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Bu ¢alismada, beyaz ¢iiritkk¢iil funguslardan Funalia trogii ile bir diazo
boyar madde olan Remazol Black B (Reaktif Black 5)’in renk giderimi
aragtirdmugtir.  Optimum renk giderim ortamumin saptanmast igin farkh sicakhklar,
pH’lar, karbon ve azot kaynaklamn ve azot kaynafi konsantrasyonlar test
edilmistir. Sonuglar optimum sicakligin 30 °C ve pH’'nin 4,78 oldugunu
gostermigtir. En yliksek renk giderimi karbon ve azot kaynagi eklenmemis
ortamlarda saptanmugtir. F. frogii’nin serbest miselleri optimum statik kogullarda
9 giinde boyar maddenin yaklasgik 77,0 mg/L’sinin rengini giderebilmistir.
Funalia trogii'nin Luffa cylindrica’ya tutuklanmug kiltiirlerinin renk giderimi
lizerine etkisi de aragtirdnustir. Bu ¢aligmada, tutuklanmis fungusun misel yasmn
renk giderim isleminde Snemli bir faktdr oldugu bulunustur. Ug giinlik misel
yasina sahip kiiltiirlerin renk giderim hiz: (8,228 mg boyar madde/ g. KMA. giin)
0 ve 6 giinlik misel yasma sahip kiiltiirlerin renk giderim hizlarindan (sirasi ile
6,8648 ve 7,7957 mg boyar madde/ g. KMA. giin) daha yiiksek gergeklesmistir.
Makroskobik ve mikroskobik incelemeler boyar maddenin fungus misellerine
tutunmadiiu  gostermistir. F.  frogii’nin  gelisimi kontrol grubu ile
kargilagtinldiginda test edilen tim boyar madde konsantrasyonlarinda inhibe
olmustur, bununla beraber bu etki fungusun life tamamen tutuklanmas: ile
azalmugtir. Optimum misel yasinda, Luffa cylindrica’ya tutuklanmus F. trogii
kiltiirlerinin renk giderim yetenegi farkh boyar madde konsantrasyonlarinda test
edilmigtir. Renk giderimindeki kinetik parametreler Lineweaver-Burk’e gore
hesaplanmugtir (Vmax = 35,65 mg boyar madde/ g. KMA. giin ve Km = 58,68 mg
boyar madde/ L).

Anahtar Kelimeler: Beyaz Ciiritkk¢iil Fungus, Funalia trogii, Reaktif Black 5,
Renk Giderimi, Luffa cylindrica, Tutuklama



ABSTRACT

In this study, the decolorization of a diazoic dye Remazol Black B
(Reactive Black 5) by a white rot fungus Funalia trogii was investigated.
Different temperatures, pH, carbon and nitrogen source and nitrogen
concentrations were tested that in order to detected optimal decolorization
condition. Results showed that optimal temperature 30 °C and optimal pH 4,78.
Maximum decolorization was detected under media that non-added carbon and
nitrogen source. Free mycelia of F. frogii decolorized approximately 77,0 mg/L
dye on 9 days under optimal static conditions. Decolorization effect of dye by
Funalia trogii cultures immobilized on Luffa cylindrica sponge was also
investigated. In this study, mycelia age of immobilized fungus was found that an
important factor for decolorization process. Decolorization rate of 3-day-old age
culture was obtained higher (8,228 mg dye / g DMW. day) than 0 and 6-day-old
cultures (6,8648 and 7,7957 mg dye / g DMW. day respectively). Macroscobic
and microscobic examinations showed that dye not biosorbed on the fungal
micelium. F. frogii growth was inhibited by all tested dye concentrations with
compared to control, however this effect minimalized when fungus completely
immobilized to spongles. In optimum micelial age, cultures of F. frogii
immobilized on Luffa cylindrica sponge were tested for their ability for dye
decolorization at different initial concentration. The Kkinetic parameters of
decolorization was calculated according to Lineweaver-Burk plots (Km of 58,68
mg dye / L and Vmax 35,65 mg dye / g DMW. day).

Keywords: White Rot Fungus, Funalia trogii, Reactive Black 5, Decolorization,
Luffa cylindrica, Immobilization
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Sekil 4.43. Reaktif black 5’in 61 mg/L konsantrasyonda F. trogii ile renk
giderimi (30 °C; pH 4,78; 150 rpm galkalama hiz) ........ccocceveenens everenennn.
Sekil 4.44. Reaktif black 5’in 96 mg/L konsantrasyonda F. trogii ile renk
giderimi (30 °C; pH 4,78; 150 rpm galkalama hiz1) ........c.ccccoveviene vevevrvannene
Sekil 4.45. Reaktif black 5’in 125 mg/L konsantrasyonda F. trogii ile
renk giderimi (30 °C; pH 4,78; 150 rpm ¢alkalama hiz1) .....cocecceeaene e

Sekil 4.46. Baslangig boyar madde konsantrasyonuna gére renk giderim
Kinetiginin deiSimi ......cccoercereeirarens serrremrarrnineseineass eseeretessastesssensasessans
Sekil 4.47. F. trogii tarafindan Reaktif Black 5’in renk gideriminde
Michealis-Menten Srafifi ......cccccceeereniecs correerienenisieneesnens seveesssesessressssssens
Sekil 4.48. F. trogii tarafindan Reaktif Black 5’in renk gideriminde
Lineweaver-Burk grafifi .....ccccceevees cererierecnnneennes srvrevesiessesssesssasersanns
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SIMGELER VE KISALTMALAR

F. trogii : Funalia trogii

P. chrysosporium : Phanerochaete chrysosporium

Pl sapidus : Pleurotus sapidus

PL florida : Pleurotus florida

Pl eryngii : Pleurotus eryngii

RBS : Reaktif Black 5

Te: Inkiibasyonun ilk giiniinde boyar madde eklenen ortam

T;: Inkiibasyonun 3. giiniinde boyar madde eklenen ortam

Te: Inkiibasyonun 6. giiniinde boyar madde eklenen ortam

HrP : Horsereddish (At turpu) Peroksidaz

LiP : Lignin Peroksidaz

CU : Kolorimetrik Unite

q : mg boyar madde/ g kuru misel

Vmax : Maksimum reok giderim hizi (mg boyar madde/g kuru misel. giin)
Ko ¢ Fungusun boyar maddeye olan affinitesi (mg boyar madde/L)
V, : Renk giderimine iligkin ilk hiz



1. GIRIS

[k sentetik boyar maddenin W. H. Perkin tarafindan 1856’da bulunmasindan
sonra boyar madde endiistrisi &zellikle Ingiltere, Fransa, Almanya ve Isvigre’de
bliylik gelismeler gostermistir. Giiniimiizde ise boyar madde 10000 farkh tiirde ve
yilda yaklastk 7 x 10° tonun @izerinde tretilmektedir. Uretilen boyar maddelerin ise
yaklagik % 10-15’1 atik olarak desarj edilmektedir. Diinyada renkli lrlinlere talep
arttikca bu oranmn artacag: kesindir.

Renkli bilesikler atik suyun organik bakimindan genelde az bir miktarin
olustursalar da, desarj edildikleri noktalarda oOncelikle ortamin estetik agidan
kirlenmesine neden olmaktadir. Desarj edilen renkli atik sular suda yasayan primer
tireticilerin  fotosentezi i¢in gerekli olan 1sfn  gegirgenlidini azaltmakta ve
ekosisteme Snemli dlglide zararlar vermektedir.

Bu nedenle son yillarda tekstii ve boyar madde ireten endiistrilerden
kaynaklanan renkli attk sularin renksizlestirilmesi onemli bir bilimsel ilgi alam
olusturmustur.  Fiziksel, kimyasal ve fiziko-kimyasal renk giderimi ¢ahsmalan
yaninda  biyolojik islemlerle renk giderimi ¢aliymalan da hiz kazanmstir.
Bakterilerle yapian renk giderimi ¢alismalarnda anaerobik sistemlerin, boyar
maddelerin mineralizasyonunda ise aerobik sistemlerin daha basarih oldugu
bilinmektedir. Son yillarda 6zellikle lignin ve lignin tiirevi kompleks aromatik
bilesikleri pargalayabilen funguslarla veya funguslardan elde edilen enzimlerle renk
giderimi ¢aliymalar yapiimaktadir.

Bu cahymada da Tirkiye’de tekstil fabrikalarinda en ¢ok kullanilan ve bir
diazo boyar maddesi olan Reactive Black 5 (Remazol black B)’nin bir beyaz
clriikglil fungus tiirii olan Funalia trogii tarafindan renk giderimi ¢ahgilmugtir.
Arastirmada F. trogii’nin fizyolojik parametreleri (pH, sicaklik, karbon kaynagi, azot
kaynag1 ve konsantrasyonu) ile statik ve ¢alkalamal kogullarda en yiiksek renk
giderim kapasitesinin bulunmasma ¢aligilmigtir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. BOYAR MADDELER

Boyar maddeler 400nm-700nm arasinda goriinlir 15181 absorbe edebilme
yetenekleriyle karakterize edilirler ve 15181 absorbe ederek renkli géruniirler. Cok
degisik yapida olan ve degisik amaglarla kullanilan bu bilegiklerin gesitli
smflandirmalan mevcuttur. Renklendiriciler iki biiyiik gruba ayriirlar [1].

i~ Inorganik boyar maddeler
ii- Organik boyar maddeler

Renklendiriciler ya boyar maddeler yada pigmentlerdir. Pigmentler su
ortaminda ¢Gziinememeleriyle karakterize edilirler.  Diger taraftan su ortaminda
timiiyle ¢Oziinebilen boyar maddeler sag, tinak, deri ve tekstil materyalleri gibi
¢esitli maddelere uygulanirlar.  Boyar maddelerin pigmentlerden farky, boyalarm
maddelere 6zgiin afinite gdstermeleridir [1].

Normalde biitiin hidrokarbonlar renksizdirler. Ancak bunlara kromofor ad:
verilen doymamug gruplar baglanirsa renkli gorindrler. Kromofor grup baglanmig
hidrokarbonlara ise “kromojen” adt verilmektedir. Kromofor renk verici
anlamindadir ve kimyasal yapilarina gére 7 gruba ayrilirlar [1];

Kimyasal yap1 gruplar Igerdikleri baglar
Nitroso grubt:......... ceciviercirnceecienviesssenennnnenes. =NO (veya =N-OH)
Nitro grubu f.......covirccicensiecccerssncecseseenee. =NOj (veya =NO - OH)
Azo grubu ... N=N-
Etilengrubu:.........cooiiivs i, =C=C=

Karbonil grubu t.......cooiciiiiiiiiiecieiee. =C=0

Karbon-azot grubut: ........cceerennreneevvesvenenee. =C=NH ve -CH=N-
Kikdiirt grubu to..ooii . =C=8 ve =C-§-S-



Basit aromatik yapiya renk veren kromofor gruplar yer degistirebilir ve goriiniir
spektrumda absorban bantlanmn goézlenmesini saglarlar. Kromoforlar boyalarin
smiflandinlmasinda  oldukga  Snemlidir. Kromofor gruplar rediiksiyona
ugrayabilirler. Eger rediikksiyona ugrarlarsa elektron rezoransiun kaybolmasindan
Gtiirti renk kaybolabilir [1].

Kromojenlerin tam olarak boyar madde o6zelligi kazanabilmesi igin
“oksokrom” adi verilen ikinci seri grup molekiillerin bilesie baglanmasi
gerekmektedir. Oksokrom gruplar kromojene baglanarak hem renk siddeti hem de
renk derinligini arttirmaktadir. Bunlar genellikle amino (-NH;), hidroksil (-OH) gibi
tuz olusturan gruplar veya bunlarin tiirevi ¢6ziinebilir radikaller karboksil (-COOH)
veya siilfon (-SO3H)’dir.  Bu oksokromlar, kromoforlar, kromojenler boyalarin
sintflandinlmasinda rol oynarlar, fakat -OH, -NH,, -SO;H, -COOH gibi asiste edici
radikaller boyalarin kimyasal siniflandiriimasindan ¢ok liflerin direk boyanmasindan
sorumludurlar {2]. Boyar maddeler boyama ozelliklerine gére Bazik (katyonik),
Asit (anyonik), Direkt, Mordan, Kiipe, Inkisaf, Metal, Dispersiyon, Pigment ve
Reaktif boyar maddeler olarak smflandinlmaktadirlar. Bazik (katyonik) boyar
maddeler; organik bazlarm hidroklorirleri seklinde olup, katyonik grubu renkli
kisimda tasirlar. Pozitif yiik tagiyici olarak N (Azot) veya S (Kiikiirt) atomu igerirler.
Yapiarindan dolayr bazik (proton alan) olduklarindan anyonik grup igeren liflerle
baglamrlar. Baghca poliakrilonitril, kismen de yiin ve pamuk elyafin boyanmasinda
kullamilirlar [3].

Direkt boyar maddeler (Substantif Boyar Maddeler); genellikle siilfonik,
bazen de karboksilik asitlerin sodyum tuzlandir. Yapt bakimindan direkt ve asit
boyar maddeler arasinda kesin bir siur bulunmamaktadir. Mordan boyarmaddeleri
asidik veya bazik fonksiyonel gruplar icerirler. Bitkisel ve hayvansal elyaf ile
kararsiz bilesikler olustururlar. Mordan s6zciigili, boyar maddeyi elyafa tespit eden
madde veya bilesim anlamini tagir. Birgok dogal ve sentetik boyar madde bu smfa
girmektedirler. Kiipe boyar maddeleri; karbonil grubu iceren ve suda ¢oziinmeyen
boyar maddelerdir. Bunlar indirgeme ile suda ¢dziiniir hale getirilirler ve bu halde
elyafa ¢ektirilirler [3].



Elyaf iizerinde olugturularak son sekline doniistiiriilebilen biitiin boyar maddeler
Inkisaf boyar maddeleridir. Azoik boyar maddeler de denilen Naftol—AS boyar
maddeleri ile fitalosiyanin boyar maddeleri bu sinufa girmektedirler. Belirli gruplara
sahip bazi azo boyar maddeleri ile metal iyonlarimin kompleks olusturdugu boyar
maddeler metal kompleks boyar maddeleridir. Kompleks olugsumunda azo grubu rol
oynar. Metal katyonu olarak Co, Cu ve Ni iyonlart kullanilmaktadir [3].

Dispersiyon boyar maddeleri suda eser miktarda ¢dziinebilen, bu nedenle
sudaki dispersiyonlar: halinde uygulanabilen boyar maddelerdir. Bu boyar maddeler,
boyama islemi sirasnda dispersiyon ortamindan hidrofob elyaf iizerine diflizyon
yolu ile gekilmektedirler. Pigment boyar maddeler, baglayict madde denilen sentetik
regineler ile elyaf yiizeyine baglanan boyar maddelerdir [3].

Reaktif boyar maddeler, seliiloz fiberlerini boyamak i¢in kullamlan renkli
molekiillerdir. Bunlar azot-azot ¢ift bagi ile karakterize edilirler (-N=N- azo baglar).
Azo boyalarmin rengi azo bag: ve bunlara bagh kromoforlardan ileri gelir. Boyalar
ilk olarak seliiloz Gizerinde adsorbe olur ve daha sonra fiberlerle reaksiyona girerler.
Reaksiyon, boya molekiilii ile fiber arasinda dayanikh bir kovalent bag olusumu ile
gerceklesir [4].

Reaktif boyalarm en 6nemli 6zelligi yapilarinda kovalent bag olusturabilen
bir veya iki grup bulunmasidir {1]. Bu boyalarn reaktif sistemleri selilloz substrat:
lizerindeki iyonize olmus hidroksil gruplan ile iligkilidir. Bununia birlikte alkali
boyama sartlarinda boya banyosunda bulunan hidroksil iyonlan seliiloz substrati ile
birlikte fiberle kolayca reaksiyona giremeyen hidrolize olmus boyalar olusturabilir,
Bdylece baslangic boya ylikiiniin % 10-50’lik kismu boya banyolarindan atik sulara
verilerek oldukga renkli atik sularin olusumuna yol agabilirler. Bu boyalar, kimyasal
yaptlan, molekiil boyutu ve yapisi nedeniyle biyolojik indirgenmeye dayanikhidirlar.
Alct ortamlarda kolayca biyolojik indirgenmeye ugramayan reaktif boyalar tekstil
atik sularinda problem yaratan bilesikler olarak tammlanurlar [4].



Reaktif boyar maddeler selillozik elyafin boya ve baskismna yarayan ¢ok onemli
bir boyarmadde grubudur. Ayrca gok fazla olmamakla beraber yiin, ipek, naylon ve
deri boyamada da kullanilmaktadirlar. Reaktif boyar maddelerde genis bir renk
serisine sahiptir ve renkleri oldukg¢a parlaktir [5].

Biitiin reaktif boyar maddelerin ortak Ozellikleri, hepsinin kromoforu tastyan
renkli bir grup yaninda, bir reaktif bir de molekiile ¢6ziiniirlik saglayan grup
icermesidir.  Kromoforu tasiyan molekiiller ¢ogunlukla azo, antrakinon ve
fitalosiyanin tiirevleridir. Boyar maddenin reaksiyon yetenegini ve reaksiyon hizim
tayin etmesi nedeniyle boyama tekniginden sorumlu olan grup reaktif gruptur [5].
Bir reaktif boyar maddenin karakteristik yaptst sematik olarak Sekil 2.1 deki gibi
gosterilebilmektedir [3].

Sekil 2.1. Reaktif boyar maddelerin karakteristik yapist.

S: (Suda ¢bziinebilen grup) Seliiloz ve protein elyafi boyayabilen reaktif boyar maddelerde 1-4 adet
stlfonik asid grubu bulunur. Bu &zel gruplar molekille ¢dzindrtik saglarlar. C: (Molektile renk
veren grup) Reaktif boyarmaddenin molekiiliinde renk verici grup olarak her tiirlii sinifa rastlamak
miimk(in olmaktadir. Ancak genelleme yapildiginda sar1, turuncu ve kirmizi boyar maddelerin basit
mono azo yapisinda; mor, koyu kirmiz: ve lacivert renklerin bakirli mono ve disazo yapisinda; parlak
ve agik mavi renklerin ise antrakinon ve fitalosiyanin tilrevleri oldugu belirtilmektedir, B: (Koprii
baglar1) Molekiildeki renkli grup ile reakiif grubu birbirine baglayan; -NH-, -CO-, -SO,- gibi
gruplardir. R: (Reaktif grup) Elyaftaki fonksiyonel grup ile kovalent bag olusturan gruptur {3].

Giniimiizde endiistriyel olarak yaklagik 10,000 farkh boya ve pigment
iiretilmektedir. Diinya ¢apinda bu boyalarin yillik tretimi 7x10° tonun {izerindedir.
Bu boyalarm % 10-15’i boyama prosesleri sonucunda atik su ile alct ortama desarj



edilmektedir [2-5]. Bunun yaminda, diinyada boyar maddeye duyulan ihtiyag ve
kullanimt ise her gegen giin artmaktadir [6-9].

Renkli organik bilesikler atik suyun organik yiik bakimindan genellikle az bir
miktarini olusturmasma rafmen ortama renk vermeleri bunlan estetik olarak kabul
edilmez kilmaktadir. Tekstil ve boyar madde iiretim endiistrilerinden atik su artim
tesislerine ve alict ortama desarj edilen atik sular dnemli saghk ve gevre kirliligi
problemlerine sebep olmaktadir. Bu nedenle renk giderimi son yilarda 6nemli bir
bilimse] ilgi alam olusturmustur [10].

2.2. BOYAR MADDELERIN RENK GIDERIM CALISMALARI
2.2.1. Oksidatif Prosesler

Bu islem, kimyasal maddeler kullanilarak renk gideriminin saglandif: bir
metottur. Kullammin kolayhgindan dolayr ¢ok yaygn olarak kullamimaktadir. Bu
islemmde kullanilan temel oksitleyici ajan hidrojen peroksit (H;O,)’dir. Bu ajanmn
aktive olabilmesi i¢in bazi sartlar gereklidir. Kimyasal renk gideriminde kullamilan
bir¢ok metot H;O,’nin aktive olmasma baghdir [11]. Kimyasal oksidasyon, boya
molekiiliiniin aromatik halka kinlmasiyla sonuglanan oksidasyonuyla boyar madde
igeren atik sularda boyayi gidermektedir.

2.2.1.1. Fenton aywact (H,O,/Fe(Il) tuzlar)

Fenton ayrwract biyolojik artima direngli veya canliya zararh olan atik sularin
aritiminda kullamimaktadir [11]. Bu islemde atik suda bulunan, suda ¢dziinebilen
veya ¢dziinemeyen boyar maddeleri birbirine baglar ve ¢Skmesine neden olur [12].
Bu ydntemin temel dezavantajlarmdan birisi, sistemde olugan ¢amurdur. Konsantre
kimyasal ve boyar madde igeren bu ¢amurun gideriminde de yeni islemler
gerekmektedir. Bunun yanmnda sistemin performans: flok olusumuna ve gdkelebilme
kalitesine baghdir. Asit, direkt, vat, mordan ve reaktif boyar madde iceren atik
sulara uygulandiklarinda boyar maddeler ¢okebilmektedir, ancak olusan floklar



zayiftir ve iyi bir ¢okme saglanamamaktadir [13]. Fe(I1)/H,0, uygulamasinda
U.V. kullanildidinda boyar madde giderim verimi artmaktadir [14].

Bu metodun kullanildifi boyar madde giderim g¢alismasinda optimum pH
3,00; sicakhik S50 °C, FeSO4 konsantrasyonu 100 mg/L. ve H,O; konsantrasyonunun
400 mg/L oldugu belirlenmis ve yiinli, pamuklu, polyester kumas boyama islemleri
sonrast olusan atik sudan bu islemle % 80°den fazla KOI ve % 90’dan fazla renk
giderimi saglanabildigi rapor edilmistir [15]. Hidrojen peroksit ile birlikte kobalt
(II) ve askorbik asidin kullanildigi sistemde azo, akridin, antrakinon, tiazin,
trifenilmetan boyar maddelerinin (Acridine Orange, Azure B, Cibachrom Blue,
Crystal violet, Reaktif Black 5) renginin % 90’min lizerinde giderildigi rapor
edilmigtir [16]. Aym ¢ahismada yiiksek aktivite saptanmasma ragmen reaksiyon
sonucu ortamda kalan kobalt miktannmn yiiksek oldugu ve bunun giderimi i¢in iyon
degistiricilerin veya metal baglayici komplekslerin  kullamlmasi  gerektigi
bildirilmistir.

2.2.1.2. Ozonlama

Ozonlama aromatik hidrokarbonlar, pestisitler, fenoller ve klorlu
hidrokarbonlarin  yikiminda [17, 18], boyar madde ve KOI gideriminde
kullanilmaktadir [18]. Boyar madde igeren atik suya uygulanacak olan ozon dozajt
toplam renge ve KOI’ye baghdur. Bu uygulamada ¢amur olusumu
gozlenmemektedir [19] ve toksik metabolitler olugsmamaktadir [20]. Bu metot
Ozellikle ¢ift bagh boyar madde gideriminde etkilidir [11]. Boyar maddedeki
kromofor gruplar genellikle konjuge ¢ift bagh organik bilesiklerdir. Bunlarin
kirilmastyla daha kiigiik molekiiller olusur ve boyar madde renksiz hale gelmektedir
[21]. Temel dezavantaji gaz halde uygulanmas: ve uygulamada atik suyun hacminin
arttirlamamasidir.  Ayrica yarllanma Omriiniin kisa olmasi (20 dakika), ortammn
pH’sindan, sicakhgindan, tuz konsantrasyonundan etkilenmesi ve maliyetinin yliksek
olmas: diger dezavantajlanidir {18]. Alkali ortamlarda ozon hizla pargalandigindan,
ortam pH’smin siirekli izlenmesi gerekmektedir {11]. Bu uygulamada en iyi sonug,
ozonun radyasyonla [22] veya nmembran filirasyon teknifiyle birlikte



uygulanmasindan elde edilmektedir [23]. Boyama islemleri esnasinda
kullanilan iyon tutuculardan dolayr ozonlama isleminin renk giderimi {izerindeki
etkisinin azaldig1 belirlenmistir [24].

2.2.1.3. Fotokimyasal islemler

Bu metotia boyar madde H,0, varhiginda U.V. ile birlikte karbondioksit ve
suya pargalanmaktadir [21, 25]. Parcalanma sonucu yiiksek konsantrasyonda
hidroksil radikalleri tiretilmektedir. U.V. H,0; gibi aktif molekiilleri kullanir ve
boyar madde giderim hizz U.V. 1gminin yoZunluguna, ortamm pH’sina ve boyar
maddenin yapisina baghdir {11]. Renk giderimi igleminin siiresi ortamda bulunan
metallere, inorganik asitlere, organik aldehitlere ve organik asitlere baghdir [25].

2.2.1.4. Sodyum hipoklorit (NaOCl)

Bu metotta; kullanilan kimyasaldaki klor boyar maddedeki amino gruplarina
atak yapmaktadir. Reaksiyon basladiginda azo baglanmin kinlmasi hizlanmaktadir.
Bu metot dispers boyar maddeler igin uygun degildir. Renk giderimindeki artig
ortamdaki klor konsantrasyonuna baghdir. Ydntemde klorun kullanimasindan ve
fazla klorun atik suda kalmasindan dolay ¢ok sik kullanilan bir yontem degildir [11].
Ayrica reaksiyon sonucu karsinojenik ve toksik aromatik aminlerin olusumu

yontemin kullamsint siurlamaktadir.
2.2.1.5. Elektrokimyasal iglemler

Boyar madde gideriminde alternatif bir y6ntem olarak geligmektedir. Yapilan
¢alismalar kimyasal maddenin ¢ok az yada hi¢ harcanmadifiu ve ¢amurun
olusmadigmu gdstermektedir. Parcalanma sonrasinda herhangibir toksik madde
olusmamaktadrr. Bu metodun kullandmast ile ekonomik olarak boyar madde
giderimi yanmda rekalsitrant kirleticilerin par¢alanabildigi bildirilmistir [26, 27).



2.2.2. Fiziksel Antim
2.2.2.1. Adsorbsiyon

Kirleticilerin gideriminde kullamlan metotlar arasmda oldukg¢a stabil
olmasindan dolay1 son yillarda ¢ok g¢aligilan ve ekonomik olan bir tekniktir [28].
Renk giderimi iki mekanizma ile gerceklesmektedir; (1) adsorbsiyon ve (2) iyon
degistirme [11]. Bu metot boyar madde/sorbent iligkisinden, sorbentin ylizey alani,
partikiil biytiklugi, sicaklik, pH ve temas siiresi gibi birgok fizikokimyasal faktdrden
etkilenmektedir [29, 30, 31].

2.2.2.2. Aktif karbon

Boyar maddelerin adsorbsiyonunda ¢ok sik kullamlan yoéntemdir [32].
Katyonik, mordant, ve asit boyar maddelerin gideriminde oldukga etkili olurken
dispers, direkt, vat, pigment ve reaktif boyar maddelerin gideriminde daha az
etkilidir [13, 33]. Aktif karbonun performanst kaynagina ve atiksuyun karakterine
baghdir. Cok yiiksek hacimlerde yiiklemelerde basanhdir ve rejenerasyonu kolaydir.
Ancak rejenerasyondan sonra performansi azalmaktadir ve bu azalma daha dnceden
belirlenememektedir. En biiylik dezavantaji yilksek maliyetli olmasi ve rejenerasyon
esnasinda adsorbanin yaklagkk % 10-15’inin kaybedilmesidir. = Reaktif boyar
maddelerle yapilan bir ¢aligmada Reaktif Yellow’un yiiksek oranlarda giderilmesine
ragmen Reaktif Black 5 ve Reaktif Red i¢in uygun bir adsorban olmadid1 ve boyar
maddenin yapisina bagh olarak verimin degistigi rapor edilmistir [34].

2.2.2.3. Odun cipsi

Asit boyar maddelerin gideriminde oldukga etkilidirler ancak kullanimindaki
giglikler, uzun bekleme siirelerine ihtiya¢ duyulmasi dezavantajdic [35, 36].

Islemden sonra boyar madde igeren odun cipsleri yakilarak enerji eldesinde
kullanilabilmektedir {37].



2.2.2.4. Ugucu kiil ve kdmiir

Adsorbsiyon hizi, ugucu kiil konsantrasyonunun dolayisiyla adsorbsiyon igin
uygun olan ylizey alanimin  artmasi ile artmaktadwr. KoOmiir ile birlikte
kullanildiginda adsorbsiyon hizinm arttig1 bilinmektedir {38].

2.2.2.5. Membran filtrasyon

Bu metot atiklarin artiminda, konsantre edilmesinde, en Onemlisi siirekli
sekilde boyar maddeleri atik sudan ayrabilmesi ile karakterizedir [18, 39]. En biiyiik
dezavantaji olduk¢a yiiksek yatirim maliyetinin olmasidir. Sistemde atik suyun
membrandan digant ¢ikabilmesi i¢in kimyasal potansiyel, basmg, elektrik gibi
zorlayict kuvvetler uygulanmaktadir [40].  Aynca sistemin atiksudan KOI
gideriminde de etkili oldugu rapor edilmigtir [41].

2.2.2.6. lyon degistiriciler

Boyar madde igeren atkk sulann artiminda boyar maddelerin ¢ok farkl
kimyasal yapiya sahip olmalarindan dolayr genis &lgiide kullamilamamaktadir [11].
Hem katyonik hem de anyonik boyar maddeleri iceren atiksularda kullamlmaktadir.
Bu yOntemin avantaji rejenerasyon ve geri kazammda adsorban kaybinn
olmamasidir. Temel dezavantaji ise maliyetidir. Rejenerasyonda kullamlan organik
soventlerin pahali olusu ve dispers boyar maddelerin gideriminde etkisiz olusu bu -
metodun kullammm sinirlamaktadir [39].

2.2.2.7. Radyasyon
Radyasyonla etkili bir sekilde organik maddelerin giderilebilmesi igin uygun

miktarda ¢Oziinmiis oksijen gereklidir. Islem esnasinda ¢Sziinmiis oksijen hizla
tiiketilir ve ortama yeniden oksijen saglanmast gereklidir. Bazi boyar maddelerin ve
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fenolik bilesiklerin oksitlenebilmesini saglayan bu yontem yalmzca laboratuvar
Slgeginde etkili olabilmektedir [42].

2.2.3. Biyolojik Aritim
2.2.3.1. Bakteriyel kiiltiirler

Bir¢ok bakteri tiirtiniin ve karigik kiiltiirlerinin boyar madde giderimi {izerine
etkileri incelenmistir. Ozellikle diazo grubu tastyan boyar maddelerin yaklasik 15
giinliik periyotta giderildigi bildirilmistir [43]. Nigam ve Marchant [44], Nigam ve
ark. [45] karisik boyar madde igeren atik sularn bir destek materyaline fikse edilmig
veya serbest anaerobik bakteriler tarafindan 24-30 saatte giderildigini
gostermislerdir. Ogawa ve Yatome {46], mikrobiyal sistemlerin bir fermentasyon
islemine gerek duyduklarmi, ancak yiiksek hacimde atik sularin gideriminde uygun
olmadiklarm bildirilmiglerdir.

Bakterilerin azo boyar maddelerin renk giderimi ve mineralizasyonu {izerine
etkinliliklerinin aragtwildit ¢ahigmalarda anaerobik ortamlarin renk gideriminde,
aerobik ortamlarm mineralizasyonda daha basarih oldugu belirlenmigtir. Anaerobik
kosullarda, azo boyar maddelerdeki azo bad:i indirgenip kopmakta ve azo boyar
maddeler aromatik aminlere doniigmektedir. Aromatik aminlerin, mutajenik ve
karsinojenik etkili olduklari insanlarda idrar kesesi kanserine, farelerin sindirim
kanal epitel hiicre ¢ekirdeklerinde de yapr bozukluklarina yol agtiklan saptanmgtir
[47, 48, 49].

Mordant yellow 3 boyar maddesinin azo bagmun anaerobik sartlarda
indirgenmesi sonucunda aromatik amin yapiara donlstiiginii (6-aminonaftalen-2
siilfonat ve S-aminosalisilat), ardindan aerobik sartlarda hidroksilasyon ve halka
agtimasi ile mineralize edildifi rapor edilmistir [50]. Azo boyar maddelerin
anaerobik pargalanma iriinleri olan aromatik aminlerin anaerobik kosullarda daha
ileri parcalanmaya ugramadifi belirtilmektedir. Birgok aromatik aminin, aerobik
kosullarda tMen parcalanabildigi bilinmektedir. Azo boyar maddelerin biyolojik
pargalanmalarinda anaerobik-aerobik kombine sistemlerin gerektigi ve bdylece azo
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boyar maddelerin biyolojik olarak tamammmn en son f{iriinlere doniiserek
giderilebilecegi rapor edilmistir [S0].

Ug farkh boyar maddenin (C.I. Acid Yellow 17, C.I. Basic Blue 3, Basic Red
2) anaerobik-aerobik par¢alanmasinin arastinldifi bir ¢aligmada, anaerobik sartlarda
Acid Yellow 17°nin % 20; Basic Blue 3’tin % 72; Basic Red 2’nin de % 78'inin
giderildigini rapor edilmistir. = Calijmada ayrica anaerobik-aerobik sistemlerde,
anaerobik islemin renk ve KOI (Kimyasal Oksijen Ihtitact) gideriminde ve aerobik
islemin ise boyar maddelerin par¢alanmasinda etkin oldugu saptanmustir [S1].

Tan ve ark. [52], iki azo boyar maddenin (4-fenilazofenol (4-PAP) ve
Mordant Yellow 10 4-silfofenilazo-salisilik asit:MY10) kesikli sistemlerde biyolojik
parcalanabilirlifi {izerine ¢aligmuglar, boyar maddelerin anaerobik yikimlar1 sonucu
4-aminofenol(4-AP), anilinin ile 5-aminosalisilat (5-ASA) ve siilfanilikasite (SA)
doniigtigiinii  bildirmislerdir. Bir sonraki asamada anaerobik g¢amur
oksijenlendirilmis ve fakiiltatif aerobik bakterilerle, oksijen varlifinda, olusan bu
aromatik yapilarin daha ileri pargalanmaya ugradif1 rapor edilmigtir.

Zhen ve ark. [53], boyar madde igeren atik sularin anaerobik-aerobik
islemlerde ortamdaki baskin bakteri tiirleri ile aritimim ¢abigmuslardir. Arastincilar,
boyar maddelerin renk giderim verimlerinin % 90 iizerinde oldugunu rapor
etmislerdir. Reaktif Black KNB, Reaktif Red HE-3B ve Reaktif Yellow 3-RS’nin
renklerinin etkin bir sekilde giderildigini ve baghca biyolojik par¢alanma firiinlerinin
fenilamin tipi maddeler oldugunu bildirmislerdir. Calisma sonucunda, azo boyar
maddelerin renklerinin biyolojik parcalanma sonucu giderilmesinin, azo bagi ve
kromofor gruplarin boyar maddelerden aymnimas: ile olustugu saptanmugtir.

O’Neill ve ark. [54], Procion Red H-E7B boyar maddesinin anaerobik-
aerobik kogullar altinda pargalanmasim arastirnuslar, yiirtitiilen biyolojik parcalanma
stirecinde, belirli bir siire sonra ortamda aerobik kosgullar saglanarak biyolojik
pargalanmaya devam edilmigtir. Procion Red H-E7B boyar maddesinin renginin %
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68’nin anaerobik ortamda giderildigi; aerobik kosullarda ise renk gideriminin
gdzlenemedigi belirtilmistir.

Anaerobik sartlar altinda, birok bakteri tiirli azo baglarm agip iki aromatik
amin olugsturarak boyalan indirgemektedir [55]. Biyolojik indirgenme ¢alismalarinin
¢ogu anaerobik prosesten sonra ancak aerobik bir proses kullamlirsa renk
gideriminin tam olarak gerg¢eklesebilecegini g5stermektedir.

Ogawa ve ark. [46], aerobik sartlarda Pseudomonas cepacia 13NA ile azo
boyalarnmin  ¢oklu doner disk biyoreaktdrlerde biyolojik  indirgenmesini
cabismuslardir. Caliymada model atik su 10 ppm p-aminoazobenzen igerirken renk
giderimi yaklagik 100. saatte baslanustir. Sisteme 2. ve 3. reaktdrler eklenerek
siirenin azaltilmas1 ve giderim veriminin arttinlmas1 amaglanmstir.  Cahsma
sonucunda % 75-80 oraninda renk giderim verimi elde edilmigtir.

Haugh ve ark. [50], bir bakteri kiiltiirii karisimu ile stilfonlanms azo boyas:
Mordant Yellow 3’tin mineralizasyonunu ¢ahsmuslardir. Calismada bir anaerobik-
aerobik reaktdr kullamlmis ve glikoz konsantrasyonu ile boya konsantrasyonunun
renk giderim verimine etkileri arastrimustir. Anaerobik asamada boyar maddeden
aromatik aminler (6-aminonaftalen-2-siilfonat ve 5-aminosalisilat) olusurken aerobik
asamada bu aminler farkh bakteriyel kiiltiirler tarafindan mineralize edilmigtir.

Ganish ve ark. [56], azo boyas: Reaktif Black 5 ve ii¢ azo boyasinmn kangm
olan Navy 106’nin aerobik ve anaerobik sartlarda giderimini ¢ahigmiglardir. Aerobik
sartlarda Reaktif Black 5 boyasmun vinil stiffon grubu, boyanm hidrolize olmus
formundan daha kolay uzaklagturilmistir. Navy 106’nin sorpsiyonu ve aerobik renk
indirgenmesi reaktSrdeki biyokiitle artis1 ile arttirilmugtir. Aerobik sartlarda toplam
organik karbon (TOC) ve KOI azaltilrken anaerobik sartlarda bu daha az
gergeklesmigtir.  Aerobik sartlarda boya giderimi ilk olarak sorpsiyon ile
gergeklesmistir. Boya giderimi 15. glinde % 92’ve ulagmustir.
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Carliell ve ark. [57], anaerobik sartlar altinda reaktif bir azo boyast olan Reaktif
Red 141’in mikrobiyal renk giderimini ¢absmuslardir. Anaerobik sartlar altinda azo
boyalartun mikrobiyal solunumda terminal elektron ahcist gibi kullamlabilecegi ve
indirgenmis flavin niikleotidleri tekrar oksitleyerek renk giderimini ve indirgenme
sagladigi bulunmugtur. Calismada 100 mg/L. boya kullamlmig ve karbon kaynag:
eklenmediginde belirgin bir renk giderimi saglanamadid: saptanmugtir. Ortamda
nitratmm olmas1 renk giderimini inhibe ederken siilfat varhg: belirgin bir etki
gostermemistir. 100 mg/L’nin izerindeki boya konsantrasyonunun ise mikrobiyal
populasyona toksik etki gosterdigi bildirilmistir.

Keck ve ark. [58], Sphingomomas tiri BN6’'min naftalen siilfonik asit
indirgenme yolunda redox mediatorleri ile azo boyalarn indirgenmesini
calismuglardir.  Bu indirgenme yolunda siiifonlanmus azo boyast Amaranth
kullamilmis ve 1,2-dihidroksi naftalen redox mediatdrii gibi davranarak anaerobik
indirgenme gergeklestirilmistir. Azo boyalarinin anaerobik indirgenmesinde azo
bagmm agimas: ilk basamaktir ve genellikle ¢6ziinebilen sitoplazmik enzimlerle
gergeklestifi rapor edilmigtir. Bununla birlikte sentetik elektron tasiyiciarmn
ortama eklenmesi birgok anaerobik ve fakiiltatif anaerobik bakteriler igin azo

boyalarmin indirgenme oramni arttirmigtir.

Razo-Flores ve ark. [59], azo boyalarmin methanojenik sartlarda biyolojik
indirgenmesini ¢ahgmuglardir.  Azo boyast  olarak Mordant Orange 1 ve
Azodisalisilat segilmis ve siirekli UASB reaktorle indirgenme ve renk giderimi
arastrtlmugtir.  Mordant Orange 1’de azo bag agilmas: ile 5- aminosalisilik asit ve
1,4-fenilendiamin  olugmustur. Kesikli ¢ahsmalarla Azodisalisilat mineralize
edilmigtir. Caliymalarda 100 mg/L. Mordant Orange [ ve 75 mg/L Azodisalisilat azo
boyar maddesi kullamlmis ve 295 mg/l-glin ile 225 mg/L-giin azo boya yiikleme
oranlarinda Mordant Orange I i¢in azo boya uzaklagtirma >% 99, Azodisalisilat i¢in
% 98,80 bulunmus, aromatik amin uzaklagtirma ise sirasi ile % 29,1 ve % 0,8 olarak
saptanmustir.
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Donlon ve ark. [60], siirekli akigh anaerobik reaktdérde azo boyast Mordant
Orange I’in detoksifikasyon ve kismen mineralizasyonunu ¢alismuslardir. Kesikli
toksisite analizleri, anaerobik graniiler gamurda methanojenik aktivite siiresince azo
boyalarimn bag agiimasi ile olugan tirlinlerinin azo boyalarinda ¢ok daha fazla toksik
oldugunu goéstermistir.  Calismada 217 gilinlik bekleme siresinde azo boyalar
aromatik aminlere (1-4-fenilendiamin ve S-aminosalisilik asit) déniistliriilmistiir,
Reaktérde ko-substrat olarak glukoz kullanidmis ve 189. gilinlin sonunda ¢ikis
suyunda S-aminosalisilik asit diizeyi saptanamayacak kadar azaltilmistir. Mordant
Orange 1 yiikleme hizs Immol/L-giin ve 0,57 mmoVL-giin olan reaktorlerde azo
boyar madde giderimi 1. reaktérde % 95,1 ve 2. reaktérde % 91,8 olarak

saptannustir.

O’Neill ve ark. [61], anaerobik-aerobik aritim sistemi ile azo boyalarin
tekstil attksuyu benzeri kullanilarak indirgenmesini ¢ahsmuglardir. Calismada reaktif
azo boyas: olarak Procion Red H-E7B kullamilmustir. Anaerobik aritimda belirgin bir
renk giderimi gdzlenirken, yapilan solunum-inhibisyon testleri anaerobik ¢ikisinda
atik su toksisitesinin arttigii gOstermistir. Anaerobik prosesten aerobik prosese
giren bu toksik bilesikler yiiksek polariteye sahip bilesiklere donstiiriilmils ve
HPLC ile analiz edilmistir. Caligma siiresince anaerobik indirgenme % 63,9, acrobik
indirgenme % 11,1 ve toplam indirgenme % 75 olarak saptanmugtir.

Rajaguru ve ark. [62], tekstil atiksulan ile kontamine olmus topraktan izole
ettikleri kangik bakteriyel kiiltiir igeren anaerobik-aerobik aritim prosesi ile azo
boyalarmin biyolojik indirgenmesini aragtwmiglardir. Cahsmada siilfonlanmis azo
boyalart Orange G, Amido Black 10B, Direct Red 4BS ve Congo Red kullanilmugtir.
Anaerobik sartlarda ko-substrat olarak glukoz kullanilmis ve azo boyalar1 bakteriyel
biyokiitle tarafindan aminlere indirgenmistir. Aminler bir sonraki basamak olan
aerobik sartlarda tamamen mineralize olmuglardir. Maksimum indirgenme oranlari;
Orange G igin 60,9 mg/L-giin (16,99 mg/g glukoz ile), Amido Black 10B igin 571,3
mg/L-giin (14,46 mg/g glukoz ile) , Direct Red 4BS i¢in 112,5 mg/L-giin (32,02
mg/g glukoz ile) ve Congo Red i¢in 134,9 mg/L-giin (38,9 mg/g glukoz ile} olarak
saptanmugtir.
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Chinwetkitvanich ve ark [63], reaktif boya banyosu atiksularmm iki
basamakh UASB sistemi ile anaerobik renk giderimini ¢ahismuglardir. Reaktoriin
hidrolik bekleme siiresi 12 saat sabit tutulmus ve siyah boyamn denendigi ¢calismada
nisasta konsantrasyonu 500, 1000, 1500 mg/L konsantrasyonlarda renk giderim
verimleri sirasiyla % 67, % 71 ve % 69 olarak saptanmugtir. Kirmizt ve mavi boyalar
ile yapilan ¢aliymada nigasta konsantrasyonu 0, 200, 500 mg/L alinmis ve verimler
kirmizi boyada; % 36, % 57, % 56 mavi boyada; % 48, % 52 ve % 56 olarak
saptanmustir. Deneysel ¢alismalarin sonucunda siilfat indirgeyen bakterilerin organik
karbon igerigini arttirdipi fakat renk gideriminde Onemli bir rol oynamadig:
saptanmugtr.  Asit olusturan bakteriler renk giderim prosesinde g¢ok kiiglik bir rol
alirken, metan iireten bakterilerin renk gideriminden sorumlu tek mikroorganizma
olmadi@1 bildirilmigtir.

Walker ve Weatherley [64], asit antrokinon boyalarimn biyosorpsiyonu ve
biyolojik indirgenmesini ¢ahsmuglardir. Caligmada segilen antrokinon boya Tectilon
Blue (TB4R)’nun kesikli sistemde aerobik indirgenmesi igin ii¢ bakteri tiiriiniin
(Bacillus gordonae, Bacillus benzeovorans ve Pseudomonas putida) karisimi
kullamlmistir.  Arastirmada her ii¢ tiir de boyay: basarih bir sekilde renksizlestirmis
ve giderim Michaelis-Menten Kinetifine gore gerceklesmistir. Yirmi dort saatlik
stirede boyar madde biyokiitle iizerinde biyosorpsiyona ugramis ve boyamn % 19’u
bakteriler tarafindan kullanim sonucu giderilmistir. Caligma galkalamali sartlar
altinda gergeklestirilmis ve 25 °C ile pH 7,0 degerleri kullanilmustr. Boya
konsantrasyonu 250 mg/L olarak sabitlenmigtir.

Kapdan ve ark. [65], tekstil atiksularinin karigik bir bakteriyel kiiltiir ile renk
giderimini ¢alismislardr. Cabsmada; Drimaren Orange K-GL, Everzol Red RBN ve
Everdirect Supra Yellow PG boyarmaddeleri kullanilmstir. Boyar madde kansmm
konsantrasyonu 200 mg/L olarak segildiginde 24 saatte tamamen renk giderimi
saglanmug ve en uygun ko-substrat olarak glikoz segilmistir.

16



Panswad ve Luangdilok [66], farkh c¢evresel sartlar altinda gerceklestirdikleri
calismada farklh molekiler yapiardaki reaktif boyalarm renk giderimini
arastmuglardir.  Anaerobik sistemle kanserojenik ara f{iriinler olustugundan ileri
artim saglamak igin bir aerobik-anaerobik SBR sistem kullandmistir. Karbon
kayna@i olarak sisteme verilen glikoz ve asetik asidin toplam yiikii 1000 mg/L
KO[I'ye esitlenmistir. Boya konsantrasyonu 20 mg/L secilmis ve biazo vinilsiilfonil,
antrokinon vinilsiilfonil, antrokinon monoklorotriazin ve oksazin yapilarindaki
Remazol Black B, Remazol Blue R, Cibacron Blue CR ve Procion Blue H-EGN
reaktif boyalan kullamlmustir. Ilk {i¢ giin icerisinde boya indirgenmesi sirasiyla %
63, % 64, % 66 olarak bulunmustur.

Panswad ve ark. [67], anaerobik-aerobik kesikli reaktorde fosfat ve glikojen
biriktiren organizmalarla azo reaktif boyalarin renk giderimini g¢ahgmuglardir.
Caliymada camur yast 8 giin olarak alinmis ve anaerobik+aerobik+¢oktiirme siireleri
18+5+1 saat olarak belirtilmistir. Farklh konsantrasyonlarda (KOl olarak) nutrient
broth ve sodyum asetat kullamlan aragtirmada 10 mg/L. Remazol Black B boya
konsantrasyonunda 500 mg/L. nutrient broth iceren ve sodyum asetat icermeyen
ortamda maksimum renk giderimi saglanmustir. Bu ortamda renk giderim verimleri
anaerobik reaktdrde % 70,8 aerobik reaktdrde % 8,0 ve toplamda % 73,3 olarak
saptanmustr.

2.2.3.2. Fungal renk giderimi

Beyaz ¢lirik¢til funguslar ile renk giderim ¢aligmalann 1980°li yillarin
baslarinda baslamustir. Lignin iceren kagit ve kagit hamuru atik sularmin renginin
Phanerochaete chrysosporium ve Tinctoporia sp. tarafindan giderilebildigi rapor
edilmistir [68,69]. Bu giine kadar P. chrysosporium’un kagit fabrikalan ve g¢esitli
boyar maddelerin rengini giderebildigi bildirilmistir {8, 70-77). P. chrysosporium’a
ek olarak Trametes versicolor [8, 9], Coriolus versicolor [18, 719] ve Funalia trogii
[80] gibi diger beyaz ¢liriik¢iil funguslarin boyar maddelerin rengini giderebildikleri
rapor edilmistir. Beyaz ¢lirlik¢iil funguslar disinda Aspergillus niger [81, 82],
Rhizopus arrhizus [83, 84]; Rhizopus oryzae [85, 86] gibi difer fungus tiirlerinin de
renk giderimi ve biyosorbsiyon {izerine etkileri aragtirdmustir.
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Fungal renk giderimi ¢absmalarim fungusun yasam durumuna gére iki gruba
aywabiliriz  [87]. Bunlardan  birincisi  biyolojikk yikim ve biyosorbsiyonu
gergeklestiren canli hiicrelerle ve ikincisi adsorbsiyonda kullanilan 6l hiicrelerle
(fungal biyokiitle) yapilan ¢aligmalardir. Bunun yaninda funguslardan elde edilen
enzimlerle de boyar madde giderim ¢aligmalari yapimaktadir.

Fungal Renk Giderimini Etkileyen Faktorler : Funguslarla yapilan ¢alismalarda
renk giderimi islemleri gesitli faktorlerden etkilenmektedir. Bu anlamda etkileri
ikiye ayrrmak miimkiindiir. Bunlardan birincisi boyar madde igeren atik suyun (pH,
sicaklik, boyar madde yiikii gibi) karakteridir. Digeri ise fungal biiyiime ortamu ile
ilgili olan 6zelliklerdir.

Fungal Biylime Ortamu : Farkli proseslerden ¢ikan birbirinden farkh atiklarda
funguslarm yeterli artum saglamasi igin fungusun gelisebilmesi i¢in gerekli
optimum sarlarin saglanmas: gereklidir. Boylece atik sularda aritim yapacak
fungustan maksimum verim ahinabilecektir [88].

Besiyeri : Funguslar biyosorbent olarak kullamilacaklarinda genellikle boyar madde
veya atik su igermeyen ortamlarda yetigtirilirler. Zhou ve Banks [84] humik asidin
R. arrhizus tarafindan biyosorbsiyonu ile ilgili ¢alismada 4 farkh besi ortamim
denemislerdir.  Bunlar arasinda potato dextrose agarda yetistirilmis fungusun
biyosorbsiyon kapasitesi maksimum bulunmugtur.

Funguslar boyar madde igeren atik sularda gelisebilirler ve boyar maddeleri
biyosorbsiyonla giderdikleri gibi biyolojik yikimla da giderebilirler. Boyar madde
igeren ortamlarda yapilan ¢alismalar genellikle boyar maddenin yapisma gére uygun
karbon, azot kaynaklart ve diger besin elementlerinin bulunmasina y6neliktir.

Karbon Kaynag: : Pamuk afartma isleminde en uygun karbon kaynagmin glikoz,
nigasta, maltoz ve sellobiyozun oldugu siikroz, ksilan, metanol ve ksilozunda yeterli
verimin saglanamadigi bulunmus ve glikozun 5 g/I. konsantrasyonunun en etkili
konsantrasyon oldugu rapor edilmistir [89]. Coriolus sp. No. 20 tarafindan
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melanoidin’in renk gideriminde en uygun karbon kaynaklari glikoz ve
sorbozdur {90]. A. niger ile yapilan ¢aliymada siikrozun % 69 ve melasm % 45 renk
giderimi sagladig: bildirilmistir [91]. Belsare ve Prasad [92] siikroz, glikoz, seliiloz
ve kagrt hamurunun strast ile % 60, % 48, % 35 ve % 20 renk giderimi sagladig
rapor edilmistir.

Azot Kaynag: : Aspergillus sojae B-10 ile yapilan renk giderimi ¢alismasinda ortama
eklenen 1.8 g/ NH4NO;’lin en yiiksek renk giderimini saglayan ortam oldugu rapor
edilmistir. Fakat Vasdev ve arkadagslarimin [93] Cyathus bulleri ile yapms olduklan
caliymada azot kaynagmin etkili olmadig: bildirilmistir. Zhang ve ark. {89] NH,"
ilavesi yapilan ortamlardaki renk gideriminin NH4" ilavesi yapilmayanlara gore
oldukga diigiik oldugu saptamuglardir. Yiiksek azot igeren boyali plaklarda renk
gideriminin inhibe oldugu rapor edilmistir [73].

Bunun yaninda fungal ¢ahsmalarda boyar madde gideriminden sorumiu olan
enzimlerin sentezinin fungusun sekonder metabolik fazinda sentezlendigi ve bu
sentezin karbon veya azot smirlamas: getirilen ortamlarda arttig:1 bilinmektedir [76,
77, 94].

PH : Funguslan gelisebilmesi icin en Onemli kriterlerden birisidir.  Funguslar
genellikle asidik pH degerlerinde gelisirler (pH 4-5). Farkh ¢aligmalarda fungal tiire
bagl olarak optimum pH degerinin degisti3i belirlenmistir. Aspergillus niger igin
pH 5,0, ¢ farkh deniz fungusu i¢in 4,5, S. commune igin 4-5 optimum pH degerleri
olarak rapor edilmigtir [91, 95]. Funguslar farkhi boyar maddelerin gideriminde
farkli optimum pH degerlerinde ¢abgirlar. Basic Blue 9 giderimi i¢in pH 6,0 ve Acid
Blue 29 giderimi igin pH 4.0 optimum pH olarak bulunmugtur [81, 82].

Oksijen ¢ Funguslarm {reme ve gelismeleri igin gereken oksijen genellikle
inkiibasyon ortamwuun ¢alkalanmasi veya havalandirilmas: ile elde edilmektedir.
Yapilan c¢abgmalarda calkalamali sartlarin renk gideriminde etkili oldugunu
gostermektedir [96). Ligninin yikiminda ortamin oksijenlenmesinin lignin ytkirmim
arttirdir gibi renk giderimini de arttwrmustir [92]. 7T. villosa ile renk giderim
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cahgmasinda renk giderim hizinin arttinlmasinda calkalamali sartlarin gerekli
oldugu rapor edilmigtir [97].

Sicakhik : Funguslar farkh optimal sicakliklarda gelisirler. Ancak ¢ogunlugu 25, 30,
35 °C arasinda gelismektedir. Coriolus sp. No. 20 nin 35 °C de [90], Fungus F29’un
27 °C de [89], P. chrysosporium‘un ise 39 °C’deki gelisimleri diger sicakhklardan
daha fazladr.

2.2.3.3. Canli hiicrelerle yapilan ¢aligmalar

Farkh fungus tiirlerinin canh hiicreleriyle yapilan g¢alhigmalarda mekanizma
biyolojik yikim, biyosorbsiyon ve enzimatik temellere dayanmaktadw (Tablo 2.1).
Remazol grubu boyar maddeler (50 mg/L) Aspergillus foetidus tarafindan
biyosorbsiyonla % 68-99 (2 giinde) oraninda giderilmistir [98]. Kraft agartma
islemleri sonucu olusan atiin rengi P. chrysosporium’dan elde edilen lignin
peroksidaz tarafindan giderildigi rapor edilmistir {71]. Benzer enzimin kullamldig:
bir diger ¢alismada Indigo karmin, reaktif blue 15 ve birgok asit boyar maddenin (40-
50 mg/L) 9 giinde yikiddig1 saptanmugtir {8].

Mou ve ark. [96] boyar madde iceren ¢Ozeltiye yas hiicreleri eklediklerinde
(Myrothecium verrucaria) ik birkag dakikada % 50 den daha fazla boyanin
giderildigini ve dengeye 10 saat iginde geldigini bulmuslardir. Boyar maddenin
hiicreye baglandiktan sonra asamah olarak yikilmasi igin gerekli olan zaman boyar
maddenin molekill yapisina bagh olarak degismistir. Adsorbsiyon ile renk giderimi
daima smirh olmaktadwr [79]. T. versicolor miselleri toplam rengin ancak % 5-
10’nunu  [99], Aspergillus niger’in miselleri ise % 10-25’ini giderebilecek
adsorbsiyonu gergeklestirmistir [91]. Boussaid [100] kagit endiistrisi atik sularmin
renginin Sagenomella striatispora tarafindan % 12 sinin adsorbsiyon ile giderildigini
rapor etmistir. Melas ortamuinda yetistirilmis Candida tropicalis’in Reaktif boyar
maddeleri (Red, Black, Blue) etkili bir sekilde giderebildigi ve uygun pH'nin 3,00
oldugu rapor edilmistir {101].
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Cizelge 2.1. Funguslann canh hiicreleri kullanilarak yapilan ¢aligmalar

Mikroorganizma Boyar madde mg/lL % giderim/zaman Referans
Aspergillus niger Basicblue 9 50 1,17* (2 gin) [82]
A. niger Acid blue 29 50 6,63* (30 saat) {81]
Botrytis cinerea Reaktif blue 19 13* [86]
Sulfur black 1 49,7*
Candida rugosa Reaktif black 5 31*
(maya) Reaktif Blue 19 8*
Tremella fuciformis Reaktif black 5 92*
Reaktif Blue 19 41*
Mpyrethecum Orange I 200 70 (5 saat) [102]
verrucaria 10B blue 200 86 (5 saat)
RS red 200 95 (§ saat)
P. chrysosporium Indigo karmin  40-50 29,8 (9 giin) (8]
(ligninaz enzimi) Reaktif blue 15 40-50 75,6(9 giin)
Acid violet 7 40-50 26,9 (9 giin)
Reaktif black 5 40-50 11,3 (9 giin)
Acid green 27  40-50 0,2 (9 giin)
Acid blue 25  40-50 55,6 (9 giin)
P. chrysosporium Yag Fb. Atik. 70 (10 gilin) [103]
P. chrysosporium Congo red 500 70 (2 giin) sivida (73]
500 90 (2 giin) katida
Pycnoporus Pigment fb. atig1 90 (3 giin) [104]
cinnabarinus
Funalia trogii Yag Fb. Atik. % 30 38 (9 giin) {801
calkalamali
31 (6 giin) statik
P. chrysosporium PAH - 47-95 [105]

*: adsorbe olan veya giderilen mg boya / g hiicre
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2.2.3.4. Oli hiicrelerle yapilan galismalar

Olii hiicreler igin mekanizma adsorbsiyondur. Zhou ve Banks {83] Rhizopus
arrhisus misellerinin humik asidi adsorbe ederken adsorbsiyonun bifazik oldugunu
ve ilk asamada metabolik enerjiye bagh olmadan hizh ve ikinci asamanin ise
metabolik enerjiye bagh olarak yavas gergeklestigini rapor etmislerdir. Infrared
spektrum sonuglanindan hiicre duvan ile humik asit arasinda kimyasal bir
reaksiyonun olugmadifi fiziksel adsorbsiyonun gerceklestigi bulunmugtur. Humik
asit fungusun hiicre duvarmun yapisal bilegenlerinden olan kitin/kitosana adsorbe
olmaktadir (84, 106). Gallagher ve ark. [85], Reaktif Brillant Red’in Rhizopus
oryzae’nin heterojen karakterli misellerine Freundlich ve Lagmiur izoterm
modellerine uygun olarak adsorbe oldugunu rapor etmistir.

NADH ile renk giderimi ¢ahsmasinda; NADH nin azo boyar maddelerin renk
gideriminde ve pargalanmasinda etkili oldugu belirtilmistir.  Mekanizma azo
gruplarmmn protonlanmasi ve sonugta azo baguun kirilarak aromatik amin olusumuna
neden olmasi seklinde agiklanmugtir {107]. Bu ¢aligma ile insan viicuduna giren
boyar maddelerin yikilmalari sonucunda karsinojenik amin olusumuna neden
olabilecekleri gésterilmistir.

Olii hiicrelerle yapilan gahsmalarda mekanizma adsorbsiyon ve iyon degisimi
gibi fizikokimyasal iligkileri igeren biyosorbsiyon temeline dayanmaktadir (Cizelge
2.2). Yapilan ¢aligmalarda fungus besi ortamnda yetistirildikten sonra renk giderim
¢aliymalarinda kullamilmadan 6nce 1s1 ile dldirlilmektedir. Bu sekilde bir adsorban
gibi degerlendirilen fungusun metabolik faaliyetlerinin ve enzimlerinin aktif olmasi
engellenmis olmaktadur.

2.2.3.5. Enzimlerle yapilan ¢aligmalar

Canh hiicreler icin temel mekanizma biyolojik yikimdir ¢iinkii hiicreler
lignini ve boyar maddeleri pargalayabilen lakkaz [109, 110], mangan peroksidaz [77,
111, 112}, lignin peroksidaz {74, 113, 117] enzimlerini hiicre dismna sentez
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edebilmektedirler [40, 95, 115]. Bu tiir bir enzimatik atak molekilliin hiicre
igine alinmasma gerek olmaksizin pargalayabildiginden etkili olmaktadir. Bununla
beraber bu enzimlerin sentezleri fungus tirleri arasinda farkhhk g6sterdiginden
boyar maddelerin yikimlanmin da fungus tiirleri arasinda farkh olmasina neden
olmaktadir.

Cizelge 2.2. Funguslarin 61i hiicreleri ile yapilan ¢aligmalar

Kiiltiir Boyar madde adi Kons. Biyosorpsiyon Referans
(mg/L) mg boya/g KM
Aspergillus niger  Basic blue 9 50 10,49-18,54* 82}
(2 giin) **
A. niger Acid blue 29 50  1,44-13,82¢ [81]
(30 saat) **

Botrytis cinerea Reaktif blue 19 42 [86]
Sulfur black 1 360

Candida rugosa Reaktif black 5 31

(maya) Reaktif Blue 19 8

Tremella Reaktif black 5 79

Suciformis Reaktif Blue 19 35

P. chrysosporium  Congo red 500  90* (2 giim)** [73}

svida
31 (6 giin) statik

Rhizopus oryzae  Reaktif Brillant 250 37,2 (4 hafta)** [85]}
Red

Rhizopus arrhizus Remazol Orange 200 [108)
Remazol Blue 150
Cibacron Red 100

*. % renk giderimi; ** Temas siiresi

P. chrysosporium’dan elde edilen peroksidazlarm boyar madde yikiminda
anahtar rolii oldugu bildirilmesine kargmn {75, 77, 116], Olikka ve ark. {74] MoP’m
boyar madde yikimmmn baglangic agamasinda rol almadifiu rapor etmiglerdir.
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Benzer sonu¢ Young ve Yu [8] tarafindan rapor edilmis 8 sentetik boyar
maddenin renginin Trametes versicolor’dan elde edilen LiP tarafindan giderildigini
ancak MnP’1n renk giderimi {izerine etkisinin olmadig: bildirilmigtir.

Zhang ve ark. [89] tanimlanmamug bir fungustan (F29) izole edilen MnP’in
pamuk agartma islemlerinden kaynaklanan atik suyun rengini gidermesine kargin
ortamda LiP aktivitesine rastlanmadifi rapor etmiglerdir. Trametes versicolor’un
sentezledigi en Onemli enzim olan lakkaz enziminin azo, anthraquinone ve indigo
boyar maddelerin rengini giderdigi bildirilmistir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda  enzimatik renk gideriminin
gergeklesebilmesinin - boyar maddenin yapisma bagh oldugu gosterilmistir.
Pycnoporus cinnabarinus’dan elde edilen lakkaz enzimi ile yapilan g¢aliymada
Chicago Sky Blue 6B nin bu enzimle pargalandigt ve ortamda iki farkli ara Uriin
olustugu saptanmugtir {110]. 7. hirsuta’dan elde edilen lakkaz enzimi ile yapilan bir
¢absmada, enzimin fungustan ¢ok daha bagarih oldugu bildirilmistir [117].
Aspergillus niger’den elde edilen lakkaz enziminin fenol gruplarina bagh metii
grubu iceren boyar maddeleri kolayhkla yikabildigi bildiriimistir [118]. Irpex
lacteus ile yapilan bir bagka ¢aliymada, antrakinon boyar madde Remazol Brillant
Blue R’nin renginin fungustan elde edilen kiltiir 6zitiyle giderildifi ve enzimin
mangan peroksidaz oldugu rapor edilmigtir [119].

Yapilan literatir arastrmalarinda boyar madde gideriminde, boyar maddenin
yapismn, kullanilan mikroorganizmanin tiirliniin ve ortam sartlariin Snemli oldugu
gériilmektedir. Bu cahgmada beyaz ¢lirlik¢lil fungusiardan F. frogii ile Tiirkiye’de
en ¢ok kullanlan boyar maddelerden biri olan Reaktif Black 5’in [14] giderimi
cahsilmug, c¢aliyjmada boyar madde gideriminde en etkili ortam kosullarinm,
sicakhgm, pH’'mmn, statik ve calkalamali kosullarda maksimum boyar madde
gideriminin bulunmasina galisimgtir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. MATERYAL

3.1.1. Funguslarin Devamliiginin Saglanmast

Caliymada  kullanldlan  beyaz  ¢lirlik¢iil  funguslar  (Phanerochaete
chrysosporium, Funalia trogii, Pleurotus florida, PI. eryngii ve Pl sapidus) Mersin
Universitesi Cevre Miihendisligi Bolimii Biyoteknoloji Laboratuvarindan elde
edilmis, funguslar her 20 giinde bir Potato Dextrose Agar (Oxoid) besiyerine
agillanmig ve 30 °C’de 7 giin inkiibe edilmislerdir (Sanyo MIR 152). Stok kiilttirler
¢alismada kullanilana kadar + 4,0 °C’de buzdolabinda saklanmustir.

3.1.2. Calismada Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmas:

3.1.2.1. Besiyerinin igerigi

Cahsmada stok bazal ortam olarak tammlanan besiyerinin bir modifikasyonu
(prekiiltiir ortamy) kullamlmugtr (Cizelge 3.1) [120]. Calismada ortam pH’sin

ayarlanmas: icin 0.1 M sodyum fosfat tamponu kullamlmig ve c¢aligma farkh
sicakliklarda (20; 25; 30; 35 °C) yapumustir.

Cizelge 3.1. Prekiiltiir Ortamu

Kullamlan Kimyasallar Miktar (g/L)
CaCl,.2H,0 0,5
MgS0,4.7H,0 0,5
NH4H,PO, / NH,Cl/ Ure* 0,05
Glikoz 5,0
MnSO, 0,025
FeSO, 0,025
pH (Fosfat Tamponu) 5,0

* Statik kosullarda etkisi incelenecek olan azot kaynag: kullaniimigtir.



3.1.2.2. Caliymada kullamian boyar madde

Calismada Tirkiye’de tekstil fabrikalarinda en fazla kullaulan [14] dort
stilfon grubu tagtyan ve bir diazo boyar madde olan Reaktif Black 5 (Remazol Black
B, Everzol Black B, CI 20505 ) kullamlmugtir (Sekil 3.1).

0 % oH
29 S AT 8L S
SO0H H NN Non HHO"S,
Na e 2 Na
.0 00
Na “Na

Molekiil aglﬂlgl=l 023,82; Formiili= C25H2 1N5N3402|S&
Molekill Bilesimi= C %30,50 H %2,07 N %6,84 Na %8,98 O %32,82 S %18,79

Sekil 3.1. Reaktif Black 5 (Remazo!l black B)’nin kimyasal yapis1 [121]
3.1.2.3. Funguslarn asilanmast

Calsmada kullamlan funguslar SDA besiyerinde petri kabimn yiizeyini
ortecek sekilde yetistirilmigtir. Yaklagik 1 cm® olacak sekilde kesilen 5 adet fungus
igeren agar pargas: prekiiltiir besiyerine aktariimis (30 mL ortam) ve statik kogullarda
30 °C’de 7 gin inkiibasyona birakidmustir [122, 123]. Inkiibasyon siiresi
tamamlandiktan sonra yetigen fungus miselleri bir araya toplanmus ve steril izotonik
serum (% 0,9 NaCl) ile yikanmustir. Bdylece prekiiltiirden gelmesi muhtemel karbon
ve azot kaynagindan anndmrilmgtir. Yikanan fungus miselleri steril kogullarda
politron homojenizatérde (IKA DI 25, 18 mm ¢aph) 13500 rpm’de 30 saniye
parcalanmus ve ¢ahsmanin yapilacafy besiyerine (Cizelge 3.2) 1 mL/30 mL misel
slispansiyonu olacak sekilde aglanmustir [124, 125].
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Cizelge 3.2. Boyar madde igeren inkitbasyon ortam

Kullamilan Kimyasallar Miktar (g/L)
CaClL.2H,O 0.5
MgS0,.7TH,O 0,5
NH4H,PO, / NH;Cl/ Ure** *
Glikoz 1.8%*
Boyar Madde 0,015
pH *HE

* Statik kosullarda farkl konsantrasyonlarda eklenmistir.
** Calkalamal: kosullarda ortama eklenmemistir.
*** Statik kogullarda 4,78; 5,00; 5,50; 6,00’a ve galkalamali kogullarda 4,78’e ayarlanmistir.

3.2. METOT

(Cahsmada boyar maddenin F. trogii ile inkiibasyonu boyunca pH, renk,
Kimyasal Oksijen Ihtiyac: (KOI), toplam karbonhidrat, protein, kuru misel aguhg1
(KMA) ve enzim (lakkaz ve peroksidaz) analizleri yapilmugtir. Analizler ¢alisma
ortamlarindan elde edilen Grneklerin 5000 rpm’de 10 dk satrifiijlenmesinin (Hettich
Micro 22R) ardindan elde edilen dokeltide (siipernetan) 3 tekrark yapilmugtir.

3.2.1. pH ve Renk Analizleri

pH analizleri Hanna instruments 8521 ile yapimugtir. Renk Analizleri HACK
DR/2010 marka spektrofotometrede boyar maddenin maksimum absorbsiyon
gosterdigi dalga boyundaki (A= 597 nm) absorbans azahsiyla saptanmus [7] ve boyar
maddenin distile su kullanilarak hazirlanmig standart egrisinden hesaplanmustir. Renk
giderimi % olarak asagidaki formiille hesaplanmugtir.

Boyar madde giderimi (%)= [OD, - OD» }/ OD, x 100

OD; : Ortama eklenen boyar maddenin absorbansi (A= 597 nm)
OD,; : Birim zamanda ortamda &lgiilen boyar maddenin absorbanst (A= 597 nm)
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3.2.2. Kimyasal Oksijen htiyact (KOI) Analizleri

HACK DR 2010 COD reaktérii ve spektrofotometresi ile standart metotlara
uygun olarak yapimustir {127, 128, 129].

Gerekli Kimyasallar

a- Pargalama soliisyonu
500 mL distile suda 103 °C de 2 saat kurutulmus 10,216 g K,Cr,07 ¢oziiliir. Uzerine
167 mL konsantre silflirik asit, 33,3 g HgSO4 eklenir ve sogutulur. Cozelti 1000
ml.’ye tamamianur.

b- Siilfirik Asit Ayiraci
Siilfiirik asitin kg basina 5,5 g Ag,SO4 ¢6ziiniir, ¢oziinmesi igin birkag giin beklenir.

c- Siilfamik Asit
Nitrit girisimini engellemek i¢in kullanihr (10 g siilfamik asid / mg NO,-N).
d- Potasyum bifitalat soliisyonu (HOOCsH,COOK)
Standart efri hazirlamak igin Potasyum bifitalat’tan (120 °C de sabit tartima

getirilmig) 425 mg alinir ve 1000 mL distile suda ¢oziiliir.

Cizelge3.3. Kolorimetrik KOI tayininde kullamlan hacimler

Tip(mm) Ornek (mL) A solisyonu(mL) B soliisyonu(mL) Son Hacim(mL)

16 x 100 2,5 L5 3,5 7.5

Deneyin Yapilist

1- Tiiplere Tablo 1’de yazih miktarlarda kimyasallar eklenmigtir.

2- Kapaklari kapatdarak hizhica karngturidir ve 150 °C’de sitdmus COD
reakt6riine yerlestirilmigtir.

3- 2 saat kaynamaya birakudmugtir.
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4- 2 saat sonunda stticidan ¢ikarhr ve oda sicakligina gelene kadar
bekletilmigtir.

5- 600 nm de distile suya kars1 hazirlanmug kore karst okunur, potasyum bifitalat
ile hazirlanmus standart egriden hesaplanmustir.
3.2.3. Toplam Karbonhidrat Tayini

Yontem, basit sekerleri, oligosakkaritler, polisakkaritlerin siilfirik asit
varbginda fenol ile reaksiyona girerek turuncu-sart renk vermesi esasina
dayanmaktadir [130, 131, 132].

Gerekli Kimyasallar

a- Fenol Cozeltisi
5 g fenol 100 mL ye tamamlanir.

b- Konsantre Siilfirik Asit (%98)
Deneyin Yapilist
1 mL 6mek izerine 1 ml fenol ¢dzeltisi eklenerek hizla kanstirilmustir.
Uzerine 5 mL konsantre siilfiirik asit eklenmistir. Hizla kanstbr ve 30 dk

beklenmigtir. 488 nm’de distile su ile hazirlanmus kore kars1 okunur ve glikoz ile
gikaridmts standart egriden hesaplanmugtir.

3.2.4. Protein Tayini [133]

Gerekli Kimyasallar

A Soliisyonu
100 mL distile suda 0,2 g sodyum-potasyum tartarat ile 10 g Na,COj; ¢6ziiliir.
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B Soliisyonu

100 mL distile suda 2 g sodyum-potasyum tartarat ile 1 g CuSO4.5H,;0 ¢oziiliir.

C soliisyonu
Folin-Ciocolteu’nun 1 mL si 15 mL distile su ile seyreltilir.

Deneyin yapilist

L.
2.

1 mL drnek 50 °C de su banyosuna alinir ve 10 dakika beklenmistir.

Uzerine 0,9 mL A soliisyonu eklenir ve 50 °C de su banyosunda 10 dakika
beklenmigtir.

Siire sonunda tiipler su banyosunda ¢ikariir ve oda sicakhfina kadar
sogutulmustur.

Uzerine 0,1 mL B soliisyonu eklenir, karistirihr ve 10 dakika beklenmistir.
Uzerine 3 mL C soliisyonu eklenir, kanistirthr ve 50 °C de su banyosunda 10
dakika inkiibe edilmistir.

Sire sonunda tiipler su banyosunda ¢ikariir ve oda sicakligmma kadar
sogutulmugtur,

Distile su ile hazzrlannug kére kars: 650 nm'de okunmustur.

Omneklerdeki protein miktart Bovine Serum Albumine (BSA) ile ¢ikarims
standart egriden hesaplanmugtir.

3.2.5. Kuru Misel Agirhg1 (KMA) Tayini

Tayini yapilacak ortam Onceden darast abnmug (103-105 °C de 2 saat

kurutulmus) filtre kagidindan (Filtrak no: 389, A,) siizilditkten sonra 103 °C’de 2
saat pastdr firminda (Nive FN 500) kurutulmus, yarim saat desikatSrde bekletilmis
ve ardindan tartilmustir (A,). Aradaki fark (A,-A;) KMA olarak kaydedilmistir.

KMA= A - A




Tutuklama materyali igeren ortamlarda KMA tayini, dnceden daras1 alinnus
tutuklama materyalinin agirligi da (A;) son tartimdan ¢ikartdarak hesaplanmustir.

KMA= Az - ‘A; + A1)
3.2.6. Tutuklama Materyali Luffa cylindrica’nn (Lif) Hazirlanisi

Calismada tutuklama materyali olarak kullamlan ve ticari olarak satilan Luffa
cylindrica (L. aegyptiaca, lif), tohumlarindan ayrildiktan sonra iizerinde tagidifi
organiklerin uzaklastirilmast igin 3 defa 30 dakika distile su ile kaynatilarak
temizlenmigtir. Lifin gébek kismu (Sekil 3.1; a) kesilerek ayrimustir. Ardindan,
kalan yan yiz (Sekil 3.1; b; periferal yiz) kabik sekilde (1,0 x 1,0 x 1,0 cm’)
kesilmis ve tekrar distile su ile yikkanmustir. Pargalar, sulan siiziildiikten sonra 103
°C’de 2 saat kurutulmus, 30 dakika desikatdrde bekletilmis ve ardindan tartimustir
(A3). Tartimn ardindan 250 mL lik erlenlere eklenerek iizerine 0,05 g/L
MgS0,.7H;0, 0,05 g/L. CaChL.2H,0, 20,00 g/l. KH,POy igeren 100 mL pH 4,78
fosfat tamponu eklenmistir. Bu ortam ¢aliymada kullanilmak fizere 121 °C, 1 atm
basigta 15 dakika steril edilmistir.

Sekil 3.2. Tutuklama materyali olarak kullanilan Luffa cylindrica’min enine kesiti
(A) (a: merkez; b: periferal yiiz; ¢ bosluk) [134] ve tutuklamada kullamlan periferal

yiizii (B) [135]
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3.2.7. Fenoloksidaz (Lakkaz ve Peroksidaz) Aktivitelerinin Ol¢fimii

Bagil Lakkaz (Os:p-difenol oksido-reditktaz, EC.1.10.32) aktivitesinin
saptanmasinda, guaikol (Sigma) substrat olarak kullanilmis ve bunun oksidasyonu
sonucu ortaya ¢ikan kinonlara bagh olarak olusan renk spektrofotometrede (HACK
DR/2010) ési¢ilmistiic {136, 137]. Lakkaz aktivitesi Sl¢limiinde ; 10 um guaikol /
5mL sodyum fosfat tamponu (0,1 M) igerecek sekilde hazirlanmug guaikol
¢ozeltisinin 4 mL’'sine 1mL kiltiir siipernatant1 eklenerek 30 °C’de 60 dakika inkiibe
edilmistir. Olusan rengin 6l¢limil 465 nm dalga boyunda yapimis ve bagil lakkaz
aktivitesi, inkiibasyon karigimmin optik yogunlugunda 1,0 birim artisa neden olan
enzim aktivitesi (CU) olarak tanimlanmustir.

Peroksidaz (oksidorediiktaz, E.C.1.11.1.7) aktivitesi bagil lakkaz aktivitesine
benzer sekilde 6lgiilmils, sadece guaikol ¢6zeltisine 1,5 pL. HyO, eklenmigtir. Bagil
peroksidaz aktivitesi, inkiibasyon kangmminin optik yogunlugunda 1,0 birim artisa
neden olan enzim aktivitesi (CU) olarak tammlanmugtir {136, 137].
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Beyaz ¢iiriik¢iil funguslarla renk giderim gahigmalan; canh fungal hiicrelerle
(biyolojik yikim ve biyolojik absorbsiyon), o©lii hiicrelerle (adsorbsiyon) ve
funguslardan elde edilen hiicre dist enzimlerle yapidmaktadir. 1980°li willarin
baslarindan itibaren baslayan renk giderim ¢aliymalart giinlimiize kadar hizla
artmustir.  Eaton ve ark. [68] kagit ve kagit hamuru atiklanmin renginin
Phanerochaete chrysosporium ve Tinctopona sp. tarafindan giderildigini rapor
etmiglerdir. Renk giderim ¢algmalarinda ¢ogunlukla P. chrysosporium
kullanilnmstir [73, 76, 77, 138). P. chrysosporium diginda Trametes versicolor [139,
1401, Coriolus versicolor (78, 79] ve Funalia trogii [80, 141] gibi beyaz ¢iiriik¢iil
funguslarin da renk gideriminde etkili olduklan rapor edilmistir.

Beyaz giiriik¢iil funguslarin; atiklari mineralize edebilme 6zellikleri, iireme,
gelisme ve enzim sentezleme yetenekleri tiirden tiire farkliik gosterdigi gibi
fungusun bulundugu g¢evresel faktorlere (ortam sicakhg, pH’si, ortamm karbon ve
azot icerii vb.) bagh olarak da degigebilmektedir. Bu nedenle ¢alismalarda
kullamlan atigin gideriminde en uygun fungusun segilmesi yaninda en ideal pH,
sicaklik, karbon ve azot tiiriinlin ve konsantrasyonunun da saptanmasi gerekmektedir
[142].

Bu ¢alismada beyaz giirlik¢iil funguslardan Funalia trogii’nin bir diazo boyar
madde olan Remazol Black S (Reaktif black 5)’in renk giderimindeki etkinliginin ve
renk gideriminde en ideal ortam sartlarimin (en ideal pH, sicakbk, karbon kaynagi,
- azot kaynagi, azot kaynaf: konsantrasyonu, statik ve calkalamali kosullarda renk
giderim kapasitesi) bulunmasina ¢aligtlmustur.

4.1. CALISMADA KULLANILACAK FUNGUSUN SAPTANMASI

Daort siilfon grubu tagtyan bir diazo boyar madde olan Remazol Black B’nin
(Reaktif black S, RB5) renk gideriminde kullailacak fungusun saptanmas: igin 6n
caliyma olarak bes farkli beyaz ¢iiriik¢iil fungusun (Phanerochaete chrysosporium,
Funalia trogii, Pleurotus florida, Pl eryngii, Pl. sapidus) renk giderim etkinligi



arastirilmugtir.  Statik kosullarda yapilan ¢alismada ortam pH’s1 5.0°e ve sicakhigi 30
°C’ye ayarlanmugstir. Inkiibasyon boyar maddenin % 99’unun giderildigi giine kadar

(21 giin) siirdtrilmigtiir.
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Sekil 4.1. Funguslarin Renk ve KOI giderimleri (pH 5,00; 30 °C; 150 mg/L boyar
madde; 21 giin) (1. P. chrysosporium 2. F. trogii 3. PL florida 4. Pl. eryngii 5. Pl
sapidus)

Phanerochaete chrysosporium, Funalia trogii, Pleurotus florida, PL
eryngii ve Pl sapidus’un 150 mg/L boyar madde igeren ortamlarin rengini 21 giinde
%3,6-%99 ve KOI yi ise % 19-% 60 oraninda giderebildikleri saptanmugtir (Sekil 4.
1). En yiksek renk ve KOI giderimine (%99-%60) F. trogii agilanmig kiiltiirlerde
rastlanmustir. Funguslarin benzer ortam sartlarinda inkiibe edilmelerine ragmen KOI
ve renk giderimlerinde farkhlik gosterdikleri belirlenmistir. Bu durum, funguslarin
fizyolojik agidan farkli olmalarmdan kaynaklanmaktadir [143-146]. Ozsoy [147]
tarafindan yapudan Drimarene X3LR ve Remazol Brillant Blue R boyar maddelerin
renginin beyaz ¢iritk¢iil funguslarla giderim ¢absmasinda, F. frogii’nin renk
gideriminde P. chrysosporium‘dan daha etkili oldugu bildirilmigtir. Bu sonug,
caliglan 5 fungus tiirii arasinda yer alan F. frogiinin renk gideriminde P.
chrysosporium‘dan daha basarili bulunmasim destekler gériinmektedir.
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Cahgmanin daha sonraki asamalarinda Funalia trogii’nin Remazol Black 5
(Reaktif black 5)’in giderimindeki etkinliginin, boyar maddenin gideriminde en ideal
pH, sicaklik, karbon kaynagi, azot kaynagi ve azot kayna: konsantrasyonunun,
ayrica saptanan ideal sartlarda en yiiksek renk giderim kapasitesinin bulunmasina
alistimustir.

4.2. STATIK KOSULLARDA F. TROGII ILE REAKTIF BLACK 5’IN RENK
GIDERIMI UZERINE ORTAM SARTLARININ ETKISI

Calismada Bolim 3.2.3°de bildirildigi gibi hazirlanan Funalia trogii nin
boyar madde igeren kiltlir ortamlarinda inkiibasyonun baglangicinda yapuan seker
analizlerinde glikoz miktar1 yaklagik 155,0 — 182,0 mg/L. olarak bulunmustur.
Literatiirlerde, boyar madde igeren ortamlarda glikoz konsantrasyonunun 100-300
mg/L araliginda tutulmasiun renk giderimi agisindan en uygun konsantrasyonu
saglayacag: [148] ve ortamdaki glikoz miktarmun 0,1 g/L’den 0,3; 0,5; 0,7; 1,0; 3,0;
5,0; 7,0 g/L’ye ¢ikarilmasiin renk giderim verimini arttirmadii rapor edilmigtir
[147]. Bu nedenle pH ve sicakhk c¢ahsmalarinda ortama glikoz eklemesi
yapimamug, baslangic boyar madde konsantrasyonu spektrofotometrik tayinlerde
kolaylik saglanmasi amaciyla yaklasik 15,0 mg/L’de sabit tutulmustur. Yapian 6n
¢abgmalarda 15,0 mg/l. konsantrasyonda boyar maddenin renginin 9 giinlikk
ink{ibasyon sliresi sonunda % 90’nmnn giderildigi saptanmis ve statik ¢ahsmalarda
inkiibasyon siiresi en fazla 9 giin olarak belirlenmistir.

4.2.1. Sicakliin Renk Giderimi Uzerine Etkisi

Funalia trogii’nin 1,0 mL misel siispansiyonu yaklasik 15,0 mg/L boyar
madde igeren ve fosfat tamponu ile pH’st 5,0’e ayarlanmus 30 mL inkiibasyon
ortamlarma agilanmustir.  Sicakhigin renk giderimi {izerine etkisinin bulunabilmesi
amactyla hazrlanan kiltiirler dort farkl sicakbikta (20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C + 1
°C) ve statik kosullarda inkiibe edilmislerdir. Renk giderimi yaninda KOI, glikoz
giderimi (%) ve KMA (g/L) degisimleri 9 giin boyunca {iger giin aralikla izlenmistir.
Inkiibasyonun bagslangicinda (fungusun ortamlara asilanmasmndan sonra) yapilan
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analizlere KOI’nin 322,80 + 15,48 mg/L, glikozun 168,25 + 12,18 mg/L ve kuru
misel agirhgmn 1,000 £ 0,021 g/L oldugu saptanmustir.

Sicakhigin 20 °C’ye ayarlandigi ortamda inkiibasyonun 3. giiniinde KOI ve
glikozda ¢ok digik diizeyde giderim saptanmustir (% 1,17 ve % 2,85).
Inkiibasyonun sonunda KOI ve glikoz giderimi siras1 ile % 16,71 ve % 12,00° ye
ulagmustir.  Yapulan analizler, inkiibasyonun 3. giiniinden sonra boyar maddenin
renginin diger giinlere oranla hizla giderildigi (% 19,07); 6. giinde % 21,84 {iniin ve
9. giinde % 32,43 uniin giderildigini gdstermigtir. Fungusun 20 °C’de inkiibe edilen
ortamlarda yavas gelistigi ve inkiibasyon sonunda kuru agirhgi ancak 1,11 g/L’ye
arttirdig1 saptanmustir (Sekil 4.2). |
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Sekil 4.2. Funalia trogii’'nin 20 °C’de RBS5 igeren ortamda KOI, glikoz, renk
giderimi (%) ve KMA degisimi (g/L)

Sicakhigin 25 °C’ye ayarlandif1 ortamda inkiibasyonun 3. giiniinde ortamdaki
KOI ve glikozun yaklagik olarak % 2,73 ve % 1,65’nin giderildigi saptanmustir.
Inkiibasyon sonunda KOI giderimi % 32,73 ve glikoz giderimi ise % 79,12%
ulasmgtir.  Yapilan boyar madde analizlerinde rengin 3. ve 6. giinlerde sirast ile %
15,96 ve % 26,79’u giderilmistir,. Renk gideriminin 9. giinde hizla arttifi ve %
87,37ye ulagtigr saptanmugtir (Sekil 4.3). KMA analizleri 25 °C’de inkilbe edilen
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fungusun ortama 3 giinde adapte oldugunu, 3. ve 6. giinler arasinda hizla iiredigini ve
6. giinden sonra duragan faza girdigini géstermistir.
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Sekil 4.3. Funalia trogiinin 25 °C’de RBS5 igeren ortamda KOI, glikoz, renk
giderimi (%) ve KMA degisimi (/L)

Sicakligin 30 °C’ye ayarlandigi ortamda inkiibasyonun 3. giniinde KOI ve
glikoz giderimi % 6,16 ve % 3,10 olarak gergeklesirken, bu oran 6. giinde % 33,11
ve % 50,93’¢ ulagmustr. Inkilbasyon sonunda KOI’nin % 43,834, glikozun %
88,81’inin giderildigi saptanmustir. Yapilan boyar madde analizlerinde, rengin 3.
glinde % 16,80, 6. giinde % 69,15 giderildigi tespit edilmis ve 9. giinde giderim %
94,77’ye ulagmustir (Sekil 4.4). KMA sonuglan fungusun ortama inkiibasyonun 3.

.....

gostermektedir.

Sicakligm 35 °C’ye ayarlandig1 ortamlarda 3. giinde KOI’nin % 6,734, 6.
giinde % 31,411 ve 9. giinde % 41,67’si giderilmigtir. Ortamda giinlere bagh glikoz
giderimi KOI giderimine benzer sekilde en yiiksek 6. giinde gergeklesmistir.
Inkiibasyonun 3., 6., ve 9. giinlerinde glikozun sirasiyla % 1,29, % 57,71 ve % 89,14
oranlarinda giderildigi saptanmust. En hizh boyar madde giderimi 6. giinde
gerceklesmis ve ortama eklenen boyar maddenin % 62,14’0 giderilmistir.
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Inkiibasyon sonunda renk giderimi % 85,58’ ulagmgtir (Sekil 4.5). KMA sonuglar
fungusun ortama 3 giinden 6nce adapte oldugunu, agirhgim 6. giine kadar arttirdigm
ve inkiibasyon sonunda 1,39 g/L’ye ulastig1 gostermektedir.
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Sekil 4.4. Funalia trogii’nin 30 °C’de RB5 iceren ortamda KOI, Glikoz, Renk
giderimi (%) ve KMA degigimi (g/L)
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Sekil 4.5. Funalia trogii’nin 35 °C’de RBS5 iceren ortamda KOI, Glikoz, Renk
giderimi (%) ve KMA degisimi (g/L)
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Fosfat tamponu ile pH s1 5,00’e ayarlanan ve farkh sicaklklarda inkiibe
edilen fungus aslanmig ortamda pH'nin inkilibasyon sonuna kadar degismedigi
gbzlenmigtir.

Reaktif Black 5’in Funalia trogii tarafindan giderimi iizerine sicaklifin
etkisinin incelendigi bu ¢aliymada, farkli sicakliklara ait renk gideriminin 30 °C > 25
°C 2 35 °C > 20 °C seklinde siralandid: (Sekil 4.6) ve en yiiksek renk gideriminin 30
°C’de gergeklestigi bulunmustur.

Azo boyar madde Orange II ile yapilan bir bagka ¢aligmada ise odun ¢iiriikeiil
fungus F29’un boyar maddenin rengini giderdigi en uygun sicaklk 27 ve 30 °C
olarak bildirilmistir [149]. Astrazon Red FBL’nin Funalia trogii ile renk giderim
¢abismasinda 30 °C’nin renk giderimi i¢in en uygun sicaklik oldugu rapor edilmistir
(141]. Bu g;ahsmada da benzer bulgularn elde edilmesi kullarulan fungus (F. trogii)
i¢in en ideal sicakligm 30 °C oldugunu géstermektedir.
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Sekil 4.6. Farkh sicakliklarda RBS iceren ortamda KOI, Glikoz ve Renk giderimi
(%)

(Cabisma boyunca ortamlarda yapilan spektrofotometrik analizler reaktif black
5’in renk giderimi esnasinda maksimum absorbsiyon gosterdigi dalga boyunun
degistii ve zamana baglh olarak 597 nm’den 562 nm’ve ve ardindan 532 nm’ye
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kaydigr saptanmugtir (Sekil 4.7). Benzer sonug gesitli arastirmalarda da rapor
edilmigtir.

P. chrysosporium ile kristal violet’in biyolojik yikiminda boyar maddenin
maksimum absorbsiyon gosterdigi dalga boyu (5§71 nm) boyar madde yikimunn
baglamas: ile 541 nm’ye kaymustir [150]. Metilen mavisinin C. versicolor ile renk
giderimi ¢alismasinda ise renk gideriminin baglamast ile dalga boyunun 664 nm’den
632, 615, 602 ve 599 nm’ye kaydid1 rapor edilmigtir [123]. Reaktif black 5 ve beyaz
clriik¢lil funguslardan Geotrichum CCMI 1019 ile yapilan bir ¢ahigmada
inkiibasyon boyunca boyar maddenin maksimum absorbsiyon gosterdigi dalga boyu
591 nm’den 510 nm’ye kaydig: bildirilmistir [151].
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Sekil 4.7. Reaktif Black 5’in F. frogii ile inkiibasyonu boyunca maksimum
absorbsiyon gosterdigi dalga boyunda olusan kaymalar.

Calismada Reaktif black 5’in renk gideriminde degisen dalga boyuyla birlikte
ortam renginin de degistigi saptanmustic. Ortam renginin lacivert-siyahtan kirmiziya
dondiigii ve ardindan rengin timiiyle giderildigi belirlenmistir. Boyar maddelerle
(metilen mavisi, Azure B, poly B-411 ve Remazol brillant blue R) yapilan renk
giderim ¢aliymalarinda da benzer bulgular rapor edilmigtir [123, 152, 153, 154].
Trametes versicolor’la yapilan renk giderimi ¢aligmasinda Reaktif Black 5’in
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maksimum absorbans gdsterdigi dalga boyunda kaymalarin saptandif: ve renginin de
degistigi bildirilmigtir [155]. Poly R-478’in renk giderimi ¢alimasinda politiretan
képtge tutuklanmug P. chrysosporium BKM-F-1767 Kkiiltirlerinin ortam rengini
birkag giinde koyu kirmizidan sari-turuncuya ¢evirdigi rapor edilmigtir [156].

Cahgilan tiim sicakliklarda yapilan makroskobik ve mikroskobik incelemede
boyar maddenin fungus ylizeyine adsorbe olmadig1 gdzlenmistir. Indigo boyar
maddenin Phellinus gilvus, Pleurotus sajor caju, Pycnoporus sanguineus, ve P.
chrysosporium ile renk gideriminde, boyar maddenin fungal misellere absorbe
oldugu ve bir siire sonra misellerin renginin eski hallerine d6ndiigii bildirilmistir
[157]. Benzer sonug Perez ve ark. {158] tarafindan da rapor edilmis, misel {izerine
adsorbe olan renk verici maddelerin LiP ve MnP aktivitesinin artmasi ile giderildigi
bildirilmigtir. Fu ve Viraraghavan [159], Aspergillus niger’i farkhi metotlarla 6n
isleme tutmusmuslar ve boyar maddelerin adsorbsiyonunu incelemiglerdir. Caligma
sonucunda Basic Blue 9’un karboksil ve amino; Acid Blue 29’un amino; Disperse
Red 1’in amino gruplarina ve lipit fraksiyonuna; Congo red’in ise amino, karboksil,
fosfat gruplarina ve lipit fraksiyonuna baglandigi gosterilmistir. F. trogii ile yapidan
bir bagka galismada yapilan makroskobik incelemede Astrazon Red FBL’nin fungal
misellere adsorbe oldugu ve bunun renk gideriminde baglangic evresini olugturdugu

rapor edilmigtir [141].

Sicakhgm F. trogii'nin Reaktif Black 5’in renk giderimi iizerine etkisinin
incelendigi bu béliimde en uygun sicaklik 30 °C olarak saptanmug ve ¢alismann ileri
asamalarinda ortam sicakhgi 30 °C’ye ayarlanmustir. Sicakhk yaninda bagslangig
pH’smun da fungal gelisme ve renk giderimi {izerine etkili oldugundan en uygun
pH’nin bulunmasna ¢alisilmustur.
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4.2.2. Baslangic pH’simin Renk Giderimi Uzerine Etkisi

Statik kosullarda yapilan ¢alismada, baslangic pH’sinin renk giderimi tizerine
etkisinin bulunabilmesi amaciyla ¢aligma dort farkh pH’da (pH 6,00; 5,50; 5,00;
4,78) gergeklestirilmistir. Ortam sicakhg), en yiikksek renk gideriminin saptandig:
sicaklik olan 30 °C’ye ayarlanmustir. Yaklagik 15,26 + 0,291 mg/L boyar madde
iceren ortamlarda, renk giderimi yaninda KOI ve glikoz giderimi (%) ile KMA
degisimleri (g/L) 9 giin boyunca iicer giin arabkla izlenmistir.  Ortamlarda
inkiibasyonun baglangicinda (fungus ortama agilandiktan sonra) yapilan analizlerde
316,75 *+ 24,39 mg/L KOI ve 166,50 + 10,15 mg/L glikoz saptanmustir.

Fosfat tamponu ile pH’st 6,00’ya ayarlanmis ortamiarda inkiibasyon sonunda
kadar yapilan KOI ve glikoz analizlerinde srasiyla % 11,75 ve % 9,41 giderim
saglandif1 saptanmustir. Boyar maddenin rengi inkiibasyonun ilk ti¢ gliniinde diger
glinlere oranla hizla giderildigi (% 16,97) belirlenmis ve inkiibasyonun sonuna kadar
renk gideriminde belirgin bir artis olmamustir (% 18,93). Kuru misel agwhg:
analizleri; pH 6,00’da boyar madde iceren ortamlarda fungusun gelisiminin yavag
oldugunu géstermis, 1,07 g/ agwhkta asilanan fungusun inkiibasyon sonunda 1,27
g/L’ye ulastig1 saptanmustir (Sekil 4.8).

Fosfat tamponu ile pH’st 5,50’¢ ayarlanan ortamlardaki KOI ve glikoz
gideriminin, inklbasyonun 3. giliniinden sonra hizla arttigi ve 9. giliniin sonunda
swrastyla % 25,77 ve % 77,65 olarak gergeklestigi saptanmustir. Ortamlara eklenen
boyar maddenin renginin, 3. giiniinde % 32,29’unun giderimi saglanirken giderim 6.
giinde % 63,75°e ve 9. giinde %75,90’a ulasmistir. Bu ortamlarda fungus, gelisimini
inkiibasyonun ilk 3 giinlinde tamamlams ve ink{ibasyon sonuna kadar degismeden
kalmustir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. Funalia trogii’nin pH 6,00°da RBS iceren ortamda KOI, Glikoz, Renk
giderimi (%) ve KMA degisimi (g/L)
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Sekil 4.9. Funalia trogiinin pH 5,50’de RB5 igeren ortamda KOI, Glikoz, Renk
giderimi (%) ve KMA degisimi (2/L)

Fosfat tamponu ile pH’st 5,00’e ayarlanan ortamlarda inkiibasyonun 3.
giiniinde; KOI % 6,17, glikoz ise % 8,24 oraminda giderilmigtir. Inkiibasyonun 6.
gliniinde KOl ve glikoz gideriminin hizla arttigi (swasiyla % 33,12 ve % 53,53)

belirlenmigtir. Inkibasyon sonunda fungusun, KOI de % 43,83 giderim sagladif1 ve
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ortamdaki glikozun % 89,41’ini kullandif1 saptanmustir. Ortama eklenen 15,30 mg/L
konsantrasyondaki boyar maddenin renginin 3. giinde ancak % 16,8’i giderilirken bu
oran 6. ve 9. giinlerde % 69,15 ve % 94,77’yi bulmustur. Fungus, agilanmas: takip
eden giinlerde ilremeye baglamus ve bu pH’da 3. gilinde saptanan agwhk artist
astlandi@r andaki KMA’dan yiiksek bulunmus ve bu sonu¢ fungusun 3. giinden 6nce
adaptasyonunu tamamladiinu gostermistir (Sekil 4.10).

100 - o - - 2,0
e (K;Ol
| —#-Glikoz
80 1 —#&—Boyar Madde 1.8
s - %-KMA =
£ 60 = : 1,6@
£ <
S 1,43
o

Sekil 4.10. Funalia trogiinin pH 5,0’da RB35 igeren ortamda KOI, Glikoz, Renk
giderimi (%) ve KMA degisimi (g/L)

Fosfat tamponu ile pH’st 4,78’e¢ ayarlanan ortamlarda, inkiibasyonun 3.
gilintinde KOl ve glikoz giderim oranlar1 benzer bulunmugtur (sirastyla %10,03 ve %
10,00). Inkitbasyonun 6. giiniinde KOI ve glikoz giderim hizmnm artti: (srasiyla %
40,44 ve % 56,47), inkilbasyon sonunda fungusun KOI’de % 46,71 giderim sagladig:
ve ortamdaki glikozun % 88,82’sini kullandig: saptanmugtir. Ortama eklenen boyar
maddenin 3. ginde % 20,19’unun, 6. giinde % 90,78’inin ve 9. giinlerde
%95,63lnilin giderildigi bulunmustur. Bu ortamda 3 giinlilkk inkiibasyon sonucunda
kuru misel agirhgt 1,21 g/L’ye yilkselmis ve inkiibasyon sonunda agirlik 1,27 g/L‘ye
ulagmugtir (Sekil 4.11).

Bu ¢ahsmada farkh baslangig pH’larina sahip ortamlarda yapilan pH analizleri,
ortam pH’'lanmin inkiibasyon boyunca degismedigini gostermistir (Sekil 4.12).
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Literatiirlerde funguslarla yapilan ¢aligmalarda baglangic pH’smn asitlige kaymasi
ile renk gideriminin meydana geldigi bildirilmektedir. Kalsiyum aljinata tutuklanmig
fungusla yapilan bir ¢ahgmada ortam pH’smun 5,00’e ayarlanmasina ragmen
inkiibasyon boyunca pH’'nin 4,00 ve ardindan 3,00’e diistiga [160], Reaktif black
5’in kullamidig1 bir bagka ¢alismada pH’nin Geofrichum’un inkiibasyonu boyunca
7,00°den 5,3’e distiig bildiriimistir {151]. Calismalarda ortamm pH’smn asitlige
kaymasi, besin maddelerinin (karbon ve azot kaynaklari vb.) fungal par¢alanmalan
sonucu olugan organik asitlerden kaynaklandift rapor edilmektedir {160, 161]. Ortam
pH’larimin  asitlige kaydig: caligmalar incelendiginde kullanilan karbon ve azot
kaynaklannmin bu g¢alismada kullandan konsantrasyonun olduk¢a iizerinde oldugu
(yaklagik 10 g/L) goériilmektedir. Yiiksek miktarda olan karbon kaynagmin fungus
tarafindan kullaniimasi ile ortam pH’sinn asitlife kaymast beklenen bir sonug olarak
gériilmektedir. Bunun yaninda farkli tiirdeki boyar maddelerin bakterilerle renk
giderimi ¢aliymasinda tamponlu ve tamponsuz ortamlarn etkisi incelenmistir.
(Cahgmalarinda ortamlara en yitksek 10 mg/L konsantrasyonda glikoz eklemislerdir.
Calisma sonucunda tamponsuz ortamlarda pH’nin asitlige kaydidi, fosfat
tamponunun kullamidig: ortamlarda pH’mn daha stabil oldugu ve pH kontrolii igin
uygun bir tampon oldugu bildirilmistir {162].
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Sekil 4.11. Funalia trogii’nin pH 4,78’de RBS5 iceren ortamda KOI, Glikoz, Renk
giderimi (%) ve KMA degisimi (g/1.)
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Sekil 4.12. Farkli baglangi¢ pH’larinda giinlere bagh pH degisimi

Farkhh baslangic pH’larinda yapilan ¢aligmalarda inkiibasyon sonunda en
yiiksek KOI, glikoz ve renk gideriminin pH 5,00 ve 4,78°de gerceklestigi (% 94,77
ve % 95,63) saptanmustir (Sekil 4.13). Ancak 6 giinlitk inkiibasyon siiresi sonunda
baslangic pH’smin pH 5,00 oldugu ortamlarda % 69,15, baslangic pH’sinn 4,78
oldugu ortamlarda ise % 90,78 renk giderimi saglanmas: Reaktif Black 5’in renk
gideriminde en ideal baslangi¢ pH degerinin 4,78 oldugunu gostermektedir.

Literatlirler dogaya zararh rekalsitrant (biyolojik parcalanmaya direngli)
ve/veya antropojenik (dofaya yabanci insan yapist) maddelerin fungal yikimlarmin
asidik pH’da gergeklestidini gbstermektedir. Trametes versicolor’dan elde edilen
LiP’m Reaktif Black 5’in renginin giderilmesinde optimum pH 4,90 olarak
bulunmus, asidik ortamlarin renk gideriminde daha etkili oldugu rapor edilmistir [8].
Aspergillus niger ile yapilan melas atik sularmun renk giderimi g¢alismasinda,
baglangic pH’siun renk giderimi {izerine etkili oldugu ve en uygun pH nm 5,00
oldugu rapor edilmistir [91]. Beyaz giirlik¢iil fungus F29 ile pamuklu kumaslarin
yikama initelerinden kaynaklanan renkli atik sularin renginin giderilmesinde
optimum pH 4,0-5,0 bulunmustur [89]. Direk Black 22’nin Aspergillus ficuum ile
renk giderimi ¢aligmada optimum pH 4,0 ve sicakbk ise 33 °C olarak rapor
edilmistir [126]. Bir beyaz ¢liriik¢ll fungus tiirit olan Trametes modesta’dan elde
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edilen lakkaz enzimi ile birgok boyar maddenin renk giderim galigmasi yapilmis ve
arastrma bulgularinda Reaktif Black 5’in de iginde bulundugu dort farklt boyar
maddenin (Acid Blue 74, Acid Blue 225, Reactive Blue 221) renk gideriminde en
uygun pH’'nin 4,5-5,0 arasinda oldugu gosterilmigtir [163]. Bu kaynaklar bu
¢alismada elde edilen optimum pH degerini destekler gdriinmektedir.
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Sekil 4.13. Farkli pH’larda KOI, Glikoz ve Renk giderimi (%)

Literatiirlerde, funguslarin agilandiklani ortamlarda tamponlan karbon ve
enerji kaynag: olarak kullandiklan rapor edilmektedir. Nagel ve arkadaslarinn [164]
sitrik asit tamponunun fungal gelisme (zerine etkisini inceledikleri ¢aliymada;
ortamdaki glikozun tiikenmesi ile tamponun karbon kaynad: olarak kullanildif:
saptanmugtr.  Yapian diger bir ¢aliyjmada, tartarat tamponunun glikoz aghg:
basladiginda fungus tarafindan karbon kaynagi olarak kullaniddigt rapor edilmistir.
Aym c¢ahgmada tamponun kullamlmasmdan dolayr boyar maddelerin renginin
giderilemedigi bildirilmigtir [165]. Literatiir bilgileri organik tamponlarin ortamda
karbon aghgt basladiginda karbon kaynadi olarak kullamldigim gostermektedir.
Cabismada kullandigimiz fosfat tamponunun pH’smin  inkiibasyon siiresi boyunca
sabit kalmasi kullanilan tamponun fungus tarafindan kullanilmadifm gdstermistir.
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4.2.3. Funalia trogii ile Reaktif Black 5’in Renk Giderimi Uzerine Farkh
Karbon Ve Azot Kaynaklarimin Etkisi

Beyaz ¢lriikgiil funguslarla kirleticilerin yikimlari iizerine
yapilan birgok arastirma, funguslarm kirleticilerin yikimlarindan sorumlu enzimlerini
(ligninolitik enzimler) sentezleyebilmeleri ve boyar maddenin rengini giderebilmeleri
i¢in inkilibasyon ortamlariun karbon ve azot orammn smurh bir diizeyde tutulmas:
gerektigini gostermektedir [123, 165]. Baz aragtirmacilar ortama eklenen karbon
kaynaginin renk giderim verimini arttirdigini rapor etmiglerdir [166]. = Bununla
beraber, Drimarene X3LR ve Remazol Brillant Blue R boyar maddelerin renginin
giderilmesinde ortama karbon ve enerji kaynagi olarak eklenen glikozun artan
konsantrasyonlarimn  (0,1-7,0 g/L) renk giderim veriminde etkin olmadig
bildirilmigtir [147]. Bunun yaminda, Kapdan ve Kargt [167] tarafindan yapilan renk
giderimi ¢aligmasinda Coriolus versicolor igin en uygun glikoz konsantrasyonunun
10 g/L oldugunu, konsantrasyonun daha asafiya g¢ekilmesiyle renk gideriminin
Onemli Olglide azaldig: bildirilmistir. Bu farkli sonuglar boyar maddenin renginin
gideriminde, sicaklik ve pH’nmn yam swra ortamdaki karbon ve azot kaynad:
konsantrasyonun da énemli bir faktor oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, Reaktif
Black S’in F.trogii tarafindan renginin gideriminde en uygun karbon kaynagi, azot
kayna ve azot kaynag konsantrasyonunun bulunmasina ¢ahsitmustir.

Caliymada karbon kaynag: olarak tiim funguslar tarafindan kullanilabilen
glikoz (monosakkarit), tekstil fabrikalar1 atik sularinda bulunan nisasta (polisakkarit)
ile seker ve alkol fabrikalan atik sularinda (melas ve vinas) bulunan sikroz
(disakkarit, glikoz + fruktoz) kullanlmis ve kullamlan karbon kaynag:
konsantrasyonu ¢alismanin bu boliimiinde sabit (1,8 g/L) tutulmustur. Calismada
azot kaynagi olarak yapisinda iki adet azot tagiyan iire (CHy4N,O); bir adet azot
tagtyan amonyum kloriir (NH4Cl) ile bir adet azotun yam sira gelisme igin gerekli
fosforu da tasryan amonyum dihidrojenfosfat (NH4H,PO,) kullamimustir. Azot
kaynaklar1 ortamlara dort farkli konsantrasyonda eklenmistir (17,40; 5.11; 2,55; 0,50
mM). Cabsmada {i¢ farkh karbon kaynagi kullanildigindan (glikoz, siikroz, nisasta),
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fungus renk giderim etkisinin incelenecegi karbon kaynagmn kullanidig: prekiiltiir
ortamunda yetistirilmigtir.

Optimum sicaklik (30 °C) ve pH’da (pH 4,78) yaklagik 15 mg/L Reaktif
Black 5 igeren ortamda renk giderimi 9 giin boyunca {iger giin araliklarla izlenmistir.
Cabsmada kontrol grubu olarak karbon ve azot kaynagi eklenmeyen ortam
kullarulmugtir.

4.2.3.1. Glikoz igeren ortamda farkli azot kaynaklarmin renk giderimi {izerine
etkisi

Kontrol grubu: Karbon kaynag: olarak glikozun kullanldigy ¢alismada, Funalia
trogii glikoz (5 g/L) ile hazirlanmus prekiiltir ortammda 7 giin yetistirilmistir.
Ardindan fungus miselleri bir araya toplanmis, steril distile su ile yikanmug ve
politron homojenizatérde pargalandiktan sonra karbon ve azot kaynag:i eklenmemis
pH’s1 fosfat tamponu ile 4.78¢ ayarlanmg ve boyar madde igeren (yaklasik 15
mg/L) ortamlara aslanmugtir (1 mL/30 mL misel siispansiyonu). Karbon kaynagi
olarak glikozun kullamldi1 ¢aliymalarda karbon ve azot kaynadi eklenmemis bu
ortam kontrol grubu olarak kullanilmugtir.

Kontrol grubunda ortama eklenen boyar maddenin inkiibasyonun 3. giiniinde %
14,10’unun giderildigi tespit edilmigtir. Inkiibasyonun 6. giiniinde renk gideriminin
hizla arttif (% 93,85) ve inkiibasyon sonunda % 95,73’e ulastig1 saptanmugtir.

Farklh konsantrasyonlarda NHMH>PO,in renk giderimi iizerine etkisi: Karbon
kaynag: olarak sabit konsantrasyonda glikozun (1,8 g/L) kullanildig: ¢alismada dort
farkh  konsantrasyonda ~ NH4H,PO,;  (Amonyumdihidrojenfosfat)’m  renk
giderimindeki etkinligi ¢abgilmustir. Inkiibasyonun 3. giiniinde 0,50; 2,55; 5.11;
17,40 mM konsantrasyonda NH;H,POj; igeren ortamlarda renk giderimi siras: ile %
0,60; % 16,04; % 18,80; % 7,50 olarak saptanmustir. Inkiibasyonun 6. giiniinde
NH,H;PO, igeren tiim ortamlarda renk gideriminin % 50°nin tizerinde oldugu tespit
edilmigtir. Inkiibasyonun sonunda (9.gtin) 0,50; 2,55; 5.11; 17,40 mM NH H,PO,
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igeren ortamlarda boyar madde giderimleri birbirine yakin olmakla beraber sirasiyla
% 86,39; % 84,13; % 79,94 ve % 81,72 olarak gerceklesmigstir.

Cabsmanin sonucunda F. trogii’nin en yiksek renk giderimini 0,50 mM
NH;H,PO, iceren ortamlarda gergeklestirdigi (% 86,39) bulunmugtur. Azot kaynagt
olarak NH H,PO,’iin kullamldig1 ¢ahgmada tiim ortamlarda yaklagik % 80 renk
giderimi saglanmasit, artan NH4H,PO; konsantrasyonunun renk giderimi iizerine
etkisinin olmadigiu g6stermektedir (Sekil 4.14). F. frogi’nin karbon ve azot
kaynag: eklenmemis kontrol grubunun renk gideriminde daha etkili oldugu (%
95,73) ve ortama NH4H,PO4 eklenmesinin renk giderimini azalttif1 saptanmustir.
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Sekil 4.14, Glikoz iceren ortamlarda F. frogii’nin renk giderim verimi (%) tizerine
NH4H2PO4’!I! etkisi

Farkl konsantrasyonlarda NH Cl’iin renk giderimi iizerine etkisi: Karbon kaynagi
olarak sabit konsantrasyonda glikozun (1,8 g/L) kullanildig: ¢aliymada; dort farkh
konsantrasyonda NH;Cl (Amonyum kloriir)’iin renk giderimindeki etkinligi
cahgumstir. Inkitbasyonun 3. glintinde 0,50; 2,55; 5.11; 17,40 mM NH4Cl igeren
ortamlarda renk giderimi swasi ile % 5,32; % 7,93; % 6,58; % 5,91 olarak
saptanmustir. [nkiibasyonun 6. giiniinde 0,50 ve 2,55 mM NH,4Cl igeren ortamlarda
renk gideriminin hizla arttifs ve yaklagik % 40’m i{izerinde boyar maddenin
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giderildigi belirlenmistir. Inkiibasyonun sonunda 0,50 ve 2,55 mM NH4Cl igeren
ortamlarda renk giderimi sirastyla % 88,59 ve % 85,30 olarak gergeklesirken 5.11 ve
17,40 mM NH,CI igeren ortamlarda renk giderimi % 69,76 ve % 34,62’de kalmugtir.
Caligmanin sonucunda en yiiksek renk gideriminin 0,50 ve 2,55 mM NH,Cl igeren
ortamlarda gerceklestigi (% 88,59 ve % 85,30) bulunmustur. Bu sonug¢ ortama
eklenen NH4Cl konsantrasyonunun azaltimast ile renk gideriminin arttifm
gostermektedir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Glikoz iceren ortamlarda F. frogii’nin renk giderim verimi (%) iizerine
NH4Cl’tin etkisi

NH4Cl iceren ortamlarin renk giderimi karbon ve azot kaynadi eklenmemis
kontrol grubu ile karsilagtinidiginda, ortama NH4Cl eklenmesinin renk giderimini
azalttiim gOstermektedir. NH4Cl igeren ortamlarin renk giderimi izerine etkisi
NH4H,POy ile kargilagtinidiginda; 0,50 mM NHCl igeren ortamiarm (% 88,39) 0,50
mM NH4H,PO, igeren ortamlarla (% 86,39) yaklagik ayn: etkinlige sahip oldugunu
gostermektedir.

Farkli Konsantrasyonlarda CH,N>O’nun Renk giderimi Uzerine Etkisi: Karbon
kaynag1 olarak sabit konsantrasyonda glikozun (1,8 g/L) kullamldi®y ¢ahsmada dort
farkh  konsantrasyonda {lrenin renk giderimindeki etkinligi ¢alsilmugtir.
Inktibasyonun 3. gintinde 0,50; 2,55; 5.11; 17,40 mM konsantrasyonda iire igeren
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ortamlarda renk gideriminin sirasi ile % 4,08; % 8,30; % 0,80; % 0,40 oranlarinda
gerceklestigi saptanmustir. [Inkiibasyonun sonunda 0,50 mM iire igeren ortamlarda
renk giderimi % 83,59 olarak gergeklesirken 2,55; 5.11 ve 17,40 mM iire igeren
ortamiarda boyar maddenin swrastyla % 35,42; % 34,28 ve % 16,73 liniin giderildigi
saptanmugtir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Glikoz igeren ortamlarda F. frogii’nin renk giderim verimi (%) tizerine
iirenin etkisi

Cahsmann sonucunda en yiksek renk gideriminin 0,50 mM ire igeren
ortamlarda gerceklestidi (% 83,59) bulunmustur. Bu sonug; azot kaynadi olarak
kullanilan iire konsantrasyonundaki artisin renk gideriminde olumsuz etki yaptigin
gostermektedir.  Ure iceren ortamlarn renk giderimi karbon ve azot kaynai

eklenmemis kontrol grubu ile karsilagtinldiginda, elde edilen sonuglar ortama iire
eklenmesinin renk giderimini azalttiyim gostermektedir.

Farkh azot kaynaklanmin farkli konsantrasyonlarnnin karbon kaynag: olarak
glikoz igeren ortamlarinda;

(i) kullamlan her bir azot kaynag: kendi icinde degerlendirildiginde azot kaynag
konsantrasyonunun azalmasi ile renk gideriminin artmasi, en uygun konsantrasyonun
0,5 mM azot kaynag: i¢eren ortamlar oldugunu gdstermektedir.
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(ii) kullandan azot kaynaklar1 kendi aralannda degerlendirildiginde NH,H,PO4’in
kullanildig1 deneylerde gahsian tim konsantrasyonlarda % 80’nin iizerinde verimin
saglanmas azot kaynag: olarak NH H,PO4’mn NH4Cl ve lireden daha etkili oldugu

sonucunu vermektedir.

(iii) 0,50 mM azot kaynai igeren ortamlarda 9. giiniin sonunda % 83-88 renk
giderimi saglanmasma karsin, karbon ve azot kaynag: eklenmemis kontrol grubunda
6 giinlin sonunda renk gideriminin % 95’e ulagmas: ortamlara 0,50 mM ve {izerinde
NH4H,PO, ilave edilmesinin renk giderimini azalttiginr géstermektedir.



4.2.3.2. Sikroz iceren ortamlarda farkh azot kaynaklarimin renk giderimi {izerine
etkisi

Kontrol grubu : Karbon kaynag: olarak siikrozun kullamidigy galismada, Funalia
trogii sikroz (S5 g/L) ile hazrlanmmy prekiiltiir ortaminda 7 giin yetistirilmigtir.
Ardindan fungus miselleri biraraya toplanmus, steril distile su ile yikanmus ve
politron homojenizatdrde pargalandiktan sonra pH st fosfat tamponu ile 4,78’e
ayarlanmig, karbon ve azot kaynagi eklenmemis boyar madde igeren (yaklasik 15,0
mg/L) ortamlara agilanmustir (1 mi/30 mlL misel siispansiyonu). Karbon kaynad:
olarak stkrozun kullanildifi ¢ahismalarda karbon ve azot kaynag: eklenmemis bu
ortam kontrol grubu olarak kullanimustir.,

Kontrol grubunda, ortama eklenen boyar maddenin inkiibasyonun 3. giiniinde %
39’unun giderildi3i bulunmugtur. Inkiibasyonun 6. giiniinde renk gideriminin arttig
(% 75,80) ve inkilbasyon sonunda % 88,98’e ulagtijt saptanmugtir.

Farkls konsantrasyonlarda NHH:PO/in renk giderimi iizerine etkisi : Karbon
kaynad olarak siikrozun (1,8 g/L) kullamldig: ¢ahsmada dort farkl konsantrasyonda
NH H,PO, (Amonyumdihidrojenfosfat)’m renk giderimindeki etkinligi c¢ahsilmustir.
Inkitbasyonun 3. giininde NH4H,PO,’n tiim konsantrasyonlarinda renk gideriminin
% 10’nun zerinde gergeklestigi saptanmustir. Inkiibasyonun 6. giiniinde 0,50 ve
2,55 mM NHH,;PO, iceren ortamiarda renk gideriminin sirasiyla % 33,01; % 30,50;
5,11 ve 17,40 mM NH4H,PO, igeren ortamlarda ise % 21,40; % 20,71 oldugu
bulunmugtur. [nkiibasyonun sonunda (9.giin) 0,50; 2,55; 5.11; 17,40 mM NH,H,PO,
iceren ortamlarda renk giderimi sirasiyla % 95,08; % 81,02; % 68,50 ve % 74,35 ¢
ulasmugtir (Sekil 4.17).

Cahsmanm sonucunda en yiiksek renk gideriminin 0,50 mM NH;H,PO, iceren
ortamlarda gergeklestigi (% 95,08) bulunmustur. Bu sonug kontrol grubu ile
kargilagtinidiginda 0,50 mM NHH,PO, igeren ortamlarin daha etkili oldugunu
gostermektedir.
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Sekil 4.17. Sikroz iceren ortamda F. frogii’nin renk giderim verimi (%) iizerine
NH,4H,PO,’1n etkisi

Farklt konsantrasyonlarda NHCliin renk giderimi iizerine etkisi : Karbon
kaynag: olarak sabit konsantrasyonda siikrozun (1,8 g/L) kullanildig: ¢alismada dért
farkh konsantrasyonda NH,Cl (Amonyum kloriir)in renk giderimindeki etkinligi
cahsimustr, Inkiibasyonun 3. gliniinde 0,50; 2,55; 5.11 ve 17,40 mM NH,Cl igeren
ortamlarda renk giderimi swrasi1 ile % 17,22; % 14,98; % 13,74; % 17,96 olarak
saptanmugtr.  Inkiibasyonun sonunda 0,50 mM NHCl iceren ortamlarda renk
giderimi % 89,15 e ulaswken 2,55; 5.11 ve 17,40 mM NH,4Cl igeren ortamlarda renk
giderimi % 62,41; % 56,29 ve % 57,03 olarak ger¢eklesmistir.

Caliymamn sonucunda en yiiksek renk gideriminin 0,50 mM NH4Cl igeren
ortamlarda gerceklestigi (% 89,15) ve bu konsantrasyonun {izerindeki
konsantrasyonlarda renk gideriminin azaldi@1 saptanmustir. Bu sonug kontrol grubu
ile benzerlik gdstermekte, ayrica karbon kaynagi olarak siikkrozun, azot kaynagi
olarak NH,Cl'nin kullamildigi ortamlarda kullanimas: gereken NH4Cl
konsantrasyonunun en fazla 0,50 mM olmas: gerektigini gdstermektedir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Siikroz igeren ortamda F. frogii’nin renk giderim verimi (%) iizerine
NH4Cl'tin etkisi

Farkli konsantrasyonlarda CHJN:;Q’nun renk giderimi dizerine etkisi : Karbon
kaynag: olarak siikrozun (1,8 g/L) kullaniddis ¢absmada dort farkli (e
konsantrasyonda renk giderimindeki etkinligi cahsilmstir.  Inkiibasyonun 3.
giniinde 0,50; 2,55; 5.11 ve 17,40 mM konsantrasyonda fire iceren ortamlarda renk
gideriminin swras1 ile % 12,57; % 8,75; % 12,91 ve % 21,48 olarak gergeklestigi
saptanmugtir.  Inkiibasyonun 6. giiniinde ise giderim % 26,93- 39,08 seviyelerinde
gergeklesmistir. Inkilbasyonun sonunda 2,55; 5.11 ve 17,40 mM f{ire igeren
ortamlarda boyar maddenin sirastyla % 55,98; % 46,56 ve % 54,46 ve en yiksek
renk gideriminin 0,50 mM ire igeren ortamlarda % 88,61 olarak gergeklestigi
saptanmugtir. (Sekil 4.19).

Cahsma sonucunda kontrol grubunda ve 0,50 mM tre igeren ortamlarda benzer
sonuglar bulunmustur. Ure konsantrasyonunun 0,50 mM’mn {izerinde oldugu
ortamlarda renk gideriminin azaldii saptanmustir. Bu sonu¢ renk gideriminde
karbon kayna$ olarak siikkrozun, azot kaynag: olarak {irenin kullamldig1 ortamlara en
fazla 0,50 mM konsantrasyonu saglayacak sekilde trenin eklenmesi gerektigini

gostermektedir.
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Sekil 4.19. Sitkroz igeren ortamda F. frogii’nin renk giderim verimi (%) iizerine
{irenin etkisi

Farkh azot kaynaklarnin farkli konsantrasyonlarinin kullanildig1 karbon kaynag:
olarak slikroz i¢eren ortamlarinda; '

(i) kullamlan azot kaynaklan kendi iginde degerlendirildiginde azot kayna$
konsantrasyonunun azalmas: ile renk gideriminin artmasi, en uygun konsantrasyonun
0,5 mM azot kaynagi igeren ortamlar oldugunu géstermektedir.

(i) kullanilan azot kaynaklari kendi aralarinda degerlendirildiginde NH4H,PO4
mn kullamldi: deneylerde % 95 renk giderimi saglanmas: en uygun azot kaynagmmn
NH4H,PO, oldugunu gostermektedir.

(i) kontrol grubunda saptanan boyar madde giderim veriminin 0,50 mM
NHH,PO,; iceren ortamdan daha digik bulunmas: siikroz igeren ortamlarda
kullamilmasi gereken konsantrasyonun 0,50 mM oldugunu gdstermektedir.

Adosinda ve ark. [122], Phanerochaete chrysosporium ile yaptiklan tekstil azo
boyar maddelerinin yikimu ¢alismasinda karbon kaynad: olarak siikroz kullanmuglar
(1, 5, 10 g/L) ve siikrozun 5 g/L. konsantrasyonunun en uygun konsantrasyon
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica c¢aliymada fungusun yetistirildigi prekiltiic
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ortamimin 6nemli oldugu ve etkisi aragtinlan kimyasallarin prekiiltiire eklenmesinin
adaptasyon siiresini azalttig1 ve biyolojik yikimu arttirdigi rapor edilmistir.

Bu ¢alismada prekiiltiir ortamina siikroz eklenerek fungusun siikrozlu ortama
adaptasyonu saglanmugtir. Tekstil fabrikalarmda farkh kimyasal yapiya sahip boyar
maddeler oldugundan prekiiltiir ortamina reaktif black 5 eklenmemis, bu sekilde
fungusun boyar madde ile ilk defa karsuastifinda renk giderimindeki verimi ortaya
konmaya ¢aligtlmustir.
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4.2.3.3. Nisasta iceren ortamlarda farkli azot kaynaklarmin renk giderimi
{izerine etkisi

Kontrol grubu : Karbon kaynad olarak nigastanin kullanildig1 ¢alismada, Funalia
trogii nisasta (5,0 g/L) ile hazirlanmig prekiiltiir ortaminda 7 giin yetigtirilmistir.
Ardindan fungus miselleri biraraya toplanmus, steril distile su ile yikanmis ve
politron homojenizatdrde pargalandiktan sonra karbon ve azot kaynag: igermeyen pH
st fosfat tamponu ile 4,78 e ayarlanmus boyar madde iceren (yaklasik 15,0 mg/L)
ortamlara agtlanmustir (1 mL/30 ml misel siispansiyonu). Karbon kaynag: olarak
nisastanin kullamldii ¢ahgmalarda karbon ve azot kaynad: eklenmemis bu ortam
kontrol grubu olarak kullanilmustir.

Kontrol grubunda giinlere bagh olarak yapilan boyar madde analizinde
inkitbasyonun 3., 6., 9. giinlerinde boyar maddenin siras1 ile % 22,67; % 85,13; %
94,05 uniin giderildigi saptanmustir.

Farkli konsantrasyonlarda NH H,PO,in renk giderimi iizerine etkisi : Karbon
kaynag olarak sabit konsantrasyonda nigastanmn (1,8 g/L) kullanildig) ¢ahsmada dért
farkh konsantrasyonda NH4H,PO, (Amonyumdihidrojenfosfat) in renk giderimindeki
etkinligi ¢algilmustr. Inkiibasyonun 3. giiniinde 0,50; 2,55; 5.11; 17,40 mM
konsantrasyonlarda NH H,PO, igeren ortamlarda renk giderimi siras: ile % 0,00; %
2,63; % 4,12; % 4,29 olarak saptanmistir. inkilbasyonun 6. gliniinde en yiiksek renk
gideriminin 0,50 ve 2,55 mM NH4H,PO, iceren ortamlarda % 60’ iizerinde
gergeklestigi bulunmugtur. Inkitbasyonun sonunda (9.giin) renk giderimi 0,50 ve 2,55
mM NH;H,PO, iceren ortamlarda sirasiyla % 93,12 ve % 91,15; 5.11 ve 17,40 mM
NH4H,PO, igeren ortamlarda ise sirastyla % 83,85 ve % 83,16 ya ulasmgtr (Sekil
4.20).
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Sekil 4.20. Nisasta iceren ortamlarda F. frogii’nin renk giderim verimi (%) {izerine
NH H,PO,4 1n etkisi

Caliymanin sonucunda en yiksek renk gideriminin 0,50 ve 2,55 mM
NH4H,PO; igeren ortamlarda gergeklestigi (% 93,12 ve % 91,15) bulunmugtur.
Karbon ve azot kaynagt eklenmemis kontrol grubuyla karsiastirildiginda, renk
gideriminin 0,50 ve 2,55 mM NHH,PO, igeren ortamlarla benzer oldugu
belirlenmigtir.  Bu sonug; karbon kaynagi olarak nisastanin, azot kaynafi olarak
NH4H,PO4 kullamldig: ortamlarda maksimum renk giderimi i¢in ortamda bulunmas:
gereken NH4H,PO, konsantrasyonunun en fazla 2,55 mM olmast gerektigini
gdstermektedir.

Farkli konsantrasyonlarda NHCllin renk giderimi lizerine etkisi : Karbon
kaynag: olarak sabit konsantrasyonda stkrozun (1,8 g/L) kullanildig: ¢alismada dort
farkl: konsantrasyonda NH4Cl (Amonyum kloriir)iin renk giderimindeki etkinligi
caligimustir. Inkiibasyonun 3. gitniinde 0,50; 2,55; 5.11; 17,40 mM NH,Cl iceren
ortamlarda renk giderimi swrasi ile % 21,58; % 20,00; % 25,38; % 15,76 olarak
saptanmgtrr. [nkilbasyonun 6. giiniinde en yiiksek renk gideriminin 2,55 mM NH,Cl
iceren ortamlarda % 41,39 olarak gergeklestigi saptanmugtir,
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Inkiibasyonun sonunda 2,55; 5,11 ve 17,40 mM NH4Cl igeren ortamlarda
renk gideriminin sirasi ile % 46,12; % 43,25 ve % 41,98 oldugu en yiiksek giderim
0,50 mM NH,CI igeren ortamlarda % 60,79 olarak gergeklestigi bulunmugtur (Sekil
4.21).
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Sekil 4.21. Nigasta igceren ortamlarda F. frogii’nin renk giderim verimi (%) iizerine
NH4Cl’tin etkisi

Cahsmanin sonucunda en yiiksek renk giderimi 0,50 mM NH4Cl igeren
ortamlarda gergeklestigi ve 0,50 mM’mn tzerindeki NH,4Cl konsantrasyonlarinda renk
gideriminin azaldigi saptanmugtir. Bu bulgu kontrol grubu ile kargilastirnldiginda
(%94,05) renk gideriminin kontrol grubunda daha yiiksek oldugu gériilmektedir. Bu

sonu¢ karbon kaynagi olarak nigastanin kullanildii ortamlarda NH,Cl'tin renk
giderimi i¢in uygun azot kaynag: olmadigini gostermektedir.

Farkli konsantrasyonlarda CH/N:0’nun renk giderimi iizerine etkisi : Karbon
kaynag olarak sabit konsantrasyonda nigastanin (1,8 g/L) kullanildig: ¢ahsmada dort
farklh  konsantrasyonda {irenin renk giderimindeki etkinli3i cahsimustir.
[nkilbasyonun 3. giiniinde 0,50; 2,55; 5,11; 17,40 mM konsantrasyonda iire igeren
ortamlarda renk gideriminin sirast ile % 26,49; % 6,51; % 15,11; % 6,6 olarak
gergeklestii saptanmustir. Inkiibasyonun sonunda 0,50 mM tire igeren ortamlarda
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renk giderimi % 66,46 olarak gergeklesirken 2,55; 5.11 ve 17,40 mM iire igeren
ortamlarda renk giderimi % 31,10; % 31,10 ve % 28,32 ye ulagmustir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Nisasta iceren ortamlarda F. frogii’nin renk giderim verimi (%) tizerine
{irenin etkisi

Calisma sonucunda kontrol grubunda % 94,05 oramninda boyar madde
giderilirken, tire igeren ortamlar i¢inde en yiiksek renk giderimi 0,50 mM iire igeren
ortamlarda % 66,46 olarak bulunmus, bu konsantrasyonunun {izerindeki
konsantrasyonlarda renk gideriminin azaldi3i saptanmustr. Bu sonug renk

gideriminde karbon kaynagi olarak nisastamin kullamldii ortamlarda azot kaynag:
olarak Urenin kullanilmasinin uygun olmadigmi géstermektedir.

Farkh azot kaynaklanmn farkh konsantrasyonlariin kullamldig: karbon
kaynag1 olarak nisasta iceren ortamlarinda;

(1) kullanilan azot kaynaklari kendi i¢inde degerlendirildiinde azot kaynaf

konsantrasyonunun azalmast ile renk gideriminin artmasi, en uygun konsantrasyonun

0.5 mM azot kaynag1 iceren ortamlar oldugunu gostermektedir.
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(i) kullamilan azot kaynaklari kendi aralarinda degerlendirildifinde en yiiksek
giderimin NH4H,PO4 m kullamldigi deneylerde elde edilmis olmasi, bu ortamin en
uygun azot kaynagmin NHsH,PO; oldugunu gostermektedir.

(iif) kontrol grubunda 6. gilnde saptanan boyar madde giderim veriminin diger
ortamlardan yiikksek bulunmasi nigasta igeren ortamlarda azot eklenmesinin verimi
diigtirecegi fikrini vermektedir.

Karbon kaynag:i (glikoz, stikroz, nigasta), azot kaynagi (NH4H,PO,, NH,C|,
CH4N;0) ve azot kayna®: konsantrasyonunun (0,50; 2,51; 5,11; 17,04 mM) Reaktif
Black 5’in (15,0 mg/L) renk giderimi iizerine etkisinin incelendigi bu boliimde, azot
kaynag: eklenen tlim ortamlarda, 0,50 mM azot kaynad konsantrasyonunun etkili
oldugu ve bu konsantrasyonun {izerinde renk gideriminin azaldifi bulunmustur.
Buna karsiik azot ve karbon kaynadi eklenmemis kontrol gruplarinda elde edilen
renk gideriminin 0,50 mM azot kaynad:i eklenen ortamlardan yiiksek bulunmasi
Reaktif black 5’in renk gideriminde ortama karbon ve azot kaynad: eklenmesinin
renk giderimini inhibe ettigini géstermektedir.

Kontrol gruplan kendi aralarinda degerlendirildiginde glikoz ve nisasta igeren
prekiiltiir ortaminda yetistirilen kiiltirlerin (% 95 ve % 94), siikrozda yetistirilen
kiiltiirlerden (% 88) daha basarihi oldugu saptanmugtrr. Glikozda ve nisastada
yetistirilen kiiltlirlerin renk giderimleri birbirine yakin bulunmasmna karsihk 6 giinlitk
inkiibasyonlann sonrasinda glikozda yetistirilen kultlirlerin % 93,85 nisastada
yetigtirilen kilttirlerin % 85,13 renk giderimi saglamasi en uygun karbon kaynagmnmn
glikoz oldugunu gostermektedir. Kontrol grubunda saptanan 100-200 mg/L. seker
konsantrasyonunun boyar maddenin renk giderimi igin yeterli diizeyde oldugu
saptanmustir. Benzer sonu¢ Swamy ve Ramsay [165] tarafindan da rapor edilmis,
glikoz konsantrasyonunun 100-200 mg/L. seviyesinde tutulmasin renk giderimini
arttinicr etkisi oldugunu rapor etmislerdir. Chen ve ark. [162] gesitli tekstil boyar
maddelerinin Aderomonas hydrophila ile renk giderimi ¢aliymasinda glikozun

konsantrasyonunun artmast ile renk giderim veriminin dugtiigi bildirilmiglerdir.
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Novotny ve ark. [168] Irpex lacteus ve Pleurotus ostreatus ile yaptikian
¢alismada bes farkli boyar madde tiirlinden mono ve diazo grubu tasiyan boyar
maddelerin diigiik azot kaynag iceren ortamlarda (1,2 mM) renk giderimlerinin daha
diistik oldugu bildirilmistir. Benzer bulgu 7. versicolor ve P. chrysosporium ile
yapilan renk giderimi galigmasinda da rapor edilmistir [8]. Ancak dier ¢alismalarda
yliksek konsantrasyonda azot kaynagiin renk giderim verimini azalthif
bildirilmistir. P. chrysosporium ile farkhi konsantrasyonlarda karbon ve azot
kaynagmm Congo Red’in renk giderimi lizerine yapdan ¢alismada 50-500 ppm
boyar madde konsantrasyonunun glikoz ve amonyum tartarat eklenmemis ortamlarda
eklenenlere gére daha etkili sekilde giderildigi ve yliksek azot konsantrasyonunun
(12 mM) renk giderimini inhibe ettigi bildirilmigtir [73]. Bazi boyar maddelerin renk
giderimleri igin ise azot konsantrasyonunun belirli bir diizeyde olmas: gerektigi rapor
edilmistir [76]. Benzer bulgular Trametes versicolor ile yapilan ¢ahsmalarda da
rapor edilmistir [65, 148, 165]). Lentinus edodes ile yapilan bir bagka ¢alismada ise
Poly R-478, Remazol Brillant Blue R, ve Orange II'nin renk gideriminde azot
konsantrasyonunun 1-5 mM arasmda oldugunu bildirmistir [169]. Diana ve ark.
(2002) tarafindan lignin benzeri yapiarm Ceriporiopsis subvermispora ile 10 mM
azot kaynag igeren ortamlarda % 10-22, 1 mM azot kaynagi igeren ortamlarda % 42-
80 oraninda yikildig bildirilmistir [170]. Disiikk konsantrasyonda azot kaynagi
iceren ortamlarda fungusun gelisimi igin gerekli olan azotu boyar maddeden elde
etmesi renk giderim verimini arttrmaktadir. Yiiksek konsantrasyonda azot igeren
ortamlarda ise azotun daha kolay elde edilebilir olmasi renk giderim verimini
azaltmaktadir [57, 171].

Callsmanin bu bolimiinde Reaktif Black 5’in renk gideriminde ortama
karbon ve azot kayna$i eklenmesinin giderim verimini azalttifi, karbon ve azot
kaynag: eklenmemis ortamlari daha basanih oldugu ve glikozda yetistirilmis
kiltiirlerin (prekiltiirler) diger karbon kaynaklarinda vyetistirilmis kiiltiirlerden daha
etkili olduklan bulunmugtur. Chen ve ark. [162] A. hydrophila ile Reactive Black
5’in renk gideriminde en uygun azot kaynagmmn maya Oziitii oldugu rapor edilmigtir.
Ancak arastiricilar endiistriyel dlgekte bir galigmanin yapilabilmesi i¢in daha ucuz
azot kaynaklarnin kullamimas: gerektigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada karbon ve



azot kaynagt eklemesi yapilmaksizin renk gideriminin saglanmasi, genis Olgekte
yapilacak ¢alismalarda maliyetin azaltimast agisindan 6nemli bir bulgu olarak
gériinmektedir. Bu nedenle ¢alismanm ileriki asamalarinda deneyler karbon ve azot
kaynag eklenmeden yapilmustir.
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4.2.4. Reaktif Black 5’in F. trogii Gelisimi Uzerine Etkisi ve Statik
Kosullarda Maksimum Renk Gideriminin Bulunmas:

Statik kosullarda gergeklestirilen galigmada (i) maksimum renk gideriminin
ve (ii) boyar maddenin fungus gelisimi {zerine etkisinin bulunabilmesi i¢in dért
farkl: konsantrasyonda (15; 25; 48; 109 mg/L) boyar madde ile ¢ahsilmistir. Bu
¢aligmada kontrol grubu olarak boyar madde icermeyen ortam kullanilmustir.
(Gabsmada ortam pH’st 4,78’e¢ ortam sicaklii 30 °C‘ye ayarlanmis ve yaklagik
1,055 £+ 0,023 g/L kuru agirbkta fungus ekilmigtir. Ortamda 9 giinliik inkiibasyon
sliresi boyunca (i giin aralikla renk giderimi (%) ile KMA (g/L) dl¢lilmiistiir.

Inkiibasyonun 3. giiniinde, 15 ve 25 mg/L boyar madde iceren ortamlarda
renk giderimi % 16,80 ve % 25,85 olarak gergeklesirken, daha yiksek
konsantrasyonlardaki ortamlarda giderim % 1’e¢ ulagmamustir.  Inkiibasyonun
sonunda en yliksek renk giderimi, 15, 25, 48 mg/L boyar madde igeren ortamda %
90’mun tizerinde gerceklesirken, 109 mg/L boyar madde iceren ortamlarda % 70
olarak bulunmustur (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Farkli konsantrasyonlarda boyar madde igeren ortamda renk giderimi
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Funalia trogi‘nin statik kosullarda yaklagik 77,0 mg/L boyar maddenin
rengini giderdigi bulunmugtur. Bu sonu¢ pH’'nin 4,78 ve sicakligin 30 °C oldugu
ortamlarda F. frogii'nin statik kiiltiirleri tarafindan en fazla 77,0 mg/L
konsantrasyonda boyar maddenin renginin giderilebilecegini géstermektedir.

Farkli baslangic boyar madde konsantrasyonlarinda glinlere bagh olarak
Funalia trogi'nin KMA degisimi incelenmis ve Sekil 4.24’de gosterilmistir.
Inkiibasyon boyunca 3 giin arahklarla yapilan kuru misel agrligi (KMA) tayininde
boyar madde konsantrasyonunun 109 mg/L oldugu ortamda adaptasyonun 3 giinde,
diger konsantrasyonlarda 3 giinden 6nce tamamladif: saptanmustir. Inkiibasyonun 6.
glintinden sonra tlim ortamlarda fungusun kuru agrliginda artisin olmamasi fungusun
duragan faza girdigini gostermektedir (Sekil 4.24). Baslangig boyar madde
konsantrasyonunun artmast ile fungus kuru misel afwligmmn azalmasi boyar
maddenin toksik etkili oldugunu gdstermektedir.

KMA (g/L)

Sekil 4.24. Farkh konsantrasyonlarda boyar madde igeren ortamda KMA degigimi
(g/L)

Boyar maddelerin funguslar iizerindeki toksik etkisi ¢esitli arastiricilar
tarafindan da rapor edilmigtir. Chagas ve ark. [178] tarafindan Tartarazin’in 10 ppm
konsantrasyonunun lizerindeki konsantrasyonlarda fungus {iremesinin durdugu
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bildirilmigtir. = Benzer sonu¢ Ddénmez ve ark. [101]. tarafindan rapor edilmis,
Remazol blue, Reaktif Black ve Reaktif red’in artan konsantrasyonlarmin Candida
tropicalis’in gelismesini inhibe ettigi bildirilmistir. Trinitrotoluenin (TNT)
Gloeophyllum tiirli fungus tarafindan yikiminda ise 30 ppm TNT igeren ortamlarda
kontrol grubuna gore daha yiiksek biyokiitle elde edilmis, ancak 30 ppm’in
tizerindeki konsantrasyonlarda KMA’nin azaldig1 rapor edilmistir [179]. Ramsay ve
Nguyen [155] tarafindan Amaranth ve Tropoeolin O toksik olmadigi, Reactive Blue
15, Congo Red ve Reactive Black 5’in kismen toksik oldugu rapor edilmistir. Aym
boyar maddelerin Trametes versicolor tarafindan renkleri giderildikten sonra Congo
Red’in toksisitesinin arttigt ancak diger boyar maddelerin toksisitesinde degisiklik
olmadig: bildirilmistir. Gottlieb ve ark. [180] Vibrio fischeri ile yaptiklan toksisite
calsmasinda Reactive Black 5’in anaerobik kosullarda pargalanmasi sonucunda
toksisitenin arttigi, aerobik kogullarda ise toksisitenin azaldif: rapor edilmigtir. Aym
¢alismada boyar maddenin ve yikim {riinlerinin genotoksik etkisinin olmadig:
bildirilmistir.

Boyar maddelerin &zellikle azo boyar maddelerin funguslar disinda algler
[172], bakteriler, baliklar ve insanlar [173, 174, 175, 176] {izerindeki olumsuz etkisi
de bilinmektedir. Reaktif X-3B ile yapian toksisite ¢aligmasinda 4500 mg/L
konsantrasyonun altinda boyar maddenin tohum ¢imlenmesini % 10 oraminda inhibe
ettigi, bu konsantrasyonun tiizerinde inhibisyonun dogrusal olarak arttif1 rapor

edilmistir [177).
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4.3. CALKALAMALI KULTURLERLE RENK GIDERIM CALISMALARI

Funalia trogiinin statik kiltiirleri ile yapilan Reaktif Black 5’in renk
giderimi ¢aligmasinda en uygun pH’mn 4,78 ve sicakhgm 30 °C; karbon ve azot
kaynagmmn glikoz ve NH H,PO, oldugu bulunmustur. Calkalamah kiiltiirlerin renk
giderimi {izerindeki etkinliginin bulunabilmesi icin, fungus 100 mL ve yaklasik 15
mg/L boyar madde igeren ortama ekilmis (3,3 mL/100 mL misel siispansiyonu) ve 30
°C’de ve calkalamali sartlarda (150 rpm) inkiibasyona birakimigtir. Calkalama hiza
Funalia trogii’nin serbest miselleri ile yapilan ¢alismalarda optimum sartlar olarak
bildirilen 150 rpm’e ayarlanmugtir [80, 141].

Jarosz-Wilkolazka ve ark. [181] tarafindan ¢alkalamali sartlarda Bjerkandera
Jumosa, Kuehneromyces mutabilis, ve Stropharia rugosa-annulata’nmn serbest
hiicreleriyle yaptiklari ¢alismada azo ve antrakinon boyar maddelerinde yaklasik %
100 renk giderimi saglandif: bildirilmistir. Benzer sonug Swamy ve Ramsay [148]
tarafindan da rapor edilmiy, Bjerkandera sp. BOSSS5, P. chrysosporium, T.
versicolor’'un c¢alkalamal kiiltiirlerinin  ortam rengini tamamen giderdikleri
bildirilmigtir. ~ Literatlirlerde ¢alkalamal sartlarin renk gideriminde daha etkili
oldugu rapor edilmesine karsiik F. frogii’nin serbest miselleriyle ¢alkalamal
kosullarda yapilan ¢ahgymada inkiibasyon siiresi sonunda (10 giin) boyar maddenin
ancak % 10-12’sinin giderildifi ve fungal gelisimin olduk¢a yavas oldugu
saptanmugtir.  Statik kogullarda aym konsantrasyonda boyar madde igeren (15,0
mg/L) ortamlarda fungal gelisimin boyar madde igermeyen kontrol grubundan daha
diisiik bulunmast (Bolim 4.2.4) bu bulguyu destekler gériinmektedir. Bu nedenle
cahymanin sonraki asamalarinda tutuklanmis fungusun g¢alkalamali kogullarda misel
yasin renk giderimi {izerine etkisinin ve en yilksek renk giderim kapasitesinin
bulunmasina gahsilmugtir.

4.3.1. Luffa cylindrica’nin tutuklama materyali olarak kullanilmasi

Mikroorganizmalarla yapilan tutuklama islemlerinde bugiine kadar agaroz,
kalsiyum aljinat, poliiiretan képiik, plastik kafesler ve paslanmaz gelik gibi birgok
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materyal kullamilmugtir. Tutuklama &zellikle siirekli sistemlerde sistemin daha etkin
cahgmasim salamakta ve sistemden ¢ikis alinwrken mikroorganizmalarin
yikanmasim ve kaybim engellemektedir.

Hicrelerin  tutuklanmasindaki amag¢ hiicre yogunlufunun arttirimas,
ozellikle fungus gibi hifli mikroorganizmalarda veya bitkilerde sekonder
metabolitlerin  diizenli bir sekilde sentezine olanak verilmesi, sistemdeki
kimyasallarin toksik etkilerinin azalmasidir [182]. Tutuklanmug  hiicrelerin
kullamlacad: islemlerde yer aldiklari ortamlarin stabilitesi de kolayhkla
saglanabilmekte ve serbest hiicrelerde elde edilen verimlerden daha yiiksek verimiler
elde edilebilmektedir. Tutuklama amaci ile kullamlacak materyalin (i)-
mikroorganizma ile substrat ve (riinle reaksiyona girmemesi, (ii)- toksik olmamasi,
(iif)- ucuz ve kolay bulunur olmasi, (iv)- mekanik zorlamalarda dayanikli olmast, (v)-
kullanimuun kolay olmasi, (vi)- uzun siireli ¢alismalarda stabilitesini korumali, (vii)-
kullanildiktan sonra dogaya atidiginda biyolojik olarak pargalanabilmelidir. Bunlara
ek olarak bilyiikk Olcekte kullamhr olmalidir, Tutuklama amaci ile kullanilan
materyaller bazi dezavantajlara sahiptir. Ornegin agaroz ve kalsiyum aljinatin
kullanddig: ¢aligmalarda kiitle transferinde glgliikler yaganmakta, islemler sirasinda
jel parcalanmakta bu nedenle isletim maliyeti artmaktadir. Politiretan k6pik [183,
184], naylon ([185] ve paslanmaz g¢elik gibi materyaller biyolojik olarak
pargalanamayan materyallerdir ve iglem sonrasinda atidiklani gevrede problemlere
neden olmaktadirlar.

Birgok tropikal ve subtropikal iklim billgelerinde olduk¢a bol miktarda
tiretilen ve genelde banyo ve bulagikta kullamlan Luffa cylindrica’nn kurutulmus
meyvesi hiicre tutuklamada kullanilabilmektedir {134, 186]. Bunun yaninda bitkisel
kékenli materyal olan palmiye gévde kim [187] bu amagla kullamlabilmektedir.
Ozellikle Luffa cylindrica’mn yiksek por yapisi, yitksek spesifik por hacmi, stabil
fiziksel 6zellikleri, biyolojik olarak yikiabilir olugu kullanigh bir materyal oldugunu
gostermektedir. Politiretan kopik ile Luffa cylindrica’nin kurutulmus meyvesi ile
yapilan bir ¢aliymada lifin tutuklama kapasitesinin poliiiretan kopiige benzer oldugu
bu nedenle oldukea iyi bir tutuklama materyali olabilecegi bildirilmistir [188, 189].
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Benzer tutuklama materyalinin kullanildigt bir ¢ahsmada Aspergillus niger’den
polimetilgalakturonaz enzim tretiminin serbest hiicrelere oranla 10 kat fazla sentez
edildigi saptanmgstir [190].

Ayrica bu materyal 2,9:1,4 oraninda (%) lignin-selluloz icerige sahiptir [191].
Yapisinda bulunan lignin dayanikliligi saglamakta yapiyt mikrobiyal ataga kars:
korumaktadir. Ozellikle funguslarla yapilan ve karbon beslemesinin siurh tutuldugu
¢aligmalarda fungusun gelisimini saglamaktadir. Bu sekilde ortama karbon kaynag:
eklemesi yapiimayacak ve bundan dolay1 olugacak maliyet azalmis olacaktir.

Bu caliymada Luffa cylindrica’nin kurutulmus meyvesinin kullamlmas: ile
hem Funalia trogii’nin tutuklanmasi hem de fungusun gelisebilmesi icin karbon ve
eperji kayna: olarak kullanmasi saglanmigtr.  Cahsma boyunca Lf igeren
ortamlara karbon ve azot eklemesi yapilmamstir. Bu ¢ahsmada daha 6nce anlatilan
avantajlaninin yant sira dogada dogal olarak yetisebilen, @iriin eldesi ve kullanm
kolay olan Luffa’'nin kullaniimasi ve bunun yaminda renk giderimi ¢alismasinin
yapildigi ortamin maliyeti karbon ve azot eklemesi yapimadigindan azaltilnus
olmaktadir.

F. trogiinin galkalamah sartlarda misel yaginin renk giderimindeki etkisinin
bulunabilmesi amaciyla lifin bulundugu ortama fungusun asdanmasim takip eden 0.
(To), 3. (T3) ve 6. (Ts) giinlerde boyar madde (yaklagtk 15 mg/L) eklenmistir.
Funalia trogii‘nin prekiiltirde yetistirilmis 7 giinlik miselleri Luffa cylindrica
igeren (1,000 + 0,031 g/L Lf kuru agirhgi) ortama asilanmis (yaklagik 0,738 g/L
misel kuru agihgi) ve qalkalamali sartlarda inkitbasyona brakilmustir. 24 saat
arahklarla boyar madde, KOI, seker, pH, KMA, protein ile lakkaz ve peroksidaz
enzim aktiviteleri defisimi SlcGlmiistir. Calismada kontrol grubu olarak boyar
madde igermeyen fungus ile agtlanmis ortam kullaniimustur.
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4.3.2. Kontrol Grubu

Tutuklama materyali olarak lif iceren ¢alkalamali kosullarda F. trogii’nin
gelisiminin izlenebilmesi ve boyar madde iceren ortamlardaki gelisimiyle
kargiastirilabilmesi i¢in kontrol olarak boyar madde igermeyen ortam kullanilmustir.

Inkiibasyonun baglangicinda  ortamdaki KOI 317,0 mg/L ve seker
konsantrasyonu 201,7 mg/l. olarak Olgllmigtir. Ortam pH smm 4,78%e
ayarlanmasma karsin fungus agilanmasi ve boyar madde eklenmesinin ardindan pH
4,88’e yiikselmis ve inkiibasyon sonuna kadar degismemistir. KOl ve seker
konsantrasyonlarinin inkitbasyonun 3. giintine kadar 176,30 ve 82,47 mg/L’ye
diistiigli ve ardindan birbirlerine paralel artiglar ve azalislar g6sterdifi saptanmugtir.
Inkiibasyonun 7. giiniinde KOI ve seker konsantrasyonunun arttigi ve bu giinden
sonra birbirlerine paralel artislar ve azalislar g8sterdigi saptanmugtir (Sekil 4.25).

Fungus gelisiminin izlenmesi amaci ile yapilan KMA analizlerinde fungusun
inkiibasyonun ilk giintinde agwhm arttirmadiy, 3.-4. giine kadar hizla geligtigini
gostermektedir.  Inkilbasyon sonunda fungusun kuru misel agwrhg 1,8 g/L’ye
ulagmugtir (Sekil 4.25). Bu bulgu fungusun lif igeren ortama adaptasyonunu bir
ginde tamamladigmi, inkiibasyonun 5. giiniine kadar hizla dredidini ve ardmdan
duragan faza girdigini g6stermektedir.

Inkiibasyonun 2, 3 ve 4. giiniinde enzim aktivitelesine rastlanmamustir.
Fungusun duragan faza girdigi 4. giinden sonra enzim aktivitelerinde hizli bir artis
olmus ve 7. gilinde lakkaz ve peroksidaz enzim aktivitesi en yiiksek seviyesine
ulagmugtir (swrast ile 0,204 CU ve 0,088 CU). Fungusun politron homojenizatérde
pargalanmasmdan dolay: yiiksek olan protein konsantrasyonunun inkitbasyonun 2.
giniine kadar hizla azaldig1 ardindan inkiibasyonun ilerleyen giinlerinde arttigt tespit
edilmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.25. Luffa cylindrica ile tutuklanmis F. trogii’nin kiltiir ortaminda KOI,
seker (mg/L) ve KMA (g/L) degisimi (30 °C; pH 4,78; 150 rpm ¢alkalama hizs)
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Sekil 4.26. Luffa cylindrica ile tutuklanmig F. trogii nin kiiltiir ortaminda Protein
(mg/L) ve Lakkaz, Peroksidaz (CU) enzim aktiviteleri degisimi (30 °C; pH 4,78; 150
rpm ¢alkalama hizi)

Inkiibasyonun 3. giiniine kadar seker konsantrasyonunun 100 mg/L’nin altina
dastiigh, ilerleyen gtinlerde salimmlar gosterdigi saptanmugtir. Ortamda seker
konsantrasyonunun artisma neden olan kaynak ¢aliymada tutuklama materyali olarak
kullanilan Liftir. Ortamda seker konsantrasyonunun 100 mg/L’nin altma ddsmesi,
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aym zamanda enzim aktivitelerinin artmaya baglamas: tutuklama materyalinin F.
trogii tarafindan karbon ve enerji kaynagi olarak kullamlmaya baglandigm

gOstermektedir.

4.3.3. Inkiibasyonun Ik Giiniinde Boyar Madde Eklenen Ortamlarda Renk
Giderimi (0. Giin-Ty)

Inkitbasyonun baglangicinda ortamlardaki KOI ve seker konsantrasyonu
359,0 ve 201,7 mg/LL olarak o&l¢llmistir. Ortam pH smun 4,78’¢ ayarlanmasmna
karsgin fungus agilanmasi ve boyar madde eklenmesinin ardindan pH 4,86’ya
yiikselmis ve inkiibasyon sonuna kadar degismemistir.

Fungusun agilandif1 ve boyar maddenin eklendigi ilk giinden itibaren 3. giine
kadar KOI ve seker azalmis, KOI 136,04 mg/L’ye seker 82,83 mg/L’ye diismiistiir.
Inkiibasyonun 3. giiniinden sonra KOf ve seker konsantrasyonunda birbirine paralel
artiglar ve azaliglar saptanmustir. En hizh KOI ve seker artigi 7. gilnde gergeklesmis
ve daha sonra inkiibasyonun sonuna kadar azalig gdstermistir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. Tutuklanmug F. trogifnin inkitbasyonun ik giiniinde boyar madde
eklenen ortamlardaki KOI, seker (mg/L) ve KMA (g/L) degisimi(30 °C; pH 4,78;
150 rpm galkalama hizi)

74



Boyar madde iceren ortama (~ 15,0 mg/L) yaklagik 0,738 g/L kuru aguhkta
fungus agilanmig, inkilbasyonun 1. giniinde fungus agwhgt 0,797 g/L’ye, 2.
giinlinde 1,205 g/L’ye ulagmustir. Bu sonu¢ fungusun inkiibasyonun ilk giiniinde
boyar madde igeren ortama adapte oldugunu ve ardindan logaritmik (ireme fazina
gegtigini gostermektedir. [nkiibasyonun 3. giiniinde KMA 1,558 g olarak saptanmus
ve inkiibasyon sonuna kadar KMA artis hizi azalmugtir (Sekil 4.27). Fungus
¢alkalamali sartlarda lif iceren ortamda liremesini 3 gilinde tamamlamug (1,558 g/L)
ve inkiibasyonun sonuna kadar yaklagik aym kalmistr (1,581 g/L). Kontrol grubu ile
karsiastirildiginda adaptasyon siirelerinin ayni oldugu ancak boyar madde bulunan
ortamda fungusun daha erken sekonder metabolizmaya girdigi belirlenmistir.
Inkiibasyonun 3. giiniinde seker konsantrasyonunun 100 mg/L’nin altma diigmesiyle
fungusun sekonder metabolik faza girmesi ve benzer sonucun kontrol grubunda da
saptanmasi sekonder metabolik faza giriste seker konsantrasyonun 6nemli oldugunu
gostermektedir.

Ligninolitik enzim aktivitesine (lakkaz ve peroksidaz) fungusun gelismesinin
durdugu 3. giinde rastlanmus, en yilksek enzim aktivitesine 5. ve 7. giinlerde (srast
ile 0,377 ve 0,450 CU) ulasilmugtir. Prekiiltiirde yetigtirilen fungusun pargalanarak
ortamlara agilanmasindan dolayr ilk giinde protein miktann 72,88 mg/I. olarak
saptanmistir.  [nkiibasyonun 2. giiniine kadar protein miktann hizla azalmig
inkiibasyonun 6. giiniinden sonra enzim sSentezine bagh olarak artiglar olmugtur
(Sekil 4.28).

Lif iceren ortama fungus agilandiktan 24 saat sonra ortamlarda 7,63 mg/L (%
50,13 giderim), 48 saat sonra 6,74 mg/L (% 55,96 giderim), 72 saat sonra 1,10 mg/L
(% 92,81 giderim) boyar madde saptanmustrr (Sekil 4.29). Inkiibasyonun ilk
giinlinde boyar maddedeki hizh giderim boyar maddenin tutuklama materyali olarak
kullamlan lif tizerine adsorbe olmasmndan kaynaklanmaktadir. Makroskobik ve
mikroskobik incelemeler sonucunda boyar maddenin fungus ylizeyine adsorbe
olmadig1 saptanmustir. Fungus i¢ermeyen ortamda yapilan analizler boyar maddenin
yaklagik 6,45 mg’mn Lif {izerine adsorbe oldugunu gostermistir. Fungus igeren
ortamda, ortama eklenen boyar maddenin inkiibasyonun 4. giiniinde ve lif tizerine
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adsorbe olan boyar maddenin ise fungusun tremesini tamamladifi ve enzimlerin
sentezlenmeye bagsladig1 3. giinlinde tlimiiyle giderildigi gézlenmistir.
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Sekil 4.28. Luffa cylindrica ile tutuklanmig F. frogii’nin inkiibasyonun ilk giiniinde
boyar madde eklenen ortamda protein (mg/L) ve lakkaz, peroksidaz (CU) enzim
aktiviteleri degisimi (30 °C; pH 4,78; 150 rpm galkalama hiz1)

Inkiibasyonun ilk giiniinde boyar madde eklenen ortamlarda lLif tizerine
tutuklanmis F. trogii’nin maksimum renk giderim kapasitesinin bulunmasi amaci ile
ortama boyar madde yiklemesi (15,3 mg/Ll) yapimis ve boyar madde
konsantrasyonu 1,0 mg/L nin altina distigiinde (= % 93,50) yiklemeye devam
edilmistir (Sekil 4.29). Ortamlara inkiibasyonun 4. giiniinden 15. giiniine kadar 15,3
mg/L konsantrasyonda 12 defa boyar madde eklenmis (183,6 mg) ve her yiiklemeden
24 saat sonra boyar madde konsantrasyonu 1,0 mg/L nin altina diigmiistiir. Fungusun
bu ortamdaki renk giderim yeteneginin 16. giinden sonra azaldig: ve 16. giinde
eklenen boyar maddenin 48 saatte, 18. giinde eklenen boyar maddenin 96 saatte, 22.
giinde eklenen boyar maddenin 72 saatte giderildigi saptanmugtr. Inkiibasyon
sonuna kadar 260,1 mg boyar maddenin rengi fungus tarafindan giderilmistir.
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Sekil 4.29. Inkiibasyonun ilk giiniinde boyar madde eklenen ortamda boyar madde
giderimi (mg/L) (30 °C; pH 4,78; 150 rpm galkalama hiz1)

4.3.4. Inkiibasyonun 3. Giiniinde Boyar Madde Eklenen Ortamlarda Renk
Giderimi (3. giin-T3)

F. trogiinin Lif iceren ortama asilanmasmun ardindan 3 giin boyunca
¢alkalamali inkiibatérde (150 rpm, 30 °C) yetistirildikten sonra ortama boyar madde
(15 mg/L) eklenmistir. Boyar maddenin ortama eklendigi 3. giin KOI ve seker
konsantrasyonu 202,4 ve 82,4 mg/L olarak Sl¢llmiistir. Yapilan pH dlgiimlerinde
pH’nn inkiibasyon sonuna kadar degismedigi saptanmustr. Yapilan KOI analizleri
KOl'nin 5. giine kadar azaldifi, ardindan seker konsantrasyonuna bagh olarak
artislar ve azahglar gosterdifi saptanmugtr.  En yiksek KOI ve seker
konsantrasyonuna 8. glinde ulagimustir (Sekil 4.30). Fungal gelismenin kontrol
grubunda oldugu gibi aym1 zamanda yavagladigi ve fungusun sekonder faza girildigi
saptanmustir. Inkilbasyonun 4. ve 5. glinlerinden sonra kuru misel agirhg: kontrol
grubundan daha dfistik ve inkiibasyonun ilk giiniinde boyar madde eklenen ortamdan
daha yliiksek olmasi fungusun lif fizerine tutuklandiktan sonra boyar maddeden daha
az etkilendigini géstermektedir (Sekil 4.30).
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Fungusun 3 giinlikk inkiibasyonu boyunca enzim aktivitesine rastlanmamugtir.
Lakkaz ve peroksidaz enzimlerinin boyar maddenin eklendigi 3. glinden sonra
sentezlendigi ve inkiibasyonun 5. gilniinde 0,426 ve 0,220 CU, 7. giiniinde 1,068 ve
0,502 CU’ya ulastig1 saptanmugtir. Bu ortamda 6l¢iilen enzim aktivitelerinin kontrol
grubunda ve To’dan yiikksek bulunmustur. Bu sonuglar enzim sentezinin boyar
madde ile iliskili oldugu ve 3 giinlik inkiibasyonun enzim sentezi igin uygun siire
oldugunu gdstermistir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.30. Ug glnliik misel yasina sahip Luffa cyfindrica ile tutuklanms F.
trogii’nin boyar madde iceren ortamda KOI, seker (mg/L) ve KMA (g/L) degisimi
(30 °C; pH 4,78; 150 rpm calkalama hiz1)

Yapilan boyar madde analizi ortam renginin boyar maddenin eklenmesinden
24 saat sonra %90’ mun {izerinde giderildigi saptanmustir (Sekil 4.32). Inkiibasyonun
3. giiniinde ortama eklenen boyar maddenin renginin 24 saatte %90’min iizerinde
giderildigi saptanmugtir. Inkiibasyonun 3. giiniinde boyar madde eklenen ortamda lLif
tizerine tutuklanmu§ F. frogii’nin maksimum renk giderim kapasitesinin bulunmas:
amac ile ortama boyar madde yilklemesi (15,3 mg/L) yapimus ve boyar madde
konsantrasyonu 1,0 mg/L nin altina diigtiigiinde (= % 93,50) tekrar yiklemeye devam
edilmigtir. Ortama inkilbasyonun 4. gilinden 17. giine kadar 15,3 mg/L
konsantrasyonda 13 defa boyar madde eklenmis (198,9 mg) ve her yiiklemeden 24
saat sonra boyar madde konsantrasyonu 1,0 mg/L’nin altina digmistiir. Fungusun
renk gideriminin 17. giinden sonra azaldii ve inkilbasyonun 17. giiniinden 25.
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giiniine kadar 5 defa eklenen boyar maddenin 48 saatte giderildigi saptanmustir.
Inkiibasyon sonuna kadar 290,7 mg boyar madde fungus tarafindan giderilmistir. Bu
sonu¢ inkiibasyonun ilk giinlinde boyar madde eklenen (T;) ortamla
kargilastirnldiginda daha yiksek gerceklesmekte (Sekil 4.32) ve renk gideriminin
fungusun life tutuklanmasiyla hizla arttigim géstermektedir.
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Sekil 4.31. Ug giinlik misel yasma sahip Luffa cylindrica ile tutuklanmg F.
trogii’nin boyar madde igeren ortamda Protein (mg/L) ve Lakkaz, Peroksidaz (CU)
aktivite degisimi (30 °C; pH 4,78; 150 rpm ¢alkalama hiz1)
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Sekil 4.32. Ug giinliik misel yagma sahip life tutuklanmis fungus tarafindan renk
giderimi (mg/L) (30 °C; pH 4,78; 150 rpm ¢alkalama hiz1)
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4.3.5. inkiibasyonun 6. Gilniinde Boyar Madde Eklenen Ortamlarda Renk
Giderimi (6. giin-Ts)

Beyaz grik¢tl fungus F. frogii’nin lif iceren ortama agilanmasinm ardindan
6 giin boyunca g¢alkalamali inkdbatdrde (150 rpm, 30 °C) yetistirildikten sonra
ortama boyar madde (15 mg/L) eklenmistir. Inkiibasyonun baslangicinda ortamdaki
KOI ve seker konsantrasyonu 317,0 ve 201,7 mg/L olarak 6lgiilmiis, boyar maddenin
ortama eklendigi 6. giin KOI ve seker konsantrasyonunun 198,50 ve 92,88 mg/L’ye
diistigli saptanmustr. Boyar maddenin life tutuklanmus fungus iceren ortama
eklendiginde ortam pH’st 4,88 olarak Ollilmiis ve inkiitbasyon sonuna kadar
degismedigi saptanmustir.
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Sekil 4.33. Alt1 giinlilk misel yasma sahip Luffa cylindrica ile tutuklanmg F.
trogii’nin inkiibasyonun KOI, seker (mg/L) ve KMA (g/L) degisimi (30 °C; pH
4,78; 150 rpm ¢alkalama hiz)

Inkiibasyonun 5. giiniinde ortamda élgiilen KOI ve sekerin, boyar maddenin
ortama eklendigi 6. giinden itibaren hizla arttif1 saptanmustir. Ortamda Slgiilen KOI
ve seker gideriminin giinlere bagh olarak ¢izilen grafigi, iki parametrenin
birbirleriyle yakmn iligkide oldugunu gostermektedir (Sekil. 4.33). Fungusun boyar
maddenin ilk eklendigi 6. giinde duragan fazda oldugu ve inkiibasyon boyunca misel
agirhigim degistirmedigi saptanmugtir (1,858 g/L).

80



120 - - - : + 1,2
1 —a&— Protein |
100 - —e—Llakkaz 10 3
. J —i— Peroksidaz i %
=80 - - : ’ -~ 08
o : o
E ° o 2
=60 - -06
1] i ;
B0 . | "
0_40 o T 014 g
; | x
| f X
20 - +02 8
o = AW oo
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Gun

Sekil 4.34. Al giinlitk misel yasmna sahip Luffa cylindrica ile tutuklanmig F. trogii
nin Protein (mg/L) ve Lakkaz, Peroksidaz (CU) enzim aktiviteleri degisimi (30 °C;
pH 4,78; 150 rpm ¢alkalama hiz)

Inkiibasyon ortaminda 2., 3. ve 4. Giinlerde gerek lakkaz gerekse de
peroksidaz enzim aktivitelerine rastlanmamustir. Inkiibasyonun 5. giiniinden itibaren
sentezlenmeye baglayan lakkaz ve peroksidaz, inkiibasyon sonuna kadar en fazla
0,568 ve 0,286 CU seviyesine ¢tkmistir. Enzim aktivitesi 3 giinliik misel yasina
sahip kiilttirlerde dlgiilen enzim aktivitelerinden diigiik bulunmustur (Sekil 4.34).

Inkiibasyonun 6. giiniinde ortama boyar madde eklenmis ve boyar maddenin
renginin 24 saatte % 90’nn tizerinde giderildigi saptanmustir. Life tutuklanmus ve 6
giinliik misel yasina sahip F. frogii’nin tekrar kullamimasi ve fungusun bu ortamdaki
en yilksek renk gideriminin bulunabilmesi igin saptayabilmek i¢in ortama aym
konsantrasyonu saglayacak sekilde (15 mg/L) boyar madde eklenmistir. 24 saat
aralikla yapdan olgiimlerde ilk boyar maddenin eklendigi 6. giinden inkiibasyonun
25. giiniine kadar 20 defa eklenen boyar maddenin % 90’nin iizerinde giderildigi
saptanmustir. [nkitbasyonun 26. giiniinde ortama eklenen boyar maddenin 24 saat
sonunda % 53’{inlin ve 48 saat sonunda ise % 96 smmn giderildidi tespit edilmigtir.
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Inkiibasyon sonuna kadar 6 giinlik misel yagma sahip life tutuklanmis F. frogii
tarafindan toplam 306 mg boyar maddenin giderildigi saptanmugtir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. Inkiibasyonun 6. giiniinde boyar madde eklenen ortamda renk giderimi
(30 °C; pH 4,78; 150 rpm ¢alkalama hizi)

Farkh misel yaslarinin ¢alkalamali kosullarda renk giderimi (izerine etkisinin
incelendigi bu calijmada elde edilen renk giderim veriminin statik kiiltiirlerde ve
calkalamah kosullarda serbest hiicrelerde elde edilen verimden oldukga yiiksek
oldugu saptanmugtir. Statik kiilttirlerle yapilan renk giderim ¢aligmasinda 6 giinlitk
inkiibasyon periyodu sonunda yaklagik 15,0 mg/L konsantrasyonda boyar maddenin
rengi yaklagik % 95 oraminda giderilirken, aym inkiibasyon siiresinde inkiibasyonun
ilk glininde boyar madde eklenen ortamlarda life tutuklanmus fungus tarafindan 60
mg/L konsantrasyonda boyar maddenin rengi tamamen giderilebilmistir.

Calkalamal: kosullarin statik kosullara g6re daha bagarih oldugu birgok
aragtiric: tarafindan da rapor edilmigtir. Bjerkandera sp. BOS355 ve T. versicolor’un
statik kdltiirlerinin Amarantm % 5-8’ini 20 gilinde, ¢alkalamah kiiltiirlerinin ise %
99’unu 24 saatte giderdigi bildirilmistir. Bununla beraber 10 giin statik kosullarda
beklemis 7. versicolor kiiltiirleri calkalamali ortama ahindiinda renk gideriminin
arttirdid1 rapor edilmistir. Bunun nedeni, ¢alkalamamn etkisi ile ortamda oksijen
¢Oziiniirliiglinin ve hiicrenin ve/veya enzimlerin boyar madde ile karglasma
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olasihin artmasi geklinde agiklanmustir [148, 165]. Aym ¢ahymada statik
kosullarda 60 mg/LL. Remazol Black B’nin 7. versicolor tarafindan 3, P.
chrysosporium tarafindan 2 ve Bjerkandera sp BOSSS tarafindan 4 giinde timiiyle
giderildigi rapor edilmigtir. P. chrysosporium ile statik kosullarda yapilan bir bagka
¢alismada ise fungusun renk gideriminde etkili oldugu rapor edilmistir [150]. Bu
durum birgok aragtirict tarafindan ylizey alam-hacim orarunin (10 mL ortam/125 mL
erlen) ¢ok yiiksek olmasindan kaynaklanmis olabilecegi seklinde agiklanmis ve
inkiibasyon ortaminda fungusun ihtiyag duydugu oksijeni kolaylikla saglayabildigi
vurgulanmigtir {74, 76, 77, 192, 193]. Kagit hamuru iiretim tesislerinden
kaynaklanan atiksularin renginin giderilmesi ¢alismasinda, statik kosullarda
inkiibasyona birakidan kiltiirlerin  geligsimlerinin yavas olmasi nedeni ile renk
gideriminde etkili olmadiklari rapor edilmigtir [161]). T. villosa ile renk giderim
¢absmasinda renk giderim hizimin arttirlmasinda galkalamah gartlarin gerekli oldugu
rapor edilmigtir [97]. Zhang ve Yu’nun [194] Acid violet 7 ile yaptiklan renk
giderimi ¢aliymasinda 100 mg/L konsantrasyonda boyar maddenin renginin serbest
hiicrelerle 11 saatte; aktif karbona tutuklanmis hiicrelerle 6 saatte tamamen

giderildigi rapor edilmistir.

Bu c¢ahgymada serbest F. frogii misellerinin Reactive Black 5’in renk
gideriminde etkili olmadif1 saptanmustir. Ancak Yesilada ve arkadaglarinin [141]
serbest F. trogii misellerini kullandiklarn ¢alismada Astrozon boyar maddesinin
renginin etkili gekilde giderildigi rapor edilmisti. Benzer fungus tiirlerinin
kullamlmasma karsihk elde edilen farkh sonuglar renk gideriminde boyar madde
tlrlnin 6nemli bir faktdr oldugunu géstermektedir. Benzer sonu¢ Claus ve ark.
[195] tarafindan da rapor edilmis, renk giderimine karsi olusan direncin boyar
maddelerin yapdarinm farkli olmasindan kaynaklandigi bildirilmistir.

Boyar madde igermeyen kontrol grubunda inkiibasyonun ik giinlerinde
prekiiltirden gelen enzimin aktivitesi okunmug, ardindan 2., 3. ve 4. giinlerde enzim
aktivitesine rastlanmamustr. KMA’nin sabitlenmeye basladifn 4. giinden sonra
enzim aktivitesinin artmaya bagladig: ve en yilksek aktiviteye 7. giinde (yaklasik 0,2
CU) ulagildip1 saptanmustir. Inkiibasyonun ilk giiniinde boyar madde eklenen
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ortamda ise KMA’nn sabitlendigi 3. giinden itibaren artan enzim sentezi 5. ve 7.
giinlerde en yilksek seviyelere ¢ikmugtir (yaklagk 0,4 CU). [Inkilbasyonun 3.
giiniinde boyar madde eklenen ortamda ise boyar madde eklenmesinin ardindan 5. ve
7. glinlerde enzim aktivitesinin hizla arttift (yaklagk 1,0 CU) bulunmusgtur.
Inkiibasyonun 6. giiniinde boyar madde eklenen ortamda ise boyar madde ilavesinin
ardindan enzim aktivitesi artmaya baglamistir.  Literatiirlerde fungusun ortama
adaptasyonunun ardindan enzim aktivitesinin gozlenmeye bagladig: rapor edilmigtir
[196, 197]). P. chrysosporium’la yapilan renk giderimi ¢ahsmasinda fungusun
sekonder metabolik faza girdigi 6. giinde enzim sentezinin en yiiksek seviyede
oldugu ve Remazol Turquoise Blue’nun renginin hizla giderildigi bulunmustur. Bu
bulgu, ortamda LiP ve MnP aktiviteleri diisitk bulunmasina ragmen renk gideriminde
enzimlerin iligkisi oldugu seklinde yorumlanmustir [198]. Bu galigmada bu bulguya
ek olarak ortama boyar madde ilavesinin enzim aktivitesini arttirdig: bulunmusgtur.

Caligilan tiim ortamlarda (kontrol, To, T3, Tg) seker konsantrasyonunun
yaklagik 100 mg/L’ye diismesinin ardindan enzim sentezinin ve renk gideriminin
arttif: belirlenmigtir.  Bu sonug lif iceren ortamda fungus tarafindan sentezienen
enzimlerin boyar madde gideriminde rol oynadigim gdstermektedir. Funguslaria
yapian ¢ahsmalarda renk gideriminin ortamda bulunan glikoz ve/veya azotun
tikenmesi ile hizlandif1 rapor edilmektedir. Wang ve Yu [140], 10 giinlik misel
yasmna sahip fungusun (Trametes versicolor) yiizeyine adsorbe olan boyar maddenin
azotun tlikenmesi ile dekolorize edildiini ve enzim sentezinin arttifm rapor
etmislerdir. Bir diger caliymada P. chrysosporium’un iireme ortaminda glikoz
seviyesinin 2,0 g/L’den 0,2 g/l.’ye diismesi ile enzim sentezinin arttig: bildirilmistir.
[74]. Benzer bulgu Vandertol-Vanier ve ark. [200] tarafindan rapor edilmis,
Coriolopsis  gallica’nin  yetistirildigi ortamda glikozun azalmasiyla enzimin
sentezlenmeye basladig: bildirilmigtir. Shim ve Kawamoto [201], karbon ve azot
miktarimin  smurh oldufu ortamlarda enzimlerin daha yilkksek oranlarda sentez
edildiklerini rapor etmislerdir. Lakkaz enzimi ile yapian bir ¢alismada 50 mg/L
Reaktif Black S’in renginin inkiibasyon siiresi sonunda (30 dakika) yaklasik % 5
(serbest enzim) ile % 10 (tutuklanmis enzim) arasinda giderildigi rapor edilmistir
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{199]. Bu bulgu Reaktif Black 5’in lakkaz enzimi tarafindan sinrh sekilde
renksizlestirilebilecegini géstermektedir.

Luffa cylindrica ile tutuklanmug F. ftrogii kiiltiirlerinde glikoz
konsantrasyonunun 100 mg/L nin altma diigmesini izleyen giinlerde glikoz
konsantrasyonunda salmimlar saptanmigtir. Karbon kaynagi eklemesi yapilmayan bu
ortamlarda glikoz konsantrasyonundaki artis fungusun odun ¢iirlik¢iil olmasindan
kaynaklanmaktadir. Ligninolitik aktiviteye sahip fungusun sentezledigi enzimlerle
selilozu momomerlerine pargalamakta ve gerekli olan enerji ihtiyacim buradan
kargilamaktadwr [201]. Bu nedenle ¢alisma boyunca KOI'nin de buna bagh olarak
salimimlar gostermesi beklenen bir sonugtur.

Bu ¢ahgmada, ilk giinde boyar madde eklenen ortamda (T,) saptanan enzim
aktivitelerinin boyar madde igermeyen kontrol grubundan daha yiiksek bulunmasi, 3
giinlik (T;) ve 6 giinlitk (Ts) misel yagmna sahip kiiltiirlerde boyar madde ilavesinin
ardindan enzim sentezinin hizla artmas: renk gideriminde enzimlerin rolii oldugunu
gbstermektedir.

4.3.6. Boyar Madde Reaktif Black 5’in Life tutuklanmig F. trogii’nin
Gelisimi Uzerine Etkisi

Tutuklama materyali olarak Luffa cylindrica’nn kullamidigy ¢ahsmada
fungusun ortama agianmasmi takip eden farkli giinlerde ortama eklenen boyar
maddenin fungal gelisim iizerine etkisi degerlendirilmigtir. Calisilan tiim ortamlarda
fungusun ortama yaklagik 1 giinde adapte oldugu, adaptasyonu tamamladiktan sonra
logaritmik ireme fazina girdigi bulunmustur (Sekil 4.36). Fungal gelisme Ty’da 3.
giinde dururken kontrol grubunda 3. giinden sonra yavaglamaya baglamig ve 6. giinde
durmugtur. Inkitbasyon sonunda KMA kontrol grubunda 1,856 g/L’ye ulagirken
To’da 1,580 g/I.’de kalmistir. Bu sonug boyar maddenin fungal gelisimi inhibe ettigi
ve fungusun duragan faza girisini hizlandirdiint gstermektedir.



Sekil 4.36. Farkl: inkiibasyon stirelerinde eklenen Reaktif Black 5’in life tutuklanmus
F. trogii gelisimi {izerine etkisi.

Inkiibasyonun 3. giiniinde boyar madde eklenmesi yapilan grupta (T3) fungal
gelisme kontrol grubunda oldugu gibi 3. giinde yavaslamaya bagslamugtir.
Inkiibasyonun 5. giiniinden sonra fungal gelisme durmustur. Inkiibasyon sonunda T,
grubunda 1,765 g/ KMA saptanmustir. T, ve kontrol grubu ile karsilagtiridiginda
boyar maddenin 3. giinde eklenmesinin fungal gelisimi ilk giinde boyar madde
eklenen ortam kadar etkilemedigini gostermektedir.

Inkitbasyonun 6. giiniinde boyar madde eklenen ortamda (Ts) fungusun
duragan fazda oldugu ve boyar madde eklenmesinin ardindan KMA nm degismedigi
saptanmustir.  Kontrol grubu ile karsilastinldifinda misel gelisiminin yaklagik aym
oldugu (1,858 g/L) saptanmustr. Boyar madde eklenmesinin yapildigi 6. giinde
F.trogii'nin gelisimini tamamlams olmasi ve kontrol grubuna yakin gelisim
gostermesi sekonder metabolik faza giren fungusun boyar madde inhibisyonundan
etkilenmedigi gOstermektedir. Ayrica sonuglar fungusun life tutuklanmasinin boyar
maddenin toksik etkisini azaltict bir faktdr oldugu fikrini vermektedir.
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4.3.7. Farkh Misel Yaslarnda Renk Giderimine Ait ik Hizlarn Bulunmast

Boyar maddelerin renginin giderimlerine iligkin enzimlerle yapilan
caligmalarda, boyar maddenin enzimle karsilagmasiun ardindan ortam renginde
azalma olmaktadir. Bu reaksiyonun t, amndaki hizi ortamda {iriin olmadigindan en
yiiksek seviyededir ve ilk hiz olarak adlandinimaktadir. Ik hiz (V,) reaksiyon
baginda sabit olabilir, ancak ortamdaki substratin azalmas ile sifira yaklagir. Zamana
kars1 giderim grafiginde baslangic noktas: stfirdan gegecek sekilde ¢izilen dogrusal
egrinin egimi ilk hizi verecektir.

Misel yasinm renk giderimi {izerine etkisinin incelendigi bu bélimde renk
gideriminin birden fazla faktdrden etkilendigi bulunmugtur. Ortamlarda Glgiilen
enzim aktivitelerinin, ortama boyar madde ilavesi yapildig: giinlerin ardindan artmasi
renk gideriminin enzimlerle iliskili oldugunu gdstermektedir. Ancak inkilbasyonun
ik giinlinde boyar madde eklenen ortamda (T,) enzim aktivitesinin ¢ok diigiik
olmasina; T3 ortaminda 9. giinde enzim aktivitesine rastlanmamasina ragmen renk
gideriminde azalma olmamasi renk gideriminde yalmzca enzimlerin degil aym
zamanda fungusun ve/veya literatiirlerde rapor edildigi gibi bazi aktive edici kiigik
molekillerin de rol oynadigm gostermektedir [140, 194]. Bu nedenle misel yagimn
renk giderimi {izerine etkisinin incelendigi bu gahgmada renk gideriminin saglandif:
fungus, fungusun tutuklandig: lif ve fungus tarafindan sentezlenen enzimler (lakkaz
ve peroksidaz) tek bir katalizor olarak degerlendirilmistir.

Caligmada kullandan lifin agrhg: tiim ortamlarda yaklagik aym tutulmustur
(= 1,000 g). Inkiibasyonun ilk giiniinde boyar madde ilavesinin yapildig1 ortamlarda
fungus gelisiminin tutuklanma gergeklestikten sonra boyar madde eklemesi yapilan
ortamlardan daha fazla etkilendigi ve inkiibasyon sonunda fungus gelisiminin daha
diisiik oldugu bulunmustur. Bu nedenle misel yagmn renk giderimi iizerine etkisinin
incelendigi bu ¢alismada farkli misel yaslarina ait ilk hizlar bulunurken birim kuru
misel basina renk giderimi hesaplanmugtir.

Birim kuru hiicre bagma renk giderimi (q) ortamda 24 saat sonunda giderimi

saglanan rengi veren boyar madde konsantrasyonunun (mg/L; Cg; Cgideriten) 2YNI
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giinde ortamda dlgiilen kuru misel agirhgmna (To, T3, Ts) boliinmesinden elde edilmis,
giinlere bagh renk giderimi (Cg) kimiilatif olarak degerlendirilmigtir. flk hizin
bulunabilmesi igin, q’ya karsi t grafigi ¢izilmis ve q’nun zamana karsi dogrusal artis
gosterdigi arabikta degerleri kesen dogrunun egiminden ilkk hiz hesaplanmugtir.
Grafikten elde edilen formiil;

y=a.x (D

seklindedir ve burada y yerine q ve x yerine t yazildiginda olusan denklemden birim
zamanda birim kuru misel agwhgi bagmna giderilen boyar maddeye ait ik hiz
asagidaki formiil kullanilarak hesaplanabilmektedir.

g=k.t )
k=q/t 3)
k = (mg boyar madde/g km) / giin 4)

Formiilden elde edilen k sabiti renk giderimine ait itk hiz1 (V,) vermektedir.

Inkiibasyonun ilk giiniinde boyar madde eklenen ortamlarda inkiibasyonun 3.
ginine kadar fungusun yeni asiandift boyar madde ve lf igeren ortama
adaptasyonundan (1. giiniin sonuna kadar) ve life tutuklanmig fingus miktarinmn
yeterli dizeye ulasmamasmmdan (3. giniin sonuna kadar) dolayr renk gideriminin
etkili sekilde gerceklesmedigi belirlenmistir. Inkiibasyonun 17. giiniine kadar renk
giderimi dogrusal olarak artmustr. Bu giinden sonra renk giderim hizinda azalma
meydana gelmistir. Bunun nedeni olarak, ortamda boyar maddenin renginin giderimi
siresince  aromatik  bilegiklerin  birikkmesinden = kaynaklanmig  olabilecegi
diisiintilmektedir. Inkiibasyonun ilk giiniinde boyar madde eklenen ortamda t’ye
kars1 gizilen q grafiginden boyar madde giderim huz1 V, = 6,8648 mg boyar madde /
g km. giin olarak bulunmustur (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37. Inkilbasyonun ilk giintinde boyar madde eklenen ortamlarda birim
zamanda birim kuru hiicre bagina boyar madde giderimi (30 °C; pH 4,78; 150 rpm
¢alkalama hiz).

Inktibasyonun 3. giiniinde boyar madde eklenen inkiibasyon ortaminda renk
gideriminin 15. giine kadar lineer olarak arttifi ardindan azaldif: saptanmistir. Bu
ortamda ortama boyar maddenin eklenmesine kadar gegen siirede fungus ortama
adaptasyonunu tamamlamis ve life tutuklannugtir. Bu asamadan sonra ortama
eklenen boyar maddenin rengi etkili sckilde giderilmistir. Bu sonug renk
gideriminde en iyi sonucun fungusun ortama adaptasyonunu tamamlamasmin
ardindan boyar madde eklenmesi ile elde edilecegini gostermektedir. Calismada t’ye
kars1 ¢izilen q grafifinden boyar madde giderim hizinin V, = 8,228 mg boyar madde
/ g km. giin oldugu belirlenmistir (Sekil 4.38).

Inkiibasyonun 6. giintinde boyar madde eklenen ortamda giderimin 21. giine
kadar lineer olarak artti1 ardindan azaldip1 saptanmugtir. Inkiibasyonun 3. giiniinde
boyar madde eklenen ortamlarda oldugu gibi renk giderimi etkili sekilde
gergeklesmisir. Cahgsmada t’ye kargi ¢izilen q grafiginden bu ortamda boyar madde
giderim hizimn V, = 7,7957 mg boyar madde / g km. giin oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.39).
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Sekil 4.38. Inkiibasyonun ilk glininde boyar madde eklenen ortamlarda birim
zamanda birim kuru hiicre basma boyar madde giderimi (30 °C; pH 4,78; 150 rpm
calkalama hiz1).
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Sekil 4.39. Inkiibasyonun ilk giininde boyar madde eklenen ortamlarda birim
zamanda birim kuru hiicre bagmna boyar madde giderimi (30 °C; pH 4,78; 150 rpm
calkalama hizi).

Lif igeren ve galkalamali kosullarda yapidan bu calisma sonucunda farkh
misel yaglarma sahip funguslarin bulundugu ortalara 200 mg/L’ye yakin boyar
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madde eklemesi yapumugtr. Farkli misel yaslarina sahip olmalarina ragmen rengi
giderilen boyar madde miktan birbirine yakin olmustur.

Farkh misel yaslarina sahip funguslarin (0 giinliik, 3 giinliik, 6 gilinliik misel
yaslart) renk giderim hizlannin sirasi ile 6,8648, 8,228 ve 7,7957 mg boyar madde /
g km. giin oldugu bulunmugtur. Boyar madde eklenmis lif iceren ortamda fungusun
adaptasyon stiresi yaklagik 1 giin, life tutuklanmasi ve KMA’smu sabitlemesi yani
sekonder metabolizmaya girisi i gilin stirmiistiir.

Benzer sonu¢ Knapp ve ark. [149] tarafindan da rapor edilmigtir. Farkli misel
yaslanmin (4-6-9 giinliik) Orange I iizerine etkisinin incelendigi ¢alismada 6 giinliik
mise] yagma sahip fungus kiiltiirlerinin renk gideriminde daha etkili olduklan rapor
edilmistir. Phanerochaete flavido-alba ile kadit fabrikasi atik sularmin renk
gideriminde fungusun 9-12 ginlilk kiiltiirlerinin daha bagarith oldugu bildirilmistir
[158]. Ozsoy [147] tarafindan 7 giinlik misel yagma sahip F. trogiinin renk
gideriminde daha etkili oldugu rapor edilmistir. Bu cabsmalarda rapor edilen
bulgular ¢aligma bulgularimizla desteklenir g6riinmektedir.

Inkiibasyonun ilk giiniinde boyar madde eklenmis O gilnliik misel yasmda
fungusun kullamldii ortamlarda renk giderimine iliskin ik hiz (V,), 3 ve 6 giinliik
misel yaginda funguslarm kullanildig1 ortamlardan daha digiiktir. Bu nedenle
calkalamali sartlarda renk giderim kapasitesinin bulunmasinda fungusun life
tutuklanmasi ve Giremesini tamamlamasi (3.-6. giinler arast) beklenmistir.
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4.3.8. Farkli Boyar Madde Konsantrasyonlarinda Tutuklanmis Funalia
trogii’nin Renk Giderimi

Life tutuklanmus F. frogii’nin ¢alkalamali kosullarda en yiiksek renk giderim
veriminin bulunabilmesi igin ortama farkh konsantrasyonlarda (18, 34, 61, 96, 125
mg/L) boyar madde eklenmistir. Funalia trogii, Iif iceren (Luffa cylindrica) (1,000
+ 0,031 g/L lif kuru agirligr) 0,1 M fosfat tamponu ile pH s1 4,78’e ayarlanmig 100
mL ortama agilanmug (yaklagik 0,624 g/L kuru agwrbkta) ve 30 °C’de 150 rpm’de
calkalamali inkiibatérde inkilbasyona birakilmustir. Fungus geligimi 24 saat aralikla
9 giin boyunca izlenmis ve fungus gelisiminin 3. glinden sonra azaldi®1 saptanmustir
(Sekil 4.40). Boyar madde ilavesinin ardindan fungus KMA’nin degismemesi
(Bolim 4.3.1-4.3.4) nedeniyle ortamlara boyar madde ilavesi inkiibasyonun 4.
giiniinde (To) yapilmustir.

Sekil 4.40. Giinlere bagh Kuru Misel Agirhg1 (KMA) Degisimi (g/L) (30 °C; pH
4,78; 150 rpm ¢alkalama hizi).

Calkalamah sartlarda F. frogii'nin renk giderim kapasitesinin bulunabilmesi
amact ile bes farkh konsantrasyonda (18, 34, 61, 96, 125 mg/L) boyar madde
kullamlmugtir. Caliymada kontrol grubu olarak fungus igermeyen 18 mg/L boyar
madde igeren ortam kullanilmig ve boyar madde analizleri 24 saat arahklarla
yapilmustir. Ortamlara boyar madde onceki boyar madde ilavesini takip eden 24.
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saatin sonunda ortamlarda yaklastk % 90’min {izerinde renk giderimi saptandiginda
ilave edilmistir.

Boyar madde eklendikten sonra kontrol grubunda boyar maddenin life
adsorbe oldufu saptanmugtr. Ancak F. frogii’nin asilandiy lif iceren ortamda
adsorbe olan boyar maddenin 24 saat sonunda giderildigi saptanmustir. Bu nedenle
boyar maddenin lif tGzerine adsorbsiyonu renk gideriminde Snemli bulunmamustir.
Life tutuklanms F. trogii’nin farkli konsantrasyondaki boyar maddeleri etkili sekilde
giderdii saptanmustir. 18, 34, 61 mg/L olacak sekilde boyar madde eklenen
ortamlarda 24 saat sonunda sirasi ile % 99, % 98 ve % 93; 96 ve 125 mg/L olacak
sekilde boyar madde eklenen ortamlarda 48 saatin sonunda % 88 ve % 97 oraninda

giderildigi saptanmugtir.

18 mg/L olacak sekilde boyar madde eklenen ortamda boyar maddenin rengi
17 giinliik inkiibasyon siiresi sonuna kadar etkili sekilde giderilmistir (Sekil 4.41).
[lk boyar madde eklenmesini takip eden 24 saatte rengin % 94,90'mmn giderildigi
saptanmugtir. Ardindan ortama 16 defa daha boyar madde eklenmis ve inkiibasyon
sonuna kadar yliklenen 306,00 mg/L boyar maddenin 302,40 mg/L’si giderilmistir.

34 mg/L olacak sekilde boyar madde eklenen ortamda renk 17 giinlik
inkiibasyon stiresi sonuna kadar etkili sekilde giderilmistir (Sekil 4.42). Inkiibasyon
sonuna kadar toplam 578,00 mg/L boyar madde yiiklemesi yapilmis ve inkiibasyon
sonunda 539,07 mg/L’sinin rengi giderilmistir. Ik boyar madde eklemesinden sonra
ortama 14 defa daha aym konsantrasyonda boyar madde eklenmistir. 14. giiniin
sonuna kadar ortalama % 90,47’lik renk giderimi saglanmugtir. 15. giinde ortama
eklenen boyar maddenin 24 saat sonunda % 38,40’mun, 48 saatte ise % 92,57 sinin
giderildigi saptanmustir.
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Sekil 4.41. Reaktif black 5’in 18 mg/L. konsantrasyonda F. trogii ile renk giderimi
(30 °C; pH 4,78; 150 rpm ¢alkalama hizi).

Boya Konsantrasyonu (mg/L)

Sekil 4.42. Reaktif black 5’in 34 mg/L. konsantrasyonda F. trogii ile renk giderimi
(30 °C; pH 4,78; 150 rpm ¢alkalama hiz).

61 mg/L olacak sekilde boyar madde eklenen ortamda boyar maddenin rengi
17 ginlGk inkiibasyon siiresi sonuna kadar etkili sekilde giderilmistir (Sekil 4.43).
Ilk boyar madde ilavesinden sonra ortama eklenen boyar maddenin renginin % 95
oraminda giderildigi saptanmiy ve fungus aym konsantrasyonda boyar madde
eklenerek 13 defa daha kullandmugtir. Caliymada inkiibasyon sonuna kadar toplam
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854 mg/L boyar madde yiiklemesi yapilmus inkiibasyon sonunda 846,27 mg/L boyar
maddenin renginin giderildigi saptanmugtir. 11. giinin sonuna kadar ortalama %
93,60’k giderim saglanmustir. Inkiibasyonun 12. giiniinde ortama eklenen boyar
maddenin renginin 48 saatte % 92.57’sinin giderildigi, 14. giiniinde ortama eklenen
boyar maddenin renginin 72 saate ancak % 80,07 sinin giderildidi saptanmugtir.

Boya Konsantrasyonu (mg/L)

Gin

Sekil 4.43. Reaktif black 5’in 61 mg/L konsantrasyonda F. trogii ile renk giderimi
(30 °C; pH 4,78; 150 rpm ¢alkalama hiz1).

96 mg/L olacak sekilde boyar madde eklenen ortamda boyar maddenin rengi
48 saatte etkili gekilde giderilmistir. 48 saat sonunda ortama 6 defa daha aym
konsantrasyonda boyar madde eklenmistir (Sekil 4.44). Inkiibasyonun 10. giiniinde
ortama eklenen boyar maddenin renginin 6 giin sonra ancak % 95’inin giderildigi
saptanmugtir. Caliymada inkiibasyon sonuna kadar toplam 672 mg/L boyar madde
yiklemesi yapiimis ve 592,20 mg/L. boyar maddenin rengi giderilmis ve 10. gliniin
sonuna kadar ortalama % 95,77’lik renk giderimi saglanmustir. Inkiibasyonun 10.
giiniinde ortama eklenen 61 mg/LL boyar maddenin renginin 6 giin sonra % 95,35%i
giderilmigtir. Lif bu konsantrasyonda boyar madde igeren ortamda 9. giinden sonra
pargalanmaya baglamistir.
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Sekil 4.44. Reaktif black 5’in 96 mg/L konsantrasyonda F. trogii ile renk giderimi
(30 °C; pH 4,78; 150 rpm calkalama hiz).

125 mg/L olacak sekilde boyar madde eklenen ortamda boyar maddenin rengi
48 saatte etkili sekilde giderilmistir (Sekil 4.45). Inkiibasyonun 6. giiniinde ortama
eklenen boyar maddenin renginin 96 saat sonunda (4 gin) % 96’siun giderildigi, 10.
giiniinde ortama eklenen boyar maddenin renginin 144 saat sonunda % 90,80’inin
giderildigi saptanmugtir. Calismada inkiibasyon sonuna kadar toplam 625 mg boyar
madde yliklemesi yapims ve 608,23 mg/L boyar maddenin rengi giderilebilmistir.
125 mg/L. boyar madde yiiklemesi yapilan ortamda fungus 4 defa kullanilmustir. 96
mg/L boyar madde caliymasinda oldugu gibi lifin 9. giinden sonra pargalanmaya
basladig1 gozlenmigtir.

Cahsian ortamlarda (96 ve 125 mg/L) lifin fungal faaliyetlerin bir sonucu
olarak 96 mg/l. konsantrasyonda 10 giinde, 125 mg/l. konsantrasyonda ise 6
glinlinde parcalanmaya bagladift g6zlenmistir. Calkalamali kosullarn parcalanma
tizerine etkisinin olmadig: diger konsantrasyonlarda lifie par¢alanmanin meydana
gelmemesiyle agiklanabilmektedir. Bu sonu¢ par¢alanmamin fungal faaliyetin bir
sonucu olarak meydana geldigini gostermektedir. Cabsilan diger konsantrasyonlarda
parcalanmamn meydana gelmemesi ve boyar madde konsantrasyonunun artmas: ile
lifin daha erken pargalanmaya baglamasi eklenen baglangic boyar madde
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konsantrasyonunun 2,9:1,4 oranda (%) seliiloz:lignin igerigine sahip lifin [191]
fungus tarafindan pargalanmasiu (seliilozunu kullanmasmi) aktive etmis olabilecegi
fikrini vermektedir. Ayrica her iki konsantrasyonda da boyar madde giderim hizinin
lifin par¢alanmaya basladifi giinlerde azalmast fungusun lifi karbon ve enerji
kaynag olarak kullanmaya basladigim gdsteren 6nemli bir bulgudur.

140 -
120 §
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Sekil 4.45. Reaktif black 5’in 125 mg/L konsantrasyonda F. frogii ile renk giderimi
(30 °C; pH 4,78; 150 rpm ¢alkalama hizr).

Farkli boyar madde yiiklemelerinin yapildig1 ortamlarda inkilbasyon sonunda
(17 gin) 302-845 mg/L. boyar maddenin rengi yaklasik % 88-99 oraninda
giderilmistir. Renk giderimleri birbirlerine yakin olmasma ragmen en fazla boyar
maddenin rengi 61 mg/L konsantrasyonda boyar madde eklenen ortamlarda
saptanmugtir.

Baslangic boyar madde konsantrasyonunun 61 mg/L. oldugu ortamlarda 24
saatte yaklagik % 98’inin, 96 mg/L. oldugu ortamlarda yaklasik % 60’mn renginin
giderildigi saptanmustrr.  Benzer sonug¢ 125 mg/L. konsantrasyonda ¢ahsilan
ortamlarda da bulunmus ve 24 saat sonunda yaklagtk % S50 renk giderimi
saglanmistir. Bu sonuglar life tutuklanmug F. frogii’nin (yaklasik 2,340 g/L kuru
misel, 30 °C, pH 4.78, 150 rpm calkalama hiz1) yaklasik 60 mg/L. boyar maddenin

97



rengini 24 saatte giderebildigini gdstermektedir. Fungus ¢aliyma boyunca 18 mg/L
konsantrasyonda 17, 34 mg/L konsantrasyonda 15, 61 mg/L konsantrasyonda 13, 96
mg/L konsantrasyonda 6 ve 125 mg/L konsantrasyonda 4 defa kullandmugtir (Cizelge
4.1).

Cizelge 4.1. Farklh boyar madde konsantrasyonlarinda ortamlara eklenen ve rengi
giderilen toplam boyar madde konsantrasyonu (mg/L)

Co (mg/L) Yiiklenen (mg/L) | Giderilen (mg/L)
18,0 306,0 302,40
34,0 578,0 539,07
61,0 854,0 846,27
96,0 672,0 592,20
125,0 625,0 608,23

Statik kosullarda gergeklestirilen ¢ahigmalarda ortama eklenen 109,0 mg/L
konsantrasyonda boyar maddenin 9 giinlikk inkiibasyon periyodu sonunda yaklagik
77,0 mg/L’sinin rengi giderilmistir. Calkalamah kosullarda aym siirede yaklagik
480 mg/L, toplamda 846 mg/L. (17 giinliik inkiibasyon) konsantrasyonda boyar
maddenin rengi giderilmistir. Bu sonug ¢alkalamal sartlarda tutuklanmus kiiltiirlerin
daha basarili oldugunu gdstermektedir. Benzer tutuklama materyalinin kullamildig:
bir ¢alsmada Aspergillus niger’den polimetilgalakturonaz enzim iiretiminin serbest
hiicrelere orania 10 kat fazla sentez edildigi rapor edilmistir [190]. Maximo ve ark.
[151] Geotrichum tiirii fungus ile Reaktif black 5, Reaktif red 158 ve Reaktif yellow
27°nin (100 mg/L) renk giderimi ¢aliymasinda Reaktif black 5’in 10 giinliikk, Reaktif
red 138 ve Reaktif yellow 27°nin 20 giinlik inkiibasyon periyodu sonunda
giderildigini rapor etmiglerdir. Calismada 120 rpm ¢alkalama hizinda yaklasik 2,0
g/L konsantrasyona kadar artan kuru misel agirlig1 reaktif black 5’in 200 mg/L
konsantrasyonunun rengini yaklasik 6 giinde giderebilmistir [151]. Buna karsihk F.
trogii ile yag fabrikasi atik sularinda renk, KOI ve fenol gideriminde statik ve
calkalamah kosullarin benzer sonuglar verdigi bildirilmistir [80].
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4.3.9. Kinetik Calismalar

Cabsma sonucunda farkli konsantrasyonlarda boyar maddelerin renginin life
tutuklanmis funguslar tarafindan etkili sekilde giderildigi bulunmugstur. Ortamlara
24 saat arabklarla eklenen boyar maddelerin 15, 18, 34, 61 mg /L
konsantrasyonlarinin 24 saatte, 96, 125 mg/l. konsantrasyonlarmuin 48 saatte
giderildigi bulunmugtur. Calismada inkiibasyon sonuna kadar 18, 34, 61, 96, 125 mg
/L konsantrasyonda boyar madde yiiklemesi yapilan ortamlarda sirast ile toplam
302,40; 539,07; 846,27; 592,20; 608,63 mg /L. konsantrasyonda boyar maddenin
rengi giderilmigtir.

Farkh konsantrasyonlara ait renk giderim ¢ahsmalannda kuru misel agwrhg
basina (q) renk giderim verimleri hesaplanmugtir.  Grafikten 18 ve 34 mg/L
konsantrasyonlarda yapilan ¢ahsmalarda giderimin ¢abgma sonuna kadar dogrusal
olarak arttifi, bu dogrusal artigin 61 mg/l. konsantrasyonlarda 12, lifin
pargalanmasindan dolay1 96 mg/l. konsantrasyonlarda 9 ve 125 mg/L
konsantrasyonlarda ise 5 giin stirdGgl saptanmugtir (Sekil 4.46).
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Sekil 4.46. Baslangi¢ boyar madde konsantrasyonuna gore renk giderim kinetiginin
degisimi
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Calismada 18, 34, 61, 96, 125 mg/L boyar madde yiiklemesi yapilan
ortamlarda birim kuru hiicre bagina giderilen boyar maddenin (q) swast ile 111, 203,
314, 226, 235 oldugu bulunmus ve en yiiksek giderim baslangic boyar madde
konsantrasyonu 61 mg /L olan ortamlarda saptanmustir. Aspergillus niger ile yapian
renk giderimi ¢ahsmasinda, 50 mg/L baglangic konsantrasyonuna sahip Basic Blue 9
ve Acid Blue 29 igeren ortamlarda gram hiicre bagina sirast ile 1,17 ve 6,63 mg boyar
maddenin renginin giderildigi rapor edilmistir [81, 82]. Tremella fuciformis ile
yapilan bir bagka ¢aligmada Reaktif black 5 ve Reaktif Blue 19 igin q degeri sirast ile
92 ve 41 mg / g hiicre olarak bildirilmistir {86].

Farkhi boyar madde eklemesi yapilan ortamlarin renk giderimlerinin dogrusal
oldugu degerler ilk hizin bulunmasinda kullaniimis ve ilk hizlar (V,) Boliim 4.3.6’da
actklandify gibi bulunmustur (Cizelge 4.2). Elde edilen ilk hizlar baglangig boyar
madde konsantrasyonuna kargt grafiklendirilmis (Sekil 4.47) ve Michaelis-Menten
grafigi elde edilmistir.

Cizelge 4.2. Baslangi¢ boyar madde konsantrasyonuna gére renk giderim ilk hizlan

Boyar Madde Konsantrasyonu Vo
(mg/L) (mg boyar madde/ g KM)

15 8,228

18 7,0542
34 13,168
61 23,911
96 19,036
125 24,021

Renk giderim hizimin, baslangic boyar madde konsantrasyonun 61 mg/L
oldufu konsantrasyona kadar dogrusal olarak arttigt (I. dereceden), 61 mg/L
konsantrasyondan sonra ise artiy gbzlenmedigi yani sabit kaldigi (0. dereceden)
saptanmustir.  Baglangic substrat konsantrasyonun karst (C,) ¢izilen ik hiz (V)
grafiginin degerlendirilmesi Analyzing Data with GraphPad Prism (1999) ile
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yapilmigtir [202]. Bu degerlendirme sonucunda Michealis-Menten esitligi K=
45,71 ve maksimum renk giderim hiz1 Vo = 32,71 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.47. F. frogii tarafindan Reaktif Black 5’in renk gideriminde Michealis-
Menten grafigi

Michealis-Menten grafiginin Vi ve Kn saptanmasinda bagarih olmadid:
bilinmektedir. Bir seri deneyden sonra farkh substrat konsantrasyonlarinda egrinin
platosu olugmadik¢a Vmax ve bundan dolay1 Km dogru olarak elde edilemez. Bunun
yerine  Michaelis-Menten  esitliginden  tliretilen  Lineweaver-Burk  esitligi
kullamlmaktadir [203]. Lineweaver-Burk’tan elde edilen grafik deneysel asamada
boyar madde derisimi doygunluk seviyesine ulagmasa da dogrusal olabilmektedir. Bu
nedenle elde edilen Vmax ve Km degerleri dbgrulukla hesaplanabilmektedir.

Cahsmada Michaelis-Menten grafiginin ¢ikarilmasinda kullamilan baslangig
boyar madde konsantrasyonlarmin ve bu konsantrasyonlara ait ilk hiz degerlerinin
1/Cy’a karst 1/V, grafigi cizilerek Lineweaver-Burk grafigi elde edilmistir (Sekil
4.48). Grafikten

y=a.x+c¢ (H
seklinde formiil elde edilmistir. Bu formiilde egim m (Ky/Vmx), ¥ eksenini kesim
noktasi ise ¢ (1/Vmax)’dir. Buna gore formiil tekrar diizenlendiginde

Vo=Kn/!/ Viax . 1/ Co+ 1/ Vinax 2)
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elde edilir. Bu esitlikten
1/Vmax = 1/0.002805 => Vmax = 35,65 olarak,
Ko/ Vi = 1,646 => K, = 58,68 olarak hesaplanmugstir.
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4 | ]
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.0.025  0.000  0.025  0.050  0.075
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Sekil 4.48. F. trogii tarafindan Reaktif Black 5’in renk gideriminde Lineweaver-
Burk grafigi

Xin-jiao ve ark. [126] tarafindan, Aspergillus ficuum tarafindan Direck Black
22’nin renk giderim g¢aligmasinda da rapor edilmigtir. Cahgmada Michaelis-Menten
ve Lineweaver-Burk esitliklerine ait Ve (mg boyar madde / g kuru misel. giin)ve
K (mg boyar madde / L) degerleri swrasi ile 22,55-146,03 ve 24,03-173,12 olarak
bulunmus ve sonugta birbirine yakm olan bu degerlerin birinci dereceden tersinmez
bir islemi ifade ettigi bildirilmisti. = Bu ¢ahsmada elde edilen iki kinetik
degerlendirmeye ait Viyax ve Km degerleri karsilagtinldiginda (Cizelge 4.3) degerlerin
birbirine yakin oldugu ve bu benzer sonuglarin reaktif black 5’in renk gideriminde
birinci dereceden oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.3. Kinetik degerlendirme ve sonuglar

F. trogii Vo-Co grafiginden 1/Vo-1/Co grafiginden
Vmax K V max Km
32,71 45,71 35,65 58,68
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Polmann ve ark. [86], yaptiklan renk giderimi ¢aliyjmasinda, Reaktif Black
5’in Candida rugosa’nin gram hiicresi basina 31 mg, Tremella fuciformis’in gram
hiicresi bagina 92 mg’inin giderildigini rapor etmislerdir. Reaktif black 5 ile yapilan
bir baska ¢absmada Phanerochaete chrysosporium’dan elde edilen ligninaz
enziminin renk giderimi {izerine etkinligi arastirlmugtir [8]. Caliyma sonucunda 40-
50 mg /L konsantrasyonda boyar maddenin 9 giin sonunda % 11,3’{inlin giderildigi
bildirilmistir. Bu ¢aliymada Reaktif Black 5°’in F. trogii’nin gram hiicresi basina en
yiiksek 334,38 mg’mmn (17 ginlik inkiibasyon) giderildigi saptanmustir. Bu sonug
F.trogii'nin renk gideriminde literatiirlerde rapor edilen mikroorganizmalardan daha
etkili oldugunu ortaya koymaktadir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu ¢aligmada Tiirkiye’de tekstil fabrikalarinda en ¢ok kullamlan boyar madde
Reactive Black 5 (Remazol Black B)‘nin bir beyaz ¢iriikgiil fungus tiirll olan
Funalia trogii tarafindan renk giderimi aragtinilmustir. Calismada; F. frogii’nin renk
giderimindeki fizyolojik parametrelerinin belirlenmesi amaciyla statik kosullarda
farkh pH (4,78; 5,00; 5,50; 6,00), sicaklik (20, 25, 30 35 °C), karbon kaynag:
(glikoz, siikroz, nisasta), azot kaynag (NH4H,PO,, NH4CL, Ure) ve azot kaynag
konsantrasyonlan (0,50, 2,55, 5,11, 17,40 mM) aragtinilmustir. Ayrica statik killtiirle
ve Luffa cylindrica’ya tutuklanmus kiiltiirlerin galkalamali kogullarda renk giderim
kapasitesi incelenmistir.

Statik kosullarda yapilan optimizasyon ¢alismasinda renk giderimi i¢in en
uygun pH’nin pH 4,78 ve sicakligin 30 °C oldugu saptanmustir.

Farkli karbon ve azot kaynaklarmun renk giderimi {izerine etkisinin
incelendigi galiymada, karbon ve azot kaynadi konsantrasyonunun artmast ile renk
gideriminin azaldi1 saptanmus ve glikoz-amonyumdihidrojen fosfat igeren
ortamlarin diger karbon ve azot kaynagi eklenen ortamlardan daha etkili oldugu
bulunmustur. Aynca ¢ahgmada kontrol grubu olarak kullamlan, karbon ve azot
kaynagi eklenmemis ortamlarin renk gideriminde oldukg¢a etkili olduklari ve renk
gideriminin ortama karbon ve azot kaynagi eklemesi yapimaksizin gergeklestigi

bulunmustur.

Statik Funalia trogii kultiirleri ile yapilan ¢ahsmada ortamda boyar madde
konsantrasyonunun artmas: ile fungus gelisiminin yavasladidi, fungusun daha kisa
siirede sekonder metabolik faza girdigi saptanmugtir. Kuru misel agirhimn boyar
madde icermeyen kontrol grubunda daha yiksek olmasindan dolayr Reaktif Black
5’in toksik etkili oldugunu sonucuna varimgtir.

Calkalamah kosullarda life tutuklanmug fungusun misel yasinin renk
gideriminde Onemli bir faktr oldugu ve 3 giinliik misel yagina sahip funguslarin
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renk gideriminde daha etkili olduu saptanmugtr. Statik kogullarda 9 giinliik
inkiibasyon siiresi sonunda yaklagik 77 mg/L konsantrasyonda boyar maddenin rengi
giderilirken, life tutuklanmus fungusun aym siirede yaklastk 480 mg/l. boyar
maddenin rengini giderdigi bulunmustur. Bunun yaninda yapilan kinetik
degerlendirmede fungusun boyar maddeye olan afinitesi (Kn) 58,68 mg boyar
madde / L olarak ve maksimum renk giderim hizi (Vyax) 35,65 mg boyar madde /

L.giin olarak bulunmugtur.

Bu aragtrmada ilk defa tutuklama materyali olarak Luffa cylinrica’nin beyaz
curlikgiil funguslarla renk giderim ¢ahgmalarinda  kullandabilecek uygun bir
materyal oldugu gésterilmigtir. Lif igeren ortamlarda renk gideriminin karbon ve
azot kaynag eklenmeksizin gergeklesmesi ve materyalin renk giderim ¢aliymalarinda
tekrar tekrar kullanilabilmesi renk giderim maliyetini azaltacag: i¢cin Onemli
bulunmugtur. Ayrica iglem sonrast bitkisel bir materyal olan lifin dogada kolayca
pargalanabilir olmas: ¢evre agisindan uygun ve degerli bir tutuklama materyali
oldugu sonucunu ortaya koymaktadir,

Tekstil veya boya iireten fabrikalarin drettikleri ve/veya kullandiklarn boyar
maddelerin gesitli tirde ve sayida olmast nedeniyle belirlenen bu parametrelerde
farkh yapi ve tiirde boyar maddenin Funalia trogii ile renk giderimi ¢ahsmalan
yapumast Onerilmektedir. Tutuklama materyali olarak kullamilan Luffa
cylindrica’nin  daha uzun siireler kullanilabilmesi igin dayaniklihigim arttirica
galismalar yapilabilir.

Cahgmada renk gideriminin 6zellikle karbon ve azot kaynadi eklenmeksizin
gergeklesmesi islemin maliyetini azaltacagi igin 6nemli bulunmugtur. F. frogii’nin
boyar maddelerin renk giderimi {izerine siirekli sistemlerin denenmesi, siirekli
sistemdeki renk giderim yeteneginin ortaya ¢ikanimasi ile teknolojik olarak
kullamilabilirliliinin ortaya konulmasi gerekmektedir. Bu sekilde beyaz ¢iiriikgiil
funguslardan F. frogiinin artim sistemlerinde kullanilabilirliligi ortaya g¢ikarilmig
olacaktir.
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