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Olcek Biiyiitme.

Hidrojen peroksit tekstil ediistrisinde agartici olarak kullanilan kuvvetli bir oksidant
kimyasaldir ve cevreye verilmeden 6nce atik sulardan giderilmesi dnemlidir. Peroksidaz
(HRP) enziminin oksitleyici substrati hidrojen peroksittir. Yapilan bu ¢alismada, hidrojen
peroksitin giderilmesinde HRP enzimi ¢apraz bagh agregatlar (CLEA) seklinde
immobilize edilmistir ve capraz baglayici ajan olarak glutaraldehit (GA) kullanilmistir.
Serbest peroksidaz enziminin kinetik sabitleri hesaplandiginda doygunluk sabiti 0,06965
mmol H20z/L ve, maksimum 6zgiil hiz sabiti Vi degeri ise 0.0232 mmol Hz0z/L.sn olarak
bulunmustur. Boyasiz hidrojen peroksitli atik suda HRP-CLEA ortalama Km doygunluk
sabiti 0,00625 mmol H202/L, ortalama maksimum ézgiil hiz sabiti Vi degeri ise 0.0699 x
103 mmol H20z/L.sn olarak hesaplanmistir. HRP-CLEA ile 15 dk icinde % 90 dan fazla
H:02 uzaklastirma saglanmigtir. H202 (0,02M) iceren atik suda giderim bes dakikada
tamamlanmigtir. Olgek biiyiitme yaklasiminda Euler ¢éziim algoritmasi kullanilarak
veriler degerlendirilmis ve kinetik sabitlerin degistigi etkinlik faktér araliginda H20:
giderimi hesaplanmistir. Tepkime hizinin dogrusal olarak degistigi kabul edilerek elde
edilen agregat formundaki enzimle 6lgcek biiyiitiilmesi sirasinda olusacak aktivite
farklilasmalart %125-%50 araliginda belirlenmis olup, bunlara bagh etkinlik faktérleri
dikkate alinarak endiistriyel boyutta tasartm modellenmistir. Biiyiitiilen tepkime
hacminde olusacak derisimler simule edilmistir. Elde edilen sonuglar HRP-CLEA’larin
zaman ve maliyet acisindan serbest enzime gore daha avantajli oldugunu géstermistir.

MODELLING AND SIMULATION OF SCALE-UP DESIGN FOR THE REMOVAL OF HYDROGEN
PEROXIDE WITH HRP-CLEA IN TEXTILE WASTEWATER
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Hydrogen peroxide is a strong oxidant chemical used as a bleach in the textile industry and
it is important to remove it from water before being released to the environment. The
oxidizing substrate of peroxidase (HRP) enzyme is hydrogen peroxide. In this study, cross-
linked aggregates (CLEA) of HRP enzyme were used to remove hydrogen peroxide and
glutaraldehyde (GA) was used as a crosslinking agent. When the kinetic constants of the
free peroxidase enzyme were calculated, saturation constant was 0,06965 mmol Hz02/L
and maximum specific rate constant was found as 0.0232 mmol H20;/L.sec. Average
saturation constant, Km of HRP-CLEA was found as 0,00625 mmol H:02/L, and average
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maximum specific rate constant value, Vi, was calculated as 0.0699x10-3 mmol H202z/L.sec
in wastewater without dye. More then 90 % H:02 removal was achieved in 15 minutes with
HRP-CLEA. The removal of the wastewater containing H202 (0.02M) was completed in five
minutes. In the scale-up approach, the data was evaluated using the Euler solution
algorithm and the Hz02 removal in the efficiency factor range where the kinetic constants
change was calculated. Assuming the reaction rate changes linearly, the activity
variations that will occur during scaling up with the enzyme in aggregate form were
determined in the range of 125% -50%, and the industrial-scale design was modelled by
taking into account the activity factors. In scaling up, concentrations that will occur in the
increased reaction volume have been simulated. The results obtained showed that HRP-
CLEAs are more advantageous than free enzyme in terms of time and cost.
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1. Giris

Kasar (Agartma) isleminin birinci amaci pamuga arzu
edilmeyen esmerligi veren renkli safsizliklari
(boyarmaddeleri) gidermektir. Giiniimiizde en yaygin
kullanilan oksidatif agartict kimyasallar hidrojen
peroksit (H202), sodyum hipoklorit (NaClO) ve sodyum
klorit (NaClOz) olarak sayilabilir (Tamtiirk, 2007). leri
oksidasyon islemlerinde atik su aritiminda oksidasyon
amagh olarak H202 kullanimi giindemdedir ve
arastirmalar devam etmektedir (Cuerda-Correa,
Alexandre-Franco ve Fernandez-Gonzalez, 2020;
Garrido-Cardenas, Esteban-Garcia, Agiiera, Sanchez-
Pérez ve  Manzano-Agugliaro, 2020). Fakat
sturdiiriilebilir yesil teknolojilerin giincel talepleri,
ekolojiyi korumak biiytik 6nem kazanmistir. Endiistriyel
stureclerde enzim teknolojisinin kullanimim hizla
arttirmistir. Endustriyel islemlerin zorlu kosullarina
ragmen enzim immobilizasyon teknikleri ile artan
katalitik 6zellikleri sayesinde enzimler biyokatalizérler
olarak daha fazla kullanilmaktadir. Hidrojen peroksit
giderilmesinde enzim kullanimi veya kullanilan
peroksitin enzim  yardimiyla  uzaklastirilmasi
yayginlasmaya baslamistir (Mohamada, Marzukia,
Buanga, Huyopb ve Wahab, 2015; Chapman, Ismail ve
Dinu, 2018). Bu enzimlerden biri de peroksidaz
enzimidir ve pargalanmasinda enzimatik olarak ig
elektron dondérlerinin yardimi ile suya indirgenmesi
seklinde gerceklesmektedir. En verimli olarak ise metal
iceren peroksidazlar aracilig: ile asagidaki tepkimeye
gore (Denklem 1) zararsiz Oz ve suya doniismektedir.
Giinliik hayatta verimli olarak giderimi hem prokaryotik
ve Okaryotik hiicreler i¢cin hem de bazi anaerobik
bakteriler icin ¢ok onemlidir (Zamocky, Gasselhuber,
Furtmiiller ve Obinger, 2012).

2H202 — 2H20 + O2 (D

CLEA’lar tasiyicisiz immobilize enzim ailesine yakin
zamanda katilmislardir. Coziinmiis enzim molekiilleri
ile molekiiller aras1 uzakhigi etkileyen faktorler
degistirilerek daha sonra ¢apraz olarak baglanan fiziksel
agregatlar olusturabilirler. Ancak enzim agregatlarinin

boyutunun herhangi bir difiizyon kisitlamasina
gitmeden nasil kontrol edilecegi, enzim
konformasyonunun nasil daha esnek hale getirilecegi,
enzim aktivitesi ve segiciliginin agregasyon kosullarinin
farklhlastirilmas1 ile nasil ayarlanacagi konularinin
aydinlatilmas1 gerekmektedir. CLEA’lar ile ilgili yapilan
¢alisma; genis bir enzim araliginda uygulanabilirligi,

boyut kontrolii, yeni agregasyon yontemleri ve yeni
¢apraz baglayicilar konularidir. Amag, daha yaygin
uygulamalar i¢in gli¢lii capraz bagli enzim agregatlarini
secip tasarlamak lizere esnek bir teknoloji platformu
olusturabilmektir. Bu tiir tasarim siirecleri tliretim
parametrelerinin optimizasyonuna dayanir (Sheldon,
2007; Leitgeb, Knez ve Vasi¢, 2016; Cao, Langen, ve
Sheldon, 2003; Yamaguchi, Kiyota ve Miyazaki, 2018;
Kieran ve Berovic, 2001). Yapilan ¢alismada, tekstil
sanayiinde yaygin olarak kullanilan atik su
temizlenmesinde HRP enziminin ¢apraz baglh enzim
agregatlar1 olusturularak tasiyicisiz immobilizasyonu
gerceklestirilmistir.  Serbest enzimin  ¢6zlinmez
agregatlarini olusturmak i¢in ¢capraz baglayici olarak GA
kullanilmistir ve tekstil sektorii agartma suyunda
bulunan H202 immobilize enzim setleri ile par¢alanmis
ve optimum sonucu veren agregat formundaki enzimle
Olgiilen kinetik sabitler kullanilarak 6lcek biiyiitmeye
gidilmigtir. Olgek biiyiitme icin yapilan modelleme
¢alismasinda esas olarak kinetik sabitlerin belli bir
etkinlik faktoriiyle degistigi kabul edilmistir. Kabul
edilen bu etkinlik faktorii degismesine bagl olarak
biiytitiillen tepkime hacminde olusacak derisimler
simule edilmistir. Sonuglar zaman ve harcama agisindan
degerlendirilmistir.

2. Bilimsel Yazin Taramasi

Oksidasyon isleminin sentetik tekstil boyalara YTP
kullanarak uygulanmasinda enzimin serbest (Da Silva,
de S3a, Russo Scio ve Ferreira-Leitao, 2010; Farias, de
Oliveira Ulson de Souza, Guelli, de Souza, ve Morgado,
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2017), tasiyic immobilize (Sekuljica, Prlainovic,
Jakovetic, Grbavcic, Ognjanovi, Knezevi-Jugovic ve Mijin,
2016; Opwis, Kiehl ve Gutmann, 2016; Yinca, Yan,
Xueyong, Qiao ve Xiaoping, 2017) veya CBEA formlari
(Grateron, Barbosa, Ruedaa, Ortiz-L’opez ve Torres,
2007; Mehde, 2019; Kulkarni, Kadam, Jeon ve
Govindwar, 2020) ile arastirmalar yapilmistir. Etanol
varliginda sigir serum albumini (BSA) olmadan ve BSA
varken olusturulan agregatlar ¢apraz baglanmis ve ii¢
azo boyanin renk giderimi sicaklik ve pH i¢in optimize
edilmistir. Agregatlarin yikanmadan veya yikanarak
tekrar kullanilabilecegi bildirilmistir (Grateron, ve dig.,
2007). Fonksiyollestirilmis manyetik CLEA’lar farkh
agregat ajanlar ile c¢oktirilip GA ile c¢apraz
baglanmistir. Dort farkli boyanin serbest enzime gére %
93-55 arasinda giderimi rapor edilmistir. Zamanin
capraz baglanma ve 1sisal aktivite kayb1 kinetigine etkisi
incelenmistir ~ (Mehde, 2019).  Dermatocarpon
vellereceum tarafindan salinan enzim ¢ozeltisi CLEA
olarak olusturulmus ve karboksimetil seliiloz/aljinat
mikrokapsil icine hapsedilmistir. Tekstil atik suyunda
bulunan bazi boyalarin renk giderimi kosullari iki farkh
deneysel tasarim Kkullanilarak optimize edilmistir
(Kulkarni ve dig., 2020). Fakat HRP-CLEA formundaki
enzim yapilarinin gergek tekstil atiklarinda denenmesi
ve 0Olcek biiylitme yapilarak endiistriyel diizeyde tekstil
atik su temizlemede kullanimina yo6nelik arastirmaya
tarafimizca ulasilamamaistir.

3. YOontem

Bu ¢alismada arastirma ve yayin etigine uyulmustur.

3.1. Peroksidaz Enziminin Tasiyicisiz Olarak
Agregat Formda Eldesi

Sunulan ¢alismada HRP enziminin ¢apraz bagh enzim
agregatlar1 olusturularak tasiyicisiz immobilizasyonu
gerceklestirilmistir. Kullanilan serbest enzim SIGMA-
Aldrich Chemie’den satin alinarak temin edilmistir.
Serbest enzimin ¢6ziinmez agregatlarini olusturmak
icinise ¢dziinmiis durumdaki enzim, uygun bir proteinik
besleyici (proteik feeder) varliginda bifonksiyonel bir
capraz baglayicl ile muamele edilmistir. Bu islemin
yapilmasinin amaci protein yapisindaki molekiil i¢i ve
molekiiller aras1 etkilesimleri degistirerek fiziksel
olarak enzimin ¢dziinmez yapiya kavusturulmasidir.
Son olarak da tekstil agartma islemindeki atik suyun
icerdigi peroksitin giderimi icin hazirlanan serbest ve
agregat formundaki enzimlerin aktiviteleri tayin
edilmistir.

Enzim agregatlarinin eldesi icin; enzim 0,05 mg/mL
25°C’de pH 7 Sodyum tetraborat tamponunda ¢oziiliir.
Derisimi 0,05 mg/mL olan enzim ¢ozeltisinden 80uL
alinir ve iizerine 5 mg BSA eklenerek ve 100 devir/dak
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karistirma hizinda 5 dakika siireyle karistirilarak
proteinin tamaminin ¢éziinmesi saglanmistir.

Enzim molekiillerinin ¢apraz baglanabilmesi icin
ortama %2 (h/h) olacak sekilde GA eklenmistir ve son
hacim 1mL’ye tamamlanmistir. Sonra ¢ozeltiler ilk 15
dakika karistirilarak toplam 2 saat 25°C’de tutulmustur.
2 saatin sonunda ¢ozeltiler 4°C’de bir gece bekletilmis
ve ayni sicaklikta 7000 devir/dak karistirma hizinda 15
dakika siire ile santrifiijlenmistir. Ortamdaki fazla GA’in
uzaklastirilmasi amaciyla list faz alindiktan sonra 4 defa
destile su ile yikanmistir. Burada agregat olustururken
literatiirdeki ~ calismalardan  optimum  degerler
kullanilmistir (Topgular, 2006; Ispirli ve Ayhan, 2008;
Ayhan, Ispirli ve Ayhan, (2011); Ayhan, Ayhan ve Giilsu,
2012; Akpolat, Ayhan ve Ayhan, 2013).

3.2. Peroksidaz Enziminin Aktivite Tayini

Peroksidaz enziminin 1 aktivite birimi, pH=7 ve 25°C’de
1dakika siire icinde 1umol hidrojen peroksiti (H202)
suya dontistiiren enzim miktaridir. Tepkime, 25°C ortam
sicakliginda H202'in  o-dianizidin ile reaksiyona
sokularak POD enzimi yardimiyla suya donilismesi
esasina dayanir. Arastirmada H202'in derisimi tayin
edilerek aktivite hesaplanmistir.

3.2.1. Hidrojen Peroksit Tayini

Hidrojen peroksit tayini igcin 0.02 M potasyum
permanganat ve % 9.8lik siilfiirik asit ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Ornek/kasar numunesinden 1 mL alinip
10 mL H2S04 ¢ozeltisi ile karistirilmistir. 0.020 M KMnO4
ile titre edilmis, H202'nin tamami giderildiginde eflatun-
kirmizi renk déniim noktasi gézlenmistir (Denklem 2).
Harcanan KMnOs miktarlari 1.7 ile ¢arpilarak banyodaki
H202 miktarlar g/L olarak bulunmustur.

Bu islemler hem serbest peroksidaz enzimi ile hem de
capraz bagh enzim agregati ile gerceklestirilmistir.
(Benli, 2015; http://kimtekskimya.com/test.html#hidrojen).

Serbest peroksidaz enzimi icin; 0,5 Molar 1mL H:0:
iizerine 6,0 mM 1mL o-dianizidin ilave edilmis ve 0,5
mg/mL POD enziminden 25uL enjekte edilerek tepkime
gerceklestirilmistir. Bir dakika ara ile 1mL 6rnek alinip
yukarida anlatildig1 sekilde analiz edilmistir.

POD
H202 + o-dianizidin ——— o-dianizidin + H20

1ml Kasar numunesi alinir (2)

1ml Kasar numune + 10 ml H2SO4 ———» KMNO4
ile titre edilir
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Agregaticin; 0,5 Molar 5 mL H20: iizerine 6,0 mM 5 mL
o-dianizidin ilave edilmis ve igerisine olusturulan
capraz bagli agregat daldirilarak bir dakika ara ile 6rnek
alinmistir. Hem serbest peroksidaz enzimi icin hem de
agregat icin 1 dk ara ile 5 6rnek alinmis ve harcanan
KMnO4 miktarlar1 1.7 ile ¢arpilarak banyodaki H:0:
miktarlar1 g/L olarak bulunmustur. Elde edilen veriler
dogrultusunda zamana bagli harcanan H20:
miktarlarinin grafikleri cizilmistir. Grafiklerin dogru
denklemlerinden egimler bulunmus ve hiz degerleri
hesaplanmistir. Ticari bir firmadan (izmir-Torbal
Ekoten Firmasi) temin edilen tekstil atik suyunda H202
benzer sekilde tayin edilmistir.

3.3. Kinetik Parametre Degerlerinin Bulunmasi

Enzimatik tepkimeler (Denklem 3) genel olarak
asagidaki gibi gosterilir,

[S] + Eg © [SlmEo © [P] + Eoveya [S]5 [P] 3)

olarak yazilir. Bu tepkimenin hizi da (v veya v)
tepkimeye giren bilesenlerin ya da iirlinlerin zamana
bagl olarak derisiminin bir ifadesi olup (Denklem 4), S,
substrat, P, iiriin ve Eo da baslangictaki enzim derisimini
gostermek lizere asagidaki gibi yazilir.

dls] _ d[P] _ vmlS]

dt dt  Km+[S]

(4)

Yukarda verilen ve enzimatik tepkimeler i¢in 6nerilen
Michealis-Menten kinetik model parametreleri yine bu
ifadenin dogrusallastirilmasi ile asagida ifade edilen
Lineweaver-Burk denklemi ile hesaplanmigtir. flk
tepkime hizlar1 farkli substrat (H20:) derisimlerinde
alinan 6l¢iimler ile cizilen grafiklerden elde edilmistir
(Denklem 5).

1 1 Km 1
S=—t (5)

Vm Vi [S]

Burada Km enzimatik tepkimeleri i¢cin 6nerilmis olan
Michealis-Menten kinetik sabitini belirtmektedir, vm ise
ulasilabilecek en yiiksek tepkime hizidir. Kinetik
parametrelerin  hesaplanmasinda MATLAB 7.0
programi kullamlmistir (Ozevci, 2012). Tepkimeye
iliskin kinetik sabitlerin bulunmasinin ardindan 6lgek
biliytitmenin modellenmesine gecilmistir.
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3.4. Olgek Bilyiitmenin Modellenmesi

Olgek biiyiitmeye iliskin modelleme hacim (V), enzim
miktar1 (E), tepkime hizi i¢in (v), kinetik sabitler (vm)
veya (Km) olarak 6lgek biiyiitme hizlarinin fonksiyonlari
ile verilir (Denklem 6) (Kieran ve Berovic, 2001; Smith,
1970; Libbert, Simutis, Volk ve Galvanuskas, 2000).

V pilot  6lgek n

V' endistriyel 6lgek
o a ﬂpilot
Vlaboratuar  dlgek

a (6
Vv pllOt Olgek nendustnyel ( )

etkinlik faktorii n (Denklem 7) de sunulmaktadir.

_ gozlenen tepkime hizi
n (7)

- Y1g1n substrat derisiminde (So) él¢iilen hiz

Burada n, iistel degisim sabiti ve n etkinlik faktorii
olarak da adlandirilir. Pilot/Laboratuvar reaktor
hacim oraninin iistel degisim sabitini iceren
etkinlik faktorii ile orantili oldugu gosterilmistir.
Ustel degisim sabiti n ve etkinlik faktorii n’nun ideal
laboratuvar ¢alisma kosullarini gésteren degerlerinin 1
oldugu anlasilmaktadir. Bu durumda 6lgek biiytitme ile
tepkime performansi degismedigi kabul edilmektedir.
Tim biylitme oranlar1 arasindaki iliski ancak
tepkimenin laboratuvar ve pilot olcekte
gerceklestirilerek etkinlik faktoriiniin bulunmasiyla
belirlenebilir ve enzim tlizerinde gerceklesen tepkime
hizina etki eden 1s1, kiitle ve hareket bilesenlerinin
toplam gostergesi olarak olciilen etkinlik faktori ile
ancak tepkimenin olusma hizi, dolayisiyla tepkimenin
gidisat1 kontrol edilebilir. Bunun i¢in tepkimenin hizi

(V) Michealis-Menten kinetik modelinin etkinlik
faktoriinic de icerecek sekilde diizenlenmesiyle
asagidaki gibi tanimlanir (Denklem 8);

ds _ vy, *n*[s]

T a K, 4[]

(8)

ve Onerilen model icin yine oOnerilen farkl etkinlik
faktorleri icin tepkime hizlar1 hesaplanarak zamana
kars1 bulunan substrat derisimleri ¢izilir ve etkinlik
faktoriiniin  degismesiyle  tepkimenin ilerlemesi
gozlenir. Etkinlik faktoriine iliskin olasi degisimler
laboratuvar-pilot o6lgek ol¢timleri ile belirlendikten
sonra endiistriyel boyuttaki lretimler igin gergekei
tahminlerde bulunulur. Tepkime ilerlemesini gésteren
zamana-substrat derisim egrilerinin etkinlik faktoriini
icerecek sekilde cizilmesi yani bir bagska deyisle
simulasyonu asagidaki sekilde tepkime hizin1 da
gosteren  Onerilmis  kinetik modelin  sayisal
¢ozliimlemesine dayanir. Bu da ¢dziimlemedeki adim
araliginin gercekei olabilmesi icin yeterince kiiciik
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olmasi, yani minimizasyonu diger bir deyisle
optimizasyonu olarak anlasilir. Bu optimizasyonun
6lciimii ise adim araliginin kiiciiltiilerek hesaplanan iki
sonucun karsilastirilmasi ve farkin 6nceden belirlenen
ve kabul edilebilir bir hata diizeyinin altinda olmasiyla
yapilir. Cozlimleme siireci i¢in en bilinen Euler Yontemi,
matematiksel anlamda tiirevin limit cergevesinde
genisletilmesine sayisal olarak yaklasim olanag:
verirken, ardi ardina hesaplama adimlariyla da
simulasyonun gergeklestirilmesini yine sayisal olarak
saglar.

Hizi iceren ¢6ziim denklemi (Denklem 9);

. AS  dS
= (limAt > 0) - =2 = - =2 9
v=( ) At dt )

olarak yazilir ve sayisal ¢oziimlemede At yeterince
kiciik secilerek i. adim i¢in (Denklem 10);

L. =t +At, ASi:{(Vm*U)*[Si]} / {Km*ﬂ"’[si]} (10)
ve S, =S, +AS,

Ornegin ilk adimda (i=1) birinci adimin bitis dolayisiyla
ikinci adimin (i=2) baslangi¢ degeri hesaplanmis olur ve
bu silire¢ istenen zamana (ya da secilen donlisme
derecesine) kadar siirdiirtliir. Burada sonucun gergekgei
olmasi i¢in yazilan optimizasyon fonksiyonu belirlenen
bir hata degeri i¢in (e<Hata) asagidaki gibidir; (Denklem
11)

J :{(Sm)mz _(Si+1)Atl}/{(Si+l)Atl}_) min, J<e (11)

At yeterince kiiciik secilmisse yani J<e ise hata en azdir
ve ¢oziim gercekei kabul edilir ve bunun da ancak
hesaplamayla veya deneyimle dogrulanmasi gereklidir
(Smith, 1970; Liibbert ve dig., 2000). Olgek biiyiitmenin
modellenmesinde = MATLAB 7.0 programindan
yararlanilmistir (Ozevci, 2012). Verilerin
degerlendirilmesi ve 6l¢cek biiylitmenin modellenmesi
algoritmasi li¢ ana baslik altinda toplanmistir.

Bunlar;

1. Deneysel 6l¢tim degerlerine bagl olarak zamana karsi
derisim ve doénlisme degerlerinin grafikler halinde
sunulmasi, tepkime hizlarinin dogrusal degistigi
baslangi¢ bolgesi icin bulunmasi, tepkime kinetigi i¢in
onerilen  Michealis-Menten kinetik modelindeki
sabitlerin hesaplanmasi,

2. Mubhtelif etkinlik faktorleri i¢in 6lgcek biiyiitiilmesinin

modellenmesi ve bu etkinlik faktorlerine bagh
simulasyon egrilerinin ¢izilmesi,

] ESOGU Engin Arch Fac. 2021, 29(1), 86-96

3.Etkinligin  dogrusal degistigi kabul edilerek
endistriyel boyutta {iretimin tasarlanmasi, olarak
verilmistir.

4. Bulgular

Yapilan calismada; Horseradish Peroksidaz Enziminin
capraz bagh enzim agregatlari olusturularak tasiyicisiz
immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Peroksit giderimi
icin hazirlanan serbest ve agregat formundaki
enzimlerin farkli ¢alisma kogsullarindaki aktiviteleri
tayin edilmistir. Serbest ve agregat haldeki enzimin
kinetik parametreleri hesaplanmistir. Tekstil sektori
agartma suyunda bulunan H:0: immobilize enzim
setleriyle parcalanmistir. Son olarak da agregat
formundaki enzimin 06lgek biyiitiilmesi sirasinda
olusacak aktivite degisimi belirlenen etkinlik
faktorlerine bagh olarak modellenmistir ve endiistriyel
boyutta tasarimi gerceklestirilmistir.

4.1. Enzim Aktivite Olciimleri

Bu bdliimde serbest enzim ve olusturulan agregatlariile
giderilen H202 miktarlar1 belirlenmistir. Serbest enzim
ile agregat formlarinda yapilan ilk denemelerde 6l¢iilen
KMnOs degerlerinden hesaplanan H20: derisimleri
Tablo 1'de goriilmektedir. Deneysel sonuglar li¢c degerin
ortalamasi olarak sunulmustur. Arastirmada serbest
enzimle yapilan denemelerde baslangi¢ derisimi 0.5M
olan H202'nin doérdiincii dakika sonunda tamamu
giderilmis ve % 100 verim elde edilmistir.

Calismada agregatla yapilan ve ikinci denemelerde
baslangi¢ derisimi 0.5M olan H202'nin on bes dakika
sonunda birinci denemede % 88'’i giderilerek derisimi
0.06M’a inerken, ikinci denemede bu deger 0.043M’a
inerek H202'nin % 91’i giderilmistir.

Endiistride yaygin olarak kullanilan serbest enzimle
gerceklestirilen atik su temizleme isleminin dezavantaji
enzimin tekrar kullanilamamasi ve atik su ile birlikte
kaybedilmesidir. Bu duruma alternatif bir yéntem de
atik suyun tasiyicisiz immobilize enzimler ile
aritilmasidir. Izmir-Torbalr’'dan (Ekoten Firmasi) temin
edilen agartma islemi sonrasi atik su Ornegine
olusturulan agregatlar daldirilarak yapilan
denemelerde dl¢iillen KMnO4 degerlerinden hesaplanan
H202 derisimleri ise Tablo 2’te goriilmektedir.

Tablo 2’'de goriildiigii gibi olusturulan ilk agregatla
agartma islemi sonunda, yikama suyunda kalan 0.02
Molar derisimli atik suda yapilan denemede 1 dakika
icinde tiim hidrojen peroksit giderilirken ikinci
agregatla yapilan denemede 6 dakika tiim hidrojen
peroksit giderilmistir. Agregat formundaki peroksidaz
enzimi ile yapilan denemelerden hidrojen peroksidin
tamaminin ¢ok kisa silirede giderilmesi agregat formun
aktivitesinin ¢ok yliksek oldugunu gostermektedir.
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Calisma kapsaminda olusturulan agregatla yapilan
denemelerde ortalama % 90 verim elde edilirken ayni
agregat atik su gideriminde verim %100’e ¢ok kisa
slirede erismistir. Tim denemeler sonucu hesaplanan
Michealis-Menten Kinetik Sabitleri ise Tablo 3’de
verilmistir. Serbest peroksidaz enziminin kinetik
sabitleri hesaplandiginda doygunluk sabiti 0,06965
mmol H202/L ve, maksimum 0zgiil hiz sabiti Vm degeri
ise 0.0232 mmol H202/L.sn olarak bulunmustur. Boyasiz
hidrojen peroksitli atik suda HRP-CLEA I ve II nin
ortalama Km doygunluk sabiti 0,00625 mmol H202/L,
ortalama maksimum 6zgill hiz sabiti Vi degeri ise
0.0699 x 10-3 mmol Hz02/L.sn olarak hesaplanmstir.
Agregat (I) ve Agregat (II) i¢in hesaplanan Km ve Vm
degerleri serbest enzimin kinetik parametre degerlerine
gore dusik bulunmustur. Bunun nedeni agregat
yapidaki enzimin substrat ilgisinin azalmasi ile Km
degerinin diismesi ve buna bagl olarak vm degerinin de
disik ¢ikmasi olarak yorumlanabilir. Atik su
kullanilarak Agregat (I) ve Agregat (II) ile yapilan
denemelerde bulunan Km ve vimn degerleri ¢cok daha diisiik
bulunmustur. Buradaki énemli diisme atik sudaki olasi
bagka Kkirlilikler nedeni ile gerceklesmis olabilecegi
distinilmistiir. Fakat baska kirlilikler enzim
aktivitesine etkilese bile Tablo 2’de de goriildigu gibi
H202 hizli bir sekilde giderilmistir.

Burada tasiyicisiz immobilize enzimlerin
kullanilmasinin sebebi hazirlanmasinin kolayligl, genis
kapsamli olmasi, yiliksek konsantrasyonlu enzim

Tablo 1.

HRP Enzim H20: Déniisiim Ol¢iimleri.
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aktivitesi, yluksek kararlilik, diisiik tiretim maliyeti gibi
endiistriyel uygulamalarda bize sundugu pek c¢ok
avantajin olmasindandir. Bir¢ok endiistriyel
biyokatalizorde oldugu gibi ideal endiistriyel bir
immobilize enzim ayni zamanda geri kazanim, genis
alanlarda kullanilabilme, maliyeti etkin ve kullanimi
giivenilir olma kriterlerini de tasimalidir (Cao ve dig,,
2003). Tasiyicisiz immobilize enzimler, yapilarinda
polimerik kiitle barindirmadiklarindan ve
immobilizasyon islemleri sirasinda mekanik etkiye
maruz birakilmadiklarindan ii¢ boyutlu yapilarini ve
aktivitelerini oldukca korumaktadirlar (Topgular ve
Ayhan, 2007).

4.2. Olgek Biiyiitme

Burada atik suda yapilan giderme isleminde optimum
sonucu veren agregat formundaki enzimle o6l¢iilen
kinetik sabitler (ortalama Km doygunluk sabiti 0,00625
mmol H202/L, ortalama maksimum 6zgiil hiz sabiti Vm
degeri ise 0.0699 x 10-3 mmol H202/L.sn) kullanilarak
olcek bilyiitmeye gidilmistir. Olcek biiyiitme icin yapilan
modelleme ¢alismasinda esas olarak kinetik sabitlerin
belli bir etkinlik faktdriiyle degistigi kabul edilmistir.

Kabul edilen bu etkinlik faktorii degismesine bagh
olarak Dbiyiitilen tepkime hacminde olusacak
derisimler simule edilmistir. Etkinlik faktoriine bagh
olarak ¢izilen doniisiim egrileri Sekil 1’de sunulmustur.

Serbest enzim

Agregat enzim (I)

Agregat enzim (II)

Zaman Ortalama H202  Déniisiim Zaman

Ortalama Hz20>

Dontisim  Ortalama H202 Doniisiim

(dak) derisimi (mol/lt) (%) (dak) derisimi (mol/lt) (%) derisimi (mol/1t) (%)
0 0,5 0 0 0,5 0 0,5 0

1 0,338 32,4 1 0,397 20,6 0,395 21
2 0,2 60 3 0,304 39,2 0,305 40
3 0,058 88,5 6 0,217 56,6 0,209 58
4 0 100 10 0,14 72 0,150 70

15 0,06 88 0,043 91

Tablo 2.

HRP Enzim Agregatlarinin Atik Su Ornegi H202 Déniisiim Olgtimleri.

Zaman Agregat (I) Donlisim  Agregat (1) Dontisiim
(dak) Olgiim [ (%) Olgiim 11 (%)

0 0,02 0 0,02 0

1 0 100 0,015 92,5

3 0 100 0,01 95

6 0 100 0 100
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Tablo 3.
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HRP Enzim serbest ve Agregatlarin Michealis-Menten Kinetik Sabitleri.

Enzim K (mM) Vi (mmol/L.sn)
Serbest Enzim 0,06965 0.0232

Agregat (I) 0,05115 0.2046 x10-3
Agregat (II) 0,05240 0.2096 x10-3
Agregat (1) atik su 0,01000 0,0399 x10-3
Agregat (II) atik su 0,00250 0,0998 x10-3
Agregat (I ve II) atik su ortalama degeri 0,00625 0.0699 x 103

Etkinlik faktéri (mip=1) olmasi durumu laboratuvar
kosullarinin endiistri kogullar1 ile ayni oldugu yani
etkinligin degismedigi, verimin ayni kaldigi durumu
gosterir. Etkinlik faktoriniin 1'den biiyiik secilmesi
enzimin agregat formunda defalarca kullanimindan
kaynaklanan verim artis1 olarak yorumlanabilir.
Beklenildigi gibi, aciklanan bu durum, endiistriyel
kullanimda da verim artisina sebep olacaktir. Etkinlik
faktoriniin %75 ve %50°lik degere diismesinin
sebebinin elde edilen enzim agregatlarinin raf émriine
bagli oldugu, yani, immobilize enzim molekiillerinin
yapisal bozulmasinin neden oldugu dusiiniilmektedir.
Topgular, 2006 yilindaki c¢alismasinda immobilize
peroksidaz enziminin raf omrini 6 ay olarak
belirlemistir. Aynm1 derisimde agregat formunda
peroksidaz enzimi kullanilarak yapilan bu calismada
H202’in giderilmesinde o6lg¢iilen aktiflik Topgular'in
calismasindakine yakin kabul edilirse, agregat
formundaki enzimin raf émri de yaklasik 6 ay kabul
edilebilir.

4.3. Biiyiik Olgekte Tasarim

Olgek bilyiitmenin modellenmesinden sonra biiyiik
Olcekte tiretimlerin yapilacagi tasarim modeline
gecilmistir. Biiyiik olcekte tasarim modellemesinde
tepkime hizinin dogrusal olarak degistigi kabul
edilmistir. Blylitme sirasinda Kkarsilasilan tiim
biiylitmelerin kath oranlar seklinde arttig1 géz oniine
alinmistir. Tasarim sonuglar: Tablo 4’de 6zetlenmistir.

Atik sudaki H207'in peroksidaz enzim agregati ile
uzaklastirilmasinda optimum sonuclarin elde edildigi

denemenin, Tablo 4’de verilen etkinlik faktori (mip)
degerleri kullanilarak endiistriyel boyutta tasarimi
yapilmistir. Tablo 4 incelendiginde hacim 1000 kat
arttirilirken kullanilan enzim miktar1 5000/80 katina
¢ikarilmis, 1000 kathk hacim artisinda etkinlik
faktoriine bagh olarak nlp=1.25 icin 3.56 saat giderim
beklenirken, bu stire nip=0.50 i¢in 8.89 saate ¢ikmistir.
Burada hacmin 1000 L olarak alinmasinin sebebi,
endustriyel ortamdaki bir reaktérde agartma sonrasi
atik su gideriminin gerceklestirildigi hacim ile benzer
olmasindandir. Bu ¢alisma kapsaminda kullanilan HRP
enzimi (HRP tip II enzim 275 mghk ambalajda
5001U/mg), tekstil sektoriinde kullanilan teknik enzime
kiyasla daha maliyetli olan analitik sinif (analytic grade)
bir enzimdir. Calismada 275 mg’'dan 0,05 mg/ml’lik
derisimde 5,5 litre analitik saflikta enzim c¢o6zeltisi
hazirlanabilmektedir. Bu enzim ¢dzeltisi ile endiistriyel
ortamdaki bir reaktérde agartma sonras1 1000 L atik su
giderimi gerceklestirilebilmektedir. Ayn1 miktar atik
suyun giderimi icin kilolarca teknik katalaz enzimi
kullanilmaktadir. Sonug olarak kilolarca teknik katalaz
enzimi yerine pahali analitik safliktaki HRP enzimini
kullanmak maliyet agisindan daha karli olacaktir.
Endiistride, endistriyel teknik katalaz enzimiyle
yaklasik 24 saatte yapilan aritma islemi modellenen
sistemde 4.5 saat gibi kisa bir siirede gercekleserek
biliyiik oranda zaman tasarrufu saglanmistir. Ayrica
immobilize enzim kullanimi ile hem enzim atik olarak
atilmamakta, hem de tekrar tekrar kullanimi mimkin
olmakta ve bu sayede de daha fazla atig1 daha uzun siire
temizleyebilmektedir.
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Etkinlik Faktorii -
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Sekil 1. Farkli Etkinlik Faktorleri Icin Agregat Formunda Peroksidaz Enzimi {le Atik Su Olcek Biiyiitmesi.

Tablo 4.
Endiistriyel Boyutta Uretim Tasarimi (S1=0.02 mol/L, Vi=1L).

Se/S1 Vp/Vii mlp El Ep vl vp ti tp tp

(%) (ML)  (uL)  (mol/L.dk)  (mol/L.dk) (dk)  (dk) (sa)

1 1000 1.25 80 5000 0.02 0.025 16.67 213.33 3.56

1 1000 1 80 5000 0.02 0.020 16.67 266.67 4.44

1 1000 0.75 80 5000 0.02 0.015 16.67 355.56 5.93

1 1000 0.5 80 5000 0.02 0.010 16.67 533.33 8.89

*1: laboratuvar 6lcekli; p: 6lcek bliyiitiilmiis proses.

5. Tartisma tasiyici destege YTP-HRP immobilize edilmis ve model

Calismanin bu boliimiinde benzer arastirmalarin
sonuglart gdéz Oniine alinarak o6lgek biylitmenin
modellenmesinde kullanilacak olan Michealis-Menten
kinetik sabitleri dogrudan hesaplanmistir. Bunun igin
literatiirde verilen ve Tablo 3’de sunulan Km ve Vm
degerleri, oOlciilen substrat derisimi ve tepkime
hizlariyla birlikte Michealis-Menten denklemine
tasinarak kinetik sabitler MATLAB 7.0 programi ile
bulunmustur (Topgular, 2006; Topgular ve Ayhan,
2007). HRP-CLEA seklinde olusturulan enzim
sisteminin kinetik parametreleri hesaplandiginda
kullanilan substrata gore farkli degerler bulunmustur.
Bulunan degerler incelendiginde agregatlar icin
hesaplanan Km degerlerinin kii¢iilmesi, serbest enzime
gore substrat ilgisinde azalma ve maksimum hizda
diisme de kiitle aktarim kisitlamasi nedeniyle oldugu
soylenebilir. Atik su ile yapilan hidrojen peroksit
gideriminde atik su i¢in hesaplanan kinetik parametre
degerlerinin atik sudan gelmesi olasi farkl kirleticilerin
varligl nedeniyle oldugu sonucuna varilmistir. HRP
enziminin immobilize halde aktivitesinin
belirlenmesine yonelik arastirmalar devam etmektedir.
Yapilan bir calismada Nano Spray Dryer B-90
kullanarak tiretilen poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)

atik sudan 2,4-diklorofenol giderimi incelenmistir.
Hesaplanan kinetik parametreler Vma=33.3 mM/min
and Km=14 mM olarak rapor edilmistir (Dahili, Nagy ve
Feczkd, 2017). Atik sulardaki antrakuinonik tiri iki
boyanin (Asit mavisi 225 ve Mor 109) renk gideriminde
HRP enzimi kullanilmistir. Enzim ve hidrojen peroksit
derisimi, sicaklik, boya derisimi ve pH parametre
degerlerinin etkisi incelenmistir. Optimum kosullarda
C.I. mor 109 i¢in renk giderimim 94.7%, asit mavisi i¢in
ise 89.36% olarak bulunmustur. Substrat inhibisyonu
olmadiginda mor 109 i¢in Vmax=0,51783 mM/dk and
Kmn=0,0245 mM; asit mavisi 225 i¢in ise Vimax = 0,3266
mM/min and Kn=0,03464 mM olarak hesaplanmistir.
Hidrojen peroksit inhibisyonu oldugunda mor 109 igin
Vmax=1,097 mM/dk and Kn=0,3302 mM; olmadiginda
ise Vmax=1,185 mM/dk and Km= 0,5373 mM oldugu
bildirilmistir (Sekuljica ve dig., 2016).

Tablo 5'te tekstil atik suda enzim kullanilarak boya
giderimine yonelik ¢alismalar verilmistir. Ayni enzim
icin farkli substratlar yani boyalar i¢cin farkli kinetik
parametre degerleri hesaplanmistir. HRP-CLEA olarak
ethylene glycol-bis [succinic acid N-
hydroxysuccinimide, (EG-NHS)], capraz baglayicisi ile
sentezlenmis ve dolgulu yatak reaktor sisteminde farkli
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tekstil boyalarinin giderimi incelenmistir. En ytlksek
parcalanma % 94.26 ile metil turuncusu boyada elde
edilmistir (Bilal, Igbal, Hu, Wang, Zhang 2017). Lakkaz
enziminin CBEA seklinde hazirlanmas1 ile tekstil
boyalarinin renk giderimi % 90'nin iizerinde
bulunmustur ve kinetik sabitlerde de serbest formlarina
gore oOnemli degisimler oldugu rapor edilmistir
(Vrsanska,, Vob’erkova, Jiménez, Strmiska, ve Adam,
2018). Bunun yaninda boya inhibisyonu da énemli bir
etken olarak bulunmus ve kinetik parametre degerleri
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kullanilan enzim, maliyeti yiliksek olan klinik bir
enzimdir. Modelleme islemindeki aritma ile zaman
acisindan kazanim yiiksektir. Fiyat agisindan daha
avantajli enzimlerle yapilacak arastirmalar ile de
maliyet konusunda karsilastirma yapmak endiistriyel
olarak agregat formunda enzim sistemlerinin kullanimi
konusunda yon verici olabilecektir. Kinetik sabitlere
bagli olarak hesaplanan etkinlik faktori ile yapilan dlgek
biiylitmede tepkimenin verimliligi de belirlenmis
olacaktir.

lizerine etkisi oldugu bildirilmistir.

Tablo 5.

Tasarimda

Serbest, Tasiyicili ve Tasiyicisiz immobilize Peroksidaz Enzimi icin Kinetik Parametre Degerleri

Enzim sistemi Km (mmol H202/L)  vm (mmol H202/L.min) Substrat / Ref.
Serbest/immobilize Serbest/immobilize % parcalanma

Serbest enzim (HRP) 0,03464 0,3266 Asit mavisi 225 Sekuljica,

boya inhibisyonu olmadan 0,0245 0,51783 Mor 109 Prlainovic,

boya inhibisyonu oldugunda 0,2213 0,9813 Asit mavisi 225 Jakovetic, Grbavcic,
0,2374 1,638 Mor 109 Ognjanovi,

H:02 inhibisyonu oldugunda 0,1522 0,5625 Asit mavisi 225 Knezevi-Jugovic, ve
0,3302 1,097 Mor 109 Mijin, 2016

Poli(laktik-ko-glikolik asit 14 33.3 2,4-diklorofenol Dahili, Nagy ve

parcaciklarina immobilize HRP Feczko, 2017

CBEA (HRP) Verilmemistir Verilmemistir % 94.26 Metil turuncusu boya Bilal, Igbal, Hu,

Capraz baglayici: ethylene glycol-bis
[succinic acid N hydroxysuccinimide,
(EG-NHS)

% 91.73 bazik kirmizi boya 9
84.35% indigo
% 81.47 Rodamin B

Wang, ve Zhang
2017

73.6% Rodamin 6G
CBEA (Lakkaz) 1.9/08 0.027 /0.3 95% Vrsanska,
Trametes versicolor Malasit yesili, Vob“erkovg, Jiménez,
(¢apraz baglayici: glutaraldehit) Bromtimol mavisi, Strmiska, ve Adam,
CBEA (Lakkaz) Metil kirmizis1 90% 2018
Fomes fomentarius Malasit yesili,
(¢apraz baglayici: glutaraldehit) 0.087 /0.39 0.029 /0.4 Bromtimol mavisi,

Metil kirmizisi
HRP-monodispers poli(glisidil 2.33/69,13 0.670/0,175 H:02 Topgular ve Ayhan,
metakrilat) mikrokiireler (Hidrojen peroksit) 2007
CBEA 0,06965/0,05178 0,0232/0,207 x 103 Hz02 Bu ¢alisma
CBEA 0,06965/0,00625 0,0232/0,0699 x10-3 Boyasiz Hidrojen peroksitli atik

(capraz baglayici: GA)

su

6. Sonuglar

Yapilan c¢alismada tekstilde agartma islemi sonucu
olusan atik suyun enzimle giderimi icin ekolojiyi
korumanin énemi artigindan dolay1 yayginlasan enzim
kullanimi  gergeklestirilmistir. Olgek biiyiitme ile
modellenen sistemde halen kullanilan yonteme gore
kiyaslandiginda hem zaman hem de harcama agisindan
o6nemli avantaj saglanmaktadir. Tekstil atik sularindaki
baska boyar madde icerikleri olan calismalar ile
yapilacak giderime yonelik arastirmalar enzim agregat
formlarinin ~ kullaniminin  yayginlasmasina katkida
bulunabilecektir.

Arastirmacilarin Katkisi

Bu arastirmada; Giilgin OZEVCI, Literatiir arastirmasi,
deneylerinin ve analizlerin yapilmasi; Hakan AYHAN
makalenin olusturulmasi, verilerin degerlendirilmesi,
makalenin kontroliiniin yapilmasi;; Oguz AKPOLAT
Olcek Biiyiitmenin yapilmasi, Modellenmesi ve
Simiilasyonu; Fatma AYHAN verilerin
degerlendirilmesi, sonuglarin yorumlanmasi, makalenin
genel kontroliiniin yapilmasi konularinda katki
saglamiglardir.

Cikar Catismasi

Yazarlar tarafindan herhangi bir ¢ikar ¢atismasi beyan
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