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OZET

Kentsel yasamin gelismesiyle birlikte ¢evre kirliligi ortaya ¢ikmis ve endiistriyel
faaliyetler sonucu artig gdstermistir. Endiistriyel atik sularla ilgili ¢evre sorunlari, endiistriyel
iriin gesitliliginin artmasiyla birlikte giderek daha karmasik hale gelmektedir. Kirletici
endiistrilerden biri de atik sular1 organik, inorganik tuzlar, boya ve agir metaller igeren tekstil
endiistrisidir. Tekstil endiistrisi, diinyada kimyasal olarak en yogun endiistrilerden biri
oldugu icin biiyiik bir kirlilige neden olmaktadir. Atik sularin ¢evreye karigmasi tiim yasam
formlarini olumsuz etkilemektedir. Bu nedenle ¢evre mevzuati genellikle bu atik sularin
cevreye bosaltilmadan once aritilmasini zorunlu kilar. Yapilan bu tez ¢alismasinda, lakkaz
enziminin Reactive Blue 49 (RB49) ve Reactive Violet 1 (RV1) boyarmaddelerinin
bulundugu ortamdaki kirliligi maksimum diizeyde azaltacagi kosullar arastirilmistir. Renk
giderme optimizasyon c¢aligmalarinda, Yanit Yiizey Yonteminin (YYY) bir tirii olan
Merkezi Kompozit Tasarim (MKT) uygulanmistir. Klasik MKT yaklagiminin yani sira MKT
ile entegre olarak yeni bir metasezgisel yontem olan Deniz Yirticilart Algoritmasi (DY A) da
kullanilmistir. YYY sonuglarina gére RB49 i¢in maksimum verim %90,56, RV1 igin
maksimum verim %74,12 olarak belirlenmistir. YYY tabanli DY A’da ise maksimum verim
RB49 icin %93.1, RV1 Ic¢in %80,60 olarak belirlenmistir. Sonu¢ olarak, MKT ile
metasezgisel yontemlerin kullanilmasinin renk giderimi i¢in uygun bir yol oldugu

gOriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Renk giderimi, Lakkaz, Deniz Yirticilar1 Algoritmasi, Yanit Yiizey

Metodolojisi
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SUMMARY

Environmental pollution has emerged with the development of urban life and
increased as a result of industrial activities. The environmental problems related to industrial
wastewater are becoming more and more complex with the icreasing variety of industrial
products. One of the pollutant industries is textile industry whose waste water contains the
organic, inorganic salts, dye and heavy metals. The textile industry causes a major pollution
as it is one of the most chemically intensive industries in the world. The mixing of
wastewaster into the environment has a negative impact of all life forms. For this reason,
environmental legislation often mandates that these wastewaters be treated before they are
discharged into the environment. In this thesis, the conditions under which the laccase
enzyme will reduce the pollution in the environment where Reactive Blue 49 (RB49) and
Reactive Violet 1 (RV1) dyestuffs are present at the maximum level were investigated.
Central Composite Design (CCD), a type of Response Surface Methodology (RSM), was
applied in color removal optimization studies. In addition to the classical CCD approach, a
new metaheuristic method Marine Predators Algorithm (MPA) was also used in integration
with the CCD. According to the results of CCD, the maximum efficiency was determined
as 90.56% for RB49 and 74.12% for RV1. In CCD based MPA, the maximum efficiency
was determined as 93.1% for RB49 and 80.60% for RV1. As a result, it has been seen that

the use of metaheuristic methods with CCD is a suitable way for color removal.

Keywords: Decolorization, Laccase, Marine Predators Algorithm, Response Surface

Methodology
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1. GIRIS VE AMAC

Cevre ve su kaynaklarindaki en 6nemli kirleticilerden biri olan boyalar; tekstil,
matbaacilik, ahsap ve kozmetik, gida, kaplama gibi ¢esitli endiistrilerde kullanilmaktadir.
Bu endiistrilerde iiretilen atik sular degisen konsantrasyonlarda boyalar icermektedir. Bu
endiistriler arasinda en fazla boya tiiketimine tekstil endiistrisi sahiptir. Giiniimiizde tekstil
endiistrisinde 3600 farkli boya ve 8000 farkli kimyasal kullanilmaktadir (Ashrafi vd., 2019;
Hussain vd., 2018). Diinya genelinde tekstil endiistrisi i¢in yilda yaklasik 7 x 107 ton
sentetik boya iiretilmekte olup, boyarmaddelerin yaklasik %10’u boyama ve igleme sonrasi
atik su olarak ¢evreye desarj edilmektedir (Benkhaya vd., 2020). Tekstil endiistrilerinde
kullanilan boyalar kararli ve bozunmayan maddelerdir (Soni vd., 2020). Bu tiir atik sularin
cevreye bosaltilmast yer alti sularim1 ve topragi kirleterek cesitli hastaliklara neden

olmaktadir.

Atiklarin besin zinciri yoluyla taginmasi insan sagligini, hayvanlari ve ¢evreyi ciddi
sekilde etkilemektedir. Tehlikeli kimyasallardan iiretilen bazi boyalar tiim yasam formlari
icin kanserojen, mutojen etkiye sahip olmakla birlikte giines 1s1gmin iletimini
engellemektedir. Bu da sudaki organizmalarin fotosentetik aktivitesini azaltmakta ve estetik
goriintimiinii etkilemektedir (Jeffi vd., 2021). Sonug olarak, renkli atik sularin alic1 ortamlara

desarj edilmeden 6nce aritilmasi kaginilmazdir.

Atik sulardan boyalar1 uzaklastirmak i¢in kullanilan ¢esitli yontemler vardir. Bu
yontemler fiziksel, kimyasal ve biyolojik olabilir. Fiziksel ve kimyasal yontemler yiiksek
maliyetlere, diisiik verimlilie sahiptir ve her boya i¢in kullanilamamaktadir.
Mikroorganizmalar ve/veya iriinleri son yillarda atik sudan boya giderimi igin
kullanilabilmekte olduk¢a popiilerdirler. Lakkazlar, azoredutazlar ve peroksidazlar gibi
enzimler, mikroorganizmalar tarafindan hiicre dis1 olarak salgilanmakta ve enzimlerin
kullanildig1 reaksiyon biyodegredasyon olarak tanimlanmaktadir. Buna ek olarak oli
bakteri, mantar ve mayanin kullanildig1 diger reaksiyon biyosorpsiyonu tanimlamaktadir
(Lellis  vd.,2019). Tekstil boyalarinin  uzaklastirilmasinda en ¢ok kullanilan

mikroorganizmalar beyaz ¢iiriik¢iil mantarlardir (Apohan ve Yesilada, 2005).
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Enzimler, biyokimyasal reaksiyonlarda hizli bir doniisiim oranina sahip olan ve
maddelerin daha temiz iiretimi yoluyla kirlilik probleminin azaltilmasinda ¢ok énemli rol
oynayabilen biyolojik katalizorlerdir. Yiiksek katalitik verimlilik, yiiksek substrat
Ozgiilliigii, daha kisa reaksiyon siiresi, diisiik enerji girisi, normal tepki kosullar1 ve toksisite
olmamasi gibi bir¢ok avantaj1 vardir (Senthivelan vd., 2016). Genel olarak enzimler dogada
protein yapida bulunmakta ve Kkirleticileri orijinal atik sudan diger ana metabolitlere
indirgeyebildikleri i¢in gevre dostu katalitik maddelerdir. Bu nedenle boya dekolorizasyon

proseslerinde enzim bazli yontemlerin kullanilmasi iyi bir alternatiftir (Othman vd., 2022).

Endiistriyel atik sularin iyilestirilmesinde kullanilan enzimlerden biri olan lakkazlar
(E.C. 1.10.3.2), lignin model bilesiklerinden hem fenolik ve hem de fenolik olmayan alt
birimlerini oksitleyebilen en 6nemli ligninolitik oksidatif enzimlerden biri olarak kabul
edilmektedir (Demiralp vd., 2015; Othman vd., 2022). Genis substrat araligi ve ikinci bir
substrat olarak molekiiler oksijeni kullanmasi, lakkazlar1 endiistriyel uygulama icin cekici
adaylar haline getirmektedir. Lakkaz, gida endiistrisinde, kagit ve kagit hamuru
endiistrisinde,  tekstil  endiistrisinde,  sentetik  kimyada, kozmetikte, toprak
biyoremediasyonunda ve cevresel fenolik kirleticilerin biyolojik bozunmasinda, endokrin
bozucularin uzaklastirilmasinda, biyosensér ve analitik uygulamalarda 6nemli rol
oynamaktadir (Othman vd., 2022). Ureticileri de uygulama alanlar1 kadar cesitli olan lakkaz,

bitkiler, mantarlar ve bakteriler tarafindan iiretilmektedir (Dai vd., 2021).

Deneysel calisma kosullarinda basarili sonuglar elde etmek {izere istatistiksel
yazilimlarin yayginlasmasi ile deney planlar1 ve istatistiksel testler sayesinde deney
slireglerinde maliyet ve zaman tasarrufu saglanmaktadir. Deney tasarimi ve YYY, renk
giderimini etkileyen uygun faktorleri tanimak ve optimize etmek i¢in boya bozulma
stireglerinde kullanilabilecek degerli istatistiksel araglardir (Ameenudeen vd., 2021). Deney
tasarimi ve YY'Y yaklagimlari ile istatistiksel olarak gecerli ve tek seferde bir faktorii dikkate
alan calismalara gore daha az maliyetli ve hizli ¢oziimler elde etmek miimkiin
olabilmektedir. Istek fonksiyonlartyla optimizasyon yapan ¢aligmalarin yan1 sira son yillarda
biyolojik siireclerde metasezgiseller yoluyla da optimizasyon yapilan az sayida ¢alismaya

rastlanmaktadir.
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Tamamlanan tez ¢alismasinda, lakkaz enziminin secilen boyarmaddelerin bulundugu
ortamdaki boya giderimini maksimum diizeyde azaltacagi kosullar arastirilmigtir. Lakkazin
cevresel 1yilestirme siire¢lerinde kullanilabilirligini degerlendirmek amaciyla tekstil
endiistrisinde kullanilan boyalarin biyolojik yikiminin optimizasyon calismalari, YYY
icinde 6nemli bir yeri olan MKT c¢ergevesinde gerceklestirilmistir. Enzim miktari, boya
konsantrasyonu, ¢alkalama hizi ve siire parametreleri dogrultusunda RB49 ve RV1boya
gideriminde Trametes versicolor lakkaz enziminin etkisi arastirilmistir. Optimizasyon
calismalar1 kapsaminda, istek fonksiyonu yani sira, yeni bir metasezgisel yontem olan DY A

kullanilarak boya gideriminin en iyilendigi parametre seti tespit edilmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

Atik sulardan renk/boya gideriminde farkli enzimler kullanilabilmektedir.
Caligmanin ikinci bdliimiinde, atiksulardan renk/boya giderimini inceleyen literatiir
caligsmalar1 sunulmus olup, incelenen ¢alismalar ¢izelge haline getirilerek Cizelge 2.1°de

verilmistir.

Murugesan vd. (2007) Reactive Black 5 (RB5) boyasinin renk giderimini beyaz kiif
mantar1 Pleurotus sajor-caju ‘dan saflastirilmis lakkaz enzimi kullanarak incelemistir. Boya,
enzim, 1-hydroxybenzotriazole (HBT) ve zaman bagimsiz degiskenlerinin renk giderimi
yanit1 lizerindeki etkisi Box-Behnken tasarimi kullanilarak arastirilmistir. Calismada, 3
diizeyli 4 faktdrden olusan 29 deney yer almaktadir. Optimum boya, enzim, HBT ve siire
konsantrasyonlari, RB5’in maksimum renk giderimi i¢in sirasiyla 62,5 mgl~1, 2,5 U ml™?,
1,5 mM ve 36 saat olarak bulunmustur. Sonuglarin tahmin edilen degerlerle uyum iginde

oldugu goriilmiistiir.

Roriz vd. (2009) diazo boyasi RB5’in beyaz kiif mantar1 Trametes pubescens’ten
elde edilen ham lakkaz ile renksizlestirilmesini YYY’den MKT kullanarak optimize etmistir.
Calismada, 2 eksen noktali ve merkez noktada 6 tekrarli toplam 20 deneyden olusan tasarim
kullanilmistir. HBT, boya ve enzim bagimsiz degiskenler olarak belirlenmistir. Analiz
sonucunda optimum HBT, boya ve enzim konsantrasyonlari maksimum RBS5 renk giderimi
i¢in sirastyla, 1,17 mM, 150 mg/l ve 500 U/l olarak bulunmustur. Deneysel degerler tahmin
edilenlerle iyi uyum i¢inde oldugundan model anlamli bulunmustur. Bagimsiz degiskenlerin
RBS5 boyasinin renk giderimi {izerindeki etkileri yanmit yiizey grafigi yardimiyla da

gorilintiilenmistir.

Tavares vd. (2009) ii¢ reaktif tekstil boyas: Reactive Blue 114 (RB114), Reactive
Yellow 15 (RY15) ve Reactive Red 239 (RR239)’un lakkaz enzimi ile gideriminin
arastirilmasinda Box-Behnken tasarimi kullanmistir. Calismada pH, sicaklik ve enzim
konsantrasyonu deney tasariminda kullanilacak faktorler olarak se¢ilmistir. Boya giderimi
ise yanit degisken olarak belirlenmistir. Calismada, ii¢ faktorlii, merkez noktalarda ii¢

tekrarlt 29 deney gerceklestirilmistir. Her bir boya i¢in, her faktoriin etkisini ve boya
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giderimi iizerindeki etkilesimlerini gosteren matematiksel modeller gelistirilmistir. Model,
enzim konsantrasyonu, sicaklik ve pH sirasiyla 109,8 U/L, 39,2 °C ve 6,6’ya ayarlandiginda
RY15 i¢in %90’1n iizerinde bir renk gideriminin elde edilebilecegini dngdrmiistiir. RB114
ve RR239 i¢in sicaklik ve enzim konsantrasyonu renk giderimini etkilememis ve optimum
pH degeri sirastyla 5,5-7,0 ve 7,0-7,5 olarak bulunmustur. Tahmin edilen degerler ayrica
deneysel olarak da dogrulanmigtir. Yanitlarin ortalama nihai degerleri, hesaplanan degerlerle
uyum i¢inde oldugundan RY 15, RB114 ve RR239 renk giderme modellerinin giivenilirligi

onaylanmaistir.

Balan vd. (2012) Malachite Green (MG) boyasinin renk giderimi i¢in beyaz kiif
mantar1 Pleurotus florida tarafindan iretilen lakkaz enzimini kullanmistir. MG’nin renk
giderimini optimize etmek i¢in MKT kullanilmistir. Bu ¢aligmada kullanilan bagimsiz
degiskenler boya, lakkaz, HBT ve siire olarak secilmistir. MG boyasinin maksimum renk
giderimi boya, lakkaz, HBT ve siire degiskenlerinin sirasiyla 95,80 ppm, 2,16 U/ml, 0,85

mM ve 3,02 saat oldugu durumda %96 bulunmustur.

Daassi vd. (2012) bu ¢alismada ii¢ tekstil boyast RBS, Indigo Carmine (IC) ve
Aniline Blue (AB)’nin beyaz kiif mantar1 Trametes trogii’den elde edilen ham lakkaz ile
renk giderimini optimize etmek i¢in YYY kullanmistir. Calismada, 3 diizeyli 6 faktérden
olusan Box-Behnken tasarimina gore diizenlenmis 54 deney yer almaktadir. Kullanilan
degiskenler pH, sicaklik, enzim konsantrasyonu, HBT konsantrasyonu, boya
konsantrasyonu ve siire olarak belirlenmistir. Deneysel degerler tahmin edilenlerle uyum
icinde ¢ikmistir. Sonuglara gére bu mantarin, tekstil endiistrilerinin atik sularinda bulunan

tekstil boyalarinin rengini agmak i¢in biiyiik etkiye sahip oldugu belirtilmistir.

Paz vd. (2017) Coomassie Blue G-250 (CBB), IC ve Remazol Brilliant Blue R
(RBBR) ticari boyalarinin Bacillus aryabhattai DC100 tarafindan bozulmasini incelemistir.
Calismada 23 deneyden olusan Dondiirtilebilir MKT kullanilmistir. Bagimsiz degiskenler
sicaklik, calkalama ve tuzluluk se¢ilmistir. Analiz sonuglarina goére, 150 mg/l CBB sicaklik
37 °C, ¢alkalama 304,09 rpm ve tuz konsantrasyonu 19,204 g/l iken tamamen boya giderimi
gostermistir. Sonug olarak, Bacillus aryabhattai DC100’{in boyalar1 ucuz ve ¢evre dostu bir
sekilde uzaklagtirmak icin gergek kirlenmis atiklara uygulanabilen biyolojik aritma olarak

kabul edilebilecegi belirtilmistir.
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Shanmugam vd. (2017) Trichoderma asperellum’dan elde edilen lakkaz ile
potansiyel olarak toksik bir boya olan MG’nin biyodegradasyon stirecini MKT kullanarak
arastirmistir. Calismada bagimsiz degiskenler enzim konsantrasyonu, boya konsantrasyonu,
siire ve pH olarak belirlenmistir. 5 diizeyli 4 faktér olmak tizere 30 deneyden olusan bir
tasarim kullanilmigtir. Analiz sonucuna gore optimum kosullar enzim konsantrasyonu 1,50
U/ml, boya konsantrasyonu 122,66 mg/l, pH 6,75 ve siire 98,58 dakika iken MG’nin

maksimum degradasyonu %97,18 elde edilmistir.

Kamani vd. (2018) lakkaz aracili sistem ile sulu ¢ozeltiden Direct Red 81 (DR81)
giderimini incelemistir. Calismada bagimsiz degiskenler pH, lakkaz dozu ve ABTS dozu
olarak belirlenmis olup, Box-Behnken tasarimi kullanilmistir. Analiz sonucunda en iyi
kosullar pH 5, lakkaz dozu 0,2 U ml~%, ABTS dozu 0,2 mM olarak belirlenmis ve %95,5
giderim elde edilmistir. Lakkazin sulu ¢ozeltilerden boyalarin giderilmesi i¢in yesil bir

teknoloji olarak kullanilabilecegi belirtilmistir.

Mehrabian vd. (2018) Direct Blue 71 (DB71)’in lakkaz ile sulu ¢dzeltiden giderimini
Box-Behnken tasarimi kullanarak arastirmistir. Bagimsiz degiskenler, pH, lakkaz dozu,
ABTS dozu olarak belirlenmis olup, analiz sonucunda %83 giderim elde edilmistir.
Calismada, atitk sudan DB71’in giderilmesinde lakkaz enzimi kullanimimnin faydali

olabilecegi belirtilmistir.

Othman vd. (2018) Cibacron Blue 3G-A boyasimin Agaricus bisporus CU13’den elde
edilen lakkaz ile renk giderimini incelemistir. Lakkaz aktivitesi, boya konsantrasyonu, siire
ve HBT konsantrasyonu bagimsiz degiskenler olarak se¢ilmistir. Kosullar MKT kullanilarak
stire 35 dakika, lakkaz aktivitesi 0,5 U/ml, boya konsantrasyonu 92,19 rpm ve HBT 1 mM

olarak bulunmustur.

Ashrafi vd. (2019) beyaz kok mantar1 Trametes versicolor’dan elde dilen lakkaz
enzimi kullanilarak, yaygin kullanilan endiistriyel azo boya Basic Blue 41 (BB41)’in sulu
cozeltilerden giderilmesini arastirmistir. Calismada 3 faktorlii, merkez noktada 3 tekrarh
toplam 15 deney setinden olusan Box-Behnken tasarimi kullanilmistir. Bagimsiz degiskenler
pH, lakkaz dozu ve ABTS dozu olarak secilmistir. Analiz sonucunda pH 5, lakkaz dozu 0,2
U ml~! ve ABTS dozu 0,2 mM iken test edilen ¢dzeltide BB41 gdzlenmemis ve nihai ¢ozelti
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tamamen renksiz olmustur. Calisma, lakkaz enziminin optimum kosullar altinda BB41

boyasini sulu ¢ozeltilerden uzaklastirabildigini gostermistir.

Kashefi vd. (2019) azo boyas: Direct Red 23 (DR23) ve Acid Blue 92 (AB92)’nin
renk giderimini Aspergillus’dan elde edilen lakkaz enzimi kullanarak gergeklestirmistir.
Calismada merkez noktada 6 tekrarli, 6 eksen noktasina sahip 2 diizeyli 3 faktor olmak iizere
toplam 20 deneyden olusan MKT yaklasimi kullanilmistir. Renk giderme siirecini
maksimize etmek igin optimum kosullar AB92 i¢in boya konsantrasyonu 11,85 mg 17, pH
5,10 ve enzim dozaji 97,89 mg 171 iken %95,60 olarak belirlenmistir. Her iki boya igin
optimum kosullar, enzimatik renk gidermenin daha diisiik boya konsantrasyonunu
destekledigini gostermistir. Her iki boya icin bagimsiz parametrelerin 1ilgili deney
araliklarindaki 6nem siras1 enzim dozaji> boya konsantrasyonu> pH seklindedir. Elde edilen
optimum calisma kosullarina bagli olarak yiiksek enzim dozaji, diisiik boya konsantrasyonu

ve asidik pH degerinde yiiksek renk giderme verimi elde edilebilecegi belirtilmistir.

Kumar vd. (2019) Bacillus pseudomycoides ile Acid Black (AB24) boyasinin
maksimum renk giderimi i¢in optimum kosullarin belirlenmesi iizerinde calismistir.
Kosullar1 optimize etmek icin Box-Behnken deney tasarimi kullanilmistir. Calismada pH,
sicaklik, boya konsantrasyonu bagimsiz degiskenler olarak secilmistir. Optimum kosullarin
pH, sicaklik, boya konsantrasyonu igin sirastyla 7, 37 °C ve 40 mg 17! oldugu durumda,
%96,79 renk giderimi elde edilmistir. Bacillus pseudomycoides’in sentetik boyalarin
giderilmesi i¢in ucuz bir aritma yontemi olarak degerlendirilebilecegi ve gelismekte olan
iilkelerde atik suda bulunan kirleticilerin aritilmasi i¢in pratik bir ¢oziim olarak

kullanilabilecegi belirtilmistir.

Valliyaparambil vd. (2019) Remazol Brilliant Violet 5R (RBV-5R) boyasinin
Pleurotus ostreatus PKNO04’den saflastirilmis lakkaz ile renk giderimini saglamak iizere en
uygun kosullar1 elde etmeyi amaglamiglardir. Renk giderme siirecini optimize etmek igin
pH, sicaklik, inkiibasyon siiresi, ¢alkalama, boya konsantrasyonu ve enzim konsantrasyonu
bagimsiz degiskenler olarak belirlenmistir. Calismada 86 deneyden olusan MKT
kullanilmistir. Renk giderimi pH 6, sicaklik 40 °C, inkiibasyon siiresi 60 dakika, ¢alkalama
50 rpm, boya konsantrasyonu 50 ppm ve enzim konsantrasyonu 100 1U/ml iken %95,72

olarak elde edilmistir.
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El-Badan vd. (2020) Escherichia coli NG188 kullanarak Remazol Brilliant Blue
(RB) tekstil boyasinin giderimini incelemistir. Boya giderimini etkileyen énemli faktorleri
se¢mek i¢in Plackett-Burman tasarimi kullamilmistir. K,HPO,, KH,PO, ve glikoz renk
giderimini etkileyen faktorler olarak secilmistir. Box-Behnken tasarimi kullanilarak
gerceklestirilen deneyler sonucunda K,HPO, 15 g/l, KH,PO, 4,5 g/l ve glikoz 15 g/l iken

optimum renk giderimi %100 olarak gézlenmistir.

Mohammed ve Mabrouk (2020) Methylene Blue (MB), MG ve Safranin (S) olmak
tizere ii¢ farkli boyanin renk giderimi i¢in Aspergillus terreus YESM 3’iin potansiyelini
incelemistir. incelenen mikroorganizmanin boyalara kars1 tolerans indeksinin sirastyla MB,
S ve MG seklinde azaldig1 goriilmiistiir. Toplam 15 deneyden olusan Box-Behnken tasarimi
kullanilarak MB giderimi iyilestirilmistir. Calismada bagimsiz degiskenler MB
konsantrasyonu, pH, inokiilum boyutu olarak se¢ilmistir. Analiz sonucunda %89,41 giderim
elde edilmistir. Calisma sonucunda, Aspergillus terreus YESM 3’iin, atik sudaki MB
boyasimin biyoremediasyonu ve c¢evre kirliliginin giderilmesi i¢in profesyonel olarak

kullanilabilecegi belirtilmistir.

Rana ve Chakraborty (2020) Brilliant Red HE7B, Green HE4B, Red M5B, Turquoise
Blue H5G ve Yellow M3R reaktif boyalarinin renk giderimi igin lakkazin etkisini
incelemistir. Optimum kosullarin belirlenmesi i¢in 4 faktorlii 3 seviyeden olusan Box-
Behnken deney tasarimi kullanilmistir. Boya konsantrasyonu, lakkaz konsantrasyonu,
sicaklik ve siire giderim tizerinde etkili faktorler olarak segilmistir. Analiz sonucunda Green
HE4B icin %80’in {izerinde renk giderimi gozlenmistir. Diger boyalar i¢in 72 saat i¢inde
%85-90"a varan giderim elde edilmistir. Sonuglara gére, su kirliligini 6nlemek i¢in boya renk

gideriminde lakkazin etkin bir sekilde kullanilabilecegi belirtilmistir.

Amenudeen vd. (2021) reaktif azo boyalar1 Reactive Black 5 (B-GDN), Reactive Red
120 (RP) ve Reactive Blue 19 (RNB)’un biyolojik olarak bozulmasini Acinetobacter
baumannii JC359 kullanarak incelemistir. Calismada 3 seviyeli 3 faktérden olusan Box-
Behnken tasariminda, sicaklik, inkiibasyon siiresi, inokiilum hacmi bagimsiz degiskenler
olarak belirlenmistir. Analiz sonucunda B-GBN i¢in %98,8, RP i¢in %96 ve RNB i¢in %96,2
renk giderimi goézlenmistir. Etkilesimlerin gorlintiilenmesi i¢in yanit ylizey grafikleri

kullanilmustir.
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Ghosh vd. (2021) izole edilmis bir mantar olan Aspergillus flavus PUF5’1 lakkaz
enzimi tiretmek igin kullanmis ve ticari olarak kullanilan bes tekstil boyasinin, Phenol Red
(PSP), Methyl Orange (MO), MG, Bromophenol Blue (BPB) ve Congo Red (CR) giderimini
incelemistir. Boya konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, pH ve HBT giderim iizerinde
etkili faktorler olarak se¢ilmistir. Box-Behnken tasarimi analiz sonuglarina gore, boya
konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, pH ve HBT sirasiyla 6,04 uM, 78,8 U/ml, 5,6 ve
1,07 mM oldugunda boyalarin maksimum renk giderimi %86,3 olmustur. Etkilesimlerin
goriintiilenmesi i¢in yanit yiizey grafikleri kullanilmistir. Caligma sonucunda lakkazin tekstil
endustrisi atik sularinda bulunan boyalarin giderilmesi i¢in potansiyel bir enzim oldugu

belirtilmistir.

Hanapi vd. (2021) yerel tekstil atik su artima tesisinden izole edilen Bacillus cereus
tarafindan tekstil boya atiklarindan boya ve kimyasal oksijen ihtiyac1 (KOI) giderimini
incelemistir. Calismada bagimsiz degiskenler pH, bakteriyel inoklum konsantrasyonu ve
calkalama hizi olarak belirlenmistir. Boya ve KOI giderimi yamit degiskeni olarak
secilmigtir. Faktorlerin degerlendirilmesi i¢in 20 deneyden olusan MKT yontemi
kullanilmistir. Gergeklestirilen deneyler sonucunda en iyi boya giderimi diisik pH ve
calkalama hizi ile orta diizeyde bakteri inoklum konsantrasyonunda %88,67 olarak elde
edilmistir. En yiiksek KOI giderimi ise yiiksek pH (10), diisiik ¢alkalama hiz1 (100 rpm) ve
yiiksek diizeyde bakteri inoklum konsantrasyonunda (%15 v/v), %99,20 elde edilmistir.

Igbal vd. (2021) yerel olarak izole edilmis beyaz g¢iiriiklik mantar1 Pleurotus
ostreatus-P1 tarafindan tekstil atiklarindan fenolik bilesiklerin ve sentetik boyalarin yok
edilmesini incelemistir. Calismada 15 deneyden olusan Box-Behnken tasarimi
kullanilmistir. Bagimsiz degiskenler pH, sicaklik ve lakkaz aktivitesi olarak secilmistir.
Analizler sonucunda en iyi kosullar sicaklik 25°C, pH 5 ve lakkaz aktivitesi 13,5 U/ml olarak

belirlenmistir. Bu kosullar altinda %90 renk giderimi saglanmistir.

Yadav vd. (2021) Remazol Brillant Blue R (RBBR) boyasinin Arthrographis
Kalrae’den elde edilen lakkaz enzimi ile giderimini Box-Behnken deney tasarimini
kullanarak incelemistir. Calismada boya konsantrasyonu, sicaklik, pH ve siire, giderim

iizerinde etkili faktorler olarak segilmistir. En iyi kosullar pH 7, sicaklik 35°C, siire 240 dk
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ve boya konsantrasyonu 100 mg 1! olarak belirlenmistir. Bu kosullarda boya giderimi
%97,18 elde edilmistir.

Ayed vd. (2022) Coriolopsis gallica’dan elde edilen lakkaz ile RB5 azo boyasinin
renk giderimini incelemistir. Calismada 46 deneyden olusan Box-Behnken tasarimi
kullanilmistir. Tasarimda kullanilan bes faktor lakkaz aktivitesi, baslangic boya
konsantrasyonu, HBT konsantrasyonu, pH ve sicaklik olarak belirlenmistir. 120 dakika
sonunda en iyi kosullar lakkaz aktivitesi 5 U171, boya konsantrasyonu 25 mgl1~!, HBT
konsantrasyonu 4,5 mM, pH 4,2 ve sicaklik 55°C olarak belirlenmistir. Bu kosullar altinda

maksimum renk giderimi %82 + 0.6 elde edilmistir.



Cizelge 2.1. Enzim kullanilarak renk/boya giderimi yapilan ¢alismalar

Referans Biyosorbent/Enzim Optl'r-n |zas¥on Faktor Yanit Boya Kullanilan
Yontemi Yazihm
Murugesan vd. Pleurotus sajor- i . Boya Design
(2007) caju Box-Behnken boya, enzim, HBT, zaman giderimi RB5 Expert
Roriz vd. (2009) | Trametes pubescens MKT HBT, boya, enzim _Boya . RB5 Design
giderimi Expert
Tavares vd. . : Boya | RB114,RY15, -

(2009) Aspergillus Box-Behnken | pH, sicaklik, enzim konsantrasyonu giderimi RR239 Statistica
Pleurotus florida Boya Design
Balan vd. (2012) NCIM 1243 MKT boya, lakkaz, HBT, zaman giderimi MG Expert
pH, sicaklik, enzim konsantrasyonu, Bova Desian
Daassi vd. (2012) Trametes trogii Box-Behnken HBT konsantrasyonu, boya i de%mi RB5, IC, AB Ex grt

konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi g P
Bacillus aryabhattai Boya Design
Paz vd. (2017) DC100 MKT sicaklik, calkalama, tuzluluk giderimi CBB Expert
Shanmugam vd. Trichoderma enzim konsantrasyonu, boya Boya Design
MKT SSANE MG
(2017) asperellum konsantrasyonu, zaman, pH giderimi Expert
Kamani vd. Trametes versicolor | Box-Behnken pH, lakkaz dozu, ABTS dozu _Boya . DR81 Design
(2018) giderimi Expert
Mehrabian vd. Trametes versicolor | Box-Behnken pH, lakkaz dozu, ABTS dozu _Boya . DR71 Design
(2018) giderimi Expert
. . lakkaz aktivitesi, boya . .
Othman vd. Agaricus bisporus ’ Boya Cibacron Design
(2018) CU13 MKT konsangasy"”“’ zaman, HBT | oiderimi | Blue 3G-A Expert
onsantrasyonu

Ashrafi vd. Trametes versicolor | Box-Behnken pH, lakkaz dozu, ABTS dozu _Boya . BB41 Design
(2019) giderimi Expert
Kashefi vd. . boya konsantrasyonu, pH, enzim Renk Design
(2019) Aspergillus MKT dozu giderimi DR23, AB92 Expert

TT



Cizelge 2.1. Enzim kullanilarak renk/boya giderimi yapilan ¢aligmalar (devam)

Referans Biyosorbent/Enzim Opthn |zas¥on Faktor Yanit Boya Ku!.l amlan
Yontemi Yontem
Kumar vd. (2019) BaC|IIus_ Box-Behnken | pH, sicaklik, boya konsantrasyonu _Ren_k . AB24 Design
pseudomycoides giderimi Expert
. : H, sicaklik, inkiibasyon siiresi .
Valliyaparambil Pleurotus ostreatus Pt 4 ’ Boya Design
vd. (2019) PKNO4 MKT galkalam.a, boya konsantrasyonu, giderimi RBV-5R Expert
enzim konsantrasyonu
El-Badan vd. Escherichia coli . Renk -
(2020) NG188 Box-Behnken K,HPO,, KH,PO,, glikoz giderimi RB Statistica
Mohammed ve Aspergillus terreus i MB konsantrasyonu, pH, Renk -
Mabrouk (2020) YESM 3 Box-Behnken inokiilum boyutu giderimi M8 Minitab
Rana ve .
Chakraborty Ticari lakkaz Box-Behnken boya konsantrasyonu, lakkaz _F;eqk .| Green HE4B Design
(2020) konsantrasyonu, sicaklik, zaman | giderimi Expert
Ameenudeen vd. Acinetobacter Box-Behnken sicaklik, inkiibasyon siiresi, Boya | B-GDN, RP, Design
(2021) baumannii JC359 inokiilum hacmi giderimi RNB Expert
. : PSP, MO .
Aspergillus flavus boya konsantrasyonu, enzim Renk ' ’ Design
Ghosh vd. (2021) PUF5 Box-Behnken konsantrasyonu, pH, HBT giderimi MGC':EPB’ Expert
L Boya ve .
Hanapi vd. (2021) Bacillus cereus MKT pH, bakteriyel inoklum KOI - Design
konsantrasyonu, calkalama hizi giderimi Expert
Igbal vd. (2021) | ©IGUrONIS OSEAWS | g0y pennken | pH, sicaklik, lakkaz aktivitesi | ok : Design
P1 giderimi Expert
Yadav vd. (2021) Arthrographis Box-Behnken boya konsantrasy_{onu, sicaklik, _Boya _ RBBR Design
kalrae pH, siire giderimi Expert
lakkaz aktivitesi, boya .
. . . Renk Design
Ayed vd. (2022) Coriolopsis gallica | Box-Behnken konsantrasyonu, HBT S RB5
giderimi Expert

konsantrasyonu, pH, sicaklik

4
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Kimyasallar

Calismada kullanilan Sodyum Asetat, Asetik Asit Sigma Aldrich firmasindan, lakkaz

enzimi (Trametes versicolor) ise ESOGU Biyoteknoloji Laboratuvari’ndan temin edilmistir.

Calismalar suda coziilebilir 6zellikteki RB49 ve RV1 boyarmaddelerinden
hazirlanan c¢ozeltiler ile gerceklestirilmistir. Boyarmaddeler Sarar firmasindan temin

edilmistir.

3.1.2 Calismada kullanilan cihazlar

Gergeklestirilen ¢calismada kullanilan cihazlara iligskin goriintiilere Sekil 3.1°de

yer verilmistir ve agiklamalar izleyen sekildedir:

o Manyetik Karnstirict (Heidolph, Almanya): Tampon ve boyarmaddelerin
homojen olarak hazirlanmasinda kullanilmistir.

. UV-Visible Spektrofotometre (Shimadzu, Japonya): Renk gideriminin tespit
edilmesi i¢in 587 ve 558,5 dalga boylarinda absorbans 6l¢iimii icin kullanilmistir.

. Hassas Terazi (Sartorius, Almanya): Deneylerde kullanilan kimyasal ve
boyarmaddelerin tartimi i¢in kullanilmistir.

o Su Banyosu (Memmert, Almanya): Biyodegredasyon deneylerini

gerceklestirmek igin kullanilmustir.
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Sekil 3.1. Calismada kullanilan cihazlara ait goriintiiler: a) manyetik karistirict, b) UV-
Visible spektrofotometre, ¢) hassas terazi, d) su banyosu.

3.2 Yontem

3.2.1 Tamponlarin hazirlanmasi

Biyodegradasyon deneylerinde sodyum asetat asetik asit tamponu kullanilmistir.
Enzimin optimum pH’1 3 oldugu icin bu degerde tampon hazirlanmistir. Bunun i¢in 0,3 ml
2M sodyum asetat {izerine 9,7 ml 2M asetik asit eklenmis ve 100 ml’ye tamamlanmistir. 2M
sodyum asetat, 16,40686 g tartilarak distile su ile 100 ml’ye tamamlanmasi sonucunda
hazirlanmistir. 2M asetik asit ise 11,46 ml asetik asitin distile su ile 100 ml’ye tamamlanmasi

ile hazirlanmistir (Perrin ve Dempsey, 1974).
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3.2.2 Stok boyarmadde c¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Optimizasyon ¢aligmalarinda tekstil endiistrisinde kullanildig1 bilinen RB49 ve RV 1
olmak iizere iki farkli boyarmadde kullanilmistir. Boyarmaddelerin stok c¢ozeltisi her
birinden 1’er gr tartilarak 1000 ml pH 3 olan tamponda ¢oziilerek hazirlanmistir. Stok
cozeltilerin derigimi 1 g/L (1000 ppm) olarak kabul edilmistir. Optimizasyon ¢aligmalarinda
belirlenen degerlerdeki boyarmadde konsantrasyonlar1 stok ¢ozeltinin seyreltilmesi ile
hazirlanmistir. Her bir boyarmadde icin en yiiksek absorbans degerinin gozlendigi dalga
boylar1 Shimadzu 2550 UV-visible spektrofotometre ile belirlenmistir. Calismanin ilerleyen
asamalarinda her bir boyarmadde i¢in belirlenmis dalga boylarinda ¢alisilmistir (Katar vd.,
2017; Celik vd., 2021).

Tez ¢aligmasinda RB49 ve RV1 olmak iizere iki farkli boyarmadde kullanilmistir.
Boyarmaddelere ait 6zellikler Cizelge 3.1°de, kimyasal yapilar ise sirasiyla Sekil 3.2 (a) ve

3.2 (b)’de verilmistir (Akar vd., 2009).

Cizelge 3.1. Boyarmaddelerin 6zellikleri

Molekiiler Boyarmadde Dalga Boyu
Agirhk Yapisi (Amax)

RB49 Ca2H,3CIN,Nag04,S5 882,19 AZ0 587
RV1 C,sHy5Cl,N,Na,0,,S, 926,54 Az0 558,5

Boyarmadde Kimyasal Formiilii
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Sekil 3.2. Boyarmaddelerin agik formiilleri: a) RB49, b) RV 1.

3.2.3 Biyodegradasyon deneyleri

Aktivitesi 22,560 U/ml olan Trametes versicolor’dan iiretilen lakkaz herhangi bir
modifikasyona ugratilmaksizin ham hali ile iki boyarmaddenin biyodegredasyon
potansiyelini arastirmak amaciyla kullanilmigtir. Deney siiresi boyunca reaksiyon sicakligi
enzimin optimum sicakhig1 olan 37°C’de sabit tutulmustur. Reaksiyonlar, hacmi 10 ml
olacak sekilde diizenlenmis ve 3 tekrarli olarak MKT yontemi ile belirlenen kosullara gore
gergeklestirilmistir. Reaksiyon baslangicinda ve sonunda absorbans degerleri
spektrofotometrede her bir boyarmadde i¢in belirlenen dalga boylarinda (RB49 i¢in 587 nm,
RV1 i¢in 558,5 nm) okunmustur. Elde edilen absorbans degerleri Sekil 3.3’te verilen
standart egrilerden olusturulan denklemde yerine yazilarak renk giderim diizeyleri

belirlenmistir. Giderimi hesaplamak i¢in denklem (3.1)’den faydalanilmistir (Kamani vd.,
2018).



Co — C¢

% Boya giderimi =

x 100

Co

17

(3.1)

Burada, c, baslangi¢c konsantrasyonu (mg/L), c; deney sonunda ortamda kalan

konsantrasyon (mg/L)’dur.
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Sekil 3.3. Boyarmaddelerin standart egrileri: a) RB49, b) RV 1.
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Renk Giderimi

. o 1 Olgiim i [i_% _
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Yanjt Yiizey Metodolojisi Deniz Yirticilari Algoritmasi
- - |

Optimizasyon

Trametes versicolor.

Sekil 3.4. Deneyin sematik gosterimi

3.2.4 Yamt Yiizey Yontemi (YYY)

Yanit yiizey yontemi, kimya endiistrisindeki liretim siireglerinin iyilestirilmesine
yardimet olmak i¢in 1951°de Box ve Wilson tarafindan gelistirilmistir (Dean vd., 2022). Bu
yontem, basta gida olmak iizere saglik, farmakoloji, savunma sanayi, biyoteknoloji, kimya

ve mithendislik gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir.

Montgomery’e (1996) gore, YYY deney tasarlamak, modeller olusturmak,
degiskenlerin etkilerini degerlendirmek ve hedeflenen bir yaniti tahmin etmek igin
degiskenlerin optimum kosullarin1 belirlemek amaciyla kullanilan bir dizi istatistiksel
tekniktir (Sarag vd., 2017). Redhwan vd.ne (2020) gore, YYY, faktorler ve yanitlar arasinda
matematiksel modelleme olusturmak ve belirli bir siirecte yaniti etkileyen faktorlerin
nedenini tanimak i¢in kullanilan hem matematiksel hem de istatistiksel yontemlerin bir
kombinasyonudur. YYY, ayrica deneysel girdilerden etkilenen hem modellemeye hem de
yanit ylizeyini optimize etmeye dayali miihendislik problemlerini degerlendirmek i¢in pratik
bir yontem olarak bilinir. YY'Y, kirletici maddelerin giderim oraninin optimizasyonu igin
etkin bir sekilde kullanilan, ¢esitli diizeylerde ¢ok sayida faktor arasindaki etkileri incelemek
icin One ¢ikan bir istatistiksel tekniktir. Diger optimizasyon siirecleriyle karsilastirildiginda
YYY’nin birden fazla parametreyi degerlendirmek i¢in gereken deney sayisini azaltarak

enerji, zaman ve kaynak tasarrufu saglama gibi bir¢cok avantaji vardir (Khatoon vd., 2020).
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YYY uygulanma asamalar1 (Bezerra vd., 2008; Bashir vd., 2012);

1. Tarama c¢aligmalar1 ve deneysel bolgenin sinirlandirilmasi yoluyla sistemdeki
en 6nemli degiskenlerin ve diizeylerinin segilmesi,

2. Deneysel tasarimin se¢imi ve secilen deney matrisine uygun olarak
deneylerin gerceklestirilmesi,

3. Elde edilen deneysel verilerin polinomal bir fonksiyona uydurularak
matematiksel ve istatistiksel islemlerin gergeklestirilmesi,

4. Modelin uygunlugunun degerlendirilmesi,

5. Optimal bolge yoniine dogru bir yer degisiminin gerceklestirilme olasiligi ve
gerekliliginin dogrulanmasi,

6. Incelenen her degisken i¢in optimum degerlerin elde edilmesi seklinde

Ozetlenmistir.

YYY, deney tasarimindan elde edilen deneysel verilere gore modeller saglar. Yanit
dogrusal bir fonksiyona dayali olarak modellenirse elde edilen yanitlar denklem (3.2)’ye
uygundur. Bu nedenle yanitlarda egrilik olmamalidir (Imanian ve Biglari, 2022). Burada y;
tahmin edilen yanit1, ,; sabit terimi, x4, X,,..., X, degiskenleri, Bj; lineer k. degiskenin

katsayisini ve € deneylerle iliskin kalintiy1 temsil eder.

y = Po+ P1x1+ Parxs + -t € (3.2)

Sistemde bir egrilik varsa, yanitlar1 tahmin etmek icin egriligi iceren denklem
(3.3)’deki gibi ikinci dereceden model uygundur. Burada f;;; ikinci dereceden degiskenin

katsayismi, f3;;; degiskenlerin etkilesiminin katsayisini temsil eder.

k k k
y =P+ 231961 + Z.Biixiz + Z Bijxix; + € (3.3)
i=1 =1 1<izj

Yanit yiizey yonteminin MKT, Box-Behnken, karigim tasarimi gibi farkli tiirleri

bulunmaktadir.



20

Merkezi Kompozit Tasarim (MKT)

Merkezi kompozit tasarim, deney tasariminda yaygin olarak kullanilan YYY
kapsaminda bir yontemdir. MKT, deneyde kullanilan degiskenlere bagli olarak ikinci
dereceden bir polinom derecesini takip eder. MKT, 3% faktoriyel tasarim ve Box-Behnken

tasarimi diginda en sik kullanilan ikinci dereceden tasarimdir (Hanapi vd., 2021).

MKT, elde edilen bilgiler ve gerceklestirilen deneyin dogrulugu agisindan klasik
yaklasima gore daha avantajlidir (Priyadharshini ve Bakthavatsalam, 2016). Shanmugam
vd.ne (2017) gore, MKT, degiskenler arasindaki etkilesimi degerlendirmek i¢in kullanilan
standart, giivenilir ve popiiler bir tasarim olarak tanimlanmistir. MKT, secilen tasarima,
faktorlere ve seviyelere gore istatistiksel olarak tasarlanmis deneylerin gerceklestirilmesi;
yanit1 tahmin etmek ve yeterliligini kontrol etmek i¢in matematiksel modelin katsayilarini

tahmin etme adimlarini igerir (Balan vd., 2012).

MKT deney stratejisi Box ve Wilson tarafindan 1951 yilinda 3% faktoriyel
tasarimlara alternatif olarak bulunmustur. MKT deney stratejisi diizeyleri genellikle -1 ve
+1 seklinde kodlanan 2¥ faktoriyel boliimden, n. sayida ve diizeyi 0 olarak kodlanan merkez
noktadan ve merkez noktadan a kadar uzaklikta 2k sayida eksen (yildiz) noktadan olusur.
Gergeklestirilecek olan toplam deney sayist N=2X+2k+n,. seklinde hesaplanir (Er, 2016).
Toplam deney sayisi (N), faktorlerin sayisina ve merkez noktalarin sayisina (n.) baghdir.
Merkez noktalarin makul sayis1 genellikle ii¢ ile bes arasindadir (Hang vd., 2011). Alfa (o),
deneysel tasarim uzayinda eksen noktalarinin konumunu tanimladigi i¢in belirlenmesi

gereken bir parametredir. Bu yiizden a denklem (3.4)’den hesaplanir (Shiravi vd., 2022).

o= (Zk)1/4 (34)
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k=2, a=V2 ve n.=2 iken MKT deney matrisi 6rnegi Cizelge 3.2 deki gibidir (Hanapi
vd., 2021.)

1 -
1 -1
-1 1
1 1
—2 0

b=tz o
0 -2
0 V2
0 0
0 0

Sekil 3.5’te ti¢ degisken i¢in merkezi kompozit tasarim gosterilmistir.

*
L
=

B Faktorivel noktalar
% Eksen noktalars
Y @ Merkez nokta

Sekil 3.5. 3 degisken i¢in MKT deneysel noktalar1 ve tasarim uzay1 (Imanian ve Biglari,
2022)

3.2.5. Deniz Yirticilar1 Algoritmasi (DYA)

Deniz yirticilart algoritmasi, en son ve en yeni metasezgisel algoritmadir. DYA,
deniz yirticilarindan (kdpekbaliklari, monitor kertenkeleleri, glines baligi, at balig1 vb.)
ilham alinarak 2020’de Faramarzi ve ark. tarafindan gelistirilmistir. DY A, deniz yirticilar
arasindaki farkli yiyecek arama stratejilerine ve biyolojik etkilesimde optimal karsilasma
orani politikasina dayanir. Lévy ve Brownian hareketi, optimal yiyecek arama icin deniz
yirticilar: tarafindan kullanilan iki tiir harekettir. Avin hareket tipine ve hizina bagli olarak,

bir avci i¢in av ile karsilasma oranini en iist diizeye ¢ikaracak sekilde optimal bir hareket



22

politikasi vardir. Deniz yirticilart av yogunlugunun diisiik oldugu alanlarda Lévy hareketini,
av yogunlugunun yiiksek oldugu alanlarda Brownian hareketini kullanirlar (Faramarzi vd.,
2020; Abd Elminaam vd., 2021). Deniz yirticilari av ile karsilasma oranlarini artirmak igin
en giiclii olanin yasamini siirdiirmesi ilkesini izler. Av-avci arasindaki hiz orani,

optimizasyon siirecini bir agamadan digerine aktarmada kilit faktordiir (Soliman vd., 2020).

Metasezgisellerin  ¢oguna benzer sekilde DYA da popiilasyon tabanli bir
optimizasyon yontemidir. DY A baslangi¢ ¢6ziimii denklem (3.5)’te gosterildigi gibi arama
uzayinda rasgele ve diizgiin dagilimli segilir. Denklem 3.5’teki X;,,i, V€ Xinax, degiskenler

icin alt ve iist sinirdir. rand ise 0 ile 1 araliginda rasgele vektordiir.

Xo = Xmin + rand (Xpmax — Xmin) (3.5)

En giicli olanin yasamini siirdiirme teorisine gore, dogadaki en iyi yirticilarin
yiyecek arama konusunda daha yetenekli oldugu sdylenebilir. Boylelikle en uygun ¢6ziim,
Elit (Elite) ad1 verilen bir matrisi olusturmak i¢in en iyi yirtic1 olarak aday gosterilir. Bu
matrisin dizileri, avin konumu hakkindaki bilgilere dayanarak avi aramayi ve bulmay1

denetler.

_X{,1 X{,z X{,d_

X£,1 Xé,z Xé,d (3.6)
Elit = : : : :

Xn1 Xn2 v Xnal

Burada X vektorii Elit matrisini olusturmak i¢in n kez ¢cogaltilan en iyi yirtic1 vektorii
temsil eder. n, arama ajam sayisi, d ise degisken boyutudur. Hem avci hem de av arama
ajanlar1 olarak kabul edilir. Ciinkii bir aver avini ararken, av da kendi yiyecegini artyordur.
Her yinelemenin sonunda en iyi avcr daha iyi bir avci ile degistirilirse Elit matrisi

giincellenir.
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Av (Prey), Elit ile ayn1 boyuta sahip bir bagka matristir. Avcilarin konumlar1 bu
matrise gore giincellenir. Burada X;;, i’inci avin j’inci boyutudur. Tiim optimizasyon

stirecinin dogrudan bu iki matrisle ilgili olduguna dikkat edilmelidir.

Xl,l X1,2 Xl,d

X2,1 X2,2 X2,d (37)
Ap = X3 1 X?,Z X3 d

Xn1 Xn,z Xn'd'nxd

DYA, optimizasyon siireci farkli hiz oranlar1 dikkate alinarak li¢ ana asamaya ayrilir.

Her agsama icin belirli bir yineleme periyodu belirlenir.

Birinci asamada av avcidan daha hizli hareket eder (Yiiksek Hiz Orani). Bu senaryo
iterasyonlarin ilk iicte biri i¢in gerceklesir. Bu kuralin matematiksel modeli denklem
(3.8)’deki gibi uygulanir. Bu denklemde Iter mevcut iterasyonu, Max Iter ise en biiyiik

iterasyon say1sini gosterir.

1
[ter < 3 Max_Iter

stepsize, = Ry @ (Elite, — Rz @ Prey,) i=1,..n (3.8)

Prey, = Prey, + P. R X stepsize,

Denklem (3.8)’de Rz Brownian hareketini temsil eden normal dagilima dayali
rasgele sayilar igeren bir vektordiir. @ karsilikli eleman garpim (entry-wise multiplication)
islemini ifade eder. Stepsize, avcinin bir sonraki hareketini temsil eden adim boyutu
vektoriidiir. P 0,5 degerine sahip sabit bir sayidir ve R [0,1] araliginda uniform rasgele say1

vektoriidiir. Rp’nin av ile carpimi avin hareketini simiile eder.
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Ikinci asamada av ve avci ayni hizda hareket eder (Birim Hiz Orani1). Bu senaryo hem
avin hem avciin kendi avlarini aramasini taklit eder ve kesfin gegici olarak sOmiiriiye
dontstiiriilmeye calisildigi optimizasyonun orta asamalarinda gergeklesir. Bu agsamada hem
kesif hem de somiirli 6nemlidir. Niifus ikiye boliinerek ilk boliim kesif, ikinci boliim somiirt
icin se¢ilir. Av somiiriiden sorumlu iken avci kesiften sorumludur. Denklem (3.9) niifusun

ilk yarisina uygulanan kurali temsil eder.

1 2
§ Max_Iter < Iter < 5 Max_Iter

stepsize, = R, @ (Elite, — R, ® Prey,) i=1,..n/2 (3.9)

Prey, = Prey, + P.R® stepsize,

Denklem (3.9)’ da R_L), Lévy hareketini temsil eden Lévy dagilimina dayali rasgele
sayilarin bir vektoridiir. R_L) ile Prey, ¢arpimi avin hareketini taklit eder. Niifusun ikinci
yarisina uygulanan kurali denklem (3.10) temsil eder. Denklem (3.10)’da Ry ile Elite,

carptmi avciin hareketini Brownian tarzinda simiile ederken, av konumunu avcilarin

Brownian hareketindeki hareketine dayali olarak giinceller.

stepsize, = Ry @ (Rp ® Elite, — Prey,) i=n/2,..n

Prey, = Elite, + P.CF & stepsize, (3.10)

Burada uyarlanabilir parametre (CF), denklem (3.11)’deki gibi ifade edilir. Avci igin

adim boyutu bu uyarlanabilir parametre tarafindan kontrol edilir.

o lter ) (3.11)

Iter )( Max_Iter
Max_Iter

CF=(1—
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Ucgiincii asamada avcr avdan daha hizli hareket eder (Diisiik Hiz Orani). Bu senaryo
yiiksek somiirii yetenegi ile iligkilendirilen optimizasyon siirecinin son agamasidir. Son

asama denklem (3.12)’deki gibi uygulanir.

2
[ter > 3 Max_Iter

stepsize, = R, @ (R, ® Elite, — Prey,) i=1,..n (3.12)

Prey, = Elite, + P.CF Q stepsize,

Denklem (3.12)’de R_L) ile Elit matrisi carpimi aveinin Lévy tarzinda hareketini simiile
eder. Adim boyutunu Elit’e eklemek av konumunun giincellenmesine yardimei olmak igin

avcinin hareketini simiile eder.

Deniz yirticilarinin davraniglarini ¢evresel sorunlar da etkiler. Balik Toplama
Cihazlar1 (FAD) ve girdap olusumu ¢evresel sorunlara bir 6rnektir. FAD’ler kesif alaninda
yerel optimali temsil eder. Optimizasyon siireci boyunca daha uzun atlamalar yerel
optimalde sikismay1 Onler. Denklem (3.13) FAD etkisinin matematiksel modelini temsil

eder.

i {Preyl + CF[Xpmin + R @ (Xmax — Xmin)]® U if r <FADs  (3.13)
rey, =4 __",
¢ Prey, + [FADs(1 —r) + r](Prey,, — Prey,;) if r = FADs

Burada FADS 0,2 olarak se¢ilmis olup, FAD’lerin optimizasyon siireci lizerindeki

etkisinin olasiligidir. U , 0 ve 1 iceren dizeleri olan ikili vektordiir. Dizinin 0,2’den kii¢iik
olmast durumunda diziyi sifira, 0,2’den biliyiik olmas1 durumunda bire degistirir. r, [0,1]
araliginda rasgele bir sayidir. X, Ve Xjmax, boyutlarm alt ve st sinirlarini igeren

vektorlerdir. r1 ve r2, av matrisinin rasgele indekslerini belirtir.

Deniz yirticilart yiyecek aramada bagarilt olduklart yeri hatirlatma konusunda iyi bir
hafizaya sahiptir. Bu DY A’da bellek birikimi ile simiile edilir. Av giincellendikten ve FAD
efekti uygulandiktan sonra bu matris Elit’i giincellemeye uygunluk agisindan degerlendirilir.

Mevcut iterasyonun her bir ¢Oziimiiniin uygunlugu, onceki iterasyon esdegerleriyle
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karsilastirilir. Meveut ¢6ziim daha uygunsa ¢oziimiin yerini alir. Bu silire¢ ayni zamanda
iterasyonun sapmastyla ¢ozliim kalitesini artirir ve basarili bir yiyecek arama ile avcilarin bol

av bolgelerine geri doniisiinii simiile eder. DY A’nin sdzde kodu Sekil 3.6’da verilmistir.

Popiilasyon biiyiikliigii n ve iterasyon sinirt Maks;.., degerleri belirle
Baslangig Popiilasyonu olustur; Pop = [xq, X5, ... , X, ]"
While iter < Maks;,, timdo  //iterasyonlar tamamlanmadigi siirece
Bireylerin uyum degerleri f(x;) hesapla. Av (m) ve Avel (Prey) belirle
If iter < Maks;;../3 // baslangi¢ iterasyonlart igin
Popiilasyonu Denklem 3.8 ile giincelle
Else If Maks;ie/3 < iter < 2 X Maks;;.r/3 //iterasyonlarin orta asamalart igin
Popiilasyonun ilk yarisini Denklem 3.9 ile giincelle
Popiilasyonun diger yarisini ise Denklem 3.10 ile giincelle
Else If iter > 2 X Maks;;er-/3 // iterasyonlarin son asamalari i¢in
Popiilasyonu Denklem 3.12 ile giincelle
End If
Giincellenmis popiilasyon iizerinden aveiyi giincelle
Girdap olusumunun ve Balik Toplama diizeneklerinin popiilasyona etkisini Denklem 3.13 ile uygula

End While

Sekil 3.6. DY A s6zde kodu
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Reactive Blue 49 icin Merkezi Kompozit Tasarim Yontemi ile % Boya Giderimi

Veriminin Optimizasyonu

Lakkaz enzimi ile renk giderimini etkileyen parametreler ve seviyeleri literatiir
caligmalar1 dikkate alinarak siire, enzim miktari, ¢alkalama hizi, baslangi¢c boyarmadde
konsantrasyonu olarak belirlenmistir (Valliyaparambil vd., 2019; Rana ve Chakraborty,
2020). Deney tasariminda renk gideriminin optimizasyonu i¢in YYY nin MKT metodu
kullanilmistir ve sonuglar Design Expert 7.0 programina girilerek analiz edilmistir.
Tasarimda 4 parametre ve bunlarin 3 farkli seviyesi ile 6 merkez deney bulunmaktadir.

Parametreler ve seviyeleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. MKT parametre ve seviyeleri

Faktorler Birim Seviyeler
(Parametre) y
-alpha -1 0 +1 +alpha
Siire dk 30 45 60 75 90

Enzim miktari ml 1 15 2 2,5 3
Calkalama hizi  rpm 0 25 50 75 100

Boyarmadde 25 50 75 100 125
konsantrasyonu

Belirlenen parametre ve seviyeler ile MKT metodu kullanilarak deneyler
gerceklestirilmis ve her deneyin calisma kosullar1 ve yanit degerlerine Cizelge 4.2’de yer

verilmistir.



Cizelge 4.2. RB49 icin MKT deney plani
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Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4 Yanut
SO Asie @ S konsmrayons Gem) 06)
1 45 1,5 25 50 79,91
2 75 1,5 25 50 83,4
3 45 2,5 25 50 67,04
4 75 2,5 25 50 72,13
5 45 1,5 75 50 82,67
6 75 1,5 75 50 83,71
7 45 2,5 75 50 69,39
8 75 2,5 75 50 74,97
9 45 1,5 25 100 88,5
10 75 1,5 25 100 89,17
11 45 2,5 25 100 84,89
12 75 2,5 25 100 90,47
13 45 1,5 75 100 87,1
14 75 1,5 75 100 81,92
15 45 2,5 75 100 81,52
16 75 2,5 75 100 87,1
17 30 2 50 75 81,3
18 90 2 50 75 83,74
19 60 1 50 75 92,08
20 60 3 50 75 77,32
21 60 2 0 75 80,86
22 60 2 100 75 80,67
23 60 2 50 25 64,86
24 60 2 50 125 84,65
25 60 2 50 75 84,28
26 60 2 50 75 89,38
27 60 2 50 75 88,28
28 60 2 50 75 85,47
29 60 2 50 75 88,12
30 60 2 50 75 85,56
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Gergeklestirilen deneyler sonucunda elde edilen sonucglara gére RB49 i¢in model
olarak karesel (quadratic) model Onerilmistir. Model se¢imi sonuglart Cizelge 4.3’te
verilmistir. Cizelge 4.3’te goriildiigii gibi programim 6nerisi ile yiiksek R? ve diisiik standart

sapma degerlerine sahip karesel model secilmistir.

Cizelge 4.3. RB49 renk giderimi yanit degiskeni i¢in model se¢imi

Lack of Fit Tests
Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Linear 47482 20 23.74 5.87 0.0294
2Fl 28274 14 20.20 485 0.0430
Quadratic 21.57 10 2.16 0.53 0.8142 Suaggested
Cubic 4.01 2 2.01 0.50 0.6362 Aliased
Pure Error 20.23 S 405
Model Summary Statistics
Std. Adjusted Predicted
Source Dev. R-Squared R-Squared R-Squared PRESS
Linear 4.45 0.6343 0.5758 0.4802 703.75
2FI 3.99 0.7762 0.6584 0.6264 505.87
Quadratic 1.67 0.9691 0.5403 0.8867 153.39 Suggested
Cubic 1.86 0.9821 0.9258 0.5517 606.90 Aliased

RB49 i¢in her bir terimin etkilesim etkilerini ve istatistiksel énemini aciklayan

varyans analizi (ANOVA) sonuglar Cizelge 4.4 te verilmistir.



Cizelge 4.4. RB49 renk giderimi yanit degiskeni i¢in varyans analizi tablosu
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Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type lll]

Sum of
Source Squares
Model 1288.24
A-Sure (dk) 29.77

B-Enzim miktari (mL) 256.04
C-Calkalama hizi (rom) 2.35
D-Konsantrasyon (mg/L) 570.67

AB 29.73
8D 117.99
cD 34.96
A? 22.17
c? 49.43
D? 224.43
Residual 55.64

Lack of Fit 35.41

Pure Error 20.23
Cor Total 1353.88

df
10

18
14

Mean
Square
129.82
29.77
256.04
2.35
570.67
29.73
117.99
34.96
22.17
45.43
224.43
293
2.53
4.05

Value
4433
10.17
87.43

0.80

194.87
10.15
40.29
11.94

7.57
16.88
76.64

0.63

p-value

Prob>F
< 0.0001 significant

0.0048

< 0.0001

0.3816

< 0.0001

0.0049

< 0.0001

0.0027

0.0127

0.0006

< 0.0001

0.7759 not significant

ANOVA tablosuna gore modelin F degerinin 44,33 ve p-degerinin <0,05 olmasi

modelin anlamli oldugunu gostermektedir (Najafpour vd., 2020). Olusturulan modelde

0,05’ten kiigiik p degerleri model parametrelerinin anlamli oldugunu gdésterir ve modele

dahil edilir (Bashir vd., 2010). Bu durumda tabloda goriildiigii gibi A, B, D, AB, BD, CD,

A?,C?, D? anlamh model parametreleridir. A, B, D ana etkileri, AB, BD, CD parametrelerin

etkilesim etkisini, A%, C2, D? ise A, C ve D parametrelerinin karesel etkilerini gosterir.

Model istatistikleri Cizelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5. RB49 renk giderimi yanit degiskeni i¢in istatistikler

Std. Dev.
Mean
CV.%
PRESS

1.71
82.35
2.08
123.71

R-Sqguared

Adj R-Squared
Pred R-Sguared
Adeqg Precision

0.9589
0.8373
0.5086
26.644




31

‘Adeq Precision’ degeri sinyal/giirliltii oranin1 dlger ve bu oraninin 4’ten biiyiik
olmasi istenir (Daassi vd., 2012). 26,644 olarak hesaplanan Adeq Precision degeri modelin

uygun oldugunu gostermektedir.

Modelin varyasyon katsayist (CV) %2,08’dir. CV, ortalamaya gore varyasyonu
dikkate almak i¢in uygun bir Ol¢idiir. CV boyutsuz bir sayr oldugu ic¢in model
varyasyonlarini karsilastirmak i¢in standart sapma yerine kullanmak daha iyidir. CV degeri
ne kadar diisiikse tahmin edilen degerler gerg¢ek degerlere o kadar yakindir. Diisiik bir CV
degeri, yiiritillen deneylerin kesinlik ve gilivenilirligini gosterir (Sabour vd., 2017;
Lakshminarayanan vd., 2009). Model i¢in gerceklestirilen uyum yetersizligi testi sonucunda

F degeri 0,63 ve p-degeri 0,7759>0,05 oldugu i¢in uyum yetersizligi anlamsiz ¢ikmaktadir.

Cizelge 4.5’te verilen modelin belirlilik katsayis1 (R?) degerlerine gore, modelin
uygunlugu dogrulanabilmektedir. R? yamit degerlerindeki degiskenligin ne kadarmm
deneysel faktorler ve bunlarin etkilesimleri tarafindan agiklanabilecegini gosterir. R? degeri
her zaman 0 ile 1 arasindadir ve 1’e ne kadar yakinsa modelin uygunlugu o kadar giigliidiir
(Liu ve Chiou, 2005). R? (0,9589) degeri modelin giiclii oldugunu ve deneysel verilerdeki
degiskenligin %95,89’unun bu model ile agiklanabildigini gosterir.

RB49 renk giderimi i¢in regresyon denklemi denklem (4.1)’de gosterilmektedir. Bu
denklemde A, silire; B, enzim miktar;; C, c¢alkalama hizi ve D, boyarmadde
konsantrasyonudur. Denklem incelendiginde renk giderimi iizerinde boyarmadde
konsantrasyonunun 4,88 katsay1 ile en yliksek etkiye, ¢alkalama hizinin 0,31 katsayi ile en

az etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.

Renk giderimi (RB49) = 86,39 + 1,11 * A~ 327 *B — 0,31 * C + (4.1)
488*D+1,36*A*B+272*B*D-148*C*D

—~0,89* A2 ~1,33*(C? -2,83 * D?

Modelin normal dagilima uygunlugu Sekil 4.1’de yer alan standartlastirilmis igsel
artiklar grafigi ile gosterilmistir. Artiklar, model yeterliligini degerlendirmede 6nemli bir rol

oynamaktadir. Normallik varsayiminin saglanmasi i¢in artiklar diiz bir ¢izgi izlemelidir.
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Tiim artiklar dogrunun {izerine gelirse, model verilere iyi uyar yani artiklar normal bir
dagilim izler. Grafige bakildiginda artiklarin diiz bir ¢izgi izledigi ve normal bir dagilima

sahip oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.1. RB49 renk giderimi yanit degiskeni igin standartlastirilmis i¢sel artiklar grafigi

Herhangi bir doniistime ihtiya¢ olup olmadiginin goriilmesi amaciyla Box-Cox
grafigi incelenmistir. Box-Cox doniisiimii artiklarin normalligini iyilestirmek i¢in kullanilir
ve uygun bir Lambda () belirleyerek normal olarak dagilmayan verileri normallestirecek
bir doniisiim saglar. Kirmizi ¢izgi %95 sinirda bir giiven araligini gosterir. Gliven araligi
cizgileri arasina diisen mavi model ¢izgisi mevcut doniisiimiin uygun oldugunu gosterir. A=1
degeri, donligiimiin gerekli olmadigin1 gosterir (Bhardwaj vd., 2014). Box-Cox grafigi Sekil
4.2°de verilmistir. RB49 yanit degiskeni i¢in grafige bakildiginda lambda degerinin 1 oldugu

goriilmektedir ve program tarafindan herhangi bir doniisiim onerilmemektedir.
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Box-Cox Plot for Power Transforms
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Sekil 4.2. RB49 renk giderimi yanit degiskeni i¢in Box-Cox grafigi
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incelenmis ve elde edilen bulgular ii¢ boyutlu yilizey grafikleri ile Sekil 4.3-4.8’de
tarafindan olusturulan ii¢ boyutlu yiizey grafikleri degiskenler arasindaki etkilesimlerin

verilmistir. Ug boyutlu yiizey grafikleri, regresyon denkleminin grafiksel temsilidir. YYY

tanimlanmasina yardimci olur (Balan vd., 2012).

Sekil 4.3. Siire ve enzim miktarmin RB49 giderimi tizerine etkisi
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Calkalama hizinin 50 rpm ve boyarmadde konsantrasyonunun 75 mg/L oldugu

kosullarda siire ve enzim miktar1 arasindaki iliski Sekil 4.3’te gosterilmistir. Grafige gore

siirenin artan ve enzim miktarinin azalan diizeylerinde yiiksek renk giderimi elde edildigi

goriilmiistiir. Maksimum renk giderimi enzim miktar1 2 ml ve siire 60 dk iken elde edilmistir.
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Sekil 4.4. Siire ve calkalama hizinin RB49 giderimi iizerine etkisi

Sekil 4.4’te enzim miktar1 2 ml ve boyarmadde konsantrasyonu 75 mg/L iken siire

ve calkalama hiz1 arasindaki iligkinin giderim {izerine etkisi gosterilmistir. Grafige

bakildiginda, siirenin artan, ¢alkalama hizinin azalan diizeylerinde giderimin yiikseldigi

goriilmektedir.

Sekil 4.5. Siire ve boyarmadde konsantrasyonunun RB49 giderimi iizerine etkisi
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Sekil 4.5’te enzim miktarin 2 ml ve ¢alkalama hizinin 50 rpm oldugu kosullarda,

stire ve boyarmadde konsantrasyonu etkilesiminin giderim iizerine etkisi verilmistir. Artan

reaksiyon stiresi degerleri ve yiiksek boyarmadde konsantrasyonu degerleri ile giderimin

arttig1 gozlemlenmistir.
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RM49 Renk Giderimi (%)
92.08

64.86

X1 = B: Enzim miktari (mL)
X2 = C: Calkalama hizi (rpm)
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A: Sure (dk) = 60.00
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Sekil 4.6. Enzim miktar1 ve calkalama hizinin RB49 giderimi {izerine etkisi

Sekil 4.6’da boyarmadde konsantrasyonu 75 mg/L ve siire 60 dk olarak sabit

tutuldugunda enzim miktar1 ve ¢alkalama hizinin giderim {izerine olan etkisi gosterilmistir.

Enzim miktarinin azalan ve calkalama hizinin azalan diizeylerinde giderimin arttig1

goriilmiistiir.
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Sekil 4.7. Enzim miktar1 ve boyarmadde konsantrasyonunun RB49 giderimi iizerine etkisi
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Reaksiyon stiresi 60 dk ve ¢alkalama hiz1 50 rpm iken enzim miktar1 ve boyarmadde
konsantrasyonun giderim tizerine etkisi Sekil 4.7°de verilmistir. Maksimum renk
gideriminin diisiik enzim miktan ile yliksek boyarmadde konsantrasyonun kesisiminde

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.8. Calkalama hiz1 ve boyarmadde konsantrasyonunun RB49 giderimi iizerine etkisi

Reaksiyon siiresi 60 dk ve enzim miktar1 2 ml iken ¢alkalama hiz1 ve boyarmadde
konsantrasyonu arasindaki iligki Sekil 4.8’de gosterilmistir. Grafige gore, diisiik calkalama
hizi ve yiiksek boyarmadde konsantrasyonunda giderimin en yiiksek elde edildigi
goriilmektedir. Maksimum renk giderimi calkalama hizi 50 rpm ve boyarmadde

konsantrasyonu 75 mg/L iken ger¢eklesmistir.

4.2. Reactive Violet 1 icin Merkezi Kompozi Tasarim Yontemi ile % Boya Giderimi

Veriminin Optimizasyonu

RB49 i¢in lakkaz enzimi ile renk giderimini etkileyen parametreler ve seviyeleri RV1
icin de ayn1 degerler secilmistir. Gergeklestirilen deneylerin renk giderimi sonuglar1 Design
Expert 7.0 program ile analiz edilmistir. Belirlenen parametre ve seviyelerle MKT igin

olusturulan deney plani Cizelge 4.6’da verilmistir.



Cizelge 4.6. RV1 icin MKT deney plan1
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Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4 Yamt
Std A: Stire (dk) m?ktfrTZ(;nL) Cili?l(li‘?)lrellll;la kon?én?%)g?/;ngﬁd(%%m) I?O\/g)l
1 45 1,5 25 50 52,04
2 75 1,5 25 50 59,05
3 45 2,5 25 50 61,52
4 75 2,5 25 50 70,39
5 45 1,5 75 50 51,62
6 75 1,5 75 50 60,7
7 45 2,5 75 50 59,78
8 75 2,5 75 50 68,42
9 45 1,5 25 100 454
10 75 1,5 25 100 55,63
11 45 2,5 25 100 59,3
12 75 2,5 25 100 71,84
13 45 1,5 75 100 44,96
14 75 1,5 75 100 57,49
15 45 2,5 75 100 61,03
16 75 2,5 75 100 73,46
17 30 2 50 75 45,5
18 90 2 50 75 68,18
19 60 1 50 75 42,51
20 60 3 50 75 69,43
21 60 2 0 75 60,32
22 60 2 100 75 66,04
23 60 2 50 25 58,94
24 60 2 50 125 60,76
25 60 2 50 75 59,83
26 60 2 50 75 61,51
27 60 2 50 75 62,48
28 60 2 50 75 60,81
29 60 2 50 75 62,9
30 60 2 50 75 61,64
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Deneyler sonucunda elde edilen sonuglara gore yiiksek R? ve diisiik standart sapma

degerlerine karsilik gelen karesel model yazilim tarafindan Onerilmistir. Model se¢imi

sonuglar1 Cizelge 4.7’ de verilmistir.

Cizelge 4.7. RV1 renk giderimi yanit degiskeni i¢in model se¢imi

Lack of Fit Tests
Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Linear 173.84 20 3.69 7.01 0.0200
2FI 115.19 14 8.23 6.64 0.0236
Quadratic 28.27 10 283 228 0.1879 Suggested
Cubic 1.79 2 0.90 0.72 0.5303 Aliased
Pure Error 6.20 5 1.24
Model Summary Statistics
Std. Adjusted Predicted
Source Dev. R-Squared R-Squared R-Squared PRESS
Linear 268 0.9018 0.8861 0.8531 269.26
2F| 2.53 0.9338 0.898%8 0.8756 228.07
Quadratic 1.52 0.89812 0.9636 0.9063 171.76 Suggested
Cubic 1.07 0.9956 0.9819 0.8544 266.84 Aliased

Model se¢imi gerceklestirilen RV1 yanit degiskeni icin ANOVA sonuglar1 Cizelge

4.8’de verilmistir.



Cizelge 4.8. RV1 renk giderimi yanit degiskeni i¢in varyans analizi tablosu
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ANOVA for Response Surface Reduced Quadratic Model

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type lll]

Sum of
Source Squares
Model 1789.90
A-Sure (dk) 668.76

B-Enzim miktari (mL) 971.43
C-Csalkalama hizi (rpom)  7.85
D-Konsantrasyon (mg/l) 4.83

AD 12.48
D 40.48
A? 29.67
B2 43.53
c? 5.64
Residual 43.02

Lack of Fit 36.82

Pure Error 6.20
Cor Total 1832.92

df

20
15

29

Mean
Square
198.88
668.76
971.43
7.85
4.83
12.48
40.48
29.67
43.53
5.64
215
2.45
1.24

F
Value
92.46
310.90
451.61
3.65
2.25
5.80
18.82
13.79
20.24
402

1.98

p-value
Prob>F
< 0.0001 significant
< 0.0001
< 0.0001
0.0705
0.1485
0.0258
0.0003
0.0014
0.0002
0.0587

0.2320 not significant

Modelin F-degerinin 92,46 p-degerinin<0,05 olmasi modelin anlamli oldugunu

gostermektedir. Olusturulan modelde 0,05 ten kiiclik p degerlerine sahip olan A, B, AD, BD,

A? ve B? degerleri anlamli model parametreleridir. Burada A ve B ana etkileri, AD ve BD

parametrelerin etkilesim etkisini, A% ve B? parametrelerin karesel etkilerini gosterir. Model

i¢cin gerceklestirilen uyum yetersizligi testi sonucunda F degeri 1,98 ve p-degeri 0,2320>0,05

oldugu i¢in uyum yetersizligi anlamsiz ¢ikmaktadir.

Modelin istatistikleri Cizelge 4.9°da verilmistir. RV1 igin 0,9765 olarak bulunan R?

degeri modelin giiclii oldugunu ve deneysel verilerdeki degiskenligin %97,65’inin bu model

ile agiklanabildigini gosterir.

Cizelge 4.9. Reaktif Mor 1 renk giderimi yanit degiskeni icin istatistikler

Std. Dev.
Mean
CV.%
PRESS

1.47
58.78
2.45
113.77

R-Squared

Adj R-Squared
Pred R-Sguared
Adeq Precision

0.9765
0.9660
0.9379
35.699
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Model i¢in Adeq Precision degeri 35,699 olarak hesaplanmistir ve bu modelin uygun
oldugunu gostermektedir. Modelin varyasyon degeri, CV= %2,45’tir.

RV renk giderimi i¢in regresyon denklemi denklem (4.2)’de verilmistir. Denklem
incelendiginde renk giderimi {izerinde enzim miktarinin 6,36 katsay1 ile en yiiksek etkiye,

boyarmadde konsantrasyonun 0,45 katsay1 ile en az etkiye sahip oldugu goriilmistiir.

Renk giderimi (RV1) = 61,16 + 5,28 * A + 6,36 * B + 0,57 * C (4.2)
~0,45*D+0,88*A* D+1,59*B *D

—~1,03* A% -1,25*B2 + 0,56 * C?

Modelin normal dagilima uygunlugunu gosteren standartlagtirilmis igsel artiklar
grafigi Sekil 4.9°da gosterilmistir. Grafige gore modelin normal dagilima sahip oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.9. RV1 renk giderimi yanit degiskeni i¢in standartlastirilmis igsel artiklar grafigi
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RV1 yanit degiskeni i¢in Box-Cox doniisiim grafigi Sekil 4.10°da verilmistir. Grafige

gore herhangi bir doniisiim (Lambda=1) dnerilmemistir.
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Sekil 4.10. RV1 renk giderimi yanit degiskeni i¢in Box-Cox grafigi

Modeldeki faktorlerin RV1 giderimi {izerinde birlikte olusturduklart etkiler

boyutlu yiizey grafikleri ile Sekil 4.11-4.16’da verilmistir.
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Sekil 4.11. Siire ve enzim miktarinin RV1 giderimi lizerine etkisi

¢
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Calkalama hizinin 50 rpm ve boyarmadde konsantrasyonunun 75 mg/L. oldugu
kosullarda siire ve enzim miktar1 arasindaki iligki Sekil 4.11°de gosterilmistir. Grafige gore
siire ve enzim miktarinin artan diizeylerinde yiiksek renk giderimi elde edildigi goriilmiistiir.

Maksimum renk giderimi enzim miktar1 2 ml, siire 60 dk iken gergeklesmistir.
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Sekil 4.12. Siire ve ¢alkalama hizinin RV1 giderimi {lizerine etkisi

Sekil 4.12°de enzim miktar1 2 ml ve boyarmadde konsantrasyonu 75 mg/L olarak
sabit tutuldugunda siire ve ¢alkalama hiz1 arasindaki etkilesimin giderim {izerine olan etkisi
gosterilmistir. Siire ve calkalama hizinin artan diizeylerinde yiiksek giderim elde edildigi

gorilmiistiir.

Design-Expert® Software
RM1 Renk Giderimi (%}

73.46

4251
X1 = A: Sure (dk)
X2 = D: Konsantrasyon (mg/L)
Actual Factors

B: Enzim miktari (mL) = 2.00
C: Calkalama hizi (rpm) = 50.00

RM1 Renk Giderimi (%)

100.00

A: Sure (dk) €750 62.50
D: Konsantrasyon (mg/L)

75.00 50.00

Sekil 4.13. Siire ve boyarmadde konsantrasyonunun RV1 giderimi tizerine etkisi
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Enzim miktar1 2 ml ve calkalama hizit 50 rpm iken siire ve boyarmadde

konsantrasyonu arasindaki iliski Sekil 4.13°te gosterilmistir. Grafige gore, boyarmadde

konsantrasyonu ve siirenin artan oldugu diizeylerde giderimin arttig1 gériilmektedir.
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miktar1 ve ¢alkalama hizinin artan kosullarinda yiiksek giderim elde edildigi goriilmektedir.

ve calkalama hiz1 arasindaki iligkinin giderim iizerine etkisi verilmistir. Grafige gore, enzim

Sekil 4.15. Enzim miktar1 ve boyarmadde konsantrasyonunun RV1 giderimi iizerine etkisi
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Calkalama hizinin 50 rpm ve siirenin 60 dk oldugu reaksiyon kosullarinda enzim
miktar1 ve boyarmadde konsantrasyonu arasindaki iliski Sekil 4.15°te verilmistir. Grafige
gore, enzim miktar1 ve boyarmadde konsantrasyonunun artan kosullarinda yiiksek giderim

elde edilmistir.

Design-Expert® Software

RM1 Renk Giderimi (%)
73.46
I42.51

X1 = C: Calkalama hizi (rpm)

X2 = D: Konsantrasyon (mg/L) ;\: 2.1
Actual Factors E 842
A: Sure (dk) = 60.00 '5 Y
B: Enzim miktari (mL) = 2.00 o &35

o

= €0.7

=

)

id 58.9

= 25.00

& 3

100.00
37.50
87.50
50.00
75.00
C: Calkalama hizi (rpn¥p.-50 82.50

D: Konsantrasyon (mg/L)
75.00  50.00

Sekil 4.16. Calkalama hiz1 ve boyarmadde konsantrasyonun RV1 giderimi lizerine etkisi

Reaksiyon siiresi 60 dk ve enzim miktar1 2 ml iken ¢alkalama hiz1 ve boyarmadde
konsantrasyonu arasindaki iligki Sekil 4.16’da gosterilmistir. Grafige gore, ¢alkalama hizi
ve boyarmadde konsantrasyonunun artan diizeylerinde giderimin en yiiksek elde edildigi
goriilmektedir. Maksimum renk giderimi c¢alkalama hizi 50 rpm ve boyarmadde

konsantrasyonu 75 mg/L iken ger¢eklesmistir.

4.3. Optimizasyon ve Dogrulama

Yapilan calismada, YYY’nin istatistiksel analizi Design Expert 7.0 yazilimi
kullanilarak gerceklestirilmistir. DY A i¢in ise tiim deneyler, Windows 7 isletim sistemli 8
GB RAM’e sahip bilgisayarda (Intel® Core— i7-4510U CPU @ 2.00GHz) MATLAB
R2017b kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

YYY optimizasyonu, RB49 ve RV1’in renk gideriminde optimum proses
parametrelerini elde etmek i¢in ¢ekicilik (desirability) fonksiyonu yaklasimina dayali olarak

gerceklestirilmistir. Maksimizasyon kriterleri dikkate alinarak en iyi ¢oziim en yiiksek
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cekicilik degeri ile segilmistir. RB49 i¢in secilen seviyeler ¢ekicilik degeri 0,933 olan 57,93
dakika reaksiyon siiresi, 1,5 ml enzim miktar1, 40,39 rpm calkalama hiz1 ve 87,09 ppm
boyarmadde konsantrasyonudur. RV 1 i¢in secilen seviyeler ¢ekicilik degeri 1 olan 75 dakika
reaksiyon stiresi, 2,5 ml enzim miktar1, 75 rpm ¢alkalama hiz1 ve 100 ppm boyarmadde

konsantrasyonudur.

Proses parametreleri araligi maksimum renk giderim yiizdesini elde edecek sekilde
se¢ilmistir. Parametrelerin her biri, DY A sonuglarinmi etkiledigi varsayilan, 6n denemelere
dayal1 olarak belirlenen alt ve iist sinir degerleri cinsinden verilmistir. RB49 ve RV 1’in renk
giderim degerini etkileyen proses parametrelerini optimize etmek icin DY A uygulanmaistir.
ANOVA analizi ile elde edilen denklem (4.3) ve (4.4) DYA i¢in amag fonksiyonu haline

gelmistir.

% Decolorization (RB49)*"“® = 81.491 + 0.18537 * siire — 33.7313 * enzim (4.3)
miktar1 — 0.7744 * ¢alkalama hiz1 + 0.58828 * boyarmadde konsantrasyonu +
0.18175 * siire * enzim miktar1 + 0.21725 * enzim miktar1 * boyarmadde
konsantrasyonu — 0.00237 * g¢alkalama hiz1 * boyarmadde konsantrasyonu —
0.00396 * siire? — 0.00213 * ¢alkalama hiz1? — 0.00453 *

boyarmadde konsantrasyonu?

% Decolorization (RV1)3*%“¥ = 10,28542 + 0, 72429 * siire — 23, 13042 * enzim  (4.4)
miktar1 — 0, 066017 * galkalama hiz1 — 0,41375 * boyarmadde konsantrasyonu +
0,002355 * siire * boyarmadde konsantrasyonu + 0,21725 * enzim miktar1 *
boyarmadde konsantrasyonu — 0,004575 * siire? — 4, 98750* enzim miktari? +
0,000889* ¢alkalama hiz1?

RB49 ve RV1 igin YYY tasarimindaki parametrelere ait araliklar denklem (4.5) -
(4.8)’de verilmistir.

30 dk < A <90 dk (4.5)
1ml<B<3ml (4.6)

0 rpm < C < 100 rpm (4.7)



25 mg/l <D <125 myg/l
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(4.8)

Calismada, proses parametrelerinin ¢esitli kombinasyonlart DYA kullanilarak

optimize edilmistir. DYA’ nin P parametresi 0,5’tir ve maksimum iterasyon sayist 100

olarak ayarlanmaistir.

Onerilen seviyelerde dogrulama testleri yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.10°da

goriildiigii gibi tahmin araliina diigmiistiir. YYY ile RB49 icin tahmin edilen maksimum

renk giderim degeri 57,93 dk reaksiyon stiresi, 1,5 ml enzim miktari, 40,39 rpm calkalama

hiz1 ve 87,09 mg/l boyarmadde konsantrasyonu proses parametreleri ile %90,25tir. RV1

icin maksimum %73,68 renk giderim orani elde etmek icin proses parametrelerinin tahmin

edilen degerleri 75 dk, 2,5 ml enzim miktari, 75 rpm ve 100 mg/1’dir.

Cizelge 4.10. Yanit degerleri i¢in tahmin araliklari

0 ' 5 0 ' 5 5

Yamt  Tahmin % 95% Tahfn.l_n Arahigi  95% Tal‘lmln Arahg Dogrularpa
Diisiik Yiiksek Deneyi

RB49 90,25 86,38 94,13 90,56

RV1 73,68 70,15 77,20 74,12

RB49 ve RV1 boyalari i¢in optimal renk giderimi degerlerine ait DY A yakinsama

grafikleri Sekil 4.17°de verilmistir.

Optimal Decolorization (RB49) = 0.922
0.925 ; T T : T T T

092t —/

—~ 0.915 |

091}

0.905 r

Decolerization (RB49

097

0.895

0.89

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Generation

(@)
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Optimal Decolorization (RV1) = 0.803

0.81
0.8 - /_/~
0.79
~ 078}
>
Corrt
:*% 0.76 -
o757
Q74
0.73
0.72 ]
0.71 : ' : : : : : : :
O 10 20 30 40 5 60 70 8 9 100
Generation
(b)
Sekil 4.17. Renk giderimi yakinsama grafigi: a) RB49 i¢in YY'Y tabanli DYA, b) RV1 i¢in
YYY tabanli DYA.

Her bir optimizasyon yontemiyle gelistirilen parametrelere karsi gelen deneysel
sonuglar ve tahmin sonuclar1 Cizelge 4.11°de karsilastirilmali olarak sunulmustur ve % hata

degerleri verilmistir.

Cizelge 4.11. YYY ve YYY tabanlit DY A sonuglarinin karsilastirilmasi

Yontem Tahmin Degeri  Deneysel Sonu¢ Hata %
RB49 MKT 90,25 90,56 0,34
MKT tabanli DYA 92,20 93,1 0,96
RV1 MKT 73,68 74,12 0,59
MKT tabanli DYA 80,35 80,60 0,31

RB49 i¢in YYY tabanli DY A yonteminde siire 39,69, enzim miktar1 1 ml, calkalama
hiz1 72,07 rpm ve boyarmadde konsantrasyonu 74,41 ppm’dir. RV1 i¢in ise YYY tabanh
DYA yonteminde siire 88,84, enzim miktar1 2,48 ml, c¢alkalama hizi 90,12 rpm ve
boyarmadde konsantrasyonu 124,9 ppm’dir. Hem YYY hem de YYY tabanli DYA i¢in

tahmin edilen ve deneysel degerler arasinda yanit degerlerine iliskin kiigiik bir hata vardir.
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YYY tabanli DYA yontemi klasik YYY’ne gore RB49 i¢in tahmin edilen degerler
acisindan %2,11 ve deneysel degerler acisindan %2,73 oraninda iyilesme saglamistir. RV1
icin ise YYY ve YYY tabanli DYA karsilastirildiginda, tahmin edilen degerler agisindan

%38,28 ve deneysel degerler agisindan %8,03 oraninda bir iyilesme elde edilmistir.

Tahmin edilen ve deneysel degerler arasinda biraz farklilik olsa da her iki dogrulama
testi de DY A optimizasyon yonteminin YYY optimizasyon yontemi ile karsilastirildiginda

RB49 ve RV1 i¢in daha iyi renk giderim yiizdesi lirettigini gostermistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Endiistriler su kirliliginde énemli rol oynamaktadir. Tekstil endiistrisi de kullandig1
boyarmaddeler nedeniyle bu kirlilige neden olan endiistrilerden biridir. Yeterince
aritilmadan ¢evreye verilen atik sular suya yogun bir renk verir ve tiim canlilar i¢in tehlikeli
bir durum olusturarak biiylik bir ¢evre sorununa neden olur. Bu nedenle boyarmadde igeren
atik sulardan renk giderim siiregleri ekolojik a¢idan 6nemlidir. Boyarmaddelerin giderimi
fiziksel, kimyasal ve biyolojik olmak iizere farkli yollarla gerceklesebilmektedir. Biyolojik
sistemlerin kullanimi1 boya giderimi agisindan daha uygun maliyetli, enerji agisindan verimli

ve ¢evre dostu bir yontemdir.

Bu calismada Sarar firmasindan temin edilen RB49 ve RV1 boyarmaddeleri ile
calistimis ve ESOGU Biyoteknoloji Laboratuvari’ndan temin edilen Trametes versicolor
lakkaz enzimi ile bu boyarmaddelerin bulundugu ortamdaki kirliligi maksimum diizeyde
azaltabilecegi kosullar aragtirilmigtir. Renk giderim optimizasyonu, YYY ve YYY tabanli
DYA ile incelenmistir. Maksimum renk gideriminde siire, enzim miktari, ¢alkalama hiz1 ve

baslangi¢c boyarmadde konsantrasyonu olmak iizere dort parametrenin etkisi incelenmistir.

Calisma sonucunda, RB49 ve RV1’in maksimum renk giderme verimi klasik YYY
kullanildiginda sirasiyla %90,56 ve %74,12 olarak elde edilmistir. YYY tabanli DYA’ da
RB49 i¢in maksimum verim 39,69 dk, 1 ml, 72,07 rpm ve 74,41 ppm’de %93,1 bulunmustur.
RVTI i¢in maksimum verim 88,84 dk, 2,48 ml, 90,12 rpm ve 124,9 ppm’de %80,60
bulunmustur. DYA’nin  sonuglari, YYY ile birlikte metasezgisel yOntemlerin
kullanilmasinin, renk giderimi i¢in parametreleri optimize etmede uygulanabilir bir yol

oldugunu gostermistir.

Bu ¢alismada 6nerilen YYY tabanli DYA yonteminin farkli kimyasal ve biyolojik
stiregler lizerindeki etkinligi arastirilabilir. Yani sira, ¢calismada sabit olarak ele alinan bazi
faktorlerin kategorik diizeylerle tasarima dahil edildigi, kategorik MKT uygulamalar1 da

arastirmacilar i¢in acik ¢alisma alanlardandir.
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