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OZET

PAMUKLU KUMASLARIN ENZIMATIK RENKLENDIRILMESININ
GELISTIRILMESI VE EKONOMIK VE EKOLOJIK ACILARDAN REAKTIF
BOYAMA iLE KARSILASTIRILMASI

Biirhan BUGDAYCI

Tekstil Miihendisligi Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Riza ATAV

Son yillarda tekstilin diger alanlarinda oldugu gibi tekstil boyamaciligi alaninda da gevredostu
tiretim alternatifleri lizerinde yogun arastirmalar yapilmaktadir. Bu agidan onemli firsatlar
vadeden bir yaklasim c¢esitli renksiz baslangic maddeleri kullanilarak bunlarin lakkaz ile
enzimatik reaksiyon sonucu boya molekiiliine déniistiiriilmesi ve miiteakip veya eszamanl
olarak liflerin boyanmasidir. Bu tez kapsaminda 6ncelikle baslangi¢ maddesi olarak fenol, amin
ve bunlarin karisimi kullanilarak enzimatik boya sentezine iliskin reaksiyon mekanizmasi ve
elde edilen boyalarin kimyasal yapilart Foruier Doniisiimlii Kizil Otesi Spekstroskopisi ve
Niikleer Manyetik Rezonans Spekstroskopisi analizleri ile detayli olarak aydinlatilmistir.
Ardindan lakkaz ile enzimatik renklendirmede ultrason teknolojisi kullaniminin ve enzim
orijininin etkisi incelenerek literatiirde daha onceki calismalarda elde edilmis olan sonuglar
gelistirilmeye caligilmistir. Bunun 6tesinde pamugun kendi dogasinda bulunan renk veren
pigmentlerin veya bitkilerden ekstrakte edilen dogal baslangic maddelerinin enzimatik
renklendirmede kullanim olanaklar arastirilmistir. Son olarak, enzimatik boyamalarin teknik
(renk tekrarlanabilirligi; yikama, siirtme, 151k ile ter haslig1 degerleri ve UV koruma faktorii),
ekonomik (bir kg kumagin boyanmasi i¢in gerekli kimyasal, enerji ve su tiiketimi) ve ekolojik
(atik suyun pH’1, kimyasal oksijen ihtiyaci, biyolojik oksijen ihtiyaci, toplam ¢dziinmiis kat1
madde miktari, toplam Kjeldahl azotu ve kloriir igerigi) agilardan giiniimiiz pamuk
boyamaciliginda en fazla kullanilan yontem olan reaktif boyama ile karsilastirilmasi ve

optimum regetelerin endiistriyel 6l¢ekli tiretim kosullarinda denenmesi gerceklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pamuk, Enzimatik Boyama, Lakkaz, Ekonomi, Ekoloji



ABSTRACT

ENCHANCEMENT OF ENZYMATIC COLORING OF COTTON FABRICS AND ITS
COMPARISON WITH REACTIVE DYEING FROM ECONOMICAL AND
ECOLOGICAL PERSPECTIVES

Biirhan BUGDAYCI

Department of Textile Engineering
MSec. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Riza ATAV

In recent years, intensive researches are carried out on environmentally friendly production
alternatives in the field of textile dyeing as in other fields of textile. An approach that offers
significant opportunities in this respect is the conversion of various colorless precursors into
dye molecules by enzymatic reaction with laccase and subsequent or simultaneous dyeing of
the fibers. In this thesis, first of all, the reaction mechanism of enzymatic dye synthesis by using
phenol, amine and their mixture as precursor and the chemical structures of the dyes obtained
were elucidated in detail by Foruier Transform Infrared Spectroscopy and Nuclear Magnetic
Resonance Spectroscopy analyzes. Then, the effect of using ultrasound technology and enzyme
origin in enzymatic coloring with laccase was examined and the results obtained in previous
studies in the literature were tried to be improved. Beyond that, the possibilities of using the
pigments in the nature of cotton or natural precursors extracted from plants in enzymatic
coloring have been investigated. Finally, the comparison of enzymatic dyeing with reactive
dyeing, which is the most widely used method in cotton dyeing in terms of technical (color
reproducebality; washing, rubbing, light and perspiration fastness values and UV protection
factor), economical (chemical, energy and water consumption required for dyeing one kg of
fabric) and ecological (pH, chemical oxygen demand, biological oxygen demand, total
dissolved solids content, total Kjeldahl nitrogen and chloride content of wastewater) aspects,

and testing of optimum recipes under industrial scale production conditions were carried out.

Keywords: Cotton, Enzymatic Dyeing, Laccase, Economy, Ecology
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1. GIRIS

Renk hem estetik hem de sosyal nedenlerden dolay1 insanlig1 her zaman biiyiilemistir.
Bu nedenle, boyalar ve pigmentler tarih boyunca en Onemli ticari mallar olmustur.
Renklendirme i¢in boyalarin kullanimi, 5000 yildan daha uzun bir tarih 6ncesi doneme kadar
dayanmaktadir (Mondal, Purkait ve De, 2018). Eski insanlar renklendirme i¢in kendi
cevrelerinden kolayca elde edilebildikleri bitkisel, mineral ve hayvansal kaynakli boyalar1
kullanmiglardir (Vankar, 2017). Ancak, 1856'da sentetik boyalarin kesfinden sonra, tekstil
tirtinlerini renklendirmek i¢in dogal boyalarin kullanimi hizla azalmistir (Cristea ve Vilarem,
2006). Renklendirme amaciyla bitkisel boyalarin uygulanmasi daha ¢evre dostu bir yaklagim
olarak goriilebilse de, boyarmadde gruplari, renklendirme 6zellikleri (renk tonu, haslik vb.),
boyama teknikleri ve fiksaj ozellikleri agisindan bazi sinirlamalar bulunmaktadir (Réisénen,
2009). Bununla birlikte, diisiik ila orta maliyetlerde iyi haslik 6zelliklerine sahip olmalar1 ve
genis renk yelpazeleri sentetik boyalarin, dogal boyalarin yerine tercih edilmelerindeki ana
neden olmustur (Zarkogianni ve ark., 2010). Buna ragmen, tekstilde sentetik boyalarin
kullanilmasi, oldukga kirli atik sularin olugmasina neden olmaktadir. Bu boyalarin karmagik
yapilar1 onlar1 zor ayrisabilen bir hale getirerek ciddi ¢evresel sorunlara yol agmaktadir. Ek
olarak, cogu sentetik boyanin toksik, mutajenik ve kanserojen oldugu kabul edilmektedir (Gioia

ve ark., 2014).

Kiiresel dlgekte yillik olarak hazirlanan 40 milyar pound pamuklu iiriin géz Oniine
alindiginda, hazirlik siirecinin (6n terbiye, boyama, bitim islemleri) ¢evreye salinan zararh
kimyasallarin baslica kaynagi oldugu anlasilmaktadir (Roy Choudhury, 2011). Bu atiklar tipik
olarak yiiksek oranda renklilik, genellikle alkali pH, daha yiiksek miktarlarda biyolojik oksijen
ihtiyac1 (BOI) ile kimyasal oksijen ihtiyac1 (KOI) ve askida kati maddeler, boyalar, asitler,
bazlar, tuzlar, ylizey aktif maddeler, klorlu bilesikler, yiikseltgen ve indirgen maddeler gibi
cesitli toksik kirleticiler igermektedir. En sorunlu boyalar, parlak renkli ve suda ¢6ziiniir olan
reaktif ve asit boyalardir. Bunlar konvansiyonel yontemler kullanilarak ortamdan
uzaklastirilamazlar (Kumar ve Saravanan, 2017). Ayrica reaktif boyalar su kirliliginin yani sira
solunum sikintisina neden olmaktadirlar. 1985 yilinda reaktif boyarmadde tozlarina maruz
kalan boyahane sorumlulari, operatorler, boyarmadde depo ¢alisanlari, boya mutfakg¢ilar1 ve
laboratuvar personeli gibi 414 c¢alisanin katildig1 bir arastirmada, 21 kiside alerjik
reaksiyonlarin oldugu, bir veya daha fazla reaktif boya kaynakli olusan astim tespit edilmistir
(Gregory, 2007). Tim bunlar boyamacilari, boyarmaddelerin kimyasal sentezine ve

renklendirme proseslerine c¢evresel olarak kabul edilebilir alternatifler bulma arayisina
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yonlendirmistir (Fu ve ark., 2012). Kimyasallarin sentezinde biyoteknolojinin uygulanmasi,
geleneksel sentetik proseslerin ¢evresel ayak izini azaltmay1 amaglamaktadir. Boyarmaddelerin
bliyiik kiiresel tiretimleri ve sentezlerindeki zorlu g¢alisma kosullar1 dikkate alindiginda,
bunlarin liretimlerinde ¢evreci katalitik alternatifler gerekmektedir. Bu nedenle son yillarda,
boyarmadde sentezi i¢in enzimler gibi giivenli oksidanlar, en az ¢evresel etkiye sahip biyo-bazli
alternatifler olarak genis ¢apta arastirilmaktadir. Bu baglamda, lakkazlarla enzimatik prosesler
umut verici ufuklar agmaktadir (Pezzella ve ark., 2016). Cesitli renksiz baslangic maddeleri
(amin ve/veya fenol bilesikleri) kullanilarak bunlarin lakkaz ile enzimatik reaksiyon sonucu
boya molekiiliine doniistiiriilmesi ve miiteakip veya eszamanli olarak liflerin boyanmasi heniiz
olduk¢a yeni bir konudur ve literatiirdeki ¢aligsmalar oldukga sinirlidir. Pamugun enzimatik
renklendirilmesi ile ilgili olarak en kapsamli ¢alisma daha once Bozkurt (2019) tarafindan
yapilan yiiksek lisans tezidir. S6z konusu calismada ¢ok ¢esitli amin ve fenol bilesikleri ile
bunlarm ikili kombinasyonlariin kullanilmasi durumunda pamuklu kumaslar iizerinde lakkaz
ile enzimatik renklendirme yoluyla elde edilecebilecek renkler ile renk ve hashik 6zellikleri
acisindan optimum sonuglar1 veren baslangic maddeleri belirlenmisti. Ayrica optimum sonug
veren sar1, kirmizi, lila ve kahverengi boyalarin yapisal analizleri spektrofotometrik (UV-vis)
ve kromotografik (HPLC) yontemler kullanilarak gerceklestirilmisti. Ancak yeni bir boyama
teknolojisinin tekstil boyamaciligi alaninda uygulanabilir olmasi i¢in ekonomikligi ve
verimliligi kritik Oneme sahiptir. Bu nedenle, boyama sonucunda elde edilen verim
ozelliklerinin iyilestirilmesi ve bu yeni boyama yonteminin konvansiyonel boyamaya gore
teknik, ekonomik ve ekolojik agilardan avantaj-dezavantajlarinin ortaya koyulmasi i¢in yeni bir

calismaya ihtiya¢ duyulmustur.

Bu ytiksek lisans tezi kapsaminda oncelikle sar1, kirmizi, lila ve kahverengi renk veren
boyalarin enzimatik sentezine iliskin reaksiyon mekanizmasi1 ve kimyasal yapilart Foruier
Déniisiimlii Kizil Otesi Spekstroskopisi ve Niikleer Manyetik Rezonans Spekstroskopisi
analizleri ile detayli olarak aydinlatilmistir. Ardindan lakkaz ile enzimatik renklendirmede
ultrason teknolojisi kullaniminin ve enzim orijininin etkisi incelenerek daha Onceki
caligmalarda elde edilmis olan sonuglar verim ve haslik 6zellikleri agisindan gelistirilmeye
calisilmistir. Bunun 6tesinde pamugun kendi dogasinda bulunan renk veren pigmentlerin veya
bitkilerden ekstrakte edilen dogal baslangic maddelerinin enzimatik renklendirmede kullanim
olanaklar1 arastirilmigtir. Son olarak, enzimatik boyamalarin teknik (renk tekrarlanabilirligi;
yikama, siirtme, 151k ile ter haslig1 degerleri ve UV koruma faktorii), ekonomik (bir kg kumasin

boyanmasi i¢in gerekli kimyasal, enerji ve su tiiketimi) ve ekolojik (atik suyun pH’1, kimyasal



oksijen ihtiyaci, biyolojik oksijen ihtiyaci, toplam ¢oziinmiis kat1 madde miktari, toplam
Kjeldahl azotu ve klortir igerigi) agilardan gliniimiiz pamuk boyamaciliginda en fazla kullanilan
yontem olan reaktif boyama ile karsilastirilmasi ve optimum regetelerin endiistriyel olgekli

iiretim kosullarinda denenmesi gergeklestirilmistir.



2. LITERATUR OZETI
2.1 Enzimler Hakkinda Genel Bilgi

Enzimler, yasayan sistemlerde metabolizmay1 olusturan neredeyse tiim biyokimyasal
reaksiyonlara aracilik eden biyolojik katalizorlerdir. Kendileri herhangi bir kalic1 kimyasal
degisime ugramadan kimyasal reaksiyon hizimi artirmaktadirlar. "Enzim" terimi ilk olarak
Kiihne tarafindan 1878'de kullanilmistir ve Yunanca "i¢inde (en) ve maya (zumé¢)" anlamlarina
gelen kelimelerin birlesimi olan "enzumé" kelimesinden gelmektedir. Bilinen tiim enzimler
proteinlerden olusmaktadir. Bu nedenle, bir veya daha fazla polipeptit zincirinden
olugmaktadirlar ve proteinlere 6zgii 6zellikler gostermektedirler. Bazi enzimler, katalizor
olarak islev gérmek i¢in kofaktdrler olarak bilinen kii¢iik protein olmayan molekiillere ihtiyag
duymaktadirlar. Enzimlerin temel olarak katalizledigi reaksiyon, bir enzimi diger enzimlerden
ayirt etmedeki belirleyici 6zellik oldugu i¢in, enzimler buna gore siniflandirilmakta ve
isimlendirilmektedir (Jenkins, 2003). Uluslararas1 Biyokimya Birligi Enzim Komisyonu (The
Enzyme Commission of the International Union of Biochemistry) (EC) 1961°de enzimlerin
siiflandirilmasi ve katalizledigi reaksiyona dayali olarak bunlara kod numaralari verilmesi igin
rasyonel bir sistem tasarlamistir. On eki EC olan kod numaralari artik yaygin olarak
kullanilmaktadir ve noktalarla ayrilmis dort 6ge icermektedir (Jenkins, 2003). Cizelge 2.1°de

EC sistemine gore 6 enzim sinifi verilmektedir.

Cizelge 2.1. Uluslararas1 Biyokimya Birligi Enzim Komisyonu’na gore enzimlerin siniflandirilmasi ve etkileri

(Mojsov, 2011; Ozgen, 2018)

Enzim Simifi Etkisi

ECI Oksidorediiktazlar  Yiikseltgeme/indirgeme reaksiyonlarini katalize ederler.

EC2 Transferazlar Fonksiyonel bir grup (amino, metil, fosfat vb.) aktarirlar.

EC3 Hidrolazlar Cesitli baglarin hidrolizini katalize ederler.

EC4 Liyazlar Cesitli baglar1 hidroliz ve oksidasyon olmadan yani eleminasyon ile parcalarlar.
ECS izomerazlar Tek bir molekiil icindeki geometrik ya da yapisal yeniden diizenlemeyi katalizlerler.
EC6 Ligazlar iki molekiilii kovalent baglarla birbirine baglayarak sentez gergeklestirirler.




EC kodunda ilk numara enzimin alt1 ana siniftan hangisine ait oldugunu, katalize ettigi
reaksiyonun smifini belirtmektedir. Ikinci numara etki ettigi kimyasal yapiy1 ve fonksiyonel
grubu; tiglincii numara ise akseptorii belirlemektedir. Dordiincli numara ise enzimin ait oldugu

en alt siiftaki sira numarasini ifade etmektedir ve karakteristiktir (Ozgen, 2018).

2.2 Lakkaz Enzimleri

2.2.1 Lakkaz Enzimlerinin Tarihcesi

Lakkazin varligr ilk olarak, Yoshida tarafindan 1883’te Japon lak agacinin (Rhus
vernicifera) "Urushi" olarak bilinen siitlii salgist olan ve iyi bilinen Japon cila verniginin
hammaddesinden kesfedilmistir (Yoshida, 1883). Antoine Lavoisier (1743-1794) ilk oksidaz
arastirmacisi olarak kabul edilebilir, ¢iinkii 1789'da "solunum, yanan bir lamba veya mumda
meydana gelene tamamen benzeyen karbon ve hidrojenin yavas bir sekilde yanmasindan bagka
bir sey degildir" demistir (Malmstrom, 1997). Bu fikir, 19. yiizyilin baslarinda, birkag
aragtirmacinin hayvan ve bitki dokularinin oksijen tiikettigini ve karbondioksit saldigini
gostermesiyle desteklenmistir. 1836'da Rim Jacob Berzelius (1779-1848), canli sistemlerdeki
kimyasal reaksiyonlarin dogada katalitik oldugunu 6ne siirdii ve bu fikir Mauritz Traube (1826-
1894) tarafindan biyolojik oksidasyonlara uygulanmistir. 1858'de baslayan bir donemde
solunumla ilgili aragtirmalarin1 Oxidationsfermente (1874) monografinda 6zetlemistir. Bunda,
biyolojik oksidasyonun hiicre i¢i enzimler, yani giiniimiizde oksidazlar olarak adlandirdigimiz
enzimler tarafindan molekiiler oksijenin aktivasyonunu igerdigi goriigiinii ifade etmistir

(Malmstréom, 1997).

Traube'nin konsepti, Japonya'da Hikorukoro Yoshida'nin (1859-1928) ve Fransa'da
Gabriel Bertrand'n (1867-1962) Dogu lak agaclarinda lateksin koyulastirilmasi ve
sertlestirilmesinde rol oynayan enzimler {izerindeki caligmalariyla giicli bir sekilde
desteklenmistir. Renk degisiminin iki fenolik maddenin, urushiol ve lakkoliin oksidasyonundan
kaynaklandigii gostermislerdir. Ozellikle Bertrand, 1894-1897 déneminde aga¢ lakkazi ve
mantarlardan elde edilen lakkaz iizerinde dikkate deger bir dizi aragtirma yapmistir. Ayrica
1895-1896'da tirozinaz1 kesfetmistir. Bu calismalar sirasinda molekiiler oksijeni aktive eden
enzimler i¢in oksidaz terimini kullanmistir. Ek olarak, ilk kez bir metalin bir enzimin ayrilmaz
bir pargasini olusturdugunu 6ne stirmiistiir. Metali Mn olarak tanimladi, ancak neredeyse yarim
yiizyll sonra Keilin ve Mann, hem lakkaz hem de tirozinazin Bakir (Cu) iceren enzimle

oldugunu gostermistir (Malmstrom, 1997).



Sekil 2.1. G. Bertrand'in Paris'teki College de France'da saklanan lakkaz 6rnekleri (Malmstrom, 1997)
2.2.2 Lakkazlarin Yapisi ve Ozellikleri

Lakkazlar (EC 1.10.3.2), ¢ok cesitli inorganik ve organik maddelerin oksidasyonunu
katalize eden ¢ok sayida bakir iceren oksidazlardir (Tzanov et al., 2003). Yoshida (1883) 1883
yilinda Japon lak agacinin (Rhus vernicifera) kabugundan disar1 akan 6zden ekstrakte ettigi
lakkaz ilk olarak tanimlamistir. Daha sonra Bertrand (1895) tarafindan, yapisinda metal igeren
bir oksidaz olarak nitelendirilmistir. Bu durum, lakkazi simdiye kadar tanimlanan en eski
enzimlerden biri yapmaktadir. Lakkazlar boceklerde ve bakterilerde de tespit edilmistir, ancak
tiim ahsap bilesenlerini parcalayabilen tek mikroorganizma olan aga¢ mantarlarinda 6zellikle

cokea bulunmaktadirlar (Couto ve Toca-Herrera, 2006).

Lakkaz, hidrojen peroksit iiretmeden indirgeyici substratin bir elektron oksidasyonu ile
molekiiler oksijenin suya indirgenmesini katalize etmektedir. Lakkazlar tercihen fenolik
bilesikler ilizerinde etki gosterseler de, substrat spektrumlari ¢ok genistir ve oksitlenen
substratlarin arali§i bir lakkazdan digerine farklilik gostermektedir. Bu durum, lakkazin
aktivitesinin kesin olarak tanimlanmasini karmasik bir hale getirmektedir. Lakkazlar, o- ve p-
difenolleri, aminofenolleri, metoksi ile siibstitliye edilmis fenolleri, benzentiyolleri,
polifenolleri, poliaminleri, hidroksiindolleri, bazi1 aril diaminleri ve 6nemli bir dizi bagka

bilesigi doniistiirebilmektedirler (Alcalde, 2007). Selik 2.2°de lakkazin yapis1 verilmektedir.



Sekil 2.2. Lakkaz; A: Kuprodoksin, B: Lakkazin Yapisi, C: Bakir Tipleri (Sherif, 2015)

Lakkazlar dimerik veya tetramerik glikoproteinlerdir ve her enzim molekiiliiniin veya
fonksiyonel birimin aktif bolgesinde koordine olmak i¢in {i¢ redoks bolgesi T1 (mavi bakir
merkez), T2 ve T3 Cu ¢iftine bagli monomer basina dort bakir atomu icermektedir. Bakir
atomlar1, karakteristik elektronik paramanyetik rezonans (EPR) sinyalleriyle birbirlerinden
farklidirlar. T1 bakir alaninda, substrat oksitlenir ve 610 nm civarinda yogun bir elektronik
absorbans gostermektedir. Renksiz T2 bakir bolgesi, goriiniir spektrumda higbir absorpsiyon
gostermez, ancak EPR ile tespit edilebilir. Diger ikisi, 330 nm'de zayif bir UV emilimi ile T3
bolgesinde diamanyetik spin-bagli bakir-bakir ¢iftine aittir. T2 ve T3 bakir atomlari, oksijenin
baglanmasindan ve suya indirgenmesinden sorumlu {i¢ ¢ekirdekli bir bolge olusturmak i¢in
kiimelemistir (Sekil 2.3). Lakkazlarin redoks potansiyeli, bakir merkezlerin yapisina ve
ozelliklerine baglidir. Genel olarak, Basidiomycetes kaynakli lakkazlar (6zellikle beyaz
clirtiklik mantarlar1) yliksek bir redoks potansiyeline sahipken, bakteri ve bitkilerden elde
edilen lakkazlar diisiik bir redoks potansiyeline sahiptir. Onceki ¢alismalar, bazi indirgeme
substratlar1 icin lakkazlarin katalitik verimliliginin dogrusal olarak T1 bakirinin redoks
potansiyeline bagli oldugunu gostermistir, bu da T1 bdlgesinin redoks potansiyeli ne kadar
yiiksekse, lakkazin katalitik veriminin o kadar yiiksek oldugunu gostermektedir (Fu ve ark.,
2012).



Sekil 2.3. Lakkazin bakir atomu merkezleri (Fu ve ark., 2012)

Lakkazlar, dort elektronlu bir transfer slirecinde nihai yan {irlin olarak oksijenin suya
indirgenmesi ile birlikte monoelektronik oksidasyonu katalize edebilmektedirler. Lakkaz
katalizinin mekanizmasi, bir substrati oksitleyerek bakir T1'in indirgenmesini, bakir T1'den
bakir T2 ve T3 ii¢ ¢ekirdekli kiimeye farkli bakir tiirleri arasinda dahili elektron transferini ve
T2 ve T3 bakirda oksijenin suya indirgenmesini igermektedir. Bu tiir oksidasyon, kendiliginden
yeniden diizenlenebilen ve alkil yan zincirlerinin C-C veya C-O baglarinin daha fazla
boliinmesine veya aromatik halkalarin boliinmesine neden olarak depolimerizasyon, yeniden
polimerizasyon, demetilasyon veya kinon olusumuyla sonuglanabilen radikallerin olugmasina
yol agmaktadir. Bu nedenle, lakkazlarin ana islevleri kisaca monomerlerin ¢apraz baglanmasi,
polimerlerin bozunmasi ve aromatik bilesiklerin halka boliinmesi olarak gosterilmistir (Fu ve

ark., 2012).

Lakkaz katalizinin {i¢ ana adim igerdigine inanilmaktadir:

1. Substratin Tip 1 Cu indirgenmesi

2. Tip 1 Cu'dan tip 2 ve tip 3 Cu triniikleer kiimeye dahili elektron transferi.

3. Tip 2 ve tip 3 Cu'da O2’nin suya indirgenmesi (Gianfreda, Xu ve Bollag, 1999).
Sekil 2.4°te lakkazin oksidasyon dongiisii verilmektedir.
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Sekil 2.4. Lakkazsin katalitik dongiisii (Polak ve Jarosz-Wilkolazka, 2012)

Lakkazlar tarafindan alinan elektronlar bir dongii sonunda, su olusturmak tlizere oksijene
aktarilmakta ve bdylece oksijen dort elektron alarak suya indirgenmektedir (O2 +4H" + 4¢” >
2H0) (Tzanov ve ark., 2003). Substratlarin lakkazlarla oksidasyonu, uygun kosullar altinda,
yardimci substrat olarak oksijenin kullanilmasiyla ve yan iiriin olarak suyun iiretilmesiyle
gerceklesmektedir. Ozellikle mantar kaynakli lakkazlar, T1 bakirlarinin yiiksek redoks
potansiyeli nedeniyle bakteriyel kaynakli lakkazlara kiyasla daha genis skaladaki substratlari
oksitleyebilmektedir (Pezzella ve ark., 2016).

Lakkazlar tek baslarmma nispeten diisiik redoks potansiyeline (450-800 mV) sahip
oldugundan, baslangigta lakkazlarin sadece fenolik substratlart  oksitleyebilecegi
diistiniilmiistiir. Ancak medyatdrlerin varliginda lakkazlarin etki edebilecegi substrat ¢esitliligi
artirllabilmektedir. Medyatorler, orijinal durumlarina donmeden oOnce daha karmasik
substratlar1 oksitleyebilen, ¢ok kararsiz ve reaktif katyonik radikaller ireten, lakkazlar
tarafindan kolayca oksitlenebilen diigiik molekiil agirlikli bilesiklerdir (Tzanov ve ark., 2003).
Ornegin, lignin biyodegradasyonunda lakkazin rolii fenolik par¢aciklarla sinirlidir. “Medyator”
denilen elektron tasiyici kiiciik molekiiller, bu tip tepkimelerde araci substratlar olarak rol alirlar
ve lakkazin dogrudan oksitleyemedigi biiylikk molekiillerin ve hatta fenolik olmayan
substratlarin bile oksidasyonuna olanak saglarlar. Lakkazin medyatdrleri okside etmesi sonucu
iirettigi yiiksek redoks potansiyelli aracilar fenolik olmayan bilesiklerin oksidasyonunu saglar.
Bu araci bilesikler, daha sonra baslangic formuna indirgenerek redoks dongiisiinii

tamamlanmaktadir (Sekil 2.5) (Tuncay, 2014).



2 Hzo‘\ /. Lakkaz ,, /Medyatﬁr(md, 4\ /»Substrat (%)
| \ |

Elektron akisi 3
. ' 4e

I * A
02/\ Lakkaz{,@d,J\.Medyatﬁr(ox)/\Substrat (red)

Sekil 2.5. Lakkaz-medyator sistemlerinin kataliz mekanizmasi (Tuncay, 2014)

Lakkazin yapay medyatorlerine ornek olarak 2,2’-Azino-di(3-etilbenzotiyazolin-6-
stilfonik asit) diamonyum tuzu (ABTS) yaninda, 3- hidroksiantranilik asit (HAA), N-
hidroksibenzotriazol (HBT), N-hidroksifitalimit (NHPI), violurik asit (VA), N-
hidroksiasetanilit (NHA), 4-hidroksil-3-nitrazo-1- naftalin-siilfonik asit (HNNS), 2,2,6,6-
tetrametilpiperidin-1-oksil (TEMPO) verilebilir (Sekil 2.6) (Tuncay, 2014).

COOH /@Eriiz =‘<sjij803,
NH, N—-N
S

=
OH
3-hidroksiantranilik asit 2-2’-azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonat)
HAA ABTS
QH
0=8=0
3 . Ll
N
Ly, O
OH OH
N-hidroksibenzotriazol N-hidroksiasetanilit 4-hidroksil-3-nitrazo-1-naftalin
HBT NHA -siilfonik asit, HNNS
O O
N
O N-OH >|\/Nj< M " “om
S & 0P N0
¥ H
N-hidroksifitalimit 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil Violurik asit
NHPI TEMPO VA

Sekil 2.6. Lakkazlarin yapay medyatorleri (Tuncay, 2014)

Medyatorler elektronlarin transferine aracilik ederek lakkazin daha yliksek redoks
potansiyellerine ulasmasini saglamaktadirlar (Gioia ve ark., 2014). Bu sayede lakkazlarin etki
edebilecegi substrat aralif1 ¢ok genislemektedir. Temel olarak, p-difenolle benzer 6zelliklere
sahip olan herhangi bir substrat, lakazlar tarafindan oksitlenebilmektedir. Bunun yani sira,
birka¢ mantar orjinli lakkaz tiirii, krezol gibi monofenolleri ve hatta bazilar1 askorbik asidi
oksitleyebilmektedir (Fu ve ark., 2012). Lakkazlar sadece substituent grup olarak metoksi grubu
iceren mono, orto ve paradifenollerin hidroksil grubundan bir hidrojen atomunun
uzaklastirilmasin1 katalizlemez, ayn1 zamanda aromatik aminler, syringaldazin ve fenolik
olmayan bilesikler gibi diger substratlari serbest radikaller olusturmak {izere oksitleyebilirler

(Tzanov ve ark., 2003).
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Lakkaz tarafindan katalizlenen reaksiyonlar, hepsinde de renkli iiriinlerin olustugu ii¢
gruba ayrilabilir:
-Basit fenolik bilesiklerin dogrudan oksidasyonu (A tipi reaksiyon),
- Fenolik ve fenolik olmayan substratlarin medyatorler varliginda oksidasyonu (B tipi
reaksiyon)
- Lakkazin etkisiyle olusan reaktif radikallerin kenetlenmesi (C tipi reaksiyon) (Polak ve Jarosz-

Wilkolazka, 2012).

2.2.3 Lakkazlarin etki mekanizmasi
2.2.3.1 Basit Fenolik Bilesiklerin Dogrudan Oksidasyonu (A tipi reaksiyon)

Birinci reaksiyon tipi, mono- ve difenoller gibi basit organik bilesiklerin ve bu
bilesiklerin amino-, karboksi-, metoksi- ve siilfonat fonksiyonel gruplarini igeren tiirevlerinin
oksidasyonudur. Lakkaz enzimi ile substratlarin dogrudan oksidasyonunun mekanizmasi,
fenolik substratin hidroksil grubunun protonunun yapidan ayrilarak fenoksi radikali olugturmasi
tizerinden (A tipi reaksiyon; Sekil 2.7) gergeklesmektedir. Bu radikal ¢ok kararsiz bir yapida
olup enzimatik olarak kinon tiirevlerine yiikseltgenebilir ya da homomolekiiler polimerler
tiretmek icin kendi basina enzimatik olmayan molekiiller aras1 niikleofilik etkilesime girebilir
(Sekil 2.10) ki bu durumda kenetlenme reaksiyonu (C tipi reaksiyon) gerceklesmis olur. Daha
uzun reaksiyon siirelerinde calisildiginda ise lakkaz-medyator sistemli oksidasyon islemleri
sirasinda ortaya ¢ikan tiim Uriinler dimerler, oligomerler veya polimerlerdir. Bu durumda A tipi
reaksiyon, C tipi reaksiyonun sadece ilk adimi1 olmaktadir. Lakkaz ile substratlarin dogrudan
oksidasyonu, kenetlenme reaksiyonu olmadan oksidatif doniisiimii, yani diisiik molekiil
agirlikli driinlerle sonuglanan oksidatif pargalanma ve ¢esitli substratlarin  oksidatif

dekarboksilasyonunu igcermektedir (Polak ve Jarosz-Wilkolazka, 2012).

OH o 0
OH o’ 0
Lakkaz + O,
R . -

Sekil 2.7. Fenolik substratlarin dogrudan oksidasyonunun (A tipi reaksiyon) bir 6rnegi olarak katekoliin lakkaz ile

o-benzokinona doniisiimii (Polak ve Jarosz-Wilkolazka, 2012)
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2.2.3.2 Fenolik ve Fenolik Olmayan Substratlarin Medyator Varh@inda Oksidasyonu (B

tipi reaksiyon)

Aromatik tlirevlerin oksidasyon mekanizmasi biiyiik dl¢iide, substratlarin indirgenme
potansiyeline, lakkaz aktif merkezinin (T1 bakir) redoks potansiyeline ve bunlarin yaninda
substratin molekiil biiyiikliigiine baglidir. 1.000 mV’un iizerinde yiiksek bir indirgenme
potansiyeli sergileyen molekiiller s6z konusu oldugunda, lakkaz enzimi katalizorliigiindeki
oksidatif islem, sadece 6zel fonksiyonel gruplar i¢eren (-NO, -NOH, -HRNOH) diisiik molekiil
agirlikli medyatorlerin varliginda gerceklesebilmektedir. Bunlar, elektronlarin substrattan
enzim aktif merkezine transferine aracilik etmektedirler. Bazi fenolik olmayan bilesikler,
aromatik aminler ve lakazin aktif merkezine erisimi olmayan lignin kompleksi gibi biiyiik
molekiillerde oksidasyon i¢in medyatorlerin kullanimina ihtiya¢ duyulmaktadir (Sekil 3.6)
(Polak ve Jarosz-Wilkolazka, 2012).

/H
N N N\
Lakkaz + O, + Basing
3 /ﬁ» N\

TEMPO

2

Sekil 2.8. Medyator olarak TEMPO varliginda lakkaz katalizorliiglinde indoliin, 2,2-bis (3-indolil) indoksile

oksidasyonu ve trimerizasyonu (B tipi reaksiyon) (Polak ve Jarosz-Wilkolazka, 2012)

Lakkaz-medyator sistemlerinde en c¢ok kullanilan sentetik  medyatorler,
hidroksibenzotriazol (HBT), violurik asit (VIO), 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil (TEMPO),
2,2"-azino-bis  (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik  asit)  diamonyum tuzu  (ABTYS),
hidroksiasetanilid (NHA) ve hidroksiftalimid (HPI)’dir. Sentetik medyatdrlerin yani sira, lignin
depolimerizasyonunun dogal medyatorleri olarak islev géren asetosiringon, asetovanilon ve
veratrik, vanilik, kumarik ve ferulik asit gibi organik asitler dogal medyatorler arasinda
sayilabilir. Substratlarin oksidasyonu, bir elektron transfer mekanizmasi (6rn., ABTS) veya
hidrojen atomu transferi (6rn., HBT) ile gerceklesmektedir. Lakkaz-medyatér kombinasyonu,

substratlarin dontistimiinde daha yiliksek verim ve hizlara ¢ikilmasini saglamakta, ancak
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hepsinden dnemlisi, tek basina enzimin aktivitesinin diisiik oldugu veya hi¢ olmadig1 substratlar
icin medyatorler lakkazin reaksiyon ¢esitliligine yeni reaksiyonlar eklemektedir. Medyatorlerin
tipine bagh olarak, ayni substratin oksidasyonu yoluyla farkli reaksiyon {irtinleri olugsmaktadir

(Polak ve Jarosz-Wilkolazka, 2012).
2.2.3.3 Lakkazin Etkisiyle Olusan Reaktif Radikallerin Kenetlenmesi (C Tipi Reaksiyon)

Ugiincii reaksiyon tipi, lakkaz ile substratlarin dogrudan oksidasyonu (A tipi reaksiyon)
sonucu agiga cikan reaktif ara iirlinlerin birbirleriyle veya baska bilesiklerle kenetlenmesidir.
Fenolik substratlarin lakkaz-medyator sistemi tarafindan oksidasyonu sonucunda, ¢ok kararsiz
ve reaktif fenoksi radikalleri olusmaktadir. Bu radikaller, enzimatik oksidasyona ugrayarak
kinonlara doniisebilir ya da 6zellikle dimer olugturmak iizere, kendiliginden enzimatik olmayan
kenetlenme reaksiyonlari (hidrotasyon, polimerizasyon, oksidasyon veya indirgeme nedeniyle)
verebilir. Bu dimerler, daha uzun reaksiyon siirelerinin sonunda oligomerler ve polimerler

olusturabilmektedir (Polak ve Jarosz-Wilkolazka, 2012).

R

OCH;
(6]
R
R
Lakkaz + O,
_ =
OCH;
OH OCH;
v/ N
L]
L)
OCH; OCH,
O O
Kenetlenme
R
R R
R
H;CO
(0] veya H;CO OCH;
OH OH
OCH;

OH
Sekil 2.9. Fenoksi radikallerinin lakkaz enzimleri ile kenetlenme reaksiyonlar1 (Widsten ve Kandelbauer, 2008)



Lakkaz, ayni1 substratlardan fenolik radikallerin ¢esitli formlarini iiretme kabiliyetine
sahiptir. Bu yiiksek derecede reaktif ara lriinlerin kendiliginden ve rastgele bir sekilde
birlesmesi nedeniyle ¢esitli iirlinlerin olusma olasilig1 yiiksektir. Dimer olusum reaksiyonlarina

homomolekiiler kenetlenme reaksiyonlar1 denmektedir (Polak ve Jarosz-Wilkolazka, 2012)

(Sekil 2.10).
n QOH Lakkaz + O, QO%QOM

OH OH OH

Sekil 2.10. Katekoliin lakkaz-medyatdr sistemiyle homomolekiiler oksidasyonu (Polak ve Jarosz-Wilkolazka,

2012)

Lakkaz, ayrica tipik bir lakkaz substratini, lakkaz i¢in substrat olmayan maddelerle
kenetleyebilmekte ve boylece yeni heteromolekiiler yapida hibrit molekiiller olugmaktadir
(Polak ve Jarosz-Wilkolazka, 2012). Sentez i¢in daha dikkat c¢ekici olan, bir elektron alict
molekiiliin lakkaz tarafindan sentezlenmis bir radikalle reaksiyona girdigi bu heteromolekiiler
kenetlenmelerdir. Burada enzimatik olmayan bir reaksiyonla C-C, C-O, C-N ve C-S firiinleri
olugmaktadir. Homomolekiiler dimerler, tek bir substratin lakkaz tarafindan oksidasyonu
sirasinda olusan fenoksi radikallerinin dimerlesme iiriinleridir (Sekil 2.9 ve 2.10). Bu dimerler,
karbon ve oksijen atomu (C-O) veya iki karbon atomu (C-C) arasinda yeni baglarin olugsmasi

sonucu olugmaktadirlar (Polak ve Jarosz-Wilkolazka, 2012).

Heteromolekiiler dimerler, fenolik substratlarin siklikla dogrudan lakkaz tarafindan
oksitlenmeyen diger bilesiklerle birlesmesiyle olusan fenolik, kinon ve kinon-imin yapilaridir.
Fenoksi radikallerinin aromatik aminler gibi substratlarla kenetlenmesiyle, tamamen yeni
fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip iirlinler olugsmaktadir (Sekil 2.12). Aromatik aminlerin
kenetlenmesi i¢in substratlarin karbon ve oksijen atomlar1 (C-O), karbon ve azot atomlar1 (C-
N) veya iki azot atomu (N-N) ve hatta karbon ve kiikiirt atomlar1 (C-S) arasinda yeni baglar
olusmaktadir. Yeni olusturulmus bir bag, her tiir heteromolekiiler dimerde meydana
gelebilmektedir. Belirlenmis dimerik veya trimerik yapilara sahip yeni molekiillerin lakkaz-
medyator sistemi ile sentezi, istenmeyen polimerizasyon reaksiyonunu en aza indirgeyebilmek
icin belirli reaksiyon kosullarinin (6rnegin; kisa reaksiyon siiresi, substratlarin belirli molar
konsantrasyonlari, pH degeri) ayarlanmasini gerektirmektedir (Polak ve Jarosz-Wilkolazka,

2012).
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HOsS NH HO;S HOsS
Lakkaz + 02
2
OH

Sekil 2.11. N-C ve O-C baglarmin olustugu homomolekiiler kenetlenme reaksiyonu (C tipi reaksiyon) &rnegi
olarak 3-amino-4-hidroksibenzensiilfonik asidin fenoksazin boyasina lakkaz-medyator sistemiyle oksidasyonu
(Polak ve Jarosz-Wilkolazka, 2012)

2

NaO;S
‘O Lakkaz + O,
//

O HN
l l l SO3;Na

Sekil 2.12. N-N baglarinin olustugu homomolekiiler kenetlenme reaksiyonu (C tipi reaksiyon) 6rnegi olarak
sodyum 1-amino-4- (sikloheksilamino) -9,10-dihidro-9,10-dioksoanhtracene-2-siilfonatin azoantrakinon boyasina
lakkaz-medyator sistemiyle oksidasyonu (Polak ve Jarosz-Wilkolazka, 2012)

OH
OH
SO;Na /©/
©/ /©/ > & ]
——
i “SO,;H

NH,
Sekil 2.13. N-C baglarinin olustugu heteromolekiiler kenetlenme reaksiyonu (C tipi reaksiyon) ornegi olarak
katekol ile 2,5-diaminobenzensiilfonik asitin renkli iirliine lakkaz-medyator sistemiyle oksidasyonu (Polak ve
Jarosz-Wilkolazka, 2012)

H,N
n OH Lakkaz + O, QO o + Q
OH OH OH HO,S NH,
n

Lakkaz + O,
NH,
HO;S
NH
OH OH

n

Sekil 2.14. N-C baglarinin olustugu heteromolekiiler kenetlenme reaksiyonu (C tipi reaksiyon) ornegi olarak
katekol ile 2,5-diaminobenzensiilfonik asitin renkli iriine lakkaz-medyator sistemiyle oksidasyonu (Polak ve
Jarosz-Wilkolazka, 2012)
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Lakkazin dogal subsratlar1 arasinda fenoller gibi o- ve p-difenoller, aminofenoller,
polifenoller, poliaminler ve aril diaminler bulunmaktadir. Bu molekiillerin oksidasyonu Sekil
2.15'te gosterilmektedir. Burada lakkaz kendiliginden, aromatik halkalar1 parcalamak veya
polimerizasyonu saglamak icin, molekiilleri aynm1 anda radikal bir olusumla oksidasyona

ugratmaktadir (Mendoza, 2011).

1
CHOH 02 CHOH
Aril-alkil boliinmesi
Lakkaz
OCH,4 OCHj, OCH;
Fenoks1 radikali p-Kinon
Karbonil olusumu Radikallerin birbirlerine kenetlenmesi

Polimerizasyon

OCH;
oH

Sekil 2.15. Bir fenolik bilesigin (dogal substrat) lakkazla oksidasyonu (Mendoza, 2011)

Normal olarak, fenolik ve polifenolik bilesiklerin (ferulik asit, gallik asit, kafeik asit ve
katekin) lakkaz ile oksidasyonu sulu ortamda gerceklestiginde, oksidasyon iirlinlerinin rengi
sar1, yesil veya turuncudan nihai bir kahverengiye dogru gitmektedir. Ancak, reaksiyon
ortaminda organik bir ¢oziiclinlin varligi hem lakkazin aktivitesini hem de enzimatik olmayan
reaksiyon hizlarini azaltmakta, bu arada da iirlinlerin stabilitesinde biiylik bir iyilesme
saglamaktadir. Bu nedenle, renkli yapilarin lakkaz ile sentezi, bu ortamla diger fenolik ve
polifenolik bilesiklere genisletilebilmektedir. Buna ilave olarak, iki fazli bir hidro-organik
ortam, kahverengilesmeyi 6nlemeye ve iiriin ¢ozliniirligiinii artirmaya yardimei olmaktadir (Fu

ve ark., 2012).

2.3 Seliilozik Liflerin Lakkaz ile Enzimatik Renklendirilmesine iliskin Literatiir Ozeti

Literatiir incelendiginde c¢esitli baslangic maddeleri kullanilarak lakkaz enzimi ile
degisik boyalarin sentezlendigi goriilmektedir. Ancak bu boyalarin pamuk boyamaciliginda
kullanima iizerine ¢aligmalar oldukca sinirhidir. Asagida literatiirde yapilan onceki ¢calismalarda

sar1 ve kahve tonlari, kirmiz1 ve mavi renk eldesi i¢in hangi baslangic maddesi veya baslangi¢
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maddesi karigimlarinin kullanilmis oldugu liste halinde verilmektedir. Her bir alternatif igin
literatlirde daha once kimler tarafindan boyanin elde edildigi parantez igerisinde belirtilmistir.
Sadece boya eldesi ile kalmayip pamuk tizerinde de denemenin yapilmis oldugu literatiirler ise

koyu renk ile isaretlenmistir.

Sari ve kahve tonlarinin eldesi icin;

- Ferulik asit (Shin, Guebitz ve Cavaco-Paulo, 2001; Mustafa ve ark., 2005; Sun, Xing ve Tang,
2015)

- Hidrokinon (Shin, Guebitz ve Cavaco-Paulo, 2001; Bai ve ark., 2019)

- Rutin (El-Hennawi, Ahmed ve El-Thalouth, 2012; Kim, Moldes ve Cavaco-Paulo, 2007)

- Morin (EI-Hennawi, Ahmed ve El-Thalouth, 2012; Kim, Moldes ve Cavaco-Paulo, 2007)

- Kuarsetin (El-Hennawi, Ahmed ve El-Thalouth, 2012; Kim, Moldes ve Cavaco-Paulo, 2007)
- Katekol (Blanco ve ark., 2009; Guimaries ve ark., 2011)

- Katekin (Guimaraes ve ark., 2011)

- H-asit (Yakin, 2015)

- 4-nitro-1-naftilamin + 4-amino-5-hidroksinaftalin-2,7-disiilfonik asit (Spinelli ve ark., 2013)
- 2,5-diaminobenzensiilfonik asit + Katekol (1-hidroksi fenol) (Hadzhiyska ve ark., 2006;
Calafell ve ark., 2007; Blanco ve ark., 2009)

- 2,5-Diaminobenzensiilfonik asit + Resorsinol (Pezzella ve ark., 2016)

Kirmuzi renk eldesi icin;

- 3-hidroksiantranilik asit (Yakin, 2015)

- 3-Metil-2-benzothiazolinone hidrazon hidrokliiriir monohidrat + metoksifenol (Setti ve ark.,
1999)

- 2,2’-azino-bis (3etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) diamonyum tuzu + 4-amino-1-
naftalinsiilfonik asit (Spinelli ve ark., 2013)

- Ferulik Asit + Siringik asit karigimi (Jeon ve ark., 2010)

- Resorsinol + m-fenilendiamin (Yakin, 2015)

- 2-amino,6-metoksi, benzotiyazol + 4-aminonaftalin siilfonik asit (Yakin, 2015)

Mavi renk eldesi icin;

- 2,2'-Azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonat) (Munteanu ve ark., 2007)
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Pamuklu kumasglarin enzimatik renklendirme yoluyla boyanmasina iligskin bugtine kadar

yapilmis ¢aligsmalarda hangi enzim ile hangi baslangi¢c maddesinin/maddelerinin kullanildig1 ve

elde edilen renkler Cizelge 2.2’de verilmektedir.

Cizelge 2.2. Pamuk lifinin enzimatik olarak renklendirilmesiyle ilgili yapilan 6nceki ¢aligmalar

Cahsma Lakkaz orjin Baslangic maddesi Renk
2,5-Diaminobenzensiilfonik asit + Koyu
Hadzhiyska ve Trametes Katekol (1:10) kahverengi
ark. (2006) versicolor 2,5-Diaminobenzensiilfonik asit +
Kahverengi
Katekol (10:1)
Calafell ve Trametes 2,5-Diaminobenzensiilfonik asit + )
Kahverengi
ark. (2007) versicolor Katekol
Kim, Moldes Rutin
ve Cavaco- Trametes hirsuta Morin Kahverengi
Paulo (2007) Kuarsetin
2,5-Diaminobenzensiilfonik asit + Acik
Blanco ve ark. Trametes )
Katekol kahverengi
(2009) versicolor
Katekol Kahverengi
Kahverengiden
Guimaries ve  Myceliophthora Katekol
. yesil-sart
ark.(2011) thermophila Katekin ronlara
Sun, Xing ve Rhus
Ferulik asit Soluk turuncu
Tang (2015) Vernicifera
Cesitli benzen bilesikleri Sar1
Polak ve ark. Cerrena
. Cesitli naftalin bilesikleri Kahverengi
(2016) unicolor
Benzen bilesikleri + naftalin bilegikleri Pembe
Pezzella ve Pleurotus 2,5-Diaminobenzensiilfonik asit + Acik
ark. (2016) ostreatus Resorsinol kahverengi
Bai ve ark. Trametes Koyu
Hidrokinon
(2019) versicolor kahverengi
Kahve ve
Bozkurt Cerrena 19 cesit baslangi¢ maddesi (aminler ve tonlari, sar1 ve
(2019) unicolor fenoller) tonlari, kirmiz

ve lila

Hadzhiyska ve ark. (2006), calismalarinda agartilmis %100 pamuklu 6rme kumagi

enzimatik olarak renklendirmislerdir. Boyama kosullar1 olarak 30-70°C, 40 dev/dk. cihaz doniis
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hizi, 1-5 saat boyama siiresi, 0,1 g/ lakkaz konsantrasyonu, 1-10 mmol 2,5-
diaminobenzensiilfonik asit (2,5-DABSA), 1-10 mmol katekol, pH 5 (asetik asit/ sodyum asetat
tamponu) ve 1:20 flotte oranin1 kullanimiglardir. Ardindan renk o6l¢limleri ve haslik testleri
yapilmistir. Sonug olarak en uygun enzimatik boyama sicakligi 40 °C olarak bulunmustur. Siire
olarak kisa boyama siirelerinde tatmin edici kahverengi renkler elde edilmistir. Ancak, flotteye
baslangic maddesi ilavesiyle birlikte siirenin uzatilmasi (6rn. 5 saat) boyama derinligini
artirmaktadir. Amin veya fenol konsantrasyonunu 1/1 ila 1/10 oraninda artirarak daha koyu
renkler elde edilmistir. Katekol orami sabit tutulup amin bilesiginin oraninin artirilmasi
durumunda diisiik boya fiksaji gdzlemlenmistir. Bu nedenle, katekol oranini artirmanin elde

edilen fiksaj verimini artirdigi belirtilmistir.

Calafell ve ark. (2007), calismalarinda agartilmis pamuklu 6rme kumasi enzimatik
olarak renklendirmislerdir. Enzimatik boyama kosullari, I mM 2,5-DABSA, 1-10 mM katekol,
0,1 g/L lakkaz, pH 5, 40 °C, 3 saat olarak se¢ilmistir. Calismada Yontem A ( kumas, lakkaz ve
baslangic maddesi bastan flotteye koyulur) ve Yontem B (kumas once lakkazla islem goriir
ardindan baglangic maddesi koyulur) olmak iizere 2 farkli yontem kullanilmistir. Boyama
sonucu renk olarak kahverengi elde edilmistir. En iyi fiksaj verimi 1:10 2,5-DABSA : katekol

oraninda elde edilmistir. Sentezlenen boyarin yapisal analizleri gergeklestirilmistir.

Kim, Moldes ve Cavaco-Paulo (2007), calismalarinda %100 pamuklu dokuma kumasi
enzimatik olarak renklendirmislerdir. Calismada baslangic maddesi olarak rutin, morin ve
kuersatin kullanilmigtir. Enzimatik boyama, 5 g kumas 100 mL boyama ¢o6zeltisi igerisine
eklenerek 30 puL lakkaz, 10 mM baslangi¢ maddesi konsantrasyonunda, pH 5’te 50 °C’da
gerceklestirilmistir. Ardindan yikama ve durulama islemleri yapilmistir. Calismada 40 dev/ dk.
hizla ¢alisan dikey karistirma cihazi ve 80 dev/dk. hizla ¢alisan dairesel karistirma cihazi olmak
tizere iki farkli cihaz kullanilmistir. Mekanik etki ve boyama siiresinin (1, 2, 3, 5 ve 24 saat)
etkisine bakilmistir. Sonu¢ olarak baslangic maddeleriyle renklendirilmis kumaslarin renk
verimi (K/S) degerlerinin, reaksiyon siiresi ve mekanik etki arttiginda artma egiliminde oldugu
ve kahverengi renkler elde edildigi tespit edilmistir. Boyama siirelerinde baslangicta K/S
degerleri 3 ila 7 kat artarken, boyama siiresinin uzamasiyla birlikte K/S degerlerinde artis
azalmistir. Ayrica dikey karistirmanin K/S degerlerine etkisinin daha fazla oldugu

gozlemlenmistir.

Blanco ve ark. (2009), calismalarinda agartilmis %100 pamuklu 6rme kumasi

enzimatik olarak renklendirmislerdir. P-toluen siilfonil kloriir gibi toluen siilfonil grubu igeren
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bir bilesikle tosillenmis pamuk lifleri daha sonra 0,015 M 2,5-DABSA ile 3 saat, 75 °C’da, 100
dev/dk.’da isleme tabi tutulmus ve boylece liflerin yapisina amin gruplari eklenmistir. Daha
sonra katekol gibi bir fenolik bilesikle lakkaz katalizorliigiinde isleme sokulmus (0,004-1 M
katekol, 0,1 g/L lakkaz enzimi, pH 5, 40 dev/dk., 40 °C) ve boylece kopolimerizasyon
gercekleserek olusan renkli {iriin kumas tizerine kovalent bagla fikse olmustur. Sonug olarak
2,5-DABSA ile modifiye edilmis kumas katekol ile muamele edildiginde, modifiye edilmemis
kumaslara kiyasla daha koyu kahverengi renkler elde edilmistir. ilk asamada seliilozun
kontrollii aminasyonu ve daha sonra renklendirilmesi, kumas tizerinde %95’e kadar boya fiksaj1

saglamistir.

Guimardes ve ark. (2011), calismalarinda denim kumasa enzimatik olarak iizerine
boyama (overdyeing) islemi uygulamislardir. Baslangic maddesi olarak katekol ve katekin
kullanilmistir. Denim kumasin enzimatik overdyeing isleminde boyamanin optimizasyonu i¢in
lakkaz konsantrasyonu (0, 1, 2 ve 5 U/mL), islem siiresi (denim numuneleri 2, 4, 6 ve 24 saat
boyunca lakkaz varliginda ve yoklugunda fenolik bilesiklerle isleme tabi tutulmustur) ve
medyator varligi gibi c¢esitli reaksiyon faktorlerinin etkileri incelenmistir. Kahverengiden
yesilimsi sar1 tonlara kadar ¢esitli renkler elde edilmistir. En iyi K/S degerleri, her iki baslangi¢
maddesi i¢in 2 U/mL lakkaz konsantrasyonunda elde edilmistir. En iyi K/S degerleri katekol

icin 4, katekin i¢in 6 saat boyama siiresinde elde edilmistir.

Sun, Xing ve Tang (2015), calismalarinda pamuk, ipek, poliamid, yiin ve viskon
kumaglar1 enzimatik olarak renklendirmislerdir. Calismada medyator olarak 2,2-azino-bis (3-
etilbenztiazolin- 6 siilfonik asit) (ABTS), baslangic maddesi olarak ferulik asit (FA)
kullanilmistir. Boyamalar 2 farkli yonteme gore yapilmistir. Yontem 1 i¢in ¢alisma kosullar;
10 mM FA, %4 etanol, 4 U/mL lakkaz, pH 7,4, 50 °C, 3 saat, 1:25 flotte oram1 seklindedir.
Yontem 2°de ise FA ile 50 °C’da 3 saat enzimatik polimerizasyon gerceklestirilmis, ardindan
kumaslar Yontem 1’den farkli olarak 90 C°’da 2 saat siireyle boyanmislardir. Sentezlenen
boyalarin karakterizasyonu yapilmis ve boyanan kumaslarin hasliklarina bakilmistir. Sonug
olarak pamuk i¢in Yontem 1’de Yontem 2’ye kiyasla daha iyi turuncu renk elde edilmistir.

Hasliklar agisindan ise her iki yontem arasinda bir fark gézlemlenmemistir.

Polak ve ark. (2016), calismalarinda pamuk ve yiin liflerini enzimatik olarak
renklendirmislerdir. Baslangic maddesi olarak benzen ve naftalin tiirevleri olan ¢esitli substitue
gruplar iceren baglangic maddeleri kullanmiglardir. Yiin ve pamuk lifleri, 1 mg/mL

konsantrasyonda s6z konusu boyalar ile boyanmistir. Boyama banyosuna asetik asit (pH 4)
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ilave edilmis ve daha sonra boyama 30 dakika boyunca 100 °C’da gergeklestirilmistir.
Baslangi¢ maddeleri homomolekiiler ve heteromolekiiler olarak flotteye eklenmistir. Boyama
isleminden sonra, kumaslar iki kez su ile yikanmis ve oda sicakliginda kurutulmustur. Ayrica
yapilan boyamalarin toksisitesine bakilmistir. Sonug olarak pamuk elyafi i¢in homomolekiiler
boyamada sar1 ve gri tonlar elde edilirken, heteromolekiiler boyamada pembe tonlar elde

edilmistir.

Pezzella ve ark. (2016), calismalarinda yiin, PA ve multifiber kumasi enzimatik olarak
renklendirmislerdir. Baslangic maddesi olarak resorsinol ve 2,5-DABSA kullanmisglardir.
Boyama farkli baslangi¢ maddesi oranlariyla A (1:1 2,5 DABSA: resorsinol), B (1:10 2,5
DABSA: resorsinol) gerceklestirilmistir. Multifber incelendiginde A ve B oraninda da pamuk

boliimii agik kahverengi boyanmustir.

Bai ve ark. (2019), calismalarinda agartilmis ve bazik islem gérmiis dokuma kumasi
enzimatik olarak renklendirmiglerdir. Calismada 6nce pamuklu kumas kitosanla 6n isleme tabi
tutulmustur. On islem ¢ozeltisi 5 g/L kitosan konsantrasyonda, 0,1 M asetik asitle, 1 saat
boyunca karistirilarak hazirlanmistir. Ardindan 100 mL kitosan ¢ozeltisi icerisine pamuklu
kumas eklenerek 24 saat oda sicakliginda islem yapilmistir. Daha sonra pamuklu kumasa 120
°C’da 5 dakika isleme tabi tutulmustur. Enzimatik boyama 0,1 ™M hidrokinon
konsantrasyonunda, 0,08 mg/mL lakkaz, 1:20 flotte oraninda, 55 °C’da, 6 saat siireyle, pH 5’te
gerceklesmistir. Lakkaz enzimi katalizorliiglinde boyanmis pamuklu kumaslar, koyu
kahverengi renk ve yiiksek renk hasligi gdstermistir. Bu da pamuk liflerinin yiizeyinde kitosan

/ polimerize hidrokinon kompleksinin renk verimini artirdigini ortaya koymustur.

Bozkurt (2019) yaptig1 yiiksek lisans tezinde, aminler ve fenollerden olugan 19 farklh
baslangic maddesi kullanarak pamuklu 6rme kumasi lakkaz (Cerrena unicolor) ile enzimatik
olarak renklendirmistir. Calisma, ¢esitli fenol ve amin bilesiklerinin tekli ve ikili karigimlar
kullanilarak lakkaz enzimi ile enzimatik renklendirmede elde edilebilecek renklerin
belirlenmesi, iyi sonug veren tekli veya ikili baslangic maddeleri kullanilarak lakkaz enzimi ile
elde edilecek renklerin optimizasyonu, lakkaz ile enzimatik renklendirmede pH’in etkisinin
incelenmesi ve en iyi sonuclar1 veren boyalarin yapisal analizlerinin (HPLC) gergeklestirilmesi
olmak iizere 4 adimdan olusmaktadir. Sonu¢ olarak kahve ve tonlari, sar1 ve tonlari, kirmizi ve

lila olmak iizere birgok renk elde edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez projesi;

- Enzimatik sentez yoluyla elde edilen boyalarin yapisal analizlerinin ger¢eklestirilmesi
- Lakkaz ile enzimatik renklendirmede ultrason teknolojisinin etkisinin incelenmesi

- Lakkaz ile enzimatik renklendirmede enzim orijininin etkisinin incelenmesi

- Pamugun kendi dogasinda bulunan pigmentlerinin enzimatik renklendirmede
degerlendirilmesi

- Bitkilerden ekstrakte edilen dogal baslangic maddelerinin enzimatik renklendirmede
kullanimi

- Enzimatik boyamalarin teknik, ekonomik ve ekolojik agilardan reaktif boyama ile
karsilastirilmasi

- Optimum regetelerin endiistriyel 6l¢ekli iiretim kosullarinda denenmesi

olmak {izere 7 adimdan olugmaktadir. Tiim denemelerde %100 pamuk Nel6/1 iplikten iiretilmis
boyamaya hazir agartilmis siiprem 6rme kumaslar (158 g/m?) kullanilmistir. Tiim laboratuvar
Olcekli caligmalar Termal HT boyama makinesinde 1:20 flotte oraninda 5’er gramlik kumas
numuneleri ile saf su kullanilarak gerceklestirilmistir. Lakkaz enzimi olarak fungal orijinli
(Cerrena unicolor) 5700 GLacU/g aktiviteye sahip Prima Green Ecofade LT 100 (Dupont) ticari
isimli lakkaz enzimi kullanilmistir. Denemelerde baslangic maddesi olarak kullanilan
bilesiklerin isimleri, CAS numaralar1 ve molekiil agirliklar1 ve kimyasal formiilleri Cizelge

3.1’de verilmektedir.

Cizelge 3.1. Denemelerde baslangic maddesi olarak kullanilan bilesiklerin isimleri, CAS numaralari, molekiil
agirliklart ve kimyasal formiilleri

Renk Kod Baslangic Maddesi CAS Molekil Agirhg: Kimyasal Formiil
(g/mol)
NH,
4-Nitro-1-naftilamin o
Sar Al (SiamaAldrich) 776-34-1 188,18
NO»
3-Metil-2-benzotiazolinon CH  Lpo
Hidrazon hidrokloriir monohidrat ~ 38894-11-0 233,72 @ENHH - Hel
Pl
Kirmzi AF (Acros) NH;H
4-Metoksifenol (Acros) 150-76-5 124,14 /@f
HsCO
2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiazolin- N N
Lila A2 6-siilfonik asit) diamonyum tuzu 30931-67-0 548,68 NQA’\@zFN‘Nﬁs:@\so;
(Acros) o, NHy*
OH
Kahverengi F Katekol 120-80-9 110,11
(Acros) OH




3.1 Enzimatik Sentez Yoluyla Elde Edilen Boyalarin Yapisal Analizlerinin

Gergeklestirilmesi

Daha 6nce Bozkurt (2019) tarafindan saptanmis olan optimum kosullarda enzimatik
boya sentezleri yapilmis, ardindan elde edilen boyalarin yapisal analizleri gergeklestirilmistir.
Bu amacla;

- Al baslangic maddesi i¢in 1 g/l enzim konsantrasyonu, 8 mmol/L baslangi¢ maddesi
konsantrasyonu, 80 °C, 4 saat

- AF baglangi¢c maddeleri i¢in 1 g/L enzim konsantrasyonu, 4 mmol/L toplam baglangi¢c maddesi
konsantrasyonlar1 (1:1 karigim orani), 20 °C, 1 saat

- A2 baslangic maddesi i¢in 0,1 g/L enzim konsantrasyonu, 8 mmol/L baslangic maddesi
konsantrasyonlari, , 60 °C, 1 saat

- F baglangic maddesi i¢in 1 g/l enzim konsantrasyonu, 8 mmol/L baslangi¢ maddesi
konsantrasyonu, 60 °C, 3 saat

siireyle Termal HT boyama cihazinda enzimatik boya sentezi gerceklestirilmis ve ardindan

boya ¢ozeltilerine yapisal karakterizasyon analizleri yapilmistir.

3.1.1 Fourier doniisiimlii kizilotesi (FT-IR) analizi

Lakkaz ile katalitik polimerizasyon yoluyla elde edilen boyalarin kimyasal yapisini
karakterize etmek i¢in, optimum kosullarda ¢esitli baslaticilar kullanilarak elde edilen boyalar
kizilGtesi analize tabi tutulmustur. Baslangi¢c maddelerinin ve elde edilen boyalarin FT-IR
spektrumlart SETAS Kimya A.S.’de bulunan Shimadzu IR Prestige-21 model Fourier

doniisiimlii kiz1l6tesi spektrofotometresi kullanilarak 400-4000 cm™ araliginda elde edilmistir.

3.1.2 Niikleer manyetik rezonans (NMR) analizi

Sentezlenen bilesiklerin 'H-NMR, '*C-NMR analizleri, Cankir1 Karatekin Universitesi
Aragtirma Merkezi NMR laboratuvarindaki Agilent marka 600 MHz’lik frekansta, 14,1 Tesla
alan giicline sahip Premium Compact NMR cihazi ile hizmet alim1 yoluyla yaptirilmistir. Bu
analizde toz haldeki 10 mg’lik boyarmadde numuneleri 0,6-0,75 mL uygun déteryumlu
¢oziiclide ¢oziilmekte, ¢oziinmeden kalan parcaciklar siiziilmekte ve elde edilen homojen
cozeltiler analize tabi tutulmaktadir. Daha sonra hazirlanan numune homojen alan igerisine
koyulup daha homojen bir alan elde etmek i¢in dondiiriilmekte ve radyo frekans vericisi

tarafindan olusturulan degisken alan numune {izerine gonderilmektedir. Radyo frekans
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vericisinin olusturdugu degisken alanin frekansi rezonans kosulunu sagladigi zaman enerji
absorblanmaktadir. Bdylece kaybolan enerji radyo frekans alicist tarafindan olgiilerek

kaydedici tarafindan sinyal olarak kaydedilmektedir (Mishra, 2017).

3.2 Lakkaz ile Enzimatik Renklendirmede Ultrason Teknolojisinin Etkisinin

Incelenmesi

En iyi sonuglarin elde edildigi baslangic maddeleri ile optimum kosullarda yapilan
boyama islemleri sirasinda ultrasonik enerjinin kullaniminin etkisini saptamak icin, optimum
kosullardaki denemeler ultrason varliginda ve yoklugunda olmak tizere iki farkli sekilde
yapilmistir. Referans alinacak konvansiyonel boyamalar da ultrasonik banyoda yapilmis olup,
bu deneylerde ultrason devre dis1 birakilmistir. Denemelerde Kudos marka SK2210 HP model
ultrasonik banyo kullanilmis olup, hazirlanan boyama flotteleri bir beherin igerisine
koyulduktan sonra bu beher bir stant ayaginin ti¢lii kiskacina tutturulmak suretiyle Sekil 3.1°de
gosterildigi sekilde ultrasonik banyoya yerlestirilmistir. Denemeler beher igerisinde yapildigi
icin diizglinsiizliik sorunu yasanmamasi i¢in 1 gramlik kumas numuneleri ile 1:50 flotte

oraninda isleme tabi tutulmustur.

Sekil 3.1. Ultrasonik boyamalarda kullanilan cihaz ve diizenek

Yapilan denemelerdeki islem kosullar1 her bir baslangic maddesi i¢in su sekildedir;

- Al baslangic maddesi icin 1 g/L enzim konsantrasyonu, 8 mmol/L baglangi¢ maddesi
konsantrasyonu, 80 °C, 4 saat

- AF baslangi¢c maddeleri i¢in 1 g/L enzim konsantrasyonu, 4 mmol/L toplam baslangi¢c maddesi
konsantrasyonlar1 (1:1 karigim orani), 20 °C, 1 saat

- A2 baslangic maddesi i¢in 0,1 g/l enzim konsantrasyonu, 8 mmol/L baglangic maddesi
konsantrasyonlari, , 60 °C, 1 saat

- F baslangic maddesi i¢in 1 g/l enzim konsantrasyonu, 8 mmol/L baslangi¢ maddesi

konsantrasyonu, 60 °C, 3 saat
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Boyama sonrasi numunelerin renk verimi (K/S) ve CIE L*a*b* degerleri ol¢lilmiistiir.

Ayrica numunelere yikama hasligi testleri yapilarak karsilagtirilmisgtir.

3.3  Lakkaz ile Enzimatik Renklendirmede Enzim Orijininin Etkisinin Incelenmesi

Fungal orijinli Prima Green Ecofade LT100 (Dupont) ticari isimli lakkaz enziminin
(Enzim 1) yam sira; yine fungal orijinli Trametes versicolor (Sigma-Aldrich) (Enzim 2)
enzimiyle de yapilmistir. Burada optimum kosullarda tiim parametreler sabit tutulup yalnizca

enzim cinsi degistirilmis ve elde edilen sonuglar karsilastirilmistir.

Bunun 6tesinde bitkisel (lale agaci) orijinli Rhus vernicifera (Sigma-Aldrich) (Enzim
3) enzimi de temin edilmis ve bununla da deneme yapilmistir. Ancak Enzim 3’den ¢ok az
miktarda (0,027 gram) satin alinmis oldugu icin sadece AF ile calisilirken 3 enzim tipi
karsilastirilmistir. Ayrica bu denemelerde normalde AF igin optimal oldugu bulunmus olan 1
g/L enzim konsantrasyonu yerine karsilagtirma yapilabilmesi i¢in her {i¢ enzimden de 0,27 g/L
olarak kullanilmistir. Sekil 3.2°de denemelerde kullanilan enzimlerin ¢ozeltilerine iliskin

gorseller verilmektedir.

Sekil 3.2. Soldan saga enzim 1, enzim 2 ve enzim 3’e ait ¢dzeltiler

Farkli orijinli enzimler kullanilarak yapilan boyamalarin renk verimi (K/S) ve CIE

L*a*b* degerleri Ol¢iilmiistiir. Ayrica numunelere yikama ve stirtme hasligi testleri yapilmistir.

3.4 Pamugun Kendi Dogasinda Bulunan Pigmentlerinin Enzimatik Renklendirmede

Degerlendirilmesi

Literatiirde (Kim, Moldes ve Cavaco-Paulo, 2007) pamuktaki dogal renk veren
pigmentlerin de enzimatik oksidasyon sonrast boya olusumunda baslangic maddesi gibi
degerlendirilebilecegi belirtilmektedir. Buradan hareketle %100 pamuk Nel6/1 iplikten
liretilmis sadece bazik islem gormiis, ancak agartilmamis siiprem 6rme kumaslar (145 g/m?)
baslangic maddesi igermeyen pH’1 5’e ayarlanmis flotteler igerisinde degisik lakkaz enzimi
konsantrasyonlarinda (0,2-0,4-0,6-0,8-1 g/L) 60 °C’da 3 saat siireyle isleme tabi tutulmuslardir.

Ayrica sadece bazik iglem gormiis, agartilmamis pamuklu kumaslar en iyi sonuclarin elde
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edildigi baslangi¢ maddeleri ile optimum kosullarda boyanarak, pamugun yapisinda var olan
dogal flavonoidlerin enzimatik renklendirme sirasindaki katilma reaksiyonunda kullanilan
diger baslangi¢ maddeleri ile reaksiyonu destekleyip desteklemedigi saptanmaya ¢alisiimistir.
Yapilan denemeler sonrasi kumas numunelerinin renk verimi (K/S) ve CIE L*a*b* degerleri

Olciilmiistiir.

3.5 Bitkilerden Ekstrakte Edilen Dogal Baslangic Maddelerinin Enzimatik

Renklendirmede Kullanimi

Bu boliimde sentetik bilesiklerin yani sira sar1 ve kahve tonlarinin eldesi i¢in dogal fenol
olarak sar1 kantaron otu (Hypericum perforatum L.) ve sogan kabugundan (Allium cepa L.) elde
edilen ekstraktlar kullanilmistir. Bu amagla 50 g bitki 1 L saf suda yarim saat siireyle kaynatilip,
gaze bezi ile filtre edilmistir. Hazirlanan bu stok ¢ozelti degisik oranlarda saf su ile seyreltilerek
cesitli konsantrasyonlarda bitki ekstrakti igeren ¢ozeltiler hazirlanmistir. Denemeler bazik
islem + agartma islemi gormiis pamuklu 6rme kumaslar iizerinde;

- ¢esitli lakkaz enzimi konsantrasyonlarinda (0,1-0,2-0,4-0,8-1,0 g/L)

- ¢esitli bitki ekstraksiyon ¢ozeltisi konsantrasyonlarinda (2,5-4-10-20-40 g/L)
- farkl1 sicakliklarda (25 (oda sicakligi)-40-60-80-100 °C)

- farkli stirelerde (1-2-3-4-5 saat)

Islem sonrasi kumas numunelerine soguk su ile durulama, sicak durulama, soguk
durulama islemleri uygulanmistir. Ardindan numuneler kurutulup, spektrofotometre ile renk
verimi (K/S) degerleri dl¢iilmiistiir. 3 tekrarli olarak elde edilen renk verimi degerleri tizerinden
enzimatik boya sentezini etkileyen faktorlerin her biri i¢in varyans analizi yapilmis ve boxplot

grafikleri ¢izilmistir.

Her bir dogal boya i¢in optimum enzimatik boyama kosullar1 belirlendikten sonra,
enzim varliginda ve yoklugunda bu dogal boyalarla kendi optimum kosullarinda boyama
islemleri gerceklestirilmistir. Ardindan numunelerin CIE L*a*b* degerleri ol¢iilmiis ve

yikama, siirtme ve 151k haslig1 degerleri test edilmistir.

3.6 Enzimatik Boyamalarin Teknik, Ekonomik ve Ekolojik A¢ilardan Reaktif Boyama

ile Karsilastirilmasi

Boyamada elde edilen renk verimi ve hasliklar (yikama, siirtiinme, ter ve 151k) en iyi

olacak sekilde proses optimizasyonlari yapildiktan sonra en iyi sonucu veren baslangi¢
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maddeleri ile yapilan sar1, kirmizi ve lila renklerdeki enzimatik boyamalarin renkleri bugiin i¢in
pamuk boyamaciliginda en 6nemli kullanim payina sahip reaktif boyalarla (soguk grup)
tutturulmustur.

Enzimatik renklendirme islemlerinde boyama kosullari;

- Sar1 renk i¢in (Al baslangic maddesi) 1 g/L enzim konsantrasyonu, 8§ mmol/L baslangic
maddesi konsantrasyonu, 80 °C, 4 saat

- Kirmiz1 renk i¢in (AF baglangi¢c maddeleri) 1 g/L enzim konsantrasyonu, 4 mmol/L toplam
baslangi¢ maddesi konsantrasyonlari (1:1 karisim orani), 20 °C, 1 saat

- Lila renk i¢in (A2 baslangi¢c maddesi) 0,1 g/L. enzim konsantrasyonu, 8 mmol/L baslangi¢

maddesi konsantrasyonlari, 60 °C, 1 saat seklindedir.

Tim denemeler lakkaz enziminin aktivasyonunun en iyi oldugu pH 5’de (asetik
asit/sodyum asetat tamponu ile) gerceklestirilmistir. islem sonras1 kumas numunelerine soguk
su ile durulama, sicak sabunlama, soguk durulama islemleri uygulanmistir. Kullanilan reaktif

boyarmaddelerin 6zellikleri ise Cizelge 3.2’°de, kimyasal yapilar1 Sekil 3.3 te verilmektedir.

Cizelge 3.2. Reaktif boyamada kullanilan boyarmaddelerin 6zellikleri

Boyarmadde Setazol Yellow SX  Setazol Yellow 4GL.  Setazol Red SX  Setazol Blue BRFX

C.I. Reactive C.I. Reactive C.I. Reactive C.I. Reactive
1. No Yellow 176 Yellow 160 Red 239 Blue 221
Kromofor Monoazo Monoazo Monoazo Cu-Formazan
Reaktif grup MCT/VS MCT/VS MCT/VS MCT/VS
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Sekil 3.3. Reaktif boyamada kullanilan boyarmaddelerin kimyasal yapilari

Reaktif boyarmaddelerle boyama islemlerinde ise boyama recgeteleri;

- Sar1 renk i¢in %0,11 Setazol Yellow SX (C.I. Reactive Yellow 176), %0,16 Setazol Yellow
4GL (C.I. Reactive Yellow 160), %0,0035 Setazol Blue BRFX (C.I. Reactive Blue 221), 30
g/L tuz, 12,5 g/L soda
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- Kirmizi renk icin 9%0,052 Setazol Yellow SX (C.I. Reactive Yellow 176), %0,27 Setazol Red
SX (C.I. Reactive Red 239), %0,07 Setazol Blue BRFX (C.I. Reactive Blue 221), 30 g/L tuz,
12,5 g/L soda

- Lila renk i¢in %0,016 Setazol Yellow SX (C.I. Reactive Yellow 176), %0,041 Setazol Red
SX (C.I. Reactive Red 239), %0,04 Setazol Blue BRFX (C.I. Reactive Blue 221), 10 g/L tuz,
10 g/L soda

seklindedir. Boyama iglemleri 5’er gramlik kumas numuneleri ile 1:10 flotte oraninda

gergeklestirilmistir. Boyama grafigi ise Sekil 3.4’te verilmektedir.

ABC L

.

Swcaklik (°C)

Sure (dk)

Sekil 3.4. Reaktif boyarmaddelerle yapilan boyamalara iligkin boyama grafigi (A:NaCl, B: Egaliz Maddesi, C:
Boya, D: Soda)

Islem sonrasi kumas numunelerine soguk-sicak-soguk su ile durulama yapilmistir.
Ayrica hem enzimatik renklendirme hem reaktif boyamada ard iglemin hasliklar lizerine etkisini
gorebilmek amaciyla, boyama sonrast numunelere Setafix T (Setas) ticari isimli katyonik

fiksatorle %2, pH 5,5’da (asetik asit ile), 50 °C’da 20 dk. siireyle ard islem uygulanmistir.

Tekstil boyamacilig1 agisindan kritik olan bir konu renk tekrarlanabilirligidir. Bugiine
kadar enzimatik renklendirme ile ilgili yapilan ¢aligmalarda tekrarlanabilirlik konusu hi¢
irdelenmemistir. Bu nedenle, bu tez kapsaminda elde edilen renk ve haslik agisindan en iyi
sonucu veren sar1, kirmizi ve lila renkler i¢in tekrarlanabilirligin saptanmasi amaciyla yukarida
aciklanan regeteler farkli zamanlarda 5 kez tekrar edilmistir. Kumaslarda elde edilen renk
verimi (K/S) ve CIEL*a*b* degerleri arasindaki varyasyon hesaplanarak enzimatik

renklendirme ve reaktif boyama i¢in tekrarlanabilirlik karsilastirilmistir.
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Yapilan ¢aligsmalarla ayni rengin enzimatik boyama ve reaktif boyama ile eldesi;
- teknik (renk tekrarlanabilirligi; yikama, siirtiinme, 151k ve ter hasligi degerleri; ve UV koruma
faktorii),
- ekonomik (1 kg kumas boyama i¢in (ard islemler dahil) kimyasal, enerji ve su tiiketimi) ve
- ekolojik (boyama atiksularinin kimyasal oksijen ihtiyaci, biyolojik oksijen ihtiyaci, toplam
¢ozlinmiis kat1 madde, amonyak azotu, kloriir icerigi ve pH degeri)

acilardan birbirleri ile karsilagtirilmastir.

3.7 Optimum Regetelerin Endiistriyel Ol¢ekli Uretim Kosullarinda Denenmesi

Tiim ¢aligmalar tamamlandiktan sonra yeni gelistirilen enzimatik boyama prosesi sari,
kirmiz1 ve lila renkler i¢in Setas Kimya A.S.’de bulunan par¢a boyama makinesinde Boliim
3.6’da verilen regetelere gore endiistriyel Olgekli iiretim kosullarinda enzimatik olarak
renklendirilmistir. Ardindan numunelerin renk verimi (K/S) ve CIEL*a*b* degerleri dl¢iilmiis

ve yikama, stlirtlinme, ter ve 151k haslig1 degerleri test edilmistir.

Yapilan Test ve Analizler

- Renk verimi ve CIEL*a*b* degerlerinin tespiti: Boyama sonrasi renk verimini tespit
edebilmek amaciyla kumas numunelerinin 400-700 nm’lik spektral bolgede ve maksimum
absorbsiyon (minimum remisyon) dalga boyunda spektral fotometre (D65/10°) kullanilarak

%R (remisyon) ve K/S degerleri dl¢iilmiistiir. Kubelka/Munk formiiliine gore;

K/S =(1-R)?/2R

R: Maksimum absorbsiyon dalga boyundaki reflektans degeri
K: Absorbsiyon katsayisi
S: Yayilma katsayist

Spektral fotometre ile numunelerin ayrica CIEL*a*b* degerleri 6l¢tilmiistiir.

L*: Agiklik/koyuluk degeri (+ daha acik, - daha koyu)
a*: Kirmizilik/yesillik degeri (+ daha kirmizi, - daha yesil)

b*: Sarilik/mavilik degeri (+ daha sar1, - daha mavi)

- Yikamaya kargt renk hashg tayini: Boyanmis numunelerin yikama haslig1 tayini TS-7584’¢
(ISO-105 C06) gore yapilmistir. Yikama hasligi tayini i¢in bir yliziine multifiber dikilmis olan
numune, 60 °C’da 30 dakika siireyle 4 g/L’lik deterjan ¢ozeltisiyle isleme tabi tutulmustur.
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- Siirtiinmeye karst renk hasligi tayini: Numunelerin siirtiinmeye karsi renk hasligi tayini TS-
717°ye (ISO 105-X12) gore siirtiinme test cihazi (krokmetre) ile kuru ve yas olarak yapilmis ve

gri skala ile degerlendirilmistir.

- Isiga karst renk hashgi tayini: Boyali numunelerin 1518a kars1 renk hasligi tayini TS-1008’e
(ISO 105 BO2) gore yapilmastir.

- Ter hashig tayini: Numunelerin ter hasligi tayini TS EN- ISO 105-D01°e gore asidik ve bazik

olarak yapilmis ve gri skala ile (1-5 aras1) degerlendirilmistir.

- Kimyasal Oksijen Ihtiyaci (KOI) analizi: Bu test Cevre Endiistriyel Analiz Laboratuvari’ndan
hizmet alim1 yoluyla yaptirilmistir. Kimyasal oksijen ihtiyactni (KOI) 6lgmek igin SM 5220:B
Acik Reflaks -Titrimetrik Metodu kullanilmistir. KOI, kontrollii sartlar altinda numune ile
reaksiyona giren oksitleyicilerin miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Tiiketilen oksitleyicinin
miktar1, oksijen miktar1 esdegeri olarak ifade edilmektedir. Kimyasal 6zelliklerinden dolay1
dikromat iyonu (Cr.07%) bu yontemde Cr**’ya indirgenerek oksitleyici olarak kullanilmaktadir.
Organik maddelerin ¢ogu kaynayan siilfiirik ve kromik asit karigiminda oksitlenmektedir. Bu
metotta, numune potasyum dikromat (K>Cr,07) ile siilfiirik asit gibi gii¢lii bir asit karisiminda
refluks edilmektedir. Parcalanmadan sonra tiiketilen KoCr,O7 miktarini tespit etmek i¢in geride
kalan indirgenmemis K>Cr2O7 ferro amonyum siilfat ile titre edilmekte ve oksitlenmis organik
madde oksijen esdegeri seklinde hesaplanmaktadir. Analizler paralel numunelerle
yapilmaktadir. ki paralel numune arasindaki farkin %10’dan fazla olmamasi gerekmektedir.

Bu durumda analiz tekrarlanmaktadir (Baird, Eaton ve Rice, 2017).

- Biyolojik Oksijen Ihtiyact (BOI) analizi: Bu test Cevre Endiistriyel Analiz Laboratuvari’ndan
hizmet alimi yoluyla yaptirilmistir. BOI analizi i¢in TS 4957-1 EN 1899-1 Su Kalitesi-n
Giinden Sonra Biyokimyasal Oksijen Ihtiyacinin (BOI,) Tayini’ne gore BOIs metodu
kullanilmistir. BOI organik maddenin biyokimyasal oksidasyonu sirasinda mikroorganizmalar
tarafindan tiiketilen oksijen miktaridir. Heterotrofik organizmalardan olusan karma bir
mikroorganizma toplulugunun tiikettigi oksijen miktarini ve organik maddenin karbondioksite
dontigsmesi icin gerekli oksijen miktarini 6l¢mektedir. Numune iizerine, suyun litresi basina
birer mL KH2PO4 tampon, MgSO4, CaCly ve FeCls ¢ozeltileri eklenmektedir. Daha sonra 10
mg/L olacak sekilde nitrifikasyon inhibitorii eklenmektedir. pH 6,5-8,5 arasinda degilse asit ya
da alkali ¢ozeltiyle pH 7’ye getirilmektedir. Yeterli miktarda asi ilave edilmektedir (1-2 mL).

Kullanmadan 6nce seyreltme suyu sicakligr 20+3 °C’a getirilmektedir. Cozlinmiis oksijene
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doymasi saglanmaktadir. Numune tizerine 1 L olacak sekilde tamamlanmaktadir. En az 3
paralelde ayni numuneler hazirlanir ve hava almasini1 engellemek i¢in suyla tamamlanarak,
inkiibatore konulmaktadir. 3 siseden birinde 15 dakika i¢inde ¢6ziinmiis oksijen tayini yapilip,
kaydedilmektedir. 5 giinlin sonunda asi/seyreltme suyundaki ve numunelerdeki ¢oziinmiis

oksijen degerleri 6l¢iilmektedir (Tiirk Standardlar1 Enstitiisii (TSE), 2002). Hesaplama igin;

Seyreltme suyu asisiz oldugunda kullanilan formiil: BOI (mg/L)= (D1-D2) /P

Seyreltme suyu asilandiginda kullamlan formiil: BOI (mg/L)= (D1-D2)-(B1-B2) x f/P

D1: Seyreltilmis numunenin hemen hazirlandiktan sonraki ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonu (mg/L)
D»: Seyreltilmis numunenin 5 giinliik inkiibasyondan sonraki ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonu (mg/L)
P: Kullanilan numunenin desimal hacim kesri

Bi: Asili kontrol numunesinin baslangictaki ¢dzlinmiis oksijen konsantrasyonu (mg/L)

B»: Inkiibasyondan sonra asili kontrol numunesinin ¢dziinmiis oksijen konsantrasyonu (mg/L)

f: Numunedeki asinin, kontrol numunesindeki asiya oranidir. (f=D;’deki as1 ylizdesi / Bi’deki as1 ylizdesi)

- Toplam ¢oziinmiis katt madde tayini: Bu test Cevre Endiistriyel Analiz Laboratuvari’ndan
hizmet alimi yoluyla yaptirilmistir. Toplam c¢oziinmiis katt madde tayini icin, Toplam
Coziinmiis Madde Tayini SM 2540:C Gravimetrik Metot kullanilmistir. Kati madde tayini
180°C’da tespit edilmektedir. Iyi bir sekilde karismis ¢dzelti, standart cam lifi filtreden
stiziilmektedir. Daha sonra tartilmis bir cam kapta 180+2 °C’da agirlik sabitlenene kadar

kurutulmaktadir (Baird, Eaton ve Rice, 2017).

Toplam Coziinmiis Kati Madde (mg/L)= (A-B)x1000/ Numune Hacmi (mL)
A= Kurutulmus kalintt agirligi + kabin agirlig1 (mg)
B= Kabin agirligi(mg)

- Kloriir tayini: Bu test Cevre Endiistriyel Analiz Laboratuvari’ndan hizmet alimi yoluyla
yapilmustir. Kloriir tayini i¢in, 4500-CI" C Mercurik (civali) Nitrat Yontemi kullanilmistir.
Kloriir iyonlar1 civa (II) iyonlar: ile dissosiye olmayan civa (II) kloriir vermektedir. Kloriir
iyonlar1 bu sekilde baglanir baglanmaz civa, difenil karbazon ile mavi-menekse renkte
kompleks bilesigk olusturmaktadir. 100 mL su numunesi, 1 mL nitrik asit ve 1 mL difenil
karbazon ¢ozeltisi katildiktan sonra ayarl civa (I) nitrat ¢ozeltisi ile menekse renge kadar titre
edilmektedir. Bir de 100 mL distile su ile bir deneme yapilmaktadir. Sarfiyatlar hesaplanarak,
suyun litresindeki mg Cl™ iyonu hesaplanmaktadir. Sudaki klortir miktarini hesaplamak i¢in
mg/l CI" es degeri olarak asagidaki formiilden yararlanilir. Numune i¢in harcanan Hg (NOs)2
miktari ile saf su ile yapilan titrasyon sonucunda harcanan Hg (NO3)> miktar1 arasindaki fark

dikkate alinmaktadir (Baird, Eaton ve Rice, 2017).
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_ (A—=B)xNx35450
mgCl™ =

numune (mL)
A= numune i¢in harcanan Hg(NO3), hacmi (mL),

B= Saf su i¢in harcanan Hg(NO3), hacmi (mL),

N= Hg (NO3),’1n normalitesi

- Toplam Keldal (Kjeldahl) azotu tayini: Bu test Cevre Endiistriyel Analiz Laboratuvari’ndan
hizmet alim1 yoluyla yapilmistir. Azot tayini i¢in, Toplam Keldal Azotu (TKN) SM 4500-Norg
B metodu kullanilmigtir. Azot analiz yontemleri genelde dort dnemli azot formu ile ilgilidir.
Bunlar amonyak azotu, nitrat azotu, nitrit azotu ve organik azot formlar1 olup yiizeysel sularda
ve kirletilmis sularda Ol¢iilmesi gereken azot sekilleridir. Organik azot analizinde genelde
Kjeldahl metodu uygulanmaktadir. Yontemde ¢esitli oksitleyici kosullarda organik bilesikteki
azotu NHj3’e doniistiirmekle ise baglanmaktadir. Oksidasyon derisik H>SO4 ile bu asidin
kaynama noktasinin lizerindeki bir sicaklikta yapildigindan asidin kaynama noktasinin K>SOy
eklenerek yiikseltilmesi gerekmektedir. Tiim azotlu bilesikler NH3’e doniistiiglinden, once
H>SO4’lin fazlasi fenolftalein indikatorii kullanilarak nétralize edilir. Daha sonra pH 7
civarinda suda kalan amonyak azotu normal amonyak tayin yontemi ile belirlenir. Analiz i¢in
0,5 gr numune tartilir. 10 mL saf su ve 0,5 mL H2SO4 eklenir. 15 dk. isitilir. Soguduktan sonra
2 damla fenolftalein indikatorii damlatilarak %8’lik NaOH’dan renk pembe oluncaya kadar 5
mL’lik ilaveler yapilir. Boylece notrlesme saglanmis olur. Islem sirasinda amonyagin
ugmamasi i¢in ¢dzelti calkalanmaz. Ornek tekrar 1sitilir. Bir erlene 0,1 M 50 mL HCI koyulur.
Kabarcik bitene kadar 1sitmaya devam edilir. 0,1 M NaOH ile 2 damla fenolftalein damlatilarak
titrasyon yapilir. Bulunan sarfiyattan asagidaki formiil yardimiyla %N miktar1 hesaplanir (Eren,
2004).

N (g) = (Vicl X Crer-Vaon X Craon) X 107 x 14 = (50 mL x 0,1 M - Sarfiyat mL x 0,1 M) X 10° x 14
N (%) =(gram N /0,5 g) x 100

- pH tayini: Atiksu numunelerinin pH degerleri Mettler Toledo Fivego pH-metre ile oda

sicakliginda olglilmiistiir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 Boyalarin Yapisal Analizlerine Iliskin Sonuclar
4.1.1 Fourier doniisiimlii kizilotesi (FT-IR) analizi sonuclari

Enzimatik polimerizasyon olgusu, biyosentetik olmayan yollar ile polimerlerin enzimler
tarafindan katalizlenen “in vitro” sentezi olarak tanimlanmaktadir. 1985°ten beri aromatik
bilesiklerin, enzimatik oksidatif polimerizasyonu genis Ol¢lide arastirilmaktadir (Fu ve ark.,
2012). Lakkazlar, ¢ok cesitli inorganik ve organik maddelerin oksidasyonunu katalize eden ¢ok
bakirli oksidazlardir. Lakkazlar tarafindan alinan elektronlar bir dongii sonunda, su olusturmak
lizere oksijene aktarilmakta ve bdylece oksijen dort elektron alarak suya indirgenmektedir (O2

+4H" + 4¢” > 2H,0) (Tzanov ve ark., 2003).

Fenol oksidazlar olarak lakkazlar, fenolik bilesiklerin polimerizasyonunu etkili bir
sekilde katalize edebilmektedirler (Jeon ve ark., 2010). Mono ve difenoller gibi basit organik
bilesikler, lakkaz enzimi tarafindan dogrudan oksidasyona tabi tutulmaktadir. Fenolik
substratlarin lakkaz-medyator sistemi tarafindan oksidasyonu sonucunda, ¢ok kararsiz ve
reaktif fenoksi radikalleri olusmaktadir. Bu radikaller, enzimatik oksidasyona ugrayarak
kinonlara doniisebilir ya da 6zellikle dimer olusturmak tizere, kendiliginden enzimatik olmayan
kenetlenme reaksiyonlar1 (hidratasyon, polimerizasyon, oksidasyon veya indirgeme nedeniyle)
verebilir. Bu dimerler, karbon ve oksijen atomu (C-O) veya iki karbon atomu (C-C) arasinda
yeni baglarin olusmasinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir (Polak ve Jarosz-Wilkolazka,
2012). Daha uzun reaksiyon siirelerinden sonra, bu dimerlerden daha diisiik ¢oziiniirliikte ve
yiiksek molekiil agirlikli oligomerler ve homomolekiiler polimerler de iiretilebilmektedir (Polak
ve Jarosz-Wilkolazka, 2012; Jeon ve ark., 2010). Bu nedenle, enzimatik olarak polimerize
fenolik bilesikler, ana zincir boyunca biiyiik bir konjiige yapinin olusumuna dayandirilan
karakteristik bir renge sahip olma egilimindedir ve bu da renklendirme uygulamalar i¢in biiyiik
bir potansiyel sunmaktadir. Normal olarak, fenolik (katekol gibi) ve polifenolik bilesiklerin
lakkaz oksidasyonu sulu ortamda gergeklestiginde, oksidasyon iiriinlerinin rengi sari, yesil veya
turuncudan son olarak kahverengi bir tona gitmektedir (Fu ve ark., 2012). Bu ac¢iklamalarin
15181 altinda, katekolden lakkaz katalizli boya sentezi icin Onerilen mekanizma Sekil 4.1°de

verilmektedir.
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Sekil 4.1. Katekoliin lakkaz ile o-benzokinona doniigiimii ve homopolimerizasyonu (Polak ve Jarosz-Wilkolazka,
2012; Widsten ve Kandelbauer, 2008)

Katekoliin (F baslangi¢c maddesi) ve lakkazin katekole etkisiyle elde edilen kahverengi
boyanin (F boyas1) kimyasal yapisini karakterize etmek i¢cin FTIR spektrumlari belirlenmis olup

sonuglar Sekil 4.2°de verilmektedir.
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Sekil 4.2. F baslangi¢ maddesinin ve F boyasimin FTIR spektrumlari

Sekil 4.2°den goriilebilecegi gibi, F baslangi¢ maddesinin ve F boyasinin spektrumu

arasinda bazi farkliliklar bulunmaktadir. F baslangic maddesinin spektrumunda, ana pikler

35



sirasiyla 737, 849, 934, 1034, 1086, 1179, 1238, 1462, 1515, 1614, 1693, 2927, 3045, 3316 ve
3441 cm™’de gozlemlenmektedir. 737 cm™'*deki absopsiyon frekansi, F baslangic maddesinin
orto (1,2) konumunda substituent iceren aromatik halkasindaki sp> C-H biikiilmesinden
kaynaklanmaktadir. Ote yandan, 849 ve 934 cm™’deki absorpsiyon bantlar1 aromatik C-H
baglarmin varligma isaret etmektedir (Erdik, 2008). 1034 ve 1086 cm™’de gdzlenen pikler,
aromatik C-H diizlem i¢i biikiilmelerine dayandirilabilir (Coates ve Meyers, 2006). Aromatik
halka icin diizlem i¢i biikiilmeye karsilik gelen C-H titresimleri 1179 cm™ ve 1238 cm™’de
goriinmektedir (Sun, Xing ve Tang, 2015). Ayrica, 1462, 1515 ve 1614 cm™*deki pikler C=C
gerilmelerine igaret etmektedir (Sun, Xing ve Tang, 2015; Erdik, 2008). Bunun &tesinde 1693
cm’de tespit edilen pik de C=C ¢ift bagina isaret etmektedir. 2927 ve 3045 cm™’deki pikler
ise Ar=C-H gerilmeleri ile iliskilendirilmektedir. 3316 ve 3441 cm™'de gozlemlenen iki bant,
sirasiyla alkoliin serbest -OH grubunun gerilmesine ve H-bagi yapmis olan -OH grubuna

karsilik gelmektedir (Erdik, 2008).

Ote yandan, F boyas! i¢in ana pikler sirasiyla 744, 796, 928, 1013, 1047, 1106, 1258,
1462, 1548, 1634, 1717, 2927, 3164, 3276 ve 3401 cm™’de gozlemlenmektedir. 744 cm™’deki
absopsiyon frekansi, orto (1,2) konumunda substituent igeren aromatik halkadaki sp?> C-H
biikiilmesinden kaynaklanmaktadir. Ote yandan, 796 ve 928 cm!*deki absorpsiyon bantlari,
sirastyla aromatik C-H baglarimi ve sp? C-H biikiilmesini gdstermektedir (Erdik, 2008). 1013
cm’de gbzlenen pik, aromatik C-H diizlem ici biikiilmesine dayandirilabilir (Coates ve
Meyers, 2006). Aromatik eterin C-O-C gerilmesi ise 1047 cm™ ve 1258 cm™"de goriilmektedir.
Bununla birlikte, bu piklerin aromatik halka i¢in diizlem i¢i biikiilmeye karsilik gelen C-H
titresimlerine de igaret edebilecegini belirtmekte fayda vardir. Yapidaki C-O-C baginin varligi,
Sekil 4.1°de verilen lakkaz enziminin etkisiyle homopolimerizasyon reaksiyonunun
gerceklestigini gostermektedir. Ote yandan, 1106 cm™’deki pik noktasi, iki karbon atomu (C-
C) arasinda yeni baglarin olugsmasi sonucu iiretilen dimerlerin varligina isaret eden C-C
gerilmesini gdstermektedir (Coates ve Meyers, 2006). Ayrica 1403, 1548 ve 1634 cm™’deki
pikler C=C gerilmelerini gostermektedir (Sun, Xing ve Tang, 2015; Erdik, 2008). 1700 cm"
Pdeki pik, R,C=0 kinon bandimnin titresimine karsilik gelmektedir (Bai ve ark., 2015). Bu
bulgu, reaksiyon ortaminda ayrica o-benzokinon bilesiklerinin de olustugunu gostermektedir.
Tiim bu bulgular lakkazin etkisiyle her iki olasi {irlinlin belirli oranda olustugunu ve sistemde
bir karisim olarak bulundugunu ortaya koymaktadir. Bagka bir deyisle F boyasi, hem o-
benzokinon bilesigini hem de katekol dimerlerini ve homopolimerini igermektedir. 2927 ve

3164 cm™’deki pikler Ar=C-H gerilmesiyle iliskilidir. 3276 ve 3401 cm™’de gdzlemlenen iki
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bant, sirastyla alkoliin serbest -OH grubunun gerilmesine ve H-bagi yapmis olan -OH grubuna

karsilik gelmektedir (Erdik, 2008).

Lakkazlar sadece substituent grup olarak metoksi grubu igeren mono, orto ve
paradifenollerin hidroksil grubundan bir hidrojen atomunun uzaklastirilmasini katalizlemez,
ayni zamanda aromatik aminler, siringaldazin ve fenolik olmayan bilesikler gibi diger
substratlar1 serbest radikaller olusturmak iizere oksitleyebilirler (Tzanov ve ark., 2003).
Literatiirde aromatik aminlerin lakkaz-medyator sistemiyle oksidasyonu sonucu C-N bagi
olusumu ile sar1 ve mavi boyalar elde edildigi bildirilmektedir (Wellington ve Luque, 2014).
Wellington tarafindan Onerilen mekanizmaya benzer sekilde, 4-nitro-1-naftilaminin lakkaz

katalizli oksidatif kenetlenmesi i¢in reaksiyon mekanizmasi Sekil 4.3’te verilmektedir.

NH,
N NO,
1 g/L. Laccase =
—
pH 5 (Buffer)
80°C,4h A
O,N N
NO,

Sekil 4.3. Al baslangi¢c maddesi lakkaz enzimiyle Al boyast olusumu

4-nitro-1-naftilaminin (Al baslangic maddesi) ve bunun lakkazla katalitik
polimerizasyonu ile elde edilen sar1 renkli boyanin (A1 boyasi), kimyasal yapisin1 karakterize

etmek icin FTIR spektrumlar1 belirlenmis olup sonuglar Sekil 4.4’te verilmektedir.

80

=)
o
1

01
3401 3276

/
1627

s
=)
1

1 Al Boyas 1555 |

1403

[=]
|

100 4

S
8
5 204
g
:

(=]
o
1

60

40

20
1 Al Baglangi¢ Maddesi

0 T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumber (cm™)

Sekil 4.4. Al baslangi¢ maddesinin ve Al boyasinin FTIR spektrumlari
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Sekil 4.4’ten goriilebilecegi gibi, Al baslangi¢ maddesi ve Al boyasinin spektrumlari
arasinda bazi farkliliklar bulunmaktadir. A1 baslangic maddesinin spektrumlarinda ana pikler
sirastyla 829, 1027, 1258, 1310, 1515, 1568, 1647, 2927, 3223, 3229 ve 3401 cm™°de
gozlemlenmektedir. 829 cm!’deki absorpsiyon bandi aromatik C-H baglarinin varligimi
gostermektedir (Erdik, 2008; Hesse, Meier ve Thime, 2008). 790-840 cm™’deki absorpsiyon
frekanslar1 ise Al baslangic maddesinin yapisindaki para konumunda subtituent igeren
aromatik halkadaki sp?> CH biikiilmesinden kaynaklanmaktadir. Buna karsilik, C-N baglarinin
varlig1 (v C-N), muhtemelen C-N baglarmin gerilmesinden kaynaklanan 1027 cm™’de yogun
bir sinyal ile tanimlanabilmektedir (Erdik, 2008; Hesse, Meier ve Thime, 2008). 1258 cm™ de
gozlemlenen pik aromatik aminlerin C-N gerilmesinin varligina isaret etmektedir. 1515 cm™ ve
1310 cm™”deki pikler ise sirastyla, nitronun N-O asimetrik ve simetrik gerilme titresimlerini
belirtmektedir (Erdik, 2008). 1568 cm™’deki pik noktas1 ayn1 zamanda, konjiige karbonil ve N-
H biikiilmesi de dahil olmak {izere bircok bagin absorbansinin iist {iste binmesine bagli olabilen
genis bir band1 icermektedir (Hadzhiyska ve ark., 2006). 1647 ve 2927 cm™’de tespit edilen
daha zayif pikler, sirasiyla alken C=C gerilmesi (Sun, Xing ve Tang, 2015) ve Ar-C-H gerilmesi
ile iliskilendirilmektedir. v(~3223 cm™) piki aromatik hidrojenin varligini belirtmektedir.
Bilindigi gibi, 3400-3300 ve 3330-3250 cm™’deki iki bant, primer aminlerin varligim
gostermektedir (Erdik, 2008). Bu nedenle, 3329 ve 3401 cm™’deki pikler, Al baslangi¢
maddesinin —-NH> gruplariyla iliskilendirilmektedir.

Ote yandan, A1 boyasindaki ana pikler sirasiyla 803, 1013, 1403, 1555, 1627, 1700,
2927, 3164, 3276 ve 3401 cm™’de goriilmektedir. 1500 ila 800 cm™ arasindaki IR bélgesi
genellikle C-C, C-H ve C-N baglarinin titresimlerine karsilik gelen bantlar1 icermektedir ve bu
bolgeye “parmak izi>> bolgesi denilmektedir (Smith, 1999). Al boyas1 i¢in 803 cm™’deki
absorpsiyon bandi aromatik C-H baglarinn varligini belirtmektedir. Buna karsilik, C-N
baglariin varligi, muhtemelen C-N baglarinin gerilmesinden (v C-N) ortaya ¢ikan 1013 cm’
’de yogun bir sinyal ile tanimlanabilmektedir (Erdik, 2008; Hesse, Meier ve Thime, 2008).
1555 cm™ ve 1403 cm™deki pikler, sirastyla nitronun N-O asimetrik ve simetrik gerilme
titresimlerini  belirtmektedir. 1700 c¢cm™ yakininda goézlemlenen bir pik noktasi, C=N
gerilmesinin varhigina isaret etmektedir (Erdik, 2008). Al baslangic maddesinde C=N
gerilmesinin bulunmamasima karsilik A1 boya yapisinda ise primer amin bantlariin ve
aromatik aminlerin C-N gerilmesinin bulunmamasi Sekil 4.3’te verilen mekanizmay1
dogrulamaktadir. 1627 ve 2927 cm™!"de tespit edilen zay1f pikler, sirasiyla alken C=C gerilmesi
(Sun, Xing ve Tang, 2015) ve Ar-C-H gerilmesiyle iliskilendirilmektedir. v (~3164 cm™) piki
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aromatik hidrojenin varhigim belirtmektedir. 3200-3400 cm™! arasinda gdzlemlenen iki zayi1f
bant normalde sirasiyla alkoliin serbest OH grubuna iligkin gerilmeye ve H-bagli OH grubuna
karsilik gelmektedir (Erdik, 2008). Ancak, boya yapisinda hidroksil grubu bulunmadigi i¢in bu

pik muhtemelen nem, diger bir deyisle suyun kendisinden kaynaklanmaktadir.

Baslangic maddeleri tek baslarina kullanilmalarinin yani sira, uygun bir modifiye edici
(kenetleyici) baska bir fenolik bilesik ile kombinasyon halinde de kullanilabilir, bu sayede
enzimatik boyamada elde edilen renk paleti genislemektedir. Renkli bir bilesigi doniistiirmek
icin, modifiye edici madde lakkaz varlifinda baglangi¢ maddesiyle reaksiyona girmektedir
(Tzanov ve ark., 2003). Lakkazin ayn1 substrattan ¢ok cesitli fenolik radikal formlar1 iiretme
kabiliyeti nedeniyle, bu yiiksek derecede reaktif ara {iriinlerin kendiliginden ve rastgele
kenetlenmesi sonucu ¢esitli iirtinlerin olusma olasilig1 yiiksektir. Dimer olusum reaksiyonlarina
homolekiiler kenetlenme reaksiyonlart denilmektedir. Lakkaz ayrica substrati olan bilesikleri,
substratt  olmayanlarla  kenetleyerek yeni heteromolekiiler hibrit bilesikler de
olusturabilmektedir (Polak ve Jarosz-Wilkolazka, 2012). Fenoksi radikallerinin, enzimatik
olmayan 1,4-Michael katilmasiyla (Tzanov ve ark., 2003) aromatik aminler gibi substratlarla
kenetlenmesiyle, tamamen yeni fiziksel ve kimyasal oOzelliklere sahip {irlinler elde
edilebilmektedir. Sekil 4.3’te gosterildigi gibi substratlarin karbon ve azot atomlar1 (C-N)
arasinda yeni kimyasal baglar olugmaktadir (Polak ve Jarosz-Wilkolazka, 2012). Amin
bilesikleri ile kenetlenme reaksiyonunun yani sira, fenolik bilesiklerin oksidasyonu ile
olusturulan fenoksil radikalleri de Sekil 4.1°de gosterilen mekanizmaya benzer sekilde kendi
aralarinda reaksiyona girebilmektedirler. Ayrica, ortamdaki amin bilesikleri kendi aralarinda
da reaksiyona girebilmektedirler. Bu nedenle, baglangi¢c maddesinin (fenol bilesigi) ve modifiye
edicinin (amin bilesigi) lakkaz-medyator sistemi tarafindan oksidasyonuyla olusturulan
bilesiklerin karakterizasyonu zordur (Hadzhiyska ve ark., 2006; Tzanov ve ark., 2003). 4-
Metoksifenol ve 3-metil-2-benzotiazolinon hidrazon hidrokloriiriin lakkaz-medyator sistemi

yardimiyla oksidatif ¢apraz baglanmasi i¢in 6nerilen reaksiyon Sekil 4.5°te verilmektedir.
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Sekil 4.5. 4-metoksifenol ve 3-metil-2-benzotiazolinon hidrazon hidrokloriiriin renkli heteropolimer olusturmak
iizere lakkaz enzimi katalizorliigiinde oksidatif ¢apraz baglanmasi i¢in dnerilen reaksiyon mekanizmasi (Polak ve

Jarosz-Wilkolazka, 2012; Tzanov ve ark., 2003; Kim ve Cavaco-Paulo, 2011)

4-metoksifenol ve 3-metil-2-benzotiazolinon hidrazon hidrokloriir ve bunlardan lakkazla elde
edilen kirmizi boyarmaddenin (AF boyas1) kimyasal yapisini karakterize etmek i¢in FTIR

spektrumlari belirlenmis olup sonuglar Sekil 4.6’da verilmektedir.
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Sekil 4.6. 4-metoksifenol, 3-metil-2-benzotiazolinon hidrazon hidrokloriiriin ve AF boyasinin FTIR spektrumlari
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Sekil 4.6’dan goriilebilecegi gibi, 4-metoksifenol ve 3-metil-2-benzotiazolinon
hidrazon hidrokloriir baglangi¢c maddelerinin spektrumu ile AF boyasi arasinda bazi farkliliklar
bulunmaktadir. 4-metoksifenol baslangi¢ maddesinin spektrumunda, ana pikler sirasiyla 823,
1027, 1100, 1172, 1278, 1442, 1607, 1634, 2827, 2953, 3078 ve 3335 cm’de
gozlemlenmektedir. 823 cm™’deki absorbans frekansi, 4-metoksifenol baslangic maddesi
yapisinda bulunan para (1,4) konumunda substituent iceren aromatik halkadaki sp> CH
biikiilmesinden kaynaklanmaktadir (Erdik, 2008). Diger yandan, 1027 ve 1100 cm™’de
gozlenen pikler, aromatik C-H diizlem i¢i biikiilmelerine atfedilebilir (Coates ve Meyers, 2006).
Aromatik halka i¢in diizlem igi biikiilmeye karsilik gelen C-H titresimleri 1172 cm ve 1278 cm’
Ide goriilmektedir (Sun, Xing ve Tang, 2015). Ayrica, 1442, 1607 ve 1634 cm''deki pikler
C=C gerilmelerine isaret etmektedir (Sun, Xing ve Tang, 2015; Erdik, 2008). 2827 cm™"deki
tepe noktasi, Ar-O-CH3 baginin karakteristik gerilme bandidir. 2953 ve 3078 cm™’deki pikler
Ar=C-H gerilmeleriyle iliskilidir. 3335 cm’de gozlemlenen bant, alkoliin serbest -OH
grubunun gerilmesine karsilik gelmektedir (Erdik, 2008).

3-metil-2-benzotiazolinon hidrazon hidrokloriir baslangic maddesinin spektrumunda ise
ana pikler sirastyla 763, 842, 1040, 1119, 1265, 1344, 1442, 1468, 1575, 1673, 2927, 3012,
3170, 3237 ve 3421 cm™!"de goriilmektedir. 763 ve 842 cm™deki absorpsiyon bantlari, sirasiyla
aromatik C—S gerilmesi (Coates ve Meyers, 2006) ve aromatik C-H baglarinin varligina isaret
etmektedir. Buna karsilik C-N baglarinin varligi, muhtemelen C-N baglarinin (v C — N)
gerilmesinden kaynaklanan 1040 cm™’de yogun bir sinyalle tanimlanabilir (Hesse, Meier ve
Thime, 2008; Xu ve ark., 2017). 1119 cm™"’deki pik N-N bagina dayandirilabilir. 1265 ve 1344
cm’de gozlenen pikler, sirasityla, substitue halka diizlem i¢i C-N gerilmesi ve C-S
biikiilmesine dayandirilabilir (Xu ve ark., 2017). Ayrica, 1442 ve 1468 cm™’deki pikler C=C
gerilmelerine isaret etmektedir (Sun, Xing ve Tang, 2015; Erdik, 2008). 1575 cm™"’deki pik ise,
konjuge karbonil ve N-H biikiilmesi dahil olmak iizere bircok bagin absorbansinin iist liste
binmesine bagli olabilen genis bir banttir (Hadzhiyska ve ark., 2006). 1673 cm™' de tespit edilen
pik >C=N— grubunun varligina isaret etmektedir (Coates ve Meyers, 2006). 2927, 3012 ve 3170
cm’de tespit edilen daha zayif pikler, sirasiyla alifatik C-H gerilmesi, CH3 titresimleri (Sun,
Xing ve Tang, 2015) ve Ar=C-H gerilmesi ile iliskilidir. 3237 ve 3421 cm™"de bulunan pikler,
3-metil-2-benzotiazolinon hidrazon hidrokloriir baslangic maddesindeki —NH> gruplan ile

iliskilidir (Erdik, 2008).

41



Ote yandan AF boyasinin spektrumundaki ana pikler sirasiyla 796, 1047, 1126, 1244,
1403, 1555, 1700, 2861, 2927, 3170 ve 3395 cm™ de goriilmiistiir. 796 cm™'’deki absorbsiyon
bandi aromatik C—S gerilmesinin varligmi gostermektedir (Coates ve Meyers, 2006). Buna
karsihlk C—N baglarinin varligi, muhtemelen C-N baglarinin (v C-N) gerilmesinden
kaynaklanan 1047 cm™'’deki yogun sinyal ile tanimlanabilir (Hesse, Meier ve Thime, 2008; Xu
ve ark., 2017). 1126 cm™"’deki pik noktas1 N-N bagma dayandirabilir. 1244 ve 1403 cm™’de
gozlenen pikler, sirasiyla, substitue halka diizlem i¢i C-N gerilmesi ve C-S biikiilmesine
dayandirilabilir (Erdik, 2008; Xu ve ark., 2017). Ayrica, 1555 cm™ deki pik noktas1 C=C
gerilmesine isaret etmektedir (Sun, Xing ve Tang, 2015; Erdik, 2008). 1700 cm™’de goriilen
pik, >C=N— grubunun varligin1 gostermektedir (Coates ve Meyers, 2006). 2861 cm!*deki pik
noktasi, Ar-O-CH3 bagmin karakteristik gerilme araligidir. 2927 ve 3170 cm™”de saptanan daha
zay1f pikler, sirasiyla alifatik C-H gerilmesi ve Ar = C-H gerilmesiyle iliskilidir (Erdik, 2008).
3269 cm’de gdzlenen bant, sekonder N-H gerilmesine karsilik gelir. Biitiin bu bulgular, Sekil
4.5’te verilen mekanizmayi teyit etmektedir. Bu bulgulara gore 6zellikle 2 degil 1 ile gosterilen
yapinin olustugu sdylenebilir. 3395 cm™’da gozlenen zayif bant normalde alkoliin serbest -OH
grubunun gerilmesine karsilik gelmektedir (Erdik, 2008). Ancak, bu boyanin yapisinda
hidroksil grubu bulunmadigi i¢in bu pik muhtemelen nem, diger bir deyisle suyun kendisinden

kaynaklanmaktadir.

2,2'-Azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) diamonyum tuzu (ABTS), lakkazlar
icin mitkemmel elektrokimyasal medyatorlerden biridir. ABTS, Sekil 4.7 de gosterildigi gibi,
kararli ve yogun renkli bir katyon radikali (ABTS") ve dikatyon (ABTS"?) olusturacak sekilde

tersinir oksidasyona ugramaktadir (Munteanu ve ark., 2007).
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(Munteanu ve ark., 2007)

2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) diamonyum tuzu (A2 baslangi¢
maddesi) ve bunun lakkaz ile katalitik oksidasyonu sonucu elde edilen lila renkli boyanin (A2

dye) kimyasal yapisini karakterize etmek i¢in FTIR spektrumlar1 belirlenmis olup sonuglar

Sekil 4.8’de verilmektedir.
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Sekil 4.8. A2 baslangi¢ maddesinin ve A2 boyasinin FTIR spektrumlari

Sekil 4.8’den goriilebilecegi gibi, A2 baslangic maddesi ve A2 boyasiin spektrumlari

arasinda bazi farklhiliklar vardir. A2 baslangi¢ maddesinin spektrumunda, ana pikler sirasiyla
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703, 810, 1013, 1119, 1231, 1331, 1575, 1620, 1739, 2927, 2979 ve 3183 cm™de
goriilmektedir. 703 cm™'’deki absorbsiyon bandi aromatik C—S gerilmesine isaret etmektedir
(Coates ve Meyers, 2006). 810 cm™ ve 1013 cm!"deki giiclii pikler ise, sirastyla S-O gerilmesi
(siilfoksit) ve S=0 bagin1 gostermektedir (Vinayan ve ark., 2016). 1119 cm™’deki pik noktasi
hem N-N bagi hem de C-C gerilmesine (iskelet titresimleri) dayandirilabilir (Coates ve Meyers,
2006). 1231 ve 1331 cm™’de gozlenen pikler, sirasiyla, substitue halka diizlem i¢i C-N
gerilmesi ve C-S biikiilmesine atfedilebilir (Xu ve ark., 2017). Ayrica, 1575 cm™ ve 1620 cm
Pdeki pikler aromatik C=C gerilmesine dayandirilabilir (Sun, Xing ve Tang, 2015; Erdik,
2008). A2 baslangi¢ maddesi ve A2 boyasiin yapisindaki temel farkliliklardan biri >C=N-
grubudur. Bununla birlikte, >C=N- grubu gibi ¢ift bagl azot gruplari, karbonil (C=0) ve alken
(C=C) cift bag gerilme bdlgesine yakin absorbsiyonlar sergilemektedir. Fonksiyonel grup i¢in
karakteristik olmalarina ragmen, bolgedeki diger yaygin fonksiyonel gruplarla Ortiismesi
nedeniyle bazen dogrudan tayin edilmeleri zordur (Coates ve Meyers, 2006). Bu nedenle, 1739
cm !’ de tespit edilen pik >C=N— grubuna dayandirilabilir, fakat ayn1 zamanda C=C ¢ift baginin
varligina da isaret etmektedir. 2927, 2979 ve 3183 cm™’de tespit edilen daha zayif pikler,
sirasiyla alifatik C-H gerilmesi (Widsten ve Kandelbauer, 2008), CHs titresimleri (Sun, Xing
ve Tang, 2015) ve Ar=C-H gerilmesiyle (Erdik, 2008) iligkilidir.

Ote yandan, A2 boyasindaki ana pikler sirasiyla 697, 803, 1027, 1119, 1225, 1324,
1410, 1482, 1555, 1627, 1693, 2927, 2972 ve 3164 cm™’de gdzlenmektedir. 697 cm™'’deki
absorpsiyon bandi aromatik C—S gerilmesine dayandirilabilir (Coates ve Meyers, 2006). 803
em™! ve 1027 em™°deki giiclii pikler ise, sirasiyla S-O gerilmesi (siilfoksit) ve S=O bagindan
kaynaklanmaktadir (Vinayan ve ark., 2016). 1119 cm'deki pik C-C gerilmesine (iskelet
titresimleri) dayandirilabilir (Coates ve Meyers, 2006). 1225 ve 1324 cm™'de gdzlenen pikler,
sirastyla, substitue halka diizlem i¢i C-N gerilmesi ve C-S biikiilmesine atfedilebilir(Xu ve ark.,
2017). Diger yandan, 1410 ve 1482 cm™'deki pikler, sirasiyla Ar-C=N ve disazo (-N=N-)
gruplarina isaret etmektedir (Erdik, 2008). A2 baslangi¢c maddesinde bulunmayan Ar-C=N ve
disazo (—N = N-) gruplarinin A7 boya yapisinda bulunmasi, Sekil 4.7’de verilen mekanizmasy1
onaylamaktadir. Ayrica, 1555 cm™ ve 1627 cm’deki pikler aromatik C=C gerilmesine
dayandirilabilir (Sun, Xing ve Tang, 2015; Erdik, 2008). 1693 cm™' de saptanan pik noktas: da
C=C cift bagina isaret etmektedir. 2927, 2972 ve 3164 cm™’de tespit edilen daha zayif pikler,
strastyla alifatik C-H gerilmesi (Erdik, 2008), CHj3 titresimleri (Sun, Xing ve Tang, 2015) ve
Ar =C-H gerilmesi (Erdik, 2008) ile iliskilidir.
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4.1.2 Niikleer manyetik rezonans (NMR) analizi sonuglari

Lakkazin katekole (F baslangic maddesi) etkisiyle elde edilen kahverengi boyanin (F
boyasi) kimyasal yapisini karakterize etmek i¢in 'H-NMR ve '*C-NMR analizleri de yapilmis

olup sonuglar Sekil 4.9’da verilmektedir.
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Sekil 4.9. F boyasina ait '3C-NMR (solda) ve 'H-NMR (sagda) spektrumlar

Sekil 4.9°da verilen F boyasina ait 3*C-NMR sonuglar incelendiginde 174,370 ppm’de
goriilen pik kinon yapisina isaret etmektedir. Ancak 6te yandan bir *C-NMR spektrumunda
bilesigin yapisindaki birbirinden farkli olan karbon sayisi kadar pik goriilmesi gerekmektedir.
Buna gore eger F boyasimin yapisi sadece Sekil 4.1°de gosterilen o-benzokinon olsayd: *C-
NMR spektrumunda Sekil 4.10’dan anlasilacag: tizere 6 pik goriilmesi gerekirdi. Ancak daha
fazla pik goriilmiis olmasi sentezlenen F boyasinin yapisinda sadece o-benzokinonun
bulunmadig1 bagka bilesiklerin de bulundugu anlamina gelmektedir. Bu sonu¢ FTIR analizi
sonuclarint destekler niteliktedir. Zira FTIR analizi sonuglarina gore F boyasinin, hem o-
benzokinon bilesigini hem de katekol dimerlerini ve homopolimerini igerdigi ortaya
koyulmustur. Sekil 4.10°dan anlagilacag iizere F boyasmin '"H-NMR spektrumunda dublet,
triplet ve quarted pikler goriilmesi gerekmektedir. Yalniz bu yapilarin her birinin 'H-NMR’da
net olarak ¢ikmamis olmasi yine yapinin saf olmadigini ortaya koymaktadir. Ote yandan, 6,5
ppm civarindaki pikler aromatik halkanin bozularak oksijenlerin baglandig1 orto yapisinin

olustugunu gostermektedir.
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Sekil 4.10. F boyasinin yapisinda bulunan o-benzokinondaki C atomlarindaki H atomlarinin 'H NMR
spektrumundaki pikleri

4-nitro-1-naftilaminin (A1 baglangic maddesi) lakkazla katalitik polimerizasyonu ile
elde edilen sar1 renkli boyanin (A1 boyasi) kimyasal yapisim1 karakterize etmek icin 'H-NMR
ve 1*C-NMR analizleri de yapilmis olup sonuglar Sekil 4.11°de verilmektedir.

Sekil 4.11. Al boyasina ait *C-NMR (solda) ve 'H-NMR (sagda) spektrumlari

Sekil 4.11°de verilen Al boyasia ait '>*C-NMR sonuglar1 incelendiginde 9 farkli pik
goriilmektedir. Zaten Sekil 4.3’te verilen Al boyasiin yapisindan goriildiigli iizere 9 farkli
karbon atomu bulunmaktadir. Yap1 simetrik oldugu i¢in bilesigin sag tarafi da spektrumda ayni
yerde goriinmektedir. Dolayisiyla bu sonu¢ FTIR analizi sonuglarini ve Sekil 4.3’te verilen
mekanizmay1 destekler niteliktedir. Sekil 4.12°den anlagilacag iizere Al boyasmin 'H-NMR
spektrumunda singlet, dublet ve triplet pikler goriilmesi gerekmektedir. 'H-NMR sonuglari
bunu destekler niteliktedir. Ote yandan, 7 ppm ve iizerinde goriilen pikler yapinin aromatikligini

net bir sekilde ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.12. Al boyasinin yapisinda bulunan C atomlarindaki H atomlarinin 'H NMR spektrumundaki pikleri

4-metoksifenol ve 3-metil-2-benzotiazolinon hidrazon hidrokloriirden lakkaz enziminin
etkisiyle elde edilen kirmizi boyarmaddenin (AF boyasi) kimyasal yapisini karakterize etmek

icin 'H-NMR ve '*C-NMR analizleri de yapilmis olup sonugclar Sekil 4.13’te verilmektedir.

—40.320
—40.18

172.986

Sekil 4.13: AF boyasina ait '*C-NMR (solda) ve 'H-NMR (sagda) spektrumlari

Sekil 4.13’te verilen AF boyasina ait *C-NMR sonuglar1 incelendiginde 9 pik, yani 9
farkli C goriilmektedir. Sekil 4.5’te verilen AF boyasinin yapisindan goriildiigii iizere aslinda
yapida 11 farkli karbon atomu bulunmaktadir. Muhtemelen bu karbonlardan birbirine yakin
olanlar spektrumda iist iiste cakismistir. Bu sonu¢ FTIR analizi sonuglarini ve Sekil 4.5’te
verilen mekanizmay destekler niteliktedir. Sekil 4.14’ten anlasilacag: iizere AF boyasinin 'H-
NMR spektrumunda singlet, dublet ve triplet pikler goriilmesi gerekmektedir. Bunlarin bazilari
"H-NMR sonuglarinda belirgindir, ancak bazilar1 ise muhtemelen spektrumda {ist iiste
cakistiklar1 igin goziikkmemektedir. Ote yandan, 7 ppm civarinda goriilen pikler yapinin

aromatikligini net bir sekilde ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.14. AF boyasinin yapisinda bulunan C atomlarindaki H atomlarmimn '"H NMR spektrumundaki pikleri
2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) diamonyum tuzunun (A2 baslangi¢
maddesi) lakkaz ile katalitik oksidasyonu sonucu elde edilen lila renkli boyanin (A2 boyasi)
kimyasal yapisini karakterize etmek igin '"H-NMR ve '3C-NMR analizleri de yapilmis olup

sonuclar Sekil 4.15’te verilmektedir.

40.328
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Sekil 4.15: A2 boyasina ait '*C-NMR (solda) ve 'H-NMR (sagda) spektrumlari

Sekil 4.15°te verilen A2 boyasina ait *C-NMR sonuglar1 incelendiginde 9 farkli pik
goriilmektedir. Zaten Sekil 4.7°de verilen A2 boyasinin yapisindan goriildiigii tizere 9 farkli
karbon atomu bulunmaktadir. Yapi simetrik oldugu i¢in bilesigin sag tarafi da spektrumda ayni
yerde goriinmektedir. Dolayisiyla bu sonu¢ FTIR analizi sonuglarint ve Sekil 4.7°de verilen
mekanizmay1 destekler niteliktedir. Sekil 4.16’dan anlasilacag iizere A2 boyasmm 'H-NMR
spektrumunda singlet, dublet, triplet ve quarted pikler goriilmesi gerekmektedir. "H-NMR
sonuglart bunu destekler niteliktedir. Ote yandan, 7 ppm civarinda gériilen pikler yapimin
aromatikligini net bir sekilde ortaya koymaktadir. Ayrica 1-2 ppm arasindaki quarted ve triplet
pikler boyanin yapisindaki —CH>-CH3 grubunun varligin1 gostermektedir.
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Sekil 4.16. A2 boyasinin yapisinda bulunan C atomlarindaki H atomlarinin 'H NMR spektrumundaki pikleri

4.2 Lakkaz ile Enzimatik Renklendirmede Ultrason Teknolojisinin EtKisinin

Incelenmesine fliskin Sonuclar

En iyi sonuglarin elde edildigi baslangic maddeleri ile optimum kosullarda yapilan
boyama iglemleri sirasinda ultrasonik enerjinin kullaniminin etkisini saptamak i¢in, optimum
kosullardaki denemeler ultrason varliginda ve yoklugunda olmak {iizere iki farkli sekilde

yapilmis olup elde edilen renk 6l¢iim sonuglar1 Cizelge 4.1°de verilmektedir.

Cizelge 4.1. Optimum kosullar altinda ultrason varliginda ve ultrason yoklugunda yapilan boyamalarin renk

degerleri

Numune Ultrason L* a* b* C h° nm R K/S

- 90,59  -525 40,74 41,07 97,34 440 31,13 0,76

A + 82,47  -0,29 50,04 50,04 90,33 440 17,39 1,96

- 61,56 2475  -6,15 25,5 346,04 530 21,89 1,39

AF + 52,18 24,08  -5,04 24,6 348,18 530 14,59 2,50

- 79,12 6,17 -4,53 7,65 323,71 550 51,07 0,23

A2 + 78,69 7,04 -7,4 10,21 313,6 550 47,73 0,29

. - 56,21 3,98 8,25 9,16 64,24 400 16,93 2,03

+ 47,53 4,44 10,08 11,02 66,21 400 10,17 3,96

Cizelge 4.1 incelendiginde, ultrason varliginda yapilan boyamalarin renk verimleri
(K/S) ultrason olmadan yapilan boyamalardan ¢ok daha yiiksek ¢ikmistir. Genel olarak boyama

isleminin ultrasonik ortamda yapilmasinin boyama verimini artirdig1 sdylenebilir. Bilindigi gibi

49



ultrasonik ortamda kavitasyon etkisi s6z konusu olmakta, ortamdaki kinetik enerji arttigindan
ve boya molekiillerinin agregasyonu azaldigindan liflerin boya aliminda artis meydana
gelmektedir. Ultrasonlu ve ultrasonsuz ortamda yapilan boyamalarin renklerinin niiansi
degerlendirilecek olursa, ultrasonlu ortamda boyanan kumaslarin renginin niiansinin genelde
daha kirmiz1 (a* degeri daha biiylik) ve daha sar1 (b* degeri daha biiyiik) oldugu dikkati

cekmektedir. Cizelge 4.2°de boyanmis kumas numunelerinin fotograflar1 goriilmektedir.

Cizelge 4.2. Optimum kosullar altinda ultrason varliginda ve ultrason yoklugunda yapilan boyamalara ait kumas

numunelerinin fotograflari

Boyama A

Cizelge 4.2 incelendiginde, ultrason varliginda yapilan boyamalar ile ultrason olmadan
yapilan boyamalarin arasinda K/S degerlerini destekleyecek sekilde gozle goriilebilir bir renk
farki oldugu goriilmektedir. Cizelge 4.3’te optimum kosullar altinda ultrason varliginda ve

ultrason yoklugunda yapilan boyamalarin yikama hasligi degerleri verilmektedir.

Cizelge 4.3. Optimum kosullar altinda ultrason varliginda ve ultrason yoklugunda yapilan boyamalarin yikama

haslig1 degerleri
Numune Ultrason WO PAC PES PA CO CA
- 3 5 4 2 4/5 2
Al
+ 1 4/5 3 1 3/4 1
- 3 5 4 2 3/4 2/3
AF
+ 1-2 5 3 1 2/3 2
- 5 5 5 3 5 3
A2
+ 5 5 5 2/3 5 3
- 5 5 5 3 5 3/4
F
+ 5 5 5 2/3 5 3
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Cizelge 4.3 ten goriilebilecegi lizere ultrasonlu ortamda boyanmis numunelerin yikama
hasliklar1 ultrasonsuz ortamda boyanmislara gore 1 ila 2 puan arasinda daha diisiik ¢ikmustir.
Bunun nedeni ultrasonlu ortamda boyanmis kumaslarin oldukc¢a daha koyu renge boyanmis
olmalaridir. Bilindigi gibi daha koyu tondaki boyamalarin yas hasliklar1 daha diisiik
cikmaktadir. Bunun 6tesinde ultrasonik ortamda boyalarin agregasyon derecesinin diistiigii
bilinmektedir. Bunun da yas hasliklarin daha diisiikk ¢ikmasinin bir nedeni olabilecegi

diistiniilmektedir.

4.3  Lakkaz ile Enzimatik Renklendirmede Enzim Orijininin Etkisinin incelenmesine

Mliskin Sonuclar

En iyi sonuclarin elde edildigi baslangic maddeleri ile optimum kosullarda yapilan
boyama islemleri sirasinda enzim orijinin etkisini saptamak icin, optimum kosullardaki
denemeler fungal orijinli Prima Green Ecofade LT 100 (Dupont) (Enzim 1) enziminin yani
sira; fungal orijinli Trametes versicolor (Sigma-Aldrich) (Enzim 2) enzimiyle de yapilmistir.

Yapilan boyamalarin renk verimi (K/S) ve CIEL*a*b* degerleri Cizelge 4.4’te verilmektedir.

Cizelge 4.4. Optimum kosullar altinda farkli orijinli enzimlerle yapilan boyamalarin renk degerleri

Kumas Enzim

Ady Cinsi L* a* b* C h° nm R K/S
1 86,74 -3,32 48,99 49,10 93,38 440 21,36 1,45

Al 2 86,30 -2,49 57,18 56,24 92,50 440 16,62 2,09
AF 1 56,03 24,63 -3,30 24,86 352,41 530 17,17 2,00
2 50,64 23,74 -8,81 25,42 339,64 530 13,88 2,68

1 72,05 7,91 -7,31 10,77 317,23 550 39,73 1,06

A 2 71,50 7,01 -4,36 8,26 328,15 550 39,59 0,46
1 48,26 3,90 10,43 11,14 69,48 400 10,45 3,84

' 2 35,76 5,22 11,63 12,75 65,81 400 4,65 9,79

Cizelge 4.4 incelendiginde enzim 2 ile yapilan boyamalarin L* degerlerinin (agiklik-
koyuluk) en kii¢iik, K/S (renk verimi) degerlerinin ise en biiyiik oldugu goriilmektedir. Bu
durum Trametes versicolor’dan elde edilen lakkaz enzimi ile daha yiiksek verim elde

edilebilecegini gosteriyor olsa da, gézle yapilan degerlendirmelerde, bu enzimle yapilmis olan
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boyamalarin diizgiinsiizlilk problemi oldugu saptanmistir. Tiim bu sonuglar Cizelge 4.5’te

verilen kumas fotograflarindan da goriilebilmektedir.

Cizelge 4.5. Optimum kosullar altinda farkli orijinli enzimler kullanilarak yapilan boyamalara ait kumas

numunelerinin fotograflar

Al AF A2 F

7 Hl i N
| L L % B
Enzim 1 ‘ 4, 9
““\W.'*‘ ’ 1\‘ |§“ |
KA N,
Enzim 2 ® =

- .

Boyanmis kumas numunelerine ait yikama ve siirtiinme hasligi degerleri Cizelge 4.6’da

verilmektedir.

Cizelge 4.6. Optimum kosullar altinda farkli orijinli enzimler kullanilarak yapilan boyamalara ait kumasg

numunelerinin yikama ve stirtme hasligi degerleri

Kumas .- Yikama Hashg Siirtme Hashg
Adi WO PAC PES PA CO CA Kuru Yas
1 1 4/5 4 1 4 1 2 1
Al 2 1 4/5 4 1 4 1 2 1
1 1/2 4/5 4 1/2 2/3 1/2 4 2/3
AF 2 1 4/5 3/4 1 172 1 4 2
1 5 5 5 3/4 4/5 4 3/4 2/3
A2 2 5 5 5 3/4 4/5 4 4 3/4
1 5 5 5 2/3 4/5 3/4 3/4 2/3
F 2 5 5 5 1/2 4/5 2/3 3/4 1/2

Cizelge 4.6 incelendiginde Enzim 2 ile boyanmis kumaglarin bir miktar daha koyu
boyanmis olmasindan kaynakli yas hasliklarinin yarim ila bir puan kadar daha diisiik oldugu

gorilmektedir.

Calismada ayrica bitkisel (lale agact) orijinli Rhus vernicifera (Sigma-Aldrich) (Enzim
3) enzimi de temin edilmis ve bununla da deneme yapilmistir. Ancak Enzim 3’den ¢ok az
miktarda (0,027 gram) satin alinmis oldugu icin sadece AF ile calisilirken 3 enzim tipi

karsilastirilmistir. Ayrica bu denemelerde normalde AF i¢in optimal oldugu bulunmus olan 1
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g/L enzim konsantrasyonu yerine karsilagtirma yapilabilmesi i¢in her {i¢ enzimden de 0,27 g/L

olarak kullanilmistir. Sonuclar Tablo Cizelge 4.7 den goriilebilmektedir.

Cizelge 4.7. Farkli orijinli enzimler kullanilarak yapilan boyamalara ait kumas numunelerinin fotograflar

Numune Enzim 1 Enzim 2 Enzim 3

AF

Cizelge 4.7 incelendiginde Enzim 2 ile yapilan boyamada kumasin en koyu, Enzim 3 ile yapilan

boyamada ise en agik renk verdigi goriilmektedir.

44  Pamugun Kendi Dogasinda Bulunan Pigmentlerinin Enzimatik Renklendirmede

Degerlendirilmesine iliskin Sonuclar

Bu gruptaki denemelerde oncelikle sadece bazik islem gdrmiis, ancak agartilmamis
pamuklu siiprem 6rme kumagslar baslangic maddesi icermeyen pH’1 5’e ayarlanmis flotteler
icerisinde degisik lakkaz enzimi konsantrasyonlarinda (0,2-0,4-0,6-0,8-1 g/L) 60 °C’da 3 saat

siireyle isleme tabi tutulmuslardir. Elde edilen sonuclar Cizelge 4.8’de verilmektedir.

Cizelge 4.8. Sadece bazik islem gormiis 6rme kumaslarin baslangi¢c maddesi icermeyen flottelerde degisik lakkaz

enzimi konsantrasyonlarinda islem sonrasi renkleri

0,2 g/L 0,4 g/L 0,6 g/L 0,8 g/L 1g/L

islemsiz Enzim 1

Enzim 2

Cizelge 4.8 incelendiginde baslangic maddesi kullanilmadan dogrudan pamugun
yapisindaki renk veren pigmentlerle bir sonug¢ elde edilemedigi acik¢a goriilmektedir. Bu
nedenle, sadece bazik islem gérmiis pamuklu kumaslar en iyi sonuglarin elde edildigi baslangi¢
maddeleri ile optimum kosullarda boyanarak, pamugun yapisinda var olan dogal flavonoidlerin

enzimatik renklendirme sirasindaki katilma reaksiyonunda kullanilan diger baslangi¢c maddeleri
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ile reaksiyonu destekleyip desteklemedigi saptanmaya c¢alisilmistir. Elde edilen renk 6l¢iim

sonuclar1 Cizelge 4.9°da, kumas numunelerinin fotograflari ise Cizelge 4.10°da verilmektedir.

Cizelge 4.9. Agartilmis ve sadece bazik islem gérmiis pamuklu kumaslarin optimum kosullar altinda enzimlerle

yapilan boyamalarina ait renk dl¢iim degerleri

Kumas .

Ady On Islem L* a* b* C h° nm R K/S
Agartilmig 82,42 -0,51 55,04 55,04 90,53 440 14,60 2,50

Al Bazik I@lem 81,60 -1,38 63,29 63,30 91,24 440 10,42 3,85
Agartilmig 56,53 25,28 -8,46 26,69 341,45 540 18,47 1,80

A Bazik Islem 56,35 25,60 -6,76 24,55 344,02 540 17,80 1,90
Agartilmig 71,30 8,01 -8,15 11,37 314,27 550 38,58 0,49

A2 Bazik Islem 64,79 8,96 -7,93 11,97 318,51 550 30,07 0,81
Agartilmig 47,62 4,41 10,13 11,04 66,49 400 10,08 4,01

s Bazik Islem 4231 4,74 11,30 12,25 67,23 400 7,12 6,06

Cizelge 4.10. Agartilmis ve sadece bazik iglem gormiis pamuklu kumaglarin optimum kosullar altinda enzimlerle

yapilan boyamalarina ait kumas gorselleri

Numune Agartilmis Bazik islem

Al

AF

A2

Cizelge 4.9 ve 4.10 incelendiginde sadece bazik islem goérmiis kumaslarin renklerinin
daha sar1 (b* degeri daha biiyiik) niiansh ve ayrica biraz daha koyu oldugu (L* degeri daha
kiiciik) anlagilmaktadir. Bu durumun pamugun yapisinda var olan dogal flavonoidlerin

enzimatik renklendirme sirasindaki katilma reaksiyonunda kullanilan diger baslangi¢c maddeleri
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ile reaksiyonu destekledigi sdylenebilir. On terbiye islemleri sirasinda bir adimin (agartma)
atlanabilecek olmasi ¢evresel agidan zaten anlamli olan enzimatik renklendirmenin daha da

avantajli hale gelmesi bakimindan 6nemli olacaktir.

4.5 Bitkilerden Ekstrakte Edilen Dogal Baslangic Maddelerinin Enzimatik

Renklendirmede Kullanimina Iliskin Sonuclar

Bilindigi gibi ¢esitli dogal boyalarin yapilarinda flavonoidler bulunmaktadir. Bu
caligmada sar1 kantaron ve beyaz sogan kabugu bitkilerinden elde edilen ekstraktlarin enzimatik
renklendirmede kullanilmasi {izerinde ¢alisilmistir. Sar1 Kantaron igin yapilan optimizasyon
calismalarindan elde edilen renk verimi sonuglar1 Sekil 4.17°de, varyans analizi sonuglari ise

Cizelge 4.11°de verilmektedir.
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Sekil 4.17. Sar1 Kantaron i¢in enzimatik boyama kosullarinin optimizasyonuna iligkin boxplot grafikleri

Cizelge 4.11. Sar1 Kantaron i¢in enzimatik boyama kosullarinin optimizasyonuna iligkin varyans analizi sonuglari

Source DF SS MS F P
Enzim (g/L) 4 0,26907 0,06727 31,00 0,000
Bitki Ekstrakt Kons. (g/L) 4 1,710922  0,427730 791,62 0,000
Siire (saat) 4 0,060533 0,015133 19,43 0,000
Sicaklik(°C) 4 0,0072672  0,0018168 38,83 0,000
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Cizelge 4.11 incelendiginde sar1 kantaron ekstrakti ile enzimatik boyama iizerine enzim
konsantrasyonu, baslangi¢ maddesi konsantrasyonu, siire ve sicaklik parametrelerinin her
birinin etkisinin istatistiksel olarak onemli (p<0,05) oldugu goriilmektedir. Ancak her bir
parametre i¢in farkliligin kaynagini gérmek i¢in Tukey testi de yapilmis olup, sonuglar Cizelge

4.12-4.15’te verilmektedir.

Cizelge 4.12. Sar1 Kantaron icin enzimatik boyamada enzim konsantrasyonunun etkisine iliskin Tukey test

sonuglar1 (Standart sapma bazinda ortalamalar igin %95 giiven aralig1)

Indiwidual 295% CIs For Mean Based on
Pooled StDew

Lewvel hog Mean StDew —_———————————— +—————— +—————— -

0,1 3 0,68229 00,0348 {(————*———=1

o, 2 3 a,8333 a,0239 (————*———=

0,4 3 0, 7856 0,0324 (————%—— )

a,8 3 a,8458 a,0305 (————*————)

1,0 3 a,8723 o,0823 (————*—— )
———te———————— F———————— F———————— F—————
a,a0 a,72 o,84 o,396

Pooled StDew = 0,0466

Cizelge 4.13. Sar1 Kantaron i¢in enzimatik boyamada bitki ekstrakti konsantrasyonunun etkisine iliskin Tukey test

sonuglar1 (Standart sapma bazinda ortalamalar igin %95 giiven aralig1)

Indiwvidual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDew

Lewel M Mean Sthew ——————— +—— - +——— +——

2,5 3 00,3438 00,0138 (*)

4,0 3 0,366 0,0239 (—%*)

10,0 3 00,7856 00,0324 {(*=)

20,0 3 1,0611 0,0194 {(*—1

40,0 3 1,1508 00,0227 (*)
—_———— +——————— +——————— +————— +-—

o, 50 0,75 1,00 1,25

Pooled StDew = 0,0232
Cizelge 4.14. Sar1 Kantaron i¢in enzimatik boyamada siirenin etkisine iligkin Tukey test sonuglari (Standart sapma

bazinda ortalamalar i¢in %95 giiven aralig1)

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDewv

Level N Mean StDev —F————————— - —————— o —
1 3 0,58538 0,03035 {(——— |
2 3 0,87649 0,027248 [ .
3 3 0,78558 0,03241 [ ——
4 3 0,688628 0,02543 (————%—— )
5 3 0,687421 0,02308 [ —
e Fomm o ——— o=
0,560 0,630 a,700 a,770

Pooled StDew = 0,02731

Cizelge 4.15. Sar1 Kantaron i¢in enzimatik boyamada sicakligin etkisine iliskin Tukey test sonuglar1 (Standart

sapma bazinda ortalamalar igin %95 giiven aralig1)

Indiwvidual 95% CIs For Mean Based on
Fooled StDewv

Level N Mean StDev ——F————————— Fm————————— F————————— F——————

25 3 0,74635 0,00825 (———*—)

40 3 0,78371 0,00732 (——*——=)

&0 3 0,79478 0,00305 (———*—}

=1a 3 0,74725 0,00&848 (———*—)

100 3 0,72%73 0,00783 (———*—)
——t— o o o
a,725 0,750 a,775 0,800

Pooled StDev = 0,00884
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Cizelge 4.12 incelendiginde enzim konsantrasyonun etkisine gore elde edilen sonuglarin
3 grupta toplandigi ve en iyi renk veriminin 1 g/L’de elde edildigi goriilmektedir. Cizelge
4.13’te ise bitki ekstrakti konsantrasyonun etkisine gore elde edilen sonuglarin 4 grupta
toplandig1 ve en iyi renk veriminin en yliksek bitki ekstrakti konsantrasyonu olan 40 g/L’de

elde edildigi goriilmektedir.

Cizelge 4.14 incelendiginde siirenin etkisine goére elde edilen sonuglarin 3 grupta
toplandig1 ve en iyi sonucun 3 saatte elde edildigi goriilmektedir. Cizelge 4.15 incelendiginde
sicakligin etkisine gore elde edilen sonuglarin 2 grupta toplandigi ve en iyi renk veriminin 60

°C’da elde edildigi goriilmektedir.

Yukarida agiklanan tiim bulgular Cizelge 4.16’da verilen Sar1 Kantaron i¢in enzimatik
boyama kosullarinin  optimizasyonu denemelerine iligkin kumas numunelerinin

fotograflarindan da agik¢a goriilebilmektedir.

Cizelge 4.16. Sar1 Kantaron icin enzimatik boyama kosullarinin optimizasyonu denemelerine iliskin kumas

numunelerinin fotograflari

Enzim
Konsantrasyonu
(g/L)
0,1 0,2 0,4 0,8 1
Bitki ekstrakti
konsantrasyonu
(g/L)
2,5 5 10 20 40
1 2 3 4 5
Sicakhik
O
25 40 60 80 100

Biitiin bu degerlendirmelerin sonucunda Sar1 kantaron ekstrakti ile enzimatik
boyamanin optimum kosullar1 1 g/ enzim konsantrasyonu, 40 g/L bitki ekstrakti
konsantrasyonu, 60 °C, 3 saat olarak belirlenmistir. Bu belirlenen optimum kosullarda Sar1
Kantaron ekstrakti ile enzim kullanilarak ve enzim kullanilmadan boyama islemleri yapilmis
olup elde edilen renk 6l¢lim sonuglar1 Cizelge 4.17°de, kumas numunelerinin fotograflari ise

Cizelge 4.18’de verilmektedir.
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Cizelge 4.17. Sar1 Kantaron ile optimum kosullarda enzim kullanilarak ve enzim kullanilmadan yapilan

boyamalara ait renk 6l¢iim sonuglart

Boyama L* a* b* C h°
Enzimsiz 77,69 2,93 14,62 14,92 78,66
Enzimli 71,71 5,96 16,31 17,37 69,92

Cizelge 4.18. Sar1 Kantaron ile optimum kosullarda enzim kullanilarak ve enzim kullanilmadan yapilan

boyamalara ait numuneler

Enzimsiz Enzimli

Cizelge 4.17 ve 4.18 incelendiginde Sar1 Kantaron ile yapilan boyamada enzim
kullanilmast durumunda elde edilen rengin belirgin 6l¢iide koyulastigi, yani L* degerinin
kiigtildiigli goriilmektedir. Aslinda tablolardan da goriilebilecegi gibi Sar1 Kantaron bitkisi
pamugu zaten boyama kabiliyetine sahiptir. Zira bu bitkinin yapisinda cesitli fenolik
komponentler bulunmaktadir. Sar1 Kantaron’da bulunan biyoaktif bilesikler hiperisin ve
pseudohiperisin gibi naftodiantron tiirevleri ile hiperforin ve adiperforin gibi agillenmis
florogliikinol tiirevlerinin yani sira kuersetin, kuersitrin, rutin ve amentoflavon gibi ¢esitli
flavonoid tiirevleridir (Orhan ve Kartal, 2015). Dolayzsi ile bu boyalar ile pamuk lifleri arasinda
van der Waals ¢ekim kuvvetleri ve dipol-dipol etkilesimlerinin yan sira, boyalarin yapisindaki
fenolik hidroksil (-OH) gruplariin hidrojen atomu ile pamuk liflerinin yapisinda bulunan
hidroksil (-OH) gruplarinin oksijen atomlar1 arasinda hidrojen kopriileri lizerinden etkilesim
olusacagi sdylenebilir. Ancak boyama sirasinda ortamda lakkaz enzimi de bulundugunda sz
konusu dogal boyalarin yapisindaki aktif bilesikler yapisal degisiklige ugramaktadir. Sekil
4.18’de verilen mekanizmaya gore dogal boyanin yapisindaki fenolik -OH gruplari
oksidasyonun birinci basamaginda ara {irlin olarak kinon gruplarma doniismektedir. Baz1 ara
tirtinler katalizor (lakkaz enzimi) varliginda kovalent baglarla birbirine baglanarak polimerize
olmaktadir (Bai ve ark., 2016). Bilindigi gibi boya molekiilleri ne kadar uzun ve diiz zincirli
olursa liflerle arasindaki ikincil ¢gekim kuvvetlerinin etkinligi arttigindan boyanin liflere karsi
afinitesi artmaktadir. Bu durum s6z konusu dogal boyalarla enzim varliginda elde edilen

renklerin daha koyu olmasinin nedenini agiklamaktadir. Enzim varliginda yapilan boyamalarda
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sadece rengin acikligi-koyulugu degil, niians1 da degismistir. Hem a*, hem b* degerinin artt1g1,

yani rengin niiansinin daha kirmizi ve daha sar1 yone kaydigi sdylenebilir.

HO H OH
Lakkaz Lakkaz

® o —>@=0—>

Dogal Boya Polimerize Dogal Boya

Sekil 4.18. Fenolik hidroksil grubu igeren dogal boyalar ile lakkaz enziminin etkilesimi (Bai ve ark., 2016)

Sar1 Kantaron ekstrakti ile enzim kullanilarak ve enzim kullanilmadan yapilan

boyamalarin yikama, siirtiinme ve 151k hasligi test sonuclar1 Cizelge 4.19’da verilmektedir.

Cizelge 4.19. Sar1 Kantaron ile optimum kosullarda enzim kullanilarak ve enzim kullanilmadan yapilan

boyamalarin yikama, siirtlinme ve 151k hasligi test sonuglari

Yikama Hashg Siirtiinme Hashgi Isik

Boyama <

WO PAC PES PA CO CA Kuru Yas Hashg
Enzimsiz 2 5 5 2 5 3 4 3 2-3
Enzimli 3 5 5 2 5 3 4 3 3

Cizelge 4.19 incelendiginde Sar1 Kantaron ekstrakti ile enzim kullanilarak yapilan
boyamalarin yikama ve siirtme hasliklarinin, kumasin rengi daha koyu olmasina ragmen enzim
kullanilmadan yapilan boyama ile ayn1 ¢iktig1, 1s1k hasliklarinin ise 1/2 puan daha yiiksek
oldugu gorilmektedir. Enzimli boyanmis kumas numunesinin 151k hasliginin biraz daha iyi

¢ikmasinin nedeni kumasin daha koyu boyanmis olmasidir.

Beyaz sogan kabugu i¢in yapilan optimizasyon ¢alismalarindan elde edilen renk verimi

sonuglar1 Sekil 4.19, varyans analizi sonuglari ise Cizelge 4.20°de verilmektedir.
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Sekil 4.19. Beyaz sogan kabugu i¢in enzimatik boyama kosullarinin optimizasyonuna iligkin boxplot grafikleri

Cizelge 4.20. Beyaz sogan kabugu i¢in enzimatik boyama kosullarinin optimizasyonuna iliskin varyans analizi

sonuglari

Source DF SS MS F P
Enzim (g/L) 4 0,0851918 0,0212980 234,22 0,000
Bitki Ekstrakt Kons. (g/L) 4 114,1699 28,5425 6802,35 0,000
Siire (saat) 4 0,0686467 0,0171617 784,91 0,000
Sicaklik(°C) 4 1,959815 0,489954 1208,98 0,000

Cizelge 4.20 incelendiginde sogan kabugu ekstrakti ile enzimatik boyama lizerine enzim
konsantrasyonu, baslangic maddesi konsantrasyonu, siire ve sicaklik parametrelerinin her
birinin etkisinin istatistiksel olarak onemli (p<0,05) oldugu goriilmektedir. Ancak her bir
parametre i¢in farkliligin kaynagini gérmek i¢in Tukey testi de yapilmis olup, sonuglar Cizelge

4.21-4.24’te verilmektedir.

Cizelge 4.21. Beyaz sogan kabugu i¢in enzimatik boyamada enzim konsantrasyonunun etkisine iliskin Tukey test
sonuglar1 (Standart sapma bazinda ortalamalar igin %95 giiven aralig1)

Indiwvidual 95% CIs For Mean Based on
Fooled StDew

Lewel N Mean StDew —_——t———————— +———————— +———————— +—————
0,1 3 ©0,98563 0,01073 (—*—)
o,2 3 ©0,84544 0,01095 (—*—)
0,4 3 0,280334 0,00710 {—*—
0,8 3 0, 796865 0,01255 {—*—
1,0 3 0, 77738 0,00313 {—*—1
——t——— o o +———
o, 780 0,840 0,900 0,980
Pooled ScDew = 0,00354
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Cizelge 4.22. Beyaz sogan kabugu i¢in enzimatik boyamada bitki ekstrakti konsantrasyonunun etkisine iliskin

Tukey test sonuglar1 (Standart sapma bazinda ortalamalar i¢in %95 giiven aralig1)

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDew

Lewvel N Mean Sthev ————————— +———————— F———————— +——————— +

2,5 3 0,2550 0,0043 *)

a,0 3 0,530% 0,0088 (*

10,0 3 00,8033 00,0071 =

20,0 3 22,9008 00,0382 (=

40,0 3 7,61ls 0,1337 =
————————— e T

2,0 4,0 &, 0 &,0
Fooled SthDew = 0,0648

Cizelge 4.23. Beyaz sogan kabugu icin enzimatik boyamada siirenin etkisine iliskin Tukey test sonuglar1 (Standart

sapma bazinda ortalamalar igin %95 giiven aralig1)

Indiwidual 95% CIs For Mean Based on
FPooled StDew

Lewel N Mean Sthewv ——————— +——————— +——————— +———————— +——
1 3 0,55801 0,00203 [ ]
2 3 1,00487 0,00491 [*)
3 3 0,80334 0,00710 (*)
4 3 0,89520 0,00481 {(*)
5 3 0,82513 0,00308 (*)
—_———— o o o +——
0,540 0,900 0,980 1,020
Poocled StDew = 0,00488

Cizelge 4.24. Sogan Kabugu i¢in enzimatik boyamada sicakligin etkisine iligkin Tukey test sonuglari (Standart

sapma bazinda ortalamalar igin %95 giiven aralig1)

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDew

Lewvel H Mean Schewv ———————— +———————- +———————- +———————- +

25 3 1,0821 0,0129 {(*)

40 3 0,%414 00,0115 {*)

a0 3 0,8033 00,0071 (]

20 3 1,85%6&6 00,0171 {(*)

100 3 11,8590 00,0372 {(*)
————————— B s

1,00 1,25 1,50 1,75

Pooled StDew = 0O,0201

Cizelge 4.21 incelendiginde enzim konsantrasyonun etkisine gore elde edilen sonuglarin
3 grupta toplandig1 ve en 1yi renk veriminin 0,1 g/L’de elde edildigi goriilmektedir. Cizelge
4.22°de ise bitki ekstrakti konsantrasyonun etkisine gore elde edilen sonuglarin 4 grupta
toplandig1 ve en iyi renk veriminin en yiiksek bitki ekstrakti konsantrasyonu olan 40 g/L’de
elde edildigi goriilmektedir. Cizelge 4.23 incelendiginde siirenin etkisine gore elde edilen
sonuglarin 5 grupta toplandig1 ve en iyi sonucun 2 saatte elde edildigi goriilmektedir. Cizelge
4.24 incelendiginde sicakligin etkisine gore elde edilen sonuglarin 4 grupta toplandigi ve en iyi
renk veriminin 80 °C ve 100 °C’da elde edildigi goriilmektedir. Bu nedenle, en uygun sicakligin
80 °C oldugu soylenebilir. S6zii edilen tiim bu bulgular Cizelge 4.25’te verilen beyaz sogan
kabugu icin enzimatik boyama kosullarinin optimizasyonu denemelerine iliskin kumas

numunelerinin fotograflarindan da agikg¢a goriilebilmektedir.
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Cizelge 4.25. Beyaz sogan kabugu i¢in enzimatik boyama kosullarinin optimizasyonu denemelerine iliskin kumas

numunelerinin fotograflar

Enzim
Konsantrasyonu
0,1 0,2 0,4 0,8 1

(g/L)

Bitki ekstrakti
konsantrasyonu
(e/L) 2,5 5 10 20 40

Siire (Saat) - - - - -
1 2 3 4 5

Sicakhk
°O)

25

Biitliin bu degerlendirmelerin sonucunda beyaz sogan kabugu ekstrakti ile enzimatik
boyamanm optimum kosullar1 0,1 g/L enzim konsantrasyonu, 40 g/L bitki ekstrakti
konsantrasyonu, 80 °C, 2 saat olarak belirlenmistir. Bu belirlenen optimum kosullarda beyaz
sogan kabugu ekstrakti ile enzim kullanilarak ve enzim kullanilmadan boyama islemleri
yapilmistir. Ancak enzim kullanilarak ve enzim kullanilmadan yapilan boyamalar arasinda
onemli bir renk farklilifi gortilmemistir. Bu durum enzim konsantrasyonu ile bitki ekstrakti
konsantrasyonu parametreleri arasinda ikili etkilesim oldugunu ortaya koymaktadir. Yani 10
g/L bitki ekstrakt1 konsantrasyonunda en iyi sonug 0,1 g/L enzim ile elde edilebilirken, 40 g/L
bitki ekstrakti konsantrasyonunda bu kadar az enzim kullanmak yetersiz gelmektedir. Bu
nedenle enzim konsantrasyonu artirilarak denemeler yapilmis ve 1 g/L enzim kullanilmasi
gerektigi saptanmistir. Yani optimum kosullart 1 g/ enzim konsantrasyonu, 40 g/L. bitki

ekstrakti konsantrasyonu, 80 °C, 2 saat olarak degistirilmistir.

Bu belirlenen optimum kosullarda beyaz sogan kabugu ekstrakti ile enzim kullanilarak
ve enzim kullanilmadan boyama islemleri yapilmis olup elde edilen renk o6l¢iim sonuglari

Cizelge 4.26°da, kumas numunelerinin fotograflari ise Cizelge 4.27°de verilmektedir.
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Cizelge 4.26. Beyaz sogan kabugu ile optimum kosullarda enzim kullanilarak ve enzim kullanilmadan yapilan

boyamalara ait renk 6l¢iim sonuglart

Boyama L* a* b* C h°
Enzimsiz 71,29 9,68 24,90 26,72 68,77
Enzimli 66,56 14,81 20,39 25,20 54,01

Cizelge 4.27. Beyaz sogan kabugu ile optimum kosullarda enzim kullanilarak ve enzim kullanilmadan yapilan

boyamalara ait numuneler

Enzimsiz Enzimli

Beyaz sogan kabugunda ana renklendirici flavonoid tiirevi olan kuarsetin (C.I. Natural
Yellow 10, 13) bulunmaktadir (Montazer ve ark., 2004). Bu nedenle, beyaz sogan kabugu
ekstrakt1 da zaten tek basina pamuk liflerini belirli 6l¢iide boyama yetenegine sahiptir. Ancak
Cizelge 4.26 ve 4.27°den beyaz sogan kabugu ekstraktina lakkaz enzimi eklenerek bitkinin
icerisindeki aktif maddenin dogal kaynakli baslangi¢c maddesi olarak kullanilmasi durumunda
elde edilen renklerin koyulastig1 ve verimin arttig1 goriilmektedir. Bu durumun nedeni Sar1
Kantarondaki ile aynidir. Enzim varliginda yapilan boyamalarda sadece rengin acikligi-
koyulugu degil, niians1 da degismistir. a* degeri artmis, b* degeri azalmis olup bu durum rengin
niiansinin daha kirmiz1 ve daha yesil yone kaydigini gostermektedir. Bu arada sogan kabugu ile
yapilan boyamada rengin niiansindaki kayma Sar1 Kantaron’a gore oldukca daha belirgindir.
Beyaz sogan kabugu ekstrakti ile enzim kullanilarak ve enzim kullanilmadan yapilan boyama

islemlerine ait yikama, siirtme ve 151k haslhigi test sonuclar1 Cizelge 4.28°de verilmektedir.

Cizelge 4.28. Sogan kabugu ile optimum kosullarda enzim kullanilarak ve enzim kullanilmadan yapilan

boyamalarin yikama, siirtme ve 151k hasligi test sonuglari

Yikama Hashg Siirtme Hashg: Isik

Boyama )

WO PAC PES PA CO CA Kuru Yas Hashg
Enzimsiz 45 S5 5 2 34 34 45 3 23
Enzimi 35 5 5 3 4 4 45 34 3
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Cizelge 4.28 incelendiginde beyaz sogan kabugu ekstrakti ile enzim kullanilarak yapilan
boyamalarin yikama ve silirtme hasliklarinin, kumasin rengi daha koyu olmasina ragmen enzim
kullanilmadan yapilan boyamadan daha iyi ¢iktig1, ancak 151k hasliklarinin ise yarim puan daha

diisiik oldugu goriilmektedir.

4.6  Enzimatik Boyamalarin Teknik, Ekonomik ve Ekolojik Acilardan Reaktif Boyama

ile Karsilastirilmasi

Calismanin bu asamasinda, en iyi sonuglar1 veren baslaticilar kullanilarak enzimatik
renklendirme ile elde edilen sari, kirmizi ve lila renkleri laboratuvar kosullarinda reaktif
boyalarla (soguk grup) tutturulmus ve enzimatik renklendirme ile reaktif boyama teknik,

ekonomik ve ekolojik agilardan karsilastirilmistir.

4.6.1 Teknik karsilastirma

Tekstil boyamaciligi agisindan kritik olan bir konu renklerin tekrarlanabilirligidir.
Bugiine kadar yapilan c¢alismalarda enzimatik renklendirmede tekrarlanabilirlik konusu hig
irdelenmemis olup bu tez kapsaminda renk ve haslik a¢isindan en i1yi sonucu veren 3 renk (sart,
kirmizi ve lila) i¢in olusturulan regeteler farkli zamanlarda 5’er kez tekrar edilerek kumaslarda
elde edilen renk verimi (K/S) ve CIEL*a*b* degerleri arasindaki varyasyon katsayisi (%CV)

hesaplanmistir. Sonuglar Cizelge 4.29°da verilmektedir.

Cizelge 4.29. Enzimatik renklendirme ve reaktif boyamalarin 5 kez tekrarlanan renk l¢iim sonuglarina iligkin

standart sapma ve varyasyon katsayisi degerleri

Numune Fotograf Deger L* a* b* C h° R K/S
X 82,45  -1,28 52,78 52,73 91,29 15,86 2,24
Enzimatik
S 0,67 0,14 1,35 1,3 0,46 0,27 0,05
San

% CV 0,45 0,02 1,83 1,69 0,21 0,07 0,002

X 83,93 0,78 51,36 51,36 89,12 17,01 2,02

Reaktif
S 0,13 0,12 0,29 0,28 0,14 0,24 0,04
Sari
0,01 0,01 0,08 0,08 0,02 0,06 0,001
56,53 25,28 -8,46 26,69 341,45 18,47 1,80
Enzimatik
1,19 0,4 0,6 0,37 1,34 0,17 0,02
Kirmizi
1,43 0,16 0,36 0,14 1,81 0,02 0,00065
’ X 57,32 23,85 -8.,45 25,31 340,50 17,98 1,87
Reaktif i
S 0,44 0,28 0,13 0,31 0,13 0,42 0,06
Kirmizi

% CV 0,19 0,08 0,01 0,09 0,01 0,17 0,003
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Cizelge 4.29. Enzimatik renklendirme ve reaktif boyamalarin 5 kez tekrarlanan renk 6l¢iim sonuglarina iliskin

standart sapma ve varyasyon katsayisi degerleri (Devam Ediyor)

Numune Fotograf Deger L* a* b* C h° R K/S
X 71,30 8,01 -8,15 11,37 31427 38,58 0,49
Enzimatik
Lil S 0,31 0,24 0,30 0,30 0,67 0,48 0,01
ila

% CV 0,09 0,05 0,09 0,09 0,45 0,23 0,00012
X 71,96 7,14 -6,22 9,47 318,92 39,35 0,47

Reaktif
Lila

S 0,16 0,09 0,17 0,18 0,45 0,14 0,004
% CV 0,02 0,008 0,03 0,03 0,2 0,02 0

Cizelge 4.29’da verilen fotograflar incelendiginde sar1, kirmizi ve lila renkler i¢in
enzimatik boyali ve reaktif boyali kumaslarin renklerinin birbirine ¢ok yakin oldugu
goriilmektedir. Elde edilen renk 6l¢iim sonuglari da bu bulgulart dogrulamaktadir. Her ne kadar
elde edilen renklerin niianslarinda bir miktar farklilik olsa da burada amag¢ benzer bir rengin
reaktif boya ile veya enzimatik renklendirme yoluyla elde edilmesi durumunda
tekrarlanabilirligin ve hasliklarin nasil degisecegini ortaya koymaktir. Tiim renklerde hem
enzimatik renklendirme hem reaktif boyama i¢in yapilan tekrarli boyamalarda elde edilen renk
Olclim degerlerinin standart sapmasi ve varyasyonu oldukg¢a diisiik c¢ikmistir. Enzimatik
renklendirmede standart sapma ve varyasyon degerleri reaktif boyamaya gore ¢ok az daha
biiyiik olsa da, degerler cok diisiik oldugu i¢in hem enzimatik renklendirme hem reaktif
boyamanin tekrarlanabilirliginin ¢ok 1yl oldugunu sdylemek miimkiindiir. Cizelge 4.30°da
enzimatik renklendirme ve reaktif boyama ile elde edilmis benzer renklerin yikama, siirtiinme

ve 151k haslig1 degerleri, Cizelge 4.31°de ise ter haslig1 degerleri verilmektedir.

Cizelge 4.30. Enzimatik renklendirme ve reaktif boyama ile elde edilmis benzer renklerin yikama, siirtiinme ve

151k haslig1 degerleri
Yikama Hashgi Siirtiinme
5 Isik
Renk Boyama Fiksator Hashg
Hashg
WO PAC PES PA CO CA Kuru Yas
- 1 4 2-3 1 3-4 1 2 1 1
Enzimatik

+ 12 4 2-3 1 4 1-2 2-3 2 1

Sari - 5 5 5 45 5 4 5 4 4-5
Reaktif
+ 5 5 5 4-5 5 4 5 4 4
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Cizelge 4.30. Enzimatik renklendirme ve reaktif boyama ile elde edilmis benzer renklerin yikama, siirtme ve 151k

haslig1 degerleri (Devam Ediyor)

Yikama Hashg1 Siirtiinme
. Isik
Renk Boyama Fiksator Hashg:
Hashg
WO PAC PES PA CO CA Kuru Yas
- 1-2 4-5 3 1 1-2 1 3-4 1-2 1-2
Enzimatik
+ 2 4-5 3-4 1 2 1-2 4 3 1-2
Kirnuzi - 5 4-5 4 4 45 45 4-5 4 3-4
Reaktif
+ 5 4-5 4 4 45 45 4-5 4 3
- 5 5 5 3 45 3 2 1-2 1
Enzimatik
+ 5 5 5 3 45 3 4 3 1
Lila
- 5 5 4 34 45 4 4-5 4 3-4
Reaktif
+ 5 5 4 3-4 45 4 4-5 4 3

Cizelge 4.31. Enzimatik renklendirme ve reaktif boyama ile elde edilmis benzer renklerin ter haslig1 degerleri

Asidik Ter Hashg: Alkali Ter Hashg
Renk Boyama  Fiksator
WO PAC PES PA CO CA WO PAC PES PA CO CA
= 1 3-4 3 1 2 1-2 1 34 3 1 2 1-2
Enzimatik
+ 1 4 3 1 2 1-2 1 4 3 1 2-3 12
Sar1 - 5 5 5 5 5 4-5 5 5 5 5 5 4-5
Reaktif
+ 5 5 5 5 5 4-5 5 5 5 5 5 4-5
- 1 3-4 2 1 1 1 1 3-4 2 1 1 1
Enzimatik
+ 2 4 2-3 2 1-2 2 2 4 2-3 23 12 2
Kirmizi - 5 5 5 5 5 4-5 5 5 5 5 5 4-5
Reaktif
+ 5 5 5 5 5 45 5 5 5 5 5 45
- 5 5 5 4 5 4-5 5 5 4-5 4 45 45
Enzimatik
+ 5 5 5 4 5 45 5 5 5 4 45 45
Lila - 5 5 5 5 5 4-5 5 5 5 5 5 4-5
Reaktif
+ 5 5 5 5 5 4-5 5 5 5 5 5 4-5

Cizelge 4.30 incelendiginde oncelikle reaktif boyamada elde edilen yikama ve siirtiinme
hasliklarinin tiim renklerde ¢ok iyi, 151k hasliklarinin ise orta ila iyi seviyelerde oldugu
sOylenebilir. Bunun 6tesinde fiksatorle yapilan ard islem 151k hasliklarinda 1/2 puanlik diisiise
yol agmistir. Enzimatik renklendirmede elde edilen haslik degerlerine bakildiginda ise sar1 ile

kirmiz1 renklerde yikama ve siirtlinme hasliklarinin oldukga diistik oldugu; lila renkte ise orta
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seviyelerde oldugu goriilmektedir. Fiksatorle ard islem yapilmasi durumunda ise tiim renklerde
yikama hasliklarinda 6nemli bir iyilesme saglanamazken, 6zellikle yas siirtme hasliklarinda
ciddi iyilesmeler saglanmistir. Isik hasliklar1 ise genel olarak tiim renklerde ¢ok diisiiktiir ve

fiksatorle ard islemin bir etkisi bulunmamaktadir.

Cizelge 4.31 incelendiginde oncelikle reaktif boyamada elde edilen asidik ve alkali ter
hasliklarinin tiim renklerde ¢ok iyi seviyelerde oldugu séylenebilir. Bunun 6tesinde fiksatorle
yapilan ard islem yer yer 1/2 puanlik artisa yol agmis olsa da, zaten haslik seviyeleri pek ¢cok
numunede 5 oldugu icin 6nemli bir degisim goériilmemistir. Enzimatik renklendirmede elde
edilen haslik degerlerine bakildiginda ise sar1 ile kirmizi renklerde ter hasliklarinin oldukga
diisiik oldugu; lila renkte ise oldukca iyi seviyede oldugu goriilmektedir. Fiksatorle ard islem
yapilmasi durumunda ise basta kirmizi olmak {izere tiim renklerde ciddi iyilesmeler

saglanmustir.

Bu sonuglar bir baglangi¢c maddesi ile basarili bir sekilde renk elde edilebiliyor olsa bile,
haslik acisindan her baslangic maddesinin ise yaramayacagini gostermektedir. Onceki
boliimlerde elde edilen sonuglara bakildiginda 6zellikle fenolik baslangi¢ maddeleri veya gesitli
bitkilerden ekstrakte edilen baslangic maddeleri kullanilarak elde edilen toprak tonlarinda ¢ok
iyl haslik seviyelerinin elde edilebildigi goriilmektedir. Dolayisi ile hashik performansi

bakimindan her rengin reaktif boyama ile rekabet edebilir seviyede olmadigi soylenebilir.

Enzimatik renklendirme ve reaktif boyamanin renk ve haslik oOzellikleri
karsilastirildiktan sonra, boyali kumaslarin UV koruma o6zelliklerini karsilastirmak i¢in UV

dayanimu testileri yapilmistir. Sonuglar Cizelge 4.32°de verilmektedir.

Cizelge 4.32. Enzimatik renklendirme ve reaktif boyamaya tabi tutulmus numunelerin UV koruma &zellikleri

Boyama T(UVA) (%) T(UVB) (%) UV Koruma Faktorii UV koruma

Renk
(315-400 nm) (290-315 nm) (290-400 nm) (UPF) Sinifi
Enzimatik 3,50 1,96 45,58 Tyi
Sar1
Reaktif 3,12 1,09 67,00 Miikemmel
Enzimatik 4,88 1,10 68,30 Miikemmel
Kirmizi
Reaktif 2,07 0,82 121,10 Miikemmel
Enzimatik 6,33 2,46 34,48 Tyi
Lila
Reaktif 3,75 2,39 42,78 Tyi
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Cizelge 4.32 incelendiginde reaktif boyarmadde ile boyanmis kumaslarin enzimatik
renklendirilmislere gére UPF degerlerinin her zaman daha yiiksek oldugu anlasilmaktadir.
Boyali materyalin UV koruma o6zelligini etkileyen lif, iplik, kumas 6zellikleri ile renk ve
boyama koyulugu ayni olsa bile, enzimatik renklendirmede olusan boya ile reaktif boyalarin
kimyasal yapilarinin farkli olmas1 aradaki farkin nedenini aciklamaktadir. Ote yandan, UV
koruma sinift olarak bakildiginda aslinda aralarinda kritik bir farklilik olmadigi, yani gerek
enzimatik renklendirme gerekse reaktif boyama islemi gormiis numunelerin hepsinin UV

koruma 6zelliklerinin iyi ila miikemmel arasinda degistigi sOylenebilir.

4.6.2 Ekonomik karsilastirma

1 kg pamuklu 6rme kumasi jet boyama makinesinde ayni renge (sar1, kirmizi veya lila)
enzimatik yontemle ve reaktif boyalarla boyamak i¢in gerekli maliyetin karsilastirilmasi igin
su, boyarmadde (reaktif boya veya basglangic maddesi), kimyasal, elektrik, dogal gaz ve iscilik
maliyetleri ayr1 ayr1 hesaplanmistir. Bu hesaplamalarda kullanilan birim fiyat degerleri Cizelge

4.33’te verilmektedir.

Cizelge 4.33. Enzimatik renklendirme ve reaktif boyamalarda kullanilan sarf kalemleri ve birim fiyatlar

Sarf Kalemi Fiyat
Lakkaz (TL/kg) 150
Asetik Asit (TL/kg) 5
Sodyum Asetat (TL/kg) 5,5
NaCl (TL/kg) 0,65
Soda (TL/kg) 3,5
Setawash STP (TL/kg) 15
Setelan LDR (TL/kg) 10
Setazol Yellow SX (TL/kg) 26
Setazol Yellow 4GL (TL/kg) 44,5
Setazol Blue BRFX (TL/kg) 103
Setazol Red SX (TL/kg) 26
4-Nitro-1-naftilamin (A1) (TL/kg) 217.000
3-Metil-2-benzotiazolinon hidrazon hidrokloriir monohidrat (TL/kg) 60.500
4-Metoksifenol(TL/kg) 1.600
2,2'-Azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) diamonyum tuzu (A2) (TL/kg) 325.000
Su (Organize Sanayi Bolgesi Aboneleri) (TL/L) 0,01937
Elektrik (Sanayi tek terimli tek zamanlr) (TL/kWh) 0,591
Dogalgaz (TL/m?) 1,9
Iscilik (TL/sa.) (Asgari iicret 3458,03 TL olarak almmustir.) 17,64

1$=6,81TL/1€=7,43 TL (23.05.2020 Tarihli kur dikkate alinmstir)
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Elektrik maliyeti hesaplanirken sanayi tek terimli tek zamanli fiyat 0,591 TL/kWh,
kayip faktori ise 2,5 olarak alinmistir. Jet boyama makinesi i¢in gii¢ 2,9 kW alinirsa elektrik
maliyeti (TL) = 2,9 kW X boyama siiresi (sa.) X 0,591 TL/kWh seklinde hesaplanir.

Dogal gaz maliyeti ise su sekilde hesaplanmustir;

1 kg kumas icin 1:10 flotte oraninda ¢alisirken 10 L su ile islem yapilacaktir. 10 L suyun
sicakliginin T; °C’dan T> °C’a ¢ikarilmasi i¢in gereken 1s1 Q = m (g) X ¢ (Cal/g °C) X AT
formiiliinden yararlanilarak ve suyun yogunlugunun 1 oldugu dikkate alinarak (yani hacmi ile
kiitlesi ayn1) Q = 10.000 g X 1 cal/g °C x AT °C = 10.000 X AT cal = 10 X AT kcal olarak
hesaplanir. Makinede yapilacak islem sirasinda meydana gelecek 1s1 kayip faktorii 1,5 kabul
edilecek olursa, ihtiya¢ duyulan gercek toplam enerji 10 X AT kcal x 1,5= 15 X AT kcal
olacaktir. 1 kg buhar 540 kcal enerji verdigine gore 15 X AT / 540 = 0,028 X AT kg buhara
ihtiyag vardir. 1 kg buhar tiretmek i¢in 1900 kcal enerji gerektigine gore; 0,028 X AT X 1900
= 53,2 X AT kcal enerji gerekir. 1 m> dogalgaz, 9155 kcal enerji verdigine gore; 53,2 X AT /
9155 m* = 0.0058 X AT m® dogalgaz gerekir. Dogalgaz 1,9 TL/m> olarak alinirsa dogalgaz
maliyeti 0.11 X AT TL olarak bulunur.

1 kg pamuklu 6rme kumasi renklendirmek i¢in enzimatik renklendirme ve reaktif
boyamalarda yikama islemleri de dahil kullanilan su, baslangic maddesi, kimyasal, elektrik,
dogal gaz ve is¢ilik miktarlari ile bunlara iligkin maliyetler sirasiyla Cizelge 4.34 ve Cizelge

4.35’te verilmektedir.
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Cizelge 4.34. Enzimatik renklendirmede kullanilan sarf kalemleri ve 1 kg kumas boyama igin maliyetleri

ADIM Sarf Enzim San Enzim Kirmzi Enzim Lila
Miktar Tutar (TL) Miktar Tutar (TL) Miktar Tutar (TL)
4-Nitro-1-naftilamin (A1) I5¢g 3255 X X X X
R L e s .
4-Metoksifenol X X 248 g 3,97 X X
Stk ai)diamonyu e () x x x x 439g 142675
§ Lakkaz 10g 1,5 10g 1,5 10g 0,15
§ Asetik Asit 60 g 0,30 60 g 0,30 60 g 0,30
g Sodyum Asetat 1476 g 0,81 147,6 g 0,81 1476 g 0,81
Su 10L 0,19 10L 0,19 10L 0,19
Elektirik 29 kW 17,14 7,25 kW 4,28 7,25 kW 4,28
Dogalgaz 0,345 m? 0,66 X X 0,23 m? 0,44
Iscilik 4 sa. 70,56 1 sa. 17,64 1 sa. 17,64
Soguk Durulama
Su 10 L 0,19 10 L 0,19 10 L 0,19
Elektirik 1,21 kW 0,71 1,21 kW 0,71 1,21 kW 0,71
Dogalgaz X X X X X X
Iscilik 10 dk. 2,94 10 dk. 2,94 10 dk. 2,94
Sicak Durulama
<« Su 10L 0,19 10L 0,19 10L 0,19
E Elektirik 1,21 kW 0,71 1,21 kW 0,71 1,21 kW 0,71
& Dogalgaz 0,23 m? 0,44 0,23 m? 0,44 0,23 m? 0,44
Iscilik 10 dk. 2,94 10 dk. 2,94 10 dk. 2,94
Soguk Durulama
Su 10L 0,19 10L 0,19 10L 0,19
Elektirik 1,21 kW 0,71 1,21 kW 0,71 1,21 kW 0,71
Dogalgaz X X X X X X
Iscilik 10 dk. 2,94 10 dk. 2,94 10 dk. 2,94
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Cizelge 4.35. Reaktif boyamada kullanilan sarf kalemleri ve 1 kg kumas boyama i¢in maliyetleri

Reaktif Sar1 Reaktif Kirmizi Reaktif Lila
ADIM Sarf
Miktar  Tutar (TL) Miktar Tutar (TL) Miktar Tutar (TL)
Setazol Yellow SX I,lg 0,03 0,52 ¢g 0,01 0,16 g 0,004
Setazol Yellow 4GL 1,6¢ 0,07 X X X X
Setazol Blue BRFX 0,035¢g 0,004 0,7¢g 0,07 04¢g 0,04
Setazol Red SX X X 2,7g 0,07 0,41 ¢g 0,01
§ Setalan LDR 10g 0,10 10g 0,10 10g 0,10
§ NaCl 300 g 0,20 300 g 0,20 100 g 0,07
2 NaCO; 125¢ 0,44 125¢ 0,44 100 g 0,35
Su 10L 0,19 10L 0,19 10L 0,19
Elektrik 21,75 kW 12,85 21,75 kW 12,85 21,75 kW 12,85
Dogalgaz 0,23 m? 0,44 0,23 m? 0,44 0,23 m? 0,44
Iscilik 3 sa. 52,92 3 sa. 52,92 3 sa. 52,92
Soguk Durulama
Su 10L 0,19 10L 0,19 10L 0,19
Elektrik 1,2 kW 0,71 1,2 kW 0,71 1,2 kW 0,71
Dogalgaz X X X X X X
Iscilik 10 dk. 2,94 10 dk. 2,94 10 dk. 2,94
Nétralizasyon
Asetik Asit 10g 0,05 10g 0,05 10g 0,05
Su 10L 0,19 10L 0,19 10L 0,19
Elektrik 1,2 kW 0,71 1,2 kW 0,71 1,2 kW 0,71
« Dogalgaz 0,172 m? 0,33 0,172 m? 0,33 0,172 m? 0,33
E Iscilik 10 dk. 2,94 10 dk. 2,94 10 dk. 2,94
= Sicak Sabunlama
~ Setawash STP S5g 0,08 S5g 0,08 5¢g 0,08
Su 10L 0,19 10L 0,19 10L 0,19
Elektrik 1,2 kW 0,71 1,2 kW 0,71 1,2 kW 0,71
Dogalgaz 0,432 m’ 0,82 0,432 m? 0,82 0,432 m? 0,82
Iscilik 10 dk. 2,94 10 dk. 2,94 10 dk. 2,94
Soguk Durulama
Su 10L 0,19 10L 0,19 0L 0,19
Elektrik 1,2 kW 0,71 1,2 kW 0,71 1,2 kW 0,71
Dogalgaz X X X X X X
Iscilik 10 dk. 2,94 10 dk. 2,94 10 dk. 2,94

Cizelge 4.34 ve 4.35’te ayrintili hesaplarla sunulan verilerin her bir renk i¢in enzimatik
renklendirme ve reaktif boyamayi karsilastirmaya imkan verecek sekilde 6zetlenmis hali

Cizelge 4.36°da verilmektedir.
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Cizelge 4.36. Enzimatik renklendirme ve reaktif boyamada maliyet kalemleri ve tutarlar

Maliyet Kalemi San Kirmizi Lila

Enzim Reaktif Enzim Reaktif Enzim Reaktif

Boya / Baslangic Maddesi (TL) 3255 0,10 286,50 0,16 14267,5 0,06
Yardime1 madde (TL) 2,61 0,86 2,61 0,86 1,26 0,64
Su (TL) 0,77 0,97 0,77 0,97 0,77 0,97
Elektrik (TL) 19,28 15,70 6,43 15,70 6,43 15,70
Dogalgaz (TL) 1,09 1,58 0,44 1,58 0,87 1,58
Iscilik (TL) 79,38 64,68 26,46 64,68 26,46 64,68
Toplam Maliyet (TL) 3358,14 83,89 323,21 83,94 14303,30 83,63
Boya Hari¢ Maliyet (TL) 103,14 83,79 36,71 38,78 35,8 83,57

Enzimatik ve reaktif boyamalara iliskin maliyet kalemleri incelendiginde enzimatik
boyamalarda ekstra enzim kullanilmasi gerektigi i¢in yardimci madde maliyeti reaktif
boyamaya gore %50-70 daha yiiksek ¢ikmaktadir. Buna karsin, enzimatik boyamalarda boyama
sonrast 3 durulama adimi yeterliyken reaktif boyamalarda en az 4 durulama adimi
gerekmektedir. Bu nedenle, enzimatik boyamalarda su tiiketimi ve buna bagh maliyet %20
daha diisiik olmaktadir. Enzimatik renklendirmede toplam siire sar1 renk disinda reaktif
boyamaya gore belirgin 6l¢iide daha diisiiktiir. Bu durum hem birim makineden faydalanma
veriminin daha yiiksek olmasina yol agcacak hem de enerji maliyetinin %30-75 ve iscilik
maliyetinin %35 daha diisiik ¢ikmasini saglayacaktir. Nitekim enzimatik renklendirmede
genelde elektrik ve dogalgaz maliyeti 6zellikle boyamanin oda sicakliginda yapildigt kirmizi
renkte reaktif boyamaya gore enerji maliyeti %75 ve elektrik maliyeti %60 daha diistiktiir.
Boyamalarin toplam maliyetleri karsilastirildiginda enzimatik renklendirmenin maliyeti %98
gibi daha yiiksek ¢ikmaktadir. Oysa bu durumun nedeni reaktif boya fiyatlarina gére enzimatik
renklendirmede kullanilan baslangic maddelerinin fiyatlarinin %99 daha yiiksek olmasidir.
Ciinkii enzimatik renklendirme caligsmalar1 halen laboratuvar 6lgekli ¢alismalar oldugu icin
analitik saflikta kimyasallar kullanilmaktadir. Ancak ileride enzimatik renklendirmede
kullanilmak iizere baslangic maddelerinin tekstil alaninda kullanim i¢in uygun fiyath olanlar1
da piyasada mevut oldugunda bu dezavantaj ortadan kalkabilecektir. Bu nedenle, bu kosullarda
boya hari¢ maliyetleri karsilastirmak daha saglikli olacaktir. Boya hari¢ toplam maliyetlere
bakildiginda, sar1 renkte reaktif boyama ile yakin, kirmizi ve lila renklerde ise reaktif boyamaya

gore %55 daha diisiik boyama maliyetleri dikkati ¢ekmektedir. Tiim bu degerlendirmeler

72



enzimatik renklendirmenin daha az su ve daha az enerji tiikketerek daha kisa siirede daha diisiik

maliyetli boyamaya imkan veren ¢evre dostu bir proses oldugunu ortaya koymaktadir.

4.6.3 Ekolojik karsilastirma

Ayni rengin enzimatik renklendirme veya reaktif boyama ile elde edilmesi durumunda
boya banyosu atik sulariin yol a¢tig1 ¢cevre yiiklerin karsilastirilmasi i¢in sar1, kirmizi ve lila
renklerde yapilmis boyamalara ait atik flottelere kimyasal oksijen ihtiyaci, biyolojik oksijen
ihtiyaci, toplam ¢6ziinmiis katt madde, amonyak azotu, kloriir analizi yapilmis olup, sonuglar

Cizelge 4.37°de sunulmaktadir.

Cizelge 4.37. Enzimatik renklendirme ve reaktif boyama ile yapilmis boyamalara ait atiksularin analiz sonuglar1

Toplam
A y . Toplam
Koi . Koi:Boi Kjeldahi
BOI Kloriir Coziinmiis Alkalinite
Renk Boyama (mg (mg/L) (mg/L) Kol Azotu (oH)
m; m; at1 Madde P
02/L) (TKN)
(mg/L)
(mg/L)
Enzimatik 6358 2601 2,44 11,5 4627 15,41 5-5,5
San
Reaktif 242 50 4,84 6385,5 11543 22 10,5-11
Enzimatik 6745 3051 2,21 139 4276 26,01 55,5
Kirmzi
Reaktif 113 27 4,19 4836 10437 1,49 10,5-11
Enzimatik 7197 3236 2,22 135 5060 110,68 5-5,5
Lila
Reaktif 145 36 4,02 3211,5 5980 2,15 10,5-11

Kimyasal oksijen ihtiyac1 (KOI) sudaki yiikseltgenebilir maddelerin kimyasal yolla
oksitlenmeleri i¢in gerekli oksijen miktaridir. Evsel ve 6zellikle de endiistriyel atiksularin
kirlilik derecesini belirlemede kullanilan en 6nemli parametrelerden biri kimyasal oksijen
ithtiyacidir. BOI” den farkli olarak organik maddenin biyokimyasal reaksiyonlarla degil redoks
reaksiyonlartyla oksitlenmesi esasina dayanir. Oksidasyon ortaminda karbonlu organik
maddeler karbondioksit ve su; azotlu organik maddeler ise amonyak haline doniisiir. Elektron
transferinin olmadig: reaksiyonlara giren maddelerin KOI’sinden s6z edilemez(Cevre Kimyasi
Laboratuvar1 Ders Notu, 2012). BOI ise belirli bir siirede (5 giin) ve belirli bir sicaklikta (20
°C) aerobik bakteriler tarafindan pargalanabilen organik maddeler icin tiiketilen oksijen
miktaridir (Cevre Kimyasi Laboratuvar1 Dersi Notu, 2014). KOI, BOI’den farkli olarak
biyolojik yollarla ayrismayan bazi maddeleri de icerdiginden (Cevre Kimyas1 Laboratuvari

Ders Notu, 2012), endiistriyel veya evsel atiksularda her zaman KOI degeri BOI degerinden
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biiyiiktiir. Bu nedenle, KOI1:BOI oran1 da 1°den biiyiiktiir. KOI:BOI orani atiksuyun biyolojik

olarak aritilip aritilamayacagini gostermektedir (Xzenon34FilesWordpress, 2012).

Bu bilgilerin 15181 altinda Cizelge 4.37°de verilen degerler incelendiginde enzimatik
renklendirmede atiksularin igerdigi organik madde miktarinin reaktif boyama prosesine gore
cok daha yiiksek oldugu soylenebilir. Aslinda boyama islemlerinde kullanilan organik
kirleticilerin miktarlar1 hesaplandiginda bu durum daha net bir sekilde anlagilabilmektedir.
Ornegin sar1 renk eldesi icin enzimatik renklendirme yapildiginda 1 g/L lakkaz enzimi ve
baslangi¢ maddesi olarak Sekil 4.3’°te kimyasal yapis1 verilen 1,505 g/L (188,18 g/mol X 8.10"
3 mol/L=1,505 g/L) 4-nitro-1-naftilamin (A1) kullanilmaktadir. Diger taraftan, ayn1 renk igin
reaktif boyama yapildiginda 0,11 g/L (%0,11 demek 5 gram kumas i¢in 0,0055 gram boya
demektir. 5 gram kumas 1:10 flotte oraninda boyanirken flotte hacmi 50 mL oldugundan 0,0055
gram boya 50 mL’ye koyulmus olur. Bu da 0,11 g/L’ye esittir.) Setazol Yellow SX, 0,16 g/L
Setazol Yellow 4GL, 0,0035 g/L Setazol Blue BRFX kullanilmaktadir. Yani toplam kullanilan
organik bilesik konsantrasyonu enzimatik renklendirmede 2,505 g/L iken, reaktif boyamada
0,2735 g/L’dir. Dolayis1 ile KOI ve BOI degerlerinin enzimatik renklendirmede daha yiiksek
cikmas1 normaldir. Ancak atiksuyun aritilabilirligi noktasinda KOI:BOI oranina bakilmasi
onem tagimaktadir. Atiklarin toksik madde igermemesi ve sadece kolaylikla ayrisabilecek
organik maddeleri icermesi halinde bulunan KOI degeri, yaklasik olarak nihai BOI (karbonlu)
degerine esit ¢ikar (Cevre Kimyasi1 Laboratuvari Ders Notu, 2012). KOI:BOI < 3 ise bu atiksu
biyolojik olarak aritilabilir anlamina gelmektedir(Xzenon34FilesWordpress, 2012). Bu agidan
degerlendirildiginde reaktif boyama sonrasi elde edilen KOI:BOI oranlar1 4-4,5 arasinda iken,
enzimatik renklendirme i¢in bu oran 2-2,5 arasindadir. Dolayisi ile enzimatik renklendirmeye
ait atiksularin sadece biyolojik olarak aritilabilir olmasina karsin, reaktif boyama atiksularinda
mutlaka kimyasal aritmaya da ihtiyag duyulacaktir. Bu husus ekolojik ac¢idan Onem

tasimaktadir.

Tekstil atiksularinda bir diger 6nemli parametre kloriir i¢erigi, baska deyisle tuzluluktur.
Bu acidan bakildiginda agik renklerde bile 30 g/L seviyelerinde sodyumkloriir tuzu kullanilan
reaktif boyama proseslerinin atiksularinin kloriir iceriginin yiiksek ¢ikmasi dogaldir. Enzimatik
renklendirmede ise tuz kullanilmasina gerek olmamasi, 6zellikle atiksularin aritilip yeniden

kullanilmas1 s6z konusu oldugunda 6nemli bir avantaj haline gelecektir.

Toplam Coziinmiis Kati Madde (Total Dissolved Solids), su i¢inde ¢dziinmiis halde

bulunan ve kum filtresi gibi basit filtrasyon yontemleri ile tutulamayan mineralleri, katyonlari,
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anyonlari, agir metal iyonlarin1 ve az miktarda organik maddeleri igermektedir. Su igerisinde
TDS ne kadar yiiksek ise o kadar cok yabancti madde var demektir. Bu agidan
degerlendirildiginde yine enzimatik renklendirme atiksularinin reaktif boyama atiksularina

gore Onemli avantaj arz ettigi soylenebilir.

Toplam Kjeldahi Azotu degerlerine bakildiginda ise enzimatik renklendirmede reaktif
boyamaya gore c¢ok daha yiikksek ¢iktigr goriilmektedir. N kaynagma bakildiginda
boyarmaddenin molekiil yapisindaki azotun yani sira aminoasitlerden olusan enzimlerin
yapisinda da N bulundugu dikkate alinmalidir. Bu noktada enzimatik boyamalarda gerek ¢ok
daha yiiksek konsantrasyonda boya kullaniliyor olmasi, gerekse de reaktif boyamadan farkli
olarak proseste lakkaz enzimi kullaniliyor olmasi, atiksuyun N iceriginin yiiksek olmasini
aciklamaktadir. 3 enzimatik boyama kendi arasinda karsilagtirildiginda ise en yiiksek deger lila
renkte elde edilmistir. Sar1, kirmizi ve lila boyalarin dnceki bolimlerde verilen kimyasal
yapilart incelendiginde boya kromoforunda en yiiksek N igeriginin 2-2-azino-bis(3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) baslangic maddesinden elde edilen lila renkli boyada oldugu

anlasilmaktadir.

Bunlara ek olarak, enzimatik renklendirmelerde atiksularin pH degerleri 5-5,5 arasinda
cikarken, reaktif boyama atiksularinin pH degeleri 10,5-11 aralifinda ¢ikmistir. Bu durum
rekatif boyama atiksularinin yiiksek alkalinitesinin enzimatik boyama durumunda ortadan
kalktigin1 gostermektedir. Bilindigi gibi ¢ok yiiksek (9,5’ten biiyiik) veya ¢ok diisiik (4,5 ten
az) pH degerleri sularda yasayan ¢ogu canli i¢in uygun degildir. Dolayisiyla, atik suyun pH
degeri ¢ok asidik veya cok alkaliyse, alict sulara desarj edilmeden Once veya biyolojik
aritmadan 6nce mutlaka pH dengelemesi yapilmalidir (Glines ve Atav, 2015). Bu ag¢idan

bakildiginda enzimatik renklendirme atiksularinin avantajli olacagi sdylenebilir.

4.7 Optimum Recetelerin Endiistriyel Olcekli Uretim Kosullarinda Denenmesine
Iliskin Sonuclar

Tiim ¢aligmalar tamamlandiktan sonra yeni gelistirilen enzimatik boyama prosesi sari,
kirmiz1 ve lila renkler i¢in Setas Kimya A.S.’de bulunan parca boyama makinesinde endiistriyel
Olgekli tretim kosullarinda denenmistir. Kumas numunelerinin renk verimi (K/S) ve

CIEL*a*b* degerleri Cizelge 4.38’de, fotograflar ise Sekil 4.20°de verilmektedir.
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Cizelge 4.38. Endiistriyel 6l¢ekli iiretim kosullarinda enzimatik olarak renklendirilmis kumas numunelerinin renk

verimi (K/S) ve CIEL*a*b* degerleri

Renk L* a* b* nm K/S
Sar1 84,15 -3,46 55,94 440 2,29
Kirmizi 65,23 22,27 -5,88 540 1,01
Lila 69,03 2,77 1,28 550 0,56

Sekil 4.20. Endiistriyel 6lgekli iiretim kosullarinda enzimatik olarak renklendirilmis kumas numunelerin

fotograflari

Sekil 4.22 incelendiginde laboratuvar 6l¢eginde elde edilen basarili sonuglarin igletme
Olceginde de elde edilebildigi goriilmektedir. Gozle yapilan gorsel degerlendirmelerde kumas
numunelerinin boyama diizgiinliigiiniin de oldukea iyi oldugu tespit edilmistir. Elde edilen renk
Olclim sonuglarina bakildiginda renk verimi olarak sar1 ve lila renklerde laboratuvarda elde
edilen ile benzer sonuglar elde edilmisken kirmizi renkte laboratuvara gore bir miktar daha

yiiksek verim elde edilmis oldugu goriilmektedir.

Endiistriyel olgekli iiretim kosullarinda enzimatik olarak renklendirilmis kumas
numunelerinin yikama, siirtlinme ve 151k haslig1 degerleri Cizelge 4.39°da, asidik ve alkali ter

haslig1 degerleri ise Cizelge 4.40°ta verilmektedir.

Cizelge 4.39. Endiistriyel 6lgekli iiretim kosullarinda enzimatik olarak renklendirilmis kumas numunelerinin

yikama, stirtinme ve 151k haslig1 degerleri

Yikama Hashg Siirtiinme

Isik

Renk Hashg s

Hashg
WO PAC PES PA CO CA Kuru Yas

Sar1 1 4 3-4 1 4 1 3 2-3 1
Kirmizi 1-2 45 3-4 1 2 -2 45 3-4 1-2

Lila 4 4-5 4-5 23 45 23 45 4 1
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Cizelge 4.40. Endistriyel olgekli iiretim kosullarinda enzimatik olarak renklendirilmis kumas numunelerinin

asidik ve alkali ter haslig1 degerleri

Asidik Ter Hashg Alkali Ter Hashg
Renk
WO PAC PES PA CO CA WO PAC PES PA CO CA
Sar1 1 3-4 3 1 2 1-2 1 3-4 3 1 2 1-2
Kirmiz1 1 4 3 1 1 1 1 4 3 1 1 1
Lila 3 4-5 4 23 4 3 3 4-5 4 23 4 3

Cizelge 4.39 ve 4.40 incelendiginde yikama ve ter hasliklarinin sar1 ve kirmizi renklerde
laboratuvar 6l¢ekli boyamalara benzer sekilde oldukga diisiik, lila renkte ise orta seviyelerde
ciktig1 goriilmektedir. Isik hasliklari da yine tiim renklerde ¢ok diisiik ¢ikmistir. Ancak isletme
kosullarinda yapilan boyama sonrast yikama islemlerinin laboratuvarda tiipte yapilan
boyamalara kiyasla daha etkili olmasi nedeniyle kuru ve yas siirtme hasliklar1 bagta omak tizere

haslik degeleri laboratuvar boyamalarindan bir miktar daha ytiksek ¢ikmistir.
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5. GENEL SONUCLAR

Bu tez calismas1 kapsaminda elde edilen genel sonuglar su sekilde siralanabilir;

v' Boyalarin Foruier Déniisiimlii Kizil Otesi Spekstroskopisi (FTIR) ve Niikleer Manyetik
Rezonans Spekstroskopisi (NMR) ile yapisal analizleri gerceklestirilmis ve enzimatik
reaksiyon mekanizmalar1 aciklanmistir. Tek basma fenolik bilesik kullanilarak yapilan
boyamalarda fenolik bilesiklerin kinonlara yiikseltgendigi ama ayni zamanda olusan
radikallerin birbirine kenetlenmesiyle polifenolik bilesikler olusturdugu goriilmiistiir. Aromatik
aminlerin ise lakkaz-medyator sistemiyle oksidasyonu sonucu C-N bagi olusumu ile
kenetlenme reaksiyonu verdikleri ve yeni renkli bilesikler olugturduklari ortaya koyulmustur.
Fenol ve amin bilesiklerinin bir arada kullanilmasi durumunda ise once fenolik bilesigin
enzimatik olarak fenoksi radikaline yiikseltgendigi ve bunun daha sonra enzimatik olmayan
1,4-Michael katilmasiyla aromatik aminle kenetlenerek substratlarin karbon ve azot atomlari
(C-N) arasinda yeni kimyasal baglar olustugu goriilmiistiir. 2,2'-Azino-bis (3-etilbenzotiazolin-
6-stilfonik asit) diamonyum tuzu (ABTS) kullanildiginda ise lakkazin etkisiyle renkli bir katyon
radikali (ABTS) ve dikatyon (ABTS ™) olustugu saptanmistir.

v" Ultrason varliginda yapilan boyamalarda genel olarak boyama veriminin 6nemli dl¢iide arttigt,
buna karsin yikama hasliklarinin daha diisiik ¢iktig1 saptanmaistir.

v Enzim orjininin etkisine bakildiginda fungal orijinli Prima Green Ecofade LT100 (Dupont)
enzimine kiyasla Trametes versicolor’dan elde edilen lakkaz enzimi ile daha yiiksek verim elde
edilebildigi ancak yapilan boyamalarin diizgiinsiizliik problemi oldugu saptanmistir. Bitkisel
(lale agaci1) orijinli Rhus vernicifera (Sigma-Aldrich) enzimi ise en diisiik renk verimi
sonuglarini vermistir. Yalmz Trametes versicolor ve Rhus vernicifera’dan elde edilen
enzimlerden maliyet nedeniyle siirli miktarda temin edilmis oldugundan kiiciik ¢apli bir
deneme gergeklestirilebilmisir. Bu nedenle, enzim orijinin etkisi hakkinda daha kesin yargilara
ulasabilmek adina farkli orijinli enzimlerle daha kapsamli ¢alismalar yapilmasi gerektiginin
altin1 ¢izmekte fayda vardir.

v" Baslangi¢c maddesi kullanilmadan dogrudan pamugun yapisindaki renk veren pigmentlerle renk
eldesine iligkin denemelerin sonucunda tek basina pamugun yapisindaki pigmentlerle renk elde
edilemeyecegi saptanmistir. Ancak pamugun yapisindaki renk veren dogal flavonoidlerin
agartilmadan sadece bazik islem gérmiis kumaslarin enzimatik renklendirmesinde daha yiiksek
renk verimleri elde edilmistir.

v' Sari kantaron ve beyaz sogan kabugunun ekstraktlarina lakkaz enzimi eklenerek bitkilerin

icerisindeki aktif maddelerin dogal kaynakli baslangi¢c maddesi olarak kullanilmasi durumunda
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tek basina bitki ekstrakti ile yapilan boyamalara kiyasla elde edilen renklerin koyulastig1 ve
verimin arttig1 ve enzim kullanilarak yapilan boyamalarin yikama ve siirtme hasliklarinin,
kumasin renginin daha koyu olmasina ragmen, enzim kullanilmadan yapilan boyama ile ayni1
ve hatta daha yiiksek ¢iktig1, 151k hasliklarinin ise 1/2 puan daha yiiksek oldugu saptanmustir.
Yapilan ¢aligmalarin sonuglarina gore tiim renklerde hem enzimatik renklendirme hem reaktif
boyama igin yapilan tekrarli boyamalarda elde edilen renk 6l¢iim degerlerinin standart sapmast
ve varyasyonu oldukga diisiik ¢cikmistir. Bu nedenle, hem enzimatik renklendirme hem reaktif
boyamanin tekrarlanabilirliginin ¢ok iyi oldugunu sdylemek miimkiindiir.

Reaktif boyamada elde edilen yikama, siirtme ve ter hasliklarinin tiim renklerde ¢ok iyi, 151k
hasliklarinin ise orta ila iyi seviyelerde oldugu sdylenebilir. Enzimatik renklendirmede elde
edilen haslik degerlerine bakildiginda ise sar1 ile kirmiz1 renklerde yikama, silirtme ve ter
hasliklarinin oldukca diisiik oldugu; lila renkte ise orta seviyelerde oldugu goriilmiistiir.
Fiksatorle ard islem yapilmast durumunda ise tiim renklerde yikama hasliklarinda 6nemli bir
iyilesme saglanamazken, 6zellikle yas siirtme hasliklarinda ciddi iyilesmeler saglanmistir. Isik
hasliklar1 ise genel olarak tiim renklerde ¢ok diistiktiir.

Ayni1 rengin reaktif boyama ve enzimatik renklendirme ile eldesi durumu i¢in elde edilen kumas
numunelerinin UV koruma 6zellikleri de incelenmis ve UV koruma sinifi olarak bakildiginda
aslinda aralarinda kritik bir farklilik olmadigi, yani gerek enzimatik renklendirme gerekse
reaktif boyama islemi gormils numunelerin hepsinin UV koruma ozelliklerinin iyi ila
miikemmel arasinda degistigi gortilmiistiir.

1 kg pamuklu 6rme kumasi jet boyama makinesinde ayni renge (sari, kirmizi veya lila)
enzimatik yontemle ve reaktif boyalarla boyamak icin gerekli maliyetin karsilastirilmasi icin
su, boyarmadde (reaktif boya veya baslangic maddesi), kimyasal, elektrik, dogal gaz ve is¢ilik
maliyetleri ayr1 ayr1 hesaplanmistir. Boyarmadde disindaki biitiin maliyet kalemleri enzimatik
renklendirmede daha diisiik ¢ikmistir. Ancak enzimatik renklendirme c¢alismalar1 halen
laboratuvar 6lgekli ¢alismalar oldugu i¢in analitik saflikta kimyasallar kullanildigindan reaktif
boyaya gore maliyeti daha yiiksek goriinmektedir. Ancak ileride enzimatik renklendirmede
kullanilmak iizere baslangi¢c maddelerinin tekstil alaninda kullanim i¢in uygun fiyath olanlar1
da piyasada mevut oldugunda bu dezavantaj ortadan kalkabilecektir.

Bunun 6tesinde enzimatik renklendirmeye ait atiksularin sadece biyolojik olarak aritilabilir
olmasina karsin, reaktif boyama atiksularinda mutlaka kimyasal aritmaya da ihtiya¢ duyulacagi
saptanmistir. Bu nedenle, ¢evresel agidan enzimatik boyamalarin reaktif boyamaya goére daha

avantajlt oldugu sdylenebilir. Ayrica enzimatik renklendirmede tuz kullanilmasina gerek
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olmamasi, 6zellikle atiksularin aritilip yeniden kullanilmasi s6z konusu oldugunda 6nemli bir
avantaj haline gelecektir.

Calismanin son boliimiinde gergeklestirilen numune 6lgekli {iretim denemelerinde pamuklu
kumaslarin sar1, kirmiz1 ve lila renklere basarili bir sekilde boyanabildigi ve boyamalarin
oldukea diizgiin bir sekilde gerceklestigi goriilmiistiir. Bu durum projede elde edilen bulgularin
laboratuvar 6lgegi ile sinirli olmadigini, istenildiginde iiretim 6l¢eginde de basarili sonuglar

elde edilebilecegini agik bir sekilde ortaya koymaktadir.

Biitlin bu degerlendirmelerin 15181 altinda pamugun ve hatta boyanma 6zellikleri benzer
oldugundan diger dogal ve rejenere seliilozik liflerin sar1, kirmizi, lila ve kahverengi tonlarinda
enzimatik olarak renklendirilebilecegi soOylenebilir. Yapilan ¢alismalar enzimatik
renklendirmenin daha az su ve daha az enerji tiikketerek daha kisa siirede daha diisiik maliyetli
boyamaya imkan veren reaktif boyamaya alternatif ¢cevre dostu bir proses oldugunu, ancak
performans ozellikleri agisindan halen gelistirilmesi gereken yonlerinin de bulundugunu ortaya

koymustur.
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