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OZET

Insanlarin yasamu siiresince olusan evsel kati atiklar, atik yonetiminin en dnemli
parcalarindan biridir. Atik yonetiminin ideal bir sekilde yapilabilmesi i¢in siirdiiriilebilir
olmas1 gereklidir. Kat1 atiklarin bertarafinda her ne kadar ileri teknolojiler kullanilsada
nihai bertarafi saglamak icin diizenli depolama sahalarinin gereksinimi devam etmektedir.
Diizenli depolama sahalar1 evsel kati atik yonetiminde kullanilan en yaygin bertaraf
yontemi olarak bilinmektedir. Bu tesislerde olusan en biiylik sorunlardan biri ¢6p sizinti
sularidir. Cop s1zint1 sulari, yiiksek kirletici konsantrasyonu igceren kompleks yapiya sahip
aritimi zor atiksulardir. Bu sebeple giiniimiizde ¢op sizint1 suyu aritimi i¢in bir¢ok yontem
denenmektedir. COp si1zint1 sularininin sadece bir biyolojik prosesle aritilmasi pek miimkiin
degildir. Birkag aritma yonteminin bir arada kullanilmasi tercih edilmektedir. Son yillarda,
ileri arttim ya da On aritim prosesi olarak immobilizasyon yontemi yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Enzim immobilizasyonu; enzimlerin 6zelliklerinin iyilestirilmesi, bir¢ok enzimin
bir arada kullanilmasi, optimum sartlar altinda yiiksek giderim verimi, ortamdan kolay
uzaklastirilmas1 gibi 6zelliklerinden dolay tercih edilmektedir. Immobilizasyon yontemini
etkileyen faktorlerden bazilar1 pH, sicaklik ve secilen destek malzemesinin 6zellikleridir.
Destek malzemeleri; destege baglanan enzimlere yiiksek stabilite, elverislilik, nispeten
diisiik fiyat ve yliksek afinite (¢ekim giicli) saglayan malzemelerden secilmelidir. Genel
olarak klasik destek malzemesi ve yeni destek malzemesi olarak 2 sekilde siniflandirilir.
Klasik destek malzemeleri 1yi derecede termal ve kimyasal stabilite ve ayrica miikemmel
mekanik direng ile karakterize edilir. Bu malzemeler ayn1 zamanda iyi gelismis gézenekli
yapilarinin bir sonucu olan iyi sogurma 6zelligi ve etkili enzim immobilizasyonu i¢in ¢ok
saylda temas bolgesi saglayan genellikle yliksek yiizey alanlariyla da bilinmektedir. Klasik
destek malzemesine Ornek olan kitosan; diisiik toksisiteye sahip olmasi ve g¢evre dostu
biyolojik olarak kolay parcalanabilir 6zellikte olmasi gibi nedenlerden dolay1 6ne ¢ikan bir
destek malzemesidir. Yeni destek malzemeleri sadece etkili enzim baglanmasina izin
vermekle kalmaz, ayni zamanda immobilizasyon sonucu ortaya ¢ikan biyokatalitik
sistemlerin uygulanabilirligini de arttirir. Ornegin manyetik nanopartikiillerin manyetik
alan olusturarak kolay bir sekilde ortamdan uzaklastirilmasi, yeniden kullanima kolaylik
saglamasi ve genis yiizey alan sunmasindan dolayr immobilizasyonda tercih edilen destek
materyali olmugtur.



Bu tez ¢alismasinda FesOsmanyetik nanopartikiiller olusturulmustur. Daha sonra
kitosan pullar1 ve kil ile belirli oranlarda karigtirilarak manyetik kitosan kil boncuklar elde
edilmistir. Kitosan kil boncuklarin yapisi ve morfolojisi Fourier dontisiimlii kizilotesi
spektroskopi (FTIR), Termogravimetrik analiz (TGA), Taramali elektron mikroskobu
(SEM), X-1is1m1 kirinim yontemi (XRD)analizleri ile karakterize edilmistir. Peroksidaz
enzimi glutaraldehit ile kovalent baglanma ile hazirlanmistir. Hazirlanan enzim manyetik
kitosan kil boncuklara immobilize edilmistir. Iimmobilize edilen enzimin fiziksel, kimyasal
ve biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir ve daha sonra ¢Op sizinti suyu aritimi yapan
anaerobik membran biyoreaktor ¢ikis suyuna uygulanip aritimin daha ileri bir seviyeye
taginmasi hedeflenmistir. Yapilan ¢alismada optimum pH 3, sicaklik 35°C, seyreltme orani
1/4 olarak belirlenmistir. Optimum kosullarda KOI ve renk giderim verimleri sirastyla %76
ve %89 olarak elde edilmistir. Buna karsilik gelen konsantrasyonlar ise 1204 mg/L ve 750
Pt-Co’dur.
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ABSTRACT

Domestic solid waste, which is for medduring the life of people, is one of the most
important parts of waste management. In order for waste management to be carried out in
an ideal way, it must be sustainable. Although advanced technologies are used in the
disposal of solid wastes, the need forsanitary landfills continues to ensure final disposal.
Landfills are known as the most common disposal method used in domestic solid waste
management. One of the biggest problem so curring in these facilities is garbage leachate.
Landfill leachate is complex wastewater containing high pollutant concentration and
difficult to treat. For this reason, many methods are being tried today for the treatment of
waste leachate. It is not possible to treat garbage leachate with only one biological process.
It is preferred to use several purification methods together. In recent years, the
immobilization method has been widely used as an advanced treatment or pretreatment
process. Enzyme immobilization; improving the properties of enzymes. It is preferred
because of itsfeaturessuch as using many enzymes together, high removal efficiency under
optimum conditions, and easy removal from the environment. Some of thefactors affecting
the immobilization method are pH, temperature and the characteristics of the selected
support material. Selection of supportmaterials; It should be selected from materials that
provide high stability, availability, relatively low price, and highaffinity (attraction)
totheenzymes attached to the support. Generally, it is classified in 2 ways as classical
support material and new support material.

Conventional support materials are characterized by good thermal and chemical
stability as well as excellent mechanical resistance. These materials are also known for
their good absorbency as a result of their well developed porous structure and generally
high surface areas which provide multiple contact zones for efficient enzyme
immobilization. Chitosan, which is an example of a classical support material; It is a
prominent supportmaterial for reasons such as low toxicity, environmentally friendly,
biodegradable an deasily biodegradable. New support materials not only allow effective
enzyme binding, but also increase the applicability of biocatalytic systems resulting from
immobilization. For example, magnetic nanoparticles have been the preferred support
material in immobilization because they can be easily removed from the environment by
creating a magneticfield, facilitate re-useandoffer a large surface area.
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In this study, Fe;O4 magnetic nanoparticles were formed. Then, magnetic chitosan
clay beads were obtained by mixing with chitosan flakesand clay in certain proportions.
The structure and morphology of chitosan clay beads were characterized by Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR), Thermogravimetric analysis (TGA), Scanning
electron microscope (SEM), X-ray diffractionmethod (XRD), Surface are a measurement
(BET) analysis. The peroxidase enzyme was prepared by covalent bonding with
glutaraldehyde.The prepared enzyme was immobilized on magnetic chitosan clay beads.
The physical, chemical and biochemical properties of the immobilized enzyme were
investigated, and then the anaerobic membrane that treats the waste leachate was applied to
the bioreactor effluent, and it was aimed to carry the treatment to a higher level. In the
study, the optimum pH was determined as 3, the temperature was 35°C, and the
dilutionratio was 1/4. COD and color removal efficiencies of 76% and 89%, respectively,
were obtained under optimum conditions. Corresponding concentrations are 1204 mg/L
and 750 Pt-Co.

Keywords: Immobilization, magnetic chitosan clay beads, anaerobic membrane bioreactor

outlet water, peroxidase
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1. GIRIS

Endiistriyel ve ticari biliylime, yasam standartlarinin iyilesmesi, kullan at iirtinlerin
popliler olmasi, toplumun israfa yonelmesi gibi ¢esitli nedenlerin sonucunda kati atik
iiretimi artmaktadir. Diinya genelinde olusan kati atiklar gérevli birimler tarafindan giinliik
olarak toplanilarak bertaraf edilmek zorundadir. Endiistriyel alanda gelismis ve gelismekte
olan iilkelerde toplanilan evsel ve endiistriyel atiklar i¢in en ¢ok tercih edilen bertaraf
yontemi diizenli depolama alanlaridir. Yatirim ve isletme maliyetleri ac¢isindan da oldukga
avantajli bir yontem olan diizenli kat1 atik depolama sahalari, yakma ve kompostlagtirma
gibi diger atik bertaraf yontemlerine kiyasla daha ¢ok tercih edilmektedir. Fakat diizenli
depolama alanlarinda, bertaraf edilen kati atiklardan bazilarinin i¢erisinde nemli maddeler
bulunmasinin yani sira bazilarinin ise igerisindeki organik maddelerin bozunmasi
sonucunda ¢Op sizinti suyu ortaya ¢ikmaktadir (P1 K. ve ark., 2009). Olusan ¢op sizinti
suyu yiiksek konsantrasyonda biyolojik olarak zor parcalanabilen sert organik maddeler,
amonyak azotu, agir metaller, klorlu organik ve inorganik tuzlar igerir. Bu sebeple ¢op
sizint1 sular1 aritilmadig takdirde yakin ¢evrede ylizey ve yeralt1 sularini potansiyel olarak
kirletecegi goz onilinde bulundurularak, ¢ogu gelismis iilkede diizenli depolama sahalarimin
tasarimina ve isletilmesine 6zen gosterilerek sizinti suyunun dogal denge {iizerindeki
olumsuz etkilerini azaltmak i¢in yalitim ve toplama sistemi dizayn edilmelidir. Tiim bu
onlemlere ek olarak uzun siireli kapatma donemi siiresinde yakin ¢evresel izleme yapilmasi

gerekmektedir (Renou S. ve ark., 2008).

Suyun, yer alt1 suyunun ve topragin bircok alanda kirlenmesi, diinya genelinde biiyiik
endise yaratmaktadir. Bilim insanlar1 bu konuyla ilgili ¢esitli giderim yontemleri iizerinde
caligmaktadir ve her gecen giin teknolojinin ilerlemesiyle yeni calismalar ortaya
koyulmaktadir. COop sizinti suyu aritiminda oksidasyon, adsorpsiyon, koagiilasyon ve
membran ayirma gibi fiziko-kimyasal yontemler ve biyolojik prosesler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu prosesler arasinda diisiik maliyet, iyi derecede aritim ve isletim
kolayligindan dolayr membran biyoreaktorler etkili bir sekilde kullanilmaktadir. Fiziko-
kimyasal prosesler ise genellikle biyolojik aritma Oncesi 6n aritim veya biyolojik aritma
sonrasinda ileri aritim yontemi olarak kullanilir. Bu nedenle etkili bir aritim performansina
ulagmak icin birden fazla aritim yontemi kullanilarak aritim yapilmasi gerekmektedir. Son
yillarda, membran biyoreaktorlerin (MBR) ¢0p sizint1 suyu aritiminda etkili bir yontem

oldugu gozlemlenmistir.



Membran biyoreaktorlerin, diisiik ¢evresel etki, yiiksek aritma performansi, yeniden
kullanilabilir ¢ikis suyu eldesinin yani sira son ¢oktiirme veya ileri aritim ihtiyacinin
ortadan kaldirilmas: gibi 6zelliklerinden dolayr atiksu aritma uygulamalarinda tercih
edilmektedir (Dijkvd V. ve ark., 1997). Bazi aktif ¢amur proseslerinde biyokimyasal
oksidasyon ve su biyokiitle ayrimi1 iki farkli tankta gerceklesirken, MBR’de tek tankta
gerceklesmektedir. Bu nedenle MBR  sistemleri aktif c¢amur prosesleri ile
karsilastirildiginda, az yer kaplamasi, diisitk camur tiretimi, niitrientlerin ve zor pargalanan
organik kirleticilerin daha yiiksek aritimi gibi bir¢ok avantaja sahip oldugundan daha ¢ok

tercih edilmektedir.

Cop sizintt sulari, diizenli depolama sahalarindaki kati1 atiklarin 6zelliklerine gore
sekillenmektedir. Bu atiklar; organik, inorganik ve agir metal gibi malzemelerden
olusmaktadir. Bunun yam sira ¢6p sizinti sularmin kirleticic madde ozellikleri ve
konsantrasyonlar1 bulunduklar1 cografi bdlgenin iklim sartlarina, jeolojik 6zelliklerine ve
niifus yogunluguna bagli olarak sekillenmektedir. Diinya genelinde gelisen teknolojinin
olumsuz bir etkisi olarak su kaynaklar1 giderek azalmakta ve kirlenmektedir. Bu sebeple
yasal diizenlemelerle desarj limitleri giderek azaltilmistir ve denetimler arttirilmistir. Bu
limitleri saglamak ve yiiksek atik bertaraf maliyetlerini azaltmak amaciyla uygulanabilir
arittm  yontemlerinin  arastirilmasi, gelistirilmesi ve uygulanmasi biiylik 6nem
kazanmaktadir. Yiiksek kirlilik miktar1 igeren ¢op sizint1 sularmin son yillarda desarj
kriterlerine uyum saglamasi icin cesitli calismalar yapilmaktadir. Biyolojik aritma
yontemlerinin  kimyasal ve fiziksel aritma yontemlerine goére az miktarda g¢amur
olusturmasi, diisiik maliyetli olmasi1 ve alic1 ortamda tehlikeli yan {iriin olusturmamasi gibi
avantajlarindan dolay1 ¢6p sizinti sularinin aritimi i¢in 6ncelikli olarak tercih edilmektedir.
Tim bu avantajlarin yanisira, ¢op sizint1 sularmin kirlilik yiikii ¢ok ytiksek oldugu i¢in tek
basina biyolojik aritma prosesleri kullanildiginda yiiksek oranda aritma verimi elde etmek

ve desarj alic1 ortama desarj standartlarini saglamak zordur (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. Kat1 atik bertaraf tesislerinde olusan sizint1 sularinin alici ortama desarj standartlart (Su
Kirliligi Kontrol Yonetmeligi Tablo 20.6)

Parametreler Birim Kompozit Numune 2 Kompozit Numune 24
Saatlik Saatlik
Kimyasal Oksijen Ihtiyaci (mg/L 700 500
(KOI)
Askida Kat1 Madde (AKM) (mg/L) 200 100
Toplam Fosfor (P) (mg/L) 2 1
Toplam Krom (mg/L) 2 1
pH - 6-9 6-9
Renk (Pt-Co) 280 260
Yag ve Gres (mg/L) 20 10
Krom (Cr'®) (mg/L) 0.5 0.5
Kursun (Pb) (mg/L) 2 1
Toplam Siyaniir (Cn) (mg/L) 1 0.5
Ka miyum (Cd) (mg/L) 0.1 -
Demir (Fe) (mg/L) 10 -
Flortir (F7) (mg/L) 15 -
Bakir (Cu) (mg/L) (mg/L) 3 -
Cinko (Zn) (mg/L) (mg/L) 5 -
Balikbiyodeneyi (ZSF) - 10




Bu sebeple ¢op sizint1 suyu aritiminda genellikle fiziksel, kimyasal ve biyolojik
yontemlere ek olarak, ileri aritm yoOntemlerinden olan adsorpsiyon ve membran
teknolojileri gibi yontemler kullanilmaktadir (Renou S. ve ark., 2008). Cop sizint1 suyunun
miktar ve Ozellikleri depolama sahalarina gelen atiklarin karakteristigine ve depolama
yasina bagli olarak degiskenlik gostermektedir. COp sizint1 suyunun aritilmasina etki eden
faktorler; sizint1 suyunun karakterizasyonu, desarj standartlari, aritim yontemi, isletme ve
maliyettir (Gocer S. ve ark., 2020). Bir kiyaslama yapilacak olursa, acrobik veya anaerobik
kosullar altinda askida veya tutunarak biiylime yontemini kapsayan biyolojik yontemler
¢Op sizint1 suyundaki biyolojik olarak parcalanabilir kisminin aritilabilmesi i¢in genellikle
en c¢ok tercih edilen yontemdir. Bu sebeple biyolojik aritim prosesinin desarj standartlarini
saglamadigr durumlarda 6n aritim veya ileri aritim yoOntemlerinin biyolojik aritma ile

kombine olarak kullanilmasi gerekmektedir.

1.1. Biyolojik Aritma

Depolama sahalarindaki ¢6p sizintt suyunun olusumu, atifin parcalanmasi ve
atiklarin ayristirilmasi yoluyla meydana gelmektedir. Depolama sizinti suyunun dolgu
yasina, yagisa, mevsimsel hava degisimlerine ve diger faktorlerin yani sira atik
karakterizasyonuna bagimli oldugu bilinmektedir (Renou S. ve ark., 2008). Bu sebeple
karmasik ve degisken bilesimi nedeniyle, ¢op sizint1 suyunun aritimi zordur (Celik A. ve
ark., 2011). Sizint1 suyunun verimli bir sekilde aritilmadigi durumda alic1 ortamin olumsuz
etkilendigi bilinmektedir (Forgiarini E. ve ark., 2007). Cop sizinti suyunun aritiminda
birgcok teknik kullanilabilmesine ragmen genellikle biyolojik aritim teknikleri
kullanilmaktadir. Biyolojik aritma islemleri sizinti suyunda bulunan yiiksek mukavemetli
biyolojik olarak pargalanabilir organik maddelerin gideriminde etkili yontemlerden biridir
(Géger S. ve ark., 2017). Nispeten yiiksek BOI igerigine sahip genc sizint1 sularinin
biyolojik aritim sayesinde yaklasik %50 BOI giderim verimi gézlemlenmistir (Lin Y. ve
ark., 2002). Ayrica biyolojik aritim metodu ¢Op sizintt suyunda bulunan stabilize
edilmemis organik maddesinin bozunumundaki basaris1 ve organik bilesikler ile toksik
bilesiklerin uzaklastirilmasinda yiiksek verimlilik gOstermesi nedeniylede dikkat
cekmektedir (Lin Y. ve ark., 2002). Bir¢cok parametre baz alindiginda en yiiksek giderim
verimleri genellikle biyolojik aritma sistemleri ile elde edilmektedir (Renou S. ve ark.,

2008).



1.2. Fizikokimyasal Aritma Yontemleri

Fiziksel kimyasal aritma prosesleri, biyolojik aritma sistemlerinden 6nce bir 6n
aritim sistemi veya biyolojik aritimdan sonra bir ileri aritim yontemi olarak
kullanilmaktadir. Bu yontemler ¢op sizint1 suyunun kompleks yapisindan dolay1 yiizeysel
sulara verilecek sizint1 suyunun kalitesini diizeltmek iizere sisteme eklenmistir (Borat A. ve

ark.,1995).

1.2.1. Adsorpsiyon yontemi

Adsorpsiyon islemi bir yiizey lizerinde ¢Oziinmiis halde bulunan maddelerin
toplanmasi ve hapsedilmesi islemidir. Adsorpsiyon yontemi, nispeten kolay ve ucuz bir
metot olup, enzimin yapisim1 kimyasal olarak degistirmemektedir (Han F. ve ark.,
2020). Glinlimiizde ytizey Ozelliklerine ve kimyasal yapilarina gore farkli adsorban tiirleri
kullanilmaktadir. Yaygin olarak kullanilan adsorban tiirleri aktif karbon ve kitosan olmakla

beraber, dogal zeolit, bentonit ve kil de kullanilabilmektedir (Stokes ve ark., 1997).

1.2.2. Koagiilasyon flokiilasyon

Koagiilasyon (hizl1 karigtirma) islemi aliiminyum siilfat (Al2(SOs)3), demir siilfat
(FeSO4), demir (III) kloriir (FeCls) vb. kimyasallarin hizli karistirict vasitast ile yiiksek
hizda karistirilarak optimum bekleme siiresi ve uygun pH seviyesinde atiksuda kii¢iik
floklar olusturulup uygun pH seviyesinde bazik veya asidik kimyasallar ile hazirlanarak
daha sonra atiksu flokiilasyon (yavas karistirma) tnitesine alinir. Koagililant maddeleri
kullanilarak yogunlugu aritilmis floklar flokiilasyon {initesinde alindiginda polimer
yapidaki polielektrolit kimyasallar1 ile distk devirli yavas karistiricilarda karistirilip
koagiilasyon asamasinda olusmus floklarin elektrik yiikleri arasindaki iyon degisimi
esasina dayanarak birbirlerine yapismasi saglanip kendi agirliklariyla ¢okmesi esasina
dayanmaktadir. Flokiilant ve koagiilantlar ile reaksiyona giren atiksu 15-60 dk arasinda

bekletilerek olugsan ¢amurun tankin tabanindan alinmast ile gerceklestirilir.

1.2.3. Cokeltme

Cokeltme suda bulunan askida kati maddelerin kendi agirliklar ile asagi inerek
dipte birikmesine ve biriken maddelerin toplanilarak sudan ayirmasi islemine denir.
Maddelerin genellikle kendi agirhiklariyla ¢okelmesi beklenir. Ekstra bir islem

gerekmemektedir.



1.3. Atiksu Aritiminda Enzimler

Atiklarin arttiminda enzimlerin kullanimi ilk kez 1970 lerde kirletici bir
maddenin  yikimi1  olarak denenmistir. Enzimlerle gerceklestirilen kirleticiyi
mikroorganizmalarla ortamdan uzaklastirma (biyoremediyasyon) islemleri giiniimiizde
rutin olarak uygulanan kimyasal ve biyolojik aritim yoOntemlerine alternatif olarak
kullanilabilmektedir. Enzimlerin aritim islemlerinde kullanimi mikroorganizmalarin ya

da kimyasallarin kullanimindan daha avantajli oldugu icin tercih edilmektedir.

Atiksularin ~ 6n  antimi amaciyla  ¢ok  cgesitli  enzim  sistemleri
kullanilabilmektedir. Bunlar arasinda en yaygmm olan {i¢ enzim sistemi
oksidorediiktazlar, liyazlar ve hidrolazlardir. Oksidorediiktazlar bir subsrattan digerine
elektron transferini katalizleyen enzimlerdir. Spesifik olmamalari, fazla ener;ji
tiketmeleri gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Ayrica oksidasyon reaksiyonlarinin
kimyasal islemlerle gerceklestirilmesi sirasinda hem ¢alisanlara hem de ¢evreye zararl
kimyasallar yaymaktadir. Oksidorediiktazlar olusan kirliligin kontrolii amaciyla zararl
kimyasallarin  alternatifi  olarak yer alabilmektedir. Yapilan calismalarda
oksidorediiktaz grubunda yeralan peroksidaz enziminden yararlanilarak, atiksulardan
fenol, kloroform, mikro kirleticiler, aromatik aminler, hidrokarbonlar ve
petrokimyasallar gibi atiklarin giderimi gerceklestirilmistir. Bu grupta bulunan
enzimlerden lakkazlar ve tirozinazlarin ise fenol gideriminde avantaj sagladig ¢esitli
caligmalarda gozlemlenmistir. Ayrica peroksidaz ve lakkaz enzimi ¢esitli renkli
atiksularin renk gideriminde de kullanilmaktadir (Darwesh O. ve ark., 2019). Liyaz
enzimleri kimyasal baglarin kirilmasini katalizlemektedir. Bu gruptaki enzimlerden biri
olan nitril hidrataz nitril atiklarinin degredasyonunda, siyaniir hidrataz atiksulardan
siyaniir gideriminde rol almaktadir. Hidrolaz grubu enzimler ise gida {iretilen
endiistrilerinden olusan atiklarin aritiminda gorev almaktadir. Olusan bu atiklar

nisastalar, karbonhidratlar, proteinler ve yaglar olmak {izere dort gruba ayrilmaktadir.

Son yillarda yapilan ¢alismalar enzim odakli iglemlerin, fiziksel ve kimyasal
giderme yontemlerine gore gesitli avantajlar sagladigini gostermektedir (Bezerra C. Ve
ark., 2015, Xu Y. ve ark., 2015, Hou X. ve ark., 2014, Basak B. ve ark., 2013,
Fernandez C. ve ark., 2013). Enzimlerin aritmada kullanilmasinin avantajlari; 6nemli
yan etkiler olusturmamasi, kirletici maddeleri etkin sekilde uzaklastirmasi, enzimlerin

isletilmesinin kolay olmasi, yalnizca eser miktarda enzim kullanilmasi, diisiik



konsantrasyonlardaki kirletici maddeleri uzaklastirma yetenegi ve ayn1 zamanda biiyiik
hacimlerdeki atik sularda kullanilabilmesi olarak verilebilir. Peroksidazlar, lakkazlar ve
tirozinazlar atiksudaki fenolik kirleticilerin ve renk sorununun giderilmesinde 6nemli
Ol¢iide etki gostermektedir (Aydemir T. ve ark., 2015). Peroksidaz enzimi; 308 amino
asidi yapisinda igeren polipeptid zincirinden olusmaktadir. Katalaz, bitki ve hayvan
peroksidazlar1 olmak {iizere ii¢ farkli grupta incelenmektedirler. Bitki peroksidazlari,
Okaryot ve prokaryot kokenli olup, amino asit siralamasina bagli olarak ii¢ gruba
ayrilirlar.  Peroksidazlar enzimleri; biyokimya, biyosensorler, gida miihendisligi,
biyoteknoloji, biyoinformatik, protein miithendisligi, biyokataliz ve genetik transfer gibi
bircok alanda kullanilmaktadir. Baz1 fenollerin veya aromatik gruplarin toksik etkilerini
gidermesi 0Ozelliginden dolay1 atiksu aritiminda da son yillarda kullanimi giindeme
gelmistir (Ariaeenejad S. ve ark., 2021). Ancak tiim bu avantajlarin yanisira enzimlerin
biyolojik uygulamalar disinda kullanimi i¢in gesitli sinirlamalar1 vardir. Bu nedenle
enzimler, cesitli uygulamalarda uygun maliyetli ve kolay uygulanabilir 6zellik
tagtyabilmesi i¢cin immobilize edilmesi gerekir (Bezerra C. ve ark., 2015, Xu Y. ve ark.,
2015, Sanlier S ve ark.,, 2013). Enzimlerin immobilizasyonu i¢in farkli destek
malzemeleri kullanilmistir. Ornegin kitosan; biyouyumluluk, kimyasal degisikliklerden
etkilenmeme, hidrofiliklik, mekanik stabilite ve yenilenebilirlik gibi bir¢cok 6zellige
sahiptir. Bu o6zelliklerden dolay1 son yillarda yapilan c¢alismalar, kullanilacak olan
materyalin ¢oziinlirliiglinli arttirmak ve c¢evresel uygulamalarini gelistirmek icin
kitosanin kimyasal veya fiziksel reaksiyonlarda kullanilmasina odaklanmaktadir (Basak

A.ve ark., 2013, Xu Y. ve ark., 2013).

1.4. immobilizasyon

Enzimlerin endiistriyel uygulamalar1 genellikle sulu cozeltilerde gerceklestirilir.
Enzimler ise suda ¢Oziinebilen katalizorlerdir. Bu sebeple serbest halde bulunan enzimlerin
katalizor olarak kullanilmalar1 6nemli sorunlara yol acabilmektedir. Enzim kullanilarak
gerceklestirilen bir tepkimede reaksiyonun durdurulmasi istendiginde, enzim serbest halde
bulundugundan kolaylikla ortamdan ¢ikarilarak uzaklastirilamaz. Yapilan calismalarda
kullanilan materyalleri ortamdan uzaklastirma islemi i¢in inhibitdrler kullanilmaktadir.
Ancak inhibitér kullanilma durumunda ise reaksiyonda olusan iirlinlerin etkilenebildigi
gdzlemlenmistir. Uriinlerin etkilenmesini engellemek ise oldukga zordur. Ayrica enzimatik

reaksiyonlart duraklatmak icin inhibitdér kullanilmasi enzimin verimli c¢alismasini



engellemektedir ve reaksiyona giren serbest enzimin, reaksiyon bitiminde aktifligini
yitirmeden geri kazanilmasi pek mimkiin degildir. Bu sebeple enzimlerin tekrar
kullanimin1 engellemektedir ve enzimlerin pahali olmalar1 nedeniyle {iriin maliyetinin

ylikselmesine yol agmaktadir (Bilen C. ve ark., 2009).

Immobilizasyon sozciigiinii kelime anlami olarak ele alacak olursak, “tutuklanmus,
hareketi kisitlanmis” demektir. Immobilizasyon, enzimlerin, mikroorganizmalarin ya da
bakterilerin fiziksel ve kimyasal yontemlerle mevcut katalitik aktivitesini koruyarak, tekrar
kullanimin1 saglamak amaciyla organik veya inorganik tastyicilara tutulmasidir (Yetim N.

ve ark., 2019).
Immobilizasyonun avantajlart;

e Tekrar kullanilabilir olmasi,

o Siirekli sistemlerde uygulanabilmesi,

e Reaksiyon sona erdiginde ortamdan kolaylikla uzaklastirilabilmesi,

e Serbest enzime kiyasla daha kararli olmasi,

e Cevre kosullarina (pH, sicaklik vb.) kars1 dayanikli olmasi,

e  Uriin olusumunun kontrol altinda tutulabilmesi,

e Kesikli sistemler i¢in uygun olmasi,

e Serbest halde bulunan enzimlerden daha yiiksek aktiviteye sahip olmasi,

e Enzimin kendi kendine pargalanabilme ihtimalini azaltmas1 olarak siralanabilir.
Diger yandan immobilizasyonun dezavantajlari ise:

e Hiicre igerisinde istenmeyen reaksiyonlarin gerceklesmesinde rol oynayan
enzimleri igerebilecegi i¢in istenmeyen yan iiriin olusmasi,

e Hiicre duvar1 ve hiicre membranlarindan dolay1 reaksiyon bilesiklerinin hiicre i¢ine
ve disina gegisini engellemesi,

e  Uriinlerin tasiyicidan kopan hiicreler ile kontamine olabilmesi,

e Besin ve enerji kaynagi arttiginda substrat tliketiminin artmasi ve iirlin veriminin

azalmasi olarak siralanabilir.

1.4.1. immobilizasyon yontemleri

Cesitli  tasiyicilara enzim veya mikroorganizmalart baglamak icin farkh

immobilizasyon yontemleri uygulanmistir (Uygun M. ve ark., 2006). Uygulanan bu



yontemler; Adsorpsiyon(a), Kovalent baglama(b), Tutuklama(c) ve Kapsiillemedir(d).

Bahsedilen yontemler asagida Sekil 1.1' de verilmistir.
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Sekil 1.1. a) Tasiyici ilizerine adsorpsiyon b) Tasiyiciya kovalent ve ¢apraz baglama c)
Tasiyict i¢inde tutuklama d) Kapsiilleme

Adsorpsiyon; Kullanilan en eski immobilizasyon yontemidir. Kisaca 6zetlenecek
olursa enzimlerin suda ¢éziinmeyen tasiyiciya baglanmasidir. Tasiyici segiminde en 6nemli

kriter enzimin cinsidir.

Kovalent baglanma; Hiicrenin destek malzemesine kovalent olarak baglanmasidir.
Immobilizasyon baglayici bir ajan varhiginda gergeklesir. Hiicre immobilizasyonundan ¢ok
enzim immobilizasyonunda kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde ¢esitli baglayici ajanlar

kullanilir, bu ajanlarin en 6nemlileri; Glutaraldehit ve Hidrokloriir “diir.

Capraz baglanma; Enzimlerin ¢apraz baglanma ile immobilizasyonu, ortamdaki
protein molekiillerine ya da ¢éziinmeyen bir tasiyicinin iizerindeki fonksiyonel gruplara,
molekiiler gruplarin caprazlanarak baglanmasini saglamaktadir. Tek basina kullanilmasi

miimkiin degildir. Bu yiizden genellikle kovalent baglama yontemiyle birlikte kullanilir.

Tutuklama yontemi; Tutuklama metoduyla immobilizasyonda enzim kafes gibi
cevreleme gorevi goren polimer matris veya membran igerisinde tutuklanmaktadir. Bu
tutulma yoOnteminin calisma prensibinde, substratin iceri girmesine izin verilirken,

proteinin de iceride muhafaza edilmesini saglamaktadir.

Kapsiilleme yontemi; Enzimler yar1 gegirgen polimer membran igerisinde
hapsedilmektedir. Bu metodun avantajlar1 substratla enzime genis yiizey alam
saglamasinin yani sira sadece bir enzim degil, degisik tipte bir¢ok enzimin ayni anda

immobilize edilebilir olmasidir (Uygun M. ve ark., 2006).



1.4.2. immobilizasyon yénteminde kullanilan destek malzemesi ve ozellikleri

Kullanillan ~ destek  malzemesi, = immobilizasyon = yOnteminin  anahtar
pargasidir. Uygun tasiyict malzemelerin secilmesi, enzimin aktivite kapasitesini ve
immobilize  biyokiitlenin  stabilitesini  artirmak  icin  elverislidir. Immobilize
mikroorganizmalarin yagamsal aktivitesini etkiledigi ve bu sebeple immobilizasyon
sisteminde kullanilacak olan atik su aritma isleminin verimlili§ine etki gosterdigi icin

immobilizasyon siirecinde verilecek ¢ok 6nemli bir karardir (Bilal M. ve ark., 2018).
Destek malzemesi;

e (Coziinmez olmall,

e Biyokiitle tarafindan biyolojik olarak par¢alanmamali,

e Toksik olmamali,

e Ucuz, kullanim1 ve yenilenmesi kolay olmal,

e Biyouyumlu olmali,

e Biyolojik aktivitelerini sabitleyip enzimlerin dogal yapisin1 koruyarak sabit bir

ortam saglamalidir.

Destek malzemeleri organik malzeme, inorganik malzeme ve kompozit malzeme

olmak tizere iigce ayrilir:

1. Inorganik malzemeler; inorganik malzemelere 6rnek olarak aktif komiir, kil,
zeolit, antrasit, seramikler ve gdozenekli cam verilebilir.

2. Organik malzemeler; Organik malzemelere 6rnek olarak kitosan, agar, aljinat ve
Irlanda yosunu gibi dogal tastyicilar ve polivinil alkol (PVA), poliiiretan ve
akrilamid gibi sentetik polimerler verilebilir.

3. Kompozit malzemeler; Kompozit malzemeler hem organik hem de inorganik
malzemelerin bir kombinasyonunu temsil eder; bu iki tilirlin performansinin
entegrasyonunu saglar. Kompozit malzemelere 6rnek olarak polivinil alkol kitosan,
polivinil alkol guargum wverilebilir (Zdarta J. ve ark., 2018). Klasik destek

malzemeler asagida Sekil 1.2'de verilmistir.

10



Klasik Malzemeler

Organik | Inorganik
Malzemeler Kompozit Malzemeler
u| Malzemeler
I 1 Zeolit
Dogal Sentetik —
Malzemeler Malzemeler || P&]h\(’g}ﬂ Gozenekll
- Polivinil Kitosan L
L Kitosan — Alkol ;
Polivinil || Seramik
|| Agar | [Akrilamid || Alkol
Guargum Kil
| | Aljinat Poliiiretan
n Antrasit
Irlanda Polipropilen
L Yosunu | | Amonyum Aktiflenmis
| Komiir

Sekil 1.2. Klasik destek malzemeleri

Kitosan; karides, 1stakoz ve yengec gibi sert kabuklu eklem bacaklilarin
kabuklarinda, bazi bakterilerin ve mantarlarin ise hiicre duvarlarinda bulunur. Kitosan yap1
olarak reaktif fonksiyonel amino gruplarina sahip, seliillozdan sonra dogada en yaygin
bulunan polimer tiirii olan kitinin ((1-4)-poli-Nasetil-D-glukozamin) deasetilasyonu ile
elde edilen bir tiiriidiir. Kitosanin ortalama molekiil agirligi 3.200- 2.000.000 g/mol
arasindadir. Kitosanin kitine kiyasla en ilgi ¢ekici malzeme olmasinin temel nedeni ticari
olarak elde edilebilir ve birgok formda kullanilabilir olmasidir. Beyaz renkli yar1 seffaf,
tatsiz, kokusuz, partikiil veya toz halinde bulunan bir madde olan kitosan, sindirim
enzimlerine karsi da olduk¢a dayanikli bir madde olmasima ragmen bazi bakteriler
tarafindan ise kolayca pargalanir ozelliktedirler. Sadece asidik ortamlarda (<6.0 pH)
¢Ozlniirler, suda ¢oOzlinemezler. Kitosanin viicut icerisinde tamamen zararsiz iriinlere
(amino sekeri) pargalanmasindan dolayr insanlar iizerinde de herhangi bir yan etkisi
bulunmamaktadir. Kitosana etki eden parametreler; deasetilasyon derecesi, molekiil
agirligl, renk, viskozite ve ¢oziinlirliik olarak verilebilir. Deasetilasyon derecesi; kitinin
yapisinda bulunan aminoasetil gruplarindan asetil grubunun uzaklastirilmasi islemidir. Bu
islem sayesinde kitosanin yapisinda yalnizca amin gruplar1 kalmaktadir. Kitosanin
deasetilasyon derecesi, basta ¢oziinme 6zelligi olmak {izere bir¢cok parametre lizerinde etki
etmektedir. Kitinin belli derecede deasetilasyonu (%60 ve iizeri) sonucunda “kitosan” elde
edilmektedir. Kitin ve kitosanin molekiiler agirligi, elde edilen ham maddeye, sicakliga,
zamana ve NaOH konsantrasyonuna bagli olarak degigmektedir. Ortamda bulunan

¢cozlinmiis oksijen miktari, kitosanin parcalanmasma sebep olmakta ve molekiil agirligim
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diisiirmektedir. Ote yandan yiiksek sicaklik kitosanmn molekiil agirligmi olumsuz ydnde
etkilemektedir. Genellikle 4°C’de depolanan kitosan ¢ozeltisi viskozite agisindan en iyi
stabiliteyi gosterdigi gozlemlenmistir. Kitosanin ¢oziinmesinde genel olarak asetik asit,
formik asit ve laktik asit gibi organik asitler kullanilirken kitinin ¢dzmesi i¢in ise lityum
kloriir ve dimetilasetamid gibi toksik ozellikte ¢ozeltiler kullanilmaktadir (Demir A. ve

ark., 2009). Kitosan boncuklar Sekil 1.3’de goriilmektedir.

Sekil 1.3. Kitosan boncuk (Aydemir T. vd., 2015)

Klasik destek malzemelerinin yani sira yeni destek malzemeleri iretilerek
immobilizasyon yonteminin atiksu aritiminda kullanilmasinin arttirilmasi hedeflenmistir.
Bu sebeple, enzime gore uyarlanmis yeni malzemelerin kesfi ve kullanimi son zamanlarda
giderek 6nem kazanmaktadir. Hem organik hem de inorganik yapidaki bu malzemelerin,
olaganiistii termal ve kimyasal kararlilik 0zelligi sayesinde kolay bir sekilde
karakterizasyonu saglanmaktadir. Immobilize biyoreaktdrler arttirilmis katalitik verimlilik
sergiler ve reaksiyon iiriinlerinin saflig1 ve kalitesini arttirir (Zdarta J. ve ark., 2018). Yeni

destek malzemeleri Sekil 1.4’te goriilmektedir.
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Yeni Destek

Malzemeleri
I
[ I 1
Organik Kompozit Inorganik
I
[ I 1
Polimerik || | Organik- Mezopar Seramik
membran Organik partikiiller malzemeler Nanopartikiiller
| | .. |l | Organik- | _[Grafen-Grafen
Elektrospinin Inorganik oksitler
Inorganik- | [ Manyetik
Inorganik manopartikiiller
| | Karbon
nanotiipler

Sekil 1.4. Yeni destek malzemeleri

Manyetik Nanopartikiiller; Enzim stabilizasyonu ve enzim molekiillerinin
immobilizasyonu i¢in genis yiizey alani saglayan c¢esitli nanoyapilar gelistirilmistir.
Gelistirilen bu yapilar nano tasiyicilar grubu manyetik nanopartikiiller (MNP'ler) kullanish
ve kolay tretilebilir olmasi bakimindan 6ne ¢ikmaktadir (Govan G. ve ark., 2014).
Manyetik olmayan malzemeler ile karsilastirildiginda, manyetik pargaciklarin; yiiksek
sliper para manyetizma kuvveti, genis yiizey alani, harici manyetik alanlar altinda kolay
ayirma gibi benzersiz 6zellikleri ylikleme kapasitesini biiylik 6l¢iide iyilestirir ve diflizyon
siirlamasimi azaltir (Xu Y. ve ark., 2014). En yaygin kullanilan manyetik pargaciklar,
diisiik toksisite ve biyouyumluluk nedeniyle manyetit (Fe3Os) ve maghemittir (c-FexO3)
(Xu Y. ve ark.,, 2014). Bu materyaller, immobilizasyon verimini ve elde edilen

biyokatalitik sistemin verimliligini 6nemli 6l¢iide artirmay1 hedefler.

Manyetik nanopartikiiller, enzim baglanmasi i¢in matris yiizeyinde daha yiiksek
enzim yiiklenmesine ve artan immobilizasyon verimine yol agan genis bir ylizey alam
saglar. Bununla birlikte, nanopartikiillerin diger inorganik malzemelere gore en biiyiik
avantaji, diflizyon sinirlamalarini en aza indirme yetenekleridir. Enzim molekiilleri,
gozeneksiz partikiillerin ylizeyine baglanir ve aktif bolgeleri substratlarla genis temasa
maruz kalir. Bu, nanopartikiillere dayali biyokatalitik sistemlerin genellikle yliksek

katalitik aktivite sagladig1 anlamina gelir.
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Manyetik nano partikiillere rnek olarak;

Titanyum Dioksit

e (Cinko Oksit

e Demir Oksit

e Sifir Degerlikli Demir

e Nano Killer verilmektedir (Zdarta J. ve ark., 2018)

1.4.3. immobilize enzim ile ilgili yapilan ¢cahsmalar

Atiksularin 6n aritimlar1 amaciyla kullanilan enzimlerin basinda amilaz, proteaz,
lipaz, seliilaz ve peroksidaz enzimleri gelmektedir. Enzimlerin aritima katki saglamasina
ragmen tekrar kullaniminin miimkiin olmamasi, cevresel faktorlerden etkilenmesi gibi
dezavantajlarindan  dolay1  giinlimiizde atiksu aritim  sistemlerinde  enzimler;
mikroorganizmalarla, nutrientler ve partikiillerle kombine olarak kullanilmaktadir. Yapilan
caligmalarda atiksularin aritiminda uygulanan immobilizasyon teknigi ile immobilize
enzimlerin serbest enzimlerden daha etkili olduklar1 tespit edilmistir (Bilal M. ve ark.,

2018).

Husain Q. ve ark., (2019) yapmis olduklar1 bir ¢aligmada katyon degistirici bir regineye
immobilize edilmis olan peroksidaz enziminin fenol gideriminde serbest haldeki enzimle

kiyaslandiginda daha basarili oldugunu rapor etmislerdir.

Tekstil endiistrisi atiksularinda yer alan antrakinon ve azo boyalariin renk giderimi
amaciyla immobilize ve serbest peroksidaz enziminin kullanildigi bir ¢alismada ise
immobilize enzimin sicaklik stabilitesinin daha yiliksek oldugu tespit edilmistir ve
immobilize enzim kullanildiktan sonra ortamdan kolaylikla ayrigabilmektedir. Ancak

enzim aktivitesinde bir miktar diislis meydana geldigi goriilmiistiir (Erol B. ve ark., 2019).

Peroksidaz enziminin immobilizasyonunda Cebre Sakaroz 4B destek materyalinin
kullanildig1 bir diger calismada ise ambalaj atiklarindan olusan rengin gideriminde
immobilize enzimlerle elde edilen giderim oraninin serbest enzimle elde edilenden 2,7 kat

daha fazla oldugu belirlenmistir (Fatima A. ve ark., 2007).

Immobilize lakkaz enziminin atiksulardaki renk gideriminde kullamldig: bir baska
caligmada ise reaktif tekstil boyalarinin depolarizasyonunda immobilize haldeki enzimin

yiiksek etkinlik gosterdigi tespit edilmistir (depolarizasyonunda R. ve ark., 2011).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Yapilan ¢aligmalarda g¢esitli kimyasal malzemeler kullanilmistir. Kullanilan

kimyasal malzemelerin listesi ve markasi Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Amonyak cozeltisi NH;OH Mercek
2,2-Azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik

asit) diamonyum tuzu ABTS Merck
Deasetile kitin, Poli (D-glukozamin) Merck
Glutarikdialdehit ¢ozeltisi Merck
Sodyum trifosfatpentabazik TPP Merck
Nanokil, hidrofilikbentonit Merck
Yaban turpu peroksidaz Merck
Asetik Asit CH;COOH Merck
Sigir serum albiimini BSA Merck
Demir (III) Kloriir FeCl;.6H,O Merck
Demir siilfat heptahidrat FeSO,4.7H,O Merck
Siilfirik asit H,SO4 Merck
Ethanol C,HsOH Merck
Fosfat PO+ Merck

2.1.2. Kullanilan cihazlar

Yapilan c¢alismalarda laboratuvarda bulunan ¢esitli cihazlar kullanilmistir.

Kullanilan cihazlarin listesi, marka modeli ve ¢alismaya katkis1 Cizelge 2.2’te verilmistir.
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Cizelge 2.2. Kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Marka / Model Kullanim Amaci
ECO 16 Thermoreaktdr, Velp Scientifica,
Termoreaktor . , Renk analizi
Milano, Italya.
WTW marka prob (WTW Multi 3401,
pH metre pH ol¢iimii

Weilheim, Almanya).

Hassas terazi

Ohaus, pioneer tm, pine brook, nj, ABD

Miktar 6l¢iimii

HACH-DR 5000 marka speketrometrede

Spektrometre KOI, renk analizi
hach-lange, dusseldorf, Almanya
SEM SEM, carl zeiss, evo 50 model, Almanya. Partikiil sentezleme
XRD Bruker, Almanya Partikiil sentezleme
Etiiv Ecocell, ecl11, planegg, Almanya Deneysel malzeme sterilizasyonu
Manyetik karistirica M TOP shsd150, Almanya Sistem homojenizasyon
Ultrasonik banyo Kudos hp series 53khz, Cin Partikiil sentezleme

Calkalayic (shaker)

New brunswick sicientific incubator

shaker series 126, Almanya

Enzim immobilizasyonu

Santrifiij

Labortechnik, wehingen, Almanya

KOI,renk analizi

2.2. Metot

2.2.1. Atiksu icerigi

Atik su, Kahramanmaras ili kat1 atik tesisinin ¢dp sizinti suyundan toplanmaistir.

Universitemizde bulunun laboratuvarda anaerobik membran biyoreaktor sistemi kurularak

biyolojik aritma islemleri gergeklestirilmistir. Sistem sonunda %50 KOI ve %40 renk

giderim verimi elde edilmistir. Desarj standartlarini saglamadig1 icin ileri aritma yapilmasi

uygun goriilmiistiir. Bu calismada kullanilan biyolojik olarak aritilmis ¢op sizint1 suyunun

(CSS) ozellikleri biiyiik 6lciide degiskendir ve aritilmig atik suyun ortalama degerleri

Cizelge 2.3’de gosterilmektedir.

Cizelge 2.3. Biyolojik 6n aritimdan ge¢mis ¢op Si1zint1 Suyu karakterizasyonu

KOI RENK
Parametreler
(mg/L) | (Pt-Co)
Ham LFL (Depolama sizint1 suyu) 16000 9000
AnMBR Atik Konsantrasyon (mg/L) 7837 5400
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2.2.2. Deney diizenegi

Tez kapsaminda calisma i¢in kullanilacak reaktdr hacmi 1L olarak belirlenmistir
(Sekil 2.1) ve 4 farkli konsantrasyon i¢in 4 adet reaktdr es zamanli olarak igletilmistir.
Deneysel planda belirlenen siire boyunca sistem ¢alistirilip, belirtilen araliklarda numune

alimmustir.

Sekil 2.1. Tez ¢alismasinda kullanilan deney diizenegi

2.2.3. Deneysel plan

Proje kapsaminda laboratuvar kosullarinda biyolojik 6n aritimi saglanmis CSS'nin
immobilize peroksidaz enzimi ile aritim g¢alismalarinda Cizelge 2.4’deki deneysel plan

kullanilmistir ve bu deneysel plan dogrultusunda yontemler gelistirilmistir.
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Cizelge 2.4. Deneysel Plan

Is Paketi

: Calismalar
(IP)
iP1 Laboratuvar Kosullarinda Kullanilacak Malzemelerin Tedarik Edilmesi ve Reaktor
Kurulumu
Seyreltme Enzim
Sicaklik | Zaman
. Oranlari pH Konsantrasyonu
IP 2.1: Seyreltme (°O) (dk)
(viv) (U/mL)
Oranlarinin ve 0
Sicakligin 5-10-
- ) 1:2 25-35-
. Degerlendirilmesi 15-20- | 7-8 5
IP 2: Aktiflestirilmis Serbest 1:3 50-65 55,30
Enzimin Atiksu Aritma 1:4
Performansina Etkisi iP 2.2: pH Etkisinin 3-5-
Opt. Opt. Opt. 5
Arastirilmasi 10
iP 2.3: Enzim 1 5
Konsantrasyonun Opt. Opt. Opt.
Etkisinin 1:4 20
Degerlendirilmesi
IP 3: Manyetik Kitosan Kil 5-10-
Boncugun Atiksu Aritma - Opt. Opt. 15-20- | Opt. 5
Performansina Etkisi 25-30
IP 4: immobilize Peroksidaz 5-10-
Enziminin Atiksu Aritma - Opt. Opt. 15-20- | Opt. 5
Performansina Etkisi 25-30

18




IP 1: Tez kapsaminda satin alinmasi gereken sarf malzemeler tedarik edilmistir.
Merck marka enzim aktivite edilip reaksiyon i¢in hazirlanmigtir. Sistem pH propu,
termometre, sicaklik ayarli manyetik karistirict ve karigimi saglayacak balik ile dizayn

edilerek reaksiyona uygun hale getirilmistir.

IP 2: Bu is paketinde aktiflestirilmis serbest enzimin atiksu aritma performansina
etkisi degerlendirilmistir. {lk olarak serbest haldeki enzim ile isletilen reaktorde farkli
atiksu seyreltme oranlar1 (1- 1:4 v:v), sicaklik (25-65 °C) ve reaksiyon siireleri (5-30 dk)
test edimistir (IP 2.1). Optimum seyreltme oran1 reaksiyon siiresi ve sicaklif
belirlendikten sonra farkli pH (3-5-10) degerlerinde reaksiyon gerceklestirilerek optimum
pH degeri belirlenmistir (IP 2.2). Daha diisiik seyreltme oraninda yiiksek aritim verimi elde
edebilmek i¢in 2 farkli enzim konsantrasyonunda (5-20 U/mL) reaksiyon gerceklestirilerek

optimum enzim konsantrasyonu belirlenmistir (P 2.3).

IP 3: Calismanmn bu asamasinda manyetik kitosan kil boncuk sentezlenmistir ve

elde edilen boncugun optimum kosullar altinda aritim performansi incelenmistir.

IP 4: Son olarak sentezlenen boncuga peroksidaz enzimi immobilize edilerek,

aritima etkisi arastirilmistir.

2.2.4. Serbest enzimin aktiflestirilmesi

Tez kapsaminda laboratuvar oOlgekli bir sistem dizayn edilip serbest enzim
kullanilarak atiksu aritma igslemi gergeklestirilmistir. Aktiflestirme isleminde kullanilmak
iizere 0,1 M fosfat tamponu hazirlanmistir. Sistemde kullanilan enzim hazir olarak alinmig
olup, kati halde bulunan enzimden belirlenen miktarda almmarak 0.1 M 50 ml fosfat

tamponu igerisine eklenilerek 4 °C’de 12 saat boyunca karistirilmistir.

Deneyde kullanilan enzim miktar1 Denklem 1’de gosterildigi gibi hesaplanmistir.
Aktive enzim ise reaksiyona katilmak iizere sisteme eklenip aritim performansina etkisi
gbozlemlenmigtir. Atiksu ile enzimin temas yilizeyini arttirmak amaciyla sistem siirekli

olarak karistirilmistir.
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1000 U = 3,6 mg

lgr enzim maddesinde = 279 U enzim bulunmaktadir.

1000 U 3,6 mg 1 mg 279U
2.1
5U X mg X mg 5U @1
X=0,018 mg X=0,018 mg

2.2.5. Demir (11, III) oksit (Fe304) sentezlenmesi

Fe304 manyetik nano partikiiliin sentezlenmesi i¢in hazir olarak aliman demir (III)
kloriir (FeCl3.6H,0) ve demir siilfat heptahidrat (FeSO4.7H>0) 8,109 gr ve 4,170 gr olacak
sekilde cam siseye eklenmistir. Ardindan 30 ml saf su eklenerek 15 dk karistirilmistir. 15
dakika sonunda onceden hazirlanmis %10’luk amonyak c¢ozeltisinden 60 ml damlalar
halinde karisima eklenmistir. Amonyak ¢ozeltisi eklenildikten sonra 60 °C’de 450 rpm’de

90 dk boyunca karistirtlmistir. Karigim sonunda saf su eklenerek sogumaya birakilmistir.

Karisimdaki amonyak kokusu gidene kadar saf su ile yikanmistir (7 kez). Manyetik
parcaciklar tamamen cokeldiginde iist suyu alinarak 80 °C’de 16 saat boyunca etiivde

kurutulmustur.

2.2.6. Manyetik kitosan kil boncuk sentezlenmesi

Manyetik kitosan kil boncuk sentezinde ilk olarak kullanilacak olan kitosan ve kil
malzemelerin aktiflestirme islemleri gergeklesmistir. Kitosan pullarin aktiflestirilmesi i¢in
2gr kitosan pullar1 alinarak onceden hazirlanmis %2’lik asetik asit ¢ozeltisi igerisine
eklenilmistir. 100 ml asetik asit ile karistirilan kitosan pullar ¢ozelti igerisinde ¢dziinene
kadar karistirilmistir. Daha sonra 50 gr nanokil 1M 250 ml siilfiirik asit (H2SOs) igerisine
eklenerek 80 °C’de 2 sa karistirilir. Karistirildiktan sonra saf su ile yikanarak 110 °C’de 12
sa boyunca etiivde kurutulmustur. Boncuk elde etmek icin 1 gr aktiflestirilmis kil, 2 gr
kitosan ve 1 gr demir (I, III) oksit (Fe3O4) 100 ml asetik asit igerisine ilave edilerek 10 dk
boyunca oda sicakliginda manyetik karistirict yardimi ile karigtirilmistir. 10 dk sonunda
ultra ses cihazina yerlestirilerek olusan kabarciklar yok edilmistir. Hazirlanan karisim 20
ml soguk TPP soliisyonuna (pH 8.2) damlalik yardimi ile eklenmis ve 4 saat boyunca
karistirllmistir. Karigim igleminden sonra boncuk ndétr hale gelene kadar saf su ile

yikanmustir (Sekil 2.2).

20



Sekil 2.2. Uretilen manyetik kitosan kil boncuk

2.2.7. Peroksidaz enziminin immobilizasyonu

Peroksidaz enzimi bdlim 2.2.6’da {iretilen manyetik kitosan kil boncuklar
kullanilarak immobilize edilmistir. Immobilizasyondan 6nce MKKB’lar1 aktif hale
getirebilmek icin 5 gr etanol eklenerek 10 dk sonikasyonu gergeklestirilmistir. Daha sonra
10 ml %10’luk glutaraldehit ¢ozeltisi ilave edilmis ve 2 saat oda sicakliginda inkiibe

edilmistir. Ardindan deiyonize su ile yikama yapilmstir.

Immobilizasyon isleminde ilk olarak aktive edilen MKKB’lar 12 saat boyunca 0.1
M fosfat tamponunda 4°C’de saklanmistir. 12 saat sonunda peroksidaz enzimi iceren
(5U/ml) 50 ml fosfat tampon ¢ozeltisi igerisine eklenmistir (pH:6). Enzim miktar hesabi
Denklem 1’de verilmistir. Karistm 100 rmp’de ¢alkalanarak 4°C’de 24 saat boyunca

inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda deiyonize su ile yikanarak 4°C’de saklanmistir

2.2.8. Analizler

Biyolojik olarak 6n aritimi ger¢eklesmis CSS'nin aritilabilirlik ¢alismalar1 boyunca
sistem performansim degerlendirmek amaciyla; pH, renk, sicaklik, KOI parametreleri

belirli araliklarla takip edilmistir.

pH Olgiimii:pH 6lciimleri WTW marka prob (WTW Multi 340i, Weilheim,
Almanya) ile gerceklestirilmistir.

Kimyasal oksijen ihtiyaci tayini (KOI, mg/L):2 ml alinan numune {istiine 1,5 ml

parcalama ¢ozeltisi (15,324 gr KoCr207, 49,95 gr HgSO4 ve 250,5 gr HoSO4 balon jojeye

21



eklenerek 1000 ml ye tamamlanmis) ve 3,5 ml siilfirik asit-civa siilfat ¢ozelitsi (10,12 gr
Ag>SO4 balon joje igerisinde 1000 ml’ye H>SO4 ile tamamlanmis) eklenerek
termoreaktorde (Sekil 2.3. a) (ECO 16 Thermoreaktdr, Velp Scientifica, Milano, italya)
150°C’de 2 saat bekledikten sonra 600 nm’de HACH-DR 5000 marka speketrometrede
(Hach-Lange, Dusseldorf, Germany) (Sekil 7b). 600 nm’de absorbans degeri okutulmustur.
Sonuglarin okunmasinda 0-1000 mg/L araliginda potasyum hidrojen ftalat ile yapilan
korelasyon egrisi kullanilmistir (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. KOI ve renk analizlerinin yapildig termoreaktdr (a) ve spektrofotometre (b)

04 y = 0,00035x - 0,00649
0,35 R2=0,99501

0,3
0,25

Abs Degeri
o
[

0,05
0 _/ T T T T

0 200 400 600 800 1000 1200
KOi Konsanstarsyonu {mg/L)

Sekil 2.4. KOI tayini i¢in olusturulan korelasyon egrisi
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Korelasyon egrisi sonucu elde edilen denklem ise;

x=[y+0,00649] /0,00035 (2.2)
olarak ifade edilmistir. Burada;

x: Kimyasal oksijen ihtiyact konsantrasyonu (mg/L)

y: Spektrofotometrede okunan Abs degerini ifade etmektedir.

Renk Analizi: Tez kapsaminda renk Ol¢iim birimi olarak Pt-Co kullanilmistir.
Renk analizleri HACH DR 5000 (Loveland, CO., ABD) spektrofotometrede
gerceklestirilmistir (Sekil 7b). Analizi yapilacak tiim sivi numuneler analiz 6ncesinde
Hermle Z 200A marka santrifiij cihazinda (Labortechnik, Wehingen, Almanya) 4000
rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.

SEM analizi: Calisma periyotlarinin Oncesinde ve sonrasinda, sentezlenen
manyetik kitosan kil boncuklardan numune ayrilarak %2,5 paraformaldehit ¢ozeltisi ile
sabitlenmistir. Hazirlanan 6rnekler altin ve palladium karisimi ile kaplanmis ve Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM, Carl ZEISS, EVO 50 model, Almanya) ile goriintiileri

alinmustir.

FTIR analizi: FT-IR spektrumu, KBr peleti ile FT-IR Spektrofotometre Model
2000'e (Perkin Elmer) kaydedilmistir. Kullanilan dedektor, doteryumlu triglisin siilfat
(DTGYS) idi. Spektrumlarin kaydi sirasinda 4 cm-1 spektral ¢oziintirliikte toplam tarama

sayist 50 idi.

XRD analizi: X-Isinlar1 difraktometresi islemi, malzemelerin kristallografik
yapidaki Ozelliklerinin ve icerdikleri fazlarin belirlenmesini saglayan hasarsiz bir analiz
yontemidir. Genellikle toz numunelere uygulanan X-1s1m difraksiyonu sonucu maddenin
kristal yapisinin yanisira, tane boyutu ve tercihli yoOnlenmesi gibi 0Ozellikleri

belirlenmektedir. (XRD, Bruker Amerika) cihazi tarafindan analiz edilmektedir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Bu yiiksek lisans tez c¢alismasi kapsaminda demir (II, III) oksit (Fe3Oa)
sentezlenmistir. Daha sonra satin alinan kitosan ve kil ile karigtirilarak manyetik kitosan kil
boncuklar elde edilmistir. Sentezlenen bu bilesiklerin yapilar1 gesitli spektroskopik ve
analitik yontemlerle (FTIR, SEM, XRD) belirlenmistir. Manyetik kitosan kil boncuk
sentezinden sonra serbest enzim, boncuk ve immobilize boncugun aritima etkisi

incelenerek karsilastirilmistir.

3.1. Sentez ve Karakterizasyon

3.1.1. Fe304 sentezi ve karakterizasyonu

Sentezlenen manyetik nanopartikiil maddenin (bknz baslik 2.2.5) karakterizasyonu
X-1sm1 kirmmmi (XRD) teknigi ile degerlendirilmistir. Nanopartikiill maddenin X-151n1
kirmim modelleri Sekil 10’da gosterilmektedir. Fe3Os nanopartikiil madde sirasiyla
(26.03), (45.22), (16.87) ve (23.93) yansimasina karsilik gelen 206=29.97, 35.47, 57.05,
62.43 dort karakteristik zirveye sahiptir. Bu zirvelerle malzemelerin kristal yapisi
olusturulabilir. XRD ¢izgi genislemesinde Scherrer denklemini kullanarak, Fes3O4'lin
hesaplanan ortalama partikiil boyutunun 10 nm oldugu elde edilmistir. 26=35.47'de diizlem
ortalama kirinim zirvesi, yogun yapisi nedeniyle manyetik nanopartikiil (Fe3O4) maddenin
varligi tespit edilmistir (Sekil 3.1).

XRD
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Sekil 3.1. Demir (II, III) oksit (Fe3O4) parcaciklarinin X 1s11 kirmnim (XRD) grafigi
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3.1.2. Manyetik kitosan kil boncuk sentezi ve karakterizasyonu
3.1.2.1. SEM analizi

Manyetik kitosan kil (Fe;Os-kil-kitosan) kompozit boncuklarin (bknz bashk 2.2.6°)
SEM goriintiileri Sekil 10, Sekil 11 ve Sekil 12°de gosterilmektedir. SEM analizi, manyetik
boncuklardaki, bilesenlerin homojen bir kombinasyon olusturdugunu ve kitosan yiizeyleri
iizerinde dagilim sagladigi gozlemlenmistir. Boncuklarin ortalama caplar1 sirasiyla 2.173
mm,2.66 mm ve 1.534 mm olarak tespit edilmistir. Elde edilen morfolojik goriintiiler daha
onceki arastirmacilar tarafindan yapilan ¢aligma bulgularina benzer 6zellikler gostermistir (Xu.
Y ve ark., 2013, Dinger A. ve ark., 2012, Aydemir T. ve ark., 2015). Sekil 2.3 a-b-c ‘de
MKKB’un SEM goriintiisti verilmektedir. Yapisal olarak digerlerine oranla daha gézenekli bir
yapiya sahiptir. Ayrica yiizeyinde Fe;O4 maddesinin varligi gézlemlenmektedir. Sekil 11 a-b-c
‘de ise MKKB’a peroksidaz enziminin immobilizasyonu sonrasindaki SEM goriintiisii
verilmistir. Bu goriintiilerde boncukta bulunan gézeneklerin enzim ile kaplanmasi sonucunda
boncugun Sekil 10‘e oranla gézenekli yapisinin azaldigi ve homojenize bir boncuga doniistigi
gortilmektedir. Son olarak Sekil 3.3. a-b-c’de peroksidaz immobilize edilmis MKKB un atiksu
aritiminda kullanildiktan sonradaki SEM goriintiileri verilmistir. Yiizeyinden anlasilacagi lizere
boncuk atiksudaki kirletici maddeleri enzim yardimi ile adsorbe ettiginden gozenekler kirletici

maddeler ile kaplanmis ve bazi kisimlarinda deformasyon olugsmaya baslamistir.

Tp 10
H Mag= 5.00KX EHT = 12.00kv  Signal A = SE1 5l Mag = 80X EHT =12.00kV  Signal A = SE1

Sekil 3.2. Manyetik kitosan kil boncugun SEM gériintiisii (a) 300x, (b) 80x, (c) 5.00x, (d)
80x cap
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1 pm 20 pm
Mag= 500K X EHT = 1200k  Signal A= SE1 H Mag= 300X EHT = 1200KV  Signal A = SE1

100 pm 100 pm
Mag= 70X EHT =12.00kV  Signal A= SE1 H Mag= 70X EHT=12.00kV Signal A= SE1

Sekil 3.3. Immobilize enzimli manyetik kitosan kil boncugun SEM gériintiisii (a) 5.00x, (b)
300x, (¢) 70x, (d) 70x ¢ap

Mag = 500K X EHT = 12,00 kv  Signal A= SE1 H Mag = 300X EHT = 1200 kv  Signal A = SE1

100 pm 100 pm
Mag= 59X EMT=1200kv Signal A= SE1 = Mag= 58X EHT = 12.00kv  Signal A = SE1

Sekil 3.4. Immobilize enzimli manyetik kitosan kil boncugun aritimda kullanildiktan sonra
SEM goriintiisii (a) 5.00x, (b) 300x, (c) 59x ve (d) 59x cap
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3.1.2.2. FTIR analizi

Manyetik kitosan kil boncuk (Sekil 13a), enzim immobilize edilmis manyetik kitosan
kil boncuk (Sekil 13b) ve aritimda kullanilmis manyetik kitosan kil boncuklarina (Sekil
13c) karsilik gelen FTIR spektrumlar1 gosterilmektedir. Sekil 13'te gorildugi gibi, 3220-
3240 cm™ civarindaki tepe noktast —OH grubuna atfedilir. C—O'nun gerilme titresimleri
1635 cm™'de bulunur. Karakteristik adsorpsiyon bantlari, N-H egilme titresimine
atanabilen 1539 cm™'de ortaya cikt1 ve 1380 cm™ 'de tepe noktalar, kitosandaki birincil
alkolik grubun C-O gerilmesinden dolay1 ortaya ¢ikmistir. MKKB, enzim immobilize
edilmis MKKB ve aritimda kullanilmis MKKB i¢in benzer sonuglar rapor edilmistir. Elde
eden sonuclarda literatiir ile benzer sonuclar gostermektedir (Auta M. ve ark., 2014,
Bayramoglu G. ve ark., 2008, Aydemir T. ve ark., 2015). 600- 450 cm™ civarindaki tepe
noktalarinin manyetik nanoparcaciklarin  varligimi dogrulayan Fe-O titresiminden
kaynaklandigini bildirmistir (Wu X. ve ark., 2012). Spektrumlar1 ayrica nanokompozitlerin
ylizeyinde bir¢ok oksijen igeren grup oldugunu gosterir.

1630.71539,1

16325 15391
%T

|
11397 |
10795

13800 12099

16359

T 15391
32342

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 450,0
cm-1

Sekil 3.5. Enzim immobilize MKKB (a), Aritimda kullanilmis enzim immobilize MKKB
(b), MKKB (c)

3.1.2.3. Manyetik kitosan kil boncugun miknatis ile ayrilma kabiliyeti

Manyetik kitosan kil boncuklarin harici bir miknatis tarafindan ayrilma kabiliyeti
Sekil 14'de gosterilmektedir. MKKB manyetizasyon 6zelligini yapisinda bulunan Fe;O4
nanoparcaciklarindan almaktadir. Manyetik olmayan tasiyicilarla karsilastirildiginda,

manyetik kitosan boncuklarinin manyetik 6zelligi, enzim immobilizasyonu i¢in dnemli bir
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avantajdir. Manyetik 6zellik sayesinde kullanildiktan hemen sonra bir miknatis yardimai ile
sistemden ayrilabilir. Bu nedenle manyetik pargaciklarin kullanilmasi sermaye ve isletme

maliyetini azaltabilir (Xiao H. ve ark., 2006, Aydemir T. ve ark., 2015).

Sekil 3.6. Manyetik kitosan-kil boncuklarinin manyetik olarak ayrilmasinin gosterilmesi
3.2. Serbest Enzimin Aritima Etkisinin Incelenmesi

3.2.1. Seyreltme oranlarinin ve temas siiresinin etkisi

Calismamizin bu béliimiinde serbest halde bulunan enzimin 1:1, 1:2 1:3 ve 1:4

oranlarinda saf su ile seyreltilmis atik sularn KOI ve renk giderim verimleri incelenmistir.

KOi (mg/L -
100 (mg/L) 100 Renk (Pt-Co)
a b
90 - - — 90 -
S g
£ E
230 2 g0
30
20 -
20 - -
10 | | 10 7 IL
0 - 0 - L -

11 1/2 1/3 1/4 [r—T 11 1/2 1/3 1/4

Seyreltme Oranlari . 5 dk Seyreltme Oranlari
T 10dk
1 15dk
N 20 dk
I 25 dk
[ 30 dk

Sekil 3.7. Oda sicakliginda (25°C) atiksu seyreltme oranlarinin aritim verimine etkisi

Reaktor 25°C’de ve pH 7°de 30dk’lik reaksiyon siiresi boyunca isletilmistir. Aritim

verimini net olarak gozlemlemek amaciyla 5, 10, 15, 20, 25 ve 30. dakikalarda numuneler
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almmustir. Giris KOI konsantrasyonlart ham, 1:2, 1:3 ve 1:4’te sirastyla 7890, 5935, 3917
ve 2072 mg/L’dir. Alinan numuneler dogrultusunda ham suda maksimum giderim verimi
15.dk’da %23 iken buna karsilik gelen KOI konsantrasyonu 646 mg/L olarak
gozlemlenmistir (Sekil 3.7. a). 1:2, 1:3 ve 1:4 seyreltme oranlarinda en diisiik KOI
konsantrasyonu 3389, 2860 ve 1632 mg/L iken sirastyla ortalama KOI giderim verimleri
%43, %27 ve %21 olarak belirlenmistir (Sekil 3.7. a). Giris renk degeri ise ham, 1:2, 1:3 ve
1:4’te sirastyla 5400, 2750, 1800 ve 1350 Pt-Co olarak ol¢iilmiistiir. Alinan numuneler
dogrultusunda ham suda maksimum giderim verimi 20.dk’da %17iken buna karsilik gelen
renk konsantrasyonu 4482 Pt-Co olarak goézlemlenmistir (Sekil 3.7. b). 1:2, 1:3 ve 1:4
seyreltme oranlarinda en diisiik renk degeri 2090, 1710 ve 1229 Pt-Co iken sirasiyla
ortalama renk giderim verimleri %24, %5 ve %9 olarak belirlenmistir (Sekil 3.7. b). Aritim
verimi 15 ve 20. dakikalarda %24 renk ve %43 KOI ile maksimum seviyeye ulasarak daha

sonra giderim verimi olumsuz yonde etkilenmektedir.

3.2.2. Sicakhgin etkisinin degerlendirilmesi

Literatiirdeki caligmalar incelendiginde Celebi M. ve ark., (2013) immobilize
peroksidaz enzim kullanilarak farkli sicakliklarda 60 dakika boyunca R-aktif Blue 19
boyasinin giderim verimini incelemis ve boya giderme veriminin maksimum 30-50°C’de
oldugu sonucunu elde etmislerdir. Benzer sekilde S6kmen B., ve ark., (2018) immobilize
tirozinaz enzimine sicakligin etkisini incelemislerdir ve 35-50°C’de aritim veriminin
%47’ye ulastigint gozlemlemislerdir. Bu bilgilerden yola c¢ikarak Sekil 16°da 25°C
sicaklikta aritim verimlerinin incelenmesinden sonra peroksidaz enziminin maksimum
aritim veriminin hangi sicakliklarda gergekleseceginin belirlenmesi adina Sekil 3.8. -3.9. -
3.10. - 3.11°de 35-50 ve 65°C’de ham su, 1:2, 1:3 ve 1:4 seyreltme oranlarinda KOI ve

renk giderim verimleri test edilmistir.
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100 KOI (mg/L)

100 Renk (Pt-Co)
a b
g 90 = 90
> g0 2 80
20
10 -
10 - ‘
| Al 0 L] lullls
35°C 50 °C 65°C 35°C 50 °C 65°C
Sicakhk (°C) Sicaklik (°C)
Sekil 3.8. Ham suda aritim verimi grafigi
KOI (mg/L Renk (Pt-Co
100 ( 9 ) 100 ( )
a b
:\0‘90 — ;\? 90
£ E
3 3
> g9 = 80
30 30
20 20
10 | H‘ 10
o H il i 0
35°C 50 °C 65 °C 35°C 50 °C 65 °C
Sicaklik (°C) Sicaklik (°C)
Sekil 3.9. 1:2 seyreltme oranin sicaklik itizerindeki etkisi
KOIi (mg/L) Renk (Pt-Co)
100 100
a b
80 - =90 -
s
= _ £
£607 Mg - &
E M - > 80
&
> 40 -
10
20
0 L] o - H I H H
35°C 50 °C 65 °C 35°C 50 °C 65 °C
Sicakhk (°C) Sicakhk (°C)

Sekil 3.10. 1:3 seyreltme oranin sicaklik iizerindeki etkisi
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KOIi (mg/L) Renk (Pt-Co)

100 100
a b
80 +
-~ ggo B
el T ! £
o\\°’60 | E 80
E ] 30
S 40
S 40
20 +
20 +
10 +
o MK — = 0-
35°C 50 °C o 65°C 35°C 50 °C 65 °C
Sicaklik ("C) Sicaklik (°C)
I 5 dk
I 10 dk
T 15 dk
1 20dk
I 25 dk
I 30 dk

Sekil 3.11. 1:4 seyreltme oranin sicaklik lizerindeki etkisi

Aritim verimini net olarak gozlemlemek amaciyla 5, 10, 15, 20, 25 ve 30.
dakikalarda numuneler alinmistir. Giris KOI konsantrasyonlar: ham, 1:2, 1:3 ve 1:4’te
sirastyla 7890, 5935, 3917 ve 2072 mg/L’dir Alinan numuneler dogrultusunda ham suda
maksimum giderim verimi 35°C’de 20.dk’da %12 iken buna karsilik gelen KOI
konsantrasyonu 6944 mg/L olarak gozlemlenmistir (Sekil 3.8. a). 1:2, 1:3 ve 1:4 seyreltme
oranlarinda en diisiik KOI konsantrasyonu 65°C’de 20.dk’da 4214 mg/L, 50°C’de 25.dk’da
1293 mg/Lve 50°C’de 15.dk’da 581 mg/L iken sirastyla maksimum KOI giderim verimleri
%29, %67 ve %72 olarak belirlenmistir (Sekil 3.9. a. 3.10. a, 3.11. a). Giris renk degerleri
ise ham, 1:2, 1:3 ve 1:4’te sirasiyla 5400, 2750, 1950 ve 1350 Pt-Co olarak ol¢tlilmiistiir.
Alman numuneler dogrultusunda ham suda maksimum giderim verimi 50°C’de 30.dk’da
%15 iken buna karsilik gelen renk degeri 4950 Pt-Co olarak gozlemlenmistir (Sekil 17b).
1:2, 1:3 ve 1:4 seyreltme oranlarinda en diisiik renk degeri 50°C’de 25.dk’da 1898 Pt-Co,
35°C’de 10.dk’da 1404 Pt-Co ve 50°C’de 5.dk’da 1017 Pt-Co iken sirasiyla maksimum
renk giderim verimleri %31, %28 ve %28 olarak belirlenmistir (Sekil 3.9. b,3.10. b, 3.11.
b).

Grafiklerden de gozlemlendigi gibi aritim verimi 35°C’de yiiksek seviyelerde
seyretmektedir. Reaksiyon siiresi dikkate alindiginda 15 ve 20. dakikalarda maksimum

aritma seviyeleri tespit edilmistir. Literatiire bakildiginda Uskiip O. ve ark., (2019)
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yaptiklar1 ¢aligmada serbest enzim ve immobilize enzimler i¢in optimum sicaklik degerini
40°C olarak belirlemislerdir. Daha yliksek sicakliklarda ise enzimin protein yapisinin
bozuldugunu gozlemlemislerdir. Yapilan c¢alismada optimum sicaklik 35°C olarak

belirlendigi i¢in literatiir ile benzerlik gostermektedir.

3.2.3. pH etkisinin arastirilmasi

Bu asamada AnMBR ¢ikis suyunun serbest haldeki peroksidaz enzimi ile
aritilmasinda pH’1n etkisi incelenmistir. Onceki ¢alismalarda optimum sicaklik 35°C ve

optimum seyreltme orani 1:4 olarak tespit edildgi i¢in reaktdr 35°C sicaklikta 1:4 seyreltme

oraninda isletilmistir.

KOIi (mg/L) Renk (Pt-Co)
100 100
a b
80 80 4
S 601 S 001
£ =
- =
2 40 1 2 40 4
20 20 ‘ ‘
R 5 8 10 L 3 5 ||
3 H
pH -0 ok P
. 5 dk
= 10 dk
1 15dk
. 20 ok
B 25 ok
[ 30 dk

Sekil 3.12. pH’1n aritima verimine etkisinin incelenmesi

pH ortamin asit bazligin1 belirleyen bir parametredir. Enzimlerin genellikle
optimum pH degeri 5-8 arasindadir. Bunun yan sira bazi enzimler daha asidik veya bazik
ortamda maksimum verime ulasabilirler (Morellon S. ve ark., 2022). Han F. ve ark,
(2020) yaptiklar1 ¢alismada pepsin enziminin pH 2’de maksimum giderim verimine
ulagtigin1  gozlemlemislerdir. Yapilan calisma goz Oniine almarak optimum pH’in
belirlenmesi icin pH degerleri 3-5-7-8 olarak secilmistir. Giris KOI ve renk degerleri
sirastyla 2072 mg/L, 1350 Pt-Co’dir. Maksimum giderim verimleri pH 3’te 15.dk’da %76
ve %88 iken buna karsilik gelen KOI ve renk degeri 498 mg/L, 612 Pt-Co olarak
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gozlemlenmistir (Sekil 3.12 a-b). KOI ve renk bakimindan biitiinciil olarak

degerlendirildiginde aritim verimi pH 3’te 15.dk’da maksimum seviyeye ulagsmistir.

3.2.4. Enzim konsantrasyonun aritima etkisinin degerlendirilmesi

Optimum siire, pH, sicaklik ve seyreltme orani belirlendikten sonra uygulanilabilir
Olcekte olmasi agisindan diisiiniildiigiinde seyreltme oraninin ekstra bir is yiikii olarak
goriilmesinden yola ¢ikarak seyreltme oranin 1:4 olmasi yerine reaksiyonda kullanilan
enzim konsantrasyonun 4 kat arttiritlmasiin sisteme nasil bir etkisi olacagini incelemek
iizere 1:4 oraninda seyreltilmis suya 1 birim enzim eklenirken ham atiksuya 4 birim enzim

eklenerek karsilastirilmasi sonucunda olusan degerler yukaridaki Sekil 3.13. ve 3.14. ’te

verilmistir.
KOIi (mg/L) KOI(mg/L)
100 100
a b
80 — 80
QEGO — £§~ 60 -
E E
=240 - 2 40
20 20 -
o - ' ' 0 -
o 5 10 15 20 25 30 0 5 10 s 20 25 30
Zaman(dk) Zaman(dk)

Sekil 3.13. 1:4 seyreltme oraninda KOI giderim verimi (a), ham su 4 kat enzim ile KOI
giderim verimi (b)

Renk (Pt-Co) Renk(Pt-Co)

100 100

Verim(%)
Verim(%)

o 5 10 15 20 25 30 o 5 10 15
Zaman(dk)

20 25 30
Zaman(dk)

[/ o.dk
N 5.dk
I 10.dk
3 15.dk
[/ 20.dk
N 25.dk
N 30.dk

Sekil 3.14. 1:4 seyreltme oraninda Renk giderim verimi (a), ham su 4 kat enzim ile Renk
giderim verimi (b)
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1:4 seyreltilmis atiksuyun (Sekil 3.13. a) giris KOI ve renk konsantrasyon degerleri
sirastyla 2072 mg/L ve 1350 Pt-Co olarak 6lgiilmiistiir. En yiiksek KOI giderim verim
15.dk’da %76 olarak bulunmustur. Seyreltilmemis ham atiksuda (Sekil 3.13. b) ise
maksimum giderim verimi 10.dk’da %70 olarak gézlemlenmistir. Renk giderim verimleri
ise Sekil 23’de gosterilmistir. Sekil 3.14. a’da renk giderim veriminin maksimum degeri
15.dk’da %88 olarak bulunmus ve c¢ikis konsantrasyon degeri 648 Pt-Co olarak
Olgiilmigtiir. Sekil 3.14. b’de ise ham suda renk giderim verimi 15.dk’da %42
gozlemlenmistir. Maksimum KOI verimleri her ne kadar benzerlik gosterse de renk
giderimi agisindan herhangi bir benzerlik gostermemistir. Sonug¢ olarak enzim miktarinin
arttirilmasma ragmen giderim KOI ve renk giderim verimlerinde farklilik meydana

gelmedigi gozlemlenmistir.

3.3. Manyetik Kitosan Kil Boncugun Aritima Etkisinin Incelenmesi

Enzimlerin atiksu aritimi iizerindeki etkisi uzun siiredir aragtirilmaktadir (Forgiarini
E. ve ark., 2007). Bir destek malzemesine immobilize edilerek kullanilmasi ise son yillarda
giindeme gelmektedir (Zhou W. ve ark., 2022). Fakat bir¢cok caligmada kullanilan destek
malzemesinin aritim iizerindeki etkisi goz ardi edilmesine ragmen nanopartikiillerin
aritima etkisi birgok caligsma ile kanitlanmaktadir (Perwez M. ve ark., 2017). Bu bilgilerden
yola ¢ikarak enzim immobilize edilecek destek materyalinin aritima etkisini incelemek i¢in
iiretilen boncuklar optimum kosullarda atiksu aritiminda kullanilarak analiz sonuglar1 Sekil

3.15. ’te verilmistir.
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hazirlanmis sisteme eklenerek 5-30 dk araliginda numuneler alinmistir. Giris KOI ve renk
degerleri 2080 mg/L, 1400 Pt-Co olarak Olc¢llmiistiir. Yapilan analizler sonucunda
MKKB’un maksimum KOI ve renk giderim verimi sirastyla %39 ve %86 iken kirlilik
degerleri 1269 mg/L ve 196 Pt-Co’a diigmiistiir. Boliim 3.3’te yapilan serbest enzim
deneyleri ile kiyaslandiginda KOI ve renk giderim veriminin %76 ve %88 oldugu

bilgisinden yola ¢ikarak manyetik kitosan kil boncuklarin enzim kadar olmasada aritim

100

KOIi (mg/L)

80

20 H

Manyetik kitosan kil boncuklar 35°C’de pH 3’te ve 1/4 seyreltme oraninda

10 15 20

Zaman (dk)

25

30

100

Renk (Pt-Co)

80
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performansina etkisi oldugu gozlemlenmistir.

3.4. immobilize Peroksidazin Aritima Etkisinin Incelenmesi

Bu boliimde fretilen manyetik kitosan kil boncuklara peroksidaz enzimi

immobilize edilmistir.
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Sekil 3.16.0ptimum sartlarda manyetik kitosan kil boncuga immobilize edilmis peroksidaz
enziminin aritima etkisi

Peroksidaz immobilize edilmis MKKB’lar optimum pH (3), sicaklik (35°C) ve
seyreltme oraninda (1:4) 5-30 dakika boyunca test edilmistir. Numunelerden elde edilen
KOI ve renk analiz sonuglar1 Sekil 24 a-b’de gosterilmistir. Giris KOI ve renk degerleri
2080 mg/L ve 1350 Pt-Co olarak dl¢iilmiistiir. Maksimum KOI giderim verimi 15.dk’da
%76 iken buna karsilik gelen KOI konsantrasyonu 500 mg/L olarak gdzlemlenmistir.

(Sekil 3.16. a). Renk giderim verimi ise 15.dk’da %89 iken buna karsilik gelen renk degeri
250 Pt-Co olarak olgiilmiistiir.

3.5. Serbest Enzim, Manyetik Kitosan Kil Boncuk ve Immobilize Enzimin Aritim

Veriminin Karsilastirilmasi

Tez kapsaminda yapilan calismalarin karsilagtirilmasi dogrultusunda elde edilen

grafik Sekil 3.17. ’de verilmistir.
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Sekil 3.17. Serbest enzim, manyetik kitosan kil boncuk ve immobilize enzimin aritim
verimi karsilastirilmasi

Grafikte goruldiigii gibi serbest enzimin, MKKB ve MKKB immobilize edilmis
enzimin maksimum KOI giderim verimleri 15.dk’da sirastyla %64, %39 ve %76 olarak
belirlenmistir. Renk giderim verimlerini inceledigimizde ise sirasiyla %24, %56 ve %89
olarak bulunmustur. Grafikte agikca goriinmektedir ki immobilizasyon ile enzim

immobilize edilmis MKKB’ta diger materyallere gore daha yiiksek bir aritim verimi elde
edilmistir.
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4. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, farkli seyreltme oranlari, reaksiyon siireleri, pH, sicaklik ve

enzim konsantrasyonu igeren isletme kosullar1 altinda, AnMBR kullanilarak biyolojik

olarak aritilmis ¢Op sizintt sularinin adsorpsiyon prosesi ile serbest enzim, manyetik

kitosan kil boncuk ve immobilize peroksidaz enzimi kullanilarak atiksulariin

aritilabilirligi incelenmistir. Caligmadan elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir:

KOI ve renk gideriminde pH (3-10), sicaklik (35-65°C), seyreltme oranlar (1:1,
1:2, 1:3, 1:4), enzim konsantrasyonu (5-20 U/mL) ve reaksiyon siiresinin (5-30 dk)
onemli bir rol oynadig1 gézlemlenmistir.

Optimum kosullar; 5 U/mL enzim konsantrasyonu, pH 3, 1:4 seyreltme orani, 35°C
sicaklik ve 15 dk reaksiyon siiresi olarak belirlenmistir.

Belirlenen optimum kosullarda, en yiiksek KOI ve renk giderim verimleri sirasiyla
%76 ve %89 olarak gdzlenmistir.

FTIR sonuglarma gore; 600- 450 cm™ civarindaki tepe noktalarinin manyetik
nanoparcaciklarin varligin1 dogrulayan Fe-O titresiminden kaynaklandigi tespit
edilmistir.

Sentezlenen Fe3Os nanopartikiil maddenin XRD sonuglarina gore; 26=35.47'de
diizlem ortalama kirmim zirvesi, yogun yapist nedeniyle manyetik nanopartikiil
(Fe304) maddenin varhigi tespit edilmistir.

Sonuglar dogrultusunda, manyetik nanopartikiile immobilize edilmis enzimin
AnMBR kullanilarak biyolojik olarak aritilmis ¢6p sizint1 sulari {izerinde KOI ve
renk konsantrasyonlarinin giderimi agisindan oldukg¢a etkili bir performans

gosterdigi gozlenmistir.

Sonu¢ olarak, ¢Op sizinti sularinin ileri aritimmna yonelik calismalar saglayan

immobilizasyon yontemi desarj standartlar1 sinir degerlerindedir. Tam olarak saglamamasi

durumunda cesitli aritma proseslerinin kirlilik yiikiinii azaltmak icin ileri aritim olarak

kullanilabildigi 6ngoriilmektedir.
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