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OZET

Tekstil endiistrileri, yas dokuma prosesleri i¢in ¢ok biiyilk miktarlarda su ve kimyasal
tilketmektedirler. Gerek boyamada gerekse diger islemlerde kullanilan bu organik ve inorganik
formdaki bilesikler, alict sulara renkli atik sular olarak verilerek hem fotosentetik aktiviteyi azaltir,
hem de ortamin pH dengesini bozarak biyolojik ve kimyasal oksijen ihtiyacin1 (BOD ve COD)
arttirir. Bu da sularda daha yogun bir renk olusmasina neden olur. Ayrica boyar maddelerin bazi
sucul organizmalarda birikmesi zehirli ve kanserojen {irlinlerin meydana gelme riskini de
beraberinde getirmektedir. Bu nedenle boyar madde igeren tekstil endiistrisi atik sularinin renk
giderim prosesleri ekolojik a¢idan 6nem kazanmaktadir. Ancak kompleks kimyasal yapilarina ve
sentetik kokenlerine bagli olarak, boyar maddelerin parcalanmasi oldukca zor bir islemdir. Birgok
fiziksel (filtrasyon, iyon degisimi, adsorpsiyon vb.), kimyasal (oksidasyon, kimyasal ¢oktiirme vb.)
ve biyolojik (aerobik ve anaerobik aritim vb.) aritma yontemi, azo boyar maddelerin giderilerek
suyun renksizlestirmesini saglayabilmek i¢in uygulanmaya c¢alisilmistir. Fiziksel ve kimyasal aritma
yontemlerinin yiiksek maliyet gerektirmelerinin yani sira, yeni ¢evre problemleri olusturmalari, kisa
Oomiirlii olmalar1 ve her boyar madde gesidine etki etmemeleri sebebiyle yeni yontemler aranmaya
baglanilmigtir. Bu da biyolojik aritma yontemlerini ucuz ve etkili olmalarindan dolay:r 6n plana
cikarmaktadir. Bu ¢alismada, lakkaz enzimi, destek malzeme olarak saf bentonite pH 5 ve 25°C’de
immobilize edilmistir. immobilizasyon verimine; immobilizasyon siiresi (4-24 saat) ve enzim
derisiminin (1-3 mg/ml) etkisi incelenmistir. En yiikksek immobilizasyon verimi 4 saat
immobilizasyon siiresinde ve 2 mg/ml enzim derisiminde elde edilmistir. Diger yandan serbest enzim
aktivitesi iizerinde farkli pH degerlerinin (pH 4 — pH 8) etkisi incelenmis ve en yiiksek aktivite pH
6’da elde edilmistir. Saf bentonite immobilize edilmis enzim ve serbest enzim Remazol Red RR
boyar maddesinin giderim islemlerinde kullanilmistir. Immobilize lakkaz enzimi ile gerceklestirilen
boyar madde giderim ¢aligmalarinda, en yiiksek giderim 20 mg/L boyar madde derisiminde %52
olarak elde edilmistir. Immobilize enzim ile boyar madde giderimine immobilize enzim miktarinin
ve boyar madde derisiminin etkisi incelenmistir. Immobilize enzimin boyar madde gideriminde
tekrar kullanilabilirligi incelenmis ve 5 tekrar sonunda enzimin aktivitesinin %32’sini korudugu
gdzlemlenmistir. Son olarak, bentonit CTAB ve GPTMS ile modifiye edilmis ve modifikasyonun
boyar madde giderimindeki etkisi incelenmistir. Boyar madde derisimi 20 mg/L, pH 5 ve 30°C
ortaminda GPTMS-lakkaz ile %14,39 ve CTAB-lakkaz ile %95,99 boyar madde giderimi elde
edilmistir.
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ABSTRACT

Textile industries consume huge amounts of water and chemicals for wet weaving processes. These
organic and inorganic compounds, which are used both in dyeing and in other processes, are given
to the receiving waters as colored wastewater, reducing the photosynthetic activity and increasing
the biological and chemical oxygen demand (BOD and COD) by disrupting the pH balance of the
environment. This results in a more intense color in the waters. In addition, the accumulation of
dyestuffs in some aquatic organisms brings the risk of toxic and carcinogenic products. In this
context, the color removal processes of textile industry wastewater containing dyestuffs gain
ecological importance. However, depending on their complex chemical structures and synthetic
origins, the degradation of dyestuffs is a very difficult process. Many physical (filtration, ion
exchange, adsorption, etc.), chemical (oxidation, chemical precipitation, etc.) and biological (acrobic
and anaerobic treatment, etc.) treatment methods have been tried to be applied to ensure the
decolorization of water by removing azocolourants. In addition to the high cost of physical and
chemical treatment methods, new methods have been sought because they create new environmental
problems, they are short-lived and they do not affect every paint type. This brings biological
treatment methods to the fore because they are cheap and effective. In this study, laccase enzyme
was immobilized to bentonite clay as a support material at pH 5, 25°C. The effects of immobilization
time (4-24 hours) and enzyme concentration (1-3 mg/ml) on immobilization efficiency were
investigated. The highest immobilization efficiency was obtained at the immobilization time of 4
hours and at the enzyme concentration of 2 mg/ml. In addition, the effect of different pH values (pH
4 — pH 8) on free enzyme activity was studied and it was observed that the highest activity value was
obtained at pH 6. Pure bentonite immobilized enzyme and free enzyme were used in the removal of
Remazol Red RR dyestuff. In the dyestuff removal studies performed with immobilized laccase
enzyme, the highest removal was obtained as 52% at 20 mg/L dyestuff concentration. The effect of
immobilized enzyme amount and dyestuff concentration on dyestuff removal with immobilized
enzyme was investigated. The reusability of the immobilized enzyme in dye removal was examined
and it was observed that the enzyme retained 32% of'its activity after 5 repetitions. Finally, bentonite
was modified with CTAB and GPTMS, and the effect of the modification on dye removal was
determined. At 20 mg/L, pH 5, 30°C environment, GPTMS-laccase and CTAB-laccase reached the
highest removal rate. The percentage of removal was 14.39% for GPTMS-laccase and 95.99% for
CTAB-laccase.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

xiii

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler

km
U

Vm

Kisaltmalar

ABD
ABTS
ACS
BOD
BSA
COD
CTAB
FTIR
GPTMS
HBT
MTA
SEM
TEMPO
TGA
VLA
XRD
XPS

Aciklamalar

Michaelis-Menten hiz sabiti
Enzim Unitesi

Maksimum hiz

Aciklamalar

Amerika Birlesik Devletleri

2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
Kisaltmalar alfabetik sirayla verilmelidir
Biyolojik oksijen ihtiyaci

S1g1r serum alblimini

Kimyasal oksijen ihtiyaci

Setil trimetilamonyum bromid

Fourier Dontistimlii Kizil6tesi Spektroskopisi
(3-Glisidiloksipropil) trimetoksisilan
1-Hidroksibenzotriazol

Maden Tetkik ve Arama Enstitiisii

Taramal1 Elektron Mikroskobu
2,2,6,6-Tetramethylpiperidine 1-oxyl
Termogravimetrik Analiz

Violurik Asit

X-Isin1 Difraktometresi

X-Ism Fotoelektron Spektroskopisi



1. GIRIS

Ulkelerin gelismesinde ve biiyiimesinde sanayiler nemli bir rol oynamaktadir. Bunlar, ayn1
zamanda gevreleri i¢in ¢ok biiyiik ve tehlikeli bir kirletici kaynagidir. Boyar maddeler ve
bunlarin karmasik tiirevleri, bu kirleticilerin nemli bir boliimiinii olusturmaktadir ve atik su
aritma ve yonetiminde en biiyiik zorluk haline gelmistir. Diinya ¢apinda ¢esitli tekstil, baski,
deri ve kagit sanayiinde yaklasik on bin farkli renk pigmenti kullanilmaktadir ve bunlarin
%10-20'si unutulmakta ve endiistriyel atiklar yoluyla akan suya desarj edilmektedir

(Mehandia, Ahmad, Sharma, ve Arya, 2022).

Saf ve temiz suyun elde edilmesi insan i¢in en yiiksek degerdir. Diinya niifusu arttik¢a su
tilketimi de artmaktadir. Su iizerinde ¢alisma yapan arastirmacilara gore, 2025 yilinda diinya
niifusunun yarisi su kaynakli hastalik veya su kriziyle kars1 karsiya kalacaktir. Bu su krizi,
flora ve fauna yasami da dahil olmak {izere biyolojik cesitlilik {izerinde de biiyiik bir etkiye
sahip olacaktir (Pandey, 2017). Bu sebeple, boyar madde bazli atik sularin aritilmasi,
giiniimiizde 6nemli bir arastirma alani haline gelmistir (Mehandia, Ahmad, Sharma, ve Arya,

2022).

Indirgeyici substratlar i¢in genis substrat 6zgiilliikleri sebebiyle, lakkaz enzimi; kagt
endiistrisinde kagit hamuru agartma, tekstil boyar maddelerinin renk giderimi, biyoyakit
hiicreleri, biyosensorler, yesil kimya, biyoremediasyon ve cevresel kirleticilerin
detoksifikasyonu gibi endiistriyel alanlarda kullanilmak iizere 6n plana ¢ikmaktadir ve

fazlaca arastirma konusudur (Daassi, Rodriguez-Couto, Nasri, ve Mechichi, 2014).

Yukarida bahsedilen uygulamalar arasinda, tekstil atiklarinin aritiminda biyokataliz6r olarak
lakkazlarin kullanimi umut verici bir yaklagim gibi gortinmektedir. Lakkazin bir¢ok sentetik
boyar maddeyi parcalayarak, boyar madde rengini giderdigi rapor edilmektedir. Bununla
birlikte, bu uygulamalarda kullanilan ¢6ziiniir lakkaz, kararlilik kaybi1 ve yeniden
kullanllamama gibi baz1 dezavantajlar gostererek, lakkaz uygulamasini pahali hale
getirmektedir. Boylece lakkazlarin iiretim maliyetini diisiirmek ve uygulamalarin1 daha
ekonomik hale getirmek i¢in farkli yaklagimlar kullanilmaktadir. Bu tiir yaklagimlar arasinda
lakkaz immobilizasyonu, yeniden kullanimina izin vermekte ve enzim kararliligini

artirmaktadir (Daassi, Rodriguez-Couto, Nasri, ve Mechichi, 2014).Bu caligmada, serbest



lakkaz enzimi destek malzeme olarak bentonit kiline immobilize edilmistir. Boylelikle,
lakkaz enziminin kararlili§inin arttirilmast ve boyar madde gideriminden yiiksek verim
almmas1 hedeflenmistir. Immobilizasyon siiresi optimize edilmis, farkli enzim
konsantrasyonlarinin ve destek malzeme miktarinin immobilizasyona etkisi gosterilmistir.
Farkli immobilize enzim miktariin, enzim medyatorlerinin ve destek malzemenin farkl

modifikasyonlarinin boyar madde giderimi lizerindeki etkisi incelenmistir.



2. TEKSTIL ATIK SULARININ ARITIMI

Tekstil sanayisi, tiiketiciye ulastirilan nihai tekstil iiriiniinii elde etmek amaciyla, liflerin
yetistirilmesinden, ¢ok sayida 1slak igslemin gerceklestirildigi proses dongiilerine kadar ¢ok
yiiksek miktarda su ve kimyasal tiiketir. Bu islemlerde kullanilan kimyasal reaktifler,
inorganik bilesiklerden polimerlere ve organik bilesiklere kadar degisen kimyasal
bilesimlerinde c¢esitlilik gosterir. Ayrica, boyanmis kumaslarin yiizeylerinden kalan boyar
maddeleri ¢ikarmak i¢in ihtiya¢ duydugu tekrarlanan yikama dongiileri nedeniyle enddistri,
asirt su tilketiminden muzdariptir. Boyar maddeler, kimyasal yapilar1 geregi 1s18a, suya ve
birgok kimyasala maruz kaldiginda solmaya kars1 dayaniklidir. Tekstil atik sularinda
genellikle 10-15 mg/L derisimde boyar madde bulunmaktadir. Su akimntilarindaki koyu
renkler, 151k girigini azaltarak bitkilerin biiylimesini etkiler ve diger vahsi yasam bigimlerini
olumsuz etkiler. Ayrica renkler, kullanimdan sonra atildiklar ¢gevredeki kara ve su kiitleleri

icin estetik bir sorun olusturmaktadir. (Chakrabarti, 2018)

Boyar madde rengi, esas olarak i¢erigindeki azo boyar maddelerin varligindan dolay: tekstil
atik sularindaki birincil kirleticidir. Azo boyar maddeler, azo gruplart (- N=N-) ile ikame
edilmis sentetik aromatik bilesiklerdir. (Singh, Singh, ve Singh, 2020). Tekstil, kagit, gida,
kozmetik ve ilag¢ endiistrilerinde yaygin olarak kullanilan 3000'den fazla farkli azo boyar
madde ¢esidi vardir. Bazi azo boyar maddeler, yiiksek suda ¢oziintirliikkleri ve diisiik
tiikenmeleri nedeniyle uzaklastirilmast zor oldugu icin tekstil atiklarinda en sorunlu

bilesikler olarak tanimlanmaktadirlar (Chen ve Lin, 2007).

Bova Ureticileri

Tabakhane ve (7%)
Baska (8%0)

Tekstl (54%)

Boyama (21%)

Sekil 2.1. Bes biiyiik sanayide iiretilen boyar madde atik su miktar1 (Azam, ve digerleri,
2022)



2.1. Atik Su Aritim Yontemleri

Su, insan hayati ile bitkiler ve hayvanlar gibi yasayan organizmalar i¢in en temel hayat
kaynag1 olarak smiflandiriimaktadir. igme suyu, tarim, temizlik, sanayi ve madencilik gibi
cok ¢esitli alanlarda yogun olarak su kullanilmaktadir. Suyun kalitesi, tarimsal faaliyetler,
insan faaliyetleri, madencilik, enerji iiretimi, ormansizlagsma, endiistriler ve kentsel
yerlesimlerden kaynaklanan kirlilik nedeniyle tehlikeye girmektedir. Endiistrilerden
kaynaklanan atik sular, dogrudan veya dolayli olarak su kiitlelerine ve ¢evredeki ortama
desarj edilmekte veya bazi durumlarda sulama amaciyla kullanilmaktadir. Bu nedenle de
atik sularin insan ve su canlilarinin hayatin1 korumak i¢in desarjdan Once aritilmasi
gerekmektedir. Diinyada her yil yaklasik 300-400 milyon ton agir metal, zehirli camur,
solvent ve diger organik atiklarin, endiistriyel tesisler tarafindan cevreye birakildig:

kaydedilmistir (Choudhary, ve digerleri, 2020)

- Agartma
38%

Baski Boyama
8% 16%

Sekil 2.2. Tekstil fabrikasinda su tiiketim oranlar1 (Choudhury, 2018)

Sanayide, kimyasal {iriinlerin, boyar maddelerin ve suyun en biiyiik tiiketicilerinden biri
tekstil endiistrisidir. Buna bagl olarak, tekstil sektorii yiiksek miktarda fazlaca zehirli ve

potansiyel olarak kanserojen ve mutajenik atik suyun tahliyesinden sorumludur (Junior, ve



digerleri, 2022). Bu endiistrilerden gelen atik sular genellikle biyolojik olarak kolayca
par¢alanamayan boyar madde kalintilar1 igerir. Bu boyar madde kalintilarini igeren atik
sular, oOzellikle su kiitlelerine girdiklerinde c¢evre iizerinde bazi olumsuz etkiler
olusturmaktadir. Boyar madde, 1s181n suya girmesini engeller ve bu da su sistemindeki
fotosentez siirecini etkiler (Choudhary, ve digerleri, 2020). Boyama ve terbiye
islemlerindeki verimsizlik nedeniyle de toplam boyar maddelerin ylizde 10-15'1 atik su ile

birlikte ¢cevreye desarj edilmektedir.

Boyar madde igeren tekstil atiklarmmi aritmak icin ¢esitli fiziko-kimyasal yontemler
kullanilmaktadir. Fiziksel yontemler adsorbantlarin ve filtrasyon tekniklerinin kullanimini
icerirken, kimyasal yontemler ozonlama, elektrokimyasal oksidasyon ve isinlamay1 igerir.
Bu yontemlerden bazilarinin etkili oldugu gézlemlenmistir; ancak bu yontemler hem yiiksek
maliyetlidir hem de atik su ¢amuru gibi farkli ¢evresel problemlere de sebep olmaktadir.
Biyolojik yontemler ise, fiziksel yontemlerin aksine, tekstil atiklarinin aritilmasi igin etkili,
ekonomik, spesifik, daha az enerji yogun ve ¢evre dostu bir alternatiftir. Biyolojik aritma
prosesleri, farkli mikroorganizma gruplarinin pargalayici yeteneklerine dayanmaktadir. Bu
mikroorganizmalar, atik sularda bulunan boyar maddeleri renksizlestirme ve pargalama

yetenegine sahiptir (Singh, Singh, ve Singh, 2020).

Cizelge 2.1. Tekstil atik sularinin par¢alanmasi ve renk giderimi i¢in kullanilan
fizikokimyasal yontemlerin avantaj ve dezavantajlar1 (Singh, Singh, ve Singh,
2020)

Fiziksel/Kimyasal  Avantajlar Dezavantajlar

Metot

Yiiksek miktarda atik camur
iretimi

Koagiilasyon/ Diisiitk maliyet
Flokiilasyon
Cucurbituril

Fenton reaktifi

Bazi boyalarin adsorplanabilmesi  Yitksek maliyet

Coziinebilen ve ¢oziinemeyen Fazla atik {iretilmesi
boyalarin giderilebilmesi

Iyon degisimi
Membran
filtreleme

NaOCl

Ozonlama

Fotokimyasal
Silika jel

Talas

Iyon degistiricide kayip
olmamasi

Tiim boyalarda etkili
olabilmesi

Azo baglarinin
kirilabilmesi

Gaz fazinda uygulanabilme

Atik camur iiretilmemesi

Temel boyalar igin
uygunluk

Asit boyalarin
adsorpsiyonu i¢in uygunluk

Tiim boyalarda verimli
olmamasi

Derisik atik gamur
dretimi
Zehirli aromatik amin
retimi
Yarilanma émriiniin ¢cok
kisa olmasi, kanserojen
aromatiklerin salgilanmasi
Yan diriin olusumuyla
sonlanmast

Ticari uygulamalarin
kazandirmamasi
Daha fazla zaman

harcanmasi




Gecmisten beri bir¢ok fiziksel ve kimyasal yontem, boyar madde igeren tekstil atik sularinin
islenmesinde kullanilmaktadir. Ancak, fizikokimyasal yontemlerden daha iistiin yeni aritma
alternatifleri saglamak i¢in canli organizmalarin (biyolojik yontemler) kullanilmasi

onerilmektedir (Singh, Singh, ve Singh, 2020).

2.1.1. Atik su aritiminda kullanilan biyolojik yontemler

Boyar madde bazli atik sularin aritilmasi, giiniimiizde énemli bir arastirma alani haline
gelmistir. Arastirmacilar, bu atiklari temizlemek i¢in kimyasal bozunma, ¢okeltme, ¢oziicli
ekstraksiyonu ve adsorpsiyon gibi ¢esitli yontemler onermislerdir. Ancak bu yontemler,
yiiksek maliyet, uzun igslem siiresi ve zehirli yan iiriinlerin iiretilmesi nedeniyle kirleticilerin
aritilmasi i¢in uygulanamamaktadir. Bu sebeple, arastirmacilar daha az toksisite ve diisiik
enerji gereksinimleri nedeniyle mikrop veya enzim kullanmaya odaklanmaktadirlar.
Peroksidazlar, lakkaz ve diger polifenol oksidazlar gibi ¢alisilan ¢esitli enzimler arasinda,
lakkaz ¢evre dostu ve giivenli bir enzim olarak kabul edilmistir (Mehandia, Ahmad, Sharma,

ve Arya, 2022).

2.2. Enzimler

Enzimler, kataliz olarak davranan genellikle yiiksek molekiiler agirlikli (15 000 < MW <
birka¢ milyon dalton) proteinlerdir. Enzimler, ortam kosullar1 altinda kimyasal olarak
katalize edilen reaksiyonlara kiyasla ¢ok daha yiiksek reaksiyon hizlariyla sonug¢lanan
spesifik, ¢cok yonlii ve ¢ok etkili biyolojik katalizdrlerdir. Bilinen 2000’den fazla enzim
vardir. Enzimler, iireaz gibi substratin veya alkol dehidrojenaz gibi reaksiyonun katalizledigi
reaksiyonun sonuna -az eki getirilerek adlandirilir. Baz1 enzimler, katlanmis bir polipeptit
zinciri (¢ogu hidrolitik enzimin tipik 6zelligi) gibi basit bir yapiya sahiptir. Birgok enzimin
birden fazla alt birimi vardir. Baz1 protein enzimleri, aktiviteleri i¢in protein olmayan bir
gruba ihtiya¢ duyar. Bu grup, metal iyonlari, Mg, Zn, Mn, Fe gibi bir kofaktor veya karmasik
bir organik molekiil, NAD, FAD, CoA veya bazi vitaminler gibi bir koenzimdir. Protein
olmayan bir grup iceren enzime holoenzim denir. Bu enzimin protein kismi apoenzimdir
(holoenzim = apoenzim + kofaktor). Bazi enzimler, enzim kompleksleri olusturmak i¢in
birlikte gruplandirilir. Enzimler substrata 6zeldir ve katalize ettikleri reaksiyona gore

simiflandirilir (Liu, 2013).



Enzimleri inorganik katalizérlerden en ¢ok ayiran ozelliklerinden biri, yiliksek derecede
ozgiilliikleridir. Bu, bir enzimin protein yapisinin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinden
kaynaklanmaktadir. Enzimler normalde belirli bir reaksiyon tipine ve sadece belirli bir
substrat tipine spesifiktir. Cogu enzim, substratlar1 olarak bir dizi kimyasal olarak iligkili
bilesigi kabul etmektedir. Nispeten az sayida enzim ise tek bir substrat i¢in mutlak 6zgiilliik
gosterir. Enzimler, genellikle su altt kategoriden birine ait olarak siniflandirilirlar:
oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar, ligazlar (Cizelge 2.2)

(Roberts ve Gibb, 2013).

Cizelge 2.2. Enzimlerin siniflandirilmast

Enzim Kategorisi Ornekler Katalizlenen Reaksiyon Tipleri
Oksidorediiktazlar Oksidasyon ya da substratin indirgenmesi
Dehidrojenaz Substrattan kofaktore H transferi
Rediiktaz Substrata H eklenmesi
Oksidaz Substrattan oksijene H transferi
Transferazlar Bir molekiilden digerine grup transferi
Aminotransferaz Amino gruplarin transferi
Transasetilaz Asetil gruplarin transferi
Fosforilaz Fosfat gruplarinin transferi
Hidrolazlar Substratin hidrolizi
Glikosidaz Glikosit baglarinin hidrolizi
Esteraz Ester baglarinin hidrolizi
Peptidaz Peptit baglarinin hidrolizi
Liyazlar Eleme ya da ekleme reaksiyonlari
Hidrataz Cift baglara su eklenmesi
Dekarboksilaz Substrattan CO: ¢ikarilmasi
Aldolaz Aldol yogunlagmasi
Izomerazlar Molekiiler yeniden diizenleme
Rasemaz 0- ve L-isomer karsilikli doniisiimii
cis-trans izomeraz Geometrik izomerizasyon
Mutaz Karsilkli molekiil gruplarmin transferi
Ligazlar Enerjiye bagli bag olusumu
Sintesaz iki molekiiliin yogunlasmasi
Karboksilaz Substrata CO2 eklenmesi

Enzimler, substrati baglayarak ve bir enzim-substrat kompleksi olusturarak katalize edilen
reaksiyonun aktivasyon enerjisini diisliriir. Enzimler, serbest enerji degisimini veya denge

sabitini etkilemez. Sekil 2.3, aktivasyon-enerji agisindan bir enzimin hareketini gosterir.

(Liu, 2013).



Ortamda Enzim Bulunmuyorken
Ortamda Enzim Bulunuyorken
(Katalizli)

trat

Uriin Uriin

Reaksiyon flerlemesi Reaksiyon Ilerlemesi

Sekil 2.3. Enzimle katalizlenmis ve katalizlenmemis reaksiyonlarin aktivasyon enerjisi
grafigi (Ev>Ec)

Enzim (E)-substrat (S) etkilesiminin molekiiler yonleri heniiz tam olarak anlagilmamuistir.
Bu etkilesim bir enzim-substrat kompleksinden digerine degisir. X-151m1 ve Raman
spektroskopisini kullanan cesitli caligmalar, enzim-substrat (ES) kompleksinin varligini
ortaya ¢ikarmigtir. Enzim ve substrati1 arasindaki etkilesim genellikle zayif kuvvetlerle olur.
Cogu durumda, ES komplekslerinin olusumundan van der Waals kuvvetleri ve hidrojen bagi

sorumludur (Clarke, 2013).

+ d_ k1

E + S _— ES

Sekil 2.4. Enzim katalizinin anahtar kilit modelinin sematik gosterimi (Shuler ve Kargi,
2001)



2.2.1. Enzim Kinetigi

Tek substratli enzim katalizli reaksiyonlarin kinetiginin matematiksel bir modeli ilk olarak
1902'de V. C. R. Henri ve 1913'te L. Michaelis ve M. L. Menten tarafindan gelistirilmistir.
Basit enzim katalizli reaksiyonlarin kinetigi genellikle Michaelis-Menten kinetigi veya
doyma kinetigi olarak adlandirilmaktadir (Shuler ve Kargi, 2001). Temel enzim kinetigi,
Esitlik 2.1 ile temsil edilen bir enzim reaksiyonunda serbest enzim (E), substrat (S), enzim-
substrat kompleksi (ES) ve iirlinler (P) arasindaki denge goz oniine alinarak anlasilabilir. Bu
reaksiyonda, ki ve ko hiz sabitleri sirasiyla ileri ve geri reaksiyonlar1 ifade etmektedir.
Enzim-substrat kompleksinin olusum hizi daha sonra ki[E][S] ile ve enzim-substrat
kompleksinin yikim hiz1 ko[ ES] + k3[ES] ile gosterilmektedir. Enzim-substrat kompleksinin
degisim hiz1 ihmal edilebilir oldugundan, enzim-substrat kompleksinin olusum ve yikim
hizlar1 arasindaki iliski Esitlik 2.2°yi verecek sekilde esitlenebilmektedir. Burada K
Michaelis-Menten sabiti olarak adlandirilmaktadir (Clarke, 2013).

kk, ks
E+S<«<=ES —=P+E
.1

k,+k, [EI[S] _
k

ES k = m
: [ES] (2.2)

Esitlik 2.3’de de gortilebilecegi iizere, dengede, iiriin olusum hizi, reaksiyonun toplam

hizinin (v) bu hiz tarafindan belirlendigi sekilde sinirlayict adimdir.
r=k,|ES

v=IGlES] 2.3)

Belirli bir enzim miktar1 i¢in maksimum hiz, enzimin tamami enzim-substrat kompleksi

bi¢ciminde oldugunda elde edilen hizdir, yani baslangigta mevcut olan toplam enzim

miktartyla ilgili hizdir. (Esitlik 2.4)

v_..=K;([E] +[ES])
S (2.4)

Her ti¢ esitligi birlestirilmesi ile (Esitlik 2.5) reaksiyon hizinin tahmini i¢in Michaelis-
Menten denklemi hesaplanir ve Michaelis-Menten sabiti cinsinden ifade edilir (Clarke,

2013).
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VII'I"[Y [ S]
Vv = m:
K, +[S]
(2.5)
Bu denklem ayrica Esitlik 2.6 olarak da ifade edilebilir.
1 K_ 1 1
—= o+
\.{ V max [SJ “r max
(2.6)

Bu nedenle, substrat konsantrasyonunun tersi ile hizin tersini gosteren bir grafik, Sekil
2.5°de gosterildigi gibi diiz bir ¢izgi verecektir. Bu grafik Lineweaver-Burk grafigi olarak
adlandirilir (Roberts ve Gibb, 2013).

1/V

Egim=K_/V

max

—1/K, 1/8

Sekil 2.5. Lineweaver-Burk grafigi

Eksenlerdeki kesismeler 1/Vmax ve 1/Kn'ye karsilik geldiginden ve egim de Kiw/Vmax
oldugundan, bu grafik, deneysel verilerden kinetik sabit Vmax ve denge sabiti Kun'yi

belirlemenin yararli bir yolunu saglamaktadir (Roberts ve Gibb, 2013).

2.2.2. Spesifik aktivite

Enzim derisimi, mol ya da kiitle derisimi yerine genel olarak “{inite” cinsinden
belirtilmektedir. Genellikle enzimin mikroorganizmalardan ve hayvan ya da bitki
dokularinin izolasyonu yoluyla hazirlanmasi sebebiyle ve siklikla miktar1 numuneden
numuneye degisebilen miktarda katalik olmayan protein icerdiginden, bir numunedeki
enzim kiitlesi nadiren bilinmektedir. Bu sebeple enzim konsantrasyonu i¢in farkli bir

yaklagim benimsenerek spesifik aktivite birimi olusturulmustur (Liu S. , 2013). Enzim
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iinitesi, 1 pmol substrati belirli pH ve sicaklik altinda katalizleyerek doniistiirecek enzim
miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Bir enzimin spesifik aktivitesi, miligram protein basina

diigen {inite sayis1 olarak ifade edilmektedir (Esitlik 2.7) (Roberts ve Gibb, 2013).

Aktivite mmol—irin

Spesifik Aktivite = 2.7)

mg-protein - mg—protein X dk xml

Eger enzimin molekiil agirlig1 biliniyorsa, spesifik aktivite Esitlik 2.8’de gosterildigi sekilde
de ifade edilebilir (Liu S. , 2013).

Aktivite _ mmol—urin

Spesifik Aktivite = (2.8)

mmol—protein - mmol—protein X dk X ml

2.2.3. Lakkaz enzimi

Lakkaz (EC 1.10.3.2, p-diphenol:dioxygen oxidoreductases, Lignin Oxidaz Aile 1), dogal
olarak elde edilen, multibakir oksidaz protein ailesine ait bir oksidorediiktazdir (Wen, ve
digerleri, 2019), (Hiirmiizlii, Okur, ve Saragcoglu, 2021). Bu enzimler, molekiiler oksijenin
suya dort elektron indirgenmesiyle birlikte dort indirgeyici substrat molekiiliiniin tek
elektronlu oksidasyonunu katalize eder. Lakkazlar ¢ok cesitli substratlari, tercihen fenolik

bilesikleri oksitler (Piontek, Antorini, ve Choinowski, 2002).

Lakkaz, ilk olarak Japon cila agac1 (lacquer tree) Rhus vernicifera'da kesfedilmistir. O
zamandan beri, bu enzimler ¢esitli bitki tiirlerinde, boceklerde ve bakterilerde bulunmustur.
Bununla birlikte, literatiirde agiklanan lakkazlarin ¢ogu, yliksek mantarlardan izole
edilmistir. Bu lakkazlar, yumusak ciirtiklerin fungal etken maddelerinde, beyaz ciirlimeye
neden olan ¢ogu braket mantarinda, toprak saprotroflarinda, bitki patojenlerinde ve ekili
yenilebilir mantarlar, 6rnegin champignon, Pleurotus ve tibbi Lentinula edodes dahil olmak
iizere birgok agarikte meydana gelir. Bununla birlikte, en yaygin lakkaz iireticileri, Trametes
versicolor, Trametes hirsuta, Trametes ochracea, Trametes villosa, Trametes gallica,
Cerrena maxima, Coriolopsis polyzona, Lentinus tigrinus ve Pleurotus eryngii gibi
neredeyse tlim ahsap ciirliyen mantarlaridir (Fernandez-Fernandez, Sanroman, ve Moldes,

2013).

Lakkazlar, c¢esitli sektorlerde kullanilan ¢ok cesitli substratlar1 oksitleme yeteneklerinden
dolay1 biiyiikk biyoteknolojik potansiyele sahiptirler. Fenolik bilesikleri parcalama
kapasiteleri, onlar1 atik sularin aritiminda boyar madde renklerinin giderilmesi veya

ksenobiyotiklerin bozunmasi i¢in uygun hale getirmektedir (Fernandez-Fernandez,
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Sanroman, ve Moldes, 2013). Sekil 2.6’da goriilebilecegi iizere, lakkazlar tarafindan katalize
edilen reaksiyonlar, uygun bir substrat molekiiliiniin (fenoller ve aromatik veya alifatik
aminler), karsilik gelen reaktif radikale monoelektronik oksidasyonu ile ilerler. Redoks
islemi, enzimin katalitik ¢ekirdegini olusturan dort bakir atomundan olusan bir kiimenin
yardimiyla gerceklesir. Katalitik dongiiniin genel sonucu, bir oksijen molekiiliiniin iki
molekiil suya indirgenmesi ve dort substrat molekiiliiniin eszamanli oksidasyonu ile dort
radikal tiretilmesidir. Bu reaktif ara iirlinler daha sonra dimerler, oligomerler ve polimerler

iiretebilir (Riva, 2006).

f&)

]+]]

Tamamen Tamamen
wiilczeltzenmiz indirgenmis balor
balowr limest leimest

Sekil 2.6. Lakkaz enziminin aktif bolge yapis1 ve katalitik dongiisii (Riva, 2006)

Lakkaz, mikro kirleticilerin giderilmesi ve su aritimi i¢in umut verici bir biyokatalizordiir
(Zhou, Zhang, ve Cai, 2021). Lakkaz kullanimi1 ayn1 zamanda atik su aritimi sirasinda ikincil
kirlilikten arinmis bir yontem sunmaktadir (Wen, ve digerleri, 2019). Lakkaz enzimi hava

ile calismaktadir ve tek yan iirlin olarak sadece su iiretmektedir (Riva, 2006). Bununla
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birlikte, lakkaz 6nemli katalitik roliinii ancak etkin immobilizasyondan sonra oynayabilir.
Immobilizasyon islemi, termal, pH, depolama kararlilhig:i agisindan lakkaz stabilitesini
tyilestirir. Ayrica, hareketsizlestirilmis lakkazin yeniden kullanilabilirligi, onu serbest
lakkaza kiyasla pratik su aritma uygulamalarinda daha avantajli hale getirir (Zhou, Zhang,
ve Cai, 2021). Immobilizasyon, enzim o6zelliklerini gelistirerek lakkaz uygulamasinin

siirlarin tistesinden gelebilir (Wen, ve digerleri, 2019).
2.3. Immobilizasyon Yontemleri ve Lakkaz Enzimi Immobilizasyonu

Enzimler de dahil tiim proteinler, sulu ya da susuz ¢ozeltilerde hizlica deforme olurlar.
Enzim sistemlerinin c¢esitli endiistriyel ve teknolojik islemlerdeki bir¢ok uygulamasi
nedeniyle, uygulamali enzimolojideki ana arastirma yonlerinden biri de enzim
molekiillerinin kararliligini incelemektir. immobilizasyon da enzim kararliligini saglamak

icin kullanilan yollardan biridir (Sedaghat, Ghiaci, Aghaei, ve Soleimanian-Zad, 2009).

Enzim immobilizasyonu, sabit bir alanda enzim hareketliliginin kisitlanmasi olarak
tanimlanabilir (Liu S. , 2013, s. 354). Bir diger deyisle; immobilizasyon, tekrar tekrar ve
stirekli olarak kullanilabilen, katalitik aktivitelerini gelistirmek/slirdiirmek amaciyla bir

molekiiliin uygun bir destekle baglanmasi anlamina gelmektedir (Melo, ve digerleri, 2021).

Enzimler pahali oldugundan, katalizoriin yeniden kullanimi bir¢ok islem i¢in kritik 6neme
sahiptir. Birgok uygulamada, enzimlerin immobilizasyonu, enzimin yeniden kullanilmasi ve
enzim geri kazanimi ve saflagtirma islemlerinin ortadan kaldirilmas1 gibi 6nemli avantajlar
saglar ve enzim aktivitesi i¢in daha iyi bir ortam saglayabilir (Liu S. , 2013). Bunun yani
sira, enzimin iirlinden kolayca ayrilmasi, enzim uygulamalarini basitlestirir ve giivenilir ve
verimli bir reaksiyon teknolojisini destekler. Ote yandan, enzimlerin yeniden kullanimu, ilk
etapta enzim katalizli bir islemin kurulmasi i¢in genellikle temel bir 6n kosul olan maliyet

avantajlar saglar (Tischer ve Wedekind, 1999).

Enzim immobilizasyonunun avantajlar1 ve dezavantajlar1 Cizelge 2.3’de detayli olarak

belirtilmistir (Bilal, ve digerleri, 2017).
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Cizelge 2.3. Enzim immobilizasyonunun ¢esitli avantajlar1 ve dezavantajlari

Avantajlar

Dezavantajlar

Yiiksek enzim substrat orani
Yiiksek oranda tekrar kullanim
Kontaminasyon riskinin az olmasi
Arttirilmis/iyilestirilmis hiperaktivite
Gelistirilmig/iyilestirilmis proses
kontrolii
Gelistirilmig/iyilestirilmis fonksiyonel
etki
Gelistirilmis/iyilestirilmis iirlin
kararlilig1

Yiiksek maliyet orani
Sinirlt uygulanabilirlik
Destek/tastyict sinirlamalari

Destek/tastyici ylizey ozellikleri
Sistemde olusan 1s1 kaynakli
inaktivasyon

2.3.1. Enzim immobilizasyon yontemleri

Enzim immobilizasyonu, tutuklama ve ylizey immobilizasyonu olmak {izere iki ana
kategoride incelenebilir (Liu S. , 2013, s. 355). Yiizey immobilizasyonu; adsorpsiyon, ¢apraz
baglama ve kovalent baglama olmak tizere tige ayrilirken, tutuklama da tutuklama ve

kapsiilleme alt basliklarinda olmak {tizere ikiye ayrilmaktadir. Sekil 2.7°de enzim

immobilizasyon metotlar1 goriilebilir (Asgher, Shahid, Kamal, ve Igbal, 2014).

=
>

ATAYE T
fw L

Adsorpsivon Q
Immobili

A

X

= (=)

5 o=t

Capraz Baglama

Tutuklama

Sekil 2.7. Enzim immobilizasyon yontemleri

Adsorpsiyon ile immobilizasyon en basit immobilizasyon yontemidir. Enzim/hiicre ve
destek materyali arasindaki tersinir yiizey etkilesimlerini igcerir. Adsorpsiyon, enzimlerin

Van der Waals veya dispersiyon kuvvetleri gibi zayif fiziksel kuvvetler tarafindan destek




15

partikiillerinin yiizeylerine baglanmasidir (Bickerstaff, 1997). Adsorplanan enzimin aktif
bolgesi genellikle etkilenmez ve neredeyse tam aktivite korunur (Liu S. , 2013).
Immobilizasyon yontemi, pH, sicaklik, c¢oziiciiniin dogasi, iyonik kuvvet, enzim
konsantrasyonu ve adsorban gibi degiskenlerin optimizasyonunu igerir. Burada enzim,
yikama sirasinda adsorbe olmayan herhangi bir enzim ¢ikarilmadan dogrudan ytizeye (aktif
adsorban) eklenir. Immobilizasyon yontemi, pH, sicaklik, ¢dziiciiniin dogas1, iyonik kuvvet,
enzim konsantrasyonu ve adsorban gibi degiskenlerin optimizasyonunu igerir. Burada
enzim, yikama sirasinda adsorbe olmayan herhangi bir enzim ¢ikarilmadan dogrudan yiizeye
(aktif adsorban) eklenir. Yontem, herhangi bir konformasyonel degisiklik olmaksizin
eszamanli saflagtirmanin yani sira enzim immobilizasyonuna (6rnegin, CM-seliiloz tizerinde
Asparginaz) yardimci olan ¢ok cesitli tastyicilarla basit ve hafiftir (Dwevedi, 2016). Bununla
birlikte, zamanin bir fonksiyonu olarak ylizeyden tipik olarak enzim sizmasi olmasi
genellikle sorun teskil etmektedir (Moehlenbrock ve Minteer, 2011). Prosediir, biyolojik
bilesen(ler) ile adsorpsiyon ozelliklerine sahip bir destegin uygun pH, iyonik gii¢ vb.
kosullar altinda bir inkiibasyon siiresi boyunca karistirilmasi, ardindan hareketsizlestirilmis
materyalin toplanmasi ve bagli olmayan biyolojik bilesenleri uzaklastirmak i¢in kapsamli

yikamadan olusmaktadir (Bickerstaff, 1997).

Kovalent baglama ve capraz baglama, enzimin yiizeylere veya diger enzimlere kovalent
baglanmasina izin veren tekniklerdir. Bu ylizeyler, bir biyoreaktoriin i¢ duvarlari veya
endiistriyel biyo-isleme i¢in dolgu yatakli bir reaktdr icin cam veya polimerik kiireler gibi

destekler olabilir (Moehlenbrock ve Minteer, 2011).

Kovalent baglama metodunda, enzim, destek materyalinin yiizeyine kovalent bag olusumu
ile tutunmaktadir. Bu yontemde, enzim molekiilleri amino, karboksil, hidroksil ve siilfidril
gibi belirli fonksiyonel gruplar araciligiyla destek malzemesine baglanmaktadir (Liu S. ,
2013). Enzim molekiilleri, ya dogrudan matris iizerinde bulunan reaktif gruplara ya da ¢esitli
kimyasal reaksiyonlar (6rnegin, diazotizasyon) yoluyla matrise yapay olarak baglanan bir
uzatma kolu ile baglanir. Belirli bir matrisin se¢imi, ¢esitli uygulamalar sirasinda maliyetine,
kullanilabilirligine, baglama kapasitesine, hidrofilikligine, yapisal sertligine ve
dayanikliligina baghdir. (Dwevedi, 2016). Kovalent baglama metodu en verimli
immobilizasyon metodudur. Bu metotla enzim, aktivite, kararlilik ve yeniden
kullanilabilirlik oranini arttirmak i¢in ¢oklu noktalardan immobilize edilebilir (Asgher,

Shahid, Kamal, ve Igbal, 2014). Silanizasyon, aldimin yogunlastirmasi, hidrojen bromiir
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aktivasyonu ve diazotizasyon yaygin kovalent baglama yoOntemleri arasinda sayilabilir

(Zhou, Zhang, ve Cai, 2021).

Kovalent baglanma i¢in ¢ok ¢esitli destek malzemeleri mevcuttur. Genis destek malzeme
yelpazesi, bu yontem i¢in ideal bir destegin olmadigin1 gostermektedir. Bu nedenle, belirli
bir enzim immobilizasyonu i¢in destegin avantajlar1 ve dezavantajlar1 dikkate alinmalidir.
Belirli bir destegin se¢iminde cesitli faktorler etkili olabilmektedir. Arastirmalar, bu
faktorler arasinda hidrofilikligin, destek ortaminda enzim aktivitesinin devamlilig1 agisindan
en O6nemli faktor oldugunu gostermektedir. Buna bagli olarak da fazlaca hidrofilik olan
polisakkarit polimerleri enzim immobilizasyonu i¢in popiiler bir destek malzemesidir.
Ornegin, seliiloz, dextran, nisasta ve agaroz enzim immobilizasyonu icin kullanilan

polisakkaritlerdir (Bickerstaff, 1997).

Genellikle immobilizasyon, enzim aktivitesinde ve stabilitede kayipla sonuglanir. Ancak
bazi durumlarda immobilizasyon, daha uygun mikrogevre kosullari nedeniyle enzim
aktivitesinde ve stabilitede artisa neden olabilir. Enzimler genellikle yiizeye baglanabilen
birden fazla fonksiyonel bolgeye sahip oldugundan, hareketsizlestirilmis bir enzim
preparasyonu ¢ok heterojen olabilir. Baglanma enzim yapisim1 degistirmese bile, bazi
enzimler, substrat ¢ozeltisinden uzaga ve destek ylizeyine dogru yonlendirilmis aktif bolge
ile baglanabilir, bu da substratin enzime erisimini azaltir. Aktivitenin tutulmasi, kullanilan

yonteme gore degisir (Liu S. , 2013).

Capraz baglama metodunda, immobilizasyon i¢in destek malzeme kullanilmaz. Bu
yontemde hiicreler (veya enzimler) biiyiik, ii¢ boyutlu karmasik bir yap1 olusturmak icin
birbirine fiziksel ya da kimyasal metotlarla baglanabilmektedir (Bickerstaff, 1997). Capraz
baglamanin kimyasal metodu, normal olarak, 6rnegin glutaraldehit ve toluen diizosiyanat
gibi iki veya cok islevli bir reaktif vasitasiyla hiicreler arasinda kovalent bag olusumunu
icermektedir. Ancak zararli maddelerden dolay1 canli hiicreler ve bir¢cok enzim igin bu
yontemde sinirlayict faktorler kullanilabilir. Tek enzimin capraz baglanmasi nedeniyle
bulunabilecek yakin sorunlart en aza indirmek i¢in baglayici olarak hem albiimin hem de
jelatin kullanilmaktadir (Hassan, Tamer, ve Omer, 2016). Bu ydntemin ana avantaji
basitligidir. Ancak reaksiyonun diizenlenmemesi nedeniyle biiyiik miktarda enzim kaybina
yol agar. Ayrica, bu enzim immobilizasyon yontemi, difiizyonun neden oldugu sinirlamalara

da maruz kalir (Dwevedi, 2016).
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Enzim immbolizasyonun son yontemleri tutuklama ya da polimerik bir matris igerisinde
kapsitillemedir. Tutuklama, proteini bir ylizey iizerinde yakalamak i¢in proteinin etrafindaki
bir monomer veya diisiik molekiiler agirlikli polimerin polimerize edilmesi prosediiriidiir.
(Moehlenbrock ve Minteer, 2011). Bu yontem, enzimin bir polimere (poliakrilamid, aljinat
vb.) her yonde ¢apraz baglanmasini ve polimer kafesi i¢inde fiziksel tutuklama ile enzimin
yizeyinde bulunan hemen hemen her yan =zinciri kapsamaktadir (Dwevedi, 2016).
Tutuklama, enzimin kati destege iyonik etkilesimler, Van der Waals kuvvetleri ve hidrojen
baglar1 yoluyla baglandigi basit adsorpsiyon olarak tarif edilebilir. Bu yontem; hazirlanmasi
kolay, ucuz ve stabil oldugu ic¢in diger yontemlere gore daha g¢ok tercih edilmektedir

(Asgher, Shahid, Kamal, ve Igbal, 2014).

Enzimlerin ve/veya hiicrelerin kapsiillenmesi, biyolojik bilesenlerin ¢esitli yar1 gecirgen zar
formlar1 iginde kaplanmasiyla saglanabilir (Bickerstaff, 1997). Bu teknikte mikroskobik igi
bos kiireler olusturulmaktadir. Kiireler, enzim ¢ozeltisini igerirken, kiire, gdzenekli bir zar
icine alinmaktadir. Membran, polimerik veya bir mikro damla etrafinda olusturulmus
zenginlestirilmis bir ara yiizey fazi olabilir (Liu S. , 2013). Kapsiilleme yonteminin basitlik,
enzim Ozelliklerinde degisiklik olmamasi, kimyasal modifikasyon gerektirmemesi ve
minimum enzim gereksinimi olmasi gibi bir¢ok avantaji vardir. Ancak bunun yani sira;
enzim sizintisi, sadece kii¢lik boyutlu substrat kullanilabilmesi ve difiizyon kisitlamalar1 gibi

bir¢cok da dezavantaj1 bulunmaktadir (Dwevedi, 2016).

Her bir immobilizasyon teknigi ¢esitli avantajlar ve dezavantajlar sunmaktadir. Bunun yani
sira, en uygun teknigin se¢imi, enzimin dogasina (biyokimyasal ve kinetik 6zellikleri) ve
destek/tasiyict malzemenin 6zelliklerine (kimyasal karakteristikleri ve mekanik 6zellikleri)
gore de degismektedir (Brena, Gonzalez-Pombo, ve Batista-Viera, 2013). Cizelge 2.4’te
farkli immobilizasyon yontemlerinin avantajlar1 ve dezavantajlar1 goriilebilmektedir (Bilal,

ve digerleri, 2017).
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Cizelge 2.4. Cesitli immobilizasyon yontemlerinin avantajlar1 ve dezavantajlari

Immobilizasyon Avantajlari Kusurari
tipi
Adsorpsiyon ¢ Uygulanmasi kolay x Dusuk etki seviyesi
« Reaktif ihtiyac1 yok x Enzimin destekten
v Gozenek difuzyon salinmasi
sinirlamas! yok
+ Minimum aktivasyon adim1
gerekli
« Gorece ucuz
v Kimyasal metotlara gire
daha az zarar verici
Kovalent + Genis uygulama alan1 x Rekabetci engelleme
baglama # Girece kolay yontem x Enzimin kimyasal
# S1zintl ya da salma degisimi
problemi yok x Enzimin fonksiyonel yap1-
v (esitli destekler/tasiyicilar
mevcut sinin kaybi
v Enzimin destefe siki
baglanmas)
v Destek/tasiyicilarda gok
fonksiyonlu gruplarin varlifl
Tutuklama v Hafif kosullar gerekli x Enzimin sizmasl
v Kuguk dlgulerde kolay % Gozenek difuzyon
uygulama sinirlamalarl
v Hizll immobilizasyon x Mikrobiyal
yontemi kontaminasyon ihtimali
« Hassas uygulamalarda x Dusuk endustriyel
kullanilabilir Tl
7 Ucuz uygulanabilirlik
+ Daha az yapisal cesitlilik
Capraz Baglama Matris ya da destege ihtiya¢ Cok fonksiyonlu reaktif
olmamasi ihtiyaci

Gorece basit
Sanayide genis kullanim

Capraz baglayicinin
yapisinin bozulmasi

Kapsulleme v Ucuz x Dusuk enzim derigimi

v Enzimler uzun sure kararl x Istenmeyen urunlerin
kalabilir olusumu

/ Ekstraksiyon yada x Son urunun diger
saflagtirma gerekmez enzimler tarafindan

# Coklu enzimler tek seferde deistirilmesi
immobilize edilebilir

v Enzimin dogal yapisi en iyi
sekilde korunur

v Hucre organelleri

immobilize edilebilir

2.3.2. immobilize enzimlerin 6zellikleri

Enzim immobilizasyonu sirasinda, matrislerin substratlar/iiriinler ile fiziksel ve kimyasal
ozelliklerine gore degisen etkilesimlerinden dolayr mikrogevresinde bir degisiklik

olmaktadir. Enzim immobilizasyonu sirasinda etkilenen 6nemli parametreler sunlardir:
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Optimum pH: Optimum pH’daki degisiklikler, immobilize enzimin, ¢dziinebilir enzime gore

durumunda gozlenebilir. pH aralig1 genisleyebilir veya asidik ya da bazik tarafa kayabilir.

Optimum sicaklik: immobilize enzimlerin optimum sicakliginda daha yiiksek sicakliklara
dogru kayma vardir. Enzim immobilizasyonu sirasinda, daha yiiksek sicakliklarda bile
enzim molekiillerinin serbest hareketi engellenir. Boylece daha yliksek sicakliklarda substrat
doniistimii devam ederken hem aktif bolgede hem de ylizeyde amino asitlerin korunmasi
nedeniyle enzim denatiirasyonu goézlenmez. Sicaklik arttikca, substrat molekiilleri kinetik
enerji kazanir ve immobilize enzimin aktif bolgesine hizla ulasir, bu da optimum sicaklig

daha ytiksek sicakliklara kaydirir.

Kinetik parametreler: Enzim immobilizasyonu sirasinda kinetik parametrelerde (K, Vimax,
k) degisiklikler gozlenir. Enzim immobilizasyonu, enzim molekiillerinin dogru bigimde
(6rnegin, aktif bolgeden uzaktaki kalintilart i¢eren) baglanmasini saglamaz, bu da enzimin

Vmax'tn1 giiclii bir sekilde etkiler.

Kararlilik: Immobilize enzimlerin stabilitesi, matris tipine ve enzim ile matris arasindaki

etkilesime bagli olarak artabilir veya azalabilir (Dwevedi, 2016).
2.3.3. immobilizasyonda kullanilan destek malzemeler

Destek malzeme, lakkaz immobilizasyonu ic¢in anahtar bir pargadir. Uygun destek
malzemeler, enzimin katalitik kapasitesini ve kararliligini arttirir. Serbest lakkazlar ile
karsilagtirildiginda, immobilize lakkaz sadece enzim aktivitesinin kaybini azaltmakla
kalmaz, ayn1 zamanda termal kararlilig1, depolama kararliligini ve operasyonel kararlilig1 da
gelistirir. Geleneksel ve yeni destek malzemeler olarak da adlandirilabilecek cok cesitli
destek malzemeler bulunmaktadir. Geleneksel malzemelerle karsilastirildiginda, yeni
malzemelerin manyetizma ve iletkenlik gibi 6zel yapilar1 veya ozellikleri vardir. Bu

nedenlerle, immobilize lakkazlar benzersiz avantajlara sahiptir (Zhou, Zhang, ve Cai, 2021).

Geleneksel destek malzemeler: Geleneksel tasiyicilar arasinda inorganik malzemeler,
polimer malzemeler, sentetik makromolekiil malzemeler ve kompozit malzemeler

bulunmaktadir.
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Yeni destek malzemeler: Nanomalzemeler, manyetik malzemeler, manyetik
nanokompozitler ve mezogo6zenekli malzemeler yeni tasiyicilar olarak kabul edilebilir

(Zhou, Zhang, ve Cai, 2021).

Destek
Malzemelerin
Siniflandiriimasi

Karbon Polistiren

Proteinler Metaller

Diger Polimerler
Polisakkaritler Metal Oksitleri

Sekil 2.8. Immobilizasyonda kullanilan destek malzemeler (Bilal, ve digerleri, 2017).

2.3.4. Bentonit

Bentonit, esas olarak simektit grubunun bir kil minerali olan montmorillonitten olusan
yiiksek kolloidal ve plastik killerden olusan bir kayadir ve volkanik kiiliin yerinde
devitrifikasyonu ile iiretilir. Montmorillonite ek olarak, bentonit feldspat, kristobalit ve
kristal kuvars igerebilir. Bentonitin 6zel Ozellikleri, su ile tiksotrofik jeller olusturma
yetenegi, biiylik miktarlarda suyu emme yetenegi ve yiiksek katyon degisim kapasitesidir.
Bentonitin 6zellikleri, iki tetrahedral silika tabakas1 arasinda bir oktahedral aliimina tabakas1

olan smektit grubunun kristal yapisindan tiiretilmistir (Diinya Saglik Orgiitii, 2005).

Bentonit, herhangi bir mineral kilin en yiiksek emme kapasitesine ve ayn1 zamanda yiiksek
adsorpsiyon kapasitesine sahip bir kildir. Ozellikle diisiik yogunlugu ve yiiksek 6zgiil yiizeyi
ile 1ilgili olarak diger minerallere gore avantajlart uzun siiredir kabul edilmektedir ve
bentonitin mevcut kullanimlarinin ¢ogunu olusturmaktadir (Alkan, Ceylan, & Arslan, 2005).
[k olarak ABD’nin Wyoming sehrinde bulunan bentonit, bugiin neredeyse biitiin diinyada
yillik olarak yaklagik 20 milyon metrik ton tiretilmektedir (Maden Tetkik ve Arama Genel
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Mudiirliigii, 2018; British Geological Survey, 2022). 2016 ve 2020 yillar1 arasindaki
diinyadaki bentonit liretim miktarlar1 Ek-1’de verilmistir (British Geological Survey, 2022).

Siradan killer az ya da ¢ok ince taneli olabilirken; baskin bileseni bentonit olan, simektit kil
mineralleri igerenler ise olaganiistii incelie sahiptirler. Simektit kile diisiik gecirgenlik ve
genlesebilirlik gibi degerli atik izolasyon 6zelliklerini veren mineraller, her biri merkezi bir
oktahedral hidroksil, Fe, Mg veya Li iyonlar tabakasini sinirlayan iki SiOg4 tetrahedron

tabakasindan olusan istiflenmis lamellerden olusur (Pusch, 2015).
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Harita 2.1. Tiirkiye’deki Kil Bentonit Yataklar: (Maden Tetkik ve Arama Enstitiisii, 2019)

Bentonit, kiiciik gézenekli olacak ve yliksek bir yiizey alanina sahip olacak sekilde modifiye
edilebilir. Modifiye edilmis bentonit malzemeleri enzimleri immobilize etmek i¢in siklikla
uygulanmis olmasina ragmen, kiiclik gézenekli ve yliksek yilizey alanli bentonitin lakkaz

immobilizasyonu i¢in kullanimi arastirllmamistir (Wen, ve digerleri, 2019).

2.3.5. Lakkaz enzimi immobilizasyonu

Bir enzimin immobilizasyonu, ¢6ziinmeyen bir destege baglanmasi olarak tanimlanir.
Lakkaz, deneysel ve dogal kosullar altinda karmagik kimyasal islemleri ger¢eklestirmelerine
izin veren yiiksek aktiviteleri, secicilikleri ve Ozgiilliikleri nedeniyle biyoteknolojik ve
cevresel uygulamalar i¢cin milkemmel biyokatalizorlerdir. Buna ragmen, bu enzimlerin
pratik uygulamalar i¢in kullanimi, disiik kararliliklar1 ve yiliksek {iretim maliyetleri

nedeniyle hala sinirlidir (Fernandez-Fernandez, Sanroman, ve Moldes, 2013).
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Lakkazlarin immobilizasyonu, enzimin bazi 6zelliklerini gelistirerek yukarida belirtilen
sinirlamalarin - bazilarinin  iistesinden gelebilir. Lakkaz immobilizasyonunun baglica
avantajlari, enzimin termal kararliligindaki artis ve asir1 kosullara ve kimyasal reaktiflere
kars1 direncidir. Ek olarak, immobilize lakkazlar reaksiyon iirlinlerinden kolayca ayrilabilir
ve bu da enzimlerin siirekli biyoreaktor islemlerinde kullanilmasina izin verir (Fernandez-

Fernandez, Sanroman, ve Moldes, 2013).

Lakkaz enziminin farkli immobilizasyon ¢esitlerine gore karakteristikleri Cizelge 2.5°de

gosterilmektedir (Zhou, Zhang, ve Cai, 2021).

Cizelge 2.5. Cesitli lakkaz immobilizasyon yontemlerinin karakteristikleri

Karakteristikler Adsorpsiyon Tutuklama Kapsiilleme Kovalent baglama
Fiyat + + + + + + + +
Hazirlanma zorlugu + + + + + + + + +
Kararlilik + + + + + + + + +
Baglanma kuvveti + + + + + + + +
Enzim sizintisi + + + + + X X
Difuzyon direnci x + + + + + + + +
Lakkaz korunmas1 b + + + + + X
Aktivite kayb1 + + + + + o+ +
Uygulanabilirlik + + + + + + + + 4+ +

x: Mevcut degil +: Mevcut

2.4 Lakkaz Enziminin Boyar Madde Giderimi

Boyar maddeler; tekstil, deri, matbaacilik, gida, plastik vb. sektorlerde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Boyar maddelerin endiistriyel atik sulardan uzaklastirilmas: biiyiik bir
problemdir. Atik sudan boyar maddelerin uzaklastirilmasi i¢in geleneksel yontemler, kati
substratlar iizerine adsorpsiyon, kimyasal pihtilasma, oksidasyon, filtrasyon ve biyolojik

aritma gibi yontemler kullanilmaktadir (Eren, 2009).

Genel olarak boyar maddelerin kimyasal yapisi, konjuge bir ¢ift bag sisteminden ve aromatik
halkalardan olusur. Ana boyar madde siniflar1 antrokinoid, indigoit ve azo aromatik yapilara

sahiptir (Chacko ve Subramaniam, 2011).

Anaerobik veya aerobik kosullarda azo boyarlarin bakteriyel renk giderimindeki birincil
adim, azo bagi (-N=N-) kromofor grubunun indirgenmesidir. Bu indirgeme; enzimler, diisiik

molekiiler agirlikli redoks aracilar, siilfiir gibi biyolojik indirgeyiciler tarafindan kimyasal
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indirgeme veya bunlarin bir kombinasyonu gibi ¢esitli mekanizmalar1 kapsayabilmektedir.
Bu reaksiyonlarin yeri hiicre i¢i veya hiicre dis1 bolgeler olabilmektedir. (Singh, Singh, ve

Singh, 2015).

50,Na

SO3Na OH
Ho—( ) OO et OO
N Q O O NaO:S
N
HoN SO;NG
CFs SONa
CI Acid Red 337 CI Direct Blue 71

CI Reactive Red 198 CI Acid Orange 2

Sekil 2.9. Bazi azo boyar maddelerin yapis1 (Singh, Singh, ve Singh, 2015)

OCH,

OH
N=N ] l
HS03-0-CH2-CH2-S0;

SO;H

Sekil 2.10. Remazol Red RR boyar maddesinin molekiiler yapist (Hiirmiizlii, Okur, ve
Saracoglu, 2021)

Lakkazlar, azo boyar maddelerin parcalanmasi hususunda fazlaca arastirilmistir (Chacko ve

Subramaniam, 2011). Lakkazlar, ¢ok bilinen ¢esitli endiistriyel boyar maddelerin rengini

gidermek icin biiyiik bir potansiyele sahiptir (Singh, Singh, & Singh, Enzymatic

decolorization and degradation of azo dyes - A review, 2015). Lakkazin 6nerilen boyar

madde parcalama mekanizmasi Sekil 2.12°de gosterilmektedir (Chacko ve Subramaniam,

2011).
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Dirzlct Enzim Yéntemi Direlt Kimyasal Yantem
Aro bova H.5 Azg
bova
Aromatik 5 omatilk
aminler aminler
Bivolojik Yontem

B, Azp bova

RMy; x Aromatil: aminler

Sekil 2.11. Azo boyar maddelerin par¢alanmasi i¢in ¢esitli yontemlerin gosterimi (RM:
Redox medyatorii, ED: Elektron donér, b: bakteri)
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Sekil 2.12. Lakkazin 6nerilen azo boyar madde parcalama mekanizmasi
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3. LITERATUR ARASTIRMASI

Atik sulardaki boyar maddelerin giderim ¢alismalarinda, serbest ve immobilize enzimler ile
bentonit kili siklikla kullanilmaktadir. Bu c¢alismalardan bazilari, bu boliimde

aktarilmaktadir.

Toor ve dig. (2015) dogal bentoniti aktive ederek, atik sularda bulunan Congo-red boyar
maddesinin giderimini incelemislerdir. Bentonit aktivasyon ¢alismalarinda ii¢ farkli yontem
benimsenmistir: termal aktivasyon, asit aktivasyonu ve her ikisinin kombinasyonu. Yiizey
alaninin genisletilmesinde %70 oranla termal ve asit aktivasyonunun birlikte kullanildig1
modifikasyon metodu en etkili yontem olmustur. Bu aktivasyon ile birlikte, atik sulardaki
Congo-red boyar maddesinin gideriminin %25 oraninda arttig1 belirtilmistir. Bu metodun,
dogal killerde adsorpsiyon kapasitesini, uygulanabilirligi ve segiciligi arttiracagindan, atik
su aritimindaki maliyetleri diisiireceginden bahsedilmistir (Toor, Jin, Dai, ve Vimonses,

2015).

Huang ve dig. (2016) yaptiklar1 ¢caligmada kitosan ve bentoniti ¢apraz baglama metoduyla
immobilize ederek sulu ¢ozeltilerdeki Congo red boyar maddesinin giderimini
incelemislerdir. Caligmada, kitosan kendi igerisinde ¢apraz baglanmis daha sonra da bentonit
ile immobilize edilmistir. Her iki {riinlin de karakterizasyon caligmalar1 yapilarak,
adsorpsiyon kapasiteleri tespit edilmistir. Kullanilan malzemeler i¢in en uygun pH’in ¢apraz
baglanmis kitosan i¢in 5,93; bentonit ile immobilize edilen kompozit i¢in 6,08 oldugu
belirtilmistir. Caligmada, Congo red boyar madde gideriminde ¢apraz baglanmis kitosanla
immobilize edilmis bentonit kompozitinin, farkli bir destek malzemeye immobilize
edilmemis capraz bagli kitosana oranla %30 daha etkili oldugu gériilmiistiir (Huang, Zhang,
Hu, ve Wang, 2016).

Liu ve dig. (2015) kitosan ve glutaraldehit arasindaki reaksiyondan faydalanarak, kitosani
bentonit ile ¢apraz baglama metoduyla immobilize etmislerdir. Hazirladiklar1 kompozit
malzemenin Amido Black 10B azo boyar maddesi iizerindeki etkisini incelemislerdir.
Olusturulan kompozit malzemenin FTIR, SEM, XRD ve TGA analizleri gerceklestirilmistir.
Sonug olarak, hazirladiklar1 kitosan bentonit kompozitinin Amido Black 10B azo boyar

madde adsorpsiyonu i¢in pH 2’de en optimum seviyede etkili oldugunu ve adsorpsiyon
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kapasitesinin maksimum 323,6 mg/g oldugunu tespit etmislerdir (Liu, Yang, Zhang, ve

Huang, 2015).

Tan ve Ting (2014) ger¢eklestirdikleri caligma ile bentonit kiline alginat immobilize ederek
sulu c¢ozeltilerden Cu (II) giderimindeki etkisini ve yeniden kullanilabilirligini
incelemislerdir. Immobilize bentonit, herhangi bir islem gdrmemis alginat kiirelerine
nazaran daha yiiksek adsorplama kapasitesi gostermistir. Yapilan calismada, immobilize
bentonitin 114,70 mg Cu (II) adsorpladig tespit edilirken, islem gérmemis alginat kiireleri
94,04 mg Cu (II) adsorplayabilmistir. Immobilize malzemenin 6 saat sonunda dengeye
ulastig1 goriilmiistiir ve dengede 400 mg 1! ile en yiiksek adsorpsiyon kapsaitesine ulastig

tespit edilmistir (Tan ve Ting, 2014).

Cengiz ve dig. (2012) katalaz enziminin immobilizasyonunda bentonit ve sepiyolitin destek
malzeme olarak kullanilmasini incelemislerdir. Bu ¢alismada; katalaz enzimi, bentonit ve
sepiyolit ile immobilize edilerek optimum sicaklik, pH ve iyonik giic hem serbest enzim i¢in
hem de immobilize enzim i¢in tespit edilmistir. Serbest enzim i¢in 35°C, pH=7 ve 50 mM
optimum kosullar olarak bulunurken, immobilize enzim i¢in 35°C, pH=9 ve 50 mM
optimum kosullar olarak bulunmustur. Immobilize katalaz enziminin, serbest katalaz
enzimine gore depolama kararliliginin daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Bunun yani sira,
45°C sicaklik altinda 1 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda serbest katalaz ilk aktivitesini
%50,7 oraninda kaybederken, sepiyolit ile immobilize edilen katalaz %41,1 ve bentonit ile
immobilize edilen katalaz %32,6 oraninda kaybetmistir. On c¢evrim sonrasi ise bentonit
immobilizasyonu ic¢in %34,4 ilk aktivitede kayip olurken sepiyolit icin %9,8 kayip oldugu
gosterilmistir (Cengiz, Cavas, ve Yurdakog, 2012).

Alkan ve dig. (2005) katalaz enziminin bentonit ile immobilizasyonunun karakterizasyon
caligmasii gercgeklestirmiglerdir. Calisma neticesinde enzim aktivitesinde herhangi bir
kayip olmadig1 gbzlemlenirken, iyonik giiciiniin de arttig1 tespit edilmistir. Optimum pH’1in
serbest enzim i¢in 7,0 oldugu belirtilirken, immobilize enzim i¢in 8,0 oldugu belirtilmistir.
Aktivitenin en yliksek 35°C’de oldugu ve 60°C’den sonra da enzimin bozunmaya ugradigi

gosterilmistir (Alkan, Ceylan, ve Arslan, 2005).

Daassi ve dig. (2014) gerceklestirdikleri ¢alisma ile Coriolopsis gallica’dan elde edilmis

lakkaz enzimin Ca-alginat kiirelerine immobilizasyonu ile ¢esitli tekstil boyar maddelerine
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etkilerini incelemislerdir. Calisma sonucunda hem serbest enzimin hem de immobilize
enzimin antrakinon boyar madde Remazol Brillant Blue R iizerinde yiiksek giderim etkisi
oldugu tespit edilirken, diazo boyar maddeler olan Reactive Black 5 ve Bismark Brown R
ile metal boyar maddesi olan Lanaset Grey G’de diisiik giderim etkisi oldugu tespit
edilmistir. Ortama HBT medyatoriiniin eklenmesinin boyar madde giderimini arttirdigi
belirtilmistir. Dort boyar madde giderim ¢evrimi sonunda immobilize enzimin Bismark
Brown R boyar maddesi hari¢ %70 oraninda aktivitesini korudugu goriilmiistiir (Daassi,

Rodriguez-Couto, Nasri, ve Mechichi, 2014).

Tabak ve dig. (2007) caligmalarinda Tiirk bentonitinin (Resadiye) karakterizasyon
caligmalarint gergeklestirmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada Resadiye bentonitini Wyoming,
ABD bentoniti ile 150-700°C sicakliklar arasindaki kiitle kaybi1 yoniiyle kiyaslamislardir ve
her iki bentonitteki kiitle kaybinin birbirine yakin oldugunu tespit etmislerdir. Yine 400-
600°C arasinda gergeklestirilen kalsinasyon islemi sonunda yiizey alanin %13 azaldigini

tespit etmislerdir (Tabak, Afsin, Caglar, ve Koksal, 2007).

Mehandia ve dig. (2022) akiskan yatak reaktoriinde, tekstil atik sularindaki boyar
maddelerin giderimi i¢in kitosan-kil kompozit kiirelerine immobilize edilmis lakkaz
enzimini kullanmiglardir. Sistemde lakkaz medyatorii olarak ACS kullanilmigtir. Bu yontem
ile reaktor sisteminde %78 oraninda boyar madde giderimi gerceklestirilmistir. Boyar
maddenin yam1 sira, BOD ve COD seviyeleri de sirasiyla, %91 ve %87 azaltilmigtir

(Mehandia, Ahmad, Sharma, ve Arya, 2022).

Peralta-Zamora ve dig. (2003) Trametes versicolor’dan elde edilmis lakkaz enziminin silika
ile immobilizasyonunun ¢esitli azo boyarlardaki (Remazol Brillant Blue R, Remazol Black
B, Reactive Orange 122, Reactive Red 251) renk giderimini incelemislerdir. Immobilize
lakkaz enziminin, bu renklerin gideriminde yiiksek verim gosterdigi tespit edilmistir. Ancak,
sisteme art arda boyar madde eklendigi durumlarda destek malzemenin adsorpsiyon
kapasitesinin azaldigr ve sistemin doyuma ulastigi agiklanmistir (Peralta-Zamora, ve

digerleri, 2003).

Ghiaci ve dig. (2009) caligmalarinda modifiye edilmis ve edilmemis bentonit desteginde
Candida rugosa’dan elde edilmis lipaz enzimini immobilize etmiglerdir. Destegin hidrofilik

ve hidrofobik dogasi, yeniden kullanim verimi ve immobilize lipazin kinetik davranisi
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caligilmustir. Incelemeler sonucunda tek katman yiizeyli modifiye edilmis bentonitin
immobilizasyon i¢in en iyi destek malzeme oldugu tespit edilmistir. Bunun yani sira,
immobilize enzimin aktivitesi; enzim konsantrasyonu, pH, sicaklik, karistirma ve degisik
termodinamik parametreler altinda calisilmistir. Optimum pH altinda lipaz aktivitesi
modifiye edilmemis sodyum bentonit i¢in %7,2 olurken, tek katmanli bentonit i¢in %56,6;
¢ift katmanli bentonit i¢in %3,6 olarak bulunmustur. Immobilize edilen lipaz miktarina gére
aktivite ise; modifiye edilmemis sodyum bentonit i¢in %42,6; tek katmanli bentonit i¢in
%61,2 ve cift katmanli bentonit i¢in %28,3 olarak tespit edilmistir (Ghiaci, Aghaei,
Soleimanian, ve Sedaghat, 2009).

Ghiaci ve dig. (2009) yaptiklar1 calismanin ikinci bdliimiinde biiyiikbas bagirsak
mukozasindan elde edilen alkalin fosfataz enziminin sodyum bentonit ve modifiye bentonit
ile immobilizasyonu incelenmistir. Immobilize enzimin aktivitesi, enzim konsantrasyonu,
pH, sicaklik, karigtirma ve farkli termodinamik kosullar gibi farkli faktorler altinda
incelenmistir. pH=10 altinda optimum enzim aktivitesine ulasildig1 tespit edilmistir.
Manyetik karigtirma i¢in en uygun siirenin 2 saat oldugu belirtilmistir (Ghiaci, Aghaei,

Solemanian, ve Sedaghat, 2009).

Sedaghat ve dig. (2009) a-amilaz enzimini sodyum bentonit ve setil trimetilammonyum
bromid (CTAB) ile modifiye edilmis bentonitin immobilizasyonunda kullanmiglardir.
Calismada modifiye bentonit ile immobilize edilmis enzimin Vyax ve Km degerlerinde
neredeyse hi¢ degisiklik olmadig tespit edilmistir (Sedaghat, Ghiaci, Aghaei, ve
Soleimanian-Zad, 2009).

Hiirmiizli ve dig. (2021) gerceklestirdigi ¢alismada Trametes versicolor’dan elde edilmis
lakkaz enziminin kitosan/halloysit destek malzemesi ile immobilizasyonu ile Remazol Red
RR boyar maddesinin giderimini incelemistir. Calismada kitosan/halloysit kiireleri
glutaraldehit varliginda lakkaz enzimine ¢apraz baglanmistir. Kiirelerin SEM, FT-IR, XRD,
TGA ve XPS analizleri ger¢eklestirilmistir. Bunlara ek olarak pH (4-10), sicaklik (25-55°C)
ve depolama kararliligimmin serbest ve immobilize enzim {izerine etkisi incelenmistir. 59
giinliik depolama sonunda serbest enzimin, ilk aktivitenin %23’iinii korudugu gortiiliirken;
immobilize enzim, ilk aktivitenin %56’sin1 korumustur. On bes ¢evrim sonunda da %42 ve
%54 oranlarinda boyar madde gideriminin gerceklestirildigi tespit edilmistir (Hiirmiizli,

Okur, ve Saragoglu, 2021).
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Wen ve dig. (2019) calismalarinda bentonitten tiiretilmis gdzenekli bir malzemenin lakkaz
ile immobilize edilerek tetrasilin giderimindeki etkisini incelemistir. Calismada, bentonit
alkali ve asit altinda modifiye edilmis ve gézenekler genisletilerek lakkaz ile adsorpsiyon
metoduyla immobilize edilmistir. Calisma neticesinde hazirlanan modifiye bentonitin %60

iizerinde tetrasilin gideriminde etkili oldugu belirlenmistir (Wen, ve digerleri, 2019).

Bu calismada, serbest lakkaz enzimi destek malzeme olarak bentonit kiline immobilize
edilmistir. Bdylelikle, lakkaz enziminin kararliliginin arttirilmasi, tekrar kullaniminin
saglanmast ve boyar madde gideriminden yiiksek verim alinmasi hedeflenmistir.
Immobilizasyon siiresi optimize edilmis, farkli enzim konsantrasyonlarinin ve destek
malzeme miktarinin immobilizasyona etkisi gosterilmistir. Farkli immobilize enzim
miktarinin, enzim medyatorlerinin ve destek malzemenin farkli modifikasyonlarinin boyar

madde giderimi {izerindeki etkisi incelenmistir.
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4. DENEYSEL CALISMA

Bu caligmada, serbest lakkaz enzimi, bentonit kiline adsorpsiyon yontemi ile immobilize
edilerek, tekstil atik sularindaki giderim miktar1 incelenmistir. Boyar madde giderim
caligmasindan once, farkli parametreler (immobilizasyon siiresi, enzim derigimi ve destek

malzeme miktar1) degerlendirilerek optimum bir sonuca varilmaya calisilmistir.

Bu calismada, Trametes versicolor’dan elde edilmis lakkaz enzimi, bentonit kili ile
immobilize edilmistir. Immobilizasyon destek malzemesi olarak Cankir1 bolgesi bentoniti
secilmistir. Bentonit Canbensan Cankir1 Bentonit Sanayi ve Ticaret A.S’den temin
edilmistir. Bentonitin kimyasal oOzellikleri Cizelge 4.1°de, teknik ozellikleri Ek-2’de

verilmistir.

Cizelge 4.1. Kullanilan bentonitin kimyasal 6zellikleri

Si0, % 62,01
AbLO; % 15,21
Fe,03 % 6,58

CaO % 1,19
MgO % 2,28

K>O % 1,13
Na,O % 1,59

4.1. Enzim Aktivite Tayini

Enzim aktivitesi iinite cinsinden 6l¢iilmektedir. Enzim {initesi, 1 pmol substrat1 belirli pH
ve sicaklik altinda katalizleyecek enzim miktart olarak tanimlanabilir (Roberts ve Gibb,

2013).
4.1.1. Serbest lakkaz enziminin aktivite tayini

Serbest lakkaz enziminin aktivite tayini i¢in Trametes versicolor’dan elde edilmis lakkaz
enzimi kullanilmistir. Lakkaz enzimi Sigma Aldrich'ten temin edilmistir ( >0,5 U). Aktivite
tayini i¢in ayrica ABTS (2.2-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6- sulfonic acid) ve 0,1 M

Sodyum asetat ¢ozeltisi kullanilmistir.

Enzim aktivitesi, spektrofotometrik olarak belirlenmistir. 0,5 mM ABTS c¢ozeltisi, 0,1 M

Sodyum asetat tamponunda hazirlanmistir. ABTS, substrat olarak kullanilmistir. Hazirlanan
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tampon c¢ozeltiden 1 mg/mL derisim saglayacak sekilde enzim ¢ozeltisi olusturulmustur. UV
kiivetine, 0,1 ml enzim ¢ozeltisi ve 0,9 ml ABTS ¢ozeltisi eklenmistir. Hazirlanan numune,
spektrofotometrede, 25°C’de 1 dk boyunca 420 nm dalga boyunda absorbans 6l¢limiine tabi
tutulmustur. 10 sn’de bir elde edilen absorbans verileri ile absorbansin zamana bagli grafigi
elde edilmistir. Grafikten elde edilen sonuglar ile enzim tinitesi miktar1 Esitlik 4.1 ile tayin

edilmistir. Bu degere bagli olarak da spesifik aktivite miktar1 Esitlik 4.2 ile hesaplanmustir.

Unite (2) _ AbsxVx10° (4.1)

L eEX At X v Xd

Abs: Absorbans degeri

V: Toplam hacim, m/

e: Ekstinksiyon katsayis1, M~cm!
At: Reaksiyon zamani, dk

v: Enzim miktar1, ml

d: Isik yolu, cm

Unite L
Spesifik Aktivite (mig) = m (4.2)

Protein miktart (ff’l—gl)

4.1.2. immobilize lakkaz enzim aktivitesi

Enzim immobilizasyonu, Trametes versicolor’dan elde edilmis lakkaz enziminin Ek-2’de
teknik 6zellikleri belirtilmis olan bentonit ile 25°C’de manyetik karistiricida karigtirilarak
gergeklestirilmistir. Elde edilen karisim filtre kagidindan gegirilerek immobilizasyon

tamamlanmustir.

Immobilize lakkaz enziminin aktivite tayini icin bentonit ile immobilize edilen lakkaz
enzimi kullanilmistir. Aktivite tayini icin ABTS (2.2-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-

sulfonic acid) ve 0,1 M Sodyum asetat ¢cozeltisi kullanilmistir.

Deney metodu

Immobilize lakkaz enzimi aktivite tayini, spektrofotometre metoduyla yine Esitlik 4.1 ve

Esitlik 4.2 kullanilarak hesaplanmustir. immobilize edilen lakkaz enziminden 5 mg alinarak
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20 ml sodyum asetat ¢ozeltisi icerisinde ¢dzdiiriilmiistiir. Immobilize enzimin aktivitesi
belirlenirken UV kiivetine 0,9 ml ABTS ile 0,1 ml sodyum asetat ¢cozeltisinde hazirlanan
immobilize lakkaz enzimi ilave edilmistir. Referans malzeme olarak da UV kiivetine 0,1 ml
sodyum asetat ¢ozeltisi ve 0,9 ml ABTS c¢ozeltisi eklenmistir. Elde edilen numune
spektrofotometrede absorbans dl¢limiine tabi tutulmustur. Absorbans 6l¢tiimii 25°C’de 5 dk
boyunca &lgiim alarak gerceklestirilmistir. Olgiim sonucunda yine absorbans-zaman
grafigi olusturulmus ve Esitlik 4.1 ve Esitllik 4.2 kullanilarak immobilize enzimin aktivitesi

hesaplanmustir.

4.2. Protein Tayini

Protein tayini i¢in, Sigma Aldrich’ten temin edilen BSA, %0,9 NaCl ¢ozeltisi, distile su ve
Bradford ¢ozeltisi kullanilmistir. Bradford ¢ozeltisi, 50 ml %96°lik etanol icerisinde 100 mg
Coomassie Brillant Blue G-250 boyar maddesinin ¢ozdiiriilerek, olusan ¢ozeltiye 100 ml,
%85’lik fosforik asidin eklenmesi ile hazirlanmistir. Daha sonra, hazirlanan ¢ozelti 1 litreye

seyreltilmistir.
Deney metodu

Serbest ve immobilize enzimin protein tayinini belirlemek i¢in oncelikle absorbans-BSA
konsantrasyonu grafigi olusturularak kalibrasyon grafigi hazirlanmistir. Kalibrasyon
grafiginin olusturulmasi i¢in %0,9 NaCl ¢ozeltisinde BSA (1 mg/ml) hazirlanmistir. Daha
sonra, Cizelge 4.2’de belirtilen konsantrasyonlarda BSA ¢ozeltileri elde edebilmek i¢in yine
Cizelge 4.2°de belirtilen oranlarda BSA ile %0,9’luk NaCl ¢ozeltileri, toplam hacim 5 ml
olacak sekilde karistirilmistir. Absorbans-BSA grafigini olusturabilmek i¢in UV kiivetine
0,1 ml BSA c¢ozeltisi ile 1 ml Bradford c¢ozeltisi eklenmistir. Hazirlanan numunede renk
olusumunun gerceklesebilmesi i¢in 2 dk. boyunca beklenilmistir. 2 dk. sonunda, 595 nm
dalga boyunda absorbans degerleri 6lgiilmiis ve absorbans-BSA konsantrasyonu grafigi

olusturulmustur (Sekil 4.1).
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Cizelge 4.2. Kalibrasyon grafigi i¢in hazirlanan ¢dzelti miktarlar

Numune | BSA derisimi | 1 mg/ml BSA %0,9 NaCl BSA-NaCl Bradford

No (ng/ml) derigimi (pg/ml) (ml) ¢ozeltisi (ml) | ¢ozeltisi (ml)
1 10 0,05 4,95 0,1 1
2 20 0,1 4,9 0,1 1
3 30 0,15 4,85 0,1 1
4 40 0,2 4,8 0,1 1
5 50 0,25 4,75 0,1 1
6 60 0,3 4,7 0,1 1
7 70 0,35 4,65 0,1 1
8 80 0,4 4,6 0,1 1
9 90 0,45 4,55 0,1 1
10 100 0,5 4,5 0,1 1
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Sekil 4.1. Bradford tayini i¢in hazirlanan BSA kalibrasyon grafigi
4.2.1. Serbest lakkaz enziminin protein tayini

0,1 ml lakkaz enzimi ile 1 ml Bradford ¢6zeltisi UV kiivetine alinarak, hazirlanan numune
2 dk bekletildikten sonra 595 nm dalga boyu altindan absorbans degeri dlciilmiistiir. Olgiilen
deger, kalibrasyon grafiginin dogru denklemi kullanilarak, serbest lakkaz enziminin protein

miktart hesaplanmasinda kullanilmistir.
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4.2.2. Immobilize lakkaz enziminin protein tayini

Immobilize enzimin protein miktari, immobilizasyon &ncesi hazirlanan lakkaz enziminin
protein miktar1 ile immobilizasyon sonrasi elde edilen siiziintii igerisindeki protein
miktarmin fark: alinarak hesaplanmigtir. Siiziintii i¢erisindeki protein miktarini hesaplamak
icin de 0,1 ml siiziintii ile 1 ml Bradford ¢6zeltisi UV kiivetine alinarak, hazirlanan numune
2 dk bekletilmis ve 595 nm dalga boyu altinda absorbans degeri dl¢iilmiistiir. Elde edilen
sonug ile kalibrasyon grafiginin dogru denklemi kullanilarak siiziintiideki protein miktari

hesaplanmustir.
4.3.Yiikleme ve immobilizasyon Veriminin Hesaplanmasi

Immobilizasyon islemi sirasinda ideal kosullar1 saglayabilmek amaciyla farkli oranlarda
destek malzeme (bentonit), hazirlanan enzim ¢ozeltisi ile farkli siirelerde karistirilarak
immobilizasyon gerceklestirilmistir. Yine, enzim miktar1 da degistirilerek, enzim miktarinin
immobilizasyon iizerindeki etkileri goriilmek istenmistir. Bu amagla 1 mg/ml, 2 mg/ml ve 3
mg/ml derisimlerde lakkaz enzimi ¢ozeltisi farkli miktarlarda destek malzeme (200 mg, 600
mg) ile farkl: siirelerde (4, 12, 24 saat) immobilize edilmistir. Bu ¢aligsmalar sirasinda enzim
aktivitesi Esitlik 4.2 ile hesaplanirken, enzim yilikleme verimi ve enzim immobilizasyon
verimi Esitlik 4.3 ve Esitlik 4.4 kullanilarak hesaplanmistir.

CiVi—Cfo

Yikleme Verimi (%) = x 100 4.3)

ivi

Ci: Serbest enzim protein miktar1, ug/ml
Cr: Siiziintii igerisindeki protein miktari, ug/ml
Vi: Serbest enzim hacmi, m/

V. Stiziintii hacmi, ml

Immobilizasyon Verimi (%) = % x 100 (4.4)
f

A;: Immobilize enzim aktivitesi, U/mg

Ag: Serbest enzim aktivitesi, U/mg
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4.4. pH Kararhh@

Serbest ve farkli killerle immobilize edilmis enzimin optimum ¢alisma pH’1m1 belirlemek
amaciyla Cizelge 4.3°de belirtilen ¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltilere 1 mg/ml
oranini saglayacak sekilde serbest ve immobilize lakkaz enzimi eklenmistir. Lakkaz enzimi,
pH c¢ozeltileri igerisinde 15 dk boyunca bekletilmistir ve ardindan Esitlik 4.1 ve Esitlik
4.2°de belirtilen denklemler ile serbest ve immobilize enzimlerin aktivitesi hesaplanmistir.

pH kararlilig1 pH 4 ve pH 8 araliginda kontrol edilmistir.

Cizelge 4.3. pH kararlilig1 i¢in hazirlanan ¢ozeltiler

Tampon Cozelti
82 mL 0,1 M asetik asit + 18 mL 0,05 M sodyum asetat
1 adet fosfat-sitrat tampon tableti + 100 mL saf su
100 mL 0,1 M KH2PO4+ 11,2 mL 0,1 M NaOH
100 mL 0,1 M KH2PO4 + 58,2 mL 0,1 M NaOH
100 mL 0,1 M KH2PO4 + 93,4 mL 0,1 M NaOH

OO\]O\UI-P%

4.5. Boyar Madde Giderimi

Boyar madde giderimi icin Remazol Red RR boyar maddesi ile ¢alisiimistir. Oncelikle, 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35 ve 40 mg/L boya ¢ozeltileri hazirlanarak Remazol Red (RR) boyar
maddesinin en yiiksek pik yaptig1 524 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢lilmiis ve
Remazol Red (RR) boyar maddesi icin kalibrasyon grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.2) (Hiirmiizli,
Okur, ve Saracoglu, 2021). Ardindan, 2 mg/ml derisiminde lakkaz enzimi ile bentonit 4 saat
boyunca karistirilarak immobilizasyon ger¢eklestirilmistir. Daha sonra hazirlanan
immobilize enzimden Wen ve dig. (2019) yaptig1 ¢aligmaya paralel olarak 1 mg/ml, 2 mg/ml
ve 4 mg/ml alinmis ve 10 ml hacimde; pH 5, 20 mg/L konsantrasyonunda hazirlanan
Remazol Red RR boyar maddesine eklenmistir (Wen, ve digerleri, 2019). Hazirlanan
cozeltiler, 30°C’de, 100 rpm c¢alkalamali su banyosunda 20 dakika boyunca karistirilmistir.
Karistirilan ¢ozeltilerden alinan 1 ml 6rnegin 524 nm dalga boyunda absorbans dlctilmiistiir.

Boyar madde giderim verimi Esitlik 4.5 ile hesaplanmustir.

% Giderim =L x 100 (4.5)

0

Ao Boyar madde ¢ozeltisinin baslangi¢ absorbansi

Af: Boyar madde ¢ozeltisinin son absorbansi
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Boyar madde giderimine farkli konsantrasyonlarin etkisini 6lgmek amaciyla pH 5, 20, 50,
80 ve 100 mg/L derisiminde farkli boyar madde ¢dozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan
cozeltilere 1 mg/ml, 2 mg/ml ve 4 mg/ml oraninda immobilize bentonit-lakkaz eklenmis ve
cozeltiler 30°C’de, 100 rpm calkalamali su banyosunda 20 dakika boyunca karistirilmistir.
Karigtirilan ¢ozeltilerden alinan 1 ml 6rnegin 524 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iilmiistiir.

Boyar madde giderim verimi Esitlik 4.5 ile hesaplanmugtir.
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Sekil 4.2. Remazol Red (RR) boyar maddesinin kalibrasyon grafigi

4.5.1. Boyar madde giderimine medyator etkisi

Lakkaz enziminin etkinligini arttirmak i¢in Sigma-Aldrich’den temin edilen VLA (Violurik
Asit), HBT (1-Hidroksibenzotriazol), ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik
asit)) ve TEMPO (2,2,6,6-Tetramethylpiperidine 1-oxyl) medyator ¢ozeltileri, son boyar
madde derisimi 50 mg/L olacak sekilde Remazol Red (RR) boyar madde ¢ozeltisine
eklenmistir. Hazirlanan c¢ozeltilere 1 mg/ml oraninda immobilize bentonit-lakkaz
eklenmistir. Son ¢dzelti, 30°C, 100 rpm c¢alkalamali su banyosunda 20 dk boyunca
karigtiritlmistir. 20 dk sonunda alinan Ornegin 524 nm dalga boyunda absorbansi
belirlenmistir. Alinan Glglimler sonucunda Esitlik 4.5 kullanilarak boyar madde giderimi

belirlenmistir.
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4.5.2. Enzimin tekrar kullanilabilirligi

Immobilize enzim ortamdan kolayca ayrilabildiginden otiirii, enzimin tekrar kullanimi
calisilmistir. pH 5 tamponunda, 2 mg/ml oraninda lakkaz ile 4 saat boyunca immobilizasyon
gerceklestirilmistir. Ardindan, 20 mg/L derisiminde boyar madde ¢ozeltisi igerisinde 1
mg/ml oraninda immobilize bentonit-lakkaz eklenmistir. Son ¢ozelti, 30°C, 100 rpm
calkalamali su banyosunda 20 dk boyunca karistirilmistir. 20 dk’nin sonunda boyar madde
cozeltisinden 1 ml 6rnek alinarak Esitlik 4.5°ten boyar madde giderim verimi hesaplanmustir.
Ik boyar madde gideriminden sonra ortamdan alinan immobilize enzimden 5 mg alinarak
Boliim 4.1.2°de anlatildig1 gibi aktivite tayini gergeklestirilmistir. Kalan immobilize enzim
pH 5 tamponunda yikanarak 1 mg/ml orani degistirilmeden toplam 5 kez boyar madde

giderimi gergeklestirilmistir.
4.5.3. Bentonit modifikasyonu

Diinyada ve Tiirkiye’de sodyum bentonit rezervleri sinirlidir. Bunun yani sira kalsiyum ve
sodyum-kalsiyum bentonit rezervleri ise oldukca fazladir. Kalsiyum ve sodyum-kalsiyum
bentonitlerin daha diisiik sisme ve viskozite degerlerinden 6tiirii sanayideki kullanimlari
zorlagmaktadir. Bu sebeple bentonitler kullanim alanlarina gore cesitli teknolojik islemlere

tabi tutulmaktadirlar (Maden Tetkik ve Arama Genel Midiirliigi, 2018, s. 14).

Bu calismada bentonit CTAB (Setil trimetilamonyum bromid) ve GPTMS ((3-
Glisidiloksipropil) trimetoksisilan) ile aktive edilmistir. Modifikasyon sonucunda homojen
bir dagilim elde etmek i¢in bentonit 6nce sicak suda siispansiye edilmistir ve saf su i¢erisinde
¢ozdiiriilen modifikasyon malzemeleri ile karistirilmistir. Hazirlanan ¢ozelti 6 saat boyunca
60°C’de karistirildiktan sonra santrifiijlenmistir. Modifiye bentonit AgNO; ile titre
edildiginde ¢okelti goriilmeyinceye kadar saf su ile yikanmistir. Yikamadan sonra kil filtre

kagidindan gecirilmis ve 80°C’de 12 saat boyunca etiivde kurutulmustur.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

Lakkaz enziminin bentonit destek malzemesi ile immobilizasyonuna etki eden faktorler
calisilmistir. Yiiksek immobilizasyon veriminin elde edildigi enzim konsantrasyonu,
immobilizasyon siiresi ve destek malzeme miktar1 belirlenmistir. Bunun yani sira,

immobilize enzimin boyar madde giderimi incelenmistir.
5.1. Destek Malzeme Miktari

Immobilizasyon icin &ncelikle destek malzeme miktar1 tayini gergeklestirilmistir. Destek
malzeme miktarinin yiikleme ve immobilizasyon verimi lizerindeki etkisini incelemek
amaciyla, 1 mg/ml derisiminde lakkaz enzimi 10 ml sodyum asetat tamponunda (pH: 5,2)
hazirlanmis olup, bu ¢ozelti farkli miktarlarda (200 mg ve 600 mg) destek malzeme ile 4
saat boyunca manyetik karistiricida 300 rpm’de karnstirilmistir. Siizdiiriilen ¢ozeltide
aktivite ve protein tayinleri yapilarak yiikleme ve immobilizasyon verimleri tespit edilmistir.
Sekil 5.1°de de goriilebilecegi iizere destek malzeme miktarindaki degisim yiikleme verimi
iizerinde diisiik bir etki gostermistir. 200 mg destek malzeme kullanilarak gerceklestirilen
immobilizasyon sonucunda %85,8 oraninda ylikleme verimi gozlenirken; 600 mg destek
malzeme kullanilarak gergeklestirilen immobilizasyon sonucunda %95,25 oraninda
ylikleme verimi gozlenmistir. Bununla beraber, destek malzeme miktar arttikga, yiiksek
immobilizasyon verimi gorilmiistir. 600 mg bentonit kullanilarak hazirlanan
immobilizasyonun verimi, 200 mg’lik immobilizasyona gore yaklagik 2 katlik bir artig

gostermistir.
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Sekil 5.1. Destek malzeme miktarinin yiikleme ve immobilizasyon verimine etkisi
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5.2. Immobilizasyon Siiresi

Immobilizasyon siiresinin belirlenmesi amaciyla; 1 mg/ml derisiminde lakkaz ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti destek malzemeye 4, 12 ve 24 saatlik siirelerde immobilize
edilmistir. Immobilizasyon igin, belirtilen siireler boyunca lakkaz enzimi ile bentonit
manyetik karistiricida 300 rpm’de karistirilmistir. immobilizasyon sonucunda elde edilen
karisim filtre kagidindan siizdiirilmiis olup, aktivite ve protein tayinleri ger¢eklestirilmistir.
Sekil 5.2°de goriildiigli lizere, en yiiksek yiikleme verimi 24 saatlik immobilizasyon
sonucunda goriilmistiir (%97,15). Lakkaz enziminin destek malzemeye en ¢ok 4 saatlik
immobilizasyon siiresi sonucunda yiiklendigi tespit edilmistir (%61,46). 24 saatlik
immobilizasyon ile 4 saatlik immobilizasyon arasinda yiikleme verimi agisindan ihmal
edilebilir bir fark olmasi, 4 saatlik karisimin immobilizasyon verimi agisindan daha verimli
olmasi ve immobilizasyon hazirlama siiresinin diistikliigii sebebi ile ¢alisma boyunca 4
saatlik immobilizasyon stiresi kullanilmistir. Benzer sekilde, Mehendia ve digerlerinin
yaptig1 ¢alismada da lakkaz enzimi destek malzemeye 4 saatlik siire ile immobilize edilmistir

(Mehandia, Ahmad, Sharma, & Arya, 2022).
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Sekil 5.2. Immobilizasyon siiresinin yiikleme ve adsorplanan lakkaz verimine etkisi

Immobilize enzimlerin aktivitesi, enzim proteininin dogasina baglidir. Zaman ilerledikge,
immobilizasyon sirasinda olast inaktif lakkaz miktar1 artmis ve lakkaz esnekligi de
azalmistir. Fiziksel adsorpsiyon, immobilizasyon siiresindeki artis ile bentonitler tizerindeki

adsorpsiyon bdlgelerini elimine etmis olabilir. Ilgili sterik engelleme ve difiizyon
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smirlamalar1 da lakkaz aktivitesinde azalmaya neden olmus olabilir (Wen, ve digerleri,

2019).
5.3. Enzim Derisimi

Enzim konsantrasyonunun immobilizasyon iizerindeki etkisinin gésterilmesi amaciyla farkli
derisimlerde (1 mg/ml, 2 mg/ml ve 3 mg/ml) lakkaz enzimleri hazirlanmis olup, tiim
cozeltiler ayn1 miktarda (600 mg) destek malzeme ile lakkaz ylikleme miktarinin en yiiksek
oldugu 4 saat boyunca manyetik karistiricida karistirilarak immobilize edilmistir.
Immobilizasyon sonucunda elde edilen ¢ozelti, filtre kagidinda siizdiiriilmiis olup, aktivite

ve protein tayinleri gerceklestirilmistir.
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Sekil 5.3. Enzim derisiminin yiikleme ve immobilizasyon verimine etkisi

Baslangi¢ lakkaz derisimi 1’den 3 mg/mL’e yiikseltildiginde bentonite yiiklenen lakkaz
miktar1 da artmistir. Wen ve dig. (2019) yaptig1 calismada da gorildiigi iizere, enzim
konsantrasyonu 2 mg/ml’ye kadar arttirildiginda ylikleme ve immobilizasyon veriminin de
arttign gorilmistiir (Sekil 5.3). Ancak enzim konsantrasyonunun 2 mg/ml’yi ge¢mesi
durumunda immobilizasyon verimi azalma egilimine girmektedir. Bu durum, destekler
iizerindeki lakkazin asir1 yliklenmesine baglanabilir. Desteklerin yiizeyinde lakkazin asiri
yiiklenmesi, lakkaz molekiillerinin tikanmasina veya yi1gilmasina neden olmaktadir. Lakkaz
yiiklemesi yiiksek oldugunda difiizyon kontrollii sinirlamalar ortaya ¢ikmaktadir. Lakkazin
aglomerasyonu veya yigilmasi da lakkaz molekiillerinin yapisal degisikligine neden

olmaktadir ve lakkaz aktivitesini siirdiirmek i¢in uygun bir lakkaz konsantrasyonunun
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onemli oldugu goriilmiistir (Wen, ve digerleri, 2019). En yiiksek yiikleme verimi 2 mg/ml
lakkaz derigimi ile gerceklestirilen immobilizasyonda elde edilmistir (%82,01). Bu sebeple

sonraki ¢caligmalar 2 mg/ml derisimde lakkaz ile gergeklestirilmistir.

5.4. pH Kararhh@

Serbest enzimin en etkin ¢alistig1 pH degerini belirlemek amaciyla, pH 4 ve pH 8 araliginda
serbest enzim aktivitesi gozlemlenmistir. Serbest enzim en yiliksek aktiviteyi pH 6’da
gosterirken, en diislik aktivite pH 4’te gézlemlenmistir. Serbest enzim aktivitesi pH 4’ten
pH 6’ya kadar artis gosterirken, pH 6’dan sonra aktivite degerinde diisiis gorilmiistiir. Zheng
ve dig. 2016 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada serbest lakkaz enzimi i¢in aktivite degerlerini
bulunan sonuglara benzer olarak géstermistir. Yine bu ¢alismada en yiiksek aktivite degeri
pH 6’da gozlemlenmistir. (Zheng, ve digerleri, 2016). Lakkaz ile immobilize edilen bentonit
5 ile 8 pH arasinda genis bir ¢alisma aralifinda aktivite gosterirken, modifiye edilen

bentonitler dar bir ¢aligma araliginda aktivite gostermistir.

Cizelge 5.1. Farkli pH’larda enzim aktivite degerleri

Lakkaz Aktivitesi %
pH Bentonit CTAB-‘ GPTMS- Serbest
Bentonit Bentonit Enzim

4 0 0 0 7,2

5 7,6 3,14 3,1 393
6 4,55 1,57 9,4 71,9
7 9,1 0 0 56,6
8 3,03 0 0 61,8

Optimum pH'daki degisiklik, daha once manyetik ¢ift modlu mezogdzenekli karbon
iizerinde immobilize lakkazda da incelenmistir. Bu ¢alisma sonucunda, pH’daki degisim,
lakkaz ¢evresindeki destek mikro ortamindan etkilenen elektrostatik etkilesime atfedilmistir.
Farkli pH degerleri, farkli mikro ortamlara yol agmaktadir. izoiyonik nokta, lakkaz ve
destegin net yiikiinii, lakkaz aktivitesinin engellenebilecegi veya baslatilabilecegi sekilde
etkilemektedir (Wen, ve digerleri, 2019). Bentonit ile immobilize edilen lakkaz pH 5 ve 8
araliginda adaptasyon gostermektedir. Bu sonu¢ da bentonit ile immobilizasyonun lakkaz

aktivitesini belli bir dereceye kadar koruyabilecegini kanitlamaktadir.
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5.5. Boyar madde giderimi
5.5.1. Boyar madde giderimine immobilizasyon etkisi

Boyar madde giderimine immobilizasyonun etkisini gostermek i¢cin 20 mg/L boyar madde
konsantrasyonunda immobilize edilmis ve immobilize edilmemis bentonit ile Remazol Red
(RR) giderimi incelenmistir. immobilizasyon i¢in verimin en yiiksek oldugu 2 mg/ml
derisiminde lakkaz enzim c¢ozeltisi bentonit ile karigtirllmistir. Boyar madde giderim
caligsmasi sirasinda ortama farkli oranlarda immobilize bentonit eklenerek enzim miktarinin
da etkisi gosterilmistir. 1 mg/ml, 2 mg/ml ve 4 mg/ml oraninda enzimsiz bentonit ile yapilan
caligmalarda diisiik miktarda giderim yapildigr goézlemlenmistir (Sirasiyla; %2,6; %S5,9;
%10,4). Ancak ortama lakkaz ile immobilize edilmis bentonit ayn1 oranlarda eklendiginde,

giderim miktariin oldukea yiikseldigi belirlenmistir (Sirasiyla; %12,7; %33,3; %52,4).
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Sekil 5.4. 20 mg/L boyar madde ¢ozeltisinin farkli bentonit derisimlerindeki giderim
miktar1 (pH: 5, 30°C)

Ortamda bulunan immobilize enzim orani arttik¢ca boyar madde gideriminin arttig1 ve boyar

madde konsantrasyonunun diistiigii gdzlemlenmistir. Immobilize enzimle gerceklestirilen

boyar madde giderim g¢aligsmalarinda hem bentonit ile boyar madde adsorpsiyonu hem de

enzimle boyar madde giderimi s6z konusu olmaktadir.
5.5.2. Boyar madde giderimine konsantrasyonun etkisi

Boyar madde giderimine konsantrasyonun etkisini gostermek amaciyla, 20, 50, 80 ve 100

mg/L konsantrasyonda boyar madde ¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan cozeltilere, 1
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mg/ml, 2 mg/ml ve 4 mg/ml oraninda immobilize enzim i¢eren bentonit ayr1 ayri eklenerek,
cozeltiler 20 dk boyunca 30°C sicaklik ve 100 rpm’de c¢alkalamali su banyosunda

karistirilmistir.

Boyar madde ¢ozeltisinin derisimi yiikseldiginde giderimin azaldig1 gozlemlenmistir. En
yiiksek giderim 20 mg/L boyar madde ¢ozeltisinde gerceklesirken, en diisiik giderim 80
mg/L’de ger¢eklesmistir. Ortamdaki enzim immobilize edilmis bentonit miktar1 arttik¢a 20,

50 ve 100 mg/L i¢in boyar madde giderim miktarinin da arttig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 5.5. Farkli konsantrasyonlarda boyar madde giderim yiizdesi (pH: 5, 30°C)

5.5.3. Boyar madde giderimine medyator etkisi

Redoks potansiyeli yiiksek olan substratlar, lakkazlar tarafindan dogrudan
yiikseltgenemezler. Lakkaz medyator sistemleri, lakkaz tarafindan yiikseltgenebilen
bilesiklerin sayisinda carpici bir artisa yol agmaktadir (Fernandez-Fernandez, Sanroman, ve
Moldes, 2013). Baz1 medyatorlerin kullanimi, karmagik molekiillerin yiikseltgenmesi i¢in

lakkazin etkinligini arttirmaktadir (Mehandia, Ahmad, Sharma, ve Arya, 2022).

Boyar madde giderimine medyatdrlerin etkisini gostermek amaciyla VLA, HBT, ABTS ve
TEMPO medyatorleri ortama eklenmistir. Ortamdaki son boyar madde konsantrasyonu 50
mg/L olurken, bu derisimdeki ¢ozeltiler 20 dk boyunca 30°C, 100 rpm’de calkalamali su
banyosunda karistirilmislardir. Tek basina diisiik bir giderim gdsteren immobilize enzim,

ortamdaki medyatér varligi ile giderim yiizdesini arttirmistir. 50 mg/L boyar madde
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konsantrasyonunda, immobilize enzim %5,55 boyar madde giderimi gergeklestirirken,
ortama VLA, HBT, ABTS ve TEMPO eklendiginde giderim sirasityla %8,19; %5,93;
%11,86 ve %17,27°ye ¢ikmaktadir.
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Sekil 5.6. Farkli medyatdrlerin boyar madde giderim yiizdeleri
5.5.4. Enzimin boyar madde gideriminde tekrar kullamilabilirligi

Boyar madde giderim c¢alismalarinda enzimin tekrar kullanilabilirligi 6nemli bir
parametredir. Enzimin tekrar kullanilabilirliginin 6l¢lilmesi amaciyla 20 mg/L boyar madde
cozeltisi hazirlanarak, immobilize enzim ile boyar maddenin giderimi Ol¢iilmiistiir. pH 5
ortaminda 30°C sicaklik ve 100 rpm’lik ¢alkalamali su banyosunda 20 dk boyunca boyar
madde giderimi yapilmistir. Ayni islem 5 kez tekrar edilerek, boyar madde giderim miktari
ve aktivite ylizdeleri ol¢lilmiistiir. Deney sirasinda ortamda enzim aktivitesini arttirmak i¢in
herhangi bir medyator kullanilmamistir. Besinci tekrar sonucunda enzimin aktivitesinin
%32’sini korudugu belirlenmistir. Aktivite tayini Esitlik 4.2 ile belirlenmistir. Ilk tekrarda
yaklagik %10 olan boyar madde gideriminin 5. tekrarda %8,50’ye diistiigii tespit edilmistir.
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Sekil 5.7. Enzimin tekrar kullaniminin boyar madde giderimine etkisi (20 mg/L derigim)
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Sekil 5.8. Enzimin tekrar kullaniminin aktiviteye etkisi

Fiziksel adsorpsiyon diger yontemlere gore daha ucuz olmasina ragmen, ytiksek sicakliklara
kars1 zayif duyarlilig1 ve diisiik kuvvetlerle baglanan bir yontem olmasi nedeniyle enzim ile
tastyicinin ayrilmasina neden olma egilimindedir. Bu yontem, boyar madde giderimi i¢in
kullanildiginda enzim sizma problemi yasayabilmektedir (Chen, Oh, ve Yap, 2022). Wen ve
digerlerinin yaptig1 ¢aligmada da bes tekrar sonunda bentonit ile immobilize edilmis lakkaz

enziminin aktivitesinin %64’ tinlin kayboldugu gdsterilmistir (Wen, ve digerleri, 2019).
5.5.5. Bentonit modifikasyonunun boyar madde giderimine etkisi

Tabakal1 bir yapiya sahip olan bentonitin tabakalar1 arasindaki genisligi arttirmak ve daha
fazla enzim yliklemesi saglayabilmek amaciyla bentonit, CTAB ve GPTMS ile modifiye
edilmistir (Sekil 5.9)

CH; Br OCHjz
H3C(H2C)15—N*-CHs HSCO-Si—\f\o
CHs OCHs /\g

Sekil 5.9. CTAB (sol) ve GPTMS (sag) yapilar

Moditikasyon sonucunda yiikleme veriminin CTAB i¢in yaklasik %4, GPTMS i¢in yaklasik
%38 oraninda diistiigii gozlemlenmistir (Sekil 5.10).
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Sekil 5.10. Modifiye edilmis bentonitin lakkaz ylikleme verimi

Modifiye edilen bentonitler 20, 50, 80 ve 100 mg/L derisimde boyar madde ¢ozeltilerinde
giderim i¢in kullanilmigtir. Saf bentonit yiiksek konsantrasyonlarda diisiik boyar madde
giderim yiizdesi verirken, CTAB ile modifiye edilmis bentonit, boyar madde giderim
yiizdesini bariz bir sekilde arttirmistir. Sekil 5.11°de farkli bentonit tiirlerinin farkl
derisimdeki boyar madde ¢ozeltilerindeki giderim yiizdeleri belirtilmistir. CTAB ile
modifiye edilmis bentonit ile boyar madde giderim yiizdesinin yiiksek olmasi CTAB ile
boyar madde arasindaki etkilesim nedeniyle olabilir (Asranudin, Purnomo, Prasetyoko,

Bahruji, ve Holilah, 2022).

120
100
g ¥
o) .
.'8 60 H Bentonit
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20 50 80 100
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Sekil 5.11. Modifikasyonun boyar madde giderim yiizdesi (pH: 5, 30°C)
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5.6. Karakterizasyon calismalar:

5.6.1. FTIR analizi

Saf bentonit, GPTMS-bentonit, CTAB-bentonit ve bu killerle immobilize edilen lakkaz
enzimine ait FTIR spektrumu Sekil 5.12 ve Sekil 5.13’te gosterilmistir.
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Sekil 5.12. Bentonit, CTAB-bentonit ve GPTMS-bentonit FTIR spektrumu

Saf bentonite ait karakteristik pikler 3620, 1637, 995, 913, 794, 688 ve 454 cm™' dalga
sayilarma karsilik gelmektedir. Bu piklerden 3620 cm’e karsilik gelen pik bentonit
yapisinda tabakalar arasimna adsorplanmis su molekiillerindeki hidroksil gruplarini
gostermektedir.1637 cm™’e karsilik gelen pik kristal suya isaret etmektedir. 995 cm™ ve 688
cm " deki pikler Si-O-Si ve Si-O titresim gerilimlerini gdstermektedir (Wen, ve digerleri,
2019). CTAB ile modifiye edilmis bentonit yapisina ait FT-IR piklerinde saf bentonit
yapisina ait piklerin yam sira yeni pikler ortaya ¢ikmustir. 2917 ve 2849 cm™'*de bu pikler
CTAB yapisindaki C-H’a ait asimetrik ve simetrik gerilme titresimlerini géstermektedir.
1468°deki yeni pik ise tli¢ilinciil aminlerdeki CH3 baglarin1 gostermektedir (El-Dib, Tawfik,
Eshaq, Hefni, ve EIMetwally, 2016). GPTMS modifiye bentonite ait FT-IR spektrumunda
ise 2937°de gozlenen pik GPTMS’ye ait C-H gerilme titresimlerini gostermektedir. CTAB
ve GPTMS ile modifiye edilmis bentonit yapisinda gdzlenen yeni pikler bentonitin basarili
bir sekilde modifiye edildigini gostermektedir. Enzim immobilize edilmis FTIR

spektrumlarinda ise yeni bir pik goézlenmemistir. Bu durum yapiya immobilize edilmis
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lakkaz miktarinin az olmasindan kaynaklanmig olabilir. Buna ilaveten lakkaz immobilize

edilmis CTAB/bentonite ait spektrumda karakteristik piklerin siddetinde artig goriilmiistiir.

% Gegirgenlik

GPTMS-Bentonit/Lakkaz =~ ———GPTMS-Bentonit
——— CTAB-Bentonit/Lakkaz CTAB-Bentonit
Bentonit/Lakkaz Bentonit

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
Dalga Sayist (cm-1)

Sekil 5.13. Saf bentonit, GPTMS-Bentonit, CTAB Bentonit ve bu killerin
immobilizasyonuna ait FTIR spektrumu
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, tekstil atik sularinda zehirli etki gosteren Remazol Red RR boyar
maddesinin  bentonit kiline immobilize edilmis lakkaz enzimi ile giderimi

gerceklestirilmistir. Bu ¢caligma kapsaminda elde edilen sonuglar, asagida belirtilmistir.

1. Destek malzeme miktarinin immobilizasyon lizerine etkisi gdsterilmistir. 200 mg ve 600
mg destek malzeme ile hazirlanan immobilizasyon sonucunda yiikleme verimi sirasiyla
%85,8 ve %95,3 olarak bulunmustur. Destek malzeme miktar1 arttikga immobilizasyon
veriminin artti181 tespit edilmistir. Immobilizasyon verimi 200 mg ve 600 mg bentonit igin

strastyla, %37,2 ve %61,46 olarak tespit edilmistir.

2. Serbest lakkaz enzimi ile immobilize lakkaz enziminin aktivitesi belirlenerek,
immobilize lakkaz enziminin aktivitesine etki eden immobilizasyon siiresi belirlenmistir. 4,
12 ve 24 saatlik immobilizasyonlar sonucunda sirasiyla, %97; %92,07 ve %97,15 yiikleme
verimi elde edilmistir. Bununla beraber lakkaz enziminin destek malzemeye yiikleme
miktar1 4, 12 ve 24 saatlik immobilizasyon igin sirasiyla, %61,46; %2,04 ve %27,70 olarak

bulunmustur.

3. Lakkaz enzimi derisiminin immobilizasyon {iizerindeki etkisi ¢alisilmistir. Bu sebeple
hazirlanan; 1 mg/ml, 2 mg/ml ve 3 mg/ml derisimlerdeki lakkaz enzimi immobilize edilen
bentonitin yiikleme verimi sirasiyla, %95,25; %98,25 ve %99,43 olarak belirlenmistir.
Enzim miktar1 artttkga da immobilizasyon veriminin arttifi tespit edilmistir.
Immobilizasyon verimi, 1 mg/ml, 2 mg/ml ve 3 mg/ml derisimlerdeki lakkaz enzimi igin

sirastyla, %61,46; %82,01; %47,55 olarak bulunmustur.

4. Lakkaz enziminin farkli pH ortamlarindaki aktivitesi pH 4 ve pH 8 araliginda ¢alisilmigtir.
Serbest enzim aktivitesinin pH 4 ¢ozeltisinde en diisiik oldugu belirlenmistir. Serbest enzim
aktivitesi pH 4’ten pH 6’ya kadar artarken, pH 6’dan sonra azalma gostermistir. Aktivite,
pH 6 ortaminda en yliksege ulasmistir. Bentonit ile immobilize edilen lakkaz enzimi pH 5
ile pH 8 araliginda aktivite gostermistir. CTAB ve GPTMS ile modifiye edilen bentonit dar
bir aralikta aktivite gostermektedir (pH 5 ve pH 6).
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5.Immobilize  bentonit boyar madde giderimi i¢in kullamlmgtir. 20 mg/L
konsantrasyonundaki Remazol Red (RR) boyar maddesi giderimi i¢in 1 mg/ml, 2 mg/ml ve
4 mg/ml oraninda enzimsiz bentonit ve immobilize bentonit pH 5 ortaminda bekletilmistir.
20 dk sonunda, enzimsiz bentonit giderimi 1 mg/ml, 2 mg/ml ve 4 mg/ml i¢in sirasiyla,
%2,6; %5,9 ve %10,4 olarak bulunurken, immobilize bentonit kullanilarak ayn1 sartlarda
gerceklestirilen pargalama sonucu boyar madde giderimi sirasiyla, %12,7; %33,3 ve %52,4
olarak tespit edilmistir. Ortamdaki immobilize bentonit, enzimsiz bentonite kiyasla giderim

verimini yaklasik 6 kat arttirmistir.

6. immobilize enzimin farkli konsantrasyonlardaki giderim verimi ¢alisilmistir. 20, 50, 80
ve 100 mg/L Remazol Red RR boyar maddesi konsantrasyonlarinda hazirlanan boyar madde
cozeltileri iizerinde pH 5 ortaminda ve 20 dk sonunda immobilize enzimin giderim miktari
belirlenmistir. Immobilize enzim miktar1 her farkli boyar madde konsantrasyonu igin 1
mg/ml, 2 mg/ml ve 4 mg/ml olarak degistirilmistir. 20, 50, 80 ve 100 mg/L
konsantrasyonlardaki giderim yiizdesi 1 mg/ml immobilize bentonit i¢in sirasiyla, %12,74;
%S5,55; %10,34 ve %5,52 olarak bulunurken, 2 mg/ml immobilize bentonit i¢in sirasiyla,
%33,25; %7,36; %2,75 ve %6,87; 4 mg/ml immobilize bentonit i¢in ise sirasiyla, %52,36;
%9.,47; %3,76 ve %12,93 olarak bulunmustur.

7. Boyar maddelerin giderimi i¢in kullanilan enzimin aktivitesini arttirmak amaciyla ortama
enzim medyatdrleri eklenmistir ve boyar madde giderimi {izerindeki etkisi arastirilmastir.
Medyator olarak VLA, HBT, ABTS ve TEMPO kullanilmistir. 50 mg/L boyar madde
konsantrasyonunda, ortama eklenen medyatoriin boyar madde giderimin arttirdig
gbozlemlenmistir. Medyatorlii ortamdaki boyar madde giderim verimi VLA, HBT, ABTS ve
TEMPO i¢in sirasiyla; %8,19; %5,93; %11,86; %17,27 olmustur. Boyar madde giderim
veriminde en az artis HBT kullanilan ortamda olurken, en ¢ok artis TEMPO kullanilan

ortamda gozlemlenmistir.

8. Bentonit tabakalar1 arasindaki genisligi arttirmak ve immobilizasyon sonucu daha yiiksek
bir verime ulasmak i¢in bentonit CTAB ve GPTMS ile modifiye edilmistir. Modifiye
bentonitlerde yiikleme veriminin az bir miktar diistligli goriiliirken, ortama yiiklenen lakkaz
miktarinin ise arttig1 tespit edilmistir. Yiikleme verimi saf bentonit i¢cin %98,25; CTAB
bentonit i¢in %94,54 ve GPTMS bentonit i¢in %90,47 olarak tespit edilmistir. Bentonit
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tabakalar1 arasina yiiklenen lakkaz yiikleme verimi ise saf bentonit i¢in %9,14; CTAB
bentonit i¢in %26,56 ve GPTMS bentonit i¢in %14,89 olarak bulunmustur. Modifikasyon
sonucu ortamda bulunan lakkaz miktar1 GPTMS bentonit i¢in saf bentonite gore yaklasik

%60 oraninda artis gosterirken, CTAB bentonit i¢in yaklasik %200 artis gostermistir.

9. Immobilize enzimin tekrar kullanilabilirligi ¢alisilmistir. Bu sebeple immobilize enzim
20 mg/L boyar madde konsantrasyonunda pH 5, 30°C sicaklik ortaminda 5 kez tekrar
kullanilmistir. Boyar madde giderimi ilk kullanimda %9,91 iken, 5 tekrar sonucunda boyar
madde giderimi %8,49’a diismiistlir. 5 tekrar sonucunda enzim aktivitesinin %32’sini

korumaya devam etmektedir.
Gelecek calismalar i¢in Oneriler asagida belirtilmistir:

1. Farkli boyar maddeler iizerinde ¢alisilabilir,
. Capraz baglayicilar kullanilarak etkileri incelenebilir,
. Farkl1 sicaklikta serbest enzimin davranisi incelenebilir,

. Farkli pH ve sicaklikta immobilize enzimin davranis1 gézlemlenebilir,

2
3
4
5. Farkl1 destek malzeme ve immobilizasyon siireleri ile ¢calisma zenginlestirilebilir,
6. Destek malzemenin farkli modifikasyonlar1 ¢alismaya dahil edilebilir,

7. Immobilize enzimin depolama kararlilig1 incelenebilir,

8. Medyatdrlii ortamdaki davranis modifiye bentonitler i¢in immobilizasyon, pH ve sicaklik

acisindan ¢alisilabilir.
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EK-1. Diinyadaki bentonit iiretim miktarlar1 (2016-2020) (British Geological Survey,
2022)

Ulke 2016 2017 2018 2019 2020
Ermenistan

Bentonit 5543 11724 21029 32424 5956
Azerbaycan

Bentonit 49 328 225288 212336 222519 155112
Bosna Hersek

Bentonit 102 858 92 344 87358 94 601 69 183
Bulgaristan

Bentonit 37 100 54 100 *54 000 *54 000 *54 000
Giiney Kibris

Bentonit 117 184 95593 98 800 83113 92 645
Cekya

Bentonit 374 000 254 000 277 000 357 000 226 000
Danimarka

Bentonit 66 278 69 594 56 173 48 197 40 054
Fransa

Bentonit 42 567 24 497 35696 *36 000 *36 000
Giircistan

Bentonit *20 000 *21 000 25 894 27872 25872
Almanya 393 000 416 000 379 000 366 000 335000
Bentonit
Yunanistan

Bentonit 883 220 1087 800 1 355 000 1.300 000 1170 000

Attapulgit 44 500 54 280 53300 36 700 28 050
Macaristan
_ Bentonit 16 006 9852 35156 33 166 *30 000
Italya

Bentonit 45978 86 106 100 067 82720 65 989
Kuzey Makedonya

Bentonit 1 968 912 2 945 682 2 196
Polonya

Bentonit 1 000 — 560 500 920
Romanya

Bentonit 26758 33777 34 809 41 964 45 495
Rusya

Bentonit 589 000 91 000 50 100 *50 000 *50 000
Slovakya

Bentonit 158 000 226 082 270 000 251 000 275570
Slovenya

Bentonit 182 147 113 99 77
Ispanya

Bentonit 155038 177 565 178 463 160 477 221495

Attapulgit 28 809 58 952 28 021 30348 30 653

Seniolit 518 699 482 550 698 058 595448 531 660
Tiirkiye

Bentonit 1744912 1481617 1331955 1533 547 1658 837

Seniolit 56 038 15 624 26 300 68 999 65427
Ukrayna

Bentonit *210 000 113 000 178 000 180 000 *180 000
Cezayir

Bentonit 37200 35600 36 000 36 700 *36 000
Angola

Sabun Kili *98 000 *98 000 *98 000 *98 000 *98 000
Misir

Bentonit *1900 *4 600 *9 600 *6900 *500
Kenva

Bentonit *110 *110 *110 *110 *110
Fas

Bentonit 103 266 174 546 172 749 188 080 * 188 000

Sabun Kili 141 760 119070 99 256 99 790 *99 000
Mozambik

Bentonit 322 284 *290 77734 80 189
Seneeal

Attapulgit 172 300 165 900 177 900 197 673 201919
Giiney Afrika

Bentonit 148 742 165 141 173 486 105 084 85 688

Attapulgit 16 374 18333 17 121 11422 11957



EK-1 (devam). Diinyadaki bentonit {iretim miktarlar1 (2016-2020) (British Geological

Survey, 2022)
Ulke 2016 2017 2018 2019 2020
Kanada
Bentonit 468 *— *— *— e
Kitba 389 589 630 504 486
Rentonit
Guatemala
Bentonit 18 081 20 562 16 953 850 371
Meksika
Bentonit 109 176 148 475 264 800 24321 *24 000
Sabun Kili 111713 110 860 — *— —
ABD . 3600 000 4430 000 4670 000 4490 000 *4300 000
Rentonit
Sabun Kili 1860 000 1 840 000 1 880 000 1920 000 *2 000 000
Arjantin
Bentonit 145723 121735 184 969 113750 46 288
Bolivya 525 68 2 S *f
Bentonit
Brezilya Bentonit 352920 *350 000 *350 000 *350 000 *350 000
Sili
Bentonite 1288 1584 525 395 170
Kolombiya %9000 %9000 %9000 %9000 9000
Bentonit
Peru
Bentonit 19 410 756 2384 46 887 25532
Uruguay
Bentonit 6 650 6 640 7760 6726 16 550
Burma
Bentonit 600 600 — *500 *500
Cin
Bentonit *5 600 000 *5600 000 *5 600 000 *2 000 000 *2 000 000
Hindistan
Bentonit 2837 896 3313358 3385450 *3 400 000 *3500 000
Sabun Kili 478 204 797 684 553294 *550 000 *730 000
Endonezya
Bentonit *6 000 *6 000 *6 000 *6 000 *6.000
Iran
Bentonit 842 421 723718 731908 1021 481 * 1100 000
Irak
Bentonit *6300 *6300 *6300 *6300 *6 300
Japonya
Bentonit *420 000 *420 000 *420 000 *420 000 *420 000
Giiney Kore
Bentonit 63 834 47306 31824 43 886 5314
Sabun Kili 81 688 115 568 118 177 185718 71 855
Pakistan
3 42038 42770 74 268 47525 *45 000
Rentonit.
Sabun Kili 13 740 18 185 9188 12529 *12 000
Filipinler
_ Bentonit 3361 1249 658 *650 *650
Ozbekistan
Bentonit *40 000 *40 000 12 559 32588 48 739
Avustralya Bentonit
90917 116 762 87330 56215 42713
Sabun Kili 12 200 11871 *10 000 *8 000 *9 000
Yeni Zelanda
Bentonit *750 *750 *750 *750 *750
Diinyadaki toplam 19 500 000 20 400 000 21 000 000 17 400 000 17 100 000
Diinyadaki toplam sabun 3 600 000 3900 000 3 800 000 3 800 000 3900 000
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EK-2: Deneysel ¢alismalar i¢in kullanilan Cankir1 bentonitinin 6zellikleri

Ozellikler Birim Sonug
Nem miktar1 % 9,5
Sisme miktari ml 26
Klreg (Asit ile var/yok Yok
kopiirme)

Metilen Blue ml 26
Yanma kaybi % 6,1
Sinter miktari °C 1150
flave su miktari ml 35
Gaz gegirgenligi cm’/g 220
Likit-limit miktar1 630
Kompaktbilite % 40
Karisim nem % 2,66
Numune agirhigi g 148
Yas mukavemet N/cm? 24.5
Kuru mukavemet N/cm? 42
Ezme mukavemet | N/cm? 4.1
Iljliin;\?emeti N/em?® -
Yas gekme N/em? 0,42
mukavemeti

E- faktori 3
Jellesme miktar1 ml/g 20
pH miktar 9,5
Cokme miktar1 % 0
Yogunluk g/cm? 0,9
Ensilin miktar 100 ml/g 650
Xicl)(r;;iorlllomt mg MB/g 78
150 pm elek iistii % 1,2
75 pm elek iistii % 9,25
SiO» % 62,01
ALO; % 15,21
Fex0O3 % 6,58
CaO % 1,19
MgO % 2,28
K20 % 1,13
NaxO % 1,59
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