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Toksik ozelliklere sahip tekstil endiistrisinde kullamilan boyar maddelerin
desarj sularinin ¢evre kirliligine neden oldugu bilinmektedir. Bu baglamda
boyarmadde igeren tekstil endiistrisi atik sularinin renk giderim siiregleri
ekolojik agidan biiyiikk 6nem kazanmaktadir. Reactive Black 5 (RB5) boyasi,
tekstil endistrisinde yaygin olarak kullanilan reaktif boyalardan biri olup
Tekstil boyas: diazo bir boyadir. Bu gahsmada, mor kiikiirtsiiz fotos_entetik bakteriler olan
Reactive black 5 Rhodopseudomonas palustris, Rhodobacter sphaeroides ve Rhodoplanes
Dekolorizasyon piscinae suslarinin RB5 boyasimi dekolorizasyon yetenegi, seker atigi olan
Fotosentetik bakteriler melas yardimer substrati varliginda arastirilmistir. Boya konsantrasyonu 100
Mor kiikiirtsiiz bakteriler mg/L olacak sekilde besiyerlerine ilave edilmistir. Yardimci substratin
kullanildig1 ortamda boyanin dekolorizasyonu, spektrofotometrik olarak
takip edilmistir. FTIR analizleri ile boya gideriminin tespiti desteklenmistir.
100 mg/L RB5 boyasim igeren besiyerinde R. piscinae 51ATA susunun
%86,80 oraninda, R. palustris DSMZ127 susunun %82,37 oraninda ve R.
sphaeroides DSMZ 5864 susunun ise %84,06 oraninda dekolorizasyon
gerceklestirdigi tespit edilmistir. FT-IR analizinde, bakteri yiizeyinde
boyanin aromatik halkalarmin goriilmemesi boyanin bakteri tarafindan
kullanildigin1  diisiindiirmiigtiir. Boyanin FT-IR spektrumlarindan, diger
pikler gibi azo baglarindaki azotun da dahil oldugu azo piklerinin uzaklastigi,
boyanin bakteri tarafindan tamamen mineralize edildigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler:

The Use of Molasses in Decolorization by Purple Non-Sulfur Bacteria

ABSTRACT

It is well known that wastewater discharged from textile industry which
contains dyestuff causes environmental pollution. In these aspects,
decolorization processes of the textile waste water possess much importance.
Reactive Black 5 (RB5), which is widely used in textile industry, is a diazo
reactive dye. In this study, the decolorization ability of purple non-sulphur
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bacteria strains Rhodopseudomonas palustris, Rhodobacter sphaeroides and
Rhodoplanes piscinae in the presence of RB5 and sugar beet molasses as a
co-substrate, which is a by-product of sugar production, is investigated. The
dye concentration was adjusted to 100 mg/L in culture media. The dye
decolorization in media containing molasses as co-substrate was measured
spectrophotometrically. The dye degradation was supported by FT-IR
analysis. The decolorization percentages in media containing 100 mg/L RB5
were determined as 86.80, 82.37 and 84.06 % by R. piscinae 51ATA, R.
palustris DSMZ127 and R. spheroides DSMZ 5864, respectively. It was
considered that the bacteria used the dye since the aromatic rings of the dye
could not be determined by FT-IR analysis on the surface of the bacteria. It
was also determined from FT-IR analysis that the peaks belonging to the
nitrogen in the azo bond were removed as well as the other peaks of the dye
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resulting in the complete mineralization of the dye by the bacteria.

To Cite: Canpolat EY. Melasin Mor Kiikiirtsiiz Bakteriler Tarafindan Dekolorizasyonda Kullanilmasi. Osmaniye Korkut Ata
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi 2023; 6(2): 1221-1229.

1. Giris

Sanayilesme, gelismekte olan iilkeler i¢in ekonomik agidan kritik bir faktdr olarak goriilmektedir.
Modern sanayilesme hizi, tekstil, kozmetik, baski, ilag ve gida endiistrilerinde kullanilan sentetik
boyalarin her yil artan iiretimini tesvik etmektedir (Jamee ve Siddique, 2019). Boyama proseslerinin
diisiik verimliligi nedeniyle, kimyasal olarak degismemis boyalarin biiyiik bir kismi endiistriyel atik su
birakilmakta ve g¢evre kirliligine neden olmaktadir (Mourid ve ark., 2017). Cevresel riskleri en aza
indirmek i¢in, sentetik boyalarin biyolojik olarak giderilmesinde yeni yontemlerin arastirilmasi ve
gelistirilmesi iizerinde durulmaktadir (Rai ve ark., 2005; Jadhav ve ark., 2010).

Her y1l tiim diinyada ¢ok miktarda tekstil boyasi iiretilmektedir. Tekstil boyalari iginde azo boyalar, bu
endiistrisinde kullanilan en biiyiik ve en yaygin kullanilan sentetik boya smifidir (Samir Ali ve ark.,
2019; Srivastava ve ark., 2021). Boyalar suya birakildiginda daha basit molekiiler yapilar1 nedeniyle
daha kararli hale gelir. Ayrica bir veya daha fazla azo baginin varligi, mutajenik ve kanserojen yapilari
nedeniyle canlilar igin zararhidir (Droguett ve ark., 2020). Uretilen boyalarin %601 azo boyalardir ve
bu nedenle ¢ogu yapilan arastirmalar bu 6zel grubun atik sulardan giderilmesiyle ilgilidir (Guo ve ark.,
2014). Boyar maddelerin atik sulardan uzaklastirilmasi i¢in membran ayirma, elektrokoagiilasyon,
adsorpsiyon, oksidasyon, ozonlama gibi bir dizi yontem kullanilmaktadir. Atik su aritma
yontemlerinin maliyetli, diisiik verimli, siirli yonliiligii ve diger atik su bilesenleriyle etkilesime
girmeleri nedeniyle atik sudan sentetik boyalarin uzaklastirilmasi biiyilik ol¢iide yetersizdir (Lops ve
ark., 2019). Bu nedenle arastirmalar ¢evre dostu ve uygun maliyetli olduklart i¢in biyolojik aritma
yontemlerine dogru ilerlemektedir. Mantarlar, bakteriler, mayalar ve algler dahil olmak tizere ¢esitli
mikroorganizmalar, ¢esitli reaktif boyalarin bozunmasi ve renklerinin giderilmesi igin kullanilir, ¢linkii
bunlar ¢ogunlukla reaktif azo boyalar1 degisen ¢evresel kosullar altinda gidermektedir (Bhatia ve ark.,
2017; Eslami ve ark., 2019). Bunlarin arasinda, ¢esitli metabolik potansiyelleri, yiiksek stres
toleranslari, spor ve kist gibi yapilarin olusumuyla elverissiz kosullar altinda hayatta kalma yetenekleri
nedeniyle saha uygulamalar1 i¢in en ¢ok tercih edilen mikroorganizmalar bakterilerdir.

Birgok azo boyanin mineralizasyonu i¢in 6n kosul, indirgeyici ve oksidatif adimlarin bir
kombinasyonudur. ilk adim, renksiz bilesikler iireten anaerobik ortamda azo baginin indirgenmesi ile
azo boyalarmin renksizlestirilmesidir. ikinci adim, aromatik aminlerin aerobik kosullar altinda
tamamen parcalanmasidir. Bu nedenle, azo boyalar1 mineralize etmek i¢in entegre anaerobik/aerobik
islemler kullanilmaktadir (Tan ve ark., 1999).

Mor kiikiirtsiiz fototrofik bakteriler, anaerobik veya aerobik kosullar altinda gelisebilir ve cesitli
katabolik yollardan organik maddeleri parcalayabilirler. Bu da onlar1 azo boyalarin biyolojik bozunma

igslemi i¢in avantajli hale getirmektedir. Bu caligmanin amaci, mor kiikiirtsiiz bakterilerden olan,
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Akkaya barajindan izole edilen Rhodoplanes piscinae 51ATA susunun RB5 boyasinin dekolorizasyon
Ozelliklerinin belirlenmesi ve Rhodopseudomonas palustris DSMZ 127 ve Rhodobacter sphaeroides

DSMZ 5864 ile dekolorizasyon 6zelliklerinin kiyaslanmasidir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Mor kiikiirtsiiz bakterilerin kiiltiir kosullar:

Mor kiikiirtsiiz bakteriler mineral besiyerinde gelistirilmistir. Besiyeri (g/L) olarak su igerige sahiptir:
NaHCO; 3,0 g; (NH,4),SO, 1,0 g; CaCl,.H,0 0,1 g; NaCl 1,0 g; KH,PO, 1,0 g; MgCl,.6H,0 0,5 g;
Sodyum asetat 1,0 g; maya oziitii (yeast extract) 0,1 g; iz element ve vitamin karistmindan 1,0 mL.
Besiyeri i¢in gerekli maddeler ayr ¢ozeltiler halinde hazirlanmis ve otoklavda 121 °C’de 15 dakika
sterilize edilmistir. Kullanilacagi zaman biitiin besiyeri icerigi aseptik kosullar altinda birlestirilerek
hazirlanmustir. Besiyeri pH’1 8.0 olarak ayarlanmistir. Gelistirilmis kiiltiirlerden %10°luk inokiilasyonu
yapilmis besiyerleri 3000 lix’liik 151k kaynagi karsisinda 30 °C’de inkiibasyona birakilmistir (Celik ve
ark., 2012). Dekolorizasyon g¢alismalarinda mineral besiyerinde bulunan sodyum asetat ¢ikarilip
melasin 1,0 g /L konsantrasyonu kullanilmistir. Mor kiikiirtsiiz bakteriler ile yapilan dekolorizasyon
calismalarinda boya gideriminde optimum pH’in 8,0 olarak belirlenmesinden dolay1 bu ¢alismada da
ayn1 pH degeri kullamlmistir (Oztiirk vd.,2020).

2.2. Dekolorizasyon verimliliginin belirlenmesi
‘Reactive Black 5’ azo boyasi tekstil endiistrisinde yaygin olarak kullanilan bir boyadir. Ozellikleri

Tablo 1’de gosterilmektedir.

Tablo 1. Dekolorizasyon deneylerinde kullanilan ‘Reactive black 5° boyasi

Molekiiler Amax

Boya Acik formiilii Kapah formiilii agirhg (nm)
(9/mol)
NaQ
_s7°
O o 0 = 0. ONa
S— pN=NTSs,
RB5 o HN— ) Ca6H21NsNa,019Se 991,8 597
s N=N 2570
o p il (8] ONa
::s&
NaO 0

Seker fabrikasi atik {irlinii olan melasin boya dekolorizasyonunda yardimci substrat olarak
kullanilabilirliginin ~ belirlenmesi amaglanmistir.  Ozellikle melasin  karbon kaynag —olarak

kullanilabilecek olmasi biiyiik 6l¢ekli kullanimi agisindan ekonomik avantaj saglayabilir. Bu amacla
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bakterinin boyay1 ne kadar dekolorize ettigini ortaya koyabilmek i¢in yardimci substrat olarak (1,0
g/L) melasin kullanildigi mineral sivi besiyeri igeren 100 ml’lik siselere hazirlanmigtir. Boya
konsantrasyonu 100 mg/L olacak sekilde ilave edilmistir. Mineral besiyerine mor kiikiirtsiiz (PNS)
bakterilerinden %10’luk ekim yapilmis, dekolorizasyon ortamlarina ise bu gelistirilmis bakteri
kiiltiirlerinden bakteri konsantrasyonu 1,0 g/L (yas agirlik) (ODggo 1,5) olacak sekilde eklenmistir. Test
ortamlari paraleller halinde hazirlanmigtir. Dekolorizasyon ortamlari siirekli 151k karsisinda (3000 1ix),
statik kosullarda 30°C’de etiivde inkiibe edilmistir. Spektrofotometrede dekolorizasyon takibi, boyanin
maksimum absorpsiyon verdigi dalga boyu olan 597 nm’de gergeklestirilmistir (Shimadzu, UV-1800
UV-Vis Spectrophotometer). Pozitif kontrol olarak boya igermeyen, yardimci subStrat iceren
besiortami, negatif kontrol olarak sadece boyanin oldugu, bakterinin olmadigi besiortami

kullanilmigtir. Dekolorizasyon orani hesaplanirken asagidaki esitlik kullanilmigtir (Chen ve ark, 2011).

% Dekolorizasyon: % x 100

A0 : Baslangictaki Absorbans degeri; At : Son Absorbans degeri

2.3. FT-IR analizi

Infra Red (IR) spektroskopisi; farkli fonksiyonel gruplari ve molekiilleri tanimlamak i¢in hizli, ucuz ve
reaktifsiz bir yontem olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Baker ve ark., 2008). Kizilétesi 1sinlarin
ornege gonderilmesi ile kimyasal baglarin gerilme ve egilme gibi farkli titresim hareketleri sonucu
absorbe olan 1s1m miktarinin 6lgiilmesi ile elektromanyetik spektrum grafigi elde edilir (Wenning ve
ark., 2014). Fourier Doniisiimlii Kizil6tesi (FT-IR) Spektroskopisi, bir interferogram elde etmek igin
iki 131n arasindaki girigsimin 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir (Bagyigit Kili¢c ve Karahan, 2010). FT-
IR Spektroskopisi, Nigde Omer Halisdemir Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda
yapilmstir. Boya igeren besiyerlerinden alinan kiiltiirler, 5 dakika 10.000 rpm'de santrifiijlenmis, iist
faz atildiktan sonra kurutulmustur. FT-IR analizleri ig¢in kurutulmus 6rnek kullanilmigtir. Numuneler
tutucuya sabitlenerek analizler yapilmistir. FT-IR spektrumlart Bruker Vertex 70 {izerinde

kaydedilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1.Mor kiikiirtsiiz bakterilerin dekolorizasyon yeteneginin arastirilmasi

RB5 boyasinin spektrofotometrede vermis oldugu pik degeri 597 nm olarak belirlenerek standart egri
olusturulmustur. Yiizde (%) dekolorizasyon sonuglart bu egrilerden elde edilen denklemler
kullanilarak hesaplanmstir. Ug farkli fotosentetik bakterinin RB5 boyasmi dekolorizasyonu
incelenmistir. Bu boya ile hazirlanan ortamlar toplam 14 giin boyunca siirekli 151k kargisinda statik

kosullarda takip edilmistir. Sekil 1’de deneye ait diizenek goriilmektedir.
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Sekil 1. Dekolorizasyon deney diizenegi

Calismada boya varliginda yardimei substrat olarak melasin (1,0 g/L) kullanildigi besiyerinin
dekolorizasyonda etkili oldugu tespit edilmistir. Sekil 2°de goriildiigii gibi R. piscinae 51ATA susu,
100 mg/L RB5 boyasini igeren melasl besiortaminda %86,80+ 1,11 oraninda, R. palustris DSMZ 127
susu %82,40+ 2,28 oraninda ve R. sphaeroides DSMZ 5864 susu ise %84,06+0,34 oraninda

dekolorizasyon gerceklestirmistir.

RBS5 boyasmim dekolorizasyonu

% Dekolorizasyon
£ [=2] o] 5
(=] (=] (] 8

]
=)

(=]

R. piscinae 51ATA R. palustris DSMZ 127  R. sphaeroides DSMZ 5864

Mor Kiikiirtsiiz Bakteriler

Sekil 2. Farkli PNSB’ler tarafindan RBS boyasinin dekolorizasyonunun karsilastiriimasi

Substrat olarak melas igermeyen sadece boya olan ortamda ise R. piscinae 51ATA susu, %44,87+0,35
oraninda dekolorizasyon gerceklestirirken, R. palustris DSMZ 127 susu %40,71+ 1,14 oraninda ve R.
sphaeroides DSMZ 5864 susu ise %41,55+0,74 oraninda dekolorizasyon gergeklestirmistir. Yapilan
bir c¢alismada, tekstil endistrisinden izole edilen Aeromonas hydrophila’nin 100 mg/L
konsantrasyondaki RB5 boyasini optimize edilmis kosullar altinda 24 saatte %76 oraninda dekolorize
ettigi tespit edilmistir (El-Bouraie ve Din, 2016). Mevcut baska bir ¢alismada, tekstil atik suyundan
izole edilen ii¢ adet Halomonas sp. izolatindan olusan konsorsiyumun RB5 (% 87) ve “Reactive red
152” (% 85) boyalarini iyi bir oranda dekolorize ettigi goriilmiistiir (Seyedi ve ark., 2020). RB5'i
dekolorize etme ve parcalama potansiyeline sahip bir bakteri olan ve tekstil atik suyundan izole edilen
Bacillus albus DD1 susunun, optimum kosullar olan pH 7.0 ve sicaklik 40 °C’de yardimci substrat

olarak %1,0 oraninda maya 0ziitii ve %25 inokulum varliginda, 50 mg/L konsantrasyondaki RB5
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boyasini 38 saat icinde % 98 oraninda dekolorize ettigi tespit edilmistir (Srivastava ve ark., 2022).
Denenen bu optimum kosullarda (pH 8.0 ve 30 °C) RB5 boyasinin mor kiikiirtsiiz bakteriler tarafindan

yiiksek oranda dekolorize edildigi goriilmektedir.

3.2. FTIR Analizi sonuglari

R. piscinae 51ATA susunun RB5 FTIR analizi Sekil 3’de gosterilmektedir. Azo boyanin IR
spektrumlarindan, O-H, N-H ve aromatik C-H gerilimleri i¢in her biri 3432 cm™de ana fonksiyonel
grup absorpsiyon pikleri gozlenmektedir. Zayif azo piki Azo (-N=N-) zirvesi 1491 cm™'de ortaya
¢ikmuistir. RB5 boyasi igin karakteristik 3432 cm™ ile 3437 cm™ titresim pikleri alkoldeki —OH ve
aminlerdeki -NH’dan kaynaklanmaktadir. 2925 cm™ ile 2854 cm™ karakteristik pikleri, —CH; igin
simetrik ve asimetrik titresimsel gerilim ve —CH, i¢in asimetrik titresimsel gerilim pikleri olarak
gorlilmektedir. Boya dekolorizasyonundan sonra elde edilen bakteri ylizeyinde de benzer bir tablo

gorlilmektedir.

o4

1__[b)

(a)

BE
-

Trandrmtiascs (%)
BL
']
—
o=
—
_ —

™
i
—
- .
. ®
F

a5
1
e S
—
———

kL sl 3000 2500 2000 1500 1000 Fo)
Wb ome 1

Sekil 3. (a) RB5 boyasi, (b) R. piscinae 51ATA susu ve (¢) dekolorizasyon ortamindan alinan R. pisciane 51
ATA’ya ait FTIR spektrumlar

Boyaya ait karakteristik piklerin bakterinin ylizeylerinde goziikkmemesi boyanin bakteri tarafindan
tiiketildigini gostermektedir. Bakteri yiizeyinde boyaya ait benzenden gelen karakteristik 1614 cm™ C-
C gerilim piki ve N=N’den gelen 1491 cm™ gerilim piklerinin kayboldugu belirlenmistir. Bakteri
yiizeyinde boyanin aromatik halkalarinin goériilmemesi boyanin bakteriler tarafindan kullanildigini
diistindiirmektedir. Boyanm IR spektrumlarindan, diger pikler gibi azo baglarmdaki azo piklerinin
uzaklastigl, boyanin bakteri tarafindan tamamen mineralize edildigi agik¢a goriilmiistiir. Sadece
siilfonil grubundan kaynaklanan 1000-1200 cm™ de civarinda —S=O- titresim pikine benzer bdlgede
2000- 2100 cm™ civarinda da gerilim piki goriilmektedir. Bu bakterilerin kiikiirdii kullanmadig
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diistintildiigiinde bu pikin bakteri yiizeyinde gortlmesi diger literatiirlerde de belirtildigi gibi normal
bulunmustur (Neoh ve ark., 2015, Bilal ve ark., 2018).

4. Sonu¢

Boya atiklarmin ¢evreye desarji tiim yasam formlarm etkiledigi igin tekstil atik sularindan azo
boyalarin uzaklastirilmasinda en iyi secenegin tespit edilmesi gerekmektedir. Mor kiikiirtsiiz
bakteriler, c¢esitli enerji metabolizmalar1 ve c¢esitli uygulama o&zellikleri ile bilinmektedir. Bu
bakterilerin zengin hiicre kiitlesi olusturma ve yenilenebilir enerji stratejisi i¢in H, iiretme kapasitesi
gibi ¢esitli 6zellikleri bulunmaktadir. Calismada denenen fotosentetik bakterilerin 100 mg/L RB5 boya
konsantrasyonunu tolere edebildigi gibi literatiirdeki diger caligmalar ile karsilagtirildiginda bazi
aerobik bakteri tiirlerinden daha yiiksek aktivite gosterdikleri bulunmustur. Bakterilerin boya
giderimini pH 8’de gerceklestirmesi, genellikle alkali 6zellik gdsteren tekstil atiksularia uyumunun
kolay olacagini gostermektedir. Tekrarlanan dekolorizasyon deneylerinde bu bakterilerin kararli ve
kalici olmas1 boya atiksularinin aritiminda kullanilabilecegini gostermektedir. FT-IR sonuglar1 da
‘Reactive Black 5’ boyasmin suslar tarafindan mineralize edildigini gostermistir. Bu ozellikleri ile
denenen fotosentetik bakterilerin kirletici olarak boya iceren atiksularin biyolojik aritiminda etkili
olarak kullanilabilecegi sonucuna ulagilmistir. Ayrica substratin se¢imi de Onemlidir. Bu nedenle
kolay ve bol miktarda bulunabilen, diisitk maliyetli, islemler sirasinda kolayca pargalanabilen melas
gibi atik materyal secimine dikkat edilmelidir. Sonuglar, dekolorizasyon aktivitesinin izolatlar
tarafindan degistigini géstermektedir. Bu nedenle, saf bir sus yerine bir sug karisimi, boya i¢eren atik
su aritma amaci ig¢in iyi bir se¢im olabilir. Dekolorizasyon aktivitesini optimize etmek i¢in daha ileri

caligmalara ihtiyag vardir.
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