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LAKKAZ ENZIMI iLE KOT BOYARMADDESININ DEKOLORIZASYONU
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Tekstil endiistrisinde kullanilan ¢esitli boyarmaddeler iiretim siirecinde alici ortamlara biiyiik mik-
tarlarda desarj edilmektedir. Bu durum, ¢evre ve insan sagligi ile ilgili telafisi zor olan bir siirecin ba-
slangicini olusturmaktadir. Bu nedenle gerek kirlenmis alanlarin temizlenmesinde ve gerekse kirletici
potansiyeli olan teknolojilerin biyolojik yaklagimlarla biitiinlestirilmesi ile tekstil endiistrisinin bir atig1
olan boyarmaddelerin olusturacag: kirlilik azaltilabilecektir. Bu ¢aligma kapsaminda ticari olarak pi-
yasada satilan bir kot boyasinin Trametes versicolor ATCC 200801’in bugday kepegi igeren potato
dekstroz broth besiyerinde gelistirilmesi ile elde edilen lakkaz aktivitesi yiiksek kiiltiir sivisi ile renk
giderimi ¢alisilmis ve optimum kosullar belirlenmistir. Yapilan deneyler sonucunda pH 4.0, baslangic
boya konsantrasyonu 75 mg/l, sicaklik 55 °C, inkiibasyon siiresi ise 120 dakika olarak segilmistir. Be-
lirlenen optimum kosullarda % 68.02 renk giderimi elde edilmistir. Bununla birlikte, boya c¢ozeltisi
icerisine tekstil atik sularinda bulunabilecek cesitli metal iyonlar1 ve kumas boyama isleminde kul-
lanilan yardimer kimyasal maddeler reaksiyon ortamina ilave edilerek, gelistirilmeye calisilan renk
giderim potansiyeli {izerine olasi etkileri arastirilmistir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde, belir-
lenen optimum kosullarda denenen kirleticilerin renk giderimini genel olarak olumsuz yonde etkile-
medigi goriilmektedir. En fazla inhibe edici etkinin goriildiigii 10 mM Tween 80 varliginda bile %
54.68 diizeyinde bir renk giderimi elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler : Lakkaz, Boyar madde, Renk giderimi.
DECOLORIZATION OF DENIM DYESTUFF BY LACCASE ENZYME
ABSTRACT

Large quantities of dyes used in the textile industry are discharged to recipient environment dur-
ing manufacture. This situation is beginning of a process which is difficult to recovery and relevant to
environment and human health. Therefore, pollution of dyestuff produced textile industry will be re-
duced by cleaning of polluted area and integrating biological approaches with technologies having
polluting potential. In scope of this study, commercial denim dye was decolorized by using high lac-
case activity culture supernatant of Trametes versicolor ATCC 200801 pellets grown in potato dex-
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trose broth including wheat bran and determined optimum conditions. In the result of experiments
done, pH, initial dye concentration, temperature and incubation time were selected 4.0, 75 mg/1, 55 °C
and 120 minutes, respectively. 68.02 % of decolorization was obtained at the determined optimum
conditions. Furthermore, adding different metal ions to find in textile wastewater and supplementary
chemical materials used fabric dyeing process to reaction medium, potential of decolorization copied
with improvement was investigated effects of these. When the obtained data were examined, pollut-
ants which tested at optimum conditions were observed not affected negatively decolorization. Even in
the presence of Tween 80 detected the maximum inhibitor effect, 54.68 % of decolorization was ob-

tained.

Keywords: Laccase, Dyestuff, Decolorization.

1. GIRIS

Tekstil, kagit, kozmetik, deri, gida, matbaa
gibi endiistriler 6zellikle boyarmadde atiklarini
yakin gevrelerinde bulunan sulara atarak sucul
ckosistemlerde yasayan canli populasyonuna
biiyiikk zarar vermektedirler. Oncelikle suyun
renginde olan degisim nedeniyle suyun igerisine
giines 1518min girmesi engellenerek fotosentezin
durmasma ya da azalmasina neden olur. Bu
renkli atiklar akarsu, gol ve denizlere 6zellikle
de yiizey ve yeralt! sularina karisarak igme su-
larin1 kirletebilirler (Aksu ve Cagatay, 2006;
Kumar vd., 2006). Ayrica bazi boyarmaddeler
kanserojenik ve mutajenik etkilere sahiptir, te-
mas edilmesi halinde deride tahris, kanser ve
bazi alerjik durumlarin meydana gelmesine ne-
den olabilirler (Robinson vd., 2001).

Tekstil endiistrisinde kullanilan boyar-
maddelerin ¢evre ve canlilar lizerinde olustur-
dugu etkilerin farkina varildiktan sonra cesitli
Avrupa iilkelerinde atik sularin desarj standart-
lar1 ile ilgili yasalar daha kisitlayici bir hale
getirilmistir (Robinson vd., 2001).

Boyarmadde renk gideriminin derecesi
zaman, sicaklik, pH ve boyama islemlerinde
kullanilan yardimer kimyasallar gibi gesitli fak-
torlerin etkisi altindadir. Boyama siirecinde
sikca kullanilan yardimci kimyasallar metal
tuzlari, asitler, bazlar, tamponlar, kompleks
madde yapicilar, dagitici, diizgilinlestirici ajanlar,
ylizey aktif maddeleri, okside edici maddeler,
indirgeyici maddeler, tasiyicilar olabilmekte ve
cesitli amaclarla kullanilabilmektedir. Bu ne-
denle, boyama islemi sonucunda ¢ikis sularinda
boyarmadde haricinde ¢ok sayida farkli bilesik
de bulunabilmektedir (Kocaer ve Alkan, 2002).
Tek bir boyama iglemi i¢in farkli kimyasal sini-
findaki boyarmaddelerin birlikte kullanilabiliyor
olmasi ¢ikis suyu bilesimini daha da karmagik
hale getirmekte ve renk giderimini daha da zor-
lagtirmaktadir. Suda ¢oziinebilen reaktif ve asit
boyarmaddeler geleneksel aritma sistemlerinden
etkilenmeden ¢iktiklar icin gevresel agidan en

sorunlu boyalar olarak kabul edilirler (Kocaer ve
Alkan, 2002).

Bu boyarmaddelerin ¢evredeki olumsuz et-
kilerini en aza indirgemek amaciyla degerlendir-
ilen biyolojik yaklasimlar giiniimiizde ¢evre
saghgmn korunmasi ve benzeri atik sularin ari-
timinda 6nem kazanmistir. Onerilen kimyasal ve
fiziksel aritim siiregleri yiiksek maliyet, zehirli
yan Uriinlerin olusumu, asirt miktarda enerji
tilketimi, konsantre camur olusumu ve farkli
karakterlerdeki tiim atik sulara adapte edile-
meme gibi dezavantajlara sahiptir (Banat vd.,
1996; Robinson vd., 2001; Stolz, 2001). Dolay-
1styla biyolojik yaklagimlar daha avantajli hale
gelmektedir. Bu calismalarda bazi mikrobiyal
tirler vazgecilmez ornekler olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu tiirler arasinda Basidiomycetes
tiyeleri sahip olduklar1 6zellikleri ile 6nemli ve
ayricalikli bir yere sahiptir. Basidiomycetes
grubuna giren beyaz ciiriik¢iil funguslarin, yo-
gun endiistriyel aktiviteye bagli olarak ortaya
cikan ve gevre kirliliginin giderilmesinde, lak-
kaz enzimi basta olmak iizere sentezledikleri
cesitli enzimleri ile ¢ok farkli molekiiler yapi-
daki organik bilesiklerin oksidasyonunda rol
oynadiklart bilinmektedir (Kunamneni vd.,
2008).

Lakkaz hiicre disi, bakir igeren, elektron
alicis1 olarak molekiiler oksijeni kullanmak
suretiyle cesitli fenolik bilesiklerin oksidas-
yonunu katalizleyen polifenol oksidaz grubu bir
enzimdir (Gienfreda vd, 1999). Diger peroksidaz
grubu enzimler oksitleyici olarak toksik ve inhi-
bisyon etkileri olan hidrojen peroksite gerek-
sinim duyarken, lakkaz enzimi bu amagla sadece
¢Oziinmiis oksijeni kullanir. Ayrica substrat
Ozgiilligiiniin genis olmasi nedeniyle ¢evre kir-
liliginin giderilmesinde siirekli ¢aligilan ve
vazgecilmesi zor olan bir enzimdir (Saparrat vd.,
2007). Lakkazlar delignifikasyon, boya
giderimi, biyolojik iyilestirme ajani olarak,
etanol iiretiminde, biyosensor, biyoyakit gibi
bir¢ok endiistriyel 6lgekte kullanimi giderek ar-
tan bir enzimdir (Rodriguez ve Herrara, 2006).
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Giinlimiiz sartlarinda lakkazlar ucuz ve ko-
lay elde edilememektedir. Kirlenmis sistemleri
tyilestirmek i¢in biliylik 6l¢ekli lakkaz uygula-
masi bilylik miktarlarda {iretimi gerektirmekte-
dir. Ham enzim preparasyonlarinin kullanimi da
pahali olabilir. En etkili lakkaz {ireten kaynagi
bulmak i¢in; en uygun fungal tiirii seg¢me,
yeniden iiretilebilir ve pahali olmayan izolasyon
yontemlerini bulma, enzim iretim kosullarii
optimize etme acisindan ¢esitli ¢alismalar
yapilmaktadir. Ancak enzim {iretimi sadece fun-
gal tlire bagl degildir. Ayni zamanda tiretimin
gerceklestigi biiylime sartlarina, indiikleyicilerin
varligina, inkiibasyon siiresine, kiiltiir ortaminin
icerigine ve genetik manipiilasyona baghdir. Bu
faktorler arasinda indiikleyicilerin varligi, kimy-
asal yapilari, ortama eklenme miktarlar1 ve
inklibasyon siiresi lakkaz {retimini Onemli
Olciide etkilemektedir (Mougin vd., 2003).

Eskisehir Osmangazi Universitesi Biyo-
teknoloji Laboratuvari’nda yapilan daha onceki
caligmalar kapsaminda, lakkaz aktivitesini
indiikleme deneylerinden elde edilen sonuglar
dogrultusunda potato dekstroz broth besiyerine
indiikleyici olarak bugday kepegi ilave edilmis
besiyerinde Trametes versicolor ATCC 200801
ile yiiksek lakkaz aktivitesine sahip kiiltlir sivist
iretilmistir (Gedikli, 2008). Bu ¢alisma kapsa-
minda, bu kiiltiir sivis1 enzim kaynagi olarak
kullanilarak ticari olarak piyasada satilan kot
boyasmnin  renk giderimi  hedeflenmistir.
Deneyde renk gideriminde rol oynayabilecek
cesitli degiskenler kullanilarak en uygun kosul-
lar saptanmaya ¢aligilmistir. Belirlenen optimum
kosullar sabit tutularak, boyarmadde igeren atik
sularda yogun miktarda bulunan agir metallerin
tuzlar1 kullanilarak sentetik atik su yapilmis ve
lakkaz enziminin bu atik sudaki etkinligi deger-
lendirilmistir.

2. MATERYAL ve YONTEM
2.1 Mikroorganizma ve Kiiltiir Ortam

Caligmalarda, Basidiomycetes sinifina ait
bir fungus olan 7. versicolor ATCC 200801 kul-
lanilmistir.  Calismada  kullanilan  mikroor-
ganizma Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji Anabilim Dali
Ogretim Uyesi Prof. Dr. Nazif Kolankaya’dan
temin edilmigtir. Caligma siiresince ve sonras-
inda kiiltiirler potato dekstroz agarda (PDA) +4
°C’de muhafaza edilmistir.

Stok kiiltiirlerden yatik PDA besiyerlerine
ekim yapilarak 30 °C’de 7 giin inkiibasyona bi-
rakilmig ve bu kiiltiirler agilama i¢in aktif kiiltiir-

ler olarak kullanilmistir. Kiiltiiriin yiizeyinden
kazima ile distile su igerisine alinan miseller to-
plam 40 ml hacimde homojenize edilmistir
(Heidolph). Homojenizattan 4 ml alinarak iger-
isinde 3 g bugday kepegi bulunan 100 ml’lik
potato dekstroz broth (PDB) besiyerine aseptik
sartlarda ilave edilmistir. Kiiltiirler 150 rpm ¢al-
kalama hizinda 30 °C’ de 12 giin siire ile
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonucunda gelisen biyokiitleler filtrasyon ve
santrifiij islemleri ardisik olarak uygulanarak
ortamdan uzaklastirilmistir. Elde edilen kiiltiir
stvisi enzim kaynagi olarak kullanilarak lakkaz
aktivitesi Ol¢ilmustiir.

2.2 Lakkaz Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Lakkaz aktivitesi Olgiimii i¢in tepkime
tiiplerinde toplam hacim 5 ml olacak sekilde
substrat olarak 4.9 ml ve 1 mM Guaiakol igeren
50 mM sodyum-asetat tamponu (pH 4.5) ve en-
zim kaynagi olarak 0.1 ml kiiltir sivist kul-
lanilmistir. 37 °C’de 15 dakika inkiibasyondan
sonra 465 nm dalga boyunda spektrofotometrede
(Sp-2102UVP Spectrum UV-Vis spectropho-
tometer) absorbans oOl¢iilmiistiir (Taspinar ve
Kolankaya, 1998). Calismada, 37 °C, 1 dakika,
465 nm dalga boyunda absorbans1 0.1 birim arti-
ran enzim aktivitesi 1 Unit aktivite olarak tanim-
lanmustir.

2.3 Lakkaz Aktivitesi Yiiksek Kiiltiir
Sivisinin Katalaz Enzimi ile Muame-
lesi

Lakkaz enzimi aktivitesi yiiksek kiiltiir
stipernatant1 ile renk giderimi c¢alismalarinda
ortamda bulunabilecek olan lignin peroksidaz
(LiP) ve mangan peroksidazin (MnP) dekolori-
zasyona olast katkisimi engellemek amaci ile
calisma ortamindan H,O,’nin uzaklastirilmasi
icin katalaz ilave edilmistir. Bu denemede, pH
7.2 olan 0.25 M KH,PO, tamponuna % 0.2 (v/v)
oraninda katalaz ilave edilerek hazirlanan enzim
preparasyonundan lakkaz aktivitesi yiiksek
kiiltiir ~ siipernatantina ilave edilerek kul-
lanilmustir.

2.4 Boyarmadde ve Renk Giderim Cals-
malar

Lakkaz aktivitesine sahip kiiltiir sivismin
renk giderim agisindan etkinliginin arastiriimasi
amactyla piyasada ticari olarak satilan ve kot
boyast olarak bilinen (Viktoria) bir ticari pre-
parasyon kullanilmistir. Bu boyarmadde igin
oncelikle bir dalga boyu taramasi yapilmis ve en
ylksek absorbans degeri 573 nm olarak bulun-
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mustur. Bundan sonraki ¢aligmalarda bu deger
sabit tutularak Sl¢limler yapilmistir. Enzimatik
renk gideriminde uygun kosullarin belirlenmesi
i¢in optimizasyon ¢aligmalar1 yapilmistir.

2.5 Enzimatik Renk Giderimi i¢cin Opti-
mum Kosullarin Belirlenmesi

Enzimatik renk gideriminde optimum ko-
sullarinin belirlenmesi icin; pH, baslangi¢ boya
konsantrasyonu, enzim miktari, inkiibasyon
stiresi ve sicaklik parametreleri ¢alisilmistir. En-
zimatik dekolorizasyon ic¢in kullanilan enzim;
daha once laboratuarimizda yapilan lakkaz ak-
tivitesi iyilestirme ¢aligmalarinin sonucunda en
yiiksek aktivitenin elde edildigi bugday kepegi
ile aktivitesi artirilmis 7. versicolor ATCC
200801 lakkazidir.

Enzimatik dekolorizasyon caligmalar1 tep-
kime tiiplerinde toplam hacim 10 ml olacak se-
kilde hazirlanip inkiibasyona birakilmstir.
Inkiibasyon sonunda renk gideriminin takibi i¢in
573 nm dalga boyunda okumalar yapilmistir.
Tiim deneylerde kontrol grubu olarak denatiire
enzim ve boya ¢ozeltisi kullanilmigtir.

Ortam pH’min enzimatik renk giderimine
etkisini degerlendirmek amaci ile 3.5 — 4.0 — 4.5
—5.0-55-6.0-6.5— 7.0 pH degerleri denen-
migtir. pH 3.0-5.5 i¢in 0.2 M sodyum asetat
tamponu, pH 6.0-7.0 i¢in 0.2 M fosfat tamponu
kullanilmigtir. Calisma tepkime tiiplerinde to-
plam hacim 10 ml olacak sekilde belirtilen pH
degerlerinde hazirlanmigs 100 mg/l konsan-
trasyondaki boya ¢ozeltisi (9 ml) ve 1 ml 25.08
U/ml enzim aktivitesine sahip enzim ilave edil-
erek yapilmigtir. Inkiibasyon siiresi 30 dk,
inkiibasyon sicakligi ise 30 °C’ dir.

Baslangi¢ boya konsantrasyonunun enzi-
matik dekolorizasyona etkisini belirlemek ama-
ctyla pH optimizasyonunda belirlenen pH deger-
inde ve 5-100 mg/l konsantrasyonda hazirlanan
boya ¢ozeltileri ile galisilmistir. Calismada di-
ger kosullar; tepkime tiiplerinde toplam hacim
10 ml olacak sekilde; 9 ml belirtilen konsan-
trasyonlarda ve pH da hazirlanmis boya
¢Ozeltisi, 1ml 25.08 U/ml enzim aktivitesine sa-
hip lakkaz enzimi ilave edilmistir ve inkiibasyon
stiresi ve sicakligi 30 dk ve 30 °C’de sabit tu-
tulmustur.

Enzim miktarmin enzimatik dekolorizas-
yona etkisini belirlemek amaciyla 0.5-4.0 ml
arasinda degisen miktarlarda enzim kul-
lanilmistir. Calisma kosullar1 pH 4.0, 75 mg/l
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baslangic boya konsantrasyonu, inkiibasyon
siiresi ve sicakligi 30 dk ve 30 °C’ dir.

Inkiibasyon siiresinin enzimatik dekolori-
zasyona etkisini belirlemek amaciyla 5.-15.-45.-
60.-120. dk ve 12.-24. saatler denenmistir. Cal-
1sma kosullar1 pH 4.0, 75 mg/l baslangi¢ boya
konsantrasyonu, 1ml 25.08 U/ml enzim aktivite-
sine sahip enzim ve inkiibasyon sicaklig1 30 °C’
dir.

Ortam sicakligimin enzimatik dekolorizas-
yona etkisini belirlemek i¢in 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, ve 90 °C sicaklik-
lar denenmigtir. Diger calisma kosullart pH 4.0,
75 mg/l boya konsantrasyonu, 1 ml 25.08 U/ml
aktiviteye sahip enzim ve inkiibasyon siiresi 120
dk’ dir.

2.6 Enzimatik Renk Giderimine Diger
Kirleticilerin Etkisi

Boyarmadde igeren endiistriyel atiksularda
onemli miktarda metal iyonlar1 da bulunabil-
mektedir. Ayrica, tekstil endiistrisinde boyama
islemleri sirasinda da kullanilan bazi1 kimyasallar
yine atiksuyun bilesenleri arasinda yer almakta-
dir. Bu calisma kapsaminda tekstil endiistrisinde
kullanilan kot boyarmaddesinin enzimatik renk
giderim kosullarinin belirlenmesinin yan1 sira
ortamda bulunabilecek diger kirleticilerin de
renk giderimi  lizerindeki olasi  etkileri
arastirllmigtir. Bu amagla, belirlenen optimum
kosullarda (pH 4.0, 75 mg/l boya konsan-
trasyonu, 25.08 U/ml aktivitede 1ml enzim, 120
dakika, 55 °C) reaksiyon ortamina degisen kon-
santrasyonlarda metal iyonlar1 ilave edilerek
olusturulan sentetik atik su Orneginde boya
giderimi iizerinde metal iyonlarinin etkisi deger-
lendirilmistir. Reaksiyon ortami; son konsan-
trasyonlari 1, 5 ve 10 mM olacak sekilde cesitli
metal tuzlarmi (FeCl,, KCl, NaCl, MnSQ,,
MgS0O,, CuSO4, ZnSO, ve CaCl,) iceren boya
¢Ozeltisi ile enzim kaynagi olarak kullanilan
lakkaz aktivitesi yiiksek kiiltiir siipernatantindan
olugmaktadir. Tekstil endiistrisinde boyama
isleminde kullanilan NaOH, asetik asit, H,O,,
EDTA ve yiizey aktif bir madde olarak bilinen
Tween 80’in gelistirilen enzimatik renk giderim
stireci iizerine olasi etkileri de belirlenen opti-
mum kosullarda arastirilmistir.

3. SONUCLAR
Reaksiyon  ortaminda  olusan  renk
gideriminden  lakkaz  enzimin  sorumlu

oldugunun belirlenebilmesi igin ortamda bu-
lunma olasilig1 yiiksek olan ve renk giderimine
katkisinin olabilecegi diisiiniilen lignin peroksi-
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daz (LiP) ve mangan peroksidaz (MnP) enzim-
lerinin aktivitelerinin sinirlanabilmesi i¢in kiiltiir
siipernatant1 katalaz ile muamele edilmistir.
Boylece LiP ve MnP’nin olas1 aktiviteleri igin
ortamdaki H,O, tamamen uzaklastirilmistir. Elde
edilen optimum kosullarda katalaz ilave edilmis
kiiltiir siipernatanti ile yapilan denemelerde tiim

boyarmaddeler i¢in herhangi bir degisim
gbzlenmemigtir. Sonu¢ olarak elde edilen de-
kolorizasyondan lakkaz enziminin sorumlu

oldugu diigtiniilmektedir.

Enzimatik renk gideriminde ortam pH de-
gerinin etkisini arastirmak amaciyla pH 3.5-7.0
aras1 boya cozeltileri ile ¢alisilmig ve optimum
deger pH 4.0 olarak bulunmustur. Elde edilen
sonuglar Sekil 1’de gosterilmistir. Baslangic
boya konsantrasyonunun enzimatik  renk
giderimine etkisini belirlemek amaciyla yapilan
calismada optimum konsantrasyon 75 mg/l
olarak bulunmustur. Calisma sonuglart Sekil
2’de verilmistir. Enzim miktarinin etkisini belir-
lemek igin 0.5-4.0 ml arasinda degerler ¢alig-
tlmistir.  Enzim miktar1 arttikga % boya
gideriminin arttig1 goriilmiistiir. Elde edilen
sonuglar Sekil 3°de wverilmistir. Inkiibasyon
stiresinin enzimatik dekolorizasyon etkisini be-
lirlemek amaciyla yapilan ¢aligmaya gore opti-
mum siire 120 dakika olarak se¢ilmistir. Calisma
sonucunda elde edilen sonuglar Sekil 4’de ver-
ilmistir. Inkiibasyon sicakliginin enzimatik renk
giderimine etkisini belirlemek amaciyla 20-90

50

°C arasi sicaklik degerleri ¢alisilmis ve 55 °C’ye
kadar sicaklik arttikca % boya gideriminin de
arttig1 ancak daha sonra belirgin bir bigimde
azaldig1 goriilmiigtir. Calisma sonuglar1 Sekil
5’de verilmistir.

Tekstil boyama faaliyetlerinden iiretilen atik
sular boya tiretim teknolojisinde kullanilan ya da
boya molekiiliinde bulunan metalleri igermekte-
dir (Rodriguez vd., 2005). Beyaz ¢iirtik¢iil fun-
guslarm hiicre dis1 ligninolitik enzimleri ile met-
allerin etkilesimi; ksenobiyotik bilesiklerin fun-
gal yolla parcalanmasinin  biyoteknolojik
siireclerinin ~ diizenlemesinin  anlagilmasinda
onemlidir. Bu nedenle belli konsantrasyonlarda
baz1 metal bilesiklerinin i¢inde bulundugu boya
¢oOzeltilerinin renk giderim miktar1 inkiibasyon
oncesi ve sonrasi Olciilmiis ve metallerin boya
giderimi iizerine olan etkisi aragtirilmustir.
Endiistriyel siireglerin desarj sularinda normalde
bulunan Cu®*, Zn** ve Na™ gibi metallerin
tuzlarinin yani sira boyama islemlerinde kul-
lanilan yardimci kimyasal maddelerin (EDTA,
NaOH, asetik asit, H,O,) ve yine ortamda bu-
lanabilecek Tween 80 gibi yiizey aktif maddel-
erin boya giderimine olan etkisi arastirilmigtir.
Bunun disinda Ca**, Mn*", K', Fe*" ve Mg2+
tuzlarinin boya giderim siireci ilizerine etkisi
denenmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 1’de
verilmektedir.
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Sekil 1. Enzimatik renk gideriminde ortam pH degerinin etkisi. (Calisma kosullari: Baglangi¢ boya
konsantrasyonu 100 mg/l, inkiibasyon siiresi 30 dk., enzim miktar1 1 ml (25.08 U/ml ak-
tiviteye sahip enzim), inkiibasyon siiresi 30 °C)
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Sekil 2. Baglangi¢ boya konsantrasyonunun enzimatik renk giderimine etkisi. (Calisma kosullart: pH
4.0, inkiibasyon siiresi 30 dk, enzim miktar1 1 ml (25.08 U/ml aktiviteye sahip enzim),

inkiibasyon sicakligi 30 °C)
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Sekil 3. Enzim miktarinin enzimatik renk giderimine etkisi. (Calisma kosullari: pH 4.0, inkiibasyon
stiresi 30 dk, inkiibasyon sicakligi 30 °C, baslangi¢ boya konsantrasyonu 75 mg/1).
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Inkiibasyon sicakliginin enzimatik renk giderimine etkisi (Calisma kosullart: pH 4.0, enzim
miktar1 1 ml (25.08 U/ml aktiviteye sahip enzim), inkiibasyon siiresi 120 dk, baslangi¢ boya
konsantrasyonu 75 mg/1)
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Tablo 1. Cesitli metal tuzlarinin ve kimyasal maddelerin boya giderimine etkisi (Calisma kosullari:
55°C, pH 4.0, 75 mg/l boya ¢ozeltisi, 1 ml 25.08 U/ml aktiviteye sahip enzim, 120 dakika)

% Renk Giderimi

Konsantrasyonlar 1 mM 5 mM 10 mM

FeCl, % 69.29 % 65.81 % 62.98
KClI % 67.65 % 62.62 % 59.54
NaCl % 70.02 % 70.19 % 68.91
MnSO, % 74.03 % 77.07 % 80.51
MgSO, % 69.74 % 72.68 % 69.60
CuSO, % 68.68 % 69.12 % 67.83
ZnS0O, % 70.25 % 70.78 % 69.96
CaCl, % 69.56 % 69.85 % 66.89
NaOH % 69.66 % 71.19 % 70.75
Asetik asit % 75.56 % 75.90 % 76.03
H,0, % 75.34 % 75.29 % 75.23
EDTA % 74.03 % 74.67 % 74.93
Tween 80 % 73.14 % 58.13 % 54.68

*Bu tabloda yer alan kirleticiler ilave edilmediginde elde edilen renk giderimi % 68.02’dir.

4. TARTISMA

Lakkaz fenoloksidaz grubu ve endiistriyel
kullanim alani ¢ok fazla olan bir enzimdir. Lak-
kazlar delignifikasyon, boya giderimi, biyolojik
iyilestirme ajani, etanol {iretimi, biyosensor, bi-
yoyakit ve agartict olarak bir¢cok endiistriyel
stireclerde kullanimi giderek artan bir enzimdir.
Diger peroksidaz grubu enzimler oksitleyici
olarak toksik ve inhibisyon etkisi olan H,O,’ye
gereksinim duyarlar. Fakat lakkaz bu amagla
sadece ¢Oziinmiis oksijeni kullanir. Bu durum,
ortama herhangi bir kimyasal ilavesini gerektir-
meyecegi icin Oonemli bir avantaj olarak kar-
stmiza c¢ikmaktadir. Ayrica lakkaz enziminin
kullanimi diger tiir enzimatik reaksiyonlarda
oldugu gibi ayn1 amagla kullanilan hiicresel pre-
paratlara kiyasla daha kisa siirede etkili sonug
vermesiyle tercih edilmektedir. Ancak burada

enzimin {lretim maliyetinin genellikle yiiksek
olmasi, her zaman yeterli miktarlarda {iretile-
memesi gibi durumlar géz ardi edilmemelidir.
Daha o6nceki ¢alismalarimizda, lakkaz aktivitesi
yiiksek kiiltiir stvisinin {iretiminde farkli ortam-
lar ve gesitli tarimsal atiklar denenmistir. Elde
edilen sonuglar igerisinde potato dekstroz broth
besiyerine bugday kepegi ilave edildiginde yiik-
sek aktivitenin elde edildigi goriilmiistiir (Ge-
dikli, 2008). Bu sonuglardan yola ¢ikarak iiret-
tigimiz lakkaz enziminin cevresel uygulama-
larda kullanilabilirliginin belirlenmesi amaci ile
bir tekstil boyarmaddesi iizerindeki etkinligi
aragtirilmisgtir.

Benzer galigmalarda, bazi tarimsal atiklarin
besiyeri olarak ya da besiyerine katilarak kul-
lanilmas1 durumunda yiiksek enzim aktivitel-
erinin elde edildigi ve c¢esitli boya ve boyar-
maddelerin renk giderimi amaciyla kul-



Anadolu University Journal of Science and Technology - C 1 (1) 67

Life Sciences and Biotechnology

lanilabildigi goriilmektedir. Rodriguez ve arka-
daslar1 (1999) tarafindan yapilan bir ¢aligmada
23 endiistriyel boyanin dekolorizasyonu igin
beyaz ciriik¢iil funguslar kullanmigtir. Yulaf
tizerinde biiyiitiilen 16 farkli fungal irkin kat1 faz
kiiltiirlerinden elde edilen ham ekstraktlarinda
lakkaz, LiP, MnP ve aril alkol oksidaz aktivitesi
saptanmistir. En yiiksek lakkaz aktivitesi ve
boya giderim oran1 Trametes hispida’da bulun-
mustur. Bu da ham ekstraktin renk giderimi
yilizdesinin lakkaz aktivitesine bagli oldugunu
gostermektedir. Lakkaz aktivitesinin yani sira
renk gideriminde 6nemli rol oynayan bir diger
faktor de boyanin kimyasal yapisidir. Bu ¢alig-
mada kullanilan boyanin da igerisinde fenolik
yapida bilesikler bulunabilecegi
diigtintildiigiinden  enzimin iglev  gordigi
yorumu yapilabilir. Abadulla ve arkadaslar
(2000) da T. hirsuta’dan saflastirilan lakkazin
triarilmetan, indigo, azo ve antraquinon boyalari
parcalayabilecegini tespit etmisler ve renk
giderimi oraninin boyalardaki fenolik halkalarin
bilesenlerine bagli oldugunu bildirmiglerdir
(Rodriguez vd., 1999; Abadulla vd., 2000).

Bu bilgiler dogrultusunda, bu c¢aligma kap-
saminda, uygun kaynaklardan iiretimi yapilacak
yiikksek aktivitede lakkaz enziminin boyar
maddelerden renk giderimi amaciyla kullanim
potansiyelinin ticari olarak satilan ve yaygin
olarak tekstil endiistrisinde kot boyama
isleminde kullanilan bir boyarmaddenin renginin
giderimindeki etkinligi arastirilmistir.

Bu c¢alisma kapsaminda bugday kepegi
ilave edilmis potato dekstroz broth besiyerinde
geligtirilen 7. versicolor ATCC 200801
kiiltiirinden yiiksek aktivitede lakkaz enzimi
iceren bir kiiltlir stvisi elde edilmistir. Ancak bu
kiiltiir s1vis1 icerisinde lakkaz enzimi ile birlikte
lignin peroksidaz ve mangan peroksidaz gibi
enzimlerinde iretilme olasiliklar1 vardir. Soz
konusu her iki enzimde potansiyel olarak boyar
maddelerden renk giderim yetenegine sahiptir.
Bilindigi gibi LiP ve MnP enzimleri reksiyon
ortaminda H,0,’e¢ gereksinim gosterirler. Bu
caligmada kullanilan yiiksek aktivitede lakkaz
enzimi igeren kiiltlir sivisina katalaz enzimi
ilave edilerek ortamda bulanabilecek H,0,
par¢alanmasi hedeflenmistir. Béylece olas1 LiP
ve MnP aktiviteleri de engellenmistir. Belirlenen
optimum renk giderim kosullarinda katalaz ilave
edilmis ve edilmemis kiiltiir sivisi ile yapilan
renk giderim denemelerinde herhangi bir
farklilik gdzlenmemistir. Bu sonuglar bize elde
edilen renk gideriminden kiiltiir sivisinda bulu-
nan lakkaz enziminin sorumlu oldugunu
diisiindiirmektedir.

Calismanin bundan sonraki agamasinda en-
zimatik renk giderimi i¢in optimum kosullar be-
lirlenmistir. Bu amagla ortam pH degerinin, ba-
slangic boya konsantrasyonunun, enzim mik-
tarinin, inkiibasyon siiresinin ve ortam sicak-
liginin renk giderimi iizerine etkisi incelen-
mistir. Elde edilen sonuglara gére optimum pH
degeri 4.0 olarak bulunmus ve 30 dakika
sonunda % 44 boya giderimine ulasilmistir (Se-
kil 1). Rodriguez ve arkadaglar1 (2004) T. hir-
suta’dan elde ettigi 0.3 U/ml aktiveye sahip lak-
kaz ile Luganil boyasinin degradasyonunda pH
4.0 degerinde, 2 saat sonunda % 16.2°lik bir
giderim oldugu bildirilmistir. Nyabhongo ve
arkadaglarmin (2002) yaptiklar1 ¢aligmada da
yine bir beyaz ciiriik¢iil fungus olan Trametes
modesta lakkazinin asidik kosullar altinda boya
gideriminin daha verimli oldugunu tespit et-
miglerdir. Lakkaz enziminin de optimum pH
degerinin 4.5 oldugu disiiniildiigiinde 6zellikle
bu degere yakin pH degerlerine sahip boyar-
madde igeren atiksularda renk giderimi amaciyla
kullanilabilecegi agiktir. Baglangi¢ boya konsan-
trasyonunu etkisini belirlemek amaciyla 5-100
mg/l konsantrasyona sahip boya ¢ozeltileri ile
caligtlmistir.  Sekil 2°de de goriildiigii gibi 75
mg/l konsantrasyona kadar boya gideriminde bir
artis olmus 75 mg/l de boya giderimi % 51°¢
ulasmistir. Bununla birlikte, 100 mg/1 baglangig
boya konsantrasyonunda boya gideriminde bir
diisiis oldugu gézlemlenmistir.

Enzimatik dekolorizasyonda diger bir pa-
rametre olan enzim miktarinin etkisi i¢in yapilan
caligmada enzim miktar1 artttkca boya
gideriminin de arttig1 gozlemlenmistir (Sekil 3).
4 ml enzim ile % 62.15 boya giderimi saglan-
mistir. Belirlenen en yiiksek dekolorizasyon de-
gerinin 4 ml olmasina karsin ¢aligmalarda 1ml
enzim kullanilmistir. Bunun nedeni toplam cal-
1sma hacmi 10 ml oldugu i¢in 4 ml enzimle ¢al-
1s1ldiginda reaksiyon hacminin % 40 oraninda
seyreltilmis olacag diisiincesidir.

Inkiibasyon siiresinin enzimatik dekolori-
zasyona etkisini incelemek amaciyla 5.-15.-45.-
60.-120. dakikalarda ve 12. ile 24. saatlerde
ornekler alimmustir. Sekil 4’te de goriildiigi gibi
stire artik¢a boya giderimi de artmistir. Caligma
sonunda optimum inkiibasyon siiresi olarak 120
dakika secilmistir ve boya giderimi % 56.11°dir.
Luganil ve Sella Solid Red boyalarinin lakkaz
enzimi ile yapilan yikiminda sirayla 2 saat
sonunda optimum % 16.2 ve % 40 oraninda
boya giderimi saglandigi bildirilmistir (Rodri-
guez vd., 2004). Selvam ve arkadaglar1 (2003)
tarafindan yapilan bagka bir calismada da T. ver-
sicolor lakkazinin Congo Red i¢in maksimum %
12, Amido Black 10B i¢in % 15°lik kismini de-
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kolorize ettigini gostermislerdir. Trametes versi-
color kiiltiir filtratlarindaki lakkazin ¢ok sayida
yapisal olarak farkli boyay1 30 dakika sonras-
mda yaklasik % 30 oraninda pargalamasina
ragmen Azure B’nin sadece % 5’ini 1 saatte
pargalamis ve Poly R-478 ile Fuschin’i 24 saat
icinde dahi parcalayamamistir. Fakat enzimatik
bir kataliz teknolojisi kullanilarak bir¢ok boya
30-135 dakikada dekolorize edilebilecegi Came-
selle ve arkadaslar1 (2003) tarafindan ifade
edilmistir. Bu c¢aligmada elde ettigimiz renk
giderim siiresinin literatiirdeki benzer ¢aligsmalar
ile kiyaslanabilir diizeyde oldugunu soyleye-
biliriz.

Inkiibasyon sicakhigmin enzimatik de-
kolorizasyona etkisini belirlemek amaciyla 20-
90 °C aras1 calisilmistir. Sekil 5°te de goriildiigi
gibi sicaklik artikca boya giderimi de artmis an-
cak 55 °C’den sonra bir diigiis gézlenmistir. Bu
nedenle optimum sicaklik olarak 55°C
secilmistir. Funalia trogii ATCC 200800
susunun Drimaerene Blue X 3LR’yi dekolorize
eden lakkazi tek basamak izolasyon ve
saflagtirma olarak isimlendirilen yeni bir yontem
ile izole edilmistir. pH 4.0 ve 50 °C’de enzim
boyayr maksimum oranda dekolorize etmistir
(Unyayar vd., 2005). Lakkaz enziminin sicaklik
artislarindan 6nemli derecede etkilenmedigi ve
hatta yiiksek sicaklik degerlerinde diisiik sicak-
lik degerlerine kiyasla daha kararli oldugu bilin-
mektedir (Monteiro ve Carvalho, 1998; Nyan-
hongo vd., 2002). Yiiksek sicaklikta elde edilen
yiiksek renk giderimi lakkaz enziminin karar-
liligindaki artig ile agiklanabilir. Sekil 5
incelendiginde 55 °C’den itibaren enzimatik
renk gideriminin azaldig1 sdylenebilir. Ancak,
burada dikkat edilmesi gereken bir durum da 90
°C sicaklikta % 49.92°lik bir renk gideriminin
olmasidir. Bu durum o6zellikle tekstil endiistrisi-
nin yiliksek sicakliklardaki atiksularina uygu-
lanabilme potansiyeli agisindan 6nemlidir.

Caligmada kullanilan boyarmadde igin be-
lirlenen optimum kosular sabit tutularak tekstil
endiistrisinin atiksularinda yaygin olarak bulu-
nabilen diger kirleticilerin gelistirilmeye ¢alisi-
lan renk giderim siirecine etkileri de incelen-
mistir. Boyarmadde igceren atiksularda bulunabi-
len cesitli metallerin ve yardimci kimyasal
maddelerin boya giderimi lizerine etkisi deger-
lendirilmis ve Onemli Olgiide bir farklilik
gbzlenmemigtir. Rodriguez ve arkadaglariin
(2005) yaptiklar1 bir ¢calismada lakkaz stabilitesi
lizerine metal '+yonlar1n1n etkileri deger-
lendirilmis ve Hg" ’nin konsantrasyonu ve lak-
kazin ile birlikte bulundugu siire arttik¢a lakkaz
aktivitesini olumsuz ydnde etkiledigi bundan
dolay1 da boya giderimini negatif yonde etkile-

2

Anadolu Universitesi Bilim ve Teknoloji Dergisi - C 1 (1)
Yasam Bilimleri ve Biyoteknoloji

digi gosterilmistir, ¢alismada kullanilan diger
metallerin ise lakkaz stabilitesi tlizerinde diisiik
konsantrasyonlarda ¢ok etkili olmadig1 ancak
yiiksek konsantrasyonlarda stabiliteyi etkiledigi
bulunmustur. Nagai ve arkadaslar1 (2002) Len-
tinula edodes’den elde edilen ve saflastirilan
lakkazin Ca** (%70), Zn"? (%64), K* (%54) gibi
metal iyonlarinin varliginda inhibe edildigini, 10
mM Cu®" iyonu varliginda ise enzimin % 40’a
kadar aktive edildigini gdstermislerdir. Bu du-
rum metal iyonlarmin lakkaz kararlilig1 iizerine
olan etkisinin lakkazin iiretildigi kaynaga baglh
olabilecegini de diislindiirmektedir.

Bu  bilgiler dogrultusunda Tablo 1
incelendiginde, ortama herhangi bir kirletici
ilave edilmedigi durumlarda, yani daha 6nceden
belirlenen optimum kosullarda % 68.02 diizey-
inde bir renk giderimine ulagildig1r goriilmekte-
dir. Ortama ilave edilen metal tuzlariin soz
konusu enzimatik renk giderimini inhibe et-
medigi ve hatta 1mM konsantrasyonda renk
giderimi T{izerine artirict bir etki gosterdigi
goriilmektedir. Ancak artan metal konsan-
trasyonlarinda bu artirict etkinin azaldig1 ya da
onemli bir degisim olusturmadig1 goriilmektedir.
Bununla birlikte, Mn®“nm ortamdaki konsan-
trasyonunun artmasi durumunda ise renk
gideriminin % 80.51 diizeyine ulastig1 dikkat
¢cekmektedir.

Tekstil endiistrisinde boyama iglemlerinde
kullanilan bazi yardimer kimyasallarin da enzi-
matik renk giderimi iizerindeki etkileri
aragtirllmistir. Burada elde edilen sonuglar
incelendiginde reaksiyon ortamina ilave edilen
EDTA, NaOH, asetik asit ve H,O,’in renk
giderimini bir miktar artirdigini ancak bu duru-
mun s6z konusu maddelerin artan konsan-
trasyonlarindan etkilenmedigini sdyleyebiliriz.
Gerek tekstil endiistrisinin kullandig1 ve gerekse
diger kaynaklardan gelebilecek c¢esitli yiizey ak-
tif maddelerinde renk giderimi iizerine et-
kinligini arastirmak {izere reaksiyon ortamina
Tween 80 ilave edilmistir. Elde edilen sonuglara
gore 10 mM Tween 80 ilave edildiginde renk
gideriminde kayda deger bir azalmanin oldugu
(%54.68) goriilmektedir. Renk giderimindeki bu
azalmanin Tween 80 konsantrasyonu ile iliskis-
ini belirlemek icin daha yiiksek konsan-
trasyonlarda ortama Tween 80 ilave edilmis ve
100 mM Tween 80 konsantrasyonunda renk
giderimi  %20.22 seviyesine gerilemistir. Bu
sonuglara gore, belirlenen optimum kosullarda
lakkaz enzimi ile boyarmadde igeren bir atiksu
orneginde renk giderimi yapilacaksa, s6z konusu
atik suya ylizey aktif bir maddenin karigmasmin
engellenmesi, eger engellenemiyorsa diisiik kon-
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santrasyonlarda bulunmasi renk giderim siirecini
olumlu yonde etkileyecektir.

Bu ¢aligmadan elde edilen sonuglara gore 7.
versicolor ATCC 200801°den elde edilen yiik-
sek lakkaz aktivitesine sahip kiiltiir sivisinin,
ticari olarak satilan ve kot boyama amaci ile kul-
lanilan boyarmaddenin enzimatik renk giderimi
icin bir kullanim potansiyeline sahip oldugu
goriilmiistiir. Yapilan optimizasyon c¢alismalari
sonucunda belirlenen kosullarda diger kirleticil-
erin ortamda bulunmasi durumunda da renk
gideriminin etkin bir bicimde devam etmesi gel-
istirilmeye ¢alisilan siirecin endiistriyel uygu-
lamalar1 i¢in umut verici sonuglar olarak deger-
lendirilmektedir.
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