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OZET

TUTUKLANMIS Scenedesmus quadricauda ILE REMAZOL BRILLIANT
BLUE-R VE ORANGE 16 TEKSTIL BOYAR MADDELERIN GIDERIMI
TEMELLI, Murat
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Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman: Yard. Dog. Dr. Sema Tan

Temmuz 2005, 37sayfa

Chlorophyta sinifina ait Scenedesmus quadricauda, kalsiyum aljinat igerisine
tutuklandi. Remazol Brilliant Blue R ve Reactive Orange 16 boyalarmin renk
giderimi i¢in bos aljinat kiireleri, tutuklanmig canli ve 1s1 ile inaktive edilmis algler
kullanildi. Her iki boya i¢in de en uygun boya konsantrasyonu 0.015 g /100 ml
olarak tespit edildi. Her iki boyanin renk giderimi i¢in pH’nin ve sicakligin etkisi

caligildi. Sonugta optimum pH 2.0, optimum sisaklik 25 °C olarak bulundu.

Anahtar Kelimeler: Scenedesmus quadricauda, aljinat, tutuklama, renk giderimi,

Remazol Brilliant Blue R, Reactive Orange 16.



ABSTRACT

DECOLORIZATION OF TEXTILE DYE REMAZOL BRILLIANT BLUE-R AND
ORANGE 16 WITH

IMMOBILIZED Scenedesmus quadricauda

TEMELLI, Murat
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, M.Sc. Thesis
Supervisor: Asist. Prof. Dr. Sema Tan

July 2005, 37 pages

Scenedesmus quadricauda was immobilized in calcium alginate. The alginate beads,
immobilized live and inactivated algae with heat were used for the decolorization of
Remazol Brilliant Blue R and Reactive Orange 16. The most suitable dye
concentration was defined as 0.015-g/100 ml for both dyes. The effect of pH and
heat was studied for the decolorization of both dyes. As a result, optimum pH and

optimum heat was found as 2.0 and as 25 °C respectively.

Key Words: Scenedesmus quadricauda, alginate, immobilized, decolorization,

Remazol Brilliant Blue R, Reactive Orange 16.
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1.GIRiS

Hizli niifus artisi, plansiz kentlesme, aritma tesisi gibi ek {initeleri igermeyen
sanayii bolgeleri, yesil alanlarin tahribi, yeraltt ve yeriistii kaynaklarmin
degerlendirilmesinde uygun tekniklerin kullanilmamas1 gibi bir¢ok nedenden otiirii
glinlimiizde, ¢evre sorunu ile karst karsiya bulunmaktayiz. Cevre kirliliginin bu
boyutu, simdiye kadar kullanilan klasik yontemler disinda daha etkili metodlar
gelistirilmesi gerekliligini de ortaya koymustur. iste bu nedenle biyoteknolojik

yontemler bu tiir ¢alismalarda 6nem kazanmistir.

Renkli organik bilesikler, atiksuyun organik yiik bakimindan genellikle ¢ok
az miktarin1 olusturmasina ragmen ortama renk vermeleri bu bilesikleri, estetik
olarak kabul edilemez kilmaktadir. Tekstil ve boya yapim endiistrilerinden alici
ortama ve atiksu aritim tesislerine desarj edilen atiksular, saglik ve cevre kirliligi
problemlerine sebep olmaktadir. Bu nedenle renk giderimi son yillarda ilgi odagi

olmustur(] ),

Ticari boyalar, 6zglin ve stabil kimyasal yapilar1 nedeniyle, geleneksel
aerobik aritimlardaki mikrobiyal ataga karsi direnglidirler'®”. Bu nedenle klasik
artim  sistemleri, boyar maddelerin gideriminde yetersiz kalmaktadir.Tekstil
sektoriinde bir¢ok yardimci kimyasal maddenin yaninda, sayisiz renk ve tiirde boyar
madde kullanilmakta ve buna bagl olarak gerek iiretim, gerekse kullanim esnasinda
cok miktarda renkli su agiga ¢ikmaktadir. Bu endiistrilerden dogal ortama birakilan
su, sudaki yasama zarar vermektedir. Renk kirliliginin yan1 sira boyalar, 151k gecisine
engel olarak sudaki yasamin fotosentetik aktivitesini etkilemekte ve ayrica suda

yasayan canlilar i¢in toksik etki yapmaktadir.



Tekstil boyar maddelerinin en 6nemlilerinden olan reaktif boyar maddeler ile
azoboyalarinin aritiminda kullanilan adsorpsiyon, oksidasyon, ozonlama gibi
yontemlerin pahali olusu, yatinm ve isletme maliyetinin yiiksek olmasi ve
kullannminin  yeni kirlilikleri olusturmasi gibi nedenler, alternatif aritim
yontemlerinin gelistirilmesine sebep olmustur. Kullanimi daha kolay ve ucuz olan,
cevreyi kirletmeyen Dbiyolojik yoOntemler igin cesitli  mikroorganizmalar
kullanilmistir. Bu mikroorganizmalardan en 6nemlileri, boyar maddeleri adsorplama

yetenegi olan mantarlar, mayalar, bakteriler ve alglerdir.

Tekstil atiksularinin yarattig1 ¢evre kirliligi sadece biyolojik oksijen ihtiyaci
(BOI) ve kimyasal oksijen ihtiyacit (KOI) artisina neden olan atiklar igermesinden
degil, ayn1 zamanda degisik renk ve oranlarda boyar maddelerle birlikte yiiksek pH
ve 60-70 °C sicakliga varan biiyilk miktarlarda atik suyun ortama verilmesi ve

¢okebilen maddeler icermesinden de kaynaklanmaktadir®.

Boyalarin ¢ok kiiciik miktarlar1 bile, suya dogal gériiniimiinden farkli bir renk
kazandiracak 6zellige sahiptir . Tekstil atiksularin rengi kirmizi, mavi, mor, siyah
ve boyar maddelerin yogunluguna bagli olarak daha koyu renklerde de olabilir.
Atiksuyun rengi, farkli zamanlarda yapilan boyama islemlerine gore degisiklik
gosterebilir. Tekstil atiksularinin énemli bir problemi atik suyun pH’sidir ki pH
araliklari, 2.0-12.0 arasinda degismektedir. Aktif camur tesislerindeki
mikroorganizmalarin ekstrem pH degerlerinde yeterli aktiviteyi gosterememesi,
tekstil atiksularimin aritma sistemlerine verilmeden Once mutlaka 6n aritmadan
gecirilmesini zorunlu kilmaktadir. Tekstil atiksularinin biyolojik aritma agisindan
olusturdugu diger bir problem ise, suyun yliksek sicaklikta olmasidir. Boyama

islemlerinin degisik asamalarinda sicakligi yiiksek olan sular kullanilmaktadir.



Yiiksek sicakliktaki sular islemin sonunda, kanalizasyon araciligi ile aritma tesisine
gonderilmektedir. Bu tip sularin sicakliklari, aritma tesislerine girmeden Once
diisiiriilmelidir'®. Tekstil atiksulari, biyolojik aktiviteler i¢in gerek duyulan besin
icerigi bakimindan zengin bir bilesime sahiptir . Son yillarda Avrupa Birligi’nin

belirledigi ¢cevre koruma yasalariyla, atiksu desarj standartlar1 oldukga siki denetim

altina alinmigtir.

Elyaf ve kumas gibi cisimleri renkli hale getirmede kullanilan maddeler,
boyar madde olarak bilinir. Ancak, her renk veren veya renkli olan madde, boyar
madde degildir. Boyar maddeler genellikle ¢ozeltiler veya siispansiyonlar halinde
cesitli boyama yoOntemleriyle uygulanirlar. Biitlin boyar maddeler organik
bilesiklerdir. Boyar madde, boyanacak madde ile devamli ve dayanikli bir sekilde
birleserek cismin ylizeyini yapt bakimindan degistirir. Genellikle boyar madde,
cismin yiizeyi ile kimyasal veya fizikokimyasal bir iliskiye girerek birlesir. Boyanan
ylizey, kazima, silme ve yikama gibi fiziksel islemlerle baslangictaki renksiz halini
alamaz'”. Boyar maddeler, boyalarin ¢oziiniirliikleri, boyama 6zellikleri ve kimyasal
yapilarina gore 3 grupta toplanir.

I- Boyar maddelerin ¢oziiniirliiklerine gore siiflandirilmasi
o Suda ¢dziinen boyar maddeler

Boyar madde molekiilii, en az bir tane tuz olusturabilen grup tasir. Boyar
maddenin sentezi sirasinda kullanilan baglangi¢ maddeleri, suda ¢oziindiiriicii grup
icermiyorsa, bu grup, boyar madde molekiiliine sonradan eklenmek suretiyle de

¢Oziintirliikk saglanabilir.



o Suda ¢6ziinmeyen boyar maddeler

Tekstil sektorii ve diger sektorlerde kullanilan boyar maddeler, su sekilde
gruplara ayrilirlar: Substratta ¢oziinen boyar madeler, organik ¢oziiclilerde ¢ozlinen
boyar maddeler, polikondensasyon boyar maddeleri, elyaf icinde olusturulan boyar

maddeler ve pigmentler.

II- Boyar maddelerin boyama 6zelliklerine gore siniflandiriimasi”.

-Bazik (katyonik) boyar maddeler
-Asit boyar maddeler
-Direkt boyar maddeler
-Pigment boyar maddeler
-Metal-kompleks boyar maddeler
-Dispersiyon boyar maddeleri
-Kiipe boyar maddeleri
-Inkisaf boyar maddeleri
-Mordan boyar maddeleri
-Reaktif boyar maddeleri

Calismamizda kullanilan reaktif boyalar suda cok iyi ¢oziindiiklerinden bir
kismu tekstil fiberlerine baglanirken, bir kismi da atiksu ile desarj edilmektedir®?.
Bunlar aerobik ¢evrede ¢ok zor biyolojik indirgenmeye ugradiklarindan tekstil
atiksularinda problem yaratan bilesikler olarak tanimlanirlar %'V, Tekstil
endiistrisinde son derece popiiler olan reaktif boyalar, reaktif gruplar1 sayesinde
selilloz, yiin, ipek, poliamid gibi elyaf tiirleri ile kovalent bag yaparak elyafin

boyanmasini saglayan boyar maddelerdir. Biitiin reaktif boyar maddelerin ortak



ozelligi, hepsinde kromofor tasiyan renkli gruplarin bulunmasinin yani sira, hem
molekiile ¢oziiniirlik saglayan, hem de reaktif olan gruplara sahip olmalaridir”.
Bir reaktif boyar maddenin karakteristik yapis1 sematik olarak Sekil 1.1°de

goriilmektedir.

Sekil.1.1.Reaktif boyar maddelerin karakteristik yapis1

S: (Suda ¢oziinebilen grup) Seliiloz ve protein elyafi boyayabilen reaktif
boyar maddelerde 1-4 adet siilfonik asid grubu bulunur. Bu 6zel gruplar molekiile

¢Oziiniirliik saglar.

C: (Molekiile renk veren grup) Reaktif boyar madde molekiiliinde renk verici
grup olarak her tiirlii sinifa rastlamak miimkiindiir. Ancak genelleme yapildiginda
sar1, turuncu ve kirmizi boyar maddelerin basit mono azo yapisinda; mor, koyu
kirmizi ve lacivert renklerin bakirli mono ve diazo yapisinda; parlak ve agik mavi

renklerin ise antrakinon ve fitalosiyanin tiirevleri oldugu bilinmektedir.
B: (Koprii baglar1) Molekiildeki renkli grup ile reaktif grubu birbirine

baglayan; -NH-, -CO-, -SO;,- gibi gruplardir.

R: (Reaktif grup) Elyaftaki fonksiyonel grup ile kovalent bag olusturan

gruptur(lz).



Sekill.2. Remazol Brilliant Blue R’nin kimyasal formiilii

Boyadaki reaktif grup ile reaksiyona girecek fonksiyonel gruplar, seliiloz
materyalinde hidroksil; yiin ve ipekte ise amino, karboksil, hidroksil ve tiyaoalkol
gruplarindan  olusurlar. Poliamid  o6zelligindeki elyafta ise boyanmanin
gerceklesmesini saglayan birden fazla amino ve karboksil grubu bulunmaktadir.
Biitiin bu gruplar niikleofilik karakterdedir ve bu nedenle reaktif grubun yapisindaki
elektrofilik merkeze katilirlar. Boyamanin yapildigi ortamda su mevcut oldugundan,
sudaki hidroksil iyonlar1 da reaktif grup ile reaksiyon verebilir, yani boyar maddenin
hidrolizi s6z konusudur. Hidroliz olmus boyar madde elyaf ile reaksiyona giremez.
Elyaf-boyar madde baglanma reaksiyonu ile su-boyar madde hidroliz reaksiyonu
yarisma halinde oldugundan, sartlar baglanma reaksiyonu yararma olacak sekilde
hazirlanmalidir. ikinci olarak, reaktif boyar maddelerle boyanmanin basarisi, elyaf-
boyar madde arasindaki kovalent bagin stabillitesine de baghdir. Bu bagin, yikama

ve apre islemlerinde hidrolize kars1 dayanikli olmasi1 6nemlidir.

Reaktif boyar maddelerin reaktivitesini etkileyen faktorler sunlardir.
-Heterosiklik halkanin yapisi

-Fonksiyonel grubun 6zellikleri



-Heterosiklik halkaya sahip diger bilesiklerin 6zellikleri

Heterosiklik halkada azot atomu sayisi arttik¢a, reaktif boyar maddelerin
reaktifligi artar. Triazin halkasina sahip gruplarin reaktifligi, primidin halkasina sahip
gruplardan fazladir. Yer degistirme reaksiyonlarinda yer degistiren bilesenin elektron
ilgisi arttikca reaktiflik de artar. Ornegin, klor yerine flor ya da metil siilfon igeren

heterosiklik gruplarin reaktifligi daha fazladir.

Reaktif boyar maddeler, reaktif gruplarin reaktifliklerine gore, yliksek
reaktiflige sahip reaktif boyar maddeler ve diisiik reaktiflige sahip boyar maddeler
olmak {iizere iki grupta toplanirlar. Yiiksek reaktiflige sahip reaktif boyar maddeler,
diisiik reaktiflige sahip boyar maddelere oranla daha hizli boyanir, ayn1 zamanda
kimyasal madde ve enerji tiiketimi daha azdir. Diisiik reaktiflige sahip reaktif boyar
maddelerle yapilan boyama islemlerinde hidroliz tehlikesinin daha az olmasi

nedeniyle, boyar madde kaybi daha azdir"*'*"?

Reaktif boyar maddelerde biitiin renk serisi bulunmaktadir ve renkleri

oldukga parlaktir'®.

ITI- Boyar maddelerin kimyasal yapilarina gore siniflandirilmasi

Boyar maddeleri yapisal olarak siniflandirirken, molekiiliin temel yapis1 esas
alinabildigi gibi, molekiiliin kromojen ve renk verici 6zellikteki kismi da esas olarak

kabul edilebilir '”.Buna gére boyar maddeler 7 gruba ayrilirlar:

1- Azo boyar maddeleri

2- Nitro ve nitrozo boyar maddeleri
3- Polimetin boyar maddeleri

4- Arilmetin boyar maddeleri

5- Aza(18) boyar maddeleri



6- Karbonil boyar maddeleri

7- Kiikiirt boyar maddeleri

Calismamizda kullanilan azoboyar maddeleri, renk bakimindan oldukca
cesitlilik gosteren ve sentetik boyalarin en biiyiikk grubunu olusturan boyar
maddelerdir. Endiistride c¢esitli amaclarla kullanilan 3000°den fazla azoboya
meveuttur'®. Cevrede olusturabilecekleri olasi mutajenik etkileri ve yiiksek renk

yogunluklar1 nedeniyle azoboyalar iizerinde dikkatle durulmaktadir'"*2.

Sekill.3. Orange 16’nin kimyasal formiili

Azoboyalar, yapilarindaki kromofor grup olan azo (-N=N-) grubu ile karakterize
edilirler. Azo grubuna baglanan karbon atomlarindan biri aromatik (benzen, naftalin
ve tlirevleri) veya heterosiklik halka, digeri ise enollesebilen alifatik zincire bagli bir
grup olabilir. Bu nedenle molekiilde en az bir aril grubu bulunur. Azo boyar
maddeler genel olarak

AR-N=N-R

seklinde formiillendirilebilir"”. Burada R:Aril, heteroaril veya enollesebilen alkildir



Alifatik grup igeren azoboyar maddelerinin renk siddetleri diistiktiir, renk
tonlar1 genis bir spektruma sahiptir. Dogal boyar maddelerin hi¢birinde azo grubuna

rastlanmaz ve timu sentetik olarak elde edilir.

1.1. Atiksularin Genel Ozellikleri

Atiksularin 6zellikleri fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak gruplandirilabilir

(21,22-23,24)

L. Fiziksel ozellikler
o Sicaklik: Sularda biyolojik aktiviteyi (organizmanin gelisim hizini) etkiler,
gazlarim  sudaki  ¢Ozlnlrligini  degistirir.  Suyun tabakalasmasi,

yogunlagmasi, viskozitesi, yiizey gerilimi vb. sicaklikla degisir.

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

o Renk ve bulaniklik: Suya 151k sizmasimmi ve buna bagli olarak organizma
gelisimini etkiler. Suyun estetik 6zeliklerini degistirir, sudaki yasami olumsuz
etkileyebilir. Diger kirleticilerin varliginin gostergelerinden biridir.

o Toplam katilar: Coziinmiis ve ¢éziinmemis maddelerin gostergesidir.

II. Kimyasal 6zellikler

o Yag ve gres: Havalanmay1, dolayisiyla sudaki oksijen miktarini etkiler.
Estetik degeri ve tadi1 bozar. Kuglar1 ve baliklar etkiler.

o Deterjan ve pestisitler: Kopiik olusturur, havalanmay etkiler, oksijen
gereksinimi yaratir, toksiktir.

o pH : Su yasamini etkiler. Karbonat dengesini degistirir.



o lletkenlik: Coziinmiis maddelerin gostergesidir.

o Tuzluluk: Yogunlugu, tadi, osmotik basinci ve iletkenligi degistirir. Balik
tiirlerini ve yumurtlamayi etkiler. Oksijeni etkiler.

o Azot, fosfor, agir metal, radyoaktivite : Su yasamini etkiler. Serbest amonyak

ve nitrit toksik etki yaparken, nitrat insan saghgini etkiler.

I1I: Biyolojik 6zellikler

Biiyiik niifuslu yerlesim alanlarinin ve endiistrinin yogun oldugu
bolgelerdeki fabrika sularinin, aritim tesislerinden gecirildikten sonra cevreye
verilmesi gerekir. Ayrica atiksuyun karisacagi dere, nehir, gol veya denizdeki
seyreltilme derecesi ve atiksuyun karistigi su kaynaginin ne amagla kullanilacagi da
standart getirilmesi gereken faktorlerdendir. Kalite kriterini saptamak i¢in gerekli
olan parametre sayisi ve bu parametrelerin alt ve iist limitleri, suyun kullanilacagi

amaca gore belirlenir.

1.2. Atiksularin Aritim Yontemleri

Atiksu aritimi; sularin gesitli kullanimlar sonucunda atiksu haline doniiserek
yitirdikleri kimyasal, fiziksel ve bakteriyolojik oOzelliklerinin bir kismini veya
tamamint tekrar kazandirabilmek ve bosaldiklar1 alict ortamin dogal, fiziksel,
kimyasal, bakteriyolojik ve ekolojik 6zelliklerini degistirmeyecek hale getirebilmek
icin uygulanan fiziksel, kimyasal ve biyolojik aritma islemlerinin biri veya birkaci
olarak tanimlanabilir. Genel olarak atiksu aritimini, fiziksel, kimyasal ve biyolojik

aritim olmak iizere ii¢ gruba ayirmak miimkiindiir®*>>2%2".
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1.2.1. Fiziksel Aritim Yontemleri

Fiziksel aritim islemleri, atiksuyun igerdigi askida kolloidal partikiilleri ve
diger iri kati maddeleri sudan ayirarak, daha sonraki iglemlere aritilmak {izere

hazirlayan yontemlerdir.

1.2.2. Kimyasal Aritim Yontemleri

Kimyasal aritma islemleri, atiksudaki bilesiklerin kimyasal yapisini
degistirerek onlar1 aritmaya yarar. Kimyasal aritma islemlerinde, daha az zararli veya

zararsiz atiklar olusur. Kullanilan kimyasal yontemlerden birisi adsorpsiyondur.

Adsorbsiyon, klasik aritma ile aritilmasi gii¢ olan ve zehirlilik, renk, koku vb.
kirlilik olusturan kimyasal maddelerin adsorblayici bir kati madde (adsorbent)

yiizeyinde kimyasal baglarla ayrilmasi islemidir.

Calismada uyguladigimiz biyosorpsiyon islemi ise, c¢esitli bilesenlerin
(organik, inorganik, metal iyonu, vb.), biyolojik kdkenli malzemeler tarafindan ortam
pH’mna bagh olarak aktif ya da pasif adsorpsiyonu olarak tanimlanir. Pasif alinim;
biyosorbent yiizeyindeki aktif merkezlere ylizey adsorpsiyonu, kompleks ve selat
olusumu, yiizey c¢oktliirme gibi mekanizmalarla gerceklesir. Aktif aliim ise,
kirleticinin canli hiicre i¢ine alinimi seklinde olup, kovalent bag olusumu, yiizey
¢oktiirme, redoks reaksiyonlari, hiicre zarindan stoplazmaya taginim, stoplazmadaki
protein, lipid gibi yapilara baglanma ve vakuollerde birikme seklindedir.
Biyosorpsiyon oldukca hizli bir islem olmasi yanisira ¢ogunlukla secicidir. Iyon ya

da molekiillerin mikroorganizmaya biyosorpsiyon hizi ve kapasitesi; ortam pH’1,
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sicaklik, baglangi¢ kirletici derisimi, biyosorbent miktari, ortamda bulunan diger

anyon ve katyon derisimleri gibi pek¢ok parametreye baglidir®**.

Mikroorganizmanin yapisinin karmasikligi, hiicreler tarafindan iyonlarin
tutulmasi igin birgok yol oldugunu gésterir. Olii hiicrelere biyosorpsiyon kinetigi iki
basamakta incelenebilir. Birinci basamak yigin akistaki adsorplanacak bilesenin
hiicre yiizeyine taginmasi, ikinci basamak ise hiicre yiizeyinde adsorpsiyon iglemidir.

Genelde biyosorpsiyon olduk¢a hizli olup, mikroorganizma adsorplanan

bilesen ile temasa geldikten kisa bir siire sonra denge olugur®**-3%31-32)

Mikroorganizmanin tiirii, yiizey Ozellikleri ve yapisindaki bilesenler,
adsorplanan bilesenin cinsi, derigimi, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, ortam pH’1 ve
sicakligl, diger bilesenlerin varli§i, biyosorpsiyonu etkileyen en Onemli

parametrelerdir®®.

Mikroorganizmalarin adsorpsiyon isleminde kullanilmasinda, adsorpsiyon
malzemesine biyosorbent adi verilir. Mikroorganizmalar 1s1l islemle ya da o6zel
kimyasallarla muamele edilerek biyosorbent olarak hazirlanabilir. Isil islemler etiivde
kurutma, otoklavlama gibi yontemleri kapsarken, kimyasal iglemler etil alkol,
formaldehit, sodyum hidroksit gibi kimyasallarla hiicrelerin temas ettirilmesini

icerir®”.

1.2.3. Biyolojik Aritim yontemleri

Bu islemlerde dogal ve yapay biyolojik tesislerde, kendi agirligi ile
cokemeyen asili ya da kolloidal taneciklerle ¢6ziinmiis organik maddelerin

giderilmesi, organizmalar tarafindan saglanir. Bu maddeleri suda yasayan canlilar,
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besin ve enerji kaynagi olarak kullanirlar. Bu kullanim sirasinda organik maddelerin
bir kismi enerjiye dontstiiriiliirken, diger bir kismi hiicre i¢in gerekli yeni maddelerin
biyosentezinde kullanilir. Organizmalar ve buna baglh olarak aritma sistemleri,
oksijenin kullanimina gore iki ana gruba ayrilir. Birinci grup, molekiiler oksijenden
yararlanan ve oksijen bulunan yerlerde yasayabilecek aerobik organizmalar, ikinci

grup ise oksijensiz yerlerde yasayabilecek anaerobik organizmalardir #%*%.

Atiksularin biyolojik aritiminda 6nem tasiyan baslica mikroorganizmalar;

bakteriler, mantarlar, algler, protozolar; rotiferler, kabuklular ve viriislerdir.

Algler genellikle tathh su ve denizlerde yasarlar. Baslangicta,
siniflandirilmalarinda birka¢ temel o6zellik dikkate alinirken bugiin, morfolojik,
sitolojik ve evrimsel gelismelerin yanisira mikroskobik, kimyasal ve genetiksel
yapilar1 da dikkate alinarak degerlendirilmektedir. Algler yapisal 6zelliklerine gore 7
boliimde incelenirler:

1-Cyanophyta (mavi-yesil algler)

2-Euglenophyta (kamgcili algler)

3-Pyrophyta (ates rengi algler)

4-Crysophyta (altin rengi algler)

5-Chlorophyta (yesil algler)

6-Phacophyta (kahverengi algler)

7-Rhodophyta (kirmiz: algler)

Algler, goriiniisleri bakimindan degisik bicimler sergileyen canlilardir. Tek
hiicreli olabildikleri gibi koloniler de olusturabilirler; ipliksi formlardan hiicre

tabakalarindan olugsmus yapilara (tallus) kadar degisik formlarda bulunabilirler.
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Algleri, morfolojik 6zelliklerine gore tek hiicreli kamgisiz algler ve tek hiicreli

kamgil algler seklinde gruplandirabiliriz.

Calismada kullanilan Scenedesmus quadricauda Chlorophyta sinifina aittir.
Chlorophyta (yesil algler) hareketli veya hareketsiz, tek hiicreli veya koloni,
dallanmis veya dallanmamus, ipliksi, yapraksi, yassi, serit, tiipsii, ¢ok dallanmis c¢ali
gibi gorlintislii sekillerde olabilen bir kismi mikroskopik, bir kismi makroskopik
alglerdir. Yapilarinda oldukc¢a yiliksek oranda protein icerirler®. Calismamizda
kullanilan Scenedesmus biitiin tatli sularda yaygin olarak bulunur. Scenedesmus

tiirlerinin varlig1 veya yoklugu, su kalitesinin degerlendirmesinde kullamlabilir®®.

Scenedesmus hiicrelerinin genel goriinimii mekik bigimindedir. Bazilar tek,
bazilar1 da 2 sirali 4, 8 nadiren 16’11 koloniler olusturur. Hiicre boyutlar ve sekil gibi
cevre sartlarindaki degisikliklerle koloni formundan tek hiicrelere ayrilmaya
meyillidirler. Hiicreler eliptik, ig ya da yay seklindedir. Bir¢ok tiirde terminal
hiicreler spinlidir. Hiicre duvarlar1 genellikle diizgiin fakat bazi tiirlerde graniillii
veya cikintilidir. Kloroplastlar1 bir veya birkag tane tabak seklindedir. Uremeleri

aseksiiel otosporlarla gergeklesir®’>Y.

Alglerle yapilan biyolojik aritimda genelde alglerin tutklanmis formlari
kullanilir. Alg tutuklanmasinda genellikle aljinat ve karragenan dogal polimerleri

kullanilmaktadir®?.

Tutuklama yoOntemleri “tagiyiciya baglanma yontemi ile tutuklama” ve
“tagtyici icinde alikonularak tutuklanma” olmak tizere ikiye ayrilmaktadir. Tastyiciya
baglanma yonteminde; suda ¢oziinmeyen matrikse tutuklanacak materyalin, fiziksel
ve kimyasal etkilesimlerle tutuklanmasi gergeklestirilmektedir. Adsorpsiyon ile

tutuklama, kovalent baglanma ve ¢apraz baglama metotlari, bu grup iginde yer alir.

14



Tastyict i¢inde alikonularak tutuklama metodunda ise tutuklanacak materyal bir
polimer matriksin Orgii yapisi igerisinde (Orgli tutuklama)veya etrafi g¢evrili bir
membran icerisinde alikonulur.“? Orgii tutuklamasmin, jel ve fiber tutuklamasi
olarak iki tipi mevcuttur. Jel tipinde, dogal polimerler (kollagen, agaroz, seliiloz,

aljinat, agar, karragenan vs.) kullanilmaktadir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1.Materyal

2.1.1.Kullamlan Kimyasal Maddeler

Aljinat, Kalsiyum kloriir (CaCl,), Sodyum hidroksit (NaOH), Remazol Brilliant
Blue R (Sigma A 8001), Reactive Orange 16 Sigma Aldrich (30,650-9) (St.
Louis,USA) firmasindan, hidroklorik asit (HCI) Merck AG (Darmstadt) firmasindan;

calismalarda kullanilan tiim kimyasallar, analitik saflikta elde edildi.

2.1.2.Kullanilan Cihazlar

Calkalamali inkiibator (Heidolp, Unimax 1010), pH metre (Hanna, pH 211),
Elektronik terazi (And GR-120 model), Spektrofotometre (Sellecta), Etiiv (Niive

Inkibatér), Coklu karistirict (Velp Scientifica), SEM (JEOL Model JMS 5600).

2.1.3. Mikroorganizma

Calismalarda, Ankara Mogan Golii’nden Dr. Tahir Atici tarafindan izole edilen

ve tanimlanan Chlorophyta grubuna ait mikroalg Scenedesmus quadricauda

kullanildi.
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2.2.Yontem

2.2.1. 8. quadricauda’nin Uretim Ortam

S. quadricauda’nin tretilmesi i¢in kullanilan BG11 besiyeri (Rippka,1988)
gore yapildi. BG11 besiyerinin (stok soliisyon g/100ml olarak;15 NaNO, 0.4
K,HPO4, 0.75 MgSO4 7H,0, 0.36 CaCl,.2H,O, 0.06 Sitrik asit, 0.06 Ferrik
amonyum sitrat, 0.01 Na,EDTA, 0.2 Na,COs; 100 ml distile su ve iz elementler,
mg/ml olarak; 61H;PO;, 169MnSO42H,0, 287 Zn SO4 7H0, 2.5 Cu SO4, 5H,0,
12.5(NH4)6.MO7024, 4H,0, 1000 ml distile su) hazirlanmasi i¢in 919 ml distile suya,
hazirlanan iz element soliisyonundan 80 ml ilave edildi. Besi ortami 1Atm basing

altinda, 121 °C’de 15 dakika sterilize edilerek organizmalarin iiretimi saglands.

2.2.2. 8. quadricauda’nin Ca-Aljinata Tutuklanmasi

2 g aljinat (Macrosytia pyrifera, high viscosity, Sigma, Chem.Co.,USA) 100
ml distile su igerisinde karistirilarak ¢oziildii ve 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilerek 3 kez yikanan alg kiiltiirii ile karistirildi. Karisim, siirekli karistirilan 100mM
CaClI, ¢ozeltisi igerisinde 1 saat karistirildi. Hazirlanan tutuklanmis S.quadricauda
aljinat kiireleri, deneylerde kullanilmak {izere 5 mM CaCl, iginde + 4 °C’de saklandi.
Alg igeren kiirelerin bir kism1 ayrildi ve 98 °C’de 10 dakika kaynatilarak tutuklanmis
alglerin inaktif formlar1 elde edildi. Bos aljinat kiireleri ile tutuklanmig canli ve
inaktif alg iceren aljinat kiireleri 50 °C’de 1 gece kurutulup tartilarak tutuklanmis

orneklerin kuru agirlik tayinleri yapildi.
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2.2.3. Renk Gideriminin Olciilmesi

Renk giderim Slgtimleri spektrofotometre kullanilarak Remazol Brilliant Blue

R i¢in 595 nm, Reactive Orange 16 icin ise 388 nm dalga boyunda yapildi.

2.2.4. Tutuklanmus S. quadricauda’mn Renk Giderim Aktivitesi I¢in Uygun

Kosullarin Saptanmasi
2.2.4.1. Uygun Boya Konsantrasyonunun Saptanmasi

Uygun boya konsantrasyonunun saptanmasi amaciyla, iki boya i¢inde ayri
ayrt 100 ml distile su /250 ml’lik erlenmayer olacak sekilde hazirlanan ortamlara
strastyla 0.0025, 0.0050, 0.0075, 0.010, 0.015, 0.025 g Remazol Brilliant Blue R ve
Reactive Orange 16 boyasi eklendi. Manyetik karistirict ile karistirilarak boyanin
tamamen ¢6ziinmesi saglandi. Ca-aljinatla tutuklanmis canli ve bos aljinat kiireleri
150 rpm dongiisel calkalama hizinda farkli konsantrasyonda hazirlanan boyalar ile
24 saat muamele edildi. inkiibasyon siiresinin sonunda Ca-aljinatla tutuklanmis canli
ve bos aljinat Kkiireleri siiziilerek ortamdan ayrildi. Ortamda kalan boya
konsantrasyonu Reactive Orange 16 i¢in 388 nm’de, Remazol Brilliant Blue R i¢in

ise 595 nm’de spektrofotometre kullanilarak dl¢iildii.

2.2.4.2. Uygun pH Degerinin Saptanmasi

Uygun pH degerinin saptanmasi amaciyla, iki boya iginde ayr1 ayr1 pH 2.0-8.0
araliginda ayarlanmig100 ml distile su /250 ml’lik erlenmayer olacak sekilde
hazirlanan ortamlara sirastyla 0.015 g Remazol Brilliant Blue R ve Reactive Orange

16 boyast eklendi. Manyetik karistirict ile karigtirilarak boyanin tamamen ¢oziinmesi
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saglandi. Ca-aljinatla tutuklanmig canli ve 1styla inaktive edilmis S.quadricauda ve
bos aljinat kiireleri ile hazirlanan boyalar 150 rpm dongiisel ¢alkalama hizinda 24
saat muamele edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda Ca-aljinatla tutuklanmis canl ve
1siyla inaktive edilmis S. quadricauda ile bos aljinat kiireleri siiziilerek ortamdan
ayrildi. Ortamda kalan boya konsantrasyonu Reactive Orange 16 i¢in 388 nm’de,

Remazol Brilliant Blue R i¢in ise 595 nm’de spektrofotometre kullanilarak 6l¢iildii.

2.2.4.3. Uygun Sicakhigin Saptanmasi

Uygun sicakligin saptanmasi amaciyla, iki boya i¢inde ayr1 ayr1 pH 2.0’ye
ayarlanmig 100 ml distile su /250 ml’lik erlenmayer olacak sekilde hazirlanan
ortamlara 0.015 g Remazol Brilliant Blue R ve Reactive Orange 16 boyasi eklendi.
Manyetik karistiric1 ile karistirilarak boyanin tamamen ¢oziinmesi saglandi. Ca-
aljinatla tutuklanmig canli ve 1siyla inaktive edilmis S.quadricauda ve bos aljinat
kiireleri ile hazirlanan boyalar 25°C, 30°C, 35°C, 40°C ve 45 °C’de 150 rpm
dongiisel ¢alkalama hizinda 24 saat muamele edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda
Ca-aljinatla tutuklanmis canli ve 1s1yla inaktive edilmis S. quadricauda ile bos aljinat
kiireleri siiziilerek ortamdan ayrildi. Ortamda kalan boya konsantrasyonu Reactive
Orange 16 icin 388 nm’de, Remazol Brilliant Blue R i¢in ise 595 nm’de

spektrofotometre kullanilarak 6l¢iildii.

2.2.4.4. Inkiibasyon Siiresinin Renk Giderimine Etkisi

Inkiibasyon siiresinin renk giderimine etkisinin saptanmasi amaciyla, iki boya

icinde ayr1 ayr1 pH 2.0’ye ayarlanmig 100 ml distile su /250 ml’lik erlenmayer olacak
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sekilde hazirlanan ortamlara 0.015 g Remazol Brilliant Blue R ve Reactive Orange
16 boyasi eklendi. Manyetik karistirici ile karistirilarak boyanin tamamen ¢ozlinmesi
saglandi. Ca-aljinatla tutuklanmig canli ve 1s1yla inaktive edilmis S. quadricauda ve
bos aljinat kiireleri ile hazirlanan boyalar 25°C’de 150 rpm dongiisel ¢alkalama
hizinda 30 dakika, 1, 3, 5, 7, 9, 16, 18 ve 24 saat muamele edildi. Inkiibasyon
siiresinin sonunda Ca-aljinatla tutuklanmis canli ve 1siyla inaktive edilmis S.
quadricauda ile bos aljinat kiireleri siiziilerek ortamdan ayrildi. Ortamda kalan boya
konsantrasyonu Reactive Orange 16 i¢in 388 nm’de, Remazol Brilliant Blue R igin

ise 595 nm’de spektrofotometre kullanilarak dl¢iildii.

2.2.5.SEM Calismasi

Bos aljinat kiiresi ve tutuklanmis canli Scenedesmus quadricauda igeren aljinat
kiireleri vakum altinda ince bir altin tabaka ile kaplandi ve elektron mikroskobu ile

tarand1 ( JOEL JMS 5600).
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3.ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Aljinat Kiireleri

Calismalarimizda Ca-aljinat igerisine tutuklanmis S. quadricaudamin tekstil
boyar maddesi olan Remazol Brilliant Blue R ve Reactive Orange 16 ’nin renk
giderimine etkisi arastirildi. Elektron Mikroskop fotograf c¢ekimleri i¢in &rnekler,
Boliim 2.2.5.’de verildigi sekilde hazirlandi. Tutuklanmis Scenedesmus quadricauda
ile bos aljinat kiirelerinin elektron mikroskop ¢ekimleri Sekil 3.1(A) ve (B)’de

verilmistir.

Sekil 3.1. Scenedesmus quadricauda tutuklanmis aljinat kiiresi (A) ve Bos aljinat

kiiresi (B)

21



3.2. Tutuklanms S. quadricauda’nmn Renk Giderim Aktivitesi icin Uygun

Kosullarin Saptanmasi
3.2.1. Uygun Boya Konsantrasyonunun Saptanmasi

Boliim 2.2.4.1.’de anlatildig1 sekilde farkli boya konsantrasyonlariyla yapilan
calisma sonucunda, en uygun boya konsantrasyonunun 0.015 g oldugu tespit
edilmistir. Spektrofotometre ile yapilan 6l¢iimler sonucu elde edilen sonuglar Sekil
3.2 ve Sekil 3.3°de verilmistir. Daha sonra yapilan calismalarda bu boya

konsantrasyonu kullanilmstir.

100
90 -
80 A
70 A
60 -
50 -
40
30 -
20 -
10

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,006 0,010 0,015 0,02 0,025 0,03

Renk Giderimi (%)

Boya Konsantrasyonu

Sekil 3.2. Remazol Brilliant Blue R i¢in uygun boya konsantrasyonu

o: Bos aljinat kiiresi; m: aljinata tutuklanmis canli S. quadricauda
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Sekil 3.3. Reactive Orange 16 i¢in uygun boya konsantrasyonu

e: Bos aljinat kiiresi; m: aljinata tutuklanmis canli S. quadricauda

3.2.2. Uygun pH Degerinin Saptanmasi

Bos kiire, tutuklanmis canli ve 1s1 ile inaktive edilmis S. quadricauda’ nin
Remazol Brilliant Blue R ve Reactive Orange 16 nin renk giderimine, farkli pH’larin
etkisinin denendigi c¢alismadaki reaksiyon kosullar1 Bolim 2.2.4.2°de verildigi
sekilde hazirlanmistir. Her iki boya i¢in de en uygun pH’nin 2.0 oldugu tespit
edilmistir. Spektrofotometre ile yapilan 6l¢iimler sonucu elde edilen sonuglar Sekil
3.4.ve Sekil 3.5’de verilmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalar bu pH degerinde

gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.4. Remazol Brilliant Blue R i¢in pH’nin renk giderimine etkisi
e: Bos aljinat kiiresi; m: aljinata tutuklanmis canli S. quadricauda A:
aljinata tutuklanmis 1s1 ile inaktive edilmis S. quadricauda (Sicaklik=

25°C, Baslangi¢ boya konsantrasyonu= 0.015 g /100 ml)

24



90

(o)
o
|

W
o
|

Renk Giderimi (%)

pH

Sekil 3.5. Reactive Orange 16 i¢in pH nin renk giderimine etkisi
e: Bos aljinat kiiresi; m: aljinata tutuklanmis canli S. quadricauda A:
aljinata tutuklanmis 1s1 ile inaktive edilmis S. quadricauda

(Sicaklik= 25°C, Baslangi¢ boya konsantrasyonu= 0.015 g /100 ml)

3.2.3. Uygun Sicakhi@in Saptanmasi

Bos kiire, tutuklanmis canli ve 1s1 ile inaktive edilmis S. quadricauda’ nin
Remazol Brilliant Blue R ve Reactive Orange 16’nin renk giderimine farkli
sicakliklarin etkisinin denendigi caligmadaki reaksiyon kosullar1 Bolim 2.2.4.3°de
verildigi sekilde hazirlanmustir. Her iki boya i¢inde en uygun sicakligin 25 °C oldugu
tespit edilmistir. Spektrofotometre ile yapilan 6lglimler sonucu elde edilen sonuglar

Sekil 3.6 ve Sekil 3.7.’da verilmistir.
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Sekil 3.6. Remazol Brilliant Blue R i¢in sicakligin renk giderimine etkisi
e: Bos aljinat kiiresi; m: aljinata tutuklanmis canli S. quadricauda A:
aljinata tutuklanmis 1s1 ile inaktive edilmis S. quadricauda

( pH: 2.0, Baslangi¢ boya konsantrasyonu= 0.015 g /100 ml)
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Sekil 3.7. Reactive Orange 16 icin sicakligin renk giderimine etkisi
e: Bos aljinat kiiresi; m: aljinata tutuklanmis canli S. quadricauda A:
aljinata tutuklanmis 1s1 ile inaktive edilmis S. quadricauda

( pH: 2.0, Baslangi¢ boya konsantrasyonu= 0.015 g /100 ml)

3.2.4. inkiibasyon Siiresinin Renk Giderimine Etkisi

Bos kiire, tutuklanmis canli ve 1s1 ile inaktive edilmis S. quadricauda’ nin
Remazol Brilliant Blue R ve Reactive Orange 16’nin renk giderimine inkiibasyon
siiresinin etkisinin denendigi ¢alismadaki reaksiyon kosullar1 Bolim 2.2.4.4°de
verildigi sekilde hazirlanmistir. Spektrofotometre ile yapilan 6lgiimler sonucu elde

edilen sonuclar Sekil 3.8 ve Sekil 3.9.’da verilmistir.
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Sekil 3.8. Remazol Brilliant Blue R i¢in inkiibasyon siiresinin renk
giderimine etkisi

e: Bos aljinat kiiresi; m: aljinata tutuklanmis canh S. quadricauda A:
aljinata tutuklanmais 1s1 ile inaktive edilmis S. quadricauda

(pH: 2.0, 25 °C, Baslangi¢ boya konsantrasyonu= 0.015 g /100 ml)
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Sekil 3.9. Reactive Orange 16 i¢in inkiibasyon siiresinin renk giderimine
etkisi

e: Bos aljinat kiiresi; m: aljinata tutuklanmis canli S. quadricauda A:
aljinata tutuklanmis 1s1 ile inaktive edilmis S. quadricauda

( pH: 2.0, 25 °C, Baslangi¢ boya konsantrasyonu= 0.015 g /100 ml)
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4. TARTISMA VE SONUC

Giliniimiizde renk giderimi i¢in genelde fizikokimyasal islemler
kullanilmaktadir. Fakat bu iglemlerin maliyetinin yiiksek olmasi1 ve pek ¢ok boya i¢in
uygun olmamasi, alternatif yontemlere ihtiya¢ oldugunu gostermektedir. Suda ¢ok az
miktarda boya bulunmasi bile rengi degistirmekte, suyun gecirgenligini ve
¢Oziinebilirligini etkilemektedir. Boyalar genelde kompleks aromatik yapida
olduklarindan aritimlar1 olduk¢a zordur. Bu yiizden arastiricilar renk giderimi igin
alternatif yontemler iizerinde caligmaktadirlar. Biyoteknolojik ¢aligsmalar bu agidan
timit vericidir.

Calismamizda reaktif bir boya olan Remazol Brilliant Blue R ve bir azoboya
olan Orange 16’nin renginin gideriminde S. quadricauda’nin kullanilabilirligi
arastirilmistir. Daha Onceki ¢alismalarda bu algin tutuklanmis formunun boya yikim
yetenekleri bildirilmemistir. Bu ¢alismada her iki boyanin da en uygun renk giderim
kosullar1 ve tutuklamanin kullanilabilirligi ortaya konmustur.

S.quadricauda diger planktonlarla karsilastirildiginda, su kirliligine karst oldukca

direngli bulunmustur “'42.

Pek ¢ok azoboyanin renkleri olduk¢a zor giderilmektedir. Renk gideriminde
kullanilan tekniklerin maliyetleri yiiksek oldugundan, renkli organik bilesikler ¢evre
kirliligi yaratan etmenler arasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Boya iceren atiklar,
renklerinden dolay1 estetik acidan da oldukc¢a uygunsuz goriiliir. Tekstil ve boya
fabrikalarmin alici ortamlara siirekli olarak atik vermesi, potansiyel kirletici

konumlar lizerinde aragtirma yapilmasi ihtiyacini daha da arttirmaktadir.
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Tutuklanmis alglerle tekstil boyalarinin renginin giderimi konusunda en
uygun sartlarin (pH, sicaklik, boya konsantrasyonu) daha dnceden tespit edilmemis

olmas1 bdyle bir ¢alismanin yapilmasi geregini ortaya koymustur.

Calismamizin  ilk asamasinda en uygun boya konsantrasyonunun
saptanmasina ¢alisilmis ve S. quadricauda ile en yiiksek renk giderimi hem Remazol

Brilliant Blue R, hem de Orange 16 igin 0.015 g/ 100 ml boya olarak saptanmuistir.

Calismamizin ikinci agamasinda ise en uygun baslangic pH’inin tespiti i¢in
kurulan diizenek sonucunda S. quadricauda tarafindan en yiiksek renk giderimi her
iki boya i¢inde pH 2.0’de gdzlenmistir. Aksu ve Tezer’in Chlorella vulgaris ile

yaptiklari ¢alismada da en yiiksek renk giderimi pH 2.0’de tespit edilmigtir®.

Calismamizin {i¢iincli asamasinda en uygun sicaklik derecesi arastirilmis ve
S.quadricauda ile her iki boya icinde en yiiksek renk giderimi 25 °C’de elde
edilmistir. Saptanan bu sicaklik derecesi, literatiir verileriyle de uygunluk

gdstermektedir***).

Aljinat suda c¢oziinebilen dogal bir polimer oldugundan ve kalsiyum
icerisinde  hidrojel olusturabildiginden mikroorganizmalarin ve enzimlerin
tutuklanmasinda kullanilmaktadir. Bu sekilde tutuklanan mikroorganizmalarin,
adsorpsiyon iglemlerinde tekrar tekrar kullanilma sansi vardir. Sekil A ve B’de S.
quadricauda tutuklanmis aljinat kiiresi ve bos aljinat kiiresinin elektron mikroskop
fotograflari  yer almaktadir. Ornekler Bolim2.2.5‘de  anlatildign  sekilde
hazirlanmistir. Sekil 3.1 A’da aljinat igerisine tutuklanmig mikroalgler agikca
goriilmektedir. Organizmalar aljinat kiiresinin her tarafina homojen sekilde
dagilmistir. Kuru agirlik olarak bir aljinat kiiresi igerisinde 0.001 g S. quadricauda

tutuklanmugtir.
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Tutuklanmis canli S.quadricauda igeren aljinat kiirelerinin biyosorpsiyon
kapasiteleri, 1s1 ile inaktive edilmis S.quadricauda’ya kiyasla daha diisiik

bulunmustur.

Calismamizda tutuklanmis hiicreler ile yiliksek renk giderim degerlerine
ulagilmig olmasi, tutuklama tekniginin bu algler i¢in uygun oldugunu ortaya
koymaktadir. Tutuklanmis hiicreler kullanmanin en 6nemli avantaji, hiicrelerin tekrar

tekrar kullanilabilmesi ve yontemin ekonomik olusudur.

Sonug olarak bu alglerin ve tutuklanmis formlari, renk gideriminde alternatif

bir biyoteknolojik yontem olarak diisiiniilebilir.
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