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OZET

AZO TEKSTIL BOYALARININ RENK VE TOKSISITESININ HALOFILIK
ARKELER TARAFINDAN GIiDERIMi

Ksenobiyotik yapilarindan dolay1 biyolojik yikima direngli azo bilesikleri en biiyiik ve
en fazla gesit iceren sentetik boya grubunu olusturmaktadir. Genellikle yiiksek tuz
iceren tekstil atik sulartyla digartya birakilmalari nedeniyle ¢evre giivenligi icin dnemli
bir tehdit olusturmaktadirlar. Dolayisiyla kaynaklarimizin korunmasi i¢in bu
Kirleticilerin giderilmesi biiyiikk 6nem tasimaktadir. Bu amagla, halofilik arke izolatlar1
kullanilarak azo boyalarinin renk giderimi arastirillmistir. %20 NaCl ve RSS5 iceren
kati/sivi ortamda 121 arkeal izolatin renk giderim yetenekleri taranmis ve en yiiksek
renk gideriminin F89A1, B44B ve CH7 izolatlarma ait oldugu belirlenmistir. Ug arkeal
izolatin maksimum renk giderimini statik kosullarda, %20 NaCl, pH 7.5 ve 45°C’de
gerceklestirdigi  belirlenmistir.  F89A1 ve B44B izolatlarimin 1000 ppm boya
konsantrasyonuna kadar renk giderimi gergeklestirdigi, CH7 izolatinin ise 500 ppm ve
iizerindeki boya konsantrasyonlarinin rengini gideremedigi saptanmistir. Inokulum
miktarinin artigi ile renk giderim siiresinin kisaldigi ancak renk giderim oraninda
degisim olmadigi ve iz elementlerin renk giderimini etkilemedigi belirlenmistir.
Organik azot kaynaklarmin ve 6zellikle maya 6ziitii renk giderimini arttirdigi tespit
edilmistir. Boyalarin renk gideriminde azorediiktaz enziminin rol oynadigi belirlenmis
olup, F89A1 susunda en yiiksek enzim aktivitesi 2.5 M KCI, 45°C sicaklik ve pH 7.0°de
12.8 U/ml olarak, B44B ve CH7 i¢in 2.5 M KCI, 35°C sicaklik ve pH 7.5’da sirasi ile
11.63 U/ml ve 11.07 U/ml olarak hesaplanmistir. RS5 ve RK180 boyalarinin ve renk
giderimi sonrasi boya giderim ortaminin agar diflizyon yontemi ile arkeal test
organizmalar1 iizerinde toksik etkiye rastlanmamis, Mikrotoks analizi sonucunda ise
diisiik seviyelerde toksik etki gdzlenmistir. GC-MS analizi sonucunda aromatik aminli
bilesiklerin varligi gosterilmis olup artan inkiibasyon periyoduyla birlikte yikim
triinlerinin arttig1 tespit edilmistir. Bu calisma ile ilk kez halofilik arke suslari
kullanilarak yiiksek tuz konsantrasyonunda azo tekstil boyalarinin renk giderimi ve
arkeal azorediiktaz aktivitesi ¢alisilmistir.

2014, 99 Sayfa

Anahtar kelimeler: Halofilik arke, Tekstil azo boyalari, Azorediiktaz, Renk Giderimi,
Toksisite giderimi



ABSTRACT

DECOLORIZATION AND DETOXIFICATION OF TEXTILE AZO DYES BY
HALOPHILIC ARCHAEA

Azo compounds, which are resistant to biological degradation due to their xenobiotic
structure, build up the most numerous and the most diverse group of synthetic dyes.
They pose serious ecological threat because of their disposal together to textile
wastewater containing rather high salt ratio. Hence removal of these contaminants is of
importance in view of protecting our resources. To this end, decolorization of azo dyes
by halophilic archaea was investigated. 121 Archaeal isolates were experimented for
their decolorization capacity in solid/liquid medium with 20% NaCl and RB5, and the
highest decolorization rate was determined to belong to F89A1, B44B and CH7
izolates. It was observed that these three archaeal isolates brought about the maximum
decolorization rate under statical conditions with 20% NaCl, pH 7.5, at 45°C. It was
established that F89A1 and B44B isolates provided decolorization up to 1000
concentration, while CH7 isolate failed to decolorize 500ppm or more concentrations. It
was found out that higher inoculation amount resulted in shorter time needed for
decolorization. On the other hand, decolorization rate remained unchanged and the
trace elements didn’t have any effect on the process. Organic nitrogen sources,
particularly that of yeast extract was observed to enhance decolorization rate
azoreductaseswere determined to have an impact on decolorization of dyes; the highest
decolorization activity with F89AL strain at 2.5 M KCI, 45°C, pH 7.0 was estimated as
12.8 U/ml, while iy was found as 11.63 U/ml and 11.07 U/ml respectively for B44B and
CH7 at 2.5 M KCI, 35°C, pH 7.5. No toxic effect was observed on achaeal test
organisms with agar diffusion method caused by decolorization practice or by RB5 and
RR180 dyes, however, some toxic effect was detected at lower levels after Microtox
analysis. GC-MS analyses revealed presence of aromatic amine compounds,
degradation products increased in parallel with longer incubation period. It is the first
time that halophilic strains have been used for studying decolorization of azo textile
dyes and archaeal azoreductases activity higher salt concentrations.

2014, 99 Pages

Key words: Halophilic archaea, Textile azo dyes, Azoreductase, Decolorization,
Detoxification.
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1. GIRIS

Diinya niifusuna paralel olarak artan endiistrilesme, kimyasal yiikii fazla atiklar
da beraberinde getirmistir. Hizla gelisen endistrilesmenin yaratmis oldugu kirliligi doga
belirli o6l¢iide tolere edebilse de gerekli onlemlerin alinmamasi ekolojik dengenin
bozulmasina neden olacaktir. Bu nedenle, kirleticinin ¢esidi ve miktar1 basta olmak
lizere onlem alinmasi gereken bir¢ok noktanin dikkatli bir sekilde incelenmesi ve ilgili
endustri kuruluglarinin gerekli olan aritim tesis ve sistemlerini kurmalarmin yasal bir
zorunluluk haline getirilmesi giderek kacmilmaz bir durum haline gelmektedir
(Arceivala, 2002).

Cevre kirliligine neden olan, en dnemli endiistriyel kimyasal maddelerden biri
boyar maddelerdir. Boyar maddeler yiiksek toksisiteleri ve ¢evrede uzun siire kalict
olmalar1 nedeni ile, fenolik maddeler ve pestisitlerden sonra ¢evreden mutlak olarak
uzaklastirilmas1 veya zararsiz hale getirilmesi gereken kirleticiler arasinda yer almaya
baslamistir. Boyar maddeler, basta tekstil ve boya iiretim imalathaneleri olmak {izere,
kozmetik, gida, deri, ilag, matbaa ve kagit endiistrilerinde kullanilmakta ve islemler
sirasinda ortaya ¢ikan boyar madde atiklari, renkleri ve toksik etkileri nedeniyle ¢evrede
kirlilik olusturmaktadir.

1856 Yilinda ilk sentetik boya olan Mauevin’in iiretiminden giiniimiize kadar
100.000 den fazla sentetik boya iiretilmistir. Bu boyalarin yillik tiiketimi yaklasik 0.7
milyon ton olup 2/3’si tekstil endiistrisinde kullanilmaktadir (Asad ve ark., 2007). Ucuz,
kolay uygulanabilir olmas1 ve dogal boyalara kiyasla 3000 den fazla farkli renk ¢esidine
sahip olmasi nedeniyle azo boyalar tekstil boyalarinin %70°ni olusturmaktadir. Azo
boyalar yapilarinda bir veya daha fazla azo bagi (N=N) bulunduran aromatik
bilesiklerdir (Tony ve ark., 2009).

Boyalarin {iretimi esnasinda ve kullanim siireci sonrasinda toplam boyanin %10-
15’inin gevreye birakildigi tahmin edilmektedir. Bu olay da ¢evre ve saglik agisindan
onemli bir tehdit olusturmaktadir. Ciinkii bir¢ok sentetik azo boyasi ve metabolitleri
toksik, kanserojenik ve mutajenik 6zellik gostermektedir. Sucul ekosistemlerde boya
bulunmasi, suyun derinliklerine 151k girisini engelleyerek fotosentezin azalmasiyla
birlikte gaz ¢oziiniirliiglinlin azalmasina da yol agarak su kalitesinin diigmesine neden

olmaktadir. Ayrica boya ve/veya boya parcalanma tiriinlerinin flora ve fauna iizerine



toksik etkileri olabildigi i¢in tekstil atik sularinin renginin giderimi biiyiik bir ¢evresel
sorun olusturmaktadir (Asad ve ark., 2007; Moosvi ve ark., 2007).

Giliniimilizde cevre kirliliginin engellenmesi ve boyali atik sularin aritiminda
fiziksel ve kimyasal yontemlere alternatif olarak biyolojik siiregler 6nem kazanmustir.
Biyolojik boya giderim teknikleri, boyalarin mikrobiyal biyotransformasyonuna
dayanmaktadir. Fiziksel ve kimyasal yontemlerin kullaniminin asir1 miktarda kimyasal
gerektirmesi ve maliyetlerinin yiiksek olmasi gibi dezavantajlarinin yani sira etkili renk
giderimi saglanilamamas1 alternatif yoOntemlerin arastirilmasina neden olmustur.
Mikrobiyal veya enzimatik renk giderimi ve yikiminin, ¢evre dostu olmasi basta olmak
tizere diislik maliyeti ve ayni zamanda toksik metabolitleri tamamen mineralize
edebilmesi gibi avantajlara sahip olmasi tekstil atik sularinin biyolojik yontemlerle
aritilmasi lizerine olan ilginin dikkate deger sekilde artmasinin en 6nemli nedenidir.

Biyolojik renk giderimi ve yikim iizerine artan ilgiyle birlikte basta fungus ve
bakteriler olmak tizere farkli taksonomik gruplara ait organizmalarla gesitli ¢alismalar
yapilmistir. Ayrica boyar maddeler ile kontamine habitatlarin ekstrem kosullara sahip
olmasi nedeniyle remediasyon c¢alismalarinda bu kosullarda yasamlarin siirdiirebilecek
organizmalardan yararlanma fikri ortaya ¢ikarmistir.

Halofilik bakteri ve arkeler, diisiik su aktivitesine sahip enzimleri, yiiksek tuz
konsantrasyonlarina karst uyum stratejileri, zor sartlarda enerji iliretimine olanak
saglayan 0Ozel proteinlerinin varligt ve kendilerine has olan ozellikleriyle ekstrem
kosullara uyum gostermis Ozel yapilar1 nedeniyle biyoteknoloji alaninda bir¢ok
arastirmacinin ilgisini ¢ekmektedir. Bu nedenle halofilik arke ve bakterilerin bircok
biyoteknolojik c¢alismada ve cevre biyoteknolojisi kapsaminda biyolojik 1yilestirme
caligmalarinda kullanilmas1 biiyiik avantaj saglayacaktir. Bu avantajlarina ragmen
halofililik bakterilerin tekstil boyalarmmn renk giderimi {izerine az sayida ¢aligmaya
rastlanirken, halofilik arkelerin tekstil boyalarinin renklerinin giderimi ile ilgili heniiz
bir ¢calisma yapilmamustir.

Bu caligsma ile yiiksek tuz konsantrasyonunda yasayan halofilik arkelerin, ¢esitli
tekstil  boyalarinin  rengini  giderme yetenekleri belirlenerek  biyoteknolojik
uygulamalardaki kullanilabilirliklerinin  degerlendirilmesi hedeflenmistir. Calisma

kapsaminda;



v Tirkiye’nin gesitli tuzlu bolgelerinden izole edilmis 121 halofilik arke izolatinin
kat1 ve s1vi ortamda boya rengi giderim yetenekleri taranmustir,

v segilen izolatlarin sivi ortamda, ¢esitli azo tekstil boyalarmin renk giderim
oranlari belirlenmistir,

v" renk gideriminin enzimatik olup olmadigi farkli yontemlerle belirlenmistir,

v' segilen her bir organizmanin en yiiksek boya giderim oranini gosterdigi azo
boyasi ile, optimum boya gideriminin saglandig1 ortam kosullar1 belirlenmistir,

v" boya yikimina karigan enzimin optimum aktivite gosterdigi tuz konsantrasyonu,
sicaklik ve pH belirlenerek kismi karakterizasyon yapilmstir,

v boyalarin ve renk giderim iiriinlerinin toksisite testleri yapilmustir,

v kromatografik yontemle boya renk giderimi sonrasi agiga g¢ikan metabolit

profilindeki degisim belirlenmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR
2.1. Boyar Maddeler

Sentetik boya iiretimi 1856 yilinda Ingiliz kimyac1 William H. Perkin’in ¢ok iyi
boyama 6zelligine sahip olan, daha sonralar1 anilin moru olarak bilinen sentetik boyay1
sentezlemesi ve patentini almasiyla baslamistir. Devam eden arastirma ve gelistirme
caligmalar1 sonrasinda yeni boyalar iretilmistir. Ayn1 yilda A. Kekule tarafindan
benzenin molekiiler yapisinin kesfiyle bu siire¢ hizlanmig ve 20. yiizyilin baslarinda
sentetik boyar maddeler neredeyse tamamen dogal boyalarin yerini almistir (Welham,
2000). Giiniimiizde boyar maddeler ¢ok degisik kimyasal yap1 ve degisik miktarlarda
iiretilerek cesitli alanlarda kullanilmaktadirlar.

Ik sentetik boya Mauevin’in iiretiminden sonra giiniimiize kadar 100.000 den
fazla sentetik boya iiretilmistir. Boyalar basta tekstil olmak iizere, kozmetik, kagit, deri,
ilag ve gida gibi farkli endistrilerde kullanilmaktadir (Craliell ve ark., 1995; Chen ve
ark., 2003; Asad ve ark., 2007). Tekstil sanayiinde kullanilan boyalarin %70 gibi biiyiik
bir kismimni ise azo boyalari olusturmaktadir. Tekstil sanayiinde kullanilan boyar
maddeler, boyama {initelerinden sonra tekstil fabrikasi ¢ikis sularina verilmektedir.
Renkli ¢ikis suyunun, boyama, baski ve yikama islemlerinden kaynaklandigi, renk
derecesinin ise boyar madde derisimine ve kullanilan maddenin yapisina bagl oldugu
yapilan ¢alismalarda belirtilmistir (Carliell ve ark., 1996).

Tekstil endiistrisinde, kumasa renk vermek amaci ile yapilan boyama prosesinde
kullanilan maddeler genellikle molekiile rengi veren kromofor grup ve boyay1 iplige
baglayan fonksiyonel grup olmak fiizere iki ana bilesenden olusur. Boyar madeler
yapilarinda ¢ift bagin yanisira kromofor ve oksokrom gruplart tasirlar. Kromofor,
rengin olusumunu saglayan gruptur. En 6nemli kromoforlar -C=C-, -C=N-, -C=0, -
N=N-, -NO, ve -NO gruplaridir (Zille, 2005). Oksokromlar ise, elektron verici grup
olup, kromofor tarafindan olusturulan rengin ¢dziinebilirligini ve boyanin iplige
baglanmasini saglar. En 6nemli oksokromlar, NH;, -NR3, -NHR, -COOH, -SO3H, -OH
ve —OCHj3; ve —OCHj3 gruplaridir (Gomes, 2002). Kimyasal yapilar1 ya da kromoforlari
temel alindiginda, 20-30 farkli boya grubu tanimlanabilmektedir. Azo (monoazo, diazo,
triazo, poliazo), antrakinon, fitalosiyanin ve triarilmetan boyalarin yapiminda kullanilan

baslica kromoforlardir (Zille, 2005; Wang ve ark., 2009a).



2.2. Boyar Maddelerin Siniflandirilmasi

Tiim aromatik bilesikler elektromanyetik spektrumun goriiniir bolgesindeki
(350-700 nm) 15181 kismen ya da tamamen sogurma yetenegi olan maddelerdir.
Aromatik maddelerden renklendiriciler, boyar maddeler ve pigmentler olarak
siniflandirilirlar. Bu terimler arasindaki fark cok kesin olmayip, pigmentler bazen boyar
maddelerin bir grubu olarak da kabul edilmektedir. ideal pigmentler, uygulandiklar:
ortamda hi¢ ¢oziinmeyen bilesikler olup substratina, polimer veya plastik gibi bir katki
maddesiyle baglanir. Boyar maddeler ise tekstil, deri, kagit, sa¢ gibi ¢esitli substratlara
tamamen ya da kismen ¢6ziindiigii bir siv1 iginde uygulanir. Pigmentlerin aksine, boyar
maddelerin kullanildig1 substrata karsi 6zel bir ilgisinin olmas1 gerekmektedir.

Ticari olarak kullanilan boyalar 1924’ten itibaren “Society of Dyers and
Colourists” ve “American Association of Textile Chemists and Colourists” tarafindan
her {i¢ ayda bir yaymlanan renk indeksinde (C.I), renklerine, yapilarina ya da uygulama
yontemlerine gore siniflandirilmaktadir. Son yayimlanmis bir renk indeksinde 13.000
civarinda farkli boya belirtilmistir (Zille, 2005; http://www.colour-index.com). Renk
indeksinde boyalar uygulama tiplerine gore asit, reaktif, direk, bazik, mordant, dispers,

pigment, vat, ingrain, kiikiirt, solvent boyalar seklinde siniflandirilmaktadir (Christie,

2001). Sekil 2.1.’de bazi boyalarin kimyasal yapilar1 gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Bazi boyalarin kimyasal yapilar1 (Guo ve ark., 2007)



Asit boyalar

Yapilarindaki siilfonik asit nedeniyle suda yiiksek oranda ¢oziiniirler. Iyonik
formda, ipligin pozitif grubu (-NH3") ve boyanin negatif yiikii arasinda reaksiyon
gercekleserek van der Waals, bipolar ve hidrojen baglar1 olusur. Bu boyalar anyonik
bilesikler oldugundan azot igeren yiin, poliamid, ipek ve modifiye akrilik kumaslarin
boyanmasinda kullanilirlar. En yaygin olan yapilar1 azo, antrakinon ve triarilmetandir

(Kiernan, 2001).

Reaktif boyalar

Pamuk, yiin, ipek ve naylondaki —OH, -N ya da —SH gruplariyla kovalent bag
yaparlar. Bu boyalarin kullanildigi boyama islemi sirasinda, reaktif gruplarin hidroliz
olmast nedeniyle, boyanin %10-50’si kumasla reaksiyona giremez ve boyama
tanklarinda kalir. Bu nedenle renkli atik su problemi 6zellikle reaktif boya kaynakli
olmaktadir. En yaygin yapilari, azo, metal bilesikli azo, antrokinon ve fitalosiyanindir
(Zee, 2002) .

Direkt boyalar

En yaygin olanlar1 siilfonatli azo boyalardir ve yikama sirasinda renk
kaybedildiginden dolayi, 1600 direkt boyadan sadece %30’u iiretilmektedir (Zille, 2005;
Zee, 2002).

Bazik boyalar

Bu boyalarin -NRs;" ya da =NR," gibi fonksiyonel gruplari ile akriliklerin
negatif yiikleri arasindaki giiglii etkilesim sonucunda boyanma gergeklesir. Renk
indeksindeki boyalarin %5’ini olustururlar. En fazla bulunan yapilar1 azo, diarilmetan,

triarilmetan ve antrakinondur (Zille, 2005; Zee, 2002).

Mordant boyalar

Bunlar genellikle sodyum ya da potasyumdikromat tuzlaridir. Kumastan
renklerinin solmasi zordur, renk sabitleyici ajan olarak etkilidirler. Yiin, deri, ipek ve
modifiye seliiloz liflerini boyamak i¢in kullanilir. Mordant boyalarda en fazla bulunan

yapilar azo, okzazin ya da triarilmetandir (Zille, 2005; Zee, 2002; Kiernan, 2001).



Dispers boyalar

-NO, ve —CN gibi fonksiyonel gruplari nedeniyle noniyonik yapida olup, suda
zor ¢Oziniirler. Daha ¢ok polyester boyanmasinda kullanilirlar. Dispers boyalarda
genellikle azo, nitro, antrokinonlar, ya da metal kompleksi yapilar1 bulunmaktadir.
(Zille, 2005; Kiernan, 2001).

Pigment boyalar

Bunlar suda ¢6ziinmeyen non iyonik bilesikler ya da tuzlardir. Renk indeksinde
(C.1) yer alan ticari boyalarin %25’ini olustururlar. Uygulama sirasinda kristal ya da
partikiillii yapilarini korurlar. Cogu azo ya da metal kompleks fitalosiyaninleridir. (Zille,
2005; Kiernan, 2001).

Vat boyalar

Suda ¢oziinmeyen ancak alkali indirgenmeyle (sodyum hidroksit varliginda)
¢ozilinilir hale gelebilen boyalardir. Seliiloz liflere van der Waals baglariyla baglanir ve
hidrojen peroksitle oksitlenerek c¢oziinmeyen forma doniisilirler. Plastiklerin
renklendirilmesinde kullanilirlar. Antrakoninler ve indigolar en yaygin olanlardir (Zille,

2005; Kiernan, 2001).

Ingrain boyalar

Ingrain, in situ olusan biitiin boyalar i¢in kullanilan bir terimdir. Azo grubu
boyalardir. Kimyasal onciiller halinde uygulanirlar ve irreversibil kimyasal degisimle
birlikte seliiloz liflerine tutunarak soldurmazlik 6zelligi kazandirirlar. Boya molekiilleri

lif yapisindaki hidroksil veya amino gruplarina baglanir. (Zille, 2005; Zee, 2002).

Kiikiirt boyalar

Aromatik aminlerle siilfiir ya da sodyum polisiilfiirlii fenollerin 1sitilmasiyla
olusan kompleks polimerik aromatiklerdir. Tiim diinyada iiretilen boyalarin %15’ini
olustururlar. Kiikiirtlii boyama da vat boyama gibi rediiksiyon ve oksidasyon islemleri

gerektirir. Genel olarak pamuk boyamasinda kullanilir (Zille, 2005; Kiernan, 2001).



Solvent boyalar

Plastik, cila, miirekkep gibi kati ve sivi maddelerin renklendirilmesinde
kullanilan noniyonik boyalardir. Tekstil boyamalarinda fazla kullanilmazlar.
Yapilarinda en fazla diazo, triarilmetan, antrakonin ve fitalosiyanin bilesikleri

bulunmaktadir (Zille, 2005).

2.3. Tekstil Boyar Maddeler ve Atiklarinin Cevre Uzerine Olumsuz Etkileri

Tekstil endiistrisi, boyama islemlerinde kullanilan yiiksek miktarda su nedeniyle
en biiyiik siv1 atik iireticilerinden biridir. Diinyada her yi1l 280.000 ton tekstil boyasinin
endiistriyel atik su olarak ¢evreye bosaltildigi tahmin edilmektedir (Jin ve ark., 2007).
Boyar maddelerin ¢ogu, suda 1 mg/L konsantrasyonda bile kendini gostermektedir.
Tekstil endiistrisi atik suyunda en az 10-200 mg/L oraninda boyar madde bulunur
(O’Neill ve ark., 1999). Yiiksek seviyede renkli olan tekstil atik sulari, c¢evreye
bosaltildiginda 6zellikle sucul ekosistemlerde goriintii problemi yaratmasinin yani sira
derin seviyelere 151k penetrasyonunun engelleyerek fotosentezin azalmasina yol
acmaktadir. Dolayisiyla oksijen ¢oziintirliigiiniin ve su kalitesinin azalmasina neden olur
(Asad ve ark., 2007; Moosvi ve ark., 2007). Ayrica, tekstil boyalar1 ve atiklarinin, yaban
hayat1 icin bir yasam ortami1 saglayan toprak erozyonuna engel olan ve toprak
verimliligi agisindan organik madde saglamak gibi ¢cok dnemli ekolojik islevleri olan
cesitli bitki tiirleri lizerine toksik etki gostererek ¢imlenme oranlari ve biyokiitle lizerine
negatif etkileri oldugu rapor edilmistir (Ghodake ve ark., 2009; Kapustka ve Reporter,
1993).

2.4. Boyar Maddelerin Toksisitesi

Boyar maddelerin toksisitesi ¢ok sayida arastirmada incelenmistir. Boyalarin
toksik etkileri (6ldiiriicli etki, genotoksisite, mutajenite ve karsinojenite) balik, alg gibi
akuatik organizmalardan memelilere kadar farklilik gostermektedir ve akut toksisiteleri
genellikle dustiktiir.  Alglerin  gelisim  testinde, Img/L den daha distk
konsantrasyondaki boyalarin, gelisimi etkilemedigi bildirilmistir (Zee, 2002).
Salmonella typhimurium ile yapilan testlerde boyalarin %28’inin mutajenik etkiye
neden oldugu rapor edilmistir (Schneider ve ark., 2004). Balik deneylerinde 3000 ticari

boyar maddenin %2’sinin, farelerde yapilan toksisite caligmalarinda ise boyar



maddelerin %1 inin 6liime yol actig1 tespit edilmistir. Bu nedenle insanda da akut boyar
madde toksisitesine bagli dliimlerin ¢ok diisiik diizeyde oldugu belirtilmistir (Zee,
2002). Fakat insanlarda boyalara karsi akut duyarliligin sik goriildiigii ve oOzellikle
dispers boyalarin egzema, kontakt dermatit gibi allerjik reaksiyonlara neden oldugu
bildirilmistir (Seidenari ve ark., 2002).

Boyar maddelerin kronik etkisi uzun yillardir aragtirllmaktadir. Aragtirmacilar
geleneksel olarak ¢ogunlukla gida boyalarinin ve azo bilesiklerinin etkileri lizerinde
durmuslardir.

Azo boyalarmin indirgenmesi ile azo bag veya baglarimin kirilmasi aromatik
aminlerin olusumuna neden oldugu ve olusan ¢esitli aromatik aminlerin ise mutajenik
ve karsinojenik etkiye sebep oldugu bildirilmistir. Azorediiktaz enziminin aktivitesi
sonucu azo baglarinin kirilmasi ile toksik aromatik aminlerin olusumu Sekil 2.2 de
gosterilmistir. Memelilerde azo boyalarin metabolik aktivasyonu (indirgenme) bagirsak
florasindaki anaerobik bakteriler araciligiyla veya karaciger ve bobreklerde
gerceklesmektedir. Indirgenme sonucu olusan aromatik aminlerin &zellikle idrar
kesesinde kansere yol ac¢tigr bildirilmistir. Kanserlesme metabolizmasinin ise
muhtemelen aromatik aminlerin N-asetilasyonu ve N-hidroksilasyonu sonucu olusan
aciloksi nedeniyle basladigi ve olusan aminlerin DNA ve RNA’daki N ve C gruplarini
degistirerek, mutasyona ve tiimor olusumuna yol agabilecegi belirtilmistir (Brown ve

DeVito, 1993).

/\ m
| Redoks aracisi  Redoks aracisi Aminleri iceren renksiz (;iizelti

Azo bag -
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/\ NADH NAD
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Sekil 2.2. Bakteriler tarafindan azo boyalarin renginin giderimi i¢in Ongoriilen
mekanizma (Khan ve ark., 2012)
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2.5. Boyar Madde Giderim Teknikleri
2.5.1. Fiziksel ve Kimyasal Yontemler

Boya imalathanelerinden ¢ikan atik sudaki boya miktarinin 0.6-0.8 g/L gibi diisiik
seviyelerde bulunmasi nedeniyle asil kirliligin atik su icerisindeki boya miktar1 olmayip
boyanin kendisinin kalic1 olmasindan kaynaklandigi belirtilmistir (Jadhav ve ark.,
2007). Bu durum, atik su igerisindeki boyalarin renk giderimi igin etkili boya giderim
teknolojilerinin arastirilip gelistirilmesi gerekliligini ortaya g¢ikarmistir. Boya iceren
atiktan boyanin giderimi i¢in fizikokimyasal yontemlerin kullanimiyla ilgili ¢ok sayida
calisma mevcut olup adsorbsiyon, kimyasal presipitasyon, filtrasyon, fotoliziz, kimyasal
oksidasyon ve rediiksiyon, elektrokimyasal uygulama gibi ¢esitli fiziksel/’kimyasal
yontemler kullanilarak atik sulardaki boyanin giderimi gergeklestirilebilmektedir (Dos
Santos ve ark., 2007).

Koagiilasyon/¢oktiirme temeline dayali fiziksel metodlarin, 6zellikle kiikiirtlii ve
dispers boyalarin gideriminde etkili oldugu bildirilmistir. Buna karsilik direkt, asit,
reaktif ve vat boyalarin ¢ok diisiik koagiilasyon/¢oktiirme gosterdigi tespit edilmistir.
Ayrica, diisik renk giderme etkinligi ve yiliksek miktarda ¢amur olusumunun da bu
teknigin uygulanmasini sinirladigi belirtilmistir (Vandevivere ve ark., 1998).

Adsorbsiyon metodlari, ¢ok c¢esitli boyalarin gideriminde yiiksek verimlilikleri
nedeniyle biiyiik ilgi ¢ekmistir. Hedef bilesiklere afinitesi yiiksek ve yenilenebilen
adsorbanlar tercih edilerek kullanilmaktadir (Subramaniam ve ark., 2009). Aktif karbon
cesitli boya tipleri i¢in c¢ok etkili bir adsorban olmasina ragmen yiiksek maliyet
nedeniyle ¢ok sik kullanilmamaktadir (Robinson ve ark., 2001). Yontemi daha
ekonomik yapmak icin, bazi arastirmacilar turba, bentonit kil, ugucu kiil, polimerik
recgineler, iyon degistiricilerin yam sira misir/misir kogani, misir sapi, bugday samani
gibi biyolojik diisiik maliyetli adsorban malzemelerini kullanmistir (Ramakrishna ve
Viraraghavan, 1997). Ancak bu adsorbanlarin, yenilenme ya da yok edilmesi ve islem
sonras1 yiiksek camur firetimi ile ilgili sorunlar yaganmasindan, boyalarin biiyiik
bolimiinde disiik etkinlik saglanmasindan ve yiiksek maliyetinden dolay1 pratikte
kullanim1 sinirli olmustur (Anjaneyulu ve ark., 2005).

Ultrafiltrasyon, nanofiltrasyon ve ters osmoz gibi filtrasyon ydntemleri suyun
yeniden geri kazanimi igin kullanilmaktadir. Bu yontemlerde verim, filtre se¢imine, atik

suyun kimyasal kompozisyonuna ve islem i¢in gerekli spesifik sicakliga bagh
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olmaktadir (Dos Santos ve ark., 2007). Ancak, membranlarin maliyetinin yiiksek
olmasi, potansiyel membran kirliligi kaynakli ikincil atik iiretimi olugsmasi gibi bazi
onemli dezavantajlara sahiptir (Dos Santos ve ark., 2007; Robinson ve ark., 2001).

Kimyasal oksidasyon yontemleri ile boya molekiillerinin yikimi ya da bozunmasi
saglanmaktadir. Bu yontemde ozon (Os), hidrojenperoksit (H,O,) ve permanganat
(MnOy’) gibi oksitleyici ajanlar kullanilmaktadir. Bu oksitleyici ajanlarin varliginda bir
bilesik veya bilesik grubunun kimyasal kompozisyonunda modifikasyon
gergeklestirilerek boya molekiillerinin bozulmaya karsi hassas hale getirilmesi saglanir
(Metcalf, 2003). Ozonlama yonteminin pek ¢ok reaktif boyada etkili oldugu ve gazdan
dolayr reaksiyon hacmi degismedigi icin renk giderim veriminin yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bunlarin yan1 sira kisa siireli uygulanabilmesi, diisiik kimyasal oksijen
ihtiyact (KOI) giderim kapasitesine sahip olmasi ve ozon maliyetinin yiiksek olmas1 bu
teknigin pratikte kullanilmasini sinirlandirmaktadir (Anjaneyulu ve ark., 2005).

Fenton reaksiyon metodu, nispeten ucuz olmasinin yani sira yiiksek KOI giderim
kapasitesine sahiptir ve ¢Oziliniir boyalarin yani sira ¢oziinmeyen boyalarin da renk
gideriminde etkili olabilmektedir. Ancak yliksek ¢amur {iretimi, yontemin kullanimin
sinirlamaktadir (Robinson ve ark., 2001).

H,0,/UV yontemi, en etkili Ileri Oksidasyon Prosesi (AOP) teknolojisidir.
Ozellikle yiiksek renk giderimi saglamasi (%95’in iizerinde), ¢amur olusturmamasi, kisa
bekleme siiresi ve yiiksek KOI giderim kapasitesi nedeniyle ile etkili bir yontemdir
(Alaton ve ark., 2002). Fakat ileri derecede renkli atik sularda dispers ve vat boyalara
etkisinin daha az olmasi, istenmeyen yan iirlinler meydana getirmesi, UV 1sinlarinin
verimsiz kullanilmasiyla islem maliyetinin artmasi gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir
(Pearce ve ark., 2003).

Elektrokimyasal oksidasyon, organik bilesikleri yok etmesi ve zararsiz iirlinler
olusturmasi gibi 6zellikleriyle ¢ok etkili bir yontemdir. Fakat elektrik gereksiniminden
dolayr maliyetinin yiliksek olmasi bu yontemin kullanilmasint smirlamaktadir
(Morawski ve ark., 2000).

Renk giderim tekniklerinin biliyk bir kismi, ¢amur icine rengin
yogunlastirilmasin1 veya renkli molekiillerin tamamen yok edilmesini kapsamaktadir.
Sonug¢ olarak, boya atik suyu ile basa ¢ikmak i¢in kullanilan tiim fiziksel/kimyasal

yontemlerin, ekonomik olmamasi, boyanin yapisindan dolayr direngli azo boyalar
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ve/veya boyalarin organik metabolitlerinin tamamen giderilememesi, ¢amur olusumu,
istenmeyen ara metabolitlerin ortaya ¢ikmasi gibi bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir.
Ozellikle yiiksek miktarda ¢amur olusumu ise ikincil bir kirlilik problemine neden

olmaktadir (Zhang ve ark., 2004).

2.5.2. Mikrobiyal Teknikler

Tekstil atik sular1 kaynakli endiistriyel boyalarin yikim ve renk gideriminde
kimyasal/fiziksel yontemlere gore mikrobiyal aritim yontemlerinin kullanilmasi bazi
Oonemli avantajlar1 beraberinde getirmektedir; ¢evre dostu olmasi, maliyetin diisiik
olmasi, az ¢amur olusturma 6zelligi, tam mineralizasyon ya da non-toksik son iriiniin
olusmasi, fizikokimyasal yontemlere gore yiiksek miktarda su kullanilmamasi (Saratale
ve ark., 2009a; Rai ve ark., 2005). Mikrobiyal boya giderimi baslica iki mekanizma ile
meydana gelebilir. Bu mekanizmalar biyosorpsiyon ve enzimatik degredasyon veya her
iki mekanizmanin kombinasyonu seklinde olabilmektedir (Wu ve ark., 2012).

2.5.2.1. Biyosorpsiyon

Alg, maya, flamentli fungus ve bakteri biyokiitlesi, biyosorpsiyon ile gesitli
boyalarin renk gideriminde kullanilmistir. Mikroorganizmalarin  biyosorpsiyon
kapasitesi hiicre duvarinin heteropolisakkarit ve lipit bilesenlerine baglidir. Amino,
karboksil, hidroksil, fosfat ve diger yiiklii gruplar gibi farkli fonksiyonel gruplari iceren
bilesenler, hiicre duvari ve azo boya arasinda gii¢lii ¢ekim kuvvetinin olusmasini
saglamaktadir (Vitor ve Corso, 2008; Aksu ve Dénmez, 2003). Ornegin Aspergillus
foetidus susunun karbon kaynagi varliginda eksponansiyel fazda ¢esitli azo boyalarinda
biyosorpsiyonla %98’in tizerinde renk giderimi gergeklestirildigi bildirilmistir (Sumathi
ve Phatak, 1999). Ayrica otoklavlama ya da bazi 6n islemler ugulanarak 6lii veya bu
islemler uygulanmadan canli hiicrelerle adsorbsiyon yontemi ile boya giderimi
yapilabilmektedir. Yiiksek sicaklik uygulanmasi ile hiicrenin yiizeyindeki genisleme
hiicrenin pargalanmasi ile sonuglanirken asit, formaldehit, NaOH, NaHCO3 veya CaCl,
gibi kimyasallarla muamele ise mikroorganizmalarin yiizeyinde degisime ve baglanma
bolgelerinin kapasitelerinde artmaya veya azalmaya neden olmaktadir. Bu baglanma
bolgelerinin artmasi veya azalmasi organizmanin adsorbsiyon kapasitesini dogrudan

etkilemektedir. Olii ve canli hiicrelerle biyosorpsiyon ydéntemleri karsilastirildiginda,
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Olu hiicrelerin canli hiicrelere gore besin gerektirmeme, uzun siire saklanabilme ve
kullanilabilme, organik ¢oziiciiler ve siirfektanlar kullanilarak rejenere edilebilme gibi
avantajlar1 bulunmaktadir (Fu ve Viraraghavan, 2001). Ayrica biyosorpsiyon etkinligi,
pH, sicaklik, iyonik kuvvet, temas siiresi, boya konsantrasyonu, boya yapisi ve

mikroorganizmanin tipi gibi kosullara da bagli olabilmektedir (Latif ve ark., 2010).

2.5.2.2. Enzimatik degradasyon

Azo boyalari, azo baglar ihtiva ettiginden dolayr eksik elektrona sahip
ksenobiyotik bilesikleridir. Bu bilesikler genellikle, siilfanik asit (SOj3) veya diger
elektron c¢ekici ve elektron eksikligi meydana getiren gruplara sahip olduklarindan
dolay1 mikroorganizmalar tarafindan zor yikilmaktadir. Ancak uygun Kkosullar
saglandigi  zaman azo  boyalarm, rediiktazlar tarafindan  degredasyonu
gerceklestirilebilmektedir (Saratale ve ark.,, 2011; Kuberan ve ark., 2011). Azo
boyalarinin anaerobik mikrobiyal yikim mekanizmasinda, anaerobik azorediiktaz
yardimiyla azo bag: kirilmakta ve aromatik aminler olugsmaktadir. Azo rediiksiyonunun
hiicre disinda bulunan boya ve hiicre i¢indeki azorediiktaz arasinda bir elektron mekigi
gibi rol oynayan redoks aracilarinin katilimiyla gergeklestigi kabul edilmektedir (Sekil
2.2). Indirgenen aracilar, elektron eksikligi bulunan azo boyalara elektron transferini
gerceklestirirler. Azorediiktaz ile rediiktif kataliz sadece FADH, NADH ve NADPH
varliginda gergceklesmektedir (Ramalho ve ark., 2002). Azo boyalarinin biiylik bir
kismu, yiiksek molekiil agirligina sahiptir ve hiicre zarindan gegisini engelleyen siilfonat
gruplar1 icermektedir. Bu nedenle indirgenme aktivitesi hiicre i¢ine boyanin transferi
temeline dayanmamaktadir. Azorediiktaz enzimi ile yapilan ¢alismalar sonucunda elde
edilen veriler, azorediiktaz aktivitesinin, farkli gen tipleri ile iligkili oldugunu
gostermistir. Bu nedenle azorediiktaz aktivitesinin, farkli mikroorganizmalarda ve farkl
kiltlir kosullarina bagli olarak birden fazla rediiktaz ile iligkili olabilecegi belirtilmistir
(Solis ve ark., 2012).

Azo baglarmi indirgeyen ¢esitli azoreduktazlar tanimlanmistir; FMN-bagiml
rediiktazlar (Dos Santos ve ark., 2007), FMN-bagimsiz rediiktazlar (Biirger ve Stolz,
2010), NADH-bagimli rediiktazlar (Misal ve ark., 2011), NADPH-bagimli rediiktazlar
(Misal ve ark., 2011) ve NADH-DCIP rediiktazlar (Saratale ve ark., 2011).
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Azorediiktazlar, bakteri, alg ve maya gibi farklt mikroorganizmalarda bulunabilmektedir
(Solis ve ark., 2012).

Azo boyalarin oksidatif degredasyonu, mangan peroksidaz, lignin peroksidaz,
lakkaz, tirozinaz, N-demetilaz, boya giderim peroksidazlari, sellobiyoz dehidrogenaz
gibi peroksidazlar ve fenoloksidazlar tarafindan katalizlenmektedir. Bu oksidazlar
flamentli funguslar, bakteri ve mayalarda bulunmaktadir (Solis ve ark., 2012).
Lakkazlar, spesifik olmayan oksidasyon 6zelligi nedeniyle yliksek biyolojik iyilestirme
kapasitesine sahiptir. Ayrica kofaktére gereksinim duymama ve elektron alicis1 olarak
hazir oksijeni kullanma 6zelligine de sahiptirler (Telke ve ark., 2011).

Lignin peroksidaz aracilifiyla siilfonatlh azo boyalarinin degredasyonu
gerceklesmektedir. Enzim, fenolik halkada iki adet ardisik tek elektron oksidasyonu
gerceklestirerek azo bagi tasiyan karbonyum iyonu, kinon ve fenildiazin olusumuna yol
acar. Olusan bu triinler daha sonra oksijen ile fenil radikaline oksitlenirken beraberinde
azo bagi da N, formunda elimine olur (Chivukula ve ark., 1995).

Mangan peroksidaz’in katalitik dongiisii, H,O, araciligi ile Mn**’nin Mn?*’a
oksidasyonu ile baslar ve organik asitler araciligiyla stabilize edilir. Mn** organik asit
kompleksi aktif bir oksidan olarak islev goriir. Bu sekilde, mangan peroksidaz ligninin
yani sira tekstil boyalarinin da okside edilmesini saglar (Husain, 2010).

Yukarida bahsedilen farkli enzim aktiviteleri ile cesitli kosullara adapte olmus
mikroorganizmalar, boyalarin rengini giderebilme yetenegindedir.

Enzimatik yolla boya renk giderimi ayrica, kademeli olarak boya
konsantrasyonu yiikseltilip enzimatik aktivite indiiklenerek adaptasyon saglanmasiyla
da gergeklestirilebilir. S6z konusu enzim indiiksiyonu boya spesifiktir. Enzim
indiiksiyonu ile biyolojik iyilestirmenin genel amaci, izole mikroorganizmalarin g¢esitli
yontemlerle dogal degradasyon kapasitesini arttirmaktir (Kodam ve ark., 2005).

Son caligmalar, boyanin varlig1 ile enzimatik aktivitenin goriildiigiinii ortaya
koymustur. Bir bakima bu aktivite, renk giderim siirecinin sonunda daha yiiksek bir
degere ulasacaktir. Ornegin, Reaktif Siyah 5 boyas: Debaryomyces polymorphus’ta
mangan peroksidaz aktivitesini indiikler. Ayn1 zamanda, bir degil birka¢ enzimin renk
giderim islemi sirasinda indiiklenebilir oldugu rapor edilmistir. Ornegin, lakkaz,
mangan peroksidaz ve lignin peroksidaz enzimlerinin Trametes pubescence’ de Reaktif

Mavi 49 boyasmin varliginda indiiklendigi bildirilmistir (Martorell ve ark., 2012).
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Farkl1 bir ¢aligmada, Brevibacterium sp. strain VN-15 susu ile yapilan ¢alismada gesitli
azo boyalarinin renk gideriminin tirozinaz enzim aktivitesi ile gerceklestigi, lakkaz ya

da peroksidaz aktivitesinin gozlemlenemedigi rapor edilmistir (Franciscon ve ark.,

2012).

2.6. Mikrobiyal Boya Giderim Mekanizmalari
2.6.1. Anaerobik Giderim

Genel olarak azo boyalarinin mikrobiyal degradasyonu, bir azorediiktaz enzimi
yardimi ile anaerobik kosullar altinda azo baglarinin (N=N) dort elektron transferiyle
kirilmas1 sonucu gergeklesir (Saratale ve ark., 2011). Ozellikle azo baglar1 basta olmak
tizere sentetik boyalarin anaerobik kosullar altinda yikimi ve renk giderimi tizerine gok
sayida calisma yapilmistir. Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Pseudomonas cepacia,
Pseudomonas stutzeri ve Aeromonas hydrophilia tiirleriyle anaerobik kosullarda azo
boyalarinda renk gideriminin gerceklestigi rapor edilmistir (Carliell ve ark.,1995).
Razo-Flores ve ark. (1997) metanojenik organizmalarin mordant orange 1 ve
azodisalisilat olmak tizere 2 farkli azo boyar maddesinde bazi aromatik amin yapilarini
CO,, CH4 NH3z vb. son iriinlerine kadar pargalayabildigini gostermistir. Mordant
orange 1 boyasinda azo baginin kopmasi sonucunda, 5-aminosalisilikasit (5-ASA) ve 1-
4,fenilendiaminin olustugu ve uzun adaptasyon periyodundan sonra, 5-ASA derisiminin
oldukg¢a azaldig1 ve bu durumun boyar maddenin daha ileri par¢alanmaya ugrayarak son
tirlinlere (metan ve amonyak) doniistiigii, hatta kosubstrat ilavesinin durduruldugu ve
boyar madde ilavesinin artirildigi kosullarda dahi boyar maddenin pargalandig
belirtilmistir. Azodisalisilatin, yapisinda bulunan azo grubunun, ortamda bir kosubstrat
(vani azo bagin indirgenmesi i¢in gerekli olan elektronlar1 saglayan bir elektron verici)
olmadan da yikildig1 ve 5-ASA’nin son iirlinlerine kadar pargalanmasi azo baginin
indirgenmesi i¢in gerekli olan elektronlar1 sagladig: rapor edilmistir. Bu calisma ile,
dogada tamamen parcalanabilen azo boyar madde iiretiminin yapilabilecegi ve boylece
boyar maddelerin par¢alanmasi sirasinda olusan toksik ara triinlerin birikiminin
Onlenebilecegi gosterilmistir.

Kudlich ve ark. (1997), Sphingomonas sp. BN6 susunda azo boyar maddelerin
anaerobik ortamda par¢alanmasinda rol oynayan enzimatik olaylar1 ve yapay redoks ara

maddelerinin azo boyalarimin indirgenme hizlaria etkilerini arastirmislardir. BN6
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susunda sitoplazmik ve membrana bagli azorediiktaz aktivitesi saptandigi ve azo
boyalarindaki indirgenme hizinin siilfonatli antrakinon boyalariyla arttigi rapor
edilmistir. Alcaligenes faecalis ve Commamonas acidovarans’in dahil oldugu karisik
kiiltiir kullanilarak yapilan ¢alismada, anaerobik kosullarda tekstil boyar maddelerinin
renklerinin giderim hizlarimin yiliksek oldugu saptanmistir. Ayrica renk giderim hizinin
ortama ilave edilen karbon ve enerji kaynagina bagli oldugu, laktoz ve nisasta gibi ucuz
ve kolay elde edilebilen karbon kaynaklar1 kullanildig1 zaman, bir tekstil fabrikasindan
alian c¢ikis suyunun renginin {i¢ giin sonra %76 smin giderildigi belirtilmistir (Nigam
ve ark., 1996).

2.6.2. Aerobik Giderim

Son yillarda, azo boyalarinin aerobik olarak rengini giderebilen cesitli bakteri
tirlerinin izolasyonu yapilmistir. Aerobik kosullar altinda mono- ve dioksijenaz
enzimlerinin, aromatik organik bilesiklerine oksijen eklenmesini ve halka agilmasini
katalizledigi rapor edilmistir. Ayrica bazi aerobik bakterilerin oksijen varliginda
azorediiktaz aktivitesi ile azo bilesiklerini indirgeyerek aromatik aminleri meydana
getirebildigi bildirilmistir (Saratale ve ark., 2011).

Aerobik kosullar altinda farkli taksonlarin kullanilmasiyla boyalarin renklerinin
giderimi {izerine ¢esitli calismalar yapilmistir. Aerobik ve toprakta yasayan
Flavobacterium tiiriiniin aerobik sartlarda 4,4-dikarboksi azobenzeni aminobenzoik
aside indirgendigi saptanmistir. Bakterinin ayn1 zamanda 4,4-dikarboksi azobenzeni
karbon, azot ve enerji kaynagi olarak kullandig1 belirtilmistir (Kulla ve ark., 1981).
Kodam ve ark. (2005) KMK48 bakteri susuyla yapmis olduklar1 ¢alismada siilfonatl
azo boyalardan Reaktif Kirmiz1 2, Reaktif Kirmizi 141, Reaktif Turuncu 4, Reaktif
Turuncu 7 ve Reaktif Violet 5’in aerobik kosullarda %100 renk gideriminin
gerceklestirildigi bildirilmistir. Mikrobial biyofilmle yapilan diger bir ¢aligmada ise
acide orange 7 boyasinin aerobik kosullarda tamamen mineralize edildigi belirtilmistir
(Coughlin ve ark., 2002).

Beyaz bir ciiriik¢iil fungus olan Phanerochate chrysosporium’un Orange 2,
Tropaeolin O ve Congo Red azo boyar maddelerini aerobik kosullar altinda pargaladigi
belirtilmistir. Ayn1 calismada Boyar maddenin g¢ogunun, fungus miseli tarafindan

adsorplandig1 ve az miktarinin da pargalanmaya ugradigi rapor edilmistir. Fungusun
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bulundugu ortama lignin ve azo boyar maddesi kullanilarak azo boyar maddesini
biyolojik parcalanmasinda lignin peroksidaz enziminin rol oynayip oynamadigi
arastiritlmistir. Lignin peroksidaz enzimi saflastirilip, boyar maddenin bulundugu ortama
eklendiginde Orange 2 ve Tropaeolin O’nun pargalandigi, Congo Red’in
parcalanmadigi  gozlenmistir. Lignin peroksidaz  enziminin, Congo Red’in
parcalanmasinin baglangi¢ basamaginda rol oynamadigi sonucuna varilmistir.
Aragtirmacilar, azo boyar maddesinin enzimatik parcalanmasinda veya pargalanmanin
baslangi¢c basamaginda lignin peroksidaz enziminden baska enzim sistemlerinin rol

oynayabilecegi sonucuna varmiglardir (Chung ve Stevens, 1993).

2.6.3. Anaerobik-Aerobik Giderim

Anaerobik kosullarda, azo boyar maddelerdeki, azo bagi 4 elektron alarak
indirgenip kopmakta ve ilk basamakta azo boyar maddeler aromatik aminlere
doniismektedir. Aromatik aminlerin, mutajenik ve karsinojenik maddeler olduklar1 ve
insanlarda mesane kanseri, farelerde ise sindirim kanalindaki epitel hiicre
cekirdeklerinde yap1 bozukluklarina yol agtiklar1 bildirilmistir (Rafii ve ark., 1990).

Azo boyar maddelerin anaerobik parcalanma iiriinleri olan aromatik tiriinlerin
anaerobik kosullarda daha ileri parcalanmaya ugramadigi ve azo boyar maddelerin
biyolojik par¢alanmalarinda anaerobik-aerobik kombine sistemlerin gerektigi, boylece
azo boyar maddelerin biyolojik olarak tamamimin en son iiriinlere doniiserek
giderilebilecegi belirtilmistir (Haug ve ark., 1991). Azo boyar maddelerin anaerobik-
aerobik kombine yikim sistemlerinin boyar madde mineralizasyonu i¢in Gneminin
ortaya ¢ikmasi sonucunda sz konusu sistem ile boya renk giderimi ve yikimi iizerine
cok sayida calisma yapilmistir.

Haug ve ark. (1991) siilfonath bir azo boyar maddesi olan Mordant Yellow 3’iin
anaerobik  kosullarda rediiklendigi ve daha sonraki aerobik kosullarda
mineralizasyonunun gergeklestigini bildirmistir. Mordant Yellow 3’iin azo bagindaki
rediiksiyon sonucu 6-aminonaftalen-2 siilfonat ve 5 aminosalisilatin dahil oldugu
aromatik aminlere doniistiigii ve daha sonra bu aromatik aminlerin bakteriyel karigim ile
aerobik sartlarda gergeklestirilen hidroksilasyon ve halka agilmasi ile mineralize
edildikleri rapor edilmistir.

Franciscon ve ark. (2012), tekstil fabrikasi atiksuyu aritim tesisi aktif
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camurundan izole ettikleri Brevibacterium VN-15 susu ile statik/aerobik kosullarda
Reaktif Sar1 107, Reaktif Siyah 5, Reaktif Kirmiz1 198 ve Direct Mavi 71 azo boyar
maddelerinde renk gideriminin gerceklestigini bildirmistir.

Azo boyasi igeren tekstil fabrikasi atik suyunun kombine anaerobik-aerobik
sistemle aritimi gergeklestirilmis ve anaerobik aritim sonucunda renk gideriminin
saglandigr ve solunum inhibisyon testiyle boyar madde pargalanmasina bagli olarak
toksisitenin arttig1 belirlenmistir. HPLC analizleri sonucunda, aerobik kosullarda bu
bilesiklerin giderilebildigi ya da polaritesi daha yiiksek bilesiklere doniistiigli rapor
edilmistir. Aerobik kosullarda, organik azot iceren bilesiklerin mineralizasyonu ile
toplam organik azot derisiminin, aromatik aminlerin pargalanmasi ile azaldigi

belirtilmistir (O’Neill ve ark., 2000).

2.7. Boya Gideriminde Kullanilan Mikroorganizmalar
2.7.1. Algler

Azo boyalariin sucul ekosistem igin yiiksek toksisite riski olusturmasina
ragmen alg gelisimi lizerine 6nemli bir etkisinin olmadig1 belirtilmistir (Acuner ve
Dilek, 2004). Endiistriyel atiklar igerisinde de gelistigi gdzlenen mikroalgler, renkli atik
su biyoremediasyonu i¢in iyi bir alternatif olusturmaktadir. Bakteri ve funguslarin
aksine giines 15181, havanin karbondioksit ve azotunu kullanabilmeleri ve karbon
kaynag1 gerektirmemeleri nedeniyle Kkiiltiirasyonlarinin  daha ucuz olmasi gibi
avantajlart bulunmaktadir (Omar, 2008; Saha ve ark., 2010). Alglerin renk giderim
mekanizmalari, enzimatik yikim, adsorbsiyon veya her ikisini birden igerebilmektedir.
Algler, bakteriler gibi azo baglarin1 azorediiktaz aktivitesi ile indirgeyerek
kirabilmektedir (Omar, 2008). Ayrica alglerin, oksidatif enzimleri ile de renk giderimi
stirecinde rol oynadiklari bildirilmistir (Priya va ark., 2011). Bazi1 Chlorella ve
Oscillatoria tiirlerinin azo boyalarin1 aromatik aminlere ve sonrasinda da CO, ya da
daha basit organik bilesiklere parcaladiklari rapor edilmistir (Acuner ve Dilek, 2004;
Jingi ve Houtian, 1992).

Algler enzimatik yikimin yani sira biyosorpsiyon yoluyla boya gideriminde
kullanilmislardir. Alglerin adsorbsiyon etkinliginin, boya yapisi, organizmanin tiirii ve
pH degerine bagli oldugu bildirilmistir (Mohan ve ark., 2008). Hem canli hem de 6li
algler, atitk sudan renk gideriminde diisiik pH degerlerinde kullanilmistir. pH 2
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Degerlerinde Scenedesmus quadricauta, Chlorella vulgaris ve 6lii Spirogyra’da yiiksek
adsorbsiyon kapasitesi gozlemlenmistir (Ergene ve ark., 2009; Aksu ve Tezer, 2005;
Sivarajasekar ve ark., 2009). Renk giderimi i¢in diger bir alternatif immobilize
mikroalglerdir. Ornegin, C.vulgaris ve S.quadricauta tiirlerinin aljinat ile immobilize
edilmesi ile tekstil boyalarinin rengini yiiksek oranda giderebildikleri belirlenmistir
(Chu ve ark., 2009; Ergene ve ark., 2009). Chlorella pyrenoidosa, Chlorella vulgaris ve
Oscillatoria tenui tiirleri ile 30 dan fazla azo bilesiginin daha basit aromatik bilesiklere

yikilarak renk giderimlerinin gergeklestigi bildirilmistir (Yan ve Pan, 2004).

2.7.2. Mayalar

Maya suslari, boyar maddelerin biyoremediasyon uygulamalarinda
kullanilmistir. Mayalar yiiksek oranda boya akiimiilasyon kapasitesine sahip olma,
cabuk gelisme, flamentli funguslardan daha hizli renk giderimi saglama, elverissiz
kosullarda canliliklarini siirdiirebilme gibi ¢esitli avantajlara sahip olduklari i¢in farkli
azo boyalariin renk giderimi ¢alismalarinda kullanilmigtir (Martorell ve ark., 2012).
Mikroalgler gibi mayalarda da renk giderimi adsorbsiyon, enzimatik yikim veya her iKi
mekanizmayla gergeklestirilmektedir. Mayalarla adsorbsiyon seklinde boya gideriminin
diisiik pH degerlerinde daha etkili gerceklestigi belirtilmistir. Direct violet 51 boyasinin
Candida albicans tarafindan maksimum akiimiilasyonunun pH 2.5 degerinde
gerceklestigi belirtilmistir (Vitor ve Corso, 2008).

Maya hiicreleri, glukoz veya daha kolay metabolize olabilen karbon ve enerji
kaynaklar1 olmadan gelisemedikleri i¢in enzimatik renk giderimi siirecleri karbon
kaynag1 gerektirmektedir. Azo boyalarinin varliginda, maya hiicrelerinde mangan
perosidaz, tirozinaz gibi oksidazlarin ve NADH-DCIP rediiktaz gibi rediiktazlarin
tiretiminin indiiklendigi rapor edilmistir (Waghmode ve ark., 2011; Martorell ve ark.,
2012).

Askomiset maya tiirlerinden Candida tropicalis, Debaryomyces polymorphus,
Candida zeylanoides, Issatchenkia occidentalis’in farkli azo boyalarinin yikimi ile renk
giderimi gergeklestirdikleri belirtilmistir (Yang ve ark., 2003; Martins ve ark., 1999;
Ramalho ve ark., 2002; Ramalho ve ark., 2004). Saccharomyces cerevisiae MTCC-463
susunun malagit yesili ve metil red boyalarmin rengini giderdigi bildirilmistir (Jadhav

ve ark., 2007). Ayrica S. cerevisiae hiicrelerinin melas ortaminda reaktif tekstil
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boyalarindan Remazol Blue, Remazol Black B and Remazol Red RB’nin
biyoakiimiilasyonunu gergeklestirdigi belirtilmistir (Aksu, 2003). Kurutulmus farkl
maya suslar1 ile yapilan biyosorpsiyon c¢alismasinda ise, Candida lipolytica’nin
Remazol Blue boyasini hiicre grami basina 250 mg’a kadar adsorbe edebildigi rapor

edilmistir (Donmez, 2002; Aksu ve Donmez, 2003).

2.7.3. Funguslar

Flamentli funguslar, hemen hemen her ortamda bulunabilen ve farkli karbon ve
azot kaynaklarina baglh olarak metabolizmalarini hizla adapte ederek hayatta kalabilen
organizmalardir. Fungal sistemlerin lignin peroksidaz, mangan peroksidaz ve lakkaz
gibi ligninolitik enzimlerinin non-spesifik o6zelliklerinden dolayr renkli atiklarin
giderimi i¢in olduk¢a uygun olduklar1 kabul edilmektedir (Ezeronye ve Okerentugba,
1999). Flamentli funguslarin  boya renk giderimi siirecinde kullaniminin,
kiiltiirasyonunun diisiik maliyetli olmasi ve hizli adaptasyon kabiliyetinden dolay1
boyanin tamamen mineralize olma olasiliginin yiiksek olmasi gibi avntajlar1 vardir
(Asgher ve ark., 2008). Boya renk giderimi c¢alismalarinda en fazla kullanilan
Phanerochaete tiirlerinin yanisira Trametes, Bjerkandera, Aspergillus, Pleurotus ve
Phlebia cinslerine ait tiirler de c¢alismalarda siklikla kullanilmistir. Funguslarin
kullanim1 ile boya renk giderimi, adsorbsiyon veya enzimatik yikim ile
gergeklestirilebilmektedir.  Funguslarin ~ adsorbsiyon ile boya renk giderimi
caligmalarinda, renk gideriminin boya konsantrasyonuna bagli oldugu ve yiiksek
konsantrasyonlarda boya adsorbsiyonunun azaldig1 belirlenmistir. Ornegin; Acid red 18
ve Reaktif Siyah 5 boyalarinin Schizophyllum commune susu tarafindan adsorbsiyonu
10 ppm ve 100 ppm boya konsantrasyonlarinda denenmis ve sirasiyla adsorbsiyon
oranlarinin %92 ve %40 oldugu rapor edilmistir (Renganathan ve ark., 2006).

Flamentli funguslarin enzimatik yontemle boya renk gideriminde, fenoloksidaz
ve peroksidaz enzimlerinin rol oynadigi ve bu enzimlerin aktivitesi ile azo boyalar1
okside ettikleri belirtilmistir (Baldrian, 2006). Ayrica flamentli funguslarin gelisimi,
enzim {lretimi ve sonrasinda boya degradasyonu etkinliginin, kiiltiir kosullari, besin
maddesi, c¢alkalama, zaman, pH, sicaklik, karbon kaynagi, oksijen kaynagi gibi
kosullardan etkilendigi rapor edilmistir (Asgher ve ark., 2008). Beyaz ciiriik¢iil

funguslarla ilgili yapilan farkli bir ¢alismada, Funalia trogii hiicre peleti kullanilarak 24
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saat inkiibasyon siirecinde %99 gibi yiiksek renk giderim oranlarina ulasildigi rapor
edilmistir (Yesilada ve ark., 2002).

2.7.4. Bakteriler

Tekstil atik sularmin biyoremediasyonu i¢in en sik kullanilan mikroorganizma
grubu bakterilerdir. Kiiltiirasyonlarinin kolay olmast ve aerobik, anaerobik veya
fakiiltatif kosullar altinda hizli gelismeleri nedeniyle boya renk giderimi ¢alismalarinda
siklikla kullanilmiglardir. Ayrica bakteriler, tuzluluk, sicaklik gibi ekstrem kosullarda
hayatta kalmaya adapte olmuslardir. Azo boyalart genellikle, aerobik kosullarda
bakteriyel saldiriya direnclidirler ¢ilinkii oksijen varligi azo baglarinin indirgenme
aktivitesini engellemektedir (Kodam ve ark., 2005). Fakat baz1 aerobik bakteriyel tiirler
oksijenden etkilenmeden veya aerobik azorediiktazlar1 ile azo baglarmi
indirgeyebilmektedirler. Bu renk gideriminin oksijence zengin ortamlara bagli olarak
gerceklestigi belirtilmistir (Kodam ve ark., 2005). Micrococcus sp. organizmasi {izerine
yapilan bir calismada, organizma reaktif boyalar1 anaerobik kosullarda 24 saat i¢inde
dekolorize ederken, aerobik kosullar altinda bu siirecin 6 saate diistiigii tespit edilmistir
(Olukanni ve ark., 2009). Mikroaerofilik kosullarda renk giderimi sonrasinda aromatik
aminlerin varh@i gozlenirken, aerobik kosullar altinda gdézlenememistir. Aerobik
sistemlerde, ilk olarak azo bag bir azorediiktaz ile kirilmakta ve meydana gelen
aromatik aminler oksidatif yollarla daha az toksik iirlinlere mineralize olabilmektedir
(Pandey ve ark., 2007). Lakkaz, tirozinaz ve veratril alkol, peroksidaz gibi oksidatif
enzimler bakterilerde bulunmaktadir. Tirozinazin, B.laterosporus ve Bacillus lentus
B1377 gibi baz1 bakterilerde azo boyalarin degredasyonunda rol oynadigi belirtilmistir
(Kurade ve ark., 2011; Oturkar ve ark., 2011).

Boyama siireci, yliksek sicaklik ve yliksek tuz konsantrasyonu gerektirdiginden
dolay1 bu atiklar mikroorganizmalarin yasami i¢in uygun degildir. Bu nedenle, tekstil
attk sularmin renginin giderimi ic¢in ekstremofillerin kullanimi1 ilgi c¢ekmektedir

(Amoozegar ve ark., 2011).

2.8. Halofilik Arkeler

Halofilik arkeler, Archaea domaini Euryarchaeota filumu, Halobacteria sinifina

dahil Halobacteriales ordosunun tek familyasi olan Halobacteriaceae altinda
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toplanmistir. Halobacteriacea ilk olarak 1974 yilinda Gibbons tarafindan,
geligebilmeleri i¢in minimum 2 M NaCl gerektiren obligat halofilik mikroorganizmalari
iceren familya olarak tanimlanmistir (Savage ve ark., 2007). Gliniimiize kadar familya
tiyesi 42 cinsin identifikasyonu yapilmistir (Euzeby, 2013).

Halofilik arkeler genel olarak; aerobik ya da fakiiltatif anaerobik, igerdikleri
karotenoid pigmentlerinden dolayr pembe-kirmizi renk tonlarinda ve ¢ok ¢esitli hiicre
sekillerinde bulunabilen (¢ubuk, kok, tli¢gen, kare, yamuk), katalaz ve oksidaz
aktivitelerine sahip, Gram (-), kemoorganotrofik ve tiremeleri i¢in minimum 1.5 M
NaCl’e ihtiya¢ duyan organizmalardir (Castillo ve ark., 2007). Uremeleri igin 1.5 M
NaCI gereksinimleri olmasina ragmen bazi familya iiyeleri deniz suyu ve kiikiirtce
zengin kaynak suyu gibi diisiik tuzlu gevrelerden de izole edilmistir (Rodriguez- Valera,
1979; Elshahed ve ark., 2004).

Halobacteriaceae familyasi iiyeleri, tuz golleri, sodali géller, tuzlalar ve tuzlu
topraklar gibi toplam tuz konsantrasyonu, iyonik kompozisyon ve pH bakimindan
cesitlilik gosteren yiiksek tuzlu ortamlarda yogun bir sekilde bulunmaktadirlar.
Halofilik arke tiirlerinin biiytlik bir kismi, 2.5-3 M’1n altindaki tuz konsantrasyonlarinda
gelisememektedirler. 1-2 M tuzlu su igerisinde dahi hiicreleri zarar gormekte ve lizize
ugramaktadir. Bu nedenle, yeterli miktarda tuz konsantrasyonunun bulunmasi halofilik
arkelerin gelisebilmeleri i¢in zorunlu olmaktadir. Halofilik arkeler ayrica ytiksek pH
degerlerine sahip tuzlu sularda da (Magadi golii-Kenya ve Wadi Natiirn golii-Misir)
yogun olarak bulunmaktadir. Tuzlu su ortamlar1 disinda deniz kiyilar veya yliksek dag
ve diizliiklerin ¢orak alanlar1 da bulunan tuzlu topraklardan da halofilik arkeler izole
edilmistir (Queseda ve ark., 1982; Kulichevskaya ve ark., 1992; Zyvagintseva ve
Tarasov 1988). Halofilik arkeler dogal ortamlarin yani sira yiiksek tuz i¢eren tuzlanmis
et, deri, sos gibi yapay ortamlardan da izole edilmislerdir (Oren, 2001).

Halofilik arkelerin biiyiik bir kism1 nétral pH derecelerinde iireme 6zelligine
sahipken, asidofilik karakterde halofilik arkeler heniiz rapor edilmemistir. pH degeri 6.0
civarinda olan Olii Deniz halofilik arkelerin yogun olarak gelisebildikleri en asidik
ortam olmasiyla dikkat c¢ekmektedir (Oren ve Gurevich, 1993). Ancak,
Halobacteriaceae familyasina ait oldugu tespit edilen MHI-52-1 susunun pH degeri 4.4
olan ortamlarda tireyebildigi rapor edilmistir (Minegishi ve ark., 2008).

Halofilik arkelerin ¢ogu genellikle 35°C ile 50°C araligindaki yiliksek
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sicakliklar tercih ederler (Shand ve Perez, 1999). Tiim ekstrem halofilik arkelerde en
yiksek optimum sicaklik degerine sahip olan organizma Natronolimnobius
aegyptiacus’dur. Bu organizma optimum olarak 55°C sicakliginda iireyebilmektedir
(Allen ve ark., 2008). Bunun disinda, Haloferax elogans, Haloarcula quadrata, ve
Haloferax mediterranei’nin optimum iireme sicakligi 51-53°C arasinda degismektedir.
Fakat bu sicakliklardan ¢ok daha soguk ortamlara adapte olmus tiirler de bulunmaktadir.
Antartika’daki Deep Lake, sicakligi 0°C’nin altindaki sicakliklarla 11,5°C arasinda
degisen su sicakligina sahip bir géldiir. Bu gélden Halorubrum lacusprofundi halofilik
arke tiirli izole edilmistir. Bu tiiriin optimum iireme sicakligi 31°C ile 37°C arasinda
olmasina ragmen 4°C gibi diisiik sicakliklarda da yavas gelisebilmektedir (Franzmann
ve ark., 1988).

Halofilik arkeler hiicresel yapilari bakimindan diger mikroorganizmalarla
karsilastirildiginda 6nemli farkliliklara sahiptirler ve bu farkliliklar filogenetik agidan
biiyiilk onem tasimaktadir. Bakterilerin aksine arkelerde peptidoglikan yapisinda bir
hiicre duvar1 bulunmamaktadir. Bakteri ve Okaryotlarin hiicre zarinda gliserole ester
bagi ile baglanan yag asitleri bulunurken, arkelerin hiicre zarinda ise gliserole eter
baglar1 ile baglanmis uzun hidrokarbon zincirleri olan fitaniller (Cyo-25) bulunmaktadir
(Kates, 1992). Halofilik bakterilerde C49, C4o difitanildigliserol tetracter yapisi yoktur.
Tetraeterler termofilik arkelerde baskin lipidlerdir ve bazi metanojenlerde de
bulunmaktadir. Halofilik arkelerde tetraeter yapisinin bulunmayisi, yiiksek tuz
varliginda halobakteriyal membran yapisin1 akigkan tutma ihtiyacindan kaynaklanmis
olacag: diisiiniilmektedir Hiicre zarindaki gliserol eter yapisi fosfolipit, stilfolipit ve
glikolipit tipinde olabilmektedir (Russel, 1989).

Halofilik arkelerin ¢ok biiyiik bir boliimii hiicre zarlarinda ¢ok yiiksek miktarda
a-bakterioruberin’in Csp diiz zincir tiirevli karotenoid pigmentlerinden ve daha az
miktarda icerdikleri Cg tipi karotenoidlerden (likopen ve PB-karoten) dolayr parlak
kirmizidan turuncuya kadar degisen renk tonlarinda goriiliirler. Karotenoid pigmentleri
sayesinde hiicreyi iyonize radyasyona karsi korumaktadirlar ve fotoreaktivasyona
yardim etmektedirler (Wu ve ark., 1983). Ayrica halofilik arkelerde retinal pigment
iceren 4 farkli protein tanimlanmistir; bakteriyorodopsin (1sikla calisan dis proton
pompasi), halorodopsin (1sikla ¢alisan i¢ Cl'- pompasi) ve 2 adet alict rodopsin (1518a

duyarli fototaksis olaymna katilirlar). Mor pigmentli bakteriyodopsin, Halobacterium
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salinarum ve Halorubrum sodomonse’de bulunmustur (Oesterhelt, 1998; Oren, 2001).
H.salinarium’daki bakteriyorodopsin retinal igeren sadece bir polipeptid zincirinden
meydana gelmis bir integral zar proteinidir. Bu protein hiicre disina protonlarin 151k ile
transferini  saglayarak transmembran elektrokimyasal gradiyenti ile ATP
sentezlenmesini saglar (Yatsunami ve ark., 2000).

Halofilik arkelerin biiyiik bir bolimii, ¢oziiniir oksijen miktart diisiik olan tuzlu
sularda oksijen ve 151k alimmmini arttiran ve yilizmeye olanak saglayan gaz vezikiilleri
icermektedirler. Ayrica bu gaz vezikiillerinin UV 1sinlarina kars1 da koruyucu kalkan
gorevi gordiigii belirtilmistir (DasSarma, 1993; Beard ve ark., 1997).

Aerobik ve heterotrofik karakterdeki halofilik arkeler, karbon kaynaklarini
aerobik olarak glioksilat dongiisii ve sitokrom zinciri igeren elektron transport sistemi
ile trikarboksilikasit  dongilisii  temelinde  gerceklesmektedir.  Yiiksek  tuz
konsantrasyonuna sahip ortamlarda oksijen ¢oziiniirliiglinlin az olmasindan dolayi
halofilik arkelerin ¢ogu fumarat, trimetilamin N-oksit (TMAO), dimetilsiilfoksit
(DMSO), arjinin varhiginda veya 1sik varliginda bakteriyorodopsin araciligiyla
anaerobik olarak iireme yetenegine sahiptirler (Hartmann ve ark., 1980; Mancinelli ve
Hochstein, 1986; Oren ve Triiper, 1990; Oren ve Litchfield, 1999).

Halofilik arkeler hiicre c¢eperlerindeki asidik polisakkaritleri sayesinde dis
ortamin yiiksek tuz konsantrasyonu olan 5M NaCl’de yasayabilmekte ve tuza
gereksinim duymaktadir. Ceperde asidik polisakkaritlerin bulunmasi asidik olan ve eksi
yikli olan bu yapinin pozitif bir yiikle nétrlestirilmesi gerektirmektedir. Bu
notiirlestirme olayr disaridaki habitatin tuz igerigi sayesinde gerceklesmektedir.
Optimum olarak yiiksek tuzda yasadiklari i¢in ortamda tuzlarin yoklugunda hiicreler
Olmektedir. Ciinkii ¢eperde bulunan asidik polisakkaritler nétiirlesemedigi zaman
kimyasal bir olay olan iki negatif yiikiin birbirini itmesinden dolay1 ¢eperde porlar
olusmakta ve hiicre ¢eperi lizis olmaktadir. Bu nedenle yiiksek tuz ekstrem halofilik
Arke’ler i¢in hayati 6nem tasimaktadir (Grand ve ark., 2001).

Halofilik mikroorganizmalar yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yasamalari
nedeniyle ortamda diigiik su aktivitesi bulunmaktadir. Biyolojik membranlar suya
gecirimli  oldugu i¢in hiicre i¢i kati madde konsantrasyonu ortamdaki tuz
konsantrasyonuna ozmotik olarak en az esit olacak sekilde ayarlanmaktadir. Aksi

takdirde hiicre su kaybedecektir. Bunun disinda hiicrenin genislemesine ve biiyiimesine
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izin vermek i¢in minimal turgor basincinin en az diizeyde var olmasi1 gerekmektedir.
Mikrobiyal yasam gerekli ozmotik ayarlamayr saglamak icin iki farkli strateji
gelistirmistir. Uyumlu ¢6ziiniir molekiiller biriktirmek ve hiicre sitoplazmasinda yiiksek
konsantrasyonlarda K" ve CI° iyonu biriktirmektir. Halofilik arkeler doygun tuz
konsantrasyonlarinda (5,2 M NaCl) yasayabilmek ig¢in “salt-in” stratejisi ile 0zmotik
dengeyi saglamak zorundadirlar. Bu amagla yliksek osmotik basinca karsi koyabilmek
icin sitoplazmalarinda basta K* ve CI olmak iizere yiiksek oranlarda iyonlar
biriktirmektedirler. Yaklasik 5 M olan hiicre i¢i tuz konsantrasyonunun, biiyiik kismini
KCI ve daha az olmak iizere NaCl olusturmaktadir (Kushner, 1985; Hough ve Danson,
1989). Halofilik arkeler, i¢ ortamlarinda ozmolit ¢oziiniir madde olarak, dis
ortamdakinin 100 kat1 oraninda KCI biriktirdikleri i¢in, hiicresel bilesenleri de bu tuz
konsantrasyonuna adapte olmustur. Proteinlerin stabilitesi ve fonksiyonlarmni yerine
getirebilmesi i¢in bu tuz orami gereklidir. Halofilik arkeler protein yapisinda diger
canlilara gore negatif yiikli amino asit sikligini arttirmis ve ortamin “salting out”
etkisini dengelemek i¢in polar olmayan amino asit miktari1 azaltarak adapte
olmuglardir (Hough ve Danson, 1989; Sellek ve Chaudhuri, 1999; Hough ve Danson,
1999; Kunte ve ark., 2001).

Halobacteriales ordosunda bulunan halofilik arkeler 6nemli biyoteknolojik
potansiyel ve uygulamalara sahiptirler. Halofilik arkelerin eter lipitleri esterazlara karsi
direngli olduklar1 i¢in lipozom yapiminda kullanilmas: ile ilgili c¢aligmalar
stirdiiriilmektedir. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda aktivite gosteren ekzoenzimleri,
yiiksek tuz igerigine sahip ortamlardaki makromolekiillerin yikimi ile ilgili
biyoteknolojik proseslerde kullanilabilirler (Chaga ve ark., 1993; Margesin ve
Scihinner, 2001). Halobacterium salinarum’dan elde edilen 1s18a bagimli proton
pompasi bakteriyorodopsin 6nemli biyoteknolojik potansiyele sahip olup bilgi
depolamada kullanilabilecegi ileri siirlilmiistir (Oesterhelt ve ark., 1998).
Bakteriyorodopsin’in protein tabanli giiclii bilgisayarlarda islemci ve hafiza olarak
kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir (Birge, 1995). Ayrica bakteriyorodopsinin, giines
1s181indan elektrik tiretimi, kimyasal ve biyosensorlerde kullanilmasi gibi alanlarda da
biyoteknolojik potansiyele sahip oldugu belirtilmistir (Margesin ve Scihinner, 2001).
Baz1 halofilik arke tiirleri hiicrelerinde biyoplastik yapiminda kullanilan poli--
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hidroksialkonat (PHA) biriktirmektedirler (Rodriguez-Valera ve ark., 1991; Hezayen ve
ark., 2002).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Sodyum kloriir (NaCI), Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSQO47H,0),
Magnezyum kloriir hekzahidrat (MgCl,.6H,0), Cinko siilfat heptahidrat (ZnSO,4.7H,0),
Demir (III) kloriir (FeCl3), Bakir siilfat pentahidrat (CuSQO4.5H,0), Borik asit (H3BO,),
Amonyum nitrat (NH4NO3), Sodyum molibdat dihidrat (Na;Mo00,4.2H,0), Potasyum
kloriir (KCI), Sodyum sitrat, Kalsiyum kloriir (CaCly), Amonyum kloriir (NH4CI),
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,), Dipotasyum mono hidrojen fosfat (K,HPQOy),
Nikotinamid adenin diniikleotit disodium (NADH), Metanol (CH3OH), Yeast ekstrakt
(Maya Oziitii), Beef ekstrakt (Sigir Eti Oziitii), Pepton, Tripton, Sodyum glutamat,
Etanol, Metanol, Trizma, Agar, Sigma ve Merck firmalarindan temin edilmistir. Tez
kapsaminda kullanilan azo grubu tekstil boyalarindan Astrazon Kirmizi FBL ve
Astrazon Mavi Prof.Dr. Ozfer Yesilada’dan (Indnii Univ.), Reaktif Siyah 5 ve Reaktif
Kirmiz1 180 Sirma Kimya’dan, Mordant Turuncu 1 boyast Sigma firmasindan temin
edilmistir. Boyalarin 06zellikleri ve kimyasal yapilart Cizelge 3.1.°de verilmistir.
Calisma boyunca kullanilan Reaktif Siyah 5 ve Reaktif Kirmizi 180 boyalarinin
kimyasal yapilar1 Sekil 3.1.”de verilmistir.

Cizelge 3.1. Tez kapsaminda kullanilan azo boyalari

Boya adi Boya Tipi Molekiil Maksimum Absorbans
Agirhgi (g/mol) (Amax)
Reaktif Siyah 5 diazo 991 588.0
Reaktif Kirmizi 180 monoazo 756 515.0
Mordant Turuncu 1 monoazo 287 385.0
Astrazon Kirmz FBL monoazo 403 535.0
Astrazon Mavi monoazo 399 604.0
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Sekil 3.1. Reaktif Siyah 5 (a) ve Reaktif Kirmiz1 180 (b) boyalarmin kimyasal yapisi
(Wang ve ark., 2009b)

Calisma kapsaminda hassas terazi (Ohaus EP 214C), otoklav (Alp CL32S),
manyetik karistiric1 (Are), sicaklik ayarl statik inkiibator (Niive EN 500), sicaklik ayarl
calkalamal1 inkiibator (Edmund Biihler GmbH), sogutmali santrifiij (Hettich zentrifugen
EBA 12R), spektrofotometre (Shimadzu UV-1208), laminar kabin (Kojair KR-130
Golden Line), su banyosu (Niive BM 402), vorteks (Mhisheler IKA), pasteur firin

(Heraeus), pH metre (Inolab wtw series), sonikatdr (Bandelin) kullanilmistir.

3.1.2. Halofilik Arkeler

Mustafa Kemal Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji
Laboratuarinda bulunan, Tiirkiyenin farkli tuzlu bolgelerinden izole edilmis 121 adet

halofilik arke izolat1 kullanilmistir.

3.1.3. Besiyerleri

Halofilik arke izolatlarmin aktiflestirilmesi ve gelistirilmesi amaciyla Sehgal-
Gibbons (SG) besiyeri kullanilmistir; NaCI:250g/L, MgS0,4.7H,0:20 g/L, KCI:2g/L,
Sodyum sitrat:3g/L, FeSO,.7H,0O: 0.023¢g/L, casamino asit:7.5¢/L, maya oziitii:1g/L,



29

pH:7.35 (Ozcan ve ark., 2007). Tekstil boyalarinin biyodegradasyonu ¢aligmalarinda
Oren ve Porter (2009)’den modifiye edilen Mineral Tuz Ortami1 (MTO) NaCl:200 g/L,
MgSQO,.7H,0:25 ¢g/L, MgCl,.6H,0:10 g¢/L, CaCl,.2H,0:1.25 g/L, KCI: 5¢/L, Trisma
base, NH,Cl (1M), Potasyum fosfat tamponu (0.5 M, pH 7.5), iz element ¢ozeltisi
MnCl;,.4H,0, ZnS0,4.7H,0, FeCls, CuSO4.5H,0, Na;M00,4.2H,0, H3;BO4, NH4NO3
kullanilmistir. Boyalar ve iz element ¢ozeltisi membran filtre ile steril edildikten sonra

besiyerine eklenmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Halofilik Arke izolatlarinin Aktiflestirilmesi

Halofilik arke koleksiyonuna ait izolatlar, gliserol stoklarindan ardisik pasajlar
yapilarak aktiflestirilmistir. Izolatlar kati ve sivi SG besiyerlerine ekilerek 38 °C’de

tiretilmistir. Halofilik izolatlarin siv1 ortamdaki tiretimleri ¢alkalamali yapilmaistir.

3.2.2. Renk Giderim Yetenegine Sahip izolatlarin Taranmasi

Aktiflestirilen halofilik arke izolatlarinin boya renk giderim yeteneklerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan tarama calismalarinda Reaktif Siyah 5 boyasi
kullanilmigtir. Tarama g¢alismalari, karbon kaynagi olarak 50 ppm boya ve 50 ppm
boyat+ % 0.1 maya o6ziitii iceren iki farkli mineral tuz ortaminda (MTO) yapilmustir.
Inokulum olarak, sivi ortamda iiretildikten sonra steril kosullarda santrifiij edilerek
toplanmis ve 2 kez tamponla yikanmis hiicre peleti siispansiyonu kullanilmistir.
Besiyerlerine hiicre siispansiyonundan nokta ekim (4pl) yapildiktan sonra 38 °C
sicaklikta inkiibasyona birakilmistir. Besiyerinde lireme bolgelerinin ¢evresindeki renk
acilimina gore izolatlarin renk giderim yetenekleri degerlendirilmistir.

Boya rengini giderdigi belirlenen suslarin renk giderim oranlarinin belirlenmesi
amaciyla, 50 ppm Reaktif Siyah 5 ve %0.1 maya 0ziitii igeren sivi ortama ekimi
yapilmis ve 38 °C’de calkalamali olarak (120 rpm) inkiibe edilmistir. Periyodik olarak
(3 giin) kiiltiir ortamindan alinan 6rnegin santrifiij (5000 rpm, 15 dk.) sonrasi st
fazindaki boyanin optik yogunlugu (OD) spektrofotometrik Olgiimle (Amax=588.0)
belirlenmistir. Optik yogunluk tizerinden % renk giderimi orani asagidaki formiile gore

hesaplanmastir.
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Renk giderim oran1 (%) = (Ag-A)/Agx 100
Ay : baglangic absorbans degeri

A: Renk gideriminden sonraki absorbans degeri

3.2.3. Renk Giderim Ortaminin Belirlenmesi

Tarama ¢alismalar1 sonrasinda optimum renk gideriminin gergeklestigi ortamin
belirlenmesi igin, renk giderim aktivitesi gosteren suslardan biri segilerek 50 ppm
Reaktif Siyah 5 boyasi igeren MTO, %0.5 maya o6ziiti+MTO ve %0.5 sodyum
sitrat+MTO’ya ekim yapilmistir. inokulum olarak, siv1 besiyerlerinde iiretildikten sonra
steril kosullarda 5000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilerek toplanip 2 kez yikanmis hiicre
peleti kullanilmistir. 10 ml’lik kiiltiirden elde edilen hiicre peleti 2 ml tampon ile
siispanse edilerek her bir ortama inokiile edilmistir. Inokiilasyon &ncesi ve sonrasinda
2’ser giin aralikla ortamlardan Ornek alinarak spektrofotometrik Olgiimler ile renk
giderim yiizdeleri hesaplanmistir. En yiiksek renk giderim oraninin tespit edildigi ortam

sonraki ¢caligmalarda, renk giderim ortami olarak kullanilmistir.

3.2.4. Renk Gideriminin Enzimatik Oldugunun Belirlenmesi

Halofilik arke suslarinin renk giderim yeteneklerinin enzimatik olup olmadig
iki yontemle belirlenmistir. Birinci yontem, icerisinde 50 ppm boya ve %0.5 maya
ozt bulunan MTO kullanilarak yapilmigtir. Hazirlanan her bir renk giderim ortamina
ayni miktarda canli ve otoklavlanarak oldiirilmiis hiicre peleti eklenmistir. Bir ortam
icin 10 ml kiiltiirden santrifiijle elde edilen ve iki kere tampon ile yikanan hiicre peleti
kullanilmustir. Ikinci yontem hiicrelerin adsorbe ettigi boya miktar1 tespit edilerek
yapilmistir. Icerisinde 50 ppm boya ve %0.5 maya 6ziitii igeren MTO’ya hiicre peleti
daha 6nce anlatildig1 gibi hazirlanarak inokiile edilmistir. Bu renk giderim ortamindan 6
saat aralikla 1’er ml &rnek alinarak 5000 rpm’de 15 dk. santrifiij edilmistir. Ust fazda
spektrofotometrik 6l¢iim yapilarak renk giderim orani belirlenmistir. Coken hiicre peleti
metanolle ekstrakte edilip tekrar ayni kosullarda santrifiijlendikten sonra iist fazda
spektrofotometre ile adsorbe edilen boyanin optik yogunlugu belirlenmistir. Adsorbe
edilen boyanin periyodik Olglimler siirecinde azalmasi enzimatik renk gideriminin

gerceklestigi seklinde degerlendirilmistir.
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3.2.5. Farkh Azo Boyalarin Renklerinin Halofilik Arkelerle Giderimi

Renk giderim tarama g¢alismasi sonrasinda segilen her bir halofilik arke susu ile
5 farkli azo grubu boyanin (Reaktif Siyah 5, Reaktif Kirmiz1 180, Astrazon Kirmizi
FBL, Mordant Turuncu ve Astrazon Mavi) renk giderimi galismasi yapilmistir. Bu
amagla, 50 ppm boya, %0.5 maya oziitii ve %0.1 iz element ¢ozeltisi iceren MTO
kullanilmistir. Boyali ortama, optik yogunlugu 1.4-1.6 (keoo) oOlan hiicre
siispansiyonundan (10 ml) santrifiijle elde edilerek iki kez yikanmis hiicre peleti inokiile
edilmistir. Kiiltiirler, 38 °C sicaklikta ¢alkalamali olarak (120 rpm) inkiibe edilmistir.
Her 3 giinde bir kiiltiirlerden 1’er ml alinarak santrifiij sonrasi spektrofotometrik 6l¢iim

yapilarak, izolatlarin 5 farkli azo boyasi i¢in renk giderim oranlari belirlenmistir.

3.2.6. Optimum Renk Giderimi I¢in Kiiltiir Kosullarinin Optimizasyonu

Maksimum boya giderim oranlarina ulasilmasi amaciyla boya renk giderimi
tizerine, NaCl konsantrasyonu, pH degeri, sicaklik derecesi, calkalama hizi, boya
konsantrasyonu, farkli azot ve karbon kaynaklari, inokulum miktar1 ve iz element
cozeltisi gibi kiiltiir kosullarmin etkisi belirlenmistir. Optimum renk giderim
kosullariin belirlenmesi asamasinda her bir halofilik arke susu i¢in renk giderim
oranlarinin yiiksek oldugu azo boyasi kullanilmistir; F89A1 izolat: i¢in Reaktif Siyah 5,
CHY ve B44B izolatlar i¢cin Reaktif Kirmiz1 180. Renk gideriminde kiiltiir kosullarinin
optimizasyonu g¢alismalar1 50 ppm boya, %0.5 maya oziitii ve %0.1 iz element ¢ozeltisi
igeren standart MTO kullanilarak yapilmustir. Inokiilasyon ve kiiltiirasyon kisim 3.2.5’te
belirtildigi sekilde yapilmistir. Kiiltlir ortamlarindan 3 giinliik periyotlarla 1’er ml
alinarak 15000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant igerisindeki boya
yogunlugu spektrofotometrik olarak dlgiimiistiir. Absorbans sonuglarindan renk giderim

oranlar1 hesaplanmistir.

3.2.6.1. Renk Giderimi Uzerine NaCl Konsantrasyonunun Etkisi

Halofilik arkelerde renk giderimi tizerine NaCl konsantrasyon etkisinin
belirlenebilmesi amaciyla %5, 10, 15, 20 NaCl igeren boya ilaveli standart MTO
kullanilmigtir.  Inkiibasyon 38 ©°C sicaklikta calkalamali olarak (120 rpm)
gerceklestirilmistir.
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3.2.6.2. Renk Giderimi Uzerine pH’min Etkisi

Renk giderimi {izerine pH’nin etkisinin belirlenmesi amaciyla her bir izolat i¢in
belirlenen optimum NaCl konsantrasyonlarina ve 6.5, 7.0, 7.5, 8.0 ve 8.5 pH degerlerine
sahip standart MTO kullanilmistir. Calkalamali olarak (120 rpm) 38 °C’de inkiibasyon

yapilmustir.

3.2.6.3. Renk Giderimi Uzerine Sicakhgn Etkisi

Her bir halofilik arke izolatinin maksimum diizeyde renk giderimi
gerceklestirdigi belirlenen optimum NaCl konsantrasyonu ve pH degerine sahip MTO
kullanilarak 25, 30, 38, 45 ve 50 °C’de 120 rpm’de ¢alkalamali inkiibasyon
gerceklestirilmistir.

3.2.6.4. Renk Giderimi Uzerine Calkalama Hizinin Etkisi

Boya renk giderimi iizerine ¢alkalama hizinin etkisinin belirlenebilmesi igin,
optimum NaCl konsantrasyonu ve pH’a sahip MTO kullanilarak optimum sicaklik
derecelerinde statik, 50, 100, 150, 200 rpm c¢alkalama hizlarinda inkiibasyon
gerceklestirilmistir.

3.2.6.5. Renk Giderimi Uzerine Boya Konsantrasyonunun Etkisi

Renk gideriminin gerceklestirilebildigi maksimum boya konsantrasyonunun
belirlenmesi amaciyla optimum NaCl konsantrasyonu, pH, sicaklik ve ¢alkalama
kosullarinda farkli (50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 800, 900, 1000 ppm)
konsantrasyonlarda boya iceren MTO kullanilmstir.

3.2.6.6. Renk Giderimi Uzerine inokulum Miktarimmin Etkisi

Halofilik arkelerle boyalarin optimum renk giderimi iizerine inokulum
miktarinin belirlenmesi asamasinda boya gideriminin gerceklestirildigi minimum deger
esas alinmistir. Boya giderimini saglayan minimum inokulum miktarinin belirlenmesi
amaciyla 2.5 — 5 — 10 ml hiicre siispansiyonlarindan santrifiij ve yikama sonucunda elde

edilen hiicre peletleri kullanilmigtir.
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3.2.6.7. Renk Giderimi Uzerine Farkli Karbon ve Azot Kaynaklarinin Etkisi

Maksimum renk gideriminin gergeklestigi karbon ve azot kaynaklarinin
belirlenmesi amaciyla, optimum NaCl konsantrasyonu, pH, boya konsantrasyonu ve
inokulum miktarma sahip karbon kaynagi icermeyen MTO ortamina %0.5 oraninda
farkli karbon ve azot kaynaklar1 (sodyum glutamat, beef ekstrakt, tripton ve pepton)
eklenmistir. Her bir azot ve karbon kaynagini igeren kiiltiir ortam1 optimum sicaklik ve

calkalama kosullarinda inkiibe edilmistir.

3.2.6.8. Renk Giderimi Uzerine iz Element EtKkisi

Daha once belirlenen optimum kosullar varliginda iz element ¢ozeltisi igceren
(%0.1) ve icermeyen ortamlar kullanilarak iz element ¢dzeltisinin renk giderim lizerine

etkisi belirlenmistir.

3.2.7. Azorediiktaz Enzim Tayini ve Optimizasyonu

Azorediiktaz enzim aktivitesi Kalyani ve ark. (2009)’dan modifiye edilerek
belirlenmistir. Eksponansiyel fazdaki kiiltir +4 °C’de, 15000 rpm’de, 15 dakika
santrifiij edilmistir. Toplanan hiicre peleti tamponla iki defa yikandiktan sonra KCl
iceren tampon ilave edilerek slispansiyon haline getirilmistir. Siispansiyon igerisindeki
arke hiicreleri sonikatéor yardimiyla +4 °C’de buz igerisinde parcalanmstir.
Siispansiyondan hiicre kalintilarinin uzaklastirilmast ig¢in +4°C, 15000 rpm’de, 45
dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant, enzim kaynagi ve Reaktif Siyah 5
substrat olarak kullanilmigtir. Tris-HCI (pH 7.4, 50 mM), NADH (2mM), boya (50
mM) ve enzim iceren reaksiyon karigimi 38°C’de 5 dakika inkiibe edildikten sonra 5
dakika icerisindeki renk giderimi spektrofotometre ile Olgiilerek (Amax=588.0)
belirlenmistir. Bir {linite enzim, NADH varliginda dakikada bir umol boyay1 yikan
enzim miktar1 olarak belirlenmistir. Enzim aktivitesi asagidaki formiile gore
hesaplanmuistir;

Enzim aktivitesi (U/ml) = AAbs/€ x VT (ml) / Venzim (ml) x zaman (dk)
Reaktif Siyah 5 €: 35.5 mM™.cm™



34

3.2.7.1. Optimum KCI Konsantrasyonunun Saptanmasi

En yiiksek enzim aktivitesinin gergeklestigi KCI konsantrasyonunu belirlemek

amaciyla, 1, 1.5, 2, 2.5, 3 ve 3.5 M KCl igeren tampon ¢ozeltileri kullanilmistir.

3.2.7.2. Optimum pH Degerinin Saptanmasi

En yliksek enzim aktivitesinin gergeklestigi pH degerinin belirlenmesi amaciyla
ile pH1 6.0, 6.5, 7, 7.5, 8.0 ve 8.5 olan ve optimum KCI konsantrasyonuna sahip

tampon ¢ozeltileri kullanilmistir.

3.2.7.3. Optimum Sicaklik Derecesinin Saptanmasi

En yiiksek enzim aktivitesinin gerceklestigi sicaklik degerinin belirlenmesi
amactyla, optimum KCI konsantrasyonuna ve pH degerine sahip tampon c¢ozelti
ortaminda 25, 30, 35, 40, 45 ve 50 °C olmak iizere yedi farkli sicaklik derecesinde

inkiibasyon yapilmistir.

3.2.8. Toksisitenin Belirlenmesi

Boyar madde ve boya giderim sonrasi ekstraseliiler ortamin toksisitesi agar
diflizyon ve Microtox” sistemi olmak iizere iki farkli yontem kullanilarak belirlenmistir.
Halofilik arke izolatlarinin boya iceren besiyerinde 6nce 2 giin statik devaminda 5 giin
boyunca g¢alkalamali olarak inkiibe edilmesinden sonra santrifiij ve filtrasyon yapilarak
ekstraseliiler ortam hazirlanmistir. Her iki yontemle kiiltlir filtratlar1 ve boyar
maddelerin (50 ppm) toksisite analizleri yapilmigtir.

Agar diflizyon yontemi, test organizmasi olarak her bir arke izolatinin kendisi ve
bir halofilik arke standart susu (Natrialba asiatica DSM 12278) kullanilarak yapilmistir
(Apohan ve Yesilada, 2005). Sehgal-Gibbons (SG) besiyerine Macfarland 3 standardina
gore hiicre yogunlugu ayarlanmis kiiltiirlerden yayma ekim yapildiktan sonra 10 dakika
kurumasi saglanmistir (Yildiz ve ark. 2012). Ekim yapilan petrilerde steril kosullarda
kuyular agilmis ve agilan kuyulara kiiltiir filtratlar1 (2.giin ve 7.giin) ve boyar maddeler
50 pl olacak sekilde eklenmistir. Petriler 38°C’de 7 giin inkiibe edildikten sonra
kuyularin ¢evresindeki mikroorganizma gelismesine bagli olarak degerlendirme

yapilmistir.
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Ikinci ydntem olan Mikrotoks sistemi ile, Vibrio fischeri NRRL B-11177
bakterisinde 5. dakikadaki 151k salinim inhibisyon oranlari tizerinden toksik tinite (TU)
degerleri belirlenmistir. Bu amagla Mikrotoks analyser 500 (SDI, ABD) cihazinda 1:10
on sulandirmali ve ASTM (9 Dilusyon) Basic Test protokolii kullanilmistir.

3.2.9. Boya Yikim Metabolit Profilinin Belirlenmesi

Renk giderimi asamasinda arkeal izolatlarin {irettigi boya yikim metabolit
profilinin belirlenmesi amaciyla gaz kromatografi-kiitle spektrometre analizleri
TUBITAK MAM laboratuvarlarinda yapilmistir. Bu amagla 2 giin (statik) ve takip eden
5 gilin (calkalamali) inkiibasyon periyodu sonrasinda elde edilen kiiltiir ortami
kullanilmigtir. Her bir ekstraseliiler kiiltir ortami santrifiijle (+4C, 5000 rpm)

toplandiktan sonra membran filtreden gegirilmistir.

Ekstraktsiyon ve deristirme

Ekstraseliiler ortamdan 3 kez 15 ml diklorometan kullanilarak ekstraktsiyon yapilmistir.
Ekstraktsiyon sonrasi elde edilen diklorometan fazlar1 birlestirilerek son hacim 0.5 ml
olacak sekilde Zymark TurboVap® II Evaporator sisteminde yliksek saflikta azot gazina
maruz birakilmistir. Diklorometan buharlastirilmasi sonrasi deristirilen 6rnekler 2ml’lik

viallere transfer edilmistir.

GC analizi ve MS kiitiiphane taramasi

GC-MS analizi Agilent 5975 GC-MSD sistemi kullanilarak yapilmigtir. DB-5MS
kolonu (60m x 0.25 mm, 0.25 um film kalinlig1) ve tasiyict gaz olarak helyum (1ml/dak
sabit akis hizi) kullanilmistir. GC firin sicakligi baslangigta 60 °C ve bekleme
olmaksizin sonrasinda 10 °C/dak arttirilarak 300 °C ve 300 °C’de 5 dakika bekleme
olacak sekilde programlanmistir. Enjeksiyon split oran1 5/1, enjeksiyon sicakligi
300°C’ye ve GC/MS arayiizey sicakligt 300°C’ye ayarlanmistir. Kiitle spektrum 70
eV’de kaydedilmistir. Kiitle tarama aralig1 50-500 m/z “dir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. izolatlarin Renk Giderim Yeteneklerinin Tarama Sonuclar:

Halofilik mikroorganizma koleksiyonuna ait halofilik arke izolatlar1 gliserol
stoklarindan aktiflestirildikten sonra, 50 ppm Reaktif Siyah 5 (RS5) ve 50 ppm RS5+%
0.1 maya oOziitii iceren iki farkli mineral tuz agar ortamima (MTOA) ekilerek renk

giderim yetenekleri yoniinden taranmustir (Sekil 4.1). Sadece maya oziitii

Sekil 4.1. 50 ppm Reaktif Siyah 5 igeren MTO agarda halofilik arke izolatlarinin renk
giderimi tarama sonuglari

iceren  MTOA’da iireme bolgesi c¢evresinde boya renginin giderildigi zonlar
gbzlenmistir. Belirgin derecede boya rengini giderdigi belirlenen B44B, E49, F23, F4A,
F89A1, CHB3, CH7, SD370, SD6, SD7, SD50 izolatlar1 ile %0.1 maya 6ziitii igeren
boyali s1v1 ortamda (MTO) renk giderim c¢aligsmalarina devam edilmis ve izolatlarin 50
ppm RSS iceren sivi besiyerinde yapilan renk giderim oranlari ve sonuglar1 Sekil 4.2°te
verilmistir. Onbir izolat arasindan boya rengini %50 ve lizerinde giderdigi belirlenen
B44B, F89A1 ve CH7 suslarniyla ¢alismaya devam edilmistir. B44B izolatinin %64,
F89A1 izolatimin %63 ve CH7 izolatinin %52 oraninda boya rengini giderdigi

belirlenmistir.
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Sekil 4.2. Halafilik arke izolatlarinin 50 ppm Reaktif Siyah 5 igeren sivi MTO’daki %
renk giderim oranlari (a) ve sonuglar1 (b)

4.2. Renk Giderim Ortaminin Belirlenmesi

Calismanin devaminda kullanilacak genel renk giderim ortamini belirlemek
amaciyla F89AT1 izolat1 kullanilmig ve izolatin %0.5 sodyum sitrat+MTO+boya, %0.5
maya oziiti+MTO+boya ve MTO+boya kosullarindaki renk giderim oranlart
belirlenmistir. Inkiibasyon periyoduna bagli olarak tespit edilen renk giderim oranlar
Sekil 4.3’te verilmistir. F89A1 izoatinin maya 6ziitlii igeren ortamda digerlerine gore
cok daha etkili boya giderimi gergeklestirdigi tespit edilmistir. Bakteri konsorsiyumu
kullanilarak yapilan tekstil azo boyasi yikim ¢aligmasinda da ek karbon ve azot kaynagi
icermeyen sentetik ortamda renk gideriminin ger¢eklesmedigi ancak, pepton ve beef

ekstrakt gibi organik azot kaynaklarinin bulundugu ortamda maksimum diizeyde renk
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gideriminin gergeklestigi bildirilmistir (Saratale ve ark., 2009a). Ayrica, boya
haricindeki ek karbon kaynaklarinin hiicreler tarafindan tercih edilip kullanilmasi
nedeniyle renk giderim oraninin azaldigi bildirilmistir (Knapp ve Newby, 1995; Saratale
ve ark., 2009b).
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Sekil 4.3. F89AT1 susunun {i¢ farkli boya giderim ortamindaki % renk giderimi oranlari
(MTO:Mineral Tuz Ortam1, M.O.: Maya Oxziitii, S.S: Sodyum Sitrat)

Halofilik mikroorganizmalarin boya giderim yeteneklerinin belirlendigi hem kat1
hem de sivi tarama ¢aligmalart sonucunda maya Oziitii ile desteklenen MTO’da boya
giderimi sonuglari alindig1 i¢in ¢aligmaya organik azot kaynagi olarak maya Oziitii

iceren besiyeri ile devam edilmistir.

4.3. Halofilik Arke Izolatlariyla Farkh Tekstil Boyalarmim Renk Giderim
Sonuclarn

Arkeal izolatlarin Astrazon Mavi, Astrazon Kirmizi FBL, Reaktif Siyah 5,
Reaktif Kirmizi 180 ve Mordant Turuncu 1 olmak tizere 5 farkli azo boyasinda 15
giinliik inkiibasyon periyodu boyunca belirlenen renk giderim oranlar Sekil 4.4-4.6’da
verilmigtir. F89A1 izolatinin Astrazon Mavi boyasint %54, Astrazon Kirmizi FBL
boyasii %98, Reaktif Siyah 5 boyasini, %85, Reaktif Kirmizi 180 boyasini %87 ve
Mordant Turuncu 1 boyasinin rengini %25 oraninda giderdigi belirlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. F89A1 izolatinda farkli azo boyasi renk giderimi oranlarinin zamana bagl
degisimi

B44B izolatinin, Astrazon Mavi boyasini %47, Astrazon Kirmizi FBL boyasini
%65, Reaktif Siyah 5 boyasini, %79, Reaktif Kirmiz1 180 boyasint %87 ve Mordant
Turuncu 1 boyasinin rengini %25 oraninda giderdigi tespit edilmistir (Sekil 4.5).

100

—e— Astrazon Mavi
Astrazon Kirmizi FBL

—a— Reaktif Siyah 5

—»—Reaktif Kirmiz1 180

% Renk giderimi

—#—Mordant Turuncu 1

0 3 6 9 12 15
Zaman (Giin)

Sekil 4.5. B44B izolatinda farkli azo boyas1 renk giderimi oranlarinin zamana bagl
degisimi
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CH?7 izolatinin, Astrazon Mavi boyasin1 %60, Astrazon Kirmiz1 FBL boyasini
%45, Reaktif Siyah 5 boyasini, %71, Reaktif Kirmiz1 180 boyasint %75 ve Mordant

Turuncu 1 boyasinin rengini %31 oraninda giderdigi belirlenmistir (Sekil 4.6).

100
90
80
E 70
"qg 60 ¢ ¢  —%—Astrazon Mavi
Eﬂ 30 Astrazon Kirmizi FBL
gj’ 40 —&— Reaktif Siyah 5
X 30 D —»—Reaktif Kirmiz1 180
20 Mordant Turuncu 1
10
’ 0 3 6 9 12 15

Zaman (Giin)

Sekil 4.6. CH7 izolatinda farkli azo boyasi renk giderimi oranlarinin zamana bagl
degisimi

Genel olarak ayni arkeal izolatin farkli boyalar iizerindeki renk giderim
yeteneginin ¢ok farkli olabildigi ve her ii¢ izolatin Mordant Turuncu 1 boyasini yaklasik
olarak %30 oraninda, Reaktif Kirmizi 180 ve Reaktif Siyah 5 boyalarmin rengini
%70’in tizerinde giderebildigi belirlenmistir. Cesitli sentetik azo boyalarinin kimyasal
yapilarinda farkliliklar bulundugu, izomerleri veya farkli fonksiyonel gruplarinin
olabildigi ve bu 6zelligin biyodegredasyon ve renk giderimini dnemli dl¢ilide etkiledigi
bildirilmistir (Hu, 2001). Basit yapili ve diisiik molekiiler agirlikli boyalarin yiiksek
oranda renk giderimi gosterdigi fakat azo ve yiiksek molekiil agirligina sahip boyalarda
ise fenil halkasinin para pozisyonundaki —SO3zH ve —SO,NH; gibi elektron c¢eken
gruplarin degisimi ile boyanin renk giderim oraninin diistiigli rapor edilmistir (Hu,
2001). Ayrica Kulla ve ark. (1983) azo boyalarin gideriminde dnemli bir rolii olan
azorediiktaz iiretiminin 6zellikle boya yapilari ile iliskili oldugunu belirtmistir. Azo bagi
cevresindeki elektron yogunlugunun da indirgenme {izerine 6nemli etkiye sahip oldugu

bildirilmistir (Beydilli ve ark. 2000).
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Calisma kapsamindaki bazi boyalarda diisik renk giderim oraninin
gozlenmesinde sicaklik derecesi, pH degeri, NaCl konsantrasyonu, c¢alkalama hizi,
inokulum miktar1 gibi kiiltiir kosullarinin her boyaya gore optimize edilmemis
olmasindan da kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle, her bir izolatin %75
tizerinde renk giderimi gosterdigi belirlenen boyalardan biri segilerek ¢alismaya devam
edilmistir. F89A1 i¢in Reaktif Siyah 5, B44B ve CH?7 izolatlari ile Reaktif Kirmiz1 180

azo boyalar secilmistir.
4.4. Boya Renk Gideriminin Enzimatik Oldugunun Belirlenmesi

Halofilik arke izolatlarinin renk giderimi yeteneklerinin enzimatik ya da
adsorpsiyonla gergeklesip gerceklesmedigi 2 farkli yontemle belirlenmistir. Olii ve canli
hiicrelerin kullanildig1 birinci yontemde 15 giinliik inkiibasyon periyodu boyunca renk
giderim oranlar1 belirlenmistir (Sekil 4.7- 4.9). F89A1 izolatinin 6lii hiicrelerinde boya
gideriminin 15 gilinliik inkiibasyon sonunda %38’ de kaldigi, canli F89A1 hiicrelerinin
ise heniiz inkiibasyonun 3. giiniinde %91 oraninda boya giderimine ulagtig1 saptanmistir
(Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. F89A1 izolatinin 6lii ve canli hiicrelerindeki boya giderimi ve oranlari
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B44B izolati 6li hiicrelerinin, Reaktif Kirmizi 180 boyasin1 15 giinlik
inkiibasyon sonunda %42 oraninda adsorbe ettigi gézlemlenirken, canli hiicrelerde renk

giderim oraninin 3. giinde %90’a ulastig1 belirlenmistir (Sekil 4.8).

Oli Canli

100

[ ]
[ ]
[ ]
]

—e—Olii Hiicre

4/‘——’_‘*/‘ —— Canh Hiicre

% Renk giderimi

0 T T T T 1
0 3 6 9 12 15

Zaman (Giin)

Sekil 4.8. B44B izolatinin 6lii ve canli hiicrelerindeki boya giderimi ve oranlari

CH7 izolatinda da diger izolatlardakine benzer sonuglar alinmis ve Olii
hiicrelerinin Reaktif Kirmiz1 180 boyasini 15 giinliik inkiibasyon sonunda %49 oraninda
adsorbe ettigi, canli hiicrelerinin ise 2. giinde %90 renk giderimi gerceklestirdigi tespit

edilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. CH7 izolatinin 6lii ve canli hiicrelerindeki boya giderimi ve oranlari

Olii ve canli izolat hiicreleriyle yapilan renk giderimi sonucunda her ii¢ izolatin
oli hiicrelerinde %50’nin altinda renk giderimini saglayacak kadar boyay1 adsorbe
ettigi, canli hiicrelerinde ise zamana bagli olarak renk giderim aktivitesinin devam ettigi
belirlenmistir. Halofilik ve halotolerant bakterilerin boya renk giderimi ile ilgili yapilan
caligmada aktif ve inaktif hiicrelerin boya renk giderim yetenekleri karsilastirilmis ve
canlt hiicrelerin boya giderimini gerceklestirebildigi fakat inaktif hale getirilmis
hiicrelerin renk giderim yeteneklerini kaybettikleri belirtilmistir (Asad ve ark., 2007).

Renk giderim ortaminda inkiibasyon periyoduna bagli olarak hiicrelerin adsorbe
ettigi boya miktar1 degisiminin metanol ektraktsiyonu ile belirlendigi ikinci yontemde
de izolatlarda kayda deger bir boya adsorbsiyonu saptanmamustir. Inokiilasyondan

hemen sonra %7 - %10 arasinda degisen boya adsorbsiyonu ile birlikte renk agiliminin
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gerceklestigi, 24 saatilik inkiibasyon periyodu sonrasinda ise boya adsorpsiyonun
oraninin %4-6’a distligl tespit edilmistir (Sekil 4.10). Dolayisiyla hiicrelerin ilk olarak
inokiilasyon sonrasinda belli miktarda boyay1 adsorbe ettigi ve daha sonra enzimatik
boya giderimine basladig1 diisiiniilmektedir. Beyaz ciiriik¢iil fungus Funalia trogii ile
tekstil boyalarinin renk giderimi iizerine yapilan calismada metanol ekstraksiyonu
yapilmis ve 24 saat sonunda hiicre tarafindan adsorbe edilen boya miktarinin dnemsiz
oldugu bildirilmistir (Apohan ve Yesilada, 2005). Acid Red 88 azo boyas1 ve dort farkl
bakteri tiirliniin yer aldig1 konsorsiyum ile yapilan renk giderim ¢alismasinda da
metanol ekstraktsiyonu ile boyanin renginin biyolojik mekanizma ile giderilebildigi

belirtilmistir (Khehra ve ark., 2005).
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Sekil 4.10. F89A1, B44B ve CH7 izolatlarinda ortamdan adsorbe edilen boya
miktarinin zamana gore degisimi

Sonug olarak her iki yontemden elde edilen sonuglar, F89A1, B44B ve CH7

halofilik arke izolatlarinda renk gideriminin enzimatik oldugunu géstermistir.
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4.5. Renk Giderim Kosullarinin Optimizasyonu Sonugclari

F89A1, B44B ve CH7 izolatlari, icerisinde 50 ppm boya bulunan renk giderim
kosullarinin optimizasyon c¢alismalart gergeklestirilmistir. En yiliksek renk giderim

oraninin gerceklestigi kiiltiir kosullar1 tespit edilmistir.

4.5.1. Renk Gideriminin NaCl Konsantrasyonuna Bagh Degisimi

Izolatlarin  %5-10-15-20 NaCl igeren ortamdaki renk giderim oranlari
belirlenmistir (Sekil 4.11-4.13). F89A1 izolatinda artan tuz konsantrasyonuna bagl
olarak renk gideriminin de arttig1 tespit edilmistir. %5, %10, %15 ve %20 NaCl

konsantrasyonlarinda sirasiyla %49, %58, %64 ve %83 oraninda renk giderimi

belirlenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. F89AL1 izolatinin 4 farkli NaCl konsantrasyonundaki renk giderimi (a) ve
renk giderim oranlarinin zamana bagh degisimi (b) [7.35 pH, 38°C, 120 rpm, %0.5 M.0]
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B44B susunun, %5-15 tuz konsantrasyonunda renk gideriminin diisiik ve benzer
seviyede oldugu ve en yiiksek giderimin %20 NaCl varhiginda gerceklestigi
belirlenmistir (Sekil 4.12). Farkli NaCl konsantrasyonlarina sahip boya giderim
ortamlarindaki renk giderim yiizdeleri %5 NaCl’den %20’ye sirasiyla %44, % 41, % 43

ve %87 olarak belirlenmistir.

%5 %10 %15 %20  Kontrol 50 ppm RK180

(@)

100

—— %5 NaCl

——%10NaCl
—&—%]15NaCl
—%— %20 NaCl

% Renk giderimi

0 3 6 9 12 15
Zaman (Giin)
(b)

Sekil 4.12. B44B izolatinin 4 farkl1 NaCl konsantrasyonundaki renk giderimi (a) ve
renk giderimi oranlarinin zamana baglh degisimi (b) [7.35 pH, 38°C, 120 rpm, %0.5 M.O]

CH7 izolatinin, farkli tuz konsantrasyonlarina sahip boya giderim ortamlarindaki
renk giderim oranlar1 benzer sekilde %5, %10 ve %15 NaCl konsantrasyonlarinda
%30’larda kalirken, %20 NaCl iceren ortamda %75’e ulastig1 tespit edilmistir (Sekil
4.13)).
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Sekil 4.13. CH7 izolatinin 4 farkli NaCl konsantrasyonundaki renk giderimi (a) ve renk
giderim oranlarinin zamana bagli degisimi (b) [7.35 pH, 38°C, 120 rpm, %0.5 M.0]

Tekstil endiistrisinde boya fiksasyonu amaci ile tuz kullanilmasi tekstil atik
suyunun NaCl konsantrasyonunu arttirmaktadir bu nedenle boya giderim ortamindaki
NaCl konsantrasyonu 6nemli bir parametre olarak gesitli calismalarda da arastirilmistir.
Ornegin, Halofilik ve halotolerant bakterilerle yapilan tekstil azo boyalarmimn renk
giderimi calismasinda 2 farkli susun %20 NaCl konsantrasyonunun iizerinde renk
giderimi gosterdigi ve tuz konsantrasyonu yiiksek ekosistemlerde renk giderim
aktivitesi gosterebilecegi belirtilmistir (Asad ve ark., 2007). Diger bir ¢alismada, 1liml1

halofilik bakterilerin, azo boyalarinin rengini yiiksek tuz konsantrasyonunda giderim
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yeteneklerini belirlemek amaciyla Halomonas GTW susu kullanilarak yapilan diger bir
caligmada ise, en iyi gelisim ve boya gideriminin %15 NaCl konsantrasyonunda
belirlendigi rapor edilmistir (Guo ve ark., 2008). Farkli bir y6ntem olan bakteri
konsorsiyumu  kullanilarak yapilan renk giderimi c¢alismalarinda farkli tuz
konsantrasyonlarindaki boya giderimi belirlenmis olup yiiksek tuz konsantrasyonunun
hiicreleri plazmolize ugrattigi veya enzim  aktivitesi kaybina neden olarak
mikroorganizmalar1 inhibe ettigi rapor edilmistir (Guo ve ark., 2005). Tekstil atik
sulariin yiiksek konsantrasyonda tuz igermesi nedeniyle, biyolojik boya gideriminde
halofilik ve halotolerant bakterilerin kullaniminin kaginilmaz oldugu belirtilmistir (Asad
ve ark., 2007).

Sonu¢ olarak her ii¢ izolatta da optimum renk gideriminin %20 NaCl
konsantrasyonunda gergeklestigi belirlenmistir. Diisiik NaCl konsantrasyonlarinda boya
renk gideriminde rol oynayabilecek enzimlerinin aktivite gosterememesi ya da az
aktivite goOstermesi nedeniyle boya giderim oranlarinin  yliksek olmadig
diisiiniilmektedir. Ciinkii diisiik su aktivitesine sahip haloarkaeal enzimler yiiksek tuz

konsantrasyonlarinda aktif kalabilmektedirler (Asad ve ark., 2007).

4.5.2. Renk Gideriminin pH’a Bagh Degisimi

Optimum NaCl konsantrasyonu ve 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5 olmak tizere 5 farkli
pH’ya sahip ortamdaki renk gideriminin kiiltiir inkiibasyon periyoduna bagl degisimi
Sekil 14, 15 ve 16’da verilmistir. F8B9AL, B44B ve CH7 halofilik arke izolatlarinin,
optimum boya giderim oranina ulastiklar1 pH degeri 7.5 olarak tespit edilmistir.

F89A1 izolatinin 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5 pH degerlerine sahip boya giderim
ortaminda boya renk giderimi oranlari sirasiyla, %59, %75, %84, %72 ve %71 olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. F89AL izolatinin 5 farkli pH degerindeki renk giderimi (a) ve renk giderim
oranlarinin zamana bagli degisimi (b) [% 20NaCl, 38°C, 120 rpm, %0.5 M.0O]

B44B izolatinin farkli pH’daki renk giderim oranlari pH 6.5’ta %56, 7.0’de %75, 7.5’de
%83, 8.0°de %55, 8.5’de %52 olarak belirlenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. B44B izolatinin 5 farkli pH degerindeki renk giderimi (a) ve renk giderim
oranlarinin zamana bagli degisimi (b) [% 20NaCl, 38°C, 120 rpm, %0.5 M.0]

CH7 izolatinin farkli pH’a sahip boya giderim ortamlarindaki, renk giderim
oranlar1 Sekil 4.16°da verildigi gibi pH 6.5’ta %45, 7.0°de %68, 7.5’ta %75, 8.0’de
%37 ve 8.5 degerinde ise %37 olarak tespit edilmistir.

Calisma sonucumuza gore, kiiltiir ortami pH’sinin boya renk giderimi {izerinde
onemli bir etkiye sahip oldugu ve nétr pH’da maksimum renk gideriminin gerceklestigi
goriilmektedir. Asidik ve bazik pH’nin boya molekiillerinin hiicre membranina

tasinmasinit etkiledigi ve renk giderim hizin1 sinirladigi belirtilmistir (Chang ve ark.,
2001b).



o1

pH 6.5 pH 7.0 pH 7.5 pH 8.0 pH 8.5 Kontrol 50 ppm RK180
(a)
80
N L A
70 - - -
_ 60 -
3 50 ——pH 6.5
g" 40 pH 7.0
é 30 —&—pH 7.5
®° 2 —%—pH 8.0
—%—pH 8.5
10
0 T T T T T 1
0 3 6 9 12 15
Zaman (Giin)
(b)

Sekil 4.16. CH7 izolatinin 5 farkli pH degerindeki renk giderimi (a) ve renk giderim
oranlarinin zamana bagli degisimi (b) [% 20NaCl, 38°C, 120 rpm, %0.5 M.0]

Genellikle mikrobiyal enzimatik boya renk gideriminin pH 6 -10 arasinda
optimum diizeyde gergeklestigi, kuvvetli asidik ve bazik pH’larda ise hizla azalma
egiliminde oldugu bildirilmistir (Chen ve ark., 2003; Guo ve ark., 2007; Saratale ve
ark., 2011). Halofilik ve halotolerant bakteri izolatlar1 kullanilarak yapilan Reaktif
Siyah 5 boyasi renk giderim ¢alismasinda pH 5°ten 11°¢ dogru renk giderim oraninin
arttigt rapor edilmistir (Asad ve ark., 2007). Guo ve ark. (2008) yiiksek tuz
konsantrasyonunda, iliml1 halofilik bakteri GTW izolat1 ile Reaktif Brillant Kirmiz1 azo
boyasinin maksimum renk gideriminin pH 7.5’te ger¢eklestigini bildirmistir. Halofilik
arkelerde elde ettigimiz sonuglar da halofilik/halotolerant bakterilerle yapilan

caligmalara paralellik gostermistir.
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4.5.3. Renk Gideriminin Sicakhga Bagh Degisimi

Optimum NaCl konsantrasyonu ve pH’ya sahip kiiltiir ortaminin 5 farkli sicaklik
derecesinde (25-30-38-45-50) inkiibasyonu sonucunda boya renk gideriminin zamana
bagl degisimi Sekil 4.17-4.19°da verilmistir. Ug izolat icin en yiiksek renk giderim
oranina 45°C’de ve inkiibasyon periyodunun 3. giiniinde ulasilmistir. Ayrica 45 °C’ye
kadarki sicaklik artigina paralel olarak renk giderim oraninin arttigi ve maksimum renk
giderimine ulagma siiresinin kisaldigi belirlenmistir.

F89A1 izolatinda 15 giinliikk inkiibasyon periyodu sonrasinda artan sicakliga
bagli olarak sirasiyla %68, %78, %84, %90 ve %85 oraninda renk giderimi
belirlenmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. F89AL izolatinin 5 farkli sicaklik derecesindeki renk giderimi (a) ve renk
giderim oranlarinin zamana bagli degisimi (b) [% 20NaCl, 7.5 pH, 120 rpm, %0.5 M.0]
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B44B izolatinin maksimum boya giderimini gerceklestirdigi kiiltiir ortami
sicakligt 45°C olarak tespit edilmistir. Inkiibasyon periyodunun 15. Giiniinde
sicakliklara bagli renk giderim oranlar1 sirasiyla %63, %82, %84, %90 ve %88 olarak
belirlenmistir (Sekil 4.18).

30°C 45°C 50°C Kontrol 50 ppm RK180
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Sekil 4.18. B44B izolatmin 5 farkli sicaklik derecesindeki renk giderimi (a) ve renk
giderim oranlarinin zamana bagli degisimi (b) [% 20NaCl, 7.5 pH, 120 rpm, %0.5 M.0]

CH?7 izolatinda 15 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda 25, 30, 38, 45, 50 °C’deki
renk giderim oranlar1 sirasiyla %61, %70 , %75, %91, %89 olarak bulunmustur (Sekil
4.19).
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Sekil 4.19. CH7 izolatinin 5 farkli sicaklik derecesindeki renk giderimi (a) ve renk
giderim oranlarinin zamana bagli degisimi (b) [% 20NaCl, 7.5 pH, 120 rpm, %0.5 M.0]

Bakteriyal azo boya renk giderim oraninin artan sicaklikla birlikte belirli bir
seviyeye kadar arttig1 ve daha sonra diisiise gectigi, bunun hiicre canlilig1 kayb1 veya
azorediiktaz enzimi denatiirasyonundan kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Chang ve
ark.,2001a). Ancak bazi bakterilerin azorediiktaz enziminin termostabil oldugu ve
60°C’de kisa siire aktif kalabildigi de belirtilmistir (Pearce ve ark., 2003).

Yiiksek tuz konsantrasyonunda (%15) halofilik GTW susunun azo boyalarinda
optimum renk giderimini en fazla 30°C’ye kadar gergeklestirebildigi rapor edilmistir
(Guo ve ark., 2008). Halofilik bakteri D2 susu ve Remazol Black B boyasi ile yapilan
yapilan diger bir renk giderim calismasinda sicaklik artisiyla (25-40°C) renk giderim

oraninin degismedigi, Gb ve A3 izolatlarinda ise sicaklik artisiyla birlikte renk giderim
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oraninin arttig1 ve 40°C’de maksimum diizeye ulastigi rapor edilmistir (Asad ve ark.
2007).

Halofilik arkelerin optimum gelisme sicakliklarinin genel olarak 35-50°C
araliginda olmasi ve ekstrem enzim kaynagi olarak halfilik arke enzimlerinin sadece
halofilik karakterde olmadigi ayni zamanda biiylik bir kisminin termostabil oldugu
bildirilmistir (Shand ve Perez, 1999; Ozcan ve ark., 2009). Maksimum boya renk
giderimi i¢in optimum sicaklik derecesi 45°C olarak bulunsa da 50°C sicaklikta boya
giderim oranlarinda 6nemli bir diislis gozlenememis olmasi boya gideriminde rol
oynayan enzimin termostabil Ozellik gosteren azorediiktaz enzimi olabilecegini

diistindiirmektedir.

4.5.4. Renk Gideriminin Calkalama Hizina Bagh Degisimi

Maksimum boya giderimi i¢in optimum NaCl konsantrasyonu, pH ve sicaklik
derecesine sahip kiiltiir kosullar1 iizerine, ¢alkalama hizinin etkisini belirlemek amaciyla
4 farkli calkalama hizi ve statik inkiibasyon sonucunda belirlenen renk gideriminin
zamana bagli degisimi Sekil 4.20°de verilmistir.

En yiiksek renk gideriminin her ii¢ izolat igin statik kosullarda gergeklestigi
belirlenmistir. Statik kosullarin maksimum renk giderim siiresini kisalttigi ve artan
calkalama hizina baglh olarak renk gideriminin yiiksek oranda azaldig tespit edilmistir.
Bir giinliik inkiibasyon siiresi sonunda F89A1 izolatinda %91, B44B izolatinda %90 ve
CHY7 izolatinda ise %82 oraninda boya giderimine ulagilmistir (Sekil 4.20). Calkalama
hizinin kiiltiir ortamindaki oksijenlenmeyi ve azo bagindaki rediiksiyonu etkiledigi
diisiiniilmektedir. Yar1 anaerobik kosullara gdre zorunlu anaerobik kosullarin azo
boyalarinin renk gideriminde c¢ok daha iistiin oldugu ve azo rediiksiyonu iizerine
oksijenin geri doniisiimsiiz etkisinin oldugu bildirilmistir (Knapp and Newby, 1995;
Pearce ve ark., 2003). Pseudomonas luteola, Proteus mirabilis, Pseudomonas sp. SK1,
Micrococcus glutamicus NCIM-2168 tiirleriyle yapilan yapilan c¢alismalarda da
anaerobik kosullarin renk giderim oranini arttirdigi rapor edilmistir (Chang ve ark.,
2001b; Chen ve ark., 1999; Kalyani ve ark., 2009; Saratale ve ark., 2009b ).

Biyolojik boya gideriminde anaerobik kosullarin rediiktaz enzim aktivitesini
arttirdigi ancak, azo boyalarmin biyodegradasyonunda rol oynadigi bilinen oksidatif

enzim aktivitesi i¢in diisiik miktarda oksijenin de gerekli oldugu bildirilmistir (Saratale
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ve ark., 2011). Franciscon ve ark. (2012) tarafindan Brevibacterium sp. VN15 susu
kullanilarak oOncelikle diisiik oksijende ve anaerobik kosullarda aromatik aminlerin
olustugu takip eden oksijenli kosullarda inkiibasyon sonrasinda ise tirozinaz
aktivitesinin gozlemlendigi rapor edilmistir. Son yillarda yapilan anaerobik-aerobik
sirali inkiibasyon c¢aligsmalariyla boya gideriminde daha etkili sonuglar alindigi
bildirilmistir (Saratale ve ark., 2011, Franciscon ve ark., 2012).

Boya giderimi c¢aligmalarindan elde edilen bilgiler dogrultusunda maksimum
boya giderimi i¢in belirlenen yiiksek sicaklik derecesinin yani sira statik kosullarda da
etkili renk giderimi  gozlenmesi, yiiksek sicakliklarda ve diisik oksijen
konsantrasyonlarinda aktivite gosteren azorediiktaz enziminin renk gideriminde rol

oynadi@ini diisiindiirmektedir.

F89AL Statik 50 ppm RS5 B44B Statik 50 ppm RK180 CH?7 Statik

(@)

100 1
90
80 4
70 -
60 -
50 ——F89A1
40 B44B
30 - —4—CH7

20
10 -

0 T T T 1
0 50 100 150 200

Calkalama hiz1 (rpm)

(b)
Sekil 4.20. F89A1, B44B ve CH7 izolatlarinin bir giinliik inkiibasyon siiresi sonucunda
statik (a) ve farkli ¢alkalama hizlarina bagli renk giderim oranlar1 (b) [% 20NaCl, 7.5 pH,
45°C, %0.5 M.O]

% Renk giderimi
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4.5.5. Renk Gideriminin Boya Konsantrasyonuna Bagh Degisimi

Halofilik arke izolatlarinin  rengini giderebilecegi maksimum  boya
konsantrasyonu, bu asamaya kadar belirlenen optimum kosullar uygulanarak tespit
edilmistir (Sekil 4.21-4.23). F89A1 ve B44B izolatlarinin 100-1000 ppm araligindaki
boya konsantrasyonlarinda renk giderimi gergeklestirdigi saptanirken, CH7 izolatinda
500 ppm ve flzerindeki konsantrasyonlarda renk giderimi saptanmamistir. Ayrica
yiikksek konsantrasyonlarda boyaya maruz kalan izolatlarin renk giderim siirelerinin
uzadigt da belirlenmistir. B44B ve F89A1’mn 600 ppm’e kadar olan boya
konsantrasyonunda sirasiyla 9. ve 12. giinde maksimum renk giderimine ulastiklari
belirlenirken, B44B izolatinin 800 ppm ve iizerindeki boya konsantrasyonlarinda da
yiiksek renk giderimi gergeklestirdigi belirlenmistir. FS9A1 izolatinda ise 800 ppm ve
daha yiliksek boya konsantrasyonlarindaki boya giderim oraninda belirgin bir diisiis
tespit edilmistir.

F89A1 izolatinin 100 ppm boya konsantrasyonunda 3. giinde %91, 150 ve 200
ppm’de 6. giin sonunda %90 ve iizerinde, 250 ve 300 ppm’de 6. giinde %80 ve
tizerinde, 400, 500 ve 600 ppm’de ise ancak 9. ve 12. giinlerde %80 ve {izerinde renk
giderim oranina ulasildigi tespit edilmistir. 800, 900 ve 1000 ppm’de ancak 15. Giinde
stras1 ile %70, %57 ve %44 oraninda boya giderimi saptanmistir (Sekil 4.21)

B44B izolatinin 100, 150 ve 200 ppm’de 1. giiniinde sirastyla %93, 250, 300 ve
400 ppm’de 3. giinde sirastyla %94, %93 ve %91, 500 ppm’de 9 giinde %91 ve 600
ppm’de 12. giinde %90, 800, 900 ve 1000 ppm boya konsantrasyonlarinda ise 15.
giinde sirast ile %90, %81 ve %75 oranlarinda renk giderimi tespit edilmistir (Sekil
4.22).
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Sekil 4.21. F89A1 izolatmin 11 farkli boya konsantrasyonunu renk giderimi (a) ve renk
giderim oranlarinin zamana bagl degisimi (b) [% 20NaCl, 7.5 pH, 45°C, Statik, %0.5 M.O]
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Sekil 4.22. B44B izolatinin 11 farkli boya konsantrasyonunu renk giderimi (a) ve renk
giderim oranlarinin zamana bagli degisimi (b) [% 20NaCl, 7.5 pH, 45°C, Statik, %0.5 M.O]

CHY7 izolatimin 100, 150 ve 200 ppm boya konsantrasyonunda 1. giinde sirasiyla
%92, %92 ve %87, 250, 300 ve 400 ppm’de 9 giinde sirasiyla %93, %93 ve %92
oraninda renk giderimi saptanmis olup, 500 ppm ve iizerindeki boya

konsantrasyonlarinda ise renk giderimi saptanmamistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. CH7 izolatimin 11 farkli boya konsantrasyonunu renk giderimi (a) ve renk
giderim oranlarinin zamana bagli degisimi (b) [% 20NaCl, 7.5 pH, 45°C, Statik, %0.5 M.O]

—— 1000 ppm

Tekstil  endiistrisi  atik  suyunda yiiksek konsantrasyonlarda  boya
bulunabileceginden dolay1, artan boya miktar1 varliginda renk giderimi gergeklestiren
organizmalar 6nem kazanmaktadir. Asad ve ark. (2007) halofilik ve halotolerant
bakterilerle yapmis olduklar1 g¢alismada 1000 ppm boya konsantrasyonunda renk
gideriminin gergeklestigini ve izolatlarin 5000 ppm ve tizerindeki boyay1 tolere

edebildigini bildirmislerdir. Bakteriyel renk giderimi c¢aligmalarinda artan boya
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konsantrasyonuna bagl olarak renk giderim aktivitesindeki azalmanin farkli yapilardaki
boya molekiilleriyle azorediiktaz aktif bolgesinin tikamasindan kaynaklanabilecegi
bildirilmistir (Kalyani ve ark., 2009; Saratale ve ark., 2009b). Ayrica sulfonik asit igeren
reaktif azo boyalarindaki aromatik halkalarin mikroorganizma gelisimini negatif yonde
etkiledigi bildirilmistir (Chen ve ark., 2003; Kalyani ve ark., 2009). Calismamizda
kullanilan Reaktif Kirmiz1 180 boyas1 siilfonik asit grubu igeren bir tekstil boyasidir ve
yiiksek konsantrasyonlardaki boyanin CH7 izolatinin gelisimini inhibe ederek renk

giderimini engelledigi diisiiniilmektedir.

4.5.6. Renk Gideriminin inokulum Miktarina Bagh Degisimi

Optimum NaCl konsantrasyonu, pH ve sicaklik derecesine sahip statik
kosullarda inkiibe edilen kiiltiir ortamindaki renk giderimi iizerine 3 farkli inokulum
miktarmin etkisi Sekil 4.24-4.26’da verilmistir. Her {i¢ izolatta 15 giinliik inkiibasyon
periyodu boyunca inokulum miktarina bagli boya giderim belirgin bir degisiklik
olmadig1 ve yiliksek inokulum miktarmin sedece maksimum renk giderim siiresini
kisalttig1 saptanmistir.

F89A1 izolatinin artan inokulum miktarina bagli olarak 1. giinde sirasiyla ile
%59, %71 ve %91 oraninda renk giderimi saglanmistir. 2.5 ve 5 ml’lik inokulum
miktarlarinda ise 3. glinden sonra sirasiyla %89 ve %91 oranlarinda boya giderimi

saglandigi, belirlenmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. F89A1 izolatiin farkli inokulum miktarlarindaki boya giderimi (a) ve boya
giderim oranlarinin zamana bagli degisimi (b) [% 20NaCl, 7.5 pH, 45°C, Statik, %0.5 M.0]

B44B izolatinin artan inokulum miktarina bagl olarak 1. giinde sirasiyla ile
%33, %83 ve %90 oraninda renk giderimi saglanmistir. 2.5 ve 5 ml’lik inokulum
miktarlarinda ise 3. giinden sonra sirasiyla %89 ve %90 oranlarinda boya giderimi

saglandigi, belirlenmistir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. B44B izolatinin farkli inokulum miktarlarindaki boya giderimi (a) ve boya
giderim oranlarinin zamana bagl degisimi (b) [% 20NaCl, 7.5 pH, 45°C, Statik, %0.5 M.O]

CHY7 izolatinin artan inokulum miktarina bagli olarak 1. giinde sirasiyla ile %20,
%40 ve %82 oraninda renk giderimi saglanmistir. 2.5 ve 5 ml’lik inokulum
miktarlarinda ise ancak 3. giinde sonra sirasiyla %69 ve %84 oranlarinda boya giderimi

saglandig1, belirlenmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. CH7 izolatmin farkli inokulum miktarlarindaki boya giderimi (a) ve boya
giderim oranlariin zamana bagli degisimi (b) [% 20NaCl, 7.5 pH, 45°C, Statik, %0.5 M.0]

Bacillus sp. cinsine ait iki tiir ile yapilan azo boya renk giderim caligmasinda
maksimum boya dekolorizasyonu i¢in optimum inokulum miktarinin %8 oldugu
bildirilmistir (Kumar ve Sumangala, 2012). Aym g¢alismada farkli inokulum

miktarlarindan elde edilen renk giderim oranlarinin optimum inokulumdan elde
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edilene gore belirgin bir fark gostermemis olmasi ¢aligma sonuglarimizla paralellik
gostermektedir. Ayrica bakteri konsorsiyumu ile yapilan boya giderim c¢aligmasinda da,
%5, 10, 15 ve 20 inokulum miktarlari ile 36 saatlik inkiibasyon sonunda sirasi ile %71,
90, 94 ve 96 oraninda boya giderimine ulasildigi ve artan inokulum miktarina bagl
olarak maksimum renk giderim siiresinin kisaldig1 rapor edilmistir (Kumar ve ark.,
2009).

4.5.7. Renk Gideriminin Farkh Karbon ve Azot Kaynaklarina Bagh Degisimi

Boya renk giderimi ortamina (MTO) %0.5 oraninda eklenenen farkli karbon ve
azot kaynaklarinin (maya 6ziitii, beef ekstrakt (S1gir Eti Oziitii), pepton, tripton, sodyum
glutamat) boya renk giderim oranina etkileri belirlenmistir (Sekil 4.27-4.29). Her ii¢
arkeal izolatta da beef ekstrakt ve sodyum glutamat hari¢ diger karbon ve azot
kaynaklar1 ile elde edilen renk giderim oranlarimin birbirine yakin oldugu tespit
edilmistir.

F89A1 izolatinin maya 6ziitii, sodyum glutamat, beef ekstrakt, tripton ve pepton
varliginda boya giderim orani 15. giinde sirastyla %93, %91,%87,%92 ve %92 olarak
tespit edilmistir. Sodyum glutamat varliginda boya gideriminin ancak 9 giinliik
inkiibasyon periyodu sonunda belirgin sekilde artis gosterdigi ve onceki giinlerde diger
besin kaynaklarina gore daha diisiik renk giderim oranma ulagtigi tespit edilmistir. En
kisa siirede maksimum renk gideriminin maya o6ziiti varliginda gerceklestigi

saptanmistir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. F89A1 izolatinin 5 farkli karbon ve azot ortamlarindaki renk giderimi (a) ve
renk giderim oraninin zamana bagli degisimi (b) [% 20NaCl, 7.5 pH, 45°C, Statik]

B44B izolatinda, beef ektrakt disinda diger besin kaynaklar1 varliginda birbirine
cok yakin renk giderim oranlari elde edilmistir (Sekil 4.28). 15 giinliik inkiibasyon
stiresi sonunda, maya oziitii ile %91, sodyum glutamat ile %90, beef ekstrakt ile %68,

tripton ile %89 ve pepton ile %87 oraninda boya giderimi saglandigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.28. B44B izolatinin 5 farkli karbon ve azot ortamlarindaki renk giderimi (a) ve
renk giderim oraninin zamana bagli degisimi (b) [% 20NaCl, 7.5 pH, 45°C, Statik]

CH?7 izolatinda 15 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda, maya Oziitii, tripton ve
pepton besin kaynaklarinin etkisiyle birbirine yakin yiiksek renk giderim oranlar elde
edilirken (sirasiyla %92, %90, %389), beef ekstrakt ve sodyum glutamat ile elde edilen
boya giderim oranlarmin diisiik seviyelerde kaldigi (sirasiyla %77, %83) tespit
edilmistir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. CH7 izolatinin 5 farkli karbon ve azot ortamlarindaki renk giderimi (a) ve
renk giderim oraninin zamana bagli degisimi (b) [% 20NaCl, 7.5 pH, 45°C, Statik]

Cesitli taksonlara ait organizmalar kullanilarak yapilan boya renk giderimi
lizerine farkli karbon ve azot kaynaklarmin etkisi arastirilmigtir. Ornegin, yiiksek tuzlu
ortamda Shewanella sp. ile yapilan renk giderim ¢alismasinda, maya oziitii ile yilizde
yiize yakin oranlarda renk giderimi saptandigi, inorganik azot kaynagi amonyum nitrat
ile renk gideriminin ¢ok diisiik seviyelerde kaldig1 bildirilmistir
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(Khalid ve ark., 2008). Asad ve ark. (2007) ti¢ farkli halofilik ve halotolerant bakteri
susU ile yapmis olduklari boya giderimi c¢alismasinda, iire, amonyum siilfat, maya
Oziitii, tripton ve soyanin renk giderimi tizerine etkisini arastirmis ve her ii¢ izolatta da
maya Oziiti varhiginda en yiiksek renk giderim oranina ulasildigini bildirmistir.
Klebsiella sp. ve Acinetobacter sp. cinslerine ait bakteri izolatlari ile Reaktif Siyah 5
renk gideriminin optimize edildigi caligmada, maya oziitii, mannitol, glukoz ve
maltozun kullanildigi, en yiiksek boya giderim oranina maya oziitii ile ulasildig: rapor
edilmistir (Bibi ve ark., 2012).

Khehra ve ark., (2005) saf kiiltiir ve konsorsiyum kullanarak yapmis olduklari
azo boyalarinin renk giderimi calismasinda, ortamda maya Oziitii, pepton veya
kompleks organik kaynak ve karbonhidratlarin bulunmasi gerektigini bildirilmistir.
Karbon ve azot kaynaginin azo boyalarinin renk giderimini destekledigi, sadece karbon
kaynaginin ise renk giderimini etkili sekilde desteklemedigi bildirilmistir. (Saratale ve
ark., 2009b). Pepton, beef ekstrakt, iire, maya Oziitii gibi organik azot kaynaklarinin
mikroorganizmalar tarafindan azo boyalarinin indirgenmesi igin gerekli olan elektron
vericisi kaynagi olarak (NADH) kullanildigi ve bu nedenle etkili renk giderimi
saglanabildigi belirtilmistir (Chang ve ark., 2000). Izolatlarimizda da maya &ziitii basta
olmak tizere organik azot kaynaklarinda yiiksek renk gideriminin saglanmasi NADH

iiretimine bagl azo rediiktaz aktivitesi artisi ile iliskili oldugu diistiniilmektedir.

4.5.8. iz Element Kullamminin Renk Giderimi Uzerine Etkisi

Halofilik arke izolatlar1 ile renk giderim ¢alismalarinda kullanilan iz element
karisiminin izolatlarin boya rengi giderimi iizerine bariz bir etkisinin olmadig1
goriilmektedir (Sekil 4.30-4.32).

F89A1 izolatinda her iki ortamda da ilk 3 giinliik inkiibasyon sonucunda renk
giderim oranlarinin %90’ iizerinde oldugu belirlenmis olup 15 giinliik inkiibasyon
sonucunda her iki durumda da %94 oraninda renk giderimi saglandig: tespit edilmistir
(Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. F89A1 izolatinin iz element bulunmayan

15

ve %0.1 iz element bulunan

ortamlarda renk giderimi (a) ve renk giderim oraninin zamana bagli degisimi (b) [%

20NaCl, 7.5 pH, 45°C, Statik, %0.5 M.0]

B44B izolatinda 15 giinliik inkiibasyon sonucunda iz element bulunan ve

bulunmayan boya giderim ortamlarinda %90 oraninda renk giderimi gozlemlenmistir

(Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. B44B izolatinin iz element bulunmayan ve %0.1 iz element bulunan
ortamlarda renk giderimi (a) ve renk giderim oraninin zamana bagli degisimi (b) [%

20NaCl, 7.5 pH, 45°C, Statik, %0.5 M.0O]

CH7 izolatinda, ilk ii¢ giinlik inkiibasyon periyodunda iz element bulunan
ortamda renk gideriminin az da olsa diisiik oldugu fakat 6. giinden itibaren her iki

ortamdaki renk giderim oraninin esitlendigi tespit edilmistir. 15 giin sonunda iz element

iceren ve igermeyen her iki ortamda da %90 oraninda boya giderimi tespit edilmistir

(Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. CH7 izolatinin iz element bulunmayan ve %0.1 iz element bulunan
ortamlarda renk giderimi (a) ve renk giderim oraninin zamana bagli degisimi (b) [%
20NaCl, 7.5 pH, 45°C, Statik, %0.5 M.O]
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Bakteri ve funguslarla yapilan azo boyalarinin renk giderimi calismalarinda
tirozinaz, lignin peroksidaz, mangan peroksidaz ve lakkaz gibi ekstraseliiler enzimlerin
ve bakteriyel intraseliiler azorediiktazin rol oynadigi belirtilmistir (Franciscon ve ark.,
2012; Telke ve ark., 2011, Maier ve ark., 2004). Renk giderimi 6n ¢alismalarinda boya
giderimine karigsan muhtemel enzimlerin kofaktorlerinden yola ¢ikilarak hazirlanan iz
element ¢ozeltisinin renk giderimi tizerine herhangi bir etkisinin goriilmemesi oksidaz
ve peroksidazlarin renk gideriminde rol oynamadigini diisiindiirmektedir. Dolayistyla
boya rengi gideriminin NADH/NADPH bagimli azo rediiktaz enzimiyle gergeklestigi
(Chang ve ark., 2000) kabul edilmistir.
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4.6. Azorediiktaz Enzim Tayini ve Optimizasyonu

Azorediiktaz , azo bagi (-N=N-) indirgenmesini katalizleyerek renksiz aromatik
boya iiriinlerinin aciga ¢ikmasina neden olmaktadir (Chang ve ark., 2001b). Dolayistyla
bakteriyel intraseliiler azorediiktazlar c¢evre biyoteknolojisi agisindan Onem arz
etmektedir (Maier ve ark., 2004). Fonksiyonlarina gore azorediiktazlar flavin bagiml
veya bagimsiz olmak {izere iki grupta toplanmaktadir. Flavin bagimli azorediiktazlar da
kendi iclerinde kofaktorlerine bagli olarak, sadece NADH, sadece NADPH veya
herikisini birlikte kullanmalarina gére siniflandirilmistir (Chen ve ark., 2005a,b ; Wang
ve ark., 2007; Maier ve ark., 2004). Genel olarak arkelerin ya da halofilik arkelerin
azoreduktazi ile yapilmis herhangi bir ¢alisma mevcut olmamakla birlikte bakteri,
fungus, mikroalgler gibi organizmalarda yapilmis ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir
(Pandey ve ark., 2007; Saratale ve ark, 2011).

Optimum boya renk giderimi kosullarinda gelistirilen F89A1, B44B ve CH7
izolatlarinin hazirlanan hiicre ekstraktlarindan azo rediiktaz enziminin NADH ve
NADPH varliginda aktivite ¢alismalar1 yapilmis olup, enzimin NADH bagimli oldugu
belirlenmistir. Arkeal izolatlardan elde edilen ham hiicre ekstraktindan azorediiktaz
enziminin optimum aktivite gosterdigi KCI konsantrasyonu, sicaklik derecesi ve pH’s1

belirlenerek kismi karakterizasyonu yapilmigtir.

4.6.1. Azorediiktaz Aktivitesinin [KCI] Optimizasyonu Sonugclari

F89A1, B44B ve CH7 izolatlarinda azorediiktaz aktivitesi iizerine KCI
konsantrasyonunun etkisini belirlemek amaciyla 6 farkli tuz derisiminde alinan
sonuglara gore en yiiksek aktivite her {i¢ organizma igin 2.5M KCI konsantrasyonunda
sirasiyla, 6.86, 6.84 ve 6.5 U/ml olarak bulunmustur (Sekil 4.33).

Halofilik arkeler, ortamlarindaki yiiksek miktarda bulunan NaCl ve diger tuzlara
kars1 ozmotik dengeyi saglamak amaciyla hiicre icerisinde yiiksek miktarda KCl
biriktirirler. Bu nedenle intraseliiler enzimleri 4 M kadar yiliksek KCI
konsantrasyonlarinda aktif ve stabil kalmaktadir (Danson ve Hough 1997; Oren ve
Mana, 2002). Haloferax sp. D1227A susundan saflastirilan gentisat 1,2-dioksigenaz
enziminin maksimum aktivitesini 2 M KCI ya da NaCl’de gosterdigi bildirilmistir (Fu
ve Oriel, 1998). Diger haloarkeal kaynakli intraseliiler enzimlerden, Haloferax volcanii

ligazinin (Hv LigN) 3.2 M KCI’de maksimum aktivite gosterdigi, NaCI’nin ise aktivite
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tizerinde Onemli bir etkiye sahip olmadigi belirtilmistir (Ortega ve ark., 2011).
Haloferax mediterranei aldolazi ile yapilan diger bir g¢alismada ise maksimum
aktivitenin 0.5 M KCI varliginda gerceklestigi belirlenmistir (D’Souza ve ark., 1997).
Halotolerant Shewanella algae ve S. marisflavi ile yapilan azo boya renk giderimi
calismasinda kiiltiir ortamindaki NaCl konsantrasyonunun azorediiktaz aktivitesi
tizerine etkileri belirlenmis ve maksimum enzim aktivitesinin %2 tuz
konsantrasyonunda saptandigi artan tuz konsantrasyonuyla birlikte belirgin sekilde

azaldigi rapor edilmistir (Liu ve ark., 2012).

2
E
-4
< —e—F89A1
E3 B44B
>

. —4—CH7

1 -

0 T T T T 1

1 L5 2 2.5 3 3.5

KCl Konsantrasyonu (M)

Sekil 4.33. F89A1, B44B ve CH7 izolatlarinda azorediiktaz aktivitesinin KCI
konsantrasyonuna bagl degisimi

4.6.2. Azorediiktaz Aktivitesinin pH Optimizasyon Sonugclari

Ucg halofilik arke izolatimin, 6 farkli pH’da yapilan azorediiktaz aktivite
caligmalar1 sonucunda F89AT1 izolat1 i¢in en yiiksek aktivite pH 7.0’da 10.33 U/ml,
B44B ve CH7 izolatlar i¢in en yiiksek aktivite pH 7.5’te sirasiyla 10.46 ve 8.76 U/ml
olarak tespit edilmistir (Sekil 4.34).
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Halotolerant Bacillus megaterium azorediiktazinin optimum pH 7°de aktivite
gosterdigi belirtilmistir (Khan, 2011). Bacillus sp. SF susu alkali termostabil
azorediiktazinin substrata bagli olarak pH 8-9°da optimum aktivite gdosterdigi
bildirilmigitir (Maier ve ark.,, 2004). E.coli’de klonlanarak karakterize edilen
Staphylococcus aureus FMN bagimli azorediiktaz (Azo 1)aktivitesi i¢i optimum pH’nin
6-6.6 oldugu belirtilmistir (Chen ve ark., 2005b)
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Sekil 4.34. F89A1, B44B ve CH?7 izolatlarinda azorediiktaz aktivitesinin pH’ya baglh
degisimi

4.6.3. Azorediiktaz Aktivitesinin Sicaklik Optimizasyon Sonuglari

F89A1, B44B ve CH?7 izolatlarinda, azorediiktaz enziminin optimum sicaklik
derecesinin belirlenmesi amaci ile optimum KCIl kosantrasyonu ve pH’da 6 farkli
sicaklik derecesinde yapilan azorediiktaz enzim ¢alismalar1 sonucunda, F89A1 susunun,
optimum azorediiktaz aktivitesi i¢in sicaklik derecesi 45°C olarak tespit edilmis olup bu
sicaklik derecesinde enzim aktivitesinin 12.8 U/ml oldugu belirlenmistir. B44B ve CH7
izolatlarinin, optimum azorediiktaz aktiviteleri i¢in gerekli sicaklik ise 35°C olarak

belirlenmis olup bu sicakliktaki enzim aktiviteleri sirast ile 11.63 ve 11.07 U/ml olarak

tespit edilmistir (Sekil 4.35).
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Halotolerant Bacillus megaterium azorediiktazinin optimum 30-45°C’de aktivite
gosterdigi (Khan, 2011). Bacillus sp. SF susunda alkali termostabil azorediiktaz
aktivitesinin 80°C’de maksimum diizeye ulastigi rapor edilmistir (Maier ve ark., 2004).
Bazi bakteri hiicre preparatlarindaki azorediiktaz enziminin termostabil oldugu ve 60
°C sicaklikta kisa siire aktif kalabildigi belirtilmistir (Pearce ve ark., 2003). S. aureus
Azo 1 enziminin maksimum 35-40 °C’de aktivite gosterdigi ve 55 C’ye kadar stabil

kaldig1, 60°C’de inaktive oldugu belirtilmistir (Chen ve ark., 2005b).

U/ml Aktivite
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| —a—CHT7
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[\

Sekil 4.35. F89A1, B44B ve CH7 izolatlarinda azorediiktaz aktivitesinin sicakliga bagl
degisimi

4.7. Boyar Maddelerin Toksisitesi ve Renk Giderimine Bagh Toksisite Sonuclar:

Arkeal izolatlarin boya renk giderimi iriinlerinin ve boyalarin toksik etkisi agar
diftizyon yontemi (Sekil 4.36) ve Mikrotoks sistemi ile belirlenmistir. Her iki toksisite
analiz yonteminde de Oncelikle boyalarin toksik etkisinin arastirilmasi, ayrica renk
giderimi stirecinde farkli inkiibasyon kosullarinda ve siiresinde meydana gelebilecek
tirtinlerin toksik olup olmadiginin belirlenmesi hedeflenmistir.

Agar difiizyon sonuglarina gore, her iki boyanin izolatlar ve Natrialba asiatica

DSM12278 standart susu iizerine toksik etkisinin olmadigi belirlenmistir. Inkiibasyon
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periyodunun 2. giinii (statik) ve takip eden 7. giinii (galkalamali) kiltiirlerden elde

edilen filtratlarin da arkeal suglarin gelisimini inhibe etmedigi tespit edilmistir.

Sekil 4.36. B44B izolat1 (a) ve Natrialba asiatica standart susunun (b) iizerine Reaktif
Kirmizi 180 boyasi ve yikim iiriinlerinin toksisitesi

Beyaz ¢iiriik¢iil fungus Funalia trogii ile azo boyalarinin renk giderimi sonrasi
elde edilen kiiltiir filtratinin S. aureus ve F. trogii tizerindeki toksik etkisinin énemli
Olciide giderildigi rapor edilmistir (Apohan ve Yesilada, 2005). Endiistriyel atik
sularindan izole edilen Corynebacterium sp. susu ile yapilan renk giderim sonrasindaki
kiiltiir ortaminin ayni organizma iizerinde toksik etki gostermedigi belirtilmistir (Chang
ve Kuo, 2000). Toksisite gosterdigi belirlenen dort farkli azo boyasinin bakteri susu
kullanilarak yapilan anaerobik/aerobik sirali renk giderimi sonrasi agiga c¢ikan boya
yikim Triinlerinin toksisitesinde azalma meydana geldigi ve aerobik inkiibasyon
sonrasinda toksisitenin tamamen giderildigi bildirilmistir (Franciscon ve ark., 2012).
Azo boyalarinin anaerobik kosullarda mikrobiyal azorediiktaz araciligiyla azo
baglarinin kirilarak potansiyel tehlikeye sahip renksiz aromatik aminlere doniistiigi,
devam eden oksidatif metabolizma sonrasinda ise aromatik aminlerin yikilarak daha az
toksik tirtinlere dontistiigii bildirilmistir (Khan ve ark., 2012).

Mikrotoks analizi sonucunda Reaktif Siyah 5 ve Reaktif Kirmiz1 180 boyasini
iceren (50 ppm) MTO ortamlarinda hormesis etkisi gozlemlenmistir. Potansiyel toksik

maddelerin diisiik konsantrasyonlarinin uyarict etkiye neden olabilmesi ve kontrol
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grubuna gore daha yiiksek 151k salinimi yapmasi olgusu hormesis olarak ifade
edilmektedir (Ma ve ark., 2014). Ferraz ve ark. (2011) Disperse Orange 1 boyasinin
Mikrotoks analiz sisteminde V. fischeri fizerinde herhangi bir toksik etkisinin
olmadigini belirtmistir. Onbir farkli reaktif boyanin Mikrotoks sistemiyle yapilan diger
bir toksisite ¢aligmasinda ise Ambifix yellow VRNL azo boyasinin en toksik ve
Procion blue HERD’in ise en diisiik toksisiteye sahip oldugu bildirilmistir (Wang ve
ark., 2007). Ayrica inorganik besinlerden Na*, K* and Ca* iyonlariimn V. Fischeri’de
151k salinimini indiikledigi bildirilmistir (Ma ve ark., 2014). Halofilik arke kiiltiir
ortaminda boyalarla birlikte her {i¢ inorganik maddenin mevcut olmasinin da 1s1ik
saliimini arttirmig olabilecegi diisiiniilmektedir.

F89A1 izolatimin RS5 boyasmnin rengini giderdigi 2 giinliik statik kiiltiir
filtratindaki toksisite biriminin (TU) 5 ve 7. giin calkalamali kiiltiir filtratindaki TU
degerinin ise 4 oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla ¢alkalamali kosullarda artan 7
giinliik kiiltlir periyodu igerisinde boya yikimi sonucunda olusan iiriinlerin toksisitesinde
az da olsa bir diisiis oldugu distinlilmektedir. Aynm1 kosullarda B44B ve CHY7
izolatlariin RK 180 boyasinin renk gideriminde kullanilmasiyla elde edilen 2 giinliik ve
7 glnliik kiltiir filtratlarinda TU degerlerinin 4 oldugu belirlenmistir. Her iki izolatin
boya yikimi sonucu olusturdugu iiriinlerin diisiik bir toksisite degerine sahip oldugu ve
bu degerin inkiibasyon periyoduna bagli olarak degismedigi tespit edilmistir. Farkli
boyar madde giderim c¢alismalarinda, boyar maddelere maruz kalma sonucunda
organizmalarda ¢esitli diizeylerde toksik etkiler meydana gelebilecegi belirtilmistir.
Cibacron Brillant sar1 3B-A ve Kongo kirmizisi boyalarinin diisiik derecede toksik
boyalar oldugu renk giderimi ¢alismalar1 sonrasinda mikrotoks yontemi ile elde edilen
verilere gore toksisitenin Onemli derecede arttigi rapor edilmistir. Ayni calismada
baslangicta belirli seviyelerde toksik 6zellik gosteren Reaktif Mavi 15, Remazol Brillant
Blue R ve Cibacron Brillant Red 3G-P boyalarmin renk giderimi sonrasi toksik

etkilerinin kayboldugu belirtilmistir (Ramsay ve Nguyen, 2002).

4.8. Boya Yikim Metabolit Profilinin Degerlendirme Sonuclar:

Boya yikim metabolit profilleri, toksisite calismalarinda kullanilan filtratlarin
GC-MS ile analiz edilmesiyle belirlenmistir. Metabolit profili i¢in 2. ve 7. giin sonuglar1

degerlendirilirken, boyanin kimyasal yapist ve yikim mekanizmasi: goz oniine alinip
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olusabilecek ara metabolitlerden yola ¢ikilarak (Sekil 2.2. Kisim 2.4) GC-MS
analizlerinden elde edilen kromatogramlar ve kiitliphane verisi sonuglarina gore
belirlenen her bir pik i¢in verilen kimyasal madde ihtimalleri taranmistir. CAS
numaralarindan yararlanilarak maddelerin kimyasal yapis1 incelenmistir.

Izolatlar ve boya uygulamalarinin 2. ve 7. giin kiiltiir periyoduna ait GC-MS
kromatogramlart (Sekil 4.37-4.39) degerlendirildiginde, boya yikim iiriinii olabilecegi
tahmin edilen amin gruplarima sahip aromatik bilesikler belirlenmistir. Boya yikim
caligmalarinda a¢iga ¢ikan aromatik aminlerin, azo baglarinin kirilmasindan ve boyaya
bagli amin gruplarindan kaynaklandigr bildirilmistir (Junnakar ve ark., 2006).
F89A1+RS5 uygulamasinda toplam 5 adet pik belirlenmistir. Ikinci inkiibasyon
giiniinde alikonma zamani (RT) 9.043 olan pikin anilinden kaynaklandigi, 7. giin
kromatograminda ise ilgili pikin kayboldugu tespit edilmistir. Sadece 7. giin
kromatograminda agiga ¢iktigi belirlenen 2-Naftalenamin (24.734 dak.) pikinin ise
ilerleyen degredasyon asamasinda olustugu anlasilmaktadir. 24.941 ve 25.695.
dakikalarda aciga ¢ikan piklerin ise her iki inkiibasyon giiniinde mevcut oldugu tespit
edilmistir. Kromatogramlardaki yiiksek alana sahip olan diger piklerin ve 8.679 pikinin
halkasal yap1 gostermemesi nedeniyle boya yikimi kaynakli metabolitler olmadigi
diistiniilmektedir. Genel olarak, aerobik kosullarda inkiibasyon sonucunda metabolit
sayisinin arttigl, 2. giinde tespit edilemeyen bazi ara metabolitlerin 7. giinde olustugu
belirlenmis olup, yeni piklerin olusmasi nedeniyle boya yikiminin devam ettigi
diigiiniilmektedir. Reaktif Siyah 5 diazo boyasinin yikim iriinlerinin belirlenebilmesi
icin yapilan GC-MS analizleri sonucunda, Fenton oksidasyonu ile birlikte
gerceklestirilen degradasyonda anilin yapisinin olustugu ve biyolojik yikim ile 1-

Aminonaftalen bilesiklerinin olustugu belirtilmistir (Bahmani ve ark, 2013).
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Sekil 4.37. F89AL ile RS5 boyasininin statik (a) ve aerobik renk giderim (b) tiriinlerinin
GC-MS kromatogrami

B44B ve RK180 uygulanmasinin 2. giin kiiltiir filtratina ait kromatograminda
(Sekil 4.38) alikonma zamanlar1 8.490, 20.571 ve 28.955 olarak belirlenmis piklerin
aminli aromatik bilesiklere ait olmasindan dolayr muhtemel boya yikim iiriinleri oldugu
diistiniilmiistiir. 7.giinde, 28.955 pikinin tamamen yok oldugu, 8.490 pikinde azalma
oldugu, 20.571 pikinde ise artis meydana geldigi tespit edilmistir. 2 ve 7 giinlere ait
pikler karsilagtirildiginda 7. giinde ¢ok daha fazla boya yikim {iriiniiniin ortaya ¢iktig1 ve

bunlar arasindan 8 tanesinin aromatik amin grubu igerdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.38 B44B ile RK180 boyasminin statik (a) ve aerobik renk giderim (b)
tiriinlerinin GC-MS kromatogrami

CH?7 ile RK180 boyasinin 2. giin degradasyonu sonrasinda amin grubu i¢eren 8
adet olas1 bilesik tespit edilmistir (Sekil 4.39 ). Bu piklerden bazilarinin 7.giin sonunda
yok oldugu belirlenmis ve 7. giin sonunda diger iki izolatta oldugu gibi yikim {irlinii
oldugu diisiiniilen piklerde 6nemli miktarda artis olustugu gézlemlenmistir. Halomonas
susu ile Reaktif Siyah 5’in renk gideriminin gergeklestirildigi ¢alismada, HPLC
analiziyle boya yikim {irlinlerinin genel profili degerlendirilmis ve yikim sonrasi

ortamda mevcut olan ancak boya icermeyen kontrol ortaminda mevcut olmayan 2 adet
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pikin belirlendigi ve bu piklerin boya degredasyonu sonrasi agiga ¢ikan aromatik aminli

tirtinler olabilecegi rapor edilmistir (Asad ve ark., 2007) .
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5.SONUC VE ONERILER

Niifus artigiyla birlikte insan ihtiyaclarinin artmasi, endiistriyel alanda 6zellikle
20. ylizyilin ortalarindan itibaren 6nemli gelismelere yol agmistir. Hizli sehirlesme ve
endiistriyel gelisme, bir ¢ok kimyasal maddenin giinliik yasantimizda kullanilmasini
kagmilmaz kilmistir. Endiistriyel prosesler sonucunda ¢evreye birakilan organik
kirleticilerden boyar maddeler, en toksik ve tehlikeli organik atiklar arasinda yer
almaktadir. Boyar maddeler, tekstilden kozmetige, farmasotikten deri ve boya sanayine
kadar farkli endiistrilerde kullanilmaktadir. Endiistriyel atiklarla cevreye birakilan
boyalarin biiyiik ¢ogunlugu, boyar maddenin fibril yapiya %100 affiniteyle
baglanamamasindan dolayi, tekstil sanayinden kaynaklanmaktadir. Tekstil endiistrisinde
kullanilan boyalarin biiyiik bir kismini bir veya daha fazla sayida azo bagi (N=N) iceren
azo boyalar1 olusturmaktadir. Azo boyalari, ucuz, fazla renk ¢esidi ve kolay
uygulanabilirlik gibi avantajlara sahip olmasindan dolayr siklikla kullanilmaktadirlar.
Ancak zor yikildig1 ve toksik olduklari i¢in 6nemli ¢evresel tehtit olusturmaktadirlar.

Atik kaynakli tekstil boyar maddeleri c¢evrede farkli zararli etkilere yol
acabilmektedir. Bu tip atiklar fotosentetik aktivitenin, ¢Ozlinmiis oksijen
konsantrasyonunun ve su kalitesinin azalmasina neden oldugu gibi flora ve fauna
tizerinde akut toksik etkilere de yol agmaktadir. Cesitli canlilar i¢in yasam ortami
saglayan topragin erozyonunu engelleyen ve verimliligi i¢in organik madde saglayan
bitkilerin ¢imlenme oranlar {izerine de toksik etki gostermektedir. Ayrica azo
boyalarindaki azo baglarinin indirgenmesi sonucu olusan aromatik aminler mutajenik,
kanserojenik ve toksik etkiye neden olmaktadir.

Ekosistemler iizerine o6nemli zararlari olan boyar maddelerin gideriminde
fiziksel ve kimyasal yontemler uygulanabilmektedir. Boyalarin kimyasal stabilitesinden
dolay1 fizikokimyasal aritim teknolojilerinin, sentetik tekstil boyasi atiksularinin
artiminda ¢ok etkili olmadigr belirlenmistir. Fizikokimyasal yontemlere gore cevre
dostu olan, diisiik maliyet ve mineralizasyon avantajlari bulunan biyolojik siiregler
onem kazanmistir. Bu nedenle bakteri, maya, fungus ve alg gibi farkli taksonomik
gruplara ait mikroorganizmalarin, g¢esitli boyalarin renginin giderimi ve mineralizasyon
yetenekleri arastirilmistir. Ozellikle yiiksek miktarda tuz iceren tekstil atik sularmin
renklerinin gideriminde halofilik mikroorganizma ya da enzimlerinin kullanilmasi

kaciilmazdir. Tuzlu tekstil atik sularindan boya giderimi amaci ile halotolerant ve
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halofilik bakterilerin kullanildigit az sayida calisma mevcuttur. Ancak, bu
organizmalarla yiiksek tuz konsantrasyonlarinda verim alinamamasi, halofilik arkeleri
on plana c¢ikarmaktadir. Halofilik arkeler, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda
gelismelerine ve diisiik su aktivitesine sahip enzimlerine ragmen yiiksek tuzlu
ortamlardaki tekstil boyalariin biyolojik yikimi, renk giderimi veya detoksifikasyonu
ile ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Dolayisiyla halofilik arkelerin ilk kez
boya gideriminde kullanilarak renk giderim potansiyellerinin belirlenmesi ve arkeal
azorediiktaz aktivitesinin belirlenerek kismen karakterize edilmesi calismamizi 6zgiin
kilmaktadir.

Calisma kapsaminda Tiirkiye’nin ¢esitli tuzlu bolgelerinden izole edilmis 121
halofilik arke izolatinin 50 ppm boya (RS5) ve % 0.1 maya 6ziitii i¢eren kat1 ortamda
boya renk giderimi taramalar1 yapilmistir. Kat1 ortamda boya giderim yetenegine sahip
oldugu belirlenen 11 izolatin sivi ortamda boya renk giderim oranlari belirlenmis ve en
yiiksek renk giderimi gosterdigi saptanan 3 izolat (F89A1, B44B, CH7) ile ¢alismalara
devam edilmistir. maya 6ziitii boya gideriminde diger karbon kaynaklarina gére daha
etkili oldugu belirlenmistir.

Boya renk gideriminin enzimatik oldugu, gerek 6lii ve canli hiicrelerle boya
gideriminin karsilastirilmas1 gerekse metanol ekstraksiyonu ile adsorbe edilen boya
miktarindaki azalma ile gosterilmistir.

Izolatlar ile farkli azo boyalarinin (Astrazon Mavi, Astrazon Kirmizi FBL,
Reaktif Siyah 5, Reaktif Kirmizi 180) renk giderimi oranlarina gore F89A1 ile RSS,
B44B ve CH7 ile RK180 boylarmin kullanilmasi belirlenerek renk giderimi igin
optimizasyon c¢aligmalart yapilmistir. Boya renk giderim kosullarinin optimizasyonu
sonucunda, her {i¢ izolat i¢in maksimum boya renk gideriminin, %20 NaCl, pH 7.5 ve
45°C’de gerceklestigi belirlenmistir. Arkeal izolatlarda en yiiksek renk giderim oranina
statik kosullarda ulasilmis olup, F89A1, B44B ve CH7’de sirasiyla %91, %90 ve %82
boya giderimi tespit edilmistir. Ayrica ¢alkalama hizindaki artisa bagli olarak renk
giderim oranlarmin kademeli olarak azaldig1 da belirlenmistir.

Izolatlarn, 100 - 1000 ppm araligindaki boya konsantrasyonlarmda renk
giderim kapasitesi arastirilmis olup F89A1 ve B44B’nin tim konsantrasyonlarda %75
ve lizerinde renk giderimi gerceklestirdigi, CH7’nin ise 500 ppm ve tzerindeki

konsantrasyonlarda renk giderimi gergeklestirmedigi tespit edilmistir. Ayrica artan boya
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konsantrasyonunda boya giderimi ic¢in gereken inkiibasyon siiresinin arttigi tespit
edilmistir.

Ikiser kat arttirilarak uygulanan 3 farkli inokulum miktarinin her ii¢ izolatta 15
giinliik inkiibasyon periyodu sonrasinda %90 civarinda boya giderimi sagladigi, ancak
diisiik inokulum miktarinda inkiibasyon siiresinin uzadig belirlenmistir. Karbon ve azot
kaynagi olarak kullanilan maya 6ziitii, pepton, tripton ve sodyum glutamat varliginda
her ii¢ izolatta benzer renk giderim oranlari saptanmistir. Beef ekstrakt’in renk
giderimini diisiik seviyelerde destekledigi, maya Oziitiiniin ise maksimum renk
giderimine en kisa siirede ulasiimasini sagladigi bulunmustur. iz element ¢dzeltisinin
her ii¢ izolatin renk giderimi oranina belirgin bir etkisinin olmadig tespit edilmistir.

Arkeal izolatlarin, azo boya giderimine karistig1 bilinen intraseliiler azorediiktaz
aktivitesi belirlenerek kismi karakterizasyonu yapilmis ve optimum aktivite kosullari
belirlenmigtir. F89A1 azorediiktazinin maksimum aktivites 2.5 M KCI, pH 7.0 ve
45°C’de 12.8 U/ml, B44B ve CH7 azorediiktazlarinin maksimum aktivitesi 2.5 M KCI,
pH 7.5 ve 35°C’de 11.63 U/ml ve 11.07 U/ml olarak bulunmustur.

Statik ve calkalamali kosullarda gergeklestirilen renk giderimi sonrasi boya
yikim {irlinleri ve boylarin agar difiizyon ve Mikrotoks yontemleri ile toksisite analizleri
yaptlmistir. Agar diflizyon yontemiyle test organizmalart {izerinde herhangi bir toksik
etki gozlenmezken, Mikrotoks yonteminde boyalarda hormesis etkisi, renk giderimi
saglanmis ortamlarda ise diisilik toksisite tespit edilmistir.

F89A1 ile RS5 boyasiin statik/¢alkalamali sirali inkiibasyon kosullarinda renk
giderimi sonucunda 2-Naftalenamin ve anilin yapilarinin agiga ¢iktigt GC-MS
analiziyle tespit edilmistir. Her iki boyanin da yikim iriinleri arasinda gesitli aromatik
aminlerin meydana geldigi ve izolatlarin ¢alkalamali kosullarda inkiibasyonu sonucunda
statik kosullardaki renk giderimi sonrasina gore daha fazla boya yikim iirliniin olustugu
tespit edilmistir.

Gilintimiizde biyolojik iyilestirmenin kapsaminda uygulanan biyolojik yikim ve
renk giderim ¢aligmalar1 boyar maddeleri ve toksik etkilerini gidermek i¢in miikemmel
bir strateji olarak kabul edilmektedir. Halofilik organizmalar ve 6zellikle arkeler yiiksek
oranda tuz igeren boyali endistriyel atiklarin renk giderimi igin elverisli
organizmalardir. Boya yikim triinlerinin daha net olarak belirlenebilmesi i¢in GC-MS

sonuglarinin HPLC gibi farkli analitik yontemlerle desteklenmesinin yararli olabilecegi,
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azo rediiksiyonu sonrasindaki oksidatif yikimda rol oynadigi disiiniilen
oksidaz/peroksidaz aktivitelerinin aragtirllmasinin arkeal boya yikim yollarinin
aydinlatilmasinda etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Sonug olarak bu g¢alisma ile, ilk kez halofilik arkelerin, azo boya renk giderimi
ve detoksifikasyonunda kullanilabilecegi ve %20 tuz konsantrasyonu gibi yiiksek tuzlu
bir ortamda sentetik orjinli boyalarin renginin giderilebildigi gosterilmistir. Ayrica, yine
ilk kez bu calisma ile arkeal halofilik azorediiktaz aktivitesi belirlenmistir. F89AT1,
B44B ve CH7 izolatlarinda sirasiyla %63, %64 ve %52 olarak belirlenen renk giderim
oranlarimin %90 ve tizerine ¢ikarilmasi, optimum kosullarin saglanmasinin renk giderim
calismalarindaki dnemini gdstermistir. Tiim bu sonuglar halofilik arkelerin, asir1 tuzlu
ve yiiksek sicakliktaki endiistriyel kosullarda, boyalarin renginin giderimi, yikimi ve

detoksifikasyonundaki potansiyellerini ortaya koymustur.
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