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SUNUS

Bu calisma; Istanbul Sanayi Odasi ile Yildiz Teknik Universitesi arasinda, sanayi-Gniversite isbirliginin
gelistirilmesi ve akademik calismalarin ekonomik kalkinmaya katkisinin artirilmasi amaciyla baslatilan
“iSO-YTU Doktora / YUksek Lisans Tezlerine Sanayi Destegi” projesi kapsaminda yayinlanmustir.

Universitede doktora ve yiiksek lisans tezlerini yiriten arastirmacilarin desteklendigi proje ile Giniversite
ve sanayinin gindemini bulusturarak, ticari Griine dénUstlrilen bilimsel arastirma ve patent sayisinin
artmasina, karesel rekabet glicimUzin gelismesine katkida bulunulmasi hedeflenmektedir.

Proje kapsaminda, Universitede hali hazirda yurttalen doktora/ytksek lisans tez/tezleri arasindan
uygun bulunanlar ile Meslek Komitelerimizin sektérel ihtiyacglari dogrultusunda belirledigi konulardaki
akademik calismalara destek verilmektedir.

istanbul Sanayi Odasi 11. Grup Giyim Esyasi Disindaki Tekstil Mamulleri ve Endustriyel Tekstiller Sanayii
Meslek Komitesi adina desteklenen bu calismanin sanayinin ihtiyaclarina yanit verecek sekilde hayata
gecirilmesine yonelik katkilarindan dolayl Tez Degerlendirme Komitesi Uyelerimiz olan;

Ali Zafer Sisman (Telasis Tekstil Urtinleri)

Abdulkadir Kalaycioglu (Tasarim Tekstil)

Adil Tugsal Solak (Gurunluler Tekstil)

Kenan Sisman (Hassan Tekstil)

Fikret Tanriverdi'ye (Iinci Tela-Elyaf) tesekkir ediyoruz.

Basta arastirmaci olmak Uzere, arastirmaciya danismanlik yapan 6gretim Uyesi ve Degerlendirme

Komitesi'nin katkilariyla olusturulan ve sanayi-tniversite isbirliginin islevsel ve somut bir ciktisi olan
bu calismanin sektore fayda saglamasini imit ediyoruz.

Saygilarimizla,
Istanbul Sanayi Odasi
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OZET

TEKSTIL ATIK SULARINDA BOYALARIN BiYOBOZUNMA iLE GiDERILMESi

Mithat CELEBI
BiyomuUhendislik Anabilim Dali
Kisaltilmis Doktora Tezi

Tez Danismant:
Yrd. Doc. Dr. Zeynep Mustafaev AKDESTE

Es Danisman:
Prof. Dr. Hiiseyin YILDIRIM

Tekstil endUstrisi, Turkiye' nin gelismesinde ve istihdamin artmasinda dnemli rol Gstlenen sektoérlerin
basinda gelmektedir. Bu hizli gelisim, boyama ve baski islemlerinden gelen kirlilik tasiyan atik sularin
icerdigi boyar maddelerin ve kimyasal maddelerin aritma gerekliligini de beraberinde getirmektedir.

Cevre kirliligi ve su kirliligi canhlarin yasam alanlarini ve kalitesini olumsuz etkileyen konulardan
birisidir. Su kirliligini olusturan endustriyel atik sular icerisinde tekstil atik sulari icerdikleri cok ¢esitli
kimyasallar ve boyar maddeler nedeniyle dikkat cekmektedirler. Organik kirlilikler ve renkli boya
atiklari tekstil sektériinde temel kirletici sorunlardandir. Bu sebeplerden dolayi, boyahane atik sularinin
aritilmasi hayati 6nem tasimaktadir.

Bu doktora tezi calismasinda sirasi ile asagidaki konular ¢ahsiimistir;

Horseradish Peroksidaz enzimi ile Reaktif Blue 19 (reaktif boya) boyasinin farkli ortam kosullarinda
(sicaklik, pH, konsantrasyon, Ure, tuz vb.) renksizlestirme calismalari yapilarak Reaktif Blue 19 boyasi
icin optimum boya giderme kosullari belirlendi.

Horseradish Peroksidaz enzimi boya gideriminde tekrar kullaniimasi amaciyla kati bir destek tGzerine
immobilize edildi. Destek materyali olarak iki farkl polisilfon polimeri kullanildi. Polistlfon polimerleri
immobilizasyon dncesi modifiye edilerek aktif hale getirildi ve Horseradish Peroksidaz enzimine
immobilize edildi. Bu immobilize enzim ile Reaktif Blue 19 ve Asit Black 1 boyalari farkli gtinlerde
tekrar giderildi. immobilize enzimin farkli kosullardaki (pH, sicaklik, bekleme suresi) aktivite degerleri
hesaplandi. immobilize enzimin serbest enzime gore stabilitesi ve sicakhda karsi direnci artti ve raf
Omrl uzadi. Ayrica immobilize enzim Reaktif Blue 19 ve Asid Black 1 boyalarinin giderilmesinde 7 kez
tekrar kullanildi.

Trametes Versicolor ile Reaktif Blue 19, Asid Black 1, Dispers Boyalar ve Bazik Blue 41 boyalari farkli
kosullarda hazirlanan boya ¢ozeltilerinin boya giderme besi yerinde renk giderme calismalari yapildi.
Ayrica, bu mikroorganizma ile gercek tekstil atik suyunda ¢esitli kosullarda (stre, atik su hacmi, pH,
boya giderme besi yeri konsantrasyonu) rengi giderildi. Tekstil atik suyunu renksizlestirmede asidik
pH' larin daha etkili oldugu sonucuna varildu.

Anahtar Kelimeler: atik su, boya giderme, enzim, mikroorganizma, immobilizasyon, polimer
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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;

Reactive Blue 19 dye (reactive dye) was studied with the Horseradish Peroxidase enzyme in different
conditions (temperature, pH, concentration, urea, salt, etc.). 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. Firstly,
polysulfone polymers have been modified with acrylate. Horseradish peroxidase enzyme was immobilized
to activated polymer supports. Immobilized enzyme was reused for 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 Basic 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.

Key Words: wastewater, decolorization, enzyme, micoorganism, immobilization, polymer
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GiRiS
Tekstil endUstrisinde biyolojik olarak pargalanabilen ya da parcalanamayan bircok kimyasal madde

kullaniimaktadir. Kimyasal madde ve suyun yogun miktarda kullanimi, fazla miktarlarda ve ¢ok kirli
atik sularin olusumuna neden olur [1].

Seliloz elyaflarin (fiberlerin) tekstil endistrisinde kullaniminin yikselmesinden dolayi reaktif boyalarin
kullanilmasi artmaktadir. Reaktif boyalar genellikle azo, fitalosiyanin, antrokinon, formazon ve oksazin
kromoforlarini bulundurur. Boyama islemi sirasinda, alkalin kosullarda isinin etksiyle boyanin reaktif
ucu fiberin fonksiyonel gruplari ile reaksiyona girer. Bununlabirlikte, kullanilan reaktif boyanin biyuk
hacimleri atik olmaktadir. Boyama islemi sirasinda reaktif boyanin bir kismi hidroliz olur ve reaktif
boyar maddenin bir kismi inaktive olur. Sonug olarak, boyanin seltloz fiberlere tutunma derecesi
digerlerine oranla distk olabilir (% 50-90 araliginda). Diger boyalar ile karsilastirildiginda reaktif
boyalar tehlikeli kirleticilerdendir [2].

Dispers boyalar tekstil endistrisinde poliester fiberlerin boyanmasi igin yaygin olarak kullanilan tek
boya sinifidir. Dispers boyalarin pargalanmasinin belirlenmesinde sulu ortamda ve yizey aktif maddelerin
varliginda boyalarin disik ¢6zinurligi nedeniyle bazi zorluklar vardir [3]. Dispers boyalar siklikla
diinya genelinde poliester, naylon, selliloz asetat ve akrilik fiberlerin boyanmasinda kullaniimaktadir.
Bu boyalarin kararsiz ve kompleks yapilari geleneksel su aritma yontemleri ile uzaklastirmalarini
zorlastirmaktadir. Polisiklik bilesiklerin, fenollerin, aromatik aminlerin, bifenillerin, pestisidlerin,
insektisidlerin parcalanma uygulanmalarinda redoks yardimcilari ile enzimatik kataliz genis uygulama
alanina sahiptir [4].

Geleneksel fiziksel ve kimyasal metodlara alternatif olarak son yillarda enzimatik yaklasim ilgi
gormektedir. Boyalarin rensizlestirilmesinde ve parcalanmasinda peroksidazlar, manganez peroksidazlar,
lignin peroksidazlar, lakkazlar, mikroperoksidaz-11, polifenol oksidazlar ve azoredlktazlar enzimleri
kullaniimaktadir. Bazi zor pargalanan boyalar bu enzimler ile par¢alanamamaktadir. Bazi redoks
mediatoérlerin eklenmesi substratlarin cesitliligini ve zor parcalanan bilesiklerin etkili parcalanmasini
arttirmaktadir.

Serbest enzimler stabilite ve yeniden kullaniimak gibi sinirlamalar nedeniyle genis 6lcekte kullanilamazlar.
Bundan dolayi, immobilize enzimlerin kullaniminin énemli avantajlari vardir. Yakin gelecekte, atik
sularda bulunan boyalarin enzimlerle artilmasi ile ilgili teknoloji hayati bir rol oynacaktir. immobilize
enzimler iceren reaktoérler kullanilarak genis dl¢ekte atik sularin aritilmasi mmkin olacagi
dustnilmektedir [5].

Peroksidazlar sentetik boyalarin renksizlestirilmesini katalizleyen gucli oksitleyiciler olmasina karsin
suda ¢6zUlinebilen veya dagilabilen boyalarda etkilidirler [6], [7].
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Boyar Maddeler

BOYAR MADDELER

Organik molekuller olarak bilinen boyar maddeler, boyama islemi sirasinda genellikle ortamda
¢6zUnurler. Boyar maddelerin cogu suda ¢6zlnurken (katyonik, asid, metal kompleks, direk ve reaktif
boyar maddeler), sadece dispers boyalar suda dispersiyon halinde bulunurlar.

Boyar maddeler yaygin olarak iki farkli sekilde sinifladirilirlar.
A. Kimyasal yapilarina gore
B. Kullanim amacina gére
Endstride boyar maddeler daha ¢ok kullanim amacina gore siniflandirildiklari isimleri ile bilinmektedir.

Boyar maddelerin kullanim amacina gére siniflandiriimasinda boyama teknolojisinde boyar maddenin
kimyasal yapisi ile degil onun hangi yontemle elyafi boyadigina bakilir ve boyar maddenin siniflandiriimasi
boyama 6zelliklerine goére yapilir [8].

2.1. Kimyasal Yapilarina Gore Siniflandiriimasi

Boyar maddeler kimyasal yapilarina gére azo boyalar, antrokinon boyalar, fitalosiyanin boyalar, Di-
ve Triarilmetan boyalar ve nitro boyalar olarak da siniflandiriimaktadirlar [9].
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Boyar Maddeler

Cizelge 1.1. Boyar maddelerin siniflari, kimyasal tipleri ve uygulamalari [5], [10].

Boyar Tanimi Kimyasal Metodu Uygulandigi Baglanma Olusturdugu
Madde Tipi Elyaf Tipi (%) Kirleticiler
Sinifi
Asid Cozunebilen Azo, nitro ve Boya banyosu, YUn, naylon 80-93 Renk, organik
anyonik bilesikler | nitrozo, yuvarlak asitler, fikse
trifenilmetan, tekneler, surekli edilemeyen boya
azin ve ksanten | boyama (hal) artiklari
Bazik Codziinebilir, cok | Siyanin, azo, azin, | Boya banyosu, Akrilik, bazi 97-98 N/A
parlak boyalar triarilmetan, yuvarlak tekneler | poliesterler
ksanten, akridin,
oksazin ve
antrakinon
Direkt Cozunebilir, Azo, Boya banyosu, Pamuk, rayon 70-95 Renk, tuz, fikse
anyonik fitalosiyanin, yuvarlak (suni ipek), diger edilmeyen boya
bilesikler; stilben ve oksozin | tekneler, sirekli | selulozikler artiklari, katyonik
selilozik elyafa boyama fiksasyon
direkt kimyasallari,
uygulanabilir ylzey aktif
maddeler, kopuk
kiricilar,
duzgunlestirici,
retarder ve
apreleme
kimyasallari,
seyrelticiler
Dispers Suda ¢6zlinemez | Azo, Boya banyosu Poliester, asetat, | 80-92 Renk, organik
antraquinone, (yuksek isilarda), | diger sentetikler asitler, tasiyicilar,
stiril ve nitro surekli boyama fosfatlar,
duzgunlestiricile
r, kopuk kiricilar,
agartialar,
parlaklastiricilar,
dispersantlar,
seyrelticiler
Reaktif Suda ¢dziinebilir, | Azo, antrakinon, | Boya banyosu, Pamuk, diger 60-90 Renk, tuz,
anyonik ftalosiyanin, yuvarlak seltlozikler, yun alkalinite, fikse
bilesiklerdir. En | formazon, tekneler, fular edilmeyen boya
genis, boya oksazin ve bazik | soguk besletme artiklar, ylizey
sinifidir. yontemi, strekli aktif maddeler,
boyama koépuk kiricilar,
seyrelticiler,
apreleme
kimyasallari
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2.2. Boyar Maddelerin Kullanim Amacina Goére Siniflandiriimasi

2.2.1. Asidik Boyar Maddeler

Molekilde bir ya da birden ¢ok stlfonil grubu veya karbonil asit grubu icerirler. Renkli bilesen boyar

madde anyonudur ve anyonik sinifa girerler. Baslica protein ve poliamid elyafin boyanmasina yararlar
(81, [11].

NH, OH
N=N N=N
o I 1 1
i\ /]
O,N O=Sl ?—O
O=Na ONa

Sekil 2.1. Asid Black 1 boyasi [6].

2.2.2. Bazik (Katyonik) Boyar Maddeler

Bunlar organik bazlarin hidroklortrleri seklinde veya asetat tuzlari seklindedir. Yani renkli kisim
katyondur. Pozitif yuk tasiyici olarak N ve S atomu igerirler. Bazik olarak etki ettiklerinden sulu ¢ozeltide

boyar madde katyonu, elyafin anyonik gruplariyla, elyaf-boyar madde tuzunu meydana getirir [8],
[11].

Bazik boyar maddelerin en karakteristik 6zellikleri parlakliklari ve renk siddetidir. Genellikle asetik
asit ve tannik asit yardimiyla boyama yapilir. 80-90°C de poliakrilik elyafini hizli bir sekilde boyarlar
ve kumastan ayrilmazlar [8], [11].

7
CH; H,CO-S-0"

+ / 1l
N O

VN, G

HiCs o S N@—N
\_\
OH

Sekil 2.2. Bazik Blue 41
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2.2.3. Reaktif Boyar Maddeler

Tekstil stireclerinde kullanilan boyalarin yaklasik olarak yarisi suda ¢6ztinebilen reaktif boyalardir.
Reaktif boyalarin molekduler yapisi Gi¢ fonksiyonel grup ile karakterize edilmektedir [12].

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,0SO;Na
O N
H

Sekil 2.3. Reaktif Blue 19 boyasi

Cizelge 2.1. Reaktif Blue 19 Boyasinin karakteristikleri

Diger adi Remazol Birllant Blue R (RBBR)
Formdil C22H16N2Na01153

Molekuler Agirlik (Mw) 626.54 g/mol

Renk indeks Numarasi (C. 1) 61200

EC No 219-949-9

Maksimum Absorbsiyon Dalga Boyu (fmax) | 594 nm

Reaktif boyar maddeler uygun kosullar altinda lif ile kimyasal reaksiyona girerek, kovalent bag
ozelligine sahip tek boyar madde sinifidir. Seltilozun hidroksil (-OH), poliamidin amin (-NH;), protein
esasli liflerin -NH;, SH (merkaptan) gruplari ile gercek kovalent baglar olusturarak liflere baglanirlar.
Selllozik elyafin boyanmasinda kullanilan bu boyar maddeler yln, ipek, pamuk, naylon, orlon, akrilik
karisimlari ve poliamid boyanmasinda da kullanilmaktadirlar[11].

Reaktif boyar maddeler ¢ok iyi yikama surtiinme ve 1sik hasliklari verir. Reaktif boyar maddeler genel
olarak reaktif grubun kimyasal yapisina goére veya bu grubun kimyasal reaktivitesinin derecesine gére
siniflandirilirlar. Tekstil boyar maddelerinin dnemli bir sinifini olusturmaktadir ve diinyada en fazla
tUketilen boyar maddelerin basinda gelmektedir. Suda oldukca ¢6zlnUr olduklarindan boyama
Unitesinde boyanin tamami seliiloz elyafiyla ile tepkimeye girmez ve bir kisim boya bosaltim Unitelerinden
suyla birlikte atilir. Azo reaktif boyar maddeler ise genellikle aerobik biyogiderim islemlerine direnclidir.
Yapilan calismalar boyar maddelerin 6zellikle reaktif boyar maddelerin %90' inin aerobik aritim
islemlerinden degismeden ¢iktigini; bir kisminin anaerobik aritim proseslerinde parcalanabildigini
fakat parcalanma UrUnlerinin toksik oldugunu veya oksijen ile temasi sonucu yeniden renk olusumuna
neden oldugunu goéstermistir [12].
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2.2.4. Dispers Boyar Maddeler

Amino ve hidroksil gruplari ihtiva eden disuk molektl agirlikli bilesiklerdir. Elyaf Gizerine ¢ekilmesi
gayet iyidir. Fakat icine difizyon oldukca yavastir. Dolayisiyla boyama uzun strede gerceklestiginden
pratik degildir [8].

O  NHCH,
NHCH,CH,OH

Sekil 2.4. C.I: Dispers Blue 3 (DB3)

2.2.5. Direkt Boyar Maddeler

Direkt boyalar tekstil endUstrisinde yaygin olarak kullanilir ve en ekonomik boya siniflari arasindadir.
Kimyasal olarak direkt boyalar, silfonik asitlerin kompleks tuzlaridir ve suda ¢ézlnurler ve fiberlerin
degisik tarleri ile (pamuk, yin, ipek, naylon vb.) fiziksel bir etkilesimdedirler. Direkt boyama normalde
notral veya zayif alkalin boya banyosunda kaynama noktasinda veya kaynama noktasi yakinlarinda
sodyum klorir tuzunun ya da Glauber tuzunun ilave edilmesiyle gergeklestirilir [2],[11].

2.2.6. Mordan Boyar Maddeler

Mordan s6zctgu, boyar maddeyi elyafa baslayan madde veya bilesim anlamini tasir. Bircok dogal ve
sentetik boyar madde bu sinifa girer. Mordan boyar maddeleri asidik veya bazik fonksiyonel gruplar
icerirler. Bitkisel ve hayvansal elyaf ile kararsiz bilesikler olustururlar. Boyamadan 6énce mordanlama
yapilir ve mordan olarak Al, Sn, Fe, Cr tuzlari kullanilir. Daha sonra krom bilesikleri katildiktan sonra
boyama gergeklestirilir [11].

2.2.7. Kiipe Boyar Maddeler

Kipe boyar maddeler molekillerinde en az iki oksijen atomu ihtiva eden bilesiklerdir. iri, ince ve ¢ok
ince toz halinde bulunabilirler. Bunlar suda ¢6ziinmezler; fakat sodyum hidroksit ve sodyum hidrosulfit
gibi bir indirgenin etkisiyle suda ¢6ztinebilen leuko bilesiklerine donustrler. Daha ¢ok seltlozik kismen
de protein elyafinin boyanmasinda kullanilir. Isiga, yikamaya, strtiinmeye karsi mukavemetleri oldukca
yuksektir [11].

2.2.8. Siilfiir Boyar Maddeler

Sulfur boyalar nitro ve amino gruplari iceren amino bilesiklerin stlftr veya sodyum sulfid ile yiksek
sicaklikta reaksiyonu sonucu elde edilir [11].
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ekstil Atik Sularinin Ozellikleri ve Atik Sulardaki Boyalarin Cevreye Etkileri

TEKSTIL ATIK SULARININ OZELLIKLERi ve ATIK SULARDAKi BOYALARIN CEVREYE ETKILERI

Tekstil endUstrisi, Turkiye'de en hizli gelisen sanayilerin basinda gelmektedir. Bu hizli gelisim, biyk
debilerde ve blylUk 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 blyuk kismi agartma, boyama ve yikama islemlerinden kaynaklanmaktadir.
Asit, baz, boya, deterjan, tuz ve kullanilan diger kimyasallar atik suda kirlilik yaratan baslica kirleticilerdir.

Tekstil prosesleri cesitli atik su tarlerinin olusumuna neden olmaktadir (Cizelge 3.1).

Tekstil atik sulari boyahanede yapilan boyama tirtne, kullanilan boyar maddelerin kalitesine, sinifina
ve boyamada kullanilan makineye gore farkliliklar géstermektedir. Tekstil atik suyunun 6zelligine
gore aritma yontemleri degisebilmektedir [13].

Cizelge 3.1. Tekstil Endstrisi Atik Sularinin Ozellikleri [13].

Proses Atik Su Bilegimi Ozelligi

Hasillama Nisasta, vakslar, karboksimetil seltiloz (CMC), polivinil alkol (PVA) Yiksek KOIi, BOI

Hasil S6kme Nisasta, glukoz, CMC, PVA, yaglar, vakslar Yiksek KOI, BOI, askida kati madde
(AKM), ¢c6zunmus kati madde
(CKM)

Agartma hipoklorit, Klor, kostik soda, hidrojen peroksid (H,0;), NaOH, , asidler, | AKM, alkali

ylzey aktif maddeler, NaSiO3, sodyum fosfat, kisa kumas fiberi
Merserizasyon | Kostik soda Yuksek pH, diistik KOI, yiiksek CKM
Boyama Cesitli Boyalar, mordantlar, indirgeyici ajanlar, asetik asid, sabunlar Renk, yiiksek KOI, yiiksek CKM,

dustuk AKM, agir metaller

Baski Yapistirici, nisasta, recine, yaglar, renk sabitlestiriciler, asitler, sabunlar | Renk, yiksek KOI, yagh gériinds,
AKM
Apre inorganik tuzlar, toksik bilesikler Zayif alkali, distik BOI

3.1. Boya Tiirlerinin Baglanma Yiizdeleri

Boyama islemi sirasinda boyanin tamami kumasa tutunmamaktadir. Cizelge 3.2 gesitli tekstiller igin
baglanmayan boya yuzdelerini 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 metaller yinin boyanmasindan kaynaklanmaktadir.
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Cizelge 3.2. Farkh boya turlerinin icin uygulamalari ve baglanmayan boya ytzdesi (%) [10].

Tekstil Atik Sularinin Ozellikleri ve Atik Sulardaki Boyalarin Cevreye Etkile

Fiber Boya Tipi Baglanmamis Boya (%)
YUn ve naylon YUn igin asit/reaktif boyalar | 7- 20

Metallendirilmis boyalar 2-7

Krom icerenler 1-2
Pamuk ve viskoz | Azo boyalar 5-10

Reaktif boyalar 20-50

Direkt Boyalar 5- 20

Pigment 1

indigo Boyalar 5-20

Sulfar Boyalar 30-40
Poliester Dispers 8-20
Akrilik Bazik 2-3
Polipropilen Masterbatch N/A

Atik sular, iceriklerindeki boyalarin olusturdugu gortnta-renk kirliligi, sergiledikleri toksik etki, sudaki
yabanci, zararli organik kirlik yikinn artmasi ve agir metallerin konsantrasyonunun artmasi ¢evredeki
ve sudaki canli yasamini dolayisiyla insan yasamini ciddi anlamda olumsuz etkilemektedir.

3.2. Atik Sulardaki Kimyasallarin ve Boyalarin Olusturdugu Kimyasal Riskler

Kimyasallarin riskleri degerlendirilirken baslica iki etken g6z 6ntine alinir; tehlike ve maruz kalma.
Tehlike, zehirleme ve kanser olusturma gibi olasi biyolojik etkiler olarak tanimlanmaktadir. Maruz kalma
ise zaman ve mesafe Uzerine bir kimyasalin beklenen cevresel konsantrasyonun bir él¢tstdur [14].

3.2.1. Toksisite

Cok dusuk konsantrasyon degerlerinde dahi dogada kolaylikla farkedilebilen boyalar, cevresel endiseler
acisindan toplum nezdinde ilk siralari isgal etmektedir. Her bir boyar madde icin toksisite,
biyobozunurlugu, su toksisitesi ve maruz kalma durumunda etkisi gibi bilgileri iceren glvenlik bilgi
kartlari hazirlanmalidir. Toksisite dederi hayvanlar (genellikle fare) Gzerinde gerceklestirilen denemelerle
belirlenir, bu denemelerde hayvan gruplarindaki fert sayisinin yarisinin 6limune yol acan doz toksik
doz olarak belirlenir. Sonug viicut agirhgi basina alinan miktar olarak (mg/kg) olarak gosterilir ve
6lumcil doz (50), LD, olarak bilinir [14].

Cizelge 3.3. Boyalarin toksisite dereceleri [14].

LDso(mg/kg) Siniflandirma Boya Sayisi | Boyalar (%) si
<25 Cok zehirli

25 -200 Zehirli 44 1

200 - 2 000 Zararh 314 7

> 2000 Siniflandiriimadi | 4,103 92

Toplam 4,103 100
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Ames Salmonella ile mutajenik test yapilarak bazi boyalarda mutajen 6zellik belirlenmistir ve bazi
dispers boyalarin alerjik kontakt egzamaya neden oldugu tespit edilmistir [14].

Dogalari geregi aerobik islemlerden etkilenmeden kalabilen boyalarin sahip oldugu toksisite nedeniyle,
mikroorganizmalara yonelik kaygilar artmaktadir. boyar maddelerin aerobik bakteriler Gzerindeki
inhibitor etkisini belirlemek icin ETAD (“Ecological and Toxicological Association of Dyes and Organic
Pigments Manufacturer”) tarafindan bir izleme yontemi gelistirilmistir. Bu yontem kullanilarak toplam
202 boyar madde Gzerinde toksisite testi uygulanmis ve % 50 inhibisyon konsantrasyon (ICs,) degerleri
bulunarak rapor edilmistir. Elde edilen sonuclarda direkt, dispers, reaktif, indigo, mordant, pigment,
asid ve solvent boyalarin IC;, degerleri 100 mg/L' den biyik oldugu saptanmistir. Bu ylzden tekstil
atik sularinda belli dederin altindaki konsantrasyonlardaki boyar maddelerin mikroorganizmaya karsi
toksik etki géstermedigi ortaya ¢ikmistir. Buna ragmen bazi bazik boyalar ile yapilan calismalarda 1Cg,
degerlerinin 100 mg/L den klglik oldugu sonucundan yola ¢ikarak bazik boyalarin atik sularda
mikroorganizmalar icin inhibitor etkisi gosterdigi sonucuna varilmistir. Bu testlerden ve ETAD' in genel
deneyimlerinden kanalizasyon ¢alismalarinda boyar maddelerin renginden dolayi endise edilebilecegi,
fakat toksisiteden endise duymaya gerek olmadigdi sonucuna varilmistir [14], [15].

Cizelge 3.4. Tekstil endUstrisi kaynakli cevre ve su kirletici siniflari [16].

Etken Ajan Ornek Kaynak

Tuz NaCl, Na,SO4 Boyama

Yuzey aktif maddeler | Etoksile fenoller | Bircok kaynaktan

Metaller Bakir, Cinko, vb. | Boyalar

Organikler Klorlu solventler | Yikama, makine temizleme
Biyosidler Pentaklorofenol | Yun elyaf kirletici

Toksik anyonlar sulfar Sulfir Boyama

Moll tarafindan boya parcalanma urlnlerinin kanserojen potansiyeli 1991' de 6zetlenmistir [14], [17].
Hayvanlarda yapilan testlerde renklendirici ailesinin yaklasik % 70" ini olusturan azo boyalar sinifina
ait az sayida boyada kanserojen etki bulunmustur. Moll' un yaptigi calismada azo boyalarin kimyasal
yapilarina gore bu boyalarin toksisitesi degerlendirildi. Bu toksisitenin azo baginin indirgenmesi veya
enzimatik sistemlerin etkisiyle meydana gelebilecedi bulundu. Bu sinirli sayida boya icin, azo
renklendiricilerin bozunmasi sonrasinda olusan aromatik aminlerin metabolizmada kanserojen etki
meydana getiren baslica etken oldugu sonucuna varilmistir. 1994' te Alman Hukimeti Cizelge 3.5' te
verilen aromatik aminleri iceren bazi azo boyalarin kullanimini yasaklamistir [14].

Cizelge 3.5. 1994' te Alman HukUmeti Tarafindan Yasaklanan Kanserojen Aromatik Aminlerin Listesi [14], [17].

4-aminodifenil 3,3'-dimetilbezidin

Benzidin 2-metoksi-5-metilanilin
2-amino-5-klorotoluen 3,3'-dimetil-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 yinliin boyanmasindan kaynaklanabilmektedir. Boyalarda agirlikca
% 3' ten % 4' e varan oranlarda bulunan agir metallerin kaynagi énceden metallendirme islemidir.
Bu 6n metallendirme islemine bazik boyalarin hazirlanmasinda cinko tuzlarinin kullanimi, boyalarin
yukseltgenmesi ve tutunmasi icin dikromatlarin kullanimi ve yiin boyamada gérev alan krom bilesikleri
ornek olarak verilebilmektedir [14].

Cizelge 3.6. Atik sulardaki agir metal kaynaklari [16].

Metal Kaynagi

Arsenik Elyaf

Kadmiyum Tuzdaki safsizlik

Krom Boyalar, Laboratuvar

Kobalt Boyalar

Kursun Boyalar, su tesisati

Bakir Boyalar, elyaf

Manganez Permanganat seridinden (ktf 6nlemi)
Civa Boya, hammaddedeki kimyasal safsizlik
Nikel Boyalar

GUmus Resim uygulamalari

Kalay Apre Kimyasallari, su tesisati

Titanyum Elyaf

Cinko Boyalar, hammaddedeki safsizlik, su tesisati

Cizelge 3.7. Boyalarin agir metal icerigi [14], [16].

Metal Konsantrasyon (ppm) | Boya tipi
Arsenik <1-14 Reaktif
Kadminyum | <1 Hepsi
Krom 3-83 indigo
Kobalt <1-3.2 Asid
Bakir 33-110 indigo
Kursun 6-52 Reaktif
Civa 0,5-1 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 cinko ve eser miktarda civa, kadmiyum
ve arsenik icermektedir [16]. Bazi ylkseltgeme ve indirgeme ajanlari metaller (dikromat ve permanganat)
icermektedir. Fakat bazi durumlarda bu kimyasallar uzun stire kullanilmamaktadir. Metaller ayrica
son islemlerde antibakteriyel ve koku énleyicilerde, su gecirmezlerde ve alev geciktiricilerde de
bulunmaktadirlar [16].
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3.2.3. Yardima Kimyasallar

Tekstilde kullanilan boyalar harici diger yardimcr kimyasallarin da kirlilik potansiyeli vardir. Amerika'
da yapilan bir calismada boya atiklarinin biyolojik oksijen ihtiyacinin (BOI) toplam tekstil boya atik
yuk( BOI' ye oraninin sadece % 10-30 arasinda oldugu bulunmustur. Tek basina asetik asit boyahane
BOI' sinin % 50 ile % 90" in1 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, kopuk kesici ve i1slatma ajanlari vb.) katkisi % 25 ile % 35 arasinda olmustur.
Kirliliklerin iki temel kaynagi ytzey 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 [16].

3.2.4. pH

Su hayatinda pH énemli bir parametredir. Ozellikle asidik pH' a sahip atik sular korozyona sebep
olmaktadir. pH' In 5 - 9,5 arasinda 6ldurtci etkisi olmamasina karsin mikroorganizmalarin gelismelerini
olumsuz etkiledigi saptanmistir. pH degdisimleri zararh etkilere ve balik 6limlerine yol acabilmektedir.
Ayrica pH bir¢cok maddenin ve 6zellikle metallerin zehirlilik derecesini de etkilemektedir [18].

3.2.5. Renk

Tekstil atik sulari baglanmayan boya kalintilari icerdiklerinden renkli olmaktadirlar ve gérintu kirligi
olusturmaktadirlar. Atik sudaki renk ise, sudaki canli yasamini olumsuz etkilemektedir. Glnes isinin
suyun derinliklerine gegisini engelleyerek yansitmaktadir. Boyalar ve renkleri sudaki ¢6zinmus oksijen
miktarini dtstrerek sudaki canli yasami icin tehlike olusturmaktadirlar.

Atik sulardaki rengi 6nlemek icin bazi kisitlamalar getirilmistir Alici ortamda renk parametresi 300
birimden (Pt-Co) fazla 6lculurse isletme gerekli 6nlemleri almasi ve diizenlemelere uymasi konusunda
yaptirim uygulanmasi karari alinmistir ve bu kisitlamalari iceren kurallar Resmi Gazete' de Su Kirliligi
Kontroll Yonetmeligi adi altinda yayinlamistir [19].
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BOLUM 4

TEKSTIL ATIK SULARININDA BOYALARIN GiDERILME YONTEMLERI

Ozellikle gelismis Glkelerde yasa yapicilar giderek artan sorunlara neden olan tekstil ve boya sanayi
icin cevre ve halk saghgi ile ilgili cevre mevzuatinin kati bir sekilde uygulanmasini istemektedirler.
Atik desarji icin mevzuat ve renk standartlari farkh Glkelere gére degismektedir. Renk standartlari
belirlemek icin bazi yontemler vardir [20], [21], [22].

Tekstil atik suyunun 6zelligine gore aritma yontemleri degisebilmektedir Genel olarak tekstil atik
sularinin arrtilmasi t¢ ana baslik altinda toplanmaktadir [13].

Cizelge 4.1. Atik su aritma yontemleri [20].

Fiziksel Kimyasal Biyolojik
Adsorpsiyon H,0, oksidasyon Bakteriyal aerobik
Sedimentasyon Fenton Oksidasyon Bakteriyal aneorobik
Flotasyon Ozon Alg

Koagulasyon Klorinasyon Mantar

Membran filtrasyon Fotokimyasal Oksidasyon Maya

Radyasyon Elektrokoagulasyon

4.1. Fiziksel Aritma
4.1.1. Adsorpsiyon

Etkili kirletici giderimi, ekonomik olarak uygun olmasi nedeniyle olumlu ilgi gérmektedir. Adsorpsiyon
bircok fizikokimyasal faktérden etkilenmektedir. Bunlar; boya sorbent etkilesimi, adsorban yiizey
alani ve partikal bayakluga, sicakhk, pH ve temas stresi. Adsorpsiyon malzemeleri olarak aktif karbon,
turba, odun yongalari, komur ve kl, silika jel, mikrobiyal biyok(itle ve diger ucuz malzeme (6rnegin,
dogal kil, misir kogani, piring kabugu) sinek kullanilir [20].

4.1.2. Sedimentasyon

Bir kati-sivi ayirma yontemidir. Sedimentasyon kimyasal veya biyolojik yontemlerin kombinasyonundan
olusan boya iceren partiktller veya boya parcalanma Urinlerinin pihtilasma/cokelme veya bazi diger
kimyasal yontemler ile, veya degisik metaryaller Gzerine adsorpsiyon ile uzaklastirilmasinda kullanilir.
Yuksek camur Gretimi olumsuz yanidir [20].

4.1.3. Membran Filtrasyonu

Boya molekdullerini atik sudan uzaklastirmak igin kullanilabilmektedir. Membranlarin siniflandirmasi
farkli molekuler agirliklari ile atiklari tutan gézenek biyikligu temel alarak gerceklestirilmistir. Boya
ayirma igin, ters osmoz (MWCO <1000), nanofiltrasyon (500 <MWCO <15000) ve ultrafiltrasyon (1000
<MW(CO <100000) membranlar boya 6zelliklerine bagli olarak kullanilabilir. Ayrica, boya ayirmak icin,
membranlar sedimentasyon yerine adsorpsiyon ve koagulasyon/¢cékelmeden sonra kullanilabilir [20].
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4.2. Kimyasal Aritma

Kimyasal yéntem ile aritma boya atiklarinin koagule/¢okturici ajanlar kullanilarak renk
uzaklastiriimaktadir. Bu proseste aliminyum(Al+3), kalsiyum (Ca*2) veya demir (Fe*3) iyonlarinin
kullanilmasini gerektirmektedir. Bu ajanlarin yaninda diger ajanlarda bu proses i¢in kullanilmaktadir.
Prosesi gelistirmek igin flotasyon ve koagulasyon birlikte kullanilabilir. Genellikle bu proses dispers,
sulfar, ve vat boyalarinin uzaklastiriimasi ekonomiktir. Bu yéntemin olumsuz yani ise, islem sonunda
buytk miktarlarda konsantre camur Uretilir. Bunun yaninda boya giderme pH' ya bagimlidir. Kimyasal
yontem ile suda kolayca ¢6zlinebilen azo, reaktif, asit ve 6zellikle bazik boyalari icin genellikle uygun
degildir [23].

Kimyasal yontemler yatirim maliyetlerinin dtstik olmasi ve uygulama kolayligi nedeniyle en ¢ok
kullanilan yéntemlerdendir. En yaygin olarak kullanilan kimyasal yéntemleri; oksidasyon yontemleri
(Fenton ayiraci-Fe(ll) tuzlariyla aktive edilmis hidrojen peroksit, ozon, fotokimyasal yontem, sodyum
hipoklorit (NaOClI), elektrokimyasal yontem), kimyasal ¢coktlirme ve floktlasyon yontemi ve Cucurbituril
(Cucurbituril glikoluril ve formaldehitten olusan bir polimer) seklinde siralanmaktadir.

Cizelge 4.2. Boya gidermede fiziksel ve kimyasal yontemler ve onlarin spesifik dezavantajlari [5].

Yoéntem Dezavantaji

Fenton reaktifi Asiri camur Uretimi

Ozon Kisa yasam suresi (20 dk)

Fotokimyasal Yan urinlerin olusumu, daha zehirli bilesiklerin

Uretilmesi, zayif renk giderimi, oldukca yavas proses

NaOCl Aromatik aminlerin salinmasi

Ters Osmoz Cok pahali, yavas proses

Elektrokimyasal parcalama Yuksek elektrik maliyeti, zayif renk giderimi

Aktif karbon Cok pahali, asiri camur Gretimi

Yer kémura Adsobsiyon igin spesifik ylzey alani

Tahta parcalari Uzun islem gorme siresi gerektirmektedir
iyon degistirme BUtiin boyalar igin etkili degil

Membran Filtrasyonu Yogun ¢amur Uretimi

Isinlama Cok fazla ¢c6zinmus oksijen ihtiyaci
Elektrokinetik ¢coktlirme Fazla camur Uretimi

Silika Jel Ticari uygulamayi engelleyen yan reaksiyon

4.3. Biyolojik Aritma

Biyolojik aritmada organik bilesikler mikroorganizmalarin (bakteri, maya, mantar vb.) salgiladigi
enzimler tarafindan parcalanirlar.

Son zamanlarda yapilan calismalarda bircok boya tirini atik sudan giderebilme yetenegine sahip
mikroorganizma tirlerinin varligi tespit edilmistir. Biyoteknolojik yéntemler atik sularin aritilmasinda
fiziksel ve kimyasal ydntemelere kiyasla 6n plana ¢ikmaktadir [24], [25].

Biyolojik aritmanin ilk yatirim maliyetlerinin ylksek olmasina ragmen, kimyasal kullanimi gerektirmemesi,
daha az camur Uretmesi, maliyetinin daha distk olmasi, her boya tiir i¢cin uygun olmasi ve ¢evreci
olmasi nedeniyle kullanimi daha ¢ok tercih edilmeye baslanmistir.

N
34



Tekstil Atik Sularininda Boyalarin Giderilme Yéntemleri

4.3.1. Aerobik Aritma

Aerobik giderme; bakteri ve kUf (fungi) boya atik sularinin giderilmesinde yaygin olarak kullanilan
iki mikroorganizma grubudur. Aerobik kosullarda, bakterilerde bulunan enzimler atiksulardaki organik
bilesikleri pargalar [23]. Aerobik aritmada oksijen organik maddelerin oksidasyonunda kullanilmaktadir.
Geleneksel olarak kullanilan aktif camur sistemi tekstil endUstrisindeki bazi boyalarin parcalanmasinda
yetersiz kalmaktadir. Bircok sentetik boyalarin érnek olarak azo boyar maddeler, atik su aritma
fabrikalarinda aerobik sartlar altinda mikrobiyal parcalanmaya karsi direng gosterdikleri bulundu.
Aerobik mikrobiyal par¢lanmaya karsi gosterilen bu diren¢ boya malzemelerinin, kimyasal ve isik
kaynakli oksidatif etkiler sonucu renklerinin aciimasini engelleyecek sekilde sentezlenmelerinden
kaynaklanmaktadir. Boyalarin biyodegradasyonun azalmasini etkileyen diger faktorler ise, boyalarin
sudaki ylksek ¢c6zinurligad ve molekdl agirliklarinin yiksek olmasi nedeniyle hiicre membranlarinin
icine niflz etmelerinin gl¢liginden kaynaklanmaktadir [26].

4.3.2. Anaerobik Aritma

Anaerobik aritma, organik ve inorganik maddelerin, oksijenin yoklugunda mikroorganizmalarin
yardimiyla parcalanarak CO,, CHy, H,S ve NH; gibi son Grlnlere dénlsmesi olarak aciklanabilir.
Anaerobik aritma ilk olarak sadece camurlarin ctritilmesi amaciyla kullanilmaya baslanmis, ancak
atik sularda aerobik aritmaya kiyasla avantajlarinin kesfedilmesinden sonra bu alanda da yaygin bir
sekilde kullanilmaya baslanmistir. Ozellikle enerji maliyetlerinin nemli bir problem oldugu giiniimiizde,
aerobik aritmaya nazaran daha az enerji gerektirmesi ve hatta proses sonucu ortaya ¢citkan metanin
enerjiye donustlirulebilmesi anaerobik aritmanin daha da yaygin bir sekilde kullanilmasina neden
olmustur [27].

Boyar maddelerle yapilan anaerobik parcalanma calismalari, 6zellikle aerobik ortamda parcalanamayan
suda ¢6zunebilir reaktif azo boyar maddeler Gizerinde yogunlasmistir. Cift bagh azot halkasina bagl
bu boyalarin aerobik proseslerle aritilabilirliginin mimkin olmamasi anaerobik aritmayi gerekli
kilmaktadir. Anaerobik olarak renk gideriminin gerceklesebilmesi icin ilave karbon kaynagina ihtiyag
vardir. ilave karbon metan ve karbondioksite dénisturilmekte ve elektronlar aciga citkmaktadir. Bu
elektronlar elektron tagsima zincirinden azo-reaktif boyaya tasinmakta ve bu elektron boyayla reaksiyona
girerek azo bagini indirgemektedir. Bdylece anaerobik parcalanma sonucunda azo boyar maddelerde
renk veren azo bagi kirilmakta ve renk giderilmektedir. Bu renk giderimi prosesi oksijen tarafindan
inhibe edilmektedir. Bu ylizden boya atiklarini renksizlestirmek igin ilk adim diazo baginin indirgenerek
parcalandidi anaerobik kosullar altinda aritim gergeklesmelidir [28].

Cesitli yazarlar saf kulttrlerde aromatik aminlerin parcalanma yéntemlerini arastirmiglardir. Bununla
birlikte, saf olmayan karisik kiltirlerde parcalanma derecelerinin belirlenmesi zordur. Anerobik olarak
atik sularin renksizlestirmenin etkinligini arttirmak icin genellikle yardimci substrat eklenmektedir.
Metabolitlerin analitik olarak izlenmesi HPLC ile mUmkUndlr. Buna ragmen metabolitlerin bazilari
oksijen varhginda kararl degildir ve kendiliginden okside olabilece§inden daha uzun streler igin HPLC
ile 6lctilemeyebilir [12].

4.3.3. Biyosorpsiyon

Kimyasal maddelerin mikrobiyal kitle tarafindan adsorpsiyonu veya kutlede birikimi biyosorpsiyon
olarak adlandinimaktadir. Oli bakteriler, maya ve mantarlar boyar madde iceren atik sularin renginin
giderilmesinde kullanilabilmektedir. Bazi boyar maddeler biyokutle tarafindan % 40-80
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adsorblanmaktadir. 87 adet ¢alisilan boyanin % 62 sinde renk giderimi sorpsiyon ile basarili bir sekilde
gerceklesmistir. Stlfonik asid gruplarinin sayisina bagh olarak ¢6zinurlagu ytksek olan asid boyalarin
adsorpsiyonu dusuktur. Reaktif boyalar da diistik adsorpsiyon géstermektedirler. Buna ragmen, reaktif
boyalarin adsorpsiyonu hidrolizin kolayligina veya tzerindeki stilfon gruplarina bagh degildir. Direkt
ve bazik boyalar yiksek adsorpsiyon 6zelligine sahiptir. Dispers boyalar ise ytksek ile orta arasi

adsopsiyon 6zelligi gosterirler [14].

Cizelge 4.3. Tekstil Atik su Aritma Yontemlerinin Avantajlari ve Dezavantajlari [14], [29].

Nanofiltrasyon
Ultrafiltrasyon

buyuklukteki kirlilikleri
uzaklastirir

e lyi renk giderimi

o Hizli

e BUyUk hacimler icin
kullanilabilir

e lyonlari uzaklastirir

Yéntem Ornekler Avantajlar Dezavantajlar
Koagulasyon/ Alim e Basit ekipman e Camur Uretimi
Flokulasyon Kireg e Gorece hizli renk e Kimyasal ilavesi
Demir uzaklastirma o Yuksek calisma maliyetleri
polielektrolitler e KOI' de 6nemli azalma e Polieletrolitler tesisin ¢alismasini etkileyebilir
¢ Yeniden kullanim icin uygun degildir
o Reaktif boyalar uzaklastirilmaz
e pH kontrolu ihtiyaci
Membranlar Revers osmos e Belirli molekuler * Yiksek sermaye yatirimi

e Bazi atiklar aritilamamaktadir

¢ Hemen hemen tum safsizliklarda konsentrat
icerir.

e Konsentrat baska bir teknoloji ile
uzaklastiriimahdir

e Atik sudan saflastirilan safsizliklar yeniden
kullanim icin ¢ok yuksektir.

e Surekli temizleme ihtiyaci

e On aritma gerektirir

e Hassas pH kontrolu

Diyaliz
veya surekli
deiyonizasyon

e Saflastirilan atik su yeniden
kullanilabilir

e Katyon iceren atik su suyu
yumusatmak icin yeniden
kullanilabilir veya boyama
prosesinde kostik veya
karbonatin
uzaklastiriimasinda
kullanilabilir

e Atigin bir kismi aritilmaz

¢ Hemen hemen tum safsizliklarda konsentrat
icerir

e En azindan bir konsentrat baska teknoloji
kullanilarak arrtilmalidir.

e Organik materyal membranlari bozabilir

¢ fyonik olmayan turler uzaklastiriimaz.
e Sermaye ve kullanim maliyeti
bilinmemektedir.

e Blyuk hacimlere
uygulanabilir

Adsorbanlar Aktif karbon, silika, e lyi renk giderimi e Yiksek sermaye maliyetleri
komar, sentetik e Basit teknoloji * Yavas proses
polimerler e Bazi adsorbanlarigin dustk | ¢ Yenilenme veya atik maliyetleri
uygulama maliyeti e TUum boya tipleri icin tek adsorben uygun
e Solventlerin degildir
uzaklastiriimasi e Gerekli olan doz yuksek olabilir.
Yukseltgenme Ozon e lyi renk gidermi o Ylksek sermaye maliyeti

o Yiksek uygumla maliyeti

e TUm boya turlerinin uzaklastiriimasinda etkili
degil

e Oksidasyon urunleri bilinmiyor

Fenton reaktifi

e Hizl renk giderimi

e Basit uygulama

e Camurun tesisin ¢alismasini
arttirmasi

e Oksidasyon urunleri bilinmiyor
e Yiksek calisma maliyetleri

UV/Peroksid

e lyi renk giderimi

o Yiksek sermaye maliyeti
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Tekstil Atik Sularininda Boyalarin Giderilme Yéntemleri

Yontem Ornekler Avantajlan Dezavantajlari
UV/Katalist e Guclu oksidant e Yiksek yatirim maliyeti
e Etkili bir sekilde organik e Oksidasyon urunleri bilinmiyor

bilesikleri parcalar

Klorlama e Ucuz e Klorlu yan drtnler
e lyi renk giderimi

ingirgenme Kalay Klorur e lyi renk giderimi e Aromatik aminler olusabilir
e Azo boyalarin e Yetersiz parcalama
Hidrosulfit renksizlestirilmesinde etkili
Biyolojik Aerobik e Cozunmeyen boyalar icin | e Reaktif boyalar gibi ¢6ztinen boyalari
uygun renksizlestiremez
e Boyalarin e Buyuk hacimde camur tretimi
mineralizasyonunda e Blyik enerji ihtiyaci

genellikle sonucg verir

Anerobik e Renk gideriminde spesifik | ¢ Bilinmeyen parcalanma Urtnleri
degildir
¢ indirgeme mekanizmasi e Yiksek sermaye maliyeti

timuyle renksizlestirir
e Metan Uretilir

Evaporasyon e Atik suyu konsatre eder e Renk giderimi olmaz
¢ Yeniden kullanim icin o Yuksek yatirim maliyeti
uygun su Uretir e Yiksek uygulama maliyeti
Sulama e Ucuz e Topraga zararl etki
¢ Yalnizca renksiz ve toksik olmayan atik sular
icin uygun

e Otoritelerce kabul gérmemesi

EnduUstride atik sular icin kullanilan geleneksel fiziksel ve kimyasal aritma yontemlerinin yliksek maliyetli
olmasi ve her boya icin kullanilamiyor olmasi, uygulanmalarinin sinirli kalmasi yeni ydntemlerin
arastirilmasini ve kullanilma sunulmasini gerekli kilmaktadir. Ortamda ilave atik olusturmadan cok
hizl ve glivenilir olarak aritmanin enzimler, immobilize enzimler ve mikroorganizma yani biyobozunma
ile gerceklestirilmesi bu ¢alismayi diger kullanilan geleneksel ydontemlerden farkl ve dnemli kilmaktadir.
Ozellikle immobilizasyon islemi ile enzimlerin veya mikroorganizmalarin defalarca kullaniimasi
saglanacagindan, énerilen biyo-aritma yéntemlerinin diger ydontemlere kiyasla cok daha ekonomik
olmasi beklenmektedir. Bu yontemlerin uygulama da kolayli§i mevcuttur.
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Atik Sulardaki Boyalarin Renginin Enzimler ile Giderilmesi

ATIK SULARDAKi BOYALARIN RENGINiN ENZiMLER iLE GIiDERILMESi

Atik sudaki organik kirliliklerin oksidoreduktif enzimler ile giderilmesi fikri 1980' lerin basinda
gelistirilmistir. Enzimler uygun kosullarda aromatik bilesikleri parcalayabilmektedirler. Bazi peroksidazlar
ve lakkazlar atik su boyalarinin renksizlestirilmesinde kullaniimaktadir. Peroksidazlar tarafindan
boyalarin renksizlestiriimesinde baslatici olarak hidrojen peroksit kullanilmaktadir. Lakkaz enziminin
elde edildigi kaynaklardan saflastirilmasi islemleri kullanimini sinirlamaktadir. Bitki kaynakli polifenol
oksidaz serbest molekiler oksijeni kullanarak aromatik kirleticileri renksizlestirmesi bir diger alternatif
enzim kullanimi olarak dikkat cekmektedir [30].

5.1. Horseradish Peroksidaz Enzimi (HRP)

Fenolik bilesikler insan saghgi bakimindan potansiyel bir tehdit olusturduklarindan polimer prosesi,
fiber endUstrisi ve yag rafinasyonunda yer alan zararl kirleticilerdir. Peroksidaz varliginda hidrojen
peroksid ilavesi fenolleri oksitlemektedir. C6zinmeyen polimerler ise ¢okelmektedir. Horseradish
peroksidaz (HRP) fenol ve klorofenollerin polimerizasyonlari sonucu olusan serbest radikal olusumunu
katalizlemektedir. HRP'nin etkisini gdsterebilmesi icin optimum pH, HRP inhibitoéri 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 serbest radikal mekanizmasi ile fenolleri
gidermektedir [31].

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 kullaniimasi uygun gérinmektedir. Sulu ¢dzeltilerden fenollerin
HRP katalizinde fenol giderilmesini optimize etmek amaciyla son yillarda bircok calisma gergeklestirilmistir
[32], [33].

5.2. Lakkaz Enzimi

Lakkaz enzimi multintkleer bakir iceren mavi bakir oksidazlar sinifina ait bir glikoprotein yapil bir
enzimdir. Lakkazlar (E.C. 1.10.3.2) endUstriyel biyokatalist olarak kullanmak icin yiksek potansiyele
sahip benzodiollerdir. Lakkazlar molekiler oksijenin harcanmasinda gesitli organik bilesikleri
oksidasyonunu katalizler, o- ve N-dimetilasyon reaksiyonlarini gergeklestirir [34].

Lakkaz enzimi fenolik bilesiklerin uzaklastiriimasinda ve renk giderme calismalarinda kullaniimaktadir.
Ayrica tekstil endistrisinde agartma islemlerinde de uygulama alani mevcuttur.

5.3. Lignin Peroksidaz Enzimi (LiP)

Lignin peroksidazlar 40 kDa molekil agirhgina sahiptirler, glikolizdir, asidik izoelektrik noktalari vardir,
2.5-3.0 gibi distk pH degerleri vardir. Aktif bolgelerinde hem proteinleri ve protoporfirin IX icerirler.
LiP tipik bir peroksidaz gibi davranir ve H202 tarafindan iki elektron eksik Bilesik I' e yiikseltgenir. Bir
elektron eksik olan kisim ise Bilesik Il olarak belirlenmistir. Tipik peroksidazlar sadece fenol ve aromatik
aminleri okside etmelerine ragmen LiP' lar farkli olarak fenolik olmayan yapilari da okside eder [35].
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Atik Sulardaki Boyalarin Renginin Enzimler Ile Giderilmesi

5.3.1. Redoks Mediatorleri

Lakkaz aracili sistemlerin lignine karsi aktivitesi iki ana faktére baghdir. Birincisi enzimin redoks
potansiyeli, ikincisi mediatorin oksidasyonundan olusan radikallerin stabilitesi ve reaksiyona girme
kapasitesidir (Bourbannis vd. 1997a). Substratlar bayuklUkltlerinden dolayl enzimatik pakete direkt
giremediklerinden kictk birer molektl olan mediatérler devreye girer. Mediatér, bir ¢esit elektron
mekigi olarak davranan bir molakildir. Enzim tarafindan yikseltgendiginde oldukca kuvvetli yikseltgen
bir ara bilesik olusur. Enzimatik paketten difiz edildiginde herhangi bir substrati kolaylikla
oksitleyebilmektedir [36].

Polisiklik bilesiklerin, fenollerin, aromatik aminlerin, bifenillerin, pestisidlerin, insektisidlerin vb.lerinin
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 [37].
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Enzim Immobilizasyonu

BOLUM 6

ENZiM iMMOBILiZASYONU

Biyoteknolojik uygulamalarda enzimlerin yliksek sicakliklardaki hizli denatiire olmalari buyuk bir
problem olusturmaktadir. Enzimlerin biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilmeleri i¢in calisma
kosullarinda uzun sire kararli olmalari gerekmektedir. Stabilitenin uzatilmasi enzim tekrarlarinin
sayisini azaltacak ve boylece enzimin kullanimdaki maliyetini de dustrecektir. Normal sartlar altinda
enzimin katalitik olarak aktif dogal yapisi, hidrojen baglari, hidrofobik, iyonik ve vander waals
etkilesimleri gibi kovalent olmayan kuvvetler ile korunmaktadir. pH degisikligi ile bu kuvvetlerin etkisi
azalir ve protein molektlu acilir. Bu ise enzimin denatlrasyonu ile sonuglanir [33]. Denatlirasyonu
engelemek ve enzimin gevre kosullarina daha kararli hale gelebilmesi icin enzimler bir destege
immobilize edilmektedirler.

6.1. Enzim Stabilizasyonu
Serbest enzimlerin stabilizasyonu i¢in 5 ana yéntem mevcuttur [33]. Bunlar:
I. Dogal olarak yuksek stabiliteye sahip enzimleri Greten mikroorganizmalarin bulunmasi

Il. Stabilize edici maddelerin (nétral tuzlar, selat yapici maddeler, albiminler ve diger proteinler)
enzim cozeltilerine ilavesi,

[ll. Enzim molekdllerinin kimyasal modifikasyonu (bifonksiyonel reaktiflerin kullanimiyla molekdl
ici capraz baglama ya da agilasyon ve reduktif alkilasyon gibi reaksiyonlarla proteinlerin tglincal
yapilarindaki fonksiyonel gruplarin modifiye edilmesi)

IV. Protein muhendisligi
V. Enzimlerin immobilizasyonudur.

Enzim ile aritma henlz bir endUstriyel 6lcekte uygulanan bir yontem degildir. Serbest enzimlerin
sicaklia dayanamamak, yeniden kullanim imkaninin olmamasi, proteaz enzimlerin saldirilarina agik
olmalari ve inhibisyon vb. gibi eksiklileri vardir. Bu kisitlamalari asmak icin stabilitesinin yiksek olmasi,
yeniden kullanimi ve uygulamadaki kolayliklari gibi nedenlerden dolayi immobilize enzimlerin
kullaniimasi 6ne stralmustar [30].

6.2. Enzim immobilizasyonu

immobilize enzimi terimi ilk Enzim Mithendisligi Konferansinda 1971' de benimsendi. Biyokatalizlerin
immobilizasyonuna biyoteknolojik uygulamalarda diinya genelinde ilgi artmaktadir. immobilize
enzimler serbest enzime gore daha kararlidirlar. Ayrica immobilize enzimler tekrar ve strekli olarak
kullanilabilmektedir. Gintimuzde immobilize biyokatalizlerin uygulamalari; stereospesifik veya
“regiospesifik” biyoddnusim ile faydal bilesiklerin Gretimi, biyolojik prosesler ile enerji tretiminde,
cevre problemlerinin ¢6zUlmesinde belirli kirleticilerin ortamdan uzaklastirilmasinda, ytksek duyarlilik
ve spesifiklik ile bilesiklerin stirekli analizlerinde ve enzim ile iyilestirme ve yapay organlar icin yeni
tip ilaclarin gelistirilmesinde medikal uygulamalarda kullanilmaktadirlar [38].

Enzimlerin kati bir destek Gizerine immobilizasyonu immobilize enzimlerin endistride kullanimindan
dolayi yogun bir ilgi alanidir [39].

immobilizasyon yéntemi immobilize edilecek enzimin yapisina ve kullanim amacina gére secilir.
Kullanilan tastyici ve analiz edilen maddenin fiziksel durumu da segilecek yontem icin 6nemli
faktorlerdendir [33].
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Enzim Immobilizasyonu

immobilize enzimin 6zellikleri, hem enzim, hem de tasiyici materyalin 6zelliklerine baghdir.
immobilizasyon islemi ile birlikte enzimin kimyasal, biyokimyasal, mekanik ve kinetik ézellikleri
degismektedir. immobilizasyondan sonra enzimin aktivitesi, optimum pH ve sicaklik aralig, substrata
ilgisi ve stabilitesi farkli olmaktadir. Genellikle enzimin aktivitesi ve substrata olan ilgisi immobilizasyondan
olumsuz, optimum sicakhgi ve kararhhigr olumlu etkilenmektedir. Enzimdeki bu degisiklikler enzimin
yapisina, matriksin tirGne ve immobilizasyon kosullarina bagli olarak farkhdir [33], [40]. Cok sayida
dogal veya sentetik polimerler enzimlerin immobilizasyonunda kullaniimaktadir. Mikemmel stabilite
ozelliklerinden dolayi sentetik polimerler enzim immobilizasyonunda destek materyali olarak yaygin
kullanima sahiptirler. Sentetik polimerler bakteriyal saldirilara direnglidirler, istenen yapi ve 6zelliklerde
kolayca hazirlanabilirler [40], [41].

6.2.1. Enzimlerin immobilizasyon Yéntemleri

Biyokatalizlerin immobilizasyonu i¢in giinimuUzde yaygin olarak kullanilan yontemler gelistirilmistir.
immobilizasyon destek materyali kimyasal kompozisyonuna (organik, inorganik), dogal ve sentetik
olmasina gore siniflandirilabilir. Bu yéntemler kisaca; adsorpsiyon, iyonik baglanma, kovalent baglanma,

capraz baglanma ve enkapsilasyon olarak 6zetlenmektedir [38].

Cizelge 6.1. Boya gidermede immobilize oksidorediiktazlarin uygulamalari [5].

Enzim Kaynagi Destek materyali Uygulamalarn
Katalaz peroksidaz | Bacillus SF Cesitli alimin temelli Tekstil atiksuyunun reksizlestrilmesi
destekler
Lakkaz Coriolopsis gallica Agaroz Procion navy Blue HER
Lakkaz Trametes hirsute Alimina indigoid, azo ve antraquinoik boyalar
Lakkaz Trametes hirsute Alimina Tekstil atiksuyundan indigo parcalanmasi
Sclerotium rolfsii
Lakkaz Trametes versicolor bentonite/alginat Direct Red 28, Indigoid, Asid Blue 74,
polyporus Pinisitus, Antrakinoik boyalar
ascomycete
Myceliopthora
thermophilia
Lakkaz Trametes modesta Y-aluminyum oksid pelletleri | Antrakinonik ve trifenilmetan boyalar
Lakkaz Trametes modesta Allimina Reaktif Black 5 boyama atigi
Lakkaz Pleurotus ostreatus Cu-alginat, kitosan ile kapli Reaktorlerde RB 19 rensizlestirme
Cu-alginat
Manganez Membran reaktéri Orange Il
peroksidaz
Mikro-peroksidaz 11 | Sitokrom c Silika jel Suda ¢6ztinmeyen sentetik boyalar
Peroksidaz Horseradish Poliakrilamid jel Asid Black 10 BX
Peroksidaz Saccharum uvarum Hidrofobik destek (modifiye | 4 tekstil boyasi Procion Navy Blue, HER, Procion
polietilen) Brillant Blue H-7G, Procion Green HE-4BD, ve
Supranol Green
Peroksidaz Momordica charantia | Con A-Sefadeks, Biyoaffinity | 8 adet reaktif tekstil boyasi
destek
Polifenol oksidaz Solanum tuberosum | Celite 545 17 farkh tekstil boyasi
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Mikroorganizma ile Boya Giderme

MiKROORGANIZMA iLE BOYA GiDERME

7.1. Beyaz Ciiriikciil Mantarlar

Beyaz ¢lrlkcil mantarlar (“White Rot Fungi”) basidiomycetes sinifina aittirler. Trametes Versicolor
kUfu bir beyaz clirtikctil mantardir. Trametes Versicolor arastirmacilar tarafinda ¢ok calisilan ve 6zellikle
lakkaz enzimi Greten bir beyaz ctrikg¢il mantardir. Trametes Versicolor ayrica lignin peroksidaz ve
mangan peroksidaz enzimlerini de Gretmektedir [35], [42].

7.1.1. Mikroorganizma ile Renk Giderimini Etkileyen Faktorler

Fungal blyiime ve enzim Uretimi ve sonug olarak renk giderimi ve parcalanma bircok faktérden
etkilenmektedir. Bu faktorler; besiyeri icerigi, pH degeri, karistirma ve havalandirma, sicaklik ve
baslangi¢ boya konsantrasyonudur. Bu etkiler asagida kisaca agiklanacaktir [20].

7.1.2. Besiyeri icerigi

Besiyerinin icerigi fungal blylume ve renk giderme sistemlerinin Uretiminde en blylk etkiye sahiptir.
Mineral nutrientler ve diger katkilar ile birlikte karbon ve nitrojen kaynagi dnemlidir [20].

7.1.2.1. Karbon Kaynagi

Karbon kaynagi fungal buyime ve oksidantlar icin kaynak saglamak ve renk giderimi igin gereklidir.
Arastirma calismalarin cogunda glukoz karbon kaynagi olarak kullaniimaktadir. Diger alternatifler
ise; fruktoz, sukroz, maltoz, ksiloz ve gliserol, nisasta ve ksilan kullanilabilmektedir. Buna ragmen,
seliloz ve turevleri karbon kaynagi substratlari olarak kullanilmamaktadir. Karbon kaynagi ihtiyaci
organizmaya ve muamele edildigi boyaya gore belirlenmektedir [20].

7.1.2.2. Nitrojen Kaynagi

Fungal turleri arasinda bliyimede ve 6zellikle enzim Uretiminde nitrojen ihtiyaci oldukga farklidir. P.
Chrysosporium ile lignilinotik enzimlerin Uretimi nitrojen sinirlandiriimis kosullarda daha etkili oldugu
yaygin bir sekilde bilinmektedir. Diger taraftan B. adusta nitrojence zengin bir ortamda daha fazla
LiP ve MnP Uretmektedir. White rot fungi nitrojen kaynaklari olarak organik kaynaklar kadar inorganik
kaynaklari da kullanabilmektedir. inorganik nitrojen, bircok durumda amonyum tuzlari, fungal biyime
ve enzim Uretimi arastirmalari sirasinda kullaniimaktadir [20].
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Mikroorganizma ile Boya Giderme

7.1.2.3. Diger Bilesenler

BUyUme faktorlerinin kullanildigi bircok calisma vardir. Boya giderme teknolojilerinde bu bilesenlerin
kullanimi ekonomik degildir. Mikroorganizmalar bazi minerallere gereksinim duymaktadirlar. Ornegin
beyaz ¢lrikc¢ll mantar demir, bakir ve manganeze gereksinim duymaktadir. Bu mineraller atik suyun
bir pargasi olabilir veya ortama ilave edilmelidirler. Renk giderimini arttirmak igin veratril alkol,
triptofan ve aromatikler gibi (fenol ve anilin) distik molektl agirlikli redoks mediatoérleri de kullanilabilir
[20].

7.1.3. pH

En 6nemli degiskenlerden birisidir. Beyaz clirikg¢il mantarlar genellikle asidik pH degerlerinde gelisirler.
farkl boyar maddelerin gideriminde farkli optimum pH degerlerinde calisirlar. Mikroorganizmalarin
optimum pH' lari besiyerine, mantara ve mantarin enzim sistemine baghdir [25].

7.1.4. Oksijen

Beyaz ¢lrikcil mantarlar Greme ve gelismeleri icin gereken oksijen genellikle inkibasyon ortaminin
calkalanmasi veya havalandirilmasi ile elde edilmektedir. Yapilan calismalarda ¢alkalamali sartlarin
renk gideriminde daha etkili oldugunu gostermektedir [43].

7.1.5. Sicakhk

Beyaz ¢lrlUkcul mantarlar farkli optimum sicakliklarda gelisirler. Ancak ¢ogunlugu 25-35°C araliginda
gelismektedir [43].

7.1.6. Baslangic Boya Konsantrasyonu

Renk giderimi icin baslangic boya konsantrasyonun optimize edilmesi 6nemlidir. Boyalar
mikroorganizmalar icin toksiktir. Toksisite boyanin konsantrasyona ve mikroorganizma tirtine gére
degismektedir. Boyalarin yiksek konsantrasyonlari daima toksiktir. Literatlrde degisik kaynaklarda
50-1000 mg L1 araliginda calisilma yapilmistir [22].
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Cizelge 7.1. Tekstil boyar maddelerinin gideriminde farkli anaerobik proseslerin performansi [44].

Boya Boya tipi Reaktor tipi Boya Konsantrasyonu (mg/L) | Siire Renk Giderimi

Kongo Red Azo Kesikli 100 5 giin % 98

Direct Black 38 (Escherichia coli) % 72

Kongo Red Azo Kesikli 100 5 giin % 100

Direct Black 38 (Pseudomonas sp.) %83

Red RBN Azo Kesikli 100 20 saat % 95
(Proteus mirobilis)

Asid Orange 7 Monoazo HCYR 60 24 saat % 92

Direct Red 254 Diazo

Reaktif Red RB Reaktif Kesikli 953.2 24 saat % 94.9

Reaktif Black B 864.9 % 91

Remazol Blue 1031.3 % 63.6

Reaktif Orange 16 Reaktif Kesikli 350 6 saat % 80-98

Reaktif Black 5 Azo HCYR 250 20saat | ~ %100

Direct Red 28

Direct Black 38

Direct Brown 2

Direct Yellow 12

Basic Yellow 28 Azo HCYR 1000 5 glin % 90

Basic Yellow 21

Basic Red 18.1

Basic Violet Red 16

Basic Red 46

Basic Blue 16

Basic Blue 41

Orange 11 Reaktif Kesikli 100 10 giin % 99

Reaktif Black 3HN

Reaktif red 195 Monoazo Anaerobik-aerobik 100 18 saat % 85

Sumifix Supra Br Red 3BF AKR

Bisazo vinilsulfonil, Anaerobik-aerobik 20 18 saat % 63

Anthraquinon AKR % 64

Vinilstlfonil

Anthrakinon

Monoklorotriazenil % 66

Tekstil atik suyu indigo Kesikli 100 13gin | ~ % 100

Tekstil atik suyu Reaktif Akiskan yatakh 20 24saat | % 59
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Deneysel Calisma ve Deney Sonuclari

BOLUM 8

DENEYSEL CALISMALAR ve DENEY SONUCLARI

8.1. Horseradish Peroksidaz Enziminin Aktivite Tayini
8.1.1. Kullanilan Reaktifler

0,01M PBS; pH: 7.0

10 mM o-dianisidin

Ticari HRP enzim ¢ozeltisi (0,00025 mg/mL)

%3 H,0,

8.1.2. Horseradish Peroksidaz Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

25 °C deki calkalamali su banyosunda bekletilen deney tlplerine sirasi ile 885 pL PBS, 20 pL o-dianisidin,
10 pL enzim ¢6zeltisi konuldu ve 10 pl H,0, (% 3" lGk) eklenerek reaksiyon baslatildi. 10. dakika UV
spektrofotometrede absorpsiyon spektrumlari alinarak A, degerleri okundu [33].

8.1.3. Aktivite Degerlerinin Hesaplamasi (U/mg)

HRP aktivitesi, H,0, vasitasi ile o-dianisidinin ylkseltgenmis formunun 460nm'deki absorbansinin
spektrofotometrik olarak él¢tilmesiyle tayin edilmistir (o-dianisidin icin €,¢,: 11,3 mM-" cm' [33].

1 unite enzim aktivitesi, standart kosullar altinda 1 dakikada 1pmol substrati oksitleyen peroksidaz
miktari olarak tanimlanmaktadir [33].

U _ Aggp X 10°

M= o-dianisidinin molar absorpsiyon katsayisi (11.300 M-' cm-T)
t= Bekleme sUresi (10 dakika)
1 mol= 108 pmol

Cyrp= ENzim konsantrasyonu (0,00025 mg/mL)
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8.2. Horseradish Peroksidaz Enzimi ile Reaktif Blue 19 Boyasinin Giderilmesi

Stok boya ¢ozeltisi destile suda (33 mg mL") hazirlandi. Bu stok boya c¢6zeltisinden 10 pL calisilacak
tampon ¢ozeltiye ilave edildi (Boya konsantrasyonu: 110 mg L"). Boya ¢6zeltisine satin alinan Horseradish
Peroksidaz (HRP) enzimi ilave edildikten sonra H,0O, (Hidrojen Peroksidaz) baslaticisi ile reaksiyon
baslatildi ve belirli bekleme strelerinde dlgiimler yapildi.

Boya gidermenin incelenmesi icin UV-Vis. spektrofotometrede 200-800 nm arali§inda boyanin spektrumu
alinarak maksimum dalga boyu 594 nm olarak belirlendi. Boyanin enzim ile muamelesinden sonra
belirli sirelerde alinan kromatogramlar kaydedildi. UV-Vis. spektrofotometre ile boyanin en ylksek
absorbsiyon gosterdigi dalga boyundaki absorbans degerlerindeki dustsler kaydedildi. Baslangicta
Olculen boyanin absorbsiyonu dikkate alinarak belirli sirelerde dlctilen absorbanslar ile % boya kaybi
hesaplandi. Boya giderme spektrofotometrik olarak maksimum dalga boyundaki azalmanin hesaplanmasi
ile belirlendi. % boya giderme dederleri asagidaki denkleme gére hesaplandi.

(Abs;) — Abs,,))
% Boya Giderme: % X 100
Abs,;
(i)

Abs (i): boyanin maksimum dalga boyunda go6sterdigi absorbans degeri

Abs (t): Reaksiyon H,0, ile baslatildiktan sonra her bir bekleme siresi icin maksimum dalga boyundaki
absorbans degeri.

8.2.1.1. HRP Enzimi ile Boya Gidermenin Sematiksel Gésterimi

A. Tampon Cozeltisi (Farkli pH' larda)

B. 10 pL (Reaktif Blue 19) boya ¢ozeltisi (C,,: 33 mg mL")

C. 16,4 pyL enzim ¢ozeltisi (Enzim konsantrasyonu: 0,0033 mg mL")

D. 10 pyL H,0, (% 3' [uk) ve spekrum alinir. V. :3 mL' dir.

8.2.2. RB 19 Boyasinin HRP Enzimi ile Giderilmesine pH' in Etkisinin incelenmesi

Reaktif Blue 19 (RB 19) boyasinin satin alinan Horseradish Peroksidaz (HRP) enzimi ile hidrojen peroksid
(H,0,) baslaticisi kullanarak pH: 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 icin 30 °C' de 60 dakika boyunca UV-vis.
spektrofotometrede 200-800 nm arasinda spektrumlari alindi. Bu spekrumlardan RB 19 boyasinin
maksimum absorbans degeri olan 594 nm' deki degerleri kaydedildi ve ylizde (%) boya giderme
degerleri hesaplandi. pH: 5,0' te en ylksek boya giderme ylizdesine ulasildigi gizelge 8.1' de gorilmektedir.
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Cizelge 8.1. 30°C' de farkli pH' larda HRP enzimi etkisi ile % RB 19 boyasinin giderilme degerleri

% Boya Giderme
Zaman (dak.) | pH: 3.0 pH:4.0 pH: 5.0 pH: 6.0 pH: 7.0 pH: 8.0

0 0,10 2,21 7,09 1,50 0,10 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 15,35 82,38 25,21 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 0,41 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 25,38 93,58 47,32 2,91 0,64

9 0,52 26,88 93,87 49,36 3,32 0,85

10 0,62 27,88 94,16 54,72 3,84 0,95

15 0,83 31,80 95,11 65,99 6,23 1,27

20 0,93 34,20 95,59 74,46 8,10 1,59

25 0,93 35,71 95,88 80,79 9,97 1,91

30 1,03 36,71 96,07 85,41 11,84 2,22

35 1,14 37,41 96,07 88,73 13,50 2,54

40 1,34 37,91 96,17 91,09 15,26 2,75

45 1,34 38,11 96,36 92,70 17,03 3,07

50 1,45 38,42 96,65 93,78 18,69 3,39

55 1,55 38,62 96,65 94,85 20,35 3,60

60 1,55 38,72 96,65 95,60 22,01 3,81

100 -
—0— pH: 3.0
80 | —§— pH: 4.0
—_ —A— pH: 5.0
§
ué 60 | pH: 6.0
§ pH: 7.0
g 40 4 pH: 8.0
a
20
0 '»'«»‘»vwﬂwvl I ~ v O () * Y * —— Q
0 10 20 30 40 50 60
Zaman (dak.)

Sekil 8.1. 30 °C' de farkli pH' larda HRP enzimi etkisi ile % RB 19 boya giderme

Sekil 8.1' de goruldagu gibi pH: 5.0" te ilk 5. dakika icinde en ylUksek boya giderme degerlerine
ulasiimistir. pH: 6.0' ise 60 dakika sonra pH: 5.0' elde edilen boya giderme degerlerine ulasiimistir.
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8.2.3. RB 19 Boyasinin HRP Enzimi ile Giderilmesine Enzim Konsantrasyonun Etkisi incelenmesi

Farkli enzim konsantrasyonlarinin pH 5,0 ve 30 °C' de boya giderme (izerindeki etkisi incelendi.

Cizelge 8.2. RB 19 boyasinin (110 mg L™1) pH: 5,0 ve 30 °C' de farkli enzim konsantrasyonlarinda % boya giderme degerleri

% RB 19 Boya Giderme

Zaman (dak.) E1 E2 E3 E4 E5 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 27,1 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
20 96,45 95,83 95,67 93,94 91,41 69,21 43,2 20,67

Horseradish Peroksidaz enzimi pahali bir enzimdir. Boyalarin renginin giderilmesinde HRP enzimin
maliyeti enzimatik proseslerin kullaniminda kisitlayici olabilmektedir. Bu nedenle, en yiksek boya
giderme degerine en disik enzim konsantrasyonunda ulasmak gerekmektedir. Optimum enzim
konsantrasyonun belirlenmesi bu nedenle énemlidir. 110 mg/mL konsantrasyondaki boya c¢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 pg/mL, 1.65 pg/mL, 3.3 pg/mL, 6.6 pg/mL, 13.2 pg/mL) icin 1.
dakikada elde edilen boya giderme degerleri sirasi ile % 2, % 5, % 11, % 34, % 56, % 73, % 83 ve %
85 sonuclari elde edilmistir.

C* Farkli enzim konsantrasyonlarinda 594 nm' de boya giderme etkinligi (E1: 0,0132 mg/mL, E2: 0,0066
mg/mL, E3: 0,0033 mg/mL, E4: 0,00165 mg/mL, E5: 0,000825 mg/mL, E6: 0,00033 mg/mL, E7: 0,000165
mg/mL, E8: 0,0000825 mg/mL)+

100 -
90 - —o— 0,0132 mg/mL
90 - —— 0,0066 mg/mL
g 704 A~ 0,0033 mg/mL
g 60 -
= 0,00165 mg/mL
3 50 -
G 40 d 0,000825 mg/mL
©
§ 30 4 0,00033 mg/mL
0 AT ——  0,000165 mg/mL
104 e 0,0000825 mg/mL
0 = T T T 1
0 5 10 15 20
Zaman (dak.)

Sekil 8.2. RB 19boyasinin (110 mg L™1) pH: 5,0 ve 30 °C' de farkl enzim konsantrasyonlarinda % boya giderme (E1: 0,0132 mg/mL,
E2: 0,0066 mg/mL, E3: 0,0033 mg/mL, E4: 0,00165 mg/mL, E5: 0,000825 mg/mL, E6: 0,00033 mg/mL, E7: 0,000165 mg/mL,
E8: 0,0000825 mg/mL)
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8.2.4. RB 19 Boyasinin HRP Enzimi ile Giderilmesine Baslangi¢ Boya Konsantrasyonunun Etkisinin

incelenmesi

Deneysel Calisma ve Deney Sonuclari

pH 5.0 ve 30 °C' de RB 19 boyasinin farkli baslangi¢ konsantrasyonlarinda HRP enzimi ile boya giderme
etkisi incelendi. Boya giderme sonuglari Cizelge 8.3 ' te gosterilmektedir.

Cizelge 8.3. RB 19 boyasinin HRP enzimi ile farkli RB 19 boya konsantrasyonlarinda 10 dak. stiresince

pH: 5 ve 30 °C' de 594 nm deki % giderme degerleri

Farkli Boya Konsantrasyonlari (mg L") icin
% Boya Giderme Degerleri

Zaman (dak.)

Zaman (dak.) 28 55 110 166 263
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
& - —&
_ 80
S —o— 28 mg/L
E 60 —4— 55mg/L
é —4— 110 mg/L
§' 40 166 mg/L
263 mg/L
20
0+ T )
8 10

Sekil 8.3. RB 19 boyasinin HRP enzimi ile farkli RB 19 boya konsantrasyonlarinda 10 dak. stresince

pH: 5 ve 30 °C' de 594 nm deki % giderme degerleri.

Sekil 8.3' te goraldigi gibi boya konsantrasyonun artmasi ile de boya giderme etkisi devam etmektedir.
pH: 5.0 ve 30 °C' de 10 dak. gibi kisa bir stirede 28-263 mg L' konsantrasyonlari araliginda % 94 boya
giderme ylGzdesine ulasiimistir.
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8.2.5. RB 19 Boyasinin HRP Enzimi ile Giderilmesine Sicakhgin Etkisinin incelenmesi

pH: 5.0 ve farkli sicakliklarda 60 dakika boyunca RB 19 boyasi giderildi. Boya giderme ylzdeleri 25-
50 °C arasindaki sicakliklarda benzer sonuglar vermektedir. Sonuglar Cizelge 8.4' te gosterilmistir.

Cizelge 8.4. pH: 5,0 ve farkli sicakliklarda (25-50 °C) HRP enzimi ile RB 19 boyasinin (110 mg L-1) % giderilme degerleri

% RB 19 Boya Giderme
Zaman (dak.) 25°C 30°C 35°C 40 °C 45 °C 50 °C
0 16,82 7,09 34,42 16,22 23,68 24,49
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 91,36 90,9 94,25 90,31 90,88 89,52
6 92,65 92,24 94,71 91,75 92,4 90,82
7 93,29 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
1001 T S = =
80 - —e— 25C
% —4— 30C
g 60 4|/ —a— 35C
-]
g 0. 40 C
Y
K A 45C
20 4 50 C
[
]
0 T T T T T )
0 10 20 30 40 50 60
Zaman (dak.)

Sekil 8.4. pH: 5,0 ve farkh sicaklklarda (25-50 °C) HRP enzimi ile RB 19 boyasinin (110 mgL-1) % giderilmesi
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8.2.6. RB 19 Boyasinin HRP Enzimi ile Giderilmesine Baslatici (H,0,) Konsantrasyonunun Etkisinin
incelenmesi

RB 19 boyasi icin H,0,'" in farkli konsantrasyonlarinin boya gidermeye olan etkisi incelendi. Deney
sonuclari Cizelge 8,5'da gosterilmistir.

Cizelge 8.5. RB 19 boyasinin HRP enzimi ile farkl H,O, baslaticisi konsantrasyonlarinda 15 dk. stiresince
pH: 5 ve 30 °C' de 594 nm % giderme sonuglari

% Boya Giderme

H,0, (Baslatici) Konsantrasyonu (mMolar)

Zaman (dak.)| 0,5mM | 1,0mM | 1,5mM | 3,0 mM | 6,0 mM
0 3,83 15,83 15,59 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 85,53 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 94,21 94,44 95,46
7 92,61 94,41 94,4 94,71 95,74
8 92,52 94,41 94,4 94,9 96,03
9 92,34 94,32 94,3 94,99 96,22
10 92,24 94,23 94,21 95,08 96,31
11 92,24 94,23 94,21 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 94,21 95,44 96,88

100 ~

— —o— 05mM
N
; —4— 1,0mM
g
§ —A— 1,5mM
[C)
© 3,0 mM
>
o
4]

6,0 mM

Zaman (dak.)

Sekil 8.5. RB 19 boyasinin HRP enzimi ile farkli H,0; (% 1' lik) baslaticisi konsantrasyonlarinda 15 dk. stiresince
pH: 5 ve 30 °C' de 594 nm % giderme
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8.2.7. RB 19 Boyasinin HRP Enzimi ile Giderilmesine Ure Konsantrasyonunun Etkisinin incelenmesi

6.0 M konsantrasyonunda Ure stok ¢Ozeltisi hazirlandi. pH: 5.0 ve 30 °C' de Urenin artan
konsantrasyonlarinda boya giderme %" si dismektedir. Boya giderme sonuclari Cizelge 8.6' da
gosterilmektedir.

Cizelge 8.6. RB 19 boyasinin HRP enzimi ile farkl tre konsantrasyonlarinda 30 dak. stresince pH: 5 ve 30 °C' de % giderme

RB 19 Boyasinin Giderilmesi (%)
Ure Konsantrasyonu (Molar)

Zaman (dak.) 05M 0,20 M 1,0M 1.5M 2,0M 25M
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
6 94,30 94,66 87,91 80,55 66,73 51,70
7 94,58 94,94 89,44 83,48 70,58 55,62
8 94,76 94,94 90,51 85,61 73,81 59,03
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

—e— 0,05M

g —— 02M
Q

£ A 10M
°

] 1,5M
©
>
o

a 20M

2,5M

0 5 10 15 20 25 30

Zaman (dak.)

Sekil 8.6. RB 19 boyasinin HRP enzimi ile farkli Gre konsantrasyonlarinda 30 dak. stresince
pH: 5ve 30 °C' de % giderme

Sekil 8.6' da, disik Gre konsantrasyonu iceren Reaktif Blue 19 boya ¢Ozeltisi daha ylksek ytuzdeler
ile boya giderilirken, boya ¢6zeltisindeki Gre konsantrasyonunun artmasi ile boya giderme degerlerinde
azalma go6zlenmektedir.
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8.2.8. NaCl Konsantrasyonunun RB 19 Boyasinin HRP Enzimi ile Giderilmesine Etkisi

Tuz yardimci kimyasal olarak tekstil endUstrisinde yardimci kimyasal olarak boyama islemlerinin bazi
asamalarinda kullanilmaktadir. Enzimin tuz iceren ¢6zeltide boya giderme etkinligini nasil etkileyecegini
goérmek amaciyla bu calisma yapildi.

Buyamada tuz kullanimin kazandirdigi kolayliklar séyle siralanmaktadir;
e boyar maddenin life olan ilgisini arttirir.
¢ boyar maddenin selliloz tarafindan alinma miktari artar.
e boyar maddenin lif Gzerinde homojen dagilimini saglar.
e boyar madde molekdillerinin kumasa yénlenmesini saglar.

Boyamada yukarida siralanan nedenlerden dolayi tuz kullanildigindan atik suda tuz varhiginin enzimin
boya giderme verimliligini etkisi incelendi.

3 M hazirlanan stok tuz cozeltisinden degisik hacimlerde alindi. Tuz konsantrasyonun artmasi ile ilk
birka¢ dakikada boya giderme %' si 80-90 lara ulasmasina ragmen, daha uzun slrelerde boya giderme
yuzdesi Gzerinde bir degisiklik gézlenmedi.

izelge 8.7. Farkli NaCl konsantrasyonlarinda pH: 5, 30 °C., RB 19 boyasinin HRP enzimi ile % giderilmesi
g 5 p y [¢]

RB 19 Boyasinin Giderilmesi (%)
Tuz (NaCl) Konsantrasyonu (Molar)

Zaman (dak.) | 0,05 M 0,1M 0,25 M 05M 1M 2M
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 90,98 91,32 92,09
4 91,16 91,68 92,41 92,49 92,39 92,58
5 92,04 92,79 93,33 92,83 92,75 92,83
6 92,27 93,01 93,68 93,18 92,87 92,95
7 92,82 93,56 93,79 93,18 92,75 93,08
8 93,15 93,56 94,02 93,29 92,75 93,20
9 93,37 93,67 94,25 93,41 92,87 93,33
10 93,59 93,78 94,37 93,53 92,87 93,45
11 93,81 93,78 94,48 93,76 92,87 93,57
12 94,03 94,01 94,60 93,87 92,98 93,70
13 94,14 94,12 94,60 93,99 93,10 93,70
14 94,25 94,12 94,71 94,10 93,22 93,82
15 94,25 94,23 94,83 94,22 93,34 94,07
16 94,36 94,34 94,94 94,34 93,46 94,07
17 94,36 94,45 95,06 94,45 93,46 94,19
18 94,59 94,56 95,17 94,45 93,58 94,19
19 94,70 94,56 95,29 94,45 93,70 94,19

20 94,70 94,67 95,40 94,45 93,70 94,19
21 94,81 94,89 95,40 94,57 93,82 94,31
22 94,81 94,89 95,52 94,57 93,82 94,31
23 94,92 95,01 95,52 94,68 93,82 94,44
24 95,03 95,01 95,63 94,68 93,94 94,44
25 95,14 95,12 95,75 94,68 93,94 94,44
26 95,14 95,12 95,75 94,80 93,94 94,44
27 95,25 95,23 95,86 94,80 94,05 94,44
28 95,25 95,34 95,86 94,80 94,05 94,56
29 95,36 95,45 95,98 94,91 94,05 94,56
30 95,36 95,56 95,98 94,91 94,05 94,56
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100 A e A A
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(G} 0,5M
©
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o 1,0M
2,0M
0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Zaman (dak.)

Sekil 8.7. Farkh NaCl konsantrasyonlarinda pH: 5, 30 °C, RB 19 boyasinin HRP enzimi ile % giderilmesi

8.3. immobilize Horseradish Peroksidaz Enzimi ile Boya Giderme

Calismanin bu béliminde; Horseradish peroxidase enziminin kati bir destege (polimer) immobilizasyonu
gergeklestirilmistir. Enzimin polimere immobilizasyonu ile baslica uygulama kolayligi, enzimin tekrar
kullaniimasiyla ekonomik katki saglanmasi, proteolitik bozunmaya karsi stabilizasyon (diren¢ kazandirma)
ve enzimin raf dmrinln arttirilmasi hedeflenmektedir.

8.3.1. Polisiilfon Polimerinin Modifikasyonu

3 g Bis-A-PSU-OH ve 3 g Bis-AF-PSU-OH, 30 mL diklorometan, 3 mL trietilamin ve 0,44 g metakril klortr
(10 mL dikloro metan icinde) azot ortaminda 3 boyunlu balona sirayla yavasca ilave edildi. Polimerin
modifikasyonu reaksiyonu sogukta gerceklestirildi. Reaksiyon 24 saat sonra durduruldu ve metanolde
¢oktlrme yapilarak saflastirildi. Elde edilen polimer etlivde kurutulduktan sonra toz PSU polimeri
dimetilasetamitte ¢6zllerek tekrar metanolde ¢oktirme yapilarak saflastirildi. Coktlrme islemi toz
polimer dimetilasetamidte ¢6zildikten sonra karistirici ile karisan 400-500 mL metanol ¢6zeltisinin
icine pastor pipeti ile damlatilarak yapildi.
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'k I T
OO IO
CH3 o CH3
n
Diklorometan Metakroil Klorir
24 saat Trietilamin
o o) o]
I I I
C S —cC
I I I
:(lj 0 C|:
CH3 CH3
Sekil 8.8. Bisfenol A polistlfon polimerinin metakrillenmesi
Q T Q Q I Q T Q
o cl: o |S| o) T OH
CF3 (0] CF3
n
Diklorometan Metakroil Kloriir
24 saat Trietilamin
o) CF3 o) o]
I I I I
ISR VanWy 7}
H,C =C CF3 o) C|=
CH3 CH3

Sekil 8.9. Bisfenol AF bazli polistlfon polimerinin metakrillenmesi

8.3.2. Modifiye Polimerlerin islenmemis Kumasin Uzerine Tutturulmasi

50 mg modifiye polimer islenmemis kumas parcasi tGizerine (2 cm? - 60 mg) emdirildi ve ettivde 80 °C'
de kurutuldu.
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8.3.3. Polimer Uzerine Enzim immobilizasyonu

Modifiye polimerin Uizerine Horseradish peroksidaz enzimi (0.1 M pH: 7.0 Fosfat Tamponu icerisinde)
damlatildi ve 48 saat + 4 °C' de bekletildi. Daha sonra immobilize enzim 0,1 M fosfat tamponu i¢cinde 1
gece bekletildikten sonra 2 kez 1 saat ara ile yikama yapilarak baglanmayan enzim uzaklastirildi [45].

o] o) o
| |
C S o—c
:I ° =
CH3 CH3
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Sekil 8.10. Enzimin modifiye A-PSU polimere immobilizasyonu
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Sekil 8.11. Enzimin modifiye AF-PSU polimere immobilizasyonu.
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8.3.4. RB 19 ve AB 1 Boyalarinin immobilize Horseradish Peroksidaz Enzimi ile Giderilmesi

Reaktif Blue 19 boyasi stok ¢dzelti konsantrasyonu 4 mg mL-! dir. Stok RB 19 c¢ézeltisinden 100 pL
alinarak 10 mL hacminde pH: 5.0 tamponuna ilave edildikten sonra Gizerine enzim immobilize polimer
birakildi. Baslangi¢ absorbansi UV-Visible spektrofotometrede 594 nm'de okundu. 100 pL H,0, ile
reaksiyon baslatildiktan 1 saat sonra tekrar UV-Vis. da 6l¢im yapildi ve boya giderme degderleri elde
edildi. RB 19: 40 mg L' (10 mL lik hacimdeki boya konsantrasyonu).

Asid Black 1 boya ¢ozeltisinin konsantrasyonu: 4 mg mL-'. Bu boya ¢6zeltisinde 25 pL alinarak 10 mL
hacminde pH: 5.0 tamponuna ilave edildikten sonra Gzerine enzim immobilize polimer birakildi.
Baslangic absorbansi 618 nm'de okundu. 100 pL H,O, ile reaksiyon baslatildiktan 1 saat sonra tekrar
UV-vis. da 6lciim yapildi ve boya giderme dedgerleri elde edildi. AB 1: 10 mg L' (10 mL lik hacimdeki
boya konsantrasyonu).

Not: kumas yaklasik 60 mg, polimer miktari 50 mg/kumas. Enzim miktari boya giderme calismalari icin:
0,41 mg/kumas. Kumas yaklasik 2 cm? olacak sekilde kesildi.

Cizelge 8.8. Reaktif Blue 19 ve Asid Black 1 Boyalarinin iki farkli immobilize enzim
(A-PSU immobilize enzim ve AF-PSU immobilize enzim) ile farkli gtinlerde tekrar kullanilmasi ile % giderilmesi

A-PSU AF-PSU immobilize
immobilize HRP HRP
Reaktif Asid Reaktif Asid
Tek Tek Blue 19 Black 1 Blue 19 Black 1
ekrar ekrarin boyasi boyasi boyasi boyasi
Kullanim Yapildigi
Sayisi Gin % Boya Giderme Degerleri
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
90_' 1. k. —=— RB 19 Boya
i —e— AB 1 Boya
w0l N2k
. 70
X |
o 60
g ]
§ 50 -
5 |
o 40
>
3 |
@ 30
20 -
10 -

Zaman (giin)

Sekil 8.12. A-PSU destegi Uzerine immobilize enzimin tekrar kullaniimasi ile
iki boyanin farkl gtinlerde giderilmesi (k: enzim polimer sisteminin tekrar kullanimi)
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Sekil 8.13. AF-PSU destegi Uizerine immobilize enzimin tekrar kullaniimasi ile
iki boyanin farkl gunlerde giderilmesi (k: enzim polimer sisteminin tekrar kullanimi)

8.3.5. immobilize Enzimin Farkli Kosullarda Aktivite Tayini

Horseradish Peroksidaz enzimi destek materyaline immobilize edildi. immobilizasyondan sonra 1 gece
fosfat tamponunda bekletildikten sonra 2 kez bir saat ara ile fosfat tamponu ile yikama yapilarak
baglanmayan enzim uzaklastirildi. Stok i, : 0,0686 mg/mL den ¢ 10,01 mg/kumas. Enzim miktari

enzim*

aktivasyon calismalari i¢in: 0,01 mg/kumas olacak sekilde stok ¢6zeltiden alindi.

Yontem
4850 pL Tampon ¢ozelti
100 pL o-dianisidin

Immobilize HRP ve 50 pL H,0, ilavesinden sonra, 10. dakida 460 nm' deki absorbans

degeri UV-Vis. spektrofotometrede okunarak aktivite degerleri

Aggo 106

U _
/mg_M Copp.t
€ -Chre-

formiline gore hesaplandi.

Me: o-dianisidinenin molar absorbsiyon katsayisi (11.300 M- cm 7).
t: bekleme zamani (dakika).

Cyrp - HRP konsantrasyoun (mg mL-").

Ao Baslangic A, - yikama ¢dzeltisinin A,

R
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2000_- —m— kumas-A-PSU-HRP
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Sekil 8.14. HRP ve immobilize enzimlerin 4 °C farkl strelerde bekledikten sonra
pH:5.0 ve 25 °C' de hesaplanan aktiviteleri

Sekil 8.14' te goruldigi gibi immobilize enzimler serbest enzime goére aktivitelerini daha uzun stire
korumaktadirlar. Enzim destek materyaline immobilize edilerek enzimin raf émrinin uzatildig: Sekil

8.14' te gorilmektedir.

2000_- —m— kumas-A-PSU-HRP
1800—- —8— kumas-AF-PSU-HRP
. HRP
1600 —
S 1400
s 1200—_
e 1000 —
2 1
€ 800
< i
600
400 —
200 -
0 T T T T T T T T T
3 4 5 6 7
pH

Sekil 8.15. HRP ve immobilize enzimlerin farkli pH ve 25 °C' de hesaplanan aktiviteleri
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Sekil 8.16. HRP ve immobilize enzimlerin pH: 5.0' te farkli sicakliklarda hesaplanan aktiviteleri

Sekil 8.16' da gorildugi gibi immobilize enzimler serbest enzime gére daha ylksek sicakliklara
dayanabilmektedir. Ayrica immobilize enzimin yiiksek sicakliga diren¢ kazandigi Sekil 8.17' de
gorilmektedir.

—m— kumas-A-PSU-HRP
1600 —
—o— kumas-AF-PSU-HRP
1400 Al
. 1200-
[=)]
E
2 1000 -
I
S
£ 800-
<
600 —
400 \_
200 T r T r T r T r T T T
10 20 30 40 50 60
Zaman (dakika)

Sekil 8.17. HRP ve immobilize enzimlerin pH: 5.0 ve 50 ‘C' de farkli bekleme stirelerinde hesaplanan aktiviteleri
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Cizelge 8.9. Polimerlerin ve polimerler Gzerine immobilize enzimlerin AFM goéruntilerinden elde edilen
ortalama yukseklik degerleri (Rp)

) Ortalama
Ornekler Yiikseklik
(nm)
Bisfenol A Polistilfon 6,05
Metakrillenmis Bisfenol A Polistlfon 11,68
Enzim bagl Bisfenol A Polistilfon 72,52
Bisfenol AF Polistilfon 2,04
Metakrillenmis Bifenol AF Polistlfon 43,14
Enzim bagl Bisfenol AF Polistlfon 62,79

8.4. Trametes Versicolor Mikroorganizmasi ile Boyalarin Giderilmesi

Boya giderme Uzerine mikroorganizmalarin dogrudan ya da mikroorganizmalardan saflastirilan
enzimleri kullaniimasi ekonomik ve cevreci olmasi nedeniyle arastirmacilarin dikkatini cekmektedir.
Atik sularin renksizlestirmesinde yaygin olarak beyaz ¢tirtik¢tl kufleri tercih edilmektedir. Bu ¢alismada
bir beyaz ¢urukgul kiifi olan Trametes Versicolor ile sentetik olarak hazirlanan boya ¢ozeltilerinin
renksizlestirilmesi ¢alismalari yapilmistir.

Mikroorganizma ile yapilan boya giderme calismalari kisaca asagida 6zetlenmektedir;

8.4.1. Mikroorganizmanin Kati Besiyerine Ekimi (% 3' liik malt agar kati1 besi yeri)

3 g. Malt agar ve 2 g. agar agar 100 mL destile suda ¢ozilerek otoklavda sterilizasyonu yapildi. Petri
kaplarina katilasmasi icin konuldu. Daha sonra petride Trametes Versicolor ktflinin Uretilmesi icin
25 °C' de 15 glin inkibasyona birakildi (Sekil 8. 18).

Sekil 8.18. Kati besiyerinde Trametes Versicolor'in tretilmesi
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8.4.2. Mikroorganizmanin Sivi Besiyerinde Uretimi

Sivi besiyerinin icerigi 250 mL' de 6,25 g. malt ekstrakt, 0,5 g. KH,PO, ve 0,1 g. K,HPO, olacak sekilde
hazirlanmistir. Daha sonra pH' 1 5,5'e ayarlanarak 121°C'de 1,2 atm basingta 15 dakika steril edildikten
sonra kullaniimistir [46].

Sekil 8.19. Sivi besiyerinde Uretilen misellerin Ustten ve yandan goérinust

8.4.3 Boya Giderme Besi Yerinin Hazirlanmasi

Boya giderime besiyerinin 50 mL' de 1,25 g. malt ekstrakt ve 0,05 g. glukoz olacak sekilde destile suda
hazirlandiktan sonra pH' 1 3,6-3,7' ye ayarlandiktan sonra otoklavda sterilizasyonu yapildi [46].

Sekil 8.20. Boya Cozeltilerine Sivi Besiyerinin ilavesinden sonraki goértnusleri
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8.4.4. Trametes Versicolor ile Farkli Boya Siniflarina Ait Boyalarin Giderilmesi
8.4.4.1. Asid Black 1 (AB 1) Boyasinin (Asidik Boya) Trametes Versicolor ile Giderilmesi

Asid Black 1 (AB 1) boyasi icin 6 farkli konsantrasyonda (100, 300, 500,700, 1000, 1500 mg L")
mikroorganizma ile boya giderme calismalari yapildi.

Cizelge 8.10. AB 1 boyasinin boya giderme besiyerinde pH: 3,6' da 30 °C' de Trametes Versicolor ile giderilmesi

AB 1 Boyasinin % Giderme Degerleri
Asid Black 1 (AB 1) Boya 4. giin. 4. giin.
Konsantrasyonu (mg/L) (Calkalamali Kosullarda) (Calkalamasiz Kosullarda)
100 89,30 79,68
300 87,07 82,51
500 91,10 88,93
700 94,53 92,36
1000 93,13 89,37
1500 97,60 91,95
100 -
90
9
@ 804
£
]
h=
O
© 70 -
>
a
—m— Calkalamal (4. giin)
60 — —e— Calkalamasiz (4. gtin)
50 T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Asid Black 1 Boya Konsantrasyonu (mg L")

Sekil 8.21. Asid Black 1 boyasinin farkli konsantrasyonlarinda boya giderme besiyerinde
Trametes Versicolor ile pH: 3,6' da 30 °C' de % giderilmesi

Asid Black 1 boyasinin giderilmesi calkalamali ve calkalamasiz olarak pH: 3.6 ve 30 °C’ de sabit sicakliga
getirilmis su banyosunda gerceklestirildi. Asid Black 1 boyasi icin, 4. giiniin sonunda en ylksek boya

konsantrasyonunda (1500 mg L") calkalamali ve calkalamasiz kosullarda sirasi ile % 98 ve % 92 boya
giderme degerleri elde edildi. Sekil 8.21' de calkalamali kosullarda elde edilen boya giderme degerlerinin
calkalamasiz kosullarda elde edilen boya giderme degerlerine gore daha ylksek oldugu goértlmektedir.

I
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Sekil 8.22. Calkalamali su banyosunda 4. giin sonunda 3 farkli konsantrasyonda
AB 1 boyasinin giderilmesi (mavi renk-kontrol)

Sekil 8.23. Calkalamasiz su banyosunda 4. giin sonunda 3 farkl konsantrasyonda
AB 1 boyasinin giderilmesi (mavi renk-kontrol)

Sekil 8.24. Calkalamasiz su banyosunda 4. giin sonunda 3 farkl konsantrasyonda
AB 1 boyasinin giderilmesi (mavi renk-kontrol)

N
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Sekil 8.25. Asid Black 1 (AB 1- NBB) boyasinin (700 mg/L) Trametes Versicolor ile 4. glin sonunda calkalamali
(% 93,5 boya giderme) ve calkalamasiz (% 91 boya giderme) kosullarda giderilmesinden sonra alinan UV-Vis. spekrumlari.
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8.4.5. Reaktif Blue 19 (RB 19) Boyasinin (Reaktif Boya) Trametes Versicolor ile Giderilmesi

Reaktif Blue 19 (RB 19) boyasinin da farkl konsantrasyonlarinda (100, 300, 500, 700, 1000, 1500 mg
L-7) hazirlanan boya ¢Ozeltilerinin boya giderme besi yerinde renk giderme calismalari yapildi.

Cizelge 8.11. Reaktif Blue 19 boyasinin boya giderme besiyerinde Trametes Versicolor ile pH: 3,6' da 30 °C' de giderilmesi

RB 19 Boyasinin % Giderme Degerleri
Reaktif Blue 19 Boyasinin 3. glin. 4, giin. 5. glin. 6. giin.
Konsantrasyon (Calkalamali (Calkalamali (Calkalamasiz (Calkalamasiz
(mg/L) Kosullarda) Kosullarda) Kosullarda) Kosullarda)
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
1000 50,55 88,79 18,02 25,71
1500 26,44 93,80 17,73 29,54
90 - /\/b\’/.
80 —m— Calkalamali (3. gtin)
. 1 —e— Calkalamali (6. giin)
= 1 Calkalamasiz (3. guin)
604 )
g ] —A— Calkalamasiz (6. guin)
= 50 -
.'E 4
v 40 -
©
> |
[ 30 -
20 | \ \
10 \
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Reaktif Blue 19 Boya Konsantrasyonu (mg L)

Sekil 8.26. RB 19 boyasinin boya giderme besiyerinde Trametes Versicolor ile pH: 3,6' da 30 °C' de %' de giderilmesi

Reaktif Blue 19 boyasi icin, en yliksek boya konsantrasyonunda (1500 mg L") 3. gtinde calkalamali ve
calkalamasiz kosullarda sirasi ile % 26 ve % 18; 6. giinin sonunda ise sirasi ile % 94 ve % 30 boya
giderme sonuclari elde edildi.

Ayrica, Sekil 8.21 ve Sekil 8.26' daki boya giderme sonuglari karsilastirildiginda Trametes Versicolor
ile Asid Black 1 boyasinin Reaktif Blue 19 boyasina gére daha kisa sirede daha yUksek boya giderme
ylzdesi ile giderildigi sonucu ¢ikarilmaktadir.

I
68



Deneysel Calisma ve Deney Sonuclari

8.4.6. Dianix (Dispers) Boyalarin Trametes Versicolor ile Giderilmesi
8.4.6.1. Dianix Yellow CC (DYCQ)

10 mg boya 100 mL destile su icinde beherde ¢6zuldl ve 50 °C' ye isitildiktan sonra boyanin su daha
iyi dagilmasi igin 0,025 (v/v) Tween 20 ilave edildi. Not: Dianix 6n eki ticari olarak kullaniimakta olup
dispers boyalar icin kullaniimaktadir. 50 mL Besiyerine 10 mL DYCC (1 mg, 20 mg L") ilave edildi.
Boyanin maksimum dalga boyu olan 432 nm' de % boya giderme hesaplandi.

Cizelge 8.12. Dianix Yellow CC boyasinin boya giderme besiyerinde
Trametes Versicolor ile pH: 3,6' da 30 °C' de %' de giderilmesi

Absorbans %
(432 nm) Giderme
Baslangic 0,517
4. gln. 0,177 65,76
10. glin 0,175 66,15

8.4.6.2. Dianix Reaktif Blue R (DRBR)

Sentetik Boya Cozeltilerinin Hazirlanisi: 10 mg Dianix Reaktif Blue R boyasi 50 mL metanol icinde
¢6zUuldu. 4 mL stok + 46 mL destile su + 50 yL Tween 20 (0,8 mg boya). 8 mL stok + 42 mL d.su + 50
pL Tween 20 (1,6 mg boya)

8.4.6.3. Dianix Navy CC (DNCC)

10 mg Dianix Navy CC (DNCC) boyasi 50 mL metanol icinde ¢6zildi. Stok Agg, nm: 1,538. 15 mL stok
boya + 35 mL d.su + 50 pyL Tween 20. (3 mg boya). 30 mL stok boya + 20 mL d.su + 50 pL Tween 20 (6
mg boya).

Cizelge 8.13. Dianix Reaktif Blue R (DRBR) ve Dianix Navy CC (DNCC) boyalarinin iki farkl konsantrasyonlarda
(DRBR 1: 16 mg L-1, DRBR 2: 32 mg L-1. DNCC 1: 60 mg L-1, DNCC 2: 120 mg L-1)
Trametes versicolor ile giderilmesinde elde edilen Absorbans degerleri

. DRBR 1 DRBR 2 DNCC 1 DNCC 2
sdre A max (618 nm) A max (618 nm) A max (582 nm) A max (582 nm)
Baslangic 0,536 0,636 0,441 0,719
7. gun 0,205 0,227 0,073 0,283
11. glin 0,135 0,215 0,049 0,145
18. glin 0,044 0,044 0,035 0,049

Cizelge 8.14. Dianix Reaktif Blue R ve Dianix Navy CC boyalarinin farkl iki konsantrasyonda
(DRBR 1: 16 mg L-1, DRBR 2: 32 mg L-1, DNCC 1: 60 mg L-1, DNCC 2: 120 mg L-1)
Trametes versicolor ile % giderilmesi

% Boya Giderme
Siire
DRBR 1 DRBR 2 DNCC1 DNCC 2
7.90n 61,75 64,31 83,45 60,64
11. glin 74,81 66,19 88,89 79,83
18. glin 91,79 93,08 92,06 93,18
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Sekil 8.27. UV-Vis. Spektrofotometre ile Dianix Navy CC boyasinin Trametes Versicolor ile
farkli strelerde renk gideriminin incelenmesi

1w DRBR (16 mg L ')
" DRBR 32mg L)
80 - W= DRBR (60 mg L ")
2 BN DRBR (120 mg L )
g  60-
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S 40—
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Sekil 8.28. Dianix Reaktif Blue R (DBRB) ve Dianix Navy CC (DNCC) boyalarinin
iki farkli konsantrasyonda Trametes versicolor ile % giderilmesi
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8.4.7. Gercek Tekstil Boya Atik Suyunun Trametes Versicolor ile Giderilmesi

Atik su soguk odada (+4 °C' de) bekletilmistir. Atik suyun maksimum dalga boyunun 522 nm oldugu
UV-Vis. spektrofotometre kullanilarak belirlendi.

1,500
Corlu Atik Su
1,000 |—
§ Corlu Atik Su (%50 sey.)
5800 Santrifiis Sonrasi
0,000 | |
200.00 400.00 600.00 800.00
nm.

Sekil 8.29. Bir tekstil fabrikasindan alinan atik suyun UV-vis. Spektrofotometrede incelenmesi sonucu elde edilen spektrumlar
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Cizelge 8.15. Bir tekstil fabrikasindan alinan atik suyun farkli pH' larda calkalamali su banyosunda

30 °C' de boya giderme besiyerinde Trametes Versicolor ile % giderilmesi

7 % Boya Giderme
aman
(giin) pH:2.0 pH:3.0 pH:4.0 pH:5.0 pH:6.0
7. gun 77,59 73,85 47,86 7,47 14,59
10. glin 80,00 74,20 49,64 11,03 18,86
90__ —m— 7.9in
80 - —e— 10. glin
70 -
£ 60-
g i
5 50—
° |
Y 40
©
g. 4
m 30
20 -
10 -
0 . . . . T " T " T
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pH

Sekil 8.30. Tekstil fabrikasi atik suyunun farklh pH' larda
Trametes versicolor mikroorganizmasi ile %' de giderilmesi

Sekil 8.30" da goruldugu tGzere Trametes Versicolor yuksek asidik pH’ larda daha yuksek bir yizde ile
tekstil atik suyunu giderebilmektedir.

Cizelge 8.16. pH 3,6' da farkli mikroorganizma hacimlerinde ve
HBT'li ve HBT'siz kosullarda ¢alkamali olarak 30 °C' de 50 mL atik suyun giderilmesi

% Boya Giderme

(Trametes Versicolor) pH: 7,0

Kosullar 4. Giin | 7.Giin
Crrametes $2¥§£L|or) (pH: 3,6) 60,48 | 63.21
zfr:rrl;estle\:/sl 3:i2¥§£zor) (pH: 3,6) 63,29 68,24
1.6 mM Redoks Mediarora (481) pH: 3.6 | ©/79 | 6470
5 mL Sivi Besiyeri 36,84 21,02
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Sekil 8.31. Farkh kosullarda calkalamali olarak 30 °C' de 50 mL atik suyun % giderilmesi

Cizelge 8.17. 250 mL atik suyun farkl besi yeri konsantrasyonlarinda 1,6 mM HBT' li ortamda
pH: 3,6' da 30 °C' de 10 mL sivi besiyeri (m.o) ile giderilmesi (Otoklavlanmadi)

. . % Boya Giderme (522 nm’de)
Besin Yeri
3. Giin 7. Giin 10. Giin
1,25 g Malt, 0,05 g glukoz (Besiyeri 1) 41,65 55,85 61,61
6,25 g Malt, 0,25 g glukoz (Besiyeri 2) 60,85 73,54 75,49
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Sekil 8.32. 250 mL atik suyun farkli besi yeri konsantrasyonlarinda 1,6 mM HBT' li ortamda
pH: 3,6' da 30 °C' de 10 mL m.o sivisi ile giderilmesi (Besiyeri 1: 1,25 g Malt, 0,05 g glukoz; Besiyeri 2: 6,25 g Malt, 0,25 g Glukoz)



Dianix terimi dispers boyalarin ticari olarak isimlendirilmesinde 6n ek olarak kullaniimaktadir. Dispers
boyalar tekstil endUstrisinde poliester fiberlerin boyanmasi icin yaygin olarak kullanilan tek boya
sinifidir. Dispers boyalarin suda ¢ézinUrlikleri distik oldugundan suda dispersiyon halinde bulunurlar.
Dispers boyalarin boya giderilmesinin incelenmesinde dispers boya c¢ozeltilerinin hazirlanmasinda
belirli kurallara dikkat edilmistir. Dispers boyalarin parcalanmasinin belirlenmesinde sulu ortamda
disik ¢ozunarlukleri nedeniyle bazi zorluklar vardir. Rengin giderilmesinin incelenmesi sirasinda
boyanin iyi ¢cozlinmesi icin esit hacimde metanol eklenmistir [47], [48]. Ayrica, dispers boya c¢ozeltilerinin
hazirlanmasinda boyanin suda daha iyi dagilmasi igin 0,025 (v/v) Tween 20 kullanilarak dispers boya
¢ozeltileri hazirlanmistir [49].

Dispers boyalarin giderilmesi calismalari pH: 3.6 ve 30 °C' de 5 mL Trametes Versicolor sivi besiyerinin
50 mL boya giderme besiyerine ilave edilmesi ile gerceklectirildi. Calkalamali kosullarda RB 19 ve AB
1 boyalarinin boya giderme degerlerinin calkalamasiz kosullara gére daha ylksek oldugundan dispers
ve tekstil atik sularinin giderilmesi sadece calkalamali kosullarda yapildi.

Dianix Yellow CC boyasi (20 mg L) 4. ve 10. glinlerde sirasi ile % 66 ve % 66 giderilmistir (Cizelge
8.12).

Dianix Reaktif Blue R boyasi iki farkli konsantrasyonda (16 mg L-1 ve 32 mg L") bir hafta sonunda
konsantrasyona gore sirasi ile % 62 ve % 64 oraninda giderilmistir (Cizelge 8.14).

Dianix Navy CC boyasi iki farkli konsantrasyonda (60 mg L-1 ve 120 mg L-1) bir hafta sonunda % 83
ve % 61 oraninda giderilmistir (Cizelge 8.14).

Tekstil atik suyunda ise bir cok farkl kosulun (pH, stire, redoks mediatoru etkisi, mikroorganizma
miktari, boya giderme besi yeri konsantrasyonu ) boya gidermeye olan etkisi incelendi.

7 gindn sonunda pH: 2.0’ da % 78 ve pH: 3.0’ te ise % 74 boya giderme degerleri elde edildi (Cizelge
8.15).

pH: 3.0’ te bir redoks mediatéri olan 1-Hidroksibenzotriazoliin (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 ylizdesinde % 8 bir azalma gorildi (Cizelge 8.16).

iki farkli hacimde sivi besi yerinden (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 boyasinin giderildigi
goralda (Cizelge 8.16).

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 giiniin sonunda % 56 ve % 74
degerlerine ulasiimistir. Boya giderme besi yerindeki maddelerin konsantrasyonu 5 kat arttirildiginda
boya giderme degerlerinde de belirgin bir artis gézlenmistir (Cizelge 8.17).
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BOLUM 9

GENEL SONUCLAR VE ONERILER

Horseradish Peroksidaz Enzimi ile Boya Giderme

Boya gidermeye Ure varliginin etkisi incelendi. 0,05 M - 1,5 M arasinda tre konsantrasyonu boya
giderimini olumsuz etkilememektedir.

Ortamda tuz varhigida boya giderimini olumsuz etkilememektedir.

Horseradish Peroksidaz Enzimi pH: 5 ve pH: 6' da reaktif boya (Reaktif Blue 19) ve asid boya
(Asid Black 1) boyalari yliksek renk giderme ylzdesi ile kisa slire iginde renksizlestirmektedir.

Horseradish Peroksidaz enzimi bazik boyalarin renksizlestiriimesinde cok az etki gdstermektedirler.

Buna karsin Horseradish Peroksidaz enzimi ile dispers boyalarin giderilmesinde ve fabrikadan
alinan atik sularin giderilmesinde olumlu sonug alinamamistir. Atik sudaki kimyasallarin enzimin
calismasini olumsuz etkiledigi distinilmektedir

Reaktif Blue 19
Boyasi (263 g.)

1000 L

+ pH: 5.0 / pH: 6.0
+ Enzim (0,825 g)
+ 1 L Baslatici (Hidrojen Peroksid)

10 dak (pH: 5.0) ve 1
saat (pH: 6.0) icinde boya
renksizlesir.

Sekil 9.1. Reaktif Blue 19 boyasinin Horseradish Peroksidaz enzimi ile boya giderme islemi
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immobilize Horseradish Peroksidaz Enzimi ile
Remazol Brillant Blue R (C.I: Reaktif Blue 19) Boyasinin Giderilmesi

Horserradish Peroksidaz Enzimi
0,41 mg/kumas

POLIMER

Etlvde + 4 ‘C'de 48 saat
—> | ™
Kurutma bekletme
Kumas Parcasi Kumas-polimer destegi

Baglanmayan enzimmin
uzaklastirilmasi Kumas-polimer destegi Gizerine
| > _ immobilize edilmis Horseradish
(iki kez yikama) Peroksidaz Enzimi

Sekil 9.2. Horseradish Peroksidaz Enziminin modifiye (aktiflestirilmis) polistlfon polimerine immobilizasyonu

Reaktif Blue 19 (40 g)/
veya
Asid Black 1 (NBB) (10 g)

1000 L

+ immobilize enzim (pH: 5.0)

+ 1 L baslatici (Hidrojen Peroksid)

v

1 saat sonra boya renksizlesir

7

Kumas dikkatlice yikanir ve
(Bir sonraki kullanima kadar + 4 °C'de
islak/nemli olarak bekletilir.)

Y

! immobilize enzim tekrar kullanilir.

Sekil 9.3. immobilize Horseradish Peroksidaz enzimi ile Reaktif Blue 19 ve Asid Black 1 boyalarinin giderilme islemi
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e Polistilfon polimeri sicaklia olan direnci ve film olusturma 6zelligi nedeniyle boya ¢6zeltisine
uygulandiktan sonra ortamdan ayrilmasinin kolay olmasi amaciyla immobilizasyon materyali
olarak tercih edildi.

¢ immobilize enzim Asid 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 sure aktivitesini korudugu gérulmektedir. Dolayisiyla,
immobilize enzim tekrar kullanilmak Gzere ¢cok daha uzun stre saklanabilir.

¢ immobilize enzimin serbest enzime gére sicakhga daha dayanikli oldugu belirlendi.

* immobilize enzim gercek tekstil atik suyu ve diger boya tirlerinde (dispers, bazik, solvent) etkili
olmadi.

Trametes Versicolor ile Boya Giderme

Avantajlar;

BUtUn boya turlerinde (asidik, bazik, reaktif, dispers ve gercek tekstil atik suyu) etkili
Dez avantajlari

pH ayari, boya giderimi 6ncesinde atik suyun pH sinin asidik pH' a (pH: 3,6) ayarlanmasi gerekliligi,
Boya giderme suresi uzun (7 giin.)

Mikroorganizma ile calismak deneyim ve bilgi birikimi istemektedir. Mikroorganizmanin tretilme
kosularinin steril olmasi gerekir. Gerekli laboratuvar kosullarinin saglanmasi gerekmektedir.

Sekil 9.4. Trametes Versicolor ile boya giderme isleminin asamalari
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Laboratuvar

(Mikroorganizma Uretimi)

Laboratuvar arag ve gerecleri;
- Otoklav (sterilizasyon)

- Ultraviyole Lambasi

- Santrifiij cihazi ve santrifiij tlipleri

- Oze (mikroorganizma ekimi icin)

- Etiiv (inkiibator)

- Destile Su Cihazi pH ayarlamasi ve
- Besiyeri pH ayarlamasi ve (asidik pH: 3,6) ve
Kimyasal ilavesi Mikroorganizma ilavesi)

Dezenfeksiyon

= Kanstirmal Havuz
Dengeleme On aritma Mikrooraanizma .=> Havuzu
Havuzu (Coktiirme) 9 UV-Lamba-

ile aritma
Ozonlama/Klorlama

Giris

Sekil 9.5. Trametes Versicolor ile renk giderimi islemi icin 6n goralen sistem

Boya giderme Uzerine mikroorganizmalarin dogrudan ya da mikroorganizmalardan saflastirilan
enzimlerin kullanilmasi ekonomik ve ¢evreci olmasi nedeniyle arastirmacilarin dikkatini cekmektedir.
Arastirmacilar, atik sulardaki boyalarin giderilmesinde yaygin olarak beyaz clrikgil mantarlar tercih
etmektedirler.

Endustride atik sular icin kullanilan geleneksel fiziksel ve kimyasal aritma yontemlerinin ytksek maliyetli
olmasi ve her boya icin kullanilamiyor olmasi, uygulanmalarinin sinirli kalmasi yeni ydontemlerin
arastirilmasini ve kullanilma sunulmasini gerekli kilmaktadir. Ortamda ilave atik olusturmadan cok
hizli ve glvenilir olarak aritmanin enzimler, immobilize enzimler ve mikroorganizma yani biyobozunma
ile gerceklestirilmesi bu calismayi diger kullanilan geleneksel yéntemlerden farkli ve 6nemli kilmaktadir.
Ozellikle immobilizasyon islemi ile enzimlerin veya mikroorganizmalarin defalarca kullaniimasi
saglanacagindan, 6nerilen biyobozunma ydntemlerinin diger yontemlere kiyasla ¢ok daha ekonomik
olmasi beklenmektedir.
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SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESI

. Horseradish Peroksidaz Enzimi ile Reaktif Blue 19 Boyasinin Giderilmesi
e Horseradish Peroksidaz Enzimi ile Reaktif Blue 19 Boyasinin Giderilmesine pH Etkisi

e Reaktif Blue 19 boyasinin Horseradish Peroksidaz enzimi ile giderilmesi calismalarinda farkl 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-Vis.
Spektrofotometrede boya giderme giderme degerleri incelenmistir. Bunun sonucunda pH: 5.0' te en
yUksek boya giderme degerlerine ulasiimistir.

e 30 °Cve pH: 5.0'te 3.3 pg/mL konsantrasyondaki Horseradish Peroksidaz enzimi 110 mg/L konsantrasyondaki
Reaktif Blue 19 boyasini 3 mM Hidrojen Peroksit baslaticisi ile reaksiyon baslatildiktan 5 dakika sonra %
91 ve 60 dakika sonra % 97 giderirken, pH: 6.0'da ayni sartlarda 60 dakika sonunda % 96 gidermektedir.
60 dakika sonunda pH: 5 (% 97) ve pH: 6.0'da (% 96) yaklasik ayni boya giderme yiizdesine ulasiimistir.
pH: 5.0'te ylksek boya giderme degerlerine Ph: 6.0'da oldugundan (60 dakika) cok daha kisa strelerde
ulasiimaktadir.

e pH: 3.0 ve pH: 8.0'de boya giderme degerlerinin 60. dakika sonunda sirasiile % 2.0 ve % 4.0 olmasi
dikkat cekmektedir. pH: 3.0 ve pH: 8.0'de elde edilen cok dusik boya giderme degerleri Horseradish
Peroksidaz enziminin bu pH'larda aktivite gdstermediginden kaynaklanmaktadir.

e Horseradish Peroksidaz Enzimi ile Reaktif Blue 19 Boyasinin Giderilmesine Enzim Konsantrasyonun
Etkisi

e Boyalarin giderilmesinde HRP enzimin maliyeti enzimatik proseslerin kullaniminda kisitlayici olabilmektedir.
Bu nedenle, en ylksek boya giderme degerine en disik enzim konsantrasyonunda ulasmak gerekmektedir.
Optimum enzim konsantrasyonun belirlenmesi bu nedenle énemlidir.

e Enzim konsantrasyonunun artmasi ile boya giderme ytizdeleri artmaktadir. Ik 10 dakika icerisinde 6zelikle
distk enzim konsantrasyonlarinda enzim konsantrasyonunun artmasi ile boya giderme degerleri artmistir.
Bu deney sonuclarindan faydalanarak uygulamalar icin 20. dakikada % 90'in Uzerinde boya giderme
degerine ulagmasi nedeniyle 0,825 pg/mL enzim konsantrasyonun kullaniimasinin uygun oldugu sonucuna
varilmistir. Ayrica, Ulson de Souza ve arkadaslari yiksek enzim konsantrasyonlarinin boya giderme
calismalarr icin boya giderme degerlerine olumlu etki etmedigini belirtmislerdir [50].

e Reaktif Blue 19 boyasinin farkli kosullarda giderilmesinde enzim konsantrasyonunu sabit tuttugumuz
calismalarda boya gidermenin daha kisa stirede gerceklesmesi amaciyla 3.3 pg/mL enzim konsantrasyonunda
5. dakikada % 90'in Gzerinde boya giderme degeri elde edildiginden 3.3 pg/mL enzim konsantrasyonu
kullanilmustir.

e Horseradish Peroksidaz Enzimi ile Reaktif Blue 19 Boyasinin Giderilmesine Boya Konsantrasyonun
Etkisi

e RB 19 boyasinin farkli konsantrasyonlarinda (28, 55, 110, 166, 263 mg/L) giderilmesi 3.3 ug/mL enzim,
3.0 mM H,0, (hidrojen peroksit) konsantrasyonunda, pH: 5.0 ve 30 “C'de gerceklestirildi. Boyanin enzim
ile etkilesme siresi uzadikca boya giderme degerlerinin arttigi ve birbirine yaklastigi gértlmektedir. Boya
konsantrasyonu artmasina ragmen boya giderme etkisi devam etmektedir. pH: 5.0 ve 30 °C' de 10 dakika
gibi kisa bir stirede 28-263 mg L1 Reaktif Blue 19 boya konsantrasyonlari araliginda % 94 boya giderme
ylzdesine ulasiimistir. Horseradish Peroksidaz enzimi ylksek Reaktif Blue 19 boya konsantrasyonlarinda
da etkili bir boya giderme saglamaktadir.

S
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Horseradish Peroksidaz Enzimi ile Reaktif Blue 19 Boyasinin Giderilmesine Sicakhgin Etkisi

pH: 5.0 ve farkli sicakliklarda 60 dakika boyunca RB 19 boyasi giderilmesi incelendi. Boya giderme ylzdeleri
25-50 °C arasindaki sicakliklarda birbirine yakin boya giderme degerleri vermektedir. Calisilan batin
sicakliklar icin elde edilen boya giderme degerleri birbirine yakin olmakla birlikte en yliksek boya giderme
degerine 35 °C'de ulasiimistir.

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 baglatiimasi icin ilave edilen H,0," in farkli konsantrasyonlarinin (0,5 mM,
1.0 mM, 1,5 mM, 3.0 mM ve 6.0 mM) boya gidermeye olan etkisi incelendi. 0,5 mM Hidrojen Peroksit
baslaticisinin enzimin calismasi icin yeterli oldugu sonucuna varilmistir.

Horseradish Peroksidaz Enzimi ile Reaktif Blue 19 Boyasinin Giderilmesine Ure ve Tuz
Konsantrasyonunun Etkisi

Boyama islemleri sirasinda kullanilan yardimci kimyasallar arasinda Gre ve tuz kullanilmasi ve bu yardimci
kimyasallarin atik sulara karstigr durumlar icin bu kimyasallarin boya giderme verimi Uzerine etkisi incelendi.

0,05M,0,2M, 1.0 M, 1.5 M, 2.0 M ve 2.5 M Ure iceren Reaktif Blue 19 boya cozeltileri hazirlandi. pH:
5.0 ve 30 °C' de 110 mg/L konsantrasyondaki Reaktif Blue 19 boyasina 3.3 pug/mL Horseradish Peroksidaz
enzimi ile 30 dakika slresince boya gidermeye (re etkisi incelendi. DusUk Ure konsantrasyonu iceren
Reaktif Blue 19 boya c¢ozeltisi daha ylksek ytzdeler ile boya giderilirken, boya cozeltisindeki tre
konsantrasyonunun artmasi ile boya giderme degerlerinde azalma gdzlenmektedir.

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/mL) cozeltileri
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 stresince boya gidermeye tuz (NaCl) etkisi incelendi. Tuzun
boya gidermeye herhangi bir olumsuz etkisi olmadigi sonucuna varildi.

immobilize Horseradish Peroksidaz Enzimin Serbest Enzime Gore Kazandigi Ozellikler ve
immobilize Enzim ile Reaktif Blue 19 ve Asid Black 1 Boyalarinin Giderilmesi

Serbest enzim immobilize enzimlere gére daha kisa stirede aktivitesini kaybetmektedir. AF-bazli polistlfon
destek materyaline immobilize enzimin aktivitesi A-bazli (met) polistlfon destek materyaline bagl enzimin
aktivitesini daha uzun sire korumaktadir. Burada AF-bazli polistilfon destek materyaline bagli Horseradish
Peroksidaz enzimi aktivitesini biraz daha yuksek goérilmesi AF-bazli polistlfon polimerinin yapisinda
bulunan Flor gruplarindan kaynaklandigi dustndlmektedir.

ik glin A bazli destek materyaline ve AF bazli destek materyaline immobilize enzimler Reaktif Blue 19
boya cozeltisinde 60 dakika bekletildikten sonra sirasi ile boyayl % 84 ve % 86 oraninda gidermislerdir.
Asid Black 1 boyasi (10 mg/mL) ise immobilize enzimler tarafindan sirasi ile % 86 ve % 87 oraninda
giderilmistir. Immobilize enzimler daha sonra tekrar kullanilmak amaci ile + 4 °C'de bekletilmislerdir.

Immobilize enzimler 12 gln sonra 3. kez kullanimlarinda ise Reaktif Blue 19 boyasini sirasi ile % 62 ve
% 52 oraninda giderirken, Asid Black 1 boyasinin sirasi ile % 70 ve % 67 oraninda gidermislerdir.



Deney Calismalarin Ozeti ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

. Beyaz Ciiriik¢iil Mantar (Trametes Versicolor) ile Boyalarin Giderilmesi

e Dianix Yellow CC boyasi (20 mg L1 ) 4. ve 10. glinlerde sirasi ile % 66 ve % 66 giderilmistir. Dianix
Reaktif Blue R 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 boyasi iki farkli konsantrasyonda
(60 mg L-1 ve 120 mg L") bir hafta sonunda % 83 ve % 61 oraninda giderilmistir.

o Tekstil atik suyunda ise bir cok farkli kosulun (pH, stre, redoks mediatori etkisi, mikroorganizma miktari,
boya giderme besi yeri konsantrasyonu ) boya gidermeye olan etkisi incelendi.

e 7 giniln sonunda pH: 2.0' da % 78 ve pH: 3.0' te ise % 74 boya giderme degerleri elde edildi.

e pH: 3.0' te bir redoks mediatéri olan 1-Hidroksibenzotriazolin (HBT) boya gidermeye etkisi incelendi.
4.14 mM HBT boya giderme besi yerine ilave edildiginde 7 glinin sonunda % 66 boya giderme sonucu
elde edildi. 4.14 mM HBT ilavesi ile boya giderme ylzdesinde % 8 bir azalma goraldu.

o ki farkl hacimde sivi besi yerinden (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 boyasinin giderildigi gorulda.

o ki farkli 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 gideriimesinde ise sirasi ile 7 giiniin sonunda % 56 ve % 74 degerlerine
ulasiimistir. Boya giderme besi yerindeki maddelerin konsantrasyonu 5 kat arttirildiginda boya giderme
degerlerinde de belirgin bir artis gézlenmistir.
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