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OZET

MANYETIK BIYOPOLIMERIK NANOPARTIKULLERIN SENTEZI VE
KARAKTERIZASYONU

BABACAN, Taner
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Kimya Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Aysegiil Ulkii METIN

Nisan 2020, 73 Sayfa

Bu tez c¢alismasinda, nano boyutta manyetik 0Ozellikteki kitosan-asi-
poli(glisidil metakrilat) partikilleri radikalik polimerizasyon yéntemi ile sentezlendi
ve yapisal ve morfolojik Ozellikleri FTIR, SEM-EDS, VSM, XRD ve TGA
yontemleri ile aydinlatidi. Daha sonra, manyetik 6zellikteki nanopartikiiller iki farkl
yol kullamilarak anyonik boyalarin (RR-120 ve IC) giderilmesinde kullamld:. ilk
bolimde, manyetik nanopartikil yapisindaki fonksiyonel epoksi grubu 1,6-
diaminohekzan kullanilarak amin gruplarina doniistiriildic ve adsorpsiyon yolu ile
anyonik boyalarin uzaklastirilmasinda etkinligi arastirildi. Adsorpsiyon kosullarinin
(pH, adsorpsiyon denge siiresi, iyonik siddet, sicaklik, baslangi¢ boya derisimi gibi)
manyetik nanopartikiillerin boyalar1 adsorplama performansina etkisi incelendi.
Bununla birlikte, adsorpsiyon Kinetigi ve izoterm modeli ile manyetik nano

partikiillerin yeniden kullanilabilirligi gibi parametreler de belirlendi.



Manyetik kitosan-asi-poli(glisidil metakrilat) nanopartikillerinin RR-120 ve IC igin
maksimum adsorpsiyon kapasiteleri sirasi ile pH 5.0 ve 3.0’de 241 mg/g ve 185 mg/g
olarak belirlendi. Manyetik nanopartikiillerin adsorpsiyon kapasitesinde onemli bir
azalma olmadan adsorpsiyon-desorpsiyon islem dongiilerinde yeniden kullanilabilir

oldugu belirlendi.

Tez c¢alismasinin ikinci bolimiinde, manyetik kitosan-asi-poli(glisidil metakrilat)
nanopartikillerinin, mCHT-PGMA, epoksi gruplari EDA kullanilarak amin
gruplarina donistirildi. Lakkaz enzimi, GA kullanilarak kovalent baglanma
yontemi ile immobilize edildi ve immobilize edilen enzim miktar1 70 + 0,21 mg/g
olarak hesaplandi. Immobilize enzimin aktivitesine pH ve sicaklik gibi
parametrelerin etkisi belirlenerek, serbest enzim ile karsilastirildi ve lakkaz
immobilize mCHT-PGMA nanokiireleri RR-120 ve IC boyalarmin giderilmesinde
kullanildi.

Anahtar Kelimeler: Manyetik Nanopartikiil, Kitosan, As1 Kopolimer.



ABSTRACT

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF MAGNETIC BIOPOLYMERIC
NANOPARTICLES
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Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry, Master’s Thesis
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Aysegiil Ulkii METIN

Nisan 2020, 73 Pages

In this thesis, nano-size magnetic chitosan-graft-poly (glycidyl methacrylate)
particles were synthesized by radical polymerization method and determined
structural and morphological properties by FTIR, SEM-EDS, VSM, XRD and TGA
methods. Then, magnetic nanoparticles were used to remove anionic dyes (RR-120
and IC) using two different ways. In the first part, the functional epoxy groups of the
magnetic nanoparticles were converted into amine groups using 1,6-diaminohexane
and its effectiveness was investigated in removing anionic dyes by adsorption. The
effect of adsorption conditions (such as pH, adsorption equilibrium time, ionic
strenght, temperature, initial dye concentration) on adsorption performance of
magnetic nanoparticles were examined. However, parameters such as adsorption
kinetics and isotherm model and reusability of magnetic nanoparticles were also
determined. Maximum adsorption capacities of magnetic chitosan-graft-poly
(glycidyl methacrylate) nanoparticles for RR-120 and IC were determined as 241 mg
/g and 185 mg/g at pH 5.0 and 3.0, respectively. It was determined that the magnetic
nanoparticles can be reused in adsorption-desorption process cycles without a

significant reduction in its adsorption capacity.



In the second part of the thesis, magnetic chitosan-graft-poly (glycidylmethacrylate)
nanoparticles, n"CHT-PGMA, epoxy groups were converted into amine groups using
EDA. The laccase enzyme was immobilized by the covalent bonding method using
GA and the amount of immobilized enzyme was calculated to be 70 £0.21 mg / g.
The effect of parameters such as pH and temperature on the activity of the
immobilized enzyme was determined and compared with the free enzyme. The
laccase enzyme immobilized mCHT-PGMA nanoparticles was used to degrade RR-
120 and IC dyes.

Keywords: Magnetic Nanoparticles, Chitosan, Graft Copolymer.
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1. GIRIS
Hizla artan diinya niifusuna paralel olarak olusan hava, su ve toprak kirliligi canh
hayatin1 tehdit edecek boyutlara ulasmistir. Endiistriyel ve evsel atiklardan dolay1
cevreye yayilan kirleticiler arasinda olan agir metal iyonlar1 ve reaktif boyalar ciddi
bir ¢evre kirliligine yol agmakta ve her tiirlii canli organizmaya etki ederek kisa ve
uzun doénemde cevreyle ilgili, fizyolojik ve ekonomik sorunlarin ortaya ¢ikmasina
yol agmaktadir. Sularda bulunan hemen hemen her tiirlii madde belirgin bir miktar1
astigl zaman insan sagligi acgisindan tehlike olusturmaktadir. Su igerisinde ¢ok az
seviyede olsa bile bulunan agir metal iyonlar1 (Krom (Cr), Kadmiyum (Cd), Mangan
(Mn), Nikel (Ni), Kobalt (Co), Kursun (Pb), Arsenik (As)) hem cevre hem de insan
sagligl acisindan tehlike olusturmaktadir. Bu nedenle, sulardan hem agir metal
iyonlarinin hem de organik Kkirleticilerin uzaklastirilmas: hala 6nemini koruyan
arastirma konular1 arasindadir. Atik sulardan kirleticilerin uzaklagtirilmasi ig¢in
adsorpsiyon, iyon degistirme yontemi, kimyasal ¢oktiirme, filtrasyon, elektroliz gibi

kimyasal ve biyolojik yontemler kullanilmistir (Bilgin, 2009).

Son yillarda, biyoteknolojik ve biyomedikal uygulamalara yonelik arastirmalarin
Uzerinde yogunlastigi nano yapili malzemeler arasinda manyetik 6zellik tasiyan
malzemeler olduk¢a 6nemli bir yer tutmaktadir. FesO4 ya da Y-Fe2Oz gibi demir
oksit nano pargaciklari iceren dogal ya da sentetik polimerler; kontrolli ilag salim
sistemlerinde, doku onariminda, manyetik rezonans goriintiilemede, proteinler ve
enzimler gibi biyomolekillerin saflagtirlmasinda, enzimlerin ve proteinlerin
immobilizasyonunda, atik sulardan boyar madde ve agir metal iyonlart gibi
Kirleticilerin uzaklastirilmasinda kullanilmaktadir. (Liu ve ark., 2009; Safarik ve ark.,
2002).

Enzimler, hiicrede meydana gelen biyokimyasal tepkimelerin hizim1 diizenleyen
biyomolekullerdir ve ¢ogu kez ilag, deterjan, gida ve tekstil endistrisindeki
uygulamalar ve organik sentezler gibi hiicre dis1 uygulamalarda da kullanilmaktadir.
Enzimlerin bu tiir uygulamalar1 genellikle ¢ozelti ortaminda yiiriitiilmektedir. Bu
kosullar, ortamdan enzimlerin herhangi bir zamanda uzaklastirilmasin1 veya geri
kazanilmasmi zorlastirmaktadir. Ote yandan, enzimlerin bulundugu kaynaktan
izolasyonu ve saflastirilmasi islemlerinin zorlugu ve maliyeti, enzimlerin endiistriyel

6l¢ekte kullanimlarini kisitlayan diger nedenlerdendir.



Bu kisitlamalart ortadan kaldirmak amaciyla, immobilizasyon olarak tanimlanan,
enzimlerin gesitli fiziksel ve kimyasal yontemler kullanilarak bir kat1 destek {izerinde
hareketinin sinirlandirilmasi islemi siklikla kullanilmaktadir. Boylece enzimler,
tepkime ortamindan istenildiginde ayrilabilir ve katalizledikleri tepkimelerde tekrar
tekrar kullanilabilir (Buchholz ve ark., 2005; Sheldon, 2007). Enzimlerin immobilize
edilmesi amaciyla, dogal ya da sentetik polimerler veya inorganik maddelerden
cesitli geometri ve boyutlarda hazirlanan destek materyaller kullanilmaktadir. Bu
kapsamda, son yillarda manyetik 6zellik gosteren destek malzemeleri yaygin bir

sekilde kullanilmistir (Bayramoglu ve ark., 2008).

Manyetik malzemeler, immobilize enzimin tepkime ortamindan santrifiijleme, siizme
gibi herhangi bir ek isleme gerek kalmadan, bir miknatis yardimiyla kolaylikla
uzaklastirilmasini saglayarak, islem siiresinin kisalmasina ve uygulamanin daha
ekonomik hale gelmesine olanak tanir. Buglne kadar, farkli boyut ve geometrilerde
hazirlanan manyetik malzemeler enzim immobilizasyonunda kullanilmigtir (Bilkova
ve ark., 2002; Konwarh ve ark., 2009; Liao ve ark., 2002; Liu ve ark, 2005; Tanyolac
ve ark., 2000; Yong ve ark., 2008; Wu ve ark., 2009; Zhang ve ark., 2010; Zhao ve
ark., 2008).

Manyetik Ozellikteki malzemelerin diger bir 6nemli uygulamasi, sulu ortamdaki
boyarmaddeler gibi kirleticilerin adsorpsiyon yontemi ile uzaklastirilmasidir.
Adsorpsiyon, iyon ya da molekillerin bir yuzey Uzerinde birikmesi ve derigiminin
yuzey Uzerinde artmasidir.  Adsorpsiyon, Kkirleticilerin  atik  sulardan
uzaklagtirllmasinda yaygin olarak kullanilan yontemlerden verimli, ekonomik ve
cevre dostu bir yontemdir (Alver ve Metin, 2012; Toor ve ark., 2012). Ydntem genel
anlamda, bir yiizey veya ara kesit (izerinde iyon ya da molekdllerin birikmesi olarak
tanimlanmaktadir. Bu ara yiizey bir sivi ile bir gaz, kat1 veya bir bagka s1v1 arasindaki
temas ylizeyi olabilmektedir. Sentetik ve dogal pek ¢ok malzeme adsorpsiyon

yonteminde yiizey olarak kullanilmaktadir (Banat ve ark.,2003).

Nano ya da mikron boyutlu dogal ya da sentetik polimerler lif, elyaf veya partikil
gibi farkli geometrilerde adsorbent olarak hazirlanabilmektedir. Bugiine kadar
gelistirilmis ¢esitli organik (sentetik veya dogal) veya inorganik malzemeler mevcut
olmakla birlikte, bu alanda ozellikle diisiik maliyetli, yenilenebilir kaynakli

adsorbentlerin gelistirilmesi i¢in ¢alismalar devam etmektedir.



Son yillarda, manyetik 6zellikteki malzemelerin adsorpsiyon proseslerinde kullanimi
onem kazanmistir. Manyetik 6zellik kazandirilmis materyaller, yiiksek kiitle transfer
hizi, hizli iglem siiresi, kolay ayrim ve yiiksek verimlilige sahiptir. Bunun yani sira,
kolay geri kazanim, kararlilik ve gii¢lii fiziksel ve kimyasal 6zellikler, diisiik maliyet
ve aktif fonksiyonel grup cesitliligi sayesinde uygulamalarda avantajlar sunmaktadir

(Metin, 2008).

Bu calismada, manyetik 6zellik gosteren FesOs nanopargaciklari igeren Kkitosan
nanopartikillerine, fonksiyonel bir monomer olan GMA ile asilanarak, manyetik
MCHT-PGMA kopolimer nanopartikil elde edilmistir. Elde edilen mCHT-PGMA
kopolimer nanopartikilleri enzim immobilizasyonunda ve boyar madde
adsorpsiyonunda destek malzemesi olarak kullanilmistir. Sentezlenen mCHT-PGMA
NPs’lerin  yapisal, morfolojik ve manyetik Ozellikleri, Taramali Elektron
Mikroskopisi (SEM), Fourier Doniisiimli Infrared Spektroskopisi (FTIR), X-1sinlar
Kirmimi Yontemi (XRD), Termogravimetrik Analiz (TGA), Zeta Potansiyel Analizi
ve Titresimli Ornek Manyetometresi (VSM) yontemleri ile belirlendi. nCHT-PGMA
NPs’nin, cevresel Kkirleticilerin giderilmesindeki etkinligi anyonik boyalarin
enzimatik yolla giderilmesi ve adsorpsiyon yoluyla uzaklastirilmasinda destek
malzemesi olarak kullanilabilirligi arastirildi. Enzimatik yolla boyar madde giderimi
icin, lakkaz enzimi (E.C.1.10.3.2) manyetik nanopartikiillere kovalent baglanma ile
immobilize edildi. Bu amagla, oncelikle mCHT-PGMA NPs’inin yuzeyindeki
fonksiyonel epoksi gruplari EDA ile aminlenerek, GA modifiye edildi ve ardindan
lakkaz enzimi kovalent baglanma ydntemi ile baglandi. immobilize enzimin aktifligi,
siringaldizin substrati kullanilarak tayin edildi. Serbest ve immobilize enzimin
optimum pH ve sicakliklar belirlendi. Ardindan, ayn1 boyar maddeler, epoksi grubu
1,6 - DAH kullanilarak modifiye edilen manyetik nanopartikiiller ile sulu ortamdan

adsorpsiyon teknigi kullanilarak uzaklastirildi.

Diger bir uygulamada ise, lakkaz immobilize mCHT-PGMA nanopartikdlleri
anyonik boyar maddeler olan Reaktif Kirmiz1 120 (RR-120) ve indigokarmin (IC)’in
sulu ortamdan biyodegredasyonunda kullanildi. Adsorpsiyon islemine, pH, sicaklik,
baslangic boya konsantrasyonu gibi c¢esitli parametrelerin etkisi incelenerek,

adsorpsiyon izoterm ve kinetikleri belirlendi.



1.1.Boyar Maddelerin Giderim Yontemleri

Tekstil endiistrisi tarafindan olusturulan atik sularin ana kaynagi, dogal liflerin
yikanmasi, agartilmasi ve boyanmasi basamaklaridir. Bu nedenle, tekstil atik sulari
boyarmadde ve agartict gibi son kimyasallar yoniinden zengindir. Boyar maddelerin
cogunlukla toksik olmalari insan ve suda yasayan canlilarin yasamlarini tehdit
etmektedir. Diisiik konsantrasyonlarda bile suda gorunebilmeleri sebebiyle 6nemli
bir ¢evresel problem olusturmaktadir. Yiiksek oranda boyar madde ig¢eren atik sular,
giines 151811 engelleyen bir tabaka olusturarak sudaki canlilarin fotosentetik
aktivitelerini etkileyerek toksik bir ortam olusmasina neden olur (Kocabas, 2015;
Gulcu, 2015). Boyar maddelerin ¢evre ve insan sagligini olumsuz yonde etkilemesi
sebebiyle cesitli prosesler kullanilarak uzaklastirilmasina calisilmaktadir. Atik
sulardan boyarmaddelerin giderilmesinde kullanilan ydntemler; biyosorpsiyon,
oksidasyon, koagulasyon ve flotasyon, membran filtrasyonu, fotokimyasal yontem ve

adsorpsiyon olarak siralanabilir (Culcu, 2015).

1.1.1. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon, atom, iyon ve molekiillerin bir kati veya sivi yiizeyine tutunarak
yiizeyde derisimini arttirmasi olarak tanimlanabilir (Calik,1999). Yiizeyde tutunan
maddeye adsorbat ya da adsorplanan, maddeleri kendi yiizeyinde tutan katiya ise

adsorban ya da adsorbent adi verilir (Hizircioglu,1999).

Adsorpsiyon isleminde adsorban olarak kullanilmasi planlanan malzemelerin
tasimasi gereken bazi 6zellikler su sekilde siralanabilir: Toksik olmamali, mekanik
Ozellikleri iyi olmali, ¢evre icin zararli olmamali, ucuz ve bol bulunabilen bir
malzeme olmali, yiiksek adsorpsiyon kapasitesine sahip olmali, rejenere edilerek

tekrar kullanilabilmelidir (Tosun, 2009).

Dogal adsorbentler, kolay elde edilebilen, 6n islem gerektirmeyen ve disiik maliyetli
cevre dostu malzemelerdir (Gazigil, 2014). Dogal adsorbentler arasinda, biyopolimer
olarak isimlendirilen nisasta, aljinat, siklodextrin, seliiloz ve kitosan (Panic ve ark.,

2013) yaninda zeolit ve killer 6rnek olarak verilebilir (Alver ve Metin, 2012).



Bununla birlikte, seker pancar1 posasi, toz fistik kabugu, piring kabugu kiild, ¢ay
atiklari, portakal kabugu ya da hindistan cevizi aktif karbonu, badem ve findik
kabuklari, limon kabugu vb. tarimsal atiklar da adsorban olarak kullanilabilir (Kyzas

ve Ark., 2013).

Kitosan

Kitosan, birbirine B (1 — 4) bagh N-asetil-D-glukozamin ve D-glukozamin
birimlerinden olusan lineer bir polisakkarittir. Kitinin deasetilasyonu ile elde
edilmektedir (Vashist, 2014). Kitin ve Kitosanin yapilar1 sirasiyla Sekil 1.1 ve Sekil

1.2°de verilmistir.
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Sekil 1.1. Kitinin molekiil yapis1 (Anonim 1)

Kitinde bulunan asetil grubunun hidrolizi sonucunda kitosan yapisi

meydana gelir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Kitosanin molekiil yapisi (Anonim 2)



Kitosan, kitinin belli oranlarda deasetilasyonuyla elde edilen, N-asetilglukozamin ve
D-glukozamin Uniteleri igeren bir polimerdir. Deasetilasyon, Kkitinin molekiil
zincirlerinden asetil gruplarmin ayrilarak geride amin (-NH2) gruplarinin kalmasi
islemidir. Deasetilasyon derecesi ise, kitosan zinciri tzerindeki N-asetilglukozamin
tinitelerinin sayisinin, toplam N-asetilglukozamin ve D-glukozamin sayisina yiizde
orani olarak tanimlanmaktadir (Czechowska-Biskup ve ark., 2012). Deasetilasyon
derecesi kitosanin kimyasal Ozelligini degistirdigi i¢in olduk¢a onemlidir. Genel
olarak, kitosan, kitinin %75 veya lizerindeki oranlarda deasetilasyona ugramis formu

olarak bilinmektedir.

Deasetilasyon derecesinin yani sira molekiil agirligi da kitosanin fizikokimyasal ve
biyolojik o6zelliklerini etkilemektedir. Kitosan diisiik, orta ve yiiksek molekiil
agirliginda ticari olarak iretilebilmektedir (Sun ve ark, 2009). Kitosan ¢dzeltisinin
viskozitesi; molekiil agirhigi, iyonik siddet, pH ve sicaklik gibi faktorlerden
etkilenmektedir ~ (Davis, 2011). Kitosan seyreltik asit  ¢0zeltilerinde
¢oziinebilmektedir ve pKa degeri 6,3°diir. Bu pH degerinin iizerinde, birincil amin
gruplar1 araciligiyla kuvvetli bir baz gibi diisiiniilebilir. Diisiik pH degerlerinde ise
amin gruplar1 protonlanarak, pozitif yiiklenir ve bdylece katyonik bir polielektrolit
haline gelir. Diger yandan pH 6’nin {istiinde oldugu zaman, amin gruplan
deprotonlanir ve polimer pozitif yiikiinii kaybederek ¢dzlinemez duruma gelir
(Kahya, 2016). Kitosan seyreltik asetik, formik, laktik asitte ¢6ztinebilmekle birlikte
yaygin olarak %]1°lik asetik asit c¢ozeltisi kullanilmaktadir (Davis, 2011).
Polikatyonik ozellikte olan kitosan, dogal bir polimer olmasi, biyolojik olarak
parcalanabilirligi, biyouyumlulugu, fiziksel ve kimysal 6zellikleri bakimindan diger
biyopolimerlere gore ustun 6zellikler gostermesi nedeniyle birgok endistri kolu igin
onemli bir malzemedir (Demir ve Seventekin, 2009).

Son yillarda, kitosan ve tiirevlerinin 6zelliklerinin anlagilmasiyla birlikte, Kitosan
tiptan gidaya, ziraatten kozmetige, eczaciliktan atik su aritimina ve tekstil sektdriine
kadar say1siz alanda kullanilabilmektedir (Kayha, 2016). Ozellikle atik su aritiminda
ucuz absorbentlere duyulan ihtiyag, kitosani su aritimi i¢in en etkili malzemelerden
biri haline getirmistir. Kitosan, tekstil atik suyundan reaktif boyalarin giderimi igin
bir adsorbent olarak 6nemli bir potansiyele sahiptir. Ciinkii genis bir pH araliginda ve
yiiksek sicakliklarda reaktif boyalarin adsorpsiyonuna olanak tanimaktadir (Wong ve
ark., 2004).



Kitosanin yapisinda bulunan hidroksil ve amino gruplari onun tek bagina bir
adsorban olarak kullanilmasini saglayabilecegi gibi, bu gruplar sayesinde modifiye
edilerek farkli kimyasal gruplarin baglanabilmesini de saglamaktadir. Modifikasyon
isleminin kolaylikla yapilabilmesi, kitosanin spesifik bir alanda kullanilabilirligini
arttirtr. Kendine 6zgii polikatyonik yapida olan kitosanin amino gruplar1 sayesinde
katyonik karakterde olusuyla birlikte; asit, reaktif ve direkt boyalar gibi anyonik
tipteki boyalar tizerindeki olaganiistii giderim kapasitesine ulasmaktadir (Culcu,

2015).

1.1.2. Manyetik Nanopartikuller

Nanopartikiller inorganik veya organik (6rnegin polimerler) yapida, mikronalti
boyutlardaki pargaciklardir. Genel olarak, 1-100 nm araliginda partikiil boyutuna
sahip partikiiller nanopartikiil olarak isimlendirilmesine ragmen, literatiirde birkag
yuz nanometre boyutundaki partikiller i¢in de bu tanim kullanilmaktadir (Huang ve
Juang, 2011).

Bircok cevresel ve biyomedikal uygulamada genellikle yiksek doygunlukta
manyetik o6zellige sahip metaller (Fe, Co, Ni gibi) veya metal oksitlerini igeren
malzemeler kullanilir. Metaller yuksek yogunlukta manyetik 6zellige sahip olmasina
ragmen, toksik ve oksidasyona duyarli olmalari nedeniyle, demir oksit gibi
oksidasyona karsi daha direngli metal oksitlerin daha yaygin olarak tercih
edilmektedir. Demir oksit manyetik nanopartikiller, ¢ok kristalli yapiya sahiptir ve
v-Fe203 (maghemit) ve FesO4 (magnetit) formu siklikla kullanilir (Huang ve Juang,
2011). Manyetik nanopartikiller protein ve enzimlerin immobilizasyonu,
biyoayirma, immunoanalizler, ilag salinimi, biyosensorler gibi genis bir uygulama
alanina sahiptir (Fuentes ve ark., 2001). Demir oksit iceren nanomalzemeler, ylksek
Ozgulluk, spesifik ylzey alani, iyi kutle transfer 6zellikleri ile kolay ve hizli ayirma
gibi 6nemli avantajlar sunmaktadir. Manyetik nanopartikiiller simdiye kadar pek ¢cok
enzimin immobilizasyonu, biyoayrim veya kontrollii ilag salim sistemlerinde ilag
tastyicist olarak kullanilmistir (Kuroiwa ve ark.,2008). Bu nedenle, yiiksek manyetik
cevaba sahip, stper paramanyetik Ozellikteki polimerik partikillerin Gretimi, son
yillarda arastirmacilarin ilgi odagi olmustur (Bayramoglu ve Arica, 2009; Frenzel ve
ark., 2003; Guo ve Ark. 2003).



Simdiye kadar ¢esitli uygulamalar igin, poli(akrilik asit) (Huang ve ark., 2006),
poli(etilen glikol) (Gupta ve Wells, 2004), polivinilpirolidon (Lee ve ark.,2006) gibi
sentetik polimerler ile karboksimetil seliiloz (Sipos, 2006), dekstran (Berry ve
ark.,2003), jelatin (Gaihre ve ark., 2009), kitosan (Denkbag ve ark., 2002) gibi dogal
polimerler ve kopolimerleri manyetik nanopargagiklar ile birlestirilerek manyetik

ozellige sahip malzemelerin hazirlanmasinda kullanilmstir.
1.1.3. Enzimler

Enzimler, yalniz canlilar tarafindan sentezlenebilen aktivasyon enerjisini diisiirmek
suretiyle kimyasal reaksiyonlarin hizimi arttiran biyolojik katalizérlerdir (Oktem ve
ark.,2007). Enzimler, aktivasyon enerjisini diislirerek, zor ve uzun siirede
gerceklesen tepkimelerin ¢ok kisa silirede ve az enerji harcanarak gergeklesmesini
saglar. Hiicrelerde organik maddelerin yapilmasi1 ve yikilmasi, sindirim, kas
kasilmasi, hiicre solunumu gibi Onemli faaliyetler c¢esitli metabolizma
reaksiyonlariin sonucudur ve bu reaksiyonlar enzimlerin katalitik etkisiyle miimkiin
olmaktadir. Biyolojik katalizor olarak gorev yapan ve ¢ogu kez hiicre disinda da
etkinliklerini koruyan enzimler, ilag, deterjan, gida ve tekstil endiistrisindeki ¢esitli
uygulamalarda ve organik sentezlerde kullanilmaktadir. Enzimler etkili ve spesifik
biyolojik katalizorler olmalarina ragmen, sulu ortamda ¢oziiniir ve islevsel olarak
aktivitelerini cabuk kaybetmeleri endistriyel 6lgekte kullaniimalarini kisitlamaktadir
(Manrich ve ark., 2008). Ayrica, enzimin ayrilmasi ve saflagtirllmasi igin
gerceklestirilen birgok islem, uygulamanin maliyetini artirmaktadir. Bu sinirlamalar:
ortadan kaldirmak ve enzimlerin ekonomik ve pratik bir sekilde kullanilmasini
saglamak amaciyla, arastirmacilarin 1ilgisi enzim immobilizasyonu iizerine
yogunlagmistir (Li ve ark., 2007). Enzimler, suda ¢6ziinmeyen, kati bir destek
materyale adsorpsiyon, kovalent bag ile baglanma ya da polimerik matriks icerisinde
hapsedildiklerinde immobilize edilmis olurlar. Enzim immobilizasyonu serbest
enzimlere gore kesikli ya da surekli proseslerde daha hizli gergeklesen reaksiyon,
kontrollii iirlin olusumu, reaksiyon karistmindan enzimin uzaklastirilma kolayligi
gibi pek cok istiinlige sahiptir (Manrich ve ark., 2008). Ayrica enzimler, tepkime
ortamindan istenilen bir anda ayrilabilir ve katalizledikleri tepkimelerde tekrar tekrar

kullanilabilirler (Buchholz ve ark.,2005, Worsfold, 1995, Sheldon, 2007).



Enzimlerin immobilize edilmesi amaciyla, dogal ya da sentetik polimerler ile
inorganik maddelerden c¢esitli boyut ve geometrilerde hazirlanan malzemeler
kullanilmaktadir. Son donemde ise, manyetik 0&zellik godsteren malzemeler,
enzimlerin immobilize edilmesi amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Manyetik
malzemelere immobilize edilen enzimler, tepkime ortamindan santrifiijleme, siizme
gibi  islemlere gerek kalmadan, bir miknatis yardimiyla kolaylikla
uzaklastirilabilmeyi saglar. Boylelikle, immobilize enzim proseslerinin islem
siresinin kisalmasmna ve uygulamanin daha ekonomik hale gelmesine olanak
tanmimaktadir. Ote yandan, manyetik nanopargacik iceren malzemeler, genis yiizey

alan1 sayesinde, yiiksek miktarda enzim immobilizasyonuna imkéan saglar.
1.1.3.1. Enzim immobilizasyon Yéntemleri

Enzimlerin kat1 bir destek materyaline immobilizasyonu i¢in farkli yontemler
arastirmacilar tarafindan kullanilmistir. Bu dogrultuda immobilize enzim sistemleri,
enzim ve destek arasindaki molekiiler etkilesimlere dayanan baglanma metotlarina
gore genel olarak fiziksel baglanma (iyonik baglanma, afinite, hidrofobik baglanma
v.b.) ve kovalent baglanma yoluyla immobilizasyon olarak siniflandirilmaktadir

(Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Enzim immobilizasyon Teknikleri (Yien ve ark., 2019)



Immobilizasyon ydntemlerine bagli olarak, immobilize enzimin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinde degisiklikler s6z konusudur. Immobilizasyon islemi sonucunda,
enzimin kararliligimin arttig1, ¢esitli fiziksel sartlara kars1 serbest enzime gore daha
dayanikli oldugu ve enzim aktifliginin uzun sire korundugu belirlenmistir (Alver ve
Metin, 2017). Adsorpsiyon metodu ile enzim immobilizasyonu, zayif ¢ekim
kuvvetleri ile enzimin inert bir tasiyiciya baglanmasi islemini kapsamaktadir.
Yontem; fonksiyonel grup tasiyan bir ylizeye sahip suda ¢Ozlinmeyen bir tasiyici
destek materyalinin uygun kosullarda (pH, iyonik siddet, sicaklik) enzim ¢ozeltisiyle
karigtirilmast ve enzim fazlasinin yikanarak uzaklastirilmasi temeline dayanir.
Immobilizasyonun temeli, materyal ve enzim arasinda olusan van der waals, iyonik
ve hidrojen baglar1 gibi molekiiler arasi etkilesimlere dayanmaktadir. Adsorpsiyon
yonteminin en Onemli avantaji, enzim aktivitesini yitirdikten sonra destek
materyalinin rejenerasyonun muamkin olmasidir. Boylece tasiyicilar taze enzim

cozeltisiyle tekrar muamele edilerek kullanilabilirler (Metin, 2008).

Enzim ile tasiyict malzeme arasinda kovalent bag olusumu, enzimlerin
immobilizasyonu isleminde yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Bu yontemde,
amino, karboksil v.s. gibi fonksiyonel gruplar tasiyan destek materyali GA,
karbodiimid, epiklorhidrin v.s. gibi ¢esitli ajanlar kullanilarak aktive edilir ve
sonrasinda enzim modifiye edilen destek materyaline kovalent olarak baglanir. Bu
yontemin en dnemli avantaji, enzim ile matriks arasindaki bagin kararliliginin yiiksek
olmasidir. Bu durum enzimin tasiyict matriksten ayrilarak {iriin i¢ine karigmasin

blyuk 6lglide azaltmaktadir (Metin, 2008).

Hapsetme ya da enkapsulasyon yontemi ile immobilizasyon, enzimin polimerik bir
matriks ya da yar1 gegirgen bir membran igerisinde tutuklanmasina dayanir. Capraz
baglanma ile enzim immobilizasyonu yonteminde ise destek materyal kullanilmadan,
enzim molekiillerinin biiylik ve ii¢ boyutlu kompleks bir yapr halinde bir araya
getirilir. YOontem; GA ve toluen diizosiyanat gibi fonksiyonel molekdillerin enzim
molekiillerini birbirine baglayarak, capraz bagli ve suda c¢oziinmeyen enzim

kompleksleri olusturmasi temeline dayanir (Bickerstaff, 1997).
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1.1.3.2.Lakkaz Enzimi

Lakkaz (benzen diol: oksijen oksidorediiktaz; EC 1.10.3.2), suda ¢6ziinmiis oksijenin
suya indirgenmesini ve ayni zamanda substratinin yiikseltgenmesini katalizleyen,
elde edildigi kaynaga gore molekiiliinde degisebilen sayida bakir atomlari tasiyan bir
enzimdir (Kalkan, 2010). Lakkaz enzimi, bakteriler, bocekler, bitkiler ve mantarlar
olmak tzere dort kaynaktan elde edilir. Yaygin olarak Lakkaz enzimi, Lentinula
edodes, Myceliophthora thermophila, Cerrena maxima, Trametes hirsuta, Trametes

villosa ve Trametes versicolor mantarlarindan saflastirilir (Kalkan, 2010).

Lakkazlar, ¢ogunlukla cesitli destek materyallerine immobilize edilerek, tekstil,
kagit, gida endiistrisindeki gesitli uygulamalarda ve g¢evre kirliliginin 6nlenmesine
yonelik uygulamalarda kullanilmaktadirlar. Bunlar arasinda, pamugun agartilmasi
(Tzanov ve ark., 2003), kagit hamurundan ligninin uzaklastirilmasi (Bourbonnais ve
ark., 1992), tekstil endiistrisi atik sularindaki bazi boyarmaddelerin (Arica ve ark.,
2017; Nguyen ve ark., 2016), fenollerin (Alver ve Metin, 2017; Wang ve ark.,2012),
ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi ¢evresel kirleticilerin yikim1 (Xua ve Ark.,
2020; Bautista ve ark., 2010) gibi uygulamalar yer almaktadir.

1.2. Literatir Ozeti

Son yillarda kitosan temelli manyetik nanopargagiklarnin hazirlanmasiyla ve
uygulamalariyla ilgili dnemli ¢ok sayida ¢aligma yaymlanmustir.

Zhou ve arkadaslar, GA ile capraz bagli manyetik kitosan nanopartikiilleri
hazirlayarak sulu gozeltilerden Brillant Blue 1 ve Brillant Yellow 5 gibi gida
boyalarinin  adsorpsiyon yolu ile wuzaklastirmis ve sitotoksik etkilerini
kaydetmislerdir. Adsorpsiyon kapasitesinin sicaklik, pH gibi ¢esitli parametelerden
etkilendigini, en diisiik sitotoksisite ve maksimum adsorpsiyon kapasitesine 0,5 mM
GA konsantrasyonunda ulasildigini ve maksimum adsorpsiyon kapasitelerinin
Brillant Yellow 5 ic¢in 292,07 ve Brilant Blue 1 igin 475,61 mg/g oldugu rapor
edilmistir (Zhou ve ark., 2014).

2018 yilinda yapilan bir baska c¢alismada ise 2,2'-(bltan-1,4-dibis

(oksi))dibenzaldehit capraz bagli manyetik kitosan nanopargaciklari sentezlenmistir.
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Bu nanopargaciklarin kimyasal yapisi, yiizey 6zellikleri ve morfolojisi FT-IR, XRD,
SEM ve TGA vyardimiyla karakterize edilmistir. Sentezlenen bu manyetik
nanopartikiller, anyonik reaktif bir boya olan Reactive Red 239 (RR 239)’ un sulu
cozeltilerden uzaklastirilmasi i¢in manyetik adsorban olarak kullanilmistir. Bu
nanopargaciklarin maksimum adsorpsiyon kapasitesi ise 200 mg/g (pH 7 ve 25 °C)
bulunmustur (Banaei ve ark., 2018).

Chiou ve calisma arkadaslari, sulu ¢ozeltilerden reaktif boyalar (RB2, RR2, RY2,
RY86), uc asidik boya (AO12, AR14, AQ7) ve bir direk boya (DR81) olmak tizere
toplam sekiz farkli anyonik boyayi capraz bagli kitosan boncuklar kullanarak
uzaklagtirmislardir.  Anyonik  boyalarin  uzaklastirilmast  agisindan,  bu
nanoparg¢aciklarin adsorpsiyon kapasitesinin kitininkinden ¢ok daha fazla oldugunu

tespit etmislerdir (Chiou ve ark., 2004).

Bagka bir calismada, manyetik y-Fe2O3s/ ¢apraz bagh kitosan kompozitler, sulu

¢ozeltilerden metil oranjin adsorbsiyonunda kullanilmistir (Zhua ve ark., 2010).

Bir diger calismada ise EDA ile modifiye edilmis manyetik kitosan nanopartikiilleri,
Asit Oranj 7(AO7) ve Asit Oranj 10 (AO10)’in uzaklastirilmasinda olarak
kullanilmis ve 298 K ve pH 4’de maksimum adsorpsiyon kapasitesileri AO7 igin,
2,25 ve AO10 igin, 3,47 mmol/g olarak belirtilmistir (Zhou ve ark., 2011).

LbL teknigi kullanilarak manyetik FesO4 Uzerine kitosan/poliakrilik asit (CS /PAA)
hazirlanarak SEM, FT-IR, XRD, TGA VSM teknikleriyle 6zellikleri belirlenmistir.
Ayrica, katyonik boyalar olan metilen mavisi (MB) ve kristal violet (CV)
giderilmesinde adsorbent olarak kullanilabilme potansiyeli incelenmistir. Maksimum
adsorpsiyon kapasitesi, 25 °C ve pH 8’de sirasiyla MB igin 305,8 ve CV igin 243,6
mg/g olarak belirtilmistir (Chen ve Ark., 2014).

Debrossi ve arkadaslari, amfilik kitosan tirevi olan N-benzil-O-karboksimetilkitosan
ile demir oksitleri kullanarak yeni manyetik nanopargaciklar hazirlamis, manyetik ve
yapisal 6zelliklerini FT-IR, TGA, TEM, Mossbauer spektroskopisi ve miknatislanma
Olcumleri ile karakterize etmislerdir. Parcaciklar, 34,74% oraninda ve 14 nm
boyutunda inorganik ¢ekirdek igerdigi ve 18,4 emu/g doygunluk manyetizasyonu ile

stperparamanyetik davranis sergiledigini bildirmistir.
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Caligmanin uygulama basamaginda ise hazirlanan manyetik nano yapilarin sulu
cozeltilerden metilen mavisi, kristal viyole ve malasit yesili katyonik boyalarinin

adsorbe edilmesinde kullanilmistir (Debrossi ve ark., 2012).

2019 yilinda yapilan bir diger calismada ise, CoFe Os/kitosan manyetik kompoziti
capraz baglama yontemi kullanilarak gelistirilmis ve sulu ¢o6zeltiden boya

uzaklastirilmas: i¢in adsorban olarak kullanilmasi incelenmistir (Juliana ve ark.,

2019).

Fan ve arkadaslari, GA ile modifiye kitosan nanoparcaciklar1 hazirlanmis ve sulu
cozeltilerden Zn (II) iyonlarmin uzaklastirilmasinda kullanmiglardir (Fan ve ark.,
2011a). Ayni grubun yaptigi diger bir ¢aligmada ise, manyetik tiyoure-kitosan
nanoparcaciklart sulu ¢ozeltilerden Ag (I) iyonlarinin adsorpsiyonu amaciyla

kullanilmistir (Fan ve Ark., 2011b).

Nguyen ve arkadaslari, kovalent immobilizasyon yolu ile kitosan Kkirelere lakkaz
enzimi baglayarak, sulfur blue 15 ve sulfur brown GD boyalarinin giderilmesinde
kullanmiglardir. Her iki boyanin da 100 mg/L baslangic derisiminde %73,8’den
fazlasinin giderildigini belirlenmistir (Nguyen ve ark., 2016).

Bagka bir c¢alismada, ZnO ve MnO2 nanopartikillerine adsorpsiyon yolu ile
immobilize edilmis lakkaz enziminin Alizarin Kirmizi S boyasinin (20 mg/L)

giderim etkinliginin sirasiyla %95 ve %85 oldugu bildirilmistir (Rani ve ark.,2017).

Trametes pubescens’dan saflastirilan lakkaz enzimi, glutaraldehit ile ¢apraz baglanan
kitosana kovalent olarak baglanmis ve farkli boyalarin giderilmesinde kullanilmistir.
Baslangi¢ boya konsantrasyonu 50 mg/L olan Reaktif Brilliant Blue X-BR, Remazol
Brilliant Blue R ve Kongo Kirmizisi boyalarinin sirasiyla %52, %48 ve %54’

giderildigi belirtilmistir (Zheng ve ark., 2016).

Alver ve Metin, Cu (IT) baglanmis, polietilen imin asili poli(glisidil metakrilat) asili
kitosan partikillere, adsorpsiyon yoluyla lakkaz enzimi immobilize etmis ve fenol
giderilmesinde kullanmiglardir. Baslangic 20 mg/L fenol c¢ozeltisinin 4 saatte

%380’1ni giderdigi rapor edilmistir (Alver ve Metin, 2017).
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Yang ve arkadaslari Rhus vernicifera’ dan elde edilen lakkazi, GA ile capraz
baglanan kitosan tizerine adsorpsiyon yontemi ile immobilize etmislerdir (Yang ve
ark., 2006). Jiang ve arkadaslari, kitosan mikro kiirelerini GA ile ¢apraz baglayarak
hazirlamislar ve kiirelerin {izerine Lakkaz enzimini immobilize etmislerdir (Jiang ve
ark., 2005). Arica ve arkadaslari, p(GMA) zincirleri asili p(HEMA) filmler iizerine
lakkaz1 adsorpsiyon yolu ile immobilize ederek kesikli sistemde fenol, p-klorofenol
ve anilin gibi fenolik bilesiklerin enzimatik oksidasyonunda kullanimini rapor
etmislerdir (Bayramoglu ve ark., 2009). Alver ve Metin, polietilenimin ve Cu (II)
iyonlar1 baglanan kitosan nanopartikiillere, lakkaz1 adsorpsiyon yolu ile immobilize

ederek, fenol gideriminde kullanmistir (Alver ve Metin, 2017).

Literatirde yer alan g¢alismalardaki maksimum adsorpsiyon kapasiteleri ya da
giderim performanslarindaki farkliliklar, kullanilan nanoparcaciklarin kimyasal
yapisi, yiizey Ozellikleri, bagli olan fonksiyonel gruplar gibi spesifik etkilerden

kaynaklanmaktadir.

2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyaller

2.1.1. Kimyasal Malzemeler

Lakkaz (Trametes versicolor, 0.5> U/mg), Kitosan (deasetilasyon derecesi >%80),
GA, Reaktif Krimizi-120, Indigokarmin ve Potasyum Perstilfat Sigma-Aldrich, GMA
Merck firmasindan alindi. Diger tiim kimyasallar analitik saflikta olup, Sigma

Aldrich firmasindan temin edildi.

2.1.2. Cihazlar
2.1.2.1. UV-VIS Spektrofotometre

Sulu ortamdan boya giderimi c¢aligmalarinda, baslangigtaki ve deney sonundaki
giderilen boya miktarlar;, UV-VIS Spektrofotometre ile (Labomed, USA) 535 nm ve
650 nm dalga boylarinda spektrofotometrik yontem kullanilarak belirlendi.

2.1.2.2.FT-IR Spektrofotometre

MCHT-PGMA nanopartikiillerinin  FT-IR spektrumlar1 (Mattson 1000 FTIR,
Ingiltere) kullanilarak elde edildi.
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2.1.2.3. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

MCHT-PGMA nanopartikillerinin morfolojik 6zellikleri JEOL (JSM 5600) taramali
elektron mikroskobu kullanilarak elde edildi.

2.1.2.4. Termogravimetrik Analiz Cihaz1 (TGA)

MCHT-PGMA nanopartikillerinin termal 0Ozellikleri, FTIR cihaz1 ile kombine
TGAJ/FTIR cihaz1 (Perkin Elmer Pyris) kullanilarak elde edildi.

2.1.2.5.Titresimli 6rnek manyetometrisi (VSM )

MCHT-PGMA  nanopartikillerinin - manyetik  6zellikleri, Titresimli  6rnek

manyetometrisi (VSM, Cryogenic Limited PPMS) cihaz1 kullanilarak belirlendi.
2.1.2.6. X-Isim Difraktometresi (XRD)

MCHT-PGMA  nanopartikillerinin  yapisindaki  kristal fazlar, X-1g1nlari
difraktometresi (XRD, Rigaku Ultima 1V) kullanilarak 0.02°/dakika tarama hizinda

10°-90° araliginda taranarak belirlendi.
2.1.2.7. Kullanilan Diger Cihazlar

pH metre (inolab WTW, Almanya), santrifiij (Ntve, Turkiye), calkalayici inkiibatdr
(Heidolph Unimax 1010, Almanya), sirkiilatorlii 1siticili sogutuculu su banyosu
(Labcon CPE20, Labcon LTB12140, Giney Afrika), manyetik 1siticili karistirici
(Isolab, Almanya).

2.2.YONTEM
2.2.1. Manyetik kitosan-asi- poli(glisidil metakrilat) nanopartikullerinin
(MCHT-PGMA) sentezi

mCHT-PGMA nanopartikilleri radikalik kopolimerizasyon yontemi ile sentezlendi.
Bu amagla, polimerizasyon deneylerinde kitosan ¢ozeltisi (%1 w/v, 10 ml) iginde
GMA monomeri (0,5-2,0 ml) igerisinde dagitildi. Daha sonra reaksiyon ortamina, 2
ml deiyonize su icinde ¢Ozulen FeClsz (1,0 M) ve KPS (0,005 M) eklenerek 60 °C de

su banyosuna yerlestirildi.
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Geri sogutucu ve azot atmosferi altinda 4 saat muamele edildi. Bu stire sonunda,
polimerizasyon ortamindan reaksiyona katilmamis, monomer, FeClz ve baslaticiyi
igeren ¢Ozelti uzaklastirilarak, reaksiyon ortamina (0,05 M, 15 ml) FeSO4 eklendi. Su
banyosunun sicaklig1r 70 °C ye c¢ikarilarak ortam pH sinin ortalama 10-11 civarinda

olmasi i¢in damla damla olarak reaksiyon ortamina NH3 eklendi.

Manyetizasyon reaksiyonuna 2 saat boyunca devam edildi. Reaksiyon sonunda
ortamdan miknatis yardimiyla uzaklastirilan partikiiller, saf su ve alkolle yikanarak
oda sicakliginda kurutuldu. Asi kopolimerizasyonun verimliligine GMA miktarinin
etkisini arastirmak amaciyla, polimerizasyon ortaminda GMA miktar1 0,5-2,0 ml

araliginda degistirildi.

2.2.1.1. Manyetik kitosan-asi-poli(glisidil metakrilat)

nanopartikillerinin modifikasyonu

MCHT-PGMA, boya uzaklastirilmasinda ve enzimatik boya gideriminde kullanilmak

lizere, yapisindaki epoksi gruplari iizerinden modifiye edildi.

1,6 DAH Modifikasyonu: Manyetik biyopolimerik nanopartikiillerin yapisindaki
amin grubu miktarini arttirmak igin, MCHT-PGMA nanopartikilleri, 1,6-DAH
cozeltisi (%5, 20 ml, pH 10,0) ile 65°C de 5 saat siiresince calkalamali su
banyosunda muamele edildi ve ylizeyinde amin grubu tastyan partikiiller elde edildi.
Reaksiyon sonunda ortamdan uzaklastirilan manyetik nanopartikiiller, distile su ile

yikandu.

EDA Modifikasyonu: Manyetik biyopolimerik nanopartikillere enzim baglamak
lizere, yapidaki amin gruplarini arttirmak amaciyla, mMCHT-PGMA nanopartikdlleri,
EDA cozeltisi (%5, 20 ml, pH 10,0) ile 80 °C de 8 saat siiresince calkalamali su
banyosunda muamele edildi ve yiizeyinde amin grubu tasiyan partikiiller elde edildi.
Reaksiyon sonunda ortamdan uzaklastirilan manyetik nanopartikiiller, distile su ile

yikandi.

GA modifikasyonu: EDA ile aminlenen mCHT-PGMA nanopartikulleri (~ 5.0 g),
fosfat tamponu icerisinde (50 mM, pH 7,4) dengeye getirildi ve reaktorde ayni
tampon sisteminde hazirlanan GA c¢ozeltisi (% 1 v/v, 100 ml) ortamina aktarilarak,

12 saat boyunca manyetik karistiricili ortamda oda sicakliginda inkiibe edildi.
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Aktivasyon  reaksiyonu  tamamlandiktan sonra  manyetik  biyopolimerik
nanopartikiiller sirasi ile distile su, asetik asit ¢ozeltisi (100 mM, 100 ml) ve fosfat

tamponu (100 mM, pH 7,0) ile yikanarak GA’in fazlas1 uzaklastirildi.

2.2.2. Manyetik kitosan-asi-poli(glisidil metakrilat) nanopartikillerinin
Karakterizasyonu

Radikalik katilma polimerizasyonu ile sentezlenen mCHT-PGMA partikillerinin
ortalama boy ve boy dagilimi Taramali Elektron Mikroskobu goriintiilerinden ve
lazerli boyut dagilim analiz cihazi, asilama verimliligi ise ulasilabilir epoksi

grubunun volumetrik analizi ile tayin edildi. Bununla birlikte yapisal ve manyetik

Ozellikleri VSM ve XRD analizleri ile belirlendi.
2.2.2.1. Partikiil Boyu ve Boy Dagilimin Tayini

MCHT-PGMA partikullerinin boy ve boy dagilimlari Taramali Elektron Mikroskobu
ile belirlendi. Bu amagla 1 ml sonu¢ partikil dispersiyonu 5000 rpm’de
santrifiijlenerek siipertanant atildi ve Tlizerine ayni hacimde etanol eklenerek,
ultrasonikasyon ile partikiiller dagitildi. Bu islem birka¢ kez tekrarlandi. Elde edilen
dispersiyon, stamp iizerine yayilarak oda sicakliginda sivi fazin buharlagmasi

sagland1 ve mikroskop goriintiileri alinda.

Ayrica, MCHT-PGMA partikiillerin partikiil boy dagilimi lazerli tane boyut 6l¢iim
cihazi (Nano-ZS, ZEN3600 Malvern) kullanilarak analiz edildi.

2.2.2.2. Asillama Verimliligi

Asilama verimliligi kitosan zincir yiizeyine asilanan GMA monomerinin miktari
degistirilerek belirlendi. Polimerizasyon ortammda GMA miktart 0.5 ml-2.0 ml
arasinda degistirildi ve as1 kopolimerizasyon reaksiyonu sonunda ulasilabilir epoksi

grubu miktar1 tayin edilerek optimum kosullar belirlendi.

Bununla birlikte, mMCHT-PGMA nanopartikiilleri yapisinda olusan manyetik
cekirdegin miktari, polimerizasyon reaksiyonu ile birlikte yiirliyen manyetizasyon
reaksiyonu sonunda ortamdaki demir iyonlarmin derisimi ICP-OES (Spectro Blue-
Eop-Ti) ile belirlenerek hesaplandi.
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Epoksi  Grubu Analizi: Manyetik poliglisidil metakrilat as1  kitosan
nanopartikillerinin yiizeyindeki epoksi miktart HClI-Aseton yontemi ile belirlendi
(Zhang ve ark., 2015). Bu dogrultuda, oncelikle epoksi grubu tasiyan partikiiller (1
gr), HCI (10 pl %37 lik) ve aseton (3 ml ) karisimina eklendi. Daha sonra, 25°C’ de
160 rpm’de 15 dakika boyunca karistirildi.

Reaksiyon sonunda, HCI asit miktari, NaOH (10 mM) cozeltisi ile titre edilerek
belirlendi. Ayni kosullarda 6rnek icermeyen paralel deney kor olarak kullanildi. Asi
kopolimer yiizeyinde ulasilabilir epoksi grubu miktar1 Esitlik 2.1 kullanilarak
hesaplandi. Epoksi grup tayini ii¢ kez tekrarlanarak sonuglar ii¢ analizin aritmetik

ortalamasi olarak verildi.
N=C*(Vo-V) (2.1)
Burada,
N= Epoksi Grup Miktar1 (mmol/g)
C= NaOH Konsantrasyonu (mM)
Vo= Titrasyon ic¢in tiikketilen NaOH Miktar1 (ml)
V= Kor ornek icin tiikketilen NaOH Miktar1 (ml)
2.2.2.3. FTIR Spektrumu

MCHT-PGMA nanopartikillerinin FTIR spektrumu, FT-IR spektrometre (Mattson
1000 FTIR, ingiltere) kullanilarak elde edildi. Bu amagla 10 mg manyetik

nanopartikil kurutularak analiz edildi.
2.2.2.4. Amin Grubu Tayini

1,6-DAH modifikasyonu ile aminlenen manyetik nanopartikiillere baglanan amin
grubu miktari, potensiyometrik titrasyon yontemi ile belirlendi (Bigak ve ark., 2003).
Aminlenmis olan 0,1 g manyetik nanopartikiiller 24 saat slre ile deiyonize su
icerisinde bekletildi. Bu sire sonunda HCI asit ¢ozeltisi (2,0 M, 10 ml) ile muamele
edilerek 6nceden ayarlanmis NaOH ¢0zeltisi (2,0 M) ile titre edildi. Ulasilabilir amin
grubu miktar1 Esitlik 2.1 kullanilarak hesaplandi.

18



2.2.2.5. Titresimli Ornek Manyetometrisi (VSM) Analizi

MCHT-PGMA nanopartikullerindeki manyetik parcaciklarin 6zelligi  Titresimli
Ornek Manyetometrisi cihazi (Cryogenic Limited PPMS) kullanilarak oda

sicakliginda arastirildi.
2.2.2.6. X-1smlar1 Kirmimm (XRD) Analizi

MCHT-PGMA nanopartikiillerindeki fazlarin analizi X-isinlar1 difraktometresi
(Rigaku Ultima IV) kullanilarak, oda sicakliginda ve 0-90° araliginda belirlendi.

2.2.2.7. Termogravimetrik Analiz (TGA)

MCHT-PGMA nanopartikiillerin termal analizi, termogravimetrik analiz cihazi
(TGAJFTIR, Perkin Elmer Pyris) kullanilarak belirlendi. Bu amagla, manyetik
biyopolimerik nanopartikiller (10 mg), platin malzemeden yapilmis numune
kaplarina konularak, 25-900 °C sicakliga azot atmosferi altinda 10 °C/dakika 1sitma

hiz ile 1s1tild.
2.2.3. Boya Adsorpsiyon Calismalari

Karakterizasyon ve aktivasyon islemleri tamamlanan manyetik nanopartikiillerin
adsorbent olarak kullanilabilirligini arastirmak icin, anyonik 6zellikte olan RR-120
boyasi ve IC reaktif boyalar model olarak kullanildi (Sekil 2.1). mCHT-PGMA
nanopartikillerinin RR-120 ve IC boyalarina karsit sergiledikleri adsorpsiyon
davranigina, pH, sicaklik, derisim, madde miktari, iyonik siddet gibi adsorpsiyon

prosesi parametrelerinin etkisi arastirildi.

Na0,S. SO;Na O
" Il 0 H
i N NaO-S N
N NN, OH I I
' TN 0 — 0
soNa N Y (j\ N Q
N)%N o SO4Na H §—0Na
| 0
rrI*N/ Cl
NaO,8 HH
k)
N indigocarmine
Reaktif Red 120 (1IC)
Nao;sﬁj (RR-120)

Sekil 2.1. Reaktif Kirmiz1 120 ve indigokarmin anyonik boyalarinin molekiiler
yapilar1 (Anonim 3).
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2.2.3.1. pH Etkisi

Amin  gruplart  tasiyan  manyetik  Kitosan-asi-poli(glisidil ~ metakrilat)
nanopartikillerinin, (MCHT-PGMA-DAH), RR-120 ve IC boyar maddelerinin
adsorpsiyon davranigina pH’in etkisini aragtirmak amaciyla, boya ¢ozeltilerinin pH
degeri 2,0 — 9,0 araliginda degistirildi. Cozelti pH’1inin ayarlanmasinda HCI asit ve
NaOH c¢ozeltileri kullanildi.

Manyetik nanopartikillerin adsorpsiyon kapasitesi, baslangic ve denge aninda
adsorpsiyon ortaminda kalan RR-120 ic¢in 535 nm ve IC igin ise 650 nm dalga
boyunda absorbanslarinin UV-VIS spektrofotometresi 6lgiilmesi ile tayin edildi. Sulu
ortamdaki boya miktarinin belirlenebilmesi i¢in, baslangic boya konsantrasyonu
1-400 mg/L araliginda tutularak her iki boyar madde i¢in kalibrasyon grafigi elde
edildi. Deney sonucunda manyetik partikiiller adsorpsiyon ortamindan miknatis
yardimiyla uzaklastirildi ve uzaklastirilan boyar madde miktar1 asagidaki formdil

yardimiyla hesaplanda.
q=[(Co-C)Vs]/w (2.2)

Yukaridaki esitlikte q; manyetik nanopartikuller izerine adsorplanan boya miktarini
(mg g1), Co; boyanin baslangi¢ konsantrasyonunu (mg L™), C; adsorpsiyon sonrasi
¢dzelti ortamindaki boyanin denge konsantrasyonunu (mg L), Vs; ¢cozelti (solution)
hacmini (ml) ve w; adsorpsiyon ortamindaki manyetik nanopartikil miktarini (mg)

gostermektedir.
2.2.3.2. Zamanmn EtKkisi

Sulu ortamlardan kirleticilerin uzaklastirilmas1 isleminin zamana bagliligini
belirlemek, adsorbentin siirekli sistemde kullanilma asamasinin planlamasi ig¢in
onemlidir. Bu amacgla, mCHT-PGMA-DAH nanopartikillerin adsorpsiyonunun
zamanla degisimi baslangic boya konsantrasyonu 25, 50 ve 100 mg/L oldugu
adsorpsiyon ortaminda kesikli sistemde c¢alisildi ve yukarida verilen esitlik

kullanilarak materyalin kapasitesi belirlendi.
2.2.3.3. Iyonik Siddet Etkisi

RR-120 ve IC adsorpsiyonu iizerine iyonik siddetin etkisi, oda sicakliginda, 25 ml
hacim ve 50 mg/L baslangic boya konsantrasyonunda her bir boya igin belirlenen
optimum pH degerinde hazirlanan boya ¢ozeltisi icerisinde NaCl derisimi 0,0 M, 0,1
M, 0,25 M, 0,5 M ve 1,0 M olacak sekilde degistirilerek aragtirildu.
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2.2.3.4. Baslangi¢c Boya Konsantrasyonu Etkisi

Manyetik  nanopartikillerin ~ adsorpsiyon  kapasitesine  baslangig  boya

konsantrasyonunun etkisi 5-600 mg/L araliginda ¢alisilarak belirlendi.
2.2.3.5. Sicakhigin EtKisi

Anyonik boyalarin uzaklastirilmasina sicakligin etkisi dort farkl sicaklikta (5, 25, 35

ve 45 °C) ve 25 mg/L baslangi¢ boya konsantrasyonu kosullarinda arastirildi.
2.2.3.6. Adsorbsiyon izotermleri

Manyetik  nanopartikillerin  adsorpsiyon  kapasiteleri, 5-600 mg/L boya
konsantrasyonunda arastirildi ve elde edilen veriler adsorpsiyon izotermlerine
uygulandi. Adsorpsiyon deneyleri, 25 °C’de, 4 saat siireyle, 100 rpm hizla devamli
karistirllarak yapildi. Deney sonunda partikiiller, bir miknatis yardimiyla boya
cozeltisinden uzaklastirildi ve adsorplanan boya miktar1 Esitlik (2.2) kullanilarak
hesaplandi.

Amin gruplart tasiyan mMCHT-PGMA-DAH nanopartikiller ile sulu ortamdan
anyonik boya adsorpsiyonunda belirlenen deneysel verilerin teorik olarak tiretilen
Langmiur, Freundlich ve Dubinin-Raduskevich izoterm modellerine uygunlugu

arastirildi.

Deneysel verilerden elde edilen Cgen Ve Qden degerleri kullanilarak Esitlik (2.3)’de
verilen Langmuir denklemine gore, 1/Cgen / Qeen’ye kars1 grafigi ¢izildi. Bu grafigin
kaymasindan K¢ ve egimden de qm degerleri belirlendi. Freundlich modelini ifade
eden (2.4) esitligi kullanilarak In ge—In Ce grafigi elde edildi ve egimden n ve

kaymadan da Kr parametreleri belirlendi.

Qden = J,, Cden / (K4 + Coen) (2.3)

qden = KF (Cden )n (24)

Deneysel veriler ayrica Esitlik (2.5)’de verilen Dubinnin-Radusckevich izoterm
modeline de uygulandi. Dubinin—Radushkevich (D-R) izoterm modeli,

adsorpsiyonun tiiriinii (Fiziksel yada Kimyasal) belirlemek i¢in kullanilir.

Inqéen=K &%+Ingp-r (2.5)
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Burada, ¢ (kJ/mol) Polanyi potansiyeli olarak tanimlanmaktadir ve degeri asagida

verilen esitlik yardimiyla hesaplanabilir:

e=RTIn(1+1/Ce) (2.6)
Burada, R ideal gaz sabiti (8.314 Jmol*K™), ve T ise sicakliktir (K).

E = 1/(—2K)"? (2.7)

Deneysel verilerden yararlanilarak Esitlik (2.5)’e gore €2’ye karsi Inqaen grafigi
cizilirse egim K degerini, kayma ise qp-r hesaplanir. Daha sonra K degeri
kullanilarak Esitlik (2.7) yardimiyla adsorpsiyon enerjisi, E, hesaplanir.
Adsorpsiyon enerjisi, 1-8 kJmol! araliginda oldugunda adsorpsiyon tiiriiniin
fiziksel, 8-16 kJmol™ oldugunda kimyasal oldugu belirtilmistir
(Zheng ve ark., 2008).

2.2.3.7. Adsorpsiyon Kinetikleri

Gelistirilen manyetik nanopartikiiller ile sulu ortamdan RR-120 ve IC anyonik
boyalarin uzaklastirilmasi ¢aligmalarinda elde edilen deney sonuglart birinci ve ikinci
dereceden kinetik modellere uygulanarak adsorpsiyon sisteminin kinetigi arastirildi.
Sulu ortamdan adsorpsiyon davranisi i¢in kullanilan birinci dereceden kinetik esitlik

modeli agsagidaki formiil ile ifade edilir (Lagergren,1998).
10(dser — ) = 109 Gy — (kyt)/ 2303 (28)

Bu esitlikte ki, birinci dereceden adsorpsiyon hiz sabiti (dak™), qeen Ve Gt sirast ile

denge ve t zamaninda adsorplanan boya miktarin1 gdstermektedir (mg g™).

Elde edilen deneysel verilerin birinci dereceden kinetik modeline uygulanmas: ile

elde edilen dogrunun egiminden ki sabiti ve kaymasindan ise qgen degeri belirlendi.
Ikinci derece kinetik esitlik su sekilde ifade edilebilir (Ho and McKay, 1999).
t/gi= t/ge + 1/kz Qe (2.9)

Esitlik (2.9) kullanilarak 1/q¢’ye karsi t grafigi ¢izildi ve elde edilen dogrunun kayma

ve egiminden sirasiyla, adsorpsiyon kapasitesi ge ve hiz sabiti k> hesaplandi.
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2.2.3.8. Desorpsiyon ve Tekrar Kullamlabilirlik

Desorpsiyon islemi, RR-120 ve IC adsorplanmis manyetik nanopartikiillerin 0,1 M
NaCl c¢ozeltisi ile muamale edilmesi ile gergeklestirildi. Bu amacla, RR-120 ve IC
adsorplamis manyetik nanopartikiiller, NaCl ¢ozeltisinin  bulundugu ortama
yerlestirilerek 110 rpm karistirma hizinda 25 °C’de 4 saat siire boyunca devamli

karistirildi.

Bu slirenin sonunda, manyetik nanopartikiiller miknatis kullanilarak ortamdan ayrildi
ve desropsiyon ¢ozeltisinin absorbans degerleri 6l¢lldi. Desorpsiyon ortamina gegen

boya miktar1 agagidaki esitlik yardimiyla belirlendi.

%Desorpsiyon =[Desorbe edilen boya miktar1 x 100]/[ Partikiil izerine adsorplanan
boya miktari] (2.10)

Manyetik nanopartikillerin tekrar kullanilabilirlikleri adsorpsiyon ve desorpsiyon

isleminin ayni1 adsorbentin 4 kez kullanilmasi ile test edildi.
2.2.4. Enzimatik Degredasyon ile Boya Giderimi Calismalari

Epoksi grubu tizerinden EDA ile modifiye edilmis mMCHT-PGMA NPs’e, endUstriyel
bir enzim olan lakkaz enzimi kovalent baglanma yoluyla immobilize edildi. Bu
amacgla, mMCHT-PGMA-EDA nanopartikulleri GA ile modifiye edildi. Ardindan ise,
lakkaz c¢ozeltisi ile (1,0 mg/ml, pH 5,0) kesikli sistemde 25°C’de siirekli
karistirtlarak immobilize edildi. Partiklllere immobilize edilen lakkaz miktari,
tutuklama ortamindaki baslangigc ve sonug protein konsantrasyonunun Bradford
yontemi ile 6lctlmesi ile belirlendi (Bradford, 1976). Standart lakkaz enzim ¢ozeltisi
(0,2 - 2,0 mg/ml) hazirlandi ve enzim konsantrasyonunun hesaplanmasi igin

kalibrasyon grafigi elde edildi.
2.2.4.1.Serbest ve immobilize Lakkazin Aktivite Analizleri

Serbest ve immobilize lakkaz orneklerinin aktiviteleri Ride metodu ile belirlendi
(Ride ve Callow, 1983). Siringaldazin ¢ozeltisi (0,3 mL, 40 uM) ve enzim ¢ozeltisi
(0,5 mL) 37°C sicaklikta 15 dakika inkiibe edildi ve 530 nm dalga boyunda
absorbans okunarak lakkaz enzimini aktivitesi asagida verilen esitlik yardimiyla

hesaplandi.
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AC  : Konsantrasyonu Degisimi

At : S1caklik Degisimi

A530 :530 nm’deki dalga boyu

Hiz (V)= AC/At= (AA530/At)x(AC/AA530) (2.11)
2.2.4.2. Enzim Kinetigi

Serbest ve immobilize lakkazin aktifligine substrat derisiminin etkisini incelemek ve
enzim kinetigini belirlemek igin farkli derigimlerde (0,010- 0,080 mM) siringaldazin
cozeltileri ile Bolim 2.2.4.1°de anlatildigi gibi enzim aktivitesi belirlendi. Enzim

kinetigi ise Michaelis — Menten esitligi kullanilarak belirlendi.

_ Vmakx'$
Vo= K5 (2.12)
Km = ka + ks (2.13)
ky

Burada, Vo: Baslangi¢ hizi, Vmak: Maksimum hiz, Km: Michaelis-Menten sabiti, S:
Substrat derisimini ifade etmektedir. Michaelis-Menten Esitliginin diizenlenmesi ile

Lineweaver-Burk esitligi elde edilir:

_ Km 1 1 (2.14)

1
14 Vmak S Vmak

Lineweaver-Burk Esitligine gore, 1/S’nin 1/V’ye kars1 gizilen grafigi bir dogru verir.
Bu dogrunun y-kaymasi 1/Vmak degerini verir ve maksimum hiz hesaplanir.
Maksimum hiz bulunduktan sonra egimden (egim=Km/Vmak) Veya X-kaymasindan K

hesaplanir.
2.2.4.3. Boya degredasyon calismalari

Lakkaz immobilize edilen mCHT-PGMA-EDA nanopartikillerinin RR-120 ve IC
anyonik boyalarimi giderme etkinlikleri arastirildi. Bu amacla, dogal ortam pH’inda
(pH =6,5) saf suda hazirlanan RR-120 ve IC (25-200 mg/L) ¢ozeltilerine sirasiyla
immobilize enzim (1,0 ml= 0,55 mg) eklenerek 4 h 40 °C de su banyosunda inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra ortamdan alman 6rneklerden manyetik nanopartikiiller
bir miknatis yardimiyla uzaklastirildiktan sonra, ¢Ozeltide kalan boya derisimi

spektrofotometrik olarak belirlendi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu c¢alismada, mCHT-PGMA nanopartikulleri sentezlenerek yapisindaki epoksi
gruplari amin gruplarina doniistiiriildii. Daha sonra nanopartikiller, immobilize
enzim sistemi ve adsorpsiyon yontemi kullanilarak boyar madde uzaklagtirilmasinda
etkinligi arastirildi. Manyetik kitosan-asi-poli(glisidilmetakrilat) nanopartikullerinin
sentezi ve Onerilen asilama yontemi Sekil 3.1’de gosterilmektedir. Manyetik
nanopartikiiller, Fe?*/Fe®* iyonlarmin kitosan varliginda amonyak ¢ozeltisi ile
cokturtlmesi ile elde edildi. Manyetizasyon reaksiyonu ile, ayni ortamda as1
kopolimerizasyon reaksiyonu yiiriitiildii. Sekil 3.1b’den gdriilebilecegi gibi,
potasyum persiilfat tarafindan olusturulan radikaller, kitosan makromolekiilleri
uzerinde, GMA monomerlerinin katilabilecegi aktif merkezler olusturmaktadir.

GMA monomerlerinin katilmasi ve sonrasinda zincir biiytimesi ger¢eklesmektedir.

Manyetik kopolimerlerin yapisindaki manyetik ¢ekirdek miktari, nanopartikillerin
kuvvetli asidik ortamda muamelesinin ardindan c¢ozelti ortamindaki Fe
konsantrasyonu ICP-OES analizi ile belirlendi. Daha sonra mCHT-PGMA
nanopartikiillerinin Fe igerigi 325 mg/g olarak hesaplandi.

wannsunreacted polymer
« Magnetic nanoparticle

polymerization/magnetization reaction

70°C, 4h

CH,
H,C=C

b CH,0H e’ ‘
\%0 b O O}\ N, /70°C 4o (=0 CHy
n initiator ° ° * ? I \%\@\‘l\ HaC— C%CH C ot 7C+
NH, n CH,

NH,
HC

?
(CH) H(‘: 0 CH CHZ CH,
HC HC HCL
>0 o To
(GMA) H,C Hy c H,C™

(CH-PGMA)

Sekil 3.1. Manyetik kitosan-asi-poli(glisidilmetakrilat) nanopartikullerinin sentezi (a)

ve Onerilen kopolimerizasyon reaksiyon mekanizmasi(b)
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Ast kopolimerizasyon reaksiyonun verimliligi, mMCHT-PGMA nanopartikillerin
ulagilabilir epoksi grubunun analizi ile belirlendi. Polimerizasyon ortaminda GMA
oran1 0,5 — 2,0 ml araliginda degistirildi ve polimerizasyon sonunda, kireler
tizerindeki epoksi grubu analiz Boliim 2.2.2.2°de verilen yontem uyarinca yapildi.
Polimerizasyon verimi Esitlik 2.1 kullanilarak hesaplandi (Sekil 3.2). Her bir drnek

i¢in ii¢ analiz yapildi.
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Sekil 3.2. Glisidilmetakrilat (GMA) miktarinin asilama verimliligine etkisi

Sekil 3.2°den goriilebilecegi gibi, sabit tutulan baslatict konsantrasyonunda,
0,5 ml GMA eklenmesi ile en yiiksek ulasilabilir epoksi grubu igerigine ulagilmistir.
Bu monomer miktarindan sonra, ulasilabilir epoksi grubu miktarinin yani asilama
verimliliginin de azaldigi  goriilmektedir. Bu sonug, sabit baslatici
konsantrasyonunda, kitosan zincirleri lizerinde olusturulabilecek maksimum asilama
noktalarinin oldugunu gostermektedir. 0,5 ml GMA miktarinin bu asilama
noktalarina  baglanmak i¢in  polimerizasyon ortaminda yeterli oldugu
diistiniilmektedir. Belirlenen kosullarda sentezlenen mMCHT-PGMA nanopartikillerin

ulasilabilir epoksi grubu icerigi 4,5 = 0,02 mmol/g olarak hesaplandi.
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Daha sonra, mMCHT-PGMA nanopartikillerinin epoksi gruplart boyalarin
adsorpsiyon ve biyodegredasyon ile giderilmesi i¢in sirasiyla 1,6 DAH ve EDA
kullanilarak amin gruplarina dondstiiriilldi. mMCHT-PGMA nanopartikillerinin amin
grubu igerigi 1,6-DAH ve EDA modifikasyonunun ardindan 4,05 + 0,01 mmol/g’dan
sirasiyla 6,93+ 0.03 mmol/g ve 6,07+ 0.02 mmol/g arttig1 belirlendi.

3.1. Manyetik Nanopartikillerinin Karakterizasyonu

Manyetik kitosan-asi-poli(glisidilmetakrilat) nanopartikiillerinin yapisal, manyetik ve
morfolojik o6zellikleri, FTIR, XRD, SEM-EDS, TGA ve zeta potansiyel gibi

enstrimantal yontemler kullanilarak belirlendi.
3.1.1. Fourier Transform Infrared (FTIR) Spektrumu

MCHT-PGMA partikiillerinin FTIR spektrumu Sekil 3.3’de verildi. IR spektrumu
degerlendirildiginde, yaklasik 3400 cm™’deki giiclii band O-H gerilme titresimi, N-H
bagi uzama titresimi ve polisakkaritin yapisindaki molekiil i¢i hidrojen
baglanmalarindandir. Ayrica, 2941 cm’'de metilen ve 2900 cm™¥’deki metil
titresimleri (C-H) GMA’nin karakteristik titresimleri olarak goriilmiistiir. 1720 cm”
1*de GMA’nin ester konfigiirasyonuna (C(0)=0) ait titresim bandi gdzlendi. Ote
yandan, 980 cm™’de gozlenen band ise GMA’nin epoksi grubuna aittir. Bununla
birlikte, FTIR spektrumunda 1153 cm™? ve 1058 cm™ bantlar ise kopolimer
yapisindaki polisakkarit birimine ait C-O-C bagimi (Jiang ve ark, 2005; Joshi ve
Sinha, 2006; Metin, 2013). 565 cm™’deki titresim bandi1 kopolimer yapisindaki FesOa4
molekiline ait Fe-O bagmi gostermektedir (Papageorgiou ve ark, 2010; Johar ve
ark., 2012; Ndazi ve ark., 2007; Yang ve ark., 2010).
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Sekil 3.3. mMCHT-PGMA nanopartikillerin FTIR Spektrumu

3.1.2. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Manyetik mMCHT-PGMA partikiillerinin, geometrik ve yiizey ozellikleri Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM) ve Enerji Dagilimli X-1511 spektrumu ve Haritasi
(EDS) kullanilarak belirlendi (Sekil 3.4). SEM fotograflarina bakildiginda, elde
edilen m-mCHT-PGMA partikillerin kiiresel yapida ve hemen hemen es boyutlu
oldugu goriilmektedir (Sekil 3.4a-b).

SEM fotograflarindan ayrica partikiil boyutunun 200 nm civarinda oldugu belirlendi
(Sekil 3.4b). Bununla birlikte, kopolimer kompozisyonun temel olarak Fe, O ve
C’dan olustugu EDS spektrumundan gériilmektedir (Sekil 3.4d). Ote yandan,
manyetik kopolimer nanopartikiillerinde elementlerin dagilim haritasindan da tiim
elementlerin homojen olarak dagildigi, yani manyetik ¢ekirdegin polimer matriks ile

birlikte bulundugu, polimer yapisinin i¢ine girdigi sonucuna ulasilabilir (3.4c)
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Sekil 3.4. mMCHT-PGMA nanopartikillerin farkli biiylitmelerde Taramali Elektron
Mikroskobu goéruntileri (a-b), Enerji dagilimli X-1s1m1 haritas1 (¢) ve spektrumu
(EDS) (d)

3.1.3.  X-Ismlari Kirinimi (XRD) Analizi

Sekil 3.5’de mCHT-PGMA nanopartikillerinin XRD spektrumu verilmektedir.
MCHT-PGMA nanopartikillerin X-1sin1 kirmim deseninden, nanopartikiillerin i¢inde
kristal fazlarin oldugu goriilmektedir. Manyetik nanopartikiillerin XRD deseni
incelenerek, literatiirde daha once kaydedilmis calismalar ile karsilastirildiginda; 26
=30,18°, 35,70°, 43,18°, 57,30° ve 63,06° deki keskin piklerin ylzey merkezli kiibik
yapiya sahip olan Fe3Os’e ait oldugu (Hong ve ark., 2007; Shabzendedar ve ark.,
2019), Ote yandan, 20=20° 54,64° ve 74,54° deki piklerin ise Fe2Os yapisina ait
oldugu soylenebilir (Baltazar ve ark., 2015; Yang ve ark., 2017; Fouda ve ark.,
2013).
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Bununla birlikte, XRD kirinimi ile incelenen bir 6rnegin parcacik boyutu, kirinim
desenindeki en siddetli pikin yar1 genisligi kullanilarak Esitlik 3.1°de verilen Debye-

Scherrer metodu ile hesaplanabilmektedir: (Patterson,1993)

KA
- BCos6

3.1)

Burada, K Scherrer sabiti (0,94), A , CuKa'nin radyasyon dalga boyu (A =0,1542
nm), B en yliksek yarilmada tam genislik ve 0 diizleminin Bragg acisidir (Arandhara
ve ark., 2020). Fe3Os4 nanopargaciklarinin pargacik boyutu, bu nanoparcaciklarin
kirmmim deseninde siddeti maksimum olan ve 20 = 35,70°° de gozlenen pik

kullanilarak 2 nm olarak hesaplanmustir.
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Sekil 3.5. MCHT-PGMA nanopartikillerinin X-1gin1 Kirinim Deseni
3.1.4. Termogravimetrik Analiz (TGA)

Termogravimetrik analiz, malzemelerin bozunma sicakliklart ya da nem igerigini
belirlemek i¢in kullanilan bir tekniktir. mMCHT-PGMA nanopartikullerinin, termal
bozunma egrisi Sekil 3.6’da verilmektedir. TGA egrisinden goriildiigi gibi, mCHT-
PGMA nanopartikiillerin {ic ana termal bozunma basamagina sahiptir ve
nanopartikiillerin %75’1 yaklasik 850°C’de bozunmaktadir. Bununla birlikte, 100
°C’ye kadar olan sicaklik araliginda gozlenen kiitle kaybinin (yaklasik % 5) temel
sebebi, nanopartikiillerin yapisindaki nemin uzaklagmasindan kaynaklandigi, 200-
300 °C civarindaki kiitle kaybmin ise diisiik molekiil agirlikli polimer zincirlerinin

uzaklagsmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

30



Benzer sonuglar literatiirde rapor edilmistir (Acharyulu ve ark., 2013; Shouman ve
ark., 2012; El-Hefian ve ark., 2010).

Bununla birlikte, genel olarak 200-350 °C sicaklik araliginda, bag kirilmasi ve
dehidroksilasyon, dekarboksilasyon ya da desulfirizasyon reaksiyonlarinin ardindan
meydana gelen zincirlerin ayrilmasi, 450-800 °C araliginda ise polimerlerin
bozunmasinin gergeklestigi bildirilmistir (Wang ve ark., 2018). Sicaklik 800°C’ ye
ulastiginda, MCHT-PGMA nanopartikiilleri baslangic agirhiginin = %75,4 inii
kaybetmistir.
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Sekil 3.6. NCHT-PGMA Nanopartikillerin Termogrami

3.1.5. Titresimli Ornek Manyetometre (VSM) Analizi

MCHT-PGMA nanopartikiillerin manyetik ¢ekirdegi, polimer zincirleri arasinda
birlikte bulunan Fe?": Fe*" katyonlarmin amonyak ile ¢oktiiriilmesi sonucunda

asagida verilen reaksiyon uyarinca olusur (Indira ve ark., 2010)
Fe?t + 2Fe3* + 80H™ & Fe (OH), + 2 Fe (OH); — Fe; 0,

Titresimli ~ Ornek  Manyetometrisi  (VSM)  kullanilarak, mCHT-PGMA
nanopartikiillerinin 298 K’de davranisi, manyetik alan siddetine karsi belirlendi
(Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. NCHT-PGMA nanopartikillerin Titresimli Ornek Manyetometresi (VSM)

Sekil 3.7°den goriildiigii gibi, MCHT-PGMA nanopartikiillerin manyetik alana kars1
verdikleri tepkinin stirekli ve kararli oldugu ve slperparamanyetik davranisa sahip
oldugu go6rulmektedir. Bununla birlikte, mCHT-PGMA nanopartikllerinin

doygunluk manyetizasyon degeri 29,5 Emu/g oldugu belirlenmistir.

Literatiirde, cesitli ortamlarda hazirlanmis manyetik cekirdek igeren polimerik
nanoparcaciklar i¢in farklt doygunluk manyetizasyon degerleri rapor edilmistir.
Ornegin, Xu ve arkadaslar1, FesO4 nanopartikiillerini silanlama iglemine tabi tutmus,
doygunluk manyetizasyonunu silanlama isleminden 6nce 47,90 Emu/g, silanlamadan

sonra 33,00 Emu/g oldugunu belirtmistir (Xu ve ark., 2013).

Liu ve arkadaslar1 ¢alismalarinda, karbon temelli manyetik kompozit hazirlayarak,
lakkaz enziminin immobilizasyonunda kullanmislardir. Hazirlanan kompozitin
doygunluk manyetizasyonu 4,1 Emu/g olarak belirlendi (Liu ve ark., 2012). Metin
ve arkadaglari, poli(gilisidil metakrilat) asili ksantan gum nanoprtikiillerini
hazirlayarak protein adsorpsiyonunda kullanmis ve hazirlanan manyetik partikiillerin
doygunluk manyetizasyon degerini 61 Emu/g oldugunu rapor etmislerdir (Metin ve

ark., 2020).
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FesOs igeren polimerik nanopargaciklarinin doygunluk manyetizasyon degerlerinin
biiyiikliigiiniin, bu nanoparcaciklarin yiizeyini saran polimer tabakasmin kalinligina
ve polimerin bazi 6zelliklerine (molekiil kiitlesi gibi), baghi oldugu bilinmektedir
(Goya ve ark., 2003). mCHT-PGMA nanopartikillerinin doygunluk manyetizasyon
degeri, boyalarin giderilmesi ¢aligsmalarinda adsorpsiyon veya degredasyon sonrasi
MCHT-PGMA nanopartikiillerini boya ¢ozeltilerinden ayirmak ig¢in, basit bir

miknatis kullanilarak ayirmak i¢in yeterlidir.
3.1.6. Partikiil Boyut Dagilimi

MCHT-PGMA nanopartikiillerinin boyut dagilim zeta-sizer ile elde edildi. Olgim
sonucunda partikiillerin boyut dagiliminin olduk¢a dar bir araliga sahip oldugu
(PDI:0.419) ve ortalama hidrodinamik c¢apinin ise 303 nm oldugu belirlendi (Sekil
3.8). Adsorpsiyon ve kromatografik uygulamalar icin kolon dolgu materyali olarak
sentezlenen partikillerin monodispers yani es boyutlu yapida olmasi, uygulama
boyunca kolonda diizenli bir akis olusmasini saglamaktadir. Bu sayede, kolon i¢inde
kanallasma olasiligi azalarak, akiskan kolon iginde partikiller ile kolaylikla
etkilesebilmekte ve daha etkin bir kiitle transferi saglanmaktadir. Bu dogrultuda, elde
edilen manyetik nanopartikiillerin dar bir boyut dagilima sahip olmasi, 6zellikle
stirekli sistem uygulamalari igin hazirlanacak kolon sistemlerinde énemli bir avantaj

saglayacagi diisiiniilmektedir.
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Sekil 3.8. NCHT-PGMA nanopartikillerinin boyut dagilim grafigi
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3.2. Anyonik Boya Adsorpsiyonu

Bu c¢alismada, reaktif azo boyalarin (RR-120; IC) sulu c¢o6zeltilerinden
uzaklastirilmasi igin farkli iki yol kullanilmistir. 1k olarak, epoksi gruplar1 1,6- DAH
ile aktive edilen mCHT-PGMA-DAH nanopartikiillerin kullanilarak adsorpsiyon
yolu kullamldr. Ikinci olarak yine epoksi gruplarmin énce EDA daha sonra GA ile
aktive edilmesinden sonra lakkaz enzimi immobilize edilen mCHT-PGMA-Lac
nanopartikilleri ile degredasyon yolu kullanildi. Adsorpsiyon ile anyonik boyalarin
uzaklastirilmasinda, pH, boya konsantrasyonu, manyetik nanopartikil miktar1 ve

sicaklik gibi parametrelerin adsorpsiyon verimine etkisi incelendi.
3.2.1. pH Etkisi

Adsorpsiyon prosesini etkileyen en o6nemli parametrelerden biri adsorpsiyon
ortammin pH degeridirr. MCHT-PGMA ve mCHT-PGMA-DAH nanopartikilleri
kullanilarak RR-120 ve IC boyar maddelerinin adsorpsiyon ile uzaklastirilmasinda
ortam pH’inin etkisi, 50 mg/L baslangi¢c konsantrasyonlu ¢ozelti kullanilarak 25°C
sicaklikta 360 dakika siiresince ¢alkalanarak incelendi. RR-120 ve IC boyalarinin
cozeltilerinin pH’1 3-9 araliginda degistirilmis ve pH’m RR-120 ve IC
adsorpsiyonuna etkisi sirasiyla Sekil 3.9 ve 3.10’da verilmistir. Sekil 3.9’dan
goriildiigii gibi, RR-120 i¢in asidik kosullar olan pH 2-5 araliginda adsorpsiyon
miktar1 maksimumdur sonrasinda ise azalmaktadir. Ote yandan, mMCHT-PGMA
nanopartikillerinin epoksi gruplarinin aktivasyonu ile elde edilen mCHT-PGMA-
DAH nanopartikiillerinin adsorpsiyon miktart mMCHT-PGMA nanopartikullerine gore
daha yiiksektir. Modifikasyon iglemi ile birlikte adsorpsiyon miktar1 2,6 kat artmistir.
pH 5°de mCHT-PGMA nanopartikillerinin adsorpsiyon miktar1 9,1 mg/g iken, m-
CHT-PGMA-DAH nanopartikillerinin maksimum adsorpsiyon miktar1 24,9 mg/g

oldugu belirlenmistir.

Daha yiiksek pH degerlerinde ise, adsorpsiyon miktar1 azalmistir. Diisiik pH
degerlerinde mMCHT-PGMA-DAH yapisindaki amin (-NH2) gruplar1 protonlanarak —
NH3z* gruplarina doniismektedir. Bu durum asidik karakterli olan, siilfonik asit
gruplar1 iceren boyar maddedeki —SOs grubu ile —NHs* gruplari arasindaki

elektrostatik ¢ekimi arttirarak adsorpsiyon miktarinda artisa sebep olmustur.
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Sekil 3.9. Adsorpsiyon ¢ozeltisinin pH degerinin RR-120’nin adsorplanma miktarina
etkisi (Baslangig boya derisimi: 50 mg/L; adsorbent miktari: 50 mg; Cozelti

Hacmi:25 ml; Adsorpsiyon siresi: 4 saat)

MCHT-PGMA-DAH nanopartikilleri ile IC adsorpsiyonunda asidik kosullarda
yuksek adsorpsiyon miktarina ulasilirken, pH’in artmasi ile birlikte adsorpsiyon
miktarinin da azaldig1 goriildii. Yalnizca, bu azalma davranisinin IC’de daha ani ve
keskin oldugu belirlendi (Sekil 3.10). Adsorpsiyon kapasitesindeki azalma, yuksek
pH degerlerinde ortamdaki asirt OH™ gruplarinin anyonik karakterli olan boyar
madde molekiilleri ile yarigmasi ve ayrica protonlanmigs NH3z* gruplarinin deprotone
olmasi sonucunda boya molekiilleri ve adsorbent arasindaki elektrostatik
etkilesmenin azalmasindan kaynaklanmaktadir. Sekil 3.9 ve Sekil 3.10
degerlendirildiginde, RR-120 ve IC i¢in optimum pH degeri sirasiyla 5,0 ve 3,0
olarak belirlendi ve bundan sonraki deneylerde boya ¢Ozeltilerinin pH degerleri RR-
120i¢in 5,0, IC i¢in 3,0 olarak ayarlandi.
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Sekil 3.10. pH degerinin mMCHT-PGMA ve mCHT-PGMA-DAH nanopartikullerinin
IC adsorpsiyon kapasitesine etkisi (Baslangic boya derisimi: 10 mg/L; adsorbent

miktart: 50 mg; Cozelti Hacmi:25 ml; Adsorpsiyon siiresi: 4 saat)
3.2.2. Adsorbent Miktarmmin EtKisi

12,5-250 mg araliginda degisen miktarlarda mMCHT-PGMA-DAH nanopartiklleri
kullanilarak RR-120 ve IC anyonik boyalarin adsorpsiyon verimine etkisi incelendi.
Sekil 3.11°den goriildiigii gibi % giderim orani, adsorban miktarinin 12,5 mg’dan
250 mg’a kadar artirilmasi ile, RR-120 i¢in % 67°den % 100’e, IC igin ise
%43,53’den  %99,6’ya artmaktadir. Bununla birlikte, artis 100 mg adsorban
miktarindan sonra neredeyse aynidir. Boyar madde giderim oranindaki bu artis
adsorbent miktarinin artmasi ile birlikte, boya molekiillerininn baglanabilecegi

noktalarin artmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 3.11. Adsorbent miktarinin % boya giderimi Uzerine etkisi (Baslangi¢c boya
derigimi: 50 mg/L; Cozelti Hacmi:25 ml; Adsorpsiyon slresi: 4 saat; pH: RR-120
icin 5,0; IC i¢in 3,0)

3.2.3. Baslangic Boya Derisiminin Etkisi ve izoterm Modelleri

Kesikli sistemde gerceklestirilen RR-120 ve IC adsorpsiyonu ¢alismasinda, baslangic
boya konsantrasyonun adsorpsiyon kapasitesi incelenmis (Sekil 3.12) ve elde edilen
veriler Freundlich, Langmuir ve Dubinin-Radushkevich izoterm modellerine
uygulanmistir. Sekil 3.12°den goriilebilecegi gibi, baslangic boya konsantrasyonu
arttikca adsorpsiyon kapasitesinde de artis gézlenmis, IC i¢in 500 mg/L derisiminde
bir plato degerine ulasilirken, RR-120 adsorpsiyon kapasitesinde artis devam
etmistir. Belirlenen deneysel kosullarda ulasilan maksimum adsorpsiyon kapasiteleri
RR-120 ve IC i¢in sirasiyla 241 mg/g ve 185 mg/g’dir. Literatirde RR-120 ve IC
boyalarinin adsorpsiyon yolu ile uzaklastirilmasinda kullanilan adsorbanlara ait farkl

kapasiteler rapor edilmistir.

Jawad ve arkadaslar1, TiO2 nanopartikulleri iceren GA ile capraz baglanmis kitosan
partikillerin RR-120 adsorpsiyon kapasitesinin 303 K’de 103,1 mg/g oldugunu
belirlemistir (Jawad ve ark., 2020).
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Ayni grubun baska bir ¢alismasinda, epiklorhidrin ile modifiye edilen kitosan
kirelerin RR-120 uzaklagtirma kapasitesi 81,3 mg/g oldugu belirtilmistir (Jawad ve
ark., 2019a). Celekli ve arkadaslari, Moringa oleifera bitkisinin RR-120 adsorpsiyon
davranigin1 incelemis, maksimum adsorpsiyon kapasitesini 413,32 mg/g olarak
belirlemistir (Celekli ve ark., 2019). Baska bir ¢alismada, etilen glikol diglisidil eter-
kitosan filmin RR-120 adsorpsiyon performans: arastirilmis ve maksimum
adsorpsiyon kapasitesi 165,3 mg/g olarak rapor edilmistir (Jawad ve ark., 2019b). IC
adsorpsiyonuna yonelik yapilmis ¢alisma smirhidir. Koémiir kullanilarak, endiistriyel
atik sulardan IC uzaklastirilmis ve Langmiur adsorpsiyon kapasitesi 0,560 mol/g
oldugu rapor edilmistir (Gupta ve ark., 2010). Degerlendirmeler sonucunda,
sentezlenen MCHT-PGMA-DAH nanopartikdllerinin anyonik boya

uzaklastirilmasinda, etkin bir malzeme olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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Sekil 3.12. Baslangi¢ boya derisiminin etkisi (Cozelti Hacmi:25 ml; Adsorpsiyon
siiresi: 4 saat; pH: RR-120 icin 5,0; IC i¢in 3,0; Adsorbent miktari: 50 mg)

Adsorpsiyon izotermleri boya molekiilleri ile adsorbent yiizeyi arasindaki etkilesimi
tanimlayabilmek i¢in 6nemlidir. Literatiirde, teorik ve deneysel olarak tiretilmis ¢ok

sayida izoterm modeli kullanilmaktadir (Gupta ve Babu, 2009).
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Bu ¢alismada, Langmuir, Freundlich ve Dubinnin-Raduskevich izoterm modelleri,
boya-adsorbent etkilesimlerini tanimlayabilmek i¢in kullanildi. Calisilan her bir boya
icin bu izotermlerden elde edilen sabitler ve korelasyon katsayilari Tablo 3.1°de

verildi.

Tablo 3.1’e bakildiginda, ¢alisilan her iki boya icin tiim izotermlerden elde edilen R?
degerleri 0,90°dan biiyilk oldugu goriilmektedir. Bu nedenle, tiim izoterm
modellerinin deneysel veriler ile uyumlu oldugu sdylenebilir. Esitlik 2.3 kullanilarak
298 K de 1/C¢’ye kars1 1/qe gizilerek (grafige tez icinde yer verilmedi), her iki boya
icin Langmuir sabitleri (KL ve gm) hesaplandi (Tablo 3.1). Freundlich izoterm modeli
heterojen yiizeylere adsorpsiyonu tarif eder. Esitlik 2.4’e gore InCe’ye karsi Inge
¢izildigi zaman sirasiyla egim ve kaymadan 1/n ve Kr degerleri hesaplandi ve Tablo
3.1’de verildi. Yiiksek korelasyon degerlerine dayanarak, RR-120 boyasinin mCHT-
PGMA-DAH nanopartikdllerine adsorpsiyonu, Langmuir izotermi ile blylk oranda
uyum saglarken, IC boyasinin adsorpsiyon davranist Freundlich izoterm modeli ile
daha uyumlu oldugu sdylenebilir. Langmuir izoterm modeli, adsorban yiizeyinin
cogunlukla tek bir tabaka olusacak sekilde homojen bigimde boya molekiilleri ile
kaplandigini gosterir. Freundlich izoterm modeline gore Kr degeri RR-120 ve IC
boyalari i¢in sirastyla, 1,20 ile 2,1 olarak bulunmustur. Hesaplanan Kr degerlerinden,
calisilan her iki boyanin da mCHT-PGMA-DAH partikillerine ilgisinin ylksek
oldugu goriilmektedir. Diger taraftan, n degerlerinin biiyiikliigii de adsorpsiyonun
elverisliligi hakkinda bilgi vermektedir. 1/n degerleri i¢in; (1/n=0) ise adsorpsiyon
tersinmez, (0<1/n<1) ise adsorpsiyon elverigli ve (1/n>1) ise adsorpsiyon elverissiz
olarak tanimlanmaktadir (Greluk ve Hubicki, 2010; Yang ve Feng, 2010; Ozcan ve
ark., 2007). Her iki boya icin elde edilen 1/n degerleri, adsorpsiyonun istemli
oldugunu ve adsorbent yiizeyinin heterojen yapida oldugunu gdostermistir. Sonuglar
dikkate alindiginda adsorpsiyon mekanizmasinin bazi bolgelerde tek tabakali bazi

bolgelerde ise heterojen yapida gerceklestigi goriilmektedir.

Bununla birlikte, Esitlik 2.5 kullanilarak £%’ye kars1 Inge grafigi cizilerek elde edilen
dogru denkleminden Dubinin—Radushkevich izoterm modeline ait sabitler

hesaplanarak Tablo 3.1°de verildi.
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Bu verilere gore, RR-120 ve IC boyalarinin mMCHT-PGMA-DAH nanopartikullerine
adsorpsiyon isleminin enerjisi, fiziksel adsorpsiyonu tanimlayan 1-16 kJ/mol
aralifinda bulunmustur. Bu da RR-120 ve IC boyalarinin adsorpsiyonun
molekdlleraras1 zayif etkilesimler ile gerceklestigi ve fiziksel adsorpsiyonun

meydana geldigini gostermektedir.

Tablo 3.1 RR-120 ve IC adsorpsiyonu izoterm modellerinden elde edilen sabitler

Izoterm model Model Parametreleri

Langmuir K.x103 (L/mg) Qm (mg/g) R?
RR-120 1.77 333 0.994
IC 1.05 250 0.986
Freundlich Kr(mg/g(L/mg)¥/n 1/n R?
RR-120 1.2 0.851 0.969
IC 2.1 0.921 0.994
D-R Qob-r(Mmg/g) E(kJ/mol) R?
RR-120 256 4.08 0.970
IC 212 3.53 0.984

3.2.4. Tyonik Siddetin Etkisi

Boya atik sulari, boyama prosesinde genellikle tuzlarinda kullanilmasi nedeniyle tuz
icermektedir. Bu nedenle atik sulardan boya uzaklastirilmasi ¢alismalarinda tuzlarin
etkisinin  incelenmesi  faydalidir. Bu  dogrultuda, mCHT-PGMA-DAH
nanopartikillerinin sulu ortamdan boya uzaklastirma verimliligine iyonik siddetin
etkisi adsorpsiyon ortamma 0 - 1 M derisim araliginda NaCl eklenerek incelendi ve

sonuclar Sekil 3.13’de verildi.

Adsorpsiyon ortaminda tuz derisiminin arttirilmasi ile adsorpsiyon verimliliginde en
cok azalmanin IC reaktif boyasinda oldugu gdzlendi. Bu boyanin uzaklastirilma
verimligi, ortamda tuz derisimi 1 M’a ulastiginda yaklasik olarak 8 kat azaldigi
belirlendi. RR-120 uzaklastirma verimliligi ise yaklasik olarak 2 kat azaldi. Bu sonug
ile destek materyali ve IC boyasindaki etkilesimlerin daha ¢ok -elektrostatik
etkilesimler iken, RR-120 adsorpsiyon davranisinda etkili molekiiler arasi

etkilesimlerin iyon degisimi veya hidrofobik etkilesimler oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 3.13. Iyonik siddetin adsorpsiyona etkisi (Baslangi¢ boya derisimi: 25 mg/L;
Cozelti Hacmi:25 ml; Adsorpsiyon siresi: 4 saat; pH: RR-120 icin 5,0; IC igin 3,0;
Adsorbent miktari: 50 mg)

3.2.5. Adsorpsiyon Suresinin Etkisi ve Kinetik Modeller

Adsorpsiyon siiresinin boya uzaklastirma verimliligi tlizerine etkisi farkli baglangic
boya derisimlerinde incelenerek, RR-120 ve IC boyalarinin mCHT-PGMA-DAH
nanopartikiillerine adsorpsiyonun zamanla degisim grafigi sirasiyla Sekil 3.14 ve
Sekil 3.15°de verildi.
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Sekil 3.14. RR-120 adsorpsiyonuna zamanin etkisi (Cozelti Hacmi:25 ml; pH= 5,0;
Adsorbent miktari: 50 mg)

Sekil 3.14’e bakildiginda, RR-120’nin adsorpsiyonu diisiikk derisimde baslangigta
yavagstir, derisimin artmastyla birlikte adsorpsiyonun baslangi¢ hizi da artmaktadir.
Bununla birlikte yine 25 mg/L ve 50 mg/L derisimlerinde 50 dakika sonra
adsorpsiyon dengeye yaklagsmaktadir. 100 mg/L baslangic boya derisiminde 200
dakika sonrasinda dengeye yaklastigi goriilmektedir. 240 dakikadan sonra
adsorplanan madde miktar1 degismeyerek dengeye ulagmustir. Yiiksek derisimde
gozlenen bu davranis, RR-120 uzaklastirilmasi i¢in adsorpsiyon olayinin iki agamali
oldugu sdylenebilir. Hizli faz olarak da isimlendirilen birinci agsamada, boya
molekiillerinin adsorbent yiizeyine adsorpsiyonu hizli ve anidir. Ikinci asama ise
yavas basamaktir, bu asamada adsorpsiyon hizi daha yavastir ve adsorpsiyon
dengesine yaklasilir (Han ve ark., 2009).

IC boyasinin adsorpsiyon davranisi ise, RR-120’den farkli olarak, tiim derisimlerinde
oldukca hizli bir baslangi¢ adsorpsiyon hizina sahiptir ve tiim derisimlerde yaklasik
50 dakikadan sonra dengeye yaklasmaya baslamistir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. IC adsorpsiyon kapasitesine zamanin etkisi (Cozelti Hacmi:25 ml; pH=
3,0; Adsorbent miktari: 50 mg)

Adsorpsiyon prosesinin tasarlanmasi i¢in adsorpsiyon hizi énemli bir parametredir.
Atik su iyilestirilmesi ve boya giderimi gibi uygulamalar hizli adsorpsiyon ve kisa
temas stliresine ihtiya¢c duymaktadir. RR-120 ve IC gibi anyonik boyalarin
gideriminde mCHT-PGMA-DAH nanopartikiillerinin ilgisini arastirmak i¢in birinci
derece kinetik esitlik ve ikinci derece kinetik esitlik modelleri kullanild1 ve modellere

ait sabitler belirlenerek Tablo 3.2°de verildi.

Tablo 3.2°de, RR-120 ve IC reaktif boyalar1 i¢in yapilan hesaplamalarda birinci ve
ikinci mertebe kinetik modellere ait korelasyon katsayilar1 (R?) karsilastirildiginda,
her iki boya icin ikinci mertebe Kinetik modelin daha yiiksek korelasyon katsayina
sahip oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte deneysel olarak elde edilen
adsorpsiyon kapasitesi ile kinetik esitlikten hesaplanan kuramsal adsorpsiyon
kapasitesi degerleri de hemen hemen aynidir. Bu nedenle, RR-120 ve IC boyalarinin
MCHT-PGMA-DAH nanopartikiilleri ile sulu ¢ozeltilerden giderilme igleminin ikinci

mertebe kinetik model ile uyumlu oldugu goriildii.
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Tablo 3.2. Birinci ve Ikinci mertebe kinetik esitliklere ait sabitler

Boya Birinci mertebe kinetik esitlik Ikinci mertebe kinetik esitlik
Ceexp Om k1 R? Qm kox10° R?
mg/g mg/g ma/g
RR-120
25 mg/L 15.05 4.196 0.0287 0.9764 17.18 1.68 0.9939
50 mg/L 26.11 2.450 0.0262 0.8403 26.73 6.90 0.9997
100 mg/L 49.65 4.490 0.0188 0.8909 52.63 1.10 0.9984
IC
25 mg/L 9.25 4.07 0.121 0.9481 9.84 11.60 0.9963
50 mg/L 21.01 1.79 0.0014 0.9257 20.96 14.1 0.9997
100 mg/L 47.06 1.55 0.0166 0.9621 47.39 155 0.9999

3.2.6. Sicakhgn Etkisi ve Termodinamik Hesaplamalar

Sicaklik, adsorbentlerin kapasitesini, prosesin tasinma ve kinetik davranigini
etkileyen 6nemli bir parametredir. Bu nedenle, adsorpsiyon prosesinin entalpi
degisimi (AH°), entropi degisimi (AS°) ve serbest enerji degisimi (AG°) asagida
verilen esitlikler kullanilarak hesaplandi (Wang ve ark., 2010).

AG°® = -RTInK (3.2)
AG°® = AH® — TAS® (3.3)
Yukaridaki iki esitligin birlestirilmesi ile:

InK = —AH°/RT + AS°/R (3.4)

Esitligi elde edilir. Burada R, gaz sabiti (8,314 J/mol K), T sicaklik (K) ve K ise
denge sabitidir.

RR-120 ve IC boyalarmin mCHT-PGMA-DAH iizerine adsorpsiyonuna sicakligin
etkisini belirlemek icin 274, 293, 310 ve 318 K sicakliklarinda ¢alisildi (Sekil 3.16).
Sicakligin 274 K’den 293 K’e artirilmasiyla birlikte, RR-120’nin adsorpsiyon
kapasitesi artti ve sicakligin daha fazla arttirllmasi ise adsorpsiyon kapasitesini

etkilemedi.
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Ote yandan, IC’nin adsorpsiyon kapasitesinin 274 K’de en yiiksek degerde oldugu,
sicakligin artmasi ile birlikte adsorpsiyon kapasitesinin azaldigi belirlendi. Elde
edilen sonuclara gore, IC/MCHT-PGMA-DAH adsorbat/adsorbent ¢ifti arasindaki
etkilesimlerin molekiiller aras1 zayif etkilesimlere dayandigi, sicakligin artmasi ile bu
zayif kuvvetlerin bozuldugu disiiniilmektedir. Bu sonuglar, daha 6nce iyonik
siddetin etkisi incelendiginde elde edilen sonuglar ile uyum igindedir. Sonug olarak,
RR-120 boyasinin mCHT-PGMA-DAH nanopartikilleri Gzerine adsorpsiyonun
endotermik, IC adsorpsiyonunun da ekzotermik oldugu, zayif etkilesimlerin rol

oynadigi fiziksel adsorpsiyon dogasinda oldugu sdylenebilir.
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Sekil 3.16. Sicakligin adsorpsiyon kapasitesine etkisi (Baslangi¢ boya derisimi: 50
mg/L; Cozelti Hacmi: 25 ml; Adsorpsiyon siresi: 4 saat; pH: RR-120 igin 5,0; IC
icin 3,0; Adsorbent miktari: 100 mg)
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Esitlik (3.3) kullanilarak 1/T’ye karst InK grafigi cizilerek (tez igeriginde
verilmemistir), RR-120 ve IC igin standart entalpi degisimleri (AH®) sirasiyla +14,39
kdJ/mol ve — 3891 kJ/mol olarak hesaplandi. Adsorpsiyon prosesi, entalpi
degisiminin biiyiikliigiine bagl olarak fiziksel ve kimyasal olarak siniflandirilabilir.
Entalpi degisiminin buyiikligii 84 kJ/mol’den az ise, adsorpsiyon fiziksel olarak
kabul edilir, bununla birlikte bu biyukluk 84 - 420 kJ/mol araliginda ise kimyasal
adsorpsiyon gerceklestigi  diistiniilmektedir (Errais ve ark., 2011). RR-120
adsorpsiyonuna ait elde edilen pozitif AH®, adsorpsiyon prosesinin endotermik
oldugunu gosterirken, IC adsorpsiyonuna negatif AH® degeri, adsorpsiyonun
ekzotermik oldugunu gostermektedir. Ayrica, her iki boyanin AH® degerlerinin
biiyiikliigii adsorpsiyon dogasmin fiziksel oldugunu ve van der waals gibi zayif

etkilesimleri kapsadig fikrini desteklemektedir.

Tablo 3.3’e bakildiginda, galisilan her iki boya i¢in hesaplanan AG® degerleri tiim
sicaklik degerlerinde negatif degerdedir. Bu sonug, sulu ¢ozeltilerden anyonik
boyalarin MCHT-PGMA-DAH nanopartikiillerine adsorpsiyonunun kendiliginden

oldugunu gostermektedir.

Ayrica, RR-120 adsorpsiyonun davranisinin sicakligin artisi ile birlikte daha elverisli
hale gelirken, IC adsorpsiyon davranisinin tersine olumsuz etkilendigi azalan serbest
entalpi degerlerinden de goriilmektedir. Bunun yani sira, pozitif AS® degeri,
adsorpsiyon prosesi siiresince kati-¢ozelti ara yiizeyinde diizensizligin arttigini,
entropi degerinin negatif olmasi, boyar madde adsorpsiyonu siiresince kati-gozelti

ara ylizlerinde diizensizligin azaldigin1 gostermektedir (Han ve ark., 2010).

Tablo 3.3. Termodinamik Parametreler

RR-120 IC
T(K) 274 293 308 313 274 293 308 313
AG® (kJ/mol) -11.46 -13.26 -14.67 -15.14 -12.52 -10.68 -9.24 -8.75
AH® (kJ/mol) +14.39 -38.91
AS° (J/mol K) 94.36 -96.33
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3.2.7. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

Adsorpsiyon iglemlerinde, adsorbanin kullaniminin azaltilmasi i¢in tekrar
kullanilabilirliginin yiliksek olmas1 istenir. Sekil 3.17°’de mCHT-PGMA-DAH
nanopartikillerinin  RR-120 ve IC adsorpsiyonunda tekrar kullanilabilirligi
gorulmektedir.

100

BRR-120 OIC
80

60

%R

40

20

1 2 3 4
Adsorpsiyon/Desorpsiyon Déngusu
Sekil 3.17. mMCHT-PGMA-DAH NPs’lerinin tekrar kullanilabilirligi (Adsorpsiyon:
Baslangi¢ boya derisimi: 50 mg/L; Cozelti Hacmi: 25 ml; Adsorpsiyon siiresi: 4 saat;
pH: RR-120 icin 5,0; IC icin 3,0; Adsorbent miktari: 100 mg; Desorpsiyon: 0,1 M
NaCl ¢ozeltisi, 25 ml)

Adsorpsiyon-desorpsiyon dongisi, aym partikiillerin  kesikli sistemde 4 kez
kullanilmas: ile gergeklestirilmistir. 4. Dongilide adsorpsiyon veriminde RR-120 igin
% 26,7 ve IC i¢in % 27,9 azalma gorilse de, adsorbentin hala adsorplama islemini
sirdiirdiigii gortilmektedir (Sekil 3.17).

Desorpsiyon islemine ayrica disaridan uygulanan manyetik alanin etkisi de
arastirildi. Desorpsiyon ortamina yerlestirilen boya adsorplamig mCHT-PGMA-DAH
nanokiirelerine disaridan 0.5m Tesla manyetik alana ve 10 KHz frekansa sahip

manyetik alan uygulanarak desorpsiyon islemine katkis1 arastirildi (Sekil 3.18).
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Sekilden de goriildiigii gibi, desorpsiyon islemi sirasinda uygulanan manyetik alan,
polimer i¢inde bulunan manyetik ¢ekirdegi hareketlendirerek, boya-adsorbent
arasinda kurulan etkilesimlerin kirilmasina yardimeci olmaktadir. Desorpsiyon
oranindaki artts RR-120 igin yaklasik % 4 iken, IC igin % 22,7 olarak belirlendi. Bu
sonug, hazirlanan MCHT-PGMA-DAH nanopartikillerinin guclu  bir mayetik

ozellige sahip olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
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Sekil 3.18. nMCHT-PGMA-DAH NPs’lerinin desorpsiyon davranisina manyetik alan
etkisi (Desorpsiyon: 0,1 M NaCl c¢ozeltisi, 25 ml, Frekans: 10 KHz, Alan: 50mT,

Uygulama siresi: 4h)

3.3. Lakkaz immobilize m-CHT-PGMA Nanopartikilleri ile Anyonik Boya

Giderimi

Tez ¢alismasinin ikinci agamasinda, RR-120 ve IC reaktif boyalarinin uzaklastirma
islemi, lakkaz enzimi immobilize edilen MCHT-PGMA nanopartikilleri ile

gergeklestirildi.
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Bu amacla, EDA ve GA ile modifiye edilen mCHT-PGMA nanopartikillerine lakkaz
immobilizasyonu kovalent baglanma yontemi ile gerceklestirildi ve lakkaz
immobilize manyetik nanopartikiller, nCHT-PGMA-EDA-Lac, elde edildi. mCHT-
PGMA-EDA nanopartikiilleri iizerine baglanan enzim miktarinin bulunmasi i¢in
immobilizasyon sonrasi ve yikama sularinda Bradford yontemi kullanilarak protein

tayini yapildi (Bradford.,1976). Immobilizasyon sonrasinda mCHT-PGMA-EDA

nanopartikiilleri iizerine baglanan protein miktar1 70 £ 0,21 mg/g olarak hesaplandi.

3.3.1. immobilize Enzimin Karakterizasyonu

3.3.1.1. Iimmobilize Enzimin Aktifligine pH’mn Etkisi

Immobilize lakkazin aktifligi substrat olarak siringaldizin kullanilarak belirlendi ve
serbest enzim ile karsilagtirildi. Enzim aktivitesi, 10-80 uM derisim araliginda
dogrusal olan siringaldizinin kalibrasyon egrisinin egimi kullanilarak hesaplandi.
Serbest ve immobilize lakkazin optimum pH’1nin belirlenmesi i¢in pH 3-9 araliginda
aktiviteleri ol¢iilerek, % aktivite degerleri hesaplandi. Sekil 3.19’den goriilebilecegi
gibi, serbest ve mMCHT-PGMA-EDA nanopartikiillerine immobilize edilmis lakkazin
optimum pH’lar1 sirasiyla, pH 5,0 (Asetat tamponu, 50 mM) ve pH 6,0 (Fosfat
tamponu, 50 mM)’dur.

Enzimlerin immobilizasyonu sonucu, tastyict iizerine baglanma ile olusan
etkilesimlerden dolay1 optimum pH degerlerinde bir kayma gozlenir. Bu kaymanin
genellikle bazik ortama dogru bir birim seklinde gerceklestigi daha Onceki
calismalarda da rapor edilmistir. Lu ve arkadaslari, serbest lakkaz enzimi igin
optimum pH’1 3,0, immoblize lakkazin optimum pH degerini 4,5 olarak rapor
etmislerdir. Yine bagka bir calismada, serbest lakkaz i¢in optimum pH 4,0,
immobilize lakkaz i¢in optimum pH’in 5.0 oldugu bildirilmistir (Lu ve ark., 2007,
Corman ve ark., 2010). Dodor ve arkadaglari, Trametes versicolor’ dan elde edilen
lakkaz1 kaolinit lizerine immobilize etmis, immobilize enzim i¢in optimum pH’1 4,5
olarak belirlemistir (Dodor ve ark., 2004). Bu c¢alismada elde edilen pH degisimi
literatir ile uyum icinde oldugu gériilmektedir. Ote yandan, immobilize enzimin
serbest lakkaza gore daha genis bir pH araliginda daha yiiksek aktivite gosterdigi
goriilmektedir (Sekil 3.19).
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Dolayistyla, mCHT-PGMA-EDA-Lac nanopartikillerinin, asidik ve nétral pH
degerlerinde gerceklestirilen uygulamalarda verimli bir sekilde kullanilabilecegi

distiniilmektedir.
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Sekil 3.19. Serbest ve immobilize lakkaz enziminin aktivitesine pH’1n etkisi

3.3.1.2. immobilize Enzimin Aktifligine Sicakh@in Etkisi

Serbest ve mMCHT-PGMA-EDA-Lac nanopartikillerindeki lakkaz —enziminin
maksimum aktivite gdsterdigi sicakliklarmin belirlenmesi i¢in 25-50 °C arasindaki
farkli sicakliklarda aktiviteleri Olciildii ve % aktivite degerleri hesaplanarak Sekil
3.20° de gosterildi. Serbest enzimin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik 30°C
iken, immobilize lakkaz enziminin sicakliglr 40 °C oldugu goriilmektedir. Bununla
birlikte, enzimin daha yiiksek sicakliklarda aktivite kaybi, serbest enzmine gore
oldukca  diisiiktiir. Bu sonu¢ lakkaz enziminin mMCHT-PGMA-EDA
nanopartikiillerine kovalent olarak baglanmasi ile termal agidan dayanikliliginin
arttigimi gostermektedir. Literatiirde yer alan ¢alismalarda, serbest ve immobilize

lakkaz enzimine ait farkli sicaklik degerleri rapor edilmistir.
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Ormnegin, Trametes versicolor kaynakli lakkaz enziminin ABTS substratina karsi
optimum sicaklik degeri 40 °C olarak belirlenmis (Kalkan ve ark., 2012) yine ayni
kaynakdan elde edilen lakkazin siringaldizin substratina karst maksimum

aktivitesinin 30 °C oldugu bildirilmistir (Alver ve Metin, 2017).
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Sekil 3.20. Serbest ve immobilize lakkaz enziminin aktivitesine sicakligin etkisi
3.3.1.3. Enzim Kinetigi

Immobilize enzimin kinetigi, enzim aktifligine substrat derisiminin etkisi incelenerek
belirlendi ve serbest enzim kinetigi ile karsilastirildi. Bu amagla, substrat derisiminin
0,010-0,080 mM oldugu aralikta ¢aligildi. Esitlik 2.15°de verilen Lineweaver-Burk
Esitliginden, Vmak Ve Kmn degerleri hesaplandi. Serbest enzim i¢in Km degeri 0.057
MM ve Vmak degeri 7,8 x10° mM.dak* olarak bulunurken, immobilize enzim igin Kn,
degeri 0,065 MM Ve Vmak degeri 1,75 x10° mM.dak™? olarak hesaplandi. Km sabiti,
enzimin substrata olan ilgisinin bir 6l¢ustdir. Km, enzimin elde edildigi kaynaga,
substrat tiirli ve derisim aralifina bagl olarak degisim gosterebilmektedir. Enzim

herhangi bir yontem ile immobilize edildiginde, Km degeri artabilir ya da azalabilir.
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Lentinula edodes’ten elde edilmis serbest lakkazin Km degeri 70 uM ve Cerrena
unicolor’dan elde edilen lakkaz i¢in Km 77 uM olarak bulunmustur (Fang ve ark.,
2009; D’Annibale ve ark., 2000). Panus conchatus’tan elde edilen lakkazin Km ve
Vmak degerleri sirasi ile 37 pM ve 5,9 mM.dak™* olarak bulunmustur (Yinghui ve ark.,
2002). Elde edilen sonuclara gore, enzimin immobilize edilmesiyle Km degeri
artmistir yani enzimin substrata olan ilgisi azda olsa azalmistir. Bu azalma,
immobilizasyon ile birlikte enzimin yapisindaki degisiklikler ve substratin
immobilize enzimin aktif bolgelerine daha zor ulasmasindan kaynaklanabilmektedir

(Arica ve ark., 1994, Corman ve ark., 2010; Alver ve Metin 2017).
3.3.1.4.Depolama Kararhhgi

Serbest ve MCHT-PGMA-EDA iizerine immobilize edilmis lakkaz 4 °C depoland1 ve
belirli araliklarla aktiviteleri dl¢iildii. Sonuglar Sekil 3.21° de goriilmektedir. 4 °C’ de
depolanan serbest lakkaz 6 hafta sonunda aktivitesini neredeyse tamamen Yyitirirken,
6 hafta sonunda 4 °C ’de depolanan immobilize lakkazin aktivitesi % 30 azalmistir.
Bu sonug, immobilize lakkazin kararliliginin, serbest enziminkine kiyasla yiiksek
derecede gelistigini gostermektedir. Alver ve Metin yaptigi ¢alismada, serbest
enzimin 7 hafta icinde aktivitesinin tamamini kaybederken, immobilize lakkaz, ayni
periyod boyunca baslangi¢ aktivitesinin sadece %36’sin1 kaybettigini rapor etmistir
(Alver ve Metin, 2017).

52



100
immobilize m serbest

80

60
40
20 I
0
1 2 3 4 5 6

Depolama kararhligi (hafta)

% Aktivite

Sekil 3.21. Serbest ve immobilize enzimin depolama kararlilig:

3.3.2. Immobilize Lakkaz ile Boya Degredasyonu

Calismanin bu asamasinda, mMCHT-PGMA-EDA nanopartikillerine immobilize
edilen ve optimum ¢alisma kosullar1 belirlenen lakkaz enziminin, RR-120 ve IC

reaktif boyalarinin giderilmesindeki etkinligi belirlendi.
3.3.2.1.Boya Giderimi Uzerine Zamann EtKisi

Reaksiyon suresinin boya giderimi izerine etkisini belirlemek icin lakkaz immobilize
edilen mCHT-PGMA-EDA nanopartikilleri boya c¢oOzeltileriyle muamele edildi.
Manyetik partikiller belirli araliklar ile miknatis yardimiyla ¢ozelti ortamindan
ayrilarak boya cozeltilerinin derisimi UV-vis spektrofotometre ile belirlendi. Hem
RR-120 hem de IC boyalarmin uzaklastirma etkinliginin enzim immobilize
nanokiireler ile boya g¢ozeltilerinin temas sliresi arttikca, arttigi belirlendi (Sekil

3.22).
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Ozellikle baslangi¢ giderim hizlarinin yiiksek oldugu ve 30 dakika sonunda boya
giderim yuzdesinin IC igin %50,47, RR-120 i¢in %35,73 oldugu belirlendi. Temas
siiresinin 5. saatinden sonra her iki boya i¢in de giderimin ¢ok fazla degismedigi ve

yaklasik olarak boyalarin %80’nin giderildigi belirlendi.
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Sekil 3.22. Reaksiyon slresinin immobilize lakkazin boya giderimine etkisi
(Kosullar: Boya derigimi 10 mg/L, 25 ml, pH 6,0, 14 ng immobilize enzim igeren
MCHT-PGMA-EDA-Lac nanopartikiil, Sicaklik 37 °C)

Literatiirde farkli desteklere immobilize edilmis lakkaz enzimi ile ¢ok sayida boya
giderim caligmas1 bulunmakla birlikte, RR-120 ve IC reaktif boyalarinin immobilize

lakkaz ile giderilmesine yonelik ¢alismalar sinirlidir.
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Bu calismalarda da farklt enzim immobilizasyon kapasiteleri nedeniyle farkli
reaksiyon streleri ve giderim yiizdeleri rapor edilmistir. Ornegin, poli(2-
kloroetilakrilat) asilanmis zeolit partikiillerine Trametes versicolor’dan elde edilen
lakkaz kovalent baglanma yolu ile immobilize edilmis (17,7 mg/g) ve RR-120
boyasiin giderilmesinde kullanilmistir. 100 mg/L RR-120 reaktif boyasinin hemen
hemen tamaminin 180 dakikada giderildigi rapor edilmistir (Celikbigak ve ark.,
2014). Baska bir ¢alismada ise, Papaya’dan saflastirilmis lakkaz enzimi hapsetme
yolu ile kitosan kiirelere immobilize edilerek IC boyasinin giderilmesinde
kullanilmistir. Immobilize enzimin, 50 pg/ml derisimindeki IC boyasmi 8 saatlik

inkiibasyon siiresinin ardindan tamamen uzaklastirdig: bildirilmistir (Jaiswal ve ark,

2016).

Bunun disinda, lakkaz enzimi ile farkli boyalarin giderilmesinde farkli degredasyon
stirelerine ulasilmistir. Trametes versicolor’dan elde edilen lakkazin poli(akrilamit-
akrilik asit)/K-karagenan ve poli(akrilamit-itakonik asit)/K-karagenan hidrojellerine
hapsetme ydntemiyle immobilize edilmesi elde edilen immobilize enzim sistemi
metil oranjin giderilmesinde kullanilmis ve 6 saat sonunda boyanin %35’inin

giderildigi belirlenmistir (Makas ve ark., 2010).
3.3.2.2. Boya Konsantrasyonun Etkisi

Immobilize lakkaz ile boya gideriminde, baslangi¢ boya konsantrasyon etkisini
belirlemek icin, 10-200 mg/L arasinda farkli konsantrasyonlardaki boya ¢ozeltileri
MCHT-PGMA-EDA-Lac nanopartikilleri ile 5 saat 40°C” de 120 rpm’de muamele
edildi. Temas siiresinin sonunda her bir boyanin derigsimi UV-vis spektrofotometre
ile belirlenerek % boya giderimi hesaplandi. Sekil 3.23’den goriilebilecegi gibi, her
iki boya icinde artan boya konsantrasyonu ile giderim azalmaktadir. Caligmamizda
elde edilen sonuca benzer sekilde, Murugensan ve arkadaslar1 (2007) Ganoderma
lucidum lakkazi ile yaptiklart boya giderim c¢alismalarinda Reaktif Siyah 5 ve
Remazol Brilliant Mavi R boyalarinin artan boya konsantrasyonlarinda boya giderim

degerlerinin azaldigini belirtmistir (Murugesan ve ark., 2007).
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Sekil 3.23. Boya konsantrasyonunun immobilize lakkazin boya giderimine etkisi
(Kosullar: 25 ml boya ¢ozeltisi, pH 6,0, 14 pug immobilize enzim iceren m-CHT-
PGMA-EDA-Lac nanopartikiil, Sicaklik 37 °C, reaksiyon siiresi 5 saat)

4. SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESI

Bu tez caligmasinda fonksiyonel, nanoboyutta manyetik biyopolimer sentezlenerek,
anyonik boyalarin giderilmesinde kullanilmistir. Boya giderimi hem adsorpsiyon
hem de enzimatik degredasyon yolu ile yapilarak elde edilen sonuglar asagida

Ozetlenmistir.

Manyetik poli(glisidil metakrilat) asi-kitosan nanopartikiillerin sentezinde optimum
GMA miktar1 0,5 ml olarak bulunmus ve bu kosullarda sentezlenen nanopartikiillerin
ulagilabilir epoksi grubu igerigi 4,05 mmol/g olarak belirlenmistir. Aminleme
islemleri ile birlikte manyetik poli(glisidil metakrilat) -asi-Kitosan nanopartikiillerin

amin grup igeriginin arttig1 gérilmiistir.
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SEM/EDS sonuglartyla, mCHT-PGMA partikullerinin, kiresel geometride ve
nanoboyutta oldugu, EDS spektrum ve haritasi ile Fe atomlarmin varlig1 ve yapiya

homojen sekilde dagildigi belirlenmistir.

FT-IR spektrumundan as1 kopolimeriazsyonun gerceklestigini ve Fe3Os

nanopar¢aciklariin manyetik nanopartikiillere katildig1 tespit edilmistir.

MCHT-PGMA nanopartikiillerinin XRD kirinim desenleri, manyetik nanopartikiil
icinde bulunan Fe3O4 nanopargaciklarinin yiizey merkezli kiibik yapiya sahip

oldugunu ve yaklasik olarak 2 nm boyutunda dagildigini1 gostermistir.

VSM sonuglari, manyetik nanopartikiillerin siiperparamanyetik 6zellikte oldugunu ve

doygunluk manyetizasyon degerinin 29,9 Emu/g oldugunu gdstermistir.

Termogravimetrik analiz ile, manyetik nanopartikillerin baslangic agirliginin
yaklasik %75’ini 800 °C’de kaybettigi belirlenmistir.

Adsorpsiyon ile boya giderim caligmalari sonucunda, RR-120 ve IC boyalarinin

asidik kosullarda adsorpsiyonunun daha elverisli oldugu belirlenmistir.

Baslangi¢ boya kapasitesi arttik¢a, adsorpsiyon kapasitesinin de arttig1 ve maksimum
adsorpsiyon kapasitesinin RR-120 i¢in 241 mg/g, IC i¢in 185 mg/g oldugu

belirlenmistir.

RR-120 adsorpsiyonu yiiksek sicakliklarda daha elverigli iken, IC adsorpsiyonu
diisiik  sicakliklarda daha elverisli oldugu, bununla birlikte adsorpsiyon

mekanizmasinin fiziksel kuvvetler lizerinden yiriidiigi belirlenmistir.

MCHT-PGMA-DAH nanopartikillerinin RR-120 ve IC adsorpsiyonunda 4 kez arka
arkaya kullanilabilecegi ve bu kullanim siiresi sonunda kapasitesinin yaklasik olarak

%30 azaldig1 belirlenmistir.

MCHT-PGMA-DAH nanopartikiillerinin, boya desorpsiyon davranigina disaridan
uygulanan manyetik alan ve frekansin etkisinin oldugu, manyetik alan uygulanmasi
ile RR-120’nin desorpsiyon oraninin %88,7°den %92,5’¢, IC’nin ise %77,9’dan
%100’e ulastig1 belirlenmistir.
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Calismanin ikinci asamasinda lakkaz enzimi mCHT-PGMA-EDA nanopartikllerine
kovalent olarak baglanmis, RR-120 ve IC degredasyon ile uzaklastiriimasina

calisiimustir.

Immobilize enzim icin optimum pH 6,0 ve optimum sicaklik 40°C olarak
bulunmustur. Ayrica, immobilze enzimin daha genis bir pH aralifinda
kullanilabilecegi goriilmiis ve bunun serbest lakkaza gore endiistriyel ve analitik
uygulamalarda daha etkin bir sekilde kullanilabilecegi disiiniilmiistiir. Ayrica,
immobilize lakkazin optimum sicakliginin serbest lakkazdan c¢ok yiliksek olmamasi,
endistriyel uygulamalarda enzimin aktif hale gelmesi i¢cin uygulanmasi gereken
sicakligr ¢ok arttrmamistir. Bu sonug, hazirlanan immobilize enzim sisteminin

ekonomik bir proses sunacagini diisiindiirmektedir.

Immobilize enzim depolanmasinin 6. haftasinin sonunda baslangi¢ aktifliginin %70’

ini korumustur.

Immobilize lakkazin RR-120 ve IC boyalarinin enzimatik olarak oksidasyonu
gergeklestirilmis ve en yiiksek katalitik aktiviteyi IC boyasina karsi gosterdigi
gozlenmistir. Immobilize lakkaz diisiik miktarlarda kullanildig: ¢calismada, 5. saatin
sonunda 200 mg/L baslangic derisimine sahip IC boyasimnin %60’n1 giderdigi
belirlenmistir. Sonu¢ olarak endiistriyel uygulamalarda kullanilan lakkaz enzimi,
genis bir substrat araligina sahip olmasi nedeniyle boya ya da fenolik bilesikler gibi
pek cok Kkirleticinin giderilmesinde biyokatalizor olarak kullanilabilir. Enzimlerin
immobilizasyon ile aktivitesi ve kararliliginin artmasi uygulamalarim maliyetini

azaltir ve proses kontrolii saglar.

Adsorpsiyon isleminde adsorbent ve immobilizasyonda tasiyic1 olarak kullanilan
kitosanin ucuz olusu, toksik olmayis1 ve yapisindaki hidroksil ve amino gruplarinin
varhigi nedeniyle negatif yukli molekillere veya enzimlere kolayca baglanmasi
onemli avantajlardir. Reaktif gruplari sayesinde kitosan, kolayca modifikasyona
ugrayabilir ya da as1 kopolimerleri hazirlanabilmektedir. Bu ¢alismada da reaktif
epoksi gruplar1 bulunduran glisidil metakrilat kitosan tiizerine asilanarak, boya
molekiillerinin adsorpsiyonu ya da enzimin baglanmasi i¢in daha fazla sayida reaktif

grup icermesi saglanmis ve etkili bir sekilde kullanilmistir.
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Diger taraftan, manyetik nanopartikiiller diger desteklerle kiyaslandiginda basit
hazirlama prosediirii, diisiik maliyet ve hizli geri kazanim ile endustriyel Olcekte

Onemli avantajlar sunmaktadir.

Son olarak, calismada Oneri olarak, kesikli sistemde gergeklestirilen boya
adsorpsiyonu ve enzimatik giderim, siirekli sistemde de ¢alismasi faydali olacaktir.
Bununla birlikte, adsorpsiyon sonunda ve degredasyon sonunda boya c¢ozeltilerin
canlilar Gzerine (bitkiler veya bakteriler gibi) etkileri incelenerek, gergek atik su
uygulamalarinda, boya uzaklagtirildiktan sonra desarj edilen suyun etkilerini

ongorme agisindan faydali olacaktir.
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