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Yapilan ¢alismada filamentli fungus olan Aspergillus versicolor ve Rhizopus arrhizus tiirleri
tarafindan Remazol Blue reaktif boyasi giderimine 6 adet surfaktanin etkisi incelenmistir. A.
versicolor igin Dodesiltrimetil amonyum bromiir (DTAB) ve Cetilpridium Klorol Monohidrat
(CPCM), R. arrhizus i¢in DTAB, Alkiltrimetil amonyum bromiir (CTAB) ve Dodesilbenzen
Sulfonik Asit Sodyum tuzu (DBS) surfaktanlar1 kullanilmigtir. Surfaktanli ortamda pH (3-7),
boya (50- 800 mgl™) ve surfaktan (0,1- 2 mM) konsantrasyonunun hem iiremekte olan hiicrelerin
hem de iiretilmis biyokiitlenin boya giderimine etkisi arastirilmistir.

Denemelerde en iyi boya gideriminin, DTAB surfaktani bulunan ortamda gerceklestigi tespit
edilmistir. Her iki fungus i¢inde optimal boya giderim kosullar1 pH’1 6 olan 1 mM DTAB ve 100
mgl " boya bulunan ortam olarak belirlenmistir. Bu kosullarda melash besiyerinde iiremekte olan
A. versicolor tiirii 3 giinliikk inkiibasyon siiresi sonunda %100 boya giderimi gergeklestirmis ve
biyo giderim kapasitesi 66.5 mgg ' olarak belirlenmistir. Ayn1 kosullarda ve ayn: miktarda
biyokiitleye sahip iiretilmis A. versicolor tiirliniin 6 saatlik inkiibasyon sonunda canli hiicresi
%87.8 ve olii hiicresi ise %71.4 boya giderimi gergeklestirmistir. Uretilmis canli ve 6lii fungusa
ait biyo giderim kapasitesi ise 40.2 ve 27.5 mgg "' olarak belirlenmistir. Aym kosullarda R.
arrhizus fungusu 5 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda melasli besiyerinde iiremekte iken %97.1
boya giderimi yapmis ve boya giderim kapasitesi 27.22 mgg ™' olarak belirlenmistir. Uremekte
olan fungus hiicresi ile ayn1 miktarda tiretilmis R. arrhizus tiiriniin optimal kosullarda 8 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda canli hiicresi %56.8 ve 6l hiicresi %51.7 boya giderimi yapmustir.
Bu tiire ait boya giderim kapasitesi ise canli hiicre icin 19.1 mgg ™', 6lii hiicre igin 18.1 mgg ™
olarak tespit edilmistir.

Denenen her iki fungus da 1 mM DTAB’li melash besiyerinde liremekte olan hiicrelerle en iyi
boya giderimi yapmustir. Boyama isleminde kullanilan DTAB’nin islem sonucu olusan boyali
tekstil atik sularinda bulundugu bilinmektedir. Tez ¢alismasi sonucunda en yiiksek boya giderimi
yapan A. versicolor fungusunun bu tiir atik sularin aritiminda kullanim kapasitesine sahip oldugu
gosterilmistir.

Aralik 2010, 108 sayfa
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ABSTRACT

THE EFFECT OF SURFACTANTS ON BIOLOGICAL WASTE WATER
TREATMENT

Ulkiiye Dudu GUL

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Géniil DONMEZ

In this study, the effect of six surfactants on Remazol Blue reactive dye removal by
filmantous fungi Aspergillus versicolor and Rhizopus arrhizus were examined. Dodecyl
thrimetyl amonium bromide (DTAB) and Cetylprinidium chlorolmonohydrate (CTAB)
were used for A. versicolor and DTAB, Alkylthrimtyl amonium bromide (CTAB) and
Dodeylbenzen sulphonic acid sodium salt (DBS) were used for R. arrhizus. In the
presence of surfactant the effect of pH (pH 3-7), dye (50-800 mgl-1) and surfactant (0,1-
2 mM) concentration on dye removal by both the growing fungus in medium and
harvested biomass.

In the assays it was determined that maximum dye removal occured in the presence of
DTAB. Optimal dye removal conditions were pH 6, 1 mM DTAB and 100 mgl™ dye
concentration for all of the fungi. In optimal conditions the growing A. versicolor
culture dye removal was 100% and the dye removal capacity was 66.5 mgg ™' at the end
of 3 days. In the same conditions the same amount of harvested biomass dye removal
were 87.8% for living culture and 71.4% for dead culture. The dye removal capacity of
living and dead culture were 40.2 ve 27.5 mgg ™' at the end of 6 hours. In the optimum
conditions the growing R. arrhizus strain in mollases medium decolorized 97.1% dye
and dye removal capacity was 27.22 mgg "' at the end of 5 days. In the same condition
the same amaount of harvested living biomass and dead biomass removed 56.8% and
51.7% dye at the end of 8 hours. The dye removal capacity were 19.1 mgg ™' for living
and 18.1 mgg "' for dead biomass.

Both of the funguses that were examined in the study have shown maximum dye
removal activity in the presence of 1 mM DTAB while they were growing in the
medium. It is known that DTAB, is used in dyeing process and finds at the waste water
of textile industry with dye. It is shown that A. versicolor which had maximum dye
removal activity can use for treatment of textile waste water in this study.

December 2010, 108 pages
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1. GIRIS

Tim diinyada oldugu gibi iilkemizde de su kirliligine etki eden unsurlar; sanayilesme,
kentlesme, niifus artis1, zirai miicadele ilaglari ve kimyasal glibreler olarak
gruplandirilabilir. Sanayinin g¢evre lizerindeki olumsuz etkisi diger faktorlerden c¢ok
daha fazladir. Sanayi kuruluslariin sivi atiklari ile su kirliligine ve dolayli olarak da
yine su kirliligine bagli, toprak ve bitki ortiisii iizerinde asir1 kirlenmelere neden oldugu

ve doga tahribine yol ac¢tig1 bilinmektedir.

Endiistriyel atik sular1 gida, tekstil, kagit ve seliiloz, kimya petrol, komiir madenleri,
metal, sentetik kaucuk/plastik ve diger isletmelerden ¢ikan sulardir. Tekstil endiistrisi
diger endiistriyel sektorlere nazaran desarj hacmi ve c¢ikis suyu kompozisyonu goz
oniine alindiginda ¢evreyi en ¢ok kirleten endiistri olarak nitelendirilmektedir (Sen ve

Demirer 2003,Uzal vd. 2005).

Tekstil endiistrisi basta olmak iizere endiistriyel atik sulari akarsu, deniz ve alici
ortamlara birakilmadan oOnce c¢esitli yOntemlerle aritilmalidir, ayrica atik su
yontemlerine gore zehirli maddeler ve inhibitorlerden belirli oranda aritilmasi

gerekmektedir (Talarposhiti vd. 2000, Ugurlu 2003).

Gilintimiizde tekstil ve hazir giyim sektorii Tiirkiye imalat sanayi i¢cinde dnemli bir yere
sahiptir. Imalat sanayi icinde istihdamda, iiretimde ve ihracatta dnemini siirdiirmektedir.
Tekstil endiistrisinde iirlin ¢esitliligini artirmak ve de iriinlere kaliteli ozellikler
kazandirmak amaciyla cesitli kimyasal maddelerin kullanimi s6z konusudur. Bu
kimyasallar tekstil atik sulari ile birlikte yer iistii ve yer alt1 sularina karisan kirletici
maddelerdir. Organik maddeler, renk, toksik maddeler ve inhibitdr bilesikler,
adsorplanabilir klorlu bilesikler (AOX) ve tuzlar tekstil atik sularinda bulunan 6nemli
kirleticilerdir (Sen ve Demirer 2003). Ozellikle tekstil iiriinlerine renk kazandirmak

amaci ile kullanilan sentetik boyalar bu kimyasallar arasinda en 6nemlileridir.



Tekstil atik sular1 yiiksek konsantrasyonda boya, biyokimyasal Oksijen ihtiyaci (BOI),
kimyasal oksijen ihtiyac1 (KOI) ve askida kati madde (AKM) igerir (Kestioglu ve Yalil
2006). Boya kazanlarindan kaynaklanan atik suyun karakteristik yapisi; boyanin
cesidine, fabrikada uygulanan islemlere, boyamada kullanilan teknolojiye ve yardime1
baglayict maddelerin konsantrasyonuna bagli olarak her zaman degisiklik gosterir

(Talarposhiti vd. 2000).

Tekstil sanayinde kullanilan tek kimyasal madde boyalar degildir. Boyarlarin diginda:
poliakrilatlar, fosfonatlar, deflokulasyon ajanlar1 (lignin gibi), boyarmaddeyi liflere
fikse eden ajanlar da bulunabilmektedir (Vandevivere vd. 1998). Tekstil atik sularinda
sentetik boyalarin yani sira surfaktanlar da bulunmaktadir. Surfaktanlar ¢oziicli ve boya
dagilimmi diizenleyici ozelliklerinden dolayr boyama isleminde islatici, dagitict ve
diizgiin boyama yapici ajan olarak kullanilmaktadir (Kartal ve Akbas 2005). Diizgilin
boyama yapict ajanlar tekstil iirlinline tutunmada boya ile yarisa girerek boyanin
kumasa affinitesini diisliriir ve boya diizgiin bir sekilde tekstil {iriinii {izerinde hareket
oranini arttirir ve bdylece kumasin daha iyi boyanmasini saglamaktadir (Bagha vd.
2007). Boyama isleminde kullanilan boyalar gibi surfaktanlar da tekstil atik sular ile

birlikte yer alt1 ve yer iistii sularina karismaktadir.

Bu c¢alismanin amaci tekstil atik sularinda bulunan boyalarin mikrobiyal giderimine
farklr ozellikteki surfaktanlarin etkisini belirlemektir. Calismada hem anyonik hem de
katyonik oOzellikteki surfaktanlarin anyonik boya giderimine etkisi arastirilmistir.
Calismada mikroorganizma iiretmek i¢in seker fabrikasi atig1 olan melas iceren besiyeri
kullanilmistir. Melas ucuz olmasinin yan1 sira mikrobiyal gelisime olanak saglayan iyi
bir karbon kaynagidir. Maliyeti diistirmek amaciyla tez ¢alismasinda melasli besiyeri
kullanim1 tercih edilmistir. Calismada kullanilan mikroorganizmalarin basarili bir
sekilde boya giderimini gerceklestirdigi daha 6nce yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir.
Surfaktan maddelerinde tek baslarina atik sularda boyarmaddeler gibi Kkirleticileri
giderdigi bilinmektedir. Yapilan ¢aligma hem mikroorganizma hem de surfaktanin bir

arada oldugu ortamda boya giderimini arastirdig1 i¢in orijinal bir caligmadir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Boyalar

Bir materyale kendiliginden veya uygun reaksiyon maddeleri sayesinde renk veren
organik maddelere boya denir. Renk madde iizerine diisen 1sinlarin absorbsiyon
yansima degerleri ile ilgili ortaya ¢ikar (Aksu ve Tezer 2000). Boya molekiilleri goriiniir
15181 (400- 750 nm dalga boyunda) absorbe eden ve boyanin elyafin iizerine ve igine
tutunmasini saglayan kromojen gruplar icerir. Kromojen gruplar ‘kromofor’ adi verilen
gruplar1 iceren aromatik yapilardir. Kromofor organik bir molekiil i¢inde renkli
goriinlimii saglayan atom, atom grubu veya elektronlardir. Kromofor gruplar kimyasal
yapilarina gore; Nitroso, Nitro, Azo, Etilen, Karbonil, Karbon- Azot, Kiikiirt gruplar
olmak iizere 7 gruba ayrilirlar (Vandevivere vd. 1998). Bir ya da birden ¢ok bag
icerirler. Bu baglar 15181 absorblayarak boyanin parlak renkli goriiniimiinii
saglamaktadirlar. Azo smifi kromofor grubu boyalar yaygin olarak bulunmaktadir

(Sarioglu ve Dean 1998).

Boya molekiilinde molekiile elektrolitik ¢oziinme 6zelligi kazandiran ve boya
molekiiliiniin tuz meydana getirmesini saglayan ‘Oksorom’ kismi bulunmaktadir.
Oksorom denilen elektron verici hidroksil, amin, karboksil ve sulfo gibi birinci
dereceden yer degistiriciler ile anti oksorom denilen karbonil, nitroza gibi ikinci
dereceden yer degistiricilerin molekiile baglanmasiyla molekiil bilesik liflere karsi
affinite kazanarak boya niteligi kazanir ve renk koyulasir (Yakartepe 1998, Tezer 2002,
Tatli 2003). Boyanin asidik veya bazik oldugunu oksorom gruplart belirler ve bu

gruplara 6rnek olarak — NR; *,-NH, ", -OH, - Br "ve CI’ gosterilebilir (Temiz 1994).

Boyalar genel olarak, anyonik- direkt boyalar, asit ve reaktif boyalar, katyonik- bazik
boyalar ve iyonik olmayan- dispers boyalar seklinde siniflandirilabilir (Mishra ve

Tripathy 1993, Fu ve Viraraghavan 2001).



2.1.1 Boyalarm simflandirilmasi

Boyalar; ¢oziiniirliik, kimyasal yap1, boyama 6zellikleri gibi ¢esitli karakteristikleri g6z

Oniine alinarak siniflandirilir (Kurbanova vd. 1998).

Boyalar karakteristiklerine gore ii¢ grup da siniflandirilir.

2.1.1.1 Coziiniirliiklerine gore simflandirilmasi

Coziintirliiklerine gore boyalar suda ¢oziinen ve suda ¢oziinmeyen boyalar seklinde
ikiye ayrilmaktadir. Suda ¢o6ziinen boyalar; anyonik, katyonik, zwitter iyon karakterli
boyalar olmak tiizere 3 gruba ayrilmaktadir. Suda ¢éziinmeyen boyalar ise organik
coOziiciilerde ¢Ozilinen, substratta ¢oziinen, gegici ¢ozlniirliigli olan, polikondenzasyon,
elyaf icinde olusturulan boyalar ve pigmentler olmak iizere gruplandirilmaktadir

(Ozgiirses 2003).

Remazol Blue ¢oziiniirliigiine gore siniflandirmada suda ¢oziinen anyonik boyalar
grubunda yer almaktadir. Suda ¢o6ziinen boya molekiilinde en az bir tane tuz
olusturabilen grup bulunur. Anyonik suda ¢dziinen boyalar suda ¢6ziinen grup olarak en
fazla siilfonik ( -SO3 ), az olarak da karboksilik ( -COO - ) asitlerin sodyum tuzlarini
icerirler ( -SO3Na ve -COONa ) (Hameed vd. 2007). Diinya ¢apinda en ¢ok kullanilan
boya siniflarindan biridir ve Tiirkiye ‘de poliamid boyama sektoriinde en biiyiik pazar

payina sahiptir (Arslan Alaton ve Teksoy 2007).

2.1.1.2 Kimyasal yapilarina gore simflandirma

Kimyasal yapilarina gore boyalar; azo, nitro ve nitroso, polimetin, arilmetin, aza (18 )
annulen, molekiil ve kiikiirt boyalar olamak iizere 7 smifa ayrilmaktadir (Ozgiirses

2003).



Remazol Blue azo grubu icerdiginden, kimyasal yapiya gore siniflandirmada azo
boyalar sinifina girer. Azo boyalar organik boyalarin en 6nemli simifin1 olustururlar.
Azo grubu boyalar (monoazo, diazo, triazo v polyazo) suanda var olan en genis
(yaklasik olarak 26.000 boya) kimyasal boya grubudur (Zohra vd. 2008). Kiikiirt ve
kiipe boyalar disinda tiim boyalarin yapisinda azo grubu vardir. Azo boyalar,
yapilarindaki kromofor grup olan azo ( - N=N - ) grubu ile karakterize edilir (Kaykioglu
ve Debik 2006) .

Azo boyalarindan alifatik grup igerenlerin renk siddeti dusiiktiir. Haslik ozellikleri
farklidir. Dogal boyalarda azo grubuna rastlanmaz, bu boyalarin tiimii sentetik olarak
elde edilirler. Bu boyalarin bazilar1 sucul toksidite yada alerjik etkiler gosterir ve

indirgeyici sartlarda, kanserojenik olan aromatikaminleri iiretirler (Silva vd. 2004).

2.1.1.3 Boyama ozelliklerine gore simflandiriimasi

Boyama o6zelliklerine gdre boyalar; asit, bazik, direkt, mordan, reaktif, kiipe, inkisaf,
metal-kompleks, dispersiyon, pigment boyalar seklinde smiflandirilmaktadir

(http://www.turkcebilgi.com/boyarmaddeler/ansiklopedi#ansiklopedi 2010).

Remazol Blue boyama 0Ozelligine gore smiflandirmada reaktif boya sinifinda
bulunmaktadir. Reaktif boyalar uygun kosullar altinda lif ile kimyasal reaksiyona

girerek, kovalent bag olusturur. Kovalent bag kurma 6zelligine sahip tek boya sinifidir.

Reaktif boyalar yiiksek renkli organik bir madde olup daha cok tekstil boyama isinde
kullanilir. Reaktif boyalar, boyama islemi esnasinda kimyasal reaksiyona girerek boya
molekiilii ile elyaf molekiilii arasinda kovalent bag olusturur. Biitiin reaktif boyalarda
ortak olan Ozellik hepsinin kromofor tasiyan renkli grup yaninda bir reaktif, birde

molekiile ¢oziiniirlikk saglayan grup icermesidir (Clarke ve Anliker 1980).



Reaktif boyalarin olusturduklar1 kovalent baglar sayesinde boya molekiilleri elyafin bir
parcas1t olur ve yikama gibi islemlerle kolay ¢o6ziinlip gitmez. Diger boyalarda ise
yikandik¢a boya kendini birakmakta ve zamanla yok olmaktadir. Dolayisiyla reaktif
boyalar bugiin tekstilde en yaygin olarak kullanilan boya tiirii olmustur. Son yillarda
gelistirilen metotla reaktif boyalar yiin, ipek, orlon, akrilik karigimlari ve poliamid
boyanmasinda da kullanilirlar (Baser ve Inanic1 1990). Karakteristikleri kiiciik ve basit
molekiil yapilarina sahip olmalaridir. Kiigiik pargacik 6zelligi life hizli bir sekilde niifuz
etmelerini saglar. Cok parlak renklere sahip reaktif boyalar basit yapilarinin sonucu
olarak spektrumlarinda ¢ok dar ve yiiksek pikler gosterirler. En ¢ok mavi, kirmizi ve

sar1 renklerin eldesi i¢in kullanilirlar (Clarke ve Anliker 1980).

Reaktif boyalar genel olarak reaktif grubun kimyasal yapisina gore veya bu grubun

kimyasal reaktivitesinin derecesine gore siniflandirilirlar.

Reaktif boyanin kimyasal yapisi;

C-Kr—K-R

Sekil 2.1 Reaktif boyalarin kimyasal yapisi

C: Coziiniirlik saglayan grup

Kr: Kromofor grup

K: Kopru grup

R: Reaktif grup

S1: Substitusyon reaksiyonu sirasinda yer degistiren grup

S2: Diger substituentlerdir.



Reaktif boyalarin avantajlari, dezavantajlarindan fazla oldugundan tercih edilen

boyalardir.

Avantajlar:

1. Yikama hasliklari iyi, 151k hasliklari miikemmeldir.
. Parlak ve canli renkler vardir.

. Maliyetleri direkt ve kiipe boyalar arasindadir.

2
3
4. Hemen tiim siirekli ve yari siirekli yontemler uygundur.
5. Diizgiin boyama elde etmek kolaydir.

6. Renk paleti miikemmeldir.

7

. Yiiksek ol¢iide tekrarlanabilirlik mevcuttur (Tezer 2002).

Dezavantajlar:

1. Klor hasliklar1 ve bazik ¢ozelti hasliklar1 iyi degildir.

2. Bazik islemde 6zellikle sicaklik yiiksek ise liflere kovalent olarak baglanan boyanin
bir kism1 kopar ve lifle reaksiyona girme yetenegini kaybeden boyarmadde sekline
dontisiir.

3. Reaktif boyalarla boyama ya da baski sonrasi islemler uzun ve zaman alicidir (Mc

Kay ve Poots 1980).
2.1.1.4 Tekstil atik suyundaki boyalarin olumsuz etkisi

Tekstil endiistrileri basta olmak {izere sentetik boyalarin ve pigmentlerin kullanildig:
endiistrilerde, organik igerik ve rengin her ikisinin de yiiksek oldugu atik sular iiretilir.
Diinya ¢apinda yilda 7.105 ton, yaklasitk 10.000 farkli ticari boya ve pigment
iiretilmektedir (Sponza vd. 2000, Kaykioglu ve Debik 2006, Gomez vd. 2007). Boyama
islemi sirasinda boyanin yaklasik %10-15"nin atik su akimimna gectigi hesaplanmistir
(Gomez vd. 2007). Tekstil endiistrisinde iiriinlerin her kg’1 basina yaklasik olarak 40-65
L atik su meydana gelmektedir (Manu ve Chaudhari 2002). Diinyada her yil yaklasik



280.000 ton boyali atik su alic1 ortama desarj edilmektedir (Mass ve Chaudhari 2005).
Boyalar su kirliliginin en belirgin sinyalleridir ve bazi boyalar 0.005 mgl™” gibi cok
diisiik konsantrasyonlarda bile gozle goriilebilirler (O’Neill vd. 1999).

Ticari olarak kullanilan sentetik boyalarin biiylik bir kismini toksik, karsinojenik ve

mutajenik 6zelliklere sahip olan azo boyalar olusturmaktadir (Seesuriyachana vd. 2007).

Boya ¢esitleri ve uygulama tipleri géz oniinde tutuldugunda, azo-reaktif boyalar %20-
30’luk market pay1 ile en ¢ok kullanilan boyalardir. Kullanilan bu boyalarin %151
yikama gibi iglemler sonrasinda ¢evreye karismaktadir (Carliell vd. 1995, Phillips 1996,
Swamy 1998).

Tekstil atik sularinda bulunan boyalar artilmadiklar takdirde ¢evre iizerinde olumsuz
etkilere sahiptir. Atik suda bulunan boyalarin 151k ge¢irimini azaltmasi sonucu sucul
yasamdaki fotosentetik aktivite de olumsuz yonde etkilemekte, bu durum canl

topluluklarina oldukga toksik etki yapmaktadir (Aksu 2005).

Boyalar, goriiniimi, 151k gegirgenligini ve gaz ¢ozliniirliiglini etkilediklerinden dolay1

alict ortama verilmeden 6nce mutlaka rengin giderilmesi gereklidir (Banat vd. 1996).

Memeli hayvanlarda azo boyalarin indirgenmesi bagirsaktaki bazi bakteriler ve
karacigerdeki hepatik enzimler tarafindan gerceklestirilmektedir. Indirgenme sonucu
ortaya ¢ikan aromatik yapidaki molekiiller canliya toksik etkide bulunmaktadir (Rafii
vd. 1995).

Boya iceren atik sularin ulastiklari alici ortama olumsuz etkilerinin yani sira insan
blinyesine ulasmasi, bobrek fonksiyonlaria, iireme sistemine, karaciger, beyin ve

merkezi sinir sistemine sert tahribatlar yapabilir (Ozcan ve Ozcan 2005).



2.2 Surfaktanlar

Surfaktan kelime olarak "yilizeyi saran" anlamina gelmektedir. Surfaktan maddeler,
suyun ylizey gerilimini diisiiriirler. Bu nedenle "ylizey aktif" maddeler olarak anilirlar
(Holmberg vd. 2003). Surfaktanlar su-petrol yiizeyi, hava-su yiizeyi, sivi-kat1 yiizeyi
gibi farkli yiizeyleri bir araya getiren 6zellik gosterirler. Surfaktan denince akla, alkil
siilfat, alkil siilfonat, etoksillenmis yag asitleri, sodyum tuzlar1 gibi organik tlirevler
gelir.Surfaktanlar genellikle yapisal olarak uzun bir molekiiliin ucundaki ilgisi fazla
grupla karakterize edilir. Surfaktanlar bu grubun kimyasal durumu agisindan iyonik ve

iyonik olmayan ( noniyonik ) olmak iizere nitelendirilir (Hamme vd. 2006).

Surfaktanlarin genis uygulama alanlar1 vardir. Surfaktanlar tarafindan notral
molekiillerin ¢oziiniirlestirilmesinden kozmetik, misel katalizi, ayirma islemleri, tekstil

boyamasi gibi genis Olciide faydalanilir (Scamehorn 1986).

2.2.1 Surfaktanlarin ozellikleri

Surfaktanlar, ayn1 molekiilde biri hidrofilik (polar) digeri hidrofobik (apolar) olan iki
grubun varlig ile karakterize edilir. Hidrofilik (su- sever) kisim bas grup ve hidrofobik
(yag- sever) kisim da kuyruk grup olarak isimlendirilir (Hamme vd. 2006). Molekiiliin
su sever kismui kiiresel formlar, yag sever kismi ise ¢ubuk formlar olusturur (Sekil 2.2).
Molekiiliin su-sever kismi, aynt zamanda yiik tasiyan kismidir. Surfaktanlar, diisiik
konsantrasyonlarda monomer halinde bulunurlar. Her monomer elektriksel yiike sahiptir

(Holmberg vd. 2003).



Hidrofilik bag grup Hidrofobik kuyruk

Sekil 2.2 Surfaktan molekiiliiniin sematik gosterimi

Surfaktanlar, belli konsantrasyonlara ulastiklarinda (Kritik Misel Konsantrasyonu-
KMK) cesitli sekillerde "miseller" olustururlar (Sekil 2.3). Miseller; kiiresel, ¢ubuk
sekilli, silindirik ve sekiz kdoseli olabilirler (Sekil 2.4). Misel olusumu, surfaktan
molekiillerinin hidrokarbon kisimlar1 arasindaki hidrofobik etkilesmenin bas gruplar
arasindaki elektrostatik itme ve hidratasyon ile dengelenmesi sonucu olusur. Miseller
ancak bir kritik misel konsantrasyonunun (KMK) iizerinde surfaktan molekiil ve
iyonlarmin bir araya gelmesiyle meydana gelir ayrica sekil ve bliyiikliik bakimindan

degisebilen ve siirekli hareket halinde olan sistemlerdir (Anianson 1976, Atkins 1998).

Sulu ¢ozeltide surfaktanlarin davranisi, hidrofobik kisminin ¢ozeltiden ayrilma ve
hidrofilik kisminin ¢ozeltiye dogru yonelme egilimi ile tayin edilir. Bu cift yonlii
egilim, ara yiizeylerde surfaktanlarin adsorpsiyonu ve miseller gibi agregatlarin

olusumunu saglamaktadir (Holmberg vd. 2003).
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Sekil 2.3 Surfaktan monomerlerinin misel olusumu
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Sekil 2.4 Surfaktan misellerinin farkl sekilleri (mnh-tr.com/p21.html, 2010)

2.2.2 Surfaktanlarin siiflandirilmasi

Surfaktanlar, polar bas gruplarin yapisina bagl olarak simiflandirilir (Sekil 2.5). Eger
bas grup negatif olarak yliklenmis ise surfaktan anyonik bir surfaktandir. Buna karsin
katyonik surfaktanlar pozitif yiliklenmis bir bas grup igerir. Yiiksiiz surfaktanlar
genellikle iyonik olmayan olarak adlandirilir. Hem negatif hem de pozitif olarak
yiiklenmis grup iceren surfaktanlar ise zwitter iyonik surfaktanlardir (Holmberg vd.

2003).
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Sekil 2.5 Surfaktanlarin siniflandirilmasi (http://en.wikipedia.org/wiki/Surfactant)
a. Iyonik olmayan b. Anyonik c. Katyonik ve d. Zwitter iyonik

2.2.2.1 Anyonik surfaktanlar

Anyonik surfaktanlarda polar bas grup olarak, karboksilat, siilfat, siilfonat ve fosfat
bulunmaktadir. Anyonik surfaktanlar, surfaktanlarin biiytlik bir kismin1 meydana getirir
ve diger surfaktan smiflarina gore daha biliyiikk miktarda kullanilmaktadirlar. Bunlarin
daha c¢ok kullanilmasinin nedeni imalatinin daha kolay ve ucuz olmasidir. Karsit iyon
olarak ¢ogunlukla sodyum, potasyum, amonyum, kalsiyum ve degisik protonlanmis
alkil aminler kullanilmaktadir. Sodyum ve potasyum suda ¢oziniirligl arttirirken,
kalsiyum ve magnezyum yagdaki ¢oziinlirliiglinii arttirir. Amin/alkanol amin tuzlar
hem yag hem de suda ¢Oziinen iiriinler verir. Bu surfaktan maddeler iyi temizleme
ozelliklerinden dolayr daha ¢ok camasir ve bulasik deterjanlarinda ve sampuanlarda
kullanilmaktadir.
(http://www.scienceinthebox.com/en_UK/glossary/surfactants en.html, Holmberg vd.
2003).
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2.2.2.2 Katyonik surfaktanlar

Katyonik surfaktanlar birgok yiizeyde giiclii olarak adsorplandigindan dolay1 ylizey
modifikasyonlarinda kullanilmaktadirlar. Katyonik surfaktanlarin biiytlik bir ¢ogunlugu,
katyonik yiik tasiyan azot atomuna dayanmaktadir. Hem amin hem de kuaterner
amonyuma dayali {irtinler olduk¢a fazladir. Aminler, yalnizca protonlanmis durumda
surfaktan olarak fonksiyon gosterirler, bu nedenle yiiksek pH degerlerinde
kullanilamazlar. Kuaterner amonyum bilesiklerinin pH’a kars1 duyarliligi yoktur.
Kuaterner olmayanlar da ¢ok degerlikli anyonlara karst oldukca yiiksek hassasiyete
sahiptir (http://www.scienceinthebox.com/en_UK/glossary/surfactants en.html,

Holmberg vd. 2003).

2.2.2.3 iyonik olmayan surfaktanlar

Iyonik olmayan surfaktanlar, diger biitiin surfaktan tiirleri ile uyumludur. Sert sulara
kars1 hassasiyetleri yoktur. Iyonik surfaktanlarin tersine fizikokimyasal ozellikleri,
elektrolitler tarafindan belirgin bir sekilde etkilenmez. Etoksilatlanmis bilesiklerinin
fizikokimyasal ozellikleri sicaklifa cok baghdir. Iyonik bilesiklerin tersine bunlar
yiiksek sicakliklarda suda daha az ¢oziiniir ve daha hidrofobik hale gelirler. Iyonik
olmayan surfaktantlar, polar grup olarak ya bir polietere ya da polihidroksil birimlerine
sahiptir. Iyonik olmayanlarm biiyiik bir kisminda polar grup, oksietilen birimlerinden

olusan bir polieterdir (Holmberg vd. 2003).

2.2.2.4 Zwitteriyonik surfaktanlar

Zwitteriyonik surfaktanlar en kiicliik surfaktan sinifidir. Bunlar genellikle asit ve
bazlarda kararlidir. G6z ve deride ¢ok diisiik tahribat gosterdiklerinden dolay1 bir¢cok
tiiriiniin sampuan ve kisisel bakim {iriinlerinde kullanilmasi uygundur. Zwitteriyonik
surfaktanlar, farkli isarette iki yliklii grup igerirler. Pozitif yiik, genellikle amonyumken,
negatif yiik kaynagi en yaygin olarak karboksilatlar olmasina ragmen degisebilir.

Zwiterriyonikler, sik sik amfoterikler olarak adlandirilir (Holmberg vd. 2003).
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Amfoterik bir surfaktan, diisiik pH’dan yiiksege gidildikc¢e katyonikten zwitteriyonikler
yolu ile anyonige degisir. Ne asit ne de baz merkezi, siirekli olarak yiikliidiir. Amfoterik
surfaktanin pH degisimi ile yiikiinde meydana gelen degisim, dogal olarak kopiik
olusturma, 1slatma ve temizleme gibi bazi oOzelliklerini etkiler. Bunlar tamamen
¢ozeltinin pH degerine baghdir. Izoelektrik noktada fizikokimyasal davranislari
genellikle iyonik olmayanlar ile benzerdir. izoelektrik noktanmn altinda ve iistiinde,

katyonik ve anyonik karaktere dogru yavas yavas bir kayma olur.

DTAB, CTAB, HDTAB katyonik surfaktanlar1 alkil amonyum bromiirlerdir. Alkil
amonyum bromiirlerin genel formiilii, C,TAB bi¢imindedir. Burada n, bir tam sayidir
ve 8, 10, 12, 14, 16 gibi degerler alirlar. N sayis1 molekiildeki alifatik zincirin
uzunlugunu belirtmektedir. Ornegin: DTAB molekiiliinde n sayis1 12°dir. (C;,TAB).

DTAB molekiiliinde bromiir atomu iyonize durumdadir.

Cizelge 2.1 Surfaktanlarin siniflandirilmasi

Tiir Isim

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

Dodesil Benzen siilfonik asit sodyum tuzu (DBS)
Anyonik Sodyum stearat

Potasyum n- oksalat

Dodesiltrimetil amonyum bromiir (DTAB)
Hegzadesiltrimetil amonyum bromiir (HDTAB)
Katyonik Cetilpridium Klorol Monohidrat (CPCM)
Alkiltrimetil amonyum bromiir (CTAB)

Poli oksietilen alkol

Iyonik Olmayan Alkilfenol etoksilat
Polisorbat 80
Penta etilenglikolmonodesil eter
Dodesil betain
Zwitteriyonik Zwittergent 3-14

propil siilfobetain

Dodesilbenzen Sulfonik Asit Sodyum tuzu (DBS) ve Sodyum dodesil siilfat (SDS) ise

anyonik surfaktanlardir. SDS kuyruk kismini olusturan 12 Karbon atomuna bagl siilfat
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gruptan olusmaktadir, stilfat grup molekiiliin amfilik bas kismi olusturmaktadir. DBS

ise kuyruk kismini 18 karbon atomuna bagli benzen ve siilfat grubundan olusmaktadir.

2.2.3 Surfaktan boya etkilesimleri

Surfaktanlar tekstil endiistrisinde 6zellikle boyama isleminde 1slatici, boyay1 yayici ve
diizgiin boya dagilimini saglayict ajanlar olarak kullanilmaktadir. Anyonik azo boyalar
olan Methyl Orange (MO) ve Congo Red (CR)’in farkl ikiz katyonik surfaktanlar ve
Dodesiltrimetil amonyum bromiir (DTAB) ‘“lin sivi soliisyondaki etkilesimleri
spektrofotometrik yontemlerle arastirilmistir. Surfaktan boya arasinda agregasyon
surfaktan konsantrasyonu Kritik Misel Konsantrasyonu altinda iken gerceklesmektedir.
Anyonik boya agregasyonu absorpsiyon bant1 yogunlugunda diislise neden olmustur.
fleri surfaktan eklenmesi surfaktan miselleri varliginda boyanin adsorbsiyon spektrum
karakteristigini etkilemistir. Uzun menzilli elektrostatik kuvvetler ve kisa menzilli
hidrofobik etkilesimler sivi soliisyonlarda boya surfaktan agregasyonunu etkileyen en
onemli faktdrlerdir. Ikiz katyonik surfaktanlar normal katyonik surfaktanlara gore
anyonik boyalarla daha gii¢lii kompleksler olusturmaktadir. Kumas boyama isleminde
KMK degerinin altindaki diisiik konsantrasyondaki surfaktanlarin boyanin daha diizgiin

dagilimini saglayan ajanlar olarak kullanimi 6nerilmistir (Bagha vd. 2007).

Asit boyalar ile surfaktan arasindaki etkilesimi ve boyalarin yiin boyamadaki rollerini
aciklamak i¢in birgok arastirma yapilmistir. Boyle etkilesimler spektrofotometrik

Olctimlerle ¢alisiimistir (Nemoto ve Funahashi 1981 ).

Surfaktanlar ve boyalarin sulu ¢ozeltilerdeki etkilesimleri boyama teknolojisi agisindan
onemlidir. Simoncic ve Span (1998) tarafindan yapilan ¢alismada anyonik azo boyalar
olan C.I. Acid Orange 7 (A07) ve C.L Acid Red 88 (ARSS) ile katyonik surfaktanlar
olan Dodesil prinidyum klorit (DPC) ve Setilprinidyum klorit (CPC) ve anyonik
surfaktan olan Sodyum dodesil siilfat (SDS) arasindaki etkilesimleri incelenmistir.
Surfaktan katyon-hassas membran elektrotu ile potantiyometrik teknikler kullanilmistir.

Surfaktan konsantrasyonunda olgiimler saf suda 25 °C’de yapilmistir. Deneysel
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Olctimler serbest ve bagl surfaktan katyon konsantrasyonu ile boya surfaktan kompleks
(K) formasyonu ve standart serbest entalpi degisimleri hesaplamalar1 ile ilgili opsiyon
saglamistir. Ayn1 deney kosullar1 altinda elde edilen sonuglara gére CPC ve A 07
arasinda kompleks olusumu, DPC ve AQ7 arasindakine gore yiiksek K degerleri ile
beraber daha diisiik surfaktan konsantrasyonlarinda gergeklesmistir. Sonuglara gore
daha ¢ok hidrofobik boya olan AR88’in kullanildigt DPC- ARS8 sisteminde ise boya
surfaktan etkilesimleri DPC- A07 sistemindekine gore daha kuvvetlidir. Elektrostatik
cekim etkilesimleri zit yiiklii boya ve surfaktanlar arasindaki kompleks olusumu igin
¢ok onemlidir. Calismada ayni yiikli olan AO7 ve SDS surfaktani arasinda herhangi bir
kompleks olusmadigini gostermistir. Buna gore itici elektrostatik etkilesimler ayni

yiiklii AO7 ve SDS ‘nin kompleks olusturmasini engellemistir (Simoncic ve Span 1998).

Simoncic ve Kert (2002) anyonik azo boya olan C.I. Acid Red 88 (AR&S) ile katyonik
surfaktan olan Dodesiltrimetil amonyum bromiir (DTAB) etkilesimleri DTAB ve iyonik
olmayan surfaktan Triton X-100 (TX100) karisiminda 25 °C’de DTAB katyon segici
elektrodu temelli potantiyometrik yontemle aragtirmistir. Bu amagla sivi soliisyondaki
mononiiklear kompleks formasyonu kullanilmistir. Farkli TX 100 konsantrasyonlarina
sahip sollisyonlardaki DTAB- AR88 kompleksi olusum i¢in bilesik sabitleri (K;)
belirlenmis ve ikili karisimlardan elde edilenlerle kiyaslanmistir. Ortamdaki TX 100
miselleri DTAB- ARS88 kompleksinin stabilizesini ve K; degerini diisiirmiistiir. K,
degerindeki distlis, soliisyondaki DTAB- TX 100 ile ARS88- TXI100 arasi
etkilesimlerden kaynaklanmistir. TX100 hidrofobik ve hidrofilik dengeyi bozmustur.
Ortama TX 100 eklenmedigi zaman hidrofobik karakterli anyonik boya olan ARS8
katyonik surfaktan olan DTAB ile gii¢lii baglar olusturdugu goriilmiistiir (Simoncic ve

Kert 2002).

Surfaktanlarin tayininde ¢ok ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Kolorimetrik yontemle
ozellikle karsit yiiklii boyalarla surfaktan tayininin yapilabilecegini gosteren bilimsel

kaynaklar vardir (Chirila vd. 2000).
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Wang ve Langly (1975) Methyl Orange adli boyay1 kullanarak katyonik bir surfaktan
olan Cetylmethyl benzyl ammonium chlorit’i spektrofotometrik olarak tayin etmislerdir.
Methyl Orange (MO) yonteminin temel prensibi asidik kosullarda kloroform
ekstraksiyonuyla su kloroform faz ayrimiyla, spektrofotometrik dl¢timleri ve boya ile
katyonik surfaktanin olusturdugu kompleksin olusumunu igermektedir. Calismada su
ornekleri pH’1 3 olan tampon ¢6zeltide 50 ml kloroform ve MO ile muamele edildikten
sonra ortama 0.10 ile 1.25 mg I konsantrasyonlar1 araliginda katyonik surfaktan
eklenmistir. Boya ve katyonik surfaktan kloroform ¢6zeltisinde reaksiyona girerek boya
surfaktan kompleksini olusturmustur. Kloroform sudan agir oldugu igin olusan
yogunluk farkindan dolay1 kloroform fazi su fazindan ayrilmistir. Kloroform
tabakasindaki MO kompleksinin olusturdugu sar1 151k yogunlugu spektrofotometrik
olarak ol¢iilebilmistir. Olusan kompleksin 300 ile 500 nm dalga boylarinda absorbans
egrisi olusturulmus ve olusturulan bu egride hem 50 hem de 100 mikrogram surfaktan
orneklerinin maksimum absorbansinin 415 nm’de gerceklestigi tespit edilmistir (Wang

ve Langly 1975).

Torralba vd. (2005) anyonik surfaktan olan sodyum dodesil siilfat (SDS)’1n surfaktan
konsantrasyonu temeline dayali olarak spektrofotometrik tayini yapmustir. Referans
yontemin temeli anyonik surfaktan SDS nin katyonik boya olan Metilen Blue (MB) nun
kloroform ekstraksiyonunda reaksiyona girmesine dayanmaktadir. Surfaktan
konsantrasyonu 0.2 ile 1.7 mg 1" arasindadir. Referans yontem kullanilarak yikama
suyu Orneklerinden elde edilen sonuglar farklilik gdstermemekle birlikte % 95°1lik
giivenilirlige sahiptir. Bu yontem ayni zamanda c¢evre dostu bir yolla sudaki surfaktan

miktarini belirlemeyi saglamistir (Torralba vd. 2005).

2.2.4 Surfaktanlarin boya gideriminde kullanimi

Son yillarda yapilan ¢alismalar, tekstil boyalarinin sivi ortamlardan uzaklagtirilmasinda
surfaktanlarin  kullanimi ile 1ilgili aragtirmalar yapilmistir. Surfaktanlar daha ¢ok
adsorban maddelerin modifiye edilmesi amag¢h kullanilmigtir (Chatterjee vd. 2009,

Ozdemir vd. 2009, Sudipta vd. 2009).
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Janos ve Smidova (2005) tarafindan yapilan ¢alismada basit boyalar olan Metilen Blue,
Malasit Yesili, Rodamin B ve Kristal Viyoletin farkli 6zellikteki surfaktan varliginda
Demir Humat adli sorbent kullanilarak sorbsiyonu arastirilmistir. Surfaktanlardan
iyonik olmayan Triton X 100 ve katyonik olan Cetiltrimetil amonium bromiiriin ¢ok az
etki gosterdigi saptanmistir. Buna karsin diisiik konsantrasyondaki anyonik surfaktan
olan Sodyum dodesil siilfat (SDS) katyonik olan boyalarin sorpsiyonunu artirmistir.
Surfaktan konsantrasyonu yiiksek oldugunda ise sorpsiyonda azalma gozlenmistir. Bu
durumun surfaktan misellerinin olusumu ve missellerin boyayr ¢dzmesinden
kaynaklandigr distinilmiistiir. Buradaki mekanizma pseudo-second-order kinetik
esitligi ile agiklanmistir. Boya sorpsiyon oraninin kontroliindeki ana mekanizma

difiizyon olarak tanimlanmistir (Janos ve Smidova 2005).

Yapilan diger bir ¢aligmada ise iyonik olmayan surfaktan triton TX-100 (TX-100) ve
anyonik surfaktan sodyum dodesil siilfat (SDS) emdirilmis Sitozan hidrojel (CS)
tanelerinin anyonik boya olan Congo Red’in sivi sistemden uzaklastirilmasindaki
performansi aragtirtlmistir. CS/TX-100 tanelerinin adsorbsiyon kapasitesi tiim TX-100 (
% 0.005- 0.1) konsantrasyonlarinda artmistir. CS/SDS tanelerinde ise SDS nin
konsantrasyonu % 0.01’in {lizerinde artmaya devam ettigi siirece tanelerin adsorbsiyon
kapasitesi dismiistiir. Kuru agirliktaki adsorpsiyon kapasitesi CS/TX 100 igin 318.47
mgg've CS/SDS igin 223.25 mgg 'olarak belirlenmistir. CS tanelerine iyonik olmayan
surfaktan emdirilmesi seklindeki modifikasyon anyonik boya adsorbsiyonunu artirici

etki gostermistir (Chatterjee vd. 2009).

Ozdemir vd. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada; surfaktanla modifiye edilmis zeolitin
gercek tekstil atik suyundan boya giderimini arastirmistir. Denemeler tam yatakli kolon
reaktoriinde, zeolitin ylizeyi katyonik surfaktan olan Hegzadesiltrimetil amonyum
bromiir (HTAB) ile modifiye edilerek yapilmistir. Boya gideriminde en iyi performans
1 g I HTAB konsantrasyonu ile modifiye edilmis zeolit ve HTAB akis hizi 0.0015 1
min"'oldugu zaman gergeklesmistir. Atik su boya yogunlugu, akis hizi ve yatak
yiiksekligi gibi faktorlerin etkisi de arastirilmistir. Atik su %25, %50 ve %75 gibi
oranlarda seyreltilerek atik su sertliginin etkisine de bakilmis. Dogal zeolit i¢in en

uygun modifikasyon kosullar1 disiik surfaktan konsantrasyonunda (1 gl™) ve 0.015
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Imin" akis hizinda belirlenmis olup, en yiiksek boya giderimi bu kosullarda
gozlenmistir. Katyonik surfaktan anyonik olan zeolitin ylizeyini sarmis ve anyonik

boyanin adsorpsiyonunu artirarak, boya gidermini olumlu yénde etkilemistir (Ozdemir

vd. 2009).

2.3 Atik Su

Endiistri  kuruluslarindan, imalathanelerden, atdlyelerden, tamirhanelerden, kiiciik
sanayi sitelerinden ve organize sanayi bolgelerinden kaynaklanan her tiirlii islem ve
yikama arti§1 sulari, proses sulari ile karistirllmadan ayr1 olarak islem goriip
uzaklastirilan kazan ve sogutma sulari endiistriyel atik su olarak tanimlanmaktadir

(Anonim, 2004).

2.4 Atik Su Aritim Yontemleri

Atik su aritimi, sularin gesitli kullanimlar sonucu atik su haline doniiserek yitirdikleri
kimyasal, fiziksel ve bakteriyolojik Ozelliklerinin bir kismini veya tamamini tekrar
kazandirabilmek ve/veya bosaldiklari alict ortamin dogal, fiziksel, kimyasal ve biyolojik
aritma islemlerinin biri veya bir kaci olarak tanimlanabilir. Atik su aritimu ile ilgili
bircok yontem gelistirilmistir (Slokar ve Marechal 1998, Forgacs vd. 2004). Genel
olarak atik su artimim fiziksel, kimyasal ve biyolojik aritim olmak {izere ii¢ gruba

ayrilir (Clark vd. 1971, Sundstorm 1979, Tezer 2002).

2.4.1 Fiziksel aritim yontemleri
Kirletici maddelerin fiziksel 6zelliklerine (maddenin boyutlari, vizkoszitesi ve 6zgiil
agirligl) baglh olarak uygulanan aritma yontemleridir. Fiziksel aritma yontemlerinden

bazilari;

* [zgaralar

¢ Kum tutucular

19



* Cokeltme tanklari

* Filtrasyon havuzlar1 (Kocaer ve Alkan 2002, Cing 2001)’dir.

2.4.2 Kimyasal aritma yontemleri

Kirletici maddelerin kimyasal o6zelliklerine bagli olarak, disaridan kimyasal madde

eklemek suretiyle yapilan aritma yontemleridir. Bu yontemler;

e Koagiilasyon ve Floklastirma (Robinson vd. 2001).
e lyon Degistiriciler
e Klorlama

e Ozonlama (Perkins vd. 1995)’dur.

2.4.3 Biyolojik aritma yontemleri

Biyolojik aritma yontemleri; atik sudaki ¢oziinmiis organik kirleticilerin biyokimyasal

reaksiyonlar sonucunda uzaklastirildig1 yontemlerdir. Bunlardan bazilari;

* Biyolojik filtreler

* Aktif camur ve modifikasyonlar1 (Basibiiyiik vd. 1998)

+ Stabilizasyon havuzlar1 ve modifikasyonlari.

* Anaerobik sistemler’dir (http://www.biotecharticles.com/Environmental-

Biotechnology-Article/Methods-of-Wastewater-Treatment-353.html, 2010).

Bu yontemde kirletici maddeler mikroorganizmalar tarafindan atik su ortamindan
uzaklastirilir. Atik sularin biyolojik aritiminda kullanilan baslica mikroorganizmalar;

bakteriler, mantarlar ve alglerdir (D6nmez 2002, Sadettin ve Dénmez 2007).

Biyolojik aritim ydntemleri tekstil endiistrisi i¢in Onerilen fiziksel ve kimyasal aritim
yontemlerine gore daha az camur iiretmesi, maliyetinin diisiik olmasi1 veya alic1 ortamlar

icin daha az zararli yan {irlinlerin olugmasi gibi avantajlarindan dolayi tekstil endiistrisi
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atik sularmin aritimi i¢in en uygun ¢6ziim olarak kabul edilmistir (Kocaer ve Alkan

2002).

Son yillarda en ¢ok arastirilan konular arasinda tekstil atik sularindaki en 6nemli kirlilik
kaynag1 olan boyalarin mikrobiyal hiicreler iizerinde adsorpsiyonu yer almaktadir. Bu
amacla bakteri, maya, fungus ve alg gibi degisik tipte organizmalar boyalarin sulu

ortamlardan giderimi i¢in kullanilmaktadirlar (Ozmihg1 ve Kargi 2004).

Son yillarda gelistirilen biyolojik yontemlerde yer alan mekanizmalar;

biyodegredasyon, biyobirirkim ve biyosorpsiyon’dur.

2.4.3.1 Biyodegredasyon

Biyolojik araglarla kimyasal bilesiklerin pargalanmasina biyodegredasyon denir. Bu
islevin tam olarak yapilmasina ise minerilizasyon denir. Ornegin organik bir molekiiliin
su, karbondioksit ve ya diger inorganik bilesenlerine kadar parcalanmasi. Belli bir grup
mantarda boya giderimi esnasinda biyodegredasyon yapabilmektedir. Boya
degredasyonu ve minerilizasyonu beyaz kok mantarlar1 tarafindan basarili bir sekilde

yapilmaktadir (Kaushik ve Malik 2009).

2.4.3.2 Biyosorpsiyon

Organik kirleticilerin ve boya veya agir metal gibi inorganik kirleticilerin biyolojik
materyal kullanilarak sivi ortamdan uzaklastirilmasina biyosorpsiyon denir. Biyolojik
materyal olarak bakteri, mantar ya da alglerden elde edilen 6lii yada canli mikrobiyal
biyokiitle kullanilmaktadir (Aksu ve Karabayir 2008).

2.4.3.3 Biyobirikim

Biyobirirkim mikroorganizmalarin kirleticileri hiicre yapisina alarak biriktirme

yeteneginden yararlanilmasi temeline dayanan bir yontemdir. Genellikle aritim yapay

besin ortamlarinda gergeklesir. Boylelikle boya iceren atik sularda iireyebilen
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mikroorganizmalarin {ireme verimi arttirilir, dolayisiyla biinyelerinde birirktirdikleri

kirletici derisimi artar (Donmez 2002).

Atik ve cevre biyoteknolojisinin en Onemli amaglarindan birisi atiklarin igerigini
doganin parcalayabilecegi diizeye indirgemektir. Normalde dogada mikroorganizmalar
belirli bir hizda organik molekiilleri yikar. Biyolojik aritim yontemleri de dogadaki
ariim modellerinin modifiye seklidir. Biyoteknoloji c¢alismalarinda bu modeller

erlenlerle, havuzlarla, fermentdrlerle uygulanarak en uygun aritim kosullar belirlenir.

2.5 Tekstil Atik Suyundan Boya Gideriminde Funguslarin Kullanimi

Tekstil atik suyundan boyalarin gideriminde funguslarin kullanim ile ilgili pek ¢ok
caligma bulunmaktadir. Boya gideriminde kullanilan funguslar arasinda Phanerochaete
chrysosporium (Cripps vd. 1990, Ollikka vd. 1993, Fu ve Viraraghavan 2001), Trametes
versicolor (Heinfling vd. 1997, Swamy ve Ramsay 1999, Demir vd. 2004), Coriolus
versicolor (Knapp ve Newby 1999, Kapdan vd. 2000, Asgher vd. 2008), Rhizopus
arrhizus (Aksu ve Tezer 2000, Aksu vd. 2010), Aspergillus niger (Fu ve Viraraghavan
2002, Ali vd. 2008, Taskin ve Erdal 2010), Aspergillus versicolor (Tastan vd. 2010) gibi

tiirleri sayabiliriz.

Yapilan calismalarda funguslarin boya gideriminde 6zellikle ligninolitik enzimlerin rol
aldigr vurgulanmistir. Tekstil endiistrisinde boyalarin renk gideriminde yer alan ii¢
fonksiyonel enzimin Lignin peroksidaz (LiP), Mangan peroksidaz (MnP) ve H,O, bagh
peroksidazlar oldugu belirtilmistir. Lakkaz’da belirli tiirler tarafindan salgilanan diger
bir fonksiyonel enzimdir (Beilen ve Li 2002). Candida oleophila (Lucas vd. 2006) ve
Candida tropicalis (Donmez 2002, Aksu ve Donmez 2005) tiirleri boya giderimi yaptigi

bilinen mayalar arasindadir.

Cripps vd. (1990) P.chryososporium fungusunun azo ve heterosiklik boya Orange II,
Tropaeolin O, Congo Red, Azure B boyalarini biyolojik olarak yiktigin1 gostermistir.
Bu calismada boya giderimi oraninin boya kompleksligi, azot varlig1 ve kiiltiirdeki

ligninolitik  aktiviteye baglhi  olarak  degistigi  belirtilmistir.  Diisiik  azot
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konsantrasyonunda boyanin %90°’1 yiiksek azot konsantrasyonunda ise boyanin %63-
93’1 giderilmistir. Genellikle azot smirlamasinin saglanmasi, ligninolitik aktiviteyi
arttirmigtir.  Lignin peroksidaz ve Mn bagimli peroksidaz aktivitesi arttirilmasi

sonucunda renk gideriminin arttig1 gézlenmistir (Cripps vd. 1990).

Beyaz ciiriik¢iil fungus olan T. versicolor kiiltiir filtratinin Orange II boyasinin renk
giderimi lizerindeki etkisi arastirilmistir. Renk giderim hizi ve genisliginin fungus tam
kiiltiir siiziintiisiiniin yasina (lireme sathasina) bagli olarak degistigi saptanmistir. 12
giin dretilmis F. trogii, Pleurotus sajor-caju ve P. chrysosporium ME446 kiiltiir
filtratlarinin da renk giderim yetenekleri arastirilmistir. P. chrysosporium ME446
kiiltiirii kullanilan 4 boyanin hig¢birinin rengini giderememistir. Enzim inhibitorii olan
siyanid ve azid, kiiltiir filtratinin boyarmadde giderim yetenegini inhibe etmistir. Kiiltiir
fitratinin 151 ile muamelesi de renk giderim aktivitesini sonlandirmistir. Bu ¢aligmada
elde edilen renk giderim aktivitesi mangan bagimsiz bir aktivitedir. Sonuglar Orange
II’nin renginin gideriminde hem H,O, bagimli ve hem de H,O; bagimsiz enzimlerin rol
oynayabilecegini gostermistir. Ayrica bu ¢alismada kiiltiir siiziintiisiiniin yas1 ile boya

giderim aktivitesinin iliskisi oldugu ortaya ¢ikmustir (Yesilada ve Ozcan 1998).

Cok genis tiirlere sahip olan beyaz kok funguslar1 kimyasal endiistri atiklarindaki diazo
bagli kromofor igeren boya giderimini basarili bir sekilde gerceklestirmektedir.
Kimyasal endiistri atig1 olan ve kromofora sahip olan stilbene sulfonik asit giderimi 390
nm dalga boyunda pH 7 de takip edilmistir. Calismada 5 farkli tiir olan P.
chrysosporium 586, C. versicolor D, Piptoporus betulinus, Pleurotus ostreatus ve C.
versicolor M kiiltiirleri denenmis ve %70-80 boya giderimi tespit edilmistir. Bu tiirler
icinde en basarilisinin C. versicolor tiirii oldugu goriilmiistiir. Bes tiirde nitrojen sinirl
besi yerinde atik suyun %5 ile %40 arasinda renk giderimini gerceklestirmistir. Bu
calisma kimyasal endiistri atiklarinin biyolojik aritiminda kullanilabilecek potansiyele

sahip 5 farkli beyaz kok funguslarini géstermistir (Knapp ve Newby 1999).

Abadulla vd. (2000) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada Trametes hirsuta tiirii ve bu
organizmadan saflastirilan Lakkaz enziminin aliiminyum iizerine sabitlestirildigi bir

membran reaktdr sistemi kullanarak triarylmethane, indigoid, azo ve anthraqinonic
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boyarlarinin renk giderimini ve boyalarin toksisitelerinin azaltilmasi aragtirilmistir.
Lakkazin aliiminyum {izerine sabitlestirilmesi ile enzimin termal stabilitesinin ve
halojenler bakir selatorler ve boya eklenmesi gibi bazi enzim inhibitorlerine karsi
toleransinin arttirilmasi amacglanmistir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda anthraqinonic ve
indigo carmine (Acid Blue 7)’nin azo boyalardan 2 kat daha hizli pargalandig
gbzlenmistir. Ve anthraqinonic boyalarin biyoreaktdr sisteminde %80 oraninda

toksisitesinin azaldig saptanmistir (Abadulla vd. 2000).

Tekstil boyalari olan Dimaren Blue X3LR ve Remazol Brillant Blue R’nin renk
giderimi igin iki farkli beyaz c¢iirlik¢iil fungus tiirii kullanmustir. P. crysosporium ME
446 tiirii tim calisma asamalarinda inkiibasyon periyotlari boyunca belirgin bir renk
giderimi saglayamamistir. F. trogii tiiri Dimaren Blue X3LR ig¢in 50 mgl”
konsantrasyondaki boyay1 4 saate %92 oraninda, 100 mgl” konsantrasyondaki boyay1 8
saate %92 oraninda ve 200 mg/L konsantrasyondaki boyayi 10 saate %98 oraninda
giderimistir. F. trogii tiirii Remazol Brillant Blue R i¢in ise 50 mg I"' konsantrasyondaki
boyay1 8 saate %87 oraninda, 100 mgl”' konsantrasyondaki boyayr 12 saate %92
orannda ve 200 mgl' konsantrasyondaki boyayr 16 saate %96 oraninda

renksizlestirdigi rapor edilmistir (Ozsoy ve Unyayar 2001).

Minussi vd. (2001), 4 adet ¢iiriikk¢iil fungusun (T. versicolor, Trametes villosa, P.
chrysosporium ve Lentinus edodes) kati besiyerinde hazirlanan kiiltiirlerini tekstil
endiistrisinde yaygin olarak kullanilan reaktif boyalarin (Reactive Blue 19, Reactive
Red 195, Reactive Yellow 145 ve Reactive Black 5) renk gideriminde kullanilmislardir.
Yapilan calismalar sonucunda tiim boyarmaddelerin renginin giderildigi gozlenirken en
hizli renk giderimi L. edodes tiirii tarafindan gergeklestirildigi belirlenmistir. Bu tiir 7

giin i¢inde tiim boyalarin renklerini tamamen gidermistir.

Shin vd. (2002), Hint keneviri iizerine sabitlestirdikleri T. versicolor ATCC 20869
susunun renk giderim aktivitesini arastirmislardir. 4 haftalik inkiibasyon siiresi sonunda,
sabitlestirilmis fungusun Amaranth boyasmm (50 mgl™) rengini glikoz eklemesi
yapilmaksizin 5 mgl'h" oraninda giderdigi belirlenmistir. 1 gl”'glikoz eklemesi

yapildiginda boyanin ¢ok daha hizli (8 mgl'h™) pargalandigi gozlenmistir. Bu ¢alisma
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sonucunda renk giderimi siklusunun sayisi arttik¢a giderim veriminin azaldigi

anlagilmustir.

Mohorcic vd. (2004), kiiltiire edilmis funguslarca (Bjerkandera adusta, Irpex lacteus ve
Hypoxylon fragiforme) Reactive Black 5 sentetik tekstil boyasinin renginin giderimini
calismislardir. Bu ¢alismada fungal aktivite besiyerinin renginin degisimine bagli olarak
degerlendirilmistir. B. adusta tiirii igeren siv1 kiiltiirlerde 10 giinden daha kisa bir siirede
besi yerinin renginin siyah-mavi’den sar1 renge doniistiigii gozlenmistir. Bu fungus
misellerle sabitlestirilmis SL’lik bir karistirmali tank biyoreaktdriinde kiiltiire edilmek
icin se¢ilmistir. Bu reaktorde 0.2 gl baslangic konsantrasyonunda boyarmaddenin
rengi 20 giinde giderilmistir. 3 farkli dalga boyundaki (436, 525 ve 620 nm) spektral
absorpsiyon katsayilar1 g6z oniinde bulunduruldugunda final sivisinin rengi hemen
hemen ekolojik olarak kabul edilebilir bir seviyededir. Oksidatif enzimler (Lakkaz,
Lignin peroksidaz, Mn (mangan) bagimli ve Mn-bagimsiz peroksidaz)’in aktivitelerinin
Olgtimleri, B. adusta tiirii tarafindan Reactive Black 5 diazo boyasinin renginin
gideriminden Lignin peroksidaz ve Mn-bagimli peroksidaz’in sorumlu oldugunu

gostermistir.

Machado vd. (2005), Remazol Brilliant Blue R (RBBR) tekstil boyasii tropikal
ekosistemden izole edilmis 125 basidiomycete fungusunda ligninolitik aktiviteyi
degerlendirmek amaciyla substrat olarak kullanmislardir. Se¢ilmis bu funguslar kati
besiyerinde gelistirildiginde ekstraselliilar renk giderim aktivitesi gdstermislerdir.
Ayrica organoklorinlerle kontamine olmus toprakta da renk giderim aktivitesi
incelenmistir. 106 fungus malt extract agarda (MEA, %?2) gelismesi sirasinda RBBR
boyasimnin rengini gidermistir. Bu 106 fungusun 96’s1 referans olarak kullanilan
P.chrysosporium tiirtinden daha giiglii misel gelisimi ve renk giderim aktivitesi
gostermistir. Seker kamisi posasi (B6S) iceren kat1 besiyerinde gelistirilen 35 fungusun
ekstraselliilar ekstralarinin renk giderimi ve peroksidaz aktivitesi arastirilmistir. Bu
funguslarin tiimii peroksidaz aktivitesi gostermistir, fakat bunlarin 5’1 RBBR boyasinin
rengini giderememistir. Ligninolitik enzimlerin farkli sekilleri 12 fungus ekstraktinda
belirlenmistir. Mn-bagimli peroksidaz (MnP) Peniophora cinerea, Psilocybe castanella,
Trametes villosa tiiriine ait 3 sus, T. versicolor, Melanoporia nigra ve Trichoptum

byssogenum tiirleri tarafindan tiretilmektedir. 12 fungusun tiimiiniin Lakkaz aktivitesine
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sahip oldugu belirlenmistir. Trogia buccinalis tiirii en yiiksek renk giderimi aktivitesi
gosteritken MnP {liretmemektedir. MnP iiretmeksizin  RBBR’nin renk giderimi
Lentinum’un 3 susunda da gozlenmistir. Peroksidaz ve Lakkaz’in yiiksek seviyeleri ile
RBBR’nin renginin giderimi arasinda bir baglanti saptanamamustir. Ekstraseliiller
eksratlarca RBBRnin renginin giderimi P.castanella, L.crinitus, P.cinerea ve T.villosa
tiirliniin 2 susunun pentaklorofenol ve teksaklorobenzenle kontamine olmus topraklarda
gelisimleri boyunca da belirlenmistir. Bu funguslar organoklorin bilesiklerin varliginda
gelistirildiklerinde steril topraklara oranla daha yiiksek renk giderimi gostermislerdir

(Machado vd. 2005).

T. versicolor tiirtinden saflastirilmis Mangan peroksidaz (MnP) Mn bagimmli
reaksiyonlarla azo boyalar olan Amarant, Reaktif Black 5 ve Cibacron Brillant Yellow
gibi boyalarin giderimini gerceklestirebilirken, anthraguonin boya olan Remazol
Brillant Blue R (RBBR) giderimini gerceklestirememistir. Buna karsilik saflastirilmis
Lakkaz RBBR giderimini azo boyarlara gore ¢ok daha hizli gerceklestirmektedir.
Amarant ve RB5 azo baglanyla iligkili orto pozisyonunda hidroksil grup ve meta
pozisyonunda siilfonat grup icerdigi icin MnP peroksidaz tarafindan hizlica

parcalanmistir (Champagne ve Ramsay 2005).

Tunus’un kuzeybatisindaki ¢iliriimiis akasya agaglarindan izole edilen T. trogii B6J
susunun kat1 besi yerinde tekstil boyalarinin renklerini giderdigi belirlenmistir. Renk
giderimi, besiyerine Cu' eklendiginde daha hizli olmasina ragmen Cu'” varliginda ve
yoklugunda da gerceklesmistir. Fungus Neolane Blue, Neolane Yellow, Neolane Pink
ve Bezaktiv S-BF Turqoise boyarlarinin renklerini yiiksek degerlerde giderirken
Basacryl Yellow ve Maxilon Blue igeren plaklarda Cu™ varliginda bile fungusun
gelisimi ve renk giderimi kabiliyetinin yavasladigi gézlenmistir. Benzer sonuglar bu
fungustan saflastirilan Lakkaz enzimi ile yapilan ¢aligmada da elde edilmistir (Mechichi

vd. 2006).

Uc beyaz kok fungusu olan Pleurotus ostreatus (P. ostreatus), C. versicolor ve F.
trogii tiirlerinin Remazol Brillant Blue Royal (RBBR) ve Dimeran Blue CL-BR (DB)
boyalarinin gidermi lizerine calisilmistir. Boya giderim deneyleri 48 saatlik statik

kosullarda 30°C’de ve pH 5’de yapilmistir. Calismada pH degeri, kuru agirlik, boya
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konsantrasyonu, Lakkaz aktivitesi ve protein icerigi analiz edilmistir. Lakkaz her iki
boyanin gideriminden sorumlu olan enzimdir. En yiiksek ve en diisiik boya giderimi F.
trogii ve P. ostreatus tiirleri tarafindan ger¢eklesmistir. Tiim boya konsantrasyonlari P.
ostreatus tiiriiniin bitytimesinde toksik etki yapmustir, sadece 60 mgl™ DB C. versicolor
icin toksik etki gostermistir. En yiiksek ve en diisiik Lakkaz aktivitesi F. trogii ve P.
Ostreatus tiirlerinde belirlenmistir. SDS-PAGE deneyleri sonucunda DB ve RBBR’nin

gideriminden sorumlu enzimin Lakkaz oldugu tespit edilmistir (Erkut vd. 2007).

2.5.1 Aspergillus cinsine ait tiirlerin boya giderminde kullanim

Aspergillus, diinyanin her yerine yayilmis yaklagik 200 fungus tiiriinden olusmus bir
cinstir. Yuvarlak hiicrelerden olusmus mayalardan farkli olarak, Aspergillus tiirleri hif

olarak adlandirilan hiicre zincirlerinden olusan ipliksi fungus tiirleridir.

Izole edilen Aspergillus foetidus fungusu Dimeran adi verilen azo reaktif boyalarmi
iceren besiyerini basarili bir sekilde renksizlestirmistir. 48 saatte biiyliyen kiltiir %95
boya giderimi yapmustir. Yapilan ¢alismada renksizlestirme islemi fungusun
eksponansiyel biiyiime fazinda glikoz gerekliliginde gergeklesmektedir. Fungus karisik
boya igeren besiyerinde 72 saatlik biiylime silireci sonunda besi yerini
renksizlestirmistir. Boya konsantrasyonu arttikga boya giderim ylizdesi diismiistiir.
Fungus 5 mg I"' krom ve %1 Sodyum klorit igeren besi yerinde hem gelisme gostermis
hem de boya giderimini gerceklestirmistir. Nigsasta besiyerinde gelisimi ve boya giderim
islemini saglayan ucuz ve alternatif karbon kaynagi olarak kullanilmistir (Sumathi ve

Manju 2000).

Aspergillus ochraceus NCIM-1146 kiiltiriiniin tekstil boyasit olan Reaktif Blue -25
boyasinin giderimi iizerine arastirma yapilmistir. Spektrofotometrik ve gozlemsel
denemeler gostermistir ki renk giderimi fungal adsorpsiyonu takip eden biyopar¢alanma
sonucu olusmaktadir. 7 saat boyunca ¢alkalamali ortamda gergeklestirilen fungus 100
mgl'l Reaktif Blue -25’1 20 saat sonunda giderimini gergeklestirmistir. Besiyerine
glikoz eklendiginde daha hizli adsorpsiyon ve 7 gilin sonunda renk giderimi tespit

edilmistir (Parshetti vd. 2007) .
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Aspergillus niger tirii tarafindan tekstil boyasi olan Direk Viyolenin giderimi
arastirtlmistir. pH 2, 3, 8 ve 9 da %92.4, %64.0, %91.4 ve %62.3 seklinde en yliksek
boya giderimi gozlemlenmistir. Deneylerin sonunda sentetik boya COD degerini %76-
91 diisiirmiistiir. Biyosorpsiyon oranlar1 ve boya giderimi pseude 1. ve 2. Sirali kinetik

modelle degerlendirilmistir (EI-Rahim vd. 2009).

Fu ve Viraraghavan (2002) tarafindan yapilan arastirmada 6li A. niger kiiltiiriiniin
biyosorpsiyon mekanizmasi ile anyonik direk boya olan Congo Red’in atik sudan
uzaklastirmas1 iizerine ¢alismistir. NaHCO; ile muamele edilmis biyokiitlenin
biyosorpsiyonunda pH, kinetik ve izoterm c¢aligsmalar1 yapmislardir. Biyosorpsiyonun en
iyi gerceklestigi pH degeri pH 6 olarak belirlenmistir. A. niger biyokiitlesiyle Congo
Red biyosorpsiyonunda Langmuir, Freundlich ve BET modellerinin uygun olmadigi ve
Radke Prausnitz modelinin uygun oldugu goriilmiistiir. Fungal biyokiitle 14.16 mgg™

boya giderim kapasitesi gostermistir.

Karboksi metil seliilaz {izerine immobilize edilmis gelismekte olan Aspergillus
fumigatus tiiriiniin Reaktive Brilliant Blue KN-R boyasi gideriminde baslangi¢ boya
konsantrasyonunun etkisi arastirtlmistir. Bu ¢alismada boya giderimindeki dominant
mekanizma biyobirikim olarak kabul edilmistir. Spektrofotometrik degerlendirmeler ve
3 set halinde yapilan deneyler sonucunda gelismekte olan immobilize A. fumigatus
fungusu boya giderimi metabolizma bagimli biyobirikim ve metabolizma bagimsiz
biyosorpsiyon mekanizmalari tarafindan gergeklestirmektedir. Biyosorpsiyonda miseller
arasina  hapsolan  boyanin  immobilize  matrikse  adsorpsiyonu  seklinde
gerceklesmektedir. TEM sekilleri boyanin misellerin hiicre i¢i yapisinda toksik etki
yaptigin1 gostermistir. Arastirma bulgularina gére A. fumigatus fungusunun Reaktive
Brilliant Blue KN-R boyasma 114.7 mgl' nin altindaki baslangic boya
konsantrasyonlarinda toleranst vardir. Baslangic boya konsantrasyonu arttik¢a
mikrobiyal gelisme olumsuz etkileniyor ancak boya giderim kapasitesi ¢ok etkilenmiyor
ve maksimum giderim kapasitesi 374.4 mgl™ baslangi¢ boya konsantrasyonunda 190.5

+2.0 mgg"' olarak hesaplanmistir (Wang ve Yong-You 2008).

Melasli ortamda gelistirilen A. versicolor fungusunun Reaktive Remazol Blue boyasi ve

agir metal giderimi arastirllmistir. Melasli besiyerinde pH 5 ve pH 6 da fungus
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tarafindan boya giderimi farkli boya konsantrasyonlarinda denenmis ve
boyakonsantrasyonu artikca boyarmadde gideriminin azaldigi tespit edilmistir. A.
versicolor fungusunun 7 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda pH 5°te 31.7 mgl” ve pH
6’da 25.4 mgl' Remazol Blue boyasi olan ortamda % 100 boya giderimini
gergeklestirdigi saptanmistir (Tastan vd. 2010).

Sekil 2.6 Aspergillus versicolor

(http://americasbestairandwater.com/12955.html?*session*id*key*=*session*id*val*, 2010)
2.5.2 Rhizopus cinsine ait tiirlerin boya gideriminde kullanim

Filamentli bir fungus cinsi olan Rhizopus sporlarla iirer ve hizli bir sekilde gelisme
Ozelligine sahiptir. Dogada yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Rhizopus cinsine ait
tiirlerin boya giderimi ile ilgili calismalar literatiirde mevcut bulunmaktadir. Yapilmis

calismalarda daha ¢ok 6lii mikroorganizma biyokiitlesi kullanilmistir.

Bir zygomycete olan Rhizopus oryzae tiiriiniin tekstil atik sularindaki boyalarin rengini
giderdikleri ve kimyasal beyazlastiricilar gibi toksik bilesikleri pargaladiklari
saptanmistir. Bu funguslarin optimal sicakhigi (25-45 °C) ve pH (3-5) ayarlanmug 1 g I
'glikoz igeren besiyerinde 24 saat igerisinde rengin %92-95’i, kimyasal oksijen
ithtiyacinin %50’si, adsorblanabilir organik halojenlerin %72’si ve konsantre edilebilir
halojenlerin  %37’sini giderdigi gozlenmistir. Calismada patates dekstroz broth

besiyerinde gelismekte olan R. oryzae tiiriinlin siipernetant ve biyokiitlede boya

29



gideriminde rol alan ligninolitik enzimler olan lignin peroksidaz (LiP), mangan
peroksidaz (MnP) ve Lakkaz enzimlerinin aktivitesi arastirilmistir. Enzim caligmalari
gostermistir ki her ii¢ enzim aktivitesinin de kiiltiir slipernetantinda bulunmadigi
saptanmistir. Buna karsilik biyokiitlede 7. giinde maksimum MnP aktivitesi (0.08 +
0.005 Ug™" misel) ve 6. giinde en yiiksek Lakkaz aktivitesi (0.30 + 0.02 Ug" misel)
tespit edilmistir. Her iki enzimde boya gideriminde 6nemli rol oynamaktadir. R.
oryzae’nin boya gideriminde bu enzimlerin etkili oldugu gosterilmistir

(Nagarathnamma ve Bajpai 1999).

Firinda kurutulmus R. arrhizus biyokiitlesi tarafindan yaygin olarak kullanilan 3 reaktif
boyanin pH, baslangi¢c boya ve metal iyon konsantrasyonunun biyosorpsiyonuna etkisi
aragtirllmistir. Biyokiitle asidik ortamda pozitif yiiklenmekte ve boya da anyonik
yapidadir, dolayisiyla pH 2 de en yiiksek boya alimi1 gergeklesmistir. Reactive Orange
16 boyasi fungus tarafindan 200 mgg™ olarak maksimum adsorpsiyonla alinmustir.
Ortamda yiiksek konsantrasyonda Kadmiyum bulunmasi biyokiitlenin adsorbsiyon
kapasitesini belirgin olarak etkilememektedir. Tim boyalar i¢in %100 giderim

gerceklesmistir (O’Mahony vd. 2002).

Filamentli fungus olan kurutulmus R. arrhizus fungusu tarafindan metal kompleks boya
olan Yellow RL’nin biyosorpsiyonuna baslangic soliisyonu pH smin, boya
konsantrasyonunun ve Sodyum klorit tuzu konsantrasyonunun etkisi arastirilmistir.
Tuzun varliginda ve yoklugunda fungusun maksimum boya giderimi pH 2 de
gergeklesmistir. Boya konsantrasyonu 1000 mgl” ve tuz konsantrasyonu ise 50 mgl” ye
kadar cikartildiginda boya gideriminde artis gdriilmiistir. Fungusun 100 mgl” kuru
biyokiitlesi tuzun bulunmadigi ortamda 85.4 mgg” boya giderimini gergeklestirmistir.
Biyosorpsiyon ortamina tuz eklendiginde ise bu deger 60.8 mgg' olmakta ve
biyosorpsiyon kapasitesi %28.8 azalmaktadir. Redlich-Peterson ve Langmuir—
Freundlich modelleri biyosorpsiyon esitligi verilerini agiklamak i¢in uygun bulunmustur

(Aksu ve Balibek 2010).

Aksu vd. (2010) tarafindan Sodyum dodesil sulfat (SDS) anyonik surfaktanin R.

arrhizus tarafindan Metilen Blue boyasinin biyosorpsiyonuna etkisi arastirilmuistir.
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Fungus surfaktan bulunmayan ortamda pH 10’da maksimum boya giderimi
gerceklestirirken ortama SDS eklenmesi pH degerinde degisiklige neden olmamustir.
Arastirma sonuglarina gore SDS fungus tarafindan boya giderimini olumlu ydnde
etkilemis ve 1mM SDS varliginda boya giderimi surfaktan yoklugunda gergeklesen

boya gideriminin 4.5 kat daha fazlast oldugu saptanmustir.

Sekil 2.7 Rhizopus oryzae (Rhizopus arrhizus)
(www.mycology.adelaide.edu.av/.../Rhizopus/)

2.5.3 Candida cinsine ait tiirlerin boya gideriminde kullanim

Candida cinsine ait 200 civarinda tiir bulunmaktadir. Bu tiirlerin ¢ogu insanda hastalik

etmenidir. Melasli besiyerinde krem kivaminda beyaz renkli yap1 olusturur.

Donmez (2002), tarafindan Reaktif tekstil boyalarinin (Remazol Blue, Reactive Black,
Reactive Red) biyobirikimi, baslangic pH’1 ve boya konsantrasyonu degistirilerek,
Melasli besiyerinde biiyiitiilen Candida tropicalis mayasi ile incelenmistir. Denenen
tiim boyalar i¢in optimum pH degeri pH 3 olarak tespit edilmistir. Bunun yani sira
biyobirikim miktar1 azalan boya konsantrasyonlariyla artmistir. Yiksek boya
konsantrasyonlarinin ise mayanin biiylimesini inhibe ederek inkiibasyon siiresinin

uzamasina neden oldugu belirlenmistir (Dénmez 2002).
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Remazol Blue ve Remazol Black 5 reaktif boyalariin renklerinin giderimi C. tropicalis
kullanilarak arastirilmistir. Aksu ve Donmez (2005), adl1 arastirmacilar tarafindan sivi
besi yerinde siirdiiriilen bu ¢aligmada karbon kaynag1 olarak melas kullanilmistir. Sabit
bir melas konsantrasyonunda, boya konsantrasyonu 1000 mgl"’e kadar arttinldiginda
mayanin her iki boyaninda rengini giderebilmesine ragmen 300-1000 mgl" arasinda test
edilen tiim boya konsantrasyonlarinin mayanin gelisimini inhibe ettigi sonucuna
varilmigtir. Her iki boya i¢in; sabit bir boya konsantrasyonunda melas konsantrasyonu
15 gl'""a arttinldiginda renk giderimi veriminin arttigi gozlenmistir. 10 gl melas ve
1000 mgl™ boya konsantrasyonu igeren besiyerinde her iki boyanin maksimum oranda

renklerinin giderildigi saptanmistir (Aksu ve Donmez 2005).

Azo boyalarin mayalar tarafindan biyodegredasyonu {iizerine yapilan bir arastirmada
Candida oleophila tiiriiniin fenolik madde 6ziimlemesi esnasinda ticari tekstil azo boya
olan Remazol Black 5’1 igeren agarli petrilerin etkin bir sekilde rengini giderdigi
saptanmustir. Aerobik C. oleophila kiiltirii 200 mgl”' boyanm tiimiiniin giderimini
yapmistir ki bu basar1 bu maya i¢in daha 6nce hicbir kaynakta rapor edilmemistir. Bu
performans 24 saatlik inkiibasyonda 26 °C’de 5 gl glikoz varhiginda elde edilmistir.
Calisma bulgularina gore boya giderimi eksponansiyel biiyiime fazinda gerceklesmekte
ve kiiltiir ortaminda Lakkaz veya Mangan bagimli peroksidaz aktivitesi ile ilgili
deneyler yapilmis ve bu enzimlerin bulunmadigr belirlenmistir. Boya giderim
mekanizmasi tam olarak anlasilmamakla beraber azo baglar1 parcalayan azo rediiktaz

benzeri bir aktiviteden kaynaklandigi diistiniilmiistiir (Lucas vd. 2006).

Yang vd. (2003) Debaryomyces polymorphus ve C. tropicalis isimli iki maya ve
Umbelopsis isabellina ve Penicillium geastrivorus isimli iki filamentli fungus tiirii ile
yaptiklar arastirmada tim bu maya ve funguslarin 16- 48 saatte 100 mgl”' Reaktif
Black 5 (RB 5) boyasmin tamamen giderdigini gostermistir. D. polymorphus, C.
tropicalis ve U. isabellina kiiltiirlerinin siipernetantlarmda 60 — 424 Ul"' Mangan
bagimli peroksidaz (MnP) varligi tespit edilmis ve bu enzimle boya degredasyonu
oldugu belirlenmistir. P. geastrivorus kiiltiir ortaminda herhangi bir ligninolitik enzim
bulunmadigi, boya gideriminin misellerin biyosorpsiyonu ile gergeklestigi
belirlenmistir. Bes azo boya ve bir anthraqinonic boyanin giderimi D. polymorphus tiirii

tarafindan %69-94 ve C. tropicalis tiirii tarafindan %30-97 gerceklesmistir. Reactive
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Brilliant Blue KNR ve Reactive Yellow M-3R disinda 4 azo boya olan Reactive Red M-
3BE, Procion Scharlach H-E3G, Procion Marine H-EXL ve Reactive Brilliant Red K-
2BP varligi D. polymorphus tiirii tarafindan MnP (105-587 UI™") iiretimini arttirmustir.
Diger taraftan sadece Reaktive Red M-3BE ve Reactive Brilliant Red K-2BP iceren
ortamda C. tropicalis kiiltiirlerinde MnP aktivitesi (198-329 U I™") oldugu tespit

edilmistir.

Sekil 2.8 Candida tropicalis
(http://www.pf.chiba-u.ac.jp/gallery/fungi/c/Candida_tropicalis_colony.htm)

Boya giderimi ile ilgili yapilan kaynakga taramasi sonucuna gore;

e Surfaktanlarin tek basina boya giderimi yaptigini,

e A. versicolor ve R. arrhizus funguslarinin ve C. tropicalis mayasmin boya

giderimini basaril1 bir sekilde gerceklestirdigini,

e A. versicolor, R. arrhizus ve C. tropicalis tiirlerinin hem besiyerinde gelismekte
iken hem de fretilmis biyokiitlelerinin biyosorpsiyon mekanizmasi ile boya

giderimi yaptigini,

gosteren kaynaklar bulunmaktadir.
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e Surfaktanli ortamda kurutulmus R. arrhizus fungusunun sadece biyosorpsiyon
mekanizmasi ile katyonik boya giderimi de arastirilmistir. Aksu vd. (2010)
tarafindan yapilan ¢alismada katyonik boya olan Methylene Blue’nun 6lii fungus
tarafindan biyosorpsiyonuna anyonik surfaktan olan Sodium Dodesil stilfat
(SDS) etkisi incelenmistir. Arastirma sonuglarina gére SDS fungus tarafindan
katyonik boya giderimini arttirmustir. Olii fungusun anyonik surfaktan bulunan
ortamda katyonik boya gideriminde kullanildigin1 goésteren sadece bir tane

kaynak bulunmaktadir.

e Ancak surfaktan bulunan ortamda canli funguslarin boya giderimini aragtiran

calisma ise literatlirde bulunmamaktadir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Mikroorganizma

Tez calismasinda Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji

Arastirma Laboratuar kiiltlir koleksiyonunda bulunan Aspergillus versicolor, Rhizopus

arrhizus ve Candida tropicalis saf kiiltiirleri kullanilmustir.

3.1.2 Boya soliisyonu hazirlanmasi

Remazol Blue stok soliisyonu, Aytemizler Tekstil Fabrikasi’ndan (Ankara) toz halde
alman boyanin, %2 (w/v) konsantrasyonunda distile suda ¢dziilmesiyle hazirlanmistir.
Bu stok soliisyondan istenilen miktarlar Melash besiyerine eklenerek deney diizenekleri

hazirlanmustir.

3.1.3 Surfaktan soliisyonu hazirlanmasi

Calismada Dodesilbenzen Sulfonik Asit Sodyum tuzu (DBS) , Hegzadesiltrimetil
amonyum bromiir (HDTAB), Dodesiltrimetil amonyum bromiir (DTAB), Cetilpridium
Klorol Monohidrat (CPCM), Alkiltrimetil amonyum bromiir (CTAB) ve Sodyum
dodesil siilfat (SDS) kullanilmistir.

Surfaktanlarin stok soliisyonlart 1 gl olacak sekilde surfaktanin distile suda

¢Oziilmesiyle hazirlanarak, istenilen miktarlarda Melasli besiyerlerine eklenmistir.
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan surfaktanlar

Molekiil
Agirhgi
Surfaktan | Simfi (gmol'l) Kimyasal Formiilii Kimyasal Sekli
0°0
sr"'O'NI'
SDS Anyonik 288.38 C12H25OSO3N21
0, 0 Na'
DBS | Anyonik | 348.48 C15H2sNa038 —
s
|
L
WAVAVAVAVAV.
\
DTAB Katyonik | 308.34 | CH3(CH;);N(Br)(CHj3)s
RN(Br)(CHz); R=C;,Has [!I
i + +
CTAB Katyonik | 333.37 Ci4Hp9+ Ci6Hzs fﬂ\w.i%.ﬁ‘a
Q
N
CPCM | Katyonik | 358.07 C»1H3sCIN.H,0 R
¢
| |
|
| |
HDTAB | Katyonik | 364.46 C19H4,BrN
3.2 Yontem

Boya giderimine surfaktan etkisinin belirlenmesinde iki yol izlenmistir. Ik olarak
Melasl besiyerinde iiremekte olan hiicrelerle yapilan denemelerde surfaktan bulunan ve
bulunmayan ortamlardaki en iyi boy gideriminin oldugu pH, boya ve surfaktan

konsantrasyonlar1 belirlenmistir.
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Boya ve surfaktan igermeyen besiyerinde gelistirilmis biyokiitle ile yapilan
biyosorpsiyon denemelerinde ise; surfaktanli ve surfaktansiz ortamlarda en iyi boya
gideriminin gergeklestigi pH, boya ve surfaktan konsantrasyonlar1 ile biyokiitle miktari

ve ¢esidi saptanmustir.

3.2.1 Uremekte olan mikroorganizmalarla yapilan calismalar

Melash besiyerinde iiremekte olan fungus ve maya kiiltiirleri ile yapilan denemelerde
alistirma, surfaktan se¢imi, pH, boya ve surfaktan konsantrasyonlarinin etkisi

arastirilmistir.

3.2.1.1 Mikroorganizma Kkiiltiir kosullar

Calismalarda 250 ml’lik erlenlerdeki 100 ml Melash kiiltiir ortaminin pH’s1; 0.1 M
NaOH veya 0.1 M H,SOy ile 6 olacak sekilde ayarlandiktan sonra istenilen miktarda

Remazol Blue boyasi ve secilen surfaktan eklenmistir.

Besiyerlerine 2 ml olacak sekilde inokiile edilen A. versicolor ve C. tropicalis kiiltiirleri
25 °C’de 100 devir/dakika’lik galkalamali inkiibatérde inkiibasyona birakilmustir.
Besiyerlerine yas agirligi 0.09 gl olacak sekilde steril kosullarda tartilarak hazirlanan
R. arrhizus biyokiitlesi inokiile edilmis ve 30°C’de inkiibatorde inkiibasyona

brrakilmustir.

Melasli besiyeri igerigi: (1 L i¢in) (Aksu ve Donmez 2005)

P (NH4)2SO0s4,
0.5 it KH2P Oy,
Melas Cozeltisi (yaklasik 10 gl siikroza denk miktarda)

pH 6

37



Calismada mikroorganizma bulunmayan, aym1 miktarda surfaktan ve boya iceren

besiyerleri kontrol amaciyla kullanilmustir.

3.2.1.2 Surfaktan secimi

Calismalarda A. versicolor, R. arrhizus ve C. tropicalis kiiltiirlerinin hem gelisimini
engellemeyen hem de boya giderim kapasitesini arttiran surfaktanlarin se¢imi amaciyla
100 mgl'1 boya ve 0.5 mM olacak sekilde DBS, HDTAB, DTAB, CPCM, CTAB ve
SDS surfaktanlari igeren melash besiyerlerinde kiiltiirler gelistirilmistir. A. versicolor,
R. arrhizus ve C. tropicalis kiiltiirleri 5 giin siire ile inkiibe edilerek mikrobiyal gelisimi
ve boya giderimi gozlenmistir. Caligmalarda mikroorganizma bulunmayan ayni

miktarda boya ve surfaktan igeren ortamlar kontrol grubu olarak kullanilmustir.

3.2.1.3 Mikroorganizma ahistirma ¢alismalari

Calismada kullanilan mikroorganizmalarin boya ve surfaktan bulunan ortamlarda
gelistirilip bu kirleticilere adapte olmalar1 saglanmistir. Bu amacla melasl besiyerinde
gelistirilen mikroorganizmalar 0.5 mM surfaktan ve 100 mgl” boya iceren ortamlara
inokiile edilerek, 5 giin inkiibe edilmistir. Bu islem ii¢ kez ard arda tekrarlanarak aktif
mikroorganizma kiiltiirleri hazirlanmistir. Tiim denemelerde bu sekilde aktiflestirilmis

kiiltiirler inokiilasyonlarda kullanilmustir.

3.2.1.4 Surfaktan etkisi

Surfaktanin boya giderimine etkisinin belirlenmesi amaciyla surfaktanli ve surfaktansiz
ortamlarda aktive edilen A. versicolor ve R. arrhizus kiiltiirlerinin pH 6’da 100 mgl”
boya igeren, 0 ve 0.5 mM secilmis surfaktanlar bulunan 100 ml Melash besiyerinde
boya giderimi analiz edilmistir. A. versicolor ile yapilan denemelerde kiiltiirler 3 giin, R.
arrhizus kiiltiirleri ile yapilan denemelerde ise kiiltlirler 5 giin inkiibe edilmistir. C.

tropicalis kiiltiriiniin ise pH 3’de 100 mgl' boya iceren ve 0 ve 0.5 mM secilmis
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surfaktanlar bulunan 100 ml melasl besiyerinde 5 giinliik inkiibasyon siiresi sonrasinda

boya giderimi analiz edilmistir.

3.2.1.5 pH etkisi

En yiiksek boya gideriminin gergeklestigi optimum pH derecesinin bulunmasi amaciyla,
A. versicolor ve R. arrhizus kiiltiirleri 100 mgl™ boya ve 0.5 mM surfaktan iceren pH’1
3, 4,5, 6 ve 7 ye ayarlanan Melasl1 besiyerinde 3 ve 5 giin siire ile gelistirilmistir.

Besiyerlerinin pH’lar1 0.1 M NaOH ve 0.1 M HCI ile istenilen degere ayarlanmustir.

3.2.1.6 Boya konsantrasyonunun etkisi

Denemelerde 0.5 mM seg¢ilen surfaktan igeren ve igermeyen 50, 100, 200, 400 ve 800
mgl” boyali 100 ml melash besiyerleri hazirlanip, A. versicolor ve R. arrhizus aktif
kiiltiirleri inokiile edilmistir. A. versicolor 3 giin, R. arrhizus 5 giin siire ile inkiibe
edilerek kiiltiirlerin boya giderim kapasiteleri ve Trettikleri biyokiitle miktarlar

belirlenmistir.

3.2.1.7 Surfaktan konsantrasyonunun etkisi

Boya giderimine surfaktan konsantrasyonunun etkisini belirlemek amaciyla 0.1, 0.5, 1
ve 2 mM surfaktan bulunan ve 100 ve 800 mgl™” boya igeren 100 ml melash besiyeri
hazirlanarak, aktif A. versicolor ve R. arrhizus kiiltiirleri ile inokiile edilmistir. A.
versicolor 3 giinliik ve R. arrhizus 5 giinliikk inkiibasyon siiresi sonunda boya giderimi

ve mikrobiyal biyokiitle belirlenmistir.

3.2.2 Biyosorpsiyon ¢alismalari
Biyosorpsiyon c¢alismalarinda Oncelikle mikroorganizmalar boya ve surfaktan

bulunmayan Melasl besiyerlerinde gelistirildi ve elde edilen biyokiitle belirli oranda

surfaktan ve boya iceren 250 ml’lik erlenlerdeki 100 ml distile su ortamina aktarilmistir.
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Erlenler 25 °C’de 100 devir/dakika hizindaki ¢alkalamali inkiibatorde 48 saat siire ile
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi boyunca 1. 2., 4., 6., 8., 24. ve 48. saatlerde

erlenlerden 6rnek alinarak boya analizi yapilmistir.

3.2.2.1 Biyokiitle hazirlanmasi

A. versicolor ve R. arrhizus tiirleri boya ve surfaktan bulunmayan melasl besiyerinde
gelistirilmis ve bu besi ortamlarindan kurutma kagidi ile siiziiliip, distile su ile
yikanmistir. Elde edilen biyokiitle tartildiktan sonra deney diizeneklerinde canli olarak

kullanilmastir.

Biyokiitle ¢esidinin etkisi denemelerinde 6lii fungal hiicreler, tartilan biyokiitlenin

121°C’de 15 dakika otoklavlanmasi sonrasinda elde edilmistir.

3.2.2.2 Surfaktan etkisi
Surfaktanin biyosorpsiyona etkisini arastirmak amaciyla hazirlanan biyokiitleler 0.5

mM surfaktan bulunan ve bulunmayan 250 ml’lik erlenlerde 100 mgl™' boya iceren 100

ml distile su bulunan deney ortamlarina aktarilmig ve analizler yapilmstir.

3.2.2.3 pH etkisi

Calismalarda fungusun surfaktan bulunan ortamda en iyi boya giderimi yaptigi ortam

pH’ 11 belirlemek i¢in farkli pH degerlerinde (pH: 3, 4, 5, 6 ve 7) test edilmistir.

3.2.2.4 Surfaktan ve boya konsantrasyonlarinin etkisi

Calismalarda fungusun en iyi boya biyosorpsiyonu yaptigi surfaktan ve boya
konsantrasyonunu belirlemek icin farkli surfaktan konsantrasyonlarinda (0.5, 1 ve 2
mM) ve farkli boya konsantrasyonlarinda (50, 100 ve 150 mg I'") boya giderimi analiz

edilmistir.
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3.2.2.5 Biyokiitle cesidinin etkisi

Calismalarda boya biyosorpsiyonunu gerceklestiren en 1iyi biyokiitle miktarini
belirlemek amaciyla 1, 2, ve 5 g olarak tartilan yas mikroorganizma canli ve o&lii
mikroorganizma kaynagi olarak kullanilmistir. Olii mikroorganizma 121°C’de 15°
otoklavlanarak elde edilmistir. Hazirlanan canli ve 6lii fungus biyokiitlesi segilen pH,
surfaktan ve boya konsantrasyonunu igeren deney ortamina aktarilarak, deneyler

yuriitilmistir.

3.3 Analiz Yontemleri

3.3.1 Boya konsantrasyonunun belirlenmesi

Her ii¢ mikroorganizma i¢in de; inkiibasyon siiresi boyunca giinliik 2 ml 6rnekler alinip,
10000 devir/dakika’da 15 dakika santrifiij edildikten sonra siipernetantlar 600 nm dalga
boyunda spektrofotometrede analiz edilmistir (Sadettin 2005). Farkli surfaktan
konsantrasyonlarinin boyanin spektrofotometrede analiz edilen dalga boyuna etkisi 0,
0.1, 0.5, 1 ve 2 mM DTAB bulunan ortamda 5 mgl" boyanin 400- 650 nm dalga
boylarindaki absorbans degerlerinin taramasi yapilarak arastirilmistir (EK 4).
Spektrofotometrik analiz esnasinda hiicre bulunmayan Melasl besiyeri kontrol olarak
kullanilmistir. Spektrofotometrik analizler laboratuvarda mevcut bulunan Shimadzu UV
2001 model spektrofotometre ve santriflij islemi de Med. Instruments MPW- 351 R

model santrifiij kullanilarak yapilmstir.

3.3.2 Kuru agirhgin belirlenmesi
Inkiibasyon siiresi sonunda mikrobiyal gelisim kuru agirlik yontemiyle belirlenmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda kurutma kagid ile siiziilen mikroorganizmalar etiivde (Niive

FN 400) 80 °C’de 12 saat kurutulmus ve tartilmustir.
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3.3.3 Sonuclarin degerlendirilmesinde kullanilan formiiller

Mikroorganizmanin boya giderim verimi i¢in kullanilan formdil;

% Boya giderim (BG) = ((Cor —Ctrb )/ Corp )*100

Gram basina diisen maksimum spesifik boya alimi (Qm) i¢in kullanilan formiil;

Om = (CorB — CtrB )/ Xim

Om: kurutulmus bir gram hiicredeki maksimum boya miktar1 (mgg™)

Xm: maksimum kurutulmus hiicre kiitlesi (gl™)

Cora: baslangi¢ boya konsantrasyonu (mgl™)

Crra: son boya konsantrasyonu (mgl™)

(qm degerleri hesaplanirken mikroorganizma ve surfaktaninin birlikte bulundugu ortam

degerinden sadece surfaktanin bulundugu ortam degeri ¢ikarilmaistir.)
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1 Surfaktan Se¢imi

Denemelerde kullanilan mikroorganizmalarin 0.5 mM surfaktan ve 100 mgl” boya
iceren melasli besiyerlerinde 5 giinliik inkiibasyonlar1 sonrasindaki gelisimleri ve boya

giderimleri ¢izelge 4.1°de gosterilmistir.

SDS bulunan ortamda mikroorganizmalardan higbiri gelismemistir. DBS bulunan
ortamda sadece R. arrhizus az miktarda gelismistir. DTAB, CTAB, CPCM ve HDTAB
surfaktanlar1 bulunan ortamda hem mikroorganizmalar gelismis hem de boya giderimi

goriilmiistiir.

Cizelge 4.1 Surfaktan se¢imi (pH: 6; Corp: 100 mgl'l; Cosurfakian: 0.5 mM; S: 25+ 1 °C; Is: 5 giin)

Mikroorganizma
Surfaktan A. versicolor R. arrhizus C. tropicalis

SDS - - -

DBS - * -
DTAB e e o
CTAB * i *
CPCM i * *

HDTAB * * *

(-: mikrobiyal gelisim ve boya giderimi yok; *: az gelisim ve boya giderimi; **: iyi gelisim ve boya
giderimi; ***: ¢ok iyi gelisim ve boya giderimi)

Tiim mikroorganizmalar DTAB bulunan ortamda en iyi gelismis ve boya giderimi
yapmustir. A. versicolor tiri DTAB ve CPCM’nin, R. arrhizus tiirii DTAB ve
CTAB’nin, C. tropicalis tiirii DTAB’nin bulundugu ortamda gelisim gostererek boya
giderimi gergeklestirmistir (Cizelge 4.1). DBS, CPCM ve HDTAB surfaktanlari
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bulunan ortamda R. arrhizus tiiriiniin boya giderimi goriilmiis ve ¢ok az fungal gelisim
goriilmiistiir. Ancak DBS anyonik surfaktan oldugu icin anyonik surfaktan ile anyonik
boya etkilesimlerini arastirmak amaci ile bu fungus i¢in DBS surfaktani kullanilarak

analiz yapilmistir.

Calismalarin devaminda gelismekte olan kiiltiirlerle yapilan denemelerde A. versicolor
icin DTAB ve CPCM, R. arrhizus i¢in DTAB, CTAB ve DBS, C. tropicalis i¢in DTAB
surfaktanlarinin boya giderimine etkisi arastirilmistir. Biyosorpsiyon deneylerinde ise
hem A. versicolor hem de R. arrhizus i¢in en iyi boya gideriminin gozlendigi DTAB

surfaktani kullanilmistir.

4.2 Uremekte Olan A. versicolor Kiiltiirii ile DTAB Kullanilarak Yapilan
Calismalar

Melash besiyerinde iiremekte olan fungusun boya giderimine DTAB bulunan ortamda

pH, boya ve surfaktan konsantrasyonlarinin etkisi arastirilmisgtir.

DTAB’nin boya giderimine etkisinin belirlenmesi amaciyla 0.5 mM DTAB bulunan ve
bulunmayan ortamlarda aktive edilen A. versicolor kiiltiirliniin {i¢ giinliik inkiibasyon

periyodu boyunca boya giderimi sekil 4.1’de gosterilmistir.

Surfaktanli ortamda mikrobiyal boya giderimi surfaktansiz ortama gore daha yiiksektir.
DTAB bulunmayan ortamda fungus tek basina %40.1 boya giderimi gerceklestirmesine
karsin DTAB bulunan ortamda toplam boya giderimi %98.9 olarak gerceklesmistir. Bu
ortamda birinci giindeki boya giderimi degerine DTAB’siz ortamda gelisen fungus
ancak Tli¢iincii glinde ulagmistir. DTAB’nin tek basina gerceklestirdigi boya giderimi ise

%13.2 olmustur (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 Surfaktanin boya giderimine (%BG) etkisi (Av: A. versicolor; DTAB: Dodesiltrimetil
amoyum bromiir; Av + DTAB: toplam % BG; pH: 6; Corp: 100 mgl'l; Coprag: 0.5
mM; S: 25 + 1 °C; Ch: 100 devir/dakika; Is:3 giin)

Surfaktanin fungal gelisime etkisi ayn1 deney serisinde kuru agirliklarin belirlenmesi ile
arastirilmugtir. Surfaktan bulunmayan ortamda gelisen fungusa ait kuru agirlik 3.23 gl
olarak belirlenmistir. DTAB bulunan ortamda gelisen fungusa ait kuru agirlik 0.97 gl

seklinde belirlenmistir.

Bu sonuglar surfaktanin mikrobiyal gelisimi azaltmasina ragmen boya giderimini

oldukca arttirdigin1 géstermektedir.

4.2.1 Optimum pH belirlenmesi

Calismalarda fungusun DTAB bulunan ortamda en iyi boya giderimi yaptig1 besiyeri
pH’1n1 belirlemek i¢in farkli pH degerlerindeki besiyerlerine surfaktan eklenerek analiz

edilmistir.

Melash besiyerinde {i¢ giinliik inkiibasyon siiresi sonrasinda fungus 0.5 mM DTAB
bulunan ortamda toplam boya giderimi pH 3’te %74, pH 4’te %81, pH 5’te %92.7, pH
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6’da %98.9 ve pH 7°de %58 olarak gerceklestirmistir. Ortam pH’s1 arttikca gideriminde
artig1 pH 6 dan sonra ise hizli bir diisiis oldugu goriilmiistiir. Denemeler sonunda en 1yi

boya gideriminin pH 6 ‘da oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2).

Fungal gelisime pH etkiside kuru agirlik ile belirlenmistir. DTAB bulunan ve
bulunmayan ortamlarda en i1yi gelisim pH 6’da ger¢eklesmistir (Sekil 4.3).

Hem boya giderim hesaplamalar1 hem de kuru agirlik sonuglart DTAB bulunan ortamda

optimal pH degerinin 6 oldugunu gdstermistir.

OAv. +DTAB u DTAB
120
100
80 | :
<
L I
*
40
20 -
3 1 I
B L L [ |
0 : :
3 4 5 6 7
pH

Sekil 4.2 Boya giderimine (%BG) pH’1n etkisi (Av: A. versicolor; DTAB: Dodesiltrimetil
amoyum bromiir; Av + DTAB: toplam % BG; Cyrp: 100 mgl'l; Coptag: 0.5 mM; S: 25
+ 1 °C; Ch: 100 devir/dakika; Is:3 giin.)

46



BAv. + DTAB O Av.
35
5 T I
) p o
=
B 2.5
= 2 I
o 1.5
E 1
M5 I E
0 _
3 4 5 6 7
pH

Sekil 4.3 Fungal gelisime pH’in etkisi (Av: A. versicolor; DTAB: Dodesiltrimetil amoyum
bromiir; Cogg: 100 mgl™; Coprag: 0.5 mM; S: 25 £ 1 °C; Ch: 100 devir/dakika; Is:3

giin.)

4.2.2 Optimum boya konsantrasyonunun belirlenmesi

Boya giderimine baslangi¢c boya konsantrasyonunun etkisinin belirlenmesi amaciyla 50,
100, 200, 400 ve 800 mgl” olmak iizere 5 farkli boya konsantrasyonunda surfaktanli
(0.5 mM DTAB) ve surfaktansiz ortamda gelistirilen A. versicolor fungusunun boya

giderimi analiz edilmistir.

A. versicolor tiirii 0.5 mM DTAB bulunan diisiik boya konsantrasyonlarinda en yiiksek
boya giderimi yapmustir. Surfaktan bulunmayan ortamlara goére bulunan ortamlarda
giderim ylizdesi fazladir. Boya konsantrasyonu artikca hem surfaktan bulunan hem de

surfaktan bulunmayan ortamda giderim yilizdesinde de diisiis gozlenmistir (Sekil 4.4).

Fungusun gelisimine boya konsantrasyonunun etkisi de belirlenmistir. Boya
konsantrasyonu arttikga fungal gelisim olumsuz etkilenmis ve kuru agirlik degerleri

dismiistiir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.4 Baslangi¢ boya konsantrasyonunun fungal boya giderimine (%BG) etkisi (Av: A.
versicolor; DTAB: Dodesiltrimetil amoyum bromiir; Av + DTAB: toplam % BG; pH:
6; S: 25+ 1 °C; Coprag: 0.5 mM; Ch: 100 devir/dakika; Is:3 giin).
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Sekil 4.5 Baslangi¢ boya konsantrasyonunun fungal gelisime etkisi (Av: A. versicolor; DTAB:
Dodesiltrimetil amoyum bromiir; pH: 6; Coprag: 0.5 mM; S: 25 £ 1 °C; Ch: 100
devir/dakika; Is:3 giin).
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Yapilan deneyde 50 ve 100 mgl™” bulunan ortamda toplam boya giderim orani yaklagik
%99 olup en yiiksek degere ulasiimistir. Optimum boya konsantrasyonu 100 mgl™ boya

olarak belirlenmis ve sonraki deneylerde bu deger kullanilmistir.

4.2.3 Optimum DTAB konsantrasyonunun belirlenmesi

Boya giderimine surfaktan konsantrasyonunun etkisini belirlemek amaciyla farkli
surfaktan konsantrasyonlarda (0.1, 0.5, 1 ve 2 mM DTAB) surfaktan bulunan ve 100
mgl’ ve 800 mgl' boya iceren melasl besiyeri hazirlanmis ve deneyler
tamamlanmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda mikrobiyal biyokiitle kuru agirlik olarak

belirlenmistir.

Diisik boya konsantrasyonu olan 100 mgl' boya bulunan otmada surfaktan
konsantrasyonu ImM’a dogru arttikca boya gideriminin arttigi, ancak daha yliksek
konsantrasyonunda boya gideriminin diistiigli sekil 4.6’da goriilmektedir. Sadece
surfaktan iceren Melasli besiyerinde ise artan surfaktan konsantrasyonuyla boya
giderimininde arttig1 belirlenmistir. Denemeler sonunda hem funguslu hem de fungusuz
ortamlarda boya gideriminin en iyi gergeklestigi surfaktan konsantrasyonu 1 mM olarak

belirlenmistir.

Boya (100 mgl™") iceren melash ortamda gelisen fungal biyokiitlenin kuru agirhk degeri
0.5 mM DTAB varliginda 0.97 glI'!, 1 mM DTAB varliginda 0.93 gI”', 2 mM DTAB
varliginda 0.56 gl olarak belirlenmistir. Surfaktan konsantrasyonundaki artis fungal
kuru agirlik degerlerini diistirmiistiir ve surfaktan mikrobiyal gelisimi olumsuz

etkilemistir (Sekil 4.7).

DTAB konsantrasyonundaki artis fungal gelisimi olumsuz etkilemistir ancak boya
giderimi surfaktan konsantrasyonu 1mM’a dogru arttik¢a artmig, 1mM’1n iizerinde ise

azalmustir.
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Sekil 4.6 Baslangi¢ surfaktan konsantrasyonunun boya giderimine (%BG) etkisi (Av: A.
versicolor; DTAB: Dodesiltrimetil amoyum bromiir; Av + DTAB: toplam % BG; pH:
6; Corg: 100 mgl™; S: 25 + 1 °C; Ch: 100 devir dakika™; Is:3 giin)
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Sekil 4.7 Baslangi¢ surfaktan konsantrasyonunun fungal gelisimine (kuru agirlik) etkisi (Av: A.
versicolor; DTAB: Dodesiltrimetil amoyum bromiir; pH: 6; Corgs: 100 mgl™; S: 25 + 1
°C; Ch: 100 devir dakika™; Is:3 giin)
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Sekil 4.6 ve cizelge 4.2°de goriildiigii gibi 100 mgl” boya iceren Melasli besiyerinde 0.5
ve 1 mM surfaktan konsantrasyonunda en yiiksek boya gideriminin oldugu sonucuna
ulagilmistir. Bu surfaktan konsantrasyonlarmnda 800 mg 1" boya igeren Melash
besiyerinde benzer bir deney diizenegi kurularak yiiksek boya konsantrasyonlarinin iki

surfaktan konsantrasyonu iizerindeki etkisi arastirilmistir.

Yiiksek boya konsantrasyonunda sekil 4.8’de goriildiigii gibi 100 mg 17 boya
konsantrasyonundan daha diisik boya giderimi denenen her iki surfaktan
konsantrasyonu i¢in elde edilmistir. Ancak 800 mgl"' boya konsantrasyonunda 1 mM
DTAB bulunan ortamda boya gideriminin 0.5 mM DTAB olan ortama gore daha etkili
oldugu saptanmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 Baslangi¢ boya ve surfaktan konsantrasyonunun boya giderimine(% BG) etkisi (Av:
A. versicolor; DTAB: Dodesiltrimetil amonyum bromiir; Av + DTAB: toplam % BG;
pH: 6; S: 25 = 1 °C; Ch: 100 devir/dakika; Is: 3 giin).

Inkiibasyon siiresi sonunda, maksimum spesifik boya giderimi Cizelge 4.2°de
6zetlenmistir. Diisiik boya konsantrasyonunda (100 mg 1) fungusun gram basina boya

giderimi 0.5 ve 1 mM surfaktan bulunan ortamlarda yiiksek degerlere ulasmustir.
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Surfaktan konsantrasyonu 2 mM oldugunda hem boya giderimi hem de mikrobiyal

gelisme olumsuz etkilendigi i¢in g degeri de diigsmiistiir.

Yiiksek boya konsantrasyonlarinda artan surfaktan konsantrasyonu ile fungusun boya
giderim kapasitesinin arttig1 goriilmektedir. Yiiksek boya konsantrasyonunda gram
hiicre basina alinan en yiiksek kirletici miktarina 1 mM DTAB bulunan ortamda
gerceklesmistir. Yiiksek boya konsantrasyonu olan ortamda fungusun g hiicre basina
giderdigi boya miktar1 (Qm) degerleri diisiik boya konsantrasyonuna gore daha yiiksektir.
Diisiik boya konsantrasyonunda diisiik surfaktan konsantrasyonlarinda, yiiksek boya
konsantrasyonunda ise yiiksek surfaktan konsantrasyonlarinda daha fazla boya giderimi
gerceklesmistir. Fungus boya konsantrasyonu yiiksek olan ortamda daha az geligmistir

ve elde edilen kuru agirlik degeri diisiik oldugu i¢in qn degerleri artmustir.

Cizelge 4.2 Artan DTAB konsantrasyonlarinda ve diisiik boya konsantrasyonlarinda A.
versicolor fungusunun gram hiicresi basina diisen maksimum spesifik boya miktari
(gm) ve boya giderimi (pH: 6; C,pras: Baslangic DTAB konsantrasyonu; Cogrp:
baslangi¢ boya konsantrasyonu; BG: boya giderimi; S: 25 + 1 °C; Ch: 100
devir/dakika; Is:3 giin)

CorB CopTAB A.v.+DTAB Xm Om

(mg 1) (mM) Toplam % BG (g1™h (mg g™)

0.1 53.6 (£2.6) 1.31 32.2

100 0.5 98.9 (£0.1) 0.97 88.4

1 100 0.93 66.56

2 79.5 (£3.4) 0.56 59.46
0.1 24.6(+ 2.8) 0.9 191.89

800 0.5 359 (= 1.4) 0.87 247.7
1 67.7(+3.4) 0.85 395.06

2 62.5(=3.1) 0.75 383.6

Melaslh besiyerinde gelisen A. versicolor hiicreleri ve DTAB ile yapilan denemeler
sonucunda boya ve surfaktan konsantrasyonlarinin boya gideriminde etkin bir rol
oynadig1 belirlenerek test edilen tiim boya konsantrasyonlarinda fungusun en iyi

giderimi 1 mM DTAB igeren ortamda yaptig1 sonucuna ulagilmistir.
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4.3 Uremekte Olan A. versicolor Kiiltiirii ile CPCM Kullamlarak Yapilan
Calismalar

Melasl besiyerinde tiremekte olan fungusun boya giderimine CPCM bulunan ortamda

pH, boya ve surfaktan konsantrasyonunun etkisi arastirilmistir.

Katyonik CPCM’nin A. versicolor kiiltiiriiniin boya giderimine etkisini belirlemek
amactyla 100 mgl” boya bulunan, 0.5 mM CPCM igeren ve CPCM i¢ermeyen Melaslh

besiyerine fungus inokiile edilmis ve kiiltiir kosullarinda deneyler tamamlanmastir.

Sekil 4.9° da goriildiigl lizere, surfaktan bulunan ortamda fungus %98.6 ile en yiiksek
boya giderimini gerceklestirmistir. Surfaktanin tek basma %80.8 gibi yiiksek bir
degerde giderim yaptig1 saptanmistir.

4.3.1 Optimum pH belirlenmesi

Calismalarda A. versicolor kiiltiri CPCM bulunan ortamda en iyi giderim yaptigi
besiyeri pH’1n1 belirlemek i¢in pH: 3, 4, 5, 6 ve 7 degerlerindeki besiyerlerine CPCM
eklenerek analiz edilmistir. Sekil 4.10°da goriildiigii tizere pH 6’da hem surfaktanin hem

de fungus ve surfaktanin en iyi boya giderimi yaptig1 saptanmistir.
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Av. Av.+0.5mM CPCM 0.5mM CPCM

Sekil 4.9 CPCM’nin boya giderimine (%BG) etkisi (Av: A. versicolor; CPCM: Cetilpridium
Klorol Monohidrat; Av + CPCM: toplam % BG; pH: 6; Corp: 100 mgl'l; Cocrem: 0.5
mM; S: 25 + 1 °C; Ch: 100 devir/dakika; Is:3 giin).

HAv.+05mMCPCM  ™0.5mM CPCM

Sekil 4.10 Boya giderimine (%BG) pH’1n etkisi (Av: A. versicolor; CPCM: Cetilpridium Klorol
Monohidrat; Av + CPCM: toplam % BG; Corg: 100 mgl’l; Cocpem: 0.5 mM; S: 25+ 1
°C; Ch: 100 devir/dakika; is:3 giin)
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4.3.2 Optimum CPCM konsantrasyonunun belirlenmesi

Boya giderimine surfaktan konsantrasyonunun etkisini belirlemek amaciyla farh
surfaktan konsantrasyonlarda (0.1, 0.25, 0.5 ve 1 mM CPCM) surfaktan bulunan

Melasli besiyerinde boya giderimi analiz edilmistir.

CPCM konsantrasyonu arttikca boya giderimi artmakta ancak mikrobiyal gelisim
belirgin bir sekilde azalmaktadir. 1 mM degere ulastifinda fungus ve surfaktanin
birlikte bulundugu ortamdan elde edilen deger surfaktanin tek basina yaptigi boya
giderimine esit olmaktadir (Sekil 4.11). Buna karsilik 1 mM CPCM bulunan fungusun
kuru agirlik degeri oldukga azdir (0.07 g 1'). Bu durum burada giderimi sadece

surfaktanin yaptigini diistindtirmektedir.

Anyonik boya ile katyonik surfaktan arasindaki etkilesimler sonucu boya tek basina
surfaktan tarafindan ortamdan uzaklagtirilmistir. Yapilan tez ¢alismasinda 6nemli olan

mikrobiyal giderim oldugu i¢in CPCM katyonik surfaktani ile yapilan denemeler burada

sonlandirilmistir.
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Sekil 4.11 Baglangic CPCM konsantrasyonunun boya giderimine (%BG) etkisi (Av: A.
versicolor; CPCM: Cetilpridium Klorol Monohidrat; Av + CPCM: toplam % BG; pH:
6; Corp: 100 mgl™; S: 25 + 1 °C; Ch: 100 devir/dakika; is:1 giin).

55



4.4 A. versicolor Kiiltiirii Kullanilarak DTAB ile Yapilan Biyosorpsiyon
Cahismalan

Biyosorpsiyon ¢aligmalarinda fungusa ait biyokiitlenin boya giderimine DTAB bulunan

ortamda pH, boya ve surfaktan konsantrayonunun etkisi arastirilmistir.

Hazirlanan ve kuru agirligi 3.41 gl”' olan biyokiitle besiyerinden canli olarak alinip, pH’1
6 olan 100 mgl” boya ile 0 ve 0.5 mM DTAB iceren 100 ml distie su bulunan 250
ml’lik erlenlere steril sartlarda aktarilip calkalamali ortama birakilarak, 1., 2., 4. ve 6.

saatlerde 2ml 6rnekler alinarak spektrofotometrede (600nm) analiz yapilmigtir.

DTAB bulunan ortamda giderim %58.1, DTAB bulunmayan ortamda sadece fungus
tarafindan %31.3 giderim gergeklesirken sadece DTAB %13.4 boya giderimi
gerceklestirmistir (Sekil 4.12).

DTAB’nin A. versicolor tiiriinlin Remazol Blue boyasi biyosorpsiyonunu arttirmis

oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.12 DTAB’nin boya biyosorpsiyonuna (%BB) etkisi (Av: A. versicolor DTAB:
Dodesiltrimetil amonyum bromiir; Av + DTAB: toplam % BB; pH: 6; Cyrp: 100 mgl®
1; Copran: 0.5 mM; S: 25+ 1 °C; Ch: 100 devir/dakika; Is:6 saat).
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4.4.1 Optimum pH degerinin belirlenmesi

Calismalarda fungusun surfaktan bulunan ortamda en iyi boya biyosorpsiyonu yaptigi
ortam pH’ i belirlemek icin farkli pH degerlerinde (pH: 3, 4, 5, 6, 7) deney ortamina
0.5 mM DTAB eklenerek analiz edilmistir.

Sekil 4.13°de goriildiigii tizere, A. versicolor fungusu en iyi giderimi pH 6 ‘da %58.1

olarak gerceklestirmistir.

4.4.2 Optimum boya ve DTAB konsantrasyonunun belirlenmesi

Caligmalarda fungusun en iyi giderim yaptig1 surfaktan ve boya konsantrasyonunu
belirlemek i¢in farkli surfaktan degerlerinde (0.5, 1 ve 2 mM) ve farkli boya
konsanrasyonlarinda (50, 100 ve 150 mgl™") boya giderimi analiz edilmistir. 250 ml’lik
erlenlerde pH’1 6 olan 50, 100 ve 150 mgl™ boya ve 0.5, 1 ve 2 mM DTAB igeren 100
ml steril distile su hazirlanmis ve hazirlanan 5 g yas fungus biokiitlesi ilave edilerek

analizler tamamlanmstir.

Cizelge 4.3’de goriildiigli gibi her ¢ boya konsantrasyonunda da DTAB
konsantrasyonu arttik¢a mikrobiyal boya giderimi de artis gostermistir. Tiim DTAB
konsantrasyonlarinda en iyi boya giderimi 100 mgl' boya bulunan ortamda

gerceklesmistir.
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Sekil 4.13 Boya biyosorpsiyonuna (%BB) pH’1n etkisi (Av: A. versicolor DTAB:
Dodesiltrimetil amonyum bromiir; Av + DTAB: toplam % BB; pH: 6; C,rp: 100 mgl®
' Copras: 0.5 mM; S: 25 + 1 °C; Ch: 100 devir/dakika; Is:6 saat )

Cizelge 4.3 Baglangi¢ boya ve surfaktan konsantrasyonunun boya biyosorpsiyonuna (% BB)
ikili etkisi (A.v.: A. versicolor; DTAB: Dodesiltrimetil amonyum bromiir; Cggg.
Baslangic boya konsantrasyonu; C,prag: Baslangic surfaktan konsantrasyonu; pH:
6; S: 25 + 1 °C; Ch: 100 devir/dakika; Is:6 saat)

CorB ConTAB Av.+DTAB DTAB
(mg 1) (mM) (Toplam %BB) (%BB)

0.5 42.9 (+ 1.6) 15.2 (£ 0.7)

50 1 62.2 (+ 1.8) 42.6 (+0.9)

2 81.7 (+ 1.8) 59.8 (+ 1.4)

0.5 58.1 (+ 1.4) 13.4 (+0.5)

100 1 90.2(+ 0.9) 40.9 (£ 1.6)

2 93.1 (+ 0.8) 53.1 (£3.1)

0.5 24.6 (£ 2.1) 73 (x£0.2)

150 1 572 (+2.1) 12.8 (£ 0.7)

2 85.6 (+ 0.8) 45.7 (+0.8)
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A. versicolor kiiltiiri ve DTAB’nin birlikte bulundugu ortamdan elde edilen verilerden
DTAB’nin tek basina bulundugu ortam verilerinin ¢ikartilmasi sonucu elde edilen
veriler degerlendirilmistir. Sekil 4.14°de goriildiigii izere, en iyi giderim 100 mgl" boya

olan ortamda 1 mM surfaktan varliginda %49.3 (90.2 — 40.9) ger¢eklesmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda maksimum spesifik boya giderimi Cizelge 4.4’de
Ozetlenmistir. A. versicolor kiiltiiriiniin g hiicre bagina boya giderimi 1 mM DTAB’nin
bulundugu ortamda en fazladir ve 16.92 mgg’dir. Bu nedenle optimal surfaktan
konsantrasyonu 1 mM olarak belirlenmistir. Surfaktan konsantrasyonu arttik¢a
sirfekanin tek basina boya giderim etkinligi artmaktadir. Bu nedenle gram hiicre

tarafindan giderilen boya miktar1 azalmistir.
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Sekil 4.14 Baslangi¢ boya ve surfaktan konsantrasyonunun biyosorpsiyonuna (% BB) ikili
etkisi ( Veriler: [(A.v. + DTAB) — (DTAB)]; A.v: A. versicolor; DTAB:
Dodesiltrimetil amonyum bromiir; pH: 6; S: 25 + 1°C; Ch: 100 devir/dakika; Is:6
saat).

Inkiibasyon siiresi sonunda, | mM DTAB bulunan ortamda 50, 100 ve 150 mgl" boya

bulunan ortamda maksimum spesifik boya giderimi Cizelge 4.5’de gdsterilmistir. Boya

konsantrasyonu arttik¢a g hiicre basina alinan boya miktar1 da artmastir.
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Cizelge 4.4 Artan DTAB konsantrasyonlarinda gram hiicre basina diisen maksimum spesifik
boya miktarlar1 (Corp: 100 mg 1! ; Copran: Baslangic surfaktan konsantrasyonu; gy,
kirletici miktar1; BB: Boya biyosorpsiyonu; pH: 6; S: 25 + 1 °C; Ch: 100
devir/dakika; Is: 6 saat)

CopTaB Toplam Om
(mM) % BB (mgg")
0.5 58.1 (£ 1.4) 10.29
1 90.2 (£ 0.9) 16.92
2 93.1 (£0.8) 5.81

Cizelge 4.5 Artan Remazol Blue (RB) konsantrasyonlarinda gram hiicre basina diigen
maksimum spesifik boya miktarlar1 (BB: Boya biyosorpsiyonu; DTAB:
Dodesiltrimetil amonyum bromiir; C,rp: Baslangi¢c boya konsantrasyonu; C,prap:
ImM; pH: 6; S: 25 = 1 °C; Ch: 100 devir/dakika; Is: 6 saat)

CorB Toplam Om
(mgl™) % BB (mgg)
50 62.2(+ 1,8) 5.57
100 90.2(+ 0.9) 16.92
150 57.2(+2.1) 18.06

4.4.3 Biyokiitlenin Etkisi

Calismalarda A. versicolor kiiltriiniin boya biyosorpsiyonuna biyokiitlenin etkisini
belirlemek icin farkli miktarlarda (1, 2 ve 5 g) biyokiitlenin gerceklestirdigi boya
giderimi analiz edilmistir. Calismalarda 250 ml’lik erlenlerde pH’1 6 olan 100 mgl”
boya ve 1 mM DTAB igeren 100 ml steril distile su hazirlanmig ve hazirlanan yas 1, 2

ve 5 g fungusun 6lii ve canli biyokiitlesi ilave edilmistir.

Canli A. versicolor kiltiirii surfaktanli ortamda en yiiksek boya giderimini
gerceklestirmistir. Biyokiitle miktari arttik¢a giderim orani da artmistir ve en iy1 giderim

canli hiicreler tarafindan gergeklestirilmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15 Boya biyosorpsiyonuna (%BB) biyokiitlenin etkisi (A.v: A. versicolor; DTAB;
Dodesiltrimetil amonyum bromiir; Av + DTAB: toplam % BB; pH: 6; Corp: 100 mgl’
' Coprap: 1 mM; S: 25 + 1 °C; Ch: 100 devir/dakika; Is: 6 saat).

4.5 Uremekte Olan R. arrhizus Kiiltiirii ile DTAB Kullamlarak Yapilan Calismalar

Aktif R. arrhizus kiltiirii Melasli besiyerinde tiremekte iken DTAB bulunan ortamda
fungusun gergeklestirdigi boya giderimine pH, boya ve surfaktan konsantrasyonunun

etkisi aragtirilmistir.

Surfaktanin boya giderimine etkisinin belirlenmesi amaciyla DTAB’li ve DTAB’siz

ortamda aktive edilen fungusun boya giderimi analiz edilmistir.

Inkiibasyon siiresi boyunca DTAB (0.5 mM) igeren ortamda fungal giderim DTAB
icermeyen ortama gore daha yiiksektir. Bes giinliik inkiibasyon siiresi sonunda
surfaktansiz ortamda boya giderimi %39.2 iken, surfaktanli ortamda fungal boya
giderimi %85.9 degeri ile maksimuma ulagmistir. Tek basina DTAB ise 5. giin sonunda
%14.6 boya giderimi yapmustir. Fungus surfaktansiz ortamda besinci giin sonunda

gerceklestirdigi boya giderim degerini surfaktanli ortamda {igilincii giin sonunda

61



ulagmistir. Surfaktan fungal boya gideriminin daha hizli gerceklesmesini saglamistir

(Sekil 4.16).

Surfaktan bulunmayan ortamda fungal kuru agirhk 3.315 gl iken 0.5 mM surfaktan

bulunan ortamda 2.995 gl olarak belirlenmistir.

DTAB katyonik surfaktani fungal gelisimi olumsuz etkiledigi i¢in surfaktan bulunan
ortamda gelisen fungusa ait kuru agirlik degeri surfaktan bulunmayan ortamdakine gore
daha azdir. Surfaktan bulunan ortamda boya giderimi surfaktan bulunmayana goére daha
fazladir. DTAB surfaktani gelisimi olumsuz etkilemesine ragmen fungal boya

giderimini arttirmistir.

—e—R.a -£+-R.a+ DTAB DTAB

100

% BG
J
o

30
20
10

Giin

Sekil 4.16 DTAB’nin R. arrhizus fungusunun boya giderimine (%BG) etkisi (R.a: R. arrhizus;
DTAB: Dodesiltrimetil amonyum bromiir; Ra + DTAB: toplam % BG; pH: 6; Cogg:
100 mgl'l; Copras: 0.5 mM; S: 30 = 1 °C; Is:5 giin).

4.5.1 Optimum pH degerinin belirlenmesi
Calismalarda R. arrhizus kiiltiiriiniin surfaktan bulunan ortamda en iyi giderim yaptigi

besiyeri pH’ 11 belirlemek icin pH 3, 4, 5, 6 ve 7 degerlerine sahip Melasli besiyerinde
deneyler yapilmistir.
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Bes giinliik inkiibasyon siiresi sonunda ortam pH’1 arttikca boya giderimi artmis olup,
pH 6°da en yiiksek boya giderimi gézlenmistir. pH 7’ye yiikseldiginde ise boya giderimi
diismiistiir. Deney sonuclarma goére en iyi giderimin gergeklestigi pH degeri 6 olarak

belirlenmis (Sekil 4.17) ve daha sonraki tiim denemelerde besiyeri pH’1 6 olarak

ayarlanmistir
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Sekil 4.17 pH’in boya giderimine (%BG) etkisi (R.a: R. arrhizus; DTAB: Dodesiltrimetil
amonyum bromiir; Ra + DTAB: toplam % BG; pH: 6; Cyrg: 100 mgl'l; Coptan: 0.5
mM; S: 30 = 1 °C; Is:5 giin).
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Sekil 4.18 pH’1n fungal gelisime etkisi (R.a: R. arrhizus; DTAB: Dodesiltrimetil amonyum
bromiir; pH: 6; Crp: 100 mgl'l; Copran: 0.5 Mm; S: 30 + 1 °C; Is:5 giin).

Fungal gelisime pH’1n etkisi incelendiginde en iyi gelisimin hem surfaktan bulunan hem

de surfaktan bulunmayan ortamlarda pH 6’da oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.18).
Fungal boya giderimi ve gelisim goz Oniine alindiginda optimal pH’in 6 oldugu

saptanmistir.

4.5.2 Optimum boya konsantrasyonunun belirlenmesi

Boya giderimine baslangic boya konsantrasyonunun etkisinin belirlenmesi amaciyla
farkli boya konsantrasyonlari olan 50, 100, 200, 400 ve 800 mgl”' boya iceren DTAB’li

ve DTAB’siz ortamda aktive edilen R. arrhizus kiiltiiriiniin boya giderimi analiz edildi.

Fungus 50 ve 100 mgl”' boya konsantrasyonu gibi diisiik boya konsantrasyonlarinda ve

0.5 mM DTAB bulunan ortamda en yiiksek giderimi yapmustir (Sekil 4.19).

Fungus 50 ve 100 mgl” boya konsantrasyonunda en iyi gelisimi gostermistir. Boya

konsantrasyonu artik¢a gelismis fungusa ait kuru agirlik degeri azalmistir (Sekil 4.20).
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Deney sonuglarina gore R. arrhizus diisiik boya konsantrasyonlarinda hem daha iyi

gelisim gostermis hem de daha 1yi boya giderimi gergeklestirmistir.
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Sekil 4.19 Baslangi¢ boya konsantrasyonunun boya giderimine (%BG) etkisi (R.a: R. arrhizus;
DTAB: Dodesiltrimetil amonyum bromiir; Ra + DTAB: toplam % BG; pH: 6;
Coprag: 0.5 mM; S: 30 £ 1 °C; Is:5 giin).
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Sekil 4.20 Baslangi¢ boya konsantrasyonunun fungal gelisime etkisi (R.a: R. arrhizus; DTAB:
Dodesiltrimetil amonyum bromiir; pH: 6; C,prap: 0.5 mM; S: 30 + 1 °C; Is:5 giin).
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4.5.3 Optimum DTAB konsantrasyonunun belirlenmesi

Surfaktan konsansantrasyonunun etkisini belirlemek amaci ile R. arrhizus fungusu
tarafindan 0, 0.1, 0.5, 1 ve 2 mM DTAB ile 100 ve 800 mg 1" boyanin giderimi pH’1 6

olan 100 ml Melasl1 besiyerinde 5 giinliik inkiibasyon siiresince analiz edilmistir.

Fungus diisiik boya konsantrasyonlarinda en iyi giderimi ger¢eklestirmis olup, diisiik
boya konsantrasyonu olan 100 mg I boya iceren ve DTAB bulunan hem funguslu hem
de fungusuz ortamda ger¢eklesen boya giderimi sekil 4.21°de gosterilmistir. Surfaktan
konsantrasyonu 1 mM’a dogru arttikca boya giderimide artmistir ancak konsantrasyon 2

mM oldugunda boya gideriminde diisiis olmustur.

Elde edilen verilere gore DTAB konsantrasyonu artisinda gelisen mikrobiyal biyokiitle

azalmis ve surfaktan varliginda mikrobiyal gelisim olumsuz etkilenmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.21 Baslangi¢ surfaktan konsantrasyonunun boya giderimine (%BGQG) etkisi (R.a: R.
arrhizus; DTAB: Dodesiltrimetil amonyum bromiir; Ra + DTAB: toplam % BG; pH:
6; Cors: 100 mgl™; S: 30 + 1 °C; is:5 giin).
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Sekil 4.22 Baslangi¢ surfaktan konsantrasyonunun fungal gelisime etkisi (R.a: R. arrhizus;
DTAB: Dodesiltrimetil amonyum bromiir; pH: 6; S: 30 £ 1 C; Is:5 giin).

Sekil 4.21 - 4.22°de goriildiigi tizere surfaktan konsantrasyonu 1 mM’a dogru arttiginda

boya giderimi artmis ancak fungal gelisim azalmstir.

R. arrhizus kiiltiirii ile DTAB siirfktan1 kullanilarak yapilan denemelerin sonuglarinda
hem surfaktan hem de boya konsantrasyonunun boya gideriminde etkin rol oynadigi
gorillmiistiir. Diisiik boya konsantrasyonununda (100 mgl'boya) hem 0.5 mM hem de 1
mM DTAB bulunan ortamlarda fungusun gerceklestirdigi boya giderimi degerleri
birbirine ¢ok yakin olmustur. Ayni surfaktan konsantrasyonlarida yiiksek boya
konsantrasyonu olan 800 mgl” boya igeren ortamdaki giderim arastirilmustir. Yiiksek
boya konsantrasyonunda 1 mM DTAB bulunan ortamda fungal boya giderimi 0.5 mM
DTAB bulunan ortamdakinin yaklasik 2 kat1 kadar olmustur. Yiiksek boya
konsantrasyonlarinda daha yiiksek DTAB konsantrasyonunun etkin oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23 Baslangic boya ve surfaktan konsantrasyonunun boya giderimine (% BG) etkisi (R.a:
R. arrhizus; DTAB: Dodesiltrimetil amonyum bromiir; Ra + DTAB: toplam % BG;
pH: 6; S: 30 = 1 °C; Is:5 giin).

Her iki boya konsanrasyonunda en iyi giderimin gerceklestigi DTAB konsantrasyonu 1
mM olarak belirlenmis ve 100 mgl” boya konsantrasyonunda %97.1, 800 mgl" boya
konsantrasyonunda ise %52.8 olarak hesaplanmigtir. Fungusun boya giderim kapasitesi
ise hem 100 mgl' hem de 800 mgl' boya bulunan ortamda surfaktan

konsantrasyonunun artisi ile birlikte artis gostermistir (Sekil 4.23).

Inkiibasyon siiresi sonunda hem diisiik hem de yiiksek boya konsantrasyonlarinda
maksimum spesifik boya giderimi cizelge 4.6’da gosterilmistir. Ortamda 100 mgl'boya
bulundugu zaman 0.5 ve 1 mM surfaktan konsantrasyonlarinda elde edilen Qn
degerlerinin birbirine yakin oldugu saptanmigtir. Diislik boya konsantrasyonlarinda 0.5
ve 1 mM gibi diisiik surfaktan konsantrasyonunun etkili oldugu goriilmiistiir. Yiiksek
boya konsantrasyonlarinda yiliksek surfaktan konsantrasyonunun etkin oldugu
belirlenmistir. Sonu¢ olarak her iki boya konsantrasyonu i¢in 1 mM surfaktan

konsantrasyonunun en iyi oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.6 Artan DTAB konsantrasyonlarinda gram hiicre basina diisen maksimum spesifik
kirletici miktarlar1 (Coprap: Baslangi¢ surfaktan konsantrasyonu; Cqrp: Baslangig
boya konsantrasyonu; (,,; maksimum spesifik kirletici miktarlari; R.a: R. arrhizus;
DTAB: Dodesiltrimetil amonyum bromiir; BG: Boya giderimi; pH: 6; S: 30 + 1 °C;

Is: 5 giin)
CorB CopTAB R.a. + DTAB Xm Om

(mg 1) (mM) Toplam % BG (g™ (mg g™)

0.1 43.6 (£3.1) 3.135 13.01

100 0.5 859 (x1.1) 2.995 30.22

1 97.1 (£1.9) 2.645 27.22

2 66.1 (£ 0.6) 2.015 15.83

0.1 20.4 (£ 1.9) 2.39 55.31

800 0.5 33.9(x0.1) 2.41 98.34
1 52.8(+3.4) 2.285 137.02

2 52.4(x£3.1) 1.34 109.25

4.6 Uremekte olan R. arrhizus kiiltiirii ile CTAB kullanilarak yapilan ¢calismalar

R. arrhizus kiltiri ile surfaktan se¢imi deneylerinde fungus gelisimine ve boya

giderimine olanak saglayan CTAB katyonik surfaktaninin etkisi aragtirilmistir.

CTAB’li ve CTAB’siz ortamda aktive edilen R. arrhizus kiiltiriiniin boya giderimi

analiz edilerek surfaktanin boya giderimine ve fungal gelisime etkisi belirlenmistir.

CTAB bulunan ortamda mikrobiyal boya giderimi en fazladir ve 5. glinde %81.6 olarak
saptanmistir (Sekil 4.24).

Fungusun kuru agirlik verileri incelendiginde surfaktan bulunmayan ortamda 3.315 gl
olan kuru agirlik degerinin 0.5 mM CTAB bulunan ortamda 2.65 gl oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 4.24 CTAB’nin fungal boya giderimine (%BG) etkisi (R.a: R. arrhizus; CTAB:
Alkiltrimetil amonyum bromiir; Ra + CTAB: toplam % BG; pH: 6; C.rp: 100
mgl™; Cocrap: 0.5 mM; S: 30 + 1 °C; is: 5 giin)

R. arrhizus kiiltiriiniin gelisimini CTAB olumsuz etkilemis, ancak fungal boya

gideriminde artig goriilmiistiir.

4.6.1 Optimum pH degerinin belirlenmesi

Calismalarda R. arrhizus fungusunun surfaktan bulunan ortamda en iyi giderim yaptigi
besiyeri pH’sin1 belirlemek i¢in pH: 3, 4, 5, 6 ve 7 degerleri denenmistir. Analiz
sonucunda en iyi boya gideriminin pH 5 ‘te (%85) oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.25) .
Ancak CTAB katyonik surfaktanininda tek basma ¢ok etkili oldugu %70.2 giderim
yaptig1 saptanmistir. Bu durum tez c¢alismasinin amacina hizmet etmedigi i¢in R.
arrhizus kiltirii ile CTAB surfaktan1 denemeleri sonlandirilmistir. Tez ¢alismasinin
temel amaclarindan biri de surfaktan etkisi ile mikroorganizmanin boya giderim

kapasitesini artirmaktir.
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Sekil 4.25 pH’1n boya giderimine (%BG) etkisi (R.a: R. arrhizus; CTAB: Alkiltrimetil
amonyum bromdir; Ra + CTAB: toplam % BG; Cgg: 100 mgl'l; Coctag: 0.5 mM; S:
30+ 1 °C; Is: 5 giin)

4.7 Uremekte olan r. Arrhizus Kiiltiirii ile Dbs Kullanilarak Yapilan Calismalar

R. arrhizus kiltiri ile surfaktan se¢imi deneylerinde fungus gelisimine ve boya

giderimine olanak saglayan DBS anyonik surfaktaninin etkisi aragtirilmistir.

Surfaktanin boya giderimine etkisini belirlemek icin DBS’li ve DBS’siz ortamda
alistirma yapilan R. arrhizuss kiiltiiriiniin boya giderimi analiz edilmistir. Sekil 4.26’da
goriildiigii tizere DBS bulunan ortamda boya giderimi azalmistir. DBS bulunan ortamda

kuru agirlik azalmis ve mikrobiyal gelisim de olumsuz etkilenmistir.
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Sekil 4.26 DBS’nin boya giderimine (%BG) etkisi (R.a: R. arrhizus; DBS: Dodesilbenzen
Sulfonik Asit Sodyum tuzu; Ra + DBS: toplam % BG; pH: 6; Cers: 100 mgl'';
Copps: 0.5 mM; S: 30+ 1°C; Is: 5 giin)

4.8 R. arrhizus Kiiltiirii ile DTAB Kullamlarak Yapilan Biyosorpsiyon Calismalari

Uremekte olan fungusun sadece DTAB surfaktam ile boya gideriminin arttig1 tespit
edilmistir. Bu nedenle biyosorpsiyon c¢alismasi DTAB kullanilarak yapilmistir. A.
versicolor kiiltiirii ile yapilan onceki ¢alismalarda fungusun boya biyosorpsiyonu igin
optimal pH, boya ve surfaktan konsantrasyonu kosullari denenmistir. Denemeler
sonunda boya biyosorpsiyonu igin optimal kosullarin iiremekte olan fungusun boya
giderim kosullar1 ile ayn1 oldugu goériilmiistiir. Bu nedenle R. arrhizus tiirii ile yapilan
biyosorpsiyon ¢alismalarinda optimal kosullar arastirilmamis ve liremekte olan kiiltiirle

daha once yapilan deney sonuglarinda belirlenen optimal kosullar kullanilmistir.

R. arrhizus fungusu DTAB kullanilarak denemeler yapilmistir. Melasli besiyerinde
tiremekte olan R. arrhizus kiiltiiriiniin en iyi giderim yaptigi ortam kosullar1 olan pH 6,
100 mgl" boya ve ImM DTAB igeren steril 100 ml’lik distile su 250 ml’lik erlenlerde
hazirlanmis ve gelismekte olan hiicre ile ayni miktarda (2.645 gl™") kuru agirliga sahip

biyokiitle canli ve 6lii olarak kullanilmistir.
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Cizelge 4.7°de gorildiigi iizere 1 mM DTAB bulunan ortamda 6lii ve canli hiicrenin
gram hiicre basina gergeklesen boya giderimleri arasinda belirgin  bir fark

bulunmamaktadir.

Cizelge 4.7 Farkli DTAB konsantrasyonlarinda gram canli ve 6lit R. arrhizus hiicresi bagina
diisen maksimum spesifik kirletici miktarlari ve boya biyosorpsiyonu (BB: boya
biyosorpsiyonu; Qm:kirletici miktart;;Corg: 100 mgl'1 ; CopraB : Baslangic DTAB
konsantrasyonu; pH: 6; S: 25 = 1 °C; Is: 8 saat).

Canl1 Hiicre Olii Hiicre
CopTAB Toplam Qm Toplam Om
(mM) % BB (mgg™) %BB (mgg™)
0 10.6 (£0.8) 3.5 8.4 (+1.3) 3
1 56.8 (£7.1) 19.1 51.7 (+6.4) 18.1
1 * 40.9 (= 1.6) 40.9 (£ 1.6)

( * DTAB: Sadece surfaktan)

4.9 Uremekte Olan Candida Tropicalis Kiiltiirii ile Dtab Kullamlarak Yapilan
Cahismalar

C. tropicalis kiiltiiriiniin ise boya giderimi pH 3’de 100 mgl™ boya ile DTAB bulunan

100 ml melasl besiyerinde boya giderimi analiz edilmistir.

DTAB’li ve DTAB’siz ortamda aligtirma yapilan C. tropicalis kiiltiiriiniin boya giderimi

analiz edilmistir.

DTAB bulunan ortamda fungusun boya giderimi ilk {i¢ giin artmasina ragmen sonraki
giinlerde C. tropicalis mayasi tek basina daha iyi giderim yapmustir. DTAB C. tropicalis

mayasinin boya giderimini olumsuz etkilemistir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27 DTAB’nin boya giderimine (% BG) etkisi (C.t: C. tropicalis; DTAB: sadece 0.5 mM
Dodesiltrimetil amonyum bromiir; Ct + DTAB: toplam % BG; pH: 3; Corp: 100 mgl™;
Copras: 0.5 mM; S: 25 + 1 °C; Ch: 100 devir/dakika; Is:5 giin).
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1 A. versicolor Kiiltiirii ile Yapilan Calismalar

A. versicolor kiiltiiriiniin, basarili bir sekilde boya giderimi yaptig1 daha dnce yapilan
calismada gosterilmistir (Tastan vd. 2010). Fungusla yapilan surfaktan sec¢imi
deneylerinde DTAB ve CPCM katyonik surfaktanlar1 fungusun hem gelisimine izin
vermis hem de boya giderimini artirmistir. Bu nedenle bu iki surfaktan kullanilarak

deneylere devam edilmistir.

DTAB’nin iliremekte olan fungusun boya giderimine etkisi deneylerinden elde edilen
verilere gore 100 mgl”' boya ve 0.5 mM DTAB bulunan ortamda sadece fungus
tarafindan (%40.1) ve sadece surfaktan (%13.2) tarafindan gerceklesen boya giderimi
miktarlarini topladigimiz zaman %53.3 gibi bir degere ulagilmaktadir oysaki her ikisinin
birlikte %98.9 boya giderimi gergeklestirdigi saptanmustir (Cizelge 5.1). DTAB ve
fungusun birlikte boya giderimi (%98.9) ile her ikisinin tek basina boya gideriminin
toplami1 (%53.3) arasindaki belirgin fark DTAB’nin fungusun boya giderim kapasitesini

arttirdigini gostermektedir.

CPCM surfaktanin etkisinin arastirildigi deney serisinde gelismekte olan fungus tek
basma % 40.1 giderim gergeklestirirken, 0.5 mM CPCM bulunan ortamda %98.6
giderim yapmistir. CPCM nin tek bagina gerceklestirdigi giderim ise %80.8dir (Cizelge
5.1). Bu deger oldukca yiiksektir. CPCM ile yapilan surfaktan konsantrasyonu
deneylerinde 1 mM CPCM bulunan fungusun kuru agirlik degeri oldukc¢a azdir (0.07 gl
1. Bu durum burada giderimi sadece surfaktanin yaptigim diisiindiirmektedir. Anyonik
boya ile katyonik surfaktan arasindaki etkilesimler sonucu boya tek basina surfaktan
tarafindan ortamdan uzaklastirilmistir. Sunulan doktora tezinde 6nemli olan mikrobiyal
giderim oldugu i¢in CPCM katyonik surfaktani ile yapilan denemeler burada

sonlandirilmistir.

Fungus surfaktan bulunmayan ortamda 3 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda 3.23 gl
kuru agirlik degerine sahip bir biyokiitle miktarinda gelismistir. DTAB ve CPCM

surfaktanlar1 bulunan ortamda kuru agirlik degeri azalmis ve her iki surfaktanda fungal
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gelisimi olumsuz etkilemistir. Inkiibasyon siiresi sonunda (3 giinliik) 0.5 mM CPCM
surfaktani bulunan ortamda gelisen fungusun kuru agirhigi 0.51 gl olarak belirlenmis,
0.5 mM DTAB bulunan ortamda ise 0.97 gl kuru agirliga sahip fungus gelismistir.
DTAB surfaktant CPCM’ye gore fungal gelisimi daha az etkilemistir (Cizelge 5.1).

Hem boya giderimi hem de fungal gelisim ile ilgili veriler DTAB surfaktaninin CPCM
surfaktanindan daha etkili oldugunu ve fungal boya giderimini arttirdiin1 gostermistir.
A. versicolor tiirlinlin boya gideriminde en etkin surfaktanin DTAB oldugu

belirlenmistir.

Cizelge 5.1 Surfaktanin fungal gelisime (X, ) ve boya giderimine (BG) etkisi (A.v.: A.
versicolor; DTAB: Dodesiltrimetil amonyum bromiir; CPCM: Setil prinidium
klorol monohidrat; Av + DTAB: toplam % BG; Av + CPCM: toplam % BG; pH: 6;
Corgp: 100 mgl'l; Copran: 0.5 mM; Cocpen: 0.5 mM; S: 25 + 1 °C; Is: 3giin).

X (™) % BG

Av 3.23 40.1
A.v.+DTAB 0.97 98.9
A.v.+ CPCM 0.51 98.6
DTAB 13.2
CPCM 80.8

DTAB surfaktam kullanilarak iiremekte olan fungusun 100 mgl” boya bulunan ortamda
boya giderimi i¢in optimal pH’in belirlenmesi deneylerinde en iyi giderim pH 6’da

gerceklesmistir (Sekil 4.4).

Baglangi¢ boya konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in yapilan deney serisinden elde
edilen sonucglara géore DTAB bulunmayan ortamlara gére DTAB bulunan ortamlarda
giderim yiizdesi fazladir (Sekil 4.5). Bu durum surfaktanin tim boya
konsantrasyonlarinda boya giderimini artirict bir etki gosterdigini kanitlamaktadir. Boya

konsantrasyonu artikga hem surfaktan bulunan hem de surfaktan bulunmayan ortamda
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giderim ylizdesinde de diisiis gbzlenmis, bu durum artan boya konsantrasyonunun
fungus gelisimini olumsuz etkilemesindan kaynaklanmistir (Dénmez 2002). Fungus en
iyi boya giderimini DTAB’li ortamda 50 ve 100 mgl' gibi disiik boya

konsantrasyonlarinda ger¢eklestirmistir.

Optimal surfaktan konsantrasyonunun belirlenmesi ic¢in yapilan deneylerde surfaktan
konsantrasyonu 0.1 mM’dan 1 mM’a dogru arttik¢a boya giderimi de artmaktadir ancak
surfaktan konsantrasyonu 2 mM oldugunda fungal boya giderimi diigmiistiir. Optimal
surfaktan konsantrasyonu 1mM olarak belirlenmistir. Surfaktan konsantrasyonundaki
artigla birlikte boya gideriminin artmasi katyonik olan surfaktan ile anyonik olan boya
arasindaki etkilesimin bir sonucu olabilir (Aksu vd. 2010). Tek basina surfaktan boyay1
daha az bir oranda gidermistir ki; bu durum surfaktan- boya arasindaki etkilesimin
boyanin A. versicolor kiltiirii tarafindan daha fazla alinmasini saglamis oldugunu
diistindiirmiistiir. Surfaktan konsantrasyonu 2 mM’a c¢iktifi zaman fungal gelisim
olumsuz etkilenmis ve besiyerinde gelismis biyokiitle miktar1 az oldugu boya giderimi

diismiistiir.

DTAB kullanilarak hem fungus tiremekte iken boya giderimi hem de tiretilmis 6lii ve
canl1 biyokiitle ile biysorpsiyon deneyleri yapilmistir. Yapilan deneyler sonucunda hem
besiyerinde liremekte olan hiicrenin hem de iiretilmis canli ve 6lii biyokiitlenin boya
giderimi surfaktan varliginda artis gdstermistir. Her ii¢ biyokiitle de pH’1 6 olan 100
mgl” boya ve 1 mM DTAB bulunan ortamda en iyi boya giderimini gerceklestirmistir.
Surfaktan bulunmayan ortamda iiretilmis canli ve 6lii hiicrenin gram hiicre basina aldig1
boya miktarlar1 arasinda ¢ok belirgin bir fark bulunmamasina karsin surfaktan bulunan
ortamda canli hiicre daha c¢ok boya alimi yapmistir. Maksimum boya alimi ise

besiyerinde iiremekte olan hiicre tarafindan gerceklestirilmistir (Cizelge 5.2).

Besiyerinde iiremekte olan hiicrenin boya gideriminin fazla olmasi metabolik
etkinliklerin boya giderim mekanizmasinda etkili oldugunu goéstermistir. Gelismekte
olan hiicrenin boya giderim kapasitesinin fazla olmasi hiicresel faaliyetlerle enzimatik

olarak boyanin parcalandig: fikrini desteklemektedir.
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Cizelge 5.2 Farkli surfaktan konsantrasyonunda gram hiicre basina diisen maksimum spesifik
boya miktar1 (A.v: A. versicolor; gy: gram hiicre basina diisen maksimum spesifik
kirletici miktart; pH: 6; Corp: 100 mgl'l; CoptaB: Baslangic DTAB konsantrasyonu;
S: 25+ 1 °C; Ch: 100 devir/dakika)

Uremekte olan A.v.  Uretilmis Canl1 A.v. Uretilmis Oli A. v.

Hiicresi Hiicresi Hiicresi
CopTAB Om Om Om
(mM) (mgg") (mgg") (mgg")
0 12.3 14.2 12.4
1 66.5 40.2 27.5

5.2 R. Arrhizus Kiiltiirii ile Yapilan Calismalar

R. arrhizus kiiltiirii ile yapilan surfaktan se¢imi deneylerinde DTAB, CTAB ve DBS

surfaktanlar1 secilmistir.

CTAB ile yapilan deneylerde, 100 mgl" boya bulunan ortamda iiremekte olan fungus
tek basma %39.2 boya giderimi yaparken, ortama 0.5 mM CTAB eklendiginde boya
giderimi %81.6 olmustur. CTAB (0.5 mM) tek basina %70.1 boya giderimi
yapmustir.(Cizelge 5.3). CTAB tek basma oldukca yiiksek boya giderimi yapmuistir.
CTAB ile yapilan optimal pH deneylerinde pH 5°te 0.5 mM CTAB’nin tek basina
%71.2 giderim yaptig1, fungusun CTAB ile birlikte %85 giderim yaptig1 goriilmiistiir.
CTAB surfaktant bulunan ortamda fungusa ait kuru agirligin CTAB bulunmayan
ortamdakine gore daha az oldugu goriilmistiir (Cizelge 5.3). CTAB fungal gelisimi
olumsuz etkilemistir. CTAB tek basina boya gideriminde ¢ok etkin oldugu ve fungal
gelisimi olumsuz etkiledigi i¢in tez ¢aligmasinin amacina uygun olmadigi tespit edilmis

ve bu surfaktanla yapilan ¢alismalara devam edilmemistir.
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DBS ile yapilan calismalarda iiremekte olan fungus 0.5 mM DBS bulunan ortamda
%35.3 boya giderimi gerceklestirerek surfaktan icermeyen ortamdan (%39.2) daha az
giderim gerceklestirmistir. Deneyler sonunda DBS surfaktaninin fungal gelisimi
olumsuz yonde etkiledigi goézlenmistir (Cizelge 5.3). DBS anyonik surfaktani anyonik

boya giderimini olumsuz etkilemistir.

DTAB surfaktani kullanildig1 zaman 5 giinliik inkiibasyon stiresi sonunda fungal boya
giderimi %85.9 (0.5 mM DTAB, 100 mgl" boya) degerine ulasmistir. inkiibasyon
siiresi sonunda (5 giin) 100 mgl™ boya ve 0.5 mM DTAB bulunan ortamda fungusun tek
basina boya giderimi %39.2 ve DTAB’nin tek bagina giderimi % 14. 6’dir. Bu iki deger
toplandiginda %53.8’1lik bir giderim olmasi beklenmesine ragmen fungus DTAB’li
ortamda %385.9 giderim yapmustir (Cizelge 5.3). Beklenen deger ile gerceklesen deger
arasindaki fark DTAB’nin fungal boya giderimini olumlu etkilemesinden

kaynaklanmaktadir.

Fungal gelisim ise siirfaktan bulunan ortamda daha fazla olmasina karsin DTAB
varliginda azalmistir (Cizelge 5.3). DTAB fungal gelisimi olumsuz etkilemistir.

Deney sonuglarina gore DTAB surfaktant R. arrhizus kiiltiiriiniin gelisimini olumsuz
etkilemesine karsin boya giderimini arttirmistir. Elde edilen bu sonug surfaktanin fungal

boya giderim kapasitesini arttirdigini géstermistir.

Katyonik surfaktanlar olan CTAB ve DTAB’nin boya giderimi olumlu etkiledigi ancak
anyonik surfaktan olan DBS’nin boya giderimini olumsuz etkiledigi belirlenmistir.
Remazol Blue reaktif boyasi anyonik bir boyadir. Anyonik surfaktan ve anyonik boya

arasindaki etkilesimler boya alimini olumsuz etkilemistir.

Melashi besiyerinde tiremekte iken boya giderimi 6lgiilen R. arrhizus kiiltiirt ile ayni
miktarda kuru agirlifa sahip melash besiyerinde iiretilmis canli ve 6lii biyokiitlenin
gram hiicre bagina aldig1 boya miktar1 optimal kosullarda (pH 6, 100 mgl” ve 1 mM
DTAB) belirlenmistir. Deneylerden elde edilen sonuglara gore liremekte olan fungusun

boya giderim kapasitesi liretilmis canli ve 6lii fungusun boya giderim kapasitesine gore
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daha fazladir. Surfaktanli ortamda iiremekte olan fungus metabolik faaliyetleri
esnasinda boya alim aktivitesini arttirmis bu nedenle boya giderim kapasitesi dnceden

iretilmis canli ve 6lii fungusa gore daha fazla gerceklesmistir (Cizelge 5.4).

Cizelge 5.3 Surfaktanin fungal gelisime (X, ) ve boya giderimine (BG) etkisi (R.a.: R. arrhizus;
DTAB: Dodesiltrimetil amonyum bromiir; CTAB: Alkiltrimetil amonyumbromiir;
DBS: Dodesil benzen siilfonik asit sodyum tuzu; Ra + DTAB: toplam % BG; Ra +
CTAB: toplam % BG; Ra + DBS: toplam % BG; pH: 6; Corg: 100 mgl'l; CoDTAB:
0.5 mM; Cycrap: 0.5 mM; Cypgs: 0.5 mM; S: 25 + 1 °C; Is: 3giin).

Xum( gl % BG
R.a. 3315 39.2
R.a.+ DTAB 2.995 85.9
R.a.+ CTAB 2.65 81.6
R.a.+ DBS 2.68 35.3
DTAB 14.6
CTAB 70.1
DBS 3.2

R. arrhizus ve A. versicolor funguslari ile yapilan denemelerde gram hiicre basina
alman kirletici miktarlar1 hesaplanmistir. Her iki fungusunda surfaktan bulunan ortamda
aldig1 kirletici miktar1 surfaktan bulunmayan ortama gore daha fazladir. Her ikiside
gelismekte iken daha fazla miktarda boya giderimi yapmustir. En 1yi giderimi ise A.

versicolor gergeklestirmistir (Cizelge 5.5).

R. arrhizus kiiltiirii ile yapilan deneylerden elde edilen sonuglar A. versicolor kiiltiirii ile
yapilan c¢alisma sonuglari ile benzerlik gostermis olup, iiremekte olan hiicrenin

metabolik faaliyetlerinin boya gideriminde etkili oldugu diisiincesini desteklemistir.
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Cizelge 5.4 Farkli surfaktan konsantrasyonunda gram hiicre basina diisen maksimum spesifik
kirletici miktarlar1 (R.a: R. arrhizus; gm: gram hiicre basina diisen maksimum
spesifik kirletici miktari; pH: 6; Corp: 100 mgl'l; CoptaB: Baslangic DTAB

konsantrasyonu)
Uremekte olan R.a. Uretilmis Canl1 R.a. Uretilmis Olii
Hiicresi Hiicresi R.a. Hiicresi
CopTaB Om Om Om
() (mgg) (mgg) (mg g
0 9.1 3.5 3
1 27.22 19.1 18.1

Cizelge 5.5 Farkli surfaktan konsantrasyonunda gergeklesen boya giderimi (% BG: Boya
giderimi; pH: 6; Corg: 100 mgl'l; Copras: Baslangig surfaktan konsantrasyonu)

Gelismekte olan  Uretilmis Canli Uretilmis Olii

CopTAB Hiicre Hiicre Hiicre
Toplam Toplam Toplam
(mM) % BG % BG % BG
0 40.1 17.9 15.6
A. versicolor 1 100 87.8 71.4
0 39.2 10.6 8.4
R. arrhizus 1 97.1 56.8 51.7

5.3 Uremekte Olan C. Tropicalis Kiiltiirii ile Yapilan Calismalar

Calismada kullanilan maya olan C. tropicalis kiiltiiriiniin surfaktan se¢imi deneylerinde

DTAB surfaktani bulunan ortamda boya giderimi pH 3’de gozlenmistir. Donmez (2002)

yapitig1 ¢calismada C. tropicalis tiirii tarafindan Remazol Blue gideriminin en iyi pH’1 3

olan besiyerinde gergeklestigini gostermistir. Bu nedenle C. tropicalis kiiltiiriiniin boya

giderimine DTAB etkisinin arastirildig1 deneylerde besiyeri pH’1 3’e ayarlanmustir.

Yapilan analizler gostermistir ki surfaktan mayanin boya giderimini artirmanustir. Ilk

tic giin DTAB’li ortamda boya giderimi artmig, ancak sonraki giinlerde DTAB’nin

bulunmadigi ortamda boya giderimi daha fazla gerceklesmistir. Bunun nedeni

DTAB’nin mikrobiyal gelisimi olumsuz etkilemesi ve biyokiitlesinde artis az olan

mikroorganizmanin DTAB’li ortamda daha az boya giderimi yapmasidir.
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5.4 Calismada Kullamilan Surfaktanlarin ve Mikroorganizmalarin
Karsilastirilmasi

DBS ve SDS anyonik surfaktanlardir. HDTAB, DTAB, CPCM ve CTAB ise katyonik

surfaktanlardir.

Calismada anyonik surfaktanlarin anyonik boya olan Remazol Blue’nun giderimini
arttirmadig1 ancak katyonik surfaktanlarin ya tek basina boya giderimi yaptiklar1 ya da
mikroorganizmanin kapasitesini arttirmak suretiyle mikrobiyal boya giderimini
destekledikleri saptanmistir. Bu durum surfaktan boya arasi elektrostatik etkilesimlerin

boya gideriminde etkili oldugunu gostermektedir.

Simoncic ve Span (1998) farkli yiiklere sahip boya ve surfaktanlarin giiclii elektrostatik
etkilesimlerden dolay1 kompleks olusturdugunu belirtmistir. Simoncic ve Kert (2002)
tarafindan DTAB ve azo boya olan Acid red 88 arasinda hidrofobik ve hidrofilik

karakterlerden kaynakli gii¢lii etkilesimler oldugu gosterilmistir.

Azo boyalarin absorpiyon degerleri ortam etkilerine kars1 ¢ok hassastir ve bu yiizden
spektrofotmetrik calismalarda reporter olarak kullanilir. Boya molekiilleri ¢ozeltide
agregat olusturabilirler ve bu agregatlar surfaktan molekiiller ile kompleks olusturmak
tizere reaksiyon verirler. Boyarmadde iizerine surfaktanin etkisi UV-goriiniir bolge
absorpsiyon spektromunda hizli bir sekilde azalisa sebep olur. Bu spektral degisim,
boyanin siilfonat grubu ve surfaktanin bas gruplar arasindaki kuvvetli elektrostatik

etkilesimden dolay1 olugsan kompleksin olusumuna yiiklenir ( Taner 2006).

Son zamanlarda surfaktanlarin boya gideriminde kullanimma yonelik arastirmalar
yapilmistir. Ozdemir vd. (2009) aniyonik azo boyanin dis yiizeyi katyonik surfaktan ile
kaplanmis zeolite daha iyi tutundugunu ve sivi sistemden gideriminin arttigini
gostermigtir. Substrat surfaktan arasindaki etkilesimlerin mikroorganizma tarafindan

kirletici maddeye ulasilabilirligini arttirmasi beklenmektedir (Sighn vd. 2007).

Calismada kullamlan surfaktanlarm pH’1 6 olan 100 mgl' boya iceren Melash
besiyerinde 3 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda tek basina gerceklestirdigi boya

giderimi Sekil 5.1.a’da gosterilmistir.
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Anyonik surfaktanlar olan SDS ve DBS anyonik boya gideriminde etkili degildir.
Katyonik surfaktanlar olan DTAB, CTAB, HDTAB ve CPCM anyonik boya

gideriminde etkilidir.

Surfaktan konsantrasyonu 1 mM oldugunda 3 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda
CTAB, HDTAB ve CPCM %100 boya giderimini gerceklestirmistir. DTAB ise %37.9
boya giderimi yapmistir. Bu surfaktanlarin  suda ulagtiklar1  kritik misel
konsantrasyonlarina (KMK) ait degerler Sekil 5.1.b‘de gosterilmistir. CTAB, HDTAB
ve CPCM surfaktanlarinin KMK degerleri birbirlerine yakin olup, yaklasitk 1 mM
civarindadir. Dolayisiyla bu surfaktanlarin konsantrasyonu 1 mM oldugunda % 100°liik

giderim gergeklestirmistir.

DTAB’nin ise KMK degeri 15.6 mM olup digerlerine gore cok yiiksektir. Tez
calismasinda bu surfaktanin KMK degerinin altinda degerler kullanilmis ve bu

surfaktan fungal boya giderimini arttirict etki gostermistir.

DTAB’nin su ve melash besiyerindeki boya giderimi davranisini kavrayabilmek amaci
ile DTAB’nin pH’1 6 olan ve 100 mgl"' boya igeren su ve melash besiyerindeki boya
giderimi Sekil 5.2°de gosterilmistir. Inkiibasyon siiresi suda 6 saat, melasli besiyerinde
ise 3 gilindiir. Boya ve surfaktan sulu ortamda melasli besiyeri ortamina gore daha hizl
etkilesime girmistir. Ancak surfaktan konsantrasyonu bakimindan incelendiginde su ve
melasta benzer ylizde giderim yapmustir. Melasli ortamda olusturacagit KMK degeri
sudakine benzer olacaktir, sadece siire olarak suda daha ¢abuk KMK degerine ulagsmasi

beklenmektedir.
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Sekil 5.1.a. Surfaktanlarin melasl besiyerinde boya giderimi (% BG: boya giderimi; pH:
6; Cors: 100 mgl™; S: 25 + 1 °C; Is: 3giin). b. Surfaktanlarin sudaki KMK degerleri
(SDS: Sodyum dodesil siilfat; DBS: Dodesil benzen siilfonik asit sodyum tuzu;
DTAB: Dodesiltrimetil amonyum bromiir; CTAB: Alkiltrimetil amonyum bromiir;
HDTAB: Hegzadesil trimetil amonyum bromiir; CPCM: Setil prinidium klorol
monohidrat)

(KMK degerleri icin: Homberg vd. 2003, Zhao vd. 1998,
http://en.wikipedia.org/wiki/Cetylpyridinium_chloride)

Surfaktanlarin KMK degerleri surfaktanin kimyasal yapisina baghdir. Surfaktan
molekiiliiniin sahip oldugu alkil zincir uzunlugu arttikca KMK degeri diismektedir
(Holmberg vd. 2003). DTAB’nin alkil zinciri 12 karbon atomundan olusmaktadir.
CTAB, HDTAB ve CPCM surfaktanlarinin molekiil formiillerinde DTAB’den daha
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fazla sayida karbon bulunmaktadir. Dolayisiyla CTAB, HDTAB ve CPCM’nin KMK
degeri DTAB’ye gore diistiktiir.

m Melas Su

% BG
=

0.5

DTAB konsa nlra syonu (mM)

Sekil 5.2 DTAB’nin suda ve melash besiyerinde tek basina gergeklestirdigi boya giderimi
(%BG: boya giderimi; DTAB: Dodesiltrimetil amonyum bromiir; pH: 6; Corg: 100
mgl™; S: 25 + 1 °C; Is: 3giin)

Yapilan caligmalarda anyonik surfaktan olan SDS ve DBS’nin anyonik boya

gideriminde belirgin bir etkisi olmadigi, katyonik surfaktanlarda ise boya giderimi

gbzlenmis ancak mikrobiyal giderimi sadece DTAB’nin etkili bir sekilde artirdigi

belirlenmistir.

Tez calismasinda filamentli fungus olan A. versicolor, R. arrhizus ve maya olan C.
tropicalis kiiltlirlerinin boya giderimine surfaktan etkisi belirlenmistir. DTAB surfaktani
filamentli funguslar olan R. arrhizus ve A. versicolor tiirlerinin boya giderimini

arttirmugtr.

Besiyerinde tiremekte olan kiiltiirlerle yapilan ¢alismalarda hem A. versicolor tiirii hem
de R. arrhizus tiiri pH 6°da (Sekil 5.3) 100 mgl” boya ve 0.5 mM DTAB bulunan

ortamda en iyi boya giderimini gerceklestirmistir.

Boya konsantrasyonunun etkisinin arastirildigi ¢alismalarda. hem A. versicolor tiirii

hem de R. arrhizus tiirii 50 ve 100 mgl" gibi diisik boya konsantrasyonlarinda en iyi
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giderimi gergeklestirmistir. Boya konsantrasyonu arttik¢a giderim de azalmistir (Sekil
5.4). Bu durum artan boya konsantrasyonunun mikrobiyal gelisim iizerindeki olumsuz

etkisinden kaynaklanmistir (D6nmez 2002).

Baslangi¢ surfaktan konsantrasyonunun etkisi deneylerinde hem A. versicolor tiiriiniin
hem de R. arrhizus tiiriiniin boya giderimi 0.1, 0.5, 1 ve 2 mM DTAB olmak iizere
farkli surfaktan konsantrasyonlarinda 100 mg g boya bulunan ortamda arastirilmustir.
Her iki mikroorganizmaninda 1 mM DTAB bulunan ortamda en iyi giderimi yaptigi

saptanmustir (Sekil 5.5).

Hem A. versicolor fungusunun hem de R. arrhizus fungusunun 1 mM DTAB katyonik
surfaktan: ve 100 mgl" anyonik reaktif boya bulunan pH’1 6 olan Melash besiyerinde
tiremekte iken mikrobiyal boya gideriminin en yiiksek degere ulastigi tespit edilmistir.
Her iki fungusunda ayni optimal kosullarda boya giderimini ger¢eklestirmis olmasi

boya gideriminde ayn1 mekanizmanin kullanildigin1 gostermektedir.

mR.a +DTAB OAv. +DTAB u DTAB

MEIiEEIEINEINE M
».','

3 4 6 7

pH

Sekil 5.3 Rhizopus arrhizus (R.a.), Aspergillus versicolor (A:v.) funguslarmin boya giderimine (
Toplam %BG) pH etkisi (Cors: 100 mgl”'; DTAB: 0.5mM Dodesiltrimetil amonyum
bromiir; is: 3 giin)
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Sekil 5.4 Rhizopus arrhizus (R.a.), Aspergillus versicolor (A:v.) boya giderimine ( Toplam
%BG) baslangic boya konsantrasyonunun etkisi (DTAB: 0.5mM Dodesiltrimetil
amonyum bromiir; Is: 3 giin)
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Sekil 5.5 Rhizopus arrhizus (R.a.), Aspergillus versicolor (A:v.) boya giderimine (Toplam%BG)
baslangic surfaktan konsantrasyonunun etkisi (Corg: 100 mgl™; Is: 3 giin)
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Sekil 5.6 Rhizopus arrhizus (R.a.), Aspergillus versicolor (A:v.) ve Candida tropicalis (C.t.)
tiirlerinin boya giderimine (Toplam %BG) DTAB etkisi (Corg: 100 mgl™; Is: 3 giin)

Funguslarin ligninolitik enzimler olan lignin peroksidaz, lakkaz ve manganez
peroksidazla boyanin fenolik gruplarmi oksitlemek suretiyle boya giderimi yaptigi

bilinmektedir (Jeffries vd. 1981, Paul- Philippe ve Ramsay 2005, Svobodova vd. 2007).

Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvarinda
yapilan arastirmada A. versicolor kiltiirinde bulunan Lakkaz enziminin boya
gideriminde rol aldig1 tespit edilmistir (yayinlanmadi). Yapilan tez ¢alismasinda DTAB
bulunan ortamda A. versicolor kiiltiirii boya giderimini daha hizli ve etkin bir sekilde

gerceklestirmistir.

Nagarathnamma ve Bajpai (1999) isimli arastirmacilar R. oryzae (diger ismi R.
arrhizus) kiiltirtiniin boya giderimindeki rol alan enzimlerini arastirmis ve fungus
biyokiitlesinde Lakkaz aktivitesi oldugunu saptamislardir. Yapilan ¢aligmada ise boya

gideriminin DTAB tarafindan arttirildig: tespit edilmistir.

Yang vd. (2003) C. tropicalis tiiriinde ligninolitik enzimlerden manganez bagimli
peroksidaz’in boya gideriminde etkili oldugunu goéstermistir. Yapilan ¢alismada
kullanilan DTAB’nin bu mayada bulunan manganez bagimli peroksidaz enziminin

aktivitesini arttirict bir etkisi olmadigi belirlenmistir.
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Sekil 5.6’da goriildiigii gibi 3 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda DTAB A. versicolor ve
R. arrhizus tiirlerinin boya giderimini arttirmus, C. tropicalis tiiriiniin boya giderimini
olumlu etkilememistir. 5 giinliik inkiibasyon sonunda C. tropicalis tiiriiniin boya
gideriminin surfaktan bulunmayan ortamda daha iyi oldugu saptanmistir. Filamentli
funguslar olan A. versicolor ve R. arrhizus Lakkaz aktivitesine sahip ancak C. tropicalis

mangan bagimli peroksidaz enzimine sahiptir.

Sekil 5.4’te A. versicolor tiiriiniin boya gideriminin R. arrhizus tiirine gore daha iyi
oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni A. versicolor tiiriiniin ekstraselliilar lakkaz
aktivitesi gostermesine karsilik R. arrhizus tiirii fungal biyokiitlesi i¢inde Lakkaz

aktivitesi gostermesi olabilir.

DTAB surfaktanin etki mekanizmasi boya gideriminde rol alan enzimlerle etkilesmek
sureti ile olabilir. Surfaktanlar mikrobiyal proteinlerle etkilesime gegebilir ve enzim
aktivitesini, stabilitesini ve spesifikligini etkilemek suretiyle enzim konformasyonunu
modifiye edebilirler (Kamiya vd. 2000). Surfaktanlarin enzimi modifiye edici ya da
hiicre ylizeyinden enzim gibi protein salgisini artirict etki gosterdigini belirten bilimsel
calismalar bulunmaktadir. (Kertsen vd. 1990, Schallmey vd. 2004, Singh vd. 2007,
Ward vd. 2006).

Calismalarda kullanilan A. versicolor ve R. arrhizus tiirlerinde Lakkaz enzim aktivitesi
oldugunu kanitlamis kaynaklar bulunmaktadir. DTAB Lakkaz aktivitesini artirarak

fungusun boya giderimini arttirdig1 diisiiniilmektedir.

Lignin peroksidaz ve mangan bagimli peoksidaz ya da manganez peroksidaz prostetik
grup olarak demir (Fe) icermesine karsin lakkaz aktif bolgesinde bakir ihtiva
etmektedir. Lakkaz enzimi ilk Tien ve Kirk tarafindan karakterize edilmistir (Tien ve
Kirk 1984). Manganez peroksidaz hidrojen peroksite (H,O,) bagli glikoproteinden
olugmaktadir ve monoaromatik fenolleri ve aromatik boyalar1 oksitleyebilmek icin
Mn?ye ihtiya¢ duymaktadir (Kuwahara vd. 1984). Lakkaz multibakir oksidazdir ve
aromatik aminleri oksitler (D’Souza vd. 2006). Lakkaz yapisal olarak manganez bagimli
peroksidazdan farklilik gostermektedir. Dolayisiyla Lakkaz enzim aktivitesinde etkili

olan DTAB’nin mangan bagimli peroksidaz aktivitesine etki etmesi beklenmemektedir.
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Enzimleri aktive eden ve inhibe eden maddeler enzim yapisina gore 6zgiinliik gosterdigi

bilinmektedir.

Yapilan tez ¢aligmasinda tekstil atik sularinda bulunan reaktif boyalarin filamentli
funguslar olan A. versicolor ve R. arrhizus tarafindan gideriminde DTAB katyonik
surfaktaninin olumlu etki gosterdigi tespit edilmistir. C. tropicalis mayasimnin boya

giderimini ise olumsuz etkilemistir.
Yapilan doktora ¢aligmasi sonucunda;

e (Calismada kullanilan surfaktanlar arasindan funguslarin anyonik boya olan
Remazol Blue giderimini maksimum seviyeye ulastiranin sadece DTAB
katyonik surfaktani oldugu,

e DTAB’li ortamda calismada kullanilan mikroorganizmalar arasinda en iyi boya
giderimi gergeklestirenin A. versicolor oldugu,

e DTAB’li ortamda gelismekte olan A. versicolor kiiltiiriiniin iretilmis kiiltiiriin
biyosorpsiyonuna gore daha fazla boya giderimi yaptigi,

e Biyosorpsiyon mekanizmasi ile gerceklesen boya gideriminde canli fungusun
Oliiye gore daha fazla boya giderimi yaptigi,

gOriilmiistiir.

Doktora calismasinda surfaktanlar kullanilmak suretiyle biyolojik aritim kapasitesinin
arttirilabilecegi tespit edilmis olup, calisma yeni bir biyolojik aritim modeli
olusturulmasi i¢in 6n deneme niteligi tasimaktadir. Bu suretle olusturulacak model ticari
anlamda biyolojik aritim sistemlerinde kullanimi; enerji ve zaman tasarrufunun yanisira
biyolojik aritim verimini de arttirict etki gdsterecegi i¢in 6nem kazanmaktadir. Ayrica
yapilan ¢aligma sonucunda elde edilen bulgular orijinalligi nedeniyle bilimsel literatiire

katkida da bulunacaktir.
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EKLER

EK 1 Remazol Blue boyasinin 20, 40, 60, 80 mgl'1 konsantrasyonlarda standart egrisi

EK 2 Aspergillus versicolor yas ve kuru agirlik standardi

EK 3 Rhizopus arrhizus yas ve kuru agirlik standardi

EK 4 DTAB surfaktani konsantrasyonunun Remazol Blue boyasinin dalga boyuna

etkisi
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EK 1 Remazol Blue boyasinin 20, 40, 60, 80 mg/L konsantrasyonlarda standart egrisi

unluk
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Sekil 1 Remazol Blue boyasi 6rnek standart egrisi
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EK 2 Aspergillus versicolor yas agirlik ve kuru agirlik standardi

70

Yasagnlik (gl't)

0 . | |
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* sl R*= 0.999

Sekil 1 A. versicolor tiiriine ait yas-kuru agirlik 6rnek standart egrisi

105



EK 3 Rhizopus arrhizus yas agirlik ve kuru agirlik standardi

Yasagulik (g/L)

0 ' '
0 2 + ° i
o y = 8.296x
Kuru agulik (gl'h) R: = 0.996

Sekil 1 R. arrhizus tiiriine ait yas-kuru agirlik 6rnek standart egrisi
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EK 4 DTAB surfaktani konsantrasyonunun Remazol Blue boyasinin dalga boyuna
etkisi

Surfaktan ve boya arasindaki etkilesimlerden dolayr farkli  surfaktan
konsantrasyonlarinin boyanin spektrofotometrede analiz edilen dalga boyuna etkisi
arastirtlmistir. Bu arastirma i¢in 0, 0.1, 0.5, 1 ve 2 mM DTAB igeren 5 mgl'1 boya
iceren 10 ml melash besiyeri (pH 6) hazirlandi ve 2 ml 6rnek spektrofotometrede 400-
650 nm dalga boyunda taranmistir. Kontrol olarak melasli besiyeri kullanildi. Elde
edilen sekil 4’de goriildiigli iizere surfaktan konsantrasyonlart maksimum dalga
boyunda belirgin bir fark gostermemistir. Bu nedenle tiim deneylerde boya

konsantrasyonu 600 nm dalga boyunda analiz edilmistir.

0.35

Optik Yogunluk

400 450 500 550 600 650

Dalga Boyu (nm)

Sekil 1 DTAB konsantrasyonunun (0.1, 0.5, 1 ve 2 mM DTAB) Remazol Blue (RB)boyasinin
dalga boyuna etkisi (DTAB: Dodesiltrimetil amonyum bromiir; pH 6; Corg: 5 mgl™; S:
25+1 C)
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