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OZET

Bu ¢alismada, mikroorganizmalarin yasam dongiilerinde depoladiklar: hiicre igi
graniiler polihidroksialkanaotlarin (PHA) yenilik¢i ekstraksiyon yontemleri ile hiicre
disina ¢ikarilmasi ve PHA-biyopolimerinin nanofiber iiretiminde kullanilmasi siireci
degerlendirilmistir.

Maya endiistrisi atik su aritma tesisi aktif camur prosesinden alinan aktif camurun
laboratuvar ortaminda, aymi endistrinin attk suyu ile beslenmesi sonucu
mikroorganizmalarin depoladiklar1 PHA’nin hiicre disina ¢ikarilmasi i¢in 3 farkl
ekstraksiyon yontemi kullanilmistir: Solvent ekstraksiyonu, karisik mikrobiyal
kiiltirden PHB ekstraksiyonu i¢in ilk defa kullanilan siiperkritik CO2 prosesi ve PHA
ekstraksiyonu i¢in ilk defa kullanilan hidrodinamik kavitasyon prosesi.

Ekstraksiyon c¢alismalar1 verim, saflik ve molekiil agirligi parametreleri
bakimindan karsilastirildiginda kullanilan ekstraksiyon yonteminin, proses verimini
ve biyopolimerlerin fiziksel ve termokimyasal 6zelliklerini etkiledigi goriilmektedir.
En yiiksek ekstraksiyon verimi ve elde edilen polimer malzemenin 6zellikleri
bakimindan diger proseslere gore daha tistiin polimerin elde edildigi SCO> prosesinde
ekstrakte edilen biyopolimer kullanilarak nanofiber {iretim ¢aligsmalart yapilmustir.

sCO:> ile ekstraksiyon prosesinde elde edilen ortalama 78% PHB safligindaki
biyopolimer elektroegirme prosesinde nanofiber iiretiminde kullanilmistir. Uretilen
nanofiberlerin morfolojik, kimyasal, termal ve mekanik 6zellikleri arastirilmistir. SEM
analizlerinde nanofiberlerin mikrometre mertebesinde ince uzun ipliksi seklinde
yapilar1 gozlemlenmistir.

Atiklar kullanilarak biyopolimer bazli yeni iiriin elde edilmesi siirecinde karisik
mikrobiyal kiiltiirde PHA iretimi, tiretilen PHA’nin hiicreden ekstraksiyonu ve elde
edilen PHA-biyopolimerinden nanofiber malzeme iiretimi asamalarindaki proses

parametreleri incelenmis olup, bir atik degerlendirme prosesi yiiriitiilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Biyopolimer, PHA, Nanofiber, Hidrodinamik Kavitasyon,

Siiperkritik Ekstraksiyon.



SUMMARY

In this study, the extraction of intracellular granular polyhydroxyalkanoates
(PHA) stored by microorganisms in their life cycle by innovative extraction methods
and the use of PHA-biopolymer in nanofiber production were evaluated.

The biomass for the extraction experiments was obtained from a PHA production
reactor where activated sludge was fed with anaerobically pretreated yeast industry
wastewater. Three different extraction methods were used for extraction of PHA stored
by microorganisms: solvent extraction, supercritical CO, process and hydrodynamic
cavitation process.

When the extraction studies are compared in terms of yield, purity and
molecular weight parameters, it has been evaluated that the used extraction method
effects the process yield and the physical and thermochemical properties of the
biopolymers. Nanofiber production studies were carried out using the PHA-
biopolymer which was extracted in the sCO process, where the highest extraction
yield and best polymer properties were obtained.

The biopolymer with an average purity of 78% obtained in the extraction process
with sCO2 was used in nanofiber production in the electrospinning process.
Morphological, chemical, thermal and mechanical properties of the nanofibers were
investigated. In SEM analysis, nanofibers were observed to have micrometer sized fine
long fibers and it was concluded that it was a successful production.

In the process of obtaining new biopolymer-based products using wastes, the
process parameters in the PHA production, extraction and nanofiber material

production stages were examined and a waste valorization process was carried out.

Key Words: Biopolymer, PHA, Nanofiber, Hydrodynamic Cavitation,
Supercritical Extraction.
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1. GIRIS

Giiniimiizde her alanda kullanilan plastiklerin aslinda yayginlagsmaya baslamasi
yakin gegmise, 1950’lere dayanmaktadir [1]. Plastiklerin hammaddesi fossil
hidrokarbonlar olmasi sebebiyle dogada biyolojik olarak pargalanamazlar. Diizenli
depolama sahalarinda ya da yakma islemleri ile bertaraf edilebilirler. Bertaraf
edilmeyen plastik atiklar ise dogaya sagilmaktadir. Plastik kullaniminin giiniimiize
kadar olan artis hizi ile devam edecegi diistiniildiigiinde 2050 yilinda 9050 Mt plastik
atik geri doniistiriilecegi, 12.000 Mt yakilacagi ve 12.000 Mt diizenli depolama
sahalarinda depolanacagi ya da dogaya yayilacagi tahmin edilmektedir[1]. Son
zamanlarda geri doniisiim proseslerine verilen onem ve toplumda farkindalik
olugsmasina ragmen kullanilmaktan vazgecilemeyen plastikler icin dogaya dost
alternatifler bulunmasi gereklidir. Bu kapsamda biyopolimerler 6n plana ¢ikmaktadir.

Biyopolimerler temel olarak biyo-bazli ve/veya biyobozunur olarak
siiflandirilir. Tiim biyo-bazli plastikler biyo-bozunur degildir ve benzer sekilde tiim
biyo-bozunur plastikler de biyo-bazli degildir. Karbon yap1 tagina gore biyo-bazli
olarak adlandirilirken, dogru g¢evre kosullarinda ve mikroorganizmalar tarafindan
parcalanabildiklerinde biyo-bozunur olarak adlandirilirlar. Ornegin; polietilen (PE),
polipropilen (PP) ve polivinilkloriir (PVC) gibi petrol bazli iiretilen ve kiiresel anlamda
¢ok yaygin kullanima sahip ticari plastikler de yenilenebilir kaynaklardan elde
edilmektedir fakat biyo-bozunur degillerdir. Biyo-bazli ve biyo-bozunur plastikler
smifinda ise nisasta ve seliloz tirevleri, polilaktik asit (PLA) ve
polihidroksialkanoatlar (PHA) 6n plana ¢ikmaktadir [2].

PHA’lar petrol tiirevli olan polimerlere benzerlikleri ile dikkat cekmektedir ve
biyomedikal implantlarda, biyokompozitlerde, tekstilde ve paketleme malzemelerinde
uygulama alan1 bulmaktadir [3]. Buna ragmen, PHA {iretiminin, petrol tiirevli
plastiklerin {iretiminden daha pahali olmasi (PHA ig¢in 2,2-5 €/kg iken petrol tiirevi
polimerler icin < 1 €/kg) sebebiyle kullanim alanlar1 kisitl kalmaktadir [4]. Uretim
maaliyetinin fazla olmasindaki en 6nemli sebeplerden biri glukoz, fruktoz, propiyonik
asit gibi saf substratlarin kullanilmasidir [5], [6]. Uretim maaliyetini azaltmak igin
atiklarin degerlendirilmesi 6n plana ¢ikmaktadir ve bu sayede PHA {iretim maaliyeti
%40-50 oraninda azaltilabilmektedir [3]. PHA’larin elde edilme prosesindeki diger

onemli basamak ise hiicrede sitoplazmada graniiler halde bulunan PHA’nin



ekstraksiyon/saflagtirma asamasidir. Bu asamada da maaliyet gereksinimleri ve elde
edilmek istenen {riiniin uygulama alanmma gore safligt da gozoniine alinarak
yonlendirilen ¢alismalar devam etmektedir. Elde edilen PHA’larin mekanik
ozelliklerinin, PHA bazli nanofiberler elde edilerek iyilestirilmesi, bu malzemelerin
daha genis kullanim alan1 bulmasmma da katki saglamaktadir. Atiklarin
degerlendirilerek PHA {iretilmesi ve bu polimerler kullanilarak nanofiber elde
edilmesi ¢alismalar1 da siirdiiriilebilir biyoekonomi gergevesinde, siirdiiriilebilir bir

gelecek i¢in onemli sonuglar ortaya ¢ikarmaktadir.
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve I¢erigi

Bu tezin amaci, mikroorganizmalarin depoladiklart PHA’y1 hiicre digina
cikarabilmek igin, solvent ekstraksiyonuna alternatif olarak kullanilabilecek yenilikei
yontemler gelistirilmesidir. Atik degerlendirme konseptinden yola ¢ikarak, aktif
camur sisteminden alinan karigik kiiltiir mikroorganizma, maya endiistrisi atik suyu ile
uygun kosullarda beslenerek PHA depolayan biyokiitle hasat edilmis ve kurutularak
bu caligma kapsamindaki ekstraksiyon yontemlerinde kullanilmistir. Ekstraksiyonda,
yesil teknoloji kapsaminda olan siiperkritik karbondioksit destekli ekstraksiyon ve
hidrodinamik kavitasyon destekli ekstraksiyon yontemleri ile bu yontemlere referans
olmasi acisindan solvent ekstraksiyonu uygulanmistir. Elde edilen biyopolimerler ile
nanofiber iiretimi yapilmustir. Uretilen nanofiberlerin malzeme karakterizasyonu
yapilarak, kullanilabilecek uygulama alanlar1 degerlendirilmistir. Tez kapsaminda

yapilan ¢alismalar i¢in akim semas1 Sekil 1.1’de verilmistir.
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Sekil 1.1 : Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalar i¢in akim semast.



2. BIYOPOLIMER URETIMI

2.1. Giris

Bir¢ok endiistriyel siireg, atiklari degerli iirlinlere veya enerji kaynaklarina
doniistiirmeye ¢alismaktadir. Atik degerlendirme firtinleri olarak en ¢ok arastirilan
biyopolimerler PHA’lardir [7], [8]. PHA'lar gesitli mikrobiyal tiirler tarafindan tiretilir
ve genellikle niitrient eksikligi kosullarinda karbon rezervleri olarak biriktirilir.
Niitrient ihtiyaci saglandiginda ise biriken PHA hiicreler tarafindan biiylimeleri igin
kullanilir. PHA'lar hiicrelerin i¢inde graniiller halinde birikir ve miktarlar: hiicre kuru
agirligimin (CDW) %1 ila %90 arasinda degisebilir [9].

PHA’lar 3-, 4-, 5- ve 6-hidroksialkanoik asitlerin polyesterleridir ve genel yapist
Sekil 2.1°de verilmistir [10]. PHA lar zincirdeki karbon sayilarina gore kisa, orta ve
uzun (scl, mcl, Icl) zincirli olmak iizere 3 smifta incelenmektedir 5 karbondan az
olanlar scl, 5-14 karbonlular mcl, 14 karbondan fazla olanlar ise Icl olarak
smiflandirilmaktadir (Tablo 2.1) [11]. 3-hidroksivalerat ve 3-hidroksibiitirat scl-
PHA’ya, 3-hidroksidekanoat mcl-PHA’ya 6rnek verilebilir [12]. Mcl-PHA lar ve scl-
PHA’larn 6zellikleri birbiriden farklidir. scl-PHAlar kirilgan ve erime noktalar 173-
180°C arasinda iken mcl-PHA’larin erime noktalar1 daha disik 39-61°C ve
kristallikleri daha diisiik oldugundan scl-PHA’lara gore daha esnektirler [13].

Bakteri hiicresi
Hiicre duvari Sills Niikleotit s 0
Hiicre zari . // ”
[0-CH(CH,),Cl,
SR I x=100-300,000
PHA graniilleri R
Plazmid R grubu PHA Kisaltma
Hidrojen Poli-(3-hidroksipropiyonat) PHP
Polihidroksialkanoatlar Metil (CH;) Poli-(3-hidrovalerat) PHB
Etil (C,Hs) Poli-(3-hidroksihegzanoat) PHV
: Propil (C;H-) Poli-(3-hidroksihegzanoat) PHHx
Pentil (CH,,) Poli-(3-hidroksioktanoat) PHO
Nonil (CoH,,) Poli-(3-hidroksidodekanoat) PHDD
2 | Hidrojen Poli-(4-hidroksibutirat) P4HB
3 | hidrojen Poli-(5-hidrovalerat) PSHV

Sekil 2.1:PHA’larin genel yapisi ve tiirleri.



PHA'larin en yaygin temsilcisi poli(3-hidroksibiitirat) veya PHB dir. PHB yiiksek
oranda kristal yapidadir ve yiiksek kirilganligi nedeniyle zayif mekanik 6zellikleri
olmas1 bircok uygulamada kullanimini engellenmektedir. Ote yandan, tiim PHA
kopolimerleri arasinda en umut verici malzemelerden biri, PHB biyopolimerine 3-
hidroksivalerat (HV) birimlerinin eklenmesinden kaynaklanan ve genellikle PHBV
veya PHBHV olarak kisaltilan poli (3-hidroksibiitirat-ko-3-hidroksivalerat)
biyopolimeridir[10]. PHA'larin arastirilmasi ve tretimi ile ilgilenen uluslararasi
sirketlerden bazilar1 Tablo 2.2'de 6zetlenmistir [10], [14].

Tablo 2.1: PHA ’larin siniflandirilmasi ve fiziksel ozellikleri.

C atomu
Tiur Fiziksel ozellik
sayisl
S Termoplastik, sert
scl-PHA (kisa zincirli PHA) 3-5

kirilgan ve kristal

mcl-PHA (orta uzunlukta zincirli PHA) 6-14 Esnek ve diisiik kristallik

IcIPHA (uzun zincirli PHA) >14 -




Tablo 2.2: PHA larin arastirilmasi ve iiretimi ile ilgilenen uluslararasi sirketler.

Uriin
PHA tiirii Firma adi Uygulama
adi
Biopol P(3HB-c0-3HV) Matabolix, ABD Paketleme
Nodax P(3HB-co-3HHx)  Procter&Gamble, ABD Paketleme
ENMAT P(3HB-co-3HV)  Tianan Biologic Hammadde
Material, Cin
- - Tepha, ABD Medikal implant
] P(3HB) Chemie Linz, Paketleme ve ilag
Avusturya taginimi
. Paketleme ve ila
Biomer  P(3HB) Biotechnology Co., ¢
Almanya tagimnimi
Biogreen P(3HB) Mitsubishi GAS Paketleme
Chemical, Japonya
- - Bio-On, italya Hammadde
P(3HB),
- BASF, Almanya Ecoflex ile karigim
P(3HB-c0-3HV)
Biocycle P(3HB) PHB Industrial S/A Hammadde

P(3HB-c0-4HB)

company, Brezilya

Tianjin Green
Bioscience, Cin

Hammadde ve

Paketleme




PHA iiretim siireci temel olarak {i¢ adimdan olusmaktadir: 1) Fermentasyon
asamast; PHA {iiretimi i¢in en ¢ok tercih edilen substratlar olan ugucu yag asitlerinin
(UYA) diretimi, 2) Zenginlestirme: organik karbon giderme islemi yoluyla PHA
biriktiren mikroorganizmalarin ¢ogaltildigi asama 3) Biriktirme: PHA agisindan
zengin biyokiitlenin hasat edildigi asama [15]. Zenginlestirme asamasinin isleyisi
PHA birikim verimliligini etkilemektedir ve temel amaci, PHA depolayan kiiltiirii
mimkiin olan en yiiksek verimlilikte ¢alistirmaktir [16]. Bu asamada genellikle
bolluk/kitlik prensibi uygulanir. Substrat varliginda mikroorganizmalar bu substrati
depolama ya da iireme amaglari i¢in kullanabilirler. Eger ortam kosullar tireme igin
uygun degilse, 6rnegin; gerekli niirientler ya da enzimler ortamda yoksa, substrati
depolamaya baglarlar. Tim substrat kaynaklar1 bittiginde ise depoladiklarim
kullanmaya baglarlar. Calismalar aerobik sartlarda bolluk/kitlik rejimi uygulanarak
bakterilerin PHA depolama kapasitelerinin arttigin1  gostermistir  [17]. Kithik
doneminde iireme i¢in gerekli hiicre ici bilesenler ve enzimler azalir ve bu donemin
ardindan gelen bolluk doneminde ise fazla substratt hemen biinyelerine alirlar. Ama
tireme icin gerekli hiicre i¢i bilesenler hala maksimuma ulasmadiklar1 i¢in lireme
olmaz bunun yerine depolanan substrat hiicre biiylimesi ve gelisimi i¢in kullanilir. Bu
sebeple bolluk/kitlik rejiminde isletilen bir proseste mikroorganizmalarin PHA
depolamalari arttirilmaktadir.

Polimer depolama verimi reaktorde isletme sartlarina (substrat konsantrasyonu,
organik yiikleme hiz1, karbon/azot orani, camur bekletme siiresi, pH ve sicaklik) gore
farklilik gostermektedir. Substrat konsantrasyonu ve PHA depolama veriminin dogru
orantili oldugu [18], [19] ve kisa ¢camur bekletme siirelerinin uzun siirelere gére daha
verimli oldugu [20] yapilan c¢alismalarda gosterilmistir. Bunun yaninda bazi
caligmalarda kisitli niitrient ortaminda (C/N orani yiiksek) PHA depolama veriminin
daha yiiksek oldugu goriiliirken [21] bazi ¢alismalarda ise bu oranin pek de etkili
olmadig1 gorilmistiir [22]. Depolama verimini ve biyopolimerin 6zelliklerini
etkileyen parametrelerden biri de substrat tiiriidiir. Ucuz karbon kaynaklar1 (peyniralti
suyu, nisasta, malt, soya atiklar1) kullanilarak PHA’lar depolanabilir. Fakat sekerli
hammaddeler hiicrelerde dogrudan PHA olarak depolanamadigindan o6ncelikle
fermante edilmeleri gereklidir. Mikroorganizmalar karbonu biinyelerine ugucu yag
asitlerinden alarak PHA depolarlar. Bu da yapilan bir¢ok ¢alismada neden organik

asitlerin kullanildiginin bir gostergesidir [23].



Literatiirde yer alan ¢aligmalarin ¢ogunda, biyopolimer {iretimi i¢in asetat,
valerat, propiyonat, biitirat veya laktat gibi organik asitlerden olusan sentetik
substratlar ve saf mikroorganizma kiiltiirleri kullanilmaktadir [24], [25]. Sentetik
substratlar ve saf mikrobiyal kiiltiirler ile yiiksek PHA icerigi elde edilse de endiistriyel
atik sular ve aktif camur, PHA fretimi i¢in diisik maliyetli alternatifler olarak
giindemdedir.

PHA’larin iiretiminde Cupriavidus sp, Ralstonia eutropha, Bacillus cereus, ve
Bacillus megaterium gibi bir¢ok saf kiiltiir kullanilmistir [26].Yapilan ¢alismalar,
karisik mikrobiyal kiiltiiriin (KMK) saf kiiltiirle benzer PHA igerikleri (%30-80)
trettigini gostermistir [27], [28]. Bununla birlikte, zenginlestirme i¢in atik su
kullanilan ¢alismalardan narenciye atik suyu ile %38 PHA, [29] sarap atik su ile %23
PHA [30] ve ahsap hidrolizatlar1 ile %27 PHA [31] igerigi elde edilmistir. Ayrica,
Bhalerao ve arkadaslar1 [24] zenginlestirme reaktoriinde sentetik ortam ve biriktirme
reaktoriinde maya endiistrisi atik suyu kullanarak %72 PHA biriktirme verimi elde
etmistir. Ospina-Betancourth ve arkadaslari ise [32] maya endiistrisi aktif camuru ile
hem zenginlestirme hem de biriktirme reaktorlerinde sentetik ortam kullanarak %17
PHB biriktirme verimi elde etmistir.

Tez ¢alismasinin bu bdliimiinde, ekstraksiyon ¢alismalarinda kullanilmak tizere
gerekli olan PHA depolamis biyokiitlenin elde edilmesi i¢in, tek asamali reaktor
sistemi kullanilmistir. Zengin UYA igerigi nedeniyle anaerobik olarak aritilmis bir

maya endiistrisi atik suyu (MAS) besleme akisi olarak kullanilmstir.

2.2.  Metodoloji

2.2.1. PHA biriktirme ¢cahismalarinda SKR isletilmesi

Calismalarda kullanilan aktif ¢amur Kocaeli’de bulunan bir maya iiretim
endustrisi atik su aritma tesisinin havalandirma tankindan alinmistir. Substrat olarak
ise ayni tesisin anaerobik aritma tankindan alinan ¢ikis suyu kullanilmistir. Atik su

karakterizasyonu Tablo 2.3’de verilmistir.



Tablo 2.3: Maya endiistrisi atik suyu karakterizasyonu.

Parametre Deger
pH 7.5-7.88
Kimyasal oksijen ihtiyact (KOI) (mg/L) 2500-3430
>N (mg/L) 100-200
>'P (mg/L) 6.7-21.9
Askida katt madde (AKM) (mg/L) 450-500
> UYA (mg/L) 950-3000
Asetik asit 90%
Biitirik asit 3%
Izobiitirik asit 2%
i-valerik asit 1%
Valerik asit 1%

Bu doktora tezinin yiiriitiildiigii ¢aligma grubunun Oncii ¢aligsmalarinda, farkli
camur yaslar1 ve organik yiliklemeler ile yapilan biriktirme denemelerinde camur yas1
4 giin ve organik yiikleme hiz1 2 g KOI/L.giin olan reaktérde en yiiksek PHB depolama
verimi elde edilmistir [33]. Bu sebeple, bu ¢alisma kapsaminda gerekli olan PHA
depolamis biyokiitlenin elde edilmesi i¢in ¢amur yas1 4 giin olan reaktor isletilmeye
ve camur hasat edilmeye devam edilmistir.

Sekil 2.2°de goriilen reaktor diizeneginde, besleme zamani geldiginde, atik su
besleme tankina doldurularak pompalar yardimiyla havalandirma havuzuna
beslenmistir. Havalandirma havuzu 2 g KOI/L.giin organik yiikiiyle 24 saatlik dongii
siiresinde c¢alistirilmistir. Besleme, aerobik ve ¢amur desarji asamalarindan olusan
reaktor igletimi siiresince ¢oktiirme asamasi gergeklestirilmemis ve fazla biyokiitle
karigik likor ile uzaklastirilmistir. Havalandirma reaktoriinde ¢oziinmiis oksijen (CO),
bir CO probu (Hamilton, VisiWater DO P Arc 120 FC10) kullanilarak ger¢ek zamanl
olarak izlenmistir. Pompalar substrat beslemesi ve atik su/camur desarji igin
kullanilmistir. Reaktorii substrat konsantrasyonundaki dalgalanmalardan korumak ve
sabit bir KOI saglamak icin, atik suya, beslemeden 6nce gerekli miktarda sodyum
asetat takviyesi yapilmistir. MAS’in UYA konsantrasyonunun %90 oraninda asetik

aside bagl oldugu goz dniine almmustir. islem sirasinda, MAS’daki karbon, azot ve



fosfor orani (360/15/1) mikrobiyal biiylime icin yeterli oldugundan ekstra besin
maddesi veya eser element eklenmemis veya takibi yapilmamustir.

Mikroorganizma konsantrasyonu, askida ve ugucu askida katt madde analizleri
ile (AKM ve UAKM) takip edilmistir. Ayrica, her dongiide substrat tiikketimini analiz
etmek icin KOI tayini yapilmistir. Bolluk déneminin sonunu da isaret eden substrat
tikenme zamani, CO profili ile tespit edilmistir. Bolluk siiresinin sonunda alinan

biyokiitlede PHB igerigi analiz edilmistir.

q

CO probu

Sekil 2.2: PHA iiretiminde kullanilan reaktor diizenegi.

2.2.2. Analiz yontemleri

Kimyasal oksijen ihtiyac1 (KOI), askida kat1 madde (AKM) ve ucucu askida kat1
madde (UAKM) standard metot prosediiriine gore yapilmistir [34].

2.2.2.1 Biyokiitlede PHB tayini

GC-FID’de PHB tayini i¢in metanoliz yontemi kullanilmistir. Metanoliz,
graniiler polimer ya da liyofilize biyokiitlenin asidik metanol ¢ozeltisi (%1-4 w/v) ile
solvent olarak kloroform varliginda 4-8 saat 1sil islem gormesine, ardindan faz
ayriminda su kullanilarak organik fazin analiz edilmesi islemine dayanir. Sekil 2.3’de

PHA’larin metanolizi ile elde edilerek GC’de analiz edilebilen tiir goriilmektedir [35].



Bu analizde uygulanan yontem su sekildedir: %3 (v/v) H2SO4 ve 25 mg benzoik
asit metanolde hazirlanarak, parcalama ¢ozeltisi elde edilir. 10 mg kuru biyokiitle 5
mL’lik basinca dayanikli bir viale koyulur. Uzerine 2 mL pargalama ¢dzeltisi ve 2 mL
kloroform eklenir. Kapagi kapatilan vial 100 C’de 3,5 saat 1sitilir. Termal islem
sonrasinda vial oda sicakligina geldikten sonra 2 mL distile su eklenir ve vial
calkalanir. Vial birkag¢ dk faz ayrimi i¢in bekletilir. Son olarak organik faz GC vialine
alinarak analize hazir hale gelmis olur. GC sicaklik metodu ise literatiirde kullanilan
bircok metot ile benzer ¢alismalar yapildiktan sonra belirlenmis olup, su sekildedir:
Firin baslangi¢ sicakligi 80°C (1 dk), 20°C/dk yiikselisle 160°C’ye (1 dk), 10°C/dk
yiikseligle 240°C’ye (2 dk). GC-FID’de Carbowax kolon (30 m, 0,53 mm)
kullanilmistir.

GC-FID’de PHB kalibrasyon araligi 1-8 mg olarak belirlenmistir. Buna gore
standartlar par¢alamanin yapilacag tiiplere 1-2-4-6-8 mg olacak sekilde tartilarak 2
mL pargalama ¢ozeltisi ve 2 mL kloroform eklendikten sonra 105°C’de 3,5 saat 1s1l
islem uygulanmistir. Tiipler, ¢ceker ocak i¢inde oda sicakligina geldikten sonra 2 mL
saf su ekleyip ¢alkalanmis ve faz ayrimi i¢in birakilmistir. Faz ayrimi goriiliince, altta
kalan organik faz pastor pipeti ile GC viallerine aktarilmig ve analiz edilmistir.

Kalibrasyon egrisi ve analiz detaylart Ek C’de verilmistir.

PHA: Re[CH,| CH,
PHE: R = CH,

PHV: R = l.:l'__.l.:l' 1
PHC: R = CH,CH.CH

R a
oJ A M
o " T Ay
4m C_l‘f
\ Cl R o
rd - :
i H o -
R N
—QOH o - o

mathyl ester of 2<hydroxy acid

Sekil 2.3: PHA’larin metanolizi ile elde edilen GC’de tespit edilen PHA markaci.
2.2.2.2 Bakteriyel tammmlama

En yiliksek PHB depolama veriminin alindig1 durumda ortamdaki baskin bakteri

tiiriinii tanimlamak amaciyla bakteriyolojik analiz yapilmistir.
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Mikroorganizmalarin izolasyonu, izolatlarin korunmasi ve aktivasyonu, DNA
izolasyonu, 16S/ITS PCR ve filogenetik analiz Aquatayf Biyoteknoloji
Laboratuvarlarinda (ITU Teknokent, Istanbul, Tiirkiye) gerceklestirilmistir. Tiirleri
ayirt etmek i¢in Sanger dizilemesinden elde edilen Forward ve Reverse dizileri NCBI
BLAST ile karsilastirilmis ve BioEdit dizi hizalama editori v7.2.5 (12/11/2013) ile
hizalanmistir. Filogenetik aga¢ insasi, MEGA-X siiriim 11.0.8'de (TamuraNixon,
202113 Rossi RJ, 2018) 1000 bootstrap replikasyonu ile Maksimum Olabilirlik-
Likelihood yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Filogenetik analizler Aquatayf
Biyoteknoloji Laboratuvarlari, Istanbul, Tiirkiye tarafindan tamamlanmustir. Sanger
dizilimi NCBI BLAST ile karsilagtirilmis ve BioEdit dizi hizalama editori v7.2.5
(12/11/2013) ile hizalanmistir. MEGA-X siirtim 10.2.2. Filogenetik analiz i¢in komsu-

birlestirme yontemi ve 1000 bootstrap degeri kullanilmistir.
2.2.3. Hesaplamalar

Biyokiitledeki PHB igerigi Esitlik 2.1°e gore hesaplanmistir. Burada mpng;
GC’de tayin edilen PHB ve Mpiyokitte; GC’de analiz igin pargalama reaksiyonunda

kullanilan biyokiitle miktaridir (10 mg).

Mpyp

PHB icerigi (%) = X 100 (2.1)

mbiyokiitle

2.3. Sonuclar ve Tartisma

Bu calismada en yiikksek PHB igerigine sahip biyokiitledeki mikrobiyal
toplulugun kompozisyonunu tanimlamak i¢in ¢amur yas1 4 giin olan 2 g KOI/L.giin
organik yiikkleme kosullarinda ¢alisan reaktdrde, 3 aylik isletme siiresinden sonra
bakteri toplulugu analizi yapilmistir. Reaktordeki bakteri dagilimina gore (Sekil 2.4)
Bacillus cereus, Corynebacterium efficiens ve Pannonibacter phragmitetus olmak
tizere ii¢ farkli baskin tiir elde edilmistir. Reaktoriin bu ii¢ bakteri ile yaklasik %45

oraninda zenginlestirildigi sdylenebilir (her biri reaktdrde %15 bolluktadir).
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Bagil bolluk (%)

Sekil 2.4: Bakteriyel topluluklarin reaktérde bulunma oranlari.

Sekil 2.5°de KOI ve AKM bakimindan dengeye gelmis reaktorde, CO, KOI ve
PHB igeriginin 24 saatlik dongii boyunca degisimi goriilmektedir. AKM’nin 2730
mg/L, UAKM’nin 1430 mg/L oldugu reaktérde PHB igerigi %30,18 olarak elde
edilmistir.

PHA iiretim ¢alismalarinin devam ettigi siire boyunca reaktdrden hasat edilen ve
PHB igerigi dagilimi Sekil 2.6’da verilen ¢amurlar liyofilizasyon yontemi ile

kurutularak muhafaza edilmis ve ekstraksiyon calismalarinda kullanilmistir.

1.0 ; ; . ; . ; . 50 - 10
0.9 CO —*—PHB —=—KOI las
0.8 4 4 40 18
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Sekil 2.5: PHA iiretim reaktdriinde CO, KOI ve PHB takibi.
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Sekil 2.6: PHA iiretim reaktoriinden hasat edilen biyokiitlelerdeki PHB igerigi

dagilima.
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3. BIYOPOLIMER EKSTRAKSIYONU

3.1. Giris

PHA ekstraksiyonu, hiicrede depolanan PHA nin hiicre disinda ¢ikarilmasi i¢in
uygulanan ayirma prosesleridir. Bu proses PHA depolamada kullanilan
mikroorganizma tiiriine ve substrat ¢esidine farkliliklar gostermektedir [11]. Hiicre
icinde grantiler yapida olan PHAy1 hiicre disinda ¢ikarabilmek i¢in 6ncelikle hiicrenin
pargalanmasi ve sonra da pargalama sonrasi ortaya ¢ikan diger bilesenlerden PHA nin
ayrilmasi gerekir. Hiicrenin yapist polipeptitler, DNA, RNA ve peptidogligandan
olustugu i¢in hiicrenin parcalanmasi ile ortama PHA ile birlikte bu bilesenler de
salinmaktadir (Sekil 3.1). [36]. PHA haricindeki bu maddeler literatiirde biyokiitle
kalintilar1 (NPCM) olarak adlandirilmaktadir [11]. PHA’y1 bu bilesenler arasindan
ayirmak i¢in ise iki yontem vardir: PHA nin ¢ozdiiriilmesi ve biyokiitle kalintilarinin

¢oktiiriilmesi [37]. Ekstraksiyon metotlar1 da bu yontemler iizerine yogunlasmaktadir.
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Sekil 3.1: Bakterilerde hiicre duvarinin yapisi a) Gram negatif b) Gram pozitif.

Bu tez kapsaminda kullanilan ekstraksiyon yontemleri asagida 6zetlenmistir:

3.1.1. Solvent ekstraksiyonu

Solvent ekstraksiyonunda amag¢ oOnce hiicre membran1 gecirimliligini
degistirmek sonra da PHA’y1 ¢6zmektir. Bu amagla kloroform gibi halojenli
solventler, siklohekzan, y—butirolaktan gibi halojensiz solventler ve etilen karbonat,

dimetil karbonat gibi yesil solventler kullanilmaktadir (Tablo 3.1). PHA ekstraksiyonu
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sonrast, yiiksek saflikta polimerin ¢oktiiriilmesi i¢in de diisiik molekiil agirlikli alkoller

(metanol, etanol gibi) kullanilmaktadir.

Tablo 3.1: Mikroorganizmalardan PHA ekstraksiyonu i¢in kullanilan solventler.

Geri

Solvent Etztiligrlfte iEeTiAgi kazamm — PHA MW Ref

Kiiltiir (%) verimi  saflik (%) (MDa) '

(%)

DMC KMK 50 50 97 - [38]
DMC C.necator 50 86 98 1,2 [38]
DMC E. coli - 69 (PHB) 88 (PHB) 0,23 [39]
Kloroform E. coli - 69 (PHB) 80 (PHB) 0,35 [39]
NaOH KMK 70 100 102 0,245  [40]
NaClO KMK 70 100 99 0,245  [40]
Etilen karbonat ~ C. necator - 99 (PHB) 98 (PHB) 1,3 [41]
Kloroform C. necator - 96 (PHB) 99 (PHB) 1,0 [42]
Biitil asetat C.necator - 96 (PHB) 99 (PHB) 1,4 [42]
NH4-Laurate KMK 52 (PHB) 75 (PHB) 100 (PHB) 0,09-0,14 [6]
Propilen

C.necator 71 95 84 0,22-0,74 [43]
karbonat
Kloroform C.necator 71 (PHB) 96 (PHB) 95(PHB) 1,0 [43]
Kloroform C.necator 82 - - 0,22 [44]
Siklohegzan C.necator 95 0,21 [44]
y—butirolaktan C.necator 50 0,21 [44]

Kloroform yukarida bahsedilen solventler arasinda, yiikksek PHA ekstraksiyon
verimi saglamasi sebebiyle en ¢ok kullanilan solventtir. Kloroform ile yapilan bircok
caligmada geri kazanim verimi %95’e¢ ulagmaktadir. Fakat kloroformun toksik
ozellikleri sebebiyle, alternatif olabilecek solventler arastirilmaktadir. Bunlar arasinda
dimetil karbonat (DMC), ¢oziicii olarak ¢ok yonliiliigii ve insan saglig icin diisiik
toksisitesi nedeniyle kimya endiistrisinde giderek daha onemli hale gelmistir [45].
DMC biyolojik olarak parcalanabilir, tahris edici degildir ve fotokimyasal duman
olusumunda ithmal edilebilir bir reaktiviteye sahiptir. Bu nedenle ucucu organik

bilesikler listesinden ¢ikarilmigtir [39]. Bu 0Ozelliklerinden dolayi DMC, PHB
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ekstraksiyonu igin yaygin olarak kullanilan kloroforma alternatif bir ¢oziicii olarak
secilmistir.

Solvent ekstraksiyonu i¢in alternatif kimyasal madde arastirilmasi ¢alismalari
devam ederken, aslinda ekstraksiyon i¢in (biyokiitlenin 20 katina varan oranlarda) ve
PHA’nin saflagtirilmasi i¢in (PHA nin 10 katina varan oranlarda) yiiksek miktarlarda
solvent kullanilmasi1 gerekliligi ve laboratuvar kosullarinda kullanilan sokslet
ekstraktoriiniin - endistriyel boyutlarda kullanimimin uygun olmamasi, solvent

ekstraksiyonun kullanimini kisitlamaktadir [46].

3.1.2. Siiperkritik CO: destekli ekstraksiyon

Akigkanlar kritik sicaklik ve basing kosullar1 altinda siiperkritik akigkanlar
haline gelirler. Siiperkritik akigkanlar (SKA) bu sartlar altinda sivi-gaz 6zellikleri
gosterirler ve karakteristik 6zellikleri degisir. SKA gazlara gore yiiksek yogunluklu ve
stvilara gore ise daha diisiik viskoziteye sahiptirler [47]. Ayrica yiiksek difiiziviteleri
nedeniyle kati maddelerin i¢ine kolayca niifuz ederek ¢6ziinmelerini saglar[48] .
Basingtaki kiiciik degisiklikler SKA’nin yogunlugunda ve ¢oziiniirliigiinde 6nemli
degisikliklere yol acabilir [49]. Bu ozellikleri sebebiyle siiperkritik akiskanlar,
ekstraksiyonda kullanima uygundur. SKA reaktdrleri de siiperkritik kosullara ulagsmak
icin gereken sicakligi kritik sicakligin tizerinde tutmak igin bir 1sitic1 ve kritik basincini
saglamak i¢in gerekli bir pompadan olusurlar.

Klasik ekstraksiyon yontemi olan solvent ekstraksiyonunda organik ¢oziicii
gerekliligi, ekstraksiyon siiresinin uzun olmasi ve maaliyetinin fazla olmasi gibi
dezavantajlari, daha g¢evreci bir yontem olarak tanimlanabilecek olan SKA
ekstraksiyon teknolojisinin 6n plana ¢ikmasini saglayan 6zellikleridir.

Stiperkritik akiskan fazinda kullanilan solventlerden bazilari; karbondioksit,
metanol, etanol, n-biitanol, su, aseton, siklohekzan ve propanol [48]. Siiperkritik
akiskanlar ile ekstraksiyonda ise CO., diisiik toksisitesi, kritik sicaklik ve basincinin
kolay ayarlanabilmesi ve diisiik maliyet 6zellikleri sebebiyle tercih edilmektedir. Sekil
3.2’de saf CO2’nin kritik sicaklik ve basing degerlerini gosteren faz diyagrami
goriilmektedir (CO2’in kritik kosullar1 31,1°C ve 71,9 bar).

Suiperkritik karbondioksitin (SCO2) genellikle esanslarin ve cesitli yaglarin
ekstraksiyonunda kullanildigi bazi ¢aligmalar; ilag hammaddelerinin ekstraksiyonu,

[50] kahve ¢ekirdeklerinden yag ekstraksiyonu [51], mango c¢ekirdeginden yag
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ekstraksiyonu [52], domatesten likopen ve beta karoten ekstraksiyonu [53], lavantadan
esansiyel yag ekstraksiyonu [54], mikroalglerden yag ekstraksiyonu [55], [56] ve
pomelo meyvesinden antioksidan bilesenlerin ekstraksiyonu [57] seklinde
siralanabilir.

Literatiirde PHA’larin sSCO ile ekstraksiyonu ile ilgili makaleler az sayidadir.
Bunlardan biri, sCO; ile Ralstonia eutropha biyokiitlesinden 40°C sicaklikta, 200 atm
basing altinda 100 dk uygulanmasiyla maksimum PHB geri kazanimi (%89) elde
edilen ¢alismadir [58]. Digeri ise PHA’nin saflagtirilmasi tizerine [59] tarafindan
yapilan 50°C ve 150 bar basing altinda %70 saflikta PHA elde edilen, ilave bir miktar

solvent kullanilarak ise bu degerin %93’¢ ¢ikarildig1 ¢caligmadir.

10000

Siiperkritik
+ akigkan

1000 1

100

Basing (bar)

200 250 300 350 400
Sicaklik (K)

Sekil 3.2: Saf CO: i¢in faz diyagramu.

3.1.3. Hidrodinamik kavitasyon (HK) destekli ekstraksiyon

Kavitasyon, proses siiresini, kiitle transfer hizim1 ve biyolojik parcalanmay1
arttirmak amaciyla pek ¢ok uygulama alan1 bulmaktadir. Kavitasyon sivi ya da
kati/sivi ara yiizeyinde milyonlarca buhar kabarciginin (kavite) olusmasidir. Bir
reaktorde kavitasyon sirasinda, bu kabarciklarin bozulmasiyla yersel yliksek basing ve
sicaklik kosullar1 (100-5000 atm ve 500-15000 K) olusurken diger kisimlarda
atmosferik kosullar hakimdir. Boylece gerceklesmesi zor olan fiziksel veya kimyasal
reaksiyonlarin gergeklesmesi saglanir. Ayrica kavitasyon sirasinda serbest radikallerin

olugmasi kimyasal reaksiyon mekanizmasini degistirirken, olusan yersel tiirbiilanslar
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proses transfer hizlarini arttirr [60]. Kavitasyon sirasinda gergeklesen termal,

kimyasal ve mekanik etkiler Sekil 3.3 'de gosterilmistir [61].
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Sekil 3.3: Kavitasyon sirasinda olusan termal, kimyasal ve mekanik etkiler.

Kavitasyon; akustik ve hidrodinamik olarak iki tiire ayrilir. Aradaki temel fark,
yerel basincin diismesine neden olan mekanizmadir. Akustik kavitasyon durumunda,
siviy1 parcalamak ve kavitasyon olusturmak i¢in gerekli diisiik basinglar akustik
dalgalarin yayilmasiyla elde edilir. Bu, genellikle 20 kHz ve iizeri yliksek akustik
frekanslar gerektirir [36].

Hidrodinamik kavitasyonda ise basing azalmasina, akis olan bir orifiste,
ventiiride veya bir kisma vanasinda akis hizinin artmasi sebep olur. Sekil 3.4’de [62]
goriildiigli gibi buralardaki daralma sivinin hiz ve kinetik enerjisinin artmasina,
basincin azalmasina sebep olur. Basincin, ortamin buhar basicinin altina diismesiyle
kaviteler olusur. Daha sonra basincin normale donmesiyle kaviteler bozulmaya baglar.
Sekil 3.5’de bir ventiirideki akig gosterilmistir. Burada P basinci, W akis hizini, p

akigkanin yogunlugunu gostermektedir.
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Orifis Vena kontrakta

Orifisten uzaklik —>

Sekil 3.4:Hidrodinamik kavitasyonda akis ve basing degisimi.

W, akis hiz
— - —

By

Sekil 3.5: Bir ventiiride akis.

Orifis plakasiin kullanildig: bir kavitasyon prosesinin sematik diyagrami Sekil
3.6’da verilmistir [60]. Bu proses, orifis plakasi, toplama haznesi ve pompadan
olugmaktadir. Kavitasyon verimini etkileyen parametreler; her bir ekstraksiyon
dongiisiiniin  siiresi, solvent tiirii-konsantrasyonu, sivi-katt orani ve kavitasyon
sayisidir. Kavitasyondaki kabarcik olusum ve bozulma asamalarini kavitasyon sayisi

tanimlar (Kavitasyon sayisi hesaplanmasi Boliim 3.2.6’da detayl1 olarak verilmistir).
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Sekil 3.6: Orifis plakasinin kullanildig: bir hidrodinamik kavitasyon diizenegi
sematik diyagramu.

Hidrodinamik kavitasyon, Cevre miihendisligi uygulamalarinda ¢amur
artiminda [63]-[65], su dezenfeksiyonunda [66] ve ileri atik su aritiminda [67]
kullanilmistir. Bir ekstraksiyon teknigi olarak hiicre par¢alanmasinda [68] ve alglerden
yag ekstraksiyonunda [69]-[72] kullanilmistir. Bu uygulama alanlarinin her birinde
amag farkli olabilir ama proseste temel prensip mikroorganizmalarin parcalanmasidir.
Literatiirde HK prosesi ile bakterilerin [73], [74],[75], maya ve mantarlarin [76] ve
mikroalglerin [77] parcalanmasi iizerine yapilan ¢alismalar bulunmaktadir.

Literatiirde kavitasyon ile PHA ekstraksiyonu hakkinda ¢alisma olmamasina
ragmen benzer Ozelliklerde calisan yiiksek basing homojenizatorleri ile yapilan
caligmalar mevcuttur. Yiiksek basing homojenizatoriinde parcalanma, hiicreleri igeren
¢Ozeltinin bir orifisten gegmesi ile meydana gelir [78]. Palmier vd (2021), yiiksek
basing homojenizatdriinii solvent ekstraksiyonu ile birlikte kullanarak %51 PHA
ekstaksiyon verimi elde etmislerdir [79]. Ghatnekar vd (2002) ise 400 kg/cm? basingta
%95 verim ile %80 saflikta PHA elde etmislerdir [80]. Baska bir ¢alismada da PHA

iceren C. necator hiicrelerini parcalamak icin 800 kg/cm? basing kullanilmistir [81].

3.2.  Metodoloji

3.2.1. Solvent ekstraksiyonu i¢in deney kosullari

Solvent ekstraksiyonu, bu tez ¢alismasi kapsaminda ilk defa uygulanacak olan

ekstraksiyon prosesleriyle karsilastirilabilmesi i¢in literatiirde kullanilan iki farkli

20



solvent ile yapilmistir. Bu solventlerden biri olan DMC, yesil solvent olarak
bilinmekte ve metot biyokiitlenin DMC ile 90°C’de ekstrakte edilmesi prensibine
dayanmaktadir [38]. Digeri ise literatiirde PHA ekstraksiyonu i¢in en ¢ok kullanilan
solvent olan kloroformdur. Camur numuneleri 9000 rpm’de 15 dk santrifiij edildikten
sonra dipte kalan kat1 ¢camur fazi petri kabina yayilarak liyofilizatérde dondurularak
kurutulmustur. Solvent ekstraksiyonu ¢aligsmalar1 kapsaminda, liyofilize ¢amurlardan
maksimum 100 mg’1, 1siya ve basinca dayanikli sizdirmaz kapakli tiiplerde su

banyosunda 1 saat karistirilarak ekstrakte edilmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7: Solvent ekstraksiyonu deney diizenegi.

3.2.2. Siiperkritik CO: destekli ekstraksiyon deney kosullar

Aerobik reaktorden hasat edilen camur 9000 rpm'de 10 dakika santrifiijlendikten
sonra biyokiitle liyofilize edilmistir. Gerekli biyokiitle miktar: tartilarak 1 mL fosfat
tamponu (0,1 M, pH 7) ilave edilmistir. Metanol ilavesi de bu asamada yapilmaktadir.
Bu bulamag, kiitle transferini arttirmak igin sabit miktarda cam boncuk ile
karistirilarak ekstraksiyon tiipiine (aktif hacim 35 mL) yerlestirilmistir. Siiperkritik
CO; destekli ekstraksiyon sistemi bir CO2 beslemesi ve kompresor, bir gosterge
(basing i¢in), sicaklik kontrolorii, ekstraksiyon tiipli ve gaz ventilasyon vanasi igceren
bir ekstraksiyon govdesi igerir (Sekil 3.8). CO2 beslemesi ekstraksiyon gévdesinin
iistiindedir. Biyokiitleyi doldurmak-bosaltmak i¢in ¢ikarilabilir bir parca olan 100
ml'lik aliiminyum ekstraksiyon tiipii ekstraksiyon govdesine yerlestirilir ve u¢ kapaga

yiiksek basing hortumu takilir. Once sicaklik ayarlanir. Daha sonra CO> valfi agilir ve
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gerekli basinca ulagana kadar CO» sikigtirmasi igin galistirilir. Ayarlanan basing
degerine ulasildiginda proses siiresi baglamig olur. Siire sonunda, sistem kapatilir ve

ventilasyon vanasi agilarak CO2 bosaltilir.

Ventilasyon vanasi
Basing gdstergesi . co, girisi
_— =l

Sekil 3.8: Siiperkritik karbondioksit reaktorii.

Proses sonrasi1 ekstraksiyon tiipiinde cam boncuklara tutunan biyokiitle parcalari
ve hiicreden ¢ikarilan polimer bulunmaktadir. Bu NPCM arasindan PHA nin alinmast
i¢in, uygun ¢oziicii ile ¢ozdiirme yontemi kullanilmistir. Ekstraksiyon tiipii bir cam
siseye bosaltilarak, (ceker ocak altinda) 100 mL kloroform eklenmis ve kapagi
kapatilarak ¢alkalanmistir. Bu bulamag once kaba elekten sonra da 1.2 um’lik filtre
kagidindan siiziilerek cam boncuk ve biyokiitle kalintilart ayrilmis olur. Bu iglem 2
kez tekrarlanmistir. Boylece kloroformda ¢oziinen polimer, solventin evaporasyonu
ile elde edilmis olur. Ceker ocak altinda bir giin kurutulduktan sonra, tartim yapilmigtir
ve polimer safligin1 belirlemek i¢in GC-FID’de PHB analizi, molekiil agirlig: tespiti
igin viskozite Ol¢imii ve malzeme karakterizasyonu i¢in TGA ve FTIR analizleri
yapilmustir. Siiperkritik karbondioksit destekli ekstraksiyon deney diizenegi Sekil
3.9°da verilmistir.

SsCO- ile PHA ekstraksiyonu ¢alismalarinda PHA biriktirme reaktoriinden alinan

PHB igerigi %20%-%27 arasinda olan biyokiitle 6rnekleri kullanilmigtr.
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Sekil 3.9: Siiperkritik karbondioksit destekli ekstraksiyon deney diizenegi.

3.2.3. Hidrodinamik kavitasyon destekli ekstraksiyon deney
kosullar:

Hidrodinamik kavitasyon destekli ekstraksiyon (HK) ¢alismalarinda kullanilan
deneysel diizenek Sekil 3.10°da, 1-6 arasindaki adimlarla gosterilmistir. Adim 3, HK
reaktoriini gostermektedir. Sivi akisi i¢in bir santrifiij pompa (SUMAK, SM15),
sogutma hazneli 3 L kapasiteli paslanmaz ¢elik numune rezervuar tanki, kavitasyon
cihazindan 6nce ve sonra basing gostergeleri, bir akis 6l¢er (FMT 3, Germany), valfler
ve bir kavitasyon cihazindan olugsmaktadir. Kavitasyon, 1 mm capindaki deliklerden
olusan, 1 delik (orifis-1) ve 17 delik (orifis-17) iceren radyal desenli orifis plakalar ile
saglanmaktadir (Sekil 3.11).

Adim 1’de gortilen liyofilize edilmis biyokiitle 6rnekleri, farkli kati yiikiine (g/L)
gore sulu ¢ozeltileri hazirlanarak temiz rezervuara yerlestirilmistir (Adim 2). Basing
valf ile ayarlanarak, biyokiitle siispansiyonunun ana kavitasyon cihazindan gegmesine
izin verilmistir. Optimum ekstraksiyon verimliligini belirlemek icin kavitasyon
cihazinin tipi (orifis-1 ve orifis-17), kat1 yiiklemesi (0,5-2 g/L) ve basing girisi (2-6
bar) gibi cesitli ¢aligma kosullar1 incelenmistir. Calisma sirasinda numuneler (20 mL)
5, 10, 20 ve 30 dakikalik c¢alisma siirelerinde rezervuardan alinmistir. Hem PHA
graniilleri hem de PHA olmayan hiicre kiitlesi iceren numuneler bir cam tiipe
yerlestirilmis ve NPCM’den PHAy1 ¢oziiniirlestirmesi i¢in tiiplere 5 mL kloroform
eklenmistir (Adim 4). Tiipler calkalandiktan sonra 9000 rpm'de 5 dakika santrifiij
edilmis ve kloroform fazi pargalanmis biyokiitle parcalarindan ayrilmistir (Adim 5).
Polimer, kloroformun buharlagtirilmasiyla geri kazanilmis ve ardindan c¢eker ocak

altinda kurutulmustur (Adim 6). Belirlenen optimum kosullarda ekstrakte edilen
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biyopolimerlerin safligin1 belirlemek i¢in GC-FID’de PHB analizi, molekiil agirlig

tespiti icin viskozite Ol¢iimii ve malzeme karakterizasyonu icin TGA ve FTIR

analizleri yapilmistir.

Hidrodinamik
kavitasyon reaktorii

1: Biyokiitle

4: Ornekleme
5: Santrifij
6: Biyopolimer

2: Biyokditle ¢ozeltisi
3: Kavitasyon reaktori

Sekil 3.11 Orifis plakalari.

HK destekli PHA ekstraksiyonu ¢alismalarinda PHA biriktirme reaktoriinden

alman PHB igerigi %35 olan biyokiitle 6rnekleri kullanilmistir.
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3.2.4. Analiz yontemleri

3.2.4.1 Biyopolimerlerin PHB safig

Elde edilen biyopolimerin PHB safliginin belirlenmesi i¢in Boliim 2.2.2.1° de
detaylar1 verilen analiz yontemi, elde edilen biyopolimerden kesilen yaklasik 5 mg’lik

ornekler kullanilarak uygulanmistir.

3.2.4.2 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

Malzemelerin absorpsiyon ve emisyon kizildtesi spektrumunun elde edildigi
spektroskopi teknigidir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen biyopolimer 6rneklerinin
molekiiler yapist ve fonksiyonel gruplarinin standart PHB ile uyumlu olup-
olmadiginin degerlendirilmesinde Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR marka

spektroskopi cihazi kullanilarak 400-4000 nm* araliginda &lgiimler yapilmistir

3.2.4.3 Termogravimetrik analiz (TGA)

Malzemelerde sicakliga bagli olarak meydana gelen kiitle kaybinin belirlendigi
analizdir. Bu tez c¢aligmasinda elde edilen biyopolimer &rneklerinin termokimyasal
ozelliklerinin degerlendirilmesi i¢in Mettler Toledo TGA/SDTA 851 marka cihaz
kullanilmis olup, analizler 50 mL/dk azot akisinda 10°C/dk sicaklik artistyla
yapilmistir.

3.2.4.4 Molekiil agirhg tayini

Polimerlerin mekanik 6zelliklerinin degerlendirilmesinde ve uygulama alani
belirlenmesinde kullanilan en 6nemli 6zelliklerinden biri molekiil agirligidir. Bu tez
kapsaminda elde edilen biyopolimerlerin molekiil agirliklar1 vizkozimetrik yontem
kullanilarak belirlenmistir. Kurutulmus polimer 6érnekleri konsantrasyonu %0,1 (%owt)
olacak sekilde kloroformda 3 saat karistirtlarak hazirlanmistir [82].  Vizkozite
olgtimleri AND SV-10A Vibro Viscometer cihazi kullanilarak yapilmis ve Esitlik 3.7

ve Esitlik 3.8 kullanilarak vizkozimetrik molekiil agirlig1 hesaplanmistir.

25



3.2.5. Kullanilan kimyasal maddeler

Solvent ekstraksiyonu ¢alismalarinda DMC (Sigma-Aldrich, 99%) ve hem
solvent ekstraksiyonunda hem de sCO> ve HK proseslerinde yikama solventi olarak
kloroform (Supelco) kullanilmigtir. CO2 (99.9% saflikta, Gebze Gaz) sCO:
reaktoriinde kullanilmustir.

PHB analizleri sirasinda pargalama ¢ozeltisinde H2SOs (Merck, %95-97),
Metanol (Merck, for analysis) internal standart olarak benzoik asit (Sigma Aldrich)

kullanilmistir.
3.2.6. Hesaplamalar

Elde edilen biyopolimerlerin safligi Esitlik 3.1‘c¢ gore hesaplanmistir. Burada
mprs GC’de tayin edilen PHB, Mpiyopolimer: GC’de analiz igin pargalama reaksiyonunda

kullanilan biyopolimer miktaridir.

Biyopolimer safligt (%) = ——2— x 100 (3.1)

Mpiyopolimer

Solvent ekstraksiyonunda proses verimi hesab1 Esitlik 3.2’ye gore yapilmistir.
Burada Y ile gosterilen proses verimini, Myiyokiiie; ekstrakte edilen biyokiitle miktarina,

Mbiyopolimer; €lde edilen biyopolimer miktarini gostermektedir.

_ Myyopotimer X PHB safligt (%) (3.2)

Y
mbiyokiitle X PHBbiyokijtle (%)

sCOz proses verimi (Ysc) ile ifade edilmis olup Esitlik 3.3’de verilmistir.

Ysc =

sCO02 oncesi biyokiitledeki PHB icerigi—sCO2 sonrast biyokiitledeki PHB icerigi (3 3)
sCO02 oncesi biyokiitledeki PHB icerigi '

Hidrodinamik kavitasyon destekli ekstraksiyon ydnteminde proses verimi
hesaplanmasi1 Esitlik 3.4’e gore yapilmistir. Burada Ywk: ekstraksiyon verimini,

Mbiyopolimer: €lde edilen polimer kiitlesi, Vnumune: zamana karsi alinan 6rnek hacmi,
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Mpiyokiitle:kavitasyon reaktorii hazirlanan c¢ozeltideki biyokiitle tartimini, @ Vszel
kavitasyon i¢in hazirlanan ¢ozelti hacmini, PHB igerigi: biyokiitlenin PHB icerigini
gostermektedir.

_ mbiyopolimer /V;Lumune (34)
PHB i(;erigi X mbiyokiitle/v(;ézelti

YH K

Kavitasyon sayisi Esitlik 3.5’e gore hesaplanmistir. Burada Py giris basinci, Py
¢ikis basinci, p akiskanin yogunlugu ve V akis hizidir [69]. Pu; isletme parametrelerine
gore 2-4-6 bar ve Pq ise atmosfere agik reaktor sistemi nedeniyle 1 bar alinmistir. Akis

hiz1 V, Esitlik 3.6’ya gore debi ve orifis alanlar1 kullanilarak hesaplanmistir.

_ (Pu—pa) (3.5)
K= p.V?
2
Q (3.6)

orifis alani

Polimerlerin mekanik 6zelliklerinin degerlendirilmesinde ve uygulama alani
belirlenmesinde kullanilan en 6nemli 6zelliklerinden biri molekiil agirligidir. Bu tez
kapsaminda elde edilen biyopolimerlerin molekiil agirliklar1 vizkozimetrik yontem
kullanilarak belirlenmistir.

Molekiil agirligt Mark Houwink’s esitligine gore (Esitlik 3.7) hesaplanmistir
[83]. n gercek viskozite degerini (dL/g), My molekiil agirligini (g/mol) gostermektedir.
Mark Houwink’s parametreleri olan K and & kloroformda hazirlanan PHA ¢ozeltileri

i¢in sabit olup, sirasiyla; 1.18 x 10~*dL/g ve 0,78"dir.

n=KMy (3.7)

Gergek viskozite (1) degeri Solomon-Ciuta [82] esitligine gore hesaplanmistir
(Esitlik 3.8). Bu esitlikte: polimer konsantrasyonu (g/100 mL), nsp V€ 7rel sirasiyla,
spesifik ve bagil vizkozite degerlerini gdstermektedir. Kurutulmus polimer 6rnekleri

konsantrasyonu %0,1 (%wt) olacak sekilde kloroformda 3 saat karistirilarak

7 (3.8)
n= T Msp - lnnrel

27

hazirlanmistir [82].



3.3.  Sonuclar ve Tartisma

3.3.1. Solvent ekstraksiyonu ile aktif camurdan PHA ekstraksiyonu

DMC ile %82 verimle %89 PHB safliginda, kloroform ile ise %95 verim ile %84
PHB safliginda biyopolimerler elde edilmistir. Kloroformun ekstraksiyon
performansinin  DMC’den daha iyi oldugu goriilmektedir. Daha fazla hiicre
pargalayarak daha fazla polimer ekstrakte olmustur. Fakat daha fazla miktarda
hiicrenin parcalanmasi da beraberinde safsizliklar da getirdiginden, ekstraksiyon
verimi yliksek iken PHB saflig1 diisiik degerdedir. Safsizliklarin hiicrenin yapisindaki
diger bilesenlerden (protein vb.) kaynaklanabilecegi bilinmektedir. DMC ve
kloroform ile ekstraksiyonda elde edilen polimerlerin molekiil agirliklart arasinda ise
belirgin bir fark yoktur (0.25 MDa ve 0.22 MDa).

Elde edilen polimerlerin FTIR ve TGA grafikleri standart PHB ile karsilastirmali
olarak Sekil 3.12 ve Sekil 3.13’da verilmistir. FTIR spektrumlari incelendiginde sCO>
ile ekstrakte edilen biyopolimerlerin PHB'ye 6zgii dalga boylarinda giiglii pikler
sergiledigi ve ticari PHB ile karsilastirilabildigi goriilmektedir. FTIR spektrumlarinda,
PHB'nin ayirt edici piki 1720 cm™ (C=0 gerilmesi) civarinda yer alirken, ester
grubunu temsil eden diger yogun pikler 1000-1400 cm™ (C-O gerilmesi) arasinda yer
almaktadir [84]. Ayrica 1720 cm™'deki keskin pik, biyokiitleden elde edilen PHB'nin
kristal yapisina isaret etmektedir [85].

TGA grafikleri (Sekil 3.13) incelendiginde DMC ile ekstrakte edilen polimer
218°C’de bozunmaya baslarken, kloroform ile ekstrakte edilen 225°C’de bozunmaya
baslamistir. Maksimum bozunmalari ise sirasiyla 254°C ve 261°C’dir. DMC ile
ektrakte edilen polimerin yaklasik %4, kloroform ile ekstrakte edilen i¢in ise %8

kalint1 biraktig1 goriilmiistiir.
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Sekil 3.12: Solvent ekstraksiyonu prosesi ile elde edilen biyopolimerlerin ticari PHB
ile karsilagtirmali FTIR spektrumlari.
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Sekil 3.13: Solvent ekstraksiyonu prosesi ile elde edilen biyopolimerlerin ticari PHB
ile karsilagtirmali TGA termogramlari.

3.3.2. sCO:2 prosesi ile aktif camurdan PHA ekstraksiyonu

SCO> destekli ekstraksiyon ¢aligmalarinda, kiitle (1-4 gr), basing (100-300 bar),
sicaklik (35-60°C), siire (15-120 dk) ve metanol ilavesi (2-8 mL)’nin proses verimi

(Ysc) tizerine etkileri arastirilmistir. Ysc, SCO2 parcalanmasindan sonra biyokiitlede
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kalan PHB'ye gore hesaplanmistir (Esitlik 3.3). Sekil 3.14.a) sCO; prosesi ile farkli
miktarda biyokiitle (1-4 g) ile %70 ile %80 arasinda salim veriminin elde edildigini
gostermektedir. Ysc, 2 g biyokiitle ile %80'e kadar ¢ikmaktadir. Ekstrakte edilen
biyokiitle miktarinin verimi 6nemli Olgiide etkilemedigi goriildiigiinden, diger
deneylerde 2 g biyokiitle kullanilmistir. Sekil 3.14.b’de ¢alisma siiresinin 15
dakikadan 120 dakikaya yiikselmesiyle Ysc’nin %80’den %72’ye diistigi
goriilmiistiir. Caligma siiresi, zaman tasarrufu ve enerji maliyeti agisindan 6nemli
oldugundan sonraki ¢alismalarda 15 dk proses siiresi kullanilmistir. Biyokiitle miktari
ve calisma siiresinin Ysc’yi etkilemedigi goriiliirken basing ve sicakligin proses
verimini en ¢ok etkileyen parametreler oldugu saptanmustir. Y'sc, 100 bar'dan 200 bar'a
basing artisiyla %54'ten %80'e yiikselmis ve 300 bar'da %43'e gerilemistir. Benzer
sonuclar sicaklik degisimlerinde de elde edilmistir. Sicaklik 35°C'den 40°C'ye
degistirildiginde Ysc %56'dan %80'e yiikselmis ve sicakligin 60°C'ye yiikselmesiyle
%356'ya diismiistiir. Yiiksek sicaklik ve basingta verimin diismesi literatiirde hiicre
duvarindan Once sitoplazmik membranin bozulmasmin bir sonucu olarak
aciklanmistir. Bu durumda hiicre duvart bozulmadigi icin hiicre ici PHA hiicre digina
¢ikamaz [86] . Bahsedilen proses parametreleri degerlendirildiginde; 200 bar basing,
40°C sicaklikta 2 gr biyokiitle ile 15 dk proses sonucunda biyokiitledeki PHB’ nin
%80’inin ¢ikarilabildigi saptanmustir.

Proses veriminin iyilestirilmesi i¢in, reaktérde metanol ilavesi g¢alismalari
yapilmistir (MeOH-sCO3z). sCO> prosesinde etanol, metanol, toluen, vb. kullanimi
daha yiiksek verim ve saflik sonuglar1 gostermistir [58]. Metanol (MeOH), pigmentleri
gidermek ve biyopolimerin safligin1 artirmak i¢in ekstraksiyon islemlerinde kullanilir
[87]. Bu galismada da MeOH hacminin Ysc ve biyopolimer saflig1 tizerindeki etkisi
aragtirtlmistir. Sekil 3.15°de goriildiigii gibi, 4 mL MeOH ilavesiyle, Ysc %83'e
ulagmistir, ancak MeOH hacmindeki daha fazla artis diistik Ysc ile sonuglanmistir (8
mL MeOH ile %79). Metanol CO’in polaritesini ve hiicre duvarinin gegirgenligini
arttirdig1 i¢cin, MeOH hacmindeki artis Ysc'i arttirmistir [88]. 4 mL'den daha biiyiik
hacimlerde, Ysc’nin azalmasi ise hiicre duvarindaki olusabilecek MeOH
kaplamasinin, hiicre i¢ine CO> diflizyonunu engellemesiyle agiklanabilir [58].

Hiicrenin sCOz ile par¢alanmasindan sonra hem PHA graniilleri hem de PHA
olmayan hiicre kiitlesi (NPCM) ortaya ¢ikmaktadir. Hem PHA graniilleri hem de
NPCM kati1 fazda oldugu i¢cin PHB'min bu karisimdan ayrilmasi ve saflastirilmasi

zordur. Ayirma igin iki yontem vardir: PHA ¢oziinmesi ve NPCM ¢oziinmesi [37].
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Bu ¢alismada, PHA'nin ¢6ziinmesi yontemi takip edilmistir. PHA kloroformda iyi
¢Oziiniirliige sahip oldugundan, par¢alanmis hiicrelerden PHA nin geri kazanmi igin
kloroform kullanilmistir. sCO2 sonrasi peletler (cam boncuklar, NPCM ve PHA
graniilleri) Boliim 3.2.2'de agiklandigr gibi ayrilmistir. Evaporatér yardimiyla
karisimdan ayrilan kloroform diger deneylerde tekrar kullanilmis ve boylece deneyler
sirasinda herhangi bir solvent atig1 olugsmamastir.

SsCOz prosesi ile farkli isletme kosullarinda elde edilen polimer miktarlar1 ve
safliklar1 Sekil 3.16°da verilmistir. Kuru biyokiitle miktarinin 1 g'dan 4 g'a artmasiyla,
biyokiitle basina elde edilen biyopolimer miktar1 0,09'dan 0,17’ye yiikselmistir (Sekil
3.16.a)). 4 g biyokiitle 200 barda 30 dakika boyunca sCO: ile pargalandiginda, %68
PHB safliginda 0,17 g biyopolimer/g biyokiitle elde edilmistir. Ekstrakte edilen kuru
biyokiitle miktarinin artist PHB safligin1 %73'ten %68'e diislirmiistiir. Degisen tiim
deneysel kosullar altinda (kuru biyokiitle miktari, zaman, basing ve sicaklik), PHB
saflig1 %63-%79 arasindadir. 200 bar basing, 40°C ve 15 dakika caligma siiresinde
maksimum degere (%79) ulasmaktadir. Sekil 3.17°de goriildiigii gibi, 4 mL MeOH
ilavesiyle saflik %81'e yiikselmistir.
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Sekil 3.16: Farkli sCO2 kosullarinda elde edilen biyopolimer miktarlart ve PHB
saflig1 a) Kuru biyokiitle b) Siire ¢) Basing d) Sicaklik.
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Sekil 3.17: MeOH-sCO; prosesinde elde edilen biyopolimer miktar1 ve PHB saflig.

sCO, prosesinde PHA ekstraksiyonunda kullanilan biyokiitlenin 200 bar
basingta 15 dk parcalanmasi dncesi ve sonrasindaki SEM goriintiileri Sekil 3.18°de
verilmigtir. Biyokiitlenin KMK igeriyor olmas1 sebebiyle goriintiilerdeki
mikroorganizmalari, literatiirde tek bir tiirde (Ralstonia eutrophia) [94] elde edilen
goriintiilere kiyasla ayirt etmesi zordur. Fakat ekstraksiyon dncesindeki goriintiilerde
(Sekil 3.27.a)) gubuk ve yuvarlak yapili hiicrelerin ekstraksiyon sonrasinda bozulmaya
basladig1 goriilmektedir. Hiicre duvarinin bozuldugu goriilen hiicreler (kirmizi isaretli

hiicreler) Sekil 3.18.b)’de isaretlenmistir.
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Sekil 3.18: sSCO2 prosesi ile PHA ekstraksiyonunda kullanilan biyokiitlenin
a) ekstraksiyon oncesi (x5000) b) ekstraksiyon sonrast SEM goriintiileri (x20000).

3.3.3. sCO: prosesi ile aktif camurdan ekstrakte edilen
biyopolimerlerin karakterizasyonu

sCO2 prosesinde 2 g biyokiitlenin, 15 dk’da 200 barda ekstrakte edilmesi ile elde
edilen biyopolimerlerin (Sekil 3.19) FTIR spektrumlar1 Sekil 3.20°de ticari PHB ile
karsilastirmali olarak verilmistir. Buna gére PHB'nin ayirt edici piki 1720 cm™ (C=0
gerilmesi) civarinda yer alirken, ester grubunu temsil eden diger yogun pikler 1000-

1400 cm™® (C-O gerilmesi) arasinda yer almaktadir [84]. Ayrica 1720 cm™’deki keskin
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pik, biyokiitleden elde edilen PHB' in kristal yapisina isaret etmektedir [85]. Aslinda
hiicre i¢i PHB amorf yapidadir [89] ve tipik olarak, hiicre bozulmasi graniiliin hizla
katilagsmasiyla polimerin kristallesmesine neden olur [90]. sCO2 prosesi ile ekstrakte
edilen polimerde gozlenen fakat MeOH-sCO> prosesi ile giderilen 1540 cm™’deki pik,
N-O asimetrik gerilmesine karsilik gelmektedir [91]. Bu pikin sSCO; prosesi sonrasi
ortaya ¢ikan NPCM’de hiicre duvarinda bulunan protein yapisindaki peptidoglikandan
kaynaklanabilecegi diisliniilmektedir. FTIR spektrumlari incelendiginde sCO: ile
ekstrakte edilen biyopolimerlerin PHB'ye o6zgii dalga boylarinda giiglii pikler
sergiledigi ve ticari PHB ile karsilastirilabildigi goriilmektedir.

Sekil 3.19: sCO- prosesi ile elde edilen biyopolimerler.
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Sekil 3.20: sCO- prosesi ile elde edilen biyopolimerlerin ticari PHB ile
karsilastirmali FTIR spektrumlari.

Ticari PHB ve sCO> prosesi ile ekstrakte edilmis biyopolimerler igin termal
bozunma profilleri Sekil 3.21°de gosterilmektedir. ilk bozunma ticari PHB igin
269,75°C'de baglarken, sCO2 destekli ekstraksiyon ve MeOH-sCO destekli
ekstraksiyon i¢in sirasiyla 237,89°C ve 249,81°C'de baslamaktadir. SCO- ile ekstrakte
edilen biyopolimerlerin maksimum termal bozunmasinin (267,56°C), ticari PHB'ye
(296,62°C) yakin oldugu goriilmektedir. En yiiksek termal bozunma sicakligi olan
282,54°C'de, sCO2-MeOH prosesi ile ekstrakte edilen biyopolimerin kalinti
birakmadan tamamen bozundugu gozlenirken sCO2 prosesi ile elde edilen
biyopolimerin 267,56°C’de %10 kalint1 biraktig1 gézlenmistir. Bunun nedeni ise hiicre
kiitlesinde proteinler ve lipoproteinler gibi uzaklastirilmamis kirletici maddelerin

varhigi olabilir [92].
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Sekil 3.21: sCO; prosesi ile elde edilen biyopolimerlerin ticari PHB ile
karsilagtirmali TGA termogramlari.

3.3.4. HK prosesi ile aktif camurdan PHA ekstraksiyonu

HK prosesi ile PHA ekstraksiyonu prosesinde gerceklesmesi miimkiin olan
hiicre parcalanma mekanizmasi akis semasi Sekil 3.22°de verilmistir. PHA depolamis
KMKy1 igeren sulu ¢ozelti HK reaktoriinde orifisten gecerek sivi akisinin hizlanmasi
yerel basing diigiisiine neden olur, bu diisiis sivinin doygunluk buhar basincinin
altindaysa kavitasyon olusumunu tetikleyebilir (kavite olusumu). Olusan kavitelerin
¢Okmesi; sok dalgalari, sivi mikrojetleri ve yiliksek kesme kuvvetleri (tiirbiilans ve
girdaplar) gibi bildirilen mekanik etkileri yonlendiren asir1 kosullar meydana gelebilir.
Ayrica, kavitelerin ¢okiisii asir1 yiiksek sicakliklara sahip sicak kiiglik alanlara ve bu
alanlarda H>.O molekiillerinin homolitik boliinmesine ve serbest radikallerin (OH
veH) olusumuna sebep olabilir. Giiglii oksidanlardan olan -OH radikalleri,
karsilastiklar1 herhangi bir tirti kolayca okside eder. Tim bu mekanik etkiler
mikroorganizmanin dis katmanina fiziksel olarak zarar vererek membranda agilmaya
ve hiicre materyallerinin disar1 salinmasina sebebiyet verir [36]. PHA ve diger
hiicresel kalintilarin oldugu bu sulu karisimdan PHA’y1 ¢ozerek ayirmak icin de
kloroform kullanilmistir. Kloroform-su-PHA ve hiicre kalintilarinin oldugu bu karsim
santrifiij edilerek hiicresel kalintilarin ¢okmesi ve PHA igeren kloroform fazinin
ayrilmasi saglanir. Kloroformun evaporasyonu ile PHA-biyopolimeri elde edilmis

olur.
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Sekil 3.22: HK prosesi ile PHA ekstraksiyonun proses mekanizmasi.

HK prosesinde kullanilacak biyokiitle ¢ozeltisinin kat1 yiikiiniin ekstraksiyon

verimi lizerine etkisini gozlemlemek ve sonraki ¢aligsmalarda kullanilacak kati ytikiinii

belirleyebilmek i¢in orifis-17 kullanilarak, farkli kat1 yiiklemeleri (0,5-1,0-1,5 ve 2,0

g/L) ile galisilmistir. Bu ¢alismalarda, ¢alisma siiresi 5 dk ve basing 4 bar olarak sabit

tutulmustur. Sekil 3.23’de gosterildigi gibi, ekstraksiyon verimi artan kati orani ile

azalmistir. 0,5 g/L kat1 yiikiinde %68 ekstraksiyon verimi elde edilirken, 2,0 g/L kati

yiikiinde %25'e kadar onemli bir diislis gozlenmistir. Hiicre parcalanmas: ile ilgili

literatiire de uygun olarak HK destekli ekstraksiyon i¢in diisiik kat1 yiikii optimize

edilmistir [70], [72]. Ayrica, daha yiiksek kati oranlarinda ¢alismak biyokiitle

¢ozeltisini pompalama zorluklarini beraberinde getirirken, diisiik kat1 oranlarinda bu

risk engellenmektedir.
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Sekil 3.23: Biyokiitle ¢ozeltisi kati yiikiiniin HK destekli ekstraksiyon verimine
etkisi.

Basincin (2, 4, 6 bar) HK destekli ekstraksiyon verimi lizerindeki etkisi orifis-1
ve orifis-17 kullanilarak, kat1 yiikii 0,5 g/L’de sabit tutularak incelenmistir. Sonuglar
zamana bagl olarak Sekil 3.24 ve Sekil 3.25’de verilmistir. Ornekler 5 dakikalik
araliklarla toplanmistir. Bu numuneler biyopolimer ekstraksiyon verimi agisindan
degerlendirilmistir.

Tim basing girislerinde hem orifis-1 hem de orifis-17 kullanildiginda,
ekstraksiyon veriminde c¢alisma siiresine bagli olarak anlamli bir degisiklik
gozlenmemistir. Hem orifis-1 hem de orifis-17'de 4 bar basincin maksimum
ekstraksiyon verimi gosterdigi goriilmiistiir. Sekil 3.24’de gosterildigi gibi, maksimum
ekstraksiyon verimi (%72), orifis-17 ile 10 dakikalik ¢alisma siiresinden sonra elde
edilmistir. Basincin 2 bar'dan 4 bar'a yiikselmesi ekstraksiyon verimini arttirirken,
basincin 6 bar'a yiikselmesi ekstraksiyon verimini %30'a diistirmiistiir.

Orifis-1 kullanildiginda ise 4 bar basingta 5 dakikalik ¢alisma siiresi sonunda
maksimum ekstraksiyon verimine (%72) ulasilmistir. Ekstraksiyon verimi 2 ve 4 bar
basinglarda calisma siiresiyle azalirken, 6 barda 20 dakikaya kadar artmis ve 30
dakikada diismiistir.
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Sekil 3.24: Orifis-17 ile HK prosesinde basincin ekstraksiyon verimine etkisi.
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Sekil 3.25: Orifis-1 ile HK prosesinde basincin ekstraksiyon verimine etkisi.

Kavitasyon sayist (K), HK siireci i¢in 6nemli bir parametredir. Ancak, hiicre
bozulma derecesi ile dogrusal olarak iliskili degildir [93]. Sekil 3.26 farkli orifislerde
basing degisimine bagl olarak K’nin degisimini gostermektedir. K, orifis-1 ile 1-2
arasinda iken, orifis-17 ile 3'ten 7'ye ylikselmektedir. K’nin 1'den kii¢iik oldugu
durumlarda onemli kavitasyonel etkilerin oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte,
kavitasyonun daha yiiksek K’da da (2 ile 4 arasinda) meydana gelebilecegi ve bunun
da s1v1 ortamda ¢6zlinmiis gazlarin veya belirli kirleticilerin varligiyla ilgili olabilecegi
kesfedilmistir [62].
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Sekil 3.26: HK destekli ekstraksiyon prosesinde kavitasyon sayisi.

HK destekli PHA ekstraksiyonunda kullanilan biyokiitlenin orifis-1 ile 4 bar
basingta 5 dk parcalanmasi Oncesi ve sonrasindaki SEM goriintiileri Sekil 3.27°de
verilmigtir. Biyokiitlenin KMK igeriyor olmast sebebiyle goriintiilerdeki
mikroorganizmalari, literatiirde tek bir tiirde (Ralstonia eutrophia) [94] elde edilen
goriintiilere kiyasla ayirt etmesi zordur. Fakat ekstraksiyon oncesindeki goriintiilerde
(Sekil 3.27.a)) ¢ubuk ve yuvarlak yapili hiicrelerin ekstraksiyon sonrasinda bozulmaya
basladigi goriilmektedir. Hiicre duvarinin bozuldugu goriilen hiicreler (kirmizi isaretli
hiicreler) ve parcalanmayan hiicreler (yesil isaretli hiicreler) Sekil 3.27.b)’de

isaretlenmistir.
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Sekil 3.27: HK destekli PHA ekstraksiyonunda kullanilan biyokiitlenin a)
ekstraksiyon oncesi (x5000) b) ekstraksiyon sonrast SEM goriintiileri (x10000).
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3.3.5. HK prosesi ile aktif camurdan ekstrakte edilen
biyopolimerlerin karakterizasyonu

Orifis-1 ile 4 barda zamana bagli olarak ekstrakte edilen biyopolimerlerin (Sekil
3.28) FTIR spektrumlari ticari PHB ile karsilastirmali olarak Sekil 3.29°da verilmistir.
HK’ya maruz kalma siiresinin biyopolimerin kimyasal yapis1 lizerindeki etkisini
kesfetmek i¢in FTIR spektrumlari zamana bagli olarak takip edilmistir. 30 dakikaya
kadar takip edilen islem siiresinin biyopolimer yapisi lizerinde herhangi bir etkisinin
olmadig1 gozlemlenmistir. PHB'nin ayirt edici piki 1720 cm™ (C=0) civarinda yer
alirken, diger yogun pikler ester grubunu temsil eden 1000-1400 cm™ (C-O) arasinda
yer almistir[84].

Sekil 3.28: HK destekli ekstraksiyon ¢alismalarinda elde edilen biyopolimerler.

Ticari PHB ve orifis-1 ile 4 barda 5 dakikada ekstrakte edilmis biyopolimerin
termal bozunma profilleri Sekil 3.30°da gosterilmektedir. Ilk bozunma, ticari PHB igin
269,75°C'de baslarken, HK destekli ekstraksiyon ile elde edilen biyopolimer igin
243,21°C'de baslamaktadir. HK destekli ekstrakte edilen biyopolimerlerin maksimum
termal bozunmasinin (262,12°C) ticari PHB'den (296,62°C) daha diisiik oldugu

gorilmiistiir.
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Sekil 3.29: HK prosesi ile elde edilen biyopolimerlerin ticari PHB ile karsilastirmali

FTIR spektrumlari.
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Sekil 3.30: HK prosesi ile elde edilen biyopolimerlerin ticari PHB ile karsilastirmali

TGA termogramlari.
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3.3.6. Aktif camurdan biyopolimer ekstraksiyonu yontemlerinin
karsilastirilmasi

Bu tez calismasi kapsaminda uygulanan ekstraksiyon yontemlerinin en iyi
proses verimi alinan kosullar1 ve elde edilen polimerlere ait saflik, molekiil agirligi ve
TGA sonuglar1 Tablo 3.2’de verilmistir. Tabloda da gorildigi gibi kullanilan
ekstraksiyon yontemi, proses verimini, biyopolimerlerin fiziksel ve termokimyasal
ozelliklerini etkilemektedir. Buna gore sCO2 ve SCO2-MeOH c¢alismalarinda verim ve
PHB saflig1 agisindan 6nemli bir farkin olmadig1 fakat molekiil agirliginin metanol
kullanimiyla yiikseldigi goriilmektedir. Kavitasyon caligmalarinda ise hem proses
veriminin hem de elde edilen polimerin saflik ve My bakimindan diger ekstraksiyon
proseslerinin gerisinde kaldiginda goriilmektedir. Solvent ekstraksiyonunda kullanilan
DMC ve kloroform ile ise daha yiiksek proses verimi alinmasina ragmen polimer
safligi, sCO2 prosesinde elde edilen polimerden daha disiiktir. Uygulanan
ekstraksiyon yontemlerinde elde edilen biitiin polimerler termal 6zellikleri bakimindan
da degerlendirildiginde en yiiksek bozunma sicakliginin MeOH-sCO> prosesi ile elde
edildigi goriilmiistiir. Bu nedenle nanofiber iiretim ¢aligmalarinda kullanilmak iizere

gerekli olan biyopolimerler sCO2-MeOH prosesiyle ekstrakte edilmistir.
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Tablo 3.2: Ekstraksiyon ¢alismalarinda elde edilen sonuglarin karsilastiriimasi.

TGA

Ekstraksiyon  Ekstraksiyon Verim Saflik Mv Kalan
yontemi kosulu (%) (Zl;j) (*10°) Thas. Tpik Thitis kiitle

(%)
DMC 90°C’de 1 saat 82.28 89.56 0.25 218,34 240,39 254,64 3,92
Kloroform 60°C’de 1 saat 95.48 83.69 0.22 225,83 251,06 261,44 8,48
sCO2 200 bar, 40°C’de 15 dk 80.00 80.00 0.27 237,89 259,31 267,56 9,98
SCO2-MeOH 200 bar, 40°C’de 15 dk, 4 mL 83.00 81.00 0.37 249,81 274,22 282,51 0,3

MeOH ilavesi

Kavitasyon Orifis-1, 4 bar, 5 dk 72.00 71.35 0.15 243,21 262,12 270,77 5,51




4. BIYOPOLIMERDEN NANOFIBER URETIMI

4.1. Giris

Nanoteknoloji, son zamanlarin en ¢ok calisma yapilan alanlarindan biridir ve
yeni bir endiistriyel devrimin 6nciisii olacagi tahmin edilmektedir. Bu kapsamda
nanofiberler de yiiksek porozite ve hacmine gore genis yiizey alani olmasi gibi
ozellikleri sebebiyle, enerji tiretimi ve depolanmast (yakit pilleri, giines pilleri), insan
sagligr (doku miihendisligi, ilag salinimi) ve c¢evre miihendisligi (su aritimi, gaz
filtrasyonu) calismalarinda genis uygulama alan1 bulmaktadir [95]. Nanofiberlerin
caplar ise birka¢ nanometre ile 100-150 nm arasinda olabilmektedir. Nanofiberlerin
caplariin bu kadar diisiik olmasi yiizey alanlarinin hacimlerine oranla konvansiyonel
fiberlerinkine gore neredeyse 1000 kat fazla olmasini saglamaktadir. Bu nedenle,
nanofiberler siradan polimer fiberlerine goére {stlin fiziksel (sertlik, gerilme
mukavemeti vb.) ve kimyasal (birim ylizeyde bulunan fonksiyonel grup sayisi)
ozelliklere sahip olurlar [96].

Nanofiber tiretiminde en yaygin kullanilan yontem elektroegirme yontemidir.
Bu yontem, yiiksek elektrik alanindaki elektrostatik itme kuvvetlerinin, fiber
sentezinde kullanilmas1 prensibine dayanmaktadir [95]. Tipik elektroegirme diizenegi
Sekil 4.1°de goriilmektedir [97]. Elektroegirme diizenegi; pompa, igerisinde polimer
¢oOzeltisi bulunan siringa, yiiksek voltaj kaynagi ve metal toplayici olarak 4 temel
bilesenden olusmaktadir. Elektroegirme islemi metal ignenin igerisindeki polimer
cozeltisinin elektrik ile yliklenmesi ile baglar. Elektrik ile yiiklenen polimer
damlasinda bir diizensizlik meydana gelir. Aym1 zamanda yiiklerin karsilikli
birbirlerini itmeleri bir kuvvet olusturur bu da yiizey gerilimine neden olur. Sonug
olarak polimer ¢ozeltisi elektrik alani yoniinde bir akis meydana getirir. Elektrik
akiminin biraz daha yiikselmesi kiire seklinde damlacik olusturur ve ilerleyen sathada
koni olusumuna (Taylor konisi) sebebiyet verir. Bu koniden olusan ince jetler metal

toplayicida birikir.
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Sekil 4.1: Elektroegirme deneyi i¢in tipik bir diizenek.

Elektroegime yonteminde iiretilen nanofiberlerin yapisini etkileyen proses
parametreleri: voltaj, akis hizi, siringa ve toplayici tabla arasindaki mesafe ve polimer
¢ozeltisinin konsantrasyonudur [98]. Yiiksek voltaj yiizey vyiikii yogunlugunu
arttirarak fiber capini azalttig1 i¢in lif gerilimi i¢in faydalidir. Siringadaki polimerin
akis hizinin yavag olmasi proses siiresini uzatirken hizli olmast da fiber ¢aplarinin
bliylimesine sebep olacaktir. Toplayici tablaya olan mesafenin ¢ok kisa olmasi
solventin buharlagmasina elverisli degildir, bu da elyaflar arasinda yapigmaya, elyaf
capinin azalmasina ve elyaf performansinin diismesine neden olur. Mesafenin
artmasiyla, egirme jeti daha fazla ayrilma firsat1 elde edecek ve ¢ap onemli dl¢giide
azalacaktir. Polimer konsantrasyonu, elektroegirme islemindeki en Onemli
parametrelerden biridir. Diisiik konsantrasyonlarda, zincir dolanmast jeti kararsiz hale
getirir ve jetin ¢ap1 yiizey geriliminin etkisi altinda kiigiilerek ¢ozeltinin boncuklar
veya boncuklu lifler olusturmasina neden olur. Bununla birlikte, c¢ozelti
konsantrasyonu sivi jet olusturmak icin ¢ok yiiksekse proses gerceklestirilemez. Bu
nedenle, tim polimerler yalnizca uygun konsantrasyon araliginda elektroegirme
yonteminde kullanilabilir.

Bir¢cok dogal ve sentetik polimerler elektroegirme yontemiyle nanofiber
tiretiminde kullanilmistir. Sentetik polimerlere poliakrilonitril (PAN), polivinil alkol
(PVA), polivinilflorit (PVDF), poliiiretan (PU) 6rnek verilebilir [98] . Tipik dogal
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polimerler arasinda ise kolajen, kitosan, jelatin, seliiloz asetat, kitin, polilaktik asit
(PLA) ve PHB bulunur [99], [100]. Literatirde PHB kullanilarak elektroegirme
yontemi ile nanofiber iiretim g¢alismalarina bakildiginda; Acevedo vd. (2018)’nin
[101] 25 kV voltaj, 0,5 mL/sa akis hiz1 ile 25 cm tabla uzakliginda 2,6 pm/2,2 um
capinda , Kuntzler vd. (2018)’nin [102] 15-25 kV voltaj araliginda, 1,15 mL/sa akis
hizi ile 15 cm tabla uzakliginda 810 nm ¢apinda, Cherpinski vd. (2018)’nin [103] 16
KV volatjda, 6 mL/sa akis hizinda ve 15 cm tabla uzakliginda 100 um ¢apinda, Morais
vd. (2015)’nin [104] 15,4-31,3 kV araliginda 2 pL akis hizinda 826 pum ¢apinda
fiberler elde ettigi gorilmektedir. PHB’lerden elde edilen bu nanofiberlerin
biyomedikal uygulamalarda ve gida paketlemede kullanilmasi 6nerilmistir. Atiklardan
elde edilen PHA nin ise gesitli safsizliklar icermesi (endotoksinler, protein, yag, DNA
vb.) ve viral, bakteriyel veya genetik kirleticiler sebebiyle medikal alanlarda kullanim
alan1 bulmasi giictiir [105].

Nanofiberler ¢evre miihendisligi uygulamalarinda, hava filtrasyon
sistemlerinde, toz tutma sistemlerinde, i¢ ortam hava filtrasyonunda, ara¢ kabin
filtrelerinde, sivilarin filtrasyonunda, agir metallerin ve organik bilesiklerin
adsorpsiyonunda ve sivi/gaz alanlarinda sensor iiretiminde uygulama alani
bulmaktadir [106]. Nanofiberler genis yiizey-hacim orani ile membran filtrasyonu
uygulamalar1 i¢in uygun malzemelerdir. Atik sulardan 1-3 pm boyutlarindaki
partikiillerin gideriminde %95 verim elde edilmistir [107]. Nanofiber membran ile
havadan partikiiler madde gideriminde (1-5 um arasindaki partikiiller) %100 verim

saglanmigtir [108] .
4.2. Metodoloji

4.2.1. Elektroegirme yontemi deney kosullari

Elde edilen PHB polimerinden nanofiber iiretimi igin Sekil 4.2°deki
elektroegirme cihazi kullanilmistir. Cihaz temel olarak pompa, yliksek voltaj kaynagi,
siringa ve toplayict doner diskten olusmaktadir. Belirlenen konsantrasyonlarda
hazirlanan polimer ¢ozeltileri 50°C’de bir gece boyunca karistirilarak hazirlanmistir.
Homojen olarak ¢6zlinmiis halde olan polimer ¢ozeltisinin sicakligl kapatilarak oda
sicakligina sogumasi beklenmistir. Uygun sicaklik ve farkli konsantrasyonlarda

hazirlanan polimer ¢ozeltileri siringa ile cihaza yerlestirilerek akis hizi, voltaj ve
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zaman parametreleri degistirilerek toplayici linite {izerine sarilan folyo ile nanofiberler

toplanmustir.

Sekil 4.2: Nanofiber {iretiminde kullanilan elektroegirme cihazi.

4.2.2. Analiz yontemleri

Nanofiberlerin karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilan FTIR ve TGA
analizleri Bolim 3.2.4.2 ve Bolim 3.2.4.3’de detaylar1 verilen metotlara gore

yapilmustir.

4.2.2.1 Diferansiyel taramalh kalorimetri (DSC)

Diferansiyel taramali kalorimetri (DSC), bir numunenin ve referansin sicakligini
artirmak icin birim zamandaki enerji girdisi farkinin (mW) sicakligin bir fonksiyonu
olarak o6l¢iildiigli tekniktir. Bu calisma kapsaminda iiretilen nanofiberlerin termal
ozelliklerinin belirlenmesinde TG-DSC (Ohio, USA) Mettler 126 1/1600 cihaz1 50

mL/dk argon atmosferinde kullanilmistir.
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4.2.2.2 Temas acis1

Temas agis1, bir sivi-buhar arayiiziiniin kat1 bir yilizeyle bulustugu yerde, dlciilen
acidir. Kati1 bir ylizeyin bir sivi tarafindan islatilabilirligini Olger. Bu c¢aligma
kapsaminda tiretilen nanofiberlerin temas agisi, temas agis1 agidlgeri (CAM 101, KSV
Instruments) kullanilarak karakterize edilmistir. Ylzeye birakilan su damlasimin
goriintiisii bilgisayara kaydedilmistir. Goriintli yazilimda analiz edilerek nanofiber
ylizeyi ile olan agis1 belirlenmistir. Temas ag1s1<90° olan malzemeler hidrofilik; >90°

olan ornekler ise hidrofobik olarak tanimlanmaktadir.

4.2.2.3 Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Elde edilen nanofiberlerin morfolojisi SEM (Philips XL30 SFEG, Amsterdam,
Hollanda) ile goriintiilenmistir. Gorlintiiler kullanilarak ImageJ programinda fiber

caplart dagilimi grafigi olusturulmustur.

4.2.2.4 Cekme testleri

Nanofiberlerin ¢ekme testleri Zwick Roell marka malzeme test cihazi ve
TESTXPERT II programi kullanilarak yapilmistir. Cihaz parametrelerinde 6n yiik

0,01IN, hiz ise 50 mm/min olarak ayarlanmistir.
4.3. Sonuclar ve Tartisma

4.3.1. Ticari PHB kullanmilarak nanofiber iiretimi

Bu calisma kapsaminda iiretilen PHB polimerlerinden nanofiber iiretimi
yapilmadan once ticari PHB ile nanofiber iiretimi ¢aligmalar1 yapilmistir. Boylece
nanofiber iiretiminde 6nemli olan proses parametreleri belirlenmistir.

PHB nanofiberinin sentezi i¢in konsantrasyon, solvent ve akis hiz1 parametreleri
degistirilerek farkli deney setleri hazirlanmistir. Deney setlerinde degisen parametreler
Tablo 4.1’de verilmistir. Cekilen nanofiberler SEM ile goriintiilenmis ve FTIR

analizleri yapilmstir.
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Tablo 4.1: Standart PHB ile nanofiber liretimi deney seti parametreleri.

Polimer
cozeltisi . . . Voltaj Akishiz1 Siire
Kod  Cosummuk S04 ) misa)  (sa)
(Yowt)
PHB-1 25 Kloroform 15 1 1
PHB-2 5 Kloroform 15 1 1
PHB-3 5 Kloroform 15 2 1

PHB-1 ve PHB-2 olarak sirastyla %2,5 ve %5 lik konsantrasyonlarda ayn1 voltaj
ve akis hizi ile hazirlanan nanofiberlerin SEM morfolojileri incelendiginde %2,5
konsantrasyonunda istenmeyen boncuksu yapilarin daha fazla oldugu (Sekil 4.3) ve
%5’lik  konsantrasyonda daha homojen yapilar (Sekil 4.4) elde edildigi
gozlemlenmistir. Akis hiz1 saatte 2 mL ve saatte 1 mL olarak c¢alisilmistir. 2 mL/sa
akis hiz1 ile elde edilen fiberlerde daha az sagaklanma oldugu ve daha homojen fiber
yiizeyleri elde edildigi SEM analizlerinde nanofiberlerin nm mertebesinde ince uzun
ipliksi seklinde yapilari gozlemlenmistir (Sekil 4.5). En iyi goriintiiniin alindigi PHB-
3 nanofiberi Sekil 4.6’da verilmistir. Farkli parametreler ile elde edilen PHB
nanofiberlerin FTIR spektrumlari Sekil 4.7’de verilmistir. FTIR spektrumlarinda

PHB'nin ayrt edici piki 1720 cm™ (C=0) civarinda goriilmiistiir.
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Sekil 4.3: PHB-1 kodlu numunenin SEM goériintiileri a) x250, b) x500 c) x1000
d) x5000.
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Sekil 4.4: PHB-2 kodlu numunenin SEM goriintiileri a) X250, b) x500 ¢)x1000
d) x5000.
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Sekil 4.5: PHB-3 kodlu numunenin SEM goriintiileri a) X250, b) x500 ¢) x1000
d) x5000.

Sekil 4.6 PHB-3 kodlu nanofiberin goriintiisii.
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Sekil 4.7: PHB-1,2,3 nanofiberlerinin FTIR spektrumlari.

4.3.2. sCO. destekli ekstraksiyon ile elde edilen PHB kullanilarak
nanofiber iiretimi

SCO. prosesi ile aktif camurdan ekstrakte edilen %78 PHB iceren biyopolimerler
ile nanofiber iretimi ig¢in Tablo 4.2’de verilen deney kosullar1 kullanilmistir.
Calismalar, ticari PHB ile yapilan nanofiber caligmalarinda elde edilen optimum
kosullar olan %5 polimer yogunlugu, 2 mL/sa akis hiz1 ve ¢oziicii olarak kloroform
kullanilmast ile baglamigtir. Fakat 15 kV voltaj uygulandiginda ¢ok fazla sagilma
oldugundan nanofiber elde edilememistir. Bu sebeple voltaj 12 kV’a diisiiriilerek
caligmalara devam edilmistir. Biitiin deneyler 60 dk boyunca yiiriitiildiikten sonra,
nanofiberlerin ¢ekme mukavemetinde zamanin etkisini degerlendirmek amaciyla
optimum elektroegirme proses sartlar1 kullanarak 30 dk, 120 dk ve 150 dk siirelerinde

de nanofiber iiretimi yapilmistir.
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Tablo 4.2: sCO: ile ekstrakte edilen PHB polimeri ile nanofiber iiretimi deney

kosullari.
Polimer c¢ozelti Voltaj  Akis hizi Siire
Kod Coziicii
yogunluk (%wt) (kV) (mL/sa) (dk)
PHB-R1 5 Kloroform 12 2 60
PHB-R2 5 Kloroform 12 1 60
PHB-R5 4 Kloroform 12 1 60
PHB-R7 4 Kloroform 12 0,6 60
PHB-R2-30 5 Kloroform 12 1 30
PHB-R2-120 5 Kloroform 12 1 120
PHB-R2-150 5 Kloroform 12 1 150

Fiberlerin ortalama ¢aplar1t PHB-R1 i¢in 3,80 pm, PHB-R2 i¢in 3,37 um, PHB-
R5 i¢in 1,98 um ve PHB-R7 i¢in 2,20 um olarak SEM goriintiileri kullanilarak ImageJ
programi ile hesaplanmigtir. Buna gore konsantrasyonun %5’ten %4’¢ (PHB-R2 ve
PHB-R5) diismesi ile fiber ¢capmin azaldigi goriilmistiir. Literatiirde sadece PHB
kullanilarak iiretilen nanofiber ¢alismalari, kompozit nanofiber ¢alismalarina oranla
daha azdir ve %5-%35 (w/v) arasindaki PHB oranlarinda galismalar yapilmistir (Tablo
4.3). Yiksek polimer yogunlugunda yapilan ¢aligmada elektriksel iletkenligi arttirarak
daha kiigiik ¢apli fiber elde edilebilmesi i¢in NaCl ilavesi yapilmistir [102].

Akis hizinin saate 2 mL’den 1 mL’ye (PHB-R1 ve PHB-R2) azalmasi ile fiber
caplarinin azaldigi goriilmistiir (Tablo 4.3). Diisiik akis hizinda nanolifler toplayiciya
ulagmadan once ¢Oziiciiniin buharlagmasindan dolay1 ytiksek akis hizlarindakine gore
daha disiik c¢apli fiberler elde edilmektedir [98], [102], [104], [109]. Nanofiber
caplarinin kiiciik olmasi, fiberlerin birbirine daha yakin olmasi ve/veya iistsiite
gelmelerine olanak saglayarak nanofiber malzemenin gecirgenligini azaltmaktadir

[104]. Bu 6zellik de nanofiberlerin uygun uygulama alani bulmasinda énemlidir.
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Tablo 4.3;: PHB kullanilarak iiretilen nanofiberlerin tiretim ve tirtin 6zelliklerinin
karsilastirilmasi.

Fiber
) ) Yogunluk Akis mz1 Volt.
Polimer Polimer iiretim kosulu  ¢ap1 Ref.

(wWiv) (uL/sa)  (kV)
(um)

Burkholderia xenovoran
PHB ) 2-4 5 500 25 [101]
(xylos ve mannitol)

Spirulina sp.

PHB ) o 0,81 35 1150 15 [102]
(Sentetik besi yeri)
PHB Biomer marka 100 10 6000 16 [103]
Spirulina sp.
PHB ) o 0,82 30 120 15,4-31,3 [104]
(Sentetik besi yeri)
PHB Goodfellow marka 3-4 10 0,5 10 [110]
3,80 5 2000 12
PHEB Aktif camur 3,34 5 1000 12 Bu
(Endiistriyel atik su) 1,98 4 1000 12 c¢alisma
2,20 4 600 12

Elde edilen PHB-R1, PHB-R2, PHB-R5 ve PHB-R-7 kodlu nanofiberlerin
fotograflari, SEM gériintiileri ve ortalama ¢ap grafikleri Sekil 4.8-Sekil 4.11 arasinda
verilmistir. SEM goriintiilerine gore elde edilen nanofiberlerin; homojen, ince ve uzun
filamentli yapilar1 oldugu goézlemlenmistir. Ayrica nanofiber morfolojisinde

istenmeyen bir durum olan boncuk benzeri yapilar gézlemlenmemistir.
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Lif Gapi (um)

Sekil 4.8: PHB-R1 Nanofiberinin a) Fotografi b) SEM goriintiisii x250 ¢) SEM
goriintiisii X2000 d) nanofiberin ortalama ¢ap grafigi.

» d Diameter (um)

Sekil 4.9 : PHB-R2 Nanofiberinin a) Fotografi b) SEM goriintiisii x250 ¢) SEM
goriintiisii x2000 d) nanofiberin ortalama cap grafigi.
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Sekil 4.10: PHB-R5 Nanofiberinin a) Fotografi b) SEM goriintiisii x250 ¢) SEM
goriintiisii x2000 d) nanofiberin ortalama cap grafigi.
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Sekil 4.11: PHB-R7 Nanofiberinin a) Fotografi b) SEM goriintiisti x250 ¢) SEM
goriintiisii x2000 d) nanofiberin ortalama cap grafigi.



4.3.3. Elde edilen nanofiberlerin karakterizasyonu

KMK’ya endiistriyel atik su beslenerek iiretilen PHB kullanilarak elde edilen
nanofiberlerin karakterizasyonu, standart PHB nanofiberleri ile karsilagtirmali olarak
verilmistir. Standart PHB ile iretilen nanofiberlerden PHB-3 kodlu ve
mikroorganizmadan ekstrakte edilen PHB biyopolimeri tiretilen nanofiberlerden PHB-
R2 kodlu olan orneklerin; hidrofilik/hidrofobik o6zelliklerini belirlemek i¢in temas
acis1 Ol¢limii, yapisal karakterizasyonu i¢in FTIR analizi, termal O6zelliklerinin
belirlenmesi icin DSC ve TGA analizleri, mekanik 6zelliklerinin karsilastirilmasi i¢in

ise cekme testleri yapilmistir.

4.3.3.1 Temas acis1

PHB nanofiberlerinin suda ¢oziinmeme 6zelligi sebebiyle hidrofobik 6zellik
gostermesi beklenmektedir [102]. PHB-3 kodlu standart PHB nanofiberi ve PHB-R2
hidrofobik ozellik gostermis ve temas agilar1 sirasiyla 108,75° ve 105,70° olarak

Ol¢tilmiistiir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12: Temas acis1 a) PHB-3 b) PHB-R2.

4.3.3.2 Nanofiberlerin termal ozellikleri

Numune ve referans arasindaki 1s1 akis1 farki sicakligin bir fonksiyonu olarak
incelenerek elde edilen nanofiberlerin DSC termogramlari Sekil 4.13.a)’da verilmistir.
Sonuglara gore, elde edilen sCO -PHB polimer nanofiberinin, ticari PHB polimer
nanofiberi ile benzer termal 6zellikler gosterdigi gozlenmistir. Ticari PHB polimeri
ile hazirlanan PHB-3 kodlu nanofiber igin erime sicakligi 179,05°C iken sCO> prosesi
ile ekstrakte edilen biyopolimer i¢in 167,09°C bulunmustur.
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Numune kiitlesindeki degisiklik, sicakligin ve zamanin bir fonksiyonu olarak
incelenerek elde edilen nanofiberlerin termal bozunma egrileri Sekil 4.13.b)’de
verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, ticari PHB polimeri ile hazirlanan PHB-3 kodlu
nanofiber i¢in termal bozunma piki 271,34°C olarak kaydedilmistir. %78 saflikta geri
kazanilan PHB polimeri ile hazirlanan PHB-R2 kodlu nanofiber numunesindeki termal
bozunma piki ise 257,62°C olarak bulunmustur. Bulunan degerler karsilastirildiginda
ticari ve ekstraksiyon ile geri kazanilan PHB polimer nanofiberlerinin termal olarak

benzer 6zellikler gosterdigi goriilmektedir.

a 100 b
14
0 80
=, .
g oo
521 Z
x
S, 840+
B -3 7]
-4 20 4
%9 — PHBR2 o] — PHBR2
—— PHB-3 —— PHB-3
-6 T T T 1~
0 50 100 150 200 250 0 200 400 600
Sicaklik (°C) Kitle kaybi (%)

Sekil 4.13: PHB-R2 ve PHB-3 ‘iin termal 6zellikleri: a) DSC b) TGA termogrami.

4.3.3.3 Nanofiberlerdeki fonksiyonel gruplar

PHB-3 nanofiberinin gosterdigi PHB karakteristik pikleri, 3000 cm™’e yakin
olan C-H baglar1 ve 1700 cm™ etrafindaki C=O baglari, PHB-R2 nanofiberinde de
tespit edilmistir. Bu tez kapsaminda ekstrakte edilen PHB ile iiretilen nanofiberlerin

standart PHB nanofiberi ile uyumlu oldugu goriilmistiir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14: PHB-R2 ve PHB-3’tin FTIR spektrumu.

4.3.3.4 Nanofiberlerin mekanik ozellikleri

Nanofiberlerin gekme mukavemeti-uzama grafigi Sekil 4.15°de verilmistir. Test
sonuclart ise Tablo 4.4’de verilmistir. En iyi mekanik performansi; 22,21 MPa ¢cekme
mukavemeti ve %25,54 kirilmadaki uzama degeri ile PHB-R2 kosullarinda (%5 (w/v);
12 kV; 1 mL/sa) 150 dk siiresinde ¢ekilen nanofiber gostermistir. Malzemenin
dayanimini ifade eden ¢gekme modiilii ise 599,59 MPa olarak, PHB filmlerinin 1,5 GPa
olan ¢ekme modiilii degerinden ¢ok diisiik olarak 6l¢iilmistiir [111]. Ayrica nanofiber
tiretiminde kullanilan biyopolimerin de ¢cekme testi yapilmis ve nanofiber liretimi ile
¢ekme modiiliiniin 77,58 MPa’dan 599,59 MPa’a yiikseldigi gortilmiistiir.

Bu calisma kapsaminda iiretilen nanofiberlerin karakterize edilen 6zellikleri
degerlendirildiginde nanofiberlerin yiiksek bozunma sicakligi (257,62°C),
hidrofobikligi (105,7°) ve diisiik ¢ekme modiili (599,59 MPa) ozellikleri dikkat
cekmektedir. Literatiirde saf kiiltiirlerden elde edilen PHB ya da dogrudan ticari PHB
kullanilarak iiretilen nanofiberler 6zellikleri sebebiyle gida paketleme uygulamalari ve
biyomedikal uygulamalar i¢in onerilmistir [102], [104], [110], [112]. Fakat KMK ve
atik su kullanilarak elde edilen PHB’ler kullanilarak nanofiber iiretimi ¢alismalari
bulunmamaktadir. Bu ¢aligma kapsaminda elde edilen ¢ekme dayaniminin arttirilmasi
(kompozit nanofiberler) ile atik sularin aritilmasi (boya giderimi vb)[100], [113], hava
filtreleme uygulamalarinda [113], [114] ve gaz sensorlerinde [115] kullanilabilmesi

Onerilmektedir.
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Sekil 4.15: Nanofiberlerin ¢gekme mukavemeti-uzama grafigi.

Tablo 4.4: PHB-R2 Nanofiberinin ¢cekme testi sonuglari.

Ortalama

Cekme Cekme Kopma Kirilmadaki  tabaka

modiilii mukavemeti gerilmesi

Ornek (Mpa) (MPa) (MPa) uzama (%)  kalinhg
(E) (©) (o) (&) (sm)
PHB-R2-30 dk 5,19 0,67 0,14 34,76 30
PHB-R2-60 dk 1,88 0,57 0,26 31,66 70
PHB-R2-120 dk 133,80 2,99 1,97 6,37 160
PHB-R2-150 dk 599,59 22,21 4,43 25,54 150
Biyopolimer 77,58 2,75 0,55 11,50 20
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez c¢alismasi, attk su ve atitk camur kullanilarak, KMK’da PHA
depolanmasini, depolanan PHA’nIn yenilikgi ekstraksiyon yontemleri ile hiicre disina
cikarilmasint ve c¢ikarilan PHA’nn nanofiber iiretiminde kullanilmasi siirecindeki
proseslerin igletme parametrelerinin belirlenmesini kapsamaktadir.

Maya endiistrisi atik su aritma tesisi aktif camur prosesinden alinan aktif
camurun laboratuvar ortaminda, ayni endiistrinin atik suyu ile beslenmesi sonucu
mikroorganizmalarin depoladiklar1 PHA nin hiicre disina ¢ikarilmasi i¢in 3 farkl
ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. PHA depolayan bakteriler hasat edilerek
liyofilizasyon yontemi ile kurutulmustur. Biyokiitlede mikrobiyal tanimlama yapilarak
biyokiitle iginde 15 farkli tiir tespit edilmistir. Baskin tiirlerden biri olan Bacillus
cereus literatiirde, PHA depolamasinda da kullanilan tiirlerden biridir.

Calisma kapsaminda uygulanan ekstraksiyon yontemlerinden birincisi, solvent
ekstraksiyonudur ve tez kapsaminda gelistirilen diger ekstraksiyon yontemleri igin
referans olarak kullanilmak iizere uygulanmistir. Bu yontem i¢in kloroform ve DMC
olmak tizere iki farkli solvent kullanilmigtir. Kloroform PHA ekstraksiyonu i¢in en
cok kullanilan solventtir; fakat kloroformun toksik ozellikleri sebebiyle, alternatif
olabilecek solventler arastirilmaktadir. Bunlar arasinda DMC, c¢oziicii olarak ¢ok
yonliiligl ve insan sagligi i¢in diisiik toksisitesi nedeniyle PHA ekstraksiyonu i¢in
Kloroforma alternatif bir ¢oziicli olarak segilmistir. KMK’da depolanan PHA; DMC
ile %82 verimle, kloroform ile %95 verimle ekstrakte edilmistir. Sirasiyla %89 PHB
safliginda, 0,25 MDa molekiil agirliginda ve %84 PHB safliginda 0,22 MDa molekiil
agirhiginda biyopolimerler elde edilmistir. Polimerlerin FTIR spektrumlari ve termal
ozellikleri ticari PHB ile uyumludur.

Ikinci ekstraksiyon yontemi ise sCO. destekli ekstraksiyon ydntemidir. Bu
yontem literatiirde genellikle aromatik yaglarin c¢ikarilmast  proseslerinde
kullan1lmakla birlikte, biyokiitleden biyopolimer ekstrakte edilmesi i¢in de az sayida
calismada kullanilmistir. Bu tez kapsaminda sCO2 destekli ekstraksiyon
caligmalarinda, proses verimine, basing (100-300 bar), sicaklik (35-60°C), biyokiitle
miktart (1-4 gr), ekstraksiyon siiresi (15-120 dk) ve yardimci ¢oziicli olarak metanol
kullanimi parametrelerinin etkisi degerlendirilmistir. Proses verimini; basing ve

sicakligin, ekstrakte edilen biyokiitle ve ekstraksiyon siiresi parametrelerinden daha
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cok etkiledigi goriilmiistiir. Buna gore sCO> destekli ekstraksiyon prosesinde 2 gr
biyokiitlenin 200 barda 4 mL metanol ilavesi ile 15 dk ekstrakte edilmesinde %83
proses verimi ve %81 PHB safliginda 0,37 MDa molekiil agirliginda polimerler elde
edilmistir. Elde edilen polimerlerin FTIR ve TGA sonuglar ise ticari PHB ile
uyumludur.

Uygulanan {igiincii ekstraksiyon yontemi ise hidrodinamik kavitasyon destekli
ekstraksiyon yontemidir. Bu yontemde liyofilize camurun su ile hazirlanan ¢6zeltileri
kavitasyon reaktdriine beslenmistir. Iki farkli orifis plakasi ile farkli basing (2-6 bar),
stire (5-30 dk) ve yogunluk (0,5-2 g/L) parametreleri ile yapilan ¢aligmalarda, orifis-1
ile 5 dk’da orifis-17 ile de 10 dk’da maksimum proses verimine ulasildig1 goriilmistiir
(4 barda %72). Konsantrasyonun 0,5 g/L’den 2 g/L’ye artmasiyla ise verim %30
seviyelerine diismektedir. HK prosesi i¢in 6nemli parametrelerden olan kavitasyon
sayst orifis-1 ile 1-2 arasinda iken, orifis-17 ile basmncin artmasiyla 3’ten 7’ye
yiikselmektedir. Sonug olarak kavitasyon destekli ekstraksiyon g¢alismalarinda, tek
delikli orifis kullanilarak 0,5 g/L ¢6zelti yogunlugunda 5 dk proses siiresince, %72
verimle, %71 PHB safliginda, 0,17 MDa molekiil agirliginda polimerler elde
edilmistir. Elde edilen polimerlerin FTIR ve TGA sonuglari ise ticari PHB ile
uyumludur.

Ekstraksiyon caligmalarinin verim, saflik ve molekiil agirligi parametreleri
bakimindan karsilastirildigi Tablo 3.2°de kullanilan ekstraksiyon yonteminin, proses
verimi ile biyopolimerlerin fiziksel ve termokimyasal Ozelliklerini etkiledigi
goriilmektedir. Buna gore sCO2 ve SCO2-MeOH c¢alismalarinda verim ve PHB safligi
acisindan 6nemli bir farkin olmadig: fakat molekiil agirliginin metanol kullanimiyla
yiikseldigi goriilmektedir. Kavitasyon ¢alismalarinda ise hem proses veriminin hem de
elde edilen polimerin saflik ve My bakimindan diger ekstraksiyon proseslerinin
gerisinde kaldiginda goriilmektedir. Solvent ekstraksiyonunda kullanilan DMC ve
kloroform ile ise daha yliksek proses verimi alinmasina ragmen polimer safligi, sCO2
prosesinde elde edilen polimerden daha digiiktiir. Uygulanan ekstraksiyon
yontemlerinde elde edilen biitiin polimerler termal oOzellikleri bakimindan da
degerlendirildiginde en yiiksek bozunma sicakliginin MeOH-sCO> prosesi ile elde
edildigi gortlmistiir. Bu durumda, sSCO2-MeOH prosesinde elde edilen biyopolimerler
kullanilarak nanofiber iiretim ¢aligmalar1 yapilmistir.

Nanofiberler yliksek porozite ve genis yiizey alan1 6zellikleri ile enerji, saglik ve

cevre konularinda uygulama alani bulmaktadir. Nanofiber iiretiminde en yaygin
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kullanilan yontem elektroegirme yontemidir. SCO> destekli ekstraksiyon prosesi ile
ekstrakte edilen ortalama %78 PHB safligindaki biyopolimerin elektroegirme
prosesinde nanofiber tiretiminde kullanilmasiyla elde edilen nanofiberlerin morfolojik,
kimyasal, termal ve mekanik 6zellikleri arastirnllmistir. Elde edilen nanofiberlerin
karakterizasyonlar1 incelendiginde, atik Su aritma g¢amurlarindan ekstrakte edilen
polimer ile iiretilen nanofiberlerin ticari PHB polimerinden elde edilen nanofiberler ile
benzer Ozellikler gosterdigi gézlemlenmistir. SEM analizlerinde nanofiberlerin
mikrometre mertebesinde ince uzun ipliksi seklinde yapilar1 gozlemlenmistir. Uretilen
nanofiberlerin karakterize edilen o&zellikleri degerlendirildiginde nanofiberlerin
yiiksek bozunma sicakligi (257,62°C), hidrofobikligi (105,7°) ve diisiik cekme modiilii
(599,59 MPa) 6zellikleri dikkat ¢ekmektedir.

Nanofiberlerin {iretim kaynaklarindan biri olan polimerlerin atik Su aritma
camurlarindan geri kazanilarak kullanilmasi hem maliyet azaltilmas1 hem de atiklarin
degerlendirilmesi agisindan onemlidir. Atiklardan elde edilen nanofiberlerin gesitli
safsizliklar igermesi (endotoksinler, protein, yag DNA) ve heniliz arastirmasi
yapilmamis toksik etkilerinin olabilmesi durumu PHB nanofiberlerinin uygulama
alanlarimi kisitlamaktadir. Atiktan iiretilen polimerler ile elde edilen nanofiberlerin
kullanim alan1 ¢evre mithendisligi uygulamalarina yonelmektedir. Nanofiberler ¢cevre
miihendisligi uygulamalarinda hava filtrasyon sistemleri, toz tutma sistemleri, i¢ ortam
hava filtrasyonu, ara¢ kabin filtreleri, sivilarin filtrasyonu, agir metallerin ve organik
bilesiklerin adsorpsiyonu ve sivi/gaz alanlarinda sensor iiretimi gibi birden fazla
uygulama alan1 bulmaktadir.

Calisma kapsaminda elde edilen nanofiberlerin mekanik 6zelliklerinin
gelistirilmesi icin kompozit malzeme iiretimi ¢alismalar1 devam etmektedir. Uretilen
kompozit PHB-nanofiberinin ¢evre miihendisligi ¢alismalarinda  kullanimi
degerlendirilecektir.

Sonug olarak, atiklarin degerlendirilerek PHA bazli biyopolimer iiretilmesi ve
bu polimerler kullanilarak nanofiber elde edilmesi c¢alismalar1 siirdiiriilebilir
biyoekonomi cergevesinde, siirdiiriilebilir bir gelecek i¢in 6nemli sonuglar ortaya

cikarmustir.
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Ek B: sCO: ile PHB Ekstraksiyonu icin Metot Gelistirilmesinde
Yapilan On Cahismalar

Metodoloji

sCO. ekstraksiyonu sonucunda elde edilen biyopolimerin karakterizasyon
caligmalarinin yapilmasi gereklidir. Bu sebeple, reaksiyon sonucunda, biyokiitleden
¢ikarilan biyopolimerin NPCM’i de igeren ortamdan alinmasi i¢in iki yontem
kullanilmigtir. Bu yontemlerden ilki, ekstraksiyon sonrasinda reaktoriin kloroform ile
yikanmasi ve ortaya c¢ikan polimerin kloroformda tutulmasidir. Diger yontemde ise
reaktor saf su ile yikanmis ve kademeli santrifiij ile biyopolimer ortamdan ayrilmstir.
Yontemlerin sematik gosterimi Sekil E.1’de verilmistir. Kloroform ile tutulma
yontemi detaylar1 3.2.2°de verilmistir. Coziicii olarak suyun kullanilmasi durumunda
ise, reaktorden aliman cam, biyokiitle kalintilar1 ve polimeri igeren karisim bir sise
icerisinde 100 mL su ile ¢alkalanir ve ayirma hunisinde alinir. Cam boncuklar
ayrildiktan sonra biyokiitle-su karisimi 5000 rpm’de 5 dk santrifiij edilir. Bbylece
polimere gore daha agir ve biiylik partikiiller ilk santrifiijjde ¢Okelmesi beklenir.
Biyokiitle ayrildiktan sonra, kalan sivi faz 9000 rpm’de 30 dk santrifiij edilir. Bu
santriflij sonras1 da biyopolimerin ¢cokmesi beklenmektedir. Kalan tiim fazlar: ¢oken
kat1 faz (biyokiitle ve biyopolimer) ile siv1 fazda FTIR analizi yapilmistir. Kat1 fazlar
ile GC-FID’de PHB analizi yapilmustir.

Sonug¢ ve Tartisma

Kademeli santrifiij islemleri sonrasi elde edilen biyokiitle kalintilari, beyaz
polimer ¢okeltisi ve kalan su fazlarinin PHB igerip icermedigini bag yapisina gore
yorumlamak i¢in FTIR analizi yapilmistir. Buna goére Sekil E2-Sekil E4 arasinda
verilen grafiklerde 1700 cm™ civarinda elde edilen karakteristik PHB piki (C=0) tiim
fazlarda PHB oldugunu gostermektedir. Ayrica elde edilen biyopolimer ile GC-FID’de
PHB analizi yapilarak %37 PHB igerdigi saptanmistir. Buradaki en 6nemli bulgu,
suda ¢oziinmeyen polimerin santriflij yontemiyle sudan ¢oktiiriilerek ayrilabilmesidir.
Fakat elde edilen polimerin diisiik saflikta olmas1 ve proseste kademeli santrifiijler

sirasinda kayiplar olmasi sebebiyle bu metot uygulanmaya devam edilmemistir.
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Sekil E.1: sSCO; ekstraksiyonu ile biyokiitleden biyopolimer geri kazanimi akim
semas.
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Sekil E.2: Santrifiijle elde edilen biyopolimerin FTIR spektrumu.
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Sekil E.3: Santrifiij sonrasi kalan su faz1 FTIR spektrumu.
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Sekil E.4: Santrifiij sonrast ¢oken biyokiitle kalintilarinin FTIR spektrumu.

Ek C: GC-FID’de PHB Kalibrasyonu

Biyokiitledeki ve biyopolimerlerde % PHB oranmi tayin edebilmek asidik
metanol ortaminda parcalama metoduyla elde edilen 2-hidroksi asidin metil esteri
PHB markaji1 olarak GC-FID’de PHB tayininde kullanilmistir. Internal standard (IS)
olarak kullanilan benzoik asit 9.093. dakikada ve PHB 7.577. dakikada goriilmiistiir.
Kalibrasyon egrisi ve kalibrasyon degerleri Sekil E.5 ve Tablo E.1’de verilmistir.
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Tablo E.1: PHB tayininde kullanilan kalibrasyon egrisi verileri.

PHB STD IS PHB STD IS
konsantrasyon konsantrasyon
Alani Alani
(mg) (mg)
0.2 0.4 150.3938 320.5555
0.5 0.4 192.3172 333.2566
1.0 0.4 611.9143 326.7334
2.0 0.4 314.1323 330.3047
4.0 04 1160.667 304.141
6.0 0.4 1733.956 348.2041
FHE, FID1 &

Area Ratio = 0.23333147AmtR atit

Araa Ratio -|Rel. Resi{1): 28.580

i

8]
Lol 1o

i

=

Comelation: 0.99550
r E [ ' ; r

10 Amount Ratio

[ e

Sekil E.5: PHB tayininde kullanilan kalibrasyon egrisi.



