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Endustriyel atiksular dinyanin bircok yerinde ciddi c¢evre Kkirliligine neden

olmaktadir.

Buna neden olan kirleticilerden biri olan sentetik azo boyalari, tekstil endustrisinde
yaygin olarak kullaniimaktadir. Azo boyalari kompleks yapilarindan dolayi

degradasyonu zor molekullerdir.

Son yillarda, boya igeren atiksularin biyosorpsiyonu ve biyodegradasyonu igin
mikroorganizmalarin kullanildigi birgok c¢alisma yapilmistir. Boyalarin biyolojik

giderimi, diger giderim yontemlerine gore ekonomik, etkili ve zararsizdir.

Bu calismada, Reaktif Black 5 (RB-5), Reaktif Green 19 (RG-19), Reaktif Brown
10 (RB-10)ve Solochrome Black (SB) boyalarinin renk giderimi Phanerochaete
chrysosporium ve Chlorella vulgaris kullanilarak arastinimistir. BBM (Bold Basal
Medium) besi yerinde (Uretilen Chlorella vulgaris’ ten etkili bir sonug¢
alinamadigindan, c¢alismaya P. chrysosporium ile devam edilmistir. P.
chrysosporium ile, en iyi renk giderim orani denenen besi yerleri arasinda, Tien-
Kirk besi yerinde, Reactive Black 5 boyasinda, %92,5 olarak elde edilmigtir. Diger
boyalarin dekolorizasyon oranlari ise RG-19 i¢in %83, RB-10 i¢in %63 ve SB igin



%63 olarak belirlenmistir. Bu nedenle galisma, RB-5 ve Tien-Kirk besi yeri ile

sudaralmastar.

Boya konsantrasyonu, pH, sicaklik, calkalama hizi, N ve C kaynaklari gibi
parametrelerin renk giderimi Uzerine etkileri aragtiriimigtir. Renk giderimi
spektrofotometrik olarak dlgluimuastar. Elde edilen veriler SPSS 15 Software
kullanilarak analiz edilmigtir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, Reactive Black 5,
Reactive Brown ve Solochrome Black boyalarinda 3. guinin sonunda maksimum
renk giderimi gézlenirken, Reactive Green boyasinin maksimum renk giderimi 5.

gunun sonunda gozlenmistir.

Optimizasyon calismalarinda denenen parametreler arasinda en iyi
dekolorizasyonun, pH 4,5’ ta, 150 rpm calkalama hizinda, 30 °C sicakliginda
oldugu gdézlenmistir. Denenen karbon kaynaklari arasinda en iyi renk gideriminin,
nisasta iceren besi yerinde ve azot kaynaklarinin denendigi besi yerlerinde ise

azot igermeyen besi yerinde oldugu gézlenmistir.

Bu calismadan elde edilen sonuglara gére Phanerochaete chrysosporium’un RB-

5 boyasinin renk giderimi Uzerinde oldukga etkili oldugu neticesine varilmistir.

Anahtar kelimeler: Phanerochaete chrysosporium, Chlorella vulgaris, azo

boyalari, biyodegradasyon



ABSTRACT
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Industrial wastewater causes serious environmental pollution in many parts of the

world.

Synthetic azo dyes, one of the pollutants causing this, are widely used in the
textile industry. Azo dyes are difficult molecules to degrade due to their complex

structures.

In recent years, many studies have been carried out using microorganisms for
biosorption and biodegradation of dye-containing wastewaters. The biological
remediation of the dyes is economical, effective and harmless compared to other
remediation methods.The biological remediation of the dyes is economical,

effective and harmless compared to other treatment methods.

In this study, the color removal of Reactive Black 5 (RB-5), Reactive Green 19
(RG-19), Reactive Brown 10 (RB-10) and Solochrome Black (SB) dyes was
investigated using Phanerochaete chrysosporium and Chlorella vulgaris. The
study was carried on with P. chrysosporium since no effective result was obtained
from Chlorella vulgaris produced in the BBM (Bold Basal Medium) medium. It was

obtained with P. chrysosporium at the Tien-Kirk feeder, Reactive Black 5, 92.5%,



among the best color removal rate tested. Decolorization rates of other dyes were
determined as 83% for RG-19, 63% for RB-10 and 63% for SB. For this reason,

the experiment has been diluted with RB-5 and Tien-Kirk media.

The effects of parameters such as dye concentration, pH, temperature, agitation
speed, N and C sources on color removal were investigated. Color removal is
measured spectrophotometrically. The obtained data were analyzed using SPSS
15 Software. As a result of the work done, Reactive Black 5, Reactive Brown and
Solochrome Black dyes showed maximum color clearance at the end of the third
day, while Reactive Green, maximum decolorization was observed at the end of
the fifth day.

Among the parameters tested in the optimization studies, the best decolorization
was observed at a pH 4.5, a shaking speed of 150 rpm and a temperature of 30
°C. Among the tested carbon sources, the best color removal was observed in the

nutrient-free medium, in starch-containing medium and in nitrogen-rich medium.

According to the results obtained from this study, it is concluded that Phosphate

RB-5 dye of Phanerochaete chrysosporium is very effective on color removal.

Keywords: Phanerochaete chrysosporium, Chlorella vulgaris, azo dyes,

biodegradation
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1. GIRIS

Son yillar boyunca sanayilesme nedeniyle cesitli su kaynaklarinin
kilenmesinde endise verici bir artis olmustur [1]. Tekstil endustrisi su
katlelerinin kirlenmesine onculuk etmektedir. Az miktarda organik boyanin bile
suda olusturdugu renk ¢ok Onemlidir, ¢gUnku olasi zararl etkilerinin yani sira

sudaki renk, estetik agidan rahatsiz edicidir [2].

Gunumuzde sentetik boyalar iceren atiklarin bosaltiimasina buyuk o6nem
verilmektedir. Her yil sanayi atiklarinda 280.000 ton tekstil boyasi tahliye
edilmektedir [3].

Ticari sentetik boyalar arasinda, azo boyalari genis bir renk yelpazesine ve
yaplya sahip en buyuk siniftir ve toplam tekstil boyar maddelerinin % 70'i

kadarini temsil etmektedir [4].

Azo boyalari, gida, ilag, kagit, kozmetik, tekstil ve deri endustrilerindeki gesitli

uygulamalarda duzenli olarak kullaniimaktadir [5].

Bu boyalar, azo bagina sahip (-N = N-) aromatik ve heterosiklik bilesikler
sinifina ait olup, toksik, mutajenik ve hatta kanserojenik 6zelliklere sahiptirler.
Bu olumsuz 6zellikleri, dogada, bitki, hayvan ve insanlar da dahil olmak uzere,

yasam sistemini etkilemektedir [6].

Bu atiklarin ¢evreye salinmasi, boyalarin ve bunlarin pargalanma urunlerinin
zararli etkileri ciddi gevre sorunlarina sebep oldugundan istenmemektedir. Bu
nedenle, boya ihtiva eden atikk suyun gevreye bosaltimadan 6nce aritim

islemine tabi tutulmasi son derece 6nemlidir [7],[8].

Kapsamli sekilde yapilan arastirma ve geligtirme c¢alismalari, boyalarin
iyilestiriimesi icin ¢evre dostu bir alternatif olarak biyolojik yontemlere
odaklanmistir [9]. Azo boya biyodegradasyonu Uzerine yapilan bir¢gok ¢alisma,
yuksek aktiviteleri, yaygin dagilimlari ve gugli uygulanabilirligi sebebi ile
bakteri ve mantar tzerine yogunlasmistir [10].Bununla birlikte, dekolorizasyon
sonrasi olugsan aromatik aminler gibi drlnler bakterilerin aktivitesini

engelleyebilmektedir [11]. Buna karsin funguslar, kompleks organik bilesikleri;

1



lakkaz, mangan peroksidaz ve lignin peroksidaz gibi hucre disi ligninolitik

enzimler ile katalizor yoluyla degrade edebilmektedir [12].

Pleurotus ostreatus, Pichia sp., Penicillium sp. ve Candida tropicalis gibi bircok
fungal tirGn, azo boyalarini adsorpsiyon ve/veya enzimatik aktivite ile
renksizlestirdigi teyit edilmistir. Ayrica, bazi funguslar azo boyalarini kismen

veya tamamen mineralize edebilir [13].

Bu calismada; beyaz curikg¢ul fungus olan Phanerochaete chrysosporium ve
bir alg turu olan Chlorella vulgaris, ticari degeri olan ve azo grubu igerisinde
bulunan Reactive Black 5, Reactive Green 19, Reactive Brown 10 ve
Solochrome Black boyalarinin renk giderimi igin calisiimis ve cesitli

parametreler denenerek optimize edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tekstil Endustrisi Kaynakli Su Kirliligi

Son yillarda sanayinin hizla gelismesi ile tekstil endustrisinde de 6nemli gelismeler
meydana gelmistir. Daha dayanikli ve uzun émarlG Uranler Uretilmesi amaci ile
uygulanan iglemler sonucunda, bazi organik ve inorganik kirleticiler atik sulara
karismaktadir [15].

Su kirliligi, genel anlamda evsel ve endustriyel atiklarin, tarimda kullanilan dogal
ve yapay maddelerin su ortamlarina aritiimaksizin bosaltiimalari gibi sebeplerle

gerceklesir.

Tercih edilen kimyasallar ve iglem sirasinda kullanilan su hacmi, ortaya ¢ikan atik

suyun miktarini ve 6zeliklerini belirleyen onemli etkenlerdir [14].

Atiksularin Ozellikleri, fiziksel, kimyasal ve biyolojik olmak Uzere uU¢ kisimda

incelenmektedir [15].

Fiziksel 6zellikleri; suyun sicakligi, pH’i, kokusu ve tadi, renk ve bulanikhdi, suda
bulunan toplam kati madde derisimidir. Sicaklik ve pH, nehirlerdeki ve gollerdeki
biyolojik aktivitenin olumsuz yodnde etkilenmesine sebep olmaktadir. Sicaklik,

gazlarin sudaki ¢ozunurliagune etki etmektedir.

Kimyasal ozelikleri, atik suda bulunan azotlu ve fosforlu maddeler, agir metaller,
radyoaktif ~maddeler, vyag/gres, deterjanlar ve pestisitler tarafindan
belirlenmektedir. Bu kirleticiler suyun yogunlugunu, osmotik basincini, iletkenligini,

tuzlulugunu etkileyerek sudaki canlilarin yasamini negatif olarak etkilemektedir.

Biyolojik ozelliklerini ise, patojenik bakteri, virs ve protozoa gibi

mikroorganizmalar olugturmaktadir [16].

Endustriyel atik sular, ayrismaz ya da gug¢ ayrisabilir tirden maddelerin yani sira,
toksik bilesenleri de igerdiklerinden, bu sularin alici ortamlara bosaltiimalarinin

etkileri cok daha olumsuz ve kalicidir [17].

Renkli atik sular igerisinde, tekstil endustrisinden ve boyar madde endustrisinden

kaynaklanan atik sular, igerigi sebebi ile aritimi en zor olanlardir. Bu
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endustrilerden kaynaklanan atik sular yuksek alkalinite, biyolojik oksijen ihtiyaci,
kimyasal oksijen ihtiyaci, total ¢dziinmis kati madde, ile genellikle 1 g/dm?® ‘{in

altinda boya konsantrasyonu ile karakterize edilmektedir [18].

Tekstil endustrileri, yas dokuma igslemleri icin fazla miktarda su ve kimyasal
tuketmektedir. Boyama islemleri ve diger iglemlerde kullanilan bu organik ve
inorganik formdaki bilesiklerin ¢esitliligi ile ortaya ¢ikan atik sularin igerigi de

farkhlik gdstermektedir.
Her yil sanayi atiklarinda 280.000 ton tekstil boyasi tahliye edilmektedir [19].

Reaktif boyalarla 1 kg pamugu boyamak icin 0.6-0.8 kg NaCl, 30-60 g boya
maddesi ve 70-150 L su gereklidir; Bu islem sonucunda Uretilen atik su, % 20
oraninda sabitlenmemis reaktif boya, yiuksek tuz igerigi ve boyamaya yardimci

maddeleri icermektedir [20].

Bu boyar maddelerin bazi sucul organizmalarda birikmesi ile toksik ve
kanserojenik Urinler meydana gelebilmektedir. Bu nedenle renkli tekstil endustrisi

atik sularinin dekolorizasyonu ekoloji agisindan da énemlidir [21],[22].

Alici suya verilen boya, ¢cok az miktarda olsa bile i1sik gegirgenliginin ve gaz
¢6zUunurligunun azalmasina neden oldugu igin, fotosentetik aktiviteyi olumsuz
yonde etkilemektedir [23],[24].

Bu sebeple endustriyel atik sular, estetik faktorlerden ve canli yasamina olan

olumsuz etkilerinden dolayi aritiimadan gol ve akarsulara bosaltiimamalidir[7].

Su kirliligi yonetmeligine gore tekstil endustrisi atik sularinin alici ortamlara desarj

standartlari gizelge 2.1°de goruldugu gibidir [17 ].



Cizelge 2.1: Tekstil Sanayii (Pamuklu Tekstil ve Benzerleri)

KOMPOZIT KOMPOZIT
o NUMUNE
PARAMETRE BIRIM NUMUNE
2 SAATLIK _
24 SAATLIK
Kimyasal oksijen Ihtiyaci(KOI) | (mg/L) |250 200
ASKIDA KATI MADDE(AKM) (mg/L) | 160 120
AMONYUM AZOTU (NH4-N) (mgll) |5 ;
SERBEST KLOR (mg/L) 0.3 -
TOPLAM KROM (mglL) |2 1
SULFUR (S7) (mg/L) |0.1 -
SULFIT (mg/lL) |1 -
YAG VE GRES (mg/L) |10 -
BALIK BIYODENEYI (ZSF) - 4 3
pH i 6-9 6-9
(Ek sati:RG-24/4/2011-27914) | (Pt-Co) |280 260

Renk




2.1.1. Tekstil Endustrisinde Kullanilan Boyalar

Sentetik boyalar tekstil, gida, kagit ve deri endustrisinde yaygin olarak

kullaniimaktadir ancak tekstil imalatinda birincil Gnemdedir [25].

Bu boyalarin sentetik orijinleri ve kompleks aromatik yapilari onlari gtgli ve zor

parcalanabilir yapmaktadir [26].
Boyalar;

anyonik (direkt, asit ve reaktif boyalar),
katyonik (bazik boyalar) ve

non-iyonik (dispers boyalar) olarak siniflandiriimaktadir.

Anyonik ve noniyonik boyalardaki kromoforlar cogunlukla azo gruplarl veya
antrakinon turleri icermektedir. Metal ile kompleks olusturan boyalar ¢ogunlukla
krom bazldir. Antrakinon esasli boyalar erimig aromatik yapilari nedeniyle

bozunmaya karsi daha direnclidir.

2.1.2. Tekstil Azo Boyalari

Azo boyalari, hizli boyama etkinligi ve 1s191 absorblama yetenegi ile tekstil
endustrisinde en ¢ok kullanilan boyalardir ve Uretilen toplam boyalarin % 60'ini

olusturmaktadir [27].

Yapilarinda bir veya daha fazla sayida azo grup icerdiklerinden diger boyalardan
farklilik gdstermektedir. icerdikleri bu azo grup ile birbirine baglanmis aromatik yan
gruplar da bulundurabilmektedir. Azo boyalarin sudaki ¢ozunurligu yapisinda

bulunan bu yardimci gruplara gore degisim gostermektedir.

Silfat (-SO3) veya karboksil grubu (-COO-) iceren gida boyalari ve reaktif boyalar
sinifindaki bazi azo boyalarin sudaki ¢dézunarligu, yliksek olmaktadir [28].

Azo boyalarindan bazilari (disperse boyalar) ise hidrofobiktir ve nitro (-NO,) ve

kloro (-Cl) yardimci gruplari icerdiklerinden suda ¢6ziinmemektedir [29].



Pek c¢ok durumda tekstii azo boyalarinin bozunmasindan sonra olusan

metabolitler, toksik veya mutajenik etki gosterirler [30].

Bu nedenle, biyolojik bozunma tekniginin fizibilitesini degerlendirmek i¢in aromatik
kirleticilerin ve metabolitlerinin toksisitesini olgmek gereklidir. Kirlilik kontrolu igin
indikator bitki olan Phaseolus mungo ve Sorghum vulgare tohumlarinda, boyalarin

ve metabolitlerin fitotoksisite testi rapor edilmistir [31].

Tekstil boyalarinin ve endustri atiginin aritimi icin mikroorganizmalari kullanan
fizyokimyasal aritma yontemleri probleminin Ustesinden gelmek icin ¢ok sayida
biyoteknolojik yaklasim onerilmistir. Tekstil boya maddesinin biyolojik olarak
parcalanmasi, maliyet etkinligi, cevreyle dost dogasi ve daha az toksik ve / veya

toksik olmayan bilesikler Gretmesi nedeniyle yaygin olarak kullaniimaktadir [32].

Azo boya grubu icerisinde yer alan Reactive Black 5, Reactive Green 19, Reactive
Brown 10 ve Solochrome Black boyalarinin kimyasal formulleri Cizelge 2.2° de

verilmigtir.

Cizelge 2.2: Tekstil sanayinde yaygin kullanilan azo boyalarin kimyasal formulleri

ve renk indeksleri

Boya Kimyasal Formiil Colour Index
Reactive Black 5 CosH21NsNasO19Ss C.1.20505
Reactive Brown 10 C20H11ClI,NgNaOeS C.1.179060
Reactive Green 19 CaoH23Cl2N15Nag019Se C.1.205075
Solochrome Black C,yoH13N30,S -



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C20H13N3O7S&sort=mw&sort_dir=asc

Tekstil sanayinde yaygin kullanilan azo boyalarin kimyasal yapilarn asagida
gosterildigi gibidir [33] , [34], [35], [36].

S0,CH,CH,0S0;Na

OQC HQC H20803N3

« Sekil 2.1: Reactive Black 5 boyasinin kimyasal yapisi

Sekil 2.2: Reactive Brown 10 boyasinin kimyasal yapisi
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Sekil 2.3: Reactive Green 19 boyasinin kimyasal yapisi
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Sekil 2.4: Solochrome Black boyasinin kimyasal yapisi



2.2. Boyar Maddelerin Giderim Yontemleri

Tekstil endustrisi atiklari, boyar maddelerin kompleks kimyasal yapilari nedeniyle,
biyodegradasyonu olduk¢a gug, Kkirlilik orani yiksek atiklar sinifinda

degerlendiriimektedir [37].

Boya atik suyunu aritmak ic¢in kabul goéren genel metodolojiler U¢ kategoride

siniflandiriimaktadir;
fiziksel ,
kimyasal,

biyolojik giderim yontemleri.

2.2.1. Fiziksel Giderim Yontemleri

Kimyasal topaklayicilar, sedimantasyon havuzlari ve temizleyiciler de dahil olmak
uzere asil pargaciklarin yer ¢ekimini artirmak icin kullanilabilen gesitli proses
secenekleri vardir Cogu belediye ve endustriyel atiksu aritma tesislerinde

kullanilan birincil aritmanin temel sekli sedimentasyondur [38].

Filtrasyon teknolojisi, mikrofiltrasyon, ultrafiltrasyon, nanofiltrasyon ve ters ozmoz
icme suyu ve atik su aritma uygulamalarinin ayrilmaz bir bilesenidir. Yuksek
basingla ¢alisma, onemli miktarda enerji tuketimi, membranin yuksek maliyeti ve
nispeten kisa bir membran émru oldugundan, renkli atik su aritiminda kullanimi
sinirhdir [39].

2.2.2. Kimyasal Giderim Yontemleri

Kimyasal giderimde flokulasyon/koagulasyon renk gideriminde etkili yollardan
biridir [40]. Aliminyum, kalsiyum ya da demir iyonlari gibi ajanlarin flokilasyonu
baslatmasina dayali bir islemdir [41]. Genellikle maliyet agisindan
mumkundur(fakat bazen kimyasallarin maliyetinden dolay! pahali olur). Bununla

birlikte, islemin en 6nemli dezavantaji, nihai drinin c¢ok miktarda dretilen
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konsantre bir gamur olmasidir [42]. Bu islem suda ¢b6zunen azo, reaktif, asit ve

Ozellikle bazik boyalar icin uygun degildir [43].

Oksidasyon: Atk suyun oksitleyici ajanlarla muameleye tabi tutuldugu bir
yontemdir. Genel olarak iki sekilde uygulanmaktadir. Klor, hidrojen peroksit, fenton
reaktifi, ozon veya potasyum permanganat kullanilarak kimyasal oksidasyon ve
Uv  yardiml oksidasyon  atiklarin, Ozellikle  birincil muameleden

(sedimantasyondan) elde edilenlerin aritilmasinda kullanilir

DuslUk miktarlarda ve kisa tepki sureleri gerektirdiginden, renk giderme islemleri
icin en sik kullanilan yontemler arasindadir. Boyalari kismen veya tamamen
indirgemek icin kullanilirlar (genellikle aldehitler, karboksilatlar, sulfatlar ve azot
gibi daha diasuk molekil agirhkh tdrlere). Teorik olarak kompleks molekiilleri
karbondioksit ve suya kadar indirgeyerek, boyanin tam oksidasyonunu
saglayabilirler. Bu islemde pH ve katalizorlerin oksidasyon surecinde énemli bir rol

oynadigdini dikkate almak gerekir.

Klor, kullanilan gugclu bir oksitleyici maddedir ve ayrica kalsiyum hipoklorit ve
sodyum hipoklorit olarak da uygulanabilir. Su aritimi icin en yaygin olarak
kullanilan dezenfektan olmasinin yani sira, pulp ve tekstil agartma gibi renk
giderimi icin yaygin olarak kullanilir. Suda ¢6zunur olan reaktif, asit, direkt ve metal

kompleks boyalari, hipoklorit tarafindan kolayca renksizlestirilir, [44].

Ancak bazi reaktif boyar maddelerin kompleks yapilarindan dolayi, renk giderme
islemi genellikle uzun reaksiyon sureleri gerektirdigi i¢in, bu yontem, cok tercih
edilmemektedir. Suda ¢dzinmeyen dispers ve vat boyalar bu iglemde renk

giderme igslemine direnclidir [44],[45].

Atik sularda klor gazi kullanimi renk giderimi igin duguk maliyetli bir metodoloji
olmasina ragmen, kacginilmaz yan reaksiyonlara neden olmaktadir. Toksik
trihalometan da dahil olmak Uzere organoklor bilesikleri Ureterek, aritiimis suyun

emilebilir organik halojen muhtevasini arttirmaktadir [46].
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Fenton reaktifi; bir hidrojen peroksit ¢ozeltisi ve bir demir katalizora, renkli atik
suyu oksitlemek icin kullanilir. Olusan bu reaktif, hidrojen peroksitten daha
gugludar [47].

En buyuk dezavantaji genellikle <3.5'lik dar pH arahgi icerisinde etkili olmasi,

¢amur olugsumunu igermesi ve daha uzun reaksiyon suresi gerektirmesidir [48].

Ozonlama, oksijenden Uretilen ozonla gergeklestirilen bu iglem, cesitli
arastirmacilar tarafindan incelenmis ve tekstil atiklarinin (reaktif boyalar) renk
gideriminde etkili oldugu saptanmistir [49]. Ozonlama isleminin kimyasal oksijen
ihtiyacini  (KOI)  etkili  bir sekilde giderdigi belirtiimektedir.  islemin
dezavantajlarindan biri gaz halinde uygunlanmasidir. Ayrica islem sonunda su
miktari artmaktadir [50].

Elektrokimyasal yontem Uglncli bir muamele olarak rengi gidermek igin
kullanilmaktadir [51]. Renk giderimi, ¢ozinmeyen anotlarla elektro oksidasyon
veya sarf malzemelerini kullanarak elektro-koagulasyon ile

gergeklestirilebilmektedir.

Bu teknik, KOi'nin azaltilarak, cozilebilir ve ¢éziinmeyen boyalarin renk

gidermesinde etkilidir.

Dezavantajlari, yuksek elektrik maliyeti ve camur Uretimi ve ayni zamanda klorlu
organik maddelerden, dolayli oksidasyona baglh agir metallerden kaynaklanan
Kirliliktir [52].

2.2.3. Biyolojik Giderim Yontemleri
Biyolojik aritma, renkli atik su aritiminda kullanilan en yaygin yontemdir.

Metodoloji, nispeten ucuz, dusuk isletme maliyeti, toksik olmayan nihai Urunler gibi

onemli avantajlar sunmaktadir.

Biyolojik aritim islemleri aerobik (oksijen varliginda), anaerobik (oksijensiz) veya

kombine aerobik-anaerobhik olabilir.
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Cesitli boyalarin renk giderimi ve mineralizasyonu igin ¢ok sayida mikroorganizma

turd kullanilmigtir [53].

Bakteri, fungus, alg gibi genis bir mikroorganizma grubu hem canl hem de 6lu
formlariyla dekolorizasyon c¢alismalarinda sikga kullanilimis ve etkinligi

gOrulmustar.

Fungus ve bakteriler, bulunduklari ortama kolay uyum saglayabilmeleri ve cesitli
organik bilesikleri pargalayabilen enzim sistemlerine sahip olmalari sebebi ile, renk
giderimi calismalarinda on plana ¢ikmaktadir. Ozellikle beyaz curikgul
funguslarin, sahip olduklari ligninolitik enzim sistemi sayesinde kompleks

bilesikleri, mineralize edebildigi bircok ¢aligsmada gdsterilmigtir [54].

Alglerin de azo boyalari, induklenen azoredukteaz enzimi ile degradasyona
ugrattigi  bilinmektedir. Birgok alg tlrinin, azo boyalarini kendi aromatik
aminlerine indirgeyebildigi ve aromatik aminleri daha basit organik bilegiklere veya
COy'e metabolize edebildigi rapor edilmigtir. Ayrica alglerin azo boyalari, karbon
ve azot kaynagi olarak kullanabilecek sisteme sahip oldugu literatirde yer
almaktadir [55], [56].

Alglerin biyosorbent olarak kullanildigi dekolorizasyon c¢alismalarina yogunlagiimis

ve renk gideriminde de etkili sonuglar elde edilmistir. [57].

Mikroorganizmalar renk gideriminde adsorpsiyon, biyosorpsiyon,
biyoakimulasyon, biyodegradasyon gibi mekanizmalari kullanarak etkinlik

gostermektedir [58].

2.2.3.1. Biyolojik Dekolorizasyon Mekanizmalari

Filamentli funguslar, toprakta, yasayan bitkilerde ve organik atik maddeler gibi
ekolojik niglerde yasayan, her yerde bulunur.

Funguslarin metabolizmalarini, hizla degisen karbon ve azot kaynaklarina gore

adapte edebilme yetenegi, hayatta kalmalari igin 6nemlidir.
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Bu metabolik aktivite, poliaromatik hidrokarbonlar, organik atiklar, boya atiklari ve
steroid bilesikleri gibi gesitli kompleks organik kirleticileri pargalayabilen genis bir i¢

ve hicre digi enzim kiimesinin Uretilmesi yoluyla elde edilir [59].

Urettikleri LiP, MnP, lakkaz gibi ligninolitik enzimleri sayesinde, renkli ve metalik
atiklarin pargalanmasinda fungus sistemleri en uygun olani gibi goérinmektedir
[60].

Biyodegradasyon; canli hdcrelerin renk gideriminde kullanilan en &énemli
mekanizmadir. Lignin degistirici enzimlerin, lakkazin, manganez peroksidazin
(MnP) ve lignin peroksidazin (LiP) dretimine bagli olarak sagladigi biyolojik

bozunumdur.

LiP, MnP ve lakkazin boyalarin renk giderimindeki etkinligi her fungusa gore
farkhlik géstermektedir [61].

Azo boyalarin biyodegradasyonunda ilk olarak, azo boyanin indirgenmesi
gerceklesmektedir. Ardindan indirgenme ile ortaya ¢ikan drtnlerin pargalanmasi

gerceklesmektedir.

Azo boyanin reduksiyonu ile boyadaki renk olusumunu saglayan azo bagi
yikilmaktadir. Bu tepkime sonucunda renk giderimi saglansa da ortamda aromatik
aminler bulunmaya devam etmektedir. Bu yuzden tam bir boya degradasyonu igin
azo boya indirgenmesinin ardindan mineralizasyonun da olmasi gerekmektedir
[62].

Anaerobik kosullar altinda aromatik aminler Uretilebileceginden, elde edilen
mineralizasyon ac¢isindan aerobik kosullar altinda renk giderimi tercih edilmektedir
[63]

Biyosorpsiyon mekanizmasinda, arastirmacilar, fungus biyokutlesi iginde
bulunan karboksil, amino, fosfat ve lipid fraksiyonlari gibi islevsel gruplarin
oynadigi rolleri incelemigtir ve biyosorpsiyon esnasinda karboksil ve amino

gruplarinin temel baglanma alanlari oldugunu tespit etmislerdir [61].

Oli hiicreler igin mekanizma adsorpsiyon, biriktirme ve iyon degisimi gibi fiziko-

kimyasal etkilesimleri iceren ise biyosorpsiyondur.
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Asagidaki cizelgelerde (2.3),(2.4), canh ve 0olu fungal hucreler ile, cgesitli azo

boyalarin renk giderimi ve giderim mekanizmalari 6zetlenmigtir [64].

Cizelge 2.3:Canli hicreler ile renk giderimi sonuglari

Kaltur Boya Giderim Mekanizma
Orani
Funalia trogii Reactive Blue 19 >99 Lakkaz, MnP
Reactive Blue 49
Acid Violet 43
Reactive Orange 16
Aspergillus sp. Reactive Blue 99 Biyodegredasyon
Reactive Black 75
Aspergillus niger Acid Blue 80 Biyosorpsiyon
P.chrysosporium Reactive Red 92-100 Lignin degredasyonu,
Direkt boyalar 100 Biyodegredasyon,adsorpsiyon ve
MnP
P. ostreatus Remazol Billiant Blue | 100 Lakkaz,biyodegredasyon
R
Trametes versicolor | Direct Blue 63,2 Biyosorpsiyon
Pleurotus Congo red 93 Biyodegredasyon,adsorpsiyon, ve
pulmonaris lakkaz
Geotrichum sp. Reactive Black5 >99 Biyodegredasyon, MnP ve lakkaz

Reactive Red 158

Reactive Yellow 27
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Gizelge 2.4: Olii fungal hicrelerle renk giderim sonuglari

Kiiltiir Boya Giderim Mekanizma
orani
Aspergillus niger Acid Blue 29 99 Biyosorpsiyon
P. chrysosporium Astrozone Blue FGRL 60 Adsorpsiyon
Rhizopus arrhizus Reactive Black 5 62,5 Adsorpsiyon
Trametes versicolor Direct Blue 1 95,2 Biyosorpsiyon
Aspergiluus fumigatus | Reactive Brilliant 94,7 Kemisorpsiyon
Aspergillus niger Direct Blue 199 44,9 Biyosorpsiyon

2.2.3.2. Phanerochaete chrysosporium’un Ligninolitik Sistemi

Phanerochaete chrysosporium, 1974 vyilinda, Hal Burdsall tarafindan, odun

curatucu fungus olarak tanimlanmistir [65] .
Siniflandiriimasi asagidaki gibidir:

Alem: Fungi

Sube: Basidiomycota

Sinif : Agaricomycotina

Takim: Agaricamycetes

Aile : Phanerochateaceae

Cins : Phaneerochaete

Tuar : Phanerochaete chrysosporium
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Phanerochaete chrysosporium, lignin biyodegradasyonu (ligninoliz) igin gereken
fizyolojik kosullari ve enzimleri incelemek icin yaygin olarak kullanilan model

organizmadir.

Lignin biyodegradasyonunun fizyolojik 6nemi, mikroorganizmalarin gergek substrat
olan hemiselluloz ve sellloza daha iyi erigebilmesi igin lignin matrisinin tahrip

edilmesidir.

Lignin peroksidazlar, lignin molekilindn fenolik olmayan pargasindan bir elektron
cikarir, boylece bir katyon radikali meydana getirir ve rastgele baslayan oksitleyici

kimyasal tepkime, ligninin oksijenasyonu ve depolimerizasyonu ile sonuglanir.

Veratril alkol, H0, ile inaktivasyona kargi LiP' in stabilize edilmesinde 6nemli bir

role sahiptir.

Manganeze bagli peroksidazlar Mn (Il) 'yi Mn (ll1)' e oksitleyerek iglev gorurler. Mn
(1), lignin molekdlinin uzak bolgelerine yayilabilir ve oksidasyon iglemini
baglatan dusuk molekul agirlikli bir arabulucu olarak davranir [66] [67] . (Sekil 2.5)
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Sekil 2.5 : Phanerochaete chrysosporium’ un lignolitik sistemi
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3. MATERYAL VE METOD

3.1.Kullanilan Mikroorganizmalar
Calismada, Basidomycetes sinifina dahil olan beyaz c¢urikgul funguslardan

Phanerochaete chrysosporium ve yesil alg olan Chlorella vulgaris kullaniimigtir.

3.2.Kullanilan Boyalar

Calismada doért farkli boyar madde kullaniimistir.
Reactive Black 5 (Remazol Black) (Sigma-Aldrich),
Reactive Green 19 (Sigma-Aldrich)

Reactive Brown 10 (Sigma-Aldrich) ve
Solochrome Black (Merck) .

Kullanilan boyalarin 6zellikleri gizelge 2.2’ de gdsterilmigtir.

3.3. Boya GCozeltilerinin Kullanima Hazirlanmasi ve Dalga Boylarinin

Saptanmasi

Calismada kullanilan stok boyar maddeler 0,005 gr boya/1ml distile su olacak
sekilde hazirlandi. Hazirlanan stok boya c¢ozeltileri otoklavda 121 °C, 1 atm
basingta 15 dakika steril edildi. 100 ml besi yerine, hazirlanan bu stok ¢dzeltiden 1
ml eklenerek 50 ppm ‘lik konsantrasyon elde edildi. Boyalarin maksimum
absorbans degerleri spektrofotometrede absorbans edrisi ile saptandi (gizelge
3.1).
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Cizelge 3.1: Boyar maddelerin maksimum absorbans degerleri

Boya Absorbans Degeri
Reaktif Black 5 565 nm
Reaktif Green 19 674 nm
Reaktif Brown 10 520 nm
Solochrome Black 526 nm

3.4. Kullanilan Besiyerleri
Sabouraud Dextrose Agar (MERCK),
Sabouraud Dextrose Broth (MERCK),

YPGM (Yeast Peptone Glucose Medium) Besi yeri, asagidaki cizelge 3.2’ de
gOsterildigi gibi modifiye edilerek kullaniimigtir [61]

Cizelge 3.2: YPGM modifiye besi yerinin icerigi

ICERIK g/L
MAYA 2
EKSTRAKTI

MALT 10
PEPTON 2
GLUKOZ 10
KH,PO, 2
MgSO4.7H20 1
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Tien- Kirk Besi Yeri [68],
Cizelge 3.3: Tien-Kirk besi yeri icerigi

ICERIK g/L
Potassium Di Hydrogen Phosphate 2
Calcium Chloride 0,114
Magnesium Sulfate 0,7
Ammonium Chloride 0,12
Glucose 2
Thiamine-HCI 0,001
Tween 80 0,05

iz Elementler

FeS0O,.7H,0 70 pg
ZnS04.7H,0 48 pg
MnS0O,4.7H,0 35 ug
CoCl,.6H,0 7 Mg
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BBM(Bold Basal Medium) Besi Yeri [69],

Cizelge 3.4: BBM besi yeri icerigi

BILESIK gr/L
1 NaNO3 25
2 | CaCl,.2H,0 2,5
3 | MgS04.7H,0 7.5
4 | KoHPO, 7,5
5 KH2POq4 17,5
6 | NaCl 2,5
7 | H3BOs 11,42
8 EDTA.Naz 50
KOH 31
9 FeS0,.7H,0 4,98
H,SO4 1ml
10 | ZnS0O4.7H0 8,82
MnCl,.4H,0 1,44
MoO3 0,71
CuS04.5H,0 1,57
CoNO3;.6H,0 0,49
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Besi yerini hazirlarken 1 L distile suya ;

e Cizelgedeki 1, 2, 3, 4, 5, 6 numarali solusyonlardan 10 ml,
e 7,8, 9 numarali solusyonlardan 1 ml ve

e 10. Solisyondan 2 ml eklenmistir.

3.5.Calismada Kullanilan Chlorella vulgaris’ in Uretimi ve Boya Giderim

Oranlari

Hacettepe Universitesi Cevre Miihendisligi Bélimi’'nden 500 ml Chlorella vulgaris.
Temin edilmistir. Eldeki kaltirden 25 ml Chlorella vulgaris / 75 ml besi yeri olacak
sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan kaltar 10 gun sure ile iklim dolabinda ve 150
rom’ deki calkalamall etivde olmak Uzere iki ayri ortamda inkiubasyona

birakilmistir.

10 gun inklbe edilen kilturlere, 1’er ml, 50 ppm konsantrasyonunda, RB-5, RG,
RB ve SB boyalari eklenerek 10 gun boyunca renk giderim oranlari

spektrofotometrik olarak olgulmustar.

3.6. Galismada Kullanilan Fungus; Phanerochaete chrysosporium Uretimi ve

Saklanmasi

Calismada kullanilan Phanerochaete chrysosporium Hacettepe Universitesi
Biyoteknoloji Ana Bilim Dal’ndan temin edilmistir. Fungus her 3 haftada bir SDA
(Sabouraud Dextrose Agar) besi yerine 2-4 gun sure ile 30 °C’deki etive
inkiibasyon icin birakilmistir. Bu sekilde hazirlanan stok kultlrler +4 °C ‘de

saklanmistir.
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3.7.YPGM Besi Yerinin Dekolorizasyonda Kullaniimasi

SDB besi yerinde Uretilen funguslar YPGM besi yerine inoklle edildikten sonra
dekolorize edilecek boyalar besi ortamina eklenerek 30 °C, 150 rpm’deki

calkalamali inkubatore yerlestirilmigtir.

3.8. Phanerochaete chrysosporium’ un Spor Solisyonunun Hazirlanmasi
Spor solisyonu hazirlanmasinda, SDA besi yerlerine, %1’lik Tween 80 bulunan

10ml steril distile su eklenmistir. Spor ve misellerin birbirinden ayrilmasi igin 1

dakika en yuksek devirde vortekslenmigtir.

Spor sayiminda Improved Neubauer laminin ortasinda yer alan 25 kareden, 0,004

mm3 hacimli 9 kare secilmig ve sayim yapilmigtir. Elde edilen spor sayisi 0,036 ile
bdllinerek 1 pl'deki spor sayisi bulunmus 1000 ile garparak 1ml spor sayisina

ulagiimistir [70].

9 karedeki spor sayilarinin toplami

1 ml'deki SPOr SaYISI = ~-m-mmmmmmmm oo x 1000

3.9. Phanerochaete chrysosporium’ un Sivi Besi Yerinde Uretilmesi ve

Saklanmasi

Hazirlanan spor soliisyonu, 1x10” spor/ 250 ml SDB besi yeri olacak sekilde,
500ml ‘lik erlenlere eklenerek, 3-4 gun sure ile 30°C, 150 rpm’de c¢alkalamal
etlvde inkUbasyona birakilarak renk gideriminin calisilacagi besi yerlerinde

kullaniimak Uzere +4 °C’ de muhafaza edilmistir.
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3.10. Phanerochaete chrysosporium’ un Boyar Madde Giderim Oranlan ve

Boya Seg¢imi

Kullanima hazirlanan stok boyalarin her birinden 1’ er ml, 250 ml’lik erlenlerde
bulunan 100 ml Tien-Kirk ve YPGM besi yerlerine eklendi. SDB besi yerinde 3-4
gun inkdbe edilen stok kultirden 3’er ml bu ortama eklendi ve tekrar 30 °C, 150
rom’de inkubasyona birakildi. 24 saatte bir inkUbasyon durdurularak ylzde
dekolorizasyon degerleri hesaplandi. En yuksek giderimin oldugu boyar madde ile

calismaya devam edildi.

3.11. inokiiliim Miktarinin Dekolorizasyona Etkisi

SDA yatik agardaki stok kulttirlin spor sispansiyonu hazirlandi ve SDB besi yerine
eklendi. SDB besi yerine eklenen kultir 2-4 glnlik inklibasyona birakildi.
Mikroorganizma farkli miktarlarda (1ml, 3ml, 5ml, 10ml) olmak Uzere Tien-Kirk
besiyerine eklendi. Ardindan 1ml RB-5 boyasi eklenerek tekrar inkubasyona

birakildi. 24 saatlik dlgumler yapilarak yuzde dekolorizasyonlari hesaplandi.

3.12. Baslangi¢ pH’ sinin Dekolorizasyona Etkisi

Renk giderimi i¢in kullanilan Tien-Kirk besi yerinin pH’'si;, 1 M NaOH ve 1 M HCI
kullanilarak 3, 4, 5, 6 ve 7 degerlerine ayarlandi. pH ’lari belirtilen degerlere
ayarlanmig, 100 ml besi yeri ve 1 ml Reactive Black-5 igeren kulturler inkubasyona
birakildi.

3.13.Boya Konsantrasyonunun Dekolorizasyona Etkisi

Calismada kullanilan Tien-Kirk besi yerine farkli konsantrasyonlarda (100 ppm,
200 ppm, 300 ppm ,400 ppm) olacak sekilde 1’er ml Reactive Black 5 boyasi
eklendi ve 30 °C, 150 rpm’de inkUbasyona birakildi .
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3.14. Sicakhigin Dekolorizasyona Etkisi

Hazirlanan sivi kaltarler 15°C, 20°C, 30 °C ve 40 °C olmak uzere dort farkli
sicaklikta 150 rpm’de inklibasyona birakildi. Renk giderimi sonuglarina gére en

uygun sicaklik belirlendi.

3.15. Azot Kaynaginin Dekolorizasyona Etkisi

Tien-Kirk besi yerinde azot kaynagi olarak kullanilan NH4Cl yerine NaNOs3,
NH;SO,, yeast olmak Uzere dort farkli azot kaynadi denendi. Ayrica bir de azot
kaynagi eklenmeden besi yeri hazirlandi. Farkli azot kaynaklari ile hazirlanan besi
yerlerine stok kultirden 5’er ml inokulim yapildi ve 1’er ml RB-5 boyasindan
eklenerek inkiibasyona birakildi. Spektrofotometrik élgimler sonunda hangi azot

kaynaginin dekolorizasyonda daha etkili oldugu tespit edildi.

3.16. Karbon Kaynaginin Dekolorizasyona Etkisi

Tien-Kirk besi yerinde karbon kaynagi olarak kullanilan glikoz yerine, fruktoz,
maltoz, laktoz, ksiloz, nisasta olmak Uzere 5 farkl karbon kaynagdi denendi. Ayrica
bir de karbon kaynagi eklenmeden besi yeri hazirlandi. Hazirlanan besi yrlerine
stok kulturden 5’er ml inokulim yapildi ve 1’er ml, RB-5 boyasindan eklenerek
inkiibasyona birakildi. Spektrofotometrik dlgimler sonunda hangi karbon

kaynaginin renk gideriminde daha etkili oldugu tespit edildi.

3.17. Galkalama Hizinin Dekolorizasyona Etkisi

Tien-Kirk besi yerine, stok kulturden 5’er ml'lik inokulum yapildi ve 1’er ml RB-5
boyasindan eklendi. Hazirlanan kulturler 100 rpm, 150 rpm ve 180 rpm olmak
uzere cesitli calkalama hizlarina ayarlanan inktUbatorlerde inkibasyona birakildi. 3
glin sonunda vyapilan o6g¢umlerde, renk gideriminde en etkili ¢alkalama hizi

belirlendi.
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3.18. Kuru Agirliklarinin Belirlenmesi

Fungus kitlesi darasi alinmis filtre kagitlari ile suzuldikten sonra kurutuldu. Filtre
kagitlari  kurutulduktan sonra tartilmis ve elde edilen degerler gr kuru

miselyum/100 ml besi yeri olarak hesaplanmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Chlorella vulgaris ‘ in Boyar Madde Giderim Oranlari

10 gun sure ile yapilan spektrofotometrik dlgimler sonucu Chlorella vulgaris’ in
renk giderim oranlari belirlenmistir. DUsuk miktarda elde edilen dekolorizasyon
oraninin, mevcut laboratuar kosullarinda meydana gelen aksakliktan ve istenilen
12 h aydinhk/12 h karanlik periyodunun elektrik kesintilerinden dolayi tam olarak
saglanamamasindan kaynaklandigi dusunulmektedir. Cok dustuk miktarda
gerceklesen renk giderimi nedeni ile, calismaya Phanerochaete chrysosporium ile

devam edilmistir.

4.2. YPGM besi yerinin dekolorizasyona etkisi,

Calismamizin basinda iki ayri besi yeri kullanilarak, R.Black-5, R.Brown, R.
Green ve Solochrome Black boyalarinin dekolorizasyon yuzdeleri belirlenmistir.

Zengin besi yeri icerigine sahip YPYGM besi yeri kullanildiginda

P. chrysosporium peletleri daha iri boyutlarda Gremigtir. Baglangicta beyaz renkte
olan peletler renk giderimi basladiginda, boyanin rengini almaya baslamistir. Bu
da bize renk giderim mekanizmasi hakkinda bilgi vermektedir. Biyosorpsiyon
mekanizmasi ile renk giderimi gergeklesmistir. Kuru agirliklari ile birlikte
dekolorizasyon ylzdeleri gizelgede goruldigu gibidir (Cizelge 4.1)

Her ne kadar iyi sonuglar alinmig olsa da bu besi yerinin zengin igerigi sebebi ile
genellikle kontaminasyonla karsilasiimistir. Bu sebep ile ¢alismaya Tien-Kirk besi

yeri ile devam edilmigtir.
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Cizelge 4.1: YPGM besi yerinde P. chrysosporium’un boya giderim oranlari ve

kuru agirliklari

Kullanilan Boya % Dekolorizasyon Kuru Agirlik gr/100ml
Reactive Black-5 %90 0,17
Reactive Green 19 %99 0,42
Reactive Brown 10 %77 0,66
Solochrome Black %98 0,71

Sekil 4.1: YPGM besi yerinde uretilen P. chrysosporium peletlerinin renk

gideriminden sonra kurutulmasi( Fotograf: Zeynep Kevser igde)

4.3.Phanerochaete chrysosporium ‘un Boyar Madde Giderim Oranlar ve

Maksimum Giderim Olan Boyanin Belirlenmesi

Ligninolitik enzim urettigi bilinen Phanerochaete chrysosporium kullanilarak, tekstil
endustrisinde sikca tercih edilen Reactive Black 5, Reactive Brown 10, Reactive
Green 19 ve Solochrome Black boyalarinin renk giderimi ¢alisilmistir. Calismanin
bu kisminda, belirlenen boyar maddelerin ylUzde dekolorizasyon oranlari
arastiriimistir. P. chrysosporium, SDB besi yerinde 3-5 giin sire ile, 30 °C ve 150
rom ‘de Uretilerek boya gideriminde kullanilacak besi yeri i¢in hazirlanmistir. 50

ppm boyar madde igeren Tien-Kirk besi yerine, mikroorganizma eklendikten sonra,
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3 gin boyunca, 30 °C, 150 Rpm ‘de inklbasyona birakimis ve boya
dekolorizasyonlari belirlenmistir. Maksimum giderim %92,5 olarak Reactive Black
5 boyasinda gdzlenirken, diger boyalarin giderim ylzdeleri de Reactive Green19
%83 (Sekil4.2), Reactive BrownlO0 %63, Solochrome Black %63 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.2). En yuksek giderim oranina sahip olan RB-5 boyasi ile

calismalara devam edilmigtir (Sekil 4.3).

Literatlre bakildiginda; Kapdan ve arkadaglari 2000 yilinda P. chrysosporium ile
yaptiklari galismalarda c¢esitli boyalar kullanilarak %92, %98 ve %100 oranlarinda
dekolorizasyon elde ettiklerini bildirmislerdir [71 65]. Bagka bir karsilastirmall
calismada ise Swammy ve arkadaslar (1999) P. chrysosporium ile %100,
Trametes versicolor ile %100 oranlarinda boya giderimi elde etmislerdir [72].
Senthilkumar ve arkadaslari (2011) ise yaptiklari calismada P. chrysosporium ile
Amido Black 10 boyar maddesinde %98 dekolorizasyon elde etmislerdir [73] .
Pakshirajan ve arkadaslari 2009 yilindaki ¢galismalarinda LiP ve MnP aktivitelerinin
sonucu olarak %98 oraninda boya giderimi elde ettiklerini rapor etmiglerdir.
Bdylece dekolorizasyonun enzimatik aktivite ile elde edildigi sonucuna buradan da
varabiliriz [74].

Onceki calismalardan elde edilen sonuglar da g¢alismamizi destekler niteliktedir.

Boya gideriminde beyaz curlkgullerin sahip oldugu enzimler efektiftir.

Cizelge 4.2: P.chrysosporium ile RB 5, RG 19, RB 10, SB boyalarinin renk

giderim oranlari

Boya %Dekolorizasyon Orani
Reactive Black 5 92,5

Reactive Green 19 83

Reactive Brown 10 63

Solochrome Black 63
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Sekil 4.2: Reactive Green boyasinin Sekil 4.3 : Reactive Black-5 boyasinin
renk gideriminden dnceki ve sonraki renk gideriminden dnceki ve sonraki
goruntisi goruntusi

4.4. inokiiliim Miktarinin Dekolorizasyona Etkisi

Renk gideriminde kullanilan fungus sporlarinin miktarinin 6énemi daha o6nce
yapilan cesitli calismalarda da vurgulanmistir. Calismamizin bu asamasinda

inokdlim miktarinin renk giderimine olan etkisi arastiriimigtir.

SDB besi yerinde hazirlanan stok kultirden, 50 ppm boyar madde bulunan Tien-
Kirk besi yerine 1 ml, 3 ml, 5 ml ve 10 ml olmak Uzere farkh miktarlarda
mikroorganizma eklenmistir. 30 °C,150 rpm’de 3 giinlik inkiibasyondan sonra
yapilan élgumler, en iyi giderimin %98 orani ile 5 ml mikroorganizma eklenmis olan
kilturden elde edildigini gostermistir (Sekil 4.5). 1 ml ekim yapilmis 6rnekten %34,
3 ml olandan %89 ve 10 ml mikroorganizma eklenmis olandan %84 oranlarinda

renk giderimi elde edilmistir (Sekil 4.4 ).

Yesilada ve arkadaslarn (2001), yaptiklari bir ¢alismada, renk gideriminin
mikroorganizma miktari ile dogru orantih oldugunu belirtmislerdir. Ayrica pelet

miktarinin artisi ile dekolorizasyon suresinin kisaldigini rapor etmiglerdir [75].
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Yapilan diger calismalarda da benzer sonuglar elde edilmigtir. Radha ve
arkadaslari (2005) fungus miktar arttikga renk giderimi hizinin arttigini ve
bildirmiglerdir [76] .

Calismamiz o6nceki calismalarla desteklenmekle birlikte farkli olarak belli bir
inokdlim miktarindan sonra dekolorizasyon, bizim bulgularimiza gére az da olsa
yavaglamistir. Bunun sebebi kultur ortamindaki mikroorganizma sayisinin

artmasiyla birlikte ortaya gikan metabolik artiklarin toksik etki yaratmasi olabilir.
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Sekil 4.4: Mikroorganizma inokulim miktarinin RB-5 dekolorizasyonuna olan etkisi
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Sekil 4.5: 5 ml mikroorganizma ekimi yapilmis olan kilttirde (RB-5
boyasi) meydana gelen renk giderimi

4.5. Baslangi¢ pH’ sinin Dekolorizasyona Etkisi

Baslangi¢ pH degerinin dekolorizasyona etkisini saptamak amaci ile Tien-Kirk besi
yerinin pH’si hazirlanan tampon ¢ozelti ile 3, 4, 5, 6 ve 7 de@erlerine ayarlanmistir.
Elde edilen sonuglar en iyi giderimin pH 4 — 4,5 civarinda oldugunu gostermigtir ki
kullanilan Tien-Kirk besi yerinin kendi pH’s1 4,3’ tur. Cizelge 4.3 te pH degerlerine
gore dekolorizasyon oranlari gosterilmistir. Elde ettigimiz sonuglara gére artan
veya azalan pH degerlerinde renk giderim orani azalmistir.

Swammy ve Ramsay ‘ in galismalarina bakildiginda boya degredasyonunda
beyaz curukgul funguslar icin en etkili pH araliginin 3,9 — 4,5 oldugu goérulmastur
[72].

CRIPPS ve arkadaslari, degredasyon icin en etkili pHyi 4.2 + 0.1 olarak

g6zlemlemis [77] .

Calismalar pH kontrolinin renk giderme islemine verdigi 6nemi de gdstermektedir
[72].

Fu ve Viraraghavan efektif olan pH araligini 4-6 olarak rapor etmislerdir[78].
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Onceki galismalarda elde edilen sonuglar ile bulgularimiz birbirini destekler
mahiyettedir.

Cizelge 4.3: pH degerlerinin RB-5 boyasinin renk giderimine etkisi

PH % Dekolorizasyon
54

98,2

52

27

22

N o g A W

% Dekolorizasyon
TN
ol N\

40 \\

20 —

%Dekolorizasyon

Ph degerleri

Sekil 4.6 : pH degerlerinin RB-5 dekolorizasyonuna olan etkisi
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4.6. Boya Konsantrasyonunun Dekolorizasyona Etkisi

Boyar madde degredasyonunda enzimatik aktivite ve boya konsantrasyonu
oldukga iligkilidir. Bilim insanlari artan boya konsantrasyonunun fungal baylimeyi

onemli 6lgtde etkiledigini rapor etmislerdir [79].

100 ppm, 200 ppm, 300 ppm ve 400 ppm’lik boya igeren Tien-Kirk besi yerlerine
P. chrysosporium eklenerek inklibasyona birakildi ve boya konsantrasyonunun
renk giderimi Uzerindeki etkisi arastirildi. Bulgular; artan boya konsantrasyonunun
renk giderimi ile ters orantili oldugunu gosterdi. Sekilde de gosterildigi gibi P.

chrysosporium boyar madde miktari artttkga daha az renk giderimi

gerceklestirmistir.
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Sekil 4.7: Boya konstantrasyonuna bagli olarak RB-5’ in dekolorizasyon oranlari

Ayed ve arkadaslarinin yaptigi bir galismada Metil Red boyasinin artan
konsantrasyonunun dekolorizasyonu (750, 800, 850, 900, 950,1000 ppm) azalttigi
gOsterilmigtir [80].
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Coriolus versicolor ile yapilan bir ¢alismada (2000) boya konsantrasyonunun
100mg/L ‘den 500 mg/L’ye yukseltiimesi ile dekolorizasyon yuzdesi %100’den ,

%80’ e dusmustlr. Boya konsantrasyonu renk gideriminde oldukga etkilidir [81].

Literatir taramalari da c¢alismamizi destekler niteliktedir. Artan boyar madde
konsantrasyonunun fungal hucreler Uzerinde toksik etki yaratmasi sonucu

dekolorizasyon olumsuz yonde etkilenmektedir.

4.7. Sicakhgin Dekolorizasyona Etkisi

Sicakhk, boya degredasyonunda enzimatik aktiviteyi etkileyen bir bagka
parametredir. Calismanin bu agsamasinda sicakligin boya giderimine olan etkisi
belirlenmistir. Hazirlanan sivi kiltirler 15°C, 20°C, 30 °C ve 40 °C olmak Uzere
dort farkh sicakhkta, 50ppm RB-5 boyasi eklendikten sonra 150 rpm’de
inkiibasyona birakilmigtir. 3 gunlik inkibasyon sonucunda, spektrofotometrik
Olcimler yapiimis ve sonugta renk giderimi i¢cin en uygun sicaklik 30 °C olarak
bulunmustur(Sekil 4.8). Sicaklik artigi renk giderimini olumsuz etkilerken disik

sicaklikta renk giderimi gergeklesmeye devam etmistir.

Birgok fungusun optimum (reme sicakhigi 25-35 ° C olarak bulunmustur. Bir
calismada (2008), C. versicolour’ in inkibasyon sicakhgi 30 °C’ ye c¢ikarildiginda
dekolorizasyon kapasitesi artmistir ve optimum sicaklikta Cibanon Blue boyasini

%92 oraninda giderdigi gorulmustir [82].
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Sekil 4.8: Sicaklik artisinin RB-5 boyasinin renk giderimine etkisi

4.8. Azot Kaynaginin Boya Dekolorizasyonuna Etkisi

Calismanin bu kisminda, Tien-Kirk besi yerine azot kaynagi olarak, NH4CI
yerine, NaNOs, NH;SO,4, maya ekstresi (yeast extract) ve pepton eklenerek,
azot kaynaginin renk giderimi Uzerindeki etkisi arastirilmistir. Ayrica bir de azot
kaynag! eklenmeden besi yeri hazirlanmigtir. Elde edilen sonuglara gore en
yuksek giderim azot kaynagi eklenmeyen besi yerinde gozlenmigtir. Diger azot
kaynaklarinda da renk giderimi basarili sonu¢ vermigtir. Sonuglar asagida

goruldugu gibidir. (Cizelge 4.4).

Elisashvili ve arkadaglari (2008) funguslarin ligninolitik enzim Uretim
kapasitesinin ve c¢esidinin, fungus tura ile birlikte ortamdaki besin gesidine ve

fiziksel 6zelliklerine bagl oldugunu rapor etmislerdir. (Elisashvili et al., 2008).

P.chrysosporium’dan izole edilen ligninazlar hicre disidir ve ikincil metabolizma
sirasinda uretilirler. Besin ac¢hgi ile ortaya ¢ikarlar. Azot sinirlamasi genellikle
bunun icin kullanilir, ancak karbon sinirh kdlturler de ligninaz uUretimi icin
kullaniimigtir [68] .

36



Colleen ve arkadaslarinin galigmasinda (1990), azot kisith besi yerinde renk
gideriminin daha fazla oldugu sonucu ortaya ¢ikmistir. Azot stresine giren P.
chyrsosporium’ un LIP aktivitesinde artis oldugu sonucuna, azot kisith ve azot

yeterli kulttrlerde yapilan dlgumler ile variimistir [77] .

Cizelge 4.4: Cesitli azot kaynaklarinin RB-5 boyasinin renk giderimine etkisi ve

fungus kultarlerinin kuru agirliklari

Azot Kaynagi %Dekolorizasyon Kuru Agirlik(gr/100 ml)
NaNO3 %95 0,18

YEAST %96 0,22

N kaynagi %98 0,21

eklenmeyen

Amonyum Siilfat %94 0,19

Peptone %91 0,23
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Sekil 4.9: RB-5 boyasinin Sekil 4.10 : Yeast ekstrakt iceren
dekolorizasyon oncesi besi yerindeki renk giderimi

Sekil 4.11: Azot kaynag Sekil 4.12: Sodyum Nitrat
eklenmeyen besi yerindeki renk iceren besi yerindeki renk
giderimi giderimi
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4.9. Karbon kaynaginin Dekolorizasyona Etkisi

Calismamizda, dekolorizasyonda kullandigimiz besi yerine glukoz disinda, karbon
kaynagi olarak fruktoz, maltoz, ksiloz, nisasta, laktoz eklenmigstir. Ayrica karbon
kaynagi eklenmeden besi yeri hazirlanmigtir. Bulgularimiza gore en iyi giderim
glukoz disinda ksiloz, maltoz ve nigastada goruimustur (Cizelge 4.5).

Boyalarin biyodegradasyonu besi ortaminin i¢erigine bagli olarak artirilabilir.
Glukoz ,nisasta, maltoz, ve selobiyoz dekolorizasyonda kullanilan en iyi karbon
kaynaklari olarak belirtilmistir [83] .

P.chrysosporium , 5g/L glukoz ve 0,005g/L amonyum klorlr igceren besi yeri
kullanilarak, metil violet boyasinin biyodegradasyonunda ¢ok iyi bir performans

gOstermistir [84] .

Zhen ve Yu (1998) P.chrysosporium’un karbon ve azot limitli besi yerlerinde Lip

aktivitesinin artacagini rapor etmiglerdir [85].

Bir baska calismada (1998) ise Congo red boyasi kullanilmis ,yUksek miktarda

azot igeren besi yerinde dekolorizasyonun inhibe oldugu gorilmustir [86].

Cizelge 4.5: Farkli karbon kaynaklarina bagli olarak elde edilen dekolorizasyon

oranlari

Karbon Kaynagi %Dekolorizasyon Kuru Agirhik
Glikoz 97 0,15

Maltoz 93 0,19

Ksiloz 92 0,18
Nisasta 93 0,12
Fruktoz 74 0,17

Laktoz 50 0,23

Karbon kaynagi 38 0,08
eklenmeyen
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4.10. Galkalama Hizinin P. chyrosporium’un Dekolorizasyonuna Etkisi

Calkalama hizinin boya giderime olan etkisini arastirmak igin, inktibatér 100
rom, 150 rpm ve 180 rpm olmak Uzere c¢esitli degerlere ayarlanmistir.

Bulgularimiza gore en iyi giderim 150 rpm hizda gergeklesmektedir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6: Calkalama hizina bagl olarak elde edilen renk giderim yuzdeleri ve

peletlerin kuru agirliklari

Calkalama Hizi (rpm) % Dekolorizasyon Kuru Agirhik (g/100 ml)
100 73 0,15
150 96,5 0,13
180 92 0,10
Sonug

Bilimsel ¢alismalar son zamanlarda, tekstil atiksularinin biyolojik aritimina
odaklanmistir. Calismamizda, Phanerochaete chrysosporium’ un sahip oldugu
ligninolitik enzim sistemi sayesinde renk gideriminde oldukga etkili oldugu
gorulmektedir. Cesitli fiziksel sartlara uyum saglayabilmesi, kisa slirede ylksek
dekolorizasyon saglayabilmesi mikoorganizmaya dnem kazandirmaktadir.
Calismada elde ettigimiz verilerin ileri arastirmalar igin temel olabilecegi

dusunulmektedir.
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