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OZET

KUF MANTARLARINDA GRAFIT/GRAFEN HIiF YAPILARININ
OLUSTURULMASI VE OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

MADENLI, Ozgecan
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Cevre Miihendisligi Anabilim Dali

Danigsman : Dog. Dr. Ece Ummii DEVECI

Agustos 2021, 57 sayfa

Funguslarin misel yapilarina organik madde, nanomalzemeler ve kompozitler entegre
edilerek fungal hif biyokompozit malzemeler iiretilmektedir. Fungal tiirevli
biyokompozit yapilar biyolojik kolay parcanabilen ayn1 zamanda cevresel agidan diigiik
bir karbon ayak izine sahip olmalarindan dolayr bir¢ok alanda kullanilip tercih
edilmektedir. Bu caligmada Aspergillus susuna ait fungal hif yapilarinda grafit ve RGO
tutturularak fungal-hif biyokompozit malzeme tiretimi gergeklestirilmistir. Gelistirilen
FHG ve FHRGO biyokompozitleri FT-IR, RAMAN, ve TGA analizler ile karakterize
edilmistir. Ayrica Biyokompozit iiretimi sirasinda es zamanl olarak B-Glukosidaz, B-
ksilosidaz, a-L-arabinofuranosidaz, endoglukanaz, lakkaz ve proteaz enzimlerine
bakilarak biyokimyasal yapilarindaki degisim takip edilmistir. Adsorpsiyon
deneylerinde Box-Behnken Istatiksel metodu kullanilarak gerceklestirilmistir. Sonuglar
tiretilen biyo kompozit yapilarin Cr(VI) agir metalinin gideriminde kullanilabilir
oldugunu gostermektedir. Ayn1 zamanda adsorpsiyon ¢aligmalarinda Langmuir izotermi
ve sozde 2. Derece kinetik modele uygunlugu belirlenmistir. Bu ¢calismada FH, FHG ve
FHRGO’nun adsorpsiyon kapasitesi sirasiyla 58.59 mg/g, 568.10 mg/g ve 268.85

mg/g’dir. Biyokompozitler iyi bir adsorpsiyon performans: gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Fungal hif, RGO, grafit, biyokompozit, aspergillus niger



SUMMARY

FORMATION AND DETERMINATION OF CHARACTERISTICS THE
GRAPHITE / GRAPHENE HIF STRUCTURES WITH MOLD FUNGI

MADENLI, Ozgecan
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Environmental Engineering

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Ece Ummii DEVECI

August 2021, 57 pages

Fungal hyphae biocomposite materials are produced by integrating organic matter,
nanomaterials and composites into the mycelial structures of fungi. Fungal-derived
biocomposite structures are used and preferred in many areas because they are easily
biodegradable and at the same time have a low carbon footprint in terms of
environment. In this study, fungal-hyphae biocomposite material was produced by
attaching graphite and RGO to fungal hyphae structures of Aspergillus strain. The
developed FHG and FHRGO biocomposites were characterized by FT-IR, RAMAN,
and TGA analyses. In addition, during the production of biocomposites, the changes in
their biochemical structures were monitored by simultaneously looking at f-
Glucosidase, B-xylosidase, a-L-arabinofuranosidase, endoglucanase, laccase and
protease enzymes. Adsorption experiments were carried out using the Box-Behnken
Statistical method. The results show that the produced biocomposite structures can be
used in the removal of heavy metal Cr(VI). At the same time, its compatibility with
Langmuir isotherm and so-called 2nd order kinetic model was determined in adsorption
studies. In this study, the adsorption capacities of FH, FHG and FHRGO were 58.59
mg/g, 568.10 mg/g and 268.85 mg/g, respectively. Biocomposites show fairly

adsorption performance.
Keywords: Fungal Hyphae, RGO, graphite, biocomposite, aspergillus niger



ON SOz

Niteligi degisen giinliik faaliyetler ve sanayilesme her ne kadar teknolojik iyilestirmeler
ve modernlesme olarak goriilse de goz ardi edilen asil problem bu gelismenin yarattigi
fakli gevresel sorunlaridir. Ozellikle biiyiik hacimli iiretim yapan endiistriler cevresel
boyutta ciddi problemler dogurmaktadir. Bu problemlerin sonucunda gliniimiizdeki su
sorunlart g6z Oniine alindiginda gelecege yonelik teknolojiler {tretmek ve
stirdiiriilebilirliginin saglamak istenmektedir. Hizla artan niifus, su kaynaklarinin kitlig
ve iklim degisikliginin etkisi; atik su aritiminda ve yeni teknolojilerin gelistirilmesine
talep dogurmaktadir. Bu tez ¢aligmasinda Aspergillus niger kif mantar1 ile grafit ve
indirgenmis grafen oksit biyo kompozitleri iiretilerek ¢evre teknolojilerinde
kullanilabilir yenilik¢i biyo malzeme gelistirilmistir. Uretilen grafit- fungal hif ve
indirgenmis grafen oksit-fungal hif biyo kompozitlerinin fizikokimyasal aktiviteleri
belirlenerek yiiksek kapasiteli malzeme iiretilmeye calisilmistir. Ayrica iretilen
malzemelerin gelencksel atiksu aritim yontemlerinden adsorpsiyon teknolojisinde
adsorban olarak kullanilabilirligini belirlemek amaciyla Cr(VI) agir metal giderim
calismalar1 gerceklestirilmistir. Bu calismada en yiiksek giderim verimini belirlemek
icin istatiksel yanit yiizey metolodojisi kullanilarak biyo kompozit malzemelerin katma

degeri arttirilmistir.

Yiiksek lisans egitimim boyunca hicbir destegini esirgemeyen, sabirli ve iyi niyetli
yaklasimlar1 i¢in ve bana kattig1 bilimsel bilgi ve deneyim i¢in ¢ok degerli danismanim

Dog. Dr. Ece Ummii DEVECI ye sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez ¢alismast TUBITAK 1002 Projesi Hizli Destek programi tarafindan 120Y087
proje kodu ile desteklenmistir. Ayn1 zamanda Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Bilimsel Arastirma Koordinatorliigii tarafindan MMT 2020/2 BAGEP kodlu proje ile
desteklenmistir. TUBITAK’a ve NOHU Bilimsel Arastirma Koodinatérliigii birimine

tesekkiirlerimi sunarim.
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BOLUMI1

GIRIS

Filamentli funguslarin vejetatif olarak biiyliyebilen, diisiik enerji ihtiyac1 ve kolay hifsel
ag olusumundan dolayr son yillarda atik geri donilisiimii ve hif kompozit malzeme
tiretiminde dikkat ¢ekici haleye gelmeye baslamistir (Haneef vd., 2017; Nawawi vd.,
2020). Funguslar; organik madde, nanomalzeme ve kompozitler gibi malzemeler ile
hem diigik maliyetli hemde yiliksek kalitede fungal hif biyo kompozitleri
tiretilebilmektedir (Islam vd., 2017). Fungal hif kompozitler funguslarin hifsel mikro

filamentli ag yapisi ile olusmaktadir.

Fungal hif tiirevli biyo kompozitler biyolojik olarak parcalanabilmelerinin yaninda
cevreye olan etkisi minimum ve iiretilen malzemelerin diisiik karbon ayak izine sahip
olmalar1 nedeniyle sentetik malzemelerden daha ¢ok avantajlara sahiptir (Abhijith vd.,
2018; Arifin and Yusuf, 2013). Bunun yani sira fungal hif bazli malzemelerin yapisal
ozellikleri fungus susuna, biiyiime kosullarina ve sentez sirasinda/sonrasindaki islemlere

baglidir (Chen vd., 2021).

Fungal hif biyo kompozitleri saf hallerine gére malzemeyi giiclendirmek i¢in nano
malzemeler gibi katki maddeleri kullanilmaktadir (Jones vd., 2019). Ozellikle son
yillarda adsorban iiretiminde nano malzeme katkili fungal hif biyokompozit {iretimleri
Oonem kazanmaya baglamistir. Fungal hif yapilari iiretimi kolay ve siirdiirilebilir bir
kaynak oldugundan dolay1 atiksu aritiminda verimli ve diisiik maliyetli kullanimi ile

adsorban olarak ilgi gérmeye baslamigtir (Samuel vd., 2018).

Fungal hif yapilar1 zayif ve esnek gozenek yapisina sahip olmalart ise adsorpsiyon
kapasitelerini diistirmektedir (Chen vd., 2021). Bu nedenledir ki, 6zellikle Mantarlarin
adsorban kapasitelerinin arttirllmast amaciyla Fungal hif kompozit yapilarinin
olusturulmas1 ve adsorpsiyon sirasinda enzim sistemlerinin protein yapilarindaki
degisimlerin incelenmesi Oncelikli arastirma konusu haline gelmistir (Chen vd., 2021;
Samuel vd., 2018). Son yillarda tistiin 6zelliklere sahip oldugu bilenen grafen, grafen
oksit ve indirgenmis grafen oksit gibi malzemelerin elektriksel iletkenlik, genis yiizey

alan1 ve manyetik 6zellikleri ile fungusun entegre edilerek kompozit yap1 olusturulmasi



adsorpsiyon kapasitesini arttiracagt diigtiniilmektedir. Fakat mantar hif yapilarinin
karmagiklig1 nedeniyle grafen ve tiirevi malzemelerle olusturulan kompozit yapilardaki

degisimler ile ilgilin pek bir bilgi yoktur.

Bu c¢alismada Aspergillus niger kiif mantarinin grafit ve RGO ile adsorban
biyokompozit malzeme {iretimi gergeklestirilerek grafitin ve RGO’nun g¢evresel kaderini
ve etkilerini nasil degistirdigi protein konformasyonel ve enzim yapilarindaki
degisiklikleri tespit edilmistir. Bu ¢alismanin hipotezini desteklemek ve iiretilen
biyokompozit malzemeleri karakterize etmek i¢in FT-IR, termogravimetrik analiz
(TGA) ve RAMAN spektroskopisi teknikleri kullanilmistir. Ayrica tiretilen mantar hif
grafit (FHG) ve mantar hif RGO (FHRGO) biyokompozit malzemelerinin Cr(VI) agir
metali ile adsorpsiyon kapasiteleri ve mekanizmalar1 izoterm ve kinetik caligmalar ile

belirlenmistir. Calismanin bu kisimlari Boliim I1 ve Boliim 111 de yer almaktadir.

1.1 Funguslarin Ozellikleri

1.1.1 Funguslarin genel 6zellikleri

Okaryotik ¢ok hiicreli organizma grubuna dahil olan funguslar hifsel filamentli yapilara
sahiptirler. Hif yapilar1 uzun ve ipliksi bir sekildedir. Funguslarin hiicre yapilar1 ve
hiicre c¢eperlerinde kitin bulunmaktadir. Hiicre c¢eperleri karbonhidrat polimer
zincirlerinden olusmaktadir. Ayrica funguslar flimentli dikaryotik, heterotrofik ve bir
kismi1 da saprofittir. Funguslar oksijenli ortamlarda gelismektedirler. Biiylime ve
gelisimlerinde ki gerekli enerji ve organik maddeyi ortamdan absorlayarak
karsilamaktadirlar. Funguslarin yasadiklar1 ekosistem ve habitatlar ¢ok genis bir alana
sahiptir. Ozellikle toprak, su, bitki, hayvan, insan, atiklar ve parazit gibi ortamlarda

yasayabilmektedirler (Wainwright, 1992).

Funguslarin hiicre duvarlarin yapisinda seliiloz yapiya benzerlik gosteren mikrofibil
birikimleri, kitosan, galaktosan ve glukanlar gibi kitininler bulunmaktadir. Hiicre
duvarlarinda inorganik iyonlar da bulunmaktadir. Genel olarak da %90 a yakini

polisakkarit, protein, lipit, polifosfatlardan olugmaktadir.



Funguslarin hiicre duvari yapisi biiyiik 6nem teskil etmektedir. Bunun nedeni ise
aragtirma ve gelistirme alanlarinda hiicre duvarlarinin dogal kimyasinin kullanilmasidir
(Madigan et. al., 1996). Bunlarin yan1 sira funguslar kolay bir beslenme sekline sahiptir.
Funguslarin ¢ogu tiirleri diistik ve ¢ok yiiksek pH, ¢ok diisiik ve ¢ok yliksek sicakliklar
gibi ekstrem zorlu kosullarda yasayabilme ve gelisme yeteneklerine sahiptir. Funguslar
sporlar1 sayesinde genis bir yayilma ve kendi yasam kosulunu saglamaya elverislidir

(Wainwright, 1992).

1.1.2 Funguslarin siniflandirilmasi

Funguslar 6karyotik canli grubunda tek veya cok hiicreli olarak bulunmaktadir.

Ayrica funguslar kendi igerisinde 3’e ayrilmaktadir. Bunlar; filamentli kiif mantarlari, ,

mantarlar ve mayalardir.

1.1.2.1 Filamentli fungus olan kiifler

Kiif funguslari dogada c¢ok yaygin olarak bulunmaktadirlar. Funguslar vejetatif
hiicrelerdir ve filamentli yapiya sahiptirler. Filamentler hifleri, hifler ise miselleri
olusturmaktadir. Funguslarin sporlar1 bakterilerden farkli olarak mikroskopsuz olarak
goriintiilenebilmektedirler. Funguslarin sporlar1 konidia olarak da adlandirilmaktadir ve
sporlar1 havada ucusarak kolayca dagilabilmektedirler. Sporlar yani konidialar yiiksek
pigmentasyona sahiptirler. Renk pigmentasyonu siyah, yesil, sar1, beyaz ve kahverengi

olabilmektedirler. Renk pigmentasyonu fungus tiirlerine gore degismektedir.

Kiif fungus cinsinden olan Aspergilluslar 1965 yilinda Raper ve Fennel tarafindan 132
tiirli olduklar1 bildirilmistir. Su an giliniimiizde yaklasik 180 tane tiirii oldugu ve hala
yeni tiirlerinin tanimlandigi bilimsel ¢alismalarla kanitlanmistir. Aspergillus tiirleri gok
yiikkske miktarlarda sporlar yani konidia iiretmektedirler. Bu konidialarin ¢aplar

yaklasik olarka 2 ila 5 p ¢apindadirlar (Schuster vd., 2002).

Funguslar organik ve inorganik malzemeleri pargalayabilme kapasitesine hiicre i¢i ve
dis1 enzimlere sahiptirler. Bu enzimlerin ¢cogu niikleaz, lipaz ve proteaz yapisindadir.

Aspergillus cinsleri katalaz, mannitol ve siiperoksitdismutaz sentezlemektedirler. Bu



substratlar fungusu oksijen molekiillerinin hidroksil gruplarmin ve diger serbest

radikallerin yaratacagi tahribati engelleyebilmektedirler.(Schuster vd., 2002)

1.1.2.2 Mantarlar

Mantarlarda funguslar gibi filamentli yapiya sahiptirler. Genel olarak besin kaynagi
olarak kullanilmaktadirlar. Dogada toprak yapisi igerisinde gelismektedirler. Bu yilizden
yerylizinden ¢okca bulunmaktadir. Eseyli sporlar1 basidiopsor adiyla bilinmektedir.

1.1.2.3 Mayalar

Mayalar hiire boliinmesi ile ¢cogalmaktadirlar. Cogu maya tiirleri Ascomycetes mantar
grubunda yer almaktadir. Hiicre sekilleri genel yapisi itibari ile oval ve silindir
seklindedir. Mayalar tek hiicrelilerdir fakat bazi1 kosullarda filamentli olarak gelisebilme
yetenegine sahiptirler. Bazi tiirleri de patojenik olabilmektedirler ve bunlar hastalik

yapicilar olarak gruplandirilmaktadirlar.

Mayalarin en yaygin kullanilan cinsi Saccharomyces Cerevisiae’dir. Ticari olarak
fermentasyon sartlarinda iiretilen iiriinlerde 6nemli bir yere sahiptir. Ayrica genomu

cikartilmig ve tanimlanmus ilk 6koryatif mantar tiirtidiir (Madigan vd., 1996).

1.1.3 Asperqgillus tiirleri hakkinda genel bilgi

Fungi aleminden olan Aspergillus, Eurotiomycetes sinifina ve Eurotailtes alt sinifinda
bulunup Trichocomaceae soyundan gelmektedir. Aspergillus nigri sinifinda bulunan
tiirler diinya capinda genis bir yelpazaye sahiptir. Bunlarin igerisinden en yaygin olani
da Aspergillus niger tiiriidiir. Siyah spor kolonilerine sahip izolatlar Aspergillus niger
olarak tanimlanmaktadirlar. Bu tlir grubuna ait funguslarin birbirinden ayrilmasi
olduk¢a zordur (Sekil 1.1). Bu tiirlere 6rnek verilecek olursa ozellikle Aspergillus
carbonarius, Aspergillus japoniucs, Aspergillus ellipticus, Aspergillus heteromorphus
ve Aspergilllus aculeatus’dur. (Madigan vd., 1996)

Bu tiir patojenik olarak bilinmektedir. Bir¢ok farkli alanlarda ekstraseliiler enzim ve

organik asit liretiminde kullanilmaktadirlar. Biyoteknoloji alaninda ¢ok 6nemli bir yere
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sahip olmasi nedeniyle tiirlerin tanimlanmas1 belirgin sekilde yapilmistir.(Schuster vd.,

2002)

Endistriyel {irin {iretimlerinde siyah Aspergillus kullanimi ¢okg¢a yaygindir ve bu
alanda arastirilmalar hale devam etmektedir. Ozellikle gida endiistrisinde fermente gida
ve igecek lretiminde kullanilmaktadir. Aspergillus niger ve Aspergillus aculeatus gibi
tiirleri gida islemede kullanilan enzimlerin {iretiminde endiistriyel sektorlerde yerini

almstir.

Aspergillus tiirlerinin hiicre dis1 enzimleri organik, inorganik ve toksik bilesikleri

parcalayabilme yetenegine sahiptir (Deveci vd., 2019).

Cevre biyoteknolojisinde atiklarin biyolojik doniisiimiinde ve atiksularda bulunan
kirleticilerin biyolojik olarak gideriminde Aspergillus tiirlerinin kullanimi oldukga
fazladir. Biyoremediyasyon ve biyoakiimiilasyon uygulamalarinda c¢esitli mantar

tirlerinin kullanimlar: arastirilmaktadir (Mukherjee vd., 2010).

Aspergillus tiirleri diger mikroorganizmalar arasinda fizyolojileri ve gevresel cesitlilige
adaptasyonlar1 sebebiyle toksik bilesik olan hidrokarbonlara kars1 yiliksek tolerans ve
direng gostermektedir. Toksik Kkirleticilerin biyolojik bozulmalarinda en yiiksek
kapasiteye sahip potansiyel aday olup bu Kkirleticilerin gideriminde gii¢lii bir
mekanizmaya sahip olan Aspergillus tiirlerdir (Hassaine and Bordjiba, 2019).



Sekil 1.1. Aspergillus niger’in mikroskobik goriintiileri (Senawong vd., 2014)

Aspergillus tiirleri son yillarda gida, g¢evre sektorleri diginda kompozit {iriin
tiretimlerinde kullanilmaya baslanmigtir. Aspergillus tiirlerinin filamentli yapilari
sayesinde hif yapilar1 biyo kompozit iiretiminde tercih edilmeye baslanmistir (Jones vd.,
2020; Manan vd., 2021; Nawawi vd., 2020). Filamentli hif yapisina sahip Aspergillus
tirleri kagit, tekstil, biyosorbent iiretimi, katalizorler i¢in tasiyic1 ve enerji depolama
icin karbon elektrotlar gibi cesitli fonksiyonel iriinlerin {iretiminde mikro lifleri
kullanilarak biyomalzemeler sentezlenmektedir (Manan vd., 2021). Ayrica hif
yapilarindan iretilen biyomalzemelerin siirdiiriilebilir, biyo uyumlu ve biyobozunur

olmas aragtirmacilar tarafindan ilgi odag: haline gelmistir. (Manan vd., 2021)

1.1.3.1 Aspergillus niger

Aspergillus niger fungus tiirli oksijenli ortamlarda substrat olarak organik maddeyi
kullanilarak yasayan filamentli canlidir. Dogada toprak su gibi kolay fakat ¢op, ciiriiyen
bitki gibi zorlu kosullar altinda da biiyliylip gelisebilen bir fungustur. Fiziksel
gelisimleri igin genis bir sicaklik aralifma sahiptir (6°C — 47 °C). Fakat optimum {ireme
sicakhign 35 — 37 °C arasinda degismektedir. Sicakligin yani sira Aspergillus niger tiirii
genis bir pH araliginda da gelisim gostermektedir (1.4 — 9.8). Aspergillus niger’in



yasam kosullarindaki sahip bu 6zellikler sayesinde verimli iiretim gosterebilmekte ve
ayni zamanda konidyosporlar1 dolayisiyla genis bir yayilim olusturabilmektedir.
Aspergillus niger tiri hem denizel hem de karasal ortamlarda gelismesi nedeniyle
fenotipinde degisiklikler goriilmektedir. Ayrica Aspergillus niger bulundugu ortamlarda
organik asit ve hidrolitik enzim {retimlerinde yiliksek oranda bir performans

gostermektedir. (Schuster vd., 2002).

Aspergillus niger tiiriiniin ait oldugu familya Cizelge 1.1°de verilmistir:

Cizelge 1.1. Aspergillus niger tiiriiniin familyasi

Alem: Fungi

Boliim: Ascomycota (Asklt mantarlar)
Sinif: Eurotimycetes

Takim: Eurotiales

Aile: Trichocomaceae

Cins: Aspergillus

Tiir: Aspergillus niger

Aspergillus niger yillardir endiistriyel alanda ve laboratuvar 6l¢eginde arastirma konusu
olmaktadir. Bu fungus tiirii 1919 yilinda sitrik asit iiretiminde endiistriyel Olcekte
kullanilan ilk organizmadir. Sitrik gida endiistrisinde genis bir kullanima sahip olmasi
dolayisiyla asitler icerisinde tiretimi birinci sirada yer almaktadir. Aspergillus niger ve
Aspergillus Wenti’nin sitrik asit tiretiminde tercih edilme sebebi endiistriyel dlgekte ¢ok
ekonomik olmasi ve iiretim sirasinda istenmeyen yan {iriin olusumu olmamasidir.
Ayrica 1960’1 yillarda yine gida endistrilerinde cesitli tiretimlerde kullanilan
enzimlerin iretiminde kaynak olarak yine Aspergillus niger tercih edilmistir (Schuster
vd., 2002). Dogal kosullar altinda besin maddeleri tiiketerek g¢esitli enzimleri
salgilamaktadir. Yiiksek enzim kapasitesi igeren Aspergillus niger hem kati faz
ortamlarda hem de sivi ortamlarda gelisebilmektedir. Aspergillus niger hiicre disi
enzimleri Pektinaz, proteaz, amiloglikozidaz p-Glukosidaz, p-ksilosidaz, o-L-

arabinofuranosidaz, lakkaz ve Endoglukanaz iiretilmektedir.

Aspergillus niger’in tarihte ilk kullanimlar1 gida endiistrileri olmasina ragmen su an
giiniimiiz arastirmalarinda Ozellikle biyo transformasyonda biiyiikk Oneme sahiptir.

Atiksu aritimi ve fungal hif biyokompozitligi gelistirilmesi hedef haline gelmistir. Son



10 yildir biyo-fabrikasyon ve atik geri doniisiimiinde filamentli fungus olan Aspegillus
niger ticari alanda ilgi ¢ekmeye baslamigtir (Nawawi vd., 2020). A. niger organik
madde {lizerinde hifleri miselyumlar1 olusturarak diisiik maliyetli ve yliksek degerlikli
kompozit malzemeler iiretmek amaciyla kullanilmaya baslanmistir. Endiistriyel
iretimler sonrasi biiyiik bir sorun olan atiklar1 ve yan iiriinlerin higbir ticari degeri yok
iken Aspergillus niger filamentli fungusu araciligi ile miselyum tiirevli malzemeler
iiretilmektedir. Miselyum tiirevli kompozitler biyolojik olarak pargalanabilen, ¢evresel
etkisi minimum seviyede ve diisiik karbon ayak izine sahip olmasi geleneksel sentetik
kompozitlere gore tercih sebebidir (Arifin and Yusuf, 2013; Haneef vd., 2017). Atik
kaynakli ¢evre dostu alternatif kompozitler ve malzemelerin iiretimine 6rnek verilecek

olursa; paneller, déseme, mobilya ve zemin kaplama gibi malzemelerdir (Jones vd.,

2020).

Cok fazla endiistriyel galismalarda kullanilmasi sebebi ile saglik agisindan arastirilan
Aspergillus niger’ler genel olarak giivenli mikroorganizmalar olarak kabul edilmistir.
Diger filamentli tiirlerle de karsilastirildiginda herhangi bir alerji ve mikopatoloji ile
ilgili bir problem heniiz tanimlanmamistir. Patojen etkileri ile biline Aspergillus
fumigatus tiirtiniin aksine Aspergillus niger inhalasyon c¢alismalarinda toksik bir etkiye
rastlanmamustir  (Schuster vd., 2002). Aspergillus niger’ler patojen olmayan
mikroorganizmalar olarak kabul edilmesine ragmen bagisilik sistemini baskilayan
hastaliklar ve vakalar ortaya ¢ikmistir. Yapilan arastirmalar ve ¢alismalarin sonucunda
Aspergillus niger’in sporlarinin yogun oldugu yerlerde solunum yolu ile yutulmasinin
ardindan sindirim kanalinda goriilmedigi rapor edilmistir. Fakat bu bilginin aksine
Aspergillus nidulans tiirii hayvanlarin bagirsaklarinda tespit edilmistir. Bu fungus tiiri
insan viicudunda hicbir zaman bir hastaligin ana sebebi olmadig: bildirilmistir. Tiim bu
sebeplerden dolayr Aspergillus niger kaliteli ve yiiksek performanshi endiistriyel
tiretimler i¢in giivenli bir mikroorganizma olarak tercih edilmektedir (Schuster vd.,

2002).
1.2 Grafen ve Tiirevleri
Grafen, atomik olarak ince 2 boyutlu (2B), bal petegi yapisinda bir sp2 karbon atomu

yapragidir. Yiiksek mekanik mukavemet, elektriksel iletkenlik, molekiiler bariyer

yetenekleri ve diger dikkate deger 6zelliklere sahip oldugu gosterilmis ve nano diinya



tarafindan olduk¢a yogun ilgi gormiistiir ve gormeye de devam etmektedir (Selvaraj vd.,
2020).

Grafenin C-C baglar1 arasindaki bag tiirii kuvvetli kovalent baglardan olusmaktadir. Bu
bag yapisi grafene istiin mekanik oOzellikler kazandirmaktadir (Yazic1 vd., 2016).

Asagida yer alan Cizelge 1.2°de tek katmanli bir grafenin 6zellikleri verilmistir.

Cizelge 1.2. Grafenin Mekanik Ozellikleri

Young modiiliine gére mekanik dayanim 1100 GPa

Cekme Mukavemeti 130 GPa

Oda sicakliginda iletkenligi 15.000 cm2 V-1 S-1
Genis yiizey alani 2675 m2g-1

Termal iletkenlik 4840-5300 W m-1 K-1

Tek katmanli bir grafen gelikten 30 kat daha giiglii olmasi1 olaganiistii bir 6zellik olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica grafen yiiksek tasiyici ve mobilite gibi diger ozelliklere
sahiptir ve bu ozelliklerden dolayr neredeyse 1s1tk hizinda elektrik akimi
saglayabilmektedir (Yazici vd., 2016). Grafen 6zelliklerine ek olarak glimiis, altin gibi
metallerden daha yiiksek bir iletkenlik kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. Bunun

yani sira tek katmanl bir grafenin optik gecirgenligi %97.7 dir (Sabzevari vd., 2018).

Ozellikle son 5 yildir arastirma konusu haline gelen grafen yiiksek elektriksel ve termal
iletkenlik ozelliklerinin yami1 esneklik ve yiiksek derece de kimyasal stabilite
icermektedir. Bu iki boyutlu bal petegi seklindeki malzemenin esnek ve giyilebilir
elektronik iiriin tiretiminde lif, iplik ve kumaglar gibi yiiksek performansa sahip iletken
tekstil triinlerinde aktif olarak kullanilmaktadir. Ayrica esneklik ve dayaniklilik gibi
ozelliklere sahip olmasi ile gelecek teknolojilerde daha dayanikli elektrotlar ve yeni
nesil elektronik iiriin iiretiminde (OLED ekran, seffaf elektrotlar, dokunmatik paneller
vb.) kullanimu1 i¢in gelistirilecegi literatiirlerde bildirilmistir. Grafenin diger bir malzeme
iiretim potansiyeli mekanik, kimyasal ve biyokimyasal sensorlerde aktif elemanlar
olarak kullanilabilmesidir (Stankovich vd., 2007). Grafen uygulama alanlarina
bakildiginda genis bir yelpazeye sahiptir. Nanokompozitlerin gili¢lendirilmesi, saydam
filmler, enerji depolama araglari, elektronik devreler, metal geri kazanimi ve karbon

temelli materyaller gibi daha bir ¢ok uygulama alani1 vardir (Park and Ruoff, 2009). Bu



yiizden grafene olan talep her gegen gilin artmaktadir ve iiretimi biiyiilk Onem arz

etmektedir (Sabzevari vd., 2018).

Bu nedenlerden dolay1 grafen; sayisiz arastirmanin hedefi haline gelmis ve polimer
bazli nanokompozitlerin tasarlanmasi i¢in grafenin polimerlere dahil edilmesine yonelik
calismalar baglamistir. Ancak, bozulmamis grafen kullanimi Van der Waals
etkilesimlerinden dolay1; asagidan yukariya sentez, zayif ¢oziiniirliikk ve ¢ozelti i¢inde
yigilma nedenleriyle zorlayict olmustur. Alternatif olarak yapisal olarak grafene benzer
olan bilesikler, saflastirilmis grafenin avantajin1 elde etmek ve ayni zamanda yiizeyi
fonksiyonel hale getirilmis oksijen gruplariyla doldurmak amaciyla, yukaridan asagi bir
yontemle grafit veya diger karbon kaynaklarindan sentezlenebilir. Protonlagmig grafitin
oksidasyonu, ¢ok sayida istiflenmis grafit oksit katmanindan olusan grafen oksite (GO)

yol agar (Tshikovhi vd., 2020).

1.2.1 Grafen oksit

GO, grafene benzer bir altigen karbon yapisina sahiptir. Fakat ayn1 zamanda hidroksil (-
OH), alkoxy (C=0-C), karbonil (C-O), karboksil asit (-COOH) ve diger oksijen bazli
fonsiyonlar1 igerir. Sentezlenme kolayliginin yam sira, bu oksijenli gruplar yiiksek
¢oziinlirliige sahip ve nanokompozit malzemelerde kullanimi ig¢inde uygun olan ve
ayrica ylizey islevsellestirme olasiligi da dahil olmak iizere grafen iizerinde bir¢ok

avantaji vardir.

Grafen oksit, 19 yiizyilda Staundemaier, Brodie, Hummers ve Offeman yontemleri ile
sentezlenmektedir. Mellon Endiistriyel Arastirma Enstitiistinde bulunan 2 kimyager
tarafinda grafen oksiti iiretmek icin farkl yontem bulmuslardir (Zhou ve Bongiorno,
2013). Hummers metodu kullanarak grafen oksit sentezlemek basit, diisiik maliyetle
yiiksek oranda malzeme iiretmek gibi birden fazla avantajlar saglamaktadir (Hanifah ve
ark., 2015). Bu sentezleme yontemi oksidant ve kuvvetli bir asitle birlikte grafitin
yiikseltgenmesine bagli reaksiyon gergeklesmektedir. Sentez sirasinda gergeklesen
yiikseltgenme derecesi, deney kosullarina, grafitin 6zelliklerine ve yonteme bagli olarak
degisiklik gostermektedir (Park and Ruoff, 2009). Grafen oksitin iiretimi sirasinda
zehirli gaz salmimi gergeklesmektedir. Hummers yonteminde ise grafit kuvvetli

oksidasyon kapasitesine sahip potasyum permanganat vb. kimyasallar ve yiiksek derece
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konsantrasyona sahip siilfiirik asit ¢dzeltisi ile reaksiyona tabi tutulmaktadir (Marcano
vd., 2010). Grafen oksit tiretiminde en yaygin kullanilan yontem modifiye hummers
yontemidir. Bu yontem ile tliretilen grafen oksitin ortalama katman kalinligr 1 nm ve yan
boyutlar1 yaklasik olarak 1 um ince grafen oksit pullarindan olusmaktadir (Marcano vd.,
2010).

1.2.3 Indirgenmis grafen oksit (RGO)

Grafen, grafen oksitten farkli olarak bagka iiretim teknikleri de tiretildigi bilinmektedir.
Bunlardan bir tanesi de GO yapisindaki oksijen gruplarinin sayisini en aza indirme ve
bozulmamis grafeninkine daha yakin oOzellikler elde etmek i¢in indirgenmis grafen
oksidi (rGO) yontemleri gelistirilmistir. (Santoso vd., 2020). Bu yontemde grafen
tiretiminde hammadde olarak kullanilan grafit ilk olarak kimyasal oksidasyon
reaksiyonu ile karbonil (-CO), epoksi (-COC), hidroksil (-OH) ve karboksil (-COOH)
gibi farkli fonksiyonel gruplarin olusumu ile grafen oksit sentezlenmektedir. GO
yapisinda sahip oldugu bag yapilarindan dolayr hidrofilik bir 6zellige sahiptir. Bu
durum grafen oksitin elektronik uygulamalarda tercih edilmemesine sebep olmaktadir.
Bu nedenle grafen oksitin iletkenigini arttirmak ve kullanimini kolaylastirmak igin
GO’nun fonksiyenel gruplar1 indirgenerek (RGO) indirgenmis grafen oksit iiretilmistir.
Bu indirgenme isleminde hidrazin hidrat ve sodyum borhidriir kullanilmaktadir (Tiyek
vd., 2019)

Hummers yontemi bir¢cok varyanslari olmasma ragmen GO iiretiminde en ¢ok tercih
edilen yontemdir. Indirgenme yontemlerine bakildiginda termal tavlama,
elektrokimyasal indirgenme ve kimyasal indirgenme metotlar1 mevcuttur. Asagida yer

alan Sekil 1.2°de GO’dan RGO fiiretimi verilmektedir (An Wong vd., 2014).
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Sekil 1.2. indirgenmis grafen oksit sentezi (An Wong vd., 2014)

Grafenin tiirevleri ile ilgili yapilan bilimsel ¢alismada, grafenin tiirevlerinin (GO, rGO,
GQDs) polimer nano kompozit malzemelerin iiretiminde etkili oldugu kanitlanmis ve
ideal malzeme 0Ozelligi ve polimer matrikslerindeki dagilabilirligi sayesinde birgok

uygulama alani agilmistir.

Sp2 karbon atomlarinin yapisal 6zelliklerinden dolayi, nanokompozitler de ince dolgu
yapisinin ayarlanmasi, iistin membran teknolojilerinin iiretiminde belirli boyutta ki
molekiillerin seciciligi miimkiindiir. Ayrica GO’nun benzersiz hidrofilik, termal ve
elektriksel Ozellikleri sayesinde wuyaranlara duyarli malzemelerin {iretiminde

kullanilabilir.

Grafenin belirtilen 6zellikleri dikkate alindiginda biiyiik yiizey alani, elektriksel
iletkenligi ve kimyasal yapisi bakimindan sularda kirletici parametreleri uzaklastirmak
icin umut verici bir adsorbandir. Adsorpsiyon, atik sular igerisindeki organik ve

inorganik Kkirleticilerin giderimin de etkili bir yontemdir. Adsorpsiyonun c¢alisma
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mekanizmasinda ortama birakilan adsorban iizerine kirletici parametrelerin birikme
olgusudur. Adsorpsiyon da en onemli parametreler; genis yiizey alani ve gozenek
hacmidir (Tiwari vd., 2020). Fakat saf (bozulmamis) grafen yapilarinda gézeneklilik
mevcut degildir. Gozeneklilik Ozelliginin olmamasi farkli gbézenekli yapiya sahip
fonksiyonel malzemelerin (kitosan, silika ve jelatin) birlesimi ile hem yiiksek kapasiteli
adsorbanlar elde edilebilir hem de aritimda membrana benzer bir islev katan gézenekli
yap1 elde edilebilir. Yiiksek adsorpsiyon performansi i¢in kullanilan fonksiyonel
malzemelerin adsorbat ile etkilesimi, temas siiresi, pH ve sicaklik gibi bir ¢ok faktore
baglidir. Grafen ve tiirevleri, nano yapili bir adsorban olarak farkli karakterizasyonlara
sahip atiksular igerisinde uygulanabilirligi test edilmis ¢alismalar mevcuttur (Zaaba vd.,

2017).

1.3 Adsorpsiyon Teknolojisi

Kati veya akigkanlar i¢inde molekiiller her yonden ¢ekildikleri i¢in, bu ¢ekim kuvvetleri
dengededir. Oysa, fazlar aras1 yiizeyde, molekiillere etki eden ¢ekim kuvvetleri farklilik
gostermektedir. Bu ylizden malzemenin derisimi ara yilizeye yakin bolgede ara yiizeyi
olusturan fazlar igerisindeki yigin derisiminden farklidir. Dolayisiyla kati yiizeylerine
degmekte olan gazlar, sivilar veya bunlarin igerisinde ¢dziinmiis olan maddeler bu
yizeyler tarafindan tutulur. Kati yiizeyindeki atom ve molekiillerin etkilesim
kuvvetlerinden dolayr adsorbsiyon kati ylizeyinde meydana gelir. Yiizey tarafindan
tutunan, gaz veya sivi olabilir. Adsorpsiyon tarihte ilk olarak 1773’te Scheeleev ve 1777
yilinda da A. Fontana tarafindan ortaya atilan bir teoridir. Adsorpsiyon teorisinin ilk
analitik calismalar1 Saussure tarafindan 1814 yilinda gerceklestirilmistir. Adsorpsiyon
terimi 1881 yilinda kayser tarafindan tanimlanmistir. Adsorbsiyon, malzeme(lerin)
derisiminin ara ylizeyde (kat1 ylizeyinde) yigin derisimine gore artist seklinde
tanimlanabilir. Yiizeyde tutunan malzemeye “adsorblanan maddde veya adsorbat” ve
lizerinde adsorbsiyonun gerceklestigi katiya ise ‘“adsorbent veya adsorban” ismi
verilmektedir. Ayrica adsorbsiyon igleminin tersine adsorplanan maddenin ortama geri
verilmesine yani yiizeyde derisimin azalmasi islemine “desorbsiyon” denir (Kamaraj
and Vasudevan, 2014). Sekil 1.3° de da kati-sivi arasindaki adsorpsiyon teorisi

verilmektedir.

13



DESORPSIYON

<:I ADSORBAN

Sivi faz
Yiizey  ADSORPSIYON | O """" Q """"" Adsorbe

edilmis

_________________________________________________________________________________________ faz
[ o0
o
Kati faz Y o0 ~] ADSORBAN
o0 o° e ©®

Sekil 1.3. Kati-siv1 faz adsorpsiyon teorisi

Adsorpsiyon mekanizmasi 4 boliimden olusmaktadir. Proses igerisinde sivi fazdan kati
yiizeylere dogru bir adsorpsiyon islemi gergeklestiginde sivi-kat1 ara yiizeyleri arasinda
bir bulk diflizyonu olarak isimlendirilen islem adsorpsiyon mekanizmasinin ilk
boliimiinii olusturmaktadir. iki boliimde ise sivi-kat1 ara yiizeyine dogru hareket eden
adsorbat molekiilleri yiizeyden gozenek igerisine yerleserek film diflizyonunu
olusturmaktadir. Ugiincii boliimde ise adsorban malzemenin gbzenek difiizyonunda
adsorbatlarin sahip oldugu farkli boyutlardaki molekiillerinde gézeneklere tasinmasi ile
gerceklesmektedir. Son islem basamaginda ise adsorban malzemenin gozenek
hacimlerine adsorbatlarin tamamen tutunmasi ile sonlanmaktadir. Adsorbatlarin ara
kesit ylizeyine olan diflizyon islemine makro tasinim denir. Ara kesit ve adsorpsiyon
merkezi arasi tasmima ise mikro tasimim olarak adlandirilmaktadir. Sekil 1.4°de

adsorpsiyon prosesinin ¢alisma prensibi verilmistir (Kayman, 2009).
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Sekil 1.4. Adsorbant molekiilii igerisinde ve yilizeyinde gerceklesen partikiil ve film
difiizyonu (Bozkan, 2012)

Atiksular farkl kirletici igerilerine sahip oldugu i¢in karmasik bir yapidadir. Bu yiizden
iceriginde bulunan Kkirletici partikiillerinin adsorplanma yetenekleri farkliliklar
gostermektedir. Kirleticilerin yani adsorbatlarin molekiiler yapisi, boyutu ve ¢oziiniirlilk
kat sayis1 gibi Ozellikleri adsorpsiyon kapasitesini etkilemektedir. Agir metaller,
endiistriyel boyalar ve fenol tiirevleri kirleticiler 6zellikle endistriyel atiklardan yogun
bir sekilde bulunmaktadir. Geleneksel atiksu aritma teknolojileri kimyasal ¢oktiirme,
membran filtrasyonu, elektrokimyasal aritim, adsorbsiyon vb. yaygin kullanilan
yontemlerdir (Bensalah vd., 2009; Sajid vd., 2015; Ali vd., 2017; Selvaraj vd., 2020).
Bu yontemlerin bazilarmin eksikleri ve maliyeti ¢evre teknolojileri alaninda yeni
calismalara yol olmustur. Ozellikle adsorpsiyon teknolojisinin daha ekonomik,
uygulama kolaylig1 ve gelisebilir bir teknoloji olmasi dolayisiyla daha ¢ok arastirma

konusu haline gelmistir (Oztiirk, 2010).

Adsorpsiyon teknolojisi, boya, renk, fenol, agir metal, pestisit, deterjan kalintilar1 gibi
kirleticilerin sulardan gideriminde en ¢ok tercih edilen aritma yontemidir. Bu ylizden
her gecen giin su aritiminda yeni adsorban tiirleri gelistirilmesi arastirilmaktadir. Bu
adsorbanlar kil, kitin, mikrobiyal biyokiitle, organik ve tarimsal atiklar ve nano
malzemeler kullanilarak iiretilebilmektedir. (Simranjeet Sing vd. 2020). Ayrica bu
malzemeler ile kompozit malzeme entegrasyonlar1 gerceklestirilerek daha yliksek

kapasiteli adsorban tiretimi halen arastirilmaktadir.

15



Adsorpsiyon mekanizmasini matematiksel ifade edilmesinde asagidaki denklem

kullanilmaktadir:

ge=V (C0-Ce) /' m (1.2)

Adsorpsiyon ifadesinin denklemleri:

ge — Dengede adsorplanan madde miktar1 (mg/g)

C0 — Cozeltinin basglangi¢ fenol konsantrasyonu (mg/L)

Ce — Adsorpsiyon sonrasi ¢ozeltide kalan fenol konsantrasyonu (mg/L)
V — Cozeltinin hacmi (mL)

m— Adsorbentin agirligi (g)

ge adsorbanin adsorpsiyon kapasitesini ve adsorplanan malzeme miktarin
belirlemektedir. Birimi mg/g’dir. Adsorpsiyon islemi sonlandiktan sonra proses
icerisinde dengeye ulastiginda, adsorbanin adsorbladigi adsorbat miktari, sicaklik,

basing ve derisimin bir fonksiyonu olarak tanimlanmaktadir.

Adsorpsiyon, adsorbe edilenin yiizeyde tutulmasini saglayan kuvvet cesitlerine gore
“fiziksel adsorpsiyon”, “kimyasal adsorpsiyon” ve “degisim adsorpsiyon” olmak tiizere

tice ayrilmaktadir.

1.3.1 Fiziksel adsorpsiyon

Fiziksel adsorpsiyon adsorbe edilen malzeme zayif van der Walls kuvvetleri yardimi ile
yiizeyde tutulmaktadir. Islem tersinirdir ve islem sartlarmin degistirilmesi ile adsorbe
edilen malzeme kolaylikla yiizeyden uzaklastirilabilir. Fiziksel adsorbsiyon ekzotermik
bir olaydir. Adsorbe edilen molekiil basina yaklasik 5-10 kilokalori gibi diisiik bir
adsorbsiyon 1s1s1 ile karakterize edilir. Fiziksel adsorbsiyon isleminin tersine, yiizeyde
derisimin azalmasini gosteren “negatif adsorbsiyon” ile de sik¢a karsilagiimaktadir. Bu
islem “desorbsiyon” olarak isimlendirilmektedir. Genellikle ylizey serbest enerjisinde
artisa neden olan bilesenler veya islem sartlar1 (adsorbe edilen, T, P, derisim) negatif
adsorpsiyona yol agar. Her iki tiirlii yiizey olaylar1 (ylizey derisimi artis1 ve azalmasi)

“sorbsiyon” terimi ile ifade edilmektedir.
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1.3.2 Kimyasal adsorpsiyon

Adsorblanan taneciklerin, adsorblanan yiizeyine rastlayan atomlar tarafindan kimyasal
bag ile tutunmasi ile olusan adsorpsiyon seklidir. Kimyasal bagin dayaniklilig
farkliliklar gostermektedir. Bununla beraber olusan baglar fiziksel adsorbsiyondaki
baglardan kuvvetlidir. Kimyasal adsorpsiyon genellikle kati-katalizorlii reaksiyon
sistemlerinde karsilasilir. Adsorpsiyon enerjisi adsorbe edilenin molu basma 20 - 100
kilokalori arasindadir. Bu deger de -olayin ekzotermik ve endotermik olmasina bagl
olarak- kimyasal reaksiyonlardaki reaksiyon 1sisi ile yaklasik ayni degerdedir. Kimyasal
adsorbsiyon “aktif adsorpsiyon” olarak da tanimlanir ve genellikle heterojen katalizorler
ile etkilesim ile meydana gelir. Kimyasal adsorpsiyon yalnizca bir tabakali olabildigi
halde, fiziksel adsorpsiyon bir tabakali veya ¢ok tabakali olabilir. Fiziksel adsorpsiyon
genellikle tersinir bir olaydir. islem sartlarmin (derisim, P, T vb.) degistirilmesi ile
desorpsiyon meydana gelirken kimyasal adsorpsiyon, kuvvetli bag olusumu s6z konusu
oldugu i¢in tersinmez bir islemdir. Fiziksel adsorbsiyon genellikle sicaklik
yiikseltilmesi ile azaldig1 halde, kimyasal adsorbsiyon, adsorbsiyonun ekzotermik veya
endotermik olmasina ve aktivasyon enerjisine bagli olarak sicaklik yiikseltilmesi ile
artis veya azalma gosterebilir. Fiziksel adsorpsiyon (6zellikle diisiik derisim
araliklarinda ayirmanin gerekli oldugu durumlarda) Onemli endiistriyel ayirma
islemlerinin temelini teskil etmektedir. Belirli katilarin karisim igerisinden bazi
malzemeleri secici olarak adsorbe edebilme 6zelligi ayirma isleminin temel prensibidir.
Su buharinin havadan veya diger gazlardan uzaklastirilmasi, endiistriyel gaz karigimi
icerisindeki karbondioksit, kiikiirtdioksit gibi safsizliklarin giderilmesi, gaz ve sivi
karisimlardan istenmeyen kokularin uzaklastirilmasi, seker ¢ozeltisinin renginin
giderilmesi, organik sivilar igerisinde ¢06ziinen suyun uzaklastirilmasi endiistriyel
uygulamalar arasinda yer alan tipik 6rneklerdir. Kimyasal adsorpsiyon ile 6zellikle kati
katalizor uygulamalarinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Adsorpsiyon bir yiizey islemi
oldugu igin adsorblama giicli yiizey Ozelliklerinin 6nemli bir fonksiyonundur.
Adsorbantin yiizey 0Ozellikleri arasinda adsorpsiyon islemini etkileyen en Onemli
parametre yiizey alan degeridir ve artan yiizey alan degeri ile adsorpsiyon miktar1 artis
gosterir. Dolayisiyla gézenekli malzemeler veya cok ufak parcalara boliinmiis katilar

yiiksek adsorpsiyon kapasitesi saglamaktadirlar.
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1.3.3 Degisim adsorpsiyonu

Yiizeyde elektriksel ¢ekim kuvvetleri ile iyonik 6zellige sahip adsorbanlarin ¢ekilmesi
ile olusan adsorpsiyon tiiriine degisim adsorpsiyonu denir. Bu adsorpsiyon tiirlinde
elektriksel yiikiin fazla olmasi kiigiik c¢aplara sahip iyon partikiillerini daha iyi
adsorblayarak tepkimeyi daha giiclii hale getirmektedir. Cogu adsorpsiyon
tepkimelerinde 3 farkli adsorpsiyon tiirii arka arkaya goriilmektedir. Bu nedenle
herhangi bir adsorpsiyon tepkimesi tek basina ele alinmasi zorluk yaratmaktadir

(Ergene, 2013).

Bir kati tarafindan adsorblanan akiskan madde miktari, adsorbe eden ve edilenin
yapisina, adsorbe edenin yiizey 6zelliklerine, adsorbe edilenin y1gin derisimine, islem
sicakligr ve basincina baglidir. Adsorpsiyon verileri genellikle “adsorpsiyon izotermi”

seklinde sunulur.

1.3.4 Adsorpisyon izoterm modelleri

Genellikle, adsorplanan madde miktari, sabit sicaklikta derisimin bir fonksiyonu olarak
saptanir. Sabit sicaklikta, denge halinde ¢ozeltide kalan ¢6zlinen derisimine karsi, birim
adsorplayict agirliginda, adsorplanan ¢oziinen miktar1 grafige gegilerek adsorpsiyon
izotermi ad1 verilen sonug fonksiyonu elde edilir. Bunlar Freundlich, Langmuir ve BET
(Brunauer, Emmett ve Teller) izotermleridir. En ¢ok Freundlich ve Langmuir

izotermleri ¢alisilmaktadir.

Bir adsorpsiyonunun hangi izotermle daha iyi agiklandiginin bulunmasi ic¢in deneysel
olarak elde edilen veriler tiim izoterm denklemlerine uygulanip grafige dokdiliir.
Verilerin dogrusal bir grafik olusturdugu (korelasyon katsayisi R 2 nin 0.95’den biiyiik
oldugu izoterm ¢esidi o adsorpsiyon igin en uygun olanidir. Ama bir veya daha fazla

izoterm de uygun olabilmektedir(Hakizimana vd., 2017).
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1.3.4.1 Langmuir izoterm modeli

Irving Langmuir tarafindan 1916 yilinda kimyasal adsorpsiyonu igin tiiretilmis izoterm
modeli langmuir izotermidir. Temeli tek tabakali fiziksel adsorpsiyon yoOntemine

dayanmaktadir.

Langmuir izoterminde yilizeyde adsorplanan molekiillerin tek tabaka halinde
adsorplandigi, adsorpsiyonda yiizeyin her tarafinin ortiilmedigi yer yer Ortiilmelerin
olustugu, yilizeyin her tarafinda adsorpsiyon enerjisinin ayni oldugu ve yiizeyde tutunan
molekiiller arasinda etkilesme olmadigi gibi varsayimlar gelistirilmistir. Langmuir

izotermi asagidaki denklemle ifade edilir;

qe=X/M=(gmax.b.Ce)/(1+b.Ce) (1.2)

ge: adsorplanan madde miktar1 (mg/g)

X: adsorplanan maddenin kiitlesi (mg/L)

M: Adsorban miktari (g/L)

Ce: Coziinen maddenin denge konsantrasyonu (mg/L)
b: Lagmuir izoterm sabiti (L/mg)

gmax: adsorbanin birim kiitlesini tamamen dolduracak adsorbat madde miktar1 (mg/g)

Langmuir izoterm modelinin uygulanmasinda temel karakteristikleri ayirma faktorii

(RL) degerine gore hesaplanmaktadir.

R =1/(1+b.Co) (1.3)

1.3.4.2 Freundlich izotermi

Freundlich 1926 yilinda adsorpsiyon prosesini ifade eden bir ampirik denklem
gelistirmistir. Freundlich izotermi de ana fikir olarak Langmuir izoterminden yola
cikilarak, baz1 varsayimlar ve gelisimler yapilarak matematiksel olarak ifade edilmistir.

Freundlich’e gore bir adsorbanin ylizeyi lizerinde bulunan adsorpsiyon alanlari
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heterojendir yani farkli tiirdeki adsorpsiyon alanlarindan teskil edilmistir (Khan vd.,
2019). Freundlich izoterminin matematiksel denklemi;

— 1n 1.4
qe=K; -Ce (1.4)

ge: denge aninda adsorplanan madde miktar1 (mg/g)
Ce: Denge derisimi (mg/L)

Ks: Adsorpsiyon kapasitesi

n: Adsorpsiyon siddetini (n>1) ifade etmektedir.

Ki degeri adsorbanin adsorpsiyon yetenegi ile orantili iken n degeri ilse adsorbatin

adsorplanma kapasitesi ile orantilidir. Freundlich izoterminin dogrusal denklemi ise;

log (ge) = logKs + 1 n (logCe) (1.5)
1.3.5 Adsorpsiyonu etkileyen parametreler

1.3.5.1 Adsorban yiizey alani

Adsorpsiyon islemlerinde kimyasal reaksiyon esnasinda yilizey alan1 genisligi
reaksiyonu pozitif yonde etkilemektedir. Genis yiizey alanina sahip adsorbanlarin

kullanilmast gézenek hacmi ile dogru orantili olarak daha ¢ok kirleticinin tutunmasina

neden olarak adsorpsiyon kapasitesini arttirmaktadir.
1.3.5.2 Adsorban gozenek ¢api

Adsorpsiyon teknolojisinde yeni adsorban malzemeler iiretilirken en ¢ok diikat edilen
nokta gézenek hacminin arttirilmasidir. Clinkii adsorpsiyonun temelini olusturan sistem,
adsorban malzemenin gozeneklerine adsorbatlarin tutunmasi hareketidir. Adsorbat
molekiillerinin genis gbézenek c¢aplarina tutunmasi yine adsorpsiyon kapasiteni olumlu

yonde etkileyecektir.
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1.3.5.3 Cozeltinin pH degeri

Adsorbanlarin yiizeyleriicinde bulunduklari ortamin pH degerine gore fonsiyonel
gruplar1 degismektedir. Cozelti halinde bulunan adsorbat, adsorban yiizeyine
tutunmaktadir. Genellikle maddelerin nétral oldugu durumlarda adsorplama hizini
arttirmaktadir. Adsorpsiyon hizimin artmast H® ve OH’ iyonlarinin miktaria bagl
olarak adsorplanma yeteneklerine baglidir. Cozelti igerisinde fazla miktar H" ve OH’
iyonlar1 bulunursa bu iyonlar kendi aralarinda adsorban malzemeye tutunmak igin yaris
haline girmektedirler. Bu da adsorban yiizeyine adsorbat molekiillerinin daha az

adsorblanmas1 sorununu ortaya ¢ikarmaktadir.

1.3.5.4 Ortam sicakhigi

Adsorpsiyon proseslerinde genel olarak reaksiyonlar ekzotermiktir. Bu durumda
reaksiyon sirasinda ortama 1s1 gecisi olmaktadir yani ortama 1s1 aktarilir. Bu sebeple
adsorpsiyon diisiik sicakliklarda daha yiiksek kapasitelere ulasmaktadir. Ekzotermik
reaksiyonlar sirasinda agiga ¢ikan 1s1 miktarlar fiziksel adsorpsiyon da yogunlagsma
yani diger bir deyilse kristallenme enerji mertebesi gerceklesmektedir. Bu durum
kimyasal adsorpsiyon sirasinda ise kimyasal reaksiyon enerji mertebesinde olmaktadir.

Bu yiizden adsorpsiyon kapasitesinde sicaklik 6nemli bir parametredir.

1.3.5.5 Basing

Basing parametresi daha ¢ok gaz halde bulunan maddelerin adsorpsiyonu i¢in énemli
bir faktordiir. Gaz halde bulunan maddenin adsorpsiyonu sirasinda basing arttikca

adsorbatlarin adsorbanlanma miktar1 artmaktadir.

1.4 Agir Metaller

Elementler icerisinden yogunlugu 5 g / cm3’ten bliylik ve atom agirligi 50°den biiyiik
olanlar agir metallerdir. Agir metal elementleri krom (Cr), ¢inko (Zn), demir (Fe),
kursun (Pb), kobalt (Co), Nikel (Ni), bakir (Cu) ve kadmiyum (Cd)’dur (MADENLI
vd., 2021). Agir metaller dogada kendiliginden bulunan bilesiklerdir. En belirgin

Ozellikleri dogada bozulmadan kalabilmektedir. Bu agir metaller su, gida ve hava ile bir
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sekilde canl1 viicuduna tasmabilmektedir. Insan saghig1 igin bazi1 elementler iz miktarda
bulunmasi gerekli olsada agir metallerin canli metabolizmasinda fazla miktarlarda
bulunmasi toksik etki yaratmaktadir. Ayrica agir metaller birikme o6zelligine sahip

olmas1 nedeniyle tehlikeli maddeler gurubuna girmektedir.

Endiistriyel gelisimlerin artmasi ile dogal ekosistemler ve canlilar i¢in agir metal
desarjlar1 her gegen giin artmaktadir. Bu durum toprak ve su ekosisteminin yaninda
canli organizmalar {izerindeki etkileri olumsuz bir sekilde artmaktadir. Canlh
metabolizmasinda agir metal birikimi  biyobirikim olarak adlandirilmaktadir.
Biyobirikim ile dogada ve canli da zaman icerisinde kimyasal konsantrasyonun artmasi

demektir (Ozbolat and Tuli, 2016).

Endiistriyel iretimlerden kaynakli olarak atik sularda agir metal kirlericilerine
rastlanmaktadir. Bu durum su ve toprakta agir metal kirliligine yol a¢maktadir.
Atiksularda agir metal birikimi insanlar1 yasam tarzlarina ve yerel bolgelerde kurulmus
endiistriyel hizmetlere bagli olmaktadir. Agir metaller yiiksek konsantrasyonlarda desar;j
edildiginde organizmalarda ve mikroorganizmalarda zehirli etki olusturdugu yapilan

calismalarla belirlenmistir (Ozbolat and Tuli, 2016).

Agir metal maruziyeti alzheimer, parkinson, depresyon, bas agrisi, agizda metalik tat ve
iltihaplanma, tiroid problemleri, cilt problemleri, sindirim problemleri, hormon
problemleri, kardiyovaskiiler problemler, bagisiklik sistemi problemleri, prostat
problemleri ve kanser gibi ciddi hastaliklara neden olabilmektedir. Agir metallerin

neden oldugu bu saglik sorunlari ciddi teshisler gerektirmektedir.

Agir metal gideriminde geleneksel atiksu aritma teknolojileri kimyasal c¢oktiirme,
membran filtrasyonu, elektrokimyasal aritim, adsorbsiyon vb. metotlar yaygin
kullanilan yontemlerdir (Selvaraj vd., 2020). Bu yontemlerin bazilarinin yetersizligi ve
bazilarmin da maliyeti ¢evre ve aritim teknolojileri alaninda yeni caligmalara yol

acmuistir.

Belirtilen aritim teknolojileri arasinda gelistirilebilmesi ve uygulanabilirligi agisindan

en verimlisi adsorpsiyondur (Selvaraj vd., 2020).

22



Son yillarda nanoteknoloji alaninda c¢esitli atiklarin kullanilmasi dahil olmak iizere
karbon temelli malzemelerin iiretimi iizerine ¢aligmalar artmistir. Bu nano yapili karbon
malzemelerin verimleri yiiksek teknolojik malzeme {iretiminde kullanilarak c¢evre
problemlerinin ¢oziimiinde uygulanmasi son yillarda popililer bir arastirma konusu
haline gelmistir. Bu nano yapili karbon-malzemelerden biri olan grafen 2004 yilinda ilk
defa izole dilisinden bu yana pek ¢ok alanda kullanilmaya baslanmistir (Imran Ali vd.
2019). Grafenin bir¢cok alanda kullanilmasinin baslica sebepleri; yiiksek elektrik ve 1s1
iletkenligi, yiiksek mukavemete ve yliksek 1s1k gecirgenligine sahip olmasidir. Bunlarin
yaninda, grafenin kristal yapisi (bal petegi Orgiisii), ¢ok ince olmasi (angstrom
kalinliginda), yiiksek yiizey alanina sahip olmasi gibi 6zelliklerinden dolay1 aritim ve
giderim teknolojilerinde Kkirleticilerin sulardan uzaklagmasinda tercih edilmektedir.
Grafenin ylizey oOzellikleri ile birlikte elektronik, kimyasal ve termal Ozelliklerinin
kullanildig1 fotokataliz, kataliz, inorganik metallerin uzaklastirilmas: ilag, organik
kirleticilerin giderimin de kullanilmaktadir. Karbon temelli driinlerin atik su
remediyasyonunda kullanilmasi genel olarak adsorpsiyon veya biyokompozit iiretimi ile

olmaktadir.

1.4.1 Krom

Krom dogada kayaglarda ve tortul ¢okeltilerde dogal halde bulunmaktadir. Diinyada
krom rezervleri Kazakistan, Hindistan, Rusya ve Giiney Afrika iilkelerinde
bulunmaktadir (Wren Tracy vd., 2020). Krom elementi kimyasal element gruplari
icerisinde grup VI da yer almaktadir. Genel olarak Cr (III) olarak var olmaktadir.
Diinyanin yer kabugunda bulunan elementler icerisinde 21. sirada olmasina ragmen yer
cekirdeginde ce yer kabugu ile g¢ekirdek arasinda yer alan manto da daha yiiksek

miktarlarda bulunmaktadir.

Krom cevherleri ekonomik acgidan degerlendirildiginde en Onemlisi kromittir.
(FeCr;04). Bunun yani sira canli yagami i¢in krom dogal bir bilesen oldugu i¢in ihtiyag
duyulan bir iz elementtir. Fakat yiiksek konsantrasyonlara sahip krom metalinin
ozellikle yiikseltgenmis halde bulunan alti degerlikli krom canlilar i¢in toksik etkiye
sahiptir.
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Diinyada kromitin kullanildig1 alanlara bakildiginda metaliirji endiistrisinde (gelik
yapimi), atese dayanikli islemlerde (cam iiretimi, metal endiistrileri icerisinde firin
astarlarinda tugla ve har¢ i¢in) ve kimyasal uygulamalarda (potasyum dikromat,
amonyum dikromat, sodyum dikromat, sodyum kromat, potasyum kromat ve kromik

asit vb. kimyasal) kimya endiistrisinde kullanilmaktadir.

Krom kimyasal olarak karmasik bir yapiya sahiptir. +1 ve +6 degerlikleri arasinda farkl
oksidasyon formlarinda olabilmektedir. Fakat en yaygin krom formlar1 +3 ve +6
degerligine sahip durumda olanlardir. Bunlar1 yani sira en ¢oziinen ve kirletici olarak
ortamlarda bulunan krom (VI)’dir. Endiistriyel iiretimler sonrasi salinimlar ve desarjlar
gerceklemesinden dolayr hava, su ve toprak ekosistemlerinde krom olabilmektedir
(Seven vd., 2018; Yerli vd., 2020).

Su kirliliginde Kirleticiler igerisinde krom agir metali ciddi bir ¢evre sorunu olarak
gorliilmemesine ragmen gecmis zamanlarda alici ortamlara verilen krom igerikli
arititlmamig atiksular canli yasamini tehdit edilmis ayn1 zamanda ¢evre felaketlerine

sebep olmustur (Vardhan vd., 2019).

Krom atomunun degerlilikleri kromun toksik seviyesini belirlemektedir. Insanlar kroma
maruz kalabilir ve c¢esitli yollarla (temas, solunum, sindirim vb.) viicuda

alabilmektedirler.

Yiyecek ve igecek yoluyla yani beslenme ile viicuda krom (VI) bilesiginin alinmasi
yutakta ve midede farkli hastaliklara sebep olmaktadir. Bu durum viicutta toksik
etkilerin belirtilerdir. Krom +3, krom +6 ye gore daha az toksisiteye sahiptir. Bu ylizden

canli yasamini tehdit eden bir sorun olarak goriilmemektedir.

Solunum yolu, soluma ve deri temasl ile yiiksek konsantrasyonlarda kroma maruz
kalan kisiler genellikle mesleki yollardan dolayr maruz kalmaktadir. Kroma maruz
kalan kisilerde en yaygin goriilen hastalik solunum problemleridir. Calisan kisilerde
mesleki maruziyetlerinden dolay1r en ¢ok akciger kanseri hastaligi goriilmiistiir. Bu
durum krom +6 degerligine maruziyette en ¢ok goriilmektedir. Kroma yiiksek
konsantrasyonlarda maruziyet genel olarak deri, ¢elik ve krom imalat

endistrilerindendir.
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Krom +3 degerlikli bilesikler suda c¢ok az ¢oziinmektedir. Bu yiizden dogal su
kaynaklarinda sinirli miktarlarda bulunmaktadir. Krom +6 bilesikleri oksijenli
ortamlarda durumu stabildir ve herhangi bir tepkimeye girmemektedir. Fakat oksijensiz
ortamlarda krom +6, krom +3’1i indirgenmektedir ve ortamda tersi reaksiyon goriilmesi

muhtemeldir.

Krom daha ¢ok denizde baliklarda ve yosunlarda goriilmektedir. Krom +6 bilesiklerinin
sular i¢in tehlike smifi 3 olarak belirlenmistir. Ayrica ¢ok toksik grupta yer almaktadir.
Bitkilerde 500 ve 6000 ppm arasindaki konsantrasyonlarda bitkilerin zarar gérmedigi
belirlenmistir. Ayrica topraktaki kire¢ ve fosfat gibi alkali gruplarin varligi krom
hassasiyetini daha da azalttig1 diisiiniilmektedir. Kendiliginden hava yoluyla kuruyan
toprak genellikle 2 ve 100 ppm araliginda krom icermektedir. Toprakta krom
¢Oziiniirligh diger toksik agir metallerin ¢oziiniirliigiine gore daha diisiik seviyededir.

Ayrica toksisite seviyesi ortamin pH degerine de bagl olarak da degismektedir.

Kirlenmis toprak ve su bolgelerinden yaygin olarak krom +6 bilesigi bulunmaktadir.
Krom agir metali redoks sartlarima bagl olarak +3 degerlikli oksidasyon durumunda
olusabilmektedir. ~Krom (+6) oksijenli ortamlarda sig sularda  yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Ayn1 zamanda yeralt1 sularinda da yogun bir sekilde
krom +6 kirliligi ile karsilagsmaktadir. Yeralt: sularinda oksijensiz ortamlarda krom +6,
+3’ e indirgeyebilmektedir. Ek olarak farkli art1 degerlikli metallerin varliginda krom
kolayca ¢okebilen kromat ve dikromat formunda bulunabilmektedir. Sonug¢ olarak agir

metal kirliligi toksik ve 6liimciil etkileri nedeni ile kaynaginda 6nlenmelidir.
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BOLUM 11

MATERYAL METOT

2.1 Materyal

Aspergillus niger susu Nigde Omer Halisdemir Universitesi Cevre Miihendisligi
boliimii, Cevre Mikrobiyolojisi laboratuvarindan temin edilmistir. Aspergillus niger
susu fungal hif-grafit (FHG) ve fungal hif indirgenmis grafen oksit (FHRGO)
tiretiminde kullanilmak igin Patato Dextro Agar (PDA) ortaminda pasajlanarak
cogaltilmistir. Tiim deneyler 250 ml’lik erlenmayer de 100 ml stok bazal ortamda 0 g/L,
0.1 g/L, 0.5 g/L ve 1 g/L konsantrasyonlarda G ve RGO kullanilarak sicaklik kontrollii
calkalamali inkiibasyonda fungal hif biyokompozitleri iiretilmistir. Uretim esnasinda
giinlik olarak siipernatantlari alinarak -800C ‘de oOrnekler saklandi. Daha sonra
ornekler enzim analizleri i¢in liyofilize edilerek B-Glukosidaz, B-ksilosidaz, a-L-
arabinofuranosidaz, esteraz, endoglukanaz, pektinaz, lakkaz ve proteaz enzim analizleri
gergeklestirildi. Siipernatantlari alinan fungal hif biyokompozitler ise karakterizasyon
analizleri i¢in -80°C saklandi. Uretilen biyokompozitlerin adsorpsiyon o6zelliginin
belirlenmesi i¢in yanit yilizey metolodojisine gore Box-Behnken istatiksel modeli

kullanilarak Cr(VI) agir metal analizi gerceklestirildi.

2.2 Metot

2.2.1 Grafit ve RGO hazirlanmasi

Deneysel ¢aligmalarda ve indirgenmis grafen oksit (RGO) iiretiminde kullanilmak tlizere
Sigma Aldrich marka grafit temin edilmistir. Grafitin partikiil boyutu <20 pm ve %99.5
safliga sahiptir.

RGO (indirgenmis grafen oksit) Modifiye Hummers yontemi ile iiretildi. ilk olarak
grafen oksit sentezinde kullanilan kimyasal tiirleri, oranlar1 ve reaksiyon siireleri
optimizasyonu gerc¢eklestirildi. Grafen oksit sentezi i¢in 7.5 mL Siilfiirik asit (H2S0O4)
ve 0.9 g potasyum permanganat (KMnQ,) cam beher igerisinde 30 dakika karistirilmis

ve ardindan ortama grafit tozu eklenmistir. Daha sonra ortam rengi kahverengi olana
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kadar distile su eklenmistir. Ortam sicakligi 4 OC sabitlenmistir. Grafen oksidin son
adim1 olarak ortama H;O, eklenerek c¢ozelti rengi kahverengiden sariya donmiistiir.
Daha sonra siizme islemi gerceklestirilerek oda sicakliginda kurutulmustur.
Kurutulduktan sonra ortama distile su eklenmistir. Cozelti daha sonra birka¢ saat
sonikasyona tabi tutularak grafit oksit tabakalar1 ayrilmasi ile Grafen oksit elde

edilmistir.

Elde edilen grafen oksitten, RGO (indirgenmis grafen oksit) tiretmek i¢in indirgenme
isleminde hidrazin hidrat kullanilarak kimyasal ydntem kullanilmistir. Indirgenme
islemi i¢in grafen oksit ¢ozeltisi ultrasonik banyoda 5 saat tutulduktan sonra ortama
hidrazin hidrat damlatildi. Daha sonra ¢ozelti siizme asamasinda distile su ve metanol
ile yikanmistir. Ardindan 70 derece sicaklikta kurutulmustur. Elde edilen malzemenin

dogrulugu i¢in spektroskopik analizleri yapilarak RGO oldugu dogrulanmustir.

2.2.2 FHG (fungal hif-grafit) ve FHRGO (fungal hif-indirgenmis grafen oksit)

biyokompozit iiretimi

Aspergillus niger igin hazirlanan 2 g/L glikoz, 5 g/l NH4NO3, 1 g/L KH,POy,, 2 g/L
maya Oziitii, 0.25 g/L MgS0,4.7H,0, 0.3 mg/L FeSO,4.7H,0, 0.4 mg/L ZnS0,4.7H,0, 0.4
mg/L CuSO,4.5H,0 ve MnS0O4.2H,0 0.15 mg/L igeren stok bazal ortam pH 5’de ve 1.2
atm basing altinda 15 dakika boyunca 121°C de sterilize edildikten sonra ortam erlen
meyer siselerine (250 mL) 100 mL olarak yerlestirilmistir. Ortama 1 ml mantar spor
hacmi ve farkli konsantrasyonlarda Grafit ve RGO eklenerek 27.5°C” de 125 rpm de
inkiibasyon gerceklestirilerek FHG ve FHRGO biyokompozit kiireler olusturulmustur.

2.2.3 Karakterizasyon
FHG ve FHRGO'nun fonksiyonel gruplar, Fourier doniistirilmis kizilotesi
spektroskopisi (FT-IR, Bruker Vertex-70) ile oda sicakhiginda 4000'den 400 cm™e

tahmin edildi. Kompozit yapiyr ve kaliteyi daha anlasilir kilmak icin RAMAN

spektrumlar1 (Renishaw, Via) kullanildi.
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Termogravimetrik ve diferansiyel termal analiz (TG-DSC/DTA PT1600), numunelerin
termal stabilitesini ve bilesimini kesfetmek i¢in farkli sicakliklarda ve farkl

atmosferlerde numunelerdeki kiitle degisimini 6l¢mek i¢in yapildi.

2.2.4 Enzim analizleri

Karboksil metil seliilloz (CMC), narenciye pektin (CP), guaiacol, p-Nitrofenol (pNP), p-
Nitrofenil-B-D-glukopiranozit (pNG), p-nitrofenil-B-D-ksilopiranosid  (pNX), p-
nitrofenil-a-L-arabinofuranozid (pNAF), p-nitrofenil butirat (pNB), azo-kazein, sigir
serum alblimini (BSA) Sigma-Aldrich’ten (St. Louis, MO) satin alindi. SDS-PAGE
analizinde kullanilan akrilamid, bis-akrilamid, SDS, amonyum persiilfat, -
merkaptoetanol Merck’ten (Darmstadt, Almanya) temin edilmistir. Protein standardi
Thermo Fisher Scientific’ten (San José, CA, ABD) saglandi.

2.2.4.1 p-glukosidaz, B-ksilosidaz ve a-L-arabinofuranosidaz enzim analizleri

B-Glukosidaz, B-ksilosidaz ve a-L-arabinofuranosidaz aktiviteleri, sirasiyla substrat
olarak pNG, pNX ve pNAF kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlendi. Analizler
Karnchanatat (2007) ve arkadaslarina gére uygulandi. 125 uLL 10 mM substrat ¢6zeltisi,
62.5 uL. 100 mM sitrat tamponu (pH 4.2) ve 62.5 uL enzim ¢ozeltisi iceren reaksiyon
karigimi, 47 °C'de 10 dakika inkiibe edildi. Reaksiyon, 500 uL 6nceden sogutulmus 0.5
M Na2C03 ¢ozeltisi ilave edilerek durduruldu. Ote yandan, esteraz aktivitesi, substrat
olarak pNB kullanilarak kiiciik bir modifikasyonla Adigiizel'e (2020) gore tespit edildi.
Analiz i¢in, 0.04 g Triton X-100 ve 100 uL enzim soliisyonu ile desteklenmis 890 uL
100 mM sitrat tamponu (pH 4.2) igeren bir karigtma 10 uL 200 umM pNPB
(izopropanol i¢inde ¢0Oziilmiis) ilave edildi. Deney, 47 °C'de 5 dakika boyunca
gerceklestirildi. Reaksiyon sonunda yukarida bahsedilen enzimler i¢in 410 nm'de
absorbans artis1 kaydedilmistir. Daha sonra, salinan pNP konsantrasyonu, bir pNP
standart egrisi kullanilarak hesaplandi. Bir birim (U) enzim aktivitesi, tanimlanan

kosullar altinda dakikada 1 pumol pNP salmak i¢in gereken enzim olarak tanimland.
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2.2.4.2 Endoglukanaz ve pektinaz enzim analizleri

Endoglukanaz ve pektinaz aktiviteleri, substrat olarak sirasiyla CMC ve CP ile
dinitrosalisilik asit (DNS) yontemiyle analiz edildi. 50 mM sitrat tamponu (pH 4.2) ile
hazirlanan 150 pL substrat ¢ozeltisi (%1) ve 50 pL. enzim ¢ozeltisi karisimi 47 °C'de 10
dakika inkiibe edildi ve ardindan 400 uL. DNS reaktifi (4.5 g/L 3,5) -dinitrosalisilik asit,
90.9 g/L sodyum potasyum tartrat, 7.3 g/L sodyum hidroksit reaksiyonu durdurmak i¢in
ilave edildi. 99 °C'de 5 dakika inkiibe edildikten sonra karisima 1 ml distile su ilave
edildi. 540 nm'de absorbans izlendi ve CMC ve PC'den indirgeyici seker salimi,
sirasiyla glikoz ve galakturonik asit standart egrileri kullanilarak hesaplandi. Bir iinite
(U) enzim aktivitesi, dakikada salinan 1 umol glukoz veya galakturonik asit esdegeri

olarak tanimlanda.

2.2.4.3 Lakkaz enzim analizi

Lakkaz analiz, substrat olarak guaiacol kullanilarak yapildi. Reaksiyon, 0.1 mM CuS04
ve 2 mM guaiakol igeren 50 mM sitrat tamponuna (pH 4.2) 100 uL. enzim soliisyonu
eklenerek baslatildi. Reaksiyon karisimi, 15 dakika boyunca 47°C'de tutuldu. 465 nm'de
absorbanstaki degisim Ol¢iilmiistiir. Bir birim lakkaz aktivitesi, dakikada 1 pmol

guaiakol'u oksitlemek i¢in gereken enzim olarak ifade edildi.

2.2.4.4 Proteaz enzim analizi

Proteaz analizi, hafif modifikasyon ile Lam ve arkadaslarina (2018) gore substrat olarak
azo kazein kullanilarak gerceklestirildi. 120 pL enzim ¢dozeltisi ve 50 mM sitrat
tamponu (pH 4.2) iginde hazirlanan 480 uL %]l azo kazein ¢6zeltisi ile hazirlanan
reaksiyon karigimi 47 °C'de 30 dakika inkiibe edildi. Reaksiyon, 600 uL %10
trikloroasetik asit ¢ozeltisi ilave edilerek sonlandirildi. Karisim, 30 dakika buz iizerinde
tutulduktan sonra santrifiijjlendi (13 000 x g, 10 dakika). 800 uL siipernatan alindi ve
200 uL 1.8 M NaOH cozeltisi ile birlestirildi. Daha sonra 420 nm'de absorbans 6l¢iildii.
Bir iinite enzim aktivitesi, tahlil kosullar1 altinda 1 mL enzim ¢ozeltisi ile dakikada 0.01

absorbans artigina neden olan enzim miktari olarak degerlendirildi.
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2.2.5 Krom (V1) analizi

Krom (VI) analizi difenilkarbazit kolorimetrik yontemi kullanilarak yapilmistir. Bu
metot kolorimetrik 6l¢iim yontemi ile Cr+6 iyonunun analizini kapsamaktadir. Asit
cozeltisi icinde difenilkarbazit reaksiyonu sonucu kirmizi-bordo renkli bir ¢ozelti

olusturulur ve 540 nm’de absorbansi dlgiilerek ¢ozeltinin Cr (VI) miktart belirlenmistir.

2.2.6 istatiksel metod

FGH ve FHRGO tarafindan adsorpsiyonu en {ist diizeye ¢ikarmak i¢in optimum
kosullar istatistiksel yazilim (Design Expert 7.0.0) kullanilarak Box-Behnken Design
(BBD) optimizasyon modeli ile belirlendi. BBD kullanilarak hazirlanan FHG ve
FHRGO ile ayr1 ayrt 16 deney seti iceren deney deseni Cizelge 2.1°de verilmistir.
Bagimsiz degiskenler olarak, zaman (1-11 h), krom konsantrasyonu (10-50 mg/L) ve
grafit/RGO (0.1-1 g/L) olarak belirlenmistir.

Cizelge 2.1. FHG ve FHRGO i¢in Box Behnken Design deney deseni

Deney Factor 1 Faktor 2 Faktor 3
no FHG ve FHRGO kons. (g/L) Zaman (saat) Krom Kons. (mg/L)
1 0.55 6 30
2 0.55 1 50
3 1 1 30
4 0.55 6 30
5 1 6 50
6 0.55 1 10
7 0.1 6 10
8 0.1 11 30
9 0.1 6 50
10 1 6 10
11 0.55 6 30
12 1 11 30
13 0.55 11 10
14 0.55 6 30
15 0.55 6 30
16 0.55 11 50
17 0.1 1 30
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2.2.7 Adsorpsiyon kinetigi ve izotermleri

Bir adsorpsiyon islemi icin gerekli denge siiresini ve ideal temas siiresini belirlemek
i¢cin kinetik ¢alisma yapilmalidir. FHG ve FHRGO biyokompozitlerinde kromu ve
optimum durumda sivi ortamda adsorpsiyon hizini belirlemek igin birinci mertebe
(Hakizimana vd., 2017), ikinci mertebe (Kamaraj ve Vasudevan, 2015), s6zde birinci
mertebe ve s6zde ikinci mertebe (Khan vd., 2019) modelleri uygulanmistir.

Birinci mertebe kinetik denklemi asagidaki gibidir:

InCi=-Kit+1InC, (2.1)
Denklem asagidaki gibi basitlestirilmistir:

Ci= Coe-Kit (2.2)

Ikinci mertebe kinetik denklemi asagidaki gibidir:

2
q/qt:1/q k2 + t/qe (2.3)
Yalanci birinci ve ikinci mertebe kinetik denklemi asagidaki gibidir:
dq/dt = kl/qe- q (24)

2
1/q=1/q’k, +1/q, (2.5)

Bunlarin yani1 sira denge siirlamasini ifade etmek i¢in Langmuir ve Freundlich izoterm

modelleri kullanilmistir (Gil vd. 2018).

Langmuir izoterm modeli lineerlestirilmis denklemi asagidaki gibidir:
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Ce/qe: 1qm /KL+ Ce/qm (26)

Freundlich izoterm modeli lineerlestirilmis denklemi asagidaki gibidir:

logge=logKs+ 1/n logCe (2.7)
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BOLUM 111
SONUC VE TARTISMA
3.1 Karakterizasyon Sonuclari
3.1.1 RAMAN analiz sonuclari

RAMAN spektroskopisinin temeli RAMAN sagilmasi olarak bilinmekte olup fotonlarin
esnek olmayan sacilma prensibine dayanmaktadir. Tipik olarak molekiillerin titresim
durumlarin1  belirlemek i¢in kullanilan spektroskopik bir yontemdir. RAMAN
spektroskopisi, molekiillerin tanimlanabilecegi yapisal bir parmak izi saglamak icin

yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu calisma kapsaminda iiretilen fungal hif biyokompozitler krom adsorpsiyonu oncesi
ve sonrasi hallerinin molekiiler yapisinin belirlenmesi i¢cin 785 nm’de lazer 151
kullanilarak Renishaw/Invia model/marka RAMAN mikroskopu altinda analizleri
gerceklestirilmisti. RAMAN mikroskopunda biyolojik icerikli orneklerin analizinde
genellikle optimum lazer 1g1n dalga boyu 785 nm segilmektedir. Genel olarak RAMAN
spektroskopisinde, her spektrum hem RAMAN hem de floresan mekanizmalarindan
kaynaklanan elementleri icerir. Bununla birlikte, gercek RAMAN spektral 6zellikleri
uyarma dalga boyu ile uyum i¢inde degisirken, floresans mekanizmalarindan

kaynaklanan spektral 6zellikler bu kaymalardan bagimsizdir.

Son yillarda biyolojik ¢aligmalarin karakterizasyonunda yerinde ve zamaninda analizler
icin RAMAN mikroskopu tercih edilmektedir. Farkli konsantrasyonlarda grafit ve RGO
kullanilarak {iretilen fungal hif kompozitler krom agir metal giderimi sonrast Box-
Behnken istatiksel verilerine gore optimum malzeme 0.1 g/L grafit igerigine sahip FHG
ve 0.01 g/L RGO igerigine sahip FHRGO belirlenmistir. Belirlenen optimum kompozit
yapilarda sekil 3.1 verilen RAMAN analizleri 500-3000 cm™ skalasinda taranarak
yapilmigtir. Mikroorganizma c¢alismalarinda rapor edilen RAMAN spektrumlar
karmasik bir yapt sunmaktadir. RAMAN spektrumlar1 fungal suslarinin i¢ ve dis
molekiiler yapist ile birlikte biyokimyasal 6zellikleri hakkinda bilgi verebilmektedir.

RAMAN spekturumunda tiim fungus tiirleri i¢in protein, lipid, sakkarit, karbonhidrat ve
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niikleik asitler ayni spesifik pikleri vermektedir. Sekil 3.1 (a) da gorildigi gibi
Aspergillus niger susunun RAMAN spektral bolgesinde 1639 cm™ C-N ve C-C tek
bag yapisim temsil etmektedir. 1609 cm™ dalga boyunda N-H deformasyon grubu
goriilmektedir. Ayrica 1576 cm™ dalga boyunda amid | ve amid II varhigm ispat
ederken 1547 cm™ fungal yapidaki protein varligin1 gostermektedir. Ek olarak 567 cm ™

ve 461 cm™ spektral bolgelerde goriilen pikler karbonhidrat pikleridir.

Tiim karbon yapili malzemelerin RAMAN spekturumlart nihai yapisi ne olursa olsun
hepsinin ortak bir dzelligi yani belirgin pikleri vardir. 1000-2000 cm™ bélgelerinde
yogun pikler goriilmektedir. RAMAN spekturumlarinda D ve G tepe noktalari
bulunmaktadir. Bu D ve G tepe noktalarinin goriiniir pikleri sirasiyla 1360 cm™ ve 1560
cm? pik noktalaridir. Sekil 3.1. (b) ve (c¢) de D ve G pikleri belirgin sekilde
goriilmektedir. Bu durum fungal hif biyokompozit yapilarinda kullanilan grafit ve RGO
nun gostergesidir. Sekil 3.1. (b) FHG biyokompozitine ait RAMAN spekturumudur.
Burada 1600 cm™ gériinen pik grafite ait bir G tepe noktadir. Sekil 3.1 (c) de FHRGO
biyokompozitine ait RAMAN spekturumu goriilmektedir. Bu biyokompozitte 1353,20
cm™ D band: tepe noktasini piki RGO’ya ait piktir. Ayrica 1586. 56 cm™ spekturum
piki G bandinda yer alan RGO’ya ait tepe noktasidir. Buna ek olarak sekil 3.1 (c) de
goriildiigii gibi 2706,20 cm™ ve 2918,93 cm™ bolgelerinde gelen pikler 2D bandini
gostermektedir. Sekil 3.1 (b) ve Sekil 3.1 (c) de goriinen FHG ve FHRGO yapisinda
Aspergillus niger’e ait pikler sekil 3.1 (a) ile kiyasladiginda karbonhidrat, lipid ve

protein yapilarinin bozuldugunu gostermektedir.
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Sekil 3.1 FHG ve FHRGO RAMAN analizi sonuglar1 FH (a), FHG (b), FHRGO (c),
krom adsropsiyonu sonrast FHG (d) ve krom adsorpsiyonu sonrasit FHRGO (e)

3.1.2 FT-IR analizi sonuclari

Sekil 3.2, bozulmamis A. niger ve krom yiiklii biyokiitlenin FT-IR spektrumlarini
gostermektedir. Biyokiitlenin karmasik yapisi, kontrol numunesindeki bir dizi
absorpsiyon tepe noktasi ile incelenmistir. 3.359 cm-1 civarindaki bant -OH gruplarinin
varligin gosterirken, 1.740 cm-1 bandinda uzanan C=0O gruplart -COOH varligini
gostermigtir. 2,928 cm-1'deki bant, mantar membran fosfolipidlerinde bulunan yag
asitlerine atfedilen —CH3 ve >CH2 fonksiyonel gruplar1 dahil —CH gerilmesini temsil
etmektedir. 1.647 ve 1.546 cm-1'deki orta derecede giiclii absorpsiyon bantlar1 sirasiyla
amid I ve amid II olarak gozlenirken, 1.035 cm-1'deki bant polisakkaritlerin P—O alkil
(fosfor bilesikleri) varligi goriilmistiir (Yee ve ark. 2004). —CN gerilmesi 1.350-1.000
cm-1 dalga boyu civarinda da goriilebildiginden, 1.074 ve 1.313 cm-1'deki zayif tepe
noktalari, protein fraksiyonlarmin —CN germe titresimi olarak tanimlanmistir (Bai ve

Abraham 2002).
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Sekil 3.2. FHG FT-IR Analiz Sonuglar1 FH (a), 0.5 g/L FHG (b), 1 g/L FHG (c) ve
0.1 g/L FHG (d)

Sekil 3.3, krom absorpsiyonundan sonra biyokiitle spektrumundaki dalgalanmay1
gostermektedir. Bandin genisligi ve yogunlugundaki 3.359 cm-1 civarindaki azalma ve
bandin 1.740 cm-1'deki zayiflig1 kontrol spektrumuna gore toplu olarak hidroksil ve
karboksil gruplarinin adsorpsiyona katkida bulundugunu gostermistir. -CH gruplarinin
2.928 cm-1 bandinda azalmasi fosfolipidin azalmasia karsilik gelmektedir. Spektral
analiz, Cr adsorpsiyonundan sonra —NH (2.360 cm-1) ve —CN (1.074 ve 1.313 cm-1)
absorpsiyon yogunlugunda birka¢ dikkate deger azalma oldugunu gostermistir; bu, -NH
ve —CN protein grubunun Cr(VI) baglanmasi anlamina gelmektedir. Benzer sekilde,
1.035 cm-1 bandinda bariz bir zayiflik meydana geldi ve bu da polisakkaritten olusan —
PO, iin Cr(VI) baglanmasina katildigini diisiindiirmektedir. Fungal hiicre zarmin ana
bilesimleri olarak fosfolipid, protein ve polisakkarit Cr(VI) biyosorpsiyonunda 6nemli

roller oynamustir.
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Sekil 3.3. FHRGO FT-IR Analiz Sonuglar1 FH (a), 0.5 g/L FHRGO (b) 1 g/L
FHRGO (c) ve 0.1 g/L FHRGO (d)

Orta derecede kiigiilen 1,647 ve 1,546 cm-1'deki pikin yogunlugu, amid I ve amid II'nin
bir sekilde Cr (VI) baglanmasma dahil oldugunu gostermistir. Farkli deneysel
kosullarda ¢esitli fonksiyonel gruplar ifade edilmis olsa da, sonuglarimiz temel olarak
karboksilat, amin, fosfat, hidroksil, stilthidril ve diger fonksiyonel gruplar dahil olmak
lizere birgok potansiyel “ligand”in metal alim bolgeleri oldugu bildirilen makalelerle
uyumlu oldugu goriilmiistiir. Bozulmamis ve Cr(VI) ile 6n isleme tabi tutulmus
biyokiitlenin FT-IR spektrumunda bu fonksiyonel gruplarin tanimlanmasi, A. niger
biyokiitlesi tarafindan kromun biyosorpsiyonuna  katkilarmin  gostergesidir.
Tamamlayici bir analiz olarak, Cr(VI) ile mantar takviyesinin RAMAN spektroskopi

testi yapilmustir.
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Sekil 3.4. FHG ve FHRGO krom adsorpsiyonu sonrasit FT-IR analiz sonuglart FHG
(@) ve FHRGO (b)

3.1.3 TGA analizi sonuclar:

Termogravimetrik analizler malzemelerin zamana, sicaklifa ve atmosferdeki degisime
kars1 gosterdigi kiitle kaybi egrisini gostermektedir. FHG ve FHRGO krom adorpsiyonu
sonras1 bitokompozitler 10 dakikalik bir 1sitma hizinda 800 °C sicakliga kadar 1sitilarak

sekil 3.5 (a) ve sekil 3.5 (b) verilen egriler elde edilmistir.

FHG biyokompozitine ait TGA analizi sonucu sekil 3.5 (a) da verilmektedir. Sicaklik
baslangigtan 400 °C ye ulagincaya kadar %22.7’lik kiitle kayb1, ardindan 400-600 °C
arasinda toplam da % 35’lik bir kiitle kayb1 gdzlemlenmektedir. 600-800 °C derece de
kiitle kaybinin sabitlendigi noktaya kadar % 22.74’lik bir kayip daha egride
izlenmektedir. FHG de agirlik kayb1 3 asamada incelenmistir. Zamana bagh sicakliga
kars1 gosterdigi kiitle kayb1 direnci FHRGO’ ya goére daha yiiksektir. Fakat FHG,
FHRGO’ya gore daha yiiksek bir kiitle kaybina ugramistir.

FHRGO Biyokompozitinde TGA egrisi Sekil 3.5 (b) de goriilmektedir. Sicaklik 300
°C’ye ulastig1 ana kadar sadece %35°lik bir kiitle kayb1 gergeklesip ardindan, 400 °C ye
ulastiginda %40’lik ani bir kiitle kayb1 goriilmektedir. 400-600 °C arasinda %18’lik bir
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kayip gdzlendikten sonra kiitle kayb1 800 °C’ye kadar neredeyse sabitlenmistir. Toplam
%62’1ik bir kiitle kayb1 hesaplanmistir. Bu durum agir metal tutumunun FHRGO

biyokompozinde fazla oldugunun gostergesidir.
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Sekil 3.5. Krom adsorpsiyonu sonrasi FHG (a) ve FHRGO (b) kompoziti TGA analizi

3.2 Enzim Analizi Sonug¢lari
Aspergillus niger'in grafit (G) ve indirgenmis grafit oksit (RGO) ile inkiibasyonu

sirasinda hiicre dis1 enzimlerin aktiviteleri arastirilmistir. Sekil 3.6’da G ve RGO’nun 8

farkli enzim sonuglariin karsilastirilmasi verilmistir.
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ticgen), 0,05 g/L G (sar1 eskenar dortgen), 0,1 g/ G (mavi kare), 0,01 g/LL RGO
(kirmiz1 ¢arpi) varliginda 7 giin boyunca A. niger inkiibasyonu sirasinda, 0,05 g/L

RGO (yesil bos eskenar dortgen) ve 0,1 g/ G (kahverengi bos liggen). Kontrol olarak

G’siz ve RGO'suz A. niger (siyah daire).
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Sonuglar, 5 giinliik inkiibasyondan sonra B-glukozidaz salgilanmasinin 0.01 ve 0.05 g/L
konsantrasyonlarda G ile uyarildigimmi gosterdi (Sekil 3.6 a). G konsantrasyonu 0,1
g/L'ye ulagtiginda salgida olumsuz bir etki gozlendi. Ayrica, test edilen tiim
konsantrasyonlarda RGO varliginda B-glukozidaz aktivitesinin azaldig: tespit edildi. -
ksilosidaz aktivitesi, kontrole kiyasla 5 ve 7 giin siireyle G ile inkiibasyon sirasinda artt1
(Sekil 3.6b). 0.01 ve 0.05 konsantrasyonlarinda RGO, inkiibasyonun 2. giinlinde -
ksilosidaz aktivitesi tizerinde énemli bir etkiye sahip olmadigi goriilmektedir. Bununla
birlikte, daha uzun inkiibasyon siiresi ile B-ksilosidaz aktivitesinin azaldig1 gozlendi. a-
L-arabinofuranosidase ile ilgili benzer bir egilim gozlendi (Sekil 3.6¢). A. niger, G ile
0,01 ve 0,05 g/L konsantrasyonlarinda 5 giin siireyle inkiibe edildikten sonra esteraz
aktivitesinde énemli bir artis gozlendi (Sekil 3.6d). Inkiibasyonun 2. giiniinde 0.05 g/L
G ile esteraz aktivitesinde ilerleyici bir azalma oldugu gézlemlenmektedir. Inkiibasyon
stiresinin uzamasi ile kontrole gore enzim aktivitesinde artis meydana geldi. RGO'nun
varlig1, esteraz aktivitesinde Onemli bir azalma ile sonuglanmistir. Sekil le'de
gosterildigi gibi, endoglukanaz aktivitesi, 5 giinliik inkiibasyondan sonra sadece 0.01
g/L G ile 6nemli 6l¢iide artt1. 0,05 g/L G ile inkiibasyon sirasinda aktivitede dnemli bir
artis yoktur. Daha yliksek RGO konsantrasyonu (>0,05 g/L) aktiviteyi dnemli 6l¢iide
azaltti. En yiiksek pektinaz aktivitesi, A. niger 2 giin boyunca 0.01 g/L G ile inkiibe
edildiginde tespit edilmistir. (Sekil 3.6f). Inkiibasyon siiresi uzadikca aktivitenin
kontrole gore daha az oldugu gozlendi. Pektinaz aktivitesi RGO ile ilk 5 giinde 6nemli
Olclide azalmasina ragmen inkiibasyon sonunda kontrole gore daha yiiksekti. Sekil
3.6g'den ne G ne de RGO'mun lakkaz aktivitesini desteklemedigi belirlenmistir. Hem G
hem de RGO'nun tiim konsantrasyonlari i¢in inkiibasyonun sonunda lakkaz
aktivitesinde kayda deger bir azalma kaydedildi. Sekil 3.6h'de gosterildigi gibi,
inkiibasyon sonunda proteaz aktivitesinin kontrole karst G ile arttirildig: tespit edildi.

Ek olarak, RGO ile inkiibe edilenler disinda proteaz aktivitesinde bir artis goézlendi.

3.3 RSM ile Box-Behnken istatistiksel Analizi

Bu calismada, krom(VI) iyonlarnin FHG ve FHRGO iizerine adsorpsiyonu Box-
Behnken istatistiksel yontemi ile optimize edilmistir. U¢ bagimsiz degiskenin
optimizasyon lizerindeki etkileri arastiritlmis ve sonuglar sirasiyla kontur (sekil 3.7 ) ve
tahmin edilen (sekil 3.8) grafiklerde gosterilmistir. Hem FHG hem de FHRGO igin

Box-Behnken deneysel tasarim yazilimi tarafindan tasarlanan 16 adsorpsiyon deneyi
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yapildi. Adsorpsiyon verimlerinde optimum sonucu tahmin etmek i¢in Box- yardimiyla

ikinci dereceden denklem elde edilmistir.

Sonug olarak, FHG ve FGRGO adsorbanlar1 ile Cr(VI) giderimi i¢in optimum faktorler
ve yanitlar bulunmustur. Kompozit olusturulmadan saf A. niger ile (FH) ile %45 krom
giderimi olurken, FHG adsorbani ile % 98 krom, FHRGO adsorban ile % 99 krom
giderildi.

FHG ve FHRGO adsorbanlarinin krom giderimindeki uygunlugunu test etmek icin en
uygun parametreler krom konsantrasyonu, zaman ve karbonlu malzemelerin
konsantrasyonu olarak sec¢ilmistir. Bu parametrelerin etkisi ve dogrulugu varyans

analizi (ANOVA) yapilmstir.

ANOVA adi verilen varyans analizi, istatistiksel bir yontemdir. Bir veri setindeki
toplam varyasyon ile istatistiksel modelin degiskenleri iizerindeki hipotezlerin
dogrulugunu belirlemek i¢in varyasyon kaynaklarinda bulunan unsurlari pargalara
aytran bir varyans analizidir. Yanit yiizeyi kuadratik modeli icin ANOVA ¢izelge 3.1°de
verilmistir. Bagimsiz degiskenlerin birbirleriyle etkilesimi p degeri ile yorumlanmustir.
Tabloda goriildiigii gibi FHG ve FHRGO F degeri degerleri sirasiyla 67.39 ve 78.58
seklindedir. Bu deger model i¢in 6nemlidir. P value Degerler Prob > F olup, 0.0005 ve
0.0004’den kiiciik oldugu i¢in sonuglar modelin anlamli terimleri oldugunu
gostermektedir. 0.1000'den biiyiikk degerler, modelin 6nemli terimlerinin olmadigini
gostermektedir. Ayrica her iki adsorban malzeme igin de A, B, C, AB, AC, BC, A2, B2
ve C2 anlamli model terimlerini temsil etmektedir. Model terim degerlerinin 0.1'den
biiyiilk olmasi model terimlerinin anlamli olmadigin1 gosterir. FHG ve FHRGO
adsorbanlari i¢in model belirleme katsayisi (R2) sirasiyla 0.9951 ve 0.9988 olarak elde
edildi. Ayrica bu R2 degerleri oldukga yiiksektir. Sekil 3.7 ve Sekil 3.8'de goriildigi
gibi gercek ve tahmin edilen degerler arasinda iyi bir korelasyon oldugu goriilmektedir.
Ek olarak, sekil 3.7 ve sekil 3.8'deki veri noktalari, tahmini ve gergek degerlerin
dogrulugunu gosteren diiz cizgilerdir. Sonu¢ olarak, model terimleri ve katsayilar
incelendiginde her iki adsorban malzemeye ait degerler istatistiksel model i¢in yiiksek

anlamlilik ve uygunluk gdstermektedir.
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Sekil 3.8. FHRGO i¢in 6ngoriilen yanita kars1 gergek yanit korelasyonu
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Cizelge 3.1. Box-Behnken yanit yiizeyindeki ikinci dereceden model i¢in tablo X. ANOVA

FHG FGRGO
Source Sum of df Mean F-value P-value Source Sum of df Mean F-value P-value
squares Square squares Square
Model 46.71 12 3.89 67.39 0.0005 Model 0.9988 12 4,37 78.58 0.0004
A 12.28 1 12.28 212.55 0.0001 | A 0.37 1 0.37 6.73 0.0604
B 3.28 1 3.28 56.83 0.0017 B 20.71 1 20.71 372.86 < 0.0001
C 6.157E-004 1 6.157E-004 0.011 0.9227 C 4.67 1 4.67 84.03 0.0008
AB 0.078 1 0.078 1.35 0.3104 | AB 0.24 1 0.24 4.33 0.1059
AC 9.08 1 9.08 157.21 0.0002 | AC 3.77 1 3.77 67.86 0.0012
BC 0.097 1 0.097 1.68 0.2646 BC 1.09 1 1.09 19.69 0.0114
A? 7.770E-004 1 7.770E-004 0.013 0.9133 | A? 0.35 1 0.35 6.31 0.0659
B? 1.47 1 1.47 25.49 0.0072 B? 1.96 1 1.96 35.20 0.0040
c? 1.05 1 1.05 18.21 0.0130 C? 2.82 1 2.82 50.68 0.0021
A’B 7.342E-003 1 7.342E-003 0.13 0.7395 | AB 1.81 1 1.81 32.55 0.0047
A’C 4.77 1 4.77 82.57 0.0008 | A’C 0.097 1 0.097 1.74 0.2573
AB? 0.54 1 0.54 9.40 0.0374 | AB® 2.63 1 2.63 47.39 0.0023
Lack of Significant Lack of Significant
Fit Fit
Pure 0.23 4 0.058 Pure 0.22 4 0.056
Error Error
Cor Total 46.94 16 Cor Total 52.61 16
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3.3.1 Optimizasyon sonuclarmin 3D ve kontur grafikleri

Faktorler arasindaki etkilesim etkilerini bulmak ic¢in kontur yanmit yiizey c¢izimleri
kullanildi. Kullanilan istatistiksel model, FHG ve FHRGO i¢in 3 bagimsiz degisken

icermektedir.

Sekil 3.9. Grafit, krom konsantrasyonu ve zamanin krom giderimi iizerindeki etkisi

Biyokompozit olusumda kullanilan Grafit konsantrasyonu ile reaksiyon ortamindaki
krom konsantrasyonu arasindaki iligki incelendiginde krom konsantrasyonundaki artisin
grafit konsantrasyonu {iizerine dnemli bir etkiye sahip degilken kompozit olusumundaki
grafit konsantrasyonunun orta degerde (0,5 g/L) daha etkili oldugu Sekil3.9’da
goriilmektedir. Bu durum yapilan optimizasyon calismasinin uygun araliklarda faktor
degerlerine sahip oldugunu gostermektedir. Sekil 3.9’dan anlasildig1 gibi 1 g/L grafit
konsantasyonunda 50 mg/L krom konsantrasyonunda en yiiksek krom giderimi elde
edilmistir. Bu durum grafit ile olusturulan fungal hiflerin adsorpsiyon kapasitesi iizerine
olumlu bir etkiye sahip oldugu gostermektedir. Sekil 3.9 B’de goriildiigii gibi grafit ile
olusturulan biyokompozit yapida krom konsatrasyonunun artisi  agir metal

adsorpsiyonuna olumlu bir etkiye sahiptir. Krom konsantrasyonu arttik¢ca zamana bagl
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olarak adsorpsiyon kapasitesi de artis gostermektedir. Zaman kendi icinde
degerlendirdiginde etkili bir faktor olarak goriilmese de grafit konsantrasyonu ile
yakindan ilgili oldugu agikca goriilmektedir. Krom adsorpsiyonu {izerine zamanin ve
biyokompozit yapisinda grafit konsantrasyonunun etkisi incelendiginde kompozit
yapisindaki grafit konsantrasyonunun artis1 agir metal adsorpsiyonunu arttirmakta ve
maksimum adsorpsiyon verimi olarak belirlenen 1 g/L grafit 7. saat ve 50 mg/L krom
degerinde % 98 krom giderimini saglamaktadir. Krom konsatrasyonun reaksiyon
ortamindaki artis1 adsoprsiyon kapasitesini arttirirken zaman da etkili bir faktor oldugu

belirlenmis ve 7 saat olan orta degerde maksimum giderim saptanmistir.

Chromiuen Conc. imol)

Sekil 3.10. RGO, krom konsantrasyonu ve zamanin krom giderimi {izerindeki etkisi

RGO ile olusturulan biyokompozit yapinin mikrobiyal adsorpsiyon kapasitesine gore
oldukg¢a yiiksektir. Biyokompozit yapisinda bulunan RGO derisim araligi maksimum
krom giderimi saglanirken krom konsantrasyonu arttik¢a giderim verimi diismekte ama
bu diisiste RGO konsantrasyonunun bir etkisi sozkonusu degildir. Sekil 3.10B’de
goriildiigii gibi krom konsantrasyonunun azalmasi giderim verimin olumlu yonde
etkilemistir. Ancak yiiksek krom konsantrasyonunda da % 99 krom giderimi s6z

konusudur. RGO ile olusturulan biyokompozitlerde agir metal adsorpsiyonunda zaman
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etkili bir parametre olup maksimum giderim orta zaman degerinde (7 saat)
belirlenmistir. Sekil 3.10C’de RGO Konstrasyonun zamana bagli krom gideirmi iizerine
etkisi incelendiginde zamanin etkili bir faktér oldugu ve zaman arttkga ve RGO
konsantrasyonu diistiikge krom giderimi maksimum seviyeye ulasmaktadir. Diislik
konsantrasyonlarda etkili bir adsorpsiyon kapasite artisinin gozlenmesi bu ¢alisma igin

Onemlidir.

3.4 Adsorpsiyon Kinetikleri

Adsorpsiyona etki eden adimlari anlamak acisindan, adsorpsiyon kinetigi ¢alismasi
adsorpsiyon isleminin hiz1 hakkinda daha fazla bilgi vermektedir. Bu nedenle, kinetik
calismasi, optimum c¢alisma sonuclar1 ile ilgili  denklemler kullanilarak
gercgeklestirilmistir. Birinci, ikinci, yalanci birinci mertebe ve yalanci ikinci mertebeden
kinetik modeller arasinda, optimum c¢alisma kosullar1 i¢in regresyon katsayisi
karsilastirilarak en iyisi belirlendi. FHRGO 50 mg/L konsantrasyonu optimum olarak

belirlenirken FHG ve FH i¢in bu degerin 10 mg/L olduguna dikkat edilmelidir.

Sekil 3.11°de goriildiigii gibi, t/qt'nin zamana (min) kars1 grafigi, s6zde saniye mertebesi
icin bir diiz ¢izgi grafigi ortaya ¢ikmistir. Sekil 3.11'te goriilen ti¢ lineer grafigin tiimdi,
0,99999'dan biiyiik korelasyon katsayis1 degerlerine sahip farkli adsorban ajanlarla
krom konsantrasyonunun uzaklastirildigini géstermektedir. (Hyder vd., 2015).

/gt (min/mmol/g)
o

T T T T T T T 1
100 200 300 400 500 600 700 800
Time (min)

Sekil 3.11. FHRGO, FHG ve FH biyokompozitleri tarafindan Cr (IV)
adsorpsiyonunun yalanci ikinci derece grafigi
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Sekil 3.12. Cr (V) adsorpsiyonuna iliskin Langmuir izoterm grafigi FHRGO ile (a),
FHG ile (b) ve FH ile (c)

Sekil 3.12, genellikle kabul edilen 0.80'den daha yiiksek, 0,9999 ve 1 korelasyon
katsayisina sahip bir Langmuir grafigini gostermektedir; bu, adsorpsiyon islemi i¢in
elde edilen verilerin, aktif bolgelerin homojen dagilimimi ve tek katmanli adsorpsiyon

gosteren Langmuir izoterm modeliyle iyi uyum sagladigini1 gostermektedir.

FH, FHG ve FHRGO partikiillerinin krom iyonu ¢ikarma kapasitesi, Cizelge 3.2'de

gosterildigi  gibi daha oOnce rapor edilmis literatiir verileriyle karsilastirildi.

Adsorbanlarimizin, bildirilen bir¢ok adsorbandan daha yiiksek bir adsorpsiyon

kapasitesi degeri gosterdigi goriilebilir.
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Cizelge 3.2. Fungal biyokompozitin farkli adsorbantlar ile karsilastirilmasi

Adsorbant Metal am Adsorpsiyon Kinetik Refererans
iyonlar1  (mg/g) izotermi model
Amidoximated- -
poly(methacrylic acid-  Cr(Il) 166.5 Langmuir (Liu vd., 2014)
acrylonitrile) microgels
B-Cyclo  dextrin  based . - (Huang vd.,
microgels Cd(1n 98.88 Freundlich 2013)
Attapulgite-poly(acrylic . Yalanci 2. (Ajmal vd.,
acid-acrylamide) microgels Pb(IT) 158.73  Freundlich mertebeden 2015)
Commercial activated . Yalanci 1. (Asuquo  vd.,
carbon Pb(Il) 203 Langmuir mertebeden 2017)
Commercial activated . Yalanci 2. (Asuquo  vd.,
carbon Cd(1n) 273 Langmuir mertebeden 2017)
ZnO & TiO2@ZnO Pb(ll) & 790 Freundlich Yalanci 2. (Sharma  vd.,
monoliths Cd(1n 978 mertebeden 2019)
Yalanci 1. (de la Luz-
RGO Cr (VD) 17.141  Langmuir mertebeden Asunciéon  vd.,
2019)
; . . Yalanci 2. (Demiral vd.,
Activated olive bagasse Cr (VD) 88.59 Langmuir mertebeden 2008)
Cr (VI) . Yalanci 2.
FH 58.59 Langmuir mertebeden Bu calisma
Cr (VI) . Yalanct 2.
FHG 568.10  Langmuir mertebeden Bu ¢calisma
Cr (VI) . Yalanct 2.
FHRGO 268.85  Langmuir MmN EEeden Bu ¢calisma

Bilindigi gibi, Freundlich izotermi, adsorbe edilen metal iyonlar1 ile adsorbe eden
heterojen bir yiizey iizerinde gergeklesen belirli bir sistemi ifade eder (EI Nemr vd.,
2008). Ancak Langmuir modeli, adsorpsiyonun tek katmanli oldugunu oOne siirer
(Albadarin et al, 2012). Diger bir deyisle adsorban yiizeyinin ayni enerjiye sahip
bolgelerden olustugu kabul edilmektedir. Langmuir'in Freudlich'in sonug¢larindan daha
iyl sonuglari, alti degerlikli krom molekiillerinin adsorplanmasinin adsorpsiyon
mekanizmasinin, adsorban ve adsorbat arasinda kimyasal baglarin olusumunu icerdigini

ima eder (Geng ve digerleri, 2018).

Cizelge 3.2’de goriildigii gibi farkli adsorbanlar ile Cr gideriminin c¢alisildig

calismalarda gqm degerinin olduk¢a diisiik oldugu goriilmektedir. Literatiir

caligmalarinin sistematik bir incelemesi yapildiginda krom giderimi i¢in gqm
degerlerinin 3,6 ile 177 mg/g arasinda degistigi goriilmektedir (Baral et. al., 2006;

Zhang vd., 2010; Anandkumar et.al, 2011).
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3.5 FHG ve FHRGO Biyokompozit Malzemeleri i¢in Sonuc¢ ve Oneriler

Bu tez calismasinda FHG ve FHRGO biyo kompozit malzemeleri farkli
konsantrasyonlarda {iretildi. Aspergillus niger biyokimyasal yapisini bozmadan en
verimli kompozit yapinin olusturulmasi igin sentez sirasinda enzim analizleri
gerceklestirildi. En verimli kompozit yapilar 0.1 g/L grafit konsantrasyonuna sahip
FHG ve 0.01 g/L RGO konsatrasyonuna sahip FHRGO enzim sonuglarina gore
belirlenmistir. Literatiirden farkli olarak iiretilen bu fungal kompozit yapilarinin
tanimlanmasi i¢in FT-IR, RAMAN ve TGA analizleri gerceklestirilerek yapidaki bag
yapilar1 ve degisimlerinin varligi gosterildi. RAMAN verilerine gore Aspergillus niger
susunun biyokimyasal yapisindaki degisik enzim analizleri ile desteklendi. Ayrica
RAMAN sonuglarima Cr(VI)’nin Cr(IIl) ‘e indirgenerek kompozit yapiya tutunmasi
belirlendi. TGA verilerine bakildiginda kiilte kaybi FHRGO’ya gore FHG’de daha
yiikksek gozlemlendi. Malzemenin termal kararligindaki gelismeler izlendi. FHG ve
FHRGO adsorpsiyon kapasiteleri lagmuir izoterminin sézde 2. Dereceye uygun oldugu
belirlendi ve adsorpsiyon kapasiteleri FH, FHG ve FHRGO ig¢in sirasiyla 58.59 mg/g,
568.10 mg/g ve 268.85 mg/g’dir. Bu ¢alisma fungal biyo kompozitlerin agir metal

gideriminde yiiksek verimli oludgunu ve kullanilabilir oldugunu gostermektedir.
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