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OZET

Spirulina platensis ile Cesitli Boyalarin Renk

Giderimlerinin Arastiriimasi

NAVID YAKHDANSAZ
Yuksek Lisans, Biyoloji Boliumu
Tez Danismani: Prof. Dr. NILUFER AKSOZ
TEMMUZ 2015, 62 sayfa

Yapilan bu calismada Spirulina platensisiin boyar madde giderimi amaciyla
kullanilabilirligi arastinlmistir. Calisma Zarrouk besiyerinde gergeklestirilmis ve
once boyar madde olarak, azo-boyalar olan Reactive Yellow, Reactive Red,
Reactive Black 5 ve Basic Red 46 kullaniimig, Spirulina platensis ‘in renk giderim
orani 240 saatlik inkibasyon sonucunda bu 4 boya i¢in sirasiyla %44.4, %26.21,
%50.1, %96.48 olarak saptanmistir. Bu nedenle calismalara Basic Red 46 ile

devam edilmistir.

Bu calismada renk giderimi icin inkibasyon siresi, besiyeri pH degeri, inokilan
miktari, boya konsantrasyonu, statik ve calkalamali inkibasyonun etkisi gibi
optimum fizyolojik kosullar incelendi. Tim deneyler 240 saat inkiibasyon siresince
yapildi. Optimum pH 9 olarak belirlenirken, 40°C de 96. saatte boya gideriminin
%96.7 olarak gerceklestirildi saptandi. Basic Red 46 boyasinin gideriminde statik
inkiibasyonun uygun oldugu, boya konsantrasyonu artisinin renk giderim etkinligini

azalttigi, baslangig boya konsantrasyonunun 50 ppm olmasi halinde renk



gideriminin 240. saate %97.2 oldugu, 75, 100, 125 ve 150 ppm oranlarinda ise
ayni sUre sonunda sirasiyla %93.05, %34.1, %32.4 ve %3 olarak saptandigi
belirlendi. Calismamizin son asamasinda ise Basic Red 46 boyasinin giderimi igin
canli ve oOlu biyokutle kullanilarak renk giderimi arastirildi ve canli Spirulina
platensis ‘in az da olsa daha etkili oldugu saptandi. Optimize kosullarda elde
edilen sonuglar baslangi¢ kosullari ile kiyaslandiginda dekolorizasyon suresinin

kisaldigi gozlendi.

Anahtar Kelimeler:

Basic Red 46, Boya giderimi, Mikroalg, Spirulina platensis



ABSTRACT

Investigation of Decolorization of Various Dyes by

Spirulina platensis

NAVID YAKHDANSAZ
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Nilifer AKSOZ
JULY 2015, 62 pages

The objective of this study was to investigate the decolorization capacity of
Spirulina platensis. The study was performed in Zarrouk media and as dye
material azo-dyes such as Reactive Yellow, Reactive Red, Reactive Black 5 and
Basic Red 46 were used. After 240 hour of incubation, the decolorization rates
were %44.4, %26.21, %50.1 and %96.48 respectively. Due to these results, the
study was continued with Basic Red 46. Optimum physiological conditions for
decolorization, such as incubation period, media pH, inoculum amount, dye
concentration, static or rotational incubation, were investigated. All experiments
were carried out for 240 hours. While the optimal pH value for color remover was
detected as 9.0, in the 96th hour of incubation and at 40°C the decolorization rate
was 96.7%. For Basic Red 46 color remover, static incubation was more effective
when compared to rotational conditions. In this study, it was also determined that,
increasing dye concentration caused a decrease in decolorization. When initial dye
concentration was 50 ppm, 97.2% decolorization in 240th hour was observed and



at the same duration with 75, 100, 125 ve 150 ppm dye concentration,
decolorization effetiveness was recorded as %93.05, %34.1, %32.4 ve %3

respectively.

At the last step of the study, for the decolorizaion of Basic Red 46 dye, the ability
of live and dead biomass was investigated and it was determined that, althought
not very significant, live Spirulina platensis had a more effective color remover
capasity. As a final result, it was detected that decolorization of Basic Red 46, with
Spirulina platensis, increased when the incubation was performed under optimal

conditions.

Keywords:

Basic Red 46, Dye decolorization, Microalgae, Spirulina platensis
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1.GIRIS

Su hayattir sézctugu halen gegerliligini korumakla birlikte giinimuizde suyun hizla
kirletiliyor olmasi hayatimizi da tehdit altina sokmaktadir. Kirletilmis sularda toksik,
organik ve inorganik olarak ¢oézunmus kati maddeler, asitler ve boyar maddeler
gibi bircok kirletici yer almaktadir ve bunlarin arasinda boyar maddeler en

istenmeyen kirletici olarak kabul edilmektedir [1].

Boyar maddeler aromatik molekuler yapidadir. Sentetik kdkenleri boyalarin, daha
dayanikli olmalarini ve boylece de biyolojik olarak pargalanmalara direng
goOstermeleri sonucunu dogurmaktadir [2]. Boyalarla kirletilmis sularda suyun 1g1k
gecirgenligi dismekte ve dolayisiyla da bu tip sularda fotosentezin olumsuz
etkilenmesi yaninda ¢ozUnmus oksijen miktarinin azalmasi da s6z konusu
olmaktadir. Bunlara ek olarak, boyar maddelerle kirletilmis sularda bu boyalarin
icerdikleri metal, klorir ve benzeri bilesikler de fotosentetik aktiviteyi ve sucul

yasami etkilemektedir [3].

Hizli sanayilesme ve kentlesmeye paralel olarak, boyalar da dahil olmak Uzere ¢ok
saylda kimyasal Uuretiimekte ve JUretilen bu kimyasallar gunluk yasamda
kullaniimaktadir [4]. Boyar maddeler tekstil sanayinde siklikla kullaniimaktadir ve
bu sanayinin renkli atik suyu, su kirliliginin en belirgin gostergelerinden biri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Boyar madde ile kontamine olan atiksu ¢ok az miktarlarda
dahi su ortaminda eklendiginde 6nemli sonuglara neden olabilir. Bu durum sadece
renk nedeniyle ortaya ¢ilkmaz, boyalarin icerdigi toksik maddeler de ilave etki
yaratir. Atiksularda, boyar maddelerin diginda pargalanabilir organik madde, besin,
pH’ yI degistiren madde, tuz, kikurt ve toksik maddeler gibi diger kirleticiler de yer
alabilmektedir [5].

Tekstil sanayi atiksularinda yer alan atiklar diger tim endustriler arasinda gevreyi
en cok kirletenler olarak kabul edilir. Tekstil sanayi atiksularinin, ¢evre ve saglik
Uzerine olan etkileri uzun zamandir bilimsel incelemelere konu olmustur.
Cevredeki boyalarin bertaraf edilmemesi, 1s1gin suya nuUfuzunu sinirlayarak

hidrofitlerin  fotosentez aktivitesinin ciddi anlamda etkilemesi sonucunu



dogurmasinin yaninda, yikilmalari gergeklestirildiginde de bu kere bazi yikim
ardnlerinin  sucul organizmalar igin toksik etki yaratmasi ile de ilave bir
olumsuzluga yol agmaktadir. Bu durum ayni zamanda ekosistemin butunlugu,
toprak verimliligi ve bitki buyUmesini de etkilemektedir [6]. Tum bu istenmeyen
durumlar, mevcut ekolojik dengeyi iyice tehdit eder bir durum yaratmakta ve bu
nedenle de insanoglu ve tum canllar i¢in yasanabilir bir ortam olusturmak temel

hedef olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Atik sulardan boyar maddelerin giderimi fiziksel ve kimyasal gibi farkli yontemler
ile gerceklestirilebilir. Ancak bu yontemlerin maliyetinin olduk¢a ylksek olmasi ve
ortaya ¢ikan buyuk miktarda konsantre gamurun yok edilmesi problemlere neden
olmaktadir. Bu nedenle atik sularin boyar maddelerden arinmasi igin etkili ve

ekonomik olan biyolojik sistemler gibi alternatif yontemlere gereksinim vardir [6].

Yenilenebilir enerji kaynaklarinin gunumuizde birgok uygulama yontemi
bulunmaktadir, bunlarin igcersinde en onemlilerinden birisi de mikroalglerin genis
caph uretimi ile elde edilen biyomastir. Gunumuzde Uretilen en populer algler,
Chlorella, Spirulina, Dunaliella, Hematococcus ve Porphyridium’ dur. Bunlardan

Spirulina ve Chlorella endustriyel olarak en ¢ok tretime sahiplerdir [7].

Yapilan tezin amaci literatirde ¢ok az rastlanan Spirulina platensis biyomasin
kullanilarak tekstil boyalarin renk giderimini arastirmaktir. Bu amacgla Zarrouk
besiyeri kullanilarak biyomas elde edilmis ve boyar madde renk giderimine

bakilmigtir.



2. GENEL BILGI

2.1. Boyar Maddelerin Siniflandiriimasi

Boyar maddelerin siniflandiriimasi c¢esitli  sekillerde yapilabilmektedir, bu
siniflandinimalarda uygulama alani, ¢ézunurluk ve kimyasal yapilar gibi 6zelliklere
dikkat cekilmektedir.

Boyar maddelerin uygulama alanina goére siniflandirmasi

. Reaktif boyar maddeler

. Asit boyar maddeler

. Premetilize boyar maddeler

. Direkt boyar maddeler

. Azoik (Naftol) boyar maddeler
. Dispers boyar maddeler

. Vat boyar maddeler

. Kikurt boyar maddeler
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. Bazik boyar maddeler [8].

Boyar maddelerin kimyasal yapilarina gére siniflandirmasi

1. Nitro ve nitrozo boyar maddeler
2. Azo boyar maddeler

3. Polimetin boyar maddeler

4. Arilmetan boyar maddeler

5. Karbonil boyar maddeler [9].

2.1.1. Boyar Maddelerin Uygulama Alanlarina Gore Siniflandirmasi

2.1.1.1. Reaktif Boyar Maddeler



Suda c¢ozunebilirlikleri yiiksek olan Reaktif boyar maddeler kicik ve basit molekl
yapilarina sahip ve en son nesil boyalardandir. Seliloz esasl liflerin boyanmasi
amaciyla gelistiriimis olan bu boyalar giinimuzde pamuk (PROCION), ipek ve yun
(PROCILAN) gibi cesitli elyaflarin boyamasinda kullaniimaktadir. Bu boyalar renk
olusturmak icin liflerin molekulleri ile reaksiyona girererek etkili olurlar. Reaktif

boyar maddeler isik ve yikamalarda iyi dayanaklilik gosterir [8,9].

2.1.1.2. Asit Boyar Maddeler

Bazik boyar maddelerin asidifiye edilmesi ile elde edilen Asit Boyar maddeler
protein liflerinde kullanilmak amaciyla gelistirilmis olmakla birlikte, naylon ve
akrilillerde de kullanilabilir. Asit boyar maddeler uygun isik dayanaklihgi gosterirler
ancak yikamada dayanikliliklari zayiftir. Bundan ayri olarak, suda ¢oézunurlalikleri
de yuksektir. Asit boyar maddeler sulfurik asit guruplari yanisira genellikle suda

¢6zunurlik saglayan sulfonik veya karboksilik asit tuzu gruplarini da igerir [8].

2.1.1.3. Premetelize Boyar Maddeler

Asit boyar maddelerine bir ya da iki krom molekullu eklenmesi ile elde edilmis
boyar maddedir, godunlukla kendi iplerini boyamakta olan dokumacilar tarafindan

kullanilan bir sentetik boyar madde turadur [8].

2.1.1.4. Direkt Boyar Maddeler

Direkt boyar maddeler sellloz liflerini boya banyosunda acgik renk almalari igin
mordan (renk sabitlegtirici) bulunmadan boyamak icin kullanilirlar. Bunlar
genellikle tek sabitlestirici olarak tuzu kullanan boyar maddelerdendir, agik tonlar
verirler ve iyi ylkama dayanakliigi gostermezler. Direkt boyar maddeler diger
kimyasallarin yardimi olmadan kumas molekullerine baglanabilen boyalardandir.

Bu tip boyalar pamuk, kagit, deri, yun, ipek ve naylonlarda kullanilmaktalar [8].



2.1.1.5. Azoik (NAPHTHOL) Boyar Maddeler

Farkli renkleri olan Azoik boyar maddeler her ne kadar sellloz lifleri igin
tasarlanmiglarsa da, protein lifleri Gzerinde de basarii bir sekilde
kullanilmaktadirlar. Bu boyalar Asya ve Avustralyanin her yerinde yaygin bir
sekilde kumas boyamasi ve kumas veya kagit Uzerinde ilging doku efektleri

vermek igin kullaniimaktadirlar [8].

2.1.1.6. Dispers Boyar Maddeler

Onceleri asetat lifleri icin gelistirilen bu boyar maddeler, simdilerde sentetik lifler
icin kullanilan énemli boyar maddelerdir. Dispersiyon boyar maddeler Toz boyar

maddeler ve Sivi boyar maddeler olarak iki formda bulunurlar [8,9].

2.1.1.7. Vat Boyar Maddeler

Bu tlr boyar maddeler sellloz lifleri i¢in kullanilan ve ¢ok hizli etkileyen boyar
maddelerdir. CoOzunur bir bilesik olarak kumasa uygulanirlar. Agirlikli olarak

pamukta kullaniimaktadirlar [8].

2.1.1.8. Bazik Boyar Maddeler

Renkleri aciktir ancak 1sik ve yikamalara zayif dayanakhlik gostermektedirler.

Pamuk, yun ve ipek boyamalarinda sikca kullaniimaktadirlar [8].
2.1.2. Boyar Maddelerin Kimyasal Yapilarina Gore Siniflandirmasi

2.1.2.1. Nitro ve Nitrozo Boyar Maddeler

Nitrdz asit ile fenollerin reaksiyonu sonucunda sentezlenmis boyalardir [9].
Yapilarinda iki de@erlikli demir bulunduran yesil pigmentli boyar maddelerdir, 1s1k
ve 18I etkisine kargi direncli olup yaygin olarak duvar kagidi ve kalem Uretiminde

ayrica kauguk boyamasi igin kullanilirlar [10].



2.1.2.2. Azo Boyar Maddeler

Azo boyar maddeler gidalar, kozmetik, hali, giysi, deri ve tekstil gibi tiketim
mallarinda kullanilan sentetik boyalarin ¢ok etkili blytk siniflarindandir [11].

Azo boyar maddeler tim organik renklendiricilerin % 60-80 inin temsil ederler ve
kimyasal yapilarinda bir ya da birkag nitrojen-nitrojen cift bagr (-N=N -) igerirler
[12]. (Sekil 2.1).

N=N
R’
Sekil 2.1. Azo boyar maddelerin genel yapisi

2.1.2.3. Polimetin Boyar Maddeler

Kromofor zincirinin bir ucunda bir elektron verici ve diger ucunda da bir elektron
alicisi bulundurarak bir ya da daha fazla -CH= (metin) grubu i¢ceren bu boyalarin
cogunda, vericiler ve alicilar nitrojen atomlandir. Isik duyarcisi olarak

elektrofotografik film isleminde sikca kullanilirlar [9].
2.1.2.4. Arilmetan Boyar Maddeleri

BlyUk bir guruba sahip olan bu boyar maddelerin genel formUli sagdidaki gibidir
(Sekil 2.2):

R C R' X (X=0veyaN)

HII

Sekil 2.2. Arilmetan boyar maddelerin genel formuli



Burda R ve R’ benzen veya naftalin halkalarilardir, R” ise bir yada ka¢g amino

grubu olabilmektedir [9].

2.1.2.5. Karbonil Boyar Maddeler

Karbonil grubu; aldehidler (R— CHO) ve ketonlardan (R— CO— R’)
meydana gelmektedir. 1991’de Zollinger tarafindan tanimlanan karbonil boya ailesi
iki karbonil grubu, bir elektron vericisi ve bir elektron alicisi arasina yerlestirilmis

olan bilesikleri kapsamaktadir [9].

2.2. Mikroalglerin Tanimi

2.2.1. Mikroalglerin Siniflandiriimasi

Alglerin taksonomisi her gun yeni genetik ve yapisal kanitlarin takip edilmesiyle
surekli ve hizli bir gelisme gostermektedir. Alglerle bitkiler arasinda ayni depolama
bilesikleri Uretmek, saldirgan ve parazitlere kargi ayni savunma mekanizmasina
sahip olmak gibi cesitli benzerlikler s6z konusudur. Ancak bitkiler alglere goére
yuksek bir farklilasma (kokler, yapraklar, saplar vs.) gosterir. Alg tdrlerinin,
geleneksel siniflandirmasinda tutarsizliklar s6z konusu olmaktadir ve bu
siniflandirma bilgi birikimi ile degisebilmektedir. Siniflandirma igin bir pilot proje,
Van Den Hok ve arkadaslarinin (1995) calismasina dayanarak kabul edilmis ve
Bold, Wynne (1978), Margulis ve arkadaslari (1990), Graham ve Wilcox (2000)
gibi cesitli bilim insanlarinin siniflandiriimasi ile karsilastinimistir. Bulunan
prokaryotik tyeler Cyanophyta ve Prochlorophyta olmak tzere iki bdlum halinde
gruplandiriimistir. Okaryotik  Uyeler ise Galucophyta, Rhodophyta,
Heterokontophyta, = Haptophyta, Cryptophyta, Dinophyta, Euglenophyta,
Chlorarachniophyta ve Chlorophyta olmak tGzere dokuz bolimden olusmaktadir
[13]. (cizelge 2.1)



Cizelge 2.1. Farkh alg gruplarinin siniflandirma semasi

Alem (kingdom)

Bolum (division)

Sinif (class)

Prokaryota eubacteria

Cyanophyta
Prochlorophyta

Cyanophyceae

Prochlorophyceae

Eukaryota

Glaucophyta
Rhodophyta

Heterokontophyta

Haptophyta
Cryptophyta
Dinophyta
Euglenophyta
Chlorarachniophyta
Chlorophyta

Glaucophyceae
Bangiophyceae
Florideophyceae
Chrysophyceae
Xanthophyceae
Eustigmatophyceae
Bacillariophyceae
Raphidophyceae
Dictyochophyceae
Phaeophyceae
Haptophyceae
Cryptophyceae
Dinophyceae
Euglenophyceae
Chlorarachniophyceae
Prasinophyceae
Chlorophyceae
Ulvophyceae
Cladophorophyceae
Bryopsidophyceae
Zygnematophyceae
Trentepohliophyceae
Klebsormidiophyceese
Charophyceae

Dasycladophyceae

Bunlarin arasinda Spirulina cinsi, Cyanophyceae sinifinda bulunmaktadir.

2.2.2. Mikroalglerin Uretimi

2.2.2.1. Mikroalglerin Dogal Ortamda Uremesi

Algler dunyanin her yerinde ve hemen hemen her yasam kosulunda

ureyebilmektedirler. Hayvanlardan (salyangoz, yenge¢ ve kaplumbaglar), bitkilerde
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(aga¢ govdeleri, dallar ve yapraklar, su bitkileri), nehirlerden tuz golleri ve
gllcukler gibi ¢cok cesitli dogal alanlarda bulunabilmektedirler. Ayrica yagsamak igin
baraj ve rezervurlar gibi yapay ortamlar da algler tarafindan kullanilabilmektedir
[14]. Kaltar, alglerin Uredigi yapay ortam olarak tanimlanmaktadir. Kultir ortami
altinda algler 1sik ve sicaklik gibi kosullar altinda tutularak mimkin oldugu kadar

dogal ortamina benzer kosullarda Gretilmelidir [13].
2.2.2.2. Kultar Parametreleri

Bir kaltarin 3 farkl bileseni vardir; uygun bir besiyeri, besiyeri icinde Ureyen alg
hicreleri, kiltir ve atmosfer arasindaki karbondioksit gecisini saglamak igin hava.

Tamamen bir ototrofik alg Uremesi igin, 11k, COz2, su, besin ve iz elementlere
ihtiyac vardir. Fotosentez vasitasiyla alg gerekli olan tum biyokimyasal bilegiklerini
sentezleyebilmektedir. Sadece istisna bazi algler tamamen ototrofik olmasina
ragmen bazi biyokimyasal bilesikleri (bazi vitaminler) sentezleyememektedirler. Bu
alglerin uretilebilmesi icin ihtiya¢ duyduklari bu bilegiklerin ortamda mevcut olmasi
gerekmektedir [14]. Alglerin Gremesiyle ilgili en dnemli parametreler besin miktari

ve kalitesi, 1s1k, pH, tuzluluk ve sicaklktir [13].

* Sicakhk

Kdltarlerin inkibasyon sicakligi, organizmalarin dogal ortamindaki sicakliga
mumkun oldugu kadar yakin olmalidir. Kultirt yapilabilen mikroalg turlerinin tolere
edebildikleri sicaklik dereceleri 16-27 C arasinda olmakla birlikte, bu degerler
kaltarin bilesimi, tar ve irka gore degisiklik gosterebilir. Bu nedenle alglerin
(iretiimesinde cogunlukla 18-20°C arasinda ortalama bir deger kullaniimaktadir,

Sicaklik kontrolli inktbatoérlerde genellikle sabit sicakliklar kullanilir, ancak farkh
sicakliklara transferler yapilacaksa sicaklik degisimlerine adaptasyon igin degisim
haftada 2°C lik deg@erler halinde gergeklestiriimelidir. Alg kulttrlerinde Uretim
sicakliginin 16°C altina inmesi halinde Ureme yavaslar, oysa 35°C nin Ustlu bazi

turler icin 6lumcalddr [13].



* Isik

Isik, bitkilerde oldugu gibi alglerde de fotosentez reaksiyonunun surduricusudur,
fotosentez igin 1sik yogunlugu onemli bir rol oynar ama sartlar buyuk ol¢ide
besiyeri miktar1 ve alglerin yogunlugu ile degisir. Besiyeri miktarinin fazla olmasi
ve yiksek hicre konsantrasiyonlarinda, i1s1gin kultire ntfuz etmesi icin, siddetinin
artinimasi gerekli olmaktadir [14]. En sik kullanilan 1gik siddeti 100 ile 200 UE sec
1 m~? arasinda olmaktadir ki, bu degerler yaklasik %5-10 tam gln isigina (2000
HME sect m?) karsilik gelir. Ayrica asiri 1sinmayi engellemek igin dogal ve yapay

Isiklar bir arada kullaniimamalhdir [13].

° pH
Genellikle alg tlrleri icin optimum pH araldi 7 ve 9 arasidir. Dogru pH’' yi
saglamamak gibi bir hata kudltirin tamamen c¢Okmesine, pek ¢ok hulcresel

bozulmalarla, neden olabilir [13].

* Tuzluluk

Deniz algleri tuzluluk degisikliklerine son derece toleranslidir. Codu turler, kendi
dogal yasam alanlarinin biraz daha dusuk bir tuzluluk degerleri goOsteren
kultarlerde iyi ireme gosterirler. Alg Uretimi icin optimum tuzluluk degerinin 20-24

gl arasinda oldugu tespit edilmistir [13].

* (Calkalamal kultiirasyon
Calkalamak oOzellikle acik kultirlerde alglerin ¢okmesi ve tabakalagsmasini
Onlemek, tim hdcrelerinin 1sik ve besin almasini saglamk ve besiyerinin hava

almasi i¢in onemlidir [13].

2.3. Boyar Madde Giderim Yontemleri

Boyar maddelerin giderimi igin birgok yontem vardir. Bunlar kimyasal, fiziksel ya
da biyolojik olarak olabilir. Hichbir molekuler degradasyon meydana gelmeden
boyar maddeler fiziksel sekilde aktif karbon Uzerine adsorpsiyon ile ¢ikarilabilir.

Boyar madde degradasyonuda, kromofor (molekulin renk sorumlusu olan kism)
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kimyasal reaksiyonlar araciligiyla modifiye edilir. Biyolojik giderim, hucre zarinin
sorpsiyon Uuzerinden veya biyokatalizorlerin biyokimyasal degradasyonu ile
olugmaktadir [15].

2.3.1. Fiziksel YOntemler

* Adsorpsiyon

Adsorpsiyon bir digeri ile temas halinde olan, iki karismayan fazin ara ytzeyinde
¢ozunen boya molekullerinin aktariimasidir. Boya endustrisi atik sularindan aktive
edilmig karbon kullanilarak adsorpsiyon islemi yolu ile renk giderimi pratik ve

ekonomik bir yaklasim olarak gerceklestiriimektedir [18].

e liyon Degigimi

Anyon ve katyonlarin boya endustrisi atigindan giderimi iyon degigtirme yontemi
ile iyon degisim recinelerinden gecirerek gerceklestirilebili. Burada bazi
istenmeyen katyonlar ya da anyonlar reginenin sodyum veya hidrojen iyonlari ile
degistirilir. Greluk & Hubicki (2010) tarafindan, reaktif boyar maddelerin giderimi
icin alternatif bir yontem olarak adsorpsiyon / iyon degisimini onerilirmistir [19].
Reaktif boyar maddelerin gideriminde ticari anyon degisim reginelerinin
uygulanmasi Karcher ve arkadaslari tarafindan incelenmistir (2001,2002). Ayni
arastiricilar, ¢ok iyi adsorpsiyon kapasitesi olan (200-1200 umol / g) anyon
degistiricilerin etkili bir yenileme 6zelligine sahip oldugunu rapor etmislerdir. Boyar
maddelerin diger siniflarinin giderilmesi igin, akrilik matris icerikli iyon degistirici
recine uygulanabilirlii de Bayramoglu ve arkadaslari (2009), Dulman ve
arkadaslar (2009), Wawrzkiewicz ve Hubicki (2009) ve Barsanescu ve arkadaslari
(2009), tarafindan bildiriimektedir [18].

e Membran Filtrasyonu

Membran filtrasyonu yontemiyle boyanin surekli olarak aritiimasi, konsantre
edilmesi ve en onemlisi atiksudan ayrilmasi mumkun olmaktadir. Bu yontemin
diger yontemlere gore en onemli Ustinlugu sistemin sicakliga, beklenmedik bir
kimyasal cevreye ve mikrobiyal aktiviteye karsi direngli olmasidir. Ters osmoz

membranlarin ¢ogdu iyonik tarler igcin %90’nin Gzerinde verim gosterir ve yuksek
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kalitede bir permeat eldesi saglar. Boya banyolari ¢ikis sularindaki boyalar ve
yardimci kimyasallar tek bir basamakta giderilmis olmakla beraber yuksek ozmotik

basing farkligi ters osmoz uygulamalarini sinirlandirmaktadir [18].

2.3.2. Kimyasal Yontemler

Kimyasal oksidasyon, elektro-kimyasal degradasyon ve ozonlama gibi kimyasal
yontemler boyar madde gideriminde etkili bir sekilde kullaniimaktadir. Ultraviyole
Is1g! ile kombine edilen ozonlama ve hidrojen peroksit ile ev atik sularindan
sentetik boya aritmi ile ilgili olarak literatirde gok c¢esitli arastirmalar yer almaktadir
[18,20,21]. Oksidasyon teknikleriyle yolu ile atiklari beyazlatmak igin cesitli
oksitleyici maddeler verimli bir sekilde kullaniimistir. Ornegin, boya banyosunda
sodyum hipoklorit etkili bicimde renk giderir ancak, bu yontem duaguk maliyetli

olmakla birlikte emilebilir toksik organik halojenurler olusturulmasina yol acar [20].

* Oksidasyon

Philippe ve arkadaslari (1998); Slokar ve Le Marechal (1998) tarafindan, ¢dzicu
ekstraksiyonu, aktif karbon adsorpsiyonu ve kimyasal aritim islemleri gibi
geleneksel su aritma teknolojileri yani sira oksidasyon teknikleri ile de aritimin
gerceklestirilebilecegi ileri surulmustir. Bu konuya bir 6rnek olarak ozon (Os) ile
gerceklestirilen oksidasyon verilebilir. Ancak bu tip oksidasyon genellikle tehlikeli
yan urunler ve buyuk miktarda kati atik Uretir ve bu durumda yuksek maliyetli
bertaraf ya da rejenerasyon yontemlerinin de uygulamaya sokulmasi gerekir. Bu
nedenle oksidasyon sonucunda CO2 ve H20 gibi zararsiz Urunlerin
olusturulmasina dikkat edilmelidir. El-Dein ve arkadaglar (2003), oksidasyon
yontemlerini onermekte ve bu yontemin tekstil atik sularin aritiimasi i¢cin umut

verici alternatif bir yontem oldugunu savunmaktadirlar [18,21].

o Elektrokimyasal Yontem ile Renk Giderimi

Elektrokimyasal reaksiyonu gerceklestirmek icin gerek kimyasal ve gerekse de

sicaklik gereksinimi, elektro-kimyasal olmayan aritmalara gére daha azdir, buna
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ek olarak, istenmeyen yan Urunlerin Uretimini de engellenmektedir. Asili veya
kolloidal kati maddelerin atik sudaki yuksek konsantrasyonda bulunmasi
elektrokimyasal reaksiyonu yavaglatir, bu nedenle, bu tip maddelerin
elektrokimyasal oksidasyondan dnce giderilmeleri gerekir.

Birgok calismada ticari olarak kullanilan boyalarin, hem biyolojik ve hem de fiziko-
kimyasal yontemlere karsi direngli oldugu bildiriimistir, bu nedenle kullanilan
alternatif yontemler olan adsorpsiyon, oksidasiyon ve ozonlama gibi umut verici
yontemlere egilim artmaktadir. Oysa bu son yontemler ekonomik agidan problem
yaratmaktadir [22-25].

2.3.3. Biyolojik Yontemler

Biyoakimulasyon ve biyosorpsiyon boyar madde icerigi gosteren endustriyel atik
sularin biyolojik yontemlerle aritilmalari igin kullanilan iki ana teknolojidir. Her iki
yontem, boyar madde iceren sanayi atiklarinin gideriminde geleneksel yontemlerin
yerine tercih edilebilecek bir potansiyele sahiptir [26]. Biyolojik yontemler, kKirliligin
olustugu yerde uygulanabilir ve genellikle gcevre agisindan uygun ve zararsizdirlar,
ikincil bir kirlilige neden olmazlar ve uygun maliyete sahiptirler ki bu iki 6zellik boya
sanayi atiklarinin aritimi i¢in biyolojik teknolojilerin avantajlari olarak kargimiza
cikmaktadir [27]. Biyolojik yontemle boyar madde gideriminin bazi dezavantajlari
da vardir: Ornegin; bazi boyar maddelerde degredasyon verimliligi cok diistktiir ya
da yikima tam bir direng s6z konusudur. Bu durum pratikte bir iglem sikintisi

yaratir.

Vijayaraghavan ve Yun (2008) renk maddelerinin giderimi ile yaptiklar calismalar
sonucunda biyoakimulasyon ve biyosorpsiyon arasindaki farki belirlemigler ve
biyoakimulasyonu canli hucreler tarafindan zehirli maddelerin alinimi olarak
tanimlarlarken, biyosorpsiyonu 6lu ya da aktif olmayan bir biyolojik malzeme yolu
ile toksik maddenin alimi olarak tariflendirmiglerdir.  Biyosorpsiyon igleminin
biyoakimulasyona goére onemli bir avantaji vardir. Canli organizma kullanimi
toksik atiklarda uygulanacak devamli giderim icin tavsiye edilmez. Bu nedenle
aritimlarda, cevre kosullari ve toksik madde konsantrasyonlarina kargl esnek olan
Olu biyokutle kullanimi daha avantajli gérilmektedir. Bazi arastiricilar, fiziksel ve

kimyasal yontemlerin yuksek maliyetli, dusuk verimlilikte ve c¢esitli boyalarin
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gideriimesinde kullanilamaz oldugundan bahsederek, enzim bazli yontemlerin

kullaniimasinin iyi bir alternatif oldugunu ileri sirmusglerdir [28,29].

2.4. Mikroalglerin Atiksu Aritiminda Kullaniimasi

Atiksular iki gesittir: Sehir atiksulari ve endustriyel atiksular. Endustriyel atiksular
genellikle igki, ilag, tekstil ve yag fabrikalari tarafindan Uretilmektedir. Bu tip atik su
aritiminda ¢esitli  biyolojik yontemlere ilave olarak mikroalgler de devamli

karistirilan acik havuzlarda olmak Uzere, basaril bir sekilde kullanilmigtir [31].

Cesitli endustriyel atiklarin aritiminda alglerin, bakterilerin ve funguslarin canli ve
ol biyokutlelerinin kullanildigi ve basarili sonuglara ulasildigi ¢galismalar mevcuttur
[29,32,33,34]. Phanerochaete chrysosporium’ un 06lu biyomasi ile tekstil boyar
madde giderimi arastirilan bir ¢alismada tam bir boya giderimi igin 60 dakika
inkiibasyon suresi gerektigi ve 150-200 rpm’in en iyi ¢alkalama hizi oldugu tespit
edilmistir [35]. Diger bir galismada ise termofil Phormidium sp. ile Remazol Blue ve
Reactive Black B giderimine bakilmig ve boyalarin diguk konsantrasyonlarinda
verimliligin daha ¢ok oldugu gdsterilmistir [36]. Baska bir arastirmada Cosmarium
sp. ile Malasit yesili boyasinin giderimi ¢alisiimis ve en iyi baslangi¢c pH degeri 9
olarak bulunmustur. En iyi baslangi¢ biyomasinin 4,5 x 10° hicre/ml oldugu ve 5-
45 °C ler arasinda renk giderim hizinin arttigi bildirilmigtir [37]. Malasit yesili
giderimi ile ilgili bir diger calismada Pithophora sp. kullaniimistir. Biyomasin
artmasi ile boya gideriminin dogru orantili artigi ve baglangi¢ pH 6’ nin en iyi pH
oldugu tespit edilmistir [38]. Bircok arastirmaci tarafindan mikroalglerin ve diger

mikroorganizmalarin agir metal gideriminde de kullanildigi bildirilmigtir [39,40].

2.5. Tez Kapsaminda Kullanilan Spirulina platensis’in Bazi Ticari
Ozellikleri

Arthrospira (Spirulina) sp. filamentli ototrofik Cyanobacterlerdendir, Mavi-yesil
algler olarak da bilinirler ve isimlerini sarmal veya spiral filamentlerine
borc¢ludurlar. Bu mikroorganizma, sodyum bikarbonat, tuz ve alkalen sartlarda bir

cok yerde Ozellikle si1§ sularda dogal olarak gelisir [41].
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Spirulina ve Chlorella gibi bazi mikroalgler GRAS (Genellikle Gulvenli Olarak
Tanimlanan) sertifikalidir ve saglik riski sunmadan gida olarak kullanilabilirler. 23
Haziran 1981 yilindan bu yana, Spirulina FDA (Food and Drug Administration)
tarafindan onaylanmistir. Spirulina kanser, hiperkolesterolemi ve ateroskleroz gibi
hastaliklarin tedavisi igin besin ve tedavi edici 6zelliklerine sahip oldugundan bu

mikroalglerin Uzerinde ¢esitli calismalar yapilmistir [42].

Beslenme ile ilgili calismalar bu mikroorganizmalarin simdiye kadar bulunan en
yuksek protein igerigini, yuksek besin degerini, iyi sindirilebilirligi ve FAO (Food
and Agriculture Organization of the United Nation) tarafindan énerilen oranlarda
tum temel amino asitleri (metionin haric) icerdigini gdéstermektedir [43].

Spirulina Uretimi diger fotoototroflara gore daha avantajlidir. Ornegin blyik ve
spiral seklinde olduklari igin kaltir ortamindan daha kolay hasat edilmektedirler
[44].

S.platensis’ in Gremesini 151k yogunlugu etkilemektedir. Ureme sirasinda dretilen
belirli enzimler ile alinan 1sik enerjisi arasinda iliski vardir. [45]. Spirulina sp.
ototrofik oldugu icin 1sik siddeti, olusturduklari metabolitlerin degisimine neden
olabilmektedir [46].

2.6. Tutuklama

Katalizor 6zelligi olan mikroorganizmalarin ve enzimlerin bu 6zelliklerini geligtirme
ve endustride kullanabilme olanaklarinin artiriimasi amaciyla inorganik ya da
organik tasiyicilarda cesitli yontemlerle hapsedilmesi ve baglanmasi islemine

tutuklama (immobilizasyon) denir [47].

2.6.1. Tutuklama Yontemleri

Tutuklama yontemleri 5 grupta incelenir [48].
a) Yuzeye Tutunma
b) Kovalent Baglama
c) Mikrokapsulleme
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d) Capraz Baglanma

e) Inert bir Destege Tutuklama

a) Yuzeye Tutunma

Basit, ucuz ve kolay bir yontemdir ve adsorpsiyonu igin kullanilan malzemeler
sentetik veya biyolojik kokenli organik maddelerdir. Yuzeye tutunmayi etkileyen
faktorler; tutucu o6zellikleri, mikroorganizmanin o6zellikleri ve cevre 06zellikleridir
[48,49]. (Sekil 2.3)
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Sekil 2.3. Ylzeye tutunmanin semasi

b)Kovalent Baglanma

Kovalent baglama tutuklama igin geleneksel bir yontemdir. Hucreler ile destek
maddeleri arasinda tersinmez kovalent bag olusur. Daha ¢ok enzimlerin
tutuklanmasinda kullanilan bir yontemdir ve kovalent bag araciligiyla enzim ve

malzeme dogrudan baglanir [48,49]. (sekil 2.4)
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Sekil 2.4. Kovalent baglanmanin semasi

c) Mikrokapsulleme

Bu yontemde hicreler, substratlar ve Urlinlerin gegcmesine izin veren bir gecirgen
membranli mikrokapsul i¢ine tutuklanir. Sistemin temeli zarin segiciligine dayanir.
Bu yontem ancak kuguk molekul agirlikli Grin eldesinde kullanilabilir [48]. (sekil

2.5)

Sekil 2.5. Mikrokapsullemenin semasi

d)Capraz Baglanma

Baglanma tepkimesi tersinmezdir. Fiziksel ve kimyasal olmak tGzere iki tir capraz
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baglanma vardir. Kimyasal ¢apraz baglanmada hucreler birbirlerine aldehit ve
amin gibi ¢ok fonksiyonlu maddeler ile baglanirlar. Fiziksel ¢capraz baglanma ise

coktirme ve kicuk boyutlarda tabakalasma yolu ile yapilir.

d) inert bir Destege Tutuklama

En cok kullanilan tutuklama yéntemlerinden birisidir. HUcreler poliakrilamid, metal
hidroksitler, agar, kollajen, aljinat veya karregen gibi maddeler ile olugturulmus bir
jel icine c¢esitli yontemlerle hapsedilirler. Jel olusumu iyonik yuk degisimi,
¢oktirme, kovalent veya ¢apraz baglama yolu ile gerceklestirilir [48,49]. (sekil 2.6)

Sekil 2.6. inert bir destege tutuklamanin semasi

18



3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. MATERYAL

3.1.1. Mikroorganizma

Mikroorganizma kaynagi olarak Hacettepe Universitesi Cevre Mihendisligi

Anabilim Dalinda temin edilen Spirulina platensis kullaniimistir.

3.1.2. Boyar madde

Tez calismalarinda saf ve toz halinde olan Remazol Black BTM, infacryel Red
GRL, Reactive Bright yellow ve Reactive Red boyalari Seres Dis Ticaret. Ltd. STi.’
den temin edilmistir. Boyalar 50 ppm konsantrasyonlarinda hazirlanarak

otoklavlandiktan sonra besiyerine ilave edilmigtir (Cizelge 3.1).

Cizelge.3.1. Kullanilan boyar maddelerin ticari isimleri, Renk indeks numaralari ve
maksimum absorbans degerleri [Seres Dis Ticaret. Ltd. STI.]

Ticari isim Boyar madde Color index
Remazol Black BTM 200% Reactive Black 5 C.l. 20505
infacryel Red GRL 180%  Basic Red 46 C.l. 110825
Reactive Bright yellow Reactive yellow C.l.15

C_XD

Reactive Red C_XDR Reactive Red C.l. 18221
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3.1.3. Besiyeri ve igerikleri

Spirulina platensis kultirinin ¢ogaltiimasinda besiyeri olarak Zarrouk kultar
ortami kullanildi (www.cyanosite.com).
Cizelge.3.2. Spirulina kultlrlerinde kullanilan Spirulina ortaminin igerigindeki

(www.cyanosite.com).

Ortam
Soliisyon Madde Miktar
KISIM | NaHCOs (Sodyum bikarbonat) 16.80¢g
Na2COs (Sodyum karbonat) 8.06 g
K2HPO4 (Potasyum bifosfat) 1.00 g
Distile su 500.00 ml
KISIM 1l NaNOs (Sodyum nitrat) 5.00¢g

K2S0O4 (Potasyum sulfat) 2.00g
NaCl (Sodyum Klorr) 2.00¢
MgSOa4.7H20 (Magnezyum silfat. 7H20) 0.40¢g
CaCl2 (Kalsiyum klordir) 0.02¢g
FeS04.7H20 (Demir sulfat. 7H20) 0.02g
Na2 EDTA (Sodyum — EDTA) 0.16 g
Mikro Element Soltsyonu 10.00 ml
Vitamin Soltisyonu 5.00 ml
Distile su 500.00 ml

Mikro element | ZnS0O4.7H20 (Cinko sulfat. 7H20) 0.001g

Solusyonu MnSOa4.7H20 (Mangan sulfat. 7H20) 0.002 g
Na2Mo04.2H20 (Sodyum molibdat. 2H20) 0.01g
Co(NO3)2.6H20 (Kobalt nitrat. 6H20) 0.001 g
CuS04.5H20 (Bakir sulfat. 5H20) 0.00005 g
FeS04.7H20 (Demir silfat. 7H20) 0.79
Naz EDTA (Sodyum EDTA) 08¢
Distile su 1.00L
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3.2 YONTEMLER

3.2.1. Mikroorganizmalarin Uretimi

Calismada Spirulina platensis (Sekil.3.1) tretim ortami olarak yukarida Cizelge 3.2
de gosterilen maddelerden hazirlanan Zarrouk besiyeri kullanilmigtir. Bu besiyeri
kisim | ve10 ml mikro element solusyonu eklenen 500 ml kisim Il nin 1:1 olacak
sekilde karistiriimasi ile hazirlanmaktadir. Her iki karisim (kisim | ve 10ml mikro
element solusyonu eklenen 500 ml kisim Il) ayri ayri 1.5 atmosfer basing altinda
110 °C de 25 dakika sureyle otoklavlanarak sterilize edilerek saklanir ve
kullanilacagr zaman 75 ml lik ortamlar olusturacak sekilde yukarida belirtilen
oranlarda karistirilir (www.cyanosite.com). Bu sekilde hazirlanan besiyerinin pH
degeri 9.7-10.0 arasinda olmaktadir. Besiyerlerine steril sartlar altinda daha 6nce
stok olarak hazirlanan ortamlardan 25 ml Spirulina platensis ekilir. inkiibasyon
sirasinda 1slk siddeti 30 W’lik fluoresans Ilambalarla, 2000 Ilux olarak
saglanmaktadir.  inkilbasyon en az 72 saat boyunca 25°C de

gerceklestiriimektedir.

Sekil.3.1. S.platensis’in mikroskopik goruntisu
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3.2.2. Stok Kultarler

Stok olarak kullanilacak kultir her zaman ayni sekilde hazirlanmis ve deney
ortamlarina ayni oranlarda ekim yapilmigtir. Stok kaltir Zarrouk besiyerinde 10
gun dretilen Spirulina platensis ile hazirlanmistir. Bu amacgla Hacettepe
Universitesi Cevre Mihendisligi Anabilim Dalinda temin edilen Spirulina platensis
laboratuvarimizda sivi Zarrouk besiyerine ekilmis ve 10 giin Uretilmistir. Uretimin
ardindan lamda sayim yapiimis ve 1 mlI’ de yer alan mikroorganizma sayisi
saptanmigtir (310000). Ayni ortamdan 3 kere ardi ardina yapilan ekimler
sonucunda ana stok elde edilmis ve 10 gunde bir olacak sekilde yukaridaki
yontemle tekrar hazirlanan stoklar deneylerde agsi olarak kullaniimigtir. Her
calisma duzeneginde ayni stoktan ayni miktar ekim yapilmasina dikkat edilerek

caligmalar yuratalmastar.

3.2.3. Boyar Maddelerin Maksimum Absorbans Degerlerinin Belirlenmesi

Calismada kullanllacak  boyar maddelerin renk giderim  oranlarinin
saptanabilmesinde kullanilacak maksimum absorbans degerlerinin saptanmasi
icin boyar maddeler Zarrouk besiyerine 50 ppm oranlarinda olacak sekilde
eklenmis ve bu sekilde hazirlanan ortamlar UV visible spektrofotometrede
(Shimatdzo UV-1700 Spectrophotometer) 250-700 nm araliginda verdikleri

absorbans degerleri taranmistir.

3.2.4. Boya Gideriminin Belirlenmesi

Calismalarda boyar madde gideriminin saptanmasi icin Uretim dncesi ve sonrasi
absorbans degerleri Olgulmugstir. Bu amagla uretim sonrasinda kultarler 4000
rom’de 15 dakika santrifij (Eppendorf 5810 R Centrifuge) edilir ve elde edilen
supernatantin boyaya uygun dalga boyuna ayarlanan spektrofotometrede verdigi

optik dansite degeri asagidaki formulde yerine konularak % boya giderimi saptanir.

Baslangic absorbans dederi - Son absorbans degeri

% Boya giderimi = X 100
Baslangic absorbans deger
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3.2.5. Dekolorizasyon igleminin Yapilmasi igin Uygun Boyanin Belirlenmesi

Her ne kadar c¢alismalarin baslangicinda 4 farkli tekstil boyar maddesi
kullanilmigsa da galigmalara Spirulina platensis kulturlerinin en yiksek giderim
sagladigi boya ile devam edilmistir. Bu amagla Spirulina platensis susu ile
Reactive Black 5, Basic Red 46, Reactive Yellow ve Reactive Red boyalarinin
renk giderimlerine bakildi ve yapilan 6n ¢alismalar ile kullanilan tekstil boyalarinin
giderim yuzdesi belirlendi. Bu ¢alismadan elde edilen verilere gore, en kisa sUrede
en yuksek giderimi gerceklesen boya calismalarin devami igin segcilmigtir.
Cahgmalarin devaminda kullanilan boyanin giderimi Uzerine etkili olabilecek
baslangi¢c pH degeri, inkUbasyon sicakligi, inokulan miktari, calkalamali ve statistik
inkibasyonun etkisi, boyar madde konsantrasyonu ve inklibasyon suresi gibi bazi

kiltlrel parametreler arastirildi.

3.3. Dekolorizasyon igin Uygun Kiiltiirel Kosullarin Belirlenmesi

3.3.1. Boya Giderimi igin Uygun Baslangic pH Degerinin Arastiriimasi

Spirulina platensis tarafindan gercgeklestiriliecek boya gideriminde farkh baslangi¢
pH degerlerinin etkisini arastirmak amaciyla, besiyerlerinin pH’ lari HCl ve NaOH
(1M) ile 7-10 arasinda olacak seklinde ayarlandi. Her calisma Ug¢ paralel olarak
gerceklestirildi. Ardindan besiyerlerine boya eklendi ve yine ayni sekilde 75 ml’ lik
ortama 25 ml S.platensis ekimi yapildiktan sonra 2000 lux isik siddeti altinda ve
25°C de statik sekilde inktbe edildi. 10 giin inkibasyon sonrasi kilttrlerden 6rnek
alinip ve 4000 rpm’ de 15 dakika santriflije edildi ve spektrofotometrik 6lctimler

sonrasinda boya giderimi i¢in uygun pH degeri belirlendi.

3.3.2. Boya Giderimi i¢in Uygun inkiibasyon Sicakligin Arastiriimasi

Uygun inkubasyon sicakligin belirlenmesi icin Spirulina platensis susu boyali
besiyerine ekildi ve 9.7 pH da, 2000 lux 1sik siddetinde 4 farkli sicaklik

derecesinde (25, 30, 35, 40°C) ucer paralel olarak statik inkiibasyonda Uremeye

birakildi. inkiibasyon sonrasi santrifije edilen ortamlardan alinan drneklerde
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spektrofotometrik dlgumler yapildi ve boya giderimi i¢in uygun inkibasyon sicakhgi
belirlendi.

3.3.3. Boya Giderimi igin Uygun inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi

Boya giderimine inktbasyon suresinin etkisini belirlemek i¢in boya iceren 75 mi
Zarrouk besiyerine 25 ml S.platensis inokule edildi. Daha sonra 25°C sicaklk
derecesinde, 2000 lux 1sik siddetinde 9.7 pH’ da (Zarrok besiyeri pH’si) statik
sekilde inkube edildi. 240 saat inkUbasyon sirasinda her 24 saat araliginda Uretim
ortamlarindan 6rnek alindi ve spektrofotometrik dlcimler sonrasinda boya giderimi

icin uygun inkiibasyon siresi belirlendi.

3.3.4. Boya Gideriminde inokiilan Miktarinin Arastiriimasi

Zarrouk besiyerine eklenen boyanin gideriimesi i¢in uygun inokulan miktarinin
arastirilmasi igin stoklardan dremenin 10. gununde 10, 20, 30 ve 40 ml ornek
alindi ve besiyerlerine ekildi. Ekim yapilan ortamlar statik sekilde, 25°C de 2000
lux 11k siddetinde inkibasyona birakildi. 240 saat inkibasyon sirasinda her 24
saat araliginda Uretim ortamlarindan 6rnek alindi ve spektrofotometrik dlgimler

sonrasinda boya giderimi i¢cin uygun inokulan miktari belirlendi.

3.3.5. Farkh Baslangi¢ Boya Konsantrasyonlarinin Etkisinin Belirlenmesi

Spirulina platensis ile boyar madde gideriimesi i¢in uygun olan boya
konsantrasyonun saptanmasina yonelik bu c¢alismada stoklardan tGremenin 10.
gununde 25 ml 6rnek alind1 ve 50, 75, 100, 125, 150 ppm’ lik boya solisyonu
eklenmis besiyerlerine ekim gerceklestirildi. Ekim yapilan ortamlar statik sekilde,
25°C de 2000 lux. 1sik siddetinde inkibasyona birakildi. 240 saat inkiibasyon
sirasinda her 24 saat araliginda uretim ortamlarindan ornek alindi ve
spektrofotometrik  6lcimler sonrasinda boya giderimi i¢in uygun boya

konsantrasyonu belirlendi.
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3.3.6. Boya Gideriminde Statik ve Calkalamali inkiibasyon Kosullarinin

Etkisinin Belirlenmesi

Tez calismamizda statik ve galkalamali inkUbasyon etkisini belilemek amaciyla
stoklardan alinan 25’er ml S.platensis Zarrouk besiyerlerine iki paralel olacak
sekilde ekildi ve yukaridaki deneyler sonucunda elde edilen verilere uygun olarak,
ancak statik veya 150 rpm calkalama hizinda 25°C de ve 2000 lux i1sik siddeti
altinda inktbe edildi. 240 saat inklbasyon sirasinda her 24 saat araliginda Gretim
ortamlarindan 6rnek alindi ve spektrofotometrik dlcimler sonrasinda boya giderimi

icin uygun inkubasyon kosulu belirlendi.

3.4. Canlihgi Giderilen Kiiltiiriin Boya Gideriminde Kullaniimasi

Canli kdltarle yapilan calismalara ek olarak 6li S.platensis”in renk gideriminde
kullanilabilirliginin arastirilmasi igin inkiibasyon periyodunun 10. gununde olan stok
bu kez, 1.5 atmosfer basing altinda 110 °C de 25 dakika otoklavlandi ve
sonrasinda isi ile élduralmus kaltirden 25 ml alinarak biyosorpsiyon ¢alismasi igin
75 ml’ lik Zarrouk besiyerine eklendi. Ortamlar statik sekilde, 25°C de 2000 lux 1s1k
siddetinde inkubasyona birakildi. 240 saat inkubasyon sirasinda her 24 saat
araliginda 6rnek alindi ve spektrofotometrik élgiimler sonrasinda boya giderimi igin

OlU kaltarun kullanilabilirligi belirlendi.

3.5. Agar Jeline Tutuklanan Spirulina platensis sp.’nin Boyar Madde
Gideriminde Etkisi

Tez calismamizda agara tutuklanan S.platensis’ in renk gideriminde etkisini
arastirmak amaci ile oncelikle agar jeli hazirlandi. Daha sonra Zarrouk sivi
besiyerinde Uretilen Spirulina platensis kultiriinden 25 ml 6rnek alindi ve 45°C
deki agar jeli ile karistirildi. Agar donmaya birakildi. Ardindan bistiri ile 3’er mm?3
boyutlarinda kesilen agarlarin hepsi 50 ppm boyar madde i¢ceren pH’ si1 9.0 olan
100ml Zarrouk sivi besiyerlerine eklendi. Ortamlar 25°C’de, 2000 lux. 1sik siddeti
altinda, statik kosullarda inkuibasyona birakildi. Kontrol olarak stok Spirulina

platensis kultirinden 25 ml ekim yapilan 50 ppm boyar madde igeren pH’ si 9.0
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olan Zarrouk sivi besiyeri kullanildi ve bu kontrol ayni sartlarda inkubasyona
birakildi. 240 saat inkubasyon sirasinda her 24 saat araliginda uretim
ortamlarindan 6rnek alindi ve spektrofotometrik 6lgimler sonrasinda giderim

ylzdeleri belirlendi.
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4. SONUG VE TARTISMA

Boya kullanan sanayilerin azo boyar madde atiklarinin ¢evreye yayilmasi atik su
aritiminda buyuk bir sorun arzetmektedir, ¢unku bazi azo boyar maddeler veya
bunlarin metabolitlerinin mutajenik veya kanserojenik etkileri olabilir. Normalde
boyar maddelerin hepsi toksik olmasa da c¢evre Kkirleticisi olarak

tanimlanmaktadirlar [50].

Gegtigimiz on yil iginde, biyolojik renk giderimi, azo boyalari mineralize veya
degrede edilmesi igin bir yontem olarak arastiriimistir. Dekolorizasyon igin fiziksel
ve kimyasal yontemlerin pahali olmalari ve bazi olumsuz 6zellikleri onlarin sinirli

kullanimina neden olmustur [51].

Son yillarda yapilan c¢aligmalar; bazi mikroorganizma turlerinin, atiksularda
bulunan bircok boya turuni giderebilme yetenegine sahip olduklarini
vurgulamaktadir [50,52]. Bu konuda yapilan g¢alismalar bakterilerin, funguslarin ve
alglerin hem canli hem de 6lU biyokutlelerinin agir metal, boyar madde ve diger
endustri atiklarini gidermede kullanilabildigini ve basarili sonuglar elde edildigini
gostermektedir [32,34,53-59]. Calismamiz kapsaminda; Spirulina platensis ile
boyar madde giderimi arastiriimistir. Ancak S.platensis ile boyar madde giderimi
konusunda yayinlanmis yeterli galisma bulunmadigindan ¢alismamiz kapsaminda
elde edilen sonuglar hem kendi icinde degerlendiriimis hem de diger mikroalgler ile

yapilan galigsmalarla karsilastirilarak tartigiimistir.

4.1. S.platensis Susu ile Boya Giderimine Uygun Boyanin Segimi

Bu calismada oOncelikle Reactive Black 5, Basic Red 46, Reactive Yellow ve
Reactive Red boyar maddelerinin sivi ortamda olusturdugu renkliligin Spirulina
platensis tarafindan giderimi arastiriimistir. Bu amagla once 3.2.5 de anlatildigi
sekilde, yukarida s6z konusu edilen boya maddelerinin maksimum absorbsiyon
spektrumlari taranmis ve her bir boyar maddenin Spirulina platensis tarafindan
renk giderimi arastirilirken kendine uygun spektrumda calisiimistir. Zarrouk sivi
besi yerinde Uretilen 10 gunlik S.platensis kaltirinden alinan 25 ml 6rnek, 50

ppm boyar madde igceren besiyerine eklenmis, 25°C’de, 2000 lux. 1sik siddeti
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altinda statik kosullarda surdurtlen 10 gunluk inkibasyon sonunda maksimum
dekolorizasyon yuzdeleri saptanmigtir. Bu c¢alisma sonucunda en iyi renk
gideriminin Basic Red 46 boyasi igceren ortamlarda elde edilmesi sonucunda daha

sonraki ¢alismalar bu boyar madde ile strdUrtalmustar (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan boyar maddelerin dekolorizasyon yuzdeleri

Boyar madde Max Absorbans  Giderim (%)
Degeri (nm)
'Reactive yellow 615 %A44.4
Reactive Red 525 %26.21
Reactive Black 5 525 %50.1

4.2. Dekolorizasyon igin Optimum Kosullarin Belirlenmesi

4.2.1. Farkh pH Degerlerinin Boya Gideriminin Uzerine Etkisi

Farkli pH degerlerinin S.platensis ’in boya giderimi Uzerinde etkisini arastirmak
amaciyla Zarrouk besiyerinin pH'st 1M NaOH ve HCI ile 7-10 arasina
ayarlanmigtir. Ardindan Zarrouk sivi besiyerinde uretilen 10 glnlik S.platensis
kulturinden alinan 25 ml 6rnek, 50 ppm boyar madde igceren besiyerine eklenmis,
25°C’de, 2000 lux. 11k siddeti altinda statik kosullarda 240 saat inkibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sirasinda her 24 saatte bir, sivi kultiirlerden alinan
ornekler 4.000 rpm’de 15 dakika santrifuj edilmis ve sUpernatantlarin absorbans
degerleri olgulerek boya giderim degerleri belirlenmistir.

Sekil 4.1 de gorlldugu gibi pH degeri 7.0’ye ayarlanan besiyerinde ilk 24 saat
icinde %42.9 oraninda bir renk giderim degerine ulagiimis ve 240. saatte boyar
maddenin %94.2 oraninda giderildigi gorulmustar. pH degeri 8.0’e ayarlanan
besiyerinde ise ilk 24 saat iginde renk giderimi %51.1 olarak hesaplanmig ve 240.
saatte boyar maddenin %96.5 oraninda giderildigi gérulmustur (Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. pH 7.0 de@erine ayarlanan ve 50 ppm Basic Red 46 iceren Zarrouk
besiyeride Uretilen S.platensis 'in zamana karsi olusturdugu dekolorizasyon
yuzdeleri (Sonuglar G¢ galismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik

Uzerinde gosterilmektedir).
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Sekil 4.2. pH 8.0 degerine ayarlanan ve 50 ppm Basic Red 46 iceren Zarrouk
besiyeride uretilen S.platensis 'in zamana karsi olusturdugu dekolorizasyon
yuzdeleri (Sonuglar G¢ galismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik

uzerinde gosterilmektedir).



pH degeri 9.0 olarak ayarlanan besiyerinde ilk 24 saat iginde renk olusumunun %
60.2’sinin giderildigi hesaplanirken, bu besiyerinde Uretimin 240. saatinde boyar

maddenin %97.5 oraninda azaldidi1 saptanmigtir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. pH 9.0 degerine ayarlanan ve 50 ppm Basic Red 46 iceren Zarrouk
besiyeride Uretilen S.platensis 'in zamana karsi olusturdugu dekolorizasyon
yuzdeleri (Sonuglar U¢ galismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik

Uzerinde gosterilmektedir).

S.platensis ile Basic Red 46 boyasinin renk giderimi pH degeri 10.0’a ayarlanan
besiyerinde ilk 24 saat icinde %50.01 olmus ve 240. saatte boyar madde renk
giderim ylzdesi 97.15 degerine ulasmistir (Sekil 4.4).

Farkli pH degerlerinde hazirlanan ve 50 ppm Basic Red 46 igceren Zarrouk
besiyeride Uretilen S.platensis ’'in zamana karsi olusturdugu dekolorizasyon
yuzdeleri birbirleri ile kargilastirldiginda en uygun baslangic pH degeri 9.0
olmaktadir. Zira bu pH degerinde her 24 saatlik 6rneklerdeki renk giderimi diger
pH degerlerine gbre daha yuksek oldugu gibi sonugta en ylksek giderim yine bu

besiyerinde gergceklesmektedir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.4. pH 10.0 degerine ayarlanan ve 50 ppm Basic Red 46 iceren Zarrouk
besiyeride Uretilen S.platensis 'in zamana karsi olusturdugu dekolorizasyon
yuzdeleri (Sonugclar t¢ calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik

Uzerinde gosterilmektedir).
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Sekil 4.5. pH 8.0-10.0 degerlerine ayarlanan ve 50 ppm Basic Red 46 iceren
Zarrouk besiyeride Uretilen S.platensis 'in zamana kargi olusturdugu
dekolorizasyon yuzdeleri (Sonuglar G¢ ¢aligsmanin ortalamasidir. Standart

sapmalar grafik Uzerinde gosterilmektedir).
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Benzer calismalarla verilerimizi kargilastirdigimizda boyar madde renk giderimi
icin uygun baslangic pH degerleri icin farkli sonuglara varildigi gosteriimektedir.
Ornegin; Cosmarium sp. ile malasit yesili renk gideriminde kesikli sistemde kurulan
deney dizeneginde baslangi¢ pH’sinin 9.0 olarak ayarlandiginda renk gideriminin
en yuksek orana ulastigi gdsterilirken [37], bir tath su algi olan Pithophora sp.’nin
malasit yesili icin yapilan giderim c¢alismalarinda ise pH 6.0’nin en uygun
baslangic pH dederi olarak secildigini gérmekteyiz [38]. Calismamiz verilerine
benzer olarak tuz golinden izole edilen Dunaliella sp.’ nin de pH 9'da en iyi boya
giderimini gercgeklestirdigi rapor edilmigtir [7]. Bundan ayri olarak mikroorganizmal
kaynakli dekolorizasyon calismalarinda renk gideriminin dusuk ve yuksek pH
deg@erlerinde azaldigi ve notral pH degerlerinin azo boyalar icin daha iyi sonug
verdigi bildiriimektedir [60,61]. Hem calismamizda kullandigimiz S.platensis ’in
hem de kiltive edilebilen bir gok mikroalgin tretilmesi igin uygun pH degerlerinin 7
ile 9 arasinda oldugu ve genellikle optimum pH degerinin 8.2-8.7 olarak saptandigi
bildiriimektedir [62]. Dolayisiyla da bir mikroorganizmanin iyi ureyebildigi pH
araliginda bazi biyokimyasal faaliyetlerinin de artan biyomasa bagh olarak daha
yuksek degerde gerceklesmesi beklenen bir sonug olarak karsimiza gikmaktadir.
Bu durum uUreme artigi ile izah edilebilecegi gibi renk giderimine etkili enzimlerin
optimal aktivitelerini alkalen sartlarda gosteriyor olabilmeleri ile de acgiklanabilir.
Bacillus sp tarafindan sentezlenen Azo reduktaz enziminin optimal pH degerinin 8-
9 arasinda bulundugu bildiriimektedir [63]. Omar, 2008 yilinda Scenedesmus
bijugatus ile yaptigi azo boyar madde giderimindeki enzimatik galismalarini alg
uretim ortaminin pH degerinde yurutmustur [64]. Ancak bizim ¢calismamizda boya
giderimine etkili enzimlerle ilgili bir arastirma yapilmadigindan optimal pH degeri

ile renk giderimi arasindaki tartismamiz bir varsayimdan oteye gidememektedir.

4.2.2. Boya Giderimi igin Uygun inkiibasyon Sicakligin Arastiriimasi

Basic Red 46 boyasinin gideriminin gergeklestigi uygun inkubasyon sicakligini
tespit etmek amaciyla Zarrouk sivi besiyerinde Uretilen 10 gunlik S.platensis
kaltarinden alinan 25 ml 6rnek, 50 ppm boyar madde iceren besiyerine eklenmis,
25, 30, 35 ve 40°C ye ayarlanmis olan inkubatorlerde, 2000 lux. 1s1k siddeti altinda
statik kosullarda 240 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sirasinda her 24

saatte bir, sivi kultirlerden alinan érnekler 4.000 rpm’de 15 dakika santriflij edilmis
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ve supernatantlarin absorbans degerleri Olgulerek boya giderim degerleri
belirlenmistir.

Farkl inkibasyon sicaklik degerlerinin boya giderimine etkisi ile ilgili bu ¢alismada
Sekil 4.6 da gorildiugu gibi 25°C de inkibe edilen besiyerinde ilk 24 saat icinde
%33.1 oraninda bir renk giderim degerine ulasiimigtir. Uretimin 96. saatinde
%80’e varan oranda bir giderim oldugu saptanmis ve 240. saatte boyar maddenin

%97.1 oraninda giderildigi goruimustar.
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Sekil 4.6. 25°C de inklibe edilen 50 ppm Basic Red 46 iceren Zarrouk besiyeride
Uretilen S.platensis ’in zamana karsi olusturdugu dekolorizasyon ytzdeleri
(Sonuglar U¢ galismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Gzerinde

gosterilmektedir).

inkiibasyon sicakligi 30°C oldugunda ise ilk 24 saat iginde renk giderimi %42.5
olarak hesaplanmig ve 240. saatte boyar maddenin %97 oraninda giderildigi
gérilmustir (Sekil 4.7). inkiibasyon sicakligi 35°C oldugunda ilk 24 saat icinde
renk olusumunun % 58,7’sinin giderildigi hesaplanirken, bu besiyerinde %79
civarinda bir giderim degeri Uretimin 72. saatinde gdzlemlenmistir. inkiibasyonun
240. saatinde ise boyar maddenin %97.25 oraninda azaldigi saptanmistir (Sekil
4.8). S.platensis ile Basic Red 46 boyasinin renk giderimi 40°C inkUbasyon
sicakliginda ilk 24 saat icinde %73.2 olarak gergeklesmis, Uretimin 48. saatinde
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giderim degeri %80’i asmisg ve 240. saatte boyar madde renk giderim yuzdesi
97.20 degerine ulasmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.7. 30°C de inkiibe edilen 50 ppm Basic Red 46 iceren Zarrouk besiyeride
uretilen S.platensis 'in zamana kargi olusturdugu dekolorizasyon yuzdeleri
(Sonuglar t¢ calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik tGzerinde

gosterilmektedir).
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Sekil 4.8. 35°C de inklibe edilen 50 ppm Basic Red 46 iceren Zarrouk besiyeride
Uretilen S.platensis 'in zamana kargi olusturdugu dekolorizasyon yuzdeleri
(Sonuglar t¢ galismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Gzerinde

gOsterilmektedir).
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Sekil 4.9. 40°C de inkibe edilen 50 ppm Basic Red 46 iceren Zarrouk besiyeride
uretilen S.platensis 'in zamana kargi olusturdugu dekolorizasyon yuzdeleri
(Sonuglar t¢ calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik tGzerinde

gosterilmektedir).

Boyar madde renk giderimi igin uygun inkibasyon sicakliginin arastirildigi diger
calismalara bakildiginda benzer bulgulara ulasiimaktadir. Ornegdin Cosmarium sp.
ile yapilan renk gideriminde 5- 45 °C’de caligiimis ve sicaklik artisiyla boya giderim
hizinin dogru orantili olarak arttiyi belirlenmistir [37]. Chlorella vulgaris ile yapilan
bir galismada ise renk gideriminde optimal inkUbasyon sicakliklarinin boyar madde
tipi ile degisebildigi gosterilmistir. Bu ¢alismada kurutulmus Chlorella vulgaris’ in
Remazol Siyah, Remazol Kirmizi ve Remazol Altin Yesil i¢in biyosorbsiyonu
arastinimistir. Deney sonucunda en iyi giderimin Remazol Siyahi i¢in 35°C,

Remazol Kirmizisi ve Remazol Altin Yesili icin ise 25°C’de oldugu bildirilmistir [33].

Haematococcus sp., Chlorella sp., Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquuss, S.
officinalis, S. quadricauda ve Arthospira maxima‘nin boya giderim kapasiteleri ile
ilgili yapilan bir g¢alismada ise inkibasyon 16-20 °C’ler arasinda surdarilmus
ancak bu calismada renk giderim Olgimleri ise 5 gunlik araliklarda

gerceklestirilmistir [65].
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Farkli sicaklik degerlerinde inktbe edilen ve 50 ppm Basic Red 46 igeren Zarrouk
besiyeride Uretilen S.platensis’in zamana karsl olusturdugu dekolorizasyon
yuzdeleri birbirleri ile karsilastirildiginda goruldigu gibi en uygun inkubasyon
sicakhgi bu sartlar altinda 40°C olmaktadir. Zira bu sicaklik degerinde ilk 24 saatlik
orneklerdeki renk giderimi hemen % 73.2 ye ulagirken dretimin 96. saatinde renk
giderimi %97 lik bir degere ulagsmakta ve daha sonraki saatlerde sabit kalmaktadir.
(Sekil 4.9). Ancak biyoteknolojik slrecglerde hedeflenen kazanimin en ekonomik
sekilde eldesi onemli bir kriter olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bu acidan
bakildiginda g¢alismamizda elde edilen bu sicaklik degerinde calisiimasi maliyet
artigsina yol acacaktir ve bu nedenle de ortam sicakliginin 25°C olmasi halinde
elde edilecek boya gideriminin Uretimin 96. saatinde %80’e varan oranda
gerceklesmesi dolayisiyla fayda- zarar karsilastiriimasi ile Gretim suresi uzunlugu
ile 1sitma icin kullanilacak enerji gideri arasinda bir se¢im yapilmasi dogru
olacaktir. Dolayisiyla da her ne kadar ¢alisma verisi olarak inkiibasyon sicakliginin
40 °C olmasi 6nerilmeliyse de 25 °C de galismak tarafimizdan bir secenek olarak

kabul goralmustar.

4.2.3. Boya Giderimi igin Uygun inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan mikroorganizma olan Spirulina platensis ’in boya giderimi igin
uygun inkibasyon slresini saptayabilmek i¢in Zarrouk sivi besiyerinde Uretilen 10
gunlik S.platensis kultirinden alinan 25 ml drnek, 50 ppm boyar madde iceren
icin Zarrouk sivi besiyerine eklenmis, 25°C’de, 2000 lux. i1sik siddeti altinda statik
kosullarda 240 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sirasinda her 24 saatte
bir, sivi kiltlrlerden alinan érnekler 4.000 rom’de 15 dakika santriflij edilmis ve
supernatantlarin  absorbans degerleri Olgllerek boya giderim degerleri

belirlenmistir.

Farkl inkibasyon surelerinin boya giderimine etkisi arastirildiginda Sekil 4.10 da
goruldugu gibi ilk 24 saat icinde %30 oraninda bir renk giderim degerine
ulagiimistir.  Uretimin 120. saatinde %78’e varan oranda bir giderim oldugu

saptanmis ve 240. saatte boyar maddenin %97 oraninda giderildigi goraimustar.
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Sekil 4.10. 50 ppm Basic Red 46 iceren Zarrouk besiyeride Uretilen S.platensis ’in
zamana karsi olusturdugu dekolorizasyon yuzdeleri (Sonuglar Gg ¢alismanin

ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Uzerinde gosterilmektedir).

Boya gideriminin biyolojik sureclerle gerceklestirildigi ¢alismalara bakildiginda
genellikle fungal ve bakteriyel kaynaklarla ¢alisildigi gorulmektedir. Mikroalglerle
yapilan bir caligmada uretim sureleri 15 gin (360 saat) surduriimus farkl tirlerde
boya farklliklarina ve konsantrasyonlarina bagl olarak 5. ginden (120.saat)
baglayan ve 15. gune kadar once artan sonra azalan bir hizla gergeklesen renk
giderimleri saptanmistir [65]. Ancak bu ¢alismada boyar madde olarak Congo red,
Olciim araligi olarak da her 5. guin baz alindigindan sonuglarin bizim bulgularimizla
uyumlulugu tartisilamamaktadir. S.platensis ile gergeklestirdigimiz bu ¢alismada
50 ppm Basic Red 46 igin ilk 24. saatte dahi 1/3 oraninda olmak Gzere 6nemli bir

renk giderim degeri s6z konusu olmaktadir.

4.2.4. Boya Gideriminde inokiilan Miktarinin Etkisinin Arastiriimasi

Baslangi¢ mikroorganizma konsantrasyonunun boya giderimine etkisinin
belilenmesi amaci ile Zarrouk sivi besiyerinde uretilen 10 gunlik S.platensis

kaltirinden alinan 10, 20, 30 ve 40 ml 6rnekler, 50 ppm boyar madde igeren
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Zarrouk sivi besiyerine eklenmig, 25°C’de, 2000 lux. 1sik siddeti altinda statik
kosullarda 240 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sirasinda her 24 saatte
bir 6rnek alinmig ve bu alinan érnekler 4.000 rpm’de 15 dakika santrifij edildikten
sonra supernatantlarin absorbans degerleri Olgllerek boya giderim degerleri

belirlenmistir.

Bu deneyler sonucunda Sekil 4.11 de goruldigu gibi 10 ml baslangig
mikroorganizma konsantrasyonunda ilk 24 saat iginde %18.7 oraninda bir renk
giderim degerine ulasiimis ve 240. saatte boyar maddenin %86,93 oraninda
giderildigi gorilmistir. Inokidlan miktari 20 ml oldugunda ise ilk 24 saat iginde
renk giderim orani %29.9 olarak hesaplanmakta ve boyar maddenin 240. saatte
%96.09 oraninda giderildigi gérulmustar (Sekil 4.12).

30 ml inokulan miktar kullanilan besiyerinde ilk 24 saatte renk giderim oraninin
%40.1 oldugu ve 240. saatinde boyar maddenin %97.2 oraninda azaldigi
saptanmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.11. 10 ml inokulasyon yapilan 50 ppm Basic Red 46 igeren Zarrouk
besiyeride Uretilen S.platensis 'in zamana karsi olusturdugu dekolorizasyon
yuzdeleri (Sonuglar tG¢ galismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik

Uzerinde gosterilmektedir).
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Sekil 4.12. 20 ml inokulasyon yapilan 50 ppm Basic Red 46 iceren Zarrouk
besiyeride Uretilen S.platensis 'in zamana karsi olusturdugu dekolorizasyon
yuzdeleri (Sonuglar ¢ galismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik

Uzerinde gosterilmektedir).
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Sekil 4.13. 30 ml inokilasyon yapilan 50 ppm Basic Red 46 igeren Zarrouk
besiyeride Uretilen S.platensis 'in zamana karsi olusturdugu dekolorizasyon
yuzdeleri (Sonuglar t¢ galismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik

Uzerinde gosterilmektedir).
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40 ml baslangi¢ boyar madde konsantrasyonu kullanildiginda ise ilk 24 saat i¢inde
renk olusumunun %49.8’inin giderebildigi ve 240. saatte boyar madde renk

giderim oraninin %97.2 degerine ulastigi saptanmaktadir (Sekil 4.14).

50 ppm Basic Red 46 iceren Zarrouk besiyeride Uretilen S.platensis ’in zamana
karsi olugturdugu dekolorizasyon yuzdeleri farkli inokualan miktarlari kullanarak
birbileri ile karsilastirildiginda, 40 ml oraninda inokulasyon yapilan ortamlardan
alinan her 24 saatlik 6rneklerdeki renk gideriminin daha yuksek oldugu
gorulmektedir (Sekil 4.15.)
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Sekil 4.14. 40 ml inokilasyon yapilan 50 ppm Basic Red 46 igeren Zarrouk
besiyeride uretilen S.platensis 'in zamana karsi olusturdugu dekolorizasyon
yuzdeleri (Sonuglar G¢ galismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik

Uizerinde gosterilmektedir).
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Sekil 4.15. 10, 20, 30 ve 40 ml inokulasyon yapilan 50 ppm Basic Red 46 igeren
Zarrouk besiyeride uretilen S.platensis 'in zamana karsi olusturdugu
dekolorizasyon ylzdeleri (Sonuglar U¢ ¢calismanin ortalamasidir. Standart

sapmalar grafik Uzerinde gosterilmektedir).

inokiilan miktarinin biyodegredasyona etkisi ile ilgili yapilan calismalar genellikle
fungus veya bakteriler ile gerceklestiriimektedir. Ornegin Karbofuran yikimini
gerceklestiren bir izolatla yapilan bir ¢alismada hiucre yogunluguna bagli olarak
yikimin arttigi s6z konusu edilmektedir [66]. Calisma amacimiza en yakin olarak
ele alabilecegimiz bir arastirmada Chlorella vulgarisin kullanildidini gérmekteyiz.
Bu calismada biyoakimdulasyon yolu ile Remazol Siyahi gideriminde kurutulmus
Chlorella vulgaris’in 800 mg / | ’ye kadar olan konsantrasyonlarinin denedigini ve
maksimum giderim i¢in uygun organizma konsantrasyonunun 419.5 mg/l olarak
gerceklestigi  bildirilmistir  [33]. Bir diger calismada o6lu fungal biyomasin
(Phanerochaete chrysosporium ve Funalia trogii) tekstil boya giderimi verimliligine
bakilmis ve artan biyomas agirliginin 1g>0,59>0,2g>0,1g boya giderimini dogru

orantili olarak arttirdigi bulunmustur [35].

Algler, diger mikroorganizmalar gibi biyoakimulasyon yolu ile de renk giderimi

gercgeklestirebilirler. Bu agidan bakildiginda ortamda yer alan boyar maddelerin
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inokulan miktarinin artigina bagh olarak hem enzimatik hem de biyoabsorbsiyon
mekanizmalari yolu ile artan oranda giderilmig olmalari beklenmelidir. Ancak, Azo
boyalarin aerobik yollarla dekolorizasyon mekanizmalarini agiklayabilmek igcin azo
badlarinin enzimatik transformasyonlari hakkinda daha c¢ok bilgiye gereksinim
vardir [67].

4.2.5. Baslangi¢c Boya Konsantrasyonlarinin Renk Giderimine Etkisinin

Belirlenmesi

50 ppm boya konsantrasyonu ile devam edilen galismalara ilave olarak diger tum
fizyolojik kosullar sabit tutulmak sartiyla, besi ortamina sirasiyla, 75 ppm, 100
ppm, 125 ppm ve 150 ppm boya eklenerek boya konsantrasyonunun
dekolorizasyon (izerinde etkisi arastiriimistir. Inkiibasyon sonrasi, sivi kiiltirlerden
alinan ornekler; 4.000 rpm’de 15 dakika santriflj edilmis ve supernatantlarin boya
giderim degerleri belirlenmigtir. Elde edilen sonuglara gére 50 ve 75 ppm boya
konsantrasyonlarinda, ilk 24 saatte sirayla %33.4 ve %23.4 ve 240. saatte ise
%97.2 ve %93.05 oranda boyar madde giderimine ulasiimistir (Sekil 4.16 ve 4.17).

Sekil 4.16. 50 ppm Basic Red 46 iceren Zarrouk besiyeride Uretilen S.platensis ’in

zamana karsi olusturdugu dekolorizasyon ylzdeleri (Sonuglar t¢ ¢calismanin

ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Uzerinde gdsterilmektedir).
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Sekil 4.17. 75 ppm Basic Red 46 iceren Zarrouk besiyeride Uretilen S.platensis ’in
zamana karsi olusturdugu dekolorizasyon yuzdeleri (Sonuglar ¢ ¢calismanin

ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Gzerinde gosteriimektedir).

Sekil 4.18, 4.19 ve 4.20° de go6ruldigu gibi 100, 125 ve 150 ppm’ lik boya
konsantrasyon sonuglarina baktigimizda ilk 24 saat i¢in sirayla %11.1, %9.9 ve

%2.1 ve 240. saat icin %34.1, %32.4 ve %3 giderim oranlarina erigilmektedir.
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Sekil 4.18. 100 ppm Basic Red 46 iceren Zarrouk besiyeride Uretilen
S.platensis’in zamana karsi olusturdugu dekolorizasyon ylzdeleri (Sonuglar lg¢

¢alismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Uzerinde gosterilmektedir).
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Sekil 4.19. 125 ppm Basic Red 46 iceren Zarrouk besiyeride Uretilen S.platensis
'in zamana kargi olusturdugu dekolorizasyon yuzdeleri (Sonuglar G¢ ¢calismanin

ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Gzerinde gosteriimektedir).
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Sekil 4.20. 150 ppm Basic Red 46 iceren Zarrouk besiyeride Uretilen
S.platensis’in zamana karsi olusturdugu dekolorizasyon yluzdeleri (Sonuglar g

¢alismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Gzerinde gdosterilmektedir).
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Farkli boya konsantrasyonlarinda Zarrouk besiyeride Uretilen S. platensis’in
zamana kars! olusturdugu dekolorizasyon yuzdeleri birbirleri ile karsilastirildiginda
en uygun baglangic boya konsantrasyonu 50 ppm oldugu ve boya
konsantrasyonun artigiyla birlikte boyar madde giderim yuzdesinin azaldigi
saptanmaktadir (Sekil 4.21).

Gerek biyolojik ve gerekse fiziksel yontemler olsun, yapilan renk giderim
calismalarinda boyar maddeye bagh olmaksizin ortak olarak ortaya ¢ikan bulgu,
boya konsantrasyonunun artigi ile dekolorizasyonun birbirleri ile ters orantili
oldugudur. Red CI-5B, Basic Red 46 ve Basic Blue 3 gibi bazi boyar maddelerin
renk giderimleri icin fiziksel yontemlerin uygulandigi surecglerde benzer sonuglara
rasttanmis ve boyar madde konsantrasyonunun artiginin yontem etkinligini
azaltugr saptanmistir [68,69]. Bundan ayri olarak farkli mikroorganizmalarin
dekolorizasyon etkinligine boya konsantrasyonunun negatif etkisi cesitli

arastiricilar tarafindan saptanmistir [70,71].
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Sekil 4.21. 50,75,100,125 ve 150 ppm Basic Red 46 iceren Zarrouk besiyeride
uretilen S. platensis 'in zamana kargi olusturdugu dekolorizasyon yuzdeleri
(Sonuglar ¢ calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik tizerinde

gosterilmektedir).
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4.2.6. Boya Gideriminde Statik ve Calkalamal inkiibasyon Kosullarinin

Etkisinin Belirlenmesi

Calkalamali veya Statik inklbasyon kosullarinin boya giderimine etkisinin
belirlenmesi amaci ile Zarrouk sivi besiyerinde Uretilen 10 glnlik S.platensis
kultdrinden alinan ornekler, 50 ppm boyar madde igeren Zarrouk sivi
besiyerlerine eklenmis, 25°C’de, 2000 lux. isik siddeti altinda 150 rpm déngusel
calkalama hizina sahip inkibatérde veya statik kosullarda 240 saat inklibasyona
birakilmistir. inkiibasyon sirasinda her 24 saatte bir érnek alinmis ve bu alinan
ornekler 4.000 rpm’de 15 dakika santriflj edildikten sonra supernatantlarin

absorbans degerleri Olgulerek boya giderim degerleri belirlenmistir.

Statik ve calkalamali inkiibasyon sonugclarini karsilastirdigimizda, ilk 24 saatte
statik kosullarda elde edilen % boya giderimi orani 36.1 iken, calkalamall

kosullarda bu oranin dustigu (% 30.2) saptanmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Statik veya galkalamali inkiibasyonun Basic Red 46 igeren Zarrouk
besiyeride Uretilen S.platensis ’'in zamana karsi olusturdugu dekolorizasyona etkisi
(Sonuglar ¢ galismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Gzerinde

gosterilmektedir).
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Elde edilen sonuglari diger benzer calismalarla karsilastirdigimizda statik ve
calkalamali inkibasyonun renk giderimine etkisi icin genelde statik kosullarin
uygun oldugu sonucu ortaya cikmaktadir. Aksu ve arkadaglari 2007 yilinda
T.versicolor ile Remazol Black B boyar maddesi renk giderimi ile ilgili bir ¢alisma
yapmiglar ve 100 rpm calkalama hizinda 4 gunlik inkibasyon sonrasinda
dekolorizasyonun % 88 oraninda gergeklestigini bildirmiglerdir [66]. Bacillus cereus
ile yapilan benzer calismada c¢alkalamali inkubasyon sonrasinda bakteri
uremesinin arttigi ancak boya gideriminin statik kosullara kiyasla daha az
gerceklestigi gozlenmistir [72]. Mikroorganizmalar tarafindan azo boyalarin renk
gideriminin azo-reduktaz enzimi yolu ile gergeklestirdigini belirten arastiricilar bu
enzimin azo baglarini indirgedigini, ve ayni zamanda bu enzim tarafindan
olusturulan biyodegredasyonun oksijen varliginda dustiguniu belirlemislerdir, zira
oksijen varliginda azo-reduktaz enziminin elektron almasi engellenmis ve azo
baglar indirgenmemis olacaktir [73]. E. coli ile de yapilan farkh bir ¢alismada
Reactive Red 22 igeren besiyerinde calkalamali kosullarda boya gideriminin
gerceklesmedigini ancak, 10 saatlik statik inklibasyon sonucu renk olugsumunun

tamamen yok edildigini bildirilmigtirler [50].

4.3. Canhhgi Giderilen Kiiltiirin Boya Renk Gideriminde Kullaniimasi

Calismamizda canli ve Olu biyokutlenin boya giderimine etkisinin belirlenmesi
amaci ile, boya giderim besiyerleri iki paralel grup olacak sekilde hazirlandi. Birinci
grup orneklerde; 25 ml canli biyokutle, diger grup orneklerde ise; 25 ml olu
biyokitle eklendi. Inkiibasyon sonrasi sivi kiltirlerden alinan érnekler; 4.000
rom’de 15 dakika santrifij edildi ve supernatantlarin boya giderim degerleri

belirlendi.

Ol ve canh biyokitle ile gerceklestilen boya giderimi verilerini
kargilastirdigimizda, ilk 24 saat iginde Olu biyokutle ile gergeklesen giderim orani
%31.1 olarak saptanirken, canli biyokultle ile boyar madde giderim orani %34.15
olarak bulunmustur. 240. saat sonunda elde edilen verilere baktigimizda ise o6lu
biyokUtle ile gergceklesen boyar madde giderim orani %90.17, canh biyokutle ile

elde edilen giderim orani ise %97 olarak saptanmistir (Sekil 4.23). Bu veriler bize
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S.platensis ’in renk giderimini hem biyoabsorbsiyon hem de enzimatik yolla
gerceklestirdigi  bilgisini vermektedir. Spirogyra sp. ile yapilan bir c¢alisma
sonrasinda da arastiricilar canh biyokutle ile renk gideriminin hem biyosorbsiyon

hem de metabolik yollarla gergeklestigini 6ne stirmektedirler [74].

Teksil boyar maddelerinin renk gideriminde biyolojik slreclerin biyosorbsiyon,
biyoakimulasyon ve biyodegredasyon asamalariyla gerceklestirilebildigini belirten
arastiricllar her Ug¢ surecin de alger tarafindan gergeklestirildigini
biyosorbsiyonun, hem 6lU organizmalarin toksik maddelerden etkilenmeden bu
islemi gerceklestirmeleri, hem besin maddelerine gereksinim duymamalari hem de
rejenere edilerek ¢ok kere kullaniimalarinin mimkun olmasi nedeniyle en avantajli

bir yontem oldugunu belirmektedirler [75].
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Sekil 4.23. Basic Red 46 igeren Zarrouk besiyeride 6lU ve canli S.platensis
biyokUtlelerinin zamana karsi olusturdugu dekolorizasyon yuzdeleri (Sonuglar t¢

calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Gzerinde gosterilmektedir).
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Alglerin biyosorbsiyon yolu ile renk giderimini bagardiklarina bir diger 6rnek olarak
Chlorella vulgaris ile yapilan ¢alismayi verebiliriz. Ancak bu arastirmada canli kitle
ile calisiimadigindan kendi arastirmamiz ile bir karsilastirma yapmak imkani
bulunmamaktadir [33]. Aspergillus sp, Trichoderma sp ve Fusarium sp gibi
funguslarla yapilan calismalarda ayni boyanin giderimi igin canh ve O0lU
organizmalar kullanilmis ve canli organizmalarin kullaniimasi halinde giderim
oraninin daha yuksek oldugu belirtilmistir [76]. Yapilan bir diger c¢alismada,
Pleurotus ostreatus ile deri endustrisinde kullanilan birgok boyanin giderimi icin
yapilan denemeler sonunda canh misellerle % 97 renk giderimi elde edilirken 6lu
misellerle % 15 gibi dusuk derecelerde renk giderimi gerceklestigi bildirilmistir
[77].

4.4. Agar Jeline Tutuklanan Spirulina platensis sp.’nin Boyar Madde
Gideriminde Etkisi

Tez calismalarimizin devaminda boyar madde giderimi icin S.platensis’in Uretimi
gerceklestiriimis ve agar jeline tutuklandiktan sonra boyar madde giderimine
bakilimigtir. Bu baglamda Zarrouk sivi besiyerinde uretilen 10 gunlik S.platensis
kalturinden 25 ml 6rnek alinmis ve hazirlanan agar jeli ile karistirimistir. Daha
sonra 50 ppm boyar madde igceren pH si 9.0 olan Zarrouk sivi besiyerlerine
eklenmis, 25°C’de, 2000 lux. 1sik siddeti altinda, statik kosullarda inkibasyona
birakilmistir. inkiibasyon sirasinda her 24 saatte bir érnek alinmis ve absorbans

degerleri dlgulerek boya giderim degerleri belirlenmigtir.

Sekil 4.24’ de goruldugu gibi yukarida bahsedilen kosullar altinda yapilan deneyin
sonucunda ilk 24 saatte boyar madde giderimi %39.2 oraninda gercgeklesirken,
deneyin 240. saatinde renk giderimi %97.3 degerinde ulasmistir. Elde edilen
degerleri kontrol ile karsilastirdigimizda tutuklanan S.platensis ile giderim

ylzdesinin duglk oranda da olsa arttigi saptanmistir.
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Sekil 4.24. Basic red 46 iceren, S.platensis’in agar jeline tutuklanan ve kontrol
kultdrlerinin zamana karsi olusturdugu dekolorizasyon yuzdeleri (Sonuglar t¢

¢alismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Gzerinde gosterilmektedir).

Scenedesmus quadricauda ile yapilan bir calismada tutuklanan organizmanin
boya giderimini basardigi ancak bu giderimin inklibasyon sicakligi ve boya
konsantrasyonu ile etkilendigi bildiriimektedir [78]. Bir baska calismada Huang
Guolan ve arkadaslari kalsiyum aljinat jeline tutuklanmis ve tutuklanmamis olan
algler ile Direct Brown NM boyar maddesinin giderimine bakmislar ve tutuklanan
alglerin, giderimi daha iyi gerceklestirdiklerini belirlemiglerdir [79]. Yapilan diger bir
calismada sodyum aljinat jeline tutuklanan F.trogii’ ile Acid Black 52 boyasinin
giderimine bakilmis ve jele tutuklanan F.trogii’ nin tutuklanmamis olanlara gore
daha ¢ok giderim gercgeklestirdigi belirlenmistir [80]. Bu bilgiler bize tutuklanan

alglerin boya giderimi agisindan basarili oldugunu gostermektedir.

4.5. Optimal inkiibasyon Kosullarinda S.platensis’in Boyar Madde Giderimi

Tez caligmalarimizin devaminda boyar madde giderimi i¢in saptanan optimum
kUltirasyon kosullarinda S.platensis’in Uretimi gerceklestiriimis ve boyar madde
giderimine bakilmistir. Bu baglamda Zarrouk sivi besiyerinde uretilen 10 gunluk
S.platensis kultarinden 40 ml ornek alinmig, 50 ppm boyar madde igeren pH’ si
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9.0 olan Zarrouk sivi besiyerlerine eklenmig, 40°C’de, 2000 lux. 1s1k siddeti altinda,
statik kosullarda inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sirasinda her 24 saatte bir
ornek alinmis ve bu ornekler 4.000 rpm’de 15 dakika santriflij edildikten sonra
supernatantlarin  absorbans degerleri Olgulerek boya giderim degerleri
belirlenmistir.

Sekil 4.24’° de goruldugu gibi optimum kosullar altinda yapilan deneyin sonucunda
ilk 24 saatte boyar madde giderimi %75.1 oraninda gergeklesirken, deneyin 96.
saatinde renk giderimi %96.9 dederinde ulagmigtir. Optimize dederleri arastirmak
uzere gerceklestirilen tim deneyler karsilastirildiginda uretimin ilk 24 saatinde
bdyle yuksek bir renk giderim orani elde edilmedigi gibi 96. saat i¢in elde edilen
giderim deg@eri de diger deneylerden yuksek olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Renk
giderimi igin uygun inkubasyon sicakliginin arastirildigl calismamizda Uretimin 96.
saatinde S.platensis ile Basic Red 46 boyasinin renk giderimi 40°C inkibasyon
sicakhginda ilk 24 saat icinde %73.2 olarak gergeklesmis, uUretimin 96. saatinde
giderim degeri %96’y1 asmis ve 240. saatte boyar madde renk giderim ylzdesi
97.20 degerine ulasmistir (Sekil 4.9). Bu veriler, optimize edilen sartlarda elde
edilen verilere ¢cok yakindir. Dolayisiyla renk gideriminde en etkili parametrenin

inkibasyon sicakhgdi oldugu ileri strulebilir.

Basic Red 46 boyasinin olusturdugu renkliligi gidermede etkili kultarel
parametreleri arastirdigimiz c¢alismalarla elde edilen degerlerde hazirlanan
ortamda S.platensis‘in olusturdugu etkinlik sonucunda ulasilan degerler, tek tek
yapilan deneylerde karsimiza c¢ikan verilerle Kkarsilastirildiginda, optimize
kosullarin renk giderim suresini 6ne ¢ektigi sonucuna ulasiimaktadir. 25°C lik
inkibasyon sicakliginda inkibasyonun 96. saatinde % 80 oraninda bir renk
giderimi saptandigi belirlenmis ve 240. saatte boyar maddenin %97.1 oraninda
giderildigi gorulmustur (Sekil 4.6). Dolayisiyla, statik kosullarin renk giderimine
pozitif etkisi nedeniyle herhangi bir enerji giderine gereksinim duyulmadan dusuk
sicakliklarda dahi ¢ok yuksek bir renk gideriminin saglaniyor olmasi ¢alismamizda
kullanilan S.platensis ‘in Basic Red 46 boyasinin olusturdugu renkliligi gidermede

etkili bir organizma olarak kullanilabilir oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.25. Basic Red 46 igeren Zarrouk besiyeride S.platensis’ in optimum
kosullar altinda zamana karsi olusturdugu dekolorizasyon yiizdeleri (Sonuglar g

calismanin ortalamasidir. Standart sapmalar grafik Uzerinde gosterilmektedir).

Boyar maddelerin varligi, atiklara yogun bir renk vererek c¢evre sorunlarina yol
acmaktadir. Kimyasal koagulasyon/flokulasyon, ozonlama, oksidasyon, filtrasyon,
iyon degistirme, 1sinlama, presipitasyon, adsorbsiyon ve elektrokimyasal
uygulamalar gibi fiziksel ve kimyasal yontemler ¢ok pahali, operasyonel sorunlar
yaratan, zararli yan drtin olusumuna yol agan ve kimi kere de yogun ener;ji ihtiyaci
gibi olumsuzluklar gosterdiklerinden genellikle uygulanabilirlikleri sorgulanan
yontemlerdir. Bu nedenle de biyolojik yontemler, fiziksel ve kimyasal yontemlere
gore daha one g¢ikmaya baslamiglardir [81-85]. Calismamizda, bu gune degin
genellikle kullanilan fungal ve bakteriyel ajanlara bir alternatif olmak Uzere
Spirulina platensis susunun, bir azo-boyar madde olan Basic Red 46’nin

olusturdugu rengin giderimine etkisi arastiriimigtir.

Calismalarimizin bulgularina bakildiginda Spirulina platensis’in kisa surede ciddi
oranda boya giderimi gerceklestirmenin yani sira, statik inkiibasyon kosullarinda
verimli oldugu saptandi. Tez calismalarinda elde edilen bulgularin 1131 altinda;

kullanilan mikroorganizma boya giderimi denemelerinde, Basic Red 46 azo-
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boyasini yiiksek oranda gidermistir. Spirulina platensis optimum sicaklikta (40°C)
inkiibasyonun 96. saatinde %96 oraninda renk giderimi gergeklestirmesinin yani
sira oda sicakliginda dahi ayni sure sonucunda %80 oraninda yuksek bir giderim
gOstermektedir. Bu nedenle ¢ok yuksek sicakliklara gerek duyulmamasi nedeni ile
Spirulina platensis ‘in endustriyel agidan kullanilabilir oldugu s6z konusu edilebilir.
Ancak S.platensis‘in gesitli boyalari giderme yetenekleriyle ilgili mekanizmalarin
aydinlatiimasi ve dekolorizasyon sonucu agiga ¢ikan udrunlerin, alici ortamlara
verildikten sonra toksik bir etki olusturup olugsturmayacaklarinin 6grenilebilmesi igin
daha ileri arastirmalara ihtiya¢ vardir. Calisma bulgularimizin bu arastirmalar igin

temel olacagi dusunulmektedir.
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