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Abstract

Azo dyes account for the majority of all coloring matter , produced because they are used in the textile,
paper, food, leather, cosmetics and pharmaceutical industries. Current effluent remedy procedures are
unable to remove recalcitrant azo dyes completely from effluents because of their color fastness, stability
and resistance to degradation. Bacterial decolorization and degradation of azo dyes under certain
environmental conditions has gained momentum as a method of treatment, as these are inexpensive, eco-
friendly and can be applied to wide range of such dyes.

In this study, A novel bacterial strain SA2, capable of decolorizing textile dyes was isolated from textile
waste water sludge in Usak Organized Industry. Phenotypic characterization and phylogenetic analysis
based on 16S rDNA sequence comparisons indicate that this strain belonged to the Bacillus subtilis SA2
was capable of decolorizing CI Acid Blue 193 CI 15707 and CI Acid Red 88 CI 15620 dyes tested Maximum
extent as well as rate of CI Acid Red 88 CI 15620 decolorization was observed 51.61% at 120s. According
to the results of FT-IR spectrometry in dye adsorption, it was determined that the retention regions of
bacteria were probably amide groups=C, C=N, N=N aromatic and aliphatic (1680, 1520, 1490cm-1 ) and C-
0 (1370-1280-1080).
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Ozet

Azo boyalari, tekstil, kagit, gida, deri, kozmetik ve ila¢ endiistrilerinde kullanildig1 i¢in iretilen tim
renklendirme maddelerinin ¢ogunu olusturur. Mevcut atik su temizleme prosediirleri, renk dayaniklilig,
stabiliteleri ve bozulmaya karsi direngleri nedeniyle, inat¢1 azo boyalarini atik sulardan tamamen
cikaramaz. Azo boyalarin belirli cevresel kosullar altinda bakteriyel renklendirilmesi ve bozunmas, bir
tedavi yontemi olarak ivme kazanmistir, ¢iinkii bunlar ucuz, ¢evre dostudur ve bu tiir boyalarin genis bir
yelpazesine uygulanabilir.

Bu c¢alismada, tekstil boyalarini renklendirebilen yeni bir bakteri susu SA2, Usak Organize Sanayi'deki
tekstil atik su gamurundan izole edildi. Fenotipik ve fizyolojik analizlere dayanarak 16S rDNA sekanlarina
gore bu Izolatlar Bacillus subtilis olarak saptanmustir. Basillus subtilis SA2, test edilen CI Asit Mavisi 193 CI
15707 ve CI Asit Kirmiz1 88 CI 15620 boyalar1 renklendirme kapasitesine sahipti. Boya adsorpsiyonunda
FT-IR spektrometresi sonuglarina gore, bakterilerin tutulma bolgelerinin muhtemelen C=C, C=N, N=N
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aromatik ve alifatik (1680, 1520, 1490cm-1 ) ve C-O (1370-1280-1080) gruplar1 oldugu saptanmistir
oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Azo boyalar, renk giderimi, Bacillus subtilis, 16SrDNA, FTIR.

©2020 Usak University all rights reserved.
1. Giris

Tekstil, ilag, kozmetik, kagit ve gida endiistrileri, boyalar1 yaygin olarak kullanmaktadir
[1-3]. Genellikle bu boyalar, karmasik aromatik molekiiler yapilara sahip olduklar: i¢in
biyo-bozunmaya kars1 daha kararlidir [4,5]. Tekstil endiistrisinde yaklasik 10.000 farkl
boya ve pigment kullanilmaktadir ve diinya ¢apinda yilda 7 x 105 tondan fazla
uretilmektedir [6]. 21. Yiizyilda hizla artan sanayilesme boyarmadde kullaniminida
artmaktadir [7]. Azo boyalar toksik, kanserojen ve mutajenik boyalar olup atik su
desarjlar1 ile su ortamina zarar vermektedirler. Baska bir deyisle boyalar baz1 sucul
yasam icin toksik olabilir ve azaltilmis 1s1k penetrasyonu nedeniyle sudaki fototroflarda
fotosentetik aktiviteyi dnemli 6l¢iide etkileyebilir [3,7].

Boyanin atik sudan uzaklastirilmasi i¢in adsorpsiyon, pihtilagsma-flokiilasyon, oksidasyon
ve elektrokimyasal yontemler gibi gesitli fiziksel ve kimyasal yontemler kullanilabilir.
Ancak bu yontemlerin yiiksek enerji maliyetleri, yiiksek camur iiretimi ve yan triinlerin
olusumu ag¢isindan bir¢ok dezavantaji vardir. Buna karsilik, maliyeti diisiik ve ¢cevre dostu
olmalar1 nedeniyle, biyolojik islemler bu dezavantajlarin iistesinden gelebilir [3,8].

Son yillarda indigo karmin boyasinin dekolorizasyonunda Streptomyces coelicolor [8,9],
Kongo kirmizisinin Bacillus sp [10,11], Reaktif Siyah5’in Shewanella oneidensis WL-7
[10,12] ve Reaktif Mavi Pseudomonas sp. [10,13] kullanilabilecegine dair arastirmalar
yapilmistir.

Bu ¢alismanin amaci, tekstil boya endtistrilerinin nihai atik sularinda bulunan CI Acid
Blue 193 CI 15707 ve CI Acid Red 88 CI 15620 azo boyalarinin dekolorizasyonunda
Bacillus subtilis SA2 dekolorizasyon potansiyelini incelemektir.

2. Materyal ve Metot

Dekolorizasyon deneylerinde kullanilan CI Acid Blue 193 CI 15707 ve CI Acid Red 88 CI
15620 azoboyalar1 Usak ili tekstil fabrikalarindan temin edilmistir (Tablo 1).

2.1. Bacillus sp. izolatlarinin Morfolojik, Fiziksel ve Biyokimyasal Ozelliklerinin
Belirlenmesi

Usak Organize sanayi bolgesinde tekstil atik su camurundan toplanan érnekler (10-1- 10-
5) diliie edildikten sonra 658 de 45 dakika su banyosunda tutulduktan sonra Bacillus
izolasyonu yapilmistir [14]. Morfolojik 6zelliklerini tanimlamak i¢in gram boyamalar:
yapilarak gram ozelliklerini ve izole edilen susun Gram boyama preparatlarinda,
mikroskobik morfolojileri ve spor olusturup olusturmadiklar1 saptanmustir. izolatlarin
farkl sicaklik (18, 23, 37, 40 °C), pH (4, 7, 10) ve % 6,5 sodyum kloriir (NaCl) ortamda
tiremeleri degerlendirilmistir. Ayrica Nisasta Hidrolizi, Voges-Proskauer Testi, Katalaz ve
Sitrat testleri yapilmistir.
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Tablo 1. Dekolorizasyon deneylerinde kullanilan CI Acid Blue 193 CI 15707 ve CI Acid
Red 88 CI 15620 azoboyalari

Adx Molekiiler Acgik Formiil Kapali Formiil Molekiile
Yapi r Agirhk
CI Acid Blue 193, Tek azo, metal HO C20H13,N2NaOsS 416.38
OH
CI15707 kompleksleri N
Na03S N =
/
CI Acid Red 88, Tekazo simifi §Osha C20H13,N2Na04S 400.38
CI15620

2.2. Molekiiler idendifikasyon

DNA izolasyonunda High Pure PCR Template Preparation Roche kiti kullanilmistir. Elde
edilen genomik DNA’larin agaroz jel elektroforezinde, saflik kontrolleri
Spektrofotometrik olarak (ThermoScientifik-Nanodrop 2000c) saptanmuistir.

16S rRNA gen fragmentinin amplifikasyon ve amplifikasyonunda Taq DNA Polimeraz Kiti
(HelixAmpTM) kullanilarak gerceklestirilmistir. PZR bilesenleri ve miktarlar1 1 pl
primerler [27F (5° AGA GTT TGA TCA TGG CTC AG-3‘) ve 1492R (5° GGT TAC CTT GTT
ACG ACT T-3‘) dizilimi primer kullanilmistir.], 5 ul Kalip DNA, 5X Tune UP Buffer 10 pl,
dNTP 1 pl, 10X Taq buffer 5 pl, 1,25 unite Taq Polimeraz enzimi olacak sekilde
reaksiyonlar 50 pl hacime tamamlanmistir. PCR reaksiyon kosullari, ilk denatiirasyon 95
°C’de 2 dk 1 dongii ve 95 °C 20sn, 55 °C’de 40 sn 35 dongii 72 °C’de 90sn ile 72 °C'de 5 dk 1
dongii son uzama basamag ile gerceklesmistir

2.3. Kat1 Besiyerinde Dekolorizasyonun Tespiti

Boyar madde iceren besiyerine (nisasta 10 g/L, Nutrient brouth (NB) 8 g/L, agar 20 g/L,
boyar madde 0,15 g/L, pH 7) izolatlarin ekimi yapilarak 37 °C’'de 24 saat inkiibe
edilmistir. Besiyerinde olusan kolonilerin etrafinda renk agilmasi ve bakteri koloni
renginin boyar madde rengini almasina bakilarak degerlendirmesi yapilmistir [15].

2.4. Dekolorizasyon Deneyi

1ml (0.5 McFarland (1.5 108 hiicre / mL)) bakteri izolatin 90 ml Luria bertani (LB) brouth
(Tryptone 5 g, Yeast extract 10 g, NaCl 10 g ve distile su 1 L, boyar madde 0,15g ) besiyeri
icerisine inokiile edildikten sonra ve 37 °C'de 7 giin boyunca ¢alkalamali etiivde 160
rpm’de inkiibe edilmistir. Belli araliklarla alinan 6rnekler santrifiij edildikten sonra
siipernantlarin, spektrofotometrede maksimum absorbans degerinde okunmustur.
Dekolorizasyon ytlizdesi asagidaki formiile gére hesaplanmistir.

Dekolorizasyon ylizdesi % = (Ao-A) /Ao x 100
Ao = Baslangictaki absorbans
A= Dekolorizasyondan sonrasi absorbans [16]
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2.5. FTIR (Fourier Transform Infraret Spektrometre) ile Renk Giderimi Analizi

Mikrobiyal biyokiitle, oda sicaklifinda vakumla buharlastirici ile kurutuldu. Yar1 saydam
bir 6rnek disk hazirlamak i¢cin 100 mg KBr i¢inde yaklasik 1 mg biyokiitle kapstillenmis
ve Fourier Transform Infrared spektroskopisi (Perkin Elmer Spektrum 100) ile analiz
edilmigtir.

3. Bulgular

3.1. izolat SA2 Morfolojik, Fizyolojik Ve Biyokimyasal Karakterleri

izolat SA2 gram pozitif (Gr +) basil olarak gézlenmistir. izolatlarin Nutrient Agar
besiyerinde koloni rengi krem renk olarak belirlenmistir. izolat SA2 pH 4-10 ve 18-40 °C
arasindaki sicaklik ve pH degerlerinde cok iyi gelistigi, karbon kaynagi olarak glikoz,
friktoz ve Arabinoz’'u kullanabildigi gorilmistiir. Sitrat testi (-) Katalaz, ,VP, NaCl
besiyerinde lireme ve nisasta hidrolizi testleri (+) bulunmustur (Tablo 2).

Tablo 2. izolat SA2'nin Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal ézellikleri

Gram Boyama Gr(+)
Mikroskobik morfoloji Basil
Spor Subterminal

Koloni rengi Krem

pH 4 +

7 +

10 +

Sicaklikta (°C) 18 +

23 +

37 +

40 +

Seker testleri Glikoz +

Fruktoz +

Arabinoz +

Sukroz +

Biyokimyasal testler Katalaz +

Sitrat -

VP +

NaCl +

Nisasta hidrolizi +

3.2. Bacillus subtilis izolatlarinin Molekiiler identifikasyonu

Saflastirilan PCR iriintinden 2 pl DNA soliisyonu, 1 pl yiikleme boya soliisyonu ve 3 ul su
ile karistirllarak %1’lik agaroz jele yiiklendikten sonra UVP Biospectrum cihazi
kullanilarak goriintiilenmistir 16S rRNA gen fragmentnin amplifikasyonundan sonra elde
edilen diziler ve BLAST analizi sonucu izolat SA2 Bacillus subtilis %99 olarak
belirlenmistir (Tablo 3).
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Tablo 3. Izolat SA2’nin Blast sonucu

izolatlar No Dizinin uzunlugu Eslesen baz sayis1 Gen bankasindaki en yakin
karsilig
SA2 1879 1030/1032 % 99 Bacillus subtilus

3.3. LB Besiyerinde Dekolorizasyon Deneyi

CI Acid Blue 193 boyasinin UV spektrofotometrede vermis oldugu pik degeri 578 nm, CI
Acid Red 88 boyasinin UV spektrofotometrede vermis oldugu pik degeri 504 nm olarak
belirlenerek standart egri olusturmak icin farkli boya konsantrasyonlarinda o6l¢iimler
yapilmustir (Sekil 1). % dekolorizasyon ¢alisma sonuglarl bu egrilerden elde edilen
denklemler kullanilarak hesaplanmistir.
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Sekil 1: CI Acid Red193 ve CI Acid Red 88 standart egrisi

SA2 izolat1 CI Acid Blue 193 CI15707 (578nm) boyasinin 37 °C’'de zamana bagh olarak
dekolorizasyon ytizdelerinin sonucunda % absorbans degeri 96. saatte saat %Z21’e
yikseldigi gorilmistiir. 120. Saatte absorbans degeri %18.6’ya 144. Saatte ise %
absorbans 14.06’ya diismistiir.
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Sekil 2: SA2 izolatinin (Bacillus subtilis) CI Acid Blue(578) ve CI Acid Red (504)
boyasinin statik kosullarda (37 °C) zamana bagh absorbans yiizdesi

SA2 izolatinin CI Acid Red 88 (504nm) boyasinin 37 °C'de zamana bagh olarak
dekolorizasyon yiizdelerinin sonucunda % absorbans degeri 120. Satte %51.61 olarak
bulunmus olup bu siire sonunda yapilan diger dl¢limlerde herhangi bir degisiklige
raslanmamistir. Dekolorizasyon calismasinda kullanilan SA2 izolatinin ve CI Acid Blue
boyasinin (578nm) ve CI Acid Red 88 boyasinin (504nm) durgun kosullarda (37 °C)
zamana bagli dekolorizasyon yiizdesi Sekil 2’de verilmistir.

SA2 izolatinin CI Acid Red FTIR analizi Sekil 3'te, CI Acid Blue FTIR analizi Sekil 4’te,
verilmistir. SA2 izolatinin CI Acid Red boya ortaminda iiretildiginde var olan piklerde
artis gozlenirken CI Acid Blue ortamdakinde piklerde azalis saptanmistir.

sl b b b b v b P By 1y

L o e .y e e By By
0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Sekil 3: SA2 izolatinin CI Acid Red boyasinin FTIR analizi
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Sekil 4: SA2 izolatinin CI Acid Blue boyasinin FTIR analizi

Calismamizda; boya absorbsiyonunda FT-IR spektrometresi sonuglarina gore,
bakterilerin hiicre ylizeyinde tutma bdlgelerinin biiytik olasilikla C=C, C=N, N=N aromatik
ve alifatik (1680, 1520, 1490cm-1 ) ve C-O (1370-1280-1080) gruplart oldugu
saptanmistir.

4. Tartisma ve Sonug¢

Yapmis oldugumuz bu c¢alismamizda Usak Sanayi Bolgesinden toplamis oldugumuz
camur Orneklerinden elde ettigimiz Bacillus subtilis 6rneginden Kkirlilik etkenlerinde en
onemli olan boyar maddelerinden renk gideriminde ne kadar etkileri oldugunu
belirlenmesi i¢in amag¢lanmistir.

izolattan SA2 mikroskop goriintiilerinin sonucunda Gram pozitif (Gr +) reaksiyonu olarak
belirlenmistir. Nutrient Agar besiyerinde krem renkli koloni morfolojisi olarak
calismamizda gosterilmistir. Toprak drneklerinden izole edilen Bacillus cinsinin Gram
pozitif, hareketli, tek tek, cift yada uzun zincirler halinde, subterminal endosporlar
olusturdugu belirlenmistir [17]. LB agar iizerinde pembe koloniler olusturan ve gram
pozitif, spor olusturan ¢ubuk bi¢ciminde, hareketlj, 1 ile 2 pm uzunlugundadir [18].

izolatin denenmis olan tiim pH’larda (5-9) optimum pH 7’de en iyi iremeyi géstermis ve
25-40 °C sicakliklarda test edilen bakterinin optimum sicaklik 30-35 °C olarak
gozlenmistir [17]. Biyokimyasal test sonuglar: ile farkli karbon ve seker kaynaklarin
kullanabilme yetenekleri literatiirle benzerlik géstermistir [19].

Azo boyalar genellikle aerobik kosullarda bakteriyel biyodegradasyona direnglidirler.
Buna ragmen son yillarda aerobik kosullarda azo boyay1 biiyiime ve gelismek i¢in
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kullanarak indirgeyen cesitli bakteri gruplari izole edilebilmistir [20]. Bacillus subtilis'in
aerobik ortamda p-aminoazobenzeni karbon ve enerji kaynagl bulundugunda
pargalayabildigini saptamislardir [21]. Bu tiir bakteriler azo boyadaki ( -N=N-) bagin
kirarak olusan aromatik aminleri karbon ve enerji kaynagi olarak kullandiklar
belirlenmistir. Ornegin Xenophilus azovorans ve Pigmentiphaga kullae aerobik sartlar
altinda Carboxy-Orange I ve Carboxy-Orange II boyasi ilizerinde azo bagimi kirarak
cogalabilirler [22]. Pseudomonas indirgeyerek pargalayabilmektedir.
Actinomyceteslerden Streptomyces badius, Streptomyces sp.EC22 ve Thermomono
sporafusca T800 aerobik ortamlarda enzimatik dekolorizasyonda kullanilmistir [23].
Pseudomonas luteola, Aeromonas hydrophila, Bacillus subtilis gibi bircok bakterileri ise
anoksik sartlar altinda azo boyalarin indirgenmesinde basarili olmuslardir [24].

Bir calismada, Pseudomonas sp. izolatin1 Red BLI boyasiyla kullanarak FTIR sonucuna
gore kontrol grubunda 3785 cm-1, 3435 cm-1,2924 cm-1,1632 cm-1 piklerinde birbirine
simetrik olarak bu piklerin benzen tiirevleri ve 1260 cm-1 pikte ise boyanin dogal
aromatik oldugu bildirilmistir. Uriin sonucunda goriilen piklerin -OH, C=N,ve -CH3
gruplarimin  oldugu goériilmiistiir [25]. Bacillus sp. izolati ile Brown 3REL boya
dekolorizasyon calismasini FTIR sonucuna goére C-H, C=N, N-H ve C=0 gruplarina
rastlanmistir [26]. Calismamizda; boya adsorbsiyonunda FT-IR spektrometresi
sonuclarina gore, bakterilerin hiicre yiizeyinde tutma bélgelerinin biiyiik olasilikla C=C,
C=N, N=N aromatik ve alifatik (1680, 1520, 1490cm-1 ) ve C-O (1370-1280-1080)
gruplari oldugu saptanmistir gruplari oldugu saptanmistir.

Park ve ark [10] siyah B i¢in dekolorizasyon %’si Bacillus subtilis i¢in % 48,68
bulunmustur. Bununla birlikte, Bacillus cereus ve Bacillus licheniformis ile kongo kirmizisi
nisasta mevcudiyetinde dekolorizasyon ytizdeleri sirasiyla % 72 ve % 80,32 olarak tespit
edilmistir. 16S rDNA sekanslamasi ile Bacillus subtilis HM olarak tanimlandiklari
bakteriyi aerobik olarak sekiz farkl siilfonatl azo boyasinin dekolorizasyon ¢alismasinda
ozellikle Kirmizi'nin renksizlestirilmesinde hizli sonug alindigi bildirilmistir [25]. Bacillus
subtilis HM, ¢ok ¢esitli boya konsantrasyonlar1 (12.5 - 12 5m g L), p H’s-1 (5 - 9) ve
sicakliklarda (25-40 ° C) belirgin bir renk giderimi sergilemistir. Optimizasyon
calismalari ile 6 saat icinde % 99 renk giderimi elde edilmistir [10].

Bu ¢alismada, SA2 izolatinin CI Acid Blue 193 CI15707 ve CI Acid Red 88 boyalarinin
dekolorizasyonunda etkili oldugu belirlenmistir. Bundan sonraki c¢alismalar
mekanizmanin aydinlatilmasi ve optimizasyonu iizerine olmalidir.
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