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Onur Sozii

Doktora Tezi olarak sundugum “Beyaz Ciiriikgiil Funguslarla Tekstil
Boyalarinin Renginin Giderimi” baghikli bu galigmamn bilimsel ahlak ve geleneklere
aykin diigecek bir yardima bagvurmaksizin tarafimdan yazildigini ve yararlandigim
biitiin kaynaklarin, hem metin iginde hem de kaynakgada yontemine uygun bigimde

gosterilenlerden olugtugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Sevat CING YILDIRIM
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BEYAZ CURUKCUL FUNGUSLARLA TEKSTIL BOYALARININ RENGININ
GIDERIMI

Seval CING YILDIRIM

Inonti Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dal1

224 + xiii sayfa
2007
Danisman: Prof. Dr. Ozfer YESILADA

Reaktif azo ve vat boyalar pamuklu dokuma islemlerinde olduk¢a sik kullanilir.
Biyolojik olarak ¢ok az yikilabildiklerinden dolayr ciddi ¢evre sorunlarina sebep
olmaktadirlar. Tekstil sanayi atik sular1 diinyanin bir¢ok yerinde ¢evre i¢in bir tehdit
olusturmaktadir.

Burada, Trametes versicolor, Funalia trogii ve Phanerochaete chrysosporium
peletleri ile Reaktif Kirmiz1 141, Reaktif Kirmiz1 120, Reaktif Mavi 171, Reaktif Mavi
198, Reaktif Yesil 19 ve Asit Mavi 74’lin renginin giderimi calisilmigtir. Boya
konsantrasyonu (50-200 mg/L), pH (3-10), sicaklik (10-40°C), pelet miktar1 ve
calkalama (0-200 rpm) gibi ¢esitli parametrelerin renk giderimi iizerindeki etkileri
arastirilmistir. Renk giderimi spektrofotometrik olarak dl¢iilmiistiir. Iki saat icinde rengi
en iyi giderilen boyalardan Asit Mavi 74’{in baglangi¢ renginin % 89’u uzaklastirilirken,
Reaktif Mavi 198’in % 85 oraninda rengi giderilmistir. Renk giderimi caligmalari
tekrarli kesikli siirecte serbest peletler, aktif karbon ve cam kozalag iizerine ve aljinat
icerisine tutuklanmis funguslarla yiiriitiildii. Aljinat icerisine tutuklanmis hiicreler hari¢
serbest peletlerin renk giderimi verimi tutuklanmis hiicrelerden daha yiiksek olmustur.
Fungus peletleri tekrarl kesikli siirecte bir¢cok kez kullanilabilmistir.

Phanerochaete chrysosporium harig, funguslarin boyalar1 adsorbe etmeleri ¢ok
onemli degildir. Glukoz ve melas T. versicolor’un renk giderimi verimini olumlu yénde
etkilemistir. Melas ve bakir ilavesi sonucu tekrarli kesikli siirecte yiiksek ve kararli renk
giderimi verimi elde edilmistir.

Trametes versicolor ve Funalia trogii peletleri Reaktif Mavi 171, Reaktif Mavi
198, Reaktif Yesil 19 ve Asit Mavi 74 karisimindan olusan sentetik atik suyun rengini
tekrarli kesikli stiregte 6zellikle etkili bir sekilde gidermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Reaktif azo boyalar, indigo boya, beyaz ciiriik¢iil funguslar,
Trametes versicolor, Funalia trogii, Phanerochaete chrysosporium, fungal pelet, renk
giderimi, lakkaz enzimi
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DECOLORIZATION OF TEXTILE DYES BY
WHITE ROT FUNGI
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224 + xiii pages
2007
Supervisor: Prof. Dr. Ozfer YESILADA

Reactive azo and vat dyes are largely employed on cellulosic fibers like cotton.
Due to their low biodegradability, they cause serious environmental pollution.
Wastewater from textile industries constitute a threat to the environment in large parts
of the world.

Here, the decolorization rate of Reactive Red 141, Reaktif Red 120, Reaktif Blue
171, Reaktif Blue 198, Reaktif Green 19 and Acid Blue 74 by Trametes versicolor,
Funalia trogii and Phanerochaete chrysosporium pellets was studied. The effects of
various operational parameters, namely dye concentration (50-200 mg/l), pH (3—10),
temperature (10—40°C), amount of pellets and agitation (0-200 rpm) on decolorization
were investigated. Decolorization was measured spectrophotometrically. In 2 h, the
most decolorized dyes were that of Acid Blue 74 which removed about % 89 of initial
color, followed by Reactive Blue 198 with % 85 decolorization. Decolorization studies
were carried out using free pellets, immobilized fungal cells on actived carbon and
pinewood and also fungal cells entrapped in alginate beads in repeated batch mode.
Decolorization rate of free pellets was higher than immobilized cells except that cells
entrapped in alginate beads. The fungal pellets could be used for several times during
repeated batch mode.

Adsorption of the dyes on fungi except Phanerochaete chrysosporium was
insignificant. Glucose and molasses positively affected the dye decolorization of T.
versicolor. Molasses and copper addition resulted in high and stable decolorization
efficiency.

Trametes versicolor and Funalia trogii pellets efficiently decolorized artificial
dyestuff containing mixtures of Reaktif Blue 171, Reaktif Blue 198, Reaktit Green 19
and Acid Blue 74 especially in first cycle of repeated batch mode.

KEYWORDS: Reactive azo dyes, indigo dye, white rot fungus, Trametes versicolor,
Funalia trogii, Phanerochaete chrysosporium, fungal pellets, decolorization, laccase
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1. GIRIS

1.1. Cevre Kirliligi

Cevre tim canlilarin yasaminda o6nemli bir rol oynamaktadir [1]. Diinyanin
katman (atmosfer, hidrosfer ve litosfer) ve boliimleri arasinda ekolojik g¢evrimler
sayesinde madde aligverisi siirlip gitmektedir. Diinyanin katmanlar1 arasindaki madde
ve enerji aligverigi/hareketi, diinyanin dogal dengesini saglar ve diinyanin katmanlarinin
bilesimi daima sabit kalir. Buna diinyanin ekolojik dengesi denmektedir. Diinyanin
katmanlarinda herhangi bir maddenin miktarinin artmasi, o katmanin kompozisyonun
bozulmas1 halinde bu madde ekolojik cevrimler araciligiyla derhal tasinarak, denge
tekrar kurulmaktadir. Biriken madde tekrar olmasi gereken yere doner ve ekolojik
denge korunmus olur. Buna diinyanin/doganin kendi kendini temizlemesi
(otopiirifikasyonu) denir [2]. Yogun enerji kullanimi, ormanlarin yok edilmesi,
cevrimleri yavas olan bazi maddelerin insan cevresinde yogunlastirilmasi, dogada
olmayan bazi yapay maddelerin iiretimi sonucunda kendi kendini temizleme kapasitesi
asilmis ve azaltilmistir. Bu olumsuz kosullara paralel ¢evre kirliligi ortaya ¢ikmaya
baslamistir. Cevre kirliligi, insanlarin etkinlikleri sonunda, ekolojik dengenin bozularak,
bazi maddelerin diinyanin baz1 katmanlarinda birikmesi ve o katmanin dogal
kompozisyonunun bozulmasidir. Niifusun artisi, kentlesme, sanayilesme gibi faktorler
cevre kirliliginin artmasina énemli katkilarda bulunmaktadir. Cevre sorunlari 6zellikle
gecen ylzyilin ikinci yarisindan itibaren diinya giindemini isgal eden en 6nemli
sorunlardan biri olmustur. Bilingsiz/asir1 iiretim ve tiikketim sonucunda ¢evreye birakilan
atiklarin gerek miktar1 gerekse tiirlerinde artis olmustur. Cevre sorunlarinin artmasi
cevre kirliliginin boyutlarin1 kat1 atik kirliligi olarak sekillenen yerel kirlilikten, asit
yagmurlar1 olarak sekillenen bdlgesel kirlilige ve kiiresel 1sinma ve ozon tabakasinin
delinmesi olarak ortaya ¢ikan kiiresel kirlenmeye genisletmistir. Cevre kirliligi baslica
hava kirliligi, su kirliligi, toprak kirliligi ve girilti kirliligi olarak karsimiza

cikmaktadir.

1.2. Su Kirliliginin Kaynaklar1 ve Tanimi

Su genel alict ortamlardan birisidir. Yeryiizindeki sular giinesin sagladig1 enerji

ile stirekli bir dongii i¢inde bulunur. Bu dongiiye “hidrolojik c¢evrim” adi verilir.



Insanlar, yasamsal ve ekonomik gereksinimleri igin, suyu bu dongiiden alir ve
kullandiktan sonra tekrar ayni1 dongiiye iade ederler. Bu siirecler sirasinda suya karisan
maddeler, sularin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini degistirerek, “su kirliligi”
olarak adlandirilan olguyu ortaya ¢ikarir. S6z konusu 6zellik degisimleri, ayn1 zamanda
sularda yasayan cesitli canli varliklar1 da etkiler. Boylece su kirlenmesi sucul
ekosistemlerin etkilenmesine, dengelerinin bozulmasina ve giderek dogadaki tiim
sularin sahip olduklar1 6ziimleme ve kendi kendini temizleme kapasitesinin azalmasina
veya yok olmasma yol acabilir. Su kirliligini, antropojen (insan kaynakli) etkiler
sonucunda ortaya ¢ikan, kullanimi kisitlayan veya engelleyen ve ekolojik dengeleri
bozan kimyasal ve biyolojik kalite degisimleri olarak tanimlamak miimkiindiir. Su
kirliligi; evsel ve endiistriyel atiklarin su ortamlarina aritilmaksizin bosaltilmalari,
tarimda verimi arttirma amaciyla kullanilan dogal ve yapay maddelerin su ortamlarina
taginmalar1 gibi sebeplerle gerceklesir. Endistri atik sulari, ayrismaz ya da giig
ayrigabilir tiirden maddelerin yani sira toksik bilesenleri de icerdiklerinden, bu sularin
alic1 ortamlara bosaltilmalarinin etkileri ¢ok daha olumsuz ve kalicidir [3].

Tekstil endiistrisi atik sular1 bu agidan ele alindiginda igerdigi renkli ve/veya
toksik maddeler yoniinden alic1 ortamlara verilmeden 6nce kesinlikle aritilmalidir. Alici
su kaynaklarmma verilen boyar maddeler organik yiik olarak bu kirliligin kiigiik bir
kismin1 olusturmaktadir; ancak alict ortamda ¢ok diisilk konsantrasyonlarda boyar
madde bulunmasi bile estetik agidan istenmeyen bir durumdur. Bu nedenle boyar madde
iceren tekstil endiistrisi atik sularindan renk giderim islemleri ekolojik agidan 6nem

kazanmaktadir [4].

1.2.1. Tekstil endiistrisi atik sular:

Tekstil endiistrileri, yas dokuma iglemleri i¢in ¢ok biiyiik miktarlarda su ve
kimyasal tiiketmektedir. Gerek boyamada gerekse diger islemlerde kullanilan bu
organik ve inorganik formdaki bilesiklerin ¢esitliligine bagli olarak, ortaya ¢ikan atik
sularin Ozellikleri de farkli olmaktadir. Alici sulara verilen renkli atik sular su
ortamindaki 151k gecirgenligini azaltir ve fotosentetik aktiviteyi olumsuz yonde etkiler.
Ayrica boyar maddelerin bazi sucul organizmalarda birikmesi toksik ve kanserojenik
tiriinlerin meydana gelme riskini de beraberinde getirmektedir. Bu ylizden boyar madde
iceren tekstil endiistrisi atik sularinin renk giderim islemleri ekolojik acidan 6nem

kazanmaktadir. Ancak kompleks kimyasal yapilarina ve sentetik kokenlerine bagl



olarak, boyar maddelerin giderilmesi oldukc¢a zor bir islemdir. Tekstil endiistrisinde
boyama islemi kumasa renk vermek icin yapilir. Boyali atik sularin karakterizasyonu,
boyalarin kimyasal yapisindaki farkliliklardan ve boyama islemlerinin degisim
gostermesinden dolay1 oldukca zordur. Cizelge 1.1°de farkli boyalarin kullanildigi ve
farkli elyaflarin boyandigi boyahane atik sularinin igerigine iliskin bazi degerler

goriilmektedir [5].

Cizelge 1.1. Boyama Atik Sularinin Karakteristikleri

Boya tiirii Elyaf Renk BOI, TOK, AKM, CKM, pH
cesidi ADMI mg/l mg/l mg/1 mg/1
Asit Poliamid 4000 240 315 14 2028 5.1
Metal Komp.  Poliamid 370 570 400 5 3945 6.8
Bazik Akrilik 5600 210 255 13 1469 4.5
Direkt Viskoz 12500 15 140 26 2669 6.6
Reaktif,kesikli Pamuklu 3890 0 150 32 12500 9.1
Reaktif,siirekli Pamuklu 1390 102 230 9 691 11.2
Vat Pamuklu 1910 294 265 41 3945 11.8
Dispers Polyester 1245 198 360 76 1700 10.2

ADMI : Amerikan Boya Imalatcilari renk birimi
BOI : Biyolojik Oksijen Ihtiyaci
TOK : Toplam Organik Karbon
AKM : Askida Kat1 Madde
CKM : Coziinmiis Kat1 Madde

Boyanin iplik iizerine adsorbe olmasi tekstil ipligine ve boyanin tipine bagh
olarak degisiklik gostermektedir. Adsorbsiyonun derecesi, zaman, sicaklik, pH ve
yardimer kimyasallar gibi ¢esitli faktorlerin de etkisi altindadir. Boyama islemlerinde
sikca kullanilan yardimer kimyasallar Cizelge 1.2°de listelenmistir [6]. Cizelge 1.2.
boyama iglemi ¢ikis sularinda boyar maddeler diginda ¢ok sayida farkli bilesiklerin de
bulunacagini gostermektedir. Boyama islemi ¢ikis sularindaki kimyasal yiik, islemin
kimyasinin yani sira boyama isleminin kesikli veya siirekli olmasina bagl olarak da

farkliliklar gostermektedir.



Cizelge 1.2. Boyama islemlerinde siklikla kullanilan yardime1 kimyasallar

Kimyasal Madde Bilesim Fonksiyon

Sodyum kloriir

Tuzlar Sodyum siilfat Elyafi nétralize edici

. Asetik asit .
Asitler Siilfiirik asit pH kontrolii

Sodyum hidroksit ,

Bazlar Sodyum karbonat pH kontroli
Tamponlar Fosfat pH kontrolii
Kompleks yapicilar EDTA Kompleks yapma, yavaslatici
Dispers . . <
cliciigintoiscive AT 0 oy i e
yiizey aktif maddeler Y e
Okside edici maddeler Hidrojen peroksit Boyalari ¢oziinemez yapma

Sodyum nitrit
Boyalar1 ¢6ziinebilir yapma,
reaksiyona girmemis boyanin
uzaklastirilmasi

Sodyum hidrosiilfit

Indirgeyici maddeler Sodyum siilfit

Fenil fenoller

Klorlu benzenler Adsorbsiyonun arttirilmasi

Tasiyicilar

Sekilde 1.1°de hasillama, hasil sokme, yikama, agartma, merserize etme ve
boyama basamaklarindan olusan en yaygin pamuklu tekstil igsleme siireci goriilmektedir.
Stireg, ipligin dayanikligin1 artirmak ve kirilmalari en aza indirmek i¢in nisasta,
polivinil alkol (PVA) ve karboksimetil seliilloz gibi maddelerin eklendigi, hazirlik
basamagi olan hasillama ile baslamaktadir. Daha sonra dokuma isleminden once
hasillama icin ilave edilen maddelerin ortamdan uzaklastirildig1 hasil sokme basamagi
gelmektedir. Yikama basamaginda alkali ¢ozeltiler (sodyum hidroksit) kullanilarak iplik
lizerinde bulunan atiklar (yaglar, surfektanlar vb.) uzaklastirilmaktadir. Agartma
islemleri sirasinda sodyum hipoklorit ve hidrojen peroksit gibi kimyasal kullanilarak
iplikteki istenilmeyen renkler uzaklastirilmaktadir. Boyama isleminden &nce
merserizasyon  yapilarak ipligin  alkali  ¢ozeltilerde boyanabilirlik  yiizdesi
artirllmaktadir. Ayrica asitli ¢ozeltilerle de boyama oncesi iplik yikanmaktadir.
Boyama, ¢ok miktarda su kullanilan, ipligin boyandig1 basamaktir. Cok miktarda su
tiketimi sadece boyama tanklarinda degil boyanin fazlasmnin alindigi durulama
islemlerinde de yapilmaktadir. Boyama islemlerine bagli olarak metaller, tuzlar,
surfektanlar, organik maddeler, siilfit ve formaldehit gibi kimyasallar boyanin

adsorbsiyonunu artirmak icin ilave edilmektedir. Sekilde 1.1°de ayrica hasil



sokme/yikama ve boyama/durulama islemleri sonrasi agiga ¢ikan organik ve renkli

kirleticilerden olusan potansiyel kirleticiler de goriilmektedir [7].

Hasillama I

Hasillama
kimyasallars,
enzimler, ~

nisasta_ amonyak

Antiseptikc ve insekctisit
kahntilers NaOH,
anrfelctanlar, sabonlar,
vagler, pektin, ~\
basilama kimyasallan

e coziciller

Hasil Sikme

H_' CJ . ADX.
sodyum silikat,
orgarik N
dengeleviciler

Yikama

-]

Merserize etme

/"" Fenk, metaller,
tuzler, surfeldanar,
siilfit. formaldehit

Boyama I
Durnlama I
Sonlandima I

Sekil 1.1. Pamuklu dokuma islem basamaklarimin ve bu basamaklarda aciga ¢ikan
kirleticilerin sematik gosterimi. AOX: Adsorbe edilebilen organik halojenlar (Santos
vd’den [7] diizenlenerek alinmaistir)

Tekstil endiistrisi  Tiirkiye’nin  ekonomik kalkinmasinda basta gelen
sektdrlerinden biridir. Ulkemiz toplam ihracat gelirlerinin % 36-39’u tekstil iiriinlerinin
thracatindan saglanmaktadir. Tiirkiye’nin diinyada tekstil ve giyim ihracatinda énemli

bir yeri bulunmaktadir (Cizelgel.3.) [8].



Cizelge 1.3. Diinya ¢apinda tekstil ve giyim ihracati degerleri (milyon ABD $)

Ulke Tekstil Giyim Toplam Pay (%)
Toplam 169.4 225.9 395.36 100
Avrupa Birligi

(15 iilke) 58.94 59.95 118.89 30.1
Avrupa Birligi

(diger iilkeler) 26.37 19.04 4541 11.5
Cin 26.9 52.06 78.96 20
Hong Kong 13.08 23.15 36.23 9.2
Hong Kong transit  12.33 14.95 27.28 6.9
Amerika 10.92 5.54 16.46 4.2
Tiirkiye 5.24 9.94 15.18 3.8
Kore 10.12 3.61 13.73 3.5
Hindistan 6.51 6.46 13.73 3.5
Meksika 2.1 7.34 9.44 24
Pakistan 5.81 2.71 8.52 2.1
Endonezya 2.92 4.11 7.03 1.8

Ulkemiz agisindan énemli bir yere sahip olan tekstil endiistrisinde hammadde

ve kimyasal maddelerin, gergeklestirilen islemlerin, her islem i¢in uygulanan

teknolojilerin ¢esitliligi, su kullanimlarinin ¢ok farkli olusu endiistride yapinin son

derece degisken oldugunu gosterir. Bu dinamik yapi, atitk su karakterizasyonu ve

uygulanan aritma teknolojilerine de yansimakta, endiistri i¢in tipik bir atik su ve

standart aritma teknolojisinden s6z etmek zor olmaktadir [9]. Tekstil endiistrisi atik

sularinin alic1 ortamlara desarj standartlar1 Cizelge 1.4.’de verilmistir [10].

Cizelge 1.4. Tekstil sanayi atik sularimin alici ortama desarj standartlar1 (pamuklu tekstil

ve benzerleri) (mg/L)

Kompozit Kompozit
Parametre Numune Numune

2 Saatlik 24 Saatlik
Kimyasal
Oksijen Ihtiyaci (KOI) 250 200
Askida Kati Madde (AKM) 160 120
Amonyum Azotu (NH4-N) 5 -
Serbest Klor 0.3 -
Toplam Krom 2 1
Siilfiir (S7%) 0.1 -
Siilfit 1 -
Yag ve Gres 10 -
Balik Biyodeneyi (ZSF) 4 3
pH 6-9 6-9




1.3. Boyar Maddeler

Tekstil ve kimya sanayisinde ¢ok cesitli boyar maddeler kullanilmaktadir [11].
1.3.1. Boyar maddelerin tarihcesi

[lk ¢aglardan itibaren, insanlar boyalar1 giysilerini, derilerini ve esyalarini
boyamak i¢in kullanmislardir. 19. yiizyilin ortalarma kadar biitiin boyalar, bitkilerden,

boceklerden, funguslardan ve likenlerden gibi dogal kaynaklardan elde edilmekteydi
(Sekil 1.2).

o
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Sekil 1.2. indigo boyar maddesinin kimyasal yapis1

1856 yilinda William Henry Perkin diinyanin ilk ticari sentetik boyasim
kesfetmistir. 19. yilizyilin sonlarindan itibaren on bin yeni sentetik boya gelistirilmis ve
imal edilmistir. 2000’li yillarda Hindistan, Dogu Avrupa, Cin, Giiney Kore ve
Tayvan’da yillik olarak yaklasik alti yiiz bin ton boya tiiketilmektedir. [12-15].
1995°den itibaren Cin, yillik 200 kilo ton boyali atik iiretimi ile lider durumdadir [16].
Diinyada yillik tekstil boyasi iiretiminin yaklasik 800 kilo ton oldugu tahmin
edilmektedir [17]. 1999 yilinda diinya capindaki boya piyasasi 6.6 milyar dolarken,
Kuzey Amerika’da 1.2 milyar dolar, Orta ve Kuzey Amerika’da 0.7 milyar dolar, Bat1
Avrupa’da 1.2 milyar dolar ve Asya’da 2.7 milyar dolar olmustur. Son on yilda boya
piyasasi dagilimi Asya’nin en biiylik boya piyasast olmasiyla (% 42) degismistir. Buna
ragmen Batili firmalar piyasanin yaklasik yarisini elinde tutmaktadir [12]. 1997 yilinda
Tiirkiye’de (Istanbul) bir tekstil fabrikasinda agiga ¢ikan boyali atik su miktar1 143 bin
kg olurken, boyamada kullanilan yardimci kimyasallarin miktar1 da 667 ton olmustur
[18]. Tek bir fabrika acisindan disiiniildiigiinde, iilke ¢apinda tiim tekstil boya

sanayinden ag¢iga ¢ikan atik su miktarlar1 oldukc¢a fazla olmaktadir.



1.3.2. Boyar maddeler ile ilgili genel bilgiler ve boyar maddelerin simiflandirilmasi

Biitlin aromatik bilesikler elektromagnetik enerjiyi absorbe ederler. Ancak
sadece goriiniir bolge dalga boyalarindaki 15181 (~350-700 nm) emisyonunu yaparak
renkli halde goriniirler. Renklendiriciler, boyalar ve pigmentler olarak ikiye
ayrilmaktadir. Boyalar, uygulandiklar1 ortamlarda ¢oziinebilirken, pigmentler uygulama
ortaminda ¢oziinmezler. Boyalar uygulandiklar1 kumasa kalict bir renk kazandirir ve
1518a, suya ve deterjanlara karsi dayaniklidirlar. Genellikle her boyar madde komiir
katranin distilasyonu ile elde edilen bir ya da daha fazla bilesiklerden meydana gelir.
Bunlarin en o6nemlileri; benzen (Cg¢Hg), naftalin (CjoHsg), antrasin (Ci4Hjg), fenol
(C¢HsOH), akridin (C;3HoN) ve kuinoline (CoH7N)’dir. Bu bilesikler gercek boyalardan
farklidir ve ara {irlin olarak adlandirilan diger bilesiklere doniisiirler. Bu ara {iriinler
hidrokarbonlardir ve bir ya da daha fazla hidrojen atomlari, nitro grup (-NO,), amino
grup (-NH3), hidroksil grup (-OH) ve sulfonik asit grup (-OSO;H) gibi gruplarla yer
degistirmektedir. Bu bilesiklere nitrobenzen (C¢HsNO;) ve anilin (C¢HsNH,) 6rnek
verilebilir [15]. Renkli bilesiklerin boya gibi davranabilmesi i¢in kromofor ve oksokrom
gruplar1 olmalidir [19]:

1. Kromofor grup: Kromofor, goriiniir bolgedeki 15181 emisyon edebilme yeteneginden
dolay1 rengin ortaya ¢ikmasini saglayan gruptur. Bazi 6nemli kromoforlar; N=O, -NO,
(nitro), -N=N- (azo), -C=0 (karbonil), C=S, -C=N ve (CH-CH),

2. Oksokrom grup: Boya, kararli kimyasal baglar araciligiyla kumas veya iplige
baglanmaktadir. Bu kimyasal baglar, asidik veya bazik gruplar tarafindan
olusturulmaktadir. Boyle gruplar oksokrom olarak bilinmektedir. Bazi 6nemli
oksokromlar; -OH, -COOH, -SOs;H (asidik) ve —NHj3, -NHR, -NR; (bazik). Direkt
boyalar kumasa baglanmak i¢in mordanta ihtiya¢ duymazlar. Siilfonat (-SO3;H) grubu,
boyaya suda c¢oziiniirlik kazandirir.  Sekil 1.3’de boya molekiillerinin oksokrom-

kromofor gruplar1 goriilmektedir [7]



Azo Reakiif Kirmua 2 Oksokrom

Oksokrom

Kromofor

Oksokrom Oksokrom
Azo Mordant San 10

Oksokrom

Kromofor
Antrakinon Realctif Mavi 19

Sekil 1.3. Azo ve antrakinon boyalarda boya-oksokrom ve —kromofor grup 6rneklerinin
gosterimi

Kimyasal yapiya veya kromofor gruba bagli olarak, 20-30 farkli boya grubu
mevcuttur. Azo (monoazo, diazo, triazo ve poliazo), antrakinon, fitalosiyanin ve
triarilmetan boyalar tiiketim agisindan en 6nemli olanlaridir. Diger gruplarin bazilari
diarilmetan, indigoid, nitro, lakton, aminoketon ve hidroksiketon boyalardir. Sekil

1.4’de baz1 boyalarin yapisal formiilleri goriilmektedir.



HaN
OSSR @®
@)

Azit Hrma 266
IMONoazo

S0O3Na

o NH2

O

O
Eealctif Tulavi 3,
antralinon 803 Na

reaktif grup: triazin

N
"-u.,
\C=N/ N—C”

SO3Na

triarilmetan
@C%N/C@isoshla
— =

Direlet hfaswn 86,

fitalo styarin
NO2
@ wn y-on
Dispers San 1,
nitro
||4 e}
N S
N
0 '
Pigment Viyole 19,
aloricdin

NaO3SOCH2CH2S02

OH
N=N NHCOCH3

Na3zsS03 =

Eealetif Oramg 7, moncazo
reaktit’ grup: winyl sulphone

OCOCH3

ISP ®!
H3C)2N o OH

+
- OH
NHJ\N)\ )—V©\803Na C'_

MMordant Viyole 54,
olsarin

N (CH3z)2

/

c

\

Banl Tegld, \
+ —
N (CH3)3 Cl

/O N(C2H5)2

HCI - HN=C
N(C2Hs5)2
Bazik San 3, T
difenilmetan
A
47 SO3Na

O: NH
+
il: SO3Na
RS .

Asit Earmum 103 SO3

aposafranin

Sekil 1.4. Bazi boyalarin yapisal formiilleri

Boyalarin dogal ve sentetik olarak siniflandirilmalart yeterli olmamaktadir.
Tekstil, deri, kagit ve gida boyalarinin siniflandirilmasinda en 6nemli unsurlardan biri
renklendirici maddenin karakteristigidir. Renk Indeksi’nde yer alan boyalarin kimyasal
yapilarina gore hazirlanmis sistematik siniflandirma Cizelge 1.5.”de goriilmektedir [12]

En uygun smiflandirma boyalarin uygulanmalarina gore yapilandir.
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Cizelge 1.5. Boyalarin kimyasal yapilarina gore siniflandirilmasi [12]

Kod Kimyasal Smf  Kod Kimyasal Simf  Kod Kimyasal Simif

10,000 Nitroso 42,000 Triarilmetan 53,000 Kikiirt
10,300 Nitro 45,000 Ksanten 55,000 Lakton
11,000 Monoazo 46,000 Akridin 56,000 Aminoketon
20,000 Diazo 47,000 Quiniline 57,000 Hidroksiketon
30,000 Triazo 48,000 Methine 58,000 Antrakinon
35,000 Poliazo 49,000 Thiazole 73,000 indigoid
37,000 Azoik 49,400 Indofenol 74,000 Fitalosiyanin
40,000 Stilben 50,000 Azin 75,000 Dogal

40,800 Karotenoid 51,000 Oksazin 76,000 g;iﬁ?syon
41,000 Difenilmetan 52,000 Tiazin 77,000 Inorganik

Society of Dyers and Colorists and American Association of Textile Chemists
and Colorists tarafindan 1924’den itibaren yaymlanan Renk Indeksi’nde (Color Indeks)
boyalar renklerine, yapilarmma ve uygulanma yontemlerine gore siniflandirilmaktadir.
Renk Indeksi’nde (3. baskisinda) 28,000 ticari boya ismi, yaklasik 10,500 farkli boya

bulunmaktadir. Boyalarin uygulanmasina gore Renk indeksi’nde 15 farkli sinif vardir:

Asidik Boyar Maddeler:

Renk Indeksi’nde yer alan boya gruplar icindeki en genis gruptur. Yaklasik
2300 farkli asidik boya bulunurken, bunlarin % 40°nin {iretimi yapilmaktadir. Asidik
boyalar anyonik bilesikler olup, esasen azot igeren yiin, poliamid, ipek ve modifiye akril
gibi kumaslari boyamada kullanilir. Boya, bu kumaslarin katyonik NH, -iyonlarina
baglanmaktadir. Birgok asidik boya azo, antrokinon ve triarilmetan bilesikler
icermektedir. Bu siniftaki boyalara asidik denmesinin sebebi molekiiler yapilarindaki
asit gruplarinin (siilfonat, karboksil) varligindan ziyade, asit boya banyolarinda

kullanilmalarindan olmaktadir [14,11].
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Reaktif Boyar Maddeler:

Reaktif boyalar, reaktif gruplar ile kumastaki (pamuk, yiin, ipek ve naylon)
OH-, NH- veya SH- gruplarina kovalent baglanan boyalardir. Reaktif grup
diklorotriazinde oldugu gibi iizerinde klor veya flor tasiyan heterosiklik aromatik
halkalardan meydana gelmektedir. Diger yaygin olan reaktif grup ise vinil siilfondur
[20].

Reaktif boyalarin kullanimi 1956 yilindan itibaren 6zellikle endiistride ileri olan
iilkelerde artmustir. Reaktif boyalar Renk Indeks listesinde yayinlanan ikinci en genis
grup olarak, 1050 farkli reaktif boyadan yaklasik 600 tanesinin iiretimi yapilmaktadir.
Reaktif boyalarla yapilan boyama islemlerinde (Sekil 1.5) en sik rastlanilan problem
reaktif grubun daha az oranda kumasa fikse olmasi nedeniyle meydana gelen reaktif
grup hidrolizidir. Fiksasyon oranini artirmak amaciyla yiiksek miktarlarda (60-200 g/1)
tuz ilave edilmesine ragmen boyanin %10-50’si kumasla reaksiyona giremeden
hidrolize olmus sekilde boyama tanklarinin i¢inde kalmaktadir. Renkli atik su problemi
ozellikle reaktif boya kullanim ile ortaya ¢ikmistir. Bir¢ok reaktif boya azo veya metal
kompleks bilesikler icerir. Fakat mavi ve yesil boyama i¢in antrakinon ve fitalosiyanin

reaktif boyalar da kullanilmaktadir [14].

Cl O — pamuk

N~ SN N" N
BOYAJ\N/L Cl BOYA /”\N)\ O — pamuk

Sekil 1.5. Triazil reaktif boya ile pamuklu boyama yontemi
Metal Kompleks Boyar Maddeler:

Asidik ve reaktif boyalar iginde bir¢ok metal kompleks boyalarda bulunmaktadir
(Renk Indeksi’nde ayr1 bir grup olarak listelenmemistir). Bunlar, bir metal atomunun
(genellikle krom, bakir, kobalt ve nikel) ve bir veya iki boya molekiiliiniin sirasiyla 1:1
veya 1:2 oraninda bir araya gelmesi ile olusan metal kompleks boyalardir. Metal

kompleks boyalar genellikle azo bilesiklerdir. Renk Indeksi listesinde yer alan azo
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boyarlarin 1/6’s1 metal kompleksleridir. Fakat fitalosiyanin metal kompleks boyalar da

uygulanmaktadir [11,14].

Direkt Boyar Maddeler:

Direkt boyalar 6zellikle seliilozik liflere biiyiik affinite gdsteren oldukga biiyiik
molekiillerdir. Van der Waals bagi ile liflere baglanmaktadirlar. Direkt boyalar
cogunlukla birden fazla azo bagi veya fitalosiyanin iceren azo boyalardir. Renk
Indeksi’'nde direkt boyalar ikinci en genis boya sinifim1 olusturmalarma ragmen 1600

direkt boyanin sadece yaklasik % 30’u tiretilmektedir [11,14].

Bazik Boyar Maddeler:

Bazik boyalar genellikle modifiye poliakrile benzeyen asit grubu iceren sentetik
liflerin boyanmasinda kullanilan katyonik bilesiklerdir. Bunlar liflerin asit gruplarina
baglanirlar. Cogu bazik boyalar diarilmetan, triarilmetan, antrakinon veya azo

bilesiklerdir. Bazik boyalar Renk indeksi’ndeki boyalarin % 5°ni temsil ederler [11,14].

Mordant Boyar Maddeler:

Mordant boyalar, boyanin liflere baglanmasini saglayan bir kimyasal olan
mordantin ortama ilave edilmesiyle kumasa baglanirlar. Mordant boyama en eski
boyama yontemi olmasina ragmen mordant boyalarin kullanimi azalmaktadir. Renk
Indeksi’nde yer alan yaklasik 600 farkli mordant boyanin sadece % 23’ii iiretilmektedir.
Yiin, deri, ipek, kagit ve modifiye seliiloz liflerinin boyanmasi i¢in kullanilir. Pek ¢ok
mordant boya azo veya triarilmetan bilesiklerdir. Mordantlar genellikle dikromat veya

krom kompleksleridir [11,14].

Dispers Boyar Maddeler:

Dispers boyalar, sentetik liflere (seliiloz asetat, poliester, poliamid, akril vb.)
penetre olabilen suda zor ¢dziinebilen boyalardir. Boyanin yayilabilmesi i¢in liflerin,
yiksek sicaklikla (>120 °C) veya kimyasal yumusaticilarin kullanilmasi yardimiyla

sismesi gerekmektedir. Boyama, bu boyalarin kaliteli dispers ¢ozeltileri ile boyama
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banyolarinda olmaktadir. Dispers boyalar Renk Indeksi’ndeki iigiincii en biiyiik boya
grubunu olusturmaktadir. Listelenen 1400 farkli boyadan yaklagitk % 4071
tiretilmektedir. Bu boyalar genellikle kiiclik azo veya nitro bilesikler (saridan
kirmiziya), antrakinonlar (mavi ve yesil) veya metal kompleks azo bilesiklerdir (biitiin

renkler) [11,14].

Pigment Boyar Maddeler:

Renk Indeksi’ndeki ticari boya isimlerinin yaklasik % 25°i pigment boyalardir.
Bu ¢oziinmeyen, iyonik olmayan bilesikler veya ¢ozlinmeyen tuzlar uygulama boyunca
kristalize veya partikiiller yapilarini1 korurlar. Pek ¢cok pigment boya azo bilesikler veya
metal kompleks fitalosiyaninlerdir [11,14].

Vat Boyar Maddeler:

Vat boyalar suda ¢dzlinemeyen ve yaygin olarak seliiloz igerikli ipliklerin
boyanmasinda kullanilan boyalardir. Vat boyalar ¢oziinebilmeleri i¢in rediikleyici
kimyasallara ihtiya¢ duyarlar. Sodyum ditionit ile rediiklendikten sonra kumasa
baglanabilirler. Daha sonra oksidasyon uygulanarak boya ¢oziinmeyen bi¢imine
doniisiir. Hemen hemen biitiin vat boyalar antrakinon ve indigoiddir. indigo boya 5000
yillik tarihi ile vat boyalara iyi bir 6rnektir. Vat kelimesi indigo boyalarinin elde edildigi
civitotunun  fermentasyon  sirasinda  rediiklendigi  figilardan  kaynaklanarak

kullanilmaktadir [11,14].
Aniyonik ve Ingrain Boyar Maddeler:

Naftol, fenol gibi bilesenler ile diazo aromatik aminlerin reaksiyonlari
sonucunda agiga ¢ikan ¢éziinmeyen bir iiriindiir. Bu reaksiyon kumas iizerinde meydana
gelmektedir. Biitiin naftol boyalar azo bilesiklerdir [11,14].

Kiikiirt Boyar Maddeler:

Kiikiirt boyalar heterosiklik kiikiirt igeren halkalardan olusan kompleks

polimerik aromatiklerdir. Diinya capinda boya liretiminin % 15°ni temsil etmelerine
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ragmen kukiirtlii boyalar Bati Avrupa’da ¢ok kullanilmazlar. Kiikiirtli boyama da
rediiksiyon ve oksidasyon islemleri gerektirmektedir. Seliilloz igerikli kumaglarin

boyanmasinda kullanilir [11,14].

1.3.3. Boyah atik sulardaki rengin ol¢iimii

Elektromagnetik spektrum ¢ farkli bolgeye ayrilmaktadir: mor Otesi
(ultraviyole), goriinebilen 151k ve kizilotesi. Goriinebilir 151k dalga boyu 350-780 nm
olmasina ragmen insan gozii genellikle 380-720 nm arasindaki 1simalar1 fark
edebilmektedir.

Tekstil, kimya ve ila¢ sanayilerinden yiliksek miktarda renkli atik sular su
kaynaklarina bosaltilmaktadir [7]. Genellikle sudaki renk gercek renk (Ornekte
bulaniklik yoksa) veya goriiniisteki renk (6rnege On islemler yapilmamissa) olarak
siniflandirilmaktadir. Sudaki veya atik sudaki rengin 6l¢iimii i¢in kullanilan en yaygin
yontemler, gorsel olarak karsilastirma ve spektrofotometrik oOlglimlerdir. Gorsel
karsilagtirmada Ornegin rengi, konsantrasyonu belli renkli standartlarla (platinyum-
kobalt ¢ozeltisi) veya kalibre edilmis renk diskleri ile kiyaslanmaktadir. Bu yontem atik
su aritma tesislerinde uygulama kolayligindan dolay1r kontrol parametresi olarak
kullanilmaktadir. Fakat yiiksek renk konsantrasyonlarinda uygulanamamaktadir.
Spektrofotometrik yontemde farkli renk Ol¢iimii protokolleri uygulanmaktadir:
tristimulus filtre yontemi, Amerikan boya treticileri enstitiisii (ADMI) tristimulus filtre

yontemi ve spektral kayit (record) [7, 21].

1.3.4. Boyar maddelerin tekstil sanayinde kullammm yiizdeleri ve atik sulardaki
bulunusluklar

Boyama islemleri sirasinda kimyasal yapisi farkli bir¢ok boya kullanilirken
sonucta aci8a icerigi kompleks olan atik sular ¢ikmaktadir. 1978 yilinda diinya ¢apinda
tiretilen 450 bin ton boyanin % 2’si veya 9000 tonu, boya imalati sirasinda atik su
olarak atilirken % 9’u, veya 40 bin tonu, tekstil endiistrilerinden atik su olarak
atilmaktadir. 1978 yili itibariyla atik su igerisinde dogaya salinan boya miktar1 yaklasik
50 bin tondur. 2000’11 yillarda bu rakamin 23 milyon ton olacagi tahmin edilmektedir.
Tekstil endiistrisinde kullanilan kumas ve ipliklere gore farkli tipte boya kullanimi
yillara gore degismektedir. Pamuklu boyamanin popiilaritesinin artmasina paralel olarak

reaktif boyalarin kullanimindaki artig atik su problemlerini tekrar giindeme getirmistir
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[22]. Tirkiye’de yaklasik on yil 6nce benzidin iceren azo boyalarin kullanimi
yasaklanmis olmasina ragmen, bu tiir boyalar daha ucuz oldugundan tekstil sanayinde
halen tercih edilmektedir [23].

Reaktif azo ve vat boyalar pamuklu kumas boyamasinda yaygin olarak tercih
edilen boya gruplaridir. Azo boyalar bir veya birden fazla azo grubu (-N=N-) tasiyan
bilesiklerdir. Sentetik boyalar i¢inde en fazla sayida olan ve en fazla iiretilen grup azo
boyalardir. Yillik iretilen 800 bin boyanin yaklasik yarisi azo kromojen grubu
icermektedir. Azo boyanin kesfi 1862 yilinda Ingiltere’de Peter Griess tarafindan
olmustur [17]. Azo baglarinin sayisina gére azo boyalar mono-, dis-, tris ve tetrakis azo
boyalar olarak adlandirilir. Azo gruplari benzen veya naftalin halkasina baglanmaktadir.
Azo boyalarin sentezinde kullanilan baslangic maddeleri ucuz olmaktadir. Kolay ve
ekonomik olarak sentezlendiginden dolayi, ¢ok amagli ticari boyalar olarak
kullanilmaktadirlar  [24]. Ayrica azo boyalarin  kimyasal yapist kolayca
degistirilebilmektedir, bdylece azo boyalar bir¢ok sentetik ve dogal kumasa
baglanabilmektedir. Bu 6zelliklerinden dolay1 azo boyalar, tekstil endiistrisinde en ¢ok
tercih edilen boyalar arasindadir. Mevcut iretilen boyalarin % 50’si azo boya
olmaktadir [25].

Reaktif boyalar tekstil boyalarinin 6nemli bir siifin1 olusturmaktadir. Yaklasik
% 80 'ni azo kromofor grubu igermektedir. Reaktif boyalar, ilk sentetik boyanin
kesfinden 100 yil sonra 1956 yilinda taninmaya baslamistir. Giinlimiizde pamuklu
boyamada kullanilan boyalar i¢in harcanan paranin iigte biri reaktif boya iiretimine
gitmektedir [26]. 1988 yilinda reaktif boya iiretimi seliilozik boya iiretiminin % 20’si
iken 1992°de % 38’e yiikselmistir. 2004 yilinda yillik reaktif boya iiretimi 178 bin tona
yiikselerek seliilozik boya iiretiminin % 50’sini kapsamstir (Cizelge 1.6.) [27].

Cizelge 1.6. Yillik seliilozik boya tiiketimi

Yilhik kullanim (1000 ton)

Boya tipi 1988 1992 2004
Kiikiirt 90 70 70
Direkt 74 60 68
Vat 36 21 2
indigo 12 12 12
Azoik 28 18 13
Reaktif 60 109 178
Toplam 300 290 354

16



Vat boyalar i¢inde Indigo boyalar yaygin olarak tercih edilmektedir. Tekstil
sanayinde reaktif azo ve vat boyalar yliksek miktarlarda kullanilmakta ve sikca cevreye
atik su i¢inde verilmektedir [25].

Reaktif boyama 30-85°C’de gergeklesmektedir. Reaktif boyama teknelerinde 25-
100 g/l tuz (NaCl ve Na;SO4) ve 2-50 g/l Na,COs bulunmaktadir. Reaktif boyama
kosullarinda, baslangigtaki boyanin % 50’sinden fazlas1 boyamadan sonra kumasa
affinitesi olmayan hidrolize forma kalmakta ve sonugta renkli ¢ikis suyu (atik su)
olugmaktadir. Boyama islemleri sirasinda 6nemli oranda kullanilmamis boyalar atik su
icinde kalmaktadir. Ozellikle bu durum reaktif boyalar igin gecerli olmaktadir. Ciinkii
hidrolize formdaki reaktif boyanin kumasa veya iplige kars1 affinitesi yoktur. Alkali
kosullarda reaktif vinili sulfon (-SO,-CH=CH,) grubu kumasa baglanir (Sekil 1.6).

SO,Na

/7

S0,CH, 050, Na
pH=912
Sicakhk = 30-70°C

:ii@

S0,CH=CH,
Aluluz \ OH, Hz'D
NH,
= SO,Na | - SO,Na
| et s
S0,CH,CH,0-Sellloz S0,CH,CH,OH

Sekil 1.6. Reaktif boyanin hidrolizi



Fakat vinili siilfon grubu daha fazla hidrolize olursa bu hidrolize yan {iriinler
kumasa baglanmaz. Bdylece uygulanan boyanin ortalama % 30’u hidrolize form olarak
atik su i¢inde kalir. Boyama isleminden sonra boyama tanklarinda kalan hidrolize
boyalarin miktar1 litrede 800 mg’den fazla olmaktadir. Etkili aritim iglemleri yapilmazsa
bu boyalar dogada uzun bir siire karali olarak kalmaktadir. Ornegin hidrolize Reaktif
Mavi 19’un pH 7 ve 25°C’de yarilanma 6mrii yaklagik 46 yil olmaktadir [28, 29]. Vat
boyalarin da % 5-20’si kumasa tutunamadan direk ¢ikis suyuna gegmektedir [22, 25].
Cizelge 1.7°de farkli1 boyamalarda boyalarin iplige tutunma ytizdeleri ve atik suda kalan
boya miktarlar1 verilmektedir [22]. Cikis suyundaki renge ilaveten yliksek tuz
konsantrasyonu ve yiiksek pH (11-13) atik suyun igerigini daha da kompleks hale
getirmektedir [30, 32].

Cizelge 1.7. Farkli boyamalarda boyalarin iplige tutunma ytlizdeleri ve atik suda kalan
boya miktarlar

. Tutunma derecesi Atik suda kalan

Boya uygulama simifi  Iplik (%) boya miktari (%)
Asidik Poliamid 89-95 5-20

Bazik Akrilik 95-100 0-50
Direkt Seliiloz 70-95 5-30
Dispers Polyester 90-100 0-10

Metal kompleks Yin 90-98 2-10
Reaktif Seliiloz 50-90 10-50
Kiikiirt Seliiloz 60-90 10-40

Vat Seliiloz 80-95 5-20

Ik sentetik boyanin iiretildigi 1856 yilindan bugiinlere kadar cesitli endiistri
alanlarinda boya kullanimi dikkat c¢ekici oranda artmistir. Ticari olarak iiretilen
10.000’den fazla boya vardir ve yillik 700.000 tondan fazla boyali atik su aciga
ctkmaktadir [33]. Tekstil sanayinde ve boya imalati endiistrisindeki hizli biiylimeye
paralel olarak hacmi yiiksek, icerigi kompleks olan atik sular ortaya ¢ikmaktadir.

Tekstil sanayinde kullanilan biitliin boyalar 151k, su, okside edici ajanlari iceren
kimyasallara ve mikrobiyal bozulmalara karsi dayanikli olarak iiretilmektedirler.
Boyama islemleri sonucu aciga ¢ikan atik suyun i¢indeki boya konsantrasyonu 10-250
mg/l arasinda degismektedir [22]. Boya iceren renkli atiklarin renk giderim islemleri

geleneksel biyolojik aritma sistemleri ile zor olmaktadir. Tekstil atik sularmin renklilik
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ve yiiksek kimyasal oksijen istemine ek olarak bircok sentetik boya toksik, mutajenik ve
karsinojeniktir [34].
Tekstil sanayi atik sularinin aritiminda bir¢ok yontemler kullanilmaktadir. Bu

yontemler arasinda biyoteknolojik olanlar hizla 6nem kazanmaktadir.

1.4. Biyoteknoloji

Biyoteknoloji, canlilar (biyolojik sistemler) araciligiyla mal ve hizmet {iretmek
tizere bilim ve miithendislik ilkelerinin islemlerde uygulanmasi olarak tanimlanabilir. Bu
tanimda yer alan bilim ve miihendislik ilkeleri birgok dala hitap etmekle birlikte,
mikrobiyoloji, genetik, biyokimya, kimya ve islem miihendisligi gibi disiplinlerde
yogunlagmistir. Bu tanimda yer alan “canli” kapsamina mikroorganizma, bitki ve
hayvan hiicreleriyle onlarin {iriinleri olarak bilinen biyolojik katalizorler (enzimler); mal
ve hizmet kapsamina ise, besin, ilag, i¢ecek, biyokimyasal maddelerle ilgili endiistriyel
tirtinler ve endiistriyel atiklar, gen terapisi vb. alinmaktadir. Modern biyoteknoloji
kapsaminda ki teknolojiler genetik miithendisligi; rekombinant mikroorganizma, hayvan
ve bitki hiicre kiiltiiri; metabolik miihendislik; hibridoma teknolojisi; biyoelektronik;
nanobiyoteknoloji; protein miihendisligi; transgenik bitkiler ve hayvanlar; doku ve
organ miihendisligi; immunolojik yontemler; genomikler ve proteomikler ve
biyoreaktorleri icermektedir. Glinlimiizde artik biyoteknolojinin ¢evresel ve ekonomik
yararlar1 1yi bilinmektedir. Biyoteknolojinin yenilenemeyen yakitlarin ve diger
kaynaklarin kullanimina yonelik bagimliligin azaltilmasi, endiistriyel islemler sonucu
aciga cikan Kkirleticilerin yarattigi olumsuzluklarin giderilmesi, ekonomik iiriinlerin
imalatinin desteklenmesi, yeni tirlinlerin iiretilmesi gibi faydalari bulunmaktadir [35,
36].

Biyoteknolojinin kullanimi, geleneksel endiistriyel islemlere kiyasla ¢ogu kez
daha ekonomik, daha az enerji gerektiren, daha gilivenli ve iirlin sonrasi g¢evreyi
kirletmeyecek atiklarin s6z konusu oldugu siireglere dayanmaktadir. Bu nedenle, yakin
bir gelecekte tip, ziraat, hayvancilik, gida, ¢cevre korunmasi ve alternatif enerjilerin
tiretimi gibi konularda bu disiplinin ¢6ziim Onerileri getirecegine muhakkak goziiyle
bakilmakta, bir¢ok iilkede arastirma ve gelistirme faaliyetlerine bu yonde yer
verilmektedir [36]. Cevre ve atik biyoteknolojisine yonelik ¢aligmalar son yillarda hiz
kazanmustir. Ciinkii cevre ve atik biyoteknolojisinin amaglarindan birisi atiklarin

icerigini doganin dziimleyecegi diizeye indirgemektir. Cevre kirliliginin hizla arttig1 bu
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donemde uygulanabilirligi yliksek ve etkili aritim yontemleri gelistirilmek zorundadir.
Zaten normalde kullanilan aritim sistemleri dogadakilerin modifiye seklidir. Biyolojik
olarak aritim da bunu hedefler. Ciinkii dogada mikroorganizmalar belirli bir hizda
organik molekiilleri yikar. Biyoteknoloji bu modelleri erlenlere, havuzlara,
fermentorlere uyarlar. Beyaz cliriik¢iil funguslar da sahip olduklar1 birgok 6zellikten

dolay1 ¢evre ve atik biyoteknolojisi ¢alismalarinda sik¢a kullanilmaktadir.

1.5. Beyaz Ciiriikg¢iil Funguslar

Beyaz ciiriik¢iil funguslar, Basidiomycetes sinifina dahil olup, yiiksek enzim
sentezleme yetenegine sahiptir. Beyaz c¢iiriik¢iil funguslar dogada karbon dongiistinde
onemli bir rol oynamaktadir [12]. Beyaz ¢iiriik¢iil funguslar, lignoseliilozik materyalden
ligninin uzaklastirilmas1 veya g¢esitli ¢evre Kkirleticilerinin biyoremediasyonu ig¢in
ekstraseliiler oksidatif radikaller iiretebilen enzim sentezleme potansiyeline sahip
olduklarindan biyoteknolojik ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Ligninin
depolimerizasyonunda fenolik bilesiklerin olustugu goriilmektedir. Bu organizmalarin
lignolitik  sistemlerinin  (lakkaz, mangan peroksidaz ve lignin peroksidaz)
nitroaromatikler ve klorofenoller gibi cevresel kirleticilerle olan reaksiyonu kinon
olusumu ve zincirleme polimerizasyon reaksiyonlart ile sonuglandigi bilinmektedir.
Bircok p- ve o0-benzokinon fungus miselleri tarafindan hidrokinon ve katesole
indirgenmektedir. Hidrokinon ve katesoller de lignin ve mangan peroksidaz ve lakkaz
enzimleri ic¢in tekrar substrat olarak kullanilmaktadir. Kinon ve hidrokinonlar hem
lignin hem de fenolik ¢evre kirleticilerinin yikiminda ortaya ¢ikan ara riinlerdir.
Sonugta fenolik bilesiklerin yiikseltgenme ve indirgenmesinde ekstra- ve intraseliiler
islemleri igeren dongiiniin mevcut oldugu ortaya g¢ikmaktadir. Ligninolitik enzim
sisteminin bir¢ok enzimi ekstraseliiler olmasina ragmen intraseliiler lakkaz enzimin
oldugu da tespit edilmistir [37]. Lignini modifiye eden enzimler arasinda:

e Lignin peroksidaz (LiP E.C.1.11.1.14)
e Mn-bagimli peroksidaz (MnP E.C.1.11.1.13)
e Bakir iceren fenoloksidaz lakkaz (Lac E.C.1.10.3.2) bulunmaktadir.

Bu enzimlerle birlikte beyaz ciiriik¢iil funguslarda Mn-bagimsiz peroksidaz da
bildirilmektedir. Baz1 beyaz c¢iiriik¢iil funguslar bu enzimlerin tiimiinii sentezlerken
bazilar1 da bunlardan bir ya da ikisini sentezlemektedir. Ligninolitik enzimler

kararliliklarinin artirilmasi amaciyla glikozillenmistir. Ligninaz 38-47 kDa, MnP 32-
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62.5 kDa ve lakkaz ise 60-80 kDa molekiiler agirligindadir. H,O, varliginda LiP, fungus
tarafindan sentezlenen diisiik molekiiler agirliga sahip redoks mediator olan veratril
alkoliin oksidasyonunu katalizlemektedir (Sekil 1.7) [38, 39]. Bu olay aril katyon
radikallerini meydana getirmek {izere ligninin fenolik olmayan aromatik bolgesinde bir
elektron oksidasyonu ile gerceklesmektedir. Daha sonra bunlar enzimatik olmadan
aromatik ve alifatik irlinlere yikilmaktadir ve intraseliiller olarak mineralize
edilmektedirler. Bu radikallerin olusumu bir¢ok reaksiyon ile meydana gelir; benzilik
alkol oksidasyonu, karbon-karbon baglarinin yikilmasi, hidroksilasyon, fenol

dimerizasyon/polimerizasyon ve demetilasyon.

dogal —
peroksidaz [R-O0H] . hilegik I
Ll ,, H:0:  HO et ok
\%E.. e ;-g:;—\-:e__
B s
Gz-‘ .I."-
% RoOH]
,: H.ED
~ i, radikal suhstrat
"-Ir..f Al (RH ar Mn?*)
o substrat i, radikal
_E:.{:%L {RH or Mn?*) Lj_ﬁff:? ,_Lh (Re + H* or Mn®*)
i ..E - = — ‘E'.. L
q_:::b';;‘__,' *Fw—-—-*- Wl E_\-‘rl
bilegiic ] HO  HO, bilesikll

Sekil 1.7. Peroksidazlarin (LiP ve MnP) katalitik dongiisiiniin genel semas1 [12]

Lignini modifiye edici enzimlerin iiretimi esas olarak sekonder metabolizma
sirasinda  olmaktadir. Smurli  besin seviyeleri ve oOzellikle azot miktar1 ile
indiiklenmektedirler. Bazi funguslarin azot yeterli kosullarda da LiP, MnP ve lakkaz
urettigi  tespit edilmistir. LiP ve MnP {iretimi genellikle yiiksek oksijen
konsantrasyonunda optimal olurken siv1 kesikli kiiltiirde iiretilen funguslarin calkalama
kosullart da bu enzimlerin tiretimini baskilamaktadir. Fakat lakkaz iiretimi ¢alkalama ile
artmaktadir. LiP, MnP ve lakkaz enzimlerinin genetik sifreleri karakterize edilmistir.
Son yillarda yapilan caligmalara gore azot seviyesi, mediator bilesikler ve gereksinim
duyulan metallerin konsantrasyonu LiP ve lakkaz enzimlerinin transkripsiyon seviyesini

etkilemektedir. Beyaz giiriikk¢iil funguslarin bu 0Ozellikleri aritma yontemlerinin
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tasarlanmasinda ve optimize edilmesinde olduk¢a 6nemli olmaktadir [12, 40]. Swamy
ve Ramsay (1999) enzimler tarafindan yikilan kirleticilerin ve ligninin funguslar
tarafindan iireme substrat1 olarak kullanilmadigin1 metabolik aktiviteler i¢in ayr1 karbon
kaynaklarma gereksinim duyuldugunu belirtmistir. Primer iireme fazindan sonra azot
ve/veya glukoz kaynaklar1 sinirlandirildiginda sekonder metabolizmada ligninolitik
enzimlerin sentezlenebildigi ileri siirlilmiistiir [41]. Beyaz giiriikciil funguslarin enzim
sistemleri spesifik degildir ve cok cesitli substratlar1 vardir. Ligninolitik enzimler,
yiiksek oranda yikima direngli organo kirleticilerin lignine olan yapisal benzerliginden
dolay1 in vitro sartlarda bu kirleticilerin doniistliriilmesi veya mineralizasyonunu
gerceklestirmektedir [42]. Cizelge 1.8°da MnP, LiP ve lakkaz enzimlerinin 6zellikleri

kiyaslanmaktadir.

Cizelge 1.8. Beyaz ciirlik¢iil funguslarin {irettigi MnP, LiP ve lakkazin 6zelliklerinin

kiyaslanmasi

E.C. MnP 1.11.1.13 LiP 1.11.1.14 Lak 1.10.3.2
Prostetik grup Hem Hem Cu

MA (kDa) 32-122 38-47 59-110
Glikolizasyon N- N- N-

Stabilizasyon +++ + +++

Dogal mediatorler Mn*“;Mn** VA, 2Cl-14DMB  3-HAA
Spesifiklik MnZ* genis, aromatikler, genis, fenolikler ve

ikincil ve sentetik
mediatorler

Tioller, doymamis
yag asitleri

fenolik olmayan
yok

fenolik olmayanlar
ABTS, HBT,
siringaldezin

VA: Veratril alkol

2 CI-14 DMB : 2-kloro-1,4-dimetoksibenzen
3-HAA: 3-hidroksiantranilik asit

ABTS: 2,2'-azinobis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonat)
HBT: 1-hidroksibenzotriazol

(Wesenberg vd.’den [12] degistirilerek alinmistir.)

1.5.1. Lakkaz Enzimi

Fenolik ve fenolik olmayan bilesiklerin, aromatik aminlerin ve diger elektron
acisindan zengin olan substratlarin fenol oksidaz olarak bilinen lakkaz enzimi tarafindan
oksidasyonu tek elektron reaksiyonudur. Bu reaksiyon sonucunda serbest radikaller
olusmaktadir. Aromatik bir ¢ekirdekten tek elektron uzaklastirilarak katyon radikaller
olusturulmaktadir. Olusan ara {iriin kararsizdir. Kararsiz ara iiriin daha sonra ikincil bir

enzimatik oksidasyona veya enzimatik olmayan reaksiyonlara tabi tutulmaktadir.

22



Lakkaz enzimi, Mn (III) selatlar1 gibi lignindeki fenol birimlerinden aril —Co baglarini
kirarak fenoksi radikalleri olusturmaktadir. Lakkaz, dort defa 1 elektron oksidasyonu
gerceklestirip elektronlart molekiiler oksijene transfer eder ve suya indirgenmesini
saglayarak eski haline doniip katalitik dongiiyii tamamlamaktadir (Sekil 1.8). Lakkaz
diisiik molekiiler agirlikli redoks mediatoriinden de radikaller olusturmaktadir. Fakat bu
reaksiyon H,O, bagimli degildir [43-45]. Bu enzim bitkisel ve fungal lakkaz olmak
lizere iki ana gruba ayrilmasina ragmen bazi bakteri ve boceklerden de izole edilmistir

[40].

rediikte . + peroksit seviyesinde
lakkaz Cu 0, o D_Gu ara Uit
+ - (-5 2
Guaﬁ.ﬂu ‘\""-—:-_ CLI-WCLI *
WH b .
Cu Cu
H.'-!
4 e H.O
4 AH
2+ 2+
Cu Cu
H—O I+ D H_r\} 2% 2%
Cu. - Cu —m—ror— CU«?-—CU
laklcaz H oo, Hoo, doZal
Cu Cu ara Uit

Sekil 1.8. Lakkazin katalitik semas1 [12]

Heterobasidion annosum’un  hif yiizeyinde fenolik monomerler ve
makromolekiiller icin spesifik reseptorler bulunmaktadir. Hif yiizeyinde bulunan
reseptor veya baglanma bolgesi ekstraseliiler lakkaz enziminin indiiksiyonunu

saglamaktadir [37].

1.6. Beyaz Ciiriikciil Funguslarla Yapilan Cesitli Biyolojik Iyilestirme Calismalar

Biyolojik iyilestirme tehlikeli atiklarin biyolojik olarak zararsiz bilesiklere
dontstiiriilmesidir. Beyaz cliriik¢iil funguslar ¢esitli biyoremediasyon islemlerinde
basarili sekilde kullanilmaktadir. Beyaz ciiriik¢iil funguslar ekstraseliiler ligninolitik
enzimleri ile polisiklik aromatik hidrokarbonlar [46-49], trinitrotoluenler [50-52],
trikloroetilenler [53], klorofenoller [54,55], poliklorlu bifeniller [56-58] gibi pek cok
organo Kkirleticileri ve sentetik boyalar1 yikabilmistir. Tekstil boyalarinin renginin

giderimi siispanse hiicre kiiltiirleri, tutuklanmis hiicreler ve ham enzim ekstratlar ile
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olmaktadir. Uygulamalar sirasinda enzim kullanmanin en 6nemli dezavantaji enzimlerin
inaktive olmalar1 veya aktivitelerin azalmasidir. Fakat tiim hiicre kiiltiirti kullanildiginda
enzimler siirekli aktif halde kalabilmektedir. Tutuklanmis kiiltiirlerde de aktiviteler daha
yiiksek olurken pH ve toksik kimyasallar gibi ¢evre kosullarina karsi ¢ok daha dayanikl
olmaktadir. Hiicrelerin tutuklanacagi pahali olmayan materyaller test edilmektedir [59].
Cesitli atiklarin biyolojik yikiminda beyaz ciiriik¢iil funguslarin kullaniminin bir¢ok
avantajlar1 vardir. Bunlar1 6zetleyecek olursak:

1. Beyaz ciiriik¢iil funguslarin irettigi ligninolitik enzimlerin substrat 6zgiilliikleri
diisiiktiir. Bu yiizden ¢ok ¢esitli kirleticileri CO,’e kadar yikabilirler;

2. Enzimler ekstraseliiler oldugundan bakterilerde oldugu gibi substratin hiicre igine
difiise olmasi gibi sinirlamalar yoktur.

3. Beyaz ciirlik¢lil funguslarla kirleticilerin bulundugu ortamlarda 6n iireme
calismalarinin yapilmasina gerek yoktur. Ciinkii ireme ve enzim salgilanmasi kirletici
varhigindan ziyade ortama ilave edilen azot ve/veya karbon kaynaklarina bagl
olmaktadir.

4. Beyaz ¢iriik¢lil funguslar yiiksek konsantrasyonlarda Kkirleticilere bile enzim
sistemleri sayesinde dayanabilmektedir.

5. Fungal biyokiitle ve tutuklanmis enzimler biyoremediasyon i¢in kullanilabilmektedir.
6. Beyaz ciiriik¢iil funguslarin kiiltivasyonu icin gerekli olan substratlar oldukca
ucuzdur (6rn: tarimsal atiklar)

Boylece beyaz ciiriik¢iil fungus kullanilarak yapilan aritim iglemleri klasik boya
aritimi yontemlerine gore pek cok agidan daha uygun olabilmektedir [43, 60, 61].

Calismamizda kullanilan reaktif azo boyalar Tiirkiye’de tekstil sanayinde sikca
kullanilan boyalardir. Geleneksel biyolojik aritim sistemlerinde atik sularin rengi
icerdikleri boyalardan dolay1 tam olarak giderilememektedir. Tiirkiye’de atik su desar;j
standartlarinda hala renkle ilgili standartlar bulunmamaktadir.

Bu c¢alismada amacimiz tekstil fabrikalarinda boyama islemlerinde kullanilan
reaktif azo ve vat boyalarin renginin serbest ve tutuklanmis beyaz ¢iirlik¢lil fungus
peletleri, Trametes versicolor ATCC 2008001, Funalia trogii ATCC 200800 ve
Phanerochaete chrysosporium ME446, kullanilarak tekrarli kesikli siiregle giderilmesi,
renk giderim veriminin artirilmast ve biyoteknolojik kosullarin optimizasyonun
yapilmasidir. Caligmada ayrica lakkaz enziminin aktivite degisimi ve elektroforetik

ozellikleri de arastirilacaktir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Tekstil Boyar Maddelerinin ve Atik Sularinin Renginin Giderimi

Son yirmi yildir atik sulardan rengin uzaklastirmasina yonelik bir¢ok calisma
yapilmistir [21]. Tekstil sanayi atik sularinin aritiminda kullanilan geleneksel aritim
islemleri fiziksel, kimyasal ve biyolojik artimi icermektedir [42, 62]. Her bir aritim
asamasinda dort basmak vardir:

1. Onciil aritim (dengeleme, nétrlestirme ve dezenfekte etme)

2. Birincil aritim (kumas veya iplik parcalarinin uzaklastirilmasi, flotasyon ve
¢oOktiirme)

3. lkincil arntim (fiziksel/kimyasal ayrigma ve biyolojik oksidasyonla organik
yiikiin indirgenmesi)

4. Teritari antim (Adsorbsiyon, kimyasal oksidasyon, elektroliz, ters ozmoz

yoluyla boyanin uzaklastirilmasi) [63].

Adsorpsiyon, iyon degistirme, elektrokinetik koagulasyon ve ozonlama gibi
birgok islem maliyet ve secilen tek bir boyaya uygulanabilirliklerinden dolay1 etkili
olamamaktadir. Cizelge 2.1°de ¢esitli boya smiflarina uygulanan baslica aritma
yontemlerinin etkililik dereceleri verilmistir [19].

Cizelge 2.1. Cesitli boya siniflarinin renginin gideriminde kullanilan baglica aritma
yontemlerinin etkililik dereceleri

Boya - Aktif Geleneksel . Fiziko- Aktif
Coktiirme . . kimyasal ve =~ Ozon

sinifi karbon biyolojik . .. camur

biyolojik

Azoik 0 + 0 + +

Reaktif 0 + 0 + + 0(+)

Asit 0 + 0 + + 0

Bazik 0 + + + + +

Disperse + 0 0 + 0 0

Vat + 0 0 + +

Kiikiirt + 0 0 + +

Direkt + +

0 - uygun degil; + - iyi; - 6zellikle uygun

Tekstil atik sularinin aritimi igin genellikle aktif ¢amur ve sonrasinda kimyasal
cokeltme islemi uygulanmaktadir. Fakat azo boyalarin hidrofilik 6zelliginden dolay1
kimyasal cokeltme islemi azo boyalar icin uygun olmamaktadir. Vat boyalarin

aritiminda ise kimyasal ¢okeltme islemi yaygin olarak kullanilmaktadir. Suda
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¢Oziinmeyen vat boyalar aktif camurdan sonra ¢esitli ¢oktiiriiciilerle ¢oktiiriilebilmekte
fakat ¢oktiirme islemlerinin hem maliyeti yiiksek olmakta hem de islem sonrasi yiiksek
miktarda camur agiga c¢ikmaktadir. Biyolojik yontemler diger yontemlerden daha
ucuzdur. Biyolojik islemlerin yatirim maliyeti ozonlama ve hidrojen peroksit gibi
kimyasal yontemlere gore 5-20 kat, isletme maliyeti de 3-10 kat daha azdir [42, 64].
Wilmott vd. [65] gore biyoteknolojik ¢oziimler, hem boyali atik sularin yikiminm
gergeklestirmekte, hem de KOI ve BOI degerlerini diisiirmektedir. Mikrobiyal renk
giderimi islemleri giinliik diisiikk maliyetlere ihtiya¢ duyarken, kimyasal yontemlere gore
daha az atik ¢amur agiga ¢ikmaktadir. 1990’lardan giiniimiizii kadar mikrobiyal renk
giderimi ile ilgili olarak bir¢ok makale yayinlamistir [66-70]. Fungus, alg ve bakterileri
iceren mikrobiyal kiiltiirler renk giderimi islemlerinde kullanilmistir. Bu kiiltiirlerin
arasinda beyaz ¢iiriik¢iil funguslar dikkat ¢ekmektedir. Phanerochaete chrysosporium
ilk kez kagit sanayi atiklarin aritimda kullanilmig ve tekstil atiklarinin aritiminda
kullanilan en aktif mikrobiyal kiiltiir olmustur [71]. Daha sonralar1 diger funguslar;
Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus ve Pycnoporus cinnabarinus’un boyalari
yiktigina iligkin ¢aligmalar yapilmistir. Boyalarin beyaz ¢iiriik¢iil funguslar tarafindan
yikimi oksidasyon islemi ile olmaktadir. BOylece indirgenme yoluyla yapilan renk
giderimi islemlerinde oldugu gibi azo boya yikimi sirasinda toksik aromatik aminler
olugsmamaktadir. Bu oksidatif renk gideriminin rediiktif renk giderimine goére en 6nemli
avantajidir [72].

Renk giderimi tekniklerinin hiz1 ve uygulama kolaylig1 tekstil endiistrisindeki en
onemli sorundur. Diger Onemli sorunlar da renk giderimi verimi, yatirim ve
uygulamalarin maliyeti, aritilan atik suyun yeniden kullanimi ve c¢evresel etkiler
olmaktadir [73].

Aerobik, anaerobik ve anaerobik/aerobik aritma islemleri bakteriyal ve fungal
biyosorpsiyonu ve biyolojik yikimi igermektedir. Her bir boyar maddenin renginin
giderim isleminin teknik ve ekonomik olarak uygulanabilirligini birgok faktor
belirlemektedir:

1. Boyar madde tipi
Atik su igerigi
Kullanilan kimyasallarin dozu ve maliyeti

Islemin maliyeti

AN

Aciga ¢ikan atik {iriinlerin gevresel etkisi
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Genelde her bir teknigin smirlamalar1 vardir. Ayrica tekniklerin tek basina
uygulanmast sonucunda tam bir renk giderimi elde edilememektedir. Yapilan
uygulamalarda birka¢ teknik bir arada kullanilmaktadir [14]. Son yillarda pek cok
calisma atik sulardaki boyar maddenin biyolojik yikimini ve biyosorpsiyonunu aerobik,
anaerobik ve anaerobik/aerobik kosullarda yapabilen mikroorganizmalar {izerine
odaklanmustir.

Boyanin biyolojik olarak renginin giderimi, kromofor grubun canli bir
organizma tarafindan yikilmasi sonucu renkteki azalma veya yok olmadir. Boyanin
biyolojik olarak yikimi ise kromoforun yikilmasi sonucu daha kii¢iik molekiiler agirlikl
bilesiklerin olusmasidir. Ideal kosullarda, CO, ve su olusmaktadir ki buna
mineralizasyon denilmektedir. Biyolojik renk giderimi isleminde boyanin kromofor
grubu yikilirken karbon yapisinin mineralizasyonu olmamaktadir. Fakat literatiirde her

iki terim de birbirinin yerine kullanilarak karigikliga neden olunmaktadir [63].

2.2. Anaerobik Sistemlerle Tekstil Boyar Maddelerinin ve Atik Sularinin Renginin
Giderimi

Anaerobik aritimda azo grubu igeren boyar maddelerin birincil yikimi ve
renginin giderimi azo baglarinin (-N=N-) indirgenmesi ile gerceklesmektedir. Dogal
bilesiklerde bulunan azo grubuna tek 6rnek 4,4'-dihidroksiazobenzendir. Endiistriyel
olarak iretilen azo boyar maddelerin tiimii ksenobiyotik bilesiklerdir [62]. Azo
boyalarda bir azot atomu aromatik (fenol, naftalen) veya heterosiklik (pirazol) halkasina
baglanirken diger azot atomu doymamus bilesige (alifatik, karbosiklik veya heterosiklik)
baglanmaktadir [63].

Azo boyalarin indirgenme mekanizmasinda aerobik ya da anaerobik kosullarda
bakteriyal yikiminda ilk basamak olan -N=N- baginin indirgenmesi enzimler, diisiik
molekiiler agirlikli redoks mediatdrleri, kimyasal indirgenme ile olmaktadir (Sekil 2.1).

Ayrica reaksiyonlar intraselliiler veya ekstraseliiler olmaktadir [74].
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Direkt enzimatik Indirekt (mediatérlii) biyolojik

azo bova azo bova
ED —. ~ i ED N ¥ R—\nga_""\ 7 k
“ rd ,-’ \ s
| \/
b b ( (
\
P \\\ / \\ / N\
ED,. - “~aromatik ED,. & a RM,.q e A aromatik
aminler aminler

Direkt kimyasal
H,S ~ , azo boya

'\\

“a aromatik

S, £ .
aminler

Sekil 2.1. Anaerobik azo boya indirgenmesinin sematik olarak gosterimi
RM: Redoks mediator, ED: Elektron donérii (vericisi), b: bakteri

A) Direkt enzimatik azo boya indirgenmesi: Organik substrat veya koenzimlerin
oksidasyonu sonucu olusan indirgeyici ajanlar enzim tarafindan azo boyalara transfer
edilmektedir. Spesifik olan enzimler sadece azo boya indirgenmesini gergeklestirirken
spesifik olmayanlar azo boya iceren biitlin bilesigin yikimini gerceklestirmektedir [14,
74].

Anaerobik kosullarda, azo boyalarinin azo baglar1 dort elektron indirgenmesi ile
kirilir ve aromatik aminler olusur. Thtiya¢ duyulan elektronlar elektron vericisi olan
nisasta, sivi yag asitleri ve glukoz gibi karbon kaynaklarindan elde edilir. Ayrica
anaerobik mikroorganizmalar i¢inde metanojenik ve asetojenik bakteriler, azo baglarim
yikabilen tek indirgeyici enzim kofaktorlerine (F430 ve Bj, vitamini) sahiptirler. Bu
basamaklar boyar maddenin rengini giderebilmekte fakat azo bagi yikilmasi sonucu

aci8a ¢ikan aromatik aminleri tamamen mineralize edememektedir [75,76].

Anaerobik sartlarda

(R;-N=N-R,) + 2¢"+ 2H"— R;-HN—NH-R,

(Hidroazo ara bilesigi)

(R;-HN—NH-R,) + 2¢'+ 2H'— R,—NH, + R,—NH,

(Azo bagimin indirgenerek kirilmasi)
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B) indirekt (mediatorlii) biyolojik azo boya indirgenmesi: Anaerobik kosullarda
bakteriyal azo boya yikimi rediikte koenzimler (elektron vericisi olarak NADH ve
NADPH) kullanilarak azorediiktazlar aracilifiyla azo baglarin yikilmasini igeren
enzimatik biyotransformasyonla olmaktadir [77].

C) Azo boyalarin direkt kimyasal yolla yikimi: Azo boyalarin yikimi ditionit, ferrus
demir gibi kimyasal ve sulfit gibi biyogenik indirgenicilerle olmaktadir. Boyali atik
sular genellikle yiiksek konsantrasyonda siilfat icerirler. Siilfat, boya tanklarina disardan
ilave edildigi gibi boyama islemleri sirasinda indirgenmis siilfiir tiirlerinin oksidasyonu
sonucu siilfit, hidrosiilfit ve ditionit olarak agiga ¢ikmaktadir. Ayrica siilfit, kiikiirdii
indirgeyen bakteriler tarafindan atik sularin aritimi sirasinda anaerobik biyoreaktorlerde
de iiretilmektedir [14, 74, 78].

Anaerobik sartlarda azo boya yikimi sonucu agiga ¢ikan aromatik aminler yine
anaerobik sartlarda ileri bir yikima genellikle ugrayamamaktadir [62]. Birkac basit
aromatik aminin metajenik sartlarda yikilabildigine iliskin ¢alismalar bulunmaktadir.
Yemashova vd. (2004) yaptig1 calismada Asit Orange 6, 7 ve 52 boyalarinin metanojik
sartlarda yikimi yapilmistir. Aciga ¢ikan aromatik aminlerin de kismi mineralizasyonu
ayni sartlarda gergeklestirilmistir [79, 80].

Anaerobik aritimda kullanilmak tizere bir¢cok reaktor tasarlanmistir. Anaerobik
karistirmali reaktorde, 3-8 bolmeden olusan reaktdriin icine sivi iisten veya alttan
verilerek akigkanlik saglanmistir. Bu reaktoriin en 6nemli avantaji toksik sentetik boyar
madde bilesikleri igeren atiklarin aritimini basarili bir sekilde gergeklestirebilmesidir.
KOI giderimi % 90, TOK giderimi % 70-80 olurken 100 giin boyunca alinan alt1 farkli
yapidaki boyar maddenin bulundugu atik suyun rengi bu siiregte tamamen giderilmistir
[81].

Pilot fabrika dlgeginde tasarlanmis yukari dogru akiskan anaerobik camur kapl
reaktor ve asidifikasyon tankindan olusan iki fazli reaktérde hem gergek atik suyun hem
de ti¢ farkli renkteki reaktif boyar maddeden hazirlanan sentetik atik suyun renk
giderimi ¢aligmalart yapilmistir. Renk giderimi ¢aligmalar1 ortama ek karbon kaynagi
(nigasta) ilave edilerek ve ilave edilmeden gerceklestirilmistir. Ortama optimum karbon
kaynagi ilave edildiginde renk giderim ylizdelerinde artis tespit edilmistir. Bu tarz
yapilan uygulamalarin sonuglarinin aksine sadece metan olusturan bakterilerin renk
gideriminden sorumlu olmadig1 ayrica asit olusturan bakterilerin de bu olayda rol
oynadig1r goriilmistiir. Ayrica kiikiirdii indirgeyen bakterilerin sistemin karbon

tiikketimini artirdigini ve renk gideriminde onemli bir rol oynamadig1 goriilmiistiir [82].
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Siinger tas1 (pumice, ponza) ile doldurulmus akiskan yatakli reaktérde gercek
pamuklu tekstil atik suyu kullanilmistir. Bu atik su pamuklu boyamada boyama
kolayliklarindan dolay1 sik¢a tercih edilen reaktif azo grubu boyar maddeler
icermektedir. Reaktor atik su ile doldurulduktan sonra farkli konsantrasyonlarda karbon
kaynaklar1 ortama eklenmistir. Ortama eklenen karbon kaynaklarinda dolay1 ekstra KOI
yiiklemesi olmasina ragmen KOI % 82 ve BOI % 94 oraninda azalmis ve ayrica % 59
oraninda renk giderimi elde edilmistir. Ortama ilave edilen karbon kaynaklari
miktarlarinin artirilmasi renk giderimi ytlizdesini etkilememistir [83].

Tiirkiye’de yaygin olarak kullanilan Reaktif Turuncu 16 boyasini igeren sentetik
atitk suyun rengi PDW olarak adlandirilan fakiiltatif anaerobik bakteri karigimi ile
giderilmistir. Beslemeli kesikli reaktdrde ortama boyali atik disinda karbon kaynagi
olarak 3 g/L maya oziitii verildiginde % 90 renk giderimi elde edilmistir. Fakat KOI
onemli oranda degismemistir. Islem sonrasi ortami havalandirarak bu problem
giderilmeye caligilmistir [84].

Kapdan vd. (2003) [84] gore anaerobik sistemler, aerobik olanlarla
kiyaslandiginda, anaerobik olanlarin havalandirma istememesi, daha az camur {iretimi
ve metan gazi Uiretimi gibi avantajlar1 vardir. Fakat azo boyalarin bakteriyal yikiminda
boyanin hiicre ic¢ine alinmasi gerekmektedir. Bu da bazi zorluklar1 beraberinde
getirmektedir. Fungal yikimda bu gibi sorunlarla karsilasilmamaktadir [85]. Islem siiresi
acisindan bakteriyal yikim fungal yikimdan daha hizli olmaktadir. Fakat yaygin olarak
kullanilan azo boyalar sitotoksik, mutajenik veya karsinojenik etkiler gdstermemesine
ragmen azorediiktazlarin azo baglarim1 kirmalar1 sonucu agiga ¢ikan aromatik aminler
insanlarda kanser ve bazi deney hayvanlarinda tiimér olusumuna neden olmustur [86].
Anaerobik renk gideriminin diger bir sorunu da anaerobik yikim iiriinlerinin oksijene
maruz kalmalar1 durumunda tekrar renklenmeleridir [87]. Reaktif vinil sulfon diazo C.I.
Reaktif Siyah 5 boyasi anaerobik sartlarda tamamen indirgenmis ve p-ABHES ve
TAHNDS metabolitleri olusmustur. Anaerobik reaktérde indirgenmis durumda
metabolitler renksiz haldeyken aerobik reaktdrde ortama hava verildiginde TAHNDS
metaboliti kendiliginden okside olmustur. Bunun sonuncunda spektrofotometrik
analizde 595 nm’de Reaktif Siyah 5’¢ ait bir pik tespit edilememistir Fakat Reaktif
Siyah 5’e benzer geri renklenmeye neden olan bir pik elde edilmistir [88]. Van der Zee
vd. (2001) tarafindan yapilan ¢aligmada anaerobik sartlarda, segilen 20 azo boyanin
rengi giderilmistir. Ancak ortama hava verildiginde Sar1 12, Direkt Sar1 50 ve Direkt

Sar1 2 boyasi hari¢ biitiin rengi giderilmis azo boya ¢d6zeltilerinde oksijene maruz
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kalmaya dayali olarak (otooksidasyon) renkli iirlinler agiga cikmustir [89]. Sadece
metanojik bakterilerle yapilan bir ¢alismada farmakolojik azo boya olan azodisalislatin
anaerobik ortamda tam olarak biyolojik yikimi gergeklestirilebilmistir [90]. Ayrica bazi
calismalar anaerobik sartlar altinda yapilan renk giderim islemlerinin boyali atik suyun
yapisindan etkilendigini gostermektedir. Azo tipi boyalar biyolojik olarak yikilmasina
ragmen metal kompleks, antrakinon, indigo ve triazin grubu boyalar yikilamamaktadir
[91]. Bazi durumlarda da boyali atik sular tek karbon kaynagi olarak
kullanilamadigindan ek karbon kaynaklarina da ihtiya¢ duyulmaktadir [92, 93].

2.3. Anaerobik/Aerobik Sistemlerle Tekstil Boyar Maddelerinin ve Atik Sularinin
Renginin Giderimi

Azo boyalarin bakteriyal biyolojik yikimi genellikle iki basamakta olur. Birinci
basamakta, boyalarin azo baglarinin kirilmasi sonucunda renksiz ama potansiyel olarak
tehlikeli aromatik aminler agiga c¢ikmaktadir. Ikinci basamakta aromatik aminlerin
yikimi gergeklestirilmektedir. Azo boya indirgenmesi anaerobik kosullarda olurken
aromatik aminlerin bakteriyal yikimi aerobik kosullarda olmaktadir (Sekil 2.2).
Anaerobik ve aerobik sartlarin birlestirildigi atik su aritma sistemlerinde atik sudan azo
boya uzaklastirilmast yapilmistir. Azo boya igceren atik sularin aritimda birlesik,
zincirleme ve entegre edilmis anaerobik-aerobik biyoreaktorler kullanilan pek cok
calisma vardir [13].

Anaerobik/aerobik yikimin ilk agamasinda anaerobik biyofiltre ile Dispers Mavi
19 boyasi aminlere biyotransforme edilirken, 72 saatte % 95’den fazla renk giderimi
elde edilmistir. Agiga c¢ikan aminler, aerobik biyofiltre sisteminde 24 saatte % 65
oraninda yikilmistir [94].

Reaktif Kirmiz1 195 boyas1 Tiirk tekstil sanayinde sik¢a kullanilan bir boyadir.
Bu boyay1 iceren sentetik atik suyun anaerobik-aerobik ardigik reaktor sisteminde
aritimi  arastirilmistir.  Anaerobik reaktérde Alcaligenes faecolis ve Commomonas
acidourans kiiltiirlerinden olusan ve PDW olarak adlandirilan anaerobik bakteri kiiltiirii
kullanilirken aerobik reaktorde aktif ¢amur kiiltiirii kullanilmistir. Her iki aritiminda da
ortama karbon kaynagi olarak melas ilave edilmistir. Atik suyun anaerobik reaktorde
renginin giderimi, reaktdrde kalma siiresine bagli olarak artmistir. Anaerobik
mikroorganizmalar yiliksek boya konsantrasyonlarini tolere edebildigi fakat aerobik

olanlarin tolere edemedigi rapor edilmisti. Bu muhtemelen yiiksek boya
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konsantrasyonun aerobik organizmalar iizerine toksik etkisinden dolayidir. Anaerobik
islemde rengin % 85’i, aerobik aritimda ise sadece % 15°i giderilmistir. Toplam KOI

giderimi ise en yiiksek % 88 olarak saptanmistir [84].

Anaerobik Aerobik
azo boyalar
R R* R R
O D" | OO S
4[H]
aromatilz ammmler

R: R*
NH, + H,N
a
R R 2

CO,+ H,0 + NH,4

oksidasyon

Sekil 2.2. Azo boyalarin anaerobik/ aerobik aritimi1 ve aromatik aminlerin yikimi

Reaktif boya igeren tekstil suyun aritimi i¢in volkanik taslarla doldurulmus
ardisik kesikli reaktor sisteminde anaerobik aritim sonrasi atik suyun spektrofotometrik
analizinde aminlerin varligina dayali olarak yeni bir pik tespit edilmis ve aerobik aritim
islemini sonrasi aminler yikilmis ve ayrica toksisite diigmiistiir. Siire¢ sonunda renk %
96 oraninda giderilmistir [95].

Mono, di ve bakir kompleks vinilisulfon reaktif azo boyalardan olusan suni
tekstil atik suyunun rengi ve KOI’sinin ardisik anaerobik ve aerobik reaktorde karigik
bakteri kiiltiirii ile giderimi ¢aligmasinda azo boyalarin rengi anaerobik kosullarda
giderilirken aciga ¢ikan metabolitlerin biyolojik yikimi gerceklesmemistir. Fakat bu
metabolitlerin yikim1 aerobik aritimda biyolojik yikimla veya otooksidasyonla olmustur.

Diazo boya olan Remazol Siyah B boyasinin yikimi monoazo boya olan Remazol
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Brillant Turuncu 3R ve Remazol Brilliant Viyolet SR’den daha yavas olmustur. Azo
boyalarin renginin giderimini boyanin molekiiler agirligi, yan gruplarin varligi, azo ve
hidroksi gruplar arasindaki hidrojen baglar etkilemektedir [96].

Gergek atik su kullanilan anaerobik reaktdr calismasinda PDW olarak
adlandirilan fakiiltatif anaerobik bakteriler metal parcalara tutuklanmis ve ortama atik
su disinda ek maddeler ilave edilmeden 24 saatte atik suyun renginin % 60’1 anaerobik
arrtimda giderilmistir. KOI aerobik aritimda daha fazla giderilirken, havalandirma siiresi
ihtiyaci da kisalmistir [97].

Asidik yiinlii boyama atik suyunun renginin giderimi yukari akigkan anaerobik
camur reaktoriinde ve aerobik karistirmali tank tipi reaktorde test edilmis ve atik suya
glukoz, NaHCO; ve azo boyalar ilave edildikten sonra anaerobik aritim
gergeklestirilmistir. 17 saatlik uzun bir anaerobik inkiibasyondan sonra renk % 81-96 ve
KOI % 51-84 oraninda giderilmistir. Atik suyun her iki reaktérde aritimdan sonra en
yiiksek renk giderimi % 97 olurken KOI en yiiksek % 87 oraninda giderilebilmistir.
Anaerobik basamakta tiretilen aromatik aminler aerobik basamakta mineralize edilmistir
[98]. Ayni reaktor sistemi ile Direkt Kirmizi 28 boyasinin da rengi giderilmistir.
Anaerobik aritiminda renk etkili bir sekilde giderilirken KOI hem anaerobik hem de
aerobik kosullarda giderilmistir. Sistemden ¢ikan sular HPLC’de ve gaz kromatografisi-
kiitle spektrumunda analiz edilerek ortamda olusan ara iiriinler tespit edilmeye
calisilmis ve boyanin tamamen mineralize oldugu saptanmustir. Yapilan farkl toksisite
testlerine gore boyanin toksisitesinde belirgin azalmalar oldugu bildirilmistir [99].

Hollanda’da 1999 yilinda ilk kez bir tekstil fabrikasinin boyama ve beyazlatma
atik suyunu aritmak icin biiyiik 6l¢ekli aerobik/anaerobik aritma sistemi kurulmustur.
Bu siiregte rengin % 80-95°1 giderilmistir. Reaktif ve dispers boyalar igeren atik suyun
rengi anaerobik olarak giderilirken vat, antrakinon ve indigoid boyalar i¢eren atik suyun
rengi de esas olarak aerobik aritimda giderilmistir. Mikrotoks yontemine gore Olciilen
toksisite sonuglar1 gore anaerobik aritimdan sonra aerobik aritimda toksisite
giderilebilmistir. Boyanin renginin hem anaerobik (reaktif azo boyarlarin biyolojik
indirgenmesi) hem de aerobik reaktdorde (aromatik aminlerin mineralizasyonu)
gerceklestigi rapor edilmistir [100].

Anaerobik/aerobik aritimin bazi sinirlamalart vardir. Oncelikle anaerobik yikim
stireci daha yavas oldugu icin boyalarin anaerobik yikimi uzun siirede olmaktadir.
Ayrica anaerobik aritimda yiiksek miktarda biyokiitleye ihtiya¢ duyulmaktadir. Ciinkii

biyokiitle miktarinin az oldugu durumlarda daha diisiik oranda renk giderimleri elde
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edilmistir. Azo boya indirgenmesi primer elektron kaynagina ihtiya¢ duymaktadir. Bu
elektron vericilerin (organik substratlar) konsantrasyonu ve tipi de 6nemlidir. Anaerobik
aritim sonrast olugan aromatik aminlerin mineralizasyonu genellikle anaerobik sartlarda
gergeklestirilememektedir ve aerobik aritimda aromatik aminlerin  timii de
yikilamamaktadir. Ozellikle Reaktif Siyah 5 ve Reaktif Viyolet 5’in yikim {iriinlerinin
aerobik olarak yikilamadigi HPLC o6lglimlerinde ortaya ¢ikmistir. Aromatik aminlerin
aerobik yikimi sadece 6zgiil mikroorganizmalarla miimkiindiir. Aromatik aminlerin

otooksidasyonu ¢ogu durumda renkte artisa neden olmustur [13,14].

2.4. Aerobik Sistemlerle Tekstil Boyar Maddelerinin ve Atik Sularinin Renginin
Giderimi

2.4.1. Bakterilerle yiiriitiilen calismalar

Santos vd. [7] tarafindan bildirildigine gore aromatik bilesikler hem aerobik hem
de anaerobik kosullarda biyolojik yikima ugrayabilirler [101]. Aerobik kosullarda
mono- ve di-oksijenaz enzimleri O,’den gelen oksijen atomlarinin organik bilesiklerin
aromatik halkas1 ile birlesmesini katalizleyerek halkanin kirilmasini saglar. Bir¢ok
monooksijenazlarda elektron vericisi NADH veya NAD(P)H’dir [102]. Azo rediiktaz
olarak adlandirilan oksijen katalizli enzimler varhiginda bazi aerobik bakteriler azo
bilesiklerin indirgenmesini saglarlar. izole edilen pek cok bakteri soyu azo boyalarmin
rengini aerobik kosullarda giderebilmektedir. Fakat bir¢ok tiir, boyalar1 iiremeleri
sirasinda substrat olarak kullanmadigindan ek organik karbon kaynaklarina ihtiyag
duymaktadir [62]. P. aeuriginosa ortama glukoz ilave edildiginde Denizci Mavisi SSR
boyasinin ve bircok azo boyasinin rengini gidermistir [103]. Pandey vd. [74]
tarafindan bildirildigine gére sadece birkag bakteri, azo bilesiklerini tek karbon kaynagi
olarak kullanilip iireyebilmektedir. Bu bakteriler -N=N- baglarin1 indirgemekte ve agiga
citkan aminleri karbon ve enerji kaynagi olarak kullanmaktadirlar. Bu
mikroorganizmalar substratlarina karst olduk¢a o6zgiildiirler. Ornegin Xenophilus
azovorans (Pseudomonas KF46) ve Pigmentiphaga kullae K24 sirasiyla karboksi-
turuncu I ve karboksi-turuncu II bulunan ortamlarda aerobik olarak tireyebilmislerdir.
Bu bakteriler siilfonat boyalarin yapisal benzeri olan Asit Turuncu 20 (Turuncu I)
bulunan ortamda ise iireyememislerdir [104,105]. Hydrogenophaga palleronii S1 soyu

4-karboksi-4'-sulfoazobenzeni tek karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilip
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iireyebilmistir. Bu soyun 4-aminobenzensulfonat iceren ortamda uzun siire
adaptasyonundan sonra 4-karboksi-4'-sulfoazobenzeni indirgeyen ve iki amino
metaboliti mineralize edebilen yeni bir soyu (S5) izole edilmistir [106]. Zorunlu aerobik
Sphingomonas sp. 1CX soyu sadece AO7 azo boyasmin bulundugu ortamda
iireyebilmekte ve boyay1 karbon, enerji ve azot kaynag1 olarak kullanabilmektedir. Bu
soy AO7’nin renk giderimini sonucu olusan aminlerden sadece birini yikabilmektedir
(1-amino 2-naftol). 1-amino-2-naftol veya 2-amino-1-naftol iceren boyalarin rengini
giderebilirken bu yapiy1 tasimayan boyalarin rengini giderememektedir [107]. Metil
Kirmiziy1 karbon kaynagi olarak kullanabilen dort bakteri tiirii 2004 yilinda izole
edilmistir. Bu tiirlerden ikisi Vibrio logei ve Pseudomonas nitroreducens olarak
tanimlanmistir. Kiiltiir ortaminda yikim sonrasi aromatik aminlere rastlanmamistir
[108]. Rai vd. (2007) [109] tarafindan bildirildigine gore trifenilmetan grubu
boyalarin rengini giderebilen bazi tiirler toprak ve su orneklerinden izole edilmistir ve
bu izolatlardan Bacillus sp. MTCC B0006 400 mg/L Malasit yesili, Kristal viyola ve
Etil viyolet boyalarinin rengini giderebilmistir. Boyalarin toksisiteleri arastirildiginda
Kristal viyolanin toksik oldugu tespit edilmistir. Fakat Bacillus sp. ile muamele sonrasi
toksisiteleri azalmistir [110].

Azo boyalar1 karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilen az sayida aerobik
bakteri izole edilmistir. Bu mikroorganizmalarin da substrat 6zgiilliikkleri ¢cok yiiksektir
ve ayrica substrat ¢esitlilikleri sinirlidir. Aromatik aminlerin yikimi kimyasal yapilarina
ve c¢evre sartlarina bagli olmaktadir. Bu durum anaerobik bakteriler i¢in de gecerlidir
[74]. Mevcut aritma yontemlerinin sinirlamalari ve olumsuzluluklar1 arastirmacilar

farkli yontemler ve mikroorganizmalara yonlendirmistir.

2.4.2. Beyaz ciiriikciil funguslarla yiiriitillen calismalar

Beyaz ciiriik¢iil funguslarin aromatik bilesikleri yikimi1 kometabolik bir islemdir
ve ek karbon kaynaklarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Funguslar, boyanin rengini sekonder
metabolizmada gidermekte ve iiremede (primer fazda) boyalar primer karbon kaynagi
olarak kullanilamamaktadir. Renk giderimini primer karbon kaynagi olarak glukoz gibi
kaynaklar indiiklemekte ve uygulamalarda lignoselliilozik materyaller pahali olmayan
kosubstratlar olarak kullanilabilmektedir [37, 111].

Beyaz ciirlik¢til funguslarin azo boyalari indirgeme kapasitelerinin peroksidaz ve

fenoloksidaz gibi ekzoenzimlerle iligkili oldugu da belirtilmistir. Peroksidazlar, H,O,
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varliginda reaksiyonlar1 katalizleyen hemoproteinlerdir [112]. Lignin (LiP) ve mangan
peroksidaz (MnP) enzimlerinin, H,O; ile oksidasyonlariyla baslayan benzer reaksiyon
mekanizmalar1 vardir. Daha sonra azo boyalar gibi substratlara iki elektron transferi
sonucunda enzimler indirgenir ve eski hallerine donerler [62]. Lignin peroksidaz hem
fenolik hem de fenolik olmayan aromatik bilesikleri yikmasina ragmen mangan
peroksidaz fenolik maddeleri okside edebilmek igin Mn*"yi Mn’"e doniistirmesi
gerekmektedir. Fenoloksidazlar kofaktor kullanmadan fenolik maddelerin ve aromatik
bilesiklerin oksidasyonunu katalizleyen oksidorediiktazlardir. Lakkaz ve tiriozinaz
olmak tizere iki gruba ayrilirlar [112]. Lakkaz, elektron vericileri agisindan genis bir
substrat 6zgiilliigii (6rnegin boyalar) olan ve bakir i¢eren enzimdir [113]. T. versicolor,
Polyporus pinisitus ve Myceliophthora thermophila antrakinon ve indigoid boyalarin
rengini yliksek oranda gidermelerine ragmen Kirmizi 29 (azo boya) lakkaz i¢in iyi bir
substrat olamamustir. Chivukula ve Renganathan, Pyricularia oryzae lakkazinin
substrat1 oksitleyebilmesi i¢in substrattin elektron acisindan zengin olmasimin gerekli
oldugunu belirtmistir [114]. Fu vd. (2001) [19] belirttigine gore canli fungus hiicreleri
icin esas mekanizma biyolojik yikimdir. Fakat renk gideriminde rol alan funguslar
acisindan etkili olan enzim yada enzimler farkliliklar gostermektedir. Phanerochaete
chrysosporium i¢in LiP boyalarin renginin gideriminden sorumlu enzim olabilir [115].
Wong vd. (1999) Trametes versicolor’un ekstraseliiler enzimler i¢inde en fazla lakkaz
sentezledigini ve antrakinon, azo ve indigo boyalarin renginin gideriminde esas yikimin
lakkaz tarafindan gergeklestigini belirtmistir [116]. Yesilada ve Ozcan (1998) T.
versicolor ham kiiltiir filtrat1 ile turuncu II boyasinin rengini gidermistir. Kiiltiir
filtratinin alindig1 periyotla renk giderimi aktivitesi iliskisinin arastirildig1 ¢aligmada en
yiiksek renk giderimi sekonder fazda olurken primer fazda da belirli diizeyde renk
giderimi olmustur. Reaksiyon karisimina MnSQy, veratril alkol ve H,O, eklenerek, bu
tic maddenin renk giderim aktivitesi lizerine etkileri test edilmistir. Katalaz eklenmesi
sonucu renk giderim yeteneginin tiimilyle sonlanmamasi H,O,’e bagimli olan ve
olmayan enzimlerin renk giderimde rol oynadigini1 gostermektedir. Ayrica ham kiiltiir
filtratina enzim inhibitorii siyanid ve asit eklendiginde ve 1sitma islemi yapildiginda
renk giderim yetenegi inhibe olmustur. Renk gideriminin pH degisikligine bagl
olmadig1 da rapor edilmistir [117]. Potansiyel lakkaz iireticisi olarak bilinen Funalia
trogii ile yapilan renk giderimi ¢alismalarinda ise lakkaz enzimi ve MnP aktiviteleri
tespit edilmistir [118, 119]. Diger funguslarla yapilan pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir.

Her bir calismada fungusa bagli olarak farkli enzimler aktiviteleri ile 6n plana
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cikmaktadir. Fakat 2007 yilina kadar olan ¢alismalar 15181 altinda funguslarla yapilan
biyolojik yikim mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlanamamistir. Bu tarz calisma
yapan gruplarin {izerinde durduklari mekanizmalara gore enzimler cesitlilik
gostermektedir.

Funguslar tarafindan gercgeklestirilen renk giderimi islemleri bir¢ok faktdre bagli
olmaktadir. Bu faktorler genel olarak fungusun iireme kosullar1 ve boyali atik suyun
veya boyanin 6zelligi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Funguslar karbon, azot ve gesitli
besinlerin oldugu ortamlarda iireyebilmektedir. Renk giderim islemlerinde karbon
kaynaklar1 ko-substrat olarak kullanilmis ve kullanilan karbon kaynaklarimin renk
giderimini nasil etkiledigi arastirllmistir. Farkli caligmalarda glukoz, nisasta ve maltoz
iyl birer karbon kaynaklar1 olurken sukroz, laktoz, ksiloz ve metanolda ayni etki
goriilmemistir. Swamy ve Ramsay vd. (1999) renk giderimi i¢in 0.13 g/L’den fazla
glukozun ortama ilave edilmesinin gerekli oldugunu belirtmistir [41]. Azot kaynagi
olarak da ¢esitli inorganik ve organik azot kaynaklarinin test edildigi calismalarda, azot
kaynaginin renk giderimi lizerindeki etkisiyle birlikte azot kaynaginin miktar1 yani
ortaminin azot bakimindan sinirli ya da zengin olusunun renk giderimi ve enzim sentezi
tizerindeki etkileri de arastinlmistir. pH, fungal tlireme i¢in olduk¢a Onemlidir.
Funguslar diisiik pH’da (pH 4-5) lreyebilmektedir. Bu yilizden yapilan birgok renk
giderimi ¢aligmalarinda boyali test ortamlarina pH’y1 dengeleyici kimyasallar ilave
edilmigstir. Ortamin pH’simn1 dengelemeden yapilan g¢aligmalar da bulunmaktadir. Ek
kimyasal madde kullanilmamas: agisindan bu g¢aligmalar olduk¢a O6nemli olmaktadir.
Astrazon Kirmizi FBL boyasinin rengi kullanilan tiim baslangi¢ pH’s1 degerlerinde (pH
6-11) kolayca giderilmistir [120]. Renk gideriminde ve enzim sentezinde statik ve
calkamali inkiibasyonun etkisi de arastirilmistir. Yesilada vd. (1995) zeytin fabrikasi
atik suyunun renk gideriminde statik ve c¢alkalamali kiiltiirler arasinda fark olmadigini
belirtirken [121], boya giderim ¢alismalarinda calkalamali kosullarda Turuncu II
boyasimnin rengi F29 peletleri ile daha iyi giderilmistir [122]. Poli R-478 boyasinin
renginin giderimi lizerine ¢alkalamali kosullar daha etkili olmustur [123]. T. versicolor
ve Bjerkandra sp. BO55 Amaranth boyasinin rengini statik ortamda % 5-8 oraninda
giderirken ¢alkalamali ortamda renginin tamami 24 saatte giderilmistir [68]. Farkli
funguslar farkli optimal tireme sicakliklarina sahiptir. Birgogu 25-35°C’de tiremektedir.
Ayrica funguslarin pelet ya da misel morfolojisi de genetik faktorlerden ve fiziksel
kiiltiir kosullarindan etkilenmektedir. Inkiibasyon siiresi de 6nemli olmaktadir. Renk

gideriminde boyanin smifinin ve kimyasal yapisinin etkisi ile ilgili olarak iki farkli

37



goriis bulunmaktadir. Bazi arastiricilar boyanin 6zelliklerinin renk giderimini dogrudan
etkiledigini belirtirken bazilar1 da renk giderimi ile boya yapis1 arasinda dogrudan bir
iligki bulamamistir. Funguslarin renk giderimini en iyi sekilde gergeklestirebilmesi igin
en uygun kosullar saptanmalidir [19, 124]. Renk giderimi i¢in en uygun kosullarin
saptanmasini amaglayan bir¢ok caligma vardir.

Diisiik ve yiiksek glukoz ve NH;" konsantrasyonlarinin hem fungus peletlerinin
tiremesi hem de renk giderimi islemlerindeki rolii ile ilgili pek ¢ok arastirma yapilmaistir.
Trametes versicolor peletleri kullanilarak tek bir boyanin ve birgok boyanin
karisimindan olusan atik suyun rengi ortama farkli miktarlarda glukoz ve amonyum
tartarat ilave edilerek giderilmistir. Kesikli islemde peletlerin bulundugu ortama farkli
zamanlarda 14 kez 50 ppm Amaranth Mavi boyasi ilave edilmis ve boyanin rengi
giderilmistir. Boya ilk ilave edildiginde yaklasik 24 saatlik bir lag fazindan sonra rengin
yalnizca % 35’1 giderilirken sonraki 24 saatte kalan boyanin rengi hizla giderilmistir.
15. gilinde baslangicta ilave edilen glukoz tiikendigi i¢in hem renk giderimi yiizdesi
azalmis hem de siiresi uzamistir. Ortama tekrar 5-10 g/L glukoz ilave edildiginde renk
giderimi tekrar hizlanmigtir. Fakat 25. giinde glukoz miktar1 yeterli olmasina ragmen
renk giderimi yiizdesi diismiistiir. Bu diisiisiin, ortamdaki diger kaynaklarin ve eser
elementlerin tiilkenmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu diisiisiin nedeni pH
degisimi degildir. Ortama stirekli glukoz ilave edildigi durumda daha uzun siire yliksek
renk giderimleri elde edilmistir. Siirekli glukoz ilave edilen ortamlardaki toplam renk
giderimi yiizdeleri siirekli glukoz ilave edilmeyenlere oranla iki kat daha yiiksek
olmustur. Fakat renk giderimi karbon kaynagi sinirlamasi ile diizenlenmemistir. Renk
giderimi icin diisiik miktarlarda (0.1-0.3 g/L) glukoz ilavesi yeterli olmus ve glukoza
olan gereksinimin, metabolik aktiviteyi hizlandirmaktan ziyade renk giderimi siiresi ya
da hiz1 ile iliskili oldugu ifade edilmistir. Azotca zengin ve sinirli ortamlara 50 ppm
Amaranth Mavisi boyasi ilave edildiginde glukoz ilave edilen ortamda oldugu gibi
ancak 48 saatte tam renk giderimi elde edilirken 8. giinde fazla azotun renk giderimi
tizerindeki inhibisyon etkisi ortaya ¢ikmistir. Ciinkii renk giderimi yiizdesi sadece % 27
olmustur. Farkli boyalarin karigimindan olusan atik suyun rengi de azot sinirli ortamda
hizla  giderilirken azot miktar1 on kat artinldiginda renk  giderimi
gerceklestirilememistir. Azot sinirlamasina olan gereksinimin renk gideriminin
sekonder metabolizmada gerceklestigini gostergesi oldugu belirtilmistir. Cilinkii ortamda

yeterli miktarda glukoz olmasina ragmen azotca zengin ortamlarda renk giderimi inhibe
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olmustur. Buna bagl olarak renk gideriminden sorumlu enzimlerin sentezinde azot
sinirlamasinin anahtar rol oynadigi belirtilmistir [41].

Shahvali vd. Phanerochaete chrysosporium peletleri kullanilarak azot ve rediikte
seker iceren atik suyun rengini 28 saatte, % 10’luk fungus inokulasyonuyla, 35°C’de,
ortam pH’s1 3 oldugunda % 96 oraninda gidermistir. Test ortamima % 0.3 oraninda
glukoz ilave edildiginde renk giderimi yiizdesi artmis ve atik su igindeki azot miktari
yeterli oldugundan ek azot kaynaklarina ihtiya¢g duyulmadan yiiksek renk giderimleri
elde edilmistir. Yiiksek miktarda azot bulundugu durumlarda azotun olumsuz etkileri
sOyle belirtilmistir: (I) azot renk giderimi ic¢in gerekli olan substratlarin hizli
tilkkenmesine sebep olmaktadir ve (II) azot boya molekiillerine baglanabilmektedir.
Ortamin havalandirmasi arttik¢a renk giderimi de artmaktadir [125].

Azo, antrakinon, thiazin ve vat boylarinin renk gideriminde Phanerochaete
chrysosporium peletleri kullanildiginda en iyi renk giderimi pH 4-5’de olmustur. pH
4’lin altinda ve pH 5’in istiinde kullanilan boyalarin 6zelliklerine bagli olarak renk
giderimi yiizdeleri azalmistir. Bu sonuca bagli olarak Phanerochaete chrysosporium’un
optimum pH’sinin kullanilan substratin yapisina bagli oldugu belirtilmistir. Renk
giderimi i¢in optimum sicaklik 35°C olarak tespit edilmis ve test ortamina 5 g/L glukoz
ilave edildiginde renk giderimi artarken, 5 mg/L glukoz miktarinin iizerinde glukoz
ilave edildiginde renk giderimi verimi azalirken fungus iiremesi artmistir. Test ortamina
azot ilave edilmeden elde edilen renk giderimi % 45 olurken, ortama 0.05 g/L amonyum
klorit ilave edildiginde renk giderimi % 96 olmustur. Optimum degerden fazla azot
ilave edildiginde renk giderimi azalmistir. Bu azalisin ortama ilave edilen fazla azottan
ve boya yikimi sirasinda agiga c¢ikan boyada mevcut olan azottan kaynaklandigi
belirtilmistir. Renk giderimi esnasinda yiiksek oranda LiP ve MnP aktiviteleri tespit
edilirken c¢ok diisiik seviyelerde lakkaz aktivitesi tespit edilmistir. Bu sonucu bagh
olarak renk giderim islemlerinde LiP ve MnP enzimlerinin renk gideriminden sorumlu
olduklar1 belirtilmistir [126].

Reaktif Siyah 5 boyasinin rengi Funalia trogii tarafindan giderildiginde en iyi
renk giderimi yiizdeleri 28°C’de ve baslangic pH’s1 6.5 oldugunda elde edilmistir.
Farkli karbon (fruktoz, gliserol ve glukoz) ve azot (pepton, maya 0ziitii ve amonyum
tartarat) kaynaklar1 ayr1 ayr1 kullanildig1 durumlarda renk giderimi yiizdeleri % 70°nin
tizerinde olmustur. Sonuglara gore en yiiksek renk giderimi fruktoz, pepton ve
Na,HPOy’1in ilave edildigi ortamlarda tespit edilmistir. Daha sonra tespit edilen azot ve

karbon kaynagmin ve fosfat tuzunun beraber kullanildigi ortamda renk giderimi 250
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mg/L boya kullanildiginda % 93 olurken, 350 mg/L boya kullanildiginda % 96
olmustur. Farkli ortamlardaki renk giderim yiizdeleri Latin-square yontemine gore
hesaplanmistir. Optimum kosullarda yapilan kesikli iglemlerde kontrol grubuna gore
renk giderimi hem daha yiiksek hem de daha hizli olmustur. Lakkaz aktivitesi kontrol
grubuna gore optimum ortamda daha ytiksek olurken 7 giinliik kesikli islemde optimum
ortamda 4. giinde en yiiksek olmustur. Pelet boyutu kontrol grubunda hizla atarken
optimum ortamda artis daha yavas olmustur [119].

Tiirkiye’de pamuklu boyamada sik¢a kullanilan Reaktif fitalosiyanin (Everzol
Turkuaz Mavi G) boyasmin rengi Coriolus versicolor MUCL ile 28°C’de ve
calkalamali kosullarda giderilmistir. Kiltlirler her 3 dakikada bir saf oksijenle
oksijenlenmistir. Glukoz ve iire iceren ve pH’s1 4.5 olan besiyerinde en yiiksek renk
giderimi ylizdeleri elde edilmistir. Denenen farkli birgok karbon (melas, fruktoz, nisasta
ve glukoz) ve azot kaynaklar1 (amonyum tuzlar1 ve iire) i¢inde glukoz (5 g/L) ve iire
(0.036g/L) ortama ilave edildiginde daha iyi renk giderimi elde edilmistir. Daha ucuz
karbon kaynagi olan melas ortama ilave edildiginde sadece % 14 oraninda renk giderimi
elde edilmis ve yiiksek toplam karbon/azot oram1 (TOC/N >20) veya diisiik azot
konsantrasyonu renk giderimi i¢in daha etkili olmustur. Boya konsantrasyonun 500
mg/L’den diisiik oldugunda boyanin rengi tamamen giderilirken yiiksek oldugunda
kismi renk giderimleri elde edilmistir. Boyanin % 20’sinden azinin fungus yiizeyine
adsorbe oldugu rapor edilmistir [127]. Melas igeren ortamlarda iireyen Candida
tropicals hiicreleri yiiksek oranda reaktif boya birikimi yapmustir [30].

Alt1 farkli boyanin karisimi sonucu son konsantrasyon 100 mg/L olacak sekilde
hazirlanan suni tekstil atik suyunun renginin Bjerkandera adusta ve Phlebia tremellosa
ile gideriminde azotca zengin ve smirli ortamlar test edilmis ve bu ¢alismada ortama
farkli miktarlarda pepton ilave edilmistir. Azotca zengin ortamda en yiiksek renk
giderimi yiizdeleri sirasiyla 7. giinde % 85 ve 9. giinde % 79 olmustur. Lakkaz
aktiviteleri de Bjerkandera adusta i¢in 9. giinde, Phlebia tremellosa i¢in 11. giinde en
yiiksek olmustur. Azotca sinirli ortamda en yiiksek renk giderimi ylizdeleri sirasiyla 9.
giinde % 85, 11. giinde % 74 olarak bulunmus ve her iki ortam i¢in renk giderimi
ylizdeleri kiyaslandiginda benzer sonuglar alinmasina ragmen azot ilavesi renk giderim
stiresini kisaltmistir. Ortamlar, lakkaz enzim aktivitesi agisindan kiyaslandiginda enzim
aktivitesi azotga zengin ortamda ¢ok daha yiiksek olmus ve azot¢a zengin ortamda daha
erken sathada lakkaz enzimi lretilmeye baslanmigtir. Azotca zengin ortamda boya

yikimi i¢in lag fazi, fermentasyonun baslangicinda olusurken, azot¢a siirl ortamda 1-5
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giinliik uzun bir lag faz iki fungus i¢in de gbézlenmis ve lag fazindan sonra boyalarin
cogunlugu yikilmistir [128].

Boyalarin kimyasal yapilar1 renk giderimini etkilemektedir. Amaranth
(monoazo), Remazol Siyah B (reaktif diazo) ve Remazol Brilliant Mavi R (reaktif
antrakinon), Phanerochaete chrysosporium, Bjerkandera sp. BOS55 ve Trametes
versicolor tarafindan hizli bir sekilde yikilirken Tropaeolin O (monoazo), Remazol
Turuncu (reaktif monoazo) ve Reaktif Mavi 15 (reaktif fitalosiyanin) boyalarinin
Trametes versicolor ile giderimi igin uzun siire gerekmektedir. Phanerochaete
chrysosporium ve Bjerkandera sp. BOS55. bu boyalar1 yikamamistir. Reaktif Mavi
boyasinin renginin yavas giderilmesinin kompleks fitalosiyanin kromofor yapisindan
kaynaklandig1 belirtilirken diger azo boyalarinin renginin neden giderilemedigi veya
neden yavas giderim oldugu agiklanamamuistir. Ayrica en kiigiik boya olan Tropaeolin
O, daha biiyiik (kompleks) boyalardan (Amaranth ve Remazol Siyah) daha yavas
yikilmistir. Ayrica daha biiyiikk ve kompleks molekiiler yapiya sahip olan Remazol
Turuncu boyasinin rengi Tropaeolin’den daha hizli ve yiiksek oranda giderilmistir. Bu
calismada boyalarin  renginin  gideriminin uzun silirede olmasinin  veya
yikilamamalarinin  sadece boyanin yapisinin = kompleksligine bagli  olmadigi
belirtilmistir. Azo boyalarmin renginin giderimi 6ncelikle azo baglarinin yikimina bagh
olmaktadir. Azo bag1 yikiminin, azo baginin sayisina ve aromatik bolgedeki fonsiyonel
gruplarin yerlesimine bagl olarak degisiklik gdsterdigi ifade edilmistir. Azo boyalarin
ileri yikiminda, fenolik, amino, asetamido ve 2 metoksifenol gibi fonksiyonel grup
iceren aromatik baglarin kirilimi da gerceklesmektedir. Sonugta boyalarin renginin
gideriminin ve/veya yikimmnin bircok faktére bagli olabilecegi bildirilmistir [68].

Sentezlenen sekiz farkli azo boyanin Phanerochaete chrysosporium ile renginin
gideriminde On iireme kosullarinin, glukozun ve boyanin kimyasal yapisinin renk
giderimi {izerindeki etkisi arastirilmistir. Tekstil azo boyalarinin sentezinde, 2-
metoksifenol (guaiakol) ve 2,6-dimetoksifenol (siringol) gibi beyaz g¢iiriik¢iil funguslar
tarafindan parcalanabilen diazo bilesikler olarak kullanilan farkli aminobenzoik ve
aminosiilfonik asitler kullanilmigtir. P. chrysosporium ilk olarak onciil iireme ortami
olarak adlandirilan ve 50 mg/L boya igeren kat1 adaptasyon ortamlarina ekilmis ve 7
glin 30°C’de inkiibe edilmistir. Ayrica boya igermeyen farkli kati ortamlarda da fungus
tiretilmis ve farkli kati ortamlardan alinan kiiltiirler boyali test ortamlarma inokiile
edilmistir. 28 giinliik inkiibasyonda en iyi renk giderimi boyali kati ortamdan alinan

fungusla olmustur (14. giinde % 83). Sivi ortamda azo boyalarin biyolojik yikimi i¢in
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ortama ek karbon kaynagi ilave edilmis ve 5 g/L sukroz ilave edilen ortamlarda en
yiiksek renk giderimi elde edilmistir. Ilk 7 giinliik inkiibasyonda biyokiitle artisi
goriiliirken sukroz tamamen tiiketilmistir. Siilfonik grup iceren boyali ortamlarda 6n
tiremeye tabi tutulan P. chrysosporium, siilfonik grup igeren boyalari en yiiksek oranda
yikmustir. Bu sonucun, fungusun kometabolitik aktivitesinden dolayr meydana geldigi
ileri stirtilmiistiir [129]. Adosinda vd. (2003) sentezledikleri siringol tiirevi boyalardan
olusan karigimin rengini Trametes versicolor ile gidermisler ve biyoteknolojik islemden
sonra GC-MS analizlerinde 3-hidroksibenzoikasit-TMS (trimetilsilil ester yada eteri)
tirevleri saptamiglardir. Bu bilesikler katesol tlirevi olup metabolik yollarda
kullanilabilme olasilig1 vardir. Bu tarz ¢alismalar ileride mikroorganizmalar tarafindan
yikilabilen ve metabolik yollarda kullanilabilen ¢evreye dost tekstil boyalarinin
sentezine yonelik calismalara da onciiliik edecektir [130].

Peynir alti suyu (PAS) peynir iiretimi sirasinda yan iriin olarak agiga
cikmaktadir. Her bir kilogram peynir iiretiminde yaklasik 9 kg peynir alt1 suyu agiga
cikmaktadir ve yiiksek miktarda kimyasal oksijen isteminden dolay1 peynir alt1 suyu
cevresel kirletici durumundadir. Fakat giinlimiizde peynir alt1 suyu zengin igeriginden
dolay1 atik su olmaktan ¢ikip dogrudan hayvan yemlerine ve bir¢ok gida maddelerine
katki maddesi olarak ilave edilmekte veya laktoz sekeri ve protein kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Yine de biiyiik bir kismi atik su durumundadir. Tipik bir peynir alti
suyu yaklasik % 5-6 laktoz, % 0.8-1 protein, % 0.8 mineraller, % 1 tuz, % 0.8-1 laktik
asit, % 0.06 yag ve az miktarda vitamin icerir [131]. Tekrarli kesikli islemlerde Funalia
trogii peletleri ile Astrazon mavi boyasinin renginin gideriminde ortama peynir alt1 suyu
(% 20 v/v) ilave edildiginde peletlerin tekrarli kullanim sayis1 10, renk giderimi
yiizdesi % 85 ve tizerinde olurken ortama sadece glukoz ilave edildiginde peletlerin 7.
kullanimindan sonra renk giderimi hizla diisip % 33 olmustur. Kiiltiir ortamina 264
mg/L Astrazon kirmizist ve peynir alt1 suyu (% 20 v/v) ilave edildiginde, peletlerin 10
defa tekrarli kullanimi sonucu elde edilen renk giderimi % 95 ve iizerinde olurken
ortama ilave edilen PAS miktar1 iki katina cikarildiginda bu oran % 99 olmustur
[132,133]. Aksu vd. (2007) Remazol Siyah B boyasinin renginin Trametes versicolor
ile giderildigi calismada renk giderimi ortamina ek karbon ve azot kaynagi olarak
peynir alt1 suyu (% 29 v/v) ilave etmis ve peynir alt1 suyu igeren ortamlarda diger ek
maddeler ilave edilen ortamlara gore daha fazla renk giderimi elde edilmistir [134].
Melas, sukroz iiretimi sirasinda seker kamisi veya pancar suyunun buharlagtirilmasi,

kristallestirilmesi ve santrifiijii sonucu aci8a c¢ikan yogunlastirilmis yan {irtindiir.
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Pancardan elde edilen melas % 48 toplam seker, % 6 ham protein, % 0.2 kalsiyum, %
0.03 fosfor, % 4.7 potasyum, % 0.1 sodyum, % 0.5 kiikiirt ve vitaminler (biyotin,
riboflavin vd.) igermektedir [135].

Funguslarin  renk giderim mekanizmalarinin aydinlatilmasina  yonelik
calismalarda renk giderimi ve enzim iliskisi de tartisilmistir. Trametes versicolor
ATCCA425 peletleri, lakkaz tretebilen ortam igeren hava iiflemeli akigkan yatakli
biyoreaktdorde metal kompleks Gri Lanaset G boyasmin renginin gideriminde
kullanilmistir. Boya yikimi iizerine enzimin etkisinin arastirildigi bu ¢alismada, fungus
peletleri ile yiriitiilen kesikli iglemde baslangic boya konsantrasyonu 150 mg/L
oldugunda renk giderimi % 90’dan fazla olurken, dogrudan enzim kullanilan in vitro
calismalarda renk giderimi % 35 olmustur. Baslangigta renk giderimi adsorbsiyon
seklinde olmasina ragmen islem sonucunda biyokiitle ve kiiltiir sivis1 renksiz olmustur.
T. versicolor peletlerinin ayni boyanin biyolojik yikimindaki ve adsorpsiyonundaki
rollinii saptamak {izere yapilan ¢alismada da canli peletlerin 6lii peletlere gore boyay1
daha fazla adsorbe ettigi saptanmistir. Fakat adsorbe edilen boya daha sonra enzim
aktivitesine bagli olarak biyolojik yikima ugramistir [136]. Kesikli islemlerde boya
yikim kapasitesinin iyilestirilme olasiliini1 arastirmak {izere, baslangigta ilave edilen
boyanin rengi tamamen giderildikten sonra ortama lakkaz aktivitesinin degerine bagl
olarak tekrar tekrar farkli konsantrasyonlarda boya ilavesi yapilmistir. Yiiksek
konsantrasyonda boya ilavesi, yiiksek enzimatik aktivasyona neden olmustur. Uretilen
lakkaz miktar1 ile yikilan boya miktar1 arasinda siki bir iliski bulunmustur. Ortamdaki
glukozun tamamu tiikendiginde (2 g/L) renk giderimi % 90’na ulagmistir. 25 giinliik
stirekli iglemde toplam 560 mg/L’dan fazla boya yikilmistir. Ortama yeni boya ilave
edildiginde lakkaz aktivitesinde meydana gelen artisin boyanin kimyasal yapisindan
kaynaklandig1 sanilmaktadir. Ciinkii Gri Lanaset G’nin yapisi, ligninin alt {initesine
benzemektedir. Yapilan her iki paralel ¢alisma sonucunda biyolojik aritiminda
adsorbsiyon ve yikimi iceren iki basamagin yer aldig1 sonucuna varilmistir. Ayrica boya
yikimindan sonra agiga ¢ikan yikim iriinlerin enzim aktivitesini inhibe ettigi ve bunun
da in vivo ve in vitro ¢aligmalar arasindaki renk giderimi ytizdeleri farkliligina neden
oldugu ileri stiriilmistiir. Fungus kullanilan in vivo ¢alismalarda yikim fiiriinlerinin
metabolize veya mineralize edilerek ileri yikimlara ugradigi ve bu sebepten dolayi
enzim inhibisyonun olmadig1 da belirtilmistir [137].

Blanquez vd. (2004) tarafindan Trametes versicolor peletleri ile Gri Lanaset

G’nin renginin giderildigi kesikli calismada yiiksek renk giderimi (% 90.6 22. saat
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sonra) bildirmistir fakat ekstraseliiler lakkaz enzimi ile renk giderimi arasinda bir iligki
saptanamamistir. Baslangigta boya adsorbsiyonundan sonra boyanin hiicre icine
alindig1, metal kompleks boya baglarinin yikildig1 ve ekstraseliiler lakkaz enziminin
aksine intraseliiler lakkaz aktivitesinin yliksek oldugu rapor edilmistir [138].

Coriolous versicolor peletlerinin Remazol B. Viyole boyasinin rengini giderim
aktivitesi tekrarli kesikli islemde arastirilmis ve bunun i¢in farkli iki ortam test
edilmistir. Birinci ortam (M1) sadece glukoz ve malt 6ziitii igerirken ikinci ortam (M2)
glukoz, KH,PO,, pepton, MgSO,.7H,0 ve CaCl, icermektedir. Oncelikle, fungus
peletlerinin her kullanimindan sonra ortam degistirilmis ve yeni ortam ve boya test
ortamina ilave edilmistir. Birinci ortamda peletlerin ilk 4 kez kullanimi sonucunda (7
giinde) toplam renk giderimi % 84 olurken sonraki 3 kullanimda renk giderimi % 50-
60’a diismiistiir. Ikinci ortamda toplam renk giderimi aktivitesi aym peletlerin sekiz kez
kullanimi1 sonucunda % 80 olmustur. Tekrarli kesikli islemlerde M1 ve M2 ortamlarina
sadece yeni glukoz ve taze boya ilave edildigi durumlarda peletlerin ilk {i¢
kullanimindan sonra renk giderimi diismiistiir. Buna ortamda biriken metabolitlerin
sebep oldugu ileri siiriilmektedir. Ortama glukoz ilave edilmediginde iki kez pelet
kullanim1 sonucunda renk giderimi diismiistlir. Ayrica bir¢ok esansiyel amino asit
iceren organik azot kaynagi pepton besiyerine ilave edildiginde iireye gore cok daha
fazla renk giderimi elde edilmistir. Fakat calisma sonucunda boya bilesiginin
detoksifiye veya mineralize olduguna dair aydinlatici bir bilgi bulunmamaktadir [139].

Yapilan renk giderimi calismalarinin biiyilk ¢ogunlugunda, besiyeri igeren
ortamlarda secilen boyalarin renginin giderimi {izerinedir. Fakat gercek veya yapay
tekstil atik su ile yapilan c¢alisma sayist daha sinirhdir. Mohorcic vd. boyama
tanklarindaki oranlara gére hazirlanan ve NaCl, Na,COs; ve NaOH ve Reaktif Siyah 5
iceren yapay tekstil atik sularinin renginin giderimi i¢in Oncelikle 25 fungus tiirii
icinden en iyi renk giderimini gerceklestirebilen fungus tiirlerini boyali kati ortamda
yapilan 6n ¢alismalarla tespit etmistir. Bjerkandera adusta ve Trametes versicolor tiim
agar plaginin rengini giderebilirken Geotrichium candidum boyali plaklarin rengini
koyu maviden kirmizi ve mora doniistiirebilmistir. Bu tiirler yapay tekstil atik suyunun
icinde c¢ok yavas lreyebilmisler fakat yapay atik su sulandirildiginda hem funguslar
iireyebilmis hem de renk giderimi olmustur. Onceki calismalarda da, atik sularin
sulandirilmasinin gerekli oldugu belirtilmektedir [12, 140]. Ug giinliik inkiibasyondan
sonra ilk renk degisimi G. candidum ile elde edilirken en yiiksek renk giderimi B.

adusta ile 7. giinde % 94 olmustur [70]. Tekstil atik sular1 sulandirilmadiginda atik su
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oncelikle P. chrysosporium ile muamele edilmis sonra ozonlanmustir. Atik sudaki biiyiik
molekiiler agirlikli bilesikler biyolojik islemler sirasinda azalirken, ozonlama sirasinda
diisik molekiiler agirliklt bilesiklerle birlikte toplam fenol miktar1 azalmistir.
Scenedesmus subspicatus ve Escherichia coli ile yapilan akut toksisitesi testlerine gore
hem fungusla yapilan 6n aritmada hem de ozonlama sonrasi atik suyun toksisitesi
azalmigtir [141]. Thelephora sp. miselleri sulandirilmamus tekstil atik suyunun rengini
stirekli igslemde % 50 oraninda giderirken kesikli islemde % 61 oraninda gidermistir
[142]. Indigo boyama atik suyunun rengi, Phanerochaete chrysosporium peletleri ile
inkiibasyonun ikinci saatinde % 61 ve 24. saatinde % 95 oraninda giderilmistir.
Baslangic pH’s1 11 olan atik suyun pH ayarlanmasi yapilmadan yapilan renk giderimi
isleminde yiiksek renk giderimleri elde edilmistir [143]. Sulandirilmis yapay ya da
gercek atik sularin rengi Trametes versicolor [144], Phlebia tremellosa [145],
Clitocybula dusenii [146] ve Irpex lacteus [140, 147] gibi beyaz ciirlik¢iil funguslarla
basari ile giderilebilmistir.

Steril olmayan kosullarda yapilan renk giderimi ¢aligmalarmin sayis1 da
sinirhidir. Reaktif Siyah 5 (diazo) NaOH iginde ¢ozilmiis ve 100°C’de 10 dakika
hidrolize edilmistir. Fosforik asit ile muamele edilip nétiirlestirilmistir. Boylece reaktif
boyama islemlerinden sonra agiga ¢ikan ve kumasa tutunma yetenegi olmayan hidrolize
boya yapist elde edilmistir. Tekrarli kesikli biyoreaktdrde azot igermeyen ve steril
olmayan kosullarda serbest veya tutuklanmis Trametes versicolor peletleri ile hidrolize
boyanin rengi % 80-95 oraninda giderilmistir. Ortama sadece boya ilave edilip ek
besiyeri ilave edilmediginde enzim aktivitesi hizli bir diisiis gosterirken renk giderimi
daha yavas azalmistir [69]. Alt1 farkli beyaz ciiriik¢iil fungus ve Geotrichium sp. ile
yapilan c¢aligmada Oncelikle mikroorganizmalarin kat1 boyali ortamda renk giderimi
verimine bakilmistir. Reaktif azo (siyah, sar1 ve kirmizi) ve mavi antrakinon boyalarin
icinde mavi boyanin rengi en hizli sekilde giderilmistir. Bunu siyah boya takip etmistir.
Beyaz ciiriik¢iil funguslardan higbiri sar1 ve kirmizi boyalarin rengini giderememistir.
Sadece Phanerochaete magnoliae’nin yavas ve ¢ok az oranda rengini giderilmistir.
Buna karsilik yeni izole edilen Geotrichium izolatlar1 biitiin boyalarin rengi
giderebilmistir. Daha sonra hazirlanan sivi Geotrichium izolatlarinda lignin peroksidaz
aktivitesi goriilmemistir. Calisilan boyalarin transformasyonun bu enzim tarafindan
yapilmadigr sanilmaktadir. Siyah boyanin biyotransformasyonundan sorumlu
enzimlerin Mn bagimli-bagimsiz peroksidaz ve/veya lakkaz oldugu ileri stiriilmiistiir.

Sar1 ve kirmizi boyalarin transformasyonunda ilave enzim ve faktorlerin rol oynadigi

45



sanilmaktadir [85]. Fungusun morfolojisi, serbest ya da tutuklanmig kullanilmasi ve
ayni1 biyokiitlenin tekrar kullanilmasi renk giderimi verimi ve islemin maliyeti agisindan

Onemli olmaktadir.

2.4.3. Tutuklanmis beyaz ciiriikciil funguslarla yiiriitiilen ¢calismalar

Hiicreler belirli maddeler igerisine alinarak veya madde yiizeyine tutuklanabilir.
Mikroorganizma tutuklanacagi materyalin gozenekli i¢ yapisina tutunur veya jel yada
membran i¢ine alinir. Diger tutuklama yonteminde ise hiicreler tutuklanacagi materyalin
ylizeyine tutunurlar veya kimyasal bag ile baglanirlar. Mikroorganizmalar kitosan, kitin
ve seliilozik maddeler gibi dogal polimerlere veya politlireten kopiik ve naylon gibi
sentetik maddelere tutunurken polivinil alkol hidrojel kapsiilii ve aljinat jel igene
alinmaktadirlar.

Phanerochaete chrysosporium gozenekli kopiige tutuklandiginda biyokiitle
miktar1 4-5 giinliik inkiibasyondan sonra 2-3 g/L’ye ulasmistir. Tutuklanmis P.
chrysosporium hiicreleri kullanilan tekrarli kesikli renk giderimlerinde 16 giinde 1-2
giinliik tekrarli-kesikli islemler sonucunda 50-500 ppm Kirmizi 533 boyasinin rengi %
80’nin tizerinde giderilmistir [148]. P. chrysosporium hiicreleri sabit film reakt6riine
tutuklandiginda siirekli sistemde Kirmizi 533 boyasinin rengini 20 giinden fazla
giderebilmigtir. Renk giderimi % 80’den fazla olmustur [149].

1-2 mm c¢apindaki polivinil alkol hidrojel kapsiilii (PVAL) igine alinarak
tutuklanan Trametes versicolor miselleri stirekli, karistirmali ve havalandirilmali
fermentdrde steril olmayan kosullarda Poli R-478 boyasinin rengini gidermistir. Kapsiil
Trametes versicolor’u mikrobiyal kontaminasyondan ve mekanik baskidan korumus ve.
PVAL Kkapsiil i¢ine alinan miseller 7°C’de besin takviyesi olmadan 6 ay canliliklarini
sirdiirmiiglerdir. 65 giinden sonra PVAL kapsiillerinin dig tabakasinda 50 pm
kalinliginda kontaminasyon tabakasi tespit edilmistir. Fakat Poly R-478 boyasinin
renginin giderimi devam etmis ve tutuklanmig fungus hala ligninolitik enzim
tiretebilmistir. Cabuk parcalanan ve funguslarin bakteriyal kontaminasyona maruz
kaldig1 aljinat kapsiillerinin [150] aksine PVAL kapsiilleri fungusu bakteri
inhibisyonundan veya ligninolitik enzim inaktivasyonundan korudugu rapor edilmistir
[151].

Na-aljinata tutuklanmig ve serbest F. trogii misellerinin 100 mg/L Asit Siyah 5

boyasinin rengini tekrarli kesikli olarak giderdigi ¢alismada tutuklamis misellerin renk

46



giderim yiizdeleri serbest misellere gore daha yiiksek olmustur. Tutuklanmis F.
trogii’nin renk giderimi aktivitesi uzunlugunun tayin edildigi tekrarli-kesikli
calismalarda ilk ve sonraki (toplam 5 kez kullanim) kullanimlarda renk giderimi % 90
ve lizerinde olmustur. Tutuklanmis hiicrelerin enzim iiretimini (5. kullanimdan sonra)
kesildiginde renk giderimi azalmaya baslamistir. Enzim iiretimi, ortama ek maddeler
ilave edildiginde 300 saatlik inkiibasyondan sonra da tespit edilmis ve lakkaz aktivitesi,
Na-aljinat konsantrasyonu arttikca artmistir. Bu durum MnP ve LiP aktivitesinde
goriilmemistir. % 1’°lik aljinat kullanildiginda hiicre agirligi artmig fakat diisiik aljinat
konsantrasyonunda olugsan yumusak peletler karistirmali tip biyoreaktdrde ve
calkalamal1 kosullarda parcalandigindan ve ayrica peletlerde asir1 iireme problemi
goriildiigiinden % 4’liik aljinat ile tutuklama yapilmigtir [152].

Na-aljinata tutuklanmig Trametes versicolor peletleri kullanilarak ortamda
kaynak olarak sadece 0.5 g/L. glukoz oldugunda 50 mg/L. Amaranth boyasinin rengi alt1
kez giderebilmistir. Fakat peletler, birinci, liclincii ve besinci kullannmindan sonra
kompleks besiyeri icinde 18 saat inkiibe edilmis ve tazelenmistir. Reaktif Siyah 5,
Reaktif Mavi 19, Direkt Siyah 12 ve Amaranth’dan olusan boya karigtminin rengi de
tutuklanmig peletlerin 4 kez kullanimda giderilebilmistir. Renk giderimi islemlerinden
sonra tutuklanmis peletler 6°C’de 48 giin saklandiktan sonra bu peletlerle daha hizh
renk giderim verimi elde edildigi rapor edilmistir. Calismada glukozun peroksidazlarin
aktivitesi icin gerekli olan H,O, olusumunu saglayan glukoz oksidaz igin substrat
olabilecegi belirtilmis ve kiiltiir ortaminda lakkaz ve MnP enzimleri tespit edilirken
lignin peroksidaz tespit edilememistir [153].

Libra vd. (2003) steril olmayan kosullarda beyaz ¢iiriik¢iil funguslarin
bakterilere karsi iireme sanslarini artirabilmek icin {ireme ortamina fungusun dogal
habitatindakilere benzer lignosellillozik materyaller ilave etmislerdir. Bir¢ok kat1
organik materyal, T. versicolor i¢in substrat ve tutuklama ajani olarak test edilmistir.
Steril nisasta igeren lignoselliilozik substratlar kullanildigi durumlarda birkag giinliik
inkiibasyondan sonra T. versicolor’un kalinca bir tabaka halinde tiredigi tespit edilmis
ve nisasta icermeyen lignosellillozik materyaller kullanildiginda 4 haftalik
inkiibasyondan sonra az veya hi¢ iireme goriilmemistir. Fakat bu iiremeler substrat
ylizeyinden ziyade sivi besiyeri ylizeyinde olmustur. Bugday samani olan ortama
bugday ilave edildikten sonra fungus substratlarin iizerinde iireyebilmistir. Substrat
miktarinin artisina bagli olarak enzim aktivitesinde artig olurken renk giderimi yiizdeleri

benzer olmustur (% 85-90). Ortamdaki enzim aktivitesi bugdayin ve samanin varligina
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dayali olmaktadir. Bu da boyali kiiltlir sivisinda 6l¢lilen enzim aktivitesinin fungusun
renk giderimi kapasitesini degerlendirmede gilivenilir bir parametre olmadigini
gostermektedir. Cilinkii aktif enzimlerin birgogu fungusun yapiskan tabakasinda
alikonulmaktadir [69].

Verimli ve yiiksek renk giderimi elde edebilmek i¢in bitki hiicrelerini ve
mikroalgleri tutuklamada kullanilan kabak lifine (Luffa cylindrica) Funalia trogii
tutuklanarak Reaktif 5 boyasinin rengi giderilmis ve farkli misel yaslarinin boyanin renk
giderimindeki ve adsorbsiyonundaki etkisi test edilmistir. Fungus misellerinin, 24
saatlik inkiibasyondan sonra kabak lifine tutundugu tespit edilmistir. Kiiltiiriin ilk
glinlinde ortama boya ilave edildiginde boyanin rengi ancak 4 giin sonra
giderilebilmistir. Ayrica boya misele adsorbe olmustur. Ancak inkiibasyonun ileri
donemlerinde adsorbe olan ve ortamda bulunan boyanin rengi giderilmistir. 3 giinliik ve
6 giinlik kiiltiirlerde misel tamamen kabak lifini sardiginda ortama boya ilave
edildiginde miseller boyay1 tutmamustir. Bu kiiltlirlerde renk giderim yiizdeleri benzer
olmasina ragmen misellerin her bir graminin (kuru gram agirhiginin) uzaklastirdigi boya
miktar1 hesaplandiginda 3 giinliik kiiltlirlerin daha fazla renk giderdigi tespit edilmistir.
Boya bulunmayan kontrol ortaminda tutuklanmis misellerin kuru agirliklar1 giinlere
bagl olarak artmasina ragmen boyali ortamlarda bu artis gériilmemistir. Bu durumun
boyanin, fungus iliremesi {lizerindeki negatif etkisinden dolayi oldugu sanilmaktadir.
Lakkaz aktivitesi, ortama boya ilave edildiginde giinlere bagl olarak artmistir. Ortamda
kabak lifinden veya boyadan dolay1 yeterince azot ve karbon oldugundan ortama ekstra
karbon ve/veya azot kaynagi ilave edilmemistir [154].

Shin vd. Trametes versicolor ATTC 20869 serbest ve tutuklanmig peletleri ile
Amaranth’in renginin giderilebilirligini ¢aligmislar ve tutuklama i¢in dogal (bugday
samant, hint keneviri, akcaaga¢ odunu) ve sentetik (naylon ve polietilen pargalar)
ajanlar kullanmislardir. Fungus misellerinin statik besiyeri ortaminda ajanlara
tutuklanmasi saglanmistir (5 giin ve oda sicakliginda). Naylon ve polietilen parcalarin
tizerinde yeterli tireme olmazken akcaaga¢ odununa da miseller tutunamamigtir. Daha
sonra tutuklanmig miseller yeni besiyeri ortaminda calkalamali kosullarda peletler
haline gelmistir (250 rpm’de 23°C’de). Elde edilen tutuklanmis peletler sadece 50 mg/L
boya ve glukoz iceren (1 g/L) veya icermeyen ortamlarda inkiibe edilmistir. En iyi
tireme ve en yiiksek renk giderimi (8.4 mg/L/saat) bugday samani ve hint keneverine
tutuklanmig peletlerle olmustur. Fakat bugday samanina tutuklanmis peletler 2 hafta

icinde parcalanmaya baslamistir. Buna karsilik hint keneverine tutuklanmis peletler en
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az 4 hafta renk giderimi islemlerinde kullanilmistir. Glukoz bulunmayan ortamlarda
saman ve kenevire tutuklanmis peletler boyanin rengini giderirken (5.62 mg/L/saat)
sentetik ajanlara tutuklanan ve serbest peletler boyanin rengini giderememistir. Daha
yiiksek konsantrasyonda glukoz ilave edildiginde daha yiiksek renk giderimi elde
edilememistir. 16-20 saat icinde boyanin rengi tamamen giderilirken peletlerin tekrarli
kullanim sayilar1 arttikga renk giderimi orami azalmistir. Glukoz olmayan ortamlarda
karbonun, hint kenevirinde ve samanda bulunan seliilloz ve/veya hemiseliilozun
enzimatik yikimindan dolayr agiga ¢ikan karbondan karsilandig ileri siiriilmiistiir. Bu
sonuglar tekstil boyama islemlerinde kullanilan pamuklu ipliklerden ve hagillama
islemlerinde kullanilan nisastadan renk giderimi i¢in gerekli olan karbonhidratlarin elde
edilebilecegini gostermektedir. Bu sekilde ek karbon kaynaklarina ihtiyag
duyulmayacak ve renk giderimi islemlerinin maliyeti azaltacaktir. Renk giderimi
sonrasi toksisite degismemis veya azalmistir [59].

Fungus peletlerinin morfolojisi incelendiginde pelet biiyiikliigii belirli bir boyuta
ulastiktan sonra merkeze dogru oksijen ve transferi yavas olmaya basladigi tespit
edilmistir. Bundan dolay1 merkezdeki hifler olerek peletler iceri dogru ¢okmeye
baslamistir. Bu ylizden Zhang vd. merkezinde aktif karbon tozlar1 olan kompleks pelet
diye adlandirilan peletleri tiretmislerdir. Trametes versicolor fungusunun tireme
ortamina aktif karbon tozlar1 (1-3 mg/L) ilave edilerek merkezinde aktif karbon tozlari
bulunan ve ¢ap1 1-5 mm arasinda degisen kompleks peletler elde edilmistir. Serbest
peletler boyanin rengini 11 saatte tamamen giderirken, kompleks peletler sadece 6
saatte gidermistir. Kesikli sistemde en yiiksek ve en kararli renk giderimi kompleks
peletlerle elde edilmistir. Baglangicta serbest peletlerin lakkaz aktivitesi yiiksekken,
pelet kullanim sayisina bagli olarak aktivite de diismiistiir. Fakat kompleks peletlerinin
lakkaz aktivitesi, sentezlenen lakkazin aktif karbona tutuklanmasindan dolay1
baslangicta diisiikken, peletlerin sonraki kullanimlarinda yiikselmistir. Aktivitedeki
artisin, fungusun merkezindeki aktif karbona tutuklanmis olan lakkazin serbest hale
ge¢mesinden kaynaklandigi sanilmaktadir. Boya konsantrasyonu 50 mg/L’den 100
mg/L’ye ¢iktiginda serbest peletlerin lakkaz aktivesi artmustir. Fakat serbest peletlerin
ikinci ve tgiincli kullanimlarda enzim aktivitesi hizla dismiistir. Akigskan yatakl
reaktorde kompleks peletlerin (tekrarli-kesikli tiretim) renk giderimi ilk iki giinde % 95
iken sonraki giinlerde % 55’lere diigsmiistiir. Renk giderimindeki diisiisiin aksine lakkaz
aktivitesinde artig gorilmistiir. Azo boya yikiminda Trametes versicolor lakkazi

anahtar rol oynamasina ragmen Asit Viyola 7 boyasi lakkaz i¢in uygun bir substrat
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degildir. Boya molekiilii ile lakkaz arasinda iliski kurmas1 i¢in bazi diisiik molekiiler
agirliklt mediatorlere ihtiyag duyulmaktadir. Fakat akiskan yatakli reaktorde kompleks
peletler metabolitleri yeterince adsorbe edememekte ve enzim icin gerekli olan bu
mediatorler ortamdan uzaklastirilmaktadir. Fakat tekrarli kesikli sistemde T.
versicolor’un gerekli maddeleri sentezleyebilmesi igin uygun siire verilmistir. Bu
ylizden ayni peletler 9 kez yiiksek ve kararli sekilde boyanin rengini giderebilmistir
[158]. Astrazon kirmizi boyasinin rengini, aktif karbona tutuklanmig Funalia trogii
peletleri etkili ve kararli sekilde gidermistir [133].

Phanerochaete chrysosporium misellerini gozenekli ve goézenekli olmayan
cesitli materyallere tutuklanmig ve fungusun iireme ortamina polivinilklorit (PVC),
paslanmaz celik pargalari, poliliretan kopiikk ve bulasik silingeri pargaciklar ilave
edilerek 38°C’de 100 rpm’de 8 giin inkiibasyona birakilmigtir. Tutuklanmig peletlerin
morfolojileri taramali elektron mikroskobunda aragtirilmigtir. TEM sonuglarina gore
fungus miselleri gbézenekli yapiya sahip olan poliliretan kopiikk ve bulasik siingeri
yiizeyinde ve kismen i¢ginde daha iyi iirerken gézenekli olmayan polivinilklorit (PVC)
ve paslanmaz celik parcalarina miseller iyi tutunamamiglardir. Tutuklama ajanlarinin
morfolojik  ozelliklerinin  fiziko-kimyasal o&zelliklerinden daha Onemli oldugu
belirtilmistir [156]. Trametes hirsuta miselleri en iyi paslanmaz c¢elik siingerine
tutunmus ve ortama 1 mM bakir siilfat eklendiginde lakkaz aktivitesi 2200 U/L
olmustur. Bu calismada indigo karmin boyast 3 giin i¢inde tamamen yikilabilmistir.
Renk giderimi isleminin sadece lakkaz enzimine ve/veya liremeyle iliskili mekanizma
ile baglantili olup olmadigini anlamak i¢in sadece kiiltlir filtrat1 iceren ortamlarda da
renk giderimi islemleri yapilmistir. Tiim hiicre ile rengin % 96’s1 giderilirken kiiltiir
filtrat1 ile rengin % 74’1 giderilebilmistir. Renk giderimi isleminden sonra kiiltiir
filtratinin aktivitesi % 80 oraninda azalmistir. T. hirsuta ile yapilan renk gideriminde
hem ekstraseliiler lakkazin hem de iiremeyle iligskili mekanizmanin rol oynadigi
belirtilmistir. Ayrica fungus Ca-aljinat icerisine tutuklandiginda da inkiibasyonun ilk iki
giinlinde yiiksek lakkaz aktivitesi elde edilmistir [157].

Beyaz ciirtik¢iil funguslarin canli veya o6lii, tutuklanmis veya serbest misellerinin
veya peletlerinin ya da ham kiiltiir filtratlarmin veya kismi/tam saflagtiriimis
enzimlerinin renk giderimi g¢alismalarinda kullanildigi durumlarda hala kompleks
besiyerleri kullanilmaktadir. Birgok c¢aligmada renk giderimi islemleri hala uzun zaman

gerektirmektedir. Ortama ek kaynaklar ilave edilmeden renk giderimi
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gerceklesememektedir. Kullanilan funguslarin tekstil atik su aritimda tekrarh kullanimi

ile ilgili olarak yapilan ¢aligmalar az sayidadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calismada Kullanilan Kimyasallar

Indigo Karmin, Sabouraud dekstroz agar ve broth, HCI, NaOH, pepton, CaCl,,
Na-asetat, asetik asit, akrilamid, SDS, 2-B-merkaptoetanol, Brom fenol mavisi, metanol,
glimiis nitrat, sodyum tiyosiilfat, glutardaldehit, Tween 80, Coomassie Brilliant Blue R-
250 Merck firmasindan, glukoz, bis-akrilamid, tris, gliserol, APS, TEMED, Standart
protein, Triton X-100, Tris-HCI, Tris-base, aljinik asit, ABTS Sigma firmasindan, maya
Oziitli Difco firmasindan, glisin, sodyum karbonat J.T Backer firmasindan, aktif karbon
Riedel de Haen ve formaldehit Cal Biocehem firmasindan temin edildi. indigo Karmin

hari¢ diger boyalar maddeler Pet-Sel Tekstil Kimya’dan temin edildi.

3.2. Calismada Kullanilan Boyar Maddeler

Calismada kullamlan tekstil boyalarinin Renk Indeks isimleri ile kimyasal
yapilar1 Cizelge 3.1°de ve Sekil 3.1-6’da verilmistir. Boyar maddelerin maksimum 1s1k
emilimi yaptiklart dalga boyu spektrofotometre (UV-1601 Schimadzu) kullanilarak
saptanmistir.

Cizelge 3.1. Renk giderimi islemlerinde kullanilan tekstil boyalari ile ilgili bilgiler

Kimyasal Yapisina Gore Dalga Boyu

Ticari ismi Renk indeks ismi

Simiflandirilmasi (nm)
Chrocion Kirmiz1 H-E7B  Reaktif Kirmizi 141 Diazo 511
Chrocion Kirmiz1 H-E3B Reaktif Kirmizi 120 Diazo 544
g;fl(i);(l:(inll\/lavisi H-ER Reaktif Mavi 171 Diazo 605
Chrocion Mavi H-EGN Reaktif Mavi 198 Azo 624
Chrocion Yesil-HE4BD Reaktif Yesil 19 Diazo 628
Indigo Karmin Asit Mavi 74 Indigo 610
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Sekil 3.1. Reaktif Kirmizi 141’in (Chrocion Kirmizi H-E7B) kimyasal yapis1 [158]
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Sekil 3.2. Reaktif Kirmizi 120°nin (Chrocion Kirmizi H-E3B)  kimyasal yapisi
[159,160]
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Sekil 3.3. Reaktif Mavi 171’in (Chrocion Denizci Mavisi H-ER) kimyasal yapis1 [161]

o H@i ;(ﬁ: i
H—R —NH—z2

Sekil 3.4. Reaktif Mavi 198’in (Chr0c10n Mavi H-EGN) kimyasal yapis1 [162]
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SO3Na

Sekil 3.6. Asit Mavi 74’iin (Indigo Karmin) kimyasal yapisi [164, 165]

3.3. Calismada Kullanilan Boyar Maddelerin Hazirlanmas

Calismada kullanilan stok boyar maddeler 0.25 g/100 ml distile su olacak
sekilde hazirlandi. Otoklavda (120°C’de 1 atm basing) 15 dakika otoklavize edildikten
sonra ¢aligmalarda belirlenen boya konsantrasyonlarina bagli olarak besiyerlerine ilave

edildi.

3.4. Calismada Kullamilan Funguslar

Calismada Basidomycetes smifina dahil olan beyaz g¢iiriik¢iil funguslardan
Trametes versicolor ATCC 2008001, Funalia trogii ATCC 200800 ve Phanerochaete
chrysosporium ME446 kullanildi.

3.5. Calismada Kullanilan Funguslarin Uretimi ve Saklanmasi

Funguslar, sabouraud dekstroz agar (SDA) plaklarinda 30°C’de, 4-6 giin inkiibe
edildi. Funguslar 3-4 haftada bir taze besiyerlerine aktarildi. Fungus kiiltiirleri +4°C’de
buzdolabinda saklandi.
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3.6. Calismada Kullamilacak Fungus Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

SDA ortaminda {retilen fungus Kkiiltiirlerinden fungus parcalart alinarak
tiiplerdeki sabouraud dekstroz agar egik besiyerine ekildi. Tiiplerdeki kiiltiirler 30°C’de
3-7 giin inkiibe edildi. Sabouraud dekstroz agar egik besiyeri tiiplerinde iiretilmis olan
fungus kiiltiirlerine 10 ml distile su ilave edildi ve misel siispansiyonlar1 hazirlandi.
Misel siispansiyonlar1 (2 veya 5 ml) olacak sekilde steril kosullarda, 100 ml Sabouraud
dekstroz siv1 besiyeri iceren 250 ml’lik erlenlere eklendi. Hazirlanan fungus kiiltiirleri
30°C’de 150 rpm’de ¢alkalamali inkiibatorde (Unitron Infors ve Niive ES110) 2-6

stireyle iiretildi.

3.7. Serbest Fungus Peletlerinin Uretimi

Bolim 3.6’da belirtildigi gibi hazirlanan fungus kiltiirleri homojenizator
(Kinematica Gmdh) kullanilarak steril kosullarda ¢ok diisiik devirde homojenize edildi.
600 ml Sabouraud dekstroz sivi besiyeri/1000 ml’lik erlenlere 6-8 ml homojenize
edilmis fungus kiiltiirii ekildi ve g¢alkalamali etiivde 30°C’de 150 rpm’de 3-6 giin
inkiibasyona birakildi. Fungus kiiltlirleri ¢calkalamali kosullarda pelet haline geldikten
sonra peletler aseptik kosularda ortamdan siiziilerek alindi. Caligmalarda belirlenen
fungus miktarlarina gore, fungus peletleri aseptik kosullarda tartilip 250 ml’lik erlenlere

aktarildi.

3.8. Optimizasyon Calismalari

3.8.1. Boya konsantrasyonun renk giderimi ve lakkaz aktivitesi iizerine etkisinin
saptanmasi

Calismalarda son konsantrasyon olarak 50-200 mg/L farkli boyar madde igeren
distile su ortamlarma 0.59 g/50 ml T. versicolor, 0.82 g/50 ml F. trogii ve 0.83 g/50 ml
P. chrysosporium peletleri eklendi. Kiiltiirler 30°C’de 150 rpm’de 24 saat siiresince

calkalamali olarak inkiibe edildi.
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3.8.2. Pelet miktarmin renk giderimi ve lakkaz aktivitesi iizerine etkisinin
saptanmasi

Pelet miktarinin renk giderimine etkisinin saptanabilmesi i¢in 50 ml distile su
iceren 250 ml’lik erlenlere son konsantrasyon 50 mg/L olacak sekilde boyar madde
ilave edildi. Boyar madde igeren besiyerlerine daha sonra 0.21, 0.37 ve 0.59 g/50 ml T.
versicolor, 0.28, 0.36 ve 0.82 g/50 ml F.trogii, 0.31, 0.60 ve 0.83 g/50 ml P.
chrysosporium peletleri ayri ayr1 eklendi ve 30°C’de 150 rpm’de 24 saat siiresince

calkalamali olarak inkiibe edildi.

3.8.3. Sicakhig@in renk giderimi ve lakkaz aktivitesi tlizerine etkisinin saptanmasi

Sicakligin renk giderimine etkisinin saptanmasi amactyla 50 mg/L farkli boyar
maddeler iceren distile su ortamlarma 0.59 g/50 ml T. versicolor, 0.82 g/50 ml F. trogii
ve 0.83 g/50 ml P. chrysosporium peletleri eklendi ve 10°C, 20°C, 30°C ve 40°C’de 150

rpm’de calkalamali olarak 24 saat siiresince inkiibasyona birakildi.

3.8.4 Calkalamanin renk giderimi ve lakkaz aktivitesi iizerine etkisinin saptanmasi

Calkalamanin renk giderimi lizerine etkisinin saptanmasi amaciyla 50 mg/L
farkli boyar maddeler igeren distile su ortamlarina 0.59 g/50 ml T. versicolor, 0.82 g/50
ml F. trogii ve 0.83 g/50 ml P. chrysosporium peletleri eklendi ve 0, 50, 100, 150 ve
200 rpm, 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi.

3.8.5. Baslangic pH’simin renk giderimi ve lakkaz aktivitesi iizerindeki etkisinin
saptanmasi

Besiyerleri baslangic pH’s1 ortama 0.1 N HCI ve 0.1 N NaOH ilave edilerek
ayarlandi. Baslangi¢ pH’lan 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 olarak ayarlanan besiyerlerine 50
mg/L boyar madde ile 0.59 g/50 ml T. versicolor, 0.82 g/50 ml F. trogii ve 0.83 g/50 ml
P. chrysosporium peletleri steril kosullarda eklendi. Bu kiiltiirler 30°C, 150 rpm’de 24

saat inkiibasyona birakildu.
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3.8.6. Muamele siiresinin renk giderimine ve lakkaz aktivitesine etkisi

50 ml distile su, 50 mg/L boyar madde ve 0.59 g/50 ml T. versicolor, 0.82 g/50
ml F. trogii ve 0.83 g/50 ml P. chrysosporium peletleri igeren kiiltiirler 30°C’de 150
rpm’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Boyali test ortamlarindan inkiibasyonun ilk
saatinden itibaren 12. saat dahil olmak {izere ikiser saat araliklarla Ornekler alinarak

orneklerin renk giderimi verimine ve lakkaz aktivitesine bakildi.

3.9. Serbest Fungus Peletleri ile Yapilan Tekrarh Kesikli Caliymalar

Tekrarli kesikli caligmalarda kullanilacak peletler bolim 3.7°de oldugu gibi
hazirlandi. 50 mg/L boya iceren 50 ml distile sulu besiyerlerine ¢aligmanin amacina
gore 0.21 ve 0.59 g/50 ml T. versicolor, 0.28 ve 0.82 g/50 ml F.trogii, 0.31 ve 0.83 g/50
ml P. chrysosporium peletleri ayr1 ayr1 eklendi. Yiiksek boya konsantrasyonlarinin (100
ve 200 mg/50ml) denendigi calismalarda ise sadece en yliksek miktarda fungus peletleri
ile tekrarli kesikli renk giderimi yapildi. Kiiltiirler 30°C’de 150 rpm’de 24 saat inkiibe
edildikten sonra peletler aseptik kosullarda ortamdan alindi. Ayn1 miktarda boya igeren
taze besiyerlerine ayni peletler aseptik kosullarda eklendi ve ayni sartlarda tekrar
inkiibasyona birakildi. Boyali ortamlarda fungus peletlerinin tekrarli kesikli olarak
kullanim sayis1 boyar maddeye, boyar madde miktarmma ve fungus miktarina bagh
olarak degisiklik gosterdi. Fungus igermeyen abiyotik kontroller de ayni kosullarda

hazirlanip inkiibasyona birakilmistir.

3.9.1. Serbest fungus peletleri ile sentetik atik suyun renginin giderimi

Stok R. Mavi 71, R. Mavi 198, R.Yesil 19 ve A. Mavi 74 boyalar1 son
konsantrasyonu 50-100 mg/L olacak sekilde her bir boyadan esit konsantrasyonlarda
karigtirtlarak dort farkli boyadan olusan sentetik atik su hazirlandi. Dort farkli boyanin
karisimindan olusan sentetik atik suyun igine son konsantrasyon 50-100 mg/50ml
olacak sekilde RK 141 ve RK 120 ilave edilerek alt1 farkli boyadan olusan sentetik atik
su hazirlandi. Sentetik atik sulu ortamlara Boliim 3.9°da belirtilen en yiiksek miktardaki
fungus peletleri aseptik kosullarda eklendi. Kiiltiirler 30°C’de 150 rpm’de 24 saat
inkiibe edildikten sonra peletler aseptik kosullarda ortamdan alindi ve islemler tekrarli

kesikli sekilde devam ettirildi.
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3.10. Besiyerine Eklenen Ek Maddelerin Renk Giderimi Verimine, Pelet
Kullanim Sayisina ve Lakkaz Aktivitesine Etkisinin Saptanmasi

Distile su iceren besiyerlerine ayri ayri son konsantrasyonlar1 1-2 g/L glukoz,
0.1-1 g/L maya 0ziitii, 0.1-1 g/L pepton, 0.5-10 g/L melas, 50-100 ml/L olacak sekilde
peyniraltt suyu ilave edildi. Ayrica besiyerine son konsantrasyonu 0.5 mM olacak
sekilde CuS0O4.5H,0 de ilave edildi. Boliim 3.7°da belirtilen sekilde hazirlanan peletler
(0.59 g/50 ml T. versicolor, 0.82 g/50 ml F. trogii ve 0.83 g/50 ml P. chrysosporium) ek
kaynak ve 50 mg/L boya igeren 50 ml besiyerlerine steril kosullarda eklendi. Kiiltiirler
30°C’de 150 rpm’de inkiibasyona birakildi. Calismalar Bolim 3.9°da belirtildigi gibi
tekrarli kesikli olarak yiiriitiildii. Fungus i¢cermeyen ek maddeleri i¢eren besiyerleri de

kontrol olarak hazirlandi.

3.11. Tutuklanmis Fungus Peletleri ile Yapilan Tekrarh Kesikli Calismalar

Renk giderim yetenegi ve fungus kullanim sayisi lizerine tutuklamanin etkisinin

saptanmast amaciyla ¢esitli ajanlara tutuklanmis hiicreler kullanilmistir.

3.11.1. Aktif karbona tutuklama

Aktif karbonlar boyutlart 0.710-1.18 mm olacak sekilde hazirlandi. Bo6lim
3.6.da belirtildigi gibi hazirlanan 2 ml misel siispansiyonu, 121°C’de 20 dakika steril
edilmis 100 ml sabouraud dekstroz sivi besiyeri ve aktif karbon igeren 250 ml’lik
erlenlere aseptik kosullarda transfer edildi. Kiiltiirler 30°C’de 150 rpm’de 5 giin
inkiibasyona birakildi [133, 155]. Aktif karbona tutuklanmis peletler steril kosullarda
ortamdan stiziilerek alind1 ve tekrarli kesikli renk giderimi islemlerinde (boya miktar1 50
mg/L) ortama ek madde ilave edilmeden kullanildi. Aktif karbona tutuklanmis peletlerin
renk giderim verimi, pelet kullanim sayis1 ve lakkaz aktivitesinin serbest peletlerle
kiyaslanabilmesi i¢in aktif karbona tutuklanmamis serbest peletler ayni kosullar altinda

tekrarli kesikli renk giderimi islemlerinde kontrol grubu olarak hazirlanmistir.
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3.11.2. Lignoseliilozlu maddeye tutuklama

Cam kozalaklar &giitiiciide ogiitiildii. Ogiitiilmiis cam kozalaklar1 boyutlar:
0.710-1.18 mm olacak sekilde hazirlandi. Boliim 3.6.’da belirtildigi gibi hazirlanan 2ml
homojenize misel siispansiyonu 121°C’de 20 dakika steril edilmis 40 ml Sabouraud
dekstroz siv1 besiyeri ve 0.2 g ¢cam kozalagi iceren 250 ml’lik erlenlere steril kosullarda
transfer edildi. Statik olarak 30°C’de 2-5 saat bekletilen kiiltiirler bir gece 110 rpm’de
inkiibe edildi. Daha sonra pelet olusana kadar (4-5 giin) kiiltiirler 30°C’de 150 rpm’de
inkiibe edildi. Cam kozalagina tutuklanmis peletler steril kosullarda ortamdan siiziilerek
alind1 ve tekrarli kesikli renk giderimi islemlerinde (boya miktar1 50 mg/L) ortama ek
madde ilave edilmeden kullanildi [140]. Lignoseliilozlu maddeye tutuklanmamais serbest
peletler de kontrol grubu olarak hazirlanip ayni sartlar altinda tekrarli kesikli renk

giderimi islemlerinde kullanilmustir.

3.11.3. Aljinat icerisinde tutuklama

Bolim 3.7.°de belirtildigi gibi tiretilen fungus peletleri % 1°lik aljinat ¢ozeltisi
icine alindi. Aljinat guluronik asit ve mannuronik asit monomerlerinden olusan dogal
bir polisakkarittir [166]. Aljinat ¢6zeltisi i¢ine alinan fungus peletleri, homojenizatorle
diisiik devirde homojenize edildi. Steril pastor pipetleri ile alinan karigim, soguk 0.1 M
CaCl, ¢ozeltisi igerisine damlatildi. Daha sonra aljinat igerisinde tutuklanan peletler
serum fizyolojik ¢ozeltisi i¢ine alinip 1-2 saat bekletildi. Bu islemden sonra tutuklanmis
peletler steril distile su ile iyice yikandi. Tutuklanmis peletler, sabouraud dekstroz sivi
besiyerine aktarilarak 1 giin 30°C ve 150 rpm’de inkiibe edildi [122]. Ortamdan
stiziilerek alinan tutuklanmis peletler daha sonra tekrarli kesikli renk giderimi
islemlerinde (boya miktar1 50 mg/L) ortama ek madde ilave edilmeden kullanildi [152,
153, 167]. Aljinat boyayr adsorbe ettiginden fungus icermeyen aljinat kiirecikler
abiyotik kontrol olarak hazirlanip boyalar ile tekrarli kesikli olarak muamele edildi.
Ayrica aljinat icerisine tutuklanmamig serbest peletler de ayni kosullar altinda tekrarl

kesikli renk giderimi islemlerinde kontrol grubu olarak hazirlandi.
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3.12. Analizler

3.12.1. Boyar madde iceren besiyerlerinin renk degisiminin 6l¢iimii

Boyar madde iceren ortamlarin renk degisimi absorbans degisimi olarak tayin
edildi. Funguslarla muamele sonucunda fungusun aktivitesine bagli olarak goézlenen
renk degisimi her boyanin maksimum dalga boyunda spektrofotometrik dl¢iildii. Renk

degisimi kontrole kars1 % renk giderimi olarak ifade edildi.

3.12.2 Kiiltiir ortamindaki lakkaz aktivitesinin saptanmasi

Lakkaz aktivitesi (E.C. 1.10.3.2), 420 nm dalga boyunda absorbans artisi olarak
belirlendi ve unite/ml olarak ifade edildi. Bir unite, 1 dakikada 1pmol ABTS’i (2.2'-
azino-bis(etilbenztiazolin-6-sulfonik asit) oksitleyen enzim miktar1 olarak ifade edildi

[168, 169].

3.12.3. Kiiltiir ortamindaki biyokiitle miktarinin hesaplanmasi

Kiiltiir ortamindaki biyokiitle miktarini saptamak igin 6ncelikle 50°C’de 24 saat
pastor firininda kurutulan bos filtre kagitlar1 (Whatman No:1, Toyo Advantec, 125 mm
cap) 1 saat desikatorde bekletildi ve hassas terazide agirliklar: tespit edildi. Biyokiitle
miktarii 6lgmek icin kiiltiir, daras1 alinmis filtre kagidindan siiziildii. Fungus+filtre
kagidinin da yukarida belirtildigi sekilde agirligi saptandiktan sonra biyokiitle miktari
2/50 ml cinsinden ifade edildi.

3.13. Istatistiksel Analizler
Tekrarli kesikli renk giderimi islemlerinde elde edilen bulgularin istatistiksel
olarak degerlendirilebilmesi ig¢in istatistik paket programi (SPSS 10.0 Inc., USA)

kullanildi. Gruplar arasi1 farklilik Mann Whitney-U testi kullanilarak p<0.05 onemlilik

diizeyine gore belirlendi.
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3.14. Poliakrilamid Jel Elektroforezi Calismalar:
3.14.1. SDS veya dogal poliakrilamid jel elektroforezi 6ncesi yapilan islemler

SDS veya dogal poliakrilamid jel elektroforezi ¢alismalari i¢in dncelikle bazi

stok ve tampon ¢ozeltileri hazirlandi:

Akrilamid-bisakrilamid Stok Cozeltisi (% 30)

14.6 g akrilamid ve 0.4 g N,N'-metilen bisakrilamid {izerine son hacim 50 ml
olacak sekilde distile su eklendi. Hazirlanan ¢6zelti manyetik karistiricidda 30 dakika
stireyle karistirildi ve slizgec kagidindan siiziildii. Siizlintii daha sonra kullanilmak iizere

koyu renkli sisede +4 °C’ de en fazla 2 hafta muhafaza edildi.

CH,- CH
|
CH,- CH ?=0
|
C=0 vH
|
NH, ?Ha
NH
Akrilamid I
C=0
|
CH,- CH

N,MN'-metilen bisakrilamid

Sekil 3.7. Akrilamid ve N,N'-metilen bisakrilamid’ in kimyasal yapis1

- CH,- CH - CH,— CH — CH,— CH - CH,-
| |

=0 C=0 C=0
NH, NH, NH

CH,
NH,  NH, NH

~ CH,- CH = CH,— CH - CH,— CH - CH,-

Sekil 3.8. Poliakrilamid jelin kimyasal yapisi
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Ayirma Jel Tamponu (1.5 M tris-HCI (pH 8.8))

Ayirma jel tamponu hazirlamak i¢in 18.15 g tris 90 ml distile suda eritildi ve
pH’s1 1 N HCl ile 8.8’ e ayarlandi. Daha sonra toplam hacim 100 ml’ye distile su ile

tamamlandi. Hazirlanan tampon +4 °C” de saklandi.

Sikistirma Jel Tamponu (0.5 M tris-HCI (pH 6.8))

90 ml distile suda 6.1 g tris eritildi ve 1 N HCl ile pH’s1 6.8’ e ayarlandi. Toplam
hacim 100 ml olacak sekilde distile su ile tamamlanarak kullanilmak tlizere +4 °C’ de

muhafaza edildi.

Tris-Glisin Elektrod Tamponu (pH 8.3)

Toplam hacim 500 ml olacak sekilde 1.515 g tris, 7.2 g glisin ve 0.25 g sodyum
dodesil siilfat (SDS) distile su icerisinde hazirlandi. Tampon ¢ozelti taze hazirlanarak

kullanildi.

Ornek Tamponu

4 ml distile su, 1 ml 0.5 M tris-HCI (pH 6.8) (sikigtirma jeli tamponu), 0.8 ml
gliserol, 1.6 ml % 10 SDS, 0.4 ml 2-B-merkaptoetanol, 0.2 ml % 0.05 bromfenol mavi
icerecek sekilde hazirlanan ¢6zelti koyu renkli siseye konularak oda 1sisinda muhafaza
edildi. Bu ¢ozelti en fazla 3 ay siireyle saklandi. Dogal poliakrilamid jel elektroforezi
icin hazirlanan 6rnek tamponuna SDS ve 2-B-merkaptoetanol igermeyecek sekilde

hazirlandi.

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (% 10 (v/w)) Cozeltisi

Yaklasik 50 ml distile su igerisinde 10 g SDS hafifce karistirilarak ¢oziildii ve

toplam hacim distile su ile 100 ml’ ye tamamlandi.
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Amonyum Persiilfat (APS) (% 10 (v/w)) Cozeltisi

Amonyum persiilfat ¢ozeltisi taze olarak 100 mg amonyum persiilfat/1 ml distile

su olacak sekilde hazirland.

Bromfenol Mavisi Cozeltisi

50 mg bromfenol mavisi yaklagitk 5 ml distile suda ¢oziilerek 10 ml’ ye

tamamlandi.

3.14.2. SDS veya dogal poliakrilamid jel elektroforezinde jellerin hazirlanmasi

Cam ve aliiminyum plakalarin (10 x 10.5 cm) iki kenarina 1.5 mm kalinligindaki
plastik seritler (spacer), yerlestirilerek sikistirldi. Ilk énce ayirma jeli 10 ml’ lik bir
enjektor ile cam ve alliminyum plakalarin arasina hava kabarcigi olusturmadan
dolduruldu. Cizelge 3.2’de ayirma jelinin igerigi verilmistir. Doldurma islemine iist
kenara yaklasik 3 cm kalincaya kadar devam edildi. Jelin dokiilmesinden sonra 1 ml’ lik
bir enjektor ile jel yiizeyi ilizerinde ince bir tabaka olusacak sekilde distile suyla
doyurulmus biitanol eklenerek diiz bir polimerizasyon yiizeyi olusturuldu. En az 2 saat
polimerizasyon icin beklendikten sonra su ile doyurulmus butanol siizge¢ kagidiyla
uzaklagtirildi ve sikistirma jeli hazirlanip (Cizelge 3.2.) hava kabarcigi olugturmadan bir
enjektor yardimi ile dokiildi. Hemen ardindan 1,5 mm kalinligindaki taraklar
yerlestirildi ve polimerizasyon i¢in en az 1 saat siireyle beklendi. Polimerizasyon
sonrasi taraklar ¢ikarildi ve polimerizasyon artiklarini uzaklastirmak i¢in numunelerin
uygulanacaklar1 10 kuyucuk 3 defa tris-glisin elektrod tamponuyla (pH 8.3) yikandi.
Yikama sonrasi kuyucuklar ayni tampon ile dolduruldu. Dogal poliakrilamid jel
elektroforezi jel kompozisyonunda % 10’luk SDS ¢ozeltisinin yerine ortama aymn

miktarda distile su ilave edildi [170, 171].
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Cizelge 3.2. Poliakrilamid jel elektroforezindeki jellerinin kompozisyonlari

Ayirma Jeli Sikistirma Jeli

(% 10) (% 4)
Distile su (ml) 4.1 6.04
Tris-HCI pH 8.8 (ml) 25 -
Tris-HClpH 6.8 (ml) - 2.5
% 10 SDS (ul) 100 100
Akrilamid stok (ml) 3.34 1.3
APS (ul) 50 50
TEMED (pl) 5 10

3.14.3. Protein standartlarimin ve orneklerin hazirlanmasi ve yiikleme isleminin
yapilmasi

Bir vial protein standardi (3.5 mg protein), 1750 pl 2x konsantre Laemmli 6rnek
tamponu ile sulandirildi. Protein standart ¢ozeltisi 20 pl’ lik kisimlara (2 pg/pl)
boliinerek -20 °C’ de muhafaza edildi. Elektroforez 6ncesi ham lakkaz filtratt 15000
molekiiler cut-off membran konsantratérlerle konsantre edildi. Ornekler ve protein
standartlart 1:1 (v/v) ornek tamponu ile karistirilarak, 2-3 dakika 95 °C’ lik suda
bekletildi. Oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra kuyucuklara 10-25 pl
pipetlendiler. Giimiis boya yapilan protein elektrofezi uygulamalarinda, protein

standartlar1 6rnek tamponu ile 50 kez sulandirildiktan sonra kuyucuklara pipetlendi.

3.14.4. Elektroforez uygulamasi

Ornekler ve protein standartlart kuyucuklara yiiklendikten sonra ikili jel dokme
aparat1 (Hoefer Dual Gel Caster-Amersham) i¢inde yiiriitme tamponu bulunan yliriitme
tankinin (UVB) icine alindi ve 40 mA/jel sabit akimda yaklasik 180 dakika siireyle
elektroforez islemine devam edildi. Elektroforez sonrasi jeller giimiis boyama ile
boyandi. Ayrica elektroforez sonrasi renaturasyon islemine tabi tutulan jellere aktivite

boyamasi veya Coomassie Brilliant Blue R-250 boyamasi da yapild.
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Cizelge 3.3. Kullanilan Protein Standartlarindaki Molekiiler Agirlik Dagilimlari.

: Molekiiler Agirhk
PROTEINLER (kDa)
MIYOZIN 205
B-GALAKTOZIDAZ 116
FOSFORILAZ-B 97.4
ALBUMIN (BSA) 66
OVALBUMIN 45
KARBONIK ANHIDRAZ 29
TRIPSIN INHIBITOR 20
a-LAKTALBUMIN 14.2

3.14.5. Giimiis boyama uygulamasi

Protein bantlarinin goriilebilmesi i¢in giimiis boyama islemi yapildi. Boyamada

kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlaniglar1 ile ve boyama protokolii Cizelge 3.4’de verildi

[187]. Cozeltileri taze hazirlanip kullanildi.

Sabitleyici (Fiksatif) cozelti

400 ml metanol ve 100 ml asetik asit deiyonize su ile 1 L’ye tamamlandi.

Giimiis nitrat ¢ozeltisi

0.1 g giimiis nitrat ve 0.05 ml % 37’ lik formaldehid karigtirilarak deiyonize su

ile 100 ml’ ye tamamlandi.

Duyarhlastirici ¢cozelti

6.8 g sodyum asetat, 0.3 g sodyum tiyosiilfat, 2.0 ml % 25’ lik glutardialdehit,

30.0 ml etanol karigtirilarak deiyonize su ile 100 ml’ ye tamamlanda.

Gelistirici cozelti

30 g sodyum karbonat, 1 ml % 37’ lik formaldehid karistirilarak deiyonize su ile

1 L’ ye tamamland.
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Durdurma ayiraci

10 g glisin tlizerine son hacim 1 litre olacak sekilde deiyonize su eklendi.

Asetik asit ¢ozeltisi (% 5)

50 ml asetik asit son hacim 1 litre olacak sekilde deiyonize su ile tamamlanda.

Giumiis boyama islemindeki basamaklar protokole gore yapildiktan sonra

bantlagsmalar net sekilde goriiliince jelin fotograflar1 cekildi. Daha sonra jeller % 5

asetik asit icinde saklandi.

Cizelge 3.4. Glimiis boyama protokolii (1.5 mm kalinligindaki jel i¢in).

Adim Cozelti Siire
Sabitleme Sabitleyici 30 dk
Yikama Deiyonize su 30 dk
Duyarlilagtirma Duyarlilastirict 60 dk
Yikama Deiyonize su 6 x 10 dk
Gilimiis Glimis nitrat 30 dk
Yikama Deiyonize su 30 sn
Gelistirme Gelistirici 5dk
Yikama Deiyonize su 5x20sn
Durdurma Durdurma ayiraci 5dk
Yikama Deiyonize su 2x 10 dk

3.14.6. SDS poliakrilamid jel elektroforezi sonrasi enzimin renaturasyonu

SDS poliakrilamid jel elektroforezinden sonra elektroforetik ayirim yapilan
protein bantlarindan lakkaz enzimine ait olan protein bandinin saptanmasi i¢in enzimin
substrat1 ile aktivite boyamasi yapildi. Bunun i¢in Oncelikle proteinin renaturasyon
islemi  gerceklestirildi. Renaturasyondaki ama¢ ortamdaki SDS’1 ortamdan
uzaklastirmak ve denature olan proteinlerin tekrar katlanmasini saglamaktir.
Renaturasyon isleminde oncelikle jel, distile su i¢inde % 2.5 (v:v) Triton X-100 iceren

100 ml ¢ozelti i¢ine alindi ve 30 dakika oda sicakliginda ¢ok yavas ¢alkalandi. Daha
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sonra renaturasyon birinci ¢ozeltisi bosaltildi. Jelin iizerine 1.21 g/L Tris-base, 6.30 g/LL
Tris- HCL, 11.7 g/L NaCl, 0.74 g/L CaCl;, ve % 0.02 (v:v) Tween 80 igeren 100 ml yeni
bir tampon ilave edildi. Ikinci ¢ozelti iginde jel 30 dakika oda sicakliginda ¢alkaland.
Sonraki asamada ¢6zelti, 100 ml ayni tamponla degistirildi ve 37°C’de 16 saat inkiibe
edildi [188]. Renaturasyondan sonra aktivite boyamasi [174] ve Coomassiee Brilliant

Blue R-250 ile tek basamakli boyama islemi [175] yapildi.

3.14.7. Aktivite boyama

Renaturasyon isleminden sonra jeller Na-asetat pH 5 tamponuyla yikandi. Daha
sonra jeller % 0.3 ABTS (w:v) iceren 100 ml Na-asetat pH 5 tamponu i¢ine alind1 [174,
176, 177]. ABTS ile lakkaz enzimi reaksiyona girene kadar beklenildi. Reaksiyonun
gergeklestigi anda jelin fotograflar: ¢ekildi.

3.14.8. Coomassie boyama

SDS veya dogal poliakrilamid jel elektroforezlerinden sonra protein bantlar
Zehr vd. tarafindan olusturulan protokole gore tek adimda Coomassie Brilliant Blue R-
250 ile boyand1 [175]. Bu protokole gore % 10 etanol (v:v) ve % 5 asetik asit (v:v)
¢ozeltisi i¢ine son konsantrasyon % 0.0004-0.0016 olacak sekilde Coomassie Brilliant
Blue R-250 ilave edildi. Cozelti boya ¢oziinene kadar iyice karistirildi. Daha sonra jel
bu c¢ozelti icine alindi. Jel oda sicakliginda bir gece calkalandi ve bantlar

belirginlestikten sonra jelin fotograflar1 ¢ekildi.

3.14.9. Proteinlerin molekiil agirhiklarimin hesaplanmasi

Molekiil agirliklar: bilinen standart proteinlerin, molekiil agirliklart ve jeldeki
go¢ mesafeleriyle iliskili olarak Microsoft Office Excel 2003 programinda cizilen
dogrusal bir grafik yardimiyla 6rnek proteinin molekiil agirligi hesaplandi.

Hesaplama Yontemi
1. Boyanin (bromfenol mavi) uygulama noktasindan elektroforez sonunda gog
ettigi noktaya kadar olan mesafesi dl¢iildii.
2. Molekiil agirliklar1 bilinen standart proteinlerin uygulama noktasindan

elektroforez sonunda gog ettigi noktaya kadar olan mesafeleri 6l¢iildi.
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3. Her standart protein i¢in Rf degeri hesaplandi (Cizelge 3.5). Bunun i¢in
asagidaki formiil kullanildi:

. Proteinin gdc¢ ettii mesafe

Boyanin gé¢ ettigi mesafe

4. Microsoft Office Excel 2003 programinda, X ekseni Rf, Y ekseni molekiiler
agirlik olmak iizere standart egri grafigi ¢izildi (Sekil 3.9).
5. Bilinmeyen proteinin Rf degeri hesaplanarak grafik yardimiyla molekiil agirlig
hesaplandi [178].
Cizelge 3.5. Standart proteinlerin Rf degerleri

. Molekiiler Agirhk Rf degerleri
Protein (kDa)
FOSFORILAZ-B 97.4 0.16
ALBUMIN (BSA) 66 0.27
OVALBUMIN 45 0.52
KARBONIK ANHIDRAZ 29 0.65
TRIPSIN INHIBITOR 20 0.91
100 - ¢ 0,164;
97,4
N 0,27; 66
©
[a)
X
y = -44,476Ln(X) + 13,274 ®911: 20
R?=0,982
10 T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
rf

Sekil 3.9. Molekiiler agirliklar: (kDa) belli olan proteinlerin standart egri grafigi
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Optimizasyon Calismalari

Biyoteknolojik islemlere bagli renk giderimi verimi iireme kosullari, boyanin
miktar1 ve yapisina bagli olarak degismektedir. Bu nedenle, ¢alismanin ilk asamasinda
boya yapis1 ve konsantrasyonun, kullanilan fungus tiirii ve miktarinin, ortamin sicakligi
ve baslangi¢ pH’sinin, ¢alkalama hizi ve inkiibasyon siiresinin renk giderimi {izerine

etkisi aragtirilmistir.

4.1.1. Boya konsantrasyonun renk giderimi ve lakkaz aktivitesine etkisi

Oncelikle funguslarin tolere edebilecegi boya konsantrasyonlar: tespit edildi.
Bunun ig¢in Trametes versicolor, Funalia trogii ve Phanerochaete chrysosporium
peletleri farkli baslangi¢ konsantrasyonlarindaki boyalar (50-200 mg/L) ile muamele
edilerek peletlerin renk giderim verimi ve lakkaz aktiviteleri (P. chrysosporium haric)
aragtirildi. Bolim 3.8.1°de belirtildigi gibi hazirlanan T. versicolor peletleri 50 mg/L
Reaktif Kirmiz1 141 (RK 141), Reaktif Kirmizi 120 (RK 120) ve Reaktif Mavi 171’in
(RM 171) rengini sirastyla % 89.93+0.75, % 81.76+0.36 ve % 89.934+0.35 oraninda
giderdi (Sekil 4.1). En yliksek renk giderimi verimleri 50 mg/L boya iceren ortamlarda
tespit edildi. RK 141’in 100 mg/L oldugu durumlarda rengin giderimi daha diistikken,
diger boyalarin renk giderim yiizdelerinin 50 mg/L boya sonuglar1 ile benzerlik
gosterdigi tespit edildi. Boya konsantrasyonu iki katina c¢ikarilinca (200 mg/L),
funguslarla tiim boyalarin renk giderim yiizdelerinin diistiigii saptandi. Benzer sonuglar
Kapdan vd. [127] tarafindan farkli konsantrasyonlardaki Everzol Turkuaz Mavi G
boyasi ile yapilan ¢alismada rapor edilmistir. En yiiksek lakkaz aktivitesi, 50 mg/L boya
iceren ortamlarda saptanirken, boya konsantrasyonun artisina bagli olarak lakkaz

aktivitesinin hizla diistiigii saptandi.
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Sekil 4.1. Boya konsantrasyonunun Trametes versicolor peletlerinin renk giderimi (%)
ve lakkaz aktivitesi (U/ml) {izerine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet
miktari: 0.59 g/50 ml ve inkiibasyon siiresi: 24 saat

A. Mavi 74 ve R. Mavi 198’in (RM 198) miktarimin artisi, T. versicolor
peletlerinin renk giderim aktivitesini etkilemedi. Her iki boyanin tiim konsantrasyonlari
icin % 90’n1n iizerinde renk giderimi elde edildi. 50-100 mg/L Reaktif Yesil 19 (RY 19)
iceren ortamlarda renk giderimi sirastyla % 90.20+0.38 ve % 89.97+0.050 olurken boya
miktar1 200 mg/L’e ¢ikarilinca renk giderimi % 61.3441.30 olarak saptand1 (Sekil 4.2).
Benzer sonuclar Eichlerova [179] tarafindan yiiksek konsantrasyonlarda Turuncu G,

Amaranth ve Poli R-478 igeren kati ortamlarda da elde edilmistir. T. versicolor
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peletlerinin en yliksek lakkaz aktivitesi 50 mg/L boya igeren kiiltiirlerde elde edilirken
konsantrasyon artigina bagli olarak lakkaz aktivitesinin diistiigii tespit edildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Boya konsantrasyonun Trametes versicolor peletlerinin renk giderimi (%) ve
lakkaz aktivitesi (U/ml) lizerine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet
miktart: 0.59 g/50 ml ve inkiibasyon siiresi: 24 saat
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Sekil 4.3. Boya konsantrasyonun Funalia trogii peletlerinin renk giderimi (%) ve lakkaz
aktivitesi (U/ml) lizerine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktari:
0.82 g/50 ml ve inkiibasyon siiresi: 24 saat
F. trogii peletlerinin boya renk giderim aktivitesinin (A. Mavi 74 harig)
T. versicolor peletlerinden daha diisiik oldugu tespit edildi. A. Mavi 74 ve RM 198 harig
diger boyalarin renginin giderimi boya konsantrasyonun artisina bagli olarak azaldi
(Sekil 4.3-4.4). F. trogii peletleri 50, 100 ve 200 mg/L A. Mavi 74’lin rengini sirasiyla
% 95.57£0.31, % 97.36+0.34 ve % 98.32+0.08 ve RM 198’in rengini de sirastyla
% 89.41+0.95, % 87.22+0.15 ve % 88.84+0.24 oraninda giderdi. F. trogii peletlerinin
lakkaz aktivitesi boya miktarinin artisina bagh olarak diistii (Sekil 4.3-4.4).
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Sekil 4.4. Boya konsantrasyonunun Funalia trogii peletlerinin renk giderimi (%) ve
lakkaz aktivitesi (U/ml) iizerine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet
miktart: 0.82 g/50 ml ve inkiibasyon stiresi: 24 saat

Farkli miktarlardaki P. chrysosporium peletleri reaktif boyalarin rengini diger
funguslardan daha yiiksek oranda giderdi. Boliim 3.8.1°de belirtildigi gibi hazirlanan
P. chrysosporium peletleri RK 141, RK 120 ve RM 171’in rengini hangi
konsantrasyonda olursa olsun ilk 24 saatte en az % 92 oraninda giderebildi (Sekil 4.5).
Ayrica 100 mg/L reaktif mono-diazo boyalarin renkleri 50 mg/L’dan daha fazla
giderilirken, boya miktar1 200 mg/L oldugunda renk gideriminde &nemli olmayan
azalmalar tespit edildi (Sekil 4.5-4.6). Glenn ve Gold [115] P. chrysosporium’un boyar

maddelerin renk giderimden lignin peroksidazin sorumlu olabilecegini bildirmistir.
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P. chrysosporium ile yapilan bir¢ok ¢alismada ortamda LiP ve MnP enzim aktivitesi
tespit edilirken, lakkaz aktivitesi ya hi¢ ya da ¢ok az oranda tespit edilmistir [126].
P. chrysosporium peletleri ile yiiriitilen renk giderimi ¢alismalarimizda lakkaz

aktivitesi tespit edilemedi.
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Sekil 4.5. Boya konsantrasyonunun Phanerochaete chrysosporium peletlerinin renk
giderimi (%) lizerine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktari: 0.83
g/50 ml ve inkiibasyon siiresi: 24 saat

P. chrysosporium peletleri ile A. Mavi 74’{in rengi diger funguslarin aksine 100
ve 200 mg/L konsantrasyonlarda daha az giderilebildi. A. Mavi 74’lin rengi
50 mg/L’de % 91.40+1.10 oraninda giderilirken, 100 mg/L’de % 77.41+£0.05 ve 200
mg/L’de % 79.07£0.20 oraninda giderildi. RM 171 ve RY 19°un 100 mg/L

konsantrasyonunda en yiiksek renk giderimi elde edildi ve boya konsantrasyonu iki
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katina ¢ikarilinca renk giderimi verimi hizla diistii (Sekil 4.6). Benzer sonuglar Radha
vd. [126] tarafindan Metil Viyola boyasinin baglangi¢ konsantrasyonun iki katina
cikarildigi zaman renk giderimin hizla diismesi seklinde rapor edilmistir. Bunun nedeni
funguslarin boyalara kars1 yiiksek duyarliliklar1 ve diisiik tolerans gostermeleri olabilir
[180].
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Sekil 4.6. Boya konsantrasyonunun Phanerochaete chrysosporium peletlerinin renk
giderimi (%) lizerine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktari: 0.83
2/50 ml ve inkiibasyon siiresi: 24 saat
Boya igeren, fakat fungus peletleri eklenmemis kontrollerin renginde inkiibasyon
stiresince herhangi bir degisiklik gézlenmedi. Boya konsantrasyonun etkisi kullanilan

boya ve fungus tiiriine gore farklilik gosterdi. Reaktif mavi ve yesil boyalar ile indigo

boyanin rengi konsantrasyon artisina bagli olarak daha ¢ok giderilirken reaktif kirmizi
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boyalarin rengi daha az giderildi. Farkli konsantrasyonlardaki boyalarin renginin
gideriminde en etkili fungus P. chrysosporium olurken, ikinci sirada T. versicolor
tiglincii sirada da F. trogii gelmektedir. En iyi renk giderimleri 50 mg/L boya iceren
ortamlarda elde edildiginden, yapilan diger optimizasyon ¢alismalarinda 50 mg/L boya
kullanildi.

76



4.1.2. Pelet miktarinin renk giderimine ve lakkaz aktivitesine etkisi

Hem anaerobik hem de aerobik renk giderimi islemlerinde, kullanilan biyokiitle
miktar1 6nemlidir. Calismamizda fungus miktarinin renk giderimi iizerindeki etkisini
saptamak tiizere her bir fungus tiiri i¢in iic farkli pelet miktar1 tespit edildi.
T. versicolor 0.21+0.01, 0.37+0.01 ve 0.59+0.02 g/50 ml kuru agirlik olarak kullanildi.
T. versicolor peletlerinin miktar1 arttitkga RK 141, RK 120 ve RM 171’in renk giderim
yiizdeleri ve peletlerin lakkaz aktivitesi de artt1 (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Pelet miktarinin (T. versicolor) renk giderimi (%) ve lakkaz aktivitesi (U/ml)
lizerine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, boya miktari 50 mg/L ve
inkiibasyon siiresi: 24 saat
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RY 19’un renginin gideriminde 0.21 ve 0.37 g/50 ml pelet kullanildiginda renk
giderimi sirasiyla % 86.58+0.13 ve % 86.34+0.23 olurken, pelet miktar1 0.59/50 ml
oldugunda renk giderimi % 90.20+0.38’e yiikseldi. Pelet miktarindaki artis RM 198 ve
A. Mavi 74 boyalarmin renk giderim ylizdelerini degistirmedi. RM 198’in rengi
ortalama % 92 oraninda giderilirken A. Mavi 74’ilin rengi % 95 oraninda giderildi.
T. versicolor peletlerinin lakkaz aktivitesi RY 19 bulunan ortamda pelet miktarinin
artisina bagl olarak artarken RM 198 ve A. Mavi 74 bulunan kiiltiirlerde 0.37 ve 0.59
2/50ml pelet kullanildiginda benzer sonuglar alind1 (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Pelet miktarmin (T. versicolor) renk giderimi (%) ve lakkaz aktivitesi (U/ml)
lizerine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, boya miktar1 50 mg/L ve
inkiibasyon siiresi: 24 saat

78



Calismada 0.28+0.01, 0.36+0.09 ve 0.82+0.07 g/50 ml kuru agirliktaki F. trogii
peletleri kullanildi. En diisiik miktarda pelet ile RK 141, RK 120 ve RM 171’in renkleri
% 37’nin altinda giderebilirken pelet miktarinin artisina bagli olarak renk giderim
yiizdeleri artti. Fakat bu ti¢ boyanin rengi yiiksek miktarda F. trogii peleti kullaniminda
bile T. versicolor’dan daha az giderildi. 0.82 g/50 ml pelet kullanildiginda RK 141, RK
120 ve RM 171’in renkleri sirasiyla % 81.89+0.17, % 75.34+0.28 ve % 84.15+0.27
oraninda giderildi. En yiiksek lakkaz aktivitesi 0.82 g/50 ml pelet kullanildiginda
0.62+0.02 U/ml olarak saptand (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Pelet miktarmin (F. trogii) renk giderimi (%) ve lakkaz aktivitesi (U/ml)

lizerine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, boya miktar1 50 mg/L ve
inkiibasyon siiresi: 24 saat
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A. Mavi 74’1in rengi tiim pelet miktarlarinda etkili sekilde giderildi. Kullanilan
tiim pelet miktarlarinda renk giderimi yiizdesi en diisiik % 96’dir. RM 198 ve RY 19°un
0.28 ¢g/50 ml F.trogii peletleri ile muamelesi sonucu, renk giderimi sirasiyla
% 76.59+4.42 ve 68.70+7.91 olarak saptanirken pelet miktar1 0.82/50 ml oldugunda bu
oranlar sirasityla % 89.41+0.95 ve % 88.54+0.23°¢ yiikseldi. Lakkaz aktivitesi pelet
miktar1 artigina bagh artt1 (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Pelet miktarinin (F. trogii) renk giderimi (%) ve lakkaz aktivitesi (U/ml)
lizerine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, boya miktari 50 mg/L ve
inkiibasyon siiresi: 24 saat

P. chrysosporium pelet miktarinin renk giderimine etkisinin arastirildigi
calismada 0.31+£0.03, 0.60+0.04 ve 0.83+0.09 g/50 ml P. chrysosporium peletleri
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kullanildi. Pelet miktar1 0.31 g/50 ml’den 0.60 g/50 ml’e ¢ikarildiginda RK 141 ve RM
171°in renk giderimi yiizdesi yaklagik iki kat, RK 120’in ise ii¢ kat artti. 0.60 ve 0.83

2/50 ml pelet kullanildig1 durumlarda renk giderimi yiizdelerinin benzer oldugu tespit
edildi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Pelet miktarinin (P. chrysosporium) renk giderimi (%) iizerine etkisi.
Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, boya miktar1 50 mg/L ve inkiibasyon siiresi:
24 saat

P. chrysosporium peletlerinin miktar arttikga RY 19 ve A. Mavi 74’{in renginin
giderimi artarken 0.60 ve 0.83 g/50 ml pelet kullanildiginda RM 198’in rengi sirasiyla
% 91.88+0.90 ve % 91.61+0.70 oraninda giderildi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Pelet miktarinin (P. chrysosporium) renk giderimi (%) tizerine etkisi.
Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, boya miktar1 50 mg/L ve inkiibasyon siiresi:

24 saat

Pelet miktarinin artisi P. chrysosporium’un renk giderim aktivitesini 6nemli
oranda artirdi. Benzer sonuglar Radha vd. [126] tarafindan 0.05 g/l Metil Viyola
boyasinin renginin gideriminde elde edilmistir. Boyali ortama ilave edilen fungus
miktar1 artttkca renk giderimi hizla artarken maksimum renk giderimi elde edilen
fungus miktarinin iizerinde ortama fungus ilave edildiginde renk giderimi yiizdeleri
degismemistir. Ayn1 sekilde Shahvali vd. [125] % 10’luk fungus inokulasyonunun

tekstil atik sularinin renginin gideriminde yeterli oldugunu belirtmistir.
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4.1.3. Sicakhigin renk giderimine ve lakkaz aktivitesine etkisi

Funguslarin en iyi iredikleri sicakliklar tiire gore farklilik gostermektedir.
Birgok fungus 25-35°C’de tiremektedir [19]. Boliim 3.8.3’de belirtildigi gibi hazirlanan
renk giderimi ¢aligmasi degisik sicakliklarda yiiriitiildii (10-40°C). Renk giderim verimi
30°C’de maksimum degerlere ulasti (Sekil 4.13). Fakat test edilen tiim sicakliklarda RM
171’in renk giderim yiizdeleri (>% 78) benzerlik gosterirken RK 120 ve RK 141’in
sadece 20°C ve 30°C’de renk giderimleri benzerlik gostermektedir. Lakkaz aktivitesi
sicaklik artigina bagl artig gosterip maksimum aktivite 30°C’de elde edilirken sicakhigin

40°C olmasiyla lakkaz aktivitesinde azalmalar tespit edildi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Ortam sicakhigimin (°C) T. versicolor peletlerinin renk giderimi (%) ve
lakkaz aktivitesi (U/ml) iizerine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, pelet miktar:
0.59 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L ve inkiibasyon siiresi: 24 saat



Sicaklik degisimi Sekil 4.14°de belirtilen boyalarin renginin gideriminde 6nemli
farkliliklara neden olamadi. Ciinkii test edilen tiim sicakliklarda renk giderim yiizdeleri
% 80’nin iizerinde oldu. Lakkaz aktivitesi degerleri diisiik sicaklilarda benzer olurken
maksimum aktivite 30°C’de tespit edildi. Fakat sicaklik 40°C’ye yiikselince lakkaz
aktivitesi diistii (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Ortam sicakhigimin (°C) T. versicolor peletlerinin renk giderimi (%) ve
lakkaz aktivitesi (U/ml) iizerine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, pelet miktari: 0.59 g/50
ml, boya miktari: 50 mg/L ve inkiibasyon siiresi: 24 saat

Farkli sicakliklarin F. trogii peletlerinin renk giderimine etkisinin boya tiiriine

gore farklilik gosterdigi tespit edildi. RK 120’nin maksimum renk giderimi yiizdeleri
20-30°C’de sirasiyla 75.62+0.29 ve 75.34+0.27 olurken RK 141 ve RM 171’in rengi en



iyi 20°C’de giderildi. Fakat 30°C’de elde edilen renk giderimi sonuglar1 da 20°C ile
benzerlik gostermektedir. RK 141 harig¢ diger boyalarin renk giderim yiizdesi 40°C’de
diistii (Sekil 4.15). Benzer sonuglar Park vd. [119] tarafindan Reaktif Siyah 5’in
renginin gideriminde rapor edilmistir. Ortalama lakkaz aktivitesinin 10°C’de 0.119
U/ml olurken ortam sicakligi 20°C oldugunda 0.488 U/ml, 30°C’de ise 0.552 U/ml
oldugu saptandi. Sicaklik 40°C’ye ulastiginda ortalama lakkaz aktivitesinin
0.076 U/ml’ye diistiigii tespit edildi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Ortam sicakliginin (°C) F. trogii peletlerinin renk giderimi (%) ve lakkaz
aktivitesi (U/ml) iizerine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, pelet miktari: 0.82 g/50 ml,
boya miktari: 50 mg/L ve inkiibasyon siiresi: 24 saat
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RY 19’un rengi 10°C’de % 86.72+1.70 oraninda giderilirken 20°C’de bu oran
% 81.32+0.38’¢ diistii. RM 171 ve RY 19’un rengi F. trogii peletleri ile en iyi 30°C’de
giderildi. Farkli sicaklik araligi, A. Mavi 74’lin renk gideriminde degisikliklere sebep
olmadi. En diisiikten en yiiksek sicakliga dogru renk giderimi yiizdeleri sirasiyla
% 94.4740.19, % 96.17+0.31, % 95.57+0.308 ve % 94.88+0.65’dir. En yiiksek lakkaz
aktivitesi 20-30°C’de elde edildi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Ortam sicakliginin (°C) F. trogii peletlerinin renk giderimi (%) ve lakkaz
aktivitesi (U/ml) iizerine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, pelet miktari: 0.82 g/50 ml,
boya miktari: 50 mg/L ve inkiibasyon siiresi: 24 saat



P. chrysosporium peletleri ile RK 141, RK 120 ve RM 171’in renklerinin
giderimin sicaklik artigina bagl olarak arttig1 tespit edildi. En iyi renk giderimi 30°C’de
elde edilirken ortam sicakligi 40°C oldugunda renk giderimi diistii. Bununla birlikte
40°C’deki en diisiik renk giderimi % 82’dir (Sekil 4.17). Radha [126] P. chrysosporium
peletlerinin  renk giderim aktivitesinin 35°C’nin altinda ve {istiinde diistigiini

bildirmistir.
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Sekil 4.17. Ortam sicakliginin (°C) P. chrysosporium peletlerinin renk giderimi (%)
tizerine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, pelet miktart: 0.83 g/50 ml, boya miktar:
50 mg/L ve inkiibasyon siiresi: 24 saat

RM 198, RY 19, A. Mavi 74’lin renginin en iyi giderildigi sicaklik araliginin
30°C oldugu saptandi. Bu boyalarin renkleri sirasiyla % 91.61+0.68, % 91.55+0.17 ve
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% 91.40+1.10 oraninda giderildi. Test edilen tiim sicakliklarda RM 198 ve RY 19’un
renklerinin giderimi benzer olmasina ragmen A. Mavi 74’tin rengi 10°C’de
% 66.77£3.70, 20°C’de % 83.64+1.25, 30°C’de % 91.40+1.10 ve 40°C’de
% 64.80+0.61 oraninda giderilebildi (Sekil 4.18). Benzer sonuglar Assadi vd. [181]
tarafindan tekstil atik sularinin gideriminde rapor edilmis ve bu ¢aligmada 35°C’de en

1yi renk giderimi elde edilmistir.
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Sekil 4.18. Ortam sicakliginin (°C) P. chrysosporium peletlerinin renk giderimi (%)

iizerine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, pelet miktari: 0.83 g/50 ml, boya miktar:
50 mg/L ve inkiibasyon siiresi: 24 saat
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4.1.4. Calkalamanin hizinin renk giderimine ve lakkaz aktivitesine etkisi

Renk gideriminde ve enzim sentezinde ¢alkalama hizinin etkisini tespit etmek

iizere kullanilan fungus peletleri statik ve farkli ¢alkalama hizlarinda inkiibe edildi.
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Sekil 4.19. Calkalama hizinin T. versicolor peletlerinin renk giderimi (%) ve lakkaz
aktivitesi (U/ml) tizerine etkisi. Sicaklik: 30°C, pelet miktari: 0.59 g/50 ml, boya
miktar1: 50 mg/L ve inkiibasyon siiresi: 24 saat

RK 141 ve RM 171’in rengi T. versicolor peletleri ile en iyi 150 rpm’de
giderilirken en yiiksek lakkaz aktivitesi de 150 rpm’de tespit edildi (Sekil 4.19). Statik
kosullarda bu boyalarin rengi en diisiik % 80 oraninda giderilirken RK 120°nin renginin

giderilebilirligi % 42.72+0.09°dur. RK 120’nin rengi en iyi 200 rpm’de giderildi. Renk
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giderim verimi statik kosul hari¢ denen biitiin ¢alkalama hizlarinda yiiksek oldu.
Sonu¢larimiz Swamy ve Ramsay [41] tarafindan elde edilen sonuglarla paralellik
gostermektedir. Calkalama hizinin degisimi peletlerin RM 198, RY 19 ve A. Mavi
74’{in renginin giderim aktivitesi iizerine degisen oranlarda etkisi oldu. Bununla birlikte

tiim inkiibasyon kosullarinda renk giderimi verimi en diisiik % 75°dir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Calkalama hizinin T. versicolor peletlerinin renk giderimi (%) ve lakkaz
aktivitesi (U/ml) tzerine etkisi. Sicaklik: 30°C, pelet miktar:: 0.59 g/50 ml, boya
miktar1: 50 mg/L ve inkiibasyon siiresi: 24 saat
F. trogii peletlerinin lakkaz aktivitesi statik kosullarda diisiik degerlerdeyken
calkalama hizinin artisina baglh olarak artis gostererek 150 rpm’de tiim boyali

ortamlarda maksimum degerlere ulasti. Wesenberg vd. [12] ¢alkama hiz1 arttiginda
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kiiltlir ortaminda oksijen transferinin daha iyi oldugunu ve buna bagli olarak hem renk
giderimi veriminin hem de lakkaz aktivitesinin arttigin1 rapor etmistir. Calkama hiz1
200-250 rpm oldugunda lakkaz aktivitesi degerlerinde hizl1 bir diisiis tespit edildi (Sekil
4.21). Renk giderimi verimi RK 141 ve RK 120 i¢in en iyi 100 rpm’de olurken statik
kosullarda da en diisiik % 76 oraninda renk giderimi elde edildi. RM 198’in renk
giderim yiizdeleri, ¢alkalama hizina bagli olarak kiigiik artiglar gosterirken 150 rpm’de
maksimuma degerlere ulagti. 200-250 rpm’de renk giderimde 6nemli olmayan azalislar

tespit edildi (RK 141 harig) (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Calkalama hizinin F. trogii peletlerinin renk giderimi (%) ve lakkaz
aktivitesi (U/ml) tzerine etkisi. Sicaklik: 30°C, pelet miktar:: 0.82 g/50 ml, boya
miktart: 50 mg/L ve inkiibasyon siiresi: 24 saat
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Sekil 4.22. Calkalama hizinin F. trogii peletlerinin renk giderimi (%) ve lakkaz
aktivitesi (U/ml) tzerine etkisi. Sicaklik: 30°C, pelet miktar:: 0.82 g/50 ml, boya
miktar1: 50 mg/L ve inkiibasyon siiresi: 24 saat
F. trogii peletlerinin RM 198 ve A. Mavi 74 igeren ortamlarda renk giderim
verimleri ¢alkalama hizinin degisiminden ¢ok fazla etkilenmedi. RM 198 ve A. Mavi
74°tin en iyi renk giderimi 200 rpm’de sirastyla % 91.95+£0.11 ve % 96.38+0.09°dur
(Sekil 4.22). Statik inkiibasyon kosullarinda RY 19’un renk giderimi sadece
% 55.75+0.27 iken ¢alkama hiz1 arttik¢a artarak 150 rpm’de maksimum degere ulasti
(% 88.54+0.23). Wilkolazka vd. [182] calkalamali kiiltiirde elde edilen renk giderimi
veriminin statik kiiltiirlerden daha yiiksek oldugunu rapor etmistir. Bununla birlikte
calismamizda bazi boyalarin renkleri statik kosullarda bile ytliksek oranda giderildi. En
yiiksek lakkaz aktiviteleri 150 rpm’de tespit edildi.
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P. chrysosporium peletlerinin statik kosullarda ve 50 rpm’de boyay1 adsorbe
ettigi gozlendi (Sekil 4.23-4.24). Bu ylizden diger funguslarin aksine statik kosullarda
ve 50 rpm’de, P. chrysosporium peletleri ile reaktif boyalarin rengi en iyi giderilirken
calkalama hizinin artmasiyla (100 rpm’de) RK 121, RK 140 ve RM 198’in renk giderim
yilizdeleri % 2-5 oraninda diistii. Fakat renk giderimi verimi 150 rpm’de tekrar artt1

(Sekil 4.23). Benzer olarak statik kosullarda P. chrysosporium’un Amaranth boyasini
adsorbe ettigi bildirilmistir [ 68].
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Sekil 4.23. Calkalamanin P. chrysosporium peletlerinin renk giderimi (%) lizerine

etkisi. Sicaklik: 30°C, pelet miktari: 0.83 g/50 ml, boya miktar1: 50 mg/L ve inkiibasyon
sliresi: 24 saat
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Sekil 4.24. Calkalamanin P. chrysosporium peletlerinin renk giderimi (%) {izerine
etkisi. Sicaklik: 30°C, pelet miktari: 0.83 g/50 ml, boya miktar1: 50 mg/L ve inkiibasyon
sliresi: 24 saat

A. Mavi 74’1in rengi diger boyalarin aksine statik ortamda sadece % 61.02+0.31
oraninda giderilirken c¢alkalama hizinin artisina bagli olarak renk giderimi artti.
RM 198, RY 19 ve A. Mavi 74 boyalarinin rengi 100-150 rpm’de en yiiksek oranda
giderilirken, 200-250 rpm’de boyalarin renginin giderim ytizdeleri diistii (Sekil 4.24).
Park vd. [152] F. trogii peletlerinin boyalarin rengini en iyi 100 rpm’de giderdigini

rapor etmistir.
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4.1.5. Baslangic pH’sinin renk giderimine etkisi

pH, fungal iireme icin oldukca Onemlidir. Funguslar diisik pH’da (pH 4-5)
iireyebilmektedir. Bu yiizden yapilan bircok renk giderimi ¢aligmalarinda oncelikle
boyali test ortamlarima pH’y1 dengeleyici kimyasallar ilave edilmektedir. Bu yiizden
calismamizda bolim 3.8.5°de belirtildigi gibi baslangi¢ pH’lar1 farkli boyali ortamlar
hazirland1. T. versicolor peletleri ile RK 141’in renginin giderim verimi pH 6 ve 7°de

% 75’in altinda olurken diger baslangi¢c pH’larinda en diisiik renk giderimi % 78 oldu

(Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. Baslangi¢c pH’sinin T. versicolor peletlerinin renk giderimi (%) ve lakkaz
aktivitesi (U/ml) lizerine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktart:
0.59 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L ve inkiibasyon siiresi: 24 saat
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RK 120 igeren ortamimin baslangic pH’st 5 oldugunda en yiiksek
(% 74.05+3.73) renk giderimi elde edildi. RM 171’in renginin gideriminde ise ortamin
baslangi¢ pH’s1 5 ve 10 oldugunda en yliksek renk giderimleri sirsiyla % 87.97+0.44 ve
% 87.53+0.13’dir. Lakkaz aktivitesi tim pH kosullarinda benzerlik gosterdi
(Sekil 4.25). RM 198 ve A. Mavi 74’iin renginin T. versicolor peletleri ile gideriminde,
ortamin baslangi¢ pH’smnin degisiminin renk giderim verimini tizerine etkili olmadig:
tespit edildi. Ortamin baslangic pH’s1 9 oldugu duruma kadar RY 19’un renk giderim
ylizdesi ortalama % 88-89 iken, pH 9-10 oldugunda % 86’ya diistii. Baglangic pH’sinin
lakkaz aktivitesi tizerinde de etkili olmadig1 saptandi (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. Baslangic pH’sinin T. versicolor peletlerinin renk giderimi (%) ve lakkaz

aktivitesi (U/ml) lizerine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktart:
0.82 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L ve inkiibasyon siiresi: 24 saat
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F. trogii peletleri ile RK 141’in renginin giderim veriminin, ortamin baslangi¢
pH’st 6-7 oldugunda en yiliksek oldugu tespit edildi. Renk giderimi sirasiyla
% 84.04+0.05 ve % 83.87+1.34°dir. Reaktif Siyah 5 boyasinin rengi de pH 6.5’de
% 96’lik renk giderimi verimi ile giderilmistir [119]. RK 120 ve RM 171’in rengi tiim
baslangi¢c pH degerlerinde kolaylikla giderilirken, F. trogii peletlerinin lakkaz aktivitesi
T. versicolor peletlerinin aksine ortamin baslangi¢c pH’sindan etkilenmedi. En yiiksek
lakkaz aktiviteleri pH 4-5’de elde edilirken (RM 171 i¢in pH 6 dahil) pH degerleri
arttikca lakkaz aktiviteleri hizli bir sekilde diistii (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. Baslangi¢ pH’sinin F. trogii peletlerinin renk giderimi (%) ve lakkaz
aktivitesi (U/ml) tizerine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktari:
0.82 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L ve inkiibasyon siiresi: 24 saat
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RM 198 ve A. Mavi 74’lin renk giderim yiizdeleri tiim baglangic pH’larinda
benzer oldu. F. trogii peletlerinin lakkaz aktivitesi pH 5’den sonra ortam pH’sinin
artisgina baglh olarak diistii. RY 19’un renk giderimi pH 3’de % 70.33+0.63 iken diger
farkli baslangi¢c pH’s1 kosullarinda en diisiik % 82’dir (Sekil 4.28.). Park vd. [119]
diisiik baslangic pH’larinda renk giderimi veriminin de diisiikk oldugunu bildirmistir.
Bununla birlikte ¢alismamizda baslangic pH’sinin renk giderim aktivitesine etkisinin

PR

boyaya bagli olarak degistigi saptandi.
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Sekil 4.28. Baslangic pH’sinin F. trogii peletlerinin renk giderimi (%) ve lakkaz
aktivitesi (U/ml) tizerine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktari:
0.82 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L ve inkiibasyon siiresi: 24 saat
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P. chrysosporium peletleri RK 120 ve RM 171’in rengini baslangig pH’s1 8-10
oldugunda en iyi giderdi. RK 141’in (pH 10 hari¢) farkli baslangi¢ ortam pH’larinda en
diisiik renk giderimi % 89’dur. Farkli baslangic pH degerlerinde benzer ve iyi renk
giderimi sonuglart alind1 (Sekil 4.29). Radha vd. [126] ortamin baslangi¢c pH’sinin 4-5

oldugunda boyalarin renginin daha iyi giderildigini belirtmistir.
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Sekil 4.29. Baslangi¢ pH’sinin P. chrysosporium peletlerinin renk giderimi (%) lizerine
etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktari: 0.83 g/50 ml, boya
miktar1: 50 mg/L ve inkiibasyon siiresi: 24 saat
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P. chrysosporium tarafindan RM 198 ve RY 19’un renginin giderimi ortamin
baslangic pH’simin degisiminden etkilenmedi. En disiik renk giderimi % 84 diir.
A. Mavi 74’in rengi pH 3, 4 ve 5’de sirasiyla % 68.98+0.74, % 69.62+1.51 ve
% 70.74+2.25 oraninda giderilirken baglangi¢ pH degerlerinin artisina bagl olarak renk
giderimi verimi de artt1 (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. Baslangi¢ pH’sinin P. chrysosporium peletlerinin renk giderimi (%) lizerine
etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktari: 0.83 g/50 ml, boya
miktar1: 50 mg/L ve inkiibasyon siiresi: 24 saat

Baglangi¢ pH’smin funguslarin renk giderim aktivitesini degisen oranlarda

etkiledigi fakat genellikle bu etkinin sinirli oldugunu sdyleyebiliriz (tiim funguslar icin).
Baglangic pH degerleri 3-10 oldugu durumda iyi renk giderimi yiizdeleri elde edildi.
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Benzer sonucglar Yesilada vd. [120] tarafindan Astrazon Kirmizi FBL boyasinin
renginin gideriminde rapor edilmistir Knapp vd. [122] tekstil atik suyunun ve Shahvali
vd. [125] Turuncu II boyasinin renginin giderimi i¢in ortamin pH’sinin kimyasallarla
ayarlanmasinin gerektigini belirtmistir. Calismamizin sonucunda ortamin baslangic
pH’sinin igslem Oncesi ayarlanmasiin gerekli olmadig1 gozlendi. Boyalarla muamele
edilen funguslarin metabolik reaksiyonuna bagli olarak asidik veya bazik maddelerin
liretimi veya tiiketimi pH’nin degismesine sebep olabilmektedir [41]. Pelet icermeyen

kontrol erlenlerinde renk degisimi olmadi.
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4.1.6. Renk giderim veriminin zamana bagh degisimi

Renk giderimi islemlerinde uygulanan teknigin hizi ve uygulama kolayligi, renk
giderimi isleminin uygulanabilirligi agisindan olduk¢a 6nem tagimaktadir. T. versicolor
peletlerinin RK 141, RK 120 ve RM 171 igeren besiyerlerine ilave edilmesinden iki saat
sonra sirastyla % 60.67+1.42, % 54.02+0.48 ve % 68.78+0.35 oraninda hizli bir renk
giderimi gerceklesti. 2. saatten itibaren yiiksek renk giderimi olmasi renk giderim
aktivitesinin ¢ok hizli gelistigini gostermektedir (Sekil 4.31). Lakkaz aktivitesi zamana
bagl artig gosterirken 10. saatten sonra hizli bir artis tespit edildi. En yiiksek lakkaz
aktiviteleri 24. saatte elde edildi.
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Sekil 4.31. T. versicolor peletlerinin renk giderimi (%) ve lakkaz aktivitesinin (U/ml)
zamana bagli degisimi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktar::
0.59 g/50 ml, boya miktar1: 50 mg/L ve inkiibasyon siiresi: 24 saat
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Makroskobik inceleme sonucunda her ii¢ boya bilesiginin de baslangigta
peletlere adsorbe oldugu gozlenmistir. Fakat inkiibasyonun ilk saatlerinde koyu kirmizi
renkte olan peletlerin rengi (RK 141 ve RK 120) inkiibasyon sonunda a¢ik pembeye,
koyu mavi olan peletlerin rengi (RM 171) ise agik maviye donlismiistiir (Sekil 4.32). Bu

boyalarin pelete kisa bir siire adsorbe olduktan sonra yikildiginin gostergesidir [132].

Sekil 4.32. T. versicolor peletlerinin biyoteknolojik islem oncesi (B.O.) ve sonrasi
(B.S.) goriintiileri (Goriintiiler renk giderimi isleminin 24.saatinde alindi)
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Biyoteknolojik islem gecirmis boyali atik suyun renginin de pembe-sar1 oldugu

gozlendi (Sekil 4.33).

A Mavi 74
B.S.

Sekil 4.33. Boyali atik sularin biyoteknolojik islem oncesi (B.0O.) ve sonrasi (B.S.)
gortintiileri. Fungus tiirti: T. versicolor (Goriintiiler renk giderimi igleminin 24.saatinde
alind)

104



RM 198 ve A. Mavi 74 boyalarinin rengi ortama T. versicolor peletleri ilave
edilir edilmez hizli bir sekilde giderildi. Inkiibasyonun ilk 2 saatindeki renk giderimi
sirastyla % 87.43+£0.06 ve % 96.35+0.073diir (Sekil 4.34). Fungus peletleri boyay1
baslangigta ¢ok az adsorbe etmis olmasina ragmen 24 saat sonunda peletlerin tiimiiyle
renksiz oldugu gozlendi. RY 19 boyasi igeren besiyerinde ise baslangigta peletlerin
rengi koyu yesilken inkiibasyon sonunda rengi agik yesile doniistii. Ik 24 saat i¢inde
boyalarin rengi kolaylikla giderildi (Sekil 4.32-4.33). Biyoteknolojik islem gormiis

boyal1 atik sularin rengi acik sar1 renkteydi.

95 0,400
R. Mavi 198
—~ 90 - b
S L 0,300 g—
= |
5 8 5 mam R.G.
g L 0,200 A
O 80 - g M
£ =
L 0,100 &
€ 45 | 3
70 | L 0,000
2 4 6 8 10 12 24
100 0,600
R. Yesil 19 c
L 0,500
s 80 | §
T oo L 0,400
T i s s R.G.
3 - 0,300 < LA
O 40 - ﬁ —o—L.A.
x - 0,200 =
& =
20 1 0,100 2
o0 L 0,000
2 4 6 8 10 12 24
97 0,450
A. Mavi 74 &
£ 96,6 - %
E | - 0,300
£ 96,2 %  R.G.
3 < LA
B 95,8 - g A
£ L 0,150 2
95,4 c
: 3
95 - L 0,000
2 4 6 8 10 12 24

Zaman (saat)

Sekil 4.34. T. versicolor peletlerinin renk giderimi (%) ve lakkaz aktivitesinin (U/ml)
zamana bagli degisimi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktari:
0.59 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L ve inkiibasyon siiresi: 24 saat

RY 19 ve A. Mavi 74’lin renginin giderimi sirasinda T. versicolor peletlerinin
lakkaz aktivitesi artis1 ilk 8 saatte yavas olurken, 8. saatten sonra yaklasik iki kat artarak

24. saatte maksimum degerlere ulast1 (Sekil 4.34).
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F. trogii peletleri, T. versicolor peletlerine kiyasla RK 141, RK 120 ve RM 171
boyalarinin rengini ilk 2 saatte daha hizli gidermis ve renk giderimi verimi sirasiyla
% 70.93+0.73, % 61.10+£0.81 ve % 78.52+0.19 olarak bulundu. Benzer sonuglar
Yesilada vd. [132] tarafindan Astrazon Mavi boyasinin renginin gideriminde rapor
edilmistir. Ilk 24 saatte zamana baglh olarak RK 120 ve RM 171 boyalarinin rengi
kademeli sekilde giderilirken RK 141’in renk giderim oranlari inkiibasyon siiresince
benzerlik gosterdi (Sekil 4.35). 24 saat sonunda RK 141, RK 120 ve RM 171’in
renklerinin gideriminin sirasiyla % 77.10£1.42, % 76.41+0.31 ve % 87.00+0.83’e
ulastigi saptandi. F. trogii peletlerinin lakkaz aktivitesinin, reaktif diazo kirmizi
boyalarin renginin giderildigi durumlarda 10. saatten sonra hizla artarken diazo mavi

boyanin renginin gideriminde 6. saatten sonra yaklasik 6 kat arttig1 tespit edildi (Sekil

4.35).
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Sekil 4.35. F. trogii peletlerinin renk giderimi (%) ve lakkaz aktivitesinin (U/ml)
zamana bagli degisimi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktar::
0.82 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L ve inkiibasyon siiresi: 24 saat
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Makroskobik inceleme sonucunda F. trogii peletlerinin inkiibasyonun ilk
saatlerinde boyay1 adsorbe ettigi gozlendi. Sonuc¢larimiz Park vd. (2006) [152] ile
fungus peletlerinin inkiibasyonun ilk saatlerinde boyay:1 tutmasi agisindan benzerlik
gostermesine ragmen funguslara adsorbe olan reaktif azo boyalarin renginin giderimi
stire agisindan farkliliklar bulunmaktadir (Sekil 4.36). Biyoteknolojik islem sonrasi

boyal1 atik sularin goriintiileri Sekil 4.37°de verilmistir.

Sekil 4.36. F. trogii peletlerinin biyoteknolojik islem 6ncesi (B.0.) ve sonrasi (B.S.)
goriintiileri (Goriintiiler renk giderimi isleminin 24.saatinde alind1)
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A. Mavi 74
B.0.

Sekil 4.37. Boyali atik sularin biyoteknolojik islem oncesi (B.0O.) ve sonrasi (B.S.)
goriintiileri. Fungus tirii: F. trogii (Goriintiiler renk giderimi isleminin 24.saatinde
alindi)
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Sekil 4.38. F. trogii peletlerinin renk giderimi (%) ve lakkaz aktivitesinin (U/ml)
zamana bagli degisimi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktari:
0.82 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L ve inkiibasyon siiresi: 24 saat

F. trogii peletleri ile A. Mavi 74’iin renk giderimi 10. saatte maksimuma
ulasirken diger boyalarin maksimum renk giderimleri 24. saatte oldu (Sekil 4.38). Park
vd. [119] ise Reaktif Siyah 5’in renginin 96 saatlik inkiibasyondan sonra en 1iyi
giderildigini rapor etmistir. RM 198 ve A. Mavi 74’in renginin gideriminde F. trogii
peletlerinin, inkiibasyonun ilk saatlerinden itibaren boyay1 adsorbe etmedigi gozlendi
(Sekil 4.36). Boyali ortamlarda F. trogii peletlerinin lakkaz aktivitesi 8. saate kadar
0.10 U/ml iken, ilerleyen saatlerde hizla artarak sirasiyla 0.53+0.01, 0.53+0.01 ve
0.514+0.01 U/ml oldu (boya sirasina gore). Hem T. versicolor hem de F. trogii peletleri
RK 141 ve RK 120’nin rengini diger boyalardan daha yavas ve uzun siirede giderdi.
Rengi en fazla ve en hizli giderilen boya A. Mavi 74 oldu (Sekil 4.37). Bu sonuglar,

boyalarin yapisindaki degisiklerin renk giderim oranmi etkiledigini gostermektedir.
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Park vd. [152]’e gore uygulamada kullanilan fungusun ve yontemin renk gideriminde
bliylik 6nemi vardir. Maximo vd. [85] calismalarinda segtikleri beyaz ciiriikgiil
funguslarin Reaktif Sar1 27 ve Reaktif Kirmiz1 158 boyalarin rengini gideremedigini
bildirmistir.

P. chrysosporium peletleri kullanildiginda hem ilk 2 saatte hem de 24 saat
sonunda reaktif diazo kirmizi ve mavi boyalarinin rengi diger funguslara gore daha iyi
giderildi (Sekil 4.39). Fakat makroskobik gdzlemlere gore peletlerin boyayr adsorbe
etme orani (24. saatte) diger funguslardan daha fazladir (Sekil 4.40). RK 141, RK 120
ve RM 171 boyalarinin rengi 24 saat sonunda sirasiyla % 92.16+0.73, % 91.57+0.23 ve
% 90.88+0.32 oraninda giderildi.
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Sekil 4.39. P. chrysosporium peletlerinin renk gideriminin (%) zamana bagli degisimi.
Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktari: 0.83 g/50 ml, boya miktari:
50 mg/L ve inkiibasyon siiresi: 24 saat
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Sekil 4.40. P. chrysosporium peletlerinin biyoteknolojik islem 6ncesi (B.O.) ve sonrasi
(B.S.) goriintiileri (Goriintiiler renk giderimi isleminin 24.saatinde alind1)
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Biyoteknolojik islem ge¢irmis boyali atik suyun renginin agik sar1 oldugu
gbzlendi (Sekil 4.41).

A. Mavi 74
B.S.

Sekil 4.41. Boyali atik sularin biyoteknolojik islem oncesi (B.0O.) ve sonrasi (B.S.)
goriintiileri. Fungus tiirii: P. chrysosporium (Gorintiiler renk giderimi isleminin
24 saatinde alind1)
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RY 19’un renginin P. chrysosporium peletleri ile giderimi diger funguslardan
daha fazla olmasina ragmen A. Mavi 74’lin daha diisiiktiir. Diger iki fungusla A. Mavi
74 boyasinin rengi ilk iki saatte % 93’ln lizerinde giderilirken P. chrysosporium
peletleri ile sadece % 78.15+£0.06 oraninda giderildi (Sekil 4.42). Maksimum renk
giderimleri 24. saatte elde edildi. Ayrica P. chrysosporium peletlerinin diger funguslarin
aksine RM 198 ve A. Mavi 74 boyalarini adsorbe ettigi goézlendi (Sekil 4.40).
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Sekil 4.42. P. chrysosporium peletlerinin renk gideriminin (%) zamana bagl degisimi.
Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktart: 0.83 g/50 ml, boya miktart:
50 mg/L ve inkiibasyon siiresi: 24 saat
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4.2. Tekrarh-Kesikli Siirecte Renk Giderimi Calismalar:

4.2.1. Farkhh fungus peletleri ve farklhi boya konsantrasyonlar: ile yiiriitiilen
tekrarh kesikli calismalar

Boyar maddelerin renginin gideriminde biyolojik sistemin uzun siireli kullanimi1
islemin ekonomikligi agisindan dnemli bir faktordiir. En iyi renk giderimi elde edilen
kiiltiir kosullar1 ve pelet miktarlar1 belirlendikten sonra farkli konsantrasyonlardaki
boyalarin renginin giderimi Boliim 3.9’da belirtilen kosullarda tekrarli-kesikli olarak
caligildi. Bu amagla peletlerin tekrar tekrar kullanilabilirlikleri test edildi. 50 mg/L RK
141 boyasmin tekrarli-kesikli siirecte renginin giderimi islemlerinde peletlerin ilk
kullanimi sonucu en iyi renk giderimi P. chrysosporium peletleri ile elde edilirken
(91.82+0.38) peletlerin 2. kullaniminda renk giderimi hizla diisti. Renk giderimi
verimindeki diisis T. versicolor ve F. trogii peletlerinin de 2. kullanimda da
goriilmesine ragmen bu diisiis kismen daha az oldu. P. chrysosporium peletlerinin diger
funguslara gore ilk kullanimda daha fazla boyay1 adsorbe etmesinin buna yol actig
sanilmaktadir. T. versicolor ve F. trogii ve P. chrysosporium peletlerinin 5 kez
kullanim1 sonucunda sirastyla ortalama % 49, 35 ve 37 oraninda renk giderimi verimi
elde edildi (Sekil 4.43). Makroskobik gozlemler tiim fungus peletlerinin, ikinci

kullanimdan sonra boyay1 adsorbe edip koyu kirmiz1 hale geldigini gosterdi.
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Sekil 4.43. Tekrarli kesikli siirecte farkli fungus peletlerinin ile 50 mg/L Reaktif
Kirmizi 141’°in renginin giderimi.
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T. versicolor peletleri ile elde edilen renk giderimi verimi F. trogii peletlerinden
daha yiiksek olmasina ragmen lakkaz aktivitesi daha diistiktiir (Sekil 4.44). T. versicolor
peletlerinin lakkaz aktivitesi ilk kullanimda 0.48+0.001 U/ml olmasia ragmen pelet
kullanimina bagli olarak hizla diisiip 0.04+0.001 U/ml oldu. F. trogii peletlerinin ise
lakkaz aktivitesi ilk kullanimda 0.53+0.02 U/ml iken ikinci kullanimda diistii
(0.19£0.001 U/ml) ve ii¢lincii kullanimda ise tekrar yiikseldi (0.27+0.029 U/ml).
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Sekil 4.44. Tekrarli-kesikli siirecte Reaktif Kirmizi 141’in (50 mg/L) renginin giderimi
sirasinda lakkaz aktivitesi degisimi. T.v.: Trametes versicolor, F.t.: Funalia trogii

RK 120 boyasimin rengi de P. chrysosporium peletleri ile ilk kez diger fungus
peletlerine gore daha iyi giderildi. Peletlerin ikinci kullanimda renk giderimi yiizdeleri
diismesine ragmen bu diisiis RK 141’in renginin giderimindeki gibi (T. versicolor harig)
yiiksek olmadigi tespit edildi. T. versicolor ve F. trogii ve P. chrysosporium peletlerinin
5 kez kullanimi sonucunda sirasiyla ortalama % 46, 36 ve 45 oraninda renk giderimi
elde edildi (Sekil 4.45). Makroskobik goézlemler sonucunda tiim fungus peletlerinin,
ticlincli kullanimdan sonra boyayi daha fazla adsorbe edip koyu kirmizi hale geldigi

tespit edildi.
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Sekil 4.45. Tekrarli kesikli siirecgte farkli fungus peletlerinin 50 mg/L Reaktif Kirmizi
120’nin rengini giderimi.

Bu boyay1 iceren Kkiiltiirlerde, F. trogii peletlerinin ilk kullaniminda, lakkaz
aktivitesi 0.52+0.001 U/ml olurken ikinci kullanimda 0.16+0.001 U/ml’e diistii. Bu
diislis daha once belirtildigi gibi renk gideriminde de oldu. T. versicolor peletleri ile
elde edilen lakkaz aktivitesi pelet kullanim sayisina bagli olarak renk giderimi

veriminde oldugu gibi kademeli olarak diistii (Sekil 4.46).
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Sekil 4.46. Tekrarl kesikli siirecte Reaktif Kirmizi 120’ nin (50 mg/L) renginin giderimi
sirasinda lakkaz aktivitesi degisimi. T.v.: Trametes versicolor, F.t.: Funalia trogii

RM 171 boyasmin renginin tekrarli-kesikli siiregte gideriminde T. versicolor
peletleri 8 kez, F. trogii ve P. chrysosporium peletleri 5 kez kullanilabildi.
(Sekil 4.47). T. versicolor peletlerinin 5. kullanominda elde edilen renk giderimi
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% 63.40+0.27 iken F. trogii ile % 9.92+0.97 ve P. chrysosporium ile % 1.20+0.57dir.
Hem T. versicolor hem de F. trogii peletleri ile elde edilen renk giderimi verimi pelet
kullanim sayisina bagl olarak kademeli olarak diigmesine ragmen bu iki fungusun
lakkaz aktivitesi peletlerin ilk kullanimindan sonra hizla diistii (Sekil 4.48). Swamy ve
Ramsay [ 68] P. chrysosporium peletlerinin tekrarli boya eklemesi islemlerinde renk
giderim yeteneklerinin sinirli oldugunu belirtirken T. versicolor peletlerinin ise birgok

boya ve boya karistimin rengini tekrarli-kesikli siiregte rahatlikla giderdigini rapor

etmistir.
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Sekil 4.47. Tekrarl kesikli siiregte farkli fungus peletlerinin 50 mg/L Reaktif Mavi

171in rengini giderimi
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Sekil 4.48. Tekrarlh kesikli siirecte Reaktif Mavi 171°in (50 mg/L) renginin giderimi
sirasinda lakkaz aktivitesi degisimi. T.v.: Trametes versicolor, F.t.: Funalia trogii
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RM 198 boyasinin renginin tekrarli-kesikli siiregte gideriminde T. versicolor
peletleri 10 kez, F. trogii 8 kez ve P. chrysosporium peletleri 5 kez boyanin rengini
giderdi. T. versicolor peletlerinin ilk alti kullanimda renk giderimi en diisik % 82
olurken bu oran 8. kullanimda % 50’in altina diistii. Fakat F. trogii ve P. chrysosporium
peletlerinin ilk iki kullaniminda renk giderimi % 83’iin lizerinde olurken, renk giderimi
F. trogii i¢in 5. kullanimda, P. chrysosporium igin ise 4. kullannmda % 50’nin altina
diistii. T. versicolor peletleri ile RM 198 boyasmin rengi daha kararli ve uzun siire
giderilebildi. Buna karsilik F. trogii peletlerinin lakkaz aktivitesi T. versicolor’dan daha
yiiksektir (Sekil 4.49-4.50).
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Sekil 4.49. Tekrarli kesikli siiregte farkli fungus peletlerinin 50 mg/L Reaktif Mavi
198’in rengini giderimi
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Sekil 4.50. Tekrarli siiregte Reaktif Mavi 198’in (50 mg/L) renginin giderimi sirasinda
lakkaz aktivitesi degisimi. T.v.: Trametes versicolor, F.t.: Funalia trogii
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RY 19’un renginin tekrarli-kesikli siiregte gideriminde farkli fungus peletlerinin

ilk kullaniminda renk yiizdeleri benzer olurken (>% 89), bu oran P. chrysosporium

peletlerin ikinci kullaniminda % 74.47+0.79’a indi. T. versicolor ve F. trogii peletleri

kullanildiginda renk giderimi sirasiyla

87.34+0.33 ve % 87.27+0.22 oldu.

T. versicolor peletlerinin dordiincii, F. trogii peletlerinin ti¢lincii ve P. chrysosporium

peletlerinin ikinci kullanimindan sonra renk giderimi % 50’nin altina indi. Her iki

fungusun lakkaz aktiviteleri, peletlerin ilk ii¢ kullanimda benzer olmasina ragmen

T. versicolor’un lakkaz aktivitesi, peletlerin dordiincii kullanimda artt1 Sekil 4.51-4.52).
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Sekil 4.51. Tekrarli kesikli siiregte farkli fungus peletlerinin 50 mg/L Reaktif Yesil

19°un rengini giderimi
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Sekil 4.52. Tekrarli kesikli siiregte Reaktif Yesil 19’un (50 mg/L) renginin giderimi
sirasinda lakkaz aktivitesi degisimi. T.v.: Trametes versicolor, F.t.: Funalia trogii



A. Mavi 74 boyasinin renginin tekrarli-kesikli stirecte gideriminde T. versicolor

ve F. trogii peletleri 10 kez ve P. chrysosporium peletleri de 5 kez boyanin rengini

giderdi. F. trogii peletlerinin renk giderim verimi, peletlerin ilk 7 kez kullanimda

% 61’in lizerindeydi. Diger boyalarin aksine hem F. trogii peletleri hem de T. versicolor

peletleri ile A. Mavi 74’in renginin daha kararli ve uzun siire giderildigi tespit edildi.

F. trogii peletlerinin baslangi¢ lakkaz aktivitesi yiiksek olmasina ragmen ikinci pelet

kullanimda hizli bir disiis oldu. T. versicolor peletlerinin lakkaz aktivitesinde de
kademeli bir diisiis gézlendi (Sekil 4.53-4.54).
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Sekil 4.53. Tekrarl kesikli siirecte farkli fungus peletlerinin 50 mg/L Asit Mavi 74’iin
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Sekil 4.54. Tekrarli kesikli siirecte Asit Mavi 74’tin (50 mg/L) renginin giderimi
sirasinda lakkaz aktivitesi degisimi. T.v.: Trametes versicolor, F.t.: Funalia trogii
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Bazi boyalarin lakkaz enzimi i¢in uygun substrat olmadigi bilinmektedir.
Chivukula ve Renganathan [114] T. versicolor, Polyporus pinisitus ve Myceliophthora
thermophila antrakinon ve indigoid boyalarin rengini yiiksek oranda gidermelerine
ragmen, Kirmizi 29’un (azo boya) lakkaz i¢in iyi bir substrat olmadigini bildirmistir.
Ayrica Pyricularia oryzae lakkazinin substrati oksitleyebilmesi igin substratin elektron
acisindan zengin olmasiin gerekli oldugunu belirtmistir. Beyaz ¢iirlik¢iil funguslarin
enzimleri aracilifiyla substratlar direkt reaksiyona girebildigi gibi, yine funguslar
tarafindan sentezlenen diisiik molekiiler agirlikli mediatérler de enzim ile boyanin
reaksiyona girmesine yardimci olabilmektedir. Fakat tekrarli kesikli islemlerde renk
giderimi tamamlandiktan sonra ortam sivisi tamamen alinip yeni boyali atik su ortama
ilave edilmektedir. Yani bosaltilan sivi ile birlikte ortamda bulunan mediatorler de
uzaklagtirllmaktadir. Her bir ortam degisimi i¢in gegen siire 24 saatle sinirlandirilmistir.
Fungus bu siire icinde yeterli miktarda mediator iiretemeyebilir. Bu yilizden lakkaz
enzimi boyayla yeterince reaksiyona giremediginden renk giderim verimleri hizla
diisebilir [155].

Bazi arastiricilar boyanin 6zelliklerinin renk giderimini dogrudan etkiledigini
belirtirken, bazilar1 da renk giderimi ile boya yapisi arasinda dogrudan bir iliski
bulamamistir [19]. Swamy ve Ramsay [41] boyalarin renginin gideriminin sadece
boyanin yapisinin kompleksligine bagli olmadigim1 ve diger bir¢ok faktére baglh
olabilecegi bildirilmistir. Fakat boyalarin kimyasal yapilarinin renk giderimini
etkiledigini yaptig1 ¢calismalarda tespit etmistir. Adosinda vd. [129] stilfonik grup i¢eren
boyali ortamlarda 6n iiremeye tabi tutulan P. chrysosporium’un, siilfonik grup igeren
boyalar1 en yiiksek oranda yiktigini, bunun sonucunda da, renk giderimin fungusun
kometabolitik aktivitesinden dolay1r meydana geldigi ileri siirmistiir. Caligmamizda RK
141 ve RK 120 boyalarmin rengi diger boyalara gore daha zor giderilmektedir.
Ozellikle tekrarli kesikli islemlerde ilk 24 saatte renk giderilmesine ragmen, peletlerin
bu boyalar1 ikinci ve tiglincii yikimlarinda renk giderim yiizdeleri oldukga diismiistiir.

Diisiik konsantrasyonda boya kullanim1 ¢aligmalarindan sonra daha yiiksek boya
konsantrasyonlariin (100 ve 200 mg/L) tekrarli-kesikli siirecte fungus peletlerinin renk
giderim verimine etkisi arastirildi. RK 120°nin miktar1 100 mg/L oldugunda,
T. versicolor ve F. trogii peletlerinin renk giderim verimi ve kullanim sayisi diisti.
P. chrysosporium peletlerinin ise renk giderim verimi 50 mg/L boya miktarina gore artis
gosterdi. Fakat % 50’nin lizerinde renk giderimi (50 mg/L’de oldugu gibi) sadece

peletlerin ilk iki kez kullanimi1 sonucunda elde edildi. Boya miktar iki kat arttiginda
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T. versicolor ve F. trogii peletlerinin ilk 24 saatteki lakkaz aktivitesi diiserek sirasiyla
0.15+0.003 ve 0.24+0.01 U/ml oldu. F. trogii peletlerin ikinci kullanimda lakkaz
aktivitesi 0.86+0.01 U/ml’e yiikseldi (Sekil 4.55-4.56).
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Sekil 4.55. Tekrarh kesikli siirecte farkli fungus peletlerinin 100 mg/L Reaktif Kirmizi
141’in rengini giderimi
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Sekil 4.56. Tekrarli kesikli siiregte Reaktif Kirmizi 141°in (100 mg/L) renginin giderimi
sirasinda lakkaz aktivitesi degisimi. T.v.: Trametes versicolor, F.t.: Funalia trogii

RK 141’in miktar1 200 mg/L oldugunda F. trogii, T. versicolor ve
P. chrysosporium peletlerinin ilk kullanimi sonucu renk giderimi sirasiyla %
65.10+0.19, % 51.10+£0.72 ve % 91.69+0.19°dur. Her ii¢ fungus peletlerinin ikinci kez
kullaniminda renk giderimi hizla distii. F. trogii peletlerinin lakkaz aktivitesi 2. kez
kullanimda hizla artip 1.36+0.13 U/ml olurken renk giderimi sadece % 28.734+0.59°dir
(Sekil 4.57-4.58). Benzer sonuglar Romero vd. [137] tarafindan yapilan calismada
ortama yiiksek miktarda boya ilave edildiginde lakkaz aktivitesinin artmast seklinde

rapor edilmistir.
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Sekil 4.57. Tekrarli kesikli siirecte farkli fungus peletlerinin 200 mg/L Reaktif Kirmizi
141’1in rengini giderimi
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Sekil 4.58. Tekrarli kesikli siiregte Reaktif Kirmizi 141°in (200 mg/L) renginin giderimi
sirasinda lakkaz aktivitesi degisimi. T.v.: Trametes versicolor, F.t.: Funalia trogii

Kiltir 100 mg/L RK 120 igerdiginde T. versicolor ve P. chrysosporium
peletlerinin ilk kullaniminda 50 mg/L’den daha fazla renk giderimi elde edildi
(Sekil 4.59). 50 mg/L boya igeren T. versicolor ve P. chrysosporium kiiltiirlerinin renk
giderimi verimi sirasiyla % 72.24+1.35, % 81.40+0.98 iken boya miktar1 iki katina
cikarildiginda renk giderim verimleri sirasiyla % 81.854+0.43 ve % 95.30+0.048¢

yiikseldi. Fakat peletlerin ikinci ve ii¢lincii kullanimda renk giderimi hizla distii.
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F. trogii peletlerinin ilk kullanimdan sonra lakkaz aktivitesi artarken ti¢lincii kullanimda

tekrar azaldi (Sekil 4.60).
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Sekil 4.59. Tekrarl1 kesikli siiregte farkli fungus peletlerinin 100 mg/L Reaktif Kirmizi
120’nin rengini giderimi
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Sekil 4.60. Tekrarli kesikli siiregte Reaktif Kirmizit 120’nin (100 mg/L) renk giderimi
sirasinda lakkaz aktivitesi degisimi. T.v.: Trametes versicolor, F.t.: Funalia trogii

Boya miktar1 200 mg/L oldugunda sadece P. chrysosporium peletlerinin renk
giderim degeri 50 mg/L’den daha yiiksek oldugu saptandi (Sekil 4.61). Renk giderimi
degeri, 50 mg/L’de % 81.40+0.98 iken 200 mg/L % 92.39+0.13 oldu. F.trogii
peletlerinin lakkaz aktivitesi, peletlerin 2. kez kullaniminda 1.28+0.10 U/ml’e yiikseldi
(Sekil 4.62). Zhang ve Ju [155] boya konsantrasyonun 50 mg/L’den 100 mg/L’ye
ciktiginda fungus peletlerin lakkaz aktivesinin arttigin1 ama serbest peletlerin ikinci ve

ticiincii kullanimlarindan sonra enzim aktivitesinin hizla diistiigiinii rapor etmistir.
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Sekil 4.61. Tekrarl1 kesikli stiregte farkli fungus peletlerinin 200 mg/L Reaktif Kirmizi
120’nin renginin giderimi
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Sekil 4.62. Tekrarli kesikli siiregte Reaktif Kirmizt 120’nin (200 mg/L) renk giderimi
sirasinda lakkaz aktivitesi degisimi. T.v.: Trametes versicolor, F.t.: Funalia trogii

Tekrarl1 kesikli renk giderimi siirecinde, 100 mg/L RM 17171 igeren kiiltiirlerde
T. versicolor ve P. chrysosporium peletleri ile ilk 24 saatte (sirasiyla % 89.19+0.09 ve
95.95+0.12) yiiksek renk giderimleri elde edilirken bu oranlar peletlerin ikinci
kullaniminda hizla diistii. Boya konsantrasyonun artisi F. trogii peletlerinin renk
giderimini azaltt1 (Sekil 4.63). Diger boyalarda oldugu gibi 100 mg/L RM 171’in
renginin gideriminde T. versicolor’un lakkaz aktivitesi ¢ok diisiik olurken F. trogii’nin

lakkaz aktivitesi peletlerin ikinci kez kullanimda artt1 ve sonra diistii (Sekil 4.64).
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Sekil 4.63. Tekrarli kesikli siiregte farkli fungus peletlerinin 100 mg/L Reaktif Mavi
171’in renginin giderimi
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Sekil 4.64. Tekrarli kesikli siirecte Reaktif Mavi 171°in (100 mg/L) renk giderimi
sirasinda lakkaz aktivitesi degisimi. T.v.: Trametes versicolor, F.t.: Funalia trogii

Yiiksek boya konsantrasyonunda (RM 171) P. chrysosporium peletlerinin renk
giderimi verimi ilk 24 saatlik inkiibasyonda diger boyalardan daha yiiksek oldu. Fakat
P. chrysosporium peletlerinin ikinci kez kullaniminda yiiksek renk giderimi hizla diistii.
Makroskobik incelmeler P. chrysosporium peletlerinin  boyalar1 diger fungus
peletlerinden daha fazla adsorbe ettigini gosterdi. 200 mg/L RM 171’in rengini
T. versicolor peletleri 2. kez kullanimlari sirasinda % 69.40+0.04 oraninda giderirken
F. trogii peletlerinin ikinci kullaniminda renk giderimi % 42.47+0.16 oldu. F. trogii
peletlerinin lakkaz aktivitesi peletlerin ikinci kez kullaniminda hizli bir artis gosterdi

(Sekil 4.65-4.66).
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Sekil 4.65. Tekrarli kesikli siiregte farkli fungus peletlerinin 200 mg/L Reaktif Mavi
171’in renginin giderimi
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Pelet Kullanim Sayisi
Sekil 4.66. Tekrarli kesikli siirecte Reaktif Mavi 171°in (200 mg/L) renk giderimi

sirasinda lakkaz aktivitesi degisimi. T.v.: Trametes versicolor, F.t.: Funalia trogii

T. versicolor peletleri, 100 mg/L RM 198’in rengini tekrarli-kesikli siiregte iki
kez sirastyla % 93.44+0.60 ve % 74.60+0.95 oraninda giderdi. F. trogii peletlerinin ilk
iki kez boyanin rengini ortalama % 73 oraninda gidermesine ragmen renk giderimi
verimi T. versicolor’dan (% 84) daha disiiktiir. P. chrysosporium peletleri 50 mg/L
boyanin rengini ilk kullanimda % 91.95+0.32 oraninda giderirken boya miktar: iki kat
arttiginda bu oran % 95.43+0.08’e yiikseldi. Ama ayni peletlerin ikinci kullaniminda
renk giderimi verimi diger boyalarda oldugu gibi hizla diisti. RM 198’in miktar1
artiginda F. trogii peletlerinin lakkaz aktivitesi diger boyali ortamlarda oldugu gibi
artmamustir (Sekil 4.67-4.68).
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Sekil 4.67. Tekrarli kesikli siiregte farkli fungus peletlerinin 100 mg/L Reaktif Mavi

198’in renginin giderimi
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Sekil 4.68. Tekrarli kesikli siirecte Reaktif Mavi 198’in (100 mg/L) renk giderimi
sirasinda lakkaz aktivitesi degisimi. T.v.: Trametes versicolor, F.t.: Funalia trogii

Besiyerine ilave edilen RM 198’in miktar1 200 mg/L’e ¢ikarildiginda sonuglar
100 mg/L boyanin renginin giderimine benzemektedir (Sekil 4.69). Fakat boya artisi,
F. trogii peletlerinin lakkaz aktivitesini peletlerin ikinci kullaniminda artirdi

(Sekil 4.70).
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Sekil 4.69. Tekrarli kesikli siiregte farkli fungus peletlerinin 200 mg/L Reaktif Mavi
198’in renginin giderimi
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Sekil 4.70. Tekrarli-kesikli silirecte Reaktif Mavi 198’in (200 mg/L) renk giderimi
sirasinda lakkaz aktivitesi degisimi. T.v.: Trametes versicolor, F.t.: Funalia trogii

Tekrarli kesikli siiregte ilk kullanimda 50-100 mg/L RY 19’un renk giderimi
sonuglar1 benzer olmasina ragmen boyalarin renginin giderim verimi boya miktar1
artisgina bagl azaldi (Sekil 4.51-4.71). Diisiik boya konsantrasyonlarinda (50 mg/L) T.
versicolor peletlerinin lakkaz aktivitesi peletlerin ilk kullaniminda maksimum olurken
kullanilan boya konsantrasyonu iki katina ¢ikarilinca baslangic lakkaz aktivitesi hizla
diistii. Fakat F. trogii peletlerinde durum tam tersidir. F. trogii peletlerinin ikinci
kullaniminda lakkaz aktivitesi artt1 (Sekil 4.72).
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Sekil 4.71. Tekrarli kesikli siiregte farkli fungus peletlerinin 100 mg/L Reaktif Yesil

19°un renginin giderimi
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Pelet Kullanim Sayisi

Sekil 4.72. Tekrarli-kesikli siiregte Reaktif Yesil 19’un (100 mg/L) renk giderimi
sirasinda lakkaz aktivitesi degisimi. T.v.: Trametes versicolor, F.t.: Funalia trogii

Diger boyalarda oldugu gibi boya miktar1 200 mg/L’ye ¢ikarildiginda hem ilk

kullanim hem de sonraki kullanimlarda renk giderimi azaldi ve bu siirecte renk giderimi

verimi diistii. Boya miktarmin artis1 lakkaz aktivitesini indiiklemesine ragmen renk

giderimi verimini olumsuz yonde etkiledi (Sekil 4.73-4.74).
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Sekil 4.73. Tekrarli kesikli siiregte farkli fungus peletlerinin 200 mg/L Reaktif Yesil
19’un renginin giderimi
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Sekil 4.74. Tekrarli-kesikli siirecte Reaktif Yesil 19’un (200 mg/L) renk giderimi
sirasinda lakkaz aktivitesi degisimi. T.v.: Trametes versicolor, F.t.: Funalia trogii

T. versicolor ve F. trogii peletleri, 100 mg/L A. Mavi 74 boyasmin rengini
tekrarli-kesikli siiregte 3 kez % 50’nin iizerinde giderirken P. chrysosporium
peletlerinin ilk kullaniminda % 77.41+0.05 olan renk giderimi verimi, ikinci kez ayni
peletlerin kullaniminda % 41.20+0.92’ye diistii (Sekil 4.75). F. trogii peletlerinin lakkaz
aktivitesi peletlerin ikinci kullanimda artmistir (Sekil 4.76).
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Sekil 4.75. Tekrarl kesikli siiregte farkli fungus peletlerinin 100 mg/L Asit Mavi 74’iin
renginin giderimi
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Sekil 4.76. Tekrarli kesikli stiregte Asit Mavi 74’iin (100 mg/L) renk giderimi sirasinda
lakkaz aktivitesi degisimi. T.v.: Trametes versicolor, F.t.: Funalia trogii

Besiyerine eklenen A. Mavi 74’lin miktar1 iki kat arttirildiginda T. versicolor
peletleri boyanin rengini 4 kez % 60’1n tizerinde, F. trogii ve P. chrysosporium peletleri
de 2 kez % 50’nin iizerinde giderdi. T. versicolor peletlerinin kullanim sayisinin hem de
renk giderim veriminin diger funguslardan daha yiiksek oldugu tespit edildi. Bununla

birlikte, T versicolor’un lakkaz aktivitesi F. trogii’den daha diisiiktiir (Sekil 4.77-4.78).
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Sekil 4.77. Tekrarh kesikli siirecte farkli fungus peletlerinin 200 mg/L Asit Mavi 74’iin
renginin giderimi
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Sekil 4.78. Tekrarli kesikli stiregte Asit Mavi 74’iin (200 mg/L) renk giderimi sirasinda
lakkaz aktivitesi degisimi. T.v.: Trametes versicolor, F.t.: Funalia trogii

Diazo ve monoklorotriazin yan gruplar tasiyan RK 141 ve RK 120 boyalar1
funguslarla muamele edildikten sonra boyalarin renkleri ilk 24 saatte iyi giderilebildi.
Fakat renk giderimi yiizdeleri diger boyalardan daha diisiik oldu. Ayrica tekrarl kesikli
siirecte funguslar tarafindan bu boyalarin renklerinin giderim verimi diisiiktiir. Bunun
nedenin daha once de belirtildigi gibi boyalarin kimyasal yapisindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Diger boyalarin rengi tekrarl kesikli siirecte ortama ek madde ilave
edilmeden basariyla giderildi. Ortama ek maddeler ilave edildiginde T. versicolor,
F. trogii ve P. chrysosporium peletlerinin renk giderim veriminin ve pelet kullanim

sayisinin bu durumdan nasil etkilendigini tespit etmek {lizere bu asamadan sonra 50
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mg/L boya (sadece RM 171, RM 198, RY 19 ve A. Mavi 74 igin) iceren ortamlara

cesitli ek maddeler ilave edilerek ¢alismalar yiiriitiildii.

4.3. Ek Maddelerin Tekrarh Kesikli Siirecte Renk Giderimi Verimi ve Lakkaz
Aktivitesine EtKisi

Bolim 2.4.2°de belirtildigi gibi beyaz g¢iirlik¢iil funguslarin aromatik bilesikleri
yikimi kometabolik ve/veya ekstra-intraseliiler enzimlerle iligkili bir islemdir ve ek
karbon ve azot kaynaklar1 verimi artirmaktadir. Calismada renk giderim islemlerinde
karbon ve enerji kaynaklari ko-substrat olarak kullanilmis ve kullanilan karbon
kaynaklarmin renk giderimini nasil etkiledigi arastirildi. Caligmamizin bu kisminda
Bolim 3.10°da belirtildigi gibi ek maddeler i¢eren ortamlara fungus peletleri ilave
edildi. Ek maddeler icermeyen ortamlarda fungus peletleri ile tekrarli-kesikli renk
giderimi islemlerinin sonuglari Boliim 4.2°de verilmistir. Bu ortamlarda sadece distile
su ve boya bulunmaktaydi. Bu ortamlara farkli karbon, enerji ve azot kaynaklar1 ve
ayrica bakir ekleyerek bu maddelerin fungus peletlerinin renk giderim verimini, lakkaz
aktivitesini ve pelet kullanim sayisini nasil etkiledigi arastirildi. Kontrol gruplart ve
ortama ek madde ilave edilen ortamlardan elde edilen sonuglar istatistiksel olarak
karsilagtirildi. Ayrica farkli konsantrasyonlarda ek madde ilave edilen ortamlardan elde

edilen sonuglar da kendi aralarinda istatistiksel olarak karsilastirildi.
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4.3.1. Glukozun tekrarh kesikli siirecte renk giderimi verimi ve lakkaz aktivitesine
etkisi

T. versicolor peletlerinin renk giderim verimi 1-2 g/L glukoz icerecek sekilde
hazirlanan ortamlarda glukoz icermeyen kontrole gore etkili sekilde artirdi
(Sekil 4.47, 4.49, 4.51, 4.53 ve 4.79). Ortama 1-2 g/L glukoz ilave edildiginde RK
171’1in renginin giderimi, kontrol grubuna gore peletlerin 2. kullanimi harig istatistiksel
olarak 6nemli diizeyde arttig1 tespit edildi (p<0.05) (Ek 7.1). RK 171’in renk giderimi
ylizdesi, kontrol grubunda peletlerin 7. kullanimdan sonra hizla diiserken glukoz
eklenen ortamlarda en disiik renk giderimi % 73’diir. Glukoz konsantrasyonu
farkliligia bagli (1 ve 2 g/L arasinda) peletlerin 1., 2. ve 5. kullanimda 2 g/L glukoz
renk gideriminde Onemli diizeyde farkliliga sebep olurken peletlerin diger
kullanimlarinda sonuglar benzerdir (p<0.05). 1 g/L glukoz ilavesi, RM 198’in renk
giderim ylizdesinde istatistiksel olarak peletlerin sadece 5-10. kez kullaniminda énemli
diizeyde artisa neden oldu (p<0.05) (Ek 7.2). Swamy ve Ramsay [41] boyali ortama
glukoz ilave ettiginde ilk pelet kullaniminda sadece % 35 oraninda renk giderimi elde
ederken uzun bir lag fazindan sonra inkiibasyonun ileri dénemlerinde renk giderim
yiizdelerinin hizla arttigin1 rapor etmistir. Benzer olarak Cing ve Yesilada [133] ortama
2 g/L glukoz eklenmesinin renk giderim verimini artirdigmni bildirmistir Glukoz
konsantrasyonun iki katina ¢ikarilmasi, peletlerin 2. kullanimdan sonra RM 198’in
renginin gideriminde 6nemli diizeyde farkliliga neden oldu (p<0.05). RY 19 boyasinin
tekrarl siirecte renginin gideriminde ortama 1g/L glukoz ilave edildiginde T. versicolor
peletlerin 1. ve 10. kez kullanimda renk giderimi sirasiyla % 89.77+0.11 ve
% 74.61+0.98 iken glukoz miktar1 2 g/L oldugunda, % 89.99+0.19 ve %
77.58+2.62°dir. Kiiltiire glukoz ilavesi, RY 19’un ve A. Mavi 74’lin renk giderimi
yiizdelerini istatistiksel olarak énemli diizeyde artirdi (p<0.05) (Ek 7.3 ve 7.4). Glukoz
miktarinin artisi, RY 19 i¢in peletlerin 2. kez kullanimda, A. Mavi 74 i¢in de peletlerin

2-4. kez kullanimlarinda renk gideriminde 6nemli diizeyde artisa neden oldu (p<0.05).
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Pelet Kullanim Sayisi

R. Mavi 171

N 1 g/L glukoz
2 g/L glukoz

R. Mavi 198

N 1 g/L glukoz
2 g/L glukoz

R. Yesil 19

® 1 g/L glukoz
2 g/L glukoz

A. Mavi 74

1 g/L glukoz
2 g/L glukoz

Sekil 4.79. Glukozun T. versicolor peletlerinin tekrarli kesikli siiregte renk giderimine
etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktari: 0.59 g/50 ml, boya

miktari: 50 mg/L
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T. versicolor peletlerinin lakkaz aktivitesi, glukoz i¢eren tiim boyali ortamlarda
peletlerin ilk kullaniminda kontrol grubuna (Sekil 4.48, 4.50, 4.52, 4.54 ve 4.80) gore
diisiik olurken kullanim siirecinde glukoz iceren ortamlarda lakkaz aktivitesi diistisleri
kontrol grubundan daha yavas oldu. Yiiksek renk giderimi verimi elde edilmesine
ragmen ortamdaki lakkaz aktivitesi diisiiktiir. Boyali ortamlara ek karbon kaynaginin
ilave edilmesiyle lakkaz aktivitesinin indiiklenmedigi tespit edildi. Benzer sonuclar
Blanquez vd. [138] tarafindan rapor edilmistir. Lakkaz aktivitesi ile renk giderimi
arasinda dogrudan bir iligki bulunamazken baslangicta renk giderimi icin diisiik enzim

aktivitesinin gerekli olabilecegi ileri slirtilmistiir.
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Pelet Kullanim Sayisi
Sekil 4.80. Tekrarli kesikli siiregte renk giderimi sirasinda glukozun T. versicolor
peletlerinin lakkaz aktivitesine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet
miktart: 0.59 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L
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F. trogii peletleri ile glukoz eklenmis ortamlarda RM 171’in renginin giderim
degerleri kontrol grubundan daha disiiktiir (Sekil 4.47, 4.49, 4.51, 4.53 ve 4.81).
Peletlerin ikinci kullanimdan sonra renk giderimi verimi hizla diistii. Benzer sonuglar
Chen vd. [183] tarafindan rapor edilmistir. Fakat glukozun, RM 198 ve A. Mavi 74’iin
renk giderim yiizdelerini kontrole gore énemli diizeyde arttirdig1 saptandi (p<0.05) (Ek
7.6 ve 7.8). Fungus peletleri, bu boyalarin rengini 10 kez kullanim sirasinda kararl
sekilde giderebildi. Yiiksek miktarda glukoz kullanilmast RM 198’in renginin
gideriminde peletlerin 3. kez kullanimindan sonra 6nemli diizeyde etkili olurken, A.
Mavi 74°de 5. kez kullanimdan sonra 6nemli diizeyde etkili olabildi (p<0.05). Benzer
sonuglar Kapdan vd. [127] tarafindan glukoz eklenmesinin Everzol Turkuaz Mavi G
boyasinin renginin gideriminde rapor edilmistir. F. trogii peletleri, RY 19’un rengini 3
kullanimda en diisiik % 78 oraninda giderirken kullanim sayist arttik¢a renk giderimi
verimi hizla diistii. Sonuglarimiz Yesilada vd. [132] ile paralellik gostermektir. Yesilada
vd. tekrarli-kesikli siirecte peletlerin 7. kullaniminda sonra renk gideriminin hizla
distiglinii  belirtmigtir. Khehra vd. [184] bakterilerle azo boyalarinin renginin
gideriminde glukoz igermeyen ortamlarda sadece % 20 oraninda renk giderimi elde
ederken ortama 4.2 mM glukoz ilave ettiginde rengin tamaminin 24 saat icinde
giderildigini rapor etmistir. Fakat glukoz konsantrasyonun artirilmasi (7 mM) renk
gideriminde etkili olmamistir. Glukoz igeren ortamlarda renk gideriminin yiiksek
olmasina ragmen lakkaz aktivitesinin karbon kaynag1 olarak suda ¢oziinen seliiloz ve
hemiseliiloz kullanilan ve glukozun smirli tutuldugu ortamlarda daha yiiksek oldugu

bildirilmistir [185].
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Sekil 4.81. Glukozun F. trogii peletlerinin tekrarli kesikli siiregte renk giderimine etkisi.
Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktar1: 0.82 g/50 ml, boya miktari: 50

mg/L

F. trogii peletlerinin lakkaz aktivitesi, genelde 1 g/L glukoz iceren boyali
ortamlarda daha yiiksek oldu (R. Mavi 171 hari¢). 1 g/L glukoz ve RM 171, RM 198,
RY 19 ve A. Mavi

iceren ortamlardaki
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sirastyla 0.72+0.025, 2.014+0.097, 1.40+0.05 ve 2.92+0.24 U/ml’dir (Sekil 4.82). Prasad

vd. [185] glukozca zengin ortamlarda lakkaz sentezinin inhibe edildigini rapor etmistir.
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Pelet Kullanim Sayisi

Sekil 4.82. Tekrarli kesikli siirecte renk giderimi sirasinda glukozun F. trogii
peletlerinin lakkaz aktivitesine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet
miktart: 0.82 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L

P. chrysosporium peletlerinin glukoz igeren boyali ortamda tekrarli kullanim

sayist sadece A. Mavi 74’lin renginin giderimi ¢alismalar1 sirasinda etkili bir sekilde

arttt. Ortama glukoz ilave edilmesi fungusun A. Mavi 74’{in rengini giderimini de
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onemli diizeyde artird1 (p<0.05) (Ek 7.12). Bu boyanin renginin giderimi i¢in ortama 1
g/L glukoz ilavesi yeterli olmustur (Sekil 4.83). Benzer sonuclar Shahvali vd. [125]

tarafindan rapor edilmistir.
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Pelet Kullanim Sayisi
Sekil 4.83. Glukozun P. chrysosporium peletlerinin tekrarli kesikli siiregte renk
giderimine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktart: 0.83 g/50 ml,
boya miktari: 50 mg/L
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Calismamiz sirasinda bazi boyalarin renginin gideriminde ortamda sadece

glukoz bulunmasi funguslarin renk giderim verimini ve peletlerin tekrarli kullanim
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sayilarii artirdi. Boyali ortamlarda fungus metabolizmasi tarafindan primer karbon
kaynag1 olarak kullanildigi belirtilen glukozun, renk giderimi sirasinda nasil
etkili/etkisiz oldugu tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak glukozun, peroksidaz
aktivitesi i¢in gerekli olan H,O, nin sentezini gergeklestiren glukoz oksidazin substrati
olarak rol oynadigi bilinmektedir [153]. Glukozun peletlerin kararliligini artiric1 etkisi

uygulamanin ekonomikligi agisindan 6nemli olacaktir.
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4.3.2. Maya oziitiiniin tekrarh Kkesikli siirecte renk giderim verimi ve lakkaz
aktivitesine etkisi

RM 171 ve RY 19’in renginin gideriminde, 0.1-1 g/L maya o6ziitii (son
konsantrasyon) iceren ortamlardaki T. versicolor peletlerinin kullanim sayisinin kontrol
grubuna gore arttig1 tespit edildi (Sekil 4.84). RM 198 ve A. Mavi 74’iin renginin
gideriminde pelet kullanim sayis1 ayni olmasina ragmen toplam renk giderimi
ylzdelerinde artis gézlendi (1 g/L maya 6ziitii hari¢). Ortama 1 g/L maya 6ziitli ilave
edildiginde RK 171’in renk giderimi ylizdesi, kontrol grubuna gore peletlerin 6-7.
kullanimlar1 harig istatistiksel olarak onemli diizeyde artt1 (p<0.05) (Ek 7.1). Maya
oziiti konsantrasyonundaki artisin sadece peletlerin 1-4. kullanimlarinda renk
gideriminde O6nemli diizeyde farklihga (p<0.05) sebep olurken peletlerin diger
kullanimlarinda etkili olamadig: tespit edildi. 0.1 g/ maya Oziitii ilavesi RM 198’in
renk giderim ylizdesinde istatistiksel olarak onemli diizeyde artisa neden olurken
(p<0.05) (Ek 7.2) maya Oziitii miktarinin on kat artirilmasi sonucunda peletlerin 5. kez
kullanimindan sonra renk giderimi hizla diistii. RY 19’un renginin gideriminde 1 g/L
maya Oziitii ilavesi kontrol grubuna gore renk giderimi verimini 6nemli diizeyde
artirirken (p<0.05) peletlerin tekrarli kullanim sayisinin artmasinda etkili olamadi.
Benzer sonuglar Chen vd. [183] tarafindan bakterilerle Kirmizi RDN gideriminde elde
edildigi rapor edilmistir. Diisiik miktarda maya 0ziitii kullanildiginda 10 kez aym
peletlerin kullanim1 sonunca RY 19’un rengi ortalama % 71 oraninda giderildi. Kiiltiire
maya Oziitii ilave edilmesi, A. Mavi 74’iin renginin giderimini kontrole gore istatistiksel
olarak oOnemli diizeyde artirdi (p<0.05) (Ek 7.4). Maya oziiti miktar1 on kat
artirlldiginda, A. Mavi 74 i¢in sadece peletlerin ilk kez kullanimda renk gideriminde
onemli diizeyde artis oldu (p<0.05). Khehraa vd. [184] bakterilerle azo boyalarinin
yikiminda denenen organik kaynaklarin i¢inde en iyi sonug¢larin maya 6ziitii ilave edilen
ortamlarda oldugunu bildirmistir. Maya 6ziitliniin bakterilerle azo baglarinin yikiminda

elektron vericisi olan NADH’1n iiretimde rol oynadigi belirtilmistir [186].
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Pelet Kullanim Sayisi
Sekil 4.84. Maya oOziitiintin T. versicolor peletlerinin tekrarli kesikli siire¢le renk
giderimi verimine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktari: 0.59
g/50 ml, boya miktar1: 50 mg/L

1 g/L maya oziiti ve RM 171 ve RM 198 igeren ortamlardaki T. versicolor
peletlerinin lakkaz aktivitesinin (Sekil 4.85), inkiibasyonun ilk kullanimda kontrol

grubuna (Sekil 4.48 ve 4.50) gore yaklasik iki kat arttig1 tespit edildi. Benzer sonuglar
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Prasad vd. [185] tarafindan ortama maya 6ziitli ilave edildiginde lakkaz aktivitesinin
dort kat arttig1 seklinde rapor edildi. Fakat RY 19 ve A. Mavi 74’iin renginin giderildigi
kiiltiirlerde diisiik miktarda maya 0ziitli kullanildiginda peletlerin ilk kullaniminda
lakkaz aktiviteleri en yiiksektir (Sekil 4.52 ve 4.54). Tiim boyali ortamlarda, maya 0ziitii
lakkaz enziminin aktivitesini ilk 24 saatte indiiklemesine ragmen inkiibasyonun ileriki

donemlerinde enzim aktiviteleri hizla diistii (Sekil 4.85).
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Pelet Kullanim Sayisi

Sekil 4.85. Tekrarli kesikli siirecte renk giderimi sirasinda maya 6ziitiiniin T. versicolor
peletlerinin lakkaz aktivitesine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet
miktari: 0.59 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L

145



F. trogii peletleri ile RM 171, RM 198 ve RY 19’un renginin gideriminde
ortamda maya 0ziitli olmasinin kontrol grubuna gore renk giderimi agisindan etkisi
gbzlenmedi (Sekil 4.86). Peletlerin ikinci kullanimdan sonra renk giderimi verimi hizla
diistii. Fakat 1 g/l maya 6ziitli, A. Mavi 74’lin renk giderim ylizdesini 6nemli diizeyde
artird1 (p<0.05) (Ek 7.8) (Sekil 4.53 ve 4.86). Peletlerin 10 kez kullanimi1 sonucunda
toplam renk giderimi % 80’dir. Yiiksek miktarda maya oziitli kullanilmasi, A. Mavi
74’1lin renginin gideriminde peletlerin 2. kez kullanimdan sonra 6énemli diizeyde etkili

olabildi. (p<0.05).
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Pelet Kullanim Sayisi

Sekil 4.86. Maya oOziitiiniin F. trogii peletlerinin tekrarli kesikli siiregte renk giderimine
etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktari: 0.82 g/50 ml, boya
miktart: 50 mg/L
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F. trogii peletlerinin lakkaz aktivitesi, 1 g/L maya 0ziitli iceren RM 171 ve RM

198 ortamlarinda ilk 3 kullanimda 0.1 g/L maya 06ziitii iceren ortamlara gore daha

yiiksek olurken daha sonra hizla diistii. Fakat diisiik miktarda maya oziitii ilave

edildiginde inkiibasyonun ilk giinlerinde diisiik olan lakkaz aktivitesi, peletlerin 4.

kullaniminda en yiiksek degere ulast1 (RY 19 ve A. Mavi 74 dahil) (Sekil 4.87). Benzer

sonuclar Colao vd. [187] tarafindan azotg¢a sinirli ortamlarda rapor edilmistir. Boya

yikimi hem azotga zengin hem de sinirli ortamlarda inkiibasyonun ilk giinlerinde

olmustur [128].
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Pelet Kullanim Sayisi

Sekil 4.87. Tekrarli kesikli siirecte renk giderimi sirasinda maya oziitiiniin F. trogii
peletlerinin lakkaz aktivitesine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet
miktart: 0.82 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L
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Maya oziitii eklenmis ortamlarda, P. chrysosporium peletleri ile renk giderim
calismalarinda elde edilen sonuclar pelet kullanim sayisinin sadece A. Mavi 74’iin
renginin gideriminde arttigin1 gostermektedir. Ayrica maya oziitii A. Mavi 74’un renk
giderimi yiizdelerini de 6nemli diizeyde artird1 (p<0.05) (Ek 71.12). Bununla birlikte,
ortama 06ziit eklenmesi 5. kullanimda kontrole gore daha yiiksek renk giderimi elde
edilmesini saglamistir (Sekil 4.88). Revankar ve Lee [188] Amaranth boyasinin

renginin en iyi nisasta ve maya 0ziitii iceren ortamlarda giderildigini bildirmistir.
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Pelet Kullanim Sayisi

Sekil 4.88. Maya oziitiiniin P. chrysosporium peletlerinin tekrarli kesikli siiregte renk
giderimine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktari: 0.83 g/50 ml,
boya miktari: 50 mg/L
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4.3.3. Peptonun tekrarh kesikli siirecte renk giderimi verimi ve lakkaz aktivitesine

etkisi

Azot kaynagi olarak ortama 0.1 g/L pepton eklenmesi T. versicolor peletlerinin
renk giderimini, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde artirdi
(p<0.05) (Ek 7.1-4). RM 198 ve A. Mavi 74’iin renginin gideriminde peptonlu ortamla
peptonsuz ortamlarda pelet kullanim sayis1 ayni olmasina ragmen kontrol grubunda 10
giinliik renk giderimi verimi sirastyla % 61 ve % 59 iken 0.1 g/l pepton iceren ortamda
% 79 ve % 95’e yiikseldi (Sekil 4.89). Park vd. [119]en iyi renk gideriminin pepton ve
fruktoz iceren ortamlarda oldugunu belirtmigtir. Kiiltiir ortamlarma yiiksek
konsantrasyonda pepton ilavesi RM 171 Kkiiltiirlerinde peletlerin sadece 1. 5. ve 6. kez
ve RY 19 Kkiiltiirlerinde 1., 4-7. kez kullanimlarinda renk gideriminde énemli diizeyde
farkliliga neden oldu. (p<0.05). Fakat RM 171 ve RY 19’un renk giderim yiizdeleri
pepton miktar1 artirildiginda peletlerin 6 kez kullanimda yiiksek renk giderimi verimi
alinmasina sebep olurken peletlerin 6. kez kullanimdan sonra renk giderimi hizla diistii.
Azot smirli ortamlarda zengin ortamlara gore daha gore daha uzun siireli ve kararh
yiiksek renk giderimi verimi elde edildi. Shahvali vd. [125] azotun renk giderimi i¢in
gerekli olan substratlarin hizli tiiketimini engelledigini bildirmektedir. Benzer sonuglar
Dong vd. [189] tarafindan Brilliant Mavi’nin renginin gideriminde, peptonun
indiikleyici oldugu seklinde, rapor edilmistir. Sanghi vd. [139] bir¢ok esansiyel amino
asit igeren organik azot kaynag1 olan peptonun, besiyerine ilave edildiginde iireye gore

cok daha fazla renk giderimi elde edildigini bildirmistir.
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Pelet Kullanim Sayisi

Sekil 4.89. Peptonun T. versicolor peletlerinin tekrarli kesikli siiregte renk giderimine
etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktari: 0.59 g/50 ml, boya
miktart: 50 mg/L
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T. versicolor peletlerinin lakkaz aktivitesinin 1 g/L pepton igeren boyali
ortamlarda (Sekil 4.90) kontrol grubuna (Sekil 4.48, 4.50, 4.52, 4.54) gore ilk

kullanimda daha yiiksek oldugu tespit edildi. Fakat ilerleyen kullanimlarda enzim

aktiviteleri peptona ragmen hizla diistii (Sekil 4.90). Benzer sonuglar Robinson vd.

[128] tarafindan bildirilmistir.
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Pelet Kullanim Sayisi
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Sekil 4.90. Tekrarli kesikli siiregte renk giderimi sirasinda peptonun T. versicolor
peletlerinin lakkaz aktivitesine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet
miktari: 0.59 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L
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F. trogii peletlerinin renk giderimi verimini inceledigimizde, pepton igeren
boyali ortamlarda renk giderim aktivitesinin olumsuz yonde etkilendigi gézlendi. Tiim
boyalarin toplamda renginin giderimi diiserken RM 198 ve A. Mavi 74 igin tekrarli-
kesikli renk giderim sayisi da azaldi. A. Mavi 74’lin renginin gideriminde 0.1 g/L
pepton varliginda sadece ilk 2 kez, 1 g/L pepton varliginda da ilk 3 kez pelet kullanimda
renk giderimi ylizdesinin 6nemli diizeyde arttig1 tespit edildi (p<0.05) (Ek 7.8).
[lerleyen pelet kullammlarinda renk giderimi hizla diistii (Sekil 4.91). Ortama eklenen
organik azot kaynaklarimin hem renk giderimi hem de lakkaz aktivitesi iizerine etkisi
fungus tiirtine gore farklilik goéstermektedir. F. trogii i¢in peptondan ziyade maya

Oziitiinlin daha uygun bir azot kaynagi oldugunu soyleyebiliriz.
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Pelet Kullanim Sayisi
Sekil 4.91. Peptonun F. trogii peletlerinin tekrarli kesikli siirecte renk giderimine etkisi.
Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktari: 0.82 g/50 ml, boya miktari:
50 mg/L
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F. trogii peletlerinin lakkaz aktivitesi, 0.1 g/L pepton i¢eren boyali ortamlarda 4.
kullaniminda, 1 g/L iceren ortamlarda 3. kullanimda en yiiksek degere ulasti (Sekil
4.92). Sentetik tekstil atik suyunun renginin gideriminde azot¢a zengin ortamlarda daha
erken safhada ve daha yiiksek lakkaz aktivitesi elde edildi [128]. Bu c¢alisma ile

sonuglarimiz paralellik géstermektedir.
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Pelet Kullanim Sayisi
Sekil 4.92. Tekrarl kesikli siiregle renk giderimi sirasinda peptonun F.trogii peletlerinin
lakkaz aktivitesine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktar:
0.82 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L
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P. chrysosporium peletlerinin kullanilabilirligine peptonun etkisi sinirli olmus ve
yalnizca A. Mavi 74’lin renginin gideriminde kullanilabilirlik artti. Pepton A. Mavi
74’1in renk giderimini de kontrol grubuna goére 6nemli diizeyde artirdi (p<0.05) (Ek
7.12). 0.1 g/L peptonun, RM 171’in ve RY 19’un 3. kez renginin gideriminden sonra
fungus peletlerin renk giderim veriminin kontrol grubuna gore énemli diizeyde arttigi

tespit edildi (p<0.05) (Sekil 4.47, 4.51 ve 4.93).
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Pelet Kullanim Sayisi

Sekil 4.93. Peptonun P. chrysosporium peletlerinin tekrarli kesikli siiregte renk
giderimine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktari: 0.83 g/50 ml,
boya miktari: 50 mg/L
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4.3.4. Melasin tekrarh kesikli siirecte renk giderim verimi ve lakkaz aktivitesine

etkisi

Dogal bir kaynak olan melasin renk giderimi verimine etkisini test etmek tizere
T. versicolor peletleri melas igeren ortamlara eklendiginde en kararli, en yiiksek ve en
uzun renk giderimi verimi elde edildi (Sekil 4.94). Fungus peletlerinin, boyalarin
rengini giderim verimi 20 kullaniminda bile % 85-95 civarinda oldugu tespit edildi.
Ortamda 0.5-10 g/L (% 0.05-1 w/v) melas bulundugunda RM 171’in renk giderim
degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak Onemli diizeyde artti (p<0.05)
(Ek 7.1). Fungus peletlerinin RM 171’in rengini giderdigi 10 g/ melas i¢eren ortamda
toplam renk giderimi % 87 olurken, melas miktar1 20 kat azaltildiginda toplam renk
giderimi % 90’a yiikseldi. Melasli ortamlardaki RM 198 ve RY 19’un renklerinin
giderimi (peletlerin ilk kullanimlar1 hari¢) kontrol grubundan 6nemli diizeyde farklidir
(p<0.05) (Ek 7.2-3). T. versicolor peletlerinin ilk kullaniminda RM 198’in rengi % 87
oraninda giderilirken son kullaniminda bu oran halen % 89’dur. Fungus peletlerinin RY
19°un rengini giderdigi 10 g/L melas iceren ortamda 20 kullanimlik renk giderimi
verimi % 81 olurken, melas miktar1 20 kat azaltildiginda renk verimi % 93’e yiikseldi.
Sadece distile su ve A. Mavi 74 iceren kontrol grubunda boyanin renk giderimi yiizdesi,
peletlerin 6. kez kullanimdan sonra % 50’nin altina hizla diiserken ortama melas
eklenince A. Mavi 74’iin renk giderimi yiizdesi en diisiik % 91 oldu. 0.5 g/L melas
iceren RM 171, RM 198, RY 19 ve A. Mavi 74 ortamlarinda T. versicolor’un 20 giinliik
toplam renk giderimi verimi sirasiyla % 88, % 94, % 92 ve % 94’diir. Kullanim
boyunca T. versicolor peletlerinin morfolojik yapisi bozulmamis ve peletler boyayi
adsorbe etti (Sekil 4.94). Kapdan [127] Everzol Turkuaz Mavi G boyasinin rengini
melas igeren ortamlarda Coriolus versicolor MUCL ile sadece % 14 oraninda
giderebildi. Ancak diger bir ¢alisgmada melash ortamda iiretilen Candida tropicalis
hiicreleri yiiksek oranda reaktif boya birikimi yapmustir [30]. Atik su aritimlarinda
ortama melas ilave edilmesiyle ilgili calismalar olduk¢a sinirhidir. Arastiricilar melasin
getirecegi ekstra renk ve organik yiikten ¢ekinmektedirler. Fakat calismamizda renk
giderimi ortamlarina ¢ok az miktarda (0.5 g/L) melas eklendiginden bu miktarin renkli
attk suya ¢ok fazla ekstra organik yiik (KOI ve BOI) getirmeyecegi veya asiri
renklenmeye sebep olmayacag diisiiniilmektedir. Ulkemizde 6zellikle pancar melasinin
bol bulunmasi ve ucuz hammadde olmasi da melasin kullanim avantajlarini

artirmaktadir.
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Sekil 4.94. Melasin T. versicolor peletlerinin tekrarli kesikli siiregte renk giderimine
etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktari: 0.59 g/50 ml, boya
miktart: 50 mg/L
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T. versicolor peletlerinin lakkaz aktivitesi melas icermeyen kontrol gruplarinda
ilk kullanimda yiiksek olurken ileri kullanimlarda hizla distii (Sekil 4.48, 4.50, 4.52,
4.54 ve 4.95). 10 g/L melas iceren ortamlardaki lakkaz aktivitesi degerleri de ilk
kullanimdan itibaren diisilk oldu. Azotca zengin melasin, lakkaz aktivitesini inhibe
ettigi dusiiniilmektedir. Fakat melas miktar1 20 kat azaltildiginda T. versicolor
peletlerinin lakkaz aktivitesi kontrol grubuna ve diger ortamlara goére hizla artarak
yiiksek degerlere ulast1.
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Sekil 4.95. Tekrarli kesikli siire¢te renk giderimi sirasinda melasin T. versicolor
peletlerinin lakkaz aktivitesine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet
miktari: 0.59 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L
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RM 171 ve RY 19’un renginin F. trogii peletleri ile gideriminde melash
ortamlarda elde edilen renk giderim verimi kontrol grubuna gore Onemli diizeyde
yiiksektir (p<0.05) (Ek 7.5). Bununla birlikte melas, RM 198 ve A. Mavi 74’{in tekrarli-
kesikli siiregle renk giderimini olumsuz yonde etkilemis ve hem pelet kullanim sayis1
hem de renk giderimi yiizdeleri kontrol grubuna gore azaldi (Sekil 4.96). RY 19’un
renginin giderimi melas iceren ortamlarda peletlerin 3-5. kullanimlarinda kontrol

grubuna gore dnemli diizeyde artt1 (p<0.05) (Ek 7.7).
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Pelet Kullanim Sayisi

Sekil 4.96. Melasin F. trogii peletlerinin tekrarli kesikli stirecte renk giderimine etkisi.
Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktari: 0.82 g/50 ml, boya miktari:
50 mg/L
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F. trogii peletlerinin lakkaz aktivitesi hem kontrol grubuna hem de diger ek
madde ilave edilen ortamlara (bakirli ortamlar harig) gore 0.5 g/L melas igeren ortamda
en ylksek degerlere ulasti. Boyali ortamlardaki en yiliksek lakkaz aktivitesi
Sekil 4.97°deki boya sirasmna gore 1.84+0.33, 1.52+0.01, 3.60+0.04 ve
1.50+0.027 U/ml’dir.
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Pelet Kullanim Sayisi

Sekil 4.97. Tekrarli kesikli siire¢le renk giderimi sirasinda melasin F.trogii peletlerinin
lakkaz aktivitesine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktar::
0.82 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L
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P. chrysosporium peletlerinin melas i¢eren ortamlarda RM 171 ve RY 19’un
renklerini giderim verimleri peletlerin ilk kullanimlari hari¢ kontrol grubuna gore
onemli diizeyde artt1 (p<0.05) (Ek 7.9 ve 7.11). RM 198 ve A. Mavi 74 boyalarinin
rengi, 10 g/L olacak sekilde melas ilave edilen ortamlarda P. chrysosporium peletleri ile
3 kez basari ile giderilirken ilerleyen pelet kullanimlarda renk giderimi verimi hizla
diistii (Sekil 4.98). Kapdan vd. [83] hem anaerobik hem de aerobik aritimda ortama
karbon kaynagi olarak melas ilave ettiginde anaerobik islemde rengin % 85’1, aerobik

aritimda ise sadece % 15’inin giderildigini rapor etmistir.
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Pelet Kullanim Sayisi

Sekil 4.98. Melasin P. chrysosporium peletlerinin tekrarli kesikli siiregte renk
giderimine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktar1: 0.83 g/50 ml,
boya miktari: 50 mg/L
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4.3.5. Peynir alti suyunun tekrarh-kesikli siirecte renk giderimi verimi ve lakkaz
aktivitesine etkisi

Peynir alt1 suyu, peynir (PAS) {iretimi siirecinde {iretilen bir atik sudur. Zengin
icerigi nedeniyle melas gibi dogal bir kaynaktir. PAS eklenmesi (% 5-10 v/v) T.
versicolor peletlerinin tiim boyalar i¢in renk giderim verimlerini artirmustir (Sekil 4.47,
4.49, 4.51, 4.53 ve 4.99). Peynir alti suyu eklenmis ortamlarda RM 171’in 2., RM
198’in 7., RY 19 ve A. Mavi 74’iin 3. kez renginin gideriminden sonra renk giderimi
yiizdelerinin kontrol grubuna gore onemli diizeyde artti (p<0.05) (Ek 7.1-4). PAS
miktarmin iki kat artiritlmasi T. versicolor peletlerinin 5. kez kullanimindan sonra RM
198 ve RY 19’un renk giderimi ylizdesini dnemli diizeyde artt1 (p<0.05). % 10 PAS
icerecek sekilde hazirlanmis ortamlarda T. versicolor’un RM 198 ve A. Mavi 74’lin
rengini giderim verimi sirastyla % 78 ve % 88’dir. Benzer sonuglar Yesilada vd. [132]
tarafindan rapor edilmistir. Aksu vd. [134] Remazol Siyah B boyasinin renginin
Trametes versicolor ile giderildigi ¢alismada ortama ek karbon ve azot kaynagi olarak
PAS (% 29 v/v) ilave etmis ve peynir alt1 suyu iceren ortamlarda diger ek maddeler
(glukoz) ilave edilen ortamlara gore daha fazla renk giderimi elde ettigini bildirmistir.
T. versicolor peletleri ile RM 171, RM 198, RY 19 ve A. Mavi 74’{in rengini giderimin
calismalarinda ortama 2 g/L glukoz olacak sekilde glukoz ilave ettigimizde renk
giderimi verimi sirasiyla % 81, % 89, % 84 ve % 97 olurken ortama % 10 olacak
sekilde peynir alt1 suyu ilave edildiginde renk giderimi verimi sirastyla % 73, % 78,
% 75 ve % 88 oldu. Benzer sonuglar Nagarathnamma vd. [190] tarafindan kagit hamuru

beyazlatma atik suyunun biyolojik yikiminda da elde edilmistir.
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Pelet Kullanim Sayisi
Sekil 4.99. Peynir alt1 suyunun T. versicolor peletlerinin tekrarli kesikli siiregte renk
giderimine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktari: 0.59 g/50 ml,
boya miktari: 50 mg/L
PAS iceren kiiltiirlerin lakkaz aktivite degerleri % 10’luk konsantrasyonlarda

yiiksek bulunurken % 5 PAS igeren kiiltiirlerde lakkaz aktiviteleri diistiktiir
(Sekil 4.100).
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Sekil 4.100. Tekrarl kesikli slirecte renk giderimi sirasinda peynir altt suyunun T.
versicolor peletlerinin lakkaz aktivitesine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik:
30°C, pelet miktari: 0.59 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L
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PAS eklenmesi F. trogii peletlerinin renk giderim verimini de olumlu etkiledi ve
renk giderim verimi artt1 (Sekil 101). F. trogii peletleri, RM 171, RM 198 ve RY 19’un
rengini ortama % 10 PAS igeren ortamlarda daha iyi giderirken A. Mavi 74’un rengini
ortama % 5 PAS igeren ortamlarda daha fazla giderdi. PAS eklenmesi funguslarin
kullanim sayisin1 olumlu etkiledi. Benzer sonuglar Yesilada vd. [120] tarafindan
Astrazon kirmizisinin renginin giderimi ¢alismalarinda, PAS’1n renk giderimi lizerinde

olumlu etkiye neden oldugu rapor edilmistir.
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Pelet kullanim Sayisi
Sekil 4.101. Peynir alti suyunun F. trogii peletlerinin tekrarli kesikli siiregte renk
giderimine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktar1: 0.82 g/50 ml,
boya miktari: 50 mg/L
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F. trogii peletlerinin lakkaz aktiviteleri, % 10 PAS igeren boyali ortamlarda

peletlerin 4 ve 5. kez kullaniminda maksimum degerlere ulast1 (Sekil 4.102).
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Sekil 4.102. Tekrarli kesikli siiregte renk giderimi sirasinda peynir alt1 suyunun F.trogii
peletlerinin lakkaz aktivitesine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet
miktari: 0.82 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L
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P. chrysosporium peletleri ile RM 171 ve RY 19’un renginin giderimi
calismalarinda PAS’in peletlerin tekrarli kullanim sayis1 {izerine olumlu etkisi
gozlenirken RM 198 ve A. Mavi 74’lin renginin gideriminde pelet kullanim sayisi
kontrol grubuyla aynidir. Bununla birlikte, % 10 PAS i¢eren RM 198 kiiltiirlerinde renk
giderim verimi kontrolden daha yiiksek oldu. A. Mavi 74’{in giderimi de 6zellikle son
kullanimlarda artti. Peynir alt1 suyu ilave edilerek elde edilen renk giderimi verimi, RM
171°in 2. ve RY 19’un 3. kez renginin gideriminden sonra kontrol grubuna goére 6nemli
diizeyde artird1 (p<0.05) (Ek 7.9 ve 7.11). A. Mavi 74 hari¢ diger boyalarin renginin
gideriminde % 10 PAS % 5 PAS’a gore daha yiiksek oranda boya yikimina sebep oldu
(Sekil 4.103). Ayrica peletlerin peynir alt1 suyu igeren ortamlarda kontrol grubuna gore
daha az boya adsorbe ettigi tespit edildi.
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Pelet Kullanim Sayisi
Sekil 4.103. Peynir alti suyunun P. chrysosporium peletlerinin tekrarli kesikli siirecte
renk giderimine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktari:
0.83 g/50 ml, boya miktar1: 50 mg/L
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4.3.6. Bakirin tekrarh kesikli siirecte renk giderimi verimi ve lakkaz aktivitesine
etkisi

Boyali ortamlara ¢esitli ek maddeler ilave edilmesi F. trogii peletlerinin lakkaz
aktivitesi indiiklerken T. versicolor peletlerinin lakkaz aktivitesini sadece 0.5 g/L melas
indiiklendi. Lakkaz enzimi, yapisinda Cu atomu olan metalloenzimdir. Ayrica bakir
lakkaz enziminin kofaktoriidiir. Beyaz ciiriik¢iil funguslarin iireme ortamlarina bakir
ilave edildiginde lakkaz aktivitesi hizla artmaktadir [169]. Bu nedenle ¢alismamizin bu
kisminda peletlerin enzim aktivitesini artirmak ve bunun renk giderimi {izerindeki
etkisini test etmek iizere ortama son konsantrasyon 0.5 mM olacak sekilde CuSO4.5H,0
de ilave edildi. Bakir i¢eren ortamlarda T. versicolor peletlerinin renk giderim aktivitesi
10 kullanim siirecinde test edildi. RM 171, RM 198, RY 19 ve A. Mavi 74’lin renk
giderimi verimi sirasiyla % 88, % 86, % 90 ve % 91 oldu (Sekil 4.104). RM 198’in 6.,
RY 19’un 2. ve A. Mavi 74’lin 3. kez renginin gideriminden itibaren elde edilen renk
giderimi ytlizdeleri kontrol grubuna gore 6nemli diizeyde yiiksek olurken RM 171’in
renk giderimi ylizdelerinin tekrarli-kesikli siire¢ boyunca kontrole gore dnemli diizeyde
yiiksek oldugu saptand1 (p<0.05) (Ek 7.1-7.4).

Bakir eklenmesi, T. versicolor peletlerinin lakkaz aktivitesini ilk 4-5 kez
kullanimda kontrol grubuna gore énemli diizeyde artirdi (p<0.05). Fakat peletlerin ilk
iki kullaniminda yiiksek olan lakkaz aktivitesi ileri donemlerde diistii. Bakirh
ortamlardaki lakkaz aktivitesi kontrol grubuna gore 6nemli diizeyde yiiksek olmasina
ragmen 0.5 g/L melas iceren ortamdaki lakkaz aktivitesinden 6nemli diizeyde diigiiktiir
(p<0.05). T. versicolor’un hiicre dis1 lakkaz aktivitesi, bakirli ortamlarda peletlerin
ikinci kullantmindan sonra hizla diiserken renk giderimi yiizdeleri % 80’nin iizerinde
olmustur. Blanquez vd. [138] tarafindan Trametes versicolor peletleri ile Gri Lanaset
G’nin renginin giderildigi kesikli calismada yiiksek renk giderimi (% 90.6 22. saat
sonra) bildirmis ve ekstraseliiler lakkaz enzimi ile renk giderimi arasinda bir iligki
saptanamamistir. Baglangicta boya adsorbsiyonundan sonra boyanin hiicre igine
alindig1, metal kompleks boya baglarinin yikildig1 ve ekstraseliiler lakkaz enziminin

aksine intraseliiler lakkaz aktivitesinin yliksek oldugu rapor edilmistir.
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Pelet Kullanim Sayisi

Sekil 4.104. Bakirin T. versicolor peletlerinin tekrarli kesikli siirecte renk giderimine ve
lakkaz aktivitesine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktar::
0.59 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L
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Bakir eklenmesi RM 171 ve RM 19’un renk gideriminde kontrol grubuna gore
F. trogii peletlerinin kullanim sayisini artird1 (Sekil 4.105). RM 171in 1.,4-5. kez, RM
198’in 3-8. kez, RY 19’un 3-5. kez ve A. Mavi 74’un 10 kez renginin giderildigi
durumlarda elde edilen renk giderimi yiizdeleri kontrol grubuna gore énemli diizeyde
artt1 (p<0.05) (Ek 7.5-8). F. trogii peletleriyle A. Mavi 74’iin renk giderim verimi
% 96’dir. Peletlerin 2. kullaniminda RM 171, RM 198 RY 19 ve A. Mavi 74 igeren
ortamlarda sirasiyla 7.39+0.74, 7.61+0.49, 7.48+0.37 ve 6.90+0.05 U/ml ile bu ¢alisma
biitiiniin en yiliksek lakkaz aktivite degerleri saptandi. 2. kullanimdan sonra lakkaz
aktivitesi diismeye basladi. Fakat yine de 5. kullanima kadar elde edilen lakkaz aktivite
degerleri 1 U/ml’nin iizerinde oldu. Ileri dénemlerindeki lakkaz aktivite degerlerindeki
diisiisiin ortamda boyadan baska ek karbon ve azot kaynaginin olmamasindan
kaynaklanabilir. Baldrian ve Gabriel [191] 0.5-10 mM Cu konsantrasyonun hiicre dis1
lakkaz sentezini olumlu etkiledigini fakat kiiltiirden farkli zamanlarda alinan &rnekler
arasinda onemli farklar oldugunu rapor etmistir. Galhaup ve Haltrich [192] bakirin
lakkaz sentezinden ziyade var olan proteinlerin aktivasyonunu i¢in gerekli oldugunu

bildirmistir.
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Pelet Kullanim Sayisi

Sekil 4.105. Bakirin F. trogii peletlerinin tekrarli kesikli siirecte renk giderimi verimine
ve lakkaz aktivitesine etkisi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktari:
0.59 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L
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Ek maddelerin serbest peletlerin kullanim sayisina, renk giderimi verimine ve
lakkaz aktivitesine etkisinin test edildigi ¢alismalar ek maddeye, fungus tiiriine ve
boyanin yapisina bagl olarak verimin degisecegini gosterdi. Genel olarak RM 198 ve
A. Mavi 74’lin rengi tiim kiiltiirde diger boyalara gore daha iyi giderilirken besiyerine
ek madde ilavesi RM 171 ve RY 19’un da renginin giderebilirligini olumlu etkilemistir.
Serbest peletlerle tekrarli kesikli siirecte boyalarin giderilebilmistir. Fakat bazi
boyalarin ortamlarinda fungus peletlerin morfolojileri hizla bozuldu. Diger sebeplerle
birlikte bu bozulmadan kaynaklandigini diigiindiigtimiiz olumsuzluklar renk gideriminde
de diisiise neden olmustur. Bu nedenle, ¢alismamizin bu asamasindan sonra serbest
peletler yerine tutuklanmis hiicreler kullanarak tutuklamanin renk giderimi verimi,

lakkaz aktivitesi ve tutuklanmis hiicre kullanimi sayisi iizerine etkisi arastirildi.
4.4. Tutuklamanin Renk Giderimi Verimi ve Pelet Kullanim Sayis1 Uzerine Etkisi

4.4.1. Aktif karbona tutuklanmis hiicrelerin renk giderimi verimi ve lakkaz
aktivitesi

Bolim 3.11.1°de belirtildigi gibi aktif karbona tutuklannmus T. versicolor,
F. trogii ve P. chrysosporium peletlerinin tekrarl kesikli siirecte renk giderimi verimi
ve lakkaz aktivitesi tespit edildi.

Boyalarin renginin gideriminde aktif karbona tutuklanmig T. versicolor
peletlerinin tekrarli kullanim sayis1 serbest peletlere gore azaldi. Tutuklanmis pelet
kullanimi, RM 171’in 1., RM 198’in 2-3., RY 19 ve A. Mavi 74’iin 1-3. kez renginin
giderildigi durumlarda kontrol grubuna gore Onemli diizeyde yiiksek renk giderimi
verimi elde edilmesine neden oldu (p<0.05) (Ek 7.13-16). Fakat renk giderim ylizdeleri
daha sonra hizla diistii. Boyali ortamlarda tutuklanmis peletlerin baslangi¢c lakkaz
aktiviteleri kontrol grubuna goére oldukg¢a disiiktiir. Zhang ve Ju [155] yaptiklari
calismada baglangicta aktif karbona tutuklanmis peletlerin lakkaz aktivitelerinin serbest
peletlerden diisiikk oldugunu rapor etmistir Tutuklanmis peletlerin ilk kullanimlarindan
sonra lakkaz aktivitesi artmis ve daha sonra diismiistiir (Sekil 4.106). Bu artisin, Zhang
ve Ju [155] belirttigi gibi aktif karbona adsorbe olmus lakkazin serbest hale

ge¢mesinden kaynaklandig1 sanilmaktadir.
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Pelet Kullanim Sayisi

Sekil 4.106. Aktif karbona tutuklanmis T. versicolor hiicrelerin tekrarli kesikli siirecte
renk giderim verimi ve lakkaz aktivitesi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet
miktart: 0.59 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L
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Tutuklanmis F. trogii hiicreleri ile RM 198 ve A. Mavi 74’iin renginin
gideriminde aktif karbona tutuklanmis funguslarin kullanim sayis1 serbest peletlere gore
azaldi. A. Mavi 74 boyasinin renginin giderildigi ilk kullanim harig, tutuklanmis
funguslarla elde edilen renk giderim yiizdeleri de serbest peletlerden diisiiktiir. Aktif
karbona tutuklanmis peletlerin lakkaz aktiviteleri de kontrol grubuna gore (A. Mavi 74
hari¢) ilk kullanimdan itibaren diisiiktiir. Tutuklanmis T. versicolor peletlerinin lakkaz
aktiviteleri 2. kullanimindan itibaren yiikselirken tutuklanmig F. trogii peletlerinin

lakkaz aktivitesi (A. Mavi 74 hari¢) hizla diistii (Sekil 4.107)
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Pelet Kullanim Sayisi

Sekil 4.107. Aktif karbona tutuklanmis F. trogii hiicrelerinin tekrarli kesikli siiregte
renk giderim verimi ve lakkaz aktivitesi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet
miktart: 0.59 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L
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4.4.2. Lignosellillozik materyale tutuklanmis hiicrelerin renk giderim verimi ve

lakkaz aktivitesi

Beyaz ciiriik¢iil funguslar i¢in tutuklama ajani olarak bir¢cok lignoselliilozik
materyal test edildi. Test edilen materyaller i¢inde ¢am kozalagina hem T. versicolor
hem de F. trogii miselleri rahatlikla tutunup pelet olusturabildiler. Cam kozalaginin dis
yapist yumusak ve piirlizlii oldugundan fungus miselleri cam kozalagina tutunduktan
sonra kozalagin yiizeyinde iireyip pelet haline doniistii. Boliim 3.11.2°de belirtildigi gibi
hazirlanan ¢am kozalagina tutunmus peletler boyali ortamlara alind.

Cam kozalagna tutuklanmig T. versicolor peletlerinin renk giderim veriminin
(A. Mavi 74 hari¢) kontrol grubundan daha diisiik oldugu saptandi. Tutuklanmis
hiicreler RM 171 ve RY 19’un renginin gideriminde kontrol grubundan daha az
kullanilabildi. Tutuklanmis hiicreler, RM 171 ve RY 19’un rengini ilk 2 kullanimda en
az % 79 verimle giderirken bu verimin inkiibasyonun ilerleyen donemlerinde hizla
distiigii saptandi. RM 198’in renginin tutuklanmis hiicrelerle tekrarli-kesikli giderim
sayist kontrol grubuyla ayni olurken renk giderim verimi boyanin 4. kez giderimden
sonra kontrol grubuna gore hizla diistii (Sekil 4.108). A. Mavi 74’lin 2-6. ve 8. kez
renginin giderildigi tekrarli-kesikli siirecte elde edilen renk giderim yiizdelerinin kontrol
grubundan 6nemli diizeyde yiiksek oldugu saptandi (p<0.05) (Ek 7.16). Cam kozalagina
tutuklanmig  T. versicolor peletlerinin baslangi¢ lakkaz aktivitesinin serbest
peletlerinkinden yaklasik iki kat daha az oldugu tespit edildi. Libra vd. [69] aktif
enzimlerin birgogunun fungusun yapigkan tabakasinda alikonuldugunu bildirmistir.

Lakkaz aktivitesi inkiibasyonun sonraki donemlerinde de hizla diistii.
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Sekil 4.108. Cam kozalagina tutuklanmig T. versicolor hiicrelerin tekrarl kesikli siirecte
renk giderim verimi ve lakkaz aktivitesi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet

miktart: 0.59 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L
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Serbest peletler ile RM 171’in rengi ilk 24 saatte % 84.15+0.27 oraninda
giderilirken ¢am kozalagma tutuklanmig F. trogii peletleri ile sadece % 66.63+0.11
oraninda giderildi. Tutuklanmis peletler ile RM 198 ve RY 19’un baslangi¢c renk
giderim verimi serbest peletlerle elde edilen sonuglarla benzer olmasina ragmen
peletlerin ikinci kullanimlarindan itibaren renk giderimi verimi hizla diistii. Cam
kozalagina tutuklanmis peletler tekrarli-kesikli siiregte A. Mavi 74 hari¢ diger boyalarin
rengini iyl gideremedi. A. Mavi 74’lin 5. kez renginin giderimi hari¢ tekrarli-kesikli
stirecte elde edilen diger renk giderim yiizdelerinin kontrol grubundan énemli diizeyde
yiiksek oldugu saptandi (p<0.05) (Ek 7.20). Tutuklanmis F. trogii peletlerinin baslangig
lakkaz aktivitesinin RY 19’un renginin gideriminde kontrol grubundan énemli diizeyde
yiiksek oldugu saptandi. Tutuklanmis peletlerin lakkaz aktivitesi hem RM 171’in hem
de RY 19’un renginin ilk kez gideriminden sonra yiikselerek serbest peletlerin lakkaz
aktivitesi degerlerinden {i¢ kat daha fazla oldu. Fakat peletlerin 3. kullanimindan sonra
lakkaz aktivitesi hizla diistii. A. Mavi 74’ilin renginin gideriminde peletlerin 7. ve 9.
kullanim1 hari¢ elde edilen lakkaz aktivitesinin kontrol grubundan 6nemli diizeyde
yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.05). Benzer sonu¢lar Mazmanci vd. [154] tarafindan
kabak lifine tutuklanmig Funalia trogii ile Reaktif 5 boyasinin renginin giderimde elde
edilmistir. RM 198’in renginin gideriminde tutuklanmis peletlerin lakkaz aktiviteleri
diisiik olmasina ragmen renk giderim yiizdeleri yiiksek oldu. Fakat A. Mavi 74 iceren
boyali ortamlarda yiiksek seyreden renk giderimi ylizdelerine paralel lakkaz aktiviteleri

de siire¢ boyunca yiiksek kaldi (Sekil 4.109).
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Pelet Kullanim Sayisi

Sekil 4.109. Cam kozalagina tutuklanmis F. trogii hiicrelerinin tekrarli kesikli siiregte
renk giderim verimi ve lakkaz aktivitesi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet
miktart: 0.59 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L
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4.4.3. Aljinat icerisine tutuklanmis hiicrelerin renk giderim verimi ve lakkaz
aktivitesi

Aljinat icerisine Boliim 3.11.3’de belirtildigi gibi tutuklanan T. versicolor,
F. trogii ve P. chrysosporium fungus hiicreleri ile boya igeren ortamlarda tekrarli-
kesikli renk giderimi islemi yapildi. Serbest peletlere gore tutuklanmig hiicrelerin renk
giderim verimi RM 171’in 1., 3., 5., RM 198’in 3., RY 19’un 1-5. ve A. Mavi 74’iin 3.,
4., 5. ve 6. kez renginin giderildigi durumlarda énemli diizeyde yiiksek oldu (p<0.05)
(Ek 7.13-16). A. Mavi 74 hari¢ diger boya igeren kiiltiirlerde tutuklanmis hiicrelerin
lakkaz aktivitesi kontrol grubundan daha yiiksektir. Lakkaz aktivitesindeki bu artigin
aljinat igerisine tutuklanan funguslarin 1 giin sabouraud dekstroz sivi besiyerinde 30°C
ve 150 rpm’de inkiibe edilmelerinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Ramsay [153]
tutuklanmig peletleri renk giderimi islemlerinde kullanildiktan sonra 18 saat kompleks
besiyeri igersinde inkiibe etmistir. Lakkaz aktivitesinin tutuklanmis hiicre kullanim
sayisina bagl olarak azaldigi saptandi. Tutuklanmis hiicrelerin lakkaz aktivitelerinin
azalmaya bagladig1 (2. pelet kullanimi) anlarda renk giderim verimleri yiikselmeye
devam etti (Sekil 4.110). Couto vd. [157]’nin yaptig1 caligmada ortama bakir ilave
edilerek lakkaz aktivitesinin 2200 U/L’e ¢ikarildigi durumda bile Indigo Karmin
boyasinin rengi ancak 3 giin i¢inde giderilebilmistir. Bu ¢alismada renk gideriminde
hem ekstraseliiler lakkazin hem de iiremeyle iligskili mekanizmanin rol oynadigi

belirtilmistir.
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Pelet Kullanim Sayisi
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Sekil 4.110. Aljinat igerisine tutuklanan T. versicolor peletlerinin tekrarli kesikli siiregle
renk giderim verimi ve lakkaz aktivitesi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet
miktart: 0.59 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L

A. Mavi 74’lin rengi serbest peletlerle 5 kez en diisiik % 82 oraninda giderilirken

tutuklanmig peletlerle boyanin rengi 7 kez en diisik % 83 renk giderimi verimi ile

uzaklastirilabildi (Sekil 4.111). A. Mavi 74’1in ilk kez renginin giderimi hari¢ diger renk

giderimi yiizdeleri serbest peletlerden 6nemli diizeyde yiiksek oldugu saptandi (p<0.05)
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(Ek 7.20). Diger boyalarin rengi de tutuklanmis F. trogii hiicreleri ile daha kararl
sekilde giderildi. Renk giderimi oncesi tutuklanmig F. trogii hiicrelerinin sabouraud
dekstroz sivi besiyerinde 1 giin inkiibe edilmesi lakkaz aktivitesinin artisina neden
olmadi. RY 19 hari¢ diger boyali ortamlardaki baslangic lakkaz aktivitesi serbest
peletlerden daha diisiik bulundu. Tutuklanmis hiicrelerin lakkaz aktiviteleri ilk 3

kullanimda benzer olurken ilerleyen kullanimlarda diistii.
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Pelet Kullanim Sayisi

Sekil 4.111. Aljinat icerisine tutuklanan F. trogii hiicrelerin tekrarli kesikli siirecte renk
giderim verimi ve lakkaz aktivitesi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet
miktart: 0.82 g/50 ml, boya miktari: 50 mg/L
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Serbest peletlerin RM 171, RM 198, RY 19 ve A. Mavi 74’iin rengini ilk
kullanimda sirasiyla % 91.68+0.60, % 91.95+0.31, % 91.55+0.17 ve % 86.48+0.89
oraninda giderirken aljinat icerisine tutuklanmis P. chrysosporium peletlerin renk
giderimi sirasiyla % 87.60+0.51, % 85.10+0.57, % 87.13+0.09 ve % 69.44+0.45 oldu
(Sekil 4.112). RY 19’un renginin 2-5. kez giderimde elde edilen renk giderimi

yiizdelerinin serbest peletlerden 6nemli diizeyde yiiksek oldugu saptandi.
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Pelet Kullanim Sayisi

Sekil 4.112. Aljinat igerisine tutuklanan P. chrysosporium hiicrelerin tekrarli kesikli
siiregte renk giderim verimi ve lakkaz aktivitesi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik:
30°C, pelet miktart: 0.83 g/50 ml, boya miktart: 50 mg/L
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4.5. Sentetik Atik Suyun Renginin Giderimi

Calismanin bu kisminda Boliim 3.9.1°de belirtildigi gibi hazirlanan sentetik atik
suyun tekrarli-kesikli renk giderimi yapildi. T. versicolor peletleri ile son konsantrasyon
50 mg/L olacak sekilde R. Mavi 171, R. Mavi 198, R.Yesil 19 ve A. Mavi 74
boyalarmin karisimindan olusan sentetik atik suyun (SAS4) rengi ilk pelet
uygulamasinda % 90.47+0.30 oraninda giderilirken (Sekil 4.113A) boyalarin
karisiminin konsantrasyonu 100 mg/L olunca bu oran % 84.91+£0.43 (Sekil 4.113B)
oldu. Yiiksek konsantrasyonda boya igeren sentetik atik suyun rengi ortama ek
maddeler ilave edilmeden iki kez basar1 ile giderildi. Peletler, sentetik atik suyun
rengini (her iki boya konsantrasyonunda) iki kez en diisiik % 81 oraninda giderirken bu
oran ilerleyen kullanimlarda hizla diistii. Peletlerin lakkaz aktivitesinin de pelet

kullanim sayisina bagl olarak azaldig1 saptandi.
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Pelet Kullanim Sayisi

Sekil 4.113. T. versicolor peletlerinin R. Mavi 71, R. Mavi 198, R.Yesil 19 ve A. Mavi
74’den olusan sentetik atik suyun (SAS4) tekrarli kesikli siirecte renginin giderim
verimi ve lakkaz aktivitesi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktari:
0.59 g/50 ml, boya miktari: A; S0mg/L, B; 100 mg/L.

182



F. trogii peletleri SAS4’tin rengini daha uzun siire giderilebildi. Son
konsantrasyon 50 mg/L olacak sekilde boya karisimi igeren SAS4’ilin rengi ilk pelet
uygulamasinda % 84.92+0.20 (Sekil 4.114A) oraninda giderilirken boya karigiminin
konsantrasyonu 100 mg/L oldugunda bu oran % 75.81+ 0.36 oldu (Sekil 4.114B). Bu

ortamlarda tek boya iceren ortamlara gore daha diistik lakkaz aktivitesi elde edildi.
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Pelet Kullanim Sayisi

Sekil 4.114. F. trogii peletlerinin R. Mavi 71, R. Mavi 198, R.Yesil 19 ve A. Mavi
74°den olusan sentetik atik suyun (SAS4) tekrarl kesikli siiregte rengini giderim verimi
ve lakkaz aktivitesi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktari:
0.82 g/50 ml, boya miktar1: A; 5S0mg/L, B; 100 mg/L.

Calisma ayrica 6 boya iceren sentetik atik suyla da yapildi. Bolim 3.9.1°de
belirtildigi gibi hazirlanan alt1 boyanin (SAS6) karisimindan olusan sentetik atik suyun
renginin giderimi iglemlerinde iki farkli dalga boyunda renk 6l¢iimii yapildi. Mavi ve
yesil boyalarin karistimi 613 nm’de en yiliksek absorbansa neden olurken kirmizi
boyalarin karigimiyla 546 nm dalga boyunda yiiksek absorbans tespit edildi. Fungus
icermeyen kontrol gruplarinin spektrofotometrik analizleri sonucu SAS6’nin renk
Ol¢timii her iki dalga boyunda yapildi. Son konsantrasyon 50 mg/L olacak sekilde boya
karisimi igeren SAS6’nin rengi T. versicolor peletleri ile ilk 24 saatte en diisiik % 87
oraninda giderilirken (Sekil 4.115A) boya miktar1 artirildiginda bu oran en diisiik % 67
oldu (Sekil 4.115B). 50 mg/l boya karigim1 igeren SAS6’nin rengi T. versicolor peletleri
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ile iki kez yiiksek oranda (% 88.55+1.71 ve % 82.44+0.228) giderildi. Renk giderimi
baslangigta yliksek olmasina ragmen pelet kullanim sayisina bagli olarak hizla diistii.
Diisiik boya konsantrasyonunda lakkaz aktivitesi peletlerin ikinci kullanimda en yiiksek

olurken daha sonraki kullanimlarda hizla diistii (Sekil 4.116).
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Pelet Kullanim Sayisi
Sekil 4.115. T. versicolor peletlerinin R. Kirmiz1 141, R. Kirmizi 120, R. Mavi 71, R.
Mavi 198, R.Yesil 19 ve A. Mavi 74’den olusan sentetik atik suyun (SAS6) tekrarl

kesikli siiregte rengini giderim verimi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet
miktart: 0.59 g/50 ml, boya miktari: A; 50mg/L, B; 100 mg/L.
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Sekil 4.116. R. Kirmiz1 141, R. Kirmiz1 120, R. Mavi 71, R. Mavi 198, R.Yesil 19 ve A.
Mavi 74’den olusan sentetik atik suyun (SAS6) tekrarl kesikli slirecte renk giderimi
sirasinda T. versicolor peletlerinin lakkaz aktivitesi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik:
30°C, pelet miktari: 0.59 g/50 ml, boya miktari: 50mg/L, 100 mg/L.

F. trogii peletlerinin SAS6’nin rengini giderim verimi genelde T. versicolor’dan
daha diisiiktiir. 50 mg/l boya karigimi igeren (Sekil 4.117A) SAS6’nin rengi tekrarh-
kesikli siiregte iki kez en diisiik % 75 oraninda giderilirken (613 nm’de) boya miktar iki
katina (Sekil 4.117B) cikarilinca renk giderimi verimi % 60’lara diistii. 546 nm’de
yapilan renk Olclimleri sonucunda elde renk giderimleri Reaktif diazo kirmizi
boyalarinin yeterince yikilamamalarindan dolay1 daha diisiik oldugu tespit edildi. Boya
miktarinin artis1 fungus peletlerinin renk giderim veriminin diismesine neden olmustur.
F. trogii peletlerinin renk giderim verimi T. versicolor’dan daha diisiik olmasina ragmen

lakkaz aktivitesinin daha yiiksek oldugu saptandi (Sekil 4.118).
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Pelet Kullanim Sayisi
Sekil 4.117. F. trogii peletlerinin R. Kirmiz1 141, R. Kirmiz1 120, R. Mavi 71, R. Mavi
198, R.Yesil 19 ve A. Mavi 74’den olusan sentetik atik suyun (SAS6) tekrarh kesikli
stiregte rengini giderim verimi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik: 30°C, pelet miktari:
0.59 g/50 ml, boya miktar1: A; 50mg/L, B; 100 mg/L.
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Pelet Kullanim Sayisi

Sekil 4.118. Kirmiz1 141, R. Kirmiz1 120, R. Mavi 71, R. Mavi 198, R.Yesil 19 ve A.
Mavi 74’den olusan sentetik atik suyun (SAS6) tekrarli kesikli siirecte renk giderimi
sirasinda F. trogii peletlerinin lakkaz aktivitesi. Calkalama hizi: 150 rpm, sicaklik:
30°C, pelet miktart: 0.59 g/50 ml, boya miktar1: 50mg/L, 100 mg/L.
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4.6. Lakkaz Enziminin Elektroforetik Analizi

Calismamizin bu asamasinda farkli renk giderimi ortamlarindan alinan
orneklerde lakkaz enziminin elektroforetik ozellikleri tespit edildi. Boyali atik sular
T. versicolor ve F. trogii peletleri ile muamele edildikten lakkaz aktivitesinin yiiksek
oldugu rengi giderilmis atik su ornekleri toplanip 4°C’de muhafaza edildi. Bolim
3.14.3’de belirtildigi gibi konsantre edilen o6rnekler protein elektroforez islemleri i¢in
hazirland1. Orneklerin elektroforotik dzellikleri hem dogal hem de SDS poliakrilamid
jel elektroforezinde tespit edildi. Dogal poliakrilamid jel elektroforezi sonucunda
yapilan aktivite boyamada F. trogii’ye ait lakkaz enziminin tek bantta ABTS ile
reaksiyona girdigi goriiliirdi. (Sekil 4.119).

Sekil 4.119. F. trogii lakkaz 6rneginin dogal poliakrilamid jel elektroforezi sonrasi
aktivite boyama sonuglari. 1, ABTS ile aktivite boyama; 2, guaikol ile aktivite boyama

Ayni lakkaz ornekleri SDS poliakrilamid jel elektroforezinde de yiiriitildi.
Elektroforez sonrasi protein bantlar1 hem giimiis boyama hem de coomassie boyama ile
boyandi. F. trogii lakkaz enzimine ait sadece bir protein bandi tespit edilmistir. Lakkaz
enziminin yaklasik molekiiler agirligi 61 kDa olarak hesaplanmistir (Sekil 4.120).
Deveci vd. (2004) [193] ve Unyayar vd. (2005) [194] SDS poliakrilamid jel
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elektroforezi sonuglarina gore F. trogii lakkaz enzimine ait yaklasik 65 kDa agirliginda

tek bant tespit ettiklerini rapor etmistir.

205kDa

116 kDa
97.4 kDa

29 kDa

.

Sekil 4.120. Funalia trogii lakkaz orneklerinin SDS-Poliakrilamid jel elektroforez
analizleri. 1, standart proteinler (glimiis boyama); 2, CuSO4.5H,0 ilave edilen renk
giderimi ortamindan alinan 6rnek (Giimiis boyama); 3, CuSO4.5H,0 ilave edilen renk
giderimi ortamindan alinan 6rnegin ABTS ile aktivite boyamasi; 4, CuSO4.5H,0 ilave
edilen renk giderimi ortamindan alinan Ornek (coomassie boyama); 5, standart
proteinler (coomassie boyama)

SDS poliakrilamid elektroforez sonrasi protein bantlar1 hem giimiis boyama hem
de coomassie boyama ile boyandi. Tutuklanmig T. versicolor peletlerle renk giderimi
yapilan ortamdan alinan Ornek giimiis boyamada yaklasitk 64 kDa ve 50 kDa
buytikliigiinde iki bant halinde goriilmiistiir (Sekil 4.121). Bu bantlarin lakkaz enzimine
ait olduklarinin ispatlanabilmesi i¢in yapilan aktivite boyama sonucunda sadece 64 kDa
molekiiler agirlikta olan T. versicolor lakkaz enziminin ABTS ile reaksiyona girdigi
gbzlenmistir. Lorenzo vd. (2006) SDS poliakrialmid jel elektroforezi sonucunda tiim
kiiltir kosullarindan T. versicolor orneklerinde Lak I ve Lak II diye adlandirdigi
molekiiler agirliklar1 yaklasik 60 ve 65 kDa olan iki farkli izoenzim igeren lakkaz

enzimi bantlar1 tespit ettigini rapor etmistir [195]. Bourbonnais vd. (1995) SDS
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poliakrilamid jel elektroforezi sonucunda 67 (Lak I) ve 70 (Lak II) kDa agirhiginda iki
bant tespit ettigini ve Lak II enziminin spesifik aktivitesinin Lak I’den daha fazla

oldugunu bildirmistir [196].

205kDa ™ 205kDa
116 kDa | 116 kDa
66 kDa . 66 Da

. 45kDa

0w .

Sekil 4.121. Trametes versicolor lakkaz drneklerinin SDS-Poliakrilamid jel elektroforez
analizleri. 1, standart proteinler (giimiis boyama); 2, aljinat jel igerisine tutuklanmis
T. versicolor peletlerinin RM 198’in rengini giderdigi ortamdan alinan &rnek (Giimiis
boyama); 3, CuSO4.5H,0 ilave edilen renk giderimi ortamindan alinan 6rnegin ABTS
ile aktivite boyamasi; 4, CuSO4.5H,0 ilave edilen renk giderimi ortamindan alinan
ornek (coomassie boyama); 5, standart proteinler (coomassie boyama)
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5. SONUC ve ONERILER

Tiirkiye tekstil sanayinde hizla gelisip sektoriinde biiylik pazar paylarina sahip
olan diinya devleri ile yarisir duruma gelmistir. Ulkemizde pamuklu kumas veya iplik
boyama oldukca yaygindir. Reaktif azo ve indigo boyalar hem boyama asamasinda
hem de boyama sonrasi avantajlarindan dolay1 sikca tercih edilmektedir. Ayrica reaktif
boyalarin kimyasal yapilar1 kolaylikla degistirilip farkli oksokrom ve kromofor gruplar
tasiyan yeni boyalar siirekli sentezlenmektedir. Boyalarin renginin giderimi ile ilgili
birgok c¢aligma olmasina ragmen, yaptigimiz ¢aligma farkli kimyasal yapilardaki tekstil
boyalarinin renginin ¢esitli beyaz cliriik¢iil fungus peletleri tarafindan etkili bir sekilde
gideriminin yapilabilecegini gosteren calismalardan biridir. Fungus peletleri ile yapilan
calismalarin sayist ¢ok smirli olmakla birlikte renk giderimi islemlerinde kompleks
besiyerleri kullanilmigtir. Bu agidan c¢aligmamiz boyali ortamlara ek madde ilave
etmeden hem serbest hem de tutuklanmis peletlerle tekrarli kesikli siiregte cesitli
boyalarin renginin giderildigi bir calismadir.

T. versicolor ve F. trogii peletlerinin miktar1 artikga RK 120, RK 141 ve RM
171’in renginin giderilebilirligi artarken, diger boyalarin rengi kullanilan tim pelet
miktarlarinda yiiksek oranda giderilebilmistir. P. chrysosporium peletlerinin miktari
arttikca boyalarin renginin giderilebilirligi artmistir. RM 198, RM 171 ve A. Mavi
74’1n rengi T. versicolor ve F. trogii peletleri tarafindan hem statik hem de ¢alkalamali
kosullarda basariyla giderilmistir.

Tekstil endiistrisinde siirekli yiiksek miktarda boyali atik su agiga ¢ikmaktadir.
Yapilan bir¢cok caligmada boyalarin renginin giderimi giinlerle ifade edilen siireclerde
gerceklesebilmistir. Calismamizda T. versicolor, F. trogii ve P. chrysosporium peletleri
ile RM 198 ve A. Mavi 74’lin rengi ilk iki saatte en diisik % 84 oraninda basariyla
giderilmistir. Fungus tiirlerine bagli olarak RM 171 ve RY 19 boyalarinin rengi de 12
saat gibi kisa bir siirede giderilirken, RK 141 ve RK 120’in rengi en iyi 24 saat i¢inde
giderilmistir. Bu sonuglar tekstil endiistrisinde boyali atik sularin aritimi igin pratik
islemlerin gelistirilmesinde bir¢ok avantajlar sunmaktadir.

Renk gideriminde en uygun sicaklik olan 30°C T. versicolor ve F. trogii’nin
optimum {iireme sicakligidir. Bu da caligsmalarda biiyiik kolaylik saglamaktadir. Ayrica
uygulanan diger sicakliklarda da yiiksek renk giderimleri elde edilmistir. Tekstil
sanayinde ac¢iga c¢ikan atik suyun sicakligi uygulama islemlerine gore farklilik

gostermektedir. Bu agidan uygulanan sicaklik ve elde edilen renk giderimi yilizdelerine
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bakildiginda test edilen tiim sicakliklarda fungus peletlerinin boyalarin rengini giderdigi
tespit edilmistir.

Baslangi¢ pH’siin tiim funguslarin renk giderim aktivitesini degisen oranlarda
etkiledigi fakat genellikle bu etkinin sinirli oldugu tespit edilmistir. Baslangic pH
degerleri 3-10 oldugu durumlarda renk giderimi veriminin yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Calismamizin sonucunda ortamin baslangic pH’sinin islem Oncesi
ayarlanmasinin gerekli olmadig1 gozlenmistir. Boylece pH ayarlama islemleri icin
ortama ayrica kimyasal madde eklenmemesi biiyiik bir avantajdir.

Tekrarli kesikli siliregte ortama ek madde ilave edilmeden RK 141 ve RK
120°nin rengi daha az giderilirken, 6zellikle RM 198 ve A. Mavi 74’iin rengi uzun bir
slire ve kararli bir sekilde giderilebilmistir. P. chrysosporium peletleri boyay1 daha fazla
adsorbe ettiginden, peletlerin ilk kullanimda renk giderimi verimi yiiksekken peletlerin
boyay1 adsorbe etme kapasiteleri ikinci ve lgiincii kullanimlarda azaldigindan renk
giderim verimlerinin de hizla diistiigii tahmin edilmektedir.

Tekrarli kesikli siiregte, T. versicolor peletleri ile RM 171, RM 198 ve RM
19°un rengi en iyi ortama melas, glukoz ve bakir ilave edildiginde giderilirken, en
yiiksek lakkaz aktivitesi 5 g/l melas ilave edilen ortamda tespit edilmistir. Ayrica melas
eklenen ortamda boyalarin rengi T. versicolor peletleri ile 20 kez basariyla giderilmistir.
Melas eklenmis ortamlarda peletlerin 20 giin boyunca ortalama % 93 oraninda renk
giderim verimlerini siirdiirmeleri olduk¢a Onemlidir. Peynir altt suyu ilave edilen
ortamlarda kontrol grubuna goére baglangicta yiliksek renk giderimi verimleri elde
edilmesine ragmen peletlerin tekrarli kullanimina bagli olarak renk giderimi verimi
hizla diigmiistiir. A. Mavi 74’iin rengi test edilen tiim ortamlarda kolaylikla ve uzun siire
ayni peletlerle giderilebilmistir. Ayn1 peletlerin tekrarli-kesikli islemler boyunca tekrar
tekrar kullanilabilmesi yontemin pratik ve uygulanabilir oldugunu gostermektedir. F.
trogii peletleri ile A. Mavi 74’lin rengi en iyi bakir siilfat eklenen ortamlarda
giderilmistir. Bakirli ortamda F. trogii peletlerinin lakkaz aktivitesi A. Mavi 74
boyasiin renginin ikinci kez gideriminde calisma boyunca elde edilen en yiiksek
degere ulagmasina ragmen boyanin li¢iincii kez renginin gideriminden sonra hizla
dismiistiir. F.trogii peletleri RM 171, RM 198 ve RY 19’un rengini de ortama Bakir
siilfat eklendiginde 10 kez basariyla giderirken, RM 198’in renginin glukoz igeren
ortamda da yliksek oranda giderildigi tespit edilmistir. Ortama pepton ve maya 0ziitii
ilave edildiginde ek madde ilave edilmeyen ortamlara gore peletlerin lakkaz aktivitesi

artmasina ragmen, renk giderimi verimi énemli diizeyde artmamistir. Lakkaz aktivitesi

191



ile renk giderimi arasinda siki bir iliski bulunamamistir. T. versicolor ve F. trogii
kullanilan ¢aligmalarda renk giderimi mekanizmasi inkiibasyonun ilk saatlerinde hem
biyosorpsiyon hem de biyolojik yikim olarak gerceklesirken inkiibasyon siiresince renk
gideriminin biyolojik yikimla gerceklestigi tespit edilmistir. ~ P. chrysosporium
peletlerinin diger funguslara gére boyay1 peynir alt1 suyu igeren ortamlar hari¢ daha
fazla adsorbe ettigi gézlenmistir.

Aktif karbona ve ¢cam kozalagma tutuklanmis peletlerin toplam renk giderim
verimi serbest peletlere gore daha azdir. Sadece aljinat igerisine tutuklanmis F. trogii ve
P. chrysosporium, RM 198 ve A. Mavi 74’iin rengini serbest peletlere gore daha iyi
giderdigi icin serbest pelet kullannminin maliyet ve liretim agisindan daha avantajh
oldugu saptanmistir.

Boyalarin belli oranlarda karigimi sonucu elde edilen sentetik atik suyun rengi T.
versicolor ve F. trogii peletleri ile ortama ek madde ilave edilmeden en az iki kez
basariyla giderilmistir.

Calismamizda renklerinin giderebilirligi arastirilan reaktif azo boyalar
Tiirkiye’de tekstil sanayinde sikg¢a kullanilan boyalardir. Fakat mevcut aritim
sistemlerindeki  aktif c¢amur {nitelerinde atitk sularin  rengi tam  olarak
giderilememektedir. Tiirkiye’de atik su desarj standartlarinda hala renkle ilgili
standartlar bulunmamaktadir. Rengin tam olarak giderimi atik su aritma islemlerinde en
son basamakta uygulanan fiziko-kimyasal islemlerle olabilmektedir. Bu islem i¢in ¢ok
fazla kimyasal tiiketilip su i¢inde ¢Oziinmiis olan boya coktiiriildiikten sonra kat1 atik
haline doniistiiriilmektedir. Tekstil atik sularinin aritimi i¢in 6nerdigimiz biyoteknolojik
yontem mevcut geleneksel aritim sistemleri ile birlikte uygulandiginda biiyiik
kolayliklar saglayabilecektir. Bunun gerceklesebilmesi i¢cin dncelikle laboratuvar 6lgekli
calismalarda beyaz ciiriik¢iil funguslar, kimyasal yapilar1 farkli bircok boya ile farkl
ortam sartlarinda muamele edilerek renk giderimi verimleri ve endiistriyel Olgekte
uygulanabilirligi arastirilmistir. Calisma sonuglarimiz, énerdigimiz yontemin yapilacak
ek caligmalarla ileri donemlerde endiistriyel boyuta uygulanabilir hala gelebilecegini

gostermektedir.
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7. EKLER

7.1. Besiyerine Ek Maddeler ilave Edilerek Yapilan Tekrarhi-Kesikli Renk Giderimi Cahsmalari ve Istatistiksel Analiz Sonuclar:

EK 7.1. Ek madde ilave edilen ortamlarda T. versicolor peletleri ile Reaktif Mavi 171’in tekrarli-kesikli siire¢le renginin giderimi

Renk Giderimi (%)
PKS 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8.
Kontrol 85.53+0.17 83.35+0.41 67.21+0.06 64.77+0.29 63.39+0.27 57.07+0.25 42.75+0.38 2.40+0.39
Glukoz
1g/LL 86.73+0.17° 67.72+0.19° 76.01+0.57% 84.55+0.60" 78.99+1.95% 78.88+2.87% 74.70+2.66 81.61+0.85%
2 g/LL 88.55+0.33* 73.72+£2.97% 80.15+3.93" 83.46+3.33% 86.80+3.46™ 78.48+7.88% 73.86+4.42% 77.43+£9.56%
Maya oziitii
0.1 g/L 89.46+0.82% 76.92+1.19° 80.04+0.68" 60.12+2.84° 69.43+8.17° 62.19+1.10° 41.55+5.16 28.86+3.77°
1g/L 91.02+0.38™ 87.68+£1.51™ 86.59+3.22™ 87.46+3.08™ 76.70+£2.20% 51.76+3.44 27.48+4.45% 15.56+£2.51*
Pepton
0.1 g/L 90.29+0.38* 90.29+0.68" 91.53+1.10% 86.66+2.10° 73.97+3.08" 61.76+2.30° 54.45+7.88* 48.02+1.30°
1g/LL 90.88+0.27* 86.62+1.26% 87.42+1.87% 88.84+1.57% 85.64+4.09™ 86.66+0.95™ 31.084+2.94* 16.07+3.81*
Melas
% 0.05’lik 89.27+0.22% 88.38+0.38" 88.26+0.27% 83.81+0.13% 87.37+0.18* 88.234+0.20° 90.69+0.18* 86.61+0.28*
% 1’lik 90.514+0.22* 89.61+0.06™ 89.39+0.72* 88.49+0.25* 88.39+0.69™ 87.34+0.88Y 88.214+0.35% 87.344+0.23*
PAS
% 5’lik 81.15+0.40° 81.12+0.54° 77.62+1.38" 83.38+0.29% 84.62+0.09" 80.68+1.21* 64.82+0.11% 65.01+£0.43*
% 10’luk 88.67+0.14™ 90.71£1.02* 85.96+2.68" 78.63+£2.13% 75.22+7.22% 72.59+£2.27% 67.96+1.20" 50.98+1.88"
Bakir
0.5 mM 90.29+0.76" 88.88+1.26° 89.134+0.93* 87.35+1.09% 87.82+0.73% 88.73+0.33% 90.37+0.13° 88.22+0.11%

PKS: Pelet kullanim sayisi.

* Ek madde igeren ve igermeyen ortamlardaki (kontrol) renk giderimi ylizdeleri fungus peletlerinin kullanim sayilarina gore kiyaslandiginda, ek maddeler kontrol grubuna

gore fungus peletlerinin renk giderimi verimini 6nemli diizeyde artmistir (p<0.05).
" Ek madde igeren ve igermeyen ortamlar (kontrol) kiyaslandiginda fungus peletlerinin renk giderimi verimi agisindan 6nemli diizeyde farklilik yoktur (p>0.05).
¢ Kontrol grubu degerleri ek madde ilave edilen renk giderimi ortamlarinda elde edilen renk giderimi veriminden 6nemli diizeyde yiiksektir (p<0.05).

* Boyali ortamlara eklenen yiiksek miktardaki ek maddelerin fungus peletlerinin renk giderimine etkisi diisiik miktardaki ek maddeden 6nemli diizeyde yiiksek olmaktadir

(p<0.05)

¥ Ek madde konsantrasyonlar1 arasinda fungus peletlerinin renk giderimine verimine etki agisindan 6nemli diizeyde farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

“Boyali ortamlara eklenen diisiik miktardaki ek maddelerin renk giderimine etkisi yiiksek miktardaki ek maddeden dnemli diizeyde yiiksek olmaktadir (p<0.05).
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EK 7.2. Ek madde ilave edilen ortamlarda T. versicolor peletleri ile Reaktif Mavi 198’in tekrarli-kesikli siiregle renginin giderimi

Renk Giderimi (%)
PKS 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Kontrol 92.23+0.22 91.19+0.42 83.94+0.32 83.59+0.18 81.71+0.18 81.57+0.12 53.64+0.16 31.63+0.37 13.20+0.53 4.11+0.58
Glukoz
1g/LL 90.84+1.28°  86.38+0.948° 84.85+8.06°  86.07+6.85°  92.407+0.37° 91.22+0.46* 91.01+0.18"  89.62+0.52*  83.70+0.82"  86.31+0.21°
2 g/LL 91.43+0.10™  90.25+2.29"™  88.16+1.36™  90.18£0.91% 92.16+0.10% 88.96+2.90  88.44+1.26™ 85.93+2.42** 85.06+1.88" 87.39+1.22%
Maya oziitii
0.1 g/LL 89.97+0.18"  91.26+0.89°  92.344+0.42"  91.12+0.36*  90.25+1.09°  88.30+0.10*  74.9243.29°  70.25+0.95*  56.461+2.93* 32.39+4.83"
1g/L 92.62+0.22™  91.64+0.38"”  91.61+0.53"  91.12+0.31%  70.57+1.78 52.70£4.30% 31.35+1.10% 17.56+0.10% -- --
Pepton
0.1 g/L 90.53+1.01°  93.00+0.10*  92.69+1.18"  90.35+0.84*  89.90+0.99"  88.78+0.16"  79.62+2.26"  80.22+4.29°  62.10+6.78"  17.56+0.10°
1¢g/L 92.65+0.34™  91.68+0.12"*  87.25+3.90™  92.20+0.26™  87.15+0.64™ 88.37+1.33"  64.02+3.33%  18.43+1.29% -- --
Melas
% 0.05’lik 87.32+0.16°  85.11+0.20° 91.01+0.34*  91.83+0.01*  92.94+0.22*  92.18+0.44*  93.79+0.47°  93.69+0.20°  93.98+0.15*  94.23+0.01°
% 1’lik 87.47+0.21%  91.00+0.59™  91.55+0.18™ 91.20+0.77* 89.85+2.37 89.21+0.93* 90.15+0.76 89.24+0.66 89.27+0.50* 88.11+1.33*
PAS
% 5’lik 85.84+0.14°  84.49+0.39°  83.68+0.22°  85.39+0.25"  72.44+0.39°  69.51+0.96°  46.82+0.49°  38.55+0.52°  54.10+0.29°  37.39+0.56
% 10’luk 85.62+1.60%  76.95+0.40% 79.73+3.77%  76.24+5.18%  75.64+5.73%  79.17+5.71™  79.20+3.44™  74.40+4.79™  75.34+4.42%  79.99+0.34™
Bakiar
0.5 mM 88.85+1.01°  87.81+0.42°  83.60+0.64°  79.62+0.79°  80.77+1.27°  84.85+1.37*°  87.57+0.38"  89.20+0.16"  88.68+0.22"  88.51+0.28"

PKS: Pelet kullanim sayisi.
* Ek madde iceren ve igermeyen ortamlardaki (kontrol) renk giderimi ylizdeleri fungus peletlerinin kullanim sayilarina gore kiyaslandiginda, ek maddeler kontrol grubuna
gore fungus peletlerinin renk giderimi verimini 6nemli diizeyde artmistir (p<0.05).

" Ek madde ieren ve icermeyen ortamlar (kontrol) kiyaslandiginda fungus peletlerinin renk giderimi verimi agisindan 6nemli diizeyde farklilik yoktur (p>0.05).

¢ Kontrol grubu degerleri ek madde ilave edilen renk giderimi ortamlarinda elde edilen renk giderimi veriminden 6nemli diizeyde yiiksektir (p<0.05).

* Boyali ortamlara eklenen yiiksek miktardaki ek maddelerin fungus peletlerinin renk giderimine etkisi diisiik miktardaki ek maddeden 6nemli diizeyde yiiksek olmaktadir

(p<0.05)

¥ Ek madde konsantrasyonlar1 arasinda fungus peletlerinin renk giderimine verimine etki agisindan 6nemli diizeyde farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

“Boyali ortamlara eklenen diisiik miktardaki ek maddelerin renk giderimine etkisi yiiksek miktardaki ek maddeden nemli diizeyde yiiksek olmaktadir (p<0.05).



90¢

EK 7.3. Ek madde ilave edilen ortamlarda T. versicolor peletleri ile Reaktif Yesil 19’un tekrarli-kesikli siiregle renginin giderimi

Renk Giderimi (%)
PKS 1. 2. 3. 4. S. 6. 7. 8.
Kontrol 89.88+0.47 87.34+0.33 76.64+0.38 60.32+0.49 28.94+0.33 16.98+0.19 15.60+0.06 5.48+0.95
Glukoz
1g/L 89.7740.11°  87.70£0.22°  83.68+2.57*  87.96+4.18"  89.08+0.85"  82.84+7.10°  84.48+1.17°  87.60+0.85"
2 g/LL 89.99+0.19”  88.83+0.72*  85.89+2.78"  87.20+0.56” 90.01+1.76” 85.93+2.45"  82.34+1.76"  82.84+3.27“
Maya oziitii
0.1 g/LL 89.19+0.64"  88.47+0.93°  86.14+3.91"°  74.03+4.50°  71.74+4.06°  86.07+0.61°  83.42+1.63"  60.43+3.16"
1g/L 91.69+0.13"  90.75+0.47™ 89.37+2.05%  89.59+1.87™ 71.31+4.75% 61.77+0.62*  30.11+4.53"  13.13£0.63"
Pepton
0.1 g/LL 89.77+0.38"  90.610+0.56* 92.202+0.45* 84.91+3.70°  60.827+1.19* 57.93+0.70°  54.23+1.91°  50.27+4.11°
1g/L 92.35+£0.35" 91.33+0.13"  86.72+0.07** 91.88+0.27" 86.62+0.66™ 87.890+1.38" 62.53+£3.47" 15.05+1.34"
Melas
% 0.05’lik 88.68+£0.17*  87.91+0.38"  87.14+0.13*  91.35+0.05*  91.54+0.05*  93.64+0.44°  93.22+0.36"°  93.94+0.13"
% 1’lik 88.67£0.57  90.50+0.84™  91.12+0.06®  89.84+1.44™  89.02+1.55" 89.64+0.31% 90.19+0.36 89.64+0.31*
PAS
% 5’lik 77.40+0.79°  86.60+0.53°  81.57+0.15*  82.31+0.17*  82.15+1.56*  77.95+1.31°  59.5243.67°  54.23+1.97°
% 10’luk 89.77+0.68™  90.19+1.10™  77.69+3.67™ 85.08+6.78"  84.55+1.10%  85.98+4.06™  79.28+5.46™ 48.67+1.25%
Bakar
0.5 mM 88.94+0.55°  89.95+0.17°  90.42+0.47°  88.65+1.14*  88.14+1.23"  90.57+0.49a  91.88+0.41°  91.33+0.13"

PKS: Pelet kullanim sayisi.
* Ek madde iceren ve igermeyen ortamlardaki (kontrol) renk giderimi ylizdeleri fungus peletlerinin kullanim sayilarina gore kiyaslandiginda, ek maddeler kontrol grubuna
gore fungus peletlerinin renk giderimi verimini 6nemli diizeyde artmistir (p<0.05).
" Ek madde ieren ve icermeyen ortamlar (kontrol) kiyaslandiginda fungus peletlerinin renk giderimi verimi agisindan 6nemli diizeyde farklilik yoktur (p>0.05).
¢ Kontrol grubu degerleri ek madde ilave edilen renk giderimi ortamlarinda elde edilen renk giderimi veriminden 6nemli diizeyde yiiksektir (p<0.05).

* Boyali ortamlara eklenen yiiksek miktardaki ek maddelerin fungus peletlerinin renk giderimine etkisi diisiik miktardaki ek maddeden 6nemli diizeyde yiiksek olmaktadir

(p<0.05)

¥ Ek madde konsantrasyonlar1 arasinda fungus peletlerinin renk giderimine verimine etki agisindan 6nemli diizeyde farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).
“Boyali ortamlara eklenen diisiik miktardaki ek maddelerin renk giderimine etkisi yiiksek miktardaki ek maddeden nemli diizeyde yiiksek olmaktadir (p<0.05).



LOT

EK 7.4. Ek madde ilave edilen ortamlarda T. versicolor peletleri ile A. Mavi 74’iin tekrarli-kesikli siiregle renginin giderimi

Renk Giderimi (%)
PKS 1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Kontrol 96.79+0.05 96.33+0.12 91.14+0.05 81.71+0.07 71.45+0.19 56.60+0.13 44.26+0.17 30.30+1.37 20.27+0.95 09.70+0.37
Glukoz
1g/LL 96.28+0.03°  96.41+0.08°  93.54+1.44*  95.90+0.44° 97.11+0.07° 96.99+0.10° 96.79+0.44"  97.21+0.03° 97.15£0.03*  96.86+0.38"
2 g/LL 96.41+0.127  96.75+0.21™  96.59+0.07™ 96.48+0.07* 97.08+0.05™ 97.13+0.13% 96.68+0.36Y 97.11+£0.19”  97.01+0.03** 97.13+0.00%
Maya oziitii
0.1 g/LL 96.73+0.07°  96.67+0.10°  96.84+0.19"  96.35+0.62"  96.14+0.73*  96.16£0.03*  96.46+0.55"  95.28+0.58" 74.21+1.65*  59.33+2.13°
1g/L 96.84+0.00™  96.80+0.17%  96.76£0.03% 96.89+0.17% 68.36+0.71% 67.62+0.96” 49.89+1.76™ 43.350+2.14% 32.82+0.82% 19.71+0.67*
Pepton
0.1 g/L 96.89+0.00"  96.79+0.00°  97.13+0.00"°  97.15+0.03*  96.44+0.06"  96.22+0.05"  96.14+0.07*  96.12+0.30° 94.35+0.87*  81.83+£2.30°
1¢g/L 96.92+0.06”  97.08+0.10™ 96.73+£0.07"" 96.94+0.08" 88.34+0.42%* 88.37+1.24* 74.47+£2.17% 49.38+2.80""  34.27+1.55" 18.86+0.36"
Melas
% 0.05’lik 93.75+0.13°  91.66+0.15° 94.37+0.19"  94.99+0.20*° 93.06+0.28"  92.79+0.83"  95.10+0.37*  95.41+0.06" 95.81+0.00*  95.86+0.21°
% 1’lik 94.67+0.20%  94.40+£0.09 94.26+0.117 94.87+0.017 94.10+0.63" 93.44+0.817 94.43+0.23" 94.72+0.15"  93.74+0.04 93.77+0.47*
PAS
% 5’lik 92.10+1.28°  89.61+0.43°  92.01+0.58"  93.09+0.29*  92.07+0.39"  91.92+0.42"  92.91+0.19*  91.56+0.60" 88.47+1.64*  70.99+1.64°
% 10’luk 87.08+0.42°  88.89+0.54%Y 90.00+0.38 91.37+0.31**  90.90+0.52%* 91.254+0.92% 90.50+1.60" 90.94+0.907  86.96+4.99%  72.30+3.30"
Bakiar
0.5 mM 96.20+0.03°  96.32+0.08°  96.38+0.12°  96.38+0.06"°  96.40+0.12°  96.65+0.17*  96.12+0.54"  85.09+3.66° 76.32+2.94*  72.66+1.88"

PKS: Pelet kullanim sayisi.
* Ek madde iceren ve igermeyen ortamlardaki (kontrol) renk giderimi ylizdeleri fungus peletlerinin kullanim sayilarina gore kiyaslandiginda, ek maddeler kontrol grubuna
gore fungus peletlerinin renk giderimi verimini 6nemli diizeyde artmistir (p<0.05).

" Ek madde ieren ve icermeyen ortamlar (kontrol) kiyaslandiginda fungus peletlerinin renk giderimi verimi agisindan 6nemli diizeyde farklilik yoktur (p>0.05).

¢ Kontrol grubu degerleri ek madde ilave edilen renk giderimi ortamlarinda elde edilen renk giderimi veriminden 6nemli diizeyde yiiksektir (p<0.05).

* Boyali ortamlara eklenen yiiksek miktardaki ek maddelerin fungus peletlerinin renk giderimine etkisi diisiik miktardaki ek maddeden 6nemli diizeyde yiiksek olmaktadir

(p<0.05)

¥ Ek madde konsantrasyonlar1 arasinda fungus peletlerinin renk giderimine verimine etki agisindan 6nemli diizeyde farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

“Boyali ortamlara eklenen diisiik miktardaki ek maddelerin renk giderimine etkisi yiiksek miktardaki ek maddeden nemli diizeyde yiiksek olmaktadir (p<0.05).



EK 7.5. Ek madde ilave edilen ortamlarda F. trogii peletleri ile Reaktif Mavi 171’in
tekrarli-kesikli siire¢le renginin giderimi

Renk Giderimi (%)
PKS 1. 2. 3. 4. 5.
Kontrol 84.15+0.27 79.317+0.70 59.83+1.40 39.95+2.14 9.924(0.97
Glukoz
1g/L 69.36+4.80° 53.5144.41° 28.86+4.54° 12.69+0.73° 10.98+2.24°
2 g/LL 77.7243.58%  69.43+4.60° 44.93+5.69 21.96+3.35* 13.27+1.55¥
Maya
oziitii
0.1 g/LL 79.90£1.01° 54.71£2.40° 38.2442.04° 29.88+4.64° 17.74+1.59%
1g/L 86.59+1.24™  62.01£1.10  50.09+3.24% 39.70+0.68°* 29.51+1.81%™
Pepton
0.1 g/LL 81.46+4.78°  62.4542.85° 41.95£4.10° 27.26+4.06° 20.87+1.38°
1g/L 87.71+0.83" 64.63+0.52% 45.51+£2.64% 31.23+2.24%Y 20.28+3.98"
Melas
% 0.05°lik | 91.10+£0.70" 83.84+0.18" 85.46+0.05" 67.91+£0.40" 26.94+0.56"
% T1’lik 89.12+0.29% 87.36+0.16™ 73.64+3.29%* 66.27+2.33*¥ 61.93+2.87™
PAS
% 5°lik 87.04+0.40* 82.65+0.05" 76.54+0.20* 72.88+0.34* 71.73+0.19%
% 10’luk | 89.61+0.41™ 85.02+0.34" 84.90+0.14™ 78.47+1.06™ 76.90+1.84*
Bakir
0.5mM | 87.31+0.06° 80.48+1.53° 57.11+0.98° 59.5142.24* 80.41+2.68"

PKS: Pelet kullanim sayist.

* Ek madde iceren ve icermeyen ortamlardaki (kontrol) renk giderimi yiizdeleri fungus peletlerinin
kullanim sayilarina gore kiyaslandiginda, ek maddeler kontrol grubuna goére fungus peletlerinin renk
giderimi verimini 6nemli diizeyde artmistir (p<0.05).

 Ek madde iceren ve icermeyen ortamlar (kontrol) kiyaslandiginda fungus peletlerinin renk giderimi
verimi agisindan 6nemli diizeyde farklilik yoktur (p>0.05).

¢ Kontrol grubu degerleri ek madde ilave edilen renk giderimi ortamlarinda elde edilen renk giderimi
veriminden dnemli diizeyde yiiksektir (p<0.05).

* Boyali ortamlara eklenen yiiksek miktardaki ek maddelerin fungus peletlerinin renk giderimine etkisi
diisiik miktardaki ek maddeden 6nemli diizeyde yiiksek olmaktadir (p<0.05)

¥ Ek madde konsantrasyonlari arasinda fungus peletlerinin renk giderimine verimine etki agisindan
onemli diizeyde farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

“Boyali ortamlara eklenen diisiikk miktardaki ek maddelerin renk giderimine etkisi yliksek miktardaki ek
maddeden dnemli diizeyde yiiksek olmaktadir (p<0.05).
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EK 7.6. Ek madde ilave edilen ortamlarda F. trogii peletleri ile Reaktif Mavi 198’in tekrarli-kesikli siiregle renginin giderimi

Renk Giderimi (%)
PKS 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8.
Kontrol 89.41+0.95 88.01+0.96 65.03+1.00 54.16+0.43 43.36+0.54 33.54+0.10 17.28+0.26 9.27+0.16
Glukoz
1g/L 88.65+0.54°  86.69+2.41° 80.18+2.45% 75.37+0.80% 74.61£1.27% 73.53+0.49% 74.54+1.09° 73.564+4.13°
2 g/LL 87.18+1.78" 87.04+2.21" 88.33+0.73"  80.91£1.21"  78.10£2.26™  79.31+1.68™  79.31+1.31™  82.38+2.24™
Maya oziiti
0.1 g/LL 85.55+0.73"  85.65+1.11° 42.11£2.68° 32.43+1.84° 21.56+4.70° -- -- --
1g/L 87.63+0.16% 79.14+3.32% 61.16£2.18  51.72+2.64™  33.96+2.54™ -- -- --
Pepton
0.1 g/LL 86.17+0.53°  84.95+2.75° 53.71+4.76° 30.83+3.32° 22.71+1.73¢ -- -- --
1g/L 87.67+0.18° 75.79+1.68% 35.53+3.45%  30.09+0.21%  22.71+3.36% -- -- --
Melas
% 0.05°lik | 80.80+£0.34° 63.61+0.36° 65.50£0.14° 50.96+1.18° 20.214+0.47°  7.69+0.14°
% 1’lik 84.11+£0.27° 85.20+0.16 57.30£0.69%  43.55+3.72%  36.63+0.56™  35.95+4.53™  23.523+].64" --
PAS
% 5’lik 60.08+0.35°  51.06+0.43° 49.00+0.20° 44.38+0.32° 44.20+0.28" 55.71+0.25* 42.42+0.25* 38.70+0.42%
% 10’luk 81.23+0.62°" 72.52+2.99* 68.28+1.05"  70.195+1.19" 73.05+4.85"™  62.01+4.57"  60.10+£2.94™  56.16+0.64"
Bakar
0.5 mM 84.85+0.28° 84.81+1.60° 77.85+0.00* 77.53+0.36" 82.20+0.26" 80.16+0.45% 81.61+0.48" 85.20+0.42%

PKS: Pelet kullanim sayisi.
* Ek madde iceren ve igermeyen ortamlardaki (kontrol) renk giderimi ylizdeleri fungus peletlerinin kullanim sayilarina gore kiyaslandiginda, ek maddeler kontrol grubuna
gore fungus peletlerinin renk giderimi verimini 6nemli diizeyde artmistir (p<0.05).
® Ek madde iceren ve icermeyen ortamlar (kontrol) kiyaslandiginda fungus peletlerinin renk giderimi verimi agisindan 6nemli diizeyde farklilik yoktur (p>0.05).
¢ Kontrol grubu degerleri ek madde ilave edilen renk giderimi ortamlarinda elde edilen renk giderimi veriminden 6nemli diizeyde yiiksektir (p<0.05).

* Boyali ortamlara eklenen yiiksek miktardaki ek maddelerin fungus peletlerinin renk giderimine etkisi diisiik miktardaki ek maddeden 6nemli diizeyde yiiksek olmaktadir

(p<0.05)

¥ Ek madde konsantrasyonlar1 arasinda fungus peletlerinin renk giderimine verimine etki agisindan 6nemli diizeyde farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

“ Boyali ortamlara eklenen diisiik miktardaki ek maddelerin renk giderimine etkisi yiliksek miktardaki ek maddeden onemli diizeyde yiiksek olmaktadir

(p<0.05).



EK 7.7. Ek madde ilave edilen ortamlarda F. trogii peletleri ile Reaktif Yesil 19’un
tekrarli-kesikli siiregle renginin giderimi

Renk Giderimi (%)
PKS 1. 2. 3. 4. 5.
Kontrol | 88.54+0.23  87.27£0.22  64.64+2.18  40.62+0.6 6.24+0.74
Glukoz
1g/L 78.27+5.52°  85.46+0.23° 87.89+0.88" 49.329+1.54" 40.11+0.31°
2 g/LL 84.58+0.41% 86.33£0.99” 78.45+4.55" 44.07+5.94% 30.00+3.47%
Maya
oziiti
0.1 g/LL 83.76+0.77° 78.93+0.13° 38.45+0.88° 33.33+1.19° 20.42+1.76°
1g/L 87.3141.03™  72.40+3.32% 51.94+3.85% 31.56+1.86% 18.03+5.06™
Pepton
0.1 g/LL 82.63+0.23° 76.13£2.02° 40.59+0.58° 25.54+0.91° 21.98+1.24*
1g/L 86.87+1.09” 69.82+4.56% 30.76+5.25% 26.66+1.867 18.43+3.38"
Melas
(.f)OS’lik 87.93+0.22° 74.80+0.22° 71.49+0.16" 64.05+£0.16° 47.52+0.43%
% 1’lik 89.1240.81™ 85.49+0.55™ 68.53+1.42% 64.28+3.99% 44.25+3.16™
PAS
% 5’lik 76.47+0.05°  72.82+0.24° 74.84+2.20" 63.91+0.24"  56.218+0.34°
% 10’luk | 89.43+0.30™ 83.33+0.26° 81.33+0.29" 74.92+0.80™ 66.36+0.60™
Bakar
0.5 mM 87.16+0.11° 85.35+0.41° 75.77+4.16 82.26+0.39" 84.66+2.86"

PKS: Pelet kullanim sayisi.

* Ek madde iceren ve icermeyen ortamlardaki (kontrol) renk giderimi yiizdeleri fungus peletlerinin
kullanim sayilarina gore kiyaslandiginda, ek maddeler kontrol grubuna goére fungus peletlerinin renk
giderimi verimini 6nemli diizeyde artmistir (p<0.05).

" Ek madde igeren ve icermeyen ortamlar (kontrol) kiyaslandiginda fungus peletlerinin renk giderimi
verimi agisindan 6nemli diizeyde farklilik yoktur (p>0.05).

¢ Kontrol grubu degerleri ek madde ilave edilen renk giderimi ortamlarinda elde edilen renk giderimi
veriminden dnemli diizeyde yiiksektir (p<0.05).

* Boyali ortamlara eklenen yiiksek miktardaki ek maddelerin fungus peletlerinin renk giderimine etkisi
diisiik miktardaki ek maddeden 6nemli diizeyde yiiksek olmaktadir (p<0.05)

¥ Ek madde konsantrasyonlar1 arasinda fungus peletlerinin renk giderimine verimine etki agisindan
onemli diizeyde farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

“Boyali1 ortamlara eklenen diisiik miktardaki ek maddelerin renk giderimine etkisi yiiksek miktardaki ek
maddeden 6nemli diizeyde yiiksek olmaktadir (p<0.05).
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EK 7.8. Ek madde ilave edilen ortamlarda F. trogii peletleri ile A. Mavi 74’iin tekrarli-kesikli siiregle renginin giderimi

Renk Giderimi (%)
PKS 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Kontrol 94.83+0.29  89.71+0.48 82.68+0.96 81.55+0.12 82.78+0.74 67.10+0.48 61.52+0.32 38.20+0.18 31.80+0.39 6.46£0.35
Glukoz
1g/LL 96.87+£0.12*  96.91+0.18*  96.67+0.03*  94.23+£1.87°  92.10+3.19° 94.91+0.36" 63.44+0.00° 94.16+£0.61*  94.64+0.72*  94.21+1.58*
2 g/LL 96.59+0.36”  96.75+0.22%  96.12+0.69%  95.74+0.29%  95.71+£0.66”  96.204+0.24™ 95.50+0.00™  95.95+0.17™  96.92+0.07**  96.17+0.42*
Maya oziitii
0.1 g/LL 96.52+0.31*  96.25+0.05*  87.767+£1.76" 77.30+£0.39°  57.94+1.09° 49.54+1.53°¢ 34.53+1.88°¢ 21.05+£0.91° -- --
1g/L 95.90+0.03**  94.58+1.08%  94.10+0.64™  92.50+1.47* 90.81+£0.39™  86.59+0.38™  78.93+0.79™  72.62+0.53™ 55.76+1.00°  39.474+2.69"
Pepton
0.1 g/L 96.38+0.05"  96.40+0.01°  72.89+0.81°  64.23+0.37 39.76+0.61° 53.54+0.83°¢ 39.19+0.38° 30.53+1.79° -- --
1¢g/L 95.71+0.18% 95.68+0.36™  89.62+2.66™  78.88+1.19™ 49.187+2.30™ 58.23+0.22%  39.76+1.16%  18.57+0.49* -- --
Melas
% 0.05’lik 75.74+£0.20° 88.91+0.21°  68.64+0.08°  29.19+1.36° 12.60+0.19° 8.85+0.47¢ -- -- -- --
% 1’lik 93.25+0.11  93.07+0.11™  81.73+1.89™  65.95+1.49% 60.90+2.80%  57.74+2.52%  56.188+0.48™ 32.87+0.54% -- --
PAS
% 5’lik 89.82+0.31°  86.07+0.34°  87.72+0.34®  91.68+0.14*  92.25+0.27* 93.09+0.10* 92.28+0.05% 78.32+0.44*  71.62+0.65"  64.50+0.27°
% 10’luk 91.49+0.72%  84.52+0.66  70.414+2.43% 70.61+2.12 58.35+0.76  58.55+0.76  53.51+0.36  42.55+1.13% 19.74+0.24 6.856+0.35"
Bakiar
0.5 mM 95.39+£0.07*  95.11+0.32*  94.05£0.36*  94.47+0.58"  95.96+0.05° 96.14+0.07° 96.25+0.03* 96.83+£0.05*  96.30+1.18*  95.47+0.07°

PKS: Pelet kullanim sayisi.
* Ek madde iceren ve igermeyen ortamlardaki (kontrol) renk giderimi ylizdeleri fungus peletlerinin kullanim sayilarina gore kiyaslandiginda, ek maddeler kontrol grubuna
gore fungus peletlerinin renk giderimi verimini 6nemli diizeyde artmistir (p<0.05).

" Ek madde ieren ve icermeyen ortamlar (kontrol) kiyaslandiginda fungus peletlerinin renk giderimi verimi agisindan 6nemli diizeyde farklilik yoktur (p>0.05).

¢ Kontrol grubu degerleri ek madde ilave edilen renk giderimi ortamlarinda elde edilen renk giderimi veriminden 6nemli diizeyde yiiksektir (p<0.05).

* Boyali ortamlara eklenen yiiksek miktardaki ek maddelerin fungus peletlerinin renk giderimine etkisi diisiik miktardaki ek maddeden 6nemli diizeyde yiiksek olmaktadir

(p<0.05)

¥ Ek madde konsantrasyonlar1 arasinda fungus peletlerinin renk giderimine verimine etki agisindan 6nemli diizeyde farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

“Boyali ortamlara eklenen diisiik miktardaki ek maddelerin renk giderimine etkisi yiiksek miktardaki ek maddeden nemli diizeyde yiiksek olmaktadir (p<0.05).



EK 7.9. Ek madde ilave edilen ortamlarda P.chrysosporium peletleri ile Reaktif Mavi
171 in tekrarli-kesikli siirecle renginin giderimi

Renk Giderimi (%)

PKS 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin 5. giin
Kontrol | 91.68+0.60  68.19+0.74  52.89+1.15  27.48+1.63  1.20+0.57
Glukoz

1g/L 92.40+0.62°  61.65+£3.68° 34.7243.51° 29.66+£3.02°  21.56+0.52°
2 g/L 92.40+0.23%  73.36+1.78™  54.85+£0.93™ 32.86+0.70% 13.49+0.17*
Maya

oziitii

0.1 g/L 90.80+0.88°  59.94+1.28° 38.57+4.43° 26.90+1.83°  20.28+0.68°
1¢/L 90.99+£0.27>  64.19+£0.54%  61.29+4.61™  52.20+£4.09% 29.63+£2.89™
Pepton

0.1 g/L 90.40+£0.86°  74.10+£1.38°  61.47+2.02° 39.15+£3.33°  29.30+2.45°
1g/L 91.35£0.06% 62.74+5.08% 52.53+1.38” 39.88+0.06% 28.10+5.05
Melas

(0)/.005’111( 90.63+£0.65°  85.97+0.05° 72.56+0.13*  41.14+0.48* 23.88+0.20°
% 1’lik | 82.76+0.75% 82.58+2.41% 86.39+3.56™ 75.18+5.70™  50.04+5.38™
PAS

% 5°lik | 91.18+0.11°  81.50+0.45"  82.33+0.34" 77.97+0.11°  75.49+0.24°
% 10°luk | 88.67+3.85%  85.96+0.25™ 84.35+0.93™ 81.02+3.73%  77.84+0.89™

PKS: Pelet kullanim sayisi.

* Ek madde igeren ve icermeyen ortamlardaki (kontrol) renk giderimi yiizdeleri fungus peletlerinin
kullanim sayilarma gore kiyaslandiginda, ek maddeler kontrol grubuna gore fungus peletlerinin renk
giderimi verimini 6nemli diizeyde artmistir (p<0.05).

" Ek madde iceren ve igermeyen ortamlar (kontrol) kiyaslandiginda fungus peletlerinin renk giderimi
verimi agisindan 6nemli diizeyde farklilik yoktur (p>0.05).

¢ Kontrol grubu degerleri ek madde ilave edilen renk giderimi ortamlarinda elde edilen renk giderimi
veriminden 6nemli diizeyde yiiksektir (p<0.05).

¥ Boyali ortamlara eklenen yiiksek miktardaki ek maddelerin fungus peletlerinin renk giderimine etkisi
diisiik miktardaki ek maddeden 6nemli diizeyde yiiksek olmaktadir (p<0.05)

¥ Ek madde konsantrasyonlar1 arasinda fungus peletlerinin renk giderimine verimine etki agisindan
onemli diizeyde farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

“ Boyal1 ortamlara eklenen diisiik miktardaki ek maddelerin renk giderimine etkisi yiiksek miktardaki ek
maddeden 6nemli diizeyde yiiksek olmaktadir (p<0.05).
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EK 7.10. Ek madde ilave edilen ortamlarda P.chrysosporium peletleri ile Reaktif Mavi
198’in tekrarli-kesikli siire¢le renginin giderimi

Renk Giderimi (%)
PKS 1. 2. 3. 4. 5.
Kontrol | 91.95+0.31  83.39+0.69  68.27+0.32  41.00+0.32  8.01+2.34
Glukoz
1g/L 93.10+0.26" 54.55+£2.20° 53.6443.13° 43.57+5.10° 29.61+1.55°
2 g/L 92.86+0.34”  62.77+0.59% 51.72+1.25% 34.73+2.29% 19.78+2.51%
Maya
oziitii
0.1 g/L 90.56+£0.06° 76.38+0.69° 59.91+2.32° 43.05+4.68° 30.90+3.25
1¢/L 91.10+0.42%  60.78+3.29% 53.85+4.34% 43.89+1.54Y 34.90+1.92%
Pepton
0.1 g/L 90.28+0.28° 62.66+3.10° 50.64+1.09° 38.35+0.69° 22.74+1.99°
1g/L 92.16+£0.28  62.2842.64% 50.02+0.24% 41.24+4.50® 30.55+5.60™
Melas
((;/.005’lik 890.91+0.33°  63.64£0.39° 47.34+020° 25.61x0.20° 19.71+0.67*
% 1’lik | 82.18£0.90 83.0642.25 75.39+1.13™ 30.69+1.70% 20.50+1.70%
PAS
% 5°lik | 91.20£0.28° 37.08+0.19¢  39.61+0.34° 39.67+0.29° 36.89+0.28"
% 10’luk | 87.31£0.28% 85.51+1.28™ 81.12+0.23™ 62.23£1.47% 39.454+2.60™

PKS: Pelet kullanim sayisi.

* Ek madde igeren ve igermeyen ortamlardaki (kontrol) renk giderimi yiizdeleri fungus peletlerinin
kullanim sayilarma gore kiyaslandiginda, ek maddeler kontrol grubuna gore fungus peletlerinin renk
giderimi verimini 6nemli diizeyde artmistir (p<0.05).

 Ek madde iceren ve icermeyen ortamlar (kontrol) kiyaslandiginda fungus peletlerinin renk giderimi
verimi agisindan 6nemli diizeyde farklilik yoktur (p>0.05).

¢ Kontrol grubu degerleri ek madde ilave edilen renk giderimi ortamlarinda elde edilen renk giderimi
veriminden 6nemli diizeyde yiiksektir (p<0.05).

* Boyali ortamlara eklenen yiiksek miktardaki ek maddelerin fungus peletlerinin renk giderimine etkisi
diisiik miktardaki ek maddeden 6nemli diizeyde yiiksek olmaktadir (p<0.05)

¥ Ek madde konsantrasyonlar1 arasinda fungus peletlerinin renk giderimine verimine etki agisindan
onemli diizeyde farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

“Boyali ortamlara eklenen diisiik miktardaki ek maddelerin renk giderimine etkisi yiiksek miktardaki ek
maddeden 6nemli diizeyde yiiksek olmaktadir (p<0.05).
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EK 7.11. Ek madde ilave edilen ortamlarda P.chrysosporium peletleri ile Reaktif Yesil
19’un tekrarli-kesikli siirecle renginin giderimi

Renk Giderimi (%)
PKS 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin 5. giin
Kontrol 91.55+0.17 74.47+0.79  43.96+0.19 22.56+0.31 1.705+0.33
Glukoz
1g/L 92.46+0.17" 64.53£1.67° 52.70+4.10° 41.71+4.21* 25.10+1.03"
2 g/LL 92.82+0.11%  70.73+£3.03% 57.16+0.44™ 39.68+0.87% 26.01+0.82%
Maya
oziitii
0.1 g/LL 90.64+0.66° 63.91£3.91° 50.10+3.10° 40.00+£1.13* 27.64+4.36%
1g/L 91.66+0.06™ 48.42+4.25% 40.33+3.59" 31.74+3.83% 18.50+3.42%
Pepton
0.1 g/LL 90.13+0.33°  59.10+£1.42° 53.14+£3.17*  43.02+£3.20* 27.75+2.75%
1g/L 91.69+0.06™ 51.5142.56% 41.68+4.49** 31.7442.78" 28.47+2.70%
Melas
% 0.05°lik | 91.30+0.24° 81.52+0.13* 78.21+£0.38* 60.10+0.17° 21.21+0.45"
% 1’lik 84.59+0.75 81.93+1.68" 77.55+1.56"™ 42.80+4.04% 22.80+2.04*
PAS
% 5’lik 90.87+0.25° 55.32+0.20° 52.21+0.25* 53.49+0.47* 55.06+0.05"
% 10°’luk | 88.48+£0.97 82.08+1.20™ 88.11+0.26™ 80.83+0.99™ 70.68+1.29™*

PKS: Pelet kullanim sayisi.

* Ek madde iceren ve icermeyen ortamlardaki (kontrol) renk giderimi yiizdeleri fungus peletlerinin
kullanim sayilarina gore kiyaslandiginda, ek maddeler kontrol grubuna goére fungus peletlerinin renk
giderimi verimini 6nemli diizeyde artmistir (p<0.05).

" Ek madde iceren ve igermeyen ortamlar (kontrol) kiyaslandiginda fungus peletlerinin renk giderimi
verimi agisindan 6nemli diizeyde farklilik yoktur (p>0.05).

¢ Kontrol grubu degerleri ek madde ilave edilen renk giderimi ortamlarinda elde edilen renk giderimi
veriminden 6nemli diizeyde yiiksektir (p<0.05).

¥ Boyali ortamlara eklenen yiiksek miktardaki ek maddelerin fungus peletlerinin renk giderimine etkisi
diisiik miktardaki ek maddeden 6nemli diizeyde yiiksek olmaktadir (p<0.05)

¥ Ek madde konsantrasyonlar1 arasinda fungus peletlerinin renk giderimine verimine etki agisindan
onemli diizeyde farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

“Boyal1 ortamlara eklenen diisiik miktardaki ek maddelerin renk giderimine etkisi yiiksek miktardaki ek
maddeden 6nemli diizeyde yiiksek olmaktadir (p<0.05).
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EK 7.12. Ek madde ilave edilen ortamlarda P.chrysosporium peletleri ile A. Mavi
74’1in tekrarli-kesikli siirecle renginin giderimi

Renk Giderimi (%)
PKS 1. 2. 3. 4. 5.
Kontrol 86.48+0.89  65.88+0.85 48.77+0.72  33.89+0.36 10.00+0.41
Glukoz
1g/L 95.84+0.50"  87.94+1.12" 82.85+2.41" 78.33+2.10° 68.87+1.40°
2 g/LL 95.90+£0.14% 81.39+0.44" 77.29+1.13" 68.90+0.31* 57.22+0.37*
Maya
oziitii
0.1 g/LL 92.14+£0.53*  76.97+0.81*  74.29+£2.10° 69.01+1.12* 61.10+0.63"
1g/L 94.96+0.14™ 84.16+0.83" 73.91+£1.30” 68.98+1.307 59.61+0.72*
Pepton
0.1 g/LL 92.03+0.77*  79.84+1.05" 75.66+0.28" 69.62+1.87" 64.59+1.00"
1g/L 95.87+£0.36™ 78.02+2.14% 74.32+1.77% 70.02+1.26" 69.06+1.44™
Melas
% 0.05°lik | 76.45+0.20°  60.52+0.27° 35.97+0.14° 23.91+0.30° 8.65+1.15"
% 1’lik 67.68+1.33% 58.14+2.22 60.16+0.08" 52.27+0.60™ 32.27+0.60™
PAS
% 5’lik 85.23+0.09° 61.77+0.34° 58.41+0.14" 58.26+0.10" 43.90+0.23"
% 10°luk | 71.63+1.25% 55.99+1.24% 46.93+2.56™ 45.63£3.95 32.70+0.96™

PKS: Pelet kullanim sayisi.

* Ek madde iceren ve icermeyen ortamlardaki (kontrol) renk giderimi yiizdeleri fungus peletlerinin
kullanim sayilarina gore kiyaslandiginda, ek maddeler kontrol grubuna goére fungus peletlerinin renk
giderimi verimini 6nemli diizeyde artmistir (p<0.05).

" Ek madde iceren ve igermeyen ortamlar (kontrol) kiyaslandiginda fungus peletlerinin renk giderimi
verimi agisindan 6nemli diizeyde farklilik yoktur (p>0.05).

¢ Kontrol grubu degerleri ek madde ilave edilen renk giderimi ortamlarinda elde edilen renk giderimi
veriminden 6nemli diizeyde yiiksektir (p<0.05).

¥ Boyali ortamlara eklenen yiiksek miktardaki ek maddelerin fungus peletlerinin renk giderimine etkisi
diisiik miktardaki ek maddeden 6nemli diizeyde yiiksek olmaktadir (p<0.05)

¥ Ek madde konsantrasyonlar1 arasinda fungus peletlerinin renk giderimine verimine etki agisindan
onemli diizeyde farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

“Boyal1 ortamlara eklenen diisiik miktardaki ek maddelerin renk giderimine etkisi yiiksek miktardaki ek
maddeden 6nemli diizeyde yiiksek olmaktadir (p<0.05).
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7.2. Tutuklamanin Renk Giderimi Verimi ve Pelet Kullamim Sayis1 Uzerine Etkisi

EK 7.13. Tutuklanmusg T. versicolor hiicreleri ile Reaktif Mavi 171’in renginin giderimi

Renk Giderimi (%)
PKS 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.
Kontrol 85.53+0.17  83.35+0.41 67.21+0.06 64.77+0.29 63.39+0.27 57.07+0.25 42.75+0.38
Aktif Karbon
0.5 g/50 ml 87.31+0.38"  62.09+1.28° 32.10£1.84° 16.76£1.36° 8.18+1.07° -- --
Cam Kozalag
0.2 g/50 ml 83.50+0.17°  78.924+0.92° 38.35+0.33° 31.01+0.30° 5.89+0.79° -- --
Kalsiyum -aljinat
% 1’lik 86.06+£0.08"  75.03+0.24° 73.04+0.57% 61.23+0.30° 60.33+£0.17% 47.94+0.78¢ 30.700+0.21°¢

PKS: Pelet kullanim sayisi.
* Tutuklanmis hiicrelerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri serbest peletlerden onemli diizeyde yiiksektir (p<0.05).
P Tutuklanmus hiicrelerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri serbest peletler ile kiyaslandiginda onemli diizeyde farklilik bulunmamaktadir (p>0.05)
¢ Serbest peletlerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri tutuklanmig hiicrelerden 6nemli diizeyde yiiksektir (p<0.05).

EK 7.14. Tutuklanmig T. versicolor hiicreleri ile Reaktif Mavi 198’in renginin giderimi

Renk Giderimi (%)
PKS 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin 5. giin 6. giin 7.giin 8. giin 9. giin 10.giin
Kontrol 92.23+0.22  91.19+0.42  83.94+0.32  83.59+0.18 81.71+0.18 81.57+0.12 53.64+0.16 31.63+0.37 13.20+0.53 4.11+0.58
Aktif Karbon
0.5 g/50 ml 92.51+0.12°  92.16+0.54° 91.29+0.16° 42.84+1.15° 16.16+0.34° -- -- -- -- --
Cam Kozalag:
0.2 g/50 ml 84.85+0.48° 85.55+0.73° 74.50+3.02° 65.27+£2.27° 43.40+0.92° 31.77+1.10° 29.95+0.16°  20.24+0.22°  7.87+0.66° 3.90+0.36"
Kalsiyum-aljinat
% 1’lik 84.84+0.33° 89.86+0.32° 91.50+0.27* 77.04+1.09° 48.45+0.89° 46.43+0.94° 37.05+0.87° -- -- --

PKS: Pelet kullanim sayisi.
* Tutuklanmig hiicrelerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri serbest peletlerden 6nemli diizeyde yiiksektir (p<0.05).
" Tutuklanmus hiicrelerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri serbest peletler ile kiyaslandiginda 6nemli diizeyde farklilik bulunmamaktadir (p>0.05)
¢ Serbest peletlerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri tutuklanmis hiicrelerden 6nemli diizeyde yiiksektir (p<0.05).



L1C

EK 7.15. Tutuklanmug T. versicolor hiicreleri ile Reaktif Yesil 19’un renginin giderimi

Renk Giderimi (%)
PKS 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.
Kontrol 85.53+0.17 83.35+0.41 67.21+0.06 64.77+0.29 63.39+0.27 57.07+0.25 42.75+0.38
Aktif Karbon
0.5 g/50 ml 91.77+0.38* 91.08+0.19% 85.75+0.39% 28.47+1.38° 2.94+0.22° -- -
Cam Kozalag
0.2 g/50 ml 85.13+0.23° 84.19+0.06* 49.98+3.12°¢ 30.50+0.94¢ 2.87+0.64° -- --
Kalsiyum-aljinat
% 1’lik 87.54+0.26" 90.29+0.27% 92.51+0.32% 75.78+0.80% 51.51+0.74° 45.66+1.44° 31.52+1.30°
PKS: Pelet kullanim sayisi.
* Tutuklanmis hiicrelerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri serbest peletlerden onemli diizeyde yiiksektir (p<0.05).
P Tutuklanmus hiicrelerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri serbest peletler ile kiyaslandiginda onemli diizeyde farklilik bulunmamaktadir (p>0.05)
¢ Serbest peletlerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri tutuklanmig hiicrelerden 6nemli diizeyde ytiksektir (p<0.05).
EK 7.16. Tutuklanmig T. versicolor hiicreleri ile Asit Mavi 74’{in renginin giderimi

Renk Giderimi (%)
PKS 1. 2. 3. 4. 5. . 7. 8. 9. 10.
Kontrol 96.79+0.05  96.33+0.12  91.14+0.05  81.71+£0.07 71.45+0.19 56.60+0.13  44.26+0.17 30.30+1.37 20.27+0.95 9.70+0.37
Aktif Karbon
0.5 g/50 ml 97.00+£0.11*  96.83+0.19° 96.43+0.24*  95.73+£0.43*  52.12+0.36° 35.79+0.90° - -- -- -
Cam Kozalag:
0.2 g/50 ml 95.46+0.05° 96.83+0.03"  95.02+0.49° 90.14+0.21° 79.90+0.21* 59.33+0.10* 41.64+0.15°  38.09+0.08"  20.80+£0.07°  7.93+0.36°
Kalsiyum-aljinat
% 1’lik 88.63+0.23°  92.64+0.12° 93.41+0.08" 94.60+0.15"  62.73£0.19° 60.30£0.67° 45.08+2.47°  34.64+1.52° -- -

PKS: Pelet kullanim sayisi.

* Tutuklanmig hiicrelerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri serbest peletlerden 6nemli diizeyde yiiksektir (p<0.05).
" Tutuklanms hiicrelerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri serbest peletler ile kiyaslandiginda 6nemli diizeyde farklilik bulunmamaktadir (p>0.05)
¢ Serbest peletlerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri tutuklanmis hiicrelerden 6nemli diizeyde yiiksektir (p<0.05).



EK 7.17. Tutuklanmig F. trogii hiicreleri ile Reaktif Mavi 171’in renginin giderimi

Renk Giderimi (%)
PKS 1. 2. 3. 4. 5.
Kontrol 84.15+0.27 79.317+0.70 59.83+1.40 39.95+2.14 9.92+0.97

Aktif Karbon
0.5 g/50 ml 82.66+0.50° 76.66+0.39° 39.19+0.54° 21.16+1.11° 10.58+0.61°

Cam Kozalag:
0.2 g/50 ml 66.63+£0.11° 33.99+0.11° 20.90+0.07° 6.29+0.82°  1.09+0.50°

Kalsiyum-
aljinat
% 1°lik 87.434+0.49" 74.97+0.79° 70.53+1.47* 40.27+031° 29.16+0.39°

PKS: Pelet kullanim sayist.

* Tutuklanmus hiicrelerle elde edilen giinliikk renk giderimi yiizdeleri serbest peletlerden 6nemli diizeyde
yiiksektir (p<0.05).

P Tutuklanmus hiicrelerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri serbest peletler ile kiyaslandiginda
onemli diizeyde farklilik bulunmamaktadir (p>0.05)

¢ Serbest peletlerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri tutuklanmig hiicrelerden 6nemli diizeyde
yiiksektir (p<0.05).
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EK 7.18. Tutuklanmusg F. trogii hiicreleri ile Reaktif Mavi 198’in renginin giderimi

Renk Giderimi (%)
PKS 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.
Kontrol 89.41+0.95 88.01+0.96 65.03+1.00 54.16+0.44 43.36+0.54 33.54+1.00 17.28+0.26
Aktif Karbon
0.5 g/50 ml 87.25+0.31° 67.43+£0.40° 32.11+0.77¢ 24.87+0.55°¢ 10.45+0.55°¢ -- --
Cam Kozalag
0.2 g/50 ml 82.86+0.28" 54.02+0.16° 28.38+0.25° 10.62+0.72° 3.48+0.59°¢ -- --
Kalsiyum-aljinat
% 1’lik 83.00+0.36° 81.24+1.04° 72.88+1.12% 60.64+1.20° 53.30+0.33* 41.84+0.63° 37.07+1.00%

PKS: Pelet kullanim sayisi.

* Tutuklanmis hiicrelerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri serbest peletlerden onemli diizeyde yiiksektir (p<0.05).
P Tutuklanmus hiicrelerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri serbest peletler ile kiyaslandiginda onemli diizeyde farklilik bulunmamaktadir (p>0.05)
¢ Serbest peletlerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri tutuklanmig hiicrelerden 6nemli diizeyde yiiksektir (p<0.05).



EK 7.19. Tutuklanmug F. trogii hiicreleri ile Reaktif Yesil 19’un renginin giderimi

Renk Giderimi (%)
PKS 1. giin 2. giin 4. giin 5. giin
Kontrol 88.54+0.23 87.27+0.22 64.64+2.18 40.62+0.60 6.24+0.74
Aktif Karbon

0.5 g/50 ml 87.63+0.33° 63.91+1.44°

37.61+0.56°

15.56+0.29° 13.49+0.61°

Cam Kozalag:

0.2 g/50 ml 84.15+1.06° 44.28+1.64°

23.98+1.34°

2.14+£0.21°  1.20+0.08°

Kalsiyum-
aljinat

% 1’lik 86.88+0.30° 85.86+1.65°

69.27+0.28"

50.18+0.64" 41.51+0.25"

PKS: Pelet kullanim sayist.

* Tutuklanmus hiicrelerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri serbest peletlerden 6nemli diizeyde

yiiksektir (p<0.05).

® Tutuklanmus hiicrelerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri serbest peletler ile kiyaslandiginda

6nemli diizeyde farklilik bulunmamaktadir (p>0.05)

¢ Serbest peletlerle elde edilen glinliik renk giderimi yiizdeleri tutuklanmis hiicrelerden onemli diizeyde

yiiksektir (p<0.05).
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EK 7.20. Tutuklanmis F. trogii hiicreleri ile Asit Mavi 74’{in renginin giderimi

Renk Giderimi (%)
PKS 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin 5. giin 6. giin 7.giin 8. giin 9. giin 10.giin
Kontrol 94.83+0.29  89.71+0.48  82.68+0.96  81.55+0.12  82.78+0.74  67.10+0.48 61.52+0.32 38.20+0.18  31.80+0.39 6.46+0.34
Aktif Karbon
0.5 g/50 ml 95.90+0.03*  77.15+0.19° 68.09+0.86° 59.82+1.13°  44.10+1.22° -- -- -- -- -
Cam Kozalag)
0.2 g/50 ml 95.17+0.10  93.22+0.40° 84.93+0.65" 85.42+0.25" 80.67+0.47° 82.55+0.24" 74.75+0.79*°  85.65+0.17"  87.42+0.17"  89.14+0.42"
Kalsiyum-aljinat
% 1’lik 88.5840.26° 91.64+0.36" 90.19+0.67" 86.91+1.29" 85.46+1.20° 83.84+1.24" 83.13+£0.62" 64.83+1.91*  49.16+1.21*  42.09+0.73*

PKS: Pelet kullanim sayist.
* Tutuklanmis hiicrelerle elde edilen giinliik renk giderimi yilizdeleri serbest peletlerden 6nemli diizeyde yiiksektir (p<0.05).
® Tutuklanmus hiicrelerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri serbest peletler ile kiyaslandiginda 6nemli diizeyde farklilik bulunmamaktadir (p>0.05)
¢ Serbest peletlerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri tutuklanmis hiicrelerden 6nemli diizeyde yiiksektir (p<0.05).



EK 7.21. Tutuklanmis P. chrysosporium hiicreleri ile Reaktif Mavi 171’in renginin
giderimi

Renk Giderimi (%)
PKS 1. 2. 3. 4. 5.
Kontrol 91.68+0.60 68.19+0.74 52.89+1.15 27.48+1.63 1.20+0.57
Kalsiyum-
aljinat
% 1’lik 87.60+0.51° 72.52+0.65% 66.54+1.53" 37.47+1.28" 26.14+0.62°

PKS: Pelet kullanim sayisi.

* Tutuklanmus hiicrelerle elde edilen giinliikk renk giderimi yiizdeleri serbest peletlerden 6nemli diizeyde
yiiksektir (p<0.05).

P Tutuklanmus hiicrelerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri serbest peletler ile kiyaslandiginda
onemli diizeyde farklilik bulunmamaktadir (p>0.05)

© Serbest peletlerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri tutuklanmig hiicrelerden 6nemli diizeyde
yiiksektir (p<0.05).

EK 7.22. Tutuklanmig P. chrysosporium hiicreleri ile Reaktif Mavi 198’in renginin
giderimi

Renk Giderimi (%)
PKS 1. 2. 3. 4. 5.
Kontrol 91.95+0.31 83.39+0.69 68.27+0.32 41.00+0.32 8.01+2.34
Kalsiyum-
aljinat
% 1’lik 85.1040.57° 74.82+0.16° 67.34+1.11° 53.2240.77* 49.17+0.06

PKS: Pelet kullanim sayist.

* Tutuklanmus hiicrelerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri serbest peletlerden 6nemli diizeyde
yiiksektir (p<0.05).

® Tutuklanmus hiicrelerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri serbest peletler ile kiyaslandiginda
6nemli diizeyde farklilik bulunmamaktadir (p>0.05)

¢ Serbest peletlerle elde edilen giinliik renk giderimi ylizdeleri tutuklanmig hiicrelerden onemli diizeyde
yiiksektir (p<0.05).

EK 7.23. Tutuklanmis P. chrysosporium hiicreleri ile Reaktif Yesil 19’un renginin
giderimi

Renk Giderimi (%)
PKS 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin 5. giin
Kontrol 91.55+0.17 74.47+0.79 43.96+0.19 22.56+0.31 1.705+0.33
Kalsiyum-
aljinat
% 1’lik 87.13+0.09° 87.13+£0.22* 71.16£1.20" 56.24+0.24" 48.03+£1.75%

PKS: Pelet kullanim sayist.

* Tutuklanmus hiicrelerle elde edilen giinliikk renk giderimi yiizdeleri serbest peletlerden 6nemli diizeyde
yiiksektir (p<0.05).

P Tutuklanmus hiicrelerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri serbest peletler ile kiyaslandiginda
onemli diizeyde farklilik bulunmamaktadir (p>0.05)

¢ Serbest peletlerle elde edilen glinliik renk giderimi yiizdeleri tutuklanmis hiicrelerden onemli diizeyde
yiiksektir (p<0.05).
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EK 7.23. Tutuklanmis P. chrysosporium hiicreleri ile Asit Mavi 74’lin renginin
giderimi

Renk Giderimi (%)
PKS 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin 5. giin
Kontrol 86.48+0.89 65.88+0.85 48.77+0.72 33.89+0.36 10.00+0.41
Kalsiyum-
aljinat
% 1’lik 69.444+0.44° 56.31+0.46° 48.17+0.57° 56.05+0.84" 52.77+0.64

PKS: Pelet kullanim sayisi.

* Tutuklanmus hiicrelerle elde edilen giinliikk renk giderimi yiizdeleri serbest peletlerden 6nemli diizeyde
yiiksektir (p<0.05).

P Tutuklanmus hiicrelerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri serbest peletler ile kiyaslandiginda
onemli diizeyde farklilik bulunmamaktadir (p>0.05)

© Serbest peletlerle elde edilen giinliik renk giderimi yiizdeleri tutuklanmig hiicrelerden 6nemli diizeyde
yiiksektir (p<0.05).
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