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Bu calismada, lignoseliilolitik aktiviteleri bilinen, fakat tekstil boyalarinin
renklerinin giderilmesi konusundaki aktiviteleri heniliz arastirilmamis olan; farkli
bolgelerinden izole edilmis ve tanimlamasi yapilmis olan ii¢ mezofilik Streptomyces
sp. susu secilmistir. Caligmada kullanilan suslarin hepsinde de en yiiksek renk
giderim aktiviteleri, 10 giinlik inkiibasyon periyodunun 4. ve 5. giinlerinde
belirlenmigtir.  Calisilan suslarin hepsi de en yilksek renk giderim aktivitesini,
Remazol Blue igeren kiiltiir ortamina ilave karbon ve enerji kaynagi olarak yulaf
ksilaninin (%0,4 w/v) eklenmis oldugu kiiltiir kosullarinda ger¢eklestirmistir. En
yiksek renk giderim aktivitesi ise Streptomyces sp. IAUR8812 (%92) tarafindan
%0,4 (w/v) yulaf ksilan1 igeren kiiltiir ortamlarinda belirlenmistir.  Calismada
kullanilan diger iki sus olan Streptomyces sp. FO812 ve Streptomyces sp. Y1401’in
renk giderim aktiviteleri ise ayni kiiltiir ortaminda sirasiyla, %88 ve %86 olarak
gergeklesmistir.  Buna paralel olarak, en yiiksek peroksidaz aktivitesi ise
Streptomyces sp. IAUR8812 (1,465 U/mL) ve Streptomyces sp. Y1401 (0,638 U/mL)
tarafindan yulaf ksilan i¢eren siv1 kiiltiir ortamlarinda {iretilirken, Streptomyces sp.
F0812 (0,572 U/mL) ise en yiiksek peroksidaz aktivitesini bugday samani ilave

edilmis kiiltlir ortaminda {iretmistir.

Streptomyces sp. suslar1 tarafindan gerceklestirilen renk giderim aktiviteleri ile
paralel olarak iiretmis olduklari ekstraselliiler peroksidaz aktivitelerinin PAGE
analizleri sonucunda ise Streptomyces sp. FO812 susunun 3 ekstraselliiler peroksidaz
izomeri tespit edilirken, Streptomyces sp. FY1401 ve Streptomyces sp. IAUR8812
suslarmin ise 2’ser ekstraselliiler peroksidaz izomeri tespit edilmistir. Fakat yapilan
zymogram ¢alismalar1, bu suslarin Remazol Blue boyar maddesinin renk gideriminde

rol alan enzimlerin ekstraselliiler peroksidaz enzimleri olmadigina isaret etmektedir.

Anahtar kelimeler: Renk giderimi, Remazol Blue, lignoseliiloz, peroksidaz, tekstil
boyasi, Streptomyces.



ABSTRACT

In this study, decolorisation activities of three mesophilic Streptomyces sp.
strains, which were isolated and identified from different regions and lignocelulolytic
activities have been studied previously, were investigated. All of these strains
exhibited the greatest decolorisation activities at the 4™-5" day of the incubation
period. All of the strains used in this study also exhibited the greatest decoloriastion
activities in Remazol Blue containing liquid cultures with supplemented by oat spelt
xylan (0,4% w/v) as additional carbon and energy sources. The greatest
decolorisation activities (92%) were observed by Streptomyces sp. IAUR8812, which
were grown in the presence of %0.4 (w/v) oat spelt xylan as a supplementary carbon
and energy source. The highest decolorisation activities by Streptomyces sp. F0812
and Streptomyces sp. Y1401 which were the other strains used in this study, were
observed as 88% and 86%, respectively, in the same culture medium. As parallel to
these findings, the highest extracellular peroxidase production by Streptomyces sp.
IAUR8812 (1.465 U/mL) and Streptomyces sp. Y1401 (0.638 U/mL) were occurred
in the presence of %0.4 (w/v) oat spelt xylan as a supplementary carbon and energy
source while Streptomyces sp. F0812 (0.572 U/mL) in ball milled wheat straw
containing culture conditions.

The analysis of extracellular peroxidases by PAGE revealed that Streptomyces
sp. FO812 has 3 extracellular peroxidase isomers, while each of the Streptomyces sp.
IAUR8812 and Streptomyces sp. Y1401 have 2 extracellular peroxidase isomers.
But, zymogram analysis of extracellular peroxidase isomers with Remazol Blue as a
substrate showed no activity against this substrate. These findings indicate that
decolorisation activities of Streptomyces sp. Strains are different than extracellular
peroxidases.

Key words: Decolorisation, Remazol Blue, lignocellulose, peroxidase, textile dyes,
Streptomyces.
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1. GIRIS

Kagit, deri ve boya sanayii gibi bir¢ok endiistriyel alanda 6zellikle de tekstil
sanayiinde kullanilan boyar maddeler, sanayi atigi olarak gevreye verildiginde
ekosistemi 6nemli boyutta tehdit etmektedir. Tekstil tiriinlerinin boyama, baski ve
yikama islemleri sonucunda olusan renkli atiksular fabrikanin ¢ikis suyuna
verilmektedir [1]. Gerek boyamada gerekse diger islemlerde kullanilan bu organik
ve inorganik formdaki bilesiklerin c¢esitliligine bagli olarak, ortaya ¢ikan atiksularin

ozellikleri de farkli olmaktadir.

Alic1 ortama verilen renkli atiksular, su ortamindaki 11k gecirgenligini azaltir
ve fotosentetik aktiviteyi olumsuz yonde etkiler. Ayrica bu atiksular dogal ortami
renk, koku ve goriintii yoniinden bozmakta, bdylece ortamda bulunan dogal flora ve
faunay1 yok etmektedir. Bu nedenle boyar madde igeren tekstil endiistrisi atiksularin
renk-giderim (dekolorizasyon) prosesleri ekolojik agidan 6nem kazanmaktadir.
Ancak kompleks kimyasal yapilarina ve sentetik kokenlerine bagli olarak, boyar

maddelerin giderilmesi olduk¢a zor bir islemdir [1,2].

Tekstil ve boyama endiistrisinde kullanilan boyalar iki tiptir: dogal boyalar ve
sentetik boyalar. 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 olan mevcut boyar maddeler
olarak tanimlanabilir. Sentetik boyalar ise dogal boyar maddeye karsin hazir
petrokimyasal hammaddeye dayanarak iiretilirler. Sentetik boyalar dogal boyalarla
karsilastirildiginda renkleri oldukca ¢esitli olup, sentezlenmeleri kolay, dayanikli ve
maliyeti ise ucuzdur. Dogal boyalar ise ¢ok fazla miktarda bitki ve hayvan
yetistirilmesine ve endiistriyel olarak triin toplama ve ekstraksiyon teknolojisine

gerek duyuldugundan alan, maliyet ve zaman gibi sinirlayici etkenlere sahiptir [3,4].

Boyar maddenin kullanabilirli§inin en Onemli o6lgiitli, 1s1kta ve yikama
esnasinda kararligint en yiiksek oranda korumasi ve mikrobiyal saldiriya kars
direngli olmasidir. Bu nedenle boyar maddeler ¢ogunlukla parcalanamazlar ve
aritma tesislerinde tam olarak aritilamazlar. Biitiin boyar maddeler toksik olmasa da

cevre Kirleticisi olarak tanimlanmaktadirlar [5-7].



Tekstilin yillik diinya iiretimi 30 milyon ton kadardir ve bunun i¢in yilda
ortalama 7 x 10° tonun iizerinde yaklasik 10 000 farkli boya iiretilmekte olup, bu
boyalarin %10’u endiistriyel aritma tesisi ¢ikis sulari ile alict su ortamlarina
verilmektedir [8-10]. Atiksularda renk ve organik maddelerin varlig1 bir sorundur ve
desarj edilmeden once giderilmesi gerekmektedir. Boya, tekstil atiksularinda aritimi
en zor olan parametredir. Boyali atiksuyun tipine bagli olarak, renk g¢esitlerinin

giderimi i¢in alternatif aritma yontemleri uygulanmaktadir [8,11].

Tekstil endiistrisinde boyama islemi sonucunda olusan atiksularin
karakterizasyonu; boyalarin kimyasal yapisindaki farkliliklardan ve boyama
prosesinin degisim gostermesinden dolayr olduk¢a karmasiktir. Atiksulardan renk
giderimi i¢in fiziksel, kimyasal ve biyolojik aritma sistemleri kullanilabilmektedir.
Bu yontemlerle elde edilen renk giderim veriminin atiksudaki boya tiiriine bagl
olarak degisiklik gostermesi, atiksulardan renk giderim i¢in en uygun metodun

se¢imini daha da zorlastirmaktadir [2,12].

Ticari olarak mevcut olan boyalar asidik, bazik, disperso, azo, diazo,
antrakinon temelli ve metal kompleks boyalar olmak tizere birkag farkli ¢esittedirler.
Son zamandaki temel calismalar, ¢ok sayida boyanin dekolorizasyonunu
gerceklestirme yetenegine sahip olan mikroorganizmalarin varligini tespit etmeye
yoneliktir. Cevre kirleticisi olan boyar maddelerin parcalanmasi ile ilgili biyolojik
caligmalarda boya molekiiliiniin yapisina bagl olarak, uygun mikroorganizma ve
uygun ortam kosullarinin belirlenmesi gerekmektedir. Laboratuvar kosullarinda
temel bilim diizeyinde arastirmalarin yapilmast ve uygun maliyet diizeyinde

uygulamaya gecilmesi gerekmektedir.

Bu c¢alismada, ¢evreye zararli etkileri olan ve tekstil fabrikalarinda yaygin
olarak kullanilan vinilsiilfon yapiya sahip reaktif bir azo boya olan aromatik

yapidaki Remazol Blue BB %133 tekstil boyar maddesini:

i. En iyi degrede eden Streptomyces sp. suslari ile kat1 ve sivi fazda renk

giderimi karsilastirmali olarak arastirilmais,
ii. Renk gideriminin optimal oldugu cevresel kosullar belirlenerek,

iii. Renk giderimi ile lignin degredasyonunda rol alan peroksidaz

enzimlerinin iiretimi arasinda bir korelasyonun olup olmadig1 incelenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMALARI
2.1. RENK VE BOYAR MADDELER

Renk 1s18a bagh bir kavram olup, ancak 1s18in varliginda fark edilebilirler.
Cisimlerin renkli goriinebilmeleri i¢in; goriinen 151k spektrumu igerisinde, cismin,
tizerine diigen 15181n bir kismini absorbe etmesi ve bir kismini ise yansitmasi gerekir.
Cisimler fiziksel ve kimyasal farkliliklarina goére belirli dalga boyundaki 15181
absorbe ederler ve kalanini ise geri yansitirlar. Cismin goriilmesi yansitilan 1518

dalga boyuna esdeger renktedir [4].

Cisimlerin kendilerini renkli hale getirmek i¢in kullanilan maddelere “boyar
madde” denir. Boyar maddeler 400-700 nm arasinda goriiniir 15181 absorbe edebilme
yetenekleriyle karakterize edilirler ve 15181 absorbe ederek renkli goriiniirler.
Genellikle tekstilde kullanilan boyar maddeler organik olup, anorganik yapida
boyalar da vardir. Fe,O3, Cr,03, Pb3O4, HgS ve grafit gibi boyalar anorganik kokenli
dogal boyalardir [4,13;14]. Endiistri alaninda kullanilan boyalarin ¢ogunlugu
sentetik olup bu boyalar tekstil sanayide yiin, pamuk, ipek, deri vb. maddelerin
boyanmasinda kullanilir. Tekstil sanayi disinda sentetik boyalar plastik materyaller,

sentetik lifler, lastik sanayi, agac-seliiloz sanayi vb. alanlarda da kullanilmaktadirlar

[4].

Maddelerin kimyasal yapis1 ile renkliligi arasindaki iliskinin aragtirilmasi
sentetik boyalarin kesfi ile baslamistir. Ilk kez 1868 yilinda Graebe ve Lieberman,
organik bilesiklerin renkli olmasini, bu bilesiklerin doymamis karakterde olmalart ile
iliskilendirmislerdir. Bu arastirmacilar yaptiklari ¢aligmalarinda, renkli organik
bilesiklere hidrojen katildiginda rengin kayboldugunu, ayni bilesikten hidrojenin
cikarilmasi ile de rengin tekrar ortaya c¢iktigini goézlemislerdir. Bu c¢alismalarin
sonucunda ileri siiriilen “rengin molekiildeki doymamisliktan ileri geldigi” tezi

bugiin de gegerliligini korumaktadir [4].

Bir diger calisma ise 1896’da Witt tarafindan yapilan “kromofor gruplar”
teorisidir. Bu teoriye gore; biitiin hidrokarbonlarin renksiz olduklar1 ve bunlara
kromofor gruplar baglanarak renkli goriindiikleri belirtilmistir. Kromofor grup

baglanmis hidrokarbonlara “kromojen” adi verilmektedir. Ancak kromojenler boyar



madde Ozelligi gostermediklerinden ‘“oksokrom” adi verilen ikinci seri grup
molekiillerin  bilesige baglanmas1 ile kromojenlerin boyar madde 6zelligi
kazandiklar1 belirtilmistir.  Oksokrom gruplar ise renk olusumunda kromoforu
tamamlamakla kalmayip, molekiiliin suda ¢6ziinmesini ve life karst belirli bir
affiniteye sahip olmasini saglamaktadirlar. Ayrica oksokrom gruplar kromojene

baglanarak renk siddeti ve renk derinligini de arttirmaktadirlar [14, 15].

Witt’in bu teorisi, kromofor gruplar ile oksokrom gruplar arasindaki iligkiyi
tam olarak agiklayamamaktadir. Witt’ten sonra bu alanda birgok ¢alisma yapilmistir.
Bugiin de gecerli olan “ara-hal teorisi” ise Arnt tarafindan 1931 yilinda 6ne
stirilmiistir. Bu teoriye gore; boyar maddeler elektron alan ve veren gruplar
igermeleri nedeni ile mesomer sistemlerdir. Kromofor gruplar, genel olarak elektron
alan (elektrofil) gruplardir. Oksokrom gruplar ise yapilarindaki ortaklasmamis
elektron c¢ifti iceren gruplar olduklarindan, elektron veren gruplardir. Boyar
maddeler ise hem kromofor hem de oksokrom gruplar tasidiklarindan dolayi
mesomer sistemlerdirler (Sekil 2.1). Yani, elektronlari sabit olmayip sinir formiller
arasinda ara kademeler tizerinde yer degistirirler. Bdyle bir mekanizma ise polarize
olabilen gruplar (¢ift bag yapisinda) sayesinde miimkiindiir. Bu nedenle organik bir
bilesigin renkli olmasi ve boyar madde olarak kullanilmasi i¢in kromofor ve
oksokrom gruplarin yaninda polarize olabilen gruplarin da olmas: gerekmektedir

(Sekil 2.2) [4,14,15].

Kromofor Gruplar Oksokrom Gruplar
-N=N- Azo -HN, Amino
~ .
C=0 Karbonil -NHR . .
Substit
P NR, ubstitue amino
0 . . .
N < Nitro -OH Hidroksil
O-
>C=C ~ Etilen -SH Tiyoalkol
~
C-NH Karbamino -OCH, Metoksi
™ =S Tiyokarbonil -SOH Sulfonik asid
_N=0 Nitrozo -0 -C(H; Fenolik

Sekil 2.1. Kromofor ve oksokrom gruplar [14].
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Sekil 2.2. Kromojen ve oksokrom boyar maddeler [15].

2.2. TEKSTIL BOYAR MADDELERININ SINIFLANDIRILMASI

Tekstil endiistrisinde kullanilan boyar maddeler c¢oziiniirliiklerine, kimyasal
yapilarina, kullanildiklar1 elyaf tiirline ve boyama 6zelliklerine gére dort ana sinifa

ayrilmaktadirlar [14,16].
2.2.1. Coziniirlik 6zelliklerine gore boyar maddeler

Coziintirliik 6zelliklerine gore boyar maddeler suda ¢oziinen boyar maddeler ve

substratta ¢6ziinen boyar maddeler olarak iki grupta taplanmaktadirlar:

I. Suda ¢oziinen boyar maddeler:

e Suda ¢dziinen anyonik boyar maddeler.

e Suda ¢oziinen katyonik boyar maddeler.

e Suda ¢oziinen zwitter iyon karekterli boyar maddeler.
ii. Substratta ¢oziinen boyar maddeler:

e Organik ¢oziiciilerde ¢oziinen boyar maddeler.

o Gegici ¢oziiniirliigii olan boyar maddeler.

¢ Polikondensasyon boyar maddeleri.

e Elyafiginde olusturulan boyar maddeler.

e Pigmentler.



2.2.2. Kimyasal yapilarina gore boyar maddeler

e Azo boyar maddeleri.
e Nitro ve nitroza boyar maddeleri.
e Polimetin boyar maddeleri.

e Arilmetin boyar maddeleri.
2.2.3. Uygulandiklar elyaf tiiriine goére boyar maddeler

Boyar maddelerin, uygulandiklar1 elyaf tiirline goére siniflandirilmasinda ise
boyamada kullanilan elyafin seliilozik temelli mi, protein temelli mi yoksa sentetik

temelli mi oldugu dikkate alinmaktadir:

I. Seliilozik esasl elyaf (pamuklu, keten v.b.) boyamada kullanilan boyalar
o Direkt (substantif) boyar maddeler.
e Azoik (naftol) boyar maddeler.
e Kiip boyar maddeler.
e Reaktif boyar maddeler.
e Kiikiirt boyar maddeler.
ii. Protein esasl elyaf (deri v.b) boyamada kullanilan boyar maddeler
e Asit boyar maddeler.
e Metal-kompleks boyar maddeler.
e Krom boyar maddeler.
o Reaktif boyar maddeler.
iii. Sentetik esasli elyaf boyamada kullanilan boyar maddeler: Bu tip boyar
maddeler ise sentetik elyafin tiirline bagli olarak:
a. Poliamid elyaflarda:
e Dispers boyar maddeler.
e Asit boyar maddeler.
e Metal-kompleks boyar maddeler.
b. Polyester elyaflarda:
e Dispers boyar maddeler.
c. Poliakrilonitril elyaflarda:

o Katyonik bazik boyar maddeler.



2.2.4. Boyama ozelliklerine gore boyar maddeler

e Direkt boyar maddeler (Substantif boyar maddeler)
e Asit boyar maddeler.

e Bazik boyar maddeler.

e Mordan boyar maddeler.

e Kiipe boyar maddeler.

e Azoik boyar maddeler.

e Dispersiyon boyar maddeleri.

e Pigment boyar maddeleri.

e Metal-kompleks boyar maddeler.

e Reaktif boyar maddeler.

Tekstil endiistrisi boyamaciliginda boyalarin kimyasal yapisindan ziyade
uygulama yontemleri daha 6nemlidir. Ciinkii boyalarin uygulama islemleri, boyanin
kumasa baglanma bigimleri, boyalarmn kaliciligi, haslik ozellikleri ile yakindan
ilgilidir. Bu nedenle de bu tezde, boyalarin gruplandirilmasi ve ozelliklerinin

belirlenmesi, boyama 6zelliklerine gore ele alinmustir.
2.2.4.1. Direkt boyar maddeler (substantiv boyar maddeler)

Substantivite; elyaf tarafindan boyar maddenin absorblanmasi ve absorblanan
bu boyar maddenin elyaftan ayrilmamasi igin gosterdigi direngtir.  Genellikle
stilffonik, bazen de karboksilik asitlerin sodyum tuzlaridir. Bu tip boyalar ile
mordanlama (6n-islem) olmaksizin direk boyama islemi yapilabilir.  Yani
substantiviteleri yiiksektir [17-19]. Mordan sozciigii, boyar maddeyi elyafa tespit
eden madde veya bilesim anlamini tasir. Bir¢ok dogal ve sentetik boyar madde
direkt boyar maddeler smifina girmektedir. Bu boyalar seliilozik elyafi dogrudan
boyayabilirler. Bu nedenle seliiloz menseli elyaflarda kullanilmakla birlikte ucuz ve

uygulanmasi kolaydir [20].
2.2.4.2. Asit boyar maddeler

Genel formiilleri Bm-SOsNa® (Bm: boyar madde renkli kismi) seklinde

yazilabilen asit boyar maddeleri, molekiilde bir veya birden fazla siilfonik asit grubu



(-SO3H) veya karboksilik asit grubu (-COOH) igerirler. Siilfonik asit grubu igeren
asit boyar maddeler anyonik boyar maddeler grubuna girerler. Asit boyar maddeler
ile yapilan uygulamalar, asit banyolarinda yapilmaktadir. Bu nedenle cogu
uygulamalar sonucunda organik asit tuzlar1 olusur. Bu boyar maddeler yiin, ipek,
poliamid, katyonik modifiye akrilonitril elyafi ile kagit, deri ve besin maddelerinin

boyanmasinda kullanilir. Asit boyar maddelerle elyaf iliskisi iyonik bag seklindedir
[4].

2.2.4.3. Bazik boyar maddeler

Bazik boyar maddeler katyonik yapida olup, bazik olarak etki ettiklerinden
anyonik grup iceren liflere baglanirlar. Ayrica renkli bir katyona ve renksiz bir
anyona sahiptirler. Pozitif yiik tasiyicisi olarak N ve S atomu igerirler. Bazik boyar
maddeler, poliakrilnitrillerin, yiin ve pamuk elyafin boyanmasinda kullanilir. Boyar
madde katyonu, elyafin anyonik gruplari ile tuz olusturur. Elyaf-boyar madde iliskisi
iyoniktir.  Seliilozik elyafin boyanmasinda, tanen, K-antimonil tartarat gibi
maddelerle mordanlama (6n-islem) yapilir. Bazik boyar maddelerin 1518a ve suya
kars1 hasliklari diistiktiir [4,14,15].

2.2.4.4. Mordan boyar maddeler

Mordan so6ciigii, boyar maddeyi elyafa tespit eden madde demektir. Yapilan
isleme ise mordanlama denir. Mordan olarak, suda ¢6ziinmeyen hidroksitler
olusturan Al, Sn, Fe, Cr tuzlar1 kullanilir. Bu boyalar asidik veya bazik fonksiyonel
grup igerirler ve bitkisel ve hayvansal elyaf ile kararsiz bilesikler olustururlar. Bu
nedenle hem boyar maddeye hem de elyafa karsi ayn1 kimyasal ilgiyi gosterirler.
Mordanlama isleminde, mordan 6nce elyafa yerlestirilir; daha sonra elyaf ile boyar
madde suda ¢oziinmeyen bir bilesik olusturmak tizere reaksiyona sokulur. Bdoylelikle
boyar maddenin elyafa tutunmasi saglanmis olur ve elyaf lizerinde suda ¢oziinmeyen
kompleksler olusur.  Giiniimiizde yalmiz krom tuzlari yiin boyamada Onem

tagimaktadir [4].



2.2.4.5 Kiipe boyar maddeleri

Kiipe boyar maddeleri, suda ¢oziinmeyen fakat indirgeme yolu (kiipeleme) ile
sulu alkali ¢ozeltide ¢ozlinebilen leuko seklinde, renkli bir bilesige doniisebilen
karbonil bilesiklerdir. Oksidasyon yolu ile yiikseltgenerek yeniden ¢oziinmez hale
getirilebilirler. Seliiloz ve protein elyafin boyanmasinda ve baskisinda kullanilir. Bu
boyalar yiiksek hasliklara (dayaniklilik) sahiptirler ve olduk¢a pahalidirlar.

Coziilmeleri ve uygulamalar1 zordur [17,19,21].
2.2.4.6. Azoik (Naftol As) boyar maddeler

Bu boyalar ile ipek, naylon ve poliesterler boyanir. Bir boyar madde
karakterinde olmayan diazonyum tuzu ile bir B-naftol tiirevinin elyaf tizerinde
reaksiyona sokulmasi ile elde edilir. Suda ¢éziinmeyen ve yikanmaya karsi dayanikli

bir yapis1 vardir [22].
2.2.4.7. Dispersiyon boyar maddeleri

Suda az miktarda ¢oziinebilirler. Bu nedenle sudaki dispersiyonlari
halinde uygulanirlar. Dispersiyon boyar maddeleri boyama islemi sirasinda
dispersiyon ortamindan hidrofob elyaf iizerine difiizyon yolu ile
cekilmektedirler. Boyama ise boyar maddenin elyaf icerisinde ¢6ziinmesi
seklindedir. Ozellikle poliester elyafin boyanmasinda tercih edilir. Ayrica,
seliiloz, triasetat poliamid ve akrilik elyafin boyanmasinda kullanilir. Fakat,
seliiloz asetat ve naylon elyaflar i¢in uygun bir boyar madde degildir. Dispers
boyalarin hasliklari ise oldukga yiiksektir [18,20,23 ].

Dispers boyar maddeler genellikle iig tiptir. Bunlar:

i. Azo grubu igerenler: Bir¢ok farkli rengi mevcuttur ve monoazo ya da diazo
yapisinda olabilirler.

ii. Nitrodifenilamin grubu icerenler: Sar1 ve turuncular.

iii.  Antrakinon grubu igerenler: Turuncudan yesilimsi maviye kadar renkleri

mevcuttur.



2.2.4.8. Pigment boyar maddeler

Pigmentlerin elyaf affinitesi yoktur. Kimyasal bag ve absorbsiyon yapamazlar.
Baglayict madde denilen sentetik recineler ile elyaf yiizeyine baglanirlar. Pigment
boyar maddeler elyafin kimyasal ve histolojik (ince doku) yapisina bakmaksizin basit
bir teknikle her cins elyafa uygulanabilirler [17,18]. Pigment boyalarin daha ¢ok
organik olanlar1 tercih edilir. Bunlar suda ¢oziinmediklerinden, sudaki yag ve

yagdaki su emiilsiyonlar1 seklinde ince dagilmis olarak kullanilirlar.
2.2.4.9. Metal-kompleks boyar maddeleri

Belirli gruplara sahip bazi azo boyar maddeler ile metal iyonlarmin kompleks
olusturmalar1 sonucu meydana gelen boyalardir. Metal katyonu olarak Co, Cr, Cu ve
Ni iyonlart kullanilir. Krom kompleksleri daha ¢ok yiin ve poliamid; bakir
kompleksleri ise pamuk ve deri boyaciliginda kullanilmaktadir. Isik ve yas hasliklari

yiiksektir [4].
2.2.4.10. Reaktif boyar maddeler

Seliilozik lifler ic¢in kullanilan boyar maddelerin iigte birini reaktif boyar
maddeler olusturmaktadir (Sekil 2.3). Giiniimiizde kullanilan reaktif boyar maddeler
cok genis bir cesitlilik gosterirler ve tiim boyama yontemlerine gére boyayabilmek
miimkiindiir [24]. Reaktif boyar maddelerin en 6nemli 6zelligi, uygulandig: tekstil
materyaliyle kovalent bag olusturmasidir. Bu nedenle, boyar madde molekiilii
liflerde bulunan OH, SH ve NH; gruplariyla adisyon ya da subtitiisyon reaksiyonu
olusturacak 6zel gruplar icerirler. Reaktif boyar maddeler, difiizyon sistemine gore
calisan direkt boyalarin aksine, seliillozla kovalent bag olusturarak yikama haslig
yilksek boyama saglar. Pamuklu, viskon, rejenere seliiloz, lyocell ve tencel’den
tiretilmis mamdillerin boyanmasinda, gliniimiizde yeterli haslik saglayan ve en yaygin
kullanilan boyar madde sinifidir. Hasliklari, ¢ok yonlii kullanim alanlari, parlak

canli renkleri ile pamuklu sektdriinde vazgecilmez bir neme sahiptirler [25].
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N(CH,CH,OH),

OH
N |N
H,C N=N NA‘\\ )\
| N Cl
H
SO;Na
5
Polar grup
/ 4
Kromofor grup Reaktif grup
Diazobenzen tiirevi Monokloro

Sekil 2.3. Ornek bir reaktif boya molekiilii [26 ].

Reaktif boyar maddelerin smiflandirilmast ise (i) reaktif grubun kimyasal

yapisina, (ii) kromofor gruplarina ve (iii) reaktifliklerine gore yapilmaktadir:

i. Reaktif grubun kimyasal vyapisina gore reaktif boyar maddelerin
smiflandiriimasi (Sekil 2.4):

a. Niikleofilik bimolekiiler substitiisyon mekanizmasina gére reaksiyon veren
gruplar: Oynak halojen atomu igeren heterohalka sistemlerine sahiptirler. Bu gruba

ait onemli reaktif gruplar sunlardir:

e Diklortriazin

e Monoklortriazin

e Monoflortriazin

e Triklorprimidin

e Diflormonoklorprimidin
e Flormetilklorprimidin

e Diklorkinoksazin
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Boya Gruplar1 Reaktif Gruplarin Yapisi Ticari ad1

/N cl
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NN

Diklortriazin Sinakron
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HHR
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\// j/
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NN

_N.__-d
Diklorkinoksazin \Q I Levafiks E
N
N Cl
Diklornitridazon ILI | Primazin R
- cl

Sekil 2.4. Reaktif boyar maddelerin bazi 6nemli gruplari [4].

b. Niikleofilik adisyon mekanizmast ile eter bagi olusturanlar: Seliilozik elyafin
boyanmasinda kullanilan bu gruba ait olan o6nemli boyar madde grubu pB-
sulfatoetilsiilfon (vinilsiilfon) boyar maddeleridir [27]. Niikleofilik adisyonla
reaksiyon veren bu gruplar, 6nce bazla katalizlenen bir eliminasyon reaksiyonu, daha
sonra ise yine bazla katalizlenen bir katilma reaksiyonu verirler. Katilma reaksiyonu
tekstil lifinin fonksiyonel grubu ile gergeklesir. Bu boyar maddeler genellikle
vinilsiilffon (-SO,CH=CH,), siilfatoetilsiilfon (-SO,CH,CH,0SO3Na) (Sekil 2.5)
veya kloroetilsiilfon (-SO2-CH,-CH,-Cl) gibi gruplardir.

Niikleofilik substitiisyon reaksiyonunda reaktif gruplarla selilloz anyonu
arasinda ester bagi olusurken, niikleofilik adisyon reaksiyonunda vinilsiilfonla

hidroksil arasinda eter bagi olugmaktadir. Adisyon tepkimesiyle seliiloza baglanan
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vinilsiilfon boyar maddeleri ile olusan eter bagi asidik hidrolize karsi miikemmel
dayaniklilik gosterir [24].

() OH NH,
NaO3SOCH2CHZOZSON=NN=N4©7802CH2CH20803N21
NaO,S SO,Na
OMe OH
(b)
G
NaO,SOCH,CH,0,S

SO,Na

CH,
0
N=N S0,CH,CH,0S0,Na
NaOﬁON\ _
N en,

Sekil 2.5. Siilfatoetilsiilfon yapidaki boyalarinin bazilarinin kimyasal olusumu

(©)

ortaya ¢ikarilmistir. Reaktif vinilsiilfon boyasinin (a) Reactive Black 5, (b) Reactive

Red 22 ve (c) Reactive Yellow 15 ile olan kimyasal yapilari [28].

Siilfatoetilsiilfon (-SO,CH,CH,0OSO3Na) gruplarma sahip olan reaktif boyar
maddelerden olan Remazol boyalardan Gelb GR, Brillantorange 3R ve Blau 3R’nin
kimyasal yapilari ve 151k spektrumunda absorbladiklari dalga boylar1 ise Sekil 2.6’da

verilmektedir.
ii. Kromofor gruplarina gore reaktif boyar maddelerin siniflandirilmas:

Reaktif boyar maddelerde bulunan kromofor gruplarmin c¢ogu asit boyar

maddelerinden tiiretilmistir. Cogunlukla azo, antrakinon ve fitalosiyanin tiirevleridir:

a. Azo grubuna sahip reaktif boyar maddeler: Kromofor yapilarinda azo (-
N=N-) grubu bulunduran reaktif boyar maddeler olup, ¢ogu reaktif boyar madde
gruplar1 bu sinifa dahildir.
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b. Antrokinon grubuna sahip reaktif boyar maddeler: Kromofor yapilarinda
antrokinon grubu bulunduran reaktif boyar maddelerdir.

c. Fitalosiyanin grubuna sahip reaktif boyar maddeler: Kromoforlarinda

fitalosiyanin grubu bulunduran reaktif boyar maddelerdir.

d. Metal-kompleks azo grubuna sahip reaktif boyar maddeler: Kromofor
yapilarinda metal-kompleks azo grubu bulunduran reaktif boyar maddelerdir. Metal

kompleksi azo grubunun 151k enerjisine karst dayanikliligini artirmaktadir [27].

OMe
(a)
NaO,SOCH,CH,0,S N=N—C—C—CH,
\ /N
H,C N
Cl
Absorbans =416 nm
Cl
SO,Na
(b)
OMe OH
NaO,SOCH,CH,0,8 N=NNHCO-CH3
Absorbans = 490 nm NaO,S
(c)
Absorbans = 570 nm
S0,CH,CH,0S0,Na

Sekil 2.6. Reaktif boyalardan olan bazi remazol boyalarinin kimyasal yapilar1 ve 1s1k
spektrumunda absorbladiklar1 dalga boylar1. (a) Gelb GR, (b) Brillantorange 3R ve
(c) Blau 3R. [29].
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Boyar madde firmalar igerikleri bakimindan krom, kobalt gibi bazi metal
iyonlariyla komplekslesmeye elverigli olan bilesikleri, 130 °C’de uygun pH’larda
metal tuzu ¢ozeltileriyle 1sit1p, metal kompleksi haline getirdikten sonra piyasaya
cikarirlar.  Bunlara “premetalize boyar maddeler” denir [30]. Boyar maddenin
sadece azo grubuna bagli benzen halkalar1 gosterilmek suretiyle mekanizma Sekil

2.7°deki sekilde yazilir.

OH 0-Cr/3
O0-Cr/3
N=N — N=N — \
e
Sekil 2.7. Azo boyar maddeleriyle Cr(l1l) metal iyonunun baglanmasi [30].

iii. Reaktifliklerine gore reaktif boyar maddelerin siniflandiriimas:

Reaktif boyar maddeleri reaktifliklerine gore sogukta boyayanlar (ilikta
boyayanlar da bu gruba dahil) ve sicakta boyayanlar olarak iki gruba ayirmak

miimkiindiir [27]:

a.  Sogukta  boyayan  reaktif  boyar  maddeler:  Diklortriazin,
diflormonoklorprimidin, monoflortriazin, diklorkinoksalin ve vinilsiilfon boyar
maddeleri bu gruba dahildir. Ancak vinilsiilfon boyar maddelerini soguk ve sicak

reaktif gruplar arasinda gecis grubu olarak kabul etmek daha dogru olacaktir.

b. Sicakta boyayan reaktif boyar maddeler: Monoklortriazin, triklorprimidin
ve florklormetilprimidin gibi reaktif boyar maddeler bu grubun O&nemli

tiyelerindendir.

Reaktif boyar maddelerde lif ile reaksiyona girme kosullari ve mekanizmasi,
boyar maddedeki gruplarin reaktiflik derecesine bagl olarak degismekle birlikte
boyar maddenin hangi boyama yontemine gére uygulanacagi, kromofor ve reaktif

grubuna gore belirlenmektedir. Reaktif grup ayrica reaksiyon siiresi iizerinde de etki
sahibidir [31].
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Substantivite, elyafla boyarmadde arasindaki reaksiyonun gerceklesmesi igin
gerekli bir 6n kosuldur. Alkali ilavesinde elyaf iizerine tutunmamis boyar maddeler
hidrolize ugrarlar ve boyama 6zelliklerini kaybederler. Substantivite, biiyiik 6l¢iide
boyar madde yapisindaki renk verici gruplara (kromofor) baghdir [32]. Reaktiflik
sicaklik ve pH ile degisebilmektedir. Vinilsiilfon esasli Remazol boyar maddeleri
haricindeki tiim reaktif boyar maddelerin yapisinda reaktif grup olarak heterosiklik
halkali bilesikler bulunmaktadir. Elyaf ile boyar madde arasinda kurulan kovalent
bag, halkaya bagli bir subtituent grubun elyaftaki fonksiyonel gruplar ile (-OH, -
NH,, -SH) yer degistirmesi sonucu oluscmaktadir. Reaktif boyama sonrasi
uygulanan ard yikama islemlerinde elyaf ilizerine tutunan fikse olmamis boyar
maddelerin  kolay uzaklastirilabilmesi  substantivite tarafindan  belirlenir.
Substantivite diisiik olursa daha kolay uzaklastirma gerceklestirilir. Reaktif boyar
maddeler genelde diisiik substantiviteye sahiptirler [32].

Tekstil ve boyar madde iiretim endiistrilerinden alici ortama desarj edilen
atiksular 6nemli derecede saglik ve gevre kirliligi problemlerine sebep olmaktadir.

Bu nedenle renk giderimi son yillarda 6nemli bir bilimsel ilgi alan1 olusturmaktadir.

2.3. EKOLOJi ACISINDAN TEKSTIL BOYAR MADDELERININ NEDEN
OLDUKLARI PROBLEMLER

1970’11 yillardan sonra hizlanan sanayi ile birlikte c¢evre sorunlari da
ekosisteme ciddi boyutlarda zarar vermeye baslamistir. Daha sonraki yillarda ise
doganin korunmasina yonelik ¢evre hareketleri tekstil endiistrisini de etkilemistir.
Bunun sonucu olarak “tekstil ekolojisi” kavrami ortaya ¢ikmustir. Tekstil ekolojisi,
tekstil tiretiminde ekoloji, insan ekolojisi ve atik ekolojisini kapsamakta olup, elyaf
tiretiminden baslayarak giysi elde edilinceye kadar olan tiim iiretim asamalarinda
cevreye ve insanlara zarar verilmemesi amacini kapsamaktadir. Bir tekstil tiriiniinii
eko-tekstil (¢evre dostu tekstil) olarak tanimlanabilmesi igin gereken sartlar ii¢ grupta

toplanmaktadir. Bunlar:

i. Uretim ekolojisi: Tekstil endiistrisinde kullanilan hammaddelerin ve
kimyasallarin ¢cevre dostu bir anlayisla sec¢ilmesi ve iiretim agsamasinin miimkiin olan

her sathasinda aritma metotlarinin kullanilmasidir.
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ii. Atk ekolojisi: Uretim sonucu ortaya cikan atiksularin teknolojik olanaklar
gergevesinde c¢evreye zararsiz lrlinlere doniistiiriilmesini veya atik tekstillerin geri

kazanilmasini kapsar [33,34].

iii. Insan ekolojisi: Insanlarm kullandiklar1 giysilerin solunum, sindirim, ter

yoluyla veya higbir sekilde insana zarar vermemesini kapsar [34].

Sentetik boyar maddelerin insan sagligina ve ¢evreye olumsuz yonde etkisi,
dogal boyar maddelere ilginin artmasina sebep olmustur. Ancak, boyama bitkisinin
tiretimi icin son derece biiyiik ekim alanlarina ihtiya¢ duyulmasi veya boceklerden
dogal boya iiretimi igin ¢ok fazla bocegin iiretilmesi gerekliligi ekolojiye uygun bir

durum degildir.

Sentetik boyar madde {iiretimine bagli olarak tekstilde son {iriin, agir metal
kalintilarin1 igermektedir. Bu nedenle, elde edilen sentetik boyar maddelerdeki
diisiik metal igerigi, metalin ek bir yontemle uzaklastirilmasi zorunlu oldugu igin
kalite belirtisidir. Iyi bir haslik (dayaniklilik) derecesi elde etmek igin metal-
kompleks boyar madde kullanma zorunlulugu vardir. Metal, kimyasal olarak boyar
madde molekiiliine baglhdir ve boyar madde parcalanmadan 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 [35].
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
tuzlar biliylik oranda kullanilmakta oldugundan, boyama sonrasi metal iyonlarinin
uzaklastirilmasi sorunu ortaya g¢ikmakta ve metallerin uzaklagtirilma 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 ve biitiin boyar
madde niianslarinda ve farkli kullannom amaglart i¢in farkli  hasliklarda

tiretilebilmektedir. Biyolojik sistemlerde enzimlerin etkisiyle organizmada aromatik
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aminlere indirgenebilmektedir. Bazi aromatik aminler ise kanserojeniktir. Yaklasik
olarak piyasada bulunan 3200 adet azo boyar maddesinden 130 tanesinin belirli
kosullar altinda rediiktif parcalanmasi1 sonucunda kanserojen arilamin bilesiklerinin

olusturdugu saptanmustir.

Tekstil endiistrisinde sik sik kullanilan reaktif boyar maddeler de tehlikeli
boyar maddelerdendir. Yiiksek hasliklara ve parlak renklere sahip olan reaktif boyar
maddeler, proteinlerle reaksiyona girebilmekte ve alerjiye neden olmaktadir.

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

olarak da daha fazla kimyasal madde ve su kullanmak demektir [4].

Tekstil fabrikalarinda liflerin boyanmasi esnasinda kullanilan boyar maddeler
Cizelge 2.1°de gosterilmektedir. Tekstil liflerinin boyanmasinda kullanilan bu boyar
madde gruplarindan bazilart indirgenerek pargalanip alerjik ve karsinojenik etkilere

yol agabilmektedirler [36].

Cizelge 2.1. Tekstil liflerinin boyanmasinda kullanilan boyar maddeler.

Lif tiirii Kullanilan boyar maddeler

Yiin, ipek Asidik, bazik, reaktif, metal-kompleks
Pamuk, keten, viskon Direkt, reakti, kiipe, kiikiirt

Poliamid Dispers, asidik

Poliakrilonitril Dispers, bazik

Polyester Dispers

Nikel, kobalt, bakir, ¢cinko ve krom gibi agir metal iyonlar1 tekstil mamiilleri
izerinden ter yoluyla insan viicuduna gegebilmektedir. Agir metal iyonlar tekstil
materyaline ise ham tekstil materyalinden, boyar maddelerden ve atim islemlerinden
gegebilmektedir. Bu metallerin insan viicuduna gegmesi ile kromun etkisi sonucu
krom {ilseri, civanin etkisi ile akut ve kronik zehirlenmeler goriilmektedir. Ayrica;
anemi, akciger hastaliklari, alerji gibi vakalar da metal iyonlar ile etkilesim sonucu

olusmaktadir [4].
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2.3.1. AB'nin ve Tiirkiye'nin ekolojik tekstil konusundaki mevzuati
2.3.1.1. AB mevzuati

AB, tekstil triinlerinde ekoloji konusunu ilk kez 1976 yilinda yayimnlanan
76/69/EEC Konsey Direktifi'nde ele almistir. So6z konusu direktif ile tekstil

tirtinlerinde kullanilan bazi iiriinlerin 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 iirlinlerinde kullanimi1 ve s6z konusu
boyar maddelerle boyanmis tekstil ve deri iriinlerinin pazarda yer almasi
yasaklanmistir.  S6z konusu yasaklanmis arilaminlerin bulunabilecegi maksimum

derisimleri ise 30 ppm 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 {iriinlerini 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 tlriinlerini boyamada kullanilan krom bazli azo boyar maddelerin

kullanimin1 ve pazarlamasini yasaklamaigtir.

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 ¢esitli tiye tilkelerce incelendigi

bildirilmistir.

Metakrilik asitin ¢evresel olarak, su ekosistemi i¢in gene belirli bir limit degere
ithtiya¢ oldugu belirtilmektedir. Toluen maddesi icin su ve kara ekosistemi agisindan
limit degerlerin olmasi gerektigi belirtilmistir.  Ayrica 2000/60/EC (Su Cevre
Direktifi) Direktifi'nin X. Ek'inde yer alan oncelikler listesinin tolueni igine alacak
sekilde genisletilmesinin goz Oniine alimmasi gerektigi bildirilmektedir. 1,2,4-
Triklorabenzen i¢in su ve kara ekosistemler i¢in limit degerler olmasi1 gerektigi

belirtilmistir [36].
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2.3.1.2. Turkiye'deki mevzuat

Insan sagligina zararli etkilerinin olmasi sebebiyle, Saglik Bakanligi'nin
29.12.1994 tarihli ve 15488 sayili genelgesi ile bazi arilaminlerin yurt i¢inde deri,
tekstil ve hazir giyim boyahanelerinde boya imali i¢in kullanilmasi ve bazi boyar
maddelerin yurt i¢inde deri, tekstil ve hazir giyim triinlerinde kullanilmasi 1.3.1995
tarihinden itibaren yasaklanmistir. S0z konusu olan boyar maddelerin ithali de

1996/16 sayili ve 31.12.1995 tarihli Ithalat Tebligi ile yasaklanmistir [36].
2.4. BOYAR MADDELERIN RENK GIDERIMI CALISMALARI

Tekstil endiistrisi atiksular1 ¢ok ¢esitli kimyasallardan ve &zellikle boyar
maddelerden dolay1 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 duyular sulardir.
Ulkemizde Su Kirliligi Kontrolii Yénetmeliginde, desarj standartlarinda renkle ilgili
parametre olmamasindan dolay1, bu atiksularin aritiminda daha ¢ok KOI (Kimyasal
Oksijen Ihtiyac1), BOI (Biyolojik Oksijen Ihtiyac1) ve AKM (Askida Kat1 Madde)
giderimi amaglanmaktadir. Bununla birlikte ABD ve AB iilkelerinde renkle ilgili
kesin desarj sinirlamalart getirildigi icin son yillarda caligmalar renk giderimi {izerine

yogunlagmustir [16,37].

Boyalar uygulandig: ipligin tipine gore ve kimyasal yapisina gore farkliliklar
gosterir. Bu nedenle literatiirde yiizlerce ¢esit boyaya rastlanmaktadir. Tekstil
fabrikalarinda boyama islemi esnasinda birden fazla boyanin ve bazi yardimci
kimyasallarin bir arada kullanilmasi, atiksuyu daha da komplekslestirmektedi [38].
Giliniimiizde boyar maddelerin gideriminde fiziksel ve kimyasal islemler
kullanilmakta, ancak bu yontemlerin ¢ogu ekonomik olarak ve aritim sonucu ortaya
cikan aktif camurun bertaraf edilmesi gerekliligi gibi baz1 dezavantajlara sahiptir.
Renk giderim g¢alismalar ile ilgili baz1 yontemler ise takip eden alt-kisimlarda ele

alinmaktadir.

20



2.4.1. Kimyasal Yontemler
2.4.1.1. Oksidatif prosesler

Bu islem, kimyasal maddeler kullanilarak renk gideriminin saglandigi bir
metottur ve kimyasal yontemler igerisinde en fazla uygulanilanidir. Bu islemde
temel oksitleyici ajan olarak hidrojen peroksit (H,O;) kullanilmaktadir. Oksidatif
proseslerde boya molekiiliindeki aromatik halka kirilarak atiksudan boya aritilmis

olur [39].
2.4.1.2. Fenton ayiract (HyO2/Fe(Il) tuzlar)

Fenton ayiract yani Fe(Il) tuzlar1 ile inhibe edilmis hidrojen peroksit toksik
atiklarin oksidasyonu igin iyi bir yontemdir. Bu islem On-oksidasyon ve
koagiilasyon olmak iizere iki adimda gergeklesir ve renk giderim hizi ilk basamakta
daha yiiksektir [40]. Atiksularda bulunan renk bilesikleri bu yontemle yok edilebilir
ve Ozellikle metal-kompleks tiiriindeki boyalardan kaynaklanan agir metaller, demir
oksitlerle birlikte notralizasyon basamaginda ¢oktiiriilebilirler.  Fenton ayirac
yonteminin KOI, renk ve toksisite giderimi gibi avantajlarin yaninda dezavantajlari
da mevcuttur. Bunlardan birisi floklama prosesinde ortaya ¢ikan ¢amur problemidir
[41,42].

2.4.1.3. Ozonlama

Ozonlama aromatik hidrokarbonlar, pestisitler, fenoller ve klorlu
hidrokarbonlarin yikiminda, boyar madde ve KOI gideriminde kullanilan etkili bir
yontemdir [43]. Boyar maddedeki kromofor gruplar genellikle ¢ift bagl organik
bilesiklerdir ve bunlarin ozonlama ile kirilmalar1 sonucu renksiz molekiiller olusur
[44]. Boyar madde bulunan atiga uygulanacak ozon dozaji toplam renge ve KOI
oranina baghdir. Ozonlama islemi sonucunda ¢amur olusumu goézlenmemektedir
[45]. Ozonlamanin dezavantaji ise gaz halde uygulanmasi ve uygulamada suyun
hacminin arttirllamamasidir. Bunlar disinda yiiksek maliyet, yarilanma Omriiniin
kisa olmast (20 dak.), pH, sicaklik ve tuz konsantrasyonu gibi degiskenlerden
kolayca etkilenmesidir [43]. Ozon, radyasyonla ve membran filtrasyon teknigi ile

kullanildiginda iyi sonu¢ vermekte ancak bu uygulama esnasinda kullanilan iyon
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tutuculardan dolay1r ozonlama isleminin renk giderimini iizerine etkisi azalmaktadir

[46].
2.4.1.4.Fotokimyasal islemler

Bu metod ile boyar madde H,0O, varliginda UV ile birlikte karbondioksit ve
suya parcalanmaktadir [44]. Par¢alanma sonucu yiiksek derisimde hidroksil
radikalleri tretilmektedir. UV-hidrojen peroksit ile renk giderimi, UV 1s1gmin
yogunluguna, ortamin pH’Sina ve boyar maddenin yapisina baghdir [47]. Renk
giderim isleminin siiresi ortamda bulunan metallere, inorganik asitlere, organik
aldehitlere ve organik asitlere baglidir [48]. Fotokimyasal islemlerin en 6nemli
avantaji ise aritim sonucunda camur olugmamasi ve kotii kokulara neden olan

organiklerin azalmasina neden olmasidir [39].
2.4.1.5. Sodyum Hipoklorit ( NaOCI)

Ortamdaki klor derisimine bagli olarak, renk giderim hizinin degisiklik
gosterdigi bir yontemdir. Bu metotta, kullanilan kimyasaldaki Klor, boyar
maddelerin amino gruplarmi etkilemektedir ve boyar maddenin azo gruplari
kirilmaktadir. Bu metot dispers boyar maddeler i¢in uygun degildir. Metotta klorun
kullanilmas: ve fazla klorun atiksuda kalmasi, islemi dezavantajli duruma sokar.
Ayrica reaksiyon sonucu karsinojenik ve aromatik aminlerin olugsmasi bir diger

olumsuz yanidir [47].
2.4.1.6. Elektrokimyasal iglemler

Boyar madde gideriminde kimyasal maddenin olduk¢a az kullanildigi, aritim
sonucunda etkili bir boya gideriminin saglandi§i ve camurun olusmadigr bir
yontemdir. Ancak bu yontemin uygulanmasinda tehlikeli bilesiklerin olusumu séz

konusudur [39].
2.4.1.7. Kimyasal floklastirma ve ¢oktlirme yontemi

Kimyasal maddelerin yardimi ile floklasma ve ¢okelmenin saglandigi bir
yontemdir. En ¢ok kullanilan kimyasallar arasinda, Al,(SO,)3, FeCls, FeSO4 ve kireg
sayilabilir. Tiinay ve arkadaslar1 (1996) tarafindan yapilan ¢alismada asit boya
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iceren bir atiksuda kimyasal c¢oktliirme, kimyasal oksidasyon ve adsorpsiyon
yontemleri denenmis ve yontemler renk giderim verimlilikleri agisindan
incelenmistir. Bu yontemin kullanilmasi ekonomik ag¢idan, floklagtiran maddelerin

ve olusan ¢amurun bertaraf edilmesi agisindan dezavantaja sahiptir [49].
2.4.2. Fiziksel Aritim
2.4.2.1. Membran filtrasyonu

Bu metod atiklarin aritiminda, konsantre edilmesinde, en Onemlisi siirekli
sekilde boyar maddeleri atiksudan ayirabilmesi ile karakterizedir [43, 50]. Bu
metodun en Onemli avantaji, diger yontemlerden farkli olarak sicaklik degisimine,
kimyasal ¢evreye ve mikrobiyal, aktiviteye karst direngli olmasidir [39,51]. En
biiylik dezavantaji ise olduk¢a yiiksek yatirnm maliyetinin olmasidir.  Sistemde
atiksuyun membrandan disar1 ¢ikabilmesi i¢in kimyasal potansiyel, basing, elektrik
gibi zorlayict kuvvetler uygulanmaktadir.  Ayrica sistemin atiksudan KOI

gideriminde de etkili oldugu rapor edilmistir [52, 53].
2.4.2.2. lyon 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 oldukga yiiksek olmasinin yaninda, boyar maddelerin gok

farkli kimyasal yapiya sahip olmasi bu metodun kullanimini sinirlar [42].
2.4.2.3 Adsorpsiyon

Adsorpsiyon yonteminin isleyisi, boya/sorbent etkilesimi, adsorbanin yiizey
alani, tanecik biyiikligi, sicaklik, pH ve temas siiresi gibi bir¢ok fiziko-kimyasal
etkiye baghdir. Metot oldukga etkili olup, maliyeti de uygundur. Adsorbsiyonla
renk gideriminde en fazla kullanilan yontem aktif karbon yontemi olup, katyonik,
mordant ve asit boyalar i¢in oldukca etkili; dispers, direkt, pigment, vat ve reaktif
boyalar i¢in etkisi azdir. Metodun performansi kullanilan karbonun tipine ve
attksuyun karakteristigine baglidir.  Ayrica rejenerasyon ve tekrar kullanim

performansta azalmaya neden olur, bu nedenle aktif karbon miktar1 arttirilmalidir.
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Bu durum ise maliyeti yiikseltir. Adsorban olarak kullanilan diger bir malzeme
bataklik komiiriidiir. Bataklik komiirii boya igeren atiksulardaki polar organik
bilesikleri ve gecis metallerini absorblayabilmektedir. Bu yontem 6zellikle bataklik
kémiiriiniin bol bulundugu Irlanda ve Ingiltere gibi iilkelerde uygulanabilir. Bunlar
disinda, aga¢ kirmntilari, ugucu kiil+komiir karisim, silika jeller, dogal killer, misir

kogani1 gibi malzemeler de adsorban olarak kullanilabilmektedir [42].
2.4.2.4. Radyasyon

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

laboratuar kosullarinda uygulanabilmektedir [54].
2.4.3. Biyolojik Aritim

Biyolojik aritim endiistriyel atiklarin giderimi i¢in en Onemli yOntemdir.
Fiziksel ve kimyasal yontemlerin yiiksek maliyet gerektirmeleri ve her boya igin
kullanilamiyor olmasi, uygulamalarmn smirli olmasina neden olmustur.  Son
zamanlarda yapilan caligmalar, birgok boya tiiriinli atiksudan giderebilme yetenegine
sahip yaygin mikroorganizma tiirlerinin varligini tespit etmis ve biyoteknolojik
uygulamalar1 6n plana g¢ikarmistir. Bu uygulamalar, arittim sonucu az ¢amur
tretilmesi, maliyetinin diisiik olmasi, zararli yan-lriinlerin olugmamast gibi

nedenlerden otiirii dikkat ¢ekicidir [39].
2.4.3.1. Biyosorbsiyon

Kimyasal maddelerin mikrobiyal kiitle tarafindan adsorbsiyonu veya kiitlede
birikimi olarak ifade edilir. Bu yontem igin 6lii bakteriler, mayalar ve mantarlar
kullanilmaktadir. Tekstil boyalarinin ¢ok gesitlilige sahip olmasi, mikrooganizma ile
boyanin etkilesimini etkiler. Bu nedenle mikroorganizmanin cinsine gére ve boyaya
bagl olarak farkli baglanma hizlar1 ve kapasiteleri s6z konusu olmaktadir. Boyar
madde igeren atiksu c¢ok toksik oldugunda, biyosorpsiyon avantajli bir yontemdir
[42].
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2.4.3.2. Aerobik Yontem

Endiistriyel atiklarin aritilmasinda yaygin olarak kullanilan geleneksel aktif
camur sistemleri i¢in tekstil endiistrisindeki bircok boya bilesigi biyolojik olarak ¢cok
zor indirgenebilmekte ya da inert kalmaktadir. Mikroorganizmalar, suda ¢oziinebilen
bazik, dispers ve azo boyalar1 biyolojik olarak indirgeyememekte fakat boyanin bir
kismint  adsorbe ederek atiksuyun rengini almakta ve renk giderimi
saglanabilmektedir. Sentetik boyalarin aerobik ortamda pargalanmaya kars1 direngli
olmalarinin nedeni boya malzemelerinin 1s1k, kimyasal kaynakli oksidatif etkiler
sonucu renklerinin solmayacak sekilde sentezlenmeleridir [55,56]. Atiksudaki azo
boyar maddeler gibi reaktif boyalarin ortalama %10’unun aerobik biyokiitleye
adsorbe oldugunu, geri kalaninin ise aktif ¢amur tesisinden herhangi bir degisime
ugramadan gectigini belirtmisler ve azo boyar madde igeren tekstil atiksularinin
renginin giderilmesinde aerobik aritmanin yetersizligini vurgulamislardir. Fakat, son
yillarda bazi boyalarla ilgili ¢calismalar, boyalarin aerobik olarak da pargalandigini
gostermistir.  Odunsu bitkilerde bulunan polimer lignini degrede edebilen bazi
bakteriler ve funguslar lignin peroksidaz ya da mangan peroksidaz gibi enzimler

kullanarak boyalar1 degrede edebildigi gosterilmistir [42,57].
2.4.3.3. Anaerobik yontem

Boyar maddelerle yapilan galismalar 6zellikle suda ¢6ziinebilen azo-reaktif
boyalar iizerine yogunlasmistir. Bu boyalar aerobik ortamda par¢alanamamaktadir.
Anaerobik ortamda bu boyalarin pargalanabilmesi miimkiindiir, ancak bunun igin
ilave karbon kaynagina ihtiyag vardir. ilave karbon kaynagi metabolik faliyet
sonucu metan ve karbondioksite doniismekte ve elektronlar agiga ¢ikmaktadir. Bu
elektronlar ise elektron tasima zincirinden son elektron alicisina yani azo-reaktif
boyaya tasinmakta ve boya ile reaksiyona girerek azo bagmi indirgemektedir. Bu
olay oksijen tarafindan inhibe edilmektedir. Bu nedenle, boya aritiminda ilk adim
azo baglarmin kirildigi anaerobik yontem olmalidir [42]. Reaktif Black 5 ve Synozol
Red boyalarin1 anaerobik ortamda renksizlestirebilmek igin yapilan bir ¢aligmada,
kullanilan boya derisimine ve mikroorganizma kiiltiiriine bagli olarak %23 ile %78
arasinda degisen KOI giderme verimlerinin elde edilebilecegi belirtilmistir. Rengin

tamamen giderilebilmesi azo baginin (N=N) anaerobik ortamda parcalanmasi ile
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miimkiin olmustur. KOI’nin tamamen giderilememesi ise meydana gelen ara

tirtinlerin anaerobik ortamda pargalanamamasindandir [10].

Aromatik aminler gibi ara-iiriinler sitotoksik, mutajenik ve kanserojenik 6zellik
gosterebilmektedirler. Boya maddesi normalde toksik 6zellikte olmasa bile anaerob
ortamda sonderece toksik aminlerin olugsmasi mimkiindiir. Bu nedenle, anaerobik
sistemler aerobik aritmadan once yer alan bir On-arittm ydntemi olarak
onerilmektedir. Ciinkii aromatik aminler, aromatik bilesigin halkasinin agilmasi ve
hidroksilasyonla (OH grubunun ayrilmasi) aerobik ortamda mineralize
olabilmektedirler. Boylece boyar madde atiksularin anaerobik-aerobik proseslerle
aritilmasi ile anaerobik basamakta etkili bir renk giderimi, aerobik sistemde ise

anaerobik sistemde olusan parcalanmaya direncli aminlerin yikimi sdzkonusudur

[58].

Yapilan bir ¢alismada pamuklu tekstil fabrikasinin atiksuyunu temsil eden
simiile atiksuyun anaerobik/aerobik ardisik bir biyolojik sistemle verimliligi
arastirilmistir.  Bu caligmada, anaerobik reaktorde 2,8 giinliik bir hidrolik bekleme
siiresi (HBS) ve 1,13 kg/m3 giin'liik organik yiikleme hizinda %67 KOI giderilirken,
renk tamamen giderilmistir. Aerobik reaktérde ise 10 giinlik HBS ve 0,104 kg/m3
giin'liik 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 [59].
2.5. BOYAR MADDELERIN MIKROBIYOLOJIK OLARAK AYRISTIRILMASI
2.5.1. Funguslar, Algler ve Mayalarla Yapilan Calismalar

Kagit ve kagit hamuru atigimin 1980’lerin  basinda Phanerochaete
chrysosporium ve Tinctoporia sp. funguslari ile renk-giderimi, renk-giderimi
caligmalarinin temelini olusturmaktadir [60]. Daha sonraki ¢aligmalar renk-giderimi
mekanizmasinin lignin peroksidaz (LiP), mangan peroksidaz (MnP) ve lakkaz
enzimleri ile iligkili oldugunu ispatlamistir [61]. Phanerochaete chrysosporium’un
veratril alkol varhiginda bircok boyayr ayristirdigi (degrede ettigi) gosterilmistir.

Veratril alkolun ligninaz aktivitesini stimiile ettigi bilinmektedir. Renk-giderimi

26



yetenegine sahip bir¢ok yeni funguslarla fazla sayida ¢aligmalar mevcuttur. Lakkaz,
MnP ve LiP enzimlerini iireten yeni mantar tiirleri izole edilerek renk-giderim
verimlilikleri arttirilmaya c¢alistlmistir.  Bazi funguslar ile yapilan adsorbent
calismalarinda, ornegin Rhizomucar pusillus fungusunun adsorben olarak
kullanilmas: ile kagidin beyazlatilmasinda %48-%50 degerinde sonuglar elde

edilmistir [62].

Funguslarin 6lii biyokiitleleri ile yapilan adsorbsiyon calismasi ile enzimatik
ayristirmanin  (degredasyon) karsilastirildign bir ¢alismada, Trametes vesicolor
fungusu kullanilmis ve biomasin hem adsorban ile hem de enzimatik ayristirma ile

boyanin %90’1nin elemine oldugu belirtilmistir [63].

Funalia trogii fungusunun biyokiitlesi ile yapilan bir ¢alismada ise Astrozon
Red boyasini %55’inin absorbe olup, ayristirildigi belirtilmistir. Bu c¢alismada,
yiiksek biyokiitle miktarinin 1iyi bir renk-giderimiyle iliskili oldugu ve renk-

giderimini arttirabilecegi rapor edilmistir [64].

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

98.8 oldugu belirtilmistir [65].

Boyar maddelerin biyolojik par¢alanmas1 amaciyla aerobik/anaerobik reaktorde
Phanerachyta crysosporium ve Coriolus versicolor funguslari ile yiiksek pargalanma
verimlilikleri elde edilmekte ancak aerobik sistemde, renk-giderimi absorbsiyonla
gerceklestiginden etkili bir yontem olmamaktadir. Ayrica, P. crysosporium ve C.
versicolor funguslarinin 6zel besin ihtiyaglari, ¢evre sartlarina karsi hassas olmalari
ve diisik pH degerlerinde (pH = 4,5) renk-giderimi yapmalarindan dolay1 aritma
tesislerinde uygulanabilirligi oldukg¢a zordur [66,67]. Ancak anaerobik ¢aligmalarda
daha iyi sonuglar mevcuttur. Azo indirgenmesi elektokimyasal bir reaksiyondur ve
azo boyar maddeler mikroorganizmalar tarafindan elektron tasima zincirindeki son
elektron alict olarak kullanilmaktadirlar.  Bu olay sirasinda elektron tasima
zincirindeki elektron tasiyicilar karbon kaynagina bagl olarak yeniden olusarak, azo

halkalarin1 indirger ve boyar madde c¢ekirdegini kirarlar. Bu olayin oksijen
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tarafindan inhibe edildigi de belirtilmistir. Tiirkiye’de tekstil atiksularin aritimi
icin isletilmekte olan aktif camur sistemlerinin 6niine kurulacak anaerobik reaktoriin,
alict ortamlarin kalitesi agisindan olumlu etkiler meydana getirecegi kanaatine

vartlmistir [66,67].

Yapilan bagka bir ¢alismada, Direct Violet (DV31) ve Remazol Black (RB5)
reaktif tekstil boyalarin ortadan kaldirilmas: ile ilgili biyotik ve abiyotik adsorban
calismasinda 2, 4, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon deneyleri yapilmistir. Calismanin
amact boyalarin ortadan kaldirilmasi i¢in ucuz ve yenilenebilir kaynaklarin
kullammudir.  Biyotik ajanlar olarak Penicillium chrysogenum, Penicillium
commune, Aspergillus terreus, Eurotium repens, Penicillium fregii, Penicillium alli
ve bu suslarin karisimindan olusan funguslar kullanilmigtir. Abiyotik ajan olarak ise
talas, piring samani, komiir ve sekerpancart kullanilmigtir. Fungus susglar1 arasindan
DV31l boyasi icin en iyi biyotik adsorbanin 2 saatlik inkiibasyon sonucunda
Penicillium commune, P. fregii ve P. allii funguslari oldugu tespit edilmistir.
Bunlardan sirasiyla %96, %64 ve %65 oranlarinda verim elde edilmistir. P. fregii
hari¢ ayni suslar RB5 boyasini biiyiik oranda ortadan kaldirmiglardir. Abiyotik
ajanlardan piring samani ile iyi bir adsorban gergeklestigi belirtilmistir. Ancak
adsorban, boyalarin degredasyonu ile karsilagtirildiginda verimli bir aritim
olmamaktadir [68, 69].

Phanerochaete chrysosporium ile ilgili yapilan bir diger renk-giderim
calismasinda ise azo boyar maddelerinden olan Remazol Blue RR Gran, Remazol
Red RR Gran, Remazol Yellow RR Gran’in belli oranlarda karigtirilmasiyla elde
edilen model atiksuda biyolojik parcalanma verimleri arastirilmistir.  Cesitli
konsantrasyonlardaki renk, KOI, bakir ve aromatik grup giderim verimleri
incelenmistir. Deneysel ¢alismalarin sonuglarina gore, renk giderimi basarili olsa
dahi, rengi olusturan bilesenlerden olan aromatik grubun belli oranlarda atiksu
icerisinde bozunmamis halde kaldigi belirlenmistir. Degredasyon oranlar ise su

sekildedir; % 55 Remazol Yellow, % 33 Remazol Red, % 12 Remazol Blue [70].

Tekstil atig1 ile kirlenmis topraktan izole edilen karigik kiiltiire dayali
anaerobik-aerobik aritim prosesi Remazol Brilliant Orange 3R. Remazol Black B ve

Remazol Brilliant Violet 5R reaktif azo boyalarinin degredasyonu i¢in ¢alisilmistir.
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Paenibacillus ve Pseudomonas fungus cinsleri ile ¢alisilan ardisik anaerobik-aerobik
aritim prosesi rengin biiylik bir kisminin anaerobik sistemde gergeklestigini
kanitlamistir.  Kimyasal oksijen ihtiyacinin (KOI) biiyiik bir kismmin ise aerobik
sistemde ortadan kaldirildigi gosterilmistir.  Sonuglar azo boyalarin anaerobik
sistemde aromatik aminlere indirgendigini ve aromatik aminlerin bakteri biyomasi
tarafindan iiretildigini gdstermektedir. ikinci bir basamak olan aerobik sistemde ise
bu aromatik aminler aym izolatlarla degrade edebildigi gosterilmistir. Fakat bu
boyalarin ayrisma oranlar1 farklidir ve yeterli degildir. Makalede bunun sebebinin

boyalarin molekiiler ya da kimyasal yapilarindan kaynaklandig: belirtilmistir [71].

Boyar maddelerin renklerinin giderilmesinde alglerin kullanildig1 ¢aligmalarin
sayisi ise oldukga sinirhdir. Ik kez 1978 yilinda kagit hamurunun beyazlatilmasi
gibi ¢alismalarla renk-giderim yetenegi rapor edilmistir [72]. Saf alg kiiltiirleri ile ya
da karigik kiiltiirlerle 3 aylik inkiibasyon siiresinde %50-70 oraninda renk-giderimleri
gozlenmistir. Rengin ortadan kaldirilmasinda {i¢ mekanizma gézlenmistir. Bunlar;
algal biyokiitlesinin biiylimesi i¢in kromoforlarin asimilasyonu; renkli bilesiklerin
CO, ve HyO’ya transformasyonu ile renksiz hale gelmesi ve algal biyokiitlenin
kromoforlar1 adsorbe etmesidir.  Algal renk-gideriminin azo rediiktazlar ile
gerceklestigi calismalar da gosterilmistir [73]. Chlorella andoscillotoria alginin
aromatik aminleri basit organik yapilara ve CO;’ye indirgedigi gosterilmis, hatta bazi
tiirlerinde azo boyalar1 karbon ve azot kaynagi olarak kullandig1 da rapor edilmistir

[74].

Wasniewska (1985) tarafindan kirmizi oksidatif mayalarla Kristal Violet
boyasimin biyolojik ayrigtirmasmnin ¢alisildigi makalede, Rhodotorula sp. ve
Rhodotorula rubra’nin Kristal Violet’i pargalayabilme yeteneginde oldugunu
belirtilmistir. Bir bagka ¢alismada fermantasyon yeteneginde sahip Saccaromyces
cerevisiae’nin Kristal Violet’i par¢alayamadigi gozlenmistir. Bunun nedeninin ise
kesinlikle boyar maddenin toksik etkisinden kaynaklanmadig: belirtilmistir. Nedeni
ise, organizmanin hem kontrol hem de test erlenlerinde 1yi gelisme gostermis

olmasmdandir [75].
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2.5.2. Bakterilerle Yapilan Calismalar

Cok sayida bakterinin renk-giderme yetenegine sahip oldugu gosterilmistir
[74]. Azo boyalar ayristirabilen bakterilerin izolasyonu ile ilgili ¢alismalar 6nceleri
Bacillus subtilis, Aeromonas hydrophilia, Bacillus cereus suslarinin, ardindan da
Klepsialla sp. ve Streptomyces sp. suslarinin izolasyonu ile devam etmistir [76-78].
Karigik bakteri kiiltiirleri ile diazo yapisindaki kromoforlarin 15 giin iginde
pargalandigi belirtilmistir [79]. Banat ve arkadaslar1 (1996) [74], anaerobik
bakterilerle ¢esitli destek materyalleri tizerinde biyofilmler ya da serbest halde
biiyliyen hiicreleri kullanilarak, 24-30 saat iginde boya karisiminin renk-gideriminin
saglandigin1 belirtmiglerdir. Aerobik kosullarda yapilan bir ¢alismada ise Malasit
yesili, Fast yesili, Brilliant yesili, Congo kirmizisi ve Metilen mavisi boyalarinin pH
6-8, sicakligin ise 30-40 °C oldugu kosullarda %30-70 oranlarinda renk-giderimine
ugradiklart belirtilmistir. [80]. Pseudomanas sp. ve E. coli ile yapilan ¢aligmalarda
ise Congo kirmizis1 ve Direct Black 38 boyalarinin anaerobik, aerobik ve
mikroaerofilik ortamda renk-giderim deneylerinde E. coli ile yanlizca anaerobik
ortamda %98-72 oranlarinda verim alinirken, aerofilik ortamda renk-giderimi
gozlenmemis; ancak mikroaerofilik ortamda %39-75 oranlarinda renk-giderimi
gozlenmistir. Pseudomanas sp. ile mikroaerofilik ortamda %98-100 oranlarinda

boya ayristirmasi gozlenmistir [81].

Isik ve Sponza (2003), Tiirkiye’de tekstil endiistrisinde kullanilan iki azo boya
olan Congo kirmizisi (CR) ve Direkt Black 38’in (DB38) par¢alanmasi igin E. coli
ve Pseudomonas sp.’in fakiiltatif suglarini kullanarak anaerobik ve aerobik sartlarda
caligmisgladir. Mikroorganizmalar1 5 giin boyunca 100 mg/L boya ve 1000 mg
glikoz-KOI/L iceren 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 [81].

Chen ve digerleri (1999), Proteus mirobilis kullanarak 100 mg/L boya
derisiminde 20 saat i¢inde (Red RBN) kirmizi azo boyanin %95 civarinda

indirgendigini bulmuslardir [82].
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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) gbzlenmistir [ 83].

Cetin ve Donmez (2005) yapmis olduklar1 bir ¢alismada, 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 i¢in optimum
sartlar1 belirlemislerdir. Burada bulunan mikrobiyal biyokiitle, diisiik kapasite ile
boya maddelerini pargalamakta 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, karisik kiiltiirlerin en yiiksek 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
[84].

Karisik anaerobik bakteri topluluklarmin kesikli denemelerde iki azo tekstil
boyasinin (mono azo boya ve diazo boya) renk giderimi iizerine etkileri laboratuar
Olgekli metanojenik havasiz ¢amur yatakli reaktorde (HCYR) arastirilmig ve
baslangic karbon kaynagi olarak asetat kullanildiginda 24 saat HBS’de her iki boya
icin de %88’den daha yiiksek giderim verimi elde edildigi tespit edilmistir [85].
Kapdan ve Oztekin (2003), fakiiltatif anaerobik bakterileri (Alcaligenes faecalis ve
Commomonas acidovarans) kesikli beslemeli reaktorde 1-5 mg/L asi
konsantrasyonuyla kullanarak, Reaktif Orange 16 boyasinin rengini oda sicakliginda
(19 °C) ve notr pH’da %90 verimle gidermislerdir. 50-300 mL/saat araliginda farkli
debilerin, 50-600 mg/L arasinda boya konsantrasyonlarinin test edildigi ¢alismada,

350 mg/L boya konsantrasyonu ve 200 mL/saat besleme debisinde en yiiksek verimi
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belirlemislerdir. Fakat KOI'nin ortadan kaldirilma verimliliginin diisiik oldugu
belirtilmistir [86].

Isik ve Sponza (2004), pilot 6lcekli HCYR’de renk ve KOI giderimi iizerine
tuzluluk konsantrasyonunun etkisini arastirdiklar: ¢alismada, 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 gézlenmistir [87].

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 kaynagi ile 20 mg/L boyar madde
konsantrasyonunu ilk ii¢ boya i¢in ortalama %64 civarinda gidermislerdir. Oksazin
boyasinin renginin giivenli bir sekilde tespit edilemedigi ¢alismada boya gideriminde

anaerobik fazin etkili oldugu ifade edilmistir [88].

Ertugrul ve arkadaglarinin (2008) termofilik siyanobakteriyel bir sus olan
Phormidium sp. ile yapmis olduklari ¢alismada Remazol Blue ve Reactive Black B
ayristirma oranlar belirlenmistir. Termofilik kosullar altinda yapilan bu deneyde pH
8,5’de, farkli 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
%350 ile %88 arasindadir. Deneyde kalsiyum alginata sabitlenen Phormidium
mikroorganizmasi serbest haldeki Phormidium’a gore daha verimli oldugu tespit
edilmistir [89].

Khehra ve arkadaslari (2004) ise yaptiklar1 bir ¢alismada anaerobik-aerobik
reaktor kullanilarak, Acid Red 88 (AR-88) azo boyasmin ayristirilmasini
calismiglardir. Kullanilan mikroorganizmalar tekstil atig1 ile kirlenmis bolgelerden
izole edilmislerdir. Bu suslarin Stenotrophomonas sp., Pseudomonas sp. ve Bacillus
sp. suslarma ait olduklar1 tespit edilmistir. Bu deneyde AR-88 azo boyasinin

anaerobik ortamda olusan aromatik metabolitleri ise aerobik ortamda aromatik
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olmayan aminonaftaline transforme edilmistir. KOI ve renk ise sirayla %95 ve %98
oranlarinda ortadan kaldirilmistir.  Makalede oksijenli aritimda bakterilerin
aktivitelerinin arttirilmasi ile ilgili daha fazla g¢alismalarin yapilmasi gerektigi

belirtilmistir [90].

Tekstil atig1 ile kirlenmis ortamdan alinan suslardan boyay1 en iyi ayristiran
bakterinin se¢ilmis oldugu calismada fakiiltatif olarak biiyiiyebilen Aeromonas
hydrophila bakterisi kullanilmistir. Bu bakteri en iyi dekolorizasyonu anaerobik
ortamda gerceklestirmistir. Red RBN boyasmim %901 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 attirdig1, glikozun ise anaerobik ortamda organik asite doniiserek
pH’1 disiirdiigii  belirtilmistir. Boylece bu durum hiicre biiyiimesini ve

dekolorizasyonu arttirdig1 belirtilmistir.
2.5.2.1. Aktinomisetlerle boyar maddelerin ayrigtiriimasi

Aktinomisetler, ¢cogunlukla toprakta, kompostlarda ve su g¢evrelerinde bolca
bulunan, lignoseliilozik bitki atiklarini, tarimsal ve sehir atiklarint dekompoze eden
genis bir gesitlilige sahip mezofilik ve termofilik suslar1 olan mikroorganizmalardir.
Aktinomisetlerin en Onemli Ozellikleri antibiyotik {iretme yetenegine sahip
olmalaridir [91]. Aktinomisetler O, N ve S oksidasyonlari ve O- ve N- dealkilasyon
reaksiyonlar1 gibi hidroksilasyonlar1 katalizlerler [92]. Bakteriyel sitokrom Pso’nin
bu reaksiyonlarin ¢ogunu Kkatalizledigine inanilmaktadir [93].  Volatilizasyon,
kompostlama proseslerinde belirli pestisitlerin uzaklastirilmasinin belirlenmesinde
onemli bir metot olarak goriilmektedir [94]. Aktinomisetler, 6zellikle streptomisetler
lignin degredasyonunda rol alan ekstraseliiler peroksidaz iiretirler. Bu prokaryotik
peroksidaz, ligninin birincil oksidasyonunu saglayarak suda c¢oziinen ¢esitli
polimerik bilesenlerin {iretimine katilir. ~ Aktinomisetler ayrica hidroksilasyon,

oksidasyon ve dealkilasyon reaksiyonlarini katalizleme yetenegine sahiptir [95].

Bir aktinomiset iiyesi olan Streptomisetler dogada genis bir yayilma alanina
sahiptir. Dogada, 6zellikle de karasal ortamlarda sayica bol miktarda bulunurlar.

Bu say1 saprofit organizmalar olmalari ile iligkili olup, ortamdaki organik madde
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icerigine baghdir. Bunun yaninda streptomisetler, tatli su ve deniz suyu
ortamlarinda da dagilis gosterirler. Arastirmacilar bu dogal ortamlardan sayisiz

streptomiset izole etmislerdir [96].

Aktinomisetlerin tekstil boyalarmin renklerini giderebilme yetenekleri ilk
olarak 1989’da Ball ve arkadaslari tarafindan ¢alisilmistir. Aktinomisetlerin genis
bir tiir araligint kapsayan 20 susunu arastirarak, onlarin Poly-R boyalarini
renksizlestirebilme yeteneklerini saptamislardir [97]. Bu ¢alismada kullanilann 20
sustan sadece Ugii; Streptomyces badius 252, Streptomyces sp. EC22 ve
Thermomonspora fusca MT800 polimerik boyayr tam olarak pargalayabilmistir.
Daha sonralar1 1993’te Zhou ve Zimmermann 159 aktinomiset iizerinde calismis ve
belirli  derisimlere sahip farkli boyalar1 pargalaylp parcalayamadiklarimi
arastirmiglardir.  Bu aragtirmacilar yaptiklar1 tarama g¢alismalarinda kullanilan
aktinomisetlerin azo bilesikli Reactive Red 147°den fitalosiyanin Reactive Blue
116’ya kadar pek ¢ok farklt boyayr cesitli oranlarda renksizlestirebildiklerini
gozlemlemislerdir. Bu ¢alisma sonrasinda 89 susta pozitif sonuclar elde etmislerdir
[98].

Pasti ve arkadaglarinin 1991°de yaptiklart renk-giderim calismalarinda
termofilik Streptomyces suslari kullanilmistir.  Kiiltiirler 37 °C’de 15 giin boyunca
calkalamal1 olarak inkiibe edilmislerdir. Streptomyces suslarinin delignifikasyon
yetenegi ile Remazol Brillant Blue R (RBBR), Poly B-411 ve Poly R-478
boyalarinin bu suslar tarafindan renk-giderim ile iliskisi ¢aligilmistir. Fermantasyon
esnasinda lignoseliiloz agirligindaki diisiis ile RBBR ve Poly B-411 boyalarinin
renk-giderimi arasinda giiglii 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 arttirdigi
gozlenmistir. Bu {li¢ boyanin ticari olarak elde edilmis bayir turpu (horseradis)
peroksidaz enzimi (HRP) ile oksidasyonu Streptomyces suslarinin {irettigi
peroksidazla analiz edilmesinin uygun oldugunu gostermistir. Calismanin sonucunda
ise RBBR ve Poly B-411 boyalarinin Streptomyces suslari tarafindan {iretilen

peroksidaz enzimi i¢in uygun substratlar oldugunu géstermislerdir [99].
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Burke ve Crawford (1998) streptomiset tiirlerinin gerceklestirdigi boya
dekolorizasyonuna katilan peroksidaz simifini belirlemek amaciyla S. viridosporus
T7A’nin ekstraseliiler peroksidazini saflagtirmislardir [100]. S. viridosporus T7A
peroksidazinin ise fungal Mn-peroksidaza benzer substrat spesifitesi gosterdigi, hem-
peroksidazin inhibitorii olan KCN ile inhibe olmadigi bulunmustur [101]. Buna ek
olarak, S. viridosporus T7A peroksidazinin N-terminal aminoasit sekansi fungal
Mn-peroksidaz ve aktinomiset kaynakli seliilaz ile es homoloji gostermektedir. Daha
sonra yapilan c¢alismalar saflastirilan peroksidazin biyokimyasal yapisin
dogrulamaktadir. Bu peroksidazin katildig1 molekiiler mekanizma ayrica calisilmisg
ve oksijen stresini regiile eden proteini kodlayan OXyR geninin diizenleyici rolii

oldugu bulunmustur [102].

Aktinomisetlerin polimerik bir boya olan Poly R ile ilgili renk-giderim
calismasinda Streptomyces viridosporus, Streptomyces badius ve Thermomonospora
mesophila tiirleri en iyi suslar olarak belirlenmislerdir. Calismada maksimum
dekolorizasyon oran1 37°C’de, 0-48 saatte gergeklesmistir. Cesitli lignoseliilozik
substrath ortamda biiyiiyen mikroorganizmalardan alinan ekstraseliiler fraksiyonlarin
Poly R boyasini dekolorize ettigini ve bu molekiiliin kiitlesinin ise 30 kDa oldugunu
ve bu aktinomisetlerden ise en iyi dekolorizasyon yeteneginin S. viridosporus

oldugunu belirtmislerdir [103].
2.5.3. Boyar Maddelerin Renk-Giderimini Gergeklestiren Enzimler

Birgok arastirmaci boyar maddelerin oksidatif yikimimin bazi indiiklenmig
enzimlerle miimkiin olabilecegini belirtmisler ve sentetik boyalarin renk-gideriminde
pratik bir endiistriyel uygulama alani olabilecegini gostermislerdir [104-106]. Boyar
maddelerin yapilarindaki aromatik ve fenollerin renk-giderimi, lignin peroksidaz, mangan
peroksidaz ve lakkaz gibi enzimleri ireten ligninolitik aktiviteye sahip
mikroorganizmalar tarafindan gerceklestirilmektedir. Bunlarin disinda azo rediiktaz

enziminin de renk-giderimi yetenegine sahip oldugu belirtilmistir.

Boyalarin mineralizasyonunu gerceklestiren enzimlerle ilgili olarak yapilan
caligmalar bu prosesin bazi mikroorganizmalarin ligninolitik enzimleri ile iligkili

oldugunu kanitlamistir. Ik olarak P. chrysosporium fungusuna dayali olarak
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baslayan enzim c¢aligmalari, ilgili enzimlerin odaklama kromotografisi
(chromatofocusing) yontemi ile ayristirilmasi ve saflastirilmasi ile renk-giderim
mekanizmasi ¢alisilmistir.  Optimum pH degerlerinde ¢esitli enzimler gozlenmistir.
Yapilan bir c¢alismaya gore ham enzim preparasyonlarinin veya saflastirilmis
izoenzimlerin farkli boya yapilarina gore farkli verimliliklere sahip olduklari
belirtilmistir [107]. Bayir turpu peroksidazlarinin, azo boyalarin ¢okelmesi ve
dekompozisyonlari i¢in uygun pH’da 1yi bir ayristirmaya sahip olduklari
belirtilmistir [105]. Biyoteknolojik uygulamalarda ise peroksidaz enzimlerinin,
indirgeyici bir elektron vericisinin oldugu durumlarda ise olduk¢a genis bir kullanim
alan1 bulabilecegi vurgulanmaktadir. Lignin ayrigtirmas:t ile ilgili olan mangan
peroksidazin ve/veya lignin peroksidazin, sentetik boyalarin oksidatif proseslerinde
kullanilabilirligi ise bir¢ok c¢aligmada gosterilmistir. Bitkilerden elde edilen bayir
turpu peroksidazi fenol gibi par¢alanmaya direngli bilesikleri ayristirabilmektedir.
Bhunia ve arkadaglarinin (2002) yaptiklart bir ¢alismada HRP’nin Remazol Blue,
Cibacron Red gibi boyar maddeleri parcaladigi gosterilmistir. Bu ¢aligmada, HRP
aktivitesinin pH > 6,0 degerinde diistiigii, fakat pH degerinin azalmasiyla boyanin
ayristirtlmasinin arttigr 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 H,O; oranina bagli olarak degistigi gosterilmistir. Bu durum endiistriyel
kullanimda sinirlamalar getirmektedir [105]. Yapilan bir c¢alismada B. adusta
kaynakli lignin peroksidazin azo boyalara ve fitalokyanin boyalara karsi diisiik
ayristirma sagladigi belirtilmis olup, ortama veratril alkol eklendiginde ise ayristirma

verimliliginin arttig1 belirtilmistir [108].

Benzer bir arastirmada ise, bir ligninolitik enzim olan lakkaz enziminin RBBR
boyasini dekolorize edemedegi, ancak ortama mediator olarak violurik asit ilavesi ile

ayristirmanin gergeklestigi belirtilmistir [109].

Young ve arkadaslar1 (1997) azo, indigo, antrakinan ve metal-kompleks yapilar
iceren boyalarin dekolorizasyonunda beyaz ¢iiriik¢iil funguslar kullanmislar ve

oksidasyon prosesinin peroksidaz enzimleri ile ger¢eklestigini gostermislerdir [110].
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[k ligninolitik peroksidazlar P. chrysosporium’dan izole edilmis ve lignin
peroksidaz (LiP) ve mangan peroksidaz (MnP) olarak adlandirtlmistir [111, 112].
Lignin peroksidazlar, veratril alkol gibi fenolik olmayan aromatik aminleri
katalizlerler. MnP ise Mn**yi Mn"®e oksitler ve Mn*® bircok fenolik bilesigin

oksidasyonunda gorev alir [113, 114].

Birgok arastirmaci P. chrysosporium’dan elde edilen LiP ve MnP’nin ¢ok
cesitli ksenobiyotik bilesigin ve boyar maddelerin ayrigtirilmasinda rol aldigini
gdzlemlemistir. 1ki azo boyar maddenin LiP tarafindan parcalanmasini, reaksiyon

karisimindaki veratril alkoliin stimiile ettigi saptanmustir [115].

Diger taraftan Ollikka ve arkadaslar1 (1993), P. chrysosporium’dan elde edilen
LiP izoenzimlerinin degisik yapisal smiflardaki boyar maddeler i¢in 6zgiilliikler
gosterdigini saptamuglardir.  pl 3,85 olan bir izoenzim (izoenzim H6 olarak
tanimlanir) diger LiP izomerlerine gore daha fazla veratril alkole bagimsiz aktivite
gostererek Metilen mavisi, Metil muruncu, ve Toludin mavisini par¢alamaktadir
[107].

Mangan-bagimli peroksidaz ayn1 zamanda lignin ve bir grup fenolik lignin
model bilesiklerinin de hidrojen peroksit araciligi ile oksidasyonunu ve
depolimerizasyonunu Kkatalizlemektedir. MnP, fenolik organo-Kkirletici substratlara
ve azo-boyalara karsi da katalitik aktivite gostermektedir. MnP’nin aktivitesinin

sekli, adindan da anlasilacag: lizere, mangan iyonlarinin varligina baghdir.

Tanim olarak lakkazlar, her ne kadar gergcek substrat 6zgiilliikkleri ¢ogu 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 ¢ogunlukla, 60 ile 80 kDa arasinda degisen molekiiler agirliklari ile bakir iceren
ekstraseliiler glikoproteinlerdir [116].

Lakkaz, bazi1 basidiomiset ve askomiset bireylerinde tesbit edilmistir [116,117].
Cogu beyaz c¢iiriikk¢iil fungus, P. chrysosporium hari¢ olmakla birlikte, ekstraseliiler

lakkazlar tretirler. Bu enzimin lignin degredasyonuna [118, 119], fenolik bilesiklerin
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detoksifikasyonuna [120] ve bazi klorofenolik bilesiklerin deklorize edilmesine [121]

karistigina inanilmaktadir.

Bir caligmada bitkilerden elde edilen ve lignin biyosentezini gergeklestiren
bayir turpu peroksidaz (HRP) enzimi, azo boyalarin pargalanabilmesi i¢in bir
alternatif olarak gosterilmistir. HRP, fenol iceren cesitli aromatik bilesiklerin
olusturduklart serbest radikal bilesikleri katalizleyebilmektedir. Remazol Blue ile
ilgili caligmada degredasyonun gergeklesmesi ic¢in bilyilk miktarda H,O, gerekli
oldugu tespit edilmis ve boyada ¢okelme ve degredasyon oranlar1 enzim varliginda
olduk¢a yiikselmis oldugu belirtilmistir. Boya oranmmin da endiistriyel

uygulamalarda enzim igin 6nemli bir sinirlayici etken oldugu gosterilmistir [122].

Irpex lacteus fungusu tarafindan iiretilen MnP enzimi ile sentetik boyalarin
degredasyonu ile ilgili ¢aligmada, sentetik boyalarin ve manganezin MnP {izerine
etkisi arastirtlmistir. 2,9 mM Mn(Il) igeren besi ortaminda ¢esitli MnP
izoenzimlerinin  iretildigi 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 boyasmin yeni MnP izoenzimlerinin iiretimini indiikledigi tespit edilmis ve
bunun sonucunda bu enzimlerin RBBR boyasinin daha iyi dekolorize edildigi
belirtilmistir. Besi ortamindaki Mn derisimlerine bagli olarak boyalarin iiretilen
izoenzimler tzerine etkisi oldukg¢a farkli olmustur. Bu nedenle degredasyonu
etkileyen faktorlerin sadece degredasyon enzimleri degil, ayn1 zamanda boyalarin da

oldugu belirtilmistir [123].

Trametes versicolor ATCC 20869 fungusu ile yapilan bir degredasyonda ise
MnP ve lakkaz enzimlerinin iretildigi; ancak lignin peroksidaz, sellobiyoz
dehidrogenaz ve mangana bagimli olmayan peroksidazlarin yer almadigi bu
calismada; saflastirllan MnP ile Amaranth, Reactive Black 5 (RB5) ve Cibacron
Brilliant Yellow boyalarmin dekolorizasyona ugradigi, Remazol Brilliant Blue R
boyasmin ise dekolorizasyona ugramadigi belirtilmistir.  Lakkaz enziminin ise
RBBR boyasini en iyi degrede ettigi, eklenen bir redoks mediatoriiniin (2,2-azino-

bis) ise dekolorizasyon oranini arttirmadigi belirtilmistir. Amaranth ve RB5 boyalari
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orto pozisyonunda hidroksil gruplar igerdiginden ve azo bagiyla iligkili meta
pozisyonunda siilfonat grubu icerdiklerinden, MnP tarafindan hizli bir sekilde
pargalanmiglardir. Aktivitedeki MnP/Lakkaz oranlarmin ise 10/1 ve 20/1 arasinda
oldugu belirtilmistir. Bu calismada, Amaranthin MnP tarafindan pargalanmasinin
ayni boyanin lakkaz tarafindan par¢alanmasina gore 30-kat daha fazla gergeklestigi
belirtilmis ve bu nedenle de dekolorizasyonda MnP’in daha etkili oldugu
vurgulanmustir (Sekil 2.8) [124].

0, /"' H,O

Boya Mn3+ ‘\
MnP
Lakkaz /
Mn2*

Y “....m Okside
boya
H,O ‘ H,O,

Glukonolakton
¢ Glukoz oksidaz

Dekolorize Urin
Glukoz —/’
O

2

Sekil 2.8. 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 g¢ok oldugu
reaksiyonlar1 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 ¢alisma da Trametes hirsuta fungusunun kirpilmis-kagit kiltiirlerinde ve
arpa kepegi ile desteklenmis kat1 besiyeri ortaminda, lakkaz aktivitesi ve boya
dekolorizasyon yetenegi calisilmistir. Bu ¢alismada, iki farkli yapidaki Indigo

Carmine ve Lissamine Green B boyalarmin kirpilmis-kagit besiyeri ortaminda daha
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verimli bir sekilde pargalandigi belirtilmis, farkli olarak lakkaz enziminin pH 7’den
daha yiiksek bir degerde de dekolorizasyon yetenegine sahip olduguna dikkat
¢ekilmistir [125]. Daha Onceki g¢alismalarda Ornegin; Remazol Blue R sentetik
boyasinin Plerotus ostreatus fungusundan elde edilen lakkaz izoenzimleri ile asidik
ortamda degrede olabildigi belirtilmistir [126]. Daha baska bir calismada ise
Remazol Blue R boyasinin pH 4-6’da lakkaz ile verimli bir sekilde dekolorize
edildigi, pH > 7’de ise hicbir dekolorizasyon aktivitesinin gergeklesmedigi

belirtilmektedir [127].

Boya dekolorizasyonu ve ekstraselliiler enzimlerin {iretimine besi ortamindaki
bilesenlerin etkisi ile ilgili bir ¢alismada 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 N bulunan ortamda, MnP
enziminin iretimi, ayrica bu enzimin Poly R-478 ve Orange II boyalarmin
dekolorizasyonunu inhibe ettigi de gosterilmistir. Ortama eklenen mese talasi ve

bugday samani MnP {iretimini arttirmis oldugu gézlenmistir [128].

Streptomyces psammoticus MTCC 7334 susundan elde edilen, ekstraselliiler bir
enzim olan lakkaz ve enzimin iiretiminde etkilendigi proseslerin ¢aligildigi makalede
kahve hamuru ve maya ekstrakti en iyi substratlar olarak belirtilmistir. Calismada
pirogallol ve para-anisidin bilesenlerinin bakteride lakkaz tiretimini arttirdig: ve 10
giinliik calkalamali inkiibasyonda RBBR boyasmin %80 oraninda pargalandigi
belirtilmistir [129].
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3. MATERYAL ve METOD
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 yiiksek saflik derecesinde temin edilmistir.
3.1.2. Kullanilan Streptomyces Suslari

Calismada kullanilan Streptomyces sp. suslari, laboratuarimizda mevcut olan
kiiltiirler arasindan amaca uygun olarak gerceklestirilen tarama deneyleri sonucunda
secislmis olup, bu suslarin isimleri ve optimal biiylime sicakliklar1 Cizelge 3.1°de

verilmektedir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan Streptomyces sp. suslart ve optimal gelisme

sicakliklari.
Sus adi Biiyiime sicakhig (°C)
Streptomyces sp. F0812" 28
Streptomyces sp. F2621" 28
Streptomyces sp. F3118” 28
Streptomyces sp. F6616° 28
Streptomyces sp. Y1401™ 28
Actinomyces alboflavus. WNIA194™ 28
Streptomyces sp. IAUR8812™ 28

“Do¢. Dr. Nevzat Sahin (Ondokuz Mayis Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii,

Samsun) tarafindan bagislanmstir.

“Dr. Mustafa Yamag (Eskisehir Osmangazi Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimi,
Eskisehir) tarafindan bagislanmistir.

““Prof. Dr. Wieslaw Kurzatkowski (Laboratories of Actinomycetes and Fungi Imperfecti, Warsaw,

Poland) tarafindan bagislanmistir.
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3.1.3. Cam Malzemeler

Kullanilan biitin cam malzemeler deterjanla yikandiktan sonra, 6nce sehir
sebeke suyu ile birka¢ kez durulanmig ve ardindan son bir defa da distile su ile
durulanarak kullanima hazir hale getirilmistir. Besiyeri igeren 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

firinda 200°C’de 2 saat siire ile steril edilmislerdir.
3.1.4. Inkiibatorler

Streptomyces sp. suslarmin kiiltiiriiniin  yapilmasi amaciyla kullanilan kati
ortamlarin inkiibasyonu ve Remazol Blue reaktif boyasmnin statik kiiltiirlerle
dekolorizasyonu, Niive marka EN400 model (Niive Sanayi Malzemeleri imalat ve
Ticaret A.S., Ankara, Tiirkiye) bir inkiibator kullanilarak gerceklestirilmistir.
Calismada kullanilan Streptomyces sp. suslarinin ekstraseliiler enzim iiretimleri i¢in
kullanilan siv1 kiiltiir ortamlarinin inkiibasyonunda ise J.P. Selecta marka Rotabit

model (J.P. Selecta, Barcelona, Spain) orbital ¢alkalamali inkiibator kullanilmigtir.
3.1.5. Santrifijjler

Streptomyces sp. suslarinin kiiltiir sivisindan biyomasin ayrilarak siipernatant
stvisinin elde edilmesinde ve enzim asseyleri sirasindaki santrifiijleme iglemlerinde
Eppendorf marka 5804 model (Eppendorf, Hamburg, Germany) bir santrifiij

kullanilmastir.
3.1.6. UV/Visible Spektrofotometre

Remazol Blue reaktif boyasinin statik Streptomyces sp. kiiltiirleriyle
inkiibasyonu sonucunda ger¢eklesen dekolorizasyon oranlarmin 6lg¢lilmesinde ve
enzimatik aktivitelerin belirlenmesi sirasinda, 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)

kullanilmistir.
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3.1.7. Ultrafiltrasyon Sistemi

Ultrafiltrasyon {initeleri olarak 10 ve 200 mL’lik Amicon (Millipore
Corporation Bedford, USA) (8010 ve 8200 modelleri) sistemleri kullanilmstir.
Biiyltik olan hiicre (200 mL), rutin olarak fermentasyon sivisinin konsantre
edilmesinde kullanilirken; kii¢lik tinite (10 mL) daha ¢ok konsantre edilmis kiigiik
hacimli 6rnege ihtiya¢ duyuldugunda kullanilmistir. Ultrafiltrasyon tiniteleri ile
birlikte kullanilan 10 kDa molekiiler kiitle segiciligindeki membranlart da (Diaﬂ0®)

Amicon’dan saglanmistir.
3.1.8. Elektroforez Sistemi

Remazol Blue reaktif boyasinin dekolorizasyonunu gergeklestiren Streptomyces
sp. suslarinin eksraselliiler peroksidazlar1 ile boya dekolorizasyonu arasinda bir
iligkinin olup olmadigin1 belirlemek amaciyla gergeklestirilen elektroforetik
islemlerde Atto firmasi tarafindan tretilen AE6220 ve AE6450 modeli (Atto,
Japonya) jel tanklar1 kullanilmistir. Minyatiir, dikey tabaka jel {initesi olan AE6450
sistemi, kii¢iik hacimli protein drneklerinin hizli elektroforezi i¢in kullanmistir. Giig

kaynagi olarak ise Consort E312 kullanilmistir.
3.2. METOD
3.2.1. Streptomyces Suslarinin Kiiltiirii ve Muhafazasi

Streptomyces sp. suslari, %20 gliserol igerisinde -50°C’de, sporlar ve hif
fragmentlerinden olusan bir siispansiyon halinde muhafaza edilmislerdir. Suslarin
belirli araliklarla, temel karbon ve enerji kaynagi olarak yulaf ksilan1 (oat spelt
xylan) i¢eren kati besiyerine [130] Bennet’s Agar besiyerine [131] veya ISP4 [132]
besiyerine ekimleri yapilmis ve en az 72 saat ve sporulasyon meydana gelinceye

kadar 28°C’de inkiibe edilmislerdir.
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A. Kat1 Besiyerleri

I. Yulaf ksilani iceren kati besiyerinin bilesimi:

Maya ekstraktt ... 1g.
Yulaf ksilan1 (Sigma) ...........cccceeivinnn.. 10 g.
(NH)2SO04 . 2 4.
MQCI, 6H20 ... 0,29
CaCly v 11 mg
AGAr o 209
Fosfat tamponu (0,1 M; pH 7,6) ............... 100 mL
Distile SU ..oooviiii 900 mL

Besiyeri otoklavlamadan once, NaOH ve HCI (1M) kullanilarak pH 7,5’e

ayarlanmistir.

ii. Bennet’s agar besiyerinin bilegimi:

Maya ekstraktt ..., lg.
Etekstraktt ..o 0,8g.
Gliserol .......ccovviiiiiiiii 10 g.
TrPton ..o 24.
AQAr oo 15¢.
DiStile SU ..vviniieiieeie e 1L

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

ayarlanmugtir.

iii. 1SP4 (Inorganic salts-starch agar) besiyerinin bilegimi:

KoHPOu oo 1g
M@SO4 7TH20 .o 19
NaCl oo, 19
(NH)2S004 oo 24
CaCOs3 i 24
Iz element soliisyonu ............................ 1 mL
Distile SU ..oviieiiiii 1L
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Iz element soliisyonu:

FeSO, 7H0 ...oveevenea 0,1g.
MnCI;4H,0 ... 0,1g.
ZnSO4 7TH0 .o 0,1g.
Distile su .....oovvvinnnnn... 100 mL.

Besiyeri otoklavlamadan once, NaOH ve HCl (1M) kullanilarak pH 7,0’ye

ayarlanmugtir.
B. Sivi Besiyeri (MS-YEM)

Streptomyces sp. suslarinin sivi besiyerlerinde tiretimi ve Remazol Blue reaktif
boyasinin dekolorizasyonunu sirasinda erlenler kullanilmistir. 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, 48-72 saatlik inkiibasyonlar i¢in 100 mL’lik

erlenler tercih edilmistir. Sivi kiiltiirler i¢in kullanilan besiyerinin bilegimi:

Remazol Blue ........................... 150 mg.
Maya ekstrakti ........................l. 6 0.
(NH)2SO04 . 0,1g¢.
NaCl ..o 0,39
MgSO4 7TH20 ..o 01g
(OF: (6] @ 2 0,02 ¢
Iz element soliisyonu ................... 1mL
Distile Su .....ooovveviiiiii 1L

Karbon ve enerji kaynagi olarak Remazol Blue reaktif boyasina ilaveten, ilave
karbon ve enerji kaynaginin dekolorizasyon iizerine olan etkisini belirlemek
amactyla kiiltlir ortamina yulaf ksilani [%0,4 (w/v)] veya 0giitiilmiis bugday samani

[960,6 (w/v)] ilave edilmistir.
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Iz element soliisyonu:

FeSO47HO ...l 1g.
ZnSO4 THO ool 09g.
MnSO; 7THO ... 0,2 g.
Distilesu ...................... 1L.

Besiyeri otoklavlamadan once, NaOH ve HCl (1M) kullanilarak pH 8,0’

ayarlanmistir.
3.2.2. Bugday Samaninin Hazirlanmasi

Bugday samani, blender ile iyice pargalanarak toz haline getirildikten sonra 500
pm por ¢apina sahip laboratuar eleginden gecirilerek (Alfa Laboratuar Malzemeleri,
Ankara, Tirkiye) miimkiin oldugunca kiiciik partikiil yapisina sahip olan saman

partikiilleri kullanilmistir.
3.2.3. Inokulum Hazirlanisi

Spor meydana getiren Streptomyces sp. suslarinin  spor ve/veya hif
fragmentlerinin 10 mL steril fizyolojik tuzlu su (%0,9 NaCl) igerisinde, aseptik
kosullar altinda soliisyonlar1 hazirlanmis ve bu soliisyon inokulum olarak
kullanilmigtir. Hazirlanan bu inokulum soliisyonu her bir erlene, erlendeki besiyeri
hacminin %2’sine denk gelen hacim kadar ilave edilmistir. Inokulum sivisindan kati
besiyerlerine de ekimler yapilarak, inokulumdaki k.0.b. hesaplanmistir. Buna gore,

kullanilan inokulumlar ortalama olarak 1,5 x 10° k.0.b./mL olarak hesaplanmustur.
3.2.4. Remazol Blue Dekolorizasyonunun Biiyiime Kinetigi ile Olan Iliskisi

Bu calismada kullanilan Streptomyces sp. F0812, Streptomyces sp. Y1401 ve
Streptomyces sp. IAUR-8812 suslar1 tarafindan sivi besiyerinde bulunan Remazol
Blue reaktif boyasinin dekolorizasyonunun biiylime kinetigine bagli olarak nasil
degisim gosterdigini belirlemek i¢in, organizmalar karbon ve enerji kaynagi olarak
yalmizca Remazol Blue reaktif boyasi igeren MS-YEM sivi besiyerinde; ya da
Remazol Blue boyasinin yani sira ilave karbon ve enerji kaynagi olarak yulaf ksilani

(%0,4, w/v) veya bugday samani (%0,6, w/v) ile desteklenen MS-YEM sivi
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besiyerinde, 30 °C’da, 10 giin boyunca, statik olarak inkiibe edilmislerdir.
Inkiibasyon siiresince, 24 saat araliklarla siv1 kiiltiirlerden alinan 6rnekler Remazol
Blue dekolorizasyon oraninin belirlenmesinde kullanilarak, organizmalarin biiylime
kinetigi boyunca dekolorizasyon verimlilikleri belirlenmistir. Kontrol olarak ise tiim
besiyeri bilesenlerini iceren, fakat mikrobiyal suslarla inokiile edilmemis olan
kilttrler kullanilmistir. Tiim ¢alismalar tiger tekrarli olarak yapilmis ve tekrarlamali

sonuclarin aritmetik ortalamalar1 alinmistir.
3.2.5. Remazol Blue Dekolorizasyon Oraninin Belirlenmesi

Remazol Blue reaktif boyasi igeren veya ilave karbon ve enerji kaynagi olarak
Remazol Blue boyasina ilaveten yulaf ksilan1 veya bugday samani igeren kiiltiir
ortamlarindan 24 saat araliklarla 1’er mL kiiltiir stvis1 alimmistir. Biyomas igeren bu
kiltir sivilar1 12 000 g’de 10 dk. siireyle santrifiijlenerek kati partikiillerden ve
hiicre kalintilarindan arindirilmistir.  Elde edilen kiiltiir sivilarindaki Remazol Blue
reaktif boyasiin dekolorizasyon oranini belirlemek amaciyla, kiiltiir sivilarinin 615
nm’deki absorbans degerleri spektrofotometrik olarak ol¢tilmiistiir. Remazol Blue
reaktif boyast icermeyen kiiltir sivilarindaki peroksidaz aktivitelerinin ve
ekstraselliiler protein miktarlarinin 6l¢iilmesinde kullanilan kiiltiir sivilart da ayni

yolla elde edilmis ve ham enzim preperasyonlari olarak kullanilmistir.

3.2.6. Farkli Karbon Kaynaklarmin Ekstraselliiler Peroksidaz Uretimi Uzerine

Olan Etkisi

Bu calismada kullanilan Streptomyces sp. F0812, Streptomyces sp. Y1401 ve
Streptomyces sp. IAUR-8812 suslar1 tarafindan iiretilen ekstraselliiler peroksidaz
enziminin tiretimi tizerine farkli karbon ve enerji kaynaklarinin etkilerini belirlemek
ve Remazol Blue reaktif boyasinin dekolorizasyonu ile peroksidaz iiretimi arasinda
bir iligkinin olup olmadigini belirleyebilmek amaciyla organizmalar, % 0,4 (w/v)
yulaf ksilan1 veya % 0,6 (w/v) 0Ogiitiilmiis bugday samam igeren sivi MS-YEM
besiyerlerinde 30 °C’de, 10 giin, 150 rpm’de inkiibe edilmistirler. Bu g¢alismalar ile
organizmalarin  ekstraselliller peroksidaz aktivitelerinin maksimuma ulastig1
inkiibasyon siiresinin  belirlenmesi ve Remazol Blue reaktif boyasinin

dekolorizasyonu ile parelellik gosterip gostermediginin belirlenmesi amaglanmustir.
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Inkiibasyon siiresi boyunca 24 saat araliklarla sivi kiiltiirlerden alinan 6rnekler ham
enzim preparasyonlart olarak kullanilarak peroksidaz aktiviteleri standart assey
metodlar1 ile tespit edilmistir.  Ayrica, slipernatantaki protein derisimleri de
belirlenerek her bir enzimin spesifik aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilmstir.
Tim caligmalar iiger tekrarli olarak yapilmis ve tekrarlamali sonuglarin aritmetik

ortalamalar1 alinmistir.
3.2.7. Ekstraseliiler Protein Miktarlarinin Tayini

Stv1 kiltiirlerden elde edilen silipernatant sivilarinin protein derisimlerinin
belirlenmesi, Bradford protein assey [133] yontemi ile gergeklestirilmistir. Bu islem
sirasinda 100 uL siipernatant sivisi alinarak 1 mL Bradford soliisyonu ile vorteks
yardimi ile karistinlmis ve 10 dk sonra spektrofotometre ile Asgs degeri

kaydedilmistir.

Protein derisimlerinin tayini sirasinda kullanilan protein standart egrisi (bkz.
Sekil 3.1) ise bovin serum albuminin (BSA) 0-1000 pg mL™ arasinda degisen farkh

derisimleri ile elde edilmistir.

0,600 -

0,500 ~

0,400 A

y = 0,0023x + 0,2935

;ﬁ 0.300 43 R? = 0,9746
0,200 -
0,100 -
0,000 . . . . . :
0 20 40 60 80 100 120

BSA derisimi (ug/mL)

Sekil 3.1. Protein standardi olarak kullanilan BSA’nin degisik derisimlerinin

Bradford metodu ile analizi sonucu elde edilen standart egri.
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3.2.8. Peroksidaz Aktivitesinin Tayini

Peroksidaz aktivitesi, substrat olarak 2,4-DCP [134] kullanilarak olgiilmiistiir.
Toplam hacim 1 mL olacak sekilde, reaksiyon karigigmi 200 pL, 16 mM 4-
aminoantiprin (4-AAP); 200 plL, 25 mM 24-diklorofenol (2,4-DCP); 200 uL
sodyum fosfat tamponu (100 mM, pH 7,2); 200 puL ham kiiltiir siipernatanti
icermektedir. Reaksiyon, 200 pL, 50 mM H,0;’in eklenmesiyle baslatilmaktadir.
Hidrojen peroksidin eklenmesinin hemen ardindan kontrollerle birlikte 6rnekler, su
banyosu igerisinde 30 °C’da 1 dk inkiibe edilmistir. 4-AAP’nin oksidasyonu sonucu
meydana gelen quinoneimine nedeni ile absorbansta meydana gelen artig, 510 nm’de
spektrofotometre ile oOlgiilmiistiir. ~ Kontrol grubu reaksiyonlarda ise yukarida
belirtilen bilesenlerin hepsi bulunmasina ragmen, reaksiyonun baslatilmast igin
kullanilan H,O, yerine sodyum fosfat tamponu (200 pL) kullanmilmistir.  Bir
dakikalik inkiibasyon sonrasinda kontrollerin verdigi optik yogunluk degerleri ise
enzim preparatlarinin verdigi optik yogunluk degerlerinden c¢ikarilarak, enzim

aktivitesi hesaplanmistir.

Bir iinite (U) peroksidaz aktivitesi ise 1 dakika sonunda, enzim preparatinin
absorbansinda 1 birim artis meydana getirmek icin gerekli olan enzim miktar1 olarak

tanimlanmastir.
3.2.9. Streptomyces sp. Enzimlerinin Elektroforetik Analizi

Streptomyces sp. F0812, Streptomyces sp. Y1401 ve Streptomyces sp. |IAUR-
8812 suslart tarafindan iretilen ekstraselliiler peroksidaz enzimlerinin analizinde
dogal (zymogram) kesikli poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) kullanilmistir.
Proteinlerin elektroforetik olarak seperasyonunda ve analizinde kullanilan jeller ise
%10 akrilamid icerecek sekilde Laemmli [135] metodu temel alinarak hazirlanmistir
(Cizelge 3.2). Elektroforez ise 80 V’da, ¢ift kuvvetli elektroforez tamponu (pH 8,8)
icerisinde gercgeklestirilmistir.  Cift kuvvetli elektroforez tamponunun igerigi ise
%0,303 (w/v) Tris ve %1,44 (w/v) glisinden olugsmaktadir. PAGE igin kullanilacak
ornekler ise jele yiiklenmeden 6nce Ornek yiikleme tamponu (pH 6,8) icerisinde
hazirlanmistir. Ornek yiikleme tamponunun igerigi ise 0,125 M Tris, %10 gliserol,

ve %0,01 Bromophenol blue (w/v)’dan olusmaktadir [136]. Jellere yiiklenen
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orneklerin elektroforezi Atto model AE-6450 diisey jel elektroforez tanklarinda
gerceklestirilmistir.  Elektroforez prosesine ise isaret boyasi olarak kullanilan

Bromophenol blue’nun jelin altindan ¢ikmasinin hemen ardindan son verilmistir.

Protein ornekleri jelde yiiriitiildiikten sonra jel tankindan uzaklastirilan jeller,
L-DOPA ve Remazol Blue ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon islemi ise jellerin

uzerine:

i. L-DOPA asseyi: 100 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) igerisinde 50 mM
H20,, 50 mM L-DOPA (L-3,4-dihidroksfenilalanine) igeren soliisyonun jel
iizerine dokiilmesi ve 30 °C’lik su banyosunda, L-DOPA’dan dopakrom

pigment formasyonu olusuncaya kadar inkiibe edilmistir.

ii. Remazol Blue asseyi: 100 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) igerisinde 50
mM H,0, ve 200 ng/mL Remazol Blue igeren soliisyon, jel {izerine dokiiliis ve
30 °C’lik su banyosunda inkiibe edilmistir. Alternatif bir metot olarak, 100
mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) igerisinde %1 (w/v) agarozii, 50 mM H,0,
ve 200 pg/mL Remazol Blue igeren agaroz jeli, Biely ve arkadaslar1 (1985)
[137] tarafindan tanimlanan jel-sandvigi (replika jel) teknigine uygun olarak
proteinlerin elektroforetik olarak ayrigtirllmis oldugu jel ile sandvig
olusturularak 30 °C’lik inkiibatorde inkiibe edilmistir.

Jellerin L-DOPA veya Remazol Blue ile inkiibasyonu sirasinda gelisen bantlar

ise fotograflanarak kaydedilmistir.
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Cizelge 3.2. PAGE’lerin hazirlanmasi igin kullanilan tampon sistemleri. [135]’den adapte edilmistir.

Stok soliisyonu Yiikleme Ayirma jelindeki akrilamid oran1 (%w/v)

jeli* 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5
Akrilamid-bisakrilamid 1.22 1.66 2.50 3.33 4.16 5.00 5.83
Yiikleme jeli stok tamponu 2.56 - - - - - -
Ayirma jeli stok tamponu - 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50
Su 6.22 5.83 5.00 4.16 3.33 2.50 1.66
Amonyum persiilfat (%10, w/v) 0.12 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
TEMED 0.03 0.01 0.01 0.005 0.005 0.005 0.005

*Olgﬁler mL olarak verilmistir.




4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Remazol Blue Renk Giderimini Gergeklestiren Streptomyces Suslarinin

Sec¢imi

Yapilan caligmada Oncelikle 24 adet Actinobacteria liyesi olan Streptomyces sp.
ve Actinomyces alboflavus suslariin 16 farkli tekstil boyasini igeren kati besi yeri
tizerindeki biiylime, absorbsiyon ve renk giderim yetenekleri incelenmistir (Cizelge
4.1). Actinobacteria {iyesi olan 24 sustan, denemede kullanilan 16 farkli tekstil
boyasini igeren besiyerinde sadece birkaginin biiyiiyemedikleri, ¢ogunlugunun ise
bliylime ve absorbsiyon gosterdikleri goriilmistiir. Kullanilan tekstil boyalarinin
renk giderimleri ise farkli boyalar ve farkli suslar tarafindan gercgeklestirilmistir.
Kat1 besiyerleri tizerindeki biiyiime, absorbsiyon ve renk giderim aktivitelerine bagh
olarak se¢ilen suslar (Sekil 4.1), ayn1 tekstil boyalarini iceren siv1 kiiltiirlere alinmis

ve buradaki renk giderim aktiviteleri belirlenmistir.
1 2 3 4
5 6 7

Sekil 4.1. Calismada kullanilan Streptomyces sp. ve Actinomyces alboflavus
suslarinin Remazol Blue igeren kat1 besiyerindeki biiyiimeleri ve koloni goriintiileri.
Sus adlart: 1, Streptomyces sp. FO812; 2, Streptomyces sp. F2621; 3, Streptomyces
sp. F3118; 4, Streptomyces sp. F6616; 5, Streptomyces sp. Y1401; 6, Actinomyces
alboflavus WNIA194 ve 7, Streptomyces sp. IAUR8812.
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Cizelge 4.1. Cesitli tekstil boyalarini igeren kati1 besiyerlerindeki Streptomyces sp. suslarinin bu ortamlardaki biiytime, absorbsiyon ve renk
giderim sonuglari.
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Yapilan s1vi kiiltiir caligsmalarinda ise diger tekstil boyalarina nazaran Remazol
Blue reaktif azo boyasmin renk giderimini yiiksek oranda gergeklestiren
Actinobacteria suglar1 arasindan Streptomyces sp. FO812, Streptomyces sp. F2621,
Streptomyces sp. F3118, Streptomyces sp. F6616, Streptomyces sp. Y1401,
Streptomyces sp. IAUR8812 ve Actinomyces alboflavus WNIA194 suslar1 ¢alismada
kullanilmak {izere secilmislerdir (Sekil 4.2). Calismada kullanilmak {izere segilen 7
Actinobacteria susunun Remazol Blue igeren sivi kiiltiirlerindeki renk giderim
verimliliklerine bagli olarak ise caligmada daha detayli olarak kullanilmak iizere
Streptomyces F0812, Streptomyces Y1401 ve Streptomyces TAURS8812 suslari
secilmigtir. Bu suslarin Remazol Blue iceren sivi kiiltiirlerindeki renk giderim
verimlilikleri ise 10 giinliik statik inkiibasyon siiresinin ilk 5 giiniinde hizla artmis, 10
giinliik inkiibasyon sliresinin sonunda ise Streptomyces sp. FO812 ve Streptomyces
sp. Y1401 icin %86; Streptomyces sp. IAUR8812 i¢in ise %74 olarak belirlenmistir

(bkz. Sekil 4.4b).

Sekil 4.2. Calismada kullanilan Streptomyces sp. ve Actinomyces alboflavus

suslarinin Remazol Blue (150 png/mL) igeren sivi besiyerinde statik olarak, 30 °C’de,
5 giinliik inkiibasyonlar1 sonucundaki dekolorizasyon goriintiileri.
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Calismada kullanilan Streptomyces sp. suslari ile Remazol Blue boyar
maddesinin renk giderimi, siv1 kiiltiir kosullarinda hem statik hem de ¢alkalamali
olarak denenmis, fakat calkalamali kiiltiirlerde ¢ok belirgin bir biyomas artisi
gbzlenmesine ragmen renk giderimi oldukga diisiik olarak gozlenmistir. Benzer bir
sonug ise Pseudomonas sp. SUKI1 sus ile reaktif bir tekstil boyasi olan Red BLI
boyasinin renk giderim ¢alismasinda gozlenmis olup, bu susun hem statik hem de
calkalamali inkiibasyon ortamindaki renk giderim aktiviteleri arastirilmis ve statik
inkiibasyonda renk giderimi saglanirkan, ¢alkalamali inkiibasyonda ise biiyiimenin

olmasina ragmen renk gideriminin gergeklesmedigi belirtilmistir [138].

Kullanilan Remazol Blue ise reaktif bir azo boyar maddesi olup, pargalanmaya
kars1 oldukga direnglidir. Bu nedenle, Remazol Blue igeren hem kati hem de sivi
kiltirlerde statik olarak biiyiliyebilen ve ayni zamanda renk giderimi saglayan
Streptomyces sp. suslarinin bulunmasi dikkat ¢ekicidir. Bununla birlikte tekstil
sanayi atiklarindaki boyalarinin renk giderim yetenekleri sadece funguslarla
smirliymis gibi algilanmasina ragmen, Pseudomonas luteola bakterisi ile statik
kosullarda yapilan bir ¢alismada dort reaktif azo boyasinin 42 saat sonundaki renk
gideriminin %37-93 oraninda azaldigi belirlenmistir [139]. Aerobik kosullarda
Kurthia sp. susu ile ilgili yapilan renk giderim c¢alismasinda ise trifenilmetan
boyalarinin ve boya igeren atiksuyun ortamdan uzaklastirildigr belirlenmistir.
Trimetil boyasinin %98’inin 30 dk’da, atiksudan boyanin giderilmesi ise %56

oraninda 90 saatte gergeklesmistir [139].

4.2. Remazol Blue Renk Giderimininin Biiylime Kinetigine Bagli Degisimi

Bu c¢alismada kullanilan Remazol Blue BB %133 reaktif boyasinin
Streptomyces sp. suslarinin biiyiime kinetikleri ile olan iliskisinin belirlenmesi
amaciyla, 150 pg/mL boya iceren sivi besiyerine inokiile edilen mikroorganizmalarin
inkiibasyonuna 10 giin boyunca statik olarak devam edilmistir. Bu siire boyunca, 24
saat araliklarla alinan sivi kiiltiir 6rnegi ise spektrofotometrik olarak incelenmistir.
Remazol Blue reaktif boyasinin UV/Vis 151k spektrumundaki absorbans taramasi ise
boyanin 615 nm dalga boyunda maksimum absorbans gosterdigi belirlenmistir (Sekil

4.3).
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Sekil 4.3. Calismada kullanilan Streptomyces sp. ve Actinomyces alboflavus
suslarinin Remazol Blue (150 pg/mL) igeren s1v1 besiyerinde statik olarak, 30 °C’de,
5 giinliik inkiibasyonlar1 sonucundaki dekolorizasyon aktiviteleri sonucunda kiiltiir
stvilarinin 1000-400 nm dalga boyundaki taramalari.

Bu c¢aligmada dncelikle toprak kaynakli olan mezofilik Streptomyces sp. suslari
tarafindan aromatik bir yapiya sahip olan Remazol Blue BB %133 boyasimin
renginin giderilmesi ile ilgili 10 giinliik inkiibasyon g¢aligmasi yapilmistir. Tarama
calismalarinda kullanilan 24 adet Actinobacteria iiyesi arasindan sec¢ilen 7 susun renk
giderim verimlilikleri karsilastirilarak (Sekil 4.4) en iyi suslar olan Streptomyces sp.
F0812, Streptomyces sp. Y1401 ve Streptomyces sp. IAURS8812 suslar ile
calisilmaya devam edilmistir. Bu 3 Streptomyces sp. susunun se¢ilme nedeni ise bu
suslarin Remazol Blue igeren sivi kiiltlirlerindeki renk giderim verimliliklerinin
degerlendirildigi 10 giinliik statik inkiibasyon siiresinin ilk 5 giiniinde renk giderim
aktivitelerinin hizla artmig olmasi, 10 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda ise renk
giderim verimliliklerinin Streptomyces sp. FO812 ve Streptomyces sp. Y1401 i¢in
%86; Streptomyces sp. IAURS8812 igin ise %74 olarak belirlenmesidir (bkz. Sekil
4.4b). Baslangigta segilen 7 Streptomyces sp. iiyesinden geriye kalan Streptomyces
sp. WNIA194, Streptomyces sp. F2621, Streptomyces sp. F3118 ve Streptomyces sp.
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F6616 suslarinin 10 giinliik inkiibasyonlar1 siiresince sergiledikleri renk giderim
verimlilikleri ise goreceli olarak daha diisiik olduklarindan c¢alismada tercih

edilmemislerdir (Sekil 4.4a).
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Sekil 4.4. Mikrobiyal suslarin Remazol Blue (150 pg/mL) igeren sivi besiyerinde
statik olarak, 30 °C’de, 10 giinlik inkiibasyonlar1 siiresince renk giderim
aktivitelerinin biiyiime kinetigine baglh degisimi. (a) Streptomyces sp. F2621, F3118
F6616 ve Actinomyces alboflavus WNIA194 suslarinin; (b) Streptomyces sp. Y1401,
IAUR8812 ve FO812 suslarinin gdstermis olduklari renk giderim aktiviteleri.
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On giinliik inkiibasyon periyodu boyunca, 24 saat araliklarla alinan siv1 kiiltiir
numuneleri ile renk yogunlugunun kaybolup kaybolmadigi gozlenmistir. Kiiltiir
stvisindan alinan numunelerin renk yogunluklari Remazol Blue BB %133 boyasinin
maksimum absorbans gdsterdigi 615 nm dalga boyundaki absorbanslarin
belirlenmesi ile Ol¢iilmiistir. Karbon ve enerji kaynagi olarak Remazol Blue
boyasinin varhiginda Streptomyces sp. suslart normal gelisimlerini gostererek

inkiibasyon siiresinin 3-4. giinlerinde maksimum biyokiitleye ulagmislardir.

Biyokiitle olusumunu, kullanilan Streptomyces sp. suslarinin saglamis olduklari
renk giderim profilleri ile paralellik gdstermektedir. Renk giderimi o&zellikle
Streptomyces sp. suslarinin biiylime kinetiklerinin logaritmik biiylime fazina denk
gelmesi (inkiibasyon siiresinin ilk 5 giinii), biiylime fazinin sona ermesi ile birlikte
durgun ve olim fazlar1 boyunca goriilen renk giderimlerinin ise kararli bir sekilde
sabit kaldig1r gortilmektedir (Sekil 4.4; Sekil 4.5 ve Sekil 4.6). Renk gideriminin
logaritmik biiyiime fazinda meydana gelmesi ¢alismada kullanilan Streptomyces sp.
suslarinin boyar maddenin renk gideriminden sorumlu olan metabolik sistemlerinin
birincil metabolizmada rol aldigina isaret etmektedir. Organizmalarin biiyiime
esnasinda gerekli olan enerjinin ve karbonun temin edilebilmesi i¢in gerekli olan
metabolik yollar caligtirilarak, yapisal enzimlerin dretilmesi ve boyar maddenin

parcalanmas1 gergeklesiyor olabilmektedir.

Streptomisetler aerobik metabolizmaya sahip mikroorganizmalardir.  Bu
nedenle bakterinin biliylime kosullari aerobik olmaktadir. Ancak statik kiiltiirde
yapilan c¢alismada yari-aerobik ortam olmasina ragmen, bu ortamda bakteriler
oldukea iyi bir sekilde biiyiiyebilmisler ve renk giderimini gerceklestirebilmislerdir
(Sekil 4.4).

On giinliik statik inkiibasyon sonucunda elde edilen renk giderim verimlilikleri
Sekil 4.4’den de goriildiigli lizere, secilen yedi mezofilik Streptomyces sp. susu
Remazol Blue boyasini biiyiime kinetiklerinin logaritmik fazinda maksimum oranda
pargalamaktadirlar. Bu suslardan Streptomyces sp. F0812, 3. ve 6. giinler arasinda;
Streptomyces sp. Y1401 susu ise 2. ve 6. giinler arasinda en yiiksek renk giderim
aktivitesine sahip oldugu gozlenmistir. Rengin baslangictaki absorbans orani heriki

sus i¢in de hizla diiserek %86 oraninda renk giderimi belirlenmistir. Renk giderim
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orant yliksek olan diger bir sus ise Streptomyces sp. IAURS8812 susudur.
Streptomyces sp. F0812 ve Streptomyces sp. Y1401 suslarindan farkli olarak,
Streptomyces sp. IAURS8812 susu tarafindan sergilenen renk giderim aktivitesi
inkiibasyonun 1. giinlinden bagslayarak 3. giinden itibaren hizlanmis ve 10. giin

sonundaki renk giderim verimi %74 olarak gergeklesmistir (Sekil 4.4b).

Eukaryotik olan funguslarin aksine prokaryotik yapiya sahip olan Streptomyces
sp. ve diger bakteri suslari ile yapilan ¢esitli tekstil boyalarinin renk giderimleri ile
ilgili calismalar da bulunmaktadir. Ornegin, Bacillus subtilis ile yapilan renk
giderim c¢alismasinda, aerobik ortamda p-aminoazobenzen renkli bilesiginin
rediiksiyona ugradigi belirtilmistir [140]. Aminoazobenzene bilesikleri, Dimetil
Yellow, p-hydroxyazobenzene ve azoresorcinol bilesiklerinin ~Aeromonas
hydrophilia 24B susu ile yapilan renk giderim g¢alismalarinda ise boyanin yapisina
bagli olarak, renk giderim oranlarnin %54-90 arasinda degistigi belirtilmistir. Bu
calismada, ¢alkalamali kiiltiirlerdeki renk giderim verimliliklerinin statik kiiltiirlere
gore daha iyi oldugu gozlenmistir [141]. Oysaki ¢alismis oldugumuz Streptomyces
suslarinin statik kiiltiirdeki renk giderim verimleri oldukga yiiksek olup, ¢alkalamali
stv1 kiiltiirlerdeki biiylime ve biyokiitle oranlari yiliksek olmasmna ragmen renk
giderim verimlilikleri olduke¢a diisiik olarak belirlenmistir. Yapilan bagka bir aerobik
renk giderim ¢alismasinda ise Gram-negatif bakteriler olan Sphingomonas sp. 1CX
ve Sphingomonas sp. SADA4I suslar1 ile ilgili olarak tanimlanamamis aerobik
biyofilm olusumunun gozlendigi ve biyofilm igeren ¢alkalamali reaktor igerisinde 1
saat i¢inde Acid Orange 7 boyasinin renk gideriminin gergeklestirildigi rapor
edilmistir. Her iki susun da karigik kiiltiir ortaminda %90 oraninda boyalarin

mineralizasyonunu gergeklestirdikleri belirtilmistir [139].

Remazol Black B ve tekstil atik suyunun renk giderimi Shewanella
putrefaciens bakterisi ile sirayla 6,5 ve 24 saat sonunda gerceklesmistir. Bu
calismada Remazol Black B boyas1 %85, atik sudan renk giderimi ise % 80 oraninda
gerceklesmistir  [142]. Remazol Black B boyasinin Paenibacillus azoreducens
susunun boya derisiminin 100 mg/mL oldugu durumda rengin %98’ini 1 giin

icerisinde 37%’de degredasyona ugrattig1 gosterilmistir.
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Ksenobiyotik azo boyalarin renk giderimleri genellikle karisik kiiltiirlerle
gerceklestirilmektedir.  Bu tip kiiltiirlerde kullanilan mikroorganizmalar ise
metabolik olarak birbirlerini tamamlamaktadirlar. Yapilan bir ¢alismada iki bakteri
susunun bulundugu kiiltiir ortaminda naftalin siilfonatin degredasyonu arastrilmistir.
Sphingomonas sp. BN6 susu azo bag yapisina sahip naftalin-2-siilfonat bilesimini
ayristirmig, ancak olusan salisilat iyonunun bu sus i¢in toksik bir madde oldugu
belirtilmistir. Bu nedenle, naftalin-2-siilfonat bilesiginin tamamiyla ayristirilabilmesi

i¢in salisinat iyonunu pargalayabilecek baska bir susa daha ihtiya¢ vardir [139].

Boya igeren atik sudan tek bir susun izole edilmesi zor olabileceginden, karisik
kiiltir degredasyon prosesleri avantajli olabilmektedir. Biyodegradasyonun
gerceklesmesi i¢in tek bir susun basarili olamayacagi durumlarda karigik kiiltiirler
etkili olabilirler ancak, karigik kiiltiirler sistemdeki degredasyon prosesinin
mekanizmasinin anlagilmasi i¢in makroskobik bir gozlem saglar. Oysa ki, tek bir
bakterinin degradasyonunda prosesi gozlemek, mekanizmasini anlamak ve islemin

kontroliinii saglamak daha kolay olabilmektedir [139].

4.3. Farkli Karbon Kaynaklarmin Renk Giderimi Uzerine Olan Etkisi

Farkli karbon kaynaklarinin renk giderimi iizerine olan etkisini aragtirmak icin,
karbon ve enerji kaynagi olarak Remazol Blue boyasina ilaveten 6giitiilmiis bugday
samant (% 0,6 w/v) ya da ksilan igeren (% 0,4 w/v) MS-YEM besiyeri kullanilmigtir.
Karbon kaynaklarina ilaveten Remazol Blue boya maddesi igeren sivi besiyerine
organizmalar inokiile edilerek, 30 °C sicaklikta, statik kosullarda 10 giin boyunca
inkiibe edilmislerdir. On giinliik inkiibasyon periyodu boyunca, 24 saat araliklarla
alinan s1v1 kiiltiir numuneleri ile renk yogunlugunun kaybolup kaybolmadigi alinan

numunelerin 615 nm dalga boyundaki absorbanslarin belirlenmesi ile 6l¢iilmiistiir.

Lignoseliiloz olarak 6giitiilmiis bugday samani kullanilarak yapilan indiikleme
caligmalart sirasindaki biiyiime kinetiginin logaritmik fazinin sonu olan 5. giindeki
en yiiksek renk giderim verimliligi Streptomyces sp. Y1401 susu tarafindan %81
olarak gerceklestirilirken; ayn1 siire sonunda Streptomyces sp. FO812 susunun renk
giderim verimliligi %74, Streptomyces sp. IAUR8812 susunun renk giderim

verimliligi ise %67 olarak gerceklesmistir (Sekil 4.5). Inkiibasyon siiresinin sonu
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olan 10. giindeki renk giderim verimlilikleri ise Streptomyces sp. F0812 igin %79;
Streptomyces sp. Y1401 i¢cin %81 ve Streptomyces sp. IAUR8812 igin ise %82
olarak hesaplanmistir (Sekil 4.5). Bu sonuglar da gostermektgedir Ki, her iig
Streptomyces sp. susunun da 10 giinliik inkiibasyon sonunda gostermis olduklar1 renk

giderim verimlilikleri birbirine olduk¢a yakindir.

Karbon kaynagi olarak yulaf ksilant (% 0,4 (w/v) kullanilarak yapilan
indiikleme calismalar1 sirasindaki biiyiime kinetiginin logaritmik fazinin sonu olan 5.
giindeki renk giderim verimlilikleri ise her {i¢ sus icin de birbirine oldukg¢a yakin
olup, Streptomyces sp. IAUR8812 susu tarafindan %88 olarak gergeklestirilirken;
ayni siire sonunda Streptomyces sp. FO812 susunun renk giderim verimliligi %87,
Streptomyces sp. Y1401 susunun renk giderim verimliligi ise %86 olarak
gerceklesmistir (Sekil 4.6). Inkiibasyon siiresinin sonu olan 10. giindeki renk
giderim verimlilikleri ise Streptomyces sp. F0812 igin %88; Streptomyces sp. Y1401
icin %90 ve Streptomyces sp. IAURS8812 i¢in ise %92 olarak hesaplanmistir (Sekil
4.5). Bu sonuglar da gostermektgedir ki, her ti¢ Streptomyces sp. susunun da 10
giinliik inkiibasyon sonunda géstermis olduklar1 renk giderim verimlilikleri birbirine

oldukca yakindir.

[lave karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilan yulaf ksilan1 ve 6giitiilmiis
bugday samaninin ise her ii¢ Streptomyces sp. susu i¢in de oldukg¢a kullanigh
kaynaklar oldugu goriilmektedir. Buna ragmen, Streptomyces sp. FO812 susunun 5.
giiniindeki renk giderim verimliligi yulaf ksilanm1 iceren ortamda %87 iken bugday
samani igeren ortamdaki renk giderim verimliligi ise ayni1 siire sonunda %74 olarak
gerceklesmistir.  Streptomyces sp. Y1401 susunun 5. giiniindeki renk giderim
verimliligi ise yulaf ksilan1 iceren ortamda %86 iken bugday samani igeren
ortamdaki renk giderim verimliligi ise ayn1 siire sonunda %81 olarak gerceklesmistir.
Ayni sekilde Streptomyces sp. IAUR8812 susunun 5. giiniindeki renk giderim
verimliligi yulaf ksilan1 iceren ortamda %88 iken bugday samani iceren ortamdaki
renk giderim verimliligi ise ayni siire sonunda %67 olarak gergeklesmistir. Renk
giderim aktivitesini indiiklemek amaciyla ilave karbon ve enerji kaynagi olarak yulaf
ksilaninin kullanilmasi, ayn1 amagla bugday samaninin kullanilmasina gére her ii¢

Streptomyces sp. susun da hem logaritmik biiyiime fazinin sonu olan 5. giindeki hem
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Sekil 4.5. (a) Streptomyces sp. F0812, (b) Streptomyces sp. Y1401 ve (c) Streptomyces sp.
IAURS8812 suglarinin Remazol Blue (150 pg/mL) igeren sivi besiyerine ek karbon ve enerji
kaynagi olarak ogiitilmiis bugday samaninin (% 0,6 w/v) ilave edilmis oldugu statik
kosullardaki, 30 °C’de, 10 giinliik inkiibasyonlar1 siiresince renk giderim aktivitelerinin
biiylime kinetigine bagli degisimi. (---0--- Kontrol; —m— ise test grubu).
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(a) Streptomyces sp. F0812
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Sekil 4.6. (a) Streptomyces sp. F0812, (b) Streptomyces sp. Y1401 ve (c)
Streptomyces sp. IAURS8812 suslarinin Remazol Blue (150 pg/mL) igeren sivi
besiyerine ek karbon ve enerji kaynagi olarak yulaf ksilaninin (%0,4 w/v) ilave
edilmis oldugu statik kosullardaki, 30 °C’de, 10 giinliik inkiibasyonlar1 siiresince
renk giderim aktivitelerinin biiyiime kinetigine baglh degisimi. (---0--- Kontrol; —a—
ise test grubu).
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de inkiibasyon siiresinin sonu olan 10. giindeki renk giderim verimliliklerini
yaklagik olarak %10 artirmaktadir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’y1 karsilastiriniz). Bu
sonuglar ise ¢alismada kullanilan Streptomyces sp. suslarinin her iicii i¢in de yulaf

ksilaninin daha indiikleyici oldugunu gostermektedir.

Tekstil atig1 giderimi ile ilgili bir¢ok ¢alisma, biyolojik aritim muamelesinin
birgok dis parametreden etkilendigini kanitlamaktadir. Ortamin oksijen seviyesi,
sicaklik, sistemin redoks potansiyeli ve pH, boya renginin indirgenmesinde 6nemli
dis faktorlerdendir. Elektron donérii derisimi ve redoks madiatorii sistemdeki
biyomas ve boya miktar1 ile dengede olmalidir. Saydigimiz bu etkenlerin hepsi boya

indirgenmesine hiz veren ya da rediiksiyonu inhibe eden faktorler olabilmektedir

[139].

Penicillium sp. funguslar1 ile yapilan degredasyon g¢alismasinda dort farkli
abiyotik ajan kullanilmistir. Sekerkamisi melasi, talas, piring samani ve komiiriin
kullanildigi ¢alismada Penicillium commune, P. fregii, ve P. alli funguslarinin
Direk Violet boyasini sirayla %96, %64 ve %65 oraninda dekolorize ettii ve
abiyotik ajan olarak piring samaninin varliginda, melas ve talas atigina gore daha

etkili bir renk giderimi oldugu sonucuna varilmistir [143].

Al-Duri ve arkadaslariin (1990) Basic Blue 69 ve Acid Blue 25 boyalarmin
tekstil atig1 igerisinde aritilmas:t i¢in aktive edilmis karbon kaynagi yerine
sekerkamisi melas1 kullanilmasinin daha avantajli bir yontem oldugu belirtilmistir
[144]. El-Geundi ve arkadaglarinin (1991) yapmis olduklar1 baska bir ¢alismada ise
renk gideriminde karbon ilavesi olarak zirai atiklardan misir kogani ve arpa atiginin

renk gideriminde kullanilabilecegi belirtilmistir [145].

4.4. Renk Giderimi ile Ekstraselliiler Peroksidaz Uretimi Arasindaki Iliski

Karbon ve enerji kaynagi olarak % 0,6 (w/v) 6giitiilmiis bugday samani i¢eren
MS-YEM besiyerinde, lignoselillozu degrade eden Streptomyces sp. F0812,
Streptomyces sp. Y1401 ve Streptomyces sp. AIUR8812 suslarinin biiyiimesi ve
lignoseliilozu ayristiran ekstraselliiler peroksidaz aktivitelerinin tiretimi, 30 °C’da

statik olarak 10 giin boyunca takip edilmistir. Bu suslar tarafindan iiretilen
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ekstraselliiler peroksidaz enzimi, organizmalarin logaritmik biiylime fazi (yaklasik
3.-5. giinler aras1) boyunca belirgin bir sekilde artis gostererek, maksimum diizeye
ulasmustir (Sekil 4.7; Sekil 4.8 ve Sekil 4.9). Biiyiime kinetiginin 6liim faz1 basinda
yani yaklagitk 5. gilinden itibaren ekstraselliiler peroksidaz enzimlerinin kiiltiir
stvisindaki derisimlerinde ise once belirgin bir diisiis baglamis ve daha sonra 6liim
fazinin baslangicinda lizize ugrayan hiicrelerin intraselliiler peroksidaz enzimlerinin
de kiltiir sivisina gegmesinin bir sonucu olarak peroksidaz aktivitesinde tekrar bir
yiikselme meydana gelmistir. Intraselliiler peroksidaz enzimlerinin kiiltiir sivisina
geemesi ile yiikselen peroksidaz aktivitesi, belki de hiicre lizizi nedeniyle ortama
salinan proteazlarin veya diger inhibitorlerin de etkisiyle yeniden bir diisiis egilimine
girmisler ve inkiibasyon siiresinin son 2-3 gilinlinde ise belirli bir diizeyde

kalmislardir.

Karbon kaynagi olarak hicbir indiikleyicinin bulunmadigi sivi besiyerinde
gerceklestirilen inkiibasyon calismasinda, biliylime kinetiginin logaritmik fazinin
sonu olan 5. giindeki ekstraselliiler proksidaz aktivitelerinin diizeyi ise her g
Streptomyces sp. susu i¢in de birbirinden oldukga farkli olmustur. Bu siire sonunda
en yiiksek peroksidaz aktivitesi Streptomyces sp. IJAURS8812 susu tarafindan 0,610
U/mL olarak iiretilirken; ayn1 siire sonunda Streptomyces sp. Y1401 susunun iirettigi
peroksidaz aktivitesi 0,541 U/mL, Streptomyces sp. FO812 susunun {irettigi
peroksidaz aktivitesi ise 0,335 U/mL olarak gerceklesmistir (Sekil 4.7).

Karbon ve enerji kaynagi olarak bugday samami (% 0,6 (w/v) kullanilarak
yapilan indiikleme calismalar1 sirasindaki biiylime kinetiginin logaritmik fazinin
sonu olan 5. giindeki ekstraselliiler proksidaz aktivitesi ise her ii¢ Streptomyces sp.
susU icin de birbirine yakin olmasma ragmen, en yliksek peroksidaz aktivitesi
Streptomyces sp. FO812 susu tarafindan 0,572 U/mL olarak iiretilirken; ayni siire
sonunda Streptomyces sp. Y1401 susunun iirettigi peroksidaz aktivitesi 0,515 U/mL,
Streptomyces sp. IAUR8812 susunun iirettigi peroksidaz aktivitesi ise 0,420 U/mL
olarak gerceklesmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.7. (a) Streptomyces sp. F0812, (b) Streptomyces sp. Y1401 ve (c)
Streptomyces sp. IAURS8812 suslarinin ilave karbon ve enerji kaynagi icermeyen sivi
besiyerinde (MS-YEM) statik kosullardaki, 30 °C’de, 10 giinliikk inkiibasyonlar1
siresince tretilen ekstraselliiler peroksidaz aktivitelerinin biiyiime kinetigine bagh
degisimi. (---o--- Kontrol; —m— ise test grubu).
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Sekil 4.8. (a) Streptomyces sp. F0812, (b) Streptomyces sp. Y1401 ve (c) Streptomyces sp.
IAURS8812 suslarinin sivi besiyerine ek karbon ve enerji kaynagi olarak 6giitiilmiis bugday
samant (%0,6 w/v) ilave edilmis oldugu statik kosullardaki, 30 °C’de, 10 giinliik
inkiibasyonlar siiresince liretilen ekstraselliiler peroksidaz aktivitelerinin biiylime kinetigine
bagli degisimi. (---0--- Kontrol; —m— ise test grubu).
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Karbon ve enerji kaynagi olarak yulaf ksilan1 (% 0,4 (w/v) kullanilarak yapilan
indiikleme ¢alismalar sirasindaki biiylime kinetiginin logaritmik fazinin sonu olan 5.
giindeki ekstraselliiler proksidaz aktivitesi ise her ii¢ Streptomyces sp. susu ig¢in de
biribirinden olduk¢a farkli olmustur. Bu siire sonunda en yiiksek peroksidaz
aktivitesi Streptomyces sp. [AUR8812 susu tarafindan 1,465 U/mL olarak fiiretilirken;
ayni siire sonunda Streptomyces sp. Y1401 susunun iirettigi peroksidaz aktivitesi
0,638 U/mL, Streptomyces sp. FO812 susunun {irettigi peroksidaz aktivitesi ise 0,390
U/mL olarak gerceklesmistir (Sekil 4.9).

Ilave karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilan yulaf ksilan1 ve &giitiilmiis
bugday samaninin ise her {li¢ Streptomyces sp. susu i¢inde oldukca kullanigh
kaynaklar oldugu goriilmektedir. Buna ragmen, Streptomyces sp. FO812 susunun 5.
giiniindeki peroksidaz aktivitesi, hi¢bir ilave karbon kaynagi icermeyen sivi kiiltiirde
0,335 U/mL (Sekil 4.7a), yulaf ksilani1 i¢ceren ortamda 0,390 U/mL (Sekil 4.9a);
bugday samani igeren ortamda ise ayni siire sonunda 0,572 U/mL (Sekil 4.8a) olarak
gerceklesmistir. Bu sonuglar da gostermektedir ki Streptomyces sp. FO812 susu igin
en iyi indiikleyici bugday samani olmustur. Streptomyces sp. Y1401 susunun 5.
giintindeki peroksidaz aktivitesi, hi¢bir ilave karbon kaynag1 icermeyen siv1 kiiltiirde
0,541 U/mL (Sekil 4.7b), bugday samant igeren ortamda 0,515 U/mL (Sekil 4.8b);
yulaf ksilani igeren ortamda ise ayni siire sonunda 0,638 U/mL (Sekil 4.9b) olarak
gerceklesmistir.  Streptomyces sp. IAUR8812 susunun 5. giinlindeki peroksidaz
aktivitesi, hicbir ilave karbon kaynagi icermeyen sivi kiiltiirde 0,610 U/mL (Sekil
4.7c), bugday samani iceren ortamda 0,420 U/mL (Sekil 4.8c); yulaf ksilan1 igeren
ortamda ise ayni siire sonunda 1,465 U/mL (Sekil 4.9c) olarak gerceklesmistir. Bu
sonuglar da gostermektedir ki, Streptomyces sp. Y1401 ve Streptomyces sp.
IAURS8812 suslar icin peroksidaz aktivitesi agisindan en iyi indiikleyici yulaf ksilani
olmustur. Bu durum ise bu suslar tarafindan gerceklestirilen renk giderim aktivitesi
ile ligninolitik bir enzim olan peroksidaz enzimi arasinda bir iliskinin olabilecegini

gostermektedir.
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Sekil 4.9. (a) Streptomyces sp. F0812, (b) Streptomyces sp. Y1401 ve (c) Streptomyces sp.
IAUR-8812 suslarinin Remazol Blue (150 pg/mL) igeren sivi besiyerine ek karbon ve enerji
kaynagi olarak yulaf ksilani (%0,4 w/v) ilave edilmis oldugu statik kosullardaki, 30 °C’de,
10 giinliik inkiibasyonlar siiresince iiretilen ekstraselliiler peroksidaz aktivitelerinin biiylime
kinetigine bagl degisimi. (---0--- Kontrol; —m— ise test grubu).
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Dogada bir¢ok farkli peroksidaz enzimi bulunmaktadir. Peroksidaz aktivitesi,
bitkilerde, mikroorganizmalarda ve hayvanlarda mevcuttur. Bitkilerde bulunan
peroksidaz enzimi lignin sentezinden ve bitkilerin savunma mekanizmasindan
sorumlu bir enzimdir [146, 147]. Gida endiistrisinde kullanilan peroksidaz enzimi
sebzelerin dayanikliligini arttirict bir indikator olarak kullanilmaktadir. Peroksidaz
enzimlerinin ¢ogu hem proteinlerdir ve Fe(lll) protoporfirin IX icerirler. Molekiiler
agirliklart 30 ile 150 kDa arasinda degismektedir. Bitki peroksidazlari ailesi, maya
sitokrom c peroksidazi, bitki askorbat peroksidazi, fungal peroksidazi gibi
peroksidazlart  kapsarken, memeli peroksidazlari ise miyeloperoksidazlar,
laktoperoksidazlar, tiroidperoksidazlar1 kapsamaktadir [148]. Peroksidaz enzimleri,

¢ok sayida substrati H,O; kullanarak oksitlemektedirler.

Azo boyalarin bakteriyel metabolizmasi, baslangigta azo baglarinin aromatik
aminlere ayrilmasini gerektirir. Bu durumun aerobik ortamda boyalarla biiyiiyebilen
bakterilerce meydana getirildigi gosterilmistir. Bu durum azo-rediiktazin varliginda
O2’nin kullanilarak azo baglarinin kirilmasi ile ilgilidir. Daha yaygin bir calisma ise
anaerobik ortamda azo boyalarin yikimidir. Bu reaksiyon daha yavas ve ozgiil
olmamakla birlikte, diisiik molekiiler agirliga sahip redoks mediatorler (flavin,
NAD(P)H) ile ger¢eklesmektedir [149].

Bir odun ¢iiriikk¢til fungusu olan Trichophyton rubrum LSK-27 ile ilgili
dekolorizasyon c¢alismasinda 28 °C’de calkalamali inkiibasyonda Remazol
Tiefschwarz, Remazol Blue RR and Supranol Turquoise GGL boyalarinin
dekolorizasyonlar1 sirasiyla %83, %86 ve %80 oranlarinda oldugu gozlenmistir.
Hem biyoadsorbsiyon hem de ayrismanin gergeklestigi deneyde, ayrigtirma

enzimlerinin lakkaz ve mangan peroksidaz oldugu belirtilmistir [150].

Bir beyaz ciiriikgiil fungus olan Trametes gallica susunun lignoseliilotik
enzimlerinin c¢alisildigi bir makalede seliillaz, ksilanaz, MnP, LiP ve Lakkaz
iiretiminin N kaynagima bagl olarak {iretim oranlar1 tartisilmistir. Sonuglar diisiik
azot kaynaginda (2,2 mM) ve durgun ylizey kiiltiirinde MnP oraninin yiiksek oldugu
belirtilmistir.  Bununla birlikte yiiksek azot kaynaginin (22 mM) bulundugu

besiyerinde ise lakkaz oraninin yiiksek oldugu belirlenmistir [151].
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Bitkilerden elde edilen HRP’nin serbest radikal polimerizasyon mekanizmasi
yolu ile parcalanmaya direngli fenol gibi bilesikleri degrade ettigi bilinmektedir
[152]. Bhunia ve arkadaslar1 (2004) tarafindan HRP enziminin Remazol ve Cibacron
gibi 6nemli sentetik boyalarin ¢oktiirme ve degredasyon isleminde oldukca verimli
oldugu tespit edilmistir. Remazol boyalar1 yapilarinda en az bir aromatik grup
tagirlar. Bu galigmada ortam pH’sinin HRP aktivitesini inhibe ettigi belirtilmis olup,
aktivitenin ortamdaki boyanin derisimine ve H,O, oranina gore degisiklik gosterdigi
belirtilmistir.  Boya derisiminin HRP aktivitesini engellemesi ise bu enzimin

potansiyel uygulamalar igin bir dezavantaj olusturmaktadir [153].

Peroksidaz aktivitesine sahip bakteriler arasinda ise Streptomyces sp. ve
Sphingomonas  chlorophenolicus  (Flavobacterium sp. ATCC 39723) de
bulunmaktadir [149]. Streptomyces chromofuscus A1l tarafindan azo boyalarin
degredasyonu ekstraselliiler peroksidazlar tarafindan gergeklestirilmektedir. Bu
peroksidazlar Phanerochaete chrysosporium ve bayir turpu peroksidazlari gibi sinirli
substrat Ozgiilliigiine sahiptirler.  Ligninolitik funguslar ile karsilastirildiginda,
metabolizma sonucu bakterilerilerin lirettigi CO, miktar1 funguslarin tirettigi COz’ye
gore olduk¢a az miktardadir [154]. Aerobik renk gideriminde bakterilerin ¢ogu,
illave olarak farkli karbon kaynaklarmmin varliginda renk giderimini
gerceklestirebildiginden azo boyalarin bazi bakterilerce karbon kaynagi olarak
kullanilmadig1 belirtilmektedir. Bu nedenle yapilan c¢alismalarda Bacillus subtilis
susunun aerobik ortamda glikoz varliginda p-aminoazobenzeni aniline parcaladigi
gosterilmistir. Benzer sekilde Pseudomonas stutzeri, Acetobacter liquefaciens ve
Klebsiella pneumoniae suslarinin nutrient broth ya da glukoz varliginda Acid Red 2
boyasini pargaladiklart belirtilmistir. Acid Orange 10, Acid Orange 7 ve Acid
Orange 5 boyalarmin ve Acid Red 88 boyalarinin farkli karbon kaynagi varliginda
Bacillus sp., Pseudomonas sp., Sphingomonas sp. ve Xanthomonas sp. iiyelerince

ayristirildiklar: belirtilmistir [149].

Son zamanlarda yapilan bazi aragtirmalar sentetik boya degredasyonunda gen
manipilasyonu ile yiiksek verimlilik alinabilecegine yoneliktir.  Pseudomonas
luteola, Bacillus sp. ve Clostridium perfringens mikroorganizmalarindan alinan azo

rediiktaz genlerinin E. coli bakterisine klonlandigi ¢alismalar mevcuttur [155-157].
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Cesitli filamentli fungus kaynakli lakkaz enziminin mayalara basarili bir sekilde
transfer edildigi bir caligmasinda ise, gen transferinin yapildigi mayalarla boyalarin

renk giderimindeki verimliligin arttirildigi belirtilmistir [158-159].

4.5. Streptomyces Suslarinin Ekstraselliiler Proteinlerinin Elektroforetik Analizi

Bu calismada kullanilmis olan Streptomyces sp. F0812, Streptomyces sp.
Y1401 ve Streptomyces sp. IAURS812 tarafindan {iretilen ekstraselliiler peroksidaz
enzimlerinin izomer sayisinin belirlenmesi ve bu peroksidaz enzimleri ile Remazol
Blue renk giderimi arasinda bir iligskinin olup olmadigi, PAGE ile ayrilmis olan
proteinlerin zymogram olarak gelistirilmesi ile belirlenmistir. Bu amagla kullanilan
ham enzim preparatlar1 ise c¢alismada kullanilan Streptomyces suslarinin ideal
ortamlarda kiiltiirlerinin gergeklestirilmesi sonucunda toplanan kiiltiir sivilarinin
ultrafiltrasyon yontemi ile deristirilmesi sonucunda hazirlanmistir.  Deristirilen
kiiltiir sivilarinin PAGE yontemi ile ayristirilmasi saglandiktan sonra, substrat olarak
L-DOPA’nin kullanildig1 zymogram analizinde ise Streptomyces sp. FO812 susuna
ait 3 ekstraselliiler peroksidaz izomeri belirlenirken, Streptomyces sp. Y1401 ve
Streptomyces sp. TAUR8812 suslarinin ise 2’ser izoformu belirlenmistir (Sekil
4.10a).

PAGE yontemi ile ayristirilmasi saglanan Streptomyces sp. suslarina ait
ekstraselliiler proteinleri i¢eren jelin substrat olarak Remazol Blue boyar maddesinin
kullanildig1 zymogram analizinde ise Streptomyces sp. suslarinin hig birisi de aktivite
gostermemis olup, bu suslarin peroksidaz aktivitelerinin Remazol Blue boyar

maddesinin dekolorizasyonundan sorumlu olmadiklar1 ortaya c¢ikmaktadir (Sekil
4.10b).

PAGE yontemi ile ayristirllmig olan Streptomyces sp. suslarina ait
ekstraselliiler proteinleri iceren jelin RBB R-250 ile boyanmasi sonucunda ise bu
suslara ait peroksidaz izomerlerinin dogal molekiiler kiitlelerinin ise diger

ekstraselliiler proteinlere gore daha biiylik oldugu goriilmektedir (Sekil 4.10c).
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Sekil 4.10. Streptomyces sp. F0812, Streptomyces sp. Y1401 ve Streptomyces sp.
IAUR8812 suslart tarafindan ogiitiilmiis bugday samanm (%0,6 w/v) igeren sivi
besiyerinde iiretilen ekstraselliiler enzimlerinin elektroforetik (PAGE) olarak
ayrigtirtlmas1 sonucunda (a) L-DOPA ve (b) Remazol Blue igeren soliisyonlarla
zymogram olarak gelistirilmesi. (c) Dogal kosullarda (PAGE) ayristirilmis olan
ekstraselliiler proteinleri igeren jelin RBB ile boyandiktan sonraki jel profili.

Funguslarda LiP enzimi fenolik olmayan aromatik bilesikleri degrede ederken,
MnP enzimi bir¢ok fenolik bilesigi degrede etmektedir. Lakkaz ise O, varliginda
fenol ve anilinleri okside eden bakir iceren enzimlerdir. Hem LiP hem de MnP
enzimleri azo bilesikleri degrede etmekte ve bu enzimler farkli azo boyalara karsi
farkli substrat spesifiteleri gostermektedirler [99]. MnP ve lakkazlarin smirh
spektrumdaki azo boyalar1 parcaladiklar1 zannedilmektedir. Tercihen bu enzimler
para-pozisyona sahip fenolik birimleri ve hidroksil gruplari ile iliskili 2 ve 2,6
pozisyondaki metil ya da metil alt birimlerini ayristirabilmektedirler [99,160].

Pleurotus sajor-caju PS2001 susu tarafindan iiretilen enzimatik extraktin boyar
madde degredasyonu ile ilgili ¢aligmada Remazol Blue 220 ve Asit Blue 280
boyalart kullanilmigtir.  Pinus sp. talasi igeren kati-hal fermentasyonunda sus

tarafindan lakkaz ve MnP aktivitesi belirlenmistir. Petri kutusundaki kiiltiirler
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antrakinon tip Remazol Blue 220 boyasiin dekolorizasyon prosesinde bir redox
mediator olarak gorev aldigi belirtilmistir. Reaktif Blue 220 ve Asit Blue 280
boyalar1 sirastyla 30 ve 60 dk’da dekolorizasyona ugramiglardir. Ayrica yar1 batik
kiltlirlerde veratril alkol oksidazlar1 ve lignin peroksidaz aktiviteleri gozlenmistir
(RB 220 = 50 mg). Sivi kiiltiirlerde ise bu boyaya kars1 lakkaz enzim aktivitesi
gozlenmistir [161] Ayni sekilde Vares ve arkadaslarinin (1995) Tra susu ile yapmis
olduklar1 ¢alismada, kat1 kiiltirde MnP, sivi kiiltiirlerde ise yalmizca LiP

izoformlarinin gézlendigi belirtilmistir [162].
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, tekstil fabrikalarinda yaygin olarak kullanilan Remazol Blu
boyar maddesinin ti¢ Streptomyces sp. susu tarafindan sivi kiiltiir ortaminda statik
kosullarda, 10 giinliik inkiibasyonu boyunca renk giderim verimlilikleri ile bu suslar
tarafindan tretilen ekstraselliiler peroksidaz enzimleri ile renk giderim aktiviteleri

arasindaki iligki belirlenmeye c¢alisilmistir.

Gelisen teknoloji ile birlikte ¢evre kirliligi de dnemli derecede artmistir. Bunun
sonucunda ekosistemde ozon tabakasinin incelmesi, yesil alanlarin azalmasi, hava ve
su kirliligi gibi canliligin devamini tehdit eden olumsuzluklar meydana gelmektedir.
Son yillarda ise Ozellikle gelismis lilkelerde hem sanayilesmek hem de g¢evreyi
korumak adina tedbirler diisiintilmeye baglanmistir. Bu durum Tiirkiye’nin en biiyiik
ve en Onemli sektorii olan tekstil sanayisini de etkilemistir.  Ciinkii tekstil
sanayisinde kulanilan boyalar, yardimct kimyasallar, agir metaller, boya
hizlandiricilar ve dioksinler canlilar tizerinde toksik etkiler yaratabilmektedir.
Ozellikle tekstil liflerinin boyanmasinda kullanilan baz1 sentetik boyalar indirgenerek

amin gibi karsinojenik bilesiklerin olusmasina neden olmaktadir.

Tekstil endiistrisi atiklarinin aritilmast i¢in birgok fiziksel, kimyasal ve
biyolojik yontem 6nerilmektedir. Onerilen fiziksel ve kimyasal yontemlerin yiiksek
maliyet gerektirmeleri ve her boya i¢in kullanilamiyor olmasi uygulamayi
zorlastirmaktadir. Onerilen biyolojik aritim ise endiistriyel proseslerde alic1 ortama
gecen organikler icin en dikkat ¢ekici giderim prosesi olmustur. Bu yontemler

anaerobik-aerobik yontem ve biyosorpsiyondur.

Biyosorpsiyon, kimyasal maddelerin mikrobiyal kiitle tarafinda adsorpsiyonu
veya kiitlede birikimi olarak tanimlanmaktadir. Olii bakteriler, maya ve mantarlarin
kullanilabildigi bu yontem ¢ok genis kimyasal ¢esitlilige sahip olan tekstil boyalarin
yapilarina ve mikrobiyal kiitlenin 0zglil kimyasina bagli olarak degisiklik
gosterebilmektedir. Biyosorpsiyon mekanizmasinin en dnemli avantaji atik sulardaki
agir metal derisimlerini en diisiik seviyeye kadar indirgeyebilmesidir. Calismalarda
¢ok seyreltik sularda bile metal iyonlarinin giderildigi ve proseslerde ekonomik

biyosorbentlerin kullanildig1 belirtilmistir. Tekstil atik suyunda boya ile baglanmis
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agir metaller (krom, ¢inko, bakir v.b) bulunabilmektedir. Yaptigimiz c¢alismada
Streptomisetlerin farkli tekstil boyalarinin bulundugu kati besiyerinde suslarin
¢ogunun tekstil boyalarin1 absorbe edebilmesi, Streptomisetlerin metal igerikli
boyalarin biyosorpsiyon ¢alismalarinda kullanilabilecegini gostermektedir (bkz.
Cizelge 4.1). Ayrica, biyosorpsiyon isleminin ortalama 25°C’de gergeklesmesi en
idealidir. Ciinkii yiiksek sicaklikta adsorpsiyonun tersinir bir reaksiyon olmasindan
dolayr hiicre yiizeyi ile metaller arasindaki baglar kopabilmektedir. Bu agidan
bakildiginda ise mezofilik Streptomisetler adsorbsiyon agisindan ideal bakteriler

olabilir.

Anaerobik biyolojik yontemin uygulandigi proseste ilave karbon kaynagina
ihtiyag vardir. Ilave karbon metan ve karbondioksite doniistiiriilmekte ve elektronlar
aciga cikmaktadir. Bu elektronlar elektron tagima zincirinden son elektron alicisina
yani azo-reaktif boyaya taginmakta ve boyayla reaksiyona girmekte, boylece renkten
sorumlu olan azo baglari kirilmaktadir. Azo baglarmm kirilmasmi O3 inhibe
etmektedir. Bu nedenle boya degredasyonun gergeklesmesinde ilk adim azo
kopriisiiniin kirildig1 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 dolay1 biiyiik molekiiller halinde
hiicre i¢ine giremeyecegi bu nedenle bu calismalarda daha ¢ok adsorpsiyonun
meydana geldigi gézlenmistir. Bu nedenle tekstil atigmin aritim muamelesinde ilk
olarak azo baginin kirilip daha sonra da aerobik ortamda aminlerin parcalanabildigi

anaerobik/aerobik reaktor sistemlerinin kullanilmasi 6nerilmistir.

Yapilan caligmalar ise aerobik ortamda bitkilerdeki yapisal polimer lignini ve
ksenobiyotik maddelerin parcalanmasini saglayan peroksidaz enzimlerine sahip
mikroorganizmalarin veya enzimlerinin kullanilabilecegi fikrini ortaya ¢ikarmistir.
Bu mikroorganizmalar funguslar ve aktinomisetlerdir. Son 30 yildir lignoseliiloz
degredasyonu ile ilgili bilgiler yiiksek lignoseliilotik aktiviteye sahip funguslarin
calisilmasi ile elde edilmistir. Funguslarin ligninin degredasyonu sonucunda lignin,
kompleks yapist ikincil metabolizma firtinii olarak CO;’ye kadar pargalanabilmekte;

streptomisetlerde ise lignin birincil metabolizma iriinii olarak APPL’ye (suda
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¢oziinebilen lignin fragmentleri) kadar degrede olmakta ve fungus metabolizmasi
sonucu ortaya ¢ikan CO;’ye gore Onemsiz miktarda CO, ortaya c¢ikmaktadir.
Ligninin degredasyonundan sorumlu lakkaz ve peroksidaz enzimlerinin tekstil atigi
boyalarmin degredasyonlarini gerceklestirdigine dair funguslarla ilgili oldukca fazla
calisma mevcuttur. Ancak funguslar i¢in atik reaktdriinlin uygun bir habitat olmayis1
ve N gibi siirlayict faktorlerden etkilenmesi gibi birgok nedenden 6tiirii funguslarin
boya degredasyonu i¢in atik reaktoriinde heniiz ¢6ziilmemis problemleri mevcuttur.
Yaptigimiz ¢alismada peroksidaz enzim aktivitesine sahip Streptomisetlerin boya
degredasyonu ile iliskisi gozlenmistir. Oldukg¢a kompleks yapida ve aromatik bir
Ozellige sahip Remazol Blue BB %133 boyasinin Sterptomyces sp. suslarindan
konsantre edilmis peroksidaz enzimi ile iliskisi incelenmistir. Kat1 ortamda birgok
boyay1 absorbe ve degrede eden Streptomyces sp. suslarinin, segilen RB boyasinin
stvi kiiltiirtinde oldukga yiiksek renk giderimini sagladigi gozlenmistir. Calkalamali
ortamda ise suslar biiyiiyebildigi ve bunun sonucunda da oldukga yogun bir biyokiitle
olusturmasma ragmen, boya degredasyonu ger¢eklesmemistir. Aymi kiiltiirlerin
statik ortama alinmasi ile bu suslarin Remazol Blue igeren sivi besiyerinde
cogaldiklar1 ve degredasyon yapabildikleri gézlenmistir. Bu durum ortamin yari
oksijenik olmas1 veya bakterilerin karbon kaynaklarina ulasabilme durumlari ile ilgili

olabilir.

Calismanin devaminda, bu ¢alismada kullanilmis olan Streptomyces sp. suslari
tarafindan iretilen ekstraselliller peroksidaz enzimlerinin izomer sayisinin
belirlenmesi ve bu peroksidaz enzimleri ile Remazol Blue renk giderimi arasinda bir
iliskinin olup olmadigi, PAGE ile ayristirilmis olan proteinlerin zymogram olarak
gelistirilmesi ile belirlenmistir.  Deristirilen kiiltiir sivilarinin PAGE y6ntemi ile
ayristirilmas1  saglandiktan sonra, substrat olarak L-DOPA’nin  kullanildigi
zymogram analizinde ise Streptomyces sp. FO0812 susuna ait 3 ekstraselliiler
peroksidaz izomeri belirlenirken, Streptomyces sp. Y1401 ve Streptomyces sp.
ITAURB8812 susglarinin ise 2’ser izoformu belirlenmistir (bkz. Sekil 4.10a).

PAGE yontemi ile ayristirilmasi saglanan Streptomyces sp. suslarma ait
ekstraselliiler proteinleri igeren jelin substrat olarak Remazol Blue boyar maddesinin

kullanildig1 zymogram analizinde ise Streptomyces sp. suslarinin hi¢ birisi de
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aktivite gostermemis olup, bu durum boyanin renk ac¢iliminin direk olarak peroksidaz
enzimi ile iliskili olmadigimi gostermektedir. Sivi kiiltiirde gozlenen renk giderimi
ise peroksidazla birlikte farkli enzimlerin isbirligi ile meydana gelmis olabilecegini
diisiindiirmektedir. Dolayisiyla meydana gelen renk giderimi, intraseliiler enzimlerle
veya bu enzimlerin de rol aldig1 bir mekanizma ile gergeklesmis olabilir.  Ciinkii
bakterilerin aerobik ya da yari-aerobik ortamda azo-rediiktaz enzimi ile renk
gideriminin oldugu c¢alismalar mevcuttur. Statik sivi1 kiiltiirler igerisinde gelisen
Streptomyces sp. suslarinin olusturdugu biyokiitlenin renginde ise 10 giinliik
inkiibasyon periyodu boyunca herhangi bir degismenin meydana gelmemis olmasi ve
bliylime kinetiginin 6lim fazin1 igeren siire boyunca hiicre lizizi sonucunda
ortamdaki renk yogunlugunda bir artisin olmamasi nedeniyle, renk gideriminin
absorbsiyon ya da adsorbsiyon yoluyla olmadigini gostermektedir. Dolayisiyla
Streptomyces sp.  suslari tarafindan gergeklestirilmis olan renk gideriminin
mekanizmasinin biyosorpsiyon olmadigi goriilmektedir. Oysaki Remazol Blue
iceren kat1 kiiltiirlerde gelisen Streptomyces sp. suslarinin bu boyayi biyosorpsiyon

yoluyla ortamdan alarak biyokiitlelerinde biriktirdikleri goriilmistiir.

Renk giderimi ¢aligsmasinda ksilan ve karbon kaynaklarinin kullanilmasi renk
giderimini arttirmigtir.  Bu durum karbon kaynaginin artmasi ile renk giderimini
arttigin1 gostermektedir. Ulkemizde gelirlerin biiyiik bir kisminin tarim iiriinlerinden
saglanmasi, tarimsal iiretim sonucu toplanip yakilan atiklar zehirli gazlarin atmosfere
salinmasina sebep olmaktadir. Bu nedenle tarimsal bitki atiklar1 yenilenebilir enerji
kaynaklar1 olarak kullanilmas1 gerekmektedir. Calismamizda kullandigimiz bugday
samani tekstil boyasi renk giderimini arttirmis oldugu goézlenmistir, bu nedenle
lignoseliilozik yapiya sahip bitki atiklarinin bu sekilde degerlendirilmesi s6z konusu

olabilir.

Boyar maddelerin  biyolojik  par¢alanmasinda en ¢ok  ¢alisilan
mikroorganizmalar; bakteriler, aktinomisetler ve funguslardir. Funguslarin tiremesi
icin gereken pH aralifi, ilireme zamani 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
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ortamlarda optimal olarak biiyiiyebilmeleri bir avantaj olusturmaktadir. Dolayisiyla
aktinomisetlerle tekstil sanayi atiklarindan renk giderimi ve boyalarin
parcalanmasinda rol alan enzimlerin optimum olarak tretilebilmesi i¢in gerekli olan
cevresel kosullarin arastirilarak, daha verimli proseslerin gelistirilmesi igin

caligmalar yapilmalidir.
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