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ABSTRACT

In this study, chlorine from 2-chlorophenol was removed with crude laccase enzyme produced from Trametes
versicolor ATCC (200801) grown in PDB culture including wheat straw. Effects of pH value, substrate
concentration, enzyme amount, contact time and temperature on dechlorination were examined. Besides,
dissolved oxygen consumption was followed simultaneously dechlorination and the decrease was observed.
A change in toxicity of 2-chlorophenol under determined optimum conditions was monitored through
Microtox. Also, after the dechlorination of 2-chlorophenol, changes in chemical structure of 2- chlorophenol
was determined with FTIR analysis.

Optimum dechlorination conditions of 2-chlorophenol have been determined as pH 4.0, substrat concentration
150uM, enzyme amount 4 ml, contact time 15 min and temperature 40 °C. During dechlorination studies,
decrease of oxygen amounts in the reaction medium and not altering the results after catalase addition to
experiment medium have been made us think that responsible enzyme dechlorination of 2-chlorophenol is
laccase.
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TRAMETES VERSICOLOR HAM LAKKAZI iLE 2-KLOROFENOLDEN KLOR
UZAKLASTIRILMASI

OZET

Bu galismada, bugday kepegi ilave edilen potato dekstroz broth (PDB) ortaminda biiyiitiilen Trametes
versicolor ATCC (200801)’den tiretilen ham lakkaz enzimi ile 2-klorofenolden klor uzaklastirllmistir. pH,
substrat konsantrasyonu, enzim miktari, inkiibasyon siiresi ve ortam sicaklig1 parametrelerinin deklorinasyon
tizerine etkileri incelenmistir. Deklorinasyonla es zamanli olarak ¢6zlinmiis oksijen tiiketimi de takip edilmis
ve diislis gozlemlenmistir. Belirlenen optimum kosullarda 2-klorofenoliin toksisitesindeki degisim Microtox
ile degerlendirilmistir. Ayrica klor uzaklastirildiktan sonra 2-klorofenoliin kimyasal yapisindaki degisiklikler
FTIR analizleri ile belirlenmistir.

2-klorofenoliin optimum deklorinasyon kosullar1 pH 4, substrat konsantrasyonu 150 pM, enzim miktar1 4 ml,
temas siiresi 15 dk, ortam sicaklig1 40 °C olarak belirlenmistir. Bu siiregte klor uzaklastirilmasina kosut olarak
ortamdaki oksijenin azalmasi ve deney ortamina katalaz ilavesinden sonra elde edilen sonuglarin degismemesi
klor uzaklastirilmasindan sorumlu olan enzimin lakkaz oldugunu diisiindiirmektedir.

Anahtar Sozciikler: Lakkaz, 2-klorofenol, deklorinasyon.
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1. GIRiS

Sahip olduklart zehirli ve mutajenik etkileri nedeniyle klorofenolik bilesikler arastirmacilar
tarafindan ilgi g¢ekmektedir. Bu bilesikler, pestisitler igerisinde siniflandirilan ve siklikla
kullanilan biyositler arasinda yer almaktadir. Suda kismen ¢odziinmeleri nedeniyle bu zehirli
bilesiklere nehir, gél ve diger sucul alanlarda bol miktarda rastlanilmaktadir. Endiistriyel
aktivitelerin yogun oldugu gelismis ve gelismekte olan iilkelerde klorofenoller gibi kirleticilere
rastlanmasi beklenen bir durumdur [1]. Klorofenoller tekstil, ilag, plastik, kagit ve boya endiistrisi
faaliyetleri, tarim ilaglar1 ve dezenfektan maddelerinin yapimi ve yanma siiregleri sonucu gevreye
yayilmaktadirlar. Fenoller ¢ok diisiik konsantrasyonlarda dahi suda tat ve koku problemi
olusturan, yiiksek konsantrasyonlarda ise insan ve sucul yasam bakimindan zehirli etkisi bulunan
organik bilesiklerdir. Klorofenolik bilesiklerin ¢evredeki durumu ve toksisitesi hakkinda siirekli
artan bilgiler, bu bilesiklerin yasal olarak denetim altina alinmasimi gerektirmektedir [2].
Toksikolojik ozellikleri ile ilgili yapilan ¢aligmalarda klorofenolik bilesiklerin toksikolojik
etkisinin bagli bulunan klor sayisinin artmasiyla arttig1 belirtilmistir [1,3].

Yaygin bir kullanima sahip klorlu fenoller kolayca parcalanmadiklari i¢in dogada
birikmekte ve ¢evre agisindan sorun teskil etmektedirler. Bu bilesikler fiziksel, kimyasal ve/veya
biyolojik yontemlerle bertaraf edilebilir. Onerilen cesitli teknikler arasinda biyolojik aritim;
cevreye dost, pratik ve ekonomik olarak gosterilmektedir. Biyolojik aritim bu toksik
kimyasallarin tamamen mineralize olmasina ve triinlerin daha az zararli bir forma doniismesini
saglar. Biiylime i¢in enerji ve karbon kaynagi olarak bu bilesikleri kullanma yetenegine sahip ¢ok
sayida mikroorganizma kullanilmaktadir [4, 5]. Bu nedenle klorlu fenollerin mikrobiyal giderimi
ya da yikimu {izerine oldukga fazla aragtirma yapilmgtir [1, 4, 6].

Klorofenolik bilesiklerin de i¢inde bulundugu ksenobiyotik (yeni sentez, dogaya
yabanci) ve rekalsitrant dzellikteki birgok kimyasal bilesik s6z konusu funguslarin sahip oldugu
ve genis substrat-6zgiilliigli gosteren peroksidaz grubu enzimlerle yikilabilmektedir. Ancak
ekonomik acidan bakildiginda oksitleyici ajan olarak kullanilan H,0,’nin ekstra bir maliyet
getirmesi ve tepkime sirasinda yiliksek miktarlarda tiikketiminin aritim siirecini olumsuz etkilemesi
dezavantaj olarak goriilmektedir. Bu nedenle son yillarda fenol ve tiirevlerinin gideriminde
peroksidaz grubu enzimlerin yerine fenol oksidazlarin kullanilmasi giindeme gelmistir. Bu
tercihin baslica nedeni, fenol oksidazlarin oksitleyici ajan olarak H,O, yerine molekiiler oksijeni
(0,) kullanmalaridir. Boylece, peroksidaz grubu enzimlerin kullanildigi iyilestirme siirecinde,
H,0,’den kaynaklanan dezavantaj fenol oksidaz grubu enzimlerin kullanilmasiyla ortadan
kalkmaktadir [7].

Arcand ve Archibald (1991) Trametes versicolor'dan elde edilen lakkaz enzimi ile
¢esitli klorlu fenolik bilesiklerden klor uzaklastirabilmis ve Trametes versicolor'dan elde edilen
lakkaz enzimini kullanmanin Phanerochaete chrysosporium'dan elde edilen peroksidaz enzimine
gore daha avantajli oldugunu bildirmislerdir. Bunu da hidrojen peroksite gereksinim duyulmamasi
ve lakkazin ¢ok daha kararli olmasina baglamislardir [6, 8].

Bu caligmada, T. versicolor (ATCC200801)’den elde edilen indiiklenmis lakkaz ile 2-
klorofenolden klor uzaklagtirilmas: hedeflenmistir. Deklorinasyon; klor dl¢iimleri yapilarak takip
edilmis ve ortamdaki oksijen tiiketimi ile FTIR analizleri sayesinde desteklenmistir.
Deklorinasyon siirecini etkileyebilecek pH, substrat konsantrasyonu, enzim miktari, reaksiyon
stiresi ve sicaklik gibi parametreler calismada degerlendirilmistir.

2. MATERYAL VE METOT

Mikroorganizma ve Kiiltiir Kosullar

Caligmalarda, Tramates versicolor ATCC (200801) kullanilmustir. Calisma siiresince kiiltiirler
Potato dekstroz agarda (PDA-Acumedia) +4 °C’de muhafaza edilmistir. Stok kiiltiirlerden
bugday kepegi iceren Potato dekstroz broth ortamina ekim yapilarak 12 giin siireyle 150 rpm
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calkalama hizinda ve 30 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda kiiltiir
stvist filtre edilerek pelletlerden ayrilmustir. Kiiltiir sivisi, deneyde ham enzim kaynagi olarak
kullanilmagtir.

Lakkaz Aktivitesinin Olciimii

Lakkaz aktivitesi 6l¢iimii i¢in tepkime tiiplerinde toplam hacim 5 mL olacak sekilde substrat
olarak 4,9 mL ve 1 mM Guaikol igeren 50 mM Sodyum-Asetat tamponu (pH 4,5) ve enzim
kaynagi olarak 0,1 mL kiltir siipernatanti kullanilmigtir. 37 °C’de 15 dk inkiibasyona
birakildiktan sonra 465 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Schimadzu 2450 UV Vis-
spectrophotometer) absorbans Sl¢iilmiistiir [9].

Calismada, 37 °C, 1 dk, 465 nm dalga boyunda absorbanst 0,1 birim arttiran enzim
aktivitesi 1 Unit aktivite olarak tanimlanmigtir.

Katalaz Muamelesi

Lakkaz enzimi aktivitesi yliksek kiiltiir slipernatanti ile 2-CP’nin deklorinasyon ¢aligmalarinda
ortamda bulunabilecek olan lignin peroksidaz ve mangan peroksidazin dekolorizasyona olasi
katkisini engellemek amaci ile ¢aligma ortamindan H,O,’nin uzaklagtirilmasi igin 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 kullanilmistir. Katalaz ilave edilmis kiiltiir slipernatanti, 2-CP igin belirlenen
optimum kosullarda deney ortamina ilave edilmistir.

Serbest Klor ve Coziinmiis Oksijen Olciimleri

Deklorinasyon ¢alismalarinda yapilan klor 6lgiimleri literatiirde civatiyosiyanat yontemi olarak
bilinen ve serbest klor 6l¢limiine dayanan bir yontemle gergeklestirilmistir. Bu yonteme gore, 9 M
(100ml) HNOj, 0,25 M (100ml) Fe(NH,4)(SO4), 12H,0 ve doymus Hg(SCN,) ¢ozeltileri
hazirlanmistir [10]. Baslangi¢ oksijen miktar1 ve deklorinasyona bagli ortamda tiiketilen oksijen
miktar1 (Jenway 9071 Model) oksijen metre ile dl¢iilerek takip edilmistir.

Deklorinasyon Calismalart

Bu ¢alismada 2-CP’den klor uzaklastirilmasinda ham lakkaz enziminin etkinligi arastirilmigtir.
Klor uzaklastirilmast i¢in en uygun kosullarinin belirlenmesi amaciyla pH degeri, substrat
konsantrasyonu, sicaklik, enzim konsantrasyonu ve temas siiresi denenmistir. Denemelerde
enzim kaynagi olarak bugday kepegi ilaveli PDB’de T. versicolor ile tretilen yiiksek aktiviteli
lakkaz enzimi kullanilmistir. Tiim optimizasyon caligmalarinda denatiire enzim ile kontrol
gruplart olusturulmus ve elde edilen sonuglar kontrol gruplari ile kiyaslanmistir. Deneyler 3
tekrarli ve birbirinden bagimsiz caligmalar seklinde yapilmustir.

Reaksiyon ortamiin pH degerinin enzimatik deklorinasyona etkisini belirlemek i¢in pH
3 ile 10 araliginda g¢alisilmistir. Cesitli tampon ¢ozeltilerle belirtilen araliklarda reaksiyon
ortamlari hazirlanmstir. pH 3-5 igin asetat tamponu, pH 6-8 i¢in fosfat tamponu, pH 9-10 igin ise
Tris-HCI tamponu kullanilmigtir. Deneyler sirasinda reaksiyon hacmi 100 ml olup diger
parametreler sabit tutulmustur. Tiim optimizasyon deneylerinde klorofenolik bilesigin
¢Oziintirligiinii saglamak igin ortama %1 (v/v) oraninda etanol ilave edilmistir.

Substrat konsantrasyonunun enzimatik deklorinasyona etkisinin belirlenmesi amaciyla
2-CP konsantrasyonu 50-500 uM arasinda ¢aligilmis ve diger parametreler sabit tutulmustur.

Enzim miktarmin, enzimatik deklorinasyona etkisinin belirlenmesi amaciyla 2-CP
iceren ortama miktar1 0,5-4 ml araliginda degisen ham lakkaz enzimi ilave edilmis ve 30 dakika
sonunda serbest klor ve ¢oziinmiis oksijen miktart 6lgiilmiistiir.
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Inkiibasyon siiresinin enzimatik deklorinasyona etkisinin belirlenmesi amaciyla 2-CP
iceren ortamdan 0-120 dk siireler arasinda ornekler alinarak serbest klor ve ¢oziinmiis oksijen
ol¢timleri yapilmistir.

Ortam sicakliginin enzimatik deklorinasyona etkisinin belirlenmesi amaciyla 2-CP
iceren ortamin sicakligi 10-50 °C araligindaki degerlerde degistirilerek caligilmis ve serbest klor
ile es zamanli olarak ¢6ziinmiis oksijen dl¢iimleri yapilmistir.

Istatiksel Analizler

Tim optimizasyon c¢alismalarinda elde edilen gruplarin ortalamalar1 varyans analizi ile
karsilastirilmigtir. Farkliligin hangi gruplardan kaynaklandigimi tespit etmek icin posthoc olarak
Tukey testi kullanilmigtir.

Toksisite Calismalar:

Cevresel agidan kirletici, toksik ve uzun siire bulundugu ortamda etkisini koruyabilen bir bilesik
olan 2-CP’nin, lakkaz enzimiyle biyoyikimi hedeflenmistir. Biyolojik yikim ¢aligmalar1 yukarida
bahsedildigi bigimde sistematik olarak gerceklestirilmis ve kirleticinin hem yikim 6ncesinde ve
hem de yikim c¢aligmalar1 sonrasinda toksisitelerindeki degisim yapilan Olgiimlerle takip
edilmigtir. Toksisite ol¢iimleri Vibrio fisheri’nin sahip oldugu lusiferaz enzimi ile
gerceklestirecegi 1gimanin Olgiimiine dayanan mikrotoksisite test cihazi ile gergeklestirilmigtir.
Boylece yikima ugratilan 2-CP ayni zamanda toksisitesindeki degisim Microtox® ile takip
edilmistir.

FTIR Analizleri

Klor uzaklagtirma islemi 6ncesi ve sonrasi FTIR analizleri yapilmigtir. Sivi 6rnekler ve KBr sivi
hiicrelerine 10 pl emdirilmistir. Analizler, KBr sivi hiicrelerinde Perkin Elmer FT-IR 100
spektrometer'da gerceklestirilmistir. FTIR analizleri Eskisehir Osmangazi Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi, Fizik Boliimii’nde yapilmistir.

3. SONUC VE TARTISMA

Bu calismada Trametes versicolor 'un lakkaz enzimiyle 2-klorofenolden klor uzaklastirilmasinda
optimizasyon g¢alismalar1 yapilarak deklorinasyon i¢in uygun kosullar belirlenmistir. Bu amacla
sirastyla pH, substrat konsantrasyonu, enzim miktari, inkiibasyon siiresi ve sicakligin klor
uzaklagtirilmasina etkisi incelenmistir.

Enzimlerle yapilan deklorinasyon c¢alismalari ve benzer calismalarda onemli bir
cevresel etken de ortamin pH degeridir. Bu nedenle genis bir pH araliginda (3-10) ¢alisilmustir.
Elde edilen sonuglara gore 2-CP’nin T. versicolor’dan elde edilen ham lakkaz enzimi ile
deklorinasyonu i¢in en uygun pH degeri 4 olarak belirlenmistir ve pH 4’ten sonra dikkate deger
bir azalma gostermistir (Sekil 1).

Anova testi ile yapilan istatiksel analiz ¢alismalarinda, 2-CP deklorinasyonunda pH i¢in
p degerinin 0.05’ten kiigiik olmas1 sebebi ile anlamh oldugu kabul edilmektedir. Unal (2004),
yaptig1 benzer bir ¢alismada 2.4,6-triklorofenol, 2,4-diklorofenol, 4- klorofenol bilesiklerinin
deklorinasyonunda yine lakkaz enzimini kullanmis ve optimum pH degerini 5.0 olarak
belirledigini bildirmistir. Zhang ve arkadaglar1 (2008), 2,4-DCP, 4-CP ve 2 CP'nin lakkaz enzimi
ile yikimu i¢in yaptiklar1 ¢alismada optimum pH'm 5.0 - 6.0 arasinda oldugunu bildirmislerdir.
Caligmalar sonucunda elde edilen verilere gore bazik pH degerlerinde de deklorinasyonun
gerceklestigi goriilmektedir [12]. Ancak, bu pH degerlerinde kontrol gruplari ile yapilan
kargilastirmalar ve lakkaz enziminin s6z konusu pH degerlerinde diisiik aktiviteye sahip olmast ile
bu durum agiklanabilir. Bazik pH degerlerinde daha ¢ok kimyasal siireglerin etkili olmas1 olast
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olarak degerlendirilebilir. pH degerinin 7°’den biiylik oldugu durumlarda lakkaz enziminin
aktivitesini kaybettigi rapor edilmistir [13].

180 1 739
160 1 138
140 137
120 A 736
_ 100 A 135
S 3,4;
2 7333
o 60 T 3,2
40 7 ——cium | T 3,1
20 1 —m—comn| T 3
0 29
3 4 5 6 7 8
pH

Sekil 1. Lakkaz enzimiyle 2-klorofenolden klor uzaklagtirmasinda ortam pH degerinin etkisi.
(Caligma kosullar: baslangig substrat konsantrasyonu 150 uM, enzim miktar1 1ml, sicaklik 30 °C,
siire 30 dk)

2-CP’den klor uzaklastirmasinda baslangic substrat konsantrasyonunun etkisini
belirlemek amaciyla yapilan deneysel c¢alismanin sonucunda en uygun baslangic substrat
konsantrasyonu 150 uM olarak belirlenmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. Lakkaz enzimiyle 2-klorofenolden klor uzaklagtirmasinda baslangig substrat
konsantrasyonunun etkisi (¢aligma kosullari: pH 4; enzim miktar1 1ml; sicaklik 30 °C; siire 30

dk).

Yapilan istatiksel analiz ¢alismalarinda, substrat degerleri arasindaki farka bakildiginda
p degerinin 0,05’ten (0,01<0,05) kiiciik olmasi nedeni ile subsrat degerleri arasindaki farkin
anlamli oldugu kabul edilmistir. Sentiirk ve Biyiikglingdr’in yaptiklart ¢aligmada 4-klorofenol
bilesigini giderim verimi baslangic konsantrasyonunun artmasi ile azalmaktadir. Baslangic 4-
klorofenol konsantrasyonu 48,0 mg/L’den 260,0 mg/L’ye artt1§1 zaman giderim verimi yar1 yartya
azalarak % 47 seviyesine diismiistiir. Konsantrasyon 715,60 mg/L oldugunda ise biyokiitle sadece
% 5,521ik bir giderim saglayabilmistir. Biyokiitlenin biyosorpsiyon kapasitesi ise verimin aksine
4-klorofenol konsantrasyonundaki artig ile belirli bir sinir degere kadar artmakta daha sonra
azalmaktadir [5].

13



M. Akbulut, P. Aytar, S. Gedikli, A. Unal, Sigma 30, 9-19, 2012
A. Cabuk, N. Kolankava

Enzim miktariin deklorinasyona etkisinin belirlenmesi amactyla 0,5 ml ve 4 ml
arasinda degisen degerlerde yapilan ¢aligmanin sonucunda optimum enzim miktar1 4 ml olarak
belirlenmistir (Sekil 3).

Enzim miktar1 degerleri arasindaki farka bakildiginda p degerinin 0,05’ten (0,01<0,05)
kii¢iik olmasi nedeni ile farkin anlamli oldugu kabul edilmistir. Elde edilen veriler incelendiginde,
beklenildigi gibi enzim miktarinin artisina kosut olarak deklorinasyon degerinde de artis
kaydedilmistir. En yiiksek deklorinasyon degerine 4 ml enzim miktar1 ile ulagilmistir. Zhang ve
arkadaslari, 2-CP’nin biyoyikiminda, lakkaz enziminin arttirilmasiyla yikim yiizdesinin de
arttigini belirtmislerdir [12].

350 - 38

300 - + 3,7

250 - 36
£ 200 - 35
= 150 343
o i 33 =

100 32 °

50 | ——Cl{uM) Y

—%— 0 imoll)
0 : 3
05 1 2 3 4

Enzim miktan (ml)

Sekil 3. Lakkaz enzimiyle 2-klorofenolden klor uzaklagtirmasinda enzim miktarinin etkisi
(calisma kosullart: pH 4; baslangic substrat konsantrasyonu 150 uM ; sicaklik 30 °C; siire 30 dk).

Inkiibasyon siiresinin 2—CP’den klor uzaklastimasina olan etkisinin belirlenmesi
amaciyla yapilan ¢alisma sonucunda en uygun siire 15 dk olarak belirlenmistir (Sekil 4).
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Sekil 4. Lakkaz enzimiyle 2-klorofenolden klor uzaklastirilmasinda siirenin etkisi. (Calisma
kosullari: pH 4; baslangig substrat konsantrasyonu 150 uM; enzim miktar1 4 ml; sicaklik 30 °C)

Siire degerleri arasindaki farka bakildiginda p degerinin 0,05 ten (0,012<0,05) kiigiik
olmasi nedeni ile farkin anlamli oldugu kabul edilmistir. Zhang ve arkadaslari yaptig1 caligmada
2,4-DCP, 2-CP, 4-CP'in yikimi i¢in en uygun siirenin 10 saat bulundugu bildirmistir [12].
Literatiir ile karsilagtirildiginda elde edilen optimum siirenin kisa oldugu sdylenebilir. Burada kisa
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siirede elde edilen yiiksek deklorinasyon degerleri ¢evresel uygulamalar agisindan 6nemli bir
avantaj saglayacag diistiniilmektedir.

2-klorofenolden klor uzaklastirilmasinda optimum sicakligin belirlenmesi amaciyla 10-
50 °C degerleri arasinda degisen sicakliklarda galigilmistir. En uygun sicaklik 40 °C olarak
belirlenmistir (Sekil 5).

Sicaklik degerleri arasindaki farka bakildiginda p degerinin 0,05 ten (0,346>0,05)
biiyiik olmasi nedeni ile farkin anlamsiz oldugu kabul edilmistir. Lakkaz enziminin 60 °C’ye
kadar sicaklik artislarindan etkilenmedigi ve hatta yiiksek sicaklik degerlerinde diisiik sicaklik
degerlerine kiyasla daha kararli oldugu bilinmektedir. Dizge ve arkadaslari beyaz ciiriikgiil
funguslarin atiksu aritiminda kullanim potansiyellerini aragtirmislardir [14]. Buna gore; aritimin
25-30 °C sicakliklarda gergeklesmesi ozellikle sicakligin yiiksek oldugu yerlerde biiyiik bir
avantaj saglayabilir. Diger yandan sicaklik artis1 ile elde edilen yiiksek serbest klor miktari lakkaz
enziminin stabilitesindeki artig ile agiklanabilir [15].

400 4 T 4
+ 39
350 - '
+ 3.8
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Sekil 5. Lakkaz enzimiyle 2-klorofenolden klor uzaklastirmasinda sicakligin etkisi. (Calisma
kosullari: pH 4; baslangi¢ substrat konsantrasyonu 150 uM; enzim miktar1 4 ml; siire 15 dk).

Murugesan ve arkadaglar1 redoks araci molekiillerini kullanarak lakkazin triklosanin
transformasyonunu ¢alismislar ve %56.5 TCS uzaklastirilmasin1 24 saatte gergeklestirilmistir.
Zhao ve arkadaglar1 toprakta kontaminant olan diklorodifeniltrikoroetani uzaklastirmak amaci ile
bir beyaz ¢iiriik¢iil fungustan elde edilen lakkazi kullanmis ve degrade edebilmislerdir. Yin ve
arkadaglar1 lakkaz katalizini ve fotokataliz prosediirlerini birlikte kullanarak pentaklorofenol ve
2,4-diklorofenolii pargalamiglardir [16-18].

Optimizasyon g¢alismalarin sirasinda ¢alismada kullanilan klorofenolik bilesigin lakkaz
enzimi ile deklorinasyon siirecinde ortamda bulunan ¢6ziinmiis oksijen miktarindaki degisim de
takip edilmistir. Deklorinasyon arttik¢a oksijenin tiiketildigi de gézlemlenmistir. Burada oksijen
tilketiminin az oldugu disiiniilebilir. Ancak inkiibasyon siirelerinin kisa olmast bu durumu
aciklayabilmektedir. Kontrol gruplarinda yapilan o6lglimlerde ¢6ziinmiis oksijen miktarinda
herhangi bir degisim gdzlenmemistir. Enzim kaynagi olarak lakkaz aktivitesi yiiksek kiiltiir
stipernatanti  kullanmilmigtir.  Bilindigi tizere lakkaz enzimi ortamdaki oksijene gereksinim
duymaktadir. Caligmada enzim kaynagi olarak kiiltiir sivisi kullanilmistir. Bu nedenle kiiltiir
stvisinda bulunabilecek olasi bir peroksidaz aktivitesinin deklorinasyon siirecinde etkili olma
ihtimali g6z Oniinde bulundurulmustur. Bu nedenle, kiiltiir sivisinda bulunabilecek peroksidaz
grubu bir enzimin de deklorinasyonda rol oynayip oynamadiginin anlagilabilmesi i¢in reaksiyon
ortamina katalaz ilavesi yapilmistir. Béylece ortamda bulunabilecek olast H,O,’inde ortamdan
uzaklastirllmas1 ve dolayis: ile peroksidaz aktivitesinin engellenmesi saglanmustir.  Yapilan
calismalar sonucunda katalaz ilave edilmeyen deney grubundan farkl: bir sonuca ulagilmamistir.
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Dolayisi ile elde edilen veriler klor uzaklastirilmasinda baglica lakkazin sorumlu oldugunu
gostermektedir.

Calismanin temel hedefi deklorinasyonu gerceklestirilen klorofenolik bilesigin ayni
zamanda toksisitesindeki olasi degisikligin belirlenmesidir. Bu nedenle elde edilen optimum
degerlerde yapilan deklorinasyon ¢alismalarinin sonucunda deklorinasyon 6ncesi ve sonrasinda
toksisite tayinleri Microtox cihazi ile yapilmistir. 2-klorofenol bilesiginin 5. ve 15. dakikadaki
ECs, degerlerinde toksisitesinde bir artig gorilmiistiir (Cizelge 1).

Deklorinasyon siirecinin dogal bir sonucu olarak reaksiyon ortaminda serbest klor
miktar1 artmaktadir. Reaksiyon ortaminda klor konsantrasyonunun artis1 da toksik bir &zellik
katabilir. Bu nedenle toksisite tayini g¢alismalarinda olusan serbest klorun toksik etkisini
engellemek i¢in ortama sodyum tiyosiilfat ilave edilmistir. Toksisite dlgiimlerinde ortamda klor
bilesiklerinin bulunmasi test organizmasi olan Vibrio fischeri igin de toksik bir etki
gostermektedir. V. fischeri klora olduk¢a hassas bir organizmadir. Klorofenolik bilesiklerin
deklorinasyon c¢aligsmasindan sonra toksisitelerinde arti olmast ise olugan yikim {iriinlerinin
baslangi¢ bilesigine kiyasla daha toksik bilesenler olarak reaksiyon ortaminda bulundugunu
gostermektedir [19].

Cizelge 1. 2-CP'nin ECx toksisite degeri. (a) enzimatik deklorinasyondan once (b) enzimatik
deklorinasyondan sonra

5. dakikadaki ECs 15. dakikadaki ECs
Deklorinasyon Deklorinasyon Deklorinasyon Deklorinasyon
oncesi sonrasi oncesi sonrasi
2-CP %55 %36 %90 %61

Yapilan toksisite analizlerinde klor uzaklastirildiktan sonra ortamda kalan bilesigin
baslangictakine kiyasla daha toksik bir duruma geldigi goriilmiistiir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak,
daha ileri bir yikim siirecinin gelistirilmesi geregi ortaya ¢ikmustir.

Klor uzaklastirildiktan sonra 2-CP’nin kimyasal yapisindaki degisiklikler FTIR
analizleri ile belirlenmistir (Sekil 6).

Fenollerde serbest O-H gerilmesi 3600 cm™ ‘de keskin bir bant olarak goriiliir.
Molekiilde hidrojen bagi varsa O-H gerilmesi 3100-3500 cm™ arasinda genis bir bant olarak
gdzlenir [20]. 2-CP molekiiliinde 3506 cm™de O-H gerilmesi gozlenmis olup bu deger molekiilde
molekiil i¢i hidrojen bag1 oldugunu gosterir. Aromatik C-H gerilme titresimleri 3000-2900 cm™
de goriiliirken 2-CP igin bu gerilmeler 3077, 3040 ve 2955 cm™de gdzlenmistir. Benzenin
dejenere C-C gerilme modlar1 1365-1650 cm™ bolgesinde gdzlenir. 2-CP molekiiliinde 1594 cm’
bde C=C gerilme modu, 1452, 1480 ve 1586 cm™de C-C gerilme modu gdzlenmistir. Bu
titresimler fenollerde diizlem ici O-H egilme moduyla ¢iftlenmesinden dolay: yiiksek frekans
bolgelerine kayar. Fenollerde, C-O gerilme titresimleri 1000-1350 cm™ arasinda  siddetli bir
bant verir ve C=C gerilme titresimleri ile karisik modlar olarak gozlenir [21]. 2-CP igin 1340
cm™*de siddetli C-O gerilme titresimleri gézlenmistir. C-Cl gerilme titresimi 800 cm™ civarinda
goriiliirken, 2-CP molekiilii i¢in bu bant 833 cm™de gbzlenmistir. Fenoliin O-H diizlem igi
egilme titresimi 1150-1250 cm™*deki bolgede goriilir ve diizlem disi egilme ve gerilme
frekanslar1 farkli olarak molekiil i¢i hidrojen bagindan etkilenmezler. O-H diizlem dis1 egilme
titresimleri 517-710 cm™deki bolgede goriiliir. Hem molekiiller arast hem de molekiil igi
etkilesim oldugundan frekanslar serbest O-H’dan daha yiiksek frekans degerlerine kayar.
Siibstituentli benzende diizlem i¢i C-H egilme titresimler 1000-1300 cm™ de gozlenirken diizlem
dist C-H egilme titresimleri 600-1000 cm™ de gézlenir [22]. 2-CP molekiiliinde 1057 ve 1029 cm’
Yde diizlem ici C-H egilme titresimler gozlenirken 679 ve 748 cm™de diizlem disi C-H egilme
titresimleri gozlenmistir.

Etanol ¢oziiciistiniin polar protik ¢oziicii olmasindan dolayr hem molekiil i¢ci hem de
molekiiller arasi etkilesimlere bagl olarak bant genisligi artar. Etanol’de 3350 cm™de O-H
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gerilme titresimi gézlenirken, aromatik C-H gerilme titresimleri 2975, 2929 ve 2887 cm™de
gozlenmistir. Halka i¢i C=C gerilme titresimi; 1655 cem P de gozlenirken 1452, 1425 ve 1381
cm¥de C-C gerilme titresimi gozlenmistir. C-O gerilme titresimleri 1331 emde gozlenmistir.
C-Cl gerilme titregimi 881 emde gbzlenmistir.

2-CP molekiiliiniin etanoldeki FT-IR spektrumunda 670 cm™’de gézlenen yayvan pik
molekiil ile etanol arasinda yiik transferi ve elektrostatik etkilesmeler oldugunu goéstermektedir.
Klor atomunun elektronegatif olma ozelligi etkilesme siddetini arttirmaktadir. Lakkaz enzimi ile
bozunan molekiilin FT-IR spektrumunda 696 cm™’de gozlenen daha genis ve daha yayvan pik
molekiil ile ¢dziicii arasinda meydana gelen daha siddetli yiik transferlerini ve elektrostatik
etkilesmeleri gosterir. Bu durumda molekiilde bozunmalar meydana gelir ve Cl atomu
molekiilden ayrilir.

Bu caligmada elde edilen veriler degerlendirildiginde, belirlenen optimum kosullarda,
Trametes versicolor’dan elde edilen yiiksek aktiviteli lakkaz enzimi ile 2-klorofenol’den klor
uzaklagtirilabildigi ortaya konulmustur. Yapilan FT-IR analizleri ile klor uzaklastirmadan 6nceki
ve klor uzaklastirildiktan sonra 2-klorofenoliin yapisindaki degisimler incelenerek deklorinasyon
takip edilmeye c¢alisilmigtir. IR titresim spektrumu incelendiginde 2-klorofenol molekiiliiniin
lakkaz enziminde bozunduktan sonra Cl atomunun ayrildifi sonucuna varilmustir. Yapilan
toksisite analizlerinde klor uzaklastirildiktan sonra ortamda kalan bilesigin baslangictakine
kiyasla daha toksik bir duruma geldigi goriilmiistiir. Deklorinasyon ile sadece klor atomu ayrilmig
ve bilesik daha kolay yikilabilir bir form haline gelmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak, daha ileri
bir yikim siirecinin gelistirilmesi geregi ortaya ¢ikmustir.
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Sekil 6. 2-CP’nin FTIR spektrumu (a) Etanol ¢oziiclisiinde 2-CP’nin spektrumu (b) Lakkazla
deklorinasyondan sonra 2-CP’nin spektrumu
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