ANKARA UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZIi

KALSIYUM ALGINATTA iMMOBILIZE EDILEN TERMOFIL Phormidium sp.
ILE BOYA GIDERIMI

Melike BAKIR

BiYOLOJi ANABILIM DALI

ANKARA
2006

Her hakki sakhdir



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KALSIYUM ALJINATTA IMMOBILIZE EDILEN TERMOFIL Phormidium sp. ILE
BOYA GIDERIMI

Melike BAKIR

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Universitesi
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Goniil DONMEZ

Sicak su kaynaklarindan izole edilen termofil siyanobakteri Phormidium sp. ile reaktif boya
biyobirikim calismalarinda, izolatin en yiiksek boya giderimi yaptigi pH, sicaklik ve
konsantrasyon kesikli sistemlerde termofilik sartlar altinda arastirildi. Denemelerde pH;
6.5, 7.5, 8.5, 9.5’ayarlanmigs Reactive Black B ve Remazol Blue iceren BGI11
besiyerlerinde izolatin optimum giderim yaptig1 pH 8.5 olarak belirlendi. 40 °C, 45 °C ve 50
°C’de hem Remazol Blue hemde Reactive Black B ile yapilan denemelerde en yiiksek
giderim 45 °C’de gergeklesti. Phormidium sp. iizerine baslangi¢ boya konsantrasyonunun
etkisi 12mgl™”, 25 mgl”, 50 mgl' ve 75 mgl' baslangic boya konsantrasyonlarinda
arastirildi, artan boya konsantrasyonu ile biyobirikimin azaldigi belirlendi. En yiiksek
biyobirikim, Reactive Black B igin, 12.1 mgl' baslangic konsantrayonunda %87.42,
Remazol Blue i¢in 9.06 mgl™ baslangi¢ boya konsantrayonunda %87.9 olarak belirlendi.
Tez galismasi sonunda, Phormidium sp. termofilik kosullarda tekstil atiksularindaki reaktif

boyalarin uzaklastirilmasinda kullanilabilecegi sonucuna varildi.
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ABSTRACT
Master Thesis

REMOVAL OF DYE THERMOPHILIC Phormidium sp. IMMOBILIZED WiTH
CALCIUM ALGINATE

Melike BAKIR

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

Supervisor: Prof. Dr. Géniil DONMEZ

Reactive dye bioaccumulation of thermophilic cyanobacteria Phormidium sp., isolated
from hot water springs, was examined under thermophilic conditions with a batch system
to determine the optimal conditions required for the highest dye removal. Optimum pH
value for dye removal of Phormidium sp. was determined as 8.5 in BG11 media containing
Reactive Black B ve Remazol Blue. In the experiments both with Remazol Blue and
Reactive Black B at 40 °C, 45 °C and 50 °C maximum removal was obtained at 45 °C’.
The effect of initial dye concentration on Phormidium sp. was investigated at the
concentrations of 12mgl”, 25 mgl”', 50 mgl” and 75 mgl" and it was shown that
bioaccumulation decreases with increasing dye  concentrations. The maximum
bioaccumulation was 87.42 % for Reactive Black B at initial concentration of 12.1 mgl™
and 87.9 % for Remazol Blue at initial concentration of 9.06 mgl™. At the end of this
study, it was determined that thermophilic Phormidium sp. can be used in removal of

reactive dyes from textile wastewaters under thermophilic conditions.

2006, 46 pages
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1.GIRiS

Gilintimiizde c¢evre kirliligi, gelecegimizi tehdit eden en biiylik tehlikelerden biridir. Su
kirliligi ise cevre kirliliginin 6nemli bir kismini olusturmaktadir. Sanayilesmenin
giderek artmasiyla birlikte, dogada kendi kendini temizleme olarak bilinen siire¢ artik
atiksuyun yeniden kazanimini saglamada yetersiz kalmakta ve dolayisi ile atiksularin
aritiminda yeni teknolojilerin olusturulmasi ve gelistirilmesiyle ilgili ¢alismalar giderek

onem kazanmaktadir.

Tekstil endiistrisi atiksulari, ¢ok c¢esitli organik madde, agir metal, ¢oziinmiis tuzlar,
renk, bulaniklik iceren ve degisik pH’ larda dis ortama verilen ve birinci derecede aritim
gerektiren atiksulardir. Bu atiksularin, igerdigi boyarmaddelerin alict ortamlardaki 11k
gecirgenligini azaltmalar1 nedeniyle, bitkilerin fotosentez hizlarinin ve dolayisiyla dogal
yoldan oksijen iiretiminin diismesine neden olmaktadir. Ayrica boyarmaddeler belirli
derigimlerin lizerinde, igerdikleri metal iyonlar1 ve kloriir nedeniyle suda yasayan
canlilara toksik etki yapmaktadirlar. Renk kirliliginin ise alict ortamlarda estetik
gorilintliyli bozuldugu da bilinmektedir. Bu nedenle tekstil endiistrisi atiksularinin
cevreye kontrolsiiz bir sekilde verilmesi hem insan sagligi hem de ekosistem agisindan

tehlikelidir (Tatli 2003).

Reaktif boyarmaddeler, tekstil boyarmaddelerinin 6nemli smiflarindan  biridir.
Giiniimiizde reaktif boyarmaddelerin aritiminda adsorpsiyon, oksidasyon, ozonlama gibi
yontemlerin pahali, yatirnm ve igletme maliyeti yliksek, yeni kirlilikler iireten yontemler
olmasi1 nedeniyle alternatif olarak ucuz, kullanimi kolay ve ¢evreyi kirletmeyen yeni
yontemlerin gelistirilmesi onem kazanmaktadir. Cesitli mikroorganizmalarin (mantarlar,
mayalar, bakteriler ve algler) boyarmaddeleri adsorplama (biyosorpsiyon) ozelligi

vardir (Tezer 2002).

Bu tez c¢alismasinda amag, sicak su kaynaklarindan izole edilen termofil bir
siyonabakteri tiirii olan Phormidium sp.’nin tekstil endiistrisi atiksularinda bulunan

cesitli boyalarin giderimin de kullanim kapasitesinin belirlenmesidir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Tekstil Boyarmaddeleri

Boyarmadde; bir materyale kendiliginden veya uygun reaksiyon maddeleri sayesinde
renk veren organik maddelerdir. Renk madde iizerine diisen i1sinlarin absorbsiyon,

yansima degerleri ile ilgili olarak ortaya ¢ikar (Tezer 2002).

Kromofor, organik bir molekiil i¢inde renkli gériiniimii saglayan atom, atom grubu veya
elektronlardir. Kromofor gruplarinin hepsi azot, nitro, nitroso ve karbonil grubu gibi ¢ift
bag igerirler. Boyarmadde igersinde yer alan ve kromofor igeren aromatik halkali
bilesiklere kromojen denir. Genellikle bunlarin renkleri soluk oldugundan oksokrom
denilen elektron verici hidroksil, amin, karboksil, sulfo gibi birinci dereceden yer
degistiricilerin ve antioksokrom denilen karbonil, nitroza gibi ikinci dereceden yer
degistiricilerin baglanmasiyla hem renk koyulasir hem de renkli bilesik liflere karsi

afinite kazanarak boyarmadde niteligi kazanir (Yakartepel1977, Tezer 2002, Tatl1 2003).
2.1.1 Tekstil boyarmaddelerinin siniflandiriimasi

Tekstil endiistrisinde kullanilan boyarmaddeler ¢oziiniirliiklerine, kimyasal yapilarina,
uygulandiklar elyaf tiiriine ve boyama Ozelliklerine gore dort ana sinifa ayrilmaktadir
(Baser ve Inanic1 1990, Tatli 2003).

2.1.1.1 Coziiniirliik o0zelliklerine gore boyarmaddeler

Suda coziinen boyarmaddeler

-suda ¢0ziinen anyonik boyarmaddeler
-suda ¢6ziinen katyonik boyarmaddeler

-zwitter iyon karekterli boyarmaddeler



Substratta ¢céziinen boyarmaddeler

-organik ¢oziiciilerde ¢oziinen boyarmaddeler
-gecici ¢Oziintirliigii olan boyarmaddeler
-polikondensasyon boyarmaddeleri

-elyaf i¢inde olusturulan boyarmaddeler

-pigmentler (Ozgiinses 2003)

2.1.1.2 Kimyasal yapilarina gore boyarmaddeler
-azo boyarmaddeleri

-nitro ve nitroza boyarmaddeleri

-polimetin boyarmaddeleri

-arilmetin boyarmaddeleri (Ozgiinses 2003)

2.1.1.3 Uygulandiklar elyaf tiiriine gore boyarmaddeler

Seliilozik esasl elyaf (pamuklu.keten v.b.) boyamada kullanilan boyalar

-direkt (substantif) boyarmaddeler
-azoik (naftol) boyarmaddeler
-kiip boyarmaddeler

-reaktif boyarmaddeler

-kiikiirt boyarmaddeler

Protein esash elyaf (deri v.b) boyamada kullanilan boyarmaddeler

-asit boyarmaddeler
-metal-kompleks boyarmaddeler
-krom boyarmaddeler

-reaktif boyarmaddeler



Sentetik esasli elyaf boyamada kullanilan boyarmaddeler

Poliamid elyaflarda,
-dispers boyarmaddeler
-asit boyarmaddeler

-metal-kompleks boyarmaddeler

Polyester elyaflarda,

-dispers boyarmaddeler

Poliakrilonitril elyaflarda,
-katyonik bazik boyarmaddeler (Tatli 2003).

2.1.1.4 Boyama ozelliklerine gore boyarmaddeler

-Bazik Katyonik Boyarmaddeler

-Direkt Boyarmaddeler (Substantif Boyarmaddeler)
-Mordan Boyarmaddeler

-Kiip Boyarmaddeler

-Inkisaf Boyarmaddeleri

-Metal- Kompleks Boyarmaddeler

-Dispersiyon Boyarmaddeleri

-Pigment Boyarmaddeleri

-Asit Boyarmaddeler (Tatli1 2003)



2.1.2 Reaktif boyarmaddeler ve genel ozellikleri

Boyanacak elyaf yapisindaki fonksiyonel gruplar ile ger¢cek kovalent bag olusturabilen
reaktif gruplar iceren boyarmaddelerdir. Gergek kovalent bag nedeniyle elyaf {izerine
kuvvetle tutunurlar. Reaktif grup molekiiliin renkli kismina baglhdir. Biitiin reaktif boyar
maddelerde ortak olan 6zellik hepsinin kromofor grup tasiyan renkli grup yaninda bir
reaktif, birde molekiile ¢oziiniirlik saglayan grup icermesidir (Clarke and Anliker

1980).
Reaktif boyarmaddeler Tirkiye’de en fazla tiiketilen boyarmaddelerdendir. Pamuklu
dokuma ve pamuklu 6rme kumaslarin %80’1 reaktif boyarmaddelerle renklendirilir.

Tiirkiye’de reaktif boyarmadde tiiketimi yaklasik 5700 ton dolayindadir (Tezer 2002).

2.1.2.1 Reaktif boyarmaddelerin kimyasal yapisi

Burada;

S: Suda ¢oziinebilen grup (Siilfonik asit gruplar)

C: Molekiile renk veren grup(Sari, turuncu ve kirmizi boyarmaddeler monoazo
yapisinda, mor koyu kirmiz1 ve lacivert boyarmaddeler diazo yapisinda, parlak ve agik
mavi renkler ise antrakinon ve flalosiyanin tiirevleri)

B: Koprii baglari(Molekiildeki renkli grup ile reaktif grubu biribirine baglayan —NH-, -
CO-, -SO;- gibi gruplar)

R: Reaktif grubu gostermektedir (Sumathi and Manju 2000, Tezer 2002).

2.1.2.2 Reaktif Boyarmaddelerin Simiflandirilmasi

Reaktif boyarmaddeler, reaktif gruplarin reaktifliklerine goére yiiksek ve diisiik

reaktiflige sahip reaktif boyarmaddeler olmak tiizere iki grupta toplanirlar. Yiiksek

reaktiflige sahip boyarmaddeler; vinilsiilfon, diklorotriazin, difloroprimidin,



dikloroprimidin, gibi reaktif grup iceren boyarmaddelerdir. Bu tip boyarmaddelere
yiiksek sicakliklarda 50-60 °C gibi diisiik sicakliklarda boyama islemi gerceklestirilir.
Diisiik reaktiflige sahip reaktif boyarmaddeler ise daha yiiksek sicakliklarda (80-85 °C)
boyama islemi gerceklestirilir. Yiiksek reaktiflige sahip reaktif boyarmaddelerle, diisiik
reaktiflige sahip reaktif boyarmaddelere oranla daha hizli boyama saglanir ve ayni
zamanda kimyasal madde ve enerji tiiketimi daha azdir. Diisiik reaktiflige sahip reaktif
boyarmaddelerle boyama isleminde ise hidroliz tehlikesinin daha az olmasi nedeniyle
boyarmadde kaybi daha azdir (Juang et al. 1977, Lambert et al. 1988, Lee et al. 1999,
Tezer 2002).

2.1.2.3 Reaktif boyarmaddelerin avantjlar:

Reaktif boyarmaddeler, iyi 151k ve yikama hasligina sahip boyarmaddelerdir. Renkleri
parlaktir ve genis renk grami ile her renk kolaylikla elde edilebilir. Reaktif gruplarina
bagli olarak, basit ve cesitli aplikasyon tekniklerine uygundur. Yiiksek olcilide
tekrarlanabilirlik miimkiindiir (Tezer 2002).

2.1.2.4 Reaktif boylarin bezavantajlari

Reaktif boyarmaddelerin, klor hasliklar1 ve bazik ¢ozeltilere hasliklart iyi degildir.
Merserize, soda kaynatma, agartma gibi islemlere dayanikli olmadiklarindan, terbiye
gorecek, ipligi boyali kumaslarda kullanilmazlar. Yas hashiklar1 iyi degildir. Reaktif
boyarmaddelerle boyama yada baski sonrasi ard islemler uzun ve zaman alicidir ve
maliyeti artirmaktadir. Boyama sirasinda istenmeyen yan reaksiyon sonucu,

boyarmaddenin % 15-40°1 hidrolize olur (Mc Kay and Poots 1980).

2.1.2.5 Reaktif boyarmaddelerle boyama yontemleri

Boyama kumasin boyarmadde ve kimyasal madde igeren banyo ile muamele edilmesi
ve boyanin kumas elyafina sabitlenmesinin saglanmasi islemidir. Boyama islemi,
selillozun bazik ortamda reaksiyona girme isteginin fazla olmasi ve boyarmaddenin

selillozun —OH gruplariyla kovalent bag olusturmasi sirasinda olusan ve elyafa zarar



veren HCI’li nétiirlestirerek ortamdan uzaklagtirmasi nedeniyle bazik ortamda, boyanin
diizgiin olmasin1 saglamak amaciyla da tuz varhiginda gerceklestirilir. Reaktif
boyarmaddelerle boyama sirasinda, boyarmaddenin reaktif grubu, yalmz seliiloz
makromolekiillerinin hidroksil grubuyla degil, ayn1 zamanda suyun hidroksil gruplariyla
da tepkimeye girerek hidrolize ugrar. Hidrolize ugrayan boyarmadde liflerle reaksiyona
girme aktivitesini kaybederek boyama veriminin diismesine neden olur ve

boyarmaddenin % 20-40’1 atiksuda kalir (Ullmann 1987).

2.2 Atiksular

Atiksu; evsel, endiistriyel, tarimsal ve diger kullanimlar sonucunda kirlenmis veya
ozellikleri kismen veya tamamen degismis sular ile maden ocaklar1 ve cevher hazirlama
tesislerinden kaynaklanan sular ve yapilasmis kaplamali ve kaplamasiz sehir
bolgelerinden cadde, otopark ve benzeri alanlardan yagislarin yiizey veya ylizey alti
akisa donlismesi sonucunda olusan sular olarak tamimlanabilir (19919 No’lu Resmi

Gazete, 1988; Tezer 2002).

2.2.1 Genel ozellikleri ve siniflandirilmasi

Atiksu Ozellikleri fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak gruplandirilabilir(Weber 1972,
Metcallf and Eddy 1991, Ozbelge 1992, Haktanir and Arcak 1998, Tezer 2002).

I) Fiziksel ozellikler

1) Sicaklik:  Sularda biyolojik aktiviteyi (organizma gelisim hizini)
etkiler.Gazlarin sudaki ¢oziiniirliigiinii  degistirir. Suyun tabakalagmasi,
yogunlugu, viskozitesi, ylizey gerilimi vb. sicaklikla degisir.

i1) Koku ve tat: Suyun estetik degerini etkiler. Diger kirletici parametrelerin ve
aerobik/anaerobik ortamlarin varliginin gostergelerinden biridir.

1i1) Renk ve bulaniklik: Suya 151k sizmasini ve buna bagl olarak organizma
gelisimini etkiler. Su yasamina zararli etki gosterebilir. Diger kirleticilerin

varliginin gostergelerinden biridir.



1v) Toplam katilar: ¢oziinmiis ve ¢ézlinmemis maddelerin gostergesidir.

IT ) Kimyasal 6zellikler

1) Yag ve gres: Havalanmayi, dolayisiyla sudaki oksijen miktarint etkiler.
Estetik degeri ve tad1 bozar. Kuslar1 ve baliklar etkiler.

i1) Deterjan ve pestisitler: Kopiik olusturur, havalanmayi etkiler, oksijen
gereksinimi yaratir. Toksik etkilidir.

iii) pH: Su yasamini etkiler, karbonat dengesini degistirir.

1v) [letkenlik: ¢dziinmiis maddelerin gdstergesidir.

V) Tuzluluk: Yogunlugu, tadi ve ozmotik basinci, iletkenligi degistirir. Balik
tillerini ve yumurtlamay1 etkiler. Oksijeni etkiler.

Vi) Azot, fosfor, agir metal, radyoaktif maddeler: su yasamini etkiler. Serbest

amonyak ve nitrit toksik etki yaparken, nitrat insan sagligin etkiler.

I1T ) Biyolojik ozellikler

Atiksularmn igerdigi patojenik bakteri protozoa ve viriisleri igerebilir. Insan sagligini
olumsuz yonde etkileyebilirler. Suyun kullanilacagi yere ve amaca gore Kkalite
kriterlerinin belirlenmesi gerekir. Kalite kriterleri kavraminin standart kavrami ile
karigtiritlmamasi gerekir. Kriterler herhangi bir amag i¢in kullanilacak suyun, o amaca
uygun olup olmadiginin, standartlar ise kullanildiktan sonra ¢evreye birakilacak suyun,
0 amaca uygun olup olmadiginin, detayli olarak tarifidir. Biiyiik niifuslu yerlesim
alanlarinin ve endiistrinin yogun oldugu bolgelerdeki fabrika sularimin, aritim
tesislerinden gecirildikten sonra c¢evreye birakilmasi gereklidir. Ayrica atiksuyun
karisacagi dere, nehir, gél veya denizdeki seyreltilme derecesi ve atiksuyun karistigi su
kaynaginin ne amagla kullanilacagi da standartlar getirilmesi gereken faktorlerdendir.
Kalite kriterlerini saptamak i¢in gerekli olan parametre sayisi ve bu parametrelerin alt
ve st limitleri suyun kullanilacagi amaca gore belirlenir. Atiksu standardinda
belirlenmesi gereken parametrelerden en oOnemlileri; biyolojik olarak bozulabilen
¢Oziinmiis organikler, siilfatlar, metaller, fenoller, klor ve bilesikleri ve patojenik

bakterilerdir (Sundstrom and Klei1979, Ullmann 1987).



2.2.2 Atiksu arttim yontemleri

Atiksu aritimi, sularin ¢esitli kullanimlar sonucu atiksu haline doniiserek yitirdikleri
kimyasal, fiziksel ve bakteriyolojik Ozelliklerinin bir kismmi veya tamamini tekrar
kazandirabilmek ve/veya bosaldiklart alict ortamin dogal, fiziksel, kimyasal,
bakteriyolojik ve ekolojik oOzelliklerini degistirmeyecek hale getirebilmek icin
uygulanan fiziksel, kimyasal ve biyolojik aritma islemlerinin biri veya birkaci1 olarak
tanimlanabilir. Genel olarak atiksu aritimin fiziksel, kimyasal ve biyolojik aritim olmak
tizere li¢ gruba ayirmak miimkiindiir (Clark et al. 1971, Zajic 1971, Sundstrom 1979,
Metcallf and Edddy 1971, Tezer 2002).

2.2.2.1 Fiziksel aritim yontemleri

Fiziksel aritim prosesleri, atiksuyun icerdigi askida koloidal partikiilleri ve diger iri kati
maddeleri sudan ayirarak, ileriki proseslere aritilmak {izere hazirlayan yontemlerdir. Bu
yontemler asagidaki gibi siralanabilir.

1) Izgara ve kalbur yardimi ile biiyiik boyutlu asili kat1 taneciklerin ayrilmasi

i1) Kum tutucular yardimi ile biiyiik boyutlu asili kat1 taneciklerin ayrilmasi

ii1) Yag tutucular yardimi ile suda yiizen maddelerin ayrilmasi

iv) Coktiirme havuzlarinda kendi agirligi ile ¢okebilen ince maddelerin

ayrilmasi ve ylizdliirme yontemi ile hafif maddelerin yiizeyden alinmast

V) Notrallestirme (Tezer 2002)

2.2.2.2 Kimyasal aritim yontemleri

Kimyasal aritma prosesleri atiksudaki bilesiklerin kimyasal yapisin1 degistirerek onlar1
aritmaya yarar. Kimyasal aritma proseslerinde daha az zararli veya zararsiz atiklar
olusur.
Kimyasal aritim yontemleri su sekilde siralanabilir.

1) pH ve nétralizasyon

i1) Pihtilagtirma ve topraklastirma

i) Yumaklastirma



1v) Kimyasal ¢oktiirme

V) Dezenfeksiyon
Atiksularin daha ileri diizeyde aritilmasi amaci ile kullanilan fizikokimyasal yontemler
arasinda

1) Adsorpsiyon

ii) Iyon degistirme

1) Ekstraksiyon

v) Ters osmoz

V) Elektrodiyaliz
sayilabilir (Aksu 1988, Tezer 2002)

2.2.2.3 Biyolojik aritim yontemleri

Bu islemlerde yapay ve dogal biyolojik tesislerde, kendi agirlig1 ile ¢6kemeyen asili ya
da kolloidal taneciklerle ¢6ziinmiis organik maddelerin giderilmesi organizmalar
tarafindan saglanir. Bu maddeleri suda yasayan canlilar besin ve enerji kaynagi olarak
kullanirlar. Bu kullanim sirasinda organik maddelerin bir kismi hiicre i¢in gerekli yeni
maddelerin biyosentezinde kullanilir. Atiksularin biyolojik aritiminda 6nem tasiyan
baslica mikroorganizmalar; bakteriler, mantarlar, algler, protozoalar; rotiferler,

kabuklular ve virislerdir.

Biyolojik aritim yontemleri dogal ve yapay biyolojik yontemler olmak iizere iki grupta
incelenebilir. Dogal biyolojik yontemler atiksularin sulama tarlalari, sizdirma alanlari,
zemin filtreleri, kullanilmis su bekletme havuzlar1 yardimiyla dogal olarak aritimin
saglandig1 yontemlerdir. Yapay biyolojik yontemler ise, dogal yontemlere kiyasla daha
erken aritma sistemleri olup; yiiksek ve hizli aritma kapasitesi, az yer kaplamasi, pis
koku ve zararli boceklenmenin kontrol edilebilmesi nedeniyle 6zellikle kentlerde ve
yogun endiistri bolgelerinde yaygin uygulama alani bulmaktadir. Yapay biyolojik aritma
yontemleri arasinda; oksidasyon havuzlari, oksidasyon hendekleri, ¢esitli aktif ¢amur
islemleri ve damlatmali filtreler sayilabilir (Clark et al. 1971, Goneng 1991, Tezer
2002).
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2.3 Tekstil Endiistrisi Atiksulari

Tekstil endiistrisi atiksular1 igerdikleri cok cesitli kimyasallardan ve 06zellikle
boyarmaddelerden dolay: aritilmasi zor olan endiistriyel atiksulardir. Degisik organik
madde, agir metal, ¢ozliinmiis tuzlar, renk, bulaniklik iceren ve degisen pH’larda dis
ortama verilen bu sular, birinci derece aritma ihtiyact duyulan atiksulardir. Aritmada en
onemli sorun atiksularin icerdigi boyarmaddelerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden
kaynaklanmaktadir. Atiksularda renk giderimi yapilmadan alici ortamlara verilen bu
atiksular 6nemli ¢evre problemlerine neden olmaktadir. Bunlardan en dnemlisi estetik
ve toksik etkilerdir. Ulkemizde Su Kirliligi Kontrolii Yonetmeliginde, desarj
standartlarinda renkle ilgili parametre olmamasindan dolayi, bu atiksularin aritiminda
daha ¢ok KOI, BOI ve AKM giderimi amaglanmaktadir. Buna karsin ABD ve Avrupa
Birligi {tilkelerinde renkle ilgili kesin desarj sinirlamalar1 getirilmesinden dolay1 son
yillarda tekstil atiksularinin aritilmasinda biitiin aritma teknolojileri renk giderimi

izerine yogunlasmustir (Tezer 2002, Tatl 2003).

2.3.1 Reaktif boyarmadde iceren atiksular

Tekstil endiistrisi atiksularinda yer alan reaktif boyarmaddeler gibi; renk kirliliginin
yanisira, 1§51k penetrasyonuna da neden olarak sudaki yasamin fotosentetik aktivitesini
etkilerler. Reaktif boyarmaddelerin pek ¢ogunun toksik etkisi yoktur. Sadece suyun
renginin degismesine, tadinin ve kokusunun bozulmasina neden olurlar. Ancak 6zellikle
siyah boyarmaddelerle yapilan boyama islemi sonucu atiksuya zehirli arilamin
gruplarinin ~ karigtigi  tespit  edilmistir. Ayrica turkuaz, parlak yesil, mavi
boyarmaddelerin bazilart bakir igermeleri nedeniyle suda yasayan canlilar igin
toksiktirler. Reaktif boyarmaddelerle boyama islemi yapilirken, boyarmaddenin elyafa
1yl tutunmasin saglamak amaciyla boyama banyosuna yiiksek miktarda eklenen tuz da
kirlilige neden olmaktadir (Gurnham 1965, Larshmi et al. 1994, Hu1996, Konduru et al.
1997, Yakartepe 1997, Tezer 2002)
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2.3.2 Tekstil boyarmaddesi iceren atiksularin aritim yontemler

Tekstil endiistrisi atiksularindan boyarmaddelerin uzaklastirilmasinda ¢esitli fiziksel,
kimyasal ve biyolojik yontemler kullanilmaktadir. Bu ydntemlerden en onemlileri

asagida kisaca aciklanmaya calisilmistir.

2.3.2.1 Fiziksel yontemler

-Adsorbsiyon
-Membran Sistemleri

-Koagulasyon-Flokiilasyon

2.3.2.2Kimyasal yontemler
-Ozonlama

-Kimyasal Oksidasyon
-Kimyasal Indirgeme

-Elektrokimyasal Yontem

2.3.2.3 Biyolojik yontemler

Biyodegradasyon

Laktaz, mangan peroksidaz, lignin peroksidaz gibi enzimleri iceren bazi beyaz ciiriikgiil
funguslarin (Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor gibi) havali ortamda
tekstil boyarmaddelerini  yiiksek verimde biyolojik bozunmaya ugrattiklar
bilinmektedir. Aerobik parg¢alanmaya oldukca direngli olan boyarmaddelerin ise
anaerobik kosullarda bazi bakteriler tarafindan biyolojik parcalanmasiyla ilgili
caligmalara literatiirde rastlanilmaktadir. Ancak parcalanma {iriinii olan aminlerin toksik
etkilerinden dolay1 aritimin tam olarak saglanamamasi s6z konusudur (Robinson et al.

2001)
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Biyobirikim

Tekstil endiistrisi atiksularinda yer alan ve klasik yoOntemlerle atilamayan
boyarmaddelere kars1 direnci fazla olan mikroorganizmalarin (genellikle mayalar), bu
kirleticileri hiicre yapisina alarak biriktirme (biyoaccumulation) yeteneginden
yararlanmasi temeline dayanan bir yoOntemdir. Genellikle aritim yapay besin
ortamlarinda gerceklesir. Boylelikle bu tiir atiksularda iireyebilen mikroorganizmalarin
tireme verimi arttirilir, dolayisiyla biinyelerinde biriktirdikleri kirletici derisimi artar

(Donmez 2002, Aksu 2003).

Biyosorpsiyon

Tekstil boyarmaddelerinin gideriminde kullanilan yeni bir yontem de biyosorpsiyondur.
Fermantasyon proseslerinden c¢ikan artik biyokiitle, biyolojik aritim proseslerinde
fazlasi atilan aktif ¢gamur gibi biyolojik malzemeler; hizli, verimli, ekonomik ve giivenli
olarak, hemen hemen her ¢esit boyarmadde iceren atiksularin aritiminda basariyla

kullanilmaktadir (Robinson et al. 2001).
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3. TUTUKLAMA

Katalizor ozellige tasiyan aktif enzimlerin ve mikroorganizmalarin, O6zelliklerini
gelistirme ve endiistride kullanabilme olanaklarini artirmak amaciyla inorganik yada
organik tastyicilarda c¢esitli yoOntemlerle hapsedilmesi ve baglanmasi islemine

tutuklama(immobilizasyon) denir (Cetin 1983).

3.1 Tutuklama Yontemleri

Tutuklama yontemleri 5 grupta incelenir (Norbakshs 1991).

1) Yiizeye Tutunma

2) Kovalent Baglama

3) Capraz Baglama

4) Mikrokapsiilleme

5) Inert bir Destege Tutuklama

1)Yiizeye tutunma

Destek maddesi olarak sentetik veya biyolojik kokenli organik maddeler kullanilir.
Baglanma zayif ve birim hacimdeki katalitik kapasite ile smirlidir. Fakat
biyokatalizleyici hazirlamadaki kolaylik ve zehirleyici kimyasal maddelerin olmamasi
yontemin avantajli yonleridir. Yiizeye tutunmayi etkileyen baglica faktorler; tutucu

ozellikleri, mikroorganizmanin 6zellikleri, ¢evre 6zellikleridir.

2)Kovalent baglama

Hiicreler ile destek maddeleri arasinda tersinmez kovalent bag olusur. Daha c¢ok
enzimlerin tutuklanmasinda kullanilan bir yontemdir. Kovalent baglar, adsorbsiyon
kuvvetlerinden daha giiclii ve daha kararhidir. Hiicre yiizeyindeki karboksil gruplarin
aktiflestirmek icin ortama karboimit gibi bazi kimyasal maddeler eklenir. Bu reaktif

grup igeren maddeler zehirli maddedir ve enzim aktivitesinin azalmasina neden olur.

14



3)Capraz baglama

Baglanma tepkimesi tersinmezdir. Fiziksel ve kimyasal olmak {izere iki tiir capraz
baglama vardir. Kimyasal ¢apraz baglamada hiicreler birbirine aldehit ve amin gibi ¢ok
fonksiyonlu maddeler ile baglanirlar. Bu maddelerin zehirli olmalari yontemin
kararliigmi sinirlar. Fiziksel capraz baglama ise c¢oktiirme ve kiigiilk boyutlarda

tabakalagma ile yapilir.

4) Mikrokapsiilleme

Bu yontemde hiicreler yar1 gecirgen bir zardan olusan mikrokapsiiller i¢ine tutuklanir.
Sistemin temeli zarin segiciligine dayanir. Zarin gozenek c¢apindan biiyiik olan hiicre
molekiilleri zar digina yayilamazlar. Bu yontem ancak kiiciik molekiil agirlikli {iriin

eldesinde kullanilabilir. Mikrokapsiiller genellikle kiireseldir.

5)inert bir destege tutuklama (immobilizasyon)

En ¢ok kullanilan tutuklama yontemlerinden biridir. Hiicreler bir jel icine ¢esitli
yontemlerle hapsedilirler poliakrilamid, metal hidroksitler, agar, kollajen, aljinat,
karregen gibi maddeler ile jel olusturulur. Jel olusumu iyonik yiik degisimi, ¢oktiirme,

kovalent veya capraz baglama ile saglanir.

3.2 Tutuklamanin (immobilizasyon) Mikroorganizmalara Etkisi

Esit miktarda tutuklanmis ve serbest mikroorganizmanin aktiviteleri karsilastirildiginda,
hiicre aktivitesinin serbest hiicreden daha biiyiik veya daha kiiclik olabilecegi
goriilmiistiir. Aktivite azalmasinin nedeni, a) tutuklamada kullanilan baz1 maddelerin

zehir etkisi, b) heterojen sistemlerdeki difizyon kisitlamalaridir.
Aktivite artisinin nedeni ise; tek enzim igeren sistemlerde gegirgenligin artisi, cok enzim

iceren sistemlerde ise protein sentezi veya hiicre biiyiimesidir. Baz1 arastirmacilar ise

aktivitenin 1s1 muamelesi, 6zel iyonlar, ylizey aktif maddeler ve bazi organik ¢oziiciiler
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ile artirillabilecegini tesbit etmistir. Bu artis hiicre duvarlarinin kismen veya tamamen
kirilmasiyla agiklanabilir. Tutuklama sonrasi yar1 démriin 10-20 kat artmast miimkiindiir.
Tutuklandiktan sonra hiicrelerin canliliklarini koruduklar1 da saptanmistir. Tutuklanmis
E.coli  hiicresinin oksijen kullanimi ve agarli besiyerinde iiremesi, canliligin
kanitlayan bulgulardir. Deaktive olmus tutuklanmis hiicrelerin zengin besi ortaminda
bekletilmekle tekrar aktiflestikleri gozlenmistir. Tutuklanip depo edilmis hiicrelerinde
tutuklandiktan sonra bozulmadiklar1 elektron mikroskobu ile yapilan arastirmalar

sonucu bulunmustur.

Aljinik asit 1881 yilinda, Stanford tarafindan kahverengi alglerden ekstraksiyonla elde
edilmistir. Bu alglerdeki aljinik asit igerdigi % 20-40 arasinda degismekte olup, hiicre
zarinin temel bilesenlerini olusturur. Sodyum, kalsiyum ve magnezyum tuzlari1 seklinde
bulunan aljinatlar aljinik asitin tuzlardir. Aljinat uzun zincir seklinde bloklardan olusan
diizensiz bir sekilde siralanmis -D Mannurat (M) ve a-L Gluronat (G) den ibaret lineer
bir polisakkarittir. Bu bloklar {i¢ tiir polimer segment icerir. Bunlardan birincisi D-
Mannuronic asit birimi, ikincisi L-Gluronic asit birimi ve ti¢iinciisii D-Mannuronic asit

ve L-Gluronic asit kalintilarini igeren birimdir (Arica 2002).
2Na(Aljinate) + Ca”™" — Ca(Alginate), + 2Na**
Aljinattin diger materyallerden daha ¢ok tercih edilmesinin nedenlerine ek olarak;
- biyopargalanabilirlik
- hidrofilik 6zellik

- karboksilik grup igermesi

- dogal kokenli olmasini gosterebiliriz (Arica 2004).
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4. BIYOSORBENTLER

4.1 Termofil Siyanobakteriler

Mikroorganizmalar sicaklik isteklerine gore baslica dort gruba ayrilmaktadir:

1- Psikrofil mikroorganizmalar( 0-20 °C)

2-Mezofil mikroorganizmalar(20-44 °C)

Toprak, su, patojen mikroorganizmlari kapsamaktadir.

3-Termofil mikroorganizmalar(45-75 °C): Kaplicalar, Ilicalar, su noktalari, volkanik
ylizey, termo topraklar gibi yerlerde bulunurlar.

4-Hipertermofil mikroorganizmalar(80 °C)

Bu smiflandirma sisteminde {igiincii grupta yer alan termofil siyanobakteriler yiiksek
sicakliklarda iyi gelisebilen, optimum iireme sicakliklar1 45-75 °C arasinda degisen ve
jeotermal kaplica alanlarinda gelisim gosterebilen mikroorganizmalardir. Ayrica
jeotermal olmayan tropik goller ve ¢ollerde bulunmaktadirlar. Farkli pH’da gelisebilen
termofil siyanobakteri kolonilerinin aksenik veya aksenik olmayan kiiltiirleri birka¢ giin
veya birka¢ hafta karanlikta birakildiginda ya da 12-14°C altinda canliliklarin
korurular. Termofil siyanobakterilerin icerdikleri protein ve niikleik asitler sicaklikta
stabil bir 6zellik gostermekte, mezofillerde ise sicaklikta inaktif olmaktadir. Bu konuda
yapilan ¢alismalarda Synechococcus lividens tiiriiniin 65-73 °C arasindaki sicakliklarda
gelisebilen tek siyanobakteri oldugu gosterilmistir (Allen 1984, Van Den et al. 1995,
Miller and Castenholz 2000, Castenholz et al. 2001, Madigan et al. 2003).

4.2 Siyanobakteri Hiicre Yapisi ve Siniflandiriimasi

Prokaryot organizmalar i¢inde yer alan ve gram negatif olan siyanobakteriler,
fotosistem II igerdiklerinden dolayr Okaryotlara benzerlik gdstermektedirler.
Siyanobakterilerin kirmizi alglerde bulunan fikobilin proteinleri icerdikleri de
bilinmektedir (Adams 1997). Siyanobakteri hiicrelerinin sitoplazma ve dis membranlari
arasinda peptidoglikan, dis kisimlarinda ise musilaj veya kabuk adini alan polisakkarit

bulunur (Shapiro and Dworkin 1997).
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Siyanobakteriler 5 gruba ayrilir (Ripkka 1988b);

1) Tek hiicreli ikiye bdliinerek ¢ogalan siyanobakteriler

2) Tek hiicreli ¢ok tipli boliinerek ¢ogalan siyanobakteriler
3) Flamentli heterosist olusturmayan siyanobakteriler

4) Flamentli heterosist olusturan siyanobakteriler

5) Flamentli dallanma yapan siyanobakteriler

Phormidium sp. heterosist olusturmayan flamentli siyanobakteriler arasinda yer

almaktadir. Genel goriiniisii sekil 4.2°de verilmistir.

Sekil 4.1 Phormidium sp.’nin genel goriinlisti

4.2.1 Hiicre ici graniiler yapilar

Hiicre i¢inde yliksek molekiiler agirlikta bulunan polifosfat graniilleri, niikleik asit ve
fosfolipitlerin sentezi icin fosfat kaynagi ve ATP sentezinde enerji kaynagi olarak
kullanilirlar (Van Den et al. 1995). Kiiresel ve genelde tilakoid yiizeyinde plazma
membrana yakin bdlgelerde bulunan siyanofisin graniilleri 50:50 oraninda arjinin ve
aspartik asitin co-polimerlerinden olusur ve hiicrede azot deposu olarak gorev goriir
(Jensen 1993). 1,5 Ribuloz bisfosfat karboksilaz-oksijenaz (RuBisCO) enzimi igeren

karboksizom graniilleri inorganik karbon asimilasyonunda goérev alip, fotosentezin ilk
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asamasi olan karanlik reaksiyonu katalizleyerek karbohidrat sentezini saglamaktadir
(Van Den et al. 1995). Hiicrelerinde gerektiginde enerji kaynagi olarak glikojen
graniilleri de bulunmaktadir (Jensen 1993).

4.2.2 Fikobilizom

Fotosentetik pigmentler ve elektron transfer edici komponenetlerden olusan
fikobilizomlar tilakoid adi verilen bir membran igerisine yerlesmistir. Siyanobakteri
tiirlerinin ¢ogu fikosiyaninden dolayr mavi-yesil renkte goriiniir. Bazi siyanobakteri
tiirleri ise fikoeritrinden dolay1 kirmizi renkte goriiniirler. Siyanobakteriyel hiicrelerde
en ¢ok bulunan proteinlerden olan fikobiliproteinler, fikobilizomlarda bulunmaktadir

(Van Den et al. 1995).

4.2.3 Heterosist

Isik mikroskobunda goriilebilen heterosistler, vejatatif hiicrelerden daha biiyiik,
flamentli siyanobakterilerde goriilen kalin hiicre duvarl yapilardir. Flamentin u¢ ya da
orta kismindaki hiicreler arasinda bulunmaktadirlar. Siyanobakterilerde bulunan
heterosistlerin en onemli gorevlerinden biri havadaki azotu fikse etmektir. Boylece
azotca fakir ortamlarda diger alglere nazaran daha iyi gelisirler (Allen 1984, Bottomley

etal. 1979, Van Den et al. 1995).

4.2.4 Akinet ve hormogonyum

Akinet kalin duvarli anormal sicaklik ve soguga karst dayanikli hiicrelerdir.
Siyanobakterilerin eseysiz liremelerinde yeni falmentleri olusturan akinetler, vejatatif
hiicreden daha biiyiiktiirler (Herdman 1988). Hormogonyum (yunancada hormos; zincir
goneta; jenerasyon anlamindadir) uzun trikomdan yada Olii hiicreden ayrilan kisa

flamenlerdir (Hertman and Rippka 1988).
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5. MATERYAL YONTEM

5.1 Uretim

Daha once laboratuvarimizda yapilan ¢alismada Ankara’nin Kizilcahamam ilgesindeki
bir kaplicadan izole edilen Phormidium sp. tez ¢alismasinda kullanilmistir. Denemelerde
kullanilan Phormidium sp.’nin hiicre yapist sekil 5.1 de verilmistir. Phormidium sp.
agagida besiyeri bilesimi verilen BG 11 besiyerinde pH:8.5 de, 45 °C sicaklikta ve 2400
liiksde siirekli 151k altinda iklim dolabinda 14 giin inkiibe edilerek gelistirilmistir
(Sadettin 2005).

BG 11 Besiyeri bilesimi (g/ml) (Rippka 1988a). :

N 15
NANO .ottt ettt aesteeneeseeneens 1.5
MESO4THLO . ..o 1.25
KoHPOu4. o 0.5
CaCly 2 HoO oot 0.03
L T L T 0.02
N 1181 G 1S3 | 0.1
Ferrik amonyum Sitrat...........oooouiiiiiiiiiiiiii e, 0.1

N EDTA . ..o 0.016
[z element AS SOIUSYONU. ........ovuiuieiieei e, 1.0

iz element A5 Solusyonu (g/ml):

H3BO oo, 0.286
MNCLAHL0 ..ol 0.181
NAMOO4.2H20 oo, 0.036
Z0SO04.THAO ..o, 0.022
CUSO 4.5H20. e, 0.008
COMNO3)2 BH2O .o 0.005
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10pm

Sekil 5.1 Phormidium sp.’nin hiicre yapisi (Sadettin, 2005)

5.2 Phormidium sp.’nin Kalsiyum Aljinat Jele Tutuklanmasi

Tutuklama isleminde Oncelikle aljinik asitin tuzu olan sodyum aljinat c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Daha sonra BG11 besiyerinde tiretilen Phormidium sp. 5000 devir/dak
hizda 5 dakika santrifiij edilmistir. Belirli miktarda Phormidium sp., hazirlanan sodyum
aljinat ¢ozeltisi ile karistirilmistir. Diizgiin kiireler elde edebilmek icin karisim bir
siringa yardimi ile %20°1lik kalsiyum kloriir ¢ozeltisi icine damlatilmistir. Bdylece
kalsiyum iyonlarinin, sodyum iyonlar1 ile yer degistirmesi ile kalsiyum aljinat jelin
¢okelmesi saglanmistir ve ~ Phormidium sp. hiicreleri kalsiyum aljinat jeli igine
hapsolmustur. Kalsiyum aljinat kiirelerinin jel olugumlarin1 tamamlayabilmeleri i¢in
tutuklanmis  Phormidium sp. igeren kalsiyum aljinat kiireleri 2 saat siireyle kalsiyum

klortiir ¢6zeltisi igerisinde buzdolabinda bekletilmistir.
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5.3 Farkh Konsantrasyonlarda Mikroorganizma iceren Graniillerin Hazirlanmasi

Denemelerde optimum biyobirikimin  gergeklestigi mikroorganizma miktarini
belirlemek i¢in dort farkli mikroorganizma konsantrasyonu kullanilmistir (Cizelge5.1).
lg, 2g, 4g, ve 5.9 g’lik mikroorganizmalar %?2’lik sodyum aljinat ile karistirilarak

kalsiyum aljinat kiireler olusturulmustur.

Cizelge 5.1 Yas mikroorganizma konsantrasyonunun belirlenmesi

Yas Mikroorganizma Sodyum Aljinat
Miktari(g) Miktari(g)
1 0.06
2 0.12
4 0.24
5.9 0.354

5.4 Biyobirikim Calismalari
5.4.1 Graniillerdeki optimum mikroorganizma konsantrasyonunun belirlenmesi

Optimum boya biyobirikiminin gerceklestigi yas mikroorganizma miktarini belirlemek
icin hazirlanan 1 g, 2 g, 4 g, ve 5.9 g yas mikroorganizma iceren kalsiyum aljinat
kiireleri 45°C’de pH 8.5’¢ ayarlanmis ve 12.5 mgl' Reactive Black B igeren BG 11
besiyerinde arastirilmistir. Reactive Black B boyasinin molekiiler yapisi sekil 5.2°de

verilmistir.

OH  NH,
NaO3SOCH,CH,0,S N=N N=N SO,CH,CH,0S0;Na

NaO SS SO3Na

Sekil 5.2 Reactive Black B boyasinin molekiiler yapisi
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5.4.2 Boya Biyobirikimi

Izolatm optimum boya biyobirikimi yaptig1 pH, baslangic pH’lar1 6.5, 7.5, 8.5, 9.5 ’e
ayarlanmis yaklasik 25 mgl® Remazol Blue ve Reactive Black B iceren BG 11
besiyerinde arastirilmistir. Denemelerde kulanilan her boya i¢in en yiiksek biyobirikimin
oldugu pH’larda hazirlanan BG 11 besiyerlerinde Phormidium sp.” nin Reactive Black
B ve Remazol Blue boya tipleri 12 mgl™ ', 25 mgl™" , 50 mgl™, 75 mgl" oranlarinda
kullanilan farkli konsantrasyonlarda ve 40°C, 45°C, 50°C deki farkli sicakliklarinda
boya biyobirikim kapasitesi saptanmigtir. Denemeler 250 ml’lik erlenlerdeki 100 ml’lik
BG 11 besiyerlerinde 2400 liiks 151k altinda iklim dolabinda gergeklestirilmistir.

5.5 Analiz Yontemleri
5.5.1 Kuru Agirhgin Belirlenmesi

Yas agirligi bilinen 6rnekler, bos agirligi alinmis aliminyum folyolara alinarak etiivde
(Niive FN 400) 90°C de 12 saat kurutulmustur ve tartilmistir(Becker 1994, Saadettin
2005).

5.5.2 Boya Konsantrasyonunun Belirlemesi

Remazol Blue ve Reactive Black B boyalar1 Aytemizler Tekstil’den saf ve toz halde
aliarak stok solusyonlari, boyanin distile su igerisinde %2 (w/v) oraninda ¢6ziilmesiyle
elde edilmistir. inkiibasyon siiresi boyunca belirli konsantrasyonda boya iceren her bir
erlenden giinde 3ml 6rnek almmistir. Ornekler biyokiitleyi ¢oktiirmek igin 5000 rpm’de
5 dakika siire ile santrifiijlenmistir. Siipernetantin igerdigi boya konsantrasyonu
Remazol Blue i¢in 600nm ve Reactive Black B i¢cin 590 nm dalga boyundaki
absorbanslar okunarak 6l¢iilmiistiir (Sadettin 2005).
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5.5.3 Sonuglarin degerlendirilmesinde kullanilan formiiller

% Biyobirikim - Cyyp/ Co X 100
qm=Chryp/ X

Coyb= Co— Cy

% Biyobirikim - Co— Cy/ C, X 100
qm=Co— Cy/ Xm

Chyb = Biriktirilen boya konsantrasyonu (mgl™)

Co - Baslangic konsantrasyonu (mgl™)

Cg= Son boya konsantrasyonu (mgl™)

Qm - Hiicre kuru agirlig1 basina en yiiksek biyobiriktirilen boya miktar1 (mg g™)
Xm - En yiiksek kuru hiicre miktar1 (gl™)
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6. ARASTIRMA BULGULARI
6.1 Optimum Mikroorganizma Konsantrasyonu

Denemelerde, 1 g, 2 g, 4 g, 5.9 g olarak tartilip kalsiyum aljinat jele tutuklanan
Phormidium sp.’nin, en yiiksek boya giderimi yaptigi yas hiicre konsantrasyonunu
belirlemek amaci ile, immobilize hiicreler 45°C’ de, pH 8.5’¢ ayarlanmus, 12.5 mgl”
Reactive Black B boya konsantrasyonu igeren BG 11 besiyerinde 8 giin siireyle inkiibe

edilmistir.

Denemeler sonucunda, en yiiksek boya biyobirikimi 1 g ve 2 g’da gozlenmistir. 4 g ve
5.9 g yas mikroorganizma ile yapilan denemelerde ise aljinat nedeni ile kendiliginden
giderim fazla olmustur. Ornekten kontroliin ¢ikartilmasi sonucunda, en yiiksek boya
giderimi 1g yas mikroorganizma konsantrasyonu ile yapilan denemelerde elde
edilmistir. Denemeler, aljinatin kendiliginden giderim oraninin en az oldugu 1g ile

gerceklestirilmistir (Sekil 6.1).

~
o

@ Phormidium sp. igceren kalsiyum aljinat kiireleri

%Biyobirikim
w IS o o
<] S S S
! ! !

N
o
L

=
o
I

o
I

29 49 5.99

Mikroorganizma konsantrasyonu

Sekil 6.1 Optimum mikroorganizma miktarinin belirlenmesi( S: 45°C ; 151k siddeti
2400 liiks, inkiibasyon siiresi: 8 giin )
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6.2 Boya Biyobirikiminde Baslangic pH’nin Etkisi

Termofil bir siyanobakteri olan Phormidium sp.’nin en iyi boya giderimi yaptigi
optimum pH’1 belirlemek amaciyla, 23.33 mgl' - 27.71 mgl’ Reactive Black B
baslangic boya konsantrasyonu ve 30.93 mgl'-40.23 mgl' Remazol Blue baslangic
boya konsantrasyonu igeren besiyerleri pH 6.5, 7.5, 8.5, 9.5 olmak iizere 4 farkli pH’ya
ayarlanmistir (Cizelge 6.1). Boyali besiyerlerinde yapilan bir 6n deneme ile kiiltiirel
ozelliklerde belirlenen optimum 1s1ik siddetinde daha yiiksek 1sikta kiiltiirlerin iyi
gelisme gostermesi nedeniyle, biyobirikim ¢aligmalarinda 2400 liks 151k siddeti
kullanilmistir (Sadettin 2005).

Sekiz giinliik inkiibasyon siiresi sonunda hem Remazol Blue’da hemde Reactive Black
B’de pH 9.5 hari¢ pH arttikca boya biyobirikiminde artis gdzlenmistir. Her iki boya ile
yapilan denemelerde ise pH 9.5’de biyobirikim oranmi1 diismiistiir. Gerek Reactive Black
B’de gerekse Remazol Blue’da optimum boya biyobirikimi pH:8.5’de gerceklesmistir.
Denenen tiim pH degerlerinde Reactive Black B Remazol Blue’dan daha iyi
giderilmistir. Remazol Blue ve Reactive Black B birbirine en yakin giderimi pH:9.5’de

gostermistir (Sekil 6.2).

Cizelge 6.1 Boya biyobirikimine pH’nin etkisi ( S: 45°C ; 151k siddeti 2400 liiks,

inkiibasyon siiresi: 8 giin )

Boya Ph Co beb %Bb

(mgl") (mgl") (mgl”

Remazol 6,5 40,23 23,49 58,39

Blue

(mavi) 7.5 35,34 23,02 65,14

8,5 38,13 26,05 68,32

9,5 30,93 19,76 63,91

Reactive 6,5 27,19 18,95 69,7
Black B

(siyah) 7.5 23,33 17,20 73,72

8,5 25,61 19,28 75,28

9,5 27,71 18,07 65,21
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Sekil 6.2 Boya biyobirikimine pH’nin etkisi ( S: 45°C ; 1s1ik siddeti 2400 liiks,
inkiibasyon siiresi: 8 giin )

6.3 Boya Biyobirikiminde Baslangic Boya Konsantrasyonunun Etkisi

Immobilize Phormidium sp.’nin boyabirikimin kapasitelerine boya konsantrasyonlarinin
etkisi; Remazol Blue i¢in 9.06 mgl”, 25.58 mgl™, 56.74 mgl”, 82.09 mgl”, Reactive
Black B i¢in 12.1 mgl', 27.19 mgl', 57.4 mgl', 79.47 mgl' baslangic

konsantrasyonlarinda arastirilmistir.

Reactive Black B ile yapilan denemelerde baglangi¢ boya konsantrasyonu arttik¢a boya
biyobirikiminin azaldig1 belirlenmistir. 12.1 mgl" baslangi¢ boya konsantrasyonunda ilk
2 giinde yaklasik % 70 oraninda giderim gerceklesmistir, daha sonraki giinlerde giderim
devam etmis ve inkiibasyon siiresi sonunda yaklagik % 88 oraninda giderim
gerceklemistir. En yiiksek boya biyobirikimi 12.1 mgl' boya konsantrasyonunda
gdzlenmistir. En yiiksek baslangic boya konsantrasyonu 79.47 mgl'’da ise 4 giinde
boyanin yaklasik % 35’1 giderilmistir ve sekizinci gline kadar ise giderim ¢ok fazla
degismeden devam etmistir. Denemelerde 8 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda,
12.1 mgl™"de % 87.42, 27.19 mgl’de % 75.98, 57.4 mgl"’de % 67.96, 79.47 mgl"’de
% 60.1 oraninda boya giderimi gerceklesmistir (Sekil 6.3).

27



Remazol Blue ile yapilan denemelerde ise Reactive Black B ile benzer olarak 9.06 mgl™
baslangi¢ boya konsantrasyonunda yaklasik % 88 oraninda giderim gézlenmistir. 27.19
mgl”! ve 57.4 mgl” baslangic boya konsantrasyonunda ise, 3 giine kadar hizli bir
giderim gdzlenmistir, 3 glinden sonra degisiklik olmadan giderim devam etmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda 9.06 mgl™'’de % 87.9, 25.58 mgl’de % 70.78, 56.74 mgl
de % 60.86, 82.09 mgl™"’de % 50.3 oraninda boya giderimi gergeklemistir(Sekil 6.4).

Her iki boya biribiri ile karsilagirildigi zaman, gerek Reactive Black B’de gerekse
Remazol Blue’da artan baslangi¢ boya konsantrasyonu ile boya biyobirikimi azalmustir.
Denenen tiim konsantrayonlarda Reactive Black B, Remazol Blue’dan daha iyi

giderilmistir.

Hem Remazol Blue hem de Reactive Black B’de ilk 3 giinde boya giderimininin hizli,

sonraki giinlerde ise boya gideriminin ilk 3 giine oranla daha yavas oldugu gozlenmistir.
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Sekil 6.3 Farkli Reactive Black B konsantrasyonlarimin(mgl™) inkiibasyon siiresi
boyunca Phormidium sp.’nin boya biyobirikim kapasitesine etkisi (S:45°C;
151k siddeti 2400 liiks; pH: 8.5)
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% biyobirikim

Sekil 6.4 Farkli Remazol Blue konsantrasyonlarmin(mgl™) inkiibasyon siiresi boyunca
Phormidium sp.’nin boya biyobirikim kapasitesine etkisi (S:45°C; 11k siddeti
2400 liiks; pH: 8.5)
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6.4 Boya Biyobirikiminde Sicakhigin Etkisi

Immobilize Phormidium sp.’nin 40°C, 45°C ve 50°C deki boya biyobirikim kapasiteleri
farkli boya kapasiteleri farkli boya konsantrasyonlarinda arastirilmigtir. Yapilan
denemelerde 8 giinliik inkiibasyon siiresi boyunca sicakligin, denenen tiim boyalarda

oldukca 6nemli bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Reactive Black B ile yapilan denemelerde, denenen tiim sicakliklarda konsantrasyon
arttikca boya gideriminin artti§1 gozlenmistir. En yiiksek giderim, en diigiik boya
konsantrasyonunda gozlenmistir. Denemelerde 45°C ve 50°C’de birbirine yakin degerler
elde edilmistir. Yaklasik 75 mgl™” baslangic boya konsantrasyonunda en yiiksek boya
giderimi 45°C’de % 60,1 olarak gergeklesmistir.

Remazol Blue ile yapilan denemelerde ise Reactive Black B ile yapilan denemelere
paralel sonuclar elde edilmistir. En diisiik baslangi¢c boya konsantrasyonunda enyiiksek
giderim gerceklemistir. Denemelerde Reactive Black B’de oldugu gibi 45°C ve 50°C’de
birbirine yakin degerler elde edilmistir. 40 °C’de Remazol Blue, immobilize
Phormidium sp. ile oldukg¢a diisiik kapasite ile ortamdan giderilmistir ve yaklasik 75
mgl”'  baslangic boya konsantrasyonunda ancak % 42.6 oraninda giderim

gergeklesmistir.

Sicaklik denemeleri sonucunda, her iki boya i¢in immobilize Phormidium sp. ile 40°C
ve 45°C’de oldukga yiiksek biyobirikim degerleri elde edilmistir. 40 °C’de giderim
gerceklesmis, diisik boya konsantrasyonlarinin giderim oranlarinin disiik oldugu
gbzlenmistir. Sonu¢ olarak, Phormidium sp.’nin immobilize halinin denenen tim

sicakliklarda biyobirikim yapabildigi belirlenmistir.

Denenen farkli sicakliklarda yapilan denemelerde maksimum spesifik boya
konsantrasyonundaki degisimi ¢izelge 6.2°de verilmistir. Reactive Blue konsantrasyonu
arttikca kiltlirlerin gram basina biriktirdikleri boya miktar1 (q,,) artmistir. En yiiksek qpm,
degeri 45°C’de 75 mgl™ baslangic boya konsantrasyonunda 41.29 mg g olarak elde
edilmistir. Yaklasik 12 mgl™ baslangic boya konsantrasyonunda q,, 7.77 mg g olarak
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elde dilmistir. % Biyobirikim ise onsantrasyon artisi ile birlikte denenen tiim
sicakliklarda gy, ile ters orantili olarak azlamistir. En yiiksek biyobirikim oran1 en diisiik

konsantrasyonda gerceklesmistir.

Reactive Black’de en yiiksek qn, degeri % biyobirikimde oldugu gibi 45°C’de elde
edilmistir ve 47.60 mg g birikim yapmistir. Remazol Blue’da oldugu gibi maksimum

spesifik boya giderimi 40°C’de 12 mgl™"de elde edilmistir.

Cizelge 6.2 Phormidium sp.’nin farkli sicaklik ve baslangi¢ boya konsantrasyonunda
(Co) elde edilen maksimum spesifik boya konsantrasyonunun (qm mg g™)
karsilastirilmasi (Isik siddeti: 2400 liikks, pH: 8.5)

mcgl)'l Remazol Blue Reactive Black B

40 °C 45 °C 50 °C 40 °C 45 °C 50 °C

12 qm 7.73 7.96 8.52 9.56 10.58 10.38
%Bp 77.14 87.9 79.67 86.52 87.42 83.54

25 qm 16.91 18.11 18.81 17.68 20.66 18.08
%Bp 62.98 70.78 68.76 66.75 75.98 73.1

50 qm 23.86 34.53 32.40 31.01 39.10 34.12
%Bp 47.51 60.86 60.01 57.39 67.96 65.47

75 qm 32.64 41.29 41.17 40.87 47.69 43.82
%Bp 42.66 50.3 51.5 56.63 60.01 58.21

En yiiksek boya giderimi 75 mgl” boya konsantrasyonu ve 45°C’de gerceklesmistir
(Sekil 6.5).

Remazol Blue ile yapilan denemelerde ise denenen tiim konsantrasyonlarda sicaklik

arttikca boya gideriminin arttign gozlenmistir. 45°C ve 50°C’de benzer miktarda boya
giderimi g6zlenmistir. En diisiik boya giderimi ise 40°C’de g6zlenmistir (Sekil 6.6).
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Sekil 6.5 Immobilize Phormidium sp.’nin Reactive Black B boya biyobirikim
kapasitesine farkli sicakliklarin etkisi (Isik siddeti 2400 liikks; pH: 8.5)
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Sekil 6.6 Immobilize Phormidium sp.’nin Remazol Blue boya biyobirikim kapasitesine
farkl sicakliklarin etkisi (Isik siddeti 2400 liiks; pH: 8.5)
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7. SONUC ve TARTISMA

Tez ¢alismasinda flamentli bir siyanobakteri olan termofil Phormidium sp., kalsiyum
aljinat jele tutuklanarak Reactive Black B ve Remazol Blue boyalarinin biyobirikim
calismalar1 yapilmistir. Immobilize Phormidium sp. ile Reactive Black B ve Remazol
Blue boyalarinin biyobirikim ¢alismalarinda Phormidium sp.’nin en yiiksek biyobirikim

yaptig1 pH, baslangi¢c boya konsantrasyonlari ve sicaklik belirlenmistir.

Daha 6nce laboratuarimizda serbest Phormidium sp. hiicreleri ile Reactive Black B ve
Remazol Blue boyalarinin biyobirikimi doktora tezi olarak caligilmistir. Serbest
Phormidium sp. ve immobilize Phormidium sp.’nin Reactive Black B ve Remazol Blue
spesifik boya biyobirikim oranlar karsilastirildiginda gerek Reactive Black B gerekse
Remazol Blue ile yapilan denemelerde boya konsantrasyonu arttikga spesifik
biyobirikim oraninin artan boya konsantrasyonuna bagli olarak arttigi gozlenmistir.
Ancak bu spesifik biyobirikim miktar1 immobilize Phormidium sp.’de serbest

Phormidium sp.’den oldukga yiiksek bulunmustur (Cizelge 7.1).

Serbest Phormidium sp. ile yapilan denemelerde izolatin sicaklik artisindan olumsuz
yonde etkilendigi ve sicaklik artisiyla hem Reactive Black B hem de Remazol Blue’nun
biyobirikiminin azaldigi ve en yiksek biyobirikimin 40°C ’de gergeklestigi
belirlenmistir. Immobilize Phormidium sp. ile yapilan denemelerde ise hem Remazol
Blue’da hemde Reactive Black B’de sicaklik artisi ile boya biyobirikim oraninin
azalmadig1 aksine az da olsa spesifik boya biyobirikim oraninda artis oldugu
g6zlenmistir, her iki boyadada 45°C ve 50°C de benzer sonuglar goriilmekle birlikte en
yiiksek boya biyobirikim oraninin Reactive Black B i¢gin, 45°C’de gergeklestigi Remazol
Blue icin 12 mgl'-25 mgl' baslangic boya konsantrasyonunda 45°C’de 50 mgl”
75 mgl" baslangic boya konsantrasyonunda 50°C’de gerceklestigi  belirlenmistir

(Cizelge 7.1).
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Cizelge 7.1 Immobilize Phormidium sp. ve serbest Phormidium sp.’nin farkli sicaklik
ve baglangic boya konsantrasyonunda (C,) elde edilen spesifik boya
biyobirikim oranlarinin karsilastirilmasi (Isik siddeti: 2400 liiks, pH: 8.5)

Remazol Blue
Immobilize Phormidium sp. Serbest Phormidium sp.
Co
mgl”
40 °C 45 °C 50 °C 40 °C 45 °C 50 °C
qm 7.73 7.96 8.52 2.53 2.37 1.16
12 %Bp 77.14 87.9 79.67 80.4 88.3 37.3
qm 16.91 18.11 18.81 4.08 4.24 1.93
23 %B 62.98 70.78 68.76 65.8 52.7 15.9
qm 23.86 34.53 32.40 7.19 7.44 5.86
>0 %Bp | 47.51 60.86 60.01 50.2 39.2 8.2
qm 32.64 41.29 41.17 16.76 14.70 10.89
& %Bp | 42.66 50.3 51.5 40.7 32.6 53
Reactive Black B
Immobilize Phormidium sp. Serbest Phormidium sp.
Co
mgl”
40 °C 45 °C 50 °C 40 °C 45 °C 50 °C
qm 9.56 10.58 10.38 2.64 2.73 2.25
12 %Byp 86.52 87.42 83.54 92.6 97.8 30.2
qm 17.68 20.66 18.08 491 4.94 2.32
= %Byp 66.75 75.98 73.1 79.7 69.9 16.3
qm 31.01 39.10 34.12 12.77 9 4.46
%0 %Byp 57.39 67.96 65.47 46.2 41.2 14.4
qm 40.87 47.69 43.82 16.95 14.17 6.86
& %Byp 56.63 60.01 58.21 40.7 31.6 11.9
Serbest ve immobilize Phormidium sp. hiicrelerinin % biyobirikim oranlar

karsilastirildiginda; serbest Phormidium sp. ile yapilan denemelerde, denenen her iki
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boyada da artan sicaklikla % biyobirikim orani azalmigtir ve 50°C’de bu oran oldukga
diismiistiir. Immobilize Phormidium sp. ile ile yapilan denemelerde ise, hiicrelerin artan
sicakliktan etkilenmedigi, en yiiksek % biyobirikim oraninin 45°C’de gergeklestigi ve
serbest hiicrelerin tersine 50°C’deki % biyobirkim orammin 45°C’deki % biyobirikim
oranina oldukc¢a benzer oldugu belirlenmistir. Yapilan denemelerde her iki boyadada en
diisik % biyobirikim oranmm 40°C’de gergeklestigi belirlenmistir. Immobilize
Phormidium sp. ile yapilan denemeler tutuklamanin sicakligin hiicreler iizerindeki

olumsuz etkisini ortadan kaldirdigin1 ortaya ¢ikartmustir.

Serbest Phormidium sp. ile yapilan denemlerde Reactive Black B ve Remazol Blue’nun
optimum boya biyobirikimi 14 giinliik inkiibasyon siireci sonunda gerceklesirken,
immobilize Phormidium sp. ile optimum boya biyobirikimi 8 giinliik inkiibasyon siireci

sonunda gerceklesmistir.

Atiksulardan tekstil boyalarinin gideriminde bugiine kadar immobilize ve serbest bakteri
(Chang et al. 2001), fungi (Park et al. 2006), alg (Acuner and Tezer 2006 ) hiicreleri ile
cok sayida c¢alisma yapilmamistir. Boyarmadde bulunan melasli besin ortamina
alistirilmis canli Candida tropicalis mayasinin Remazol Blue ve Remazol Black B
boyalarina biyobirikiminde baglangi¢ sakkoraz ve boya derisiminin fonksiyonu olarak
incelemisler, sakkoroz derisiminin 15 g/I’ye kadar artmasiyla mikroorganizma derisimi
ve biyobirikim kapasitesi degerlerinin arttigini gézlenmistir ve 1000 mg/l baslangig
Remazol Blue derisiminde 167.5 mg/g; 1000 mg/l baslangic Remazol Black B
derisiminde ise 163.3 mg/g 6zgiil gideirm kapasitesi degerleri elde edilmistir (Aksu and
Donmez 2005).

Boya biyobirikimi ile ilgili mayalarla yapilan ¢alismalar olduk¢a azdir. Boyarmadde
bulunan ortama alistirilmis canli Saccharomyces cerevisiae mayasinin Remazol Blue,
Remazol Black B ve Remazol Red RB boyalarina biyobirikimini baslangic pH’1 ve
baslangi¢ boya derisiminin fonksiyonu olarak incelemis, her ii¢ boya i¢in optimum pH
degerini 3 olarak belirleyerek 380.1 mg/l baslangic Remazol Blue derisiminde 84.6
mg/g; 410 mg/l baslangic Remazol Black B derisiminde 88.5 mg/g; 324.4 mg/l
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baslangic Remazol Red RB derisiminde ise 48.8 mg/g maksimum biyobirikim kapasitesi
degerleri elde edilmistir (Aksu 2003).

Yesil bir alg olan Spyrogyra rhizopus ile atiksulardan Asit Red 274 boyasinin giderimi
ile ilgili yapilan ¢calismada baslangi¢ boya konsantrasyonu arttik¢a boya giderim miktari
artmistir. Kurutularak oldiiriilen alg hiicreleri ile yapilan bu ¢alismada optimum boya

giderimi Ph 3’de ve 30°C’de gergeklesmistir (Ozer et al. 2006).

Fungal biyomasla Asit Black 52 boyasinin dekolorizasyon c¢alismalarinda %4 ’lik
sodyum aljinat jeli kullamlmustir. Immobilize ve serbest fungal biyomasla yapilan
denemelerde dekolorizasyon hizi immobilize hiicrelerde serbest hiicrelere gore daha

yiiksek bulunmustur (Park et al. 2005).

Bir makroalg olan Caulerpa lentillifera ile Astrazan Blue boyasinin giderimi
calisilmistir. Baslangi¢ boya konsantrasyonu arttikca boya giderim yiizdesi azalmistir ve

maksimum adsorbsiyon 50°C’de gegeklesmistir (Marungrueng et al. 2006).

Tekstil atiksularindan Tectilon Yellow 2G adli azo boyasinin biyosorpsiyonunda
Chlorella vulgaris ile calisilmistir. 50 mgl”, 200 mgl”,400 mgl” baslangic boya
konsantrasyonlar1 i¢in sirasiyla %69, %66, %63’ lik bir giderim saglanmistir (Acuner

and Dilek 2004).

Remazol Black B, Remazol Red RR, Remazol Golden Yellow RNL boyalarinin
biyosorpsiyonu i¢in yesil bir alg olan Chlorella vulgaris ile kesikli sistemlerde
aragtirtlmistir. Denemelerde, pH, sicaklik ve baslangic boya konsatrasyonlariin etkisi
aragtirilmistir. Biyomas maksimum giderimi tiim boyalarda pH 2’de gdstermistir.
Baslangi¢c boya konsantrasyonunun etkisi, Reactive Black B ve Remazol Red RR igin,
20-800mgl”’  Remazol Golden Yelow RNL igin  10-200mgl”’  baslangic
konsantrasyonlarinda 35 °C, 45 °C, 55°C de arastirilmigtir. Artan sicaklik konsantrayonu
ve sicaklikla biyosorpsiyonun azaldigi belirlenmistir. En yiiksek gideri en diisiik sicaklik

ve konsantrasyonda ger¢eklesmistir (Aksu ve Tezer 2004).
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Literatiirde bugiine kadar immobilize termofil alglerle biyobirikim c¢aligsmalari
yapilmamustir, sadece serbest alg hiicreleri ile laboratuvarimizda yapilan biyobirikim
caligmalar1 bulunmaktadir (Sadettin 2005). Immobilize ve serbest alglerle agir metal
giderimi ile ilgili ¢aligmalar bulunmaktadir (Arica et al. 2003), fakat boya giderimi
yapilmamistir. Bu ¢alisma ile reaktif boyalarin immobilize termofil alglerle atiksulardan

artilabilecegi gosterilmistir.
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EKLER
EK 1 Yas ve kuru agirlik standart egrisi

EK 2 Reactive Black B ve Remazol Blue boyalarinin 5, 10, 15, 20 ve 25 mgl'l

konsantrasyonlarda standart egrileri.
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EK 1 Yas ve kuru agirlik standart egrisi

25 - y2: 5,9238x
R = 0,9915
— 2 ]
215 -
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Filamentli termofil siynobakteride yas agirlik ve kuru agirlik standart egrisi
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EK 2 Reactive Red RB, Remazol Blue ve Reactive Black B boyalarin 5, 10, 15, 20 ve

25 mg 1" konsantrasyonlarda standart egrileri.

g 087 y = 0,0272x

c

S 06 - R? = 0,9983

(1]

2 04 -
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Qo
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boya. Konsantra. mgl-1

Remazol Blue boyasinin 600nm dalga boyunda farkli konsantrasyona Kkarsi
abzorbansinda 5, 10, 15, 20 ve 25 mg I'" farkh konsantrasyonlarda absorbans

okunmasiyla Remazol Blue i¢in egim bulunmustur.
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c 2 _
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boya. Konsantras. mg I-1

Reactive Black B boyasinin 590 nm dalga boyunda 5, 10, 15, 20 ve 25 mg I farkl

konsantrasyonlarda absorbans okunmasiyla Reactive Black B i¢in egim bulunmustur.
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