hizlarm etkileyen etkenlerin
incelenmesi enzim. kinetifinin konusudur ve en Onemli etkenler enzim ve substrat
konsantrasyonu, pH ve sicakliktir. Pratik amaglar nedeniyle genellikle aktivite terimi
yerine konsantrayon kullanilir [62].

Enzimlerle boyalarin renginin giderilmesinde baglangig renk giderme hizlan,
boyalarin fenolik halkalarindaki gruplara baghdir [63]. Spektral degisimlerindeki
farkhibiklar temelinde farkhi kimyasal yapilardaki boyalar gayet benzer kinetik egriler
gosterir [64]. Katalizleme reaksiyonu substrattan bir elektron ¢ekilmesi olayindan
ibaret oldugu icin oksitlenen grubun elektron yogunlufu seviyesi substratin

oksidasyon hizint belirlemede anahtar bir rol oynar [56].

Molekiiller yalmzca birbirlerine  degdikleri durumlarda  reaksiyona
girebilirler. Bundan dolay1 tepkimeye giren maddelerin derisimleri veya sicakhgin
artmas: gibi garpisma hizimi arttiran herhangi bir fakt6r reaksiyon hizini arttiracaktir.
Ancak tlim ¢arpigan molekiiller tepkimeye girmez. Bu sterik nedenlerle tiim
carpigmalar, molekiillerin belli gruplarimn dzellikle karmagik tepkenler durumunda
birbirine temas etmemesi ile agiklanabilir. Daha ileri ve dnemli bir neden, ¢arpisan
tlim molekiillerin tepkimeye girecek yeterlilikte enerji igermemeleridir. [65]

Bir tepkimenin ylirlimesi igin, garpisan molekiiller aktivasyon enerjisi olarak
bilinen bir potansiyel engeli asacak dilizeyde enerji icermelidir [65]. Enzim
aktivitesini ve stabilitesini etkileyen temel fiziksel fakt6rler pH ve sidir [66].

Bir kataliz8r, bir kimyasal tepkimeyi onun boyutunu degistirmeden

hizlandrir ve tepkimenin son {rlinlinden degismemis olarak uzaklastinlabilir.
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Katalizdr hicbir termodinamik etkiye sahip degildir. Cogu durumlarda bir katalizér,
aktivasyon enerjisini diiglirecek gekilde rol alir [65].

Kinetik, tepkime hizlanm ve bunlan etkileyen faktorlerin incelenmesidir,
Biitlin kinetik ¢aliymalar, kiitlelerin etkisi yasas: lizerine kurulmugtur, Pratik amaglar
icin aktivite terimi yerine derigim terimi kullambir [65].

Birinci dereceden bir tepkime, bu tepkenin derisimleriyle orantii bir hizla
yliriiyen bir tepkimedir. Ikinci dereceden bir tepkime, iki tepkenin derisimi ile veya
tek bir tepkenin derigiminin ikinci kuvvetiyle orantii bir hizla ylriiyen bir
tepkimedir. Sifirinc1 dereceden bir tepkimede ise tepkimenin hizi reaksiyona giren
maddelerin derigimlerinden bagmsizdir [65].

2.3.1. Enzimatik Reaksiyonlarm Hiz1 Uzerine pH’nin Etkisi

Enzimatik kataliz izerinde pH’nin etkisini tam olarak agiklamak mimkiin
degildir. Enzimin aktif bdlgesi, buraya substrat baglanmasim ve reaksiyonun
katalizlenmesini milmkiin kilacak bir iyonik bigimde ya da iyonik gruplardan
olusacak bir diizenleme verecek bir gekilde olugmustur. pH’daki degismeler bu
iyonlagabilen gruplarda ve dolayisiyla konformasyonel yapida degisiklife neden
olarak katalizin hizii etkileyebilir. Bunun diginda substrat molekillli de
iyonlagabilen gruplar icerebilir, ya da substratin sadece bir iyonlagabilen gekli enzime
baglanarak katalize ugrayabilir. Bu da reaksiyonun: hizim etkiler. Katalitik
mekanizmada iglevsel olan gruplarin iyonizasyonundaki degisiklikler mekanizmayi
tamamen bozarak geri doniigims{lz (irreversibl) inaktivasyonlara da neden olabilir
[62].

Enzimler protein yapisinda olduklarindan pH amino asidlerin iyonizasyon
durumunu etkilemekte ve biitiin aktiviteyi kontrol etmektedir [66].

34



PH, Vmus lizerinde gergek iki ydnld bir etki yapar. pH'daki bir degisim
enzimin stabilitesini de etkileyebilir. Onun protein yapisim geri ddnfigimsiiz olarak '
denatiire eder ve bdylece enzim aktivitesini kahci olarak kaybeder [66].

2.3.2. Enzimatik Reaksiyonlarm Hizi1 Uzerine Sicaklign Etkisi

Kimyasal reaksiyonlarin ¢ofunun hizi sicakhiin artmasi ile artar. Sicakhktaki
artiy reaktant molekiillere daha fazla kinetik enerji saglar, bu da birim zamanda daha
fazla sayida tiretken ¢arpigmayla sonuglamir. Enzim katalizli reaksiyonlar da benzer

tarzda davranirlar [62].

Enzimler kompleks protein molekllleridir ve bir enzimin tersiyer yapismn
korunmasmda 6ncelikle ¢ok sayida mevcut olan non-kovalent etkilesimler etkilidir.
Pratik anlamda enzim molekilll ¢ok yumusak ve kinlgan bir molektldir. Eger
molek(il ¢ok enerji absorblarsa tersiyer yapi bozulur ve enzim molekild
denaturasyona ugrar, yani katalitik aktivitesini yitirir. Dolayisiyla sicaklik artisiyla
enzim ve substrat molekiillerinin ¢arpigmasimn artmasi sonucu reaksiyon hizindaki
artig denatilrasyon hizindaki artma nedeniyle istenen diizeyde olmayacaktir [62].

Bir enzimin ger¢ek optimum sicakh@i, enzimin farkl sicakliklarda arzulanan
deneme stiresi kadar birkag kez 6n inkfibasyondan sonra denatiirasyona neden
olmayacak kadar diiik bir sicaklikta aktivitesinin 6lgiillmesiyle tayin edilir [62].

2.3.3. Enzimatik Reaksiyonlarin Hizi Uzerine Substrat Derigiminin Etkisi

Sabit bir enzim konsantrasyonu igin, reaksiyon ilerledikge mevcut olan
substrat, reaksiyon hizinda yardimer bir smirlayici faktér olmaktadir. Boylece
reaksiyonun ilk hizi Uzerine substrat konsantrasyonunun etkisine bakmak 6nem
kazanmaktadir, Baslangi¢ peryodundaki ilk hiz dl¢timil, ilk huz baslangig substrat
konsantrasyonunun bir fonksiyonu oldufundan bir egri elde edilmesini saglayacaktir.
Bu efrinin sekli gok Snemlidir ve nemli bilgiler verir. Substrat konsantrasyonunun
Menten sabitine esit oldufu reaksiyon hizi 1/2veu, dir 48] -
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Enzim, substrat ile doyuruldudu zaman, yani yllksek substrat
konsantrasyonunda maksimum reaksiyon hizi saflamir. Fazla yliksek ya da fazla
diigiikk olmayan substrat konsantrasyonlannda ke = Ky, olur. Ky, degerleri hizh bir
doniislim i¢in en iyi substrat konsantrasyonunu belirlemeye yardime: olur [48].

2.3.4, Enzimatik Reaksiyonlarm Hizi Uzerine Enzim Miktarmin Etkisi

Enzimatik reaksiyon lizi daima enzim konsantrasyonu ile ilgilidir. Diigiik
substrat konsantrasyonlarinda enzim serbest durumda bulunur [48].

Reaksiyon baglangi¢ hizi enzim konsantrasyonu ile dogru orantibidir ve artan
substrat konsantrasyonuyla da bir maksimum sinir hiza kadar non-lineer olarak artar

[62].
2.3.5. Michaelis-Menten Bagntist
Michaelis-Menten hiz bagintisy, reaksiyonun baslangic hizimn  enzim
konsantrasyonu ile dogru orantili oldugunu, fakat artan substrat konsanrasyonuyla da
bir maksimum simr hiza kadar lineer olmayan bir sekilde arttigim gosterir.
V = Vmaks [S] / K +[S] 0))
Bu denklemde [S]: substrat konsantrasyonu, v: baglangic hiz1 (substratin %
5’inden daha fazla tiketilmedifi hal i¢in s6z konusudur), vous: maksimum hiz ve
Km: Michaelis (enzim kinetigi) sabitidir {62].
[S]=Kn )

oldugunda

V=Y Vi 3)
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olur (62).
2.3.6. Ik Hiz (v)

Reaksiyon iz baslangig aninda sabit olabilir. Reaksiyon devam ettigi siirece
reaktantlarin konsantrasyonlarmin azalmasiyla azalir ve reaksiyon sonunda sifira iner
[62]. Bu noktada ya biitlin tepkenler {irline gevrilir veya daha genel olarak ileri
tepkimenin hizi geri tepkimenin hizina esit olur. Bu durumda kimyasal dengeye
ulagilir. Reaksiyonun baginda {iriln mevcut olmayacagindan geri tepkime yer
almayacaktir. Ilk hiz reaksiyona giren maddelerin ilk derigimlerine baghdir [65).
Baslangi¢ hiz1 (v), t = 0 amndaki reaksiyon hiz1 olup, substrat konsantrasyonunun
zamana gore dedisimi grafiginde ¢izilen efride t = 0 noktasindaki tegetin egimi ile

belirlenir.Buna gére
v=dC/dt 4)

Ik hzin Snemi, reksiyon i¢in kinetik parametre olmasindan ileri gelir.
Baglangi¢ amuinda herhangi bir reaktantin konsantrasyonu ortama eklendii miktar
olarak bilinir. Bu anda heniiz {irlinler olusmadifindan tersinir bir reaksiyn da s6z
konusu olamaz. Baglangi¢ hizi reaktantlarin baslangic konsantrasyonlarma baglidir
Reaksiyon baglangic hizi maksimum hizi agamaz [62].

flk iz (v) ile substrat konsantrasyonu [S] arasinda hiperbolik bir iligki vardur.
Artan [S] degerlerine kargihk gelen v degerleri bu hiperbol iizerinde ti¢ farkli bdlge
olugturur. Cok diigiik substrat konsantrasyonlarina karsilik gelen bdlgede huz substrat
konsantrasyonu ile dogru orantthdir ve bu bdlge birinci dereceden kinetigin gegerli
oldugu bdlgedir. Hiz bagmtisi s6yledir:

d[S]/dt = v = (V mas / Km).[S] = k[S] (5)
Burada k birinci derece hiz sabitidir ve birimi dak™’dir. Fiziksel anlami birim

zamanda {irline donlisen substrat fraksiyonunu belirlemesidir. Omegin k = 0,02 dak’!,
ise herhangi bir anda mevcut substratin dakikada iiriine d6ntisen miktar1 %2’dir {62].
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Cok bilylik substrat konsantrasyonlarma kargilik gelen bbigede ise hiz
substrat konsantrasyonundan bafimsiz oldugundan sifirnci dereceden kinetik vardir.
Bunun hiz bagintisi ise soyledir:

V = Vinaks (6)

Ara substrat konsantrasyonlarina kargiik gelen bolgede ise kinetik ne birinci
ne de sifirinct derecedendir [62].

Sabit toplam enzim derisiminde artan substrat derigimleri ile maksimum ilk
hizin elde edimesi biitiin enzimler igin karakteristikdir. Ilk hiz: tesbit etmek icin sabit
bir sicaklik ve pH’da tepkimenin ylirilyilsii devamh olarak otomatik bir gekilde
izleyen yontemlerle yapilir. Eger belirli bir dalga boyunda substrat ve {iriln arasinda
15131 sogurulmasinda bir fark varsa, spektrofotometrik teknikler kullanidabilir [65].

V = Vs oldugunda K, = [S] olur. Bundan dolay1 K,,, 1/2 vmaks’a esit ik
hizi veren [S] degeridir. Vs ortamda mevcut olan enzim toplam derigimi ile

degisir; fakat Ky, enzim derisiminden bagimsizdir [65].
2.3.7. Michaelis-Menten Sabiti (Km)

Enzim kinetifinde K.'in nilmerik degerinin belirlenmesi birka¢ nedenden
dolayr ¢ok Onemlidir. Kn defieri bir enzim igin karakteristik bir sabittir, onun
niimerik degeri enzimlerin farkli mikroorganizmalardan, ya da aym organizmanin
farkh dokularindan olup olmadifin veya farkh gelisim kademelerindeki aym
dokulardan olup olmadifi hakkinda fikir verir. Buna g6re bir enzimin baska bir
enzim ile 6zdes olup olmadifn ya da aym reaksiyonu katalizleyen farkli proteinler
olup olmadig belirlenebilir [62].

Eger bir enzimin K, degeri bilinirse denecy kosullan belirlenebilir. K, degeri
belirli bir enzimin substrat $zgitlligl hakkinda fikir verir. En ditsitk Ky, degerini
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veren substrat enzim igin en yliksek gdrlinlir aktiviteyi gosterir. Enzim i¢in en iyi
substrat Vmaxs / Ky oram en yitksek olan substrattir [62].

Enzimatik iglemlerde substratin fizikokimyasal Ozelliklerini g8steren Kp
degeri, Lineweaver-Burk diyagrammdan da bulunabilir [26].

Ko bir substrata bir enzimin ilgisinin Slgtistidiir, Diigik bir K, degeri yitksek
ilgiyi ve yliksek bir Ky, degeri disiik bir ilgiyi gosterir [48]

2.3.8. Maksimum hiz. (Viaks)

Vmaks gereek bir sabit deildir ve denemelerdeki enzim konsantrasyonuna
bagh olarak degisir {14, 34]. Aslinda vinys’a sonsuz substrat derigiminde ulagthr [65].

K ve vimays degerleri grafik olarak
v=(KaHS] / [S] (7

bagintisindan hesaplanir. Bu bagint1 dogru denklemi seklinde diizenlenirse
IV = (Ka/Vimaks)- (1/[S]+(1/Vinaks) )

bagintisi elde edilir. Bu bagmntida 1/v’ye karst 1/[S] grafigi ¢izildifinde, egimi
Ko/ Vmaks, 1/v ekseni {izerndeki kesim noktasi 1/vimays olan lineer bir dogru elde edilir.
Dogrunun 1/[S] ekseni Uzerndeki kesim noktasi —1/Ky'dir. Bu denkleme
Lineweaver-Burk Denklemi, diyagrama da Lineweaver-Burk Diyagram denir. Bu
diyagramun saBhkh bir sekilde olusturulmas: igin [S] degerleri 0,33-2,0 K, arasinda
segilmelidir. Efer secilen substrat konsantrasyonlan Kp'ye kiyasla gok yliksek ise
(6rnegin 3,3-20 Km gibi ) 1/v’ye karg1 1/[S] grafigi ok yatay olacaktir. Bu durumda
Vmaks belirlenebilir fakat diyagramin efimi sifira yakin oldufundan K, degerini
duyarh olarak belirlemek gliclesir. Substrat konsantrasyonu Kg’ye gore ¢ok kiglik
secilirse (Ornegin 0,033-0,2 K, gibi) dogru her iki eksende de orijine ¢ok yakin
yerlerde kesim noktalan verecektir. Bu durumda vyaxs ve Ki'nin duyarh olarak tayini
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gliclesecektir. Zira gok diighik substrat konsantrasyonlarinda reaksiyon esasen birinci
mertebedendir ve enzimin substratla doygunluunu andran bir durum s6z konusu
degildir. Dolayistyla v ve Ky degerleri sonsuza yakin gorlinecektir [62])..

Diger taraftan, bir enzim-substrat sisteminin, bir [S]; konsantrasyonundaki v;
hiz1 ve bir [S], konsantrasyonundaki v, hiz1 biliniyorsa

Km = [S]z [S]] . (Vl-' Vﬁ)/Vz . [S]l- Vi. [S]z (10)

elde edilir. Bu gekilde bulunan K, deferi, v, ya da v; i¢in, Michaelis-Menten
bagintisinda yerine konularak v, hesaplanir [62]. Bir mikroorganizmanin
enzimlerinin bir substrat i¢in K, ve k.5 sabitleri bagil oksidasyon hizlan ile ilgili iyi
bir gostergedir [56].

Vmaks = V (Kat[S]) / [S]

Kinetik sabitlerin belirlenmesinde, Hanes-Woolf, Woolf-Augustinsson-

Hofstee ve Eadie-Scathard gizimleri de kullanilabilir [62].

Reaksiyon maksimum hizi, reciprocal vpas — substrat konsantrasyonu
diyagramindan bulunabilir [26).

Maksimal reaksiyon hizi LiP aktivitesine siki sikiya baglt ve boya
konsantrasyonuna bagl degildir [64].

2.3.9. Katalitik Hiz Sabiti (Kar)

Katalitik hiz sabitine, “turn-over” sayisi ya da molekiler aktivite de denir.
Tammlanmasi ise birim miktardaki enzim bagina birim zamanda olugan Griin miktar:
seklinde yapilir [62, 48]. Diger bir deyigle ko her birim zamanda katalistin yeniden
kullamim sayisii ifade eder ve bu enzim déngli sayis: olarak da bilinir. Yiksek
dongii sayist  yiksek enzim aktivitesi demektir Bu Kg'in ve substrat

¥

40



konsantrasyonunun degisik bir halidir. k. deferleri saniyede binlerle ifade edilcek
kadar ytiksek olabilir [48].

Enzimatik renk gideriminde substratlarin fizikokimyasal &zelliklerini
belirleyen bu sabit Lineweaver-Burk diyagramindan bulunabilir [26].

Bu sabit, birim zamanda her enzim molekiiliintin Girfine gevirebildigi substrat
molekiillerinin maksimum sayisim ifade eder. Cofu enzimler igin doniislim sayis:
saniyede 1-10* araliginda yer alir [65].

Eger enzim konsantrasyonu [E] biliniyorsa katalitik iz sabiti agagidaki
bagntilardan hesaplamr [62].

k= Km .v/ [E].[S] (11)

Keat = Vimaks / [E] (12)
Enzim preparasyonlarinda enzimin etkin molar konsantrasyonu bilinmez. Bu
nedenle mevcut olan enzim miktan sadece enzim aktivitesi seklinde ifade edilir.
Uluslararasi SI sisteminde enzim aktivitesi saniyede 1 mol substratn {iriine
doniiglimiing katalizleyen enzim miktan olarak tanimlanir. Buna bir katal (kat) denir.

1 International Unit (IU) ise belirli kosullar altinda 1 dakikada 1 pmol {irlin
olusumunu katalizleyen enzim miktandir [62].

1 katal = 6.10" [U

dur.
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2.3.10. Ozgill Substrat Konsantrasyonu [S’]

Enzimatik bir reaksiyonun hizi substrat konsantrasyonundan ¢ok onun Kp'e
olan oranma baghdir. Bu orana &zgll (spesifik) substrat konsantrasyonu ya da
indirgenmig substrat konsantrasyonu veya normalize edilmis substrat konsantrasyonu
denir [62].

[8’1={8]/Kn (13)

Endilstriyel durumlarda ihimb substrat konsantrasyonu veya dontistiiritlen
substrat i¢in diigik afiniteli enzimler tercih edilir; diger bir deyisle dustik bir [S]/ K
degerine sahip sistemler kullambir {48].

2.3.11. Ozgil Reaksiyon Hizi (V")

Herhangi bir [S] deferindeki baslangic hiz1 (v) maksimum hizin (viyas) bir
fraksiyonu olarak ifade edilebilir. Bu fraksiyona 6zgill hiz ya da bagil hiz denir [62]

V' =V / Vinaks (14)
2.3.12. Katalitik (Kinetik) Verim

Endiistriyel agidan enzimin her Oinite miktan i¢in en hizh reaksiyon vermesi
arzu edilir. Ciinkii bdylece katalistin ilave edilen minimum miktan i¢in maksimum
etki saglanir. Bu genellikle tim proses igin en iyi sonucu verir. Bu kosullar altinda
her (inite enzim aktivitesi icin en hizh enzim donglisll (ko) saglanir. Enddstriyel
durumlarda ilimh substrat konsantrasyonu veya doniigtiiriilen substrat igin dilgik
afiniteli enzimler tercih edilir; diger bir deyisle disiik bir [S] / Ky degerine sahip
sistemler kullanilir. Katalitik verime maksimum d6nliim hizi da denir [48].

Alternatif substratlar igin ke / Ky, ‘in kiyaslanmasi bir enzimin 6zgiill{igfintin
bir §l¢timil olarak da kullanilabilir [65). Enzimin katalitik verimi
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Keat / K (15)
orantisi ile hesaplanr [43, 48]

Lineweaver — Burk diyagram ¢izilerek enzim donglistt ke hesaplamp ve
buradan kinetik verimlilik k. / Ky hesaplanabilir {35].

Bir enzim-substrat kinetik degerleri gizelge 2.5‘deki hipotetik tablodan da
bulunabilir [48].

2.3.13. Fizyolojik Verim [48)

Vmak / K (16)

Enzim i¢in en iyi substrat Vs / Ky orani en yiliksek olan substrattir [62].

Cizelge 2.4. Hipotetik olarak bir enzimin kinetik parametrelerinin hesaplanmas) [48]

Enzim Kn Kear Keat / K
A 0,5.[S] X T 2.08]
B 0,5.[S] 2X 4[S]
C 0,5.[S] 10X 20.[S]
D "0,25.[S] X 48]

E 0,25.[S] 2X 8S]
F 0,25.[S] 10X 40.[S]
G 0,05.[S] X 20.[S]
H 0,05.[S] 2X 40.[S]
I 0,05.[S] 10X 200.[S]
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2.4. ENZIMLERLE BOYALARIN RENG{NIN GIDERILMESt

Beyaz ¢lirlik¢il fungusun ligninsel enzimlerinin kegfinden sonra, bu
enzimlerin ve onlara eslik eden funguslarin spesifik olmayan aktivitelerinin biyolojik
¢Ozlime aday olacafim ileri striilmigtdr [42].

Ligninsel enzimler fungal hficrelerin hiicre dist ortamda substratlarinin
oksidasyonunu saglamak icin salgiladiklan hiicre dist maddelerdir. Lignin spesifik
olmayan radikal esash bir oksidasyon ile yikddif igin, lignin yikan funguslar gesitli
kirleticilerden olugmus bir kangmmu pargalama yetenegine sahiptirler. Bu 6zellik,
kirletilmis bolgelerin ¢ofunda gesitli kirleticilerin kangimlar halinde bulunmasindan
dolayr, biyolojik yenilenmede beyaz ¢lirlikglil fungus kullanmumin bliylik bir
avantajidir [42).

Ligninsel fungiler ile yikilabildigi bilinen bilegiklerin sayisi, devam eden
arastirmalar ile artmaya devam etmektedir. Gene!l olarak kabul edilen teoriye gore
aromatik kirleticilerin ilk ataf: hiicre digi ligninsel enzimler ile Yapﬂﬁnstu. Ligninsel
enzimler bir tek-elektron oksidasyonu gergeklestirirler ve bdylece kirleticinin katyon
radikallerini olustururlar. Katyon radikaller kendiliginden C-C kinlmasi veya
hidroksilasyon gibi reaksiyonlari olugturarak daha hidrofilik {iriinler meydana getirir
[21]. Bu driinler fungal hilcreler tarafindan tutulur ve uygun bir karbon kaynagi
bulunmasi durumunda karbon dioksite kometabolize edilir. Bu halen oksidasyon,
rediiksiyon, metilasyon ve hidroksilasyon islemlerini kapsayan kompleks bir
prosestir. Ligninsel enzimlerin oksidatif mekanizmas: iizerine ¢ok sayida aragtirma
yapilmasina rafmen, lignin yikim mekanizmasi ve lignine benzer bilesiklerin
oksidasyonu tam olarak anlasilamamugtr. Hiicre disi ligninsel enzim reaksiyonu
redoks mediatoril olarak hizmet edebilen ¢esitli kiiglik molekill agirhkh kofaktorleri
kapsayan gayet kompleks bir olaydir [42].

Renk giderme ¢aligmalan boyanin sadece kromofor grubunun
transformasyonunu ifade eder; mineralizasyon ise boyanm karbon dioksite
d6nislimii anlamina gelir [5].



Renk genellikle atk suda farkedilen ilk kirliliktir, Sudaki ¢ok kiigiik
miktardaki boya (10-50 mg/L) hemen fakedilir ve estetik duygular, su gecirgenligini
ve gaz ¢Ozinirlogind etkiler. Azo, antrakinon ve indigo kimyasal yapilarndaki
boyalar ticari boyalarda en gok rastlanan renk verici kimyasal gruplardir [67].

Ticari boyalar gok sayida renge ve aym zamanda, 1§1a, 1siya, deterjanlara ve
mikrobiyal saldirilara kar;i yliksek stabiliteye sahiptir. Toksik degildirler ve
endistriyel atiklardaki renkleri gevresel ilgiye neden olur [9]. Kimyasal yap1 olarak
en geni§ grup olan bir ¢ok azo boya gevreye desarj edildikten sonra anaerobik
kogullar altinda potansiyel olarak kanserojenik olan aminlere doniigiir [5].

Cok y6nlit lignin yikan beyaz ¢liritk¢ill fungi, Phanerochaete chrysosporium
ve Trametes versicolor dofadaki giicli pargalayicilardir ve klorofenoller,
nitrotoluenler ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi ¢ok gesitli dogaya direngli
organik kirleticileri kismen veya tamamen mineralize edebilirler.

Phanerochaete chrysosporium anaerobik kogullarda gesitli boyalann
yikiminda Umit verici gériinmesine ragmen iki temel sorun 6n plana ¢ikmaktadir.
Birincisi endiistriyel atiklardaki simrsiz karbon ve azot kaynagi mikroorganizmanin
enzim salgilamasm inhibe etmesi; ikincisi ise LiP ile boya renk gideriminde hatiri
sayilir miktarda hidrojen peroksit ve veratril alkol tiiketileceginden, pek gok gergek
atikta Phanerochaete chrysosporium tarafindan LiP ile dengeli bir gekilde islem
yapilamamasidir [67].

It kirabilen kirleticiler, karbon ve azot gibi uygun besinlerin
tamamlanmasindan sonra ligninsel fungal killtiirler ile pargalanirlar. Ligninsel
kiiltlirlerde iki tip hilcre dist peroksidaz — ligninaz (LiP) ve manganez bagimsiz
peroksidaz (MnP) - tespit edilmigtir. Hiicre dist hidrojen peroksit iretimine katilan
bir enzim olan Glioksal oksidaz da, fungal hiicreler tarafindan Uretilir. LiP ve
MnP’nin katalitik mekanizmalari farkhdir ve bunlarm {iretimleri fungal kiittrlerdeki
Mn (II) igeriBini ayarlayarak kontrol edilebilir [6]. Bu iki peroksidazin sentetik
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Cizelge 2.5: Cegitli enzim-substrat sistemlerinin kinetik parametreleri

kat | Km | KoK
Enzim Substrat sT | uM |mM's?|Referans
Pleurotus ostreatus
Lakkaz I ABTS 16 | 16 986
Lakkaz IT ABTS 178 | 235 | 759 10
Lakkaz I RB 158 46 | 3500 13
Lakkaz IT RB158 25 | 3900 7
Phanerochaete chrysosporium
LiP 4.65 VA 58,6 | 325 180
LiP 4.15 VA 21,4} 333 640
LiP 3.85 VA 2891 123 | 240
LiP 4,65 VA, HO,ile | 58,51 235 | 249 13
LiP 4.15 VA, H;O,ile 21,8 198 110
LiP 3.85 VA, H,Oqile 1292 127 | 230
Geotrichum candidum Peroksidaz
DyP RB 5 270 | 54 480
DyP RB 5, H;0,ile | 270 | 26 1010
DyP AQ2 270 | 84 320 26
DyP AQ2, H,Oyile | 270 | 36 760
HRP RB 5 140 | 58 240
HRP RB 5, H;O,ile | 140 | 36 380
Metoksifenol |115%]5,12°| 22°¢
Trametes trogii Dimetoksifenol | 109* | 0,41°| 266 | 56
Lakkaz Ferulik Asid | 145° | 0,04°| 3625
ABTS 198° { 0,03" | 6600
B. adusta MnP 1 RV 5 - 11 -
B. adusta MnP 1 RB 5 - 6 -
B. adusta MnP 1 RB 38 - 6 -
P. eryngii MnPL 1 RV 5 - 16 -
P. eryngii MnPL 1 RB S - 4 - 35
P. eryngii MnPL 1 RB 38 - 8 -
P. eryngii MnPL 2 RV S - 12 -
P. eryngii MnPL 2 RB 5 - 4 -
P. eryngii MnPL 2 RB 38 - 7 -
Bjerkandera adusta . .
Peroksidaz Dimetolsifenol) _ 11e0 | - 43
MnP {zoenzimleri (DMP) d
Bacillus gordonae . 5250
Bacillus benzeovoreus g’;gl;n Blue - |4000? - 79
Pseudomonas putida ) 600*
*: dak?, b:mM, ©:mM’ dak!, ‘:mg/L




boyalar1 yrkmak igin aym yetene§ie sahip olup olmadign bilinmemektedir. Trametes
versicolor Lip ve MnP’a ileve olarak boyalari yikma yetenegine sahip olan lakkazi
da f{retebilir [68]. Baz azo ve heterosiklk boyalar ligninsel solisyonlarda
Phanerochaete chrysosporium ile hemen hemen tamamen yikihr fakat, ham ligninaz
ile degisik oranlarda (%0-80) rengi giderilir [18].

Bir Pycnoporus cinnabarinus tlri, endiistriyel atik suyun ve endiistriyel vinil
stilfon boya RBBR’nin rengini giderir. Bir biyoreaktdrde 25 glin siireyle P.
cinnabarinus tarafindan lakkaz salgilanmasi Snemli Slclide gergeklestiriimis ve bu
enzim Chicago Sky Blue (CSB) kromoforunun ilk yikiminda kullamimgtir [69].

Boyalanin genel bir kural olarak LiP ile renginin giderilmesi, her gesit boyaya
uygulanabilir. Phanerchaete chrysosporium tarafindan salgilanan LiP, elektrik yiki
ile ilintisiz olarak farkh kimyasal yapt ve smuflardaki boyalarn rengini giderir.
Bunlar ayni zamanda tekstil endiistrisinde kullanilan ve gayet kararh olan bir gok
antrakinon ve ftalosiyanin boyanin rengini gidermeye muktedirdir [64].

Beyaz ¢lritkgill basidiomycete P. Chrysosporium’un lignin  yikan
kiiltiirlerinin endiistride kullanilan ve kanserojen olan Disperse Yellow 3 (DY 3) [2-
(4’-asetamidofenilazo)-4-metilfenol}’i karbon dioksite yiktifn gOsterilmistir. DY 3
ve onun naftol analofu 1-(4’-asetamidofenilazo)-2-naftol (NDY3)’tin lignin
peroksidaz, horseradish peroksidaz ve Mn Ill-malonat kompleksi (bir manganez
peroksidaz taklidi) ile yikkim g¢abgimugtir. Lignin ve manganez peroksidazlar P.
Chrysosporium 'un ligninsel kilttirleri ile Oiretilen iki hilcre disi peroksidazdir ve bu
fungus tarafindan lignin ve diger kirleticilerin yikiminda kullaniimaktadir [7].

Trametes hirsuta ve bu organizmadan saflagtirilan bir lakkaz, triarilmetan,
indigo, azo ve antrakinon boyalan yikmaya muktedirdir Hiicre dis: lakkaz boyalarin
yikimt igin asil sorumlu olarak gorillmektedir [63].

Pyricularia oryzae lakkaz ile azo boya 2,6-dimetoksi-4-(4’-stilfofenilazo)-
fenolil substrat olarak kullanarak bu maddeyi 4-siilfofenilhidroperoksit (SPH)’e ve
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2,6-dimetil-1,4-benzokinona oksitler.2-metil veya 2-metoksi Agrubu iceren boyalar da '
SPH’e ve 2-metil veya 2-metoksi benzokinona oksitlemektadir. 2,6-dimetoksi grubu
iceren boyanin lakkaz oksidasyonunda alti riin meydana gelmektedir. Bunlardan
ici SPH, 4-hidroksibenzen siilfonik asid ve 2,6-dimetoksibenzokinon olarak
tammlanmigtir,. Metil ve metoksi gruplariun bagh bulundugu yer &nemlidir [34].

Lakkaz katalizériiglinde boya dekompozisyon mekanizmasi boya yapisina
bagh olarak zordur, Antrasen boyalar lakkaz ile dogrudan dogruya okside edilen bir
enzim substratidir. Azo ve indigo boyalarn renginin giderilmesi ise kiiglik
molekiillere bSliinmesi olayidir. Azo ve indigo boyalar lakkazin substratlan degildir
ve boya ve enzim arasindaki kilglk ara molekilllerden olugsmus metabolitlerdir.
Substrat olmayan boyalarin renk giderme hizi, solilsyonlardaki lakkaz aktivitesinden
¢ok ortamdaki Dbilesiklerin konsantrasyonlart ile smurhdwr, 2,2’-azinobis (3-
etiltiazolin-6-siilfonat) (ABTS) ve antrakinon boyalar gibi bazi sentetik boyalar azo
ve indigo boyalarin renk giderimine aracilik edebilir [34].

Bir azo boya olan Congo Red’in LiP’in bir substrati oldugu gdsterilmigtir.
Ortamda ham LiP kangimlann ve hidrojen peroksit bulundugunda Congo Red
boyasimn % 54 oraminda renginin giderildigi saptanmstir [70].

Kahverengi ¢lirlik¢til fungus Polyporus ostreiformis Congo Red boyasinin
rengini % 99 oraninda gidermektedir. Bu mikroorganizma MnP, asid protoza, a-
amilaz ve LiP flretir. Beyaz cliriikclil fungus ve kahverengi clirlik¢iil fungus
kiiltlirleri kangimu biyolojik renk giderme igin verimli bir sekilde kullamlabilir.
Cunkit kahverengi ¢lritk¢tl fungusun zincir koparma, demetilasyon ve
demetoksilasyon yetenekleri beyaz ¢iirlik¢iil fungusun halka kirma yetenegini
tamamlayabilir ve bdylece daha hizl bir renk giderimi saglanabilir [71].

Azo boyalarin aromatik halkalariin bakteriyel peroksidazlar tarafindan
uygun bir gekilde modifiye edilmesi, daha kolay okside ediebilmelerini
saglamaktadir [72].
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Beyaz ¢liriikglll fungus Pycnoporus cinnabarinus ile endistriyel olarak -
tliketilen Remazol Brilliant Blue R boyasmin yikirm saglanmgtir. Cabgilan koguliar
alinda bu basidiomycete lakkaz {iretmekte, fakat lignin peroksidaz tesbit
edilememektedir [73].

Boya ykan diger funguslar Hirschioporus Ilanneinus ve Inonotus
hispordus 'dur [31].

Hem “Basidiomicotina” ve hem de “Ascomycotina” ile antrakinon esash
mavi bir boya olan Poly B-411 boyasiun renginin giderilmesi miikemmel bir
indikatdrdtir [74].

2.5. ENZIMLERLE BOYALARIN YIKIM MEKANIZMALARI

Beyaz ¢iiritkgill fungus P. Chrysosporium tarafindan sekonder metabolik
. adim esnasinda dretilen peroksidazlarin gok gesitli organik bilesikleri okside ettigi .
bilinmektedir. Bu, ¢lriimily organik maddelerle beslenen organizmamn ligninaz ve
manganez peroksidazi lignin yikkiminda rol alirlar, fakat ileri aragtirmalar bu
peroksidazlarin, ¢evreye toksik ve zararli olan bir ¢ok sentetik organik bilegigin de

yikimin baglattigim gGstermistir [12].

Dogal parcalanmaya direngli kimyasal maddelerin yikim mekanizmas
aydmlatmgtir. P. Chrysosporium tarafindan 2,4-diklorfenol, 2,4-dinitrotoluen ve
2,7-diklordibenzo-p-dioksin igin yikim mekanizmalari Snerilmistir. Kloriir ve nitro
gruplart iceren bu bilegiklerin 6nerilen mekanizmalar1 birbirine benzemektedir ve
halka kimlmasi meydana gelmeden &nce uzaklagtildiklann gosterilmigtir, Aym
zamanda meydana gelen hidrokinonun metillendii g&zlemlenmigtir. Ligninaz ile
yikim g¢alhgmasinda kullamlan reaksiyon karngimi dogaya yabanci substratlarin
yaninda veratril alkol de igerdiginden, bazi metillenmis drilnler bu kaynaktan gelmis
olabilir. Nitro gruplarin amino gruplara indirgenmesi, 2-amino-4-nitrotoluenin, 4-
nitro-1,2-kinona oksidasyonu ve kinonun, hidrokinona rediiksiyonu olaylarim
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gerceklestirilen P. Chrysosporium tarafindan trinitrotoluenin yikim igin bir igice
rediiksiyon-oksidasyon mekanizmasi 6nerilmstir [12]

Ug arilaminin (p-toluidin, 4-kloroanilin ve 3,4-dikloranilin) kloroperoksidaz
ve bezelye tohumu peroksijenazn ile 6nce hidroksilamine ve sonra iki-elektron
oksidasyonu wvasitasiyla aril nitroso drlinlere oksidasyonu igin potansiyel
mekanizmalar Onerilmigti. Aym zamanda nitroso grubu olusumu i¢in oksijen
kaynaginin hidrojen peroksit oldugu rapor edilmgtir. Bu bulgular peroksidazlarin
arilaminleri nitroso firiinlere okside edebildikierini g&stermektedir [12].

Streptomyces spp. de lignin ¢8zme yetenegine sahip hiicre disi peroksidazlar
{iretir. Streptomyces tarafindan lignin oksidasyonu agiktir ki, peroksidaz-esash bir
mekanizmadir. Streptomyces klasik aromatik katabolizma mekanizmasi yoluyla bir
cok tek halkah aromatik bilesigi yikmaktadir. Streptomyces viridosporus dimerik
lignin alt yapidaki model bilesikleri oksidatif olarak pargalamaya muktedirdir. Bir -
aril eter dimeri karbon ve enerji kaynag: olarak kullanabilen Thermomonospora
mesophila ve Streptomyces budias monomerik tirlinler meydana getirebilir. Her iki

tlirde de hiicre dist peroksidaz ve katalaz aktiviteleri tesbit edilmigtir {12].

Tekstil boyalari, 3,5-dimetil-4hidroksi-azobenzen-4’-siilfonik asit ve 3-
metoksi-4-hidroksiazobenzen-4-siilfonamid’in  P. Chrysosporium ve Streptomyces
chromofuscus’dan elde edilen manganez peroksidaz ve ligninaz ile ykim
mekanizmalari g0yledir: Boyalarm ilk oksidatif aktivitesinde, molekiilleri suyun
nilkleofilik ataklarina kargi yarali bir hale getiren katyonik tlirler olugmas: ile
sonuglarur. 1ki tip hidrolitik kimlma gSzlenmistir. Asimetrik kinlmada kinon ve
diazen tiirleri olusur. Simetrik kirilmada ise kinon, monoimin ve nitroso tiirevleri
olugmas: ile sonuglanir. Bu karasiz ara {irlinler daha ileri giderek redoks, oksidasyon,
ve hidrolitik transformasyon meydana gelir [12].

Lignin peroksidaz ve lakkaz gibi fungal fenol oksidazlar fenolik azo
boyalarin azo baglarm koparir ve molekdler azot agifa gikar. Lakkaz su Greten bir
fenol oksidazdir. Fenolik azo boyalarm lignin peroksidaz ile oksidasyonu aktivitesine
benzer bir mekanizma lakkaz ile bu boyalarm yikim i¢in de nerilmistir. Onerilen
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mekanizmada lakkaz arka arkaya iki tane tek elektron oksidasyonu reaksiyonlarin
katalizler. Ik olarak bir fenoksi radikali meydana gelir ve son fenol halkasinda bir
karbon iyonu olugur, Daha sonra suyun niikleofilik atag: ile bir diazin tlirevi ve bir
kinon meydana gelir [69].

P. Chrysosporium kilttirleri ile renk giderimi, bir ¢ok boya sonuna kadar
mineralize oldugu i¢in tek adimh bir oksidasyon prosesi degildir. Lignin peroksidaz
gibi peroksidazlar tarafindan azo boya oksidasyonunun mekanizmasi muhtemelen
azo bagmn oldugu karbonda bir radikal olusturmak icin fenolik grubun oksidasyonu
olayidir. Sonra su bu fenolik karbona baglanarak fenildiazin molekiilil olugturur. -
Fenildiazin azot olugturarak bir tek elektron reaksiyonu ile indirgenebilir. Fenolik
azo boyalarin oksidasyonu i¢in de benzer bir mekanizma Snerilmistir [64].

Azo boyanin renginin  giderilmesi oram, kimyasal yapidaki halkamn
durumuna bagh oldugu gibi veratril alkol (VA) konsantrasyonuna da baghdir [19].
VA, LiP ¢evriminde {iglincli bir substrat gibi davranarak azo boya oksidasyonunu
tesvik eder [64]. Diger taraftan, bir tiazin boya olan-Azure B ile yapilan ¢aligmalarda,
VA Kkonsantrasyonunun artmast ile renk gideriminin inhibe oldugu gosterilmistir
[75]. Azo boyamin yapisina bir guaikol (3-metoksi-4-hidroksifenil) veya siringyl
(3,5-dimetoksi-4-hidroksifenil) iinitesi sokuldugunda boyanin mineralizasyonu
hizlanmaktadir [7]. Azo baginda para pozisyonunda bir hidroksil grubu olmasi
LiP’lar ile renk gidermeyi daha basarili yapmaktadir [41]. Fakat halen kimyasal yap:
ve boya renk giderme arasinda genel bir iligki kurulmas: basit ve agik olmaktan
uzaktrr. Farkli kimyasal simflardaki bazi ticari boyalarin P. Chrysosporium 'un hiicre
dist killtir sivis1 ile rengini gidermede, renk verici grup, bagh gruplar ve bunlarm
renk giderme oram tizerindeki etkilerini kargilagtirmaya odaklanmug bir ¢ahymada su
bugular elde edilmistir: Renk verici grubu tiazin olan boyalar daha fazla metil
grubuna sahip olduklarinda, &zellikle bu metil gruplar amino azotuna bagh ise
renkleri daha hizh giderilir. En diigtik renk giderme hizi iki nitro grubu igeren bir
boyada g6zlenmigtir. Bdylece elektron veren gruplar renk giderme hizim arttirabilir;
oysa elektron alan gruplar onu engelleyebilir. Bu agidan, renk giderme hizi {izerine
boyalarin iyonik etkisi de kargilagtimlabilir. Boya molekfilindeki pozitif ve negatif
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ylikler, ister bblgesel, isterse genel olsun boya renk giderme hizi fizerinde bir etkiye
sahip defiil gOrinmektedir. Bundan dolayr kimyasal olarak benzer bir seri boya
tizerinde odaklanan g¢ahgmalarin bile kimyasal yapinin etkisini tarif eden basit ve
acik bir model bulamamalan stirpriz degildir [4, 7). Baz yazarlar elektron dagibim
veya yik yogunlugunu renk giderim hizlanindaki farkhbklarla iligkilendirmiglerdir.
Biitin gdzlemler hep birlikte, kimyasal yap1 ya da elektrik yiki degil fakat, diger bir
ozellik, 8rnefin boya kimyasal yapisi igerisindeki biitiin etkilegimlerin sonucu olarak
iyonizasyon potansiyelinin 8nemli bir parametre olabilecegini belirtmiglerdir [64].

Peroksidazlar ile DY 3’0n oksidasyonunda son {irlin olarak 4-metil-1,2-
benzokinon, asetanilid ve DY 3’in bir dimeri meydana gelirk NDY 3’ln
oksidasyonunda ise son {irlin olarak asetanild ve 1,2-naftolkinon meydana gelir. Bu
sonuglara gére azo boya yikim: i¢in su mekanizma Onerilmektedir: bir peroksidazin
hidrojen peroksit ile oksitlenmis formlan, iki elektron ile, azo bagi karbon yatajinda
yer alan bir karbon iyonu meydana getirmek {izere DY 3’{in veya analoglarmin fenol
halkasim oksitler. Bu karbon iyonuna su saldinr ve kararsiz olan ara iriinler
meydana gelir. Kararsiz ara iirlinler de 1,2-naftakinon veya 4-metil-1,2-benzokinon
ve 4-asetoamidofenildiazen olusturur. Oksijen, hidrojen peroksit ile oksitlenmis
peroksidaz veya bir metal iyonu ile ve bir elektron ile bir fenildiazen radikali
iretmek tizere fenildiazeni oksitler. Bu radikal homologu kirtlir ve 4-asetamidofenil
radikali ve molekiiler azot olusur. Bundan sonra 4-asetamidofenil radikali asetanild
iretmek (izere ¢evreden bir hidrojen radikali alir. Sonu¢ olarak P. Chrysosporium
tam kdltiirleri ile DY 3 yikiminda son {irfin olarak asetanilid meydana gelir {7].

Fenolleri, fenoksi radikal olugturarak diger fenollere ve dimerlere g¢eviren
HRP, LiP ve MnP hidrojen peroksit; lakkaz ise oksijen gerektirir [76].

Lakkazlar mono ve polifenolik substratlarn ve aromatik aminlerin orto ve
para pozisyonlarindaki  hidroksil gruplanndan bir hidrojen atomonun
uzaklastiriimasini, daha ileri depolimerizasyon, repolimerizasyon, demetilasyon ve
kinon olusumunu saflama kapasitesine sahip olan serbest radikaller meydana
getirmek igin, bir elektron absorbsiyonu ile katalizler [63].
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Lignin yikimunin 6nemine ramen yikim mekanizimasi heniiz tamamen
tammlanmamgtir. Literatlirlere gore beyaz ¢lriikgiil fungus Trametes (Coriolus,
Polyporus) versicolor, Phanerochaete chrysosporium ve Phlebia radiata en iyi

lignin yikan mikroorganizmalardir [77].
Odun bilegiklerinin biyolojik yikimi bir enzimatik proses olarak g¢ok iyi

bilinmektedir. Izole edilmis seliloz veya yan selilozun monosakKaritlere
transformasyonu nisbeten basit bir proses olarak uzun zamandir bilinmektedir [78].
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. MATERYAL
3.1.1. Renk Gideriminde Kullamian Boyalar

Renk gideriminde, EVERLIGHT/TAYVAN firmas: tarafindan fretilen ve
Tirkiye’de ILTEKS firmas: tarafindan pazarlanan boyalardan yedi tanesi ile
ORGANIK KIMYA tarafindan pazarlanan bir boya kullamilmustir. Bu boyalar ve
colour index numaralan Cizelge 3.1°de gosterilmektedir. Boyalarin kimyasal yapilar1
mono azo, dis azo ve antrakinon seklindedir. Evercion Red P-3B (Reaactive 45),
Evercion Orange P-2R (Reactive Orange 13), Evercion Scarlet P-RN (Reactive Red
33), Evercion Yellow P-5G ( Reactive Yellow 2) ve Polkative Orange P-2R
(Reaktive Orange 13) mono azo; Everzol Black B (Reaktive Black 5) dis azo;
Evercion Blue P-GR (Reaktive Blue 5) ve Everzol B, Blue R/SP (Reaktive Blue 19)
antrakinon kimyasal yapidadir.

Cizelge 3.1: Renk gideriminde kullamlan boyalar ve colour index numaralan {8].

Boya Ad: Colour Index No Kimyasal Yapt No
Evercion Red P-3B Reactive Red 45 18209 (Mono Azo)
Evercion Blue P-GR Reactive Blue 15 61205:1  (Antrakinon)
Evercion Orange P-2R Reactive Orange 13 18270 (Mono Azo)
Evercion Scarlet P-RN Reactive Red 33 18280 (Mono Azo)
Evercion Yellow P-5G Reactive Yellow 2 18972 (Mono Azo)
Everzol B. Blue R/SP Reactive Blue 19 61.200 (Antrakinon)
Everzol Black B Reactive Black 5 20505 (Dis Azo)
Polkative Orange P-2R Reactive Orange 13 18270 (Mono Azo)
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3.1.2. Funalia Trogii Kiiltir Fitratimn Elde Edilmesi

Calymada, Cevre MihendisliZi Ana Bilim Dah Biyoteknoloji
Laboratuari’nda {retilen Funalia trogii kltiir filtratt kullanbgtr Kiilttr filtratmin
Uretiminin gu sekilde gergeklestirildigi bildirilmigtir: Besiyerinde substrat olarak
bugday kepegi (900 g/kg) ve soya kiispesi (100 g/kg) kullamimug ve kati faz
fermantasyon ortaminda pH 5°de 30°C’de 10 giinlitk inktibasyon sonunda erlenlerde
tiretilmiy  kaltdrler 45°C’de etlivde 24 saat bekletilerek besiyerinin nemini
kaybederek kurutulmasi saglanmugt. Kuruyan materyal 2 dak. stireyle degirmende
ogitalerek toz haline getirilmis ve buzdolabinda (+4 °C) saklanmustir [79].

Funalia trogii’nin kati substrat tizerinde Uremis kiltliriinden, 2 g ahinmg 20
mL pH 6 fosfat tamponu eklenerek oda sicaklifinda 15 dakika kanstirimigve
¢Ozlinmesi saflanmustir. Daha sonra santriflij edilerek (15 dakika 5000 rpm; Nilve
santriflij ile) stipernatan (dakelti), bu galhigmadaki kiltlir filtrat: olarak kullanilmustur,

3.2. METOD
3.2.1. Renk Giderim Calismalar:
3.2.1.1. Boyarmaddenin se¢imi

Renk gideriminde kullanlan boyalarin (Cizelge 3.1) renk agilma derecelerini
tesbit etmek igin, stok ¢dzeltileri, saf su ile 1,0 g/L. konsantrasyonda hazirlanmstir.
Bunlardan 0,5 mL almarak 25 mL’ye tamamlanmuis ve 20 mg/L’lik bir
konsantrasyona ulagilmustir. Bu boyalardan 0,5 mL alnarak 0,1 M sodyum tartarat
tamponu ile 2,5 mL’ye tamamianmug ve pH 2,5’¢ ayarlanmstir. Bunlarin iizerine 0,1
mL Funalia trogii killtir filtrati verilerek reaksiyon baglatilmis ve 40 °C’de 5
dakikalk bir reaksiyon siiresi sonunda renk giderimi olup olmadifi gézlemlenmistir,
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3.2.1.2. Everzol Brilliant Blue R/SP boyasinin renginin giderilmesi

Renk gideriminde pH’nm, sicakhiin, 8z{it ve boya miktarmdaki artigin etkisi
aragtinlmgtr. Boyanm renginin giderilmesi maksimum absorbsiyon gosterdigi dalga
boyunda (591 nm) izlenmistir. Spektrofotometrede absorbans okumalari 5 dakikahk
inkiibasyon siiresince her 10 saniyede bir dlgtim yapilarak kaydedilmistir. Caligmalar
iki bSltim halinde yapilmugtir:

L pH ve sicakhfn etkisi: Optimum pH ve sicakbfm bulunabilmesi igin 5
farkh pH’da (2,5; 3,0; 4,0; 5,0 ve 6,0) ve 3 farkh sicaklikta (30, 40 ve 50°C)
¢alismalar yapiimugtr. Bu galigmada kiiltdr filtrat1 ve boya miktar1 (100 mg/L boya
ve 100 pL kilttr filiratr) sabit tutulmugtur. Toplam hacnm 2,5 ml olan boya ve
ktittir filtratimin, spektrofotometrik &igimlerinden elde edilen absorbans deferlerinin
azalmasindan, yikilan boyarmadde miktar1 hesaplanarak, en verimli renk gideriminin
kosullant olan optimum pH ve sicaklk tesbit edilmigtir. Renk gideriminde pH 2,5
i¢in, 0,1 M sodyum tartarat tamponu; pH 3-6 i¢in, 0,1 M potasyum fosfat tamponu
kullanilmgtir,

ii. Kaltlir filtratt miktar:1 ve boya konsantrasyonunun etkisi: Bu ¢alismada
optimum kiiltlr filtrati miktarmin ve boya konsantrasyonunun bulunabilmesi igin, 4
farkhh miktarda kalttir filtrat: (50, 100, 150, 200 pL) ve 3 farkh konsantrasyonda (50,
75, 100 mg/L) boya ile galisilmstir. Reaksiyon kangim 2,5 mL hacminda olup
deneylerde 5 dakikalik inkilbasyon siiresi boyunca her 10 saniyede bir absorbans
dilsmesi kaydedilmistir, Kiltlir filtrat1 ve boya miktarlarinin renk giderilmesine etkisi
aragtirilirken pH ve sicaklik sabit tutulmugtur. Boylece optimum pH ve sicaklikta en

uygun boya konsantrasyonu ve Oziit miktant ile maksimum renk gideriminin
saglandif1 kosullar belirlenmistir.
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3.2.2. Renk Gideriminde KOI Degigiminin Olgilmesi

Bulunmug olan optimum kogullarda (pH, sicakbk, boya konsantrasyonu ve
0zt miktar)) 5 dakikalik inkiibasyon siiresi baginda ve sonunda Kimyasal oksijen
ihtiyaca (KOf) dl¢timit yapilmustur.

KOl analizleri Hack KOI kitleri (0-15.000 araliginda, Cat: 24.159-25)
kullamilarak Hack DR 2010 spektrofotometre ile spektrofotometrik olarak Slgiilerek

yapilmugtir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Cesitli fungal kaynaklardan elde edilen enzimlerin gesitli boyarmaddeleri
yiktigs rapor edilmigtir [1, 2, 13, 26, 35, 49, 63, 64]. Bu ¢aliymada Funalia trogii
kiilttr filtrat: ile EBBRSP boyasinin renginin giderilmesinde enzim aktivitesine etki
eden faktdrler olan sicakhk, pH, substrat miktar1 ve enzim miktar1 arastiriimis ve
reaksiyon kosullan belirlenmistir.

4.1. BOYARMADDENIN SECiMi

Yapilan ¢aligmalarda 40°C’de ve pH 3’de Funalia trogii kilttir filtrat ile
Evercion Red P-2B, (Reaktive Red 45, C.I. 18.209) Evercion Orange P-2R (Reactive
Orange 13, C.I. 18.270), Evecion Scarlet P-RN (Reactive Red 33, C.I. 18.280),
Evercion Yellow P-5G (Reactive Yellow 2, C.I. 18.972) ve Polkative Orange P-2R
(reactive Orange 13, C.I. 18.270) boyalarinda renk agimasi gdzlemlenmemigtir.
Evercion Blue P-GR (Reactive Blue 5, C.I. 61.205:1), Everzol Blue R/SP (Reactive
Blue 19, C.I. 61.200) ve Everzol Black B (Reactive Black 5, C.I. 20.505)
boyalarinda ise renk aciimasi oldugu gorillmiigtiir. Boyalarin renk agilma dereceleri
Cizelge 4.1°de goriilmektedir.

Renk agimasinm en fazla oldugu Everzol Brilliant Blue R/SP boyas: ile
maksimum renk giderilmesi kogullari olan optimum pH, sicaklk, kltir filtrat:
miktar1 ve boyarmadde konsantrasyonu tesbit ¢calismalar yapilip reaksiyon kogullan
ayrintili olarak incelenmigtir.

EBBRSP boyasmm klmyasa] formiili szHmNzOnS:gN&z’dil’ ve
moleklll aduwlfn 626,5 g’dir. Everzol Brilliant Blue RSP boyasmin maksimum
absorbans gdsterdifi 591 nm’de spektrofotometrik 8lgimler yapilmugtir.
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Cizelge 4.1: Boyalarin renk giderilme dereceleri

Boyarmaddeler Renk Giderilme
Dereceleri

Everzol Blue R/SP (Reactive Blue 19, C.1. 61.200) ++

Evercion Blue P-GR (Reactive Blue 5, C.I. 61.205:1) ++
Evercion Yellow P-5G (Reactive Yellow 2, C.I. 18.972) -
Evercion Red P-2B, (Reaktive Red 45, C.1. 18.209) -
Evercion Orange P-2R (Reactive Orange 13, C.I. 18.270) -
| Evecion Scarlet P-RN (Reactive Red 33, C.1. 18.280) -
Polkative Orange P-2R (Reactive Orange 13, C.1. 18.270) -
"

Everzol Black B (Reactive Black 5, C.1. 20.505)

+++ 1 Yitksek renk giderimi
++ : Orta renk giderimi
+ ¢ Dilslik renk giderimi
- : Renk giderimi yok

4.2. EBBRSP BOYASININ RENGININ GIDERILMESI

4.2.1. Renk Giderimine pH ve Sicakhiin Etkisi

EBBRSP boyasimnn enzimatik olarak maksimum renk giderimi i¢in optimum
pH ve sicakh tesbit etmek amaci ile 100 mg/L boya, 100 uL kﬁltﬁr filtrat1 ile
toplam reaksiyon karigim hacmu 2,5 mL olmak tizere, degisik pH (2,5; 3,0; 4,0; 5,0
ve 6,0) ve sicakliklarda (30°C, 40°C ve 50°C) § dakika stire ile inkiibe edilmis ve
yikilan boya miktarlar degerleri Cizelge 4.2’de gdsterilmistir,

EBBRSP boyasiun renginin giderilmesi igin yapilan g¢alsmanin bu
bolimiinde maksimum enzim aktivitesi sajlamak amaci ile optimum pH ve

sicakliklik tesbit edilmistir.
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Cizelge 4.2’de gbrilldogit gibi pH 2,5°da en diislik diizeyde aktivite, yani
ihmal edilebilir renk giderimi gdzlenmigtir. pH 3’de ise maksimum renk giderimine
ulagilmugtir. pH 4,0; 5,0 ve 6,0°da renk giderim oranlarinda gittikge azalan degerler
gbzlenmigtir. Bu sonuglardan, en iyi renk giderim oranina pH 3 degerinde ulagilacags
saptanmugstir,

Cizelge 4.2: EBBRSP’nin renginin giderilmesinde pH ve sicakhpm etkisi
(100 mg/L. EBBRSP boyasi ve 100 pL 6ziit)

PH Renk Giderim Orani (%)

30°C 40°C 50 °C
2,5 0,6 1.1 0,6
3,0 5.1 6,6 6.5
4,0 3,8 5,3 5,1
5,0 24 3,6 35
6,0 1,7 2,7 26

EBBRSP ' 'boyasimin renginin giderilmesi igin yapilan bu ¢ahgmada
maksimum kiltir filtrat1 aktivitesi saglamak amaci ile optimum sicaklik tesbitinde
40°C’de en yiiksek oranda boya giderildigi saptanmustir. Cizelge 4.1°de goritldtiga
gibi 30°C ve 50°C sicakliklarda daha diisiik oranda bir renk giderimi elde edilmistir.
EBBRSP boyasiin Funalia trogii kiiltiir filtrat: ile renginin giderilmesinde optimum
pH’'nin ve sicakh@in etkisinin § dakikalik inkiibasyon stiresi sonunda bulunan % renk
giderimi ile grafik olarak g6sterimi Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de yer almaktadir

Ek. 1’de 30°C’de 100 mg/L konsantrasyonda 100 pL kiiltiir filtrat: ile renk
gideriminde 5 dakikalk inkiibasyon siiresince gdzlenen absorbans degisimleri
grafikleri ve 2. derceden kinetik bafintilan goriiimektedir. Ek. 2 ve Ek 3’de ise
40°C’de ve 50°C’'de degisik pH’'larda EBBRSP boyasmn Funalia trogii kiltir
filtrat1 ile 5 dakikalk inkiibasyon sliresince gbzlenen absorbans degisimlerinin
grafiksel gdsterimi ve 2. derceden kinetik bagntilan yer almaktadr.
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Sekil 4.1: EBBRSP boyasinin 100 mg/L konsantrasyonda enzimatik renk gideriminde, 100 pL
kaltar filtrat1 ile degisik sicakliklarda pH'nin etkisinin grafiksel olarak gdsterimi
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$ekil 4.2: EBBRSP boyasiun 100 mg/L konsantrasyonda renk gideriminde, 100 pL kaltdr
filtrat: ile degisik pH'larda sicaklifin etkisinin grafiksel olarak gbsterimi
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Boyarmaddelerin renk giderimini katalizleyen enzimler lakkaz ve
peroksidazlardir {2, 15, 63]. Maksimum renk giderim hizinin saptandigi pH 3°de
renk gideriminden sorumlu olan enzimler lakkaz, LiP ve MnP’dir [77].

Pleurotus ostreatus fungusunun kiltir 6zfitinden elde edilen ve RBBR
yikimindan sorumiu olan peroksidaz enzimine sicakhin etkisi aragtinlmiy ve
30°C’nin Ozerine gikildiginda aktivite kaybi oldugu g6rilimfistiir [49].

Geotrichum candidum’dan saflagtinlmig peroksidaz enzimi RBBR yikiminda
kullanilmig ve optimum renk giderim sicakhif1 belirlenmistir. Yapilan bu ¢alijmada
30°C’de aktivite kaybi gdzlenmis ve 50°C’de aktivite kaybmm % 90’a ulastip:
g0zlenmistir [26].

Optimum enzimatik yikim pH’1 kullamlan substrata ve enzim kaynagina gére
degismektedir. Lakkaz enzimi gesitli substratlarla pH 3-7,5 arahifinda maksimum
aktivite gostermektedir. Trametes versicolor’dan elde edilen lakkaz enziminin
sinapik asidi pH 3,6°da, ferulik asidi pH 4,0’de ve syringaldazini pH 5,3'de
maksimum oranda yiktif belirtilmigtir [38, 60].

Pycnoporus cinnabarinus’dan saflagtinlan lakkaz enziminin guaikoli pH
4,0’de yktig1 rapor edilmistir [15]. Guaikol substrati Cerenna unicolor’'dan elde
edilen lakkaz enziminin tayininde kullamlmis ve pH 5°de yikildig: bildirilmigtir {77].

4.2.2. Renk Giderimine Kiiltiir Filtrati Miktar1 ve Boya Konsantrasyonunun Etkisi

En ylksek renk giderim oranma (%10.9), 75 mg/L EBBRSP boya
konsantrasyonu ve 150 uL killtlr filtrats miktar: ile yapilan ¢aligma ile ulagilmigtir
(Ek 5, 150 uL kultlr filtrat). Elde edilen sonuglardan enzim/substrat orammnin da
etkili oldugu saptanmgtir. Clink{i ayni konsantrasyondaki boya ve 50 pL, 100 pL ve
200 pL  kiltdr filtrati ile yapilan inkibasyon galigmalarinda daha diiglik oranlarda
renk giderimi elde edildii gorilmistir (Cizelge 4.3). Genel olarak kiiltiir filtrats

miktar1 150 pL’de doygunlugia ulagmaktadir (Ek. §).
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Cizelge 4.3: Degigik kilttr filtrati miktarlarmin farkh konsantrasyonlarmdaki
boyarmaddenin renk giderimine etkisi (40°C ve pH 3)

Kuitiir )
Boya ' Yikilan Boya Miktan Maks.
K Filtrat | Aktivite Ab
onsantrasyonu o .
(p.L) mg/L mM Yo
50 mg/L 50 54 26 4,15 %52

(0,0798mM) [ 100 80 39 623 %78
(79,8 M) 150 9% 47 150 %94 | 0.506
200 88 43 686 %86
75 mg/L 50 72 36 5,75 %48
(0,1197mM) | 100 132 64 1022 %85
(19,7 pM) 150 166 82 13,09 %10.9]0.776
200 162 79 12,61 %105
50 76 37 591 %37

100 mg/L
100 144 7.1 11,33 % 7.1
0,1596 mM)
150 180 8.8 14,05 - %8.8 | 1.038
(159,6 uM) '

200 178 8,7 1389 %87

Young ve Yu (1977) yaptiklan ¢abymada LiP enzimini ¢esitli boyalarn
gideriminde kullanmus ve LiP miktariin artigina bagh olarak reaksiyon baglangig
hizinin arttifim saptamuglardir [9].

Heinfling ve ark. (1998) renk gideriminde LiP kullanmg ve renk giderimine
boya konsantrasyonunun etkisini aragtirmiglardir. Reactive Violet 5, 5 uM; Reactive
Black 5, 4 uM ve Reactive Blue 38, 10 uM konsantrasyon tizerinde kullamldiginda

doygunluga ulagmugtir [35].

63



Renk gideriminde en yilksek aktiviteyi veren killtilr filtrat: / boya orani, 150
pL 8zt miktarnt ve 100 mg/L boya konsantrasyonu olmasina kargm, giderilen boya
oram diigiktilr. (dA/dt = 180; yikilan boya orant = %8.8)

EBBRSP boyasmm renk giderme oram kiltlir filtrat1 miktarinmm artmast ile
orantth olarak artmakta ve her boya konsantrasyonunda 150 pl seviyesinde bir
maksimuma ulagmaktadir.

RBBR boyasinn enzimatik renk gideriminde de renk giderim oram enzim
miktannin artmas: ile orantth olarak artmakta ve renk giderme aktivitesi Michael
kinetiklerini sergilemektedir. RBBR renk giderme oram 75-100.5 pM’a kadar boya
konsantrasyonu ile artmakta; konsantrasyonun daha fazla arttmlmasmin renk
giderme oram tizerine etkisi olmamaktadir [2].

Sekil 4.3°de 40°C’de ve pH 3’de, EBBRSP boyasmin renk gideriminde,
kultGr filtrati miktan ve substrat konsantrasyonunun, boya yikumu {zerindeki
etkisinin, 5 dakikahk inkiibasyon siiresi sonunda bulunan, % renk giderimi olarak
gosterimi yer almaktadir,

EBBRSP boyasimn Funalia trogii kiltir filtrati ile renginin giderilmesinde,
renk giderim orami enzim dozu ile lineer olarak artmakta ve maksimum verim 150
RL 06zt miktan ile saglannustir. Fakat bu kiltdr filtrati miktan 75 mg/L
konsantrasyonundaki boya. miktar1 ile optimum bir noktaya ulasmugtir.Aym
miktardaki ktittir filtrat, 50 mg/L ve 100 mg/L boya konsantrasyonlarinda daha
dilgtik oranlarda rek giderimi saflamustir. Killtilr filtrati dozajinda, genellikle 150 pL
seviyesinde maksimum renk giderimine ulasimis ve daha fazla kiiltlir filtrati
verilmesinin renk giderimini etkilemedigi gdrillmiigtar.
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Sekil 4.3: EBBRSP boyasinin renginin giderilmesinde, boya konsantrasyonunun ve
kiltir filtrati miktarimn etkisi. (40°C ve pH 3).

Ek. 4’de 40°C’de ve pH 3’de 50 mg/L EBBRSP boyasina 50, 100, 150,
200 uL kaltir filtrat ilave edilerek renginin gideriimesi isleminde 5 dakikalik
inkiibasyon siiresince gozlenen absorbans degisimlerinin grafiksel gosterimi yer

almaktadir.

Ek. 5’de 40°C’de ve pH 3’de 75 mg/L EBBRSP boyasina 50, 100, 150,
200 pL kultur filtratt ilave edilerek renginin giderilmesi isleminde 5 dakikalik
inkiibasyon stiresince gozlenen absorbans degisimlerinin grafiksel gosterimi yer

almaktadir,

Ek. 6’da 40°C’de ve pH 3’de 100 mg/L EBBRSP boyasina 50, 100, 150,
200 uL kultir filtrat: ilave edilerek renginin giderilmesi isleminde 5 dakikalik
inkiibasyon siiresince gozlenen absorbans degisimlerinin grafiksel gosterimi yer

almaktadir.
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Boyalarin ayni enzimlerle farkhi oranlarda renginin giderilmesi, boyalarin
kimyasal yapilanindaki farkhilik nedeniyle agiklanmaktadir {80].

Genel olarak yllksek boya konsantrasyonu daha yavag renk giderme hizina
neden olmaktadir. Bir boya molekiilit azo ve antrakinon gibi bir kromofora sahiptir
ve sadece kromoforun kimyasal yapist bozuldufu zaman renk kaybolur.Bir boya
molekiliiniin kromoforunun kimyasal yapisim bozmak igin LiP radikallerinin pek
¢ok sayida atafina gereksinim olabilir. Yiksek boya konsantrasyonu her boya
molektline daha az sayida LiP atag: demektir ve bdylece daha yavas renk giderme
hiz1 gergeklesir [81].

4.3. RENK GIDERIMINDE KO{f DEGiSimMi

Ekolojik agidan endilstriyel proseslerden kaynaklanan biitiin atik sulann
biyolojik yikilabilirlifini tayin etmek gereklidir. Biyoyikilabilirligin  tesbit
edilmesinde kullanilan 8l¢iitlerden birisi, atigin KO degerlerinin 6l¢{ilmesidir [82].

Farkli konsantrasyonlarda EBBRSP boyast (50, 75 ve 100 mg/L) 150 pL
kiltiir filtrati ile muamele edilmigtir. Islem sonundaki KOI degerleri (ts) baslangigta
dlgtilen KOI degerlerinden (to) daha yitksek ¢ikmugtir. Ayrica boya -konsantrasyonu
yiikseldikge KOI degerleri yiikselmektedir.

EBBRSP boyasun her konsantrasyonda 150 pL 6 kiltir filtrati ile
muamelesi sonunda KOl degerlerinin  ylikselmesi, boyarmaddenin kimyasal
yapisindaki yan gruplarm koptugunu ve agk uglarn meydana geldigini
gostermektedir. Bu sonug boyanin yikildig fikrini vermektedir.
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Cizelge 4.4: EBBRSP boyasinin enzimatik renk gideriminde KOI degigimi
(Boya 50, 75 ve 100 mg/L, kiiltiir filtrat1 150 pL)

KOi (mg/L)
Boya (mg/L) Boya Boya + Oziit (to) | Boya + Oziit (ts)
50 2770 3220 4890
75 ‘ 3120 3560 5140
100 3470 3800 5390
[ T
I —o—boya
—s— boyatfiltrat tO !‘
6000 1 | boyatfiltrat t5
~~ D——_-—__——-n___—-—_n
= 4000 -
£ W
S 2000 A
N
0 T T 13 1
25 50 75 100 125 i
EBBRSP Kosantrasyonu (mg/L) ]

Sekil 4.7: EBBRSP boyasinn renginin giderilmesinde KOI degisimi (pH 3. sicakhk
40°C)
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5. SONUC ve ONERILER

Atk su antimasinda enzim kullamlmasinin ana nedeni spesifik kirleticilerin
¢Oktilrlilerek giderilmesi veya transformasyonu ile zararsiz Girlinlere dénilstiiriilmesi
faaliyetidir.  Kirleticilerin tamamen mineralizasyonu diger transformasyon
yontemnlerine tercih edilir, fakat amonyak ohsumu ve siyaniiriii atiklarm giderilmesi
ya da organofosfat pestisitlerin pargalanarak kolayhkla uzaklagtirilabilen firtinlere
déndstiriilmesi de kabul edilebilir. Fakat bazi durumlarda enzimatik faaliyet tirinleri
baslangic maddesinden daha toksik olabilir ve bdylece enzim kullannmi amacina
ulagamayabilir. Sonu¢ olarak, spesifik bir enzimatik iglemin uygulanabilirligini
gelistirmeden 8nce olugan {rilnlerin toksisitesini incelemek gereklidir. Ne yazik ki,
bu sorunu aragtrmak i¢in gok az sey yapumustir. Cinkl, enzimatik reaksiyon
irfinlerini tammlamak zordur.Pek ¢ok galiyma verilen bir kirleticinin ¢8zeltiden yok
olmas1 f{izerine odaklanmustir; fakat Aitken ve arkadaslari [80] ve Massey ve
arkadaglan [81] calismalarinda {6], enzimler ile fenoliin oksidasyonu sonucunda
olusan reaksiyon driinlerinin mutasyon durumunu aragtirmuglardir. Arastirmacilar
kloroperoksidaz, horseradish peroksidaz, lignin peroksidaz ve polifenol oksidaz ile
fenollerin oksidasyonu sonucu olusan reaksiyon drfinlerinden 17 tanesini test
etmiglerdir. Genel olarak mutajenik Ur{inlerin olugtugunu gdzlemlemediklerini rapor
etmiglerdir, Fakat lignin peroksidaz ile nitrofenoltin oksidasyonu mutajenik firiinlerin
meydana meydana gelmesi ile sonuglanmug ve manganez peroksidazin da lignin
peroksidazile benzerliii gbz Onfine ahnarak aym etkiyi gosterecegi kabul edilmistir.
Kloroperoksidaz da ortamda klorilr iyonlan bulundugunda onlar, okside edebilme
kapasitesine sahip oldufu igin, bazs toksik bilesikler olugturabilir. Sonug olarak
kloroperoksidazin kullammmm sadece ortamda klorilr iyonlar: bulunmadifi durumlarda
tavsiye edilebilir [6].

Enzim esash bir islemin basarih bir gekilde yerine getirilebilmesi i¢in, enzim
maliyeti birinci derecede &neme sahiptir. Uzerinde aragtwuma yapilan enzimler
izolasyon, saflagtirma ve tiretim maliyetleri nedeniyle pahalidir. Enzim kaynag:
olarak dogrudan dogruya bitkilerin kullamlmas:1 potansiyel olarak ucuz oldugundan
saflagtirtlmig enzim kullamimina ilging bir alternatif sunar [6].
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olarak dofirudan dofruya bitkilerin kullamlmasi potansiyel olarak ucuz oldugundan
saflagtinlmig enzim kullanimina ilging bir alternatif sunar [6].

En uygun enzimlerin segilmesi aym zamanda enzimin 8zelliklerinin bir
fonksiyonudur. Bu &zellikler kofaktdrlere ihtiyag duyulmas: (hidrojen peroksit veya
oksijen gibi) ve normal galiyma kosullari altinda kabul edilebilir uzunlukta bir siire
icin aktivitesinin yeterli bir miktarda kalmasidir. Enzimin spesifikligi 6zellikle
seyreltik kangimlardaki 6zel kimyasallarin uzaklagtinlmak istendifi durumlarda
Onemlidir. Cok genig spesifikleri olan bir enzim verimliligi digtirebilir. Ucuz
kofaktdrler gerektiren ya da kofaktdr kullanimu gerektirmeyen enzimler agiktir ki
tercih edilir. (6rmegin HRP igin hidrojen peroksit gerektigi halde, polifenol oksidazlar
icin kofaktdr olarak oksijen kullamlmasi gibi) Son olarak enzimlerin Kkatalitik
Omiirlerinin geligtirilmesi (yani aktivitelerinin uzun bir siire korunmasi) kati
tastyicilarda tutuklanmasi ile saglanabilir. Gergekten de, bir ¢ok durumda,
tutuklanmis enzimlerin serbest enzimlerden daha verimli oldugu bulunmustur.
Tutuklamamin avantajlar stabilitenin gelismesi, siirekli proses olanaklar1 ve enzimin
yeniden kullamilabilmesidir {6].

Bazi durumlarda enzim kullanum ¢ok avantajh olmayabilir: Ornegin, atiklar
yikksek bir konsantrasyonda organik madde igeriyorsa veya atiklar ¢ok gesitli
problemli kimyasal maddeye sahip ise enzimatik islem ¢ok fazla miktarda enzim
gerksinimi nedeniyle muhtemelen ¢ok pahal olacaktr. Aym zamanda siradan
belediye aktif ¢amur atik su artma reaktfrlerine enzim ilave edilmesi, gok iimit
verici gdriinmemektedir, Clink{l bakteriyel popiilasyon ile dogal olarak dretilebilen
nisbeten daha pahall katalistlerin hatin sayilir miktarlarda ilave edilmeleri
gerekecektir. Sonug olarak bir ¢ok atk amtma alaminda enzimler igin buyik bir
potansiyel oldugu gdrinmektedir [6].

Azo bilegiklerin renk giderme ve yikim mekanizmalanm anlamak i¢in, azo
baglarmun ilk enzimatik transformasyonu hakkinda ayrintihi bilgiye ihtiyag vardir. Bu
bilgi ile birlikte bu sentetik boyalarin yikimim ve onlarin kimyasal yapilarinin nasil
etkilendigini anlamak, kolay yikilabilen yeni bir jenerasyon boya gelistirmeye
yardimei olacaktr. Boyle aragtumalar aym zamanda gelecekte, dogal pargalanmaya
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daha az direngli kimyasal maddelerin yeni bir jenerasyonunun dretilebilecegine
ornek olabilir [12]. Cevre dostu boyalar Qretmenin bir yolu da, baz1 boyalarin
icerisine lignin alt grubu sokulmasiyla, beyaz ¢liriik¢fil fungusun trettigi ligninsel
enzimler ve diger mikroorganizmalarla pargalanmaya daha hassas hale getirilmesidir
[41].

Boyalarmn, kalite gereksinimlerini kargilamak amaciyla yitksek bir kimyasal,
fotolitik ve mikrobiyolojik stabiliteye sahip olmalan gerekir. Boya f(ireticileri kumasg
lizerine boya fiksasyonunu gelistirmek i¢in boyamn kimyasal yapismi degistirerek
biyolojik yikimi daha iyi, tiretim ve tliketim prosesleri daha kontrolloli ve kumasa
tamamen cekilen diriinler geligtirilmesi ile ilgilidirler [82].

Yapilan bu ¢ahigmada tekstil terbiye sektdriinde yaygin olarak kullanilan
antrakinon yapidaki EBBRSP boyasmin Funalia trogii killtir filtrat1 ile renginin
belirli bir oranda giderilebilecegi saptanmig ve bu reaksiyonun optimum kosullar
belirlenmistir.

EBBRSP boyasmin renk gideriminde Funalia trogii kiltiir filtrat: ile yapilan
calismada elde edilen bulgular daha ileri aragtirmalara 151k tutacaktir. Bu arastirmada
kiiltir filtrati-boya sisteminin reaksiyon logullani belirlenmiy ve bundan sonraki
gahsmalarda kullanilarak, difer boyalarla yapilacak g¢aligmalarin sistematii elde
edilmigtir. Son olarak, ¢bzeltide birden fazla boya bulunmast durumunda, meydana
gelecek kaltlr filtrati aktivitesi ve bunun kosullanmn bulunmas: ¢alismalar,
uygulamada daha yararh olacak ve gergek bir endiistriyel atik sudaki renk giderimi
saglanacaktir. Ciinkii bir tekstil terbiye isletmesi aym anda ¢ok sayida degisik
kimyasal yapilara sahip boyarmaddeleri kullanmakta ve atik suya vermektedir.

Enzimatik renk giderimi konusunda heniiz teknolojik bir uygulama ve
calijma mevcut olmayip bu konuda yapian bilimsel aragtwrmalar gerekli bilgi
birikimini saflamaya y6nelik durumdadir. Gelecekte Snem kazanacak olan bu yeni
uygulama ydntemi icin gereken ilk bilgilerin kiigllk bir kismumn bu aragtirma ile
ortaya ¢ikarildigii diiginmek umut verici bir gelisme olarak goriilmeli ve daha
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ayrintih ve daha ileri galigmalar ile desteklenerek yeni ¢evresel teknolojilerin
geligimi saflanmalidir.
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EKLER

EK 1: EBBRSP'nin 30°C'de farkh pH'larda (2,5, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0) renk
gideriminde absorbans degigimi ve matematiksel ifadeleri (100 mg/L

boyarmadde, 100 pLL KGIlr fIIatD).......ccoeerrnirenrennrarereereensrsesnsseseesnssensssssesenns

EK 2: EBBRSP'nin 40°C'de farkh pH'larda (2,5, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0)renk
gideriminde absorbans degisimi ve matematiksel ifadeleri (100 mg/L

boyarmadde, 100 pL KUHGE FITAL). ...vuveussessersssnnssesssssenssssssssssosesesssesen

EK 3: EBBRSP'nin 50°C'de farkh pH'larda (2,5, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0) renk
gideriminde absorbans degisimi ve matematiksel ifadeleri (100 mg/L

boyarmadde, 100 pL KG{r filtraty)........occceeinnniorinssennsesenisssmncnsnsesnnonens

EK 4: Farkli miktarlarda kiiltiir filtratinn (50, 100, 150, 200 pL)
EBBRSP boyarmaddesinin (50 mg/L) renk giderimi izerine etkisi

(PH 3, 40°C)ureiceenrenrcsrssesrsesesessssssesesssssasessssssmsssssastsssossesnasasssssessessonss

EK 5: Farkh miktarlarda kiiltiir filtratinm (50, 100, 150, 200 pL)
EBBRSP boyarmaddesinin (75 mg/L) renk giderimi (izerine etkisi

(PH 3, 407C).niiirricninniiinininsnissiinsssssasssissassssessissssissssssrssesses

EK 6: Farkh miktarlarda kiltdir filtratinn (50, 100, 150, 200 pL)
EBBRSP boyarmaddesinin (100 mg/L) renk giderimi {izerine etkisi

(PH 3, 407C)..u ittt nesiesssssesssssasssssssesnsssesss
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EBBRSP'nin 30°C'de farkh pH'larda (2,5, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0) renk gideriminde absorbans
degisimi ve matematiksel ifadeleri (100 mg/L boyarmadde, 100 pL killtar filtrat1).
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EBBRSP'nin 40°C'de farkli pH'larda (2,5; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0) renk gideriminde absorbans
degisimi ve matematiksel ifadeleri (100 mg/L boyarmadde, 100 pL kititdr filtrats).,
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EBBRSP'nin 50°C'de farkh pH'larda (2,5; 3; 4; 5; 6) renk gideriminde absorbans degisimi ve
matematiksel ifadeleri (100 mg/L bm.,100 uL kiiltdr filtrati).
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Farkh miktarlarda kolttr filtratmn (50, 100, 150, 200 pL) EBBRSP

boyarmaddesinin (50 mg/L) renk giderimi Qizerine etkisi ( pH 3, 40°C)
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Farkh miktarlarda kiiltir filtratinm (50,

100, 150, 200 npL) EBBRSP

boyarmaddesinin (75 mg/L) renk giderimi tizerine etkisi ( pH 3, 40°C)
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Farkli miktarlarda kiittic filtratmin (50, 100, 150, 200 mL) EBBRSP
boyarmaddesinin (100 mg/L) renk giderimi tizerine etkisi ( pH 3, 40°C)
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