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OZET

TEKSTIL ATIK SULARINDA BOYALARIN BiYOBOZUNMA iLE GiDERILMESi

Mithat CELEBI

Biyomihendislik Anabilim Dal

Doktora Tezi

Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Zeynep MUSTAFAEVA AKDESTE
Es Danisman: Prof. Dr. Hiiseyin YILDIRIM

Tekstil endustrisi, Tlrkiye'nin gelismesinde ve istihdamin artmasinda énemli rol
Ustlenen sektorlerin basinda gelmektedir. Bu hizli gelisim, boyama ve baski
islemlerinden gelen kirlilik tasiyan atik sularin icerdigi boyalarin ve kimyasal
maddelerin aritma gerekliligini de beraberinde getirmektedir.

Cevre Kkirliligi ve su kirliligi canhlarin yasam alanlarini ve kalitesini olumsuz
etkileyen konulardan birisidir. Su kirliligini olusturan endistriyel atik sular
icerisinde tekstil atik sulari, icerdikleri cok cesitli kimyasallar ve boyalar nedeniyle
dikkat cekmektedirler. Organik kirlilikler ve boya atiklari tekstil sektoriinde temel
kirletici sorunlardandir. Bu sebeplerden dolayi, boyahane atik sularinin aritilmasi
gevrenin korunmasi ve insan saghgi agisindan hayati 6nem tasimaktadir.

Bu doktora tez galismasinda asagidaki calismalar yapiimistir;

Horseradish Peroksidaz enzimi ile Reaktif Blue 19 boyasi giderildi. Boya giderme
farkh kosullarda; sicaklik, pH, enzim konsantrasyonu, boya konsantrasyonu,
Hidrojen Peroksit konsantrasyonu, Ure ve tuz etkisi incelenerek optimum kosullar
belirlendi.

Horseradish peroksidaz enzimi boya gidermede tekrar kullanilmasi icin destek
materyaline immobilize edildi. Destek materyali olarak iki farkh polisiilfon
polimerleri kullanildi. Polisiilfon polimerleri immobilizasyon o6ncesi modifiye
edilerek aktif hale getirildi ve Horseradish Peroksidaz enzimine immobilize edildi.
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Bu immobilize enzim ile Reaktif Blue 19 ve Asit Black 1 boyalar farkli glinlerde
giderilmesi defalarca tekrarlandi. immobilize enzimin farkli kosullardaki (pH,
sicaklik, bekleme siiresi) aktivite degerleri hesaplandi. immobilize enzimin
serbest enzime gore stabilitesinin arttigl, raf dmrinin uzadig, sicakliga karsi
direnc kazandigi ve 7 kez tekrar kullanilabildigi belirlendi. Horseradish Peroksidaz
enzimi ilk kez iki farkh polisiilfon polimerine immobilizasyonu gergeklestirilerek
atik sulardaki boyalarin giderilmesinde kullanildi.

Trametes versicolor mikroorganizmasi ile Reaktif Blue 19, Asit Black 1, Dianix
Navy CC, Dianix Remazol Brillant Blue R ve Bazik Blue 19 boyalari boya giderme
besiyerinde giderildi. Ayrica, bu mikroorganizma ile fabrikadan alinan tekstil atik
suyunda c¢esitli kosullarda (stre, atik su hacmi, pH, boya giderme besi yeri
konsantrasyonu) boya giderme calismalari yapildi. Tekstil atik suyunun boya
giderme degerlerinin asidik pH’larda daha yiliksek oldugu tespit edildi.

Asit Black 1 boyasi farkli konsantrasyonlarda ve Horseradish Peroksidaz enzimi ile
muamele edildikten sonra farkli siirelerde ve pH’larda Floresans Spektrometre ile
incelendi.

Anahtar Kelimeler: tekstil endustrisi, ¢evre, atik su, boya giderme, enzim
(Horseradish Peroksidaz), immobilizasyon, mikroorganizma (Trametes versicolor),
polimer (polisiilfon)

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

DECOLORIZATION OF DYES IN TEXTILE WASTEWATER BY BIODEGRADATION

Mithat CELEBI

Bioengineering Department

PhD. Thesis

Advisor: Assit. Prof. Dr. Zeynep MUSTAFAEVA AKDESTE
Co-Advisor: Prof. Dr. Hiiseyin YILDIRIM

The textile industry is the leading sector which it assumes a significant role in
increasing employment of Turkey's development. This rapid development of
dyeing and printing processes dyes and chemical substances contained in waste
waters from the pollution, which brings about the need for treatment.

Environmental pollution and water pollution is one of the issues affecting the
quality of habitats and species. Water pollution is a wide variety of industrial
waste waters which contain chemicals and dyes. In the textile waste waters are
attracting attention. Organic impurities and contaminants of colored dye wastes
are major problem in the textile industry. For these reasons, treatment of
dyehouses’ dyeing waste water have vital importance.

This doctoral thesis studies the following issues were, respectively;

Decolorization of Reactive Blue 19 dye by using Horseradish Peroxidase enzyme
was studied with the in different conditions (temperature, pH, enzyme
concentration, dye concentration, Hydrogen Peroxide concentration, urea and
salt effect). The optimum decolorization conditions were determined for
Reactive Blue 19 dye.

Horseradish Peroxidase enzyme was immobilized on a solid support in order to
re-use the enzyme for dye decolorization. As support materials were used in two
different polysulfone polymers. Immobilized enzyme was reused for
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decolorization of Reactive Blue 19 and Acid Black 1 dyes at different days.
Activity values of immobilized enzyme were calculated under different conditions
(pH, temperature, storage time). In conclusion; stability, shelf-life, storage
activity, resistance to temperature of immobilized enzyme were increased
against to free enzyme. Also, immobilized enzyme were reused 7 times for
decolorization of Reactive Blue 19 and Acid Black 1 dyes.

Reactive Blue 19, Acid Black 1, Disperse Dyes and Bazik Blue 41 dye solutions
were decolorized by using Trametes versicolor (mold) in a nutrient medium. In
addition, real textile wastewater was decolorized under various conditions (time,
wastewater volume, pH, concentration of dye removal broth) with Trametes
versicolor mold. Acidic pH values were more effective than high pHs for
decolorization of textile wastewater.

Acid Black 1 dye at different concentrations and the dye after treatment with
Horseradish Peroxidase enzyme at different times and the pH values were
examined by Fluorescence Spectrometer.

Key Words: textile industry, environment, wastewater, decolorization, enzyme
(Horseradish Peroxidase), immobilization, microorganism (Trametes versicolor),
polymer (polysulfone)
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Sentetik boyalar endistride degisik sektorlerde kullanilmaktadir. Tekstil, kagit, gida,
plastik ve kozmetik gibi cesitli sektorlerden renkli atik su desarji ile ilgili sorunlar
endustriyel ve akademik bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmektedir. Yaklasik 10.000 farkh
boya ve pigment endistriyel olarak kullanilmaktadir. Sentetik boyalar yilda 0,7-0,8
milyon tondan fazla diinya ¢apinda Uretilmektedir [1]. Tekstil endistrisinde boyama
prosesleri sirasinda genellikler renkli, yiiksek KOI'li ve kullanilan prosese ve boya
tiriane gore farkh pH’larda atik sular meydana gelmektedir. Cesitli canhlar icin bu atik

sularin risk olusturmalari nedeniyle aritimalari dnemlidir [2].

Reaktif boyalar en yaygin kullanilan boya siniflarindandir. Renklendirmedeki avantaji ve
kumas Uzerindeki stabillitesi nedeniyle dogal ve rejenere seliiloz fiberlerinin baskisinda
ve boyanmasinda gittikce artan bir oranda reaktif boyalar kullaniimaktadir [3], [4].
Reaktif boyalarda en ¢ok bulunan énemli gruplar triazin ve vinil stilfon gruplaridir. Vinil
stlfon reaktif boyalari vinil siilfon grubu (-SO,CH=CH,) icerirler. Antrakinon reaktif
boyalarda temel reaktif boyalardandir. Antrokinon yapidaki reaktif boyalar aromatik
yapilar icerdiklerinden dolayi pargalanmaya karsi direnglidirler. Bu boyalar suda yasan
canli organizmalarda toksik ve mutajenik etkiler gortilmesine neden olabilmektedir [5],
[6]. Reaktif boyalarin yaklagik % 2’si iretim prosesleri sirasinda ve yaklasik % 9'u ise
tekstil endistrisinde boyama ve terbiye islemleri sirasinda atik sulara karismaktadir.
Bunun sonucunda her yil 40.000-50.000 ton arasinda boya ylizey sularina karismaktadir

(71, (8], [9], [10].



Bu doktora tezi ¢alismasinda kullanilan boyalardan biri olan Reaktif Blue 19 (RB 19)
boyasi endustriyel 6nemi olan ve polimerik boya Uretiminde siklikla baslatici olarak
kullanilan bir boyadir. RB 19 boyasinin yapisinda antrakinon tlrevi icermesi zehirli ve
parcalanmasi gii¢ olan organik kirleticilerden olmasini saglamaktadir. Deveci vd. [11]
Reaktif Blue 19 boyasinin parcalayabilmek icin Funalia trogii ATCC 200800
kiltirlerinden oksigenaz enzimini elde etmislerdir [11]. Reaktif Blue 19’un yapisi
polisiklik ligninolitik peroksidazlarin substratlari olan aromatik hirokarbonlara

benzemektedir [12], [13].

Reaktif Blue 19 boyasi reaktif bir boya olmasi ve endistride yaygin olarak kullaniimasi
nedeniyle arastirmacilar tarafindan en ¢ok galisilan tekstil boyalarindandir (Cizelge 1.1
ve Cizelge 1.2). Reaktif Blue 19 boyasinin giderilmesi ile ilgili yapilan ¢alismalar literatir

taranarak incelenmis ve Cizelge 1.1’de sunulmustur.

Silva vd. [14] tarafindan yapilan bir ¢calismada ise, Horseradish Peroksidaz enzimi ile
Reaktif Blue 19 boyasini 20-45 °Clarinda ve 0-4,44 mM H,0, konsantrasyon
araliklarinda pH: 6,0’da giderilmesini incelenmistir. Calisma sonucu 35 °C’de 5. ve 60.
dakikalarda pH: 6,0’da elde edilen boya giderme degerleri sirasi ile % 96 ve % 97

olmustur.

Bu doktora tezi calismasinda Rekatif Blue 19 boyasinin Horseradish Peroksidaz enzimi
ile giderilmesi calismalarinda ise pH: 5,0'te te en yiksek boya giderme degerlerine
ulagilmistir. Yapilan calismalar sonucu pH: 5,0 ve 35 °C’de 5. dakikada ve 60.
dakikalarda bekleme siirelerinde sirasiyla % 94 ve % 99 boya giderme degerleri elde
edilmistir. Silva vd. [14] sadece belirli kosullarda c¢alismislardir. Bu doktora tezi
calismasinda ise Horseradish Peroksidaz enzimi ile Reaktif Blue 19 boyasinin
giderilmesi ayrintili bir sekilde farkh kosullarda c¢alisilarak incelendi ve optimum boya

giderme kosullari belirlendi.

Literatlr incelendiginde Reaktif Blue 19 boyasinin gesitli yontemler kullanilarak
giderildigi pek c¢ok c¢alisma vardir. Bu calismalardan bazilari Cizelge 1.1'de
gosterilmektedir. Buna ragmen Horseradish Peroksidaz enzim ile Reaktif Blue 19
boyasinin giderilmesi daha o6nce literatiirde farkh kosullarda ayrintil bir sekilde

incelenerek (farkl pH, sicaklik, enzim konsantrasyonu, boya konsantrasyonu, Hidrojen



peroksit, Ure ve tuz) ¢alsiimamistir. Atik sularda boyama islemlerinden kaynaklanan
Ure ve tuz gibi kimyasallarin mevcut olmasi nedeniyle bu kimysallarin enzim ile RB 19
boyasinin giderilmesine etkileri incelenerek ¢alisma zenginlestirilmistir. Kisaca, ayrintili
bir sekilde farkh kosullar denenerek Reaktif Blue 19 boyasinin Horseradish Peroksidaz

enzimi ile giderilmesi igin optimum kosullar belirlenmistir.

Cizelge 1. 1 Reaktif Blue 19 boyasinin giderilmesi ile ilgili son yillarda yapilan ¢alismalar

Adsorban / Kimyasal/Mikroorganizma Genel Yontem Kaynak
Nano-zero valent demir partikdlleri Adsorpsiyon [15]
Modifiye zeolit Adsorpsiyon [16]
Ozon Elektrokimyasal oksidasyon | [17]
Odun atiklar Adsorpsiyon [18]
Biyomateryal Biosorbent [19]
Anerobik/Aerobik kosullar Biyolojik [20]
Fotoelektrokimyasal Oksidasyon [21]
Elekrokimyasal oksidasyon Oksidasyon [22]
Ozon Kimyasal oksidasyon [6]
Pleurotus ostreatus,-Corlolt.J's Versicolor Biyolojik (23]

ve Funalia trogii

Ozonlu elekrokoagiilasyon Kimyasal [2]
Ganoderme Sp. Biyolojik [1]
Pleurotus Ostreatus Biyolojik [24]
Tropik Brazilian basidiomycetes Biyolojik [25]
Horseradish Peroksidaz enzimi Biyolojik [14]

Reaktif Blue 19 boyasinin giderilmesinde yaygin olarak kullanilan mikroorganizmalar ise

Cizelge 1.2'de gosterilmistir.

Seliiloz elyaflarin (fiberlerin) tekstil endistrisinde kullaniminin artmasindan dolayi
reaktif boyalarin kullanilmasi artmaktadir. Reaktif boyalar genellikle azo,
fitalosiyanin, antrokinon, formazon ve oksazin kromoforlarini bulundurur. Boyama
islemi sirasinda, alkalin kosullarda isinin etkisiyle boyanin reaktif ucu fiberin
fonksiyonel gruplari ile reaksiyona girer. Bununlabirlikte, kullanilan reaktif boyanin
blyulk hacimleri atik olmaktadir. Boyama islemi sirasinda reaktif boyanin bir kismi
hidroliz olur ve reaktif boyanin bir kismi inaktive olur. Sonug olarak, reaktif boyanin
sellloz fiberlere tutunma derecesi diger boyalara gore disik (% 50-90 araliginda)
olabilmektedir. Diger boyalar ile karsilastirldiginda reaktif boyalar tehlikeli
kirleticilerdendir [26].



Cizelge 1. 2 Reaktif Blue 19 boyasinin giderilmesinde yaygin olarak calisilan
mikroorganizmalar [27].

Mikroorganizma Mikroorganizma
Candida lipolytica Pycnoporus cinnabarinus
Candida tropicalis Rigidoporus sp.

Kluyveromyces marxianus Sclerotium rolfsii
Saccharomyces cerevisiae Trametes hirsuta
Schizosaccharomyces pombe Trametes modesta
Ganoderma sp. Trametes versicolor
Irpex lacteus Trametes villosa
Phanerochaete magnoliae | Phanerochaete chrysosporium
Pleurotus pulmonarius Ischnoderma resinosum

Dispers boyalar tekstil endistrisinde poliester fiberlerin boyanmasi icin yaygin olarak
kullanilan tek boya sinifidir. Dispers boyalarin pargalanmasinin belirlenmesinde sulu
ortamda ve ylzey aktif maddelerin varliginda boyalarin disik ¢ozinirligla nedeniyle
bazi zorluklar vardir [28]. Dinya genelinde siklikla dispers boyalar poliester, naylon,
selliloz asetat ve akrilik fiberlerin boyanmasinda kullanilmaktadir. Bu boyalarin kararsiz
ve kompleks vyapilari geleneksel su aritma yontemleri ile wuzaklastirmalarini
zorlastirmaktadir.  Fenollerin, aromatik aminlerin, bifenillerin, pestisitlerin,
insektisitlerin pargalanmasinda enzimatik katalize yardimci olarak kullanilan redoks

mediatorleri genis bir uygulama alanina sahiptir [29].

Jamal vd. [29] tarafindan yapilan bir calismada, suda ¢6ziinmeyen Dispers Red 19 ve
Dispers Black 9 boyalarinin giderilmesinde redoks aracilig ile Trichosanthes diocia
peroksidazin etkisi arastirilmistir. 9 farkli redoks mediatéri; bromofenol, 2,4-
diklorofenol, guaiakol, 1-hidroksibenzotriazol, m-kresol, kinol, sringaldehid, vanillin ve
violurik  asit  kullanilmiglardir.  Segilen redoks mediatorleri arasindan 1-
hidroksibenzotriazol (HBT) renk giderme icin en etkilisi bulunmustur. 0,45 UmL™
peroksidaz ile 60 dakikada ve 42 °C’de, Dispers Red 19 boyasi 0,2 mM HBT redoks
mediatori varhiginda maksimum % 79 giderilmistir. 0,45 UmL™ peroksidaz ile 60
dakikada ve 42 °C’de, Dispers Black 9 boyasi ise 0,5 mM HBT redoks mediatérii
varliginda % 60 boya giderme gerceklesmistir. UV-Visible Spekrofotometre ile boyanin

giderilmesinin incelenmesi sirasinda dispers boyanin iyi coziinmesi icin boya ¢ozeltisine

esit hacimde metanol eklenmistir [29].



Cizelge 1. 3 Bazik boyalarin giderilmesinde literattrde kullanilan yontemler

Boya Yontem Kaynak
Bazik Blue 41 Adsorpsiyon (Nikel Demir Nanopartikuller) [30]
Bazik Blue 41 Adsorpsiyon (;\lllge?ﬁgf'ckil(:r::)rgsiitc;anopartikUI— 31]
Bazik Blue 41 Enzimatik (Kloroperoksidaz) [32]
Bazik Red 46 Elektrokoagiilasyon [33]
Bazik Yellow 28 Elektrokoagiilasyon [34]
Bazik boya tekstil atik Elektrokoaglasyon 35]
suyu
Bazik Red 46 Fotokatalitik (immobilize TiO, nanopartikiller) [36]
Kristal Violet Adsorpsiyon (aktif karbon) [37]
Methylene Blue Biyosorpsiyon (Trichoderma viride fungus) [38]
Methylene Blue Stiperabsorbent hidrojel [39]
Kristal \/Bi;)(l\el\'/c;\l?:(ismarck Adsorpsiyon (modifiye kitosan) [40]
Methylene Blue Lignin Peroksidaz enzimi [41]
Methylene Blue Adsorpsiyon (Hidrojeller) [42]
Bazik Violet 3 P. ostreatus, S. commune, S. rolfsii, N. crassa,
Bazik Red 9 Polyporus sp., T. villosa and M. thermohila [43]
Kristal Violet, Bazik
GFrueC;r?,irl]\’/ISIr;lcli?tz Aeromonas hydrophila strain DN322 [44]
Green
Metil Violet Adsorpsiyon (perlit) [45]

Boyalarin giderilmesinde biyolojik yontem en yaygin olarak kullanilan yontemlerden
birisidir. Biyolojik aritma aerobik (oksijen varliginda) ve anaerobik (oksijensiz) veya her

ikisi birlikte gerceklesebilir [46].

Geleneksel fiziksel ve kimyasal metodlara alternatif olarak son yillarda enzimatik
yaklasim ilgi gormektedir. Boyalarin giderilmesinde peroksidazlar, mangan peroksidaz,
lignin peroksidaz, lakkazlar, mikroperoksidaz-11, polifenol oksidaz ve azorediiktaz
enzimleri  kullanilmaktadir. Bazi zor parcalanan boyalar bu enzimler ile

parcalanmaktadir. Bazi redoks mediatorlerin eklenmesi substratlarin gesitliligini ve zor



pargalanan bilesiklerin etkili pargalanmasini arttirmaktadir. Kullanilan bazi redoks
mediatorleri literatlirde yer almaktadir. Siklikla  kullanilan  mediatorler  1-

hidroksibenzotriazol, veratil alkol ve violurik asittir [47].

Boya igeren atik sularin aritiimasi karmasik ve pahalidir. Kimyasal oksidasyon,
elektrokimyasal ~ oksidasyon, membran  prosesleri, koagulasyon-flokulasyon,
adsorpsiyon ve iyon degistirici regineler gibi yontemler atik sularin aritilmasinda
arastirmacilar tarafindan kullanilan ve tavsiye edilen yontemlerden bazilaridir [3], [23].
Bu yontemlerden bazilari endistride kullanilabilmektedir, buna karsin digerleri yalnizca

laboratuvarlarda kiiglik 6lgeklerde test edilen yontemlerdir [7], [48].

Enzimlerin ¢evre g¢alismalarinda kullaniima imkani arastirilmaktadir. Son vyillarda
arastirmacilar atik sulardaki boyalarin giderilmesinde birgok enzimi ¢alismalarinda
kullanmaktadir. Cesitli kaynaklardan (mantar ve bitki) elde edilen Horseradish
Peroksidaz, Lignin Peroksidaz, Mangan Peroksidaz, Soya Peroksidaz ve lakkaz benzeri
bircok enzim endustriyel atik sulardaki boyalarin giderilmesinde kullanilmistir [11],

[47], [48], [49], [50], [51], [52], [53], [54], [55].

Secilen enzimin kaynagi ve yapisi kirleticilerin uzaklastirilmasi icin 6nem tasimaktadir.
Mantar kaynakli enzimler boya giderme ¢alismalarinda yaygin olarak ¢alisilmaktadir
[11], [56], [57], [58]. Horseradish Peroksidaz enziminin hidrojen peroksit varliginda
endustriyel 6nemi olan aromatik azo boyalari etkili bir sekilde pargaladigi bilinmektedir
[47], [56], [58], [59], [60], [61], [62]. Bu doktora tezi kapsaminda ise Horseradish

Peroksidaz enzimi ile Reaktif Blue 19 boyasi giderilmistir [63], [64].

Serbest enzimler stabilite ve yeniden kullanilmak gibi sinirlamalar nedeniyle genis
Olcekte kullanilamamaktadirlar. Bundan dolayi, immobilize enzimlerin kullaniminin
onemli avantajlari vardir. Gelecekte, immobilize enzimler iceren reaktorler kullanilarak
genis Olgcekte atik sularindaki boyalarin  giderilmesinin ~ mimkin olacagi

dislintilmektedir [47].

Peroksidazlar sentetik boyalarin giderilmesini katalizleyen gli¢li oksitleyiciler olmasina
karsin suda ¢ozlinebilen boyalarda etkilidirler. Solvent Yellow ve Solvent Yellow Blue
gibi suda ¢ozlinmeyen solvent boyalarin gideriimesinde bu boyalarin ¢ézlinmesi igin

organik solvent ihtiyaci enzimlerin calismasini olumsuz etkilemektedir [62], [65].
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Peroksidaz enzimleri ile g¢evre ¢alismalarinda 06zellikle fenolik kirleticilerin
uzaklastiriimasi ¢alisilmaktadir [32]. Ftalik anhidritle modifiye edilen HRP vyiksek

sicakliklarda daha fazla fenoll uzaklastirmaktadir [53].

Onder vd. [58] tarafindan Horseradish Peroksidaz enzimi ile yapilan bir calismada, Asit
Black 1 boyasi farkl kosullar altinda (pH, sicaklik, reaksiyon siresi) giderilmistir. Asit
Black 1 Boyasi enzim ile pargalandiktan sonra olusan pargalanma Uriinleri LC-MS

spektrometre ile belirlenmistir [58].

1.2 Tezin Amaci

Bu tez ¢alismasinda, llkenin ekonomisine ve istihdamina énemli bir katki sunan tekstil
endustrisinin sebep oldugu renkli atik sulardaki boyalarin giderilmesi ve daha az zararli
hale getirilmesi farkli yontemler ile gerceklestirilerek tlke ekonomisine, ¢evreye ve

canli yasamina katkida bulunulmasi hedeflenmektedir.

Laboratuvar kosullarinda hazirlanan tekstil boyalarinin farkli konsantrasyonlarinda
¢ozeltilerinin ve tekstil fabrikasindan alinan atik sularin enzim ve mikroorganizma ile
giderilmesi amaglanmaktadir. Laboratuvarda hazirlanan asit (Asit Black 1), bazik (Bazik
Blue 41), reaktif (Reaktif Blue 19) ve dispers (Dianix Brillant Blue R ve Dianix Navy CC)
boyalar enzim ve mikroorganizma ile giderilmeye galisilacak ve hangi boya tirinin
giderilmesinde enzim ve/veya mikroorganizmanin etkili olup olmadigl tespit
edilecektir. Cesitli tekstil boya sinifina ait boyalarin giderilmesi igin farkli yéntemler
(enzim, mikroorganizma) kullanilarak en uygun yontemin  belirlenmesi
amaclanmaktadir. Enzimin boya gidermede tekrar kullanilabilmesi amaci ile enzim kati
bir destek materyali lizerine immobilize edilecektir. Ayrica Asit Black 1 boyasinin ve bu
boyanin Horseradish Peroksidaz enzimi ile giderilmesi floresans spektrometresi ile

incelenecektir.

1.3 Hipotez

Bu calismada, reaktif (Reaktif Blue 19), asit (Asit Black 1), dispers (Dianix Navy CC,
Dianix Remazol Brillant Blue R) ve bazik (Bazik Blue 41) boyalarinin giderilmesinde

Horseradish Peroksidaz enzimi, immobilize Horseradish Peroksidaz enzimi, Trametes



versicolor mikroorganizmasi kullanilacaktir. Her boya tiri igin hangi yontemin daha
uygun olacagi belirlecektir. Laboratuvarda hazirlanan bu boya ¢ozeltileri yanisira tekstil
fabrika atik suyunda da bu yontemler kullanarak boya giderme cgalismalari yapilarak

tekstil atik suyu icin hangi yontemin daha uygun olacagi belirlenecektir.

Horseradish peroksidaz enziminin kati bir destege (polimer) immobilizasyonu ile baslica
uygulama kolayligl, enzimin tekrar kullaniimasiyla ekonomik katki saglanmasi ve

enzimin raf dmrintn arttirilmasi hedeflenmektedir.



BOLUM 2

BOYALAR

Boyalar genellikle iki ana bilesenden olusan kigik molekillerdir: rengi veren kromofor
ve boyayi iplige baglayan fonksiyonel grup. Literatiirde kimyasal yapisina gore veya
uygulandigi ipligin tipine gore siniflandirilmis boya cesitleri mevcuttur [66]. Organik
molekiller olarak bilinen boyalar, boyama islemi sirasinda genellikle ortamda
¢ozundrler. Boyalarin ¢ogu suda ¢oziniurken (bazik, asit, metal kompleks, direk ve
reaktif), dispers boyalar suda dispersiyon halinde bulunurlar [47]. Boyalar birkag
sekilde siniflandirilabilirler. Siniflandirmada ¢oézindrlik, kimyasal yapi, boyama
ozellikleri, kullanihs yerleri gibi ozellikleri g6z 6nline alinir. Boyalar yaygin olarak
kimyasal yapilarina ve kullanim amacina olmak Uzere iki farkli sekilde siniflandirilirlar
[67]. Tekstil endistrisinde yaygin kullanimi sebebi ile boya terimi bu calismada boyar

madde terimi yerine kullaniimistir.

2.1 Boyalarin Kimyasal Yapilarina Gére Siniflandirilmasi

Boyalar yapilarina gore siniflandirilirken, molekilin temel yapisi esas alinabildigi gibi,
molekiliin kromojen ve renk verici Ozellikteki kisimi da esas kabul edilebilir [67].
Boyalar kimyasal yapilarina gére azo boyalar, antrokinon boyalar, ftalosiyanin boyalar,

Di- ve Triarilmetan boyalar ve nitro boyalar olarak da siniflandirilmaktadirlar.

2.2 Boyalarin Kullanim Amacina Gore Siniflandiriimasi

Tektstil endistride boyalar daha ¢ok kullanim amacina gére siniflandirildiklari isimleri

ile bilinmektedir. Boyalarin kullanim amacina gore siniflandiriimasinda boyama



teknolojisinde boyanin kimyasal yapisi ile degil onun hangi yontemle elyafi boyadigina

ve boyama o6zelliklerine bakilir [67].

Cizelge 2. 1 Boyalarin siniflari, kimyasal tipleri ve uygulamalari [47], [68].

Boya Kimyasal o et e
Y Tanimi y . Olusturdugu Kirleticiler
Sinifi Tipi
Azo, nitro ve nitrozo
) Cozinebilen . ) Renk, organik asitler,
Asit anyonik bilesikler trifenilmetan, azin ve baglanmayan boya artiklari
¥ 3 ksanten & ¥ ¥
Siyanin, azo, azin,
Ozlnebilir, cok triarilmetan
Bazik | © > " N/A
parlak boyalar ksanten, oksazin ve
antrakinon
Renk, tuz, baglanmayan boya
Cozinebilir, artiklari, katyonik fiksasyon
anyonik bilesikler, L kimyasallari, yiizey aktif
. Y . 3 Azo, ftalosiyanin, v .. y y ..
Direkt sellilozik elyafa . . maddeler, kopik kesiciler,
) stilben ve oksozin . L e s
direkt dizglinlestirici, gegiktirici ve
uygulanabilir apreleme kimyasallari,
seyrelticiler
Renk, organik asitler, tasiyicilar,
. e Azo, antrakinon, fosfatlar, koplik kesiciler,
Dispers Suda ¢ozlinmez . . o
stiril ve nitro agarticilar, parlaklastiricilar,

dispergantlar, seyrelticiler

Renk, tuz, alkalinite, baglanmayan
L boya artiklari, yizey aktif
ftalosiyanin, y . y y. .
. maddeler, kopuk kesiciler,
formazon, oksazin ve .. g
bazik seyrelticiler, apreleme (bitim
islemleri) kimyasallari

e e Azo, antrakinon,
Suda ¢ozlinebilir,

Reaktif | anyonik bilesikler,
en genis boya sinifi

szl:jlfﬂgzuqlzt Renk, alkalinite, oksidan
Salfar . y . Bilinmeyen yapilar maddeler, indirgen maddeler,
iceren organik baglanmayan boya artiklari
bilesikler 8 y Y
En eski boyalar; . .
Vat kimyasal olarak Antrakinon (polisiklik Renk, alkalinite, oksidan ve

guaninler igerir) ve

daha kompleks, indigoidler

suda ¢6ziinmez

indirgen maddeler
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2.2.1 Asit Boyalar

Molekillerinde hidroksil, stlfonik asit grubu veya karboksil gibi oksokrom gruplari igerirler.
Bu boyalar Na*, K*, Ca*, NH," gruplarla tuz olustururlar. Renkli bilesen boya anyonudur ve
anyonik sinifa girerler. Bu boyalara asit boyalar ismi verilmesinin nedeni uygulamanin
asidik banyolarda yapilmasi ve hemen hemen hepsinin organik asitlerin tuzlan
olmalarindan kaynaklanmaktadir. Silfonik asit grubu iceren direkt, metal-kompleks ve
reaktif boyalar anyonik yapidadir; fakat farkli yontemler ile boyama yaptiklarindan asit

boyalar sinifina girmezler. Asit boyalar ile elyaf iliskisi iyonik bag seklindedir [67].

Baglica yiin, ipek, deri ve poliamid elyaf ile katyonik modifiye akrilonitril elyafin
boyanmasinda kullanilirlar. Ayrica, deri, kiirk, kagit ve besin boyasi olarak da

kullanilabilmektedirler [67].

NH, OH

NNKK\\\/'\/NN o

IPENOSINS

O,N 0-5 -0
ONa ONa

Sekil 2. 1 Asit Black 1 boyasi

2.2.2 Bazik Boyalar

Bu boyalar organik bazlarin hidrokloriirleri seklinde veya asetat tuzlari seklindedir. Yani
renkli kisim katyondur. Pozitif yiik tasiyici olarak N ve S atomu igerirler. Bazik olarak etki
ettiklerinden sulu ¢ozeltide boya katyonu, elyafin anyonik gruplariyla, elyaf-boya

tuzunu meydana getirir [67].

Bazik boyalar baslica poliakrilonitril, kismen de yin ve pamuk elyafin boyanmasinda
kullanilirlar. Elyaf ile boya arasinda iyonik etkilesim vardir. Boya katyonu elyafin
anyonik gruplari ile tuz olusturur. Bazik boyalar ile seliilozik elyafin boyanmasinda
tanen, K-antimonil tartarat gibi maddeler ile mordanlama (boyay! elyafa baglayan

madde) gerekir [67].
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2.2.3 Reaktif Boyalar

Tekstil streclerinde kullanilan boyalarin yaklasik olarak yarisi suda ¢ozlinebilen reaktif
boyalardir. Reaktif boyalarin molekiler yapisi ¢ fonksiyonel grup ile karakterize

edilmektedir [69].
1. Hidrofilik grup
2. Renk veren bir grup (kromofor)

3. Tekstil fiberi ile reaksiyon veren bir grup

o NH:

SO.Na
‘ O SO,CH.CH,0S0.Na
o y %: }
H

Sekil 2. 2 Reaktif Blue 19 boyasi

Sekil 2. 2’de Reaktif Blue 19 boyas! yapisinda antrakinon, naftalen ve silfon gruplari

icermektedir.

Cizelge 2. 2 Reaktif Blue 19 boyasinin karakteristikleri

Diger adi Remazol Brillant Blue R
Formil CyH16N2Nay011S3
Molekdiler Agirlik (M) 626,54 g/mol
Renk indeks Numarasi (C. 1) 61200
EC No 219-949-9
Maksimum Absorbsiyon Dalga Boyu (Amax) 594 nm

Reaktif boyalar uygun kosullar altinda lif ile kimyasal reaksiyona girerek, kovalent bag
Ozelligine sahip tek boya sinifidir. Selilozun hidroksil (—OH), poliamidin amin (—=NH),
protein esasl liflerin —NH,, SH (merkaptan) gruplari ile gercek kovalent baglar
olusturarak liflere baglanirlar. Seliilozik elyafin boyanmasinda kullanilan bu boyalar
yln, ipek, pamuk, naylon, orlon, akrilik karisimlari ve poliamit boyanmasinda da

kullanilmaktadirlar [67].

Reaktif boyalar cok iyi yikama sirtiinme ve 1sik hasliklari verir. Reaktif boyalar genel

olarak reaktif grubun kimyasal yapisina gére veya bu grubun kimyasal reaktivitesinin
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derecesine gore siniflandirilirlar. Tekstil boyalarinin dnemli bir sinifini olugturmaktadir
ve dlinyada en fazla tiiketilen boyalarin basinda gelmektedir. Suda oldukg¢a ¢oziinilr
olduklarindan boyama lnitesinde boyanin tamami sellloz elyafiyla ile tepkimeye
girmez ve bir kisim boya bosaltim Unitelerinden suyla birlikte atilir. Azo reaktif boyalar
ise genellikle aerobik aritmaya karsi direnglidir. Yapilan galismalar boyalarin 6zellikle
reaktif boyalarin % 90’inin aerobik aritim islemlerinden degismeden ¢iktigini; bir
kisminin anaerobik aritim proseslerinde parcalanabildigini fakat parcalanma

Urtinlerinin toksik oldugunu gostermistir [69].

2.2.4 Dispers Boyalar

Amino ve hidroksil gruplari ihtiva eden disik molekdl agirlikli bilesiklerdir. Elyaf Gizerine
cekilmesi gayet iyidir. Fakat elyaf icine diflizyon oldukca yavastir. Boya, boyama islemi
sirasinda dispersiyon ortaminda hidrofob elyaf lizerine difiizyon yolu ile ¢ekilir. Boyama

boyanin elyaf icinde ¢6ziinmesi seklinde gerceklesir [67].

o  NHCH,

O NHCH,CH,OH

Sekil 2. 3 Dispers Blue 3

Dispers boyalar suda eser miktarda c¢ozindlklerinden dolaylr elyafa sudaki
dispersiyonlari halinde uygulanirlar. Poliester, poliamit ve akrilik elyafin boyanmasinda
kullanilirlar  [67]. Uygulama sirasinda ise dispers boyanin sudaki dagilimini ve

homojenligini arttirmak icin dispersiyon ajanlari (dispergant) kullaniimaktadir [70].

2.2.5 Direkt Boyalar

Direkt boyalar genellikle siilfonik, bazen de karboksilik asitlerin sodyum tuzlaridir.
Dogal ve rejenere seliilozik elyaf ile kagidi boyayabilen direkt boyalara bu adin
verilmesinin nedeni bir 6n islem olmaksizin dogrudan boyama yapilabilmesinden

kaynaklanmaktadir. Elyafin i¢c misellerinde hicbir kimyasal bag meydana getirmeksizin
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depo edilirler. Renkli kissmda bazik bazik grup iceren direkt boyalar, sulu ¢ozeltide gift
iyon seklinde bulunurlar. Suya karsi dayaniklihg (yas hasliklari) sinirlidir. Fakat boyama
sonras! yapilan ek islemler ile yas hasliklari iyilestirilebilir. Direkt boyalar kagit, deri,

yun, ipek, naylon ve elyafin boyanmasinda kullanilirlar [67].

Direkt boyalar tekstil endistrisinde yaygin olarak kullanilir ve en ekonomik boya
siniflari arasindadir. Kimyasal olarak direkt boyalar, silfonik asitlerin kompleks
tuzlaridir ve suda ¢ozlintrler ve fiberlerin degisik tirleri ile (pamuk, yin, ipek, naylon
vb.) fiziksel bir etkilesimdedirler. Direkt boyama normalde nétral veya zayif alkalin
boya banyosunda kaynama noktasinda veya kaynama noktasi yakinlarinda sodyum

kloriir tuzunun ya da Glauber tuzunun ilave edilmesiyle gerceklestirilir [26].

2.2.6 Mordan Boyalar

Mordan sozcligli, boyayi elyafa baglayan madde veya bilesim anlamini tasir. Bircok
dogal ve sentetik boya bu sinifa girer. Bu boyalar asidik ve bazik fonksiyonel gruplar
icerirler ve bitkisel ve hayvansal elyaf ile kararsiz bilesik olustururlar. Bu nedenle hem
elyaf hem de boyaya karsi ayni kimyasal ilgiyi gbsteren bir madde (mordan), dnce elyafa
yerlestirilir; daha sonra elyaf ile boya suda c¢coziinmeyen bir bilesik vermek (zere
reaksiyona sokulur. Boylece boyanin elyaf (izerinde tutunmasi saglanir. Mordan olarak
suda ¢Oziinmeyen hidroksitler olusturan Al, Sn, Fe, Cr tuzlari kullanilir. Bu tuzlarin
katyonlari ile boya molekdilleri elyaf lizerinde suda ¢6ziinmeyen kompleksler olusturur.

GuUnlUmizde yalnizca krom tuzlari yiin boyamada 6nem tasimaktadir [67].

2.2.7 Kiipe Boyalar

Karbonil grubu iceren ve suda ¢oziinmeyen boyalardir. Bu boyalar indirgeme ajanlari
kullanilarak suda ¢6zinur hale getirilirler ve bu halde iken elyafa gektirilirler. Daha sonra
oksidasyonla yine ¢éziinmez hale getirilirler. indirgeme ajani olarak sodyum ditiyonit
(NaS,04) ve oksidasyon icin hava oksijeni kullanilmaktadir. Kiipe boyalar molekdllerinde
en az iki oksijen atomu iceren bilesiklerdir. iri, ince ve ¢ok ince toz halinde bulunabilirler.
Daha ¢ok seliilozik kismen de protein elyafinin boyanmasinda kullanilir. Isiga, yikamaya,

surtlinmeye karsi hasliklari oldukca yiiksektir [67].
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2.2.8 inkisaf Boyalar

Elyaf (izerinde olusturularak son sekline donustirilebilen bitin boyalar bu sinifa girer.
Azoik boyalarda denilen Naftol-AS boyalari ile ftalosiyanin boyalari bu siniftandir.
Bunlardan elyafa affinitesi olan bilesen 6nce elyafa emdirilir. Daha sonra ikinci
bilesenle reaksiyona sokularak suda ¢Oziinmeyen boyaya donistiurialir. Bu islem ile

hemen hemen bitin renk gesitleri elde edidilir [67].

2.2.9 Metal-Kompleks Boyalar

Belirli gruplara sahip bazi azo boyalar ile metal iyonlarinin kompleks etkilesimi ile
olusturduklari boyalardir. Kompleks olusumunda boyadeki azo grubu rol oynar. Metal
katyonu olarak Co, Cr, Cu ve Ni iyonlari kullanilir. Krom kompleksleri daha ¢ok yin,
poliamid, bakir kompleksleri ise pamuk ve deri boyaciliginda kullanilir. Isik ve yikama

hasliklari yuksektir [67].

2.2.10 Pigment Boyalar

Tekstil elyafi, organik ve anorganik pigmentler ile de boyanabilir. Daha ¢ok organik
olanlari tercih edilir. Pigmentlerin elyaf affinitesi yoktur. Kimyasal bag ve absorbsiyon
yapmazlar. Baglayici madde denilen sentetik recineler ile elyaf lizerine baglanirlar.
Suda ¢oziinmediklerinden sudaki yag ve yagdaki su emiilsiyonlari seklinde ince dagilmis
olarak kullanilirlar. Emiilsiyon, elyaf veya kumasa emdirildikten sonra bozulur. Pigment,
kumas yiizeyinde ince dagilmis halde kalir. Sikilarak kurutulduktan sonra 140-170 °C’de
termofiks edilir. Ozellikle agik renklerde yikama ve isik hashklari iyidir. Siirtiinme
hasliklarinin iyi olmayisi, koyu renklerin elde edilememesi, baglayici filmin hava
etkisiyle pargalanmasi, baglayicinin kumasa sertlik vermemesi olumsuz 6zellikleridir.

[67].
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BOLUM 3

TEKSTIL ATIK SULARININ OZELLIKLERi ve ATIK SULARDAKI
BOYALARIN CEVREYE ETKILERI

Tekstil endustrisi, Turkiye'de en hizli gelisen sanayilerin basinda gelmektedir. Bu hizli
gelisim, blylk debilerde ve biyik konsantrasyonlarda kirlilik tasiyan atik sularin
aritma gerekliligini de beraberinde getirmistir. Tekstil fabrikalarinda Gretim asamalarina
gore cesitli bilesim ve miktarlarda atik sular olusmaktadir. Bu atik sularin biyuk kismi
agartma, boyama ve yikama islemlerinden kaynaklanmaktadir. Asit, baz, boya, deterjan, tuz

ve kullanilan diger kimyasallar atik suda kirlilik yaratan baslica kirleticilerdir [66].

Tekstil endustrileri, yas dokuma islemleri icin cok bliylik miktarlarda su ve kimyasal
tuketmektedirler. Gerek boyamada gerekse diger islemlerde kullanilan bu organik ve
inorganik formdaki bilesiklerin cesitliligine bagh olarak, ortaya ¢ikan atik sularin 6zellikleri
de farkh olmaktadir. Alici sulara verilen renkli atik sular su ortamindaki 151k gecirgenligini
azaltir ve fotosentetik aktiviteyi olumsuz yonde etkiler. Ayrica boyalarin bazi suda yasayan
organizmalarda birikmesi toksik ve kanserojenik Uriinlerin meydana gelme riskini de
beraberinde getirmektedir. Boya iceren tekstil endistrisi atik sularinin renk giderim
islemleri ekolojik acidan 6nem kazanmaktadir. Ancak kompleks kimyasal yapilarina ve

sentetik kokenlerine bagli olarak, boyalarin giderilmesi oldukga zor bir islemdir [66].

Cizelge 3.1'de tekstil proseslerinin cesitli atik su tirlerinin olusumuna neden oldugu
gosterilmektedir. Tekstil atik sulari boyahanede yapilan boyama tiriine, kullanilan

boyalarin kalitesine, sinifina ve boyamada kullanilan makineye gore farkliliklar
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gostermektedir.  Tekstil atik suyunun oOzellig§ine goére aritma yontemleri

degisebilmektedir [71].

Cizelge 3. 1 Tekstil endustrisi atik sularinin 6zellikleri [71].

Proses Atik Su Bilesimi Ozelligi
Nisasta, vakslar, karboksimetil seliiloz . ; ;
Hasill ! ! Yiksek KOI, BOI
aslflama (CMC), polivinil alkol (PVA) Uksek KOI, BO
Yuksek KOI, BOI, askida
. . y kati madde (AKM),
Hasil Sokme Nisasta, glukoz, CMC, PVA, yaglar, vakslar coziinmis kati madde
(CKM)
hipoklorit, Klor, kostik soda, hidrojen
y peroksid (H,0,), NaOH, , asitler, ylizey .
Agartma aktif maddeler, NaSiO3, sodyum fosfat, AKM, alkall
kisa kumas fiberi
Yiiksek pH, diistk KOI
Merserizasyon Kostik soda ! SiUEsékdéliuM ol,
Renk, yiiksek KOI
Boyama Ce§itli. Boyalar, m.orda.nlar, indirgeyici y[](le(:e;(yCuKl\S/Ie, dij(;ij'k
ajanlar, asetik asit, sabunlar N
AKM, agir metaller
Yapistirici, nisasta, regine, yaglar, renk Renk, yiiksek KOI, yagh
Baski . . ; o
sabitlestiriciler, asitler, sabunlar gorinis, AKM
Apre (Bitim) inorganik tuzlar, toksik bilesikler Zayif alkali, diisiik BOI

3.1 Boya Tiirlerinin Baglanma Yizdeleri

Boyama islemi sirasinda boyanin tamami kumasa tutunmamaktadir. Cizelge 3.2’de
cesitli tekstiller icin baglanmayan boya yilizdelerini gostermektedir. Pamugun
boyanmasinda kullanilan reaktif boyalarin baglanma hizi en zayiftir. Tekstil fiber
pazarinin % 52’si reaktif boyalardan olusmaktadir. Renkli atik sulardaki problemler en
¢ok pamugun reaktif boyalar ile boyanmasindan kaynaklanmaktadir. Atik sulardaki agir

metallerin ¢ogu yliniin boyanmasindan kaynaklanmaktadir [68].

Atik sular, iceriklerindeki boyalarin olusturdugu goriintii ve renk kirliligi, sergiledikleri
toksik etki, sudaki yabanci, zararli organik kirlik yikinln artmasi ve agir metallerin
konsantrasyonunun artmasi ¢evredeki ve sudaki canl yasamini dolayisiyla insan yasamini

ciddi anlamda olumsuz etkilemektedir [72].
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Cizelge 3. 2 Farkli boya tirlerinin igin uygulamalari ve baglanmayan boya yuzdesi (%)

[68].
Fiber - Baglanmamis Boya

Boya Tipi (%)

Yln igin asit/reaktif boyalar 7-20
Yiin ve naylon Metallendirilmis boyalar 2-7
Krom icerenler 1-2

Azo boyalar 5-10

Reaktif boyalar 20-50

Pamuk ve viskoz Dire!<t Boyalar >~ 20

Pigment 1

indigo Boyalar 5-20

Sulflr Boyalar 30-40

Poliester Dispers 8-20
Akrilik Bazik 2-3
Polipropilen Masterbatch N/A

3.2  Atik Sulardaki Kimyasallarin ve Boyalarin Olusturdugu Kimyasal Riskler

Tekstil atiklari biyolojik olarak ayrisabilir olmakla birlikte bazen biyolojik proseslerde
olumsuz durumlara neden olabilirler. Boyama islemlerinden kaynaklanan bazi toksik
bilesikler (boyalardan gelen kromatlar, sulfirler, Hidrojen Peroksit vs.) atik suya gecmis

olabilir [72].

Tekstil endustrisine bagli olarak, birlikte veya ayri sekilde g¢alisan kumas boyama
kuruluslarinin atik sularn cevresel agidan olduk¢a biylk sorunlara yol agmaktadir.
Boyama yerlerinde kullanilan kimyasal maddelerin formilleri tam olarak agiklanmayip
genelde ticari kullanim adlari ile anilmaktadirlar. Ayrica boyama islemleri sirasinda
boyamanin daha verilmli olabilmesi icin ilave edilen maddeler aritma islemlerini daha

da gliclestirmektedir [72].

Kimyasallarin riskleri degerlendirilirken baslica iki etken gdz 6niine alinir; tehlike ve
maruz kalma. Tehlike, zehirleme ve kanser olusturma gibi olasi biyolojik etkiler olarak
tanimlanmaktadir. Maruz kalma ise zaman ve mesafe (izerine bir kimyasalin beklenen

cevresel konsantrasyonun bir dlcisudar [73].
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3.2.1 Zehirlilik

Cok dusuk konsantrasyon degerlerinde dahi dogada kolaylikla farkedilebilen boyalar,
cevresel endigeler agisindan toplum nezdinde ilk siralari isgal etmektedir. Her bir boya
icin zehirlilik (toksisite), biyobozunurlugu, su toksisitesi ve maruz kalma durumunda
etkisi gibi bilgileri iceren glvenlik bilgi kartlari hazirlanmalidir. Zehirlilik degeri
hayvanlar (genellikle fare) (zerinde gerceklestirilen denemelerle belirlenir, bu
denemelerde hayvan gruplarindaki fert sayisinin yarisinin élimtine yol acan doz zehir
dozu olarak belirlenir. Sonug vicut agirlig basina alinan miktar olarak (mg/kg) olarak

gosterilir ve 6limcil doz (50), LDsg olarak bilinir [73].

Cizelge 3. 3 Boyalarin zehirlilik dereceleri [73].

LDso(mg/kg) | Siniflandirma | Boya Sayisi B(?’/Z;
<25 Gok zehirli
25-200 Zehirli 44 1
200 -2.000 Zararh 314 7
>2.000 Siniflandiriimadi 4.103 92
Toplam 4.103 100

Ames Salmonella ile mutajenik test yapilarak bazi boyalarda mutajen o6zellik

belirlenmistir ve bazi dispers boyalarin alerjik kontakt egzamaya neden oldugu tespit

edilmistir [73].

Dogalari geregi aerobik islemlerden etkilenmeden kalabilen boyalarin sahip oldugu
toksisite nedeniyle, mikroorganizmalara yonelik bazi kaygilar vardir. Boyalarin aerobik

bakteriler (zerindeki inhibitér etkisini belirlemek icin ETAD (“Ecological and

Toxicological Association of Dyes and Organic Pigments Manufacturer”) tarafindan bir
izleme yontemi gelistirilmistir. Bu yontem kullanilarak toplam 202 boya (izerinde
toksisite testi uygulanmis ve % 50 inhibisyon konsantrasyon (ICso) degerleri bulunarak
rapor edilmistir. Elde edilen sonuglarda direkt, dispers, reaktif, indigo, mordant,
pigment, Asit ve solvent boyalarin 1Cso degerleri 100 mg/L’den buyuk oldugu
saptanmistir.  Bu yizden tekstil atik sularinda belli degerin altindaki
konsantrasyonlardaki boyalarin mikroorganizmaya karsi toksik etki géstermedigi ortaya
¢ikmistir. Buna ragmen bazi bazik boyalar ile yapilan calismalarda ICso degerlerinin 100

mg/L'den kigiuk oldugu sonucundan vyola cikarak bazik boyalarin atik sularda
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mikroorganizmalar igin inhibitor etkisi gosterdigi sonucuna varilmistir. Bu testlerden ve
ETAD’In genel deneyimlerinden kanalizasyon ¢alismalarinda boyalarin renginden dolayi
endise edilebilecegi, fakat toksisiteden endise duymaya gerek olmadigi sonucuna

varilmistir [73].

Cizelge 3. 4 Tekstil endustrisi kaynakli cevre ve su kirletici siniflari [74].

Sinifi Ornek Kaynak
Tuz NaCl, Na,SO4 Boyama
Yiizey aktif maddeler | Etoksile fenoller Bircok kaynaktan
Metaller Bakir, Cinko, vb. Boyalar
Organikler Klorlu solventler | Yikama, makine temizleme
Biyositler Pentaklorofenol Yin elyaf kirletici
Toksik anyonlar Salfar Silfir Boyama

Boya parcalanma (Urlnlerinin kanserojen potansiyeli 1991'de 06zetlenmistir.
Hayvanlarda yapilan testlerde renklendirici ailesinin yaklasik % 70’ini olusturan azo
boyalar sinifina ait az sayida boyada kanserojen etki bulunmustur. Yapilan bu
calismada azo boyalarin kimyasal vyapilarina gore bu boyalarin toksisitesi
degerlendirilmistir. Bu toksisitenin azo baginin indirgenmesi veya enzimatik sistemlerin
etkisiyle meydana gelebilecegi bulundu. Bu sinirh sayida boya icin, azo
renklendiricilerin bozunmasi sonrasinda olusan aromatik aminlerin metabolizmada
kanserojen etki meydana getiren baslica etken oldugu sonucuna varilmistir. 1994’te
Alman Huklimeti Cizelge 3.6’da verilen aromatik aminleri iceren bazi azo boyalarin

kullanimini yasaklamistir [73].

Cizelge 3. 5 1994’te Alman Hukimeti Tarafindan Yasaklanan Kanserojen Aromatik
Aminlerin Listesi [73].

4-aminodifenil 3,3'-dimetilbezidin
Benzidin 2-metoksi-5-metilanilin
2-amino-5-klorotoluen 3,3'-dimetiI-4-4’-diaminodifenilmetan
2-aminonaftalen 4,4’-metilen-bis(2-kloroanilin)
2-aminazotoluen 4,4’-oksidianilin
2-amino-4-nitrotoluen 4,4’-tiyodianilin
4-kloroanilin 2-aminotoluen
2,4-diaminoanizol 2,4-diaminotoluen
4,4’-diaminodifenilmetan 2,4,5-trimetilanilin
3,3’-dikolorobenzidin 2-metoksianilin
3,3’-dimetoksibenzidin 4-aminoazobenzen
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3.2.2 Atik Sulardaki Agir Metaller

Atik sulardaki agir metaller 6zellikle ylinin boyanmasindan kaynaklanabilmektedir.
Boyalarda agirlikca % 3’'ten % 4’e varan oranlarda bulunan agir metallerin kaynagi
onceden metallendirme islemidir. Bu 6n metallendirme islemine bazik boyalarin
hazirlanmasinda ginko tuzlarinin kullanimi, boyalarin yiikseltgenmesi ve tutunmasi igin

dikromatlarin kullanimi ve yiin boyamada gorev alan krom bilesikleri 6rnek olarak

verilebilmektedir [73].

Gizelge 3. 6 Atik sulardaki agir metal kaynaklari [74].

Metal Kaynagi
Arsenik Elyaf
Kadmiyum Tuzdaki safsizlik
Krom Boyalar, laboratuvar
Kobalt Boyalar
Kursun Boyalar, su tesisati
Bakir Boyalar, elyaf
Manganez Permanganat seridinden (kif dnlemi)
Civa Boya, hammaddedeki kimyasal safsizlik
Nikel Boyalar
Gumius Resim uygulamalari
Kalay Apre Kimyasallari, su tesisati
Titanyum Elyaf
Cinko Boyalar, hammaddedeki safsizlik, su tesisati

Cizelge 3. 7 Boyalarin agir metal icerigi [73].

Metal Konsantrasyon (ppm) | Boya Sinifi
Arsenik <1-1,4 Reaktif
Kadminyum <1 Hepsi
Krom 3-83 indigo
Kobalt <1-3,2 Asit
Bakir 33-110 indigo
Kursun 6—-52 Reaktif
Civa 05-1 indigo
Cinko 3-32 Bazik

Atik sulardaki agir metaller su yasami ve hayvanlar icin toksik olabilmektedir. Metal
kompleks boyalar selath krom, bakir, kobalt ve nikel icerir. Bazi katyonik boyalar ¢inko
ve eser miktarda civa, kadmiyum ve arsenik icermektedir. Bazi yiikseltgeme ve

indirgeme ajanlari metaller (dikromat ve permanganat) icermektedir. Fakat bazi
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durumlarda bu kimyasallar uzun siire kullanilmamaktadir. Metaller ayrica son

islemlerde antibakteriyel ve koku O&nleyicilerde, su gecgirmezlerde ve alev

geciktiricilerde de bulunmaktadirlar [73].

3.2.3 Yardimci Kimyasallar

Boyanin iplik Gzerine adsorbe olmasi tekstil ipligine ve boyanin tipine bagl olarak
degisiklik gostermektedir. Adsorbsiyonun derecesi zaman, sicaklik, pH ve yardimci
kimyasallar gibi gesitli faktorlerin de etkisi altindadir. Boyama isleminde sikg¢a kullanilan
yardimci kimyasallar Cizelge 3.8’de listelenmistir. Cizelge 3.9’da ise boyama islemleri
ctkis sularinda boyalar haricinde ¢ok sayida farkli bilesiklerin de bulunacagini
gostermektedir. Tek bir boyama islemi igin farkh kimyasal siniftaki boyalarin birlikte
kullanilabiliyor olmasi ¢ikis suyu bilesimini daha da karmasik hale getirmektedir.
Boyama islemi ¢ikis sularindaki kimyasal yik, prosesin kimyasinin yani sira boyama

isleminin kesikli ya da siirekli olmasina bagli olarak da farkliliklar gostermektedir [66].

Cizelge 3. 10 Boyama islemlerinde en sik kullanilan yardimci kimyasallar [66].

Kimyasal Madde Bilesim Fonksiyon

Sodyum kloriir Sodyum siilfat elyafin zeta

Tuzlar potansiyelini nétralize edici,
yavaslatici
Asetik asit, Stlfurik .
. ) pH kontroli
Asitler asit
Sodyum hidroksit .
Bazl H kontrol
aziar Sodyum karbonat pH kontrofu
Tamponlar Fosfat pH kontroli
Kompleks yapicilar EDTA Kompleks yapma, yavaslatici

Dispersiyon ajanlari ve
yuzey aktif maddeler

Anyonik, katyonik
ve noniyonik

Boyalari dagitma, boyalarin
uygulamasini kolaylastirma

Okside edici maddeler Hidrojen peroksit,

Sodyum nitrit

Boyalari ¢6zlinemez yapma

Sodyum hidrosiilfit, Boyalari ¢6ziinebilir yapma,

indirgeyici maddeler

Sodyum siilfit

reaksiyona girmemis boyanin
uzaklastiriimasi

Tasyicilar

Fenil fenoller
Klorlu benzenler

Adsorbsiyonun arttirilmasi
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Tekstilde kullanilan boyalar harici diger yardimci kimyasallarin da kirlilik potansiyeli
vardir. Amerika’da yapilan bir ¢alismada boya atiklarinin biyolojik oksijen ihtiyacinin
(BOI) toplam tekstil boya atik yiikii BOI’'ye oraninin sadece % 10-30 arasinda oldugu
bulunmustur. Tek basina asetik asit boyahane BOI’sinin % 50 ile % 90ini
olusturmaktadir. Bir baska calismada ise, boyalarin atik sudaki kimyasal oksijen
ihtiyacina (KOI) katkisi sadece % 2-5 arasinda oldugu tespit edilmistir. Buna karsin
KOi’ye kimyasallarin (tesviye edici, kopik kesici ve i1slatma ajanlari vb.) katkisi % 25 ile
% 35 arasinda olmustur. Kirliliklerin iki temel kaynag ylizey aktif maddeler ve boya
banyolarina ilave edilen elektrolitlerdir. Diger kirletici kimyasallar ise toksik organik
maddeler (aseton, kloroform, metilen klorir ve siklohekzan), biyosidler ve toksik

anyonlar oldugu ifade edilmistir [73].

3.2.4 Renk

Tekstil atik sulari baglanmayan boya kalintilari igerdiklerinden dolaylr renkli
olmaktadirlar ve gorinti kirligi olusturmaktadirlar. Ayrica, renk ¢oziinmus, askida ve
kolloidal maddelerden genelde gri bir renk meydana gelmektedir. Renkli atigin alici
ortama bosaltiimasi estetik agidan rahatsiz edici olmasinin yaninda, sudaki 1sik
gecirgenligini de etkilemektedir. Isik gecirgenliginin azalmasi ise suda biyolojik
hareketliligin azalmasina veya tamamen durmasina sebep olmaktadir. Atik sudaki renk

sudaki canli yasamini olumsuz etkilemektedir [72].

Atik sulardaki rengi onlemek icin yasa yapicilar bazi kisitlamalar getirmistir. Alici
ortamda renk parametresi 300 birimden (Pt-Co) fazla olgllirse isletme gerekli
Onlemleri almasi ve diizenlemelere uymasi konusunda yaptirim uygulanmasi karari

alinmistir ve bu kisitlamalari iceren kurallar Resmi Gazete’de yayinlamistir [75].
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BOLUM 4

TEKSTIL ATIK SULARINDA BOYALARIN GIiDERILME YONTEMLERI

Ozellikle gelismis llkelerde yasa yapicilar giderek artan sorunlara neden olan tekstil ve
boya sanayi icin ¢evre ve halk saghigi ile ilgili cevre mevzuatinin kati bir sekilde
uygulanmasini istemektedirler. Atik desarji icin mevzuat ve renk standartlari farkh

Ulkelere gore degismektedir [76], [77], [78].

Tekstil atik suyunun 0Ozelligine gore aritma yontemleri degisebilmektedir Genel olarak

tekstil atik sularinin aritilmasi i¢ ana baslik altinda toplanmaktadir [71].

Cizelge 4. 1 Atik su aritma yontemleri [76].

Fiziksel Aritma

Kimyasal Aritma

Biyolojik Aritma

Yontemi YOntemi Yontemi
Adsorpsivon H,0, oksidasyon
. psly Fenton Oksidasyon Bakteriyal aerobik
Sedimentasyon i )
Ozon Bakteriyal aneorobik
Flotasyon .
Klorinasyon Alg
Koagulasyon .
Membran filtrasvon Fotokimyasal Mantar
¥ Oksidasyon Maya

R
adyasyon Elektrokoagulasyon

4.1 Fiziksel Aritma Yontemleri

4.1.1 Adsorpsiyon

Adsorpsiyon islemi, aritilmasi glic olan ve zehirlilik, renk, koku Kkirliligi olusturan
kimyasal maddelerin adsorplayici bir bir kati madde (adsorban) ylizeyinde fiziksel

baglar ile tutunmasidir. Bazi durumlarda biyolojik ve/veya kimyasal aritmadan ¢ikan su
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bir aktif karbon ortamindan gegirilerek suda kalan kirletici maddeler giderilebilir. Yerine

gore adsorpsiyon bir ara kademe islemi de olabilmektedir [72].

Etkili kirletici giderimi, ekonomik olarak uygun olmasi nedeniyle olumlu ilgi
gormektedir. Adsorpsiyon birgok fizikokimyasal faktérden etkilenmektedir. Bunlar;
boya sorbent etkilesimi, adsorban yizey alani ve partikil blyukliga, sicaklik, pH ve
temas slresi. Adsorpsiyon malzemeleri olarak aktif karbon, turba, odun yongalari,
komur ve kdl, silika jel, mikrobiyal biyokitle ve diger ucuz malzeme (6rnegin, dogal kil,

misir kogani, piring kabugu) kullanilir [76].

Adsorpsiyonla renk gideriminde en ¢ok kullanilan yontem aktif karbon yontemidir.
Aktif karbonla renk giderimi 6zellikle katyonik, mordan ve asit boyalar igin etkilidir,
fakat dispers, direkt, vat, pigment ve reaktif boyalar icin daha az bir boya giderimi s6z
konusudur. Yontemin etkinligi kullanilan karbonun tipine ve atik suyun karakteristigine
baghdir. Rejenerasyon ve tekrar kullanim boya giderim etkinliginin azalmasina neden
olmaktadir. Yeniden kullanabilen adsorbanlarin kullanimi ile rejenerasyon problemi

¢ozilebilmektedir [66].

4.1.2 Sedimentasyon

Bir kati-sivi ayirma yontemidir. Sedimentasyon kimyasal veya biyolojik yontemlerin
birlesmesinden olusan boya iceren partikiller veya boya parcalanma Urinlerinin
pihtilasma/cokelme veya bazi diger kimyasal yontemler ile veya degisik metaryaller
Uzerine adsorpsiyon ile uzaklastirilmasinda kullanilir. Yiksek ¢camur Gretimi olumsuz

yanidir [76].

4.1.3 Membran Filtrasyonu

Bu yontemle boyanin sirekli olarak aritilmasi, konsantre edilmesi ve en 6nemlisi atik
sudan ayrilmasi mimkin olmaktadir. Diger yontemlere gbére en 6nemli UGstUnlGgu
sistemin sicakliga, beklenmedik bir kimyasal cevreye ve mikrobiyal aktiviteye karsi

direncli olmasidir [66].

Boya molekiillerini atik sudan uzaklastirmak icin membranlar kullanilabilmektedir.

Aritilmak istenen atik suyun karakteriklerine ve gozenek biyukliklerine gore farkl
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membranlar kullanilmaktadir. Membranlarin siniflandirilmasi farkli molekiler agirliklari
ile atiklari tutan gézenek buylklGgiu temel alinarak gergeklestirilmistir. Boya ayirma
icin, ters osmoz (Myw <1.000), nanofiltrasyon (500 <M,y <15.000) ve ultrafiltrasyon
(1.000 <My <100.000) membranlar boya 6zelliklerine bagl olarak kullanilabilir. Ayrica,
boya ayirmak icin, membranlar sedimantasyon yerine adsorpsiyon ve koagiilasyondan

sonra kullanilabilmektedirler [76].

Ters osmoz membranlari ¢ogu iyonik tirler igcin % 90’nin Uzerinde verim gosterir.
Membran ile ayirmadan sonra kalan konsantre atigin bertaraf problemlerine neden
olmasi, sermaye giderlerinin yliksek olmasi, membranin tikanma olasiligi ve yenilenme

gerekliligi gibi dezavantajlari vardir [66].

4.2 Kimyasal Aritma Yontemleri

Tekstil atik sularinin kimyasal yontemlerle aritilmasi uzun vyillardan beri en c¢ok
uygulanan yontem olmustur. Bunun en bliyik nedeni atik su kalitesinde meydana
gelen degisikliklerin kullanilan kimyasalda veya uygulanan dozda yapilan degisikliklerle
kolayca tolere edilebilir olmasi ve uygulamaninda basit olusundan kaynaklanmaktadir.
En yaygin olarak kullanilan kimyasal yontemleri; oksidasyon yontemleri (Fenton ayiraci-
Fe(ll) tuzlariyla aktive edilmis hidrojen peroksit, ozon, fotokimyasal yontem, sodyum
hipoklorit (NaOCl), elektrokimyasal yontem), kimyasal ¢oktirme ve flokilasyon
yontemi ve Cucurbituril (Cucurbituril glikoluril ve formaldehitten olusan bir polimer)

seklinde siralanabilmektedir [66].

Cizelge 4.2’de kimyasal yontemlerin atik sularin aritiminda kullanimdan dolayi
meydana gelebilecek olan olumsuzluklardan bahsedilmektedir. Bu olumsuzluklara
ragmen kimyasal yontemler yatirrm maliyetlerinin disik olmasi, yontemin uygulama
kolayhgi ve kontol edilebilirliginin basit olusundan dolayi en ¢ok kullanilan yéntemlerin

basinda gelmektedir.

4.2.1 Koagiilasyon ve Flokulasyon

Su ve kullanilmis su tasfiyesinde suyun tasidigi ¢oziinmiis ve askida bulunan ve
istenmeyen cok kiiciik maddelerin giderilmesi icin suya kimyasal maddeler ilave edilir.

Bu maddelere kimyasal pihtilastirici veya koagiilant adi verilir. Kolloidlerin
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cokelmelerini saglamak igin suya yumaklastirici olarak polielektrolit polimer ilave edilir.
Koagiilantlarin suya ilave edilmesi ve etkili hale getirilmesi i¢in kimyasal ve mekanik
islemler uygulanir. Bu islemler pihtilastirma ve yumaklastirma olarak iki kisimdan

meydana gelmektedir [72].

Cizelge 4. 2 Boya gidermede kullanilan fiziksel ve kimyasal yontemlerin olumsuz
ozellikleri [47].

Yéntem Olumsuz Ozellikleri
Fenton reaktifi Asiri gamur Uretimi
Ozon Kisa yasam siresi (20 dak.)

Yan Urlnlerin olusumu, daha zehirli bilesiklerin Gretilmesi,

Fotoki I
otoximyasa zayif boya giderimi, oldukca yavas proses

NaOCl Aromatik aminlerin salinmasi
Cucurbituril Gok pahali
Ters Osmoz GCok pahali, yavas proses

Elektrokimyasal Yiksek elektrik maliyeti, zayif boya giderimi

parcalama
Aktif karbon Cok pahali, asiri camur Gretimi
Yer komdiri Adsobsiyon icin spesifik ylzey alani
Tahta parcalari Uzun islem gérme siiresi gerektirmektedir
lyon degistirme Biitiin boyalar icin etkili degil
Membran Filtrasyonu Yogun camur Uretimi
Isinlama Cok fazla ¢6zlinmis oksijen ihtiyaci
Elektrokinetik ¢coktiirme Fazla camur Uretimi
Silika Jel Ticari uygulamayi engelleyen yan reaksiyon

Bu yontemde floklasma ve ¢okelme kimyasal maddeler yardimiyla saglanir. Atik suya
katilan kimyasal maddeler yardimiyla meydana gelen floklasma ile ¢oziinmiis maddeler
ve kolloidler giderilirler. Al,(SO4)3, FeCls, FeSO,4 ve kire¢ koagtlilant kimyasallari olarak
kullanilmaktadir [66]. Kimyasal yontem ile aritma boya atiklarinin koaglle/¢oktirlict
ajanlar kullanilarak renk uzaklastirimaktadir. Bu proseste aliminyum (AI**), kalsiyum

(Ca*) veya demir (Fe**) iyonlarinin kullanilmasini gerektirmektedir. Bu ajanlarin
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yaninda diger ajanlarda bu islem igin kullanilabilmektedir. Yontemin etkinligini
arttirmak icin flotasyon ve koagulasyon birlikte kullanilabilir. Genellikle bu proses
dispers, sulfir ve vat boyalarinin uzaklastiriimasi ekonomiktir. Bu yontemin olumsuz
yani ise, islem sonunda buyik miktarlarda konsantre ¢amur Uretilir. Bunun yaninda
boya giderme pH'ya bagimhdir. Kimyasal yontem ile suda kolayca ¢6zlinebilen azo,
reaktif, asit ve Ozellikle bazik boyalari igin genellikle uygun degildir [46]. Flokulasyon
kimyasal olarak ise polielektrolitler tercih edilmektedir. Flokulasyon kimyasallari
koagiilasyona yardimci olarak boyalarin ¢okelmesini ve bir araya gelmesini

hizlandirmak amaci ile kullaniimaktadir.

Kimyasal koagiilasyon ve flokulasyon yontemi basit ve uygulanabilirligi en 6nemli
avantajidir. Fakat oOzellikle flokulasyon kimyasallari ve meydana gelen g¢amurun

bertarafi bu yontemin olumsuz yanlaridir [47], [66].

4.2.2 Ozon

Atik  sularin  ozonlanmasi ile dikkate deger boyutlarda boya giderimi
saglanabilmektedir. Ozonlama sonucu elde edilen boya giderimi boyanin cinsine gore
farklihk gostermektedir. Boya banyosu cikis sularinin ozonlandiktan sonra tekrar
kullanilabilmesi tesis igin kimyasal madde ve su tasarrufu saglamakta, atik su aritma
tesisinin ylk{ azalmaktadir. Yiksek kararsizligina bagli olarak oldukga iyi bir yiikseltgen
olan ozon ayni zamanda tekstil yas proseslerinden kaynaklanan atik sularda bulunan
ylzey aktif maddeler ve tasiyicilar gibi diger kirleticilerin giderilmesine de yardimci
olmaktadir. Ozonla oksidasyon, klorlu hidrokarbonlarin, fenollerin, pestisitlerin ve
aromatik hidrokarbonlarin parcalanmasinda da oldukga etkilidir. Boya iceren atik sulara
uygulanan dozaj, toplam renge baghdir ve giderilecek KOIi bir kalinti ya da camur

olusumuna veya toksik ara uriinlerin olusumuna neden olmaz [66].

Ozon yonteminin énemli bir avantaji ozonun gaz durumunda uygulanabilir olmasi ve
dolayisiyla diger bazi yontemlerin aksine atik ¢amur olusmamasidir. Boyalardaki
kromofor gruplari genellikle konjuge c¢ift bagl organik bilesiklerdir. Bu baglar kirilarak

daha kigiik molekdller olusturabilir ve renkte azalmaya neden olabilirler [66].
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Olumsuz tarafi ise, ozon sonucu olusan yan durinleri kigik molekiller atik suyun
kanserojenik ya da toksik 6zelliklerini arttirabilmektedir. Bu durumun énlenmesinde
ozonlama ilave bir aritim metodu olarak da uygulanabilmektedir. Yari dmriniin kisa
olusu (20 dakika) ozonlamanin en bilylk dezavantajidir. Alkali sartlarda ozonun
bozunmasi hiz kazandigi igin atik suyun pH kontrolu dikkatle yapilmahdir. Ozonlama
yonteminin diger bir dezavantaji kisa yari 6mrine bagh olarak ozonlamanin sirekli

olmasi gerekliligi ve yuksek maliyettir [66].

4.2.3 H,0,-Fe(ll) Tuzlar (Fenton Ayiraci)

Fenton ayiraci (Fe(ll) tuzlariyla aktive edilmis hidrojen peroksit) biyolojik aritmayi
inhibe edici ya da toksik atik sularin oksidasyonu i¢in ¢cok uygundur. Fenton ayiraci ile
yapilan aritim o6n oksidasyon ve koagllasyon olmak (izere iki adimda
gerceklesmektedir. KOI, renk ve toksisite giderimi gibi avantajlari vardir. Bu avantajlarin
yaninda prosesin bazi dezavantajlari da mevcuttur. Bu dezavantajlar; proses
flokiilasyon islemini de igerdigi icin atik sudaki kirleticiler gamura gecerler ve ¢amur

problemi ortaya ¢cikmaktadir [66].

4.2.4 Fotokimyasal Yontem

Bu yontemde boya molekilleri hidrojen peroksit varliginda UV radyasyonu ile CO, ve
H,O’ya donustlrilir. Parcalanma yuksek konsantrasyonlardaki hidroksil radikallerinin
olusmasiyla meydana gelir. Bu islemde UV 1sig1 hidrojen peroksiti aktive ederek iki
hidroksil radikaline parcalanmasini saglar. Boylece organik maddenin kimyasal
oksidasyonu gerceklesir. Fotokimyasal yontemlerde UV radyasyonu genellikle civa ark
lambalariyla saglanmaktadir. Boya iceren atik sularin fotokimyasal ydntemlerle
giderilmesinin en 6nemli avantaji islem sonucu atik ¢amur olusmamasi ve kotu

kokulara neden olan organiklerin dnemli derecede azaltiimasidir [66].

4.2.5 Elektrokimyasal Yontem

Boya gideriminde etkili bir sekilde kullanilabilirligi agisindan yontem bazi 6nemli
avantajlara sahiptir. Kimyasal madde tiketimi cok azdir veya yoktur ve camur olusumu

sozkonusu degildir. Oldukc¢a etkili ve ekonomik bir boya giderimi saglar, renk
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gideriminde ve direngli kirleticilerin pargalanmasinda yiksek verim gosterir. Yontemin

en biylk dezavantaji tehlikeli bilesiklerin olusma olasiligidir [66].

4.3 Biyolojik Aritma Yontemleri

Biyolojik yontem kirli sularin dogal olarak kendi kendine aritilmasi esdeger bir islemdir.
Biyolojik islemde, mikroflora ve mikrofouna, bakteri, mantar ve protozoa gibi
mikroorganizmalar tarafindan sistemde bulunan ¢6zlinmis oksijen ve organik madde
kullanilarak biyolojik yumaklagsma ve mineralizasyon olayi meydana getirilir. Bakteriler
besi maddesi olarak organik madde kullanirlar. Ornegin, Zoogloca ramigera tiirii
bakteri etrafini jelatinimsi kalin bir tabaka ile ¢cevreler. Bu jelatinimsi tabaka ¢6zinmis
organik maddeyi, kolloid kati maddeleri ve siispansiyon haldeki ince kati, maddeleri

kuvvetli bir sekilde adsorbe ederek biyolojik yumak haline getirir [72].

Son vyillarda yapilan calismalar bircok boya tiirlini atik sudan giderebilme yetenegine
sahip yaygin mikroorganizma tirlerinin varligini géstermistir. Mikroorganizmalarin elde
edilmelerinde ve bu mikroorganizmalardan enzimlerin saflastiriimasinda biyoteknolojik

yontemlerin kullanilmasi 6n plana ¢ikarmistir [66].

Biyolojik yontemler atik sularin aritilmasinda fiziksel ve kimyasal yontemelere kiyasla

on plana ¢ikmaktadir [27], [79].

Biyolojik aritmanin ilk yatirrm maliyetlerinin yilksek olmasina ragmen, kimyasal
kullanimi gerektirmemesi, daha az gamur tretmesi, maliyetinin daha disik olmasi, her
boya tlirl icin uygun olmasi ve c¢evreci olmasi nedeniyle kullanimi daha ¢ok tercih

edilmeye baslanmistir [66].

4.3.1 Aerobik Yontem

Aerobik proseslerde aritma oksijenli ortamda gergeklesir. Bu prosesler,
mikroorganizmanin konumuna goére askida blylime, bagil blylime ve ikisinin birlikte
uygulandigi kombine sistemler olarak siniflandirilir. Askida biliyime sitemlerinde
mikroorganizmalarin oksijen ihtiyaci cesitli tipteki havalandiricilar ile karsilanir. Bazi

durumlarda ise oksijenin biyolojik olarak algler ile kasilanmasi mimkinddr [72].
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Aerobik giderme; bakteri ve kif (mantar, fungi) boya atik sularinin giderilmesinde
yaygin olarak kullanilan iki mikroorganizma grubudur. Aerobik kosullarda, bakterilerde

bulunan enzimler atik sulardaki organik bilesikleri pargalar [46].

Beyaz clriik¢lil mantar Phanerochaete chrysosporium tarafindan (retilen lignin
peroksidaz, manganeze bagli peroksidaz gibi enzimlerin kullanilmasiyla boyalarin
parcalanabildigi bilinmektedir. Bu beyaz clrikcil mantarlarin igerdigi ligninolitik
enzimlerin optimum degerinin asidik pH degerlerinde olmasi ve atik sularda bulunma
ihtimali dustk olan tiamin ile veratril alkol maddelerine ihtiyac duymasi gibi

dezavantajlari vardir [66].

4.3.1.1 Aktif Camur Sistemi

Organik kirliligin, askida buylyen mikroorganizmalar yardimi ile giderildigi bir
yontemdir. Biyolojik aritma denilince ilk akla gelen proses aktif camur prosesidir. 1914
yilinda Ardern ve Lockett tarafindan ingiltere’de gelistirilmistir. Aktif camur prosesi,
askida biyliyen sistem olarak atik suyun biyolojik aritiminda yaygin olarak kullanilan
prosestir. Bir atigin aerobik olarak stabilizasyonunu gergeklestirebilen aktif kitle

Uretiminin meydana gelmesi sebebiyle aktif camur olarak adlandirilmistir [72].

Aktif camur tesislerinde temel amag, karbonlu organik maddelerin giderilmesidir.
Ancak BOI meydana getiren azotlu maddelerinde oksidasyonu istenebilir. Séz konusu
azot bilesiklerinden en o6nemlisi amonyumdur. Nitrifikasyon islemi ile amonyak
biyolojik olarak nitrata ylikselir. Denitrifikasyon isleminde ise azot bilesiklerinin nitrata
oksitlenmesinden sonra, nitrat oksijensiz sartlarda pargalanarak azot gazina

doénustaralar [72].

Cizelge 4. 3 Aktif camur sistemine boyalarin adsorpsiyonu [80].

Boya Tipi Adsorpsiyon Karaktistikleri
Asit Suda yuksek ¢oziundrlik; zayif adsorpsiyon
Reaktif | Suda yliksek ¢ozlinirlik; zayif adsorpsiyon, hidroliz kolayligi
Direkt Yiiksek adsorpsiyon
Dispers Yiiksek ve orta derece arasinda adsorpsiyon
Bazik Yiiksek adsorpsiyon
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Geleneksel olarak kullanilan aktif gamur sistemi tekstil endistrisindeki bazi boyalarin
parcalanmasinda yetersiz kalmaktadir. Bir¢cok sentetik boyalarin 6rnek olarak azo
boyalar, atik su aritma fabrikalarinda aerobik sartlar altinda mikrobiyal parcalanmaya
karsi direng gosterdikleri bulundu. Aerobik mikrobiyal par¢lanmaya karsi gosterilen bu
direng¢ boya malzemelerinin, kimyasal ve 1sik kaynakli oksidatif etkiler sonucu
renklerinin agilmasini engelleyecek sekilde sentezlenmelerinden kaynaklanmaktadir.
Boyalarin biyodegradasyonun azalmasini etkileyen diger faktorler ise, boyalarin sudaki
yuksek ¢ozunurligli ve molekdl agirliklarinin  yiksek olmasi nedeniyle hiicre

membranlarinin igine nifiiz etmelerinin gigligiinden kaynaklanmaktadir [66], [80].

4.3.2 Anaerobik Yontem

Anaerobik aritma, organik ve inorganik maddelerin, oksijensiz ortamda
mikroorganizmalarin yardimiyla parcalanarak CO,, CHs, H,S ve NHj gibi son Uriinlere
doénidsmesi olarak aciklanabilir. Anaerobik aritma ilk olarak sadece ¢amurlarin
clirGtilmesi amaciyla kullanilmaya baslanmis, ancak atik sularda aerobik aritmaya
kiyasla avantajlarinin kesfedilmesinden sonra bu alanda da yaygin bir sekilde

kullanilmaya baslanmistir [72].

Anaerobik atik su aritimi, bazi 6zellikleri nedeniyle son yillarda énem kazanmis ve
tizerinde ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Ozellikle konsantre sanayi atik sularinin
aritimi amaciyla ¢ok sayida anerobik aritma tesisi kurulmustur. Anaerobik aritma bir¢cok
atik su cesidine uygulanabilmesi, enerji gerektirmemesi hatta fazladan eneriji
Uretebilmesi ve dislik teknoloji ve maliyetlker ile insa edilebilmesi gibi Gstinliklere
sahiptir. Butln bu Ustlnliklere ragmen anaerobik aritma 6zellikle sicaklik, pH, asiri
yukler gibi cevresel faktorlerden aerobik artimaya goére daha cok etkilenmektedir.
Anaerobik isletme ani bir cevresel degisiklige (zehirli maddeler, asiri organik yikleme,
sicaklik degisimi) maruz kaldiginda reaktor dengesi bozulmakta ve ve bakteri gruplari

arasinda bu etkiye farkl tepkiler géstermektedir [72].

Parlak renkli olan ve suda c¢oziinebilen reaktif ve asit boyalar geleneksel aritma
sistemlerinden giderilmeden ciktiklari icin ¢cevresel agidan en problemli boyalar olarak
kabul edilmektedirler. Bu boyalarin belediye aritma sistemlerindeki aerobik gideriminin
de yetersiz kaldigi bilinmektedir [66].
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Anaerobik aritimin ilk basamaginda asidojenik bakteriler karbonhidratlar, yaglar veya
proteinler gibi organikleri dusiik molekller agirlikli ara Urinlere donistirirler. Bu
fermentasyon Urinleri daha sonra asidojenik bakteri tarafindan kullanilir ve asetat,
karbon dioksit ve molekiler hidrojen agiga c¢ikar. Son olarak metanojenik bakteriler
asetat ve karbondioksidi metana indirgerler. Metan ve karbondioksit iceren biyogaz,
anaerobik pargalanma testlerinde pargalanmanin seviyesini belirleme amaciyla

kullanilabilmektedir [66].

Boyalarla yapilan anaerobik pargalanma calismalari, 6zellikle aerobik ortamda
parcalanamayan suda ¢ozlnebilir reaktif azo boyalar tizerinde yogunlasmistir. Cift bagl
azot halkasina bagli bu boyalarin aerobik proseslerle aritilabilirliginin - mimkdan
olmamasi anaerobik aritmayi gerekli kilmaktadir. Anaerobik olarak renk gideriminin
gerceklesebilmesi icin ilave karbon kaynagina ihtiyac vardir. ilave karbon metan ve
karbondioksite donustirilmekte ve elektronlar agiga cikmaktadir. Bu elektronlar
elektron tasima zincirinden azo-reaktif boyaya tasinmakta ve bu elektron boyayla
reaksiyona girerek azo bagini indirgemektedir. Boylece anaerobik parcalanma
sonucunda azo boyalarda renk veren azo bagi kirilmakta ve renk giderilmektedir. Bu
renk giderimi prosesi oksijen tarafindan inhibe edilmektedir. Bu ylizden boya atiklarini
gidermek i¢in ilk adim diazo baginin indirgenerek parcalandigi anaerobik kosullar

altinda aritim gerceklesmelidir [66], [81], [82].

Cesitli yazarlar saf kiltlrlerde aromatik aminlerin pargcalanma yodntemlerini
arastirmislardir.  Bununla birlikte, saf olmayan karisik kiltlrlerde parcalanma
derecelerinin belirlenmesi zordur. Anerobik olarak atik sularin renksizlestirmenin
etkinligini arttirmak icin genellikle yardimci substrat eklenmektedir. Metabolitlerin
analitik olarak izlenmesi HPLC ile mimkiindir. Bunaragmen metabolitlerin bazilari
oksijen varhiginda kararl degildir ve kendiliginden okside olabileceginden daha uzun
sureler icin HPLC ile 6lgcllemeyebilir [69], [81]. Arastirmacilar tarafindan yapilan bir
calismada Reaktif Black 5 ve Synozol Red boyalarinin anaerobik aritma ile
giderilebildigi, kullanilan mikroorganizma tiirline ve boya derisimine bagli olarak % 23
ile % 78 arasinda degisen KOI giderme verimlerinin elde edilebilecegi belirlenmistir.
Boyanin tamaminin giderilmesi azo boyalarin renk veren N=N yapisinin anaerobik
kiltlr tarafindan parcalanmasi ile mimkin olmustur [66].
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Cizelge 4. 4 Tekstil boyalarinin gideriminde farkl anaerobik proseslerin performansi

[83].
Bova Renk
Boya Boya tipi Reaktor tipi y Sire | Giderme
(mg/L) 0
(%)
Kongo Red Kesikli 5 98
Direct Black 38 Azo (Escherichia coli) 100 gin 72
Kongo Red Kesikli 5 100
A 1
Direct Black 38 20 (Pseudomonas sp.) 00 gin 83
Kesikli 20
Red RBN A 1
ed 20 (Proteus mirobilis) 00 saat 9>
Asit Orange 7 Monoazo 24
Direct Red 254 Diazo HCYR 60 saat 92
Reaktif Red RB 953,2 24 94,9
Reaktif Black B Reaktif Kesikli 864,9 <aat 91
Remazol Blue 1031,3 63,6
Reaktif Orange 16 Reaktif Kesikli 350 sa6at 80-98
Reaktif Black 5
Direct Red 28 20
Direct Black 38 Azo HCYR 250 ~ 100
. saat
Direct Brown 2
Direct Yellow 12
Bazik Yellow 28
Bazik Yellow 21
Bazik Red 18 5
Bazik Red 46 Azo HCYR 1.000 iin 90
Bazik Blue 16
Bazik Blue 41
Orange 11 . - 10
Reaktif Black 3HN Reaktif Kesikli 100 iin 99
Reaktif Red 195 Anaerobik-aerobik 18
Sumifix Supra Red 3BF Monoazo AKR 100 saat 85
Bisazo vinilstlfonil
Antrakinon 63
s . Anaerobik-aerobik 18 64
Vinilstlfonil 20
. AKR saat
Antrakinon 66
Monoklorotriazenil
Tekstil atik suyu indigo Kesikli 100 glu3n ~ 100
. . 24
Tekstil atik suyu Reaktif Akiskan yatakh 20 <aat 59

Kayikoglu ve Debik [83] tarafindan karisik anaerobik bakteri topluluklarinin kesikli

denemelerde iki azo tekstil boyasinin mono azo boya ve diazo boya) boya giderimi
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Uzerine etkileri laboratuvar 6lgekli havasiz gamur yatakli reaktorde (HCYR) arastiriimig
ve baslangi¢ karbon kaynagi olarak asetat kullanildiginda 24 saat HBS'(Hidrolik bekleme
suresi) de her iki boya icin de % 88’den daha yiksek giderim verimi elde edildigi tespit
edilmistir [83].

Cizelge 4.4'te tekstil boyalarinin gideriminde farkli anaerobik proseslerin
performanslari verilmis olup, elde edilen boya giderme yizdelerinin yiksek oldugu
gorilmektedir. Fakat anaerobik kosullarda olusan boyalarin parcalanma (rinleri
(aromatik aminler) tam olarak mineralize olamamakta ve canhlar icin toksik etki
meydana getirmektedir. Anaerobik reaktériin ardindan atik sularin aerobik
proseslerden gecirilmesi, anaerobik sartlar altinda meydana gelen bu aromatik
aminlerin zararsiz hale gelmesini saglamaktadir. Aerobik prosesten dnce anaerobik bir
reaktor kullanimi, boya gideriminde %90’dan daha fazla verim elde edilmesi, enerji
Uretimi icin metan eldesi, daha az ¢amur olusumu gibi avantajlara da sahip olmaktadir.
Ayrica, anaerobik aritma aerobik aritmadan 6nce bir 6n aritim yapilmasini saglayarak

daha yiiksek KOi giderim verimleri elde edilmesini saglamaktadir [83].

4.3.3 Biyosorpsiyon

Kimyasal maddelerin mikrobiyal kiitle tarafindan adsorpsiyonu veya kiitlede birikimi
biyosorpsiyon olarak ifade edilmektedir. Olii bakteriler, maya ve mantarlar boya iceren
atik sularin renginin giderilmesinde kullanilabilmektedir. Tekstil boyalarinin kimyasi
genis bir yelpazede degisiklik gosterdigi icin mikroorganizmalarla olan etkilesimler
boyanin kimyasina ve mikrobiyal kitlenin spesifik kimyasina dayanmaktadir. Bu
nedenle kullanilan mikroorganizmanin cinsine ve boyaya bagh olarak farkli baglanma
hizlari ve kapasiteleri s6z konusudur. Boya iceren atik su cok toksik oldugunda

biyosorpsiyon yontemi daha avantajli olmaktadir [66], [84].

Bazi boyalar biyokitle tarafindan % 40-80 adsorplanabilmektedir. Calisilan 87 adet
boyanin % 62’sinde renk giderimi sorpsiyon ile basarili bir sekilde gerceklesmistir.
Silfonik asit gruplarinin sayisina bagh olarak ¢ozinirligl yiksek olan asit boyalarin
adsorpsiyonu distktir. Reaktif boyalar da diisiik adsorpsiyon gostermektedirler. Buna

ragmen, reaktif boyalarin adsorpsiyonu hidrolizin kolayligina veya (zerindeki slfon
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gruplarina baglh degildir. Direkt ve bazik boyalar yiiksek adsorpsiyon 6zelligine sahiptir.

Dispers boyalar ise yiiksek ile orta arasi adsorpsiyon 6zelligi gosterirler [73].

Gizelge 4. 5 Tekstil atik su aritma yontemlerinin avantajlari ve dezavantajlari [73].

Yontem Ornekler Avantajlari Dezavantajlari
Camur Uretimi,
Kimyasal ilavesi
y Basit ekipman, . y o
Allm R Yiksek ¢alisma maliyetleri,
. . Gorece hizli renk . . .
Koagtilasyon/ Kireg Polieletrolitler tesisin
. uzaklastirma, . .
Flokulasyon Demir KOI' de &nemli ¢alismasini etkileyebilir,
Polielektrolitler Reaktif boyalar
azalma
uzaklastiriimaz,
pH kontroli ihtiyaci.
Yiiksek sermaye yatirimi,
Bazi atiklar
- . aritilamamaktadir.
Belirli molekiler .
s . Hemen hemen tim
blydklikteki
e safsizliklarda konsentrat
Ters osmos kirlilikleri uzaklastirir, L
. o o icerir.
Nanofiltrasyon lyi renk giderimi, .
. - . Konsentrat baska bir
Ultrafiltrasyon | Hizli, Blylk hacimler .
.. - teknoloji ile
icin kullanilabilir,
; uzaklagtiriimahdir.
lyonlari uzaklastirir . . -
Surekli temizleme ihtiyaci
On aritma gerektirir.
Membranlar &

Hassas pH kontrolu.

Diyaliz
veya slrekli
deiyonizasyon

Saflastirilan atik su
yeniden kullanilabilir,
Katyonlu atik su suyu

yumusatmak igin
yeniden kullanilabilir
veya boyama
prosesinde kostik
veya karbonat
kullanilabilir

Atigin bir kismi aritilmaz,
Hemen hemen tim
safsizliklarda konsentrat
icerir,

Organik materyal
membranlari bozabilir,
lyonik olmayan tiirler
uzaklastiriimaz,
Sermaye ve kullanim
maliyeti bilinmemektedir.

Adsorbanlar

Aktif karbon,
silika, komir,
sentetik
polimerler

lyi renk giderimi,
Basit teknoloji
Bazi adsorbanlar icin
dislik uygulama
maliyeti, Solventlerin
uzaklastiriimasi

Yiksek sermaye
maliyetleri,

Yavas proses,
Yenilenme veya atik
maliyetleri,

TUm boya tipleri igin tek
adsorban uygun degildir,
Gerekli olan doz yliksek
olabilir.
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Cizelge 4. 6 Tekstil atik su aritma yontemlerinin avantajlari ve dezavantajlari (Devami)

uygulanabilir

[73].
Yontem Ornekler Avantajlari Dezavantajlari
Yiksek sermaye
maliyeti,
Yiksek uygumla
lyi renk gidermi, maliyeti,
Ozon Blyuk hacimlere TUm boya tirlerinin

uzaklastiriimasinda
etkili degil,
Oksidasyon urunleri
bilinmemektedir.

YUkseltgenme Fenton reaktifi

Hizli renk giderimi,
Basit uygulama,
Camurun tesisin

Oksidasyon urunleri
bilinmemektedir,
Yiksek ¢alisma

renksizlestirir,
Metan uretilir.

¢alismasini arttirmasi maliyetleri
. Yiksek
UV/Peroksit lyi renk giderimi uise .f,ern?aye
maliyeti
Guclu oksidant, Yiksek yatirim
. Etkili bir sekilde maliyeti,
UV/Katalist organik bilesikleri Oksidasyon Urtnleri
parcalar bilinmemektedir.
lyi renk
Klorlama Ucu'z, y.| rt?n Klorlu yan Grlnler
giderimi
Kalay Klorir lyi renk giderimi, Azo Aromatik aminler
boyalarin . .
. . L. . olusabilmektedir,
Ingirgenme . - renksizlestiriimesinde .
Hidrosulfit - Yetersiz parcalama
etkili
Cozliinmeyen boyalar
icin uygun, Blyuk hacimde
Aerobik Boyalarin ¢amur Uretimi
mineralizasyonunda | Blylk enerji ihtiyaci
genellikle sonug verir
Biyolojik Renk'g'lderlTlnfje
spesifik degildir, -
oo Bilinmeyen
Indirgeme arcalanma
Anerobik mekanizmasi . p ¢ sy
. Urtnleri, Yiksek
timiyle

sermaye maliyeti

Mevcut atik su aritma problemlerine biylk yatirimlar yapilarak zamanla ¢6ziime

ulastirilabilmesine ragmen sonug olarak daima aritilmasi ¢cok zor konsantre atik aritma
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camurlari kalmaktadir. Bu nedenle mali imkanlari yeterli olmayan Ulkelerde basit,
pahali olmayan, geri kazanma ve yeniden kullanma metodlariyla baglantili uygun
aritma tekniklerinin kullanilmasi ve bu tesislerden ¢ikacak artiklarin ihmal edilmeden

takip edilmesi gerekmektedir [72].

Endustride atik sular igin kullanilan geleneksel fiziksel ve kimyasal aritma yontemlerinin
yuksek maliyetli olmasi ve her boya igin kullanilamiyor olmasi, uygulanmalarinin sinirh
kalmasi yeni yontemlerin arastirilmasini ve kullanilma sunulmasini gerekli kilmaktadir

[66].

Ortamda ilave atik olusturmadan ¢ok hizli ve glvenilir olarak aritmanin enzimler ve
mikroorganizma yani biyobozunma ile gergeklestirilmesi bu ¢alismayi diger kullanilan
geleneksel yontemlerden farkli ve dnemli kilmaktadir. Ozellikle immobilizasyon islemi
ile enzimlerin veya mikroorganizmalarin defalarca kullanilmasi saglanacagindan,
Onerilen biyoaritma yéntemlerinin diger yontemlere kiyasla ¢ok daha ekonomik olmasi

beklenmektedir.
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BOLUM 5

BOYALARIN ENZIMLER iLE GIDERILMESI

Atik sudaki organik kirliliklerin oksidorediktif enzimler ile giderilmesi fikri 1980'lerin
basinda  gelistirilmistir.  Enzimler  uygun  kosullarda aromatik  bilesikleri
parcalayabilmektedirler. Bazi peroksidazlar ve lakkazlar atik su boyalarinin
giderilmesinde kullanilmaktadir. Peroksidazlar tarafindan boyalarin giderilmesinde
baslatici olarak hidrojen peroksit kullaniimaktadir. Lakkaz enziminin elde edildigi
kaynaklardan saflastirilmasi islemleri kullanimini sinirlamaktadir. Bitki kaynakl
polifenol oksidaz serbest molekiler oksijeni kullanarak aromatik kirleticileri

uzaklagtirabilmesi bir diger alternatif enzim kullanimi olarak dikkat gekmektedir [85].

5.1 Horseradish Peroksidaz Enzimi (HRP)

Horseradish Peroksidaz enzimi bitki kaynakli bir enzimdir. HRP, H,0, varhiginda farkli
fenollerin oksidasyonunu katalizlemektedir. Oksidasyon sonucu olusan fenoksi
radikalleri ¢ozeltide dagilmakta ve suda ¢oziinmeyen poliaromatik Griinleri olusturan
benzer ya da benzer olmayan molekiler tirlere saldirmaktadir. Serbest radikaller
spesifik degildir ve zayif peroksidaz substratlariyla reaksiyon verirler. Peroksidaz
saldirisina karsi hassashgl degisen kompleks karisimi bir atik su sistemi igcerdiginden bu
onemlidir. Klibanov vd. [53] bir molekil peroksidazin yaklasik 10.000 fenol
molekilinin katalitik 6mrinid ortadan kaldirdigini hesap etti. Bundan baska
peroksidazin blylk bir kisminin inaktivasyonu yilksek derecede fenolii uzaklastirmak

icin gereklidir. Bu da endistriyel durumlarda kullanimlarini sinirlandirmaktadir.
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Klibanov enzimin aktif bolgesi ile fenoksi radikallerinin etkilesimi sonucu enzim

inaktivasyonun olustugunu ileri sirmektedir [53].

HRP mekanizmasi farkli enzim formlarindaki ara drinlerle iliskilidir. H,0,'nin
baslangicta indirgenmesi tiketilen her bir peroksit molekill igin 2 serbest radikal

olusmaktadir [53].

Bu enzimatik yaklasim aromatik kirlilik iceren atik su ¢alismalari igin uygundur. Bunlar
suda c¢ozinmediklerinden daha az toksiktirler. Suda ¢6ziinen toksik fenollerin
peroksidaz katalizli  donlstmleri  sudan kirleticilerin uzaklastiriimasinda
kullanilmaktadir. Sekil 5.4’te gosterildigi gibi okside halde HRP, bilesik I'in olusumuna
yol agmaktadir. Bilesik | tek elektronlu indirgemeyle Bilesik 1I'yi olusturmakta bilesik I
ise ikinci bir tek elektronlu adimla hareketsiz enzime indirgenmektedir. H,O, fazlasi

bilesik III’in katalitik olarak inaktive olmasina yol agmaktadir [53].

Sentetik boyalar tekstil, boya, kagit basimi, renkli fotograf ve petrol trinlerinde katki

olarak kullanilmaktadir [53].

Fenolik bilesikler insan saghgi bakimindan potansiyel bir tehdit olusturduklarindan
polimer prosesi, fiber endistrisi ve yag rafinasyonunda yer alan zararli kirleticilerdir.
Peroksidaz varliginda hidrojen peroksid ilavesi fenolleri oksitlemektedir. C6ziinmeyen
polimerler ise ¢okmektedir. Horseradish peroksidaz (HRP) fenol ve klorofenollerin
polimerizasyonlari sonucu olusan serbest radikal olusumunu katalizlemektedir. HRP'nin
etkisini gosterebilmesi icin optimum pH, HRP inhibitéri olan boyalar, boyaya karsi
HRP’nin substrat spesifikligi, boya ve H,0, varliginda HRP’nin inaktivasyonu ve secilen
boya icin kinetik sabitler (Michaelis sabitleri) gereklidir. HRP, fenolleri serbest radikal

mekanizmasi ile fenolleri gidermektedir [53].
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Sekil 5. 1 Bayir turpu (Armoracia rusticana) “Horseradish Peroksidaz” bitkisi [86].

Sekil 5.1’de Horseradish Peroksidaz enzimin elde edildigi kaynak olan turpgiller ailesine

ait Bayir turpu (Armoracia rusticana) bitkisi gosterilmektedir.

Sekil 5. 2 X-i1sin1 kristalografisi ile HRP’nin tg¢ boyutlu molekil yapisi [86].

Sekil 5.2’de Horseradish Peroksidaz enziminin X-isinlari kristalografisi ile alinan (g

boyutlu yapisi gorilmektedir.
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Sekil 5. 3 HRP C'nin hem-baglama bodlgesindeki anahtar amino asit artiklari [86].

Sekil 5.3'te Hem grubu ve hem grubunda yer alan demir atomu kirmizi, amino asit
artiklari ve bazi atomlar yesil, mavi ve kirmizi renklerde gosterilmektedir. His170,
proksimal histidin artigl, hem demir atomuna koordine durumdadir. Amino asit

kalintilarinin 6zel gorevleri Cizelge 5.1’de verilmektedir [86].

Cizelge 5. 1 Amino asit kalintilarinin 6zel gérevleri [86].

Amino Asi ..
mino Asit Ozellikleri ve gorevleri
Kalintilan
Onemli rolleri (i), bilesik I'in olusumu ve stabilizasyonu, (ii) ligand ve
Arg38 . o .
aromatik substratlarin baglanmasi ve stabilizasyonu
Phe4d1 Bilesik I'in demir oksijenine substratin ulagsmasini 6nlemektir.
Onemli rolleri (i), bilesik | olusumu (hidrojen peroksitten proton
His42 almaktadir), (ii) ligand ve aromatik substratlarin baglanmasi ve

stabilizasyonu
His42 yan zincirinin bazligi Asn70-His42 cifti araciligi ile
Asn70 korunmaktadir (Hidrojen bagi, Asn70 amit oksijeni ile His42 imidazol
NH’1 arasindadir).
Bitki peroksidazlarinda korunan ‘-Pro-X-Pro-‘ (HRP C’ de Pro139-
Ala140-Pro141) yapisal seklinin bir parcasidir.

Pro139
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5.1.1 HRP Reaksiyon Mekanizmasi

Peroksidazlar, H,0; ile Bilesik I, Il ve Ill olmak Uzere Ug¢ farkh yapi olusturmaktadir.
HRP’nin genel ¢alisma mekanizmasi asagida verildigi gibidir. HRP-I ve HRP-II, sirasiyla

Bilesik | ve Bilesik 1I'yi, AH ise indirgenen substrati gostermektedir [86].

H,0, HO0 AH A AH A+ HO

Sekil 5. 4 HRP enziminin ¢alisma mekanizmasi [62], [86].

HRP'nin  enzimatik aktivitesi, hem grubunda bulunan demir atomunun
ylkseltgenmesinden ve indirgenmesinden kaynaklanmaktadir. Uygun ortamda HRP,
H,0, ile birleserek [HRP-H,0,] kompleksini olusturmaktadir. Olusan kompleks cesitli
elektron vericiler ile ylkseltgenir. Organik bilesiklerin, H,O, varliginda peroksidaz
oksidasyonu atik sulardaki organik kirliliklerin uzaklastiriimasinda kullanilabilmektedir.

[86].
HRP+H202 - [HRP-Hzoz]
[HRP-H,0,] + Substrat = Uriin + HRP + 2H,0

Horseradish peroksidaz (HRP) fenollerin, bifenollerin, anilinlerin ve bunlar gibi
heteroaromatik bilesiklerin oksidasyonlarini katalizleyebilmektedir. HRP genis bir pH ve
sicaklik araliginda aktivite gosterdiginden atik su islemesinde kullanilmasi uygun
gorinmektedir. Sulu cozeltilerden fenollerin HRP katalizinde fenol giderilmesini
optimize etmek amaciyla son yillarda bircok ¢calisma gerceklestirilmistir. HRP-peroksit-
aromatik substrat sistemleri icin pistonlu-akis ve sirekli akis reaktor modelleri

gelistirilmistir [87].

5.2 Lakkaz Enzimi

Lakkaz enzimi multinlikleer bakir iceren mavi bakir oksidazlar sinifina ait bir
glikoprotein yapili bir enzimdir. Lakkazlar (E.C. 1.10.3.2) endustriyel biyokatalizor
olarak kullanmak icin ylksek potansiyele sahip benzodiollerdir. Lakkazlar molekdiler

oksijenin harcanmasinda cesitli organik bilesikleri oksidasyonunu katalizler [89].
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Lakkaz enzimi bitkilerde hicre duvari yapisi iginde baglanmislardir. Bu grup enzim ilk
olarak 19. ylzyilin sonunda Rhus vernicifera adli vernik agacinin recine komponenti
olarak tanimlanmistir [89], [90]. Lakkaz enzimi molekiler oksijenin harcanmasinda
substratlarin monoelektronik oksidasyonunu katalizlerler. Tekstil, kagit ve gida
endustrilerinde kullanilir. Tekstil endlstrisinde; boyalarin renk gideriminde, agartma
isleminde ve toksik bilesiklerin uzaklastiriimasinda kullanilmaktadir. Lakkazlar ayrica
tipik substratlari fenoller ve aminler olan, reaksiyon Urinleri dimer ve oligomerler olan
organik sentezlerde de kullanilmaktadirlar. Lakkaz enzimi serbest veya immobilize
olarak azo boyalarinin renk gideriminde kullaniimaktadir. 1-hidroksibenzotriazol
(HBT)’'nin mediator (araci) olarak kullanimi lakkaz enziminin katalitik yeterliligini

arttirmaktadir [90].

5.3 Lignin Peroksidaz Enzimi (LiP)

Lignin peroksidazlar 40 kDa molekil agirligina sahiptirler, glikolizdir, asidik izoelektrik
noktalari vardir, 2,5-3,0 gibi dislik pH degerleri vardir. Aktif bolgelerinde hem
proteinleri ve protoporfirin IX icerirler. LiP tipik bir peroksidaz gibi davranir ve H,0,
tarafindan iki elektron eksik Bilesik I'e ylkseltgenir. Bir elektron eksik olan kisim ise
Bilesik Il olarak belirlenmistir. Tipik peroksidazlar sadece fenol ve aromatik aminleri
okside etmelerine ragmen LiP'lar farkh olarak fenolik olmayan yapilari da okside eder

[91], [92].

LiP, farkh lignin model bilesiklerinde H,0, bagimli oksidasyonu asagidaki adimlardan

olusan reaksiyon siralamasi ile katalizler.
LiP (Fe**)P + H,0, - LiP-I(Fe*-0)P + H,0
LiP-I(Fe**-O)P'+ R  LiP-lI(Fe*"-O)P + R’
LiP-1l(Fe**-0)P + R + 2H* L LiP (Fe**)P + R + H,0

R: veratril alkol gibi bir aromatik substrattir, P: pofrindir. LiP Bilesik | (LiP-l) ise biri
oksiferil noktasi digeri deporfirin m (pi) katyon radikali olan Hidrojen Peroksite
ylkseltgenen esdeger, iki yapiyi tasir. LiP bilesik Il ise sadece bir ylkseltgenen esdeger

yap! tasiyabilir. R substrati Bilesik I'e yikseltgenir. Asiri H,O, varliginda LiP katalitik
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olarak inaktif orta dereceli Bilesik IlI'e donugsiir. Dogal LiP Bilesik IlI'ten kendiliginden bir

ayrismayla, bir siiperoksit agiga ¢ikararak yenilestirilebilir [91].

5.3.1 Redoks Mediatorleri

Lakkaz aracili sistemlerin lignine karsi aktivitesi iki ana faktore baghdir. Birincisi enzimin
redoks potansiyeli, ikincisi mediatorin oksidasyonundan olusan radikallerin stabilitesi
ve reaksiyona girme kapasitesidir [91]. Substratlar bliyukltklilerinden dolayr enzimatik
pakete direkt giremediklerinden kiiclk birer molekil olan mediatérler devreye girer.
Mediator, bir cesit elektron mekigi olarak davranan bir molekildiir. Enzim tarafindan
yukseltgendiginde olduk¢a kuvvetli ylkseltgen bir ara bilesik olusur. Enzimatik

paketten difliz edildiginde herhangi bir substrati kolaylikla oksitleyebilmektedir [91].

Polisiklik bilesiklerin, fenollerin, aromatik aminlerin, bifenillerin, pestisidlerin,
insektisidlerin parcalanma uygulanmalarinda redoks yardimcilari ile enzimatik kataliz
genis uygulama alanina sahiptir. Bunlarin en 6nemlileri; bromofenol, 2,4-diklorofenol,
gayakol, 1-hidroksibenzotriazol, m-kresol, kinol, siringaldehid, vanilin ve vilorik asittir

[29].
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BOLUM 6

ENZiM iMMOBILIZASYONU

Biyoteknolojik uygulamalarda enzimlerin ylksek sicakliklarda hizli denatiire olmalari
biyldk bir problem olusturmaktadir. Enzimlerin biyoteknolojik uygulamalarda
kullanilabilmeleri icin ¢calisma kosullarinda uzun sire kararh olmalari gerekmektedir.
Stabilitenin uzatilmasi enzim tekrarlarinin sayisini azaltacak ve bdylece enzimin
kullanimdaki maliyetini de disurecektir. Normal sartlar altinda enzimin katalitik olarak
aktif dogal yapisi, hidrojen baglari, hidrofobik, iyonik ve Van der Waals etkilesimleri gibi
kovalent olmayan kuvvetler ile korunmaktadir. pH degisikligi ile bu kuvvetlerin etkisi
azalir ve protein molekili agilir. Bu ise enzimin denatlirasyonu ile sonuglanir [86].
Denatiirasyonu engelemek ve enzimin c¢evre kosullarina daha kararli hale gelebilmesi

icin enzimler bir destege immobilize edilmektedirler.

Dogal ve sentetik makromolekiiller olan polimerlerin biyomolekiller (Orn. antijenler,
antikorlar, ilac aktif maddeleri ve enzimler) ile olusturdugu konjugatlar tipta ve

biyoteknolojinin gesitli dallarinda kullanilmaktadir [93], [94].

6.1 Enzimlerin Stabilizasyonu

Proteinlerin polielektrolitlerle etkilesimlerinin incelenmesi biyolojik agidan 6nemli
mekanizmalarin varligini ortaya koymaktatir. Bu proteinlerle yapilan c¢alismalarin
model olarak alinmasi proteinlerin polielektrolitler ile kompleksleri biyomedikal
uygulamalar ig¢in blylk Gmit vaad etmektedir. Proteinlerin polimerler ile etkilesmesi
proteinin islevsel ozelliklerinde 6nemli degisikliklere yol agabilmektedir. Enzimlerin
polimer destek materyallerine baglanmasi enzimin stabilitesini arttirmaktadir [95].
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Fakat enzimlerin polianyonlar ile enzim-polianyon kompleksleri olusturuldugunda
enzimlerin katalitik aktiviteleri yok olur [94], [95]. Enzimlerin biyoteknolojik
uygulmalarda kullanilabilmeleri icin stabilitelerinin arttirilmasi gerekmektedir. Enzimler
dogal polimerler olan polisakkaridler kullanilarak diren¢ kazanmaktadirlar ve kullanilan

polimerin 6zelligine gére enzime yeni 6zellikler kazandirilabilmektedir [96], [97], [98].

Enzimlerin stabilizasyonu igin baslica 5 yontem vardir [86].

Bu yontemler asagida siralanmaktadir;

1) Dogal olarak yiksek stabiliteye sahip enzimleri Ureten mikroorganizmalarin
bulunmasi

2) Stabilize edici maddelerin (n6tral tuzlar, selat yapici maddeler, albiminler ve diger
proteinler) enzim ¢ozeltilerine ilavesi,

3) Enzim molekillerinin kimyasal modifikasyonu (bifonksiyonel reaktiflerin kullanimiyla
molekil i¢i capraz baglama ya da agilasyon ve rediktif alkilasyon gibi reaksiyonlarla
proteinlerin Gglncul yapilarindaki fonksiyonel gruplarin modifiye edilmesi)

4) Protein muhendisligi

5) Enzimlerin tasiyici destek materyallere immobilizasyonu [86].

Enzimlerin kullanilmasi ile aritma, heniiz bir endustriyel 6lgcekte uygulanan bir yontem
degildir. Bu yontemin, serbest enzimlerin sicakliga dayanamamasi, yeniden kullanim
imkaninin olmamasi, proteaz enzimlerin saldirilarina acik olmalari ve inhibisyon vb. gibi
eksiklileri vardir. Bu kisitlamalari asmak igin enzim stabilitesinin ylksek olmasi, yeniden
kullanimi ve uygulamadaki kolayliklari gibi nedenlerden dolayr immobilize enzimlerin

kullanilmasi gerekmektedir [85], [86].

6.2 Enzim immobilizasyonu

immobilize enzimi terimi ilk olarak 1971’de New Hampshire’de yapilan Enzim
Mihendisligi Konferansinda benimsendi. immobilize enzimler serbest enzime gére
daha kararhidirlar. Ayrica immobilize enzimler tekrar ve slrekli olarak
kullanilabilmektedir. Biyokatalizlerin immobilizasyonuna biyoteknolojik uygulamalarda
diinya genelinde ilgi artmaktadir. Ginimizde immobilize biyokatalizlerin uygulamalari;
stereospesifik veya “regiospesifik” biyodonlsim ile faydal bilesiklerin {Gretimi,
biyolojik prosesler ile enerji liretiminde, ¢evre problemlerinin ¢oziilmesinde belirli
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kirleticilerin ortamdan uzaklastiriimasinda, yiiksek duyarllik ve spesifiklik ile bilesiklerin
surekli analizlerinde ve enzim ile iyilestirme ve yapay organlar igin yeni tip ilaglarin
gelistiriimesinde medikal uygulamalarda kullanilmaktadirlar [76], [100]. Enzimlerin kati
bir destek lizerine immobilizasyonu immobilize enzimlerin endistride kullanimindan
dolayl yogun bir ilgi alanidir [101]. immobilizasyon y&ntemi immobilize edilecek
enzimin yapisina ve kullanim amacina goére segilir. Kullanilan tasiyici ve analiz edilen
maddenin fiziksel durumu da secilecek yontem icin onemli faktorlerdendir [86].
immobilize enzimin 6zellikleri, hem enzim, hem de tasiyici materyalin 6zelliklerine
baglidir. immobilizasyon islemi ile birlikte enzimin kimyasal, biyokimyasal, mekanik ve
kinetik 6zellikleri degismektedir. immobilizasyondan sonra enzimin aktivitesi, optimum
pH ve sicaklik araligl, substrata ilgisi ve stabilitesi farkl olmaktadir. Genellikle enzimin
aktivitesi ve substrata olan ilgisi immobilizasyondan olumsuz, optimum sicakhgl ve
kararhligi olumlu etkilenmektedir. Enzimdeki bu degisiklikler enzimin yapisina, tasiyic
tirine ve immobilizasyon kosullarina bagh olarak farkhdir [86], [102]. Cok sayida dogal

veya sentetik polimerler enzimlerin immobilizasyonunda kullaniimaktadir.

Mikemmel  stabilite  Ozelliklerinden  dolayr  sentetik  polimerler  enzim
immobilizasyonunda destek materyali olarak yaygin kullanima sahiptirler. Sentetik
polimerler bakteriyal saldirilara direnglidirler, istenen yapi ve o6zelliklerde kolayca

hazirlanabilirler [102], [103].

6.2.1 Enzimlerin immobilizasyon Yontemleri

Biyokatalizlerin immobilizasyonu igin glinimizde yaygin olarak kullanilan yéntemler
gelistirilmistir. immobilizasyon destek materyali kimyasal kompozisyonuna (organik,

inorganik), dogal ve sentetik olmasina gore siniflandirilabilir [104].

6.2.1.1 Adsorpsiyon

En eski immobilizasyon yontemidir. Destek veya film materyal Uzerine enzimin
immobilizasyonu en basit yontemdir. Enzim destek materyaline kovalent olmayan
baglar ile baglanir ve destek herhangi bir 6nceden aktivasyon islemi gerektirmez. Enzim
ve destek materyali arasindaki baglar destegin mevcut yizey kimyasina ve enzim

molekilinin ylzeyindeki amino asitlerin tipine baghdir. Enzimin adsorpsiyon ile
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immobilizasyonunda destek ve enzim arasinda iyonik veya hidrofobik, hidrojen bagi ve

Van der Waals kuvvetleri gibi zayif etkilesimler rol oynar [104].

inorganik tasiyicilar olarak seramik, alumina, aktif karbon, bentonit, gézenekli cam,
CaCOs ve kul kullanilmaktadir. Organik sentetik tasiyicilar olarak ise naylon, polistren
ve dogal organik tastyicilar; kitosan, dekstran, jelatin, selliloz ve nisasta

kullanilmaktadir [104].

-]

Sekil 6. 1 Enzimin tasiyiciya adsorpsiyon ile baglanmasi

Yontem basitce belirli bir zamanda enzim ¢ozeltisinin destek materyeli ile
karistinimasidir. Enzimin fazlasi destek materyelinden yikanarak uzaklastirilir. Bu
prosediirde pH kontroli ve iyonik kuvvet cok dnemlidir. En dnemli avantajlari; basitligi,
enzimin konformasyonunda ve aktivitesinde c¢ok az degisiklik olmasidir. Zayif
etkilesimler ile immobilizasyon gerceklestiginden enzimin desorpsiyonu olabilmektedir.
Enzimin desorpsiyonu pH, sicaklik, solvent ve iyonik kuvvet degisimlerinde kolayca

gerceklesebilir [104].

6.2.1.2 iyonik Baglanma

Burada temelde immobilizasyon, iyonik baglanma ile immobilizasyon gergeklesir. Bu
yontem iyon degistirme yetenegine sahip suda ¢ozlinmeyen tasiyicilara, enzimin iyonik
iyonik baglanmasi temeline dayanir. Bazi durumlarda iyonik baglama yaninda fiziksel
adsorpsiyon da etkili olmaktadir. iyonik baglama c¢ok yumusak kosullarda

gerceklestiginden enzimin aktif merkezinde degisiklige neden olmaz. Baglanma
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kovalent bag kadar kuvvetli olmadigindan uygulama sirasina enzimin yiizeyden kagisi

sorun olmaktadir [86].

Sekil 6. 2 Enzimin iyonik baglanma ile taslyiciya baglanmasi

lyonik  baglanmada kullanilan  destek mataryelleri  polisakkarit  tirevleri
(dietilaminoetilselliloz, dekstran, kitosan, karboksimetil seliiloz), sentetik polimerler
(polistiren turevleri, polietilen vinilalkol) ve inorganik materyaller (amberlit, aliimina,

silikatlar, bentonit, sepiolit, silikajel vb.) [104].

6.2.1.3 Kovalent Baglanma

Kovalent baglanma yonteminde enzimler destege (tasiyiciya) kovalent bag ile
baglanirlar. Baglanma destek lizerindeki fonksiyonel grup ile enzim ylizeyindeki amino
asit yan gruplari arasinda gergeklesir. Enzimin yizeyindeki lizin veya arginininin amino
(NH,) grubu, aspartik asit veya glutamik asitin karboksil (COOH) grubu, serin veya
treoninin hidroksil (OH) grubu ve sisteinin silfidril (SH) gruplari kovalent bag yapabilen
gruplardir. Enzimi destege kovalent baglanma ile baglayan bircok reaksiyon tiirt vardir.
Bunlar; Schiff bazi olusumu, amidasyon reaksiyonlari, tiyol-disiilfid, peptid bagi ve

alkilasyon reaksiyonlaridir [100].
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Sekil 6. 3 Enzimin tasiyiciya bir ajan (“spacer”) ile kovalent olarak baglanmasi

Sekil 6. 4 Enzimin tasiyiciya bir ajan (“spacer”) olmadan kovalent olarak baglanmasi

Temelde, destek materyale enzimin baglanmasi iki adimda gergeklesir. ilk adim, destek
materyali Uzerindeki fonksiyonel gruplarin spesifik ajanlar (siyanojen bromid,
karbodiimid, aminoalkiletoksilan, izotiyosiyanat ve epiklorohidrin vb.) ile aktive
edilmesidir. Kovalent bag ile immobilizasyon enzimin sicakliga, organik solvente,
denatlire edici ajanlara karsi direncini arttirmak amaciyla yapilmaktadir. Destek
malzemesinin secimde bircok faktdér dnemlidir. Bunlar ucuzluk, kolay bulunulunabilirlik,

baglama kapasitesi, hidrofilikligi ve uygulamadaki dayaniklilig gibi faktorlerdir [104].



6.2.1.4 Capraz Baglanma

Enzimler bi- veya c¢ok fonksiyonlu reaktifler (6rnegin, glutaraldehit, glioksal,
diizosiyanat, heksametilen diizosiyanat, toluen diizosiyanat, vb) yardimiyla ile
birbirlerine baglanir. Enzimin ¢apraz baglanmasi normal olarak lizin amino Asitindeki

amino gruplarindan gerceklesir fakat, bazi durumlarda baglanma, sisteindeki siilfidril

Sekil 6. 6 Enzimin tasiyiciya yardimci bir capraz baglayici ajan ile inert molekiller
yardimi ile baglanmasi

52



Gapraz baglanma islemi basit bir islemdir. Fakat diflizyon sinirlidir ve Gretilen materyal
kirllgandir. Capraz baglanma kovalent baglar ile gergeklestiginden immobilize enzimin
konformasyonel yapisi degisir ve bunun sonucunda da aktivite kaybi olmaktadir.
Glukozun izomerizasyon silirecindeki glutarladehit ile ¢apraz bagli enzim endistriyel
uygulama igin énemli bir 6rnek olarak verilebilir. Blyuk 6lgekli islemlerde kullanilan
immobilize enzimlerden bazilari bakteriyal hiicre kitlelerinden olusan partikillerin

glutaraldehit ile muamelesinden kolayca elde edilebilmektedir [104].

6.2.1.5 Tutuklama Yontemleri

immobilizasyon icin “entrapment” (tutuklama) yénteminde film, jel, fiber, kaplama
veya mikroenkapsitilasyon icinde aktif bilesiklere fiziksel tuzak icermektedir. Bu yontem
enzimin polimer ile karistirllmasi ile basarilabilir. Daha sonra enzimin tuzaklara
yerlesmesini saglayacak kafes vyapisi olusturmasi icin polimer capraz baglanir.
Mikrokapsuller kullanilarak enzimlerin kontrolli gozeneklilige sahip kiresel yari
gecirgen polimer membranlar igine alinmasi saglanir. Boyalarin, ilaglarin ve diger
kimyasallarin kapstillemesi bir stiredir biliniyor olsa da, bu yontem enzimlere 1960'larin
ortalarinda uygulandi. Bir dizi islemlerle enzimler farkh malzeme ve yodntemler
kullanilarak hazirlanan mikrokapstllere immobilize edilmektedir. Bu immobilizasyon
yontemin avantaji nispeten kiglk bir hacim icinde substrat ve enzim arasinda son
derece genis bir ylzey alani olusturmasi ve ayni anda immobilizasyonun
gerceklesmesidir. Bu yontemin dezavantajlari ise, mikrokapsiilleme sirasinda enzimin
aktivitesinde azalma ve yiliksek enzim konsantrasyonu ihtiyaci olmasidir. Buna ek
olarak, enzimin tuzaklardan disari sizmamasi i¢in, gézenek buylkliginin ¢ok disuk

olmasi gerekmektedir [104].
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Sekil 6. 7 Enzimin (a) matriks icine, (b) fiber icine, (c) kapsil icine tutuklanmasi

Enzim belirli bir ortamda kalmaya zorlanarak bulundugu cevreden disariya ¢ikamaz
durumdadir. Tutuklama polimer matriks igindeki kafeslerde veya yari gegirgen
membranlar icinde mikrokapsulleme ile gergeklestirilir. Bu yéntemin digerlerinden en
onemli farki, enzimin fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir tasiyiciya baglanmamis

olmasidir [86].

Enzimlerin polimerler icine tutuklanmasina (hapsedilmesine) iyi bir alternatif, uygun
fonksiyonel gruplar tasiyan polimer vylzeylerine kovalent olarak baglanmalaridir.
Amino, hidroksil, karboksil ve fenol gruplar gibi fonksiyonel gruplar enzim

immobilizasyonu igin uygun olmaktadir [86].
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Cizelge 6. 1 Boya gidermede immobilize oksidoreduktazlarin uygulamalari [47].

Enzim Kaynagi Destek materyali Uygulamalari
Katal.az Bacillus SF Gesitli aliimin temelli Tekstl! atlk.Sl.,lyunl:In
peroksidaz destekler reksizlestirilmesi
olopsi
Lakkaz Corio (.)pSIS Agaroz Procion navy Blue HER
gallica
Lakkaz Trametes hirsute Alimina Indigoid, azo ve antrakinoik
boyalar
Lakkaz Tramet'es h/rsute'e' Aliimina Tekstil atik suyundan indigo
Sclerotium rolfsii pargalanmasi
Trametes
versicolor . . Direct Red 28, Indigoid, Asit Blue
Lakkaz Myceliopthora Bentonit/Alginat 74, Antrakinoik boyalar
thermophilia
Trametes Y-aliiminyum oksit Antrakinonik ve trifenilmetan
Lakkaz .
modesta pelletleri boyalar
7
Lakkaz rametes Alimina Reaktif Black 5 boyama atig|
modesta
Lakkaz Pleurotus Cu-alginat, kitosan Reaktorlerde RB 19 boyasinin
ostreatus ile kapli Cu-alginat giderilmesi
Mangan Membran
Il -
peroksidaz reaktori Orange
Mikro-
peroksidaz Sitokrom ¢ Silika jel Suda ¢6ziinmeyen boyalar
11
Peroksidaz Horseradish Poliakrilamid jel Asit Black 10BX
4 tekstil boyasi Procion Navy
Peroksidaz Saccharum Hidrofobik destek | Blue, HER, Procion Brillant Blue
uvarum (modifiye polietilen) | H-7G, Procion Green HE-4BD ve
Supranol Green
M 1 A-Sefadek
Peroksidaz omordl.ca .Con .S.e adeks, 8 adet reaktif tekstil boyasi
charantia Biyoaffinity destek
Polifenol Solanum
oksidaz Celite 545 17 farkli tekstil boyasi
tuberosum
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BOLUM 7

BOYALARIN MiKROORGANIZMA iLE GIDERILMESI

7.1 Beyaz Giriikgil Mantarlar

Beyaz clrikcul mantarlar ozellikle ¢evre biyoteknolojisinin ilgisini ¢ekmektedir.
Mantarlar odundan lignin giderimi, boyalarin giderimi ve endustriyel atiklarin aritimi

calismalarinda biyolojik sistem olarak kullaniimaktadir [105].

Beyaz ¢lirlik¢ll mantarlar “White Rot Fungi” basidomycetes sinifina aittirler. Trametes
versicolor kufii bir beyaz c¢lrik¢til mantardir. Trametes versicolor arastirmacilar
tarafinda ¢ok c¢alisilan ve 6zellikle lakkaz enzimi lreten bir beyaz c¢urikg¢ll mantardir.
Trametes versicolor ayrica Lignin peroksidaz ve mangan peroksidaz enzimlerini de

Uretmektedir [92], [106]

Beyaz c¢lrik¢ul mantarlar reaktif, polimerik, azo, heterosiklik gibi degisik tirdeki
boyalari pargalama 6zelligine sahip en etkili ligninolitik organizmalardir. Beyaz ¢lirtkgl
mantarlarin bu 6zellikleri lakkaz, lignin peroksidaz ve mangan peroksidaz birlesiminden

olusan hiicre disi spesifik olmayan enzim sistemlerinden kaynaklanmaktadir [1].

Beyaz c¢lrukgll mantarlar tarafindan sentezlenen lakkaz, Mn-peroksidaz, lignin
peroksidaz ve NADH peroksidaz (NADH oksidaz) ekstraselliiler enzimleri biyoteknolojik
¢alismalarda yogun olarak kullaniimaktadir. Boya giderimi basta olmak lzere bircok
calismada kullanilan bu mantarlara Trametes (Coriolus) versicolor, Funalia trogii,
Phanerochate chrysosporium, Pleurotus ostreatus, P.sajor-caju ve P.eryngii 6rnek

olarak verilmektedir. ilk vyillarda yapilan calismalarda P.chrysosporium {zerine
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yogunlasilmasina ragmen, son vyillarda Trametes versicolor tekstil atik sularinda

boyalarinin gideriminde ¢ok genis kullanim alani bulmaktadir [107].

Beyaz cirikcll mantarlarin kullanim alanlarindan birisi de kagit hamuru Gretimidir.
Odun maddesi lignin, seliloz ve hemiseliiloz bilesenlerinden meydana gelmektedir.
Kraft yontemi ile kimyasal hamur iretim yonteminde; kagit hamuru meydana getirmek
icin odun fibrillere ayrilarak odunun hammadesi olan lignin ¢6zilir ve kagit Gretimi icin
ham kagit hamuru meydana getirilir. Kraft isleminde odun sodyum siilfit ve sodyum
hidroksit ile kaynatilarak lignin ¢6zulir. Bu islemden sonra karakteristik olarak koyu
kahverengi bir renk olusur. Bu kahverengi agartmak icin kimyasal yontemde klor
kullanilmaktadir. Alkali ekstraksiyonu sonrasi yapilan klorlama islemi ile agartiimamis
kagit hamurundan kalan ligninin pek ¢ogu uzaklastirilsada klorun bir kismi lignine
baglanir ve klorlu organik bilesikler olusubilmektedir. Bu islem sonucu olusan atiklarin

nehirlere verilmesi durumunda cevre problemlerine sebep olur [105].

Beyaz clrikclil mantarlarin  ve bu mantarlardan saflastirilan  enzimlerin
biyoteknolojinin ¢esitli alanlarinda kullaniimaktadir. Bu alanlar kisaca asagida

O0zetlenmektedir [107].

1. Enzim Uretiminde kullanimi,

2. Agir metallerin biyolojik adsorpsiyonunda kullanimi,

3. Tekstil fabrikasi atik sularinin renginin gideriminde kullanimi,

4. Kagit ve kagit hamuru Ureten endustrilerde ligninin parcalanmasinda kullanimi
5. Zeytinyagi fabrikasi atik suyunun renginin gideriminde kullanimi,

6. Mikrobiyal protein kaynagi olarak kullanimi,

7. Hormon Uretiminde kullanimi,

8. Pestisid ve herbisid’lerin biyolojik yikiminda kullanimi,

9. Kagit, tekstil ve petrokimya endustrilerinden alici ortama birakilan endistriyel

atiklarin toksisitesinin azaltiilmasinda kullanimi,
10. Anti-kanser ilaglarinin tGretiminde katalizor olarak kullanimi,

11. Son zamanlarda kozmetik ve dermotolojik Girtinlerin hazirlanmasinda kullanimi
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12. Nanobiyoteknoloji alaninda biosensor olarak kullanimi seklinde olmaktadir [107].

7.2 Mantarlarin Boya Gidermede Kullanimini Etkileyen Faktorler

Fungal bliyime ve enzim lretimi ve sonug olarak boya giderimi ve pargalanma birgok
faktorden etkilenmektedir. Bu faktorler; besiyeri icerigi, pH degeri, karistirma ve
havalandirma, sicaklik ve baslangi¢c boya konsantrasyonudur. Bu etkiler asagida kisaca

maddeler halinde agiklanmaktadir [76].

7.2.1 Besiyeri igerigi

Besiyerinin igerigi fungal blylime ve renk giderme sistemlerinin Gretiminde en biyuk
etkiye sahiptir. Mineral besinler ve diger katkilar ile birlikte karbon ve azot kaynagi

onemlidir [76].

7.2.1.1 Karbon Kaynagi

Karbon kaynagi fungal biyiime ve oksidanlar icin kaynak saglamak ve boya giderimi
icin gereklidir. Arastirma c¢alismalarin c¢ogunda glukoz karbon kaynag olarak
kullanilmaktadir. Diger alternatifler ise; fruktoz, siikroz, maltoz, ksiloz ve gliserol,
nisasta ve ksilan kullanilabilmektedir. Buna ragmen, seliiloz ve tiirevleri karbon kaynagi
substratlari olarak kullanilmamaktadir. Karbon kaynagi ihtiyaci organizmaya ve
uygulandigl boyaya gore belirlenmektedir [76]. Ayrica, ¢ok yaygin ve ucuz oluslan
nedeni ile son yillarda hidrokarbonlar da karbon kaynagi énem kazanmislardir. Ancak,
hidrokarbonlarin suda ¢ok az ¢éziinmeleri nedeni ile mikroorganizmalarin yararlanmasi

glic ve Ureme hizlari yavas olmaktadir [108].

7.2.1.2 Azot Kaynagi

Fungal tirleri arasinda biylimede ve 6zellikle enzim Uretiminde azot ihtiyaci oldukga
farkhidir. P. chrysosporium ile lignilinotik enzimlerin Gretimi azotca sinirlandiriimis
kosullarda daha etkili oldugu yaygin bir sekilde bilinmektedir. Diger taraftan B. adusta
azotca zengin bir ortamda daha fazla LiP ve MnP uretmektedir. Beyaz clrikeil

mantarlar azot kaynagl olarak organik kaynaklar kadar inorganik kaynaklari da

58



kullanabilmektedir. inorganik azot, bircok durumda amonyum tuzlar, fungal biyiime

ve enzim Uretimi arastirmalari sirasinda kullanilmaktadir [76].

7.2.1.3 Diger Bilesenler

Blylime faktorlerinin kullanildigl birgok ¢alisma vardir. Boya giderme teknolojilerinde
bu bilesenlerin kullanimi ekonomik degildir. Mikroorganizmalar bazi minerallere
gereksinim duymaktadirlar. Ornegin beyaz ciiriikgiil mantar demir, bakir ve mangana
gereksinim duymaktadir. Bu mineraller atik suyun bir pargasi olabilir veya ortama ilave
edilmelidirler. Boya giderimini arttirmak igin veratril alkol, triptofan ve aromatikler gibi

(fenol ve anilin) diisik molekil agirhkli redoks mediatorleri de kullanilabilir [76].

7.2.2 pH

En onemli kriterlerden birisidir. Besiyerinin pH’si mikroorganizmalarin besinlerden
yararlanma verimleri Uzerine etki etmektedir [108]. Beyaz c¢urukgil mantarlar
genellikle asidik pH degerlerinde gelisirler. Farkli boyalarin gideriminde farkli optimum
pH degerlerinde galigirlar. Mikroorganizmalarin optimum pH’lari besiyerine, mantara

ve mantarin enzim sistemine baglidir [79].

7.2.3 Oksijen

Beyaz curikgll mantarlar tGreme ve gelismeleri icin gereken oksijen genellikle
inklibasyon ortaminin ¢alkalanmasi veya havalandirilmasi ile elde edilmektedir. Yapilan
calismalarda c¢alkalamali sartlarin  boya gideriminde daha etkili oldugunu

gostermektedir [109].

7.2.4 Sicakhk

Sicakhgin Greme hizi lzerine etkisi oldugu bilinmektedir. Besiyeri ortaminin sicakhgi
karbon ve enerji kaynaklarinin gelisme verimi Uzerinde etkilidir [108]. Beyaz clirtkeil
mantarlar farkli optimum sicakliklarda gelisirler. Ancak ¢ogunlugu 25 °C, 30 °C ve 35°C

arasinda gelismektedir [109].
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7.2.5 Baslangi¢ Boya Konsantrasyonu

Boya giderimi i¢in baslangic boya konsantrasyonun optimize edilmesi 6nemlidir.
Boyalar mikroorganizmalar igin toksiktir. Toksisite boyanin konsantrasyona ve
mikroorganizma tiriine gore degismektedir. Boyalarin yiksek konsantrasyonlari daima
toksiktir. Literatiirde degisik kaynaklarda 50-1.000 mg/L araliginda ¢alisiima
yapilmistir. [78].
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BOLUM 8

DENEYSEL CALISMA

8.1 Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

8.1.1 Kullanilan Cihazlar

Kaba terazi

Hassas terazi

Manyetik karistirici
Vorteks

Calkalamali Su banyosu
Saf su cihazi

pH metre cihazi

U.V. Visible Spektrofotometre
Floresans Spektrometresi
FT-IR Spektrometre
Otoklav

Taramali Prop Mikroskobu

Etuv

Soguk Oda Kabini (+4 °C)
Sogutmali Santrifiij
Santrifj

Ultrasonik Su Banyosu

: Ohaus Adventurer (0,01 g hassasiyetle)
: OHAUS Explorer Pro (0,1 mg hassasiyetle)
: Heidoloph MR 3001

: Heidolph Type REAX top

: GFL 1086 20 L (450 x 300 x 160 mm)

: Millipore FASN77678
: Inolab

: Shimadzu UV 1700 (Sicaklik Ayarh)

: PTI

: “Pelkin Elmer Spectrum One” marka

: HIRAYAMA HICLAVE HVE-50

: Shimadzu-SPM-9600

: Binder

: Kerman

: Heraeus Biofuge stratos
: NUVE NF 200

: BANDELIN SONOREX
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8.1.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Cizelge 8. 1 Kullanilan kimyasal maddeler

Madde Uretici firma No

Horseradish Peroksidaz (HRP) Fluka 77332
Na,COs3 Riedel-de Haen 31432
NaH,P0,4.2H,0 Riedel-de Haen 04269
Na,HPO,4.7H,0 Fluka 71647
NacCl Riedel-de Haen 13423
Ure Fluka 51459
Asetik Asit Fluka 45754
o-dianisidin Fluka 33430
H202 Fluka 95321

H,S0,4 Merck K31996213315

HCI Merck K33825814439
D-(+)-Glukoz Sigma G 7528
NaOH Riedel-de Haen 06203

Etil alkol Merck K 32846483 404
Asit Black 1 boyasi Fluka 70492
Reaktif Blue 19 boyasi Sigma R8001

Dispers boyalar (Dianix Reaktif Blue
19, Dianix Navy CC)

Tekstil Fabrikasi

Tekstil Atik Sulari

istanbul ve Corlu’daki Tekstil Fabrikalari

Malt ekstrakt Merck 1.0539.0500
Agar agar Merck 14513829
1-Hidroksibenzotriazol hidrat Fluka 54804
Tween 20 Fluka 93773
. istanbul Teknik Molekiiler Biyoloji ve
Trametes versicolor . . oo
Universitesi Genetik Bolim{i
Metanol Besa Kimya 67-56-1
N,N-dimetilformamid Sigma-Aldrich 22,705-6
Diklorometan Merck KGaA 8,22271,2500
Trietilamin Merck KGaA 471283
Metakroil Klortr Fluka 64120
2,2-Bis (4—h|'drok5|fenll) propan Merck KGaA 80-05-7
(Bisfenol A)
2,2-Bis (4-hidroksifenil) Merck KGaA 1478-61-1

hekzafloropropan (Bisfenol AF)
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8.1.3 Kullanilan Cihazlar

8.1.3.1 UV-Visible Spektrofotometresi

UV-Visible spektrofotometrenin protein ve nikleik asit konsantrasyonlarini élgmede
kullanilmasi bilinen bir yontemdir. Biyolojik molekiller (proteinler, enzimler vb.)
yapilarindan dolayr ultraviyole 1si81 absorblamaktadir. Proteinlerin UV 1sigini
absorplama 6zelliklerindan yararlanilarak protein ¢ozeltilerinin konsantrasyonun ve
safliginin  tayininde UV-Visible spektrofotometre kullaniimaktadir. Proteinler UV
bolgede karakteristik olarak iki absorbans pikine sahiptirler. Bunlardan bir tanesi 215-
230 nm’de, digeri ise 280 nm’de gozlenmektedir. Proteinlerin ultraviyole 1518
absorblamasi 6zelliginden yola ¢ikilarak protein ¢o6zeltilerinin konsantrasyonlarinin
saptanmasinda, UV-Visible Spektrofotometresi olduk¢a yaygin kullaniimaktadir.
Protein cozeltileri icin 280 nm’deki absorbans ile derisim arasinda dogru orantili bir
iliski vardir ve bundan vyararlanarak protein c¢o6zeltilerinde konsantrasyon tayini

yapilabilmektedir [110].

Tekstil boyalarinda ise, UV-Visible Spektrofotometresi boyalarin maksimum dalga
boylarinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bu islem boyanin Absorbans siddeti 1,0’
gecmeyecek sekilde hazirlanan boya ¢ozeltisinin 200-800 nm arasinda spektrumunun
alinmasindan sonra en yliksek absorbans pikinin o6lclldigli boyanin maksimum
absorbansi olarak kaydedilir. Boyalarin maksimum dalga boya her boyaya gore
degismektedir. Tekstil boyalarinin renklerinin giderilmesinin belirlenmesinde de UV-
Visible Spektrofotometresi kullanilmaktadir. Boyanin belirlenen maksimum dalga
boyundaki azalma dikkate alinarak % boya giderme degerleri hesaplanmaktadir.
Cahsmamizda kullandigimiz UV-Visible Spektrofotometre sicaklik kontrollii olmasi
nedeniyle farkli sicakliklar ve belirli sicakliklarda yapilan calismalar igin kolaylk
saglanmistir. Sicaklik kontrol Unitesinin ¢alisilacak sicakliga getirilmesi ile UV-

kiivetindeki ¢ozelti istenen sicakliga getirilmektedir.

8.1.3.2 Fourier Transform Infrared Spektroskopi (FT-IR)

Hafifletilmis Toplam Yansitma Fourier Dontsiimli IR Spektroskopi (ATR-FTIR) i1sigin ice

yansitilmasiyla bir yizeyi 6rnekleyebilmektedir. Coklu tabakali filmlerde kullanilan
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diger tekniklerden farkli olarak, ATR-FTIR ylzey Uzerindeki tek tek bilesenleri ayirt
etmektedir [111]. Polistlfon polimerleri metakroil kullanilarak metrakrilenmesi FT-IR ile
dogrulandi. Spektrumlar ATR aparati kullanilarak 4000 — 650 cm™ araliginda 4 cm™

¢Ozlnurlikte 8 kez tarama yapilarak elde edildi.

8.1.3.3 Atomik Kuvvet Mikroskopi (AFM)

Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM), numune ve prob arasindaki diisey kuvvetten dolayi
alan yuksekligini 6lger, 3 boyutlu gorintdler ile topografik bilgiler elde edilir. AFM film
kalinliginin ve enzim-polimer tabakalarinin ve uglarinin ylizey yapisinin tespitinde genis

kullanim alanina sahiptir.

Shi vd. [112] tarafindan yapilan bir calismada altin ylizey lizerine glukoz oksidaz
enzimini immobilize etmisler ve immobilize ylzeyler ve altin ylzey AFM ile
incelenmistir. Altin ylzeyler Gizerine immobilize enzimlerin AFM ile goriintiilenmeleri
gerceklestirilmektedir. Makromolekillerin  fizyolojik kosullar altinda AFM ile
gorintilemeleri yaygin kullanilan bir yontemdir [112]. Polimerik membran {zerine

endo-1,4-R-ksilenaz enzimi immobilize edilmis ve AFM gorintlsu alinmistir [113].

Bir baska ¢alismada ise Horseradish Peroksidaz enzimi ile farkli molekil agirliklarinda
ve farkh oranlarda dekstran biyopolimeri ile komplekslesmesi AFM ile gorintllenmistir

[114].

Bu doktora tezinde iki farkli polisiilfon polimerlerinin ve bu polimerler immobilize
edilen Horseradish Peroksidaz 6rneklerin goriintiilenmesinde AFM o6zelliklerinin yani
sira daha gelismis Ozelliklere sahip olan Taramali Prop Mikroskopu kullaniimistir.
Olgiimler dinamik mod (“dynamic mode”)’ta kuvvet sabiti 42 N/m ve rezonans siklig|

320 kHz olan silikon konsol (“silicon cantilever”) ile gerceklestirildi.

8.1.3.4 Floresans Spekrometresi

Floresans spektroskopisi, molekiiller biyofizik ve biyokimya alanlarinda ¢ok yaygin bir
sekilde kullanilan spektroskopik tekniklerden birisidir. Floresans o6lcimleri ayrintih
yapisal bilgi vermemesine ragmen biyomolekillerin ve biyomolekiiler komplekslerin

yapisal ve dinamik ozelliklerindeki degisiklikleri ¢cok keskin hassasiyet ile ortaya
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koymaktadir. Floresans, protein yapisal degisikliklerini, protein adsorpsiyonunu ve
adsorbe edilen proteinlerin hem kolloid hem de dizlemsel ylzeylerdeki dinamigini
izlemek igin kullanilabilir. Floresans spektrometre ile bircgok madde milyonda birin

altindaki hassasiyetle tayin edilebilmektedir [115].

8.1.4 Horseradish Peroksidaz Enziminin Aktivite Tayini

8.1.5 Kullanilan Reaktifler

0,01 M Fosfat Tamponu, 0,05 M Asetat Tamponu, 10 mM o-dianisidin, HRP enzim
¢ozeltisi (0,00025 mg/mL) ve % 3’lik H,0,.

8.1.6 Horseradish Peroksidaz Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

25 °C’deki calkalamali su banyosunda bekletilen deney tiiplerine sirasi ile 885 uL
tampon ¢ozelti, 20 pL o-dianisidin, 10 pL enzim ¢ozeltisi konuldu ve 10 pL H,0, (%
3’luk) eklenerek reaksiyon baslatildi. 10. dakika UV-Visible spektrofotometrede
absorpsiyon spektrumlari alinarak Aseo degerleri okundu [58], [60], [86].

8.1.7 Aktivite Degerlerinin Hesaplamasi (U/mg)

Horseradish Peroksidaz enziminin aktivitesi, H,0, vasitasi ile o-dianisidinin
yukseltgenmis formunun 460 nm’deki absorbansinin spektrofotometrik olarak
Olclilmesiyle tayin edilmistir (o-dianisidin i¢in €460: 11,3 mM™ cm™ [58], [60], [86].
Horseradish  Peroksidaz enzimininin  aktivitesi 8.1'deki esitlik  kullanilarak

hesaplanmistir.
1 unite enzim aktivitesi, standart kosullar altinda 1 dakikada 1 pmol substrati

oksitleyen peroksidaz miktari olarak tanimlanmaktadir [58], [60], [86].

U Ay x10° (81)
mg M_xtxcygp '

Ms = o-dianisidinin molar absorpsiyon katsayisi (11,300 M cm™), t= Bekleme siiresi

(10 dakika), 1 mol= 10° pmol, cyre= Enzim konsantrasyonu (0,00025 mg/mL).
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8.2 Horseradish Peroksidaz Enzimi ile Reaktif Blue 19 Boyasinin Giderilmesi

8.2.1 Boya Gidermenin UV-Visible Spektrofotometresi ile incelenmesi

Stok boya c¢ozeltisi destile suda Reaktif Blue 19 (33 mg/mL) boyasi kullanilarak
laboratuvarda hazirlandi. Bu stok boya ¢ozeltisinden 10 plL alinarak gahlisilacak tampon
cozeltiye ilave edildi. Boyasi giderilecek son boya ¢ozeltisinin konsantrasyonu 110 mg/L
oldu. UV-Visible Spektrofotometrede bu boya ¢6zeltisinin 200 - 800 nm dalga boylari
arasinda spekrum alinarak Reaktif Blue 19 boyasinin maksimum dalga boyu 594 nm
olarak belirlendi. Bu boya ¢ozeltisine satin alinan Horseradish Peroksidaz (HRP) enzimi
ilave edildikten sonra UV-Visible Spektrofotometresi ile spektrumu alindi. Elde edilen
bu spekrumdan boyanin 594 nm’deki absorbansi boyanin baslangi¢ absorbansi olarak
kaydedildi. Boya ve enzim olan ¢6zeltiye 10 uL H,0, (Hidrojen Peroksit) baslaticisi ilave
edilerek reaksiyon baslatilir baslatilmaz UV-Visible Spektrofotometre ile 6l¢lim alindi.
Bu oclilen spektrumun maksimum dalga boyundan elde edilen absorbans degeri O.
dakikada okunan absorbans degeri olarak kaydedildi. Daha sonra belirli siirelerde UV-
Visible Spekrofotometre ile spekrumlar alindi ve bu sireler icin maksimum dalga

boyundaki absorbans degerleri kaydedildi.

Boyanin absorbans degerlerinde enzim ve baslaticisi ilave edildikten sonra zamanla
dislsler meydana geldi. Baslangicta 6lglilen boyanin absorbsiyonu dikkate alinarak
belirli strelerde Olglilen absorbanslar kullanilarak bu boya icin % boya giderme
degerleri hesaplandi. Kisaca, boya giderme spektrofotometrik olarak maksimum dalga
boyundaki azalmanin hesaplanmasi ile belirlendi. % boya giderme degerleri 8.2’deki

esitlige gore hesaplandi.

(Absg) — Abs;)
ﬂbs,:-l}

% Boya Giderme: X100 (8.2)

Abs (i): boyanin maksimum dalga boyunda gosterdigi absorbans degeri

Abs (t): Reaksiyon H,0; ile baslatildiktan sonra her bir bekleme siresi icin maksimum

dalga boyundaki absorbans degeri.
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8.2.1.1 HRP Enzimi ile Boya Gidermenin $ematiksel Gosterimi

A. Tampon Cozeltisi (Farkh pH’lar i¢in hazirlanan Fosfat ve Asetat tamponlari)
B. Cstor: 33 mg mL ' tan 10 pL (Reaktif Blue 19) boya ¢ozeltisi (110 mg L™)

C. 16,4 pL enzim ¢ozeltisi (Enzim konsantrasyonu: 3,3 ug mL'l)

D. % 3' lik Hidrojen Peroksit ¢ozeltisinden 10 uL H,0; (3,0 M) ilave edilerek reaksiyon

baslatilir baslatilmaz spekrum alinir. Reaksiyonun son hacmi 3 mL'dir.

8.2.2 HRP Enzimi ile RB 19 Boyasinin Giderilmesine pH’in Etkisinin incelenmesi
Reaktif Blue 19 (RB 19) boyasinin satin alinan Horseradish Peroksidaz (HRP) enzimi ile
hidrojen peroksit (H,0,) baslaticisi kullanarak pH: 3,0, pH: 4,0, pH: 5,0, pH: 6,0, pH: 7,0
ve pH: 8,0 icin 30 °C’de 60 dakika boyunca UV-Visible Spektrofotometrede 200-800 nm
arasinda spektrumlari alindi. Bu spekrumlardan RB 19 boyasinin maksimum absorbans
degeri olan 594 nm’deki degerleri kaydedildi ve yiizde (%) boya giderme degerleri
esitlik 8.2’ye gore hesaplandi.

8.2.3 HRP Enzimi ile RB 19 Boyasinin Giderilmesine Enzim Konsantrasyonun Etkisi

incelenmesi

8 farkh enzim konsantrasyonlarinda Reaktif Blue 19 boyasinin (110 mg/L) giderilmesi
60 dakika siresince gozlendi. RB 19 boyasinin farkli enzim konsantrasyonlarinda
(0,0825 pg/mL, 0,165 pg/mL, 0,330 pg/mL, 0,825 pug/mL, 1,65 pg/mL, 3,3 pug/mL, 6,6
pug/mL, 13,2 ug/mL) giderilmesi 110 mg/L boya ve 3,0 mM H,0, konsantrasyonunda,
pH: 5,0 ve 30 °C’de gerceklestirildi.

8.24 HRP Enzimi ile RB 19 Boyasinin Giderilmesine Baslangic Boya

Konsantrasyonunun Etkisinin incelenmesi

RB 19 boyasinin farkli konsantrasyonlarinda (28, 55, 110, 166, 263 mg/L) giderilmesi
3,3 pg/mL enzim ve 3,0 mM H,0, konsantrasyonunda, pH: 5,0 ve 30 °Cde
gerceklestirildi. Farkh baslangic konsantrasyonlarinda HRP enzimi ile boya giderme
etkisi incelendi. Reaktif Blue 19 boyasi 5 farkli konsantrasyonda 10 dakika siiresince

sabit enzim konsantrasyonun (3,3 pg/mL) ilavesi ile giderilmesi incelendi. ilk birkag
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dakikadan sonra boya giderme degerleri degismediginden bu boya giderme galismasini

10 dakikadan daha fazla devam etmeye gerek olmadigl sonucuna varildi.

8.2.5 HRP Enzimi ile RB 19 Boyasinin Giderilmesine Sicakligin Etkisinin incelenmesi

pH: 5,0 ve sabit enzim (0,0033 mg/mL) ve sabit boya konsantrasyonunda (110 mg/L) 60
dakika siiresince Reaktif Blue 19 boyasi farkli sicakliklarda (25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45
°C, 50 °C) giderildi.

8.2.6 HRP Enzimi ile RB 19 Boyasinin Giderilmesine Baglatiaat (H,0,)

Konsantrasyonunun Etkisinin incelenmesi

% 30’luk Hidrojen Peroksit ¢ozeltisi 10 kat seyreltilerek % 3’lik Hidrojen peroksit
¢Ozeltisi hazirlandi. % 3’lik Hidrojen Peroksit cozeltisi de 3 kat seyreltilerek % 1’lik
Hidrojen Peroksit kullanilarak 6 farkli konsantrasyonda Hidrojen peroksit ¢ozeltileri (0,5
mM, 0,1 mM, 1,5 mM, 3,0 mM ve 6,0 mM) hazirlandi. RB 19 boyasi (110 mg/L)
Horseradish Peroksidaz enzimi (3,3 pg/mL) ile H,0,’in farkli konsantrasyonlarinda
reaksiyonun baslatilmasi ile 15 dakika sliresinde Hidrojen Peroksidin boya gidermeye

olan etkisi pH: 5,0 ve 30 °C’de incelendi.

8.2.7 HRP Enzimi ile RB 19 Boyasinin Giderilmesine Ure Konsantrasyonunun

Etkisinin incelenmesi

6,0 Molar konsantrasyonunda Ure stok ¢oOzeltisi destile su ile hazirlandi. Bu stok
¢Ozeltisi kullanilarak 0,05 M, 0,2 M, 1,0 M, 1,5 M, 2,0 M ve 2,5 M lire iceren Reaktif
Blue 19 (110 mg/L) boya c¢o6zeltileri hazirlandi ve Horseradish Peroksidaz enzimi ile 30

dakika siiresince giderilmesi pH: 5,0 ve 30 °C’de incelendi.

8.2.8 HRP enzimi ile RB 19 Boyasinin Giderilmesine NaCl Konsantrasyonunun Etkisi
Tuz yardimci kimyasal olarak boyamada kullaniimaktadir.
Boyamada tuz kullanimin kazandirdigi kolayliklar soyle siralanabilir;

eBoyanin life olan ilgisini arttirir.

eBoyanin seliiloz tarafindan alinma miktari artar.
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eBoyanin lif Gzerinde homojen dagilimini saglar.
eBoya molekiillerinin kumasa yonlenmesini saglar.

Boyamada yukarida siralanan nedenlerden dolayi tuz kullanildigindan atik suda tuz

varliginin enzimin boya giderme verimliligini etkisi incelendi.

0,05 M, 0,1 M, 0,25 M, 0,5 M, 1,0 M ve 2,0 M NaCl iceren Reaktif Blue 19 (110 mg/L)
boya ¢Ozeltileri hazirlandi. Tuz iceren boya ¢ozeltisi 30 dakika boyunca Horseradish

Peroksidaz enzimi ile pH: 5,0 ve 30 °C’de giderildi.

8.3 Horseradish Peroksidaz Enzimi ile Rengi Giderilen Asit Black 1 Boyasinin

Floresansinin Olgiilmesi

Floresans deneyleri icin dalga boylari ve slit araliklari degistirilerek floresans olgiimleri
icin optimum calisma kosullari belirlendi. Oncelikle Asit Blue Black 1 boyasi disiik
konsantrasyonlarda destile su ile ¢ozeltileri hazirlanarak floresans spektrofotometresi
ile farkli dalga boylarinda uyarildi ve Floresans Emisyon spekrumlari alindi. Uyarilmanin
hangi dalga boyunda yapilacagi belirlendi. On denemeler sonrasi; uyarma dalga boyu
320 nm, uyarma monokromatorin slit araligi 4 nm, emisyon monokromatoériiniin slit
araligl 6 nm olarak belirlendi. Asit Black 1 boyasi 320 nm’de uyarildiginda maksimum
floresans siddeti verdigi gozlendi. Bundan sonraki floresans oOlglimler 320 nm’de

uyarilarak yapilmistir. Emisyon spektrumu ise 365 — 600 nm arasinda izlendi.

Floresans calismasinda g farkli pH (5,0, 6,0 ve 7,0)'da Asit Black 1 boyasinin farkli
konsantrasyonlarinda ve bu boya c¢o6zeltileri Horseradish Peroksidaz enzimi ile
muamele edildikten sonra farkli siirelerde 320 nm’de uyarilarak maksimum floresans
siddetleri okundu. Maksimum floresans siddetinin gézlendigi maksimum dalga boylari

kaydedildi.

Olciim vyapilacak pH’daki tampon cézeltiye boya, Horseradish Peroksidaz enzimi ve
hidrojen peroksit baslaticisi ilave edildiginde reaksiyonun gerceklestigi son hacim 5,0
mL olmaktadir. Floresans calismasinda kullanilan Asit Black 1 boyasinin stok ¢ozeltisinin
konsantrasyonu 4 mg/mL’dir. Floresansi Olclilecek boya konsantrasyonuna gore stok
boya c¢ozeltisinden 0,005, 0,01, 0,02, 0,04, 0,08, 0,1 ve 0,2 mg/mL’lerde Asit Black 1
boya ¢ozeltileri hazirlandi. Bu boya ¢ozeltisindeki enzim konsantrasyonu 3,3 pg/mL

69



olacak sekilde enzim ¢Ozeltisi ilave edildi. Son olarak 10 pL H,0, ilave edilerek
(reaksiyonun son hacmi: 5 mL) reaksiyon baslatildi ve belirli sirelerde floresans
siddetleri  oOl¢lildi. Alnan  floresans  spektrumlarindan  boyanin  yiksek
konsantrasyonlarinda (0,1 ve 0,2 mg/mL) giriltu pikleri gozlendi ve yiiksek boya
konsantrasyonlarinda (0,1 ve 0,2 mg/mL) floresans siddetleri cok dustiu. Bu nedenle
calisilacak boya konsantrasyonu araligi 0,005, 0,01, 0,02, 0,04, 0,08 mg/mL olarak

belirlendi.

8.4 immobilize Horseradish Peroksidaz Enzimi ile Boya Giderme

Calismanin bu boéliiminde, polimer olarak iki farkli polisiilfon polimeri kullanildi. Bu
polimerlerden birisi A esash polisilfon polimeri digeri ise AF esasli polisiilfon
polimeridir. Polistilfon polimerleri ilk 6nce enzimin baglanabilmesi icin metakrillenerek
aktif hale getirildi. Bu polimerler film olusturmasi igin kaliba dokuldiler ve vakum
etliviinde 2 giin 150 °C’de bekletildiler. 2 giiniin sonunda elde edilen film ¢ok kirilgan
bir 6zellik gosterdi. Enzim polimere immobilizasyonunda, immobilize sistemin kolay
kullanilabilmesi amaci ile polimerin islenmemis bir kumasa emdirilmesi ve
kurutulmasinin daha uygun olacagi kararlastirildi. Polimerin islenmemis kumas lzerine
emdirilmesi ile enzimin baglanacag ylzey alani da artmis oldu. Bdylece enzim,
polimer-kumas destek materyaline immobilize edildikten sonra boyalarin
giderilmesinde daha kolay bir sekilde kullanilmasi saglandi. Enzimin destek materyali
(polimer-kumas) lGzerine immobilizasyonu ile atik suda immobilize sistemin kullanim
kolayhg saglandigindan immobilize sistem boyalarin giderilmesinde tekrar

kullanilabilmektedir.

8.4.1 Polisiilfon Polimerlerinin Modifikasyonu

3 g Bisfenol-A-polisiilfon-OH ve 3 g Bisfenol-AF-polisiilfon-OH, 30 mL diklorometan, 3
mL trietilamin ve 0,44 g metakroil kloriir (10 mL dikloro metan iginde) azot ortaminda 3
boyunlu balona sirayla yavasca ilave edildi [113]. Ug boyunlu balon kimyasallar ilave
edilmeden 6nce buz banyosu i¢ine daldirildi. Polimerlerin metakrillenmesi reaksiyonlari
sogukta gerceklestirildi. Reaksiyon 24 saat sonra durduruldu ve metanolde ¢oktiirme

yapilarak saflastirildi. Kurutulan modifiye polimerler safsizliklarin iyice uzaklagmasi icin
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dimetilasetamitte ¢oOzllerek tekrar metanolde ¢oktlirme vyapilarak saflasgtirildi.
Metanolde ¢oktiirme islemi toz polimer dimetilasetamitte ¢ozildikten sonra mekanik

karistirici ile karistirilan 2L beher igerisinde 400-500 mL metanol ¢ozeltisinde
gerceklestirildi.
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Sekil 8. 2 Bisfenol AF bazli polistlfon polimerinin metakrillenmesi

8.4.2 Destek Materyali Uzerine Enzim immobilizasyonu

Kumas parcaciklari 2 cm? (her bir kumas parcasinin agirhigi yaklasik olarak 60 mg) olacak
sekilde kesilerek hazirlandi. 50 mg metakril polisiilfon polimeri dimetilasetamitte
¢Ozildi (agirhkea; % 85 dimetilasetamit, % 15 modifiye polisilfon polimeri). Bu polimer

¢Ozeltisi her bir kumas parcacigl lizerine homojen olarak ince bir film olusturacak
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sekilde emdirildi. Daha sonra tamamen kuruyana kadar etiivde 80 °C’de 2 giin
bekletildi. Bu kumas pargaciklari Gzerinde polimer filmin olusturulmasi ile destek

materyali hazirlanmis oldu [113].

Destek materyali lzerine Horseradish peroksidaz enzimi pH: 7,0'de 0,1 M fosfat
tamponunda hazirlanip ilave edildi ve 48 saat +4 °C'de bekletildi. Daha sonra
immobilize enzim 0,1 M fosfat tamponu igcinde 1 gece bekletildikten sonra 2 kez 1 saat
ara ile yikama vyapilarak baglanmayan enzim uzaklastirildi [113]. Horseradish
peroksidaz enziminin lizin amino asit artiklarinda ve amin ucunda bulunan —NH, grubu
ile destek materyali Gzerindeki aktif polimer uglari arasinda Michael Katilmasi ile enzim

polimere bagland.
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Sekil 8. 3 Horseradish Peroksidaz enziminin metakril A bazh polisiilfon polimerine
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Sekil 8. 4 Horseradish Peroksidaz enziminin metakril AF bazl polisilfon polimerine
immobilizasyonu

8.4.3 Iimmobilize Enzimin Farkli Kosullarda Aktivite Tayini

Enzim destek materyaline immobilize edildikten sonra 1 gece fosfat tamponunda

bekletildikten sonra 2 kez birer saat ara ile fosfat tamponu ile yikama yapilarak
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baglanmayan enzim uzaklastirildi. Stok enzim : 0,0686 mg/mL’den ¢ enzim: 0,01 mg/destek
materyali. Enzim miktari aktivite ¢alismalarinda her bir destek materyali igin 0,01 mg

Horseradish Peroksidaz enzimi stoktan alinarak ilave edildi.

Prosediir;

4850 pL Tampon ¢ozelti
100 pL o-dianisidin

immobilize HRP enzimi ve 50 uL H,0, ilavesinden sonra, 10. dakida 460 nm’deki
absorbans degeri UV-Visible Spektrofotometrede okunarak aktivite degerleri 8.3

esitligine gore hesaplandi.

Ayep- 108

U}; = A (8.3)
m :
g Me_ .cypp.t

Me: o-dianisidinenin molar absorbsiyon katsayisi (11.300 M™ cm™), t: bekleme zamani
(10 dakika), cuyre : HRP konsantrasyoun (mg mL'l), Ao : Baslangic Az — Yikama

¢Ozeltisinin Ageo.

8.4.4 immobilize Horseradish Peroksidaz Enzimi ile Reaktif Blue 19 ve Asit Black 1

Boyalarinin Giderilmesi

Reaktif Blue 19 boyasi stok ¢6zelti konsantrasyonu 4 mg mL™ olacak sekilde hazirland.
Stok RB 19 ¢ozeltisinden 100 uL alinarak 10 mL hacminde pH: 5,0 tamponuna ilave
edildikten sonra Uzerine immobilize enzim birakildi. Reaktif Blue 19 boyasinin 10 mL’lik
hacimdeki boya konsantrasyonu 40 mg LYdir. Baslangic absorbansi UV-Visible
Spektrofotometrede 594 nm’de okundu. 100 pL H,0, ile reaksiyon baslatildiktan 1 saat

sonra tekrar UV-Visible da 6lciim yapildi ve boya giderme degerleri elde edildi.

Asit Black 1 boya ¢o6zeltisinin stok boya konsantrasyonu 4 mg mL™ olacak sekilde
hazirlandi. Bu boya ¢6zeltisinden 25 pL alinarak 10 mL hacminde pH: 5,0 tamponuna
ilave edildikten sonra lzerine immobilize enzim birakildi. Asit Black 1 boyasinin 10
mL’lik hacimdeki boya konsantrasyonu 10 mg/L’dir. Baslangi¢ absorbansi Asit Black 1
boyasinin maksimum absorbansi olan 618 nm’de okundu. 100 pL H,0, ile reaksiyon

baslatildiktan 1 saat sonra tekrar UV-Visible spektrofotometrede 6l¢iim yapildi ve boya
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giderme degerleri elde edildi. Boya giderme ¢alismalarinda destek materyali Gizerine
ilave edilen enzim miktari bir 2 cm?lik bir kumas pargasi icin (60 mg kumasin yaklasik
agirhgr ve 50 mg polisilfon polimeri) 0,41 mg Horseradish Peroksidaz enzimi

kullanilmistir.

Reaktif Blue 19 ve Asit Black 1 boyalarinin giderilmesinde kullanilan immobilize enzim
sistemi destile su ile yikandiktan sonra tekrar kullanilmak lzere 0,1 M Fosfat tamponu

icerisinde +4 °C’de bekletildi.

8.5 Beyaz Ciriik¢il Mantar (Trametes versicolor) ile Boyalarin Giderilmesi

Boya giderme Uzerine mikroorganizmalarin dogrudan ya da mikroorganizmalardan
saflastirlan  enzimleri kullanilmasi ekonomik ve ¢evreci olmasi nedeniyle
arastirmacilarin dikkatini cekmektedir. Atik sulardaki boyalarin giderilmesinde yaygin

olarak beyaz curikcil mantarlar tercih edilmektedir.

ilk olarak Trametes versicolor kati besiyerine ekildi, daha sonra sivi besiyerine
aktarilarak cogaltildi. Ve hazirlan boya giderme besiyerine ilave edilerek boya
gidermede kullanildi. Bu ¢alismada bir beyaz ¢lriik¢lil mantari olan Trametes versicolor
ile farkh boya siniflarina ait boyalarin laboratuvarda hazirlanan boya ¢o6zeltileri ve

fabrikadan alinan tekstil atik suyunun giderilmesi ¢galismalari yapildi.

8.5.1 Trametes versicolor’un Uretimi

8.5.1.1 Kati Besiyerine Ekimi (% 2’lik malt agar kati besi yeri)

3 g Malt agar ve 2 g agar agar 100 mL destile suda ¢oziilerek otoklavda sterilizasyonu
yapildi. Petri kaplarina katilasmasi icin konuldu. Daha sonra petride Trametes versicolor
misellerinin Uretilmesi icin 25 °C’de 15 giin etiivde inkiibasyona birakildi. Gelisen
misellerin yaklasik bir ayda bir yeniden kati besiyerine ekimi pasajlama islemi

gerceklestirilmistir.

8.5.2 Mikroorganizmanin Sivi Besiyerinde Uretimi

Renk gideriminde kullanilan misel slispansiyonun Uretilmesi amaci ile sivi besiyeri
hazirlanmistir. Sivi besiyerinin icerigi 250 mL’'de 6,25 g malt ekstrakt, 0,5 g KH,PO,4 ve
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0,1 g K,HPO,4 olacak sekilde hazirlanmistir. Bu besiyeri bilesenleri saf su igerisinde
¢6ziindiikten sonra pH’I 5,5’e ayarlanarak 121 °C’'de 1,2 atm basingta 15 dakika steril
edildikten sonra kullanilmistir [107], [116]. Calisma 250 mL'lik erlenlerde 50 mL’lik sivi

besiyeri hacminde yapiimistir.

Sekil 8. 5 Sivi besiyerinde Uretilen misellerin Gstten ve yandan goriinisu

8.5.3 Boya Giderme Besiyerinin Hazirlanmasi

Trametes versicolorin misel slspansiyonunun boya giderme {izerindeki etkisinin
incelenmesi amaciyla hazirlanmistir. Boya giderime besiyeri 50 mL'de 1,25 g malt
ekstrakt ve 0,05 g glukoz icermektedir. Bu maddeler destile suda ¢6zlindikten sonra
pH1 3,6’ya ayarlanarak otoklavda sterilizasyonu yapildi [107]. Boya cozeltileri ise
siringa ile 0,22 L steril filtrelerden gecirilerek boya giderme besiyerine ilave edildikten
sonra 5 mL Trametes versicolor uygun kosullarda ilave edilerek boya giderme

¢calismalari gergeklestirildi.

Sekil 8. 6 Boya ¢ozeltilerinin sivi besiyerine ilavesinden sonraki goriintsleri
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Farkh boya konsantrasyonlarinin hazirlanmasinda, hazirlanan en yiksek boya
konsantrasyonunun UV-Visible spekrumu alindiginda maksimun dalga boyundaki
Absorbansinin 1,0'i gecmemesine dikkat edildi. Bundan dolayi, bu doktora tezi
calismasinda laboratuvarda hazirladigimiz boyalarin konsantrasyonlari birbirlerine gore

degisiklik gostermektedir.

8.5.4 Asit Black 1 (AB 1) Boyasinin Giderilmesi

Asit Black 1 (AB 1) boyasinin 6 farkli konsantrasyonda (100, 300, 500,700, 1.000, 1.500
mg L™) destile su ile boya c¢ozeltileri hazirlandi. Asit Black 1 boyasinin maksimum
absorbans gosterdigi dalga boyu UV-Visible Spekrofotometresinde spektrum alinarak
618 nm olarak belirlendi. Hazirlanan boya ¢ozeltileri Trametes versicolor ile giderildi.
Boya giderme calkalamali ve calkalamasiz olarak 30 °C’de sabit sicakhiga getirilmis su
banyosunda gerceklestirildi. pH: 3,6. Boya giderme UV-Visible Spektrofotometre ile
izlendi. UV-Visible Olgiimlerinden &6nce giderilmis boyada bulunan biyokiitlenin
uzaklastirilmasi i¢in 10 dakika 7.500 devir/dak. (rpm)’da santrifiij edildikten sonra UV-
Visible oOl¢limleri yapildi. Boya iceren besiyerindeki renk degisimi absorbans olarak

belirlendi.

islem sirasi su sekilde ilerlemektedir. Once boya besiyerinde kullanilacak maddeler
destile suda c¢ozllerek hazirlanir ve sterilizasyonu vyapilir. Daha sonra 6nceden
hazirlanan farkh  konsantrasyonlardaki boya c¢o6zeltilerinde giderilerek boya
konsantrasyonuna gore hesap yapilarak 0,22 uL steril filtreler yardimiyla sizilerek
boya giderme besiyerine ilave edilidi. En son olarak steril kosullarda 5 mL Trametes
versicolor boya giderme besiyeri ilave edildi. Asit Black 1 boyasinin giderilmesi
calkalamali ve calkalamasiz olarak 30 °C’de sabit sicakliga getirilmis su banyosunda
gerceklestirildi. Boya giderme UV-Visible Spektrofotometre ile izlendi. 4. giinin
sonunda UV-Visible 6l¢iimlerinden oOnce giderilmis boyada bulunan biyokitlenin
uzaklastirilmasi icin 10 dakika 7.500 devir/dak. (rpm)’de santrifiij cihazi ile santrif(j
edildikten sonra UV-Visible dlciimleri yapildi. Boya iceren besiyerindeki renk degisimi

absorbans olarak belirlendi.
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8.5.5 Reaktif Blue 19 (RB 19) Boyasinin Giderilmesi

Reaktif Blue 19 (RB 19) boyasi 6 farkli konsantrasyonlarinda (100, 300, 500, 700, 1.000,
1.500 mg L) destile suda boya cozeltileri hazirlandi. Reaktif Blue 19 boyasinin
maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu UV-Visible Spekrofotometresinde
spektrum alinarak 594 nm olarak belirlendi. Hazirlanan boya ¢ozeltilerinin rengi boya
giderme besiyerinde renk giderme ¢alismalari yapildi. Reaktif Blue 19 (RB 19) boyasinin
giderilmesi calkalamali ve calkalamasiz olarak 30 °C’de sabit sicakliga getirilen su
banyosunda gerceklestirildi. Boya giderme UV-Visible Spektrofotometre ile izlendi. 3.
ve 6. glinlerin sonunda UV-Visible Olglimlerinden 6nce giderilmis boyada bulunan
biyokutlenin uzaklastirilmasi icin 10 dakika 7.500 devir/dak’da santriftij edildikten
sonra UV-Visible 6l¢iimleri yapildi. Boya iceren besiyerindeki renk degisimi absorbans

olarak belirlendi.

8.5.6 Bazik Blue 41 Boyasinin Trametes versicolor ile Giderilmesi

Bazik Blue 41 boyasi katyonik bir boyadir. Bazik Blue 41 boyasi yerel bir fabrikadan
alinarak destile su ile iki farkl konsantrasyonda (10 mg/L ve 20 mg/L) hazirlandi. Bazik
Blue 41 boyasinin maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu UV-Visible
Spekrofotometresinde spektrum alinarak 608 nm olarak belirlendi. Hazirlanan boya
cozeltileri calkalamali kosullarda Trametes versicolor ile 30 °C’de ve pH: 3,6’da giderildi.
Reaktif Blue 19 ve Asit Black 1 boyalarinin giderilmesinde calkalamali kosullarda elde
edilen boya giderme degerlerinin yiiksek olmasindan dolayl bundan sonra yapilan boya
giderme c¢alismalarinda sadece galkalamali kosullar kullanildi. Boya giderme UV-Visible
Spektrofotometre ile izlendi. Boya giderme besiyerine ve 5 mL Trametes versicolor sivi
besiyeri ilave edildikten sonra 7., 11. ve 18. giinlerin sonunda UV-Visible dlciimlerinden
Oonce giderilmis boyada bulunan biyokitlenin uzaklastiriimasi icin 10 dakika 7.500
devir/dak.’da santrifiij edildikten sonra kalan supernatantin UV-Visible spekrumlari

alindi.

8.5.7 Dispers Boyalarin Trametes versicolor ile Giderilmesi

Dianix terimi dispers boyalarin ticari olarak isimlendirilmesinde 6n ek olarak

kullanilmaktadir. Dispers boyalar tekstil endistrisinde poliester fiberlerin boyanmasi
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icin yaygin olarak kullanilan tek boya sinifidir. Dispers boyalarin pargalanmasinin
belirlenmesinde sulu ortamda dusiik ¢ozlntrliukleri nedeniyle bazi zorluklar vardir.
Rengin giderilmesinin incelenmesi sirasinda boyanin iyi ¢éziinmesi i¢in esit hacimde
metanol eklenmistir [28], [117]. Ayrica, dispers boya ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda

boyanin suda daha iyi dagilmasi icin 0,025 (v/v) oraninda Tween 20 kullanildi [118].

8.5.7.1 Dianix Reaktif Blue R (DRBR)

10 mg Dianix Reaktif Blue R boyasi 50 mL metanol icinde ¢oziilerek stok boya ¢ozeltisi
hazirlandi. Stok ¢ozeltiden asagdaki oranlarda alinarak iki farkli konsantrasyonda boya
¢Ozeltisi hazirlandi. Dianix Reaktif Blue R boyasinin maksimum absorbans gosterdigi
dalga boyu UV-Visible Spekrofotometresinde spektrum alinarak 618 nm olarak
belirlendi. Dianix Reaktif Blue R (DRBR) boyasi iki farkli konsantrasyonda (16 mg L™ ve
32 mg L) hazirlandi. Boya giderme besiyerine ve 5 mL Trametes versicolor boya
giderme besiyerine ilave edildi. 7., 11. ve 18. giinler sonunda UV-Visible dl¢ciimlerinden
once giderilmis boyada bulunan biyokitlenin uzaklastirilmasi i¢in 10 dakika 7.500
devir/dak.’da santrifiij cihazi ile santrifiij edildikten sonra UV-Visible élgimleri yapild.
Boya iceren besiyerindeki renk degisimi absorbans olarak belirlendi. Boyanin

maksimum dalga boyu olan 618 nm’ye gore % boya giderme hesaplandi.

8.5.7.2 Dianix Navy CC (DNCC)

10 mg Dianix Navy CC (DNCC) boyasi 50 mL metanol iginde ¢oziilerek stok boya
¢Ozeltisi hazirlandi. Dianix Navy CC boyasinin maksimum absorbans gosterdigi dalga
boyu UV-Visible Spekrofotometresinde spektrum alinarak 582 nm olarak belirlendi. iki

farkl konsantrasyonda (60 mg L ve 120 mg LY boya ¢ozeltisi hazirlandi.

8.5.8 Tekstil Boya Atik Suyunun Trametes versicolor ile Giderilmesi

Atik suyun maksimum dalga boyunun 522 nm oldugu UV-Visible Spektrofotometre
kullanilarak belirlendi. Tekstil atik suyunda bir ¢cok farkh kosulun (pH, slire, redoks
mediatori etkisi, mikroorganizma miktari, boya giderme besiyeri konsantrasyonu)
boya gidermeye olan etkisi incelendi. iki farkli hacimde sivi besiyerinden (5 mL ve 10

mL) alinarak mikroorganizma miktarinin boya gidermeye olan etkisi incelendi.
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BOLUM 9

DENEY SONUCLARI

9.1 Horseradish Peroksidaz Enzimin Farkh Kogullarda Aktivite Sonuglari

Enzimin optimum boya giderme kosullarinin belirlenmesi amaci ile farkl kosullarda

aktiviteleri belirlendi.

9.1.1 Enzimin Aktivitesine pH’in Etkisi
Horseradish Peroksidaz enziminin farkli pH’larda aktiviteleri belirlendi. Enzimin en

ylksek aktiviteyi pH: 5,0'te gosterdigi saptandi.

Cizelge 9. 1 Horseradish Peroksidaz enziminin 25 °C’de farkl pH’larda élgiilen aktivite
degerleri

pH
pH: 3,0 |pH: 4,0|pH: 5,0 | pH: 6,0| pH: 7,0
HRP Aktivite (Unite/mg)| 453 1026 | 1950 | 1825 | 1356

Sekil 9.1 ve Cizelge 9.1’de goruldugl lizere enzimin optimum pH’1 pH: 5,0’dir. Fakat
enzim pH: 5,0’e gére daha az olmakla birlikte pH: 6,0’da aktivitesinin ylksek oldugu

gorilmektedir.
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Sekil 9. 1 Horseradish Peroksidaz enziminin 25 °C’de farkli pH’larda élciilen aktivite
degerleri

9.1.2 Enzimin Aktivitesine Sicakligin Etkisi

Cizelge 9. 2 pH: 5,0 ve farkl sicakliklardaki Horseradish Peroksidaz enziminin aktivite
degerleri

Sicaklik (°C)
30°C|40°C|50°C|60°C
HRP Aktivite (Unite/mg) | 2236 | 2250 | 1420 | 1151

2500 -

2000 H

1500

1000

Aktivite (U/mg)

500 -

O I I I I 1
20 30 40 50 60 70

Sicaklik (°C)

Sekil 9. 2 pH: 5,0 ve farkh sicakliklardaki Horseradish Peroksidaz enziminin aktivite
degerleri
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Sekil 9.2’de goriilebilecegi gibi enzim 30 °C ve 40 °C‘de diger sicakliklara gére daha
yiksek aktivite gostermektedir. Enzim 40 °C’nin Uzerinde aktivitesinde disis

baslamaktadir. Sicaklik yikseldikge enzimin yapisi bozulmaktadir.

9.1.3 Enzimin Aktivitesine + 4 °C’de Beklemenin Etkisi

Cizelge 9. 3 + 4 °C’de bekleyen Horseradish peroksidaz farkli bekleme siirelerinde 25
°C’de ve pH: 5,0’te élciilen aktivite degerleri

Zaman (giin) | HRP Aktivite (Unite/mg)
1 1925
4 1056
8 220
16 0
2500 A
2000 A
?
£ 1500 -
2
2
2 1000 -
-
<
500
O T T I _’ 1
0 5 10 15 20
Zaman (glin)

Sekil 9. 3 +4 °C’de bekleyen Horseradish peroksidaz ve iki farkli immobilize enzimin
farkli bekleme siirelerinde 25 °C’de ve pH: 5,0’te dlciilen aktivite degerleri

Horseradish Peroksidaz enzimi yaklasik 15 glin sonunda aktivitesini kaybetmektedir.
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9.1.4 Enzimin 50 °C Sicakhga Direnci

Cizelge 9. 4 50 °C’de farkli siirelerde bekletilen enzimin pH: 5,0 ve 25 °C’de hesaplanan
aktivite degerleri

50 °C’de Bekleme Siiresi (dakika)
10 dak. | 20 dak. | 30 dak. | 40 dak. | 50 dak. | 60 dak.

HRP Aktivite (Unite/mg)| 1125 | 924 | 853 | 759 | 562 | 291

1200

1000 -

800 -

600 -+

400

Aktivite (U/mg)

200 ~

O T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

50 °C'de Bekleme Siiresi (dakika)

Sekil 9. 4 50 °C’de farkl siirelerde bekletilen enzimin pH: 5,0 ve 25 °C’de hesaplanan
aktivite degerleri

Enzimin pH: 5 ve 25 °C’'de él¢iilen aktivtesi 1950 U/mg’dir. Enzim 50 °C’de 10 dakika
beklediginde aktivite 1125 U/mg’a dusmdistir. 60. dakika sonunda ise enzimin
aktivitesi 291 U/mg’a diismektedir. Enzim 50 °C’de 60 dakika siiresince beklediginde
aktivitesinin % 85’ini kaybetmektedir. Sekil 9.5’te Horseradish Peroksidaz enzimi 50 °C
sicakliga belirli sirelerde maruz kaldiginda enzimin aktvitesindeki kayip yizde (%)

olarak gosterilmektedir.
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Sekil 9. 5 50 °C’de farkli siirelerde bekletilen enzimin pH: 5,0 ve 25 °C hesaplanan
aktivite degerlerine enzimin aktivitesindeki % kayip.

Sekil 9.5’te de gorildiugi gibi enzim 50 °C sicakhiginda bekledigi siire arttikca enzimin
aktivite kaybi belirgin bir sekilde artmaktadir.
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9.2 RB 19 Boyasinin Horseradish Peroksidaz Enzimi ile Giderilmesinin UV-Visible

Spektrofotometre ile incelenmesi

1,100 , |
|| RB 19 Boya
1,000 | -
2
=
05001 -
0,012
200,00 400,00 00,00 800,00

nm.

Sekil 9. 6 pH: 5,0 ve 30 °C’'de Horseradish Peroksidaz enzimi ile Reaktif Blue 19 (RB 19)
boyasinin giderilmesinin farkli siirelerde alinan UV-Visible Spektrumlari ile
incelenmesi

Enzim ile Reaktif Blue 19 boyasi 30 °C’de pH: 5,0’te 1., 2., 3., 4., 5.,10. ve 60. dakika
bekleme sireleri icin sirasi ile % 54, % 75, % 82, % 87, % 91, % 94 ve % 97 boya
giderme degerleri elde edilmistir (Cizelge 9.5). Boya gidermenin incelenmesinde
kullanilan UV-Visible spektrofotometresi cihazi ile alinan UV-Visible spektrumlari Sekil

9.6’da gosterilmektedir. ilk 5 dakikadaki boyanin maksimum dalga boyundaki hizh
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disus gosterilmistir. Boyanin 5 dakikada Horseradish Peroksidaz enzimi ile yiksek bir

yuzde ile giderildigi gortilmektedir.

9.2.1 HRP Enzimi ile RB 19 Boyasinin Giderilmesine pH’in Etkisinin incelenmesi

pH optimizasyonu 3,3 pg/mL enzim, 110 mg/L boya ve 3,0 mM H,0,

konsantrasyonunda gegeklestirildi.

Cizelge 9. 5 30 °C’de farkli pH’larda HRP enzimi ile RB 19 boyasinin % giderme

degerleri
Boya Giderme (%)

(ZEE;‘) oH: 3,0 | pH: 4,0 | pH: 5,0 | pH: 6,0 | pH: 7,0 | pH: 8,0
0 0,10 | 221 | 709 | 1,50 | 0,20 | 0,11
1 0,10 | 6,62 | 53,64 | 11,05 | 0,62 | 0,42
2 0,21 | 11,94 | 75,48 | 19,64 | 1,14 | 0,53
3 0,21 | 1535 | 82,38 | 2521 | 1,45 | 0,53
4 0,21 | 18,96 | 87,93 | 31,33 | 1,77 | 0,53
5 0,31 | 20,26 | 90,90 | 37,55 | 1,97 | 0,53
6 041 | 22,17 | 92,24 | 40,88 | 1,97 | 0,53
7 0,41 | 23,97 | 93,01 | 43,56 | 2,60 | 0,53
8 0,41 | 2538 | 93,58 | 47,32 | 2,91 | 0,64
9 0,52 | 26,88 | 93,87 | 49,36 | 3,32 | 0,85
10 | 062 | 27,88 | 94,16 | 54,72 | 3,84 | 0,95
15 | 083 | 31,80 | 9511 | 65,99 | 6,23 | 1,27
20 | 0,93 | 34,20 9559 | 74,46 | 8,10 | 1,59
30 | 1,03 | 36,71 | 96,07 | 85,41 | 11,84 | 2,22
40 | 1,34 | 37,91 | 96,17 | 91,09 | 15,26 | 2,75
50 | 1,45 | 38,42 | 96,65 | 93,78 | 18,69 | 3,39
60 | 1,55 | 38,72 | 96,65 | 95,60 | 22,01 | 3,81

Silva vd. [14] tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, Horseradish Peroksidaz enzimi ile
Reaktif Blue 19 boyasinin pH: 6,0’da giderilmesini incelenmistir. Calisma sonucu 35
°C’de 5. ve 60. dak. pH: 6’da elde edilen boya giderme degerleri sirasi ile % 96 ve % 97
olmustur. Bu doktora tezi galismasinda ise pH 6,0’da 5. ve 60. dakikalarda sirasi ile % 38

ve % 97 boya giderme degerlerine ulasiimistir (Cizelge 9.5).
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Rekatif Blue 19 boyasinin Horseradish Peroksidaz enzimi ile giderilmesi calismalarinda
farkli pH’lar (pH: 3,0, pH: 4,0, pH: 5,0, pH: 6,0, pH: 7,0 ve pH: 8,0) icin 30 °C’'de 60
dakika boyunca UV-Visible Spektrofotometrede boya giderme giderme degerleri
incelenmistir. Bunun sonucunda pH: 5,0'te en yiliksek boya giderme degerlerine

ulasilmistir (Sekil 9.7).

100 -

Boya Giderme (%)

Zaman (dakika)

Sekil 9. 7 30 °C’de farkli pH’larda HRP enzimi ile Reaktif Blue 19 boyasinin %
giderilmesi

Enzim ile Reaktif Blue 19 boyasi 30 °C’de pH: 5,0’te 5., 10., 30. ve 60. dakikalarda sirasi
ile % 91, % 94, % 96 ve % 97 giderilmistir. Enzim ile Reaktif Blue 19 boyasi 30 °C’'de pH:
6,0’da 5., 10., 30. ve 60. dakikalarda sirasi ile % 38, % 56, % 85 ve % 96 giderilmistir. 60
dakika bekleme siiresi sonunda pH: 5,0'ten sonra pH: 6,0'da ylksek boya giderme

degerine ulasildig1 goriilmektedir (Sekil 9.7).

Horseradih peroksidaz enzimi en yiksek boya giderme degerine pH: 5,0’te ulasmistir.
Aktivite sonugclari da incelendiginde enzimin pH: 5,0’te en ylksek aktivite gosterdigi
gorilmektedir (Sekil 9.1). pH: 3,0 ve pH: 8,0’'de boya giderme degerlerinin 60. dakika
sonunda sirasl ile % 2,0 ve % 4,0 olmasi dikkat cekmektedir. pH: 3,0 ve pH: 8,0’de elde
edilen ¢cok diistik boya giderme degerleri Horseradish Peroksidaz enziminin bu pH’larda

aktivite gostermediginden kaynaklanmaktadir. Literatiirde yapilan calismalarda da
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Horseradish Peroksidaz enziminin pH: 5,0’te optimum aktivite gosterdigi goriilmektedir

[54], [58].

9.2.2 HRP Enzimi ile RB 19 Boyasinin Giderilmesine Enzim Konsantrasyonun Etkisi

incelenmesi

RB 19 boyasinin farkl enzim konsantrasyonlarinda (0,0825 pg/mL, 0,165 ug/mL, 0,330
pug/mL, 0,825 pg/mL, 1,65 pg/mL, 3,3 pug/mL, 6,6 pug/mL, 13,2 pug/mL) giderilmesi 110
mg/L boya ve 3,0 mM H,0, konsantrasyonunda, pH: 5,0 ve 30 °C’de gerceklestirildi.

Cizelge 9. 6 RB 19 boyasinin (110 mg L™) pH: 5,0 ve 30 °C’de farkli enzim
konsantrasyonlarinda % boya giderme degerleri

Boya Giderme (%)
13,2 6,6 3,3 1,65 0,825 0,330 | 0,165 | 0,0825
Zaman | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL
(dakika) | Enzim Enzim | Enzim | Enzim | Enzim | Enzim | Enzim Enzim
(E1) (E2) (E3) (E4) (ES) (E6) (E7) (E8)
0 42,47 28,13 24,87 15,91 5,41 0,97 0,11 0,11
1 85,38 83,32 72,55 56,28 33,62 11,41 5,18 1,52
2 94,09 92,19 86,07 72,62 51,64 20,45 10,15 3,37
3 94,73 93,05 90,4 81,17 62,04 27,23 13,5 5,33
4 94,95 93,9 92,16 85,71 69,78 32,83 17,39 6,96
5 95,05 93,69 92,98 88,31 75,19 37,89 20,52 8,38
6 95,16 94,55 93,5 89,83 79 42,2 22,79 9,68
7 95,38 94,76 | 93,91 90,91 81,76 | 46,07 25,16 10,99
8 95,48 94,97 | 94,22 91,56 83,78 | 49,41 27,11 11,64
9 95,59 95,08 | 94,53 92,1 85,37 52,21 29,16 12,73
10 95,7 95,29 94,74 | 92,53 86,64 | 54,79 30,99 13,82
11 95,81 95,29 94,84 | 92,86 87,7 57,05 32,94 14,8
12 96,02 95,51 95,05 93,18 88,44 59,2 34,45 15,67
13 96,02 95,51 95,15 93,4 89,08 61,03 35,96 16,43
14 96,13 95,61 95,25 93,51 89,61 62,54 | 37,15 17,08
15 96,24 95,72 95,36 93,72 90,03 63,94 | 38,34 17,85
16 96,24 95,72 95,46 93,72 90,46 65,23 39,52 18,5
17 96,34 95,83 95,56 93,83 90,67 66,42 40,5 19,04
18 96,45 95,83 95,67 93,94 | 90,99 67,38 | 41,47 19,7
19 96,45 95,83 95,67 93,94 91,3 68,35 | 42,44 20,24
20 96,45 95,83 95,67 93,94 | 91,41 69,21 43,2 20,67
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Sekil 9. 8 RB 19 boyasinin (110 mg L") pH: 5,0 ve 30 °C’de farkli enzim
konsantrasyonlarinda (13,2 ug/mL (E1), 6,6 ug/mL (E2), 3,3 ug/mL (E3), 1,65 pug/mL
(E4), 0,825 pg/mL (E5), 0,330 ug/mL (E6), 0,165 pg/mL (E7), 0,0825 pug/mL (E8))% boya
giderme degerleri

Horseradish Peroksidaz enzimi pahali bir enzimdir. Atik sulardaki boyalarin
giderilmesinde HRP enziminin maliyeti enzimatik proseslerin kullaniminda ksitlayici
olabilmektedir. Bu nedenle, en yiksek boya giderme degerine en disik enzim
konsantrasyonunda ulasmak gerekmektedir [48], [54]. Optimum enzim
konsantrasyonun belirlenmesi bu nedenle 6nemlidir. 110 mg/L konsantrasyondaki
boya ¢ozeltisine enzim ve baslaticisi (hidrojen peroksit) ilave edildikten sonra artan
enzim konsantrasyonlari (0.0825 pg/mL, 0.165 pg/mL, 0.330 pg/mL, 0.825 pug/mL, 1.65
ug/mL, 3.3 pug/mL, 6.6 pug/mL, 13.2 ug/mL) icin 1. dakikada elde edilen boya giderme
degerleri sirast ile % 2, % 5, % 11, % 34, % 56, % 73, % 83 ve % 85 sonuclari elde
edilmistir. 5. dakikada ise artan enzim konsantrasyonuna gore % 8, % 21, % 38, % 75, %

88, % 93, % 94 ve % 95 boya giderme degerleri elde edilmistir. 10. Dakikda ise artan
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enzim konsantrasyonlarina gore % 14, % 31, % 55, % 87, % 93, % 95, % 95 ve % 96; 20
dakika da ise; % 21, % 43, % 69, % 91, % 94, % 96, % 96 ve % 97 boya giderme
degerlerine ulasiimistir. Sekil 9.8’de ve Cizelge 9.6'da gorildigh gibi enzim
konsantrasyonunun artmasi ile boya gidere yiizdeleri artmaktadir. ilk 10 dakika
icerisinde 6zelikle dusiik enzim konsatrasyonlari igin enzim konsantrasyonunun artmasi
ile boya giderme degerleri artmaktadir. Bunulabirlikte, 0Ozellikle yiksek enzim
konsantrasyonlarinda boyanin enzim ile etkilestigi slirenin artmasi ile boya giderme
degerleri birbirine yaklasmistir. 0,825 pg/mL enzim konsantrasyonundan itibaren 20.
dakika sonunda % 90’nin lGzerinde boya giderme degerlerine ulagsmakla birlikte % boya
giderme degerleri yliksek enzim konsantrasyonlarinda birbirine yaklasmistir. Bu deney
sonuglarindan faydalanarak uygulamalar igin 20. dakikada % 90’in Uzerinde boya
giderme degerine ulasmasi nedeniyle 0,825 pg/mL enzim konsantrasyonun uygun

oldugu sonucuna varilmistir.

Reaktif Blue 19 boyasinin farkli kosullarda giderilmesinde enzim konsantrasyonunu
sabit tuttugumuz calismalarda boya gidermenin daha kisa slirede gergeklesmesi
amaciyla 3,3 pg/mL enzim konsantrasyonunda 5. dakikada % 90'in Uzerinde boya

giderme degeri elde edildiginden 3,3 ug/mL enzim konsantrasyonu kullanilmistir.

Ayrica, Ulson de Souza ve ark. yuksek enzim konsantrasyonlarinin boya giderme

calismalariigin boya giderme degerlerine etki etmedigini vurgulamiglardir [54].

9.2.3 HRP Enzimi ile RB 19 Boyasinin Giderilmesine Baslangic Boya

Konsantrasyonunun Etkisinin incelenmesi

RB 19 boyasinin farkli konsantrasyonlarinda (28, 55, 110, 166, 263 mg/L) giderilmesi
0,0033 mg/mL (3,3 pg/mL) enzim ve 3,0 mM H,0, konsantrasyonlarinda pH: 5,0 ve 30
°C’de gerceklestirildi. Boya giderme sonuclari Cizelge 9.7'de gésterilmektedir. 1.
dakikada boyanin enzim ile reaksiyonundan sonra 28, 55, 110, 166, 263 mg/L boya
konsantrasyonlari igin sirasi ile % 71, % 61, % 76, % 66 ve % 56 boya giderme degerleri
elde edildi. 5. dakikada ise artan boya konsantrasyonlarinda boya giderme degerleri
sirasi ile % 91, % 92, % 93, % 93 ve % 92 olarak hesaplanmistir. Boyanin enzim ile

muamele slresi uzadikca boya giderme degerlerinin arttigi ve birbirine yaklastig
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gorilmektedir. 10. dakikada ise artan boya konsantrasyonlarinda boya giderme

degerleri sirastile % 94, % 94, % 95, % 94 ve % 94’e ulagsmistir.

Cizelge 9. 7 RB 19 boyasinin HRP enzimi ile farkli RB 19 boya konsantrasyonlarinda 10
dakika siiresince pH: 5,0 ve 30 °C’de % giderme degerleri

Boya Giderme (%)
Zaman | RB 19 RB 19 RB 19 RB 19 RB 19
(dakika) | 28 mg/L |55 mg/L|{110 mg/L | 166 mg/L|263 mg/L
0 30,48 14,01 39,36 30,04 11,43
1 71,38 60,89 76,32 66,33 57,77
2 84,76 84,05 87,81 83,13 77,86
3 88,10 89,49 90,61 89,45 87,18
4 89,59 91,05 92,41 91,85 90,63
5 91,45 92,02 93,01 93,09 92,16
6 92,19 92,61 93,51 93,45 92,92
7 92,94 93,19 94,01 93,67 93,40
8 93,31 93,58 94,41 93,89 93,74
9 94,05 93,97 94,71 94,11 93,97
10 94,42 94,16 94,91 94,40 94,17
100 ~
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Sekil 9. 9 RB 19 boyasinin HRP enzimi ile farkli RB 19 boya konsantrasyonlarinda 10
dakika siiresince pH: 5,0 ve 30 °C’'de 594 nm deki % giderme degerleri
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Sekil 9,9'da goruldugl gibi boya konsantrasyonunun artmasina ragmen boya giderme
etkisi devam etmektedir. pH: 5,0 ve 30 °C’de 10 dakika gibi kisa bir siirede 28-263 mg/L

konsantrasyonlari araliginda % 94 boya giderme yiizdesine ulasiimistir.

9.2.4 HRP Enzimi ile RB 19 Boyasinin Giderilmesine Sicakligin Etkisinin incelenmesi

pH: 5,0 ve farkl sicakliklarda 60 dakika boyunca RB 19 boyasi giderildi. Boya giderme
yizdeleri 25-50 °C arasindaki sicakliklarda benzer sonuglar vermektedir. Sonuglar

Cizelge 9.8'te gosterilmistir.

Cizelge 9. 8 pH: 5,0 ve farkli sicakliklarda (25-50 °C) HRP enzimi ile RB 19 boyasinin (110
mg/L) % giderilme degerleri

Boya Giderme (%)

(ili?ii;]) 25°C | 30 °C | 35 °C | 40 °C | 45 °C | 50 °C
0 |16,82] 7,09 |34,42]16,22|23,6824,49
1 |62,87|53,64|75,42|57,29|63,81 62,71
2 |72,52|75,48]87,38]74,95 | 82,48 78,39
3 | 77,3 |82,38|91,74|82,63 87,76 | 84,79
4 |86,67|87,93]93,41|87,81]89,45]87,66
5 191,36 90,9 | 94,25|90,31| 90,88 | 89,52
6 |92,65|92,24|94,71|91,75| 92,4 | 90,82
7 193,29/93,01]95,18]92,99]93,12|91,65
8 |93,57/93,58|95,55]93,95]93,57]92,21
9 [93,75(93,87|95,73]94,63|94,01]92,67
10 |94,12[94,16|95,92| 95,2 | 94,28 (92,95
15 | 95,4 |95,11]96,85 96,35 | 95,08 | 93,69
20 |96,23/95,59|97,03]96,93| 95,35 93,88
25 | 96,88|95,88(97,22(97,02| 95,44 93,97
30 |97,33/96,07|97,68]97,02]95,53]93,97
35 |97,61/96,07|97,87|97,12|95,53| 94,06
40 |97,79|96,17 (98,14 |97,12|95,62| 94,06
45 |97,98|96,36|98,24|97,12|95,62|94,16
50 |98,07|96,65| 98,3 |97,12]95,62|94,16
55 |98,16|96,65|98,61|97,12|95,62| 94,25
60 |98,25|96,65| 98,7 |97,12|95,62|94,25
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Sekil 9. 10 pH: 5,0 ve farkli sicakliklarda (25-50 °C) HRP enzimi ile RB 19 boyasinin (110
mg/L) % giderilmesi
Boya giderme yiizdeleri 25-50 °C arasindaki sicakliklarda birbirine yakin boya giderme
degerleri vermektedir. 60 dakika bekleme siiresi sonunda 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45
°C ve 50 °C sicakliklari icin sirasi ile % 98, % 97, % 99, % 97, % 96 ve % 94 boya giderme
degerleri elde edilmistir. Calisilan bitln sicakliklar igin elde edilen boya giderme
degerleri birbirine yakin olmakla birlikte en yiiksek boya giderme degerine 35 °C
ulagilmistir. Yapilan c¢alismalar sonucu pH: 5,0 ve 35 °C'de 5. ve 60. dakika bekleme
surelerinde sirasiyla % 94 ve % 99 boya giderme degerleri elde edilmistir. Sekil 9.10’da
goruldiugl gibi istenen sicakliklarda boya giderme isleminin gerceklesebilecegini

gostermektedir.
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9.2.5 HRP Enzimi ile RB 19 Boyasinin Giderilmesine Baslatict (H,0,)

Konsantrasyonunun Etkisinin incelenmesi

RB 19 boyasi icin H,0,’in farkh konsantrasyonlarinin (0,5 mM, 1,0 mM, 1,5 mM, 3,0
mM ve 6,0 mM) boya gidermeye olan etkisi incelendi. Deney sonuglari Cizelge 9,9'da
gosterilmistir.

Cizelge 9. 9 RB 19 boyasinin HRP enzimi ile far ki H,0, (B) baslaticisi
konsantrasyonlarinda 15 dakika siiresince pH: 5,0 ve 30 °C’'de % giderme

Boya Giderme (%)

Zaman g ¢ M|1,0 Mm | 1,5 mM | 3,0 mM| 6,0 mm

(dakika)
0 3,83 | 15,83 | 1559 | 21,88 | 26,11
1 69,43 | 69,18 | 69,09 | 70,46 | 76,44
2 87,23 | 77,19 | 77,12 | 82,86 | 86,75
3 91,06 | 85,57 | 8553 | 90,52 | 91,67
4 92,34 | 92,09 | 92,06 | 93,07 | 93,85
5 92,61 | 93,67 | 93,65 | 94,17 | 94,89
6 92,7 | 94,23 | 9421 | 94,44 | 95,46
7 92,61 | 94,41 | 94,4 | 9471 | 95,74
8 92,52 | 9441 | 94,4 | 94,9 | 96,03
9 92,34 | 9432 | 943 | 94,99 | 96,22
10 | 92,24 | 94,23 | 94,21 | 95,08 | 96,31
11 | 92,24 | 9423 | 9421 | 95,17 | 96,5
12 | 92,15 | 94,23 | 94,21 | 95,26 | 96,59
13 | 91,88 | 94,23 | 94,21 | 95,26 | 96,69
14 | 91,79 | 94,23 | 94,21 | 95,35 | 96,78
15 91,7 | 94,23 | 9421 | 95,44 | 96,88

pH: 5,0 ve 30 °C’de 110 mg/L konsantrasyondaki Reaktif Blue 19 boyasina 3,3 pg/mL
enzim ilave edildikten sonra reaksiyonun baslatilmasi icin ilave edilen H,0,’in farkh
konsantrasyonlarinin (0,5 mM, 1,0 mM, 1,5 mM, 3,0 mM ve 6,0 mM) boya gidermeye
olan etkisi incelendi. 15 dakika bekleme siresi sonrasinda artan Hidrojen Peroksit
konsantrasyonlari icin sirasi ile % 92, % 94, % 94, % 95 ve % 97 boya giderme degerleri
elde edilmistir. Sekil 9.11‘de gorildigi Gzere 0,5 mM Hidrojen Peroksit baslaticisinin

enzimin ¢alismasi icin yeterli oldugu gorilmektedir.
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Sekil 9. 11 HRP enzimi ile RB 19 boyasinin farkl H,O, baslaticisi konsantrasyonlarinda
15 dakika stiresince pH: 5,0 ve 30 °C’de % giderme

9.2.6 HRP Enzimi ile RB 19 Boyasinin Giderilmesine Ure Konsantrasyonunun

Etkisinin incelenmesi

6,0 M konsantrasyonunda {re stok ¢ozeltisi hazirlandi. pH: 5,0 ve 30 °C’de {irenin artan
konsantrasyonlarinda boya giderme ylizdesi dismektedir. Boya giderme sonuglari
Cizelge 9.10’da gosterilmektedir. 0,05 M, 0,2 M, 1.0 M, 1.5 M, 2.0 M ve 2.5 M ilire
iceren Reaktif Blue 19 boya ¢ozeltileri hazirlandi. pH: 5,0 ve 30 °C’'de 110 mg/L
konsantrasyondaki Reaktif Blue 19 boyasina 3,3 pg/mL Horseradish Peroksidaz enzimi
ile 30 dakika sliresince boya gidermeye lre etkisi incelendi. 30 dakika sonunda artan
Ure konsantrasyonlari igin sirasi ile % 97, % 97, % 96, % 94, % 91 ve % 86 boya giderme
degerleri elde edilmistir. Sonuclardan da anlasildigi Uzere diislik tire konsantrasyonu
iceren Reaktif Blue 19 boya ¢ozeltisi daha yliksek ylzdeler ile boya giderilirken, boya
¢Ozeltisindeki Gire konsantrasyonunun artmasi ile boya giderme degerlerinde azalma

gozlenmektedir (Cizelge 9.10).
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Cizelge 9. 10 RB 19 boyasinin HRP enzimi ile farkh tre konsantrasyonlarinda 30 dakika
siiresince pH: 5 ve 30 °C’'de % giderme

Boya Giderme (%)
Zaman |, he 10,20 M| 1,0 M| 1,5M | 2,0 M| 2,5 M
(dakika)
0 18,66 | 20,90 | 6,45 | 3,55 | 0,90 | 1,36
1 68,11 | 63,54 | 45,93 |36,86|26,37|17,46
2 82,63 | 80,60 |65,71(52,31|38,92 27,94
3 90,17 | 89,97 |75,29|63,50 (48,43 | 36,12
4 92,74 | 92,78 |81,83|71,23 55,87 41,31
5 93,75 | 94,10 |85,32|76,73 61,88 |46,76
9 94,85 | 95,03 |91,32(87,12|76,41|62,52
10 94,94 | 95,13 |91,85|88,37|78,57|65,25
15 95,59 | 95,41 |93,29(91,47|85,11|74,87
20 95,96 | 95,78 |93,91(92,90| 88,34 | 80,24
25 96,42 | 96,25 | 95,26 (93,69 90,13 | 83,65
30 96,78 | 96,53 |96,15(94,32|91,48 | 86,20
100 -
— » . k|
",
) e
/“"
—e— 0,05 1M
= = 0,2 M
E
= 1,0 M
2
= 1,5 M
[=%]
—%—2,0M
——2,5M
15 20 25 30
Zaman (dakika)

Sekil 9. 12 RB 19 boyasinin HRP enzimi ile farkh tre konsantrasyonlarinda 30 dak.
siiresince pH: 5,0 ve 30 °C’'de % giderme
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Reaktif Blue 19 boyasi iegerindeki distik Ure konsatrasyonlarinda (0,05 M ve 0,2 M)
boya giderme degerleri ylksektir. Bununlabirlikte, tire konsantrasyonunun artmasi ile

boya giderme verimin azaldigi Sekil 9.12’de gosterilmektedir.

9.2.7 HRP Enzimi ile RB 19 Boyasinin Giderilmesine NaCl Konsantrasyonunun

Etkisinin incelenmesi

Boyama islemleri sirasinda tuz kullanildigindan atik suda tuz varliginin enzimin boya
giderme Uzerine etkisi olup olmadigl incelendi. Tuz konsantrasyonun artmasi ile ilk
birkag¢ dakikada boya giderme %’si 80-90 lara ulagmasina ragmen, daha uzun siirelerde
boya giderme ylizdesi lizerinde bir degisiklik gézlenmedi. 0,05 M, 0,1 M, 0,25 M, 0,5 M,
1,0 M ve 2,0 M NaCl iceren Reaktif Blue 19 (110 mg/L) ¢ozeltileri hazirlandi. pH: 5,0 ve
30 °C'de 110 mg/L konsantrasyondaki Reaktif Blue 19 boyasina 3,3 pg/mL Horseradish
Peroksidaz enzimi ile 30 dakika siiresince boya gidermeye (re etkisi incelendi. Tuz
iceren boya ¢ozeltisi 30 dakika boyunca Horseradish Peroksidaz enzimi ile giderildi. 30
dakika sonunda artan tuz konsantrasyonlarina goére sirasi ile % 95, % 96, % 96, %95, %
94 ve % 95 boya giderme sonuglari elde edildi. Bu sonuglara gore tuzun boya

gidermeye herhangi bir olumsuz etkisi olmadigi sonucuna varildi (Sekil 9.13).

Cizelge 9. 11 HRP enzimi ile RB 19 boyasinin farkh NaCl konsantrasyonlarinda pH: 5,0
ve 30 °C’'de % giderilmesi

Boya Giderme (%)

0,05M|0,1M|0,25M|0,5M|1,0M|2,0M

0 15,80 | 5,22 | 19,31 | 13,87 |14,86|18,91
1 63,76 |58,82| 63,45 | 69,60 80,14 |90,23
2 85,52 | 83,35| 87,01 | 86,94 |87,04|91,35
3 87,07 | 88,68 | 87,20 190,98 |91,32|92,09
4 91,16 |91,68| 92,41 |92,49|92,39|92,58
5
6
7

92,04 192,79 | 93,33 |92,83|92,75|92,83
92,27 |93,01| 93,68 |93,18|92,87|92,95
92,82 193,56 | 93,79 |93,18|92,75|93,08
10 93,59 93,78 | 94,37 |93,53|92,87|93,45
15 94,25 | 94,23 | 94,83 | 94,22 93,34 |94,07
20 94,70 | 94,67 | 95,40 |94,45|93,70|94,19
25 95,14 |95,12| 95,75 | 94,68 93,94 | 94,44
30 95,36 | 95,56 | 95,98 |94,91|94,05|94,56
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Sekil 9. 13 HRP enzimi ile RB 19 boyasinin farkli NaCl konsantrasyonlarinda pH: 5,0 ve
30 °C'de % giderilmesi
9.3 Asit Black 1 Boyasinin ve HRP Enzimi ile Boyanin Giderilmesinin Floresans

Spektroskopisi ile incelenmesi

Floresans galismasinda tg¢ farkli pH (5,0, 6,0 ve 7,0)'da Asit Black 1 boyasinin farkli
konsantrasyonlarinda ve bu boya c¢o6zeltileri Horseradish Peroksidaz enzimi ile
muamele edildikten sonra farkli siirelerde 320 nm’de uyarilarak maksimum floresans
siddetleri okundu. Maksimum floresans siddetinin goézlendigi maksimum dalga boylar

kaydedildi.

Maksimum floresans siddeti degerlerine ise 4. giin yapilan 6l¢iimlerde ulasiimistir.
Boyanin enzim ile muamele edildikten sonra zamanla siddetinin artmasi boyanin
parcalandiktan sonra parcalanma Urlinlerinin suyla daha kolay bir sekilde etkilesebildigi

ve siddetin yiksek ¢iktigl sonucuna varilmistir.
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Gizelge 9. 12 pH:5,0’te AB 1 boyasinin farkli konsantrasyonlarda Horseradish
Peroksidaz enzimi ile giderilmesinin florresans siddetlerinin 6lglilmesi

Boya Konsantrasyonu | Zaman A |

(mg/mL) (dak/gtin) | "™ ™
0.dak. 407 | 15.089
2.dak. 405 | 15.120
0,005 5.d§.k. 409 | 15.745
mg/mL 1.gt'J.n 423 | 34725
2. gln 423 | 54.626
3. gln 424 | 70.458
4. gun 423 1 92.390
0.dak. 410 | 17.349
2.dak. 410 | 16.219
0,01 5.de1k. 410 | 16.552
ma/mL 1. ggn 426 | 34.898
2. glin 427 | 53.484
3. glin 427 | 69.856
4. giin 427 | 90.676
0.dak. | 412 | 7.304
2.dak. | 412 | 7.607
0,02 5. da!f. 417 | 21.845
ma/mL 1. zc.;.un 428 | 40.349
2. glin 428 | 51.235
3. glin 429 | 68.397
4. gin 429 | 87897
0.dak. 417 | 17884
2.dak. | 417 | 19035
0,04 5. d?k. 417 | 21582
mg/mL 1. gL‘J.n 425 1 42.920
2.gln 425 | 65.788
3. glin 425 | 75361
4. gin 425 | 80.680
0.dak. | 420 | 5.718
2.dak. | 434 | 7.545
0,08 5. d:ak. 432 | 8.699
mg/mL l'g‘{” 438 | 9.463
2.gln 438 | 23.445
3. glin 431 | 35.896
4. gin 429 | 44.720
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Cizelge 9. 13 pH: 6,0’da AB 1 boyasinin farkh konsantrasyonlarda Horseradish
Peroksidaz Enzimi ile giderilmesinin floresans siddetlerinin dlgtilmesi

Boya Konsantrasyonu | Zaman A |
(mg/mL) (dak/gtn) | "] ™
0.dak. 410 | 33.167
2.dak. | 410 | 31.103
5.dak. 410 | 29.132
0,005 mg/mL 1.glin 416 | 47.845
2.gUn 419 | 68.428
3.gin | 417 | 77.535
4.glin 417 | 83.676
0.dak. 410 | 31.550
2.dak. 410 | 30.148
5.dak. 410 | 28.554
0,01 mg/mL 1.gln 417 | 52.515
2.glin 417 | 75.517
3.glin 417 | 86.821
4.gin 417 | 100.420
0.dak. 412 | 26.027
2.dak. | 417 | 25.277
5.dak. | 412 | 25.297
0,02 mg/mL 1.glin 431 | 48.286
2.glin 431 | 63.388
3.gin | 434 | 69.474
4.gin | 432 | 72.192
0.dak. 413 | 17.419
2.dak. | 413 | 17.177
5.dak. | 413 | 17.278
0,04 mg/mL 1.gln 425 | 49.065
2.glin 430 | 79.139
3.glin 432 | 83.143
4.gin | 431 | 87.312
Baslangic | 414 | 7.344
2.dak. | 414 | 7.243
5.dak. 413 | 7.826
0,08 mg/mL 1.glin 425 | 27.295
2.glin 427 | 39.000
3.glin 427 | 45.048
4.gln 429 | 50.030
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Sekil 9. 14 Asit Black 1 boyasinin (0,02 mg/mL) pH: 6,0 ve farkl bekleme slrelerinde
elde edilen Emisyon Floresans spektrumlari. Boya (turuncu); enzim ilavesinden sonra;
sifirinci (mor), 2. dak. (agik yesil), 5. dak. (agik mavi), 1. giin (sari), 2. giin (yesil), 3. glin

(kirmizi), 4. glin (mavi).

Counts [1/s]

425 450 475 500 525 550
Wavelength [nm]

Sekil 9. 15 Asit Black 1 boyasinin (0,02 mg/mL) Horseradish peroksidaz enzimi ile
reaksiyonunun 4. giiniin sonunda ve farkli pH’larda [pH: 5,0 (kirmizi), pH: 6,0 (sar1), pH:
7,0 (yesil)] elde edilen Emisyon Floresans spektrumlari.
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Cizelge 9. 14 pH: 7,0’de AB 1 boyasinin farkli konsantrasyonlarda Horseradish
Peroksidaz Enzimi ile giderilmesinin floresans siddetlerinin dlgtilmesi

Boya Konsantrasyonu

(mg/mL) Zaman | Amax lmax

0.dak. | 407 | 27.579
2. dak. | 408 | 26.646
5.dak. | 407 | 25.885
0,005 mg/mL l.gin | 410 | 64.412
2.giin | 410 | 79.347
3.gun | 409 | 86.120
4.gin | 410 | 97.264
0.dak. | 407 | 21.016
2.dak. | 407 | 20.834
5.dak. | 408 | 20.096
0,01 mg/mL l.gin | 412 | 51.868
2.gin | 417 | 68.687
3.gin | 417 | 77.900
4.gin | 419 | 93.619
0.dak. | 408 | 18.834
2.dak. | 408 | 19.055
5. dak. | 408 | 18.681
0,02 mg/mL 1.giin | 413 | 53.945
2.gUn | 414 | 65.260
3.gUn | 416 | 72.255
4.gun | 420 | 83.039
0.dak. | 412 | 12.561
2.dak. | 413 | 13.853
5.dak. | 412 | 12.048
0,04 mg/mL l.gin | 412 | 45.488
2.gin | 414 | 54.716
3.gin | 415 | 60.610
4.gun | 419 | 68.189
0.dak. | 417 | 5.530
2.dak. | 415 | 5.538
5.dak. | 415 | 5.919
0,08 mg/mL 1.giin | 413 | 26.413
2.gin | 413 | 33.900
3.gin | 414 | 37.038
4.gun | 418 | 40.804
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Cizelge 9. 15 Farkli konsantrasyonlarda ve pH’da Asit Black 1 boyasina ait Anyaks.

(maksimum dalga boyu) ve maksimum floresans siddeti (Imaks.) degerleri

Boya Konsantrasyonu pH: 5,0 pH: 6,0 pH: 7,0
(mg/mL) Amaks. | Imaks. |Amaks. | Imaks. |Amaks.| Imaks.
0,005 407 | 14938 | 410 | 27751 | 408 | 23282
0,01 410 (19434 | 410 | 26494 | 407 | 20005
0,02 410 |17193| 410 | 27264 | 408 | 19439
0,04 417 |14253| 414 | 17561 | 413 | 13649
0,08 417 | 5407 | 413 | 7454 | 414 | 5530

Gizelge 9.15’te farkh konsantrasyon ve pH’larda Asit Black 1 boyasina ait Anaks.

(maksimum dalga boyu) ve

gosterilmektedir.

maksimum

floresans

siddeti

(Imaks.)

degerleri

25000

20000 -

15000

10000 -

Floresans Siddeti

5000 -

0 0,02

0,04

0,06
Asit Black 1 Boyasi (mg/mL)

0,08

0,1

Sekil 9. 16 pH: 7,0’de Asit Black 1 boyasinin farkl konsantrasyonlarinda élgllen
floresans degerleri

Boya konsantrasyonunun artmasi ile floresans siddetlerinde azalma gozlendi.

Boya

konsantrasyonu fazla oldugunda floresans sonimi (“quenching”) gerceklestigi

gorulda.
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Cizelge 9. 16 30 °C ve 7,0’de farkl konsantrasyonlardaki Asit Black 1 boyasinin
Horseradish Peroksidaz enzimi ve baslaticisi iave edildikten sonra 2. dakida ve 1. giinde
Floresans Spekrometresi ile incelenmesi

Boya
Konsantrasyonu Amax| Imax
(mg/mL)

2.dak. [ 408 | 26 646
1.gln | 410 |64 412
2.dak.| 40720834
1. giin | 412 |51 868
2. dak.| 408 |19 055
1. glin | 413 |53 945
2.dak.|{413 |13 853
1.gln [ 412 |45 488

2. dak. [ 415| 5538
1.gun [413| 26413

0,005 mg/mL |Boya + Enzim + H,0,;

0,01 mg/mL |Boya + Enzim + H,0,

0,02 mg/mL |Boya + Enzim + H,0,

0,04 mg/mL |Boya + Enzim + H,0,

0,08 mg/mL |Boya + Enzim + H,0,

Farkli parametrelere bagl olarak boya Floresans Spektroskopisi ile incelendiginde, boya
konsantrasyonun cok kiiclik degerlerinde floresans siddetlerinin yaklasik ayni oldugu
ancak daha vyiksek boya konsantrasyonlarinda ise floresans siddetinin azaldigi
gbzlenmistir. Konsantrasyon artmasi ile floresans siddetinin azalmasi floresans sonimu

olarak bilinmektedir.

Elde edilen bu floresans sonuglara dayanarak, zamanin artmasina bagh olarak enzimin
boyayl daha iyi parcaladigi gozlenmistir. Parcalanan molekiler yapisi bozulan boya
molekilleri sulu ortam ile daha fazla etkilesimde oldugundan dolayi floresans
siddetlerinin arttigi ve dalga boylarinin kirmizi bolgeye kaydigi izlenmistir. Sonug olarak
Horseradish Peroksidaz enzimi Asit Black 1 boya molekiliniin yapisini bozmakta,
zamana bagl olarak bu bozunma stireci devam etmektedir ve floresans spektroskopisi
ile bu izlenmektedir. Sekil 9.17'de enzim ile muamele edilmis boyanin floresans
siddetleri enzim ile muamele edilmemis Sekil 9.16 ile karsilastirildiginda 1. giin de Sekil

9.17’deki floresans siddetlerinin Sekil 9.16’ye gore ¢ok yiksek oldugu goérilmektedir.
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Sekil 9. 17 pH: 7,0 and 30 °C’de farkli konsantrasyonlardaki AB 1 boyasina
Horseradish Peroksidaz enzimi ilave edilmesinin 2. dakikasinda ve 1. glinlindeki
floresans siddetleri
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9.4 Horseradish Peroksidaz Enziminin Polimer Destek Uzerine immobilizasyonu

9.4.1 immobilize Enzimin FT-IR, C;3 NMR ve AFM ile Karakterizasyonu

Bisfenol A bazh Polisiilfon

m Metakril Bisfenol A bazh Polisiilfon

Lane (e
|
i

T s mitande (Y

I v ] v L] v L] v ] v ]
3 500 e ] X Sl e d i 1500 10

Wby (cm )
Sekil 9. 18 Bisfenol A bazh Polisiilfon ve metakril Bisfenol A bazli Polislfon
polimerlerinin ATR-FTIR spekrumlari

Metakrilat ile modifiye edilmis Bisfenol A bazli polisiilifon polimerine ait FT-IR
spektrumu incelendiginde metakrilat ile modifiye edilmemis Bisfenol A bazli polistilfon
polimerine ait spektrumda gbzlenmeyen bir bant gorilmektedir. 1735 cm™de
gozlenen bu bant metakrilatlanma reaksiyonu sonucu olusan yeni karbonil ester
grubuna aittir ve bu bant polisilfonun metakrillenmesi reaksiyonun basari ile

gerceklestigini gostermektedir.
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Bisfenol AF bazh Polisiilfon

Metakril Bisfencl AF bazh Polisiilfon 1l
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Sekil 9. 19 Bisfenol AF bazlh polisiilfon ve metakril Bisfenol AF bazli polisiilfon
polimerlerinin ATR-FTIR spektrumlari

Metakrilat ile modifiye edilmis Bisfenol AF bazl polistilfon polimerine (metakril Bisfenol
AF bazli Polisiilfon) ait FT-IR spektrumu incelendiginde modifiye edilmemis Bisfenol AF
bazli polisilfon 6rnegine ait spektrumda bulunmayan bir bant gortlmektedir.
Metakrillenme reaksiyonu sonucu olusan yeni karbonil ester grubuna 1735 cm™de
gozlenen bu bant polisilfonun metakrillenmesi reaksiyonun basari ile gergeklestigini

gostermektedir.
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Sekil 9. 20 Bisfenol A bazli polisiilfon ve metakril Bisfenol A bazli polisiilfon icin *H NMR
spektrumlari

ilk olarak 1,65 ppm’deki pik Bisfenol A daki isopropil grubunun metil grubuna ait. Daha
sonra 6,70 ppm ve 7,86 ppm’de gorilen pikler poli(eter silfon)’nun aromatik
halkasindaki protonlara karsilik gelmektedir. 5,8 ppm civarinda, 6,40 ppm ve metakril
Bisfenol A bazli polisiilfon gruplari 2,10 ppm’de yeni pik olusmu metakril grubundaki

protonlara aittir.
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Sekil 9. 21 Bisfenol AF bazl polisiilfon ve metakril Bisfenol AF bazl polisiilfon icin *H
NMR spektrumlari

Ayni sekilde 1,65 ppm deki pik Bisfenol AF daki isopropil grubunun metil grubuna aittir.

Daha sonra 6,70 ppm ve 7,86 ppm’de gorilen pikler ise poli(eter siilfon)’nun aromatik

108



halkasindaki protonlara karsilik gelmektedir. 5,8 ppm civarinda, 6,4 ppm ve metakril
Bisfenol AF bazli polistlfon gruplari 2,10 ppm’de yeni pik olusmu metakril grubundaki
protonlara aittir. H-NMR yontemi ile yapilan inceleme ile metakrilleme reaksiyonun
Bisfenol A ve Bisfenol AF bazli polisiilfon 6rneklerinde basari ile gerceklestigi bulundu.
5,80 ppm, 6,40 ppm ve 2,10 ppm’de gozlenen yeni pikler metakril grubuna aittir ve bu

pikler Bisfenol A ve Bisfenol AF bazli polisiilfonlarin spektrumlarinda bulunmamaktadir.

0.00
1000.00 x 1000.00 [nm]  Z 0.00 - 2.58 [nm]

Sekil 9. 22 Bisfenol A bazh Polisiilfon polimerinin AFM gorintisi

Sekil 9.22’te Bisfenol A bazli polistilfon polimerinin AFM goérintisi gosterilmektedir.
Sekil 9.22’de polimerin homojen bir sekilde dagildigi gortlmektedir. Sekil 9.23'te
Bisfenol A bazli polisiilfonun metakrillenmesi sonucu olusan metakril Bisfenol A bazli
polimerinin AFM gorlintlisti gosterilmektedir. Yapilan modifikasyondan sonra Sekil
9.23’teki yuzey yukseklik degerlerinin (1,23 nm) Sekil 9.22’e (2,15 nm) gore arttig
gozlenmistir. Ayrica elde edilen ortalama vyukseklik degerleri Cizelge 9.17'de

gosterilmektedir.
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0.00 000
1000.00x1000.00 [nm] Z 0.00 - 4.50 [nm]

Sekil 9. 23 Metakril Bisfenol A bazh Polisiilfon polimerinin AFM gorintisu

000 0.00
1000.00 x 1000.00 [nm]  Z 0.00 - 20.87 [nm]

Sekil 9. 24 Metakril Bisfenol A bazl Polistlfon polimerine Horseradish Peroksidaz
enziminin immobilizasyonu sonucu elde edilen AFM goériintisi
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Sekil 9.24’te metakril Bisfenol A bazl polisiilfon materyaline Horseradish Peroksidaz
enzimi immobilize edildikten sonraki AFM gorintlsi gosterilmektedir. Enzim
immobilizasyonunu gosteren AFM gorintlst olan Sekil 9.24 ile metakril Bisfenol A
polistlfon polimerine ait AFM gorintisi Sekil 9.23 karsilastirildiginda yikseltilerde
belirgin bir fark gorilmektedir. Enzimin polimerin ylzeyine belirli bolgelerinden
baglanmanin gergeklestigi ve yogunlastigi goriilmektedir. Sekil 9.23’te elde edilen
ortalama yukseklik degeri 2,15 nm iken enzim immobilizasyonundan sonra Sekil 9.24’te
elde edilen ortalama yikseklik degeri 24,23 nm’ye yukselmistir. Elde edilen ortalama

ylukseklik degerleri Cizelge 9.17'de gosterilmektedir.

0.00
1000.00 x 1000.00 [nm]  Z 0.00 - 2.25 [nm]

Sekil 9. 25 Bisfenol AF bazli Polistlfonun AFM goriintlsi

Sekil 9.25’te Bisfenol AF bazli polisilfon polimerinin AFM goérintlsi gosterilmektedir
ve polimerin homojen bir sekilde dagildigl goriilmektedir. Sekil 9.26’da ise Bisfenol AF
bazl polisilfon polimerinin metakrillenmesi sonucu elde edilen metakril Bisfenol AF
bazli polimerinin AFM goriintlst gosterilmektedir. Yapilan modifikasyondan sonra
Sekil 9.25’teki yuzey yukseklik degerlerinin (1,19 nm) Sekil 9.26’ya (3,24 nm) gore
arttigi gozlenmistir. Elde edilen ortalama vyikseklik degerleri Cizelge 9.17’de

gosterilmektedir.
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0.00 0.00
1000.00 x 1000.00 [nm] Z 0.00 - 6.02 [nm]

Sekil 9. 26 Metakril Bisfenol AF bazli Polistilfonun AFM goriintlisu

0.00 0.00
1000.00 x 1000.00 [nm] Z 0.00 - 27.15 [nm]

Sekil 9. 27 Metakril Bisfenol AF bazli Polisiilfon polimerine Horseradish Peroksidaz
enziminin immobilizasyonu sonucu elde edilen AFM goriintisi
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Sekil 9.26’da elde edilen ortalama vyukseklik degeri 3,24 nm iken enzim
immobilizasyonundan sonra Sekil 9.27’te elde edilen ortalama yilkseklik degerinin

52,12 nm’ye yiikseldigi Cizelge 9.17’de gosterilmektedir.

Cizelge 9. 17 Polimerlerin ve polimerler izerine immobilize enzimlerin AFM
gorintilerinden elde edilen ortalama yikseklikler (Rp)

Ortalama
Ornekler yiikseklik (R,) Sekil
(nm)

Bisfenol A bazli Polistlfon 1,23 Sekil 9.22
Metakril Bisfenol A bazli Polisiilfon 2,15 Sekil 9.23
Metakril Bisfenol A bazli Polisiilfona .

immobilize Horseradish Peroksidaz enzimi 24,23 sekil 9.24

Bisfenol AF bazli Polisilfon 1,19 Sekil 9.25

Metakril Bifenol AF bazli Polisiilfon 3,24 Sekil 9.26
Metakril Bisfenol AF bazh Polistilfona .
immobilize Horseradish Peroksidaz enzimi 52,12 sekil 9.27

9.4.2 immobilize Enzimin Farkh Kosullarda Aktivite Tayini

immobilize enzimin aktivitesi pH: 5,0 ve 25 °C’de gergeklestirilmistir. immobilize enzim
icin cok sayida destek materyali hazirlanmis ve lzerine 0,01 mg Horseradish Peroksidaz
enzimi immobilize edilmistir. immobilize enzimlerin aktivitelerinin hesaplanmasinda

esitlik (8.3) kullanilmistir. immobilize enzimler +4 °C’de bekletilmektedir.

Serbest enzim immobilize enzimlere gére daha kisa slirede aktivitesini kaybetmektedir
(Cizelge 9.18 ve Sekil 9.28). AF-bazli polisiilfon destek materyaline immobilize enzimin
aktvitesi A-bazli polisiilfon destek materyaline bagli enzimin aktivitesini daha uzun siire
korumaktadir. Burada AF-bazli polisiilfon destek materyaline bagh Horseradish
peroksidaz enzimi aktivitesini biraz daha vyiksek gorilmesi AF-bazli polisiilfon
polimerinin yapisinda bulunan Flor gruplarindan kaynaklandigi disinilmektedir. Flor
gruplarinin yaricaplari bliyik olmasi nedeni ile immobilize destek materyalinin ana
zincirini ve bu ana zincire substitue grubu (enzim veya fonksiyonel grup) termal ve
kimyasal saldirilara karsi korumaktadir. AF bazh polisiilfon materyaline immobilize
Horseradish Peroksidaz enzimini ile elde edilen aktivitelerde (raf 6mr, farkh sicakliklar,

50 °C sicakhgina direng) belirgin bir fark gorilmuistir. Bu olumlu etkinin flor
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gruplarindan kaynaklandigi ve destek materyalinin ana zincirindeki flor gruplarinin

enzimi ve destek materyalini dis etkilere karsi korudugu sonucu cikariimistir.

Cizelge 9. 18 +4 °C’de bekleyen Horseradish peroksidaz ve iki farkli immobilize enzimin
farkli bekleme siirelerinde 25 °C’ de ve pH: 5,0’te élciilen aktivite degerleri

Aktivite (Unite/mg)
Zaman (gin)
A-PSU-immobilize HRP | AF-PSU-immobilize HRP | Serbest HRP

1 1.332 1.655 1.925
4 1.004 1.527 1.056
8 779 907 220
16 425 504 0
36 204 243 0
46 177 97 0
2000
1800 A
1600 -

1 —a— met-A-PSU-HRP
1400

] —e— met-AF-PSU-HRP
1200 - —a— Serbest HRP

Aktivite (U/mg)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Zaman (guin)

Sekil 9. 28 HRP ve immobilize enzimlerin 4 °C’de farkli siirelerde bekledikten sonra
pH:5,0 ve 25 °C’'de hesaplanan aktiviteleri

Sekil 9.28’de ve Cizelge 9.18'de gorildigli (lzere iki farklh destek materyaline
immobilize Horseradish Peroksidaz enzmi serbest enzimi goére daha uzun sire

aktivitesini korumaktadir. immobilizasyondan dolayi immobilize enzimlerin (metakril A
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ve metakril AF bazli polisilfon materyallerine immobilize Horseradish Peroksidaz
enzimleri) aktiviteleri ilk giin dusuktir. + 4 °C'de bekleyen enzimin ve immobilize
enzimlerin farkl giinlerde pH: 5,0 ve 25 °C’'de &lgiilen aktiviteleri karsilastirildiginda
serbest enzimin aktvitesinde hizli bir disls yasanirken immobilize enzimler

aktvitelerini daha uzun siire koruyabilmektedir.

Cizelge 9. 19 Serbest ve immobilize Horseradish Peroksidaz enziminin 25 °C’de farkli
pH’ larda dlglilen aktivite degerleri

pH
pH: 3,0 | pH: 4,0|pH:5,0| pH: 6,0| pH: 7,0
A-PSU-HRP Aktivite (Unite/mg) | 296 761 1354 | 562 142
AF-PSU-HRP Aktivite (Unite/mg)| 345 836 | 1580 | 1438 | 1181
HRP Aktivite (Unite/mg) 453 1026 | 1950 | 1825 | 1356

—a— met-A-PSU-HRP
—a— Serbest HRP

1800 -
1600 4
1400
12004
1000 4
800 -
600 -
400 -
2004

]

Aktivite (U/mg)

w -
I
(o
(<)}
<4

Sekil 9. 29 Farkh pH’larda serbest ve immobilize enzimlerin aktiviteleri

Sekil 9.29'da gorildiglu lGzere serbest enzim ve destek materyallerine immobilize
enzimler en yliksek aktvitelerini pH: 5,0’te gostermislerdir. AF-bazl destek materyaline
immobilize enzimin A bazli destek materyaline bagli enzimi gore farkli pH’larda
aktvitesini daha yiksek oldugu goriilmektedir. AF-bazli destek materyaline bagh enzim

daha pH araliginda aktivite gostermistir. Serbest enzimin aktivitesi immobilize
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enzimlere kiyasla daha vyiiksektir. immobilizasyon sonucu immobilize enzimlerin
aktivitelerinde duslis yasanmistir. AF bazli polisiilfon destek materyaline immobilize
enziminin aktivitesi A bazl destek materyaline immobilize enzimin aktivitesine gore
daha yilksek c¢ikmistir. Bunun AF bazli destek materyalindeki flor gruplarindan

kaynaklandigi distinilmektedir.

Cizelge 9. 20 HRP ve immobilize enzimlerin farkl pH: 5,0 ve 25 °C’de hesaplanan
aktiviteleri

Sicaklik (°C)
30°%|40°|50°C|60°C
MET-PSU-HRP Aktivite (Unite/mg) | 1350 | 1588 | 1478 | 345

AF-PSU-HRP Aktivite (Unite/mg) | 1708 | 1942 | 1765 | 1350
HRP Aktivite (Unite/mg) 2236 |2250| 1420|1151

2400 - —m— met-A-PSU-HRP
—e— met-AF-PSU-HRP
—a— Serbest HRP

2200 -
2000 1
1800 4
16004
1400 4
12004
10004
800
600 4
400

200 T T T T T T T
30 40 50 60

Aktivite (U/mg)

Sicaklik (°C)

Sekil 9. 30 30 HRP ve immobilize enzimlerin pH: 5,0’te farkli sicakliklarda hesaplanan
aktiviteleri

Sekil 9.30'da gorildigl lizere AF-bazli destek materyaline bagli enzim vyiksek
sicakliklarda da vyuksek aktivite gostermektedir. Serbest enzimin daha distk

sicakliklarda (30-40 °C’de) aktivitesi immobilize enzimlere gére disik iken sicakligin
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artmasi ile 6zellikle AF bazh polisiilifon materyaline bagl immobilize enzimin (met-AF-

PSU-HRP) aktivitesini korudugu gézlenmistir.

Cizelge 9. 21 50 °C’de farkli siirelerde bekletilen serbest ve immobilize enzimlerin pH:
5,0 ve 25 °C hesaplanan aktivite degerleri

50 °C’de Bekleme Siiresi (dakika)
10 20 30 40 50 60
dak. dak. dak. dak. dak. dak.

A bazli PSU-HRP Aktivite 1465 | 1243 | 1000 | 619 535 376

(Unite/mg)
AF bazli PSU-HRP Aktivite | 1637 | 1611 | 1438 | 1389 | 1350 | 1310
(Unite/mg)
Serbe_s:t HRP Aktivite 1125 | 924 853 759 562 291
(Unite/mg)
—a— met-A-PSU-HRP
1600 ] —e— met-AF-PSU-HRP
_ —a— Serbest HRP
1400 -
1200 A
op
£
S 1000 -
3 ]
S 800 -
E 4
< 6004
400 -
200 | —T ' ' 1 ' ' ' '
10 20 30 40 50 60

Zaman (dakika)

Sekil 9. 31 HRP ve immobilize enzimlerin pH: 5,0 ve 50 °C’de farkl bekleme siirelerinde
hesaplanan aktiviteleri

immobilize enzimler serbest enzime goére 50 °C’de bekletildiginde aktivitelerini
koruduklar Sekil 9.31’de gosterilmektedir. Ozellikle AF-bazli destek materyaline
immobilize enzim A bazli destek materyaline bagli enzime ve serbest enzime gére pH:

5,0’te 50 °C’de daha uzun bekleme siirelerinde aktivitesini korumaktadir (Sekil 9.31).
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9.4.3 Iimmobilize Horseradish Peroksidaz Enzimi ile Reaktif Blue 19 ve Asit Black 1

Boyalarinin Giderilmesi

Reaktif Blue 19 ve Asit Black 1 boyalarinin giderilmesinde kullanilan immobilize enzim

sistemleri destile su ile yikandiktan sonra tekrar kullaniimak lizere +4 °C’de bekletildi.

immobilize enzimlerin farkh giinler sonunda tekrar kullanilmalarindan elde edilen boya

giderme sonuglari Cizelge 9.22’de gosterilmektedir.

Cizelge 9. 22 Reaktif Blue 19 ve Asit Black 1 Boyalarinin iki farkli immobilize enzim (A-
PSU immobilize enzim ve AF-PSU immobilize enzim) ile farkh glinlerde tekrar
kullanilmasi ile % giderilmesi

Boya Giderme (%)
A bazl PSU-HRP | AF bazli PSU-HRP
Tekrar
Kullanim Tekrarlfm

Sayisi Yap|.!d|g| Reaktif Asit Reaktif Asit
Gln Blue 19 | Black1 | Blue 19 | Black 1
boyasi | boyasi | boyasi | boyasi
1. 1. 84,33 86,09 85,85 87,04
2. 4. 63,66 78,66 73,58 79,39
3. 12. 62,21 70,15 52,05 66,97
4, 21. 27,48 28,88 27,21 28,44
5. 42 22,77 25 18,66 25,37
6. 49 20 21,54 17,48 19,38
7. 63 12,54 17,93 11,76 15,15

ilk gin A bazh polisiilfon polimerine immobilize Horseradish Peroksidaz enziminin
Reaktif Blue 19 ve Asit Black 1 boya c¢0Ozeltilerine uygulanmasindan bir saat sonra sirasi
ile % 84 ve % 86 boya giderme degerleri elde edildi. A bazl polisilfon polimerine
immobilize enzimin 4 giin sonra 2. kez kullaniminda Reaktif Blue 19 ve Asit Black 1
boyalari icin sirasi ile % 64 ve % 79 boya giderme degerleri elde edildi. immobilize
enzimlerin 12 giin sonra 3. kez kullanimlarinda da yiksek boya giderme degerleri elde
edildi. Fakat, immobilize enzimlerin 21 glin sonra 4. kez boyalarin giderilmesinde
kullanimlarinda boya giderme degerlerinin dnemli Olglide distligl Cizelge 9.22°de

gorilmektedir.
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Sekil 9. 32 A bazli-PSU destek materyali lizerine immobilize enzimin tekrar kullaniimasi
ile iki boyanin farkli giinlerde giderilmesi (k: enzim polimer sisteminin tekrar kullanimi)

ilk giin AF polisiilfon polimerine immobilize Horseradish Peroksidaz enziminin Reaktif
Blue 19 ve Asit Black 1 boya ¢ozeltilerine uygulanmasindan bir saat sonra sirasi ile % 86
ve % 87 boya giderme degerleri elde edildi. 4 glin sonra immobilize enzimler tekrar
kullanildi. AF bazl polisilfon polimerine immobilize enzimin 4 giin sonra 2. kez
kullaniminda Reaktif Blue 19 ve Asit Black 1 boyalari icin sirasi ile % 74 ve % 79 boya

giderme degerleri elde edildi.

Reaktif blue 19 boyasinin Asit Black 1 boyasina gére daha disilik yizde ile giderildigi
gorilmektedir. Ayrica, AF bazli polisilfon polimerine immobilize enziminin A bazh
polistilfon polimerine immobilize gére her iki boyayl da daha yiksek bir ylzde ile

giderdigi Cizelge 9.22’de goriilmektedir.

119



—a— RB 19 boya
—eo— AB 1 boya

Boya Giderme (%)
= N w B (0] (o)} ~ (0] (T}
o o o o o o o o o
1 1 1 1 1 1 1 1 1

Zaman (giin)

Sekil 9. 33 AF bazh PSU destek materyali tizerine immobilize enzimin tekrar kullaniimasi
ile iki boyanin farkli giinlerde giderilmesi (k: enzim polimer sisteminin tekrar kullanimi)

9.5 Beyaz Giriik¢il Mantar (Trametes versicolor) ile Boyalarin Giderilmesi

Atik sularin giderilmesinde yaygin olarak beyaz ¢lirlikglil mantarlar tercih edilmektedir.
Bu calismada bir beyaz clriikgil mantari olan Trametes versicolor ile farkh boya
siniflarina ait boyalarin laboratuvarda hazirlanan boya ¢ozeltileri ve fabrikadan alinan

tekstil atik suyunun giderilmesi ¢alismalari yapildi.

9.5.1 Asit Black 1 (AB 1) Boyasinin giderilmesi

Asit Black 1 (AB 1) boyasinin 6 farkh konsantrasyonunda (100, 300, 500,700, 1.000,
1.500 mg L'l) hazirlanan boya ¢ozeltilerinin boya giderme islemi Trametes versicolor ile
yapildi. Boya giderme calkalamali ve calkalamasiz olarak 30 °C’de sabit sicakhga

getirilmis su banyosunda pH: 3,6’da gerceklestirildi.
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Cizelge 9. 23 AB 1 boyasinin boya giderme besiyerinde pH: 3,6’da 30 °C’de giderilmesi

Boya Giderme (%)
AB 1 Boya 4. gln 4. gln
(Konsantrasyon, mg/L) | Calkalamali | Calkalamasiz

100 89,30 79,68

300 87,07 82,51

500 91,10 88,93

700 94,53 92,36

1.000 93,13 89,37

1.500 97,60 91,95

Asit Black 1 boyasi icin, 4. giiniin sonunda en yiiksek boya konsantrasyonunda (1.500
mg LY calkalamal ve calkalamasiz kosullarda sirasi ile % 98 ve % 92 boya giderme
degerleri elde edildi. Asit Black 1 boyasinin konsantrasyonun artmasi ile boya giderme
degerinde de artma oldugu goézlendi. Calkalamali kosullarda gergeklesen boya giderme
isleminde elde edilen degerlerin calkalamasiz kosullarda ulasilan boya giderme

degerlerine gore daha yiksek oldugu belirlendi.

100
90
g 80
= —a— calkalamali (4. glin)
fg 20 - —e— calkalamasiz (4. glin)
>
)
)
60
50 T T T T T T T T T T T T T T T 1

0 200 400 600 800 1000 12](.)0 1400 1600
Boya Konsantrasyonu (mgL ")

Sekil 9. 34 Trametes versicolor ile Asit Black 1 boyasinin pH: 3,6’da 30 °C’de calkalamali
ve calkalamasiz kosullarda giderilmesi
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9.5.2 Reaktif Blue 19 (RB 19) Boyasinin giderilmesi

Reaktif Blue 19 (RB 19) boyasinin da farkl konsantrasyonlarinda (100, 300, 500, 700,
1.000, 1.500 mg Lt ) hazirlanan boya ¢ozeltilerinin boya giderme besiyerinde renk

giderme calismalari yapildi ve elde edilen sonuglar Cizelge 9.24’te gosterilmektedir.

Cizelge 9. 24 RB 19 boyasinin boya giderme besiyerinde pH: 3,6’da 30 °C’de giderilmesi

Boya Giderme (%)
(KonsI:?\tlrgs on 3.gln 6. glin 3.gln 6. gln
me/L) yon, Galkalamali | Calkalamali | Calkalamasiz | Calkalamasiz
100 54,55 80,52 22,08 48,05
300 71,43 89,29 17,86 43,45
500 66,23 86,84 6,58 25,44
700 63,96 92,19 30,33 38,44
1.000 50,55 88,79 18,02 25,71
1.500 26,44 93,80 17,73 29,54
o '/\/\/
80 + —=— 3. glin calkalamali

—e— 6. glin calkalamali

~
o
-

—A— 3, glin ¢alkalamasiz
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o
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Sekil 9. 35 Trametes versicolor ile RB 19 boyasinin pH: 3,6’da 30 °C’de calkalamali ve
calkalamasiz kosullarda giderilmesi

Reaktif Blue 19 boyasi icin, en yiiksek boya konsantrasyonunda (1.500 mg L) 3. giinde
calkalamali ve galkalamasiz kosullarda sirasi ile % 2 ve % 18, 6. gliniin sonunda sirasi ile

% 94 ve % 30 boya giderme sonuclari elde edildi. Ayrica elde edilen sonuclara gore
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(Cizelge 9.23 ve Cizelge 9.24) Trametes versicolor ile Asit Black 1 boyasi, Reaktif Blue 19

boyasina gore daha kisa siirede yiiksek boya giderme yizdesi ile giderildigi sonucu

cikariimaktadir.

9.5.3 Dispers Boyalarin Trametes versicolor ile Giderilmesi

0,300
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0,400
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0,200

0,000 !
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200,00 400,00
nm.

600,00

800,00

Sekil 9. 36 UV-Visible Spektrofotometre ile Dianix Navy CC boyasinin mikroorganizma

ile farkh stirelerde renk gideriminin incelenmesi
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Cizelge 9. 25 Dianix Reaktif Blue 19 ve Dianix Navy CC boyalarinin iki farkli
konsantrasyonda Trametes versicolor ile % giderilmesi

Boya Giderme (%)

DRBR1 DRBR2 DNCC1 DNCC2
(16 mg LY (32 mg LY (60 mg LY (120 mg LY

7.gun 61,75 64,31 83,45 60,64
11.gun| 74,81 66,19 88,89 79,83
18.gun| 91,79 93,08 92,06 93,18

100 -
90 -
E gl
Q
£
g —a— DRBR (16 mg/L)
® 704 —e— DRBR (32 mg/L)
> —a— DNCC (60 mg/L)
@ 60 —v— DNCC (120 mg/L)
50 :

T T T T
7.gln 11. gln 18. giin

Zaman (giin)

Sekil 9. 37 Trametes Versicolor ile Dianix Reaktif Blue R ve Dianix Navy CC boyalarinin
farkh konsantrasyonlarda % giderilmesi

Dianix Reaktif Blue R (DRBR) boyasi iki farkli konsantrasyonda (16 mg L™ ve 32 mg L)
bir hafta sonunda konsantrasyona gore sirasi ile % 62 ve % 64 oraninda giderilmistir.
Dianix Navy CC (DNCC) boyasi iki farkli konsantrasyonda (60 mg L™ ve 120 mg L™) bir

hafta sonunda % 83 ve % 61 oraninda giderilmistir.
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9.5.4 Bazik Blue 41 Boyasinin Giderilmesi

Bazik Blue 41 boyasi Trametes Versicolor ile pH : 3,6’da ve 30 °C’de giderilmesi Sekil
9.38’de gosterilmektedir. Boya giderme calkalamali kosullarda iki farkh boya
konsantrasyinunda (10 mg/L ve 20 mg/L) gerceklestirilmistir. 10 mg/L
konsantrasyondaki Bazik Blue 41 boyasi 7., 11. ve 18. glinlerde sirasi ile % 93, % 97 ve
% 97 giderilmistir. 20 mg/L konsantrasyondaki Bazik Blue 41 boyasi ise 7., 11. ve 18.

glnlerde sirasiile % 97, % 98 ve % 99 oraninda giderilmistir.

Yo} Xe}
o Yo}
1 1

Vo]
~N
1 L

Yo}
()}
1 .

—=— B 41 (10 mg/L)
—e— B 41 (20 mg/L)

Xe]
U
1 L

Boya Giderme (%)

(s}
N
1

(o}
w
1

T T
7. 8un 11. gin 18. gun

Zaman (giin)

Sekil 9. 38 Trametes Versicolor ile Bazik Blue 41 (B 41) boyasinin iki farkh
konsantrasyonda % giderilmesi

9.5.5 Tekstil Boya Atik Suyunun Trametes Versicolor ile Giderilmesi

Atik su soguk odada (+4 °C’de) bekletilmektedir. Atik suyun maksimum dalga boyunun

522 nm oldugu UV-Visible spektrofotometre kullanilarak belirlendi.
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Cizelge 9. 26 Bir tekstil fabrikasindan alinan atik suyun farkli pH’ larda ¢alkalamali su
banyosunda 30 °C’ de boya giderme besiyerinde giderilmesi)

Boya Giderme (%)
Zaman PH: 3,0
. pH: 2,0 | pH: 3,0 | pH:4,0 | pH: 5,0 | pH: 6,0 | 4,14 mM
(gtin) HBT
7.gin. | 77,59 | 73,85 | 47,86 | 7,47 14,59 66,20
10. giin. | 80,00 | 74,20 | 49,64 | 11,03 | 18,86 70,77

Cizelge 9.26 ve Sekil 9.40’da gorildugi Gzere dusiik pH’larda boya giderme yiizdesinin
arttigi dikkat cekmektedir.

126



90 -
80 -

70 -

60 -

50 4
40 4

30 -

Boya Giderme (%)

20 -

10

pH

Sekil 9. 40 Tekstil fabrikasi atik suyunun farkh pH’larda Trametes Versicolor
mikroorganizmasi ile %’de giderilmesi

Cizelge 9. 27 Farkli sivibesiyeri hacimlerinde ve HBT’li ve HBT’siz kosullarda ¢alkamali
olarak 30 °C’de 50 mL tekstil atik suyunun giderilmesi

Boya Giderme (%)

Kosullar 4. gin 7. gln

pH: 3,6, 5 mL T. versicolor 60,48 63,21

pH: 3,6, 10 mL T. Versicolor 63,29 68,24

pH: 3,6, 5 mL T. versicolor ve 1,6 mM HBT 67,79 64,70
pH: 7,0 ve 5 mL T. versicolor 36,84 21,02
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I pH: 3,6, 5 mL m.o

I pH: 3,6, 10 mL m.o

I pH: 3,6, 5 mLm.o, 1,6 mM HBT
I pH: 7,0, 5 mL m.o

~
o
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=
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1 L

0 -
4.gln

7. gun

Zaman (giin)

Sekil 9. 41 Farkli kosullarda calkalamali olarak 30 °C’de 50 mL tekstil atik suyun %
giderilmesi

iki farkli hacimde sivi besiyeri (5 mL ve 10 mL) kullanilarak mikroorganizma (T.
versicolor) miktarinin boya gidermeye olan etkisi incelendi. pH: 3,6’da 5 mL ve 10 mL
mikroorganizma sivi besiyerinden alinarak boya giderme besiyerine ilave edildikten 7

glin sonra sirasi ile % 63 ve % 68 tekstil boyasinin giderildigi goralda.

Cizelge 9. 28 250 mL tekstil atik suyun farkli boya giderme besiyeri
konsantrasyonlarinda 1,6 mM HBT’li ortamda pH: 3,6’da 30 °C’de 10 mL T. versicolor ile
giderilmesi

Boya Giderme (%)
Besiyeri Konsantrasyonu |3. gun|7. gun|10. gun
1,25 g Malt, 0,05 g glukoz | 41,65 | 55,85 |61,61
6,25 g Malt, 0,25 g glukoz | 60,85 | 73,54 | 75,49
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I Besiyeri 2

Tekstil Atik Su Giderme (%)
S 8 &

—_
o
1 1

o
| -

3. gln 7.gln 10. glin

Zaman (gun)

Sekil 9. 42 250 mL atik suyun farkli boya giderme besiyeri konsantrasyonlarinda
(Besiyeri 1: 1,25 g Malt, 0,05 g glukoz; Besiyeri 2: 6,25 g Malt, 0,25 g Glukoz) 1,6 mM
HBT’li ortamda pH: 3,6’da 30 °C’de 10 mL sivibesiyeri ile giderilmesi

iki farkh boya giderme besiyerinde (Besiyeri 1: 1,25 g Malt, 0,05 g glukoz ve Besiyeri 2:
6,25 g Malt, 0,25 g glukoz) yapilan tekstil boyasinin giderilmesinde ise sirasi ile 7 gliniin
sonunda % 56 ve % 74 degerlerine ulasiimistir. Boya giderme besiyerindeki maddelerin
konsantrasyonu 5 kat arttirildiginda boya giderme degerlerinde de belirgin bir artis

gozlenmistir.
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BOLUM 10

SONUC VE ONERILER

10.1 Horseradish Peroksidaz Enzimi ile Reaktif Blue 19 Boyasinin Giderilmesi

Reaktif boyalar tekstil endistrisinin atik sularinda bulunan ve aritilmasi en zor olan
boyalardandir. Reaktif Blue 19 boyasi ise en yaygin olarak kullanilan boyalardandir. Bu
calismada Reaktif Blue 19 boyasinin Horseradish Peroksidaz enzimi ile farkh kosullarda
giderilerek optimum boya giderme kosullarinin belirlenmesi ile literatire katkida

bulunulmustur.

10.1.1 Horseradish Peroksidaz Enzimi ile Reaktif Blue 19 Boyasinin Giderilmesine pH
Etkisi
Reaktif Blue 19 boyasinin Horseradish Peroksidaz enzimi ile giderilmesi ¢alismalarinda
farkli pH’lar (pH: 3,0, pH: 4,0, pH: 5,0, pH: 6,0, pH: 7,0 ve pH: 8,0) icin 30 °C’'de 60
dakika boyunca yapilan calismalar sonucunda pH: 5,0’te en yiliksek boya giderme
degerlerine ulasilmistir. pH: 5,0'te 5 dakika sonra % 91 ve 60 dakika sonra % 97
giderirken, pH: 6,0’ da ayni sartlarda 60 dakika sonunda % 96 gidermektedir. 60 dakika
bekleme siiresi sonunda pH: 5,0’ten sonra pH: 6,0'da da yliksek boya giderme degerine

ulasiimistir.
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10.1.2 Horseradish Peroksidaz Enzimi ile Reaktif Blue 19 Boyasinin Giderilmesine

Enzim Konsantrasyonun Etkisi

Enzim konsantrasyonunun artmasi ile boya giderme yiizdeleri artmaktadir. ilk 10
dakika igerisinde 6zelikle diisiik enzim konsantrasyonlarinda enzim konsantrasyonunun
artmasi ile boya giderme degerleri artmistir. Ayrica, Ozellikle yliksek enzim
konsantrasyonlarinda boyanin enzim ile etkilestigi slirenin artmasi ile boya giderme
degerleri birbirine yaklasmistir. 0,825 pg/mL enzim konsantrasyonundan itibaren 20.
dakika sonunda % 90’nin lzerinde boya giderme degerlerine ulasmakla birlikte % boya

giderme degerleri yiiksek enzim konsantrasyonlarinda birbirine yaklasmistir.

Reaktif Blue 19 boyasinin farkh kosullarda giderilmesinde boya gidermenin daha kisa
sirede gerceklesmesi amaciyla 3,3 pug/mL enzim konsantrasyonunda 5. dakikada %
90'in Uzerinde boya giderme degeri elde edilmesi nedeniyle 3,3 pg/mL enzim

konsantrasyonu kullaniimistir.

10.1.3 Horseradish Peroksidaz Enzimi ile Reaktif Blue 19 Boyasinin Giderilmesine

Boya Konsantrasyonun Etkisi

Boyanin enzim ile muamele siiresi uzadikca boya giderme degerleri artarak birbirine
yaklasmistir. Boya konsantrasyonun artmasina ragmen enzimin boyayi giderme etkisi
devam etmektedir. pH: 5,0 ve 30 °C’de 10 dakika gibi kisa bir siirede 28-263 mg/L
Reaktif Blue 19 boya konsantrasyonlari araliginda % 94 boya giderme yizdesine
ulasilmistir. Horseradish Peroksidaz enzimi ylksek Reaktif Blue 19 boya

konsantrasyonlarinda da etkili bir boya giderme saglamaktadir.

10.1.4 Horseradish Peroksidaz Enzimi ile Reaktif Blue 19 Boyasinin Giderilmesine

Sicakhgin Etkisi

pH: 5,0 ve farkl sicakliklarda 60 dakika boyunca RB 19 boyas! giderilmesi incelendi.
Boya giderme yiizdeleri 25-50 °C arasindaki sicakliklarda birbirine yakin boya giderme
degerleri vermektedir. 60 dakika bekleme siiresi sonunda 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45
°C ve 50 °C sicakliklari icin sirasi ile % 98, % 97, % 99, % 97, % 96 ve % 94 boya giderme

degerleri elde edilmistir. Calisilan bitin sicakliklar icin elde edilen boya giderme
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degerleri birbirine yakin olmakla birlikte en yiiksek boya giderme degerine 35 °C
ulasilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucu pH: 5,0 ve 35 °C’'de 5 ve 60 dakika bekleme

sureleri sonrasinda sirasiyla % 94 ve % 99 boya giderme degerleri elde edilmistir.

10.1.5 Horseradish Peroksidaz Enzimi ile Reaktif Blue 19 Boyasinin Giderilmesine

Baslatici (Hidrojen Peroksit) Konsantrasyonunun Etkisi

pH: 5,0 ve 30 °C’de 110 mg/L konsantrasyondaki Reaktif Blue 19 boyasina 3,3 pg/mL
enzim ilave edildikten sonra reaksiyonun baslatiimasi igin ilave edilen H,0,’in farkh
konsantrasyonlarinin (0,5 mM, 1,0 mM, 1,5 mM, 3,0 mM ve 6,0 mM) boya gidermeye
olan etkisi incelendi. 15 dakika bekleme siiresi sonrasinda artan Hidrojen Peroksit
konsantrasyonlari icin sirasi ile % 92, % 94, % 94, % 95 ve % 97 boya giderme degerleri
elde edilmistir. 0,5 mM Hidrojen Peroksit baslaticisinin enzimin galismasi igin yeterli

oldugu sonucuna ulasildi.

10.1.6 Horseradish Peroksidaz Enzimi ile Reaktif Blue 19 Boyasinin Giderilmesine Ure

ve Tuz Konsantrasyonunun Etkisi

Boyama islemleri sirasinda kullanilan yardimci kimyasallar arasinda ire ve tuz
kullanilmasi ve bu yardimci kimyasallarin atik sulara karistigi durumlar icin bu

kimyasallarin boya giderme verimi Gizerine etkisi incelendi.

30 dakika sonunda artan lre konsantrasyonlari icin sirasi ile % 97, % 97, % 96, % 94, %
91 ve % 86 boya giderme degerleri elde edildi. Sonuclara gore disik dre
konsantrasyonu iceren Reaktif Blue 19 boya c¢ozeltisi daha yliksek yuzdeler ile boya
giderilirken, boya ¢ozeltisindeki UGre konsantrasyonunun artmasi ile boya giderme
degerlerinde azalma gozlenmektedir. Elde edilen verilere goére, atik sudaki yiksek tre
konsantrasyonunun boya giderme ylzdesini olumsuz etkileyebilecegi sonucuna

ulasilmstir.

30 dakika sonunda artan tuz konsantrasyonlarinda ise (0,05 M, 0,1 M, 0,25 M, 0,5 M,
1,0 M ve 2,0 M) gore sirasi ile % 95, % 96, % 96, %95, % 94 ve % 95 boya giderme
sonuclari elde edildi. Bu sonuglara gore tuzun boya gidermeye herhangi bir olumsuz

etkisi olmadigl sonucuna varildi.
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10.2 immobilize Horseradish Peroksidaz Enzimi ile Reaktif Blue 19 ve Asit Black 1

Boyalarinin Giderilmesi

Enzimin destek materyali lzerine immobilizasyonu ile atik suda immobilize enzim
sisteminin kullanim kolayligi saglandigindan bu sistem boyalarin giderilmesinde

kullanilabilmektedir.

Horseradish peroksidaz enziminin destek materyaline immobilizasyonu ile uygulama
kolaylhgi, enzimin tekrar kullaniimasiyla ekonomik katki saglanmasi ve enzimin raf

Omrinun arttirlmasi saglanmistir.

Serbest enzim immobilize enzimlere gére daha kisa slirede aktivitesini kaybetmektedir.
AF-bazli polisiilfon destek materyaline immobilize enzimin aktvitesi A bazl polisiilfon
destek materyaline bagh enzimin aktivitesini daha uzun sire korumaktadir. Burada AF
bazl polisilfon destek materyaline bagl Horseradish peroksidaz enzimi aktivitesini
biraz daha yuksek goriilmesi AF-bazli polisiilfon polimerinin yapisinda bulunan Flor

gruplarindan kaynaklandigi dislintilmektedir.

AF bazli destek materyaline bagh enzim yiliksek sicakliklarda da yliksek aktivite
gosterdiginden enzim immobilize edilerek sicakliga direng kazandigi sonucuna

varilmigtir.

AF-bazli destek materyaline immobilize enzimin A bazli destek materyaline bagh
enzime ve serbest enzime gore pH: 5,0’te 50 °C’de daha uzun bekletme siirelerinde
aktivitesini korumaktadir.

Immobilize enzim Asit Black 1 ve Reaktif Blue 19 boyalarinin giderilmesinde 7 kez
kullanilabildi. ilk 3 kez kullanimda boya giderme degerleri yiiksek iken daha sonraki
tekrar kullanimlarda boya giderme degerleri dismektedir.

immobilize enzimin +4 °C’de daha uzun siire aktivitesini korudugu goériilmektedir.
Dolayisyla, immobilize enzim tekrar kullaniimak lizere gok daha uzun siire saklanabilir.
Iimmobilize enzimin serbest enzime gére sicakliga daha dayanikl oldugu belirlendi.
immobilize enzim tekstil atik suyunda ve Dianix Remazol Brillant R, Dianix Navy CC,

Bazik Blue 41 boyalarinin giderilmesinde etkili olmadi.
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10.3 Asit Black 1 Boyasinin ve Boyanin HRP Enzimi ile Giderilmesinin Floresans

Spektroskopisi ile incelenmesi

Farkli parametrelere bagl olarak boya Floresans Spektroskopisi ile incelendiginde, boya
konsantrasyonun c¢ok kiiclik degerlerinde floresans siddetlerinin yaklasik ayni oldugu
ancak daha vyiksek boya konsantrasyonlarinda ise floresans siddetinin azaldig
gozlenmistir. Konsantrasyon artmasi ile floresans siddetinin azalmasi floresans sonimu

olarak bilinmektedir.

Boyaya enzim ilave edildikten sonra zamana bagli olarak floresans spektroskopisi ile
yapilan incelemede, enzim ile muamele edilmis boya 6rneklerinin zaman igerisinde
floresans siddetinin artigi ve maksimum dalga boylarinin  kirmiziya kaydigi
gozlenmistir. Maksimum floresans siddeti degerlerine ise 4. giin yapilan 6lgimlerde
ulasiimistir. Boyanin enzim ile muamele edildikten sonra zamanla siddetinin artmasi
boyanin pargalandiktan sonra pargalanma Urinlerinin suyla daha kolay bir sekilde

etkilesebildigi ve siddetin ylksek ciktigl sonucuna varilmistir.

Elde edilen bu floresans sonuglara dayanarak, zamanin artmasina bagh olarak enzimin
boyay! daha iyi parcaladigl gézlenmistir. Parcalanan molekiler yapisi bozulan boya
molekilleri sulu ortam ile daha fazla etkilesimde oldugundan dolayi floresans
siddetlerinin arttigi ve dalga boylarinin kirmizi bolgeye kaydigi izlenmistir. Sonug olarak
Horseradish Peroksidaz enzimi Asit Black 1 boya molekiliniin yapisini bozmakta,
zamana bagl olarak bu bozunma stireci devam etmektedir ve floresans spektroskopisi

ile bu izlenmektedir.

10.4 Beyaz Ciiriikgiil Mantar (Trametes versicolor) ile Boyalarin Giderilmesi

Reaktif Blue 19 boyasi icin, en yiiksek boya konsantrasyonunda (1.500 mg L) 3. giinde
calkalamal ve galkalamasiz kosullarda sirasi ile % 26 ve % 18, 6. gliniin sonunda sirasi
ile % 94 ve % 30 boya giderme sonugclari elde edildi. Ayrica elde edilen sonuclara gore
Trametes versicolor ile Asit Black 1 boyasi, Reaktif Blue 19 boyasina gore daha kisa
sirede yuksek boya giderme ylizdesi ile giderildigi sonucu cikarilmaktadir. Asit Black 1
boyasi icin, 4. giniin sonunda en yiksek boya konsantrasyonunda (1.500 mg L)

calkalamal ve galkalamasiz kosullarda sirasi ile % 98 ve % 92 boya giderme degerleri
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elde edildi. Asit Black 1 boyasinin konsantrasyonun artmasi ile boya giderme degerinde
de artma oldugu gozlendi. Calkalamali kosullarda gergeklesen boya giderme isleminde
elde edilen degerlerin calkalamasiz kosullarda ulasilan boya giderme degerlerine goére

daha yiksek oldugu belirlendi.

Asit Black 1 ve Reaktif Blue 19 boyalari calkalamali kosullarda calkalamasiz kosullara
gore daha yiiksek ylzde ile giderildiginden diger boyalarin gideriimesinde sadece

calkalamali kosullar kullanildi.

Dianix Reaktif Blue R boyasi iki farkl konsantrasyonda (16 mg L ve 32 mg L'l) bir hafta
sonunda pH: 3,6’da konsantrasyona gore sirasi ile % 62 ve % 64 oraninda giderilmistir.
Dianix Navy CC boyasi iki farkli konsantrasyonda (60 mg L™ ve 120 mg L'l) bir hafta

sonunda % 83 ve % 61 oraninda giderilmistir.

Trametes versicolor Bazik Blue 41 boyasi iki farkli konsantrasyonda (10 mg/L 20 mg/L) 7

gun sonunda sirasi ile % 93 ve % 97 oraninda gidermektedir.

Tekstil atik suyunda ise bir cok farkh kosulun (pH, siire, redoks mediatori etkisi,
mikroorganizma miktari, boya giderme besi yeri konsantrasyonu ) boya gidermeye olan
etkisi incelendi. 7 gliniin sonunda pH: 2,0’de % 78 ve pH: 3,0’te ise % 74 boya giderme
degerleri elde edildi. pH: 3,0’te bir redoks mediatori olan 1-Hidroksibenzotriazol’ln
(HBT) boya gidermeye etkisi incelendi. 4,14 mM HBT boya giderme besi yerine ilave
edildiginde 7 giiniin sonunda % 66 boya giderme sonucu elde edildi. 4,14 mM HBT
ilavesi ile boya giderme yiizdesinde % 8 bir azalma gérildii. iki farkli T. versicolor
haciminde (5 mL ve 10 mL) alinarak mikroorganizma miktarinin boya gidermeye olan
etkisi incelendi. pH: 3,6’ da 5 mL ve 10 mL mikroorganizma sivi besiyerinden alinarak
boya giderme besiyerine ilave edildikten 7 glin sonra sirasi ile % 63 ve % 68 tekstil atik
suyunun giderildigi géruldu. iki farkl boya giderme besiyerinde (Besiyeri 1: 1,25 g Malt,
0,05 g glukoz ve Besiyeri 2: 6,25 g Malt, 0,25 g glukoz) yapilan tekstil boyasinin
giderilmesinde ise sirasi ile 7 guinin sonunda % 56 ve % 74 degerlerine ulasiimistir.
Boya giderme besiyerindeki maddelerin konsantrasyonu 5 kat arttirldiginda boya

giderme degerlerinde de belirgin bir artis gbzlenmistir.
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Mikroorganizmanin ise Reaktif Blue 19, Asit Black 1, Dianix Remazol Brillant R, Dianix
Navy CC ve tekstil atik suyunun giderilmesini farkli siirelerde gergeklestirdigi sonucuna

ulasildu.

Trametes versicolor ile boyalarin ve tekstil atik suyunun giderilmesinde asidik pH
degerlerinde en yiiksek boya giderme degerlerinde ulasildi. Trametes versicolor’'un
ozellikle disiik pH’da boya gideriminin daha yiksek olmasi disiik olmasi pH’si yliksek
olan atik sular icin pH ayarlama maliyetini beraberinde getirebilmektedir. Bundan
sonra yapilacak calismalarda kullanilan mikroorganizmalarin pH: 7.0’ye yakin pH’larda
optimum gostermesinin yapilacak c¢alismalarin tekstil endistrisi atik sularinin

giderilmesinde daha uygulanabilir olabilecegi diisiintilmektedir.

Bu doktora tezi calismasi tekstil endustrisi kaynakl boya atik sularin geleneksel aritma
yontemlerine alternatif olabilmesi amaciyla biyobozunma (enzim ve mikroorganizma
varliginda) ile atik sulardaki renklerin giderilmesi, optimum kosullarin belirlenmesi
acgisindan 6nem tagimaktadir. Son yillarda tekstil endistrisi atik sularinin alici ortama

verilmesi icin renk parametresi de eklenmesi bu ¢alismayi ayrica 6nemli kilmaktadir.
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