BiYOTEKNOLOJIK OLARAK
FENOLIKLERIN GiDERIMi

Giiner SAKA

Yiiksek Lisans Tezi

Kimya Anabilim Dah
Aralik 2007



JURI VE ENSTITU ONAYI

Giiner SAKA’nin “Biyoteknolojik Olarak Fenoliklerin Giderimi”
baslikli Kimya Anabilim Dalindaki, Yiiksek Lisans tezi 19.11.2007 tarihinde,
asagidaki jiiri tarafindan Anadolu Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve

Sinav Yonetmeliginin ilgili maddeleri uyarinca degerlendirilerek kabul edilmistir.

Adi1-Soyadi Imza
Uye (Tez Damismani) : Doc. Dr. ARZUERSOZ  ...cueeueeee
Uye : Prof. Dr. RIDVAN SAY  ...ccevuneeee.
Uye : Yard. Doc. Dr. LUTFI GENC  ..............

Anadolu Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi Yonetim Kurulu’nun
............. tarih ve ..........sayih karariyla onaylanmistir.

Enstitii Midiiri



OZET

Yiiksek Lisans Tezi
BIYOTEKNOLOJIK OLARAK FENOLIKLERIN GiDERIMi
Giiner SAKA

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damsman: Doc. Dr. Arzu ERSOZ
2007, 72 sayfa

Bu ¢alismada, simektit (S), kuartamin modifiye organosimektit (QS) ve
polistiren modifiye organosimektit (PS/QS) kullanarak atik sulardan biitillenmis
hidroksi anisol (BHA), 4-aminofenol (AF), 4-aminotiyofenol (ATF), 4-
merkaptofenol (MF) ve pentaklorofenol (PKF) fenoliklerinin enzim temelli
polimerizasyonla giderimlerine pH, zaman, horseradish (yaban turbu) peroksidaz
(HRP) miktar1 gibi parametrelerin etkileri ortaya konulmustur. Bu amagla,
fenoliklerin sulu c¢ozeltilerinden HRP enzimi varliginda polimerlestirilmeleri
yoluyla giderimleri, sulu c¢ozeltilerde azalan BHA, AF, ATF, MF ve PKF
derisimleri ortaya konularak belirlenmistir. Ayrica model fenolik olarak segilen
ATF i¢in FTIR, *C CP/MAS NMR ve MALDI-TOF-MS ile karakterizasyon

islemleri gerceklestirilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Fenolik, Organo kil Nanokompozit, Atiksu, Horseradish

Peroksidaz



ABSTRACT

Master of Science Thesis
BIOTECHNOLOGICAL REMOVAL OF PHENOLICS
Giiner SAKA

Anadolu University
Graduate School of Sciences
Chemistry Program

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Arzu ERSOZ
2007, 72 pages

In this study, It has been exhibited the effects of parameters such as pH,
time, the amount of horseradish (HRP) peroxidase on the enzyme based
polymerization for the removal of Butylated Hyroxyanisole (BHA), 4-
Aminophenol, 4-Aminothiophenol, 4-Mercaptophenol and Pentachlorophenol
phenolics from wastewater using Smectite (S), Quartamine modified
Organosmectite (QS) and Polystirene Modified Organosmectite (PS/QS). For this
purpose, the removal of polymerized phenolics from aqueous solutions in the
presence of HRP enzyme has been investigated considering the decreased amount
of BHA, AF, ATF, MF and PKF in aqueous solutions. In addition, FTIR, B
CP/MAS NMR and MALDI-TOF-MS characterization studies have been done
for the model phenolic ATF.

Keywords: Phenolic, Organo-clay Nanocomposite, Wastewater, Horseradish
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1. GIRIS

Suyun, hastalik yapici mikroorganizmalardan, toksik maddelerden,
organik maddelerin ve minerallerin asir1 miktarlarindan yoksun olmas1 istenir.
Ayrica koku, tat ve renk agisindan da uygun olmalidir. Kimyasal maddelerin pek
¢ogu, icme suyu kaynaklarinda belirli derisimlerin iizerinde bulunurlarsa saglik
agisindan tehlike olusturabilirler. Sudan kirlilik verici maddelerin uzaklastirilmasi
problemi 6nemlidir ve hizli1 sanayilesme sonucunda su kaynaklarinin endiistriyel
atiklarla her gecen giin artarak kirlenmesi nedeniyle daha da oOnemli hale
gelmektedir. Endiistriyel atiklar arasinda 6zel bir yeri olan toksik 6zelliklere sahip
fenoliklerin ¢evre sularinda bulunmasi bircok yasam tiirli i¢in Onemli tehlike
olusturmaktadir. Sularda bulunan organik kirleticiler biyolojik bozunmaya
ugrarlar. Fenol ve fenol bilesiklerinin plastik, boya, ilag, antioksidan, kagit ve
petrokimya sanayinde ¢ok kullanilmasi, bu bilesiklerin sulu ortamda bulunmasina
neden olmaktadir. Bu bilesiklerin ¢ok az miktarinin bile su ve baliklarin koku ve
tatlarin1 etkilemeleri ve toksisiteleri nedeni ile tayinleri ve uzaklastirilmalar
oldukga biiyiik 6nem tasimaktadir.

Fenoliklerle kirlenmis atiklar i¢in 1iyilestirici prosesler kimyasal
coktiirme, membran filtrasyonu, iyon degisimi, karbon adsorpsiyonu ve birlikte
cokme adsorpsiyonu olarak verilebilir. Biiyiik miktarlarda kullanilabilir dogal
maddeler, endiistriyel ve zirai operasyonlardan belli atik {iriinler potansiyel ucuz
sorbentler olabilirler. Bunlar diisiik maliyetlerine ragmen kullanildiktan sonra
pahali rejenerasyon islemleri gerektirirler. Maliyet, sorbent maddeleri
karsilagtirirken onemli bir parametredir. Buna karsin, maliyet bilgileri nadiren
belirtilir ve bireysel sorbentlerin fiyatt uygulanmasi gereken proseslerin
derecesine ve yerel kullanilabilirligine bagli olarak degisir. Genel olarak bir
sorbent ¢cok az islem gerektiriyorsa, dogal olarak bolsa, yan iiriin veya atik olarak
baska bir endiistriden elde ediliyorsa diisiik maliyetli olarak tanimlanabilir.

Kuzey Anadolu killeri agirlikli olarak simektit grubu minerallerinden
olusmaktadir. Simektit anyon ve katyonlari adsorplama ve onlar1 degistirilebilir
halde tutma o6zelligine sahiptir. Simektit mineralleri bir sulu ¢dzelti i¢inde benzer

tiirdeki iyonlarla muamele edildiklerinde bu iyonlar diger anyon ve katyonlar i¢in



degistirilebilirdirler. Degisim reaksiyonu stokiyometriktir ve bu yiizden basit
tutunmadan farklidir. Bu degistirilebilir iyonlar silika-aliimina kil mineral yap1
birimlerinin dis ¢evresinde tutunurlar ve degisim reaksiyonu genellikle silika-
alimina paket yapisini etkilemez. Dogal olarak olusmus bazi kil mineralleri
fenoliklerin uzaklastirilmast i¢in maliyeti diisiik, ise yarar sorbentler olarak
kullanilabilir. Kil minerallerinin adsorpsiyon kapasitesi genellikle sentetik
sorbentlerden daha diisiikk oldugundan adsorpsiyon kapasitelerini arttirmak
gereklidir ve inorganik ile organik bilesikler, asitler ve bazlarla muamele edilerek
modifiye edilebilirler. Organo killer ve son zamanlarda 6zellikle polimer kil
nanokompozitleri, yerylizii suyundaki organik kirlilik adsorbanlari, kaplama ve
boya gibi birgok uygulamalarda dikkat c¢ekmektedir. Kilin inorganik
nanokatmanlarina yerlestirilebilen fonksiyonel gruplar ve monomerler sayesinde
kompozitlere dayali primer fonksiyonel materyallerin yeni bir simifi
olusturulabilir.

Nanokompozitler monomerlerin organik molekiillerle modifiye edilmis
kil nanokatmanlarinda ve dogrudan ¢ozeltiden ilave edilerek polimerizasyonu ile
elde edilirler. Bu malzemeler yeni katalizler, yeni algilama materyalleri ve
gelismis ayirma ortamlarinin  tasariminda  gergeklestirilebilecek potansiyel
uygulamalar i¢in faydali ve yeni bir teknolojik malzeme sinifini olusturmuslardar.

Diger yandan enzimatik polimerizasyonda, Horseradish Peroksidaz
(HRP) hidrojen peroksitle fenoliklerin oksidasyonunu katalizler ve fenoksi
radikalleri olusur. Bu radikaller daha biiyiik oligomerler i¢in birlesirler ki bunlar
suda ¢oziinmez ve filtrasyon ya da ¢okme ile kolaylikla ayrilabilir.

Bu tezde, simektit (S), kuartamin modifiye organosimektit (QS) ve
polistiren modifiye organosimektit (PS/QS) kullanarak sulu ¢o6zeltilerden
biitillenmis hidroksi anisol (BHA), 4-aminofenol (AF), 4-aminotiyofenol (ATF),
4-merkaptofenol (MF) ve pentaklorofenol (PKF) fenoliklerinin enzim temelli
polimerizasyonla giderimlerine pH, zaman, horseradish (yaban turbu) peroksidaz
(HRP) miktar1 gibi parametrelerin etkileri ortaya konulmustur. Bu amagcla,
fenoliklerin sulu ¢ozeltilerinden HRP enzimi varliginda polimerlestirilmeleri

yoluyla giderimleri, sulu cozeltilerde azalan BHA, AF, ATF, MF ve PKF



derisimleri ortaya konularak belirlenmistir. Ayrica model fenolik olarak segilen

ATEF ile karakterizasyon iglemleri gerceklestirilmistir.

1.1. Fenolikler

Benzen hidrojenlerinden biri veya birkag1 yerine hidroksil (-OH)
gruplarmin girmesiyle tiireyen bilesiklere fenoller denir. Karbolik asit veya
hidroksi benzen de denilen fenoller, ¢ok yonlii organik bilesiklerdir. Benzen
molekiiliinden bir hidrojen ¢ikarilmasiyla geriye kalan koke (C¢Hs-) alkil ismine
izafeten "Fenil" ismi verilir. Fenil kokii, alkil kokiiniin tersine asitlestirici gruptur.
Girdigi molekiiliin  esitlik  6zelligini  artirirlar.  Bu  bakimdan fenollerin
biinyelerinde hidroksil gruplari bulunmasina ragmen, esitlik 6zelligi gosterirler.

Basit fenoller maden komiirii katranindan elde edilirse de bugiin ucuz
olarak benzenden sentez edilmektedir. Fenollerin degerligi molekiillerindeki
hidroksil sayisina baghdir. Bir hidroksil varsa 1, iki hidroksil varsa 2 degerlidir.
Fenollerin en basiti Fenik asit (C¢HsOH) dir. Ismine sadece "fenol" de denir. Siv1
ve buhar halinde iken 6zel kokuya sahip zehirli bir maddedir. Dezenfektan olarak
kullanilir.

Fenollerin sudaki eriyikleri, demir (3) kloriir eriyigi ile mavi renk
meydana getirir. Fenoliin sudaki eriyigine brom suyu damlatilirsa (2, 4, 6) tribrom
fenolden ibaret renksiz, kristal yapili bir ¢cokelek meydana gelir. Bu ayirim fenol
i¢in hassastir.

Fenoller aromatik bilesikler arasinda en 6nemlisi olarak bilinir. Baslica 3
tipte bulunabilirler.

Monohidroksifenoller: Aromatik bilesikler arasinda en Onemli
organikler olarak bilinirler. Bu madde igerdigi hidroksil nedeniyle ilk bakista
alkol izlenimi verse de suda ¢ok smirh olan (Ke=1,2.10"'%) hidrolizi sirasinda az
miktarda H" ve fenil kokiine ayrisir ve bu nedenle zayif bir asit gibi davranr.
Derisik ¢ozeltilerde bakteriler igin siddetli zehir oldugundan, eskiden bdcek
oldiirticii ve dezenfektan maddelerin 6ldiiriicii giicii fenole kiyasla verilmekteydi.

Kresoller: Fenollerin diger homolog serisi kresollerdir. Komiir

katraninda bulunurlar ve bocek olduriciu Ozellikleri vardir. Kresollerin 3 tiiri



mevcuttur; ortokresoller, metakresoller ve parakresoller. Bazi kresollerin karigimi
olan lizol, dezenfeksiyon maddesi olarak satilir. Bu 6ldiirtici etki nedeniyle kresol
iceren sanayi sularinin biyolojik yontemlerle aritilmasi giic olup, 250 mg/L’ye
kadar zehirli etkisi yoktur.

Polihidroksifenoller: Dihidroksifenollerin 3 izomer sekli vardir. Hepsin
de fenole alistirilmis aktif camur tesislerinde kolaylikla okside edildikleri
gosterilmistir.  Trihidroksifenollere ~ 6rnek  olarak  Pirogallol  (1,2,3,

trihidroksibenzen) verilebilir (Anonim, 2006).

1.1.1. Fenoliklerin saghga etkileri

Dogal ve antropojenik bilesiklerin biyolojik 6zelliklerinin dnemi, giinliik
yasamda insanlarin maruz kaldigi etmenlerin olas1 saglik riskleri ve faydal
etkilerine baghdir. Biitiin bitkilerde bulunan, gida katki maddesi olarak ve
miligram mertebesinde yemeklerde kullanilan fenolik bilesikler bu goriis
acisindan dolayr karmasik bir sistemdir. Diger taraftan fenoller test sistemlerinin
biiylik bir kisminda DNA ¢ift sarmal bozunmasi, DNA bilesenleri, mutasyon ve
kromozom hatalarina sebep olur. Baska bir deyisle bunlar in vivo oldugu gibi in
vitro calismalarda kansere yol agan bilesiklerin genotoksik aktivitesini baskilar.
Beslenmeyle ilgili fenollerin kanserojenik caligmalarindan veya tam tersi
antikanserojenik potansiyellerinden dolay1 ¢ift islevleri vardir. Bazi fenoller
prekanserdz doku yapisi degisikliklerini, papillom ve kanser veya yardimci kanser
yapict olarak hareket etmelerini tesvik ederler. Ancak baslama ve yiikselme
sathalarinda karsinogenezin gii¢lii inhibitorleri gibi diger tiirleri de vardir
(Rappoport, 2003).

Tirk igme suyu standartlarinda suda bulunabilecek fenol miktarinin
maksimum degeri 0,002 mg/L olarak verilmistir (Anonim, 2006). Fenoller
protoplazmik zehir olduklarindan tiim canli hiicre tiirlerine zarar verirler.
Fenollerin 6ldiiriicii dozlar1 deri tarafindan adsorplanabilir. Fenol varligi suda tat
ve koku olarak anlasilabilir (0,01-0,1 mg/L). Fenol i¢eren sularin i¢ilmesi siddetli
bobrek bozukluklarina, agir sarsintilara ve hatta dliimlere neden olabilir. Klor

iceren fenollerin zehirleyici etkisi ise izomere bagli olarak degisim gosterir.



Klorlu fenollerin ¢ogu deride ve gozde oldukca yipratict 6zellige sahiptir ve
zehirleyici miktarlar1 deriden adsorplanabilir (Yener, J. ve Aksu Z., 1999).

Fenol ve bagli (substituted) fenoller ¢evre kirlenmesi agisindan énemli
yer tutmaktadir. Bu kimyasallar plastikler, boyalar, ila¢ ve antioksidan iiretimi,
kagit ve kagit hamuru gibi bir ¢ok endiistriyel siirecin bir bileseni olarak karsimiza
cikmaktadir. Pek ¢ok fenol bilesigi biyolojik sistemler iizerinde zehirli ve tehlikeli
etkiye sahip olup sular vasitasiyla besin zincirine girmektedir. Fenollerin 1
ppb’den diisiik seviyeleri bile suyun tat ve koku 6zelliklerini degistirebilmektedir.
Endiistriyel atiklarin yiizey sularina karigmasi ile tabiatta dogal fenol
polimerlerinin biyolojik par¢alanma dengesi de olumsuz yonde etkilenmektedir.
Bu anlamda daha cok ciftlik atiklari1 igerisinde bulunan humik asit, tannin ve
lignin gibi dogal fenol polimeri yapilara ek olarak cesitli pestisitlerden
organofosforlu insektisitler, klorlu fenoksi asitlerin parcalanma iiriinleri olarak
klorlu ve nitrolu bilesikler sulara karismaktadir. Fenolik bilesiklerin canli tiirler
icin ne kadar zararli olduklar1 gayet iyi bilinmektedir. Fenoller dogal membran
yapisina kolaylikla niifuz ederek genotoksik, mutajenik ve hepatoksik etkiler
gostermekte, respirasyon ve fotosentezin kataliz mekanizmasini olumsuz yonde
etkilemektedir. Tiim bu nedenlerle fenollerin ¢evre acisindan bulunduklar
ortamda miktarlarinin ve yerine gore tiriiniin belirlenmesi biiyiikk ©nem
tagimaktadir. Fenollerin kantitatif analizi i¢in kullanilan baglica standart metotlar;
yiksek performans sivi kromatografi (HPLC), elektrokimyasal kapiler
elektroforez (CE), kagit -elektroforezi, ince tabaka kromatografisi, gaz
kromatografisi (GC), gaz kromatografisi kiitle spektrometri metodu (GC-MS), UV
Ol¢timlii ince tabaka kromatografisi ve mikrodalga indiiklenmis plazma emisyon
spektroskopi (MIP-ES) teknikleridir.

Fenoliin geri kazanimi gerek sularin aritimi gerekse endiistrinin ¢esitli
kollarinda kullanilan bir madde olarak, iiretim ekonomisine yeniden
kazandirilmasin1 saglamakla birlikte olduk¢a pahali bir islemdir. Yalnizca fenol
artiminin Onerildigi durumlarda biyolojik yontemler kullanilir. Biyolojik aritma;
biyofiltreler, aktif camur yontemi, uzun havalandirmali aktif camur sistemleri ve

dogal sulama yataklar1 seklinde farkli yontemlerle uygulanabilmektedir.



1.1.2. Fenollii atiksularin kaynaklari

Fenollii atiksularin olugmasina yol agan endiistriyel faaliyetler arasinda,
yag rafinerileri, kimyasal tesisler, patlayici ireticileri, recine iiretimi ve kok
firinlar1 6nemli yer tutmaktadir. Fenol igeren atiksularin diger kaynaklari arasinda
orlon iiretimi, kagit iiretim tesislerinde kostik havali temizleyiciler, azot isleme,
tekstil fabrikalari, fiberglas iiretimi, dokiimhaneler ve kullanilmis kaucuklarin geri
kazanildig1 tesisler gosterilebilir. igme ve besin endiistrisi sularinda fenoliin
bulunmasi suyun tadini bozar. Fenol igeren su klorlandiginda zehirli poliklorlu
fenoller olusur. Cevre Koruma Kanunu (EPA) yiizey sularinin 1 ppb’den az fenol
icerebilecegini belirtmektedir. Karbonizasyon prosesi sirasinda suya onemli
miktarda fenol karigsmaktadir. Demir celik fabrikalari, kok ve havagazi iiretim

tesisleri karbonizasyon prosesi ile igletilmektedir.

1.1.3. Fenol giderme yontemleri

Fenollii atiksularin aritilmasi igin ¢esitli aritma teknolojileri vardir ve
¢ogu zaman bu metotlarin uygulanmasi birbiri i¢ine girmektedir. Hem
fizikokimyasal hem de biyolojik aritim yontemleri endiistriyel 6lgekli tesislerde
basariyla uygulanmakta ve olduk¢a iyi aritim verimlerinin elde edildigi
bildirilmektedir. ~ Biyolojik  aritim,  ¢dziinmiis  organik ~ maddelerin
mikroorganizmalar tarafindan pargalanarak giderilmesi islemidir. Birgok bakteri
ve mantar aromatik bilesikleri karbon ve enerji kaynagi olarak kullanmaktadir.
Yeterli bir biyolojik aritim verimi elde edilebilmesinin temel kosulu, toksik
madde konsantrasyonunu belirli bir seviyede tutmaktir. Tesislerdeki en onemli
isletme problemlerinden biri buradan kaynaklanir. Toksik madde limit degerleri
tesisin toplam organik madde igerigine ve isletme verimine baglidir. Yapay
biyolojik aritma yontemleri i¢in 150—160 mg/L’lik bir fenol konsantrasyonu limit
olarak verilmektedir. Dogal biyolojik aritma (sulama ve filtre yataklari) i¢in limit
125-500 mg/L fenoldiir. Bununla birlikte iyi bir aritma veriminin elde

edilebilmesi i¢in katran ve yaglarin tamamen, azotlu bilesiklerin ise kismen



giderilmesi gerekir. Gerek yag gerekse bazi azot bilesikleri mikroorganizmalarin
gelisimi agisindan olumsuz etki yaratabilirler.

Kok ve havagaz1 fabrikalarindan kaynaklanan fenollii atiksularin
arttiminda iki kademeli damlatmali filtreler kullanilir. Filtre yatag: yiiksek firin
clirufu veya granit micir1 ile doldurulur. Birinci filtre yatagina gelen maksimum
fenol yiikii 800 mg/L’yi agmamalidir.

Fenollii atiksularin aritiminda aktif ¢camur yontemi de kullanilmaktadir.
Bunun i¢in fenollii atiksulara evsel atiksu ilavesi gereklidir. Fenol igeriginin
artmasia bagli olarak gerekli hava miktar1 ve havalandirma siiresi de artar.
Fenollii atiksularin yapay biyolojik aritiminda, organik madde konsantrasyonu,
pH ve baslangicta belirtilen aritma derecesi onemli faktorlerdir. Havalandirma
havuzlarina gelen fenol yiikii 600 mg/L’ye kadar yiikselmektedir. Fenollii
atiksularin aritimi icin biyolojik aritma sistemleri dizayn edilirken sadece fenol
degil Biyokimyasal Oksijen Ihtiyac1 (BOI) ve Kimyasal Oksijen Ihtiyaci (KOI)
degerleri de dikkate alinir. Biyolojik aritima verilebilecek maksimum fenol
konsantrasyonu tesisin tipine ve kapasitesine baghdir. Organik yiikleme,
damlatma filtrelerinde giinliik olarak 400-500 g BOI/m’, aktif camur tesislerinde
ise 1000-1200 g BOI/m’ degerlerini asmamalidir. Biyolojik ve biyokimyasal
fenol giderme yoOntemleri daha 6nce bahsedilen geri kazanim proseslerine gore
daha pahalidirlar. Kimyasal oksidasyon yontemlerine gore ise daha
ekonomiktirler. Yine de endiistriyel atiksularin aritiminda en az tercih edilen

yontemler olarak bilinirler (Anonim, 2006).

1.2. Killer

1.2.1. Sorbent olarak Kil mineralleri

Kil mineralleri kimyasal olarak sulu aliiminyum silikatlar seklinde
tanimlanirlar. Aliiminyuma ilave olarak killer 6zellikle magnezyum ve demir de
igerir. Bazilar1 ise hi¢ aliiminyum bulundurmaz. Killerin basit formiilleri
H4Al1,S1,09 (kaolin) ve HAISi,O9 (montmorillonit) seklinde yazilabilir. Ancak

bunlar pratik olarak minerallerin yapis1 hakkinda higbir sey ifade etmez. Killerin



basit formiilleri Si/Al oranindaki degisimi, su miktar1 degisimini ve genellikle
magnezyum, demir, kalsiyum ve alkali metallerin bagil miktarlarmi gosterir.
Bilesim ve ozellikler arasindaki bagimlilik kiigiiktiir. Cesitli elementleri benzer
oranda olan iki kil farkliliklar gosterebilirken diger taraftan ¢ok farkl
bilesimlerdeki killer carpict sekilde benzer 06zellik gosterebilirler. Yalnizca
kimyasal analizler killerin tanimlanmasinda yeterli olmadigindan yapisal inceleme
de gerekmektedir.

Karakteristik olarak kil mineralleri asir1 derecede ince tanelidir, bu
nedenle adi mikroskoplar kristal morfoloji caligsmalar1 i¢in yetersizdir. Killer
hakkinda modern bilgilerin ¢cogu XRD kameralar1 ve elektron mikroskoplari
yardimiyla elde edilmistir. Bu cihazlar ile kil yapisinin genel modelleri
yorumlanmakta, kimyasal bilesimdeki anormallikler agiklanmakta ve kil

minerallerinin siniflandirilmasi yapilmaktadir (Krauskopf, Bird, 1995).

1.2.1.1. Oktahedral ve tetrahedral tabakalar

Kil mineralleri (birkag istisna ile) mikalar gibi siirekli tabakali yapidaki

fillosilikatlardir.

(a) (b)

Sekil 1.1. (a) Bir tek oktahedral birim ve (b) oktahedral birimlerin Aliimina tabaka yapisi

o

=

(al) (b

Sekil 1.2. (a) Bir tek silika tetrahedron ve (b) silika tetrahedronlarinin tabaka yapisinin hekzagonal

ag seklinde diizenlenmesi



Killer iki tiir tabakadan olusan karakteristik bir yapiya sahiptirler. ilk
tabaka AI’", 0%, ve OH iyonlarindan ibarettir. Negatif iyonlar Al’" etrafinda
oktahedral olusturur, tiim yapimim valanslarmi ayarlamak i¢in bagil sayidaki O,
ve OH bitigik oktahedraller arasinda paylasilmistir. Boylece yapr iki boyutta
stireklidir (Sekil 1.1).

Bu model gibbsitin [Al,(OH)g] yapisi ile aynidir. Bu nedenle sik sik kilin
yapis1 “gibbsit tabakas1” veya “oktahedral tabaka” seklinde sdylenir. Ikinci tiir
tabaka Si*", 0% ve OH iyonlarindan olusmustur. Her bir Si*, oksijen iyonlarinin
olusturdugu bir tetrahedronun merkezindedir. Tetrahedron’un tiim yilizeyi ayni
yonde ve oksijenler onlarin bazilarinda hekzagonal halkalar1 olusturmak tizere
baghdir (Sekil 1.2).

Bu tabaka kil yapisinin “silika tabakas1” veya “tetrahedral tabakasi”dir.
Kompleks kil yapisi oktahedral ve tetrahedral tabakalarin birka¢ olasi
bilesiminden ibarettir. En basit bilesim kaolinitin katman yapisidir; bir tek
oktahedral tabaka bazi oksijen atomlarinin paylasimi ile bir tek tetrahedral
tabakaya baglanmustir. Iki katman sinirsiz olarak iki boyutta genisler ve bu
katmanlarin bir dizisi st tiste gelerek kil kristali olugsmustur (Krauskopf, Bird,

1995).
1.2.1.2. Kaolinit ve montmorillonit

Kaolinit i¢in geleneksel formiiliin, Al4Si4O10(OH)g, heniiz tartisilan
katman diizenlemesinin bir kisaltmasi oldugu aciktir. Montmorillonit i¢in
geleneksel formiil Aly(Si4010)2(OH),’diir, ancak daima adsorplanan suyun olmast
sebebiyle daha dogru bir formiil, Al4(Si4010)2(OH)4.nH,0 seklindedir.

Kil yapisinin birim katmanlar1 birbirinin {izerinde siralanmistir.
Siralanma geometrisindeki farkliliklar, farkli 6zellikte killeri ortaya ¢ikarmigtir.
Ornegin hidrotermal kil mineralleri dicket, nacrite ve kaolinit gibi ayni iki
katmanli yapiya sahiptir, fakat bir katmanin pozisyonu digerine gore farklidir.

Kil minerallerinin yapilarinda teorik olarak bircok izomorfik yer
degistirme olabilir, bunun nedeni goriiniiste koordinasyon sayilar1 4 ve 6 olan Si*"

ve AP’"iin diger iyonlarla yer degistirebilmeleridir. Bu diisiince montmorillonit



killerinde tam olarak dogru olmasima karsin kaolinitte bdyle degildir. Izomorfik
yer degistirmenin miktarindaki bu farklilik, iki yap1 tiiri arasindaki diger 6nemli
farkliliklardandir. Kaolinit daima yaklasik ideal formiilii Al4Si140,0(OH)s olan bir
bilesime sahiptir fakat montmorillonit asir1 yer degistirme sebebiyle asla
Aly(Si14010)2(OH)4 ideal formiiliine sahip degildir. Genel yer degistirme
montmorillonitin terahedral tabakalarindaki Si*" yerine Al’”iin gecmesidir ve yer
degistirme miktar1 yaklasik %15 ile sinirlidir. Oktahedral tabakalarda daha fazla
yer degistirme miimkiindiir ve herhangi bir yerde yer degistirme miktar1 ¢ok
kiiciikten %100’e kadar degisebilir. En genel yer degistirmeler Mg*" ve Fe’ ve
daha nadir olanlar Zn**, Ni*", Li" ve Cr’"diir. Montmorillonit i¢in idealden daha
gercekei bir formiil, (Al, Mg, Fe3+)4(Si, Al)sO20(OH)4.nH,0 olabilir.

Si*" yerine AP’" ve AI’" yerine Mg*~nin gegmesi montmorillonit
katmanlarinda bir pozitif yiik eksikligine neden olur. Bu eksiklik OH ile O*in yer
degistirmesiyle, oktahedral katmanlar i¢ine fazla katyonlarin girisiyle (A’
etrafinda ideal yapida mevcut pozisyonlarin yalmizca {iigte ikisi doludur) ve
bireysel katmanlarin yiizeyi lizerine katyonlarin adsorpsiyonuyla dengelenebilir.
Dengeleme ¢ogu zaman ikinci yol ile gerceklesir. Bu yiizden ¢ok sayida
adsorplanmis iyonun varligr montmorillonit killerinin sabit bir karakteristigidir.
Bu iyonlar kil yapisina zayif olarak tutunmuslardir ve digerleriyle hemen yer
degistirebilirler. Bu ylizden montmorillonit kili tipik olarak iyon degisimi igin

yiiksek bir kapasiteye sahiptir.

1.2.1.3. illit ve muskovit

Montmorillonit tarafindan ¢ok kuvvetli olarak tutulan iyonlardan biri de
potasyumdur. K, kil yapisinin katmanlar1 arasinda sikica tutunabilecek biiyiik bir
iyondur. Killerde bir pozitif yiikiin eksikligi nedeniyle tetrahedral tabakalarda
ozellikle K" sikica tutunur, bu sebeple bunun yalnizca bir kismi diger iyonlarla yer
degistirebilir. Bu killer ardil katmanlar ile K iyonlarin1 tuttuklarmdan
montmorillonit’ten farkli 6zelliklere sahiptir ve bunlara illit ismi verilmistir.
(Avrupa literatiirinde sik¢a kullanilan “hydromica” terimi pratik olarak es

anlamlidir). 1lit yapis1 muskovit’e gecistir. Muskovit’in K miktar1 daha fazladir,
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Si ve Al’'un miktarlar sabit bir iliskiye dayanir. Montmorillonit, illit ve muskovit
arasinda yap1 farklilig1 asagidaki ideal formiillerlle sembolize edilebilir.
Montmorillonit: Al4SigO20(OH)4
1lit: Ko.,Aly(Sis.6Aly.2)O20(OH)4
Muskovit: Ky Aly(SigAl2)O20(OH)4

Bundan dolay1 “illit” terimi belirli bir mineral i¢in kullanilan bir isimden
daha c¢ok montmorillonit ve muskovit arasinda orta bilesimlerdeki maddeler
gurubunun adidir. Gergekte son ¢alismalarda, ya ince tanecikli montmorillonit ve
muskovitin mekanik bir karigimi ya da montmorillonit ve muskovit yapisini igeren
karisik katmanlara sahip bir kilin illit olarak adlandirilmasi onerilmistir. Bununla
birlikte mika, formiiliine gére daha az potasyum igeren kil minerallerini belirtmek

icin genel bir terim olarak uygundur (Albayrak, 1990).

1.2.1.4. Simektit

Simektit bir merkez oktahedral aliiminyum tabakasi ile iki tetrahedral
silika tabakalarindan yapilmis birimlerden olusur. Tetrahedronlar’in biitiin tepeleri
ayn1 yonii gosterir ve birimin merkezine dogrudur. Tetrahedral ve oktahedral
tabakalar ortak bir tabaka olusturmak icin her bir silika tabakasinin tepe noktalar
ve oktahedral tabakalarin her ikisinde ortak bulunan atomlar OH yerine O olur.
Silika-aliimina-silika birimlerinin birlesmesinde her birim birbirlerinin oksijen
tabakalarina komsudur.

Simektit yapisimin sira dist 6zelligi, su ve diger polar molekiillerin
Oornegin belli organik molekiillerin latis genislemesine neden olan birim
tabakalarin aralarina girebilmeleridir. Sekil 1.3’de simektit’in bu yapisi

diyagramatik ¢izim olarak gosterilmektedir.
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Degisebilir katyonlar
n.HzO

0 Oksijen

& Hidroksil

@ Alaminyum, Demir, Magnezyum

o wve @ Silikon,bazen Aldminyum

Sekil 1.3. Simektit Minerallerinin Yap1 Diyagrami

Tabaka boyunca latis siibstitiientlerini diisiinmeksizin teorik yiik dagilim1

Cizelge 1.1°de verildigi gibidir.

Cizelge 1.1. Smektit minerallerinde tabaka boyunca yiik dagilimi

Tabakada bulunan iyon Toplam yiiki

60” 12-

48i*" 16+

40* 10- (Tetrahedral ve oktahedral tabakalardaki ortak tabaka)
4AI*(20H) 12+

40*(20H) 8-

48i* 16+

60™ 12—

Tabakalar aras1 H,O tabakalar1 veya diger polar molekiiller
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Latis siibtitiisyonunu diisiinmeksizin teorik formiil (OH)4Si3Al4070.nH,O
(tabakalar arasi) ve tabakalar aras1 maddeler olmadan teorik bilesim % 66,7 Si0O,,

% 28,3 ALLOs, % 5 H,O’dur (Krauskopf, Bird, 1995).

1.2.2. Kil minerallerinin siniflandirmasi

Kil mineralleri iki-katmanli ve ii¢-katmanli tipler olmak iizere ikiye
ayrilir. Bunlar (kaolinit gibi) bir tetrahedral ve bir oktahedral tabakadan ibaret
olanlar ve (montmorillonit ve illit gibi) iki tetrahedral tabaka arasinda bir
oktahedral tabakaya sahip olanlardir. Genelde kaolinit killeri birbiriyle daha sikica
bagli katmanlara sahiptirler ve Si ve Al ile diger iyonlarin yer degistirmesine daha
az izin verirler. Kaolinit killeri i¢in bu yapisal farkliliklar daha az iyon degisim
kapasitesi ve su adsorplama kapasitesi olarak yansimaktadir. Su adsorplama
kapasitesi daha kii¢iik oldugundan plastisite de daha azdir.

Iki-katmanli killer daha ileri olarak gibbsit tabakasinda oktahedral
alanlarin dolma derecesine gore siiflandirilmistir. Kaolinit mineral gruplarinda
AP’" etrafinda mevcut pozisyonlarm icte ikisi doludur (Bu nedenle bunlar
‘dioktahedral’ killer olarak adlandirilir). Serpentin (veya septechlorite) grubunda
Mg®* ve diger katyonlar etrafinda tiim pozisyonlar doludur (yarim birim hiicre
basina iig, ‘trioktahedral’ killer). Kaolinit grubu daha ileri olarak ardil katmanlarin
yigilis sekline gore [kaolinit (bu grubun biiyiik farkla en genel minerali), dickite,
nacrite ve haloysite gibi] alt boliimlere ayrilmistir.

Ug-katmanli killer arasinda smiflandirma, tabakalarin  birbirinden
ayrilabilme kolayligina dayanarak yapilir. Illit ve muskovit gibi bazi killerde
tabakalar arasinda bulunan K iyonlar1 (-) yiiklii katmanlarin birbirlerine sikica
tutunmasini sagladigindan bu killerin katmanlarinin birbirinden ayrilmasi daha
zordur. Montmorillonitlerde ise ardisik katmanlar arasinda daha az ¢ekim vardir
ve tabakalar birbirinden kolayca ayrilabilir. Ciinkii bu tiir killerde tabakalar
arasinda yalnizca Van der Waals kuvvetleri bulunmaktadir.

Simektit grubu olarak adlandirilan bazi killer, katmanlar1 arasinda ¢ok
miktarda adsorplanmis su bulundugundan genlesebilir orgiilere (latise) sahiptirler.

Bu yilizden montmorillonitin suda (veya diger polar sivilarda) sismesi ve ¢ok
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bliyiik iyon degisim kapasitesi dikkat ¢cekecek sekilde goriilmektedir. Simektitin
bu degisiklikleri bilesimin temeli ilizerinde oOzellikle oktahedral tabakalardaki
prensip katyonun dogasi ile ayirt edilebilir: montmorillonit (Al), nontronit (Fe"),
saponit (Mg), saukonit (Zn), hektorit (Li). U¢ katmanl killerle ilgili bir mineral
vermikulittir. Tiim oktahedral pozisyonlar1 Mg®* ve Fe®" tarafindan isgal
edilmistir ve simektitteki olagan halden daha fazla, Si yerine Al yer degismesi
gerceklesmistir. Vermikulit daha az siser, fakat benzer yiiksek iyon degisim
kapasitesine sahiptir.

Genel bir simiflandirma olarak yiizeysel bozunma (weathering) ve yakin-
ylzey sliregleri (near-surface process) ile lretilmis diger birka¢ sulu-silikat
mineralleri kil mineralleri ile birlikte gruplandirilabilir. Ozellikle klorit mineralleri
Oonemlidir,  bunlarin  yapis1 mika  seklinde  katmanlar, [bilesimi,
(Mg,Fe)s(Si,Al)sO20(OH)4], ile almasik brusit, [bilesimi, (Mg,Al)s(OH);2],
yapisina sahip katmanlardan ibarettir. Bu yapiya diger bir bakis yolu illit’e benzer
sekildedir, ardil katmanlar K* yerine (Mg, AI)(OH)" iyonlar1 ile baghdr.
Glaukonit illitin bir degisik halidir. Oktahedral tabakanin aliiminyumunun Fe’' ile
ve katmanlar arasmdaki K™un Ca*" ve Na' ile yer degistirdigi diisiiniilebilir.
Diger bir sulu-silikat grubu paligorskit, sepiolit ve attapulgit isimleri ile taninir.
Bunlarin yapisi tam olarak bilinmemektedir, fakat muhtemelen mika seklinde
katmanlardan daha ¢ok amfibollerin yapisina benzer, silikon-oksijen ¢ift zinciri
seklindedir. Bu minerallerin lifli yapisi, zincir yapinin bir yansimasidir.

Yapmin bir diger karmasikligi, kil minerallerinin kristallerinin farkl
tiirde almagsik katmanlardan ibaret olmas1 “karisik katmanl killer” yiiziindendir.
Arakatmanlagsma (interlayering) ya diizenli bir modeli izler ya da diger
katmanlardan daha ¢ok tek tiir katman veya tamamen gelisigiizel gergeklesir.

Klorit mineralleri, mika ve brusit katmanlarmin diizenli bir degisimine
(alternation) sahip karisik katmanli yap1 olarak diisiiniilebilir. Bazi illitler mika ve
montmorillonit’in karisik katmanli yapisindadir.

Son olarak bazi killerin X-iginlarina dahi amorf oldugu sdylenebilir,
bunlara genel olarak ‘“allafon” ismi verilir. Hatta bu killerde bazen oktahedral

modeller icinde O ve Al’un ve tetrahedral modeller iginde O ve Si’un siralanmasi
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miimkiindiir, fakat bu birimler dyle kiiciliktiir ve biri digerine gore dylesine zayif

olarak yonlenmistir ki, X-1s1lar1 kirimimlar1 elde edilemez (Albayrak, 1990).

1.2.3. Tiirkiye’de kil yataklar:

Yurdumuz kil yataklar1 bakimindan oldukg¢a zengindir. Istanbul, Bilecik,
Zonguldak, Ankara ve Amasya’da daginik bicimde ve karisik yapida bulunan kil
yataklarinin toplam rezervi 225 milyon ton dolayindadir. Marmara boélgesinde;
Istanbul, Canakkale, Balikesir ve Bursa’da énemli kaolin yataklar1 bulunmaktadur.
En degerli kaolin yataklar1 Canakkale’de Can ve Dumankdy yakinlarinda olup
rezervi altiyiizbin ton kadardir. Istanbul’daki kaolin rezervleri ise bir milyon ton
civarindadir. Seramik sanayimiz de bu boélgelerde yogunlagmistir. Balikesir’in
Bayrami¢ ve Ivrindi ilgelerinde yiiksek arilikta ancak diisiik rezervde kaolin
yataklar1 mevcuttur. Bursa Kemalpasa’da bulunan aliinitli kaolin beyaz ¢imento
fabrikalarinda kullanilmaktadir. Eskisehir’in Mihaliggik ilgesinde ¢ikarilan kaolin
porselen sanayinde kullanilmaktadir.

Ulkemizde 2-3 milyon ton olarak belirlenen kaolin rezervinin dortte biri
kullanilabilecek 6zelliktedir. Bilecik’in Ségiit ilgesinde Inhisar bucaginda
cikarilan plastik 6zellikte 3 milyon ton kadar genis bir yatak vardir. Refrakter
malzeme, kiremit ve porselen yapiminda ve Zonguldak’taki 5-6 milyon ton
rezervli plastik olmayan killer, refrakter malzeme yapiminda kullanilmaktadirlar.

Onemli bentonit yataklarimiz Tokat, Ordu, Cankir1, Edirne, Zonguldak,
Nevsehir, Ankara, Amasya, Eskisehir, Kiitahya, Balikesir, FElaz1ig ve
Diyarbakir’dadir. En biiyiik bentonit yatagi Tokat Resadiye’dedir. Yurdumuzdaki
toplam bentonit rezervi 100 milyon ton dolayindadir.

Dogu Karadeniz bolgesinde Ordu, Giresun, Trabzon, Giimiishane’de ve
Bursa Gemlik’te genis illit yataklar1 yaninda hektorit de bulunmaktadir.
Eskisehir’in Mihaliggik ilgesinde bulunan saponitli killer plastik 6zellikte olup
canak ¢omlek yapiminda kullanilirlar.

Eskigsehir ve yakinlarinda diinyanin en Onemli sepiolit yataklari

bulunmaktadir. Liiletaginin ¢ikarildig: tek bolge yine Eskisehir’dedir. Tiirkiye’de
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sepiolit Eskisehir ilinden baska Canakkale, Bursa, Kiitahya ve Konya illerinde de
bulunmaktadir (Tekin, 1973).

1.2.4. Killerin ozellikleri ile yapinin ilgisi

Genelde killerin 6zellikleri tanecik boyutuna baglidir. Kil pargaciklari
tamamen veya kismen kolloidal boyutlara sahip oldugundan su iginde uzun
periyotlar boyunca siispanse halde kalabilirler. Elektrolitler tarafindan flokiile
edilebilir, ¢ozeltiden iyonlar1 adsorplayabilir ve adsorplanan iyonlar ¢ozelti
derisiminde bir degisiklik oldugunda digerleri ile yer degistirebilirler. Ayni
zamanda kiigiik boyutlarinin etkisi ile kil partikiillleri su ve organik maddeleri
adsorplama yetenekleri sebebiyle plastik olurlar, diger bir deyisle 1slandiginda
bicimlendirilebilirler. Tiim killer belirli derecede bu 6zelliklere sahip olmasina
ragmen kil mineralleri birbirinden 6nemli 6lgiide farklidirlar. Kaolinit mineral
guruplar1 yapidaki katmanlarin karsilikli O* ve OH ile sikica tutunmasi, A" ve
Si*" ile diger katyonlarm az yer degistirmesi sebebiyle diger killere gére su ve
adsorplanabilecek iyonlar i¢in daha diisiik kapasite gosterirler. Montmorillonit
katmanlar1 daha kolay ayrilabilir ve daha fazla yer degistirme ile ¢ok miktarda
adsorplanmis iyona sahiptir. Su adsorplama kapasitesi de daha ¢ok oldugundan
montmorillonit kaolinit‘ten daha plastiktir ve plastisitesi adsorplanan iyonlarin
tiiriine baglidir. Sodyum ve hidrojen montmorillonitlerinin plastisitesi kalsiyum
montmorillonitlerinden daha biiyiiktiir. 1llit killeri ve kloritlerin yapisal
katmanlari, kismen degismez katyonlarla baghdir, orta degerde plastisite ve iyon
degisim kapasitesi gosterirler. Vermikulit, montmorillonit kadar iyon adsorplama
yetenegine sahiptir, fakat suyun adsorpsiyonu ile sisme kapasitesi daha sinirlidir.

Dogadaki birgok kil iki veya daha c¢ok kil mineralinin karisimidir ve
Ozellikleri ekstremler arasindadir. Bununla birlikte kii¢iik miktardaki bir bilesen
tarafindan kilin 6zellikleri biiyiik olgiide etkilenebilir. Ozellikle bir kilde az bir
montmorillonit ylizdesi onun plastisitesini onemli dlgiide degistirebilir.

Killerin davranis1 hakkindaki bilgilerin birgogu o6zellikle farkli kil

minerallerinin karigimi hakkindadir. Belirgin 6zellikler genel terimlerle kristal
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yapiya baglanabilir, fakat bilesim ve yapi ile Ozellikler arasinda ayrintili bir

korelasyon kurulmasi heniiz miimkiin degildir (Albayrak, 1990).

1.2.5. Organo-killerin genel ozellikleri

Kil mineralleri izomorfoz substitiisyonla meydana gelen silikat
tabakalarindan olusur. Aliiminyum ve bazen demir tetrahedral tabakada silikonun
yerine gecerken demir veya magnezyum oktahedral tabakada aliiminyumun yerine
gecer. Izomorfoz siibstitiisyonun bir sonucu olarak killerin sahip oldugu bir
negatif yiik hidrofilik cevredeki yiizeylerde Ca**, K ve Na" gibi inorganik
katyonlar tarafindan dengelenir. Tabakalar arasi bosluk, kil 6rnekleri organik
maddeler ile organo-kil seklinde modifiye edildiginde, kalabalik polar organik
molekiiller veya organik katyonlar i¢in kullanighdir. Kil minerallerini modifiye
etmek i¢in birgok islem vardir: organik katyonlarla iyon degisimi, katyonik
komplekslerle ve inorganik katyonlarla iyon degisimi, adsorpsiyon, organik
bilesik asilamasi. Primer ve kuaternar alkilamonyum, katyonik ylizey aktif
maddeleri farkli organo-killere ¢evirmek i¢in kullanilir. Organik katyonlar mineral
ylizeyindeki metal iyonlarmi degistirdigi icin metal iyonlar1 ¢ozelti igine serbest
birakilir. Organik katyonlar, tabakalar arasinda degisebilen katyonlarla iyon-
degisim reaksiyonlarina girebilir. Bu islemin sonucunda sisme olur. Dagilabilirlik
ve arakatman sisme derecesi oktahedral katmanlardan bagka aratabakalara gog
tarafindan etkilenmektedir. Ozellikle organo-kil hidrofobik cevrelerinden dolayi

notral organik kirleticilerin uzaklastirilmasinda kullanilir.

1.2.6. Organo-killerin siniflandiriimasi

Organo-killer, organofilik killer ve adsorptif killer olmak tizere iki grupta
toplanabilirler. Bu siniflandirma sorpsiyon mekanizmasi ve sorbent ozellikleri
bakimindan yapilmigtir. Organofilik killer biiyiik alkil hidrokarbon R gruplarini
kapsayan kuaternar amonyum katyonlarimin eklenmesiyle sentezlenmistir.

Sentezler organik faza benzer parafinin olusumuna sebep olur ve tabakalar

17



arasinda ve mineral yiizeyinde sabit kalir. Kii¢lik kuaternar amonyum katyonlar1
kullanildig1 zaman bunlar adsorptif organo-killer olarak tanimlanabilir.

Kil-su sistemlerinde organik maddelerin sorpsiyonunu gostermek i¢in iki
mekanizma verilmistir. Birincisi killerle iyon degisimi, protonasyon, hidrojen
bag1, koordinasyon/iyon dipol reaksiyonlarmi kapsar. ikinci mekanizma organik
madde ve notral organik kirleticiler arasindaki nonpolar etkilesimleri igeren
dagilim proseslerini tanimlar. Kil organik madde icerigi arttiginda nétral organik

materyal sorpsiyonu da artar (Seki, 2002).

1.2.7. Organo-kil kompleksleri ve etkilesimleri

Kil mineralleri ve organik maddeler arasindaki etkilesimler dogadaki ¢ok
yaygin reaksiyonlar arasindadir. Kil mineralleri tarafindan organik maddelerin
adsorpsiyonu son on yildir yaygin olarak arastirilmis ve genis Olgiide
incelenmistir. Etkilesimler polar ve nonpolar molekiillerin adsorpsiyonu ve katyon
degisimini igerir. Bu etkilesimlerde ilk islem adsorpsiyon, fiziksel veya kimyasal
baglarla (sirastyla uzun ya da kisa mesafe etkilesimleri) organik madde ile mineral
arasindadir. Adsorpsiyon reaksiyonlarinin ¢ogunda organik maddeler ve
substratlar adsorbe olan tiirler olarak kil minerallerine yardim ederler. Bu durum
organik maddelerden daha biiyiik kil parcaciklart i¢in dogrudur. Ancak, seliiloz
gibi cok yiiksek molekiil agirlikli biiyliik polimerlerin oldugu durumlarda kil
parcaciklar1 organik orgiiye yerlesebilir ( 6rnegin; kagit).

Birinci adsorpsiyon reaksiyonlarini ikinci islemler takip eder:

1. Sistemin kolloidal durumu ve kil parcaciklarinin kolloidal 6zellikleri
adsorpsiyon sonucunda degisebilir. Organik madde/kil orani ve organik
bilesigin tipine bagli olarak pargaciklar, kolloid i¢inde dagilmis veya
topaklanmis olabilir ya da bir macun veya jel seklinde olabilir.

2.  Birinci adsorpsiyondan sonra kil minerallerinin adsorpsiyon o6zellikleri
degisebilir. Kil minerallerinin dogal sekli inorganik degistirme katyonu ile
belli olur ve bu hidrofiliklige katkida bulunur. Organik katyonlar tarafindan
inorganik katyonlarin yer degistirmesi sonucunda kil hidrofilikligi azalir ve

organofiliklik artar. Bu ylizden organik katyonlarin birinci adsorpsiyonunu
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nonpolar organik bilesiklerin ikinci adsorpsiyonu takip eder. Baska bir
deyisle kil mineralleri tarafindan organik molekiillerin adsorplama
yetenekleri organik katyonlarla metalik katyonlarin yer degistirmesiyle
gerceklesir.

3.  Adsorbe olmus organik bilesiklerin gergeklestirdigi farkli reaksiyonlarin
aktivasyon enerjileri kil minerallerine adsopsiyonu sonucunda degisir.
Aktivasyon enerjileri azalabilir de artabilir de ve bu nedenle kil substratlari
farkli organik reaksiyonlarda sirasiyla katalizor veya inhibitdr olarak hizmet

edebilir (Yariv, S. ve Cross, H., 2002a).

1.2.8. Organo-kil kompleksleri ve cevredeki etkilesimleri

Topraktaki aliimina-silikat killeri ve amorf veya kristalin hidrozoksitler
baslica inorganik fazlardir. Dogal organik madde-toprak komplekslerinin
kararlilig1 ve yapis1 Pefferkorn tarafindan incelenmistir (1997). Organik maddeler
biyolojik kaynaklardan kaynaklanabildigi gibi endiistriyel insan yapimi atiklardan
da kaynaklanabilir. Organo-kil kompleksleri okyanuslar, géller ve nehirler gibi su
kitlelerindeki topraklardan ve c¢okeltilerden elde edilirler. Kil minerallerine
organik maddelerin adsorbsiyonu pihtilasmay1 ve kil minerallerinin kolloidal
ozelliklerini ¢ok biiyiikk Ol¢iide etkiler ve bu nedenle ¢oktiirme sistemlerinde
meydana gelen aginma, ¢oktiirme proseslerinde ¢cok onemli bir rol oynar. Mevcut
organo-kil komplekslerinin kolloidal durumu, ¢ékeltilerin ve topraklarin mekanik
ozelliklerinde ve morfolojilerinde 6nemli rol oynarlar. Topraklarin geciktirme
kapasiteleri par¢acik boyutunun azalmasiyla artar.

Toprak-kil bariyerleri altyilizey go¢iinii minimize etmek veya engellemek
icin ya da baska bir deyisle uygunsuz kirleticileri ¢ikarmak igin sik sik

kullanilirlar.
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1.2.8.1. Endiistriyel ve laboratuar islemlerinde organo-kil

kompleksleri ve etkilesimleri

Bazi endiistriyel proseslerde organik madde ve kil mineralleri arasinda
etkilesimler meydana gelir. Eski zamanlardan beri killer giysi temizlemede
cogunlukla da yiinlii giysi temizlemek icin ve islenmemis killer ve asit aktive
killer tarafindan organik maddelerin adsorpsiyonu temizleme, agartma ve igme
suyundaki mineral, bitkisel ve hayvansal yag, sarap ve diger i¢eceklerden kotii
tatli bilesenleri uzaklagtirmaya yardimer olmak icin kullanilir. Genellikle pozitif
yuklii aromatik bilesiklere veya pozitif fonksiyonel guruplara sahip organik tiirler,
kil mineralleri tarafindan adsorbe edilirler ve sonra organo-kil kompleksleri
tarafindan ayrilir.

Kil mineralleri organik endiistrisinin farkli iirlinlerinde 6rnegin kaolinit
kagit endiistrisinde kagit hamuru ipleri ile karistirilmasinda dolgu malzemesi
olarak kullanilir. Ayrica kaolinitin de plastik ve lastik endiistrilerinde dolgu
malzemesi olarak kullanilabilme 6zelligi vardir.

Killer hem yagli hem de sulu sistemlerde g¢esitli organik {iriinlerin
siispansiyonlarinda viskoziteyi kontrol etmek i¢in kullanilir. Ayrica su veya
organik c¢oziiciiler ve pigmentler, boyalar viskozite kontrolorleri ve opaklastiric
pigmentleri olarak formulasyonlarinda killeri bulundururlar.

Cesitli organofilik simektitler (organo-kil olarak bilinir) genelde
boyalarda, yag bazh tutkallarda, gres yaglarinda ve kozmetik endiistrisi
iriinlerinde kivamlastirici olarak ve ayni zamanda ¢esitli organik katilarda jel
olarak kullanilir.

Sodyum poliakrilat veya lignin siilfonat gibi organik bilesikler kolloidal
sistemlerin  viskozitesini diizeltmek i¢in delinen balgiga (hectorit veya
montmorillonit) eklenir. Kilin viskozitesindeki gelisme kil minerallerinin
ylizeyinde kirilan baglarda lignin stilfonatin veya sodyum poliakrilatin

adsorpsiyonuyla sonuglanir (Yariv, S. ve Cross, H., 2002a).
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1.2.8.2. Kil minerallerinin yiizeyindeki organik maddenin

adsorpsiyon yerleri

Ideal bir kil minerali kristali paralel TO ve TOT (sirastyla 1:1 veya 2:1)
birim tabakalarindan olusmus bir hekzagonal bolgedir. Burada T ve O sirastyla
tetrahedral ve oktahedral tabakalardir. Tekli bir kristaldeki birim tabakalarin kesin
sayist c¢esitli faktorlere baghidir. Bunlar; mineralin tipi, olusumu, kristalin
bulundugu yerdeki jeolojik c¢evre ve kristal i¢in mekanik davranis
uygulamalaridir.

Kil mineralleri tarafindan organik maddelerin adsorpsiyonu organik
molekiillerin veya iyonlarin kati kil mineral partikiillerinin yiizeyine bir gaz veya
stv1 fazdan toplandigi bir siirectir. Bu katyon degisimini ve polar ve nonpolar
molekiillerin adsorpsiyonunu kapsar. Organik iyonlarin veya molekiillerin
adsorpsiyonu asagidaki yiizey yerlerinin birinde veya daha fazlasinda meydana
gelir:

(1) TO ve TOT kil minerallerinde aciktaki oksijen kirilma diizlem
ylizeylerinde (dis ylizey);

(2) TO kil minerallerindeki aciktaki hidroksil kirilma diizlem
ylizeylerinde;

(3) “Kurilmis baglar” yiizeyinde (biitiin kil minerallerinde);

(4) Sisen TOT kil mineralleri ve dioktahedral TO kil minerallerinde
tabakalar arasindaki bosluklarda;

(5) D1s yiizeyde ve kanallarda.

Organik molekiiller ya da iyonlar ayni zamanda topaklanmis kil
partikiillerinin partikiil arast bosluklarinda da birikir. Adsorpsiyon islemi kati
ylizeylerinde tutunma yerlerinin yliksek kimyasal potansiyeli sonucu olur.

Adsorpsiyon siirecinin analizinde iki farkli asama g6z Oniinde
tutulmalidir. Birinci asama kil yiizeyindeki organik tiirlerin birikmesidir. Bu
asama kantitatif veriler tarafindan analiz edilir ve adsorpsiyon izotermleri
tarafindan ifade edilir. ikinci asamada etkilesimler kil yiizeyinde adsorbe tiirler ve
fonksiyonel gruplar arasinda gerceklesir. Etkilesimler kovalent, koordinasyon ve

H-baglar gibi kisa mesafe tipinde veya elektrostatik (iyon-iyon, dipol-dipol ve
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iyon-dipol etkilesimleri), veya Van der Waals etkilesimleri gibi uzun mesafe
etkilesimleri olabilir.

Simektit mineralleri bunlarin yiliksek sigsme kabiliyetleri sayesinde
karakterize edilir. Bunlarin yiiksek adsorpsiyon kapasitelerinden dolay1 simektit
ve Ozellikle montmorillonit biitiin killerin en ¢ok calisilan mineralleridir. Bu
mineraller sisebilir ve polar organik bilesikleri tabakalar1 arasindaki bosluklarda

adsorplayabilirler (Yariv, S. ve Cross, H., 2002a).

1.2.8.3. Organo-Kkil polimer nanokompozitler

Polimer-kil nanokompozitler, 1 ila 100 nm boyut araligina sahip olup
iistlin termal ve mekanik ozellikler gosteren yeni bir malzeme grubudur (Yu vd.,
2004-a; Chang vd., 2001;Yano vd., 1997; Hsiao vd., 2001). Nano boyutlara
getirilmis olan inorganik bir maddenin (kil) organik bir matriks (polimer)
icerisinde homojen olarak dagitilmasiyla elde edilen bu malzemeler, diisiik termal
genlesme Ozelligine sahip olmalar1 nedeniyle genel olarak yiiksek sicakliklarda
olduk¢a iyi mekanik dayanim gostermektedirler. Ayrica diger istiin 6zellikleri
sayesinde son 15 yildir birgok malzemeye alternatif olarak kullanilmaktadirlar
(Nah vd., 2004-a; Chang vd., 2001).

Nanokompozit iiretimine yonelik olarak yapilan ilk onciil ¢aligmalar,
1990 yilinda Toyota aragtirma grubu tarafindan poliamit (Naylon-6) igerisinde
simektit tiirli killerin kullanilmasiyla baslamistir (Yano vd., 1993; Yeh vd., 2004).
Toyota aragtirma grubu, poliamitin sentezlenmesi i¢in gerekli olan organik
gruplarin in-situ (yerinde) polimerizasyonu sirasinda sisteme ilave ettikleri
simektit minerallerinin davraniglarint incelemislerdir. Sonug¢ olarak, kil
minerallerinin bu organik gruplarla etkilesime girdigi ve poliamitin termal
kararliligimi ve mekanik dayanimini artirdigint gézlemlemislerdir (Yano vd.,
1993; Yeh vd., 2005).

Sekil 1.3’de sematik olarak goriilen simektit minerali ise tabakali
silikatlar icerisinde 2:1 grubuna ait 6nemli bir kil mineralidir. Tabakalarinin
arasinda ise Na™ ve Ca®" gibi degisebilir iyonlar bulunmaktadir. Bu iyonlar,

simektit kilinin organik olarak modifiye edilmesi durumunda ortamdaki organik
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katyonlarla yer degistirebilmektedir. Bu yer degistirme sonucu kil tabakalarinin
polaritesi degismekte ve tabakalar arasi genislemektedir. Dolayisiyla, ortamdaki
polimer molekiilleri veya onciil polimerik gruplar, genisleyen bu tabakalar arasina
kolayca girebilmektedir. Killerin alkil amonyum ile parafinik ortamda organik
olarak modifiye edilmesi sonucu, kilin sahip oldugu yik yogunluguna ve
kullanilan yiizey aktif maddelerin 06zelliklerine gore, polimer molekiilleri

tabakalar icerisinde degisik sekillerde yonlenmektedirler (Sekil 1.4 ve Sekil 1.5).

Monotabaka (Monolayer) Cift tabaka (Bilayer)
N — - — — — — I/
= C P 7
7 ¥ £
oy o -
2 . 2 - L.
Pseudo-iiclii tabaka {Pseudo trilayer) Parafinik yapi (Parrafin structure)

Sekil 1.4. Alkil amonyum iyonunun tabakali killerde farkli tabakalar halinde yonlenmesi

a

Polimerik onciil malzeme

-
1
S I — = 1

Sekil 1.5. Organik olarak modifiye killerin polimerik onciil gruplar ile etkilesimi

Modifiye killerin bir polimer matriks igerisindeki dagilimi; (a)
tabakalarin yeterince geniglemedigi ve aralarina polimer matriksin yeterince kolay
girmedigi faz-ayrisik yapilar, (b) tabakalarin iyice genisledigi ve aralarina polimer
matriksin kolayca girebildigi interkalasyon yapilar veya (c) tabakali yapinin
pargalanarak polimer matriks icerisinde homojen olarak tamamen dagildig:
eksfolidiye yapilar olmak tizere 3 degisik sekilde olmaktadir (Sekil 1.6) (Segkin
ve Koytepe, 2006).
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Sekil 1.6. Polimer ve tabakali killerin etkilesimi sonucu olabilecek kompozit yapilar (Gacitua,

Balerini, Zhang, 2005).

1.2.8.4. Organo-kil komplekslerinin niikleer manyetik rezonans

spektroskopisi

Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi kil organik
etkilesimleri ve kil mineralleri c¢alismalarinda basariyla kullanilir. NMR
spektroskopisi atomlarm lokal ¢evresi igin hassastir ve *Si ve %Al
spektrumundan kristallografik yerler, koordinasyon sayisi, tetrahedral tabaka
bozulmalar1 ve katyon dagilimi hakkinda bilgi verir. Difraktometrik metotlarin
siurlt bilgi verdigi siitunlu killerde NMR, killerin tabakalar1 arasindaki siitun
diizeni ¢alismalarinda kullanilir. 'H, °C ve *'P NMR spektrumu (ve diger
atomlarin) kil minerallerinin katmanlar1 arasindaki bosluklarda sorbe olan tiirlerin
degiskenligi, etkilesimi ve yonelimleri hakkinda da bilgi verir.

Katyon degisim veya adsorpsiyon olgusu spektroskopik metotlar
olmadan zorlukla analiz edilebilir. Cok ayrintili olarak, yardimci adsorbe
molekiiller arasindaki veya adsorbe tiirler ve substratlar arasindaki reaksiyonlarda
kizilotesi ve/veya yiiksek ¢oziiniirliikli NMR (MAS ve CP-MAS) teknikleri ile
calisilabilir. Ancak, silikata gére adsorbe olmus molekiillerin yap1 ¢aligmalar1 ve
bu tiirlerin hareketliligi halen geleneksel diisiik c¢oziiniirliikli NMR

spektroskopisinin kullanimini gerektirir (Yariv ve Cross,2002b).
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1.3. Peroksidaz Enzimlerinin Ozellikleri

HRP, act turp (horseradish) bitkisinin koklerinden izole edilir.
Peroksidazlar alkil hidroperoksitler veya H,O, ile aktive olan oksidorediiktaz
enzim grubuna girer. Peroksidazlar hayvanlar, bitkiler, mikroorganizmalarda
bulunur ve c¢esitli substratlarin oksidasyonunu etkili sekilde katalizler. Yapi-
fonksiyon iliskisinin ve peroksidazlarin katalitik mekanizmalarinin anlasilmasi
biiyiik 6l¢iide HRP {izerine yapilan ¢aligmalara dayanir.

Peroksidazlarin karakteristik aktiviteleri elektron oksidasyonudur (Sekil
1.7). Peroksidaz indirgenmesi i¢in iki elektrona ihtiyag duyulur. Elektronlardan
biri Fe™ ‘ten gelirken digeri porfirin ‘den gelir ve porfirin radikal katyonu olusur.
HRP-I bir elektron alarak HRP-II’yi olusturur ve porphyrin indirgenir. Genel
olarak HRP-II ile substrat reaksiyonu HRP-I’inkinden 10-20 kat daha yavastir.

Peroksidaz katalizli reaksiyonlar dort ana sinifa ayrilir. Bunlar;

1) Oksidatif dehidrojenasyon:
2SH + H,0, — 2S- + 2H,0
2) Oksidatif halojenasyon:
SH +H,0, +H" + X" — SX +2H,0 X=Cl, Br, I
3) H,0O, doniistimii:
2H,0, — 2H,0 +0;
4) Oksijen —transfer reaksiyonu:

SH +H,0, — SOH +H,0
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Sekil 1.7. Peroksidazlarin gerceklestirdigi reaksiyonlar

1.3.1. Oksidatif dehidrojenasyon

HRP ozellikle oksidatif dehidrojenasyon igin spesifiktir. Ticari olarak
onemli olan bu enzim genis bir izoenzim ailesine sahiptir. HRP-C’nin kristal
yapist son Yyillarda yapilan calismalarla ¢ozlilmiistiir. Bu durum aromatik
substratlarin tahmini olarak enzime baglandiklar1 bolgeyi belirlemede faydali
olmustur. Peroksidaz kataliziyle ilgili 6nemli bir goriis substratin aktif merkeze
baglanmasidir. Hem monoksijenazlarda substratin ferril oksijene baglandigi
disiiniiliir. Klasik peroksidazlarda ise hem merkezine elektron transferi ile
substrat1 yiikseltger ve hem kenarina substrat baglandigi goriiliir. Fenollerin
peroksidaz katalizli oksidasyonunda fenolik radikaller olusur. Bu reaksiyon

tiiriinde oligomerik oksidatif tirtinlerin kompleks bir karigimi olusur.
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Anilinlerin peroksidaz katalizli polimerizasyonu =zorlayic1 olmayan
kosullarda gerceklesir ve polimerik aminler elde edilir. Elektron transferi ile
peroksidazli ortamdaki N- ve O- dealkilasyon reaksiyonlar1 zorlayict kosullarda
gercgeklesir.

Bu enzimlerin biyoteknolojide genis kullanim alanlari, endiistriyel
atiklardan toksik organik maddelerin doniistimiidiir (Colonna, Gaggero, Richelmi

ve Pasta, 1999).

1.3.2. Oksidatif halojenasyon

Bazi hem grubu iceren peroksidazlarin substrattaki (AH) karbon
atomunun halojenasyonu halojeniir iyonlar1 ve H,O, gerektirir. Bu enzimatik
halojenasyon reaksiyonlari tersinirlik, dar substrat aralig1 ve yiiksek iiriin segiciligi
gibi tipik enzimatik reaksiyonlarin 6zelliklerini géstermezler.

Baz1 alkenler, anilinler, fenoller ve heterosiklikler gibi aromatik
bilesiklerin halojenasyonunu katalizleyen CPO (chloroperoxidase) tarafindan a, f3

halohidrinlere doniistiiriilebilirler.

1.3.3. H,0; doniisiimii

Bazi peroksidazlar H,O;,‘nin, H,O ve O;’ye parcalanmasini katalizler.
CPO ve HRP bu enzimlere 6rnek olarak verilebilir (Colonna, Gaggero, Richelmi

ve Pasta, 1999).

1.3.4. Oksijen-transfer reaksiyonlari

Bu reaksiyonlarla ilgili uygulamalarin 6zelligi diisiik maliyetli olmas1 ve
cevresel olarak uygun oksidantlarin (H,O, ve dioksijen) kullanimlaridir.

Organik substratlarin etkili oksidasyonunu saglayan enantiomerik secici
olan enzimatik proseslerin gelisimi biiylik bir endiistriyel ve bilimsel alan
olusturur. Bu transformasyonlarda peroksidazlar monooksijenazlar gibi

davranirlar.
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Oksijenaz tipi reaksiyonlar:
a) Heteroatom oksidasyonu
. S-Oksidasyonu
. N-Oksidasyonu
b) Epoksidasyon
c¢) Karbon-Hidrojen bagi oksidasyonu
o Benzillik/ Alillik oksidasyon

. Alkol ve indol oksidasyonu

1.3.4.1. Heteroatom oksidasyonu

a) Siilfiir oksidasyonu

Enantiomerik saf siilfoksitler asimetrik sentezlerde onemlidir. Siilfoksit
fonksiyonel grubu farkli biyolojik aktiviteler gerektirir ve optik olarak saf
siillfoksitler farmakolojik olarak Onemlidir. HRP, sitokrom-c peroksidaz,
mikroperoksidaz ve laktoperoksidaz gibi bazi hem peroksidazlar alkil aril
nantiomer secici olan siilfoksidasyonunu katalizlerler. H,O, ile bazi aril metil
stlfitlerin HRP katalizli oksidasyonunun enantiomerik seciciliginin O6nemi
belirlenmistir.

Leucive-modifiye HRP, stirenin ve B-metil stirenin epoksidasyonunu
katalizlerler. CPO, HRP’ye gore daha fazla alkil, aril, dialkil ve heterosiklik

stilfitleri yliksek kimyasal doniisiimle yiikseltger.

b). Azot oksidasyonu

Aril CPO ve H,0; ile yiikseltgenir. N-oksidasyonu HRP-I‘den oksijen
transferi yolu ile gerceklesir. Birkag amidoksimler biyolojik olarak aktiftirler ve
bu bilesiklerin oksidasyonunda HNOj3 olusumunda artis olur.

Arilamidoksimlerin HRP varliginda ve H,O, araciligiyla %30-70

verimle oksidasyonlar1 ger¢eklesir (Colonna, Gaggero, Richelmi ve Pasta, 1999).
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1.3.4.2. Epoksidasyon

Optik aktiviteye sahip epoksitler ¢ok faydalidir. Ciinkii stereospesifiklik
halka a¢ilmasini gergeklestirerek bifonksiyonel bilesikleri verirler. Dogal HRP
genellikle epoksidasyon reaksiyonunu katalizlemez. Ancak optikg¢e aktiflige sahip
stiren-oksit tiirevlerinde olumlu sonuglar alinmaktadir. Bu reaksiyon yan iirlin
olarak aldehitlerin biiylik miktarlarda olusumuyla smirlidir. Benzer sonuglar

stirenin sitokrom-c peroksidaz ile katalizlendigi epoksidasyonda da goriiliir.

1.3.4.3. Karbon-hidrojen bagi oksidasyonu

a). Benzillik/allillik hidroksilasyon

HRP hidrojen verici olarak dihidroksifumarik asit varliginda molekiiler
oksijen araciligiyla bazi aromatik bilesiklerin hidroksilasyonunu katalizler. Ug
onemli ilag % 70 verimle bu enzimatik hidroksilasyonla iiretilir. Bunlar; L-DOPA

L-epinefrin ve D-(-)-3,4- dihidroksifenilglisindir.

b).Alkol ve indol oksidasyonu

Genellikle fenollerin oksidasyonunun sinirlandig1 klasik serbest radikal
ortamlarda diger peroksidazlara kars1t CPO, oksidant olarak H,O,’nin kullanimu ile
alillik, propargillik veya benzillik alkollerin aldehitlere doniisiimlerini saglar.

Siibstitlientlere sahip oksiindoller ilging biyolojik 6zelliklere sahiptirler.
Uretimleri icin uygun kimyasal metodlar ¢ok basamakli prosediirler gerektirir.
CPO, H,0, ile 4,5,6 pozisyonundan direkt indol oksidasyonu ve siibstitiientli

indoller oksiindolleri verirler (Colonna, Gaggero, Richelmi ve Pasta, 1999).

1.3.5. HRP’nin yapisi, mekanizmasi ve substratlari

Peroksidazlar yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlarini katalizleyen

enzimlerdir. Enzim siniflandirilmasinda oksidorediiktaz grubuna girerler.

29



HRP bir hem peroksidazdir (Sekil 1.8). HRP globular protein olup iki
kalsiyum iyonu; ylizeyine bagl glikanlar ve prostatik gruplardan olusur. Aprotein
icinde birbirine benzer es iki bolge (domain) vardir. Her bir bdlgede yapi
kararliligin1 ve enzim aktivitesini saglayan birer kalsiyum iyonu bulunur. Bu iki
bolge hem uzantisinin hidrofobik kisimlarini kusatirlar. Hem yapisinin iistiindeki
bolge distal ve alt kismindaki bolge proksimal olarak adlandirilir

Birincil yapi: Bir peroksidaz digerinden aminoasit sayisiyla ayrilir. HRP
monomeri ligyiizalti aminoasit ve bir hem grup igerir.

ikincil Yapr: Cogu peroksidaz monomerleri genellikle alfa-heliks yapisi
igerirler. Tipik bir zincir on alfa-heliks segment igerir.

Uciinciil Yapi: HRP monomeri iki bélgeden olusur. Herbir bolgeden iki
antiparalel heliks bir bosluk olusturur. Bu bosluga hem grup yerlesmistir.

Doérdiinciil Yapi: HRP izosimi alt1 tanimli zincir veya monomer igerir.

HRP’nin aktif merkezi hem grubudur. Hem kismi sustratlarin aktif
merkeze baglanabildikleri yerdir. Bir heliks yapist hem grup i¢in elli demir ligandi
icerir. HRP’deki hem demiri histidin 170 imidazol halkasindaki azota kovalent
baglarla baglidir. Hem porphyrin yiizeyi imidazol halkasina diktir.

Histidinden baska tii¢ farkli aminoasit daha vardir. Bunlar hem’in distal
bolgesinde bulunurlar. Bu aminoasitler H,O,‘nin heterolitik katalizlenmesinden
sorumludur. Bunlar Arg38, His42, Phe4 1 dir.

Hem bu aminoasitlerle HRP nin aktif bolgesini olusturur.
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Sekil 1.8. HRP ‘nin yapisi. Hem (mavi) iki kalsiyum iyonu (kirmizi), arjinin yesildir. Proximal
bolgedeki histidin hemin altinda ve distal bolgedeki histidin hemin istiindedir. Histidinler sari

olarak gosterilmistir

HRP’nin mekanizmasi:

H0,  HO AH A AH A+ HO

HRP LZ‘- HRP-] M HRP-IILZ— HRP

Sekil 1.9. HRP enziminin mekanizmasi

Genel olarak Sekil 1.9°daki reaksiyon agiklanirsa; H,O, indirgenirken
enzim yiikseltgenir ve HRP-I bilesigi olusur. HRP-I bir organik substrati (AH) bir
substrat radikali vermek iizere yiikseltger. ikinci elektron HRP-II‘nin olusumu
icin gereklidir. Son olarak HRP-II bagka bir substratla reaksiyona girerek baska
bir substrat molekiilii olusturur. Bu reaksiyon HRP-II’deki demirin Fe™ durumuna
gelmesine kadar devam eder.

Ilk asamada H,0O,‘nin oksijenlerinden biri ayrilarak H,O’ya déniisiir.
Yani HRP H,0,‘yi H»O’ya indirger. Digeri ferril grup olarak alikonulur. HRP-I

serbest HRP durumuna iki oksidasyon dengesiyle ulasir. Bunlardan biri ferril grup
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tizerinden gergeklesirken digeri porphyrin ilizerindendir. Boylelikle porphyrin bir
radikal katyona doniislir. HRP-I substrat molekiilii AH’tan HRP-II"yi olusturmak
lizere bir elektron alir.

HRP-II elektron alict bir ferril grup igerir. Fakat porfirin radikal katyonu
yoktur. HRP-II ikinci substrat molekiiliinden bir elektron alir ve enzim ilk haline
(HRP) doner. HRP-I ve HRP-II indirgen substratlardir. HRP-II olusum reaksiyonu
genellikle reaksiyon hizini belirleyici basamaktir.

Reaksiyon Histidin42’nin H,O,’den bir proton almasiyla baglar. Distal
bolgeden proksimal bolgeye negatif yiik transferi gergeklesir. Distal bolgede iki
pozitif yiik fazlalig1 bulunurken proksimal bolge iizerinde negatif yiik fazlaligi
bulundugundan dolay1 proksimal bolgedeki histidin deprotonasyona ugrar. Bu
durumun sonucu olarak proksimal bdlgeden distal bolgeye negatif yiik gider. Bu
mekanizmaya itme-¢ekme adi verilir. Sebebi ise proksimal bolgedeki histidin
gercekte elektronlar1 distal bolgeye iterken His42 ve Arg38’i geker. Iki basamak
HRP-I olusumunda gergeklesir. Benzer mekanizmalar bazi porfirin model
sistemleri i¢inde gecerlidir.

HRP-II iki sekilde olusur. Asidik HRP-II olusumundaki pH araliginda
distal bolgedeki histidin deprotonasyona ugrar. HRP-I kolaylikla HRP-II’ye
dontisiir. Asidik form bazik forma gore daha reaktif ve kararsizdir.

HRP’nin ii¢lincii olarak 6nemli reaktif durumu HRP-III"tiir. HRP-IIT agirt
H,0, veya siiperoksit varliginda olusur. HRP-III yavas bir sekilde HRP-I’e
bozunur ve her iki peroksidaz bilesigine gore daha az reaktiftir. HRP-III Fe(I1)-O,
ve Fe(Ill)-O, arasinda bir rezonans hibrit olarak kabul edilir.

HRP katalizli reaksiyonlar oksijen transferinden ziyade elektron transferi
reaksiyonlaridir. HRP ikiyiiziin {izerinde substrata sahiptir. Bunlarin bazilari;

Hidrokinon, o-fenilendiamin, 4-aminoantipirin, fenol, gallik asit, o-

kresol, p-kresol, m-kresol, 1-naftol, p-bromofenol, 2, 6-diklorofenol (Saka, 2004).
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1.4. Konuyla ilgili Yapilmis Cahsmalar

Cheng ve arkadaslar1 fenolik atiksularin katalitik oksidasyonu ig¢in
alliminyum siitunlu tabakalagsmis kile (AI-PILC) horseradish peroksidaz (HRP)
immobilize etmislerdir. Bu c¢alismada Horseradish peroksidaz (HRP) fenolik
bilesikle kirlenmis atiksuyun iyilestirilmesi i¢in enzim-kil kompleksi elde edilerek
aliminyum-siitunlu  tabakalasmis kile basariyla immobilize etmislerdir.
Immobilize olmus HRP ¢oktiirme veya 4,5 dan 9,3 gibi daha genis pH araliginda
diger {irlinlere doniistirmeyle milkemmel bir fenol giderimini saglamaya
calisilmistir. Polietilen glikol (PEG) eklenmesiyle fenol giderim etkinligi dnemli
sekilde arttirilabilir ve %90’1n lizerinde yiiksek bir giderim etkinliine ulagsmak
icin immobilize enzimin miktarin1 azaltmak gerekmistir. PEG/Fenol’lin kiitle
oran1 ve Hidrojen peroksit/Fenol’iin molar orani sirastyla 0,4 ve 1,5 oldugunda,
fenoliin oksidasyonu tampon olmadiginda reaksiyonun baslatilmasindan sonra
kisa alikonma zamani i¢cinde tamamlanabilmistir. AI-PILC’ye immobilize olmus
HRP serbest enzimle kiyaslandiginda depolama kararliligi daha iyi olmustur.
Ancak immobilize enzimin tekrar kullanilabilirligi ¢ok tatmin edici degildir.
Dordiincii  tekrarlama testinde immobilize enzim katalitik performansini
kaybetmistir (Cheng, Yu, Zuo, 2006).

Dalal ve arkadaglari biyoaffinite tabakasi tarafindan HRP immobilize
edilerek fenolik atiksularin iyilestirilmesini ¢aligmiglardir. Bu c¢alismada HRP
biyoaffinite tabakasiyla immobilize edilmistir ve p-klorofenol iceren atiksularin
tyilestirilmesi i¢in kullanilmistir. Bu amag¢ icin lectin Concanavanalin A,
Sephadex tanelerine tutturulmustur. Glikoenzim peroksidaz bu Con A tabakasi
tizerinde tabakalagir. Sonra Con A ve enzimin degisimli tabakalar1 uygulanir. En
etkin tasar1 her bir Con A ve peroksidazin {li¢ tabakadan olusmus olanidir. Bu
immobilize enzimin hazirlanmasinda immobilizasyon i¢in kullanilan serbest
peroksidazin aktivitesinin %80’i tutulur. Islem siiresi artmasma ragmen iiriin
tarafindan enzim inaktivasyonunu 6nlemek icin PEG konsantrasyonu 0,1 mg/ml
‘da bulundurulur. Bunun i¢in enzimin 60 U/ml’i PEG bulunmadiginda 4 dakikada
p-klorofenolii tamamiyla doniistiiriir. Baska bir deyisle PEG’nin varliginda bu

ama¢ i¢in yalnizca enzimin 0,05 U/ml’si gereklidir ama islem 60 dakikada
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gerceklesir. Peroksidaz, fenol molekiillerini serbest radikallere doniistiiriir. Sonra
bu serbest radikaller polimerize olurlar ve c¢okelti elde edilir. Tekrar
kullanilabilirligin arttirilmas1 ve serbest radikaller i¢in enzimin minimumunun
aciga c¢ikmasmin genis bir anlami olarak 10 dakikadan sonra reaksiyon
ortamindan enzimin uzaklastirilmasmna karar verilmistir. Bu stratejiyle,
biyoaffinite tabakali peroksidaz hazirlanmasi hi¢ aktivite kaybi olmadan 5 kez
tekrar kullanilabilmistir (Dalal, Gupta, 2007).

Tong ve arkadaslar1 HRP varliginda atiksulardan toksik fenol ve
klorofenoliin uzaklastirilmasinin kinetik calismalarint gergeklestirmislerdir. Bu
calismada HRP katalizli olarak atiksulardan fenol ve klorofenol’iin
uzaklagtirilmas1 bu reaksiyonun kinetik 6zelliklerini anlamak i¢in ¢alisilmistir.
Kirliligin uzaklastirilmasinda substratin tipi ve H,O, konsantrasyonunun etkisi
ayrintilt olarak ele alinmistir. Sonuglar HRP katalizli olarak fenol ve
klorofenol’iin uzaklastirilmasi i¢in bir optimum H,O, konsantrasyonu varligini
gostermistir. Eger H,O, konsantrasyonu optimum degerden yiiksek olursa,
reaksiyonun engelleme etkisi diisiik olmasina ragmen fenoliin uzaklastirilmasi
engellenmis olur. Reaksiyonun parametrelerinden dolay1 birkag substratin HRP’li
affiniteleri karsilastirllmistir. Sonuglar en kolay reaksiyon verenin 4-klorofenol
ardindan fenol ve 3-klorofenol oldugunu gostermistir. Ayrica HRP katalizli
oksidasyon reaksiyonu Ping-Pong reaksiyonunun karakteristigi oldugu sonucuna
vartlmistir (Tong, Qingxiang, Hui, Qin, Yi, 1998).

Masuda ve arkadaslar1 reaksiyon kosullar1 ve fenoliin giderim etkinligi
arasindaki kantitatif iligskiler Coprinus cinereus peroksidaz kullanarak
incelemislerdir. Hidrojen peroksitin fenolle en etkili oran1 yeterli enzim dozunda
yaklasik 1/1 (mol/mol)’dir. Hazirlanan peroksidaz kullanildiginda fenoliin 1
mg’min giderimi i¢in 12,2 U enzime ihtiya¢ vardir. Peroksidaz dozunun
yetersizliginde optimum pH degeri 9,0’dir ve reaksiyon sicakligmnin diismesi
giderim etkinliginin artmasina yol acar. Peroksidaz dozunun fazlaliginda hemen
hemen %100 fenol giderimi genis bir pH (5-9) ve sicaklik (0-60 °C) araliginda
elde edilmistir. Bununla birlikte kiiltiir ortam1 bilesenlerinin varliginda Coprinus
cinereus peroksidaz, HRP veya Arthromyces ramosus peroksidaz gibi ayni fenol

polimerizasyon performansini gostermistir (Masuda, Sakurai, Sakakibara, 2001).
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D’Annibale ve arkadaslari oksiran immobilize Lentinula edodes
laccase’in zeytin imalathane atiksuyundaki stabilitesini ve fenolik giderim
etkinligini incelemislerdir. Bu calismada Eupergit C’deki Lentinula edodes
laccase’n  immobilizasyonu  laccase  oksidasyon  etkinlifinde  zayif
modifikasyonlara ragmen pH, termal ve proteolitik kararlilikla artmistir.
Immobilize olmus laccase zeytin imalathane atiksuyu fenoliklerinin gideriminde
yeteri kadar kararli oldugunu ispatlamistir (D’Annibale, Stazi, Vinciguerra,
Sermanni, 2000).

Kauffmann ve arkadaslar1 Coprinus cinereus peroksidaz (CIP) ve
hidrojen peroksit tarafindan sulu ¢ozeltilerden fenollerin enzimatik giderimini
incelemislerdir. Bu calismada fungal bir enzim olan CIP’in sudan toksik
fenollerin giderimi i¢in kullanilabilecegini bulmuslardir. CIP ve H,O, ile
fenollerin sulu ¢ozeltileri muamele edildikten sonra fenoller polimerlestirilmis ve
coktiirilmiistiir. Fenol konsantrasyonundaki azalma 10 farkli fenol ig¢in
arastirilmistir. Notral pH’da, arastirilan fenollerin genel giderimleri yiiksek bir
verimle gerceklestirilmistir (Kauffmann, Petersen, Bjerrum, 1999).

Lui ve arkadaslar1 kimyasal modifiyeli HRP ile 1s1 kararlilig1 ve fenol
giderim etkinligini incelemislerdir. Bu ¢alismada HRP glukozamin hidroklorit ve
fitalik anhidrit ile modifiye edilmistir. Dogal ve modifiye HRP tarafindan
fenoliklerin giderim etkinligi ve 1s1 kararliligi denenmistir. HRP’nin kimyasal
modifikasyonu bunlarin 1s1 kararliligini (sirastyla yaklasik 9 ve 10 kat civarinda)
ve bunun yaninda fenoliklerin giderimini de arttirmistir. Fenoliklerin giderim
etkinligi ile reaksiyon kosullar1 arasindaki kantitatif iliski modifiye enzim
kullanilarak incelenmistir. Fenol giderimi i¢in optimum pH enzimin hem dogal
hem de modifiyeli formlar i¢in 9,0’dur. Her iki modifiye enzimli fenol giderim
reaksiyonunda dogal enzimden daha yiiksek sicakliklara g¢ikilmistir. Fenol icin
hidrojen peroksitin optimum molar orani 2,0’dir. Fitalik anhidrit modifiyeli enzim
ayni giderim etkinli§ine sahip dogal HRP’den daha diisik enzim dozu
gerektirmistir. Her iki modifiyeli HRP biiyiik bir fenol 6zgiilliigii ve affinitesi
gostermistir (Lui, Song, Weng, Ji, 2002).

Nazari ve arkadaslar1 aktive peroksidaz biyokatalizorii kullanarak sulu

cozeltilerden peroksidatif fenol giderimini incelemislerdir. Bu ¢alismada HRP’nin
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yaninda peroksit inaktivasyonunun kontrolii ve hidrojen peroksit varliginda
enzimatik polimerizasyon/coktiirme islemleriyle baz1 fenollerin ve kloro
fenollerin giderimi i¢in reaksiyon kosullarinin optimizasyonunu incelemislerdir.
Fenol giderim kosullarinin optimizasyonu deneylerin dizayni i¢in dikey sirali
Taguchi metodu kullanilarak gerceklestirilmistir (Nazari, Esmaeili, Mahmoudi,
Rahimi, Moosavi-Movahedi, 2007).

Yukaridaki literatiir Gzetlerinde de goriildiigi gibi fenoliklerin sulu
ortamlardan modifiye killerin nanotabakalar1 arasinda HRP varliginda enzimatik
polimerizasyonla uzaklastirilmast yontemi ilk defa tarafimizdan gergeklestirilmis

olup buna benzer bir ¢alisma literatiirde yer almamaktadir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal
2.1.1. Kullamlan kimyasallar

Bu ¢aligmada kullanilan saf HRP ve H,O, Sigma Chemical Company
firmasindan, Biitillenmis hidroksianisol (BHA), 4-Merkaptofenol, pentaklorofenol
Aldrich (ABD) firmalarindan, 4-aminofenol Reidel-de Haén (UK) firmasindan ve
4-aminotiyofenolde Fluka AG firmalarindan temin edilmistir. Diger tiim
kimyasallar analitik saflikta olup Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasindan
saglanmistir. Deneylerde kullanilan su, yiiksek akisgh seliiloz membranli Barnstead
(Dubuque, IA) Ropure LP® ters ozmoz iinitesinde isleme tabi tutulduktan sonra
Barnstead D3804 NANOpure® organik/koloidal uzaklagtirma ve dolgulu iyon
degisim sistemi kullanilarak saflagtirilmistir.

Caligmanin  tamaminda kullanilan simektit Kuzey Anadolu‘dan
saglanmigtir. Partikiil biiyiikliikleri 200 pm olacak sekilde kirilmis ve elekten

gecirilmistir.
2.1.2. Kullanilan cihazlar

Sulu ¢ozeltilerde BHA tayinleri, fotodiyot sirali dedektorle donatilmig
Dionex Bio-LC model HPLC sistemiyle ve 293 nm’de absorbans olglimiiyle
gerceklestirilmistir.  4-Aminotiyofenol, 4-merkaptofenol ve 4-aminofenol
strastyla, 251, 231, 230 nm de Shimadzu 1601 model UV spektrofotometre ile ve
pentaklorofenol ise kapiler elektrokromatograti (CEC) sistemiyle tayin
edilmislerdir.

pH degisimleri Fisher Scientific, Accumet ® Basic AB 15 pH-metresiyle
Olgtilmiistiir.

Killerin ve bu killerin nanotabakalarinda polimerlesen fenoliklerin
karakterizasyonunda FTIR Perkin Elmer 2000 (4000-400) marka spektrometresi

ve kil tabakalar1 arasinin ne kadar a¢ildigin1 anlamak amaciyla Rigaku Rint 2000
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X-1ginlan difraktometresi (XRD, A=1.5406 A°, 40 kV, 30 mA) CuKoa, radyasyon
kaynagi kullanilmustir. Tarama araligi 5-40° olarak alinmis ve 20’da ¢ekim
yapilmistir. MALDI-TOF-MS analizleri Applied Biosystems Voyager STR cihazi
ile yapilmistir. Analizler Reflector modunda, pozitif, hizlandirma voltaji1 20000 V,
100 shot, lazer siddeti 2083, grid voltaji % 67 kosullarinda gerceklestirilmistir.
Kati NMR analizleri Bruker Biospin model 300 MHz’lik katt NMR cihaziyla
gerceklestirilmistir.

2.2. Yontem

2.2.1. Nanokompozitlerin hazirlanmasi

Caligmanin tamaminda kullanilan simektit kili Tiirkiye kokenli olup
Kuzey Anadolu simektitlerinden saglanmustir. Partikiil buyiiklikleri 200 pm
olacak sekilde ogiitiilmiis ve elekten gegirilmistir. Simektitin kimyasal ve bazi
fiziksel oOzellikleri Arpa ve arkadaslari tarafindan yaymnlanmistir (Arpa, Say,
Satiroglu, Bektas, Yiiriim, Geng, 2000).

Polimer/organo nanokompozit partikiilleri asamali bir islemle
hazirlanmistir: Birinci agsamada 20 g simektit tartilmis ve bunun iizerine 500 mL
deiyonize su ilave edilerek magnetik karistiricida 24 saat karigtirilmastir.
Karistirma islemi bittikten sonra simektit siyah bant slizge¢ kagidindan
siiziilmiistiir. Ikinci asamada, birinci asamadan siiziilmiis halde elde edilen
simektit iizerine 0,05 mol kuartamin[dimetil(dihidrojene tallow)amonyum kloriir],
5,0 mL hidroklorik asit ve 500 mL deiyonize su ilave edilerek magnetik
kanistiricida 60 °C sicaklikta 3 saat karistirilmistir. Karistirma islemi bittikten
sonra kil siyah bant siizge¢ kdgidindan siiziilmiistiir. Ugiincii asamada ikinci
asamadan siiziilmiis halde elde edilen simektit sicak ve soguk su ile klor
kalmayincaya kadar yikanmigtir. Yikanmis simektit 55 °C sicakliktaki etiivde 24

saat kurumaya birakilmistir.

Kuartamin modifiye organokil (QS) hazirlandiktan sonra polistiren
modifiye kuartamin simektit nanokompozit (PS/QS) sentezlenmistir. Bu islemde

kuartamin modifiye organokil lizerine 12 mL stiren, 0,1 gr azoisobutironitril
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(AIBN) ve 50 mL hekzan ilave edilerek elde edilen karisim 65 °C sicakliktaki

termostatli su banyosunda 9 saat birakilmustir.

2.2.2. Killerin nanotabakalarinda fenoliklerin polimerlestirilmesi

calismalan

Sulu ¢ozeltide fenoliklerin enzimatik polimerizasyonu yoluyla giderimi,
strastyla kilsiz sulu ortamda, simektit (S), QS ve PS/QS nanokompozit kullanim1
ile gerceklestirilmistir. Bu amagcla, genel bir uygulama olarak 20 mL borat-fosfat
tamponundaki (genis pH araliklarinda) fenolik ¢6zeltilerinin ve HRP’den (0,05—
0,25U/ml) olusan karisim igine S, QS ve PS/QS (0,2 g) eklenmistir. Daha sonra
H,0, (%30’luk 0,2mL) dispersiyon ortamina eklenerek reaksiyon karigimlari
magnetik karistiricilar  kullanilarak 25 °C  ‘de belirli zaman araliklarinda
karistirtlmistir.  Giderim verimi HPLC, UV ve CEC sistemleri kullanilarak

belirlenmistir.
2.3. Karakterizasyon Calismalari
2.3.1. FTIR analizi
Killerin nanotabakalarinda polimerlesen fenoliklerin FTIR spektrumlari
Perkin Elmer 2000 (4000-400) kullanilarak elde edilmistir. Yaklasik 0,1 g kuru
ormek 0,1 g KBr ile karistirilarak tablet hazirlanmis ve FTIR spektrumu
cekilmisgtir.
2.3.2. °C CP/MAS NMR analizi
Killerin ve bu killerin nanotabakalarinda polimerlesen fenoliklerin *C

CP/MAS NMR spektrumlar1 Bruker Biospin model 300 MHz’lik katt NMR

cihaziyla yapilmstir.
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2.3.3. MALDI-TOF-MS analizleri

Fenoliklerin MALDI-TOF-MS analizleri Applied Biosystems Voyager
STR cihaz1 ile yapilmistir. Analizler Reflector modunda, pozitif, hizlandirma
voltaji 20000 V, 100 shot, lazer siddeti 2083, grid voltaji % 67 kosullarinda
gergeklestirilmistir. ATF nin HRP ile polimerlestirilmesi sonucunda metanolde
coziinen Orneklerin MALDI-TOF-MS analizleri sirasi ile sinapinik asit ve o-
siyano-4-hidroksi ~ sinnamik  asit (CHCA)  matriksleri  kullanilarak
gergeklestirilmistir. Bunun i¢in 10 mg sinapinik asit 1 mL asetonitril ve % 0,1
TFA ¢ozeltisiyle ¢ozlilmiig, once karisim vortkeslenmis daha sonra ¢ézlinmeyen
kisim santrifiijlenerek uzaklastirilmigtir. CHCA matriksi de sinapinik asitle benzer
sekilde hazirlanmstir.  Ornekler matriksle 1:25 oraninda karistirilarak

vortekslenmis daha sonra 6rnek plakasina uygulanmaistir.
2.3.4. X-1s1nlan difraktometresi analizi
Kil tabakalar1 arasinin ne kadar agildigini anlamak amaciyla Rigaku Rint
2000 X-iginlar1 difraktometresi (XRD, A=1,5406 A°, 40 kV, 30 mA) CuKa,

radyasyon kaynagi kullanilarak elde edilmistir. Tarama araligi 5-40° alinmis ve

20’da ¢ekim yapilmustir.
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3. BULGULAR

3.1. Killerin Karakterizasyonu

3.1.1. FTIR analizi

Simektit (S), klorometilstiren ve stiren igeren kuartamin modifiye
organosimektit (PS/QS) ve kuartamin modifiye organosimektitin (QS) FT-IR
spektrumlar1 (Sekil 3.1) incelenerek karakterize edilmistir (Perkin Elmer 2000).
Elde edilen spektrumlar incelendiginde ikinci spektrumun (Sekil 3.1b) birinciden
(Sekil 1.3a) farkliligi; 3400 cm™ de gdzlenen amonyuma ait N-H gerilmesi, 2920
ecm’ de gozlenen C-H gerilmesi, 2840 cm’'de gozlenen C-H gerilmesi
(kuartamindeki CH, grubuna ait) ve 800 cm™ de gézlenen C-Cl gerilmesine ait
piklerdir. 1475, 2855, 2929, 3260 cm™’deki yeni ortaya ¢ikan pikler ise organo-
simektite ait olan piklerdir (sekil 3.1c). Bu sonuglara gore (2855 cm™')’deki pik
simetrik metil gerilme piki, (1475 cm™)’deki keskin pik —CHj titresim piki, (2928
ecm™) deki pik —CH gerilme pikini gostermistir. (3444 cm™')’deki pikin kuarternar
amonyum piki oldugu anlasilmistir. Sekil 3.1b ve sekil 3.1c¢ spektrumlardan elde
edilen degerler karsilastirildiginda; simektitin, (PS/QS) ve (QS)’e doniistiiriilmiis

oldugu soylenebilir.
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3.1.2. X-Isinlar: difraktometre (XRD) calismalari

XRD, katyon degisimi sonrasi surfaktan olarak kullanilan kuartaminin
[(HT), (CH3), N'CI)] kil ara uzaylarina (nanogaleriler) sokularak genisletilmesi
islemini ortaya koymak i¢in vazgecilmez bir karakterizasyon yontemidir ve
simektite ait nanoboyutta ara uzay genislemesi XRD‘nin refleksiyonuyla (dgo;)
dogru orantili kayma gosterir. Bu dgo; degeri, Bragg kanuna (na=2dsin0)
dayanarak Sekil 3.2°de verilen spektrumlarindan yararlanarak bulunmustur.

XRD ol¢iimleri, kil tabakalar1 arasinin ne kadar agildigini anlamak
amaciyla Rigaku Rint 2000 X-1sinlar1 difraktometresi A=1,5406 A° 40 kV 30 mA
CuKoal radyasyon kaynagi kullanilarak elde edilmistir. Tarama araligi 5-40° 26°da
cekim yapilmis ve simektite ait olan 4-6° arasindaki en yiiksek pik degeri baz
alinmigtir. XRD spektrumlarina bakilacak olunursa normal simektitin 15,07 A°,
organo-kilin 17,49 A°, nanokompozitin 28,57 A° oldugu Bragg denkleminden
hesaplanmistir. Sonucglardan goriilecegi tizere dgo; uzaylarinda simektitin
kuartaminle modifikasyonu sonrasinda 2,5 A° civarinda polistiren ile
nanokompozit eldesi sonrasinda ise 13,5 A° degerinde bir genisleme
goziikmektedir ki bu durum modifikasyonlarin tutarli oldugunu ve simektitin
nanogalerilerine PS dolduruldugunu net olarak ortaya

koymaktadir.
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Sekil 3.2. Simektit (S), organosimektit (QS) ve polistiren/organosimektit (PS/QS) yapilarinin
XRD spektrumlari

3.1.3. Fenoliklerin giderimine iliskin model olarak secilen ATF’nin

karakterizasyon ¢calismalari
3.1.3.1. FTIR analizi

Nanogalerilere gercekten fenollerin oligomerlesip oligomerlesmedigini,
oligomerlesmenin hangi fonksiyonel gruplar iizerinden yiiriidiiglinii anlamak
amaciyla FT-IR ¢aligmalarinda bulunulmus ve bu amacla model fenolik olarak 4-
aminotiyofenol secilmistir. Sekil 3.3.a’da saf haldeki 4-aminotiyofenol’e ait, Sekil
3.3.b kilsiz ortamda HRP katalizli olarak polimerlestirilen 4-aminotiyofenol’e ait
ve Sekil 3.3.c’de QS ortaminda HRP katalizli olarak polimerlestirilen 4-
aminotiyofenol’e ait FT-IR spektrumlar1 verilmistir. Elde edilen spektrumlar
incelendiginde birinci spektrumda (Sekil 3.3.a) 4-aminotiyofenol bilesigine ait
temel piklerin ikinci ve {iglincii spektrumda da yer aldigi goriilmiistiir. 3400
cm’de gdzlenen pik amino grubuna ait N-H gerilmeleri, 2800 cm™’de gdzlenen

pik tiyol grubuna ait S-H gerilmeleri her ii¢ spektrumda bulunmaktadir.
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3.1.3.2. BC-CP-MAS kati-NMR analizi

Nanogalerilere gercekten fenollerin girip polimerlestigini anlamak
amaciyla literatiirde ilk defa katt NMR calismalarinda bulunulmus bu amagla
model fenolik olarak 4- aminotiyofenol se¢ilmistir. Sekil 3.4’da organosimektitin
hi¢ bir fenolikle etkinlestirilmeden énceki *C CP/MAS NMR spektrumu, Sekil
3.5’da simektit kilin 4-aminotiyofenolle HRP esliginde etkinlestirildikten sonra
partikiillerin *C CP/MAS NMR spektrumu verilmistir.

Spektrumda 70—-140 ppm arasinda goziiken genis pikler 4-aminotiyofenol
bilesiginin yapisinda bulunan aromatik halkaya ait C atomlarindan

kaynaklanmaktadir.
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Sekil 3.4. Organosimektitin (QS) *C CP/MAS NMR spektrumu
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Sekil 3.5. Simektit kilin 4-aminotiyofenolle etkilestiginde *C CP/MAS NMR spektrumu

Sekil  3.6’de  QS’in  nanogalerilerinde  polimerlestirilen  4-
aminotiyofenol’e ait °C CP/MAS NMR spektrumu goziikmektedir. 44.21 ppm
civarinda gelen pik “hidrojene tallow” (HT) yapisindaki CH, karbonlarina aittir.
Ayrica 51-54 ppm aralifindaki pikler surfaktanin metil grubu karbonlarini da
isaret etmektedir. Sekil 3.5°de de goriilen 70-100 ppm arasinda gozlenen pikler

aminotiyofenol yapisindaki C atomlarina aittir.
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Sekil 3.6. Organosimektitin nanogalerilerinde polimerlesen  4-aminotiyofenol’e iliskin *C

CP/MAS NMR spektrumu

Polistiren bazli nanokompozitin (PS/QS) 4-aminotiyofenolle HRP
esliginde etkilestirilmesine ait BC CP/MAS NMR spektrumu  Sekil 3.7°de
verilmigtir. 60-80 ppm arasinda saptanan keskin pikler 4-aminotiyofenol
bilesigindeki aromatik halkada bulunan C atomlarina aittir. 40—60 ppm ile 250—
270 ppm arasindaki kiiciik pikler spinning side bantlaridir. 150-160 ppm civarinda
gbzlenen pikler polistiren yapisindan kaynaklanmaktadir. 148.30 ppm civarinda

gozlenen pik klorometilstirendeki halkali yapida kloro bagli C’a aittir.
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Sekil 3.7. Polistiren bazli nanokompozitin (PS/QS) nanogalerilerinde polimerlestirilen 4-

aminotiyofenol yapisinin >C CP/MAS NMR spektrumu

Tiim bu katt NMR spektrumlarindan goriilecegi iizere gerek simektit
gerek organosimektit gerekse daha acik ifadeyle nanokatmanlarinda Poli (Stiren-
co-klorometilstiren) bazli kopolimer olusturulan organosimektit (nanokompozit)
yine nanokatmanlar1 arasina 4-aminotiyofenol model bilesigi HRP esliginde
polimerlestirilebilmektedir. Ozellikle Sekil 3.7’de gozlenen piklerin keskinligi
stvi. NMR ile vyarigabilecek bir organik baglanmanin  nanokompozitte
gergeklestirildigini de gostermektedir. Bu sonuglar 1s1ginda Sekil 3.8°de verilen

olas1 canlandirmalarin yaptigimiz islemleri daha net ifade edecegini sdyleyebiliriz.
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Sekil 3.8. Nanokatmanlarda gergeklestirilen modifikasyonlar
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Kuartamin surfaktaninin kuaterner amonyum grubu, simektitin sodyum
iyonlart ile katyon degisimine girdikten sonra ikinci agsamada kuartamin simektit
katmanlar1 arasinda stirenin polimerizasyonu ve polistiren nanokompozitlerin
nanokatmanlarmma yerlesimi (intercalate) olusurken, kuartamin modifiye
simektitin  katmanlarinin  geniglemesi sonucu polistiren nanokompoziti
olusmaktadir. d-araliginin artmasi suretiyle polimer galerilere dogru dagilmakta;
bununla birlikte polimer kuyruklarinin bazilar1 matriks hacmi i¢inde dolasmay1
stirdiirmektedir. Klorometilstiren komonomerinin polimerlestirilmesi sonucunda
capraz bagli ve kararli bir yap1 olusmaktadir. Bu durum organokilin
nanokatmanlar1 arasinda bulunan polimerlerin ekstraksiyonunu ve beraberinde
molekiil agirligimin bulunmasmi giiglestirmektedir. Monomer ve organo kil
arasindaki etkilesim nanokompozitlerin mikroyapisinin belirlenmesinde kritik
faktordiir.  Gerek  stiren  gerekse  aminotiyofenol =~ monomerlerinin
nanokompozitlerde etkilesiminin belirlenebilecegi yegane analiz metodu kati

NMR dir ki bu calismada uygulanarak mikroyap1 ¢oziilmeye calisilmistir.

3.1.3.3. MALDI-TOF-MS analizi

ATF 6rneginin MALDI-TOF-MS analizleri Applied Biosystems Voyager
STR cihaz1 ile yapilmistir. Analizler Reflector modunda, pozitif, hizlandirma
voltaji 20000 V, 100 atig, lazer siddeti 2083, grid voltaji % 67 kosullarinda
gergeklestirilmistir. ATF nin HRP ile polimerlestirilmesi sonucunda metanolde
coziinen Orneklerin MALDI-TOF-MS analizleri sirasi ile sinapinik asit ve o-
siyano-4-hidroksi ~ sinnamik  asit (CHCA)  matriksleri  kullanilarak
gergeklestirilmistir. Bunun i¢in 10 mg sinapinik asit 1 mL asetonitril ve % 0,1
TFA ¢ozeltisiyle ¢ozlilmiis, once karisim vortekslenmis daha sonra ¢oziinmeyen
kisim santrifiijlenerek uzaklastirilmigtir. CHCA matriksi de sinapinik asitle benzer
sekilde hazirlanmustir.  Ornekler matriksle 1:25 oraninda karistirilarak
vortekslenmis daha sonra oOrnek plakasina uygulanmigtir. Sekil 3.9’daki.
spektrumda gozlenen 172.204, 190.209, 212.20, 294.248, 379.2 (m/e) pikleri
CHCA molekiiliine aittir. 1397 ve 1148 (m/e) pikleri arasindaki farktan 2 ATF

fragmentinin uzaklagtigi disliniilmiistiir. Sekil 3.10°daki spektrumdan da
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goriildiigi gibi ATF molekiilii i¢in 46613,31 (m/e) molekiiler iyon piki elde
edilmis ve 372 ATF birimli polimerlesmenin s6z konusu oldugu anlasilmstir.
Bu MS spektrumlar1 model fenolik olarak segilen ATF’nin yapisinin

HRP esliginde polimerlestigini ortaya koymaktadir.
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o 23417
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49 4394 898 Mass (ur) 12202 16106 20010
Sekil 3.9. P(ATF) oligomerinin MALDI-TOF MS spektrumu (m/e:49-2001,0)
100, 212116 24 EH
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Sekil 3.10. P(ATF) oligomerinin MALDI-TOF MS spektrumu (m/e:50-50001)
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3.2. Fenoliklerin Giderim Calismalari

3.2.1. ATF giderimi calismalari

Sekil 3.11°de goriildiigii gibi giderilen ATF’nin miktar1 sulu ¢ozeltide S,
QS ve PS/QS nanokompozit ortaminda yapilan enzim aracili polimerizasyonun
etkinligi karsilastirilarak gerceklestirilmistir. QS ve PS/QS nanokompozit
malzeme ¢oOzeltideki bagslangic ATF konsantrasyonunun % 70-80’ninin
ayrilmasint saglamigtir. Bu durum Ozellikle kuartamin simektit ve PS/QS
nanogalerilerinde hidrofobik etkilesim ile adsorplanan enzimin yasam siiresinin
daha uzayabilecegini ve HRP katalizli oksidasyon esnasinda iiretilen ATF
oligomerlerini (Sekil 3.12) QS ve PS/QS nanokatmanlarda capraz baglayarak
uzaklastirilabilecegini gostermektedir. ATF nin hem amino hem de tiyol ucundan

polimerlesmesi s6z konusu olabilmektedir.
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Uzaklastirilan
4-aminotiyofenol (%)

N S PQS Qs

Sekil 3.11. 4-Aminotiyofenol’iin gideriminin Simektit (S), Organosimektit (QS) ve polistiren
organosimektit (PS/QS) kullanilarak karsilagtiriimasi
(100 mg/L 4-Aminotiyofenol, 0.1 U/mL HRP ve 0,2 mL H,0,ile 5 saat, pH=7, 25°C’de)
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Sekil 3.12. 4-Aminotiyofenol’iin sulu ¢ozeltideki enzimatik polimerizasyonunun sematik

gosterimi

3.2.1.1. ATF’nin HRP katalizli giderimine pH etkisi
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Sekil 3.13. pH’1n 4-Aminotiyofenol’iin giderimine etkisi
(100 mg/L 4-Aminotiyofenol, 0.1 U/mL HRP ve 0,2 mL H,O,ile 6 saat, 25°C’de)

HRP tarafindan ATF’nin gideriminde pH’in etkisi 5,0-10,0 pH
aralifinda 100 mg/L ATF kullanilarak incelenmistir. Sekil 3.13’de gdsterildigi
gibi ATF pH 7 araliginda tiim ortamlar i¢in en yliksek oranda giderilmektedir.

Bundan sonraki parametre ¢aligmalar1 ATF i¢in pH 7’de yiiriitiilmiistiir.
3.2.1.2. ATF’nin HRP katalizli giderimine reaksiyon siiresinin etkisi

Sekil 3.14, ATF’nin ayrilmasina reaksiyon siiresinin etkisini

gostermektedir. Bu kosulun etkisi, reaksiyon siiresinin 10-360 dk. arasinda
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degistirilmesiyle incelenmistir. Dort deney grubuda 0,1 U/mL HRP’yle ve pH 7
de yiiriitiilmistiir. Sekil 3.14’den de goriilecegi lizere reaksiyonda tiim ortamlar
icin 300 dk. i¢inde doyuma ulasilmistir. Ozellikle organokil ve nanokompozit icin
ilk 60 dk. icinde yiiksek oranlarda giderime ulasilmasi enzimin aktivitesinin

hidrofobik katmanlarda daha iyi isledigini gostermektedir.
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Sekil 3.14. 4-Aminotiyofenol’iin giderimine zamanin etkisi

(100 mg/L 4-Aminotiyofenol, 0.1 U/mL HRP ve 0,2 mL H,0,, pH=7, 25°C’de)

3.2.1.3. ATF’nin HRP Kkatalizli giderimine HRP konsantrasyonunun

etkisi

Sekil 3.15°deki sonuglardan goriilecegi gibi organokil ve nanokompozit
bulunmadigr ortamda ATF’nin en yiiksek giderimi, HRP’nin 0,2 U/mL
konsantrasyonunda saglanmaktadir. PS/QS ortaminda ise HRP dozu degisimiyle
giderimin etkinliginde herhangi bir farklilik goriilmemektedir. Yani nanokompozit
varliginda, ATF fenolik bilesiginin ayrilmasi i¢in HRP’nin en az dozu (0,05 U/ml)

giderimi %60 oraninda gergeklestirebilmektedir.
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Sekil 3.15. HRP miktarmin 4-Aminotiyofenol’iin giderimine etkisi
(100 mg/L 4-Aminotiyofenol ve 0,2 mL H,0; ile 6 saat, pH=7, 25°C’de)

3.2.2. BHA’nin giderim calismalar:

Sekil 3.16°da goriildiigii gibi giderilen BHA nin miktar1 sulu ¢6zeltide S,
QS ve PS/QS nanokompozit ortaminda yapilan enzim aracili polimerizasyonun
etkinligi karsilastirilarak gerceklestirilmistir. PS/QS nanokompozit malzeme
¢ozeltideki baslangic BHA konsantrasyonunun yaklasik % 99’unun ayrilmasini
saglamistir. Bu sonuglar 6zellikle kuartamin simektit ve PS/QS malzemelerin
enzimin yasam siiresinin immobilizasyon yoluyla daha uzun oksidatif ¢iftlesmis
prosesi ylriitme yetenegine sahip olabilecegini ve HRP katalizli oksidasyon
esnasinda iiretilen BHA oligomerlerini (Sekil 3.17) QS ve PS/QS

nanokatmanlarda capraz baglayarak uzaklastirabilecegini gostermektedir.
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Sekil 3.16. BHA’nin  giderimine kilsiz, simektit (S), organosimektit (QS) ve polistiren
organosimektit (PS/QS) ortamlarinin etkisi
(100 mg/L BHA, 0.2 U/mL HRP ve 0,2 mL H,0, ile 4 saat, pH=7, 25°C’de)
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Sekil 3.17. BHA nin sulu ¢6zeltideki enzimatik polimerizasyonunun sematik gosterimi

3.2.2.1. BHA’nin HRP katalizli giderimine pH etKisi

HRP tarafindan BHA nin gideriminde pH’1n etkisi 3,0-8,0 pH araliginda
100 mg/L BHA kullanilarak incelenmistir. Sekil 3.18de gosterildigi gibi BHA pH
6—7 araliginda yiiksek bir oranda giderilmektedir. BHA nin en yiiksek dontisiimii
sadece sulu ortam oldugu durumda pH’7 de %73 tiir. Bundan sonraki parametre

calismalari BHA i¢in pH 7°de yiiriitiilmiistiir.
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Sekil 3.18. pH’1in BHA nin giderimine etkisi
(100 mg/L BHA, 0.2 U/mL HRP ve 0,2 mL H,0,)

3.2.2.2. BHA’min HRP katalizli giderimine reaksiyon siiresinin etkisi

Sekil 3.19, BHA’nin ayrilmasina reaksiyon siiresinin etkisini

gostermektedir. Bu kosulun etkisi, reaksiyon siiresinin 15-240 dk. arasinda
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degistirilmesiyle incelenmistir. Dort deney grubuda 0,2 U/mL HRP’yle ve pH 7’
de yiriitiilmustiir. Sekil 3.19°dan da goriilecedi iizere reaksiyonda 210 dk. i¢inde

doyuma ulasilmistir.
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Sekil 3.19. BHA nin giderimine zamanin etkisi
(100 mg/L BHA, 0.2 U/mL HRP ve 0,2 mL H,0,, pH=7, 25°C’de)

3.2.2.3. BHA’nin HRP katalizli giderimine HRP konsantrasyonunun

etkisi

Sekil 3.20°deki sonuglardan goriilecegi gibi nanokompozit bulunmadigi
ortamda BHA’ ’nin en yiiksek giderimi, HRP’nin 0,2 U/mL konsantrasyonunda
saglanmaktadir. Sekil 3.20°deki sonuglar gostermistir ki BHA’nin % 97
giderimini saglayan HRP dozu, enzimin organosimektitin nanokatmanlarina
immobilizasyonundan dolay1 0,15 U/mL miktarinda yeterli olmaktadir. Yani
organo kil varliginda, BHA fenolik bilesiginin ayrilmasi i¢in daha az miktarda
HRP’ye ihtiyag vardir. Bu durum, organo kil nanokatmanlarina
immobilizasyonundan dolay1 enzimin daha uzun aktivite dmriine sahip olmasiyla

aciklanabilir.
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Sekil 3.20. HRP miktarinin BHA nin giderimine etkisi
(100 mg/L BHA ve 0,1 mL H,0; ile 4 saat, pH=7, 25°C’de)

3.2.3. AF giderimi calismalari

Sekil 3.21°den goriildiigli gibi giderilen AF nin miktar1 tiim ortamlar i¢in
karsilastiridiginda QS ve PS/QS nanokompozit malzeme ¢ozeltideki baslangigc AF
konsantrasyonunun yarisina yakinmnin ayrilmasini saglamistir. Bu durum 6zellikle
QS ve PS/QS nanogalerilerinde HRP katalizli oksidasyon esnasinda iiretilen AF
oligomerlerini (Sekil 3.22) QS ve PS/QS nanokatmanlarda ¢apraz baglayarak
uzaklastirilabilecegini gostermektedir. AF’nin hem amino hem de fenoksi

ucundan polimerlesmesi s6z konusu olabilmektedir.
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Sekil 3.21. 4-Aminofenol’iin gideriminin Simektit (S), Organosimektit (QS) ve polistiren
organosimektit (PS/QS) kullanilarak karsilagtiriimasi
(100 mg/L 4-Aminofenol, 0.1 U/mL HRP ve 0,2 mL H,0; ile 6 saat, pH=7, 25°C’de)
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Sekil 3.22. 4-Aminofenol’iin sulu ¢6zeltideki enzimatik polimerizasyonunun sematik gosterimi

3.2.3.1. AF’iin HRP Kkatalizli giderimine pH etkisi

Kilsiz, kil, organokil ve nanokompozit varliginda HRP esliginde AF’iin
gideriminde pH’in etkisi 5,0-10,0 pH araliginda 100 mg/L AF kullanilarak
incelenmistir. Sekil 3.23°de gosterildigi gibi AF pH 7 araliginda tiim ortamlar i¢in

en yiiksek oranda giderilmektedir.
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Sekil 3.23. pH’1n 4-Aminofenol’iin giderimine etkisi
(100 mg/L 4-Aminofenol, 0.2 U/mL HRP ve 0,2 mL H,0; ile 6 saat, 25°C’de)

3.2.3.2. AF’iin HRP Kkatalizli giderimine reaksiyon siiresinin etkisi

Sekil 3.24, AF’in ayrilmasmna reaksiyon siiresinin  etkisini
gostermektedir. Bu kosulun etkisi, reaksiyon siiresinin 10-360 dk. arasinda
degistirilmesiyle incelenmistir. Tiim deney gruplar1 0,1 U/mL HRP’yle ve pH 7°

de yiirttiilmiistiir. Sekil 3.24.’den de goriilecegi tlizere reaksiyonda tiim ortamlar
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i¢in 300 dk. iginde doyuma ulasiimistir. Ozellikle ilk 10 dk. icerisinde organokil
icin % 40 diizeyinde giderime ulasilmasi daha sonra enzim kinetiginin
yavaglamasi polimerizasyonun 4-aminofenol i¢in hizli islemekle birlikte

giderimde ¢ok etkin olmadig1 izlenimini vermektedir.

80 -
70 -
60 -
50 - ¢ * o
40 -
30 -
20 -
10 -

l
»
»
»
»

»
»

—e— QS

—=— kilsiz
—a—S
—<«— PQS

Atk 4-Ainofendl (%)

0] 100 200 300 400

zaman (dk.)

Sekil 3.24. 4-Aminofenol’iin giderimine zamanin etkisi

(100 mg/L 4-Aminofenol, 0.2 U/mL HRP ve 0,2 mL H,0,, pH=7, 25°C’de)

3.2.3.3. AF’iin HRP Kkatalizli giderimine HRP konsantrasyonunun

etkisi

Sekil 3.25°deki sonuglardan goriilecegi gibi tiim ortamlar i¢cin AF’iin en
yuksek giderimi, HRP’nin 0,1 U/mL konsantrasyonunda saglanmaktadir. PS/QS
ortaminda ise HRP dozu degisimiyle giderimin etkinliginde herhangi bir farklilik
goziikmemektedir. Yani nanokompozit varliginda, AF fenolik bilesiginin
ayrilmast i¢gin HRP’nin en az dozu (0.05 U/ml) giderimi {iist diizeyde

gergeklestirmek icin yeterlidir.
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Sekil 3.25. HRP miktarinin 4-Aminofenol’iin giderimine etkisi
(100 mg/L 4-Aminofenol ve 0,2 mL H,0; ile 6 saat, pH=7, 25°C’de)

3.2.4. MF giderimi calismalari

Sekil 3.26°den goriildiigi gibi giderilen MF’nin miktar1 tiim ortamlar igin
karsilastirildiginda, organokilin nanokatmanlarinda ¢o6zeltideki baslangic MF
konsantrasyonunun yaklasik % 70’inin giderilmesi; nanokompozit ile % 40’lar
diizeyinde daha diisiik bir giderim saglanmistir. Bu durum yani organokilin ATF,
AF ve MF i¢in de daha yiiksek giderimlere ulagsmasi not edilecek bir unsurdur.
Giderim amaciyla MF’nin hem tiyol hem de fenoksi ucundan polimerlesmesinin

olas1 sematik gosterimi Sekil 3.27° de verilmistir.

Uzaklastirilan
4-Merkaptofenol
(%)
s

Kilsiz S PQS Qs

Sekil 3.26. 4-Merkaptofenol’iin gideriminin Simektit (S), Organosimektit (QS) ve polistiren
organosimektit (PS/QS) kullanilarak karsilastirilmasi
(100 mg/L 4- Merkaptofenol, 0.1 U/mL HRP ve 0,2 mL H,O,ile 6 saat, pH=7, 25°C’de)

62



Y

HRP/H,0, 2\ P s
pH 7.0 | 1
N/ N

SH SH SH S—

oH OH o— oH ]

Sekil 3.27. 4-Merkaptofenol’iin sulu ¢ozeltideki enzimatik polimerizasyonunun sematik gdosterimi

3.2.4.1. MF’iin HRP katalizli giderimine pH etkisi

Tim deney ortamlar1 i¢cin HRP esliginde MF’iin gideriminde pH’in
etkisi, 5,0-10,0 pH araliginda 100 mg/L MF kullanilarak incelenmistir. Sekil
3.28’de gosterildigi gibi MF pH 7 araliinda tiim ortamlar i¢in en yiiksek oranda
giderilmektedir.

£ 100
2 g
K i —e—Qs
[e]
..é 60 - —— Kkilsiz
§ 40 1 ‘_‘__./0——0—0 ——S
E 20 | ——PS/QS
x
v 0 T T T T T 1
< 0 2 4 6 8 10 12
pH

Sekil 3.28. pH’1n 4-Merkaptofenol’iin giderimine etkisi
(100 mg/L 4-Merkaptofenol, 0.2 U/mL HRP ve 0,2 mL H,0; ile 6 saat, 25°C’de)

3.2.4.2. MF’iin HRP katalizli giderimine reaksiyon siiresinin etkisi

Sekil 3.29, MF’in ayrilmasina reaksiyon siiresinin  etkisini
gostermektedir. Bu kosulun etkisi, reaksiyon siiresinin 10-360 dk. arasinda
degistirilmesiyle incelenmis ve tiim deney gruplar1 0,1 U/mL HRP’yle ve pH 7’de
yurttiilmiistir. Sekil 3.29°dan da goriilecegi gibi reaksiyonda tiim ortamlar i¢in

100 dk. icinde doyuma ulasilmistir. Ozellikle ilk 10 dk. igerisinde organokil ve
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nanokompozit i¢in sirastyla % 60 ve % 30 diizeyinde giderime ulasilmasi daha
sonra enzim kinetiginin yavaslamasi polimerizasyonun merkaptofenol igin

organokil ortaminda hizl isledigini géstermistir.

120 -

100 -
P , S — — ——

S
©°
c
S 80 A= —h————A———4A ——QS
3 H—¢ se 3¢ X —l—Kkilsiz
© 60 | N\ N\
E —A—S
E 40 1% — § e e e o . ° —¢—PS/QS
<
< 20
E
0 T T T 1
0 100 200 300 400
zaman (dk.)

Sekil 3.29. 4-Merkaptofenol’iin giderimine zamanin etkisi

(100 mg/L 4-Merkaptofenol, 0.2 U/mL HRP ve 0,2 mL H,0,, pH=7, 25°C’de)

3.2.4.3. MF’iin HRP katalizli giderimine HRP konsantrasyonunun

etkisi

Sekil 3.30’deki sonuclardan goriilecegi gibi tiim ortamlar i¢in MF’iin en
yiksek giderimi, HRP’nin 0,1 U/mL konsantrasyonunda saglanmaktadir.
Organokil ve nanokompozit ortamlarinda MF fenolik bilesiginin ayrilmasi igin
HRP’nin en az dozu (0.05 U/ml) giderimi lst diizeyde gergeklestirmek i¢in yeterli

olmaktadir.
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Sekil 3.30. HRP miktarinin 4-Merkaptofenol’lin giderimine etkisi
(100 mg/L 4-Merkaptofenol ve 0,2 mL H,0, ile 6 saat, pH=7, 25°C’de)

3.2.5. PKF giderim ¢calismalari

Sekil 3.31°da goriildiigii gibi giderilen PKF’ nin miktar1 sulu ¢ozeltide S,
QS ve PS/QS nanokompozit ortaminda yapilan enzim aracili polimerizasyonun
etkinligi karsilastirilarak gergeklestirilmistir. Organokilin nanokatmanlarinda
cozeltideki baslangic PKF konsantrasyonunun yaklagik % 80’lere yakin bir
kisminin, nanokompozitin katmanlarinda ise yaklasik % 60’lar diizeyinde bir
giderimin saglanmasi sozkonusudur. Kilsiz ve simektit killi ortamda PKF’iin
giderimi yok denebilecek kadar azdir ve bu durum enzimin yasam siiresinin
immobilizasyon yoluyla daha uzun oksidatif ¢iftlesmis prosesi yiirlitme
yetenegine sahip olabilecegini ve HRP katalizli oksidasyon esnasinda iiretilen
PKF oligomerlerinin QS ve PS/QS nanokatmanlarinda c¢apraz baglanarak
uzaklagtirabilecegini gostermektedir.

PKF’iin fenoksi ucundan polimerlesmesinin olas1 sematik gosterimi Sekil

3.32’de sergilenmistir.
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Sekil 3.31. Pentaklorofenol’iin gideriminin Simektit (S), Organosimektit (QS) ve polistiren
organosimektit (PS/QS) kullanilarak karsilastirilmasi
(100 mg/L Pentaklorofenol, 0.1 U/mL HRP ve 0,2 mL H,0;ile 6 saat, pH=7, 25°C’ de)

OH

Cl Cl Cl Cl Cl Cl
HRP/H,0,

pH7.0
ol cl cl cl cl cl

Cl Cl Cl n

Sekil 3.32. Pentaklorofenol’iin sulu ¢ozeltideki enzimatik polimerizasyonunun sematik gdsterimi

3.2.5.1. PKF’iin HRP katalizli giderimine pH etkisi

Tiim deney ortamlar1 i¢in HRP esliginde PKF’iin gideriminde pH’in
etkisi, pH 5.0’da gozlenen bulaniklik nedeniyle 6,0-10,0 pH araliginda 100 mg/L
PKF kullanilarak incelenmistir. Sekil 3.33°de gosterildigi gibi PKF giderimi pH 6-

7 araliginda tiim ortamlar i¢in en yiiksek oranda saglanmaktadir.
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Sekil 3.33. pH’1in Pentaklorofenol’iin giderimine etkisi
(100 mg/L Pentaklorofenol, 0.1 U/mL HRP ve 0,2 mL H,0, ile 6 saat, 25°C’de)

3.2.5.2. PKF’iin HRP katalizli giderimine reaksiyon siiresinin etkisi

Sekil PKF’iin siiresinin  etkisini

gostermektedir. Bu kosulun etkisi, reaksiyon siiresinin 10-360 dk. arasinda

3.34, ayrilmasimna reaksiyon
degistirilmesiyle incelenmis ve tiim deney gruplar1 0,1 U/mL HRP’yle ve pH 7’de
yiuritilmistir. Sekilden de goriilecegi tlizere reaksiyonda tiim ortamlar i¢in 200
dk. icinde doyuma ulasilmistir. Ozellikle PKF’ iin organokil ortaminda ilk 10 dk.
icerisinde % 60’lar diizeyinde olduk¢a yiiksek hizla polimerleserek giderimi not

edilmelidir.
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Sekil 3.34. Pentaklorofenol’iin giderimine zamanin etkisi

(100 mg/L Pentaklorofenol, 0.1 U/mL HRP ve 0,2 mL H,0,, pH=7, 25°C’de)
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3.2.5.3. PKF’iin HRP katalizli giderimine HRP konsantrasyonunun

etkisi

Sekil 3.35°deki sonuglardan goriilecegi lizere tiim ortamlar i¢in PKF’iin
en yiksek giderimi, HRP’nin 0,1 U/mL konsantrasyonunda saglanmaktadir.
Organokil ve nanokompozit ortamlarinda PKF bilesiginin = enzimatik
polimerizasyonunun saglanmasi i¢cin HRP’nin en az dozu (0.05 U/ml) yeterli

olabilmektedir.

= 120 -
=
<5 100 - —a P S -
c —e— QS
$ 80 @
o —a— kilsiz
o 60 -
< —&—S
£ 40
o ——PQS
o 20 4 ——0—0— 66— 00— 60— —0—¢
x
t
£ o0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

HRP miktari (U/mL)

Sekil 3.35. HRP miktarinin Pentaklorofenol’iin giderimine etkisi

(100 mg/L Pentaklorofenol ve 0,2 mL H,0, ile 6 saat, pH=7, 25°C’de)
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Bu  c¢alisma,  mikroyapilar1 XRD  ve PC-CPMAS-NMR
karakterizasyonlar1 ile ortaya konan kuartamin modifiye simektit ve polistiren
bazli kuartamin modifiye simektit nanokompozitin BHA, ATF, AF, MF ve PKF
bilesiklerinin gideriminde etkin bir sekilde kullanilabilecegini ortaya koymustur.
Tiim fenolik tiirler i¢in farkli giderim miktarlarinin gézlendigi ¢aligmalarda pH
7.0 civarinda en yiliksek giderim miktarlarina ulasilmistir. Bu sonug, HRP
enziminin (isoelektrik noktasi: 7.2) kendi dogal pH’inda etkin oldugunu
gostermektedir. ATF, AF, MF ve PKF gibi fenolikler organokilin katmanlarinda
diger ortamlara gore en yiiksek giderimle ayrilirken BHA i¢in nanokompozit
ortaminda en yiiksek giderime ulagilmasi, BHA’ nin daha hidrofobik olmasi ve
nanokatmanlarda polimerizasyonla giderim yaninda BHA’nin polistiren bazli
nanokompozite adsorpsiyon olaymin da arti bir giderim saglamasi nedeniyle
aciklanabilir. Genelde tlim tiirler i¢in organokil ve nanokompozit ortamlarinda ilk
10 dk. i¢inde hizli bir giderim saglanirken 100 dk. sonrasinda doyuma ulagilmasi
not edilmelidir.

Ayrica organokil ve nanokompozit ortaminda 0.05 U/mL gibi oldukca
diisik bir HRP miktarinda dahi yiiksek giderimler saglanmasi, HRP’nin
nanokatmanlara immobilizasyonundan dolayr enzimin Omriiniin uzamasiyla
aciklanabilir. Bu sonuglar organokil ile nanokompozit malzemelerin enzimin
katalitik Omriinii arttirarak enzimatik yontemi avantajli duruma getirdigini

gostermektedir.
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