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Bu calismada Eskisehir Sarar Tekstil A.S., Eskisehir seker fabrikas: yam
Porsuk Cay1 ve Eskisehir ili ¢cevresindeki farkli tarla topraklarindan izole edilen
bazi mikroorganizmalarin, Eskisehir Sarar Tekstil A.S* den elde edilen cesitli
reaktif boyalar1 tizerindeki dekolorizasyon vyeténegi arastirilmistir. Denenen
boyalardan Blue 13 boyasim dekolorize edebilen 4 adet kiif izole edilmistir.
Identifikasyonlan yapilan bu kiiflerin Aspergillus niveus 1, Aspergillus niveus 2,
Sporotrichum sp., Fusarium moniliforme oldugu tespit edilmistir. Bu kiiflerin
Blue 13 boya soliisyonunun ¢alkalamali ve statik inkiibasyon kogullarinda
dekolorizasyonu incelenmis ve her iki kosulda da %90 lara varan sonuglar elde
edilmistir. Fizyolojik optimizasyon deneylerine (pH, sicaklik, calkalama hiz,
boya konsantrasyonu) ga]kalafnah ortamda devam edilmis ve sonuglar varyans
analizi ile desteklenerek sunulmustur. Kiiflerin 6lii pelletleri ile calisilarak
Sporotrichum sp.” nin tekrarli dekolorizasyonuna bakilmis ve 7 giin sonunda %89
renk giderimi elde edilmistir. Dekolorizasyon sonrasinda ardisik kiiltiir ortamda
kalan suyun toksisitesi aragtirilmug 4. niveus I igin %40° ik ve %80’ lik;
Sporotrichum sp. igin ise %20’ lik, %40’ lik ve %80’ lik su 6rneklerinin etkili

oldugu saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Renk giderimi, fungi, tekstil boyalar, optimizasyon,

toksisite



ABSTRACT
Master of Sience Thesis

DECOLORIZATION OF TEXTILE DYES BY
MCROORGANSMS

Hiilya KARACA

Anadolu University
Graduate School of Sciences
Biology Program
Supervisor: Prof. Dr. Merih KIVANC
2006, 73 pages

In these study microorganisims which are taken from Porsuk River where
is behind Eskigehir Sugar Factoryand fields that contain different types of plants
ability of decolorizating. Reactive dyes, which are supplied from Eskisehir Sarar
Textile Compony, is researched. Four fungi are isolated which can decolorize
Blue 13 after identification study , it is understood fhat these fungi are;
Aspergillus niveus 1, Aspergillus niveus 2, Sporotrichum sp. and Fusarium
moniliforme. That fungus decolarizate Blue 13 solution and it is searched at
agitated and static conditions and %90 decolorization was obtained at these
condition, optimization experiments (ph degree, tempature, agitation speed, color
concentration) are continued at agitated conditions and results are presented by
supporting of variance analysis. Dead pellets of fungi are also searched and
decolorozition of Sporotrichum sp. are researched repeatedly and was obtained
%70 decolorization en of the 7.day. Decolorizated water is searched for toxity.
A.niveus 1 s %40, %80 dilution and Sporbtrichum sp.’s %20, %40, %80 dilution

are effective for cell.

Keywords: Decolorization, fungi, textile dyes, optimization, toxity.
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1. GIRiS

Insan ki olusumundan bu yana renkleri diinyasina katmak i¢in ¢aba
gostermistir. Yumurta kabuklarim, kugtiiylerini ve magaralarmm duvarlarim
renklendirmek amaciyla farkli maddeler kullanmuslardir. Bilim adamlar milattan
once 15.000 yihinda ilk insanin topraktan sar, siyah, beyaz ve kirmizimsi
pigmentler elde ettigini kaydetmislerdir. Yerlesik hayata ve tarima gecis ile
birlikte 7.000-2.000 y1l 6nce insanlar dokumalar: denemeye baslamus ve bdylece
renkleri kendi izerlerinde de kullanma firsat: bulmuglardir. Bilim adamlar renkler
ve liflerin iligkisinin tam olarak ne zaman bagladigim bilemese de arkeologlar
tarafindan Danimarka civarlarinda 1. yiizyila ait mavi ve heniiz tam‘ olarak
tanimlanamamig kirmizi boyalara rastlanmigtir (Dhuiﬁnshleibhe, 2000).

Organik dogal renklendiriciler, direkt ve mordant olmak iizere ikiye
aynlirlar. Cogu dogal boya mordant boyadir. Aromatik baghdirlar ve bitki, bocek,
fungus ve likenlerden koken almaktadirlar (Dhuinnshleibhe, 2000).

Sentetik boya tiretimi ise 1856’ da Ingiliz kimyaci W.H. Perkin’ in mavi
boya yerine kullamilacak olan ve gok iyi boyama &zelligine sahip daha sonralar
anilin mor veya mauve diye amlan kuinini kesfi ile baglamistir. Bu bulusu yenileri
takip etmis ve boyalar pazar da goriilmeye baslamistir. Pazar 1865’ de Kekule
tarafindan molekiiler yapih benzenin kesfiyle daha da gelismistir. 20. yiizyihn
baginda sentetik boyar maddeler tamamen dogal boyar maddelerin yerini almigtir
(Druding, 1982). ,

Tekstil endiistrisi tarafindan atik sulara verilen birgok kimyasal gevreyi
ve halk saghfmi olumsuz ydnde etkilemektedir. Alkali fenol etoksilaz gibi
kimyasallar sucul | tﬁrierin metabolizmasini etkilémekte ve
etilendiamintetraasetikasit (EDTA) ve dietilentriaminpentaasetikasit (DTPA) gibi
kimyasallar metallerle kararli bilesikler olusturmakta ve bio gesitliligi olumuz
yonde etkilemektedif (Santos, 2005).

Boyal atik sular sadece renkleri nedeni ile estetik probleme yol agmaz
bunun yammnda alici ortama verilen renkli atik sular su ortamindaki 1sik
gegirgenligini azaltir ve fotosentetik aktiviteyl olumsuz yonde etkiler. Ayrica

boyar maddelerin baz sucul organizmalarda birikmesi toksik ve kansorojenik



tiriinlerin olugmasini da beraberinde getirir (Yesilada, 2003). Bu baglamda boyar
madde igeren tekstil endiistrisi atik sularimin renk giderim prosesi ekolojik acidan
6nem kazanmaktadir. Ancak kompleks kimyasal yapilarina ve sentetik
kokenlerine bagli olarak, boyar maddelerin giderilmesi olduk¢a zor bir islemdir.
Tiiketicinin istegine baglt olarak yapilar stirekli degismekte ve giderim islemi
daha da zorlagmaktadir.

1.1. Boyar Maddelerin Ozellikleri

Diinya ¢apinda her yil yaklasik olarak 10° kg boya iiretilmektedir.
Uretilen bu boyar maddelerin yaklasik olarak %20-25° i atik olarak dogal
ortamlara verilmektedir. Boya molekiilleri kromofor ve oksokromlardan olusur.
Kromoforlar ¢ift bagla elektron sisteme baglanip onu delokalize ederek boyaya
rengini veririler. Oksokromlar ise elektron sistemin enerjisini degistirerek
- kromoforlarin iplige daha siki baglanmasini saglarlar. Genel kromoforlar -C=C-,
-C=0,-C=0, -N=N-, -NO; ve guinoid baglaridir. Genel oksokromlar ise; -NHj,-
COOH, -SO3H ve -OH dir (Zee, 2002).

Kimyasal yapilarina ve kromoforlarina bagli olarak 20-30 gesit boya ayart
edilmektedir. Azo (monoazo, diazo, triazo, polyazo), antrokinon fitalosiyanin ve
triarilmetan boyalann en ¢ok tercih edilen gruplardir. Azo boyalan tiim boyar
maddelerin %6070 ini olusturur ve bunlart antrokinonlar izler (Vandevivere,
1998). Antrokinon bazli boyalar erimis aromatik yapilarindan dolay1
degredasyona direnglidirler. Bazik boyalar yiiksek parlaklia ve yiiksek renk
yogunluguna sahiptirler ve bu da onlarin yine zor dekolorize olmalarina sebep
olur. Metal bazli kompleks boyalar ise dogal su kaynaklarina krom salarlar ki bu
krom kanseroj endir (Anklier, 1981). |

Color Indeks (C.L) de ticari boyalar renklerine, yapilarina ve uygulama
yontemlerine gbre; Society of Dyersl ve American Asociation of Textile Chist and
Colorists’ ler tarafindan 1924’ den beri her ii¢ ayda bir diizenlenmektedir. Color

Indeks’ de boyalar 15 farkli sinifta toplanmaktadir.



1.1.1. Asit boyalar

Asit boyalar Color Indeks (C.I) deki en biiylik simif olup 2000 den fazla
boyayi icermektedir. Asit boyalar yiin, ipek, poliamit, modifiye akril gibi nitrojen
~ igeren dokular1 boyamak icin kullanilan anyonik bilesiklerdir. Dokumalarin -NH,
iyonlarina katyonik olarak baglamirlar. Asit boyalar i¢inde ticari 6neme sahip en
Onemli 3 grup azo, antrokinonlar ve triarilmetanlardir. Bu boyalar 39 derecenin
iistiindeki sicakliklarda sivi sekilde uygulanir. Molekiiler agirliklar1 200’ den 900’
e kadar degisir (Zee, 2002).

1.1.2. Reaktif boyalar

Reaktif boyalar dokumalardaki -OH, -NH, ve -SH gruplari ile kovalent bag
olustururlar. Reaktif boyaya baglanma prensibi ise; heterosiklik aromatik zincirler
Klor ve flor molekiillerinin yerlerine gecerler. Reaktif boyalar ilk olarak 1956’ da
tiretilmis olup 1980’ de marketlerde 66 cesit reaktif boyaya rastlanmistir. Bu say1
iki y1lda 139’ a gikmus ve 1990 lar da yaklasik olarak yilda 19,7 milyon kg reaktif
boya tiiretilmeye baslanmigtir. Reaktif boyalarla boyama siirecinde reaktif
gruplarm hidrolizi istenmeyen yan iirtinlerin olugmasimi saglar ve bu da fiksasyon
derecesini diistiriir. Fiksasyon derecesini yiikseltmek amaci ile yiiksek oranlarda
tuz ve serum eklenmesine ragmen %10-50’ si dokumalarla reaksiyona girmeyip
su ortaminda kalmaktadir. Renkli atik sularda en c¢ok tespit edilen boya reaktif
boyalardir (Zee, 2002).

Tekstil atlk su renk giderimin de reaktif boyalara yogunlagmanin sebepleri;
reaktif boyalar toplam boya pazarmin %20-30 pay icermektedir. Ozellikle
pamugu boyamak igin kullamilirlar ve pamuk diinya iplik iiretiminin yarisim
ierir. Ikinci sebep ise yukarida da belirtildigi gibi boyama sirasmnda boyamin
%10-50" si dokumaya baflanmayip atik suya verilmektedir. Sonug¢ olarak
boyahane atik sular1 0,6-0,8/dm™ boya icermektedir (Vadevivere, 1998).

Son olarak geleneksel atik su aritim tesisleri ki bunlar sorpsiyon ve aerobik
biodegredasyona dayali galisirlar diisiik giderim verimine sahiptirler dolayisiyla
renkli su akintilarnim 6nleyemezler ve bu da halk sikdyetlerine neden olur.



1.1.3. Metal kompleks boyalar

Colour Indeks’ de yer alan asit ve reaktif boyalarin birgogu metal kompleks
boyalardir. Bir metal atomunun (krom, bakir, kobalt veya nikel) bir veya iki boya
molekiilti ile gliglii kompleksler olusturmasi ile meydana gelirler. Metal kompleks
boyalar1 genel olarak azo bilégilderidir. Colour Indeks’ de listelenmis olan azo

boyalarinin 1/6’s1 metal komplekstir (Brown, 1987).
1.1.4. Direkt boyalar

Direkt boyar maddeler genellikle siilfonik asitlerin, bazen de karboksillik
asitlerin sodyum tuzlaridir. Yani renkli kismi olusturan iyon anyon seklindedir.
Pek cogu yap1 bakimindan azo boyarmaddeleri grubuna giref. Liflere Van der vals
kuvvetleri ile baglanirlar. Direkt boyarmaddeler ucuzluklari, boyama iglemlerinin
¢ok basit olusu ve boyama swasinda elyafin yipranmamas: gibi ustiinliikleri
nedeni ile 6nemlerini korumaktadirlar. Genellikle, seliilozik elyafin boyanmasinda
kullanilan bu boyar maddelerin bazilar1 ké&git, deri, yiin, ipek, naylon ve basit
elyafin boyanmasinda da kullamilir (Kalemtas, 2002).

1.1.5. Bazik boyalar

Bazik boyalar katyonik bilesiklerdir. Liflerin asit gruplarina baglamirlar.
Bazik boyar maddeler organik bazlarin kloriirli veya asetat tuzlari seklindedir.
. Yiin, ipek ve pamuk lizerinde 1518a ve yikamaya karg1 dayanikliklari gok diisiiktiir.
Bugiin reaktif boyarmaddeler ile pamuk {izerinde olduk¢a parlak renkler elde
edildiginden bazik boyalar pamuk boyaciliginda 6nemini kaybetmislerdir. Ancak
poliakrilonitril {izerinde 15182 dayanikliklart iyi oldugundan orlon boyanmasinda
genis Olglide kullamilirlar. Bazik boyalar Colour Indeks’ de % 5’ lik bir yer
kaplamaktadirlar (Kalemtag, 2002).



1.1.6. Mordant boyalar

Mordant~ boyalar mordantlarin ilavesi ile dokumalara fiske olurlar.
Mordant boyama en eski boyama yantenﬂeﬁnden biri olmasina ragmen kullamm
oram1 %23 olup Color Indeks’ de bu gruba ait yaklagik 600 boya bulunmaktadir.
Yiin, deri, ipek, kdgitlarin boyanmasmda kulamilir. Birgok mordant boya azo,

oksazine veya triarilmetane bilesikleri igerirler (Zee, 2002).
1.1.7. Disperse boyalar

Dispers boyar maddeler amino grup ve hidroksil gruplan ihtiva eden,
diisik molekill agirlikhi bilesiklerdir. Boyama esnasinda, elyaf ile boyar
maddedeki amino grup ve hidroksil gruplari arasinda hidrojen baglan meydana
gelmekte ve dolayisiyla Van der vals kuvvetleri 6nemli rol oynamaktadir.
Polyester elyaf hidrofobi 6zellik gosterdiginden biiyiik molekiillii boyar maddeler
elyaf icine kolay niifus edemezler. Bu nedenle polyesterin boyanmasinda en ¢ok
kullailan boyar maddeler dispers boya maddeleridir. Color Indeks’ de yaklasik
olarak 1400 farkli boya bulunmaktadir (Zee, 2002 ).

1.1.8. Pigment boyalar

Pigment boyalar kii¢lik bir grup olup hizla artis gdstermektedir. Color
Indeks’ de isimlendirilen boyalarin %25’ i pigment boyalardir. Coziinmez
boyalardir (Anonim, 1998).

1.1.9. Vat boyalar

Vat boyalar suda c¢oziinmeyen ve selilloz fiberlerini boyamak icin
kullamlan boyalardir. Sodyum ditiyonit ile indirgenmis boyalar ¢oziilebilir ve
dokumalara emdirilebilir 6zelliktedir. Bir sonraki agamada, oksidasyonla boya

yeniden ¢oziinmez forma doniistiiriiliir. Vat boyalarin hemen hemen tiimii



antrakuinon veya indigodur. Indigolar vat boyalarn en eski gruplarindan olup
yaklagik 5000 yillik bir tarihe sahiptir (Zee, 2002).

1.1.10. Anyonik boyalar ve ingrain boyalar

Anyonik ve ingrain boyalar baglanma bilesikleri ile reaksiyona giren suda

¢oziinmeyen boyalardir. Bu reaksiyon dokuma iizerinde uygulanir (Zee, 2002).

1.1.11. Siilfiir boyalar

Heterosiklik S igeren baglarla olugmus polimerik aromatik komplekslerdir.
Siilfiir boyalar ile boyama vat boyalarinda oldugu gibi indirgenme yiikseltgenme
igerir. Genel olarak seliiloz dokumalar1 boyamak i¢in kullanilirlar (Zee, 2002).

1.1.12. Solvent boyalar

Solvent boyalar mnon-iyonik boyalardir ve plastik gibi eriyebilir
malzemeleri boyamak i¢in kullanilirlar. Tekstil endiistrisinde yaygin olarak
kullamilmamalarma ragmen diger alanlarda artan sekilde kullanilmaktadir. Cogu
solvent boya diazo bilesikleridir ve bazi molekiiler diizenlemelere maruz kalirlar

(Zee, 2002).
1.1.13. Florasan renklendiriciler

Genel diiglinceye gére boya olarak kabul edilmezler ¢tinkii diigiik renk
yogunluguna sahiptirler. Kimyasal yapilarina bagli olarak farkli smuiflara
ayrilmaktadirlar. Birgok florasan renklendiriciler triazinil birimleri ve suda
¢oziilebilen gruplar igerirler (Zee, 2002).



1.1.14. Diger smflar

Yukarida bahsi gegen boyalardan baska Color Inddeks’ de gida boyalar ve
dogal boyalarda bulunmaktadir. Gida boyalar1 tekstil boyalari olarak
kullanilmamaktadir. Dogal boyalar ise boyama siirecinde kisith kullanim alanma

sahiptir (Zee, 2002).
1.2. Renk Giderim Teknikleri

Tekstil endiistrisi atik sulari, boyar madde bakimindan oldukea cesitlilik
gbsteren ve sentetik boyalarin biiyilk bir grup olusturdugu atik sulardir. Renkli
bilesikler atik suyun organik bakimdan genelde az bir miktarini olustursalar da,
desarj edildikleri noktalarda 6ncelikle ortamin estetik agidan kirlenmesine neden
olmaktadirlar. Desarj edilen renkli atik sular suda ya@ayan primer treticilerin
fotosentezi i¢in gerekli olan 15:181n gecirgenlifini azaltmakta ve ekosisteme Snemli
olgiide zarar vermektedir. Tekstil endiistrisi atik sularinin KOI/BOIs oram: 34
arasimda degismekte olup, bunun anlam ise biyolojik olarak zor aynsabiliﬂiktir
(Vandevivere ve ark. 1998).

Gegmigte, tekstil fabrikalan atik sularnmn saflastirilmas: igin bolgesel
antim sistemleri kullamilmigtir. Biyolojik yontemlere dayanan bu sistemlerin
bir¢ok direncli sentetik boyanin gideriminde etkisiz oldugu gériilerek daha etkili
yontemler aragtinlmis ve test edilmistir. Oncelikli olarak fiziksel ve kimyasal
metotlar denenerek bunlar zaman zaman biyolojik yontemlerle birlestirilmigtir
(Banat ve ark. 1999).

Kullamlan  fiziko—kimyasal teknikler;  membran  filitrasyon,
koagiilasyon/flokiilasyon, ¢&ktiirme, flotasyon(yiizdiirme), adsorpsiyon, iyon
degisimi, elektroliziz, ultrasonik minerilizasyon, ilerlemis yiikseltgenme ve
kimyasal indirgenme prosesleridir. Biyolojik teknikler ise bakteriyal ve fungal
biyosorpsiyon, aerobik, anaerobik, anoksik, veya kombine anaerobik/aerobik
antim sistemlerinden olusmustur. Bu boya tekniklerinden hangisinin kullanilacag
birtakim ekonomik ve teknik imkanlara bagldir. Omegin,



. Boya tipi,

U Atik su igerigi,

. Gerekli kimyasallarin dozu ve maliyeti,
. Enerji ve materyal maliyeti,

. Cevresel zarar

Boyal1 atik sular genel olarak fiziksel ve kimyasal aritim prosesleri ile
arttilmaktadir. Ancak bu arntim prosesleri yiiksek maliyet, zehirli yan iiriinlerin
- olusumu, asir1 miktarda enerji tiiketimi, konsantre camur olusumu ve farkl
karakterdeki tiim atik sulara adapte edilememe gibi dezavantajlara sahiptir (Banat
ve ark., 1999; McMullan, 2001). Bu dezavantajlar nedeniyle tekstil endiistrisi atik
sularinin bioremediasyonu ucuz ve g¢evreye dost bir aritim teknolojisi olmasi

nedeni ile hala cazip bir ¢éziim olarak goriilmektedir (Banat ve ark. 1999).
1.2.1. Kimyasal metotlar

Tekstil atik sularimin kimyasal metotlarla aritilmas: uzun ylllardan beri en
cok ragbet gbren ydntem olmugstur. Bunun en biiylik nedeni siiphesiz atik su
kalitesinde meydana gelen degisikliklerin kullamilan kimyasalda veya uygulanan
dozda yapilan degisikliklerle kolayca tolere edilebilir olmasidir (Socha, 1991).
Tekstil endiistrisi atik sularmin amtimimda kullamilan kimyasal yontemler
oksidasyon altinda siralanmaktadir.

1.2.1.1. Oksidasyon

Oksidasyon kimyasal yontemler i¢inde en c¢ok kullamlan yontemdir.
Bunun nedeni ise uygulamasmin kolay olusudur. Kimyasal oksidasyonla boya
iceren atik sulardan boyanin uzaklastirilmasi, boya molekiiliindeki aromatik

halkamn agilmasim saglayan oksidasyon ile gergeklesir (Robinson ve ark. 2001).



H;0,-Fe (II) tuzlan (Fenton ayraci)

Fenton ayraci ile yapilan artim 6n oksidasyon ve koagiilasyon olmak
tizere iki adimda gergeklesir. Atik sularin fenton ayraci ile arttilmasinda renk yok
edildigi gibi adsorbe olabilir organohalidler de giderilebilmektedir. Ayrica, metal-
‘kompleks tiriindeki boyalardan kaynaklanan aZir metaller, demir oksitlerle
birlikte nétralizasyon basamaginda ¢oktiiriilebilmektedir.

Bu ydntemin dezavantaji ise; proses floklasma islemi de icerdiginden atik
sudaki kirleticiler ¢amura transfer olurlar ve ¢amur problemi ortaya c¢ikar.
Konsantre safsizliklar iceren ¢amurun yakilarak yok edilmesi gerekir ki bu
yontem c¢evreye dost bir metot degildir (Raghavacharya, 1997).

Ozonlama

Ozonlama; yiiksek yapili boya molekiillerinin daha kii¢iikk yapili organik
molekiillere donilismesine yardimer olur. Cikis sularinin rengi bu metotla etkili bir
sekilde uzaklastirilabilir. Fakat baslica kug:uk organik bilesiklerin olusmasmdan
dolayr armtilmis atik suyun KOI konsantrasyonunda ¢ok az bir degisme
gorilmektedir. Ozonlama su ve atik su antiminda birgok amag¢ igin
kullamlmaktadir. Ancak ozonlama siiresince olusturulan ara ve son {irlinlerin
reaksiyonlari ¢ok az bilinmektedir (Kalemtas, 2002).

Fotokimyasal yontem

Bu ydntem boya molekiillerini; hidrojen peroksit varhginda, uv
radyasyonu ile CO, ve H,O’ a doniistirir. Pargalanma yiiksek konsantrasyondaki
hidroksil radikallerinin olusmasiyla meydana gelir yani UV hidrojen peroksidi
aktive ederek iki hidroksil radikaline parcalanmasini saglar.

HzOz +hv —2 O



Boyar maddenin giderim hizi; UV radyasyonunun giderim siddetine,
pH’ a, boyar maddenin yapisina ve boya banyosunun kompozisyonuna baglidir
(Robinson ve ark., 2001). Genellikle, pH 7’ de, UV radyasyon siddeti yiiksek
oldugunda, farkhi boya simflari igin farklh degerler alan optimum miktarda
hidrojen peroksit uygulandifinda ve boya banyosu yiikseltgenme potansiyeli
peroksitten biiyiik olan oksitleyici maddeler icermediginde etkili bir renk giderimi
s6z konusudur (Slokar ve Marechal, 1998). Boya iceren atik sularin fotokimyasal
yontemlerle ayrilmasinim en Onemli avantaji attk ¢amur olugmamasi ve kotii

- kokulara neden olan organiklerin 6nemli derecede azaltilmasidir.
Sodyum hipoklorit (NaOCI)

Renkli atiksularin kimyasal oksidasyonu klorlu bilesiklerle de
miimkiindiir. Bu metotta, CI' boya molekiiliiniin amino grubuna etki eder ve azo
bagimin kinlmasii saflar. Klor konsantrasyonundaki artis ile birlikte renk
giderimi de artar. Sodyum hipoklorit ile renk giderimi asit ve direk boyalar igin
tatmin edici sonuglar vemiektedir. Reaktif boyalarin aritimi igin ise daha uzun
zamana ihtiyac vardir. Metal kompleks boya ¢ozeltileri aritimdan sonra kismen
renkli kalirken dispers boya ¢ozeltilerinde NaOCI ile renk giderimi gergeklesmez
(Slokar ve Marechal, 1998).

Elektrokimyasal yontem

Bu yontem 1990’ larin ortalarinda gelistirilen yeni bir yontemdir. Boya
gideriminde  etkili bir gekilde kullanilabilirliligi a¢isindan ydntem bazi énemli
avantajlara sahiptir. Kimyasal madde tiikketimi ¢ok azdir veya yoktur ve ¢amur
olusumu s6z konusu degildir. Oldukca etkili ve ekonomik bir boya giderimi
saglar. Renk gideriminde ve direncli kirleticilerin parcalanmasinda yiiksek verim
gosterir. Tekstil boyar maddesi iceren atik sularin elektrokimyasal olarak aritildig:
bir calismada titanyum-platin anodu kullamlnmus ve 18 dakikalik aktif artim
siiresinden sonra KOI, BOI degerlerindeki ve renkteki azalmanin %80’ leri astig1
belirlenmistir (Vlyssides ve ark., 2000). Yontemin en biiyiik dezavantaji1 tehlikeli
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bilesiklerin olusma olasiligidir. Yiksek akim hizlarimin renk gideriminde

dogrudan bir azalmaya neden olmasi diger bir dezavantajdir.
Kimyasal floklastirma ve ¢oktiirme yontemi

Bu yontemde floklasma ve ¢bkelme kimyasal maddeler yardimu ile
saglanir. Floklasma atiksuya katilan kimyasal maddelerle meydana gelir ve bu
yontem ile ¢Oziinmiis maddelerle kolloidler giderilir. En ¢ok kullamulan
kimyasallar Al(SO,)s, FeCls, FeSO, dir. Kimyasal ¢oktiirme ydnteminde insaat
masraflarindan ziyade isletme masraflan Snem tagimaktadir. Ozellikle floklasma
maddeleri ve meydana gelen ¢amurun bertaraf edilmesi, giderlerin 6nemli bir

kismim teskil etmektedir (Kocaer ve Alkan, 2002).
Kucurbituril aritim

Kucurbituril, glioluril ve formaldehitin devirsel bir polimeridir (Karcher ve
ark., 1999). Kucurbituril sekli balkabagina benzedigi igin bu sekilde A
adlandmlmistir. Uril bilesigin yapisinda bir {ire monomerinin bulundugunu
belirtir. Kucurbiturilin aromatik bilesikler ile konuk-konuk¢u kompleksleri
olusturdugu bilinmektedir (Mock, 1995). Diger bir olasi mekanizma ise
hidrofobik  interaksiyonlar veya ¢Oziinmeyen kucurbituril-boya-katyon
agregatlarimin  olusumudur. Endiistriyel olarak uygulanabilir olmas1 icin
kucurbiturilin sabit yatakli sorpsiyon filtreleri ile birlestirilerek kullanilmasi
gerekir (Karcher ve ark., 1999).

1.2.2. Fiziksel yontemler
1.2.2.1. Adsorpsiyon
Adsorpsiyon teknikleri geleneksel yOntemler i¢in fazla renk birakan

kirleticilerin giderimindeki  verimlilikten dolay1 son yillarda ilgi gdrmektedir.
Adsorpsiyon ekonomik agidan makul bir yontemdir ve yiiksek kalitede iiriin
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olusumu saglar. Adsorpsiyon sfiireci, boya-sorbent etkilesimi, absorbamn ylizey
alani, tanecik biiylikliigli, sicaklik, pH ve temas sfiresi gibi pek ¢ok fiziko-
kimyasal faktoriin etkisi altindadir.

Adsorpsiyonla renk gideriminde en ¢ok kullamlan yontem aktif karbondur.
Katybnik, mordan ve asit boyalarinin adsorplanmasinda oldukga etkilidir ve daha
az olmakla birlikte dispers, direkt, vat, pigment ve reaktif boyalarin
adsorplanmasinda da kullanilir. (Raghavacharya, 1997). Performansi kullanilan
karbonun tipine ve atik suyun karakteristiine baglidir. Rejenerasyon ve tekrar
kullanim performa.nsta azélmaya neden olurken bu dezavantaj asir1 miktarda aktif
karbon kullanilmas: ile giderilebilir. Ancak aktif karbon pahali bir malzemedir.

Adsorban olarak kullanilabilen diger bir malzeme bataklik kdmiiriidiir.
Bataklik komiirli boya igeren atik sulardaki polar organik bilesikleri ve gegis
metallerini adsorplayabilmektedir. Adsorban olarak bataklik komiiriiniin
kullamm &zellikle bol bulundugu irlanda ve Ingiltere gibi iilkelerde s6z
konusudur. Bataklik komiiri aktif karbona gbre daha ucuzdur ancak aktif
karbonun toz halinde olmas1 nedeni ile yiizey alami geniglemektedir. AZag
kirintilari, ugucu Ieiil-kSmiir karigim, silika jeller, dogal killer, misir kogami gibi
malzemeler de, boya gideriminde adsorban olarak kullamlabilmektedir. Bunlarin
ucuz ve elde edilebilir olusu boyar madde giderimindeki kullanimlarini ekonomik
acidan cazip kilmaktadir (Robinson ve ark., 2001).

Membran filtrasyonu

Filtrasyon membranlari ultrafiltrasyon, nanofiltrasyon ve ters osmozdur.
Ters osmoz membranlari ¢ofu iyonik tiirler i¢in %90’ nin ilizerinde verim
gosterir. Boya banyolar ¢ikis sularindaki boyalar ve yardimer kimyasallar tek bir
basamakta giderilmis olur. Ancak yiiksek ozmotik basing aralifi ters osmoz
uygulamalarini  simirlamaktadir. Nanofiltrasyon membranlart negatif ylizeysel
yiiklerinden dolay1 iyon segicidirler. Membranlarin bu karakteristifine bagli
olarak boyali atik sularda bulunan bir kistm yardimci kimyasallar membrandan
gecebilmektedir (Machenbach, 1998). Ayurma islemi sonucunda olusan konsantre
atifin yok edilmesi olduk¢a giictiir ve maliyeti oldukca yiksektir. Aymca
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membranin tikanma riskinin olmasi ve belirli araliklarla degistirilmesinin gerekli
olmas1 da birer dezavantajdir. Bu filtrasyon metodu diiiik konsantrasyonda boya
iceren atiksuyun tekstil fabrikas: igine siiziilerek yeniden kullamlmak istendigi
durumlar igin uygundur (Robinson ve ark., 2001).

Iyon degisimi

Boya igeren atik sularin aritiminda iyon degistiricilerin kullanilmas: hentiz
yeterince yaygin degildir. Bunun ana nedeni, iyon degistiricilerle aritilarak olumlu
sonug alinan boya smifimin kisitli olmasidir. Yontemde atiksu, meveut degisim
bolgeleri doygunluga erisinceye kadar iyon degistirici regineler {izerinden gecer.
Bu gekilde boyar madde igeren atik sulardaki hem katyonik hem de anyonik
boyalar uzaklagtirilabilmektedir. Yontemin avantajlan, rejenerasyonla adsorban
kaybmmin bulunmamasi, ¢dzliciintin kullamldiktan sonra iyilestirilebilmesi ve
¢oziinebilir boyalarmn etkin sekilde giderilebilmesidir. En biiyiik dezavantaji ise

y6ntemin maliyetli olusudur (Robinson ve ark., 2001).
1.2.3. Biyolojik yontemler

Biyolojik  tekniklerle  remk  giderimi  boyalarm  mikrobiyal
biotransformasyonuna dayanmaktadir. Boyalar uzun Omiirlii ve kararli olarak
dizayn edildiklerinden biyolojik degredasyonlan kolay degildir. Bununla birlikte
boyalarin tam veya kismi degredasyonu icin saf veya kangik bakteri, fungus veya
alg kiiltiirleri kullanilmistir (Zee, 2002).

1.2.3.1. Bakteriyal renk giderimi
Boyalarin biyolojik olarak giderilebilirliligine bakarken onlarm uygulama
sinifindan ¢ok kimyasal yapilarina bakilmaktadir. Arastirmacilar daha ¢ok azo

boyalarinin bakteriyal degredasyonu fizerine yogunlasmistir. Azo boyalari aerobik
bakteriyal biodegredasyona direnglidir (Ganes, 1994).
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Antrokinon bazli boyalar aerobik olarak giderilebilirler. Anaerobik sartlar
altinda ise antrokinon boyalarin transformasyonu guinonun hidroguinona
indirgenmesi ile simirlidir. Bazi antrokinon bazli boyalar anaefobik sartlarda, su
fazindan ¢dzlinmez pigmentlerin olusumu ile giderilebilir (Brown, 1983).

Trifenilmetan boyalarin Vaerobik olarak hizl1 bir sekilde giderilebilecegi
gﬁrﬁlmﬁstﬁr (Azmi ve ark., 2005). Fakat bu boyalarin aktif ¢amur sistemlerinde
degredasyona direngli oldugu goriilmiistiir.

Fitalosiyanin boyalarinin biyolojik degredasyonlart miimkiin degildir.
Dekolorizasyonlar ise anaerobik kosularda gerceklesmektedir (Beydilli, 2000).

Actinomycetes:

Actinomycetes’ ler ozellikle  Streptomyces tirleri  lignin
biodegredasyonunda rol oynayan ekstraseliiler peroksidaz {iretmektedir. Bu
prokaryotik perosidazlar suda ¢dzinen polimerik bilesiklerin {iretimi igin ligninin
baslangic oksidasyonunda gorevlidir. Actinomycetes’ ler c¢esitli ksenobiyotik
bilesiklere karsi hidroksilasyon, oksidasyon ve dealkilasyon reaksiyonlaﬁm
katalizler (Goszczynski ve ark., 1994). Actinomycetes’ lerin tekstil boyalarim
mineralize ve dekolorize etme yetenegi baslangic olarak dokuz farkli grup
tarafindan arasgtinlmistir. Ball ve arkadaglan (1989) 20 tiir Actinomycetes ile
calismstir. Bunlarn polimerik boya Poly R’ yi dekolorize etme yeteneklerini
incelemislerdir. 20 sustan sadece 3’ il renk gideriminde basarili olmustur. Bu
suslar ~ Streptomyces badius 252, Streptomyces sp. strain EC22 ve
Thermomonospora fusca MT800 olarak biidirﬂmistir.

Zhou ve Zimmerman (1993) ise 159 Actinomycetes’ in dekolorizasyon
yetenegini arastlrmlslardlf. " Bu aragtirmada aragtiricilar  gercek atik su
kullanmusglardir. 1zolatlardan 83° ii pozitif sonug vermistir.

Idaho Universitesi’ nde beyaz giiriik¢iil funguslarin ve Streptomyces’ lerin
aerobik olarak dekolorizasyon yetenegi incelenmistir. Baglangic olarak 14
Streptomyces ile galisilmig ve bu mikroorganizmalarin Poly B—411, Poly R—478,
Remazol Brillan Blue R (RBBR) boyalarimi dekolorizasyon yetenegi
incelenmiétir. RBBR ve Poly B—411 i¢in benzer sonuglar ele edilmistir. Gozlem

14



sonuglarina gore suglar glikoz varhifinda ekstraseliler H,0, f{iretmis
Sreptomycetes tiirleri tarafindan liretilen ekstraseliiler peroksidaz ve enzimler P.
thsosporium tarafindan firetilen Mn (II) peroksidaza benzer substrat spesifitesi
gostermistir (McMullan, 2001).

‘ Crowford’ un gl;ubu Streptomyces chrmofuscus All in dekolorizasyon
yetenegini incelemis ve bu izolatin dekolorizasyon yeteneginin lignolitik aktivite

ile iligkili oldugunu belirtmiglerdir (Mcmullan, 2001).
Diger Aerobik Bakteriler

Belli Actinomycetes’ lerin yamsira aerobik dekolorizasyon ve
minerelizasyon yeteneginde olan bakteriler de bulunmustur. Sulfonlanmis azo
bilegiklerinin karboksilenmis analoglari bakteriler tarafindan karbon ve enerji
kaynag: olarak kullamilmaktadir. Pseudomonas strain K24’ den orange 1
azorediiktaz ve orange 2 azorediiktaz saflagtirilmis ve karakterize edilmistir. Bu
iki enzim azo benzene rediiktaz olarak smiflandiriimistir (Memullan, 2001).

Bihmel ve arkadaslan (1998) tarafindan yapilan c;ahsmada identifiye
edilmemis S5 izolatindan sulfonlanmis azo bilesigi 4-karboksi-4’ sulfoazobenzen
den tek karbon ve enerji kaynagi olarak yararlamlmigtir.

Azo boyalarina ek olarak diger boyalari da aerobik olarak metabolize
eden bagka bakteriler gbzlenmistir. Sarnaik ve Kanekar (1999), trifenilmetan
boyas: metil viyoleti aerobik mineralizasasyona ugratan Pseudomanas mendocina
MCM B—402 ile ¢aligmislardir. Metil viyolet karbon ve enerji kaynag olarak
kullanmilmig ve P. mendocina boyay1 tanimlanamamsg metabolitlere par¢alamgtr.

Tekstil boyalarimin anaerobik dekolorizasyonu ve biyodegredasyonu

Anaerobik sartlar altinda azo boyalarimi dekolorize etme yeteneginde olan
bircok bakteri mevcuttur. Bakteriler tekstil boyalarindaki azo baglarimi kirarak
renksiz aromatik aminlerin olusumu neticesinde boya dekolorizasyonunu
saglaﬂar. Aromatik aminlerin toksik ve mutojenik olabilecegi saptanmustir

(Chung ve ark. 1992).
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Azo boyalarinin anaerobik sartlar altinda degredasyonu baslangic olarak
azo baglarinin parcalanmasimi gerektirir. Bu siire¢ azorediiktazlar tarafindan
katalizlenmektedir. Bu enzimler oksijensiz kosullarda elektronlarin azo boyalarina
transferini - kolaylagtirir. Bu  sitoplazmik enzimlerin rolii tam olarak
bilinmemektedir.

Baz1 intestinal bakterilerin de azo »boyalanm ve onlarm polimerik
tirevlerini dekolorize edebilme yeteneginde oldugu gozlenmistir. Bu polimerik
azo boyalarn bakteriyal hiicre membramindan gegebilirler. Azo boyalarmn
anaerobik olarak indirgenmesi molekiiliin toplam mineralizasyonundan zordur.
Azo boyalarimn yam sira baska boyalan da oksijensiz kosullarda degrede
edebilen bakterilere rastlanmistir. Henderson ve arkadaglar1 (1997) insan gastro-
intestinal anoksik bakterilerinin bir trifenilmetan- boyas: olan malasit yesilini

indirgedigini gdzlemislerdir.
Boyalarin anaerobik / aerobik biyodegredasyonu

Anaerobik / aerobik aritim birbirinin ardi sira veya birlikte kullanilabilir.
Sirasal veya es zamanh aritim sistemlerinde anaerobik zondaki bakterileri karbon
kaynag, enerji kaynag1 ve azo bagimin agilmasim saglayacak oksido-rediiksiyon
tepkimeleri ile destekleyecek yardimer substratlara ihtiyag vardir.

Azo boyalanmm yikim {irtinlerini bertaraf edebilmek i¢in bu proses
gelistirilmistir. Anaerobik basamakta, azo boyalari renksiz aromatik aminlere
indirgenir. Bu aromatik aminler aerobik sartlar altinda metabolize edilir.

En azindan belirli azo boyalarinin anaerobik / aerobik aritim sistemleri ile
mineralize edilebilmesine ragmen bu strateji ciddi dezavantajlara sahiptir.
Antimin amaci azo boyalarinin gercek anlamda mineralize edilmesi olmasina
ragmen azo boyalarinin anerobik rediiksiyonu sirasinda olusan aminlerin ¢ogunun
aerobik sartlarda stabil olmamasi ve otooksidasyona ugramasi ciddi bir

problemdir (Mcmulan, 2001).
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1.2.3.2. Alg kiiltiirleri ile dekolorizasyon

Chlorela ve Osillatoria’ min birgok tlirii azo boyalarmi aromatik aminlere
ve aromatik aminlerden daha Otesine daha basit organik bﬂesiklere veya CO;’ e
degrede edebilme yetenegindedir. Bazi algler birka¢ azo boyasini tek karbon ve
nitrojen kaynafi olarak kullamir. Boyle aglerin  dengeleme  havuzlarinda

aromatik aminleri tagimada rol oynayabilecegi diigiiniilmektedir (Banat ve ark.,
1999).

1.2.3.3. Fungal dekolorizasyon

Lignin degrede eden beyaz cliriik¢iil funguslar aromatikleri genis dlgiide
degrede edebilirler. Bu &zellik genel olarak lignin peroksidaz (LiP), mangan
peroksidaz (MnP) ve lakkaz gibi lignolitik enzimlerle iliskilidir. Bu ekstraseliiler
enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyon oksidasyon reaksiyonudur (Zee,
2002).

Mikroorganizmalarla yapilan dekolorizasyon ¢aligmalariin ¢ogu beyaz
¢lirtikgiillere dayanmaktadir. Bu grup organizmalar kompleks polimerik yapiya
sahip olan lignini mineralize etme yetenegindedir. Dogal substrat olmalarinin
yamnda beyaz ctiriikgiiller ¢ok gesitli inatgi organik kirleticileri de mineralize
etme yeteneZindedir. Beyaz iiriikgiiller substrat spesifitesi bakimmdan diger
biodegredatif bakterilerden ayrilirlar. Degredasyonda rol alan bu enzimlerden
LiP; veratil alkol gibi non-fenolik aromatik bilesiklerin oksidasyonunu katalizler;
MnP fenolik bilegikleri okside etme yetenegindedir vé lakkaz ise fenolik
substratlarin oksidasyonunu gergeklestiﬁr.

Eaton ve arkadaslari (1980), beyaz iiriikgiillerden Phanerochaete
chrysosporium ve Tinctoporia ile yaptiklan ilk ¢alismada oldukca net'sonuglar
elde ettiklerinden dolay1 o donemden itibaren Phanerochaete chrysosporium azo
boyés1 igeren rekalsitrat ksenobiyotik bilesiklerin degredasyonunu yapﬁmk iizere
cesitli galismalarda kullanilmusgtir.

Cripps ve arkadaglart (1990), Polymeric B-411, Polymeric R-481, ve
Polymeric Y- 606 boyalarinin P. chrysosporim ile degredasyonu sirasinda
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dekolorizasyonun ikincil metabolik aktiviteyle gerceklestigini, siirecin cok yavas
oldufunu ve dekolorizasyon igin 8 giin gerektigini bildirmislerdir. Baska bir
caligmada yine P. chrysosporium’ un Orange II, Tropaeofin O, Congo Red,
Azure B boyalarim degrede edebilme yetenegine bakilmistir. Renk giderim
‘stirecinin boyamn kompeksligine, besiyerindeki nitrojen varligina ve lignolitik
aktiviteye bagl oldugu gézlenmigtir. Diisiik nitrojen varlifinda 6 saatte %90
dekolorizasyon saglanirken nitrojen miktar: arttinldiginda 5 giin sonunda %63-93
dekolorizasyon saflanabilmistir. Ayrica baska boyalarla da P. chrysosporium
aktivitesi denenmis ve bazi ¢alismalarda ligninaz aktivitesini arttirmak amaci ile
besi ortamina veratil alkol eklenmistir. (Paszezynski ve Crawford, 1991). Ortamda
nitrojen miktan simrlandinldiginda lignolitik aktivite artmakta dolayisiyla LiP ve
MnP dekolorizasyonda aktif gérev almaktadir. (Prie ve Gold, 1991). Lignolitik
aktivitenin ifadesi igin enzim kofaktoriiniin varlifi ve ortam pH’ 1 da énemli
kriterlerdendir. pH sadece biyosorpsiyon kapasitesini degil aym zamanda boya
soliisyonunun rengini ve bazi boyalarin ¢6ziiniirliigiint de etkiler bu nedenle pH
renk gideriminde oldukca etkili bir faktordir. Fu ve Viraraghavan (2000) boya
soliisyonun baglangi¢ pH’ 1nin hem boya molekiillerinin kimyasi hem de fungal
biyokitlenin gelisimini etkiledigini belirlemislerdir.

P. chrysosporium diginda da dekolorizasyon galigmalarm da gesitli
funguslar kullanilmustir. Funalia trogii, Tramates versicolor, Bjercandera adusta,
Plorotus ve Phlebia, Geotricum candidum gibi funguslarla da calismalar
yapilmistir (McMullan, 2001).

Beyaz ciiriik¢iil mantarlar tarafindan azo boyalarmin dekolorizasyonunda

kullanilan mekanizmalar

P. chrysosporium’ dan elde edilen lignin peroksidaz tarafindan
gergeklestirilen, bir azo boya olan 1-(4’asetamidofenilazo)-2-naftol’ un
oksidasyonu sonucunda 1,2-nafokinon ve asetanilid olugmustur; bu lignin
peroksidazin okside formunun boyamn fenolik halkasindan iki e” kopardigina ve
bunun da naftol halkasmin C-1 karbonunda uygun karbonyum iyonunun

olusumuna neden oldufuna isaret edilmigtir. Bu karbonyum iyonu daha sonra
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suyun niikleofilik atag: ile naftokinon ve kararsiz bir fenildiazine yikilabilen ara
iiriine doniigiir.

Sulfonlanmis azo boyalarmin fungal peroksidazlar tarafindan okside
edilmesinin enzimatik mekanizmas: birbirinden bagimsiz iki arastirici tarafindan
calisilmistir; ilk gahsmadé 3,5-dimetil-4-hidroksiazobenzen-4-sulfonik asit ve 3
metoksi-4-hidroksiazobenzen-4-sulfonomidi P. chrysosporium’ daﬁ elde edilen
peroksit preperasyonu ile inkiibe edilerek olusan tirtinler kiitle spektrokopisi ile
analiz edilmistir (Goszczynski ve ark. 1994). Tanimlanan diriinlere bakilarak
boyalarin ilkin bir oksidatif aktivasyona ugradiklari ve bunun sonunda karonyum
iyonunun olustugu ileri siiriilmiigtiir. Daha sonra bu katyonik tiirlere su tarafindan
niikleofilik bir atak gergeklestirildigi 6ne siirtilmiistiir. Incelenen metabolitlere
bakilarak bu kararsiz ara {irliniin azo grubunun simetrik veya asimetrik boliinmesi
ile parcalanabilecegi tahmin edilmistir. Olusan oksidasyon firiinleri; sonugta
¢esitli spontan reaksiyonlarla farkli reaksiyonlara doniiglir. Yapilan ikinci
calismada ise; P. chrysosporium’ dan elde edilen saflagtinlmis bir lignin
peroksidaz preparasyonu 3, 5-dimetil-4-hidroksiazobenzen-4-sulfonik asit ve
Asid Orange 7° nin oksidasyonu‘ic;illl kullanmigtir. Bir Onceki c¢alisma ile
karsilastinldiginda 3, 5-dimetil-4-hidroksiazobenzen-4-sulfonik asit ve Asid
Orange 7° den bir ara {iriin olarak bir 4-sulfofenilhidroperoksit’ in olustufu
goriilmiistiir. Bu arastirmacilara gore, azo boyalarinin ikincil aromatik #riini
kuinonlardir (Chivukula ve ark., 1995).

‘Yapﬂan calismada sucul ortamlarda cesitli ekolojik problemlere yol acan
reaktif boyalarla c¢alisilmistir. Dogal ortamlardan izole edilen ¢esitli
mikroorganizmalarin bu boyay: dekolorizasyon yetenegi arastiriimis her bir

mikroorganizma i¢in optimum kosullar belirlenmistir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal

2.1.1. Boyar maddeler

Yellow HR Gold (Orange 12), Polkatif Viyolet H3R (Violet 1), Ambifiks
Blue H5R (Blue 13), Sarlak P2R-mix (Red 13 — Red 33) boyalar Eskisehir Sarar
Tekstil (A.5)’ den temin edilerek renk giderimi ¢alismalarinda kullanilmislardir.

2.1.2. Mikroorganizmalar

Kullamlan mikroorganizmalar Eskisehir ili ¢evresinde farkli bitkilerin
yetistigi tarla topraklarindan, Eskigehir Seker Fabrikasi yam Porsuk c¢ayindan,
Eskisehir Sarar Tekstil A.$ atik suyundan izole edilmistir.

2.1.3. Besiyerleri ve Cozeltiler

2.1.3.1. Besiyerleri

Potato Dextrose Agar

Patato Dextrose Agar (merck) besiyeri litreye 39 g olaéak sekilde distile
suda ¢ozillip otoklavda 1.5 atmosfer basing ve 120°C‘ de 15 dakika steril
edilmistir.

Potato Dextrose Broth

Potato Dextrose Broth (acumedia) besiyeri litreye 24 g olacak sekilde

distile suda ¢oziiliip otoklavda 1.5 atmosfer basmng ve 120°C* de 15 dakika steril
edilmisgtir.
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Nutrient Agar

Nutrient Agar (fluka) besiyeri litreye 20 g olacak sekilde distile suda
¢oziillip otoklavda 1.5 atmosfer basing ve 120°C* de 15 dakika steril edilmistir.

Yeast Malt Exract Agar

Malt extract 10g
Yeast extract 4g
Glukoz 4g
Distile su -1000 ml

Besiyeri icerifi distile suda ¢oziiliip, otoklavda 1.5 atmosfer basing ve

120 °C sicaklikta, 15 dakika steril edilmistir.

Nisasta Kazein Agar

Coziinebilir nigasta | 10g
Kasein hidrolizati 0,3g
KNO; ’ 2g
NaCl ' 2 g
KyPO4 2 g
MgS0O4. 7 H,O A 0,05g
CaCO3 0,02g
Fe,S03. 7 Hy,O 0,0025 g
Agar 15g
Distile su ’ 1000 ml

1 m] methanol i¢inde 0.1 g siklohegzimit ¢6zdiiriiliip; 1000ml besiyerine
1ml olacak sekilde ilave edilmistir. ‘

Besiyeri igerigi distile suda ¢ziiliip, otoklavda 1.5 atmosfer basing ve 121
°C sicaklikta, 15 dakika steril edilmisgtir.
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Lakkaz iiretimi i¢cin besiyeri

D-glukoz 20g
L-asparajine _ 25g
D,L-fenilalanin 0,15g
Adenine 0,0275 g
Tiamin HCI 50pg
KH,PO4 lg
MgS04. 7 H,0 0,5g
Na,HPOy4. 2H,0 0,lg
CaCl, 0.01g
FeSO4. 7 H,0 0,01g
MnSO; .4 H,O 0.001 g
ZnS04.7H,O | 0.001 g
CuS04. 5 H,O 0.002 g

Bestyeri igerigi distile suda ¢oziiliip, otoklavda 1.5 atmosfer basing ve 121

°C sicaklikta, 15 dakika steril edildikten sonra pH’ 15 e ayarlanmastir.

Calismalarda mikroorganizmalar dekolorizasyon yetenegine gére ayirmak
icin kullamlan boyali besiyerleri ise; Patoto Dextrose Agar, Nisasta Kazein Agar
ve Nutrient Agar icerigine % 0.01 boya eklenerek hazirlanmistir (Chen ve ark.,
2003).

2.1.3.2. Cozeltiler

Boyar madde cozeltileri

Blue 13 boyasmin distile su kullanilarak %0,01° lik c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bu sekilde hazirlanan boya ¢zeltisi 1.5 atmosfer basing altinda ve
120°C sicaklikta 15 dakika steril edildikten sonra dekolorizasyon galismalarinda
kullanilmistir (Yesilada ve ark., 2002).

Boya ¢ozeltileri glinliik hazirlanmagtir.
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1 N HCI Cézeltisi

% 37’ lik HCI ¢ozeltisinden 8,4 ml alimp distile su ile 100 ml hacme

tamamlanarak hazirlanmigtir.
1IN NaOH Cozeltisi

4 g NaOH 100 ml distile suda ¢oziilerek hazirlanmgtir.
Gerekli oldugu durumlarda besiyerinin ve boya soliisyonlarmim pH‘ m1
ayarlamak i¢in 1 N HCI ¢ozeltisi ve 1 N NaOH ¢ézeltileri kullamlmugtir.

2.2. Metot

2.2.1. Dekolorizasyon yetenegine sahip bakterilerin izolasyonu

Dekolorizasyon yetenegine sahip bakterilerin izolasyonu igin Eskisehir ili
cevresinde farkl: bitkilerin yetistigi tarla topraklarindan, Eskisehir Seker Fabrikasi
yam Porsuk Cayi, Eskisehir Sarar Tekstil A.S. atik suyundan alman 6rneklerden
hazirlanan dillisyonlar Yeast Malt Extract (YMA), Nisasta Kazein Agar (NKA)
besiyerlerine yayma plak ydntemiyle ekilmistir. Omekler 30°C ve 37°C de 5 giin
stire ile inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda farkli koloniler segilerek
alindiklar1 besiyeri icerifine c¢izgi ekim yontemi ile ekilerek saflagtirmalar
yapilmistir. Saf olarak elde edilen bakteriler %0,01 boya igeren izole edildikleri
kat1 besiyerlerine nokta ekim yontemi ile ekilmis ve 5 giin siire ile inkiibasyona
birakilarak dekolorizasyon yeteneklerine bakilmustir. Kolonileri etrafinda vrenk
giderimi tespit edilen bakteriler gliserole alinarak 4°C’ de stoklanmustir.

2.2.2. Dekolorizasyon yetenegine sahip kiiflerin izolasyonu

Kiif izolasyonu ise; Eskigehir ili ¢evresinde farkl bitkilerin yetistigi tarla
topraklarindan, Eskisehir Seker Fabrikasi yani Porsuk Cayi ve Eskisehir Sarar
Tekstil A.S. atik suyundan alinan 6rneklerden diltisyonlar hazirlanmigtir. %0,01
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boya igeren Patoto Dextrose Agar (PDA) besiyeri hazirlanmis ve Petri kutularina
aktanilmigtir. Diliisyonlar Petri kutularina yayma ekim ydntemi ile ekilmistir.
Etrafinda renk giderimi gergeklestirdigi gorillen kiifler giderdigi boyay: iceren
kat1 besiyerlerine ¢ift tekrarh ekilmistir. Tekrarli ekimler sonucunda da renk

giderimi gergeklestiren kiifler yatik agara pasajlanarak stoklari hazirlanmigtir.
2.2.4. Kiiflerin boyanarak mikroskopta goriintiilenmesi

Dekolorizasyon ¢alismasinda kullamlan kiiflerden 6ze yardmm ile kiiciik
bir parga alinarak lam {izerine yerlestirilmistir. Daha sonra kiifiin {izerine
laktofenol pamuk mavisinden 2—3 damla damlatilmig ve iizerine lamel kapatilarak
15tk mikroskobunun immersiyon objektifinde preparat {izerine sedir yag

damlatilarak hiicreler incelenmistir.

2.2.3. Dekolorizasyon ¢alismalar

Dekolorizasyon ¢aligmalarinda kullanilan biyokitlenin iiretimi igin
oncelikle kiifler PDA besiyeri bulunan Petri kutularina ekilmis ve oda sicakliginda
7 giin siire ile inkiibe edilmiglerdir. Inkiibasyon siiresi sonunda bu plaklardan 6ze
yardimi ile alinan sporlar, igerisinde 100 ml Patoto Dextrose Broth (PDB)
besiyeri bulunan 250 ml’ lik Erlen Mayer siselerine inokiile edilmis ve 120 rpm’
de, 30°C* de 7 giin siire ile inkiibasyona birakilmglardir. Inkiibasyon siiresi
sonunda olusan pelletler steril sartlarda siiziilerek besiyerinden ayrilmis ve
dekolorizasyon ¢aligmalarinda kullamlmstir.

Dekolorizasyon ¢alismalan statik ve calkalamali olarak ve 3 paralel
halinde yiiriitiilmiistiir. Dekolorizasyon; 250 ml’ lik Frlen Mayer siselerinde 50°
ser ml, %0,01 boya iceren ¢dzeltiler ile yapilmigtir. Bunlarin disinda 6lgtimlerin
yapildig1 her giin igin kontrol amagli, boya ¢6zeltisi igeren fakat pellet igermeyen
Erlen Mayer siseleri hazirlanmug ve bu Erlen Mayer siselerinde abiyotik
mekanizmaya  baghh  renk  gideriminin  gergeklesip  gerceklesmedigi
spektrofotometrik degisime bakilarak izlenmistir. Aymi zamanda boyasiz ortamda
kiiflerin gelisimini kontrol etmek ve boyar maddenin test kiifii iizerinde inhibe
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edici etki olusturup olusturmadigim aragtrmak amaciyla boya soliisyonu
icermeyen sadece kiif iceren Erlen Mayer siseleri hazirlanmistir.

Her bir Erlen Mayer sisesine daha &nce siiziilmiis pelletlerden yas agirhg:
2 g olacak sekilde inokiilasyon yaplhmstu: Statik inkiibasyon oda sicakliginda bir
hafta siire ile; galkalamali inkiibasyon ise 30°C” de 120 rpm’ de yine 1., 2., 3., 5.,
ve 7. gﬁnler de olmak {lizere bir hafta siire ile gerceklestirilmistir. Inkiibasyon
siiresi boyunca her ti¢ paralel seride alinan 6rnekler dncelikle 15.000 rpm’ de 30
dakika santrifiiye edilmis, siipernatatlarin, spektrofotometrede, boyamin
maksimum absorbans verdigi dalga boyunda absorbans degerleri okunarak boya

konsantraéyonlan belirlenmigtir.
2.2.5. Boyar madde konsantrasyonunun belirlenmesi

2.2.5.1. Spektrum 6l¢iimii

Besiyerindeki boya konsantrasyonunun dogrudan tespiti miimkiin olmadig1
i¢in boyar madde konsantrasyonundaki degisim besiyerinin absorbans degerindeki
degisime bagli olarak izlenmistir. Boyar madde iceren bésiyerihin absorbans
deferi o boyar maddenin maksimum absorbans verdigi dalga boyunda
Olgiilmiistiir. Bunun i¢in boyar madde solisyonunun UV  visible
spektrofotometrede spektrum lgiimii yapilmigtir. Maksimum absorbans degerinin
hangi dalga boyunda yapildigi belirlenmis, o deger boyar madde igin tespit
edilmis ve sonraki absorbans 6l¢timlerinin tiimii o dalga boyunda yapilmustir.

2.2.5.2. Giinliik olarak boyar madde konsantrasyonunun

belirlenmesi

Inkiibasyon stiresi boyunca 1., 2., 3., 5., ve 7. glinlerde kiiltiir stvisindan 3
paralel halinde 6rnekler alinmistir. Daha sonra Smekler siispanse partiikiilleri
elemine etmek amaci ile 15.000 rpm’ de 30 dakika santrifiije edilmistir.
Santrifiijtin ardindan sfipernatanlarin UV visible spektrofotometrede absorbans
degerleri olgiilerek boya konsantrasyonlar belirlenmistir. Olgtimler boyanmn
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maksimum absorbans verdigi dalga boyunda her bir paralel icin 3 kez okunarak
yapilmagtir.

2.2.6. Cesitli cevresel kosullarin dekolorizasyon iizerindeki etkisinin

belirlenmesi

2.2.6.1. Farkh pH’ larin dekolorizasyona etkisinin belirlenmesi

Farkli pH’ larin dekolorizasyona etkisini belirlemek amaci ile diger tim
kosullar sabit tutulmak kaydiyla, boyali besiyerlerinin baglangi¢c pH’ lar 3, 5, 7
olacak gekilde ayarlanmigstir. pH degerlerinin ayarlarlanmasimda 1 N HCI ve 1 N
NaOH ¢ozeltileri kullamlmistir. Boya soliisyonlar1 otoklavlandiktan sonra
dekolorizasyon ¢alismalarinda kullandmiglardir. Bir hafta boyunca ekstraseliiler
sividan giinliik olarak alman 6rnekler 15.000 rpm’ de 30 dak. santrifiije edildikten
sonra siipernatantlanin spektrofotometrede absorbanslari &lgiilmils ve ortamda

kalan boya miktarlar izlenmisgtir.

2.2.6.2. Farkh sicaklik degerlerinin dekolorizasyona etkinin
belirlenmesi

Farkh sicaklik degerlerinin dekolorizasyona etkisini belirlemek amac: ile
diger tiim kosullar sabit tutulmak kaydi ile, boyali soliisyonlar otoklavlandiktan
sonra pelletler ile ekimleri yapilmuis ve sicakliklari 20°C, 30°C, 35°C olacak
sekilde inkiibasyona birakilmiglardir. Bir hafta boyunca ekstraseliier sividan
gilinliik olarak alman 6rnekler 15.000 rpm’ de 30 dak. santrifiije edildikten sonra
stipernatantlarin spektrofotometre de absorbanslar 6l¢iilmiis ve ortamda kalan

boya miktarlar izlenmistir.

2.2.6.3. Farkli calkalama hizlarimin dekolorizasyona etkisinin

belirlenmesi

Farkli ¢alkalama hizlarimin dekolorizasyon iizerine etkisini belirlemek

amaci ile diger tiim kosullar sabit tutulmak kaydi ile boyali soliisyonlar
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otoklavlandiktan sonra pelletler ile inokiile edilmis ve 100 rpm, 120 rpm ve 150
rpm’ lerde otoklavda 1.5 atmosfer basing ve 121 °C sicaklikta, 15 dakika steril
inkiibasyona birakilmiglardir. Bir hafta boyunca kiiltiir sivisindan giinliik olarak
alinan 6rnekler 15.000 rpm’ de 30 dak. santrifiije edildikten sonra stipernatantlarin
spektrofotometrede absorbanslar élgﬁhnﬁs ve ortamda kalan boya miktarlar

izlenmisﬁr.
2.2.6.4. Boyar madde konsantrasyonunun dekolorizasyon iizerine

etkisi

Diger kosullar sabit tutulmak kaydi ile boya ¢6zeltilerinin boya
konsantrasyonu degistirilerek, kullanilan mikroorganizmanin boya ¢ozeltisini
dekolorizasyon orani izlenmistir. Boya konsantrasyonu 100 mg/l ve 500 mg/1’ ye

ayarlanmistir.

2.2.7. Olii hiicrelerle dekolorizasyon

Olii hiicreler ve canli hiicrelerin dekolorizasyon yetenegini kargilagtirmak
amaci ile canlt hiicrelerin 120°C de 15 dakika otoklavda sterilizasyonu sonucu
elde edilen 6lii pelletler 50 ml’ sinde %0,01 boya igeren 250 ml lik Erlen Mayer
siselerine inokiile edilmiglerdir. 120 rpm’ de 30°C’ de bir hafta siire ile
inktibasyona birakilmiglardir. Erlen Mayer siselerinden giinliik olarak 3 paralel
halinde alinan 6rnekler 15.000 rpm’ de 30 dak. santrifiije edildikten sonra
siipernatantlarin spektrofotometre de absorbans degerleri &lgiilmiis ve ortamda

kalan boya miktarlar: izlenmistir.

2.2.8. Tekrarh deneylerin yapilmasi

En iyi dekolorizasyon degerini veren kiif i¢in belirlenen optimum sartlarda
3 paralel halinde dekolorizasyon deneyleri yapilmis, kullamilan kiifler siizme
isleminden sonra tekrarli olarak aym konsantrasyonda boya igeren soliisyonlara
inokiile edilmis, slipernatantin spektrofotometrede absorbans degeri belirlenerek

dekolorizasyon degerlerine bakilmustir,

27



2.2.9. Enzim aktivitesinin belirlenmesi

4 kiifiin yatik-agar stok kiiltiirleri 2.5 ml distile su iginde suspanse
edildﬂcten sonra hazirlanan miselyum suspansiyonu steril kosullarda 250 ml
besiyeri (enzim aktivitesi belirlemek i¢in kullanilan besiyeri) iceren 1000 ml’ lik
Erlen Mayer §i§eleriné inokiile edilmistir.

30 °C’ de, 150 rpm’ de on giinliik inkiibasyon siiresince dérdiincii giinden
itibaren kiiltlir sivisindan alman 2 ml 6mek 15.000 rpm’de 15 dak. santrifiij
edildikten sonra lakkaz aktivitesi 6l¢timlerinde kullamlmigtir (Kirk ve ark., 1978)

2.2.9.1. Lakkaz aktivitesinin dl¢iimii

Enzim aktivitesini belirlemek amaci ile substrat olarak 0.2 M sodyum
acetatin (pH 5) iginde 3,6 mM Diamonyum 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonat (ABTS) kullanilmustir.

1 ml kiiltlir stvaisindan, 1 ml ABTS ¢ozeltisinden alinarak 405 nm dalga
boyunda spektrofotometrede absorbans Sl¢iilmiistiir (Heinzkill ve ark., 1998).

2.2.10. Toksisite deneylerinin yapilmasi
Sitotoksisite testi

V79 379A (Chinese hamster akciger fibroblast benzeri) hiicreleri 56°C’ de
su banyosunda inaktif hale getirilmis %10’ luk Fetal Bovine Serum, Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM), Penicilin-Streptomycin ve %9,2 NaHO;
igeren besiyerinin bulundugu 25 ecm? liik doku kiiltiirii siselerinde %95 hava ve
%5 CO2’li gaz ortaminda ve 37°C’de iniibe edilmistir.

Uygun kogullarda g¢ogalmaya birakilan hiicreler doku kiiltiirli sisesi
yizeyini %70 oraninda kapladiklart zaman lml Tripsin-EDTA ile 1-2 dak.
inkiibatdrde bekletilerek doku kiiltiirii sise tabanindan kaldirlmistir. Trypan blue
boyas: ile boyanan hiicreler, Thoma lami yardimiyla 3 kez sayilarak MTT ((3-
(4,5-dimetiltiaol-2-i1)-2, 5-difenil tetrazolyum bromiir) testi i¢in 96 kuyucuklu
plakalara 1x10* hiicre olacak sekilde ekilmigtir. Hiicrelerin yapismasi1 ve yeni
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ortama aligmasi igin 37°C* de 24 saat inkiibe edilmislerdir. 24 saat inkiibasyon
siiresi sonunda hiicrelerin {izerindeki besiyerleri ddkiilerek uzaklastirilmistir. Daha
sonra hiicreler 10X’lik medyum kullanilarak hazirlanan su 6rmekleri ile 24 saat
muamele edilmiglerdir (Ferretti ve ark., 2007). Son konsantrasyonlar1 %80, %40
ve %20 olacak s_ekilde ayarlanmugtir. |

MTT olgiimii

Su Ornekleri ile 24 saat muamele edilen hiicrelerden inkiibasyon siiresi
sonunda besiyerleri dokiilerek uzaklagtirilmigtir. Hiicreler 5 mg/ml MTT boyasi
ile canli hiicrelerin metabolik aktiviteleri sonucu MTT boyasmm suda
¢ozlilmeyen formazan tuzu haline doniistiiriilebilmesi icin karbondioksit
inkiibatoriinde 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda hiicrelerden
MTT boyas1 dokiilerek uzaklastirilmistir. Canli hiicreler tarafindan olusturulan
formazan tuzlarmn ¢6ziilmesi i¢in her bir kuyucuga 0,1 ml DMSO
(dimetilsiilfoksit) ilave edilmistir. Plakalardaki hiicrelerin optik densiteleri ELISA
cihazinda 570 nm dalga boyunda okutulmustur. Su &rnegi ﬂe muamele edilmeyen
kontrol hiicre canliligr %100 kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlari
ylizde olarak ifade edilmistir. Bu test 3 kez tekrar edilmistir (Mosmann 1983).

Istatistiksel Degerlendirmeler

MTT deney sonuglarimin istatistiksel degerlendirilmeleri icin SPSS
(Statistics Program for Social and Science) istatistik programi kullanilmistir. Elde
edilen verilerin tek yonlii ANOVA ve Post-Hoc testlerinden Tukey uygulanarak
anlamhhiklart belirlenmistir. Anlamlibik degeri p<0,05 kabul edilmistir.
2.2.11. Istatistiksel Degerlendirme

Yapilan optimizasyon ¢aligmalarinin anlamli olup olmadigmi ve her bir

¢evresel kosuldan hangi kriterin hangi kiif igin en uygun oldugu anlamak icin

anavo tablosunu kullanarak varyans analizi yapilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Dekolorizasyon Yetenegine Sahip Bakterilerin izolasyonu ve

Identifikasyonu

Dekolorizasyon yetenegine sahip bakterileri izole etmek i¢in Eskisehir ili
¢evresinde farkli bitkilerin yetigtigi tarla topraklarindan, Eskisehir Seker Fabrikast
yam Porsuk Cay1 ve Eskisehir Sarar Tekstil A.S. atik suyundan alinan érneklerden
izole edilen 200 bakteriden kayda deger dekolorizasyon yeteneginde olan

bakteriye rastlanmamigtir.
3.2. Dekolorizasyon Yetenegine Sahip Kiiflerin izolasyonu ve Identifikasyonu

Eskigehir ili ¢evresinde farkli bitkilerin yetistii tarla topraklarmdan,
Eskigehir Seker Fabrikasi yan1 Porsuk Cay: ve Eskisehir Sarar Tekstil A.S. atik
suyundan alman 6rneklerden izole edilen 110 kiif 4 farkli boya iizerine denenmis
ve sadece Blue 13 boyasimi dekolorize etme yeteneginde olan 4 izolat elde
edilmigtir ve bu nedenle caligmalara blue 13 boyasi ile devam edilmisgtir.
Izolatlarn identifikasyonu Ege Universitesi Biyoloji Boliimiinden Yard. Dog. Dr.
Alev HALIK] tarafindan yapilmustir. Pathcan kok topragmdan elde edilen izolat
1" in Aspergillus niveus 1 ($ekil 3.1), 2. izolatin Aspergillus niveus 2 (Sekil 3.2),
Eskisehir seker fabrikast yam Porsuk Caymndan elde edilen izolat 3’ iin
Sporotrichum sp. (Sekil 3.3) ve 4. izolatin Fusarium moniliforme (Sekil 3.4)
oldugu tespit edilmistir.

Sekil.3.1. 4. niveus 1 Sekil.3.2. A.niveus 2
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Sekil 3.4. Fusarium moniliforme
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3.3. Dekolorizasyon Cahsmalarmda Kullanilan Boyar Maddeye Ait

Kalibrasyon Egrisi

1,6
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1,2 4

0,8 -

Absorbans (570 nm)

0,6 -

0,4

0,2

0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon ( mg/l)

Sekil 3.9. Blue 13’¢ ait kalibrasyon egrisi

3.4. Boya Soliisyonlarmim Dekolorizasyonu

3.4.1 Statik kosullarda dekolorizasyon

Dekolorizasyon ¢alismalarinda kullamlan kiiflerin, statik kosullarda, Blue
13 boyasm zamana bagli dekolorizasyon oram Sekil 3.10° da verilmigtir. Statik
kogullarda dekolorizasyon ¢alismasi ii¢ paralel haline yiiriitiilmiis olup verilen
degerler bu ti¢ sonucun ortalamasidir.

Statik kosullarda; 4. miveus 1, 1.giin ortamdaki boyann %89,88° ini
dekolorize etmistir. Bir hafta sonunda bu oran %82,22° ye diismiistiir. 4. niveus
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I’ in statik kogullarda Blue 13 boya soliisyonunu 7 giin siiresince dekolorizasyon
ylizdesi ortalama %82,22 olarak tespit edilmistir. |

Sekil 3.6” da gorildiigii gibi A. niveus 2 tarafindan Blue 13 boyasmin 1.
giin %77,49° u dekolorize edilirken en yiiksek dekolorizasyon degerine {iciincii
glin ulagilmis ve boyanmn %94,49° u dekolorize edilmistir. Bir hafta sonunda
dekolorizasyon %’ si 91,55 tir.

Spotrichum sp. 1. giin Blue 13 boyasmin %71,62° sini dekolorize ederken
bu oran her giin artis gostermis ve 7. giin sonunda dekolorizasyon % 97.05° ye
cikmustir,

Fusarium moniliforme’ nin dekolorizasyon sonuglar1 diger kiiflere gore
daha diistik olup birinci giin boyanin % 71,01’ ini dekolorize ederken bu oran bir
hafta boyunca biraz daha diisiiy gOstermis ve 7.giin sonunda %67,03° i
bulmustur.

00 A. niveus 1 @ 4. niveus 2 O Sporotrichum sp. 8 F .moniliforme
1

% dekolorizasyon

1.giin 2.gim 3.giin 5.giin 7.gim

Zaman (giin)

Sekil 3.6. A. niveus 1, A. niveus 2, Sporotrichum sp., F. moniliforme’nin Blue 13 boyasim statik
(30°C, pH 5°de)kosullarda zamana bagl dekolorizasyon yiizdesinin SPSS Anova
Tukey s- b programina gore istatstiksel analizleri yapilmug standart sapmalar1 (p<0,05)
grafik tizerinde gosterilmigtir
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Abiyotik kontrol Erlen Mayer sigelerinden inkiibasyon siiresi boyunca
alman &rneklerin absorbans degerleri okunmus ve konsantrasyonlar belirlenmistir.
Bir hafta boyunca alman &rneklerin konsantrasyonlarda herhangi bir degisiklige

rastlanmamugtir.

Cizelge 3.1. Dekolorizasyon galismalarinda kullanilan kiiflerin Blue 13 boyasim
statik kosullarda (30°C, pH 5°de) dekolorizasyon yiizdesi

Kifler Dekolorizasyon Yiizdesi

1.gln 2.gln 3.gin 5.9ln 7.gun

Aspergillus niveus 1 % 89.88 % 92.13 % 89.74 | % 87.1 % 82.22
Aspergillus niveus 2 % 77.49 % 90.41 % 94.49 | % 92.43 | % 91.55
Sporotrichum sp. % 71.62 % 89.33 % 95.01 | %97.26 | % 97.05

Fusarium moniliforme | % 71.01 % 71.56 % 69.42 | % 67.03 | % 67.03

Cizelge 3.1° den anlamildifi gibi 4 izolatin statik kosullarda ki
dekolorizasyon yiizdeleri oldukca yiksek olup en yiiksek dekolorizasyonu
%97,26 ile Sporotrichum sp. gergeklestirmistir.

3.4.2. Calkalamah kosullarda dekolorizasyon

Calkalamal: kosullarda gerceklestirilen dekolorizasyon calismalar: ile her
bir kiifiin  zamana bagli olarak Blue 13 boyasiu dekolorize etme oram
gozlenmigtir. Caligmalar 120 rpm ve 30 °C’ de ii¢ paralel halinde yiirtitiilmiistiir.
Verilen sonuglar bu ii¢ degerin ortalamasidr.

Sekil 3.7’ de goriildiigii gibi A. niveus 1° in dekolorizasyon oram 1. ve 2.
giin oldukea yiksek olup %94,62 ve %95,38" tir. Diger giinler dekolorizasyon
orani biraz daha diigmiis ve 7. giin dekolorizasyon %88,67 olmustur.

A. niveus 2 ile yapilan ¢aligmada ise birinci giin ortamdaki boyanin
%93,73’ 1 dekolorize edilmis ve bu oran her giin %1 azalmistir. 7. giin sonunda
dekolorizasyon yiizdesinin %90,57 oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.7).
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Sporotrichum sp. oldukga yiiksek dekolorizasyon degerine sahip olup
birinci giin ortamdaki boyanin %96.64° iinii gidermis bu oran yedi giin sonunda

sadece %1 degigmis ve % 95.91 olmugtur (Sekil 3.7).
Fusarium moniliforme’ nin ise birinci giin (%71.56) ve 7.giin (%72.11)

sonunda dekolorizasyon ytizdeleri birbirine yakindir (Cizelge 3.2).

B 4. niveus I O A.niveus 2 O Sporotichum sp. B F. moniliforme ‘

100

% dekolorizasyon

Zaman (giin)

Sekil.3.7. 4. niveus 1, A. niveus 2, Sporotrichum sp., F. moniliforme’nin Blue 13 boyasim
calkalamah kogullarda (120 rpm, 30°C, pH 5) zamana bagli olarak dekolorizasyon
yiizdesinin SPSS Anova Tukey s-b programina gore istatstiksel analizleri yapilmis
standart sapmalar1 (p<0,05) grafik tizerinde gosterilmigtir
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Cizelge 3.2. Dekolorizasyon galismalarinda kullanilan kiiflerin Blue 13 boyasim
calkalamali kogullarda (120 rpm, 30°C, pH 5) dekolorizasyon yiizdesi

Kifler Dekolorizasyon Yiizdesi
1.gln 2.gin 3.gin 5.glin 7.gUn

%

Aspergillus niveus % 94.62 | % 95.38 % 90.59 92.24 % 88.67
%

-Aspergilus niveus % 93.73 % 92.24 % 91.78 91.01 % 90.57
%

Sporotrichum sp. % 96.64 | % 96.25 % 96 95.82 % 95.91
%

Fusarium moniliforme % 71.56 |% 78.8 % 68.01 75.10 % 72.11

Cizelge 3.2’ de verildigi gibi her bir kiifiin ¢alkalamal1 kosullarda Blue 13
boyasimi dekolorizasyon yiizdeleri birbirinden farkli olup yedi gin sonunda
dekolorizasyon yiizdelerine bakildiginda en iyi dekolorizasyonun Sporotrichum
sp. tarafindan saglandigy goriilmektedir. 4. niveus 1 ve 2° nin dekolorizasyon

yiizdeleri birbirine yakin olup F. moniliforme* nin dekolorizasyon yiizdesi en
diistiktir.

3.4.3. Statik ve Calkalamah Kosullardaki Dekolorizasyonlarin

Karsilastirilmas:

Izole edilen dort adet kiifle yapilan calkalamali ve statik kosullardaki
dekolorizasyon ¢alismalar1 sonucunda farkli degerler elde edilmigtir (Cizelge 3.1
ve Cizelge 3.2).

A. niveus 1’ in galkalamah kogullardaki dekolorizasyon yiizdelerinin statik
kosullardaki dekolorizasyon degerlerine oranla daha iyi oldugu fark edilmektedir.
Ozellikle birinci sgiin bu fark agikca goriilmektedir statik kosullarda
dekolorizasyon ylizdesi %89,88 iken ¢alkalamali kosullarda %94,62’ dir.

A. niveus 2’ nin statik kosullardaki dekolorizasyonu birinci giin diisiik
olmakla birlikte (%77,49) bu deger ikinci giinden itibaren artiy gostermistir.
Calkalamal kosullardaki dekolorizasyon degerlerine bakildiginda birinci giin
yiiksek bir dekolorizasyon yiizdesine sahip olan izolatin dekolorizasyon degerleri

24 saatten sonra her giin %l diismiistiir. 4. niveus 2° nin her iki kosuldaki
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dekolorizasyon degeri birbirine oldukga yakin olup ilk 48 saatte calkalamali
kogullardaki dekolorizasyonun statik kosullara gore biraz daha iyi oldugu
goriilmektedir.

Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2° den Sporotrichum sp.’ nin dekolorizasyon
degerlerinin oldukca yiiksek oldugunu goriilmektedir. Sporotrichum sp.” de A.
niveus 2’ de oldugu gibi statik kosullardaki dekolorizasyon degeri 1., 2., ve 3.,
giinlerde calkalamali kogsullardaki oranlara gére daha diisiiktiir. Sporotrichum sp.’
nin 1. giin ¢alkalamal1 ortamdaki dekolorizasyon degeri %96,64° tiir.

F. moniliforme’nin dekolorizasyon degerleri diger ii¢ kiife gére daha
distiktir. Yine bu izolatin da statik ve calkalamali ortamdaki dekolorizasyon
sonuglar1 birbirine olduk¢a yakin olup yedinci giin sonunda statik ortamda
degisim goriilmezken calkalamali ortamda dekolorizasyonun biraz daha arttip:
g6zlenmisgtir.

Calkalamali ve statik kosullardaki dekolorizasyonlarn istatistiksel
degerlendirmesine baktigimizda statik ve calkalamali kogullarin tek bagma
dekolorizasyon tizerine etkisinin olmadifim ancak ortama mikroorganizma
eklendiginde durumlarin dekolorizasyon tizerinde anlamli etkisi oldugu
goriilmiistiir. Durum 1 calkalamali ortami durum 2 ise statik ortamm ifade
etmektedir. Statik ve galkalamali ortamlarin dekolorizasyon iizerinde benzer

etkili oldugu ¢alkalamali ortamin etkisinin biraz daha anlami oldugu goriilmiigtiir.

Cizelge.3.3. Statik ve ¢alkalamal: kogullarin dekolorizasyon {izerine etkisinin

varyans analizi

Analysis of Variance for boyadege

Source DF S8 MS F P
durum 1 0,198 0,198 0,43 0,517
mikroorg 3 5,117 1,706 3,70 0,022
Interaction 3 16,211 5.404 11,71 0,000
Error 32 14,770 0,462

Total 39 36,297
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Cizelge.3.3. (Devam) Statik ve galkalamal kogullarin dekolorizasyon iizerine

etkisinin varyans analizi

Individual 95% CI

durum Mean i e e L

1 0,84  (----eemmo H ool ) '

2 0,98 (mmmmmm e o it T )
B T R et e
0,60 0,890 1,00 1,20

mikroorg Mean — -------- Fommm e Fmmmmm o fmmmmmemnn R

1 0,80 (= o Hem e )

2 0,75 (-==-=-=-- ¥ oo oo )

3 0,57 (=--nnu- LT —— )

4 1,51 (=~=m ekl )
m——————— R e R o=

3.5. Cesitli Cevresel Kosullarin Dekolorizasyon Uzerindeki Etkisinin

Belirlenmesi

3.5.1. Farkh baslangi¢c pH’ larmin dekolorizasyon iizerine etkisi

Boya soliisyonlarinin baglangi¢ pH’ lar1 3, 5, 7’ ye ayarlanmis ve Blue 13
boyasmin A. niveus 1, A. niveus 2, Sporotrichum sp., F. moniliforme tarafindan

zamana bagl olarak dekolorizasyon oranlar1 belirlenmistir.
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BpH3 BpHS EBpH7

% dekolorizasyon

1.giin 2.glin 3.glin 5.glin 7.giin
Zaman (giin)

Sekil 3.8. 4. niveus 1’ in Blue 13 boyasin farkh baglangig pH’ larinda zamana bagh
dekolorizasyonu 30°C’de ve 120 rpm’de 3 paralel halinde belirlenmis yiizde

dekolorizasyon olarak verilmistir. SPSS Anova Tukey s-b programina gore istatstiksel
analizleri yapilmig standart sapmalar1 (p<0,05) grafik tizerinde gdsterilmistir

A. niveus 1 diger pH degerleri ile kiyaslandifinda en iyi dekolorizasyonu
pH 7° de gergeklestirmistir. Her ti¢ baglangic pH’ inda ilk iki giin elde edilen
dekolorizasyon degeri yiiksek olup iigiincii giinden itibaren dekolorizasyonda artig
kaydedilmigtir (Sekil 3.8).

pH 3° de ilk giin %95,76 dekolorizasyon gergeklestirilmis, bu oran bir
hafta sonunda %92,78 olmustur. pH 5’ de ilk giin ki dekolorizasyon degeri
794,62 iken ikinci giin %] artmus tiglincli giin %5 azalmigtir. Bir hafta boyuca
degerler degiskenlik gostermis olup diizenli degisim kaydedilmemistir. pH 7° de
ise ilk 24 saatte %96,43 dekolorizasyon saglanmis olup bir hafta sonunda
ortamdaki boya miktar: biraz daha artmigtir ve yedi giin sonunda dekolorizasyon
%94 olmustur.

A. niveus 2° nin dekolorizasyon degerleri Sekil 3.9> da verilmistir. Ilk 24
saatte en iyi dekolorizasyon yiizdesine pH 7° de ulagihmstir. pH 5° de ise
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ortamdaki boya konsantrasyonu birinci giin 5,33 mg/l iken bu deger her giin biraz
daha artmis ve 7. giin sonunda 9,42 mg/l’ ye ulasllnngtlr. En iyi dekolorizasyona
pH 3’ de gergeklesmistir. Birinci giin ortamda 4,42 mg/l boya bulunurken
dekolorizasyon %95,69 olarak belirlenmistir. Dekolorizasyon oram 3. ve 7.
giinlerde biraz daha artmis olup ortamdaki boya konsantrasyonun 3,73 mg/l ve 3,8
mg/l, dekolorizasyon ytizdelerinin ise %95,56 ve %95,4 oldugu gozlenmistir.

| mpH3 EpHS5 EpH7 |
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% dekolorizasyon

1.giin 2.giin 3.gin 5.giin 7.giin

Zaman (giin)

Sekil 3.9. 4. niveus 2’nin Blue13 boyasi farkli baglangig pH’ larinda zamana baglh
dekolorizasyonu 30°C’de ve 120 rpm’de 3 paralel halinde belirlenmis yiizde
dekolorizasyon olarak verilmistir. SPSS Anova Tukey s-b programima gore istatstiksel
analizleri yapilms standart sapmalar1 (p<0,05) grafik tizerinde gosterilmistir

Sporotrichum sp. en hizli dekolorizasyonu pH 3’ de gergeklestirmistir. 11k
24 saatte ortamdaki boya konsantrasyonu sifirdir. Sonraki giinlerde boya
konsantrasyonlar1 artmis olup bir hafta sonunda ortamdaki boya konsantrasyonu
3,71 mg/l olmustur. pH 5° de giinliik dekolorizasyon yiizdeleri birbirine oldukca
yakin olup %96 civarlarmda oldugu tespit edilmistir. Sporotrichum sp. icin her tic
baglangic pH’ mda gergeklestirilen dekolorizasyonun birbirine yakin olup pH 7
de ki dekolorizasyon degerinin digerlerine gére ¢ok az daha yiiksek oldugu ve bir
hafta sonunda %96.68 orammnda dekolorizasyon yapildigi saptanmugtir (Sekil
3.10).
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Sekil. 3.10. Sporotrichum sp.” nin Blue13 boyasimi farkli baglangig pH’ larmda
zamana bagl dekolorizasyonu 30°C’de ve 120 rpm’de 3 paralel halinde belirlenmis
ylizde dekolorizasyon olarak verilmistir. SPSS Anova Tukey s-b programma gére
istatistiksel analizleri yapilmis standart sapmalar1 (p<0,05) grafik fizerinde
gosterilmigtir

BpH3 EpHS EpH7

% dekolorizasyon

1.giin 2.gin 3.giin 5.giin 7.giin
Zaman (giin)

Sekil.3.11. F. moniliforme’ nin Bluel3 boyasm farkli baglangig pH’ larinda zamana baglh
dekolorizasyonu dekolorizasyonu 30°C’de ve 120 rpm’de 3 paralel halinde

belirlenmis yiizde dekolorizasyon olarak verilmistir. SPSS Anova Tukey s-b
programina gore istatistiksel analizleri yapilmig standart sapmalari (p<0,05) grafik
tizerinde gosterilmistir
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F. moniliforme pH 3’ de en iyi dekolorizasyon degerine ikinci giin

ulagmigtir. Daha sonraki giinlerde ortamdaki boya konsantrasyonu artmis

dekolorizasyon yiizdesi diigmiigtiir. pH 5° de ilk iki giin dekolorizasyon degerleri

birbirinin aym olup {igtincii giinden itibaren ortamdaki boya konsantrasyonunda

artig gdzlenmistir. pH 7 de ise digerlerine gére daha iyi dekoloriiasyon degerleri

elde edilmigtir. Ilk giin dekolorizasyon %95,3 iken yedinci giin sonunda bu oran
% 93,94’ e diigmiistiir.

Cizelge 3.4. pH’ m dekolorizasyona etkisinin varyans analizi

Source
PH
mikroorg

Error
Total

L N

mikroorg
1

2
3
4

Interaction

DF
2
3
&

48

59

Mean
0,354
0,372
0,068
1,146

Analysis of Variance for bovadege

85 M3 P P
7,3223 3,6611 990,93 0,000
95,6136 33,2045 79,539 6,000

10,8593 1,8Q098 44,95 ¢, 000
1,92325 00,0403

29,7297

Individual 95% CI

------ i it (TP S,

(--%---)
(---%---)

(-----)

------ i e ittt NP
0,250 0,500 0,750 1,000
Individual 95% CT
e e e R T o

(--*--)
{(--*--)
{--*~=)
(--%--)
B ittt Fommm oo dm b —— e
0,000 0,350 0,700 1,050

pH’ 1n dekolorizasyon {izerine etkisine anavo tablosundan bakildiginda

pH’ m, mikroorganizmalarin ve etkilesimlerinin renk giderimi iizerinde anlamli
etkisi oldugu goriilmiistiir. Cizelge 3.4’ de pH siitunundaki 1, 2 3 degerleri pH 3,
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5, 7" yi ifade etmektedir. Mikroorganizmalar siitununda ise 1 4. niveus 1° i, 2 4.
niveus 2’ yi, 3 Sporotrichum sp.’ yi, 4 ise F. niom’liforme’ yi ifade etmektedir.
Anova tablosuna gore farkli pH’ larda en iyi renk giderimi Sporotrichum sp.
tarafindan gergeklestirilmistir.

3.5.2. Farkli sicakhklarin dekolorizasyon iizerine etkisi

A. niveus 1, A. niveus 2, Sporotrichum sp., F. moniliforme boya soliisyonu
iceren Erlen Mayer siselerinde difer kogullar sabit tutulmak kayd:i ile farkh
sicakliklarda (20°C, 30°C, 35°C) inkiibasyona birakilmuslardir. Giinlikk olarak

alinan 6rneklerin absorbans degeri degisimine bakilarak dekolorizasyon degerleri

kaydedilmisgtir.

0320 B 30 E 35

100

% dekoloriasyon

1.gin 2.gin 3.gin 5.gin 7.giin

Zaman (giin)

Sekil 3.12. A. niveus 1’ in Blue 13 boyasm farkhi sicakliklarda zamana bagh dekolorizasyonu

pH 5°de ve 120 rpm’de 3 paralel halinde belirlenmis yiizde dekolorizasyon olarak
verilmigtir. SPSS Anova Tukey s-b programina gore istatistiksel analizleri yapilmig
standart sapmalar1 (p<0,05) grafik iizerinde gosterilmistir
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A. niveus 1’ in 20°C* deki dekolorizasyonu diger sicakliklara gore daha
diigiikttir. Fn diisiik dekolorizasyon yiizdesi 85,04 olup yedinci giinde elde
edilmigtir. En Iizli dekolorizasyona 30°C°> de rastlannustr.  30°C’
de ilk 24 saatte dekolorizasyonun % 94,42 oldugu g6zlenmistir. Bu oran her giin
biraz daha diigmiigtiir. 35°C deki dekolorizasyon ilk 24 saatte %92,66 olup bir
hafta sonunda ortamdaki boya konsantrasyonu artmis dekolorizasyon %90,23° e
diismiistiir (Sekil 3.12). En luzli ve bir hafta sonunda en yiiksek dekolorizasyona
30°C’ de ulagilmstir.

A. niveus 2’ nin en yiiksek dekolorizasyonu gerceklestirdigi sicaklik 35°C
olup birinci ve iglincii giinlerde %95,58 dekolorizasyon degerine ulasilmistir.
30°C* de ortamdaki boya konsantrasyonunun 20°C’ dekine gére daha yiiksek
oldugu gozlenmistir (Sekil 3.13).

Lzo & 30 &35

100

% dekolorizasyon

1.giin 2.giin 3.gin 5.gim 7.gin

Zaman (giin)

Sekil 3.13. A. miveus 2° nin Blue 13 boyasim farkli sicakliklarda zamana bagl dekolorizasyonu
pH 5°de ve 120 rpm’de 3 paralel halinde belirlenmis yiizde dekolorizasyon olarak

verilmigtir. SPSS Anova Tukey s-b programimna gére istatistiksel analizleri yapilmig
standart sapmalar1 (p<0,05) grafik tizerinde gosterilmigtir
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Sekil 3.14. Sporotrichum sp. nin Blue 13 boyasm farkh sicakliklarda zamana
bagli dekolorizasyonu pH 5°de ve 120 rpm’de 3 paralel halinde belirlenmis
ylizde dekolorizasyon olarak verilmigtir. SPSS Anova Tukey s-b programma gore
istatistiksel analizleri yapilmig standart sapmalari (p<0,05) grafik {izerinde
gosterilmigtir

Sporotrichum sp.’nin 35°C’ deki dekolorizasyon degeri diger sicakliklara
gore daha diisiik olup en iyi dekolorizasyon degerine 20°C” de rastlanmistir. 20°C
‘ de birinci ve liglincii giinlerde ortamdaki boya konsantrasyonu sifirdir; yani
%100 dekolorizasyon saglanmugtir. 7. giin ise dekolorizasyonun %97,35 oldugu
saptanmustir. 30°C” deki dekolorizasyon ylizdeleri her giin birbirine oldukea yakin
olup birinci giin %96,64 iken yedinci giin %95.91 oldugu tespit edilmistir (Sekil
3.14).

F. moniliforme en hizli dekolorizasyonu birinci giin 20°C° de
gergeklestirmistir ve %93.64° dir. Dekolorizasyonu en iyi yaptig sicaklik 20°C
dir. Bunu 35°C izlemektedir. 30°C” deki dekolorizasyonu ise digerlerine gore daha
dugtiktiir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. F. moniliforme’ nin Blue 13 boyasmm farkli sicakliklarda zamana bagh

dekolorizasyonu pH 5’de ve 120 rpm’de 3 paralel halinde belirlenmis

yiizde dekolorizasyon olarak verilmistir. SPSS Anova Tukey s-b programma gore

istatistiksel analizleri yapiimig standart sapmalari (p<0,05) grafik iizerinde
gosterilmigtir

Cizelge 3.5. Sicakligmm dekolorizasyon iizerine etkisinin varyans analizi

Source
sicaklik
mikroorg
Interaction
Error

Total

D¥

Analysis of Variance for boya deg

88 MG

1, 7883 0, 8942

15,9526 5, 6509

11,2067 1,8678

4,2989 0, 0896
34,2466

9,58
63,10
20,86

0,000
0,000
0,000
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Cizelge 3.5. (Devam ) Sicakligm dekolorizasyon iizerine etkisinin varyans

analizi
Individual 95% CI
sicaklik Mean  -~------- [ fommmm e e
1 0,706 {~==-- L )
2 0,976 [ )
3 0,559  (------ L — )
————————— T ST puppuppU
0,600 0,800 1,000 1,20
Individual 95% CI
mikroorg Mean  ~+--------- e e mm e P
1 0,899 (-—%--)
2 0,427 (-=—%--)
3 0,127  (---%--)
4 1,535 (--%--)
o m e Feo s oo T P
0,000 0,500 1,000 1,500 2

Sicaklifin dekolorizasyon iizerine etkisini belirlemek amaci ile yapilan
istatistiksel ~ degerlendirmede  sicakligin ~ mikroorganizmalarla  birlikte
dekolorizasyona etkisinin anlamli oldugu belirtilmistir. Sicaklik 1, 2, 3 ; 20°C, 30
°C ve 35°C’ yi ifade etmektedir. Mikroorganizmalar sirasi ise 4. miveus 1, A.
niveus 2, Sporotrichum sp. ve F. moniliforme’ dir. Anova tablosuna gére farkli
sicakliklarda ~en iyi renk giderimi Sporotrichum sp. tarafindan
gerceklestirilmigtir.

3.5.3. Farkh ¢alkalama hizlarmin dekolorizasyon iizerine etkisi

A. niveus 1, A. niveus 2, S’pbrotrichum sp., F. Moniliforme, boya
soliisyonu iceren Erlen Mayer siselerinde diger kosullar sabit tutulmak kaydi ile
farkli calkalama Iizlarinda (100rpm, 120rpm, 150rpm) inkiibasyona
birakilmiglardir. Giinliik olarak alinan drneklerin absorbans degerleri olclilmiis ve
degerler kaydedilmistir ( Sekil 3.16, Sekil 3.17, Sekil 3.18, Sekil 3.19).
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Sekil 3.16. A. niveus 1’in Blue 13 boyasm farkh ¢alkalama hizlarinda zamana bagli
dekolorizasyonu pH 5°de ve 30°C’ de 3 paralel halinde belirlenmis

yiizde dekolorizasyon olarak verilmigstir. SPSS Anova Tukey s-b programina gore
istatistiksel analizleri yapilnug standart sapmalar: (p<0,05) grafik tizerinde
gosterilmigtir

A. niveus 1’ in farkli calkalama hizlarmdaki dekolorizasyon degerleri
Sekil 3.16° da verilmistir. 100 rpm ve 120 rpm’ deki sonuglar birbirine olduk¢a
yakimndir. 95.76° ya varan dekolorizasyon yiizdeleri elde edilmistir. 150 rpm’ lerde
gerceklestirilen inkiibasyonlarda ortamdaki boya miktar1 daha fazladir (Sekil
3.16).
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Sekil. 3.17. A. niveus 2’ nin Blue 13 boyasuu farkl ¢alkalama hizlarmi zamana
bagh dekolorizasyonu pH 5°de ve 30°C’ de 3 paralel halinde belirlenmis

yiizde dekolorizasyon olarak verilmigtir. SPSS Anova Tukey s-b programma gore
istatistiksel analizleri yapilimg standart sapmalar1 (p<0,05) grafik iizerindse
gosterilmigtir

A. niveus 2 en izl dekolorizasyonu 150 rpm’ de gergeklestirmistir. 150
rpm’ de ilk 24 saatte %97,13 dekolorizasyona ulagilmigtir. 120 rpm’ deki
dekolorizasyon ¢alismasinda en iyi sonug birinci giin elde edilmistir ve %93,73°
tiir. 120 ve 150 rpm’ de ilk 24 saatten sonra ortamdaki boya konsantrasyonunda
arti goriilmiigtiir. 100 rpm’ de ortamdaki boya konsantrasyonu digerlerine gére
daha fazladir. 100 rpm’ de en iyi sonuca 4. giin ulagilmig olup dekolorizasyon
%7791 dir (Sekil 3.17).

Sporotrichum sp. en izl dekolorizasyonu 100 rpm’ de gerceklestirmistir.
Ik 24 saatte dekolorizasyon %97,16° dir. Sporotrichum sp. igin diger rpm’
lerdeki dekolorizasyon degerleri birbirine ¢ok yakindir. Her ii¢ kosulda da yiiksek
dekolorizasyon saglamigtir. Bir hafta sonunda ortamdaki boya miktar1 3.5 mg/l
civarindadir. Dekolorizasyon yiizdeleri ise 100 rpm igin 96,38, 120 rpm icin 95,91
ve 150 rpm i¢in 95,8 olarak kaydedilmistir (Sekil 3.18).
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Sekil 3.18. Sporotrichum sp.’ nin Blue 13 boyasim farkh ¢alkalama hizlarmda
zamana bagh dekolorizasyonu pH 5°de ve 30°C’ de 3 paralel halinde belirlenmis
yiizde dekolorizasyon olarak verilmigtir. SPSS Anova Tukey s-b programma gére
istatistiksel analizleri yapilmg standart sapmalari (p<0,05) grafik tizerinde
gosterilmigtir

100 rpm 120rpm B 150 ipm

% dekolorizasyon

Zaman (giin)

Sekil 3.19. F. moniliforme’ nin Blue 13 boyasim farkh ¢alkalama lzlarinda zamana bagh
dekolorizasyonu pH 5°de ve 30°C’ de 3 paralel halinde belirlenmis
yiizde dekolorizasyon olarak verilmigtir. SPSS Anova Tukey s-b programina gore
istatistiksel analizleri yapilnmg standart sapmalar1 (p<0,05) grafik iizerinde
gosterilmistir
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F. monilifome’ nin farkli ¢alkalama Mizlarindaki dekolorizasyon

degerlerine bakildiginda en iyi dekolorizasyonu 120 rpm’ de gerceklestirdigi

gortilmiistir. 120 rpm’ de en yiksek dekolorizasyona ulastipn 2. glin,

dekolorizasyon 9%78,8 dir. 150 rpm’ deki sonuglara bakidiginda en iyi

dekolorizasyonun ilk 24 saatte yapildig: goriilmiistiir. 100 rpm’ de gergeklestirilen

inkiibasyonda ise ortamdaki boya konsantrasyonu diger sonuglara gore daha

yiksek olup, en iyi dekolorizasyon ilk 24 saate denk gelmektedir ve

dekolorizasyon ylizdesi 61,28 olarak tespit edilmistir (Sekil 3.19).

Cizelge 3.6. Calkalama mzlarmin dekolorizasyon lizerine etkisinin varyans analizi

mikroorg

Interaction

Error
Total

mikroorg

1

2
3
4

RPM

W N =

55 MS F P
20,930 10,465 35,87 0,000
153,660 51,220 175,56 0,000
36,955 6,159 21,11 0,000
14,004 0,292
225,548
Individual 95% CI
R frmreenan- dw - Fmwm—a
(_*_
-k -
(-*-)
(-*
R e i R o mmmmm e fommmmm
1,20 2,40 3,60
Individual 95% CI
------ R ittt TP AP,
)
(- -m¥ne)
(=m=¥eunn)
------ D et T SIS
1,00 1,50 2,00 2,50
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Farkli calkalama hizlarinin  dekolorizasyon iizerine etkisine bakmak
amaciyla yapilan istatistiksel degerlendirmede rpm’ lerin ve mikroorganizmalarin
dekolorizasyon tizerine anlaml etkisi oldugu belirtilmistir. Rpm 1, 2, 3; 100, 120
ve 150 rpm’ i ifade etmektedir mikroorganizmalar ise sirasi ile 4.niveus 1, A.
niveus 2, Sporotrichum sp. ve, F. moniliforme’ dir. Degerlendirmeye gore farkls

calkalama hizlarmda en iyi renk giderimi Sporotrichum sp. tarafindan yapilmagtir.

3.5.4. Boyar madde konsantrasyonunun dekolorizasyona etkisi

Boya soliisyonunun igersindeki boya konsantrasyonu 5 kat artirilmis ve en
iyi dekolorizasyon ytizdesine sahip Sporotrichum sp’ nin 500mg/l boya igeren

soliisyonu dekolorizasyon degerleri izlenmistir (Sekil 3.20).

|
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Sekil 3.20. Sporotrichum sp.’nin 500 mg/l Blue 13 boyasimi zaman bagh
dekolorizasyonu 120 rpm, 300C ve pH 5’ de 3 paralele halinde belirlenmis ve
ytizde dekolorizasyon olarak verilmigtir. SPSS Anova Tukey s-b programina gére

istatistiksel analizleri yapilmmg standart sapmatar1 (p<0,05) grafik tizerinde
gosterilmistir
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Boya konsantrasyonu 5 kat arttirilnug olmasina ragmen Sporotrichum
sp.’nin dekolorizasyon degerinin yiiksek olup birinci giin ortamdaki boyanm
%97,97" sini dekolorize etmistir. Bu oran her giin biraz daha azalmis ve 7.giin
dekolorizasyon oran1 %92,05 olarak bulunmugtur (Sekil 3.20).

3.6. Olii Hiicrelerle Dekolorizasyon

A.niveus 1, A.niveus 2, Sporotrichum sp., F. moniliforme otoklaviandiktan
sonra 250 ml lik Erlen Mayer siselerindeki 50ml boya soliisyonuna 2 gr olacak
sekilde inokiile edilmis ve dekolorizasyon degerleri belirlenmistir (Sekil 3.21).
Cizelge 3.7 ve Sekil 3.20° de goriildiigii gibi canli hiicre ve 6lii hiicrelerin
dekolorizasyon ylizdeleri birbirine olduk¢a yakindir. 4. niveus 1, A. nives 2,
Sporotrichum sp.’un canli hiicrelerini dekolorizasyonu 6lii hiicrelerden fazla
olmasina ragmen F. moniliforme igin tam tersi s6z konusudur. F. moniliforme lii
hiicrelerle Blue 13 boyasim ilk giin %96,43 gidermistir. Bir hafta sonundaki
dekolorizasyon %94,03° diir. Calkalamah kiiltiirlerde ise en iyi dekolorizasyon

degeri %78,8” dir.

@A. niveus 1 @A. niveus 2 EF. moniliforme

100

% dekolorizasyon

1.giin 2.giin 3.giin 5.giin 7.giin
Zaman (giin)

Sekil 3.21. A.niveus 1, A. niveus 2, Sporotrichum sp., F.monilifome’ nin 6lil

hiicrelerini Blue 13 boyasim zamana bagh dekolorizasyonu 120 rpm ve pH 5° de de 3
paralel halinde belirlenmis ve yiizde dekolorizasyon olarak verilmigtir. SPSS Anova
Tukey s-b programima gore istatistiksel analizleri yapilmg standart sapmalari (p<0,05)
grafik fizerinde gosterilmigtir
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Cizelge.3.7. Olii ve canli hiicrelerin dekolorizasyon yiizdelerinin karsilastirilmas:

Sporotrichum
sp. F.
A. niveus 1 A. niveus 2 moniliforme
% 90.47 % 92.75 % 95.9
1.gin | Olit hiicre % 96.43
%94.62 % 93.73 % 96.64
Canli hiicre % 71.56
% 90.4 % 93.61 % 95.93 % 95.89
2.gon | Ol hiicre
% 95.38 % 92.24 % 78.8
Canli hiicre % 96.25
% 87.93 % 93.18 % 96.08
3.gun | Olu hicre % 95.07
% 90.59 %91.78 % 68.01
Canli hiicre % 96
% 90.47 % 91.6 % 94.5 % 94.16
5.giin | Olu hicre
% 92.24 % 91.1 % 95.82 % 75.01
Canl hiicre
% 87.86 % 90.09 % 93.6
7.gun | Olu hicre % 94.03
% 88.67 % 90.57 % 95.91 % 72.11
Canll hiicre

3.7. Tekrarh Dekolorizasyon

yetenegine sahip Sporotrichum sp. ile yapilmigtir. 100 mg/l boya iceren Erlen
Mayer sigelerine inokiile edilen 2 gr pelletler her giin siiziilerek aym
konsantrasyondaki boyali soliisyonlara inokiile edilmis ve giinlik olarak

stipernatantlarin absorbanslari belirlenmistir.
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Sekil 3.22. Sporotrichum sp. ile Blue 3 boyasmm tekrarli dekolorizasyonu 120rpm, 300C, pH 5°
de 3 paralele halinde yapilmig ve yiizde dekolorizasyon olarak verilmistir. SPSS
Anova Tukey s-b programma gore istatistiksel analizleri yapiloig standart sapmalari
(p<0,05) grafik iizerinde gosterilmigtir

Sporotrichum sp. birinci giin ortamdaki boyanin %97,4 ¢ iinii gidermis
ikinci giin %96,83 dekolorizasyon saglarken, iigiincii giin %97,2 dekolorizasyon
saglamigtir. Bir hafta sonunda dekolorizasyon degeri %89.05° dir (Sekil 3.22).

3.8. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Yapilan yontemle enzim aktivitesi saptanamamustir.
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3.9. Sitotoksisite Deneyleri

@ 1.gln
2.gin
3.gln

Hiicre Canliligi

Kontroller ve Diliisyon faktérleri

Sekil. 3.23. A.niveus 1° in sitotoksisite sonuglari, 1: su drnekleri ile muamele
edilmemis V79 379A hiicrelerini, 2: 10x medyum e bidistile su
uygulanan V79 379A hiicrelerini 3: %20’ ik su érnekleini, 4: % 40lik

su rneklerini ve 5: %80°lik su drneklerini ifade etmektedir

A. niveus 1’ in Blue 13 boyasmi dekolorize ettigi 1., 2., 3. giinlerde kiiltiir
stvisidan alman su 6rnekleri incelenmig her 3 giin icinde %40’ ik ve %80’ lik su
orneklerinin etkili oldugu saptanmugtir (Sekil 3.23)

Sporotrichum sp.’ nin Blue 13 boyasimi dekolorize ettigi 1., 2., 3. giinlerde
kiiltiir stvisindan alinan su &rnekleri incelenmis her 3 giin icinde %20° lik, %40’
lik ve %80 ik su drneklerinin etkili oldugu saptanmgtir (Sekil 3.24)
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Sekil. 3.24. Sporotrichum sp.” nin sitotoksisite sonuglari, 1: su 6rnekleri ile muamele
edilmemis V79 379A hiicrelerini, 2: 10x medyum e bidistile su
uygulanan V79 379A hiicrelerini 3: %20’ ik su drnekleini, 4: % 4011k
su drneklerini ve 5: %80°lik su tmeklerini ifade etmektedir
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Sekil. 3.25. Sporotrichum sp.” nin 500mg/1 boya i¢eren su 6rneginin sitotoksisite sonuglar,
ornekleri ile muamele edilmemis V79 379A hiicrelerini, 2: 10x medyum e bidistile su
uygulanan V79 379A hiicrelerini 3: %20’ ik su érnekleini, 4: % 401k su érneklerini
ve 5: %80°lik su 6rmeklerini ifade etmektedir

Sporotrichum sp’ nin 500 mg/l boya igeren boya soliisyonunu dekolorize
ettigi birinci glin kiiltiir sivisinda alman su drneinin sitootksisitesine bakilmis ve

%40’ 11k, %80’ lik dozlarin hiicre canlihim etkiledigi gériillmiigtiir (Sekil 3.25).
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4.SONUCLAR VE TARTISMA

Eskisehir ili ¢evresinde farkli bitkilerin yetistigi tarla topraklarmndan,
Eskigehir Seker Fabrikasi yam Porsuk Cay1’ ndan ve Eskigehir Sarar Tekstil A.S.
atik suyundan alinan 6rmeklerden elde elden 110 kiif Orange 12, Viyolet 1, Blue
13, Black 9 ve mix ( Red 13 — Red 33) boyalar iizerine denenmis ve bu kiiflerden
dort tanesinin Blue 13 boyasim dekolorize etme yeteneginde oldugu saptanmistir.
Elde edilen dort izolatin identifikasyonu yapildifinda 4. niveus 1, 4. niveus 2,
Sporotrichum sp. ve F. moniliforme oldugu goriilmiistiir. Benzer olarak yapilan
dekolorizasyon  ¢ahsmalarinda  Phanerochaete  chrysosporium,  Coriolus
verscicolor, Funalia trogii, Pleurotus ostretus, Phlebia tremellosa gibi beyaz
clirtikgiiler, Umbelopsis isabellina, Penicillum geastriovus, Apergillus foetidus,
Rhizopus oryzae gibi diger funguslar tarafindan ¢esitli boyalarin metabolik yolla
yada biosorpsiyon ile dekolorize edildigi bildirilmistir (Yu ve Viraraghava, 2001).

Yapilan dekolorizasyon ¢alismasinda sadece boya soliisyonu kullanilmis
olup ortama herhangi bir organik veya inorganik madde eklenmemistir ve buA
ortamda yiiksek oranlarda renk giderimi saglanmustir. 4. niveus 1, 4. niveus 2,
Sporotrichum sp. ve F. moniliforme ile Blue 13 boyasimu kullanarak yapilan
caligmada 24 saat icerisinde statik kogsullarda %71,01- %89,88, calkalamali
kosullarda ise %71,56- %96,64 oranlarinda dekolorizasyon elde edilmistir.
Benzer olarak yapilan ¢alismalarda, Yesilada ve ark. (2003) boya soliisyonlan
kullanmiglardir ve F. trogii, C. versicolor, P. chrysosporium, P. florida, P.
ostreatus, P. sajor-caju pelletleri ile Astrozone Black, Blue ve Red boya
soliisyonlar1 {izerinde kisa stirede yitksek dekolorizasyon sonuglari elde
etmiglerdir. Yine Yesilada ve ark. (2003) Phanerochaete chrysosorium ve indigo
boyalan ile yaptiklar: galismada boya soliisyonlar: kullanmis ve 4 giin igerisinde
%75 dekolorizasyon elde etmiglerdir..

Ancak bazi aragtincilar ise glikozun dekolorizasyonu arttirdigim
belirtmislerdir (Shavali ve ark., 2000). Kirby ve ark. (2000) Phanerochaete
chrysosorium’ un glikoz varliginda dekolorizasyon yaptifim ifade etmislerdir.
Santos ve ark. (2003) yaptiklan deneylerde dekolorizasyonun ortama ancak glikoz

ilavesinden sonra gerceklestifini vurgulanmistir. Plewrotus pulmonarius ile
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yaptiklar1 deneylerde ortama glikoz eklediklerinde 19. giinde dekolorizasyon elde
edebildiklerini  belirtmislerdir. Shin ve ark. (2002) degisen glikoz
konsantrasyonlarinda 7. versicolor ‘in glikozsuz ortama gore daha hizli ya da
daha fazla dekolorizasyon yaptigini vurgulamislardir.

| Blue 13 boya éoh’isyonunu dekolorize etme yetenegi statik ve ¢alkalamali
kosullarda denenmis ve dort kiifiin ¢alkalamali ortamda dekolorizasyonun statik
ortama gore daha etkili oldugu gozlenmistir.

A. niveus 1, A. niveus 2, Sporotrichum sp. ve F. moniliforme ile yapilan
calismada  bu kiiflerin bir hafta sonundaki, statik ve c¢alkalamali ortam
dekolorizasyon yiizdelerinin oldukc¢a yiiksek ve birbirine yakin oldugu fakat
calkalamali ortamda statik ortama gore daha hizli dekolorizasyon elde edildigi
gorilmiistiir. A.niveus 1, statik kiiltiirde 7. glinde %82,22 renk giderimi saglarken
calkalamali kiiltlirde %88,67; A. niveus 2 statik kiltlirde %91,55, c¢alkalamali
kiiltiirde %90,57, Sporotrichum sp. statik kiiltiirde %97,05, c¢alkalamal: kiiltiirde
%95,91; F. moniliforme ise statik kiiltiirde %67,03, galkalamal1 kiiltiirde %72,11
dekolorizasyon saglamistir. Istatistiksel olarak yapilan degerlendirmede statik ve
calkalamali kiiltiirlin mikroorganizfna ile birlikte dekolorizasyon iizerine anlaml
etkisi oldugunu calkalamali ortamin etkisinin biraz daha fakli oldufu ifade
edilmistir (Cizelge 3.3). Bu durum pelletler ile boya molekiillerinin temas etme
olasiliginin daha hizli olmasi ile agiklanabilir. Ciinkii statik ortamda tutulan
pelletler, ancak bir hafta sonunda c¢alkalamali ortam sonuglarim
yakalayabilmislerdir. Statik ortamda boya ile pelletlerin temas1 daha uzun siirede
gerceklesmekte ve calkalamali ortamda ilk 24 saatte ulagilan dekolorizasyon
sonucuna daha uzun siirede ulasilmistir. 4. niveus 1, 4. niveus 2, Sporotrichum sp.
ve F. moniliforme’ nin Blue 13 boyasim ¢alkalamali kosullarda yiiksek oranda
dekolorize etmeleri Swamy ve Ramsay* in yaptig1 aciklama ile izah edilebilir.
Swamy ve Ramsey (1999) c¢alkalamali ortamda daha fazla dekolorizasyon
oldugunu savunmus ve bunu calkalama sonucu olusan oksijen transferinin
ortamda yer alan ve dekolorizasyonda aktif rol oynayan oksidatif enzimlerin
ekstraseliiler aktivitesini optimuma yiikselmekte oldugunu acgiklamiglardir. Statik
ortamda ise ylizeyde olusan misel tabakasimin igerdeki hiicrelere oksijen

ulagmasimi engellemesi sonucu enzimlerin ¢aligmasinin inhibe oldufunu ve
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dekolorizasyonun diistiigiinti belirtmislerdir. Knapp ve ark. (1996) Orange II
boyasmin statik kosullarda %45 oranlarinda dekolorize edilirken g¢alkalamali
kosullarda bu degerin %97’ lere ¢iktigim belirtmislerdir. Yesilada ve ark. (2002)
F. trogii pelletlerinin ¢alkalamali ve statik ortamlarda Astrazone Red FBL’ yi
dekolorizasyon yetenegine bakrmg,lai ve ¢alkalamali ortamda 2 saat i¢inde %72
renk giderimi élde ederken statik ortamda bu oranin diistiigiinii belirtmislerdir.
Yin\e Yesilada ve ark. (2003) tarafindan  yapilan bir bagka q:ah.gmada
Phanerochaete chrysosorium pelletlerinin indigo boyasmu dekolorizasyonu
¢alkalamali ve statik ortamda denenmis ve ¢alkalamali ortamdaki dekolorizasyon
sonuglarmin statik ortama g6re daha basarih oldugu ve %95’ lere varan
dekolorizasyon sonugclarina ulasildig: ifade edilmistir.

Bunun aksine bazi aragtiricilar statik inkiibasyonun dekolorizasyonda
daha etkili oldugunu bildirmiglerdir. Yapilan bir baska ¢alismada Reactive Black
5 boyas: F. trogii pelletleri ile dekolorize edilmeye ¢aligilmuig, dekolorizasyon
statik ortamda gergeklestirilmis ve %90 dekolorizasyon saglanmistir (Mazmaci
ve Unyayar, 2005). Chang ve ark. (2000) E. coli NO3 ile yaptiklan calismada C.I.
Reactive Red 22 igeren besiyerinin g:alkala.mali kosullarda dekolorize edilmedigini
fakat aym boya ¢bzeltisinin 10 saatlik statik inkiibasyon sonucu tamamen
dekolorize edildigini bildirmiglerdir. Calkalamali ortamda yer alan oksijenin
azorediiktazi inhibe ettigi diistiniilmektedir. Kirby ve ark. (2000)’ nin yaptig:
caligmaya gbre calkalamali ortam boya dekolorizasyonunu olumsuz yonde
etkilemekte ve calkalama degeri yiikseldik¢e dekolorizasyon degeri diismektedir.
Aragtirmacilara gore calkalama dekolorizasyonda rol oynayan lignolitik sistemi
baskilamaktadir. Ph. tremellosa ile yaptiklari deneylerde statik kosullarda %90’ a
varan dekolorizasyon elde etmelerine ragmen 250 rpm’ de Cibacron Red’ in
dekolorizasyonunun %27, Refnﬁzol Golden Yellow” in ise % 43 diistiigiinii
belirtmiglerdir. Ayrica bu durumun boya molekiillerinin  yapisindan
kaynaklandigim ileri stirmiislerdir.

A. niveus 1, A. niveus 2, Sporotrichum sp. ve F. moniliforme’ nin Blue 13
boyasi1 dekolorize etme yetenegi farkli ¢alkalama hizlarinda incelenmis ve her
bir kiif i¢in optimum ¢alkalama hiz1 belirlenmeye galisitmigtir. Farkli galkalama
hizlarinda (100rpm-120rpm-150rpm) yapilan ¢alismada A. niveus 1 igin optimum
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calkalama hizinin 100 rpm oldugu goriilmiistiir. 4. niveus 2 ile yapilan ¢alismada
A. niveus 1° in aksine 100 rpm’ de ortamdaki boya konsantrasyonu yiiksek olup
en iyi dekolorizasyonun 120 ve 150 rpm’ de oldugu gériilmiistiir. Sporotrichum
sp. en hizh dekolorizasyonunu 100 rpm’ de, F. moniliforme ise 120 rpm’ de
gergeklestirmistir.

Benzer olarak Yesilada ve ark. (2002) tarafindan yapilan ¢alismada, F.
trogii ile Astrozon Red FB boyasinin en yiiksek dekolorizasyon degerlerine 100-
150 rpm de ulagilmugtir. Arastiricilar galkalama degeri diistiikge dekolorizasyon
degerinin de diistiigiinii belirtmislerdir. Maximo ve Costa-Ferreira (2003) Irpex
lacteus ile  yaptiklari  dekolorizasyon c¢alismalarrmn 120 rpm’ de
gergeklestirmislerdir. Amaral ve ark. (2003) ise g¢alismalarimi 180 rpm’ de
Tramates versicolor ile gergeklestirmislerdir.

Bulgularmizin ~ aksine  bazi  aragtincilar  galkalamamin  boya
dekolorizasyonunu olumsuz yoénde etkiledigini bildirmislerdir (Kirby ve ark.
2000). Yapilan aragtirmalar calkalamanmn kullanilan boyar madde ve
mikroorganizmaya bagli olarak dekolorizasyon {izerinde farkli sonuglar
- dogurdugunu gdstermistir. Bu ise mikroorganizmalarin dekolorizésyon yaparken
kullandiklar1 yollara ve enzimlere bagli olarak degisiklik gdstermektedir. P.
chrysosporium ve T. versicolor * da yer alan oksidatif enzimler %100 oksijen
varhginda optimum c¢aligmaktadir (Swamy ve Ramsey, 1999). Kirby ve ark.
(2000) Ph. tremellosa kiiltiiriiniin oksijene tabi tutuldugunda yapay tekstil atik
suyunu 14 giin sonunda %98 giderdigini sadece steril hava kullamldiinda ise
renk gideriminin %25 oldugunu ifade etmislerdir bunu da oksijenin lignolitik
aktiviteyi arttirmasina baglamislardir.

A. niveus 1’ in pH 3 ve pH 5’ deki dekolorizasyon sonuglar1 pH 7’ deki
sonuglara yaqul olup pH 7’ de en luzli dekolorizasyon yaptig1 gdzlenmistir. Iik 24
saat i¢inde pH 7 deki dekolorizasyon yiizdesi 96,43 diir. 4. niveus 2 igin ise en
hizl: dekolorizasyon pH 7° de gergeklestirilirken bir hafta sonunda en yiiksek
dekolorizasyon sonucuna pH 3’ de ulagilmistir. Sporotricum sp. ilk 24 saatte pH
3’ de %100 dekolorizasyon gostermistir. Bir hafta sonunda en yiiksek
dekolorizasyon degerine ise pH 7° de ulasilmigtir. F. moniliforme en hizl

dekolorizasyonu pH 5° de gostermigs ve bir hafta sonundaki en yiiksek
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dekolorizasyona pH 7’ de ulasmustir. Tiim izolatlarin pH 3, pH 5, pH 7’ deki
dekolorizasyon degerleri birbirine oldukga yakindir. Yapilan ¢alismada genel
olarak pH’ m dekolorizasyon degerlerini etkilemedigi goriilmiistiir. 4. niveus 1,
A. niveus 2, Sporotrichum sp. ve F. moniliforme’ nin en hizli dekolorizasyon
degerleri farkli pH’ larda seyretmektedir. Ve diger pH’ lardaki dekolorizasyon
degerleri birbirine oldukga yakindir. Bu durum Yesilada ve ark. (2002) yaptig:
calismada oldugu gibi kiiflerin genis bir pH aralifinda dekolorizasyon
yapabildigini gdstermektedir. Yesilada ve ark. (2002) F. trogii pelletleri ile
yapiklan g¢alismalarda farkli baslangic pH’ lan kullanmiglardir. pH 6-11 aras:
yaptiklari ¢aligmalarda bu baslangic pH’ larinda yiiksek dekolorizasyon elde
ettiklerini  belirtmiglerdir. Yine Yesilada ve ark. (2003) indigo boyalar ile
calismiglar ve yaptiklar bu ¢alismada hi¢ bir pH ayarlamasi yapmadan yiiksek
dekolorizasyon sonuglar: elde etmiglerdir, pH degisiminin dekolorizasyona etki
etmedigini bildirmislerdir.

Santos ve ark. (2003) inokiiliim miktar: ve pH arasindaki iliskinin &nemli
oldugunu vurgulamiglardir. Pleurotus pulmonarius ile yaptiklar ¢alismada en iyi
dekolorizasyon yiizdesinin 85 oldugunu ve ‘bunu pH 4.5’ da elde ettiklerini
belirtmiglerdir.

Amaral ve ark. (1999) Tramates vercicolor’ un dekolorizasyon degerine
bakmuslar; dekolorizasyon siiresi boyunca, glikoz varliinda pH’ 1n sabit kaldigin
ve on giin boyunca 3-4.5 degerinde oldugunu belirtmislerdir. Aksi durumda ise 5.
glinden itibaren ortamdaki pH’ 1n 3-4.5 den 6-8’ e ¢iktig1 gdzlenmistir. Tramates
versicolor i¢in en uygun gelisim ve dekolorizasyon pH’ 1nm 4.5 oldugu ve pH 6
civarlarinda dekolorizasyonun %50 azaldig: ifade edilmistir. pH’ 1n yiikselmesi
sonucu fungal metabolizmanin degistigini buna bagli olarak da sekonder
metabolitlerin iiretiminde farkhhk oldugunu bdylece dekolorizasyon degerinin
diistiiglinii vurgulamiglardr.

Swamy ve ark. (1999) pH’ 1 kiiflerin gelisimine ve dekolorizasyona
etkisini belirlemek amaci ile farkli tamponlar kullanmiglardir. Boya eklenmesi
sonucu kiiltlir stipernatanin da pH’ i 4° den 6.8-7.7° ye yiikseldigini ve
pelletlerin  dagildifini  gérmiislerdir. Bu sartlar altinda dekolorizasyon
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gergeklesmemistir. pH’ 1  yeniden ayarlanmasi ile de dekolorizasyona
rastlanmamagtir.

Yu ve Viraraghavan (2001) en iyi dekolorizasyonun kiiflin gelisme pH’
mda gergeklesecegini vurgulamuglardir. Yapilan ¢alismalar bu pH’ m  4-5
oldugunu gbstermektedir.

Farkli sicakliklarimin dekolorizasyona etkisini belirlemek fizere yapilan
¢aliymada her bir kiif i¢in optimum  sicaklifin birbirinden farkli oldugu
goriilmiistiir. Toh ve ark. (2003 ) sicakligin dekolorizasyon iizerindeki etkisine
bakmak amaci ile yaptiklari deneylerde T. versicolor CNPR 8107 ile
¢alismiglardir. CNPR 8107 Remazol Blue RR’ yi 9 giin sonunda 30 ve 37 °C ¢ de
%99 dekolorize etmistir. Yesilada ve ark. (2001) ise yapiklan deneylerde farkli
sicakliklar denemelerine ragmen en iyi dekolorizasyonun F. trogii’ nin gelisme
sicakligi olan 30°C° de gergeklestigini vurgulamuslardir. Chen ve ark. (2003) 20-
35°C arasinda dekolorizasyonun gergeklestigini en diisiik renk gideriminin ise
35°C de oldugunu ve bunun nedeninin bu sicaklikta dekolorizasyonda goérevli olan
enzimin aktivitesinin diismesinden kaynaklandigini belirtmislerdir. 4eromonas
hydrophila i¢in en uygun 51¢ak11g1 30°C olarak belirlemislerdir. Shavali ve ark.
(2000) P. chrysosporium’ un dekolorizasyon yetenegini 25-40°C arasinda
denemigler ve maksimum dekolorizasyonun 35°C de gereklestigini 40°C’° de
fungal gelisimin ve enzim aktivitesinin yavaglamasindan dolay1 dekolorizasyonun
diistiigiinii bildirmislerdir.

Yapilan ¢alismada 4. niveus 1 i¢in optimum sicakligm 30°C, A. niveus 2
icin 35°C, Sporotrichum sp. ve F. moniliforme igin ise 20°C oldugu gézlenmistir.
Bu sicakliklarda yiiksek dekolorizasyon gostermeleri optimum gelisme
sicakhiklarna yada lignolitik enzimlerin bu sicakliklardaki aktivitelerinin yiiksek
olmasma bagianabilir. Sporotrichum sp’nin optimum gelisim sicakliga 25°C* dir.
F. moniliforme’ nin 30°C ve 4. niveus’ un 35°C’ dir. Dekolorizasyonda aktif
olabilecek lakkaz’in stabil oldugu sicaklik kaynak mikroorganizmaya gore
degismekte olup genel olarak 30-50°C aras: yiiksek aktivite gostermektedir. 60 °C
lizerinde aktivitesi hizla diigmektedir (Reimer, 2001) .

Boyar madde konsantrasyonu 500 mg/l oldugunda da Sporotrichum sp.

yiiksek dekolorizasyon saglamistir. Benzer olarak yapilan galismalarda Yesilada
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ve ark. (2003) farkli konsantrasyonlarda (13, 66, 132, 264 mg/1) boya kullanmislar
ve 264 mg/l boya kullandiklarinda ortama ancak glikoz eklendiginde yiiksek
dekolorizasyon elde ettiklerini vurgulamiglardir. Amaral ve ark. (2003) 50-100
mg/l boya kullandiklarinda _dekolorizasyohun %97 olurken 300 mg/l boya
kullandiklarinda ‘dekolorizasyonun %87’ ye diistiigiinii bildirmislerdir.
| " Ol hiicrelerle yapilan dekolorizasyon c¢alismasinda canli hiicrelerdeki
degerlere yakin degerler elde edilmistir. Benzer olarak yapilan ¢alismalarda Mou
ve ark. (1991) M. verucari hiicrelerini otoklavladiktan sonra elde ettikleri 6lil
biyokitle ile yaptiklari ¢alismada dekolorizasyon degerlerine bakmis ve canli
hiicreyle alinan sonuglarla aralarinda fazla fark olmadigimi gérmiislerdir. Yesilada
ve ark. (2003) oli hiicrelerle yaptiklari dekolorizasyon ¢alismalarinda 24 saat
sonunda %71 dekolorizasyon elde etmislerdir. Yine Yesilada ve ark. (2005)
yaptiklann ¢alismada P. chrsosporium ve F. trogii pelletlerini 6lii olarak
kullanmiglardir. P. chrysosporium’ un Oli pelletlerinin dekolorizasyonda
kullamlabilir oldugunu belirtmiglerdir. Banquez ve ark. (2004) 6lii hiicrelerle
adsorpsiyonun yiiksek oldugunu ve daha sonra desorpsiyonun %5’ den daha az
olugunu ve aym sekilde canli hiicrelerde .2 saat iginde yiiksek dekolorizasyoﬁ elde
edildigini vurgulamiglardir. Bulgulara gére canli hiicre ve otoklavlanarak elde
edilen 6lii hiicreler ile renk gideriminde baslangicta bityiik fark goriilmemesinin
nedeni fiziksel adsorpsiyona baglanabilir. Yine hiicrelerin otoklavlanmasmdan
sonra hiicre yapisimin bozulmas: nedeni ile boyalarin baglanabilecegi alan
genislemis olabilir.

Sporotrichum sp.” nin bir hafta stiresince tekrarli yapilan ¢alismasmda
yiikksek dekolorizasyon degerleri elde edilmistir. 7. tekrar sonucunda ortamdaki
boya konsantrasyonu 10.95 mg/l olup %89,05 dekolorizasyon elde edilmistir.
Benzer olarak yapilan ¢alismalarda Yesilada ve ark. (2002) Funalia trogii
pelletlerinin  dekolorizasyon yeteneklerini 13, 66, 132, 264 mg/l boya iceren
boya soliisyonlarinda 5 giin siire ile tekrarhi olarak denemis ve 13 ve 66 mg/l
boya iceren ortamda dekolorizasyonun 5 giin boyunca devam ettigini ancak 132
ve 264 mg/l boya igeren ortamlarda ise 2. giinden itibaren dekolorizasyonun hizla
distiiglini 246 mg/l boya iceren ortamda birinci tekrardan somra hig
dekolorizasyonun goriilmedifini ifade etmiglerdir. Park ve ark. (2006) Funalia
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trogii’ yi kullanarak yaptiklari ¢aligmada farkli konsantrasyonlarda boyalar
kullanmuglar (300-900 mg/l) ve 5 giin tekrarli ¢aligmalar yapmislardir. Farkli
boyalan kullanarak yaptiklari g¢alismalarda %80 iizerinde dekolorizasyon elde
etmislerdir. Chang ve ark. (2001) azo boylan ile galigrmsglar ve baslangigta
dekolorizasyonun %75-85 iken 4. tekrardan sonra % 55 oldugunu ifade
etm\islerdir.

Boyar maddeler kiifler tarafindan adsorpsiyon ve biyodegredasyonla
ortamdan uzaklagtinlabilir. 4. niveus 1, A. niveus 2, Sporotrichum sp. ve F
moniliforme’ nin  dekolorizasyon igin karbon kaynaZma ihtiyac duymamasi
bliytik bir avantajdir. Atik sularin mikroorganizmanin besin ihtiyacma gére
ayarlanmasimin olduk¢a zor olmasi nedeniyle bu durum bu kiiflerin kullanimim
oncelikli kilmaktadir.

Boyar madde igeren tekstil endiistrisi atik sularindaki boyar madde
konsantrasyonu 10-50 mg /1 ‘dir. Yapilan galiyjmada 100 mg/l boya kullanilmis
olup kiiflerin ortamdaki boyay1 yiiksek oranlarda dekolorize ettigi goriilmiistiir.
Ayni zamanda en iyi dekolorizasyon yiizdesine sahip Sporotrichum sp. ile yapilan
calismada 500 mg/l boya kullamilmig ve kiifiin bu ofanlarda da yiiksek
dekolorizasyon elde ettigi belirlenmistir.

Her 4 kiifiin dekolorizasyon igin optimum pH’ lan birbirinden farkli olup
pH 3, 5, 7 de yiiksek dekolorizasyon sonuglar1 elde edilmistir. Kiiflerin bu
degisen pH’ larda yiiksek dekolorizasyon yapmalarnn dekolorizasyonda gérevli
enzimlerin genis pH araliklarinda aktif olmalarmdan kaynaklandig1
disiiniilmektedir. Lakkaz ve peroksidazlar igin optimum pH degerleri 4.5-5
olmasma ragmen lakkaz 2-9, peroksidazlar ise 4-10 arasi yiiksek aktivite
gostermektedir. Kiifler boya ¢dzeltisi igerisinde gelisme gdstermeyip bu degisen
pH de;“geﬂen'nin kiiflerin gelisimi ile ilgili oldugu distiniilmemektedir.

Her bir kiifiin farkli sicakliklardaki dekolorizasyon degerleri oldukca
yikksek olup  her birinin optimum sicaklii birbirinden farklidir. Optimum
dekolorizasyon sicakliklarma bakildiginda A. niveus i¢in 30-35°C, Sporotrichum
sp. ve F.moniliforme igin 20°C oldugu belirlenmistir. Bu sicakliklar her bir kiifiin
gelisme sicaklifina yakin olup aymi zamanda lignolitik enzimlerin aktif oldugu

sicaklik degerleri arasindadir.
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Olii hiicrelerle yapilan dekolorizasyon ¢aligmalarinda ise her dért kiif icin
>%90 sonuglar elde edilmis olup F. moniliforme i¢in bu sonuglar calkalamali ve
statik ortam sonuglarindan daha iyi degerlerdir. Bu durumu otoklavianma sonucu
kiiflerin ylizey alaminm artmasmna ve daha fazla adsorpsiyon yapmalarina
baglayabiliriz. Boyar maddelerin biyodegredasyonu sonucu ortamda olusabilecek
toksik tirtinlerin  engellenmesi agisindan kiiflerin 6lii hiicrelerinin de yiiksek
dekolorizasyon yetenegine sahip olmas: bilyiik Snem tasimaktadir.

Sporotrichum sp. ile yapilan tekrarli deneyler sonucunda bir hafta
sonunda da kiifiin ortamdaki boyay1 %89 dekolorize ettigi goriilmiistiir. Yedi kez
100 mg/l boya iceren ortama inokiile edilen kiifler her defasinda ortamdaki
boyay1 dekolorize etmislerdir. Bu durum pelletlerin atik su aritim tesislerinde
uzun siireli kullamilabilecegini géstermektedir.

Sitotoksisite deneylerinde A.niveus 1’in Blue 13 boyasim dekolorize ettigi
1., 2., 3. glinlerde kiiltiir stvisindan alinan su drnekleri incelenmis her 3 giin i¢inde
%40° ik ve %80’ lik su 6rneklerinin etkili oldugu saptanmustir. Sporotrichum sp.’
nin Blue 13 boyasim dekolorize ettigi 1., 2., 3. giinlerde kiiltiir sivisindan alinan
su Ornekleri incelenmis her 3 giin 'iginde %20’ lik, %40° hk ve %80’ lik su
Orneklerinin etkili oldufu saptanmistir. Sporotrichum sp’ nin 500 mg/l boya
igeren boya soliisyonunu dekolorize ettifi birinci giin kiiltiir stvisinda alinan su
Orneginin sitootksisitesine bakilmis ve %40° lik, %80’ lik dozlann hiicre
canlilifm etkiledigi gortilmiistiir. Sitooksisite deneylerinden alinan sonuglara
gore; ortada boya ¢ok az miktarda kalmasmna ragmen hiicreler canlilifim
yitirebilmektedir bu edenle kiiltiir sivisinda boya molekiillerinin enzimatik yikimi
sonucu yan {riinlerin olustugu distiniilmektedir. Yapilan deneylerde lakkaz
aktivitesine bakilmus fakat sonug elde edilememistir. Enzim aktivitesi ile ilgili
¢aligmalarin geligtirilerek yeniden denenmesi gerektipi dii§ﬁi1ﬁhnektedir.

Sonu¢ olarak A. niveus, A. niveus 2, Sporotrihum sp., F. moniliforme
degisen ortam kosullarinda yiiksek dekolorizasyon sonuglarina ulagmigtir. Tekstil
endiistrisi atik sularimin igeriginin kompleks olmasi neniyle mikroorganizmalarin
genis aralilarda aktivite gostermesi olduk¢a avantajli bir durumdur. Bu dort kiifiin

yikksek dekolorizasyon degerlerinden dolayr boyali atik sularin artiminda
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kullanilabilecegi diigiintilmektedir. Ancak gercek atik su ile de calismalarin
yapilmas1 gerekmektedir.
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