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DRIMAREN BLUE CL-BR TEKSTIL BOYASININ MiCROCOCCUS SP. iLE
RENK GIiDERIMi

Hasan FIDELI

0z

Bu c¢alismada tekstil boyalarin renklerinin giderilmesi amaci ile topraktan 55 adet
mezofilik bakteri izole edilmis ve saflagtirilmistir. Bu izolatlarin 22 farkli boya i¢in
renk giderim yetenekleri kat1 ve sivi besiyerlerinde taranmistir. Tarama sonuglarina
gore renk giderimini en 1iyi saglayacak izolat HF85 ve en fazla renk giderimine
ugrayan Drimaren Blue CL-BR boyasi secilmistir. Calismada kullanilan HF85
susunun en yliksek renk giderim aktivitesi, 10 giinliik inkiibasyon periyodunun 4. ve
5. gilinlerinde belirlenmistir. Caligmada en yiiksek renk giderim aktivitesi, ¢alisilan
parametrelere gore; 0,1g/L boya derisiminde, 30 °C'de, pH 7.0 degerinde ve
inkiibasyonun 5. giinlinde oldugu tespit edilmistir. Karbon kaynagi olarak ayr1 ayri
kullanilan bugday ve misir samani, kavak ve mese talas1 ve muz yapragi samani renk
giderimini negatif yonde etkiledigi ve renk giderim ylizdesini diislirdiigii(%12) tespit

edilmisir.

Anahtar Kelimeler:Renk giderimi, toprak izolatlari, Drimaren Blue CL-BR

Damisman: Dog. Dr. Miinir TUNCER, Mersin Universitesi, Biyoloji Ana Bilim Dali
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DECOLORIZATION OF THE DRIMAREN BLUE CL-BR TEXTILE DYE

WIiTH MICROCOCCUS SP.

Hasan FIDELI

ABSTRACT

In this study, 55 mesophilic bacteria were isolated and purificated from soil for
decolorization of textile dye. Dye decolorization capacity of these isolates were
screened on agar plate and liquid culture. Best dye decolorization was provided with
HF85 strain and Drimanen Blue CL-BR was selected as maximum decolorized dye.
The maximum dye decolorization activity of HF85 strain was found to be 4th and 5th
day for the 10 days incubation period. According to the parameters of the study,
maximum decolorization activity was obtained from 0,1 g/L dye concentration at
30 °C and pH 7 for the 5th days of incubation period. Using of wheat straw, corn
straw, poplar and oak sawdust and banana leaf straw as carbon source was negatively

affected the decolorization and decreased the percentage of decolorization.(%12).
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1. GIRIS

Boyar maddelerinin 6zellikle tekstil sanayisinde kullanildigi bilinmektedir.
Tekstil liriinlerinin boyama banyolarindan ¢ikan sular, tekstil fabrikasi ¢ikis sularina
verilmektedir. Renkli c¢ikis suyunun, boyama, baski ve yikama islemlerinden
kaynaklandigi, renk derecesinin ise boyar madde derisimine ve kullanilan boyar

maddenin yapisina bagli oldugu belirtilmistir [1].

Su kirliligi; su kaynaginin kimyasal, fiziksel, bakteriyolojik, radyoaktif ve
ekolojik ozelliklerinin olumsuz yonde degismesi seklinde gozlenen ve dogrudan veya
dolayl1 yollarla biyolojik kaynaklarda, insan sagliginda, balik¢ilikta, su kalitesinde ve
suyun diger amaglarla kullanilmasinda engelleyici bozulmalar yaratacak madde veya

enerji atiklarinin bosaltilmasini ifade etmektedir.

1856’da, William Henry Perkin tarafindan bulunan “muavine” ilk sentetik
boyar maddedir. Ik sentetik boyar maddenin yapilmasindan bu giine Ingiltere,
Fransa, Almanya ve Isvigre’de bu sektér bir endiistri halini almustir. Giiniimiizde

iiretilen boyar maddelerin 100.000°den fazla farkli yapida oldugu, yillik {iretiminin

yaklagik 7x10° ton oldugu ve bu boyar maddelerin %10-15’1 atik su ile alict ortama
desarj edildigi géz oniine alindiginda, boyar madde iceren atik sularin aritiminin sart

oldugu ortaya ¢ikmaktadir [2].

Endiistriyel atik sular arasinda tekstil ve boyar madde iiretim endiistrilerinden
¢ikan, boyar madde igeren atik sular, aritilmasi en gii¢ atik sulardandir. Bunun sebebi,
boyar maddelerin genellikle sentetik kaynakli ve kompleks aromatik molekiil yapiya
sahip olmalar1 ve bu yapilarin boyar maddeleri daha kararli ve biyolojik
parcalanmaya karst daha direngli hale getirmesidir [2]. Tekstil ve boyama
endiistrilerinde sentetik boyalarin kullanimi bu boyalarin sentezinin kolay ve ucuz
olmasi, olduk¢a dayanikli ve dogal boyalarla karsilastirildiginda renklerinin oldukga
cesitli olmalar1 nedeniyle giderek artmaktadir [3]. Ticari boyar maddelerin renkleri,
igerdikleri kompleks kromofor sisteminden kaynaklanmaktadir. Bu boyar maddelerin,
giines 15181na ve yikama proseslerine oldukca dayanikli olduklar1 ve ayrica mikrobiyal

ataklara direng gosterdikleri belirtilmektedir [4].
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Atik sudaki renk gozle goriilebilir oldugundan sucul ortamlarda olumsuz bir
goriinim  yarattigi, suyun gegcirgenligini ve gaz c¢oOziinirliglini etkiledigi
belirtilmektedir [5]. Ayrica, bir ¢ogu benzidin ve diger aromatik bilesikler gibi
kanserojen maddelerden sentezlendiginden, boyar madde i¢eren atik sularin aritilmasi

gerektigi vurgulanmaktadir [5].

Son yillarda atik sulardaki boyar maddeleri biyolojik par¢alanma veya
biyosorpsiyon yoluyla giderebilen bazi mikroorganizmalar iizerinde c¢alismalar
yogunlasmistir. Cesitli boyar maddeleri renksizlestirebilen birgok bakteri [6], alg [5]
ve fungus tiril [7, 8] bilinmektedir. Mikrobiyal iyilestirme, sistem tasarimlarinin
kolay ve maliyetinin diisiik olmas1 nedeniyle geleneksel iyilestirme sistemlerinden

(fiziksel, kimyasal ve fiziko-kimyasal) daha avantajli olmaktadir [9].

Cevreye verilen ve cevre Kkirleticileri olan boyar madde molekiillerinin
yapilarina bagli olarak, uygun mikroorganizma ve uygun ortam kosullarinin
belirlenmesi gerekmektedir. Uygun maliyet agisindan, laboratuar kosullarinda, temel
bilim diizeyinde arastirmalarin yapilmasi ve uygun kosullarin uygulamaya gecirilmesi
gerekmektedir. Genis miktarda yapisal olarak farkli bircok boyar madde, tekstil
sanaysinde oldugu kadar diger sanayi alanlarinda da kullanilmaktadir. Boyar
maddelerin biyolojik aritimlarinin temeli ve anahtar1 her bir boyar maddeyi etkili bir

sekilde renksizlestirecek uygun mikroorganizma tiiriinii saptamaktir [10].

Boyar madde molekiiliiniin yapis1 ve mikrobiyal renk giderimi arasinda iligki
kurabilmek i¢in ileri caligmalarin yapilmasi gerekmektedir. Mikrobiyal renk giderimi,
giinlimiizde kullanilan aritim proseslerinin yerini alabilecek veya bu prosesleri
destekleyecek bir alternatif olarak goriilmektedir. Ancak boyar madde igeren atik

sulardan mikrobiyal biyokiitle ile renk giderimi arastirma asamasindadir [2].

Bu c¢alismada, c¢evreye zararhi etkileri olan ve tekstil fabrikalarinda yaygin
olarak kullanilan Drimaren Blue CL-BR (DB) boyar maddesinin topraktan izole
edilen ve HF85 olarak kodlanan izolat ile parcalanmasi ve optimum parcalama
seviyesinin ¢esitli parametreler kullanilarak, sivi fazda calkalamali olarak renk
gideriminin arastiritlmast ve renk gideriminin optimum seviyesinin tespiti

calisilmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI
2.1. BOYAR MADDELER

Boyar maddeler 1sik spektrumunun 400-700 nm arasinda goriiniir 15181
absorbe edebilme yetenekleriyle karakterize edilirler ve 15181 absorbe ederek renkli
goriiniirler. Cok degisik yapida olan ve degisik amaclarla kullanilan bu bilesiklerin

cesitli siniflandirmalart mevcuttur. Renklendiriciler iki biiyiik gruba ayrilirlar [10].
i. Inorganik boyar maddeler
ii. Organik boyar maddeler

Renklendiriciler ya boyar maddeler ya da pigmentlerdir. Pigmentler su
ortaminda c¢ozlinmemeleriyle karakterize edilirler. Diger taraftan su ortaminda
tiimiiyle c¢oziinebilen boyar maddeler sag¢, tirnak, deri ve tekstil materyalleri gibi
cesitli maddelere uygulanirlar. Normalde biitiin hidrokarbonlar renksizdirler. Ancak
bunlara kromofor adi verilen doymamis gruplar baglanirsa renkli goriiniirler.
Kromofor grup baglanmis hidrokarbonlara ise “kromojen” adi verilmektedir.
Kromofor renk verici anlamindadir ve kimyasal yapilarina goére 7 gruba ayrilirlar

(Cizelge 2.1) [10].

Cizelge 2.1: Kimyasal yapilarina gore kromofor gruplari.

Kimyasal yap1 gruplarn Icerdikleri baglar
Nitroso grubu -NO (veya =N-OH)
Nitro grubu -NO; (veya =NO-OH)
Azo grubu -N=N-

Etilen grubu =C=C=

Karbonil grubu =C=0

Karbon-azot grubu =C=NH ve -CH=N-
Kiikiirt grubu =C=S ve =C-S-S-
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Basit aromatik yapiya renk veren kromofor gruplar yer degistirebilir ve goriiniir
spektrumda absorbans bantlarinin goézlenmesini saglarlar. Kromoforlar boyalarin
siniflandirilmasinda olduk¢a énemlidir. Kromofor gruplar rediiksiyona ugrayabilirler.
Eger rediiksiyona ugrarlarsa elektron rezoransinin kaybolmasindan otiirii renk

kaybolabilir [11].

Kromojenlerin tam olarak boyar madde o6zelligi kazanabilmesi igin
“oksokrom” adi verilen ikinci seri grup molekiillerin bilesige baglanmasi
gerekmektedir. Oksokrom gruplar, kromojene baglanarak hem renk siddeti hem de
renk derinligini arttirmaktadir. Bunlar genellikle amino (-NH2), hidroksil (-OH) gibi
tuz olusturan gruplar veya bunlarin tiirevi ¢6ziinebilir radikaller olan karboksil (-
COOH) veya siilfon (-SO3H)’dur. Bu oksokromlar, kromoforlar ve kromojenler
boyalarin siniflandirilmasinda rol oynarlar, fakat -OH, -NH,, -SOs;H, -COOH gibi
aside edici radikaller ise boyalarin kimyasal siiflandirilmasindan ¢ok liflerin direk

boyanmasindan sorumludurlar [11].

Boyar maddeler boyama  Ozelliklerine  gore  asagidaki  sekilde
siniflandirilmaktadirlar:
e Bazik (katyonik)
e Asit (anyonik)

e Direkt

e Mordan
e Kip

e Inkisaf
e Metal

e Dispersiyon
e Pigment
e Reaktif

boyar maddeler olarak.

Bazik (katyonik) boyar maddeler; organik bazlarin hidrokloriirleri seklinde
olup, katyonik grubu renkli kisimda tasirlar. Pozitif yiik tasiyici olarak N(Azot) veya

S(Kiikiirt) atomu igerirler. Yapilarindan dolayr bazik (proton alan) olduklarindan
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anyonik grup iceren liflerle baglanirlar. Baslica poliakrilonitril, kismen de yiin ve

pamuk elyafin boyanmasinda kullanilirlar [12].

Direkt boyar maddeler (substantif boyar maddeler); genellikle siilfonik, bazen
de karboksilik asitlerin sodyum tuzlaridir. Yapi1 bakimindan direkt ve asit boyar

maddeler arasinda kesin bir sinir bulunmamaktadir.

Mordan boyar maddeleri; asidik veya bazik fonksiyonel gruplar igerirler.
Bitkisel ve hayvansal elyaf ile kararsiz bilesikler olustururlar. Mordan sozciigii, boyar
maddeyi elyafa baglayan madde veya bilesim anlamini tasir. Bircok dogal ve sentetik

boyar madde bu sinifa girmektedir.

Kiip boyar maddeleri; karbonil grubu iceren ve suda ¢dziinmeyen boyar
maddelerdir. Bunlar indirgeme ile suda ¢6ziiniir hale getirilirler ve bu halde elyafa

cektirilirler [12].

Elyaf {izerinde olusturularak son sekline doniistiiriilebilen biitiin boyar
maddeler Inkisaf boyar maddeleridir. Azoik boyar maddeler de denilen bu boyar

maddeler ile fitalosiyanin boyar maddeleri de bu sinifa girmektedirler.

Belirli gruplara sahip bazi azo boyar maddeleri ile metal iyonlarinin kompleks
olusturdugu boyar maddeler metal kompleks boyar maddeleridir. Kompleks
olusumunda azo grubu rol oynar. Metal katyonu olarak Co(Kobalt), Cu(Bakir) ve
Ni(Nikel) iyonlar1 kullanilmaktadir [12].

Dispersiyon boyar maddeleri; suda eser miktarda ¢Oziinebilen, bu nedenle
sudaki dispersiyonlar1 halinde uygulanabilen boyar maddelerdir. Bu boyar maddeler,
boyama islemi sirasinda dispersiyon ortamindan hidrofob elyaf lizerine diflizyon yolu

ile ¢cekilmektedirler.

Pigment boyar maddeler; baglayict madde denilen sentetik regineler ile elyaf

yiizeyine baglanan boyar maddelerdir [12].

Reaktif boyar maddeler; seliiloz fiberlerini boyamak i¢in kullanilan renkli
molekiillerdir. Bunlar azot-azot ¢ift bagi ile karakterize edilirler (-N=N- azo baglari).

Azo boyalarmin rengi azo bagi ve bunlara bagli kromoforlardan ileri gelir. Boyalar
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ilk olarak seliiloz iizerinde adsorbe olur ve daha sonra fiberlerle reaksiyona girerler.
Reaksiyon, boya molekiilii ile fiber arasinda dayanikli bir kovalent bag olusumu ile

gergeklesir [13].

Reaktif boyalarin en 6nemli 6zelligi yapilarinda kovalent bag olusturabilen bir
veya iki grup bulunmasidir [10]. Bu boyalarin reaktif sistemleri seliiloz substrati
tizerindeki iyonize olmus hidroksil gruplan ile iligkilidir. Bununla birlikte alkali
boyama sartlarinda boya banyosunda bulunan hidroksil iyonlar1 seliiloz substrati ile
birlikte fiberle kolayca reaksiyona giremeyen hidrolize olmus boyalar olusturabilir.
Boylece baslangi¢ boya yiikiinlin % 10-50’lik kism1 boya banyolarindan atik sulara
verilerek oldukga renkli atik sularin olusumuna yol agabilirler. Bu boyalar, kimyasal
yapilari, molekiil boyutu ve yapisi nedeniyle biyolojik indirgenmeye dayaniklidirlar.
Alic1 ortamlarda kolayca biyolojik indirgenmeye ugramayan reaktif boyalar tekstil

atik sularinda problem yaratan bilesikler olarak tanimlanirlar [13].

Reaktif boyar maddeler seliilozik elyafin boya ve baskisina yarayan g¢ok
onemli bir boyar madde grubudur. Ayrica ¢ok fazla olmamakla beraber yiin, ipek,
naylon ve deri boyamada da kullanilmaktadirlar. Reaktif boyar maddelerde genis bir

renk serisine sahiptir ve renkleri oldukga parlaktir [14].

Biitlin reaktif boyar maddelerin ortak 6zellikleri, hepsinin kromoforu tagiyan
renkli bir grup yaninda, bir reaktif bir de molekiile ¢oziiniirliik saglayan grup
icermesidir. Kromoforu tasiyan molekiiller c¢ogunlukla azo, antrakinon ve
fitalosiyanin tiirevleridir. Boyar maddenin reaksiyon yetenegini ve reaksiyon hizini

tayin etmesi nedeniyle boyama tekniginden sorumlu olan grup reaktif gruptur [14].

Reaktif boyar maddenin molekiiliinde renk verici grup olarak her tiirlii sinifa
rastlamak miimkiin olmaktadir. Ancak genelleme yapildiginda, sari, turuncu ve
kirmiz1 boyar maddelerin basit mono azo yapisinda; mor, koyu kirmiz1 ve lacivert
renklerin bakirli mono ve disazo yapisinda; parlak ve agik mavi renklerin ise

antrakinon ve fitalosiyanin tiirevleri oldugu belirtilmektedir [12].
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2.2.TEKSTIL VE KONFEKSIYON SEKTORUNDE EKOLOJI

“Ekolojik tekstil” veya “ekotekstil” terimi, elyaf halinden bitmis haldeki
irlinlin olusumuna kadar olan tiim islem basamaklarinda ¢evre gozetilerek iiretilmis,
kullanim asamasinda ise kullaniciya zarar vermeyen, kullanildiktan sonra atilacak
olan {iriliniin ise geri doniisiimiiniin oldugunu veya ¢evreye zararsiz {iriinlere

doniisebildigini ifade etmektedir [15].

2.2.1. Uretim Ekolojisi

Tekstil sektorii en fazla su, hava, kimyasal madde ve enerji tiikketen endiistri
dallarindan birisidir. Hammaddeden baglayarak bitmis iiriin haline gelinceye kadar

tekstil mamiillerine cesitli islemler uygulanmaktadir.

Ozellikle terbiye isletmelerinde miisteriler tarafindan istenilen &zelliklerin
(renk, tutum, v.b.) kazandirilmasi amaciyla tekstil malzemeleri {izerine cesitli
sartlarda muhtelif kimyasal maddeler ve boyar maddeler uygulanmaktadir.
Ekotekstiller kavrami i¢inde kalan {iretim ekolojisi; bu islem asamalarinda ortaya
cikan, insana ve g¢evreye zararli atiklarla ilgilenmektedir. Uretim ekolojisinde lif
cinsinin 6nemi biiyiiktiir. Dogal lifler 6zellikle de pamuk ekolojik tekstil {iretiminde

tercih edilmektedir [16].

2.2.2. Atik Ekolojisi

Islevini yerine getiren her malzeme atik olur. Atik ekolojisi kavrami ise
kullanimi1 sona eren tekstil {iriinlerinin zararli maddeler yaymaksizin geri doniisiimii,
ayristirma yoluyla veya havanin safligima zarar vermeksizin 1siyla yok edilmesi
(termal eliminasyon) esaslarina dayandirilmistir. Eskiyip ¢Ope atilan tekstil
tirtinlerinin, yakilarak, ¢iiriimeye birakilarak, depolanarak veya bagka bir sekilde yok
edilirken c¢evreye ve insanlara zarar vermemesi gerekir. Bu alanda en énemli ¢oziim
ise geri doniisiimdiir. Yani eskiyen tekstil {irtinlerinin liflerinin tekrar kullanilmasidir

[17].



Fideli, H. Drimaren Blue CL-BR Tekstil Boyasinin Micrococcus sp. ile Renk Giderimi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

2.2.3. Insan Ekolojisi

Insan ekolojisi hazir giyimin, kullanicilara ve yakin cevresine olan etkilerini
kapsar. Normal kullanim kosullarinda insanlara zararli etkileri oldugunu bildigimiz
maddelerin tekstillerde yogunlagsmasi Onlenmelidir. Bu maddelerin insana verdigi
zararlar deri ile temas, solunum ve sindirim yoluyla olabilir [18]. Sentetik boyar
maddelerin insan sagligina ve ¢evreye olumsuz yonde etkisi, dogal boyar maddelere
ilginin artmasina sebep olmustur. Ancak, boyama bitkisinin iiretimi i¢in son derece
bliylik ekim alanlarina ihtiyag duyulmasi veya boceklerden dogal boya iiretimi igin

cok fazla bocegin liretilmesi gerekliligi ekolojiye uygun bir durum degildir.

Sentetik boyar madde liretimine bagli olarak tekstilde son iirlin, agir metal
kalintilarini icermektedir. Bu nedenle, elde edilen sentetik boyar maddelerdeki diisiik
metal icerigi, metalin ek bir yontemle uzaklastirilmasi zorunlu oldugu icin kalite
belirtisidir. Iyi bir haslik (dayamklilik) derecesi elde etmek igin metal-kompleks
boyar madde kullanma zorunlulugu vardir. Metal, kimyasal olarak boyar madde
molekiiliine baghdir ve boyar madde pargalanmadan ayrilamamaktir. Bu durum
ekoloji i¢in metal kirliligi agisindan olumsuz bir durumdur. Sentetik boyar maddeler
toksikolojik olarak incelenmektedir. Bunun i¢in kimyasal maddelerin kalitsal olarak
degisen ozelliklerini gosteren "Ames Testi" uygulanmaktadir [19]. Bakteri irkinin gen
degisikligine dayanan bu test, bu giin yeni bir boyar maddenin gelistirilmesinin

hazirlik doneminde rutin olarak yapilmaktadir.

Dogal boyar maddeler, genellikle metal icermemektedir; ancak genellikle
mordan boyar maddeleri olarak kullanilmaktadirlar. Bu islem esnasinda, agir metal
tuzlart biiyiik oranda kullanilmakta oldugundan, boyama sonrast metal iyonlarinin
uzaklastirilmasi sorunu ortaya c¢ikmakta ve metallerin uzaklastirilma prosesi ise

fazladan bir ¢evre yiikii meydana getirmektedir.

Giliniimiizde kullanimda olan boyar maddelerin %70'i azo boyar kromofor
grup maddeler sinifina girerler. Azo boyar maddeleri nispeten kolay iiretilmekte ve
farkl1 kullanim amaglar1 i¢in farkli hashklarda iiretilebilmektedir. Biyolojik
sistemlerde enzimlerin etkisiyle organizmada aromatik aminlere

indirgenebilmektedir. Baz1 aromatik aminler ise kanserojeniktir. Yaklasik olarak
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piyasada bulunan 3.200 adet azo boyar maddesinden 130 tanesinin belirli kosullar
altinda rediiktif pargalanmasi sonucunda kanserojen arilamin bilesiklerinin olustugu

saptanmistir.

Cevre agisindan kullanilan boyar maddenin rengi de 6nemlidir. Bir mamulii
koyu renklere boyamak demek daha fazla boyar madde kullanmak, bunun sonucu

olarak da daha fazla kimyasal madde ve su kullanmak demektir [20].

2.2.3.1. Tekstil boyar maddelerinin ortaya ¢ikardigi problemler

Dogal boyar madde uygulamalarinin ve arastirmalarinin baslangici Cin ve
Orta Asya'ya dayanmaktadir. Dogal boyar maddeler, dogada mevcut bitkilerin kok,
govde, yaprak, meyve ve meyve kabuklarinin yapisinda veya hayvanlarin, genelde ise
kabuklu deniz bocekleri, salyangoz ve kosnil yapisinda mevcut boyar maddeler
olarak tamimlanabilir. Dogal boyar maddeler hayvansal ve bitkisel kokenli olmak
tizere kendi igerisinde iki ana grupta incelenir. Bitkisel kokenli dogal boyar maddeler
dogada sayilar1 pek ¢ok olan bitkilerin meyve, kok, yaprak, kabuk, ¢ekirdek gibi
kisimlarindan elde edilir. Hayvansal kokenli boyar maddeler ise dogada bulunan

kosnil, kermes, mureks gibi boceklerden elde edilmektedir.

Son yillarda artan ¢evre bilinciyle dogal boyar maddelere dogru bir yonelim
vardir. Kimyasal maddelere karsi gilivensizlik sonucu dogal boyar maddelerle
boyanmis, kismen daha diisiik renk safliklarina sahip ve yiiksek fiyatl giysileri kabul
eden alici kesimi mevcuttur. Dogal olarak boyanmis tekstil mamullerine artan bir

talep bulunmaktadir.

Sentetik boyar maddeler, 19.ylizy1l ortalarinda dogal boyar maddelerin
kimyasal esaslarinin aragtirtlmasi sonucunda gelistirilmislerdir. Sentetik boyar
maddelerin ard arda gelistirilmesi sonucunda dogal boyar maddeler anlamlarini
yitirmislerdir. Sentetik boyar maddeler, dogal boyar maddeye karsin hazir petro
kimyasal hammaddelere dayanarak uygun maliyetlerde boyar madde iiretimi
saglamistir. Yiiksek safliklarda boyamalar, dogal boyar maddelerle yapilan pahali ve

ayrintili boyama yontemlerinin sadelestirilmesini saglamistir.
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Cok parlak ve saflig1 yiiksek boyamalar veren krom boyar maddeleri de
kanserojen olmalar1 nedeni ile saglik agisindan zararlidirlar. Tekstil endiistrisinde sik
sik kullanilan reaktif boyar maddeler de tehlikelidir. Yiiksek hasliklara ve parlak
renklere sahip olan reaktif boyar maddeler proteinlerle de reaksiyona girebilmekte ve

alerjiye neden olmaktadir [20].

Sentetik boyar maddelerin insan sagligina ve g¢evreye olumsuz yonde etkisi
dogal boyar maddelere ilginin artmasina sebep olmustur. Ancak bitkisel boyar
maddeler, sarth olarak sentetik boyar maddelere alternatif sayilabilmektedir. Oyle ki
boyama bitkisinin {iretimi i¢in son derece biiyilk ekim alanlarina ihtiyag

duyulmaktadir ki, bu durum ekolojiye uygun degildir.

Yalnizca bitkilerden degil ayn1 zamanda bazi boceklerden de dogal boyar
madde elde edilebilir; ancak gerekli boyar madde i¢in ¢ok fazla bocege ihtiyac vardir.

Bu durum da ¢evre dostu bir islem degildir.

Bitki boyar maddeleri ile boyamada, fiksasyon i¢in agir metal iceren tuzlara
gereksinim duyulmaktadir. Ancak, ¢evre ve insan i¢in agir metallerin kullanilmamasi
gerekmektedir. Bunlarin yerine ¢evreye daha az yiikk veren demir siilfat ve sap
kullanmak gerekmektedir. Hemen hemen biitiin dogal boyar maddelerle boyamada
boyar maddenin fikse olabilmesi i¢in mordan kullanilmasi zorunludur. Mordan
maddeleri, lif ile boyar madde arasinda baglayic1 kdprii gorevi iistlenir. Boylece suda
¢Oziinilirliigli olan boyar madde, boya molekiilleri ile mordan ve lif arasinda kurulan

baglar sayesinde suda ¢6ziilmez bir halde, liflerin {izerine sabitlenmis olur.

Dogal boyar maddeler, genellikle metal igermemektedir; ancak genellikle
mordan boyar maddeleri olarak kullanilmaktadirlar. Bu boyamada, agir metal tuzlar
bliylik miktarda kullanilmakta oldugundan, boyama sonrasi metal iyonlarinin
uzaklastirilmasinin gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Yani fazladan bir cevre yiikii

getirmektedir.

Boyal1 tekstil malzemelerinde iyi veya ¢ok iyi safliklar istenmektedir.
Safliklar; su, ter, tiikiiriik, siirtme gibi tekstil mamuliiniin belli sartlar altinda ne kadar

boyar madde verecegini gormek icin yapilan testlerdir. Saflik ne kadar yiiksekse bu

10
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boyar madde molekiiliiniin, tekstil mamuliiniin lifine o kadar iyi baglandigin1 gosterir.
Tekstil malzemesine siki baglarla baglanmig bir madde, insana deri yolu ile
gecmemektedir. Bu nedenle de boyali tekstil malzemelerinde 1yi veya ¢ok iy1 safliklar
istenmektedir. Bunun da yami sira yiiksek saflik ayn1 zamanda mamuliin renk
bakimindan uzun siire rengini muhafaza edecegini ve kullanim siiresinin uzun

olacagini ifade eder.

Dogal boyar maddeler ile sentetik boyar maddeleri karsilastirildiginda ise her

iki tip boyar maddelerin de bazi avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir:

i. Dogal boyar maddeleri elde etmek icin ¢ok fazla miktarda bitki ve hayvan
yetistirilmesine ve endiistriyel olarak iiriin toplama ve ekstraksiyon teknolojisine
gereksinim vardir. Yiiksek boyar madde verimini yakalayabilmek i¢in boyama

bitkisinin yetistirilmesinin iyilestirilmesi diisiiniilmelidir.

ii.Endiistriyel ~ aritma  yapilmiyorsa,  sentetik  boyar  maddelerle
karsilagtirildiginda dogal boyar maddelerden atik su ylikiinii ¢ok fazla arttiran
dokiintii yiginlar1 ortaya ¢ikmaktadir.

iii. Dogal boyar maddeler zor standardize edilmektedir. Az sayida renk tonlar1
kullanilabilmektedir. Sentetik lifler icin bu zamana kadar hi¢bir dogal boyar madde

bilinmediginden yalnizca yilin ve pamuk i¢in kullanilabilmektedir.
iv. Dogal boyar maddeler sentetik boyar maddelerden 5-10 kat daha pahalidir.

v. Su anda kullanilan dogal boyar maddelerin tekstil maddelerini boyama
talebini kargilamasimin miimkiin olmadig1 da goz Oniine alinarak, ¢evreye ve insan
sagligina zararli olmayan boyar maddelerin iiretiminin ve kullaniminin her gegen giin
artmasi beklenmektedir [18].

2.2.4. AB'nin ve Tiirkiye'nin Ekolojik Tekstil Konusundaki Mevzuati

2.2.4.1. AB mevzuati

Avrupa Birligi (AB) tekstil lirlinlerinde ekoloji konusunu ilk kez 1976 yilinda

11
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yayinlanan 76/69/EEC Konsey Direktifi'nde ele almistir. S6z konusu direktif ile

tekstil iirtinlerinde kullanilan bazi {irlinlerin zararli olabilecegi belirtilmistir.

19 Temmuz 2002 tarihli, s6z konusu direktifin 19. kez degistirilmis sekli olan
2002/61/EC Direktifi ile kanserojen oldugu belirlenmis 22 adet aromatik arilamine
pargalanan azo boyar maddelerin tekstil ve deri iiriinlerinde kullanim1 ve s6z konusu
boyar maddelerle boyanmis tekstil ve deri iriinlerinin pazarda yer almasi
yasaklanmistir. S6z konusu yasaklanmig arilaminlerin bulunabilecegi maksimum

derisimleri ise 30 ppm(Parts per million) olarak belirlenmistir.

6 Ocak 2003 tarihli 2003/3/EC Direktifi ile 611-070-00-2 indeks nolu Blue
colourant-mavi boyar maddenin- tekstil ve deri iiriinlerini boyamada kullanilmasi ve
pazarda yer almasi yasaklanmistir. 30 Haziran 2004 tarihinden itibaren s6z konusu

yasaklamanin uygulamaya konacagi belirtilmistir.

Avrupa Komisyonu 2003/03/EC Direktifi ile 30 Haziran 2004 tarihinden
itibaren tekstil iriinlerini boyamada kullanilan krom bazli azo boyar maddelerin

kullanimin1 ve pazarlamasini yasaklamistir.

29 Nisan 2004 tarihli Komisyon Tavsiyesi'nde ise asetonitril, akrilamid,
akrilonitril, akrilik asit, biitadien, hidrojen floriir, hidrojen peroksit, metakrilik asit,
metil metakrilat, toluen, triklorabenzen maddelerinin gesitli tiye iilkelerce incelendigi

bildirilmistir.

Metakrilik asitin ¢evresel olarak, su ekosistemi i¢in belirli bir limit degere
ihtiya¢ oldugu belirtilmektedir. Toluen maddesi i¢in su ve kara ekosistemi agisindan
limit degerlerin olmas1 gerektigi belirtilmistir. Ayrica 2000/60/EC (Su Cevre
Direktifi) Direktifi'nin X. ekinde yer alan Oncelikler listesinin tolueni ig¢ine alacak
sekilde genisletilmesinin g6z Oniine alinmasi gerektigi bildirilmektedir. 1,2,4-
Triklorobenzen ic¢in su ve kara ekosistemler i¢in limit degerler olmasi gerektigi

belirtilmistir [21].

2.2.4.2. Tirkiye'deki mevzuat

Insan sagligina zararli etkilerinin olmasi sebebiyle, Saglik Bakanligi'nin
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29.12.1994 tarihli ve 15488 sayil1 genelgesi ile bazi arilaminlerin yurt i¢inde deri,
tekstil ve hazir giyim boyahanelerinde boya imali i¢in kullanilmas1 ve baz1 boyar
maddelerin yurt i¢ginde deri, tekstil ve hazir giyim {iriinlerinde kullanilmasi 1.3.1995
tarthinden itibaren yasaklanmistir. S6z konusu olan boyar maddelerin ithali de

1996/16 sayil1 ve 31.12.1995 tarihli ithalat Tebligi ile yasaklanmustir [21].
2.3. BOYAR MADDELERIN RENK GIDERIMI CALISMALARI

Tekstil endiistrisi atiksular1 ¢ok c¢esitli kimyasallardan ve Ozellikle boyar
maddelerden dolayr aritilmasi zor olan endiistriyel atiksulardandir. Degisik organik
boyar madde, agir metal, ¢oziinmiis tuzlar, renk, bulaniklik iceren ve degisen
pH’larda dis ortama verilen atiksular, birinci derece aritma ihtiyact duyulan sulardir.
Ulkemizde Su Kirliligi Kontrolii Yonetmeliginde, desarj standartlarinda renkle ilgili
parametre olmamasindan dolayi, bu atiksularin aritiminda daha ¢ok Kimyasal Oksijen
Ihtiyaci, Biyolojik Oksijen Ihtiyac1 ve Askida Kati Madde giderimi amaglanmaktadir.
Bununla birlikte ABD ve AB fiilkelerinde renkle ilgili kesin desarj sinirlamalari

getirildigi i¢in son yillarda ¢alismalar renk giderimi iizerine yogunlagsmistir [22,23].

Boyalar uygulandigi ipligin tipine goére ve kimyasal yapisina gore farkliliklar
gostermektedir. Bu nedenle literatiirde yiizlerce gesit boyaya rastlanmaktadir. Tekstil
fabrikalarinda boyama islemi esnasinda birden fazla boyanin ve bazi yardimci
kimyasallarin bir arada kullanilmasi, atiksuyu daha da karmagsik hale getirmektedir
[24]. Gilinlimiizde boyar maddelerin gideriminde fiziksel ve kimyasal iglemler
kullanilmakta, ancak bu yontemlerin ¢ogu ekonomik olarak ve aritim sonucu ortaya
cikan aktif camurun uzaklastirilmas: gerekliligi gibi bazi1 dezavantajlara sahiptir.
Renk giderim caligmalar ile ilgili baz1 yontemler ise takip eden alt kisimlarda ele

alinmaktadir.
2.3.1. Kimyasal Yontemler
2.3.1.1. Oksidatif prosesler

Bu islem, kimyasal maddeler kullanilarak renk gideriminin saglandigi bir
metot olmakla beraber, kimyasal yontemler icerisinde en fazla uygulanan prosestir.

Bu islemde temel oksitleyici ajan olarak hidrojen peroksit (H,O;) kullanilmaktadir.
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Oksidatif proseslerde boya molekiiliindeki aromatik halka kirilarak atiksudan boya
aritilmis olur [25].

2.3.1.2. Fenton ayiraci (H,O,/Fe(Il) tuzlar)

Fenton ayiraci yani Fe(Il) tuzlari ile inhibe edilmis hidrojen peroksit toksik
atiklarin oksidasyonu i¢in iyi bir yontemdir. Bu islem 6n-oksidasyon ve koagiilasyon
olmak tizere iki adimda gerceklesir ve renk giderim hiz1 ilk basamakta daha yiiksektir
[26]. Atiksularda bulunan renk bilesikleri bu yontemle yok edilebilir ve 6zellikle
metal-kompleks tiiriindeki boyalardan kaynaklanan agir metaller, demir oksitlerle
birlikte notralizasyon basamaginda coktiiriilebilirler. Fenton ayiraci ydnteminin
KOI(Kimyasal oksijen ihtiyaci), renk ve toksisite giderimi gibi avantajlarin yaninda
floklama prosesinde ortaya c¢ikan ¢camur problemi gibi dezavantajlar1 da mevcuttur

[27,28].
2.3.1.3. Ozonlama

Ozonlama aromatik hidrokarbonlar, pestisitler, fenoller ve klorlu
hidrokarbonlarin yikiminda, boyar madde ve KOI gideriminde kullanilan etkili bir
yontemdir [29]. Boyar maddedeki kromofor gruplar genellikle ¢ift bagli organik
bilesiklerdir ve bunlarin ozonlama ile kirilmalar1 sonucu renksiz molekiiller olusur
[30]. Boyar madde bulunan ati§a uygulanacak ozon dozaji toplam renge ve KOI
oranina baglidir. Ozonlama islemi sonucunda ¢amur olusumu gézlenmemektedir [31].
Ozonlamanin dezavantaji1 ise gaz halde uygulanmasi ve uygulamada suyun hacminin
arttirillamamasidir. Bunlar disinda yiiksek maliyetli olmasi, yarilanma 6mriiniin kisa
olmast (20 dk.), pH, sicaklik ve tuz derisimi gibi degiskenlerden kolayca
etkilenmesidir [29]. Ozon, radyasyonla ve membran filtrasyon teknigi ile
kullanildiginda iyi sonu¢ vermekte ancak bu uygulama esnasinda kullanilan iyon
tutuculardan dolay1r ozonlama isleminin renk giderimini iizerine etkisi azalmaktadir

[32].
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2.3.1.4. Fotokimyasal islemler

Bu metod ile boyar madde H,O, varliginda UV ile birlikte karbondioksit ve
suya parcalanmaktadir [30]. Parcalanma sonucu yiiksek derisimde hidroksil
radikalleri tretilmektedir. UV-hidrojen peroksit ile renk giderimi, UV 1s18min
yogunluguna, ortamin pH’sina ve boyar maddenin yapisina baghdir [33]. Renk
giderim isleminin siiresi ortamda bulunan metallere, inorganik asitlere, organik
aldehitlere ve organik asitlere baglidir [34]. Fotokimyasal islemlerin en G6nemli
avantaji ise aritim sonucunda ¢amur olusmamasi ve kotii kokulara neden olan

organiklerin azalmasina neden olmasidir [25].

2.3.1.5. Sodyum hipoklorit ( NaOCl)

Ortamdaki klor derisimine bagli olarak, renk giderim hizinin degisiklik
gosterdigi bir yontemdir. Bu metotta, kullanilan kimyasaldaki klor, boyar maddelerin
amino gruplarini etkilemektedir ve boyar maddenin azo gruplart kirilmaktadir. Bu
metot dispers boyar maddeler i¢in uygun degildir. Metotta klorun kullanilmasi ve
fazla klorun atiksuda kalmasi, islemi dezavantajli duruma sokar. Ayrica reaksiyon

sonucu karsinojenik ve aromatik aminlerin olusmasi bir diger olumsuz yanidir [33].

2.3.1.6. Elektrokimyasal islemler

Boyar madde gideriminde kimyasal maddenin olduk¢a az kullanildigi, aritim
sonucunda etkili bir boya gideriminin saglandigi ve camurun olusmadigi bir
yontemdir. Ancak bu yontemin uygulanmasinda tehlikeli bilesiklerin olusumu soz

konusudur [25].

2.3.1.7. Kimyasal floklagtirma ve ¢oktiirme yontemi

Kimyasal maddelerin yardimi ile floklasma ve c¢okelmenin saglandigi bir
yontemdir. En ¢ok kullanilan kimyasallar arasinda, Al,(SO4);, FeCl;, FeSO4 ve kireg
sayilabilir. Tiinay ve ark. (1996) tarafindan yapilan calismada asit boya iceren bir

atiksuda kimyasal c¢oktlirme, kimyasal oksidasyon ve adsorpsiyon yoOntemleri
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denenmis ve yontemler renk giderim verimlilikleri agisindan incelenmistir. Bu
yontemin kullanilmas1 ekonomik acidan dezavantaja sahiptir. Ayrica, floklagtiran

maddelerin ve olusan camurun uzaklastirilmasi agisindan da dezavantaja sahiptir [35].

2.3.2. Fiziksel Aritim
2.3.2.1. Membran filtrasyonu

Bu metod atiklarin aritiminda, konsantre edilmesinde, en Onemlisi siirekli
sekilde boyar maddeleri atiksudan ayirabilmesi ile karakterizedir [29, 36]. Bu
metodun en 6nemli avantaji, diger yontemlerden farkli olarak sicaklik degisimine,
kimyasal ¢evreye ve mikrobiyal, aktiviteye kars1 direngli olmasidir [25,37]. En biiyiik
dezavantaji ise oldukca yiiksek yatirim maliyetinin olmasidir. Sistemde atiksuyun
membrandan disar1 ¢ikabilmesi i¢in kimyasal potansiyel, basing, elektrik gibi
zorlayic1 kuvvetler uygulanmaktadir. Ayrica sistemin atiksudan KOI gideriminde de

etkili oldugu rapor edilmistir [38, 39].

2.3.2.2. Iyon degistiriciler

Bu yontemde, atiksu, mevcut degisim bolgeleri doygunluga erisene kadar iyon
degistirici recineler iizerinden gecer. Boylelikle atiksudaki hem anyonik hem de
katyonik boyalar uzaklastirilabilmektedir. Dispers boyalar i¢in uygun olmayan bu
yontemin maliyetinin oldukca yiiksek olmasinin yaninda, boyar maddelerin ¢ok farkl

kimyasal yapiya sahip olmas1 bu metodun kullanimin sinirlar [28].

2.3.2.3 Adsorpsiyon

Adsorpsiyon yonteminin isleyisi, boya etkilesimi, adsorbanin yilizey alani,
tanecik biiytikliigii, sicaklik, pH ve temas siiresi gibi bir¢ok fiziko-kimyasal etkiye
baghdir. Metot oldukca etkili olup, maliyeti de uygundur. Adsorbsiyonla renk
gideriminde en fazla kullanilan yontem aktif karbon yontemi olup, katyonik, mordant
ve asit boyalar i¢in oldukea etkili; dispers, direkt, pigment, vat ve reaktif boyalar i¢in

etkisi azdir. Metodun performansi kullanilan karbonun tipine ve atiksuyun
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karakteristigine baghidir. Ayrica rejenerasyon ve tekrar kullanim performansta
azalmaya neden olur, bu nedenle aktif karbon miktar1 arttirilmalidir. Bu durum ise
maliyeti yiikseltmektedir. Adsorban olarak kullanilan diger bir malzeme bataklik
komiiriidiir. Bataklik komiirii boya igeren atiksulardaki polar organik bilesikleri ve
gecis metallerini absorblayabilmektedir. Bu yontem 6zellikle bataklik komiiriiniin bol
bulundugu irlanda ve Ingiltere gibi iilkelerde uygulanabilir. Bunlar disinda, agag
kirmtilar, ugucu kiil ve komiir karigimi, silika jeller, dogal killer, misir kogan1 gibi

malzemeler de adsorban olarak kullanilabilmektedir [28].

2.3.2.4. Radyasyon

Organik maddelerin radyasyonla parcalanabilmesi i¢in uygun miktarda
¢Ozlinmis oksijen gereklidir. Ortama verilen oksijen ise hizla tiiketilir ve tekrar
verilmesi gerekir. Boyar maddelerin parcalanmasini saglayan bu yontem yalnizca

laboratuar kosullarinda uygulanabilmektedir [40].
2.3.3. Biyolojik Aritim

Biyolojik aritim endiistriyel atiklarin giderimi i¢in en O6nemli yOntemdir.
Fiziksel ve kimyasal yontemlerin yiiksek maliyet gerektirmeleri ve her boya ig¢in
kullanilamiyor olmasi, uygulamalarin sinirli olmasina neden olmustur. Son
zamanlarda yapilan ¢aligsmalar, birgok boya tiiriinii atiksudan giderebilme yetenegine
sahip yaygin mikroorganizma tiirlerinin varligin1 tespit etmis ve biyoteknolojik
uygulamalar1 6n plana c¢ikarmistir. Bu uygulamalar, aritim sonucu az ¢amur
iiretilmesi, maliyetinin diisiik olmasi, zararli yan irilinlerin olugsmamasi gibi

nedenlerden otiirii dikkat ¢ekicidir [25].

2.3.3.1. Biyosorbsiyon

Kimyasal maddelerin mikrobiyal kiitle tarafindan adsorbsiyonu veya kiitlede
birikimi olarak ifade edilir. Bu yontem icin Olii bakteriler, mayalar ve mantarlar
kullanilmaktadir. Tekstil boyalariin ¢ok c¢esitlilige sahip olmasi, mikrooganizma ile
boyanin etkilesimini etkiler. Bu nedenle mikroorganizmanin cinsine gore ve boyaya

bagli olarak farkli baglanma hizlar1 ve kapasiteleri s6z konusu olmaktadir. Boyar
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madde igeren atiksu ¢ok toksik oldugunda, biyosorpsiyon avantajli bir yontemdir

[28].

2.3.3.2. Aerobik yontem

Endiistriyel atiklarin aritilmasinda yaygin olarak kullanilan geleneksel aktif
camur sistemleri i¢in tekstil endiistrisindeki bircok boya bilesigi biyolojik olarak ¢ok
zor indirgenebilmekte ya da inert kalmaktadir. Mikroorganizmalar, suda ¢6ziinebilen
bazik, dispers ve azo boyalar1 biyolojik olarak indirgeyememekte fakat boyanin bir
kismin1t adsorbe ederek atiksuyun rengini almakta ve renk giderimi
saglanabilmektedir. Sentetik boyalarin aerobik ortamda parcalanmaya karsi direngli
olmalarmin nedeni boya malzemelerinin 151k, kimyasal kaynakli oksidatif etkiler
sonucu renklerinin solmayacak sekilde sentezlenmeleridir [41,42]. Atiksudaki azo
boyar maddeler gibi reaktif boyalarin ortalama %10’unun aerobik biyokiitleye
adsorbe oldugunu, geri kalaninin ise aktif camur tesisinden herhangi bir degisime
ugramadan gectigini belirtmisler ve azo boyar madde igeren tekstil atiksularinin

renginin giderilmesinde aerobik aritmanin yetersizligini vurgulamiglardir [28].

Fakat son yillarda bazi boyalarla ilgili calismalar, boyalarin aerobik olarak da
parcalandigini gostermistir. Odunsu bitkilerde bulunan polimer lignini pargalayabilen
bazi1 bakteriler ve funguslar lignin peroksidaz ya da mangan peroksidaz gibi enzimler

kullanarak boyalarda renk giderilebildigi gosterilmistir [28,43].

2.3.3.3. Anaerobik yontem

Boyar maddelerle yapilan ¢alismalar 6zellikle suda ¢ozilinebilen azo-reaktif
boyalar iizerine yogunlasmistir. Bu boyalar aerobik ortamda parcalanamamaktadir.
Anaerobik ortamda bu boyalarin pargalanabilmesi miimkiindiir, ancak bunun i¢in
ilave karbon kaynagina ihtiya¢ vardir. ilave karbon kaynag1 metabolik faliyet sonucu
metan ve karbondioksite doniismekte ve elektronlar agiga ¢ikmaktadir. Bu elektronlar
ise elektron tagima zincirinden son elektron alicisina yani azo-reaktif boyaya
tasinmakta ve boya ile reaksiyona girerek azo bagini indirgemektedir. Bu olay oksijen

tarafindan inhibe edilmektedir. Bu nedenle, boya aritiminda ilk adim azo baglarinin
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kirildig1 anaerobik yontem olmalidir [28]. Reaktif Black 5 ve Synozol Red boyalarini
anaerobik ortamda renksizlestirebilmek i¢in yapilan bir ¢alismada, kullanilan boya
derisimine ve mikroorganizma kiiltiiriine bagl olarak %23 ile %78 arasinda degisen
KOl giderme verimlerinin elde edilebilecegi belirtilmistir. Rengin tamamen
giderilebilmesi azo bagmin (N=N) anaerobik ortamda parcalanmasi ile miimkiin
olmustur. KOI’'nin tamamen giderilememesi ise meydana gelen ara iiriinlerin

anaerobik ortamda parcalanamamasindandir [44].

Aromatik aminler gibi ara-iiriinler sitotoksik, mutajenik ve kanserojenik
ozellik gosterebilmektedirler. Boya maddesi normalde toksik 6zellikte olmasa bile
anaerobik ortamda son derece toksik aminlerin olugsmasi miimkiindiir. Bu nedenle,
anaerobik sistemler aerobik aritmadan Once yer alan bir 6n-aritim yontemi olarak
onerilmektedir. Ciinkii aromatik aminler, aromatik bilesigin halkasinin agilmasi ve
hidroksilasyonla (OH grubunun ayrilmasi) aerobik ortamda mineralize
olabilmektedirler. Boylece boyar madde atik sularin anaerobik-aerobik proseslerle
aritilmasi ile anaerobik basamakta etkili bir renk giderimi, aerobik sistemde ise
anaerobik sistemde olusan pargalanmaya direngli aminlerin yikimi s6z konusudur

[45].

Yapilan bir ¢alismada, pamuklu tekstil fabrikasinin atiksuyunu temsil eden
ornek atiksuyun anaerobik/aerobik ardisik bir biyolojik sistemle verimliligi
arastiritlmistir. Bu c¢alismada, anaerobik reaktérde 2,8 giinliik bir hidrolik bekleme
siiresi(HBS) ve 1,13 kg/m® giinliik organik yiikleme hizinda %67 KOI giderilirken,
renk tamamen giderilmistir. Aerobik reaktdrde ise 10 giinlik HBS ve 0,104 kg/m3
giinliik organik yiikleme hizinda %77 KOI giderim verimi elde edilirken, toplam
sistemde %92 KOI giderimi gdzlenmistir. Toplam aromatik aminler (TAA) anaerobik
kademede birikirken, aerobik kademede %50’si pargalanabilmistir. Toplam sistemde

ise KOI ve renk giderimi etkin olarak giderilmistir [46].
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2.4. BOYAR MADDELERIN MIiKROBIYOLOJIK OLARAK AYRISTIRILMASI
2.4.1. Funguslar, Algler ve Mayalarla Yapilan Caligmalar

Kagit ve kagit hamuru atiginin  1980’lerin  basinda Phanerochaete
chrysosporium ve Tinctoporia sp. funguslart ile renk-giderimi, renk-giderimi
calismalarinin temelini olusturmaktadir [47]. Daha sonraki ¢alismalar renk-giderimi
mekanizmasinin lignin peroksidaz (LiP), mangan peroksidaz (MnP) ve lakkaz
enzimleri ile iligkili oldugunu ispatlamistir [48]. Phanerochaete chrysosporium’un
veratril alkol varhiginda bir¢ok boyayr ayristirdigi gosterilmistir. Veratril alkolun
ligninaz aktivitesini uyardigi bilinmektedir. Renk-giderimi yetenegine sahip birgok
yeni funguslarla fazla sayida ¢alismalar mevcuttur. Lakkaz, MnP ve LiP enzimlerini
iireten yeni mantar tiirleri izole edilerek renk-giderim verimlilikleri arttirilmaya
calisiimistir. Bazi funguslar ile yapilan adsorbent c¢aligmalarinda, Ornegin
Rhizomucar pusillus  fungusunun adsorben olarak kullanilmasi ile kagidin

beyazlatilmasinda %48-%50 degerinde sonuglar elde edilmistir [49].

Funguslarin 6lii biyokiitleleri ile yapilan adsorbsiyon calismasi ile enzimatik
ayristirmanin  (degredasyon) karsilastirildigi bir calismada, Trametes vesicolor
fungusu kullanilmis ve biyomasin hem adsorban ile hem de enzimatik ayristirma ile

boyanin %90’ 1n1in elimine oldugu belirtilmistir [50].

Funalia trogii fungusunun biyokiitlesi ile yapilan bir ¢aligmada ise Astrozon
Red boyasimin %55’inin absorbe olup, ayristirildigi belirtilmistir. Bu c¢alismada,
yiiksek biyokiitle miktarinin iyi bir renk-giderimiyle iliskili oldugu ve renk-giderimini

arttirabilecegi rapor edilmistir [51].

Beyaz ciirlik¢iil bir fungus olan Thelephora sp. susu ile Orange G, Congo Red
ve Amido Black 10 B boyalarinin renk-giderimi amaciyla yapilan bir ¢calismada ise,
bu fungal susun gergeklestirdigi renk-giderim oranlarinin sirasiyla % 33.3; 97.1 ve

98.8 oldugu belirtilmistir [52].

Boyar maddelerin biyolojik par¢alanmast amaciyla aerobik/anaerobik
reaktorde Phanerachyta crysosporium ve Coriolus versicolor funguslan ile yiiksek

parcalanma verimlilikleri elde edilmekte ancak aerobik sistemde, renk-giderimi
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absorbsiyonla gerceklestiginden etkili bir yontem olmamaktadir. Ayrica, P.
crysosporium ve C. versicolor funguslarinin 6zel besin ihtiyaglari, ¢evre sartlarina
karst1 hassas olmalar1 ve disik pH degerlerinde (pH = 4,5) renk-giderimi
yapmalarindan dolay1 aritma tesislerinde uygulanabilirligi olduk¢a zordur [53,54].
Ancak anaerobik caligsmalarda daha iyi sonuglar mevcuttur. Azo indirgenmesi
elektokimyasal bir reaksiyondur ve azo boyar maddeler mikroorganizmalar tarafindan
elektron tagima zincirindeki son elektron alici olarak kullanilmaktadirlar. Bu olay
sirasinda elektron tasima zincirindeki elektron tasiyicilar karbon kaynagina bagh
olarak yeniden olusarak, azo halkalarini indirger ve boyar madde ¢ekirdegini kirarlar.

Bu olayin oksijen tarafindan inhibe edildigi de belirtilmistir [53].

Tirkiye’de tekstil atiksularmmin aritimi i¢in isletilmekte olan aktif camur
sistemlerinin Oniine kurulacak anaerobik reaktdriin, alic1 ortamlarin kalitesi agisindan

olumlu etkiler meydana getirecegi kanaatine vartlmistir [53,54].

Yapilan bagka bir ¢alismada, Direct Violet (DV31) ve Remazol Black (RB5)
reaktif tekstil boyalarinin ortadan kaldirilmasi ile ilgili biyotik ve abiyotik adsorban
calisgmasinda 2, 4, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon deneyleri yapilmistir. Calismanin
amact boyalarin ortadan kaldirilmas: i¢in ucuz ve yenilenebilir kaynaklarin
kullanimidir. Biyotik ajanlar olarak Penicillium chrysogenum, Penicillium commune,
Aspergillus terreus, Eurotium repens, Penicillium fregii, Penicillium alli ve bu
suglarin karisimindan olusan funguslar kullanilmistir. Abiyotik ajan olarak ise talas,

piring samani, komiir ve sekerpancar1 kullanilmistir [55].

Fungus suslar1 arasindan DV31 boyasi i¢in en iyi biyotik adsorbanin 2 saatlik
inkiibasyon sonucunda Penicillium commune, P. fregii ve P. allii funguslar1 oldugu
tespit edilmistir. Bunlardan sirasiyla %96, %64 ve %65 oranlarinda verim elde
edilmistir. P. fregii haric ayni1 suglar RB5 boyasin1 biliyilk oranda ortadan
kaldirmislardir. Abiyotik ajanlardan piring samant ile iyi bir adsorban gergeklestigi
belirtilmistir. Ancak adsorban, boyalarin degredasyonu ile karsilastirildiginda verimli

bir aritim olmamaktadir [55, 56].

Phanerochaete chrysosporium ile ilgili yapilan bir diger renk-giderim

calismasinda ise azo boyar maddelerinden olan Remazol Blue RR Gran, Remazol
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Red RR Gran, Remazol Yellow RR Gran’in belli oranlarda karistirilmasiyla elde
edilen model atiksuda biyolojik parcalanma verimleri arastirllmistir. Cesitli
konsantrasyonlardaki renk, KOI, bakir ve aromatik grup giderim verimleri
incelenmistir. Deneysel c¢alismalarin sonuclarina gore, renk giderimi basarili olsa
dahi, rengi olusturan bilesenlerden olan aromatik grubun belli oranlarda atiksu
icerisinde bozunmamis halde kaldig1 belirlenmistir. Degradasyon oranlari Remazol

Yellow, Remazol Red ve Remazol Blue igin sirasiyla % 55, % 33, % 12°dir.[57].

Tekstil atig1 ile kirlenmis topraktan izole edilen kanisik Kkiiltiire dayali
anaerobik-aerobik aritim prosesi Remazol Brilliant Orange 3R. Remazol Black B ve
Remazol Brilliant Violet SR reaktif azo boyalarinin degredasyonu i¢in c¢aligilmistir.
Paenibacillus ve Pseudomonas fungus cinsleri ile ¢alisilan ardisik anaerobik-aerobik
arittm prosesi rengin biiyilk bir kisminin anaerobik sistemde gergeklestigini
kamtlamigtir. KOI biiyiik bir kisminin ise aerobik sistemde ortadan kaldirildig
gosterilmistir. Sonucglar azo boyalarin anaerobik sistemde aromatik aminlere
indirgendigini ve aromatik aminlerin bakteri biyomasi tarafindan {retildigini
gostermektedir. Ikinci bir basamak olan aerobik sistemde ise bu aromatik aminler
ayni izolatlarla parcalandigi gosterilmistir. Fakat bu boyalarin ayrigma oranlari
farklidir ve yeterli degildir. Bunun sebebinin boyalarin molekiiler ya da kimyasal

yapilarindan kaynaklandigi belirtilmistir [58].

Boyar maddelerin renklerinin giderilmesinde alglerin kullanildig1 ¢caligmalarin
sayist ise olduk¢a siirhdir. ik kez 1978 yilinda kagit hamurunun beyazlatilmasi gibi
calismalarla renk-giderim yetenegi rapor edilmistir [59]. Saf ve karisik alg kiiltiirleri
ile 3 aylik inkiibasyon siiresinde %50-70 oraninda renk-giderimleri gdzlenmistir.
Rengin ortadan kaldirilmasinda ii¢ mekanizma gozlenmistir. Bunlar; algal
biyokiitlesinin biiylimesi i¢in kromoforlarin asimilasyonu; renkli bilesiklerin CO, ve
H,0’ya transformasyonu ile renksiz hale gelmesi ve algal biyokiitlenin kromoforlar
adsorbe etmesidir. Algal renk-gideriminin azo rediiktazlar ile gergeklestigi ¢aligmalar
da gosterilmistir [60]. Chlorella andoscillotoria alginin aromatik aminleri basit
organik yapilara ve CO,’ye indirgedigi gosterilmis, hatta bazi tlirlerinde azo boyalari

karbon ve azot kaynagi olarak kullandig1 da rapor edilmistir [61].
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Wasniewska (1985) tarafindan kirmizi oksidatif mayalarla Kristal Violet
boyasinin biyolojik ayristirmasinin amaclandig1 c¢alismada, Rhodotorula sp. ve
Rhodotorula rubra’min Kristal Violet’i parcalayabilme yeteneginde oldugunu
belirtilmistir. Bir bagka c¢alismada fermantasyon yeteneginde sahip Saccaromyces
cerevisiae’nin Kristal Violet’i parcalayamadigi gozlenmistir. Bunun nedeninin ise
kesinlikle boyar maddenin toksik etkisinden kaynaklanmadig: belirtilmistir. Nedeni
ise, organizmanin hem kontrol hem de test erlenlerinde iyi gelisme gostermis

olmasindandir [62].

2.4.2. Bakterilerle Yapilan Caligmalar

Cok sayida bakterinin renk-giderme yetenegine sahip oldugu gdsterilmistir
[61]. Azo boyalar ayristirabilen bakterilerin izolasyonu ile ilgili ¢alismalar onceleri
Bacillus subtilis, Aeromonas hydrophilia, Bacillus cereus suglarinin, ardindan da
Klepsialla sp. ve Streptomyces sp. suslarinin izolasyonu ile devam etmistir [63-65].
Karigik bakteri kiiltlirleri ile diazo yapisindaki kromoforlarin 15 giin iginde
parcalandig1 belirtilmistir [66]. Banat ve ark. (1996), anaerobik bakterilerle cesitli
destek materyalleri {izerinde biyofilmler ya da serbest halde biiyliyen hiicreleri
kullanilarak, 24-30 saat icinde boya karisiminin renk-gideriminin saglandigim
belirtmiglerdir. Aerobik kosullarda yapilan bir ¢alismada ise Malasit yesili, Fast
yesili, Brilliant yesili, Congo kirmizis1 ve Metilen mavisi boyalarinin pH 6-8,
sicakligin ise 30-40 °C oldugu kosullarda %30-70 oranlarinda renk-giderimine
ugradiklar belirtilmistir [67]. Pseudomanas sp. ve E. coli ile yapilan ¢alismalarda ise
Congo kirmizist ve Direct Black 38 boyalarinin anaerobik, aerobik ve mikroaerofilik
ortamda renk-giderim deneylerinde E. coli ile yanlizca anaerobik ortamda %72-98
oranlarinda verim alinirken, aerofilik ortamda renk-giderimi gézlenmemistir. Ayrica
Pseudomanas sp. ile mikroaerofilik ortamda %98-100 oranlarinda boya ayrigtirmasi

gbzlenmistir [68].

Isik ve Sponza (2003), Tiirkiye’de tekstil endiistrisinde kullanilan iki azo boya
olan Congo Kirmizis1 (CR) ve Direkt Black 38’in (DB38) pargalanmasi i¢in E. coli ve
Pseudomonas sp.’nin fakiiltatif suslarim1 kullanarak anaerobik ve aerobik sartlarda

calismisladir. Mikroorganizmalar1 5 giin boyunca 100 mg/L boya ve 1000 mg glikoz-
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KOI/L igeren numunede inkiibe etmislerdir. CR ve DB38 boyalarindan meydana
gelen renklerin, E-coli kullanilan anaerobik sartlarda, sirasiyla %98 ve %72;
Pseudomonas sp. kullanilan anaerobik sartlarda ise sirasiyla %100 ve %83 verimle
giderildigini tespit etmislerdir. Ancak, aerobik inkiibasyon sonucunda renk giderimi

olmadig1 gosterilmistir [68].

Chen ve ark. (1999), Proteus mirobilis kullanarak 100 mg/L boya derisiminde
20 saat icinde (Red RBN) kirmizi azo boyanin %95 civarinda indirgendigini
bulmuslardir [69].

Sani ve Banerjee (1999), gram pozitif bir bakteri olan Kurthia sp. kullanarak,
Magenta, Crystal Violet ve Malasit yesili boyalarinda %92-96 arasinda renk giderimi
elde etmislerdir. Ayrica, calismada KOI igin yiiksek oranlarda giderim verimi (%56-
85) gozlenmistir [ 70].

Cetin ve Donmez (2005) yapmis olduklart bir ¢aligmada, tekstil boya
atiksularindan izole edilerek melasda biiyiitiilmiis karisik kiiltiirlerle (Synechococcus
ve Gloecapsa cinslerine ait termofilik siyanobakteriler ile Phormidium, Oscillatoria
ve Lyngbya cinslerine ait filamentli termofilik fotosentetik siyanobakteriler) kesikli
bir anaerobik sistemde tekstil atiksularindan yiiksek renk giderimi ic¢in optimum
sartlar1 belirlemiglerdir. Burada bulunan mikrobiyal biyokiitle, diisiik kapasite ile
boya maddelerini parcalamakta ya da hiicrelerinde biriktirilerek atiksulardan
uzaklastirmaktadir. Renk giderimi i¢in optimum pH degeri biitiin boya numuneleri
icin 8 olarak tespit edilmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi temel alinarak yapilan
uygulamada, karigik kiiltiirlerin en yliksek renk giderme orani Reaktif Red RB i¢in
%94.9, Reaktif Black B i¢in %91, Remazol Blue i¢in %63.6 olarak bulunmustur. 12
saat inkiibasyon siiresi ve 35°C’de Reaktif Red RB i¢in renk giderimi %82-98
civarinda elde edilmistir. Calisma ile anaerobik sartlar altinda karisik kiiltiirlerin

atiksulardan reaktif boya gideriminde etkili olarak kullanilabilecegi belirtilmistir [71].

Karigik anaerobik bakteri topluluklarinin kesikli denemelerde iki azo tekstil
boyasinin (mono azo boya ve diazo boya) renk giderimi iizerine etkileri laboratuar
Olcekli metanojenik havasiz camur yatakli reaktorde (HCYR) arastirllmis ve

baslangi¢ karbon kaynagi olarak asetat kullanildiginda 24 saat HBS’de her iki boya
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icin de %88’den daha yiiksek giderim verimi elde edildigi tespit edilmistir [72].
Kapdan ve Oztekin (2003), fakiiltatif anaerobik bakterileri (Alcaligenes faecalis ve
Commomonas acidovarans) kesikli beslemeli reaktorde 1-5 mg/L as1
konsantrasyonuyla kullanarak, Reaktif Orange 16 boyasinin rengini oda sicakliginda
(19 °C) ve nétral pH’da %90 verimle gidermislerdir. 50-300 mL/saat araliginda farkli
debilerin, 50-600 mg/L arasinda boya konsantrasyonlarinin test edildigi ¢aligmada,
350 mg/L boya konsantrasyonu ve 200 mL/saat besleme debisinde en yiiksek verimi
belirlemislerdir. Fakat KOI’nin ortadan kaldirilma verimliliginin diisiik oldugu

belirtilmistir [73].

Isik ve Sponza (2004), pilot dlgekli HCYR’de renk ve KOI giderimi iizerine
tuzluluk konsantrasyonunun etkisini arastirdiklar1 ¢calismada, tuz konsantrasyonunun
artmasinin metan ve KOI giderim verimini etkiledigini ancak, renk gideriminde
olumsuz bir etki olusturmadigini belirlemistir. Calismada 20 saat HBS kullanilmus,
tuzluluk konsantrasyonu artirildiginda KOI giderim verimi %80’den %18’e diiserken

renk giderimi %100 olarak gozlenmistir [74].

Panswad ve Luangdilok (2000), tekstil atiksularindan 4 farkli boyar maddenin
(bisazo vinilsiilfonil, anthraquinon vinilsiilfonil, anthraquinon monoklorotriazenil ve
oksazin) giderimi i¢in anaerobik/aerobik AKR (ardisik kesikli reaktor) sistemini
kullanmislar ve 1000 mg KOI/L karbon kaynag ile 20 mg/L boyar madde
konsantrasyonunu ilk ii¢ boya i¢in ortalama %64 civarinda gidermislerdir. Oksazin
boyasinin renginin giivenli bir sekilde tespit edilemedigi calismada boya gideriminde

anaerobik fazin etkili oldugu ifade edilmistir [75].

Ertugrul ve ark. (2008), termofilik siyanobakteriyel bir sus olan Phormidium
sp. ile yapmis olduklar1 ¢calismada Remazol Blue ve Reactive Black B ayristirma
oranlar1 belirlenmistir. Termofilik kosullar altinda yapilan bu deneyde pH 8,5’de,
farkl1 konsantrasyonlarda bulunan boyalar (9,1 mg/L’den 82,1 mg/L’ye kadar),
Phormidium sp. susunun sabitlendigi kalsiyum alginat 45 °C’de yiiksek derecede
dekolorizasyon gostermistir. Tiim boya konsantrasyonlarindaki verimlilik %50 ile
%88 arasindadir. Deneyde kalsiyum alginata sabitlenen  Phormidium
mikroorganizmasinin serbest haldeki Phormidium’a gore daha verimli oldugu tespit

edilmistir [76].
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Khehra ve ark. (2004) ise yaptiklar1 bir ¢aligmada anaerobik-aerobik reaktor
kullanilarak, Acid Red 88 (AR-88) azo boyasmin ayristirilmasini c¢alismislardir.
Kullanilan mikroorganizmalar tekstil atig1 ile kirlenmis bolgelerden izole
edilmislerdir. Bu suslarin Stenotrophomonas sp., Pseudomonas sp. ve Bacillus sp.
suslarma ait olduklari tespit edilmistir. Bu deneyde AR-88 azo boyasinin anaerobik
ortamda olugsan aromatik metabolitleri ise aerobik ortamda aromatik olmayan
aminonaftaline transforme edilmistir. KOI ve renk ise sirayla %95 ve %98
oranlarinda ortadan kaldirilmistir. Calismada oksijenli aritimda bakterilerin
aktivitelerinin arttirilmas: ile ilgili daha fazla c¢aligmalarin yapilmasi gerektigi

belirtilmistir [77].

Tekstil atig1 ile kirlenmis ortamdan alinan suslardan boyay1 en iyi ayristiran
bakterinin secilmis oldugu c¢alismada fakiiltatif olarak biyliyebilen Aeromonas
hydrophila bakterisi kullanilmigtir. Bu bakteri en iyi dekolorizasyonu anaerobik
ortamda gergeklestirmistir. Red RBN boyasinin %90’1 pH 5.5-10.0 ve 20-30°C’de
dekolorize ugramistir. Ayrica bu bakterinin karisik boya igeren besi ortaminda ise 2
giinde dekolorizasyon gerceklestirdigi belirtilmistir. Makalede azot kaynaklarinin
dekolorizasyonu attirdigi, glikozun ise anaerobik ortamda organik asite doniiserek
pH’1 disiirdiigii  belirtilmistir. Bdylece bu durumun hiicre biiyiimesini ve

dekolorizasyonu arttirdig1 belirtilmistir [76].

2.4.2.1. Aktinomisetlerle boyar maddelerin ayristirilmasi

Aktinomisetler, ¢cogunlukla toprakta, kompostlarda ve su c¢evrelerinde bolca
bulunan, lignoseliilozik bitki atiklarini, tarimsal ve sehir atiklarini dekompoze eden
genis bir ¢esitlilige sahip mezofilik ve termofilik suslari olan mikroorganizmalardir.
Aktinomisetlerin en Onemli oOzellikleri antibiyotik iiretme yetenegine sahip
olmalaridir [78]. Aktinomisetler O, N ve S oksidasyonlar1 ve O- ve N- dealkilasyon
reaksiyonlart gibi hidroksilasyonlar1 katalizlerler [79]. Bakteriyel sitokrom P4so’nin
bu reaksiyonlarin ¢ogunu katalizledigi tahmin edilektedir [80]. Volatilizasyon,
kompostlama proseslerinde belirli pestisitlerin uzaklastirilmasinin belirlenmesinde
onemli bir metot olarak goriilmektedir [81]. Aktinomisetler, 6zellikle streptomisetler

lignin degredasyonunda rol alan ekstraseliiler peroksidaz iiretirler. Bu prokaryotik
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peroksidaz, ligninin birincil oksidasyonunu saglayarak suda ¢oziinen ¢esitli polimerik
bilesenlerin iiretimine katilir. Aktinomisetler ayrica hidroksilasyon, oksidasyon ve

dealkilasyon reaksiyonlarini katalizleme yetenegine sahiptir [82].

Bir aktinomiset {liyesi olan streptomisetler dogada genis bir yayilma alanina
sahiptir. Dogada, 6zellikle de karasal ortamlarda sayica bol miktarda bulunurlar. Bu
sayl saprofit organizmalar olmalar1 ile iligkili olup, ortamdaki organik madde
igerigine baghdir. Bunun yaninda streptomisetler, tatli su ve deniz suyu
ortamlarinda da dagilis gosterirler. Arastirmacilar bu dogal ortamlardan sayisiz

streptomiset izole etmislerdir [83].

Aktinomisetlerin tekstil boyalarmin renklerini giderebilme yetenekleri ilk
olarak 1989’da Ball ve arkadaslar tarafindan calisilmistir. Aktinomisetlerin genis bir
tir araligin1  kapsayan 20 susunu arastirarak, onlarin Poly-R boyalarim
renksizlestirebilme yeteneklerini saptamiglardir [84]. Bu calismada kullanilann 20
sustan sadece ii¢liniin; Streptomyces badius 252, Streptomyces sp. EC22 ve
Thermomonspora fusca MT800 polimerik boyay1 tam olarak parcalayabilmistir. Daha
sonralar1 1993’te Zhou ve Zimmermann 159 aktinomiset iizerinde ¢alismis ve belirli
derisimlere sahip farkli boyalar1 parcalayip par¢alayamadiklarini arastirmiglardir. Bu
arastirmacilar yaptiklar1 tarama calismalarinda kullanilan aktinomisetlerin azo
bilesikli Reactive Red 147°den Fitalosiyanin Reactive Blue 116’ya kadar pek ¢ok
farkli boyayi ¢esitli oranlarda renksizlestirebildiklerini gozlemlemislerdir. Bu ¢alisma

sonrasinda 89 susta pozitif sonuglar elde etmiglerdir [85].

Pasti ve ark. 1991°de yaptiklar1 renk-giderim c¢aligmalarinda termofilik
Streptomyces suslar1 kullanilmustir. Kiilttirler 37 °C’de 15 giin boyunca ¢alkalamali
olarak inkiibe edilmislerdir. Streptomyces suslarinin delignifikasyon yetenegi ile
Remazol Brillant Blue R (RBBR), Poly B-411 ve Poly R-478 boyalariin bu suslar
tarafindan renk-giderim ile iliskisi calisilmigtir. Fermantasyon esnasinda lignoseliiloz
agirhigindaki diiiis ile RBBR ve Poly B-411 boyalariin renk-giderimi arasinda gii¢lii
bir korelasyon oldugu belirtilmis olup, ancak Poly R-478 ile bu korelasyonun daha
diisiik oldugu belirtilmistir. Besi ortamina ilave edilen misir koganinin ise bir sus
harig, diger suslarin renk-giderim yetenegini arttirdifi goézlenmistir. Bu {i¢ boyanin

ticari olarak elde edilmis bayir turpu (horseradis) peroksidaz enzimi (HRP) ile
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oksidasyonu Streptomyces suslarinin iirettigi peroksidazla analiz edilmesinin uygun
oldugunu gostermistir. Calismanin sonucunda ise RBBR ve Poly B-411 boyalarinin
Streptomyces suslan tarafindan {iretilen peroksidaz enzimi i¢in uygun substratlar

oldugunu gostermislerdir [86].

Burke ve Crawford (1998) streptomiset tiirlerinin gerceklestirdigi boya
dekolorizasyonuna katilan peroksidaz siifini belirlemek amaciyla S. viridosporus
T7A’nin ekstraseliiler peroksidazini saflastirmiglardir [87]. S. viridosporus TTA
peroksidazinin ise fungal Mn-peroksidaza benzer substrat spesifitesi gosterdigi, hem-
peroksidazin inhibitorii olan potasyum siyanid ile inhibe olmadigir bulunmustur [88].
Buna ek olarak, S. viridosporus TTA peroksidazinin N-terminal aminoasit sekansi
fungal Mn-peroksidaz ve aktinomiset kaynakli seliilaz ile homoloji gostermektedir.
Daha sonra yapilan calismalar saflastirilan peroksidazin biyokimyasal yapisini
dogrulamaktadir. Bu peroksidazin katildigi molekiiler mekanizma ayrica ¢alisilmis
ve oksijen stresini regiile eden proteini kodlayan oxyR geninin diizenleyici rolil

oldugu bulunmustur [89].

Aktinomisetlerin polimerik bir boya olan Poly R ile ilgili renk-giderim
calismasinda Streptomyces viridosporus, Streptomyces badius ve Thermomonospora
mesophila tirleri en iyi suslar olarak belirlenmislerdir. Calismada maksimum
dekolorizasyon orani1 37°C’de, 0-48 saatte gerceklesmistir. Cesitli lignoseliilozik
substratli ortamda biiyiiyen mikroorganizmalardan alinan ekstraseliiler fraksiyonlarin
Poly R boyasini dekolorize ettigini ve bu molekiiliin kiitlesinin ise 30 kilodalton
(kDa) oldugunu ve bu aktinomisetlerden ise en iyi dekolorizasyon yeteneginin S.

viridosporus oldugunu belirtmislerdir [90].

2.4.3. Boyar Maddelerin Renk-Giderimini Gergeklestiren Enzimler

Bir¢ok aragtirmaci boyar maddelerin oksidatif yikiminin bazi indiiklenmis
enzimlerle miimkiin olabilecegini belirtmisler ve sentetik boyalarin renk-gideriminde
pratik bir endiistriyel uygulama alani olabilecegini gostermislerdir [91-93]. Boyar
maddelerin yapilarindaki aromatik ve fenollerin renk-giderimi, lignin peroksidaz,

mangan peroksidaz ve lakkaz gibi enzimleri iireten ligninolitik aktiviteye sahip
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mikroorganizmalar tarafindan gerceklestirilmektedir. Bunlarin disinda azo rediiktaz

enziminin de renk-giderimi yetenegine sahip oldugu belirtilmistir.

Boyalarin mineralizasyonunu gergeklestiren enzimlerle ilgili olarak yapilan
caligmalar bu prosesin bazi mikroorganizmalarin ligninolitik enzimleri ile iligkili
oldugunu kanitlamistir. Ilk olarak Phanerochaete chrysosporium fungusuna dayal
olarak baglayan enzim c¢aligmalari, ilgili enzimlerin odaklama kromotografisi
(chromatofocusing) yontemi ile ayristirilmasi ve saflastirilmasi ile renk-giderim
mekanizmasi calisilmistir. Optimum pH degerlerinde cesitli enzimler gozlenmistir.
Yapilan bir c¢aligmaya gore ham enzim preparasyonlarinin veya saflagtirilmis
izoenzimlerin farkli boya yapilarina goére farkli verimliliklere sahip olduklar
belirtilmistir [94]. Bayir turpu peroksidazlarinin, azo boyalarin ¢okelmesi ve
dekompozisyonlari i¢cin uygun pH’da iyi bir ayristirmaya sahip olduklar1 belirtilmistir
[79]. Biyoteknolojik uygulamalarda ise peroksidaz enzimlerinin, indirgeyici bir
elektron vericisinin oldugu durumlarda ise olduk¢a genis bir kullanim alani
bulabilecegi vurgulanmaktadir. Lignin ayristirmasi ile ilgili olan mangan
peroksidazin ve/veya lignin peroksidazin, sentetik boyalarin oksidatif proseslerinde
kullanilabilirligi ise bir¢ok caligmada gosterilmistir. Bitkilerden elde edilen bayir
turpu peroksidazi fenol gibi parcalanmaya direngli bilesikleri ayristirabilmektedir.
Bhunia ve ark. (2002) yaptiklar bir ¢alismada HRP’nin Remazol Blue, Cibacron Red
gibi boyar maddeleri parcaladigi gosterilmistir. Yapilan ¢calismada, HRP aktivitesinin
pH > 6,0 degerinde diistligii, fakat pH degerinin azalmasiyla boyanin ayristirilmasinin
arttig1 belirlenmistir. HRP’nin Remazol Blue ve Cibacron Red boyalarini ayristirma
orani ise substrat olarak fenoliin kullanildigi deneye gore daha yavas oldugu
belirlenmistir. HRP aktivitesinin ise boyanin ¢esidine, pH degerine ve ortamdaki
hidrojen peroksit (H>O,) oranma bagl olarak degistigi gosterilmistir. Bu durum
endiistriyel kullanimda smirlamalar getirmektedir [92]. Yapilan bir ¢alismada
Bjerkandera adusta kaynakli lignin peroksidazin azo boyalara ve fitalokyanin
boyalara karsi diisiik ayristirma sagladigr belirtilmis olup, ortama veratril alkol

eklendiginde ise ayristirma verimliliginin arttig1 belirtilmistir [95].
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Benzer bir arastirmada ise, bir ligninolitik enzim olan lakkaz enziminin RBBR
boyasini dekolorize edemedegi, ancak ortama mediatdr olarak violurik asit ilavesi ile

ayristirmanin gergeklestigi belirtilmistir [96].

Young ve atk., (1997) azo, indigo, antrakinan ve metal-kompleks yapilar
iceren boyalarin dekolorizasyonunda beyaz cliriik¢iil funguslar kullanmiglar ve

oksidasyon prosesinin peroksidaz enzimleri ile gerceklestigini gostermislerdir [97].

[lk ligninolitik peroksidazlar Phanerochaete chrysosporium’dan izole edilmis
ve LiP ve MnP olarak adlandirilmistir [98,99]. Lignin peroksidazlar, veratril alkol
gibi fenolik olmayan aromatik aminleri katalizlerler. MnP ise Mn"*"yi Mn"’e oksitler

ve Mn" birgok fenolik bilesigin oksidasyonunda goérev alir [100, 101].

Bir¢ok arastirmaci P. chrysosporium’dan elde edilen LiP ve MnP’nin ¢ok
cesitli ksenobiyotik bilesigin ve boyar maddelerin ayristirilmasinda rol aldigimi
gdzlemlemistir. Iki azo boyar maddenin LiP tarafindan parcalanmasini, reaksiyon

karigimindaki veratril alkoliin stimiile ettigi saptanmistir [ 102].

Diger taraftan Ollikka ve ark. (1993), P. chrysosporium’dan elde edilen LiP
izoenzimlerinin degisik yapisal simiflardaki boyar maddeler i¢in o6zgilliikler

gosterdigini saptamiglardir [94].

Mangan-bagimli peroksidaz ayni zamanda lignin ve bir grup fenolik lignin
model bilesiklerinin de hidrojen peroksit araciligi ile oksidasyonunu ve
depolimerizasyonunu katalizlemektedir. MnP, fenolik organo-kirletici substratlara ve
azo-boyalara kars1 da katalitik aktivite gostermektedir. MnP’nin aktivitesinin sekli,

adindan da anlagilacagi iizere, mangan iyonlarinin varligina baghdir.

Tanim olarak lakkazlar, her ne kadar gercek substrat dzgiilliikkleri cogu kez
oldukca genis ve enzim kaynagina gore degiskenlik gosterse de (p-difenol:oksijen
oksidorediiktaz; EC 1.10.3.2) p-difenollerin oksidasyonunu ve ayni zamanda
meydana gelen dioksijenin suya indirgenmesini katalizlerler. Lakkazlar ¢ok biiyiik bir
cogunlukla, 60 ile 80 kDa arasinda degisen molekiiler agirliklar1 ile bakir igeren
ekstraseliiler glikoproteinlerdir [103].
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Lakkaz, bazi basidiomiset ve askomiset bireylerinde tesbit edilmistir
[103,104]. Cogu beyaz ciiriik¢iil fungus, P. chrysosporium hari¢ olmakla birlikte,
ekstraseliiler lakkazlar iiretirler. Bu enzimin lignin degredasyonuna [105, 106],
fenolik bilesiklerin detoksifikasyonuna ve bazi klorofenolik bilesiklerin deklorize

edilmesine karistigina inanilmaktadir [107-108].

Bir caligmada bitkilerden elde edilen ve lignin biyosentezini gergeklestiren
bayir turpu peroksidaz (HRP) enzimi, azo boyalarin parcalanabilmesi icin bir
alternatif olarak gosterilmistir. HRP, fenol igeren cesitli aromatik bilesiklerin
olusturduklar1 serbest radikal bilesikleri katalizleyebilmektedir. Remazol Blue ile
ilgili ¢aligmada degredasyonun gergeklesmesi i¢in biliylik miktarda H,O, gerekli
oldugu tespit edilmis ve boyada ¢okelme ve degredasyon oranlarin enzim varliginda
oldukca ylikselmis oldugu belirtilmistir. Boya oraninin da endiistriyel uygulamalarda

enzim i¢in dnemli bir sinirlayici etken oldugu gosterilmistir [109].

Irpex lacteus fungusu tarafindan iiretilen MnP enzimi ile sentetik boyalarin
degredasyonu ile ilgili ¢alismada, sentetik boyalarin ve manganezin MnP {izerine
etkisi arastirilmistir. 2,9 milimolar (mM) Mn(Il) iceren besi ortaminda ¢esitli MnP
izoenzimlerinin  {retildigi gozlenmistir. Cesitli yapidaki sentetik boyalarin
eklenmesiyle ise [Reactive azo orange (RO16), Remazol Brilliant Blue (RBBR) ve
Bromophenol Blue (BPB)] yiiksek miktarda Mn(II) bulunan fungal besi ortaminda
diisiik pI’daki MnP izoenzimlerinin iiretimini etkiledigi belirlenmistir. Calismada
BPB boyasinin yeni MnP izoenzimlerinin iiretimini indiikledigi tespit edilmis ve
bunun sonucunda bu enzimlerin RBBR boyasinin daha iyi dekolorize edildigi
belirtilmistir. Besi ortamindaki Mn derigimlerine bagli olarak boyalarin iiretilen
izoenzimler iizerine etkisi olduk¢a farkli olmustur. Bu nedenle degredasyonu
etkileyen faktorlerin sadece degredasyon enzimleri degil, ayn1 zamanda boyalarin da

oldugu belirtilmistir [110].

Trametes versicolor ATCC 20869 fungusu ile yapilan bir degradasyonda ise
MnP ve lakkaz enzimlerinin {retildigi; ancak lignin peroksidaz, sellobiyoz
dehidrogenaz ve mangana bagimli olmayan peroksidazlarin yer almadigi bu
calismada; saflastirilan MnP ile Amaranth, Reactive Black 5 (RB5) ve Cibacron

Brilliant Yellow boyalarinin dekolorizasyona ugradigi, Remazol Brilliant Blue R
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boyasinin ise dekolorizasyona ugramadigi belirtilmistir. Lakkaz enziminin ise RBBR
boyasint en iyi parcaladigi, eklenen bir redoks mediatoriinlin (2,2-azino-bis) ise
dekolorizasyon oranini arttirmadigi belirtilmistir. Amaranth ve RBS5 boyalar orto
pozisyonunda hidroksil gruplar icerdiginden ve azo bagiyla iliskili meta
pozisyonunda siilfonat grubu igerdiklerinden, MnP tarafindan hizli bir sekilde
parcalanmiglardir. Aktivitedeki MnP/Lakkaz oranlarinin ise 10/1 ve 20/1 arasinda
oldugu belirtilmistir. Bu c¢alismada, Amaranth boyasinin MnP tarafindan
parcalanmasinin ayn1 boyanin lakkaz tarafindan parcalanmasina gore 30-kat daha
fazla gergeklestigi belirtilmis ve bu nedenle de dekolorizasyonda MnP’1n daha etkili
oldugu vurgulanmistir (Sekil 2.1.) [111].

o, /"‘HZO

|

|

, _.--—- Boya Mn3*

v MnP

Lakkaz
! /
I\
: \\\ X Mn2+
I ~-> Okside
Y boya
H,0 ¢ H,0,
GIukonoIakton‘—\T

Glukoz oksidaz

Dekolorize Grln
Glukoz ‘/’

0,

Sekil 2.1. Trametes versicolor ATCC 20869 susu tarafindan Amaranth boyasinin
dekolorizasyonunun Onerilen mekanizmasi. Siirekli (—) ve kesikli (...) hatlar ise
sirastyla, lakkaz:MnP aktivitelerinin oraninin 30:1°den az ve ¢ok oldugu reaksiyonlari
temsil etmektedir. Lakkaz:MnP aktivite oraninin 30:1°den az oldugu durumda,
Amaranth boyasinin dekolorizasyonunu gerceklestiren esas enzim MnP olmaktadir
[124].

Delignifikasyon aktivitesinden sorumlu enzimlerden biri olan lakkaz enzimi
ile ilgili bir calisma da Trametes hirsuta fungusunun kirpilmig-kagit kiiltiirlerinde ve
arpa kepegi ile desteklenmis kati besiyeri ortaminda, lakkaz aktivitesi ve boya

dekolorizasyon yetenegi calisilmistir. Bu calismada, iki farkli yapidaki Indigo
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Carmine ve Lissamine Green B boyalarinin kirpilmis-kagit besiyeri ortaminda daha
verimli bir sekilde pargalandig belirtilmis, farkli olarak lakkaz enziminin pH 7’den
daha yiiksek bir degerde de dekolorizasyon yetenegine sahip olduguna dikkat
cekilmistir [112]. Daha oOnceki calismalarda Ornegin; Remazol Blue R sentetik
boyasinin Plerotus ostreatus fungusundan elde edilen lakkaz izoenzimleri ile asidik
ortamda degrede olabildigi belirtilmistir [ 113]. Daha baska bir calismada ise Remazol
Blue R boyasimin pH 4-6’da lakkaz ile verimli bir sekilde dekolorize edildigi, pH >
7’de ise hic¢bir dekolorizasyon aktivitesinin ger¢eklesmedigi belirtilmektedir [114].

Boya dekolorizasyonu ve ekstraselliiler enzimlerin iiretimine besi ortamindaki
bilesenlerin etkisi ile ilgili bir ¢calismada ise Lentinus edodes fungusu kullanilmistir.
Besi yerinde kullanilan farkli karbon kaynaklar1 (amonyum klorid, pepton ve malt
ekstrakt) Lakkaz ve MnP enzimlerinin iiretimini arttirmakla kalmayip, ayn1 zamanda
dekolorizasyonu da etkiledigi belirtilmistir. Ornegin 8 mM Azot bulunan ortamda,
MnP enziminin iiretimi, ayrica bu enzimin Poly R-478 ve Orange II boyalarinin
dekolorizasyonunu inhibe ettigi de gosterilmistir. Ortama eklenen mese talasi ve

bugday samani MnP {iretimini arttirmis oldugu gézlenmistir [115].

Streptomyces psammoticus MTCC 7334 susundan elde edilen, ekstraselliiler
bir enzim olan lakkaz ve enzimin iiretiminde etkilendigi proseslerin calisildigt
makalede kahve hamuru ve maya ekstrakti en iyi substratlar olarak belirtilmistir.
Calismada pirogallol ve para-anisidin bilesenlerinin bakteride lakkaz {iretimini
arttirdigi ve 10 giinliik calkalamali inkiibasyonda RBBR boyasmin %80 oraninda
parcalandig1 belirtilmistir [116].
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. MATERYAL
3.1.1. Kimyasallar ve Proteinler

Bu calismada kullanilan kimyasallar, aksi belirtilmedigi siirece, Sigma
(Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) ve Merck (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) firmalarindan ve mevcut olan en yiliksek saflik derecesinde temin

edilmistir.

3.1.2. Kullanilan Mikrobiyal Sus

Calismada kullanilan HF85 izolati, topraktan izole edilen izolatlar arasindan

amaca uygun olarak gergeklestirilen tarama deneyleri sonucunda segilmistir.

3.1.3. Cam Malzemeler

Kullanilan biitiin cam malzemeler deterjanla yikandiktan sonra, dnce sehir
sebeke suyu ile birka¢ kez durulanmis ve ardindan son bir defa da distile su ile
durulanarak kullanima hazir hale getirilmistir. Besiyeri i¢eren erlenler otoklavda 121
°C’de 0,124 MPa basing altinda 15 dk siire ile steril edilerek kullanilmistir. Kati
besiyerleri i¢in kullanilan petri kaplar1 ise besiyeri dokiilmeden once Pasteur

firminda 200 °C’de 2 saat siire ile steril edilmislerdir.

3.1.4. Inkiibatorler

HF85 izolatimin kiiltiiriniin yapilmasi amaciyla kullanilan kati ortamlarin
inkiibasyonu, Niive marka EN400 model (Niive Sanayi Malzemeleri Imalat ve
Ticaret A.S., Ankara, Tirkiye) bir inkiibator kullanilarak gerceklestirilmistir.
Mikroorganizmanin oksijen ile temasint i¢in kullanilan sivi kiiltiir ortamlarinin
inkiibasyonunda ise J.P. Selecta marka Rotabit model (J.P. Selecta, Barcelona,

Ispanya) orbital ¢alkalamali inkiibator kullanilmustir.
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3.1.5. Santrifiijler

HF85 izolatimin kiiltiir sivisindan biyomasin ayrilarak silipernatant sivisinin
elde edilmesi sirasindaki santrifiijleme islemlerinde Eppendorf marka 5804 model

(Eppendorf, Hamburg, Germany) bir santrifiij kullanilmistir.

3.1.6. UV/Visible Spektrofotometre

Drimaren Blue CL-BR reaktif boyasinin c¢alkalamali HF85 Kkiiltiirleriyle
inkiibasyonu sonucunda gerceklesen dekolorizasyon oranlarinin 6l¢iilmesinde dalga
boyu taramalar1 ve absorbans degerlerinin elde edilmesi i¢in Perkin Elmer marka
Lambda EZ 210 serisi bir UV/Visible spektrofotometre (Perkin Elmer Instruments,
Norwalk, USA) kullanilmustir.

3.1.7. pH Metre

Hazirlanan besiyerlerinin, tamponlarin ve ¢ozeltilerin pH’s1 Hanna marka HI

2210 model (Hanna Instruments, Washington, ABD) pH 6lcerle hesaplanmistir.

3.1.8. Kullanilan Bilgisayar Yazilimlari

Tez hazirlanirken metin diizenleyicisi olarak Word (v12, Microsoft
Corporation, Washington, ABD) yazilimlar1 kullanilmistir. Calismalar sirasinda elde
edilen verilerin grafiklere doniistiiriilmesi i¢in ise Excel (v12, Microsoft Corporation,

Washington, ABD) yazilimlarindan yararlanilmistir.

3.2. METOT

3.2.1. HF85 izolatiin Kiiltiirii ve Muhafazasi

HF85 izolati, izole edildikten sonra ISP4 kati besi yeri iizerine ekimleri
yapilarak 72 saat 30 °C’de inkiibe edildi. Daha sonra 3 °C’de muhafaza edilerek
belirlli peryolarla suslar yenilendi. %20 gliserol icerisinde -50°C’de, sporlardan

olusan bir siispansiyon halinde muhafaza edilmislerdir.
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A. Kat1 Besiyerleri

ISP4 (Inorganic salts-starch agar) besiyerinin bilesimi:

K,;HPO4

MgSO, 7H,0O

NaCl

(NH4)2SO4

CaCOs

Iz element soliisyonu
Distile su

Nisasta soliisyonu (%2 w/v)
Agar

Distile su

Iz element soliisyonu:
FeSO4 7H,0
MnCl, 4H,0
ZnS04 7TH,0

Distile su

lg.
g

lg

2 g

2g

1 mL.
1L
500 mL
20 g.
500 mL

0,1¢g
0,1g
0,1 g.
100 mL.

Besiyeri otoklavlamadan 6nce, NaOH ve HCIl (1M) kullanilarak pH 7,0’ye

ayarlanmistir.

B. Sivi Besiyeri (MS-YEM)

HFS85 izolatinin s1v1 besiyerlerinde {iretimi ve Drimaren Blue CL-BR reaktif

boyasinin dekolorizasyonunu sirasinda erlenler kullanilmigtir. 250 mL hacme sahip

erlenler i¢in 50 mL, 100 mL hacimli erlenler i¢in ise 20 mL besiyeri kullanilmistir.

Her deney grubu i¢in tek tip erlen kullanilmistir. 10 giinliik inkiibasyonlar sirasinda

250 mL’lik erlenler kullanilirken, 5 giinliik inkiibasyonlar i¢in 100 mL’lik erlenler

tercih edilmistir. Sivi kiiltiirler i¢in kullanilan besiyerinin bilesimi:

Drimaren Blue CL-BR
Maya ekstrakti
(NH4)2S04

100 mg

0,1g.
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NacCl 0,3 g.

MgSO4 7TH,0O 0,1g.

CaCO; 0,02 ¢
iz element soliisyonu 1 mL

Distile su 1L

Karbon ve enerji kaynagi olarak Drimaren Blue CL-BR reaktif boyasina
ilaveten, ilave karbon ve enerji kaynaginin dekolorizasyon iizerine olan etkisini
belirlemek amaciyla kiiltiir ortamina 6giitiilmiis bugday, misir saman ; kavak,mese

talagi ve muz yapragi [%]1 (w/v)] ilave edilmistir.(1 L besiyerine 10 gr eklendi.)

Iz element soliisyonu:

FeSO4 7H,0 lg
ZnS0O4 7H,O 09¢g
MnSO, 7H,O 0,2 ¢g.
Distile su 1 L.

Besiyeri otoklavlamadan 6nce, NaOH ve HCIl (1M) kullanilarak pH 7,0’ye

ayarlanmugtir.

3.2.2. Substratlarin Hazirlanmasi

Substratlar, blender ile iyice parcalanarak toz haline getirildikten sonra 500
um por c¢apina sahip laboratuar eleginden gecirilerek (Alfa Laboratuar Malzemeleri,
Ankara, Tiirkiye) miimkiin oldugunca kiiciik partikiil yapisina sahip olan saman ve

talag partikiilleri kullanilmistir.

3.2.3. inokulum Hazirlanis1

HF85 izolatinin gelistirildigi agarli besiyeri lizerinden 6ze ile alinan biyokiitle
10 mL steril fizyolojik tuzlu su (90,9 NaCl) icerisine karigtirilmis, aseptik kosullar
altinda soliisyonlar1 hazirlanmis ve bu soliisyon inokulum olarak kullanilmistir.
Hazirlanan bu inokulum soliisyonu her bir erlene, erlendeki besiyeri hacminin
%?2’sine denk gelen hacim kadar ilave edilmistir. Inokulasyondan sonra kiiltiirler

30°C’de amaca uygun olarak 10 giin siire ile 150 rpm’de inkiibe edilmistir.
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3.2.4. Drimaren Blue CL-BR Renk Gideriminin Biiyiime Déngiisii ile Olan Iliskisi

Bu calismada kullanilan HF85 izolati tarafindan sivi besiyerinde bulunan
Drimaren Blue CL-BR reaktif boyasinin renk gideriminin biiyiime dongiisline bagh
olarak nasil degisim gosterdigini belirlemek igin, organizmalar karbon ve enerji
kaynagi olarak yalnizca Drimaren Blue CL-BR reaktif boyasi iceren MS-YEM s1v1
besiyerinde; ya da Drimaren Blue CL-BR boyasinin yani sira ilave karbon ve enerji
kaynag1 olarak arpa samani (%1, (agirlik/hacim) w/v), bugday samani (%1, w/v),
muz yapragt samani (%1, w/v) mese ve kavak talas1 (%1, w/v) ile desteklenen MS-
YEM s1v1 besiyerinde, 30 °C’da, 10 giin boyunca, calkalamali (150 rpm) olarak
inkiibe edilmisdir. Inkiibasyon siiresince, 24 saat araliklarla siv1 kiiltiirlerden alinan
ornekler Drimaren Blue CL-BR dekolorizasyon oranmin belirlenmesinde
kullanilarak, organizmalarin bliylime dongiisii boyunca dekolorizasyon verimlilikleri
belirlenmistir. Kontrol olarak ise tiim besiyeri bilesenlerini igceren, fakat mikrobiyal
izolatla inokiile edilmemis olan kiiltiirler kullanilmistir. Tiim ¢alismalar tiger tekrarh

olarak yapilmis ve tekrarlamali sonuglarin aritmetik ortalamalar1 alinmistir.

3.2.5. Drimaren Blue CL-BR Renk Giderim Oraninin Belirlenmesi

Drimaren Blue CL-BR reaktif boyasi igceren veya ilave karbon ve enerji
kaynag1 olarak Drimaren Blue CL-BR boyasina ilaveten arpa, bugday veya muz
yapragi samani, mese veya kavak talasi iceren kiiltlir ortamlarindan 24 saat
araliklarla 1’er mL kiiltiir stvist alinmistir. Biyomas i¢eren bu kiiltiir sivilart 10.000
g’de 5 dk. siireyle santrifiijlenerek kat1 partikiillerden ve hiicre kalintilarindan
arindirilmistir. Elde edilen kiiltiir sivilarindaki Drimaren Blue CL-BR reaktif
boyasinin dekolorizasyon oranini belirlemek amaciyla, kiiltiir sivilarinin 593 nm’deki

absorbans degerleri (Aso3) spektrofotometrik olarak dl¢iilmiistiir.

3.2.6. Farkli Karbon Kaynaklarmin Boya Giderimi Uzerine Olan Etkisi

Bu calismada kullanilan HF85 izolat1 tarafindan boya dekolorizasyonu
tizerine farkli karbon ve enerji kaynaklarmin etkilerini belirlemek amaciyla

organizmalar, %1 (w/v) arpa samani veya 0glitiilmiis bugday samani, %1(w/v) mese
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veya kavak talasi, %1 (w/v) muz yapragi samani igeren s1ivi MS-YEM besiyerlerinde
30 °C’de, 10 giin, 150 rpm’de inkiibe edilmistirler. Bu ¢alismalar ile organizmalarin
dekolorizasyon aktivitelerinin maksimuma ulastig1 inkiibasyon siiresinin belirlenmesi
amacglanmistir. Inkiibasyon siiresi boyunca 24 saat araliklarla farkli karbon
kaynaklarinin oldugu sivi1 kiiltiirlerden alinan ornekler spektrofotometrik olarak
Olclilmiis ve farkli karbon kaynaklarinin dekolorizasyon iizerine etkisi tespit
edilmeye ¢alisilmistir. Tiim c¢aligmalar {iger tekrarli olarak yapilmis ve tekrarlamali

sonuclarin aritmetik ortalamalart alinmstir.

3.2.7. Inkiibasyon Siiresinin Renk Giderimi Uzerine Etkisi

Bu caligmada kullanilan Drimaren Blue CL-BR boyasinin HF85 izolat1 ile
giinliik olarak dekolorizasyon iliskisinin belirlenmesi amaciyla, boya igerene sivi
besiyerine inokiile edilen mikroorganizmalarin inkiibasyonuna 10 giin boyunca
devam edilmistir. 10 Giinliik inkiibasyon periyodu boyunca, 24 saat araliklarla alinan

s1v1 kiiltiir 6rnegi ise spektrofotometrik olarak incelenmistir.

3.2.8. Kiiltiir pH’sinin Renk Giderimi Uzerine Olan Etkisi

HF85 izolat1 tarafindan gerceklestirlilen renk giderimi iizerine, kiiltiir
pH’sinin etkisini belirlemek i¢in organizmalar, pH degerleri 5,0-9,0 arasinda degisen,
karbon ve enerji kaynagi olarak sadece Drimaren Blue CL-BR’nin (% 0,01 w/v)
iceren MS-YEM sivi besiyerinde, 30 °C’de 120 saat siireyle, 150 rpm’de inkiibe
edilmistirler. Inkiibasyon siiresinin sonunda sivi kiiltiirlerden alman &rnekler, renk
yogunlugu bakimindan spektrofotometrik olarak analiz edilmistir. Tiim ¢alismalar
ticer tekrarli olarak yapilmis ve tekrarlamali sonuglarin aritmetik ortalamalar

alinmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. DRIMAREN BLUE CL-BR RENK GIDERIMINI GERCEKLESTIREN
SUSLARININ SECIMI.

Yapilan calismada oncelikle 50 adet Actinobacteria iiyesi olan Streptomyces
sp. suslarinin ve topraktan izole edilen suslarin 22 farkli tekstil boyasini igeren kati
besi yeri iizerindeki biiyiime, absorbsiyon ve renk giderim yetenekleri incelenmistir.
Kullanilan tekstil boyalarinin renk giderimleri ise farkli boyalar ve farkli suslar
tarafindan gergeklestirilmistir. Izole edilen suslarmn renk giderim potansiyelleri
%0,01’lik boya iceren kati besiyerine nokta ekim yapmak suretiyle arastirilmistir.
Suslar arasinda en iyi sonug¢ veren 4 izolatin 22 farkli boya i¢in kat1 besiyerinde
olusturduklar1 hidroliz zonu karsilastirilmistir. Kat1 besiyerleri lizerindeki biiyiime,
absorbsiyon ve renk giderim aktivitelerine bagl olarak secilen suglar (Sekil 4.1), ayn1
tekstil boyalarini iceren siv1 kiiltlirlere alinmis ve buradaki renk giderim aktiviteleri
belirlenmistir. Karsilagtirma sonucunda en iyi sonug¢ veren HF85 izolat1 boya iceren
sivi kiiltiirlere aktarilmis ve bu calismada kullanilmak {izere secilmistir. HF85
izolatinin 22 farkli boya iizerine parcalayici etkisi 10 giin boyunca diizenli olarak
spektrofotometrik Olclimlerle takip edilmistir. Daha sonra calismada kullanilmak

tizere belirlenen Drimaren Blue CL-BR iizerinde, HF85 izolati ile optimizasyon

H I ]

Sekil 4.1: A: Drimaren Blue CL-BR (Kontrol), B: Drimaren Blue CL-BR (10.giin),
C: Poly R 478 (Kontrol), D: Poly R 478 (10. giin), E: Methylene Green (Kontrol), F:
Methylene Green (10. giin), G: Procion Marina (Kontrol), H: Procion Marina (10.
giin), I: Cibacron Ret C2G (Kontrol), J: Cibacron Ret C2G (10. giin).

caligmalar1 yapilmistir (Sekil 4.2).

CcC D E

A B F G
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HF85

Procion Dark Blue o

Bromphenol Blue

Poly R 478

Sumifix Supra Blue
BRF

Cibocron Red C26
Drimaren Blue CL-BR -
Cibacron Deep Rot

Remazol Gold GELB

Sumifix Supra Rot

Cibacron Supper
Black A

Methylene Green
Cibacron Gelp N.P

Procion Merina

Levofix Blau
Dispersol Flavine

DRI Black

RBER

Drimaren Blau

Foran Black RO5
Foran Scharlack

Sumifix Supra Rot

Ramazol Blue

Sekil 4.2. Calismada denenen tekstil boyalarini iceren kat1 besiyeri tizerinde en aktif
HF85, F2616, N4211 ve BTO1 izolatlarinin biiyiimesi ve olusturduklari zonlar.
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4.2. INKUBASYON SURESININ RENK GIDERIMI UZERINE ETKISI

Bu calismada oncelikle toprak kaynakli olan mezofilik HFS85 izolati
tarafindan fenolik bir yapiya sahip olan Drimaren Blue CL-BR boyar maddesinin
renginin giderilmesi ile mikroorganizmalarin biiylime dongiileri arasindaki iliskiyi
belirlemek amaciyla, boya iceren sivi besiyerlerinde mikroorganizmalarin 10 giinliik
inkiibasyonlar1 gergeklestirilmistir. 10 Giinliik inkiibasyon periyodu boyunca, 24 saat
araliklarla alman sivi  kiiltlir numuneleri ise renk yogunlugunun kaybolup
kaybolmadigini belirlemek i¢in analize tabi tutulmustur (Sekil 4.3). Kiiltiir sivisindan
alinan numunelerin renk yogunluklar1 spektrofotometrik olarak Drimaren Blue CL-
BR’in maksimum absorbans gosterdigi 593 nm dalga boylarindaki absorbanslarinin

belirlenmesi ile 6l¢iilmiistiir.

Drimarenblau CL-BR
0,55
05 4
= ‘_____‘.——O
0,45 —\\
o N\
A = |<ontrol
<C == Hareketli
04 4 1
0,35 A 4
0,3 T T T T T T T T T 1
0 1 2 ) 4 3 £ i 8 9 0 11
Ink {glin)

Sekil.4.3: HF85 izolatinin 10 giinliik inkiibsayon siiresince gostermis oldugu renk
giderim aktivitesi.

Karbon ve enerji kaynagi olarak sadece polimerik bir boya olan Drimaren
Blue CL-BR’in varliginda, HF85 izolati normal gelisimlerini gostererek inkiibasyon
stiresinin 5. giiniinde maksimum biyokiitleye ulagsmistir (Sekil 4.4). Renk gideriminin
Ozellikle HF85 izolatinin biiyiime dongiisliniin ekponansiyel biiylime fazina denk
gelmesi, biiylime fazinin sona ermesi ile birlikte durgun ve 6liim fazlar1 boyunca

goriilen renk giderimlerinin de kararli bir sekilde sabit kaldig1r goriilmektedir. Renk
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giderimlerinin ozellikle eksponansiyel biiylime fazinda meydana gelmesi ise
calismada kullanilan HF85 izolatinin boyar medenin dekolorizasyonundan sorumlu
olan metabolik sistemlerinin birincil metabolizmada rol aldigina isaret etmektedir.
Organizmalarin biiyimeleri sirasinda gerekli olan enerjinin ve karbonun temin
edilebilmesi i¢in gerekli olan metabolik yollar calistirilarak yapisal enzimlerin
tiretilmesi sonucunda boyar maddenin pargalanmasi gergeklestiriliyor olabilir. HF85
izolat1 ise biiylime fazlarinin sonuna ulasip, durgun faza gegctiklerinde ise daha fazla
enzim lretemediklerinden boyar maddenin daha fazla pargalanmasi

gerceklestirilemedigi tahmin edilmektedir.

Renk giderimi
30
25
— 20
<
2 15
S
=
> 10
5
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Inkiibasyon siiresi(giin)

Sekil.4.4. HF85 izolatiin 10 giinliik inkiibsayon siiresince gostermis oldugu renk
giderim aktivitesinin goreceli (%) verimliligi.

On giinliik inkiibasyon sonunda elde edilen grafiklerden de goriildiigii lizere
(Sekil 4.3), Drimaren Blue CL-BR’in biyolojik olarak renk gideriminin en yiiksek
oldugu periyot HF85 izolatinin biliylime dongiisiiniin eksponansiyel fazinda
gerceklesmistir. Absorbanstaki azaligin maksimum oldugu aralik; 3. ve 5. giinler
arasindadir. Absorbanstaki azalisin minimum oldugu araliklar ise biiylime

dongiisiinlin duragan fazinda gerceklesmis olup, bu 6-8. giinler arasidir.
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Baslangicta 593 nm'deki absorbans 0,472 iken (%100) 10. giin sonunda
0,361'e (%76) diismiistiir. Inkiibasyonun sifirinc1 anindaki absorbans %100 olarak
kabul edilmistir. Boyanin renk gideriminin inkiibasyon siiresine goére en verimli
oldugu aralik ise inkiibasyonun 0-5. giinleri arasinda olup, 5. giliniin sonundaki renk

giderim verimi %24 olarak hesaplanmistir.

Pasti ve Crawford [86], Streptomyces ile yaptiklar1 ¢alismada Remazol
Brillant Blue R, Poly-B411 ve Poly-R478’1 dekolorize etmislerdir. Elde ettikleri
verileri P. chrysosporium ile kiyasladiklarinda, Streptomyces suslarin boyalari
parcalamada funguslar kadar basarili olmadiklarim1 saptamislardir. Bu c¢alisma
esnasinda boyalarin (RBBR ve Poly-B411) ve lignoseliillozun par¢alanmasi arasinda
bir korelasyonun oldugu gézlenmistir. Lignoseliilozun degredasyonunun daha fazla
oldugu Streptomyces suslariyla yapilan calismada renk gideriminin daha etkili

sekilde gerceklestigi gozlenmektedir [86].

Poly-R478’in parcalanmasi ile lignoseliiloz degredasyon aktivitesi arasinda
cok zayif bir korelasyon oldugu saptanmistir. Ayni zamanda ayni aciklama, Ball ve
ark. [84] tarafindan Streptomyces badius 252 i¢in yapilmig ve Poly-R
dekolorizasyonu ile ligninolitik aktivitesini 6lgmek amaciyla kullanilan yontemlerin
(veriatril alkol ile oksidasyon, sirincik veya kumarik asit kullanimz1) higbiri arasinda

korelasyon bulunmadig1 saptanmistir [84].

Pasti ve Crawford [86], bir ¢alismasinda kara turp peroksidaz (HRP) tip-2 ile
Poly-R478°1 inkiibe ettigi zaman, RBBR ve Poly-B411’in aksine hicbir sekilde
dekolorizasyonun gerceklesmedigini gozlemlemislerdir. Ayn1i zamanda Mn(II)

peroksidazin da bu boyayr minimum kosullarda parcaladigi belirlenmistir [86].

Barbosa ve Hardy [117], 3 askomiset; Aspergillus sp., Botryosphaeria sp. ve
Conichaeta sp. ile yaptiklar1 ¢alismalarda ise her ii¢ organizmanin da %0,01 (w/v)
Poly-R478’1 inkiibasyonun 4. gilinlinde tamamen dekolorize ettiklerini saptamislardir.
Biitiin funguslar, ilk olarak boyayr misellerine adsorbe etmisler ve daha sonra
tamamen parcalamislardir. Aspergillus sp. izolatlar1 ile yapilan bir calismada ise bu

izolatlarin Poly-R478’1 dekolorize ederken lakkaz, MnP veya LiP iiretmedikleri,
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dolayisi ile boya dekolorizasyonu ile ligninin par¢calanmasi arasinda bir korelasyonun

bulunmadig rapor edilmistir.

4.3. BOYA MIKTARININ RENK GIDERIMI UZERINE OLAN ETKISI

Calismada kullanilan HF85 izolati ile Drimaren Blue CL-BR’in renginin
giderilmesinin iizerine boya miktarinin etkisinin belirlenmesinde, karbon ve enerji
kaynagi olarak Drimaren Blue CL-BR boyast miktart 0,05 g/L ile 0,15 g/L arasinda
ayarlanarak incelenmistir (1 g Drimaren Blue CL-BR boyasi 10 mL distile su ile
karistirilarak hazirlanmis ve stok olarak kullanilmistir). Drimaren Blue CL-BR MS-
YEM besiyeri biiyiime ortami olarak kullanilmig ve inkiibasyon 30°C sicaklikta, 150
rpm’de, 120 saat siireyle gerceklestirilmistir.

Bu ¢alismalar sirasinda kullanilan HF85 izolati, en yiiksek dekolorizasyon
aktivitesini 0,1 g/L derisim degerinde gostermistir (Sekil 4.5). Boya miktarinin 0,1
g/L oldugu kosullarda renk gideriminin inkiibasyonun 5. giintinde % 19 oldugu tespit
edilmistir. (Sekil 4.5).

Derisimin renk giderimine etkisi
o 2N
?E. 18
E 16
N 14
2 12
E 10
S 8
oAl
0
0,05g/L 0,075g/L 0,1g/L 0,125g/L 0,15g/L
Boya miktari g/L

Sekil 4.5: Boya derisiminin renk giderimi ile iligkisi.
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Dekolarizasyon seviyesinin 0,05g/L. ve 0,075g/L degerlerinde diisiik ¢ikmasinin
karbon kaynagi olarak kullanilan Drimaren Blue CL-BR boyasinin yetersiz
oldugundan meydana geldigi tahmin edilmektedir. Diger taraftan 0,125g/L ve
0,150g/L degerlerinde de dekolorizasyon seviyesinin diisiik ¢ikmasinin sebebinin
Drimaren Blue CL-BR boyasinin miktarinin fazla olmasindan kaynakli olarak toksik

etki yarattig1 diisiiniilmektedir.

Kolekar ve ark. [118] tarafindan en yiiksek renk giderimi inkiibasyonun 6.
giinlinde besiyerindeki boyanin baslangi¢ derisiminin 0,5 g/L oldugu kosullarda elde
edilmistir. Bu oran Tripati ve ark. [119] tarafindan 0,1 g/L, Moosvi ve ark. [120]
tarafindan 100 ppm, olarak tespit edilmistir. Saratale ve ark [121] ise optimum
baslangi¢ boya derisiminin belirlenmesi ile ilgili calismalarinda en iyi sonucu 50-150

mg/L olarak tespit etmislerdir.

4.4. FARKLI KARBON KAYNAKLARININ RENK GIDERIMI UZERINE OLAN
ETKISi

Farkli karbon kaynaklarimin renk giderimi iizerine olan etkisini arastirmak
icin, karbon ve enerji kaynagi olarak Drimaren Blue CL-BR boyasina ilaveten
ogiitiilmiis bugday ve arpa samani, mese ve kavak talagi ve muz yapragi samani (10
g/L) ayrt ayrt hazirlanarak sivi MS-YEM besiyeri kullanilmigtir. Karbon
kaynaklarma ilaveten Drimaren Blue CL-BR boya maddesi igeren sivi besiyerine
organizma inokiile edilerek, 30 °C sicaklikta,150 rpm'de ¢alkalamali olarak 120 saat
boyunca inkiibe edilmislerdir. 120 saat sonunda alinan siv1 kiiltiir numuneleri ile renk
yogunlugunun kaybolup kaybolmadigi alinan numunelerin 593 nm dalga boyundaki

absorbanslarin belirlenmesi ile 6l¢tilmiistiir.

Lignoseliiloz olarak o6giitiilmiis farkli karbon kaynaklar1 kullanilarak yapilan
indiikleme ¢aligsmalar1 sirasinda bunlar igerisinde en yiiksek renk giderim aktivitesi,
%12 ile bugday samani , bunu takiben %9 ile mese talas1 ,%6 ile kavak talasi, %5 ile
misir yapragl samani ve %4 ile muz yapragi samani takip etmistir (Sekil 4.6).
Organizmanin karbon ve enerji kaynagi olarak sadece Drimaren Blue CL-BR

boyasini kullandig1 besi yerinde renk gideriminin %25 olmasina ragmen farkli
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karbon kaynaklarinin ilave edilmesi sonrast en fazla renk gideriminin %12 ile
bugday samani olan besiyerinde goriilmesi ek karbon kaynaklarinin renk giderimini
negatif yonde etkiledigini gostermektedir. Bunun sebebi olarak da organizmanin
besin ve karbon kaynagi olarak Drimaren Blue CL-BR boyasini degil de ilave karbon
kaynaklarmi kullanmasindan dolayr oldugu tahmin edilmektedir. Buradan da
anlasildig: tizere farkli karbon ve enerji kaynaklarinin HF85 susu ile Drimaren Blue

CL-BR boyasinin renk giderimi i¢in kullanish olmadiklari tespit edilmistir.

Karbon kaynagmn renk giderimine etkisi
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Misiryapragi Bugday Mese talast Kavaktalast Muz yapragi
samani
Karbon kaynagi

Sekil 4.6: Farkli karbon kaynaklarinin renk giderimine etkisi.(10g/L)

Tekstil atig1 giderimi ile ilgili bir¢ok ¢aligma, biyolojik aritim muamelesinin
bircok dis parametreden etkilendigini kanitlamaktadir. Ortamin oksijen seviyesi,
sicaklik, sistemin redoks potansiyeli ve pH, boya renginin indirgenmesinde 6nemli
dis faktorlerdendir. Elektron verici derisimi ve redoks mediatorii sistemdeki biyomas
ve boya miktar1 ile dengede olmalidir. Saydigimiz bu etkenlerin hepsi boya
indirgenmesine hiz veren ya da rediiksiyonu inhibe eden faktorler olabilmektedir

[122].

Penicillium sp. funguslar ile yapilan degredasyon caligmasinda dort farkl
abiyotik ajan kullanilmistir. Sekerkamisi melasi, talas, piring samani1 ve komdiiriin

kullanildig1 ¢alismada Penicillium commune, P. fregii, ve P. alli funguslarinin Direk
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Violet boyasini sirayla %96, %64 ve %65 oraninda dekolorize ettigi ve abiyotik ajan
olarak pirin¢ samaninin varliginda, melas ve talas atigina gore daha etkili bir renk

giderimi oldugu sonucuna varilmistir [123].

Al-Duri ve arkadaglarinin Basic Blue 69 ve Acid Blue 25 boyalarinin tekstil
atig1 icerisinde aritilmasi i¢in aktive edilmis karbon kaynagi yerine sekerkamisi
melas1 kullanilmasimin daha avantajli bir yontem oldugu belirtilmistir [124]. El-
Geundi ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 baska bir ¢alismada ise renk gideriminde
karbon ilavesi olarak zirai atiklardan misir kogani ve arpa atiginin renk gideriminde
kullanilabilecegi belirtilmistir [125]. Bizim ¢alismamizda ise en iyi renk giderimi
karbon kaynagi olarak sadece boya kullamldiginda elde edilmistir. Inkiibasyon
siiresince HF85 izolati boyanin yapisindaki aromatik halkalar1 kirarak karbon

kaynag1 olarak kullanmis olabilecegi diisiintilmektedir.

4.5. INKUBASYON SICAKLIGININ RENK GIDERIMIi UZERINE OLAN ETKISi

Farkl1 inkiibasyon sicakliginin renk giderimi iizerine olan etkisini arastirmak
i¢in, karbon ve enerji kaynagi olarak Drimaren Blue CL-BR boyasi ile hazirlanarak
stvi MS-YEM besiyeri kullanilmistir. Kullanilan bu besiyeri 20-60 °C arasinda 5
farkli sicaklik degerinde sivi besiyerine organizmalar inokiile edilerek, 150 rpm'de
calkalamal1 olarak 120 saat boyunca inkiibe edilmiglerdir. 120 saat sonunda alinan
stvi kiiltlir numuneleri ile renk yogunlugunun kaybolup kaybolmadigi alinan

numunelerin 593 nm dalga boyundaki absorbanslarin belirlenmesi ile 6l¢iilmiistiir.

Yapilan spektrofotometrik Slgiimlerde en fazla ren gideriminin 30 °C'de %25
renk giderimi ile oldugu tespit edilmistir. Bunu takiben 20 °C'de %18, 40 °C'de %15,
50 °C'de %4 ve 60 °C'de %] renk gideriminin oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.7).
Yapilan calismada en fazla renk gideriminin 30 °C'de olasmin sebebinin HF85

izolatinin mezofilik olmasindan kaynaklandig: diisiintilmektedir.
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- Sicakhigin renk giderimine etkisi
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Sekil 4.7: Inkiibasyon sicakligina bagl olarak renk giderim yiizdesi.

4.6. FARKLI PH DEGERLERININ RENK GIiDERIMIi UZERINE OLAN ETKIiSi

Calismada kullanilan HF85 izolati ile Drimaren Blue CL-BR’in renginin
giderilmesinin {izerine kiiltiir pH’sinin etkisinin belirlenmesi, kiiltiir ortaminin pH’s1
5,0 ile 9,0 arasinda ayarlanarak incelenmistir. Calismada karbon ve enerji kaynagi
olarak 0,1 g/L Drimaren Blue CL-BR igeren MS-YEM besiyeri biiylime ortami
olarak kullanilmig ve inkiibasyon 30°C sicaklikta, 150 rpm’de, 120 saat siireyle
gergeklestirilmistir.

Bu caligmalar sirasinda kullanilan HF85 izolati, en yiiksek dekolorizasyon
aktivitesini % 21 ile pH 7,0'de gostermistir. Diger pH degerlerine ise; pH 5,0 de
%13, pH 6,0 da % 15, pH 8,0 de %17 ve pH 9,0 da %11 renk giderimi
gergeklestirmistir (Sekil 4.8).

Chen ve Liou [126] ise bakteriler iizerinde yaptiklari c¢alisma sonrasinda
Aeromonas hydrophila’nin aerobik ortamda iyi lireme gostermesine ragmen, bu
bakterinin maksimum renk giderimini anaerobik kosullarda gergeklestirdigini rapor

etmislerdir. Aeromonas hydrophila’nin tekstil sanayinde siklikla kullanilan
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boyalardan biri olan Red RBN’nin 3000 mg/L konsantrasyonunu, 8 giin i¢inde %90
oraninda parcaladigi belirlenmistir. Bu c¢alismada uygun pH da arastirilmis ve
sonugta Aeromonas hydrophila’nin pH 5,5 ile pH 10 arasinda maksimum renk
giderimi sergiledigi belirlenmistir. Buna ek olarak kiiltiir ortaminin pH’s1 4,5’e

ayarlandiginda ise organizmanin boyayi tamamen adsorbe ettigini bildirmislerdir.

pH'nin renk giderimine etkisi

25
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e
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Sekil 4.8: pH degeri ile renk giderim yiizdesi arasindaki iligki.

Zhang ve ark. [127] tarafindan yapilan bir calismada ise beyaz cliriik¢iil
funguslarla renk gideriminde, optimum pH araliginin 4 ile 5 arasinda oldugu rapor
edilmistir. Radha ve ark. [128] tarafindan yapilan bir baska c¢alismada ise P.
chrysosporium 1ile 7 farkli boyar maddenin renk giderimi arastirilmistir. Bu
caligmada, optimum pH’nin saptanmasi amaciyla 2,0 ile 7,0 arasinda degisen pH’lar
calisilmig ve kullanilan boyar maddelerden 4’iiniin pH 5.,0’de, 2’sinin ise pH 2,5’de,
birisinin ise pH 3,0’de dekolorize edildigi rapor edilmistir. Bizim ¢alismamizdaki en
iyl sonu¢ pH'in 7 oldugu kosullarda elde edilmistir. Elde edilen sonu¢ daha 6nce
mantarlarla yapilan caligmalarla kiyaslandiginda daha diistiktiir fakat mantarlarla
yapilan renk giderim ¢alismalarinda hem inkiibasyon siiresi daha uzun hem de pH"
diisiiktiir. Diigiik pH'larda agartmanin dezavantaji ise proses sirasinda kullanilan arag

gerecin zarar gormesidir.
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4.7. HF85'IN TANIMLANMASI

VITEK 2 sistemi’nde organizmalarin identifikasyonu i¢in biyokimyasal test
ve segici besiyerlerini mikrolitre oranlarinda iceren ¢ok kiiciik 6zel plastik kartlar

tasarlanmistir.

VITEK 2 (bioM¢érieux) otomasyonu, baslangi¢c inokulum diliisyonu, dansite
degisimi, ve kart doldurma islemlerini i¢eren 6rnek islemini igermektedir. VITEK 2
kartlar1 64 kuyucuktan olusmaktadir. Bu kartlar barkodlama sistemi ile
seviyelendirilmis ve cihaza girmeden Once kartlar1 alip tanimlayan “smart tasiyicili”
bilgisayar ¢ipi kullanmaktadir. Cihaz otomatik olarak kartlarim1 dolum yerinden
okuyucu-inkiibatore tasir ve testin sonunda bir kutuya atmaktadir. VITEK 2 bir
defada toplam 60 tane duyarlilik veya identifikasyon kartin1 uygulamaktadir.

HF85 izolatinin VITEK 2 analizi sonucunda Micrococcus sp. oldugu tespit
edilmigtir. Bakterinin gram boyamasi sonucunda Gram pozitif, kok seklinde ve
katalaz pozitif oldugu tespit edilmistir. Morfolojik olarak jelimsi yapida ve sari

renktedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢aligmada, tekstil fabrikalarinda yaygin olarak kullanilan Drimaren Blue
CL-BR boyar maddesinin HF85 izolat1 tarafindan sivi kiiltiir ortaminda degisik
parametreler kullanilarak 240 saatlik inkiibasyonu boyunca optimum renk giderim

verimlilikleri belirlenmeye ¢alisilmigtir.

Tekstil fabrika sularinin verildigi ortamlarda ¢evre kirliligi olusmaktadir.
Bunun sonucunda dogal flora ve fauna yok olmaktadir. Cevre kirliliginin
Onlenebilmesi i¢in boyar maddelerin gesitli yontemlerle ortamdan uzaklastirilmasi
zorunludur. Daha O©nceden de belirtildigi gibi boyar maddeler ortamdan
uzaklagtirllmasinda ¢esitli yontemler gelistirilmis bulunmaktadir. Ancak her hangi
bir boyama islemi esnasinda birden ¢ok ve yapilari birbirinden oldukga farkli boyar
madde bir arada kullanildigindan, tek bir metot yeterli olamamaktadir. Ayn1 zamanda
kullanilan fiziksel ve kimyasal metotlar, cok fazla atik olusturduklarindan ve ana
maliyetleri yiiksek oldugundan, daha ekonomik ve daha az atik olusturan yontemler
gelistirilmek zorunda kalinmistir. Bunun bagsinda ise biyolojik yoOntemler
gelmektedir. Yine de ¢ok fazla boyar madde bir arada kullanildigi i¢in bu yontem de
yeterli degildir. Etkili bir aritim i¢in ¢ogunlukla anaerobik ve aerobik prosesler bir

arada kullanilmaktadir.

Anaerobik biyolojik yontemin uygulandig: proseste ilave karbon kaynagina
ihtiyag vardir. Tlave karbon metan ve karbondioksite doniistiiriilmekte ve elektronlar
aciga cikmaktadir. Bu elektronlar elektron tagima zincirinden son elektron alicisina
yani azo-reaktif boyaya tasinmakta ve boyayla reaksiyona girmekte, boylece renkten
sorumlu olan azo baglar1 kirilmaktadir. Azo baglarmin kirilmasini O, inhibe
etmektedir. Bu nedenle boya degredasyonunun ger¢eklesmesinde ilk adim azo
koprisiiniin kirilldig1 anaerobik yontem olmalidir. Azo baglarinin kirilmasiyla ortaya
¢ikan aromatik aminler, aromatik bilesigin halkasinin agilmasi ve hidroksilasyonla
aerobik ortamda mineralize edilebilmektedirler. Ayrica yapilan aerobik mikrobiyal
proseslerde azo baglarinin kirilmis olmamasindan dolayr biiyiik molekiiller halinde
hiicre i¢ine giremeyecedi bu nedenle bu c¢alismalarda daha ¢ok adsorpsiyonun

meydana geldigi gézlenmistir. Bu nedenle tekstil atiginin aritim muamelesinde ilk
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olarak azo baginin kirilip daha sonra da aerobik ortamda aminlerin parcalanabildigi

anaerobik/aerobik reaktor sistemlerinin kullanilmasi onerilmistir.

Yapilan ¢alisma aerobik kosullarda gergeklestirilmis olup ilave edilen farkl
karbon ve enerji kaynaklarinin Drimaren Blue CL-BR boya degredasyonunu

olumsuz yonde etkiledigi ve renk giderim yiizdesini diislirdiigii tespit edilmistir.

Bu tezle ortaya konulan ¢alismada, izole edildikleri ortamlar gbz Oniine
alindiginda, 1iyi derecede boya degredasyonu potansiyeline sahip olabilecegi
diisiiniilen HF85 izolat1 secilmistir. Bu susun lignoseliilloz degredasyonunda rol alan
ekstraseliiler enzimlerinin {iretim seviyeleri ise inkiibasyon ortaminin pH’inin,
sicakliginin, derisiminin degistirilmesinin yan1 sira, farkli karbon kaynaklarinin farkl
konsantrasyonlarinin kullanilmasi ile daha 6nce yapilmis olan galismalar ile optimize
edilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda boya degredasyon aktivitelerinin en yiiksek

degerlerine logaritmik biiylime fazinin sonunda ulastiklar1 belirlenmistir.

Boyar maddelerin  biyolojik  pargalanmasinda en ¢ok calisilan
mikroorganizmalar; bakteriler, aktinomisetler ve funguslardir. Funguslarin tiremesi
icin gereken pH araligi, iireme zamam gibi etkenler bu organizmalarin
kullanilmasindaki dezavantajlardir. Bunun yani sira boyalarin degredasyonunu
gerceklestiren enzim ve enzim sistemlerinin aktinomisetler tarafindan birincil
metabolizma sonucunda olusturulmasi ve bu mikroorganizmalarin genellikle alkali
ortamlarda optimal olarak biiyiiyebilmeleri bir avantaj olusturmaktadir. Dolayisiyla
aktinomisetlerle tekstil sanayi atiklarindan renk giderimi ve Dboyalarin
par¢alanmasinda rol alan enzimlerin optimum olarak iiretilebilmesi i¢in gerekli olan
cevresel kosullarin arastirilarak, daha verimli proseslerin gelistirilmesi igin

caligmalar yapilmalidir.
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