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OZET

Polihidroksialkanoatlar (PHA'lar), ¢esitli biyolojik olarak pargalanabilen
biyopolimerler arasinda geleneksel petrokimyasal plastiklere bir alternatif olarak
goriilmektedir. Polihidroksialkanoatlar (PHA'lar), farkli mikroorganizmalar tarafindan
hiicre i¢i karbon ve enerji rezervi olarak karbon kaynaklari bol oldugunda ve biiyiime
en az bir diger besin eksikligi ile sinirlandiginda iiretilen bir grup biyolojik olarak
parcalanabilir polimerdir. Dogrusal zincir yapilar1 nedeniyle oldukga kristalli olan
polihidroksibutirat (PHB), izole edilen ve lizerinde ¢alisilan ilk PHA polimeridir. Aktif
camur tarafindan ugucu yag asitlerinden (UY A) PHA {iretimi esas olarak camur tutma
stiresi (SRT), organik yiikleme orani (OLR) ve dongii uzunlugundan (CL) etkilenir.
Proses parametreleri arasindaki etkileri ve etkilesimleri belirlemek, bunlarin PHA
tiretimindeki onemini degerlendirmek ve optimal operasyonel parametreleri bulmak
icin ii¢ seviyeli, ii¢ faktorlii (3%) tam faktoriyel bir tasarim uygulandi. Biiyiime ortami
olarak kullanilan maya atik suyundan maksimum PHA iiretimi i¢in SRT (2—-6 giin),
OLR (0.5-2 g KOI/L.giin) ve CL'nin (12—48 saat) en iyi potansiyel kombinasyonlar
aragtirildi. PHA dretimi. %57,62 (g PHB/g UAKM) ile en yiiksek PHA igerigi SRT 4
giin, OLR 2 g KOI/L.giin ve CL 48 saatte iiretildi. Mikroorganizmalarin PHB
depolamasinda  biyokiitle konsantrasyonu, UAKM/AKM orani, tiiketilen

KOl/biyokiitle oran1 ve bayram/kitlik (F/F) oran1 ile model sonuglar1 incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyopolimer, PHA, Maya Atiksuyu, Tam Faktoriyel
Tasarim, Karisik Mikrobiyal Kiiltiir.



SUMMARY

Polyhydroxyalkanoates (PHAS) are viewed as an alternative to conventional
petrochemical plastics among the various biodegradable biopolymers.
Polyhydroxyalkanoates (PHAS) are a group of biodegradable polymers that are
produced by different microorganisms as an intracellular carbon and energy reserve
when carbon resources are abundant, and growth is limited by a lack of at least one
other nutrient. Polyhydroxybutyrate (PHB) that are highly crystalline because of their
linear chain structure was the first PHA polymer to be isolated and studied. PHA
production from volatile fatty acids (VFA) by activated sludge is mainly influenced
by the sludge retention time (SRT), organic loading rate (OLR), and cycle length (CL).
A three-level, three-factor (3%) full factorial design was implemented to determine the
effects and interactions among process parameters, to assess their significance to PHA
production, and to find the optimal operational parameters. The best potential
combinations of SRT (2-6 days), OLR (0.5-2 g COD/l.d), and CL (12-48 h) for
maximum PHA production from yeast wastewater (YWW) used as a growth medium
were investigated for PHA production. The highest PHA content of 57,62% (g PHB/g
VSS) was produced at SRT 4d, OLR 2 g COD/L.d, and CL 48 h. The model results
were examined with biomass concentration, the MLVSS/MLSS ratio, the consumed
COD/biomass ratio, and the feast/famine (F/F) ratio in the PHB storage of

microorganisms.

Key Words: Biopolymer, PHA, Yeast Wastewater, Full Factorial Design, Mixed

Microbial Culture.
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1. GIRIS
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve Icerigi

Sanayinin gelismesi ve diinya niifusundaki artis beraberinde iiretimde plastik
kullanim1 arttirmaktadir. Plastiklerin iiretimine paralel olarak tiiketim miktar1 da
giderek arttirmaktadir. Diinyada her yil milyonlarca ton plastik igeren atiklar
olusmakta ve bunlarin bir miktar1 geri doniistiiriilerek tekrar kullanilabilirken geri
donistiiriilemeyen kismi dogaya birakilmaktadir. Geleneksel petrokimyadan tiiretilen
plastik tirlinler giinlik yasam kalitesini kolaylastirmis olsa da c¢evreye birakilan bu
plastik atiklar dogada kendiliginden ¢6ziinmedigi gibi icerigindeki petrol tiirevleri
nedeniyle cevre kirliligine sebep olmaktadir ve buna bagli olarak bir¢ok canlinin
yasamini tehdit etmektedir.

Insan faaliyetleri nedeniyle diinya capinda atiksu ve atiksu aritma ¢amurlarmin
stirekli artmasiyla kars1 karsiya kalmaktayiz, bu da ¢evreyi olumsuz etkilemekte olup
bu atiklarin bertaraf edilmesi igin yeni stratejiler gerekli olabilir. Piyasada bulunan
plastik malzemelerin ¢ogu petrol endiistrisinden gelmektedir ve tipik olarak biyolojik
olarak parcalanamazlar, bu nedenle ¢evrede uzun siire kalarak ciddi endiselere yol
acabilirler. Bununla birlikte, paketlemeden medikal sektore kadar cok cesitli
uygulamalarda geleneksel plastiklerin (PE, PP, PS vb.) yerini alabilen 6zelliklere sahip
bir polyester ailesini temsil eden PHA (Polihidroksialkanoatlar) olarak bilinen bir grup
biyopolimer vardir. PHA genellikle hiicre icinde PHA graniillerindeki karbon
kaynagini spesifik enzimlerin sentezi ile doniistiirebilen spesifik mikroorganizmalarin
(Escherichia coli rekombinant, Cupriavidus necator vb.) saf kiiltiirlerinin kiiltivasyonu
sirasinda elde edilir. Saf kiiltiirlerin kullanimi, hiicre ici PHA igeriginin %75'ine (a/a)
ulagma avantaj1 sunar [Kourmentza et al., 2007], ancak kontaminasyonu 6nlemek i¢in
steril kosullarin gerekliligini gerektirir, bu da nihai sonucu giiglii bir sekilde etkiler.
Bununla birlikte, {liretim maliyetini azaltmak i¢in bir alternatif, steril kosullar
gerektirmeyen ve atik hammaddelerle beslenebilen karisik mikrobiyal kiiltiirlerin
(MMC) kullanilmasidir.

PHA iiretimi icin MMC'y1 igeren siireg, MMC ile PHA iiretimi i¢in dogrudan

substratlar olan VFA ac¢isindan zengin bir akis iiretmek i¢in besleme stogunun



asitojenik fermantasyonunu igeren farkli asamalar icerir [Valentino et al., 2015].
Ayrica, PHA depolayan mikroorganizmalarda aktif camuru zenginlestirmek i¢in bir
se¢cim asamasi ve secilen kiiltiiriin hiicre i¢i PHA igerigini en iist diizeye ¢ikarmak icin
PHA biriktirme asamasi gereklidir. Bu ii¢ asama arasinda mikrobiyal se¢im asamasi
Oonemli bir rol oynar. Geleneksel olarak, se¢im islemi, bayram ve kitlik rejimi olarak
adlandirilan belirli bir biiyiime kosulunun gerceklestirildigi bir SBR'de (sirali kesikli
reaktor) gerceklesir. Bu rejim, dig karbon kaynagmin varligi (bayram) ve yoklugu
(kitlik) arasindaki degisimden olusur. Ikincisi, kithk evresi sirasinda mikrobiyal
biiyiime i¢in hiicre i¢i karbon kaynagi olarak kullanilmak {izere bayram evresinde
depolanir [Johnson et al., 2009]. Biyokiitle hacimsel iiretkenligini artirmak i¢in SBR,
yiiksek bir OLR, yiiksek bir giris substrat konsantrasyonu ve kisa bir hidrolik tutma
stiresi (HRT) ile ¢alistirilmalidir [Villano et al., 2014]. Cesitli arastirmalar, diisiik bir
ziyafet/kitlik (F/F) oran1 ve verimli PHA depolayan mikroorganizma se¢imine 8.5 g
KOI/L.d'de ulasilabilecegini gostermektedir [Villano et al., 2010]. Ancak daha yiiksek
OLR, istikrarsiz veya zayif verimliligi ortaya ¢ikardi [Dionisi et al., 2005]. Dongii
uzunlugu (CL) ve camur tutma siiresi (SRT), PHA sentezini etkileyen diger dnemli
parametrelerdir. Bayram/kitlik (F/F) zaman1 CL tarafindan degistirilir. Uzun bir kitlik
stiresinin ardindan bakterinin ¢evresine yiiksek miktarda karbon girdiginde, bakterinin
biiylimesini saglayan enzim hiicre biiylimesini siirdiirmek i¢in yetersiz kalir ve hiicre
gelen karbon ve amonyagi depolamaya baglar [Lemos et al., 2008] F/F oran1 (ekolojik
secilim ve fizyolojik adaptasyon) ve MMC fiizerindeki ayiklama etkisi (fiziksel
secilim), SRT'nin PHA biriktiren kiiltiirlerin zenginlestirme siirecini etkiledigi iki ek
yoldur [Albuquerque et al., 2010], [Beccari et al., 1998], [Chen et al., 2017]. Aktif
camurda PHA olusumunun iyilestirilmesi i¢in ¢ok 6nemli olarak tanimlanan ek
faktorler arasinda karbon kaynagi, pH, sicaklik, manyetik alan yogunlugu ve besin
siirlamalar1 (6zellikle nitrojen ve fosfor) bulunur [Hong et al., 2009]. Geleneksel
olarak, PHA sentez islemi, gida-mikroorganizma orani (F/M orani) [Dionisi et al.,
2004], [Dionisi et al., 2006] gibi bir bilesenin varyasyonu uygulanarak OLR optimize
edilmistir. [Dionisi et al., 2001] substrat karbon-azot orani1 (C/N orani1) [Suresh, et al.,
2004], HRT [Yu and Si, 2001] ve SRT [Chua et al., 2003] ve yanit tek bir parametrenin
bir fonksiyonuydu. Faktoriyel tasarim ve yanit yiizeyi metodolojisi (RSM) dahil olmak
lizere istatistiksel deneysel stratejiler, istatistiksel yontemler kullanarak cesitli
parametrelerin etkilesim etkilerini incelemek i¢in sistematik ve verimli bir arastirma

stratejisi saglar [Hong et al., 2009a]. Son yillarda PHA iiretiminde uygulanmaktadir
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[Hong et al., 2009],[Liu et al., 2011], [Shahid et al., 2021], [Macagnan et al., 2017],
[Kavitha et al., 2016]. Bu calismalarda sentetik besiyeri kullanilarak pH, sicaklik,
substrat konsantrasyonu, N konsantrasyonu, manyetik alan siddeti, HRT, SRT,
anoksik-oksik dongii, C/N orani vb. degiskenler kullanilmistir.

Escherichia coli'nin biyoyakit ve biyoplastik iiretimi i¢in mikroalg bazli
substratlar iizerinde kiiltiirlenebilecegi gosterilmistir [Hoover, et al.2011, Rahman, et
al. 2014]. E. coli kolayca kiiltiirlenebilir ve hizl1 bir ikiye katlanma siiresine sahiptir,
bu da onu rekombinant biyolriinlerin {iretimi ic¢in ideal bir aday yapar.
Polihidroksibiitiratlar (PHB'ler), E. Coli [Rehm, 2010]ve siyanobakterilerde
[Opgenorth, 2014] rekombinant olarak iiretilebilen biyoplastiklerdir. PHB potansiyel
olarak yararl bir polimerdir, tamamen biyolojik olarak parcalanabilir olmasinin yani
sira polipropilen ve polistiren gibi geleneksel petrokimyasal olarak tiiretilmis
plastiklere benzer 6zelliklere sahiptir E. coli‘de asetil-CoA'nin PHB'ye doniisiimii i¢in
tic gen gereklidir. pBHR 68 plazmiti, kisa zincir uzunlugu (scl) polimer PHB'in
tiretimi i¢in gerekli olan lac promotoriinii ve ii¢ geni (phaA, phaB ve phaC) igerir [
Spiekermann, 1999].

Bu calismada, zenginlestirme reaktoriinde PHB iiretiminin arttirilmasi igin
¢amur tutma stiresi, organik yiikleme hizi ve dongii uzunlugunun etkisi incelenmistir.
PHB iretimini etkileyen faktorler, deney tasarimi ic¢in Onemli bilesenlerin
kombinasyonunu tanimlayarak matematiksel bir model olusturan tam faktoriyel bir
tasarim kullanilarak tarandi. Anaerobik olarak aritilmis maya endiistrisi atiksuyu, PHA
tiretimi kriterlerini karsilayan UY A gibi yiiksek karbon icerigi nedeniyle besleme akisi
olarak secilmistir. Sonuglar, deneysel tasarim deneylerinde kullanilan her kosul i¢in
biyokiitle konsantrasyonu, UYA/AKM orani, tiiketilen KOI'nin biyokiitleye oran1 ve
bayram/kitlik orani ile incelenmistir. Boylece SRT, OLR ve CL parametrelerinin her

birinin PHB {iretimi tizerindeki etkisi ortaya konmustur.
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2. LITERATUR CALISMALARI

2.1. Petrol Tirevli Plastikler ve Plastik Atik Sorunu

Plastik; karbon (C), hidrojen (H), oksijen (O), azot (N) ve diger organik ya da
inorganik elementlerin olusturdugu monomer adi verilen; basit yapidaki molekiilli
gruplardaki bagin koparilarak polimer adi verilen uzun ve zincirli bir yapiya
doniistiiriilmesi ile elde edilen malzemelere verilen isimdir [Millet et al., 2018].

Plastik kelimesi, "sekillendirilebilen veya kaliplanabilen" anlamina gelen
Yunanca plastikos ve "kaliplanmis" anlamina gelen plastos kelimesinden tiiretilmistir.
Malzemenin iiretim sirasinda sekillendirilebilirligi veya kaliplanabilirligi sayesinde
dokiilmesine, basilmasina yahut film, lif, tabak, tiip, sise, kutu ve daha bir¢ok sekilde
giinliik hayatta plastiklerle karsilariz.

Iki yaygin plastik malzeme kategorisi bulunur; termoplastikler ve termosetler.
Termoplastikler 1sitilarak sekillendirilebilmekte ve tekrar kullanilabilmektedirler.
Termosetler ~ kimyasal  olarak  polimerize  edilememekte  ve  tekrar
sekillendirilememektedirler. Fakat termoset plastiklere de eritildikten sonra sekil
verilebilir. Ancak s1vi haldeyken bir sekle kavustuktan sonra kat1 durumda kalirlar ve
termoplastikler gibi yeniden eritilemezler. (Mim. Ceyda VATAN). Termoplastiklerin
temsili 6rnekleri, poliolefinler (polietilen (PE); diisiik yogunluklu polietilen (LDPE:
dallr yap), yiiksek yogunluklu polietilen (HDPE: dogrusal yapi); polipropilen (PP),
polistiren (PS), poli(vinil kloriir) ( PVC)), poliesterler (polilaktid (PLA), poli(etilen
tereftalat) (PET)), poliamidler (naylon-6 ve naylon-6,6), polikarbonatlar ve
poliiiretanlar. Listelenen termoplastiklerin baglangic monomerleri ve tekrar birim
kimyasal yapilar1 Sekil 2.1’de gosterilmektedir. . Geleneksel termosetlerden bazilari,
fenol ve formaldehit (Bakalit), melamin ve formaldehit ve epoksi recinesinin

sertlestiricilerle (aminler) reaksiyon tiriinleridir [Millican and Agarwal, 2021].
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Sekil 2.1: Baslangic monomerleri ve tekrar birim yapilari ile termoplastiklerin

2021 yilimin ilk yarisinda toplam plastik hammadde iiretiminin 557 bin ton
civarinda gerceklestigi tahmin edilmektedir. Sekil 2.2°de Tiirkiye’de s6z konusu
donemde iiretilen toplam plastik hammaddenin %31’ini AYPE, %9’unu YYPE,
%15’ini PVC, %]12’sini PP, %10 unu PS, %23’inii de PET olusturmustur. Kiiresel
plastik tiretiminin 2015 yilinda 300 milyon tondan 2050'de 1800 milyon tona

temsili ornekleri.

yiikselmesi beklenmektedir [Ryan, 2015].




PET
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Sekil 2.2: Plastik hammadde tiretimi.

Petrol ve tiirevlerinden elde edilen sentetik plastiklerin neden oldugu gevre
kirliligi, toksik madde birikimi ve yenilenemeyen bir kaynak olan fosil yakitlardaki
fiyat dalgalanmalar1 nedeniyle olusan ekonomik problemleri minimize edebilmek i¢in
petrol tiirevli plastiklerin yerini alabilecek biyolojik olarak pargalanabilen alternatif
malzemelerin arastirma ve gelistirme calismalari son yillarda biiyiik dnem kazanmakta
olup Petrol tiirevli termoplastiklerin yerini alabilecek alternatif malzemelerden birisi

de yenilenebilir kaynaklardan elde edilen biyoplastiklerdir [Biron, 2018].

2.2. Biyoplastik ve Biyopolimer

Son zamanlarda plastik atik sorunu gittikce biiyiimekte olup dogada
kendiliginden parcalanarak yok olan polimer tiirii lizerine ¢alismamalar artmaktadir.
Yesil polimer olarak da biline bu polimer tiirleri iki ana gruba ayrilmaktadir. Sekil
2.3°de biyopolimer tiirlerinin siniflandirilmasi yapilmig olup biyopolimerler 4 ana

baslikta incelenmektedir;

I) biyokiitle ve tarimsal kaynaklardan elde edilen polimerler;

i) mikroorganizmalar ve genetigi degistirilmis bakterilerden elde edilen
poliesterler;

lii)biyokaynakli monomerlerin kimyasal polimerizasyonu ile elde edilen
poliesterler;

Iv) petrol kaynakli tirinlerden elde edilen alifatik ve aromatik polimerler [Yorug and

Ugraskan, 2017].
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Sekil 2.3: Biyopolimerler tiirlerinin siiflandirilmasi.

Petrokimyasallardan iiretilen polimerlere en iyi alternatif biyolojik kaynaklardan
sentezlenen biyopolimerlerdir. Polimerlerin senteze bagli smiflandirilmasi Sekil
2.3’deki siniflandirmaya gore, biyolojik olarak pargalanabilen polimerler, kokenlerine
bagl olarak tarimsal kaynakli polimerler (polisakkaritler, proteinler) ve mikrobiyal
PHA’lar olarak simiflandirilabilir. Bu polimerler PLA gibi biyo-bazli monomerler ve
kimyasal olarak sentezlenmis monomerler kullanilarak kimyasal olarak da

sentezlenebilir [Gurunathan et al., 2015].

2.2.1. PHAs (Polidroksialkanoat)

Polihidroksialkanoatlar (PHA'lar), ¢esitli biyobozunur biyopolimerler arasinda
geleneksel petrokimyasal plastiklere bir alternatif olarak goriilmektedir [ Takabatake et
al., 2000]. Polihidroksialkanoatlar (PHA'lar), bazi uygulamalarinda potansiyel olarak
petrokimyasal tiirevli plastiklerin yerini alabilen yenilenebilir, biyolojik olarak
pargalanabilen ve biyo-bazli biyopolimerler sinifina girmektedir [Kourmentza et al.,
2017]. Kimyasal olarak, PHA molekiilii tipik olarak 600 ila 35.000 (R)-hidroksi yag
asidi monomer biriminden olusur. Bir PHA monomerindeki toplam karbon atomu
sayisina bagli olarak PHA, kisa zincirli PHA (SCL-PHA,; 3 ila 5 karbon atomu), orta



zincirli PHA (MCL-PHA,; 6 ila 14 karbonlu)) veya uzun zincirli PHA (LCL-PHA,; 15
veya daha fazla karbon atomu) atomlari olarak siniflandirilabilir [Tan ,2014].

PHA sentezi icin metabolizma, saf mikrobiyal kiiltiirler i¢in iyi bir sekilde
belirlenirken, karisik kiiltiirler i¢in sadece birka¢ metabolik ¢alisma rapor edilmistir
[Serafim et al., 2008]. Karisik kiiltiirlerdeki PHA metabolizmasinin, ayn1 karbon
substrat1 kullanan saf kiiltlirler i¢in bildirilene benzer oldugu varsayilmaktadir. Her
VFA'nin PHA'ya doniistiiriilmesi i¢in gereken enerji miktar1 (ATP) farklidir. PHA
iiretiminin metabolizmasi, Sekil 2.4’de belirtildigi gibi substrat bilesimine baghdir.
Hem asetat hem de biitirat asetil-CoA'ya, ardindan PHB'ye doniistiiriiliir. Propiyonat,
propiyonil-CoA'ya, ardindan diger VFA'lardan iiretilen asetil-CoA ile baglanarak veya
propiyonil-CoA'dan dekarboksilasyon yoluyla baglanarak PHV'ye veya 2 propiyonil-
CoA'y1 birlestirerek PH2MV'ye doniistiiriiliir. Valat, hem asetil-CoA'ya hem de
propiyonil-CoA'ya, ardindan PHV'ye dontistiriiliir [Lemos et al., 2008] , [Pardelha et
al., 2012]. VFA'larin her bir molii, PHA sentezi i¢in 2 mol ATP'ye ihtiya¢ duyar: aktif
tasima i¢in 1 mol ATP ve hiicre i¢i doniisiim i¢in baska bir mol ATP [Serafim et al.,
2008]. Bu nedenle, biitirat ve valerat gibi daha uzun karbon zincirlerine sahip VFA'lar,
asetat ve propiyonata kiyasla bir C-mol PHA {iretmek icin daha az ATP'ye ihtiyag
duymaktadir [Zhang et al., 2020].
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Sekil 2.4: PHA sentezinde yer alan metabolik yollar.



Her VFA'nin PHA'ya doniistiiriilmesi i¢in gereken enerji miktar1 (ATP) farklidir.
PHA {iretiminin metabolizmasi, Sekil 2.4’de belirtildigi gibi substrat bilesimine
baglidir. Hem asetat hem de biitirat asetil-CoA'ya, ardindan PHB'ye doniistiirtiliir.

PHA sentezinde yer alan metabolik yollarin bilgisi, polimer bilesiminin
(polimerin yapisal ve mekanik 6zellikleri ve dolayisiyla olasi uygulamalarla ilgili
olan) onceden tahmin edilmesini ve bu bilgiye dayali olarak, karnisik kiiltiirler
tarafindan PHA {retiminin  metabolik modellerinin  malzeme dengelerini
gergeklestirmesini saglar. AN/AE stireglerinde Oehmen ve digerleri tarafindan gozden
gecirilmigtir. [Oehmen et al.,, 2007] veya aerobik siireglerde Dias ve digerleri
tarafindan gézden gegirilmistir [Pardelha et al., 2012].

PHA'lar paketleme ve paketleme filmlerinde, kaplarda ve kagit kaplamalarda
kullanilabilir. PHA'lar biyolojik olarak parcalanabilir bir ilag, hormon, bocek ilact ve
herbisit tastyicist olarak uygulanmistir [Mokhtarani et al., 2012]. Dogas1 geregi
biyouyumlu olan PHA ve 6zellikle MCL-PHA, doku miihendisliginde ve greftlerde ve
cerrahi siitlirlerde kullanilabilmektedir. PHA'lar, boya sistemlerini kurutmak icin
baglayici olarak da kullanilabilir [Valentino et al., 2015].

Polihidroksialkanoatlar (PHA'lar), farkli mikroorganizmalar tarafindan hiicre igi
karbon ve enerji rezervi olarak karbon kaynaklarinin bol oldugu ve biiylimenin en az
bir besin eksikligi ile smirli oldugu durumlarda yapilan bir grup biyolojik olarak

pargalanabilen polimerdir [Keenan et al., 2006].
2.2.2. PHA Uretiminde Kullamlan Mikroorganizmalar

Bakteriler gibi prokaryotik mikroorganizmalar, cesitli islevleri ve ekosistem
hizmetlerini yerine getiren c¢ok c¢esitli hiicre dis1 ve hiicre i¢i biyopolimerler
tiretebilir [Rehm, 2010] . Polihidroksialkanoatlar (PHA), hidroksialkanoik asitlerin
polioksoesterleridir ve bakterilerdeki varliklar1 ilk olarak onlarca yil Once
Lemoigne [Borror et al., 2018] tarafindan rapor edilmistir. PHA'nin, olumsuz kosullar
altinda karbon ve enerji kaynagi olarak hizmet etmek {izere hiicre i¢i depolama
bilesikleri olarak bakteriler ve baz1 arkeler tarafindan sentezlendigi iyi
bilinmektedir [Macagnan et al., 2017]. PHA iireten mikroorganizmalar, besin
maddelerinin degisken mevcudiyeti ve sinirlamasi olan ortamlarda depolama

bilesiklerini biriktirme yeteneklerinden yararlanabilirler. PHA iireten bakteriler hem



su hem de karasal ortamlarda bulunmustur. Sekil 2.5’de, siirekli bir yetistirme islemi
sirasinda tek karbon kaynagi olarak glikoz iizerinde yetistirilen, iyi bilinen PHA
iireten Cupriavidus necator tlriinin PHA bakimindan zengin hiicrelerini
gostermektedir [Atli et al., 2011].

PHA elde edilmesinde kullanilan bakteriler, sentez igin gereken kiiltiir sartlarina
bagl olarak iki gruba ayrilabilmektedir: Birinci grup bakteriler PHA sentezi igin
karbon kaynaginin fazlaligina ve azot, fosfor, magnezyum, kiikiirt gibi temel
besinlerin sinirlandirilmasina ihtiya¢ duyarken (6rnegin; A. eutrophus), ikinci grup
bakteriler PHA sentezi i¢in besin sinirlandirilmasina ihtiya¢ duymamakta ve gelisme
boyunca polimer biriktirebilmektedir (6rnegin; A. vinelandii mutant susu) [Khanna

and Srivastava, 2005].
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Sekil 2.5: Cupriavidus necator tiiriiniin PHA bakimindan zengin hiicreleri.

PHA'larin bakteriyel sentezi 300'den fazla tiirde tanimlanmistir. Bununla
birlikte, PHA'larin endiistriyel iiretimi i¢in uygun mikroorganizmalarin se¢iminden
once ¢esitli faktorler géz oniinde bulundurulmalidir. Hiicrenin ¢ok pahali olmayan
karbon kaynaklari tizerinde biiyiliyebilme yetenegi, biiytime hiz1 veya orani, polimerin
sentez oran1 ve mevcut substrata gore hiicre tarafindan biriken maksimum olasi
polimer. Birka¢ ¢alisma, 6n hesaplamalar i¢in oldukc¢a yararli olabilecek, kullanilan
karbonun fonksiyonunda PHA verimini tahmin etmek i¢in denklemler Gnermistir
[Prados and Maicas, 2016].
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Tablo 2.1°de baz1 bakteri tiirlerinin hangi tiir PHA depoladig: listelenmistir.
Buna gore PHA’1ar Pseudomonas, Bacillus, Cupriavidus, Aeromonas ve Rhodobacter
gibi cinslere ait gram-negatif bakteriler ve gram-pozitif bakteriler tarafindan
sentezlenir. Simdiye kadar, sadece birkag bakteri tiiri optimal PHA {iretim kriterlerini
karsilamistir. En 6nemlileri Cupriavidus necator, Alcaligenes latus, Pseudomonas
oleovorans veya Pseudomonas putida'dir [Szacherska et al., 2021]. PHA'larin iiretimi
i¢cin kullanilan mikroorganizmalarin her birinin izolasyonu, dogal veya rekombinant
olmasiyla dogrudan iliskilidir [Prados and Maicas, 2016]. Ornegin, 3-hidroksibutirat
(3HB) ve 3-hidroksivaleratin (3HV) kopolimeri olan P(3HB-co-3HV), Ralstonia
eutropha kullanilarak saf kiiltiir fermantasyon islemiyle ticari olarak iiretilmistir ve
elde edilen PHA igerigi, hiicre kuru agirhgmin %80'inden fazladir [Moralejo et al.,
2013]. Alcaligenes latus ve rekombinant Escherichia coli tarafindan elde edilen PHA
iceriginin sirastyla hiicre kuru agirliginin %88'ine [Wang, 1997] ve %76'sina [Lee et
al., 1994] ulastig1 bildirilmistir.
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Tablo 2. 1: Bazi bakteri tiirlerinin hangi tiir PHA depoladiginin listesi.

Mikroorganiza Karbo Kaynag1 | PHA PHA Igerigi (%ow/w)

A.eutrophus Glukonat PHB 46-85
Propiyonat PHB 26-36
Oktanoat PHB 38-45

Bacillus megaterium Glukoz PHB 20

QMB1551

Rekombinant Klebsiella | Molaz PHB 65

aerogenes

Methylobacterium Fruktoz/Metanol | PHB 30

rhodesianum MB 1267

Methylobacterium Metanol PHB 40-46

extorquens(ATCC55366)

Pseudomonas Siitlegen ve hint | PHB 20-30

aeroginosa yagi

P.denitrificans Metanol P(3HV) 0,02
Pentanol P(3HV) 55

P.oleovorans Gliikonoat PHB 1,1-5
Oktanoat PHB 50-68

Pseudomonas putida Oktanoat PHB 14-22

GPp104

P.putida Palm ¢ekirdegi | PHA 37
yagl
Laurik asit PHA 25
Miristik asit PHA 28
Oleik aist PHA 19

Sphaerotilus natans Glukoz PHB 40
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2.2.3. PHA Uretiminde Kullamilan Atik Sular

Heniiz endiistriyel Ol¢ekte yaygin olmasa da karistk mikrobiyal kiiltiirler
kullanilarak PHA iiretimi steril kosullar1 siirdiirmeyi gerektirmedigi, tarimsal-
endiistriyel atiklar gibi diisiik maliyetli hammaddelerin kullanimini kolaylastirdigi igin
umut verici gériinmektedir. Fakat karigik mikrobiyal kiiltiir bazli PHA {iretim siireci,
atik akisinin kirletici ylikiinii eszamanli olarak azaltma avantajin1 ortaya ¢ikarmakta
olup Sekil 2.6’da goriildiigii gibi birbirine bagh farkli asamalar gerektirmektedir
[Villano et al., 2014].

Gida
Enddstirisi
Atigr
Atk
Fermantasyonu
Kati franksivonu (PHA'vI
Saflastirmak igin)
Fermante atiksu
Kangik PHA Yiksek
kaltdr  |zenginlestirilmis| giriktirme | PHA |~ PHA I » | Kati/Swi
segimi biokutle | o igrg | ceriki | |Ekstraksiyon ayirma
SBR biyokitle
S franksiyonu
[bertaraf igin)

Sekil 2.6: Karisik mikrobiyal kiiltiirlere sahip gida endiistrisi atiklarindan PHA
liretimi i¢in akis semasi.

PHA {iretimi i¢in birgok atik su tiirii kullanilabilse de yiiksek konsantrasyonlarda
fermente edilebilir KOI, nispeten diisiik nitrojen ve kat1 konsantrasyonlar1 ve diisiik
toksisite proses fizibilitesini arttirir. Bu agidan, gida ve kagit endiistrisi atik sulari, atik
bazli PHA iiretimi i¢in en uygun substratlar olarak kabul edilebilir [Tamis et al., 2014].
Seker fabrikalarinin, petrol fabrikalarinin, odun fabrikalarinin, kagit fabrikalarinin
veya belediye atiklarinin atik sularindan biyoplastik liretmenin fizibilitesi
incelenmistir. Bununla birlikte, bu arastirmalardan elde edilen PHA depolama

kapasitesi, sentetik hammaddeler iizerinde secilen mikrobiyal zenginlestirmelerden
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onemli dl¢lide daha diisiiktii. Bu ¢alismalarin ¢ogu kuru agirligin yaklasik %55'i kadar
PHA igerigi bildirmistir [Zheng et al., 2021].

Amaro ve arkadaslarinin ¢aligmasinda, peynir alt1 suyu, mikrobiyal biiyiime i¢in
acikca uygun olan zengin bir ortamdir. Bununla birlikte, peynir alt1 suyunda biiytlirken
verimli bir sekilde PHA'lar {ireten mikroorganizmalar1 bulmanin son derece zorlu
oldugu gosterilmistir. Ne yazik ki, en iyi tantmlanmig PHA iireten mikrobiyal tiirlerden
bazilarinin peynir alt1 suyundan dogrudan PHA tiretemedigi gosterilmistir [Macagnan
etal., 2017]. Tablo 2.2°de ardisik kesikli reaktor kullanilarak karigsik mikrobiyal kiiltiir
ile yapilan PHA biriktirme ¢aligmalarin bazilar1 verilmektedir [Ciftci, 2021].

Literatiirde karigik mikrobiyal kiiltiir, gercek ve sentetik hammaddeler ve farkli
zenginlestirme stratejileri (¢cokelme iceren ve icermeyen birlestirilmis ve ayrilmamis
sistemler) kullanilarak arastirilmistir. Aktif ¢amur kullanilarak PHA iiretimi fikri,
PHA'min aktif camur prosesinde bir ara metabolik {iirtin olarak isletilmesi
disiiniilmistiir. PHA'nin 0Ozellikle anaerobik-aerobik aktif ¢amur igleminde veya
Gelismis Biyolojik Fosfor Uzaklastirma (EBPR) isleminde en o6nemli karbon

depolama malzemelerinden biri oldugu kabul edilmistir [Chua et al., 2003].

14



Tablo 2. 2: Farkl1 zenginlestirme stratejileri altinda elde edilen biyokiitle ile
gergeklestirilen biriktirme denemeleri.

MMC Kaynagi

Ve Zenginlestirme Hammadde Sonuglar 2

stratejisi

Aktif camur, VFA karisimi ve Y pua/s: 0,05-0,45
Cokmeden ADF laktat

Aktif camur, Sodyum asetat Maks. PHA: 69.00—
Cokmeden ADF 89.00

Bir nehir halicinden
gelen su,
ADF + desarjdan

once ¢oktiirme

Sodyum asetat,

glikoz veya nisasta

Y PHA /S :0.60
Sodyum asetat / 0.54
Glikoz / 0.30 nisasta;
Maks. PHA: 64.70
Sodyum asetat /60.50
Glikoz / 23.70

nisasta

Aktif gamur,

Bolluk agamasindan
sonra ¢okelme
olmadan ve ¢okelme

ile ADF

Sodyum asetat ve

metanol karisimi

Maks. PHA: 48.00
yerlesmeden / 58.00-
70.00 yerlesmeden

Aktif camur, Besin maddeleri Y pHa/s : 0,25-0,27;
ADF +bolluk acisindan zengin Maks. Alan sayisi
asamasindan sonra fermente camur Asama: 17.00-39.00
¢Okelme

Aktif camur,

ADF ayristirilmamis
C ve N besleme
stratejisi + bolluk
asamasindan sonra
¢cokelme+ desarjdan

once ¢okeltme

Endiistriyel mesrubat

atiksu

Maks. PHA: 13.80

2(Y pna/s (Cmmol pHa / Cmmol s ); Maks. PHA'lar (agirlik¢a%); ¢ PHA (Cmmol pra / (Cmmol x ¢ h)).
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2.2.4. Maya Endiistrisi

Insanlarin temel gida maddesi olarak ekmege artan talep, destek maya
endistrisini gelistirmistir. Maya endiistrisinde ana hammadde olarak seker pancari
pekmezi kullanilmaktadir. Bu melaslar %45-50 artik seker, %15-20 seker olmayan
organik maddeler, %210-15 kiil (mineraller) ve yaklastk %20 su igerir
[Kalyuzhnyi, 2005]. Maya fermantasyonu sirasinda pekmezin igerdigi sekerler karbon
ve enerji kaynagidir [Kobya and Delipinar, 2008]. Ekmek mayasinin yaklasik olarak
bilesimi tablo 2.3’de verilmistir [Stone, 1998].

Tablo 2. 3: Ekmek mayasinin yaklagik olarak bilesimi.

Nem % 2 -5
Ham Protein % 50-52
Protein % 42-46
Niikleik Asitler % 6-8
Mineraller % 7-8
Lipidler % 4-7
Karbonhidratlar % 30-37

Ekmek mayas: tiretiminde kullanilan baslica hammaddeler saf kiiltiir ve melas
olup tipik bir ekmek mayasi iiretim fabrikasi proses akis semast Sekil 2.7°de

verilmistir.
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Sekil 2.7: Tipik ekmek mayasi iiretim akis semas.

2.2.5. Maya Endiistrisi Atik Suyundan PHA Uretimi

PHA iiretimi i¢in birgok atik su tiirii kullanilabilse de yiiksek konsantrasyonlarda
fermente edilebilir KOI, nispeten diisiik nitrojen ve kat1 konsantrasyonlari ve diisiik
toksisite proses fizibilitesini arttirir. Bu agidan, gida ve kagit endiistrisi atik sulari, atik
bazli PHA firetimi i¢in en uygun substratlar olarak kabul edilebilir [Tamis, et al.,
2014].

Polihidroksibutirat (PHB), izole edilen ve iizerinde c¢alisilan ilk PHA
polimeridir. Hem amorf hem de kristal fazlar1 iceren dogrusal zincir yapilari nedeniyle,
PHB'ler olduk¢a kristallidir. Saf polimerler veya kopolimerlerin ve karisimlarin
bilesenleri olarak bulunabilirler [McAdam et al., 2020]. PHA iiretimi esas olarak
sentetik atik su kullanan sirali kesikli reaktorlerde (SBR) yapilmistir ve PHA'nin
karisik kiiltiirlerle sentezi ilk olarak biyolojik fosfor giderimi ile atiksu aritma
tesislerinde tespit edilmistir [Serafim et al., 2008]. Daha sonra hem gercek atik sular
hem de sentetik ortam ve cesitli zenginlestirme prosesleri kullanilarak, karisik

mikrobiyal kiiltiirler, konsolide ve ayristirilmamis sistemlerde, ¢cokeltili ve ¢okeltisiz
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olarak incelenmistir [Yan and Row, 2006], [Phasakanon et al., 2014], [Argiz et al.,
2020], [Bhalerao et al., 2020], [Albuquerque et al., 2010], [Chakravarty et al., 2010],
[Khardenavis et al., 2007], [Tamang et al., 2019]. Bu ¢alismalarda kuru biyokiitle
agirhigimin %72,6'sina kadar varan yiiksek verimler elde edilmistir [Tamang et al.,
2019]. Bhalerao ve ark., mikrobiyal karisik kiiltir (MMC) ile PHA iiretimi i¢in maya
atik suyunu (YWW) kullanmistir. Evsel atik suyu, zenginlestirme reaktoriinde sodyum
asetat iceren sentetik bir ortamda asilama olarak kullanmis olup ardindan biriktirme
reaktoriinde YWW kullanarak kesikli ve siirekli beslemede sirastyla %72 ve %65 PHA
tiretilmistir [Bhalerao et al., 2020].

2.3. PHA Uretimine Stres Kosullarimin Etkisi

PHA akiimiilatorlerinin zenginlestirilmesi, se¢im reaktoriine uygulanan ¢aligma
kosullarina baghdir. pH [[Villano et al., 2010] , organik yiikleme oranlar1 (OLR'ler)
[Dionisi et al., 2006] ve besleme gibi ¢alisma kosullarinin kiiltiir se¢imi ve PHA
birikimi  lizerindeki etkisini aragtirmak igin son yillarda birgok ¢alisma
stirdiiriilmektedir. [Villano et al., 2014], [Li et al., 2021]. Bu ¢alisma kosullariyla
karsilastirlldiginda, oksijen girisi, aerobik siire¢ boyunca biiylik miktarda enerji
gerektiginden, PHA {iretimi siire¢ maliyetiyle daha dogrudan iligkilendirilmektedir
[Hao et al., 2017].

Coklu UYA'lar (asetat, propiyonat, biitirat ve valerat) igeren fermente
endiistriyel atik suyun yaygin kullanimiyla, substrat bilesimi, mikrobiyal topluluklarin
zenginlestirilmesini ve PHA tretim performansini belirleyen ¢cok onemli bir faktor

haline gelmektedir [Hao et al., 2017].

2.3.1. Camur Yas1 Etkisi (SRT)

Camur yas1 teorik olarak ortalama mikrobiyal yasam siiresini ve dolayisiyla
mikrobiyal popiilasyonu belirler. Kisa SRT camurunun daha yiiksek PHA iiretim
kabiliyetine sahip olmasinin yani sira, PHA iiretim amac1 i¢in kisa SRT ile ¢camur
aklimasyonu da tercih edilebilir. Bunun nedeni, daha kisa bir SRT altindaki ¢amur

veriminin, daha uzun bir SRT'dekinden daha yiiksek olmasidir. Bu nedenle, kisa bir
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SRT ile ¢alistirilan aktif camur prosesi, uzun bir SRT'ye kiyasla PHA {iretimi i¢in
yeterli miktarda ¢amur saglayabilir [Chua et al., 2003].

Coats ve ark., 2017 yilinda Kagit hamuru ve kagit fabrikasi kondense suyu ile
yapilan bir calismada, 4 veya 6 giinliik SRT ile aerobik bolluk-kithk AKR'leri
beslenmis ve 4 giinlik SRT'de zenginlestirilmis kiiltiiriin ortalama PHA igerigi 6
giinliilk SRT'dekinden daha yiiksek oldugu bulunmustur [Coats et al., 2007]. Yiiksek
biyokiitle verimlerine ulagsmak i¢in potansiyel bir ticari PHA iiretim siirecinde
SRT’nin daha diisiik olmasi uygundur. 1 giinlik SRT daha oOnce basariyla
uygulanmistir [Dionisi et al., 2006] ve ayrica bu SRT, PHB iireten bir kiiltiirii
zenginlestirmek i¢in de uygun goriilmistiir [Johnson et al., 2009]. 0,5 giinliik SRT'de
nitrojenle sinirli kiiltiir, Gnemli biyofilm olusumu nedeniyle sorunlara neden olmakta
ve zamanla PHB depolama kapasitesinin ¢ogunu kaybetmektedir. Karbon sinirlama
kosullar1 altinda 0,5 giinliik SRT'de bir AKR'yi ¢alistirmak i¢in daha sonraki bir agama
icin girisimde bulunuldugunda da zenginlestirilmis kiiltiir ¢ok diisiik bir PHB
depolama kapasitesi gosterebilmektedir [Johnson et al., 2010].

PHA iiretiminde 6nemli olan mikroorganizmalarin depolama ve biiylime
hizlarint kontrol edebilmektir. Camur yast dogrultusunda PHA depolama miktarlari
degismektedir. Bir¢ok ¢alismada ¢amur yasi1 10 giin olarak ayarlanmistir [Serafim et
al., 2008] [Albuquerque et al., 2010]. Fakat ¢amur yasinin yiiksek olmasi yeni
biyokiitle liretiminin azalmasina sebep olmustur. Yiiksek camur yaglarinda calisan
sistemlerin, diisiik camur yaglarinda ¢alisan sistemlere gore daha diisiik depolama
verimine sahip oldugunu gostermistir [Chua et al., 2003]. Chua ve ark. 2003 yilinda
yaptiklar1 ¢aligmada evsel atiksularin PHA biyopolimerlerini depolama verimlerinin
camur yas1 3 glinde camur yas1 10 giinden daha iyi oldugunu gostermistir [Chua et al.,
2003]. Caligsmalar kapsaminda farkli gamur yaslarinin kullanilacak sisteme ve atiksuya
uygunlugu arastirilmaktadir. Camur yasinin optimizasyonu PHA biyopolimerlerinin

maksimum iiretiminin ve sistem enerjisinin optimizasyonu i¢in 6nemlidir.

2.3.2. Dongii Siiresi Etkisi

Sabit bir SRT ile birlikte, uzun bir déngii uzunlugu, ziyafet agamasinin sonunda
daha yiiksek bir PHB igerigi ile sonug¢lanir. Buna katkida bulunan iki faktor vardir: Bir

yandan, dongii basma beslenen substrat miktar1 artar ve reaktorde dongi
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baslangicindaki biyokiitle konsantrasyonu, dongli uzunlugunun uzatilmasiyla (veya
SRT basma dongii sayisinin en aza indirilmesiyle) azalir. Sonug olarak, substratin
biyokiitleye orani artar ve daha fazla PHB sentezine yol agar. Ote yandan, kitlik
asamasi uzar. Hiicreler, uzun siireli kitlik evresinde hayatta kalabilmek i¢in daha fazla
PHB'ye ihtiya¢ duyar. Her iki yon de, yiiksek substrat alim hizina ve yiiksek depolama
kapasitesine sahip mikroorganizmalarin se¢imini yogunlastirir. Bu nedenle, SRT
basina dongii sayisi, bir mikrobiyal toplulugun etkili bir sekilde zenginlestirilmesi igin
yararli bir se¢im baskis1 olarak 6nerilmektedir. [Chua et al., 2003] Dongii uzunlugunun
PHA fiiretimi {izerindeki etkisi seyrek olarak incelenmistir. Cogu grup, deneylerinde
SRT basina nispeten ¢ok sayida dongii kullanir, bu da ziyafet agsamasinda diisiik
miktarda PHB birikmesine yol acar [Villano et al., 2010].

Zheng ve digerleri, yaptiklar1 ¢aligmada dongii siirelerini (CL) 12, 24 ve 48 saat
olacak sekilde belirlemisler ve en yiiksek PHB depolamasimin 48 saatlik dongi
stiresinde gerceklestigini tespit etmislerdir. Ayrica MLSS konsantrasyonunun, diger
CL'lere kiyasla CL 48 saat oldugunda daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. CL
degerleri F/F degerlerinden etkilendigi i¢in CL degerleri artarken F/F degerlerinin
diismesi PHA sentezini etkileyen 6nemli bir parametre olarak goriilmektedir [Vjayan
and Vadivelu, 2017], [Huang et al., 2018]. Zheng ve digerleri (2021) tarafindan
yapilan calismalarda da ayni sonuglara ulagilmis ve mikroorganizma karigimlarinin
lifsi olmayan bakterilerinin sismesi nedeniyle PHA doniisiim oran1 ve PHA igeriginin
12 saatte hep diisiik seviyede oldugunu belirtmislerdir. Ote yandan CL, bakteri kiiltiirii
davranigin1 etkileyebilmektedir [Freches and Lemos, 2017], daha kisa dongi
uzunlugunun karbon depolamasii degistirdigini belirtmis ve glikoz biyopolimeri
bigimindeki karbon depolamanin HB birikiminden 2 kat daha yiiksek verim elde
edilmesi ve 3 kat daha hizli birikim oran1 daha kisa dongii uzunluklarinda gidanin
mikroorganizmalara (F/M) oranindaki diisiisiin PHB'den ziyade glukoz biyopolimerini

arttirdigin1 da bulmuslardir [Kleerebezem et al., 2012].

2.3.3. Bolluk/Kithk Faz Etkisi

Yapilan ¢aligmalar sonucunda aerobik atiksu aritma tesislerinde 6nemli derecede
PHA depolama kapasitesi fark edilmistir. Fakat bu ortamlarda ¢alisan

mikroorganizmalarin PHA'y1 normal kosullarda saklamasi miimkiin degildir. Bununla
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birlikte, substrati sinirlayarak bakteriler stres kosullari olusturuldugunda PHA
depoladiklar1 goriildiigii i¢cin daha fazla karbon verilerek daha az kitlik kosullari
saglanmaktadir [Lemos et al., 2008]. Uzun siire substrat yoklugu olan bakterilerde
hiicre biiylimesini saglayan enzim ve RNA sayisinda azalma olmaktadir. Uzun bir
kitlik evresinden sonra, biiyilk miktarda karbon bakterinin ortamina girdiginde,
bakterilerin biiylimesini saglayan enzim, hiicre biliylimesine izin vermek i¢in yeterli
gelmemekte ve hiicre, gelen karbon ve amonyagi depolamaya baslamaktadir. PHA
depolama, enzim veya RNA eksikligi nedeniyle bakteri hiicrelerinde baglamaktadir.
Bu duruma bolluk fazi olarak adlandirilmaktadir. Besin miktarindaki azalma, kitlik
fazinin basladigina isaret etmekte olup daha oOnce depolanan PHA bu siirecte
tilketilmeye baglamaktadir [Serafim et al., 2008].

Bolluk ve kitlik déneminin uzunlugu arasindaki oran (F/F orani), se¢im
asamasinin performansini etkileyen ¢ok dnemli bir parametredir [Liu et al., 2011].
Genel olarak, diisiik F/F orani, karisik mikrobiyal kiiltirde PHA depolayabilen
mikroorganizmalarin secilmesini ve bolluk asamasinda PHA sentezine fizyolojik
adaptasyonunu saglamaktadir [Albuquerque et al., 2010].

Bolluk ve kitlik kosullart altinda secilen bakterilerin yiiksek PHA depolama
kapasitesi, son 10 yilda yayimnlanan ¢ok sayida calismada tartismasiz bir sekilde
kanitlanmistir. Bununla birlikte, bazi ¢calismalar PHA'nin karisik kiiltiirler tarafindan
depolanmasimin herhangi bir dis veya i¢ biiyiime simirlamasi olmaksizin
gerceklestigini gostermistir [Dionisi et al., 2004]. Bir¢cok c¢alismada bu gergegi
desteklemek i¢in fazla besinler ve fizyolojik hiicre adaptasyonu icin yeterli deney
zamani kullanildi. PHA biriktirme kapasitesine sahip bakteriler secildikten sonra, es
zamanli olarak PHA'y1r depolayabildikleri bilinmektedir. PHA'nin eszamanh
depolanmast ve harici bir sinirlama olmaksizin bityiime, Alcaligenes latus [Grothe et
al., 1999] ve Azotobacter vinelandii UWD [Macagnan et al., 2017] gibi saf kiiltiirlerde

yaygin olarak bulunur.

2.3.4. Organik Yiikleme Hiz1 Etkisi (OLR)

Secim asamasinin diger bir amaci, PHA depolayan kiiltiirii miimkiin olan en
yuksek verimlilikte ¢alistirmak, yani reaktoriin birim hacmi ve birim zamanda iiretilen

biyokiitle miktarini elde etmektir [Villano et al., 2014]. Organik yiikleme hiz1 yapilan
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calismalarda PHA depolama siirecini belirli bir seviyeye kadar arttiran bir etken olarak
goriilmiistiir. Biyokiitlenin daha yiiksek hacimsel iiretkenliklere ulasabilmesi igin,
AKR 'nin miimkiin oldugunca yiiksek organik yiik oraninda (OLR) calistirilmasi
gerekir, bu da yliksek giris substrat1 konsantrasyonuna ve kisa hidrolik tutma siiresine
(HRT) karsilik gelir [Villano et al., 2014].

Yapilan bazi c¢aligmalar, disiik F/F oranmin ve iyi PHA depolayan
mikroorganizma seciminin 8.5 g KOI/L.giin’e kadar yiiksek OLR'de istikrarl1 bir
sekilde elde edilebilecegini gostermistir [Villano et al., 2010]. Bu durumda prensip
olarak, yiiksek oranda uygulanan OLR, zeytinyagi degirmeni atiksulari [Bertin et al.,
2010] gibi yiiksek KO icerigine sahip atiksuyun ¢ok az seyreltme veya hig¢ seyreltme
olmaksizin hammadde olarak kullanilmasini miimkiin kilar. Buna karsin daha yiiksek
OLR'de kararsiz veya zayif performans gozlendigi de gosterilmistir [Dionisi et al.,
2006]. Baska bir ¢alismada da beslenen 1,165 mgKOI/L i¢in her bir giinliik cevrimde
%20-27 g KOi/g UAKM kadar KOI esdegeri PHA iiretim potansiyeli gdzlenirken,
aym ¢alismada konsantre beslenen akimda 18,560 mgKOI/L icin giinliik cevrimde
%8,6 g KOl/g UAKM kadar KOI esdegeri PHA iiretim potansiyeli oldugu
goriilmistiir [Giiventiirk, 2019].

2.3.5. pH Etkisi

pH yapilan biyolojik caligmalarda devamli kontrol edilmesi gereken bir
parametre olmustur. Gelen atiksuyun igerigi bakimindan asidik sartlarin olusmasi
sistem performans: i¢in istenmeyen bir durumdur. Bu sebeple pH yapilan tiim
deneylerde notral seviyelerde tutulmustur [Chen et al., 2013].

Camurun PHA {iretim kapasitesi tizerindeki pH etkilerine iligskin daha fazla fikir
edinmek i¢in daha fazla aragtirma yapilmasi beklenmektedir. Adeline ve
arkadaslarinin yapmis oldugu calismada SBR-B1(pH 7) camuru, c¢amur kuru
agirh@inin yaklasik %26-30'una kadar PHA biriktirirken, SBR-B2 (pH 8)camuru
%24-32'ye kadar PHA igerigi elde etmistir [Chua et al., 2003]. Bununla birlikte,
secilen bir aktif camur prosesinin pH'inin 7 ile 8 arasinda olmasi durumunda, PHA
biriktiren mikroorganizmalarin zenginlestirilmesinde pH kontroliiniin kritik olmadig1
sonucu c¢ikarilabilir [Villano et al., 2010]. Bizim c¢alismamizda pH’a miidahale
edilmeden kendi pH (7-9) araliginda aerobik sistem galistirilmustir.
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2.4. Deneysel Tasarim

2.4.1. istatiksel Deney Tasarimi

Varyans analizinde 6nemli olan ¢ok seviyeli modellerde bir¢ok degiskene bagl
deneysel sonuglarin bir arada yorumlanmaktadir. Kisaca ANOVA olarak bilinen
varyans analizi, nicel 6l¢timleri kapsayan ve deneysel verilerin analizinin bir teknigi
olmaktadir. ANOVA ile elde edilen 6nem seviyeleri (anlamlilik diizeyi) sayesinde
verilerin ne oranda giivenilir oldugu hakkinda bilgi verilmektedir. Bununla anlamlilik
diizeyleri deneylerden 6nce belirlenebilmektedir [Dargahi et al., 2017]. ANOVA’da
anlamlilik diizeyinin 0.05 ve 0.01 araliginda olmasi tercih edilmekte bu da hata yapma
olasilig1 %1-5 araliginda oldugunu gostermektedir. ANOVA’da kurulan modele ait
keyfi bir anlamlilik diizeyi secilmekte (tahin edilen) ve anlamlilik diizeylerine goére
hazirlanmis F tablolarinda serbestlik derecelerinin kesisim noktasinda bulunan F orani
degerleri ile kiyaslanmaktadir. F orani, ANOVA tablosunda model varyansinin hata
varyansina oranini ifade etmekktedir. Modelin gegerliligi Fhesaplanan ve Ftablo
degerleriyle kiyaslama yapilmaktadir. Modelin gecerli olabilmesi i¢in Fhesaplanan>

Ftablo olmalidir [Cebi, 2018].
2.4.1.1. Varyans Analizi

Varyans Analizi (veya ANOVA, Ingilizce ANalysis Of VAriance sdzciiklerinin
kisaltmasi) istatistik bilim dalinda, grup ortalamalar1 ve (gruplar i¢i ve gruplar arasi
varyasyon gibi) bunlara bagli olan islemleri analiz etmek i¢in kullanilan bir istatistiksel
modeller biitiiniidiir [Ever, 2005]. Varyans Analizi kullanilmaktayken belirlenmis bir
degiskenin gozlemlenen varyansi farkli degisim kaynaklarina dayandirilabilen varyans
bilesenine ayrilmaktadir. En basit sekliyle varyans analizi birka¢ grubun
ortalamalarinin birbirine esit mi esit degil mi oldugunu sinamak i¢in bir ¢ikarimsal
istatistik sinamasi1 olmakta ve bu simama iki grup i¢in yapilan t-test sinamasini ¢oklu
gruplar icin genellestirmektedir. Eger, ¢oklu degiskenli analiz i¢in birbiri arkasindan
coklu iki drneklemli t-testi yapmak istenirse bunun I. tip hata yapma olasiligini artirma

sonucu dogurmaktadir. Bu nedenle, ii¢ veya daha fazla sayida gruplar veya degiskenler
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i¢in ortalamalarin istatiksel anlasilabilirligini sinama ile karsilastirilmasi i¢in Varyans
Analizlerinin daha faydali olacagi bilinmektedir [Borror et al., 2018].
Dengeli veriler i¢in klasik varyans analizi li¢ degisik seyi ayni1 anda yapmayi

amagclamaktadir;

o Veri aciklama analizi: Varyans analizi toplamali verilerin ayrisimin
organize edilmesidir. Bunun karesel toplami1 ayrigimin her bilesenin varyansini (yahut
esit anlamali olarak bir lineer modelin terimlerini) gostermektedir.

o Ortalama karelerin karsilastirilmasi: F-sinamalari ile... modellerin i¢-igine
geemis ardisiklik olarak sinanmasini saglama.

o Varyans analizi ile ¢ok yakin iliskili olarak bir lineer modelin katsay1

kestirimleri ve standart hatalari ile verilere uygulanmasi [Islam et al., 2014].

2.4.1.2. Tam Faktoriyel Deney Tasarimi

Deneysel ¢alismalarda, belirlenen parametrelerin en az deney sayist ile sonug
degisken tlizerine etkilerinin incelenmesi ve optimum kosullarin belirlenmesi amactyla
deneysel tasarim teknikleri kullanilmaktadir. Bagimli degiskeni etkiledigi diisiiniilen
bagimsiz degiskenler farkli seviyelerde ele alinarak etkileri incelenmektedir. lyi bir
deney tasarimi, temel ilkelere bagh bir sekilde basit, esnek, saglam ve tasarlanan
modelin uygunlugunu denetleyen kontrollere sahip olmalidir [ Din et al., 2014].

Deneysel calismalarda birden ¢ok faktoriin farkli seviyelerde ele alinarak

etkilerinin incelenebildigi tasarimlardir. Tam faktoriyel yontemine gore deney sayisi,

N = n* (2.1)

(N: deney sayisi, n: seviye sayisi, k: parametre, faktor, degisken sayisi)

2.1 esitligindeki formiilde hesaplanmaktadir. Tam faktoriyel deney tasarimi; cok
boyutlu bir yontem olmasi, fonksiyonlarin lineerliginin arastirilmasi ve faktorlerin
karsilikli etkilesimlerinin bagimli degiskene olan etkisinin bulunarak sistem tizerinde
ekonomik yonden degerlendirme yapma olanagi saglamasi yoniinden avantajli bir
tasarim yontemi olmaktadir. Bununla birlikte proseslerin maliyetlerinin azaltilmasi,

kalitenin gelistirilmesi ve iyilestirilmesi saglanabilmektedir. Ayni zamanda tam
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faktoriyel tasarimda yiiksek seviyeli etkilesimler istenmedigi durumlarda ya da sadece
diisiik seviye etkilesimler ve temel etkiler incelenmek istendiginde daha az sayida
deney yapilmasi uygun goriildiigiinde kesirli faktoriyel tasarimlar kullanilabilmektedir

[Philip et al., 2007].

2.4.1.3. Cevap Yiizey Yontemi (RSM)

RSM, optimizasyon metodunun temeli ilk olarak 1951 yilinda Box ve Wilson
tarafindan ortaya atilmaktadir. Box ve Wilson RSM’ nin temelini olusturan eleme
(screening), bolge arastirma (steepest ascent), lriiniin karakterize edilmesi ve
optimizasyonunu kapsayan bir seri deneme felsefesini ortaya koymaktadir.

RSM bilimsel ve endiistriyel alanlarda en ¢ok kullanilan yontem olarak 6n plana
cikmakta olup bu yontemle istatiksel ve matematiksel veriler Dbirlikte
degerlendirilmekte ve optimum deney sartlar1 belirlenmektedir. [Uzunogullari, 2010].
Sonuglar ti¢ boyutlu grafik halinde veya kontur haritas1 seklinde ifade edilmektedir.
Az sayida deneysel kombinasyonla gercekte test edilmeyen faktor degeri ve bunlarin
kombinasyonlar1 hakkinda tahmin yapilabilmektedir [Myers and Montgomery, 1995].

RSM’nin ilk asamasinda, birtakim fikirler 6ne stiriilmekte ve sistemi karakterize
edebilecek performans olgiileri (cevap) ve cevaplar iizerinde etkili olan faktorler
belirlenmektedir. Bu faktorlerin ¢ok olmasi halinde 6n denemelerde faktorlerin
istatiksel olarak en 6nemli olanlar1 secilmektedir. Bu islem “eleme (screening)” olarak
adlandirilmakta ve ilerleyen asamalarda daha fazla deney yapilmasim
engellemektedir. Boylece zaman ve maliyet kazanimi saglanmig olmaktadir.

Iki basamaktan olusan RSM’nin birinci basamaginda cevabin degiskenlere bagh
fonksiyonu birinci dereceden bir polinomu ifade etmektedir [Myers and Montgomery,
2002].

y= BO + lel + 62X2+ ..... +Bka + € (22)

Formiilde yer alan y= cevap (bagimli degisken), 1= regresyon katsayisi, x1=
bagimsiz degisken ve e= deneysel hata degerlerini ifade etmektedir.
RSM’nin ikinci asamasinda ise, bagimsiz degiskenlerin deneme bolgesi (region

of interest) igerisinde belirlenen seviyelerinin sistemin cevabinda olusturduklar
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degerin, optimum noktaya yakin sonuglari verip vermedigi amaglanmaktadir.
Optimum noktaya yaklastik¢a, olusturulan cevap ylizeydeki egrilik daha belirgin hale
gelmektedir.

2.4.1.4. Merkezi Kompozit Yiizey Tasarmm (Central Composite
Design, CCD)

Merkezi kompozit deneysel tasarim modeli yonteminde iki faktoriyel nokta
mevcut olup bunlar, eksenel noktalar (o) ve merkez noktalaridir. Yontemin iki
faktoriyel noktalari, bir faktoriin + (en yliksek) veya — (en diisiik) diizeylerinden olusur.
Eksenel noktalar, deneycinin belirledigi iki diizey noktalarinin daha &tesinde olan

program tarafindan esitlik 2.3 ile belirlenen +a ve -o degerlerdir.

A = 2k/4 (2.3)

Formiilde k c¢alisilan degeri bagimsiz degisken sayisini ifade etmektedir.
Merkezi kompozit tasarim modeli ii¢ kisimdan olugmaktadir. Sekil 2.8 de merkezi
kompozit tasariminin kisimlari verilmistir [Subasi, 2010,].

Esitlik 2.3’de k faktor sayist olmak iizere 2k faktoriyel ya da 2k-m Kkesirli
faktoriyel tasarimi ifade etmektedir. Faktor seviyeleri -1 ve +1 degeri ile
kodlanmaktadir. Bu tasarimin faktoriyel pargasi olarak adlandirilmakta olup nO adet
merkez noktast (n0>1) ve her bir tasarim degiskeninin ekseni iizerinde, merkeze
uzaklig1 a olan iki y1ldiz veya eksen noktast bulunmaktadir. Bunlara da yildiz pargasi

veya eksen pargasi denilmektedir.

Cok Etkenli Kisim Yildiz Kesim Merkez Nokta

-e
»®

Sekil 2 8: Merkezi kompozit tasariminin gésterimi.
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Burada toplam tasarim noktasi sayist N=2k +2k + n0 ifadesi ile hesaplanir.
Deneysel tasarim i¢in kag tane deneyin yapilacag asagidaki esitliklere gore belirlenir.
Bu esitliklerde; N= deney sayisini, n0= merkezdeki deney sayisi ve k= bagimsiz

degisken sayisin1 gostermektedir [Youssef, 1994].
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Atik su ve Camur Karakterizasyonu

Laboratuvar ortaminda yiiriitiilen deneysel ¢alismada as1 ig¢in kullanilan aktif
camur Ve karbon kaynagi olarak kullanilan atiksu; Kocaeli’nde bulunan PAKMAY A
maya lretim fabrikasinin aerobik aritma tesisinden karisik mikroorganizma igeren
aktif camur ve anaerobik aritma tesisinden karbon kaynagi olarak kullanilmak {izere
atiksu, alimmistir. PAKMAY A atiksu aritim tesisindeki aritma sistemleri Sekil 3.1°de
gosterilmektedir [Ciftci, 2021]. Anaerobik aritmalarda hidroliz, asidogenez ve metan
evresi olmak iizere 3 asama gerceklesen anerobik sistemin yani fermantasyon
sisteminin asidogenez evresi yliksek ugucu yag asitlerine sahip olup bu organik
karbonlu yapilar aktif mikroorganizmalar tarafindan besin olarak kullanilir ve
mikroorganizmalar hiicresel faaliyetleri disindaki fazla karbonu PHB olarak
depolarlar. Bu sebeple laboratuvar ortaminda fermantasyon iinitesi kurulmamis olup
PAKMAYA tesisinden alman anaerobik atiksu polimer iiretimi icin
mikroorganizmalar tarafindan besin kaynagi olarak kullanilarak atiksudan polimer

geri kazanimi saglanmugtir.

Anaerobik Aerobik Antma
Membran Evaporasyon Rigon C+N

Sekil 3.1: PAKMAYA atiksu aritma tesisi.
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Maya endiistrisi anaerobik atiksuyunun tercih edilme sebebi yiiksek degerli KOI

ve UY A konsantrasyonlari icermesidir. Kullanilan atiksu konsantrasyonu Tablo3.1 ‘de

verilmistir.
Tablo 3. 1: Maya endiistrisi anaerobik atiksu karakterizasyonu.
Parametre Birim Deger
pH 7,5-7,88
KOi mg/L 2500-3430
>N mg/L 100-200
PO, mg/L 20-40,6
2P mg/L 6,7-21,9
AKM mg/L 450-500
YUYA mg/L 950-1000

3.2. Deney Diizenegi

3.2.1. Ardisik Kesikli Reaktor (AKR)

Mikroorganizmanin ugucu yag asitlerini biinyelerinde polihidroksialkanoatlara
dontistiirebilmesi  i¢in  zenginlestirme ve biriktirme asamalarindan ge¢mesi
gerekmektedir. Bunun i¢in laboratuvar ortaminda ilk asamada karisik mikroorganizma
kiiltiirinde PHB depolayan tiirlin zenginlestirilmesi Sekil 3.2’de 800 mL hacimde 6
giinliik camur yasinda 3 tane es zamanli ardisik kesikli reaktoriin 90 giin isletilmesi ile

gerceklesmistir. Sekil 3.3°te PHB {iretim asamasi sematize edilmistir.
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Sekil 3.2: Laboratuvarda isletilen aerobik sistem.

Sekil 3.3’de 3 farkli reaktor es zamanli ¢alistirilmis olup 24 saatlik bir dongiide
6 giinliik camur yas1 ve giinliik organik yiikleme miktar1 0,5 g/L olacak sekilde siralt
kesikli reaktorde 90 giin boyunca dengeye gelene kadar isletilmistir. AKR sisteminin
isletimi her bir sistem igin besleme, havalandirma, son ¢oktiirme ve bosaltma olmak
izere 4 kistmdan olusmakta olup bu islemler manuel yapilmistir. Besleme ve bosaltma
pompalarla (SISTOZ PRS 2) ve havalandirma laboratuvar ortamindaki hava
hatlarindan gelen havanin diflizorler yardimiyla sisteme verilmesiyle saglanirken son
coktiirme olayr sistemdeki manyetik karistirict (marka) ve havanin manuel
kapatilmasiyla gerceklesmistir. Reaktorlerde ¢oziinmiis oksijen (Hamilton, VisiWater
DO P Arc 120 FC10) ve pH proplar1 otomatik olarak olciilmiistiir. AKR sistemi
dengeye gelene kadar her giin 3 dk 0,5 g/L besin igeren atiksuyla beslendikten sonra
1407 dk havalandirilarak isletilen sistem giiniin sonunda ¢okelme siiresi 30 dk olacak

sekilde isletilmistir.
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Sekil 3.3: Karigik mikroorganizma kiiltiirinden PHB eldesi.

AKR sistemi 90 giinlin sonunda dengeye gelmis ve biriktirme agsamasinda
mikroorganizmalar i¢in optimum PHB depolama kapasitesinin belirlenmesinde 3
farkli parametre; SRT (2, 4, 6 giin), OLR (0.5, 1.0, 2.0 g/L.giin) ve doéngii (0.5, 1.0,
2.0) calisilip sistemin modellemesi STAT-EASE siiriim 11(Inc., Minneapolis, ABD)
yapilmistir.

Her sistemden ne kadar aktif ¢amur atilacagi camur yasina bagl olarak esitlik

3.1°de hesaplanmustir.

L

gun (3. 1)

KOl konsantrasyonu %xdebi

Hacim (L) = oI ;m

3.3. Proses Takip Parametreleri

Proses takip parametrelerine bagl olarak ¢amur yasini ayarlamak icin farkl
hacimler hesaplanip sistem havalanirken birka¢ farkli siireden biyokiitle alinmis ve
alman numunelerin AKM, UAKM, KOI, TN, TP, UYA ve PHB parametrelerine

bakilmistir. Coziinmiis oksijen takibine bagl olarak kitlik/bolluk stireleri hesaplanmis
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ve kitlik evresinin basinda PHB depolama kapasitesinin maksimum oldugu

goriilmiistiir.
3.3.1. Kimyasal Oksijen Ihtiyaci (KOJ)

Kimyasal Oksijen Ihtiyaci tayinleri kapali reflux titrimetrik metodu ile
yapilmistir. Gerekli seyreltmeler uygulanarak 2,5 mL numune hacmi ile ¢alisilmistir.
Numuneye 1,5 mL Standart potasyum dikromat ¢ozeltisi ve 3,5 mL Siilflirik asit
reaktifi eklenerek karigimin reaksiyona girmesi icin Sekil 3.4’te goriilen

termoreaktoérde 150°C sicaklikta 2 saat bekletilmistir.

Sekil 3.4: KOI tayini i¢in termoreaktorii.

Oda sicakligina getirilen numuneler birka¢ damla Ferroin indikator ¢ozeltisi
eklendikten sonra 0,025 N Standart demir amonyum siilfat ¢ozeltisi ile titre edilerek

sarfiyat not edilmistir ve Esitlik 3.2 ile hesaplama yapilmustir.

(A—B)xMx8000
numune hacmi (mL)

KOl (mg/L) =

(3.2)

— A: Sahit i¢cin demir amonyum siilfat sarfiyati.
— B: Numune i¢in demir amonyum siilfat sarfiyati.

— M: Demir amonyum siilfat ¢dzeltisinin molaritesi.
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3.3.2. Askida Kati Madde (AKM) ve Ucucu Askida Kati Madde
(UAKM) Tayinleri

Askida Kat1 Madde ve Ugucu Askida Kati Madde tayinleri i¢in 1,20 pm g6zenek
cap1 olan GVS marka filtreler kullanilmistir. AKM deneyinde onceden darasi alinan
filtre kagidindan gegirilen numuneler etiivde 1 saat 105°C de kurutulup sonrasinda 10
dakika desikatorde bekletildikten sonra tekrar tartilarak hesaplamalar yapilmistir.
UAKM deneyinde ise AKM tayini yapilan filtre kagitlari kiil firininda 1 saat 550°C de
yakilarak tartilmis ve sonuglar not edilmistir. Sonuglar asagidaki formiiller (Esitlik 3.3
ve Esitlik 3.4) ile hesaplanmistir. Boylece reaktor igcindeki askida katt maddelerin ne

kadarinin canli organizma oldugu tespit edilmistir.

AKM (mg/L) = %m(gg) x 1000 (34)
UAKM (mg/L) = C\_/(D—Hfgg) X 1000 (35)

— A: filtrenin tartimi (mg).

—B: 105°C de 1 saat yakma sonrast filtrenin tartimi (mg).

— C: B + tartim kab1 (mg).

— D: 550°C’de 1 saat yakma sonrasi kalint1 + tartim kab1 (mg).

— V: siizlilen numunenin hacmi (ml).

3.3.3. Toplam Azot (TN) ve Toplam Fosfor (TP)

Toplam Azot ve Toplam Fosfor tayinleri i¢in hazir deney kitleri kullanilmistir.
Analizler Sekil 3.5’teki Merck Spectroquant® Prove 300 Uv/Vis Spektrofotometre

cihazinda ve ayni markanin test kitleri ile yapilmigtir.
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Sekil 3.5: Spektrofotometre cihazi.

3.3.4. Ugucu Yag Asitleri (UYA)

Ucucu yag asidi 6l¢iimleri Gaz Kromatografi-Alev Iyonlastirma Detektérii (GC-
FID) (AGILENT) cihazinda yapilmistir. Reaktorlerden zamana bagli numuneler alindi
ve santrifiijlenen bu numunelerin duru fazi 0,22 pm’lik siringa filtreden gegirildi.
Filtrelenen numunelerin lizerine %4’lilk HCI ¢ozeltisi ve internal ¢ozeltisi olarak
kullnilan pentanolden 0,1 mL ilave edildi. 1,5 mL’lik viallerin i¢inde hazirlanan
numuneler karbon wax kolonunda (QUADREX 007-CW-30V-1,0 240 °C), baslangic
firm sicakligr 110 °C’den 240 °C’ye 15 dakikada ¢ikacak sekilde 2 rampadan olusan

sicaklik derecelerinde gaz kromotografisinde analiz edildi.

3.3.5. Polihidroksibiitirat Tayini (PHB)

PHB tayini i¢in gaz kromografisi ve solvent ekstraksiyonu olmak tizere 2 farkl
analiz yontemi kullanilmigtir. Analiz i¢in ¢dziinmiis oksijen takibiyle paralel olarak
oksijen doygunluguna ulastig1 zamana kadar ilk yarim saat 15 dakikada bir sonraki 1
saat 30 dakikada bir sonrasinda ise 60 dakikada bir olmak iizere 15 ml’lik numuneler
alind1 ve santrifiijde 9000 RPM’de 5 dakika ¢oktiirilmiistiir. Duru faz rutin analizler
icin ayirilarak kalan ¢amur buzlukta bekletilmistir. Daha sonra sogutulan ¢amurlar
CHRIST- ALPHA 1-2 LD marka liyofilizatorde (Sekil 3.6) 1 giin boyunca -55°C’de
soguk hava basinci ile kurutulmustur. Yiiksek 1sinin polimer yapisina zarar verecegi

diistintildiigii i¢in etiivde kurutmak yerine bu yontem tercih edilmistir.
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Sekil 3.6: Liyofilizator cihazi.

Liyofilizatérde tamamen kurumus olan ¢amur Sekil 3.7’de kuru biyokiitle
dedigimiz kuruluga gelmis ve Gaz Kromotografisi cihazinda analiz edilmek {izere
hazirlanmistir. 5 mg tartilan kuru biyokiitleler sizdirmaz cam tiiplere alinarak {izerine

2 mL kloroform ve 2 mL pargalama ¢6zeltisi eklenmistir.

Sekil 3.7: Liyofilize edilmis ¢amur.

Hazirlanan tiipler 100°C termoreaktorde 3,5 saat reaksiyona sokulmustur
[Tamang, 2019]. Oda sicakligina gelen numunelere 2 mL ultra deiyonize su eklendi
ve vorteskte 1 dk karistirildiktan sonra faz ayriminin olusmasi beklendi. Faz
ayrimindan sonra altta kalan faz cam pastor pipetleri yardimiyla stizdiiriilerek viallere
aktartlmistir.

Viallere alinan numuneler AGILENT 6890, (United States) marka FID
dedektorlii Carbon Wax Kolon kullanilarak Sekil 3.8’de Gaz Kromatografi cihazinda

olusturulan PHB 6l¢lim metoduyla okunmustur.
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Sekil 3.8: Gaz Kromatografi cihazi.

3.3.6. PHB Ekstraksiyonu

PHB, dimetil karbonat ekstraksiyon protokolii (DMC) kullanilarak biyokiitleden
ekstrakte edildi [Samori ve digerleri, 2015]. Kapali bir tiip iginde 90 °C'de 1 saat
boyunca 100 mg dondurularak kurutulmus biyokiitleyi ¢ikarmak i¢in 4 mL DMC
kullanild1. Cozeltilerin filtrasyonu, santrifiijlemeden sonra 0,45 um goézenekli
polipropilen membran filtreler kullanilarak yapildi.

Sekil 3.9’da islem sonrasinda polimerin goriintiisii verilen geri kazanilan

polimeri ¢6ziiciiden ayirdiktan sonra 24 saat kurutmak icin ¢eker ocak kullanildi.

Sekil 3.9: DMC ekstraksiyonu sonrasi polimer.
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3.4. Faktoryel tasarim

Maya atiksuyu ile maksimum PHB iiretimi i¢in SRT, CL ve OLR optimizasyonu
tam fabrika tasarimi ile yapilmistir. PHB iiretimi i¢in deneysel parametrelerin
tasariminda tasarim uzmani paketi, siirim 11 (STAT-EASE Inc., Minneapolis, ABD)
kullanildi. Ug kategorik degiskenin yani SRT (d), OLR (g KOI/L.d) ve CL (h)'nin
etkilerini degerlendirmek i¢in 27 deneyden olusan bir set gerceklestirildi ve her biri {i¢
farkli diisiik (-1), orta ( 0) ve yiiksek (+1) mikroorganizmalarda PHB birikimi olarak
yanit olarak (%). Ug degiskenin araliklari ve seviyeleri Tablo 3.2'de sunuldu.

Tablo 3. 2: Tam faktoriyel tasarimdan faktorler ve seviyeleri.

Degiskenler Seviyeler
-1 0 +1
A SRT (d) 2 4 6
B CL (h) 48 24 12
OLR (g COD/l.d) 0,5 1 2

3.4.1. istatistiksel analiz

Deneysel verileri analiz etmek ve oOnerilen modelin istatistiksel Onemini
belirlemek i¢in Varyans Analizi (ANOVA) yapilmistir. Genel faktoriyel deneysel
tasarimlardan elde edilen sonuclar, SRT, OLR ve CL'nin PHA iiretimi iizerindeki
etkilerini belirlemek igin analiz edildi. PHA iretim verileri asagidaki esitlik 3.6

modelinde kullanilarak incelenmistir:

Y =B+ Bix; + ﬁzzxz + B3x3 + [31129512 + Bax3 ,
+ B33x3 + B13X1X3813X1 X3 + P13X1X3
+ Bizxix (3.6)

Y = PHA yiizdesi cinsinden bir yanut.
X1 = SRT i¢in kodlanmis seviye (-1, 1).
X2 = OLR i¢in kodlanmuis seviye (-1, 1).
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X3 = CL i¢in kodlanmis seviye (-1, 1).
B0 = model kesisimi; ve
s = ana faktorlerin (bagimsiz degiskenler) her birinin etkilerinin biiytikliglinii

ve bunlarin ilgili etkilesimlerini gésteren regresyon katsayilari.

Modelin uyum iyiligini bulmak i¢in regresyon katsayisi (R2) hesaplanmistir.
Bireysel degisken faktor parametrelerinin etkilesimli etkileri ve yanit izerindeki etkisi,
her bir SRT, OLR ve CL i¢in yanit yiizey grafikleri gizilerek gorsellestirildi [Kavitha
etal., 2016].
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. PHB Geri Kazanim Icin Deney Tasarim

Maya atiksuyu ile maksimum PHB iiretimi i¢in SRT, CL ve OLR optimizasyonu
tam faktoriyel tasarimi ile yapilmistir. PHB iiretimi i¢in deneysel parametrelerin
tasariminda tasarim uzmani paketi, siiriim 11 (STAT-EASE Inc., Minneapolis, ABD)
kullamildi. Ug kategorik degiskenin yani SRT (giin), OLR (g KOI/L.giin) ve CL
(sa)'nin etkilerini degerlendirmek i¢in 27 deneyden olusan bir set gergeklestirildi ve
her biri ti¢ farkli diisiik (-1), orta ( 0) ve yiiksek (+1) mikroorganizmalarda PHB
birikimi olarak yanit olarak (%). Ug degiskenin araliklar1 ve seviyeleri Tablo 4.1'de

sunuldu.

Tablo 4. 1: Tam faktoriyel tasarimdan faktorleri ve seviyeleri.

Degiskenler Seviyeler
-1 0 +1
SRT (giin) 2 4 6
B CL (sa) 48 24 12
OLR (g 0.5 1 2
COD/L.giin)

Tablo 4.2°de ii¢ kategorik degiskenin yani SRT (giin), OLR (g KOI/L.giin™) ve
CL (sa)'nin etkilerini degerlendirmek i¢in 27 deneyden olusan bir sirali setin sonuglari

verilmektedir.
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Tablo 4. 2: PHB geri kazanimi igin deney tasarimi ve sonuglari.

Deney Faktorler Sonuclar
A B C %PHB/UAKM

1 6 24 1 13.26
2 2 24 1 23.33
3 2 24 0.5 5.82

4 4 12 0.5 4.8

5 4 24 1 26.99
6 6 12 2 12.3

7 2 48 0.5 1151
8 6 48 0.5 13.96
9 2 12 1 17.34
10 4 48 2 34.12
11 2 24 2 17.34
12 4 48 1 32.53
13 2 48 2 4.03

14 6 24 0.5 8.26

15 4 24 0.5 10.92
16 6 48 2 37.47
17 4 24 2 57.62
18 6 12 0.5 1.2

19 6 24 2 14.79
20 4 12 2 18.93
21 2 48 1 26.57
22 4 12 1 11.66
23 2 12 2 3.46

24 2 12 0.5 0.86

25 6 12 1 14.79
26 4 48 0.5 15.35
27 6 48 1 26.04

PHB uretimi,% = 3,86 — 0,64714 + 0,6944B — 1,21C —

0,2395AC + 0,7537A% + 0,3477B% + 0,7029C? + 0,26504%C +

0,8019AC?% — 0,54384%C*

(4.1)

A, B ve C, sirastyla SRT, CL ve OLR gibi ii¢ degisken icin kodlanmig

terimlerdir. Esitlik 4.1'den de goriildigii gibi, dogrusal parametre olarak B, ikinci
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dereceden parametreler (A2, B2 ve C2) ve AC'nin etkilesimli parametreleri PHB
tiretimi i¢in sinerjik etkiye sahiptir.

Uygulanan modelin ve se¢ilen faktoriyel modelin ANOVA sonuglari sirasiyla
Tablo 4.3 ve Tablo 4.4'te verilmistir. Modelin p degeri <0.0001 bulundu, bu da
modelin istatistiksel olarak anlamli oldugunu gosterir. Modelin yeterliligi, diizeltilmis
R2 degerleri ve belirleme katsayisina gore belirlenir. Modelin R2 ve diizeltilmis R2
degerleri, Tablo 4.3'ten goriildiigii gibi sirastyla 08365 ve 0,7343 olarak bulunmustur.
Bu yiiksek degerler, bu modelin veri dalgalanmalarinin ¢ogunu agiklayabildigini ve
diizeltilmis degerler arasindaki benzerlik nedeniyle modellerin anlamli oldugunu
gostermektedir. R2 ve R2 degerleri. Modelin uygulanabilirligini degerlendirmek i¢in
kullanilan ek ilgili katsayilar, varyasyon katsayis1 (CV) degerlerini ve uygun kesinlik
(AP) katsayisini igerir. CV, modelin ne kadar tekrar tiretilebilir oldugunu ifade etmek
icin kullanilir ve %10'dan diisiik bir say1, modelin oldukca tekrarlanabilir oldugunu
gosterir. Diisiik tekrarlanabilirlik gosteren CV degeri %20,83 olarak bulundu ancak
biyolojik sistemlerde tekrarlanabilirligin pH, ¢amur tutma siiresi, sicaklik ve atik su
ozellikleri gibi birgok faktdre baglh oldugu soylenebilir. Onceden belirlenecek bir
model i¢in sinyal- giiriiltii oran1 ve AP degeri 4'lin iizerinde olmalidir ve bu model i¢in
10.57 olarak bulunmustur. Modelin F degeri, 10'dan 8.18 daha diisiik bulundu; bu,
modeldeki degiskenligin ¢ogunun, matematiksel modeli istatistiksel olarak dogrulayan
regresyondan kaynaklandigini gosterir. Sonug olarak, bu siirecte PHB iiretimi i¢in en

uygun kosullar1 tahmin etmek ve bulmak icin dogrusal regresyon modelleri

kullanilabilir.
Tablo 4. 3: Uygulanan modelin ANOVA sonuglari.
Model | Std. R? Adj. CV, |SS MS | F p Value | AP
Dev. R? % Value

PHB 0.8038 | 0.8365 | 0.7343 | 20.83 | 52.88 | 5.29 | 8.18 <0.0001 | 10.57

iretimi

Tablo 4.4'te goriildiigii gibi, p degerleri 0.0005'ten kii¢iik oldugu i¢in tiim lineer
parametrelerin PHB iiretimi tizerinde énemli etkisi vardir. Ayn1 zamanda SRT\OLR

etkilesimli parametresinin 6nemli bir etkiye sahip oldugu goriilebilir.
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Tablo 4. 4: PHA {iretiminin segilen faktoriyel modeli igin ANOVA sonuglari.

Source Sum of df Mean Square F-value | p-value
Squares

A-SRT 8.98 2 4.49 6.95 0.0067

B-CL 15.20 2 7.60 11.76 0.0007

C-OLR 19.92 2 9.96 15.41 0.0002

AC 8.78 4 2.19 3.40 0.0342

Residual 10.34 16 0.6461

Cor Total | 63.22 26

Deneysel ve tam faktoriyel denklemi kullanilarak elde edilen tahmini PHA
degerlerinin gercek degerlere Sekil 4.1°de goriildigli gibi uyumlu oldugu
gozlemlenmistir. Bu, modelde kullanilan square root regresyon modelinin deney
tasarimindaki herhangi bir degiskendeki yanit faktorlerini hesaplamak i¢in uygun

olabilecegini gostermektedir.

Predicted

Actual

Sekil 4.1: PHA optimisazyonu tahmin edilen deger ve ger¢ek deger
sonug grafigi.

SRT, CL ve OLR bagimsiz degiskenlerinin PHB iiretim hizi (PHB/UAKM)
tizerindeki etkisi programdan elde edilmistir. OLR igin SRT ile degisen AKM,
UAKM/AKM ve KOliiketilen/AKM, F/M degerleri 0.5, 1 ve 2 g KOI/L.giin degerleri

sirastyla 4.2 ve 4.3 konu basliklarinda verilmistir.
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4.1.1. PHB Uretiminde SRT’nin EtKisi

PHB verimi, Sekil 4.2°de goriildiigii gibi, SRT’nin 2 gilinden 4 giine
cikarilmasiyla hemen hemen ayni bulundu, ancak SRT 4’ten 6 giine ¢ikarildiginda
azaldi. SRT’deki azalma ve PHB depolama kapasitesindeki artis, bircok ¢alismanin
bulgulariyla uyumludur. Ancak bu modelin sonuglarinda SRT 4 giinden 2 giine
distiriildiigiinde PHB verimi artmadi. Tablo 4.2°de verilen PHB verimleri
incelendiginde, OLR’nin 0.5 ve 2 g KOI/L.giin degerlerinde mikroorganizmalarin
SRT 2 gilin’de diger SRT’lere gore daha az PHB depoladiklar1 goriilmektedir.
Dolayisiyla bu durumun PHB’nin SRT 2 giin’de depolanmasindan ziyade
mikroorganizmalarin substrati iiretim i¢in kullanmalar1 sonucu ortaya ¢iktigin
sOylemek miimkiindiir. Lee ve digerlerinin yaptig1 calismada da desteklendigi gibi,
daha hizli biiyiiyen organizmalarin daha az PHB biriktirdigini gézlemledi [Lee et al.,
2012].
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Sekil 4.2: SRT’nin PHB geri kazanimina etkisi.

Aksine SRT’nin 4 giinden 6 giine ¢ikmasiyla PHB verimi azalmistir. Bu durum,
SRT’nin uzunluguna bagli olarak degisen organik yiikiin biyokiitleye oraninin
reaktorde daha yiiksek bir biyokiitle konsantrasyonuyla sonuglanmasiyla agiklanabilir

[Chua et al., 2003].
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4.1.2. PHB Uretiminde OLR’nin EtKkisi

Sekil 4.3'te OLR'nin PHB verimi {izerindeki etkisi incelendiginde, OLR 0,5'ten

2 g KOI/L.giin'e yiikseltildiginde PHB depolama verimliliginin artt1ig1 gdsterilmistir.
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Sekil 4.3: OLR’nin PHB geri kazanimina etkisi.

4.1.3. PHB Uretiminde CL’nin EtKkisi

CL’nin PHB verimi lizerindeki etkisine Sekil 4.4’te bakildiginda en yiiksek

PHB verimi CL 48 saat oldugunda elde edilmistir. CL degeri 12 saate diistiigiinde PHB

veriminin diistiigii goriilmektedir.
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Sekil 4.4: CL’in PHB geri kazanimina etkisi.
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4.2. AKM/UAKM EtKkisi

Sekil 4.5'de gosterildigi gibi, SRT 4d icin UAKM/AKM degerleri %50
civarindayken SRT 6d i¢in OLR 0.5 g KOI/L.giin i¢in CL'ye gore %45-70 arasinda
degismektedir. CL 12 saat ve 24 saat i¢in KOliiketiien/AKM ve F/M degetleri artan

camur yasl ile azalirken, CL 48 saat i¢in artmaktadir.
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Sekil 4.5: OLR 0,5 g KOI/L.giin i¢in SRT ile degisen AKM ve UAKM/AKM
degerleri.

Sekil 4.6°da OLR 1 g KOI/L.giin i¢in SRT 4 giinden 6 giine ¢ikarildiginda, AKM
konsantrasyonu artar ancak UAKM/AKM orani diiser. OLR 2 g KOI/L.giin igin
UAKM/AKM oranlar1 %60°ta, ancak CL 48 saat i¢in SRT 4 giin’deki AKM
konsantrasyonu SRT 6 giin’den daha yiiksek ¢ikmaktadir.
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Sekil 4.6: OLR 1 g KOI/L.giin i¢in SRT ile degisen AKM ve UAKM/AKM
degerleri.

Sekil 4.7°de goriildiigii gibi diger CL degerlerinde artan SRT ile MLSS
konsantrasyonu artiyor. Tiiketilen KOljiketiien/AKM ve F/M oranlari incelendiginde,
SRT 4d’den SRT 6d’ye yiikseldiginde azaldig1, OLR 2 g KOI/L.giin i¢in her ikisinin
de arttign goriilmiistir. AKM, KOlkeite/ AKM ve F/M degerleri goz Oniine
alindiginda, SRT 4 giinden 6 giine ¢iktikca PHB depolama verimliliginin artacagi
varsayilir, ancak model verileri PHB {iretiminde diisiis oldugunu gosterir. Bu, kisa bir
SRT’nin neden oldugu daha giiclii ayiklama etkisinin PHA depolayan organizmalarin
biliylime avantajin1 artiracaglr ve sonu¢ olarak daha yiliksek gozlemlenen spesifik
reaksiyon hizlarina yol agacagi i¢in ayiklama etkisi nedeniyle agiklanabilir [Huang et
al., 2017]. Ayrica SRT 4 giin, SRT 6 giin altinda segilenden daha biiyiikk PHA {iretim
kapasitesine sahip mikrobiyal toplulugu se¢ebilir [Chua et al., 2003]. Calismalar, PHB
tretiminin SRT ile degistigini gostermistir. SRT bazi atiksularda diisiik oldugunda
daha iy1 performans gosterirken, bazilarinda yiiksek oldugunda daha iyi performans
gosterir [Mokhtarani et al., 2012] %40 UY A ve siikrozdan PHA iiretimine 5, 10 ve 15
giinliik SRT i¢in ¢alismiglardir. 5 ve 10 gilinliik SRT nin, 25 C/N oraninda 15 giin’den
daha iyi PHA depolama kapasitesine sahip oldugunu buldular. SRT 10 giin, diger
SRT’lere kiyasla 10 C/N oraninda daha iyi performans gosterdi. [Johnson et al., 2010]
0.5, 1 ve 4 giinliik kisa SRT’lerde PHB iiretimi i¢in asetat kullandi. SRT 1 ve 4 giin
icin PHB depolamanin nitrojen fazlaligi kosulunda daha iyi oldugunu kesfettiler.

[Chen et al., 2017] 5 ve 10d SRT’de seker kamisi pekmezi ile arastirildi. 5 giin
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SRT’nin, karbon ve ilk biyokiitle konsantrasyonundan cok fazla etkilenmeden,
operasyonel kararlilik ve PHA depolama yetenegi acisindan 10 giin’e gdre en iyi

performans: tirettigini gézlemlediler.
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Sekil 4.7: OLR 2 g KOI/L.giin i¢in SRT ile degisen AKM ve UAKM/AKM
degerleri.

Matos ve digerleri, 2021, 4 giin SRT’nin daha hizli depolanan PHA iizerinde
biiyliyen 2 giin SRT den daha iyi depolama kinetigine ve iiretkenlige sahip oldugunu
dogruladi. Jayakrishnan et al., 2022, piring fabrikasi atik suyu i¢in SRT’nin (5 ve 10
giin) aktif camur ile PHB’ye biyodoniisiimii artirmadaki etkisini aragtirdi. 10 giinliik
SRT i¢in maksimum PHB birikiminin %29,5 oldugu goézlendi, bu da PHB verimini
gosterir ve spesifik depolama hizlari, 10 giinlik SRT igin 5 giin SRT’den daha
yiiksekti. Coats et al., 2007 farkli gamur yaslarinda besin agisindan sinirli atik suyu
incelediler ve 4 giinliikk SRT’de zenginlestirilmis kiiltiiriin ortalama PHA igeriginin 6
giinlik SRT’den daha yiiksek oldugunu buldular, bu da 4 giinliik SRT’deki SBR’nin
muhtemelen daha giiglii besin maddesi oldugunu gosterdi. Farkli SRT’lerin bir sonucu
olarak 6 giinlik SRT’de SBR’den daha sinirlidir. Serafim et al., 4 giinliik SRT’deki
bir kiiltiirlin, ayn1 ortam C/N oranina sahip 10giinliik SRT deki kiiltirden daha giiclii
nitrojen sinirli olmasinin beklendigini buldu; bu, daha diigiik SRT’ler kullanildiginda
nitrojen sinirlamalarinin daha da giiclendigini dogrular. Dahili nitrojen (N) veya fosfor

(P) smirlamasi da birgok arastirmaci tarafindan maksimum depolama kapasitesine
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ulagmak i¢in bir tetikleyici olarak gézlemlenmistir [Korkakaki et al., 2017], [\Valentino
etal., 2015].

Sekil 4.5, 4.6, 4.7 ‘de farkli OLR yiiklemeleri igin maksimum PHB
depolamasinin saglandigi SRT 4 giin verileri incelendiginde CL degeri arttikga AKM
konsantrasyonunun arttig1 goriilmektedir. AKM degerleri OLR 0.5 g KOI/L.giin’den
OLR 2 g KOI/L.giin’e yiikseldiginde CL 12 saat i¢in 1700, 2655 ve 3520 mg/l, CL 24
saat icin 1380, 2705 ve 2730 mg/l ve CL 48 saat igin sirasiyla 2489.5, 3080, 3150
mg/L bulundu. OLR 0.5 g KOI/L.giin ve OLR 1 g KOI/L.giin i¢in fazla degismez ve
OLR 0.5 g KOI/L.giin i¢in %50 ve OLR 1 g KOI/L.giin i¢in %60 UAKM/AKM
degerleri civarindadir. OLR 2 g KOI/L.giin icin, UAKM/AKM degerleri sirastyla CL
48 saat i¢in %61,59, ardindan CL 12 saat i¢in %57,1 ve CL 24 saat i¢in %52,38 ile en
yiiksektir.

4.3. F/M Etkisi

Sekil 4.8°de goriildiigii gibi tiiketilen KOltikeim/AKM degerleri OLR 0.5 g
KOI/L.giin’e bagli CL 12, 24, 48 saat i¢in sirasiyla 0.27, 0.61, 0.46 g KOI / g UAKM
ve F/M degerleri CL 12,24,48 icin swrastyla 0.31, 0.65, 0.81 g UYA/g UAKM

bulunmustur.
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Sekil 4.8: OLR 0,5 g KOI/L.giin i¢in SRT ile degisen KOliiiketiien/ AKM ve F/IM
orani.
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Sekil 4.9°da verilen tiiketilen KOliiketiien/AKM degerleri OLR 0.1 g KOI/L.giin’e
baglh CL 12, 24, 48 saat icin sirastyla 1.17, 1.07, 2.37 g KOliketilen/d AKM ve F/M
degerleri CL 12,24,48 i¢in sirastyla 0.31, 0.65, 0.81 g UYA/g AKM bulunmustur.
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Sekil 4.9: OLR 1 g KOI/L.giin i¢in SRT ile degisen KOliiketiten/AKM ve F/IM
orani.
Sekil 4.10°da verilen tiiketilen KOliiketiten/AKM degerleri OLR 1 g KOI/L.giin’e
baglh CL 12, 24, 48 saat icin sirastyla 1.17, 2.01, 3.55 g KOljiketilen/d AKM ve F/M
degerleri CL 12,24,48 igin sirasiyla 0.31, 0.65, 0.81 g UYA/g AKM bulunmustur.

T T T T -CL12_4'U
2.5 [ cLaap
| [
— 2.0 7
5 3.0
2 s
E !
£ 15 '2-5§
< =
g 5
3 20 =
_2 1.0 =
[T
g L 15
0.5
-1.0
0.0 4 +05
6

Sekil 4.10: OLR 2 g KOI/L.giin igin SRT ile degisen KOliketilen/AKM ve F/M oranu.
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Tiiketilen KOljiketlen/AKM ve F/M degerleri, sekillerde goriildiigii gibi her bir
OLR degeriyle birlikte CL degerleri arttikga artar. Gortldigii gibi CL degerleri
artttkca hem KOliiketiien/AKM hem de F/M degerleri artmaktadir. Bu durumda
mikroorganizmalarin daha fazla PHB depolamasi beklenir. Zheng ve digerleri, 2021
yaptiklari ¢alismada benzer sonuglari 12, 24 ve 48 saat CL'de bulmuslar ve en yiiksek
PHB depolamasinin CL 48 saat oldugunda gergeklestigini beyan etmislerdir. Ayrica
MLSS konsantrasyonunun, diger CL'lere kiyasla CL 48 saat oldugunda daha yiiksek
oldugunu bulmuslardir.

Biitiin sonuglar incelendiginde, OLR degerlerinden bagimsiz olarak, SRT
arttikca MLSS konsantrasyonlarmin arttigi bulundu. OLR'nin 0,5 g KOI/L.giin ve
CL'nin 48 saat oldugu SRT 6 giin disinda ve OLR'nin 2 g oldugu SRT 4 giin disinda,
SRT arttikga KOliiketien/AKM ve F/M degerlerinin diistiigii goriilmiistiir. KOI/L.giin
ve CL 48 saattir. SRT ile artan tiiketilen KOliketited/AKM ve F/M degerlerindeki
azalma, mikroorganizmalarin PHB'yi depolamak i¢in kullandiklar1 substrat miktarinin
azaldigim gostermistir. Ote yandan camur tutma siiresi arttik¢a reaktodrde biriken
biyokiitle miktar1 da artmakta, bu da mikroorganizmalar tarafindan tiiketilen UYA
miktarinin ve depolanan PHB miktarinin ayn1t OLR degerleri gibi azalmasina neden
olmustur.

K Oljiiketiten/ AKM etkisinde verilen sekillerde goriilebilecegi gibi, OLR'de 0,5'ten
2 g COD/L.giin'e bir artis goriilmektedir. AKM konsantrasyonlarinda artiga neden
olur. Ek olarak, tiiketilen KOliketile/AKM ve F/M oranlar1 da artmaktadir. F/M
etkisindeki grafiklerde SRT 4d ve CL 48h sirasinda incelendiginde, tiiketilen
KOljiketiten/AKM degerlerinin 0,67 g KOliketiien/ § AKM degerinden 2,41 g KOI/g
AKM degerine yiikseldigi gorilmektedir. Bu, AKM konsantrasyonunun 2495
mg/L'den 3150 mg/l'ye yiikselmesinin sonucuydu. F/M orani 1,17'den 3,55 g UYA /g
AKM'ye degismektedir. Bu grafiklerden de goriilebilecegi gibi, OLR'deki bir artis,
sistem i¢indeki VFA arzinin artmasina neden olur ve bu da mikroorganizmalar

tarafindan tretilen PHB miktarinin artmasina neden olmaktadir.

4.4. Bolluk / Kithk Faz Etkisi

CL degerleri i¢in F/F oranlar1 Sekil 4.11°de verilmis olup bu sekilden de
goriilebilecegi gibi, CL 48 saat oldugunda hem OLR hem de SRT degerlerinde daha
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diisiik F/F degerleri goriilmektedir. CL degerleri F/F degerlerinden etkilendigi icin CL
degerleri artarken F/F degerlerinin diismesi PHA sentezini etkileyen onemli bir

parametre olarak goriilmektedir [Vjayan, 2017], [Huang et al., 2018].
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Sekil 4.11: CL’lara bagh olarak degisen SRT (2, 4, 6 giin) ve OLR (0,5,1,2 g
KOI/L.giin) degerleri.

Zheng ve digerleri tarafindan yapilan calismalarda da ayni sonuglara ulasilmis
ve karisik mikroorganizmalar lifsi olmayan bakterilerinin sismesi nedeniyle PHA
doniislim oram1 ve PHA igeriginin 12 saatte hep diisiikk seviyede oldugunu
belirtmiglerdir. Ote yandan CL, bakteri kiiltiirii davranisim etkileyebilir [Freches and
Lemos, 2017]. Daha kisa dongii uzunlugunun karbon depolamasini degistirdigini
belirtmis ve glikoz biyopolimeri bi¢gimindeki karbon depolamanin HB birikiminden 2
kat daha yiiksek verim sundugunu bulmus ve 3 kat daha hizli birikim orani1 [Moralejo
et al, 2013] daha kisa dongii uzunluklarinda gidanin mikroorganizmalara (F/M)
oranindaki diislisin PHB'den ziyade glukoz biyopolimerini arttirdigini da
bulmuslardir. Boylece mikroorganizmalarin degisen davranislar: nedeniyle CL'nin 48
saatten 12 saate diismesiyle PHB iiretiminin azaldigi sOylenebilir. Aksine, bazi
caligmalar yiiksek PHB igerigi elde etmek i¢in CL'nin diisiiriilmesi gerektigini
gostermistir. Ozdemir ve digerleri, aktif ¢amur karma Kkiiltiiriinden aerobik
mikroorganizmalarin 12, 8, 4 ve 2 saatlik dongiilerden sonra sirastyla %16, %18, %42
ve %55 PHB igerigi depoladigini bildirmistir. Amulya ve digerleri, gida atiklarindan
PHA {iretimi icin 12 saatlik ve 24 saatlik iki CL'y1 inceledi ve CL 12h isleminde VFA
gideriminin yani sira daha yliksek polimer geri kazanimi elde edildigini buldu. Bu
aragtirmalardan, yetistirme uzunlugunun PHB iiretkenligi ve verimi iizerindeki

etkisinin mikrobiyal popiilasyona ve reaktor konfigiirasyonuna bagl oldugu sonucuna
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varilabilir [Amadu et al, 2021]. PHA'nin hiicre i¢inde birikmesi, tiretilen biyokiitle
miktari ile dogru orantili olan biyopolimer tiretkenliginde bir artiga yol acar. OLR'deki
bir artis, SBR'deki biyokiitle konsantrasyonunun artmasina neden oldugundan, OLR,
zenginlestirme performansinda 6nemli bir rol oynar. Bu nedenle zenginlestirme
asamasl, substrat inhibisyonuna veya oksijen sinirlamasina neden olmadan kararli
calismay1 ve diisiik F/F oranlarini korurken miimkiin olan en yiiksek OLR'de ¢alisacak

sekilde optimize edilmistir [Oliveira et al., 2019], [Dionisi, et al., 2004].

52



5. SONUCLAR

Mevcut ¢alismada, ¢ok diizeyli kategorik tasarimla yapilan maya atik suyuyla
maksimum PHB firetiminin optimizasyonunu degerlendirildi. Mikroorganizmalarda
PHB birikiminin modelde yanit olacak sekilde belirlenerek (PHB/VSS, %) fi¢
kategorik degiskenin, yani SRT (2, 4 ve 6 giin), OLR (0.5, 1 ve 2 g KOI/L.giin) ve
CL'nin (12, 24 ve 48 saat) etkilerini degerlendirmek i¢in 27 deneyden olusan bir set
gergeklestirildi. p degeri <0.0001 oldugu icin model istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Modelin R? ve diizeltilmis R? degerlerinin sirastyla 0.8365 ve 0.7343
bulunmasi, bu modelin veri dalgalanmalarinin ¢ogunu agiklayabildigini ve
aralarindaki benzerlikten dolayr modellerin anlamli oldugunu gostermektedir. PHB
verimi, SRT'nin 2 giinden 4 giine ¢ikarilmasiyla hemen hemen ayni bulunmus,
ardindan SRT 4'ten 6 giine ¢ikarildiginda azalmistir. AKM, UAKM/AKM, F/M ve
KOliiketile/AKM  disinda  C/N oram1  gibi diger smirlayict faktorlerden
kaynaklanabilecek PHB verimi SRT 2 giin ve SRT 6 giine gére SRT 4 giinde en yiiksek
bulunmustur. En yiiksek PHB verimi, CL 48 saat oldugunda elde edildi, ¢iinkii artan
CL, PHA sentezini etkileyen 6nemli bir parametre olan F/F degerlerini diistirdii. PHB
depolama verimliligi, OLR 0.5'ten 2 g KOI/L.giin'ye yiikseltildiginde artar, ¢iinkii
OLR'deki bir artis sistem icinde artan bir VFA arzina yol agar, bu da
mikroorganizmalar tarafindan iiretilen PHB miktarinda bir artisa yol agar. Modelin
sonuglar1, maya endiistrisi atik suyundan elde edilen VFA'lar ile karma kiiltiirde PHB
sentezi i¢in optimum islem kosullarinin, SRT 4 giin, CL 48 saat ve OLR 2 g KOI/L.giin
oldugunda %57,62 olarak elde edildigini gostermektedir.
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