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OZET

Aktif karbon, konvansiyonel biyolojik atiksu aritma tesislerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Aktifkarbon biyolojik sistemlerde kombine edildiginde toksik etkisi
olan organik bilesikleri adsorplamaktadir ve mikroorganizmalar1 bu toksik etkilerden
korurken, aktif ¢amurdaki mikrobiyal topluluk da zamanla bu bilesiklere aklime
olmaktadir. Boylece mikroorganizmalar zamanla bilesiklerin par¢alanmasi i¢in uygun
enzimleri tiretmektedirler. Adsorplanmis bilesiklerin konsantrasyon gradyaniyla veya
enzimatik aktivitelerle aktif karbonun gézeneklerinden desorbe olmalari ve sonrasinda
aklime olmus mikroorganizmalarla biyolojik olarak ayristirilmalarina aktif karbonun
biyorejenerasyonu denmektedir. Biyorejenerasyon, aktif karbonun kullanim siiresini
arttirarak aktif karbon ilavesi veya rejenerasyonuyla ilgili masraflar1 azaltmaktadir.
Literatiirdeki  ¢alismalarda  aktif ~ karbonun enzimatik  biyorejenerasyonun
gerceklesmesi bir¢ok kez tahmin edilmistir, fakat dogrudan enzim kullanilmadigi veya
islev goren enzimler tespit edilmedigi i¢in enzimatik biyorejenerasyon kesin olarak
tespit edilememistir. Bu ¢alismada, hedef bilesik olarak 6ncelikli mikrokirleticiler
arasinda bulunan fenol, 2-nitrofenol ve bisfenol-Anin aritilmasinda aktif karbonun
enzimatik biyorejenerasyonu incelenmistir. Bu amagla kimyasal ve termal olarak
aktive edilmis graniiler aktif karbonlar ile adsorpsiyon, abiyotik desorpsiyon ve
enzimatik biyorejenerasyon c¢alismalart yapilmistir. Fenolik bilesikleri reaksiyona
soktugu literatiirden bilinen lakkaz enzimi enzimatik degredasyon ve biyorejenerasyon
calismalarinda kullanilmistir. Sonuglar enzimatik biyorejenerasyon verimleri ile
abiyotik desorpsiyon verimleri arasinda hedef bilesik ve aktif karbon tiiriine bagh
olarak degisen degerlerde Onemli farklar oldugunu gostermistir. Bu sonuglar
literatiirde ilk defa sadece hiicre dis1 enzimlerden kaynaklanan biyorejenerasyonu nicel
olarak gostermistir.

Anahtar Kelimeler: aktif karbon, biyorejenerasyon, fenol, 2-nitrofenol, bisfenol-A,
lakkaz
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ABSTRACT

Activated carbon is widely used in conventional biological wastewater treatment
plants. When activated carbon is combined in biological systems, it adsorbs organic
compounds that have toxic effects and protects microorganisms from these toxic
effects, while the microbial community in the activated sludge acclimates to these
compounds in time. Thus, microorganisms produce enzymes suitable for
decomposition of these compounds within time. The desorption of the adsorbed
compounds due to formation of a concentration gradient or by enzymatic activities
through the pores of the activated carbon and subsequent biodegradation by
microorganisms that have been considered is called bioregeneration of activated
carbon. Bioregeneration reduces the costs associated with the addition or regeneration
of activated carbon by increasing the lifetime of the activated carbon.

In the literature, enzymatic bioregeneration of activated carbon has been predicted
many times, but enzymatic bioregeneration could not be determined precisely because
neither direct enzyme was used nor functional enzymes were detected. In this study,
enzymatic bioregeneration of activated carbon in the purification of phenol, 2-
nitrophenol and bisphenol-A, which are among the primary micro-pollutants as target
compound, was investigated. For this purpose, adsorption, abiotic desorption and
enzymatic bioregeneration studies were carried out with chemically and thermally
activated granular carbons. The laccase enzyme, which is known from the literature to
react with phenolic compounds, has been used in enzymatic degradation and
bioregeneration studies. The results showed that there were significant differences
between enzymatic bioregeneration yields and abiotic desorption yields with varying
values depending on the target compound and the type of activated carbon. This was
the first time in the literature that bioregeneration caused only by extracellular enzymes
was shown quantitatively.

Keywords: activated carbon, bioregeneration, phenol, 2-nitrophenol, bisphenol-A,

laccase
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1. GIRIS

Aktif karbon, igme suyu ve atiksu aritiminda yogun olarak kullanilmaktadir. Aktif
¢amur ve membran biyoreaktor prosesleriyle entegre edilerek 6zellikle endiistriyel atik
sularin veya zor ayrisan mikrokirleticilerin aritilmasinda aritma performanslarini
onemli Ol¢iide arttirmaktadir. Cogunlukla endiistriyel atiksulardan gelen ve bu
atiksularda yiiksek konsantrasyonlarda bulunan fenolik bilesiklerin 6nemli bir bolimii
oncelikli kirleticiler arasina girmektedir ve biyolojik proseslerde aritilamamakta veya
toksik etki yapmaktadir. Bu nedenle, calismamizda hedef bilesikler olarak biyolojik
sistemlerde inhibitor etkileri olan ve yiiksek konsantrasyonlarda klasik biyolojik
sistemlerde artim1 zor olan fenolik bilesikler se¢ilmistir. Ozellikle fenoliin literatiirde
farkli adsorpsiyon, biyorejerasyon veya enzimatik biyodegradasyon ¢aligmalarinda
hedef bilesik olarak kullanilmasi, literatiirle karsilagtirma imkani vermektedir.
Biyolojik ayristirilmasi ¢ok zor olmasi ve inhibitor 6zellikleri nedeniyle ikinci bilesik
olarak da 2-nitrofenol segilmistir. Diger hedef bilesik olan bisfenol-A endokrin bozucu
ozelligiyle oncelikli kirleticiler arasinda yer almaktadir. Atik sulardan giderilmesinin
ve yiizeysel sularia karisimimin énlenmesinin 6nemli olmasi1 nedeniyle bu bilesikle

yapilan aritma ¢aligmalar1 son yillarda siklik kazanmistir.

Calismanin amaci, termal ve kimyasal olarak aktive edilmis karbonlarin sadece hiicre-
dis1 enzimlerden kaynaklanan biyolojik rejenerasyon kapasitesini tespit etmek ve
abiyotik desorpsiyondan olan farklarini incelemektir. Bu amagla fenol, 2-nitrofenol ve
bisfenol-A  bilesiklerinin  adsorplanabilme, desorplanabilme ve enzimatik
biyorejenerasyon  kapasitelerinin  belirlenmesi  hedeflenmektedir.  Enzimatik
biyorejenerasyon verimleri ile abiyotik desorpsiyon verimlerinin karsilastirilmasi ve
aralarindaki farkin tespit edilmesi konsantrasyon gradyanina ek olarak sadece
enzimlerden kaynaklanan biyorejenerasyonu deneysel olarak gostermis olacaktir.

Termal ve kimyasal olarak aktive edilmis iki farkli aktif karbon kullanilarak aktif



karbonun aktivasyon yonteminden kaynaklanan yiizey ozelliklerinin adsorpsiyona,
desorpsiyona ve enzimatik biyorejenerasyona etkisinin ortaya konulmasi da
amaclanmistir. Ayrica, c¢alismanin sonuglarmmin uzun vadede biyolojik aritma
tesislerinde kullanilan aktif karbonun sistem igerisinde iyi derecede biyorejenere
edilmesini saglayarak kullanim 6mriinii uzatma, verimini arttirma ve sik rejenerasyon
gereksinimini azaltarak maliyetin diisiiriilmesi hususunda yenilik¢i bir yaklagima

onculiik etmesi de amaglanmaktadir.

Calismada oOncelikle aktif karbonlarin adsorpsiyon ve desorpsiyon kapasiteleri
hesaplanmistir. Daha sonra abiyotik ortamda yalniz lakkaz ile fenolik bilesiklerin
temast saglanarak lakkazin fenolik bilesikleri giderim potansiyeli incelenmis ve
giderim i¢in uygun olan sartlar belirlenmistir. Son olarak aktif karbona bilesiklerin
doyurulmasi, ardindan enzimle rejenerasyonunun saglanmasi ve post-adsorpsiyon
caligmalariyla iki aktif karbon tipi i¢in biyolojik olarak rejenerasyon potansiyeli
belirlenmistir. Ayrica hedef fenolik bilesiklerin biyodegredasyon mekanizmalari ve
polimerizasyonlari, aromatik halkalarinin kirilmasi veya degredasyonlar1 sirasinda
enzimin etkisiyle olusabilecek ara iirlinler arastirilmistir. Giderimin uygun sekilde
izlenmesi ve olusabilecek ara tiriinlerin tahmini ic¢in farkli Ol¢iim metodlar:

denenmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. AKTIF KARBON

Aktif karbon, sekilsiz, gozenekli yapisindan dolay1 genis ylizey alanina sahip olan,
adsorpsiyon yoluyla ¢oziinmiis inorganikleri ve organikleri tutan, aktivasyon

isleminden gecirilmis yiiksek karbon igerigine sahip maddedir.

Aktif karbonun hammaddesi olarak komiir, linyit, odun, turba, findik kabugu,
hindistan cevizi kabugu kullanilabilir. I¢ yiizey alaninin biiyiik olmasindan dolay: fazla
miktarda madde adsorbe edilebilir. Adsorptif yiizey alan1 500-1500 m?¥g’ dur.
Gozenekli yapisi ¢ozlinenleri ve gazlari adsorbe eder. Toplam gézenek hacmi 0,7-1,8

cm?/g’ dir.

Toz Aktif Karbon -TAK (Powdered Activated Carbon - PAC) ve Graniil Aktif
Karbon — GAK (Granular Activated Carbon - GAC) seklinde bulunur. Uretim prosesi
karbonizasyon ve aktivasyon olmak iizere iki asamadir.

Adsorbsiyon yiizeyindeki gozenekler;

Ultramikroporlar <0,7 nm

Mikroporlar <2 nm

Mezoporlar 2-50 nm

Makroporlar <50 nm olarak siniflandirilir.

En fazla adsorpsiyon mikro ve mezoporlarda olmaktadir (Cegen ve Aktas, 2011: 13).

Aktif karbon, karbon atomlarmin kaynasmis altigen halkalarindan olusan mikro
kristallerden olusur. Grafit ile benzer yapidadir. Mikrokristallerin arasindaki
bosluklara gbézenek denir. Adsorpsiyonun cogunun gerceklestigi aktif karbon
mikrogdzenekleri 3-35 A ara katman mesafesine sahip iki paralel kristal diizlemi
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arasinda iki boyutlu bosluklar bigimindedir. Mikrokristallerin ¢ap1 kabaca bir karbon
altigen genisliginin dokuz katidir. Adsorpsiyon, mikrokristallerin diizlemsel
yiizeylerinde ve fonksiyonel gruplarin uglarinda olusur. Mikrokristallerin tizerindeki

adsorpsiyon van der Waals kuvvetlerinden kaynaklanir.

Aktif karbon yiizeyi ¢esitli oksijen kompleksleri igerir. Bu kompleksler AK yiizeyinde
giiclii karboksilik, zayif karboksilik, fenolik ve karbonil gruplari olmak tizere dort
cesittir ve asitli yiizey oksidi formlarinda bulunurlar. Ayrica, halkali eterler de bulunur.
Yiizey oksitlerin varligi aktif karbonlara polar bir nitelik katar. Yiizey fonksiyonel
gruplar c¢esitli organik molekiillerin adsorpsiyonunda onemli rol oynamaktadir.
Ornegin aromatik bilesikler karbon yiizeylerindeki karbonil oksijenlerini elektron
verici - alict komplekslestirme mekanizmasiyla adsorbe eder. Cozeltinin aromatik
halkast elektron tutucu olarak hareket ederken, karbonil oksijen elektron verici olarak
hareket eder. Adsorpsiyon mikrokristal diizlemlerin yilizey fonksiyonel gruplari ile

hidrojen baglanmasi ve fenolik protonlarin halkalari ile komplekslesmesiyle olusur.

AK’da kalsiyum, siilfat ve fosfat bulunur. Asidik veya bazik fonksiyonel gruplart AK
yiizey Ozelliklerini etkiler. AK’ da kiil miktar1 % 1-12° dir. Kiil; silika, aliimina,
oksitler, toprak alkali metaller icerir. Su aritiminda TAK kullaniliyorken, kiil
miktarinin yiiksek olmasi reaktdr duvarlarmma yapismamayr saglamasindan daha

avantajli olmaktadir (Cecen ve Aktas, 2011: 15).

2.1.1. Aktif Karbonun Aritmada Kullanim

Aktifkarbon, endiistriyel proseslerde, hava filtrelerinde, su ve atiksu aritiminda cesitli
organik ve inorganik tiirleri tutmak amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ozellikle,  konvansiyonel biyolojik atik su aritma tesislerinde giderilemeyen veya
biyolojik aritimi zor olan organik bilesiklerin aritimi i¢in kullanilir. Aktif karbon,
kirleticileri adsorbe eder ve aritma verimini arttirarak c¢ikis suyunun desarj

standartlarina uygun olmasina yardimci olur.



Aktif karbon ayrica biyolojik sistemlerle kombine edilmek suretiyle de yaygin olarak
kullanilmaktadir. Toz aktif karbon takviyeli aktif ¢amur sistemleri ve biyolojik
grantiler aktif karbon filtrelerinde, aktif karbon toksik etkisi olan veya biyolojik olarak
ayrismaya direngli organik bilesikleri adsorplayarak mikroorganizmalar1 bu toksik
etkilerden korurken ayn1 zamanda bu bilesiklerin sistemde kalma siiresini uzatir. Buna
bagli olarak zamanla bu bilesiklere aklime olan mikroorganizmalar da aktif karbona
adsorplanmis bilesiklerin konsantrasyon gradyanina bagli olarak veya enzimatik
aktiviteler sonucunda desorbe olmasi sonrasinda biyolojik olarak ayrigtirilmasini
saglar. Bu mekanizmaya aktif karbonun biyorejenerasyonu denilir. Aktif karbon ile
kombine edilmis sistemlerde biyorejenerasyonun gergeklesmesi, aktif karbonun
biyolojik sistem icerisinde kullanim siiresini artirarak aktif karbon ilavesi veya aktif

karbonun rejenerasyonuyla ilgili masraflar1 6nemli 6l¢iide azaltir (Cecen ve Aktas,

2011).

Toz aktif karbon ilaveli aritma, aktif gamur prosesine TAK eklenmesi ile adsorpsiyon
ve biyodegredasyonun ayni askida biiylime reaktoriinde olmasidir. Anaerobik
aritmada ve membran biyoreaktorlere TAK eklenmesiyle de kullanilmistir. SRT ile
ayni sirede TAK sistemde tutulur. TAK atik ¢amurda kalir ve ayirma islemi
gerektirmemektedir.  Endistriyel atiksu, kentsel atiksu ve igme suyu aritiminda
kullanilir. Graniiler aktif karbon ilaveli aritmada GAK iizerinde bagli biiyiiyen
prosesle biyofilm tabakasi gelistirilir. Genellikle ozonlamayla birlikte kullanilmasi
daha verimli olur. Yiizey sulari, yeralti sulari, kentsel atiksu, icmesuyu ve depolama
sahas1 sizint1 suyu aritiminda kullanilir. Yiizey ve yeraltt sular1 aritiminda dogal
organik maddelerin (NOM) ve sentetik organik bilesiklerin (SOCs) gideriminde
etkilidir. Biyolojik Aktif Karbon - BAK (Biological Activated Carbon - BAC),
biyolojik prosese GAK eklenmesiyle olusturulur. Ornegin, Avustralya’ da Gerroa ve
Namibia’da Windhoek aritma tesislerinde, Kentsel atiksularin aritiminda
fizikokimyasal ¢oktiirme, kum filtrasyonu ve ozonlama asamasindan sonra ayr1 olarak
BAK filtrasyonunun uygulanir ve sonrasinda mikrofiltasyon veya UV dezenfeksiyonu
devam eder (Cecen ve Aktas, 2011: 141).



TAK ve GAK gelismis ayr1 biyolojik aritma sistemleri ve entegre sistemlerde organik
kimyasallar, petrokimyasallar, tekstil boyalari, organik mikrokirleticiler, hormonlar,
ilag atiklari, kisisel bakim tirtinlerinde bulunan kimyasallar (PCPs), tarim ilaglar1 gibi
maddelerin giderimi icin evsel, endistriyel atiksularda ve sizint1 sularinda
kullanilmaktadir (Cegen ve Aktas, 2011: 30).

2.1.2. Aktif Karbonun Aktivasyonu

Aktif karbonun tiretim prosesi karbonizasyon ve sonrasinda aktivasyon olmak {izere
iki agsamadir.

Karbonizasyon: Katran ve diger_hidrokarbonlar gibi istenmeyen {irtinleri kaldirmak

tizere kurutulur ve sitilir. Piroliz edilir, O2’ siz ortamda 400 — 600°C’ de karbonize
edilir. Bu ugucu diigiik molekiil agirlikli fraksiyonu giderir ve malzemenin aktivasyona
girmesine neden olur.

Aktivasyon: Aktif karbon hazirlanirken aktivasyonu kimyasal ve termal olarak iki
sekilde yapilabilir.

Termal Aktivasyon: 800°C’ nin iistiinde buhar veya yiiksek sicakliklarda CO2 gibi
oksidasyon gazlarinin kullanilmasiyla termal olarak aktivasyon saglanabilir.
Kimyasal Aktivasyon: Hammaddenin fosforik asit (HsPOa4), ¢inko kloriir (ZnCl,) ve
potasyum hidroksit (KOH) gibi kimyasallarla doyurulmasini igerir. Mikrogozenekler
aktivasyon iglemi sirasinda olusur. Hammadde elde edilen aktif karbonun
ozelliklerinde ve performans tizerinde biiyiik bir etkiye sahiptir (Cegen ve Aktas, 2011:
13).

Aktivasyon sekli adsorpsiyonun kimyasal veya fiziksel olmasini, adsorpsiyon
kapasitesini, desorpsiyon verimini (adsorpsiyonun tersinirligini) ve buna bagl olarak
biyolojik sistemlerde biyorejenerasyonu etkiler. Aktivasyonu kimyasal olarak
yapilmis karbonlarda baskin mekanizma fiziksel adsorpsiyondur ve adsorbe etme
miktar1 termal olarak aktive edilmislere gore daha azdir. Bununla birlikte fiziksel
adsorpsiyonun desorbe olmasi kolay olur ve tersinirliginin fazla oldugu goriilmiistiir.
Termal aktivasyon yapilmis karbonlarda kimyasal adsorpsiyon mekanizmasi baskindir

ve tersinirliginin az oldugu goriilmiistiir. Termal aktive edilmis karbonlarda, kimyasal



aktive edilmis karbonlara gore adsorpsiyon verimi daha yiiksek, desorpsiyon verimi
daha diistiktiir (Aktas ve Cegen, 2006a).

Fenolik bilesiklerle yapilan 6nceki ¢alismalar 6zellikle termal olarak aktive edilmis
karbonlarda biyorejenerasyonun konsantrasyon gradyanina bagl desorplanabilirlikten
daha fazla oldugunu ve hiicre disi enzimlerle (enzimatik) biyorejenerasyonun
gerceklesmis olabilecegini gostermektedir (Aktas, 2006). Fenoller igin termal aktive
edilmis karbonlar adsorpsiyon kapasitelerinin yiikksek olmasi ve biyorejenerasyon

veriminin yiiksek olmasi nedeniyle tercih edilir (Aktas ve Cegen, 2006a).

2.1.3. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon, bir yilizey veya arayiizdeki maddelerin birikimi veya konsantrasyonudur.
Adsorban (adsorbate), adsorbe edilen maddedir. Adsorbsiyon yiizeyi (adsorbent),
maddelerin tutundugu yiizeydir. Adsorpsiyon sivi-sivi, gaz-sivi, sivi-kati, gaz-kati ara
yiizlerde olusabilir. AK’ da emici faz katidir. Kati- siv1 faz arasinda varsayimsal bir
yiizey tabakada iki bolge tanimlanir. Bu tabakalar AK yiizey tabakasi ve kat1 ylizeyin
kuvvet alaninda kalan akiskan kismidir. Sivi fazin ylizeyinde olusan yiizey gerilimi
stvi molekiilleri arasindaki cazibe kuvvetlerinden kaynaklanir. Yiizey gerilimini
diistiren bir ¢oziinen madde yiizeyde yogunlasir. Adsorpsiyon kuvvetleri, ¢6ziiniirlik
kuvveti (maddenin hidrofobik ve hidrofilik olmasi1) ve cazibe kuvvetidir (elektrik, van
der Waals ve kimyasal kuvvetler). Van der Waals kuvvetleriyle adsorpsiyon genelde
fiziksel adsorpsiyondur (phsisorption). 150°C’ nin altinda baskindir. Fiziksel olarak
adsorbe edilmis molekiil ara yiizey i¢cinde serbestce dolasir. Kimyasal adsorpsiyona
gore daha az kuvvetle baglidir. Kimyasal adsorpsiyonda (chemisorption) elektron
degisimi ve kuvvetli kimyasal bag olusur, yliksek adsorpsiyon enerjisi mevcuttur

(Cegen ve Aktas, 2011: 17).

Aktif karbona adsorbe edilebilen organik gruplar, evsel ve endiistriyel atiksularda ve
icme suyu kaynaklarinda bulunan, bocek ve bitki ilaglari, aromatik ¢oziiciiler, klorlu
aromatikler, fenolik bilesikler, klorlu c¢oziiciiler, yiiksek molekiiler agirliga sahip
alifatik asitler (HMW), HMW aminler, aromatik aminler, aromatik asitler, eterler,

yaglar, alkoller, ylizey etkin maddeleri, ¢dzlinmiis organik boyalardir. Diigiik molekiil
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agirlikli bilesikler (LMW), LMW aminleri gibi yiiksek polariteye sahip bilesikler,

glikoller, baz1 eterler, nitrozaminler adsorpsiyon i¢in uygun degildir.

2.1.4. Desorpsiyon

Adsorpsiyonun tam tersi mekanizmasidir. Doymus aktif karbonun yiizeyi ile siv1 faz

(saf su) arasinda olusacak konsantrasyon gradyani sayesinde desorpsiyon gerceklesir.

Biyorejenerasyon, konsantrasyon gradyani ve enzimlerin etkisi ile adsorplanan
Kirleticilerin ~ suya salinmasiyla sivi  fazda bulunan enzimlerin  veya
mikroorganizmalarin  Kirleticileri  parcalamasidir.  Giderim  devam  ettikce
konsantrasyon gradyani olusur ve kirleticiler sivi faza ge¢cmeye devam eder. Bu

nedenle desorpsiyon, biyorejenerasyonun 6nemli asamalarindan biridir.

Desorpsivon ve biyorejenerasyon arasindaki iliski:

Biyorejenerasyon sadece kolaylikla desorbe olabilen bilesiklerle sinirli degildir.
Ancak humik maddeler gibi bazi kompleks substratlarin AK’dan biyorejenerasyonu
siirli olmaktadir. Ciinkii bunlarin adsorpsiyonu tersinir degildir (irreversable). Bu
nedenle biyorejenerasyon adsorpsiyonun tersine g¢evrilebilirligi ile kontrol edilir. AK
desorbe olamayan (nondesorbable) bilesiklerle yiiklendiginde biyorejenere olamaz.

Boyle durumlar diizensizlik veya gecikme (irreversibility) olarak adlandirilir.

Tersinir olmayan adsorpsiyona yol acan iki mekanizma vardir. Bunlardan biri
adsorban molekiillerin, karbon ylizeyinin aktif bolgeleri lizerindeki 6zel fonksiyonel
gruplara yiiksek enerjili kovalent baglanmasidir. Yiizey fonksiyonel grup ve
adsorbanin tipine bagli olarak yeterince giiclii bir bag ve direngli desorpsiyon
olusturmaktadir. Bu nedenle kimyasal adsorpsiyon geri doniisiimii olmayan
adsorpsiyonu agiklamaktadir. Diger taraftan geri doniistimlii (reversible) adsorpsiyon,
van der Waals kuvvetleri ve zayif yiik transfer komplekslerinin bir sonucudur. Fiziksel
adsorpsiyon enerjisi zayif oldugundan daha tersinirdir. Ikinci olasilik fenolik
bilesiklerin oksijen varliginda AK iizerinde oksidatif polimerizasyonudur. Bir
oksidatif birlestirme reaksiyonu gegiren fenol molekiilleri (PhOH) aktif karbon

tizerinde geri doniilmez sekilde adsorbe olabilmektedir. Molekiiler oksijen, denklemde
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gosterildigi fenoksi radikalleri (PhO*) tiretmek igin fenol molekiilleri ile reaksiyona
sokularak oksidatif birlestirme reaksiyonlarinda bir baslatici olarak hareket etmektedir
(Cegen ve Aktas, 2011: 196).

Fenollerin oksidatif polimerizasyonu:

PhOH + O2 — PhO* (fenoksi radikalleri) + HO,*

PhO" (fenol iyonu) + O —» PhO* + O2*

PhOH + HO2* — PhO* + H,02

PhOH + H20. (hidrojen peroksit) - PhO* + H,O + HO*
PhOH + HO* — PhO* + H,0O

Her fenolik molekiilden bir hidrojen atomunun c¢ikarilmasiyla olusan fenoksi
radikalleri (PhO*) oda sicakliginda diger fenoksi radikalleri ile dogrudan baglanmaya
katilabilirken, aktif karbon yilizeyi bir katalizor gorevi goriir. Nitrofenoller haricindeki
fenolik bilesiklerin oksidatif baglanmasinin, adsorpsiyonun tersinirligini azalttig
bulunmustur (Vicid vd. 1993). Fenoksi gruplari adsorbanin oksitlenme olasiligini
etkilemektedir. Genel olarak doymamis gruplar (karboksil ve nitro gruplari)
oksidasyona kars1 duyarliligi azaltirken, doymus gruplar (metil gruplart) oksidasyon

olasiligimi arttirmaktadir.

Fenolik bilesiklerin adsorpsiyonu tamamen fiziksel tipte degildir. Ayrica literatiirde
fenolik olmayan bilesikler icin oksidatif polimerizasyon bildirilmemistir. Ornegin, bir
calisma fenolik bir bilesigin ve o-cresoliin adsorpsiyonunun molekiiler oksijen
varliginda arttigini1 gosterirken, fenolik olmayan bir bilesigin 3-klorobenzoik asitin

adsorpsiyonunun oksijen varligindan etkilenmedigini géstermistir. (Jonge vd., 1996)

Fenoller icin aktif karbonun fiziksel formundan (toz veya graniiler) cok aktivasyon
tipi ve yiizeyin kimyasal ozellikleri fenoliin adsorbe edilebilirligi ve tersinirligi
tizerinde daha 6nemli rol oynamaktadir (Aktas ve Cegen, 2006b). Termal olarak aktive

edilmis karbon yiiksek oranda tersinir olmayan adsorpsiyona ve diisiik



biyorejenerasyona sahiptir. Bunun sebebi termal olarak aktive edilmis karbonlarin
oksijene olan ilgisi ve oksijen ile temas ettiginde yiizey kimyasinda olan degisimdir
(Cegen ve Aktas, 2011: 197). Termal aktivasyon oksijen olmadan gergeklestirildigi
i¢cin reaktif bir yiizeye yol acar. Kimyasal aktivasyonda ise aktif karbon tamamen
oksitlenmis aktif bolgeleri olan bir yiizeye sahip oldugundan oksijen ile etkilesimi

yiizeyi etkilememektedir (Aktas, 2006).

Fenoliin oksidatif polimerizasyonu, termal olarak aktiflestirilmis karbonlarin diisiik
biyorejenerasyonu i¢in makul bir agiklamadir. Bununla birlikte, termal olarak
aktiflestirilmis karbonlarin biyorejenerasyon verimleri, enzimatik biyorejenerasyon

nedeniyle toplam desorpsiyondan yiiksek olabilmektedir (Aktas, 2006).
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2.2. BIYODEGREDASYON

Biyodegredasyon, biyolojik olarak pargalanabilir, yavas biyolojik pargalanabilir ve
adsorbe edilebilir bilesikler i¢in gegerlidir. Yavas biyodegrede olabilen bilesikler

yeterli siire verildiginde bozunabilirler.

Toz aktif karbonlu (TAK) aktif camur aritma (Powdered Activated Carbon Treatment
— PACT) sistemlerinde bu bilesikler TAK tarafindan adsorbe edilirler ve ¢amur yasi
stiresince biyokiitleyle temas halindedirler. AK icermeyen biyolojik aritma tesislerinde
yavas pargalanabilen organik bilesikler ¢ikis suyuyla atilirlar. AK’lu sistemlerde
kloroform, klorinli benzenler gibi parcalanamayan bilesikler adsorbe edilirler ve bagh

mikroorganizmalar tarafindan metabolize edilirler.

AK’a adsorplanan kirleticiler sistemde daha uzun siire kalirlar. Ornegin PACT ‘da
¢Oziinmiis organikler SRT ile esit siirede sistemde kalirlar (10-50 giin). Konvansiyonel
sistemlerde HRT ile ayni siirede sistemde kalirlar (6-36 saat). Sonrasinda atik ¢amur
ile birlikte sistemden atilirlar. GAK’ da ¢camur bekleme siiresi daha uzun oldugundan
bagli ve askida mikroorganizmalar aklime olurlar ve biyodegredasyon verimi artar
(Aktas, 2011).

2.2.1. Fenolik Bilesiklerin Biyodegredasyonu

Su Kirliligi Kontrolii yonetmeligine gore atiksularinda en ¢ok fenolik bilesik iceren
endiistriler olan petrol, tekstil, kimya ve komiir sanayilerinden ¢ikan atiksuyun alici
ortama desarj standart1 1 mg/L olarak siirlandirilmistir. Fenolik bilesiklerin giderim
yontemleri arasinda aktif karbona adsorpsiyon yaygin olarak kullanilmaktadir. Aktif
karbona adsorpsiyon yontemi ile fenol icin yapilan bir ¢aligmada yaklasik %60

oraninda giderim verimi saglanabilmektedir (Aktas ve Cegen, 2006).

Fenolik bilesikler, suda yasayan hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalar igin
biyolojik aktivitelerde inhibitor gorevi yaparlar. Ayni zamanda akut toksisite etkisiyle

tim canlilar i¢in tehlikeli olabilmektedirler. Fenoller, toksik etkilerinden
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yararlanilarak mikrop Oldiiriiciilerin, ilaclarin, herbisitlerin, boyalarin ve asitlerin
tiretiminde dezenfektan ve antiseptik olarak kullanilirlar. Fenole maruz kalmak
karacigerde, bobrekte, ciltte, sindirim sisteminde, sinir sisteminde ve {ist solunum
yollarinda hasara neden olabilir (Aktas, 2006). 1 g fenoliin insanlarda 6ldiiriicii bir
etkiye sahip oldugu ve viicutta fenol birikiminin kansere yol agabilecegi bilinmektedir.
Bu etkilerinden dolayr Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA — Food and Drug
Administration) igme sularinda fenol konsantrasyonunu 0,001 mg/L olarak
smirlandirmigtir. Tiirkiye’de ise Tarim ve Orman Bakanligi tarafindan Igme Suyu
Temin Edilen Sularin Kalitesi Ve Aritilmas1 Hakkinda Yo6netmelik ile igme sularinda

fenol konsantrasyonu 0,01 mg/L olarak siirlandirilmstir.

Kirletici madde konsantrasyonu agisindan zengin olan endiistriyel atiksularda yiiksek
konsantrasyonlarda fenolik bilesik bulunurlar. ilag, maden, plastik, kagit, tekstil, gida,
deri endiistrilerinin atiksular1 ve patlayici iiretimi, recine iiretimi, petrol rafinerileri,
komiir isleme tesisleri, demir-gelik fabrikalar1 atik sular1 fenol ve fenol tiirevi
bilesikleri yiiksek oranda igeren endiistriyel atiksulardir. Su Kirliligi Kontrolii
yonetmeligine gore atiksularinda en ¢ok fenolik bilesik igeren endiistriler olan petrol,
tekstil, kimya ve komiir sanayilerinden ¢ikan atiksuyun alic1 ortama desarj standarti 1

mg/L olarak sinirlandirilmistir.

Fenollerin gideriminde fiziko-kimyasal, kimyasal ve biyolojik yontemler kullanilir.
Biyolojik yontemler, az maliyetli ve zararsiz {iriinler olusmas1 nedeniyle daha ¢ok
tercih edilmektedir. Biyolojik uygulamalarda aktif ¢amurla fenollere aklime olmusg
mikroorganizmalarin kullanim1 ve membran uygulamalar1 yaygindir. Biyolojik
proseslerde halkasal yapiy1 pargalayan karisik bakteri kiiltiirii veya fungus tiirleri
kullanilmaktadir. Halkaya bagl gruplarin sayisi, baglanma yeri, karmasikligi giderimi
etkileyen faktorler arasindadir. Biyolojik aritimda bazi fenoller mikroorganizmalar

tarafindan karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilabilmektedir (Deveci, 2014).

Fiziksel ve kimyasal giderim yontemleri olan koagiilasyon-flokiilasyon, iyon degisimi,
adsorpsiyon, klorlama ve membran proseslerinden yaygin olarak kullanilanlar aktif

karbona adsorpsiyon ve iyon degisim regineleri uygulamalaridir.
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Fenoller bakteriler tarafindan aerobik sartlarda karbondioksite, anaerobik sartlarda
karbondioksit ve metana doniistiiriiliir. Fenollerin biyolojik parcalanmasi sonucu
yapisina, mikroorganizma tiiriine ve ortama gore benzoat, katesol, 3- ketoadipat, cis-
cis mukonat, asetat, oksalik asit, maleic asit, formik asit ve suksinat gibi farklh
cesitlerde olusan ¢ok sayida ara iiriin vardir. Aromatik halkalar oksijen kullanilarak
orto veya meta oksidasyonu ile agilirlar. Kararli yapida olan fenol oksijen ile kararsiz

yapida olan katesole doniistiiriiliir (Deveci, 2014).

Klorlu aromatik bilesiklerin aerobik olarak degredasyonunda hidroksilasyon ve
deoksijenasyon ile katesollerin olusmasi ile baglamaktadir. Olusan ara {irtinlerin
aromatik halkasi kirilir ve klor uzaklasir. Son olarak olusan iirlinler minerilize edilir
ve bdylece pargalanma reaksiyonu tamamlanmaktadir. Klorlu aromatik bilesiklerin
parcalanmasinda Arthrobacter, Phanerochaete, Pseudomonas, Alcaligenes gibi

mikroorganizmalarin kullanildig1 bildirilmistir (Deveci, 2014).

Enzimlerin halkasal yapilari parcalama 6zelligi beyaz ¢iiriikgiil funguslarin odun
cliritme Ozelliginden gidilerek tespit edilmistir. Fenolik bilesiklerin gideriminde
enzim kullanilmasinin, mikroorganizma kullanilmasina goére bazi1 avantajlar
bulunmaktadir. Enzimlerle yapilan calismalarda klorlu fenollerin daha az toksik

metabolitlere pargalandiklar1 goriilmiistiir (Hammel ve Tardone, 1988).

2.2.1.1. Fenol ile Yapilan Giderim Calismalart

Sulu c¢ozeltilerde fenolik bilesiklerin giderimi icin beyaz ¢iiriik¢iil fungus tiirii
Phanerochaete chrysosporium’un kullanildigi bir ¢alismada fungus Ca-alginate, Ca-
alginate-polyvinyl alcohol (PVA) ve pektine tutundurulmustur. Tutunan
mikroorganizmalarin serbest mikroorganizmalara gore daha yiiksek oranda giderim

sagladig1 tespit edilmistir. (Wu ve Yu, 2007).
Fenolik bilesiklerin par¢alanmasinda Phanerochaete chrysosporium, Geotrichum

candidum, Aspergillus niger ve Aspergillus terreus fungal tiirlerinin

karsilagtirilmasinin - yapildigir ¢alismada en yiiksek giderim verimi ve enzim
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aktivitesinin beyaz ¢iiriik¢iil fungus tiirti olan Phanerochaete chrysosporium tiiriinde

oldugu tespit edilmistir (Garcia vd., 2000).

Bu iki calismadan beyaz ciiriik¢iil funguslarin fenol tiirevi bilesikleri oldukga iyi
giderebildikleri anlagilmaktadir.

Pseudomonas putida kiiltiirtiyle fenoliin pargalanmasinin incelendigi bir ¢alismada
1000 mg/L fenol i¢in Olgiilebilir bir parcalanma ve mikroorganizma gelisimi
gozlenmemistir. Sonrasinda ortama glikoz ve maya kiiltiirii eklenerek yiiksek
konsantrasyonlardaki fenoliin farkli karbon kaynaklari ilavesiyle degredasyonu
incelenmistir. 750 mg/L konsantrasyonda fenol bulunan ortama 0,2 g/L ile 4 g/L aras1
degisen derisimlerde maya kiiltiirli eklenmistir. Maya kiiltiiriiniin 2 g/I.’den az oldugu
durumlarda giderim verimi, 2 g/L’den ¢ok oldugu durumlara gore daha iyi olmustur.
Maya kiiltiiriiniin fazla olmasinin enzim aktivitesini engelledigi tespit edilmistir.
Glikoz eklenmesinin degredasyon mekanizmasindaki degisimini incelemek ig¢in
reaktore glikoz eklenmistir. 1 g/L’den az konsantrasyonlardaki glikoz fenoliin
giderimine yardimci olurken, fazla konsantrasyonlarin giderimi azalttig1 goriilmiistiir

(Loh ve Tan, 2000).

Pseudomonas putida kiiltiriiyle benzen, fenol ve toluen bilesiklerinin
degredasyonunun incelendigi bir ¢calismada hedef bilesige adapte olmus kiiltiiriin,
adapte olmamis olanlara gore daha kisa siirede degrede ettikleri gériilmiistiir. Yaklagik
90 mg/L benzen ve tolueni 24 saatte pargalayan kiiltiiriin, adaptasyondan sonra 6 saatte
parcaladig1 gozlemlenmistir. 50 mg/L fenol 90 saatte giderilebiliyorken, kiiltiiriin
adaptasyonundan sonra giderim 18 saatte olmustur. Fenoliin gideriminin ve
mikroorganizmalarin adaptasyonunun benzen ve toliiene gore daha uzun siirede

gerceklestigi gorliilmistiir (Abuhamed vd., 2004).

P. putida kiiltiiriiyle fenol, benzen ve toluen hedef bilesik olarak segilerek tek ve
karisik derisimde hazirlanan havalandirmali, kesikli reaktorler kullanilmistir. Tek
bilesik iceren reaktorlerde adaptasyon siireci benzen i¢in 6,5, toluen igin 7 ve fenol
igin 18 saattir. Giderim siireleri benzen igin 14, toluen i¢in 13, fenol igin 85 saattir.

Hedef bilesiklerin karisik bulundugu reaktorlerde fenol ve toliienin bulundurgu
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reaktorde mikroorganizmalar dnce toliieni, fenol ve benzenin bulundugu reaktorlerde
mikroorganizmalar once benzeni karbon kaynagi olarak kullanmiglardir. Toluen ve
benzenin bulundugu reaktérde ikisini es zamanlh kullanmiglardir. Aromatik
hidrokarbonlarin birlikte bulundugu ortamda mikroorganizmalarin fenol ve tiirevi
bilesikleri daha karbon kaynagi olarak en son kullandiklar1 ve giderim ve adaptasyon

stireclerinin uzun oldugu goriilmektedir (Reardon vd., 2000).

2.2.1.2. 2-Nitrofenol ile Yapilan Giderim Calismalar:

2-NF ve fenoliin aktif camurla gideriminin karsilastirildigr bir calismada ortamda tek
karbon kaynagi olarak fenol bulundugunda aklime olmamis kiiltiirle
giderilebiliyorken, ortamda tek karbon kaynagi olarak 2-NF bulundugunda 2-NF’nin
giderilemedigi goriilmiistiir. Ortamda 2-NF ve fenol birlikte bulundugunda 2-NF’nin
giderimi saglanmistir. Ortama fenoliin eklenmesiyle degisen sartlar mikrobiyal
toplulukta degisime yol agmistir. Bu sekilde aklimasyonu saglanmis olan aktif camur
2-NF’yi giderebilmistir. Fenoliin ¢ogu 24 saat icinde uzaklastirilmis, tamami ise 48
saat icinde uzaklastirllmistir. Aklimasyonsuz camurda fenol 24 saat icinde
uzaklastirilabiliyorken 48 saate ¢cikmasinin sebebi 2-NF’nin ortamda inhibisyon etkisi
yapmasidir. 2 giinliik siirenin bitiminde fenol ortamdan tamamen uzaklastirilmasina
ragmen 2-NF i¢in giderim olmamigstir. 2-NF’nin tamaminin giderimi 2 giiniin ardindan
6 gilinlik havalandirmayla saglanmistir. Bunun sonucunda mikroorganizmalarin
oncelikli karbon kaynagi olarak fenolii tercih ettikleri ve 2-NF’nin gideriminin fenole
gore daha zor oldugu goriilmiistiir. Aklimasyon asamasinda iiretilen ve fenole 6zgii
olmayan fenol monooksijenaz enzimleri 2-NF’nin biyolojik olarak par¢alanmasinda
rol oynamustir. Deneyler sonunda &lgiilen fenolik olmayan KOI, fenoliin
biyodegredasyonu sirasinda olusabilecek yan firiinlerden ve 2-NF’nin ¢6ziiniir
mikrobiyal iiriinlerinden (SMP) kaynaklanmaktadir (Aktas, 2006).

Bu ¢aligmada, fenoliin 2-CP ve 2-NF i¢in iyi bir biiylime substrat1 oldugu goriilmiistiir.
Biyorejenerasyon g¢alismalar1 da biyodegredasyonda oldugu gibi 2-NF’nin AK’dan
cikarilmasi ortamda aklime edilmis ¢camurun varliginda yani fenol bulundugunda
saglanmaktadir. Boylece calismada, biyorejenerasyona metabolik bir susbstrat
varh@inin etkisi de ortaya koyulmustur. Calismada elde edilen adsorpsiyon

kapasiteleri AK’ a adsorpsiyon rekabetini yani daha kuvvetli baglanmanin hangi hedef
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bilesik icin olacagini ortaya koymustur. Sonuglar, adsorpsiyon enerjilerinin ve ilk
yiiklenme kosullarinin biyorejenerasyonda etkili oldugunu gostermistir. Hem
desorpsiyon hem de biyolojik bozunma, baslangic adsorpsiyon kosullarina ve
bilesiklerin biyodegrede olabilirliklerine bagli olarak biyorejenerasyonda hiz
siirlayict  olabilmektedir. Coziici ekstraksiyonlari, desorbe edilemeyen ve
biyorejenere edilemeyen onemli miktarda kimyasal olarak adsorbe edilmis molekiil

oldugunu géstermistir (Aktas, 2006).

Ayni zamanda calismanin sonunda AK’da biyorejenerasyonun ekzoenzimlerle
olmasmin tespitinin gerekliligi ve bu konunun iizerinde calisilmasinin yenilik¢i ve

pratik ¢oziimler gelistirilmesi agisindan 6nemi vurgulanmaktadir (Aktas, 2006).

Nitrofenollerle yapilan baska bir ¢alismada nitrofenollerin yiiksek toksisiteye sahip
olduklar1 ve insan viicudunda aktive olma yetenekleri nedeniyle kansere sebep
olduklar1 ve diisiik biyodegredasyonlari ile ¢cevrede ciddi kirlilik olusturduklari rapor
edilmistir (Liu vd., 2011) 2-NF’nin, nitrofenoliin diger izomerik formlarindan daha
toksik oldugu ve sudaki yiiksek ¢Oziiniirligii ve stabilitesi bilinmektedir (Alam vd.,
2017).

2-nitrofenoliin yapisindaki aromatik halka nedeniyle klorlama ile yapilan giderim
islemlerinde stabil ve zehirli olan klorlu yan {iriinler olusmaktadir (Kupeta vd., 2018).
Dogal sularda 2-nitrofenol konsantrasyonu 0.01-2.0 pg/L arasinda olmak {izere
siirlandirilmistir (Huong vd., 2016).

Nitrofenollerin atik sudan giderimi ic¢in fotokatalitik degradasyon, fenton islemi,
biyodegradasyon islemi ve adsorpsiyon dahil olmak {izere ¢esitli yoOntemler
uygulanmaktadir. Bu tekniklerin arasinda, basit tasarimi ve kolay kullanim1 nedeniyle
adsorpsiyon yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu adsorpsiyon yontemlerinde son
yillarda arastirmacilar aktif karbonun yani sira tarimsal triinlerden veya endiistriyel
kat1 atiklardan elde edilen cesitli diisiik maliyetli adsorbanlari incelemektedirler
(Nguyen vd., 2013).

Yapilan bir ¢caligmada subkritik su hidrolizi ile islendikten sonra piring kabuklarinin

ve piring samaninin adsorban olarak kullanilarak 2-nitrofenolii adsorpsiyon kapasitesi
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incelenmistir. PH 7 igin 493 K'de 2-NF’nin baslangi¢ konsantrasyonu 100 mg/L
subkritik su ile hidrolize edilmis piring samani i¢in 92.97 + 1.31 mg/g olacak sekilde
yiiksek adsorpsiyon kapasitesi elde edilmistir. Bu ¢alismada, lignoseliilozik biyoetanol

tesisinden gelen kati yan tiriinler degerlendirilmistir (Abaide vd., 2019).

2.2.1.3. Bisfenol-A ile Yapilan Giderim Calismalart

Son yillarda giderimi {izerine ¢alismalarin arttig1 diger fenolik bilesik Bisfenol-A’dir.
Endokrin bozucu bilesiklerden olan bisfenol-A, polikarbonat plastikler ve epoksi
reginelerin tiretiminde siklikla kullanilan endiistriyel bir kimyasaldir. Bisfenol-A’nin
kadin iireme sistemi lizerinde endokrin bozucu 6zelliginin yani sira prostat ve meme
kanseri gelismesi, obesitede artig, erkek spermlerinde azalma, balik ve memelilerde
fertilitenin azalmasi gibi hem insan saglig1 iizerine hem de ekolojik ac¢idan bir¢cok
olumsuz etkisi bilinmektedir (Asadgol vd., 2014). Konvansiyonel aktif ¢amur
tesislerinde bir miktar giderimi saglansa bile tamamen giderimi olduk¢a zordur ve
yiiksek maliyetli ileri kimyasal oksidasyon yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir
(Asadgol vd., 2014). Bu agidan bisfenol-A ile yapilacak olan enzim ilavesiyle
giiclendirilmis biyolojik veya aktif karbona adsorpsiyon gibi fizikokimyasal

yontemlerle kombine edilmis biyolojik sistemlerde aritilabilirlik ¢alismalar1 6nem

kazanmaktadir.

Nehir suyunda bisfenol A biyodegredasyonuna sahip bakterilerin izolasyonunu ve
aerobik ve anaerobik sartlar altinda BPA bozunmasinin farkini belirlemek i¢in yapilan
bir ¢aligmada ii¢ nehir suyu 6rnegine eklenen 1 mg/L BPA’nin aerobik kosullar altinda
hizli bir sekilde giderildigi gorilmustiir. Aerobik kosullarda BPA 2-3 giinde
yarilanmistir ve 10 giinde tamamen bozunmustur. Anaerobik sartlarda ise 10 giin
boyunca giderim % 10’dan az bir miktarda tespit edilmistir. Ayrica, yiiksek BPA
giderimi (yaklasik % 90) gosteren iki bakteri tiirti Pseudomonas sp. ve Pseudomonas
putida’dir (Kang ve Kondo, 2002).

GAK’da endokrin bozucu bilesiklerin adsorpsiyonunun incelendigi bir c¢alismada
nonilfenol ve bisfenol-A adsorpsiyonu ig¢in, kullanilmig karbonlar dahil gesitli

karbonlar denenmistir. Komiir bazli saf karbonun, daha biiyilk gézenek hacmi
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nedeniyle nonilfenol ve bisfenol-A'nin adsorpsiyonunda diger karbonlardan daha etkili
oldugu bulunmustur. Amitrol ile ¢alisildiginda biyolojik bozulma ile etkili bir sekilde
uzaklastirilsa da, az miktarda adsorbe olmustur. Tiim karbonlar, karbon tiirii ve ¢alisma
yilina bakilmaksizin amitrol i¢in diisiik adsorpsiyon kapasiteleri gostermistir.
Amitrolii adsorbe etmeye aligkin olan kullanilmig karbonlarda bulunan
mikroorganizmalar, amitrolii saf karbondan daha iyi uzaklastirmistir. Endokrin bozucu
bilesiklerin adsorpsiyon mekanizmasi hakkinda fikir veren bu ¢alismada gozenek
hacminin adsorpsiyon i¢in 6nemli oldugu ancak elektriksel etkilesim nedeniyle yiizey

yiikiiniin ve pH’nin da 6nemli oldugu goriilmiistiir (Choi vd., 2005).

2.2.2. Lakkaz Enzimiyle Fenolik Bilesiklerin Degredasyonu

2.2.2.1. Enzimatik Reaksiyonlar

Enzimler canli organizmalardaki ¢ogu kimyasal reaksiyonlar1 kolaylastiran veya
hizlandiran protein yapisindaki biyolojik katalizorlerdir. Enzimlerin protein yapisina
apoenzim denir. Baz1 enzimler katalizleme reaksiyonlar: i¢in apoenzime baglanan
metal iyonu olan kofaktore veya kompleks bir organik bilesik yapisinda olan koenzime
ihtiyag duyarlar. Her enzimde apoenzimlerin yapisindaki aminoasit tiirleri ve
diziligleri farklidir. Bu nedenle apoenzim enzimin ozelligini belirleyen kisimdir
(Sekme, 2011). Enzimler aktif ya da inaktif olma durumlarina gore, faaliyet
gosterdikleri yere gore ve katalizledikleri reaksiyonlara gore siiflandirilmaktadirlar.
Aktif halde bulunan enzimler etki ettigi reaksiyonun g¢esidine gore ve etki ettikleri
maddenin sonuna “az” eki getirilerek adlandiriimaktadir. Inaktif halde bulunanlar
substratin sonuna “jen” eki getirilerek adlandirilir. Salgilanip faaliyet gosterdikleri
yere gore smiflandirmada hiicre igindeki enzimlere “hiicre i¢i” ve salgilandiklar

yerden baska yerde faaliyet gosterenlere ise “hiicre dis1” enzimler denmektedir.

Uluslararas1 Enzim Komisyonu (IEC), 1961 yilinda yayimladigi raporda, enzimlerin
katalizledikleri tepkimelere gore smiflandirilmalart ig¢in bir numara dizisi
olusturulmustur. Bu numaralandirma sistemine gore enzim kodu (EC) kisaltmasiyla
baslar ve 4 say1 iceren bir kod numarasi igerir (EC.1.10.3.2). Numaralardan ilki

katalizlenen tepkimenin tiiriiniin ait oldugu siniftir. 2. ve 3. Sayilar alic1 ve verici
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gruplarini, 4. say1 ise adlandirilan enzimi belirtmektedir. Bu diizenlemeye gore
enzimler, katalizledikleri tepkime tiirline gore oksidorediiktazlar, transferazlar,
hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar, ligazlar (Sentetazlar) olarak 6 gruba ayrilmistir

(Simsek, 2011).

Enzim substrat kompleksinde substrat molekiilii enzimin aktif merkezine baglanarak
enzim-substrat kompleksi olarak adlandirilan kararsiz bir bilesik olusturur. Bu bilesik
enzim-iirin kompleksine doniisiir. Son olarak enzim ve iriin ayrilir, serbest kalan

enzim tekrar katalizleme reaksiyonlarinda kullanilabilir (Simsek, 2011).
E+S—#ES—+EU—+E+U

Enzimler canli hiicreler tarafindan hiicre i¢i ve hiicre disi enzimler olarak
sentezlenirler. Sentezlenen enzimler hiicreler canliligini yitirdiginde de bir siire aktif
kalirlar. Tiim canli hiicrelerde olusan reaksiyonlar enzimlerle uzak veya yakin bir
sekilde ilgilidirler. Protein yapisinda olmalarindan dolayr proteinler gibi 1s1 ile

denatiire olurlar ve ayrica ortamin asit veya alkali olmasina hassastirlar.

Enzimler ile katalizlenen reaksiyonlar diger reaksiyonlara gore 103-10° kat daha hizli
gerceklesmektedir.  Enzim  tepkimelerinde  substratin =~ tamami  iriine
doniistiiriilmektedir, yani yan {irlin meydana gelmemektedir. Enzim ¢ok biiylik bir
molekiildiir fakat asil tepkimenin yiiriitiildiigii aktif merkez kii¢iik bir bolgedir. Enzim
ile substrat birbirlerine elektrostatik, hidrojen ve Van der Waals baglar1 gibi zayif
baglarla baglanir (Simsek, 2011).

Enzimli reaksiyonlarin hizlar1 bazi faktorler tarafindan etkilenmektedir. Bu faktorler
substrat konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, sicaklik, iyonlar, pH, varsa kofaktor

konsantrasyonu, inhibitdr veya aktivator konsantrasyonudur (Sekme, 2011).

Enzimler kagit, deri, tekstil ve yiyecek-igecek endiistrileri gibi bir¢ok endiistriyel
uygulamalarda kullanilmaktadir. Biyolojik atiklar oOncelikle hidrolazla islemden
gecirilerek biyolojik polimerleri bir 6n aritma basamaginda bozunur. Hidrolazlar,
atiklar1 biyolojik uygulamalara uygun hale getirir ve hayvansal besleme, kiiltiir

ortamlari, ve biyodizel gibi ¢esitli ¢ikislara sahip katma degerli sekerlere, proteinlere
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ve lipidlere biyo-iletkenlik saglar. Oksidorediiktazlar ve liyazlar dogadaki cesitli
spesifik Kirleticilerin biyotransformasyonu i¢in kullanilir. Oksidorediiktazlar tekstil
atik sularinin, fenolleri, ilaglar1 ve hormonlar1 igeren sularin ¢ogunlukla filtrasyon
teknolojileri ile baglantili olarak detoksifikasyonu i¢in degerlidir. Oksidorediiktazlar
bir substrattan digerine elektron transferini katalize eder. Oksitlenmis substrat elektron

verici olarak adlandirilir (Demarche vd., 2012).

2.2.2.2. Enzimlerin Immobilizasyonu

Enzimler aktifliklerinin korunmasiyla uzun siire ve tekrar kullanimlarinin saglanmasi
ve istenildiginde ortamdan uzaklastirilabilmeleri i¢in kati bir destek maddesine
tutturularak immobilize edilmektedirler. Suda ¢oziinmeyen bir destek materyali
tutunma veya Dbirbirlerine baglanma seklinde immobilize olabilirler. Bu
immobilizasyon kimyasal, fiziksel veya her iki sekilde tutunma seklinde

olabilmektedir.

Kimyasal immobilizasyonda yiizey silanlama, yiizeyin fonksiyonel gruplarla
kaplanmasi veya aktiflestirilmesiyle enzimin yiizeye tutunmasidir ve saglam kovalent
baglar olusur. Kovalent baglanma veya capraz baglanma seklinde olabilmektedir.
Fiziksel immobilizasyonda enzimin daha zayif baglarla polimer matriksi, membran
gibi destek materyallerine tutunmasidir. Adsorpsiyon ve hapsetme seklinde

olabilmektedir.

Immobilizasyon i¢in kullanilan destek materyalinin yiizeyinin hidrofilik, hidrofobik
yapisi, fonsiyonel gruplari, goézenekliligi gibi Ozellikleri enzimlerin aktivitesini
belirlemektedir. Immobilizasyon ile yeni bir ortam olusturulmasi enzimin Km
(Michealis sabiti — enzimin affinitesi) degerini, aktivitesini, aktif bdlgesini ve optimum

pH ve sicaklik degerlerini degistirebilir (Simsek, 2011).

2.2.2.3. Lakkaz Enzimi

Lakkaz, EC 1.10.3.2 kodlu, her molekiilii 4 bakir iyonu tasiyan bir oksidorediiktaz
enzimidir. Aromatik ve aromatik olmayan farkli bilesiklerin kataliz reaksiyonlarinda
oksidasyon i¢in molekiiler oksijeni kullanmaktadir. Fenolik bilesiklerin oksidasyonu

oksijenin suya indirgenmesiyle saglanir.
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Lakkaz enzimi bakteriler, bocekler, yiiksek yapili bitkiler ve beyaz ¢iirtikgiil
mantarlardan elde edilebilmektedir. Bu mantarlardan bazilar1 Coriolopsis Gallica,
Trametes versicolor, Trametes hirsuta, Corilous hirsutus, Pyricularia oryzae’ dir.
Mantarlardan elde edilen lakkazlar izoenzimlerin kompleksler olusturarak oligomerize
olmalarindan meydana gelmektedir. Monomerlerin molekiiler kiitleleri 50-110 kDa
arasindadir. Lakkaz enzimlerinin protein kismina baglanmis karbonhidrat kismi

enzimin yiiksek kararlilik géstermesini saglamaktadir (Tuncer, 2010).

Sekil 1. Lakkaz tireten Trametes versicolor mantari

His 452, His 111
~ Cu
His 400 :
H,0 I _
| His 395_
I OH e
/Cu ~ ; /Cu
o el His 64 | / His 458 Phe 463
5096 His 454, |
_Cu
N
His 66 His 109
T2 T3 T1

Sekil 2. Trametes Versicolor ‘dan elde edilen lakkazin bakir merkezleri (Riva, 2006).

Lakkazin yapisindaki bakir iyonlarindan biri Tipl (mavi bolge) bolgesine baglidir ve
diger 3 bakir iyonu Tip2 ve Tip3 bolgelerinin olusturdugu trinuklear kiimeye baglhdir
(Tuncer, 2010). Lakkazda bulunan farkli bakir merkezleri, indirgenmis bir substrattan
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aldiklar1 elektronlari, toksik ara-liriinlerin olugmasina yol agmadan, atmosferik
molekiiler oksijene aktarirlar. Bu reaksiyon Tipl bakir tarafindan katalizlenen
substratin dort monoelektronik oksidasyonu ile olur. Daha sonra elektronlar molekiiler
oksijenin indirgendigi ve suyun birakildig: trinuklear kiimeye aktarilirlar (Sekil 3)
(Tuncer, 2010).

{Substrat |

'Monomer veya Araci 'E>E>::>:>

Tip1 Cu Tip2 Cu

ox—=red—= ox—=red—=

Tip3 Cu
ox—=red

Lakkaz (indirgenmis)

Radikaller o 2e
........................ 2
2¢
1 2H,0
Diffuzyon
! Substrat :
i Polimer | Tip1 Cu Tip2 Cu Tip3 Cu
L

ox =Ted =—ox=—red —=0x -=ered

...........................

Lakkaz (Yikseltgenmisg)

_____________________________

Sekil 3. Fungal lakkaz enzimlerinin reaksiyon mekanizmalari (Tuncer, 2010).

Tip1 bakir ile dort-basamakta her defasinda 1 elektron transferiyle substrat molekiilleri
oksitlenir. Lakkaz molekiiliiniin yeniden oksidasyonu (yiikseltgenmesi) iki basamakli
olarak Tip3 bakir ¢ifti tarafindan dort elektronun, molekiiler oksijene transferi ile
saglanir. Substratlarin oksidasyonu reaktif radikallerin olugsmasia yol agmaktadir.
Olusan reaktif radikaller ise enzimatik olmayan reaksiyonlar ile polimerlerin
parcalanmasi, aromatik halkalarin kirilmasi ve monomerlerin ¢apraz-baglanmasi

reaksiyonlarina katilirlar (Tuncer, 2010).

Polimerlerin pargalanmasi diisiik molekiiler kiitleli redoks aracilar1 bilesikler ile
katalizlenmektedir. Bu aract molekiillerin lakkaz tarafindan aktivasyonu
gergeklestirildikten sonra, aktif enzim bdlgesinden polimerlerin hedef bdlgelerine

diffizlenirler.

Monomerlerin oksidasyonuyla olusan radikaller enzimatik olmayan eslesme

reaksiyonlarina katilirlar. Monomerlerin ¢apraz-baglanmasi i¢in pirogallol, p-kresol,
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guaikol, 2,6- dimetoksifenol gibi fenolik bilesiklerin ve aromatik anilinlerin enzimatik
oksidasyonu ile radikaller olusur. Bu radikaller birbiri ile tepkimeye girerek C-C, C-N
ve C-O baglar araciligiyla kovalent olarak baglanirlar ve dimerleri, oligomerleri veya
polimerleri olustururlar. Olusan son {iriiniin yapisi, ara iriinlerin reaktivitesi ve

reaksiyonun gergeklestigi ortamin pH’s1 ile belirlenir (Tuncer, 2010).

2.2.2.4. Lakkaz Enzimiyle Fenolik Bilesiklerin Giderim Calismalart

Lakkaz Enzimi ilk olarak japon lake agaci Rhus vernicifera’ da belirlenmistir
(Yoshida, 1883). Bakteriyel lakkazin kristal yapisi Enguita ve arkadaslar1 (2003)
tarafindan aydinlatilmstir.  Lakkaz enzimi ile en fazla calisma funguslarda
gerceklestirilmistir. Fungal enzimlerin lignin parcalanmasina katildiklar1 kabul
edilmektedir ancak, detoksifikasyon prosesi, morfojenez, patojenisite ve basgka
fonksiyonlarmin da olabilecegi bilinmektedir. Lakkazlar, toprak ve sularin biyolojik
remediasyonu, gida ve tekstil endiistrisindeki uygulamalar ve kimyasal sentez
reaksiyonlar1 gibi asamali uygulamalarda, ekolojik dnemleri nedeniyle giderek artan
bir ilgiye sahiptirler (Otto ve Schlosser, 2014). Beyaz ¢iiriik¢iil funguslar gibi 6nemli
lakkaz tretici mikroorganizmalar farkli kirleticilerin biyolojik giderimi i¢in
kullanilmaktadir (Asadgol vd., 2014). Uhnakova vd. (2009) bromlu fenollerin
Trametes versicolor fungusu ve irettigi lakkaz enzimiyle biyodegredasyonunu
aragtirmiglardir. Zhang vd. (2008) 2,4-diklorofenol (2,4-DCP), 4-klorofenol ve 2-
Klorofenoliin, Coriolus versicolor fungusunun tirettigi lakkaz enzimiyle degredasyonu

tizerine ¢alismislardir.

Funalia trogii’nin endokrin bozucu bilesik olan bisfenol A'nin giderilmesi igin
kullanildig1 bir ¢alismada Trametes versicolor'dan elde edilen ticari saf lakkazin
biyodegradasyon verimlilikleri, F. trogii'nin ham ekstrakt1 ve T. versicolor'dan elde
edilen saf lakkazla karisimi ve termal olarak inaktive edilmis F. trogii ham ekstrakti
karsilastirilmistir. BPA hem ham ekstrakt hem de karigim ile tamamen giderilmistir.
BPA konsantrasyonu HPLC ile analiz edilmistir ve BPA metabolitleri GC-MS ile
karakterize edilmistir. Analiz sonuglarina gore 2 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra
BPA tamamen giderilmistir. Degredasyon {iriinleri olarak nonane, 5- (2-metilpropil)
ve 4-etil-2-metoksi-fenol olusmustur ve T. versicolor'dan elde edilen saf lakkazda ve
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F. trogii'nin ham ekstraktinda benzer iirtinler olusmustur (Atacag Erkurt, 2015) (Sekil
4).

Table 1. Possible by-products of BPA degradation by the crude exfract of F. trogii and pure laccase of T. versicolor. GC-MS analysis of
metabolites obtained afler degradation of BPA
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Sekil 4. Lakkazin BPA gideriminde olusan triinler (Atacag Erkurt, 2015)

BPA'nin gideriminin ham lakkaz ¢6zeltisi kullanilarak incelendigi bir ¢alismada 3 ve
6 saat reaksiyondan sonra doniisiim iriinleri, gaz kromatografisi ile saptanmistir.
Analiz sonuglari, lakkaz ve BPA arasindaki reaksiyonun kendiliginden oldugunu ve
24 saatteki bozulma oraninin % 88.76'ya ulastigin1 gostermistir. Lakkaz tarafindan
katalize edilen BPA ara tiriinleri arasinda etilbenzen, p-ksilen ve sikloheksanon 1-

metil-4-izopropenil-2-sikloheksenol bulunmustur. Bu bulgu, T. versicolor'dan ham
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lakkaz tarafindan BPA degredasyonunun, BPA'y1 baglayan iki benzen halkasi
arasindaki C atomlarindan basladigin1 ortaya koymaktadir. Ham lakkaz ¢6zeltisinin
BPA bozunmasi {izerindeki katalitik etkisinin, iki faktorii baglayan izopropilden
basladig1 goriilmektedir. Ilk olarak, C-C bagi 2- (4-hidroksifenil) propan-2-ilyum elde
etmek i¢in lakkazin katalizi altinda kirilmigtir, bu bag bisfenol A'da ¢ok zayiftir. Sonra
izopropenilfenol ve 1-metil-4-izopropenil-2-sikloheksen serbest radikali elde
edilmistir. Ayn1 zamanda metilbenzen tiretilmeye devam etmistir ve benzen halkasi ve

siklo-heksanon iireten p-ksilene oksitlenmistir (Hongyan vd., 2019).

HO OH
\@7<©, +:}‘C—O—OH — —-
OH OH

2-(4-hydroxyphenyl)propan-2-ylium

bisphenol A 4-isopropenylphenol

I-methyl-4-isopropenyl-2-cyclohexenol

0

HO OH :
- JL’\ clohexanone
* O O '
.
bisphenol A p-aytens foluene

ethylbenzene

Sekil 5. Lakkaz ile BPA degredasyonunda olusan tirtinler (Hongyan vd., 2019)

Yapilan bir ¢aligmada lakkaz enziminin (5 U/mL) pH 5’te ve 35°C’de fenol ve
bisfenol-A’y1 30 dakikalik karigtirma siiresince sirasiyla % 80 ve % 60 oraninda
degrede ettigi tespit edilmistir (Asadgol vd., 2014).

Aktif karbonlu sistemlerde saflagtirilmis enzimlerin kullanilmasina yonelik
literatiirdeki tek calismada ise aktif karbon iizerine immobilize edilmis lakkaz
enziminin ¢esitli ilag aktif maddeleri ve bisfenol-A’y1 serbest enzimlere kiyasla daha
iyi degrede ettigi gosterilmistir (Nguyen vd., 2016). Ancak bu c¢alismada aktif
karbonun biyorejenerasyonu calisilmamis ve nicel olarak da tespit edilmemistir.
Ayrica ¢aligmamizda, fenolik bilesiklerin aktif karbona adsorplandiktan sonra serbest

enzimler tarafindan kesikli reaktorlerde degredasyonu ve biyorejenerasyonu
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calistlmigken, Nguyen vd. (2016) tarafindan yapilan c¢aligmada aktif karbona
immobilize edilmis enzimlerin graniiler aktif karbon filtresinde serbest organik
maddeleri degrede edebilme 6zellikleri incelenmistir. Ancak, amaci ve yontemleri cok
farkli olsa da Nguyen vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada kirleticilerin aktif
karbona adsorplanarak aktif karbon yiizeyine immobilize edilmis enzimlerle
oksitlenebildigini gdstermesiyle biyorejenerasyonun gergeklesmesinin - miimkiin
oldugunun anlagilmasi agisindan yol gdsterici olmaktadir. Literatiirdeki bu ¢alismada
aktif karbon ylizeyinde lakkazin katalizor etkisiyle substrat ve oksijen arasinda
elektron transferinin serbest enzimlerle kiyaslandiginda daha kolay gerceklestigi

gosterilmigtir.
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2.3. ENZIMATIK BiYOREJENERASYON

2.3.1. Biyorejenerasyon

Rejenerasyon, kirleticileri imha etmeden aktif karbondan ayirma yontemidir. Aktif
karbonun rejenerasyon metodlar1 buhar, termal, kimyasal, mikrodalga, 1islak
oksidasyon, elekrokimyasal ve biyorejenerasyondur. Biyorejenerasyon AK’un
adsorpsiyon kapasitesinin mikroorganizmalarin faaliyetleriyle veya enzimlerle
yenilenmesidir. Biyolojik prosesler ile birlestirilmis aktif karbon uygulamalarinda
biyorejenerasyon ile daha fazla adsorpsiyon meydana gelebilir. Adsorpsiyon ve

biyodegredasyonun entegrasyonu ekonomik agidan ve verim agisindan énemlidir.

Literatiirde AK’un biyorejenerasyonundan bahsedilen iki ana teori vardir.
» Konsantrasyon gradyanina bagli biyorejenerasyon

* Ekzoenzimatik reaksiyonlara bagli biyorejenerasyon

Konsantrasyon gradyanina bagh biyorejenerasyon

Biyorejenerasyon teorilerinden biri AK’un yiizeyi ile sivi yiizey arasindaki
konsantrasyon gradyanina bagli desorpsiyonun ardindan hedef bilesigin biyodegrede
olmasidir. Adsorbe olmus organikler karbon yiizeyi ve siv1 arasindaki konsantrasyon
gradyanina bagli olarak desorbe olurlar. Dengede, adsorbe olabilen maddeler karbon
yiizeyi ve stvinin icinde dagilir. ilk olarak mikroorganizmalar tutulan maddeleri
pargalar, denge bozulur ve sonugta ¢Ozelti konsantrasyonu kismen yiikselerek
desorpsiyona neden olur. Bu rejenerasyon prosesi tiim tersinir maddeler pargalanana

kadar devam eder.

Biyorejenerasyon, biyodegredabilite, mikrobiyal popiilasyon, adsorbe edilebilirlik ve
adsorbanlarin tersinirligi faktorlerine baghdir. Konsantrasyon gradyaninin yani sira
cozeltideki adsorban molekiilleriyle porlarin i¢indeki adsorban molekiilleri arasindaki

Gibbs serbest enerjisi farkinin biyorejenerasyon igin itici giic oldugu ileri siiriilmiistiir.
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PZG (Plane of Zero Gradient), konsantrasyon gradyaninin sifir oldugu biyofilmdeki
cizgi olarak tanimlanir. Biyofilm igindeki bu varsayimsal ¢izgide substratin
konsantrasyonu minimum degere ulasir. PZG, AK ylizeyinde 6nceden adsorbe edilmis
substratin biyodegrede edildigi bolimden, sivinin i¢indeki substratin biyodegrede
edildigi bolimi ayirir. Stvi konsantrasyonu azaldikca PZG sivi filme dogru hareket
eder. Bu AK’un biyorejenerasyonudur. Sivi konsantrasyonu arttifinda PZG aktif

karbon yoniine dogru hareket eder ve biyorejenerasyon gergeklesmez.

Bulk liquid Liquidfilm . Biofilm AR carpon Substrate

concentration

Sb \ PG
S<.
=
St Substrate Loading in

solid phase

Substrate concentration

in liquid phase S

Radius (r) <

Sekil 6. Biyorejenerasyon sirasinda kirletici konsantrasyonlari (Cegen ve Aktas, 2011: 191)

Iki tip AK iizerindeki (SA4 ve CAl) vyapilan g¢alisma fenoliin aktif
mikroorganizmalarin varliginda tek basina abiyotik desorpsiyona kiyasla ¢ok daha iyi
biyorejenere oldugunu gostermektedir. Abiyotik desorpsiyon tek basina karbondaki
fenol miktarinda hafif bir azalmaya yol agcmistir ¢ilinkii denge kat1 ve sivi fazlar
arasinda hizla elde edilmistir. Bununla birlikte sivi i¢indeki mikroorganizmalarin
varliginda, dengeye ulasmak i¢in siirekli desorpsiyon devam etmistir. AK’un tiiriine
bagl olarak kimyasal olarak aktive edilmis olan CAL tipi AK’un adsorbsiyonunun
diisiik degerlerde oldugu fakat daha fazla biyorejenere oldugu goriilmektedir (Cegen
ve Aktas, 2011: 190).

2.3.2. Ekzoenzimatik Reaksiyonlara Bagh Biyorejenerasyon

Bu teoriye gore biyorejenerasyon mekanizmast ekzoenzimler tarafindan katalize
edilen reaksiyon nedeniyle organik maddenin desorpsiyonunu igerir. Mikrometre

boyutlarindaki bakteriler, nanometre boyutlarindaki AK gézeneklerine yayilmak i¢in
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cok biyiiktiir. Bakteriler tarafindan salgilanan baz1 enzimler, sividan AK
gozeneklerine kolayca yayilabilirler ve adsorban ile kolayca reaksiyona girebilirler.
Bu ekzoenzimler adsorban ile reaksiyona girmeden 6nce de adsorbe edilebilirler.
Ayrica organik madde adsorblanabilirligi enzimle reaksiyona girdikten sonra

zayiflatilabilir. Bu nedenle adsorbanin daha fazla desorpsiyonu da gergeklesebilir.

Bir enzimin aktif olarak bir gézenek i¢in katalizér gorevi gorebilmesi i¢in gozenek
capinin enzimin boyutundan en az 3 kat daha biiylik olmas1 gerekmektedir. Bir
monometrik enzimin ortalama molekiiler capinin (molekiil agirligr 13000-35000 arasi)
31-44 A’nm iizerinde oldugu diisiiniiliirse, ekzoenzimin katalizleyebilecegi gdzenek
cap1 100 A’dan (10 nm) daha biiyiik olmas1 gerekmektedir. Bu mezo gozeneklerinin

(@=2nm-50nm) bir kisminin ve mikro gézeneklerin (@ < 2nm) digindadir.

Baz1 aragtirmacilar, gozenekler igindeki biiyiilk hidrolitik enzimlerin diisiik
difiizivitesine bagli olarak enzimleri igeren biyorejenerasyon mekanizmalarimin ¢ok
yavas olacagini one slirmiislerdir. Yapilan c¢alismalarda fenolle doyurulmus termal
olarak aktive edilmis karbonlarin biyorejenerasyon veriminin desorplanabilme
veriminden daha yiiksek oldugu bulunmustur. Fenol esas olarak mikro ve mezo
porlarda adsorbe oldugundan ve ekzoenzimlerin mikro gozeneklere ulagmasi
beklenmediginden mezoporlarda ekzoenzimatik reaksiyonlarin olmasi beklenir.
Sonuglar ekzoenzimatik reaksiyonun miimkiin oldugunu ancak aktivasyon tipi,
adsorpsiyon karakteristikleri, ve karbonun gozenekliliginin bunu etkiledigini
gostermektedir. Bazi ¢alismalar da mezoporlardaki desorpsiyona ekzoenzimatik

desorpsiyon denmistir (Cegen ve Aktag, 2011: 192).

Toz aktif karbon takviyeli aktif camur sistemleri ve biyolojik graniiler aktif karbon
filtrelerinde, aktif karbon toksik etkisi olan veya biyolojik olarak ayrismaya direngli
organik bilesikleri adsorplayarak mikroorganizmalar1 bu toksik etkilerden korurken
ayni zamanda bu bilesiklerin sistemde kalma siiresini uzatir. Buna bagl olarak
zamanla bu bilesiklere aklime olan mikroorganizmalar da aktif karbona adsorplanmis
bilesiklerin konsantrasyon gradyanina bagli olarak veya enzimatik aktiviteler

sonucunda desorbe olmasi sonrasinda biyolojik olarak ayristirilmasini saglar.
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Biyokiitlenin aklimasyonundan kaynaklanan biyorejenerasyon yiliksek camur yasi

gerektirmektedir.

Literatiirdeki caligmalar enzimatik biyorejenerasyonun kuvvetle muhtemel oldugunu
gostermektedir (Aktas ve Cegen 2009;2010). Ancak biyorejenerasyonun aktif
camurdaki karigik kiiltiirle saglanmasi ve yalnizca enzimlerin kullanilmamasi

nedeniyle enzimatik biyorejenerasyonun gegerliligi kesin olarak ispat edilmemistir.

Ayrica Onceki caligmalarda, termal olarak aktive edilmis karbonlarin kimyasal
adsorpsiyona daha uygun oldugu, kimyasal olarak aktive edilmis karbonlarin ise
fiziksel adsorpsiyona yol a¢tigi ve enzimatik biyorejenerasyonun, aktivasyon
enerjisinin daha yiiksek oldugu kimyasal adsorpsiyonda daha biiyiik oranlarda
gerceklestigi yani termal olarak aktive edilmis karbonlarda daha yiiksek oldugu
tartisilmistir (Aktag 2006; Aktas ve Cegen, 20006).

Saflagtirllmis enzimlerin degredasyonu zor olan organik Kkirleticilerin giderimi
konusunda yapilan g¢alismalar son yillarda giderek artmaktadir. Oksidorediiktaz
enzimleri olan lakkaz, peroksidaz ve tirosinaz gibi enzimlerin fenolik bilesikler,
hormonlar, mikrokirleticiler ve tekstil boyalarinin gideriminde kullanilmasiyla ilgili

literatiirde ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir.

2.3.3. Biyorejenerasyona etki eden faktorler

Substrat biyodegredasyonu:

Kolay biyolojik olarak parcalanabilir madde genellikle adsorbe edilmez ve tek basina
biyolojik aktivite ile uzaklastirilirken, biyolojik olarak ¢éziinmeyen adsorbe edilebilir
bilesiklerin uzaklastirilmasi1 adsorpsiyon ile saglanir. Biyorejenerasyon, bilesiklerin
desorpsiyonu ardindan biyodegredasyonu ile olur. Bu nedenle hem biyolojik olarak
parcalanabilen hem de adsorbe edilebilir bilesikler s6z konusu oldugunda
biyorejenerasyon gergeklesebilir. Ornegin, biyolojik olarak par¢alanamayan bir bilesik

ile yiiklii AK biyorejenere olamaz.
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Substratin kimyasal 6zellikleri:

Fenolik olmayan bilesikler, 3-klorobenzoik asit, fenolik bilesikler, o-krezol’e goére
PAC’n biyorejenerasyonu i¢in daha uygundur. Substratin hidrofobik veya hidrofilik
olmasi, adsorpsiyonu ve desorpsiyonu ve dolayisiyla biyorejenerasyonu etkiler. Fenol,
iyonik olmyan ve anyonik yiizey etkin maddelerine gore biyorejenerasyon i¢in daha

uygundur.

Karbonun partikiil boyutu:

Biyorejenerasyon, PACT (askida biiyiiyen) sitemlerine gére BAC (bagli biiyiiyen
GAC) sistemlerinde daha fazla olmaktadir. Sebebi GAC’ta ¢amur yasinin daha uzun
olmasidir. AK’un boyutu biyorejenerasyonu etkiler. GAC daha fazla makropora
sahiptir. Enzimlerin biyorejenerasyonu i¢in gdzeneklerin biyiikligli enzimin

yarigapindan ti¢ kat daha biiyiik olmalidir.

Karbon g6zenekliligi:

Mikro gozeneklere sahip aktif karbonun gézeneklerine biiyiik molekiillii enzimlerin
ve mikroorganizmalarin girememesi biyodegredasyonu engellemektedir. Gozenek
capt daha biiyikk oldugunda enzimler goézencklere daha rahat girebildiginden
adsorplanan madde biyodegrede olabilmektedir. Boylece, mezo ve makroporlara sahip

AK mikro gozenekler igerenden daha fazla biyorejenere olmaktadir (Yalimai, 2018).

Substrat-karbon temas siiresi:

Bilesik ve AK arasinda temas siiresinin uzatilmasi adsorbe edilen bilesigin kuvvetli
baglarla baglanmasina sebep olacagindan biyorejenerasyonunu azaltmaktadir.
Adsorpsiyonun tersinirligi temas siiresine gore degiskenlik gosterir (Cecen ve Aktas,

2011).

Konsantrasyon gradyani ve karbonun doygunlugu:

Diisiik bir hedef bilesik konsantrasyonu, AK’a geri doniisiimsiiz yiiksek enerjili
baglanir, bu durum desorbsiyonun zorlasmasina ve biyorejenerasyonun azalmasina

sebep olmaktadir.
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Coziinmis oksijen konsantrasyonu:

Havalandirmali sistemlerde ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonu biyorejenerasyonda

bakteri canli ve aktif tutulmalar1 ve enzim aktivitesi i¢in dnemli kosullardan biridir.

Aktivasyon tipi:

Aktivasyonu kimyasal olarak yapilmis karbonlarda adsorbe etme miktari termal olarak
aktive edilmislere gore daha azdir. Bununla birlikte desorbe olmalar1 kolay olur ve
tersinirliginin fazla oldugu goriilmiistiir. Termal aktive edilmis karbonlarda, kimyasal
aktive edilmis karbonlara gore adsorpsiyon verimi daha yiiksek, desorpsiyon verimi
daha diisiiktiir. Sebebi baskin olan adsorpsiyon mekanizmasidir. Fenolik bilesikler igin
termal olarak aktive edilmis karbonlarda biyorejenerasyon konsantrasyon gradyanina
bagli desorplanabilirlikten daha fazladir (Aktas, 2006).

Desorpsiyon Kinetikleri:

Biyorejenerasyonu belirlemek i¢in iki kinetik 6nemlidir. Bunlar desorpsiyon kinetigi
ve bakteriyel biiyiime ve substrat degredasyonu kinetigidir. Desorpsiyon hizi
biyorejenerasyonun hizim1 énemli 6l¢iide belirlemektedir. Desorpsiyon hizi kiiltiir
veya enzim kosullarina, sivi dinamiklerine, mikroorganizmalarin veya enzimlerin
aktivitesine ve karbon pargaciklarinin tiirii ve yogunluguna baghdir (Abu-Salah ve

dig., 1996).

Kosullar ve uygulamalar:

Biyolojik atiksu aritma tesislerinde mikro kirleticilerin ayrismasinin, anaerobik
kosullardan ziyade aerobik kosullarda daha hizli oldugu bildirilmistir. Aromatik
hidrokarbonlar, fenoller 6zellikle klorin tiirevleri ve sentetik organik bilesikler iceren
endiistriyel atiksular, kirlenmis yeralt1 sularindaki patlayici kirleticiler adsorpsiyon ve

biyorejenerasyon i¢in ana hedef bilesiklerdir.
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3. YONTEM

3.1. MATERYAL

Deneyler, fenol, 2-nitrofenol ve bisfenol-A i¢in yapilan adsorpsiyon, desorpsiyon,

enzimatik biyodegradasyon ve enzimatik biyorejenerasyon ¢alismalarini igermektedir.

Tiim galismalar kesikli sistemlerde yapilmistir. Graniiler formda olmak iizere, termal

ve kimyasal olarak aktive edilmis iki farkli aktif karbon tipi (Norit PKDA ve Norit
CAgran) kullanilmistir. Norit PKDA 850-1000 °C sicaklikta buhar ile aktive edilmis

BET yiizey alan1 850 m?/g olan turba (peat) bazli GAK, Norit CAgran ise 500 °C

sicaklikta fosforik asit ile aktive edilmis BET yiizey alan1 1400 m?/g olan odun bazli

bir GAK tir (Aktas, 2006).

Kullanilan fenolik bilesiklerin 6zellikleri Tablo 1°de ve aktif karbonlarin 6zellikleri

Tablo 2’de verilmektedir.

Tablo 1. Calismada kullanilan fenolik bilesiklerin 6zellikleri

Fenol 2-Nitrofenol Bisfenol-A

Molekiiler Yap1 WH oH c|:|j J— —_—
M B Io_u \+\ f}_ o

Formiil CsHsOH CsHsNOs CisH160;
Molekiiler agirlik (g/mol) 94,11 139,11 228,29
Suda ¢oziiniirliik (mg/L) 82000 2100 300
(25°C’de)
Ayrigma sabiti (25°C’de) 9,99 7,23 9,60
Buhar basimci (102 mm 62 11,25 4,0x10®
Hg) (25°C’de)
Oktanol/Su ayrilim 1,37-1,75 1,79 3,20
katsayisi (log Kow)
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Tablo 2. Kullanilan aktif karbonlarin 6zellikleri

Aktif Karbon PKDA CAgran

Fiziksel form graniiler graniiler

Aktivasyon yontemi termal kimyasal

Yogunluk (g/L) 295 225

Nem (%) 2 12

Kiil igerigi (%) 8 3

Metilen mavisi adsorpsiyonu (g/100g) 29

Iyot oran1 (mg/g) 750

Toplam yiizey alan1 (BET) (m2 /g) 850 1400

Partikiil boyutu 0.5%>2 mm 1%>1.7 mm
99%>0.59mm  2%<0.84mm

Gozenekler

Toplam gézenek hacmi (cm3 /g) 1,19 1,64

Micro (®<2nm) 0,3 0,4

Meso(® 2-50nm) 0,19 0,7

Macro(® >50nm) 0,7 0,54

Calismamizda kullanilan Lakkaz enzimi (benzendiol:oksijen oksidorediiktaz, EC
1.10.3.2) bakir iceren oksidazlar grubuna dahil bir enzimdir ve fenol tiirevleri,
benzentioller, polifenoller, aromatik aminler ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar
(PAH’ aromatik substratlarin  biiylik ¢ogunlugunun tek elektron
oksidasyonunu Kkatalizler (Asadgol vd., 2014; Claus, 2014). Substratlar, daha

lar) gibi

sonrasinda c¢apraz baglanma ya da depolimerizasyon reaksiyonlarina ugrayacak olan
radikallere okside olurlar. Bu uygun substratlar, lignin ve poliaromatik hidrokarbonlar
gibi bir¢ok maddenin de dolayli oksidasyonunu saglayan sdzde redoks medyatdrleri
gibi davranabilirler (Claus, 2004). Kullanilan Lakkaz Enzimi Sigma Aldrich’ten temin
edilen, Trametes Versicolor’dan elde edilmis aktivitesi > 0.5 U/mg olan bir tirtindiir

(Uriin Kodu: 34829).
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3.2. ADSORPSiYON DENEYLERI

Aktif karbona adsorpsiyon asamasi, uygun temas siiresinde belirli miktardaki aktif
karbonun, belirli konsantrasyondaki fenolik bilesik ile doyurulmasiyla gergeklestirilir.
Aktif karbonun adsorpsiyonu i¢in 200 mg/L konsantrasyonda fenol, 2-NF ve BPA
¢ozeltisi hazirlanmistir. 250 mL’lik kapakli erlenlerde, 100 mL hacimli 200 mg/L
fenolik bilesik ¢ozeltisine 100 mg GAK ilave edilerek, 25°C’de 150 RPM’de sicaklik
ayarli calkalamali inkiibatérde 3 giin boyunca ¢alkalanmistir (Abromaitis vd., 2016).
Adsorpsiyon icin dengeye gelme siiresi yapilan bir ¢calismada CAgran i¢in iki giin ve
PKDA i¢in iig¢ giin olarak belirlenmistir (Aktas ve Cegen, 2006b).

Sekil 7. 25 °C ¢aligmalarinda kullanilan ¢alkalama sistemi

Adsorpsiyon dengeye geldikten sonra erlenler calkalayicidan ¢ikarilip, doymus aktif
karbon ¢oktiiriilmiistiir. Ustteki s1v1, igindeki fenolik madde konsantrasyonunu dlgmek
tizere 50 mL’lik kapakli plastik falkon tiiplerinde saklanmistir. Elde edilen 100 mg
doymus aktif karbon desorpsiyon veya biyorejenerasyon deneylerinde kullanilmak

tizere saklanmigtir. Adsorpsiyon baslangicinda ve sonunda fenolik madde
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konsantrasyonlari dl¢iilerek adsorpsiyon kapasiteleri Esitlik 1’e (Goeddertz vd., 1988)

gore hesaplanmaktadir.

Qads = (Co-Cr)/M (Es. 1)

Qads : adsorpsiyon kapasitesi (mg fenol/g AK)

Cb : Baslangig fenol (veya 2-nitrofenol) konsantrasyonu (mg/L)
Cs : Final fenol (veya 2-nitrofenol) konsantrasyonu (mg/L)

M : Aktif karbon dozu (g/L)

GAK’m konsantrasyonu 1 g/L olacak sekilde hazirlanmistir. Bisfenol-A igin
adsorpsiyon izotermleri ¢izmek (Qads VS Ce) Ve Freundlich ve Langmuir izotermlerine
uygunluklari belirlenip Freundlich ve Langmuir katsayilarinin hesaplanmasi amaciyla

0,1-1 g/L konsantrasyonlarinda AK kullanilmuistir.

Adsorpsiyon izotermi

Adsorpsiyon islemi sirasinda adsorban tarafindan tutulan madde miktar1 ile sivi
icerisinde bulunan ¢6ziinmiis madde miktar1 igin sistem dengede oldugu anda, adsorbe
eden maddenin birim kiitlesine adsorplanan madde miktari, derisim, sicaklik veya
denge basmcinin bir fonksiyonudur. Sicakligin sabit oldugu ve kesikli sistemlerde
adsorpsiyon kapasiteleri bahsedilen Esitlik 1’e gore hesaplanmaktadir (Abromaitis
vd., 2016). Adsorpsiyon izotermleri i¢in Onerilen matematiksel modellerden

Freundlich ve Langmuir izotermleri en ¢ok kullanilanlaridir.

Langmuir Izotermi

Langmuir izotermi iki parametrelidir. AK yiizeyindeki adsorpsiyon noktalarinin bir
molekiilii adsorplayarak yiizeyinde sadece bir molekiil kalinliginda tabaka olusacagi
varsayilmaktadir. Adsorpsiyonda ylizeyin bazi kisimlarinin ortiildiigli, yiizeyin her
yerinde adsorpsiyon enerjisinin degismedigi ve ylizeyde tutunan molekiiller arasinda

etkilesimin olmadigi gibi varsayimlar gelistirilmistir (Foo ve Hameed, 2010).
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Langmuir izotermi denklemleri (Langmuir, 1918):

_am K -Ce

€7 14K €, (Es-2)

KL= Langmuir adsorpsiyon sabiti (L/mg).
gm = Adsorbentin maksimum adsorplama kapasitesi (sabit) (mg/g)

Bu esitligin dogrusallastiriimasiyla iki denklem elde edilir.
Langmuir Tip 1:

c 1 c
= = +—= (Es.3)
qe qmK; qm

Bu denklemde Ce/ge e kars1 Ce grafigi cizilerek Langmuir Tip 1 izotermi elde edilir.

Grafigin egimi 1/ gm’1, y eksenini kesim noktas1 1/KL. gm’1 verir.

Langmuir Tip 2:

1 1 1
—_— = —t— Es.4
qe C.qmK; qm (Es.4)
Bu denklemde 1/ge’e kars1 1/Ce grafigi gizilerek Langmuir Tip 2 izoterm elde edilir.

Grafigin egimi 1/ KL. gm’1, y eksenini kesim noktast 1/ gm’1 verir.

Adsorpsiyonun elverisliligi i¢in Ry sabiti hesaplanir.

1

R > 1 bilesigin adsorpsiyona uygun olmadigini,
Re degerinin 0’a yakinlig1 adsorpsiyonun tersinirliginin diisiik oldugunu,
RL degerinin 1’e yakin olmasi ise yliksek oranda tersinir oldugunu gosterir (Aktas,

2006).
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Freundlich Izotermi
Freundlich modeli (Freundlich, 1906), tek tabakayla sinirli olmayan geri doniisimli
adsorpsiyonu tanimlayan en eski model tipidir. Heterojen yiizey enerjileri igin
uygulanir.
1/n

Qe =K - Ce (Es.6)
Qe = Adsorplanan madde miktari(mg/g)
Ce= Dengede ¢ozeltide kalan madde konsantrasyonu (mg/L)

Ks = Freundlich sabiti

n = Freundlich sabiti.

Bu esitligin dogrusallastirilmasiyla Esitlik 7 elde edilir.

Log Qe = Log K + 1/n Log Ce (Es.7)

Log Ce ‘ye karsilik Log Qe grafigi cizilerek lineer regresyonun egimi ve y eksenini
kestigi noktadan Freundlich izoterm sabitleri Kr ve 1/n hesaplanmistir. Egim 1/n

degerini, Grafigin y eksenini kesim noktas1 K¢’i verir.

Ks; adsorpsiyon sabitidir. Krdegerinin yiiksek olmasi1 adsorbanin yiiksek adsorpsiyon
kapasitesi oldugunu gosterir.

n ; adsorpsiyon siddetini gosterir. n katsayisi sifira ne kadar yakin bir deger olursa
yiizey o kadar heterojendir denir.

n > 0 olmas1 adsorpsiyonun elverisli oldugunu,

n > 1 olmasi ¢ok tabakali adsorpsiyon oldugunu

n < 1 olmas1 kimyasal adsorpsiyon oldugunu gosterir (Haghseresht ve Lu, 1998).
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3.3. DESORPSIYON DENEYLERI

Doymus aktif karbon, adsorpsiyon deneyi kosullari ile ayni kosullarda, saf su ile temas
ettirilir. Doymus aktif karbonun yiizeyi ile sivi faz arasinda konsantrasyon gradyani
olusmasiyla desorpsiyon gergeklesir. Aktif karbonun desorpsiyonu i¢in 6nceden
yapilan adsorpsiyon c¢alismasinda fenolik bilesige doyurulmus 100 mg AK
kullanilmistir. On-adsorpsiyon calismalarinda hedef bilesikleri adsorplamis olan AK
adsorpsiyon suyundan siiziilerek 250 ml’lik kapakli erlene koyulmustur. Uzerine
yikanmast i¢in 100 ml saf su eklenmistir. Kapakli erlenlerde, 100 ml hacimli saf su ve
100 mg GAK 25°C’de 150 RPM’de sicaklik ayarli ¢alkalamali inkiibatorde 1 giin
boyunca ¢alkalanmistir (Oh vd., 2011). Desorpsiyon dengeye geldikten sonra erlenler
calkalayicidan ¢ikarilip, 1 giin desorbe olmus aktif karbon ¢oktiiriiliip tistte kalan sivi
kisimdan ayrilir. Ayrilan sivi kistmdan fenolik bilesik konsantrasyonlari 6lgiilerek
desorbe edilen fenolik bilesik miktar1 hesaplanmistir. Ancak, abiyotik desorpsiyon
testlerinde desorbe olan fenolik bilesiklerin su fazindaki konsantrasyonu azalmadigi
icin desorpsiyon kapasitesi bir desorpsiyon basamagiyla belirlenememektedir.
Konsantrasyon gradyanini siirekli olarak yiiksek tutabilmek i¢in ayrilan AK’un
desorpsiyonuna distile suyun 1 giin araliklarla yenilenmesiyle tekrar edilmistir.
Desorpsiyon testlerine aktif karbondan fenolik bilesik desorbe olmayana veya
Olglilebilecek seviyelerin altina inene kadar devam edilmistir. Toplam desorpsiyon
Esitlik 8’e gore hesaplanmistir (Aktas, 2006). Her bir aktif karbon tipinin abiyotik

rejenerasyon kapasiteleri (Rqes) Esitlik 9’a gore hesaplanmustir.

Qdes =2 (Cdes/M) (ES- 8)

Ques : desorpsiyon kapasitesi (mg fenol/g AK)

Cdes : Her desorpsiyon basamagi sonrasinda su fazindaki fenolik bilesik
konsantrasyonu (mg/L)

M : Aktif karbon dozu (g/L)

Rdes = (Qdes / Qads) X 100 (Es. 9)
Rdes : desorpsiyon yiizdesi (%)
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3.4. BIYODEGREDASYON DENEYLERI

Enzimatik biyodegradasyon ¢alismalariyla enzimlerin fenolik bilesiklerin oksidasyon
aktivitesinin yiiksek oldugu sartlarin (enzim dozu, pH ve sicaklik) tespit edilmesi
amaglanmistir. Saflastirilmis serbest Lakkaz enzimi fenolik bilesikleri oksitleme
ozelliklerinin belirlenmesi i¢in farkli dozlarda enzimler, 2 farkli pH (5 ve 7)
sartlarinda, 25°C’de ve 50°C’de fenolik bilesiklerle sicaklik ayarli g¢alkalamali
inkiibatérde temas ettirilmistir. Lakkaz enzimi elektron alict olarak oksijen
kullanmaktadir. 1 U/mL enzim aktivitesi i¢in enzim 0,17 g tartilarak, 25 ml fenolik
bilesik ¢ozeltisinin igine eklenmistir. 100 ml lik kapakli erlenler kullanilmistir. Yiiksek
aktivite i¢in enzimin 151k gormesinin engellenmesi amaciyla erlenler aliiminyum folyo
ile sarilmigtir. Erlenler optimum kosullarin belirlenmesi amaciyla farkli sicaklik, pH,
enzim dozu ve temas siiresinde 150 RPM’de sicaklik ayarli ¢alkalamali inkiibatorde
calkalanmistir. Biyodegredasyon sirasinda giderim hizinin belirlenebilmesi i¢in saatlik
numuneler aliarak Ol¢iim yapilmistir. Boylelikle biyorejenerasyon deneylerinde

uygulanmak tizere gerekli olan giderim siiresi belirlenmistir.

Sekil 8. 25°C’de ve 50°C’de enzimatik degradasyon ve biyorejenerasyon deneylerinde

kullanilan galkalamali isiticilar
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3.5. ENZIMATIK BiYOREJENERASYON DENEYLERI

Degredasyon deneylerinde belirlenen uygun sartlarda ve uygun konsanstrasyondaki
enzim ¢ozeltisinin igine dnceden adsorpsiyon islemine tabi tutulmus ve adsorpsiyon
miktar1 hesaplanmis doymus aktif karbonun eklenmesiyle biyorejenerasyon baslatilir.
Biyodegredasyon deneylerinde belirlenen kirleticinin pargalanmasi i¢in gerekli olan

stire kadar bekletilmesi yeterlidir.

Abiyotik desorpsiyon testlerinde oldugu gibi kullanilacak olan aktif karbonlar
oncelikle hedef bilesige doyurulmustur. Fenolik bilesige doymus aktif karbon
hazirlamak i¢in 100 m1’lik kapakli erlenlerde, 25 ml hacimli fenolik bilesik ¢ozeltisine
25 mg GAK (1 g/L AK) ilave edilerek, 25°C’de (ve gerektigi goriildiigii durumlarda
50°C’de) ve pH 7 sartlarinda (ve gerekli gortildiigli durumlarda pH 5 sartlarinda), 150
RPM ile 3 giin boyunca calkalanmistir.

Adsorpsiyon dengeye geldikten sonra erlenler ¢alkalayicidan ¢ikarilip, doymus aktif
karbon ¢oktiiriilmiistiir. Ustteki s1vi alinarak 6n-adsorpsiyon miktarmin belirlenmesi
icin 6l¢lim yapilmistir. Biyorejenerasyon icin ¢ozeltiden ayrilan 25 mg doymus aktif
karbon belirlenen pH, sicaklik ve enzim konsantrasyonunda aliiminyum folyoya
sarilmig erlende lakkaz ile 1 giin boyunca adsorpsiyon deneylerinde uygulanan ortam
sartlar1 ayn1 olmak lizere ¢alkalanmistir. Enzimatik biyorejenerasyon testleri esnasinda
belli araliklarla siv1 fazdaki fenolik bilesik konsantrasyonlar1 da 6l¢iilerek desorbe olan

ancak enzimlerin oksitleyemedikleri kismi da takip edilmistir.

Biyorejenere olmus aktif karbona, 1 giiniin sonunda enzimli ¢dzeltiden ayrilarak
yenilenen adsorpsiyon kapasitesinin hesaplanmasi i¢in post-adsorpsiyon yapilmustir.
Post adsorpsiyon testi dn-adsorpsiyon testiyle ayni sartlarda gergeklestirilmis ve ne
kadar adsorpsiyon alaninin enzimatik biyorejenerasyon sonunda rejenere edildigi

Esitlik 10°a gore hesaplanmustir.

Renz = (Qpostads / Qads) X 100 (Es. 10)
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Renz : Enzimatik biyorejenerasyon ytlizdesi (%)
Qads : Kullanilmamus aktif karbonun adsorpsiyon kapasitesi (mg fenol/g AK)
Qpostads : Enzimatik biyorejenere edilmis aktif karbonun adsorpsiyon kapasitesi (mg

fenol/g AK)

Enzimatik biyorejenerasyon ve abiyotik desorpsiyona bagli rejenerasyon kapasiteleri
arasindaki fark (Renz — Rdes), konsantrasyon gradyanina bagli olmayan ve sadece
enzimlerin neden oldugu rejenerasyonu gostermektedir.  Boylece enzimatik
biyorejenerasyonun farkli aktif karbon tiirleri i¢in nicel olarak belirlenmesi miimkiin

olmustur.
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3.6. ANALIZLER

3.6.1. 4-AAP Metodu

Fenolik bilesiklerin konsantrasyonunun takibi igin analizler standart metodlarda
(APHA, 2005) tanimlanan 4-Aminoantipyrine (4-AAP) kolorimetrik yonteminde
fenolik bilesiklerin 6l¢timii Direct Photometric Method 5530 D metodu ile yapilmuistir.
Bu metod ile 6l¢iilebilen fenolik bilesikler fenol, orto — meta baglh fenoller ve para
bagli karboksil, halojen, metoksil veya sulfonik asit gruplarini igerir. Bu metod ile
Olciilemeyen bilesikler ise para bagl alkil, aril, nitro, benzoil, nitroso ve aldehit
gruplaridir (APHA, 2005). 5530 D metoduyla bir numunedeki ¢esitli fenollerin nispi
miktarlar1 belirlemek miimkiin degildir. Bu nedenle fenol kolorimetrik prosediirler i¢in
standart olarak secilmistir ve diger fenolik bilesiklerin reaksiyonu ile iiretilen her hangi
bir renk fenol olarak rapor edilir. Ayr1 ayr1 fenolik bilesiklerin tespit edilebilmesi i¢in

gaz-sivi kromatografik yontemler uygulanmahidir (APHA, 2005).

Kullanilan kimyasallar:

NHisOH c¢ozeltisi: 0,5 N Amonyum Hidroksit (NHsOH) hazirlanir. 35 g/mol

Amonyum Hidroksit’ten 17 ml alinir. 1L olacak sekilde saf su ile tamamlanir.

Fosfat tampon ¢ozeltisi: pH 6,8 olacak sekilde bir tampon ¢ozelti hazirlamak i¢in 104,5
g K2HPO4 ve 72,3 g KH2POg4 1 L saf suda ¢ozdiirtiliir.

4-AAP cozeltisi: 2 g 4-AAP, 100 mL saf suda ¢ozdiiriiliir. Giinlik hazirlanir.
KsFe(CN)e ¢ozeltisi: 8 g KaFe(CN)e, 100 mL saf suda ¢ozdiirtiliir. Haftalik hazirlanir.

Ol¢iim:

Numuneler 100 mL hazirlanmak izere yeterli miktarlarda seyreltilir. 2,5 mL NH4OH
cozeltisi eklenir. Hizl bir sekilde fosfat tamponla pH 7,8-8 arasinda bir degere getirilir.
1 mL 4-AAP c¢ozeltisi eklenir. 1 mL KsFe(CN)e ¢cozeltisi eklenir. 15 dakika beklenir
ve 500 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6l¢tim yapilir. Standart 6l¢timleri i¢in
fenolik bilesikler 1-5 mg/L konsantrasyon degerlerinde hazirlanmistir ve fenolik
bilesik ile renk degisiminin spektrofotometrede 500 nm’de absorbans degerlerinin

tespit edilmesiyle kalibrasyon egrisi belirlenmistir. Calisma boyunca tiim analizlerde
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fenolik bilesik konsantrasyonu uygun seyreltmelerle < 5 mg/L olacak sekilde

hazirlanmstir.

Fenol i¢cin konsantrasyon kalibrasyonunun belirlenmesi

Sekil 9. 4-AAP metoduyla fenol i¢in konsantrasyon kalibrasyonunun belirlenmesi

caligmalar1

Tablo 3. 4-AAP metoduyla belirlenen fenol i¢in standart 6lgiimii

4-AAP Metodu fenol i¢in standart 6l¢timii Absorbans (500 nm)

Konsantrasyon (mg/L)
0 0
1 0,138
2 0,275
3 0,418
4
5

0,571
0,7
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Fenol miktari

0,8
y = 0,1405x
0.7 / R?=0,9996
e 06 /
<
S 0,5 /
Lo
2 0,4 ¢ Fenol miktar
8
S 0,3
38 / Dogrusal (Fenol
< 0,2 / miktarr)
0,1 /
0

0

2 4 6

Fenol miktar1 (mg/L)

Sekil 10. 4-AAP metoduyla belirlenen Fenol konsantrasyon kalibrasyon egrisi

2-Nitrofenol icin konsantrasyon kalibrasyonunun belirlenmesi

Tablo 4. 4-AAP metoduyla belirlenen 2-nitrofenol i¢in standart 6l¢iimii

2- nitrofenol i¢in standart

Absorbans (500 nm)

Konsantrasyon mg/L

0 0

1 0,027
2 0,05
3 0,059
4 0,08
5 0,093

45




2-nitrofenol icin kalibrasyon

0,12 y =0,0198x
5 R2=0,9663
= 0,1
g m
5 0,08
B
g
E 006
z m .
N 04 B 2-nitrofenol
< ’ miktar1 (mg/L)
= [ ]
a 0,02
0 ./ . . .
0 2 4 6

Saat

Sekil 11. 4-AAP metoduyla belirlenen 2-NF konsantrasyon kalibrasyon egrisi

Bisfenol-A i¢in konsantrasyon kalibrasyonunun belirlenmesi

Tablo 5. 4-AAP metoduyla belirlenen bisfenol-A igin standart 6lgtimii

4-AAP Metodu BisfenolA i¢in standart Absorbans
(500 nm)
Konsantrasyon mg/L , 100 ml hazirlandu.

0 0

1 0,099
2 0,19
3 0,279
4 0,359
5 0,449
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Bisfenol-A icin standart (0-5 mg/L)
0,5
0,45 2 =
) y = 0,0909x
= 04 // R? = 10,9984
S 0,35
@ 0,3 > ¢ BisfenolA i¢in
@ 0,25 standart
8 02
5 P —— Dogrusal
o 0,15 . ..
2 01 R (BisfenolA igin
’ standart
0,05 d )
0 T T 1
0 2 4 6
Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 12. 4-AAP metoduyla belirlenen bisfenol-A konsantrasyon kalibrasyon egrisi

3.6.2. Lakkaz Enziminin Aktivite Tayini

Lakkaz enziminin aktivite tayini i¢in kullanilan en uygun metot spektrofotometre veya
oksijen sensoril teknigidir. Lakkazin genel substratlari; ABTS, syringaldazin, 2,6-
dimetoksifenol ve dimetl-p-fenilenediamin’dir (Niku-Paavola vd., 1990). Enzim
aktivitesi i¢in en yaygin kullanilan birim, U (unit = IU = uluslararasi birim)’dur.
Optimum kosullardaki enzim aktivitesi, 1 umol substrati 1 dakikada degistiren enzim
aktivitesini gosterir ve bu deger saniyede 16,67 nmol substratin, enzim tarafindan

tirtine doniistlirtilmesine karsilik gelir (Atalay, 1978).

Enzimatik biyodegradasyondan once lakkaz enziminin mevcut aktivitesi Niku-
Paavola vd. (1990) tarafindan tanmimlanan spektrofotometrik  yontemle
gerceklestirilmistir. Enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in enzimin substratla etkilesimi
izlenir. Enzim miktar1 sabit olup substrat miktar1 arttirilarak hazirlanan numuneler
spektrofotometrede ol¢iiliir. Spektrofotometre zamana bagli olarak enzimin substratla
etkilesimini gosteren bir grafik olusturur. Her substrat degeri icin absorbans

degisiminden bir egim(AA) degeri elde edilir (Asadgol vd., 2014).
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Olgiimlerde substrat olarak ABTS (2,2’-azino-bis(3-etilbenzthiazolin-6-sulfonik asit)
kullanilmistir ve ABTS’nin 420 nm’de dalga boyunda okunan oksidasyonunda elde
edilen degerlerden enzim aktivitesi (U/mL) hesaplanmistir. Denemelerde ABTS, 0.1-
ImM aras1 konsantrasyonlarda kullanmilmistir (Simsek, 2011). Gergeklestirilen 10
6l¢iim sonucunda elde edilen Absorbans/siire egimi degerleri kaydedilmistir ve enzim
aktivitesi hesabi gerceklestirilmistir. Enzim aktivite hesabi i¢in Lineweaver-Burk

denklemi kullanilmistir.

AKktivite tayini icin kullanilan kimyasallar ve lakkaz

Sodyum Asetat: (NaCH3COO.H20 : 136,08 g/mol)

pH 4.65 olacak sekilde 0,1 M Sodyum Asetat Tampon ¢ozeltisi hazirlanmasi: 6,8 ¢

(50mmol) Sodyum Asetat (3H20) bir miktar saf su igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra
tizerine 2,87 ml (50 mmol) Glacial Asetik Asit (% 99,5) eklenmistir. Son hacim saf su

ile 1 L’ye tamamlanmustir.

Lakkaz: 38429-10G SIGMA Lakkaz from Trameter versicolor powder, light Brown,
> 0.5 U/mg

Enzim c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1 g toz enzim tartilir ve 100 ml tampon ¢dzelti

igerisinde ¢ozdiiriiliir. Isik almayacak sekilde aliiminyum folyoyla sarili cam tiip

igerisinde buzdolabinda saklanir.

Substrat: 2,2’-Azino-bis(3-etilbenziltiazolin-6-siilfonik asit) diammonyum tuzu
(ABTS) (C18H18N406S4.2H3N, MA: 548,68g/mol) Sigma

Sekil 13. 2,2’-Azino-bis(3-etilbenziltiazolin-6-siilfonik asit) diammonyum tuzu (ABTS)
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Substrat ¢cdzeltisinin hazirlanmasi: 550 mg ABTS tartilir ve 10 ml tampon ¢dzeltide

¢ozdiiriiliir. Isik almayacak sekilde amber tiip veya aliiminyum folyoyla sarili cam tiip

i¢erisinde buzdolabinda saklanir. 10 mM stok ABTS ¢o6zeltisi elde edilmistir.
Enzim aktivitesi belirleme yontemi

Niku-Paavola vd. (1990) tarafindan tanimlanan spektrofotometrik yontemde, Lakkaz
enziminin aktivitesi, hazirlanan tampon, enzim ve substratin Tablo 4’ deki miktarlarda
kiivetlere eklenmesi sonrast 420 nm dalga boyunda 60 sn siiresince
spektrofotometrede zamana karsi absorbans degisimi olarak olglilmistiir. (Sekme,
2011)

Baslangigta kiivete 20 puL enzim, 970 puL tampon ¢ozeltisi ve 10 uL substrat eklenir,
ardindan spektrofotometrede 420 nm’de A degeri (absorbans degisim grafiginin egimi)
Olciiliir. Her 6lgtimde tampon 10 pL azaltilirken, substrat 10 pL artirilacak sekilde 10

adet Ol¢tim alinir.

Tablo 6. Lakkaz enzimi aktivite tayin yontemi

Olciim Enzim Tampon Substrat Absorbans
sayisi (nL) (nL) (uL) degisimi (AA)

1 20 970 10

2 20 960 20

3 20 950 30

4 20 940 40

5 20 930 50

6 20 920 60

7 20 910 70

8 20 900 80

9 20 890 90

10 20 880 100
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Enzim aktivitesinin hesaplanmasi (Hein & Niemann, 1962)

Enzim aktivitesinin hesaplanmasi i¢in en sik kullanilan denklem Lineweaver-Burk
denklemidir. Lineweaver-Burk grafiginin ¢izilebilmesi i¢in Cs (S) ve Vo degerlerine
ihtiya¢ vardir. Cs (substrat konsantrasyonu) bilinmektedir, Vo degerleri ise asagidaki

formiilden hesaplanabilir:

AAVT

. . . — - u e 4
Enzim aktivite hizi= Vo =rs" (U/mL) = 6.10 <Vertd

(Es. 11)

AA = Absorbans degisimi

V1 = Toplam ¢alisma hacmi (mL)

Ve = Enzim hacmi (mL)

& = eaBTs = Molekiiler sondiirme katsayisi (Lakkaz enzimi i¢in 420 nm’de 36000 (M~
L em?veya L.mol™t.cm™)

At = Gegen siire (s)

Km = Michaelis Sabiti (Substrat affinitesi)

d = 6l¢lim 151k yolu (cm)

__la
‘Km

1 K, 1 1
m:tana:& it
9 Is Lgmax CS '9max
ma —— = \_b,_a
y m X

&,
%95 dogruluk smirlar
icinde
a |-
€
K.

Sekil 14. Lineweaver-Burk Lineerizasyon Metodu

L
&

Deneylerde Kullanilan Lakkazin Aktivite Tayini

ABST ile lakkaz enzimi aktivitesinin tayininde farkli ABTS konsantrasyonlar igin
elde edilen 420 nm dalga boyunda absorbans degerleri Tablo 5’te verilmistir. Bu
absorbans degerleri ve tablodaki diger veriler kullanilarak tablodaki Vo, 1/Vo ve 1/S
degerleri elde edilerek Sekil 12°deki kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Kullanilan toz
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halindeki Sigma marka enzimin aktivitesi yaklasik 0,116 U/mg olarak tespit edilmistir
(Tablo 8).

Tablo 7. Lakkaz enziminin aktivite tayini sonuglari

Substrat 1/VO 1/S Vo AA Ve Vit At €S
Konsantrasyonu (U/mL)
(mM)
0,1 0,002 10,00 0,00972 0,007 0,02 1 60 36000
0,2 0,001 5,00 0,01389 0,01 0,02 1 60 36000
0,3 0,001 3,33 0,01528 0,011 0,02 1 60 36000
0,4 0,000 250 0,01667 0,012 0,02 1 60 36000
0,5 0,001 2,00 0,01667 0,012 0,02 1 60 36000
0,6 0,001 167 0,01944 0,014 0,02 1 60 36000
0,7 0,000 143 0,01944 0,014 0,02 1 60 36000
0,8 0,000 125 0,01944 0,014 0,02 1 60 36000
0,9 0,000 1,11 0,02083 0,015 0,02 1 60 36000
1 0,000 100 0,02222 0,016 0,02 1 60 36000

Lakkazin aktivitesi
y = 0,0001x + 0,0007
R2=0,9778

0,002
01002
0,002 P
ooor |/
01001

o 0:001

2 0,001
n’r\n'l ’ Lakkaz
;;;:/ Aktivite
O,G"g

r T T T G:UOO )
-80,00 -60,00 -40,00 -20,00 0,00 20,00
1/s

Sekil 15. ABST ile lakkaz enziminin aktivite tayininde elde edilen kalibrasyon egrisi
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Tablo 8. Lakkaz enzimi aktivite tayin sonuglari

1/Vm =1/Vo 1/Km
43,025 7,105932

Vm (U/mL) Km
1,162 0,140727

1 ml i¢inde ¢ozdiiriilen 10 mg enzim aktivitesi (Vm) Tablo 8.’de verilmistir. Bu hesaba

gore 1 mg enzimin aktivitesi 0,11624 U olarak bulunmustur.

3.6.3. HPLC Analizleri

4-AAP metoduyla belirlenen fenolik bilesik konsantrasyonlar1 ayrica segilen bazi
numuneler i¢cin HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi) metodu ile de
Olciilerek metodun gilivenirligi ve yan {riinlerin girisim yapma ihtimali
degerlendirilmistir. Bu amacla Dionex Ultimate 3000 HPLC cihazi ve C18 kolonu
(3um 4,6 mm X 150 mm Dionex Bonded Silica Products) kullanilmistir. Olgiimler i¢in
fenolik bilesik standart ¢ozeltileri ve 50 kat seyreltilmis olan numuneler, igerisinde
%10 metanol olacak sekilde 0,5 ve 1 mL aras1 hacimlerde hazirlanarak HPLC numune
tiiplerine koyulmustur. Olciim sirasinda tasiyict faz olarak ve Olgiimler arasinda
kolonun yikanmasi sirasinda kolona %30 metanol ve %70 saf su verilmistir (Shamar,
2013). Akis hiz1 0,5 mL/dk olacak sekilde ayarlanmis ve her enjeksiyon 25 dk
stirmiigtiir. Caligmalar sirasinda kolon sicakligi 30 °C’de sabit ve basing 100 -130 bar
arasinda tutulmustur. Olgiimlerde pikler, DAD dedektorii ile UV ve VIS olarak
izlenmis olup, 280 nm dalga boyunda piklere bakilmistir.

Fenol icin Konsantrasyon Kalibrasyonunun Belirlenmesi

Fenol piki 19,1. dakikada gortlmiistiir.
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Tablo 9. HPLC’de yapilan fenol igin standart dlgtimleri

Fenol — standart Area dakika
mg/L

300 105,0319 19.170

250 85,923 19.107

200 68,9526 19.077

100 34,4609 19.057

50 17,9919 19.187

10 3,6439 19.130

Fenol icin kalibrasyon grafigi

350

300 y = 2,8819x
2 —
250 R2=0,9997

200
150 @ fenol - kalibrasyon

mg/L fenol

100
50

0 50 100 150

area

Sekil 16. HPLC’de yapilan fenol i¢in konsantrasyon kalibrasyonu grafigi
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Sekil 17. HPLC’de konsantrasyon kalibrasyonunun belirlenmesi igin 6l¢iilen 100 mg/L fenol

2-Nitrofenol i¢in Konsantrasyon Kalibrasyonunun Belirlenmesi

2-Nitrofenol piki yaklasik 20,4. dakikada goriilmiistiir.

Tablo 10. HPLC’de yapilan 2-NF igin standart 6l¢timleri
2-NF mg/L Area Dakika
250 223,4738  20.550
200 186,242  20.317
50 62,3727  20.220

2-nitrofenol icin kalibrasyon grafigi

300 y =1,0872x
R?=0,9828
— 250
g
< 200 _
E ¢ 2-nitrofenol -
S 150 kalibrasyon
N
=
= 100 —— Dogrusal (2-
50 L 2 nitrofenol -
kalibrasyon)
O T T T T 1
0 50 100 150 200 250
area

Sekil 18. HPLC’de yapilan 2-NF i¢in konsantrasyon kalibrasyonu grafigi
54



24850 (V1 - ISRV, o DD merveMESPE 4 ST 16715 3 2Pt 111 o - o)

LENEKE> TWBRELALHE AR AL k4ol RXA S

Medeniver PC

Sekil 19. HPLC’de konsantrasyon kalibrasyonunun belirlenmesi igin 6l¢iilen 200 mg/L 2-NF

Bisfenol-A i¢in Konsantrasyon Kalibrasyonunun Belirlenmesi

Bisfenol-A piki yaklasik 19,4. dakikada goriilmiistiir.

Tablo 11. HPLC’de yapilan BPA i¢in standart l¢timleri
BPA-mg/L  Area dakika
250 0,572  19.440
200 0,0844  19.370
100 0,0684  19.407
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BPA i¢in kalibrasyon grafigi
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Sekil 20. HPLC’de yapilan BPA i¢in konsantrasyon kalibrasyonu grafigi
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Sekil 21. HPLC’de konsantrasyon kalibrasyonunun belirlenmesi igin 6lgiilen 100 mg/L BPA

3.6.4. KOIi Analizleri

KOI 6l¢iimii ise; kapali refluks metodu kullanilarak yapilmistir. Bu metotta; asidik
kosullarda numune igerisindeki organik madde Cr®" ile indirgenerek kalan Cré*

tizerinden hesaplama yapilmistir.
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Tablo 12. Fenolik bilesikler icin hesaplanan KOI

KOI (mg)
1 mg fenol 2,38
1 mg 2-NF 1,66
1 mg BPA 2,76

Teorik olarak hesaplanan KOI miktar1 Tablo 12.’de verilmistir. Biyodegredasyon
deneylerinde alinan numunelerden fenol, 2-NF, BPA ve lakkaz i¢in KOI &lgiimii
yapilmistir, fakat numunelerin enzim igermesi sebebiyle anlamli sonuglar elde

edilmemistir.

3.6.5. Iyon Kromotografi Analizleri

4-AAP metoduyla belirlenen fenolik bilesik konsantrasyonlari ayrica secilen bazi
numuneler i¢in Iyon Kromatografisi metodu ile de dlgiilerek metodun giivenirligi ve
yan {iriinlerin girisim yapma ihtimali degerlendirilmistir. Bu amagla Dionex lonPac™
AS9-HC3000 cihazi kullanilmustir. Olgiilen fenolik bilesik ¢ozeltileri ve 50 kat
seyreltilmis olan numunelerdir. Olgiim sirasinda eluent olarak 9 mM Na,COs
verilmistir. Akis hiz1 0,1 mL/dk olarak ayarlanmis ve kolon sicakligi 30 °C’de sabit

tutulmustur.

Yapilan standart 6lgiimlerine gore olusan pikler 6. dakikada kloriir, 7. Dakikada nitrit,
10. dakikada nitrat, 17. dakikada siilfat miktarmi gostermektedir. Kalibrasyon
katsayilar1 ise Kloriir i¢in 3,836, nitrit i¢in 2,7861, nitrat i¢in 1,4621 ve siilfat i¢in
5,7771dir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. FENOL ILE YAPILAN CALISMALAR

4.1.1. Aktif Karbon ile Fenoliin Adsorpsiyonu

Adsorpsiyon calismalar1 termal olarak aktive edilmis PKDA (Norit) ve kimyasal
olarak aktive edilmis CAgran (Norit) aktif karbonlartyla 183 mg/L fenoliin su i¢inde
¢oziilmesi ve 100 ve 250 mg/L KH2PO4+K>HPO4 tamponunun iginde ¢6ziilmesi
sonrasinda aktif karbonla 3 giin temas ettirilmesiyle gergeklestirilmistir. Aktif karbon
konsantrasyonu 1 g/L’ dir. Baslangi¢ ve 3 giin sonundaki fenol konsantrasyonlari
arasindaki farktan adsorpsiyon kapasiteleri Esitlik 1’e gore Tablo 13’deki gibi

hesaplanmuistir.

Tablo 13. PKDA ve CAgran aktif karbonlarinin fenol adsorpsiyon kapasiteleri

Aktif Su icinde 100 mg/L tampon 250 mg/L tampon ile
Karbon Qads (MY/Q) ile Qads (MQ/Q) Qads (MY/Q)
PKDA 103,6 (pH:8,5) 104,3 (pH:7,57) 112,5 (pH:7,22)
CAgran 85,8 (pH:5,48) 39,9 (pH:6,34) 66,5 (pH:6,44)

Analiz sonuglarina gére PKDA’nin adsorpsiyon kapasitesi CAgran’a gére hem su
icinde hem tamponlu ¢ozeltilerde daha yiiksek ¢ikmistir. Tampon ¢ozeltiyle pH’nin
dengelenmesi neticesinde PKDA aktif karbonunda adsorpsiyon kapasitesinde ¢ok az
bir artig goriilmesine ragmen, asidik 6zellikleriyle bilinen ve fosforik asitle aktive
edilen CAgran aktif karbonunun adsorpsiyon kapasitesinin ise tamponla birlikte
azaldig tespit edilmistir.
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4.1.2. Aktif Karbon ile Fenoliin Desorpsiyonu

Fenol i¢in hesaplanan desorpsiyon kapasiteleri (mg fenol/g AK) Sekil 22’de
verilmistir. Kimyasal olarak aktive edilmis CAgran aktif karbonunun desorpsiyon
kapasitesi termal olarak aktive edilmis PKDA’ya gore ¢ok daha yiiksektir. Aktif
karbonun aktivasyon tipinin desorpsiyon i¢in ¢ok onemli bir etken oldugu Bolim
2.1.4.’te agiklanmaktadir. PKDA nin adsorpsiyon kapasitesi daha yiiksek oldugu icin
adsorbe olmus fenoliin desorpsiyon yiizdeleri ile karsilastirildiginda CAgran’in
desorpsiyon kapasitesinin PKDA’nin 2 katindan fazla oldugu goriilmektedir. PKDA
ile abiyotik sartlarda tamponsuz ve tamponlu desorpsiyon ile sirastyla % 8,5 ve % 10
civarinda desorpsiyon saglanabilirken, CAgran ile desorpsiyon ylizdesi distile su
kullanimu ile % 23,5 seviyesinde gergeklesirken, tampon ¢ozeltisiyle desorpsiyon

verimi % 26’ya kadar yiikselmistir.

CAgran’da toplam desorpsiyon miktarinin daha fazla olmasimnin sebebi fiziksel
adsorpsiyon mekanizmasinin baskin olmasidir (Aktas ve Cegen, 2006a). Bunun sebebi
termal olarak aktive edilmis karbonlarin oksijene olan ilgisi ve oksijen ile temas
ettiginde yiizey kimyasinda olan degisim olarak agiklanmaktadir (Cegen ve Aktas,
2011: 197). Termal aktivasyon oksijen olmadan gerceklestirildigi icin reaktif bir
yiizeye yol agar ve oksijenli bir ortamda fenolik bilesiklerin yiizeye tersinirligi zor olan
kovalent baglarla baglanmasini saglayarak daha c¢ok kimyasal adsorpsiyonun
gerceklesmesine sebep olur. Kimyasal aktivasyonda ise aktif karbon tamamen
oksitlenmis aktif bolgeleri olan bir yiizeye sahip oldugundan oksijen ile etkilesimi
yiizeyi etkilememektedir (Aktas, 2006). Boylece tersinirligi fazla olan fiziksel
adsorpsiyon mekanizmasi baskin olur. Aktivasyon seklinin farkli oldugu AK’larda
degisen baskin adsorpsiyon mekanizmalar1 Bolim 2.1.2°de ve adsorpsiyon

mekanizmalar1 Boliim 2.1.4.’te ayrintili olarak ac¢iklanmaktadir.

Bu desorpsiyon verimleri aktif karbonun uzun siireli kullanimi i¢in yeterli olmayip,

abiyotik sartlarda desorpsiyonun aktif karbonun rejenerasyonu i¢in dogru yontem
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olmadig1 sonucuna ulasilmaktadir. Hesaplanan abiyotik desorpsiyon verimleri fenoliin

enzimatik biyorejenerasyon verimleri ile Boliim 4.1.4.° te karsilastirilmistir.

Fenoliin desorbsiyon miktar1 (Kiimiilatif toplam mg/g)

20
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% 2 W 4-100 mg
a 0 . . . : . CAGran 250

0 5 4 6 8 10 mg/l Tampon ile

Desorpsiyon suyu degisim sayist

Sekil 22. Fenoliin distile suyla ve tamponlanmis suyla PKDA ve CAgran’dan desorpsiyon
kapasiteleri

4.1.3. Lakkaz ile Fenoliin Biyodegredasyonu

Lakkaz ile fenoliin enzimatik degredasyonunda sirastyla enzim miktarinin, pH’nin ve
sicakligin etkisi incelenmistir. Enzim miktarmin etkisini belirlemek amaciyla daha
once aktivitesi belirlenmis olan toz halindeki lakkaz enziminin konsantrasyonu 1
U/mL ve 5 U/mL aktiviteye sahip olacak sekilde ayarlanmistir. Yaklasik 200 mg/L
konsantrasyondaki fenol igin 1 U/mL aktiviteli enzim igin 25 mL fenol ¢6zeltisine 0,17
g lakkaz enzimi, 5 U/mL aktiviteli enzim igin 25 mL fenol ¢ozeltisine 0,83 g lakkaz
enzimi eklenmistir. 100 mL hacimli kapakli erlenlerde fosfat tampon ¢ozeltisi i¢inde
coziilerek pH’s1 7,2°de sabitlenmis yaklasik 200 mg/L konsantrasyondaki fenol ile
lakkaz 3 giin boyunca temas ettirilmis ve konsantrasyon degisimi gozlenmistir. Elde
edilen sonuglar Sekil 23’te verilmistir. Lakkaz enziminin 200 mg/L konsantrasyondaki
fenolii 24 saatten kisa bir zaman igerisinde % 93 oraninda oksitleyebildigi

goriilmiistiir. 5 U/mL enzim dozunda fenol degredasyonu daha hizli gergeklesmistir,
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fakat degrede edilen fenol miktar1 agisindan bir degisiklik olmadig1 i¢in yapilacak olan
biyorejenerasyon deneyleri igin 1 U/mL lakkaz yeterli bulunmustur (Boliim 4.1.4.).
Her 2 tiipte de 15 mg/L fenol degrede edilemeden kalmistir. Bu da 24 saatten kisa bir
zaman igerisinde enzimin aktivitesini kaybettigini ve bu nedenle fenoliin bir kismin

degrede edemedigini gostermektedir.

Fenoliin biyodegredasyonunda enzim miktarinin

karsilastirilmasi
250,0
a °
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E
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Sekil 23. 25 °C 1 U/mL ve 5 U/mL dozlarda Lakkaz enziminin fenol degredasyonu
(Ph:7,2)

Lakkaz ile enzimatik degredasyona pH’nin etkisini belirlemek amaciyla yapilan
caligmalarda 2 farkli pH’da (7,2 ve 4,7) 1 U/mL enzim ile 25 °C fenol degredasyonu
izlenmistir (Sekil 24). pH 7,2 fosfat tamponu ile, pH 4,7 ise sodyum asetat tamponu
ile saglanmistir. pH 7,2’de baslangi¢ fenol konsantrasyonu 224 mg/L iken % 89’luk
bir fenol giderimiyle 24 saat sonunda 25 mg/L fenole inilmistir. pH 4,7°de ise
baslangi¢ fenol konsantrasyonu 183 mg/L iken % 96’lik bir fenol giderimiyle 24 saat
sonunda 8 mg/L fenole inilmistir. pH 4,7°de enzimatik degredasyonun veriminin pH
7,2’ye gore bir miktar daha fazla oldugu sdylenebilmektedir. Ayrica pH 4,7°de fenol
konsantrasyonun daha biiyiik bir giderim hiziyla azaldigr anlagilmaktadir. Fenol

konsantrasyonu pH 7,2’de yaklasik 6 saatte yartya inerken, pH 4,7 ile ortam asidik
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oldugunda 2 saat igerisinde yarilanmistir. Degredasyon verimi agisindan pH 4,7 ve 7,2
arasinda ¢ok onemli bir fark olmamakla birlikte lakkaz enzimi i¢in degredasyon hizi
pH 4,7°de daha yiiksek olmustur (Sekil 24).

Bakterilere gore daha diisiik pH’larda enzim aktivitesi daha yiliksek olan Funguslar
tarafindan lakkaz enziminin daha ¢ok tiretildigi bilinmektedir. Bu sebeple ve elde
edilen sonuglar dogrultusunda diisiik pH’lar lakkaz enziminin giderim mekanizmasi

icin bazik kosullara gore daha uygundur.

Fenoliin biyodegredasyonunda pH'nin etkisi
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Sekil 24. 25 °C pH 7,2°de ve pH 4,7’de 1 U/mL dozda Lakkaz enziminin fenol degredasyonu

Sicakligin lakkaz enziminin aktivitesine olan etkisini tespit edebilmek amaciyla
50°C’de de enzimatik degredasyon calismalar1 gergeklestirilmistir. Fenoliin 1U/mL
lakkaz enzimi ile 50°C’de ve fosfat tamponu ile saglanan 7,2 pH degerinde
degredasyonunun zamana bagl degisimi Sekil 25°te verilmistir. Sekil 24’te 25 °C ve
7,2 pH i¢in verilen fenol giderim profiliyle karsilastirildiginda, 50°C’de giderim
hizinin ¢ok daha yiiksek oldugu goriilmektedir. 25 °C’de 1 saat sonunda yaklasik 25
mg/L, 6 saat sonunda ise 115 mg/L fenol degrede edilebilirken, 50 °C’de 1 saat
sonunda yaklasik 70 mg/L, 6 saat sonunda ise 150 mg/L fenol degrede edilebilmistir.
24 saat giderim sonunda ortamda her iki sicaklikta yaklasik 20-25 mg/L fenol
giderilmeden kalmistir (Sekil 25). 50°C’de giderim hizi 25 °C’ye gore daha hizh

olmustur fakat 24 saat sonunda iki sartta da giderim miktar1 ayni olmustur.
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Fenoliin biyodegredasyonunda sicakh@in etkisi
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Sekil 25. 50°C’de ve pH 7,2°de 1 U/mL dozda Lakkaz enziminin fenol degredasyonu

Sekil 26. Fenol ile biyodegredasyon ¢alismalarinda goriilen kahverengi ¢okelti

Biyodegredasyon deneyleri sonunda goriilen kahverengi ¢okelti polimerize olmus
fenollerin ¢okerek uzaklastirildigini gostermektedir (Sekil 26). Lakkaz enzimiyle
okside olan fenol, fenoksi radikallerine doniismektedir. Fenoksi radikalleri birbiri ile
tepkimeye girerek ve C baglar1 araciligiyla kovalent olarak baglanarak polimerler

olusturmaktadirlar (Tuncer 2010).
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Fenol gideriminin enzimatik reaksiyon disinda buharlagma yoluyla da gerceklesip
gerceklesmedigini gormek igin 25 °C’de, pH 6’da ve 200 mg/L fenol enzim ilave
edilmeden ayn1 sartlarda galkalanmis ve zamana bagl olarak fenol konsantrasyonu 4
giin siiresince takip edilmistir (Sekil 27). Ayrica 50°C’de ve pH 7 ve 5 sartlarinda da
izlenmistir. Bu c¢aligma gostermistir ki fenol buharlagma veya cam yiizeyine
adsorpsiyon vb. gibi enzimatik reaksiyon haricinde baska bir mekanizmayla 6lgiilebilir
derecede giderilmemektedir. Enzimatik degredasyon bu c¢alismalarda tek fenol

giderim mekanizmasi olarak tespit edilmistir.
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Sekil 27. Enzim yoklugunda abiyotik ortamda fenol konsantrasyonu

Lakkaz ile fenoliin enzimatik degredasyon c¢alismalarinda yalnz lakkaz ve fenoliin
bulundugu bir ortam olusturularak belirli kosullarda lakkazin fenolii giderimi
izlenmistir. Sonuglar lakkaz enziminin fenolii hizli ve yiiksek oranda okside ettigini
gostermektedir. pH 4,7 oldugunda pH 7,2’ye gore, sicaklik 50 °C iken 25°C oldugu
sartlara gore ve enzim miktar1 5 U/mL iken 1 U/mL’ye gére oksidasyon daha hizl
gerceklesmektedir. Fakat 24 saatlik giderim sonucunda, 50 °C ve 25°C sartlarinda
giderilmeden kalan fenol miktar1 20-25 mg/L ve 5 U/mL ve 1 U/mL enzim
miktarlarinda ise kalan fenol miktar1 yaklagik 15 mg/L dir ve %90 civarinda giderim
saglanmaktadir. 24 saat sonunda Olciilen degerlerde pH 7,2°de de %90 civarinda
giderim goriiliirken pH 4,7°de %100’e yakin giderim goriilmiistiir. Enzim miktarinin
karsilagtirildigt deneyde 3 giin boyunca araliklarla alinan numunelerde 1 giiniin

sonunda ve sonraki giinlerde fenol miktarinda degisimin gdézlenmemesi lakkazin
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aktivitesini 1 giiniin sonunda kaybettigini gostermektedir (Sekil 23). Bu sebeple
fenolle doyurulmus AK’un enzimatik biyorejenerasyon ¢alismasinda, enzim eklenerek

biyorejenerasyonun izlenmesi siiresi 24 saat olarak uygulanmustir.

Yapilan bir ¢aligmada lakkaz enziminin (5 U/mL) pH 5’te ve 35°C’de fenolii 30
dakikalik karigtirma siiresince % 80 oraninda degrede ettigi tespit edilmistir (Asadgol
vd., 2014). Bu ¢alismayla karsilastirdigimizda elde ettigimiz sonuglarda 1 U/mL ve
25°C’de fenol konsantrasyonu pH 7,2’de yaklasik 6 saatte yariya inerken, pH 4,7 ile
ortam asidik oldugunda 2 saat igerisinde yarilanmistir. Lakkaz enziminin 200 mg/L
konsantrasyondaki fenolii 24 saatten kisa bir zaman igerisinde % 93 oraninda

oksitleyebildigi goriilmiistiir.

4.1.4. Aktif Karbon ile Fenoliin Enzimatik Biyorejenerasyonu

Fenolle yiikklenmis PKDA ve CAgran aktif karbonlarinin lakkaz enzimiyle
biyorejenerasyonunda, enzimatik degredasyon deneylerinde 1 U/mL Lakkaz enzimi
dozunun ve 24 saat temas siiresinin yeterli oldugu tespit edildigi i¢in bu kosullar
uygulanmistir. Yaklasik 200 mg/L konsantrasyonda fenol i¢eren, pH’s1 fosfat tampon
¢ozeltisi ile yaklagik olarak 7°ye ayarlanmig ve sodyum asetat tampon ¢ozeltisi ile
yaklasik olarak 5’e ayarlanmis olan 2 farkli ¢ozelti igerisinde biyorejenerasyon
calismalar1 gergeklestirilmistir. Elde edilen adsorpsiyon kapasiteleri ve enzimatik
rejenerasyon sonrasinda post-adsorpsiyon ile elde edilen adsorpsiyon kapasiteleri ve
bunlardan hesaplanan biyorejenerasyon verimleri Tablo 14’te verilmistir. Ayrica
Bolim 4.1.2.°de tartisilan abiyotik desorpsiyon verimleri de karsilagtirma amaciyla

Tablo 14’te gosterilmistir.
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Tablo 14. PKDA ve CAgran aktif karbonlarinda 25 °C’ de fenol desorpsiyon ve

biyorejenerasyon verimlerinin karsilagtirilmasi

Aktif pH On- Post- Biyorejenerasyon Abiyotik

Karbon adsorpsiyon  adsorpsiyon Verimi (%) Desorpsiyon
(mg/g) (mg/g) (1U/mi) (%)

1g/L 7 130.96 51.24 39.13 10.36

PKDA

lg/L 7 40.21 33.09 82.29 26.45

CAgran

1lg/L 5 86.47 38.07 44.03 9.50

PKDA

1lg/L 5 39.85 49.11 123.24 21.74

CAgran

Abiyotik sartlarda maksimum toplam desorpsiyon verimi, adsorpsiyon kapasitesi en
yiiksek olan termal olarak aktive edilmis PKDA karbonunda % 10 civarinda iken
lakkaz enzimiyle bu verim % 40 civarlarina ¢ikarilmistir. Bu da gostermistir ki fenole
doyurulmus aktif karbon lakkaz enzimiyle abiyotik sartlarda sadece suyla olabilecek
maksimum  desorpsiyonun  (rejenerasyonun) c¢ok  ilizerinde  rejenerasyon
saglayabilmektedir. Kimyasal olarak aktive edilmis CAgran aktif karbonunda ise
biyorejenerasyon verimi ¢ok daha yiiksek gergeklesmistir. CAgran i¢in pH 7°de
abiyotik sartlarda % 26 civarinda olan desorpsiyon kapasitesi lakkaz enzimiyle
%82’ye kadar yiikselmistir. Iki aktif karbon tipi arasindaki olduk¢a yiiksek

biyorejenerasyon verimi farkliliklart aktif karbon tipinin 6nemini gostermektedir.

pH 5°te ise her iki aktif karbon tipi i¢in de pH 7’ye gore daha yiiksek biyorejerasyon
verimleri gozlenmistir. Boliim 4.1.3.’te pH 5’te lakkaz enzimiyle fenolik bilesiklerin
degredasyonunun daha yiiksek oldugu goriilmiistir. Bu nedenle pH 5’te

biyorejenerasyon veriminin daha yiiksek olmasi beklenen bir sonugtur.

Ayrica pH 5’te lakkaz enzimiyle CAgranin temasi sonrasinda adsorpsiyon
kapasitesinin hi¢ kullanilmamis aktif karbona gére daha yiiksek oldugu ve buna baglh
olarak biyorejenerasyon veriminin %1001 astigi goriillmektedir. Bunun sebebi aktif

karbon ylizeyine baglanan enzimlerin aktivitesini bir siire daha devam ettirmesi ve
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post-adsorpsiyon esnasinda enzimatik degredasyona neden olarak 6n-adsorpsiyondan
daha yiiksek oranda fenoliin giderimine neden olmalaridir. Aktif karbon yiizeyinde
immobilize edilen lakkaz enziminin askidaki enzime gore aktivitesini daha uzun siire
devam ettirdigi literatiirdeki bir baska ¢alismada da gosterilmistir (Nguyen vd., 2016).
Biyorejenerasyon ¢aligmalarinda enzimle 1 giinliik temas sonrasinda her 4 reaktor
icerisinde su fazinda kalan fenol konsantrasyonu sadece 3 ile 5 mg/L arasinda
Olclilmiistiir. Degredasyon caligmalarindan da tahmin edildigi gibi (Bolim 4.1.3.)
desorbe olan fenol askidaki lakkaz enzimleri tarafindan 24 saat igerisinde biiyiik

oranda degrede edilmektedir.

Lakkaz Enzimiyle (1 U/mL) fenoliin enzimatik biyorejenerasyon verimlerine
sicakligin etkisini gézlemlemek amaciyla yapilan ¢alisma sonucunda Tablo 15°te
belirtilen sonuglara ulagilmigtir. Her iki karbon tipi i¢in de biyorejenerasyon
verimlerinin 25 °C’de daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Degredasyon deneylerinde 50
°C’de daha hizl1 bir giderim gbzlemlenmesine ragmen toplam fenol giderim miktarinin
ayni oldugu goriilmistiir (B6lim 4.1.3.). 25 °C’de AK’un biyorejenerasyonunun 50
°C’ye gore daha fazla olmasi, enzimlerin 25 derecede AK’a daha fazla immobilize
olabildigini veya immobilize olan enzimlerin aktivitelerinin daha uzun siirdiigiinii

gostermektedir.

Tablo 15. Lakkaz Enzimiyle (1 U/mL) fenoliin enzimatik biyorejenerasyon verimlerine

sicakligin etkisi

pH AK 50 °C’de 25°C’de 25 °C’de Abiyotik
Biyorejenerasyon  Biyorejenerasyon Desorpsiyon (%)
(%) (%)
7 PKDA 30,19 39,13 10.36
7  CAGran 46,01 82,29 26.45

4.1.5. HPLC’ de Yapilan Ol¢iimlerin Degerlendirilmesi

Yiiksek Performansli S1ivi Kromatografisi ile yapilan dlgtimlerde elde edilen sonuglar

4-AAP metodu ile elde edilen sonular ile paralellik gostermektedir ve elde edilen pik
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goriintiilerinde 19. dakika ve civarinda ara iiriin olusumunu gosterebilecek belirgin bir
pike rastlanmamaktadir. Ancak Tablo 16’da 4-AAP ile elde edilen degerlerin HPLC
ile elde edilenlerden daha yiiksek olmast HPLC metodunda tespit edilemeyen bazi
fenolik ara triinlerin de olabilecegini gostermektedir. Elde edilen goriintiilerde 5.
dakikaya kadar olusan dalgalanmalarin ¢Oziicii olan metanol veya daha diisiik
molekiiler yapili yan iiriinler olabilecegi diisiiniilmektedir. Olgiilen numuneler 50 kat

seyreltilmis numunelerdir.

Tablo 16. Lakkaz Enzimiyle (1 U/mL) fenoliin enzimatik biyodegredasyon deneyi sirasinda

alian numunelerin HPLC” de 6lgiilmesi

HPLC 4-AAP ile
konsantrasyon ol¢iilen
konsantrasyon

pH alman numune dakika alan mg/L mg/L

7 stok 223,84

7 1 sa sonra 19.040 11,3538 195,08 196,79

7 4 sa sonra 19.107 0,889 128,10 146,61
7 10 sa sonra 19.093 0,3107 44,77 63,34

5 stok 182,56
5 1 sa sonra 19.003 0,6948 100,12 92,52
5 4 sa sonra 18.99 0,3202 46,14 56,58
5 10 sa sonra 18.890 0,0137 1,97 17,79
5 24 sa sonra 18,823 0,0048 0,69 8,18
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Sekil 28. Lakkazin fenoliil biyodegredasyonu i¢in ph7 sartlarinda yapilan deneyde 1 saatlik

giderimin tespiti i¢in alinan numunenin HPLC’de 6lgiilmesi
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Sekil 29. Lakkazin fenolii biyodegredasyonu i¢in ph7 sartlarinda yapilan deneyde 4 saatlik

giderimin tespiti i¢in alinan numunenin HPLC’de 6lgiilmesi
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4.2. 2-NITROFENOL iLE YAPILAN CALISMALAR

4.2.1. Aktif Karbon ile 2-Nitrofenoliin Adsorpsiyonu

2-nitrofenolle (2-NF) adsorpsiyon ¢alismalar1 termal olarak aktive edilmis PKDA
(Norit) ve kimyasal olarak aktive edilmis CAgran (Norit) aktif karbonlariyla 200 mg/L
baslangi¢ 2-NF konsantrasyonunda ¢ozeltinin 1 g/L aktif karbonla 3 giin boyunca
25°C’de 150 RPM’de sicaklik ayarli ¢alkalayicida temas ettirilmesi ve siire¢ sonunda

kalan 2-NF konsantrasyonlarinin 4-AAP metoduyla tayin edilmesini igermektedir.

200 mg/L 2-NF’iin su i¢inde ¢6ziilmesinin yani sira 250 mg/L KH2PO4+K>2HPO4
tamponunun iginde de ¢Ozdirilmiistir. Baslangic ve 3 giin sonundaki fenol
konsantrasyonlari arasindaki farktan her durum icin adsorpsiyon kapasiteleri Esitlik

1’e gore Tablo 17°deki gibi hesaplanmustir.

Tablo 17. PKDA ve CAgran aktif karbonlarinin 2-NF’ii adsorpsiyon kapasiteleri
Aktif Suicinde Qags 250 mg/L tampon ile

Karbon (mg/g) Qads (My/Q)
PKDA 176,7 (pH: 6,46) 166,6 (pH: 6,78)
CAgran 164,1 (pH: 5) 156,5 (pH: 6,74)

Termal olarak aktive edilmis PKDA’ nin adsorpsiyon kapasitesi CAgran’a gore bir
miktar daha yliksektir. Ancak 2 karbon tipi arasindaki fark fenolde oldugu kadar biiyiik
degildir. Ayrica her 2 aktif karbon tipi i¢in de 2-NF adsorpsiyon kapasitesi fenol
adsorpsiyon kapasitesine gore ¢ok daha yiiksektir. Ozellikle CAgran aktif karbonunda
2-NF, fenole gore 2 kattan daha fazla adsorbe olabilmektedir. Tampon ¢ozeltiyle
pH’nin dengelenmesi neticesinde her iki aktif karbonunun adsorpsiyon kapasitesinin

ise bir miktar azaldig1 tespit edilmistir.

70



4.2.2. Aktif Karbon ile 2-Nitrofenoliin Desorpsiyonu

2-NF ile desorpsiyon ¢alismalarinda kullanilmis olan aktif karbonlar adsorpsiyon
caligmalarinda 2-NF’ye doyurulmus aktif karbonlardir. Desorpsiyon caligmalari
fenolle yapilan c¢alismalardaki gibi yapilmistir. Ancak fenolle yapilan ¢aligsmalarda
desorpsiyon, 7 desorpsiyon basamaginda (giin) gergeklesmis ve bu 7 desorpsiyon
basamagindan sonra desorpsiyon devam etmemistir. 2-NF ile yapilan ¢aligmalarda ise
desorpsiyonun tamamlanmasi 30 desorpsiyon basamagi (giin) sonunda
gerceklesmistir. Her durumda kiimiilatif desorpsiyon ve desorpsiyon yiizdeleri,

sirasiyla esitlik 9 ve 10’a gore hesaplanmigtir (Bolim 3.3.).

2-NF icin hesaplanan desorpsiyon kapasiteleri (mg 2-NF/g AK) Sekil 28’de
verilmistir. Kimyasal olarak aktive edilmis CAgran’in desorpsiyon kapasitesi termal
olarak aktive edilmis PKDA’ya gore ¢ok daha yiiksektir. PKDA’nin desorpsiyon
kapasitesi yaklagik 10 mg/g iken, CAgran’in desorpsiyon kapasitesi yaklasik 55
mg/g’dir (Sekil 30). CAgran i¢in desorpsiyon miktari, PKDA ig¢in desorpsiyon
miktarindan yaklagik 5 kat daha fazladir. Her 2 aktif karbon tipinde de tamponlu
¢oOzelti icerisinde desorpsiyon daha az gerceklesmistir. PKDA nin adsorpsiyon
kapasitesi daha yliksek oldugu i¢in 2-NF’iin desorpsiyon yiizdeleri acisindan 2 aktif
karbon tip1 arasindaki fark biiyiik olmaktadir. PKDA ile abiyotik sartlarda distile su ile
% 7,6, tamponlu su ile % 6,2 desorpsiyon saglanabilirken, CAgran ile desorpsiyon
yiizdesi distile su kulllanimi ile % 42,9 seviyesinde, tampon ¢6zeltisiyle desorpsiyon

verimi % 41,1 seviyesinde olmustur.

CAgran’da toplam desorpsiyon miktarmin daha fazla olmasinin sebebi fiziksel
adsorpsiyon mekanizmasinin baskin olmasidir (Aktas ve Cegen, 2006a). Aktivasyon
seklinin farkli oldugu AK’larda degisen baskin adsorpsiyon mekanizmalar1 Bolim
2.1.2’de ve adsorpsiyon mekanizmalar1 Bolim 2.1.4.°te  ayrintili  olarak

agiklanmaktadir.

Desorpsiyon verimleri karsilastirilirken PKDA karbonu ile 2-NF ve fenoliin

desorpsiyon verimleri yaklasik olarak birbirine yakindir. PKDA’da fenoliin

desorpsiyon verimi % 9 civarindayken, 2-NF’nin desorpsiyon verimi % 7 civarindadir.
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CAgran’da ise fenol igin desorpsiyon verimi % 20 civarindayken 2-NF igin

desorpsiyon verimi % 40 civarindadir. Elde edilen bu desorpsiyon verimleri ile

enzimatik biyorejenerasyon verimleri, 2-NF’nin enzimatik biyorejenerasyonu

boliimiinde Karsilastirilmistir (B6liim 4.2.4).
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Sekil 30. 2-NF’nin distile suyla ve tamponlanmis distile suyla PKDA ve CAgran’dan

desorpsiyon kapasiteleri

4.2.3. Lakkaz ile 2-Nitrofenoliin Biyodegredasyonu

Lakkaz enzimi ile degredasyon c¢alismalari 25 °C sicakliga ayarl inkiibator igerisine

yerlestirilen orbital calkalayicida 150 RPM’de siirekli olarak g¢alkalama yoluyla,

degisen konsantrasyonlarda enzim ve 2-NF c¢ozeltilerinin temas ettirilmesi ile

gerceklestirilmistir. Lakkazla 2-NF degredasyon g¢alismalarinda 25 °C sicaklikta
yaklasik pH 7 ve pH 5’de sirasiyla yaklasik 500 ve 350 mg/L 2-NF ile 1 U/mL enzim

eklenerek gerceklestirilmistir. Daha sonra pH 7°de 1 U/mL enzimle 166 mg/L 2-NF

konsantrasyonu denenmistir. Degredasyon deneylerinde giderimin izlenebilmesi igin

24 saat boyunca belli zaman araliklarinda alinan numunelerin konsantrasyon élgtimleri

yapilmustir.
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Elde edilen sonuglarda 1 U/mL lakkazin 24 saat sonunda pH 7°de 527 mg/L 2-NF’yi
329 mg/L’ ye ve 166 mg/L 2-NF’yi 3 mg/L’ye kadar giderdigi goriilmektedir (Sekil
31). pH 5 sartlarinda ise 1U/mL lakkazin 348 mg/L 2-NF’yi 4 mg/L’ye kadar giderdigi
gorilmektedir (Sekil 32). Bu sonuglar 2-NF’nin giderimi i¢in pH 5 sartlarinin pH 7
‘ye gore daha uygun oldugunu ve yapilacak olan biyorejenerasyon c¢aligsmalari i¢in 1

U/mL enzim miktarinin ve 24 saatlik bir siirenin yeterli oldugunu gdstermektedir.

pH 5 sartlarinda 1U/ml lakkaz ile yaklasik 350 mg/L 2NF’nin biyodegredasyonu
deneyinde 24 saat sonunda %99’luk bir giderim verimi elde edilmistir. pH 7 sartlarinda
ise 1U/ml lakkaz ile 166 mg/L 2NF’nin biyodegredasyonu deneyinde 24 saat sonunda
%99’1uk bir giderim verimi elde edilmistir. Lakkaz enziminin bakterilere gére daha
diisiik pH’larda enzim aktivitesi daha yiiksek olan Funguslar tarafindan daha c¢ok
tiretilen bir enzim olmasi bu farki agiklamaktadir. Diistik pH’larda enzim aktivitesinin
yiikksek oldugu fenolle yapilan biyodegredasyon deneylerinde de goriilmektedir
(Boliim 4.1.3.) (Sekil 33). Bu nedenle lakkaz ile giderim ¢alismalarinda miimkiinse
pH’nin diisiik ve 5 civar1 uygulanmasi ¢ikis degerlerinin iyilestirilmesinde faydali

olacaktir.

2-NF gideriminin enzimatik reaksiyon disinda buharlasma yoluyla da gerceklesip
gerceklesmedigini gormek i¢in 25°C’de, pH 6’da ve enzim ilave edilmeden
calkalanmig ve zamana bagli olarak 2-NF konsantrasyonu 5 giin siiresince takip
edilmistir (Sekil 27). Ayrica 50°C’de ve pH 7 ve 5 sartlarinda da izlenmistir. Bu
calisma gostermistir ki 2-NF buharlasma veya cam ylizeyine adsorpsiyon vb. gibi
enzimatik reaksiyon haricinde bagka bir mekanizmayla Olgiilebilir derecede

giderilmemektedir.
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2-NF'nin biyodegredasyonunda pH sartlarinin
karsilastirilmasi
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Sekil 31. 25°C’de ve pH 7 ve pH 5’te 1 U/mL dozda Lakkaz enziminin 2-NF degredasyonu

2-NF'nin biyodegredasyonunda pH sartlarinin
karsilastirilmasi
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Sekil 32. 25°C’de ve pH 7 ve pH 5’te 1 U/mL dozda Lakkaz enziminin 350 ve 170 mg/L
2-NF’yi degredasyonu
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Farkh pH sartlarinda fenoliin ve 2-NF'nin
biyodegredasyonunun karsilastirilmasi
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Sekil 33. 25°C’de ve pH 7 ve pH 5’te 1 U/mL dozda Lakkaz enziminin fenol ve 2-NF

degredasyonu

2-NF konsantrasyonu
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Sekil 34. 25 °C’de, pH 6’da enzim yoklugunda abiyotik 2-NF profili

4-AAP metodu ile 500 nm’de ortamda yalnizca 2-NF’nin ve AK’nun bulundugu
adsorpsiyon ve desorpsiyon deneylerinin numuneleri 6l¢iilebilmistir fakat 2-NF’nin
lakkaz ile biyodegredasyonu sirasinda bir azalma 6l¢iilememistir. Biyodegredasyon
numunelerinin HPLC ile dl¢iilmesinde ise giderimin goriilmesi (Boliim 4.2.5.) 4-AAP

metodunun lakkazli 2-NF ¢ozeltisi ig¢in uygun olmadigini gostermektedir. Zira 2-
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NF’iin lakkazla degradasyonu esnasinda kuvvetle muhtemel 4-AAP metodunda tespit
edilebilen bir fenolik bilesik olusmaktadir. Ayrica 2-NF ile AK’nun biyorejenerasyonu
i¢in yapilan deneylerde yiiksek oranda biyorejenerasyon verimi 4-AAP metodu ile
Olctilebilmistir (Bolim 4.2.4.).

Calisgmamizda 2-NF ile yapilan biyodegredasyon deneylerinden alinan enzimli
numunenin standart metodlarda tanimlanan 4-AAP metodu kullanilarak 500 nm’de
gideriminin izlenememesinin sebebinin 2-nitrofenoliin lakkaz ile biyodegredasyonu

sirasinda olugan ara fenolik bilesikler oldugu diisiintilmektedir.

2-NF ve fenoliin aktif camurla gideriminin karsilastirildig bir calismada ortamda tek
karbon kaynagi olarak fenol bulundugunda aklime olmamis kiiltiirle
giderilebiliyorken, ortamda tek karbon kaynagi olarak 2-NF bulundugunda 2-NF’nin
giderilemedigi goriilmiistiir. Ortamda 2-NF ve fenol birlikte bulundugunda 2-NF’nin
giderimi saglanmistir. Fenoliin ¢ogu 24 saat i¢inde uzaklastirilmig, tamami ise 48 saat
icinde uzaklastirilmistir.  Aklimasyonsuz c¢amurda fenol 24 saat iginde
uzaklagtirilabiliyorken 48 saate ¢ikmasinin sebebi 2-NF’nin ortamda inhibisyon etkisi
yapmasidir. 2 giinliik siirenin bitiminde fenol ortamdan tamamen uzaklastirilmasina
ragmen 2-NF i¢in giderim olmamistir. 30 mg/L 2-NF’nin tamaminin giderimi 2 giiniin
ardindan 6 giinlik havalandirmayla saglanmistir (Aktas, 2006). Yapilan
biyodegredasyon calismalarinda elde ettigimiz sonuclarda ise pH 5 sartlarinda 1U/ml
lakkaz ile yaklasik 350 mg/L 2NF’nin biyodegredasyonu deneyinde 24 saat sonunda
%99’1uk bir giderim verimi elde edilmistir. pH 7 sartlarinda ise 1U/ml lakkaz ile 500
mg/L 2-NF’yi 24 saat sonunda 200 mg/L kadar gidererek %40 civarinda giderim
verimi saglayabilmistir. pH 7 sartlarinda, 1U/ml lakkaz ile 166 mg/L 2NF’nin
biyodegredasyonu deneyinde ise 24 saat sonunda %99’luk bir giderim verimi elde
edilmistir. Lakkaz enziminin bakterilere gore daha diisiik pH’larda enzim aktivitesi
daha yiiksek olan Funguslar tarafindan daha cok iiretilen bir enzim olmas1 bu farki

aciklamaktadir.
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4.2.4. Aktif Karbon ile 2-Nitrofenoliin Enzimatik Biyorejenerasyonu

Enzimatik biyorejenerasyon deneylerinde 1 U/mL Lakkaz enzimi ile yaklagik 140
mg/L konsantrasyonda 2-NF iceren pH’s1 fosfat tampon ile 7’ye ayarlanmis 2-NF
¢ozeltisi igerisinde biyorejenerasyon calismalari gergeklestirilmistir. Elde edilen
adsorpsiyon kapasiteleri ve enzimatik rejenerasyon sonrasinda post-adsorpsiyon ile
elde edilen adsorpsiyon kapasiteleri ve bunlardan hesaplanan biyorejenerasyon

verimleri Tablo20’de verilmistir.

Tablo 18. 2-NF’{iin pH 7’de 50 °C’de biyorejenerasyon kapasitesi

AK On - Post - Biyorejenerasyon  Desorpsiyon
Adsorpsiyon Adsorpsiyon (AU/ml)
(mg/g) (mg/g) (%0) (%0)
PKDA 135,10 116,41 86,17 7,6
CAgran 104,55 69,19 66,18 42,9

Fenol i¢in biyorejenerasyon ve tiim biyodegredasyon ¢alismalarinda 25 °C ve 50 °C
de yapilan deneylerde 50 °C de biyorejenerasyonun azaldigi izlenmekle birlikte
onemli bir fark goriilmemektedir (Bolim 4.1.4.). Burdan yola ¢ikarak 2-NF’iin
biyorejenerasyonu 50°C ‘de izlenmistir. Elde edilen desorpsiyon verimleriyle
biyorejenerasyon verimleri karsilastirildiginda biyorejenerasyon verimlerinin,
desorpsiyondan verimlerinden her iki AK tipi i¢in de oldukg¢a yiiksek oldugu
goriilmektedir. Ayni1 zamanda CAgran daha fazla desorbe olmasina ragmen PKDA ’nin
daha fazla biyorejenere oldugu goriilmektedir. Adsorpsiyon kapasitesi daha fazla olan
PKDA karbonunun diisiik abiyotik desorpsiyon verimi olmasi lakkazin termal olarak
aktive edilmis yiiksek 2-NF doygunluguna sahip olan AK’u biiyiik oranda rejenere

edebildigini géstermektedir.

Abiyotik sartlarda maksimum toplam desorpsiyon verimi, adsorpsiyon kapasitesi
yiiksek olan termal olarak aktive edilmis PKDA karbonunda % 7 civarinda iken lakkaz
enzimiyle bu verim % 86 civarlarina ¢ikarilmistir. Bu da gostermistir ki 2-NF’ye

doyurulmus aktif karbon lakkaz enzimiyle abiyotik sartlarda sadece suyla olabilecek
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maksimum desorpsiyonun 12 katindan daha fazla rejenerasyon saglayabilmektedir.
CAgran icin abiyotik sartlarda % 42 civarinda olan desorpsiyon kapasitesi lakkaz
enzimiyle % 66’ya kadar vyiikselmistir. Iki aktif karbon tipi arasindaki
biyorejenerasyon verimi farkliliklar1 aktif karbon tipinin 6nemini gostermektedir.
Yiiksek adsorpsiyon ve yiiksek biyorejenerasyon verimine sahip olmasi agisindan 2-
NF giderimi i¢in yapilacak caligmalarda termal olarak aktive edilmis karbonlarin

kullanimi daha uygun bulunmaktadir.

Desorpsiyon verimleri karsilastirilirken 25 °C’de pH 7 sartlarinda PKDA karbonu ile
2-NF ve fenoliin desorpsiyon verimleri yaklasik olarak birbirine yakindir. PKDA’da
fenoliin desorpsiyon verimi % 10,36 iken 2-NF’nin desorpsiyon verimi % 7,6 dr.
CAgran’da ise fenol i¢in desorpsiyon verimi % 26,45 iken 2-NF i¢in desorpsiyon
verimi % 42,9°dur. Her iki bilesik i¢in de PKDA’nin desorpsiyonu CAgran’dan daha
az oranda gerceklesmektedir. Bunun sebebi termal olarak aktive edilmis karbonlarin
yiiksek oranda tersinir olmayan adsorpsiyona ve disiik biyorejenerasyona sahip
olmasidir. Termal aktivasyon oksijen olmadan gerceklestirildigi i¢in reaktif bir yiizeye
yol acar ve kimyasal adsorplanma gercekleserek tersinir olmayan kuvvetli baglar
olusur. Kimyasal aktivasyonda ise aktif karbon tamamen oksitlenmis aktif bolgeleri
olan bir yiizeye sahip oldugundan oksijen ile etkilesimi ylizeyi etkilememektedir ve
fiziksel adsorpsiyon gergekleserek daha fazla tersinir olan zayif baglar olusur (Aktas,
2006) (Boliim 2.1.4.).

50 °C’de pH 7 sartlarinda biyorejenerasyon verimleri karsilastirildiginda fenoliin
biyorejenerasyon verimi CAgran’da % 46,01 iken PKDA ‘da % 30,19°dur ve 2-NF’nin
biyorejenerasyon verimi PKDA’da % 86,17 iken CAgran’da % 66,18dir.
Biyorejenerasyon fenol i¢in CAgran’da daha yiiksek oranda gerceklesmisken 2-NF
icin PKDA’da daha fazla ger¢eklesmistir. Bunun sebebi fenollerin oksijene duyarh
termal aktif karbonlarin yiizeyinde oksidatif polimerizasyona katilmasi ve 2-NF’iin
oksidatif polimerizasyon reaksiyonlarma katilmiyor olmasidir. Nitrofenoller
haricindeki fenolik bilesiklerin oksidatif baglanmasinin, adsorpsiyonun tersinirligini
azalttigt  bilinmektedir (Vicid vd. 1993). Boylece 2-NF’ler termal olarak

aktiflestirilmis karbonun yiizeyinden daha fazla biyorejenere olabilmektedirler.
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Bununla birlikte, termal olarak aktiflestirilmis karbonlarin biyorejenerasyon verimleri,
enzimatik biyorejenerasyon nedeniyle toplam desorpsiyondan yiiksek olabilmektedir
(Aktas, 2006) (Bolim 2.1.4.).

Fenol gibi tek halkali fenolik bilesiklerde (2-klorofenol, 2-nitrofenol) termal aktif
karbonlarda adsorpsiyon miktar1 yiiksek olmaktadir (Aktas,2006). Termal olarak
aktive edilmis karbonlarda kimyasal adsorpsiyon mekanizmasi baskin oldugundan
fenol i¢in olusturdugu kovalent baglardan dolayr desorpsiyon miktar1 diisiik
olmaktadir (Aktas, 2006). Bu sebeple fenol igcin CAgran’da desorpsiyon ve
biyorejenerasyon verimleri daha yiiksek olmaktadir. Fenol i¢in bunu destekleyen
sonuclar elde edilmistir (Boliim 4.1.4.). Desorpsiyon verimlerine bakildiginda 2-NF
ve BPA i¢in de PKDA karbonunun daha az desorbe oldugu goriilerek fenol sonuglarina
benzer sonuglar elde edilmistir (Bolum 4.1.2 - 4.2.2.). Fakat BPA i¢in yapilan
caligmalarda da, 2-NF’e benzer olarak, PKDA i¢in biyorejenerasyon verimi
CAgran’dan daha yiiksek olmaktadir. BPA i¢in bu farkliligin sebebi bisfenol-A
molekiiliiniin digerlerine gore daha biiyiik olmasi ve CAgranin da PKDA’ya gore
mikropordan ¢ok mezopor agirlikli olmasidir. Boylelikle CAgran’da daha fazla
adsorpsiyon olugsmaktadir (Aktas ve Cegen, 2006) (Boliim 4.3.1.). Deney sonuglarinda
PKDA’da CAgran’a gore yiiksek biyorejenerasyon verimleri elde edilmesinin sebebi
enzimsiz ortamda PKDA’da CAgran’a gore daha az miktarda adsorpsiyonun
gerceklesmis olmasidir. Tek halkali fenolik bilesiklere gore yapisinda iki halka
bulundurarak daha biiyiik yapili bir bilesik olmast PKDA igin adsorpsiyonu
zorlastirmaktadir. AK’a immobilize olan enzimlerin bulundugu bir ortamda ise
degrede olarak daha kiiciik molekiiler yapili bilesiklere ayrilan ve oksidatif
polimerizasyona katilan BPA, PKDA’da CAgran’la hemen hemen ayni miktarda
adsorbe olmaktadir. Boylece 6n adsorpsiyon miktarlariyla karsilastirildiginda PKDA

icin daha yiiksek biyorejenerasyon verimi elde edilmistir (B6liim 4.3.4.).

4.2.5. HPLC’de Yapilan Ol¢iimlerin Degerlendirilmesi

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi ile yapilan dlgimlerde biyodegredasyon

numunelerinde 4-AAP metodunun aksine 2-NF giderimi tespit edilmistir. Elde edilen

79



pik goriintiilerinde 19. Dakika ve civarinda ara {iriin olusumunu gosterebilecek belirgin
bir pike rastlanmamaktadir. Goriintiilerde 5. dakikaya kadar olusan dalgalanmalarin
¢oziicii olan metanol veya daha kiigiik molekiiler yapili yan iiriinler olabilecegi
diistiniilmektedir(Sekil 35-36). Numuneler 50 kat seyreltilerek oOlgilmustiir.
Degredasyon sirasinda belli saat araliklarinda alinan numunelerde HPLC ve 4-AAP
metoduyla elde edilen degerler farkli olmustur (Tablo 19.). Bu durum 2-NF’nin
degredasyonunda HPLC metoduyla tayin edilemeyen ama 4-AAP ile renk veren
fenolik bir yan iiriiniin birikmis olabilecegini gostermektedir ve daha 6nce 4-AAP ile

2—-NF giderimini tespit edemememize neden olmaktadir.

Tablo 19. Lakkaz enzimiyle (1 U/mL) 2-nitrofenoliin enzimatik biyodegredasyon

numunelerinin HPLC’ de 6l¢iilmesi

HPLC ile 4-AAP ile
olciilen olciilen
ph alinan dakika alan mg/L mg/L
numune
Stok 527
ph7 3 saat 19.017 6,5335 355,16 537,87
ph7 10 saat 18.813 15,6182 305,41 479,79
ph7 24 saat 18.570 6,058 329,31 482,32
Stok 348
ph5 1 saat 18.560 6,0918 331,15 290,4
ph5 3 saat 18.967 1,654 89,91 315,65
ph5 10 saat 18.857 3,0517 165,89 300,5
ph5 24 saat 18.780 0,0747 4,06 305,55
Stok 166
ph7 3 saat 18.537 11,8187 98,86 161,61
ph7 6 saat 18.423 0,107 5,82 161,61
ph7 24 saat 18.987 10,0496 2,70 68,18
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Sekil 35. Lakkazin 2-NF’yi biyodegredasyonu i¢in ph5 sartlarinda yapilan deneyde 1 saatlik

giderimin tespiti i¢in alinan numunenin HPLC’de 6l¢iilmesi

Wiederayes PC

Sekil 36. Lakkazin 2-NF’yi biyodegredasyonu i¢in ph5 sartlarinda yapilan deneyde 24

saatlik giderimin tespiti i¢in alinan numunenin HPLC’de dl¢iilmesi

4.2.6. iyon Kromotografi’de Yapilan Olciimlerin Degerlendirilmesi

Analiz sonuglarina gore, 2- nitrofenol ile yapilan biyodegredasyon calismasindaki

saatlik analizlerde nitrit ve nitrat olusmadig1 goriilmektedir. Biyorejenerasyon
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deneyinde AK’lu adsorpsiyon, biyorejenerasyon ve post-adsorpsiyon numuneleri

ol¢iildiigiinde ise bir miktar kloriir ve siilfat oldugu goriilmektedir.

2-NF igin stok ¢6zeltilerden yapilan 6lgtimlerde pH 7 sartlarinda 15,3. dakikada ve pH
5 sartlarinda 4,3. dakikada pikler elde edilmistir (Sekil 37 - 38). Bu piklerin ph 7 igin
kullanilan fosfat tampon ¢6zeltisinden ve ph 5 igin kullanilan sodyum asetat tampon
¢Ozeltisinden kaynaklandigi distiniilmektedir. Numunelerde de ayni dakikalarda

pikler elde edilmistir (Sekil 39-40-41).

& Chromeleon - [KULLANIG-HP_localICS-5000\Analizler\ 2019\EMIR #239 ORTAK (CD_1)]
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Sekil 37. pH5'te 2-NF'nin stok 6l¢iimii 200 mg/L
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1 na 15731 10,8521 na__ BMB 23,864 100,00 n.a.|
Total: 10,8521 0,0000 23,864 100,00 |

Sekil 38. pH7 2-NF'nin stok 6l¢timii 160 mg/L
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Sekil 39. Lakkazin 2-nitrofenolii biyodegredasyonu i¢in ph7 sartlarinda yapilan deneyde 3

saatlik giderimden sonra alman numunenin Iyon Kromotografi’de &lgiilmesi
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Sekil 40. Lakkazin 2-nitrofenolii biyodegredasyonu i¢in ph7 sartlarinda yapilan deneyde 10

saatlik giderimden sonra alman numunenin Iyon Kromotografi’de dlgiilmesi
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Peakname Ret.Time Area Amount Type Height  Rel.Area Resolution|
min wS*min %
1 Fluoride 4,327 1,7564 n.a__ BMB 6,495 100,00 n.a.
Total: 1,7564 0,0000 6,495 100,00 ]

Sekil 41. Lakkazin 2-nitrofenolii biyodegredasyonu i¢in phS5 sartlarinda yapilan deneyde 3

saatlik giderimden sonra alman numunenin fyon Kromotografi’de dl¢iilmesi
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4.3. BISFENOL-A iLE YAPILAN CALISMALAR

4.3.1. Aktif Karbon ile Bisfenol-A Adsorpsiyonu

Adsorpsiyon ¢alismalar1 termal olarak aktive edilmis PKDA (Norit) ve kimyasal
olarak aktive edilmis CAgran (Norit) aktif karbonlariyla 200 mg/L bisfenol-A’nin su
icinde ¢ozlilmesi sonrasinda 0,1-1 g/L dozlarinda aktif karbonla 25°C’de 150 RPM’de
sicaklik ayarl ¢alkalayicida 3 giin temas ettirilmesiyle gerceklestirilmistir. Elde edilen
adsorpsiyon izotermleri asagidaki Sekil 42 ve 43’te verilmistir. Adsorpsiyon
calismalarinda PKDA aktif karbonunun bazik o6zellikler nedeniyle pH degeri 8
civarina ¢ikarken, fosforik asitle aktive edilmis olan CAgran’da ise asidik fonksiyonel

yiizey gruplari nedeniyle pH 5-5,5 arasina diismiistiir.

Adsorpsiyon izotermi PKDA

250,0 y =1,4102x - 41,514
R2=0,9983
200,0 2

ad

é: 150,0 / ¢ freundlich izotermi
= PKDA
= 100,0 s
—— Dogrusal (freundlich
50,0 izotermi PKDA)
0,0

0,0 50,0 100,0 150,0  200,0
Ce (mg bisfenol-A/L)

Sekil 42. PKDA i¢in BPA adsorpsiyonu

84



Adsorpsiyon izotermi CAGran

500,0

450,0 o y= 1,%03.4x + 195,62

400,0 R>=0,9721

350,0 s
g 3288 P ¢ freundlich izotermi
E ' . CAGran
= 2000

150,0 —— Dogrusal (freundlich

100,0 izotermi CAGran)

50,0
0,0 . . . .
0,0 50,0 100,0 150,0 200,0
Ce (mg Bisfenol-A/ L)

Sekil 43. CAgran igin BPA adsorpsiyonu

Adsorpsiyon asagidaki Freundlich esitligi kullanilarak ifade edilmistir:
q=Ks.CeM (Es. 12)

g: adsorplanan miktar (mg bisfenol-A/g aktif karbon)
Ce: Denge konsantrasyonu (mg bisfenol-A/L)

Ktve 1/n: Freundlich sabitleri (adsorpsiyon kapasitesi ve adsorpsiyon yogunlugu)

Freundlich esitliginin her iki tarafinin logaritmas: alindiginda asagidaki esitlik elde

edilir.

Logg=Log Ks+1/nLogCe (Es.13)

Log Ce’ye karsilik Log q grafigi cizilerek lineer regresyonun egimi ve y eksenini
kestigi noktadan Freundlich izoterm sabitleri Krve 1/n hesaplanmustir. Sekil 44 ve
45’de Freundlich izoterm egrileri goriilmektedir. Her iki aktif karbon ¢esidinde de
bisfenol-A adsorpsiyonu Freundlich izotermine oldukga yiiksek korelasyonla (R? >

0,995) uygun olarak gerceklesmektedir.
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Freundlich izotermi PKDA
2,350 y =1,2869x - 0,5727
2,300 s R2=0,9975
2,250 pd
o 2200 _
2 2150 ¢ freundlich
- ' izotermi PKDA
2,100 N
2,050 / — Dogrusal
2,000 % (freundlich
1.950 : : : izotermi PKDA)
1,900 2,000 2,100 2,200 2,300
log Ce
Sekil 44. PKDA igin Freundlich adsorpsiyon izotermi
Freundlich izotermi CAGran
2,700 y =0,3972x + 1,8007
2650 » R?=10,9955
2,600 / .
/ ¢ freundlich
=2,550 izotermi
> 2
22,500 / CAGran
2,450 7,
2,400 / —— Dogrusal
2,350 $ (freundlich
2,300 : : : : . izotermi
0,000 0500 1,000 1,500 2,000 2,500 CAGran)
log Ce

Sekil 45. CAgran igin Freundlich adsorpsiyon izotermi

Elde edilen Freundlich izoterm katsayilar1 Tablo 20’de verilmistir.

Tablo 20. Bisfenol-A adsorpsiyonu i¢in Freundlich izoterm katsayilari

Ks 1/n
PKDA 0,2675 1,2869
CAgran 63,1975 0,3972
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Kf degerinin yiiksek olmasi adsorbanin yiiksek adsorpsiyon kapasitesine isaret
etmektedir. 1/n katsayisinin 1'den biiylik olmasi aktif karbon ylizeyinde ¢ok tabakali
adsorpsiyon gerceklestigini gostermektedir. 1/n, sifira ne kadar yakin bir deger olursa
ylizey o kadar heterojen bir yapiya sahiptir. 1/n katsayisinin 1'den kii¢lik olmasi
kimyasal adsorpsiyonun gergeklestigini gostermektedir. Kimyasal adsorpsiyon, aktif
karbonun yiizeyindeki spesifik fonksiyonel gruplarimin adsorbana yiiksek enerjili
kovalent baglanmalarinin yani sira oksijen varliginda organik bilesiklerin oksidatif

polimerizasyonunun bir sonucudur (Vergili ve Gencdal, 2017).

Adsorpsiyon kapasitesini gosteren Kr degerinin CAgran aktif karbonunda PKDA aktif
karbonuna gore gok daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Onceki ¢alismalarda tek benzen
halkali fenolik bilesiklerin adsorpsiyonunda (fenol, 2-klorofenol ve 2-nitrofenol)
PKDA aktif karbonunun CAgrana gore daha yiiksek Ks degerleri ve buna bagli olarak
daha yiiksek adsorpsiyon kapasiteleri oldugu tespit edilmistir (Aktas, 2006). Bu farkin
en Onemli sebebi bisfenol-A molekiiliinlin digerlerine gore daha biiyiik olmasi ve
CAgranin da PKDA’ya gore mikropordan ¢ok mezopor agirlikli olmasi olarak
goriilebilir (Aktas ve Cegen, 2006). Uriiniin katalog bilgilerinde daha ziyade biiyiik
molekiillerin adsorpsiyonu i¢in iiretilmis bir {iriin olduguna vurgu yapilmaktadir
(Cabot Europe). CAgran igin 1/n katsayisinin 1'den kiigiik olmasi1 agirlikli olarak

kimyasal adsorpsiyonun gergeklestigini gostermektedir.

Adsorpsiyon izoterminin ¢ok katmanli adsorpsiyona uygun olan Freundlich izotermi
yani sira tek katmanli (monolayer) adsorpsiyonu gdsteren Langmuir izotermine
uygunlugu da incelenmistir. Langmuir izoterm esitligi asagidaki gibidir:

— QO K -C,

OIe_1+|<L-Ce

(Es. 14)
KL = Adsorbanin adsorptivitesine bagli olan bir sabit (L/mg).

QP = Yiizeyde tam bir tek tabaka olusturmak icin, adsorbanin birim agirlig: basina

adsorplanan bilesen miktar1 (mg/g)
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Bu esitligin dogrusallastiriimasiyla Langmuir Tip 1 modeli ifade edilir:

C. C 1

€ €

QK
9e L (Es. 15)

Elde edilen esitlik araciligiyla Ce/qe degerlerine karsilik Ce grafigi ¢izilerek Langmuir
Tip 1 izotermi elde edilmistir (Sekil 46 ve 47). PKDA nispeten diisiik ve negatif
korelasyonla Langmuir izotermini takip etmektedir. Ancak CAgran yiiksek
korelasyonla (R?=0,9938) tek katmanli Langmuir tipi adsorpsiyonuna uygun olarak
bisfenol-A’y1 adsorbe etmektedir. Grafigin y eksenini kesim noktas1 1/K.Q%1, egimi
1/Q%1 vermektedir. Adsorpsiyonun elverisliligini bulmak igin boyutsuz Ry sabiti
hesaplanir ve bu sabitin 0 ile 1 arasinda degerler almasi adsorpsiyona elverisliligi
gosterir. 1’in istii bilesigin adsorpsiyona uygun olmadigini gosterir. Ri. degerinin 0’a
yakinlig1 adsorpsiyonun tersinirliginin diigiik oldugunu, 1’e yakin olmasi ise yliksek
oranda tersinir oldugunu gosterir (Aktas, 2006). Langmuir izotermlerinden hesaplanan
katsayilar Tablo 21°de verilmistir.

R—_ L
" 14K .G,
(Es. 16)

Langmuir izotermi PKDA

1,020 y =-0,0018x + 1,1593

1,000 > R2=10,9667

0,980

0,960

0,940

0,920

0,900 ¢ Langmuir izotermi

0,880

0860 \ PKDA

’ e

0,840

0,820 T T T 1
0,000 50,000 100,000 150,000 200,000

Ce (mg/L)

Celge (g/L)

Sekil 46. PKDA i¢in Langmuir adsorpsiyon izotermi
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Langmuir izotermi CAGran
0,400
. y =0,0027x + 0,0221

0,350 R2 = 0,9939

0,300
T 0,250 . .
> ¢ Langmuir izotermi
< 0,200 / PKDA
(on
£ 0,150 } .
o b2 —— Dogrusal (Langmuir

0,100 izotermi PKDA)

0,050

0,000 ¢ T T )

0,000 50,000 100,000 150,000
Ce (mg/L)

Sekil 47. CAgran i¢in Langmuir adsorpsiyon izotermi

Tablo 21. Bisfenol-A adsorpsiyonu i¢in Langmuir izoterm katsayilar1 ve hesaplanan RL

degerleri
Kv Q° RL
PKDA -0,0017 -500 ~0
CAgran 0,023 588,2 0,18

Tablo 21°de PKDA i¢in hesaplanan Langmuir katsayilar1 i¢in elde edilen negatif
degerler ve Sekil 46°da goriildiigii gibi korelasyonun negatif olmast PKDA’nin tek
katmanli Langmuir tip 1 adsorpsiyonuna uygun olmadigin1 gostermektedir. Ancak
yiiksek korelasyon degerleri CAgranin tek katmanli adsorpsiyona uygun hareket
ettigini gostermektedir. CAgran icin elde edilen RL degerinin 1’den oldukca diisiik
olmasi, adsorpsiyonun biiylik oranda tersinir olmadigini gostermektedir. Bu da
bisfenol-A adsorpsiyonunun fizikselden ziyade biiyiik oranda kimyasal adsorpsiyonla

gerceklestigine isaret etmektedir.

Her 2 aktif karbon tipi icin 1 g/L aktif karbon ve 200 mg/L bisfenol-A baslangic
konsantrasyonunda ve 3 giin adsorpsiyon sonundaki bisfenol-A konsantrasyonlari
arasindaki farktan Esitlik 1’e goére her durum i¢in adsorpsiyon kapasiteleri Tablo

22’deki gibi hesaplanmustir.
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Tablo 22. PKDA ve CAgran aktif karbonlariin bisfenol-A adsorpsiyon kapasiteleri

Adsorpsiyon kapasitesi

Qaas (MY/9)
PKDA 98,94
CAgran 193,00

Termal olarak aktive edilmis PKDA nin adsorpsiyon kapasitesi CAgran’a gore ¢ok
daha diisiiktiir. Bu bulgu Freundlich adsorpsiyon izoterm katsayilarinin hesaplanmasi
sonucunda yapilan yorumlar1 desteklemektedir. Bu bulgular aktif karbonun aktivasyon
yonteminin de adsorpsiyon kapasitesini belirleyen unsurlardan biri oldugunu

gostermektedir.

4.3.2. Aktif Karbon ile Bisfenol-A’nin Desorpsiyonu

Bisfenol-A igin hesaplanan kiimiilatif desorpsiyon kapasiteleri (mg bisfenol-A /g AK)
her iki aktif karbon tipi i¢in Sekil 48 ve 49’da verilmistir. PKDA i¢in iist suyun 10 kez
degistirilmesi sonucunda 10 giinliik bir desorpsiyon siiresi yeterli olurken CAgran i¢in
bisfenol-A’nin desorpsiyonu 74 giin (basamak) boyunca devam etmistir. Bu da
CAgrana adsorbe olmus bisfenol-A’nin kolaylikla ve hizli bir sekilde desorbe
olmadigin1 gostermektedir. Ancak Tablo 23’te, kimyasal olarak aktive edilmis
CAgranin desorpsiyon kapasitesi ve desorpsiyon orani termal olarak aktive edilmis
PKDA’ya gore ¢ok daha yiiksek olmustur. Bu durum onceki ¢alismalarimizda da
baska fenolik bilesikler i¢in goriilmiistiir (Aktas, 2006). Desorpsiyon caligmalari
siiresince pH degeri her 2 aktif karbon tipi i¢in de 6 civarinda Olgiilmistiir.

Desorpsiyon verimleri Egitlik 9” a gore hesaplanmistir (Boliim 3.3.).

CAgran aktif karbonunun PKDA’ya gore 6nceki boliimde goriildiigii gibi adsorpsiyon
kapasitesi yaklasik 2 kat fazla iken, desorpsiyon kapasitesi neredeyse 10 kat, adsorbe
olmus miktara gore de desorpsiyon ylizdesi yaklasik 5 kat fazla ger¢eklesmistir. Bu da
adsorpsiyonda oldugu gibi abiyotik desorpsiyonda da aktif karbonun aktivasyon
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yonteminin ¢ok belirleyici oldugunu, hatta adsorpsiyona gore ¢ok daha etkili oldugunu

gostermektedir.

CAgran’da toplam desorpsiyon miktariin daha fazla olmasmin sebebi fiziksel
adsorpsiyon mekanizmasinin baskin olmasidir (Aktas ve Cegen, 2006a). Aktivasyon
seklinin farkli oldugu AK’larda degisen baskin adsorpsiyon mekanizmalar1 Boliim
2.1.2’de ve adsorpsiyon mekanizmalar1 Boliim 2.1.4.°te  ayrintili  olarak

acgiklanmaktadir.

Tablo 23. PKDA ve CAgran aktif karbonlarinin bisfenol-A desorpsiyon kapasiteleri ve

yiizdeleri
Desorpsiyon kapasitesi Desorpsiyon verimi
Qes (MY/Q) (%)
PKDA 8,91 9,0
CAgran 89.85 46,6

Elde edilen desorpsiyon verimleri aktif karbonun uzun siireli kullanimi igin yeterli
olmay1p, abiyotik sartlarda desorpsiyonun aktif karbonun rejenerasyonu i¢in dogru
yontem olmadig1 sonucuna ulasilmaktadir. Hesaplanan abiyotik desorpsiyon

verimleri Boliim 4.3.4.’te enzimatik biyorejenerasyon verimleri ile karsilastirilmistir.

PKDA Kumulatif Desorpsiyon

[
o

Desorbe olan bisfenol-A (mg/g PKDA)
(=T N w =Y w [«)] ~ [+] Vs
®

0 2 4 6 8 10 12
Desorpsiyon basamag) (glin)

Sekil 48. Bisfenol-A’nin distile suyla PKDA’dan kiimiilatif desorpsiyonu
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Cgran Kumulatif Desorpsiyon

Desorbe olan bisfenol-A (mg/g Cgran)
3

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Desorpsiyon Basamag (giin)

Sekil 49. Bisfenol-A’nin distile suyla CAgran’dan kiimiilatif desorpsiyonu

Freundlich ve Langmuir tip izoterm modelleri desorpsiyon verilerine de
uygulanmistir. Freundlich izotermlerine ait grafikler Sekil 50 ve 51°de verilmistir. Her
iki aktif karbon i¢in de Freundlich esitligine uygun desorpsiyon izotermleri elde
edilmistir. Desorpsiyon izotermlerinin olusturulmasinda her bir desorpsiyon basamagi
sonundaki siv1 fazda dengedeki bisfenol-A konsantrasyonu Ce (mg/L), aktif karbonda
adsorbe halde kalan dengedeki bisfenol-A yiikii ise qe (mg bisfenol-A/g aktif karbon)
olarak ifade edilerek izotermler ¢izilmis ve izoterm katsayilar1 adsorpsiyon
caligmalarinda oldugu gibi belirlenmistir (Aktas, 2006). Desorpsiyon basamaklari
boyunca, aktif karbon iizerinde adsorbe halde kalan dengedeki bisfenol-A yiikii (qe),
her asamada desorbe olan bisfenol-A’nin desorpsiyon baslangicindaki toplam

bisfenol-A yiikiinden ¢ikarilmasiyla hesaplanmustir.
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PKDA Freundlich Desorpsiyon izotermi

1,975
e
1,97
a 1,965 y=0,0097x+ 1,9644
w R? =0,9306
S S
o %9 ° 1,955
1,95
1,5 1 0,5 0 0,5 1
Log Ce
Sekil 50. PKDA i¢in Freundlich desorpsiyon izotermi
Cgran Freundlich Desorpsiyon izotermi
2,35
23 y=0,2291x+2,1138 .
R? = 0,9338 I
2,25 .
@
- 2,2 e
) %oy
Z 215 L
- e® :
e P
o W, '
° .9 o8 5
1,95
0,6 0,4 0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Log Ce

Sekil 51. CAgran i¢in Freundlich desorpsiyon izotermi

Elde edilen Freundlich izoterm katsayilar1 Tablo 24’te verilmistir.

Tablo 24. Bisfenol-A desorpsiyonu igin elde edilen Freundlich izoterm katsay1lari

Kf 1/ndes 1/nads
PKDA 92,13 0,0097 1,2869
CAgran 129,96 0,2291 0,3972
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Freundlich izoterminde Ky desorpsiyon kapasitesiyle ilgili bir sabittir, 1/nges ise
adsorpsiyonun tersinirligini gostermektedir. Desorpsiyon izoterminden elde edilen
Freundlich 1/nges katsayisinin adsorpsiyon izotermi 1/nads katsayisindan kii¢iik olmasi
desorpsiyonun yavas veya adsorpsiyondan daha zor oldugunu gostermektedir (Ha ve
Vinitnantharat, 2000). PKDA i¢in bu farkin CAgran’a gore daha yiiksek oldugu
goriilmektedir (Tablo 26). Bu fark desorpsiyon verimlerinin PKDA i¢in neden ¢ok

diisiik oldugunun bir gostergesidir.

Desorpsiyon izotermleri Langmuir esitligine gore de belirlenmistir (Sekil 52 ve 53).
Hesaplanan Q°ve K| katsay1 degerleri Tablo 25°de verilmistir. Langmuir izotermi igin
Langmuir sabitlerinden Qo desorpsiyon kapasitesini, K. ise desorpsiyon enerjisini
gostermektedir. Langmuir izoterminden elde ettigimiz katsayr Q° degerinin yiiksek
olmas1 desorpsiyonun yavas oldugunun géstergesidir. Ciinkii, Q° degerinin yiiksek
olmast desorpsiyondan sonra aktif karbon yilizeyinde hala yiiksek miktarda
adsorplanmis madde mevcut oldugu anlamina gelmektedir. K. degerinin diigiik olmas1
da desorpsiyonun zor gergeklestiginin ifadesidir. Bu da CAgran’dan desorpsiyonun

¢ok uzun siire igerisinde desorbe olmasini agiklamaktadir.

PKDA Langmuir Desorpsiyon izotermi

y =0,0107x+ 0,0001-/¢
R*=1

Ce

Sekil 52. PKDA i¢in Langmuir desorpsiyon izotermi
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Cgran Langmuir Desorpsiyon izotermi

0,04
0,035 y-=0,0052x+0,0023

0,03 R?=0,9954...."®
0,025 c‘

0,02 - &
0,015 Pt

0,01

»
0,005 /

Ce/qe

Ce

Sekil 53. CAgran i¢in Langmuir desorpsiyon izotermi

Tablo 25. Bisfenol-A desorpsiyonu i¢in elde edilen Langmuir izoterm katsayilari

KL Q°
PKDA 107 93,46
CAgran 2,26 192,31

4.3.3. Lakkaz ile Bisfenol-A’min Biyodegredasyonu

Bisfenol-A’nin enzimatik degradasyonu igin saflastirilmis serbest Lakkaz enziminin
bisfenol-A oksitleme 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla farkli dozlarda enzimler,
25°C’de ve 50°C’de 2 farkli pH (5 ve 7) sartlarinda bisfenol-A ile temas ettirilmistir.
Lakkaz enzimi elektron alici olarak oksijen kullanmaktadir.. Enzimatik degradasyon
caligmalartyla enzimlerin bisfenol-A oksidasyon aktivitesinin yiiksek oldugu sartlar

(enzim dozu, pH ve sicaklik) tespit edilmistir.

Lakkaz enzimi ile degradasyon caligmalarimizda ilk olarak daha once aktivitesi
belirlenmis olan toz halindeki lakkaz enzimi, konsantrasyonu 1 U/mL olacak sekilde
tartilmigtir. Fosfat tampon ¢ozeltisi iginde ¢ozdiiriilen (pH 7,2) yaklasik 10, 50 ve 100
mg/L konsantrasyonlardaki bisfenol-A ile 24 saat boyunca temas ettirilerek

konsantrasyon degisimi gozlenmistir (Sekil 54).

95



Lakkaz enzimi bisfenol-A oksitlenme reaksiyonunun biiyiik bolimiinii ilk 1 saat
icerisinde gergeklestirmekte ve ilk 5-6 saat igerisinde su fazindaki bisfenol-A
konsantrasyonu dengeye gelmektedir. Lakkaz, 100 mg/L konsantrasyondaki bisfenol-
A’y1 ilk 1 saatte % 90 oraninda oksitleyebilmektedir. Giderim verimi 5-6 saat
icerisinde % 95’e¢ ulasmistir. Bu enzimatik degradasyon verimi fenolle
biyodegredasyon ¢alismasinda elde edilen %93’liik giderime oldukga benzerdir
(Bolim 4.1.3.). Bu da lakkazin, mikroorganizmalar tarafindan biyodegradasyonu
fenole gore ¢ok daha zor oldugu bilinen bisfenol-A’y1 fenole benzer bir sekilde ve
goreceli olarak yiiksek bir hizla degrede edebildigini gostermektedir. Bu nedenle
lakkaz ile bisfenol-A degradasyonunun etkili bir yontem olacag anlasilmaktadir. ik
5-6 saatten sonra bisfenol-A konsantrasyonlarinin sabit kaldigi goriilmektedir. Bu da
askidaki lakkaz enziminin aktivitesinin 5-6 saati geg¢medigini gostermektedir.
Baslangi¢c bisfenol-A konsantrasyonunun 50 ve 100 mg/L oldugu durumlarda,
enzimatik islem sonunda, nihai bisfenol-A konsantrasyonu sirasiyla 3 ve 4 mg/L
seviyesine diismektedir. Baglangi¢ konsantrasyonu 10 mg/L iken, nihai konsantrasyon

1-2 mg/L arasinda degismektedir (Sekil 54).

BisfenolA min Lakkaz ile Degredasyonu ph(7)

100
90 i

& BisfenolA
80 konsantrasyonu (100
4 70 mg/L)
£ 60
M BisfenolA
S 50
% n konsantrasyonu (50
S 40 mg/L)
é 30
s 20 BisfenolA
= 10 - konsantrasyonu (10
0 n * mg/L)
0 20 40 60

saat

Sekil 54. 1 U/mL Lakkaz enzim aktivitesinde farkli BPA konsantrasyonlarinda pH 7 ve 25°C

sartlarinda degradasyon
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Enzimatik reaksiyonlarda pH da belirleyici olabilmektedir (Escalano vd., 2014). Bu
nedenle fosfat tamponla 7 civarinda tutulan pH ile yapilan ¢alismalarin yan1 sira ise
sodyum asetat tamponu ile de yaklasik 5 civarinda tutulan pH degerlerinde de yine 1
U/mL Lakkaz enzim aktivitesinde ve 25°C sicaklikta, 50 mg/L baslangig
konsantrasyonunda BPA’nin degradasyonu ¢alisilmistir (Sekil 55). pH’nin 7’den 5’e
diisiiriilmesi BPA nin degradasyonunda ¢ok 6nemli bir farkliliga yol agmamaktadir.
Ancak nihai BPA konsantrasyonu pH 7 sartlarinda 3 mg/L civarinda iken pH 5
sartlarinda 1 mg/L’ye diismektedir. Bu ilk bakista ¢cok oOnemli bir fark olarak
goriilmese bile, Bisfenol-A’nin 6ncelikli kirleticiler arasinda olmasi ve ¢ok diisiik
konsantrasyonlarinin bile dogada endokrin bozucu etkilere neden olmasi nedeniyle, bu
az fark ¢ok onemli olabilmektedir. Lakkaz enziminin bakterilere gore daha diisiik
pH’larda enzim aktivitesi daha yiiksek olan Funguslar tarafindan daha ¢ok {iretilen bir
enzim olmasi nedeniyle bu sonug sasirtici olmamistir. Bu nedenle lakkaz ile giderim
calismalarinda miimkiinse diisiik pH 5 civar1 uygulanmasi ¢ikis degerlerini bir miktar
da olsa diistirecektir. Literatiirdeki bir calismada da pH 6 degerinde daha yiiksek BPA
giderimi oldugu tespit edilmistir (Escalona vd., 2014).

Bisfenol-A'nin Farkh pH'larda Lakkaz ile Degredasyonu
60
.0 : @ BisfenolA
%',, konsantrasyonu
E 40 (50 mg/L) ph(7)
c
S 30 EBisfenolA
£ konsantrasyonu
g 20 (mg/L) ph(5)
S
™
O !I_‘ T T T ‘ T 1
0 5 10 15 20 25 30
saat

Sekil 55. 1 U/mL Lakkaz enzim aktivitesinde farkli pH kosullarinda (5 ve 7) ve 25°C
sartlarinda BPA (50 mg/L) degradasyonu
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Hedef bilesik konsantrasyonunun karsilastirilmasi (Sekil 54) ve pH kosullariin
karsilagtirilmast deneylerinde (Sekil 55) lakkaz enzimi 1 U/mL aktivite dozunda
oldukca etkili bir BPA giderimi saglamaktadir. Bu dozun tizerine ¢ikilmasi enzim
maliyetini artirmasiyla birlikte énemli bir fayda saglamayacaktir. Bu nedenle daha
diisiik enzim dozunun (0,2 U/mL) denenmesine karar verilmistir. Sekil 56°da 2 farkl
enzim dozunda lakkaz ile BPA giderimi gosterilmistir. 1 U/mL lakkaz dozunda 4 mg/L
civarinda nihai BPA konsantrasyonu ile % 95 giderim goriiliirken, 0,2 U/mL lakkaz
dozunda giderim verimi % 70’e diismiis, nihai BPA konsantrasyonu ise 30 mg/L gibi
olduk¢a yiiksek seviyelerde kalmistir. Ayrica 1 U/mL enzim dozunda bisfenol-A
degradasyonu daha hizli gerceklesmistir. Ilk 1 saatte, 1 U/mL lakkaz yaklasik 100
mg/L BPA’nin %90’1m1 degrade ederken, 0,2 U/mL dozunda lakkaz sadece yaklasik
olarak %30’unu degrade edebilmistir. Bu g¢alismalar ile kullanilan enzim dozunun

BPA gideriminde ¢ok énemli bir etkisi oldugu gosterilmistir.

Bisfenol-A'min Farkh Enzim Miktarlariyla Degredasyonu
100
90 ‘
80
g 70 -y # BisfenolA kons.100
E 60 mg/L 1U/ml
= Lakkaz
S 50
g 40 M
S 30 | u M BisfenolA kons.
g 20 100 mg/L 0,2 U/ml
~ 10 Lakkaz
0 ]“50 * .
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saat

Sekil 56. Farkli Lakkaz enzim aktivitesi dozlarinda (1 U/mL ve 0,2 U/mL) pH 7 ve 25°C
sartlarinda BPA (100 mg/L) degradasyonu

BPA gideriminin enzimatik reaksiyon disinda buharlasma yoluyla da gergeklesip

gerceklesmedigini gormek i¢in 25 °C’de 200 mg/L BPA, enzim ilave edilmeden ayni

sartlarda calkalanmis ve zamana bagli olarak BPA konsantrasyonu 4 giin siiresince

98



takip edilmistir (Sekil 57). 4 giin siiresince BPA konsantrasyonunda bir azalma

goriilmemistir.
Enzim Yoklugunda Abiyotik BPA Profili (25 C)
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Sekil 57. pH 7°de enzim yoklugunda abiyotik ortamda 25 °C’de BPA konsantrasyonu

degisimi

Enzim yoklugunda abiyotik BPA profili (50 C)
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Sekil 58. Enzim yoklugunda abiyotik ortamda 50 °C’de BPA konsantrasyonu degisimi

Enzimatik biyorejenerasyon calismalar1 50 °C’de de yapilacagi icin, bu nispeten
yiiksek sicaklikta buharlagsma yoluyla BPA giderimi olup olmayacagini gérmek
amactyla enzim yoklugunda 2 farkli pH sartinda (pH 5 ve 7) 120 mg/L BPA baslangi¢
konsantrasyonunda degisim 3 giin boyunca izlenmistir (Sekil 58). 50 °C’de de BPA

konsantrasyonunda bir azalma goriilmemistir. Bu ¢alismalar gostermistir ki BPA 25
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ve 50 °C ile pH 5 ve 7 ortam sartlarinda buharlasma veya cam ylizeyine adsorpsiyon
gibi, enzimatik reaksiyon haricinde bagka bir mekanizmayla, dl¢iilebilir derecede
giderilmemektedir. Bu nedenle, enzim aktivitesi, yapmis oldugumuz enzimatik
degradasyon ¢alismalarinda etkin olan tek BPA giderim mekanizmasi olarak tespit

edilmistir.

Sicakligin lakkaz enziminin aktivitesine olan etkisini tespit edebilmek amaciyla
50°C’de de enzimatik degradasyon calismalar1 gerceklestirilmistir. BPA nin 1U/mL
lakkaz enzimi ile 50°C’de ve fosfat tamponu ile saglanan pH 7 degeri ve asetat
tamponu ile saglanan pH 5 sartlarinda konsantrasyonunun zamana bagli degisimi Sekil
58’de verilmistir. 50°C’de de, 25 °C’de oldugu gibi BPA oksidasyonu ilk 1 saatte
gerceklesmistir. Ancak 25 °C’de BPA giderim verimi % 90 civarinda olup, takip eden
birkag saatte de ilaveten % 5°lik bir giderim meydana gelmisken, 50°C’de bu oran ilk
bir saatte %95 civarina ulagmis ve takip eden saatlerde daha fazla giderim olmamustir.
Bu da 50 °C’de lakkaz ile BPA degradasyonunun 25 °C’ye gore daha hizli oldugunu,
ancak enzim aktivitesinin daha hizli kayboldugunu goéstermektedir. 50°C’de yapilan

calismalarda pH 7 ve pH 5 sartlarinda herhangi bir fark goriillmemistir (Sekil 59).

Lakkaz ile 50 C'de BPA Degradasyonu
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Sekil 59. Lakkaz ile 50°C’de pH 7 ve pH 5 sartlarinda BPA degradasyonu

Lakkaz ile gerceklestirilen tiim degradasyon deneylerinde elde edilen degradasyon
verimlerinin farkli sartlar altinda olsa da literatiirdeki degerlerle uyumlu oldugu

goriilmiistiir (Asadgol vd., 2014, Escalano vd., 2014, Nguyen vd., 2016).
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F. trogii'nin ham ekstrakti1 ve T. versicolor'dan elde edilen saf lakkazla karigiminin
BPA biyodegredasyonunu inceleyen bir ¢aligmada 2 saatlik inkiibasyon siiresinden
sonra BPA tamamen giderilmistir (Atacag Erkurt, 2015). BPA'min gideriminin T.
versicolor'dan elde edilen ham lakkaz ¢ozeltisi kullanilarak incelendigi bir ¢alisma ise
24 saatteki bozulma oraninin % 88.76'ya ulastigin1 gostermistir (Hongyan vd., 2019).
Baska bir ¢alismada lakkaz enziminin (5 U/mL) pH 5°te ve 35°C’de bisfenol-A’y1 30
dakikalik karigtirma siiresince % 60 oraninda degrede ettigi tespit edilmistir (Asadgol
vd., 2014). Yapilan biyodegredasyon deneyleri sonucunda elde ettigimiz sonuglar
literatlirdeki ¢alismalarla benzerlik gostermektedir. BPA’nin 1U/mL lakkaz enzimi ile
giderimi 25 °C’de pH 7 ve 5 sartlarinda incelenmistir ve BPA giderim verimi ilk 1
saatte % 90 civarinda olup, takip eden birkag saatte de ilaveten % 5°’lik bir giderim
meydana gelmisken, 50°C’de bu oran ilk bir saatte %95 civarina ulasmis ve takip eden
saatlerde daha fazla giderim olmamistir. Bu da 50 °C’de lakkaz ile BPA
degradasyonunun 25 °C’ye gore daha hizli oldugunu, ancak enzim aktivitesinin daha

hizli kayboldugunu gostermektedir.

4.3.4. Aktif Karbon ile Bisfenol-A’nin Enzimatik Biyorejenerasyonu

Enzimatik biyorejenerasyon deneylerinde 0,2 U/mL ve 1 U/mL lakkaz enzimi
aktivitelerinde yaklasik 200 mg/L konsantrasyonda BPA igeren pH’s1 fosfat tampon
ile yaklasik olarak 7°ye ayarlanmis ve sodyum asetat tampon ile pH’s1 yaklasik olarak
5’e sabitlenmis olan 2 farkli ¢oOzelti icerisinde biyorejenerasyon ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Calismalar ilk olarak 25°C sicaklik sartlarinda gerceklestirilmistir.
Elde edilen adsorpsiyon kapasiteleri ve enzimatik rejenerasyon sonrasinda post-
adsorpsiyon ile elde edilen adsorpsiyon kapasiteleri ve bunlardan hesaplanan
biyorejenerasyon verimleri Tablo 26°da 0,2 U/mL enzim aktivitesi dozu i¢in ve Tablo

27°de 1 U/mL enzim aktivitesi dozu i¢in verilmistir.
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Tablo 26. 0,2 U/mL Lakkaz Enzimiyle 200 mg/L BPA’nin 25°C’de enzimatik

biyorejenerasyon verimleri

Aktif pH On- Post- Biyorejenerasyon Desorpsiyon

Karbon adsorpsiyon adsorpsiyon Verimi verimi
(mg/g) (mg/g) (%) (%)

1g/L 7 89,11 157,32 176,5 9,0

PKDA

1g/L 7 174,92 156,88 89,7 46,6

CAgran

Desorpsiyon ¢alismalarinda abiyotik sartlarda maksimum total desorpsiyon verimi
kimyasal olarak aktive edilmis CAgran karbonunda % 45 civarinda iken (Bolim
4.3.2.), lakkaz enzimiyle bu verim % 90 civarlarina ¢ikarilmigtir. Ayrica
biyorejenerasyon igin sadece bir giinliikk temas siiresi yeterli olurken, s6z konusu %
45°1ik kiimiilatif abiyotik desorpsiyon Boliim 4.3.2°de tartisildigr gibi 74 basamakta,
yani 74 giinde gergeklesmistir. Bir giinde gerceklesen abiyotik desorpsiyon orani ise
% 3 civarindadir. Bu sonuglar BPA’ya doyurulmus CAgran aktif karbonunun lakkaz
enzimiyle, abiyotik sartlarda sadece suyla olabilecek maksimum toplam
desorpsiyonun (rejenerasyonun) en az 2 kati rejenerasyon saglayabildigini

gostermistir.

Termal olarak aktive edilmis PKDA aktif karbonunda ise biyorejenerasyon verimi ¢ok
daha yiiksek gerceklesmistir. Bolim 4.3.2.°de PKDA i¢in abiyotik sartlarda % 9
civarinda olan rejenerasyon kapasitesi lakkaz enzimiyle %100’lin ¢ok iizerine
yiikselmistir. %100’iin iizerindeki verimler aktif karbon iizerine tutulmus olan
enzimlerin  aktivitesinin, Bolim 4.3.3.’teki aktif karbonsuz degradasyon
deneylerindeki birkag saat siiren enzim aktivitesinden farkli olarak, ¢ok daha uzun
slirmesine ve post-adsorpsiyon siiresince de aktif karbon {izerine tutulmus enzimlerin
degradasyona devam etmesine ve bu nedenle hesaplanan biyorejenerasyon
verimlerinin ¢ok daha yiiksek olmasina baglanmistir. Aktif karbon tizerine tutulmus

enzimlerin aktivitesinin askidaki enzimlere goére ¢ok daha uzun siirdiigli baska
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caligmalarda da gorilmistiir (Nguyen vd., 2016). Calismamizda elde edilen bulgularla
aktif karbonun enzimatik biyorejenerasyonunun, abiyotik desorpsiyonunun ve
enzimatik degradasyonunun toplamindan sinerjik bir etkiyle daha fazla olabildigi
sOylenebilmektedir. Boylece, enzimatik biyorejenerasyonun uygulama olarak

enzimatik degradasyondan ¢ok daha verimli etkileri olacagi anlagilmaktadir.

Iki aktif karbon tipi arasindaki biyorejenerasyon verimi farkliliklari aktif karbon
tipinin Onemini gostermektedir. Fenolle yapilan biyorejenerasyon ¢alismasinda
(Bolim 4.1.4.) CAgran aktif karbonu daha yiiksek biyorejenerasyon verimleri
vermesine ragmen, BPA’yla yapilan bu ¢alismalarimizda tam tersi bir durum soz
konusu olmustur. Bu farkin en 6nemli sebebi bisfenol-A molekiiliiniin digerlerine gére
daha biiyiik olmas1 ve CAgranin da PKDA’ya gore mikropordan ¢ok mezopor agirlikl
olmasi olarak gortilebilir (Aktas ve Cegen, 2006). PKDA’da CAgran’a gore yliksek
biyorejenerasyon verimleri elde edilmesinin sebebi enzimsiz ortamda PKDA ‘da
CAgran’a gore daha az miktarda adsorpsiyonun ger¢eklesmis olmasidir. Tek halkali
fenolik bilesiklere gore yapisinda iki halka bulundurarak daha biiyiik yapili bir bilesik
olmast PKDA i¢in adsorpsiyonu zorlagtirmaktadir. AK’a immobilize olan enzimlerin
bulundugu bir ortamda ise daha kiiciik molekiiler yapili bilesiklere doniisen ve
oksidatif polimerizasyona katilan BPA, PKDA’da CAgran’la hemen hemen ayni
miktarda  adsorbe  olmaktadir. Bdylece 6n  adsorpsiyon  miktarlariyla
karsilagtirildiginda PKDA i¢in daha yiiksek biyorejenerasyon verimi elde edilmistir
(Bolum 4.3.4.). Biyorejenerasyon asamasinda enzimle 1 giinliik temas sonrasinda her
reaktor igerisinde su fazinda kalan BPA konsantrasyonu sadece 2 mg/L civarinda
Olciilmiistiir. Bu da gostermistir ki, dnceki degradasyon caligsmalarindan da tahmin
edilebilecegi gibi, desorbe olan BPA askidaki lakkaz enzimleri tarafindan 24 saat

igerisinde biiyiik oranda giderilmektedir.

Enzim dozunu artirmanin biyorejenerasyon verimlerini nasil etkileyecegini gormek
amaciyla 1 U/mL lakkaz aktivitesinde de biyorejenerasyon ¢aligmalar tekrarlanmistir.
Tablo 27°de goriildiigi gibi enzim dozunun artirilmasi biyorejenerasyon verimlerini
artirmamugstir. Boliim 4.3.3.°te enzimatik degradasyon ¢alismalarinda enzim dozunun

artirtlmasiyla enzimatik degradasyonun arttig1 goriilmiistiir. Ancak bu artis enzimatik
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biyorejenrasyonda goriilmemistir. Yani enzimatik biyorejenerasyon ig¢in 0,2 U/mL
enzim aktivitesi dozu yeterli olmustur. Bu aktif karbon {izerine immobilize edilen
enzimlerin askidaki enzimlere gore daha uzun siire aktif kalmasi ve daha fazla BPA’y1
okside edebildigini gostermektedir. Bu nedenle enzimatik degradasyona kiyasla

enzimatik biyorejenerasyon ¢ok daha diisiik enzim ilavesiyle saglanabilmektedir.

Tablo 27. 1 U/mL Enzim Aktivitesi Dozunda Lakkaz Enzimiyle 200 mg/L BPA’nin 25°C’de

enzimatik biyorejenerasyon verimleri

Aktif Karbon pH On-adsorpsiyon Post-adsorpsiyon  Biyorejenerasyon
kapasitesi (mg/g) kapasitesi (mg/g) Verimi (%)

1 g/L PKDA 7 92,19 159,08 172,55
1 g/L CAgran 7 178,22 168,10 94,32
1 g/L PKDA 5 106,71 86,58 81,13
1 g/L CAgran 5 174,26 137,08 78,66

Sicakligin enzimatik biyorejenerasyon lizerine etkisini gorebilmek i¢in 50 °C’de 1
U/mL enzim aktivitesi dozlarinda pH 7 ve pH 5’te biyorejenerasyon caligmalari
gerceklestirilmistir. Bu caligmalarda oncekilerden farkli olarak 100 mg/L. BPA 6n ve
post adsorpsiyonda kullanilmistir. Tablo 28’de goriildiigi gibi 50 °C’de
biyorejenerasyon verimleri 25 °C’ye gore azalmistir. Bunun nedeni olarak immobilize
olmus enzimlerin 50 °C’de aktivitesini 25 °C’ye gore ¢ok daha hizli kaybetmesi olarak
goriilmektedir. Benzer durum fenolle yaptigimiz ¢alismada da (Boliim 4.1.4.) tespit
edilmistir. Ozellikle PKDA’da bu azalmanmn daha belirgin olmasi, aktif karbon
tiirliniin enzim immobilizasyonunu da etkilemesi ihtimaline isaret etmektedir. PKDA
lizerinde enzim immobilizasyonunun daha yiiksek olmasi ve bu nedenle yiiksek
sicaklikta biyorejenerasyon verimlerinde azalmanin CAgrana gore daha yliksek

oldugu diistiniilmektedir.

Ayrica Tablo 28’de goriildiigii gibi PKDA biyorejenerasyonunun pH 5’te pH 7’ye gore
daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu fark CAgran icin s6z konusu degildir. Bu durum
buhar ile termal yolla aktive edilen PKDA’nin daha bazik yiizey fonksiyonel
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gruplarina sahip olmasina ve fosforik asitle aktive edilen CAgranin asidik yiizey
fonksiyonel gruplarina sahip olmasina baglanabilir (Aktas ve Cecen, 2006).

Tablo 28. 1 U/mL enzim aktivitesi dozunda lakkaz enzimiyle 100 mg/L BPA’nin 50°C’de

enzimatik biyorejenerasyon verimleri

Aktif pH On-adsorpsiyon Post-adsorpsiyon  Biyorejenerasyon
Karbon kapasitesi (mg/g) kapasitesi (mg/g) Verimi (%)

1 g/L PKDA 7 92,37 65,90 71,34

1 g/L CAgran 7 89,99 65,24 72,49

1 g/L PKDA 5 97,85 25,96 26,53

1 g/L CAgran 5 95,76 70,19 73,29

4.3.5. HPLC’de yapilan o6l¢iimlerin degerlendirilmesi

200 mg/L konsantrasyonlarinda dl¢iilen fenol, 2-NF ve BPA’da gosterilen piklerin
alanlar1 karsilagtinnldiginda 200 mg/LL BPA i¢in olusan pikin alaninin 0,0844
mAU*min oldugu ve digerlerine gore oldukca kiiciik bir deger oldugu goriilmektedir
(Tablo 29). Biyodegredasyon deneyleri sirasinda alinan numunelerde BPA giderimi
iyi oldugu icin konsantrasyonlar diismektedir. Bu sebeple diisiik konsantrasyonlara
sahip olan biyodegredasyon numunelerinin 6l¢iimii saglanamamaistir. Ayrica yan {iriin

olusumunun gézlenebilecegi bagka bir pik de elde edilmemistir.

Tablo 29. Fenolik bilesiklerin HPLC 6l¢iimlerinde elde edilen piklerinin karsilagtiriimast

Konsantrasyon Area Dakika

(mg/L) (mAU*min)
Fenol 200 68,9526 19.077
2-NF 200 186,242 20.317
BPA 200 0,0844 19.370
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda elde edilen sonuglar Trametes Versicolor mantarinda elde edilen, hiicre
dis1 enzim olan lakkazin aktif karbonun biyorejenerasyonunu hangi mekanizmalarla
ve ne Olglide gergeklestirebildigini gostermekte ve bilimsel literatiirdeki dnemli bir
eksikligi tamamlamaktadir. Hiicre dis1 enzimatik biyorejenerasyon literatiirde ilk defa
saflastirilmis enzim kullanilarak gosterilmistir. Enzimatik biyorejenerasyonda fenolik
bilesigin tiiriiniin yan1 sira kullanilan aktif karbonun da ¢ok biiyiikk 6nem tasidig1 tespit
edilmistir. Lakkaz enzimiyle fenol, 2-NF ve BPA nin degredasyonu ve iki aktif karbon

icin de biyorejenerasyonlari biiyilik oranda gerceklesmistir.

Fenol ve 2-NF i¢in adsorpsiyon kapasitesi PKDA’da daha fazla, BPA i¢in ise
CAgran’da daha fazla bulunmustur. Desorpsiyon miktarlari ise tiim bilesikler i¢in
CAgran’da daha fazla olmaktadir. Biyorejenerasyon verimleri fenol i¢in CAgran’da,
2-NF ve BPA i¢in ise PKDA’da daha fazla bulunmustur. Iki aktif karbon tipi arasinda

goriilen farkliliklar aktif karbon tipinin 6nemini gostermektedir.

Fenol ic¢in abiyotik sartlarda maksimum toplam desorpsiyon verimi, adsorpsiyon
kapasitesi en yliksek olan termal olarak aktive edilmis PKDA karbonunda % 10
civarinda iken lakkaz enzimiyle bu verim % 40 civarlarina ¢ikarilmistir. CAgran aktif
karbonunda ise biyorejenerasyon verimi ¢ok daha yiiksek ger¢eklesmistir. CAgran igin
abiyotik sartlarda % 26 civarinda olan desorpsiyon kapasitesi lakkaz enzimiyle % 80-
100’e kadar yiikselmistir.

2-NF i¢in abiyotik sartlarda maksimum toplam desorpsiyon verimi, adsorpsiyon
kapasitesi yiiksek olan termal olarak aktive edilmig PKDA karbonunda % 7 civarinda
iken lakkaz enzimiyle bu verim yaklasik 12 kat daha fazla olarak % 86 civarlarina

cikarilmistir. CAgran i¢in abiyotik sartlarda % 42 civarinda olan desorpsiyon
106



kapasitesi lakkaz enzimiyle %66’ya kadar yiikselmistir. Yiiksek adsorpsiyon ve
yiilksek biyorejenerasyon verimine sahip olmasi agisindan 2-NF giderimi ig¢in
yapilacak ¢alismalarda termal olarak aktive edilmis karbonlarin kullanimi daha uygun

bulunmaktadir.

Fenol ve 2-NF icin desorpsiyon verimleri 25 °C’de pH 7 sartlarinda PKDA karbonunda
yaklasik olarak birbirine yakindir. PKDA’da fenoliin desorpsiyon verimi % 10,36 iken
2-NF’nin desorpsiyon verimi % 7,6 dir. CAgran’da ise fenol i¢in desorpsiyon verimi
% 26,45 iken 2-NF i¢in desorpsiyon verimi % 42,9’dur. Her iki bilesik i¢in de
PKDA’nin desorpsiyonu CAgran’dan daha az oranda gerceklesmektedir. Bunun
sebebi termal olarak aktive edilmis karbonlarin yiiksek oranda tersinir olmayan
adsorpsiyona sahip olmasidir. Termal aktivasyon oksijen olmadan ger¢eklestirildigi
icin reaktif bir yiizeye yol acar ve kimyasal adsorplanma gercekleserek tersinir
olmayan kuvvetli baglar olusur. Kimyasal aktivasyonda ise aktif karbon tamamen
oksitlenmis aktif bolgeleri olan bir yiizeye sahip oldugundan oksijen ile etkilesimi
yiizeyi etkilememektedir ve fiziksel adsorpsiyon gergekleserek daha fazla tersinir olan

zayif baglar olusmaktadir (Aktas, 2006) (Bolim 2.1.4.).

Fenol ve 2-NF i¢in biyorejenerasyon verimleri karsilastirildiginda 50 °C’de pH 7
sartlarinda fenoliin biyorejenerasyon verimi CAgran’da % 46,01 iken PKDA ‘da %
30,19°dur ve 2-NF’nin biyorejenerasyon verimi PKDA’da % 86,17 iken CAgran’da
% 66,18°dir. Biyorejenerasyon fenol icin CAgran’da daha yiiksek oranda
gerceklesmisken 2-NF i¢cin PKDA’da daha fazla gergeklesmistir. Bunun sebebi
fenollerin  oksijene duyarli termal aktif karbonlarin ylizeyinde oksidatif
polimerizasyona katilmasi ve 2-NF’nin oksidatif polimerizasyon reaksiyonlarina
katilmiyor olmasidir. Nitrofenoller haricindeki fenolik bilesiklerin oksidatif
baglanmasinin, adsorpsiyonun tersinirligini azalttigi bilinmektedir (Vicid vd. 1993).
Boylece 2-NF’ler termal olarak aktiflestirilmis karbonun yilizeyinden daha fazla
biyorejenere olabilmektedirler.

BPA i¢in ise abiyotik sartlarda maksimum toplam desorpsiyon verimi kimyasal olarak

aktive edilmis CAgran karbonunda % 45 civarinda iken, lakkaz enzimiyle bu verim %
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90 civarlarina ¢ikarilmigtir. Termal olarak aktive edilmis PKDA aktif karbonunda ise
abiyotik sartlarda % 9 civarinda olan rejenerasyon kapasitesi lakkaz enzimiyle

%100’1n bile tizerine yiikselmistir.

Fenol gibi tek halkali fenolik bilesiklerde (2-klorofenol, 2-nitrofenol) termal aktif
karbonlarda adsorpsiyon miktar1 yiiksek olmaktadir (Aktas,2006). Termal olarak
aktive edilmis karbonlarda kimyasal adsorpsiyon mekanizmasi baskin oldugundan
fenol ic¢in olusturdugu kovalent baglardan dolayr desorpsiyon miktar1 diisiik
olmaktadir (Aktas, 2006). Bu sebeple fenol i¢in CAgran’da desorpsiyon ve
biyorejenerasyon verimleri daha yiliksek olmaktadir. Fenol i¢in bunu destekleyen
sonuclar elde edilmistir (Boliim 4.1.4.). Desorpsiyon verimlerine bakildiginda 2-NF
ve BPA i¢in de PKDA karbonunun daha az desorbe oldugu goriilerek fenol sonuglarina
benzer sonuglar elde edilmistir (Bolim 4.1.2 - 4.2.2.). Fakat BPA i¢in yapilan
calismalarda 2-NF’e benzer olarak PKDA i¢in biyorejenerasyon verimi daha yiiksek
olmaktadir. BPA i¢in bu farkliligin sebebi bisfenol-A molekiiliiniin yapisinda iki
benzen halkas1 bulunmasiyla digerlerine gore daha biiyiik olmasi ve CAgranin da
PKDA’ya gore mikropordan ¢ok mezopor agirlikli olmasidir. Boylelikle CAgran’da
daha fazla adsorpsiyon olusmaktadir (Aktas ve Cegen, 2006) (Bolim 4.3.1.).
PKDA’da CAgran’a gore yliksek biyorejenerasyon verimleri elde edilmesinin sebebi
enzimsiz ortamda PKDA ‘da CAgran’a gore daha az miktarda adsorpsiyonun
gerceklesmis olmasidir. AK’a immobilize olan enzimlerin bulundugu bir ortamda ise
degrede olarak daha kiiclik molekiiler yapili bilesiklere ayrilan ve oksidatif
polimerizasyona katilan BPA, PKDA’da CAgran’la hemen hemen ayni miktarda
adsorbe olmaktadir. Bdylece 6n adsorpsiyon miktarlartyla karsilastirildiginda PKDA

icin daha yiiksek biyorejenerasyon verimi elde edilmistir (Bolim 4.3.4.).

Fenol, 2-NF ve BPA igin yiiksek miktarda goriilen ve bazi durumlarda %100’ i dahi
asan biyorejenerasyon verimleri, aktif karbon ylizeyine baglanan enzimlerin
aktivitesini bir slire daha devam ettirdigini ve post-adsorpsiyon esnasinda enzimatik
degredasyona neden olarak On-adsorpsiyondan daha yiiksek oranda fenoliin
gideriminin saglandigim1 gostermektedir (Nguyen vd., 2016). Biyorejenerasyon

calismalarinda enzimle 1 giinliik temas sonrasinda her reaktor icerisinde su fazinda
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kalan fenol ve BPA i¢in konsantrasyon sadece 3 — 5 mg/L degerlerinde 6l¢tilmiistiir.
2-NF iginse 10 — 20 mg/L degerlerinde olgiilmiistiir. 24 saatlik biyorejenerasyon
stiresinde desorbe olan fenolik bilesik askidaki lakkaz enzimleri tarafindan biiyiik

oranda degrede edilebilmistir.

Sonug olarak, Fenol, 2-NF ve BPA i¢in her iki AK’un biyorejenerasyon verimleri
abiyotik toplam desorpsiyon verimlerine gore her durumda ¢ok daha yiiksek
bulunmustur. Bu da hiicre dis1 enzimlerin aktif karbonun biyorejenerasyonunda aktif
rol aldigin1 gostermistir. Fenol, 2-NF ve BPA igin sicaklik, pH, aktif karbon tiirii ve
enzim miktarinin biyorejenerasyon iizerinde etkilerinin olabildigi tespit edilmistir ve
bu sartlarin maksimum biyorejenerasyonu verecek sekilde optimize edilmesinin
miimkiin ve gerekli oldugu anlasiimistir. Ozellikle biyorejenerasyon galismalarimizda
kullanilabilecek enzim dozunun, aktif karbon tizerine enzim immobilizasyonunun
enzim aktivite siiresini uzatmasi nedeniyle, enzimatik degradasyon i¢in gerekenden
daha diisiik olabileceginin tespit edilmesi Onemli bir bulgudur. Maksimum
biyorejenerasyon igin yeterli olabilecek minimum enzim dozlarinin gelecekte

yapilacak ¢alismalarda tespit edilmesi faydali olacaktir.

Hedef bilesiklerin tigiinlin bir arada uygulandig1 caligmalar yapilarak AK’un ve
lakkazin giderim potansiyelini izlemek siirekli sistemlerde, pilot 6l¢ekli ve tam Slgekli
caligmalarda yol gosterici olacaktir. Aym1 zamanda bu bilesiklerin diger fenolik
bilesiklerle kombinasyonu veya lakkaz enziminin trametes versicolor mantar1 veya
diger mantarlarin iirettigi enzimlerle kombinasyonu seklinde g¢alismalar yapilarak
uygun enzimlerin tespiti ve birlikte etkileri izlenebilir. Bdyle ¢alismalarda HPLC, Iyon
Kromatografi, GC-MS, LC-MS/MS gibi uygun analiz cihazlarinin kullanilmasi
olusabilecek yan, ara ve nihai {iriinlerin tespit edilmesi agisindan onemli olacaktir.
Calismanin, enzimlerin biyolojik aktif karbon sistemleri i¢erisinde membranlar ile
zenginlestirilmesi veya aktif karbon aritma sistemlerine saflagtirilmis enzim ilavesiyle
doymus aktif karbonun biyorejenere edilmesi konularinda ¢aligmalara kaynaklik
etmesi beklenmektedir. Ozellikle lakkazin farkli aktif karbonlar {izerine
immobilizasyonu ve immobilizasyona bagli olarak biyorejenerasyonun maksimize

edilmesi konularinda ¢aligmalar yapilmasi 6nerilebilir.
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