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OZET

RHODOPSEUDOMONAS PALUSTRIS TARAFINDAN
ASTRAZON RED DEKOLORIZASYONUNDA YARDIMCI SUBSTRAT ETKISI

TUNCSIPER, Nur
Nigde Omer Halisdemir Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisu

Biyoloji Anabilim Dal1

Danigman ‘Prof. Dr. Ayten Oztiirk

Temmuz 2018, 51 sayfa

Endustriyel boyalarin buytk bir kismi, boyama asamasinda suya desarj olmaktadir. Bu
boyalar ve parcalanma urinleri insan sagligini ve ¢evresini olumsuz yonde
etkilemektedir. Bu ve benzeri zararli bilesiklerin atik sulardan uzaklastirilmasi tekstil
endustrisinin en énemli sorunlarindan biridir. Bu tez ¢alismasinda, Rhodopseudomonas
palustris ATAS1 tarafindan astrazon red boyasinin dekolorizasyonu ve bu
dekolorizasyonda yardimci substrat olarak glukoz, sodyum asetat ve melasin etkinligi
aragtinlmistir. Son boya konsantrasyonu olarak 100 mg/L kullanilmig ve her bir substrat
ayrt ayrt denenmigtir. Boyanin dekolorizasyonu araliklarla spektrofotometrik olarak
(Ks30) ol¢ulmiistir. Bulgular, renk giderme i¢in kullanilan tiim yardimci substratlarin
dekolorizasyonda etkin oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, bakteri biiyimesi veya

biyokiitle i¢in tiim yardimci substratlarin kullanilabicegi ortaya konmustur.

Anahtar Sozciikler: Biyolojik atik su aritimi, dekolorizasyon, yardimci substrat, mikroorganisma,
fotosentetik bakteri, Rhodopseudomonas palustris
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SUMMARY

EFFECT OF CO-SUBSTRAT ON DECOLORIZATION OF ASTRAZON RED BY
RHODOPSEUDOMONAS PALUSTRIS

TUNCSIPER, Nur
Nigde Omer Halisdemir University

Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology

Supervisor ‘Prof. Dr. Ayten OZTURK

July 2018, 51 pages

Great major of the industrial dyes used has been discharged into the water during the
dying phase. These dyes and their intermediate yields have affected negatively human
health and their environment. Removal of these harmful compounds from wastewater has
been one of the crucial problems. In this study, the decolorization of the dye astrazon red
mediated glucose, sodium acetate, and molasses as co-substrate by Rhodopseudomonas
palustris ATAS1 was investigated. Final dye concentration (100 mg/L) was added into
the growth media including co-substrates individually. The decolorization of dyes was
measured spectrophotometrically (As30) for periods. The findings have shown that all of
the co-substrates for decolorization were effective. However, all of the media were good

for the bacterial growth or biomass.

Keywords: Biological waste water treatment, decolorization, co-substrates, microorganisms,
photosynthetic bacteria, Rhodopseudomonas palustris



ON SOz

Gunumiuzde endistriyel atik maddelerin dogaya zarar vermeden bertaraf edilmesi ya da
bir bagka triniin hammaddesi olarak kullanilmasi seklinde degerlendirilmesi 6nem
kazanmigtir. Yapilan bu tez ¢aligmasi ile ¢evre dostu bir bakteri olan Rhodopseudomonas
palustris tirtne ait kendi izolatimiz bir susun boyar madde gideriminde kullanilmasit ve
ayni zamanda bu bakterinin gelistirilmesinde melas gibi bir seker endiistrisi atig1 olan
melasin degerlendirilmesi Gizerinde ¢aligilmistir. Boyar madde olarak kullanilan astrazon
red’in dekolorizasyonunda yardimet substrat olarak asetat, glukoz ve melasin etkinligi
aragtinlmistir. Caligma neticesinde asetat ve glukoz kadar melasin da bakteri gelisimi ve
dolayisiyla boya dekolorizasyonunda etkin oldugu gorilmustir. Bu c¢aligmanin ortaya

koydugu sonuglar itibariyle bilime ve teknolojiye katki saglayacag diiginiilmektedir.

Tez ¢alisgmam boyunca yardimlarini esirgemeyen, bilgi, tecriibbe ve zamanini benimle
paylasan degerli damisman hocalarim, Sayin Prof. Dr.Ayten OZTURK’e igten

stkranlarimi ve tegekkurlerimi sunarim.
Yiuksek lisans tezimi, ¢alismam stiresince ve bu agamalara gelmemde buytk katkist olan

degerli esim Prof. Dr. Bilal TUNCSIPER e ithaf ediyorum ve bu tezin olusmasinda en

kiigiik dahi katkist olan herkese en i¢ten dileklerimle tegekkiir ederim.
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BOLUM I

GIRIS

Azo boyalar tekstil basta olmak tzere gida, farmasotik, kozmetik ve deri gibi
sanayilerde boyar madde olarak kullanilmaktadir. Bu boyar maddelerin kendisi ya da
parcalanma urtinleri olan aromatik aminlerin kanserojen ozellikleri nedeniyle ¢evre ve
dolayistyla halk sagligini olumsuz sekilde etkilemektedirler. Bu tez calismasinda
kirletici attk maddeler igerisinde yer alan azo boyar maddelerin renk gideriminde
yardimct substratlarin etkisi arasgtirnlmigtir. Dekolorizasyon c¢aligmasinda fotosentetik
fakultatif anaerobik bir bakteri olan ve daha 6nceki bir caligmada Akkaya goletinden

izole edilen Rhodopseudomonas palustris S1ATA susu kullanilmistir,

Boya endustrinin azo boyar madde i¢eren sulart dogaya desarj edilmeden once c¢esitli
islemler araciligiyla kirletici ozellikleri giderilmeye calistlmistir. Cesitli caligmalar
yoluyla azo boyar maddeler dekolorizasyon ve degradasyon islemlerine maruz
birakilarak  kirletici  olma  ozellikleri  ortadan  kaldirilmaya  ¢aligtimigtir.
Rhodopseudomonas palustris ile yapilmis ¢aligmalarda bu bakterinin aerobik karanlikta,
anaerobik olarak 1sikta geligebildigi ve aromatik maddeleri pargalayarak timiyle
mineralize edebildigi belirlenmigstir. Bu 6zelliklere sahip ¢ok az sayida mikroorganizma
bulunmaktadir. Atik artiminda kullanilabilecek potansiyele sahip bu bakterinin diger
boyalart ne sekilde metabolize ettiginin de ortaya ¢ikarilmasi gerekmektedir. Daha 6nce
yapilmig bir ¢alismamizda, Rhodopseudomonas palustris STATA susunun reaktif red
195 adli boyayr timiyle mineralize ettigi, azot ve karbon kaynag olarak
kullanabilecegi belirlenmistir. Sézkonusu ¢alismada reaktif red 195 adli boyanin glikoz
gibi organik bir substrat varliginda sadece boyanin oldugu ortama gore daha iyi
metabolize edildigi tespit edilmistir. Bu ¢alismada ise, astrozon red boyasinin
dekolorizasyonunun gerceklestirilmesinde yardimer substrat olarak kullanilacak melas,
asetat ve glukozun etkisi belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu ¢alismada, seker fabrikast atig
olan ve karbonhidrat icerigi zengin olan melas basta olmak Uzere asetat ve glikoz
kullanilarak astrozon red boyasinin dekolorizasyonununda en uygun ve islemi
hizlandirict yardimer substrat tespit edilmistir. Ozellikle melasin karbon kaynag: olarak
kullanilabilmesi ileride bakterinin biiyiik 6lgekte kullanimi agisindan ekonomik bir

avantaj saglayacag disinilmektedir.






stabiliteleri ve bozunmaya kargt direnglerinden dolayr dasarj sularindan tamamen
giderilememektedir. Belirli ¢cevresel kosullar altinda azo boyalarin bakterilerle renginin
giderilmesi ve bozundurulmasi yontemi ucuz, ¢evreye uyumlu ve ¢ok cesitli tiirdeki
boyalar i¢in uygulanabilir olmasindan dolay: bir aritma yontemi olarak giderek ivme
kazanmaktadir. Bilhassa 19.yiizyilin sonlarindan itibaren dinyada endistrinin
gelisimiyle birlikte sentetik boyalarin miktarlarinda ve gesitliliklerinde bir atig
saglanmasiyla birlikte bu sentetik boya maddelerini igeren atiksulardan dolayi ¢evre
kirliliginde de onemli ol¢iide bir artis gozlenmigtir (Pandey vd., 2007). Azo boyalar
dinya genelinde kullanilan boya maddelerinin agirlik olarak yaklagik %70’ini
kapsadigindan (Zollinger, 1987) ¢evreye en fazla salinan ve zarar veren boya maddeleri
olarak gorilmektedirler (Saratale vd., 2011). Enzimatik biyolojik bozunum siireci ile
mikroorganizmalar tarafindan Uretilen azorediktaz enzimi ile azo baglan (-N=N-)
indirgenenerek pargalanmaktadir (Stolz, 2001). Azo boyalar bir veya daha fazla azo
bag ile karakterize edilen kimyasal yapisindan dolay1 15181 gorintr spektrumda absorbe
etmektedir (Chang vd., 2000). Azo grubu kloro (-Cl), metil (-CHs), nitro (-NO2), amino
(-NH2) ve hidroksil (-OH), karboksil (-COOH) gibi ¢ok farkli ornatikleri (yerine gecen)
icerebilen ve farkli tirde azo boyalart verebilen benzen ve naftalin gruplanyla yer

degistirebilmektedir (Zollinger, 1991).

Azo boyalarim1 ve bunlarin metabolitlerini igeren tekstil atiksularinin  sucul
ekosistemlere uygun olmayan sekilde ya da artilmadan desarjlari neticesinde sucul
ortamda glines 15181nin penetrasyonunda bir azalmaya yol agarak ¢oézinmis oksijen
konsantrasyonunu ve dolayisiyla suyun kalitesini bozar, fotosentetik aktiviteyi olumsuz
etkiler ve suda yasayan flora tizerinde akut toksik etkiler olusturur (Vandevivere vd.,
1998). Ayrica, azo boyalari, toplam organik karbon (TOC), biyolojik oksijen ihtiyact
(BOD) ve kimyasal oksijen ihtiyact (KOI) agisindan olumsuz bir etkiye de sahiptir. Pek
cok sentetik azo boyast ve onlarin metaboloitleri toksik, kanserojen ve mutajeniktir
(Myslak ve Bolt, 1998). Ayrica, ¢ok sayida rapor tekstil boyalarinin ve atiksularinin,
yaban hayati i¢in bir yagam alani saglamak, topragl erozyona karst korumak ve topragin
verimligini arttiran organik maddeleri saglamak gibi 6nemli ekolojik fonksiyonlara
sahip ¢esitli bitki tiirlerinin ¢imlenme oranlari ve biyokiitlesi tizerinde toksik etkilere
sahip oldugunu ortaya koymustur (Ghodake vd., 2009). Bu nedenle, azo boyalar ve
bunlarin metabolitlerini igeren endustriyel atiklarin arititlmasi, ¢evreye nihai desarjindan

once gerekli goralmektedir.



2.2 Atiksu Aritimi Ve Onemi

Su tim canlilar i¢in hayati bir 6nem tagimaktadir. Suyun ve atiksuyun 6nemi bilhassa
kurakligin ve su sikintisinin g¢ekildigi bolgelerde kendini gostermektedir. Atiksu hem
kentsel hem de ticari kullannmdan kaynaklanan c¢evreye ve insan sagligina zararli
olabilecek kimyasal ve biyolojik kirletici bilesenleri (patojenler) i¢ermektedirler.
Kirleticiler igerisinde bilhassa sentetik boyar maddeler ¢evre kirliligi agisindan diger
kirleticilere kiyasla daha buyiik bir risk tagimaktadir. Bu kirleticilerin fiziksel, kimyasal,
biyolojik ve dogal atiksu armtma sistemlerinde g¢evreye ve insan sagligina zarar
veremeyecekleri dizeylere kadar aritilmalari sayesinde ¢evre ve insan sagligi korunumu
saglanabilmektedir. Bu sebeple atiksularin aritimi ¢evrenin sirdirilebilir korunumu

acisindan 6nem arz etmektedir.

2.3 Azo Boyalarn Giderimi i¢cin Atiksu Aritim Teknolojileri

Atiksulardan boyalarin uzaklastirilmast i¢in ¢ok ¢esitli tirde fizikokimyasal yontemler
kullanilmasina karsin bu yontemler daha fazla enerji ve kimyasal gerektirdiginden
ekonomik degildirler ve bu yontemler zor ayisabilir azo boyalarini ve/veya bunlarin
organik metabolitlerini tamamen giderememekle birlikte ikincil kirlilik problemlerine
de neden olmaktadir (Forgacs vd., 2004; Zhang vd., 2004). Bununla birlikte, mikrobiyal
veya enzimatik yollarla renk giderimi ve ayristirma yontemi fizikokimyasal aritma
yontemleri arasinda daha az su tiketimi saglayan kimyasal ayristirma yontemine
alternatif olan, ¢cevre dostu ve ekonomik bir aritma yontemidir (Verma ve Madamwar,
2003; Rai vd., 2005). Atiksudan boyalarin giderilmesi igin genel olarak; flokulasyon,
adsorpsiyon, kimyasal c¢oktirme, fotoliz, kimyasal oksidasyon ve indirgeme,
elektrokimyasal iglemler gibi ¢ok cesitli fizikokimyasal yontemlerin yanisira biyolojik
yontemler de kullanilmaktadir. Bununla birlikte kimyasal yontemler hem ekonomik
degildir hem de bu yontemler sonucu ortaya ¢ikan bazi yan uriinler ¢evre kirliligine
sebep olmaktadir (Churchley, 1994; Vandevivera vd., 1998; Alaton vd., 2002; Chequer
vd., 2011) Son yillarda bilim insanlart daha ekonomik ve ¢evre dostu olan biyolojik
metodlarla aritim teknolojilerini geligtirmeye yonelmislerdir. Bu amagla c¢esitli

endistriyel sektorlere ait renkli attk sularin biyolojik dekolorizasyon islemlerinde



kullanilmasi tzerinde ¢ok sayida bilimsel c¢alisma yapilmistir (Yesilada vd., 2003;
Kumar ve Sivanesan, 2007, Mohana vd., 2007; Solis vd., 2012). Ozellikle beyaz
curikeul funguslarin, mayalarin, g¢esitli aerobik ve anaerobik bakyterilerin ve karigik
bakteri  kulturlerinin  aerobik ve anaerobik kosullarda boyar maddeleri
detoksifikasyonlar1 arastinlmigtir. Bunlar igerisinde azo bilesiklerin aerobik ve
anaerobik ortamlarda biyodegradsyonuna yonelik ¢aligmlarin yani sira (Donion vd.,
1997; Holliger vd., 1999; Stolz, 2001, Solis wvd., 2012), azo bilesiklerin
dekolorizasyonuyla ilgili bakteri turlerinin, karigik aerobik ve anaerobik bakteri
kiltirleriyle yapilan ¢ok sayida calisma vardir (Carliel vd., 1995; Chen vd., 1999,
Moosvi vd., 2005, Saratele vd., 2011).

2.4 Azo Boyalarn Giderimi I¢cin Fiziksel ve Kimyasal Aritim

Azo boyalarinin giderilmesinde, membran filtrasyonu, koagulasyon/flokiilasyon,
cokelme, flotasyon, adsorpsiyon, iyon degisimi, iyon ¢ifti ekstraksiyonu, ultrasonik
mineralizasyon, elektroliz, ileri oksidasyon (klorlama, agartma, ozonlama, fenton
oksidasyonu ve fotokatalitik oksidasyon) ve kimyasal indirgeme gibi ¢ok ¢esitli fiziko-
kimyasal teknikler kullanilmaktadir. Boyalarin koagulasyon-flokiilasyona dayanan
tiziksel yontemleri esas olarak silfiir ve dispers boyalarin giderilmesinde etkili
olmasina kargin asitler ve tekne boyalar icin yetersizdir. Ayrica, dusik renk giderme
verimi ve biyik miktarlarda c¢amur tretimi bu tekniklerin uygulanmasini

sinirlamaktadir (Vandevivere vd., 1998).

Boyanin biyokiitleye adsorpsiyonu seklindeki boya giderim mekanizmasi uzun vadeli
bir giderim yontemi degildir. Bunun nedeni, adsorpsiyon esnasinda boya zamanla
biyokiitle izerinde doymus hale geldiginden boya ile bakteri hiicreleri arasindaki biyo-
birlesmenin yapist bozulur. Bununla birlikte, adsorpsiyon yontemleri ¢ok ¢esitli tiirdeki
boyalarin gideriminde yiksek verim saglamalart nedeniyle onemli ilgi gérmustir. Bir
adsorban (adsorbe edici madde) secimi, yiiksek afinite (boyayr adsorbe edebilme
ozelligl), hedef bilesikler igin kapasite ve adsorbanin rejenerasyon (adsorbe
edicimadddenin  yenilenebilirligi) olasiligi  gibi  ozelliklere  dayanmaktadir
(Subramaniam vd., 2009). Aktif karbon (AC) ¢esitli boyalar i¢in ¢ok etkili bir adsorban
olmasina ragmen, yitksek maliyetinden dolayr siklikla kullanilmamaktadir (Robinson

vd., 2001).



Ekonomik olarak daha elverigli prosesleri tasarlamak i¢in bazi arastirmacilar boya
igerikli atiksulardan renk gideriminde turba, bentonit kil, ugucu kiil, polimerik regineler,
iyon degistiriciler ve misir /misir koganlari, misir saplart ve bugday samant gibi birgok
biyolojik materyaller gibi diisiik adsorban maddeleri kullanmaktadirlar (Ramakrishna ve
Viraraghavan, 1997). Bununla birlikte, bu adsorbanlarin pratik uygulamasi, onlarin
yenilenmeleri ve imhalari, yiksek camur tretimleri, cok genis araliktaki boyalarla ilgili
olarak diistik verimlilikler ve yuksek maliyetlerle iligkili problemlerden dolay: sinirlidir
(Anjaneyulu vd., 2005). Ultrafiltrasyon, nanofiltrasyon ve ters ozmoz gibi filtrasyon
yontemleri sularin yeniden kullanimi ve kimyasal geri kazanim i¢in kullanilmigtir.
Tekstil endiistrisinde membranlarin kullammi atiksuyun rengini, BOI ve KOI'sini
eszamanli olarak azaltan hidrolize boyarmaddelerin ve boyama yardimci maddelerinin
ayrilmasina biyiik olanaklar saglamis olup bunlarin merserize edilmesi (kumasin boya
alimin1 ve mukavemetini arttirma iglemi) ve agartilmasi i¢in de yararli bulunmustur. Bu
yaklagimla, filtrenin tirtiniin ve gézenekliliginin se¢imi, atiksuyun kimyasal bilesimine
ve proses i¢in gerekli spesifik sicakliga baglidir. Bununla birlikte, yiiksek yatirim
maliyetleri, potansiyel membran kirlenmesi ve daha ileri bir arttim1 gerektiren ikincil
atiksu desarjlarinin retilmesi gibi bazi 6nemli dezavantajlari vardir (Robinson vd.,

2001).

Kimyasal oksidasyon yontemleri boya molekiillerinin yok edilmesini veya ayrigmasini
saglar ve bu yaklagimlar ozon (Os), hidrojen peroksit (H202) ve permanganat (MnOy)
gibi cesitli oksitleyici etkenleri kullanir. Bir bilesigin veya bilesik grubunun kimyasal
bilesimindeki modifikasyon, bu oksitleyici etkenler varliginda gergeklesir ve bu nedenle
boya molekiilleri degradasyona duyarli hale gelir (Metcalf, 2003). Ozonlama
yonteminin, bir¢ok azo boyalarla yiiksek reaktiviteden ve gaz halinden dolay1 reaksiyon
hacimlerinde degisiklik olmamast ve iyl renk giderme verimlerinden dolayr etkili
oldugu bulunmustur (Alaton vd., 2002). Bununla birlikte kisa émrii, daginik boyalara
ve suda ¢oziinmeyen meyvelere karst etkisizligi, diisik COD giderimi ve yiiksek ozon
maliyeti bu teknigin pratik uygulamasim sinirlar (Anjaneyulu vd., 2005). lleri
oksidasyon proseslerinde (AOP) (fotokimyasal ve fotokatalitik) O3 ve H202 gibi
oksitleyici etkenler veya heterojen fotokatalistler tehlikeli boya kirleticilerinin imhast
i¢in radikalleri Gireten bir radyasyon kaynaginin varliginda yada yokluguna TiO2, ZnO»,

Mn ve Fe gibi katalizorlerle kullanilmaktadir (Vandevivere vd., 1998; Anjaneyulu vd.,



2005; Wang vd., 2009). Fenton reaksiyon yontemi nispeten ucuzdur ve aynt zamanda
¢oziiniir ve ¢ozilnmeyen boyalar igin yitkksek KOI giderme ve renk giderme verimleri
saglar, ancak yontemde yuksek c¢amur uretiminden dolayr kullanimini sinirlidir
(Robinson vd., 2001). H202/UV prosesi esasen yiiksek renk giderme (% 95'e kadar),
¢ok az camur olusumu ve kisa bekletme siiresinde yiiksek KOI giderme o6zelligi
nedeniyle en etkili AOP teknolojisidir (Alaton vd., 2002)Bununla birlikte bu yontem
yiiksek derecede renkli atik su ve daginik veya tekne (vat) boyalari igin daha az etkilidir
ve UV 1518min verimsiz kullanimi bu strecin maliyetini arttirirken istenmeyen yan

trtinlerin olusumuna da neden olmaktadir (Pearce vd., 2003).

Elektrokimyasal oksidasyon, organik bilesiklerin ayristirilmasinda ve tehlikeli olmayan
urtnlerin Uretilmesinde ¢ok etkilidir, ancak gerekli yuksek elektrigin maliyeti de bu
islemin kullantmint kisitlamistir (Morawski vd., 2000). Renk giderim tekniklerinin
cogu ya renkleri camurun igine konsantre ederek ya da renkli molekiilleri tamamen yok
ederek etkili olmaktadir. Sonu¢ olarak, renk igerikli atiksularin aritilmast igin bir

aerobik graniiler gamur yontemi 6nerilmistir (Adav vd., 2009).

Sonug olarak bu g¢alismada, boya igerikli atiksularla ilgili olarak ekonomik ag¢idan
uygulanamamasi, renk hasligl; azo boyalarinin bozunmaya karst direnci (Anjaneyulu
vd., 2005); ikincil kirlilik sorunlarina neden olabilecek derecede énemli miktarda camur
uretmesi ve bunun da aritma yoOntemlerinin maliyetini 6nemli o6lgide arttirmast;
karmagik prosediirleri igermesi gibi sebeplerden dolayt (Zhang vd., 2004) zor
ayrigsabilen azo boyalarin ve/veya onlarin organik metabolitlerini  tamamen
giderememesi gibi baz1 dezavantajlar olan ¢esitli fiziksel/kimyasal yontemlerinin bir

Ozeti sunulmustur.

2.5 Azo Boyalarmn Giderimi i¢cin Biyolojik Aritim

Organik bilesiklerin mantarlar, mayalar, algler, bitkiler ve bakteriler araciligiyla
ayristirilmast ya da biyodegradasyonudur. Biyodegradasyon islemleri anaerobik,
aerobik veya ikisinin bir kombinasyonunu igerebilir. Bakteri hiicreleri ile azo boyalari
arasindaki reaksiyon g6z Oniine alindiginda, aerobik ve anaerobik kosullar altinda
yetistirilen mikroorganizmalarin fizyolojisi arasinda onemli farklar bulundugunu

belirtmek gerekir (Stolz, 2001). Aerobik bakterilerin indirgeyici siirecte baskin hale









dekolorizasyoda gelistirilen mikrobik tekniklerin kullanimi, ¢evre bilimlerinde 6énemli
bir aragtirma alanidir. Bu tir yaklagimlarda mikroorganizmalar kendilerini toksik
atiklara aligtimakta ve dogal olarak yeni direngli suslar gelistirmekte ve bu da ¢esitli
toksik kimyasallart daha az zararli hale getirmektedir. Mikrobiyal sistemdeki zor
ayrigabilir bilesiklerin biyolojik olarak parcalanmasinin arkasindaki mekanizma,
biyodoniigimi saglayan enzimlerinin etkisine dayanmaktadir (Saratale vd., 2011). Azo
boyalari, dogada ksenobiyotiktir (organizmaya yabanci madde) ve biyolojik bozulmaya
karst direnglidir ve tekstil atiksularindan bu renklerin tamamen giderilmesi ve
bozunmasi i¢in mikrobiyal veya enzimatik aritma yonteminin kullanilmas: asagidaki
avantajlart saglamaktadir: (1) ¢evre dostu olmasi, (2) daha az maliyetli olmasi, (3) daha
az ¢camur Uretmesi, (4) toksik olmayan veya mineralizasyonu tamamlanmig nihai Griinler
uretmesi; ve (5) fizikokimyasal yontemlere kiyasla daha az su tiikketimi gerektirmesidir

(Rai vd., 2005).

Mikrobiyal renk gidermenin etkinligi, secilen mikroorganizmalarin ortama adapte
olabilirligine ve etkinligine baglidir. Sonug olarak, son yillarda ¢ok sayida tir cesitli
boyalarin renk giderme ve mineralizasyonu igin test edilmigtir (Pandey vd., 2007).
Etkili tirlerin izolasyonu ve dolayisiyla bunlarin bozunmasi atik suyun arittimin en ilgi
cekici biyolojik yonlerinden biridir (Chen wvd., 2008). Cok ¢esitli turde
mikroorganizmalar genig araliktaki boyalarin renginin giderebilme yetenegine sahiptir.

Bunlar; Bakteriler, funguslar, aktinomisetler, algler ve bitkilerdir.

2.5.1 Mantarlarla dekolorizasyon

Filamentli mantarlar, toprak, canli bitkiler ve organik atik maddeler gibi ekolojik nisleri
kapsayan her yerde bulunmaktadir. Mantarlarin metabolizmalarint hizla degisen karbon
ve azot kaynaklarina adapte etme kabiliyeti hayatta kalmalari i¢in 6nemlidir. Bu
metabolik aktivite, poliaromatik hidrokarbonlar, organik atiklar, boya atiklari ve steroid
bilesikleri gibi ¢esitli kompleks organik kirleticileri pargalayabilen genis bir hiicre i¢i ve
hiicre dis1 enzim kiimesinin tretilmesi yoluyla elde edilir (Saratale vd., 2011). Mantar
sistemlerinin renkli ve metalik atiksularin aritilmasinda en uygun oldugu gorilmektedir.
Bu gibi mantarlarin ¢ok ¢esitli tiirdeki zor ayrisabilir organik bilesikleri ayristirabilme
yetenegi lignin peroksidaz (LiP), manganez peroksidaz (MnP) ve lakkaz gibi

ligninolitik (lignin ayristirict) enzimlerinin nispeten spesifik olmayan yapisindan dolay:
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gerceklesmektedir (Christian vd., 2005).

Azo boyalarin  biyobozunmasi ile ilgili bir¢ok c¢alisma, azo boyalarinin
mineralizasyonunda biyoproseslerin  gelistirilmesinde  kullanilan  beyaz  ¢urik
mantarlardan elde edilen mantar kiltirlerine odaklanmigtir.  Phanerochaete
chrysosporium en yaygin olarak incelenen beyaz c¢urtuklik mantardir, ancak 7rametes
(Coriolus) versicolor, Bjerkandera adusta, Aspergillus ochraceus, Pleurotus tirleri ve
Phlebia ve diger ¢esitli izolatlar gibi digerleri de dikkat ¢ekmektedir (Saratale vd.,
2011). Bununla birlikte, tekstil atiksularindan boyalarin uzaklastirilmast i¢in beyaz-
curik mantarlarin uygulanmasi, uzun biiyime donglst ve azot sinirlayict kosullara
ihtiyag gibi bazi sistemin dogasinda olan dezavantajlara sahiptir. Ayrica, beyaz ¢irik
mantarlar attk sularda dogal olarak bulunmaz ve dolayisiyla enzim tretimi
saglanamayabilir (Robinson vd., 2001). Dahasi, renk gideriminin tamamlanmast i¢in
gereken uzun hidrolik bekletme stresi de mantarlarla renk giderme sisteminin
performansini  sinurlar  ve biyoreaktorlerdeki mantarlarin  korunmast da endige

kaynagidir(Chang vd., 2004).

2.5.2 Mayalarla dekolorizasyon

Mayalarin renk giderme yetenegini arastirmak igin ¢cok az galigma yapilmistir ve esas
olarak biyosorpsiyon tzerinde calisilmistir. Candida tropicalis, Debaryomyces
polymorphus, Candida zeylanoides (Yang vd., 2003) ve Issatchenkia occidentalis
(Ramalho vd., 2004) gibi baz1 ascomycetet (askli ) maya tirleri farkli azo boyalarin
enzimatik biyolojik bozunumunu ve neticesinde renginin giderilmesini saglamak i¢in
kullanilmistir. Son yillarda, Saccharomyces cerevisiae MTCC-463'in Malakit Yesil ve
Metil Kirmizi'nin renginin giderilmesinde rola oldugu bildirilmistir (Jadhav vd., 2007).
Ayrica, Saccharomyces cerevisiae hucreleri, melas besini ile biiyime siiresince reaktif
tekstil boyasinin (Remazol Blue, Remazol Black B ve Remazol Red RB)
biyoakiimiilasyonunu da gostermistir (Aksu ve Donmez, 2003). Bazi ¢aligsmalar,
Galactomyces geotrichum MTCC 1360’1n, trifenilmetanin, azo ve tekstil boyalarinin
rengini giderebilirken, maya turlerinin umut verici bir boya adsorbani olarak hareket
ettigini ve daha ytiksek boya konsantrasyonunu kullanabildiklerini (Jadhav vd., 2008)
gostermigtir. Son zamanlarda, enzimatik mekanizmalar ve bozunma riinlerinin

toksisitesi ile birlikte, 7richosporon beigeli NCIM-3326 kullamilarak Deniz Blue
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HER'in renginin giderilmesi i¢in ayrintili bir ¢aligsma yuritilmustir (Saratale vd., 2011).

2.5.3 Alglerle dekolorizasyon

Literatiirde alglerin azo boyalarini indirgeyebildigi kaydedilmistir (Semple vd., 1999).
Bilhassa saf ve karigik alg kulturlerinde iki aylik inkiibasyon sonunda yaklasik %70
oraninda renk giderme verimleri saglandig gozlenmistir (Lee vd., 1978). Sivanobakteri
veya algler gibi fotosentetik organizmalar her yerde dagilim gosterir ve diinyanin bir¢ok
yerinde gorilir ve atitksuyun renginin giderilmesi alaninda artan bir ilgi gérmektedir.
Literatirdeki bir aragtirmada, alglerin bir induklenmis (uyarilmig) azorediktaz enzim
formu yoluyla azo boyalarini pargalayabildikleri ileri sirilmektedir (Vijayaraghavan ve

Yun, 2008).

Algler tarafindan renk giderimi, renkli molekillerin CO2 ve H2O gibi renksiz
molekiillere doniigsimii ve kromoforlarin alg biyokutlesi tizerine adsorpsiyonu, alg
biyokiitlesinin uretimi i¢in kromoforlarin asimilatif kullaniminin aslen ¢ farkli
mekanizmasindan dolayidir. Birkag klorella ve Osilatoria tiirii, azo boyalarin1 aromatik
aminlerine ayrigtirabilir ve aromatik aminleri daha basit organik bilesikler veya COz'ye
metabolize edebilir (Acuner ve Dilek, 2004). Mohan vd. (2002), renk gideriminin
alglerle biyolojik doniisim ve biyokoagiilasyonu miitekiben biyosorpsiyondan dolay1
saglandigin1  vurgulamigtir.  Otuzdan fazla azo boya bilesiklerinin  Chlorella
pyrenoidosa, Chlorella vulgaris ve Oscillateria tenuis tarafindan daha basit aromatik
aminlere ayrigtirilarak renginin giderilebilecegini bildirilmistir (Yan ve Pan, 2004).
Boylece yukarida bahsi gecen sonuglarin, alglerin stabilizasyon havuzlarindaki azo
boyalarinin ve aromatik aminlerin giderilmesinde onemli bir rol oynayabilecegi
anlamina gelebilir. Dahasi, bu biyosorpsiyon prosesi, atiksularin renginin giderilmesi
icin digik maliyetli ve etkili bir yaklagim olarak benimsenebilir ve daha maliyetli

malzemelere karg1 bir alternatif olarak uygulanabilir.

2.5.4 Bitkilerle dekolorizasyon

Fitoremediasyon (bitkisel 1slah) agir metaller ve organik kirleticilerle kirletilen
topraklarin ve yeralti sularinin iyilestirilmesi i¢in etkili ve ekonomik yaklagimi vaat

eden yeni bir teknolojidir Fitoremediasyonun temel avantajlari, daha az besin girdisi
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gerektiren, yonetilmesi daha kolay olan ve genel olarak hem estetik goriiniimlii ve hem
de g¢evresel surdirilebilirlik nedeniyle genel bir kabul goren biiyik bir biyokitleye

sahip ototrofik bir sistem olmasidir (Ghodake vd., 2009).

Daha spesifik olarak, dar yaprakli su kamiglar (cattail), kostik kosullar altinda sentetik
reaktif boya atiksu aritiminda calistimistir. Buna miikabil, Mbuligwe (2005), tropikal
bitkilerle (coco yam) bitkilendirilmis yapay sulakalanlarda % 72-77 oranlarinda
renkgideriminin saglandigini belirtmistir. Ayrica, farkli agronomik sonuglara sahip g
bitki tirt (Brassica juncea, Sorghum vulgare ve Phaseolus mungo) azo boyalarindaki
ve tekstil atiksularindaki reaktif grubunun renginin giderilmesinde degerlendirilmistir.
B. juncea, S. vulgare ve P. Mungo bitkileri tekstil atiksularindaki rengi sirayla % 79,%
57 ve% 53'e kadar gidermistir (Ghodake vd., 2009). Benzer sekilde, literatirde Blumea
malcommi bitkisinin tekstil boyast Reactive Red 5B'yi aynstirdigt vurgulanmistir

(Kagalkar vd., 2009).

Etkili ve verimli fitoremediasyon tekniklerini gelistirmek i¢in kapsamli aragtirmalar
yapilmistir. Tagefes patula I.. (Marigold)’ nin sagaksi kok kultirlerinin Reaktif Red
198'in renginin giderilmesinde etkili oldugu ve bunun i¢in sorumlu olan bitkideki
enzimin belirlendigi bildirilmistir (Patil vd., 2009). Bununla birlikte, fitoremediasyonun
buyik olg¢ekli uygulanmasinda, bitki tarafindan tolere edilen kirleticilerin seviyesi,
kirleticilerin biyolojik olarak kullanilabilir fraksiyonu ve ugucu organik kirleticilerin
ucurulmasi ve ayrica aritma sistemi i¢in buyiik genis alanlar gerektirmesi gibi bir takim

engeller ile kars1 karsiya kalinmaktadir.

2.5.5 Bakteriyel dekolorizasyon

Bakterilerin kullanildigr birgok galismada, bu canlilarin ¢esitli kirletici maddeleri i¢inde
biriktirme (biyoakiimulasyon), ylzeyinde tutma (biyosorpsiyon), enzimatik olarak
parcalama (biyodegradasyon) ve tiiketerek yok etme (mineralizasyon) ozellikleri
arastirilmaktadir.  Pseudomonas, Rhodobacter gibi bazi fotosentetik anaerobik
bakterilerin, belirli sartlar altinda aromatik halkali bilesikleri parcaladiklari tespit
edilmistir (Harwood ve Gibson, 1988; Rhalkar vd., 1993; Sasikala vd., 1994; Dénmez
ve Oztiirk, 1999). Bu bakteri tirlerinden Rhodopseudomonas palustris ile yapilan

caligmalarda hem adsorpsiyon yeteneginin hem de degradasyon yeteneklerinin yiksek
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oldugu ve azo boyar maddelerin rengininin giderilebildigi gosterilmistir (Liu vd., 2006;

Wang vd., 2008; Selimoglu vd., 2011; Celik vd., 2012).

Bu caligmalar igerisinde en iyi ortamin anaerobik kosullar oldugu ve bu ortamda
degradasyona ugradigi tespit edilen azo boyar maddelerin, renksiz maddelere
doniigmesine karsin, olusan par¢alanma uriinlerinin kanserojenik ve mutajenik 6zellik
gosterdigi de tespit edilmis ve bu boyar maddelerin degradasyon ¢alismalarinin ¢evre
kirliligi gideriminde yeterli olmadig: ispatlanmistir. Ciinki yapilan ¢aligmalarin hemen
hepsi boyar maddeleri igeren atik sularin daha ¢ok estetik kaygilardan dolay:
aritilmasina yoneliktir. Ancak asil problem bu boyalarin degradasyonu sonucu ortaya
¢ikan toksik aromatik aminlerdir. Bunlarin da sulardan giderimine yonelik ¢ok az sayida
caligma yapilmig ve genellikle basart saglanamamis olmasina (Pandey vd., 2007) karsin
daha once yaptigimiz calismada (Celik vd., 2012), Rhodopseudomonas palustris
51ATA susunun remazol red 195 boyasini sonuna kadar tiiketip higbir aromatik amini
olusturmadan mineralize ettigi bulunmustur. Bu 6zellligi dekolorizasyona tabi tutacagi
pek cok boyayr da tuketebilecegi ihtimali arastirilmigtir. Bu ¢aligmanin devaminda en
uygun ve en ucuz yardimci substrati bulmaya yonelik bir caligmanin gerekliligini ortaya
koymustur.  Yapilan  ¢alismalarda  dekolorizasyon,  biyodegradasyon  ve
biyotransformasyon c¢aligsmalarinda ¢esitli yardimci substrat kullaniminin, etkinligi
artirdigl ve iglemi hizlandirdig: tespit edilmistir (Bajaj vd., 2008; Sheth ve Dave, 2009;
Kalme wvd., 2010; Nosheen wvd., 2010). Bu yardimci substratlar igerisinde
degerlendirilebilmesi i¢in ozellikle melas gibi karbonhidratlar agisindan zengin atik
maddeler tercih edilmektedir. Yardimci substratlar karbon ve enerji kaynag: olarak
mikroorganizmalarin gelismesine ve biyokiitle miktarinin artmasini saglamaktadir.
Ekonomik olacagi dusunildigi igin ozellikle melas tizerinde durulan bu ¢aligmanin

sonuglart bilim ve ¢evre agisinda son derece énemli olacaktir.

Azo boyalarinin renginin giderilmesi genellikle konvansiyonel anaerobik, fakultatif
anaerobik ve aerobik kosullar altinda farkli bakteri gruplan tarafindan gerceklesir. Azo
boyalarinin mikrobiyal bozunum mekanizmasi potansiyel olarak tehlikeli aromatik
aminler igeren renksiz solisyonlarin olugsmasina neden anaerobik sartlardaki
azoreduktaz enzimlerinin yardimiyla azo baglarinin (-N=N-) rediiktif boliinmesini igerir
(Chang ve Kuo, 2000). Elde edilen ara metabolitler (6rnegin aromatik aminler) aerobik

veya anaerobik olarak daha da bozundurulur (Joshi vd., 2008). Bir¢ok yeni aragtirma,
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atiksulardan boyayr gidermek igin mikrobiyal biyokatalizorlerin kullanilmasi tizerine
odaklanmigtir (Chang vd., 2004). Azo boyalarinin renk giderme igleminde cesitli bakteri
gruplarinin rolint belirlemek i¢in kapsamli ¢aligmalar yurGtilmustir (Pandey vd.,
2007). Bu boyalarin bakteriyel yollarla renginin giderilmesi ve ayristirilmasi yontemi
daha yiiksek derecede bir biyolojik bozunma ve minerallesmeyi saglayabildiginden ve
cok ¢esitli azo boyalarina uygulanabildiginden, ucuz ve ¢evre dostu oldugundan ve daha

az ¢amur Urettiginden kayda deger bir ilgi gostermistir (Rai vd., 2005).

Endustrisi atiksulart oldukg¢a karmagik olup ¢ok ¢esitli sentetik boyalar ve seyrelticiler,
asitler, bazlar, tuzlar, deterjanlar, nemlendiriciler, oksidanlar ve benzeri diger birgok
urinleri igermektedir. Bu renkli atiklarin nehirlere ve gollere bosaltilmasi, ¢oziinmis
oksijen konsantrasyonunun azalmasina neden olur, boylece yerlesik organizmalar i¢in
olumcul olan anoksik kosullar yaratilir. Biyolojik stregler mevcut teknolojilere
alternatif olusturmaktadir, ¢iinkii bunlar daha ekonomik, ¢evreye dost ve ¢ok miktarda
camur uretmemektedir. Dahasi, bakteriyel azo boyar maddelerinin renk giderme ve

mineralizasyonu fungal (mantar) sistemlere kiyasla daha hizlidir.

Karnigik kultirlerin 6zellikle bu alanda daha yararlt oldugu gézlemlenmistir, ¢link(i bazi
mikrobiyal topluluk, tek tek higbir saf sug’un basariyla tstlenemeyecegi biyolojik
bozunma gorevlerini topluca yuritebilir (Nigam vd., 1996). Bununla birlikte, karigik
kilturler sadece sistemde neler oldugu ile ilgili ortalama makroskopik gorinimler
sagladigindan sonuglar kamsamli sekilde yinelemez ve sonuglarin etkili bir gekilde

yorumlanmasinit da zorlagtirir.

Azo boyalarini pargalayabilen saf bakteri kiltirlerini izole etme ¢abalari 1970'lerde
Bacillus subtilis, Aeromonas hydrophila ve Bacillus cereus'un raporlariyla bagladi
(Wuhrmann vd., 1980). Son zamanlarda, Proteus mirabilis, Pseudomonas luteola ve
Pseudomonas sp. gibi tekli bakteri kiltiirleri ve izole edilmis Pseudomonas sp. ile renk
giderme konusunda 6nemli miktarda aragtirma yapilmistir. Pseudomonas aeruginosa
aerobik kosullar altinda ve glikoz varliginda ticari bir tabakhane ve tekstil boyasini ve
Navitan Fast Blue S5R'nin rengini giderebilmistir. Bu organizma ayrica gesitli azo

boyalarinin da renginigiderbilmistir (Nachiyar ve Rajkumar, 2005).

Saf bir kultur sisteminin kullanilmasi tekrarlanabilir verilerin elde edilmesini
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saglamakta ve boylece deneysel gozlemlerin yorumlanmast daha kolaylagtirmaktadir.
Boylece, biyokimyasal ve molekiiler biyolojinin tim araglarini kullanilarak ayrintili
biyolojik bozunma mekanizmalarinin belirlenmesi daha kolaylagir ve elde edilen
bilgiler ise gelismis enzim aktiviteleri ile modifiye sug’lart Gretmek igin enzim
sisteminin diizenlenmesinde yararlt olabilir. Belirli bir bakteri kultiri ile azo
boyalarinin reng giderim kinetiklerinin kantitatif analizi ayrintili olarak incelenmigtir
(Chang ve Kuo, 2000). Laboratuvarimizda, saf kulttirde belirli boyalarin metabolik yolu
oksidorediiktif enzimatik ¢alismalar ve UV-vis spektroskopi, fourier transform infrared
spektroskopi (FTIR), gaz kromatografi kiitle spektrometresi (GC/MS), yiksek
performansli sivi  kromatografisi (HPLC), niikleer manyetik rezonans (NMR)
spektroskopisi gibi ¢esitli analitik teknikler kullanilarak respit edilmisgtir.

Bakteriyel renk giderimi verimli ve hizlidir, ancak tek tek bakteri turleri genellikle azo
boyalari tamamen ayrismaz ve ara Urtnlerde genellikle kanserojen aromatik aminler
bulunur ve bunlar daha ileri ayrigsmaya ihtiya¢ duyarlar (Joshi vd., 2008). Bu nedenle,
karigik mikrobiyal poptlasyonlardan olugan aritim sistemleri mikrobiyal toplulugun
sinerjik (es etkin) metabolik faaliyetlerinden dolay1 daha yiiksek bir biyolojik bozunma
ve minerallesme derecesine ulagmakta ve sentetik azo boyalarinin bozunmasinda saf
kiltirlerin kullanimina kiyasla ¢énemli avantajlara sahiptir (Chen ve Chang, 2007).
Genel olarak, azo boyalarin pargalanmasi sirasinda dogada toksik olan aromatik
aminlerin Uretilmesine neden azo baglarimin ilk bolinmesi gercgeklesir, ancak
mikrobiyal topluluk varliginda bu aromatik aminler tamamlayict organizmalar
tarafindan prosesi daha etkili ve verimli hale getirerek bozunumunu saglar (Tony vd.,
2009,). Buna ek olarak, tek bir bakteri sug’unu boya igeren atik su numunelerinden izole
etmek zaman alici ve giigtiir ve azo boyalarinin etkili bir sekilde renginin giderilmesi ve

bozundurulmasi uzun vadeli adaptasyon prosedurlerini gerektirmektedir.

Azo bilesikleri hem aerobik hem de anaerobik kosullar altinda biyolojik bozulmaya
duyarlidir. Genel olarak, azo boyalarinin mikrobiyal olarak pargalanmasi, anaerobik
kosullar altinda bir azorediikktaz enzimi yardimiyla azo baglarinin indirgeyici
parcalanmasint (-N=N-) ve ayrica dort elektron transferini (esdegerleri azaltarak)
icermektedir. Daha sonra azo baginda iki agamadan ge¢mekte ve her bir asamada nihai
bir elektron alicist olarak gorev alan iki elektron azo boyasina transfer edilmekte ve

sonugta boyanin renginin giderilmesini ve boylece ¢ozeltinin renginin giderilmesini
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saglanmaktadir (Chang vd., 2000). Elde edilen ara metabolitler (6rnegin aromatik
aminler) daha sonra aerobik veya anaerobik olarak daha ileri bozunuma ugrarlar
(Pandey vd., 2007). Anaerobik kosullar altinda azo boyalarinin renginin giderilmesinin

nispeten basit ve spesifik olmayan bir yontem oldugu diistiniilmektedir.

Cok ¢esitli sentetik boyalarin bozunmast i¢in gesitli anaerobik aritma uygulamalarinin
etkinligi bircok kez ispatlanmigtir (Wang vd., 2009). Bazi aragtirmacilar, aerobik
solunumun NADH kullanimini baskin hale getirdiginde dolay1 oksijenin varliginin azo
bagimt indirgeme aktivitesini genellikle inhibe ettigini ve dolayisiyla elektronun
NADH'den azo baglarina ge¢mesini engelledigini ileri strmektedirler. Literatiirde,
karigik aerobik ve fakultatif anaerobik mikrobiyal toplulukla saglanan ¢esitli azo
boyalarinin anaerobik renk giderimi ile arastirma sonucu bildirilmistir olup kiiltiirlerin
bir ¢ogunun aerobik kosularda biiyiiyebilmelerine kargin renk gideriminin sadece

anaerobik kosullarda basarildig1 kaydedilmistir (Moosvi vd., 2005).

Boyalarin (¢ogunlukla azo boyalarl) anaerobik renk giderimini igeren deneysel
caligmanin ¢ogu mono kultirler kullanilarak gerceklestirilmistir. Bir dizi azo boyanin
anaerobik bozunmasinda Bacillus, Pseudomonas, Aeromonas, Proteus, Micrococcus ve
mor kukirtsiiz fotosentetik bakterileri tirlerinin etkili oldugu bulunmustur (Tablo 1).
Anaerobik kosullarda azo boyalarinin biyolojik membrandan mikrobiyal hiicrelere
nifuz etmesinin renk giderme i¢in baglica hiz sinirlayict faktor olarak rol aldigi da

bildirilmistir (Kodam vd., 2005).

Azo boyalarini aerobik olarak rengini giderebilen birkag¢ bakteri tiirii son birkag yilda
izole edilmigtir. Aerobik kosullar altinda mono-ve di-oksijenaz enzimleri, halka fisyon
oncesinde Oz'den organik bilesiklerin aromatik halkasina oksijenin katilmasini katalize
etmektedir (Sarayu ve Sandhya, 2010). Baz1 aerobik bakteriler, azo bilesiklerini oksijen
katalizli azorediiktazlarin yardimiyla azaltabilir ve aromatik aminler iretebilir (Lin vd.,

2010).

Aerobik azo rediiktazlarin kofaktorler olarak hem NAD(P)H hem de NADH'yi
kullanabildigini ve sadece bakterilerin karboksilatlanmig biiyiime substratlarini degil,
aynt zamanda silfonatlanmig yapisal analoglant da indirgeyebilecek sekilde

parcalayabildigi belirtilmistir (Nachiyar ve Rajkumar, 2005). Bu tir azorediktaz
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aktivitesi. Pseudomonas tirlerinde bakteriler, azo boyayr blyume substratt olarak
kullanamazlar ve ilave organik karbon kaynaklarina ihtiyag duyarlar (Stolz, 2001).
Ustelik, tek karbon kaynag olarak azo bilesiklerinde biiyiiyebilen ¢ok az bakteri vardir.
Bu bakteriler, -N=N- baglarin1 indirgeyerek par¢alamakta ve blyumeleri i¢in karbon
kaynag ve enerji olarak aminleri kullanmaktadirlar. Bu tir organizmalar kendi
substratlarina 6zgidir. Bu 6zellige sahip bakteri sug’larinin 6rnekleri sirasiyla karboksi
turuncu I ve karboksi turuncu II uzerinde aerobik olarak buyuyebilen Xenophilus
azovorans KF 46 (daha once Pseudomonas sp. KF46) ve Pigmentiphaga kullae K24
(daha once Pseudomonas sp. K24 )'dir (McMullan vd., 2001). Azo boyasini azaltict
enzimleri ihtiva eden az sayidaki bakterinin azo boyalar1 tamamen aerobik kosullar

altinda parcaladigr tespit edilmistir (Nachiyar ve Rajkumar, 2003).

Sentetik boyalarin dekolorizasyonunda ¢ok yogun bicimde kullanilan gram negatif
bakterilerden, Aeromonas hydrophila, Burkholderia cepacia, Citrobacter sp.,
Desulfovibrio desulfuricans, FEscherichia coli, Geobacter sulferreducens, Klebsiella
pneumonia, Proteus mirabilis, Pseudomonas luteola, Pseudomonas mendocina,
Pseudomonas  putida,  Pseudomonas  stutzeri,  Sphingomonas  xenophaga,
Stenotrophomonas maltophila, Xenophilus azovorans ve gram pozotif bakterilerden;
Arthobacter globiformis, Bacillus benzenovorans, Bacillus cereus, Bacillus gordonae,
Bacillus polymixa, Caulobacter subvibriodes, Clostridium perferingens, Kurthia sp.,
Nocardia carallina, Paenibacillus azoreducens, Streptomyces viridosporus ornek

gosterilebilir (Forgacs vd., 2004).

2.5.5.1 Bakteriyel dekolorizasyonu etkileyen faktorler

Aragtirmalar biyolojik aritma sistemlerinin boya giderme veriminin buyuk olgiide
isletme parametrelerinden etkilendigini gostermistir. Biyolojik aritma proseslerinde,
calkalamama (calkalama), oksijen, sicaklik, pH, boya yapisi, boya konsantrasyonu,
farkli karbon ve azot kaynaklari, elektron verici ve redoks mediator (araci) takviyesi
gibi cesitli fiziko kimyasal islem parametreleri dogrudan bakterilerin azo boylarinin
renk giderme performansint dogrudan etkiler. Havalandirma, sicaklik, pH ve redoks
potansiyelinin seviyesi maksimum boya azaltma oraninit elde etmek i¢in optimize
edilmelidir. Elektron wvericisinin ve redoks aracisinin konsantrasyonlari sistemdeki

biyokutle miktari ve atik suda mevcut olan boya miktari ile dengelenmelidir.
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2.5.5.2 Konsantrasyonun etkileri

Yuksek konsantrasyonlardaki boyalarin mikroorganizmalar tzerine toksik oldugu
belirlenmigtir. Literatirdeki bir aragtirmada, muhtemelen farkli yapilara sahip boya
molekillerinin azo-rediiktazin aktif bolgelerini bloke etmesiyle birlikte belirli
bakterilere ve/veya yetersiz biyokutle konsantrasyonuna (veya uygun olmayan htcre
orant/boya orant) bagli olarak boyalarin toksik etkisinden dolay1 boya konsantrasyonun
artirllmastyla birlikte renk giderme hizinin da kademeli olarak dustigini iddia
edilmistir (Jadhav vd., 2008). Cesitli reaktif azo boyalarinin bakteriyel renk giderimi ile
ilgili benzer sonuglar diger bazi aragtirmacilar tarafindan da gozlemlenmigtir (Kalyani
vd., 2008). Ayrica, aromatik halkalar izerinde siilfonik asit (SO3H) gruplu “reaktif grup
azo boyalari”nin yiikksek boya konsantrasyonlarinda mikroorganizmalarin bliytimesini
buyik ol¢ide inhibe ettigi gozlemlenmigstir (Chen vd., 2003; Kalyani vd., 2008).
Bununla birlikte, Saratale vd. (2011), saf kiiltiir yerine bakteri es kiltira kullanildiginda
artan konsantrasyon etkisinin azaldigini ve bunun her iki mikroorganizmanin sinerjik
etkisinden  kaynaklanabilecegini  ortaya  koymuslardir.  Liu  vd.  (2000),
Rhodopseudomonas palustris’in farkli alttirdeki bakterilerinin, azo boyanin rengini
1250 mg/L'e kadar giderebildigini ve ayrica spesifik renk giderme oram ile boya
konsantrasyonu arasindaki iligskinin Michaelis-Menten kinetigi ile agiklanabilecegini

gostermisgtir.

2.5.5.3 Karbon ve azot kaynaklarinin etkileri

Karbon kaynaklart bakteriyel bliyimede oksidantlar i¢in azot kaynagi ise bilhassa
enzim uretimi i¢in gereklidir. Azo boyalarn karbon kaynaklari bakimindan yetersizdir ve
boyalarin herhangi bir karbon veya azot kaynagl eklenmeden biyolojik olarak
parcalanmast ¢ok zordur. Karisik ve saf kiiltturler yoluyla azo boyalarin renk giderimi,
genellikle maya ekstrakti, pepton veya kompleks organik kaynaklar ile
karbonhidratlarin bir kombinasyonu gibi kompleks organik kaynaklara ihtiya¢ duyar
(Khehra vd., 2005).

Azo baglarinin indirgenmesi yoluyla azo boyalarinin renksizlestirilmesi sirasinda ¢esitli

karbon kaynaklarindan indirgen esdegerlerinin boyaya aktarildig bildirilmigtir. Ayrica,
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anaerobik asidojenik bakterilerin, karbonhidratlar gibi ¢6ziinebilir substratlar
metanojenik, silfat indirgeyici ve asetojenik bakteriler i¢in rekabet¢i substratlar gorevi
goren asetik asit ve metanol gibi ugucu organik asitler veya alkollere cevirdigi

gozlenmistir (Georgiou vd., 2004).

Bazi galigsmalar azo boyalarin renk giderimini karbon ve azot kaynaklar1 varliginda
gerceklestirmiglerdir. Burada, muhtemelen hiicrelerin boya bilesigini karbon kaynag:
olarak kullanmaktan ziyada daha ¢ok bunlart asimilasyonda kullanmay1 tercih
etmesinden dolay1 karbon kaynaklarinin eklenmesinin boya gideriminde ¢ok fazla etkili
olmadig1 goralmustir (Saratale vd., 2011). Buna karsilik, pepton, sigir 6zi, iire, maya
ozuti ve benzeri organik azot kaynaklarinin ilavesiyle azo boyalarinin
mikroorganizmalar tarafindan indirgenmesinde bir elektron vericisi olarak iglev goren
NADH'yi yenilendiginden etkili bir renk azalmasi da gozlemlenmistir (Chang vd.,
2000). Siureci ekonomik olarak uygulanabilir hale getirmek ve pratik olarak
uygulanabilir kilmak i¢in, bazi aragtirmacilar lignoselilozik (bitki hicrelerini
kuvvetlendiren lignin ve seliilozun birlesmesi) tarimsal atig1 etkin bir renk giderme igin

ilave bir yardimer madde olarak kullanmislardir.

Lignoselulozlar, tarimsal ve orman atiklarinin énemli bir bélimiini olusturmaktadir ve
kiresel kagit hamuru/kagit, gida ve diger sanayilerdeki endustriyel atiklar bu
madddeleri  yillik  0,85x10' ton’a kadar iretmektedir (Saratale vd., 2011).
Lignoselilozik substratlarin  varliginda ligninolitik  enzimler arttigi i¢in renk
gideriminin daha etkili oldugu gozlenmistir. Benzer sonuglar Comamonas sp. i¢in de
kaydedilmigtir. UVS lignolitik enzimlerin uretimi ile birlikte “Direkt Blue GLL”nin

daha etkin bir renk gideriimini sagladigin1 gostermistir.

Saratale vd. (2011), GR bakteri toplulugu tarafindan Scarlet R'nin ve “Micrococcus
glutamicus NCIM-2168” tarafindan Reaktif Green 19A ile renk giderimi ile ilgili olarak
renk giderime verimini arttirmak i¢in geker kamigt kispesi tozu ekstraktlari, odun

saman ve piring kabugu gibi ¢esitli tarimsal atiklari incelemiglerdir.

Bu ¢aligmalarda, piring kabugu ve piring saman 6zitiiniin takviyesi, sentetik ortamdaki
renk giderme verimini arttiran bir azot kaynagi olarak islev gormustir (Saratale vd.,

2011).
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2.5.5.4 Oksijen ve karistirmanin etkileri

Azo boyalarinin renginin giderilmesi gercekte farkli tropik bakteri gruplan tarafindan
anaerobik (Metanojenik), fakiiltatif anaerobik ve aerobik kosullar altinda
gerceklesmektedir. Anaerobik kosullar altinda glikoz, nisasta, asetat, etanol gibi basit ya
da peynir alt1 suyu ve tapyoka gibi daha karmagik carbon kaynaklarinin bir bakteri
kiltara tarafindan besin kaynagi olarak kullanilmasinin renk giderme islemini
etkileyebildigi ve azo boyalarinin aminlere indirgenmesinin biyik bir kisminin aktif
bakteri gelisimi sirasinda meydana geldigi kaydedilmistir (Van der Zee ve Villaverde,
2005). Azo boyalarinin renginin giderilmesinin kesinlikle anaerobik kosullar altinda ¢ok
daha ustin oldugu, ancak yari anaerobik kosullarda da gerceklestigi gozlenmistir
(Knapp ve Newby, 1995). Pseudomonas luteola, Proteus mirabilis, Pseudomonas sp.
SUK1 ve Micrococcus glutamicus NCIM-2168 gibi saf bakteri tiirleri Gizerinde yapilan

caligmalarda da benzer sonuglar gozlemlenmistir (Kalyani vd., 2008).

Anaerobik kosullar altinda indirgeyici enzim aktivitelerinin daha yuksek oldugu, ancak
azo boyalarinin bozunmasina katilan oksidatif enzimler i¢in az miktarda oksijenin
gerekli oldugu kabul edilmektedir. Bazi c¢aligmalar azo boyalarinin bakteriyel
bozunmasi sirasinda oksidatif ve indirgeyici enzimlerin rol oynadigini bildirmigtir. Bu
onceki sonuglar etkili renk giderme i¢in solisyondaki oksijen konsantrasyonunu arttiran
havalandirmadan ve c¢alkalamadan (ajitasyon) kaginilmasi gerektigini ortaya koymustur
(Chang ve Lin, 2001). Ayrica, oksijenin azorediiksiyon (azoindirgeme) tizerine etkisinin

tersinir olmadigint da gozlenmistir (Pearce vd., 2003).

Escherichia coli NOs tarafindan C.1. Reaktif Red 22'nin renk giderme isleminde CO ile
renk giderme orani arasindaki korelasyonun nicel analizi detayli olarak incelenmigtir
(Chang ve Kuo, 2000). Bu caligsmada, statik kosullar altinda (karigtimadan), 200 rpm
(devir/dak.)’lik bir hizla ¢alkalama sirasinda CO seviyesi sadece 0.5 mg/L'e digmesine
ve Onemli bir renk giderimi gozlenmemesine karsin kiltirdeki CO seviyesi hizlica
neredeyse sifira diigmus ve renk giderme gergeklesmistir. Basit aromatik bilesikler gibi
azo boya indirgeme reaksiyonu sirasinda olugsan ara maddeler, oksijenin varliginda
hidroksilasyon (hidroksilleme) ve halka agilmasi yoluyla ayrigtirilmaktadir (Pandey vd.,
2007). Aerobik kosullar azo boya molekillerinin tamamen mineralizasyonu ig¢in

gereklidir.  Boylece, en etkili attk su arntiminin saglanmast i¢in aerobik artimi
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mitakiben bir anaerobik siire¢ boyalari igeren atik sularin renginin giderilmesi ve
onlarin biyolojik bozunabilirliklerinin iyilestirilmesi i¢in kullanilabilir (You ve Teng,

2009).

2.5.5.5 Sicakhigin etkileri

Mikrobiyal hiicre biyokimyasal veya enzimatik mekanizmalar tizerinden adaptasyon
yoluyla sicaklik degisimlerine tepki verdiginden c¢evre sicakligt dogrudan organizma
sicakligina tesir eder. Sonug¢ olarak, sicaklik, su ve topragin rehabiltasyonu da dahil
olmak tizere, mikrobik canlilikla iligkili tim siiregler i¢in en 6nemli faktordir. Azo
boyalarinin mikrobiyal yollarla renk gideriminde aktivasyon enerjisiyle ilgili bazi
caligmalarda dar sicaklik araliklarinin aktif ¢amuru inhibe eden olduk¢a kompleks
mikroorganizma topluluklarinin azo boyalarinin renginin giderilmesinde gerekli oldugu
belirlenmistir. Buna ek olarak, mikrobik fizyolojide sicaklik degisikliklerinin
aktivasyon enerjisinin aniden degismesine yol agtigi da bildirilmistir (Yu vd., 2001).
Azo boyalarinin renk giderme hizinin optimum sicakliga (30-45 °C) kadar yiikseldigi ve
sonrasinda daha yuksek sicakliklarda renk giderme aktivitesinde marjinal bir azalmanin
oldugu gozlenmistir. Liu vd. (2006), Rhodopseudomonas palustris ile yaptiklar
caligmalarda en iyi renk giderme veriminin 30-35 °C arasinda ispatlamislardir. Daha
yiksek sicakliktaki bu dusts, hiicre direncinin azalmasina yada bir azo-rediiktaz
enziminin yapisinin bozulmasindan dolay1 olabilir (Chang vd., 2001). Bununla birlikte,
baz1 bakteriyel hiicre preparatlarinda azo-rediiktaz enziminin nispeten 1stya dayanikli
oldugu ve kisa periyotlarda 60 °C sicakliklara kadar aktif kalabildigi tespit edilmistir
(Pearce vd., 2003).

2.5.5.6 pH’nin etkileri

pH, boyalarin renginin giderilmesinde buytk bir etkiye sahiptir ve renk gidermede
optimum pH genellikle 6.0 ila 10.0 arasindadir (Chen vd., 2003). Renk giderme hizi
optimum pH'da daha yuksektir ve giicli asidik yada bazik pH'da hizli bir sekilde azalma
egilimi gosterir. PH'1n etkilerinin renk gideriminde hizt sinirlayict adim olarak bilinen
boya molekillerinin hiicre zarinda taginmast ile iligkili olabilecegi dusiiniilmektedir
(Kodam vd., 2005). Genellikle pH'1 7.0-9.5 araliginda degistirmenin boya indirgeme
islemi tzerine etkisi ¢ok dugiiktiir. Bununla birlikte Chang vd. (2001), pH'in 5.0'dan
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7.0'a yukselmesiyle boya giderim hizinin neredeyse 2.5 kat arttigin1 fakat 7.0-9.5
araligindayken etkisiz oldugunu tespit etmislerdir. Liu vd. (2006), Rhodopseudomonas
palustris ile yaptiklant galigmalarda anaerobik kosullarin bakteriyel renk giderme igin
gerekli oldugunu ve optimal pH’1n 8 oldugunu ispatlamislardir. Jadhav vd. (2008), GB
toplulugu (Galactomyces geotrichum ve Bacillus sp. kombinasyonu) ile “Brillant Blue
G”nin renginin giderilmesinde tam bir renk gideriminin yalnizca 5-9 arasindaki pH
araliklarinda gergeklestigini gostermiglerdir. Kuvvetli asidik (pH 4'te) ve kuvvetli bazik
(pH 12'de) kosullarda izole Citrobacter sp. CK3 ile “Reaktif Red 190”1n etkili bir
sekilde renginin giderildigi de kaydedilmistir (Wang vd., 2009). Renk giderici
bakterilerin pH’a karg1 bu toleranslari onlari boyama tesisi atiksularinin pratik biyolojik

artttminda oldukga elverisli bir hale getirir (Aksu ve Dénmez, 2003; Wang vd., 2009).

2.5.5.7 Boya yapisinin etkileri

Atiksularin sebep oldugu kirlilik konsantrasyonlardan ziyade atiksuyun igindeki
boyalarin dayanikliligina baglidir (Jadhav vd., 2007). Sentetik azo boyalarinda degisik
yapilar mevcuttur ve kimyasal yapilarda degisiklikler, yani izomerler veya farkli
islevsel gruplarin varligi biyolojik bozunabilirligi ve indirgeme reaksiyonklari ve
dolayisiyla da renk giderme verimini 6nemli ol¢iide etkiler. Azo bagina ve yiiksek
molekul agirlikli boyalarla ilgili olarak fenil halkasindaki -SOsH, -SO2NH> gibi elektron
geri ¢eken gruplarin yerini alan boyalar s6z konusu oldugunda, boya giderme verimi
daha daha dusiik iken basit yapili ve diigiik molekul agirlikli boyalarin daha yiiksek renk
giderme verimleri sergiledigi kaydedilmistir (Sani ve Banerjee, 1999; Pearce vd., 2003).
Hidroksil veya amino gruplart olan azo bilesikleri, metil, metoksi, sillfo veya nitro
gruplarina sahip olanlardakine gore daha fazla bozulma egilimi gosterirler. Azo
boyalarinin giderimiyle iligkili olarak hizli bir elektron transfer reaksiyonu ile anyon
radikaline indirgeme, bunu takiben stabil dianyon tretmek tzere ikinci ve daha yavas
bir elektron transfer olay1 olugmaktadir (Rau vd., 2002). Boéylece azo boyalarinin daha
yiksek bir elektronik yogunluga sahip islevsel grubu dianyonu olusturan bu ikinci
elektron transferinde uygun olmayacagi i¢in ¢ok daha dusiik bir renk giderme verimine
neden olur (Pearce vd., 2003). Bundan dolay1, azo boyalarin stlfonatlanmig reaktif
grubu, karboksilatlanmig azo boyalara kiyasla daha zor ayrigabilir (recalcitrant) olarak
kabul edilirken, siilfonatlanmis azo boyalarin bakteriyel renk giderim streci sirasindaki

hiz sinirlayict adim boyalarin bakteriyel hiicre zart igerisinden gecirilmesidir (Kodam
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vd., 2005). Buna ek olarak, azo bag bolgesindeki yiiksek elektron yogunluklu hidrojen

baglart da renk giderme verimi Gzerinde 6nemli bir etkiye sahiptir (Beydilli vd., 2000).

2.5.5.8 Boyalarin ara metabolitlerinin etkileri

Birgok azo boyasinin saflagtinlmig formlarinin dogrudan mutajenik ve kanserojen
oldugu bulunmustur (Chen, 2002). Azo boyalarinin bakteriyel bozunmasi, g
mekanizma ile gergeklestirilir: (i) indirgenme sonrasinda yalnizca toksik olan azo
boyalart ve ¢ogunlukla bagirsakdaki anaerobik bakteriler vasitasiyla aromatik aminler
vermek tizere azo bag zincirinin kirllmasi. Aromatik aminler metabolik olarak DNA'ya
kovalent bagla baglanan elektrofilik tiirlere okside edilirler; (i1) serbest aromatik amin
gruplarini igeren azo boyalar i¢in azo indirgemesi olmayan bir metabolik oksidasyon;
ve (ii1) azo bag halkasinin yiiksek oranda reaktif elektrofilik diazonyum tuzlarina azo
boyalarinin dogrudan oksidasyonu. Her mekanizma bilesige 06zgii olabildiginden
muhtemelen azo toksisitesine birden fazla mekanizma neden olabilir. Azo boyalarinin
dontgturalmus ara triinlerinin dogada oldukga toksik ve mutajenik oldugu gozlenmistir

(An vd., 2007; Pandey vd., 2007).

2.5.5.9 Elektron vericilerinin etkileri

Bras vd. (2001), glikoz veya asetat iyonlart gibi elektron vericilerinin eklenmesinin, azo
baglarinin indirgenerek boliinmesini agik¢a uyardigini gostermiglerdir. Farkli elektron
veren yart tepkimelerin termodinamigi farkli oldugundan reaksiyon hizinin elektron

vericisinin tiriine baglt olmast muhtemeldir.

Her bir biyolojik renk giderme isleminde fizyolojik elektron vericisinin belirlenmesi ile
boya giderme hizini arttinlmasi ve giderme reaksiyonundan sorumlu enzim yolun
ortaya konulmas: saglanir. Ornegin, eger format bilesigi boya molekiililne anaerobik
olarak induklenen (uyarilan) elektron transfer yolunun en etkili elektron vericisi ise o
zaman, bu yolun bir format dehidrojenaz enzimi igermesi gerektigi sonucuna varilabilir.
Yardimci substratin konsantrasyonu (orijinal elektron donérii) indirgeme esdegerlerinin
(ara elektron vericilerinin) olusum hizin1 kontrol etmektedir. Yoo vd. (2001), hiicre
lizisinin Urtnlerinin lizis Griinlerini metabolize eden aktif hiicreler ile anaerobik azo

boya gideriminde elektron vericileri olarak islev gorebilecegini bulmustur. Organik
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maddelerin oksidasyonu ile normal elektron taginimina dahil olan koenzim indirgeyici
esdegerleri, azo boya gideriminde elektron vericileri olarak gorev yapabilmektedir.
Tiyomersal ve p-kloromerkuibenzoat gibi belirli kimyasallar, boya gideriminde
indirgeyici esdegerleri uretmek igin gerekli olan NADH ureten sistemlerin alkol
dehidrojenazini inhibe etmektedirler. Bu nedenle, NADH olusum hiz1 azo boyalarinin

giderimimini inhibe ettiklerinden hiz sinirlayici olabilir (Gingell ve Walker, 1997).

2.5.5.10 Redoks potansiyelinin etkileri

Hiz kontrol adim1 boya ve hiicre dis1 indirgeyici ajan arasindaki bir redoks dengesini
icerdiginden renk giderme islemi elektron vericilerinin ve alicilarinin  redoks
potansiyellerine baglidir (Sekil 2.4). Redoks potansiyeli, bir molekuliin elektronlar
kabul etme ve indirgenebilme kolayliginin bir 6l¢iisiidiir. Bu nedenle, redoks potansiyeli
ne kadar pozitif olursa, molekiil daha kolaylikla giderilir (Bragger vd., 1997). Azo
substratin yar1 dalga potansiyelinin artmast (daha pozitif) ile renk giderme veriminin de
artacagl gozlenmistir. Bragger vd. (1997), renk giderme hizinin logaritmast ile

substratin yari dalga potansiyeli arasinda lineer bir iligki oldugunu gostermistir.

Boya substratinin giderim hizt ile elektrokimyasal o6zelligi arasindaki bu iligkinini
bakteriyel boya gideriminde hiz belirleme adiminin segici membran gegirgenligi veya
enzim baglama gibi yapiya 6zgl bir fenomeni igermedigini gostermistir (Dubin vd.,
1975). Anaerobik kosullar altinda sistem i¢im disik oksidasyon-rediksiyon
potansiyellerinin (<-400 mV) saglanmasi, ylksek renk giderme hizlar i¢in gereklidir ve
giderim iglemi sirasinda iretilen metabolitlerin profilinde etkilidir (Lorenco vd., 2001 ).
Renk giderme hiz1 sistemin redoks potansiyeli en ¢ok negatif oldugunda en yiiksektir ve

sistemin redoks potansiyeli arttik¢a hiz diger (Bromley-Challenor vd., 2000).

2.5.5.11 Redoks aracilarimin etkileri

Yuksek derecede yikli sulfonatlanmig azo boyalarin hiicre zari boyunca ge¢mesi
thtimali disik oldugu i¢in, boya giderme reaksiyonu ekstra bir hiicresel giderme
aktivitesini i¢cermelidir (Keck vd., 1997). Bu giderme aktivitesi, hiicre dis1 azo boya'nin
enzimatik olmayan giderim faaliyetini kolaylagtirmak icin flavinler gibi redoks aracisi

bilesiklerinin kullanilmast ile saglanir (Plumb vd., 2001). Bu elektron transferinin
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gerceklesmesi i¢in ¢ok kugiik bir redoks aracist konsantrasyonu yeterlidir. Redoks
aracilari, -200 ila -350 mV arasinda degisen bir redoks potansiyeline sahiptir (Semde
vd., 1998). Sentetik elektron tagiyicilarinin eklenmesi, azo boyalarinin bakteri hiicreleri
tarafindan indirgenme oranini arttirmaktadir. Quinone-hidrokuinon redoks ciftlerinin
redoks aracilar gibi davrandigr bilinmektedir (Keck vd., 1997). Kuinonlar, hidrokuinon
radikalleri i¢in bir elektron indirgemesine veya hidrakinonlara iki elektron
indirgemesine maruz kalirlar. Azo boyalarinin indirgenmesi i¢in anyon radikaline
indirgenme, hizl1 bir tek elektron aktarim reaksiyonu ve bunu takiben kararli dianyonu

uretmek i¢in daha yavag bir elektron transfer olayi ile gergeklesir (Keck vd., 2002).

Hidraquinone daha sonra dogrudan bir kimyasal reaksiyonda boya tarafindan oksitlenir
(Van der Zee vd., 2001). Lawsone gibi dogal biyobozunur kuinonlarin uygulanmasinda
renk giderme hiz1 ¢evresel agidan sorunlu herhangi bir madde eklemeden artirildigindan

renk giderme iglemleri i¢in teknik bir potansiyele sahiptir (Keck vd., 2002).
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BOLUM 111

MATERYAL ve METOT

3.1 Kullanilan Cihaz, Arac ve Gerecler

Masa ustu santrifiij (niive NF 615): Ekstraksiyon i¢in gerekli olan 6rnegin peletini
ayirmak i¢in kullanilmistir.

Mikrosantrifiy (MIKRO 22): Ginlik olarak alinan 6rneklerdeki peletlerin
cokturilmesinde kullanilmistir.

Elektronik hassas terazi (Mettler Toledo GB802-S): Hazirlanacak boyar madde ve
falkon ve mikrofiyj tiplerinin daralarinin  alinmasinda, bakteri agirliklarini
belirlenmesinde kullanilmigtir.

UV - visible spektrofotometre (Selecta): Bakterilerin OD’lerinin ve boyar madde

miktarlarinin OD o6l¢iimlerinde kullanilmaigtir..

3.2 Bakteri Kiiltivasyonu

Bu calismada, daha once bir tez c¢alismasinda izole edilip tanimlanmig
Rhodopseudomonas palustris STATA susu kullanilmistir. Bakterinin gelisme ortami
olarak modifiye sentetik AT besiyeri, kat1 veya s1vi1 olarak kullanilmistir (Selimoglu vd.,

2011).

Iz element ve vitamin karisimi igin bir litre besiyerine 3333 IU A vitamini, 20 mg B
vitamini, 5 mg Bz vitamini, 11,6 mg kalsiyum D-pantotenat, 10 mg B vitamini, 5 mcg
B2 vitamini, 150 mg C vitamini, 500 IU D; vitamini, 10 IU E vitamini, 250 mcg D-
biotin (H vitamini), 50 mg nikotinamid, 1 mg folik asit, 10 mg demir, 23,8 mg fosfor,
51,3 mg kalsiyum, 21,2 mg magnezyum, 0,5 mg mangan, 1 mg bakir, 0,5 mg ¢inko, 0,1
mg molibden ile hazirlanan vitamin ¢ozeltisinden 1 mL konulmustur. Iz element ve
vitamin karigtmi 0,2pm por ¢apli membran filtre ile sterilize edilerek besiyerine

eklenmigtir. Kat1 besiyeri i¢in ise bu maddelere ek olarak agar hazirlanmugtir.
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Besiyerinde kullanilan maddeler ayr ¢ozeltiler halinde hazirlanmis ve otoklavda
121°C’de 15 dakika sterilize edilip daha sonra aseptik kosullar altinda birlestirilerek
hazirlanmigtir. Kat1 besiyeri olusturmak amaciyla besiyerleri igerisine % 1.0 oraninda
agar eklenmis ve saflik i¢in tek koloni digirmek amaciyla “roll tube dilution” metodu
kullanilmistir (Dénmez ve Oztiirk, 1999). Bu besiyerinin pH degeri 8-8,5 arasindadir.
Tek basina boya maddesinin dekolorizasyonunda karbon kaynagi olan asetat ¢ikarilip

yerine boyar madde konulmustur.

Cizelge 3.1. Bakteri MAT besiyeri igerigi

MAT Besiyeri Igerigi Birim | Konsantrasyon
NaHCO 3 g/L 3,0
(NH4)2S04 g/L 1,0
CaCl2. H20 g/L 0,1
NaClI g/L 1,0
KHz PO4 g/L 1,0
MgClL.6H20 g/L 0,5
Sodyum asetat g/L 1,0
Maya ozt (yeast ekstrakt) g/l 0,1
Iz element ve vitamin karisimi ml 1,0

R. palustris SIATA susu MAT soft besiyerinde “roll tube dilution” metodu kullanilarak
tek dusurilip  saflastinlmistir.  Inkiibasyon oda  sicakhiginda  (20-25°C)
gerceklestirilmigtir. 15-20 gunlik inkiibasyonlar sonucunda elde edilen aktif bakteri
kiltira 5000 rpm’de 10 dakika santrifiyj yoluyla pelet olarak toplanip, boyar madde ve
farkli yardimci substrat (asetat, melas, glikoz) igeren mineral besi ortamina belirli

miktarlarda aktarilmisgtir.

Bu ¢aligma i¢in, ti¢ farkli yardimer substrat olarak glikoz, asetat ve melas kullanilmisgtir.
Bakterinin gelisme pH’st olan 8’e ayarlanip, hazirlanacak mineral besi ortamina boya
disinda yardimci substrat belli miktarlarda ve ayr besiyerlerine ilave edilmistir. Kontrol
olarak boya igermeyen ve karbon kaynagi olarak sadece boyar madde igeren kiiltir

ortamlart kullanilmistir. Sadece boya igeren ortamlar ise her bir yardimct substrat i¢in
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de hazirlanarak 15181n dekolorizasyon ag¢isindan etkisi belirlenmistir. Tim c¢aligmalar
paralel olarak hazirlanan test ortamlarinda gergeklestirilmigtir. Boyar maddenin
dekolorizasyonu belirli zaman araliklaniyla spektrofotometrik olarak (530 nm
dalgaboyunda) takip edilmistir. Ayrica bakterinin gelisme miktarlart her test ortamindan
alinan 6rneklerden elde edilen biyokiitle miktar olarak tespit edilmistir. Hazirlanan test
ortamlarindan belirli giinlerde alinan bakteriyel 6rnekler santrifiijlenerek siipernatant ve
pelet olarak ayrilmistir. Ayrilan siipernatant kismi dekolorizasyonun tespitinde, kalan

pelet ise biyokiitle miktarindaki artigin belirlenmesinde kullanilmigtir.

3.3 Boyar Maddenin Hazirlanisi

Dekolorizasyon g¢aligmasinda kullanilmak tizere astrazon red boyasinin stok solusyonu
0.1 g/10 mL olarak hazirlanmig ve filtrasyonla (0.2 pm’lik por ¢apl tek kullanimlik
steril filtrelerle) sterilize edilmistir. Aseptik sartlar altinda deneme ortamlarina boyanin

son konsantrasyonu 100 mg/L olacak sekilde ilave edilmigtir.

3.4 Dekolorizasyon Test Ortamlarinin Hazirlanmasi

R. palustris SIATA susu MAT besiyerinde saflagtirildiktan sonra 75 wat’lik 151k
kaynag kullanilarak 10-25°C  sicaklik araliginda tretilmigtir.  15-20 giinlik
inktibasyonlar sonucunda elde edilen bakteri santrifiij yoluyla toplanarak boya ve farkli
yardimci substrat i¢ceren mineral besi ortaminda aktarilmistir. Kullanilan bakteri miktar
dekolorizasyon c¢aligmalarinda, her bir 100 mL’lik dekolorizasyon test ortamina son

konsantrasyon 1.0 g/L olacak sekilde dagitilmigtir.

Dekolorizasyon ¢aligmasinda her bir yardimci substrat ve tek basina boyanin ettigini
ortaya koyabilmek i¢in yardimci substrat olarak glikoz, asetat ve melasin kullanildig:
MAT sivi besiyeri igeren 100 mL’lik siselere hazirlanmig ve son konsantrasyonu 100
mg/L olacak sekilde boya ilave edilmistir. Test ortamlari paraleller halinde

hazirlanmigtir.

Calismada, ii¢ farkli yardimci substrat olarak glikoz, asetat ve melas kullanilmigtir.
Bakterinin gelisme pH’st olan 8’de hazirlanacak mineral besi ortamina boya disinda

yardimct substrat konsantrasyonu 1.0 g/L olacak sekilde ilave edilmistir. Yardimci
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Sekil 4.6’ dan da goruldiigi gibi, yardimer substrat varliginda 1s1gin dekolorizasyondaki
etkisi incelendiginde, glikoz igeren ortamda, melas ve asetat igceren ortamlardan daha
etkin oldugu gorilmektedir. Yardimci substrat kullanimadiginda ise 15181n boyanin

dekolorizasyon etkinliginde diger ortamlardan ¢ok farkli olmadigr gorulmektedir.

Daha 6ncee yapilmis ¢aligmalarda 15181n boya gideriminde etkili oldugu belirtilmektedir
(Wu vd., 2012; Abou-Gamra ve Ahmed, 2016; Khalik vd., 2017). Bu durumda 1gikla
bakteriyel dekolorizasyon yapmanin tek bagina etkili oldugu anlamina gelmemektedir.
Boyalarin 6zellikle azo boyar maddelerin degradasyonnu sonucu toksik ama renksiz pek
cok bilesene ayrildigi da bilinmektedir (Rauf ve Ashraf, 2009; Pandit vd., 2015; Molla
vd. 2017). Hatta yapilmig ¢alismalarda dekolorizasyon ortamina katilan c¢esitli
maddelerin dekolorizasyonu degistirebildigi de belirtilmektedir (Behnajady vd., 2005;
Qamar vd., 2005; Fabbri vd., 2006). Khalik ve arkadaglarinin fotokatalitik hiicrelerin
elektrik iiretiminde kullanilmasi ve ve azo boyar maddalerden olan reaktif black 5
degedasyonunun etkisinin incelendigi bir caligmada giines 1s18mmin  degredasyonu
artirmakla birlikte voltaj Uretimini de artirdigr belirlenmigtir. Boyar maddenin azo
baglarinin ve aromatik halkanin kinldigint da gostermislerdir (Khalik vd., 2017).
“Methyl orange” ve “Orange II” boyar maddelerinin metallli nanopartikiller ile
gideriminde floresan 1s18in etkisi incelendiginde de benzer bir sonug elde edilmistir
(Molla vd., 2017). Celik vd. (2012), yaptig1 caligmalarda ve R.palustris ile ilgili
aromatik halkali bilesiklerin degredasyonu (Pandey vd., 2007) ve tamamen gideriminde
goriilen potansiyel ele alindiginda, bu tez kapsaminda elde edilen sonuglar 1518in
dekolorizasyon etkisinin bakteriyel degredasyonda kolaylastirict ve timiiyle boyar
maddelerin sulardan artilabilecegi ve bu konuda R. palustris bakterilerinin ¢evre dostu

bakteriler olarak kullanilmasinin mimkiin olacagini gostermektedir.

4.2 Dekolorizasyonda Bakteriyel Gelisme Sonuclari

Yapilan bilimsel caligmalarda glukoz, nisasta, asetat, etanol ve daha kompleks yapidaki
substratlar yaygin olarak kullanilmaktadir (Yoo vd., 2001). Amaral vd. (2004),
tarafindan yapilan ¢alismalarda Trametes versicolor’in sentetik atik su ve gercek tekstil
atik suyundaki renk giderimi arastirilmistir. Glukoz’un varliginda sirdurilen bu

caligmalarda farkli boya konsantrasyonlari (0, 50, 100 ve 300 mg/L) test edilmigtir.
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BOLUM YV

SONUCLAR

Bu c¢alismada degradasyon yeteneklerinin yiiksek oldugu bilinen Rhodopseudomonas
palustris tiurine ait S1ATA susunun astrazon red boyasinin dekolorizasyonunda
yardimct substrat etkisinin 6nemli oldugu tespit edilmistir. Anerobik kosullarda
degradasyona ugradig: tespit edilen boyar maddelerin, renksiz maddelere dontstikleri
bilinmektedir. Bakteriyel dekolorizasyon strecinde melas, asetat ve glikoz gibi ¢esitli
yardimci substratlarin kullaniminin, bakterilerin etkinligini artirdigi ve dekolorizasyon
islemini  hizlandirdigr  tespit edilmistir. Bu yardimect substratlar igerisinde
degerlendirilebilmesi i¢in oOzellikle glikoz, asetat ve melas gibi karbonhidratlar
acisindan zengin atik maddeler tercih edilmistir. Yardimci substratlar karbon ve enerji
kaynag olarak mikroorganizmalarin gelismesine ve biyokiitle miktarinin artmasini
saglamistir. Caligmada azo boyar maddelerin renginin giderilmesi ile aritimi hem
ekonomik hem de kolay temin edilebilir olan melas gibi yardimci substratlarla
saglandigindan calismadan elde edilen sonuglarin bilim ve ¢evre agisindan son derece

faydali olacaktir.
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