AEROBIK DINAMIK BESLEMELI SISTEMLERDE
FARKLI DONGU SURELERININ PHB URETIM
VERIMINE ETKIiSININ DEGERLENDIRILMESI

SEBNEM OZDEMIR

YUKSEK LiSANS TEZI
BIiYOMUHENDISLIK VE BILIMLERiI ANABILiM DALI



T.C.
KAHRAMANMARAS SUTCU iIMAM UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

AEROBIK DINAMIK BESLEMELI SISTEMLERDE
FARKLI DONGU SURELERININ PHB URETIM
VERIMINE ETKIiSININ DEGERLENDIRILMESI

SEBNEM OZDEMIR

Bu tez,
Biyomiihendislik ve Bilimleri Anabilim Dalinda
YUKSEK LiSANS

derecesi icin hazirlanmistir.

KAHRAMANMARAS 2011



Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi Fen Bilimleri Enstitlisi &grencisi Sebnem
OZDEMIR tarafindan hazirlanan “Aerobik Dinamik Beslemeli Aktif Camurun Farkli Déngii Siirelerinde
PHB Depolama Yeteneginin Degerlendirilmesi” adli bu tez, jlirimiz tarafindan 26/07/2011 tarihinde oy
birligi ile Biyomuhendislik ve Bilimleri Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Prof. Dr. Ozer CINAR (DANISMAN) e

Cevre Mithendisligi, KSU

Yrd. Dog. Dr. Kevser CIRIK (ILDANISMAN) e

Cevre Mithendisligi, KSU

Prof. Dr. Metin DIGRAK (UYE)

Biyoloji, KSU

Dog. Dr. Hanifi BiNiCi (UYE)

insaat Miihendisligi, KSU

Dog. Dr. Umit ALVER (UYE)

Fizik, KSU

Yukaridaki imzalarm adi gecen 6gretim iiyelerine ait oldugunu onaylarim.

Prof. Dr. M. Hakki ALMA

Fen Bilimleri Enstitlist Mudari



TEZ BiLDIiRiMi

Tez i¢indeki biitlin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢ergevesinde elde edilerek
sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu g¢alismada orijinal

olmayan her tiirlii kaynaga eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

Sebnem OZDEMIR

Bu c¢alisma K.Maras Siitcii Imam Universitesi Lisansiisti Tez Projesi tarafindan
desteklenmistir.
Proje No: 2011/4-5YLS

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve baska kaynaktan yapilan bildirislerin, gizelge, sekil ve fotograflarin
kaynak gosterilmeden kullanimi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.



AEROBIK DINAMIK BESLEMELI AKTiF CAMURUN FARKLI DONGU
SURELERINDE PHB DEPOLAMA YETENEGININ DEGERLENDIRILMESI

OZET

Plastikler giinliik yasantimizda 6nemli bir yer tutar. Fakat biyolojik olarak par¢alanamayan bu
plastikleri uzaklastrma yontemleri c¢evrede tehdit unsuru olusturmaktadir. Bu nedenle
biyolojik olarak parcalanan plastiklere olan ilgi artmistir. Biyoplastik yenilebilir kaynaklardan
sentezlenen plastiklerin bir formudur. Biyoplastikler polihidroksialkanat (PHA) olarak
adlandirilir. Polihidroksibiitirat (PHB) en yaygin bilinen PHA cesididir. PHB’ler biyolojik
olarak parcalanma 6zelliklerinden dolay1 petrokimyasal plastiklere alternatif olarak {iretilen ve
mikrobiyal hiicrelerde karbon/enerji kaynagi olarak depolanan polimerlerdir. Fakat ticari
olarak iiretilen PHB polimerindeki ana problem pahali karbon kaynagi ve saf kiiltiir
kullaniminin sagladig1 yiiksek liretim maliyetidir. Bundan dolayi, arastirmacilar optimum
isletim parametresini belirleyerek diisiik tiretim maliyeti elde edebilmek i¢in PHB iiretim
verimini arttirmay1 hedeflemislerdir. Bu ylizden bu calismada farkli dongii siirelerinin PHB

iiretim verimine etkisi arastirilmistir.

Aktif gamur, sirasiyla harici substratin uygulandigi (bolluk) ve uygulanmadig (kithik) aerobik
kosullara maruz  brrakildiginda, mikroorganizmalar ~ 6nemli  miktarlarda ~PHA
depolamaktadirlar. Bu proses ‘‘aerobik dinamik besleme’’ ya da ‘‘bolluk kitlik’> olarak
adlandirilmaktadir. Bu sartlar yiiksek ve kararli kapasitede PHA iireten mikroorganizmalarin
zenginlestirilmesine olanak saglar ve saf kiiltiirden PHA iiretimi ile ekonomik olarak rekabet
edebilir. Basit ve daha az ekipman ile daha az yatirim ve isletim maliyeti gerektirmesi aerobik

dinamik beslemeli sistemlerin avantajlari arasinda yer almaktadir.

Bu caligmanin amaci karigik kiiltiirden PHB {ireten mikroorganizmalarin zenginlestirilmesi
icin en etkin dongii siiresinin arastirilmasidir (12 sa, 8 sa, 4 sa, 2 sa). Farkli dongii siirelerinin
mikroorganizmalarin PHB depolama verimine olan etkileri aerobik dinamik beslemeli sistem
kullanilarak arastirildi. Calisma bulgularina gore, polimer depolama verimi dongi siiresi ile
ters orantili olarak azalmistir (%16- 54 araliginda). Maksimum PHB igerigi 2 saatlik dongii

siiresinde %54,7 olarak elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Polihidroksibiitirat, aerobik dinamik besleme, dongii siiresi, asetat



EVALUATION OF PHB ACCUMULATION ABILITY OF AEROBIC DYNAMIC
FEEDING ACTIVATED SLUDGE UNDER DIFFERENT CYCLE TIME

SUMMARY

Plastics have been an integral part of our life. However, disposal of these non-biodegradable
plastics poses a threat to our environment. Thus, much interest has been gained in developing
biodegradable plastics. Bioplastic is defined as a form of plastic synthesized from renewable
resources. Bioplastics are made from a compound called polyhydroxyalkanoate (PHA). PHA
of which polyhydroxybutyrate (PHB) is the most common. PHBs are polymers that
accumulate as carbon/energy in microbial cells and provide an alternative to petrochemical
plastic because of their biodegradability properties. However, a major problem in
commercialised PHB is the high production cost due to expensive carbon substrates and
tedious production procedures using pure cultures. Therefore, researchers aimed to increase
the production efficiency for lower production costs by determining the optimum operating
parameters. Thus in this study, the effect of different cycle times in the production efficiency

have been explored.

PHA storage by activated sludge under fully aerobic conditions can be a particularly
important process, if the sludge is submitted to consecutive periods of external substrate
accessibility (feast) and unavailability (famine). This process is currently known as ‘‘aerobic
dynamic feeding’’ (ADF) or ‘‘feast and famine’’. These conditions allow for the selection of
an enriched culture with a high and stable capacity of PHA production and can be
economically competitive with PHA production from pure cultures and it has the advantages

of being simpler and requiring less investment and operating costs.

The scope of this study was to investigate the most efficient cycle time for the enrichment of
an efficient PHB-producing mixed culture. The effect of different cycle times (2 h, 4 h, 8 h,
12 h) on the PHB accumulation yield was investigated by an aerobic dynamic feeding system.
According to our results, the polymer storage yield decreased (range 16-54%) inversely with
cycle time. The maximum PHB content was obtained as 54.7% in the conditions with a cycle

time of 2h.

Key words: Polyhydroxybutyrate, aecrobic dynamic feeding, cycle time, acetate

1



TESEKKURLER

Tez calismam boyunca bilgi ve deneyimleriyle danigmanligimi yiiriiten ve maddi manevi
destegini esirgemeyen degerli hocalarim Prof. Dog. Dr. Ozer CINAR ve Yrd. Dog. Dr. Kevser
CIRIK’a sonsuz tesekkiir ederim. Grup toplantilarinda yaptiklar1 yorum ve yonlendirmeleriyle
tezimin olgunlasmasma katki saglayan Doc¢. Dr. Mustafa DOLAZ, Yrd.Dog¢. Dr. Yagmur
UYSAL ve Yrd. Dog. Dr. Yakup CUCI’ye tesekkiir ederim.

Tez ¢alismalarimin yiiriitiilmesinde bana laboratuvar imkani saglayan Kahramanmaras Siitcii
Imam Universitesi Cevre Miihendisligi boliimiine ve CNR Research Gruba tesekkiir ederim.
Tez calismalarinda destegini esirgemeyen sevgili arkadasim Dilek AYDOGMUS’a tesekkiir

ederim

Ogrenim hayatim boyunca gosterdikleri maddi manevi her tiirlii destekleri ve fedakarliklar

i¢in anneme, babama,ablama ve kardesime en icten tesekkiirlerimi sunarim.

Sebnem OZDEMIR

111



ICINDEKILER

Sayfa
OZET . .o i
SUMM AR Y . .t il
TESEKKURLER. ......cooiiiiii e e il
ICINDEKILER.......ouiiiii e v
SEKILLER DIZINI.... ..o vi
CIZELGELER DIZINI. ..., vii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.........coooiiiiiii e, viii
L GIRIS . o 1
2. ONCEKI CALISMALAR ..ot 4
2.1. Biyoplastiklerin Tanimi ve Genel OzelliKleri..................cooveieiiieieeieiin., 4
2.2. Polihidroksialkanatlar (PHA).........ooiiiiii e, 5
2.2 1. PHA GeSItIOIL. .o 7
2.3. PHB’nin Kesfi ve Tarthi Gelisimi..............coooiiiiiiii e 8
2.3.1. PHB’ nin kimyasal yapis1 ve genel 6zellikleri......................ooo. 9
2.3.2. PHB’ nin olusum sartlari ve tayini..............ccooiiiiiiiiiiiiii e 12
2.3.3. PHB DIyOSENtEZI. .. .uvtietteiteet e e et e 13
2.3.4. PHB biyoparcalanma reaksiyonlari.................ooviiiiiiiiiiiiiiiinnn, 14
2.3.5. PHB’ nin yenilenebilme 6zelligl............c.ccooiiiiiiiiiiiiiiiee, 17
2.3.6. PHB’ nin parcalanabilme 6zelligi...............cooiiiiiiiiiiiiii, 17
2.3.7. PHB iiretiminde maliyetin Onemi...........coooviiiiiiiiiiiiieniieneennnennn. 19
2.4. Farkli PHA Uretim Sistemleri...............oouueiuiiieiieiiaiiee e 21
2.4.1. Anaerobik-aerobik sistemler.................oooii 21
2.4.1.1. Comeau-Wentzel modeli............cooooiiiiiiiiiiiiii, 22
24.1.2. MIN0 MOdeli. ... 23
2.4.2. Mikroaerofilik-aerobik SISteML............oviiiiiiiiiiiiii 24
2.4.3. Aerobik Dinamik Beslemeli (ADB) sistemler (bolluk-aglik Sistemi)....... 25
2.4.3.1. ADB sistemlerde PHB iiretimini etkileyen parametreler............... 27
2.4.3.1.1.COZUNMUS OKSTJON. .. .vviti et 27
24,302 pH 28
2.4.3.1.3. Substratin thril.........coooieiiii i, 28

v



B 300 T B 311111 g 7 1 D 30

2.4.3.1.5. C/N OTANL. ¢ttt e 31
2.4.3.2. ADB sistemlerde farkli dongii siirelerinin PHB iiretim verimine
EEKIST. 1ottt e 32
3. MATERYAL VE METOT ... .o 33
3.1.Deneysel Plan..... ..o 33
3.2, SImiile AIK SU. .. 35
3.3. Analitik Metotlar. ... ..o 35
3.3.1. Askida kat1 madde tayini (AKM)........cooviiiiiiiiiiiii e 36
3.3.2. Toplam organik karbon (TOK) analizi.................ccccoviiiiiiiiiiiin.n. 37
3.3.3. Toplam Azot (TIN) tayINI......couuiiintiit i, 37
3.3.4. PHB eKStrakSIyOmU. .......oouiieiiiitiit et eeaaas 37
3.3.5. PHB @nalizi.....oouoinii i 38
3.4, Hesaplamalar. ... ..o e 38
4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA. ..o 40
4.1. Farkli Dongii Siirelerinin TOK Giderim Verimine Etkisi....................o.oo. 40
4.2. Farkli Dongii Siirelerinin CO Profiline Etkisi............c.oooon, 42
4.3. Farkl Dongii Siirelerinin ORP Profiline Etkisi..................ooooiiiiin, 44
4.4. Farklh Dongii Siirelerinin PHB Depolama Verimine Etkisi........................... 46
4.5. Farkli Dongii Siirelerinde Elde Edilen Calisma Bulgularia Genel Bir Bakis...... 47
S S ONU . .t 51
KAYNAKLAR . . e 53
OZGECMIS . .o 61



SEKILLER DiZiNi

Sayfa
Sekil 2.1. PHA’IArn @enel yapiSi......o.uiutintititiitiiee ettt e ee e et e e et e sireree e 7
Sekil 2.2. PHB graniillerinin SEM goOrintlisti.........o.vvviiiiiitiitiiieieieieieneee e e 8
Sekil 2.3. PHB’ nin Kimyasal YapiSl.......o.uintitiitiitiitiiitie et et ete e e eeeeeeeeaneens 10
Sekil 2.4. Hiicrenin i¢indeki PHB gOriintileri...........c.ooviiiiiiiiiiiiiiiii e, 10
Sekil 2.5. PHB ‘nin sentez reaksSiyonlari...........cooiiiiiiriiiiiii e e 13
Sekil 2.6. PHB parcalanma reaksiyonlari............ouiiuiiiiiiiitiiiiie e 15
Sekil 2.7. PHB'nin karbon donglisli..........cooviiniiiiiiiiii e e cvenrie s 17
Sekil 2.8. Comeau-Wentzel modeli ile fosfor giderim ve PHB iiretim metabolizmasi................ 23
Sekil 2.9. Mino modeli ile fosfor giderim ve PHB iiretim metabolizmasi...............................24
Sekil 2.10. Aerobik dinamik besleme prosesinde PHB iiretim metabolizmasit..........................26
Sekil 3.1. Calismanin deneysel plani.........c.co.ovriiiiiiii e e 33
Sekil 4.1. Farkli dongii siirelerinin TOK giderim verimine etkisi..................ovinininnnneen 42
Sekil 4.2. Farkli dongii siirelerinin CO profiline etkisi.............coccvvviviiiiiiii i 44
Sekil 4.3. Farkli dongii siirelerinin ORP profiling etkiSi..........ccoovveeveeviiriiiiniiirie e e e 45

Sekil 4.4. Farkli dongii siirelerinin PHB depolama verimine etkisi................ooeeeviiniiiininnnn,

Sekil 4.5. Farkli dongii siirelerinde elde edilen ¢alisma bulgularina genel bir bakis....................

vi



CiZELGELER DiZiNi

Sayfa

Cizelge 2.1. Degisik Kriterlere Gore Mikrobiyal Biyoplastiklerin Siiflandirilmasi............ 15
Cizelge 2.2. PHB ve petrol kokenli polipropilen (PP)’nin bazi fiziksel 6zelliklerinin

KATSHASTITIIMAS L. ..ot ettt ettt et ere et ea e et e et s et e te et s et s e s e eneereenseessensensenteensessenseaneons 20
Cizelge 2.3. PHA iiretim maliyetine substratin €tkiSi..........cceeveeveeriiriieniieniiese e e esreesreesveeere e eens 23
Cizelge 3.1: Simiile atiK SUYU 1GEIIGH...uveirerieereeeiitiesteetieette et eseesresaesraestaesteassnessressaesssesssesseasseanens 46
Cizelge 4.1. Farkli dongii siirelerinde gézlemlenen aglik-tokluk stireleri...........ccoeeeerieneneneeieenne. 48

vil



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

AKM
AKR
ATP
Cco
DA
GAO
GC
KOi
NADH
ORP
P(3HB-3HV)
PAO
PHA
PHB

PHV
SRT
TN
TOK

Askida kat1 madde

Ardisik kesikli reaktor

Adenozin trifosfat

Coziinmiis oksijen

Dalton

Glikoz akiimiile eden mikroorganizmalar
Gaz kromatografisi

Kimyasal oksijen ihtiyaci

Nikotinamid adenin diniikleotid
Yikseltgenme indirgenme potansiyeli
Poli( 3-hidroksibiitirat-3-hidroksivalerat)
Fosfat akiimiile eden mikroorganizma
Polihidroksialkanat

Polihidroksibiitirat
Polihidroksi valerat
Camur yas1
Toplam azot

Toplam organik karbon

viil



1. GIRIS

Insanoglunun yasadigi ekolojik sorunlarm ve ozellikle de cevre sorunlarmm temel
nedenlerinden birisi de hizli niifus artisidir. Niifusun hizla artigy, biiyiik miktarlarda geri
dontistiiriilemeyen atik materyal birikimine sebep olmaktadir (Yildiz ve ark., 2000). Cevre
kirliliginde ozellikle kati atiklarm onemli yeri vardir. Kati atiklar, anorganik ve organik
kokenli olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir. Anorganik kokenli grup iginde yer alan demir,
cinko, kursun, aliiminyum, cam, seramik gibi maddelerin geri kazanimi uzun yillardan beri
gerceklestirilmektedir. Organik kokenli gruptaki plastik atiklar ise giinlimiiziin Onemli

sorunlarmdandir (Luengo ve ark., 2003).

Plastikler; ekonomiklikleri, uygulama kolayliklar1 ve Ozelliklerinin her gecen giin
gelistirilmeleri nedeniyle kullanim alanlarint ve miktarlarin1 giderek arttwrmaktadirlar.
Elektrikli ev aletlerinde, otomobil sektdriinde, mutfak esyasi, park ve bahge alanlarinda, gida
malzemesi ambalaji, kozmetik, temizlik malzemesi, tarim {riinleri, tekstil, konfeksiyon
ambalaji1 ve saglik alaninda plastige dayali ara¢ gere¢ kullanimi ile giinliikk yasantimizin her
alaninda plastikler ile karsilasilmaktadir (Ren, 1998). Plastik {irtinler, kanitlanmis pek c¢ok
dezavantajlarina ragmen; kolay sekil alma, nakliyede rahatlik ve ucuzluk gibi nedenlerden
dolay1 tercih edilen malzemeler olmuslardir. Ancak plastigin kullanilip atilabilme 6zelligi,

cevre kirliligi agisindan, biiyilik sorunlardan biri haline gelmistir (Y1lmaz ve ark., 2003).

Giliniimiizde yaygin olarak kullanilan petrol tiirevli plastikler, kullanimlarimdan sonra
fonksiyonunu kaybetmekte, ‘plastik atik’ olarak c¢evreye atildiklarinda yiizlerce yil dogada
parcalanamadiklarindan ¢evre kirlenmesine neden olmaktadir. Atik plastikler genellikle diger
evsel atiklarla birlikte ¢6p bosaltma sahalara atilmakta veya ¢op cukurlarina dokiilmektedir.
Atik bosaltma sahalarmin ve cukurlarmin giderek dolmasiyla alternatif yontem arayisina
girilmistir. Bu yontemler; yakarak yok etme, geri doniisiim uygulama ya da biyolojik olarak
parcalanabilen plastikleri tiretip kullanmaktir. Petrol kokenli plastikleri yakarak yok etme 1yi
bir ¢oziim gibi goriinse de, ¢evre ve insan sagligini riske atan bir yontemdir. Ciinkii plastik
atiklar yakilirken hidroklorik asit ve hidrojen siyanid gibi zararl gazlar ortaya ¢ikmaktadir.
Geri doniisiim uygulama da uygun bir ¢6zlim gibi goriinmektedir. Ancak bu yontemin de bazi
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Atik plastiklerin tekrar kullanima hazirlanmasi i¢in toplama,
aylklama, hammadde haline getirme asamalari maliyeti arttirmaktadir. Bunun disinda,
pigment, kaplama, dolgu maddesi gibi ¢esitli katki maddelerinin varligi maddelerin yeniden

kullanilabilirliligini smirlandirmaktadir (Khanna ve Srivastava, 2005).



Alternatif yontemlerin giderek artan maliyetleri, ¢esitli teknik sorunlar, enerji kaynaklarini
koruma ve atiklar1 ¢evresel agidan kabul edilebilir sekilde azaltma istegiyle birlesince sentetik
plastiklerin istenilen fiziksel ve kimyasal Ozelliklerini tasiyan petrol kokenli plastiklere
alternatif, ekolojik yonden yararli, biyolojik olarak pargalanabilen biyoplastiklerin
gelistirilmesi ve kullanimi konusuna ilginin artmasini saglamistir (Lee 1996a; Braunegg ve

ark., 1998; Amass ve ark., 1998; Muller ve ark., 2001).

Yapilan g¢aligmalarin artirilmasiyla mikroorganizmalarin, karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanilmak iizere, stres kosullarinda depoladiklari lipid graniillerinin plastik 6zellikte oldugu
ve dogada mikroorganizmalar tarafindan parcalandigi anlasilmis, biyoplastik (PHA) olarak
adlandirilan plastik madde iiretimini kapsayan bir sektoriin gelismesini saglamistir (Braunegg

ve ark., 1998).

PHA’larin dogada en yaygm ve en bilinen formu poli-fB-hidroksibiitirat (PHB)’dir. PHB
bircok tiir tarafindan asimile edilebildiginden (biyoparcalanabilir) ve bakteri de toksik etkiye
neden olmadigindan (biyouyumlu), diger konvensiyonel iiriinlere gére daha avantajlidirlar
(Steinbiichel ve Fiichstenbusch 1998; Angelova ve Hunkeler 1999; Zinn ve ark., 2001;
Williams ve Martin 2002). Bu avantajlarmin yaninda giinlimiizde yaygin kullanilmamasinin
nedeni PHA’larin iretim maliyetinin konvensiyonel plastiklerin maliyetinden yiiksek
olmasidir. PHB iiretiminde maliyeti diisiren 6nemli iki faktér, ucuz substrat ve karisik
mikroorganizma kullanimidir. Ozellikle karisik mikroorganizma kullanimi, sistemde isletim

kolaylig1 saglamasi ve sterilizasyon gerektirmemesi liretim maliyetini diistirmektedir.

PHB ¢esitli metabolik yollardan elde edilebilmektedir. Diisiik maliyetle kaliteli iirin elde
edilebilmesi amaciyla bu ¢alismada aerobik dinamik beslemeli sistem tercih edilmistir. Bu
sistem bolluk- kitlik prosesi olarak da adlandirilmaktadir. Pek ¢ok mikroorganizma tarafindan
hiicresel biiylimeyi sinirlandiran oksijen, fosfor, azot, kiikiirt gibi temel besin maddelerinin
yoklugunda ve asir1 karbon kaynagmm varliginda PHB, karbon ve enerji kaynagi olarak

iiretilmekte ve depo edilmektedir (Anderson ve Dawes, 1990).

Aerobik dinamik beslemeli sistemlerde sistem performansimni etkileyen parametreler: pH,
sicaklik, ¢coziinmiis oksijen, karbon kaynagi, C/N orani ve dongii siiresidir. Dongii siiresi ile
yapilan ¢alismalarda dongii siiresinin artmasiyla bolluk fazinin degigsmedigi bunun yaninda

kitlik fazinin uzamasmin sistem mekanizmasini olumlu yonde etkidigi goriilmiistiir.

Bu calismada aerobik dinamik besleme mekanizmasindan yararlanilarak PHB {iretimi

gerceklestirilmesi amaclanmistir. Calismada tam karigimli ardigik kesikli reaktor kullanilarak



aktif camurdan alinan karigik mikroorganizma kullanilarak farkli dongii siirelerinin PHB

depolanmasia olan etkisi arastirilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Biyoplastiklerin Tanim ve Genel Ozellikleri

Biyoplastikler, degisik besin ve ¢evre kosullar: altinda gelisen mikroorganizmalar tarafindan,
stres kosullar1 altinda hiicre i¢i depo graniilleri halinde biriktirilen polimerlerdir (Barnard ve
Sander 1989; Madison ve Huisman 1999; Sudesh ve ark., 2000). Bunlar farkli besin ve ¢evre
sartlar1 altinda bircok mikroorganizma tarafindan {iiretilmektedir. Aerobik ve anaerobik
bakteriler, fotosentetik bakteriler, arke bakteriler ve diisiik organizasyonlu dkaryotlar1 da i¢ine
alan 90 cinsten daha fazla mikroorganizma bu polyesterleri biriktirebilme ve katabolize etme

yetenegindedirler.

Biyoplastikler; nisasta kokenli plastikler, polilaktik asit plastikler, PHA kokenli plastikler,
poliamid kokenli plastikler ve biyolojik etanol kokenli polietilenler seklinde
orneklendirilmektedir. Bu biyoplastikler i¢cinde, 151k araciligiyla pargalanabilen biyoplastikler,
bakteriler tarafindan pargalanan biyoplastikler, deponi alanlarinda giin 15181 ve oksijenin eksik
olmas1 nedeniyle parcalanamayan biyoplastikler, zayif plastik 6zelligindeki biyoplastikler
olmak {tizere c¢esitli biyoplastikler vardir. Ancak poliester kokenli biyoplastikler yani PHA,
yukarida sayilan diger biyoplastiklere gore nemden, oksijenden, UV’den etkilenmemeleri
nedeniyle ve toprakta uygun kosullar1 buldugunda parcalanmalari nedeniyle oldukga

avantajlidir (Dinigiizel ve ark., 2007).

Biyoparcalanir plastikler 3 kategoriye ayrilabilirler:
1) Kimyasal Olarak Sentezlenen Plastikler: Enzimatik veya mikrobiyal etkiye duyarli
poliglikolik asit, polilaktik asit, poli(e-caprolactone), polivinil alkol, poli(etilen oksit)
kimyasal olarak sentezlenen plastiklerdir. Plastiklerin biitiin 6zelliklerini tasimadiklarindan

dolay, ticari acidan plastiklerin yerini alacak derecede uygun degildirler.

2) Nisasta Bazli Biyoparcalanir Plastikler: Nisasta, dolgu maddesi olarak kullanilmakta ve
capraz baglarla nisasta-plastik karigimi olusturulmaktadir (6rnegin; nisasta-polietilen). Toprak
mikroorganizmalar1 nisastay1r kolaylikla pargalayabildiginden parcalanma siiresinde onemli
bir azalma meydana gelmektedir. Fakat baz1 plastikler kismen parcalanabilmektedir. Nisasta
parcalandiktan sonra agiga ¢ikan plastikler par¢alanmaya dayanikli olup ¢evrede uzun bir siire

kalmaktadirlar.

3) Polihidroksialkanatlar (PHA): Sadece bu grup %100 biyolojik olarak pargalanabilen ve ¢ok

cesitli  mikroorganizmalar tarafindan, azot, fosfor gibi temel besinlerin smirl
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konsantrasyonlar1 ile yiiksek karbon konsantrasyonlarinda enerji depo materyali olarak
sentezlenen cesitli hidroksialkanat polimerleridir. PHA termoplastiklere benzer 6zelliklere
sahip olduklarindan konvensiyonel plastikler yerine kullanilabilmektedirler. PHA’lar
mikroorganizmalar tarafindan aerobik sartlarda karbondioksit ve suya kadar, anaerobik

kosullar altinda metana kadar tamamen pargalanabilmektedirler (Khanna ve Srivastava 2005).

Farkli  kriterler —dikkate almarak hazirlanan bu  smiflandirmalarda  yer alan
polihidroksialkanatlar bir¢ok bakteri tarafindan hiicre i¢i karbon ve enerji kaynagi olarak

sentezlenen hidroksialkanat (HA) poliesterleridir.
2.2. Polihidroksialkanatlar (PHA)

Biyoplastiklerin poliester yapisina sahip polimerleri olan PHA, konvansiyonel plastik
potansiyeline sahip mikrobiyal olarak iiretilen, dogada tamamen (%100) parcalanabilen bir
polimer smifidir (Findlay ve White 1983; Lafferty ve ark., 1988). PHA'larin bakterilerde,
insandaki yag veya bitkilerdeki nisasta gibi rol oynadigi bilinmektedir (Pool, 1989).

Biyoplastikler degisik kriterlere gore siniflandirilabilir (Cizelge 2.1). Monomerlerinin igerdigi

karbon atomu sayisina bagl olarak ii¢ biiyiik gruba ayrilabilir:
» (C3-CS5 atomu igeren kisa zincirli polihidroksialkanatlar
» (C6-C14 atomu iceren orta uzunluktaki zincirli polihidroksialkanatlar

» C 14 atomundan fazla karbon atomu igeren uzun zincirli polihidroksialkanatlar

(Khanna ve Srivastava, 2005).

Monomer sayisina gore; tek tip monomer iceren homopolimerik biyoplastikler ve birden fazla
tip (kopolimer) monomer igeren heteropolimerik biyoplastikler olmak {izere ayrilirken;
mikroorganizma tarafindan poliesterler olarak, tek tip ya da karisik (birden fazla) biyoplastik

seklinde gruplandirilmaktadir.
Monomerlerin kimyasal yapisina gore biyoplastikler kendi icerisinde;

» Cesitli alifatik yag asiti igeren biyoplastikler (doymus, doymamus, diiz ya da dallanmis

monomerler)

» Aromatik yag asiti igeren biyoplastikler, hem alifatik hem de aromatik yag asiti

cesitlerini i¢eren biyoplastikler



» Farkli bilesikleri igeren biyoplastikler ( poli-y-glutamik asit, poli-e-L-lisin, poli-B-L-

malik asit, poliglikolik asit, siyanofisin vb.) olarak gruplandirilmaktadirlar (Luengo ve

ark., 2003).

Cizelge 2.1. Degisik Kriterlere Gore Mikrobiyal Biyoplastiklerin Siniflandirilmas:

(Luengo ve ark., 2003)

SINIF ALT SINIF
Dogal biyoplastikler: Mikroorganizmalar tarafindan genel
metabolitlerden iiretilirler (PHB’ler ve alifatik PHAlar)
' ' Yar1 sentetik biyoplastikler: Mikroorganizma tarafindan
Biyosentetik sentezlenemeyen bazi 6ncli maddelerin besi yerine eklenmesine gerek
Kéken vardir. (aromatik monomerler iceren PHAlar)
Sentetik biyoplastikler: Bunlar sadece kimyasal sentezlerle elde
edilebilen dogal olanlara benzeyen polyesterlerdir (sentetik
termoplastik polimerler)
Alifatik yag asiti iceren biyoplastikler: Doymus veya doymamais (¢ift
ya da ii¢ bag iceren) monomerler; diiz veya dallanmis monomerler
Monomerlerin
Aromatik yag asiti igeren biyoplastikler
Kimyasal
Hem alifatik hem de aromatik yag asitlerini i¢eren biyoplastikler
Yapisi
Degisik plastikler igere biyoplastikler (poli-K-glutamikasit, poli-C-L-
malikasit, poliglikolikasit)
Kisa zincirli biyoplastikler (3-5 karbon atomu iceren PHAlar)
Monomer Orta zincir uzunlugundaki biyoplastikler (6-14 karbon atomu igeren
PHA’lar)
Biiytiklugi
Uzun zincirli biyoplastikler (14 karbon atomundan fazla karbon atomu
iceren PHAlar
Homopolimerik biyoplastik: Biyoplastikte tek bir monomer vardir.
Polyesterdeki
Monomer Heteropolimerik biyoplastik (kopolimer): Biyoplastikte birden fazla
monomer vardir.
Igerigi




2.2.1. PHA cesitleri

PHA, dogrusal, kisa zincirli B-hidroksi yag asiti monomerleri igeren, zarla ¢evrili hiicre igi
depo materyali olup, tekrarlanan hidrofobik birimlerden meydana gelmis uzun bir polimerdir
(Findlay ve White, 1983;Lafferty ve ark., 1988;Anderson ve Dawes 1990;Slater ve ark., 1992;
Madison ve Huisman, 1999; Poirier, 2002). Bunlar i¢inde yer alan PHB ve poli-B-
hidroksivalerat (PHV), PHA’ nin en yaygmn formlaridir (Satoh ve ark., 1992).

Polihidroksialkanatlarin genel yapisal formiilii Sekil 2.1° de verilmistir.

R O

[ I
[—O— CH— (CH,)y— C— ]100-30000

n=1 R= hidrojen poli(-3-hidroksipropiyonat)
= metil poli(-3-hidroksibiitirat)
= etil poli(-3-hidroksivalerat)
= propil poli(-3-hidroksihekzanoat)
= pentil poli(-3-hidroksioktanoat)
= nonil poli(-3-hidroksidodekanoat)
n=2 R= hidrojen poli(-4-hidroksibiitirat)
n=3 R= hidrojen poli(5-hidroksivalerat)

Sekil 2.1. PHA’larin Genel Yapis1 (Ojumu ve ark., 2004).

R grubu, kullanilan karbon kaynagina ve bakterinin cinsine gore degisir. R grubu degistikce
polimerin 6zeligi de degisir. R yan grubundaki karbon zinciri arttikga daha distlik
sicakliklarda eriyen yumusak polyesterler elde edilir (Doi, 1990). Kullanilan karbon
kaynagmin alkil zincir uzunlugunun ve hidroksil grubunun yerinin farkli olmasi ya da alkil
yan zincirinin ¢ift bag, metil dallanmasi, fonksiyonel grup icermesi gibi farkli kimyasal
yapida olmasiyla PHA’ nin yapis1 degismektedir (Schmack ve ark., 1998; Brandl ve ark.,
1988; Byrom ve ark., 1994).

PHAlarn bliyiik cogunlugu C3-C14 karbon atomu ile birlikte ¢esitli doymus veya doymamis
ve diiz ya da dallanmis zincir iceren alifatik ya da aromatik yan gruplar iceren  R(-)-3-
hidroksialkanoik asit monomerlerinden olusmaktadir. C8-C12 monomerlerini iceren PHAlar
ise elastomer gibi davranirlar. Bu farklilik, belirli sayida karbon atomu igeren 3-
hidroksialkanatlar1 taniyan PHA sentazin substrat spesifikliginden kaynaklanmaktadir
(Anderson ve Dawes, 1990; Luengo ve ark.,. 2003). PHA’nin kisa zincir uzunluguna sahip

monomer alt birimleri {igiincii karbonun disindaki pozisyonlarda oksidize edilirken, PHA nin
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orta zincir uzunluguna sahip tim monomer alt birimleri -birka¢ istisnai durum disinda —

ticlincii karbonda oksidize edilirler (Ojumu ve ark., 2004).

PHA’larin ¢ok sayida degisik tipleri olmasima karsin en yaygin ve en genis kapsamli olarak
calisilan tipi PHB’dir. Bu yiizden bakteri PHA’larinmn fiziksel 6zellikleriyle ilgili birgok bilgi
PHB ve P(HB-HV) ile ilgili arastirmalardan elde edilmistir (Madison and Huisman, 1999).
Mikrobiyal plastigin hammaddesini PHB olusturmaktadir.

2.3. PHB’nin Kesfi ve Tarihi Gelisimi

PHB’ler ve diger PHAlar suda ¢6ziinmeyen inkliizyonlar (yedek besin) halinde sitoplazmada
depolanmaktadir. Graniilleri kristalize olmayan polimer yapisindadir (Sekil 2.2). Su, polimere

plastiklestirici (akiskanlastirici) gibi etki etmektedir (Anderson ve Dawes, 1990).

Sekil 2.2. PHB graniillerinin SEM goriintiisii

Bircok mikrobiyolog tarafindan bakterilerdeki lipofilik graniiller ¢ok 6nceden tanimlamis
olmalarina ragmen, ilk kez 1925°te Lemoigne tarafindan bu partikiiliin kompozisyonu teshis
edilmistir (Braunegg ve ark., 1998). Lemoigne, 1920’11 yillarda topraktan izole edilen Bacillus
megaterium bakterisinde bilinmeyen bir materyalin parcalanmasi sonucu rastlanilan 3-
hidroksibiitirik asit, PHB homopolyesteri olarak tanimlamistir. Lemoigne (1926-1927) yapmis
oldugu arastirmalarda Bacillus subtilis kiiltlirlerini distile suda otoliz ettigi zaman bilinmeyen
bir asidin olusmasi ile pH degerinin azaldigini gézlemlemistir. Daha sonraki ¢alismalarda ise,
monomerik B-hidroksibiitirik asidin kaynagmin hiicre i¢i poli-B-hidroksibiitirik asit olarak
Bacillus megaterium’un otolizi sirasinda olustugunu kesin olarak ortaya koymustur. Sonraki
30 yilda PHB polimerine olan ilgi giderek artmis ve 1958 yilinda Macrae ve Wilkinson
Bacillus hiicresi icinde PHB sentezi ve parcalanmasmi yOnlendiren hiicre i¢i sartlar1 ve
mekanizmasini arastirmislardir (Holmes, 1988; Anderson ve Dawes, 1990; Braunegg ve ark.,

1998).



Bakteriyel biyokiitleden PHB’ nin kantitatif analizi i¢in pratik yollardan birinin gelistirilmesi
de bu yillara rastlamaktadir. 1950’lerin sonuna kadar yaygm olarak kullanilan analitik
teknikler gravimetrik metottur. Bu metod kloroformla PHB ekstraksiyonundan ve bunu
takiben dietil eter veya aseton ile presipitasyondan olugsmaktadir (Lemoigne, 1926).
Williamson and Wilkinson (1958), kontrollii zaman ve sicaklik altinda PHB graniilleri
disindaki biitiin hiicre bilesenlerinin alkali sodyum hipoklorit ¢dzeltisinde c¢oziindiigiini
gostermislerdir. PHB ile ilgili arastirmalarla, termoplastik ve elastomerik bir materyal oldugu

anlasilan polimer, patentli iirtinlere doniismiistiir (Y1lmaz ve ark., 2003).

Biyoparcalanabilir, termoplastik bir materyal olan PHB'nin, petrol tiirevli plastiklerin yerini
almak i¢in ticari olarak iiretimi ¢aligmalari, 1960'l1 yillarda baslamistir. PHB’nin, genellikle
kiire seklinde oldugu ve graniillerin 100-800 nm ¢apinda olup, 2-4 nm kalinliginda birim
olmayan bir zarla Ortiildiigii bulunmustur (Nickerson ve ark., 1981; Encarnacion ve ark.,

1995). Ancak ilk endiistriyel iiretimi 1970'li yillarda gerceklesmistir (Holmes, 1985).

Uretilen ilk ticari iiriin BIOPOL adiyla patentlesmistir (Lafferty ve ark., 1988). Biopol,
Alcaligenes cinsine ait bakteriler kullanilarak endiistriyel olarak tiretilmis ilk biyodoniisimlii
plastiktir. Bu materyal, dogal ve sentetik polimerlerin tiim avantajlarini tasimaktadir. Giicli
kristal yapida olup polimer ya da monomer birimlerine bagli olan, elastik kauguklara

benzeyen cesitli 6zelliklere sahiptir.

Daha sonraki yillarda PHB ile ilgili calismalar Pseudomonas, Azotobacter, Hydrogenomonas,
Chromatium, Bacillus vb. bakteri cinsleriyle devam etmistir. Giinlimiize kadar yapilan
calismalar PHB'nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, molekiiler agirligi, ekstraksiyon metotlari,
metabolizmasi, i¢-dig parcalanmasi gibi ¢ok yonlii 6zellikleri incelenmistir (Anderson ve

Dawes 1990; Braunegg ve ark., 1998).

2.3.1. PHB’nin kimyasal yapisi ve genel o6zellikleri

PHB’nin yapis1 lineer 3-hidroksi yag asit monomerlerinden olusan bir poliesterdir. Bu
polimer de, bir monomerin karboksil grubu yanindaki monomerin hidroksil grubu ile bir ester
bag olusturur. C-3 veya P pozisyonundaki karbona bir alkil grubu (burada bir metil grubu)
baglanmistir (Sekil 2.3). Yan zincirlerin kompozisyonu ve uzunlugundaki degismeler,
termobiyoplastik polimer ailesinin ¢esitliligi ve ¢ok genis potansiyel uygulamalarda

kullanilmasinin temelini olusturmaktadir (Madison ve Huisman, 1999).

Bakteriler PHB depolama yeteneklerine gore siniflandirilirlar. PHB’nin kopolimerleri, ek

besin kullanilarak olusabilmekte ve 3-hidroksivalerat (3HV) veya 4-hidroksibiitirat (4HB)
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gibi monomerleri i¢eren polimerler ortaya ¢ikabilmektedir. PHB yag asitlerinden veya baska
alifatik karbon kaynaklarindan sentezlenmekte ve genellikle ortaya ¢ikan PHB polimerinin

kompozisyonu, kullanilan substratlara gore degismektedir.

HO-CH-CH,C-|-0-CH-CH,-C-|-0-CH-CH, COOH
| = | Il | -
CH.,, O CH 0= n CH

b2 3 3

Sekil 2.3. PHB’nin kimyasal yapis1 (Hajikhani, 2003).

Yan zincirinde bir metil grubu bulunan, 3-hidroksi biitirik asidin makromolokiiler bir polimeri
olan PHB'nin genel formiilii (C4HsO»), seklindedir (Nickerson ve ark., 1981; Lafferty ve ark.,
1988; Anderson ve Dawes 1990; Madison ve Huisman 1999). n sayis1 35 000 gibi yiiksek bir
say1lya ulasabilmektedir. Polimerin molekiil agirlig1, 6zellikle bakterinin tiiriine bagli olmakla
birlikte, biiylime kosullar1 ve hiicrenin yasam dongiisiindeki yerine goére de degisebilmektedir
(Madison ve Huisman, 1999). Elektron mikroskobuyla (EM) yapilan calismalarda PHB
graniilleri kolaylikla gdzlenebilmektedir (Sekil 2.4). Graniiliin icte yer alan bir merkezi kisim
ve birkac tabakali membranla ¢evrilmis kabuktan olustugu bildirilmistir (Dunlop ve Robards,

1973).

PHB, genellikle kiire seklinde olup, her graniil cap olarak 100-800 nm arasindadir. Bunlar 2-4
nm kalinliginda tiniter olmayan bir membranla ¢evrilidir. Graniillerin yaklasik % 98'i PHB, %

2's1 ise protein igermektedir (Nickerson ve ark., 1981; Encarnacion ve ark., 1995).

Sekil 2.4. Hiicrenin i¢indeki PHB goriintiileri

Hiicre icinde sivi, atmosferde kati halde olan PHB, organik ¢d6ziicii ile hiicreden
oziitlendiginde kristalize olmaktadir. Kati ama kirilgan bir materyal olan PHB'min erime
sicakligl, 157-188 °C olup, parcalanma sicakligi 185 °C ‘dir. Erime sicaklig1i parcalanma
sicakligma c¢ok yakin bir degerde olmasi enjeksiyonla isleme sirasinda polimerin

kaliplasmasin1 zorlagtirmaktadir (Lafferty ve ark., 1988; Dave ve ark., 1996; Madison ve
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Huisman 1999). PHB, kopolimerleri kadar iy1 bir sekilde preslenebilir, bigcimlendirilebilir, lif
haline doniistiiriilebilir, filmleri yapilabilir ve polietilen gibi diger sentetik polimerlerle
heteropolimerler yapiminda kullanilabilmektedir (Dave ve ark., 1996). PHB, asit ve baz
uygulamalarma kars1 zayif dirence sahip iken, UV 1simmalarina kars1i direngli oldugu
bildirilmektedir. Ayrica, polimerin su ve hava gecirmez olusu, hidrolitik par¢alanmaya karsi
direng¢ saglamasi, PHB ‘yi diger biyoplastiklerden ayiran en 6nemli 6zelliklerinden birisidir.
Buna bagli olarak da PHB’nin kullanim olanaklar1 genislemektedir (Holmes, 1988; Lindsay,
1992; Poirier, 2002). PHB'nin, biyolojik pargalanabilirligi, biyolojik uyum yetenegi ve toksik
olmayis1 sayesinde endiistriyel uygulamalarda kolayca kullanilabilecegi bildirilmektedir

(Weber, 2000; Steinbiichel, 1991).

Monomer sayisinin artmasiyla bozunma sicakliginda bir degisiklik olmadan erime sicaklig:
diismektedir. Bu ise termal pargalanma olmadan kopolimerin termal islenmesine olanak
tanimaktadir (Ojumu ve ark., 2004). PHB ve kopolimerleri ile petrol kokenli polipropilenin

karsilagtirmali polimer 6zellikleri Cizelge 2.2. de gosterilmektedir.

Cizelge 2.2. PHB ve petrol kdkenli polipropilen (PP) nin baz1 fiziksel 6zelliklerinin
karsilagtirilmasi (Ojumu ve ark., 2004).

OZELLIKLER PHB PP
Kristal erime noktasi (°C) 175 176
Camsi gegis sicakligi, Tg (°C) 5-10 -15
Kristalite (%) 80 7
Molekiiler agirligi (Da) 1-8x105 | 2-7x105
Yogunluk (g/cm’) 1.250 | 0.905
Kirmaya kars1 uzama (%) 6-8 400
UV direnci Iyi Zayif
Coziicii direnci Zayif Iyi
Elastiklik (%) 6 400
Oksijen gegirgenligi (cm’/m”.atm.giin) | 45 170
Biyobozunurluk + -
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PHB’nin baz1 mekanik 6zellikleri polipropilene benzemektedir ancak PHB’ de kirilma i¢in
genisleme 6zelligi % 6 iken, polipropileninki %400’°diir. PHB nin bu 6zelligi polipropilenden
onemli derecede diisiiktiir. Bu nedenle 3-hidroksivalerat birimini iceren PHB kopolimeri
P(3HB-co-3HV) gelistirilmistir. PHV gibi monomerlerin eklenmesi ya da diger polimerlerle
karigtirilarak yapilan denemelerle PHB’ nin kirilganliginin azaldig: bildirilmektedir (Holmes,
1985). Bu sayede mekanik 6zellikleri daha fazla gelistirilmistir. Polimer daha saglam ve daha
esnek olmustur. 3-hidroksivalerat birimleri arttikca esneklik daha da artmaktadir. (Lee,
1996b). Degradasyon sicakliginda herhangi bir degisiklik olmaksizin komonomer
fraksiyonundaki artisla erime sicakliginda diisme olmustur. Bu durum termal degradasyon
olmaksizin kopolimerin termal islenmesine izin vermektedir. Boylece bu maddenin 6zelligi
fermantasyon sirasinda 3- hidroksivalerat oranini ayarlamak yoluyla kontrol edilebilmektedir

(Ojumu ve ark., 2004).

2.3.2. PHB’nin olusum sartlar ve tayini

Depo materyalleri, dengesiz biiylime kosullar1 gibi 6zel kosullar altinda organizmalar
tarafindan sentezlenen maddeler olarak bilinmektedir. Bakterilerin aldiklar1 besin
miktarlarinda bir dengesizlik varsa aldiklar1 fazla besin hiicre i¢inde depolanir. Hiicre iginde
¢coOziinebilir ara metabolitler polimerize hale getirilir. Boylece hem bu maddeler hiicrenin
osmotik dengesini bozmadan depolanirlar hem de bu degerli maddelerin hiicreden atilmalar1

engellenir (Brandl ve ark., 1991; McCool ve ark.,1996).

Hiicre cogalmasi sirasinda asetil-CoA’nin kondenzasyonundan PHB’nin sentezi ¢ok az
miktarlarda gerceklesmesine ragmen hiicreler karbon kaynaginin smirlandirilmasindan ziyade
biiylimeyi sinirlayict sartlar altinda birakildiginda PHB sentez hiz1 oldukga artar. Azot, fosfor
gibi protein sentezini durduracak sartlar s6z konusu oldugunda yiiksek seviyelerde NADH ve

NADPH iiretilir ( Byrom, 1987).

PHB'nin hiicrede teshisi ve konsantrasyonunun belirlenmesinde, Hidrojen niikleer manyetik
rezonans (1IH NMR) ve Gaz Kromatografisi (GC) analizi ve FTIR spektroskopi yontemi
kullanilabilmektedir (Jan ve ark., 1996; Yan ve ark., 2000). Canl1 bakteri hiicresi i¢erisindeki
PHB depo graniillerinin tespit edilmesi i¢in ise kiitle mikroskopisi, Raman spektroskopisi
kullanilabilirken genis olarak kullanilan metot lipofilik boyalarla boyamadir (Ostle ve Holt,
1982; Bonartseva ve Myshkina, 1985; Pierce ve Schroth, 1994). Santrifiijle ya da kloroform,
trifloroetanol, dikloroetan, propilen karbonat, metilen klorid, dikloroasetik asit gibi

kimyasallarla izole edilen PHB’lerin molekiiler agirliginin hesaplanmasi jel kromatografisi,
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sedimentasyon analizi ve viskozite 6l¢iim teknikleriyle; monomer kompozisyonlar1 ise GC,
kiitle spektroskopisi ve NMR analizleriyle belirlenebilmektedir (Marchessault ve ark., 1970,
Holmes, 1988; Madison ve Huisman, 1999; Lee ve Choi, 1999; D1 Lorenzo ve Silvestre
1999; Kessler ve ark., 2001).

2.3.3. PHB biyosentezi

Polimerin biyosentezi; monomerlerin olusumu ve birlestirilmesi gibi iki enzimatik asama ile
gerceklesir ve bu enzimatik agamalarin performansi, iiretim seviyesini, zincir uzunlugunu ve

olusan kopolimerlerin kompozisyonunu etkilemektedir.

Prokaryotik hiicrelerde PHB nin intraselliiler sentezi i¢in ilk bilesik asetil- CoA’dir. Substrat
ve asetil-CoA'nin hiicre i¢i konsantrasyonunun artmasiyla olusan kosullar, PHB sentezinde
pozitif bir etkiye sahiptir. En kapsamli karakterize edilen polimer olan PHB'nin biyosentezi,
asetil- CoA’dan 1ii¢ farkli enzim ile basamakli sekilde katalizlenen bir islemle
sentezlenir(Sekil 2.5). Bu yoldaki ilk enzim 3-ketotiyolaz (asetil-CoA agcil transferaz ), iki
asetil-CoA molekiiliiniin asetoasetil-CoA olusturmak tizere doniisiimlii kondenzasyonunu
katalizler. Ikinci enzim olan asetoasetil- CoA rediiktaz ise olusan asetoasetil-CoA molekiiliinii
3-hidroksibiitiril-CoA’ ya indirgemektedir. Olusan bu 3-Hidroksibiitiril-CoA monomerleri ise,
PHB sentaz tarafindan PHB'ye polimerize edilmektedir (Poirier ve ark., 1995; Madison ve

Huisman, 1999).

Hiicre i¢inde PHB birikiminin artmas i¢in, yiikksek NAD(P)H, yiiksek asetil-CoA ve diisiik
serbest CoA diizeyinin olmas1 gerekmektedir. Bu sartlarin olusumu, mikroorganizmalara gore

degismekle beraber genelde nitrojen, potasyum, siilfiir gibi biiylimeyi sinirlandirici etkenlere

baghdir (Holmes, 1985; Lee, 1996b).

3-ketotiyolaz

i ] 1
2 CH;~C—SCoA —————» CH;—C—CH,—C—SCoA + CoASH
I
Asetil-CoA Asetoasetil-CoA
o asetoaseltil-CoA oH o
I il .  rediktaz I i .
CH3;—C—CH,—C—SCoA + NADPH + H -—H—> CH3;—CH—CH,—C—SCoA + NADP
Asetoasetil-CoA 3-hidroksibutiril-CoA
(|)l-I (|:|) PHB sentaz CH; ‘|?
CH;—CH—CH,~C—SCoA ———— H—CH,~C + CoASH
m n
3-hidroksibutiril-CoA Polihidroksibutirat

Sekil 2.5. PHB ‘nin sentez reaksiyonlar1 (Poirier ve ark.,1995).
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PHB graniilleri ile sentaz enzimi polimerizasyonu arasindaki iliski yillardir bilinmektedir.
Smirl karbonlu ortamda gelisme sirasinda, sentaz enzimi ¢oziinmiis formda olugmaktadir.
Nitrojen azliginda ise PHB sentaz olusmaktadir. Coziinmiis sentazin bu sartlar altinda hizla

tilkkenmesi PHB graniilleri ile iliskilidir (McCool ve ark., 1996).

PHB genellikle 10°-10* monomerden olusan bir polimer seklinde iretilir ve 0,2-0,5 pm
capinda graniiller halinde bulunur. R. eutropha glikoz gibi karbon kaynaginin asir1 oldugu
ortamda biiyiitiildiigiinde PHB graniilleri hiicre kuru agirhigmmin % 80 ‘ini doldurabilir. Bu
sartlar altinda PHB sentezi karbon stogu olarak gorev yapmaktadir. Biiyiime sartlar

kaldirildiginda ise PHB asetil-CoA’ya katabolize edilmektedir (Anderson ve Dawes, 1990).

Cevre sartlar1 ve bakterilerin fizyolojik yetenekleri genellikle PHB lerin kantitatif olusumunu
kontrol eder. Farkli besinlerin bol olmayisi ya da diisiik konsantrasyonda olmasi PHB
sentezini arttirir ya da azaltir. Deneysel calismalarda daima azot sinirhi sartlar tercih

edilmektedir (Fuller, 1995)

A.eutrophus ‘u glikoz gibi karbon kaynagmin asir1 miktarda bulundugu ancak esansiyel bir
besini (azotu ya da fosforu) sinirli oranda iceren ortamda inkiibe edilince kuru agirhiginin

%80’ine kadar PHB akiimiile ettigi saptanmistir (Ojumu ve ark., 2004).
2.3.4. PHB biyoparcalanma reaksiyonlari

Depo materyali olarak PHB iiretebilen bakterilerin biiylik bir c¢ogunlugu dogada
bulunabilmektedir (toprak, atik ¢opler, deniz suyu vb.). PHB’nin en 6nemli 6zelliklerinden
biri, toprak, insan viicudu gibi yerlerde toksik iirlin olusturmaksizin tamamen

biyoparc¢alanabilir materyal olmasidir.

PHB'min, karbon ve enerji kaynagi olarak bakteriler tarafindan kullanilabilmesi i¢in
depolimerize olmas1 gerekmektedir. Depolimerizasyon sonucu olusan monomerik 3-
hidroksibiitirik asit ve dimer yap1 bircok organizma i¢in kullanilabilir substratlardir (Lafferty

ve ark., 1988).

PHB’ler polimerlerin tretildigi tiirlerdeki ya intraseliiler depolimerazlar veya ekstraseliiler
depolimerazlar tarafindan hiicre i¢inde ya da ekstraseliiler depolimerazlar tarafindan hiicre
disindan parcalanabilirler. Hiicre i¢i depolimerazlarm, hiicre dis1 depolimerazlardan farkli
fonksiyonlar1 vardwr. Hiicre i¢i depolimerazlar, hiicre iginde hareketli ve kristalize olmayan,
dogal PHB elastomerlerini pargalarlar. Doniisiim sonrasinda kristalize olan, denatiire edilmis
PHB ise hiicre dis1 depolimerazlar tarafindan hidrolize edilir (Lee, 1996a). Bununla beraber,

hiicre dist PHA depolimerazlarla hiicre i¢i depolimerazlar arasindaki yapisal farklilik
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nedeniyle, bozulmamis, dogal PHA graniillerinin hiicre dis1t PHA depolimerazlarla direkt

olarak par¢alanamadig bildirilmektedir (Braunegg ve ark., 1998).

PHA’larin intraseliiler pargalanmasi sentezinden farkli bir mekanizma ile gerceklesmektedir.
PHB graniiliine bagli bir depolimeraz D(-)3-hidroksibiitirik asidin hidrolizini saglar ve bu
molekiiller de bir NAD-spesifik dehidrogejenaz ile asetoasetata yiikseltgenirler. Bir asetat-
siiksinil-CoA transferaz daha sonra asetoasetat molekiillerinin siiksinil-CoA ile reaksiyonunu

katalizleyerek asetoasetil-CoA’nm olusumunu saglamaktadir (Sekil 2.6) (Senior ve Dawes,

1973).

ﬁ PHB depolimeraz ?H ﬁ .
O—CH‘—CHz —> CB—CH—Ck—C—0
Polihidroksibutirat 3-hidroksibutirat
(?H ﬁ) 3-hidroksibutirat ?H ﬁt
Gl —CH—Cl—C—O 7-T——deh’d' olenaz . Cp—CH—CH—C—O0
3-hidroksibutirat i Asetoasetat
ﬁ Asetoasetil-CoA sentetaz
CHs—CH—CIe—C—O / \ > CH—C—CIe—C—SCoA
Asetoasetat ATP AMP Asetoasetil-CoA
CoASH PP;

Sekil 2.6. PHB parcalanma reaksiyonlari

Degisik kompozisyon, stereokimya ve molekiil agirligindaki PHA’lar degisik biyolojik
parcalanma egilimleri gosterirler. Polimerin parcalanmasinda, bakteri, mantar, ve yiiksek
organizmalar biyolojik faktorler olarak; hidroliz ve oksidasyon kimyasal faktorler olarak;
glines 15181, 1slanma ve mekanik asmma ise fiziksel faktorler olarak etki etmektedir (Madison
ve Huisman, 1999). Tamamen parcalanma i¢in gereken zaman ve biyopar¢alanma oranimnin;
kalinlik, ylizey Ozellikleri, 1s1 ve c¢evredeki mikrobiyal niifus gibi etkenlere bagli olarak
degistigi bildirilmistir (Lee, 1996a). Genellikle baslangic molekiil agirliginin, polimerin
biyolojik parcalanma {izerine ¢ok Onemli bir etkiye sahip olmadigi ve yiiksek molekiil
agirlikli bir PHB homopolimerlerinin diisiik molekiil agirlikli bir polimer kadar c¢abuk
parcalandig1 bilinmektedir. Aerobik sartlarda parcalanmanin son {iriinii CO, ve H,O iken,

anaerobik kosullarda ise CHgdir. Parcalanmada nitrojen oksidin olusmamasi, c¢evre
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korunmasinda oOnemlidir. Parcalanan biyoplastik, bitkilerin gelismesini olumlu yonde

etkilemektedir (Hajikhani, 2003)

Tanio ve arkadaglarmin (1982) yaptiklar1 bir calismada depolimerizasyon sirasinda saliverilen
hidroksibiitirat monomerlerinin tayini ve oligomerlerin hidroliz sirasinda ester baglarindaki
azalma polimer zincirin serbest hidroksil ucundan her defasinda bir dimer seklinde ayrildig:

sonucunu ortaya koymustur.

Farkli isletme sartlar1 altinda yapilan calismalarda, 4HB monomer birimi igeren
kopolimerlerin, PHB ya da P(HB-HV) (polihidroksibiitirat-cohidroksivalerat) kopolimerlerine
gbre cok daha cabuk parcalandigini gostermistir. Aktive edilmis camurda 30 °C’de %94
P(3HB-coHB) filminin 14 giinde tamamiyla pargalandig1 gozlenmistir. Bir bagka calismada
ise %17 P(3HB-co-.4HB) filminin ise 2 haftada tamamiyla pargalandigi ancak PHB tam
parcalanmasi i¢in ise 10 haftadan fazla siirtigli tespit edilmistir(Doi ve ark.., 1989) Farkhi
ortamlarda yapilan bir ¢alismada ise P(HB) ve P(3HB-co-3HV) kopolimerlerinin sirasiyla
anaerobik camurda toprakta ve deniz suyunda tamamen parcalanma siirelerinin 60, 75, 350

hafta oldugu goriilmiistiir (Brandl ve ark., 1990).

Nguyen ve ark. (2002) PHB ve kopolimerlerinde, 1stya bagli (170-200 °C) parcalanmay1
arastirdiklar1 caligmalarinda, reaksiyonun ilk birkac saatindeki tabakalagmayi, 1s1 etkisiyle

erimenin takip ettigini bildirmislerdir.

PHB'nin toprakta ve steril tampon ¢ozeltide parcalanmasini arastiran ¢alismada, Mergaert ve
ark. (1993) ise, her iki ortamda da molekiil agirligmin diistiigiinii, ancak kiitle miktarmdaki
azalmanin sadece toprakta goriildiigiinii ve bunun toprak c¢esidine bagli olarak degistigini
bildirmislerdir. Bu ¢alismay1 destekleyen baska bir arastirmada ise, en yiiksek kiitle azalmas1
killi toprak kullanilarak elde edilmistir. Bazi arastirmacilar da, topraktaki P(HB-HV)
biyoparcalanirlik ylizdesinin topragin ¢esidi ve igerdigi su miktarmna bagh olarak degistigi

bildirmektedirler.

PHB ve ¢esitli oranlarda hazirlanan P(HB-HV) kopolimerlerinin ev atiklarinda parcalanmasi
incelenmis ve yaklasik 20 hafta sonra bu polimerlerde onemli diizeylerde kiitle kaybi
gozlenmistir. Bu sistemlerdeki pargalanmanin; ortamdaki mikrobiyal populasyona,
ekstraseliiler enzimlerin 6zgiinliigiine ve sicaklia bagimli oldugu bildirilmistir (Mergaert ve
ark., 1993). Benzer sonuclar aktive edilmis ¢amurda da gdzlenmis ve polimer parcalanma

isleminin pH’a bagli oldugu tespit edilmistir (Briese ve ark., 1994).
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2.3.5. PHB’nin yenilenebilme 6zelligi

PHB’nin biyolojik karakterleri ve biyolojik olarak parcalanabilir olmasi kadar 6nemli olan bir
baska oOzellik de onun iretim kaynaklarmin yenilenebilme yetenegine sahip olmasidir.
PHB’nin fermantasyon ile liretiminde, seker ve yag asiti gibi tarim iiriinleri karbon ve enerji
kaynag1 olarak kullanilmaktadir CO, ve H,O kullanilarak ortaya ¢ikmig bu tarim firiinleri,
biyolojik olarak pargalanabilen PHB’ye doniistiikten sonra da yine yikim ftriinleri CO2 ve
H20O’dur. Boylece PHB’ler azalmakta olan fosil yakitlarin yerine yenilenebilen bilesikler

olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Madison ve Huisman, 1999).

Biyoplastiklerin yeniden olusum devresi, sentez-parcalanma sentez olarak gosterilmistir
(Sekil 2.7). Bu devre tabiatta kendiliginden gergeklesebileceginden, ¢evre korunmasi

acisindan da 6nemlidir (Dave ve ark., 1996).

COx-Hi0

Biyopargalanabilme Bitkiler

, f;] Q\F otosenter
& 2]

r i dr-afl
Plastik Urlinler Karbonhidratiar

£
L\ _}.f Femmantasyon

\‘v} Geri déndgim

B < T >
b L 4
Sekil 2.7. PHB'nin karbon dongiisii (Dave ve ark., 1996).

Savenkova ve ark. (2000) yaptig1 arastrmada toprak mikroorganizmalarindan PHB’i
parcalayan baglica mikroorganizmalar tespit edilmistir. Bu mikroorganizmalar arasinda en
onemli bakteri cinslerinin Pseudomonas, Azotobacter, Bacillus, Streptomyces ve Trichoderma

oldugunu rapor etmiglerdir.
2.3.6. PHB’nin parcalanabilme ozelligi

Endiistriyel olarak tiretilen biyoplastikler polietilene oranla dort kat daha fazla serttir (20
kg/m). PHB’nin petrol kdkenli polipropilene gore daha kristal yapida olmasi, 6zgiil agirligmin
daha yiiksek olusu, UV’ye direngliligi gibi baz1 6zelliklerinden dolay1 iiretiminin daha iyi bir
secenek oldugu bildirilmistir (Barham ve ark., 1984; Beyatl, 1996; Bluhm, ve ark., 1998).
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PHB’nin dogaya birakildiginda tamamen parcalanabilmesi, ¢evre kirliligi yaratmamasi gibi
ozelliklerinden dolay1 endiistriyel uygulamalar acisindan 6nemi her gegen giin artmaktadir

(Page ve ark., 1995).

PHB kolay sekil alabildiginden ve parcalanabilme 6zelliginden dolay1r daha ¢ok paketleme
malzemesi olarak kullanilmaktadir (Madison ve Huisman, 1999). PHB ve kopolimerleri
preslenebilmekte, bi¢cimlendirilebilmekte, lif haline doniistliriilebilmekte, filmleri
yapilabilmekte ve sentetik polimerlerle heteropolimer yapiminda kullanilabilmektedir.
Biyolojik olarak parcalanabildiklerinden tek kullanimlik iiriinlerin iiretimi i¢in biyoplastikler
ilgi ¢cekmislerdir. Tiras bigagi, hijyenik kadm iiriinleri, ¢ocuk bezleri, tek kullanimlik mutfak
malzemeleri, sampuan siseleri gibi liriinlerin imalatinda da kullanilmaktadir (Lafferty ve ark.,

1988).

PHB ve kopolimerleri ¢esitli iiriinlerin yapisinda 6nemli bir potansiyele sahiptirler. Biyolojik
uygunlugundan ve maliyetinden dolay1 son zamanlarda tip ve eczacilik alaninda kullanilmaya
baslanmistir. Hayvan dokularina yerlestirilen PHB nin toksik bir etkiye neden olmamasindan
dolay1, viicutta absorbe edilebilen protez aletlerinin, yapay kan damarlarmin ve cerrahi

dikislerde PHB nin kullanilmas1 bir ¢ok arastiricinin bu alana yonelmesine neden olmustur.

Biyouyumlu olan PHB monomerleri insan viicudunda bulunan dogal metabolit olmasi
nedeniyle, polimer viicutta sadece ¢ok hafif bir immiinolojik cevap olusmasina neden olur. Bu
ozelliginden dolayr PHB insanlarda ilaglarin kontrollii salinimi i¢in test edilmistir. Boyle
calismalarda ilag, PHB’den yapilmis bir hap i¢ine sikistirilmis ve agiz yoluyla hastalara

verilmistir.

PHB’nin viicut i¢inde biyolojik parcalanmasi yavastir. insan viicudu PHB depolimeraz enzimi
icermez. Bu 06zelliginden dolayr da PHB pansuman sargisi, cerrahi dikisler, eldiven, dnliik,
maske, yapay kan damarlari, protezler, ortopedik plaka, ¢cubuk, vida ve igneler gibi cerrahi

malzemelerin yapiminda kullanilmistir.

PHB’ler tarimda, toprakta parcalanma gerektiren uygulamalar ve kaplama islemlerinde
kullanilabilmektedir. Biyoplastikler, ekin sulamasi i¢in yapilan oluklarin iiretiminde tohum
kapsiillendirilmesinde, fide tasimacilifinda ornekleri korumak icin, giibre ve pestisitlerin

kontrollii saliniminda plastik kiliflar olarak da kullanilabilmektedir (Holmes, 1985).

PHB kalip yapimi, sikistirilmig film ve bazi fibrillerin gelistirilmesinde de kullanilabilir.
Yapilan paket filmleri miikkemmel bir gaz bariyeri 6zelligindedir. 25 pm kalinligindaki bir

PHB filmi 45 cm’/m’/giin'lik bir oksijen gegirgenligine sahiptir. Diisiik olan bu oksijen
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gecirgenliginden dolayr gida maddelerinin paketlenmesinde PHB filmleri rahatlikla
kullanilabilir. Bu PHB filmleri polipropilen filmleri kadar giigliidiir, fakat polietileter fitalat
kadar dayanikli degildir. Ancak birgok plastik, cam-fiber dolgusu ilavesiyle
kuvvetlendirilebilmistir (Holmes, 1985; Lafferty ve ark., 1988).

PHB polimerinin uygulama alanlar1 6zelliklerine bagli olarak dogrudan kullanilmasinin
yaninda depolimerizasyon {iriinii olan monomerinin kullanim1 da oldukg¢a ilging ve yaygindir.
3-hidroksibiitirik asit tiim yiiksek organizmalarda bir ara metabolit bilesiktir ve lipit
metabolizmasinn iiriinii olarak bulunur. Insan kaninmn normal bir &gesi olan 3-hidroksibiitirik
asit, belirli dokularda 6zellikle de beyin ve kalp dokusu i¢in bir enerji kaynagi olarak hizmet
eder. 3-hidroksibiitirik asitin diabetiklerin kan serumunda anormal konsantrasyonlarda var
olan keton yapilarindan biri olarak rol oynadigma dair bir¢ok bilgi yer almaktadir (Holmes,

1985).

Ayrica, biyoplastikler, o6zellikle uzun yan zincire sahip olan PHB’ler, basinca duyarh
yapigkanlar olarak kullanilabilmektedirler. Lateks gibi kagit ortiiler, giinliik krem onciilleri
iretimi ve gidalardaki unun dagilimini saglayan ajanlarin tiretiminde de PHB kullanilmaktadir

(Madison ve Huisman 1999; Weber 2000; Lootz ve ark., 2001).

2.3.7. PHB iiretiminde maliyetin 6nemi

Konvansiyonel plastiklerle PHB’nin iiretim gideri karsilastirildiginda, PHB’nin iiretim
maliyetinin yiiksek oldugu gozlenmis ve bu durumun da PHB’ nin iiretim ve ticaretini
engelledigi goriilmiistiir. Ornegin; en ucuz substrat kaynaginda maliyet 0.22 $/kg PHB iken
polipropilenin maliyeti 0.185 $/kg’dir (Kothuis ve Schelleman, 1998). Bu nedenle hem diisiik
maliyetle i¢cin hem de yiiksek kalitede ve verimlilikte iiriin elde edebilmek amaciyla
calismalar yapilmaktadir. Yapilan bu ¢aligmalarda karbon kaynagi, mikroorganizma ¢esidi 6n

siralarda yer almaktadir (Choi ve Lee, 1997).

Ekonomik PHA {iretimini smirlandiran faktorlerden biri substrattir. PHB iiretiminde yapilan
calismalarda cesitli karbon kaynagma sahip atiksular kullanilmistir. Bu atiksular: seker
atiksuyu melas (Albuquerque ve ark., 2007), peyniralt1 atiksuyu, zeytinalt1 atiksuyu (karasu)
(Beccari ve ark., 2009), soya atik sularidir (Law ve ark., 2001). Bu atiksularinin
kullanilmasinda 2 amag¢ vardir. Hem atik suyu desarj kriterleri dogrultusunda aritmak hem de

aritim sirasinda PHB tiretmektir.

Cizelge 2.3°de farkli substrat kaynaklari kullanilan caligmalardaki PHB verimleri ve

maliyetleri 6zetlenmistir. Karbon kaynag1 degistigi halde PHB veriminin (tiiketilen substrat
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(g) basma olusan PHB (g)) cok da degismedigi boylece PHB iiretiminde substratin maliyete
etkisini agikca ortaya koymustur (Lee ve Choi, 1998; Madison ve Huisman, 1999).

Cizelge 2.3. PHA iiretim maliyetine substratin etkisi (Lee, 1996b).

Maliyet Verim Substrat Maliyeti
Substrat

(US $/k) | (g PHB/g substrat) (US $ /kg PHB )
Glukoz 0,493 0,38 1,35
Sukroz 0,295 0,40 0,72
Metanol 0,180 0,43 0,42
Asetik Asit 0,595 0,38 1,56
Etanol 0,50 0,50 1,00
Seker kamisi 0,220 0,42 0,52
Peyniralt1 suyu 0,071 0,33 0,22
Hemiselliiloz 0,069 0,20 0,34
i;‘i‘;::le st 0,220 0,185 0,58

Cizelge 2.3.’den de goriildiigli gibi diisiik maliyete sahip substrat kullanip diger substratlara
kiyasla 1y1 verimde PHB elde etmek miimkiin olmaktadir.

PHB sentez hiz1 da, iiretim maliyetine etki eden diger faktorlerden biridir. Ancak, bu besin
maddesi fiyat1 ile karsilastirildiginda oldukg¢a diisiik kalmaktadwr. PHB {iretim hizi, 1.98
g/L.h’den 3.2 g/L.h’e artirildigi zaman PHB maliyeti 5.37 $/kg’dan 4.91 $/kg’a diismektedir.

Biyokiitlenin PHB muhtevasi, PHB’ ’nin elde edilme maliyetine etki etmektedir. %50 PHB
muhtevasi ile PHB elde edilmesi 4.8 $/kg PHB’ye mal olmaktadir. %88’lik PHB muhtevasi
ile PHB elde edilmesi ise sadece 0.92 $/kg PHB’dir (Lee ve Choi, 1998).

PHA’lar Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii, Pseudomonas oleovorans, rekombinat
Alcaligenes eutrophus ve rekombinat Escherichia coli gibi bircok saf kiiltlir tarafindan

endiistriyel olarak iiretilebilmektedir (Lee, 1996b; Lee ve Choi; 1998; Grothe ve ark., 2000).
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Fakat saf kiiltlir mikroorganizma kullanarak yiiksek PHB icerigi elde edilmesine ragmen,

PHB iiretimine ekstra maliyeti getirmektedir.

PHB’nin iiretim maliyetini azaltmak i¢in aktif camurda karisik bakteri kiiltiiriiniin
kullanilmasi1 son yillarda giincel hale gelmistir. Karigik kiiltiir ve saf kiiltiirlerde PHA iiretimi
kiyaslandiginda 06zellikle uygulamaya yonelik calismalarda karisk kiiltiir  sterillik
gerektirmemesi, buna bagli olarak da prosesin kontroliiniin daha kolay olmasi1 ve yiiksek

verimde PHA iiretimi avantajlarindan dolayi tercih edilmektedir (Satoh, 1994).

PHB iiretiminde mikroorganizmalarm PHB depolama kapasitesini artiracak ortam
kosullarmin secilmesi onemlidir. Giiniimiizde yapilan bu konuyla ilgili olan c¢aligmalarmn
amac1 ortam kosullarimi belirlemeye yonelik PHB {iretim mekanizmalarini gelistirerek ve bu

gelisimi de uygulamaya yonelik kullanmaktir.

2.4. Farkli PHA Uretim Sistemleri

2.4.1. Anaerobik-aerobik sistemler

Anaerobik aerobik sistemlerde PHB  {iretimi, mikroorganizmalarin  aktivitesine
dayanmaktadir. Bu iiretim mekanizmasinda ama¢ hem fosfor giderimi yapmak hem de
yenilenebilir bir materyal olan PHB’ yi mikroorganizmanimn biinyesinde depo etmektir. Bu
proseste 2 mikroorganizma aktif olarak rol almaktadiwr. Bunlar; fosfat akiimiile eden
organizmalar (PAO) ve glikojen akiimiile eden organizmalardir (GAO) (Chech ve Hartman,

1990; 1993).

PHA iiretimi i¢in her iki mikroorganizma da anaerobik sartlarda pasif diflizyonla asetat1 hiicre
icine alarak asetil-CoA’ya doniistiiriir (Mino ve ark., 1987). Asetil-CoA, acetoasetil-CoA'ya
dontiserek PHB'nin sentezi i¢in tiiketilir, hidroksiasil-CoA’ya indirgenir ve sonunda PHA‘a

polimerize olmaktadir.

PAO’lar, anaerobik sartlarda kisa zincirli yag asitlerini (genellikle asetat) hiicre i¢ine olarak
PHB olarak depolarlar. (Mino ve ark., 1995). Asetatin hiicre i¢ine alinmasi i¢in gerekli enerji,
PAO’larin hiicre i¢i polifosfat depolarinin bozunmasi ile elde edilir. PAO’lar aktif ¢amur
sistemlerinde bulunduklar1 halde fosforu depolalayabilme 6zelligine yalniz anaerobik-aerobik
ardigik sistemlerde sahiptirler (Comeau ve ark., 1986; Wentzel ve ark., 1986) Anaerobik-
Aerobik ardisik fazlarm saglandigi aktif camur sistemlerinde PAO’larin baskin oldugunu

ortaya koymustur.
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GAO’lar PAO’larla rekabet eden mikroorganizmalardir. Bu mikroorganizmalar anaerobik
sartlarda polifosfattan enerji elde etmeden organik maddeyi depolama 6zelligine sahiptir.
Ayrica ortamdaki ugucu yag asitlerini depolamak i¢in gerekli enerjiyi PAO’lar gibi
polifosfatin bozunmasmdan degil glikojenden elde ederler (Cech ve Hartman, 1993).
GAO’larin 6nemli miktarda glikojeni tiiketerek enerji ve indirgeme kuvveti sagladiklar

bilinmektedir.

Fosfor ve glikojen depolayan organizmalar arasindaki rekabet biyolojik asir1 fosfor giderim
verimini 6nemli Ol¢lide etkileyen bir faktordiir. Ciinkii glikojen, PHA olusumu i¢in enerji
kaynag1 ve indirgeyici giic olarak kullanilabilmekte ve enerji kaynagi i¢in polifosfatin
hidrolizine gereksinimi azaltmaktadir (Chech ve Hartman, 1993; Liu ve ark., 1994). PAO ve
GAO’larin c¢ogalmasi, substratin diizenli olarak oldugu ama elektron alicisinin olmadigi

(anaerobik) sistemlerde gerceklesmektedir (Chech ve Hartman 1993).

Anaerobik-aerobik ardigik sistemlerde PHA iiretimi ileri fosfor giderimi ile yapilmaktadir.
Yiiksek konsantrasyonlarda P iceren atiksularmm kontrolsiiz sekilde alici ortama desar]
edilmesi sonucunda su kalitesinde 6nemli 6l¢lide bozulmalar olusmaktadir(Lee ve ark., 1978).
Su kalitesinin korunmasi ve alic1 ortamlarda Otrifikasyon riskinin azaltilmas: i¢in gerekli
fosforun da aritilmas: gerekli olmaktadir. Fosforun gideriminde kullanilan kimyasal ve
biyolojik yontemler karsilastirildiginda diisiikk sermayeye ve isletme maliyetine sahip olan

ileri biyolojik fosfor giderim prosesi 6nemini daha da artirmistir (Osborn ve Nicholls, 1978).

PHA iiretimini aciklamak tizere iki model gelistirilmistir: Comeau-Wentzel ve Mino
Modelleri (Comeau ve ark., 1986; Mino ve ark., 1987;1996). Gelistirilen bu metabolik
modeller, PHA’nin depolanmasi i¢in gerekli indirgeme kuvvetinin saglanmasi konusunda

temel farkliliklara sahiptirler.

2.4.1.1. Comeau-Wentzel modeli

Comeau-Wentzel Modelinde; asetat hiicre membranindan hiicre igine pasif diflizyonla tasmur.
Hiicre icine giren asetatin asetil-CoA’ ya aktivasyonu ATP’nin hidroliziyle birlikte
gergeklesir. Hiicre, azalan ATP/ADP oranmi depolanmis polifosfatin hidrolizi sonucu ATP
iireterek dengeler. Bu sirada fosfor salinmaya baslar ve asetat tiilkenene kadar ortamda fosfat
konsantrasyomu artmaya devam eder. Asetil-CoA’nin bir kismi, PHB sentezi i¢in gerekli olan
indirgeyici bileigi (NADH;) temin etmek icin kreps c¢evriminde metabolize edilir. Geriye
kalan asetil-CoA PHA sentezi ic¢in kullanilmaktadir (Sekil 2.8). Anaerobik kosullar

sonlandiginda atiksu ve biyokiitle aerobik prosese geldiginde, atiksuyun ¢ozlinmiis organik
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madde yiikii diisiik fakat PAO’lar yiiksek miktarlada PHB rezervelerine sahiptirler. Ayrica
aerobik ortamda oksijen elektron alicis1 oldugundan, PAO’lar karbon ve enerji kaynagi olarak
depolanmis PHA’lar1 kullanarak aerobik metabolizmasi gergeklesir. ATP’in elektron tagima
fosforilasyonunda sentezlenmesiyle artan ATP/ADP orani polifosfat sentezini sitiimiile eder.
Boylelikle atiksudaki fosfor hiicre i¢inde polifosfat olarak depolanir. Aerobik ortamda
PHA’larin metabolize olmasiyla fazla enerji aciga ¢iktigindan anaerobik kosullarda PAOQO’lar
hiicre digina salman fosfora ek olarak atiksuyun baglangicta sahip oldugu fosforun tamamini

depolama kabiliyetine sahiptirler. (Comeau ve ark., 1986; Grady ve ark., 1999).
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Sekil 2.8. Comeau-Wentzel modeli ile fosfor giderim ve PHB iiretim metabolizmasi

(A), anaerobik kosullar; (B), aerobik kosullar
2.4.1.2. Mino modeli

Mino modeli (1987), Comeau-Wentzel modeline benzemektedir. Iki model arasindaki fark
indirgeyici bilesiklerin nasil olustugu konusudur. Anaerobik kosullarda glikojenin EMP
yoluyla ile piriivata yiikseltgenmesi sirasinda; asetatin asetil-CoA’ya doniismesi i¢in gerekli
ATP ve asetil-CoA’dan PHA iiretimi i¢cin gerekli indirgenme kuvvet olan NADH, elde
edilmektedir (Sekil 2.9). PAO’lar elde edilen indirgeme kuvvetlerini PHA depolamak i¢in
kullanirlar.

Bu nedenle, Mino modeline gore, depolanan PHA’nin asetata orani Comeau-

Wentzel modeline gore daha yiiksektir (Grady ve ark., 1999).

Bu iki modelde de tiiketilen asetat i¢cin farkli konsantrasyonlarda fosfor salinmaktadir.
Comeau-Wentzel Modelinde, her C-mol asetat i¢in 0,5 +a P-mol salinirken Mino Modelinde
ise; 0.25+a P-mol salindig: ileri stiriilmektedir ( o, 1 C mol asetatin hiicre i¢i tagmimi i¢in

gerekli enerji miktarimi gostemektedir) (Filipe ve Daigger, 1998).
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Cech ve Hartman (1990, 1993), besi maddesi olarak asetat ve glikoz karigimini kullanarak
ardisik kesikli reaktorde yaptigi calismada fosfor gideriminin bozuldugunu gézlemlemislerdir.
Sistem asetatla beslendiginde fosfor giderimi gerceklestiginden fosfor gideriminin
bozulmasini kullanilan glikoza baglamislardir. Ayrica reaktdrde baska bir bakterinin hakim
oldugunu gozlemlenmis ve bu mikroorganizmayr G bakterisi olarak adlandirmiglar. Bu G
bakteri, anaerobik sartlarda hiicre igindeki glikojeni besin maddesinin baglanmasi i¢in

indirgeyici bilesik ve ATP kaynagi olarak kullandigini rapor etmislerdir.

Takabatake ve ark. (2000) yaptiklar1 ¢calismada anaerobik- aerobik sistemde PHA igerigini
%30-% 57 arasinda elde etmislerdir. Fakat bu siirecin ¢cok kararli olmadigini ¢iinkii bunun i¢in
PHA biriktiren bakterilerinin bulunmasi gerektigini bununda isletme kontroliiniin zor
oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica aerobik kosullar altinda PHB veriminin anoksik

kosullardan daha diisiik oldugunu vurgulayarak bu konudaki ¢aligmalarin artmasi gerektigini

vurgulamiglardir.
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Sekil 2.9. Mino modeli ile fosfor giderim ve PHB iiretim metabolizmasi
(A), anaerobik kosullar; (B), aerobik kosullar

2.4.2. Mikroaerofilik-aerobik sistem

Anaerobik-aerobik sartlar altinda aktif camur PHA depolamasina ragmen PHA depolayan
organizmalarin zenginlesmesi i¢in garanti proses olmayabilir (Ueno ve ark., 1993). Saito ve

ark. (1995); aerobik kosullar altinda, anaerobik kosullar altindakinden daha fazla PHA

depolama yetenegine sahip mikroorganizmalarin oldugunu bulmuslardir.
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Satoh ve ark. (1998) anaerobik-aerobik prosesin anaerobik fazinda sinirli miktarda oksijenin
uygulandig1 mikroaerofilik-aerobik prosesi One siirmiiglerdir. Bu sartlar altinda, organik
substratin  bir kisminm, oksidatif parcalanmasi boyunca elde ettigi enerji ile
mikroorganizmalar organik substrat1 biinyelerine alabilmektedirler. Eger uygulanan oksijen
yeterli ise mikroorganizmalar protein, glikojen ve diger hiicre bilesenlerini {liretmek gibi
benzer aktiviteleri, organik substratla es zamanli kullanarak gerceklestirir. Fakat uygulanan
oksijen smirli ya da kontrol altinda ise mikroorganizmalarin aktiviteleri smirlandigindan
dolay1 PHA f{iretebilirler. Bu kosullar altinda PHA depolayan mikroorganizmalar, fosfat ya da
glikojen depolayan mikroorganizma olup olmadigina bakilmaksizin secilecek ve segilen PHA

mikroorganizmalarinin glikojen depolamaya egilimleri ¢ok diisiik olmaktadir.

Satoh ve ark. ile Takabatake ve ark. mikroaerofilik-aerobik sistemi kullanarak ilk adim i¢inde
oksijen sinirlamasi ile mikroorganizmalarm, karbonu PHA iiretimi i¢in kullanirken aerobik
asamada PHA, mikroorganizmalarin biiylimesi ve yasamsal faaliyetlerini devam ettirmesi i¢in
gerekli enerjiyl karsilamasi amaciyla karbon ve enerji kaynagi olarak kullanacaklarini
vurgulamiglardir ve bu ¢alismada % 62 maksimum PHA igerigi elde edildigini fakat PHA

dretimi istikrarli olmadigi rapor edilmistir (Dias ve ark., 2006).
2.4.3. Aerobik Dinamik Beslemeli (ADB) sistemler (bolluk-a¢hk sistemi)

Son zamanlarda arastirmacilar, gecici bir karbon kaynagma maruz kalindiginda, karisik
kiiltirden PHA iiretimi iizerine yogunlagsmislardir. Aktif camur prosesleri besleme rejimi
bakimindan olduk¢a dinamik proseslerdir. (Serafim ve ark., 2004). Biyokiitle sirasiyla harici
substratin mevcut oldugu (bolluk periyotu) ve harici substratin olmadigi (kitlik periyotu)
periotlara maruz kalir ve buna literatiirlerde “dengesiz biiyiime”de denir. (Salehizadeh ve van
Loosdrecht, 2004). Dinamik kosullar altinda biyomasmn biiyiimesi ve polimerin depolanmasi,
harici substratin asir1 oldugu bolluk periyodunda es zamanl olarak gerceklesmektedir. Harici
substratin tamamu tiiketildigi zaman depolanan polimer (PHA) karbon ve enerji kaynagi
olarak kullanilmaya baslamaktadir.(Serafim ve ark., 2004; van Loosdrecht ve ark.,1997; Satoh
ve ark.,1998). Bolluk prosesinde karbon kaynagmnin asir1 miktarda olmasindan dolayi
¢Ozlinmiis oksijen minimum diizeydedir (Serafim ve ark., 2004). Substratin zamanla
tilkkenmesiyle ¢oziinmiis oksijen artmaya baglar. Maksimum ¢6zlinmiis oksijen miktar1 kitlik
prosesinde goriiliir ve bir miiddet sonra sabitlesir. Bu yaklasim karbon kaynaginin PHA’a
dontistimiinii arttirir ve glikojen ya da diger hiicre i¢i materyallere doniistiirmez. Bu yiizden de

endiistride PHA iiretiminin en umut verici sistemi olmustur (Salehizadeh ve van Loosdrecht,
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2004). Aerobik dinamik besleme kosullarinda PHA iiretiminin daha verimli, stabil oldugu
ayrica %65°den daha fazla PHA icerigine rastlandigi rapor edilmistir (Serafim ve ark., 2004).

Aerobik dinamik beslemeli sistemde verilen substratin glikojen gibi hiicre i¢i baska bir
materyale doniismeden mikroorganizmalar tarafindan depo metaryali olan PHB’ye doniismesi

diger 2 sisteme gore avantajidir (Salehizadeh ve van Loosdrecht, 2004).

Yapilan literatiir ¢calismalarinda bolluk prosesinde tiiketilen substratin %66-100’ti PHA nin
depolanmasi i¢in kullanilir. Geriye kalan substrat, biiyiime ve mikroorganizmanin yasamsal
faliyetleri i¢in kullanilir. Polimerin depolanmasi ve biyokiitle biiylimesinin harici substratin
asir1 oldugu zaman gerceklesmekte oldugu ve PHB depolamasimin aerobik dinamik beslemeli
sistemlerde biliyiime ile rekabet halinde oldugu ve depolamanm daha baskin oldugu rapor

edilmistir (Yaoping, 2007).

PHA olusumu i¢in aerobik metabolizma Sekil 2.10°da gosterilmistir. Bu metabolik model van
Aalst- van Leeuwen ve ark. (1997) ile Beun ve ark. (2000a,b) tarafindan formiile edilmistir.
Bu model asetattan asetil-CoA’ nin sentezi, anabolik reaksiyonlar, katabolik reaksiyonlar,
elektron tagima fosforilasyonu, asetil-CoA’ dan PHA’1n sentezi ve PHA’den asetil-CoA’nin

sentezi gibi birbirini takip eden reaksiyonlar1 izlemektedir.
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Sekil 2.10. Aerobik dinamik besleme prosesinde PHB iiretim metabolizmasi (Grady ve ark.,
1999).

Bolluk ve kitlik proseslerinde karbon oksidasyonu i¢in kullanilan elektron alicis1 oksijen ya

da nitrat olabilir. SBR’da aerobik sartlar altinda asetat alimmimn PHA depolanmasina orani
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yaklagik 0,6 Cmol/Cmol’diir (¢amur yas1 >2giin olan sistemlerde) (Filipe ve ark., 2001).
Anoksik kosullar altinda ise asetat alimmin PHA depolamaya oran1 0,4-0,5 Cmol/Cmol’diir
(Beun ve ark., 2002). Sonug¢ olarak spesifik PHA iiretim orani, anoksik sartlara kiyasla
aerobik sartlarda daha yiiksektir.

Yapilan tez ¢aligmasinda aerobik dinamik beslemeli sistemler; isletim kolayligi, daha az
yatirim ve isletme maliyeti gerektirmesi, PHB depolayan mikroorganizmalarin daha baskin
hale getirilebilmesi ve yiikksek PHB iceriginin elde edilebilmesi gibi avantajlara sahip

olmasindan tercih edilmistir.

2.4.3.1. ADB sistemlerde PHB iiretimini etkileyen parametreler

PHB iceriginin ve PHB {iretim veriminin, gelistirilebilmesi ve iyilestirilebilmesi i¢in aerobik
dinamik besleme prosesleri i¢in yapilan optimizasyon ¢aligsmalarinda sistem performansini
etkileyen birgok parametrenin oldugu bildirilmistir. pH, ¢6ziinmiis oksijen miktari, substratin
cesidi, camur yast ve C/N oram1 arastirmacilarin iizerinde en c¢ok yogunlastigi

parametrelerdendir.

2.4.3.1.1.Coziinmiis oksijen

Aerobik sistemlerde oksijen elektron alic1 oldugu i¢in ¢6ziinmiis oksijen (CO) konsantrasyonu
bolluk- kitlik sistemlerinde énemlidir. Bolluk donemi CO konsantrasyonunun diisiik oldugu
(2 mg O,/L), famine donemi ise CO konsantrasyonun yiiksek oldugu fazdir. CO’daki artis
baslangici olarak adlandirilabilir. Bu dénemde CO 7mg/L den daha yiikkek oldugu yapilan

calismalarin bir sonucudur.

Coziinmiis oksijen konsantrasyonunun artmasiyla substrat alimi artmaktadir. Sistem
mekanizmasi geregi, bolluk doneminde substrat alinmasiyla baglantili olarak PHB veriminde

de artis olmaktadir.

Bo ve Junxin (2009) PHB iiretiminde optimum c¢alisma kosullarin1 belirlemek i¢in yaptiklari
calismada, PHB iiretiminde ti¢ kritik faktor oldugunu ve bunlarm CO, pH, besin/
mikroorganizma (F/M) oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica bu calismada; ayni isletme
kosullarinda ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonlarini (%10, %20, %40, %70) degistirerek
degisimin PHB iiretim verimini incelemislerdir. % 10’luk ve % 70’lik CO
konsantrasyonlarinda PHB verimlerinin sirasiyla % 26 ve % 37 oldugunu bulmuslardir. CO

konsantrasyonu artikca asetat tiiketiminin daha kisa siirede gergeklestigi yani bolluk
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doneminin daha kisa siirdiigii buna baghh olarak da en yiiksek PHB veriminin bu

konsantrasyonda oldugu rapor edilmistir.

Aktif camur proseslerinde 6zellikle havalandirma fazinda ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonu
cok Onemlidir. Suda c¢Oziiniirliigii az olan oksijenin siirekli saglanmasi ve oksijen
sinirlamasinin 6niine gecilebilmesi i¢in oksijen transfer hizinin oksijen kullanma hizindan

daha biiyiik olmas1 gerekmektedir.

2.4.3.1.2. pH

Aerobik dinamik beslemeli sistemlerde pH’la ilgili yapilan c¢aligmalarin ¢cogunda PHB
depolanmasi i¢in optimum pH aralig1 7-7.5 arasinda tutulmaktadir (Krisha 1999; Beun 2000a;
Dionisi 2004). Sistem incelendiginde aerobik sistemin basinda yani zamanla substratin
tilkenmesiyle sistemin pH’min arttig1 goriilmiistiir. pH kontroliinlin yapilmadig: sistemlerde

pH’1n 8-9.5 arasinda olmasi da bunu desteklemektedir.

Bo ve Junxin (2009) yaptiklar1 bir ¢calismada, isletme kosullarini sabit tutarak farkli pH’larin
PHB verimine etkisini aragtirmiglardir. Bu calismada isletme sartlar1 26.6 C-mmol /N-mmol,
F/M: 1.0 (C-mmol C-mmol"); % 40 CO olarak belirlemislerdir. Bu ¢alismada 7, 8, 9 vel0 pH
degerleri denenmis, en sonunda pH kontrolii yapilmamistir. Kontrolsiiz olsa da yapilan
Olciimde pH’in 8-9.5 arasinda oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda zayif alkali
ortamlarinda PHB verimlerinin degistirmedigini rapor etmislerdir. Ayrica pH 6 ve 11°de
asetat tiiketimi ve depolanmasmin durdugu vurgulanmistir. pH 6 iken asetat tiiketimi inhibe
olurken PHB nin olusumu durmustur. Bunun nedenini olarak zayif asit formlarinda camur i¢i

asitlesme goriildiigiinden bu sistemi inhibe ettigi vurgulanmistir (Jones, 1986).

Serafim ve ark. (2004) yaptig1 calismada farkli pH degerlerinin aerobik dinamik besleme
mekanizmasina etkisini arastirmislardir. Karbon kaynagi olarak asetat kullanilmistir. Asetat
miktar1 60 Cmmol/L, amonyum ise 0.7 N mmol/L olarak belirlenmistir. Caligmada 7, 8 ve
kontrolsiiz pH degerleri denenmis ve diger isletme parametreleri sabit tutularak PHB {iretim
verimleri degerlendirilmistir. Degisen pH degerlerinde olusan PHB igerikleri sirasiyla %27,5,
%39,8, %47,5 olarak elde edilmistir. pH degeri arttik¢a asetatin biiyiik bir kisminin enerji i¢in
degil PHB depolanmasi ve biiyiime i¢in kullanildig1 rapor edilmistir.

2.4.3.1.3. Substrat tiirii

Biyoplastik iiretiminde karbon kaynaginin 6nemli yeri vardir. Kullanilan karbon kaynagmin

cinsine gore depolanan PHA c¢esidi degistigi yapilan calismalarin bir sonucudur. Substrat
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maliyeti PHA iiretiminin maliyetini etkileyen en 6nemli parametrelerden biridir. Yapilan
arastirmalar PHA maliyetinin % 40’min substrattan meydana geldigini ortaya konmustur.

Endiistriyel uygulamalarda mikroorganizmalar tarafindan kullamilabilen diisiik maliyetli ve
yiiksek PHA iiretilen bir substrat se¢ilmesi 6nemlidir. Son 10 yilda diisiik maliyetli karbon
kaynag1 olarak tarim ve sanayi atiklar1 veya yan triinleri (nisasta, peyniraltisuyu, ksiloz,
melas vb.) ile saf kiiltiirlerin PHA {iretim ¢aligmalar1 hiz kazanmistir (Ediz ve Beyatli, 2005).
Asetat bolluk ve kitlik kosullarinda karisik kiiltiirlerle yapilan caligmalarda PHA {iretimi igin
en 1yi calisilan substratlardan biridir. Ayrica asetat tiiketimiyle PHB homopolimeri olsur ve

polimer iiretim hizi1 ise reaktor isletim kosullarma bagli olmaktadir.

Karbon kaynagi olarak biitirat kullanildiginda ise, homopolimer olarak PHB elde edildigi
gozlendigi halde asetatin tercih edilmesinin sebebi, tiiketilen substrata karsi tiretilen PHB ‘nin
daha az olmas1 yani depolanan PHB veriminin daha az olmasidir. Bununla ilgili yapilan bir
calismada; kesikli reaktdorde dongii siiresi 12 saat, camur yasi 6 giin olarak belirlenmis ve
depolanan PHA veriminin 0.44, PHA igeriginin % 14.5, PHA bilesiminin ise PHB oldugu
rapor edilmistir (Dias ve ark., 2000).

Serafim ve ark. (2004) aerobik dinamik besleme ile yaptiklar1 ¢alismada; kesikli sistem ile
karbon kaynagi olarak 5.4g/L asetat kullanilmis ve dongii stiresi 12 saat tutulmustur. Karbon
kaynagmin inhibisyon etkisi géstermemesi i¢in belirlenen miktar 3 seferde verilmistir. Bu
calismada; PHA depolama verimi 0.56, % PHA icerigi ise 65 olarak rapor edilmistir. PHA
bilesimi ise %100 PHB “dir.

Dionisi ve arkadaglarmin (2004) asetat/propiyanat/laktat (%40/%20/%40) substrat karisimiyla
yaptiklar1 calismada, PHA iceriginin % 46 ve PHA bilesiminin ise kopolimer olan P(HB/HV)
69/31 oldugu rapor edilmistir

Lemos ve ark. (2006) yaptiklar1 calismada, karbon kaynagi olarak propiyanat (0.63g/L)
kullanilmis, kesikli reaktdrde dongli stiresi 12 saat olarak belirlenmistir. Yapilan bu
calismanin sonucunda % PHA igeriginin 13.6 oldugu rapor edilmistir. Ayrica PHA birlesimi
P(HB/HV/HMV) 12:61:27 olarak belirlenmistir. Daha sonra yine bu calismada karbon
kaynagi olarak propiyonat+asetat (0.75 g/L) karisimi denenmis ve diger isletme parametreleri
degistirilmemistir. PHA igerigi % 25.4°e¢ vyiikselmis ve PHA bilesim oranlar1 ise
P(HB/HV/HMV) 54:33:13 olarak rapor edilmistir.

Serafim ve ark. (2006) karbon kaynagi olarak fermente melas ile yaptiklar1 ¢calismada PHA
icerigi %31; PHA bilesimi ise P(HB/HV) 47:53 olarak rapor edilmistir.
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Ramsay ve ark. (1990), Alcaligenes latus, Alcaligenes eutrophus, Bacillus cereus,
Pseudomonas pseudoflava, Pseudomonas cepacia ve Micrococusn halodenitrificans
bakterilerini glikoz ve propiyonik asit bulunan ortamda gelistirdiklerinde ve nitrojeni
simirlandirdiklarinda  P(HB-co-HV) kopolimeri {irettiklerini tespit etmislerdir. Ayrica,
arastiricilar, kopolimer i¢indeki HV oranimnin propiyonik asit miktarma bagl olarak degistigini

de saptamiglardir.

Durner ve ark. (2000), Pseudomonas oleovorans ile yaptiklar1 ¢alismada, oktonat ve
amonyum iceren besiyerini farkli C/N oranlarinda hazirlamiglar ve C/N oram artti§inda PHA

birikimini yiikseldigini ve bunun nitrojenin sinirlanmasindan kaynaklandigini bildirmislerdir.

Bertrand ve ark. (1990); Pseudomonas pseudoflava ile yapilan bir ¢alismada karbon kaynagi
olarak glukoz ve ksiloz kullanildiginda %PHB verimimin %22, arabinoz kullanilirsa %17
olabilecegi rapor etmislerdir. Arastirmanin devaminda arabinoz ve ksiloz iceren ortamda,
PHB biriktirilmesinin son asamasinda nitrojen sinirlandirildiginda PHB miktarinin diistiigiini

de bildirmislerdir.

Page ve ark. (1995), Azotobacter vinelandi susunu, glikoz ve balik peptonu igeren besi
ortaminda gelistirdiklerinde %80 PHB verimine ulasmuslardir. Rhizobium meliloti'nin
fruktozlu ortamda tretildiginde yliksek miktarda PHB depo ettigi bildirilmistir. Ayrica
amonyum kloriir amonyum asetat, balik peptonu, amonyum siilfat vb. azot i¢ceren kaynaklarin

PHB verimini arttiric1 etkisi oldugunu vurgulamistir (Braunegg ve ark., 1998).
2.4.3.1.4. Camur yas1

Literatiirde yapilan ¢aligmalarda ¢amur yasi1 2 giinden fazla se¢ilmistir. Bunun sebebi olarak,
diisiik camur yaslarinda substratin biiyiik bir miktarmin mikroorganizmanin biiylimesi i¢in
kullanildig1 ve PHA depolanma veriminin diisiik oldugu rapor edilmistir. Calismalarin ilk
asamasini olusturan biyokiitlenin ¢ogalmasi ve adaptasyon siiresince ¢amur yasmin diisiik

tutuldugu goriilmiistiir.

Chua ve ark. (2003) farkli camur yaslar1 ile yaptiklar1 c¢alismada, camur yasmni 3 giin
tuttuklarinda PHA icerigi %31 iken, ¢amur yas1 10 giin iken % 21 oldugunu rapor etmislerdir.
Camur yas1 10 giin oldugunda biyokiitle konsantrasyonu, ¢amur yasi 3 giin olana gore 4 kat
daha yiiksek olmasina ragmen, daha diisiik PHA igerigine sebep olmasina dikkat ¢cekmislerdir.

Bunun nedeninin her iki calismada karbon kaynagimin miktarinin ayni oldugu fakat camur

30



yas1t 10 giin oldugunda birim biyokiitle basina diisen PHA miktarinin daha az oldugundan

kaynaklandigini belirtmislerdir.

Martins ve ark. (2003) farkli camur yaslar1 (1-6.9 giin) deneyerek yaptiklar1 calismada, kesikli
sistem ile calistirilmis karbon kaynagi ise asetat kullanilmistir. Dongii siiresi 8 giin ve diger
isletme parametreleri ayni tutulmustur. Bu ¢alismada PHA depolama veriminin ytliksek camur

yasinda daha fazla oldugu rapor edilmistir.

Diisilk camur yaslar1 aerobik dinamik besleme mekanizmasinda sistem performansini

azaltmaktadir
2.4.3.1.5. C/N orani

PHB iiretimini etkileyen parametrelerden biriside C/N oranidir. Biyokiitlenin 6nemli
niitrientlerinden birisi azottur (CsH;0,N). Mikroorganizmalar biinyesinde azotu amonyum
olarak alirlar. PHB mikroorganizmada depolandigindan verilen amonyum miktar1 bu
sistemler i¢cin Onemlilik kazanmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda verilen amonyum kaynagina

kars1 verilen substratin da sistem performansini etkiledigi gozlenmistir.

Serafim ve ark. (2004) degisen amonyum konsantrasyonlarina kars1 depolanan PHB miktarmi
arastrmiglardir. 0 Nmmol/L, 0.7 Nmmol/L ve 2.8 Nmmol/LL konsantrasyonlarinda yaptiklari
bu calismada, substrat basma diisen PHB smrasiyla 0.83 CmmolHB/CmmolHA; 0.72
CmmolHB/CmmolHA, 0.37 CmmolHB/CmmolHA olarak elde edilmistir. Amonyum miktar1
arttik¢a biiyiime icin kullanilan karbon miktar1 artarken, PHB depolanma veriminin azaldigi
rapor edilmistir. Biyokiitledeki PHB igerigi ise en yiiksek 0.7 Nmmol/L azot
konsantrasyonunda % 38.6 olarak elde edilirken, 2.8 Nmmol/L azot konsantrasyonunda
%25.4 olarak elde edilmistir. Ayrica amonyum kaynagmnm artmasiyla biiylimenin baskin

geldigi rapor edilmistir.

Fang ve ark. (2009) yaptiklar1 calismada farkli amonyum konsantrasyonlarinin PHB
depolamasina etkisi arastirmuslardir. Calismada KOI/N orani 40° da sabit tutulmustur. Farkli
amonyum konsantrayonlar1 olarak 8,5 mg/L, 12,5 mg/L belirlenmis ve amonyum
konsantrasyonu 12.5 mg/L iken ¢camur konsantrasyonu 1700 mg/L; amonyum konsantrasyonu
8.5 mg/L’ye disiirildigli zaman ¢amur konsantrasyonunun 1000 mg/L’ye azaldigi
gozlenmistir. Mikroorganizmadaki azalisa bagl olarak da PHB depolanma veriminde artig

gozlenmistir.
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2.4.3.2. ADB sistemlerde farkh dongii siirelerinin PHB iiretim verimine etkisi

Dongii siiresi, PHB {iretiminde sistem performansmi etkileyen parametrelerden biridir.
Aerobik dinamik beslemeli sistemler de dongii siiresiyle yapilan literatiir caligmalar1 sinirlidir.
Yapilan caligmalarda dongii siiresinin artmastyla bolluk siiresinin degismedigi, buna bagh
olarak kitlik doneminin uzadig1 goriilmiistiir. Kitlik doneminin uzamasiyla aglik hali arttigi
icin bolluk donemimde substratin daha ¢abuk tiiketilmesi ve daha verimli PHB depolanmasini

sagladig1 rapor edilmistir.

Johnson ve ark. (2009) farkli dongii siireleriyle (4 ve 12 saat) yaptiklar caligmada, AKR
sistemde camur yas1 1 giin, sicaklik 20°C ve C/N orani 8Cmol/Nmol olarak belirlenmis ve
diger isletme parametreleri sabit tutulmustur. Dongii siiresi 12 saat tutuldugunda kitlik
doneminin daha uzun siirmesinden dolayi, bolluk donemde yiiklenen asir1 substratin hemen

tiikketildigi PHB depolanmasinin veriminin de arttig1 rapor edilmistir.

Yapilan literatiir calismalarinda farkli dongii siireleri kullanilmistir. Dongii siiresi 12 saat olan
calismalarda elde edilen PHB igerikleri % 69 (Johnson ve ark., 2010), % 67.5 (Serafim,
2004), % 30 (Albuquerque ve ark., 2007), % 25.4 (Lemos ve ark., 2006), 14.5 (Lemos ve
ark., 2006); dongii stiresi 6 saat olan caligmalarda PHB igerigi %47 (Beccari ve ark., 2002) ;
% 37 (Dionisi ve ark., 2004); dongii siiresi 4 saat olan caligmlarda elde edilen PHB igerigi %
40 (Beun ve ark., .2002) %36.3 (Third ve ark.,2003), %11.8 (Martins ve ark., 2003), dongii
siiresi 96 saat olan calismada PHB icerigi ise % 33.7 (Din ve ark., 2008); dongii siiresi 2 saat

olan ¢alismalarda ise % PHB igerigi dl¢iilememistir.

Literatiirde ayn1 dongii siiresine sahip ¢alismalarda PHB igeriklerinin farkli oldugunu
gozlemlenmesine ragmen ayni isletme parametrelerine sahip olmadigindan karsilastirma
yapilamamaktadir. Bu calismada farkli dongii siirelerinin karsilastirilmasiyla ilgili yapilan

arastirmalarm kisitl olmasi nedeniyle literatiirdeki eksikligin giderilmesi amaglanmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Deneysel Plan

Calisma boyunca ardisik kesikli biyoreaktorlerde aerobik dinamik beslemeli sistem
kullanilarak, farkli dongii siirelerinin mikroorganizmada depolanan PHB verimine etkisi
arastirilmigtir. PHB’nin iiretim verimi; toplam ¢oziinmiis organik madde ve toplam azot
analizleri yapilarak sistem performansi degerlendirilmistir. Bu tez ¢aligmasina ait deneysel
plan Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Bu ¢alismada dncelikle aktif camur prosesinin aerobik kismindan alinan mikroorganizmalarin

1-2 hafta PHB isletme parametrelerine adaptasyonu i¢in beklenilmistir.

Adaptasyon siirecinden sonra ¢alismanin amaci olan farkli dongii siirelerinin PHB depolanma
verimi lizerine etkisi incelenmistir. Her farkli dongii siiresince diger isletme parametreleri
sabit tutulmustur. PHB iiretmek amaciyla, karbon kaynagi olarak sodyum asetat

(CH3COONa), azot kaynag1 olarak amonyum kloriir (NH4CI) kullanilmastir.

Akuf ¢camurdan
Mikrooganizmalarin [ . 311_5311 )
Adaptasyon Sireci ; mikroorganizmalar
, PHB isletme
! parametrelerine

! adaptasyonu

_________________

Farkli Dongii o i TC_OK
Surelerinin Sistem [ ' N
Performansina [l | v AKM
Etkisi . ¥ PHB analizi

Sekil 3.1. Calismanin deneysel plani

Calisma boyunca igletme ve kontrol bakimindan esnek bir sistem olan uygulamaya yonelik
Ardisik kesikli reaktor (AKR) sistemi, (Sartorius Stedim, Biostat B plus, Melsungen,
Almanya) kullanilmistir (Sekil 3.2). Reaktoriin ¢alisma hacmi 5L olarak belirlenmistir.
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Mikroorganizmalarin karismasit 250 rpm’de saglanmistir. Sicaklik su ceketi yardimiyla
20°C’de sabit tutularak ve cihaz tarafindan kontrol edilmistir. PHB iiretiminde pH 8-9.5
arasinda seyrettiginden pH’mn 7.5 ‘da sabitlenebilmesi pH diisiiriilmesi veya artirilmasi
istendiginde hazirlanan 1M NaOH ve 1M HCI ¢6zeltilerine bagli pompalar kullanilarak cihaz
tarafindan kontrol edilmistir. Bolluk doneminde asetatin tiiketilmesiyle olusan degisimler

¢Ozilinmiis oksijen probuyla cihaz tarafindan kontrol edilmistir

AW DO probu
1 M NaOH
O; pompasi
Numune
Ahm

"

pH prob

Sekil 3.2. AKR’nin sematik gdsterimi

Sistem 8 giinliik camur yast ile ¢alistirilmistir. Giinliik desarj edilen biyokiitle miktar1 ile
camur yasmin sabit kalmasi saglanilmistir. Camur yas1 (SRT) Garrett yontemi ile
ayarlanmistir. Konvansiyonel yontemlerde camur, son ¢okeltim havuzunda ¢ékelen ¢gamurun
uzaklastirilmasiyla; Garret yonteminde ise karisim halindeki reaktdrden direkt alman
camur+su uzaklastirilmasiyla SRT ayarlanmaktadir (Denklem 3.1).

V(m?3) X (kg)

m3

m3 kg
Fuw (gu—-n) Xw (ﬁ)

SRT (giin) = (3.1)

V: Son ¢okeltim havuzu hacmi
X: Son ¢okeltim havuzundaki mikroorganizma konsantrasyonu
F,,: Cekilen ¢gamurun debisi

Xw: Cekilen camurdaki mikroorganizma konsantrasyonu
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Garrett yonteminde camur reaktdr icerisinden almacagindan ve reaktor igerisindeki
mikroorganizma konsantrasyonu ile atilan c¢amur+su igerisindeki mikroorganizma

konsantrasyonu esit olacagindan SRT, Denklem 3.2°de gosterildigi sekle doniisiir.

V (m3)
Ao (gin)

Calismada kullanilan reaktor SL oldugundan 8 giinlilk SRT’yi saglayabilmek i¢in reaktérden

SRT (giin) = (3.2)

glinliik 625 ml (¢amur +su) alimmistir. Alinan camur sistemin dongii siiresinin sonundan

reaktor tam karisim halindeyken ¢okeltme siirecinin hemen oncesinden alinmistir.

Calismada farkli dongi siirelerinin PHB iiretim verimine olan etkisi incelenmistir. Denenecek
dongii siireleri olarak 2sa, 4sa, 8sa , 12sa belirlenmistir. Bu dongii siirelerinin 1 saati,
coktiirme, bosaltma, doldurma ve oksijenle doyurma (10 dk) olarak kullanilacak olup geriye
kalan saati ise reaksiyon siiresi olarak degerlendirilmistir. Reaktorlerin doldurulmasi ve

bosaltilmasinda peristaltik pompa kullanilmistir.
3.2. Simiile Atiksu

Calismada aerobik ortamda mikroorganizmanin PHB iiretmesi i¢cin ve ayni zamanda atiksu
ozelligi gostermesi igin sentetik atiksu hazirlanmistir. Atiksu igerigin mikroorganizmanin

gelismesi i¢in makro ve mikro elementler ilave edilmistir (Tablo 3.1).

Sentetik atiksuya karbon kaynagi olarak 1000 mg/L KOI (31.5 mM C) ilave edilmis ayrica
amonyum kaynagi olarak da 11.28 mg/LL N verilmistir

Hazirlanan makro niitrient ¢ozeltisinde once pH 7.2°ye ayarlanilmistir. pH ‘1 ayarlanmig
cozelti sterilizasyon isleminden gecirildikten sonra fosfor ¢ozeltisi ilave edilmistir. Mikro
niitrient ¢Ozeltisinden 2 mL  makro niitrient c¢ozeltisine eklenerek sentetik atik su

hazirlanmstir.
3.3. Analitik Metotlar

Calisma boyunca farkli dongii siirelerinin AKR’de isletimine bagli olarak PHB iiretimi ve
verimliligi acisindan incelenmistir. Farkli dongii stirelerinin etkisi, toplam ¢0ziinmiis organik
karbon, toplam azot PHB ekstraksiyonu ve GC’de Ol¢iimii analizleri yapilarak

degerlendirilmistir.
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Cizelge 3.1: Simiile atik suyu igerigi (Serafim ve ark., 2004)

Makro elementler Konsantrasyon Mikro elementler Konsantrasyon
mg/L mg/L
CH;COONa 2140 FeCl;. 6H,O 1500
NH4Cl 43 H;BO; 150
MgSO;4. 7TH,O 600 CoCl,.. 6H,O 150
EDTA 100 MnCl,.4H,0 120
CaCl,. 2H,O 70 ZnS0O4. TH,O 120
KH,PO4 45 Na,MoOs. 2 H,O 60
K;HPO, 92 CuS04.5H,0 30
Nitrifikasyon Inhibitrii 10

3.3.1. Askida kat1i madde tayini (AKM)

Calismada AKM tayini

2540B

standart yontemine (APHA, 2005) wuygun olarak

gerceklestirilmistir. Filtre kagidi (0,45 pwm capli, seliiloz asetat filtre) ilk olarak etiivde

(Ecocell, EC111, Planegg, Almanya) 103—105 °C’de 1 saat kurutulduktan sonra etiivden

alinan filtre kagidi 30 dakika boyunca desikatorde sabit tartima gelinceye kadar bekletilmistir

ve tartilmistir (Ohaus, PioneerTM, Pine Brook, Nj USA). Ardindan reaktérden karisim

halinde alinan 50 mL’lik numune filtre kagidindan siiziilmiistiir. 103—-105 °C’de etiivde 1 saat

kurutularak desikatorde bekletildikten sonra tartilmistir. Tartimlar sonucunda elde edilen

veriler, asagida yazilan denklemde (Denklem 3.3) yerlerine konularak askida kati madde

miktar1 belirlenmistir.

AKM (mg/L) = [(B-A)x1000]/ C

A = Filtre kagid1 + Filtre edilebilen madde (mg)

B = Filtre kagidinin agirhigi (mg)
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C = Numune hacmi (ml)

3.3.2. Toplam organik karbon (TOK) analizi

Aerobik dinamik besleme prosesinde sabit konsantrasyonda eklenen ve mikroorganizma
tarafindan kullanilan asetatin zamana baglh olarak tiiketimi, belirlenen zaman araliklarinda
alman numunelerdeki TOK miktarmi belirlemede, Toplam Organik Karbon (TOC) (Teledyne
Tekmar, Torch, USA) cihazinda 4lgiilmistiir. Cihaz kalibrasyonu, analizi yapilacak
numunelerin yaklasitk TOK degeri baz alimarak yapilmistr. TCOK kalibrasyonu i¢in 500
ppm’lik stok ¢ozelti kullanilarak, 10 -500 ppm araliginda 7 noktali kalibrasyon egrisi

olusturulmustur.
3.3.3. Toplam azot (TN) tayini

Aerobik dinamik besleme prosesinde sisteme amonyum halinde verilen ve mikroorganizma
tarafindan kullanilan azot miktar1 TOK O6l¢iim cihazmin toplam azot Olglim tinitesinde

(Shimadzu, TNM-1, Kyoto, Japonya) TN 6l¢lim parametresiyle ol¢tilmiistiir.

TN kalibrasyonu i¢in 50 ppmlik stok ¢ozelti kullanilarak 0—-50 ppm araliginda 7 noktali

kalibrasyon egrisi olusturulmustur ve kalibrasyon 10 ppm ile kontrol edilmistir.
3.3.4. PHB ekstraksiyonu

PHB ekstraksiyonu, AKR sistemlerinden alman ve askida kati madde miktar1 onceden
belirlenmis ¢amura yapilmistir. Calisma boyunca belirlenen zaman araliklarinda tam karisimli
biyoreaktdorden ekstraksiyon i¢in 20 ml numune almmis ve biyolojik aktiviteyi
durdurmasindan dolay1 birka¢ damla formaldehit eklenip santrifiij (Hermle, Z 200A,
Wehngen, Almanya) edilmistir. Santrifiij sonras: tistteki stvi dokiilmiistiir. Ttiipteki ¢amurun
iizerine 5 mL fosfat tamponu (0,58 g/L K,HPO,4 ve 0,23 g/L. KH,PO,) ilave edilmistir. Tekrar

santriflij edilerek tstteki s1v1 dokiilmiiistiir.

Elde edilen camur 105°C’de 16- 20 saat kurutulmustur (Comeau ve ark., 1988). Kurutulan
numunelere ve PHB konsantrasyonunu belirlemede referans olan PHB standardina (Sigma)
ayni islemler uygulanmistir. Numune ve PHB standardi kapakli tiiplere konularak tlizerine 1,5
mL kloroform, 1,5 mL asitlendirilmis metanol (% 3’luk H,SO,) ilave edilerek 100°C* de 4
saat bekletilmistir. Stire tamamlandiktan sonra oda sicakligina gelinceye kadar bekletilmistir.
Gaz kromotografi cihazina zarar vermemesi ve kloroform fazindaki partikiillerin

uzaklastirilmast amaciyla 1,5 ml saf su eklenerek 5 dk 2500 rpm’de santrifiij edilerek faz
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ayrimmin gerceklesmesi saglanmistir (Comeau ve ark., 1988). Ayrilan organik faz
(kloroform fazi) viallere aktarildiktan sonra, PHB konsantrasyonunu belirlemek i¢in
kloroform fazi, gaz kromotografi cihazinda olciilecek hale getirilmistir (Oehmen ve ark.,

2005).
3.3.5. PHB analizi

PHB konsantrasyonunu 6l¢ebilmek i¢in ekstraksiyon islemi sonunda hazirlanan organik faz
GC cihazina (Shimadzu, GC-2010) verilmistir. . PHB konsantrasyonu, alev iyonizasyon
dedektorii ve BPXS5 kolon (60 m x 0.32 mm x 0.25 pm) aparatlarina sahip Gaz
Kromotografisi (GC) (Shimadzu, GC-2010) cihazinda belirlenmistir. Kolon i¢inden 6rnegin
taginmasi i¢in tasiyict gaz olarak He kullanilmistir. Enjektor gaz olarak da kuru hava, helyum
ve N, tiipleri kullanilmistir. PHB konsantrasyonu belirlemede kullanilacak metotta baslangig
firin sicakligi 80°C belirlenmistir. 1 dk sonra sicaklik 10°C’lik artiglarla 120°C ye yiikselip
3dk bekledikten sonra 45°C’lik artigla 270°C ye gelerek ve bu sicaklikta bekleme stiresi 20
dk’ya ayarlanmistir. Enjektor sicakhigt 250°C, dedektor sicaklhigida 300°C  olarak
belirlenmistir. Basing 320 kPa’a ayarlanarak cihaz otomatik olarak toplam akis1 ayarlamistir.
GC’ye numuneler verilmeden farkli konsantrasyonlarda enjekte edilen PHB standartlar1 ile
kalibrasyon egrisi elde edilmis ve daha sonra numuneler enjekte edilip 6lgiilen PHB
konsantrasyonlar1 ile sistem performansi belirlenmis ve farkli isletim parametreleri

karsilagtirilmistir.
3.4. Hesaplamalar

Yapilan analizler sonucunda mikroorganizmadaki PHB igerigi asagida verilen denklem

(denklem 3.4) ile hesaplanmistir.
%PHB= (PHB/ AKM)x100 (3.4)

Tiiketilen substrata kars1 olusan PHB (Cmmol PHB/Cmmol Asetat) ya da aktif biyokiitle
(Cmmol X/Cmmol Asetat) verimleri; tiiketilen substrat tarafindan formlanan PHB miktar1 ve

aktif biyokiitle miktar1 6l¢iilerek bulunmustur.

Spesifik PHB depolama hizi ( Cmmol PHB/Cmmol X.h), spesifik asetat alim hizi (Cmmol
Asetat/ Cmmol X.h), spesifik amonyum alim hizi (Nmmol/Cmmol X.h) ve spesifik PHB
tiketim hizi (CmmolPHB/Cmmol X.h) yapilan deneyler boyunca elde edilen veriler

sonucunda hesaplanmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Tezin deneysel ¢alismalarinda elde edilen veriler bu béliimde sunulmus ve tartisilmistir. Bu
calismada aerobik dinamik beslemeli sistem kullanilarak farkli dongii siirelerinin PHB
depolama verimine etkisini incelenmesi amacglanmistir. Literatiirde farkli dongii siiresiyle
ilgili calisma olmamasindan dolay1r yapilacak ¢aligmanin literatiire katkida bulunacagi
distiniilmiistir. Calismada dongii siiresi disindaki parametreler sabit tutularak (karbon
konsantrasyonu, azot konsantrasyonu, SRT, sicaklik.vs.) her bir dongii siiresi i¢cin TOK, CO,
ORP, PHB analizleri yapilmistir. Elde edilen veriler, ¢alismalarda kullanilan farkli dongii
siirelerine gore ayrilmistir. Deneysel veriler iki tekrarli olarak toplanmis ve elde edilen

bulgular asagida tartisilmistir.
4.1. Farkh Dongii Siirelerinin TOK Giderim Verimine Etkisi

Aerobik dinamik beslemeli sistemlerde elektron alicis1 oksijen elektron vericisi ise ortamda
bulunan organik bilesiklerdir. PHB’nin mikroorganizmalar tarafindan depolanmasi
indirgenme yiikseltgenme reaksiyonlariya gerceklesmektedir. Tez c¢aligmalarinda simiile
atiksu kullanilarak, sisteme elektron verici, karbon ve enerji kaynagi olarak asetat
eklenmistir. Sistemde depolanacak biyoplastik maddesinin PHB olmasi istendiginden elektron
verici olarak asetat kullanilmistir. Elektron verici kaynagin yiikseltgenmesi ile aciga c¢ikan
elektronlar, sistemdeki elektron alicis1 kaynagi olan oksijen ile bulusarak PHB’nin
mikroorganizma biinyesinde depolanmasi gerceklesmektedir. Bu nedenle elektron verici
kaynagmin (TOK) sistemde zamanla nasil degistiginin bilinmesi, sistem performansmnin

belirlenmesinde 6nemlidir.

Mikroorganizmalar, organik maddeyi karbon-enerji kaynagi olarak kullanmakta ve yasamsal
faaliyetlerini gergeklestirmektedir. Aerobik dinamik beslemeli sistemlerde mikroorganizmalar
sok organik yiiklemelere maruz kalirlar ve organik kaynagin tiikenmesi i¢in belirli bir
reaksiyon siiresi uygulanmasi gerekmektedir. Bu reaksiyon siiresi tamamlandiginda aritilmis
suyu uzaklastirmak i¢cin mikroorganizmalar ¢okeltmeye birakilir. Aritilmis su reaktorden
uzaklastirildiginda tekrar organik karbon yiiklii atiksu reaktdre alinarak yeni bir dongii
baslatilmis  olmaktadwr. Tez calismasinda farkli  dongii  siireleri  uygulanarak

mikroorganizmalarin PHB depolama yetenekleri karsilastirilmistir.
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Cizelge 4.1. Farkli dongii siirelerinde gézlemlenen aglik-tokluk stireleri

Dongii siiresi (sa) Achk (dk) Tokluk (dKk) Achk (%) Tokluk(%)
12 620 100 86,1 13,8
8 390 90 81,25 18,75
4 170 70 70,83 29,1
2 80 40 66,6 333

Cizelge 4.1.°de farkli dongii siirelerinde gozlemlenen aclik ve tokluk siireleri verilmistir.
Tokluk siiresi, ortamda TOK’un tiikendig ve ¢0ziinmiis oksijenin artmaya basladigi zaman
aralig1 olarak degerlendirilmektedir. Ac¢lik siiresi ise oksijenin artmaya basladigi zaman ile
organik karbon yiiklemesine kadar gecen zaman arali1 olarak degerlendirilmektedir. Toplam
dongli siiresinin azalmasi ile elde edilen aclik siireler azalmakta tokluk siireleri ise

artmaktadir.

Sekil 4.1.°de sistemdeki farkli dongii siirelerine maruz kalan mikroorganizmalarm TOK
giderim verimleri sunulmustur. Dongii siiresinin azalmasi yapilan giinliik organik yiikii arttig1
icin TOK giderim veriminde azalma goriilmektedir. Dongii siiresi 12 sa olan calisma
kosullarinda TOK giderim verimi % 90 iken, dongii siiresi 2 sa olan calisma kosullarinda
TOK giderim verimi %85 olarak elde edilmistir. 2 sa dongii siiresinin kullanildig1 ¢alisma
kosullarinda elde edilen diisiik TOK giderim verimi uygulanan reaksiyon siiresinin yetersiz

kaldigini gostermektedir.

Aerobik dinamik sistemlerde dongii siiresi kendi i¢inde aglik ve tokluk fazlarindan meydana
gelmektedir. Dongii siiresinin azalmasiyla tokluk siiresi yani mikroorganzimanin TOK
tiikkettigi siire azalmaktadir. Dongii siiresi 12 sa iken sistemdeki TOK’u 1 sa 66 dk’da
tiiketirken, dongii siiresi 2 sa olan sistemde TOK’u 0,6 saatte bliyiik bir kismimi tiiketmistir.
Dongii siiresinin artmasi ile aclik siiresinin artmasini iligkilendirirsek aglik fazinda sisteme
daha uzun siire oksijen verildiginden dongii siiresi arttikga TOK giderim veriminin de arttigi

goriilmiistiir.
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Sekil 4.1. Farkli dongii siirelerinin TOK giderim verimine etkisi
4.2. Farkh Dongii Siirelerinin CO Profiline Etkisi

Aerobik dinamik sistemlerde tokluk ve acglik siirelerinin belirlenmesinde en Onemli
parametrelerinden birisi ¢oziinmiis oksijendir. Aglik fazinin sonunda ¢oziinmiis oksijen en

yiiksek degerde iken tokluk fazinin sonunda en diisiik degerde oldugu gézlenmistir.

Sistemde PHB depolanmasinin gerceklesebilmesi icin karbon kaynagma (elektron) ihtiyag
vardir. Sisteme eklenen asetat bu ihtiyaci karsilamaktadir. Asetatin parcalanmasiyla agiga

cikan elektronlar elektron alicisina yani oksijene tasinmaktadir. Sonug¢ olarak asetat
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yiikseltgenme reaksiyonunu gerceklestirerek, biyokimyasal siirecte oksijenin indirgenmesi ve

PHB olarak depolanmasi i¢in gereken elektronlar1 saglamaktadir.

CO konsantrasyonu substrat eklenmesi ile ani olarak azalmakta tokluk periyodu boyunca
neredeyse sabit kalmaktadir ve karbon kaynag tiikkendiginde artmaya baslamaktadir.Caligma
bulgular1 tokluk periyodu boyunca tiiketilen substratin PHB depolamada, hiicre biiyiimesinde
ve oksijen respirasyonunda kullanildigini1 gostermektedir. Tokluk periyodunun sonu ve aglik
periyodunun baslangict CO seviyesindeki ani artig ile tanimlanmaktadir. Bu noktada hiicre

icinde depoladigi PHB yi tilkketmeye baslamaktadir.

Bo ve Junxin (2009), aerobik dinamik beslemeli sistemi kullanarak 5 farkli CO doygunluk
seviyesinin (%70, 40, 20 vel10) PHB iiretim verimine olan etkisini denemis ve CO doygunluk
seviyesi arttikca PHB icerigininde arttigimi gozlemlenmistir. Bu ¢alismay1 referans alarak
calismada kesikli sistem kullanildigi i¢in doldur-bosaltma islemlerinden sonra her yeni
dongiiye baslandiginda % CO seviyesinin % 80’lere gelmesi beklenerek yilikleme islemi
gerceklestirilmistir ve sistemde ¢oziinmiis oksijen online olarak kaydedilmistir. Calismada
farkli dongii siirelerinde % CO profili hakkinda bilgi elde edilmistir. Calismada denenmis
olan her dongii siiresinde % CO’nin ilk dakikalarda sifirlandig1 goriilmiistiir. % CO dongii
stiresi 12 sa iken 1 dk’da sifirlanirken, dongii stiresi 2 sa iken 3 dk’da sifirlanmistir. Dongii
siiresinin artmasiyla sistem daha fazla aclik fazina maruz kalmistir ve buna bagh olarak da

mikroorganizmalar karbon kaynagini ilk zamanlarda daha hizli tiikketmislerdir.

Sistemde ortalama % 80’lerde olan c¢oziinmiis oksijen seviyesi karbon kaynaginin
eklenmesiyle mikroorganizmalar tarafindan tiiketilmeye baslanir ve tokluk zamani baslamis
olur. Coziinmiis oksijen seviyesinin artmasiyla sistemde artik inert ya da ¢ok yavas ¢dziinen
karbon kaynaklarinin kalmasi ve mikroorganizmalarin bu kaynaklar1 hizli bir sekilde
kullanamamalarmmdan dolayr tokluk fazi yerini aglik fazina birakmistir. Calismada dongii
siiresinin azalmasiyla mikroorganizma stres kosullarma maruz kaldigindan karbon kaynagmi
daha hizli tiiketir. Sekil 4.2°de goriildiigii gibi 12 sa, 8 sa, 4 sa, 2 sa dongii siirelerinin tokluk

zamanlari sirasiyla 1,6 sa, 1,5 sa, 1,33 sa ve 0,66 sa olarak elde edilmistir.
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Sekil 4.2. Farkli dongii stirelerinin CO profiline etkisi

4.3. Farkh Dongii Siirelerinin ORP Profiline Etkisi

ORP biyokimyasal siireclerde elektron alma (indirgenme) egilimini gostermektedir.
Calismada kullanilan reaktorde, elektron verici kaynagi asetattir ve her dongiliniin
baslangicinda reaktore eklenmektedir. Aerobik reaksiyon siiresi basladiginda ORP degerleri
hizl1 bir sekilde negatif degerlere dogru inmektedir (Sekil 4.3.). Elektron verme egiliminin
yiiksek oldugunu gosteren bu siliregte, eklenen asetat parcalanarak ve elektronlarim

vermektedir.
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Sekil 4.3.’de aerobik dinamik beslemeli kosullara farkli dongii siirelerin ORP degerleri
iizerindeki etkisi goriilmektedir. Sistemde elektron verici kaynaginm tiikkenmesiyle
mikroorganizmalarin oksijeni kullanma hizinin distiigii gorilmistiir (Bkz Sekil 4.2). Es
zamanlt olarak ORP degerinin ylikselmesi her iki verinin birbirini dogruladigini

gostermektedir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Farkli dongii stirelerinin ORP profiline etkisi

Sistemde mikroorganizmalar karbon ve enerji kaynagi olarak asetati kullanmaktadirlar.
Oksijen varliginda mikroorganizmalar substrat tilkenene kadar hizli bir sekilde oksijeni
kullanacaklardir (tokluk fazi). Fakat substrat tiikendiginde ise ortamda oksijenin tiiketim hizi

azalacak ve oksijen birikmesi gergeklesecektir. Boylelikte aclik fazinda, yani substrat
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tikendikten sonra, ORP verilerindeki yiikselme oksijenin artik sistemde birikmeye

basladigimin bir gostergesi olarak aciklanabilir.

Dongii siirelerinin artmasiyla TOK tiiketim verimi azalmaktadir (Bkz Sekil 4.1). TOK tiiketim
verimindeki azalma ORP degerlerinde artisa neden olmustur (Sekil 4.5) ve 12 sa dongi
siiresinde sistem daha fazla a¢lik fazma maruz kaldigindan daha yiiksek ORP verileri elde
edilmistir. Aclik faz1 en kisa olan 2 sa’lik dongii siiresinde ise en diisik ORP degerleri elde

edilmistir.

4.4. Farkh Dongii Siirelerinin PHB Depolama Verimine Etkisi

Konvansiyel plastiklere gore daha maliyetli olmasindan dolayr giiniimizde PHB
yayginlasamamustir. Literatiirde yapilan ¢alismalarda bu dogrultuda PHB iiretimini etkileyen
parametrelerin (Farkli karbon kaynaklari, farkli C/N oranlar1 ,farkli pH, farkli %CO, vs)
sistem kosullar1 degistirilerek daha yiiksek depolanma veriminin elde edilmesi amaglanmistir.
Yapilan ¢alismalarda PHB depolanma verimi etkileyebilecegi diisiiniilen dongii siiresi ile
yapilan ¢alisma olmamasi nedeniyle bu calismada literatiirdeki bu eksikligin giderilmesi
amacglanmistir. Bu amacg dogrultusunda degisen farkli dongii siireleri ( 12 sa, 8 sa, 4 sa ve 2sa)
denemistir. Sekil 4.4, azalan dongii siirelerine mikroorganizmalarin depoladiklar1 %PHB
iceriklerini gostermektedir. Genel olarak PHB iiretim profili incelendiginde aerobik dinamik

stirecin sonunda benzer PHB degisim profili elde edilmistir.

Aerobik dinamik beslemeli sistemlerde bir dongii siiresince aclik ve tokluk fazlar1 olmak
iizere 2 faza ayrilmistir. Karbon kaynagmin sisteme eklenmesiyle tokluk fazinda hizli sekilde
tiikketilerek mikroorganizmalarin biinyelerinde graniiler halde PHB depolanmistir. Depolanan
polimerin bir kismi1 kullanilabilir karbon kaynaginin tiikenmesiyle karbon ve enerji kaynagi
olarak aglik fazinda tiiketilmistir. Calismada farkli dongii siirelerinde PHB depolanma

veriminde 6nemli farkliliklar elde edilmistir. (Sekil 4.4.).

Dongii siiresinin azaltilmasiyla mikroorganizmalardaki maksimum PHB icerigi artmustir.
Dongii stiresinin 2 sa oldugu isletme kosullarinda elde edilen maksimum PHB igerigi %54,7
iken dongii siiresinin 12 sa oldugu isletme kosullarinda % 16,9 olarak elde edilmistir. Dongii
siiresi 12 sa tutuldugunda diger dongii siirelerine kiyasla en uzun aglhk siiresi
gerceklestiginden olusan PHB’nin sistemdeki PHB {iretim miktarmin dongii siiresinin

azaltilmasindan olumsuz etkilenmedigi gézlemlenmistir.
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Sekil 4.4. Farkli dongii stirelerinin PHB depolama verimine etkisi
4.5. Farkh Dongii Siirelerinde Elde Edilen Calisma Bulgularina Genel Bir Bakis

Bu boliimde calisma boyunca denenmis olan 2 sa, 4 sa, 8 sa ve 12 sa ve dongii siirelerinde
CO, TOK ve PHB icerigi parametreleri baz alinarak elde edilen veriler Sekil 4.5’de genel

olarak incelenmistir.

Dongii siiresinin 12 saat oldugu isletme kosullarinda sistem % 80 CO seviyelerinde organik
karbon yiiklemesi yapilarak baslatilmis ve dongii siiresince TOK giderimi % 89,3 olarak elde
edilmistir. Karbon kaynagi olarak 375 mg-C.L" sisteme eklenen asetatin tiiketilmesiyle es

zamanl olarak % CO’ de hizli olarak sifirlanmistir ve sistemdeki karbon kaynag tilkenene
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kadar ayni profili izlemistir. Karbon kaynaginin tiikendigi % CO seviyesinin minimum
oldugu stireye tokluk fazidir. Sekil 4.5’de goriildiigii gibi sistem kosullarinda tokluk fazi 1,66
sa siirmiistiir. [lave edilen asetat konsantrasyonunun bir kismin1 mikroorganizmalar biiyiime
icin kullanilirken kalan kismin1 PHB depolama kapasitesine sahip mikroorganizmalar
biinyelerinde biyoplastik olarak depolanmistir. Bolluk fazi siiresince depolanan PHB miktar1

zamanla artis gdstermistir (19.25 mmol-C.L™ veya % 16,4 maksimum. PHB).

Tokluk fazinin sonunda kalan karbon kaynaginin mikroorganizmalar tarafindan biyolojik
olarak parcalanmasinin giic olmasindan dolay1 reaksiyonun baslamasindan 1,6 sa sonra TOK
giderim miktar1 sabit hale gelmis ve buna baglh olarak tiiketilen CO seviyesi artmaya
baslamistir. Bu siirede ayni1 zamanda ag¢lik fazinin baslangicini olusturmustur. Sekil 4.5’den
de goriildiigli gibi bolluk fazinda mikroorganizmalar tarafindan depolanan PHB materyalinin
yaklasik %60’1 kitlik fazinda mikroorganizmalar tarafindan karbon ve enerji kaynagi olarak

kullanilmastir.

Karbon kaynagi olarak 375 mg-C.L™" asetat ile dongii siiresi 8 sa olan isletme kosullarinin
PHB depolama verimine olan etkisi denenmistir. Sekil 4.5’de reaktore yiiklenen asetatin
yiikseltgenme reaksiyonunu gerceklestirip zamanla hizli bir bi¢imde azalmaya basladig1 ve
biyokimyasal siirecte buna karsilik oksijenin indirgenmesi ile CO’nin minimum seviyelerde
oldugu gozlemlenmistir. Bu ¢alismada tokluk siiresi 1,5 sa siirmiistiir ve 8 sa dongii siiresince
giderilen TOK miktar1 % 88’dir. Bu calismada dongii siiresinin azaltilmast PHB {iretim
verimini arttirmis ve mikroorganizma kuru agirhigi icerisindeki maksimum PHB igerigi %18,3
(21,4 mmol C.L"' PHB) olarak elde edilmistir. Bu calismada elde edilen veriler incelendiginde
dongii siiresinin azaltilmasiyla mikroorganizma stres kosullar1 altima girmekte ve organik

karbonu daha hizl tiikettigi gozlenmistir.

Dongii siiresinin 4 sa oldugu isletme kosullarinda mikroorganizmalarin graniiler PHB
materyalini depolama verimine olan etkisi saptanmistir (Bkz. Sekil 4.5). Aerobik dinamik
sistemlerde PHB iiretim prensibi geregi bu calismada da karbon kaynagimin sisteme eklenip
hizlica tiiketilmesiyle elektron alicis1 minimum seviyelere diismektedir ve sistemdeki karbon
kaynag1 tiikenene kadar ayni profili izlemistir. Karbon kaynagmnin tiikenmesiyle ¢oziinmiis
oksijen artmaya basladig1i zamanda aglik fazi baglar. Sabit isletme kosullarnda dongi
siiresinin 4 sa tutuldugu bu caligmada tokluk siiresi 1,33 sa’dir. Depolanan maksimum PHB
icerigi %42,1 (45,5 mmol—C.L'l) olarak elde edilmistir. Calismadaki diger isletme kosullar1 da
(dongii siiresi 12 sa ve 8 sa) géz Oniinde bulunduruldugunda dongii siiresinin azaltilmasinin

PHB i¢erigine olan katkisinin 6nemi anlasilmaktadir.
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Sekil 4.5. Farkli dongii stirelerinde elde edilen ¢calisma bulgularina genel bir bakis
Dongii stiresinin PHB depolama verimine etkisinin denendigi ¢alismanin son asamasinda ise
dongii siiresinin 2 sa oldugu asamadir. 1000 mg/L KOI esdegerindeki asetatin yiikseltgenme
verimi % 85 iken yiikseltgenme siiresi mikroorganizmanin stres kosullarmin artmasindan
dolay1 0,6 sa inmistir. Bolluk/kitlik siiresinin kisalmasindan dolayr mikroorganizmalar igin
stres kosullar1 olusmus ve asetatin sisteme yiiklenmesi ile biyokiitlenin kuru agirlig1 icerisinde
depolanan PHB igerigi artmustir. Elde edilen PHB igerigi % 54,2 (61,2 mmol-C.L™) olarak

elde edilmistir. Isletme kosullarinin sabit tutuldugu yalniz déngii siirelerinin degistirildigi bu
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calismada dongii siiresinin azaltillmasiyla depolanan % PHB igeriginin 6nemli derecede

arttig1 gdzlenmistir.
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5. SONUC

Tez calismasinda asetat igeren simiile atiksularin aerobik dinamik sistemlerde karisik kiiltiirle
aritilabilirlik ¢caligmalar1 ile PHB depolanabilirlik calismalar1 gergeklestirilmistir. Caligmanin
ana amaci, aerobik dinamik asetat beslemeli sistemlerde organik maddenin elektron verici
oksijenin ise elektron alicis1 olarak gorev yaptigi yiikseltgenme indirgenme reaksiyonlari
sonucunda mikroorganizmalarin  bilinyelerinde olusan PHB materyalinin  degisim
mekanizmasini arastirmaktadir. PHB depolama verimi mikroorganizmalarin stres kosullarini
olusturan dongli siiresinin  azaltilmast ile degerlendirilmistir. Caligmada isletme
parametrelerinin sabit kalmasiyla birlikte dongii siireleri azaltilmis ve 4 farkl dongii siiresi (2,

4,8,12 sa) denenmistir. Calismada elde edilen sonuclar asagida 6zetlenmistir.

» Aecrobik dinamik beslemeli sistemlerde sistem performansini etkileyen parametrelerden
dongii siiresinin PHB depolanma verimine etkisi ¢alismada elde edilmistir.

» Aecrobik dinamik sistemlerde PHB {iretim mekanizmasi; asetatin yiiklendigi ve elektron
alicist ile es zamanh olarak tiiketildigi bolluk siireci ile biyokiitle tarafindan rahatlikla
kullanilabilecek organik maddenin kalmadigi, oksijen seviyesinin yiikselmeye basladigi
kitlik siireclerinden olugsmaktadir.

» (Cozinmiis oksijen seviyesi sisteme karbon kaynaginin yiliklenmesiyle minimum
seviyelere diismektedir ve bu durum karbon kaynaginin hizli bir sekilde giderildiginin
gostergesidir.

» Karbon ve enerji kaynagi olan asetatin yilikseltgenmesi ile agiga ¢ikan elektronlarin bir
kism1 mikroorganizmalarin biiylimesi i¢in kullanilirken bir kism1 da PHB depolamak i¢in
kullanilmaktadir.

» PHB depolama kapasitesine sahip mikroorganizmalar tarafindan polimerin depolanmasi
ve biyokiitle igerisindeki maksimum PHB icerigi bolluk silireci igerisinde
gerceklesmektedir.

» Organik maddenin giderilmesiyle aktif ¢camur karbon ve enerji kaynagi olarak kithk
fazinda depolanan PHB igeriklerini kullanmaktadirlar.

» Yiksek PHB iiretim verimi elde edebilmek i¢in “bolluk™ ve “kithik” proseslerinin
kontroliinde dongii siiresi 6nemli bir parametredir.

» Dongii siiresinin azalmasiyla biyokimyasal siirecte elektron alma (indirgenme) egilimini
gosteren ORP degeri bolluk siiresi igerisinde diislis gdstermektedir.

» Dongii siiresinin 12 sa oldugu c¢alisma kosullarinda ORP degeri pozitif degerlere
cikmustir.
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Maksimum verimde PHB iiretimi i¢cin dongii siiresinin 2 sa tutulmasi 1yi bir stratejidir.
Dongii stiresinin azaltilmast TOK giderim verimini %85’in altina diisiirmeyip dongii
stiresinin azaltilmas1 TOK giderim hizini yavaslatmistir.

Sistem dongii siirelerindeki degisim bolluk fazinda oksijenin tiiketim hizlarinda belirgin
farklar elde edilmemektedir.

Dongii  siiresinin  artirilmasiyla mikroorganizmalarin  biinyesinde depolanan PHB
iceriginde 6nemli bir azalma gozlenmistir.

Dongii siiresinin artirilirken aclik siiresi de arttigindan tokluk fazinda depolanan PHB’ nin
biiylik bir kismi karbon ve enerji kaynagi olarak mikroorganizmalar tarafindan
tiikketilmistir.

Dongii zamanmin diistliriilmesi ile mikroorganizmalar stres altina girerek sisteme verilen

karbon kaynagini daha hizli tiiketmistir ve en yiiksek verimde PHB depolanmastir.
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