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It was investigated that kinetic parameters, effects on the decolorization with Everzol Brillinant Blue R/SP by the
culture filtrate from Funalia trogii produced solid state fermentation by incubing 10 days at 30°C and pH 5. Maximum
decolorization rate occurs with 75 mg/L dye and 150 L culture filtrate at incubation conditions are pH 3 and 40°C.

1. GIRIS

Boyarmaddeler medeniyetimizin ge-
rekli bir pargasidir, fakat bu endustrinin
atiklariyla gevresel kirlenmeye de ne-
den olurlar (1). Tekstil endustrisi atik
suyu bir ¢ok kirletici madde igeren
kompleks bir karigimdir. Bu kirletici mad-
delerin bir kismi, organoklorir esasli
pestisitler, agir metaller ve boyarmad-
delerdir (2). Renk genellikle atik suda
farkedilen ilk kirliliktir. Sudaki ¢ok k-
¢lk miktardaki boyarmadde (10-50 mg/L)
hemen fakedilir ve estetik duygulari, su
gecirgenligini ve gaz ¢6zunurlugina
etkiler. Azo, antrakinon ve indigo kim-
yasal yapilarindaki boyarmaddeler ti-
cari olarak en ¢ok rastlanan renk verici
kimyasal gruplardir (3).

Basidiomycetes grubundan beyaz ¢u-
rikell fungusun lignini tamamen par-
calayan ve mineralize eden tek mikro-
organizma grubu oldugu bilinmektedir
(4). Bunlar dogaya yabanci maddelerin
oksidasyonunda hizli degildir (5). Be-
yaz ¢lrlkell fungusun ligninsel kaltar-
lerinin gesitli kombinasyonlarda man-
gan peroksidaz (MnP), lignin peroksi-
daz (LiP), lakkaz ve HzO: olusturan
enzimler salgiladigi bilinmektedir (6).

Saflastiriimig MnP ve LiP in vitro ola-
rak ligninin kismi depolimerizasyonunu
katalizleme yetenegine sahiptir. Bu en-
zimatik aktiviteler ayni zamanda gesitli
dogaya direngli sentetik bilesiklerin par-
g¢alanmasinda da etkilidir (7).

Azo boyarmaddelere benzeyen fakat
onlardan farkli yapidaki, dogaya ya-
banci kimyasal maddeler olan antra-
kinon boyarmaddelerin enzimatik yikim
caligmalari az sayida yapilmistir.
Geotrrichum candidum Dec 1, azo ve
antrakinon yapidaki boyarmaddelerin
rengini giderebilmektedir. Bu mikroorga-
nizma turiiniin hiicre digi peroksidaz-
tipi enzimleri renk giderme olayina ka-
rigsmaktadirlar (8).

Bir Pycnoporus cinnabarinus turd, en-
dustriyel atik suyun ve endustriyel vinil
silfon boyarmaddesi RBBR’nin rengini
giderir. Bir biyoreaktérde 25 gin su-
reyle P. cinnabarinus tarafindan lakkaz
salgilanmasi 6nemli 6iglide gergek-
lestirilmis ve bu enzim Chicago Sky
Blue (CSB) kromoforunun ilk yikiminda
kullanilmigtir (9). Bir azo boyarmadde
olan Congo Red'in LiP’in bir substrati
oldugu goésterilmisgtir. Ortamda ham LiP
karigimlari ve hidrojen peroksit bulun-

dugunda Congo Red boyasinin % 54
oraninda renginin giderildigi saptan-
migtir (10).

Kahverengi ¢lrikeil fungus Polyporus
ostreiformis Congo Red boyarmad-
desinin rengini % 99 oraninda gider-
mektedir. Bu mikroorganizma MnP,
asid protoza, a-amilaz ve LiP Gretir.
Beyaz clrikgul fungus ve kahvereng
¢uriikgtl  fungus kdltirleri  karigimi
biyolojik renk giderme icin verimli bir
sekilde kullanilabilir. Cinkl kahverengi
¢urlkell fungusun zincir koparma, de-
metilasyon ve demetoksilasyon yete-
nekleri beyaz glrikgul fungusun halka
kirma yetenegini tamamlayabilir ve boy-
lece daha hizli bir renk giderimi sag-
lanabilir (11).

Enzimlerle boyarmaddelerin renginin
giderilmesinde, baslangig renk gider-
me hizlan, boyarmaddelerin fenolik hak-
kalarindaki gruplara baghdir (12)
Spektral degisimlerindeki farkliliklar
temelinde farkl kimyasal yapilardak:
boyarmaddeler gayet benzer kinetik
egriler gosterir (13). Katalizleme reak-
siyonu, substrattan bir elektron ceki-
mesi olayindan ibaret oldugu igin oks#-
lenen grubun elektron yodunlugu sew-
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yesi substratin oksidasyon hizini belir-
lemede anahtar bir rol oynar (14).

Renk giderme c¢alismalari boyarmad-
denin sadece kromofor grubunun trans-
formasyonunu ifade eder; minerali-
zasyon ise, boyarmaddenin karbon di-
oksite donusimi anlamina gelir (15).
Enzimler protein yapisinda olduklarin-
dan pH amino asidlerin iyonizasyon
durumunu etkilemekte ve bltin aktivi-
teyi kontrol etmektedir (16).

Genel bir kural olarak, boyarmaddele-
rin LiP ile renginin giderilmesi, her si-
nifa uygulanabilir. Phanerchaete chry-
sosporium tarafindan salgilanan LiP,
elektrik yuka ile ilintisiz olarak farkl
kimyasal yap! ve siniflardaki boyar-
maddelerin rengini giderir. Bunlar ayni
zamanda tekstil endustrisinde kullani-
lan ve gayet kararli olan bir gok antra-
kinon ve ftalosiyanin boyarmaddenin
rengini gidermeye muktedirdir (13).

Lakkaz katalizérligliinde boyarmadde
dekompozisyon mekanizmasi, kimya-
sal yapiya baghdir ve gok karmasiktir.
Antrasen boyarmaddeler lakkaz ile
dogrudan dogruya okside edilen bir
enzim substratidir. Azo ve indigo bo-
yarmaddelerinin renginin giderilmesi
ise kiglk molekillere bélinmesi olayi-
dir. Bunlar lakkazin substratlan degildir
ve boyarmadde ve enzim arasindaki
kiigik ara molekillerden olusmus me-
tabolitlerdir. Substrat olmayan boyar-
maddelerin renk giderme hizi, solls-
yonlardaki lakkaz aktivitesinden ¢ok
ortamdaki bilesiklerin konsantrasyon-
lar ile sinirhdir. 2,2'-azinobis (3-etil-
tiazolin-6-stlfonat) (ABTS) ve antraki-
non gibi bazi sentetik boyarmaddeler,
azo ve indigo boyarmaddelerin renk gi-
derimine aracilik edebilir (17).

Bu galigmada, antrakinon bir boyar-
madde olan ve tekstil endlstrisinde yay-
gin olarak kullanilan Everzol Brilliant
Blue R/SP (EBBRSP)'nin Funalia trogii
nin kiltdr filtrati ile renginin giderilmesi
islemleri yapilimistir.

MATERYAL VE METOD
Materyal

Renk gideriminde, antrakinon kimyasal
yapidaki Everzol B. Blue R/SP (Re-

aktive Blue 19) boyarmaddesi kullanil-
mistir

Funalia trogii Kultir Ozdtinin Elde
Edilmesi

Besiyerinde substrat olarak bugday
kepedi (900 g/kg) ve soya Kispesi
(100 g/kg) kullaniimis ve kati faz fer-
mantasyon ortaminda pH 5'de 30 C'de
10 gunlik inkibasyon sonunda erlen-
lerde Uretilmis kilturler 45°C’de etlivde
24 saat bekletilerek besiyerinin nemini
kaybederek kurutulmasi saglanmistir.
Kuruyan materyal 2 dak. siireyle degir-
mende 6gutllerek toz haline getirilmis
ve buzdolabinda (+4°C) saklanmistir
(18).

Funalia trogiinin kati substrat tizerinde
tremis kalttrinden, 2 g alinmis 20 mL
pH 6 fosfat tamponu eklenerek oda
sicakliginda 15 dakika karistirimigve
¢bziinmesi saglanmistir. Daha sonra
santrifuj edilerek (15 dakika 5000 rpm;
Nive santrifyj ile) slpernatan (dokelti)
¢alismada enzim kaynagi olarak (kl-
tar 6zutd) kullaniimigtir.

Renk Giderimi

Renk gideriminde pH’nin, sicakhigin,
6zut miktari ve boyarmadde konsan-
trasyonundaki artigin etkisi arastiril-
mistir. Boyarmaddenin renginin gide-
rilmesi, maksimum absorbsiyon gds-
terdigi dalga boyunda (591 nm) izlen-
mistir. Spektrofotometrede absorbans
okumalari 5 dakikalik inkiibasyon siire-
since her 10 saniyede bir 6lgim yapi-
larak kaydedilmistir. Caligmalar iki bo-
Im halinde yapilmistir:

Renk Gideriminde pH ve Ssicakligin
Etkisi

Optimum pH ve sicakligin bulunabil-
mesi igin 5 farkli pH'da (2,5; 3,0; 4,0;
5,0 ve 6,0) ve 3 farkh sicaklikta (30, 40
ve 50°C) galigmalar yapilmigtir. Bu
¢alismada 6zit ve boyarmadde kon-
santrasyonu (100 mg/L boya ve 100 uL
0zut) sabit tutulmustur. Elde edilen
renk giderim oranlarindan, optimum pH
ve sicaklik tesbit edilmistir. pH 2,5 igin,
0,1 M sodyum tartarat tamponu; pH 3-
6 icin, 0,1 M potasyum fosfat tamponu
kullaniimistir.

Oziit ve Boyarmadde
Konsantrasyonunun Etkisi

Bu galismada optimum 6zt miktarinin
ve boyarmadde konsantrasyonunun
bulunabilmesi igin, 4 farkli 6zt miktari
(50, 100, 150, 200 pL) ve 3 farkh bo-
yarmadde konsantrasyonu (50, 75, 100
mg/L) ile galigiimigtir. Deneylerde 5
dakikalik inkilbasyon siiresi boyunca
her 10 saniyede bir absorbans dusgme-
si kaydedilmistir. Oziit miktarlarinin ve
boyarmadde konsantrasyonlarinin, renk
giderilmesine etkisi arastinilirken pH ve
sicaklik sabit tutulmustur. Béylece opti-
mum pH ve sicaklikta en uygun bo-
yarmadde konsantrasyonu ve 6zit mik-
tari ile maksimum renk gideriminin
saglandigi kosullar belirlenmistir.

KOI Degisimi

Bulunmus olan optimum kosullarda (pH,
sicaklik, boyarmadde konsantrasyonu
ve 6zt miktar) 5 dakikalik inkiibasyon
siresi basinda ve sonunda kimyasal
oksijen ihtiyaci (KOI) élgiimi yapilimig-
tir. KOI analizleri Hack KOI kitleri (0-
15.000 araliginda, Cat: 24.159-25)
kullanilarak Hack DR 2010 spektrofo-
tometre ile spektrofotometrik olarak 6l-
gllerek yapilmistir.

BULGULAR
pH ve Sicakligin Etkisi

Tablo 1'de géruldugi gibi pH 2,5'da en
disuk dizeyde aktivite, yani ihmal
edilebilir renk giderimi gézlenmistir. pH
3'de ise maksimum renk giderimine
ulasiimigtir. pH 4,0; 5,0 ve 6,0'da renk
giderim oranlarinda gittikge azalan
degerler gézlenmistir.

Tablo 1. Renk gideriminde pH ve sicakhgin
etkisi (100 mg/L boyarmadde ve

100 pL 6zt)
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 53 5,1
5,0 2,4 3,6 35
6,0 1,7 2.7 2,6

EBBRSP boyarmaddesinin renginin
gideriimesi icin yapilan bu galigmada,
maksimum enzim aktivitesi saglamak
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amaci ile optimum sicaklik tesbitinde,
40°C’de en yiiksek oranda renk gide-
rildigi saptanmistir. Tablo 1'de goéril-
dugi gibi 30°C ve 50°C sicakliklarda
daha dusuk oranda bir renk giderimi
elde edilmisti. EBBRSP’nin Funalia
trogii 6zutl ile renginin gideriimesine,
pH'nin ve sicaklidin etkisi, grafik olarak
Sekil 1 ve Sekil 2’de gorilmektedir.

—8—1300C
—8— 40 0C
e 50 0C

% renk giderimi
o N b o o

R AT e e

Sekil 1. Sicaklik ve pH'nin etkisinin grafik-
sel olarak gésterimi (100 mg/L bo-
yarmadde, 100 pL 6zdt)
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Sekil 2. pH ve sicakligin etkisinin grafiksel
olarak gésterimi (100 mg/L boyar-
madde, 100 mL kltar filtrati)

Oziit Boyarmadde Konsantrasyonunun
Etkisi

Tablo 2'de, renk giderimine 6zit mik-
tari ve boyarmadde derisiminin etkisi
goérulmektedir. En ylksek renk giderim
oranina (%10.9), 75 mg/L EBBRSP
konsantrasyonu ve 150 pL kaltar 6zatu
miktari ile yapilan calisma ile ulasil-
mistir. Elde edilen sonuglardan, enzim/
substrat oraninin da renk giderim orani
Uzerinde etkili oldugu saptanmistir.
Cunku ayni konsantrasyondaki boyar-
madde ve 50 ul, 100 pL ve 200 pL
6zt ile yapilan inkiibasyon galigsmala-
rinda, daha disik oranlarda renk gide-
rimi elde edildigi gérilmustir. Genel
olarak 6zut miktann 150 plL'de doy-
gunluga ulasmaktadir EBBRSP’nin renk
giderme orani, 6zt miktarinin artmasi
ile orantili olarak artmakta fakat, her
boya derigiminde, 150 pL seviyesinde
bir maksimuma ulagmaktadir. Ayni mik-

tardaki 6zut, 50 mg/L ve 100 mg/L bo-
yarmadde konsantrasyonlarinda daha
diustk oranlarda rek giderimi sagla-
migtir. Ozt dozajinda, genellikle 150
uL seviyesinde maksimum renk gide-
rimine ulasiimis ve daha fazla 6zt
verilmesinin renk giderimini etkileme-
digi gérulmustir.

Tablo 2. Renk giderimine 6ziit miktari ve
boyarmadde derigiminin etkisi ve
ilk hiz degisimi (40°C ve pH 3)

ik

Boyarmadde  Kdltir Yikilan

derigimi Filtrati  Boyarmadde Hiz
(mglL) (L) (%)  (mols)
50 52
50 100 7.8 5
150 94 0,0188
200 8.6 -
50 48
75 100 8.5 -
150 10.9 0,0334
200 10.5 -
50 37
100 100 7.1 -
150 88 0,0396
200 8.7

Sekil 3'de, 40°C'de ve pH 3'de EBBRSP’
nin renk gideriminde, sub-strat konsan-
trasyonunun ve 6zit miktarinin boyar-
madde yikimi izerindeki etkisi, 5 daki-
kalik inkiibasyon siresi sonunda bulu-
nan konsantrasyonu degisimleri ile,
grafik olarak gosterilmistir.

12 mg/L
f /: —
> 8 mg/L
x
H 6 —a— 100
St mg/L
R 2

0

0 50 100 150 200 250
Kaitdr fittrati (L)

Sekil 3. Derisim ve 6zut miktarinin etkisi
(40°C ve pH 3)

Kinetik Parametreler

Tablo 2'de gérildugi gibi reaksiyon
baslangi¢ hizi substrat konsantrasyonu
ile artmakta, fakat 100 mg/L boyar-
madde derisiminde maksimuma ulas-
maktadir (9). EBBRSP konsantrasyonu
50 mg/L igin ilk hiz 0,0188 mgL's”
iken 75 mg/L konsantrasyonda 0,0334
mgL's "degerine gikmakta ve 100 mg/L
konsantrasyonda ise 0,0396 mgL’'s™
degerinde bir maksimuma ulagmakta-
dir.

KOI Degigimi

Farkli konsantrasyonlarda EBBRSP bo-
yarmaddesi (50, 75 ve 100 mg/L) 150
uL ézit ile muamele edildignde, 5 da-
kikalik inkibasyon suresi sonundaki
KOI degerleri (ts), baslangigta élgiilen
KOI degerlerinden (o) daha yiiksek
ctkmistir (Tablo 3). Bunun nedeni, bo-
yarmaddenin kimyasal yapisindaki yan
gruplarin kopmasi ve agik uglarin mey-
dana gelmesi, yani boyarmaddenin kis-
men yikiimasidir.

Tablo 3. Enzimatik renk gideriminde, KOI
degisimi (40°C ve pH 3; 6zut 150
uL)

KOl (mg/L)

Boyar- Z -

Fadds Boyar- Boyar: Boyar
madde  Madde +  madde +

(mglL) Ozit (t)  Ozit (ts)

50 2770 3220 4890

75 3120 3560 5140

100 3470 3800 5390
s |

6000

o——0—0 —A— boya+filtrat (0‘
|

4000 ;::ﬂ:ﬁ—u—boyamnrat 15

2000

KOl (mg/L

0+
25 50 75 100 125
EBBRSP Kosantrasyonu (mg/L)

Sekil 4. KOI degisimi grafiksel gosterimi
(40°C ve pH 3)

TARTISMA

Boyarmaddelerin renk giderimini kata-
lizleyen enzimler lakkaz ve peroksi-
dazlardir (1, 19, 12). Maksimum renk
giderim hizinin saptandi§i pH 3'de renk
gideriminden sorumlu olan enzimler
lakkaz, LiP ve MnP’dir (20).

Pleurotus ostreatus fungusunun kultar
6zitinden elde edilen ve RBBR yiki-
mindan sorumlu olan peroksidaz enzi-
mine sicakhigin etkisi arastiriimis ve
30°C’'nin zerine cikildiginda aktivite
kaybi oldugu gérilmustar (21).

Geotrichum candidumdan saflastiril-
mis peroksidaz enzimi RBBR yikimin-
da kullaniimig ve optimum renk giderim
sicakhg! belirlenmistir. Yapilan bu ¢a-
ligmada 30°C’de aktivite kaybi gozlen-
mis ve 50°C'de aktivite kaybinin % 90'a
ulastigi gozlenmistir (8).
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Optimum enzimatik yikim pH'1, kullani-
lan substrata ve enzim kaynagina gére
degismektedir. Lakkaz enzimi gesitli
substratlarla pH 3-7,5 araliginda mak-
simum aktivite gostermektedir (22, 23).

Heinfling ve ark. (1998) renk gideri-
minde LiP kullanmis ve renk gideri-
mine boyarmadde derigiminin etkisini
arastirmiglardir. Reactive Violet 5, 5
uM; Reactive Black 5, 4 uM ve Re-
active Blue 38, 10 uM konsantrasyon
tizerinde kullanildiinda, doygunluga
ulagmistir (24).

RBBR'nin enzimatik renk gideriminde
de, renk giderim orani, enzim miktari-
nin artmasi ile orantili olarak artmakta
ve renk giderme aktivitesi Michael ki-
netiklerini sergilemektedir. RBBR renk
giderme orani 75-100,5 uM’a kadar bo-
ya konsantrasyonu ile artmakta; kon-
santrasyonun daha fazla arttirimasinin
renk giderme orani (zerine etkisi olma-
maktadir (1).

En yiksek renk giderim orani pH 3
degerinde saglandigindan, bu durum,
lignin peroksidazin pH 3’ln altinda ka-
rarli olmamasi ile agiklanabilir (25).

Boyarmaddelerin ayni enzimlerle farkl
oranlarda renginin giderilmesi, kimya-
sal yapilarindaki farklilik nedeniyle agik-
lanmaktadir (26).

Genel olarak yiksek boyarmadde kon-
santrasyonu daha yavas renk giderme
hizina neden olmaktadir. Her boyar-
madde molekill, azo ve antrakinon
gibi bir kromofora sahiptir ve sadece
kromoforun kimyasal yapisi bozuldugu
zaman renk kaybolur.Bir boyarmadde

KAYNAKLAR

molekilinin  kromoforunun kimyasal
yapisini bozmak igin, LiP radikallerinin
pek ¢ok sayida atagina gereksinim ola-
bilir. Yiksek konsantrasyon, her boyar-
madde molekiline, daha az sayida
LiP atagi demektir ve bdylece daha ya-
vas renk giderme hizi gerceklesir (27).

Gittikge ylkselen konsantrasyonlarda,
substrat inhibisyonu olmakta ve deri-
sim arttinimaya devam edildiginde, reak-
siyon baslangi¢ hizinin bir maksimuma
ulasacagi ve sabit kalacagi veya dise-
cegi bildirilmektedir (28).

Young ve Yu (1977) yaptiklari caligma-
da LiP enzimini gesitli boyarmaddelerin
gideriminde kullanmis ve LiP miktari-
nin artigina bagl olarak reaksiyon bas-
langic hizinin arttigini saptamislardir.
Yazarlar LiP ile boyarmadde yikimin-
da, reaksiyon baslangi¢ hizina boya
konsantrasyonunun etkisini arastirdik-
lari galismalarinda kullanilan 8 farkh
boyarmadde farkli konsantrasyonlarda
doyuma ulagmistir. Ornegin Reaktive
Black 5, 10 mg/L; Reaktive Black 15,
50 mg/L ve Asid Orange 74, 100 mg/L
konsantrasyonlarda doyuma ulagmigtir
(28).

Endustriyel uygulamalarda enzimin hiz-h
bir reaksiyon vermesi ve minimum mik-
tar ile maksimum verim saglanmasi
onemli oldugundan ihmli substrat kon-
santrasyonu veya donusturilen sub-
strat icin disuk afiniteli enzimler tercih
edilir (29).

Ekolojik agidan endustriyel prosesler-
den kaynaklanan bitiin atik sularin bi-
yolojik yikilabilirligini tayin etmek ge-
reklidir. Biyoyikilabilirligin tesbit edil-

mesinde kullanilan &lgltlerden birisi,
atigin KOl degerlerinin &lgliimesidir
(30). EBBRSP boyasinin her konsan-
trasyonda 150 puL 6zt ile muamelesi
sonunda KOI degerlerinin yiikselmesi,
‘boyarmaddenin Kimyasal yapisindaki
yan gruplarin koptugunu ve agik ugla-
rin meydana geldigini géstermektedir.
Bu sonug boyanin yikildigi fikrini ver-
mektedir.

Yapilan bu calismada tekstil terbiye
sektoériinde yaygin olarak kullanilan
antrakinon yapidaki EBBRSP boyar-
maddesinin Funalia trogii kultur filtrati
ile renginin belirli bir oranda giderile-
bilecedi saptanmis ve bu reaksiyonun
optimum kosullari belirlenmistir.

Cozeltide birden fazla boyarmadde bu-
lunmas! durumunda, meydana gelecek
enzim aktivitesi ve bunun kinetiginin
bulunmasi galismalari, uygulamada da-
ha yararli olacak ve gergek bir endus-
triyel atik sudaki renk giderimi saglana-
caktir. CUnku bir tekstil terbiye islet-
mesi ayni anda ¢ok sayida degisik kim-
yasal yapilara sahip boyarmaddeleri
kullanmakta ve atik suya vermektedir.

Enzimatik renk giderimi konusunda he-
niiz teknolojik bir uygulama ve galisma
mevcut olmayip bu konuda yapilan bi-
limsel arastirmalar gerekli bilgi biri-
kimini saglamaya yoénelik durumdadir.
Gelecekte onem kazanacak olan bu
yeni uygulama ydntemi igin gereken ilk
bilgilerin kugtk bir kisminin bu aras-
tirma ile ortaya gikarildigini distinmek
umut verici bir geligme olarak goérilmeli
ve daha ayrintili ve daha ileri galisma-
lar ile desteklenerek yeni gevresel tek-
nolojilerin geligimi saglanmalidir.
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Bu aragtirma, Bilim Kurulumuz tarafindan incelendikten sonra, oylama ile saptanan iki hakemin gériistine sunulmusgtur. Her
iki hakem yaptiklari incelemeler sonucunda arastirmanin bilimselligi ve sunumu olarak “Hakem Onayli Arastirma” vasfiyla
yayimlanabilecegine karar vermislerdir.
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