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Ozet: Tekstil endiistrisinde kullanilan boyalar ve boyar maddeler herhangi bir islem gérmeden sulara birakildiklarinda toksik,
kanserojen ve mutajenik etki gostererek cevre kirliligine neden olmaktadir. Ozellikle pigment boyar maddeler grubunda yer alan ve
mikrobiyal bozunmaya kars1 direngli olan azo boyalarin, tekstil kaynakli atik sulardan bertarafi i¢in biyoremediasyona dayali ¢evre
dostu yontemler ilgi ¢ekmektedir. Aktinobakteriler, dogada biyoremediasyon ve biyodegredasyon siireglerine dahil olan ve organik
madde ile karbon déngiisiinde Kkilit rol oynayan bakterilerdir. Bu ¢alismada, topraktan izole edilen Aktinobakteri izolatinin 16S rRNA
dizi analizleri ile tanimlanmasi ve Streptomyces sp. VYN22 olarak belirlenen bakterinin kullanilarak tekstil atiklarindan azo boyalarin
boyar madde giderimi ile ortadan kaldirilmas1 amaglanmistir. Bu izolatin 16S rRNA dizi analizlerine gore Streptomyces bobili tip tirt
ile %99,71 yakin akraba oldugu belirlenmistir. Farklh pH’larda Colorsol Orange Deep tekstil boyasi kullanilarak, Streptomyces sp.
VYN22’ nin canly, kuru ve liyofilize formlarinin 0-10 saatlerdeki boyar madde giderimleri spektrofotometrik dlgiimlerle incelenmistir.
Calisma sonunda bu bakterilerin pH 4, 6 ve 10’da boyar madde gideriminde yiiksek sonuclar verdigi gozlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: Aktinobakteri, Azo boya, Biyodegredasyon

Effect of Streptomyces sp. VYN22 Strain on Dyestuff Removal in Textile Wastewater

Abstract: Dyes and dyestuffs used in the textile industry cause environmental pollution by showing toxic, carcinogenic and mutagenic
effects when they are released into water without any treatment. Environmentally friendly methods based on bioremediation for the
disposal of azo dyes, which are especially in the pigment dyes group and resistant to microbial degradation, from textile wastewater
are of interest. Actinobacteria are bacteria involved in bioremediation and biodegradation processes in nature and play a key role in
the cycling of organic matter and carbon. In this study, it was aimed to identify an Actinobacterium isolate from soil by 16S rRNA
sequence analysis and to eliminate azo dyes from textile wastes by dye removal using the bacterium identified as Streptomyces sp
VYN22. According to 16S rRNA sequence analysis, this isolate was 99.71% closely related to Streptomyces bobili type strain. Using
Colorsol Orange Deep textile dye at different pHs, the dyestuff removal of live, dry and lyophilized forms of Streptomyces sp VYN22 at
0-10 hours was investigated by spectrophotometric measurements. At the end of the study, it was observed that these bacteria gave
high results in dyestuff removal at pH 4, 6 and 10.
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1. Giris cesidi ile
Glinimiizde hizla artan birlikte, dogal
kaynaklarin bilingsizce kullanilmasi bir¢ok ¢evre sorunu

ve Kkirliligi getirmektedir. Bu c¢evre

tekstil, kagit, gida, kozmetik, ilag
endistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Maximo
ve ark., 2003). Ozellikle yapisinda siilfo-, nitro- gruplari
ve halojenler bulunmayan azo boyalar yaglarda ¢éziinme

nifusla

beraberinde

sorunlarinin basinda ise alici ortama desarj edilen ve
orgonoklor bazli pestisitlerden boyalarla iligkili agir
metallere kadar birgok kirletici madde igeren endiistriyel
atik sular gelmektedir. Atik su aritimi, atik su desarjindan
kaynakli ¢evresel
onemli bir rol oynamaktadir (Ceretta ve ark., 2021).

Kimyasal striktiirii bakimindan boyalar; azo, triaril

olumsuz etkilerin azaltilmasinda

methan, anthraquinon, heterosiklik ve ftalosiyanin boya
olarak karakterize edilmektedir (Zhao ve Hardin, 2007).
Azo boyalar ticari anlamda kullanilan sentetik boyalarin
en biiyiik grubunu temsil eder ve 3000’den fazla farkl

ozellikleri bakimindan aerobik ¢evre kosullari altinda
kalic1 olma egilimindedirler (Kurbanova ve ark., 1998;
Reiger ve ark., 2002).

Atik sulardan boyalarin uzaklastirilmasi igin gesitli
fizikokimyasal yontemler
yontemlerin uygulanmasinin, ekonomik olarak daha fazla

kullanilmaktadir. Bu

enerji ve kimyasal gerektirmesi, inat¢1 azo boyalar: veya
organik metabolitlerini tamamen ortadan kaldiramamasi
ve Onemli miktarda c¢amur olusturmasi gibi dogal
dezavantajlar1 vardir. Ayrica bu yontemler ikincil kirlilik
sorunlarina da neden olur ve karmasik prosediirler icerir
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(Forgacs ve ark. 2004). Mikroorganizmalarin atik su
ortamlarindan boyalar1 ayristirma ve absorbe etme
yetenegi uzun zamandir bilinmektedir ve buna bagh
tekstil  atik ariilmas1  igin
biyoremediasyona dayali teknolojilerin kullanimi ilgi
cekmektedir (Chang ve Kuo, 2000; McMullan ve ark,
2001). Mikrobiyal veya enzimatik renk giderme siireci,
fizikokimyasal aritma yontemlerine kiyasla su tiiketimini
azaltmaya yardimci bir slire¢ olmasinin yani sira,
kullanilan biyolojik aritim yontemleri, tekstil endiistrisi
icin 6nerilen fiziksel ve kimyasal yontemlere kiyasla daha
az camur Uretmesi, maliyetinin diisitk olmasi ve desarj
edilen ortamlar i¢cin daha az =zararli olmasi gibi
ozelliklerinden dolay1 tekstil endiistrisinden kaynaklanan
atik sularin aritilmasinda ideal ¢6ziim olarak kabul
edilmektedir (Kocaer ve Alkan, 2002; Rai ve ark., 2005;
Khehra ve ark., 2006).

Aktinobakteriler, 6zellikle ikincil bilesikler agisindan ¢ok
sayida biyoaktif molekiil tiretme kabiliyetleri nedeniyle
tibbi ve biyoteknoloji endiistrilerindeki paha bicilmez

olarak sularinin

prokaryotlar olarak kabul edilmektedir (Gao ve Gupta,
2005; Cil ve ark,, 2016; Ozdemir Kocak ve ark. 2023).
Aktinobakteriler, tim mikrobiyal
metabolitlerin %70’ini olusturur ve bu o6zelliklerinden
dolay1 biyoaktif bilesiklerin en biiyiik ireticileri arasinda

sekonder

yer almaktadirlar (Janardhan ve ark.,, 2014). Kirlenmis
topraklarda nitrojen fiksasyonu ve hidrokarbonlar gibi
yliksek molekiiler agirlikli bilesiklerin bozunmasi ile
toprak ortamlarinin biyolojik kontroliinii saglamalarinin
yani sira, besin maddelerinin ve minerallerin
mevcudiyetini iyilestirdigi, metabolitlerin
arttirdigy ve bitki biiylime diizenleyicilerini tesvik ettigi
de bilinmektedir (Radhika ve ark. 2011; Bhatti ve ark,

Uretimini

2017; Ozdemir Kogak, 2019). Ayrica, termofilik
Aktinobakteriler DNA polimerazlar, pullulanazlar,
amilazlar, ksilanazlar, lipazlar ve proteazlar gibi

biyoteknolojik olarak 6nemli bazi enzimleri Urettikleri
icin  endistriyel o6neme sahiptir (Mahajan ve
Balachandran, 2017; Ozdemir Kogak ve ark., 2023).

Bu calismada da topraktan elde edilen Streptomyces
susunun 3 farklh formu kullanilarak Colorsol Deep
Orange boyar maddesinin farkli pH’larda giderimi
belirlenmistir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Streptomyces sp. Susunun izolasyonu

Avusturya (Viyana) boélgesi tarla topragindan yapilan
izolasyon c¢alismasinda; dilisyon plaka yontemi
uygulanarak farkl aktinobakteri izolatlar1 elde edilmistir
(Ozdemir Kocak, 2019). Steril kaplara alinan toprak
ornekleri 15 giin siiresince kurutulmus ve steril havanda
doviilerek 1 g 6rnek 9 ml ringer ¢ozeltisine eklenmistir.
Olusturulan bu ilk dilisyon (10-1) 55 °Cde su
banyosunda 30 dk bekletilerek dekontaminasyon
islemine tabi tutulmustur. ilk diliisyondan sonra ringer
¢ozeltisi iceren tiiplerde seri sulandirma islemi yapilmis,
10-5 ve 10-¢ diliisyonlar kullanilarak yayma plaka yontemi
ile onceden hazirlanmis nalidilik asit (4 pg/ml),

rifamycine (4 pg/ml) ve cylohexemide (50 pg/ml) ilaveli
tripton yeast glukoz agar {lzerine (TYGA) inokiile
edilmistir (Ozdemir Kogak, 2019).

2.2, Streptomyces sp. VYN22 Susunun 16S rRNA Gen
Bolgesi Analizleri

Streptomyces sp. VYN22 susunun DNA izolasyonu DNA
izolasyon Kiti (Invitrogen, USA) kullanilarak yapilmistir.
DNA o6rneginin
kullanilarak kontrol edilmistir.

Streptomyces sp. VYN22 susunun 16S bdlgesini
¢ogaltmak icin 27f ve 1525r primerleri kullanilmistir
(Lane, 1991). PCR reaksiyonunda 50 pl 6l¢tideki Hot Start
Master Mix (25 pl), primerler (1 pl), DNA (1-2 pl) ve
sudan (niikleaz icermeyen) olusan bir reaksiyon karisimi
hazirlanmistir. PCR reaksiyon kosullari; 6n denatiirasyon
(94 °C, 2 dk, 1 dongii), denatiirasyon (94 °C, 1 dk, 35
déngii), baglanma (55 °C, 2 dk, 35 déngii), uzama (72 °C,
3 dk, 35 dongii) ve son uzama (72 °C, 8 dk, 1 ddngii)
basamaklarindan olusmustur.

16S rRNA gen bolgesinin dizi
(Hollanda) yapilarak
gerceklestirilmistir. MacroGen firmasi tarafindan 5 farklh
primer (800r, MG3f, MG5f, 27f ve 1525r) kullanilarak 16S
rRNA gen boélgesinin baz dizilimini ABI3730XL dizileme
cihaz ile elde edilmistir. ABI formatindaki dosyalar fasta

varlign agaroz jel elektroforezi

analizi MacroGen

firmasindan  hizmet alim

formatina donistiiriildikten sonra MEGAX programlari
kullanilarak karsilastirmali ve manuel olarak 5 farkli
primerden elde edilen diziler birlestirilmistir (Kumar ve
ark., 2018). Birlestirilen diziler NCBI (National Center for
Biotechnology Information) Blast ve ExTaxon Server
programinda analiz edilmistir (Kim ve Chun, 2014).
Streptomyces sp. VYN22 susunun 16S rRNA gen bolgesi
dizi  analizleri =~ MEGAX kullanilarak
gerceklestirilmistir. Yine MEGAX programi kullanilarak
16S rRNA Dbaz soyagacl
olusturulmustur. Neighbour-joining algoritmasi ve Jukes-
Cantor filogenetik
soyagaclar1 elde edilmistir (Jukes ve Cantor, 1969).
Bootstrap analizleri 1000 tekrarh olarak

programi

dizilerinin filogenetik

uzakhk  matriksi  kullanilarak

gerceklestirilmistir.

2.3. Biyosorbsiyon Deneyleri

Biyosorpsiyon deneylerinde kullanilacak olan izolatlar
besiyeri isteklerine gore nutrient agar veya Luria-Bertani
(LB) agar ortaminda 30 °C'de 3-5 giin inkiibe edildi.
Suglar 3 farkh kullanildi. Canl
kullanilacak olanlar 0,1 OD’ye ayarlanip giderim
deneylerinde kullanima hazir hale getirildi. Liyofilize
form i¢in besiyerinde biiytitiilen suslar santrifiijlenerek -
20 °C'de 24 saat bekletilip liyofilizatérde kurutuldu. Son
olarak siv1i besiyerinde gelistirilen mikrobiyal kiitle
ortamdan uzaklastirildiktan sonra 70 °C 24 saat
bekletilerek kurutularak hazir hale getirildi.
Biyosorpsiyon 250 ml'lik erlenlerde 100 ml saf su ve

formda formda

belirli konsantrasyonlarda Colorsol Deep Orange tekstil
boyasi igeren ortamlarda gerceklestirildi. Optimal pH'in
belirlenmesi i¢in 100 mg/L boya iceren saf su ortaminin
pH'st 2, 4, 6, 8 ve 10 olacak sekilde ayarlandi. kuru
orneklerden 0.015 g, liyofilize o6rneklerden 0.0075 g
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alinarak 15 ml'lik cam tiiplere aktarilmis, canl form i¢in
ise  mikroorganizma yogunlugu 0,1 OD olarak
ayarlanmistir. Analizler i¢in 2 saat ara ile 0- 10. saatlerde
2 ml almarak 470 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak dl¢iimleri yapildi.

ornek

3. Bulgular

3.1. Streptomyces sp. Susunun izolasyonu

Toprak drneklerinden hazirlanan 10-5 ve 10-6 diliisyonlar
yayma plaka yontemi ile antibiyotik ilaveli tripton yeast
glukoz agar (TYGA) inokiile edilmistir. Streptomyces
izolatinin miselyum ve sporlart %25’lik steril gliserol
¢ozelti igerisine transfer edilerek -20 °C’de stoklanmustir.
Bu izolatin isimlendirilmesinde izole edildigi lokasyonu
temsilen (VYN: Viyana) ve tek koloni olarak elde edildigi
izolat sayisi olan 22 kullanilmistir.

3.2. Streptomyces sp. VYN22 Susunun 16S rRNA Gen
Bolgesi Analizleri

MEGAX programi kullanilarak gergeklestirilen aligment
islemleri ve filogenetik analizler sonucunda Streptomyces
cinsi ile iligkili oldugu belirlenen VYN22 izolatinin
Streptomyces bobili tip tiirtine %99.71 benzer ve 4
niikleotit farkliligina sahip oldugu belirlenmistir (Sekil
1). VYN22 izolat daha sonra  Streptomyces
phaeoluteigriseus tip tiriu ile iliskili oldugu tespit
edilmistir (%99.43 benzerlik; 8 nt farklilig).

3.3. Biyosorbsiyon Deneyleri

Analizler icin 2 saat ara ile 0- 10. saatlerde alinan
orneklerden elde
sonuclar1 Tablo 1’de verilmektedir. Spektrofotometrik

edilen spektrofotometrik dlgiim
olctimler sonrasi Streptomyces sp. VYN22 susunun
biyosorbsiyon kapasitesi asagidaki esitlik ile belirlendi ve
boyar madde giderim yiizdeleri tespit edildi (esitlik 1)
(Hlihor ve ark., 2015).

Boya Giderimi (% BG) = (Co - Cf) /Cox 100 48]

Co: Baslangi¢ boya konsantrasyonu (mg/L), Cf: Belli bir
zaman dilimindeki son boya konsantrasyonu (mg/L)

gg | 5 prunicolor NBRC 13075T (BARFO1000032]
ﬂn{ S hokutonensis R1-NS-10T (BARGO1000157)
S. graminifolii JL-22T (HQ267984)

' S. chartrensis NBRC 127537(AB184839)

l S. qaidamensis S107 (CPO15098)

r 5. aureocircnlams NRRL 1SP-33867 (JOAPO1000131)
Srreptomyees sp. VYN22

i ‘ S. bobili NRRL B-13387 (MUBA01000087)

¢ 8. resistonneificus NRRL ISP-51337 (JOBA01000220)
‘ S psewdovenezuvelae DSM 402127 (KQ948163)

01

S. canus DSM 4001 7T (KQ948708)

63 L S phaeolnteigrisens DSM 418967 (MPOH01000466)

- S.alboniger NRRL B-1832T(LIQN01000245)

LS. adustus WH-9T (LC026279)

‘ - 8. Iumidus NBRC 12877T(AB184213)
P maring DSM 217507 {AB445007)
-

om

Sekil 1. Streptomyces sp. VYN22 susu ile Streptomyces
cinsine ait tip tiirlerinin 16S rRNA gen bolgesinin
Neighbour-joining filogenetik soy agaci. Dis grup olarak
P. marima kullanmilmistir.

Absorbans Ol¢iimlerine goére pH 2’de boyar madde
giderim orani oldukga diisiiktiir. pH 4’de Streptomyces sp.
VYN22'nin canli formunda %22,4, kuru formunda ise
%61,9 boyar madde giderimi goriilmiistiir. pH 6’da kuru
formunda %36,6 canl formunda %17,5, pH 8'de kuru
formunda %1,8, canli formunda %9 ve son olarak pH
10’da kuru formunda %14,7, canh formunda ise %11,3

boyar madde giderimi gortilmiistiir (Sekil 2).

]
[}
>
o
=
iz
=
% < 6.8
Y
23 [
S 8 58.750
[£4]
= |
=
0. saat 10. saat
= ==Streptomyces sp. VYN22 -6.845 -68.750

— =Streptomyces sp. VYN22

Sekil 2. pH 4’te (Colorsol Deep Orange M-S) Streptomyces sp. VYN22 kuru formunun 0-10 saatlerindeki boyar madde
giderim degisiminde %61,9 boyar madde giderimi gérilmiistiir.
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Tablo 1. pH 2-4-6-8 ve 10’da Colorsol Deep Orange absorbans degerleri. (0-10 saatlik 6l¢iim) B. boya kons: Baslangi¢

boya konsantrasyonu

pH2 pH 4 pH6 pH 8 pH 10

0. Saat B. boya kons 0.636 0.552 0.596 0.607 0.693
Kuru 0.458 0.336 0.442 0.448 0.568

Canli 0.367 0.388 0.445 0.466 0.459

Liyofilize 0.465 0.375 0.442 0.492 0.506

2. Saat B. boya kons 0.616 0.601 0.635 0.608 0.673
Kuru 0.432 0.359 0.478 0.445 0.556

Canlt 0.363 0.382 0.459 0.437 0.486

Liyofilize 0.412 0.319 0.462 0.442 0.512

4. Saat B. boya kons 0.630 0.561 0.624 0.458 0.733
Kuru 0.436 0.497 0.518 0.433 0.518

Canlt 0.366 0.408 0.740 0.478 0.484

Liyofilize 0.367 0.378 0.431 0.432 0.502

6. Saat B. boya kons 0.589 0.551 0.632 0.458 0.743
Kuru 0.373 0.554 0.619 0.479 0.534

Canli 0.366 0.451 0.461 0.476 0.539

Liyofilize 0.345 0.321 0.439 0.432 0.541

8. Saat B. boya kons 0.567 0.558 0.641 0.468 0.748
Kuru 0.364 0.578 0.632 0.468 0.589

Canli 0.364 0.462 0.522 0.516 0.614

Liyofilize 0.339 0.313 0.442 0.439 0.539

10. Saat B. boya kons 0.561 0.560 0.648 0.459 0.747
Kuru 0.360 0.567 0.640 0.457 0.640

Canli 0.357 0.469 0.537 0.483 0.538

Liyofilize 0.328 0.309 0.448 0.465 0.505

4. Tartisma ve Sonug¢

Tekstil endiistrisinde yaygin olarak kullanilan azo
boyalar herhangi bir islem gormeden sulara
birakildiklarinda c¢evre kirliligine neden olarak toksik,
kanserojen ve mutajenik etki gosterdigi yapilan
calismalarda belirtilmistir (Bagewadi ve ark., 2011). Cogu
azo boyasi bakteri hiicreleri tarafindan aerobik
bozunmaya karsi direnglidir, bu nedenle gectigimiz on
yillar boyunca biyolojik renk giderme siireci, azo boyalar1
doniistiirmek, pargalamak veya mineralize etmek icin
alternatif bir yontem olarak arastirilmaktadir (Chauba ve
ark., 2010).

Boyar maddelerin sulu ortamlardan giderimi i¢in bakteri,
maya, mantar, alg gibi degisik tipte mikrorganizmalar
kullanilmaktadirlar (Kargi ve Ozmihgi, 2004). Kogak ve
Evliya (2011) calismalarinda Reaktif Black 5 boyar
maddesinin renginin anaerobik ortamda Bacillus subtilis
ile giderildigini rapor etmistir. Okur ve ark. (2020)
Candida tropicalis’'in azo boyar maddeye karsi direngli
oldugunu ve azo boyar maddeleri iceren endiistriyel atik
sularin biyolojik kullanilabilecegini
gostermislerdir.

Bu c¢alismada ise Streptomyces sp. VYN22 susu

aritiminda

kullanilarak Colorsol Deep Orange isimli azo boyanin
biyolojik giderim oranlar1 belirlenmistir. Calismalar
sonunda Streptomyces sp. VYN22'nin kuru ve canli
formunda pH 4, 6 ve 10’da yiiksek boyar madde giderim
oranlari tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak yiliksek pH'da daha fazla giderim

gerceklestigi  goriilmistir. Elde edilen bulgular,
Streptomyces sp. VYN22 susu ve Colorsol Deep Orange
boyar maddesinin bulundugu aerobik ortamda,
inkiibasyon siiresince, boyar madde gideriminin siirekli
azaldigim1 gostermektedir. Bu azalis, biyokimyasal
olaylarin yiiriidigiinii, boyar maddelerin biyokimyasal
olarak pargalandiklarini ve pargalanan bilesiklerin deney
susu tarafindan karbon ve enerji kaynagl olarak
kullanildigini gostermektedir.

Katki Oran1 Beyani
Yazar(lar)in katki ytlizdesi asagida verilmistir. Tim
yazarlar makaleyi incelemis ve onaylamistir.

F.OK. Y.G.B. B.Y.
K 50 40 10
T 60 20 20
Y 60 20 20
VTI 50 50
VAY 50 50
KT 30 30 40
YZ 30 70
KI 50 50
GR 30 70
PY 80 20
FA 80 10 10

K= kavram, T= tasarim, Y= yonetim, VTI= veri toplama ve/veya
isleme, VAY= veri analizi ve/veya yorumlama, KT= kaynak
tarama, YZ= Yazim, KI= kritik inceleme, GR= gonderim ve
revizyon, PY= proje yonetimi, FA= fon alimu.
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Catisma Beyani
Yazarlar bu ¢alismada higbir ¢ikar iliskisi olmadigini
beyan etmektedirler.

Etik Onay Beyam

Bu arastirmada hayvanlar ve insanlar iizerinde herhangi
bir ¢alisma yapilmadigi icin etik kurul onay1
alinmamistir.

Destek ve Tesekkiir Beyani

Bu calisma TUBITAK 2209-A proje kapsaminda

desteklenmis olup. TUBITAK a tesekkiir ederiz.
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