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ÖZET 

 

Bu çalışmada, mikroorganizmaların yaşam döngülerinde depoladıkları hücre içi 

granüler polihidroksialkanaotların (PHA) yenilikçi ekstraksiyon yöntemleri ile hücre 

dışına çıkarılması ve PHA-biyopolimerinin nanofiber üretiminde kullanılması süreci 

değerlendirilmiştir. 

Maya endüstrisi atık su arıtma tesisi aktif çamur prosesinden alınan aktif çamurun 

laboratuvar ortamında, aynı endüstrinin atık suyu ile beslenmesi sonucu 

mikroorganizmaların depoladıkları PHA’nın hücre dışına çıkarılması için 3 farklı 

ekstraksiyon yöntemi kullanılmıştır: Solvent ekstraksiyonu, karışık mikrobiyal 

kültürden PHB ekstraksiyonu için ilk defa kullanılan süperkritik CO2 prosesi ve PHA 

ekstraksiyonu için ilk defa kullanılan hidrodinamik kavitasyon prosesi. 

 Ekstraksiyon çalışmaları verim, saflık ve molekül ağırlığı parametreleri 

bakımından karşılaştırıldığında kullanılan ekstraksiyon yönteminin, proses verimini 

ve biyopolimerlerin fiziksel ve termokimyasal özelliklerini etkilediği görülmektedir. 

En yüksek ekstraksiyon verimi ve elde edilen polimer malzemenin özellikleri 

bakımından diğer proseslere göre daha üstün polimerin elde edildiği sCO2 prosesinde 

ekstrakte edilen biyopolimer kullanılarak nanofiber üretim çalışmaları yapılmıştır.  

sCO2 ile ekstraksiyon prosesinde elde edilen ortalama 78% PHB saflığındaki 

biyopolimer elektroeğirme prosesinde nanofiber üretiminde kullanılmıştır. Üretilen 

nanofiberlerin morfolojik, kimyasal, termal ve mekanik özellikleri araştırılmıştır. SEM 

analizlerinde nanofiberlerin mikrometre mertebesinde ince uzun ipliksi şeklinde 

yapıları gözlemlenmiştir. 

Atıklar kullanılarak biyopolimer bazlı yeni ürün elde edilmesi sürecinde karışık 

mikrobiyal kültürde PHA üretimi, üretilen PHA’nın hücreden ekstraksiyonu ve elde 

edilen PHA-biyopolimerinden nanofiber malzeme üretimi aşamalarındaki proses 

parametreleri incelenmiş olup, bir atık değerlendirme prosesi yürütülmüştür. 

 

 

 

 

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

Süperkritik Ekstraksiyon. 
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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 CO2 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 sCO2 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. GİRİŞ 

Günümüzde her alanda kullanılan plastiklerin aslında yaygınlaşmaya başlaması 

yakın geçmişe, 1950’lere dayanmaktadır [1]. Plastiklerin hammaddesi fossil 

hidrokarbonlar olması sebebiyle doğada biyolojik olarak parçalanamazlar. Düzenli 

depolama sahalarında ya da yakma işlemleri ile bertaraf edilebilirler. Bertaraf 

edilmeyen plastik atıklar ise doğaya saçılmaktadır. Plastik kullanımının günümüze 

kadar olan artış hızı ile devam edeceği düşünüldüğünde 2050 yılında 9050 Mt plastik 

atık geri dönüştürüleceği, 12.000 Mt yakılacağı ve 12.000 Mt düzenli depolama 

sahalarında depolanacağı ya da doğaya yayılacağı tahmin edilmektedir[1]. Son 

zamanlarda geri dönüşüm proseslerine verilen önem ve toplumda farkındalık 

oluşmasına rağmen kullanılmaktan vazgeçilemeyen plastikler için doğaya dost 

alternatifler bulunması gereklidir. Bu kapsamda biyopolimerler ön plana çıkmaktadır. 

Biyopolimerler temel olarak biyo-bazlı ve/veya biyobozunur olarak 

sınıflandırılır. Tüm biyo-bazlı plastikler biyo-bozunur değildir ve benzer şekilde tüm 

biyo-bozunur plastikler de biyo-bazlı değildir. Karbon yapı taşına göre biyo-bazlı 

olarak adlandırılırken, doğru çevre koşullarında ve mikroorganizmalar tarafından 

parçalanabildiklerinde biyo-bozunur olarak adlandırılırlar. Örneğin; polietilen (PE), 

polipropilen (PP) ve polivinilklorür (PVC) gibi petrol bazlı üretilen ve küresel anlamda 

çok yaygın kullanıma sahip ticari plastikler de yenilenebilir kaynaklardan elde 

edilmektedir fakat biyo-bozunur değillerdir. Biyo-bazlı ve biyo-bozunur plastikler 

sınıfında ise nişasta ve selüloz türevleri, polilaktik asit (PLA) ve 

polihidroksialkanoatlar (PHA) ön plana çıkmaktadır [2]. 

PHA’lar petrol türevli olan polimerlere benzerlikleri ile dikkat çekmektedir ve 

biyomedikal implantlarda, biyokompozitlerde, tekstilde ve paketleme malzemelerinde 

uygulama alanı bulmaktadır [3]. Buna rağmen, PHA üretiminin, petrol türevli 

plastiklerin üretiminden daha pahalı olması (PHA için 2,2–5 €/kg iken petrol türevi 

polimerler için < 1 €/kg) sebebiyle kullanım alanları kısıtlı kalmaktadır [4]. Üretim 

maaliyetinin fazla olmasındaki en önemli sebeplerden biri glukoz, fruktoz, propiyonik 

asit gibi saf substratların kullanılmasıdır [5], [6]. Üretim maaliyetini azaltmak için 

atıkların değerlendirilmesi ön plana çıkmaktadır ve bu sayede PHA üretim maaliyeti 

%40-50 oranında azaltılabilmektedir [3]. PHA’ların elde edilme prosesindeki diğer 

önemli basamak ise hücrede sitoplazmada granüler halde bulunan PHA’nın 



 

 

2 
 

ekstraksiyon/saflaştırma aşamasıdır. Bu aşamada da maaliyet gereksinimleri ve elde 

edilmek istenen ürünün uygulama alanına göre saflığı da gözönüne alınarak 

yönlendirilen çalışmalar devam etmektedir. Elde edilen PHA’ların mekanik 

özelliklerinin, PHA bazlı nanofiberler elde edilerek iyileştirilmesi, bu malzemelerin 

daha geniş kullanım alanı bulmasına da katkı sağlamaktadır. Atıkların 

değerlendirilerek PHA üretilmesi ve bu polimerler kullanılarak nanofiber elde 

edilmesi çalışmaları da sürdürülebilir biyoekonomi çerçevesinde, sürdürülebilir bir 

gelecek için önemli sonuçlar ortaya çıkarmaktadır. 

1.1. Tezin Amacı, Katkısı ve İçeriği 

Bu tezin amacı, mikroorganizmaların depoladıkları PHA’yı hücre dışına 

çıkarabilmek için, solvent ekstraksiyonuna alternatif olarak kullanılabilecek yenilikçi 

yöntemler geliştirilmesidir. Atık değerlendirme konseptinden yola çıkarak, aktif 

çamur sisteminden alınan karışık kültür mikroorganizma, maya endüstrisi atık suyu ile 

uygun koşullarda beslenerek PHA depolayan biyokütle hasat edilmiş ve kurutularak 

bu çalışma kapsamındaki ekstraksiyon yöntemlerinde kullanılmıştır. Ekstraksiyonda, 

yeşil teknoloji kapsamında olan süperkritik karbondioksit destekli ekstraksiyon ve 

hidrodinamik kavitasyon destekli ekstraksiyon yöntemleri ile bu yöntemlere referans 

olması açısından solvent ekstraksiyonu uygulanmıştır. Elde edilen biyopolimerler ile 

nanofiber üretimi yapılmıştır. Üretilen nanofiberlerin malzeme karakterizasyonu 

yapılarak, kullanılabilecek uygulama alanları değerlendirilmiştir. Tez kapsamında 

yapılan çalışmalar için akım şeması Şekil 1.1’de verilmiştir. 

 

 
 

Şekil 1.1 : Tez kapsamında yapılan çalışmalar için akım şeması. 
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2. BİYOPOLİMER ÜRETİMİ 

2.1. Giriş 

Birçok endüstriyel süreç, atıkları değerli ürünlere veya enerji kaynaklarına 

dönüştürmeye çalışmaktadır. Atık değerlendirme ürünleri olarak en çok araştırılan 

biyopolimerler PHA’lardır [7], [8]. PHA'lar çeşitli mikrobiyal türler tarafından üretilir 

ve genellikle nütrient eksikliği koşullarında karbon rezervleri olarak biriktirilir. 

Nütrient ihtiyacı sağlandığında ise biriken PHA hücreler tarafından büyümeleri için 

kullanılır. PHA'lar hücrelerin içinde granüller halinde birikir ve miktarları hücre kuru 

ağırlığının (CDW) %1 ila %90'ı arasında değişebilir [9]. 

PHA’lar 3-, 4-, 5- ve 6-hidroksialkanoik asitlerin polyesterleridir ve genel yapısı 

Şekil 2.1’de verilmiştir [10]. PHA’lar zincirdeki karbon sayılarına göre kısa, orta ve 

uzun (scl, mcl, lcl) zincirli olmak üzere 3 sınıfta incelenmektedir 5 karbondan az 

olanlar scl, 5-14 karbonlular mcl, 14 karbondan fazla olanlar ise lcl olarak 

sınıflandırılmaktadır (Tablo 2.1) [11]. 3-hidroksivalerat ve 3-hidroksibütirat scl-

PHA’ya, 3-hidroksidekanoat mcl-PHA’ya örnek verilebilir [12]. Mcl-PHA’lar ve scl-

PHA’ların özellikleri birbiriden farklıdır. scl-PHA’lar kırılgan ve erime noktaları 173-

180oC arasında iken mcl-PHA’ların erime noktaları daha düşük 39-61oC ve 

kristallikleri daha düşük olduğundan scl-PHA’lara göre daha esnektirler [13]. 

 

 
 

Şekil 2.1:PHA’ların genel yapısı ve türleri. 
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PHA'ların en yaygın temsilcisi poli(3-hidroksibütirat) veya PHB’dir. PHB yüksek 

oranda kristal yapıdadır ve yüksek kırılganlığı nedeniyle zayıf mekanik özellikleri 

olması birçok uygulamada kullanımını engellenmektedir. Öte yandan, tüm PHA 

kopolimerleri arasında en umut verici malzemelerden biri, PHB biyopolimerine 3-

hidroksivalerat (HV) birimlerinin eklenmesinden kaynaklanan ve genellikle PHBV 

veya PHBHV olarak kısaltılan poli (3-hidroksibütirat-ko-3-hidroksivalerat) 

biyopolimeridir[10]. PHA'ların araştırılması ve üretimi ile ilgilenen uluslararası 

şirketlerden bazıları Tablo 2.2'de özetlenmiştir [10], [14]. 

 

Tablo 2.1: PHA’ların sınıflandırılması ve fiziksel özellikleri.  

 

Tür 
C atomu 

sayısı 
Fiziksel özellik 

scl-PHA (kısa zincirli PHA) 3-5 
Termoplastik, sert 

kırılgan ve kristal 

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

lclPHA (uzun zincirli PHA) >14 - 
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Tablo 2.2: PHA’ların araştırılması ve üretimi ile ilgilenen uluslararası şirketler. 

 

Ürün 

adı 
PHA türü Firma adı Uygulama 

Biopol P(3HB-co-3HV) Matabolix, ABD Paketleme 

Nodax P(3HB-co-3HHx) Procter&Gamble, ABD Paketleme 

ENMAT P(3HB-co-3HV) Tianan Biologic 

Material, Çin 
Hammadde 

- - Tepha, ABD Medikal implant 

- P(3HB) Chemie Linz, 

Avusturya 

Paketleme ve ilaç 

taşınımı 

Biomer P(3HB) Biotechnology Co., 

Almanya 

Paketleme ve ilaç 

taşınımı 

Biogreen P(3HB) Mitsubishi GAS 

Chemical, Japonya 
Paketleme 

- - Bio-On, İtalya Hammadde 

- 

P(3HB), 

P(3HB-co-3HV) 

BASF, Almanya Ecoflex ile karışım 

Biocycle P(3HB) PHB Industrial S/A 

company, Brezilya 
Hammadde 

- P(3HB-co-4HB) Tianjin Green 

Bioscience, Çin 

Hammadde ve 

Paketleme 
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PHA üretim süreci temel olarak üç adımdan oluşmaktadır: 1) Fermentasyon 

aşaması; PHA üretimi için en çok tercih edilen substratlar olan uçucu yağ asitlerinin 

(UYA) üretimi, 2) Zenginleştirme: organik karbon giderme işlemi yoluyla PHA 

biriktiren mikroorganizmaların çoğaltıldığı aşama 3) Biriktirme: PHA açısından 

zengin biyokütlenin hasat edildiği aşama [15]. Zenginleştirme aşamasının işleyişi 

PHA birikim verimliliğini etkilemektedir ve temel amacı, PHA depolayan kültürü 

mümkün olan en yüksek verimlilikte çalıştırmaktır [16]. Bu aşamada genellikle 

bolluk/kıtlık prensibi uygulanır. Substrat varlığında mikroorganizmalar bu substratı 

depolama ya da üreme amaçları için kullanabilirler. Eğer ortam koşulları üreme için 

uygun değilse, örneğin; gerekli nürientler ya da enzimler ortamda yoksa, substratı 

depolamaya başlarlar. Tüm substrat kaynakları bittiğinde ise depoladıklarını 

kullanmaya başlarlar. Çalışmalar aerobik şartlarda bolluk/kıtlık rejimi uygulanarak 

bakterilerin PHA depolama kapasitelerinin arttığını göstermiştir [17]. Kıtlık 

döneminde üreme için gerekli hücre içi bileşenler ve enzimler azalır ve bu dönemin 

ardından gelen bolluk döneminde ise fazla substratı hemen bünyelerine alırlar. Ama 

üreme için gerekli hücre içi bileşenler hala maksimuma ulaşmadıkları için üreme 

olmaz bunun yerine depolanan substrat hücre büyümesi ve gelişimi için kullanılır. Bu 

sebeple bolluk/kıtlık rejiminde işletilen bir proseste mikroorganizmaların PHA 

depolamaları arttırılmaktadır.  

Polimer depolama verimi reaktörde işletme şartlarına (substrat konsantrasyonu, 

organik yükleme hızı, karbon/azot oranı, çamur bekletme süresi, pH ve sıcaklık) göre 

farklılık göstermektedir. Substrat konsantrasyonu ve PHA depolama veriminin doğru 

orantılı olduğu [18], [19] ve kısa çamur bekletme sürelerinin uzun sürelere göre daha 

verimli olduğu [20] yapılan çalışmalarda gösterilmiştir. Bunun yanında bazı 

çalışmalarda kısıtlı nütrient ortamında (C/N oranı yüksek) PHA depolama veriminin 

daha yüksek olduğu görülürken [21] bazı çalışmalarda ise bu oranın pek de etkili 

olmadığı görülmüştür [22]. Depolama verimini ve biyopolimerin özelliklerini 

etkileyen parametrelerden biri de substrat türüdür. Ucuz karbon kaynakları (peyniraltı 

suyu, nişasta, malt, soya atıkları) kullanılarak PHA’lar depolanabilir. Fakat şekerli 

hammaddeler hücrelerde doğrudan PHA olarak depolanamadığından öncelikle 

fermante edilmeleri gereklidir. Mikroorganizmalar karbonu bünyelerine uçucu yağ 

asitlerinden alarak PHA depolarlar. Bu da yapılan birçok çalışmada neden organik 

asitlerin kullanıldığının bir göstergesidir [23].  
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Literatürde yer alan çalışmaların çoğunda, biyopolimer üretimi için asetat, 

valerat, propiyonat, bütirat veya laktat gibi organik asitlerden oluşan sentetik 

substratlar ve saf mikroorganizma kültürleri kullanılmaktadır [24], [25]. Sentetik 

substratlar ve saf mikrobiyal kültürler ile yüksek PHA içeriği elde edilse de endüstriyel 

atık sular ve aktif çamur, PHA üretimi için düşük maliyetli alternatifler olarak 

gündemdedir. 

PHA’ların üretiminde Cupriavidus sp, Ralstonia eutropha, Bacillus cereus, ve 

Bacillus megaterium gibi birçok saf kültür kullanılmıştır [26].Yapılan çalışmalar, 

karışık mikrobiyal kültürün (KMK) saf kültürle benzer PHA içerikleri (%30-80) 

ürettiğini göstermiştir [27], [28]. Bununla birlikte, zenginleştirme için atık su 

kullanılan çalışmalardan narenciye atık suyu ile %38 PHA, [29] şarap atık su ile %23 

PHA [30] ve ahşap hidrolizatları ile %27 PHA [31] içeriği elde edilmiştir. Ayrıca, 

Bhalerao ve arkadaşları [24] zenginleştirme reaktöründe sentetik ortam ve biriktirme 

reaktöründe maya endüstrisi atık suyu kullanarak %72 PHA biriktirme verimi elde 

etmiştir. Ospina-Betancourth ve arkadaşları ise [32] maya endüstrisi aktif çamuru ile 

hem zenginleştirme hem de biriktirme reaktörlerinde sentetik ortam kullanarak %17 

PHB biriktirme verimi elde etmiştir. 

Tez çalışmasının bu bölümünde, ekstraksiyon çalışmalarında kullanılmak üzere 

gerekli olan PHA depolamış biyokütlenin elde edilmesi için, tek aşamalı reaktör 

sistemi kullanılmıştır. Zengin UYA içeriği nedeniyle anaerobik olarak arıtılmış bir 

maya endüstrisi atık suyu (MAS) besleme akışı olarak kullanılmıştır.  

2.2. Metodoloji 

2.2.1. PHA biriktirme çalışmalarında SKR işletilmesi 

Çalışmalarda kullanılan aktif çamur Kocaeli’de bulunan bir maya üretim 

endüstrisi atık su arıtma tesisinin havalandırma tankından alınmıştır. Substrat olarak 

ise aynı tesisin anaerobik arıtma tankından alınan çıkış suyu kullanılmıştır. Atık su 

karakterizasyonu Tablo 2.3’de verilmiştir.  
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Tablo 2.3: Maya endüstrisi atık suyu karakterizasyonu. 

 

Parametre Değer 

pH 7.5-7.88 

Kimyasal oksijen ihtiyacı (KOİ) (mg/L) 2500-3430 

∑N (mg/L) 100-200 

∑P (mg/L) 6.7-21.9 

Askıda katı madde (AKM) (mg/L) 450-500 

∑ UYA (mg/L) 950-3000 

Asetik asit 90% 

Bütirik asit 3% 

Izobütirik asit 2% 

i-valerik asit 1% 

Valerik asit 1% 

 

Bu doktora tezinin yürütüldüğü çalışma grubunun öncü çalışmalarında, farklı 

çamur yaşları ve organik yüklemeler ile yapılan biriktirme denemelerinde çamur yaşı 

4 gün ve organik yükleme hızı 2 g KOİ/L.gün olan reaktörde en yüksek PHB depolama 

verimi elde edilmiştir [33]. Bu sebeple, bu çalışma kapsamında gerekli olan PHA 

depolamış biyokütlenin elde edilmesi için çamur yaşı 4 gün olan reaktör işletilmeye 

ve çamur hasat edilmeye devam edilmiştir. 

Şekil 2.2’de görülen reaktör düzeneğinde, besleme zamanı geldiğinde, atık su 

besleme tankına doldurularak pompalar yardımıyla havalandırma havuzuna 

beslenmiştir. Havalandırma havuzu 2 g KOİ/L.gün organik yüküyle 24 saatlik döngü 

süresinde çalıştırılmıştır. Besleme, aerobik ve çamur deşarjı aşamalarından oluşan 

reaktör işletimi süresince çöktürme aşaması gerçekleştirilmemiş ve fazla biyokütle 

karışık likör ile uzaklaştırılmıştır. Havalandırma reaktöründe çözünmüş oksijen (ÇO), 

bir ÇO probu (Hamilton, VisiWater DO P Arc 120 FC10) kullanılarak gerçek zamanlı 

olarak izlenmiştir. Pompalar substrat beslemesi ve atık su/çamur deşarjı için 

kullanılmıştır. Reaktörü substrat konsantrasyonundaki dalgalanmalardan korumak ve 

sabit bir KOİ sağlamak için, atık suya, beslemeden önce gerekli miktarda sodyum 

asetat takviyesi yapılmıştır. MAS’ın UYA konsantrasyonunun %90 oranında asetik 

aside bağlı olduğu göz önüne alınmıştır. İşlem sırasında, MAS’daki karbon, azot ve 
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fosfor oranı (360/15/1) mikrobiyal büyüme için yeterli olduğundan ekstra besin 

maddesi veya eser element eklenmemiş veya takibi yapılmamıştır. 

Mikroorganizma konsantrasyonu, askıda ve uçucu askıda katı madde analizleri 

ile (AKM ve UAKM) takip edilmiştir. Ayrıca, her döngüde substrat tüketimini analiz 

etmek için KOİ tayini yapılmıştır. Bolluk döneminin sonunu da işaret eden substrat 

tükenme zamanı, ÇO profili ile tespit edilmiştir. Bolluk süresinin sonunda alınan 

biyokütlede PHB içeriği analiz edilmiştir. 

 

 
 

Şekil 2.2: PHA üretiminde kullanılan reaktör düzeneği. 

2.2.2. Analiz yöntemleri 

Kimyasal oksijen ihtiyacı (KOİ), askıda katı madde (AKM) ve uçucu askıda katı 

madde (UAKM) standard metot prosedürüne göre yapılmıştır [34]. 

2.2.2.1 Biyokütlede PHB tayini 

 

GC-FID’de PHB tayini için metanoliz yöntemi kullanılmıştır. Metanoliz, 

granüler polimer ya da liyofilize biyokütlenin asidik metanol çözeltisi (%1-4 w/v) ile 

solvent olarak kloroform varlığında 4-8 saat ısıl işlem görmesine, ardından faz 

ayrımında su kullanılarak organik fazın analiz edilmesi işlemine dayanır. Şekil 2.3’de 

PHA’ların metanolizi ile elde edilerek GC’de analiz edilebilen tür görülmektedir [35]. 
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Bu analizde uygulanan yöntem şu şekildedir: %3 (v/v) H2SO4 ve 25 mg benzoik 

asit metanolde hazırlanarak, parçalama çözeltisi elde edilir. 10 mg kuru biyokütle 5 

mL’lik basınca dayanıklı bir viale koyulur. Üzerine 2 mL parçalama çözeltisi ve 2 mL 

kloroform eklenir. Kapağı kapatılan vial 100 C’de 3,5 saat ısıtılır. Termal işlem 

sonrasında vial oda sıcaklığına geldikten sonra 2 mL distile su eklenir ve vial 

çalkalanır. Vial birkaç dk faz ayrımı için bekletilir. Son olarak organik faz GC vialine 

alınarak analize hazır hale gelmiş olur. GC sıcaklık metodu ise literatürde kullanılan 

birçok metot ile benzer çalışmalar yapıldıktan sonra belirlenmiş olup, şu şekildedir: 

Fırın başlangıç sıcaklığı 80°C (1 dk), 20°C/dk yükselişle 160°C’ye (1 dk), 10°C/dk 

yükselişle 240°C’ye (2 dk). GC-FID’de Carbowax kolon (30 m, 0,53 mm) 

kullanılmıştır. 

GC-FID’de PHB kalibrasyon aralığı 1-8 mg olarak belirlenmiştir. Buna göre 

standartlar parçalamanın yapılacağı tüplere 1-2-4-6-8 mg olacak şekilde tartılarak 2 

mL parçalama çözeltisi ve 2 mL kloroform eklendikten sonra 105°C’de 3,5 saat ısıl 

işlem uygulanmıştır. Tüpler, çeker ocak içinde oda sıcaklığına geldikten sonra 2 mL 

saf su ekleyip çalkalanmış ve faz ayrımı için bırakılmıştır. Faz ayrımı görülünce, altta 

kalan organik faz pastör pipeti ile GC viallerine aktarılmış ve analiz edilmiştir. 

Kalibrasyon eğrisi ve analiz detayları Ek C’de verilmiştir. 

 

 
 

Şekil 2.3: PHA’ların metanolizi ile elde edilen GC’de tespit edilen PHA markacı. 

 

2.2.2.2 Bakteriyel tanımlama 

 

En yüksek PHB depolama veriminin alındığı durumda ortamdaki baskın bakteri 

türünü tanımlamak amacıyla bakteriyolojik analiz yapılmıştır.  
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Mikroorganizmaların izolasyonu, izolatların korunması ve aktivasyonu, DNA 

izolasyonu, 16S/ITS PCR ve filogenetik analiz Aquatayf Biyoteknoloji 

Laboratuvarlarında (İTÜ Teknokent, İstanbul, Türkiye) gerçekleştirilmiştir. Türleri 

ayırt etmek için Sanger dizilemesinden elde edilen Forward ve Reverse dizileri NCBI 

BLAST ile karşılaştırılmış ve BioEdit dizi hizalama editörü v7.2.5 (12/11/2013) ile 

hizalanmıştır. Filogenetik ağaç inşası, MEGA-X sürüm 11.0.8'de (TamuraNixon, 

202113 Rossi RJ, 2018) 1000 bootstrap replikasyonu ile Maksimum Olabilirlik-

Likelihood yöntemi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Filogenetik analizler Aquatayf 

Biyoteknoloji Laboratuvarları, İstanbul, Türkiye tarafından tamamlanmıştır. Sanger 

dizilimi NCBI BLAST ile karşılaştırılmış ve BioEdit dizi hizalama editörü v7.2.5 

(12/11/2013) ile hizalanmıştır. MEGA-X sürüm 10.2.2. Filogenetik analiz için komşu-

birleştirme yöntemi ve 1000 bootstrap değeri kullanılmıştır. 

2.2.3. Hesaplamalar 

Biyokütledeki PHB içeriği Eşitlik 2.1’e göre hesaplanmıştır. Burada mPHB; 

GC’de tayin edilen PHB ve mbiyokütle; GC’de analiz için parçalama reaksiyonunda 

kullanılan biyokütle miktarıdır (10 mg). 

 

 

(2.1)  

 

2.3. Sonuçlar ve Tartışma 

Bu çalışmada en yüksek PHB içeriğine sahip biyokütledeki mikrobiyal 

topluluğun kompozisyonunu tanımlamak için çamur yaşı 4 gün olan 2 g KOİ/L.gün 

organik yükleme koşullarında çalışan reaktörde, 3 aylık işletme süresinden sonra 

bakteri topluluğu analizi yapılmıştır. Reaktördeki bakteri dağılımına göre (Şekil 2.4) 

Bacillus cereus, Corynebacterium efficiens ve Pannonibacter phragmitetus olmak 

üzere üç farklı baskın tür elde edilmiştir. Reaktörün bu üç bakteri ile yaklaşık %45 

oranında zenginleştirildiği söylenebilir (her biri reaktörde %15 bolluktadır). 

 

𝑃𝐻𝐵 𝑖ç𝑒𝑟𝑖ğ𝑖  % =
𝑚𝑃𝐻𝐵

𝑚𝑏𝑖𝑦𝑜𝑘ü𝑡𝑙𝑒
× 100 
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Şekil 2.4: Bakteriyel toplulukların reaktörde bulunma oranları. 

 

Şekil 2.5’de KOİ ve AKM bakımından dengeye gelmiş reaktörde, ÇO, KOİ ve 

PHB içeriğinin 24 saatlik döngü boyunca değişimi görülmektedir. AKM’nin 2730 

mg/L, UAKM’nin 1430 mg/L olduğu reaktörde PHB içeriği %30,18 olarak elde 

edilmiştir. 

PHA üretim çalışmalarının devam ettiği süre boyunca reaktörden hasat edilen ve 

PHB içeriği dağılımı Şekil 2.6’da verilen çamurlar liyofilizasyon yöntemi ile 

kurutularak muhafaza edilmiş ve ekstraksiyon çalışmalarında kullanılmıştır. 
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Şekil 2.5: PHA üretim reaktöründe ÇO, KOİ ve PHB takibi. 
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Şekil 2.6: PHA üretim reaktöründen hasat edilen biyokütlelerdeki PHB içeriği 

dağılımı. 
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3. BİYOPOLİMER EKSTRAKSİYONU 

3.1. Giriş 

PHA ekstraksiyonu, hücrede depolanan PHA’nın hücre dışında çıkarılması için 

uygulanan ayırma prosesleridir. Bu proses PHA depolamada kullanılan 

mikroorganizma türüne ve substrat çeşidine farklılıklar göstermektedir [11]. Hücre 

içinde granüler yapıda olan PHA’yı hücre dışında çıkarabilmek için öncelikle hücrenin 

parçalanması ve sonra da parçalama sonrası ortaya çıkan diğer bileşenlerden PHA’nın 

ayrılması gerekir. Hücrenin yapısı polipeptitler, DNA, RNA ve peptidogligandan 

oluştuğu için hücrenin parçalanması ile ortama PHA ile birlikte bu bileşenler de 

salınmaktadır (Şekil 3.1). [36]. PHA haricindeki bu maddeler literatürde biyokütle 

kalıntıları (NPCM) olarak adlandırılmaktadır [11].  PHA’yı bu bileşenler arasından 

ayırmak için ise iki yöntem vardır: PHA’nın çözdürülmesi ve biyokütle kalıntılarının 

çöktürülmesi [37]. Ekstraksiyon metotları da bu yöntemler üzerine yoğunlaşmaktadır. 

 

 
 

Şekil 3.1: Bakterilerde hücre duvarının yapısı a) Gram negatif b) Gram pozitif. 

 

Bu tez kapsamında kullanılan ekstraksiyon yöntemleri aşağıda özetlenmiştir: 

3.1.1. Solvent ekstraksiyonu 

Solvent ekstraksiyonunda amaç önce hücre membranı geçirimliliğini 

değiştirmek sonra da PHA’yı çözmektir. Bu amaçla kloroform gibi halojenli 

solventler, siklohekzan, γ–butirolaktan gibi halojensiz solventler ve etilen karbonat, 

dimetil karbonat gibi yeşil solventler kullanılmaktadır (Tablo 3.1). PHA ekstraksiyonu 
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sonrası, yüksek saflıkta polimerin çöktürülmesi için de düşük molekül ağırlıklı alkoller 

(metanol, etanol gibi) kullanılmaktadır.  

 

Tablo 3.1: Mikroorganizmalardan PHA ekstraksiyonu için kullanılan solventler. 

 

Solvent 

Ekstrakte 

edilen 

kültür 

PHA 

içeriği 

(%) 

Geri 

kazanım 

verimi 

(%) 

PHA 

saflık (%) 

Mw 

(MDa) 
Ref. 

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] 

Bütil 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 

karbonat 
C.necator 71 95 84 0,22-0,74 [43] 

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] 

γ–butirolaktan C.necator  50  0,21 [44] 

 

Kloroform yukarıda bahsedilen solventler arasında, yüksek PHA ekstraksiyon 

verimi sağlaması sebebiyle en çok kullanılan solventtir. Kloroform ile yapılan birçok 

çalışmada geri kazanım verimi %95’e ulaşmaktadır. Fakat kloroformun toksik 

özellikleri sebebiyle, alternatif olabilecek solventler araştırılmaktadır. Bunlar arasında 

dimetil karbonat (DMC), çözücü olarak çok yönlülüğü ve insan sağlığı için düşük 

toksisitesi nedeniyle kimya endüstrisinde giderek daha önemli hale gelmiştir [45]. 

DMC biyolojik olarak parçalanabilir, tahriş edici değildir ve fotokimyasal duman 

oluşumunda ihmal edilebilir bir reaktiviteye sahiptir. Bu nedenle uçucu organik 

bileşikler listesinden çıkarılmıştır [39]. Bu özelliklerinden dolayı DMC, PHB 
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ekstraksiyonu için yaygın olarak kullanılan kloroforma alternatif bir çözücü olarak 

seçilmiştir. 

Solvent ekstraksiyonu için alternatif kimyasal madde araştırılması çalışmaları 

devam ederken, aslında ekstraksiyon için (biyokütlenin 20 katına varan oranlarda) ve 

PHA’nın saflaştırılması için (PHA’nın 10 katına varan oranlarda) yüksek miktarlarda 

solvent kullanılması gerekliliği ve laboratuvar koşullarında kullanılan sokslet 

ekstraktörünün endüstriyel boyutlarda kullanımının uygun olmaması, solvent 

ekstraksiyonun kullanımını kısıtlamaktadır [46].   

3.1.2. Süperkritik CO2 destekli ekstraksiyon  

Akışkanlar kritik sıcaklık ve basınç koşulları altında süperkritik akışkanlar 

haline gelirler. Süperkritik akışkanlar (SKA) bu şartlar altında sıvı-gaz özellikleri 

gösterirler ve karakteristik özellikleri değişir. SKA gazlara göre yüksek yoğunluklu ve 

sıvılara göre ise daha düşük viskoziteye sahiptirler [47]. Ayrıca yüksek difüziviteleri 

nedeniyle katı maddelerin içine kolayca nüfuz ederek çözünmelerini sağlar[48] . 

Basınçtaki küçük değişiklikler SKA’nın yoğunluğunda ve çözünürlüğünde önemli 

değişikliklere yol açabilir [49]. Bu özellikleri sebebiyle süperkritik akışkanlar, 

ekstraksiyonda kullanıma uygundur. SKA reaktörleri de süperkritik koşullara ulaşmak 

için gereken sıcaklığı kritik sıcaklığın üzerinde tutmak için bir ısıtıcı ve kritik basıncını 

sağlamak için gerekli bir pompadan oluşurlar. 

Klasik ekstraksiyon yöntemi olan solvent ekstraksiyonunda organik çözücü 

gerekliliği, ekstraksiyon süresinin uzun olması ve maaliyetinin fazla olması gibi 

dezavantajları, daha çevreci bir yöntem olarak tanımlanabilecek olan SKA 

ekstraksiyon teknolojisinin ön plana çıkmasını sağlayan özellikleridir. 

Süperkritik akışkan fazında kullanılan solventlerden bazıları; karbondioksit, 

metanol, etanol, n-bütanol, su, aseton, siklohekzan ve propanol [48]. Süperkritik 

akışkanlar ile ekstraksiyonda ise CO2, düşük toksisitesi, kritik sıcaklık ve basıncının 

kolay ayarlanabilmesi ve düşük maliyet özellikleri sebebiyle tercih edilmektedir. Şekil 

3.2’de saf CO2’nin kritik sıcaklık ve basınç değerlerini gösteren faz diyagramı 

görülmektedir (CO2’in kritik koşulları 31,1ºC ve 71,9 bar). 

Süperkritik karbondioksitin (sCO2) genellikle esansların ve çeşitli yağların 

ekstraksiyonunda kullanıldığı bazı çalışmalar; ilaç hammaddelerinin ekstraksiyonu,  

[50] kahve çekirdeklerinden yağ ekstraksiyonu [51], mango çekirdeğinden yağ 
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ekstraksiyonu [52], domatesten likopen ve beta karoten ekstraksiyonu [53], lavantadan 

esansiyel yağ ekstraksiyonu [54], mikroalglerden yağ ekstraksiyonu [55], [56] ve  

pomelo meyvesinden antioksidan bileşenlerin ekstraksiyonu [57] şeklinde 

sıralanabilir. 

Literatürde PHA’ların sCO2 ile ekstraksiyonu ile ilgili makaleler az sayıdadır. 

Bunlardan biri, sCO2 ile Ralstonia eutropha biyokütlesinden 40oC sıcaklıkta, 200 atm 

basınç altında 100 dk uygulanmasıyla maksimum PHB geri kazanımı (%89) elde 

edilen çalışmadır [58]. Diğeri ise PHA’nın saflaştırılması üzerine [59] tarafından 

yapılan 50oC ve 150 bar basınç altında %70 saflıkta PHA elde edilen, ilave bir miktar 

solvent kullanılarak ise bu değerin %93’e çıkarıldığı çalışmadır. 

 

 
 

Şekil 3.2: Saf CO2 için faz diyagramı. 
 

3.1.3. Hidrodinamik kavitasyon (HK) destekli ekstraksiyon 

Kavitasyon, proses süresini, kütle transfer hızını ve biyolojik parçalanmayı 

arttırmak amacıyla pek çok uygulama alanı bulmaktadır. Kavitasyon sıvı ya da 

katı/sıvı ara yüzeyinde milyonlarca buhar kabarcığının (kavite) oluşmasıdır. Bir 

reaktörde kavitasyon sırasında, bu kabarcıkların bozulmasıyla yersel yüksek basınç ve 

sıcaklık koşulları (100-5000 atm ve 500-15000 K) oluşurken diğer kısımlarda 

atmosferik koşullar hakimdir.  Böylece gerçekleşmesi zor olan fiziksel veya kimyasal 

reaksiyonların gerçekleşmesi sağlanır. Ayrıca kavitasyon sırasında serbest radikallerin 

oluşması kimyasal reaksiyon mekanizmasını değiştirirken, oluşan yersel türbülanslar 
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proses transfer hızlarını arttırır [60]. Kavitasyon sırasında gerçekleşen termal, 

kimyasal ve mekanik etkiler Şekil 3.3’de gösterilmiştir [61]. 

 

 
 

Şekil 3.3: Kavitasyon sırasında oluşan termal, kimyasal ve mekanik etkiler. 

 

Kavitasyon; akustik ve hidrodinamik olarak iki türe ayrılır. Aradaki temel fark, 

yerel basıncın düşmesine neden olan mekanizmadır. Akustik kavitasyon durumunda, 

sıvıyı parçalamak ve kavitasyon oluşturmak için gerekli düşük basınçlar akustik 

dalgaların yayılmasıyla elde edilir. Bu, genellikle 20 kHz ve üzeri yüksek akustik 

frekanslar gerektirir [36].  

Hidrodinamik kavitasyonda ise basınç azalmasına, akış olan bir orifiste, 

ventüride veya bir kısma vanasında akış hızının artması sebep olur.  Şekil 3.4’de [62] 

görüldüğü gibi buralardaki daralma sıvının hız ve kinetik enerjisinin artmasına, 

basıncın azalmasına sebep olur. Basıncın, ortamın buhar basıncının altına düşmesiyle 

kaviteler oluşur. Daha sonra basıncın normale dönmesiyle kaviteler bozulmaya başlar.  

Şekil 3.5’de bir ventürideki akış gösterilmiştir. Burada P basıncı, W akış hızını, ρ 

akışkanın yoğunluğunu göstermektedir. 

 

kavite

T
e

rm
a
l 
e

tk
il
e

ri

M
e

k
a
n

ik
 e

tk
il
e

ri

sınır yüzeylerde faz 
geçişininin artması

gerilme ve 
türbülans 
oluşumu

hidroksil radikallerinin 
oluşumuozon

Kimyasal etkileri

kimyasal 
reaksiyonlar

sıcaklık artışı

basınç artışı



 

 

19 
 

 
 

Şekil 3.4:Hidrodinamik kavitasyonda akış ve basınç değişimi. 

 

 
 

Şekil 3.5: Bir ventüride akış. 

 

Orifis plakasının kullanıldığı bir kavitasyon prosesinin şematik diyagramı Şekil 

3.6’da verilmiştir [60]. Bu proses, orifis plakası, toplama haznesi ve pompadan 

oluşmaktadır. Kavitasyon verimini etkileyen parametreler; her bir ekstraksiyon 

döngüsünün süresi, solvent türü-konsantrasyonu, sıvı-katı oranı ve kavitasyon 

sayısıdır. Kavitasyondaki kabarcık oluşum ve bozulma aşamalarını kavitasyon sayısı 

tanımlar (Kavitasyon sayısı hesaplanması Bölüm 3.2.6’da detaylı olarak verilmiştir).  

 

akış hızı 
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Şekil 3.6: Orifis plakasının kullanıldığı bir hidrodinamik kavitasyon düzeneği 

şematik diyagramı. 

 

Hidrodinamik kavitasyon, Çevre mühendisliği uygulamalarında çamur 

arıtımında [63]–[65], su dezenfeksiyonunda [66] ve ileri atık su arıtımında [67] 

kullanılmıştır. Bir ekstraksiyon tekniği olarak hücre parçalanmasında [68] ve alglerden 

yağ ekstraksiyonunda [69]–[72] kullanılmıştır. Bu uygulama alanlarının her birinde 

amaç farklı olabilir ama proseste temel prensip mikroorganizmaların parçalanmasıdır. 

Literatürde HK prosesi ile bakterilerin [73], [74],[75], maya ve mantarların [76] ve 

mikroalglerin [77] parçalanması üzerine yapılan çalışmalar bulunmaktadır. 

Literatürde kavitasyon ile PHA ekstraksiyonu hakkında çalışma olmamasına 

rağmen benzer özelliklerde çalışan yüksek basınç homojenizatörleri ile yapılan 

çalışmalar mevcuttur. Yüksek basınç homojenizatöründe parçalanma, hücreleri içeren 

çözeltinin bir orifisten geçmesi ile meydana gelir [78].  Palmier vd (2021), yüksek 

basınç homojenizatörünü solvent ekstraksiyonu ile birlikte kullanarak %51 PHA 

ekstaksiyon verimi elde etmişlerdir [79]. Ghatnekar vd (2002) ise 400 kg/cm2 basınçta 

%95 verim ile %80 saflıkta PHA elde etmişlerdir [80]. Başka bir çalışmada da PHA 

içeren C. necator hücrelerini parçalamak için 800 kg/cm2 basınç kullanılmıştır [81]. 

3.2. Metodoloji 

3.2.1. Solvent ekstraksiyonu için deney koşulları 

Solvent ekstraksiyonu, bu tez çalışması kapsamında ilk defa uygulanacak olan 

ekstraksiyon prosesleriyle karşılaştırılabilmesi için literatürde kullanılan iki farklı 

by-pass 

hattı Orifis 

plakası

santrifüj pompa



 

 

21 
 

solvent ile yapılmıştır. Bu solventlerden biri olan DMC, yeşil solvent olarak 

bilinmekte ve metot biyokütlenin DMC ile 90°C’de ekstrakte edilmesi prensibine 

dayanmaktadır [38]. Diğeri ise literatürde PHA ekstraksiyonu için en çok kullanılan 

solvent olan kloroformdur. Çamur numuneleri 9000 rpm’de 15 dk santrifüj edildikten 

sonra dipte kalan katı çamur fazı petri kabına yayılarak liyofilizatörde dondurularak 

kurutulmuştur. Solvent ekstraksiyonu çalışmaları kapsamında, liyofilize çamurlardan 

maksimum 100 mg’ı, ısıya ve basınca dayanıklı sızdırmaz kapaklı tüplerde su 

banyosunda 1 saat karıştırılarak ekstrakte edilmiştir (Şekil 3.7). 

 

 
 

Şekil 3.7: Solvent ekstraksiyonu deney düzeneği. 

3.2.2. Süperkritik CO2 destekli ekstraksiyon deney koşulları 

Aerobik reaktörden hasat edilen çamur 9000 rpm'de 10 dakika santrifüjlendikten 

sonra biyokütle liyofilize edilmiştir. Gerekli biyokütle miktarı tartılarak 1 mL fosfat 

tamponu (0,1 M, pH 7) ilave edilmiştir. Metanol ilavesi de bu aşamada yapılmaktadır. 

Bu bulamaç, kütle transferini arttırmak için sabit miktarda cam boncuk ile 

karıştırılarak ekstraksiyon tüpüne (aktif hacim 35 mL) yerleştirilmiştir.  Süperkritik 

CO2 destekli ekstraksiyon sistemi bir CO2 beslemesi ve kompresör, bir gösterge 

(basınç için), sıcaklık kontrolörü, ekstraksiyon tüpü ve gaz ventilasyon vanası içeren 

bir ekstraksiyon gövdesi içerir (Şekil 3.8). CO2 beslemesi ekstraksiyon gövdesinin 

üstündedir. Biyokütleyi doldurmak-boşaltmak için çıkarılabilir bir parça olan 100 

ml'lik alüminyum ekstraksiyon tüpü ekstraksiyon gövdesine yerleştirilir ve uç kapağa 

yüksek basınç hortumu takılır. Önce sıcaklık ayarlanır. Daha sonra CO2 valfi açılır ve 
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gerekli basınca ulaşana kadar CO2 sıkıştırması için çalıştırılır. Ayarlanan basınç 

değerine ulaşıldığında proses süresi başlamış olur. Süre sonunda, sistem kapatılır ve 

ventilasyon vanası açılarak CO2 boşaltılır.  

 

 
 

      Şekil 3.8: Süperkritik karbondioksit reaktörü. 

 

Proses sonrası ekstraksiyon tüpünde cam boncuklara tutunan biyokütle parçaları 

ve hücreden çıkarılan polimer bulunmaktadır. Bu NPCM arasından PHA’nın alınması 

için, uygun çözücü ile çözdürme yöntemi kullanılmıştır.  Ekstraksiyon tüpü bir cam 

şişeye boşaltılarak, (çeker ocak altında) 100 mL kloroform eklenmiş ve kapağı 

kapatılarak çalkalanmıştır. Bu bulamaç önce kaba elekten sonra da 1.2 um’lik filtre 

kağıdından süzülerek cam boncuk ve biyokütle kalıntıları ayrılmış olur. Bu işlem 2 

kez tekrarlanmıştır. Böylece kloroformda çözünen polimer, solventin evaporasyonu 

ile elde edilmiş olur. Çeker ocak altında bir gün kurutulduktan sonra, tartım yapılmıştır 

ve polimer saflığını belirlemek için GC-FID’de PHB analizi, molekül ağırlığı tespiti 

için viskozite ölçümü ve malzeme karakterizasyonu için TGA ve FTIR analizleri 

yapılmıştır. Süperkritik karbondioksit destekli ekstraksiyon deney düzeneği Şekil 

3.9’da verilmiştir. 

sCO2 ile PHA ekstraksiyonu çalışmalarında PHA biriktirme reaktöründen alınan 

PHB içeriği %20%-%27 arasında olan biyokütle örnekleri kullanılmıştır.  
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Şekil 3.9: Süperkritik karbondioksit destekli ekstraksiyon deney düzeneği. 

3.2.3. Hidrodinamik kavitasyon destekli ekstraksiyon deney 

koşulları 

Hidrodinamik kavitasyon destekli ekstraksiyon (HK) çalışmalarında kullanılan 

deneysel düzenek Şekil 3.10’da, 1-6 arasındaki adımlarla gösterilmiştir. Adım 3, HK 

reaktörünü göstermektedir. Sıvı akışı için bir santrifüj pompa (SUMAK, SM15), 

soğutma hazneli 3 L kapasiteli paslanmaz çelik numune rezervuar tankı, kavitasyon 

cihazından önce ve sonra basınç göstergeleri, bir akış ölçer (FMT 3, Germany), valfler 

ve bir kavitasyon cihazından oluşmaktadır. Kavitasyon, 1 mm çapındaki deliklerden 

oluşan, 1 delik (orifis-1) ve 17 delik (orifis-17) içeren radyal desenli orifis plakaları ile 

sağlanmaktadır (Şekil 3.11).  

Adım 1’de görülen liyofilize edilmiş biyokütle örnekleri, farklı katı yüküne (g/L) 

göre sulu çözeltileri hazırlanarak temiz rezervuara yerleştirilmiştir (Adım 2). Basınç 

valf ile ayarlanarak, biyokütle süspansiyonunun ana kavitasyon cihazından geçmesine 

izin verilmiştir.  Optimum ekstraksiyon verimliliğini belirlemek için kavitasyon 

cihazının tipi (orifis-1 ve orifis-17), katı yüklemesi (0,5-2 g/L) ve basınç girişi (2-6 

bar) gibi çeşitli çalışma koşulları incelenmiştir. Çalışma sırasında numuneler (20 mL) 

5, 10, 20 ve 30 dakikalık çalışma sürelerinde rezervuardan alınmıştır. Hem PHA 

granülleri hem de PHA olmayan hücre kütlesi içeren numuneler bir cam tüpe 

yerleştirilmiş ve NPCM’den PHA’yı çözünürleştirmesi için tüplere 5 mL kloroform 

eklenmiştir (Adım 4). Tüpler çalkalandıktan sonra 9000 rpm'de 5 dakika santrifüj 

edilmiş ve kloroform fazı parçalanmış biyokütle parçalarından ayrılmıştır (Adım 5). 

Polimer, kloroformun buharlaştırılmasıyla geri kazanılmış ve ardından çeker ocak 

altında kurutulmuştur (Adım 6). Belirlenen optimum koşullarda ekstrakte edilen 
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biyopolimerlerin saflığını belirlemek için GC-FID’de PHB analizi, molekül ağırlığı 

tespiti için viskozite ölçümü ve malzeme karakterizasyonu için TGA ve FTIR 

analizleri yapılmıştır. 

 

 
 

Şekil 3.10: Hidrodinamik kavitasyon destekli ekstraksiyon deney düzeneği. 

 

 
 

Şekil 3.11 Orifis plakaları. 

 

HK destekli PHA ekstraksiyonu çalışmalarında PHA biriktirme reaktöründen 

alınan PHB içeriği %35 olan biyokütle örnekleri kullanılmıştır.  
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3.2.4. Analiz yöntemleri 

3.2.4.1 Biyopolimerlerin PHB saflığı  

 

Elde edilen biyopolimerin PHB saflığının belirlenmesi için Bölüm 2.2.2.1’ de 

detayları verilen analiz yöntemi, elde edilen biyopolimerden kesilen yaklaşık 5 mg’lık 

örnekler kullanılarak uygulanmıştır.  

3.2.4.2 Fourier dönüşümlü kızılötesi spektroskopisi (FTIR) 

 

Malzemelerin absorpsiyon ve emisyon kızılötesi spektrumunun elde edildiği 

spektroskopi tekniğidir. Bu tez çalışmasında elde edilen biyopolimer örneklerinin 

moleküler yapısı ve fonksiyonel gruplarının standart PHB ile uyumlu olup-

olmadığının değerlendirilmesinde Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR marka 

spektroskopi cihazı kullanılarak 400-4000 nm-1 aralığında ölçümler yapılmıştır  

3.2.4.3  Termogravimetrik analiz (TGA) 

Malzemelerde sıcaklığa bağlı olarak meydana gelen kütle kaybının belirlendiği 

analizdir. Bu tez çalışmasında elde edilen biyopolimer örneklerinin termokimyasal 

özelliklerinin değerlendirilmesi için Mettler Toledo TGA/SDTA 851 marka cihaz 

kullanılmış olup, analizler 50 mL/dk azot akışında 10ºC/dk sıcaklık artışıyla 

yapılmıştır.  

3.2.4.4 Molekül ağırlığı tayini  

Polimerlerin mekanik özelliklerinin değerlendirilmesinde ve uygulama alanı 

belirlenmesinde kullanılan en önemli özelliklerinden biri molekül ağırlığıdır. Bu tez 

kapsamında elde edilen biyopolimerlerin molekül ağırlıkları vizkozimetrik yöntem 

kullanılarak belirlenmiştir. Kurutulmuş polimer örnekleri konsantrasyonu %0,1 (%wt) 

olacak şekilde kloroformda 3 saat karıştırılarak hazırlanmıştır [82].  Vizkozite 

ölçümleri AND SV-10A Vibro Viscometer cihazı kullanılarak yapılmış ve Eşitlik 3.7 

ve Eşitlik 3.8 kullanılarak vizkozimetrik molekül ağırlığı hesaplanmıştır. 
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3.2.5. Kullanılan kimyasal maddeler 

Solvent ekstraksiyonu çalışmalarında DMC (Sigma-Aldrich, 99%) ve hem 

solvent ekstraksiyonunda hem de sCO2 ve HK proseslerinde yıkama solventi olarak 

kloroform (Supelco) kullanılmıştır. CO2 (99.9% saflıkta, Gebze Gaz) sCO2 

reaktöründe kullanılmıştır. 

PHB analizleri sırasında parçalama çözeltisinde H2SO4 (Merck, %95-97), 

Metanol (Merck, for analysis) internal standart olarak benzoik asit (Sigma Aldrich) 

kullanılmıştır.  

3.2.6. Hesaplamalar 

Elde edilen biyopolimerlerin saflığı Eşitlik 3.1‘e göre hesaplanmıştır. Burada 

mPHB GC’de tayin edilen PHB, mbiyopolimer: GC’de analiz için parçalama reaksiyonunda 

kullanılan biyopolimer miktarıdır. 

 

 
(3.1) 

 

 

Solvent ekstraksiyonunda proses verimi hesabı Eşitlik 3.2’ye göre yapılmıştır. 

Burada Y ile gösterilen proses verimini, mbiyokütle; ekstrakte edilen biyokütle miktarını, 

mbiyopolimer; elde edilen biyopolimer miktarını göstermektedir. 

 

 

( 3.2) 

 

sCO2 proses verimi (YSC) ile ifade edilmiş olup Eşitlik 3.3’de verilmiştir.   

 

𝒀𝑺𝑪 =   

𝒔𝑪𝑶𝟐 ö𝒏𝒄𝒆𝒔𝒊 𝒃𝒊𝒚𝒐𝒌ü𝒕𝒍𝒆𝒅𝒆𝒌𝒊 𝑷𝑯𝑩 𝒊ç𝒆𝒓𝒊ğ𝒊−𝒔𝑪𝑶𝟐 𝒔𝒐𝒏𝒓𝒂𝒔𝚤 𝒃𝒊𝒚𝒐𝒌ü𝒕𝒍𝒆𝒅𝒆𝒌𝒊 𝑷𝑯𝑩 𝒊ç𝒆𝒓𝒊ğ𝒊 

𝒔𝑪𝑶𝟐 ö𝒏𝒄𝒆𝒔𝒊 𝒃𝒊𝒚𝒐𝒌ü𝒕𝒍𝒆𝒅𝒆𝒌𝒊 𝑷𝑯𝑩 𝒊ç𝒆𝒓𝒊ğ𝒊
        (3.3) 

 

Hidrodinamik kavitasyon destekli ekstraksiyon yönteminde proses verimi 

hesaplanması Eşitlik 3.4’e göre yapılmıştır. Burada YHK: ekstraksiyon verimini, 

mbiyopolimer: elde edilen polimer kütlesi, Vnumune: zamana karşı alınan örnek hacmi, 

𝐵𝑖𝑦𝑜𝑝𝑜𝑙𝑖𝑚𝑒𝑟 𝑠𝑎𝑓𝑙𝚤ğ𝚤  % =
𝑚𝑃𝐻𝐵

𝑚𝑏𝑖𝑦𝑜𝑝𝑜𝑙𝑖𝑚𝑒𝑟
× 100  

𝑌 =
𝑚𝑏𝑦𝑜𝑝𝑜𝑙𝑖𝑚𝑒𝑟  × 𝑃𝐻𝐵 𝑠𝑎𝑓𝑙𝚤ğ𝚤 (%)

𝑚𝑏𝑖𝑦𝑜𝑘ü𝑡𝑙𝑒 × 𝑃𝐻𝐵𝑏𝑖𝑦𝑜𝑘ü𝑡𝑙𝑒(%)
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mbiyokütle:kavitasyon reaktörü hazırlanan çözeltideki biyokütle tartımını, : Vçözelti 

kavitasyon için hazırlanan çözelti hacmini, PHB içeriği: biyokütlenin PHB içeriğini 

göstermektedir. 

 

(3.4) 

 

 

Kavitasyon sayısı Eşitlik 3.5’e göre hesaplanmıştır. Burada Pu giriş basıncı, Pd 

çıkış basıncı, ρ akışkanın yoğunluğu ve V akış hızıdır [69]. Pu; işletme parametrelerine 

göre 2-4-6 bar ve Pd ise atmosfere açık reaktör sistemi nedeniyle 1 bar alınmıştır. Akış 

hızı V, Eşitlik 3.6’ya göre debi ve orifis alanları kullanılarak hesaplanmıştır. 

 

 

(3.5) 

 

 

 

 

(3.6) 

 

 

Polimerlerin mekanik özelliklerinin değerlendirilmesinde ve uygulama alanı 

belirlenmesinde kullanılan en önemli özelliklerinden biri molekül ağırlığıdır. Bu tez 

kapsamında elde edilen biyopolimerlerin molekül ağırlıkları vizkozimetrik yöntem 

kullanılarak belirlenmiştir.  

Molekül ağırlığı Mark Houwink’s eşitliğine göre (Eşitlik 3.7) hesaplanmıştır 

[83]. 𝜂 gerçek viskozite değerini (dL/g), Mv molekül ağırlığını (g/mol) göstermektedir. 

Mark Houwink’s parametreleri olan K and 𝜶 kloroformda hazırlanan PHA çözeltileri 

için sabit olup, sırasıyla; 1.18 × 10−4dL/g ve 0,78’dir. 

 

 (3.7) 

 

Gerçek viskozite (𝜂  değeri Solomon-Ciuta [82] eşitliğine göre hesaplanmıştır 

(Eşitlik 3.8). Bu eşitlikte: polimer konsantrasyonu (g/100 mL), 𝜂sp ve 𝜂rel sırasıyla, 

spesifik ve bağıl vizkozite değerlerini göstermektedir. Kurutulmuş polimer örnekleri 

konsantrasyonu %0,1 (%wt) olacak şekilde kloroformda 3 saat karıştırılarak 

hazırlanmıştır [82].  

 

(3.8) 

𝑌𝐻𝐾 =
𝑚𝑏𝑖𝑦𝑜𝑝𝑜𝑙𝑖𝑚𝑒𝑟/𝑉𝑛𝑢𝑚𝑢𝑛𝑒

𝑃𝐻𝐵 𝑖ç𝑒𝑟𝑖ğ𝑖 × 𝑚𝑏𝑖𝑦𝑜𝑘ü𝑡𝑙𝑒/𝑉çö𝑧𝑒𝑙𝑡𝑖
 

𝐾 =
(𝑝𝑢 − 𝑝𝑑)

𝜌. 𝑉2

2

 

𝑉 =
𝑄

𝑜𝑟𝑖𝑓𝑖𝑠 𝑎𝑙𝑎𝑛𝚤
 

𝜂 = 𝐾𝑀𝑣
𝛼  

𝜂 =
 2

𝑐
 𝜂𝑠𝑝 − 𝑙𝑛𝜂𝑟𝑒𝑙 
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3.3. Sonuçlar ve Tartışma 

3.3.1. Solvent ekstraksiyonu ile aktif çamurdan PHA ekstraksiyonu 

DMC ile %82 verimle %89 PHB saflığında, kloroform ile ise %95 verim ile %84 

PHB saflığında biyopolimerler elde edilmiştir. Kloroformun ekstraksiyon 

performansının DMC’den daha iyi olduğu görülmektedir. Daha fazla hücre 

parçalayarak daha fazla polimer ekstrakte olmuştur. Fakat daha fazla miktarda 

hücrenin parçalanması da beraberinde safsızlıklar da getirdiğinden, ekstraksiyon 

verimi yüksek iken PHB saflığı düşük değerdedir. Safsızlıkların hücrenin yapısındaki 

diğer bileşenlerden (protein vb.) kaynaklanabileceği bilinmektedir. DMC ve 

kloroform ile ekstraksiyonda elde edilen polimerlerin molekül ağırlıkları arasında ise 

belirgin bir fark yoktur (0.25 MDa ve 0.22 MDa).  

Elde edilen polimerlerin FTIR ve TGA grafikleri standart PHB ile karşılaştırmalı 

olarak Şekil 3.12 ve Şekil 3.13’da verilmiştir. FTIR spektrumları incelendiğinde sCO2 

ile ekstrakte edilen biyopolimerlerin PHB'ye özgü dalga boylarında güçlü pikler 

sergilediği ve ticari PHB ile karşılaştırılabildiği görülmektedir.  FTIR spektrumlarında, 

PHB'nin ayırt edici piki 1720 cm-1 (C=O gerilmesi) civarında yer alırken, ester 

grubunu temsil eden diğer yoğun pikler 1000-1400 cm-1 (C-O gerilmesi) arasında yer 

almaktadır [84]. Ayrıca 1720 cm-1'deki keskin pik, biyokütleden elde edilen PHB'nin 

kristal yapısına işaret etmektedir [85].  

TGA grafikleri (Şekil 3.13) incelendiğinde DMC ile ekstrakte edilen polimer 

218ºC’de bozunmaya başlarken, kloroform ile ekstrakte edilen 225ºC’de bozunmaya 

başlamıştır. Maksimum bozunmaları ise sırasıyla 254ºC ve 261ºC’dir. DMC ile 

ektrakte edilen polimerin yaklaşık %4, kloroform ile ekstrakte edilen için ise %8 

kalıntı bıraktığı görülmüştür.  
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Şekil 3.12: Solvent ekstraksiyonu prosesi ile elde edilen biyopolimerlerin ticari PHB 

ile karşılaştırmalı FTIR spektrumları. 
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Şekil 3.13: Solvent ekstraksiyonu prosesi ile elde edilen biyopolimerlerin ticari PHB 

ile karşılaştırmalı TGA termogramları. 

 

3.3.2. sCO2 prosesi ile aktif çamurdan PHA ekstraksiyonu  

sCO2 destekli ekstraksiyon çalışmalarında, kütle (1-4 gr), basınç (100-300 bar), 

sıcaklık (35-60°C), süre (15-120 dk) ve metanol ilavesi (2-8 mL)’nin proses verimi 

(YSC) üzerine etkileri araştırılmıştır. YSC, sCO2 parçalanmasından sonra biyokütlede 
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kalan PHB'ye göre hesaplanmıştır (Eşitlik 3.3). Şekil 3.14.a) sCO2 prosesi ile farklı 

miktarda biyokütle (1-4 g) ile %70 ile %80 arasında salım veriminin elde edildiğini 

göstermektedir. YSC, 2 g biyokütle ile %80'e kadar çıkmaktadır. Ekstrakte edilen 

biyokütle miktarının verimi önemli ölçüde etkilemediği görüldüğünden, diğer 

deneylerde 2 g biyokütle kullanılmıştır. Şekil 3.14.b’de çalışma süresinin 15 

dakikadan 120 dakikaya yükselmesiyle YSC’nin %80’den %72’ye düştüğü 

görülmüştür. Çalışma süresi, zaman tasarrufu ve enerji maliyeti açısından önemli 

olduğundan sonraki çalışmalarda 15 dk proses süresi kullanılmıştır. Biyokütle miktarı 

ve çalışma süresinin YSC’yi etkilemediği görülürken basınç ve sıcaklığın proses 

verimini en çok etkileyen parametreler olduğu saptanmıştır. YSC, 100 bar'dan 200 bar'a 

basınç artışıyla %54'ten %80'e yükselmiş ve 300 bar'da %43'e gerilemiştir.  Benzer 

sonuçlar sıcaklık değişimlerinde de elde edilmiştir. Sıcaklık 35°C'den 40°C'ye 

değiştirildiğinde YSC %56'dan %80'e yükselmiş ve sıcaklığın 60°C'ye yükselmesiyle 

%56'ya düşmüştür. Yüksek sıcaklık ve basınçta verimin düşmesi literatürde hücre 

duvarından önce sitoplazmik membranın bozulmasının bir sonucu olarak 

açıklanmıştır. Bu durumda hücre duvarı bozulmadığı için hücre içi PHA hücre dışına 

çıkamaz [86] . Bahsedilen proses parametreleri değerlendirildiğinde; 200 bar basınç, 

40°C sıcaklıkta 2 gr biyokütle ile 15 dk proses sonucunda biyokütledeki PHB’nin 

%80’inin çıkarılabildiği saptanmıştır. 

Proses veriminin iyileştirilmesi için, reaktörde metanol ilavesi çalışmaları 

yapılmıştır (MeOH-sCO2). sCO2 prosesinde etanol, metanol, toluen, vb. kullanımı 

daha yüksek verim ve saflık sonuçları göstermiştir [58]. Metanol (MeOH), pigmentleri 

gidermek ve biyopolimerin saflığını artırmak için ekstraksiyon işlemlerinde kullanılır 

[87]. Bu çalışmada da MeOH hacminin YSC ve biyopolimer saflığı üzerindeki etkisi 

araştırılmıştır. Şekil 3.15’de görüldüğü gibi, 4 mL MeOH ilavesiyle, YSC %83'e 

ulaşmıştır, ancak MeOH hacmindeki daha fazla artış düşük YSC ile sonuçlanmıştır (8 

mL MeOH ile %79). Metanol CO2’in polaritesini ve hücre duvarının geçirgenliğini 

arttırdığı için, MeOH hacmindeki artış YSC'i arttırmıştır [88]. 4 mL'den daha büyük 

hacimlerde, YSC’nin azalması ise hücre duvarındaki oluşabilecek MeOH 

kaplamasının, hücre içine CO2 difüzyonunu engellemesiyle açıklanabilir [58]. 

Hücrenin sCO2 ile parçalanmasından sonra hem PHA granülleri hem de PHA 

olmayan hücre kütlesi (NPCM) ortaya çıkmaktadır. Hem PHA granülleri hem de 

NPCM katı fazda olduğu için PHB'nin bu karışımdan ayrılması ve saflaştırılması 

zordur. Ayırma için iki yöntem vardır: PHA çözünmesi ve NPCM çözünmesi [37].  
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Şekil 3.14: Proses parametrelerinin PHB salım verimine etkisi a) Kuru biyokütle  

b) Süre c) Basınç d) Sıcaklık. 
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Şekil 3.15: MeOH-sCO2 prosesinde PHB salım verimi. 
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Bu çalışmada, PHA'nın çözünmesi yöntemi takip edilmiştir. PHA kloroformda iyi 

çözünürlüğe sahip olduğundan, parçalanmış hücrelerden PHA’nın geri kazanmı için 

kloroform kullanılmıştır. SCO2 sonrası peletler (cam boncuklar, NPCM ve PHA 

granülleri) Bölüm 3.2.2'de açıklandığı gibi ayrılmıştır. Evaporatör yardımıyla 

karışımdan ayrılan kloroform diğer deneylerde tekrar kullanılmış ve böylece deneyler 

sırasında herhangi bir solvent atığı oluşmamıştır. 

sCO2 prosesi ile farklı işletme koşullarında elde edilen polimer miktarları ve 

saflıkları Şekil 3.16’da verilmiştir. Kuru biyokütle miktarının 1 g'dan 4 g'a artmasıyla, 

biyokütle başına elde edilen biyopolimer miktarı 0,09'dan 0,17’ye yükselmiştir (Şekil 

3.16.a)). 4 g biyokütle 200 barda 30 dakika boyunca sCO2 ile parçalandığında, %68 

PHB saflığında 0,17 g biyopolimer/g biyokütle elde edilmiştir. Ekstrakte edilen kuru 

biyokütle miktarının artışı PHB saflığını %73'ten %68'e düşürmüştür. Değişen tüm 

deneysel koşullar altında (kuru biyokütle miktarı, zaman, basınç ve sıcaklık), PHB 

saflığı %63-%79 arasındadır. 200 bar basınç, 40°C ve 15 dakika çalışma süresinde 

maksimum değere (%79) ulaşmaktadır. Şekil 3.17’de görüldüğü gibi, 4 mL MeOH 

ilavesiyle saflık %81'e yükselmiştir.   
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Şekil 3.16: Farklı sCO2 koşullarında elde edilen biyopolimer miktarları ve PHB 

saflığı a) Kuru biyokütle b) Süre c) Basınç d) Sıcaklık. 



 

 

33 
 

 

2 3 4 5 6 7 8
0

20

40

60

80

100
 PHB saflık

P
H

B
 S

a
fl
ık

(%
)

MeOH hacmi (mL)

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30
ekstrakte PHB

g
 b

iy
o
p

o
lim

e
r/

g
 b

iy
o
k
ü
tl
e

 
 

Şekil 3.17: MeOH-sCO2 prosesinde elde edilen biyopolimer miktarı ve PHB saflığı. 

 

sCO2 prosesinde PHA ekstraksiyonunda kullanılan biyokütlenin 200 bar 

basınçta 15 dk parçalanması öncesi ve sonrasındaki SEM görüntüleri Şekil 3.18’de 

verilmiştir. Biyokütlenin KMK içeriyor olması sebebiyle görüntülerdeki 

mikroorganizmaları, literatürde tek bir türde (Ralstonia eutrophia) [94] elde edilen 

görüntülere kıyasla ayırt etmesi zordur. Fakat ekstraksiyon öncesindeki görüntülerde 

(Şekil 3.27.a)) çubuk ve yuvarlak yapılı hücrelerin ekstraksiyon sonrasında bozulmaya 

başladığı görülmektedir. Hücre duvarının bozulduğu görülen hücreler (kırmızı işaretli 

hücreler)  Şekil 3.18.b)’de işaretlenmiştir. 
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Şekil 3.18: sCO2 prosesi ile PHA ekstraksiyonunda kullanılan biyokütlenin  

a) ekstraksiyon öncesi (x5000) b) ekstraksiyon sonrası SEM görüntüleri (x20000). 

 

3.3.3. sCO2 prosesi ile aktif çamurdan ekstrakte edilen 

biyopolimerlerin karakterizasyonu 

sCO2 prosesinde 2 g biyokütlenin, 15 dk’da 200 barda ekstrakte edilmesi ile elde 

edilen biyopolimerlerin (Şekil 3.19) FTIR spektrumları Şekil 3.20’de ticari PHB ile 

karşılaştırmalı olarak verilmiştir. Buna göre PHB'nin ayırt edici piki 1720 cm-1 (C=O 

gerilmesi) civarında yer alırken, ester grubunu temsil eden diğer yoğun pikler 1000-

1400 cm-1 (C-O gerilmesi) arasında yer almaktadır [84]. Ayrıca 1720 cm-1’deki keskin 

a 

b 
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pik, biyokütleden elde edilen PHB'nin kristal yapısına işaret etmektedir [85]. Aslında 

hücre içi PHB amorf yapıdadır [89] ve tipik olarak, hücre bozulması granülün hızla 

katılaşmasıyla polimerin kristalleşmesine neden olur [90]. sCO2 prosesi ile ekstrakte 

edilen polimerde gözlenen fakat MeOH-sCO2 prosesi ile giderilen 1540 cm-1’deki pik, 

N-O asimetrik gerilmesine karşılık gelmektedir [91]. Bu pikin sCO2 prosesi sonrası 

ortaya çıkan NPCM’de hücre duvarında bulunan protein yapısındaki peptidoglikandan 

kaynaklanabileceği düşünülmektedir. FTIR spektrumları incelendiğinde sCO2 ile 

ekstrakte edilen biyopolimerlerin PHB'ye özgü dalga boylarında güçlü pikler 

sergilediği ve ticari PHB ile karşılaştırılabildiği görülmektedir.  

 

 
 

Şekil 3.19: sCO2 prosesi ile elde edilen biyopolimerler. 
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Şekil 3.20: sCO2 prosesi ile elde edilen biyopolimerlerin ticari PHB ile 

karşılaştırmalı FTIR spektrumları. 

 

Ticari PHB ve sCO2 prosesi ile ekstrakte edilmiş biyopolimerler için termal 

bozunma profilleri Şekil 3.21’de gösterilmektedir. İlk bozunma ticari PHB için 

269,75°C'de başlarken, sCO2 destekli ekstraksiyon ve MeOH-sCO2 destekli 

ekstraksiyon için sırasıyla 237,89°C ve 249,81°C'de başlamaktadır. sCO2 ile ekstrakte 

edilen biyopolimerlerin maksimum termal bozunmasının (267,56°C), ticari PHB'ye 

(296,62°C) yakın olduğu görülmektedir. En yüksek termal bozunma sıcaklığı olan 

282,54°C'de, sCO2-MeOH prosesi ile ekstrakte edilen biyopolimerin kalıntı 

bırakmadan tamamen bozunduğu gözlenirken sCO2 prosesi ile elde edilen 

biyopolimerin 267,56°C’de %10 kalıntı bıraktığı gözlenmiştir. Bunun nedeni ise hücre 

kütlesinde proteinler ve lipoproteinler gibi uzaklaştırılmamış kirletici maddelerin 

varlığı olabilir [92]. 
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Şekil 3.21: sCO2 prosesi ile elde edilen biyopolimerlerin ticari PHB ile 

karşılaştırmalı TGA termogramları. 

 

3.3.4. HK prosesi ile aktif çamurdan PHA ekstraksiyonu  

HK prosesi ile PHA ekstraksiyonu prosesinde gerçekleşmesi mümkün olan 

hücre parçalanma mekanizması akış şeması Şekil 3.22’de verilmiştir. PHA depolamış 

KMK’yı içeren sulu çözelti HK reaktöründe orifisten geçerek sıvı akışının hızlanması 

yerel basınç düşüşüne neden olur, bu düşüş sıvının doygunluk buhar basıncının 

altındaysa kavitasyon oluşumunu tetikleyebilir (kavite oluşumu). Oluşan kavitelerin 

çökmesi; şok dalgaları, sıvı mikrojetleri ve yüksek kesme kuvvetleri (türbülans ve 

girdaplar) gibi bildirilen mekanik etkileri yönlendiren aşırı koşullar meydana gelebilir. 

Ayrıca, kavitelerin çöküşü aşırı yüksek sıcaklıklara sahip sıcak küçük alanlara ve bu 

alanlarda H2O moleküllerinin homolitik bölünmesine ve serbest radikallerin (.OH 

ve.H) oluşumuna sebep olabilir. Güçlü oksidanlardan olan ·OH radikalleri, 

karşılaştıkları herhangi bir türü kolayca okside eder. Tüm bu mekanik etkiler 

mikroorganizmanın dış katmanına fiziksel olarak zarar vererek membranda açılmaya 

ve hücre materyallerinin dışarı salınmasına sebebiyet verir [36].  PHA ve diğer 

hücresel kalıntıların olduğu bu sulu karışımdan PHA’yı çözerek ayırmak için de 

kloroform kullanılmıştır. Kloroform-su-PHA ve hücre kalıntılarının olduğu bu karşım 

santrifüj edilerek hücresel kalıntıların çökmesi ve PHA içeren kloroform fazının 

ayrılması sağlanır. Kloroformun evaporasyonu ile PHA-biyopolimeri elde edilmiş 

olur.  
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Şekil 3.22: HK prosesi ile PHA ekstraksiyonun proses mekanizması. 

 

HK prosesinde kullanılacak biyokütle çözeltisinin katı yükünün ekstraksiyon 

verimi üzerine etkisini gözlemlemek ve sonraki çalışmalarda kullanılacak katı yükünü 

belirleyebilmek için orifis-17 kullanılarak, farklı katı yüklemeleri (0,5-1,0-1,5 ve 2,0 

g/L) ile çalışılmıştır. Bu çalışmalarda, çalışma süresi 5 dk ve basınç 4 bar olarak sabit 

tutulmuştur. Şekil 3.23’de gösterildiği gibi, ekstraksiyon verimi artan katı oranı ile 

azalmıştır. 0,5 g/L katı yükünde %68 ekstraksiyon verimi elde edilirken, 2,0 g/L katı 

yükünde %25'e kadar önemli bir düşüş gözlenmiştir. Hücre parçalanması ile ilgili 

literatüre de uygun olarak HK destekli ekstraksiyon için düşük katı yükü optimize 

edilmiştir [70], [72].  Ayrıca, daha yüksek katı oranlarında çalışmak biyokütle 

çözeltisini pompalama zorluklarını beraberinde getirirken, düşük katı oranlarında bu 

risk engellenmektedir. 
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Şekil 3.23: Biyokütle çözeltisi katı yükünün HK destekli ekstraksiyon verimine 

etkisi. 

 

Basıncın (2, 4, 6 bar) HK destekli ekstraksiyon verimi üzerindeki etkisi orifis-1 

ve orifis-17 kullanılarak, katı yükü 0,5 g/L’de sabit tutularak incelenmiştir. Sonuçlar 

zamana bağlı olarak Şekil 3.24 ve Şekil 3.25’de verilmiştir. Örnekler 5 dakikalık 

aralıklarla toplanmıştır. Bu numuneler biyopolimer ekstraksiyon verimi açısından 

değerlendirilmiştir.  

Tüm basınç girişlerinde hem orifis-1 hem de orifis-17 kullanıldığında, 

ekstraksiyon veriminde çalışma süresine bağlı olarak anlamlı bir değişiklik 

gözlenmemiştir.  Hem orifis-1 hem de orifis-17'de 4 bar basıncın maksimum 

ekstraksiyon verimi gösterdiği görülmüştür. Şekil 3.24’de gösterildiği gibi, maksimum 

ekstraksiyon verimi (%72), orifis-17 ile 10 dakikalık çalışma süresinden sonra elde 

edilmiştir.  Basıncın 2 bar'dan 4 bar'a yükselmesi ekstraksiyon verimini arttırırken, 

basıncın 6 bar'a yükselmesi ekstraksiyon verimini %30'a düşürmüştür. 

Orifis-1 kullanıldığında ise 4 bar basınçta 5 dakikalık çalışma süresi sonunda 

maksimum ekstraksiyon verimine (%72) ulaşılmıştır. Ekstraksiyon verimi 2 ve 4 bar 

basınçlarda çalışma süresiyle azalırken, 6 barda 20 dakikaya kadar artmış ve 30 

dakikada düşmüştür. 
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Şekil 3.24: Orifis-17 ile HK prosesinde basıncın ekstraksiyon verimine etkisi. 
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Şekil 3.25: Orifis-1 ile HK prosesinde basıncın ekstraksiyon verimine etkisi. 

 

Kavitasyon sayısı (K), HK süreci için önemli bir parametredir. Ancak, hücre 

bozulma derecesi ile doğrusal olarak ilişkili değildir [93]. Şekil 3.26 farklı orifislerde 

basınç değişimine bağlı olarak K’nın değişimini göstermektedir. K, orifis-1 ile 1-2 

arasında iken, orifis-17 ile 3'ten 7'ye yükselmektedir. K’nın 1'den küçük olduğu 

durumlarda önemli kavitasyonel etkilerin olduğu bilinmektedir. Bununla birlikte, 

kavitasyonun daha yüksek K’da da (2 ile 4 arasında) meydana gelebileceği ve bunun 

da sıvı ortamda çözünmüş gazların veya belirli kirleticilerin varlığıyla ilgili olabileceği 

keşfedilmiştir [62].  
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Şekil 3.26: HK destekli ekstraksiyon prosesinde kavitasyon sayısı. 

 

HK destekli PHA ekstraksiyonunda kullanılan biyokütlenin orifis-1 ile 4 bar 

basınçta 5 dk parçalanması öncesi ve sonrasındaki SEM görüntüleri Şekil 3.27’de 

verilmiştir. Biyokütlenin KMK içeriyor olması sebebiyle görüntülerdeki 

mikroorganizmaları, literatürde tek bir türde (Ralstonia eutrophia) [94] elde edilen 

görüntülere kıyasla ayırt etmesi zordur. Fakat ekstraksiyon öncesindeki görüntülerde 

(Şekil 3.27.a)) çubuk ve yuvarlak yapılı hücrelerin ekstraksiyon sonrasında bozulmaya 

başladığı görülmektedir. Hücre duvarının bozulduğu görülen hücreler (kırmızı işaretli 

hücreler) ve parçalanmayan hücreler (yeşil işaretli hücreler) Şekil 3.27.b)’de 

işaretlenmiştir. 
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Şekil 3.27: HK destekli PHA ekstraksiyonunda kullanılan biyokütlenin a) 

ekstraksiyon öncesi (x5000) b) ekstraksiyon sonrası SEM görüntüleri (x10000). 
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3.3.5. HK  prosesi ile aktif çamurdan ekstrakte edilen 

biyopolimerlerin karakterizasyonu 

Orifis-1 ile 4 barda zamana bağlı olarak ekstrakte edilen biyopolimerlerin (Şekil 

3.28) FTIR spektrumları ticari PHB ile karşılaştırmalı olarak Şekil 3.29’da verilmiştir. 

HK’ya maruz kalma süresinin biyopolimerin kimyasal yapısı üzerindeki etkisini 

keşfetmek için FTIR spektrumları zamana bağlı olarak takip edilmiştir. 30 dakikaya 

kadar takip edilen işlem süresinin biyopolimer yapısı üzerinde herhangi bir etkisinin 

olmadığı gözlemlenmiştir.  PHB'nin ayırt edici piki 1720 cm-1 (C=O) civarında yer 

alırken, diğer yoğun pikler ester grubunu temsil eden 1000-1400 cm-1 (C-O) arasında 

yer almıştır[84].  

 

 
 

Şekil 3.28: HK destekli ekstraksiyon çalışmalarında elde edilen biyopolimerler. 

 

Ticari PHB ve orifis-1 ile 4 barda 5 dakikada ekstrakte edilmiş biyopolimerin 

termal bozunma profilleri Şekil 3.30’da gösterilmektedir. İlk bozunma, ticari PHB için 

269,75°C'de başlarken, HK destekli ekstraksiyon ile elde edilen biyopolimer için 

243,21°C'de başlamaktadır.  HK destekli ekstrakte edilen biyopolimerlerin maksimum 

termal bozunmasının (262,12°C) ticari PHB'den (296,62°C) daha düşük olduğu 

görülmüştür. 
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Şekil 3.29: HK prosesi ile elde edilen biyopolimerlerin ticari PHB ile karşılaştırmalı 

FTIR spektrumları. 
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Şekil 3.30: HK prosesi ile elde edilen biyopolimerlerin ticari PHB ile karşılaştırmalı 

TGA termogramları. 
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3.3.6. Aktif çamurdan biyopolimer ekstraksiyonu yöntemlerinin 

karşılaştırılması 

Bu tez çalışması kapsamında uygulanan ekstraksiyon yöntemlerinin en iyi 

proses verimi alınan koşulları ve elde edilen polimerlere ait saflık, molekül ağırlığı ve 

TGA sonuçları Tablo 3.2’de verilmiştir. Tabloda da görüldüğü gibi kullanılan 

ekstraksiyon yöntemi, proses verimini, biyopolimerlerin fiziksel ve termokimyasal 

özelliklerini etkilemektedir. Buna göre sCO2 ve sCO2-MeOH çalışmalarında verim ve 

PHB saflığı açısından önemli bir farkın olmadığı fakat molekül ağırlığının metanol 

kullanımıyla yükseldiği görülmektedir. Kavitasyon çalışmalarında ise hem proses 

veriminin hem de elde edilen polimerin saflık ve Mv bakımından diğer ekstraksiyon 

proseslerinin gerisinde kaldığında görülmektedir. Solvent ekstraksiyonunda kullanılan 

DMC ve kloroform ile ise daha yüksek proses verimi alınmasına rağmen polimer 

saflığı, sCO2 prosesinde elde edilen polimerden daha düşüktür. Uygulanan 

ekstraksiyon yöntemlerinde elde edilen bütün polimerler termal özellikleri bakımından 

da değerlendirildiğinde en yüksek bozunma sıcaklığının MeOH-sCO2 prosesi ile elde 

edildiği görülmüştür. Bu nedenle nanofiber üretim çalışmalarında kullanılmak üzere 

gerekli olan biyopolimerler sCO2-MeOH prosesiyle ekstrakte edilmiştir. 

 



 

 4
6 

 

 

 

Tablo 3.2: Ekstraksiyon çalışmalarında elde edilen sonuçların karşılaştırılması. 

 

Ekstraksiyon 

yöntemi 

Ekstraksiyon 

koşulu 

Verim 

(%) 

Saflık 

(PHB) 

(%) 

Mv 

(*106) 

TGA 

Tbaş. Tpik Tbitiş 

Kalan 

kütle 

(%) 

DMC 90ºC’de 1 saat 82.28 89.56 0.25 218,34 240,39 254,64 3,92 

Kloroform 60ºC’de 1 saat 95.48 83.69 0.22 225,83 251,06 261,44 8,48 

sCO2 200 bar, 40ºC’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 

MeOH ilavesi 

83.00 81.00 0.37 249,81 274,22 282,51 0,3 

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

4.1. Giriş 

Nanoteknoloji, son zamanların en çok çalışma yapılan alanlarından biridir ve 

yeni bir endüstriyel devrimin öncüsü olacağı tahmin edilmektedir. Bu kapsamda 

nanofiberler de yüksek porozite ve hacmine göre geniş yüzey alanı olması gibi 

özellikleri sebebiyle, enerji üretimi ve depolanması (yakıt pilleri, güneş pilleri), insan 

sağlığı (doku mühendisliği, ilaç salınımı) ve çevre mühendisliği (su arıtımı, gaz 

filtrasyonu) çalışmalarında geniş uygulama alanı bulmaktadır [95]. Nanofiberlerin 

çapları ise birkaç nanometre ile 100-150 nm arasında olabilmektedir. Nanofiberlerin 

çaplarının bu kadar düşük olması yüzey alanlarının hacimlerine oranla konvansiyonel 

fiberlerinkine göre neredeyse 1000 kat fazla olmasını sağlamaktadır. Bu nedenle, 

nanofiberler sıradan polimer fiberlerine göre üstün fiziksel (sertlik, gerilme 

mukavemeti vb.) ve kimyasal (birim yüzeyde bulunan fonksiyonel grup sayısı) 

özelliklere sahip olurlar [96]. 

Nanofiber üretiminde en yaygın kullanılan yöntem elektroeğirme yöntemidir.  

Bu yöntem, yüksek elektrik alanındaki elektrostatik itme kuvvetlerinin, fiber 

sentezinde kullanılması prensibine dayanmaktadır [95]. Tipik elektroeğirme düzeneği 

Şekil 4.1’de görülmektedir [97]. Elektroeğirme düzeneği; pompa, içerisinde polimer 

çözeltisi bulunan şırınga, yüksek voltaj kaynağı ve metal toplayıcı olarak 4 temel 

bileşenden oluşmaktadır. Elektroeğirme işlemi metal iğnenin içerisindeki polimer 

çözeltisinin elektrik ile yüklenmesi ile başlar. Elektrik ile yüklenen polimer 

damlasında bir düzensizlik meydana gelir. Aynı zamanda yüklerin karşılıklı 

birbirlerini itmeleri bir kuvvet oluşturur bu da yüzey gerilimine neden olur. Sonuç 

olarak polimer çözeltisi elektrik alanı yönünde bir akış meydana getirir. Elektrik 

akımının biraz daha yükselmesi küre şeklinde damlacık oluşturur ve ilerleyen safhada 

koni oluşumuna (Taylor konisi) sebebiyet verir. Bu koniden oluşan ince jetler metal 

toplayıcıda birikir. 
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Şekil 4.1: Elektroeğirme deneyi için tipik bir düzenek. 

 

Elektroeğime yönteminde üretilen nanofiberlerin yapısını etkileyen proses 

parametreleri: voltaj, akış hızı, şırınga ve toplayıcı tabla arasındaki mesafe ve polimer 

çözeltisinin konsantrasyonudur [98]. Yüksek voltaj yüzey yükü yoğunluğunu 

arttırarak fiber çapını azalttığı için lif gerilimi için faydalıdır. Şırıngadaki polimerin 

akış hızının yavaş olması proses süresini uzatırken hızlı olması da fiber çaplarının 

büyümesine sebep olacaktır. Toplayıcı tablaya olan mesafenin çok kısa olması 

solventin buharlaşmasına elverişli değildir, bu da elyaflar arasında yapışmaya, elyaf 

çapının azalmasına ve elyaf performansının düşmesine neden olur. Mesafenin 

artmasıyla, eğirme jeti daha fazla ayrılma fırsatı elde edecek ve çap önemli ölçüde 

azalacaktır. Polimer konsantrasyonu, elektroeğirme işlemindeki en önemli 

parametrelerden biridir. Düşük konsantrasyonlarda, zincir dolanması jeti kararsız hale 

getirir ve jetin çapı yüzey geriliminin etkisi altında küçülerek çözeltinin boncuklar 

veya boncuklu lifler oluşturmasına neden olur. Bununla birlikte, çözelti 

konsantrasyonu sıvı jet oluşturmak için çok yüksekse proses gerçekleştirilemez. Bu 

nedenle, tüm polimerler yalnızca uygun konsantrasyon aralığında elektroeğirme 

yönteminde kullanılabilir. 

Birçok doğal ve sentetik polimerler elektroeğirme yöntemiyle nanofiber 

üretiminde kullanılmıştır. Sentetik polimerlere poliakrilonitril (PAN), polivinil alkol 

(PVA), polivinilflorit (PVDF), poliüretan (PU) örnek verilebilir [98] . Tipik doğal 
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polimerler arasında ise kolajen, kitosan, jelatin, selüloz asetat, kitin, polilaktik asit 

(PLA) ve PHB bulunur [99], [100]. Literatürde PHB kullanılarak elektroeğirme 

yöntemi ile nanofiber üretim çalışmalarına bakıldığında; Acevedo vd. (2018)’nin 

[101] 25 kV voltaj, 0,5 mL/sa akış hızı ile 25 cm tabla uzaklığında 2,6 µm/2,2 µm 

çapında , Kuntzler vd. (2018)’nin [102] 15-25 kV voltaj aralığında, 1,15 mL/sa akış 

hızı ile 15 cm tabla uzaklığında 810 nm çapında, Cherpinski vd. (2018)’nin [103] 16 

kV volatjda, 6 mL/sa akış hızında ve 15 cm tabla uzaklığında 100 µm çapında, Morais 

vd. (2015)’nin [104] 15,4-31,3 kV aralığında 2 µL akış hızında 826 µm çapında 

fiberler  elde ettiği görülmektedir. PHB’lerden elde edilen bu nanofiberlerin 

biyomedikal uygulamalarda ve gıda paketlemede kullanılması önerilmiştir. Atıklardan 

elde edilen PHA’nın ise çeşitli safsızlıklar içermesi (endotoksinler, protein, yağ, DNA 

vb.) ve viral, bakteriyel veya genetik kirleticiler sebebiyle medikal alanlarda kullanım 

alanı bulması güçtür [105].  

Nanofiberler çevre mühendisliği uygulamalarında, hava filtrasyon 

sistemlerinde, toz tutma sistemlerinde, iç ortam hava filtrasyonunda, araç kabin 

filtrelerinde, sıvıların filtrasyonunda, ağır metallerin ve organik bileşiklerin 

adsorpsiyonunda ve sıvı/gaz alanlarında sensör üretiminde uygulama alanı 

bulmaktadır [106]. Nanofiberler geniş yüzey-hacim oranı ile membran filtrasyonu 

uygulamaları için uygun malzemelerdir. Atık sulardan 1-3 µm boyutlarındaki 

partiküllerin gideriminde %95 verim elde edilmiştir [107]. Nanofiber membran ile 

havadan partiküler madde gideriminde (1-5 µm arasındaki partiküller) %100 verim 

sağlanmıştır [108] . 

4.2. Metodoloji 

4.2.1. Elektroeğirme yöntemi deney koşulları 

Elde edilen PHB polimerinden nanofiber üretimi için Şekil 4.2’deki 

elektroeğirme cihazı kullanılmıştır. Cihaz temel olarak pompa, yüksek voltaj kaynağı, 

şırınga ve toplayıcı döner diskten oluşmaktadır. Belirlenen konsantrasyonlarda 

hazırlanan polimer çözeltileri 50ºC’de bir gece boyunca karıştırılarak hazırlanmıştır. 

Homojen olarak çözünmüş halde olan polimer çözeltisinin sıcaklığı kapatılarak oda 

sıcaklığına soğuması beklenmiştir. Uygun sıcaklık ve farklı konsantrasyonlarda 

hazırlanan polimer çözeltileri şırınga ile cihaza yerleştirilerek akış hızı, voltaj ve 
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zaman parametreleri değiştirilerek toplayıcı ünite üzerine sarılan folyo ile nanofiberler 

toplanmıştır. 

 

 
 

Şekil 4.2: Nanofiber üretiminde kullanılan elektroeğirme cihazı. 

4.2.2. Analiz yöntemleri 

Nanofiberlerin karakterizasyon çalışmalarında kullanılan FTIR ve TGA 

analizleri Bölüm 3.2.4.2 ve Bölüm 3.2.4.3’de detayları verilen metotlara göre 

yapılmıştır. 

4.2.2.1  Diferansiyel taramalı kalorimetri (DSC) 

 

Diferansiyel taramalı kalorimetri (DSC), bir numunenin ve referansın sıcaklığını 

artırmak için birim zamandaki enerji girdisi farkının (mW) sıcaklığın bir fonksiyonu 

olarak ölçüldüğü tekniktir. Bu çalışma kapsamında üretilen nanofiberlerin termal 

özelliklerinin belirlenmesinde TG-DSC (Ohio, USA) Mettler 126 1/1600 cihazı 50 

mL/dk argon atmosferinde kullanılmıştır. 
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4.2.2.2 Temas açısı  

 

Temas açısı, bir sıvı-buhar arayüzünün katı bir yüzeyle buluştuğu yerde, ölçülen 

açıdır. Katı bir yüzeyin bir sıvı tarafından ıslatılabilirliğini ölçer. Bu çalışma 

kapsamında üretilen nanofiberlerin temas açısı, temas açısı açıölçeri (CAM 101, KSV 

Instruments) kullanılarak karakterize edilmiştir. Yüzeye bırakılan su damlasının 

görüntüsü bilgisayara kaydedilmiştir. Görüntü yazılımda analiz edilerek nanofiber 

yüzeyi ile olan açısı belirlenmiştir. Temas açısı<90° olan malzemeler hidrofilik; >90º 

olan örnekler ise hidrofobik olarak tanımlanmaktadır. 

4.2.2.3 Taramalı elektron mikroskobu (SEM) 

Elde edilen nanofiberlerin morfolojisi SEM (Philips XL30 SFEG, Amsterdam, 

Hollanda) ile görüntülenmiştir. Görüntüler kullanılarak ImageJ programında fiber 

çapları dağılımı grafiği oluşturulmuştur.  

4.2.2.4 Çekme testleri 

 

Nanofiberlerin çekme testleri Zwick Roell marka malzeme test cihazı ve 

TESTXPERT II programı kullanılarak yapılmıştır. Cihaz parametrelerinde ön yük 

0,01N, hız ise 50 mm/min olarak ayarlanmıştır. 

4.3. Sonuçlar ve Tartışma 

4.3.1. Ticari PHB kullanılarak nanofiber üretimi 

Bu çalışma kapsamında üretilen PHB polimerlerinden nanofiber üretimi 

yapılmadan önce ticari PHB ile nanofiber üretimi çalışmaları yapılmıştır. Böylece 

nanofiber üretiminde önemli olan proses parametreleri belirlenmiştir.  

PHB nanofiberinin sentezi için konsantrasyon, solvent ve akış hızı parametreleri 

değiştirilerek farklı deney setleri hazırlanmıştır. Deney setlerinde değişen parametreler 

Tablo 4.1’de verilmiştir. Çekilen nanofiberler SEM ile görüntülenmiş ve FTIR 

analizleri yapılmıştır. 
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Tablo 4.1: Standart PHB ile nanofiber üretimi deney seti parametreleri. 

 

Kod 

Polimer 

çözeltisi 

yoğunluk 

(%wt) 

Çözücü 
Voltaj 

(kV) 

Akış hızı 

(mL/sa) 

Süre 

(sa) 

PHB-1 2,5 Kloroform 15 1 1 

PHB-2 5 Kloroform 15 1 1 

PHB-3 5 Kloroform 15 2 1 

 

PHB-1 ve PHB-2 olarak sırasıyla %2,5 ve %5 lik konsantrasyonlarda aynı voltaj 

ve akış hızı ile hazırlanan nanofiberlerin SEM morfolojileri incelendiğinde %2,5 

konsantrasyonunda istenmeyen boncuksu yapıların daha fazla olduğu (Şekil 4.3) ve 

%5’lik konsantrasyonda daha homojen yapılar (Şekil 4.4) elde edildiği 

gözlemlenmiştir. Akış hızı saatte 2 mL ve saatte 1 mL olarak çalışılmıştır. 2 mL/sa 

akış hızı ile elde edilen fiberlerde daha az saçaklanma olduğu ve daha homojen fiber 

yüzeyleri elde edildiği SEM analizlerinde nanofiberlerin nm mertebesinde ince uzun 

ipliksi şeklinde yapıları gözlemlenmiştir (Şekil 4.5). En iyi görüntünün alındığı PHB-

3 nanofiberi Şekil 4.6’da verilmiştir. Farklı parametreler ile elde edilen PHB 

nanofiberlerin FTIR spektrumları Şekil 4.7’de verilmiştir. FTIR spektrumlarında 

PHB'nin ayırt edici piki 1720 cm-1 (C=O) civarında görülmüştür. 
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Şekil 4.3: PHB-1 kodlu numunenin SEM görüntüleri a) x250, b) x500 c) x1000  

d) x5000. 

 

 
 

Şekil 4.4: PHB-2 kodlu numunenin SEM görüntüleri a) x250, b) x500 c)x1000 

d) x5000. 
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Şekil 4.5: PHB-3 kodlu numunenin SEM görüntüleri a) x250, b) x500 c) x1000  

d) x5000. 

 

 
 

Şekil 4.6 PHB-3 kodlu nanofiberin görüntüsü. 
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Şekil 4.7: PHB-1,2,3 nanofiberlerinin FTIR spektrumları. 

 

4.3.2. sCO2 destekli ekstraksiyon ile elde edilen PHB kullanılarak 

nanofiber üretimi 

sCO2 prosesi ile aktif çamurdan ekstrakte edilen %78 PHB içeren biyopolimerler 

ile nanofiber üretimi için Tablo 4.2’de verilen deney koşulları kullanılmıştır. 

Çalışmalar, ticari PHB ile yapılan nanofiber çalışmalarında elde edilen optimum 

koşullar olan %5 polimer yoğunluğu, 2 mL/sa akış hızı ve çözücü olarak kloroform 

kullanılması ile başlamıştır. Fakat 15 kV voltaj uygulandığında çok fazla saçılma 

olduğundan nanofiber elde edilememiştir. Bu sebeple voltaj 12 kV’a düşürülerek 

çalışmalara devam edilmiştir. Bütün deneyler 60 dk boyunca yürütüldükten sonra, 

nanofiberlerin çekme mukavemetinde zamanın etkisini değerlendirmek amacıyla 

optimum elektroeğirme proses şartları kullanarak 30 dk, 120 dk ve 150 dk sürelerinde 

de nanofiber üretimi yapılmıştır. 
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Tablo 4.2: sCO2 ile ekstrakte edilen PHB polimeri ile nanofiber üretimi deney 

koşulları. 

 

Kod 
Polimer çözelti 

yoğunluk (%wt) 
Çözücü 

Voltaj 

(kV) 

Akış hızı 

(mL/sa) 

Süre 

(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 çapları PHB-R1 için 3,80 µm, PHB-R2 için 3,37 µm, PHB-

R5 için 1,98 µm ve PHB-R7 için 2,20 µm olarak SEM görüntüleri kullanılarak ImageJ 

programı ile hesaplanmıştır. Buna göre konsantrasyonun %5’ten %4’e (PHB-R2 ve 

PHB-R5) düşmesi ile fiber çapının azaldığı görülmüştür. Literatürde sadece PHB 

kullanılarak üretilen nanofiber çalışmaları, kompozit nanofiber çalışmalarına oranla 

daha azdır ve %5-%35 (w/v) arasındaki PHB oranlarında çalışmalar yapılmıştır (Tablo 

4.3). Yüksek polimer yoğunluğunda yapılan çalışmada elektriksel iletkenliği arttırarak 

daha küçük çaplı fiber elde edilebilmesi için NaCl ilavesi yapılmıştır [102]. 

Akış hızının saate 2 mL’den 1 mL’ye (PHB-R1 ve PHB-R2) azalması ile fiber 

çaplarının azaldığı görülmüştür (Tablo 4.3). Düşük akış hızında nanolifler toplayıcıya 

ulaşmadan önce çözücünün buharlaşmasından dolayı yüksek akış hızlarındakine göre 

daha düşük çaplı fiberler elde edilmektedir [98], [102], [104], [109]. Nanofiber 

çaplarının küçük olması, fiberlerin birbirine daha yakın olması ve/veya üstsüte 

gelmelerine olanak sağlayarak nanofiber malzemenin geçirgenliğini azaltmaktadır 

[104]. Bu özellik de nanofiberlerin uygun uygulama alanı bulmasında önemlidir.  
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Tablo 4.3: PHB kullanılarak üretilen nanofiberlerin üretim ve ürün özelliklerinin 

karşılaştırılması. 

Polimer Polimer üretim koşulu 

Fiber 

çapı  

(µm) 

Yoğunluk 

(w/v) 

Akış hızı 

(µL/sa) 

Volt. 

(kV) 
Ref. 

PHB 
Burkholderia xenovoran 

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

PHB 
Spirulina sp. 

(Sentetik besi yeri) 
0,81 35 1150 15 [102] 

PHB Biomer marka 100 10 6000 16 [103] 

PHB 
Spirulina sp. 

(Sentetik besi yeri) 
0,82 30 120 15,4-31,3 [104] 

PHB Goodfellow marka 3-4 10 0,5 10 [110] 

PHB 
Aktif çamur 

(Endüstriyel atık su) 

3,80 5 2000 12 

Bu 

çalışma 

3,34 5 1000 12 

1,98 4 1000 12 

2,20 4 600 12 

 

Elde edilen PHB-R1, PHB-R2, PHB-R5 ve PHB-R-7 kodlu nanofiberlerin 

fotoğrafları, SEM görüntüleri ve ortalama çap grafikleri Şekil 4.8-Şekil 4.11 arasında 

verilmiştir. SEM görüntülerine göre elde edilen nanofiberlerin; homojen, ince ve uzun 

filamentli yapıları olduğu gözlemlenmiştir. Ayrıca nanofiber morfolojisinde 

istenmeyen bir durum olan boncuk benzeri yapılar gözlemlenmemiştir.  
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Şekil 4.8: PHB-R1 Nanofiberinin a) Fotoğrafı b) SEM görüntüsü x250 c) SEM 

görüntüsü x2000 d) nanofiberin ortalama çap grafiği. 

 

 

 
 

Şekil 4.9 : PHB-R2 Nanofiberinin a) Fotoğrafı b) SEM görüntüsü x250 c) SEM 

görüntüsü x2000 d) nanofiberin ortalama çap grafiği. 

a 

c d 

c d 

b 

a b 
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Şekil 4.10: PHB-R5 Nanofiberinin a) Fotoğrafı b) SEM görüntüsü x250 c) SEM 

görüntüsü x2000 d) nanofiberin ortalama çap grafiği. 

 

 
 

Şekil 4.11: PHB-R7 Nanofiberinin a) Fotoğrafı b) SEM görüntüsü x250 c) SEM 

görüntüsü x2000 d) nanofiberin ortalama çap grafiği. 

b 

d 

a 

c 

c d 

a b 
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4.3.3. Elde edilen nanofiberlerin karakterizasyonu 

KMK’ya endüstriyel atık su beslenerek üretilen PHB kullanılarak elde edilen 

nanofiberlerin karakterizasyonu, standart PHB nanofiberleri ile karşılaştırmalı olarak 

verilmiştir. Standart PHB ile üretilen nanofiberlerden PHB-3 kodlu ve 

mikroorganizmadan ekstrakte edilen PHB biyopolimeri üretilen nanofiberlerden PHB-

R2 kodlu olan örneklerin; hidrofilik/hidrofobik özelliklerini belirlemek için temas 

açısı ölçümü, yapısal karakterizasyonu için FTIR analizi, termal özelliklerinin 

belirlenmesi için DSC ve TGA analizleri, mekanik özelliklerinin karşılaştırılması için 

ise çekme testleri yapılmıştır. 

4.3.3.1 Temas açısı 

 

PHB nanofiberlerinin suda çözünmeme özelliği sebebiyle hidrofobik özellik 

göstermesi beklenmektedir [102]. PHB-3 kodlu standart PHB nanofiberi ve PHB-R2 

hidrofobik özellik göstermiş ve temas açıları sırasıyla 108,75º ve 105,70º olarak 

ölçülmüştür (Şekil 4.12).  

 

 
 

Şekil 4.12: Temas açısı a) PHB-3 b) PHB-R2. 

 

4.3.3.2 Nanofiberlerin termal özellikleri 

 

Numune ve referans arasındaki ısı akışı farkı sıcaklığın bir fonksiyonu olarak 

incelenerek elde edilen nanofiberlerin DSC termogramları Şekil 4.13.a)’da verilmiştir. 

Sonuçlara göre, elde edilen sCO2 -PHB polimer nanofiberinin, ticari PHB polimer 

nanofiberi ile benzer termal özellikler gösterdiği gözlenmiştir.  Ticari PHB polimeri 

ile hazırlanan PHB-3 kodlu nanofiber için erime sıcaklığı 179,05ºC iken sCO2 prosesi 

ile ekstrakte edilen biyopolimer için 167,09ºC bulunmuştur.  

a b 
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Numune kütlesindeki değişiklik, sıcaklığın ve zamanın bir fonksiyonu olarak 

incelenerek elde edilen nanofiberlerin termal bozunma eğrileri Şekil 4.13.b)’de 

verilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre, ticari PHB polimeri ile hazırlanan PHB-3 kodlu 

nanofiber için termal bozunma piki 271,34⁰C olarak kaydedilmiştir. %78 saflıkta geri 

kazanılan PHB polimeri ile hazırlanan PHB-R2 kodlu nanofiber numunesindeki termal 

bozunma piki ise 257,62⁰C olarak bulunmuştur. Bulunan değerler karşılaştırıldığında 

ticari ve ekstraksiyon ile geri kazanılan PHB polimer nanofiberlerinin termal olarak 

benzer özellikler gösterdiği görülmektedir. 
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Şekil 4.13: PHB-R2 ve PHB-3 ‘ün termal özellikleri: a) DSC b) TGA termogramı. 

 

4.3.3.3  Nanofiberlerdeki fonksiyonel gruplar  

 

PHB-3 nanofiberinin gösterdiği PHB karakteristik pikleri, 3000 cm-1’e yakın 

olan C-H bağları ve 1700 cm-1 etrafındaki C=O bağları, PHB-R2 nanofiberinde de 

tespit edilmiştir. Bu tez kapsamında ekstrakte edilen PHB ile üretilen nanofiberlerin 

standart PHB nanofiberi ile uyumlu olduğu görülmüştür (Şekil 4.14). 
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Şekil 4.14: PHB-R2 ve PHB-3’ün FTIR spektrumu. 

 

4.3.3.4 Nanofiberlerin mekanik özellikleri 
 

Nanofiberlerin çekme mukavemeti-uzama grafiği Şekil 4.15’de verilmiştir. Test 

sonuçları ise  Tablo 4.4’de verilmiştir. En iyi mekanik performansı; 22,21 MPa çekme 

mukavemeti ve %25,54 kırılmadaki uzama değeri ile PHB-R2 koşullarında (%5 (w/v); 

12 kV; 1 mL/sa) 150 dk süresinde çekilen nanofiber göstermiştir. Malzemenin 

dayanımını ifade eden çekme modülü ise 599,59 MPa olarak, PHB filmlerinin 1,5 GPa 

olan çekme modülü değerinden çok düşük olarak ölçülmüştür [111]. Ayrıca nanofiber 

üretiminde kullanılan biyopolimerin de çekme testi yapılmış ve nanofiber üretimi ile 

çekme modülünün 77,58 MPa’dan 599,59 MPa’a yükseldiği görülmüştür.  

Bu çalışma kapsamında üretilen nanofiberlerin karakterize edilen özellikleri 

değerlendirildiğinde nanofiberlerin yüksek bozunma sıcaklığı (257,62ºC), 

hidrofobikliği (105,7º) ve düşük çekme modülü (599,59 MPa) özellikleri dikkat 

çekmektedir. Literatürde saf kültürlerden elde edilen PHB ya da doğrudan ticari PHB 

kullanılarak üretilen nanofiberler özellikleri sebebiyle gıda paketleme uygulamaları ve 

biyomedikal uygulamalar için önerilmiştir [102], [104], [110], [112]. Fakat KMK ve 

atık su kullanılarak elde edilen PHB’ler kullanılarak nanofiber üretimi çalışmaları 

bulunmamaktadır. Bu çalışma kapsamında elde edilen çekme dayanımının arttırılması 

(kompozit nanofiberler) ile atık suların arıtılması (boya giderimi vb)[100], [113], hava 

filtreleme uygulamalarında [113], [114] ve gaz sensörlerinde [115] kullanılabilmesi 

önerilmektedir. 
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Şekil 4.15:  Nanofiberlerin çekme mukavemeti-uzama grafiği.  

 

 

Tablo 4.4: PHB-R2 Nanofiberinin çekme testi sonuçları. 

 

Örnek 

Çekme 

modülü 

(Mpa) 

(E) 

Çekme 

mukavemeti 

(MPa) 

(σ) 

Kopma 

gerilmesi 

(MPa) 

(σb) 

Kırılmadaki 

uzama (%) 

(εb)  

Ortalama 

tabaka 

kalınlığı 

(µm) 

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. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Bu tez çalışması, atık su ve atık çamur kullanılarak, KMK’da PHA 

depolanmasını, depolanan PHA’nIn yenilikçi ekstraksiyon yöntemleri ile hücre dışına 

çıkarılmasını ve çıkarılan PHA’nn nanofiber üretiminde kullanılması sürecindeki 

proseslerin işletme parametrelerinin belirlenmesini kapsamaktadır.   

Maya endüstrisi atık su arıtma tesisi aktif çamur prosesinden alınan aktif 

çamurun laboratuvar ortamında, aynı endüstrinin atık suyu ile beslenmesi sonucu 

mikroorganizmaların depoladıkları PHA’nın hücre dışına çıkarılması için 3 farklı 

ekstraksiyon yöntemi kullanılmıştır. PHA depolayan bakteriler hasat edilerek 

liyofilizasyon yöntemi ile kurutulmuştur. Biyokütlede mikrobiyal tanımlama yapılarak 

biyokütle içinde 15 farklı tür tespit edilmiştir. Baskın türlerden biri olan Bacillus 

cereus literatürde, PHA depolamasında da kullanılan türlerden biridir. 

Çalışma kapsamında uygulanan ekstraksiyon yöntemlerinden birincisi, solvent 

ekstraksiyonudur ve tez kapsamında geliştirilen diğer ekstraksiyon yöntemleri için 

referans olarak kullanılmak üzere uygulanmıştır. Bu yöntem için kloroform ve DMC 

olmak üzere iki farklı solvent kullanılmıştır. Kloroform PHA ekstraksiyonu için en 

çok kullanılan solventtir; fakat kloroformun toksik özellikleri sebebiyle, alternatif 

olabilecek solventler araştırılmaktadır. Bunlar arasında DMC, çözücü olarak çok 

yönlülüğü ve insan sağlığı için düşük toksisitesi nedeniyle PHA ekstraksiyonu için 

kloroforma alternatif bir çözücü olarak seçilmiştir. KMK’da depolanan PHA; DMC 

ile %82 verimle, kloroform ile %95 verimle ekstrakte edilmiştir. Sırasıyla %89 PHB 

saflığında, 0,25 MDa molekül ağırlığında ve %84 PHB saflığında 0,22 MDa molekül 

ağırlığında biyopolimerler elde edilmiştir. Polimerlerin FTIR spektrumları ve termal 

özellikleri ticari PHB ile uyumludur. 

İkinci ekstraksiyon yöntemi ise sCO2 destekli ekstraksiyon yöntemidir. Bu 

yöntem literatürde genellikle aromatik yağların çıkarılması proseslerinde 

kullanılmakla birlikte, biyokütleden biyopolimer ekstrakte edilmesi için de az sayıda 

çalışmada kullanılmıştır. Bu tez kapsamında sCO2 destekli ekstraksiyon 

çalışmalarında, proses verimine, basınç (100-300 bar), sıcaklık (35-60ºC), biyokütle 

miktarı (1-4 gr), ekstraksiyon süresi (15-120 dk) ve yardımcı çözücü olarak metanol 

kullanımı parametrelerinin etkisi değerlendirilmiştir. Proses verimini; basınç ve 

sıcaklığın, ekstrakte edilen biyokütle ve ekstraksiyon süresi parametrelerinden daha 
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çok etkilediği görülmüştür. Buna göre sCO2 destekli ekstraksiyon prosesinde 2 gr 

biyokütlenin 200 barda 4 mL metanol ilavesi ile 15 dk ekstrakte edilmesinde %83 

proses verimi ve %81 PHB saflığında 0,37 MDa molekül ağırlığında polimerler elde 

edilmiştir. Elde edilen polimerlerin FTIR ve TGA sonuçları ise ticari PHB ile 

uyumludur. 

Uygulanan üçüncü ekstraksiyon yöntemi ise hidrodinamik kavitasyon destekli 

ekstraksiyon yöntemidir. Bu yöntemde liyofilize çamurun su ile hazırlanan çözeltileri 

kavitasyon reaktörüne beslenmiştir. İki farklı orifis plakası ile farklı basınç (2-6 bar), 

süre (5-30 dk) ve yoğunluk (0,5-2 g/L) parametreleri ile yapılan çalışmalarda, orifis-1 

ile 5 dk’da orifis-17 ile de 10 dk’da maksimum proses verimine ulaşıldığı görülmüştür 

(4 barda %72). Konsantrasyonun 0,5 g/L’den 2 g/L’ye artmasıyla ise verim %30 

seviyelerine düşmektedir. HK prosesi için önemli parametrelerden olan kavitasyon 

sayısı orifis-1 ile 1-2 arasında iken, orifis-17 ile basıncın artmasıyla 3’ten 7’ye 

yükselmektedir.  Sonuç olarak kavitasyon destekli ekstraksiyon çalışmalarında, tek 

delikli orifis kullanılarak 0,5 g/L çözelti yoğunluğunda 5 dk proses süresince, %72 

verimle, %71 PHB saflığında, 0,17 MDa molekül ağırlığında polimerler elde 

edilmiştir. Elde edilen polimerlerin FTIR ve TGA sonuçları ise ticari PHB ile 

uyumludur.  

Ekstraksiyon çalışmalarının verim, saflık ve molekül ağırlığı parametreleri 

bakımından karşılaştırıldığı Tablo 3.2’de kullanılan ekstraksiyon yönteminin, proses 

verimi ile biyopolimerlerin fiziksel ve termokimyasal özelliklerini etkilediği 

görülmektedir. Buna göre sCO2 ve sCO2-MeOH çalışmalarında verim ve PHB saflığı 

açısından önemli bir farkın olmadığı fakat molekül ağırlığının metanol kullanımıyla 

yükseldiği görülmektedir. Kavitasyon çalışmalarında ise hem proses veriminin hem de 

elde edilen polimerin saflık ve Mv bakımından diğer ekstraksiyon proseslerinin 

gerisinde kaldığında görülmektedir. Solvent ekstraksiyonunda kullanılan DMC ve 

kloroform ile ise daha yüksek proses verimi alınmasına rağmen polimer saflığı, sCO2 

prosesinde elde edilen polimerden daha düşüktür. Uygulanan ekstraksiyon 

yöntemlerinde elde edilen bütün polimerler termal özellikleri bakımından da 

değerlendirildiğinde en yüksek bozunma sıcaklığının MeOH-sCO2 prosesi ile elde 

edildiği görülmüştür. Bu durumda, sCO2-MeOH prosesinde elde edilen biyopolimerler 

kullanılarak nanofiber üretim çalışmaları yapılmıştır.  

Nanofiberler yüksek porozite ve geniş yüzey alanı özellikleri ile enerji, sağlık ve 

çevre konularında uygulama alanı bulmaktadır. Nanofiber üretiminde en yaygın 
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kullanılan yöntem elektroeğirme yöntemidir. sCO2 destekli ekstraksiyon prosesi ile 

ekstrakte edilen ortalama %78 PHB saflığındaki biyopolimerin elektroeğirme 

prosesinde nanofiber üretiminde kullanılmasıyla elde edilen nanofiberlerin morfolojik, 

kimyasal, termal ve mekanik özellikleri araştırılmıştır.  Elde edilen nanofiberlerin 

karakterizasyonları incelendiğinde, atık su arıtma çamurlarından ekstrakte edilen 

polimer ile üretilen nanofiberlerin ticari PHB polimerinden elde edilen nanofiberler ile 

benzer özellikler gösterdiği gözlemlenmiştir. SEM analizlerinde nanofiberlerin 

mikrometre mertebesinde ince uzun ipliksi şeklinde yapıları gözlemlenmiştir. Üretilen 

nanofiberlerin karakterize edilen özellikleri değerlendirildiğinde nanofiberlerin 

yüksek bozunma sıcaklığı (257,62ºC), hidrofobikliği (105,7º) ve düşük çekme modülü 

(599,59 MPa) özellikleri dikkat çekmektedir. 

Nanofiberlerin üretim kaynaklarından biri olan polimerlerin atık su arıtma 

çamurlarından geri kazanılarak kullanılması hem maliyet azaltılması hem de atıkların 

değerlendirilmesi açısından önemlidir. Atıklardan elde edilen nanofiberlerin çeşitli 

safsızlıklar içermesi (endotoksinler, protein, yağ DNA) ve henüz araştırması 

yapılmamış toksik etkilerinin olabilmesi durumu PHB nanofiberlerinin uygulama 

alanlarını kısıtlamaktadır. Atıktan üretilen polimerler ile elde edilen nanofiberlerin 

kullanım alanı çevre mühendisliği uygulamalarına yönelmektedir. Nanofiberler çevre 

mühendisliği uygulamalarında hava filtrasyon sistemleri, toz tutma sistemleri, iç ortam 

hava filtrasyonu, araç kabin filtreleri, sıvıların filtrasyonu, ağır metallerin ve organik 

bileşiklerin adsorpsiyonu ve sıvı/gaz alanlarında sensör üretimi gibi birden fazla 

uygulama alanı bulmaktadır.  

Çalışma kapsamında elde edilen nanofiberlerin mekanik özelliklerinin 

geliştirilmesi için kompozit malzeme üretimi çalışmaları devam etmektedir. Üretilen 

kompozit PHB-nanofiberinin çevre mühendisliği çalışmalarında kullanımı 

değerlendirilecektir. 

Sonuç olarak, atıkların değerlendirilerek PHA bazlı biyopolimer üretilmesi ve 

bu polimerler kullanılarak nanofiber elde edilmesi çalışmaları sürdürülebilir 

biyoekonomi çerçevesinde, sürdürülebilir bir gelecek için önemli sonuçlar ortaya 

çıkarmıştır. 
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Ek B: sCO2 ile PHB Ekstraksiyonu için Metot Geliştirilmesinde 

Yapılan Ön Çalışmalar 

 

Metodoloji 

sCO2 ekstraksiyonu sonucunda elde edilen biyopolimerin karakterizasyon 

çalışmalarının yapılması gereklidir. Bu sebeple, reaksiyon sonucunda, biyokütleden 

çıkarılan biyopolimerin NPCM’i de içeren ortamdan alınması için iki yöntem 

kullanılmıştır. Bu yöntemlerden ilki, ekstraksiyon sonrasında reaktörün kloroform ile 

yıkanması ve ortaya çıkan polimerin kloroformda tutulmasıdır. Diğer yöntemde ise 

reaktör saf su ile yıkanmış ve kademeli santrifüj ile biyopolimer ortamdan ayrılmıştır. 

Yöntemlerin şematik gösterimi Şekil E.1’de verilmiştir. Kloroform ile tutulma 

yöntemi detayları 3.2.2’de verilmiştir. Çözücü olarak suyun kullanılması durumunda 

ise, reaktörden alınan cam, biyokütle kalıntıları ve polimeri içeren karışım bir şişe 

içerisinde 100 mL su ile çalkalanır ve ayırma hunisinde alınır. Cam boncuklar 

ayrıldıktan sonra biyokütle-su karışımı 5000 rpm’de 5 dk santrifüj edilir. Böylece 

polimere göre daha ağır ve büyük partiküller ilk santrifüjde çökelmesi beklenir. 

Biyokütle ayrıldıktan sonra, kalan sıvı faz 9000 rpm’de 30 dk santrifüj edilir. Bu 

santrifüj sonrası da biyopolimerin çökmesi beklenmektedir. Kalan tüm fazlar: çöken 

katı faz (biyokütle ve biyopolimer) ile sıvı fazda FTIR analizi yapılmıştır. Katı fazlar 

ile GC-FID’de PHB analizi yapılmıştır.  

 

Sonuç ve Tartışma 

Kademeli santrifüj işlemleri sonrası elde edilen biyokütle kalıntıları, beyaz 

polimer çökeltisi ve kalan su fazlarının PHB içerip içermediğini bağ yapısına göre 

yorumlamak için FTIR analizi yapılmıştır. Buna göre Şekil E2-Şekil E4 arasında 

verilen grafiklerde 1700 cm-1 civarında elde edilen karakteristik PHB piki (C=O) tüm 

fazlarda PHB olduğunu göstermektedir. Ayrıca elde edilen biyopolimer ile GC-FID’de 

PHB analizi yapılarak %37 PHB içerdiği saptanmıştır.  Buradaki en önemli bulgu, 

suda çözünmeyen polimerin santrifüj yöntemiyle sudan çöktürülerek ayrılabilmesidir. 

Fakat elde edilen polimerin düşük saflıkta olması ve proseste kademeli santrifüjler 

sırasında kayıplar olması sebebiyle bu metot uygulanmaya devam edilmemiştir. 
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Şekil E.1: sCO2 ekstraksiyonu ile biyokütleden biyopolimer geri kazanımı akım 

şeması. 
 

 
Şekil E.2: Santrifüjle elde edilen biyopolimerin FTIR spektrumu. 
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Şekil E.3: Santrifüj sonrası kalan su fazı FTIR spektrumu. 

 

 

 
Şekil E.4: Santrifüj sonrası çöken biyokütle kalıntılarının FTIR spektrumu. 

 

 

 

 

Ek C: GC-FID’de PHB Kalibrasyonu  

 

Biyokütledeki ve biyopolimerlerde % PHB oranını tayin edebilmek asidik 

metanol ortamında parçalama metoduyla elde edilen 2-hidroksi asidin metil esteri 

PHB markajı olarak GC-FID’de PHB tayininde kullanılmıştır. Internal standard (IS) 

olarak kullanılan benzoik asit 9.093. dakikada ve PHB 7.577. dakikada görülmüştür. 

Kalibrasyon eğrisi ve kalibrasyon değerleri Şekil E.5 ve Tablo E.1’de verilmiştir. 
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Tablo E.1: PHB tayininde kullanılan kalibrasyon eğrisi verileri. 

PHB STD 

konsantrasyon 

(mg) 

IS 

konsantrasyon 

(mg) 

PHB STD 

Alanı 

IS 

Alanı 

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 0.4 1160.667 304.141 

6.0 0.4 1733.956 348.2041 

 

 

 

Şekil E.5: PHB tayininde kullanılan kalibrasyon eğrisi. 

 


