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OZET

Bacillus thuringiensis ile Gesitli Boyalarin Renk Giderimlerinin

Arastiriimasi

NILOUFAR BOUSTANABADIMARALAN
Yuksek Lisans, Biyoloji Bolumu
Tez Danigsmani: Dog. Dr. ISIL SEYiS BILKAY
Ocak 2014, 62 Sayfa

Ozellikle tekstil sektériinde yaygin olarak kullanimlari sz konusu olan bazi boyar
maddeler, boyama iglemlerinin ardindan ¢evreye atilmakta ve canli organizmalar
Uzerinde akut veya kronik birgok etkiye yol agmaktadir. Birgogu toksik ve
kanserojen madde iceren boyar maddelerin gesitli fiziksel ve kimyasal yontemler
ile giderimleri mumkindidr. Ancak, gunimuizde vyapilan c¢alismalar, boyar
maddelerin gideriminde mikroorganizmalar kullanilan yontemlerin en avantajli ve
ekonomik yontemler oldugunu gostermektedir. Bu baglamda, calismamizda
Bacillus thuringiensis ile gesitli boyalarin giderimi arastirildi.

Bu kapsamda, Metil Oranj, Akridin Oranj, Anilin Sarisi, Bismarck Brown Y, Evans
Blue, Tripan Mavisi, Metilen Mavisi ve Metil Kirmizisi sentetik boyar maddelerinin
Bacillus thuringiensis suglari tarafindan giderimi incelendi. En verimli boya
gideriminin  Metil Oranj ve Evans Blue boyalarinin kullanildigi ortamlarda
gerceklestirildigi saptandi. Tum boyalar igin inkibasyon kosulunun boya giderim
veriminde en énemli etken oldugu saptandi. Metil Oranj boyasinin gideriminde ise
statik inkibasyon kosulunun daha yuksek bir etkinlik gosterdigi belirlendi.
Calismamizin devaminda, Metil Oranj ve Evans Blue boyalarinin giderimlerinde
optimum inklibasyon kosullari belirlendi. En yiksek boya gideriminin saglandigi pH

degerinin Metil oranj boyasi igin 6,0; Evans Blue boyasi i¢cin de 7.5 oldugu



belirlendi. Optimum baslangi¢c boya konsantrasyonlari ise, Metil Oranj igin 100
ppm; Evans Blue igin ise 300 ppm olarak belirlendi. Yukarida belirtilen kosullara ek
olarak, 35°C’lik ortam sicakhdinin her iki boyanin giderimi i¢in de optimum bir
sicaklhk oldugu tespit edildi. Bu kosullar altinda, 56 saat inkibasyonun sonunda
%100 boya giderim verimine ulagildi. Calismamizin son asamasinda ise Metil
Oranj ve Evans Blue boyalarinin gideriminde canl biyokutlenin 6lu biyokitleye

kiyasla daha etkili oldugu saptandi.

Anahtar kelimeler: Metil Oranj, Evans Blue, Boya giderimi, Bacillus thuringiensis



ABSTRACT

Investigation of Decolorization of Various Dyes by Bacillus

thuringiensis

NILOUFAR BOUSTANABADIMARALAN

Master of Science, Department of Biology
Thesis Supervisor: Assoc. Prof. Dr. ISIL SEYiS BILKAY
January 2014, 62 Page

Some dyes widely used especially in textile sector are discharged to the
environment following dyeing process, which cause various acute or chronic
effects on living organisms. Decolorization of dyes many of which include toxic
substances and carcinogens is possible by using various physical and chemical
methods. However, recent investigations indicate that the most advantageous and
economical methods used in decolorization of dyes are the methods in which
microorganisms are used. In this respect, decolorization of various dyes by
Bacillus thuringiensis has been investigated.

Within this context; decolorization of Methyl Orange, Acridine Orange, Aniline
Yellow, Bismarck Brown Y, Evans Blue, Trypan Blue, Methylene Blue and Methyl
Red dyes by using Bacillus thuringiensis strain has been investigated. It was
determined that most efficient decolorization occur in the media containing Methyl
Orange and Evans Blue dyes. The effect of incubation conditions has been
determined as the most important factor in decolorization efficiency. As for
decolorization of Methyl Orange, higher efficiency in static incubation conditions
has been observed. Following that, optimum incubation conditions for
decolorization of Methy Orange and Evans Blue dyes were determined. It was
determined that the pH value, at which maximum dye decolorization was

observed, was 6.0 for Methyl Orange dye and 7.5 for Evans Blue. Optimal initial



dye concentrations were determined as 100 ppm for Methyl Orange and 300 ppm
for Evans Blue. In addition to the above mentioned conditions, 35°C has been
determined as the optimum ambient temperature for decolorization of both dyes.
Under these conditions, after 56 hours of incubation, %100 efficiency was
observed. Finally, it was found that, living biomass is more effective when
compared with dead biomass in decolorization of Methyl Orange and Evans Blue

dyes.

Key Words: Methyl Orange, Evans Blue, Dye decolorization, Bacillus

thuringiensis
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1. GIRIS

GunUmuzde boyar maddeler tekstil endustrisinden plastik ve kagit endustrisine
kadar bir gok alanda kullanilmaktadirlar [1]. Ozellikle tekstil sanayisinde kullanilan
boyalar, tekstil Grinlerinden ve boyama banyolarindan ¢ikan sular, tekstil fabrikasi
cikig sularina bosaltilmaktadir. Boyali ¢ikis suyunun, boyama, baski ve yikama
islemlerinden kaynaklandigi, renk derecesinin ise boyar madde derisimine ve

kullanilan boyar maddenin yapisina bagli oldugu belirtiimektedir [2].

Yuzey sularin renkliligi iginde bulundurdugu ¢6zinmus veya askida kati maddenin

cesidine gore degismektedir.

Tekstil sanayinde kullanilan boyar maddelerin fabrika atiklarinin gevreye verilmesi,
sagliksiz kosullarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Ozellikle boyall fabrika
sularinin direkt olarak verildigi ortamlar; renk, koku, goérinti yéninden dogal
ortami bozmakta ve dolayisiyla s6z konusu ortamin dogal florasini ve faunasini
yok etmektedir [3].

Kolay ve wucuz vyollarla sentezlenebilen sentetik boyalar, dogal boyalarla
karsilastirildiklarinda daha cesitli renk igeriklerine sahip olduklari igin, bu boyalarin
tekstii ve boyama endustrilerindeki kullanimlari giderek yayginlagmaktadir.
Sentetik boyalar, baslica kozmetik, gida ve tekstil sanayi olmak Uzere birgok

alanda kullaniimaktadirlar [4].

Ticari olarak kullanilan sentetik boyalarin bayuk bir kismini toksik, karsinojenik ve
mutajenik Ozelliklere sahip olan azo boyalar olusturmaktadir [5]. Bu boyalar
icerdikleri azo baglarindan dolay! pargalanmaya kargi direngli olduklari igin
cevrede yuksek oranlarda birikim potansiyeline sahiptir. Asidik ve alkali sartlarda
kararli yapi goOstermeleri, aerobik pargalanmaya, 1s1 ve 1s1da kargi dayanikh
olmalari bu boyalarin klasik aritma yontemleriyle aritilmasini guglestirmektedir; bu
yuzden bazi durumlarda reaktif boyanin sistemden %90 gibi yuksek oranda
aritilamadan ciktigi bilinmektedir [6]. Bu ylzden ¢oktlirme, floklastirma gibi fiziksel
ve kimyasal yontemlerle birlestirilen biyolojik giderim yontemleri bu tur boyalarin

giderilmesinde kullaniimaktadir [7].

Elektrokimyasal iglemler, ozon aritimi, ters ozmos gibi fiziksel veya kimyasal
islemlerin ikincil bir Kirlilik olusturmasi ve pahali olmasi, buna karsilik bakterilerin

bu boyalari oksijenli veya oksijensiz sartlarda parcalayabilmeleri alternatif biyolojik



yontemlerin geligtiriimesini zorunlu kilmigtir [8]. Zira, butiin boyar maddeler, toksik

olmasa da gevre kirleticisi olarak tanimlanmaktadir [9], [10].

Yaygin olarak kullanilan atiksu aritim sistemlerinin ¢ikis suyundaki renk siddetinin
yuksek olmasi, yeterli duzeyde aritimin gergeklesmediginin bir gostergesidir. Bu
durum ise; renk kirliligi ile kendini gostermektedir. Rengin atik sularda 6zellikle fark
edilen bir kirletici oldugu ve alici ortamlara desarj edilmeden Once giderilmesi

gerektigi belirlenmistir[11].

Benzer sekilde boyar maddelerin de sudaki ¢ok diusuk derigimlerinde (1 ppm’den
az) bile gozle gorulebilir oldugu, alici ortamlarda goruntiyd bozduklari, suyun g1k

gegcirgenligi ve gazlarin ¢ozunurluklerini etkiledikleri belirlenmigtir [12].

Yapilan bu calismada Kkirleticileri olan c¢esiti boyar maddelerin Bacillus

thuringiensis ile renk giderimlerinin arastirilmasi amaclandi.



2.GENEL BILGI

2.1. Boyar Maddeler

Boyar madde, kimyasal bir bilesik olarak herhangi bir nesneye renk vermek icin
veya koruma amagli olarak uygulanan kaplamaya denir ve hemen hemen tim
malzemelere uygulanabilir. Bir maddenin boyar madde olabilmesi i¢in yapisinda
renk olusturan kromofor ile rengi koyulastiran oksokrom gruplarinin bulunmasi
gerekir. Boyar maddenin uretilmesi sirasinda i¢ine konulan maddeler; pigmentler,
solventler, baglayicilar ve katki (yardimci) maddeleridir [12], [13]. Pigmentler, tim
nesnelerin rengini olusturan ve boyar maddeye renk yogdunlugu, fiziksel ve
kimyasal dayaniklilik 6zelligi kazandiran molekullerdir. Boyanin bir bileseni olan
solventler ise boyaya akiskanlik ve homojen bir 6zellik kazandirir. Boyanin igine
katilan maddelerden bir digeri olan baglayicilar ise reaksiyon sonucu sivi halden
kati hale donusen, boya filmini meydana getiren likitlerdir. Son olarak, pigment,
solvent ve bagdlayicilarin boyaya kazandirdigi ozellikler kisitli oldugundan, bu
maddelerin boyaya kazandirmasi gereken ancak, kazandiramadigi bazi ozellikleri

kazandirmak amaciyla boyaya c¢esitli katki maddeleri eklenmektedir [14], [15].

2.2. Renk
Bir maddenin Uzerine disen 1s1§1 kismen veya tamamen absorplamasi (tutmasi)

ya da timUuni yansitmasi ile ortaya ¢ikan bir algilamadir [16].

Bu algilama, 1s19in maddeler Uzerine c¢arpmasi ve kismen sogurulup kismen
yansimasi nedeniyle c¢esitlilik gosterir ki bunlar renk tonu veya renk olarak
adlandinlir. Tum dalga boylari birden ayni anda gézimuze ulagirsa bunu beyaz,
hi¢ 1sik ulasmazsa siyah olarak algilariz. insan gdzii 380nm ile 780nm arasindaki
dalga boylarini algilayabilir, bu sebepten elektromanyetik spektrumun bu

bolimune gorunen 1sik denir [17].

Mavi, sart ve kirmizi temel renkler olup bu boyalarin degisik oranlarda
karistirilmasi ile ara renkler elde edilmektedirler. Bazi renklerin eldesi asagidaki
renk Ug¢geninde gosterilmigtir [18], [19].
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Sekil 2. 1. Renk Uggeni [19]

1. 3. Boyar Madde Uretiminin Tarihgesi

insanoglunun, ilk 6nceleri, cizilen resimler ve gesitli esyalari renklendirmede, renkli
topraklari boyar madde olarak kullandidi bilinmektedir. Renkli topraklarin boyar
madde olarak kullanimi M.O. 4000 - 1000 yillarina ait oldugu ve bugiinkii ispanya
topraklarinda bilinen Lascaus ve Altamira magaralardaki boyali resimlerde
belirlenmektedir. Daha sonralari renkli topraklar, canak ve c¢omleklerin
boyanmasinda ve sislenmesinde kullaniimigtir. Bu amagcla kosnil ve purpur gibi
hayvansal kaynakli boyar maddeler, sari gigcek, kok ve indigo gibi dogal bitkilerden
elde edilen boyar maddeler ve suda ¢6ziinmeyen kursun tuzlari (sari), bakir tuzlar
(yesil ve mavi), mangan tuzlari (viyolet) anorganik boyar maddeler olarak

kullanilmigtir [20].

Aragtirmacilar dogal boyar maddelerin maliyeti yuksek, az ve genelde kalitelerinin
dusutk olmasi nedeniyle bunlarin yerini alacak kaliteli, disuk maliyetli ve yuksek
miktarlarda  Uretilebilecek  sentetik  boyar  maddelerin  arastirilmasina
yonlenmislerdir. Boyar maddelerin endustriyel boyutta Uretilmesi 18. yy’ da dogal
boyar maddelerin 6zltlenerek ayrilma tekniklerinin ve boyama ydntemlerinin hizla
gelismeye baslamasiyla birlikte yapilmigtir. Komur katrani dogal boyar maddelerin
yaygin kullanildi§i dénemlerde, aromatik kimyasal maddelerin kaynagini

olusturmustur. ilk sentetik boyar madde olan mauve, 1856 yilinda Perkin



tarafindan toludin ile kirlenmis anilinden kinin sentezi yaparken kesfedilmis ve
bircok kimyagerin, anilinden hareket ederek, boyar madde uretimi ile ilgili

arastirmalara yonlenmesine yol agmigtir [20], [21].

ilk Uretilen boyar maddeler anilinden elde edildiginden dolayl bitin boyar
maddeler ilk zamanlar "anilin boyar maddeler" olarak tanimlanmigtir. Perkin' in
kesfinden sonra Ratti ve Stefen tarafindan ikinci onemli kesif yapilmistir.
Arastiricilar, yapisinda diklortriazin grubu olan boyalarin seliiloz ile bazik ortamda
tepkimeye girebildigini, bu sekilde boyanin kovalent baglarla seliloza baglandigini

ve pamugun daha dayanikl boyanmasini sagladigini belirlemislerdir [22], [23].

1860l yillarda P. Griess, ilk azo boyar maddesini pirimer aromatik aminlerin
diazolama caligmalari sonucunda bulmustur.1863 yilinda ise Martius tarafindan ilk
bazik azo boyar maddesi olan Bismark Brown kesfedilmistir. 1869 yilinda
Almanya’da Graebe ve Liebermann tarafindan kok boyanin 6nemli boyar maddesi
olan Alizarin boyar maddesi bulunmustur. Boyar maddelerinin kesfi, boyar madde
ticaretinde buydk bir patlamaya neden olmustur. 1870 yilinda indigo boyar
maddesi Baeyer tarafindan bulunmustur.1873 yilinda ilk kikirt boyar maddesi,

Croissart ve Bretonniere tarafindan bulunmustur [24].

1894 yihindan sonra Alman boya sanayisi sistematik arastirmalara girerek 1897
yilinda indigo boyar maddesini, endistriyel olarak Uretmeye basglamistir [25].
1914’te dunya boyar madde gereksiniminin %87’si, Almanlar tarafindan
karsilanmigtir [26], [27].

1. Dunya savas! sirasinda ABD kendi boyar madde uretiminde kendi isletmelerini
kurmus ve Almanlar boyar madde Uretimini durdurmuslardir 1. Diinya savagindan
sonra |. G. Farbenindustride adi altinda birlesen alman firmalari, boyar madde
Uretimine tekrar baslamis ve 2. Dinya Savasi’na kadar dinya capinda boyar
madde Uretim ve teknolojisindeki Ustunluklerini sturdirmuslerdir. ABD’nin boyar
madde pazarlari; isve¢, Alman, Japon ve italyanlar tarafindan kullanilmistir [27],
[28].

Gunumuzde, dinyanin boyar madde gereksiniminin biyuk bir kismi Almanya’da
Hoecst, BASF, Bayer; ingiltere’de ICI; isvigre'de Ciba-Geigy, Sandoz, Fransa’da

Francolor; italya’da Acna-Montedison; Polonya’da Ciech ve Amerika’'da Du Pont,



American Cyanamide, General Aniline and Films Corp, Calco Co olarak belirli

ulkelere ait birkag firma tarafindan karsilanmaktadir [29].

Turkiye'de, haki boyar madde uretimi ile askeri kumaslar boyamak amaciyla ilk
kez boyar madde Uretimi 1943 yilinda Karabik Demir Celik Fabrika sahasinda,
baglanmistir. 1967 de Tarsus’'ta Mensucat Boyalari A.S. adi altinda ilk boyar
madde Uretim igletmeleri kurulmustur. Bu isletmede direk, asit ve kikurt boyar
maddeler Uretililmigtir [30]. Turkiyede boyar madde gereksiniminin blyuk bir
kisminin yurt disinda karsilandigi ve kurulu tesisler %16 kapasite ile calismakta
olduklar belirtiimektedir [30].

2.4. Boyar maddelerin Siniflandirmasi

Boyar madde molekulleri, kromojen gruplari icermektedir. Kromojen gruplar,
kromofor ve oksokrom gruplari iceren aromatik yapilardir [20]. Boyar maddeleri
siniflandirirken boyar madde kaynagi, kimyasal yapisi, sanayide kullanig yerleri ve
nukleer yapisi gibi cesitli karakteristikler gz 6nudne alinabilir. Boyar maddeler
nukleer yapilarina gore katyonik ve anyonik olarak 2 gruba ayrildigi gibi cesitli

farkh ozelliklerine gore baska siniflandirmalar da yapilmaktadir [31].

2.4.1. Boyar Madde Kaynagina Gore Siniflandirma
2.4.1.1. Dogal Kaynakl Boyalar

Bazi bitkiler, boya bocekleri ve peliga veya mureks olarak bilinen deniz
kabuklularinin kullanimi ile elde edilen boyar maddeler dogal organik boyalar
olarak bilinir. Bitkilerin kok, govde, yaprak, cicek ve meyvelerinin boyar madde ve
pigment olarak kullanimi ¢ok eskidir [32]. Ancak 19. yuzyilin ortalarinda sentetik
boyar maddelerin kesfedilmesi ile dogal kaynakli boyalarin kullanimi azalarak
ortadan kalkma noktasina gelmistir [33]. 1980’li yillarda sentetik boyar maddelerin
bircogunun toksik, kanserojen ve ¢evre kirliligine neden oldugunun tespit edilmesi
ile birlikte dogal boyamacilik yeniden 6nem kazanmistir. Bunun sonucu olarak
bircok ulusal ve uluslararasi proje gindeme gelmistir. Ancak bunlardan sinirli

saylda proje basariya ulasabilmigtir. Dogal bitki ortlUsu bakimindan dunyanin en



zengin topraklarina sahip olan Turkiye ayni zamanda boya bitkileri bakimindan da

duinyanin en zengin ulkesidir [34].

2.4.1.2. Sentetik Boyalar

Sentetik organik boyalara ‘katran boyalar’ adi da verilir. Sentetik olarak elde
edilen bu boyalarin ¢ogunun 1si1ga kargi dayanikliklari ve yikandiklari zaman
renklerini atmamalari bakimindan degerleri, dogal boyalarinkinden ytksektir [35].
Bdylece her yil yeni yeni boyalar piyasaya ¢ikmaktadir. Otuz yil dnce buyuk énemi
olan boyalar, buglin yerlerini daha iyi 6zellikte olanlara birakmaktadir. Boyar
madde Uretiminde benzen, toluen, ksilen, naftalin, ftalik asit anhidriti, fenol gibi
aromatik yapili hidrokarbonlar yer almaktadir. Bunlarin esas ana kaynagini kémar
ve petrol olusturmaktadir. Sentetik boyalar en fazla, elyaf boyamasinda
kullaniimaktadir [36].

Cizelge 2.1. Sentetik Boyalar ve Kullanim Alanlari [37].

Grup Uygulama

Direkt Boyalar Pamuk, Selulozik ve Karigimlar

Vat Boyalar Pamuk, Selulozik ve Karigimlar

Sulfir Boyalar Pamuk, Selulozik lifler

Organik Pigment Boyalar Pamuk, Sellulozik, Lif karigimlari, kagit

Reaktif Boyalar selulozik elyaflar ve kumas

Dispers Boyalar Sentetik Lifler

Asit Boyalar Yun, ipek, Sentetik Lifler, Deri

Azoik Boyalar Sentetik Elyaf, Deri ve pigmentler

Bazik Boyalar ipek, Yun, Pamuk

Oksidasyon Boyalar Sag¢ Boyamasi

Geligtirilen Boyalar Selilozik Elyaf ve Kumas

Mordan Boyalar

Selulozik Elyaf ve Kumas, ipek, Yiin

Floresan / Optik Beyazlatici
Boyalar

Sentetik Elyaf, Deri, Pamuk,
Spor Malzemeleri

Solvent Boyalar

Ahsap Boyama, Solvent Murekkep, Mumlar,

Boyama Yaglar



http://en.wikipedia.org/wiki/Vat_dye

Gun gectikce dinyada ve ulkemizde boyar madde kullanim alanlar1 ve gereksinimi
artmaktadir. Sentetik boyar maddelerin kullanim alanlari ¢cok genistir. %80'i tekstil
endustrisinde; yun, pamuk, ipek, vb. materyallerin boyanmasi igin kullaniimaktadir.
Tekstil endustrisine ek olarak; plastik, deri, sentetik lif Gretimi, lastik, kereste,
seliloz, kagit, kozmetik, ilag, gida, insaat, cam, porselen, otomotiv, makine,

matbaacilik, giizel sanatlar vb. endustri ve alanlarda kullanildigi bilinmektedir [38].

2.4.2. Kimyasal Yapiya Gore Siniflandirma

Boyar maddeleri kimyasal yapilarina gore siniflandiriimasinda, molekdlin temel
yapisi esas alinabildigi gibi, molekilin oksokrom ve kromofor gruplari da esas
kabul edilebilmektedir [39], [40], [41].

Boyar maddelerin sentez ve pratik uygulamalarina dayah kimyasal siniflandirma
ve bu siniflarda yer alan boyar maddeler altta agiklanmigtir:

Nitro boyalar, yapisinda nitro grup olan boyalardir.

Azo boyalar, yapisinda bir veya birkag azo grup olan blesiklerdir.

Nitrozo boyalar, yapisinda nitrozo grup olan bilesiklerdir.

Arilmetan boyalar, yapisinda kinoid grup olan diaril ve triarilmetanin turevleridir.
Kinakridonlar boyalar, yapisinda akridon grup olan bilesiklerdir.

Kinonimin boyalar, oksazinler, tiazinler ve azinlerdir.

vV VYV VY Y VY VYV V

Polisiklik kiip boyalar, yapisinda en az iki karbonil grubu olan ve birbirleriyle

doymamig baglarla birlesen bilesiklerdir.

Y

indigo boyalar, indigo ve tiyoindigo tiirevleridir [42], [43], [44].

2.4.2.1. Azo Boyar Maddeler

Organik boyar maddelerin en énemli sinifini olusturan azo boyar maddelerinin
sayisl, diger butun siniflardakinin toplamina esittir [45]. Klipe ve kukurt boyar
maddeleri diginda, diger tum boyama yontemlerinde kullanilan boyar maddelerin
yapisinda azo grubuna (-N=N-) rastlanir. Bunlar yapilarindaki kromofor grup ile
karakterize edilir [46]. Alifatik grup iceren azo boyar maddelerinin renk siddetleri

dusuktlr. Renk tonlari genis bir spektruma sahiptir. Dogal boyar maddelerin



hicbirinde azo grubuna rastlanmaz. Bu sinif boyar maddelerin hepsi sentetik
olarak elde edilebilir. Azo boyar maddeler, kimyasal yapisindaki azo grubun

sayisina bagh olarak isimlendirilmektedirler [47], [48].
v" Mono - azo boyar maddeler: Bir azo grubu tasir.
v' Di - azo boyar maddeler: iki azo grubu tasir.
v' Tri - azo boyar maddeler: Ug azo grubu tagir.

v Poli - azo boyar maddeler: Ugten fazla azo grubu tasir.

2.4.2.1.1. Galigmada Kullanilan Boyar Maddelerin Ozellikleri

Calismamizda Metil Oranj, Akridin Oranj, Anilin Sarisi, Bismark Brown Y, Evans
Blue, Tripan Mavisi, Metilen Mavisi ve Metil Kirmizisi boyalari kullanildi.
Kullandigimiz boyalar kimyasal yapilarina gére azo (monoazo ve diazo), tiazin ve
akridin boya gruplarina aitlerdir [49], [50], [51].

Metil Kirmizisi ve Metil Oranj kimyasal yapilarinda tek bir azo grubu igerdikleri i¢in

monoazo; Anilin Sarisi, Bismarck Brown Y, Evans Blue ve Tripan Mavisi boyalari

ise kimyasal yapilarinda 2 azo grubu igerdikleri icin diazo grubu icerisinde yer
almaktadirlar [52].

COOH

N%NQ
H3C\N
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Sekil 2.2. Metil Kirmizisi ve Metil Oranj Monoazo Boyar Maddelerinin Esas

Yapilari [53].



Sekil 2.3. Anilin Sarisi, Bismarck Brown Y, Evans Blue ve Tripan Mavisi Dioazo
Boyar Maddelerinin Esas Yapilari [53].

Metilen Mavi boyar maddesi altil halka yapisina sahip Ug¢ heterosiklik bilesikten
olusmaktadir. Bu G¢ izomer bilesikten en onemli olani 1,4 tiyazinin bir trevi olan
fenotiyazin, metilen mavisi gibi birgcok boya maddesinin yapisinda yer almaktadir
[54].
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Sekil 2.4. Metilen Mavisi Boyar Maddenin kimyasal yapisi [54].


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Heterosiklik&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0zomer
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Calismamizda kullandigimiz Akridin Oranj boyar maddesi Ug¢li halka igeren (Ci3HgN),
heterosiklik bir organik bilesiktir. Hicre déngusunun asamalarini belirlemekte kullanilir
[55].

9

QO
H.C. o _.CH
SC'.;J N WGS

CHE HGI DHS

Sekil 2.5. Akridin Oranj Boyar Maddenin Kimyasal Yapisi [55].

2.5. Boyar Maddelerin Cevre ve Canlilar Uzerine Etkileri

Tekstil endustrisi atik sularinda tanimlanmig olan ilk kirletici, kullanilan boyar
madde kaynakl renktir. Boyar maddeler iceren atik sular dogal bir su ortamina
karigtiklari zaman is1gin yansimasina sebep olduklari igin 1s13Iin suya girisini
engellerler ve sudaki dogal ekolojik dengeyi bozarlar. Boylece fotosentez solunum
dengesi bozulmaktadir. Sonugta da c¢ozinmis oksijen seviyesi azalmakta ve
aerobik organizmalari etkilemektedir. Bu nedenlerden dolayr alici ortama

verilmeden 6nce mutlaka boyar maddelerin giderilmesi gerekmektedir [56].

Boyar maddelerin bir kisminin icerdikleri katki maddelerinden dolayr mutajen
etkilerinin oldugu da saptanmigtir [57]. Boyar maddelerinin liflere fikse etmesine

aracilik eden ajanlarin olusturdugu Kkirleticiler ise toksisite etkisinden dolayi dogal


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Heterosiklik_bile%C5%9Fik&action=edit&redlink=1
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ortamlarinda toplu balik élumleri gibi yasamakta olan canlilara etki ederek ortamin

florasinin ve faunasinin degismesine sebep olmaktadir [58], [59].

Memeli hayvanlarda azo boyalarinin indirgenmesi bagirsaktaki bazi bakteriler ve
karacigerdeki hepatik enzimler tarafindan gerceklestiriimektedir. indirgenme
sonucu ortaya c¢ikan aromatik yapidaki molekuller canliya karsi kanserojen ve
mutajen etkisi bulundurmaktadir [60].

2.6. Boyar Madde Giderimi

Boyar maddelerin gevrede c¢ok dusik konsantrasyonlarda bile bulunmasi
istenmeyen bir durumdur. Bundan dolayi tekstil gibi sektorlerde kullanilan boyar
maddelerin boya giderim suregleri ekolojik agcidan 6nem kazanmaktadir [61].
Gunumuzde boyar madde giderimi buyik oranda fiziksel ve kimyasal yontemlerle
gergeklestirimektedir. Bu boyar madde giderim yontemleri oldukga maliyetli
olmalarindan ve her boya igin kullanilabilir olmamalarindan dolayi, boyar
maddelerin gideriminde zaman zaman problemlere yol agmaktadir. Bu nedenle
boyar maddelerin etkili ve ekonomik bir sekilde giderilmesi i¢in biyolojik sistemler

gibi alternatif yontemlere gereksinim vardir [62].

Cizelge 2.2. Boyama Atiksularinin Karakteristikleri [62].

Boya turu Elyaf cesidi Renk ADMI
Asit Poliamid 4000
1:2 Metal kompleks Poliamid 370
Bazik Akrilik 5600
Direkt Viskoz 12500
Reaktif, kesikli Pamuklu 3890
Reaktif, surekli Pamuklu 1390
Vat Pamuklu 1910
Dispers, yuksek sicakta Polyester 1245

ADMI: Amerikan Boya imalatgilari Enstitiisii renk birim



2.6.1. Kimyasal YOontemler

Boyalarin kimyasal yontemlerle aritiimasi uzun yillardan beri en ¢ok ilgi goren
yontemler olmustur [63]. Tekstil endustrisinde kullanilan  boyar maddelerin
giderimi icin en yaygin olarak kullanilan kimyasal yontem oksidasyon yontemidir
[64].

2.6.1.1. Oksidasyon

Kimyasal yontemler icinde en yaygin olarak kullanilan boya giderme yontemi,
olmasinin en blyuk nedeni uygulanmasinin basit olusudur. Kimyasal
oksidasyonda boya molekulundeki aromatik halkasinin kirilmasi, boyar maddeyi
giderir. Kullanilan kimyasal surecler;

- Fenton Ayiraci

- Ozonlama

- Fotokimyasal

- Sodyum hipokorit (NaOCI)

- Cucurbituril

- Elektrokimyasal yikim olarak siniflandirilabilir [65], [66].

2.6.2.  Fiziksel Yontemler

Fiziksel olaylardan yararlanmak ya da onlari uygulayarak sivi atiklarin igindeki
yabanci unsurlarin giderilmesi fiziksel yontemlerdendir. Tekstil endustrisinde
kullanilan boyar maddelerin giderimi icin en ¢ok tercih edilen fiziksel yontem

adsorpsiyon yontemidir [67], [68].

2.6.2.1. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon yuksek kalitede Griin olusumu saglayarak ekonomik agidan makul bir
yontemdir . Adsorpsiyon sureci, boya/sorbent etkilesimi, adsorbanin ylzey alani,
tanecik buydklugl, sicaklik, pH ve temas suresi gibi pek ¢ok fiziko-kimyasal
faktorlerden etkilenir. Aktif karbon yéntemi adsorbsiyonla boya gideriminde en ¢ok
kullanilan yontemdir [69]. Aktif karbonla boya giderimi 6zellikle katyonik, mordant
ve asit boyalar icin etkiliyken, dispers, direkt, vat, pigment ve reaktif boyalar icin
daha az boya giderimi saglamaktadir. Metodun performansi kullanilan karbonun

tipine ve boyanin 6zelliklerine badlidir. Dezavantaji olan rejenerasyon ve tekrar



kullanim ile performansta azal, asiri miktarda aktif karbon kullaniimasiyla
giderilebilir. Ancak aktif karbon pahali bir malzemedir. Bataklik kdmurl adsorban
olarak kullanilabilen diger bir malzemedir. Bataklik komurt, boyar maddelerdeki
polar organik bilesikleri ve gegis metallerini adsorplayabilmektedir. Bataklik
kémarinin kullanimi 6ézellikle bol bulundugu irlanda ve ingiltere gibi Ulkelerde
adsorban olarak gortulmektedir. Bataklik kémura aktif karbona gore maliyeti daha
dusuktlr ancak aktif karbonun toz haldeki yapisindan kaynaklanan genis yluzey
alani daha yuksek bir adsorpsiyon kapasitesini saglamaktadir. Boya gideriminde
agac kirintilari, ugucu kul+komuar karigimi, silika jeller, dogal killer, misir kogani
gibi malzemeler de, adsorban olarak kullanilabilmektedir. Bunlarin ucuz ve elde
edilebilir olugsu boyar madde giderimindeki kullanimini ekonomik agidan cazip
kilmaktadir [70], [71].

2.6.3. Biyolojik Yontemler

Biyolojik yontemler, endustriyel sureglerden alici sistemlere tasinan boyar
maddeler i¢in en dnemli giderim prosesidir. Son zamanlarda yapilan galismalar ile
birgok boya turinu giderebilme yetenedine sahip mikroorganizma turlerinin mevcut
oldugu vurgulanmis ve biyolojik yontemleri on plana c¢ikarmigtir. Biyolojik
yontemleri ile boya gideriminin maliyetinin daha disik olmasi ve alici ortamlar igin
zararl yan Urunler olugsturmamasi gibi 6zelliklerinden dolayr boyar maddelerin

giderimi icin iyi bir ¢ozim olarak kabul edilmektedir [72].

Mikroorganizmalar, boya giderimi sirasinda enerji kaynagi olarak O,
kullaniyorlarsa “Aerobik boya giderimi”; O, kullanmiyorlarsa “Anaerobik boya
giderimi”; boyar maddeler mikrobiyal kutle tarafindan kutlede biriktirilirse

biyosorpsiyon ile boya giderimi yapilmasi s6z konusudur [73], [74].

2.6.3.1. Aerobik Boyar Madde Giderimi

Mikroorganizmalar sahip olduklari enzimler ile hidroliz, oksidasyon ve reduksiyon
yapabilirler. Oksidasyon-reduksiyon islemi hem oksijen varligi, hem de eksikliginde
mikroorganizmalar tarafindan gergeklestirilebilir [75]. Fakat, tekstil endustrisindeki
bir cok boya bilesigi biyolojik olarak ¢ok zor indirgenebilir veya degismeden kalir

[76]. Azo boyar maddeler gibi sentetik boyalarin aerobik sartlar altinda mikrobiyel



pargalanmaya kargi direngli olmalarinin nedeni boyar maddelerin kimyasal ve 1g1k
kaynakli oksidatif etkiler sonucu renklerinin solmamasini saglayacak sekilde
uretilmeleridir. Boyar maddelerin aerobik pargalanmasini zorlastiran baska bir
neden ise molekuler agirhklarinin yuksek olmasi nedeniyle biyolojik hicre
zarindan gegislerinin zor olmasidir [77],[78]. Buna karsilik, Pseudomonas sp.,
Bacillus sp, Escherichia sp. ve Sphinogomonas gibi bakteri turleri aerobik sartlarda
boyar maddeleri parcalayabilirler [79], [80], [81]. Ayni sekilde, funguslar da aerobik
kosullarda bicok boyar maddeyi giderebilirler. Ornegin, odunsu bitkilerde bulunan,
yapisal polimer lignini pargalayabilen ve ksenobiyotik maddelerin pargalanmasi
amagh calismalarda ¢ok yaygin olarak kullanilan beyaz ¢urikg¢ul Phanerochaete
chrysosporium’un, boyar maddeleri lignin peroksidaz, manganeze bagl

peroksidaz gibi enzimleri kullanarak pargalayabildigi bilinmektedir [82].

2.6.3.2. Anaerobik Boyar Madde Giderimi

Cift bagh azot halkasina baglanan azo boyar maddelerinin aerobik proseslerle
indirgenmesinin zor olmasi, anaerobik boya gideriminin bazi boyalar icin 6n
giderim surecinde kullaniimasini gerektirmektedir [83]. Boya gideriminin anaerobik
olarak gerceklesebilmesi icin ilave karbon kaynagina ihtiyac vardir. ilave karbon
metan ve karbondioksite donusturulir ve elektronlar agiga cikar. Bu elektronlar
elektron tagima zincirinden son elektron alicisina yani azo-reaktif boyaya taginir ve
boyayla reaksiyona girerek azo bagini indirger. Boylece anaerobik parcalanma
sonucunda azo boyar maddelerdeki renkten sorumlu azo baginin kirilmasiyla boya
giderimi saglanir. Bu olay oksijen tarafindan inhibe edilir. Bu nedenle bazi boyar
maddelerin daha kolay giderilmesi icin ilk adim olarak anaerobik kosullar altinda

azo koprusunun indirgenerek parcalanmasi gerekir [84].

intraseliiler , ekstraseliiler
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Sekil 2.6. Anaerobik Azo Boya Rediiksiyonunun Hiicredeki isleyisini Gosteren
Sema [84].



Yapilan bir galismada ilave karbon kaynagi olarak kullanilan optimum miktardaki
nisastanin boya giderme surecinin kapasitesini arttirdigi  vurgulanmigtir [85].
Sponza ve Isik [86] tarafindan yapilan bir diger ¢alismada anaerobik aritma ile
Reaktif Black 5 ve Synozol Red boyalarinin giderilebildikleri, kullanilan
mikroorganizma turine ve boya derigimine bagl olarak %23 ile %78 arasinda
olarak belirlenmistir. Rengin tamaminin giderilmesi igin anaerobik kiltlr tarafindan
azo boyar maddelerine renk veren N=N vyapisinin pargalanmasi ile mimkun
olmustur. Anaerobik olarak parcalanamayan aromatik aminler de azo baginin
kirilmasiyla olusabilmektedir. Normalde sitotoksik, mutajenik veya kanserojenik
olmayan boyar maddelerden anaerobik pargalanma sonucu olugsan aminler bu
Ozellikleri gosterebilmektedir. Boylece boyar maddeler kombine anaerobik-aerobik
sureclerle giderilir. Sonug olarak, ilk adimda etkili bir renk giderimi saglanmakta ve
anaerobik ortamda direngli olan aromatik aminler aerobik sirecinde
giderilebilmektedir [87]. Ancak farkli mikroorganizmalar kullanirken biyolojik
surecte boya giderimi yapilmaktadir. Bu baglamda pek mikroorganizma

arastiriimaktadir.

Sekil 2.7’de Azo boyalarin iki adimda gergeklesen biyolojik pargalanmanin

sematik gosterimi sunulmustur.
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*

Sekil 2.7. Azo Boyanin Biyolojik Par¢galanmasi; 1. Anaerobik Reduksiyon, 2.
Aromatik Aminlerin Aerobik Oksidasyonu [88].

2.6.3.3. Biyolojik Boya Gideriminde Kullanilan Mikroorganizmalar

Literatiirde biyolojik boya giderimi incelendiginde; bakteri, alg ve fungus tirlerinin

bir ¢cok biyolojik boya giderimi c¢alismasinda kullanildiklari belirlendi [89]. B



amagla en c¢ok kullanilan bakteri, alg ve fungus (cizelge 2.3, 2.4, 2.5)

gosterilmektedir:

Cizelge 2.3. Cesitli Azo Boyalarin Gideriminde Kullanilan Bakteriler [91].

Bakteri TUru Azo Boya Giderim (%100)
Reactive Black 5 %68
Corynebacterium sp.

Yellow 15 %80
Diamira Brilliant Orange %90
Reactive Red 195 %70
Pseudomonas sp. Congo Red %83

Reaktive Red 22 %99.9
Direct Black 38 %74
Direct Red 22 %95
Reactive Red 2 %20
Metanil Yellow %385

Bacillus sp.

Methyl Red %98
Congo Red %95
Methyl Orange %98

Sphingomonas sp. Naphthalenesulfonic Acid %98.7
Congo Red %72

Escherichia sp.

Direct Black 38 %75




Bakteri Turu Azo Boya Giderim (%100)

Crystal Violet %100

Agrobacterium sp.
Anthraquinone-2-sulfonate %18
Orange | %45
Orange Il %56

Streptomycete sp.
Acid Orange 12 %76
Acid Yellow 9 %87
Mycobacterium sp. Methyl Violet %72
Reactive Black 5 %67
Reactive Blue 171 %45

Aeromonas sp.

Reactive Red 198 %77
Direct Yellow 86 %34

Cizelge 2.4. Cesitli Azo Boyalarin Gideriminde Kullanilan Alglerle [92],[93], [94].

Alg Turu Azo Boya
Chara sp. Malasit Yesil
Cladophora sp. Malasit Yesil
Acid Blue 25
Stoechospermum sp. Acid Orange 7
Acid Black




Cizelge 2.5. Cesitli Azo Boyalarin Gideriminde kullanilan Funguslar [95].

Fungus Taru Azo Boya

Reaktif Blue 19
Reaktif Black 5
_ Reaktif Blue 19
Candida sp.
Reaktif Red
Asit Orange 7

Azobenzenosiilfat

Reaktif Blue 19
Remozol Black B
Kluyveromyces sp.
Remozol Red

Remazol Turkuaz Blue

Pichia sp. Dispers Red 15
Saccharomyces sp. Reaktif Blue 19
Funalia sp. Reactive Black 5

Benzenesulfonic Acid
Trametes sp.
Acid Orange 51

Pleurotus sp. Direct Blue 14

Humecola sp. Methyl Orange




2.4.3.4.

Biyosorpsiyon

Kimyasal maddelerin mikrobiyal kutle tarafindan adsorpsiyonu veya kuitlede

birikimine biyosorpsiyon denir. Boyar madde renginin giderilmesinde 6lu bakteriler,

maya ve mantarlar kullanilabilmektedir. Endustride kullanilan boyalarin kimyasal

yapisi genis bir yelpazede degisiklik gosterdigi icin, mikroorganizmalarla olan

etkilesimler boyanin kimyasina ve mikrobiyal katlenin kimyasina baglidir. Bu

nedenle farkli baglanma hizlari ve kapasiteleri, kullanilan mikroorganizmanin

cinsine ve boyaya baghdir.

Boyar madde c¢ok toksik oldugu durumlarda

biyosorpsiyon avantajli olmaktadir [95].
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2.7. Galismada Kullanilan Bacillus thuringiensis’ in Ozellikleri

Cahsmamizda kullanilan Bacillus thuringiensis fakiltatif anaerob, gram pozitif bir
bakteri taradur. B. thuringiensis'in spor formuna donuserek sentezledigi kristalize
protein, Ozellikle Coleoptera, Diptera ve Lepidoptera sinifi omurgasizlara karsi

zehirleyici etki gosterir [98].

Bacillus thuringiensis halen kullaniimakta olan bioinsektisitlerin en taninani ve
énemlisidir. ilk defa 1901 yilinda Japonya’da ipek bocekleri lizerinde kesfedilmistir;
daha sonra 1911 yilinda Almanya’da Thuringia kentinde yeniden kesfedilerek,
ismini oraya ithafen almistir. B. thuringiensis toprak kaynakl bir bakteridir. Bu
bakteri turinden fermantasyon yolu ile elde edilen toksik yapilar sadece
hedeflenen organizma uzerinde etkilidirler ve bunun diginda yakin akraba canlilara
bile etki gosteremezler. Gunumuzde gelisen, tarimda bodceklerle savasta bize
yardimci olan bu 6zelligi son derece dnemlidir. Bunun yaninda, bir diger dnemli
avantajl da, dogadan elde edilmis olan bu bakterinin insanlara kargi herhangi bir
etkisi olmamasidir [99], [100].

S6z konusu bakteri daha ¢ok mikrobiyal bdcek 6ldirict yapiminda
kullaniilmaktadir ve boya giderimi ile ilgili galismalarda sadece Metilen Mavisinin B.

thuringiensis ile giderimi arastirilmigtir [101].

Azo boyalar parcalamasi bakimindan, B.thuringiensis, diger Bacillus turleriyle
benzerlik gostermektedir. Sentetik bir besiyerinde gelisen saf Bacillus subtilis
kaltirinun bulundugu ortamda, dispers ve basit bir azo boyar maddesi olan p-
aminobenzen’in biyolojik parcalanmalari ile arastiriimistir. Aragtirma sonucunda,
p-aminobenzeninin ko-metabolize olmasina yol agtigi ve azot-azot ¢ift baginin
kopmasi sonucunda anilin ve p-fenilendiamine dontstigu saptanmistir. Ayni
arastirmacilar  p-aminobenzenin  anaerobik ve aerobik kosullarda da

parcalanmasina yol acan Bacillus subtilis’in oldugunu belirtmiglerdir [102].



3. Materyal ve Yontem
3.1. Galismada Kullanilan Mikroorganizma

Calismamizda, cesitli boyalarinin giderimi amaciyla gram pozitif bir bakteri tird
olan B. thuringiensis susu kullanildi. Kullanilan bu mikroorganizma Hacettepe
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolimi Biyoteknoloji Anabilimdali Mikrobiyal
Taksonomi ve Kiltlir Koleksiyonlari Laboratuvar’ndan temin edildi. S6z konusu
bakteriye ait 6rnekler, Nutrient agar besiyerine ekilerek 37°C’de 20 saat inklibe
edildi. inkiibasyonu tamamlanan kiiltiirler calismamizda kullanilmak (zere +4'C de
buzdolabinda saklandi. Bu sekilde saklanan suslarin pasajlari dizenli olarak ayda

bir tekrarlandi.

3.2. Calismada Kullanilan Boyalar

Calismamizda toz halinde Metil Oranj (Methyl Orange), Akridin Oranj (Acridine
Orange), Anilin Sarisi (Aniline Yellow), Bismark Kahverengi Y (Bismarck Brown Y),
Evans Mavisi (Evans Blue), Tripan Mavisi (Trypan Blue), Metilen Mavisi (Methylen
Blue) ve Metil Kirmizisi (Methyl Red) boyalari kullanildi (Cizelge 3.1.). Kullanilan
bu boyar maddeler distile su ile karigtirilarak m'’de 100ppm olacak sekilde boya
solusyonlari elde edildi. Boya solusyonlari sterilizasyon sonrasi her bir boya

giderim besiyerine 1’er ml olacak sekilde ilave edildi [103].

3.3. Mikroorganizmanin Ekim ve Uretimi

3.3.1. Caligmada Kullanilan Besiyerleri

B. thuringiensis susu i¢in onkulturasyon yapmak amaciyla Nutrient broth besiyeri
hazirlandi ve 250 ml hacimli erlenmayerlere 100’er ml olacak sekilde dagitildi
[104]. Devaminda pH'sI 7,0£0,2 olarak ayarlanan besiyerleri 121 °C' de 15 dakika
otoklavda sterilize edildi.

Calismamizda boya giderimi yapmak amaciyla Luria—Bertani besiyeri kullanildi.
Bu besiyeri bilesimi (g/L): maya 6zitu 5,0; pepton 10,0; NaCl 10,0 seklindedir
[105]. S6z konusu besiyeri 250 ml hacimli erlenmayerlere 50’ser ml olacak sekilde
dagitildi. Devaminda pH'si 7,0+0,2 olarak ayarlanan besiyerleri 121 °C' de 15
dakika otoklavda sterilize edildi



Cizelge 3.1. Calismada kullanilan boyar maddelerin ticari isimleri, kimyasal

Ozellikleri ve maksimum absorbans degerleri

Molekl

Max Absorbans

B Madd Ticari ismi Ki | Formuli N .
oyar Madde icari Ismi imyasal Formull Agirhigi(g/mol) Degeri (nm)
Metil Oranj Methyl Orange C14H14N3NaOsS 327.33 466

Anilin Sarisi 4-Aminoazobenzene CgHsN=NCgH,NH, 197.24 550
Bismarck ]

Bismark Brown Y (G) C,1H24Ng 388.47 457
Brown Y
Evans Blue Evans Blue Cs4H24NgNas014S,4 960.81 615
Tripan Mavisi Trypan Blue C34H25Ng014S4 872.88 600
Metilen Mavisi
Desmoid Piller C16H1sCINsS 319.86 655
Metil Kirmizisi Fast Red BBM C15H15N30,5 269.30 415

3.3.2. Ekim ve Uretim

Calismada kullanilan boya giderim besiyerine McFarland 0.5 bulanikligina gore

ayarlanan 10® mikroorganizma/ml olan suspansiyondan 1 ml olacak sekilde ekildi.

Uretimler, 37°C’de, 48 saatte gergeklestirildi.

3.3.3. Uremenin Ol¢iimi

B. thuringiensis susunun uremesinin élgimu icin; inkibasyon 37°C’de 40 saatte

gerceklestirildi. S6z konusu ortamlardan belirli zaman araliklarinda ornek alinarak




ve bu oOrneklerin 460 nm dalga boyunda absorbans degerleri Olgulerek, Ureme

miktari saptandi.

3.4. Boya Gideriminin Belirlenmesi

Calismamizda boya giderimi analizleri icin kulturler 2.000 rpm’de 15 dakika
santrifij (MIKRO 220 Hettich) edildi. Elde edilen supernatanlarin, boyar
maddelerin maksimum absorbans verdigi dalga boyundaki absorbans degerleri
spektrofotometrede (UV.1700 pharmaspec SHIMADZU) okundu.

Boya giderim ortamlarinda ilk absorbans degeri ile, inkibasyon sonrasi son
absorbans degeri arasindaki fark belirlenerek boya miktarindaki azalma yuzdesi
hesaplandi. Kor olarak boyar madde igermeyen besiyeri kullanildi.

Boya giderimi dlgimunidn Hesaplanmasi:

Boya giderim % = Baslanqgi¢ absorbans - Son absorbans X 100

Baslangic absorbans

3.5. B.thuringiensis Susu ile Boya Gideriminde Uygun Boyalarin Segimi

B. thuringiensis Susu ile boya gideriminde uygun boyalarin segiminde 3 kriter

temel alindi.

3.5.1. Gesitli Boyalarin Gideriminde Onkiiltiirasyonun Etkisinin Belirlenmesi

Cesitli boyalarin gideriminde onkultirasyonun etkisinin belirlenmesi igin B.
thuringiensis susu iki paralel grup olacak sekilde ekildi. Birinci grup orneklere
onkultirasyon sonrasi, diger grup orneklere ise direkt olarak stok kdltirinden 1’er
ml olacak sekilde ekim yapildi ve 37°C’de ayarlanmig inkUubatorde 48 saatte
uretim gerceklestirildi. inkiibasyon sonrasi, (iretim ortamlarinda boyalarin giderimi

saptandi.



3.5.2. Gesitli Boyalarin Gideriminde Statik ve Galkalamal inkiibasyon

Kosullarinin Etkisinin Belirlenmesi

Cesitli  boyalarin gideriminde statik ve c¢alkalamali inkibasyon kosullarinin
etkisinin belirlenmesi icin B. thuringiensis susu iki paralel grup olacak sekilde
ekildi. Birinci grup ornekler; 150 rpm dongusel ¢alkalama hizina sahip inkubatorde,
diger grup ornekler ise; statik kosulda 37°C’de ayarlanmis inkibatérlerde 48 saatte
uretim gerceklestirildi. inkiibasyon sonrasi,iiretim ortamlarinda boyalarin giderimi

saptandi.

3.5.3. Gesitli Boyalarin Gideriminde inkiibasyon Siiresinin Etkisinin

Belirlenmesi

Cesitli boyalarin gideriminde inkiibasyon siresinin etkisinin belirlenmesi i¢in B.
thuringiensis susu boya giderim besiyerine ekildi ve 37°C’de ayarlanmig
inkUbatorde 48 saate Uretim gergeklestirildi . 24. ve 48’inci saatler sonunda, Uretim

ortamlarindan alinan orneklerde boyalarin giderimi saptandi.

3.6. B. thuringiensis Susu ile Metil Oranj ve Evans Blue Boyalarinin
Gideriminde Optimum Fizyolojik Kosullarin Belirlenmesi
3.6.1. B. thuringiensis Susu ile Metil Oranj ve Evans Blue Boyalarinin

Gideriminde Baslangi¢ pH Degerinin Etkisinin Belirlenmesi

Farkli baglangi¢c pH’ larinin etkisinin belirlenmesi amaci ile diger tum fizyolojik
kosullar sabit tutulmak sartiyla, besiyerlerinin baglangi¢ pH’ lar 5,5-8,0 arasinda
olacak sekilde ayarlandi. Ardindan  besiyerlerine boya eklendi ve boyali
besiyerlerine; B. thuringiensis susu ekildi. 37°C’de 48 saatte Uretim gerceklestirildi.
inklibasyon sonrasi, sivi kiltirlerden alinan érnekler; 2.000 rpm’de 20 dakika
santrifij edildi ve supernatantlarin absorbans degerleri dlgulerek boya giderimi

saptandi.



3.6.2. B. thuringiensis Susu ile Metil Oranj ve Evans Blue Boyalarinin
Gideriminde Farkh Baslangic Boya konsantrasyonlarinin Etkisinin
Belirlenmesi

Baslangi¢ boya konsantrasyonunun boya giderimine etkisinin belirlenmesi amaci

ile diger tum fizyolojik kosullar sabit tutulmak sartiyla besiyerlerine 50-300 ppm

arasinda hazirlanmig olan boya solusyonu eklendi ve boyali besiyerlerine; B.

thuringiensis susu ekildi. 37°C’'de 48 saatte Uretim gerceklestirildi. inkiibasyon

sonrasi, sivi kultirlerden alinan 6rnekler; 2.000 rpom’de 20 dakika santriftj edildi ve

supernatantlarin absorbans degerleri 6lgulerek boya giderimi saptandi.

3.6.3. B. thuringiensis Susu ile Metil Oranj ve Evans Blue Boyalarinin

Gideriminde inkiibasyon Sicakliginin Etkisinin Belirlenmesi

Farkli sicaklik deg@erlerinin boya giderimine etkisinin belirlenmesi amaci ile diger
tum fizyolojik kosullar sabit tutulmak sartiyla besiyerlerine boya eklendi ve boyali
besiyerlerine; B.thuringiensis susu ekildi. Statik kosulda 25-45°C arasinda
ayarlanmis olan inkibatorde 48 saatte Uretim gerceklestirildi. inkiibasyon sonrasi
sivi kulturlerden alinan o6rnekler; 2.000 rpm’de 20 dakika santrifuj edildi ve

supernatantlarin absorbans degerleri 6lgulerek boya giderimi saptandi.

3.6.4. B. thuringiensis Susu ile Metil Oranj ve Evans Blue Boyalarinin

Gideriminde inkiibasyon Siiresinin Etkisinin Belirlenmesi

inklibasyon slresinin boya giderimine etkisinin belirlenmesi amaci ile diger tim
kosullar sabit tutulmak sartiyla, besiyerlerine boya eklendi ve boyali besiyerlerine;
B. thuringiensis susu ekildi. 37°C’de 56 saatlik inkiibasyonda sivi kilttrlerden 12.,
24., 36., 48. ve 56. saatlerde alinan érnekler; 2.000 rpom’de 20 dakika santrifijj

edildi ve supernatantlarin absorbans degerleri dlgulerek boya giderimi saptandi.

3.6.5. B. thuringiensis ile Metil Oranj ve Evans Blue Boyalarin Gideriminde
Farkli Baslangic Mikroorganizma Konsantrasyonunun Etkisinin
Belirlenmesi

Baslangic mikroorganizma konsantrasyonunun boya giderimine etkisinin

belirlenmesi amaci ile diger tim fizyolojik kosullar sabit tutulmak sartiyla



besiyerlerine boya eklendi ve boyali besiyerlerine; McFarland 0.5-4 arasi
ayarlanan bulanikliklara gore uygun bulanikliklardaki kulturlerden B. thuringiensis
susu ekildi. 37°C’'de 48 saatte Uretim gerceklestirildi. inkiibasyon sonrasi, sivi
kultarlerden alinan oOrnekler; 2.000 rpm’de 20 dakika santrifij edildi ve

supernatantlarin absorbans degerleri 6lgulerek boya giderimi saptandi.

3.7. Bacillus thuringiensis Susu ile Metil Oranj ve Evans Blue Boyalarinin
Gideriminde Biyosorpsiyonun Etkisinin Belirlenmesi

3.7.1. Olu Biyokiitle Hazirlanmasi

Ol biyokltlenin hazirlanmasi igin mikroorganizmamiz, pH’si 7,0+0,2 olan 50 ml'lik

Nutrient broth besiyerinde, 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi

sonunda sivi kultdrlerin 2.000 rpm’de 20 dakika santriflij edilmeleriyle elde edilen

biyokutle, 121°C’de 15 dakika  otoklavlandi. Biyosorpsiyon ¢alismalarinda

kullanilacak bu biyokutle 0.3 g olacak sekilde hazirlandi.

3.7.2. Canh Biyokiitle Hazirlanmasi

Canh biyokutlenin hazirlanmasi i¢in mikroorganizmamiz , pH’si 7,0+0,2 olan
Nutrient broth besiyerinde, 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. inkiilbasyon slresi
sonunda sivi kaltirler 2.000 rpm'de 20 dakika santrif(j edildi. Biyosorpsiyon

¢alismalarinda kullanilacak bu biyokutle 0.3 g olacak sekilde hazirlandi.

3.7.3. Biyokiitle ile Boya Gideriminin Saptanmasi

Calismamizda canh ve Olu biyokutlenin boya giderimine etkisinin belirlenmesi
amaci ile, boya giderim besiyerlerine Metil Oranj ve Evans Blue boyalari 50 mg/I
olacak sekilde eklendi. Bu boyali besiyerleri iki paralel grup olacak sekilde
hazirlandi. Birinci grup orneklerde; canl biyokltle, diger grup drneklerde ise; 6lu
biyokutle eklendi. 37°C’de 48 saatlik inkUbasyon sonrasi sivi kulturlerden alinan
ornekler; 2.000 rpm’de 20 dakika santrifij edildi ve supernatantlarin absorbans

degerleri Olgulerek boya giderimi saptandi.



4. SONUCLAR VE TARTISMA
Son yillarda c¢evre Kirliligi kontroll blylk énem kazanmistir. Alici ortamlara verilen

boyar maddelerin ¢ok disuk konsantrasyonlarda bulunmasi bile istenmeyen bir
durumdur. Cesidine gore bu boyalar toksik ve mutajenik 6zelliklere sahiptir. Btlin

boyar maddeler toksik olmasa da c¢evre kirleticisi olarak tanimlanmaktadir [106].

Boya giderimi icin Onerilen fiziksel ve kimyasal yontemlerin pahali olmalari, her
boya icin kullanilamiyor olmalari ve alici ortamlar ic¢in zararli yan drunler
olusturuyor olmalari gibi 6zellikler, s6z konusu fiziksel ve kimyasal yontemlerin
uygulanmalarinin sinirh olmalarina sebep olmustur [106], [107]. Son vyillarda
yapilan calismalar; bazi mikroorganizma tirlerinin, atiksularda bulunan birgok
boya tlrind giderebilme yetenegine sahip olduklarini vurgulamaktadir. Cokturme,
floklagtirma gibi fiziksel ve kimyasal yontemlerle birlestirilen biyolojik aritim
yontemleri, boyalarin giderilmesinde kullaniimaktadir [108]. Biyolojik yontemler,
maliyetinin daha dusuk olmasi veya alici ortamlar igin toksik tUrtn olusturmamasi
nedeniyle, bir ¢ok calismada 6n plana c¢ikmaktadir [109]. Son yillarda bakteri
kullanilarak atiksularin renk kirliliginin giderilmesi konusunda yapilan ¢galigmalarda;
B15 isimli tekstil boyasinin Pseudomonas aeruginosa ve Pseudomonas
oleovorans suglari tarafindan sirasiyla %98 ve %94 oranlarinda giderildigi

belirlenmigtir [108].

Yapilan bir diger calismada ise, B. cereus, P. putida, P. fluorescence ve S.
acidaminiphila bakterileri ile bes farkli azo boyasinin (AR-97, AR-119,AB-113, RR-

120, AR-88) gideriminin %95 ile %100 arasinda degistigi gbzlemlenmistir [101].

Literatlrde biyolojik boya giderimi ile ilgili galigmalar incelendiginde; bakteri, maya
ve kduflerin bir c¢cok calismada biyolojik boya gideriminde kullanildiklari
belirlendi. Trametes, Phanerochaete chrysorporium gibi kifler; Candida,
Debaryomyches, Saccharomyches ve fssatchenkia gibi mayalar ve Bacillus,
Acinetobacter, Corynebacterium, Cytophaga, Escherichia ve Pseudomonas gibi
bakterilerin farkl tlrleri, boya giderimi arastirmalarinda kullanilmistir [106], [107],
[108]. Ancak Bacillus thuringiensis susu ile litaratirde sadece Metilen Mavi

boyasinin gideriminin arastirildigina rastlandi [17].



Cahsmamiz kapsaminda; Bacillus thuringiensis bakterisi ile c¢esitli boyalarin

giderimleri arastirildi.

4.1. Bacillus thuringiensis Susu ile Boya Gideriminde Uygun Boyalarin

Secimi

Boyalarin Bacillus suslari ile giderilebilirligi incelenirken Metil Oranj, Metilen Mauvi,
Metil Red, Azobenzene, Orange G, Congo Red gibi birgok boyanin gideriminin
arastinldigi belirlendi [104], [110], [111], [112]. Azo boyalarin genellikle bakteriyel
biyodegradasyona Kkarsi direngli olmalarindan oturl, arastirmacilar azo
boyalarinin  bakteriyel degradasyonu Uzerine daha yuksek oranda
yogunlagsmiglardir. Bu baglamda, c¢alismamizda B. thuringiensis ile boya

gideriminde azo boyalar tercih edildi [101].

Mikroorganizmalar ile boya giderimi calismalarinda kullanilan besiyerinin icerigi
onemli rol oynamaktadir [112]. Yapilan bir c¢alismada, tekstil atik sularinin
bakteriler tarafindan aritiminin, sadece glukoz ve maya ekstrakti varliginda

gerceklestirilebildigi, Bacillus subtilis susunun ise, glikoz varligindaki aerobik
uremesi sirasinda p-aminobenzeni aniline indirgeyebildigi belirlendi [113]. Bu

baglamda calismamizda diger boya giderim c¢alismalarinda da kullanimi s6z
konusu olan ve igeriginde pepton, maya 0Ozitu ile sodyum klorid bulunan; Luria
Bertani Ortami (LB besiyeri) kullanildi [106], [114], [115].

Literatiirde boya rengini giderebilen ve boyay! parcalayabilen bakteriler ile ilgili
calismalarin ¢ogunda inkubasyonun 25°C-40°C araliginda gergeklestirildigi
belirtiimektedir [115], [116], [117], [118]. Calismamizda da 6n seg¢im igin

inkibasyon sicakligi olarak 37°C tercih edildi.

Literatirde boya giderimi amagli yapilan ¢alismalarda bir gok parametrenin boya
giderimini etkiledigi saptandi [104], [101], [110], Ornegin; E.coli ile yapilan bir
calismada Reactive Red 22 boyasininin ¢alkalamali kogullar altinda dekolorize

edilmedigi; fakat ayni boyanin 10 saatlik statik inkibasyon sonucu tamamen



dekolorize edildigi belirlendi [106]. Bu baglamda, ¢alismamizda tum boyalarin
gideriminde statik ve ¢alkalamali inkiibasyon kosullari dikkate alindi.

Calismamizda, tim boyalarin gideriminde 24 ve 48 saatlik inkibasyon sureleri ile
incelendi. Bu baglamda, B. thuringiensis ile c¢esitli boyalarin gideriminin
arastinlmasi amaciyla oOnkulturasyonun uygulanmasi; 24-48 saatlik farkli
inkUbasyon sureleri, statik ve ¢alkalamali farkh inkibasyon kosullari olmak tzere,
uc farkh kriter temel alindi. Bu dogrultuda, en yuksek boya giderimi elde edilen

uygun boyalarin secimi Ug kriter ile degerlendiriimesi ile oldu.

Calismamiz; B.thuringiensis susu ile Metil Oranj, Akridin Oranj, Anilin Sarisi,
Bismarck Brown Y, Evans Blue, Tripan Mavisi, Metilen Mavisi ve Metil Kirmizisi
boyalari kullanildi. Boya giderimi degerlerinin saptanmasi i¢in absorbans degerleri

cizelge 3.1.'de verilen dalga boylarinda odlgulda.

4.2. Gesitli Boyalarin Giderimlerinde Onkiiltiirasyonun Etkisinin Belirlenmesi

Uygun boya secimi icin ilk kriter olarak onkultirasyonun etkisi incelendi.
Onkdltirasyonun etkisinin belirlenmesi icin B.thuringiensis susu iki paralel grup
olacak sekilde ekildi. Birinci grup ornekler; onkultirasyon sonrasi, diger grup
ornekler ise direk olarak stok kultirden 1’er ml olacak sekilde ekildi ve ekilen
ornekler, 37°C’de 48 saat boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi, Uretim
ortamlarinda sekil 4.1’de de gosterildigi gibi onkuiltirasyonun tim boyalarin
giderimini olumlu yonde etkiledigi belirlendi. Metil Oranj, Akridin Oranj, Anilin Sarisi

ve Bismark Brown gibi boyalar igin ise onkultirasyonun ¢ok etkili oldugu saptandi.

Boya gideriminin 6nkuiltirasyon sonucunda daha yuksek olmasi, logaritmik Greme

fazinda olan aktif hucrelerin varligi ile agiklanabilir.

Yapilan benzer calismalarda Metil Oranj boyasinin giderimi icin onkultirasyon
kullanildi§i  saptandi [104]. Acinetobacter baumannii, Corynebacterium sp.,
Cytophaga columnaris, Escherichia coli, Pseudomonas fluorescence ve
Pseudomonas luteola, Bacillus sp.suslarinin onkultirasyonu ile yiksek boya

giderimi sonugclari elde edildigi saptandi [106], [111], [113].



Benzer bir diger calismaya gore ise; Bacillus sp. susu ve Metil Oranj boyasi ile
yapilan ¢aligmalarda énkultirasyon uygulanan kultirlerde, 3 gln igerisinde %98

oraninda boya giderimi elde edildigi bildirilmigtir [104].
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Sekil 4.1. Cesitli Boyalarin Gideriminde Onkiiltiirasyonun Etkisi

Uretimler bolim 3.3.3.’te anlatildigi sekilde gerceklestirildi. Sonuglar ti¢ calismanin

ortalamasidir ve standart sapmalar grafik Uzerinde gosterilmektedir.



Bazi arastirmacilara gore ise; onkultirasyon isleminin boya gideriminde etkisi
olmadigi belirtiimektedir [120]. Bu baglamda Bacillus cereus stok kulturleri ile
yapilan bir ¢alismada, Reactive Black B boyasinin s6z konusu mikroorganizma

tarafindan 4 gun igerisinde %99.9 oranda giderilebildigi bildiriimektedir [121].

4.2.2. Gesitli Boyalarin Giderimlerinde Statik ve Calkalamali inkiibasyon

Kosullarinin Etkisinin Belirlenmesi

Calismamizda Bacillus thuringiensis susu ile boya giderimi ¢alismalarinin devami
icin uygun boyalarin segiminde ikinci kriter olarak statik ve ¢alkalamali kosullarinin
etkisi incelendi. Bu amacla Bacillus thuringiensis susu iki paralel grup olacak
sekilde ekildi. Birinci grup ornekler; 150 rpm dongusel c¢alkalama hizina sahip
inkUbatorde, diger grup ornekler ise; statik kosulda 37°C’de 48 saat boyunca
inkiibe edildi. Bu sire sonunda  Metilen Mavisi digindaki boyalar icin statik
inkibasyon kosulunun, calkalamali inkibasyon kosuluna kiyasla daha ylksek
oranda boya giderimine sebep oldugu belirlendi (sekil 4.2). Tum boyalardan farkl
olarak, Metil Oranj boyasi igin ise, statik inklibasyon kosulunun boya gideriminde

kullaniimasi gerektigi saptandi.

Yapilan bazi literatur arastirmalarinda boya gideriminde, azoreduktaz enziminin en
etkili enzim oldugu, diger arastirmalarda ise, oksijenaz enziminin en etkili oldugu
savununulmaktadir [105],[119],[123]. Bilindigi Uzere, azoreduktaz enzimi, anaerob
veya oksijenin az oldugu kosullarda aktive olmakta; buna kargilik, oksijenaz enzimi
ise, adindan da anlasilabilecegi Uzere oksijen oraninin yiksek oldugu kosullarda
aktive olmaktadir. Calismamizda, statik inkibasyon kosullarinda boya gideriminin
daha ylksek oldugu tespit edildi.(sekik 4.2), Bu baglamda, kullandigimiz
mikroorganizmadaki azorediktaz enziminin oksijenaz enzimine kiyasla boya

gideriminde daha etkili oldugu sonucuna varildi.

Calismamiz sonugclariyla paralel olarak, yapilan bir ¢alismada; Pseudomonas
bakterisinin iki susunda da Orange Il boyasinin gideriminin baslangicindan,
azoreduktaz enziminin sorumlu oldugu ve bu enzimin azo boyalarin kimyasal
yapilarindaki azo gruplarinin yerine gegmek suretiyle degradasyona yol actigi

bulgusuna ulasilimistir [33].
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Sekil 4.2. inkibasyon Kosullarinin Boya Gideriminde Etkisi.

Uretimler bolim 3.3.3.’te anlatildigi sekilde gergeklestirildi. Sonuglar t¢ galismanin

ortalamasidir standart sapmalar grafik Uzerinde gosterilmektedir.

E.coli ile yapilan diger bir ¢calismada ise, Reactive Red 22 igeren besiyerinin
calkalamali kosullarda dekolorize edilmedigi; fakat ayni boya ¢ozeltisinin 10 saatlik
statik inkibasyon sonucu tamamen dekolorize edildigi, ilave olarak, ortamdaki

oksijen miktarinin s6z konusu sugsun azoreduktaz aktivitesini etkiledigi



bildirilmektedir [106]. ilave olarak, Reactive Black 5 boyasi ile yapilan bir diger
calismaya gore, s6z konusu boyanin, Funalia trogii fungusu pelletleri ile giderimi,
statik inkibasyon kosulunda gergeklestiriimis olup %90 oraninda boya giderimi
saglanmistir. S6z konusu galismaya gore c¢alkalamali ortamda yer alan oksijenin

azoreduktazi inhibe ettigi sonucuna varilmistir [122].

Bacillus subtilis ile Azobenzene, Metil Kirmizisi, Orange G, Congo Red azo
boyalarin giderimi, statik kosullarda ve 48 saat igerisinde %98’e ulasmistir. Bu
calismaya gore azoreduktaz enziminin aktivitesi arttikga, boya giderim hizi da
artmaktadir [123].

Yapilan bir diger arastirmada ise, renk giderme kapasitesini kaybetmis olan
mutant Rhodococcus sp. susunun azorediktaz enzimini kodlayan DNA
fragmanlari klonlanmis ve kimyasal yapisinda sulfo grubu iceren ve s6z konusu
susun, bircok bakteri tarafindan degrede edilmeyen Orange Il ile Amido Black

boyalarini yuksek oranlarda gidermeyi basardigi saptanmistir [126].

Funguslarla ilgili yapilan g¢esitli arastirmalara goére ise, calkalamanin boya

gideriminde rol oynayan lignolitik sistemi baskiladigi ortaya ¢ikariimistir [127].

Ancak calismamizin aksine bazi arastirmacilar galkalamali inkibasyon kosulu ile
artan oksijen transferinin, boya gideriminde aktif rol oynayan oksidatif enzimlerin
ekstrasellller aktivitesini optimum seviyeye tasimasina bagli olarak, boya
gideriminde daha etkili oldugunu savunmaktadir [117] .

P. fluorescence ve A. baumannii suslar ile yapilan calismada; Metil Oranj
boyasinin calkalamali inkibasyon kosulunda daha yuksek seviyede dekolorize

oldugu saptanmistir.[119]

4.2.3. Gesitli Boyalarin 24 ve 48 Saatlik Inkiibasyon Sirelerinde

Giderimlerinin Belirlenmesi

Bakteri ile yapilan cgesitli boya giderim calismalarina bakildiginda en yuksek

oranda dekolorizasyonun gerceklestigi inkibasyon suresinin bakteri susu ve



boyanin yapisina bagli olarak cesitlilik gosterdigi ve bir ¢ok farkli galismada
boyalarin gideriminin 48 saatte tamamlandigi gorulmektedir [101], [119], [123].

Calismamizda B. turingiensis susu ile boya giderimi ¢alismalari i¢in uygun
boyalarin segiminde uguncu kriter olarak 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sirelerinde
cesitli boyalarin giderimi belirlendi. Bu amagla B. thuringiensis susu boya giderim
besiyerine ekildi, 37°C’de 24 ve 48 saatlik inklbasyon sureleri sonunda boyalarin
giderimi belirlendi. Elde edilen sonuglara gére Anilin Sarisi, Metil Oranj, Evans
Blue boyalarinin giderimi ilk 24 saatte diger boyalara kiyasla daha yuksek oldugu
saptandi. Tum boyalarin 48 saat inkUbasyonda 24 saat inkubasyona gore daha

yuksek oranlarda boya giderimleri oldugu saptandi.(Sekil 4.3)

B.subtilis, Metil Kirmizisi boyasin1 48 saat sonunda %98’¢ varan oranda gidermeyi
basarmis; benzer bir sekilde Pseudomonas fluorescence ile boya giderim g¢alismasinda

inkubasyon suresi 48 saat olarak belirlenmistir [106], [123].

Calismamiz boyunca; farkli kimyasal yapiya sahip Metil Oranj, Akridin Oranj, Anilin
Sarisi, Bismarck Brown Y, Evans Blue, Tripan Mavisi, Metilen Mavi ve Metil
Kirmizi boyar maddelerin B.thuringiensis tarafindan renk giderimi denendiginde

B.thuringiensis’in boya giderim yeteneginin boya c¢esidine gore degistigi gdzlendi.

Calismamizda s6z konusu boyalarla denenen U¢ kritere goére renk giderimi
acisindan en iyi sonu¢ gosteren boyalarin Metil Oranj ve Evans Blue oldugu
saptandi. (sekil 4.1, 4.2 ve 4.3). Calismamiza bu boyalarin renk giderimi ile devam
edildi. Yapilan literatur taramalarinda daha 6nce B.thuringiensis susu ile Metilen

Mavisi disinda bagka boyalarinin giderim ¢aligsmalarina rastlanmadi [101].

4.3. Reaksiyon Ortaminda Bacillus thuringiensis Susu ile Metil Oranj ve
Evans Blue Boyalarinin Gideriminde Optimum Fizyolojik Kosullarin

Belirlenmesi

Boya giderim calismasinda kultir ortaminin baglangi¢ pH’si, inkibasyon sekli,

uretim sicakh@i gibi fizyolojik kosullarin timu boya giderim miktarini etkilemektedir.



Bu nedenle Bacillus thuringiensis sugu ile boya giderim miktarini artirmak

amaciyla ¢alismamizda Uretim ortamindaki en uygun fizyolojik kosullar saptandi.
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Sekil 4.3. inkiibasyon Siiresinin Boya Gideriminde Etkisi.

Uretimler bolim 3.3.3.’te anlatildigi sekilde gergeklectirildi. Sonuglar t¢ calismanin

ortalamasidir standart sapmalar grafik Gzerinde gosteriimektedir.

Calismamiz boyunca sekil 4.2.de de gosterildigi Uzere statik inkibasyon kosulu
calkalamali duruma kiyasla daha yuksek boya giderimi sagladigindan, tretimler

tum deneylerde statik inkUbatorde gergeklestirildi.



4.3.1. Bacillus thuringiensis Susu ile Metil Oranj ve Evans Blue Boyalarinin

Gideriminde Baslangi¢ pH Degerinin Etkisinin Belirlenmesi

Calismamizda ilk olarak boya giderimi icin uygun baslangi¢ pH’sI saptandi. Farkl
baslangi¢ pH’larinin boya giderimine etkisinin belirlenmesi amaci ile diger tim
fizyolojik kosullar sabit tutulmak sartiyla, besiyerlerinin baslangic pH’lari 5,5-8,0
arasinda olacak sekilde ayarlandi. Ardindan boya giderim besiyerlerine; B.
thuringiensis susu ekildi. 37°C’'de 48 saatte Uretim gerceklestirildi. inkiibasyon
sonrasi, sivi kilturlerden alinan érnekler 2.000 rpm’de 20 dakika santrifuj edildi ve
boya giderim degerleri belirlendi. Bu baglamda Metil Oranj boyasi i¢in pH’In 6.0 ve
Evans Blue boyasi icin pH'In 7.5 oldugu ortamlarda boya gideriminin en fazla
oldugu saptandi (Sekil 4.4). Elde edilen sonucglara gore, Evans Blue boyasinin
gideriminin degisik pH degerlerine goére ciddi oranda degiskenlik gosterdigi, ancak
Metil Oranj boyasinin gideriminin pH dederindeki degisiklerden c¢ok fazla

etkilenmedigi gozlemlendi.

Yapilan benzer calismalarda Bacillus sp. susu ile Metil Oranj boyasinin

gideriminde optimum pH degeri 8.5 olarak saptanmistir.[104]

Cahsmamizdaki bulgulara benzer olarak baska bir calismada Pseudomonas
bakterisi ile Metil Oranj boyasinin giderimi pH 6-10 arasi denenmis ve optimum pH
8.0 olarak gerceklestiriimis olup; E.coli ile Reactive Red boyasinin giderimi igin
optimum pH 7.0 olarak belirlenmistir [128], [106].

Tekstil atiksulari kaynakl bakterilerin boyar madde aritimi ¢calismasinda bakteriler
tarafindan en iyi boya gideriminin pH 8de gergeklestigi ve dolayisiyla bu
bakterilerin alkali 6zellik gosteren tekstil atiksularina genellikle uyumlarinin kolay

olacagi ongorulmustur [121].
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Sekil 4.4. Baslangic pH Degerinin Boya Gideriminde Etkisi.

Uretimler bdlim 3.3.3.te anlatildi§i sekilde gibi gergeklestirildi. Sonugclar 3

calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Gzerinde gdsterilmektedir.

Azo boyanin bakteriyel giderimini etkileyen faktorlerin incelendigi ¢galigmalarda pH
degeri 7.0 elde edilmig [79], [110], [117], [116] ; indigo boyalar i¢in ise hic¢bir pH
ayarlamasi yapilmadan yuksek boya giderimi sonuglari elde edilmis ve pH

degisiminin boya giderimine etki etmedigi saptanmistir [129].



4.3.2. Bacillus thuringiensis Susu ile Metil Oranj ve Evans Blue Boyalarinin
Gideriminde Farkh Baslangic Boya konsantrasyonlarinin Etkisinin
Belirlenmesi

Baslangi¢ boya konsantrasyonunun boya giderimine etkisinin belirlenmesi amaci

ile diger tum fizyolojik kosullar sabit tutulmak sartiyla boya giderim besiyerlerine

50-300 ppm arasinda hazirlanmig olan boya solusyonlari eklendi ve boyali

besiyerlerine; B. thuringiensis susu ekildi. 37°C’de 48 saatte Uretim gergeklestirildi.

inklibasyon sonrasi, sivi kiiltiirlerden alinan 6rnekler; 2.000 rpm’de 20 dakika
santriflj edildi ve supernatantlarin boya giderim degerleri belirlendi. Bu baglamda

Metil Oranj giderimi i¢cin 100 ppm ve Evans Blue i¢in 300ppm olan ortamlarin boya

giderimi agisindan daha verimli oldugu saptandi. Ancak galismamiz sonugclarina

gore saptanan optimum boya konsantrasyonlarindan daha dusik veya daha
yuksek miktarlardaki boyalar, renk gideriminde azalmaya sebep olmaktadir (Sekil

4.5).

Uygun baslangic boya konsantrasyon miktarlarinin  Uzerindeki boya
konsantrasyonlari renk gideriminde azalmaya neden oldugu gibi bakteriyel

inhibisyona da neden olabilir.

Benzer galismalarda Pseudomonas bakterisi ile Metil Oranj boyasinin giderimi
baslangi¢ boya konsantrasyonu 400 ppm olup, Bacillus sp. ayni boyayr 1000
ppm baslangi¢ konsantrasyonu ile 7 gun igerisinde %98e kadar gidermeyi
basarmigtir [104], [128].

Tekstil atiksuyu kaynakl bakterilerin 50-400 ppm arasinda degisen baslangig
Remazol Blue konsantrasyonlarinda en iyi boya giderim verimi, 50 ppm’de 87.4%

oraninda saptanmigtir [113].

4.3.3. Bacillus thuringiensis Susu ile Metil Oranj ve Evans Blue Boyalarinin
Gideriminde inkiibasyon Sicakhginin Etkisinin Belirlenmesi
Farkli sicaklik degerlerinin boya giderimine etkisinin belirlenmesi amaci ile diger

tim fizyolojik kogullar sabit tutulmak sartiyla besiyerlerine boya giderim
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Sekil 4.5. Baslangi¢ Boya Konsantrasyonun Boya Gideriminde Etkisi.
Uretimler bélim 3.3.3.’te anlatildigi gibi gergeklestirildi. Sonuglar ¢ ¢alismanin

ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Gzerinde gosterilmektedir.

besiyerlerine; B.thuringiensis susu ekildi. Statik kosulda 25-45°C arasinda
ayarlanmis olan inklbatorlerde 48 saatte Uretim gerceklestirildi. inkiibasyon
sonrasi sivi kilturlerden alinan 6rnekler; 2.000 rpm’de 20 dakika santrifuj edildi ve

supernatantlarin absorbans degerleri Olgllerek boya giderimi saptandi. Bu



baglamda en yuksek boya giderimi aktivitesine 35°C’de inkibe edilen ortamlarda
rastlandi ve bu sicakhgin yukseldigi ve azaldigi ortamlarda boya gideriminin

azaldig1 gézlemlendi (sekil 4.6).

Literatirde boya giderebilen ve boyayl parcalayabilen bakteriler ile ilgili
g¢alismalarin gogunda inkibasyonun 25°C - 40°C araliginda gergeklestirildigi
belirtiimektedir [117], [79], [116].

Metil Oranj boyasinin giderimi igin yapilan c¢alismada Bacillus sp. ile 30°C’de,
%98’e varan oranda boya giderimi gerceklesirken, Pseudomonas sp. ve Proteus

sp. suglari ile ile en iyi sonug 37°C’de elde edildi belirlendi [104], [110], [128],

Calismamiza benzer olarak bagka bir calismada Metil Oranj boyasinin maksimum
renk gideriminin 35°C’ de oldugu, 40°C’ de renk gideriminin dustugu belirtilmistir
[128].

Ancak calismamizin aksine 20-35°C arasinda renk gideriminin gerceklestirildigi bir
calismada, en dusik renk gideriminin 35°C’de oldugu ve bunun nedeninin bu
sicaklikta renk gideriminde gorevli olan enzimin aktivitesinin dismesi oldugu

saptanmistir [117].

Enterobacter agglomerans susunda boya gideriminde etkili olan azoreduktaz
enziminin, 40°C Uzerindeki sicakliklarda aktivitesinin azalmasi, bulgularimizi
desteklemektedir [125].

4.3.4. Metil Oranj ve Evans Blue Boyalarinin Gideriminde inkiibasyon

Sdiresinin Etkisinin Belirlenmesi

inkiibasyon siiresinin boya giderimine etkisinin belirlenmesi amaci ile diger tim
kosullar sabit tutulmak sartiyla, boya giderim besiyerlerine; B. thuringiensis susu
ekildi. 37°C’de uretilen sivi kiltirlerden 12., 24., 36., 48. ve 56. saatlerde alinan
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Sekil 4.6. inkiibasyon Sicakliginin Boya Gideriminde Etkisi.

Uretimler bolim 3.3.3.’te anlatildigi sekilde gerceklestirildi. Sonugclar 3 calismanin

ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Uzerinde gosterilmektedir.

ornekler; 2.000 rpm’de 20 dakika santriflij edildi ve supernatantlarin boya giderim
degerleri belirlendi. Sekil 4.7’ de de goruldigu gibi ilk 24 saatte Evans Blue boyasi,

Metil Oranj boyasina gore daha verimli giderildi ancak c¢aligmamiz sonuglarina



gore boya giderimi miktarinin 56. saatte en yuksek oldugu ve bu surede her iki
boya i¢in de %100 verim elde edildigi (Sekil 4.7).

Bakteri ile yapilan cesitli boya giderim c¢alismalarina bakildiginda en yuksek
oranda boya giderimi gergeklestigi inkibasyon suresinin bakteri ¢esidi ve boyanin
yapisina bagl olarak farklilik gésterdigi gorulda [121].

Bacillus turdleri incelendiginde, Metilen Mavisinin B.thuringiensis tarafindan
giderilmesinin 48 saatte gerceklestigi; Bacillus sp ile Metanil Yellow boyasinin
giderim siresi 78-84 saat arasi oldugu gozlendi. [119], [17], [127]. Bacillus cereus
susu reactive black B boyasini 12 glin sonunda gidermis olup, Bacillus ttrinin
baska bir susunda ise Metil Red boyasinin 48 saat sonunda %98’e varan boya
giderimi gercgeklestirdigi gozlenmistir [123], [26] Bizim ¢alismamizda da 56. saatte
tum boya giderilmesine ragmen, 48 saate boya gideriminde yuksek verime
ulasildigi i¢in B. thuringiensis suslari ile galismanin avantajli oldugunu belirtebiliriz.
(Sekil 4.7.)

Diger calismalar incelendiginde, Pseudomonas spp tarafindan boya gideriminin 4
gunde; Pseudomonas fluorescence ve Acinetobacter baumannii suglari tarafindan
Metil Oranj, 55 ile 60’inci saatler arasinda giderildigi saptandi; [128], Atiksu
kaynakli bakteri kulturt incelendiginde ise Remazol Blue boyasinin giderimi 72.

saat sonunda gergeklestirildigi goraldu [121].

Baska bir calismada ise; Bacillus sp. ile Metanil Yellow boyasinin giderimindeki en
uygun inkibasyon suresi 78-84 saat arasi olarak gézlenmisken, ayni ¢alismaya
gore, Bacillus cereus susu, Reactive Black B boyasini 12 gin sonunda
giderebilmistir [115], [120].
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Sekil 4.7. inkiibasyon Siiresinin Boya Gideriminde Etkisi.
Uretimler bolim 3.3.3.’te anlatildi§i sekilde gergeklestirildi. Sonuglar ti¢ gcalismanin

ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Uzerinde gosteriimektedir.

4.3.5. Bacillus thuringiensis Susu ile Metil Oranj ve Evans Blue Boyalarinin
Gideriminde Farkhh Baslangic Mikroorganizma Konsantrasyonlarinin
Etkisinin Belirlenmesi

Baglangic mikroorganizma konsantrasyonunun boya giderimine etkisinin

belirlenmesi amaci ile diger tim fizyolojik kosullar sabit tutulmak sartiyla boya



giderim besiyerlerine; McFarland 0.5-4 arasi ayarlanan bulanikliklara gore B.
thuringiensis susu ekildi. 37°C'de 48 saatte Uretim gerceklestirildi. inkiibasyon
sonrasi, sivi kilturlerden alinan érnekler 2.000 rpm’de 20 dakika santrifuj edildi ve
supernatantlarin boya giderim degerleri belirlendi. Metil Oranj giderimi igin
McFarland 3 ve Evans Blue icin McFarland 4 bulanikliklarina gore ayarlanan
cOzeltilerden alinan orneklerin boya giderimi miktarlarinin daha yuksek oldugu
saptandi (Sekil 4.8). Yani baslangic mikroorganizma konsantrasyonu arttikca boya

gideriminde daha verimli sonuglar elde edildi.

Bacillus thuringiensis susu ile bir galismasinda, baslangi¢ mikroorganizma
konsantrasyonu 0.5 McFarland olarak ayarlanmig olup; iyi sonuglar elde edilmistir
[29]. Ancak bazi arastirmalarda ise mikroorganizmalar kati besiyerinde izole
edilmig ve olugan koloniler 6ze yardimiyla boya giderim ortamina inokule edilmistir
[115].

4.4. Bacillus thuringiensis Susu ile Metil Oranj ve Evans Blue Boyalarinin

Gideriminde Biyosorpsiyonun Etkisinin Belirlenmesi
4.4.1. Biyokdutle ile Boya Gideriminin Saptanmasi

Calismamizda canh ve 6lU biyokutlenin boya giderimine etkisinin belirlenmesi
amaci ile, boya giderim besiyerleri iki paralel grup olacak sekilde hazirlandi. Birinci
grup orneklerde; canh biyokutle, diger grup drneklerde ise; 6lu biyokutle eklendi.
37°C’de 48 saatlik inkubasyon sonrasi sivi kulturlerden alinan 6rnekler; 2.000
rom’de 20 dakika santrifij edildi ve supernatantlarin boya giderim degerleri

belirlendi.

Ol ve Canl biyokiitle ile gerceklestirilen boya giderimi denemeleri sonucunda;
canli biyokutlede yapilan boya gideriminin daha yuksek oldugu ve olu hucrelerle
yapilan boya gideriminin yok denecek kadar az oldugu saptandi. Bu da,
calismamiz kapsaminda kullanilan mikroorganizma ile gergeklesen boya

gideriminin biyoparcalanma ile ilgili oldugunu distndurmektedir (sekil4.9).
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Sekil 4.8. Baglangi¢ Mikroorganizma Konsantrasyonun Boya Gideriminde Etkisi.

Uretimler bolim 3.3.3.’te anlatildigi sekilde gerceklestirildi. Sonuglar ti¢ calismanin

ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Gzerinde gosterilmektedir.

Mikroorganizmalarla elde edilen renk gideriminin adsorpsiyon ya da
biyoparcalanma ile ilgili oldugu konusuna agiklik getirmek amaciyla yapilan bir

diger calismada, B. cepacia, E. aerogenes, P. agglomerans, P. vulgaris



mikroorganizmalarinin 6lu ve canli hucreleriyle gergeklestirilen boya giderimi
denemelerinin sonucunda, canh hucrelerle yapilan boya gideriminin daha yuksek

oldugu saptanmistir [132]. Bu da bizim bulgularimza paraleldir.

Ol biyokiitle ile yapilan calismamiz, hiicrelerin otoklavlanmasindan sonra
yapilarinin bozulmasi nedeni ile boyalarin baglanabilecegi alanin azalmasi

sonucuna varilabilir [131].

Reaktif boyalarin gideriminde ise bisorpsiyon ve biyoparcalanmayi karsilastirmak
amaciyla 3 farkl gram negatif bakteri susu olarak Aeromonas sp., Pseudomonas
luteola ve E. coli, ve iki farkli gram pozitif bakteri susu olarak B. subtilis ve S.
aureus secilmis ve iki grupta da reaktif boyalarin giderimi karsilastiriimistir. Bu
arastirmaya gore gram negatif bakterilerde biyosorpsiyon ile boya gideriminin

biyolojik pargalanmaya kiyasla daha yuksek oldugu saptanmistir [133].

Funguslarla yapilan bir ¢alismada ise Humecola sp. lle Metil Oranj boyasinin
gideriminin Olu biyokutle ile daha yuksek oldugu saptanmisken; yapilan bir diger
calismada da Aspergillus sp, Trichoderma sp ve fusarium sp. ile ayni boyanin

giderimi icin 61U biyokutle uygun gérinmastir [104], [134].

Calismamiza benzer olarak Pleurotus ostreatus ile deri endustrisinde kullanilan
birgcok boyanin giderimi i¢in gergeklestirilen denemeler sonunda canli misellerle %
97 renk giderimi elde edilmisken 6lU misellerle % 15 gibi disuk derecelerde renk
giderimi saptanmistir [135]. Bu sonugclar azo boya renginin gideriminde mikrobiyal

aktivitenin rol oynadigina dair dugiincemizi kuvvetlendirmektedir .

Sonug olarak, tim boyalar icin statik ve galkalamali inkibasyon kosulunun
etkisinin boyalarin gideriminde en 6nemli etken oldugu saptandi. Metil Oranj
boyasinin gideriminde ise statik inkibasyon kosulunun daha ylksek bir etkinlik
gosterdigi belirlendi. Calismamizin devaminda, Metil Oranj ve Evans Blue
boyalarinin giderimlerinde optimum inkibasyon kosullar belirlendi. En ytksek boya
gideriminin saglandigi pH degerinin Metil oranj boyasi i¢in 6,0; Evans Blue boyasi
icin de 7.5 oldugu belirlendi. Optimum baslangi¢ boya konsantrasyonlari ise, Metil
Oranj i¢cin 100 ppm; Evans Blue icgin ise 300 ppm olarak belirlendi. Yukarida

belirtilen kogullara ek olarak, 35°C’lik ortam sicakhgdinin her iki boyanin giderimi



icin de optimum bir sicaklik oldugu tespit edildi. Bu kosullar altinda, 56 saat

inklibasyonun sonunda %100 boya giderim verimine ulagildi.
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Sekil 4.9. Biyosorpsiyonun Boya Gideriminde Etkisi

Uretimler bélim 3.7.’de anlatildigi sekilde gergeklestirildi. Sonuglar 3 calismanin

ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Uzerinde gosterilmektedir.

Bu baglamda, calismamizda kullanilan B.thuringiensis susunun, kisa surede ciddi
oranda boya giderimi gergeklestirmesinin yani sira, statik inkibasyon ortaminin da
cesitli boyar maddelerin giderilmesine galkalamali ortama kiyasla ¢ok daha fazla
katkida bulundugu saptandi. Literatirde , s6z konusu bakteri susu araciligiyla
bugine kadar sadece Metilen Mavi boyasinin giderilebildigine rastlanmis olmasi

calismamizin 6zgun nitelikte oldugunu gostermektedir.



Bu calismada elde edilen bulgularin 1g1g1 altinda, boya giderimi denemelerinde
kullanilan B.thuringiensis’in Metil Oranj ve Evans Blue azo boyalarinin boya
giderim degerlerinin  yuksek olmasi bu mikroorganizmanin endustriyel
uygulamalarda kullanilabilirligini goéstermektedir. Ancak B.thuringiensis’in c¢esitli
boyalari giderme yetenekleriyle ilgili mekanizmalarin aydinlatiimasi i¢in daha ileri
arastirmalara ihtiyag vardir. Calisma bulgularimizin bu arasgtirmalar igin temel

olacagi dusunulmektedir.
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