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ONUR SOZU

Yiiksek Lisans tezi olarak sundugum “Termofilik ve Mezofilik Bakterilerle Cesitli
Boyar Maddelerin Renginin Giderimi” baslikli bu ¢alismanin bilimsel ahlak ve
geleneklere aykirt diisecek bir yardima basvurmaksizin tarafimdan yazildigini ve
yararlandigim biitiin kaynaklarin, hem metin i¢inde hem de kaynakg¢ada yontemine

uygun bigimde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Burak GUCLU



OZET
Yiiksek Lisans Tezi
Termofilik ve Mezofilik Bakterilerle Cesitli Boyar Maddelerin Renginin Giderimi
Burak GUCLU
In6nii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali
62 + xiii sayfa

2019
Danisman: Dog. Dr. Emre BIRHANLI
Bu ¢alismada, c¢esitli inkiibasyon kosullari altinda iki farkli tekstil boyast olan Foron
Kahverengi ve Foron Siyahin termofilik Anoxybacillus flavithermus ve mezofilik
Bacillus megaterium Al ile renginin giderimi arastirilmistir. Bu nedenle; yapilan 24
saatlik renk giderim c¢alismalarinda termofilik (40-55 °C inkiibasyon sicakliklari, 50-
250 ppm boya konsantrasyonlar1, 0-200 rpm ¢alkalama hizlar1 ve pH 5.0-9.0) ve
mezofilik (25-40 °C inkiibasyon sicakliklari, 50-200 ppm boya konsantrasyonlari, 0-
200 rpm ¢alkalama hizlar1 ve pH 5.0-9.0) bakteriyel izolatlar i¢in ¢esitli kosullarda
renk giderimleri gergeklestirilmistir. Buna gore; A. flavithermus igin optimum
inkiibasyon sicaklik degeri 50 °C, boya konsantrasyonu 200 ppm, ¢alkalama hiz1 50
rpm ve ortam pH’ s1 pH 5.0” dir. Diger yandan, optimum inkiibasyon sicakligi, boya
konsantrasyonu, ¢calkalama hizi ve ortam pH’s1, B. megaterium A1 i¢in sirastyla 30 °C,
100 ppm, 150 rpm ve pH 7.0’dir. Optimum kosullar altinda, Foron Kahverengi ve
Foron Siyahin B. megaterium A1 tarafindan renk giderimleri %79 ve %87 iken, Foron
Kahverengi ve Foron Siyahin A. flavithermus tarafindan renk giderimleri sirasiyla %72
ve %83 idi. Ayrica; bu bakteriyel izolatlarin Foron Kahverengi ve Foron Siyah
karisimlarina ve ayrica sentetik atiksulara karsi renk giderim aktiviteleri belirlenen
optimum kosullar altinda 6l¢iildii ve 24 saat inkiibasyondan sonra yiiksek renk giderim

degerleri elde edildi.

ANAHTAR KELIMELER : Bacillus megaterium Al, Anoxybacillus flavithermus,

Boya renk giderimi, Foron Kahverengi, Foron Siyah



ABSTRACT
Master Thesis

Decolorization of Various Dyes by Thermophilic and Mesophilic Bacteria
Burak GUCLU
Inonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

62 + xiii pages
2019
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Emre BIRHANLI
In this study, decolorization of two different textile dyes, Foron Brown and Foron
Black by thermophilic Anoxybacillus flavithermus and mesophilic Bacillus
megaterium Al was investigated under various incubation conditions. Therefore; 24-
hour color removal studies were performed under various conditions for the
thermophilic (40-55 °C incubation temperatures, 50-250 ppm dye concentrations, 0-
200 rpm shaking rates and pH 5.0-9.0) and the mesophilic (25-40 °C incubation
temperatures, 50-200 ppm dye concentrations, 0-200 rpm shaking rates and pH 5.0-
9.0) bacterial isolates. According to this; the optimum incubation temperature value
for A. flavithermus is 50 °C, dye concentration is 200 ppm, shaking speed is 50 rpm
and the medium pH is pH 5.0. On the other hand, the optimum incubation temperature,
the dye concentration, the shaking speed and the medium pH are 30 °C, 100 ppm, 150
rpm and pH 7.0, respectively for B. megaterium Al. Under the optimum conditions,
while the decolorizations of Foron Brown and Foron Black by B. megaterium Al were
79% and 87%, the decolorizations of Foron Brown and Foron Black by A. flavithermus
were 72% and 83%, respectively. Moreover; the decolorization activities of these
bacterial isolates against the mixture of Foron Brown and Foron Black and also the
synthetic wastewaters were measured under the optimum conditions detected and high

decolorization values were obtained after 24 hours of incubation.

KEYWORDS: Bacillus megaterium A1, Anoxybacillus flavithermus, Decolorization

of dye, Foron Brown, Foron Black
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1. GIRIS

Diinya niifusunun hizli bir sekilde artmasi ve buna bagh olarak toplumsal
ihtiyaglarin her gecen giin daha da ¢ogalmasi ve gesitlenmesi endiistriyel faaliyetlerin
de artigina sebep olmaktadir. Artan talep dogrultusunda gelisen endiistriyel ¢alisma
alanlarmin su kullanimi ve dogal su kaynaklarmin kirlenme olasiligi gittikce
yiikselmektedir. Endiistriyel alanlardaki su kullaniminin ve olusan atiksularin gevreye
bosaltilmasindaki ciddi artis giinlimiizde atiksularin aritilmasi konusunda daha siki
¢evre mevzuatlari uygulanmasini zorunlu kilmis ve hatta atiksularin tekrar kullanimi
ve geri kazanimi ¢alismalarinin hiz kazanmasina sebep olmustur.

Sularin kirletilmesi ve asir1 miktarda su tliketimi ¢evre sorunlarinin
artmasindaki temel nedenlerden biridir. Buna gore dogal su kaynaklarinin varlig
canliligin devami ve canlilarin yasamsal faaliyetleri icin yillar gectikce daha fazla
onem kazanmaktadir. Atiksularda herhangi bir aritim uygulanmadan sucul ortama
direkt olarak desarj edilen koyu renkli atiksular yiizeyde renkli bir tabaka olusturur.
Bu durum giines 1sinlarimin suya niifuz etmesini engelleyerek sucul ortamda
gerceklesecek fotosentezi engellemektedir. Buna bagli olarak hem suda ¢6zlinmiis
oksijenin hizli bir sekilde azalmasi hem de suda biriken kimyasal madde
konsantrasyonunun artmasi sucul yasami olumsuz etkilemektedir (Aksu, 2005).

Renkli atiksular genel olarak endiistriyel faaliyetlerden kaynaklanmakta olup,
deri, tekstil, gida, kagit iiretimi gibi endiistriyel alanlar genelde renkli atiksularin
olusturuldugu ve gevreye bosaltildigi sanayi dallaridir. Bunlar arasinda da tekstil
endiistrileri yliksek miktarlarda su kullanan sanayi dallarimin basinda gelmektedir.
Yiiksek miktarlarda su kullanimina bagli olarak oldukg¢a fazla miktarda atiksu tiretim
kapasitesine sahip tekstil fabrikasi atiksularmin aritimi da glinlimiizde son derece
onemli bir durumdur. Atiksularin kirlilik yiikiiniin gostergesi olarak kimyasal oksijen
ihtiyact (KOI) ve tekstil atiksularmin renk igeriginin saptanmasi ilk olarak akla gelen
parametrelerdir. Cevreye verilen zarart minimize etmede yapilacak en mantikli
yaklagimlardan biri 6ncelikli olarak atiksuyun renginin giderilmesidir (Borchert vd.,
2001).

Tekstil endiistrilerinden alici ortama direkt olarak desarj edilen atiksularin
yiiksek konsantrasyonlarda boya, BOI, KOI ve askida kati madde igerdigi
bilinmektedir. Yiiksek KOI ve renk igeren bu atiksularm desarj edildigi sucul

ortamlarin estetik acidan bozulmasina neden olmanin yani sira ¢dziinmiis oksijen



miktarin1 da azaltarak sucul yasam i¢in son derece olumsuz kosullarin olusumuna
sebep olur. Boyama islemi agisindan bakildiginda olusan atiksu 6zellikleri islemin
kimyasina, boyama islemlerinin kesikli ve stlirekli olusuna gore farklilik
gostermektedir (Namal, 2017).

Renkli organik bilesikler yapilarinda bulunan kromoforlar sayesinde
elektromanyetik spektrumun goriiniir bolgesindeki 1sinlar1  absorblayabilirler.
Absorblanan 15181n  dalga boyu, renkli organik bilesigin yapisindaki kromofor ve
oksokrom gruplarinin bilesenlerine gore degismektedir. Bir materyale kendiliginden
veya uygun reaksiyon maddeleri araciligiyla renk veren maddelere boya adi verilir
(McMullan vd., 2001).

Tekstil ve diger endiistriyel uygulamalarda ticari olarak temin edilebilen
10.000’den fazla sentetik boya kullanilmaktadir. Sentetik boyalar azo, antrakinon,
heterosiklik polimerler ve trifenilmetan gibi ¢esitli siniflara ayrilabilir. Bu boyalarin
cogu sicakliga, 1s18a ve biyolojik bozulmalara karsi kararli olup, c¢evreye
salindiklarinda kirletici bilesikler olarak birikmektedir (Vitor vd, 2008).

Boya Sanayicileri Dernegi, BOSAD’1n arastirmalarina gore kiiresel boya
pazarmin biliyikligi glinlimiizde 130 milyar dolar seviyelerine ¢ikmis olup diinya
boya liretim kapasitesi 51 milyon ton civarindadir. Diinya ¢apinda yilda tiretilen
10.000 farkli boya ve pigmentin miktar1 yaklagik olarak 7x10° tondur (Chen vd.,
2003). Uretilen boyalarin iicte ikisi ise tekstil sektoriinde kullanilmaktadir (Gnanadoss
vd., 2015). Diinya boya pazarinda Tiirkiye yaklasik olarak %2’lik bir paya sahip olup,
Avrupa’nin en bliyiik 5. boya iireticisi konumundadir. Tiirkiye 2014 yilinda 903 bin
ton boya ve ham madde tiretmistir (Boran, 2013).

Atiksu aritiminda fiziksel ve kimyasal yontemler oldukga etkilidir, ancak hem
isletme maliyetlerinin yiiksek olmas1 hem de zararli yan iiriinlerinin olmasi sebebiyle
uygulanabilirligi sinirlidir. Ayn1 zamanda atiksu aritiminda kullanilan abiyotik araglar
oldukg¢a pahali katalizorler ve reaktifler gerektirir (Manu vd., 2002). Yapilan
aragtirmalarda kirlilik kaynagina ekolojik olarak bakmanin daha faydali oldugu
diistiniilmektedir. Ekolojik silireclerde maliyeti oldukc¢a diisliik fizikokimyasal
stireglerle birlikte bakteri ve mantarlarin kullanimi, gevre kirliligiyle miicadele etmede

yeni biyoteknolojik yaklasimlar gelistirilmesine katki saglamistir (Sen vd., 2003).



1.1. Renk

Renk sadece 151k varliginda fark edilebilen 1s18a baglh bir kavramdir. Rengi
ayirt edebilmek igin; goriinen 1s1k spektrumunda, cismin iizerine diisen 1s1gm bir
kismin1 absorbe etmesi, bir kismini da yansitmasi gerekmektedir. Bu sekilde cisimler
renkli goriiniimlerini elde edebilirler. Her cisim fiziksel ve kimyasal farkliliklarina
bagli olarak tizerine diisen belirli dalga boylarindaki 1s1g1n bir kismini absorbe eder ve
geri kalan kismini da geri yansitir. Belirli dalga boylarinda iizerine gelen 1518mn
yansitilan kismi cisimlerin hangi renkte goriilebilecegini belirler. Sekil 1.1°de
gosterildigi gibi ana renklerin belirli oranlardaki karisimindan diger ara renkler elde

edilir (Seventekin, 1998).
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Sekil 1.1. Renk iiggeni (Judd vd., 1975).

1.2. Boyar Maddeler

Boyar maddeler, genel olarak yapilarinda kromofor ve oksokrom (fonksiyonel
grup) olmak tizere iki temel bileseni bulunan, uygulandig: yiizeyde tutunma egilimi
gosteren renkli maddeler olarak tanimlanabilir. Farkli kimyasal yapilara sahip

olmalarindan dolay1 farkli tip ve karakterde ¢ok sayida boyar madde ¢esidi bulunur.
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Boyaya rengini veren doymamis yapida bulunan kromofor bilesenidir. Sentetik
boyalarda en fazla kullanilan kromofor grubu, azo grubudur. Azo grubundan baska
kullanilan kromofor gruplari ise; etilen, karboamino, indigo, tiyokarbonil, nitro ve
nitrozo da boyar madde iiretiminde kullanilmaktadir. Kromofor gruplarini igeren
aromatik yapilar (kromojenler) normal kosullarda saman rengi goriiniimiindedir.
Oksokrom gruplar1 bu aromatik yapilara baglanarak elektronlarin aktif hale gelmesini
saglar ve boylelikle daha uzun dalga boyundaki 1sinlar1 sogurabilir. Bu sayede sari,
mavi, kirmizi renk goriiliir. Fonksiyonel grup ayni zamanda boyanin yiizeye
tutunmasini ve suda ¢oziinmesini saglar. Boyanacak yiizey farkina gore fonksiyonel
grubu farkli olan boyalar kullanilir. Kullanilan fonksiyonel gruplardan bazilarina
ornek olarak; amin, amino, siibstitiiec amin, metoksi, siilfonik asit verilebilir (Shrveve
vd., 1983).

Boyar maddeler 400 ile 700 nm arasindaki goriiniir 15181 absorbe edebilme
yetenekleriyle karakterize edilirler ve 15181 absorbe ederek renkli goriiniirler. Tekstil
endiistrisinde kullanilan boyar maddeler genel olarak organik yapidadirlar. Bununla
birlikte dogal boyalar olarak bilinen Fe2Os, Cr20s, Pb3Os, HgS ve grafit gibi boyalar
anorganik kokenlidir (Baser vd., 1990; Langhals, 2004). Enddstriyel alanlarda daha
cok sentetik boyalar kullanilmakta olup, bu boyalar tekstil sanayisinde yiin, pamuk,
ipek, deri vb. maddelerin boyanmasinda kullanilir. Tekstil endiistrisi diginda sentetik
boyalar; plastik materyaller, sentetik lifler, lastik sanayi, agag-seliilloz sanayi gibi
alanlarda da kullanilmaktadir (Seventekin, 1988).

Boyar madde tekstil endiistrisinde kullanilan liflere mekanik tutunma,
kimyasal reaksiyon veya fiziksel adsorpsiyon ile baglanir. Tekstil lifleri ile boyar
maddeler arasinda hidrojen bagi, iyonik bag, Van der Waals bagi ve kovalent bag
olusur. Asagidaki cizelgede tekstil lifleri ile boyar maddeler arasinda olusan bag

kuvvetlerinin bagil dereceleri gosterilmistir (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. Bag kuvvetlerinin bagil karsilastirilmasi (Rodriquez vd., 1995)

Bag Tipi Bagil Kuvvet
Van der waals bagi 1

Hidrojen bagi 3

Iyonik bagi 7

Kovalent bag 30

1.3. Boyar Madde Uretiminin Tarihcesi

Cisimleri renkli hale getirebilmek i¢in kullanilan maddelere “boyar madde” ad
verilir. Sentetik boyalarin kesfedilmesiyle birlikte maddelerin kimyasal yapisi ve
renkliligi arasindaki iliski de arastirilmaya baslanmustir. ilk defa Graebe ve Lieberman
1868°de, organik bilesiklerin kimyasal yapilar1 {izerinde g¢alisirken bir sonug elde
etmislerdir. Graebe ve Lieberman organik bilesiklerin renkli olmalarini doymamais
karakterde olan yapilarina baglamislardir. Yine bu arastirmacilar tarafindan yapilan
calismalarda, renkli organik bilesiklere hidrojen katildiginda rengin kayboldugunu,
ayni bilesikten hidrojenin c¢ikarilmas1 ile de rengin tekrar ortaya ciktigin
gozlemlenmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda ortaya konulan “rengin molekiildeki
doymamigliktan ileri geldigi” tezi bugiin hala gegerliligini korumaktadir (Duarte vd.,
1990).

1896 yilinda Witt tarafindan yapilan bir calismada ise “kromofor gruplar”
teorisi ileri slirlilmiistiir. Bu teoriye gore; biitiin hidrokarbonlarin temel yapilarinin
renksiz olduklar1 ve bunlara kromofor gruplar baglanarak renkli goriindiikleri
belirtilmistir. Hidrokarbonlara renkli 6zellik kazandiran kromofor gruplarinin
baglanmasiyla olusan organik bilesikler “kromojen” olarak adlandirilmaktadir. Fakat
kromojenler boyar madde 6zelligi gosteremediklerinden “oksokrom” adi verilen
ikinci seri grup molekiillerin kromojene baglanmasi ile kromojenlerin boyar madde
ozelligi kazandiklar1 belirtilmigtir. Oksokrom gruplar sadece renk olusumunda
kromoforu tamamlamakla kalmayip ayni zamanda molekiiliin suda ¢oziinmesini ve
life kars1 belirli bir ilgiye sahip olmasini da saglamaktadir. Bununla birlikte bu
oksokrom gruplar kromojene baglanarak olusan molekiiliin renk siddetini ve renk
derinligini de arttirmaktadir (Baser vd., 1990; Kurbanova vd., 1998). Witt’in bu teorisi,

kromofor gruplar ile oksokrom gruplar arasindaki iliskiyi tam olarak
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aciklayamamaktadir. Witt’den sonra bu alanda birgok ¢alisma yapilmistir. Bugiin hala
gecerliligini koruyan “ara-hal teorisi” Arnt tarafindan 1931 yilinda 6ne siiriilmiistiir.
Bu teoriye gore; boyar maddeler elektron alan ve veren gruplar igermeleri nedeni ile
mezomer sistemlerdir. Kromofor gruplar, genel olarak elektron alan (elektrofil),
oksokrom gruplar ise yapilarindaki ortaklasmamis elektron c¢ifti iceren gruplar

olduklarindan elektron veren gruplardir.

1.4. Tekstil Endiistrisinde Kullanilan Boyar Maddelerin Ozellikleri

Boyalar farkli kimyasal yapilar igermektedirler (Talarposhti vd., 2001).
Kromofor gruplar yapisina gore bir ya da birden fazla bag igerebilirler. Degisken
yapida bulunan bu baglar 1518in absorplanmasini saglayarak boyanin parlak
goriinlimiinde etkili bir rol oynarlar. Boyalarin cogunda bulunan kromofor gruplari azo
gruplari olarak 6ne ¢ikmaktadir. Azo gruplardan farkli olarak bir diger 6nemli grup ise
indigo ve siilfir iceren kromoforlardir. Boyar maddenin yapisinda bulunan
fonksiyonel grup boyalarin rengini verecegi materyale baglanmasimni saglayan
yapilardir. Tekstil sanayisinde, farkli tiplerdeki maddelerin boyanmasini saglamak igin
farkli tiplerde fonksiyonel gruplar kullanilmaktadir (Sarioglu vd., 1998). Diinya
genelinde yilda bir milyon ton kadar boya iiretimi yapilmaktadir (Dos Santos vd.,
2004). Boyar maddelerin yapisinda bulunan ¢esitli kromofor ve oksokrom gruplar
Sekil 1.2° de gosterilmis olup, boyar maddenin yapisini olusturan atomlara ait
elektronlar sabit olmayip smir formiiller arasinda ara kademeler iizerinde yer
degistirirler. Boyle bir mekanizma ise polarize olabilen gruplar (¢ift bag yapisinda)
sayesinde miimkiindiir. Bu nedenle organik bir bilesigin renkli olmasi ve boyar madde
olarak kullanilmast i¢in kromofor ve oksokrom gruplarin yaninda polarize olabilen

gruplarin da olmasi gerekmektedir (Sekil 1.3) (Baser vd., 1990; Kurbanova vd., 1998.).



Kromofor Gruplar OKksokrom Gruplar
N =N- Azo -HN, Amino
Sc - < - -NHR
/C. =0 Karbonil -NR. Substitue amino
2
_N<O Nitro -OH Hidroksil
(-:) -
>=C‘ e Etilen -SH Tivoalkol
Tr—
H::;C:I\H Karbamino -OCH, Metoksi
™~ =g Tivokarbonil -SO;H Sulfonik asid
SN=0O Nitrozo - O -CH; Fenolik

Sekil 1.2. Kromofor ve oksokrom gruplar (Baser vd., 1990)
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Sekil 1.3. Baz1 kromojen ve oksokrom gruplarinin birlesimi ile boyar maddelerin

olusumu (Kurbanova, vd., 1998.)

1.5. Tekstil Atiksularinin Ozellikleri

Tekstil sanayilerinin boyama islemleri sonrasinda meydana gelen atiksularin
ana kaynagi, dogal liflerin yikanmasi, agartilmasi ve boyanmasi iglem basamaklaridir.
Bu basamaklarla birlikte, icerdikleri nisasta yiiziinden hasillama ve hasil sékme
islemleri atiksularda yiiksek miktarlarda KOI olusmasina sebep olmaktadir. Boyama

islemlerinde kullanilan liflerin, islem sirasinda kullanilan kimyasallarin, boyar



maddelerin ve son {iriinlerin farkli olmasi sebebiyle ortaya ¢ikan atiksular farkl igerik
ve kimyasal komplekslige sahiptir. Bundan dolay1 boyle kompleks ve farkli icerikteki
atiksular siradan aritim tesisleriyle yeteri kadar aritilamadan kalmaktadir (Donlon vd.,
1997; Pagga vd., 1986; Rajaguru vd., 2000).

Tekstil sanayisinde kullanilan boyar maddelerin sahip olmas1 gereken dort

ozellik soyledir;

v Suda ¢oziinebilir olmasi,

v Boyar madde ile yiizey arasinda affinite yani ilgi (substantivite) olmasi,

v Boyama sonrasinda yiizey iizerinde renk olugmast,

v Yiizey tlizerine tutunan boyar maddenin dis etkenlere karsi direngli olmasi

gerekmektedir. (Boustanabad, 2014)

1.6. Tekstil Endiistrisinde Kullanilan Boyar Maddelerin Cevreye Etkisi

Tekstil endiistrisinde kullanilan boyalar estetik problemlere neden oldugu gibi
bu boyalar 1s18a, sicakliga, oksidasyona ve biyolojik girisimlere da dayanma giicii
gosterirler. Atiksu aritma tesisleri genellikle ticari boyarmaddeleri tamamen
gideremez ve bu nedenle sulu habitatlarin kirlenmesine sebep olur (Sam vd., 2001).
Biyolojik yikima karsi direngli olmalari ve canlilar iizerinde mutajenik, toksik ve
karsinojenik etki olusturmalari nedeniyle boyar maddeler ¢evre agisindan ciddi
problemler olusturmaktadir (Isik vd., 2005; Manu vd., 2002; Sen vd., 2003;
Talarposhti vd., 2001; Kapdan vd., 2003; Seesuriyachan vd., 2007). Klasik boya
teknelerinin igerisindeki sivida yaklasik olarak 1000 mg/L konsantrasyonda boya
bulunur. Hidrolizi kolay olan reaktif boyalarin dezavantaji kumasa tutunamayan
miktarinin ¢ok fazla olmasidir. Boya miktarinin %40°1 baslangi¢ asamasinda kumasa
fikse olmadan atiksuyun igerisinde kalmaktadir (Manu vd., 2002; Sen vd., 2003).

Tiirkiye’de mevcut aritma prosesleri istenilen KOI ve renk giderimindeki
dengeyi saglayamadigindan tekstil sanayileri tarafindan alic1 ortamlara desarj edilen
atiksularin KOI ve renk degerleri normal kosullarin oldukga iizerindedir. Ayrica su
kirliligi kontrol yonetmeliginde herhangi bir renk standardi bulunmadigindan alici
ortamlara direkt desarj edilen tesis ¢ikis sular1 ortam kalite ve goriintiisiinii hem estetik
acidan bozmakta hem de ortamdaki ¢6ziinmiis oksijenin yeterliligini engellemektedir
(Sponza vd., 2000).



1.7. Renk Giderimi Cahsmalarinda Biyolojik Yontemlerin Onemi

Modern tekstil boyalari renklerini ve yapilarin1 bozacak etkenlere kars1 yliksek
derecede fotolitik ve kimyasal kararliliga sahiptir. Bu nedenle boyalar genelde sabun,
deterjan, su ve giines ile yikima kars1 direng gosterecek yapilara sahiptir. Atiksu aritim
yontemi belirlenirken atiksu aritim yontemini etkilediginden dolay1 kullanilan
yardimci kimyasallarin ve boyar maddelerin yapisal dzelliklerinin ve de olusan atiksu
miktarinin bilinmesi son derece dnemlidir.

Baz1 boyalar igerdikleri azo baglar1 sayesinde par¢alanmaya karsi dayanikli
oldugundan gevrede yiiksek miktarda birikime sebep olur. Bunlarin asidik ve alkali
kosullarda kararli yapida bulunmalari, aerobik yikima, 1s1 ve 1s1ga kars1 direngli
olmalar1 klasik aritma metotlariyla aritilmalarini zorlastirmaktadir. Bu nedenle bazi
durumlarda bazi reaktif boyalarin %90 gibi yiiksek bir oranda aritilamadan sistemden
ciktigi bilinmektedir (Lucas vd., 2006a). Bu nedenle bu tiir boyalarin yikiminda
floklastirma, ¢oktiirme gibi kimyasal ve fiziksel yontemlerle birlestirilen biyolojik
aritma yontemleri kullanilmaktadir. Ancak bazi durumlarda ters osmoz, ozonlama ve
elektrokimyasal iglemler gibi fiziksel ve kimyasal yontemlerin pahali olmas1 ve de bu
islemlerin ikincil bir kirlilik olusturabilmesi dezavantajlar olusturmaktadir. Buna
karsilik bazi bakterilerin oksijenli veya oksijensiz kosullarda bu boyalari etkili bir
sekilde yikabilmeleri, fiziksel ve kimyasal metotlara alternatif olarak biyolojik
metotlarin gelistirilmesini zorunlu kilmistir (Chang vd., 2001).

Bugiine kadar yapilan c¢aligmalarda anaerobik ve aerobik kosullarda renk
giderimi yapabilen bir¢ok mikroorganizma izole edilmistir (Aksu vd., 2005; Cetin
vd., 2006; Ertugrul vd., 2008; Ertugrul vd., 2009; Martins vd., 1999; Sadettin vd.,
2006; Won vd., 2009). Bu mikroorganizmalarla yapilan renk giderim ¢aligsmalarinda,
boyalarin biyobirikim, biyodegradasyon, biyosorpsiyon ve katabolik aktivite gibi

farkli mekanizmalarla giderildigi saptanmustir.

1.8. Boyar Maddelerin Simiflandirilmasi

Boyar maddeler, kimyasal yapilari, ¢oziniirliikleri ve boyama 6zelliklerine
gore siniflandirilabilirler. Birbirinden bagimsiz olarak yapilan bu smiflandirmalar
arasinda ¢ok az iliski bulunur. Ornegin; boyama ozelliklerine gore farkli gruplarda

olan bir¢ok boya tiirii Kimyasal yapisinda azo grubu bulundurmaktadir. Boyar madde



simiflandirmasinda boyanin kimyasal yapist ve ¢oziiniirlik 6zelliklerinden ziyade
boyama 6zellikleri daha 6nemlidir.

1925 yilinda Ingiltere’de bulunan Society of Dyers and Colourists (SDC) ve
Amerika’da bulunan American Association of Textile Chemists and Colorists
(AATCC) tarafindan renkler smiflandirilmis bdylelikle renk indeksi (Color Index)
olusturulmustur. Bu indeks yapilan giincellemelerle gelistirilmekte ve uluslararasi

referans olarak kabul gormektedir (Tutak, 2006).

1.8.1. Dogal Kaynakh Boyalar

Dogal boyalar; boya bocekleri, bazi bitkiler, mureks veya peliga olarak bilinen
deniz kabuklularindan elde edilmektedir. Eski zamanlarda bitkilerin kokleri, gévdesi,
yapraklari, ¢icekleri ve meyveleri boyar madde ve pigment olarak kullanilmistir
(Rogers vd., 2001). 19. Yiizyilin ortalarina gelindiginde sentetik boyar maddeler
kesfedilmis ve dogal kaynakli boya kullanimi azalmistir (Dorothy vd., 2008). Yirminci
yiizyilin sonlarina dogru sentetik boyalarin ¢ogunlugunun kanserojen, toksik ve ¢evre
kirliligine neden oldugunun tespit edilmesiyle dogal boyalarin kullanimi tekrardan
onem kazanmistir. Dogal bitki Ortiisii ve boyama bitkileri bakimindan diinyanin en

zengin topraklarina sahip tilkesi Tirkiye’dir (Langhals, 2004).

1.8.2. Sentetik Boyar Maddeler

Sentetik organik boyalar "katran boyalar” olarak adlandirilmaktadir. Sentetik
boyalarin ¢gogu dogal boyalara gore 1513a ve yikandiklarinda renklerin bozulmasina
kars1t daha dayaniklidir (Hunger, 2003). Sentetik boyalar her gecen giin daha fazla
gelistirilmekte olup, eskiden kullanilan boyalar yerlerini daha iyi ozellikte olan
boyalara birakmaktadir (Cizelge 1.2). Bu yiizden her yil yeni sentetik boyalar piyasaya
stiriilmektedir. Boyar madde iiretiminde ana kaynak olan petrol ve komiirden elde
edilen benzen, ksilen, toluen, naftalin ve fenol gibi aromatik hidrokarbonlar
kullanilmaktadir (Langhals, 2004).
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Cizelge 1.2. Sentetik boyalar ve kullanim alanlar1 (Langhals, 2004)

Grup Uygulama

Direkt Boyalar Pamuk, Seliilozik ve Karisimlar

Vat Boyalar Pamuk, Seliilozik ve Karigimlar

Silfiir Boyalar Pamuk, Seliilozik lifler

Organik Pigment Boyalar |Pamuk, Seliilozik, Lif karisimlari, kagit
Reaktif Boyalar Seliilozik Elyaflar ve Kumasg

Dispers Boyalar Sentetik Lifler

Asit Boyalar Yiin, Ipek, Sentetik Lifler, Deri

Azoik Boyalar Sentetik Elyaf, Deri ve Pigmentler
Bazik Boyalar Ipek, Yiin, Pamuk

Oksidasyon Boyalar Sa¢ Boyamasi

Gelistirilen Boyalar Seliilozik Elyaf ve Kumas

Mordan Boyalar Seliilozik Elyaf ve Kumas, ipek, Yiin
Floresan/Optik Beyazlatici [Sentetik Elyaf, Deri, Pamuk, Spor
Boyalar Malzemeleri

Solvent Boyalar Ahsap Boyama, Solvent Miirekkep,

Mumlar, Boyama Yaglar

1.9. Tekstil Atiksularinin Aritim Yontemleri

Atiksularin aritim yontemleri her gegen giin geliserek cesitlenmekte ve farkli
yontemlerle bu probleme ¢6ziim aranmaktadir. Gegmiste ve giiniimiizde kullanilan

atiksu aritim yontemleri asagidaki gibi siralanabilir.

1.9.1. Kimyasal Yontemler

Uzun yillardan beri tekstil atiksularinin kimyasal yontemlerle aritimi en ¢ok
ilgi géren yontemlerden biri olmustur. Bu yontemlerin kullanilmasinin nedeni atiksu
kalitesinde ortaya ¢ikan degisikliklerin kolayca tolere edilebilir olmasidir (H. Lin vd.,
1997).

Kimyasal yontemler olarak; elektrokimyasal degradasyon, kimyasal

oksidasyon ile ozonlama gibi gesitli kimyasal metotlar boyar madde renk gideriminde
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kullanilmaktadir. Boyar madde renk giderimi i¢in gesitli oksitleyici maddeler kKimyasal

yontemlerle birlikte yaygin bir sekilde kullanilmistir (Osugi vd., 2009).

1.9.1.1. Oksidasyon

Kimyasal yontemler igerisinde en fazla kullanilan renk giderme metodudur.
Kimyasal oksidasyonla boyar maddedeki aromatik halkalar kirilir ve bu sayede

atiksulardaki boyar madde giderilmis olur (Robinson vd., 2001).

1.9.1.2. H202-Fe*? Tuzlar1 (Fenton Ayiraci)

Fenton ayiract yontemi iki adimdan olusur. Bu adimlar 6n oksidasyon ve
koagiilasyondur. Fenton ayiraciyla yapilan bir calismada 6n oksidasyon siirecinde renk
giderim hizinin KOI giderim hizina oranla daha fazla oldugu ve ayn1 zamanda renk ve
KOI gideriminin biiyiikk boliimiiniin 6n oksidasyon asamasinda gerceklestigi
belirlenmistir (Kang vd., 1997). Bu yontem; renk, KOI ve toksisite giderimi gibi
avantajlara sahip olmakla birlikte dezavantajlar1 da mevcuttur. Yontem floklagsma
islemiyle birlikte uygulandigindan atiksudaki kirleticiler camura tasinirlar ve camur

probleminin ortaya ¢ikmasina sebep olur (Kang vd., 1997).

1.9.1.3. Fotokimyasal Yontem

Bu islemle boya molekiilleri H2O> (hidrojen peroksit) varliginda ultraviyole
radyasyonu ile CO: (karbondioksit) ve H>O (su)’ya doniisir. Yiiksek
konsantrasyondaki OH" (hidroksil) radikallerinin olusmasiyla bu parcalanma meydana
gelir. Boyar madde giderim hizi, pH’a, UV radyasyonunun siddetine, boya ¢ozeltisinin
kompozisyonuna ve boyar maddenin yapisina bagli olarak degisiklik gostermektedir
(Robinson vd., 2001).

1.9.1.4. Sodyum Hipoklorit (NaCIlO)

Bu metotla, CI" (klor) boya molekiiliindeki amino grubuna etki ederek azo

baglarin kirilmasini saglar. Klor yogunlugunun artmasi renk giderimini de arttirir

(Slokar vd., 1998).
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1.9.1.5. Ozonlama

Boyali atiksularda uygulanan ozon (Oz)’un dozu atiksudaki boyarmadde
molekiiliiniin miktarina baglidir. Bu yontemin avantaji atik ¢gamur olusturmamasi ve
ozonun gaz durumunda uygulanabilir olmasidir. Dezavantaji ise yarilanma Omriiniin
kisa olmasi, yiiksek maliyeti ve dmriiniin kisa olmasina bagl olarak stirekli olarak

ortama ilave edilmesi gerekliligidir (Robinson vd., 2001).

1.9.2. Fiziksel Yontemler
1.9.2.1. Adsorpsiyon

Yiizey ya da ylizeyin bir kesitinde kirletici maddenin birikmesi ve derigiminin
artmasina adsorpsiyon denir. Adsorpsiyon, atiksu aritiminda bir sivi ve bir kati
arasinda gerceklesir. Kat1 ylizeyinde tutulan maddeye adsorplanan ya da adsorbant,

tutan maddeye ise adsorban ya da adsorbent ad1 verilir (Kocaer vd., 2002).

1.9.2.2. iyon Degisimi

Atiksulardan anyon ve katyonlarin giderimi, iyon degisim regineleri
kullanilarak ve iyon degistirme yontemi ile gerceklestirilir. Iyon degistirme
yonteminde istenmeyen bazi katyon veya anyonlar reginedeki sodyum (Na®) ya da
hidrojen (H*) iyonlari ile degistirilir. Reaktif boyar maddelerin renginin giderimi igin
alternatif bir yontem olarak iyon degisimi metodu Greluk ve  Hubicki (2010)

tarafindan Onerilmistir.

1.9.2.3. Membran Filtrasyonu

Membran filtrasyonu metoduyla boyanin yogunlastirilmasi, siirekli olarak
boya aritimi ve en dnemlisi atiksudan boyanin ayrilmasi saglanmaktadir. Bu metodun
digerlerine gore en dnemli avantaji mikrobiyal aktiviteye, sicakliga ve beklenmedik
bir kimyasal ¢evreye direngli olmasidir. Bu yontemin dezavantaji ise yiiksek osmotik

basing farkliliginda, ters osmozun gerceklesmesini sinirlamasidir (Robinson vd.,
2001).
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1.9.3. Biyolojik Yontemler

Endiistriyel islemler sonrasi alici sistemlere tasinan atiksulardan en 6nemli
boyar madde giderim siireci biyolojik yontemlerle yapilmaktadir. Yapilan caligsmalar
sonrasinda bir¢ok mikroorganizmanin renk giderebilme yetenegine sahip olduklari
tespit edilmis ve bu agidan biyolojik yontemler 6n plana ¢ikmustir (Boran vd., 2019).
Biyolojik yontemler ile renk giderim maliyeti diger yontemlere gore daha diisiik
olmasi1 ayni1 zamanda genelde zararli yan tiriin olusturmamasi gibi 6zellikleri biyolojik
yontemleri diger yontemlerden daha avantajli yapmaktadir (Gill vd., 2002).

Biyolojik yontemlerde kullanilan mikroorganizmalar renk giderimi esnasinda
O kullanmiyorsa “‘aerobik (oksijenli)”, Oz kullanmiyorsa ‘“‘anaerobik (oksijensiz)”
boyar madde giderimi olarak tanimlanir. Mikrobiyal kiitle tarafindan boyar maddelerin
kiitlede biriktirilerek renk giderimi yapmasi iSe biyosorpsiyon olarak tanimlanir

(Annadurai vd., 2002; Zouari-Mechichi vd., 2006).

1.9.3.1. Aerobik Boyar Madde Giderimi

Bu islemde gerceklesen oksidasyon, rediiksiyon ve hidroliz reaksiyonlari
mikroorganizmalarin sahip olduklart enzimler tarafindan katalizlenirler. Oksidasyon-
rediiksiyon tepkimeleri hem oksijenli ortamlarda hem de oksijenin az oldugu
ortamlarda gergeklesebilir (Annadurai vd., 2002). Ancak tekstil sanayisinde kullanilan
bircok boyar madde biyolojik olarak ¢ok zor indirgenir ya da degismeden kalir
(Willmott vd., 2008). Bu boyar maddeler arasinda azo boyalar gibi aerobik sartlarda
mikroorganizmalar tarafindan parcalanmaya dayanikli olarak tiretilen boyalar bulunur.
Bu boyar maddelerin oksijenli kosullarda bozulmasini engelleyen etkenlerden biri de
yiiksek molekiil agirliklar1 nedeniyle hiicre zarindan gecememeleridir (Nigam vd.,
1996; O’Neill vd., 2000a).

1.9.3.2. Anaerobik Boyar Madde Giderimi

Ozellikle azot halkasinin ¢ift bagina baglanan azo boyar maddelerinin oksijenli
kosullarda indirgenmesinin zor olmasindan dolay1 bu tiir boyalarin renginin giderimi
anaerobik ortamlarda gergeklesmektedir (Cripps vd., 1990). Renk gideriminin
anaerobik kosullar altinda gerceklesebilmesi i¢in ilave karbon kaynagina ihtiyag

duyulmaktadir. Bu ek karbon kaynaklar1 karbondioksite dontistiiriilerek elektron aciga
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cikartilir. Sekil 1.4.”de gosterildigi gibi elektronlar; elektron tagima sisteminde (ETS)
son elektron alicisina taginarak boyayla reaksiyona girer. Bu sayede azo baglari
indirgenerek boya parcalanma yoluna girer. Gergeklesen bu olay oksijen varliginda
inhibe edilir. Bu sebepten 6tiirii bu tiir boyar maddelerin renginin giderilmesinde ilk

olarak anaerobik kosullarda azo kopriisiiniin indirgenmesi gerekir (O’Neill vd., 2000).

intraseliiler ekstraseliiler
< o
organik 7
_g : E RM... azo bova
bilesik
oksidasyon EH: RMes aromatik
tiriinleri aminler

Sekil 1.4. Anaerobik kosullarda gergeklesen azo boya rediiksiyonunun hiicre

icerisindeki isleyisinin semasi (O’Neill vd., 2000)

1.9.3.3. Biyosorpsiyon

Biyosorpsiyon; kimyasal maddelerin mikroorganizmalar tarafindan kiitlede
birikimi ya da adsorpsiyonu olarak adlandirilabilir. Bu yontemle boyar madde renk
gideriminde mayalar, mantarlar ve bakteriler kullanilabilir. Endiistride kullanilan
boyar maddelerin kimyasal yap1 ¢esitliligi cok genis oldugu i¢in, mikroorganizmalarla
boyalarin etkilesimi Sekil 1.5.’te de gosterildigi gibi boyanin kimyasal yapisina ve
mikroorganizma kiitlesine bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Kullanilan
mikroorganizmanin cinsine ve hiicresel yapisina bagl olarak boyalarin baglanma
hizlar1 ve kapasiteleri farklilik gosterir. Biyosorpsiyon boyar maddenin toksik yapida

oldugu durumlarda daha avantajli olmaktadir (Khataee vd., 2011).
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Biyosorpsiyon

mekanizmasi
Metabolizmaya Metabolizmaya
bagh baglh olmayan
Hiicre ici Cokelme Fiziksel fyon Komplekslesme
tasimmm adsorpsiyon degisimi
(a)
Biyosorpsiyon
mekanizmasi
Huere ig1 Hicre yiizeyi Hiicre dist
akiimiilasyon adsorpsiyonu/¢okelme akiimiilasyon/¢cokelme
Hiicre membramndan Tyon Komplekslesme Fiziksel Cikelme
tagmim degisimi adsorpsiyon
(b)

Sekil 1.5. Biyosorpsiyon mekanizmasi (a) Hiicre metobolizmasina gore
simiflandirilmis (b) Madde aliminin gergeklestigi bolgelere gore

siniflandirilmasi (Tsezos vd., 1989)

1.10. Calismada Kullanilan Bakteriler

1.10.1. Bacillus megaterium

Mezofilik bir bakteri tirti olan Bacillus megaterium (B. megaterium);
B12 vitamini, penisilin asilaz ve amilazlar dahil olmak ftizere g¢esitli maddelerin
biyoteknolojik iiretimi igin ticari olarak iiretilen ve patojenik olmayan bir bakteri
tirtidiir (Eppinger vd., 2011).

B. megaterium; ilk kez 1884 yilinda Anton De Bary tarafindan bir yiizyildan

daha 6nce tanimlanmistir. Biiyiikliigii 1.5-4 um arasinda degisen ve "megat (h) erium”
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(Yunanca; biiyiik hayvan) olarak adlandirilan bu bakteri tiirii, tim basillerin en
biiytigiidiir. Bacillus subtilis; Gram-pozitif model bir organizma olarak tanitilmadan
cok 6nce B. megaterium biyokimya ve bakteriyofajlar iizerine yapilan ¢alismalarda
kullanilmigtir. B. megaterium biiyiik hiicre boyutu nedeniyle hiicre duvari ve

sitoplazmik membran biyosentezi, sporulasyon, spor yapist, hiicresel organizasyon ve

protein lokalizasyonu {izerine yapilan arastirmalar i¢in olduk¢a uygundur (Christie vd.,
2010).

Sekil 1.6. Bacillus megaterium’un mikroskobik goriintiisii (Boone vd., 2001)

1.10.2. Anoxybacillus flavithermus

Anoxybacillus cinsinin bir tiyesi olan Anoxybacillus flavithermus termofilik bir bakteri
tirtidiir. Cubuk seklinde, spor olusturan bakteri ailesi olan Bacillaceae familyasina
mensuptur. Anoxybacillus cinsi bakteriler genelde jeotermal bolgelerde ve siit isleme
tesisleri ¢evresinde bulunur (Pikuta vd., 2000). Anoxybacillus flavithermus’un eski ad1
Bacillus flavithermus 'tur (Tasara vd., 2017).
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Sekil 1.7. Anoxybacillus flavithermus’un mikroskobik goriintiisti (Pikuta vd.,
2000)
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2. KAYNAK OZETLERI

Tekstil sanayisi boyalarmin 6nemli bir kismmi olusturan sentetik boyar
maddelerin, oksijenli kosullarda mikrobiyal yikima kars1 direngli olmasindaki neden
sentetik boya malzemelerinin, 151k ve kimyasal kaynakli oksidatif etkilere karsi
renklerin solmasini engelleyecek sekilde sentezlenmeleridir. Boyar maddelerin
oksijenli kosullarda biyolojik olarak par¢alanmasini zorlastiracak bir diger faktor ise
molekiil agirliklarinin fazla olmasi sebebiyle hiicre membranindan ge¢melerinin zor
olmasidir (Willmott vd., 2008).

Cesitli tekstil boyalarinin yikiminda bir¢ok bakteri tiirii kullanilabilir. Ornegin azo
boyalarin oksijenli ve oksijensiz kosullar altinda gerceklesen bakteriyel renk
giderimindeki ilk evre kromofor grubundaki azo baginin indirgenmesidir. Bu
indirgenme diisiik molekiiler agirliktaki redoks aracilari, bazi biyojenik indirgenler ve
enzimler tarafindan gerg¢eklesen kimyasal indirgenme ya da bunlarin kombinasyonu
gibi farkli mekanizmalarla gergeklesir. Gergeklesen bu tepkimeler hiicre i¢i veya hiicre
dis1 bolgelerde meydana gelir. Azo boyalarmn yikiminda genelde lakkazlar ve
azorediiktazlar olarak bilinen enzimler 6nemli rol oynamaktadirlar (Singh vd., 2015).
Lakkazlar ayn1 zamanda bilinen endistriyel boyalarin ¢ogunda renk giderme
potansiyeline sahiptir (Reyes vd., 1999; Rodriguez vd., 1999).

Azo boyalarindaki azo baglarinin (-N=N-) kirilmas1 sonucu anaerobik kosullarda
parcalanamayan aromatik aminler de ortaya ¢ikabilmektedir. Sentetik tekstil boyalari
normalde mutajenik, kanserojenik ve sitotoksik olmamalarina ragmen, anaerobik
parcalanmalar1 sonucunda meydana gelen aromatik aminler bu tiir 0Ozellik
gosterebilirler. Bu sebepten oOtiirii anaerobik renk giderim sistemleri sadece aerobik
aritmadan Once bir O6n arittim metodu olarak 6nerilmektedir. Anaerobik aritimla olusan
zararl ikincil yan iirlin olan aromatik aminler hidroksilasyon ve aromatik bilesigin
halkasinin agilmasiyla aerobik ortamlarda mineralize edilebilirler. Boylece boyar
maddeli tekstil atiksularinin kombine anaerobik-aerobik siireglerle aritilmasiyla ilk
basamakta iyi bir renk giderimi saglanir ve anaerobik ortamda meydana gelen
aromatik aminler aerobik basamakta giderilebilirler (O’Neill vd., 2000D).

Tekstil endiistrisinde kullanilan bazi azo-metal kompleks boyalarinin renginin
giderimi lizerine yapilan bir ¢aligmada, Tiirkiye’deki giines deniz santrallerinden izole

edilen halofilik Halobacillus sp. susu kullanilmistir. Arastiricilar boyar madde olarak
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Lanaset Navy R ve Lanaset Kahverengi B’yi, boya konsantrasyonu olarak 120 mg/L’yi
test etmis olup, pH degeri pH 4.5’a ayarlanan bu boyalar Halobacillus sp. susu ile oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Buna gore; Lanaset Kahverengi B boyasinin rengi 78.
saatte %96.12 oraninda giderilirken, Lanaset Navy R boyasinin rengi inkiibasyonun
ilk 10. dakikasinda %46.67, 3. saatinde ise %60.66 oraninda giderilmistir (Demirci
vd., 2011).

Shah (2014) tarafindan yapilan bir calismada karbon kaynagi olarak Asit
turuncu boyasini karbon kaynagi olarak kullanabilen bir bakteri susu olan PMS82,
Hindistan’in Ankleshwar ortak atik aritma tesislerinden izole edilmistir. Yapilan
molekiiler analizler sonucu izole edilen mikroorganizmanin Bacillus megaterium
PMS82 oldugu belirlenmistir. Test edilen bu sus statik kosullarda Asit turuncu
boyasinin (100 mg/L) rengini 16 saat igerisinde tamamen giderirken, ayni kosullarda
800 mg/L boyanin rengini 38 saat icinde maksimum %73 oraninda giderebilmistir.
Renk giderimi i¢in en uygun pH nin pH 6.0-9.0, inkiibasyon sicakliginin ise 25-40 °C
araliginda oldugu tespit edilmistir. Buna ilaveten bu organizma 38 saat igerisinde
yapisal olarak birbirinden farkli 5 azo boyanin rengini %70’den daha fazla oranda
gidermis ve %2 (w/v)’ye kadar yiiksek tuz konsantrasyonunu tolere etmistir. Ayrica
calismada gerceklesen renk gideriminin biyolojik yikimdan kaynaklandigi FT-IR
spektroskopisi ile de dogrulanmistir.

Yapilan bagka bir ¢aligmada Reaktif kirmizi1 ME4BL tekstil boyasinin rengini
giderebilen bakteri susu SVM1, Perunduari’nin Tamil Nadu'daki Erode bolgesinde
bulunan ortak bir atiksu aritma tesisinin aktif ¢amur topragindan izole edilmistir.
Calismada kullanilan bakteri izolatinin Reaktif kirmizi ME4BL boyasinin rengini en
yiiksek seviyede gidermesi amaciyla inkiibasyon sicakligt ve pH gibi farkh
parametreler optimize edilmistir. Arastiricilar renk giderimi i¢in optimum pH ve
sicakligin sirasiyla pH 8.0 ve 37 °C oldugunu saptamis olup, Bacillus subtilis SVM1
susunun statik ve calkalamali kosullarda 42 saatlik inkiibasyon sonucunda Reaktif
kirmiz1 ME4BL (200 mg/1000 mL) boyasinin renginin %93 oraninda giderildigi rapor
edilmistir. Sonug olarak ¢alismada Bacillus subtilis SVM1 susunun reaktif tekstil
boyasi igeren atiksuyu aritmak i¢in yararli bir ara¢ olarak kullanilabilecegi
gosterilmistir (Velmurugan vd., 2014).

Barragan ve ark. (Barragan vd., 2007) tarafindan yapilan bir ¢calismada Asit
turuncu 7’nin de aralarinda bulundugu ¢esitli boyalar kat1 ortamlara ilave edilmis ve

bu kat1 ortamlara Enterobacter sp., Pseudomonas sp. ve Morganella sp., gibi bakteriler
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inokiile edilmistir. Elde edilen bulgulara gore; 96, 144 ve 192 saatlik inkiibasyon
periyotlarinin ardindan bakteriler boyar maddeleri karbon kaynagi olarak kullanmis ve
boylece boyar maddelerin biyolojik yikimi ger¢eklesmistir.

Ponraj ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada Turuncu 3R boyasinin
renginin giderimi i¢in tekstil atiksuyundan izole edilen Bacillus sp., Klebsiella sp.,
Salmonella sp. ve Pseudomonas sp. gibi bakteriler kullanilmistir. Caligmalar
sonucunda elde edilen bulgulara gére Pseudomonas sp. ve Bacillus sp.” nin diger
bakterilere kiyasla daha yiiksek renk giderimi gerceklestirdigi tespit edilmis olup, bu
iki bakteri arasindan da Bacillus sp.’nin renk gideriminde daha etkili oldugu
saptanmigtir. Buna gore; optimum kosullar altinda 144 saatlik inkiibasyon sonunda
maksimum %89 oraninda renk giderimi gergeklesmistir.

Meerbergen ve ark. (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada tekstil atiksuyu
aritiminda kullanilan aktif camur sistemlerinden, tekstil iiriinlerinin iiretiminde yaygin
olarak uygulanan boyalarin (Reaktif turuncu 16 ve Reaktif yesil 19) rengini
giderebilen veya biyoyikim yapabilen bakteri suslarinin izolasyonu ve
karakterizasyonu amaclanmistir. Bu amacla izole edilen 125 bakteri susu ile calismalar
yapilmis ve renk giderimi i¢in uygun 5 bakteri susu se¢ilmis ve optimum kosullarda
bu 5 susun ii¢ giinliik siire zarfinda Reaktif turuncu 16’nin rengini %97.9, Reaktif yesil
19’un rengini ise %93.4 oraninda giderdikleri belirlenmistir. Bu 5 sustan da
Acinetobacter (ST16.16/164) ve Klebsiella (ST16.16/034) diger test edilen suslardan
daha 1y1 renk giderim performansi gostermistir. Bu bakteriyel suslar da 20-40 °C ve
pH 4.0, 7.0 ve 9.0 gibi kosullarda inkiibe edilerek optimum renk gideriminin
gerceklestigi ortam kosullart arastirilmistir. Ancak arastiricilar test edilen inkiibasyon
kosullarinin disinda olan 10 °C gibi disiik bir sicaklikta da Acinetobacter
(ST16.16/164) susunun yiiksek oranda renk giderimi ger¢eklestirdigini saptamislardir.

Renk giderim c¢alismalarinda bazi durumlarda mikroorganizma kiiltiirlerinin
tek tek kullanimi yerine birden fazla mikroorganizma kiiltiiriiniin kullanimi1 da tercih
edilebilmektedir. Ornegin Sponza ve ark. (2000) tarafindan yapilan ¢alismada indigo
boyar maddesini kullanan tekstil endiistrisi atiksularinin anaerobik aritimi i¢in ¢esitli
mikroorganizmalar1 ihtiva eden ve Pakmaya’dan alinan anaerobik ¢amur ve ilgili
arastiricilarin - reaktorde olusturulan  graniil camuru karsilastirmali  olarak
kullanilmistir. Graniil ¢amur ve anaerobik ¢amur gibi iki farkli karigik kiiltiir
kullanilarak yapilan ¢alismada toksisite degerlerini gosteren IC50 sonuglar: sirastyla

1070 mg/L ile 510 mg/L olarak saptanmistir. Renk giderimi ¢alismalarinda iki kiiltiir
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icin de 30 mg/L, 60 mg/L ve 100 mg/L boya konsantrasyonlarinda 13 ile 20 giinliik
inkiibasyonlar sonucunda %100 renk giderimi ve maksimum %45 KOI giderimi
gozlenmistir. Ayn1 konsantrasyon degerleri i¢in 50 giinliik inkiibasyon sonrasinda
%70 KOI gideriminin oldugu rapor edilmistir.

Cetin ve Donmez (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada da, tekstil endiistrisi
atiksularindan izole edilip melasda tiretilen karigik kiiltlirler anaerobik kosullarda
tekstil  endiistrisi  atiksularinin = renginin  gideriminde optimum  kosullari
belirlemislerdir. Tiim boyar madde ihtiva eden atiksu 6rneklerinde renk giderimi igin
optimum pH degeri pH 8.0 olarak saptannustir. Inkiibasyon siireleri baz alindiginda
24 saatlik zaman dilimi sonucunda karisik kiiltiirlerde en yiiksek renk giderimi Reaktif
kirmiz1 RB i¢in %94.9 olarak belirlenmis olup, Reaktif siyah B i¢in %91 ve Remazol
mavi i¢inse %63.6 oraninda renk giderimi tespit edilmistir.

Bazi renk giderim ¢alismalarinda da saf kiiltiirlerin tek tek kullanimina kiyasla
karigik kiiltiir kullanimi daha etkili renk giderim sonuglarini ortaya ¢ikarabilmektedir.
Ornegin; Phugare ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir renk giderim ¢aligmasinda boya
ile kontamine olmus topraktan izole edilmis iki farkli bakteri kiiltiirii (Providencia sp.
SDS ve Pseudomonas aeuroginosa BCH) birlikte Kirmizi HE3B (Reaktif kirmizi 120)
boyasiin rengini ayr1 ayri kiiltiirlere gore ¢cok daha hizli bir sekilde gidermistir.
Arastiricilar  bu  suslarin  yogun metabolik aktiviteleri sonucu 50 mg/L
konsantrasyondaki boyanin renginin bir saatte %100 oraninda giderildigini
bildirmiglerdir.

Mumtaz ve ark. (2015) ise yaptiklar1 bir calismada, renk giderimi potansiyeli
oldugu bilinen iki bakteriyel susu zenginlestirme teknigi ile atik imha alanindan izole
etmis ve bu izolatlar1 kullanarak Reaktif mavi 221 boyasinin renginin giderimini test
arastirmiglardir. Optimize edilmis kosullar altinda, Pseudomonas sp. BDS 2 susuyla
Reaktif mavi 221’in 96 saatlik inkiibasyonu sonucunda %94.4 oraninda renk giderimi
saglandigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, Alcaligenes sp. BDS 9 susuyla test edilen
boyar maddenin 112 saatlik inkiibasyonu sonunda %88.5 oraninda renk giderimi
gerceklesmistir.  Bu  sonuglar, UV/Visible ve FT-IR spektroskopisiyle de
desteklenmistir.

Isik ve arkadaglar1 (2003) tekstil endiistrilerinde kullanilan (Direkt siyah 38 ve
Kongo kirmizisi) boyalarin anaerobik, aerobik ve de mikroaerofilik kosullarda rengini
gidermek amaciyla fakiiltatif iki bakteriyi (Pseudomonas sp. ve Escherichia coli) test

etmislerdir. Test edilen bakteriler éncelikle 100 mg/L boya ve 1000 mg glikoz-KOI/L
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iceren ortamda 5 giin boyunca inkiibe edilmistir. Arastiricilar aerobik sartlarda
herhangi bir renk gideriminin olmadigini ancak kosullarin anaerobik ve mikroaerofilik
kosullara doniistiiriildiigiinde renk gideriminin basladigi belirtmistir. Buna gore;
inkiibasyon sonucunda yapilan dl¢limlere gore; anaerobik kosullarda E. coli Kongo
kirmizi’nin rengini %98 Direkt siyah 38’in rengini ise %72 oraninda giderirken,
Pseudomonas sp.’nin ise yine anaerobik sartlarda Kongo kirmizi’nin rengini %100 ve
Direkt siyah 38’in rengini %83 oraninda giderdigi tespit edilmistir. Mikroaerofilik
kosullarda ise Kongo kirmizi’nin ve Direkt siyah 38’in rengi E. coli tarafindan
sirasiyla %39 ve %75 oraninda giderilirken, ayni boyalarin rengi Pseudomonas sp.
tarafindan %76 ve %74 oraninda giderilmistir.

Tekstil endiistrisinde 6zellikle polyester kumaslarin boyanmasinda dispers
boyalar kullanilmakta olup, literatiirde bu boyalarin renginin giderimi iizerine sinirh
sayida ¢alisma bulunmaktadir. Naresh ve ark. (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada
Dispers kahverengi 21 tekstil boyasinin renginin giderimi i¢in Hindistan’da bir tekstil
fabrikasinin atiksuyundan izole edilen Enterobacter gergoviae kullanilmistir.
Aragtiricilar en yiiksek renk giderimini saptamak amaciyla farkli pH, sicaklik, karbon
kaynagi ve azot kaynagi gibi cesitli parametreleri test etmis olup, bu amag
dogrultusunda renk giderimi ¢alismalari pH 7.0-10.0, 25-39 °C’de gergeklestirilmistir.
Yapilan optimizasyon ¢aligmasi sonucunda en yiiksek renk gideriminin pH 7.0 ve 31
°C’de %93 oldugu belirlenmistir. Arastiricilar ek karbon kaynagmin renk giderimi
tizerine etkisini belirlemek i¢in 200 mg/L Dispers kahverengi 21 igeren ortamlara ayri
ayr1 %0.2-1.0 oranlarinda glikoz, laktoz ve siikroz ilave etmis glikoz ilavesinin renk
giderimini arttirirken, laktoz ve siikroz ilavesinin herhangi bir renk giderimi artigina
sebep olmadigini ifade etmislerdir. Ek azot kaynaklarinin renk giderimi {izerine
etkisini saptamak ic¢in boyar madde igeren ortamlara %0.2-1.0 oranlarinda ayr1 ayri
olacak sekilde lire ve amonyum kloriir ilave edilmis ve en yiiksek renk gideriminin
%0.2 amonyum klortir ilave edilmis ortamda ger¢eklestigi tespit edilmistir.

Jadhav ve ark. (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada dispers bir boya olan
Kahverengi 3REL’in renginin gideriminde Galactomyces geotrichum MTCC 1360 ve
Bacillus sp. VUS kullanilmigtir. Bir maya ve bir bakterinin birlikte kullanimini test
edildigi bu ¢alismada Kahverengi 3REL’in optimum kosullar olan pH 7.0 ve 50 °C’de
iki mikroorganizma konsorsiyumu ile 2 saatlik inkiibasyonu sonucu %100 renk
giderimi ger¢eklesmistir. Arastiricilar ayni boyayi her iki mikroorganizma ile ayr1 ayri

da inkiibe etmis olup, Kahverengi 3REL’in G. geotrichum MTCC 1360 ile 24 saat
23



inkiibasyonu sonucu %39, Bacillus sp. VUS ile 5 saat inkiibasyonu sonucu %100 renk
giderimi gerceklestigini saptamiglardir. Calismada inkiibasyon ortamina nisasta,
pepton ve iire gibi ek karbon ve azot kaynaklarinin ilavesinin renk giderimini arttirdigi
rapor edilmistir.

Yine bir bakteri (Brevibacillus laterosporus MTCC 2298) ve maya
(Galactomyces geotrichum MTCC 1360) konsorsiyumu Kkullanilarak gergeklestirilen
bir renk giderim g¢alismasinda boyar madde olarak dispers bir boya olan Scarlet RR
test edilmistir. Bu calismada arastiricilar Scarlet RR iceren tekstil endiistrisi atiksuyu
ile bakteri-maya konsorsiyumunu 48 saat boyunca inkiibe etmis ve inkiibasyon sonucu
atiksuyun BOI ve KOI’sinde sirasiyla %68 ve %74 oranlarinda bir azalma oldugunu
tespit etmislerdir. Ayrica ayni konsorsiyum 50mg/L konsantrasyonda Scarlet RR
iceren soliisyonun pH 9.0, 40 °C ve statik kosullarda 18 saat boyunca inkiibe edilmis
ve inkiibasyon sonucu %98 oraninda renk giderimi elde edilmistir. Ayn1 ¢calismada B.
laterosporus MTCC 2298 ve G. geotrichum MTCC 1360 ayr ayr1
Scarlet RR ile inkiibe edildiginde sirasiyla %61 ve % 34 gibi konsorsiyuma kiyasla
daha diisiik renk giderimleri elde edilmistir (Kurade vd., 2012).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Cahsmalarda Kullanilan Bakteriler

Calismalarda Foron grubu farkli iki boyanin rengini gidermek i¢in mezofilik
bir bakteri izolat1 olan Bacillus megaterium Al (accession number: KC579390) ve
Afyon ilindeki sicak su kaplicalarindan izole edilen termofilik bir bakteri tiirii olan
Anoxybacillus flavithermus (accession number: KJ434779) kullanilmistir. Bu bakteri
kiiltiirlerinin - devamliligini  saglamak amaciyla bakteri izolatlarinin saf kati
kiiltiirlerinden 30 giinde bir taze Niitrient Agar (NA) plaklarina yeniden ekimi
yapildiktan sonra Bacillus megaterium A1 30 °C’de, Anoxybacillus flavithermus ise
50 °C de 24 saat boyunca statik inkiibatorde inkiibe edilmistir. Elde edilen saf bakteri
kiiltiirleri Indnii Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Biyoteknoloji

Laboratuvarmin buzdolabinda 4 °C’de stok kiiltir olarak muhafaza edilmektedir.

3.1.1. Bacillus megaterium

Calismamizda mezofilik bir bakteri izolati olan Bacillus megaterium Al

kullanilmigtir. Bu bakterinin siniflandirma basamaklar1 Cizelge 3.1°deki gibidir.

Cizelge 3.1. Bacillus megaterium’un sistematik siniflandirmasi (Seki vd., 1978)

Alem: Bacteria

Filum: Firmicutes
Sinif: Basili

Ordo: Bacillales

Familya: Bacillaceae

Cins: Bacillus

Tir: Bacillus megaterium

3.1.2. Anoxybacillus flavithermus

Calismamizda termofilik bir bakteri izolatt olan Anoxybacillus flavithermus

kullanilmistir. Bu bakterinin siniflandirma basamaklar1 Cizelge 3.2’deki gibidir.
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Cizelge 3.2. Anoxybacillus flavithermus’un sistematik siniflandirmast (Anonymous.
(2019))

Alem: Bacteria

Filum: Firmicutes

Smif: Basidiomycetes

Ordo: Bacilli

Familya: Bacillaceae

Cins: Anoxybacillus

Tiir: Anoxybacillus flavithermus

3.2. Calismada Kullamilan Boyar Maddeler

Bu tez calismasinda dispers grubu boyalardan Foron Kahverengi ve Foron Siyah

boyalar1 kullanilmistir.

3.3. Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanisi

Bu c¢alismada oncelikle Bacillus megaterium Al ve Anoxybacillus
flavithermus’un NA plaklarinda iiretilmis stok kiiltiirlerden 6rnek alinarak Nutrient
Broth (NB) ortamlarina steril kosullarda transfer edilmistir. Daha sonra Bacillus
megaterium A1 30 °C’de ve 150 rpm’de, Anoxybacillus flavithermus ise 50 °C’de ve
150 rpm’de ¢alkalamali inkiibatorlerde ftiretilerek saf sivi bakteri kiiltiirleri elde

edilmistir.

3.4. Boyar Maddelerin Maksimum Isik Absorbladig1 Dalga Boylarimin
Belirlenmesi

Calismalarda kullanilacak boyar maddelerin renk giderim oranlarinin
belirlenebilmesi i¢in Oncelikle test edilecek boyar maddelerin maksimum 1sik
absorbladig1 dalga boyunun saptanmasi gerekir. Buna gore; Foron Kahverengi ve
Foron Siyah boyalarindan 1000 ppm olacak sekilde stok boya soliisyonlar
hazirlanarak Niitrient Broth (NB) besiyerine son konsantrasyonlari: 50-200 ppm olacak

sekilde eklenmistir. Hazirlanan soliisyonlarin  maksimum dalga boylar
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spektrofotometrik (Shimadzu-UV-1601, UV/Visible) tarama yoluyla saptanmistir.
Foron Siyah ve Foron Kahverengi tekstil boyalarinin maksimum 1sik absorbladig

dalga boylar1 sirasiyla 521 nm ve 591 nm olarak belirlenmistir.

3.5. Renk Giderim Cahismalari

Yapilan 6n calismalar neticesinde Bacillus megaterium A1’in optimum renk
giderim kosullarini tespit etmek icin bu bakteri izolatt Foron Siyah ve Foron
Kahverengi iceren NB ortamlarinda, 25-40 °C sicakliklarda, 50-200 ppm
konsantrasyonlarda, statik ve ¢alkalamali (50-200 rpm) kosullarda ve ayrica pH 5-9°da
24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Benzer sekilde Anoxybacillus flavithermus’un
optimum renk giderim kosullarini tespit etmek i¢in A. flavithermus Foron Siyah ve
Foron Kahverengi igeren NB ortamlarinda, 40-55 °C sicakliklarda, 50-200 ppm
konsantrasyonlarda, statik ve ¢alkalamali (50-200 rpm) kosullarda ve de pH 5-9°da 24
saat boyunca inkiibe edilmistir. Bu izolatlarin renk giderim aktiviteleri aseptik
kosullarda erlenlerden Ornekler alinarak spektrofotometrik (Shimadzu-UV-1601,
UV/Visible) yontemle tespit edilmistir. Uc tekrarli olarak gerceklestirilen
calismalardan elde edilen orneklerin spektrofotometrik 6lgtimleri sonucu elde edilen
absorbans degerleri SPSS 15.0 paket programi kullanilarak minimum, maksimum ve
ortalama renk giderim oranlarina doniistiirilmiis ve ayrica standart sapmalar1 da

hesaplanmuistir.

3.5.1. Bacillus megaterium Al ve Anoxybacillus flavithermus ile Renk

Gideriminde Sicaklik Optimizasyonu

Mezofilik bakteri izolat1 Bacillus megaterium A1’in optimum renk giderim
kosullarmin belirlenmesi ve farkli sicaklik degerlerinin renk giderimine etkisini
saptamak amaciyla tliger tekrarl1 19 mL hacminde ayr1 ayr1 hazirlanmig 200 ppm Foron
Siyah ve 200 ppm Foron Kahverengi ¢ozeltileri otoklavda 121 °C’ de 20 dakika
boyunca steril edilmis, sogutulmus ve ardindan 1 mL siv1 bakteri kiiltiirii inokiile
edilmistir. Daha sonra boyar madde ve bakteri kiiltiirii iceren ortamlar inkiibasyon
sicakliklart 25 °C, 30 °C, 35 °C ve 40 °C olacak sekilde ayarlanmis c¢alkalamali
etiivlerde 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi bakterileri

uzaklastirmak amaciyla ornekler 6000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra
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slipernatan kisimlar1 alinarak Foron Kahverengi i¢in 521 nm, Foron Siyah iginse 591
nm’de absorbanslar1 6l¢iilmiistiir.

Benzer ¢alisma termofilik Anoxybacillus flavithermus ile de gerceklestirilmis
olup, aym1 konsantrasyonda (200 ppm) steril Foron Siyah ve Foron Kahverengi
soliisyonu yine 1 mL A. flavithermus sivi kiiltiirii ile ayn1 ¢alkalama hizinda (150 rpm)
ve de 40 °C, 45 °C, 50 °C ve 55 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Bacillus megaterium
Al ile yapilan ¢alismayla ayni sekilde inkiibasyon sonrasi bakterileri uzaklastirmak
amaciyla ornekler ayn1 kosullarda (6000 rpm’de 5 dakika) santrifiij edildikten sonra
slipernatan kisimlar1 alinarak Foron Kahverengi i¢in 521 nm, Foron Siyah iginse 591
nm’de absorbanslar1 6l¢iilmiistiir.

Her iki ¢alismada da spektrofotometrik 6l¢iimler sonrasi elde edilen absorbans
degerleri SPSS 15.0 paket programinda analiz edilip renk giderim oranlar1 saptanmis
ve yine SPSS 15.0 paket programi kullanilarak renk giderim oranlarinin minimum,

maksimum ve ortalama degerleri ile standart sapma degerleri hesaplanmustir.

3.5.2. Bacillus megaterium Al ve Anoxybacillus flavithermus ile Renk
Gideriminde Optimum Boyar Madde Konsantrasyonun Belirlenmesi

Etkili bakteriyel renk gideriminin belirlenmesinde diger parametreler gibi
optimum boyar madde konsantrasyonunun saptanmasi da biiyiik 6nem arz etmektedir.
Buna gore; 1 mL sivi Bacillus megaterium Al ve Anoxybacillus flavithermus sivi
kiiltiirleri farkli konsantrasyonlarda (50 ppm, 100 ppm, 150 ppm ve 200 ppm) 19 mL
Foron Kahverengi ve Foron Siyah soliisyonlarina inokiile edilmistir. Bu islemin
ardindan Bacillus megaterium Al 150 rpm c¢alkalama hizinda ve 30 °C’de,
Anoxybacillus flavithermus ise 150 rpm ¢alkalama hizinda ve 50 °C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibe edilen her iki bakteriye ait 6rneklerin 6000 rpm’de 5 dakika
santrifiijii sonras1 6rneklerin siipernatan kisimlari alinarak Foron Kahverengi igin 521
nm, Foron Siyah iginse 591 nm’de absorbanslar1 olarak 6l¢iilmiistiir.

Saptanan absorbans degerleri SPSS 15.0 paket programi kullanilarak analiz
edilmis ve bu sayede her iki bakteri izolatinin test edilen iki boyar maddede
gerceklestirdikleri renk giderim oranlar1 saptanmistir. Ayrica ayni paket program
kullanilarak renk giderim oranlarinin minimum, maksimum ve ortalama degerleri ile

standart sapma degerleri de hesaplanmuistir.
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3.5.3. Bacillus megaterium Al ve Anoxybacillus flavithermus ile Renk

Gideriminde Calkalama Optimizasyonu

Bacillus megaterium Al izolatinin optimum renk giderim kosullarinin
belirlenmesi amaciyla yapilan optimizasyon galismalarindan bir digeri de farkli
calkalama hizlarinin (rpm) renk giderimi {izerine etkisini arastirmaktir. Bu amag
dogrultusunda 100 ppm konsantrasyonda Foron Siyah ve Foron Kahverengi boyalarini
iceren 19 mL hacmindeki soliisyonlar steril edildikten sonra bu ortamlara ayr1 ayr1 1
mL s1v1 bakteri kiiltiirleri inokiile edilmis ve ¢alkalama hizlari; statik, 50 rpm, 100 rpm,
150 rpm ve 200 rpm olacak sekilde inkiibasyona birakilmustir. Inkiibatérde 24 saat
boyunca inkiibe edilen 6rnekler 6000 rpm de 5 dakika santrifiij edildikten sonra
slipernatan kisimlar1 alinarak Foron Kahverengi i¢in 521 nm, Foron Siyah iginse 591
nm’de absorbanslar1 6l¢iilmiistiir.

Maksimum renk gideriminin saptanmasi amaciyla c¢alkalama hizinin
optimizasyonu ¢aligmasi test edilen diger bakteri izolat1 Anoxybacillus flavithermus ile
de gergeklestirilmis olup, 200 ppm steril Foron Siyah ve Foron Kahverengi
soliisyonlar1 yine 1 mL A. flavithermus siv1 kiiltiirii ile statik ve farkli ¢alkalama
hizlarinda (50 rpm, 100 rpm, 150 rpm ve 200 rpm) 50 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 bakterileri uzaklastirmak amaciyla érnekler 6000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildikten sonra stipernatan kisimlari alinarak Foron Kahverengi i¢in 521 nm,
Foron Siyah i¢inse 591 nm’de absorbanslar1 6lgtilmiistiir.

Elde edilen absorbans degerleri SPSS 15.0 paket programinda analiz edilip
minimum, maksimum, ortalama renk giderim degerleri ile standart sapma degerleri

hesaplanmustir.

3.5.4. Bacillus megaterium Al ve Anoxybacillus flavithermus ile Renk

Gideriminde pH Optimizasyonu

Su igerisindeki H* (hidrojen iyonu) derigiminin eksi logaritmasina pH denir.
pH= -log [H*] olup, bu formiile gére H* derisimi arttik¢ca pH azalir.

Mezofilik Bacillus megaterium Al ile renk gideriminin en yiiksek oldugu pH
degerini belirlemek amaciyla 100 ppm Foron Siyah ve Foron Kahverengi
soliisyonlariin pH degerleri 0.1 M NaOH ve 0.1 M HCl kullanilarak pH metre (Hanna
H12002-02 Edge) araciligiyla pH 5.0, pH 6.0, pH 7.0, pH 8.0 ve pH 9.0’a
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ayarlanmigtir. Benzer sekilde termofilik Anoxybacillus flavithermus ile en yiiksek renk
gideriminin oldugu pH degerini saptamak amaciyla 200 ppm Foron Siyah ve Foron
Kahverengi soliisyonlarinin pH degerleri yine 0.1 M NaOH ve 0.1 M HCI kullanilarak
pH 5.0, pH 6.0, pH 7.0, pH 8.0 ve pH 9.0’ a ayarlanmistir. Daha sonra farkli pH
degerlerine ayarlanmig 19 mL’lik boya soliisyonlarina her iki bakteri izolatinin sivi
kiiltirlerinden 1’er mililitre ayr1 ayr1 inokiile edilmis ve Bacillus megaterium Al 30
°C’de ve 150 rpm’de, Anoxybacillus flavithermus ise 50 °C’de 50 rpm’de 24 saat
boyunca galkalamali inkiibatorlerde inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasi bakterileri uzaklastirmak amaciyla drnekler 5 dakika 6000
rpm’de santrifiij edildikten sonra siipernatan kisimlari alinarak Foron Kahverengi i¢in
521 nm, Foron Siyah i¢inse 591 nm’de absorbanslar1 6lgiilmuistiir.

Elde edilen absorbans degerleri SPSS 15.0 paket programinda analiz edilip
minimum, maksimum, ortalama renk giderim degerleri ile standart sapma degerleri

hesaplanmuistir.

3.5.5. Bacillus megaterium Al ve Anoxybacillus flavithermus ile Foron Kahverengi

ve Foron Siyah Boyalarinin Karisiminin Renginin Giderimi

Calismada Foron Kahverengi ve Foron Siyah boyalarinin karigimlarinin
optimum kosullarda test edilen iki bakteri izolat1 ile renginin giderimi de
arastirilmistir. Buna gore; B. megaterium Al ile renk gideriminde 50 ppm Foron
Kahverengi ile 50 ppm Foron Siyah boya soliisyonlar1 karigtirilarak elde edilen boya
karisimi (19 mL) 6nce otoklavda steril edilmistir. Daha sonra aseptik kosullarda boya
karisimina sivi B. megaterium Al kiiltiriinden 1 mL inokiile edilmis ardindan da
bakteri izolatt optimum kosullarda (30 °C, 150 rpm ve pH 7.0) 24 saat inkiibe
edilmistir. Buna benzer olarak; A. flavithermus kullanilarak ile iki boyanin karisiminin
renginin gideriminde 100 ppm Foron Kahverengi ile 100 ppm Foron Siyah boya
soliisyonlart karistirilmis ve elde edilen boya karigimi (19 mL) otoklavda steril
edilmistir. Daha sonra boya karisimina aseptik kosullarda A. flavithermus sivi
kiiltirinden 1 mL inokiile edilmis ardindan da termofilik bakteri izolatt optimum
kosullarda (50 °C, 50 rpm ve pH 5.0) 24 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonras1 boya karisimlarindan her iki bakteriyi de uzaklastirmak
amactyla drnekler ayr1 ayri olacak sekilde 6000 rpm’de 5’er dakika santrifiij edildikten

sonra silipernatan kisimlar1 alinarak 526 nm’de absorbanslar1 6l¢tilmiistiir.
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Olgiilen absorbans degerleri SPSS 15.0 paket programinda analiz edilip her iki
bakteriyel izolata ait minimum, maksimum, ortalama renk giderim degerleri ile

standart sapma degerleri hesaplanmustir.

3.5.6. Bacillus megaterium Al ve Anoxybacillus flavithermus ile Sentetik

Atiksuyun Renginin Giderimi

Calismanin diger bir asamasinda farkli 6zelliklere sahip bu iki bakteriyel
izolatin gesitli atiksularin renginin gideriminde kullanilip kullanilamayacagini test
etmek amaciyla farkli iceriklerde sentetik atiksular olusturulmustur. Buna gore;
oncelikle 100 mg/L (100 ppm) ve 200 mg/L (200 ppm) Foron Kahverengi ve 100 mg/L
(100 ppm) ve 200 mg/L (200 ppm) Foron Siyah soliisyonlarina ayrica 50 ppm Foron
Kahverengi ile 50 ppm Foron Siyah boyalarmin karisimi ve 100 ppm Foron
Kahverengi ile 100 ppm Foron Siyah boyalarinin karigimina ayri ayr1 90 g/L sodyum
stilfat (Na2S04) ve 20 g/L sodyum karbonat (Na2CQOg) ilave edilerek 6 farkli 6zellikte
sentetik atiksu elde edilmistir (Yesilada vd., 2014a). Daha sonra 19 ar mL hacmindeki
bu atiksular otoklavda steril edilmis ve ardindan bu atiksulara aseptik kosullarda B.
megaterium Al ve A. flavithermus siv1 kiiltiiriinden 1’er mL inokiile edilmistir. Bu
islemleri takiben her iki mezofilik bakteri izolat1 da optimum kosullar altinda 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi diger ¢alismalarda oldugu gibi &rnekler
ayri ayri olacak sekilde 5’er dakika 6000 rpm’de santrifiij edildikten sonra siipernatan

kisimlar1 alinarak 496 nm’de absorbanslar1 6l¢iilmiistiir.

Olgiilen absorbans degerleri SPSS 15.0 paket programinda analiz edilip her iki
izolata ait minimum, maksimum, ortalama renk giderim degerleri ile standart sapma

degerleri hesaplanmistir.

3.6. Lakkaz Enziminin Varhginin Arastirilmasi

Calismada test edilen her iki bakteri izolatinda hem ekstraseliiller hem de
intraseliiler lakkaz varlig arastirilmis olup, ekstraseliiler lakkaz varligi boyar maddeler
ile Dbakterilerin inkiibasyonunun ardindan yapilan santrifiij sonrasi elde edilen

slipernatandan alinan 6rneklerin kullanimi ile spektrofotometrik olarak arastirilmistir.
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Intraseliiler lakkaz varlig1 icinse oncelikle boyar maddeler ile bakterilerin
inkiibasyonunun ardindan yapilan santrifiij sonrasi1 dibe ¢oken bakteriyel peletler
sodyum asetat tamponu ile karistirilmistir. Daha sonra 6rnekler buz igerisinde 1’er
dakika araliklarla toplam 2 dakika ultrasonikasyon islemine tabi tutulmustur. Elde
edilen homojenat 6000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenmis ve elde edilen slipernatandan
aliman Orneklerin kullanimi ile intraseliiler lakkaz varlig1 spektrofotometrik olarak
arastirilmistir. Hem ekstraseliller hem de intraseliiler lakkaz aktivitesi, 2,2'-azino-
bis(3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS)’nin katyon radikaline (ABTS™)
oksidasyonunun 30 °C’ de 1 dakika boyunca 420 nm’de spektrofotometrik olarak
(Shimadzu-UV-1601, Japonya) izlenmesiyle arastirilmistir (Yesilada vd., 2014b).
Deney karigimi 100 mM sodyum asetat tamponu (C2HzNaO3) (pH 5.0), 0.5 mM ABTS
ve uygun bir miktar ham enzim kaynagi icermektedir. Bir {inite lakkaz aktivitesi 30
°C’de 1 dakikada 1 pmol substrati (ABTS) oksitleyen enzim miktari olarak tanimlanir
(Birhanli vd., 2006; Birhanli vd., 2013).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Cevre kirliligi kontrolii son yillarda biiyiik bir 6nem kazanmistir. Alict ortama
desarj edilen boyar maddeler, diisiik miktarlarda dahi istenmeyen sonuglara sebebiyet
verebilir. Cesitlerine gore farklilik gostermekle birlikte boyar maddeler siklikla
mutajenik ve toksik etkiler gostermektedir. Boyar maddelerin tamami toksik olmasa
da gevreye yabanci oldugu igin gevre kirleticisi olarak tanimlanmaktadir (Chang vd.,
2001).

Renk gideriminde kullanilan fiziksel ve kimyasal yontemlerin her boyar madde
icin kullanilabilir olmamalari, pahali olmalar1 ve ¢evre igin zararli yan iriin
olusturmalarindan dolay1 uygulamalari sinirlidir (Chang vd., 2001; Lucas vd., 2006b).
Biyolojik yontemler ise renk gideriminde kullanilabilecek zengin bir organizma
cesitliliginin olmasi, maliyetlerinin diisiik olmas1 ve genelde cevreye zararh toksik
madde meydana getirmemelerinden dolay1r 6n plana ¢ikmaktadir. Buna gore; son
yillarda yapilan pek ¢ok ¢alisma ¢esitli mikroorganizma tiirlerinin atiksulardaki bir¢ok
boyanin rengini giderebilme potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.

Bu tez c¢alismasinda yapilan on c¢alismalar sonucunda test edilen Bacillus
megaterium Al ve Anoxybacillus flavithermus’un Foron Kahverengi ve Foron Siyah
boyalarmin rengini giderme potansiyellerinin g¢esitli parametrelere ve inkiibasyon
kosullarina gore farkliliklar gosterdigi saptanmistir. Bu nedenle renk giderim
caligmalarinda farkli boya konsantrasyonlari, ortam pH’lari, inkiibasyon sicakliklar
ve calkalama hizlarinin renk giderim verimi ilizerine etkileri arastirilmis olup, saptanan
optimum kosullarda test edilen bakteri izolatlariyla Foron Kahverengi ve Foron
Siyahin karigimlarinin ve bu boyar maddeler kullamilarak hazirlanan sentetik

atiksularin renklerinin giderilip giderilemeyecegi de arastirilmigtir.

4.1. Farkh Inkiibasyon Sicakliklarmin Bacillus megaterium Al ile Foron

Kahverengi ve Foron Siyah Boyalarinin Renginin Giderimi Uzerine Etkisi

Calismalarda kullanilan ve Gram pozitif mezofilik bir bakteri izolati olan
Bacillus megaterium A1l test edilen tiim kosullarda 24 saat gibi kisa bir inkiibasyon
stiresinde iki farkli Foron grubu boyanin (Foron Kahverengi ve Foron Siyah) rengini

etkili bir sekilde gidermistir. En yiiksek renk giderimi her iki boya i¢in de 30 °C’de
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gerceklesmistir. En yliksek renk gideriminin gerceklestigi kosullardaki boya
konsantrasyonu 100 ppm, ortam pH’st pH 7.0 ve galkalama hizi 150 rpm’dir. Bu
kosullarda 24 saatlik inkiibasyon sonucunda elde edilen en yiiksek renk giderim
oranlar1 Foron Kahverengi i¢cin %62 iken, Foron Siyah i¢in %83 olarak belirlenmistir

(Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Farkli inkiibasyon sicakliklarinda 100 ppm konsantrasyondaki Foron
Kahverengi ve Foron Siyah boyalarmin Bacillus megaterium Al ile
calkalamal1 kosullarda (150 rpm) 24 saatlik inkiibasyonu sonucu elde
edilen renk giderim oranlari

Sicaklik renk giderim verimi agisindan olduk¢a Onemli bir parametre olup,
caligmalarda kullanilan bakteri izolatinin mezofilik bir organizma olmasi sebebiyle
inkiibasyon sicaklik araligi olarak 25-40 °C test edilmis ve en yiiksek renk giderim
veriminin elde edildigi sicaklik derecesinin 30 °C oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1).
Spektrofotometrik 6l¢iim sonuclarina gore; sicaklik derecesinde Foron Kahverengi ve
Foron Siyahin renk giderim oranlari sirasiyla %62 ve %83 olarak belirlenmistir. Farkl
inkiibasyon sicakliklarinda gergeklesen renk giderimleri makroskobik gdézlemlerle de

desteklenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Bacillus megaterium Al izolati1 ile 100 ppm konsantrasyondaki Foron
Kahverenginin 25 °C (A), 30 °C (B), 35 °C (C) ve 40 °C (D)’de ve ayni
konsantrasyondaki Foron Siyahin 25 °C (E), 30 °C (F), 35 °C (G) ve 40 °C
(H)’de 24 saat muamelesi sonucu gergeklesen renk degisimi

4.2. Farkh inkiibasyon Sicakhklarmmn Anoxybacillus flavithermus ile Foron

Kahverengi ve Foron Siyah Boyalarmin Renginin Giderimi Uzerine Etkisi

Termofilik Anoxybacillus flavithermus test edilen tiim kosullarda yine 24 saat
gibi kisa bir inkiibasyon siiresinde iki farkli Foron grubu boyanin (Foron Kahverengi
ve Foron Siyah) rengini etkili bir sekilde gidermistir. Test edilen her iki boya i¢in de
renk gideriminin en yiiksek oldugu inkiibasyon sicakligi 50 °C olarak saptanmis olup,
bu calismada kullanilan optimum boya konsantrasyonu 200 ppm, ortam pH degeri pH
5.0 ve ¢alkalama hiz1 50 rpm’dir. Test edilen inkiibasyon sicakliklarinda elde edilen

renk giderim sonuglar1 Sekil 4.3’de gosterilmistir.
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Sekil 4.3.  Farkli inkiibasyon sicakliklarinda 200 ppm konsantrasyondaki Foron
Kahverengi ve Foron Siyah boyalarinin Anoxybacillus flavithermus ile
calkalamal1 kosullarda (50 rpm) 24 saatlik inkiibasyonu sonucu elde
edilen renk giderim oranlar1

Bakteriler ile gergeklestirilen benzer ¢alismalara bakildiginda yiiksek oranlarda
renk giderimlerinin gerceklestigi inkiibasyon siireleri boya yapisi ve bakteri ¢esidine
bagli olarak degismektedir (Liao vd., 2013).

Renk giderim etkinligi acisindan inkiibasyon sicakligr onemli bir parametre
olup, bu ¢alismada kullanilan bakteri izolatinin termofilik bir organizma olmasi
sebebiyle inkiibasyon sicaklik araligi olarak 40-55 °C test edilmis ve en yiiksek renk
giderim veriminin saptandigi sicaklik derecesi olarak 50 °C tespit edilmistir (Sekil
4.3). Spektrofotometrik 6l¢iim sonuglarina gore; bu inkiibasyon sicaklik derecesinde
Foron Kahverengi ve Foron Siyahin renk giderim oranlari sirastyla %63 ve %78 olarak
belirlenmistir. Farkli inkiibasyon sicakliklarinda gergeklesen renk giderimleri yapilan

makroskobik gézlemlerle de desteklenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Anoxybacillus flavithermus izolati ile 200 ppm konsantrasyondaki Foron
Kahverenginin 40 °C (A), 45 °C (B), 50 °C (C) ve 55 °C (D)’de ve aym
konsantrasyondaki Foron Siyahin 40 °C (E), 45 °C (F), 50 °C (G) ve 55 °C
(H)’de 24 saat muamelesi sonucu gerceklesen renk degisimi

4.3. Farkh Calkalama Hizlarimn Bacillus megaterium Al ile Foron Kahverengi

ve Foron Siyah Boyalarinin Renginin Giderimi Uzerine Etkisi

Yapilan caligmalar neticesinde test edilen mezofilik bakteri izolatt olan
Bacillus megaterium A1’in Foron Kahverengi ve Foron Siyah boyalarinin rengini
giderme potansiyellerinin inkiibasyon kosullarina gore farkliliklar gdsterdigi
saptanmustir. Bacillus megaterium A1 i¢in diger kosullar optimum olacak sekilde test
edilen iki boyar madde statik (0 rpm) ve 50-200 rpm gibi ¢esitli calkalama hizlarinda
Bacillus megaterium Al ile 24 saat inkiibe edilmis ve daha sonra elde edilen renk
giderim oranlar1 kontrole kiyasla spektrofotometrik olarak saptanmistir. Buna gore;
hem Foron Kahverengi hem de Foron Siyah boyalarinin en yiiksek renk giderim
oranlar1 150 rpm ¢alkalama hizinda sirasiyla %65 ve %79 olarak belirlenmistir (Sekil
4.5).
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Sekil 4.5. Foron Kahverengi ve Foron Siyah boyalarinin Bacillus megaterium Al ile
30 °C’de farkli ¢alkalama hizlarinda (0-200 rpm) 24 saatlik inkiibasyonu
sonucu elde edilen renk giderim oranlari

Spektrofotometrik dlgimlerden elde edilen renk giderim oranlarina ek olarak
makroskobik gozlemler sonucunda tiim c¢alkalama hizlarinda belirgin renk

degisimlerinin oldugu makroskobik olarak da gozlenmektedir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. Bacillus megaterium Al izolat1 ile 100 ppm konsantrasyonda Foron
Kahverenginin statik (A), 50 rpm (B), 100 rpm (C), 150 rpm (D) ve 200
rpm (E) ve ayn1 konsantrasyonda Foron Siyahin statik (F), 50 rpm (G), 100
rpm (H), 150 rpm (I) ve 200 rpm (J)’de 24 saat muamelesi sonucu
gerceklesen renk degisimi
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4.4. Farkh Calkalama Hizlarimin Anoxybacillus flavithermus ile Foron
Kahverengi ve Foron Siyah Boyalariin Renginin Giderimi Uzerine Etkisi

Anoxybacillus flavithermus ile kullanilan boyalarin renginin gideriminde
calkalama hizinin roliinii belirlemek amaciyla farkli calkalama hizlari test edilmistir.
Bu amag dogrultusunda kullanilan bakteri (Anoxybacillus flavithermus) diger kosullar
optimum olacak sekilde statik ve 50-200 rpm gibi ¢esitli ¢alkalama hizlarinda
kullanilan boyar maddeler ile 24 saat inkiibe edilmis ve daha sonra renk giderim
oranlar1 spektrofotometrik olarak saptanmistir. Buna gore; hem Foron Kahverengi
hem de Foron Siyah boyalarinin en yiiksek renk giderim oranlart 150 rpm ¢alkalama

hizinda sirastyla %67 ve %82 olarak belirlenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Foron Kahverengi ve Foron Siyah boyalarmim Anoxybacillus flavithermus
ile 50 °C’de farkli ¢alkalama hizlarinda (0-200 rpm) 24 saatlik inkiibasyonu
sonucu elde edilen renk giderim oranlari

Spektrofotometrik verilere ek olarak makroskobik gozlemler sonucunda tiim
calkalama hizlarinda her iki boyanin da verimli bir sekilde rengini giderildigi
makroskobik gbzlemler de agik bir sekilde goriilmektedir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Anoxybacillus flavithermus ile 200 ppm konsantrasyonda Foron
Kahverenginin statik (A), 50 rpm (B), 100 rpm (C), 150 rpm (D) ve 200
rpm (E) ve ayn1 konsantrasyonda Foron Siyahin statik (F), 50 rpm (G),
100 rpm (H), 150 rpm (I) ve 200 rpm (J)’de 24 saat muamelesi sonucu
gergeklesen renk degisimi

Yapilan ¢alismada statik ve ¢alkalamali kosullar altinda hem mezofilik bakteri
izolat1 Bacillus megaterium Al hem de termofilik bakteri izolat1 Anoxybacillus
flavithermus ile elde edilen renk giderim oranlar: birbirine yakin olsa da ¢alkalamali
kosullardaki renk giderim veriminin statik kosullardan daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Bu nedenle kullanilan boyar maddeler ile bakteri hiicrelerinin daha iyi
temas edecegi ve boylece daha fazla renk gideriminin gerceklesebilecegi diisiincesi ile

calismalara ¢alkalamali kosullarda devam edilmistir.

4.5. Bacillus megaterium Al ile Foron Kahverengi ve Foron Siyah Boyalarinin

Renginin Giderimi Uzerine Farkh Boyar Madde Konsantrasyonu EtKisi

Calismanin bu asamasinda Bacillus megaterium Al ile Foron Kahverengi ve
Foron Siyahin renginin giderimi tizerine boyar madde konsantrasyonu etkisinin
saptanmasi amag¢lanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda test edilen mezofilik bakteri izolati
50-200 ppm konsantrasyonlardaki Foron Kahverengi ve Foron Siyah boyalarinin
optimum sicaklik (30 °C) ve ¢alkalama hizinda (150 rpm) 24 saat inkiibasyonu sonucu
elde edilen spektrofotometrik renk giderim sonuglar1 Sekil 4.9 da gdsterilmis olup,

kontrole kiyasla gerceklesen belirgin renk degisimleri makroskobik gézlemler de
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desteklenmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.9. Cesitli konsantrasyonlarda Foron Kahverengi ve Foron Siyah boyalarinin
Bacillus megaterium Al ile 30 °C’de ¢alkalamali kosullarda (150 rpm) 24
saatlik inkiibasyonu sonucu elde edilen renk giderim oranlar1

Mezofilik bakteri izolat1 Bacillus megaterium Al ile optimal kosullar altinda
farkli konsantrasyonlarda boyar maddeler ile inkiibasyon sonucunda en iyi renk
giderimi her iki boya i¢in de 100 ppm konsantrasyonda gergeklesmistir (Sekil 4.9).
Bacillus megaterium Al ile inkiibasyon sonucunda spektrofotometrik verilere ek
olarak makroskobik g6zlemler sonucunda da tiim konsantrasyonlarda belirgin bir renk

degisiminin oldugu belirlenmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Bacillus megaterium Al ile 50 ppm (A), 100 ppm (B), 150 ppm (C), 200
ppm (D) konsantrasyonlardaki Foron Kahverengi ve 50 ppm (E), 100 ppm
(F), 150 ppm (G), 200 ppm (H) konsantrasyonlardaki Foron Siyahin

optimum inkiibasyon sicakliginda (30 °C) ve ¢alkalamali kosullarda (150
rpm) 24 saat muamelesi sonucu gergeklesen renk degisimi

4.6. Anoxybacillus flavithermus ile Foron Kahverengi ve Foron Siyah Boyalarinin
Renginin Giderimi Uzerine Farkh Boyar Madde Konsantrasyonu Etkisi

Bu c¢alismada test edilen diger bakteri izolati olan Anoxybacillus
flavithermus’un Foron Kahverengi ve Foron Siyahin renginin giderim aktivitesi
tizerine boyar madde konsantrasyonu etkisinin saptanmast amaglanmigtir. Buna gore;
50-250 ppm konsantrasyonlardaki boyalarin optimum sicaklikta (50 °C) ve ¢alkalama
hizinda (50 rpm) 24 saat inkiibe edilmis ve elde edilen spektrofotometrik renk giderim
sonuglar1 Sekil 4.11°de, makroskobik goriintiiler ise Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.11. Cesitli konsantrasyonlarda Foron Kahverengi ve Foron Siyah boyalarinin
Anoxybacillus flavithermus ile 50 °C’de ¢alkalamali kosullarda (50 rpm)
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24 saatlik inkiibasyonu sonucu elde edilen renk giderim oranlari

Termofilik bakteri Anoxybacillus flavithermus ile optimal kosullar altinda
gergeklestirilen optimum boya konsantrasyonu testleri sonucunda en iyi renk giderimi
200 ppm boya konsantrasyonda gergeklesmistir. Ancak hem spektrofotometrik veriler
hem de makroskobik goriintiiler incelendiginde Anoxybacillus flavithermus’un tim

konsantrasyonlarda 24 saat gibi kisa inkiibasyon siiresinde etkili renk giderimleri

gerceklestirdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.12. Anoxybacillus flavithermus ile 50 ppm (A), 100 ppm (B), 150 ppm (C),
200 ppm (D), 250 ppm (E) konsantrasyonlardaki Foron Kahverengi ve 50
ppm (F), 100 ppm (G), 150 ppm (H), 200 ppm (1), 250 ppm (J)
konsantrasyonlardaki Foron Siyahin optimum inkiibasyon sicakliginda (50
°C) ve calkalamali kosullarda (50 rpm) 24 saat muamelesi sonucu
gergeklesen renk degisimi

4.7. Bacillus megaterium Al ile Foron Kahverengi ve Foron Siyah Boyalarinin

Renginin Giderimi Uzerine Farkh Ortam pH’larinin Etkisi

Farkli ortam pH’larmin Bacillus megaterium Al’in renk giderim potansiyeli
lizerine etkisini arastirmak amaciyla test edilen Foron grubu boyalari iceren NB
ortamlariin pH’lar1 pH 5.0-9.0’a ayarlanmis ve bu ortamlarda Bacillus megaterium
Al 24 saat siireyle optimum kosullarda inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen verilere
gore her iki boya i¢in de en yiiksek renk giderim orani pH 7.0’a ayarlanmig ortamda
saptanmigtir. Test edilen diger ortam pH’larinda da etkili renk giderimleri
gerceklesmistir (Sekil 4.13). Sekil 4.13’te de goriilebilecegi gibi Foron Kahverenginin
en yiiksek renk giderim orani %68 iken, Foron Siyahin en yiiksek renk giderim oram
%78’dir.
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Sekil 4.13. Farkli pH’lardaki Foron Kahverengi ve Foron Siyah boyalarinin Bacillus
megaterium Al ile 100 ppm konsantrasyonda, 30 °C’de c¢alkalamali
kosullarda (150 rpm) 24 saatlik inkiibasyonu sonucu elde edilen renk
giderim oranlari

Mezofilik bakteri Bacillus megaterium Al ile farkli pH’lara ayarlanmis boyar
madde iceren ortamlarda inkiibasyon sonucu en iyi renk giderimi pH 7.0’a ayarlanmis
ortamda gergeklesmistir. Spektrofotometrik verilere ek olarak makroskobik gézlemler
sonucunda da Bacillus megaterium Al ile tim pH degerlerinde belirgin renk

degisimlerinin oldugu saptanmistir (Sekil 4.14).

(
(

4

Sekil 4.14. Bacillus megaterium A1 izolati ile 100 ppm konsantrasyondaki pH 5.0 (A),
pH 6.0 (B), pH 7.0 (C), pH 8.0 (D) ve pH 9.0 (E) olan Foron
Kahverenginin ve ayni konsantrasyondaki pH 5.0 (F), pH 6.0 (G), pH 7.0
(H), pH 8.0 (1) ve pH 9.0 (J) olan Foron Siyahin 24 saat muamelesi sonucu
gergeklesen renk degisimi

45



Yapilan ¢alismalara ilaveten Bacillus megaterium A1l izolati ile optimum kosullarda
24 saat muamele edilen 100 ppm konsantrasyondaki Foron Kahverengi ve Foron Siyah

boyalarin renginin giderimi spektrofotometrik tarama ile de gosterilmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Bacillus megaterium Al izolat1 ile 100 ppm konsantrasyondaki Foron
Kahverengi (A) ve Foron Siyahin (B) optimum kosullarda 24 saat
muamelesi sonucu gergeklesen renk degisiminin spektrofotometrik
tarama ile gosterimi

4.8. Anoxybacillus flavithermus ile Foron Kahverengi ve Foron Siyah Boyalarimin

Renginin Giderimi Uzerine Farkh Ortam pH’larimin Etkisi

Farkli ortam pH’larinin Anoxybacillus flavithermus’un renk giderim yetenegi
tizerine etkisini arastirmak amaciyla boyar madde i¢eren NB ortamlarinin pH’lar1 pH
5.0-9.0’a ayarlanmig ve Anoxybacillus flavithermus farkli pH’lara ayarlanmig
ortamlarda optimum kosullarda 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Elde edilen verilere
gore her iki boya i¢in de en yiiksek renk giderim oran1 pH 5.0’de saptanmustir. Sekil
4.16’dan da goriilebilecegi gibi Foron Kahverenginin en yiiksek renk giderim orani

%72 iken, Foron Siyahin en yiiksek renk giderim orani %83” tiir.
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Sekil 4.16. Farkli pH’larda, 200 ppm konsantrasyondaki Foron Kahverengi ve Foron
Siyah boyalarinin Anoxybacillus flavithermus ile 50 °C ve 50 rpm’de 24
saatlik inkiibasyonu sonucu elde edilen renk giderim oranlari

Test edilen tiim pH’lardaki ortamlarin Anoxybacillus flavithermus ile
inkiibasyonu sonucunda spektrofotometrik renk giderim verilerine ek olarak
makroskobik gézlemler sonucunda da belirgin renk giderimleri gergeklesmistir (Sekil
4.17).

Sekil 4.17. Anoxybacillus flavithermus izolati ile 200 ppm konsantrasyondaki pH 5.0
(A), pH 6.0 (B), pH 7.0 (C), pH 8.0 (D) ve pH 9.0 (E) olan Foron
Kahverenginin ve ayni1 konsantrasyondaki pH 5.0 (F), pH 6.0 (G), pH 7.0
(H), pH 8.0 (1) ve pH 9.0 (J) olan Foron Siyahin 24 saat muamelesi sonucu
gergeklesen renk degisimi
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Yapilan ¢aligmalara ek olarak Anoxybacillus flavithermus izolati ile optimum
kosullarda 24 saat muamele edilen 200 ppm konsantrasyondaki Foron Kahverengi ve

Foron Siyah boyalarin renginin giderimi spektrofotometrik tarama ile de saptanmistir

(Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Anoxybacillus flavithermus izolati ile 200 ppm konsantrasyondaki Foron
Kahverengi (A) ve Foron Siyahin (B) optimum kosullarda 24 saat
muamelesi sonucu gergeklesen renk degisiminin spektrofotometrik tarama
ile gdsterimi

4.9. Bacillus megaterium Al ve Anoxybacillus flavithermus ile Foron Kahverengi

ve Foron Siyah Boyalarinin Karisiminin Renginin Giderimi

Optimizasyon ¢aligmalar1 sonucunda renk gideriminde en uygun kosullarin
tespit edilmesinin ardindan hem Bacillus megaterium Al hem de Anoxybacillus
flavithermus ayr1 ayri iki boyanin karisiminin renginin gideriminde kullanilmustir.
Bacillus megaterium Al izolat1 50 ppm Foron Kahverengi ve 50 ppm Foron Siyah
igeren boya karisimi ile optimum kosullarda (30 °C, 150 rpm ve pH 7.0) 24 saat
stiresince inkiibe edilmistir.  Anoxybacillus flavithermus ise 100 ppm Foron
Kahverengi ve 100 ppm Foron Siyah igeren boya karisimi ile optimum kosullarda (50
°C, 50 rpm ve pH 5.0) 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Yapilan dlgtimler 24 saat

gibi kisa bir inkiibasyon siiresinde iki farkli Foron grubu boyanin karisiminin da
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renginin etkili bir sekilde giderildigini gostermistir. Ancak renk giderim sonuglari her
iki bakterinin de tek bir boya iceren soliisyonlara kiyasla boya karigimlarinin rengini

biraz daha diisiik oranla giderdigini gostermektedir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Farkli konsantrasyonlardaki Foron Kahverengi (50 ppm) ve Foron Siyah
(50 ppm) boyalarmin Bacillus megaterium Al ile toplam 100 ppm
konsantrasyonda ve Foron Kahverengi (100 ppm) ve Foron Siyah (100
ppm) boyalarinin Anoxybacillus flavithermus ile toplamda 200 ppm
konsantrasyonda optimum kosullarda 24 saatlik inkiibasyonu sonucu
elde edilen renk giderim oranlari

Mezofilik bakteri izolat1 Bacillus megaterium Al ile Foron Kahverengi ve
Foron Siyahin karisiminin optimum kosullarda 24 saat inkiibasyonu sonucunda elde
edilen renk giderimi %62 iken, termofilik bakteri izolati Anoxybacillus flavithermus
ile ayn1 boyalarin karisiminin optimum kosullarda 24 saat inkiibasyonu sonucunda
elde edilen renk giderimi %63 olarak belirlenmistir. Spektrofotometrik verilere ek
olarak makroskobik gozlemler sonucunda her iki bakteri izolatiyla da belirgin renk

giderimlerinin oldugu Sekil 4.20°de gosterilmistir.
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Sekil 4.20. Bacillus megaterium Al ile 50 ppm Foron Kahverengi ve 50 ppm Foron
Siyah (A) boyalarinin karisiminin optimum kosullarda (30 °C, 150 rpm ve
pH 7.0), Anoxybacillus flavithermus ile 100 ppm Foron Kahverengi ve 100
ppm Foron Siyah (B) boyalarinin karigiminin optimum kosullarda (50 °C,
50 rpm ve pH 5.0) 24 saat muamelesi sonucu gergeklesen renk degisimi

Yapilan c¢alismalara ilaveten Bacillus megaterium Al ve Anoxybacillus

flavithermus izolatlarinin ayri ayr1 kullanimi ile Foron Kahverengi ve Foron Siyah

boyalarmin karigimmin renginin giderimi spektrofotometrik tarama ile de Sekil

4.21°de gosterilmistir.
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Sekil 4.21. 50 ppm Foron Kahverengi ve 50 ppm Foron Siyah (B) boyalarinin
karisimimin Bacillus megaterium izolatt A1 (A) ve 100 ppm Foron
Kahverengi ve 100 ppm Foron Siyah boyalarmin karisiminin
Anoxybacillus flavithermus izolati (B) ile optimum kosullarda 24 saat
muamelesi sonucu gergeklesen renk gideriminin spektrofotometrik

tarama ile gosterimi
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4.10. Sentetik Atiksu Olusturularak Atiksularin Renk Gideriminin Arastirilmasi

Bu calisma kapsaminda 100 mg/L (100 ppm) boya soliisyonu (Foron
Kahverengi ve Foron Siyah), 90 g/L sodyum siilfat (Na>SO4) ve 20 g/L sodyum
karbonat (Na2COgz) belirli oranlarda karistirilarak sentetik atiksu elde edilmistir.
Sentetik atiksularin aritilmasinda Anoxybacillus flavithermus, Foron Kahverengi
kullanilarak hazirlanan sentetik atiksuyun rengini %55, Foron Siyah kullanilarak
hazirlanan sentetik atiksuyun rengini %67, Foron Kahverengi ve Foron Siyah
boyalariin karisimi ile hazirlanan sentetik atiksuyun rengini ise %65 oraninda
gidermistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Bacillus megaterium Al ile 24 saatlik inkiibasyon sonucunda farkli
konsantrasyonlarda ve ayri ayrt Foron Kahverengi (100 ppm), Foron
Siyah (100 ppm) ve Foron Kahverengi (50 ppm) ile Foron Siyahin (50
ppm) karistirilmasiyla olusturulan sentetik  atiksularin  optimum
kosullarda renginin giderimi. Anoxybacillus flavithermus ile 24 saatlik
inkiibasyon sonucunda farkli konsantrasyonlarda ve ayr1 ayri Foron
Kahverengi (200 ppm), Foron Siyah (200 ppm) ve Foron Kahverengi
(100 ppm) ile Foron Siyahin (100 ppm) karistirilmasiyla olusturulan
sentetik atiksularin optimum kosullarda renginin giderimi

o1



Mezofilik bakteri Bacillus megaterium Al ile sentetik atiksuyu aritiminda ise;
Foron Kahverengi kullanilarak hazirlanan sentetik atiksuyun %60, Foron Siyah
kullanilarak hazirlanan sentetik atiksuyun %74 oraninda ve Foron Kahverengi ve
Foron Siyah boyalariin belli oranlarda karisimi ile hazirlanan sentetik atiksuyun
yaklasik %68 oraninda renk giderimi gergeklesmistir. Mezofilik bakterinin sentetik
atiksu arittiminin, termofilik bakterinin aritim sonuglarindan daha iyi oldugu tesit
edilmistir. Spektrofotometrik verilere ek olarak makroskobik gdzlemler sonucunda da
sentetik atiksu arittiminda; hem Anoxybacillus flavithermus hem de Bacillus
megaterium Al bakterileri ile muamele sonucunda belirgin renk degisimlerinin oldugu
gozlemlenmektedir (Sekil 4.23).

it} )
A

Sekil 4.23. Foron Kahverengi (200 ppm) ile hazirlanan sentetik atiksuyun
Anoxybacillus flavithermus ile (A), Foron Kahverengi (100 ppm) ile
hazirlanan sentetik atiksuyun Bacillus megaterium Al ile (B), Foron
Kahverengi (100 ppm) ve Foron Siyah (100 ppm) karistirilarak
hazirlanan sentetik atiksuyun Anoxybacillus flavithermus ile (C), Foron
Siyah (200 ppm) ile hazirlanan sentetik atiksuyun Anoxybacillus
flavithermus ile (D), Foron Siyah (100 ppm) ile hazirlanan sentetik
atiksuyun Bacillus megaterium Al ile (E) ve Foron Kahverengi (50
ppm) ve Foron Siyah (50 ppm) karistirilarak hazirlanan sentetik
atiksuyun Bacillus megaterium Al ile renginin giderimi (F)
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Yapilan caligmalara ek olarak sentetik atiksularin renk giderim sonuglari

spektrofotometrik taramalar ile de saptanmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. Bacillus megaterium Al ile Foron Kahverengi (50 ppm) ve Foron Siyah
(50 ppm) boyalarinin karigtirilmasiyla hazirlanan sentetik atiksuyun
optimum kosullarda 24 saat muamelesi sonucu gergeklesen renk
degisiminin spektrofotometrik tarama ile gosterimi (A). Anoxybacillus
flavithermus izolat1 ile Foron Kahverengi (100 ppm) ve Foron Siyah
boyalarmin (100 ppm) karistirilmasiyla hazirlanan sentetik atiksuyun
optimum kosullarda 24 saat muamelesi sonucu gergeklesen renk
degisiminin spektrofotometrik tarama ile gosterimi (B)
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5. SONUC VE ONERI

Bu c¢alismadan elde edilen verilere gore; pek ¢ok bakteri izolat1 kullanilarak
cesitli konsantrasyonlardaki farkli tekstil boyalari gesitli inkiibasyon kosullarinda kisa
siirede, etkili ve ekonomik bir sekilde yikima ugratilabilir. Ozellikle boya fabrikalart
ve tekstil fabrikalarindan c¢evreye salinan atiksularda problem olusturan boyar
maddelerin renkleri bu yikim sonucunda ya tamamen ya da yiiksek oranda
giderilebilir. Mevcut caligmanin aerobik kosullarda yiiriitilmesi anaerobik boyar
madde yikimi esnasinda olugabilecek toksik aromatik aminlerin olusmamasi agisindan
oldukca 6nemlidir. Ayrica renk giderim kosullarinin optimizasyonunun yapilmasi elde
edilebilecek renk giderim aktivitesinin arttirilmasi agisindan da son derece gerekli bir
durumdur. Bu galisma; renk giderimi agisindan 6zgiil mikroorganizmalarla yapilacak
uygulamalarin  ekonomik ve etkili bir aritim sistemini Onemli oranda
destekleyebilecegini gostermektedir.

Bu baglamda, ¢alismamizda kullanilan mezofilik Bacillus megaterium Al ve
termofilik Anoxybacillus flavithermus bakterileri kisa stirede 6nemli oranlarda renk
giderimi gergeklestirmistir. Ayrica statik inkiibasyon kosullarinda da renk gideriminin
yiiksek oranda olusu literatiirdeki bazi bakteri tiirlerinin ¢esitli boyalarla ¢alkalamali
kosullarda inkiibasyonu sonucu ger¢eklesen renk giderimi sonucundan yiiksek
oldugunu gostermistir. Literatiirde hem Foron grubu boyalar hem de yeni izole edilen
bu bakterilerin bugiine kadar sentetik atiksu aritiminda ve renk giderimi ¢aligmalarinda
test edilmemis olmasi ¢alismamizin 6zgiin oldugunu gostermektedir.

Boyalarin renk gideriminde en fazla rol alan enzimler genelde lakkaz ve
azorediiktazlardir. Caligmamizda lakkaz enzim aktivitesinin olup olmadigida
arastiritlmis ancak kayda deger bir sonu¢ alinamamistir. Bu sonuglar da bize bu
calismada renk gideriminin 6zellikle metabolik yikim ve adsorpsiyon ile oldugunu
diistindiirmektedir.

Sonug olarak; yiiksek oranlarda rengi giderilmis tekstil ve boya endiistrisi
atiksularinin daha ileri bir aritim sonrasinda ¢evreye salinmasi bu ortamlarda yasayan
tiim canlilarin sagliginin korunmasi ve ¢evre kirliliginin azaltilmasi agisindan olduk¢a

Onemlidir.
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