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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

ASETAT ORTAMINDA BUYUTULEN CEREIBACTER SPHAEROIDES O.U.
001, RHODOPSEUDOMONAS PALUSTRIS 7850 VE CUPRIAVIDUS NECATOR
H16 ILE POLIHIDROKSIBUTIRAT (PHB) URETIMI VE URETILEN
POLIMERLERIN KARAKTERIZASYONU

Buse Nur AKPINAR
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Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Gokhan KARS
2023, 97 Sayfa

Jiiri
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Prof. Dr. Ozlem DARCANSOY ISERI
Dr. Ogretim Uyesi Siindiis ERBAS CAKMAK

Diinyada niifus artis1, yenilenemeyen kaynaklarin azalis1 ve giinliik hayatimizin bir pargasi olan
plastik iirenlerin ¢ogalmasi, petrol tiirevli plastiklerin dogada kalbolmamasi sonucu olusan ¢evre kirliligi
giincel problemler arasindadir. Biyo uyumlu, pargalanabilir ve yenilenebilir 6zellikleriyle termoplastik bir
polimer olan polihidroksibiitirat (PHB) geleneksel plastiklerin birgok 6zelligine sahiptir. Bu biyopolimer
sentetik karbon bazli polimerlere alternatif olarak uygundur. Alcaligenes, Rhodobacter, Bacillus,
Rhizobium, Pseudomonas gibi farkli mikroorganizmalar tarafindan sentezlenmektedir. Monomerlerin
birlestirilmesi ve sentezi olarak enzimatik asamalarin gerceklesmesi ile polimer biyosentezi gerceklesir.
Polihidroksibiitirat (PHB) biyosentezini B-ketotiyolaz, asetoasetil-CoA, PHB polimeraz/sentaz enzimleri
ve phbA, phbB, phbC genleri saglar. PHB bakteriler, topraktaki mikroorganizmalar ve funguslar tarafindan
uygun kosullar altinda parcalanarak karbondioksit, enerji ve su agiga ¢ikarmaktadir. Biyoparcalanabilir
ozelliginden kaynakli olarak tip, ziraat, tekstil ve paketleme gibi birgok alanda kullanilmaktadir. Uretimde
kullanilmasi agisindan uygun substrat ve besi ortami kullanildigida maliyet azaltilabilmektedir. Cereibacter
sphaeroides, Rhodopseudomomas palustris ve Cupriavidus necator 70 mM asetat 2 mM ile sinirlandirilmig
amonyum ortaminda biiyiimeleri ve PHB iiretimi incelendi. Asetat oran1 10, 25, 40, 55, 70, 85 ve 100 mM
ortamlarda optik dansitelerine (OD) bakilarak karar verildi. 70 mM asetat besiyerinde C. sphaeroides, R.
palustris ve C. necator’da sirasiyla 4.3, 5.7 ve 3.0 OD degerleri ayni sira ile 9.6, 9.8 ve 9.1 pH degerleri
o6l¢iildii. PHB graniilleri Sudan Black B ve Nile red gibi lipofilik boyalarla tespit edildi. Sudan Black B
boyamasi 151k mikroskobunda bakildiginda bakteriler i¢erisinde PHB yogunluguna gére mor, mavi, siyah
renkler arasinda renkler gozlemlendi. Nile red ile floresans mikroskobunda bakildiginda ise kiiciik noktalar
seklinde kirmizi bir 1s1ma gézlemlendi. PHB’nin en iyi ¢oziiclisii olan kloroform ile ekstraksiyonu
yapildiginda C. sphaeroides’in 14,6 mg, R. palustris’in 31,1 mg, C. necator’un 5,4 mg PHB kuru agirliklar
tartildi. PHB verimi incelendiginde sirasiyla bakterilerde; C. sphaeroides %0,054, R. palustris % 0,11, C.
necator % 0,034 degerlerine ulasildi. Asetat ortaminda PHB ftiretimine en yiiksek seviyede R. palustris’de
ulagilmigtir. Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi yontemi ile PHB karakterizasyonu
yapilmis, C. sphaeroides ve R. Palustris bakterilerinden saf PHB elde edildigi, C. necator’da elde edilen
PHB’nin ise diger bakterilere kiyasla saf olmadig1 ve bazi kirliliklerin de oldugu tespit edilmistir. Bu
caligma kapsaminda C. sphaeroides, R. palustris ve C. necator’da asetat besiyerinde PHB iiretimi ve liretim
sonucunca PHB verimi incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Cereibacter sphaeroides, Cupriavidus necator, Polihidroksibiitirat
(PHB), Rhodopseudomonas palustris
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PRODUCTION OF POLYHYDROXYBUTYRATE (PHB) BY CEREIBACTER
SPHAEROIDES O.U. 001, RHODOPSEUDOMONAS PALUSTRIS 7850 AND
CUPRIAVIDUS NECATOR H16 GROWN IN ACETATE MEDIUM AND
CHARACTERIZATION OF PRODUCED POLYMERS
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The increase in population in the world, the decrease in non-renewable resources, the increase of
plastic products that are a part of our daily life, and the environmental pollution caused by the fact that
petroleum-derived plastics do not die in nature are among the current problems. Polyhydroxybutyrate
(PHB), a thermoplastic polymer with biocompatible, degradable and renewable properties, has many of the
properties of conventional plastics. This biopolymer is suitable as an alternative to synthetic carbon-based
polymers. It is synthesized by different microorganisms such as Alcaligenes, Rhodobacter, Bacillus,
Rhizobium, Pseudomonas. Polymer biosynthesis takes place with the realization of enzymatic steps as the
assembly and synthesis of monomers. The biosynthesis of polyhydroxybutyrate (PHB) is provided by f-
ketothiolase, acetoacetyl-CoA, PHB polymerase/synthase enzymes and phbA, phbB, phbC genes. PHB is
broken down by bacteria, microorganisms and fungi in the soil under appropriate conditions, releasing
carbon dioxide, energy and water. Due to its biodegradable feature, it is used in many fields such as
medicine, agriculture, textile and packaging. Costs can be reduced when appropriate substrate and nutrient
medium are used in production. The growth and PHB production of Cereibacter sphaeroides,
Rhodopseudomomas palustris and Cupriavidus necator in ammonium medium limited with 70 mM acetate
2 mM were examined. The acetate ratio was determined by looking at their optical densities (OD) in 10,
25, 40, 55, 70, 85 and 100 mM medium. OD values of 4.3, 5.7 and 3.0, pH values of 9.6, 9.8 and 9.1,
respectively, were measured in C. sphaeroides, R. palustris and C. necator in 70 mM acetate medium. PHB
granules were detected with lipophilic dyes such as Sudan Black B and Nile red. When the Sudan Black B
staining was examined under the light microscope, colors between purple, blue and black were observed
according to the PHB concentration in the bacteria. When viewed under a fluorescence microscope with
Nile red, a red glow in the form of small dots was observed. When PHB was extracted with chloroform,
which is the best solvent, 14.6 mg of C. sphaeroides, 31.1 mg of R. palustris, and 5.4 mg of PHB of C.
necator were weighed. When the PHB yield was examined, respectively, in bacteria; C. sphaeroides
0.054%, R. palustris 0.11%, C. necator 0.034%. The highest level of PHB production in acetate medium
was reached in R. palustris. PHB characterization was made by nuclear magnetic resonance (NMR)
spectroscopy method, it was determined that pure PHB was obtained from C. sphaeroides and R. palustris
bacteria, PHB obtained from C. necator was not pure compared to other bacteria and there were some
impurities. Within the scope of this study, PHB production in acetate medium in C. sphaeroides, R.
palustris and C. necator and PHB yield as a result of production were investigated.



Keywords: Cereibacter sphaeroides, Cupriavidus necator, Polyhydroxybutyrate (PHB),
Rhodopseudomonas palustris
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1. GIRIS

Insan niifusunun artmasi ile petrolden elde edilen sentetik polimer tiirevli
plastiklerin miktar1 ve kullanim alanlar1 artmaktadir. Bozunmadan kalmalari sayesinde
yaban hayata toksik etki birakmakta ve kullanilip atilma 6zelliginden dolayi ¢evre kirliligi
sorununu olusturmaktadir (Luengo vd., 2003). Plastikler yenilenemeyen kaynaklardan
yapilan polimerlerdir ve atik sorunundan dolay1 tehlike olusturmaktadir. Diisiik maliyeti,
tiretim kolayligindan dolayr tercih edilir. Mikroorganizmalar tanimadigindan
bozunmalari zaman alir. Plastige dayali ara¢ gere¢ kullanimi temizlik malzemesi, mutfak
esyasi, insaat malzemesi, narenciye, elektrikli ev aletleri, tarim {iriinleri, otomobil
sektorii, gida malzemesi ambalaji, park-bahce alanlari, saglik alani, kozmetik,
konfeksiyon ambalaji ve tekstil gibi gilinliik yasantimizin her alaninda bulunmaktadir
(Thapa vd., 2019).

Petrol bazli polimerlerin yani sira, polihidroksialkanoatlar (PHA'lar) grubu,
plastik {iretimi i¢in umut verici bir hammaddeyi temsil eder. Bakteriler tipik olarak
dengesiz biiylime gibi stresli kosullara yanit olarak PHAlar iiretir ve depolar. Bununla
birlikte, PHA’larin piyasada kabulii geleneksel plastiklere kiyasla nispeten yiiksek tiretim
maliyetleri nedeniyle simirlidir (Brown vd., 2022). Biyopolimerler ¢evre kirliligine ve
kiiresel 1sinmaya yanit vermede ¢ok Onemli malzemelerdir. PHA bazli malzemeler
biyolojik olarak pargalanabilir, toksik degildir ve biyolojik bazlidir, ¢ilinkii bu polimerler
ornegin nitrojen, fosfor veya oksijenin sinirlandirilmasindan kaynaklanan ¢ok cesitli

mikroorganizmalar tarafindan birikebilir (Ranaivoarisoa vd., 2019).

Diinyada sentetik polimer iiretimi 90’11 yillarda 100 milyon ton iizerindeyken,
2000 yilindan sonra 150 milyon tona yiikseldigi tahmin edilmektedir. Yillik 25 milyon
ton plastik miktar1 birikirken tiiketimi ise yaklasik 70 milyon tondur. Kullanilan plastigin
%20’s1 1 yildan az, %35°1 1-10 yil aras1, %45°1 ise 10 yildan fazla 6miirlii malzemelerde
kullanilmaktadir (Binnaz Hazar Yorug vd., 2017). Bu nedenle, petrol kdkenli polimerlerin
yerine biyolojik olarak pargalanabilen polimerler tercih edilmeye baslanmistir.
Biyoplastik tiretimi 6nem kazanmistir. Tohumlar, agaclar, meyveler, yapraklar, kemikler
ve hayvan derisi gibi dogada ¢ok sayida dogal maddenin yapisinda polimer bulunur. Bu

polimerlerin avantaji ¢evre kirliligine sebep olmamasiyla birlikte ¢ofgunun suda



¢coziinmesidir, bundan dolayr ¢abuk bozunmalari uzun siireli uygulamalar ig¢in

dezavantajdir.

Endiistriyel uygulamalar i¢in en yaygin olarak kullanilan mikrobiyal PHA
polihidroksibiitirat (PHB)dir. PHB endiistriyel 6lgekte iiretilen ve ayn1 zamanda en ¢ok
calistlan  bu genis ailenin tek homopolimeridir (Nygaard vd., 2021).
Polihidroksialkanoatlar (PHA) mikroorganizmalar tarafindan iiretilebilen bir biyojenik
poliester ailesine verilen bir terimdir. Plastiklere gore yliksek molekiil agirliginin ve inert
(etkisiz) olmasinin saptanmasi parcalanan yeni materyallerin sentezlenmesini miimkiin
kilmistir. Muhtemelen PHA sinifindan en iyi ¢alisilan temsilci PHB’dir. PHB, c¢esitli
mikroorganizmalar tarafindan organik malzemeden iiretilen kisa zincirli yag asidi (scl
yag asidi) hidroksibiitiratin (HB) bir homopolimeridir (Duvigneau vd., 2020). PHAlarin
molekiiler agirliklar1 (MW) bakteri suslarina, biiyiime kosullarina ve karbon kaynagina

bagli olarak 10 ila birkag¢ bin arasinda degisebilir.

PHB gibi biyoparcalanabilir, biyouyumlu ve dogaya zarar vermeyen plastiklerin
sentezlenmesi ve polimer kimyasindaki uyumluluk biyoplastiklerin {iretimini arttirmistir.
I1k olarak bakteriyel fermantasyonla 1976 yilinda, poli-B-hidroksibiitirat (PHB) iiretilerek
arastirmalara Ingiltere’deki Imperial Kimya Endiistrisi (Imperial Chemical Industries,
ICI) baglamistir (Madison & Huisman, 1999). Mor kiikiirtsiiz bir bakteri olan Cereibacter
sphaeroides gram negatif ve proteobakterilerin o-altboliimiinde bulunmaktadir. Iki adet
kromozoma sahiptir. Kromozom | (2973 kb), kromozom II (911 kb) ve bes adet ekstra
kromozomal replikonlar pRS241a (113.6 kb), pRS241b (104 kb), pRS241c (100 kb),
pRS241d (99 kb), pRS241e (42 kb) sahiptir. Oksijenli ve oksijensiz ortamda
bliyliyebilmesi ¢aligmalar agisindan ¢ok ¢esitlilige sebep olmaktadir. Durgun sulardan ve
derin gollerden izole edilebilir. Fermantasyon, fotoheterotrof, fotoototrof, oksijenli ve
oksijensiz solunum gibi metabolik 6zellikleri agisindan farkli mekanizmalarla enerji elde
edebilir. C. sphaeroides suslar1 %60-80 oraninda PHB iiretebilir. Ozellikle karbon
kaynag1 olarak asetatta biiyiitiildiigiinde yiiksek oranlarda PHB iiretimi gézlemlenmistir
(Kars & Giindiiz, 2010). C.sphaeroides, PHB iiretimi igin olduk¢a uygun bir
mikroorganizmadir. Cesitli karbon kaynaklari arasinda asetat en yiiksek PHB {iretimini
saglamistir (Sangkharak & Prasertsan, 2007). PHB sabit biiyiime fazi sirasinda
retilebilir. C.sphaeroides de PHB birikmesi anaerobik olarak 1sikta veya aerobik olarak

karanlikta biiyiiyen hiicrelerde meydana gelir (Krasil’nikova vd., 2015). PHB iiretimi,



meydana gelen c¢esitli metabolik olaylar nedeniyle toplam hidrojen {iretimi

sinirlandirilarak yolaklar PHB iiretimine yonlendirilir.

Rhodopseudomonas palustris CO> ve nitrojeni sabitleyebilen veya karbon ile
nitrojen gereksinimleri i¢in organik bilesikleri parcalayabilen, biyoplastikler ve
biyohidrojen gibi birka¢ yiiksek degerli iirlin iiretebilen mor kiikiirtsiiz bir bakteridir
(Brown vd., 2020). Mor kiikiirtsiiz bakteriler grubu normalde fotoheteretrofik
davranmalarina ragmen R. palustris fotoototrofik, fotoheterotrofik, kemoautotrofik veya
kemoheterotrofik metabolizma gruplari arasinda gegis yapabilmektedir. Bu, R. palustris’i
endiistriyel liretime yonelik miithendislik i¢in miikemmel bir aday yapar. Metabolik olarak
saglam bir bakteri olan, R. palustris’in genomu, hem aerobik hem de anerobik
fotosentetik katabolizmaya uygundur (Brown vd., 2022). Gol sularindan veya deniz kiyisi
cokeltilerinden izole edilebilmektedir. Oksijenli ve oksijensiz biiyliyebilmektedir.
Organik veya inorganik bilesenleri enerji i¢in kullanabilmektedir. R. palustris CGA009
susunun tiim genomu 2004 yilinda sekanslanmistir. Bu durumda metabolik yollarinin
nasil diizenlendigi hakkinda daha fazla bilgi vermektedir. R. palustris de en yiiksek PHB
iiretimi asetat ortaminda gézlemlenmistir. PHB {iretimi organik karbon kaynagindan ve
biiyiime ortamindaki C/N oranindan, pH degerinden, kiiltlirlin geg¢mis biiyiime
ortamindan etkilenir. Karbon kaynaginin bakteriyel biyokiitlenin metabolik aktivitesini

etkiledigi goriilmiistiir (Touloupakis vd., 2021).

Gram negatif grubunda bulunan Cupriavidus necator (eski adiyla Wautersia
eutropha, Ralstonia eutropha ve Alcaligenes eutrophus) bir toprak bakterisidir. Aerobik
ve anaerobik ortamda biiyliyebilen C. necator heterotrofik ve ototrofik yagam kosullarina
hizl1 bir sekilde uyum saglayabilmektedir. Hidrojeni ve organik bilesikleri enerji kaynagi
olarak kullanabilmektedir. Fazla miktarda glikoz bulundugu ortamda PHA {iretimine
basladigi bilinmektedir. C. necator PHA iireten mikroorganizmalar arasinda en iyi bilinen
bakterilerden birisidir (Baei vd., 2009). Heterotrofik ve ototrofik ortamda hiicre kuru
agirhgmin %901 kadar PHB iiretebilmektedir (Nygaard vd., 2021). Mor kiikiirtsiiz
bakteriler (PNSB) biiylimeyi sinirlayan kosullar altinda énemli miktarda biyopolimer
tiretebilir (Touloupakis vd., 2021). Bakterilerde PHB iiretiminin 48 saatte maksimum
verime ulastig1r sonrasinda karbon kaynaginin tiikenmesinin iizerine enerji icin PHB
kullanimina gegis yapildigi gézlemlenmistir (Y. R. Lee vd., 2020). PNS bakterilerinde

PHB ve H; iiretimi arasinda yakin bir iligki vardir; her iki siire¢ de asir1 indirgeme giliciinii



dagitmanin bir yolu olarak iglev gérmektedir. H2 ve PHB iiretimine yonelik metabolizma,

substratin ortamina ve biiyime kosullarina baglidir (Touloupakis vd., 2021).



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Polimerler

Polimerler plastik, kauguk, sentetik lif, baz1 boyalar, yapistiricilar ve ambalajlar
gibi giinliik hayatimizda yaygin olarak kullanilan iiriinlerin temel maddesidir. Insan
hayatinda 6nem teskil eden birgok uygulama alanina sahiptir (Binnaz Hazar Yorug vd.,
2017). Polimerler kimyalarinda, yapilarinda ve uygulamalarinda olaganiistii gesitlilik
gosterirler. “Poli” sozciigii Latince de ¢ok sayida anlamina gelmektedir. Polimer
monomer adi verilen birgok sayida kiiclik molekiiliin uygun kosullar altinda
polimerizasyon tepkimesi sonucu kimyasal bir bag olan kovalent baglar ile birbirine
baglanarak olusturdugu makromolekiildiir (Sekil 2.1.1) (Sabanci vd., 2017). Ornegin
etilen molekiilii polimerleserek polietileni olusturur. Polimerler davranis ve 6zellikleri
nedeniyle kat1 hal durumunun bir alt grubunun olustururlar. Polimerlerin sentezi; serbest
radikal polimerlesmesi, iyonik polimerizasyon ve kondenzasyon polimerizasyonu
seklinde gergeklesir. Kiigiik molekiillerin polimer zincirini olusturabilmesi i¢in iki veya
daha fazla baglanma noktasi icermesi gerekmektedir (Kuenneth vd., 2021). Polimerler
ingaat, otomobil sektoriinde, spor, rekreasyon alaninda, giyim malzemeleri {izerine tekstil
endiistrisinde, gida, uzay ve havacilik sektoriinde, teflon, silikon, PVC pencere gibi

hayatimizin her alaninda kullanilmaktadirlar.

Polimerizasyon N o Kovalent bag

tepkimesi ¢ 0

) Polimer molekiili
Monomer molekiilleri

Sekil 2.1.1. Monomerlerden polimerizasyon tepkimesi ile polimer olusumu (Kuenneth vd., 2021)

Su anda, diinya ¢apinda yilda iiretilen 350 milyon ton plastikten sadece %2’si geri
doniistiiriilmekte ve %32’s1 ekosistemlerden kaybolmaktadir. Ek olarak, plastik atiklarin
%701 ya ¢opliiklere gidiyor ya da yakma firinlarinda yakilarak ¢evre kirliligine neden
oluyor (Kalia vd., 2021). Buna gore, biyolojik olarak pargalanabilen polimerler yalnizca

iklim degisikligiyle basa ¢ikmak i¢in 6nemli bir arastirma giindemi olarak vurgulanmakla



kalmiyor, aym1 zamanda plastik tabanli dogrusal ekonomiyi dairesel bir modele

kaydirmak i¢in biiyiik bir potansiyel olabilir (J. Lee vd., 2021).

2.2. Biyobozunur Polimerler

Polimer bozunmasi hidroliz, ozon etkisi, oksijen, 1s1 ve radyasyon gibi islemler
sonucu gerceklesebilir. Bozunma islemi ise fiziksel, kimyasal ve biyolojik ajanlarin
(bakteri, mantar veya alg gibi) etkinliginde ¢esitli siiregler ile polimerlerin dogadaki
dongiiye katilmalaridir. Nem, oksijen ve sicaklik agisindan uygun kosullarda biyolojik
ajanlarin daha kiigiik molekiil agirlikli maddelere parcalamasi ile karbondioksit, metan,
su ve inorganik bilesikleri ortaya c¢ikaran polimerlere biyobozunur denir (Nilhan
KAYAMAN APOHAN, t.y.). Bu bozunma ana zincirde olabilecegi gibi ayn1 zamanda
yan gruplarda da olabilir. Biyobozunur polimerler Sekil 2.2.1°de gosterildigi gibi
biyotiirevli monomerlerden, dogrudan organizmadan ve biyokiitleden elde edilenler
olmak tizere 3 gruba ayrilmaktadir (Biyopolimer Bazli Nanokompozit Filmler ve Su
Uriinlerindeki Uygulamalar1 & Ogur, 2009). Arastirmacilar tarafindan “biyobozunur”
kelimesi asagidaki gibi tanimlanmaktadir:

1. Dogal yollarla yasam dongiistinti siirdiirdiigli siirece bir¢ok organizmanin
olusturdugu polimerlerdir (Rao vd., 2014).

2. Bakterilerin, hayvanlarin, mantarlarin ve yesil bitkilerin canliligi boyunca dogal
olarak irettikleri polimerlerdir (Singh, 2011).

3. Dogal ortamda var olan mikroorganizmalarin parcaladig1 ve ¢evreye karsi zarar
olusturmayan malzemeler olarak tanimlamaktadir (Binnaz Hazar Yorug¢ vd.,
2017).

4. Enzimatik reaksiyon sonucu mikroorganizmalar tarafindan dogal ortamda

karbondioksit, su ve biyokiitleye donlisen malzemelerdir (Armentano vd., 2013).
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Sekil 2.2.1. Biyobozunur polimerlerin siniflandirilmasi (Biyopolimer Bazli Nanokompozit Filmler ve Su

Uriinlerindeki Uygulamalar1 & Ogur, 2009)

Gilinlimiizde plastiklerin ¢evreye verdigi zarar dikkate alindigi zaman sentetik
polimerlerin yerini biyobozunur polimerler almaya baslamistir. Bu amaca yonelik olarak,
elde edildigi kaynaga gore biyobozunur polimerler dogal ve sentetik olarak
siniflandinlmistir. Dogal polimerler biyokiitle, tarimsal veya mikroorganizma kaynakli
olabilir. Ornegin; gluten, aljinat, jelatin, kitin, fibrin, fibrinojen, seliiloz, nisasta, kollajen
ve ipek. Sentetik biyobozunur polimerlerin parcalanmasi hidroliz yoluyla olur ayni

zamanda viicutta olusan enzimatik yollara duyarsizdir. Bu sayede biyomedikal alaninda



da uygulamalar1 bulunmaktadir. Ornegin; Poliglikolik asit (PGA), polilaktik asit (PLA),
poli(d,I-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), polikaprolakton (PCL), poliesteramid,
politiretan (Celebi, 2021). PU ve PCL polimerleri petrol kaynakli, PGA ve PLA ise biyo
kaynakli olarak elde edilen iirlinlerdir. Genel olarak kullanilan polimerlere gore

biyobozunur polimerler daha avantajli oldugu i¢in kullanim alanlar1 yayginlagmaktadir.

Biyomateryaller, ¢esitli organizmalar tarafindan katabolize edilen ve sentezlenen
dogal iiriinlerdir. Biyoplastikler ise biyouyumlu olan ayni zamanda biyolojik olarak
parcalanabilen biyomateryallerdir. Farkli besin ve ¢evre kosullarinda mikroorganizmalar
tarafindan, stres altinda organizmanin canliligin1 devam ettirebilmesi i¢in hiicre i¢i depo
graniilleri halinde biriken polimerlerdir. Ayn1 zamanda yenilenebilen ya da biyolojik
esaslt polimer kaynaklarindan ve c¢esitli bitkisel malzemelerden iiretilir. Biyoplastikleri
petrol kokenli plastiklerden iistiin kilan 6zellikleri;

e Toksik etki birakmamalari,

e Uretimlerinde enerji ihtiyacinin az olmast,
e Kolay bir sekilde bozunmalari,

e Geri doniigiimlerinin olmast,

e Fosil yakit kullanimini azaltmalari,

e Yenilenebilir ve ¢evre kirliligine sebep olmamalaridir (Luengo vd., 2003).

Biyoplastiklerin biyobozunur 6zellikleri yenilenebilir polimerlerin kimyasal
yapilarina bagli olarak degisim gosterebilmektedir (Uzun, 2016). Biyobozunurluk
ozelligini PLA, PHA ve PHB gosterir iken PP ve PE bu 06zelligi gostermemektedir.
Biyoparcalanir plastikler kimyasal olarak sentezlenenler, nisasta bazli biyopargalanirlar
ve PHA olmak iizere 3 kategoriye ayrilmaktadir. PHA’lar, monomerleri -hidroksi yag
asiti olan kisa zincili hiicre igerisinde depo gorevi géren uzun, dogrusal ve plastik 6zellige
sahip mikrobiyal olarak elde edilen bir polimerdir (Price-Whelan vd., 2007). Poliester
yapisina sahip PHA’lar dogada %100 c¢oOziinebilirler. Bitkilerde nisasta,
mikroorganizmalarda ise insandaki yag gibi Ozellik gosterir. Cok sayida tiirii olan
PHA’larin en yaygin olan1 PHB’dir. PHA sinifinin bir {iyesi olan PHB polipropilenin
ozelliklerine benzerlik gdstermesi, iiretim ve kullanim agisindan kolaylik saglamasi
sebebiyle biyoplastik tiirleri arasinda en ¢ok tercih edilen dogal bir polimer olarak

kullanilmaktadir.



PHA garniilleri 100-800 nm arasinda bir ¢apa sahiptir ve bu graniillerin disinda
bulunan zarin kalinligi 2-4 nm’dir. PHA nin Sekil 2.2.2°de goriilen monomer yapisidir
(Binnaz Hazar Yoru¢ vd., 2017). PHA’larin fizikokimyasal 6zellikleri bulunduklar
mikroorganizmalara gére degisiklik gostermektedir. PHA graniilleri yiiksek derecede
kiricilikli 6zellik gosterir. PHAlar1 degisik kriterlere gore siiflandirmak miimkiindiir

(Luengo vd., 2003).

OH

Sekil 2.2.2. PHA’ nin genel yapisi

2.3. Polihidroksibiitirat (PHB)

PHB bakterilerde, arkelerde ve birka¢ Okaryot gibi farklt mikroorganizmalar
tarafindan sentezlenen karbon ve enerji kaynagidir. Karbon kaynagi bol oldugunda
nitrojen, fosfor, oksijen veya siilfiir gibi besinler siirli iken uygun olmayan iireme
kosullar1 altinda biiylime evresinde iiretilen graniilli depo materyalidir. Ayrica
rediikleyici ekiivalentler i¢in elektron havuzu olarak ve hiicrede redoks diizenleyicisi
gorevinde rol almaktadir. Karbonca zengin, lineer, karbonil, oksijen ve metil gruplarinin
oldugu alifatik bir poliesterdir. Biyolojik parcalanabilir, termoplastik, elastomerik,
yenilenebilir, biyoc¢oziiniir ve bakteriyel kaynakli oldugu icin en ¢ok calisilan ve
biyoplastiklerin tiretiminde en yaygin olarak kullanilan polimerdir. Dogal olarak PHB
tireten bazi bakteri tiirleri Rhizobium, Alcaligenes, Bacillus, Pseudomonas, Azotobacter,
Hydrogenomonas, Chromatium, Rhodococcus, Ralstonia eutrophes, Staphylococcus ve
Micrococcus’tur. Ug dnemli dzelligi vardir;

1. Termoplastik islenebilirligi
2. Suya %100 direngliligi
3. %100 biyopargalanabilirligidir (Dombayci vd., t.y.)
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[k kez 1923°de Lemoigne tarafindan topraktan izole edilen Bacillus megaterium
bakterisindeki kiiclik yag damlaciklari olarak tanimlanan materyalin pargalanmasi sonucu
bir asit olusumu ile pH’1n azaldig1 gézlemlenmistir (Sudesh vd., 2000). Sonrasinda 3-
hidroksibiitirik asit, poli-3-hidroksibiitirat homopoliyesteri (PHB) olarak tanimlanmustir.
1950-1960 yillarinda Bacillus cinsi bakterilerde PHB ticari olarak iiretim ¢aligmalari
baslamistir. Bu yillarda kloroformla PHB ekstraksiyonu, dietil eter veya aseton ile
presipitasyon metodu yaygin olarak kullanilmaktadir (Maciej Serda vd., 2007). 1958’ de
gram negatif bakterilerde PHB sentezi ilk kez gosterilmistir. Endiistriyel alanda 1970’11
yillarda ilk malzeme {retilmistir. Graniillerin fibriler yapiya sahip ve 10-15 nm

uzunlugunda polimerik zincir oldugu 1968 yilinda saptanmustir.

1973°de graniil hacminin %50’sini merkezi ¢ekirdegin olusturdugu bulunmustur
(Dombayci vd., ty.). Almanya’da Wella tarafindan 1992 yilinda ilk ticari iiriin olan
biyobozunur sampuan sisesi, BIOPOL adiyla patentlenmistir (Uzun, 2016). Imperial
Kimya Endistrisi (ICI) hiicre kuru agirliginin %90’indan fazlasinda PHB biriktiren
Alcaligenes eutrophus bakterisini PHB iiretimi i¢in endiistriyel alanda kullanmistir ve
sonraki yillarda bir ¢ok bakteri cinsleriyle ¢calismalara devam etmistir (Yilmaz & Beyatli,
t.y.). A. eutrophus ve A. lotus bakterileri kullanilarak PHB-PHV kopolimeri tiretilmistir.
PHB partikiillerinin fiziksel ve kimyasal o6zellikleri, metabolizmasi, ekstraksiyon
islemleri, molekiil agirligi, hiicre i¢i ve par¢alanmalar1 gibi ¢esitli 6zelliklere karsi etkileri

arastirllmistir (Uzun, 2016).

PHB; 91 ¢esitte tekrarlanan monomer birimlerine sahip farkli tiirleri bulunan ve
PHA poliester ailesinin en yaygin olarak kullanilan tiiriidiir. Monomer yapist Sekil
2.3.1°deki gibidir (Dombayci vd., t.y.). B-hidroksi yag asitleri igeren kisa zincirli yapida
olan PHB, dis kism1 membranla ¢evrili hiicre i¢i depo graniilii seklinde sentezlenen ve
biriktirilen, tekrarlanan hidrofobik birimlerden olusan uzun bir polimerdir. Optik olarak
aktif olan PHB, D(-) konfigiirasyonundadir. D(-)-3-hidroksibiitirik  asitin
makromolekiiler halidir. PHB anaerobik, mikroaerobik kosulda TCA inaktif iken
karbonhidrat metabolizmasinda rol alir. Ayrica simbiyotik azot fiksasyonunda da enerji

kaynagdir.
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Sekil 2.3.1. PHB’nin primer yapis1 (Dombayci vd., t.y.)

PHB graniilleri bakteri hiicrelerinde faz-kontrast veya elektron mikroskop altinda
kolayca gozlemlenebilmektedir. PHB polimeri hiicre igerisinde sivi, atmosfer
kosullarinda kat1 haldeyken organik coziiciiler (kloroform, klorlanmis hidrokarbonlar
vb.) ile hiicreden o6ziitlendiginde kristalize bir yapiya sahip olmaktadir. Kristalizasyon
islemi maksimum 110-120 °C arasinda olmaktadir. Bu kristalize olma 6zelligi sert ve
kirilgan bir yapida olmasini saglamaktadir. Hiicre igerisindeki PHB’nin %80 oraninda
ylksek bir kristallenme yiizdesiyle fibriler bir yap1 olusmaktadir. SEM analizlerinde
PHB’lerde kristalin yapisindan kaynakli olarak diizensiz kirilmalar gézlemlenmistir
(Khanna & Srivastava, 2005). PHB birikimi bakterinin ge¢ eksponansiyel fazinda
maksimum seviyeye ulasmaktadir. Ayrica boliinme goériilmeyen hiicrelerde PHB miktari
yiiksek derecede artmaktadir. Sporlu bakterilerde PHB sporulizasyon asamasinda enerji
kaynagi olarak kullanilmaktadir. Serbest CoA seviyesi diistik, asetil CoA ve NAD(P)H
seviyesi yiiksek oldugu diizeyde PHB birikimi artmaktadir (Uzun, 2016).

Graniil i¢i bir merkezi kissm ve tabakali membranla ¢evrilmis kabuktan
olugmaktadir. Fibriler yapida olan PHB graniilleri kiire seklinde olup 100-800 nm
arasinda ortalama bir ¢apa sahiptir. Graniilleri, ¢evreleyen membran ise ortalama 2-4 nm
kalinliginda ve yaklasik olarak %98 PHB, %2 protein igermektedir (Sekil 2.3.2) (Maciej
Serda vd., 2007). Her bir graniil minimum 1000 polimer zincirine sahiptir, molekiil
agirliklart ise 5x109 civarindadir. C. necator bakterisindeki PHB graniillerinin su igerigi
%40 olarak tespit edilmistir (Uzun, 2016). PHB miktar1 ayrica graniil yogunluguyla da
baglantilidir.
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Sekil 2.3.2. PHB graniilii (Ozsoy, 2012)

Mikroorganizmadaki liretimine ve molekiil agirligina bagl olarak fizikokimyasal
ozellikleri degisiklik gostermektedir. PHB’nin molekiil agirligi bakterinin tiirline,
biiylime kosullarina ve yasam dongiisiindeki yerine gore farklilik gosterebilir (Taidi vd.,
1994). Kopolimerin monomer kompozisyonu ve molekiil agirhigi besi ortaminda
farkliliklar yapilarak kontrol edilebilir. PHB mikroorganizmanin, substratin tiiriinden,
konsantrasyondan, pH’dan, zamandan ve sicaklik gibi biiyiime kosullarindan etkilenir.
Preperasyon yontemi de PHB’nin hem fiziksel o6zelliklerini hem de morfolojisini
belirlemektedir. Bakteri metabolizmasinda asetil-ko-enzim A, B-ketotiyolaz, asetoasetil-
CoA rediiktaz enzimlerinin yardimiyla tiretilmektedir (Suriyamongkol vd., 2007). PHB
polimeri, mayalanma ve cesitli enzimler ile karbondioksit (CO2) ve suyun (H.O)
coziinmesiyle elde edilmektedir. Bu sekilde parcalanmasi gercekleserek dogaya
katilmakta ve bitkiler fotosentez yoluyla parcalanma sonucu olusan {irlinleri tekrar
kazanmaktadir (Sekil 2.3.3). PHB’nin suda ¢dziinmeyen ve hava gecirmeyen olmasi
hidrolitik par¢alanmaya kars1 direng gostermesi kullanim olanaklarini1 ¢ogaltmaktadir.
UV isinlarina karst dayanikli ancak, asit ve baz kimyasallarina karsi zayif direng
gostermektedir fakat oksijene karsida olduk¢a dayaniklidir. PHB’nin kirilganhigr 3-
hidroksivalerat monomeri ile kopolimer olusturulmasiyla ya da bir baska polimerlerle
kanistirilarak azaltilabilir. Kromozomda veya plasmid DNA’da PHB biyosentez
genlerinin lokalize oldugu bilinmektedir (Yilmaz & Beyatl, t.y.).
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Sekil 2.3.3. PHB’nin karbon dongiisti (Y1lmaz & Beyatly, t.y.)

PHB’nin erime sicakligi 157-188 °C termal olarak ¢oziinerek eridigi sicakliktir.
283 °C’den fazla sicakliklarda hizli bozulma gostermektedir. Termoplastik oldugunda
kolayca preslenip sekil verilmektedir. Cams1 gegis sicakligr (Tg) ise 1-5 °C oldugu
bilinmektedir. Molekiil agirlig1 60.000-2.000.000 Da arasinda degisiklik gostermektedir.
izole edilen PHB’nin yogunlugu 1,2-1,4 g.cm™ arasinda degisiklik gosterir. PHB
ozelliklerinin degerleri Cizelge 2.3.1°de goriilmektedir (Uzun, 2016). PHB nin formiilii
(C4H602)n seklinde ve (n) sayisida 35.000’e kadar ulasabilmektedir. n degerini etkileyen
faktorler;

1. Secilen bakteriyal sus

Kullanilan substrat tipi
Biiylimeyi sinirlayan faktorler
Izolasyon yontemi

Hiicrelerin fermentasyon siiresi

o o~ w D

Sicaklik ve oksijen kismi basinci (Dombayci vd., t.y.).

Cizelge 2.3.1. PHB’nin fiziksel ve mekaniksel 6zellikleri (Uzun, 2016)

OZELLIKLER DEGER
Erime sicakligi (Tm, °C) 180
Cekme direnci (MPa) 40
Cekmede elastikiyet modiilii (MPa) 2500
Yogunlugu (g/cc) 1,2-14
Termal ayrisma sicakligi (°C) 2
Kristallik (%) 60-80
Kirilma uzama (%) 6
Cams1 gegis sicakligt (Tg, °C) 1-5

Elastikiyet katsayis1 (GPa) 3,5
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PHB’nin ¢ozelti 6zelliklerinde ise kloroform, trifloroetanol, diklorometan, di-, tri-
, tetra- kloroetan, dikloroasetat, etilen karbonat, dimetilformamid, etilasetoasetat,
propilen karbonat, triolein, asetik anhidrit, 1N sodyum hidroksit, asetik asit, alkoller gibi
coziiciiler iginde yiiksek ¢Oziliniirlik gosterir, toliien, dioksan, piridin, oktanol gibi
¢oOziicilerde ¢oziiniirler, tetrahidrofuran, dilute mineral asitler, metanol, H2O, etil asetat,
etilmetilketon, alkalin hipoklorit, dietileter, etanol, hekzan, benzen, 1-, 2-propanol, biitil
asetat, tribiitil sitrat, siklohekzanol gibi c¢oziiclilerde ise c¢Oziinmedigini gosterir
(Dombayci vd., t.y.). PHB’nin dezavantajlart;
e Substratlarmin maliyetinin yiiksek olmasidir. Ornegin, substarat olarak glukoz
kullanilmasi durumunda 3 ton glukozdan 1 ton PHB {iretimi elde edilir.
e Sekillendirme ve mekanik kabiliyetleri bakimindan zayiftir. Cekirdek yogunlugu
diisiiktiir. Bu yiizden boliinmeler ve ¢atlaklar mekanik 6zellikleri olumsuz etkiler.
e Ekstraksiyon, fermentasyon islemi pahali ve verimsiz olabilir.

e Erime sicakliginda zincir kirilmalarnt hizli meydana geldigi icin 06zen

gosterilmelidir (Ye vd., 2013a).

2.3.1. PHB’nin biyosentezi

PHB sentezinde gorev alan enzimler farkli hiicre i¢i sartlarina adaptasyon
saglamalari, PHB sentezleyen mikroorganizmalarin ¢esitliligine sebep olmaktadir.
Ralstonia eutropha bakterisinde PHB sentezini saglayan (pha CBA) genler {i¢ proteini
sentezlemektedir. PhbA geni B-ketotiolaz enzimini, phbB geni NADPH-oksidorediiktazi,
phbC geni ise PHB polimeraz/sentaz enzimini kodlamaktadir (Luengo vd., 2003). PHB
bu enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlar ile Asetil CoA’dan sentezlenmektedir.
Substrat ve asetil CoA’nin konsantrasyonlarinin artisi PHB sentezinde pozitif etki
olusturmaktadir. Ilk iiriin olarak glukoz substrati PHB’yi olusana kadar ara iiriinler
piriivat, asetat, asetoasetat ve B-hidroksibiitirattir (Sekil 2.3.1.1) (Uzun, 2016). Birgok
mikroorganizmanin PHB sentezinde ara bilesik asetattir. Birgok mikroorganizmada ilk
bilesik asetil CoA’dir ve asil reaksiyon asetil CoA’nin asetoasetil CoA’ya doniistimiidiir.
B-ketoagil CoA tiolaz ilk basamag katalizler, a¢il-CoA+asetil-CoA’daki substaratlarin
tiolitik ayrilmasini saglayan enzimdir. Prokaryotlarda, 6karyotlarda ve mayalarda dogal
olarak bulunmaktadirlar (Madison & Huisman, 1999).
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Sekil 2.3.1.1. PHB sentezi (Uzun, 2016)

Polimeraz enzimi ayrica PHB’nin tekrar kullanilmasinda gorev almaktadir.
Ortamda karbon konsantrasyonu sinirli oldugunda sentaz enzimi ¢6ziinmiis formda
bulunmaktadir. Bu formda bulunan sentaz enzimim hizla tiikenmesi PHB ile ilgilidir.
Polimerizasyonu saglayan sentaz enzimleri ii¢ gruba ayrilmis sekilde 54 farkli g¢esidi
bulunmaktadir. Sekil 2.3.1.2°de PHB sentezinden gorevli ii¢ enzim ve {riinleri
goriilmektedir (Yilmaz & Beyatli, t.y.). l.grup Alcaligenes eutrophus’dan, II.grup
Allochromatium virosun ve I11.grup ise Pseudomonas aeruginosa’da bulunan PHB sentaz
enzimleridir. En biiylik PHB sentaz enzimi Caulobacter erescentus’dan elde edilen 2019
niikleotid iceren 673 aminoasidi kodlayan molekiil agirlig1 yaklasik 73 kDa olan sentaz
enzimidir (Rehm vd., 2002). Dehidrogenaz ve tiolaz enzimleri PHB biyosentez yolunda
monomeri polimerizasyon i¢in saglar. Asetil CoA’nin asetilfosfata doniisiimiinii saglayan
fosfotransasetilaz enziminin agiga c¢ikardig: asetil fosfatin PHB sentezini aktive ettigi
bilinmektedir. Ayrica, ii¢ tip PHB sentaz enzimi rapor edilmistir: I, II ve III (Rehm &
Steinbiichel, 1999). Sentaz tip I, en yliksek molekiiler agirliklara (500.000 ila birkag
milyon kDa) sahip polimerleri sentezlerken, sentaz tip II, yaklasik 50.000-500.000
arasinda degisen molekiiler agirliklara sahip PHB’y1 sentezler. Tip III, PHB’y1 Tip I ve
II sentazlar arasindaki molekiiler agirlilarla sentezliyor gibi goriinmektedir (Monroy &

Buitrén, 2020).
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Asetil-CoA+Asetil-CoA
CoA l B-ketoagil CoA tiolaz

Asetoasetil-CoA
NADPH : l Asetoasetil CoA dehidrogenaz
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Sekil 2.3.1.2. PHB sentezini saglayan enzimlerin reaksiyonda gosterimi (Yilmaz & Beyatl, t.y.)

Bakterilerde PHB sentezinin birka¢ farkli yolu bilinmektedir (Sekil 2.3.1.3)
(Binnaz Hazar Yorug vd., 2017). Tiim bilesiklerin sentezi ve birlestirilmesi i¢in dort farkl
yol tanimlanmaktadir; birinci yol; Alcaligenes eutrophus igin tanimlanmigs PHB
biyosentezidir. PHB sentezi iki molekiil asetil koenzim A’ nin (asetil CoA) B-ketotiolaz
enzimiyle katalizlenerek Asetoasetil CoA’ya doniistiiriilmesidir. asetoasetil CoA’nin
NADPH bagimli asetoasetil CoA rediiktaz ile 3-hidroksibiitiril CoA’ya indirgenmesidir.
Daha sonra 3-hidroksibiitiril CoA monomerinin polimeraz enzimi ile polimerizasyon
yapilarak PHB’nin sentezlenmesidir (Dombayci vd., t.y.). Ikinci yol; fotosentetik bakteri
olan Rhodospirillim rubrum’da bes adimda sentezlenen fakat birinci yola gore ikinci
basamakta farklilik gosteren yoldur. B-ketotiolaz enziminin olusturdugu Asetoasetil CoA,
NADPH bagimli asetoasetil CoA rediiktaz tarafindan L(+)-3-hidroksibiitiril CoA’ya
indirgenmektedir. Bu molekiil enoil-CoA hidrataz ile D(-)-3-hidroksibiitiril CoA’ya
doniistiiriilmektedir. Son basamakta sentaz enzimi polimerizasyonu gergeklestirir
(Maciej Serda vd., 2007). Ugiincii yol; bu sentez rRNA homoloji grup I’in sinifindan olan
Pseudomonas tiiriinde aktif oldugu goriilmektedir. Alkanlar, alkonotlar veya
alkanollerden ¢ikarilan aktive edilmis yag asitlerinin B-oksidasyonundan aracili olarak 3-
hidroksialkanoik asit birikiminin PHB biyosentezine yonlendirilmesidir. 3-
hidroksialkanoik asit, 3-hidroksioktanat ve 3-hidroksihekzonat molekiilleri Pseudomonas
oleovorans’in oktan, oktanol, oktanatta kiiltiir edildigi zaman birikmektedirler. Dérdiincii
yol; P. oleovorans hari¢, rRNA homoloji grup I’in sinifindan olan yaklasik olarak tim
Pseudomonas bakterilerinde bulunmaktadir. Asetil CoA’dan orta uzunlukta zincirli 3HA

iceren kopolimer sentezini gergeklestirmektedir. Sentez i¢in Onciiler, de novo yag asit
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sentetik  yollarindan  ¢ikarilmaktadir.  Aslinda Pseudomonas aeruginosa  3-

hidroksidekonat igeren PHB sentezi bu yolu takip etmektedir.

Asetil-CoA+Asetil-CoA

CoA «— } p-ketotiyolaz

Asetoasetil-CoA < Asetoasetat
NADPH NADPH bagimli rediiktaz $
NADPH r— gl
NADP = l NADP
L-(+)-3-hidroksibiitiril-CoA
3-hidroksibiitiril-CoA NADH D-(-)-3-hidroksibiitirat
idroksibitiri-Co enoil-CoA hidrataz NAD’= dehidrojenaz

P(3HBjn —» } PHB sentaz
P(3HB)n+1

D-(-)-3-hidroksibiitiril-CoA

P(3HB)n—>  PHB sentaz |

PHB depoli
PGHB)+ POMERE , Do(-)-3-hidroksibiitirat

Rohodopseudomonas rubrum’da PHB biyosentez yolu PHB yikimi

Cupriavidus necator’da PHB biyosentez yolu

Sekil 2.3.1.3. Cupriavidus necator’da PHB sentezi ve yikimi (Maciej Serda vd., 2007)

Schlegel ve Oeding’in belirtti§i PHB sentezinde piruvat ve oksalasetat
diizenleyici olarak gorev almaktadir. Bu reaksiyonda NAD/NADH orani redoks
potansiyeli ve CoA-SH (serbest koenzim A)’in intraselular konsantrasyonu
etkilemektedir (Sekil 2.3.1.4) (Dombayci vd., t.y.).
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Sekil 2.3.1.4. Schlega ve Oeding’in belirttigi PHB biyosentezi ve pargalanma yol izi. (1) B-ketotiolaz (-
ketoagiltiolaz, asetasetil-CoA tiolaz), (2) Asetasetil-CoA rediiktaz, (3) PHB polimeraz (PHB sentetaz), (4)
PHB hidrolaz, (5) Dimer hidrolaz, (6) B-hidroksibiitirat dehidrojenaz, (7) Tioforaz (Dombayci vd., t.y.)

Kemoorganotrafik olan mikroorganizmalarda, asetil-CoA’nin konsantrasyonunu
etkileyen tiim etmenler PHB sentezinide etkilemektedir. Bu tiir mikroorganizmlar pentoz
fosfat, glikoz ve Entner-Doudoroff seklinde hekzoz pargalanma yollarimi kullanmaktadir.
Asetil-CoA’nin konsantrasyonunu ozelliklede sitrik asit ¢emberi ili baglantilidir. Bu
cemberi etkileyen faktorler dolayli yoldan PHB sentezini de etkilemis olmaktadir.
Yiiksek miktarda NADH: diizeyi izositrat dehidrogenazi ve sitrat sentazi inhibe
etmektedir. Fakat NADH seviyesinin artist PHB sentezini tetiklemektedir. En ¢ok
oksijenin olmadigi durumda PHB sentezi artar (B. S. Kim, 2000). Sitrat sentaz
aktivitesinin azalmasi1 PHB sentezinde birincil olarak sorumlu oldugu ortaya ¢ikmustir.
Morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinin yani sira trikarboksilik asit (TCA)
dongiistiniin enzimlerinin aktivitelerinde farklilik gostermektedir (Krasil’nikova vd.,

2015).
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Termal degradasyonlar sonucu PHB zincirinde kirilmalar olur (Sekil 2.3.1.5)
(Uzun, 2016). D(-)-3-hidroksibiitiril-CoA’dan direk olarak PHB polimerizasyonu
yapilamaz. Bu durum membranda 6zel bir protein fraksiyonu istemektedir. Al ve All
proteini bu fraksiyonu gerceklestirmektedir. Polimeraz aktivitesiyle Al protein
fraksiyonu baglantili, PHB depolimeraz varliginda All fraksiyonu PHB’nin hidrolizini
engellemektedir. Al, agilprotein kompleksi formunda iken B-hidroksibiitiril igerisinde
tastyict olarak fonksiyonel gérevini yapmaktadir. Ikinci reaksiyonda ise PHB primeri
hidroksibiitiril olarak uzatilmaktadir. Membrana bagli polimeraz ile katalizlenen
reaksiyon (Dombayci vd., t.y.);

D(-)-3-hidroksibiitiril-CoA + Al — D(-)-3-hidroksibiitiril-CoA-Al + HS-CoA (1)
D(-)-3-hidroksibiitiril-CoA-AI + PHB primern — PHBn+1 + Al (2)

CH, o CH;
P
— O0—CH—CH,—C CH $H;
5 | ;
0 (‘CH—C—O—CH—CHﬁ—C—
SNg” [ |
H
0 0
CH, CH, CH,
| 2% |
—O0—CH—CH,—C + CH—CH—C—0—CH—CH,—C—
NoH [ [
0 0

Sekil 2.3.1.5. PHB polimerinin zincir kirtlma semas1 (Uzun, 2016)

PHB iireten bakteriler, hiicre biiylimesi, PHB {iretimi ve diger islevlerdeki
metabolik degisimleri dengelemeye yardimci olan graniille iligkili proteinlerin (GAP’lar)
bir grubunu kullanir. Bu GAP sistemi, polimerazlari, depolimerazlari, sentazlar1 (PhaC),
fazin diizenleyicileri (PhaR) ve fazinleri igerir (Choi vd., 2020). Bu proteinlerden fazinler,
hiicre i¢in birden fazla islevi yerine getiren 1yi bir kiiciik molekiiler agirlikli protein
siifidir. Fazlar, tim PHB iireten bakteriler tarafindan kullanilir ve PHB graniillerini

cevreleyen baskin proteindir (Mezzina & Pettinari, 2016). Baslangigta graniil ve
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sitoplazma arasinda basitge bir sinir tabakasi olusturdugu diisiiniilse de, fazinlerin
hiicredeki graniillerin boyutunu, seklini ve bollugunu kontrol etmek gibi bir dizi ek islevi

yerine getirdigi ortaya ¢ikmistir (Brown vd., 2022).

2.3.2. PHB’nin biyolojik parc¢alanmasi

Plastiklere biyoteknolojik bir alternatif olan PHB ve kopolimerleri topraktaki
mikroorganizmalar, bakteriler, algler ve funguslar tarafindan belirli ¢evre kosullarinda
karbondioksit, su ve enerjiye doniistiirerek parcalanabilmektedir. Karbon ve enerji
birikiminin ortaya ¢ikip kullanilmasi i¢in depolimerize edilmesi gereklidir. Zaman ve
biyoparcalanma orani 1s1 ve ¢evredeki mikrobiyal popiilasyona, yiizey 6zelliklerine ve
kalinlik gibi etkenlerde degisiklik gosterebilmektedir. Parcalanmada azot ve nitrojen
oksidinin olusmamasi ¢evre korunmasi i¢in 6nemlidir (Akdogan & Celik, 2018). Ayrica
bu parcalanma bitkilerin gelisimi i¢in olumlu bir etkidir. Degredasyona etki eden fiziksel
faktorler; giines 15181, 1slanma ve mekanik aginma iken biyolojik faktorler; fungus, bakteri
ve yiiksek yapili organizmalardir. Yikim hizi anaerobik ortamda birkag ay iken deniz
suyunda birkag y1l kadar olabilmektedir. Par¢alanmada aerobik ortamda karbondioksit,
su ve biyokiitle, anaerobik ortamda metan gazi1 ve karbondioksit iirlinleri olusmaktadir
(Madison & Huisman, 1999). P(HB-HV)’nin biyopargalaniligi toprakta olusurken
parcalanma yiizdesi topragin icerdigi su miktarina ve topragin g¢esidine bagl olarak
degisiklik gostermektedir. PHB parcalanmasinda insan viicudu, toprak vb. gibi yerlerde
toksik iiriinler meydana getirmemektedir. insan viicudunda PHB depolimeraz enzimi
bulunmamaktadir. Bu yiizden insan viicudu igerisinde yavas bir biyolojik parcalanma
gerceklesir. Bu 0zelligi sayesinde tip alaninda protezler, igneler ve dikisler gibi
malzemelerinde  kullanilmaktadir. Depolimeraz  enzimi  bakterilerde hiicreye
baglanmadan ekstra miktara ulasarak PHB’yi hidroliz ettigi tespit edilmistir.
Depolimerizasyonda hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 enzimleri gorev almaktadir. Hiicre
igerisinde genellikle Bacillus megaterium ve Alcaligenes eutrophus bakterilerinin enzim
tirleri etkili olmaktadir. Depolimerizasyon isemi ilk olarak PHB depolimeraz
enzimlerinin PHB hidrolizi ile baglamaktadir. Hiicre dis1 enzimlerinin aktiviteleri sonucu
meydana gelen monomer 3-hidroksibiitirik asit ve dimer yapist substarat olarak bir¢ok
mikroorganizmada kullanilmaktadir. R-3-hidroksibiitiratmonomer ve di-monomer
birimlerinin sentezinde asetil-CoA sentez ve R-3-hidroksibiitirat dehidrogenaz enzimleri
etkilidir (Sekil 2.3.2.1) (Maciej Serda vd., 2007).
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D(-)-3-hidroksibiitirat

PHB sentaz
J D(-)-3-hidroksibiitirat dehidrojenaz
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Asetil-CoA
Sekil 2.3.2.1. PHB nin pargalanmasi ve sentezi (Maciej Serda vd., 2007)

Topraktan Alcidovorax facilis, Aspergillus fumigarus ve Pseudomonas lemoignei;
aktiflenmis ¢camurdan Alcaligenes faecalisve, Pseudomonas fluorescens; deniz suyundan
Comamonas testosteroni; gol suyundan Pseudomonas stutzeri ve anaerobik ¢amurdan
Hyobacter delafieldii gibi dogadan PHB’y1 pargalayan ¢ok sayida bakteri ve fungus izole
edilmistir (Maciej Serda vd., 2007). Bir¢ok mikroorganizma PHB depolimeraz ve PHB
hidroliz enzimlerini kullanarak PHB’yi parcalamaktadir. Bu enzimlerin aktiviteleri
cevresel kosullara, polimerin kompozisyonuna, kristalin veya amorf olmasina,
biiytimelerine ve polimerin fiziksel 6zelliklerine gore degismektedir. Mikroorganizmalar
PHB’yi hizli bir sekilde polimerlerine ayiran hiicre dist depolimeraz enzimlerini
salgilamaktadir. PHB depolimeraz enzimi Penicillum pinophilum, Alcaligenes faecalis
ve Pseudomonas lemoignei bakterilerinden izole edilmistir. Depolimeraz enziminin
katalizlendigi hidroliz reaksiyonunun {irinii olan D(-)-3-hidroksibiitirat monomerinin
dimeridir. Monomerler ve dimerler hiicre tarafindan igeri alinir. Hiicre i¢i enzimi olan -
hidroksibiitirat hidrolaz ile dimer katalizlenir ve ortaya ¢ikan monomerler metabolik
yolaklara dahil edilmektedir (Dombayci vd., ty.). Hicre dis1 ve hiicre igi
depolimerazlarin farkli fonksiyonlar1 vardir. Hiicre igerisinde hareketli ve kristalize

olmayan PHB elastomerlerini hiicre i¢i depolimerazlari pargalamaktadir. Kristalize,
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denatiire olmug PHB ise hiicre dig1 depolimerazlar hidroliz etmektedir (Y1lmaz & Beyatli,
ty.).

Depolimeraz aktivitesini dig membranin bir proteini engellemektedir. Polimer
hidrolizindeki artig ¢oziicii ile graniil yapisinin tahrip olmasi agiklamaktadir. Is1 etkisiyle
PHB parcalanmasi hizlanir, bunun sebebi olarak 1s1 reaksiyonunun birka¢ saatinde
tabakalagmay1 erittigi bilinmektedir. PHB’nin steril tampon ¢d6zeltide ve toprakta
parcalanmasina bakildiginda, iki ortamda da molekiil agirhiginin diismektedir. Sadece
toprakta ise kiitle miktarinin azaldigr goriiliir, bunun toprak cesidine gore degistigi
bilinmektedir. Killi toprakta 6zellikle kiitle azalmasi en yiiksek seviyede olmaktadir.
Depolimeraz enzimi Alcaligenes faecalis bakterisinde kristal yapinin kalinlasmasi ile
etkinligi azalmaktadir (Arikan vd., 2016). Rhizobium meliloti bakterisinde PHB’yi
parcalanmasini etkileyen genler kromozom ve mega plazmitinde yerlestigi tespit

edilmistir (Charles vd., 1997).

2.3.3. PHB’nin yenilenebilir 6zelligi

PHB petrokimyasal termoplastlar gibi, geri doniistiiriilebilir bir pargalanmasi
gerceklesmektedir. Bazi uygulamalarda biyoparcalanmanin kritik olmasina ragmen
PHB’ler yenilenebilen bilesikler olarak azalan fosil yakitlarin yerini alabilir. Bu siire¢
sentez, pargalanma ve tekrar sentez seklindedir. Bu sayede ¢evre korunmasi agisindan
onem tagimaktadir. PHB’nin bir diger onemli 6zelligi de biyolojik yapist ve yikimi
sayesinde yenilenebilen kaynaklara dayali iiretilebilmesidir. Dogal bir materyal olan PHB
bakteriyel orjinlidir. Polimerin geri doniistiiriilebilir olmasin1  biyoparcalanmasi
saglamaktadir. Karbonhidrat, yag asitleri ve sekerler tarimsal {iriinlerde karbon ve enerji

kaynagi olarak kullanilabilmesi PHB nin fermentatif iiretimine baghdir.

2.4. Cereibacter sphaeroides O.U. 001

Fotosentetik bakteriler olan Rhodospirillum ve Rhodobacter cinsleri n-alkanoik
asitleri kullanarak polimeri depo etmektedir. Ayrica nitrojen sinirlandirilmasinda PHB
verimi hiicre kuru agirhiginin %60-70’1 kadar olabildigi tespit edilmistir (Chen vd., 2006).
Cesitli mikroorganizmalar arasinda, fototrofik bakterilerin, genellikle poli(3-

hidroksibiitirat), PHB yiiksek miktarda depolama iirtinleridir. Fotosentetik bakterilerin
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kullanim1 enerji kaynagi olarak giines 151g1min kullanilmasi liretim agisindan avantajdir
(Brandl vd., 1991a). Karbon ve enerji rezevi gorevi géren PHB, dengesiz biiylime
kosullar1 altinda sitoplazmada birikir. Fotosentetik bakterilerde biriken PHB miktar1, pH
ve substrat tipi gibi fizyolojik kosullara baghdir. Hidrojen iiretimi ve PHB birikimi,
Cereibacter sphaeroides’in (eski adiyla Rhodobacter sphaeroides) 6nemli bir fizyolojik
davramisidir. Rhodobacter tiirlerinde PHB birikimi ve hidrojen iiretimi arasinda sinyal
iletim yollart rol almaktadir. C. sphaeroides’te hidrojen salimmi ve PHB birikimi,
indirgeme giiciiniin harcanmasi i¢in iki alternatif yolu temsil etmektedir (Kars vd., 2008).
Gaz iiretimleri kismen PHB sentaz aktivitelerini etkilediginden PHB igeriginde de hafif
diistisler olabilmektedir. Non-siilfiir ve fototrofik bir bakteri olan C. sphaeroides azotun
sinirlandirildigi bir ortamda %60-70 arasinda PHB biriktirirken, bu polimerin %98’1 3HB
ve %2’sinin 3HV monomerlerinden olustugu tespit edilmistir (Madison & Huisman,
1999). Organik asitler arasinda asetatin C. sphaeroides tarafindan PHB iiretimi i¢in uygun
substrat oldugu belirlenmistir. Asetat asimilasyonu i¢in Onerilen bir Etilmalonil-CoA
yolu, PHB biyosentetik yolu ile ortak unsurlar1 paylasir. Hem PHB sentezi hem de asetat
asimilasyonu i¢in ilk reaksiyonlar aynidir ve bunlar sadece PHB polimerizasyonu ve

krotonil-CoA olusumu esnasinda dallanir (M. S. Kim vd., 2011).

C. sphaeroides PHB sentezi yaparken PHB biyosentezi basligi altinda anlatilan
iki molekiil asetil koenzim A’ nin (asetil CoA) B-ketotiolaz enzimi ile katalizlenerek
asetoasetil CoA’ya doniismiiniin oldugu birinci yolu kullanmaktadir. C. sphaeroides’teki
PHB sentazin1 kodlayan phbC (RSP_1257) geni, iki kurucu enzim olan B-ketotiyolazi ve
asetoasetil-CoA rediiktazi kodlayan phbAB genleri ile baglantili degildir (A. L. Xu vd.,
2001). Hem p-ketotiyolaz (phbA) hem de asetoasetil-CoA rediiktaz (phbB), C.
sphaeroides igindeki yapisal enzimler oldugundan PHB sentaz (phbC) PHB igerigini
kontrol eden anahtar enzimdir (Kranz vd., 1997). PHB sentazi kodlayan phbC
transkripsiyonu {iizerinde cerR geni diizenleyici bir etkiye sahiptir. CerR ve cerl
delesyonunun kusuru veya cerl’nin insersiyonel olarak kesintiye ugramasi, aerobik
biiylime kosulu altinda PHB igerigini ikiye katlamaktadir. PHB birikiminin
modiilasyonunda cerR/cerl aktivitesi phbC transkripsiyon seviyesinin Oniine
gecebilmektedir. Sekans temel alindiginda C. sphaeroides’de RSP1256 fabI’nin kabul
edilen genidir ve PHB sentaz enzimini kodlayan phbC geni de RSP1256’nin komsusu
olan RSP1257’nin kabul edilen genidir (Ye vd., 2013a).
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Hidrojen retimi ve nitrojenaz aktivitesi PHB birikimini etkilememektedir. C.
sphaeroides KD131 susu iki farkli nitrojen kaynagi (amonyum stilfat ve glutamat) ile iki
farkli karbon kaynagi (siiksinat ve asetat) kullanilarak biiyitiildiigiinde siiksinat ortamina
gore asetat ortaminda PHB birikiminin 7 kat daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Karbon
kaynag olarak siiksinat kullanildiginda %0-13 arasinda, asetat kullanildiginda ise %31-
46 arasinda substrat doniigiim verimliligi goriilmiistiir. Ortamda siiksinat kullanildiginda
bu verimliligin bakteriyel biiytimeye kullanildig1 distintilmektedir. C. sphaeroides’de
karbon kaynag1 olarak siiksinat kullanildiginda azot kaynagi amonyum siilfat oldugunda
%6.9, azot kaynag glutamat iken %5.6 PHB birikimi goriilmiistiir. Asetat karbon kaynagi
oldugunda PHB igerigi %15,5’ten %54,1 ve %10,2’den %51°e yiikselmistir. Buna gore
PHB birikimi karbon kaynagindan fazlaca etkilenmektedir (M. S. Kim vd., 2012). C.
sphaeroides ATCC 17023 susu karbon kaynagi olarak 122 mM asetat kullanildiginda
polimer ¢ogunlugu duragan fazda olusur. Cok gec biiylime fazinda ise PHB birikimi
yiiksek oranda ilerlemektedir. Hiicre kuru agirligimi %65°1 kadar maksimum bir PHB
icerigi elde edilmistir. Bu susta 151k yogunlugunu biiylimeyi azalttig1 fakat PHB iceriginde
cok diisiik miktarda bir azalma oldugu tespit edilmistir (Brandl vd., 1991a).

C. sphaeroides ES16 ve mutant suslar olan C. sphaeroides N20, C. sphaeroides
U7’ye bakildiginda PHB iiretiminin mutant suslarda daha ytiksek oldugu bulunmustur.
Bu suslarda karbon konsantrasyonu arttiginda PHB’nin arttifi ancak nitrojen
konsantrasyonunun PHB birikimi iizerinde higbir etkisinin olmadigi tespit edilmistir. C.
sphaeroides’in ii¢ tiiriiniin biiylime ve PHB iiretimi i¢in etkili bir karbon kaynagi olan
asetat, malattan daha ucuzdur. Ug susun biiyiimesi ve PHB iiretimi i¢in uygun sicaklik 35
°C oldugu belirlenmistir. 25 °C biiylimeleri i¢in uygun degildir, 45°C’de ise PHB {iretimi
diistiktiir. Optimum asetat konsantrasyonunda C. sphaeroides ES16 hiicre kuru agirliginin
%47.04’1 kadar PHB {iretimi goriilmiistiir. ES16 susu cesitli parametrelerde %20-47
arasinda PHB {iretmistir. C. sphaeroides N20 mutant susunun hiicre kuru agirliginin
%95°1 PHB iken U7 mutantinin PHB igerigi %54.04’diir. Glutamat/Asetat besiyerinde
37°C’de 60 saat inkiibasyon sonucu C. sphaeroides ES16 susu %22,21, C. sphaeroides
N20O susu %72,98 ve C. sphaeroides U7 susu ise %150,03 kadar PHB verimi
gozlemlenmistir (Sangkharak & Prasertsan, 2007).
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C. sphaeroides N20 susunda optimal besiyerinde kontrolsiiz pH durumuna gore
kontrollii pH kosullar1 altinda hiicre kuru agirligmin %96,13’i kadar PHB igerigi
gbzlemlenmistir. N20 susunda havalandirma orani 0, 0.5, 1.0, 2.0 vvm oldugunda PHB
tiretimi sirasiyla %65,1, %76,5, %95,4 ve %89.9 olarak tespit edilmistir. Ayrica bu
mutant susunda hiicre biiylimesi ve PHB {iretimi i¢in optimal havalandirma oran1 1.0 vvm
olarak belirlenmistir. C. sphaeroides N20O susdan elde edilen hiicre kuru agirliginin
%95'min PHB icermesi, fotosentetik bakterilerden simdiye kadar bildirilen en yiiksek
degerdir (Sangkharak & Prasertsan, 2007). Organik maddelerin belirli kosullar altinda
PHB gibi rezerv materyallerin birikimine gittigi bilinmektedir. PHB’yi dogal olarak
biriktirme kapasitesi diisiik olan Rhodobacter capsulatus bakterisinde asetat asimilasyon
yolundan sitramalat dongilisiine gectigi zaman hiicre kuru agirliginin %70’1 kadar PHB
goriiliir. C. sphaeroides’in BP minimal besiyerinde biiyiitiilmiis hali Sekil 2.4.1°de
taramal1 elektron mikroskobunda (SEM) goriintiisii goriilmektedir (Sert, 2022).

EHT = 1.00 kV Signal A = SE2
WD = 3.3 mm Mag = 15.00 KX

Sekil 2.4.1. Cereibacter sphaeroides’in SEM goriintiisii (Sert, 2022)

2.4.1. Cereibacter sphaeroides’de PHB iiretimi

C. sphaeroides, kosullara bagli olarak bir durumdan digerine gegerek

fotoheterotrof, fotoototrof veya kemoheterotrof olarak biiyiiyebilir. Ornegin organik
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asitlerin varliginda, anaerobik kosullar ve aydinlatma altinda fotoheterofik olarak
biiyiiyebilir ve hidrojen tiretebilir (Basak & Das, 2007). Karanlik ortamda aerobik olarak
biiytidiigiinde yliksek bir miktarda PHB {iretebilir. PNS bakteri kiiltiirleri, aydinlatma
altinda anaerobik olarak biiytitiildiiklerinde sarimsi ila yesilimsi ve koyu kahverengi

renktedir, ancak oksijen varliginda renkleri kirmiziya déner (Ozsoy, 2012).

PHB hiicre i¢i depolama malzemesi olarak yiiksek karbon / diislik nitrojen
oraninda C. sphaeroides tarafindan polimer olarak birikir. Ozellikle karbon kaynagi
olarak asetatta biiyiitiildiiglinde hiicre kuru agirliginin %45°1 kadar tiretebilir. Bu sonugtan
anlasildig1 lizere bakteri enerjisinin ¢gogunu PHB iiretimi igin harcamaktadir (Kars &
Giindiiz, 2010). Karbon kaynagi olarak asetat kullanildiginda C. sphaeroides etilmalonil-
CoA yolagimi tercih eder. Bu yolagin baz1 dezavantajlar1 vardir. ilk yol NADPH2 ¢ikist
enerjiyi ve elektronu azaltarak ATP gerektirir bu gereksinimde de gii¢ azalmaktadir (Sekil
2.4.1.1). Ikincisi, asetat asimilasyon yolu, PHB biyosentetik yolla ortak unsurlar
paylasir. Yani, her iki yolun ilk adimlari aynidir, yalmizca PHB polimerizasyonu/krotonil-
CoA olusumu adimlarinda dallanirlar. Bu nedenle, asetat asimilasyonu sirasinda
eszamanli PHB sentezi meydana gelir ve bu da hidrojen {iretiminin etkinligini azaltir.
Nitrojenaz enzimi hidrojen {iiretiminde etkili olmaktadir ortamda kullanilan amonyum
nitrojenaz enzimini baskilayarak yolak degisimini saglamaktadir ve bakteri boylece PHB
tiremine yonelmektedir. Ortamda nitrojen miktarinin artmast durumunda hiicre
biiylimesi, karbon miktarinin artmasi durumunda PHB birikimi artmaktadir (Y. R. Lee
vd., 2020).
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Sekil 2.4.1.1. C. sphaeriodes etilmalonil-CoA yolu (Kars & Giindiiz, 2010)

C. sphaeroides aydinlik-karanlik / acrobik-anaerobik kosullarda zamana bagl
olarak farkli sicakliklarda ve C/N oranina gore bakildigi durumda aerobik karanlik
ortamda 30 °C’de 150 rpm’de ¢alkalanarak kiiltiirlenmesinin PHB iiretimi i¢in en verimli
ortam oldugu belirlenmistir. Hiicre biiytimesi ver PHB igerigi karanlik aerobik kosullar
altinda 1518a gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Asetil-CoA asetiltransferazi kodlayan
PhaA ve asetoasetil-CoA rediiktazi kodlayan PhaB genleri karanlik aerobik ve aydinlik
anaerobik kosullar altinda 1.5 kattan biraz daha fazla indiiklenmistir. Bununla birlikte
PHB polimerazi kodlayan PhaC ve PHB depolimerazin1 kodlayan PhaZ genlerinin
karanlik anaerobik kosullar altinda ifade edilmedigi gozlemlenmistir. Karanlik-aerobik
kosulun hiicre biiytimesi ve PHB iiretimi i¢in en uygun kosul oldugu sonuglanmaistir (Y.
R. Lee vd., 2020). PhaA geni, asetil-CoA yogunlasmasi ile PHB iiretimini baslatmak igin
onemlidir ve PhaB geni PHB {iretkenligi i¢in en kritik bilesendir.
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2.5. Rhodopseudomonas palustris 7850

R. palustris metabolik olarak en ¢ok yonlii organizmalardan birisidir ve ¢esitli
ortamlarda ¢ok cesitli karbon kaynaklarindan yararlanarak PHB {iretim maliyetlerini
azaltabilir. R. palustris anaerobik kosullar altinda malat, asetat ve laktat gibi organik
asitleri enerji ve elektron kaynagi olarak kullanabilir. PHB iiretimi i¢in nitrojen
fiksasyonunun da kullanildigi ¢alismalar mevcuttur (Brown vd., 2020). Ancak nitrojen
sinirlamasinin PHB birikimini arttirdigi bildirilmistir (Ranaivoarisoa vd., 2019). R.
palustris siirdiiriilebilir ham maddeleri gesitli katma degerli iiriinlere (PHVB, hidrojen, n-
butanol) doniistiirme kabiliyetine sahip metabolik olarak ¢ok saglam bir bakteridir.
Metabolik olaylarda ¢ok yonliiliikk sergiledigi icin PHB iiretiminde tercih edilmistir.
Biiyiime hizi ve PHVB iiretimi arasindaki iliski dogrusaldir ve dogrudan negatif bir
korelasyonu yansitir (Brown vd., 2022). R. palustris’in bir ¢alismada SEM goriintiisti
Sekil 2.5.1° de goriilmektedir (Gosse vd., 2010).

Sekil 2.5.1. Rhodopseudomonas palustris’in SEM goriintiisii (Gosse vd., 2010)

C. sphaeroides ve R. palustris bakterilerinde PHB birikimi goriiliir. PNSB
tarafindan PHB birikimi susa, substrata, pH, aydinlatma ve metabolik yollara baglhdir.
Bakterideki karbon kaynaginin ve substarat asimilasyon yolunun tiiriine bagl olarak,
hiicre metabolizmasinin siirdiiriilmesi, hidrojen tiretimi ve PHB sentezi i¢in protonlar ve
ATP’ler tiretilir. Az miktarda nitrojen ve yiiksek miktarda karbon kaynagi bulunmasi hem

hidrojen olusumunu hem de PHB {iretimini tesvik eder. Ancak, hidrojen {iretimi ve PHB
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sentezi arasinda elektron ve giicli azaltmak i¢in bir rekabet vardir. R. capsulatus, asetat
kullanarak PHB iiretimi igin potansiyel bir adaydir (Ozsoy Demiriz vd., 2019). Karanlikta
meydana gelen nitrojenaz aktivitesi inhibe edilmesi, TCA dongiistiniin aktivitesinin
siirlandirilmas: gibi PHB sentezini etkileyebilecek alternatif yollar bilinmektedir. R.
capsulatus’da aydinlik-karanlik dongiileri olusturuldugunda PHB iretiminde arts,
hidrojen tiretiminde azalis goriilmistiir (Sargsyan vd., 2015). R. palustris zengin ortamda
kemoheterotrofik olarak ve ¢esitli karbon kaynaklar1 kullanilarak fotoheterotrofik olarak
biiyiiyebilir. R. palustris WP3-5, substrat asetat ve propiyonat oldugunda hidrojen tiretimi
yerine PHB sentezi igin indirgeme giicii kullanmay: tercih eder (Ozsoy Demiriz vd.,
2019). Bu bakterini maksimum %210 PHB biriktirdigi goriilmiistiir. R. palustris 420L
susunda maksimum PHB hiicre kuru agirliginin %4°ii iken substrat olarak zeytinyagi
degirmeninden gelen atik suyu kullanildiginda hiicre kuru agirliginin %9°’u kadar PHB
verimi olmustur (Montiel Corona vd., 2017).

Daha 6nceki bir raporda asetat iizerinde yetistirilen R. palustris’in karbonunun
%93 1inii biyokiitleye doniistlirdiigiinii gostermistir (McKinlay & Harwood, 2010). Baska
bir calismada, R. palustris de PHB iiretimi i¢in aerobik ve karanlik kosulda 30 °C’de 250
rpm’de ¢alkalanarak en uygun ortam oldugu belirlenmistir. Amonyum kaynagi olarak
amonyum Kkloriir kullanilmasi verimli oldugu gériilmiistiir (Ranaivoarisoa vd., 2019).
Sabit fazli kiiltiirlerin yiliksek hiicre yogunlugu genellikle oksijeni sinirlayan kosullarla
sonuglanmaktadir (Price-Whelan vd., 2007). Oksijen smirlamasimin R. palustris de
aerobik kemoheterotrofik biliylimeden anerobik fototrofik biiylimeye gecisi uyardigi goz
online alindiginda sabit fazda kemoheterotrofik olarak biiyiitiilen hiicrelerin oksik

bliylimeden anoksik biiylimeye gecis yapmast muhtemel gorildiigii anlasilmistir
(Welander vd., 2009).

2.5.1. Rhodopseudomonas palustris’de PHB iiretimi

PHB iiretimi daha once birkag R. palustris susu tarafindan rapor edilmistir
(McKinlay & Harwood, 2010). Bununla birlikte, PHB dongiisii genleri simdiye kadar
aragtinlmamigtir.  Bu bilgi eksikligi, PHB biyolojik iretimi icin gelecekteki
biyomiihendislik ¢abalarina yonelik potansiyel beklentileri kritik bir sekilde
siirlandirmaktadir. Kisaca, PHB tiretimi iki asetil-CoA’nin, B-ketotiyolaz enzimi PhaA

tarafindan yiiriitiilen bir reaksiyon olan asetoasetil-CoA’ya yogunlastirilmasiyla baglar.
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Asetoasetil-CoA, asetoasetil-CoA rediiktaz enzimi PhaB tarafindan (R)-3-hidroksibiitiril-
CoA’ya indirgenir. Sonunda, PHB polimerizasyonu, PHB polimeraz, PhaC tarafindan
saglanir (Sekil 2.5.1.1). PHB, PHB molekiillerinin PHB depolimeraz, PhaZ tarafindan
katabolize edildigi ¢evresel stres sirasinda onemli bir karbon ve enerji kaynagi olarak da
hizmet edebilir. PhaR geni ise PHB graniillerinin sayisint ve boyutunu kontrol eden ve
bunlara baglanan fazin proteini olan PhaP’yi diizenlemektedir. PhaR ayrica PHB
graniillerine baglanir ve graniil boyutu biiyiidiikce ondan ayrilmaktadir (Ranaivoarisoa
vd., 2019).

[lk olarak, bir dizi ¢alisma PHB sentezi hizinin asetil-CoA havuz boyutuna veya
asetil-CoA/CoA oranina (Kocharin vd., 2012) bagl oldugunu gostermistir. Asetil-CoA,
yoldaki ilk substrat oldugundan, hiicre i¢i konsantrasyonunun artmasinin PHB sentezi
hizinda bir artisa yol agacagini varsaymak olasi bir durumdur. ikincisi, diger ¢alismalar
PHB sentezi hizinin NADPH'nin ([NADPH]/[NADP]) redoks durumuyla iliskili
oldugunu bildirmistir. Bu gozlem, yolun bir elektron alicis1 olarak oynadigi role
baglanabilmektedir. Ayrica, NADPH'nin NADP'ye oranindaki bir artis, yoldaki ikinci
reaksiyonun (rediiktaz) termodinamik itici giiciinii arttirmaktadir. Ugiinciisii, yolakta
farkli enzimleri asir1 ifade etmenin etkisini arastiran bir calisma, rediiktazin ifadesinin

PHB sentezinde sinirlayici faktor oldugunu bulmustur (Alsiyabi vd., 2021).

CoA 0 CoA 0 OH

Asetil-CoA <4 (1 )-3-hidroksibiitiril-CoA

CoA-SH PhaA, p-ketotiolaz
PhaZ, PHB
Asetoasetil-CoA depolimeraz CoA-SH
. i -~ T
CoA 0 0
CoA-SH
: NADPH
NAD" . e s . .
(R)-3-hidroksibiitiril-CoA PHB graniilleri
PhaB, Asctoasetil-CoA g PhaC, PHB CH.
rediiktaz, NAD bagimli i . polimeraz = CL)
CoA 0 OH H |
0 OH

n

Sekil 2.5.1.1. Rhodopseudomonas palustris’de PHB dogiisii (Ranaivoarisoa vd., 2019)
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Ayrica R. palustris’in 3-hidroksibiitirat (3HB) ve 3-hidroksivalerat (3HV)
monomerlerinin bir kopolimeri olan poli (3-hidroksibiitirat-ko-3-hidroksivalerat)
(PHVB) ad1 verilen bir PHB kopolimeri olusturabildigi ortaya ¢ikmigtir. Karbon kaynagi
olarak p-kumarat, 10 mM sodyum asetat kullanilarak amonyaga a¢ birakilan ve C.
necator’dan phaP1 fazini entegre edilen R. palustris aerobik, anaerobik kosullarda 3HB,
3HV iiretimi incelendiginde; phaP1 ekspresyonu aerobik (0.7 g/L) kosulda anaerobik (0.4
g/L) kosula gore daha yiiksek Ol¢iide PHVB diretimi saglamistir (Brown vd., 2022).
PHVB PHB’ye kiyasla daha ideal termomekanik 6zelliklere sahiptir. Bununla birlikte,
monomer iriinleri ayni enzimler tarafindan iiretilmesinden kaynakli olarak PHB ve

PHVB c¢ok benzer olmasi muhtemel bir olasidir.

2.6. Cupriavidus necator H16

C. necator toprakta ve suda bulunan gram negatif, spor olusturmayan bir
bakteridir. Bu tiire ait suglar aerobik heterotroflarda PHA’larin mikrobiyal iiretiminin ve
kemolitoototrofik metabolizmasinin arastirilmasi i¢in en iyi modellerdir. PHB iireten
mikroorganizmalar arasinda en iyi bilinen bakterilerden birisidir. C. necator biiyiime ile
iliskili olmayan bir sekilde PHB iiretme konusunda giiclii bir yetenege sahip model
organizmadir. PHB birikimi ilk iistel fazda baslar ve kiiltiir duragan faza ulasana kadar
artmaya devam eder. Karbon ve azot tiikketimleri, bakteri biiylimesi ve bunun sonucunda
polimer birikimi ile iligkilidir (Nygaard vd., 2021). C. necator heterotrofik veya ototrofik
bir ortamda cok cesitli substratlar1 kullanarak hiicresel kuru agirliginin %90’ma kadar
PHB biriktirme kapasitesine sahiptir. C. necator’da PHB graniillerinin SEM goriintiisii
Sekil 2.6.1’de mevcuttur (Panich vd., 2021). PHB {iretimi igin substrat olarak birkag
karbon kaynag test edilmistir: fruktoz, glikoz, laktik asit, ksiloz, siikroz, melas, sorboz,
asetik asit, nisasta, sodyum asetat, gliserol, laktoz, propiyonik asit ve farkl lignoseliilozik
biyokiitle hidrolizatlari; fruktoz, en yiiksek PHB iiretkenligine izin veren substrat

olmustur (H. R. Jung vd., 2020).
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Sekil 2.6.1. Cupriavidus necator’da PHB graniillerinin SEM gériintiisii (Panich vd., 2021)

Baei ve ark. arastirmalarinda, C. necator’u melas iizerine ek substrat olarak
sodyum asetat eklemesi yaparak 30 °C’de 250 rpm’de c¢alkalamali ortamda PHB
dretimini incelemislerdir. Maksimum hiicre biiylimesi ve PHB birikimi 24 saatte
sonu¢lanmigtir. Asetat eklenmesiyle biyopolimer konsantrasyonu yiikselmistir. Bu
durumda, %20 asetat eklenen ortamda iiretilen PHB miktar1 asetatsiz bir ortama gore 2
katindan fazla oldugu goriilmiistiir. Asetat ilavesi ayn1 zamanda hiicre kuru agirliginin
%25 arttirmustir (Baei vd., 2009). Calkalamali ortamin olusturulmasi biyokiitle diizeyin

de siiresinin kisalmasini saglamigtir.

2.6.1. Cupriavidus necator’da PHB iiretimi

C. necator H16 da kesfedilen yedi farkli fazinle birlikte fazinlerin en fazla
karakterizasyonuna sahip olan PHB iiretimi i¢in model bir bakteridir (Brown vd., 2022).
PHB graniillerinin sentezinde ve bilylimesinde yer alan proteinleri kodlayan PhaP ve
PhaR genleri. Fazinler (PhaP), PHB graniilleri iizerinde bulunan baslica proteinlerdir ve
sentezlerinde 6nemli bir rol oynadig1 tahmin edilmektedir. Onlarin yoklugunda, hiicrenin
hemen hemen tiim sitoplazmay1 kaplayan tek bir graniil sentezledigi, bu proteinler mevcut
oldugunda daha fazla sayida kiigiik graniil sentezlendigi gosterilmistir (Wieczorek vd.,
1995). Ayrica, diizenleyici proteinlerin (PhaR), PHB ve DNA molekiillerini
baglayabildikleri gbz 6niine alindiginda, PHB biyosentezinde fazinlerin diizenleyicileri

olarak hizmet ettigi disiiniilmektedir (Maehara vd., 2002). PHB'nin yoklugunda,
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PhaR'min graniille iligkili protein PhaPmin {retimini baskilayan diizenleyici bir
mekanizmaya aracilik ettigini bulmustur. Ote yandan, hiicreler PHB biriktirmeye
basladiginda, PhaR, PhaP promotor bdlgesinden ayrilmasi yoluyla PhaP ekspresyonunu
diizenleyebilir. Boylece, bu son protein, daha 6nce belirtildigi gibi, PHB graniillerinin

sentezini aktive eder (Monroy & Buitron, 2020).

Mikrobiyal PHB iiretimi asetil-CoA’dan baslar ve 3 asamada ilerler: C. necator
i¢in tanimlanmig PHB sentezi iki molekiil asetil koenzim A’ nin (asetil CoA) B-ketotiolaz
enzimiyle katalizlenerek Asetoasetil CoA’ya donistiiriilmesidir. asetoasetil CoA’nin
NADPH bagimli asetoasetil CoA rediiktaz ile 3-hidroksibiitiril CoA’ya indirgenmesidir.
Daha sonra 3-hidroksibiitiril CoA monomerinin polimeraz enzimi ile polimerizasyon
yapilarak PHB’nin sentezlenmesidir (Dombayci vd., t.y.). Ayrica, karbon kaynaginin
arttirtlmasi ile acrobik beslenme ortami PHB igeriginin artmasini saglamaktadir (Nygaard

vd., 2021).

R. palustris TIE-1 genomunun mevcudiyeti, hiicre icinde PHA’lar1 tirettigi bilinen
H2-oksitleyici bir betaproteobakteri olan C. necator'un PHB dongiisii genlerine homolog
olan genlerin belirlenmesine olanak saglamigtir (Ranaivoarisoa vd., 2019). C. necator
tarafindan kullanilan baskin fazin olarak PhaP1’in hiicredeki graniillerin boyutunu ve
sayisint kontrol ettigi, PHB birikimini ve bozunma oranlarin1 etkiledigi graniillerin
lokalizasyonunu destekledigi ve PHA’larin kopolimer bilesimlerini manipiile ettigi
gosterilmistir (Brown vd., 2022). Bugiine kadar C. necator gibi belirli proteobakterilerin,
besinle sinirli kosullar altinda bir enerji depolama malzemesi olarak islev goren PHB’yi
CO2’den biriktirdigi de bilinmektedir. Bununla birlikte, nitrojenle sinirli bir ortam,
karbonun CO.’den PHB’ye metabolik akigini olumlu yonde etkileyerek %67’ye kadar
PHB birikimine sebep oldugu goriilmiistiir. CO2 metabolize eden bakteriler ise genellikle
sinirli PHB tiretimi gostermistir (J. Lee vd., 2021). Bunula birlikte, karbon kaynagi asetat
aliniminin metabolizmay1 hizlandirdig1 bilinmektedir. Karbon kaynagi olarak fruktoz ile
asetat kullammmi incelendiginde; 1/10 asetat/fruktoz orami yerine 1/1 asetat/fruktoz

oraninda PHB {iretimi daha fazla gortilmistiir (Duvigneau vd., 2020).
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2.7. PHB Goriintiileme Yontemleri

Bakteri hiicrelerinde PHB graniillerinin tespitinde en sik kullanilan yontemlerden
birisi de lipofilik boyalar kullanilarak boyanmasidir. Bu yontemde genellikle Nile Blue
A, Nile Red, Sudan Black B ve Sudan III gibi floresan boyalar1 kullanilmaktadir. PHB
iireten ve liretmeyen bakterileri ayirt etmek amaciyla bu boyalar kullanilir. Yiiksek
derecede kiricilik 6zelliklerinden dolayr PHB graniilleri elektron mikroskobu, floresan
mikroskobu veya faz-kontrast mikroskobu ile kolaylikla gbzlenebilmektedir.
Goriintlilemek i¢in en sik kullanilan yontem elektron mikroskobudur. PHB graniillerini
ve hiicre morfolojisini belirlemek icin 151k mikroskobu da (Ornegin; Olympus CX21

markali 151k mikroskubu) kullanilmaktadir (Maciej Serda vd., 2007).

2.7.1. Sudan Black B ile PHB graniillerinin boyanmasi

Genellikle lipitler ve sudanofilik maddelerin boyanmasi i¢in Sudan boyalar1 tercih
edilmektedir. PHB’nin bazi Ozellikleri lipitlere benzerdir, buda hidrofobisitesi ile
baglantili olmasindandir. PHB’lerin saptanmasinda Sudan Black B boyasi siklikla
kullanilmaktadir (Yasin & Al-Mayaly, 2020). Sudan Black B lipit yapilarini belirlemesi
ile dogal PHA cisimcikleri boyanir. Bu ylizden lipofilik boyalar ile PHB graniillerinin
bulundugu inkliizyon cisimcikleri kolayca boyanabilmektedir. Bu yontemde oncelikle
koloniler lam iizerine yayma yapilarak hazirlanir. %70’lik etil alkolde %0.3 oraninda
seyreltilmis Sudan Black B ¢ozeltisi lamdaki yaymanin {izerine birka¢ damla damlatilir
ve 15 dakika bekletilir. Dekolorizasyon islemi i¢in ksilene daldirilir. Zit bir boyama
yapmak i¢in %0.5 konsantrasyonda sulu ¢ozeltide hazirlanmis safranin boyasi eklenir 10
saniye gibi kisa bir siire bekletilerek yikanir. Son olarak preparata immersiyon yag
damlatilarak mikroskop altinda incelenir. PHB iceren hiicreler koyu mavi-siyah renk
alirken, az miktarda PHB igerenler renksiz ya da belirsiz gri olarak goriilmektedir (Thapa

vd., 2019).
2.7.2. Nile Red ile PHB graniillerinin boyanmasi
Membranlar veya lipit benzeri inkliizyonlar (PHB, triagil-gliseritler) gibi

hidrofobik hiicre yapilarin1 gorsellestirmek, belirlemek i¢in kullanilan Nile Blue ve Nile

Red olarak bilinen lipofilik floresan boyalaridir. PHB graniillerinin saptanmasinda bir
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diger kolay yol ise Nile Red boyasinin kullanilmasidir. Nile Red boyas1 PHB graniillerine
baglanir ve floresan mikroskobu ile kolayca tespit edilir. Nile Red hidrofobik bilesik
eklentilerinin karakteristik 6zelligi olan emisyon (>590 nm) ve uyarim (560 nm) dalga
boylarinin solvent polaritesine baghidir. Ilk olarak n kiiltiirden kalan hiicreler negatif
kontrol amacl kullanilir. Bu hiicrelerde (> %95) birikmis PHB olmamalidir. Daha sonra
ana kiiltiirden alinan numuneden hiicre elde edilmesi i¢in santrifiij yapilarak siipernatant
uzaklastirilir. Elde edilen pellet siispanse edildikten sonra 5:1 oraninda Nile Red boyasi
eklenir. Agaroz ped lizerine boyali hiicreler damlatilir ve kuruduktan sonra goriintiileme

i¢in hazirdir. Koyu kirmizi renkte floresan goriintii elde edilir (Juengert vd., 2018).

Nile Red, lipidler i¢in yliksek afiniteye, 528 nm’nin {lizerinde bir uyarma dalga
boyuna, 570 ile 630 nm arasinda emisyon dalga boylarina sahip olan, mayalardan hayvan
hiicrelerine kadar c¢esitli organizmalarda kullanilmig olan bir lipofilik floresan boyadir
(Wang vd., 2018). Nile Red polariteye karsi daha yiiksek bir duyarliliga, adsorpsiyon ve
emisyon i¢in genis spektrumlara, diisiik nispi floresan stabilitesine ve diger floresan
boyalara kiyasla siirli gegirgenlik kapasitesine sahiptir. Calismalar, Nile Red bazi
lipidleri degerlendirmek i¢in ideal oldugunu gosterse de, etkinligi tiirlere ve deneysel
parametrelere gore degismektedir (Brown vd., 2020). Boyama prosediiriinde etanol
eklenmesi, diger caligmalara kiyasla Nile Red’in genel absorpsiyon verimliligini
arttirabilecek polariteyi azalttigi gorilmistir (Li & Wilkins, 2020). Nile Red igin biraz
daha uzun bir kulucka siiresi kullanmak faydali olabilmektedir (Wang vd., 2018).
Boyanin miktarinin az veya ¢ok kullanilmasi durumunda bir fark oldugu goriilmemistir

(Brown vd., 2020).

2.8. PHB Ekstraksiyon Yontemleri

Ye ve ark. gore; kiiltivasyon isleminden sonra, farkli fazlardaki hiicreler santrifiij
ile ayrnistirilir. Fransiz presi kullanilarak hiicreler parcalanir. pH 7.5 olan NaCl, KClI,
MgS04*7H20 igeren Tris-HCI, igerisinde siispanse edilir. Hiicreleri ve hiicre kalintilarini
ayirmak i¢in 10.000 rpm’de 30 dakika santrifiij islemi uygulanir. PHB graniilleri daha
sonra ultrasantrifiij (100.000 rpm, 60 dk) ile ¢oktiiriiliir. Safligin artmasi i¢in PHB
graniilleri ayn1 tampon icerisinde yikanir ve tekrar santrifiijlenir (100.000 rpm, 30 dk).
Daha fazla kullanim i¢in graniiller, ayn1 tampon igerisinde siispanse edilir (Ye vd.,

2013b).
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Brandl ve ark. gore; bir diger yontem, PHB graniillerinin Soxhlet ekstraktorii
kullanilarak liyofilize hiicrelerden kloroform ile ekstrakte edilir. Doner bir buharlastiric
ile kloroform ¢6zeltisi konsantre edilir. Pamuklu tipa i¢ceren sicak bir cam hunide karigan
metanoliin {izerine ¢ozelti aktarilir. Ayrica metanoliin kloroforma oran1 10:1 olmalidir.
Coken polimer santrifiij islemiyle ayrilir ve iki kez metanol ile yikanir. Oda sicakliginda
16 saat vakumla kurutulur. Daha sonra kloroform i¢inde yeniden ¢ozdiriiliir ve tekrar
slizdiiriiliir. Ardindan karigtirilan dietil etere damla damla ilave edilir. Polimer tekrar

santrifiij ile ayrilir ve kurutulur (Brandl vd., 1991b).

Valappil ve ark. gore; oncelikle 5000 rmp’de santrifiij islemi ile hiicreler toplanir
ve liyofilize edilir. Soxhlet ektraksiyonunda; hiicreler 37 °C’de sodyum hipoklorit
icerisinde 12 saat boyunca lize edilir. 10.000 rpm’de tekrar santrifiijlenir ve elde edilen
pellet iki kez su, aseton, etanol ve dietil eterle yikanir. Kurutulduktan sonra kloroform ile
24 saat boyunca ¢ozdiriiliir. Vakumlu doner buharlastirict ile PHB igceren kloroform
konsantre edilir. Soguk metanol kullanilarak ¢oktiiriiliir, ¢okelti santrifiijlenir ve havada
kurutulur. Kloroform ekstraksiyonu; dondurularak kurutulmus hiicreler 37 °C’de
kloroform igerisinde 48 saat calkalanir. Son olarak aymi sekilde soguk metanolle
saflastirilir. Kloroform-Hipiklorit dispersiyon ekstraksiyonu; dondurularak kurutulmus
hiicreler kloroform ve su igerisinde %30 seyreltilmis sodyum hipoklorit soliisyonunda
Oziimlenmesi i¢in 100 rpm’de 1 saat ¢alkalanir. Elde edilen karisim 4000 rmp’de 10 dk
santrifiijlenir ve ti¢ ayrt faz olusur (Arikan vd., 2016). Alt fazda kalan PHB graniilleri

soguk metanol ile ¢oktiiriilerek kloroformdan ayrilir ve kurutulur (Valappil vd., 2007).

Xu ve ark. gore; hiicreler 10.000 rmp’de 10 dk santrifiijlenerek toplanir. PHB
cikarma isleminde dort yol kullanilir. Dodesil siilfonik asit sodyum tuzu-sodyum
hipoklorit (SDS-NaClO); SDS, lipoprotein iizerinde ekti eder ve zar1 yok ederken, NaClO
hiicre duvarinin ag yapisim tahrip etmektedir. Distile su icerisinde siispanse edilen
hiicreler tlizerine SDS ilave edilir. Karistm 10 dk 60 °C’de sonra NaClO soliisyonun
eklenmesiyle 5 dk daha inkiibe edilir. 6000 rpm’de 20 dk santrifiij sonrasi ¢okelti
damitilmis su ve etanol ile yikanir. Kloroform eklenir 60 °C’de 60 dk boyunca
inkiibasyon gergeklestirilir. Santrifiijden sonra, PHB i¢eren kloroform ¢o6zeltisi transfer
edilir ve kloroform buharlastirilir. PHB etanol ile yikanir, 60 °C’de kurutulur. Lizozim,;

hiicre duvarinin polisakkaritinin glikozidik baglarim1 kirar. pH 7.4 olan fosfat tampon
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cozeltisi icerisinde siispanse edilen hiicrelerin iizerine Tris-HCI ilave edilir. Ardindan
karisima lizozim eklenir ve 37.5 °C’de 60 dk inkiibe edilir. 20 dk 6000 rpm’de
santrifiijlendikten sonra yikanir ve kloroform islemi uygulanir. Ultrasonikasyon; distile
su igerisinde silispanse edilen hiicre karigimi1 sonikasyon cihazinda ultrasonik dalgalar ile
5 dk boyunca hiicreler pargalanir. Bu islem 1 dk arayla 3 kez uygulanir. Son olarak diger
islemlerde oldugu gibi santrifiij, yikama ve kloroform islemleri uygulanir. Ultrasonik
yontem membran1 yok etmede etkilidir ve ekstraksiyon hiz1 yiiksektir. Ancak uzun PHB
zinciri yok edilir. Bu islemde PHB nin ¢ikarilmasi zordur. Kloroform-hipoklorit; hiicreler
pH 10 olan kloroform-sodyum hipoklorit ¢ozeltisine ilave edilir. Hiicreler parcalanir ve
PHB ¢ozelti igerisinde dagilir. Karisimin 90 dk 30 °C’de inkiibasyonu gergeklestirilir.
8000 rpm’de 15 dk santrifiij sonrasi siipernatant soguk etanol i¢ine aktarilir ve 30 dakika
boyunca 0 °C'de tutulur. Ug¢ fazda PHB’li kloroform ¢ozeltisinden kloroform
uzaklastirilir, yikanir ve kurutulur. Acidiphilium cryptum DX1-1 bakterisinin PHB
ekstraksiyonu i¢in kloroform-sodyum hipoklorit yonteminin en iyisi oldugu goriilmiistiir

(A. Xu vd., 2010).

Wendlandt ve ark. gore; santrifiijden sonra dondurularak kurutulan hiicrelerin
lipitleri daha sonra metanol/su icerisinde 1 saat inkiibe edilerek uzaklastirilir. Ikinci
asamada, 1,2-dikloroetan ile 80 °C'de 1 saat inkiibe edilerek PHB icermeyen hiicreler

uzaklastirilir. PHB iki kez metanol ile yikanir, metanol siizdiiriiliir ve 2 saat 60 °C'de

kurutulur (Wendlandt vd., 2005).

Fiorese ve ark. gore; bu bakterilerde birinci yontem; standart ekstraksiyon teknigi
olarak hiicrelerin kloroform igerisinde 60 °C'de 2 saat g¢alkalanarak bekletilmesidir.
Sonrasinda ise hiicre atiklar1 santrifiij ele uzaklastirilir. Ikinci yontem; 1,2-porpilen
karbonat ile ekstrakte edilmesidir. Burada hiicreler 1.2-propilen karbonat igerisinde
yogunlastirict ve manyetik karigtiricr ile ayarlanmis flask icinde termostatik yag
banyosuna daldirilmis sekilde siispanse edilir. Siispansiyon homojenlestirildikten sonra
130 °C'de 30 dakika tutulmasi en yiiksek verimi ve safligi vermektedir (Fiorese ve ark.,
2009). Sicak karisim 0.45 mm goézenekli hidrofilik polipropilen membran filtreleri ile
vakum altinda siiziiliir. 1,2-propilen karbonat kullanilmasi yiiksek kaynama noktast,
saflagtirllmadan birka¢ kez tekrar kullanilabilirligi ve diisiik toksisitesi agisindan

avantajlidir (Fiorese vd., 2009).



38

Brandl ve ark. gore; kdiltiir toplandiktan sonra 15 dk boyunca 10.000 rpm’de
santrifiijlenir ve liyofilize edilir. Liyofilize edilmis pellet 37 °C'de 20 dk sodyum
hipoklorit ¢ozeltisi ile inkiibe edilir. Bu ¢ozelti tekrar 10.000 rpm’de 15 dk
santrifiijlenerek toparlanir. Yikama ve ekstraksiyon i¢in sirasiyla su, aseton ve etanolden

gegirilir. Polimer kloroform igerisinde ¢ozdiiriiliir ve buharlastirilir (Brandl vd., 1991b).

Thapa ve ark. gore; PHB liretimi 48 saat sonra goriilmektedir. Bu ylizden 48 saat
sonra alian hiicreler 5000 rpm’de 25 dk santrifiijlenir ve pellet elde edilir. Pellet arka
arkaya aseton ve etanol ile yikanir. PHB’nin geri kazanilmasi igin pellet sodyum
hipoklorit de yeniden siispanse edilir. 37 °C'de 10 dk inkiibe ettikten sonra lipit
graniillerini ¢oktiirmek i¢in 5000 rpm’de 30 dk santrifiijlenir. Elde edilen pellet tekrar
aseton ve etanolle yikanir ve sicak kloroform islemi uygulanir. Pellet kloroform iginde
¢oziildiikten sonra hiicre kalintilarini filtrelemek i¢in Whatman filtre kagidi kullanilir.
Boylece kloroform ¢ozeltisinde sadece PHB kalmis olur. 40 °C'de sicak hava firininda

kloroform buharlastirilarak PHB elde edilmis olur (Thapa vd., 2019).

Brown ve ark. gére; 14 mL kiiltiir tiipii pellet icin santrifiijlenir. ki kez %0,89
NacCl ile yikanir ve dondurulur. Sodyum 3-hidroksibiitiratin seri diliisyonlarindan harici
standartlar olusturulur. Hiicre pelleti ve standartlar 1 mL asidik metanol, 1 mL kloroform
ile vortekstenir ve 105 °C’de 2,5 saat metanolize edilir. Oda sicakliginda 1 mL deiyonize
su ilave edilir, vortekslenir. Faz ayrimindan sonra metil-ester tiirevleri alt organik fazdan

oziitlenir (Brown vd., 2020).

Doi ve ark. gore; hiicreler santrifiij ile toplanir. Aseton ile yikanir ve oda
sicakliginda vakum altinda kurutulur. Soxhlet cihazinda sicak kloroform ile kurutulmus
hiicreler ekstrakte edilir. Hekzan ile yeniden ¢okeltme yoluyla saflastirilir (Doi vd.,
1987).

Nygaard ve ark. gore; biyoreaktor fermentasyonundan elde edilen biyokiitle 3500
rpm’de 30 dk santrifiij yapilir ve siipernatant uzaklastirilir. Hiicre pelleti dondurularak
kurutulur ve -83 °C’de 103 mbar’da 24 saat siireyle liyofilize edilir. PHB polimeri, bir
soxhlet ekstraktorii kullanilarak 24 saat boyunca 70 °C’de kloroform ile liyoflize
biyoreaktoriinden oziitlenir. Ekstrakt doner buharlastirma ile konsantre edilir.

Biyopolimer 10 hacim buz gibi soguk metanol i¢inde 4 °C’de ¢oktiirtiliir. Coken PHB
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seramik filtre kullanilarak vakum altinda siiziiliir. Beyaz toz halinde saf PHB verecek

sekilde kloroform ve hekzan i¢inde yeniden ¢okeltilir (Nygaard vd., 2021).

Aramvash ve ark. gore; 1 gram hiicre pelleti 50 mL kloroform ve 50 mL hipoklorit
%10 ¢ozeltisinden olusan dispersiyonlarla islenir. 37 °C’de 1 saat muamele sonrasinda
dispersiyon santrifiijlenir. U¢ ayr1 faz elde edilir. Ust faz hipoklorit ¢dzeltisi, ota faz
bozulmamis hiicreler igerir, alt faz PHB iceren kloroformdur. Hipoklorit fazi ¢ikarilir.
Siizme yoluyla kloroform fazi elde edilir. Filtrasyon sonrasi PHB aseton ile ¢okeltme

yoluyla geri kazanilir (Aramvash vd., 2015).

Baei ve ark. gore; 5 mL kiiltiir 20 dk 3600 rpm’de santrifiijlenir. 2 mL kloroform
cozeltisi ve 2 mL asitlestirilmis metanol (%3 siilfirik asit) vida kapakli sise i¢inde hiicre

pelletine ilave edilir. 100 °C’de 3,5 saat isitilir (Baei vd., 2009).

Lee ve ark. gore; 10 mg liyofilize hiicre vida kapakli test tiiptine 2 mL’lik ¢ozeltide
%85 metanol, %15 konsantre siilfirik asit ve 250 mg/L benzoik asit reaksiyona girer. 2
mL kloroform eklendikten sonra karisim 100 °C’de 1sitma blogunda 3,5 saat inkiibasyona
birakilir. Tiipler oda sicakliginda sogutulur. Her tiipe 1 mL 1 M NaCl eklenir 1 dk
calkalanir ve 4200 rpm’de 10 dk santrifiijlenir. PHB igeren alt katman sodyum siilfat
tizerinde kurutulur (J. Lee vd., 2021).

Krasil’nikova ve ark. gore; hiicre siispansiyonu (2-4 mL) santrifiij ile toplanir. iki
kez deiyonize su ile yikanir. Pellet distile su (1 mL) ve 7:2 aseton-metanol karisimi (9
mL) homojenlestirilir. Pigment ekstraksiyonu i¢in oda sicakliginda 10-20 inkiibe edilir.
Pellet etanol (10 mL) ile islenir ve 20 dk 50 °C’de inkiibe edilir. Pellet kloroform (10 mL)
ile desteklenir. PHB ekstraksiyonu i¢in gece boyunca 30 °C’de inkiibe edilir. Siispansiyon
bir cam filtreden siiziiliir, siiziintii kuruyana kadar buharlastirilir konsantre H2SO4 (10-50
mL) ile desteklenir ve 10 dk kaynar su banyosunda inkiibe edilir (Krasil’nikova vd.,

2015).

Dhingra ve Priya gore; hiicreler oda sicakliginda 10.000 rpm’de 15 dk santrifii
edilerek toplanir. Pellet fosfat tamponlu tuzlu su (pH 7.4) ile yikanir. Pelletleri 1-2 saat
havayla kurutulur ve agirliklar1 alinir. Kloroform ve %4 sodyum hipoklorit, hiicre

pelletine mg pellet agirligi basina 12,5 pl kloroform ila 12,5 pl %4 sodyum hipoklorit
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oraninda ilave edilir. Karigim gece boyunca 30 °C’de tutulur. Dispersiyon daha sonra oda
sicakliginda 8000 rpm’de 10 santrifiijlenir ve farkli fazlarin olusumuna neden olur.
Kloroform alt fazit PHB igerir. Bu faz baska bir yeni tiipe aktarilir ve hacmi Olgiiliir.
Kloroform ¢ozeltisine 5X havminde metanol ve su karisimi (7:3 v/v) ilave edilir. Karisim

10.000 rpm’de 15 dk santrifiijlenir ve PHB ¢6zeltisi 6liistir (Kumari & Dhingra, 2013).

Belal gore; hiicreler 10 mL sodyum hipoklorit reaktifi (pH 10.0-10.5 NaCl igerigi
%5,25-5,5) icinde siispanse edilen kiiltiirtin 1 ila 5 mL 6rneklerinden 10.000 rpm’de
santrifiijleme yoluyla toplanir. 37 °C’de 1 saat sonra reaksiyon karigimi 5000 rpm’de 10
dk santrifiijlenir ve kat1 pellet ard arda su, alkol ve aseton ile yikanir. Pellet kloroform
iginde c¢oziiliir, ¢oziinmeyen tortu atilir. Kloroform oda sicaklifinda buharlagtirilir.

Polimer agirlik dlgiilene kadar 2 saat 105 °C’de kurutulur (Belal, 2013).

2.9. PHB Karakterizasyon Yontemleri

Hiicre Kuru Agirhgimin (CDW) Belirlenmesi: Bir biyopolimerin molekiiler
agirligy, endiistriyel kullanilabilirligi s6z konusu oldugunda 6nemli bir faktordiir. Cogu
uygulama icin, molekiiler agirlig1 5 x 10* Da’dan biiyiik olan PHB’ye sahip olmak arzu
edilir. PHB’nin geri kazanilmasi i¢in uygun bir ¢6ziicii ve islem, biyopolimerin molekiiler
agirhiginda onemli bir degiskenlige neden olmamaktadir (Liu vd., 2005). Aramvash ve
ark. gore; numuneler (10 mL kiiltiir slispansiyonu) 6nceden kurutulmus ve dnceden
agirliklart Ol¢iilmiis tiiplerde 10.000 rpm’de 5 dk santrifiijlenir. Pellet (1slak hiicreler)
damitilmis su i¢inde yeniden siispanse edilir ve santrifiijlenir. Yikanan hiicreler, CDW
olgiildiikten sonra minimum 24 saat siireyle 90 °C’de sicak havada kurutulur (Aramvash

vd., 2015, 2018).

Molekiil agirligi, biyopolimerin belirli bir uygulama i¢in uygunlugunu
belirleyecek onemli bir parametredir. Genel olarak, yiliksek molekiiler agirlikl
biyopolimerler, termal bozunmaya karsi daha az hassastir. Cogu isleme yoOntemi,
biyopolimerin bozulmasina neden olan bir 1s1l iglem kullanir. Bu nedenle, herhangi bir
uygulamada, yiiksek molekiiler agirlikli bir PHB ile baslayarak, isleme sirasinda
molekiiler agirlikta (Mw) onemli bir azalmadan sonra bile, kabul edilebilir 6zelliklere
sahip bir madde yapmak i¢in yeterli Mw ile PHB'yi dahil etmek hala miimkiindiir (Y. M.

Jung vd., 2000). Geri kazanilan PHB yiizdesi, geri kazanilan numunelerin toplam
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kiitlesinin safligina dayali olarak biyokiitledeki bilinen bir PHB miktarina gore
hesaplanmustir. Saflik (%) su sekilde hesaplandi: saflik = (polimerin kiitlesi / numunenin
kiitlesi) x 100 (Martino vd., 2014).

Belal gore; kiiltiir ortami santrifiijlenir sonra siipernatant atilir ve pellet distile su
ile yikanir. Yikanan pellet 1 mL distile su i¢inde yeniden siispanse edilir, dnceden

tartilmis plakalara aktarilir ve 60 °C’de sabit agirhiga kadar kurutulur (Belal, 2013).

Duvigneau ve ark. gore; toplam hiicre kuru agirliginin belirlenmesi i¢in 1 mL
kiiltlir, 6nceden tartilmis plastik tiiplerde 13.000 x g ve 4 °C’de 10 dk santrifiij yapilir.
Daha sonra hiicre pelleti 1 saat 99 °C’de kurutulur ve tartilir (Duvigneau vd., 2020).

PHB Spektrofotometre Ol¢iimii: Polimer hiicreleri spektrofotometre deneyi igin
10.000 rpm’de santrifiij yoluyla toplanir, daha sonra PHB ekstrakte edilir, kloroform
icinde polimer i¢eren bir numune temiz bir test tiipiine aktarilir, kloroform buharlastirilir
ve 10 mL konsantre H2SO4 eklenir tiiptin agz1 kapatilarak su banyosunda 100 °C’de 10
dk 1sitilir. Cozelti sogutulur ve iyice karigtirildiktan sonra bir numune silika kiivete

aktarilir. Bir UV spektrofotometresinde 235 nm’de absorbans 6l¢iiliir (Belal, 2013).

Gaz kromatografisi (GC) Analizi: Alev iyonizasyon dedektorii (FID) ile
donatilmis bir gaz kromatografi ve bilgisayar yazilimi ile veri toplama sistemi
kullanilarak yapilir. GC, kapiller kolon 0,33 mm i¢ ¢ap ve 25 m uzunluk ile donatilir.
Kolon sicaklig1 baslangicta 4 dk boyunca 80 °C’de tutulur, ardindan 160 °C’ye ulasana
kadar 8 °C/dk hizinda, 3 dk siireyle ve daha sonra 30°C/dk hizinda sicaklik
programlamast yapilir, minimum 200 °C’ye yiikseltilir. Dedektor ve enjektor sicakliklart
sirastyla 280 ve 250 °C idi. Kullanilan tastyic1 gaz, akis hiz1 1,5 mL/dk olan helyum iken
hidrojen ve hava akis hizlar sirasiyla 30 ve 300 mL/dk (Baei vd., 2009). Kurutulmus
hiicreler, siilfiirik asit/metanol (1:5 v/v) ve kloroform (1:1 v/v) ile karistirilir ve metil ester
monomerleri olusturmak iizere 140 dk boyunca 100 °C’ye sitilir. 0,5 mL metil ester
numuneleri, bir alev iyonizasyon dedektorii (FID) ve bir kapiller kolonu ile donatilmis bir
GC’ye enjekte edilir. Enjeksiyon kism1 280 °C’de tutulur. Metil esterleri ayirmak icin
firin sicaklig1 10 °C/dk’ya yiikseltilmeden 6nce 100 °C’de 3 dk sabit tutulur. FID dedektor
sicakligr 300 °C’ye yiikseltilir (Aramvash vd., 2018).
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Fourier Transform Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR): CHs, CH,, C=0, CH ve
OH gibi 6ne c¢ikan fonksiyonel gruplarin varhi§i, PHB’nin varliginin kritik bir
belirleyicisidir. Zayiflatilmis toplam yansima modunda (ATR) FTIR kalitatif tanimlama
ve ekstrakte edilen bilesiklerde bu tiir gruplarin varligini kontrol etmek i¢in kullanilir
(Thapa vd., 2019). ZnSe kristali iizerinde PHB tozunun dogrudan analizi ile
gergeklestirilir. Spektrofotometre iizerinde 400-4000 cm™’de 32 tarama, 4 cm™

¢oziiniirlik ve 2 cm™

aralik ile elde edilir. Kizil6tesi spektrumlar, yan zincir ve
fonksiyonel gruplari belirlemek i¢in analiz edilir (Nygaard vd., 2021). PHB karakteristik
ester karbonil grubuna karsilik gelen C=0 bag gerilmesi ile baglantil1 1720 cm™ de yogun
bant olur. 1181 cm™’de C-O-C grubunun asimetrik gerilme titresiminden dolay: PHB nin
FTIR spektrumlarinda iyi bilinen bir bant vardir. Metil ve etil gruplarindan uzanan C-H,
2900 cm™ civarinda spektral bélgede bulunan bantlara atanmistir (Bayari & Severcan,

2005).

Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi: Molekiilin kuvvetli
manyetik bir alana yerlestirilmesi ve bu molekiildeki baz1 atom ¢ekirdeklerinin bu alanda
bulunan elektromanyetik 1sinlar1 absorblamasi ile kurulmus bir yontemdir. Bir¢ok
molekiiliin yapisinin belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir tekniktir. Bu ydntem ile
hidrojen igeren gruplar, gruplarin hidrojen sayilar1 ve bu gruplara bagl komsu gruplarda
belirlenebilmektedir. NMR spektroskopisi, ayirma veya saflastirma adimlar
gerektirmeden karisimlart molekiiler diizeyde hizl bir sekilde analiz edebilen saglam bir
yontemdir (Hatzakis, 2019). NMR spektroskopisinin polimerlerin yapisinin belirlenmesi
i¢in gii¢lii bir arag oldugu kanitlanmistir (Aramvash vd., 2018). Kurutulmus biyopolimer,
PHB’nin molekiiler yapilarini belirlemek i¢in doteryumlu kloroform (15 mg/mL ¢oziicii)
icinde siispanse edilir. Bir arastirmada H ve *C NMR spektrumlari, sirasiyla 500 MHz
(*H) ve 126 MHz’de (**C) kaydedilmistir (Nygaard vd., 2021). Bir baska ¢alismada, etilen
karbonat ve DMSO kullanilarak ekstrakte edilen PHB, PHB’nin yapisin1 belirlemek i¢in
DMSO-d6 (Doéteryumlu DMSO) (10 mg/mL) iginde siispanse edilir. Bu kadar diisiik bir
konsantrasyon, daha fazla sayida taramanmn kullanilmasim gerektirebilir. *H NMR

spektrumlari, 25 °C'de 400 MHz'de kaydedilir (Aramvash vd., 2018).
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2.10. PHB Kullanim Alanlar1

PHB’nin fiziksel 6zelliklerinin, UV ye direncliligi, kristal yapida olmasi ve 6zgiil
agirhiginin yiiksek olmasi polipropilene benzerliginden dolay: iiretimde kullanilmasi iyi
bir segenektir. Biyoplastiklerin polietilene oranla dort kat daha fazla sertlik saglamasi
endiistriyel alanda kullanim alanini cogaltmaktadir. Dogaya atildiginda pargalanabilmesi
ve c¢evre kirliligi olusturmamasit kullaniominda ayri bir 6nem olusturmaktadir.
Biyouyumlulugu, dogal kaynaklardan elde edilebilmesi, biyolojik parcalanabilirligi,
monomerinin D(-)-3-hidroksibiitirik asit olusu, toksik olmayisi, kolay sekil almasi,
termoplastik ve piezoelektrik 6zelligi sayesinde paketleme, ziraat, tip, gida, veterinerlik,
eczacilik, tek kullanimlik malzemeler, kozmetik, tekstil ve kimyasallarin elde edilmesi
gibi bircok alanda kullanimina imkan saglamaktadir. Ayrica PHB ve PHBV
kopolimerleninin PHB homopolimerlerinden {istiin olmasi1 ile bigimlendirilmekte,
preslenebilmekte, lif formuna doniistiiriilmekte, filmleri yapilmakta ve heteropolimerlerle

sentetik polimerler yapiminda kullanilmaktadir.

Hem PHB hem de kopolimerleri funguslar, algler ve bakteriler, toprak
mikroorganizmalar1 tarafindan pargalanabilmesi ziraat alaninda biyodegredasyon
gerektiren uygulamalar agisindan onem tagimaktadir. Ozellikle kaplama folyolar1 ve
filmler seklinde azazi denemelerinde kullanilmaktadir. Bu sayede ekin sezonuna kadar
folyolar kaldirilmak zorunda kalmamaktadir. Ekin sulama borularinda, tohum
kapstillendirilmesinde, fide tasimaciliginda, giibrelerin veya pestisidlerin kontrollii
salimmminda ve bitki ilaglarinda PHB kullanilmaktadir. Ayrica insektist saliniminda
kullanilir. Boylece tarimda topraktaki zararlilarin aktivitesi diiser ve biyolojik bir geri
besleme mekanizmasi saglar (Yilmaz & Beyatli, t.y.). Biyolojik pargalanabilen bir
matriks olan PHB ilaglarin kontrollii saliniminda kullanilmaktadir. Bu 6zelligi sayesinde
polimer sigirlarin rumeninde ¢ok iyi par¢alanabilmektedir (Madison & Huisman, 1999).
Hayvanlarin kurtlanmast o6nlemek icin antihelmitik ilag iceren PHB kapsiilleri
kullanilmistir (Uzun, 2016). Hayvan dokularinda toksik etki yaratmamasi tip alaninda da
daha ¢ok gelisebilecegini kanitlamistir.
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PHB ve kopolimerleri biyouyumlulugu ve diisiik maliyetinden dolay1 tip ve
eczacilik alanlarinda kullanimina gegilmistir. PHB monomerinin insan viicudunda dogal
bir metabolit olmas: viicutta hafif bir immiinolojik cevap olmasima neden olur. Insan
viicudunda depolimeraz olmamas1 par¢alanmay1 yavaslatir. Bu sayede cerrahi dikisler,
eldiven, onliikk, maske, pansuman sargisi, proteazlar, vida, igne, ortopedik plaka gibi
cerrahi malzemelerinin yapiminda kullanilmaktadir (Binnaz Hazar Yorug vd., 2017). Bu
malzemelerin PHB’den yapilmasinin bir diger avantajida hukuki alanda ameliyat sonrasi
hastalarda sargi bezlerinin kalmasidir. PHB’den yapildigi takdirde viicut igerisinde
pargalanacag igin bu tarz sorunlarda ortadan kalkmaktadir. Ileriki zamanlarda PHB su
gecirmez tiip seklince ince fibriler formda vaskiiler as1 veya kan damar gibi alanlarda
kullanilabilir. Ayn1 zamanda dokular i¢in pargalanabilir bir yapi iskelesi olarakta

kullanilabilir.

PHB’nin depolimerizasyonu sonucu olusan iriin D(-)-3-hidroksibiitirik asit
monomeri organizmalarda bir ara metabolit bilesigidir. insan kaninin normal bir 6gesidir
ve lipit metabolizmasimn iiriinii olarak bulunur. Ozellikle kalp dokusu ve beyin i¢in enerji
kaynag1 olarak gorev alir. Beyin gelisiminde rol alan amino asitlerin dnciisiidiir. Diyabet
hastalarinin kan serumunda anormal konsantrasyonlarda olan keton yapilarindan birisi
D(-)-3-hidroksi biitirik asit olarak rol alir (Madison & Huisman, 1999). Damar igi ve
damar agzindan karbon saglanmasinda glukoz yerine D(-)-3-hidroksibiitirik asit
kullanilmas: klinik agidan daha avantajlidir. Dogada yaygin formda bulunan D(-)-
konfigiirasyonuna sahip D-(-)-3-hidroksibiitirik asit optik izomerlerinin, Kkristal
merkezleri daha kuvvetli bir baglanma gostermesinden kromatografide de
kullanilabilmektedir. Ayrica bunlar emiilsifikasyon ajan1 olarak kullanilmasi da

miimkiindiir (Binnaz Hazar Yorug vd., 2017).

PHB’nin diger bir onemli 0zelligi de piezoelektrik polimer olup kesikli
piezielektrisite gostermektedir. Polivivinilidon florid polimerin filmler kemigi elektriksel
stimiilasyon ile kuvvetlendirmekte, kemik biiytimesini, olusumunu, iyilesmesini
desteklemekte ve kemigi onarmaktadir. Bu siireglerde kemigin etrafina PHB

karistmindan yapilan plakalar kemigi diizeltebilir ve biyolojik olarak pargalanarak
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viicuttan yavasga resorbe edilebilir. Bdylece plakayr uzaklagtirmak i¢in ikinci bir

ameliyata gerek kalmamaktadir (Madison & Huisman, 1999).

Dogal polimerler ayrica biyobozunurlugu, biyouyumlulugu, ekstraseliiler
matrikse benzerligi, elektrostatik egrilebilirligi ve toksisite gostermemesi sebebiyle
rejenaratif tip alaninda 6zellikle deri rejenerasyonunda, yarali dokunun onarilmasinda ve
doku iskelelerinde kullanilmaktadir (Mogosanu & Grumezescu, 2014). Bu alanda ilag
taginimi1 yaparak yara g¢evresine kontrollii ila¢ salinimi yapabilen polimerik yara
ortiilleride mevcuttur (Augustine vd., 2016). Yara-yanik ortii materyali olarak PHBV
nanofibriler yapilari yeni zamanda 6nemli bir potansiyele sahiptir. Ortii materyalleri
yapilirken yara tipi, ortii teknigi ve malzeme kompozisyonu gibi unsurlara dikkat edilmesi
gerekmektedir. Bir calismada PHBV/m-keratin nanofibr6z malzemenin deri yaralarinda
tizerine Ortii olarak iyi bir potansiyelde oldugu bildirilmektedir. PHBV m-keratin ile
hekzafloroizopropanol (HFIP) ¢oziiciisii kullanilarak karigtirilmistir. PHB depolimeraz
ve tripsin iceren sulu ¢dzelti icerisinde PHBV/m-keratin’nin degrede oldugu goriilmiistiir.
Hiicrelerin PHBV/m-keratin kompozit nanofiberlerine tutunmas: ile fibroblast

hiicrelerinin proliferasyonunun arttig1 tespit edilmistir (Choi vd., 2020).

Bagka bir calismada ise homojen morfolojiye sahip nanofibriler yapilar %10
konsantrasyonunda PHBV ile Curcuma longa L. bitkisinden izole edilerek kullanilan
kurkumin elektrostatik egirme yontemiyle kurkumin yiiklii PHBV nanofibriler yapilar
elde edilmistir. Normal PHBV nanofibrilleri ile kurkumin yiikliiler ile karsilastirilmasinin
sonucunda kurkuminin yapiya ilave edilmesiyle nanofiber yapilarimin mekanik
ozelliginde azalma gozlemlenmistir. PHB’ nin tekstil sanayisinde de kullanilabilecegi
goriilmistiir. Alcaligenes eutrophus bakterisinden elde edilen genler pamuk bitkisi olan
Gossypium hirsutum L.Cv DP50’ye entegre edilmesi ile lif liimenleri igerisinde PHB
tiretimi oldugu goriilmiistiir. Bu sayede diisiikk termal gecirgenligine ve yiiksek 1s1
kapasitesine sahip olan transgenik lifler tekstil sanayisinde bir avantaj olmustur (Yilmaz
& Beyatly, t.y.).
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PHB ve kopolimerleri paketleme filmlerinde, tek kullanimlik malzemelerde
(hijyenik tiriinler, ¢ocuk besleri, mutfak malzemeleri vb.) kullanilmaktadir. Kopolimerle
diisiik erime sicakligina ve esnek yapiya sahip olmasindan dolay1 preslenmis iirlinlerin
imalatinda da kullanighdir. Sampuan kutulari, mesrubat siseleri, tek seferlik kullanilan
tirag bigaklari, karton siit kutulari, plastik catal, bigak, tabak malzemeleri, posetler, tepsi
ve mutfak kaplar1 gibi genis bir araliga sahip kullanimi mevcuttur (Binnaz Hazar Yorug
vd., 2017). PHB filmlerinin onemli bir diger ozelligi ise diisik miktarda oksijen
sizdirabilirligi agisindan gida paketlenmesinde rol almaktadir. PHB’den olugan 25 pm’lik
bir film giinde 45 cm®*m?lik oksijen gecirgenligine sahiptir (Dombayci vd., t.y.). Bu
oksijeni ve nemi koruma 6zelligi sayesinde et iiriinleri, taze balik, orta nemli gidalar,
kurutulmus {irtinler, pastacilik trtinleri, sekerlemeler, cipsler, yagh tohumlar ve peynir
gibi iirlinlerin paketlenip saklanmasinda kullanilmaktadir. Tiim par¢alanma numunenin
ylizey 6zelligine ve kalinligina gore degisse bile bu biyoparcalanabilirlik tek kullanimlik

malzemelerin iiretimi i¢in bilyiik avantaj saglamaktadir.

Vitaminler, aromatikler, feromonlar ve antibiyotikler gibi kimyasallarin
sentezinde Kiral bilesenlerin tiretiminde (R)-(-)-hidroksi karboksilik asitler baslatici bir
materyaldir. Yeni bilesenlerde kiral merkezli 6zelligi olan bilesikler COOH ve OH olmak
tizere iki fonksiyonel grup igerirler. Enantiomerik saf bir bilesik olan D-(-)-3-
hidroksibiitirik asit saf maddelerin genis miktarlarda eldesin de PHB’nin kullanilmasi
onem tasimaktadir. Ilaclarin aktifligi kiral formdadir ve D-(-)-3-hidroksibiitirat
bilesiklerin sentezlenmesinde yapistirici gibi rol alarak kullamilmaktadir (Yilmaz &

Beyatl, t.y.).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kiiltiir Kosullar

Bu c¢alismada  Cereibacter  sphaeroides O.U. 001 (DSM5864),
Rhodopseudomonas palustris 7850 (DSM 127) ve Cupriavidus necator H16 (DSM 428)
kullanildi. Bu {i¢ bakteride gram negatif grubunda olup C. sphaeroides ve R. palustris
mor kiikiirtsiiz fotoheterotrofik bakteridir. Calismanin amaci ii¢ bakteri tiiriinde kullanima

yonelik olarak yeterli miktarda PHB iiretmek ve {liretim miktarini tespit etmektir.

Bakterilerin aktiflestirilmesi igin asetat besiyeri kullanildi. Besiyeri karbon
kaynag1 olarak asetik asit ve azot kaynagi olarak amonyum kloriir (70 mM / 2 mM) igerir.
Tablo 3.1.1°de besiyerinin genel igerigi verilmektedir. Hangi konsantrasyonlarda daha
cok hiicre biiylimesi oldugunu goérmek i¢in yedi farkli konsantrasyonda deney tasarimi
yapildi. Hiicre biiylimesi ile PHB iiretimi dogru orantili bir artig gosterdiginden dolay1
hiicre biiylimesinin fazla oldugu konsantrasyonun tercih edilmesi i¢in denendi. Asetik asit
icin yedi farkli konsantrasyon miktar1 denendi, konsantrasyon miktarlari Tablo 3.1.2°de
verildigi gibidir. Tablo 3.1.1°de verilen igerik hazirlandiktan sonra ortam sterilizasyonu
15 dakika boyunca 121 °C’de otoklavlama ile gergeklestirildi. Vitaminlerin yapisi yiiksek
sicaklikta bozulacagindan dolay1 vitamin ¢dzeltisinin sterilizasyonu 0.22 um gozenekli
filtreden gecirilerek saglandi. Otoklavdan sonra Asetat besiyerine eser element ve demir
stilfat ¢ozeltisi eklendi. Asetat besiyerinin 30 °C’ye kadar sogumasindan sonra ise vitamin

¢ozeltisi eklendi.

Cizelge 3.1.1. Asetat besiyeri (70 mM asetat/2mM amonyum kloriir) i¢erigi

Icerik g/L
KoHPO, 0.5
MgS0,4.7H,0 0.2
NH4Cl (2 mM) 0.1069
NaCl 0.4
CaCl.2H,0 0.05
(Asetik asit, 70 mM) CoHsO, 4003 pl
Vitamin ¢ozeltisi 1mL
Eser element ¢ozeltisi 1mL

Dermir sitrat 5mL




48

Cizelge 3.1.2. Asetik asit konsantrasyonlari

Asetik Asit
Konsantrasyonu

g/L

10 mM
25 mM
40 mM
55 mM
70 mM
85 mM
100 mM

572 ul

1430 pl
2287 ul
3145 ul
4003 pl
4861 pl
5719 pl

Eser element cozeltisi (20X): Tablo 3.1.3.’de besiyeri i¢in gerekli kimyasallar

verilen miktarda tartildi. 50 mL distile suda ¢ozdiiriilerek 20X eser element ¢ozeltisi

hazirlandi.

Cizelge 3.1.3. Eser element ¢ozeltisi

icerik

mg/L

ZnC|2
MnCI2.4H20
H3sBO3
CoCl,.6H.0
CUC|2.2H20
NiCl,.6H,O
NagMO4.2H20
HCI (% 25 viv)

70
100
60
200
20
20
40
1mL

Vitamin c¢ozeltisi: Tablo 3.1.4°de ifade edilen vitamin ¢6zeltisinin igerigi Tablo

3’de gosterilmektedir.

Cizelge 3.1.4. Vitamin ¢ozeltisi

Vitamin

mg/L

Thiamine
Niacin
Biotin

500
500

15

Demir cozeltisi: 0.5 gram Fe (III) Citrate.Hydrate 100 ml suda ¢ozdiiriiliip

otoklav ile steril edildi.
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C. necator, C. sphaeroides ve R. palustris’in ¢ogaltilmasinda kullanilan kati
besiyeri, Asetat besiyerine otoklavdan once agar (% 1.5) eklenerek hazirlandi.
Otoklavdan sonra eser element, demir ve vitamin ¢ozeltileri eklenerek karistirildi.
Besiyeri petri kaplarina dokiilerek katilasmasi beklendi. C. sphaeroides asetat besi
ortaminda kiiltiirlendigi ortam 3 dk argon gazindan gegcirilerek anaerobik kosularda
bliylimesi saglandi. Literatiir taramalarindan yola ¢ikarak aerobik ve anaerobik kosullarda
hiicre biiyiimesi incelenmesi i¢in aerobik/karanlik ve anaerobik/aydinlik olarak iki farkli
parametrede inceleme yapildi. Karanlik ortam saglanarak c¢alkalamali inkiibatorde 150
rpm’de aerobik kosullarda biiyiitiildii. Bir baska parametre olarak penisilin siselerinde
aerobik kosulda yeterli oranda ortamdaki O, miktarini arttirmak igin ayni kosullar
saglanarak erlenmayere ekim yapildi. Biiylimelerinde gozle goriiliir farkliliklar
gozlemlendi (Sekil 3.1.1). C. necator asetat besi ortaminda aerobik kosullarda 150
rpm’de biiyiitiildii.

Sekil 3.1.1. Asetat besiyerinde bakterilerin biiylitiilmesi

3.2. Biiyiime Egrileri ve pH Analizleri

Asetat besiyerinde azot kaynagi olarak amonyum ve karbon kaynagi olarak asetik
asit kullaniminda bakteriler asetik asidi PHB’nin olusumunu saglayan asetil-COA
sentezinde kullanabileceklerdir. Tez c¢alismasinda kiiltiir kabi olarak 250 mL’lik
erlenmayer siseleri kullanildi. Kiiltiir ortam1 bakterilere aerobik, karanlik olarak 150
rpm’de ¢alkalanarak ve anerobik kosullarda 1sik altinda inkiibe edilerek saglandi. Isik
kaynagi olarak 100 Watt veya 60 Watt tungsten filamentli akkor lambalarla saglandi.
Bdylece bliylimenin 1s1k altinda gergeklesmesi saglanacaktir. Kiiltiirler kullanilan bakteri

i¢in optimum sicaklik olan 30 °C de inkiibe edildi.
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Yukarida verilen Olgiilerde hazirlanan Asetat besiyeri (100 mL, pH:6.8) steril
sartlar altinda (steril kabinde ¢alisarak) erlenmayer siselerine aktarildi ve iizerine %10
bakteri kiiltiirii ilave edilerek ekim gergeklestirildi (Sekil 3.2.1). Istatiksel olarak anlaml1
bir sonug elde edebilmek i¢in deneyler iki tekrarl olarak yapildi. C. sphaeroides aerobik
ve anaerobik kosulda biiylime gosterdigi i¢in iki farkli kosul da bakildi. Birinci;
anaerobik kosulu olusturularak 1s1k altinda gergeklestirildi, ikinci olarak aerobik kosulda
calkalamali inkiibator kulanilarak 150 rpm’de karanlik ortam olusturuldu. C. necator i¢in

150 rmp’de inkiibasyon saglandu.

Biiytime kosullarinda hiicre yogunlugunu 6lgmek icin yaklasik 24 saat araliklarla
ornekler alinarak spektrofotometre ile C. sphaeroides ve R. palustris 660nm’de
(OD660nm), C. necator 600nm’de (OD600nm) optik yogunluk Ol¢iildi. Calisma
baslangicinda bakteri kiiltiiriiniin pH’s1 6.8’e ayarlandi, ancak bakteri ¢ogalma siireci

boyunca 24 saat araliklarla 6rnekler alinarak pH degisimleri takip edildi.

Sekil 3.2.1. Asetat besiyerinde bakterilerin bilyiitilmesi. (A) Anaerobik olarak biiyttiilen Cereibacter

sphaeroides (B) aerobik ve karanlik olarak biiyiitiilen Cereibacter sphaeroides (C) aerobik olarak

biyiitiilen Cupriavidus necator

3.3. PHB’nin Goriuntiilenmesi

Maksimum PHB fiiretimi 48 saate gerceklestiginden dolayr 100 mL penisilin
siselerinde aerobik kosul da 30 °C'de bakteriler PHB {iretimi i¢in optimize edilmis
inkiibasyon siiresi olarak kabul edilen 48 saat boyunca inkiibe edildi. Karbon ve enerji

rezevi gorevi gdren PHB, asetik asitten sagladigi karbon kaynagi ile dengesiz biiylime
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kosullar1 altinda sitoplazmada birikmektedir ve bakteriler duragan faza gecis doneminde

enerji olarak PHB graniillerini kullanmaya baslamaktadir.

PHB graniillerinin baz1 6zellikleri lipitlere benzerdir, buda hidrofobisitesi ile
baglantili olmasindan kaynaklanir. Membranlar veya lipit benzeri inkliizyonlar (PHB,
triagil-gliseritler) gibi hidrofobik hiicre yapilarini gorsellestirmek, belirlemek icin
kullanilan Nile Red olarak bilinen lipofilik floresan boya veya lipitler ve sudanofilik

maddelerin boyanmasi i¢in Sudan boyalar tercih edilmektedir.

3.3.1. Sudan Black B ile boyama

Maksimum PHB tiretimi 48 saatte gerceklestiginden dolay1 48 saat inkiibasyon
sonrasinda bakteriler Sudan Black B (Isolab, 970.D01.0050) boyasi kullanilarak PHB
birikimi ag¢isindan incelendi. Lipit yapili graniil olan PHB nin goriintiilenmesin kullanilan
hassas yontemlerden biri Sudan Black B boyasi ile boyamadir. Bakteri izolatlari, Sudan
Black B boyamasi kullanilarak PHB birikimi agisindan incelendi. 50 mL %70’lik
etanolde 0,15 gram Sudan Black B boyasi ¢ozdiirtildii. 10 mL %96’lik etanolde 0,25 g
safranin boyasi ¢6zdiiriildii ve 0,22 pm’lik filtreden gecirilerek stok safranin ¢ozeltisi elde
edildi. 22,5 mL distile suya 5 mL stok safranin ¢ozeltisinden ilave edilerek seyreltildi.
Filtreden gegirildi boylece %0,5°lik safranin ¢ozeltisi elde edildi. Preparatlara etiketleme
yapilarak iizerine 1-2 damla distile su damlatildi ve 2 kat seyreltme yapilan bakteri
ornekleri 6ze yardim ile preparat lizerinde yayma yapildi. Fiksasyon iglemi yapilarak
bakteriler preparat {izerine sabitlendi. Preparat iizerine Sudan Black B boyasi
damlatilarak 20 dakika inkiibasyon siiresine birakildi. Boyanin uzaklastirilmasi i¢in ¢ok
kisa bir siire preparat ksilene daldirilip ¢ikarildi. Dekolorizasyon igleminde %0,5’lik
safranin ¢ozeltisi preparat lizerine damlatildi ve 10 saniye beklendi. Distile su ile yikama
yapilarak preparatlar oda sicakliginda kurumaya birakildi. Daha sonra preparat {izerine
immersiyon yagi damlatilarak lamel kapatildi, 151k mikroskopunda 40X ve 100X okiilerde

goriintiileme yapildi.

3.3.2. Nile Red ile boyama

Maksimum PHB iiretimi 48 saatte gergeklestiginden dolay1 48 saat inkiibasyon
sonrasinda Nile Red (Sigma Aldrich, 72485-100MG) boyamasi, PHB birikiminin
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dogrulanmasi igin daha etkili ve spesifik bir boyama yontemidir. Floresans goriintiileme
teknigi olarak Nile Red en sik tercih edilen boya tiirlidiir. %1°lik agaroz i¢in 0,1 gram
agaroz tartildi ve 10 mL Tae Buffer ilave edildi. 55 °C'de su banyosuna birakildi boylece
agaroz ¢Ozdirildi. 0,5 mg Nile Red boyasi hassas terazide tartilar 5 mL asetonda
cozdiiriildii, stok ¢ozelti elde edildi. 9900 pl aseton iizerine 100 ul stok Nile Red
cOzeltisinden ilave edilerek pipetaj yapildi. 2 mL bakteri ¢ozeltisi 7500 rpm’de
santrifiijlendi ve ortamin uzaklastirilmasi i¢in siipernatant atildi. Pellet 500 pl distile suda
¢oOzdiiriildii. Tiipte 100 ul bakteri ¢ozeltisi iizerine 10 pl seyreltilmis Nile Red boyasi ilave
edilerek pipetaj yapildi ve floresans boyanin 1siktan etkilenmemesi i¢in folyo ile sarildi.
30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Tekrar 7500 rpm’de 5 dakika
santrifiijlendi ve siipernatant uzaklastirildi. Pellet 100 ul distile suda ¢ozdiirtildii. Kiiltiir
kaplar etiketlendi. Tki ayr1 6rnek olmaz iizere; 7 pl bakteri/boya ¢ozeltisi iizerine 7 ul
%1’lik agaroz ilave edildi pipetaj yapildi, cam tabanli hiicre kiiltiirii kab1 (35 mm) {izerine
15 pl bakteri/boya ¢ozeltisi koyuldu ve lizerlerine kapagi kapatildi. Bu islemin hizh
yapilarak agarozun donmamasina dikkat edildi. Floresans mikroskobunda 60X okiilerde
goriintiileme yapildi. Floresnas mikroskobunda 540-620 nm araliginda bulunan
(39005_Un-Mounted AT-TRITC-red shifted AT540/25x AT620/60m AT565DC) filtresi
kullanildi. Ayni islemler hem agarozlu hem de agaroz kullanmadan yapilarak

goriintiileme agisindan daha verimli olan kullanilmak tizere devam edildi.

3.4. PHB Ekstraksiyonu

Maksimum PHB iiretimi 48 saatte gergeklestiginden dolay1r Asetat/Amonyum
ortaminda bakteriler 48 saat kiiltiire edildi. Ekstraksiyon islemine baslanmadan 6nce
bakterilerden 2 mL epondorfa alindi ve OD 6l¢iimii yapildi. 100 mL hiicre kiiltiirii ile
ekstraksiyon islemine baslandi. Hiicre kiiltiirii 50 mL’lik falkonlara esit sekilde boliinerek
5000 rpm’de 15 dk santrifiijlendi. Biitlin santrifiij islemleri 30 °C'de gerceklestirildi.
Sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve hiicre kuru agirliginin dlgiilmesi i¢in etiketlenen
ependorflar tartildi. Falkonda bulunan pellet 1 mL distile suda ¢ozdiiriilerek ependorfa
aktarildi. Uzerine 1 mL daha distile su ilave edilerek pipetaj islemi yapildi, ardindan
13.000 rpm’de 15 dk yapild1 ve siipernatant uzaklastirildi (Sekil 3.4.1.A). Kuru agirligin
Olctilmesi i¢in 80 °C'de 1 saat inkiibasyona birakildi ve kurutma islemi tamamlandiktan
sonra tartildi. Pellet tekrardan 1 mL distile suda ¢ozdiiriilerek 15 mL’lik falkonlara

aktarildi. Pigment ekstraksiyonu igin iizerine 7:2 aseton-metanol karisimi (9 mL)
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homojenlestirilerek ilave edildi ve oda sicakliginda 15 dk inkiibasyona birakild: (Sekil
3.4.1.B). Bu prosediir bakteri hiicrelerinin rengi tamamen degisene kadar birka¢ kez
tekrarlandi (Krasil’nikova vd., 2015) (Sekil 3.4.1.C). Sonrasinda 5000 rpm’de santrifiij
yapild1 ve siipernatant uzaklastirildi. Bu asamada her santrifiijde falkon degisikligi
yapilmasina dikkat edildi. Kalan suyun ¢ikarilmasi i¢in pellet tizerine 10 mL etanol ilave
edildi ve 50 °C'de 20 dk inkiibasyona birakildi. Ardindan 5000 rpm’de 15 dk santrifiij,
siipernatant uzaklastirildi. Hiicre duvarinin pargalanip PHB’nin geri kazanilmasi igin
pellet lizerine %6 sodyum hipoklorit (NaClO) eklendi ve 2 dk vorteks yapildi. Sonrasinda
37 °C'de 10 dk inkiibasyona birakildi. Lipid graniillerini ¢okeltmek i¢in 5000 rpm’de 15
santrifiij yapilarak slipernatant uzaklastirildi. PHB’nin elde edilmesi i¢in pellet 1 ml
kloroformda ¢o6zdiiriildii, 10 mL’lik cam penisilin sisesine aktarildi ve 5 mL’ye
tamamlandi. Sisenin agz1 kapagi ile kapatildi ve herhangi bir buharlagma olasiligina karsi
kapak kismi parafilm ile sarildi (Sekil 3.4.1.D). 30 °C'de gece boyu inkiibasyona birakildi.
24 saat sonrasinda Sekil 3.4.1.Dde goriildiigii gibi kloroformun alt faza PHB nin iist faza
ayrildigr goriildii. Siringanin igne ucu yardimi ile alt fazda olan kloroform PHB’ye
yaklasana kadar ¢ekildi ve uzaklastirildi. Epenforflara etiketlemeler yapilarak PHB nin
tartilmasi i¢in bos iken tartildi. Ardindan kalan PHB ve kloroform karigimi ependorfa
alindi1 ve 10.000 rpm’de 15 dk santrifiij yapildi, sipernatant uzaklastirildi. Tekrar 30°C'de
gece boyu inkiibasyona birakildi. 24 saatin sonunda kat1 PHB eldesi elde edildi.

Sekil 3.4.1. PHB ekstraksiyon agsamalari (A) 100 mL’den toplanan hiicreler (B) Aseton-metanol karigimi
(C) Pigmentlerin uzaklastirilmasi (D) Kloroform ve PHB karisimi
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3.5. PHB Karakterizasyonu

Hiicre kuru agirliginin (CDW) belirlenmesi elde edilen kuru hiicre kiitlesinin
ekstraksiyon isleminde tartilmasi ile yapildi. PHB birikiminin yiizdesi asagidaki formiil

kullanilarak hesaplandi (Thapa vd., 2019).

. Ekstrakte edilen PHB'nin Kuru Agirligi (g)
PHB Birikimi (%) = —— ; — x 100
Biyokiitlenin Kuru Agirhigir (g)

3.5.1. NMR analizi

PHB’nin molekiiler yapilarin1 belirlemek i¢in kurutulmus ornekler 1 mL
doteryumlu kloroform (CDCls) igerisinde siispanse edildi. Coziilen drneklerintH-NMR
analizleri Bruker avance neo (400 MHz) kullanilarak gergeklestirildi. Kontrol grubu
olarak PHB standardi (Merck, 363502-10G) kullanildu.

3.5.2. FTIR analizi

ZnSe kristali lizerinde PHB nin dogrudan analizi yapildi. Kizilétesi spektrumlar
400-4000 cm™'de ve FT-IR Thermo Scientific — Nicolet iS20 spektrofotometre ile 32
tarama, 4 cm™ ¢oziiniirliikte analiz yapildi. Yan zincir ve fonksiyonel gruplar belirlemek
icin kizilotesi spektrumlar kullanildi. Standart olarak NMR da kullanilan ayn1 PHB

standardi kullanildi.



55

4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Biiyiime Egrileri ve pH Analizleri

4.1.1. Biiyiime egrileri

Asetat besiyerinde lireme sirasinda hiicre yogunlugunu 6l¢mek i¢in yaklasik 24
saat araliklarla 2 mL 6rnekler alinarak spektro yontemi ile C. sphaeroides ve R. palustris
660nm’de (OD660nm), C. necator 600nm’de (OD600nm) optik yogunluklar1 dl¢iildii.
Saf kiiltiirlerde PHB verimlerinin karisik kiiltiirlere gore daha yiiksek oldugu belirtilmistir
(Monroy & Buitron, 2020). C. sphaeroides asetat ortaminda anaerobik ve aerobik olarak
incelendiginde anaerobik kosulda maksimum OD degeri 1,2 iken aerobik ortamda 2,6
olarak 6l¢iildii (Sekil 4.1.1.1). C. sphaeroides’in anaerobik aydinlik ortama gore aerobik
karanlik ortamda daha iyi bir PHB iretimi sagladigi goriilmiistiir (Y. R. Lee vd., 2020).
Bakteri ¢cogalmasi ile PHB iiretimi dogru orantili oldugundan aerobik ortam kosulu
amacimiz dogrultusunda daha verimli olacagina karar verildi. Diger bir parametre olan
penisilin sisesi ve erlenmayer olarak incelendiginde; C. sphaeroides penisilin sisesinde
maksimum OD degeri 2,6 iken erlenmayerde 4,3 oldugu olgtildi (Sekil 4.1.1.2). C.
sphaeroides i¢in O2‘nin bakteri iiremesine olan etkisini belirlemek i¢in 100 mL’lik
penisilin sigesine ve 250 mL’lik erlenmayere 100 mL’lik ekim yapildi ve bu durumda sise
tizerinde kalan O2’nin bollugunun biiyiime i¢in etkili bir faktdr oldugu gozlemlendi. Bu
durumda penisilin sigelerinde kalan hava boslugundaki O2’in erlenmayere gore yetersiz
kaldig1 goriildii. Maksimum PHB {iretimi Oz2’nin ve N2’ninde sinirli oldugu kosullar
altinda ger¢eklesmektedir (J. Lee vd., 2021). Farkli konsantrasyonlara bakildiginda diisiik
karbon kaynaginda hizli bir tiikketim oldugu ve yetersiz kaldig1 fazla yiliksek karbon
kaynaginin olmas1 durumunda bakterinin biiyiime siirecinin fazla zaman aldig1 bunun i¢in
ortalama bir konsantrasyonun bakteri i¢in olumlu sonuglandigi gézlemlenmistir (Sekil
4.1.1.3). C. sphaeroides 65 mM asetat igeren bir ortamda biiyiitiildiigiinde hiicrelerde
artan bir PHB sentezini saglayan phaC gen ekspresyonunu ortaya ¢ikarmistir (Monroy &
Buitron, 2020).
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Sekil 4.1.1.1. Cereibacter sphaeroides’in asetat besiyerinde anaerobik ve aerobik kosullarda tireme egrisi
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Sekil 4.1.1.2. Asetat besiyerinde ¢ogaltilan Cereibacter sphaeroides’in penisilin sisesi ve erlenmayerde

ireme egrisi
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Sekil 4.1.1.3. Cereibacter sphaeroides’in fakli asetat konsantrasyonlarinda (10,25,40,55,70,85 ve 100

mM) ve anaerobik kosullarda tireme egrisi

Asetat ortaminda R. palustris anaerobik ve aerobik kosullarda incelendiginde
anaerobik ortamda biiylime gozlemlenmez iken aerobik ortamda OD degeri 5,7 olarak
Olciildi (Sekil 4.1.1.4). Anaerobik ortama gdre aerobik ortam PHB iiretimini daha iyi
desteklemistir (Brown vd., 2022). Asetat ortaminda C. necator bakterisinin maksimum
OD degeri ise 3,0 olarak olgiildi (Sekil 4.1.1.5). Penisilin sisesi ve erlenmayer
parametresi icin C. necator bakterisinde bakildiginda ise maksimum OD degeri penisilin
sisesinde 3,0 iken erlenmayerde 2,5 olarak o6l¢iildii (Sekik 4.1.1.6). C. necator
bakterisinde bu parametrenin fazla bir fark ortaya ¢ikarmadig: goriildii. Bakteriler arasi
fark olmamasi i¢in C. necator’da da erlenmayer kullanimi tercih edildi. C. necator genel
olarak fruktoz, glukoz, melas gibi zengin besiyerlerinde biiyiimeyi tercih ettigi, asetatin
bunlara ek bir karbon kaynagi olarak kullanilmasindan dolay1 beklenilen biiyliimenin
altinda bir deger gozlemlendi (Aramvash vd., 2015, 2018; Baei vd., 2009; Duvigneau vd.,
2020; Nygaard vd., 2021). Yedi farkli konsantrasyona bakildiginda C. necator i¢in 55,70
ve 85 mM konsantrasyonlarda beklenilen zaman diliminde ortalama ayn1 degerler cikti.
Diger bakterilerinde durumu g6z 6niinde bulundurularak 70 mM konsantrasyon ile devam

edilme karar1 alind1 (Sekil 4.1.1.7).
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Sekil 4.1.1.4. Rhodopseudomonas palustris’in asetat besiyerinde aerobik kosullarda tireme egrisi
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Sekil 4.1.1.5. Cupriavidus necator’un asetat besiyerinde lireme egrisi
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Sekil 4.1.1.6. Asetat besiyerinde ¢ogaltilan Cupriavidus necator’un penisilin sisesi ve erlenmayerde

iireme egrisi
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Sekil 4.1.1.7. Cupriavidus necator’un farkli asetat konsantrasyonlarinda (10,25,40,55,70,85 ve

100 mM) iireme egrisi

4.1.2. pH analizleri

Caligma baslangicinda bakteri kiiltiiriiniin pH’s1 6.8’e ayarlandi, ancak bakteri

cogalma siireci boyunca pH degisimleri takip edildi. Bunun i¢in kiiltiirden 24 saat aralikla
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ornekler alinip pH metrede Ol¢iimler yapilarak takip edildi. Asetat besi ortaminda C.
sphaeroides bakterisinin anaerobik kosulda maksimum pH’nin 10,5 degerine kadar
yiikseldigi goriildii (Sekil 4.1.2.1). Boyle bir pH degeri bakteri i¢in bazik bir degerdir. Bir
diger parametre olan penisilin sigesi ve erlenmayer ekim farklarma bakildiginda; C.
sphaeroides bakterisinde penisilin sisesinde maksimum pH degeri 9,7 iken erlenmayerde
10,04 olarak olctldii (Sekil 4.1.2.2). Karbon kaynagi olarak asetat kullanildiginda, 16
saatlik kiiltivasyon i¢inde pH seviyesinin keskin bir sekilde 9.0 {izerine ¢iktig1 goriilmiis
(M. S. Kim vd., 2012). Aerobik kosullarda ise maksimum pH degeri 9,7 olarak 6l¢iildii
(Sekil 4.1.2.1).
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pH

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
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—&— Anaerobik Aerobik

Sekil 4.1.2.1. Cereibacter sphaeroides’in asetat besiyerinde anaerobik ve aerobik kosullarda pH grafigi
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Sekil 4.1.2.2. Asetat besiyerinde ¢ogaltilan Cereibacter sphaeroides’in penisilin sigsesinde ve

erlenmayerde pH degisim egrisi
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Sekil 4.1.2.3. Cereibacter sphaeroides’in asetat besiyerinde anaerobik kosullarda 10,25,40,55,70,85 ve
100 mM konsantrasyonlarda pH grafigi

Asetat ortaminda R. palustris aerobik kosullarda duragan fazin sonlarinda
maksimum pH degeri 10,2 olarak 6lgiildii (Sekil 4.1.2.4). Fotosentetik bakteriler i¢in
optimum pH seviyesinin 7,1 ile 7,3 arasinda oldugu bildirilmistir (Koku vd., 2002). C.
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necator bakterisinde asetat besi ortaminda ise aerobik kosullarda ¢ogaltilan C.
sphaeroides ile yaklasik pH degerlerine sahip olmaktadir. Maksimum pH degeri 9,7
olarak dlgiildii (Sekil 4.1.2.5). C. necator da penisilin sigesi ve erlenmayer parametresine
bakildiginda maksimum pH degeri penisilin sisesinde 9,7 erlenmayerde ise 9,9 olarak
ol¢iildii (Sekil 4.1.2.6). OD ile pH degerlerine bakildiginda pH seviyesinin 5,5 ve 9,5°de
biiyiimenin olmadig1r degerlendirilir (Welander vd., 2009). Maksimum degerlere
bakildiginda ve OD degerleri ile karsilastirildiginda genelde bakterilerin duragan fazda
veya plato fazinda olduklari goriildii. Fotobakterilerde biriken PHB miktarinin, pH ve
substrat tiirii gibi fizyolojik kosullara bagli oldugunu gdstermektedir (Monroy & Buitron,
2020).
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Sekil 4.1.2.4. Rhodopseudomonas palustris bakterisinin aerobik kosullarda pH degisim egrisi
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Cupriavidus necator

Sekil 4.1.2.5. Cupriavidus necator’un asetat besiyerinde pH grafigi
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Sekil 4.1.2.6. Asetat besiyerinde Cupriavidus necator’un penisilin gigesi ve erlenmayerde biiyiimesinin

pH grafigi
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Sekil 4.1.2.7. Cupriavidus necator’un asetat besiyerinde 10,25,40,55,70,85 ve 100 mM

konsantrasyonlarda pH grafigi

4.2. PHB’nin Goriintiillenmesi

4.2.1. Sudan Black B ile 151k mikroskobunda goriintiileme

Maksimum PHB iiretimi 48 saatte goriilmektedir. Bu ylizden 48 saate lipofilik
boya 6zelligi tasiyan Sudan Black B ile bakteriler boyandi. Bakteriler koyu boyama ile
dolu graniiller gosterdi, ¢iinkii PHB graniilleri mikroskop altinda karanlik nokta olarak
gozlemlenebilir (Yasin & Al-Mayaly, 2020). Boyama prosediiriin de ksilene daldirilma
stiresinin kisa olmasina, boyay1 ve bakteriyi olumsuz etkilediginden dolay1 dikkat edildi.
Safranin ile zit boyama yapildiginda hiicre icinde pembe arka plana sahip koyu siyah ile
mor graniiller goriildii (Kumari & Dhingra, 2013). Bakteri igerisinde bulunan PHB
graniilleri 40X ve 100X okiilerde gozlemlendi. Sekil 4.2.1.1’de C. sphaeroides, Sekil
4.2.1.2’de R. palustris ve Sekil 4.2.1.3’da C. necator bakterilerinin Sudan Black B ile

boyanmis goriintiileri goriilmektedir.
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Sekil 4.2.1.1. Cereibacter sphaeroides bakterisinin Sudan Black B ile boyanmis PHB graniillerinin 1s1k

mikroskobunda 100X okiiler goriintiisii
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Sekil 4.2.1.2. Rhodopseudomonas palustris bakterisinin Sudan Black B ile boyanmig PHB graniillerinin

151k mikroskobunda 100X okdiler goriintiisii
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Sekil 4.2.1.3. Cupriavidus necator bakterisinin Sudan Black B ile boyanmig PHB graniillerinin 1g1k

mikroskobunda 100X okiiler goriintiisii

4.2.2. Nile Red ile floresans mikroskobunda goriintiileme

PHB {iretiminin hizli bir sekilde izlenmesine olanak taniyan bir yontemdir. Nile
Red boyama prosediiriinde inkiibasyon siiresine, boya konsantrasyonuna ve boyama
esnasinda boyanin ve boyanmis hiicrelerin, preparatlarin folyo ile sarilarak 11k
almamasina dikkat edildi. PHB graniilleri, floresans goriintiiniin {izerine yerlestirilmis bir
iletilen 151k goriintiisii ile goriilebilir ve hiicrelerin ¢ogu, graniillere polarite gosterir.
Parlakliktaki varyasyonlarin, ya hiicre i¢indeki tek bir PHB graniiliiniin farkli boyutlarina
ya da sitoplazma i¢indeki birka¢ PHB graniiliine bagl oldugu diisiiniiliir, oysaki bunlar
daha fazla boya alir ve daha parlak goriiniirler (Brown vd., 2020). Eksitayon 563/40 nm
emisyon 594 nm dalga boylan literatiire ve floresans mikroskobun filtresine gore
belirlendi. Floresans mikroskobunda 60X’lik objektifte PHB graniillerinin igerisinde
bulunan Nile Red boyasinin kirmiz1 bir floresans 1s1ma yaptig1 gézlemlendi (Sekil 4.2.2.1,

4.2.2.2 ve 4.2.2.3). Goriintilleme agisindan lam/lamel ve cam tabanli hiicre kiiltiir kabinda
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(35 mm) bakildiginda cam tabinli hiicre kiiltiir kabinin daha net bir goriintii verdigi
sonucuna varildi. Agarozlu plakalarda bakterilerin tane tane goriintiisii olusmadigindan
dolay1 agarozsuz prosediiriin ¢calismamiz i¢in daha uygun olduguna karar verildi. Etanol,
metanol, sodyum hipoklorit ve DMSO ¢o6ziiciilerin eklenmesi hiicre zarinin gegirgenligini
etkiledigine ve ayrica boyanin hiicreye niifuz etmesini kolaylastirabilecegine
inanilmaktadir, bu yiizden bir sonraki ¢alismalarda prosediire eklenebilir (Zuriani vd.,
2013). Etanol bir gegirgenlestiricidir ve gecirgenlestirme yanlis pozitifleri azaltir ve

boyama i¢in iinkiibasyon siiresinide azaltmaktadir (Brown vd., 2020).

Sekil 4.2.2.1. Cereibacter sphaeroides 0.U.001’inNile Red ile boyanmigs PHB graniillerinin floresans

mikroskobunda 60X okiiler goriintiisii
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Sekil 4.2.2.2. Rhodopseudomonas palustris 7850 ninNile Red ile boyanmis PHB graniillerinin floresans

mikroskobunda 60X okiiler goriintiisii
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Sekil 4.2.2.3. Cupriavidus necator H16’nin Nile Red ile boyanmig PHB graniillerinin floresans

mikroskobunda 60X okiiler goriintiisii

4.3. PHB Ekstraksiyonu

PHB birikimine iliskin bir ¢alismada, asetat ve amonyum ile en yiiksek PHB
igerigini (kuru hiicre agirliginin %40°’1) bulunmus ve asetat iiretim i¢in en avantajl
substrat olarak bildirilmistir (Monroy & Buitron, 2020). Bu nedenle bu tez ¢alismasinda
da asetat karbon kaynagi olarak belirlenmistir. Ekstraksiyonun bazi asamalarinda falkon
tiiplerin materyali yliksek rpm’de materyal olarak uygun olmadigi i¢in bu duruma
ozellikle dikkat edildi. Kloroform uzaklastirilmasinda ilk olarak whatman filtre kagidi
denendi (Thapa vd., 2019), fakat PHB’nin elde edilmesi i¢in uygun olmadiginin
calismamiz agisindan kloroformun buharlastiririlarak uzaklastirilmasina karar verildi. 24
saat icerisinde canli hiicrelerin kullanilmasi PHB nin belirlenmesi i¢in iyi bir avantajdir
¢linkii canli hiicrelere gére donmus hiicreler biiylime acisindan daha fazla standart
sapmaya neden olmaktadir (Brown vd., 2020). Sekil 4.3.1.A’da ekstraksiyon sonrasi
kloroform ve PHB karisimi, Sekil 4.3.1.B’de kloroformu uzaklastirilmis saf PHB
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goriilmektedir. Ekstrakte edilen PHB agirliklar: C. sphaeroides’in 14,6 mg (0,0146 g), R.
palustris’in 31,1 mg (0,0311 g), C. necator’un 5,4 mg (0,0054 g) olarak tartildi. C.
sphaeroides ve C. necator’a gore R. palustris’in daha ¢ok PHB iirettigi sonucuna varildi.
Nitrojen bakimindan yeterli veya azot bakimindan yoksun kosullarda asetat {izerinde mor
kiikiirktstiz bakterilerde PHB igerigi en yiiksek seviyelere R. palustris’de ulagilmistir
(Monroy & Buitron, 2020).

Sekil 4.3.1. Ekstrakte edilen PHB (A) Klorofrm ve PHB karisimi (B) Saf PHB

4.4. PHB Karakterizasyonu

Karbon ve azot kaynaklari nitrojenaz aktivitesi ve H» iiretimini ayrica PHB
birikiminide baglantili olarak etkilemektedir. Asetat/Amonyum ortaminda nitrojenaz
aktivitesi diistiktiir, H2 iiretimi ciddi sekilde az ve sinirlidir. Amonyum ilavesi yliksek
amonyum konsantrasyonu nedeniyle nitrojenaz aktivitesinin inhibisyonuna neden oldu
ve H olusumu duraksadi, buda fotosentetik bakterilerin yolak tercihini etkileyerek PHB
tretimine yonlendirdi (M. S. Kim vd., 2012). Bakterilerin yiiksekten diisiige
siralandiginda sirasiyla R. palustris, C. sphaeroides ve C. necator’dur. Hiicre kuru
agirliklarina baktigimizda C. sphaeroides 0,2673 g, R. palustris 0,2794 g, C. necator
0,1569 g. PHB verimi hesaplandiginda; C. sphaeroides % 0,054, R. palustris % 0,11, C.
necator % 0,034. Genellikle termoplastiklerin iiretimi i¢in molekiiler agirhig: 6 x 10° Da
(=9,96 x 10° g) olan bir PHB kabul edilebilir (Aramvash vd., 2018). Cizelge 4.4.1°de
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goriildiigii tizere PHB verimliligi ekstraksiyon prosediiriinde degisen farkliliklardan,
bliylime ortamindaki degisikliliklerden, C/N oranindaki degisiminden, besiyer igeriginin
farkliligindan, azot kaynagmin farkliligindan, besiyer konsantrasyonun farkliligindan,
gen aktarimlarmin etkisinden, biyoreaktor {iretiminden kaynakli olarak degisim

gostermektedir.

Cizelge 4.4.1. Cereibacter sphaeroides, Rhodopseudomonas palustris ve Cupriavidus necator’un PHB
verimlerinin karsilastiriimasi

Bakteri Besiyer PHB Verimi Referans
/L
Cereibacter sphaeroides Asetat %929.0 (M. S. Kim vd., 2012)
Sistrom %51.5 (Y. R. Lee vd., 2020)
Asetat %60.0 (Krasil’nikova vd., 2015)
Siiksinat %7.6 (Monroy & Buitrén, 2020)
Rhodopseudomonas palustris Asetat %93 (Ranaivoarisoa vd., 2019)
Malat %46.8 (Monroy & Buitron, 2020)
Asetat %10.5 (Monroy & Buitron, 2020)
Asetat %30.0 (Monroy & Buitron, 2020)
Biitirat %44 (Monroy & Buitrén, 2020)
Asetat %18.28 (Touloupakis vd., 2021)
Sodyum Asetat %68.4 (Brown vd., 2020)
Cupriavidus necator Fruktoz %2.3-98.6 (Aramvash vd., 2018)
Melas 21.8 (Baei vd., 2009)
Fruktoz 14.4 (Nygaard vd., 2021)
Fruktoz+Asetat %45 (Duvigneau vd., 2020)
Fruktoz %60-97 (Aramvash vd., 2015)
CO2 %67 (J. Lee vd., 2021)
Gliserol %61 (J. Lee vd., 2021)

4.4.1. NMR analizi

Sekil 4.4.1.1’de goriildiigli lizere H-NMR spektrumunda 1.21 ppm’de
gbzlemlenen dublet PHB yapisindaki -CHz grubunun hidrojenlerine aittir. 2.41 ve 2.54
ppm’de gbzlenen dortlii dublet pikler ana zincirdeki -CH: grubunda bulunan H’lere ve
5.18 ppm’deki multiplet ise yine ana zincir tizerindeki -CH- grubunun tek hidrojenine
aittir. Grafikte en altta siyah renkle gosterilen standart PHB (STD-PHB) ile RS-PHB ve
RP-PHB arasinda ¢ok yiiksek oranda oOrtiisme goézlenmistir. Ancak CN-PHB
spektrumunda PHB’a ait standart pikler gozlenmemektedir. Spektrumda yiiksek

manyetik alan bolgesinde goriinen kiiciik pikler kontaminasyon olarak kabul edilebilir.
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Sekil 4.4.1.1. Standart ve ti¢ farkli bakteri tarafindan {iretilen PHB’lere ait H-NMR spektrumu

Sekil 4.4.1.2, 4.4.1.3 ve 4.4.1.4°de goriildiigii tizere metin (-CH), metilen (-CH>)
ve metil (-CHz)’e karsilik gelen bir dizi karakteristik PHB tepe noktasi goriilmektedir
(Aramvash vd., 2018). C. sphaeroides ve R. palustris 'H-NMR sonuglar1 Sekil 4.4.1.1°de
goriilen PHB standird ile 1.20 de olusan pik haricinde ayni bulunmaktadir. Buradan bu
bakterilerden elde edilen PHB nin saf ve temiz bir PHB elde edildiginin gostergesidir.
Fakat C. necator’da bulunan 2.51, 3.64 ve 3.88’de gbzlemlenen nispeten ii¢ kii¢iik tepe
noktasi safsizliklardan kaynaklanabir. Gozlenen pikler, daha dnce PHB yapist i¢in
bildirilenlere karsilik gelir. 1,27 ppm'deki ikili rezonans sinyali, PHB molekiiliindeki asili
zincirin metil -CHs protonlarina atfedilir. Sirasiyla omurga zincirinin metilen —-CH2- ve
metin —OCH- protonlarina karsilik gelen, 2,45-2,63 ppm'de dortlii rezonans sinyalinin
ikilisi ve 5,26 ppm'de ¢oklu rezonans sinyalidir (Nygaard vd., 2021). 'H-NMR
spektroskopisi kullanilarak elde edilen sonuglar iiretilen biyopolimerin homopoliester

PHB oldugunu dogruladi.
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Sekil 4.4.1.3. C. sphaeroides’in tH-NMR spektrumu
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Sekil 4.4.1.4. R. palustris’in *H-NMR spektrumu
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Sekil 4.4.1.5. C. necator’un *H-NMR spektrumu
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4.4.2. FTIR analizi

FTIR spektrumunda 1720 cm™ civarinda gézlenen giiclii pik PHB yapisindaki
C=0, karbonil grubuna ait piktir. Bu pik ayni zamanda polihidroksialkonatlarda
karakteristik ester karboniline ait piktir. 2900 cm™ civarinda gozlenen bantlar ise C-O-C
grubuna ait asimetrik gerilme pikidir. Spektrumdaki diger énemli pik ise 1179 cm™
civarinda gozlenen ve metil/etil gruplarma ait C-H gerilmesidir. Spektrumda bant
seklinde gozlenmektedir. Yukarida bahsedilen pikler H-NMR verileriyle ortiismektedir.

CN-PHB yapis: ait spektrumda ise polimer ana zinciri lizerinde bulunan C=0O band1

gozlenmemektedir.

CN-PHB
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G-
v
U]
PHB-STD
[N NPT
3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400

Dalga sayisi (cm-1)

Sekil 4.4.2.1. Standart ve {i¢ farkli bakteri tarafindan iiretilen PHB’lere ait FTIR spektrumu
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuglar

Cereibacter sphaeroides, Rhodopseudomonas palustris ve Cupriavidus necator
PHB iiretimi agisindan ¢ok yonlii ve farkli metabolizmalara sahip olmasi c¢alisma
molekiiler biyoloji ¢alismalarinda sik¢a kullanilan mikroorganizmalardir. Literatiirde bu
caligma iizerine yogunlasilmig fakat {i¢ mikroorganizma ayni ¢alismada ve kiiltiir
kosullarinda kullanilmamis olmasindan dolay1r asetat ortaminda PHB iiretimi
arastirllmistir. 10, 25, 40, 55, 70, 85 ve 100 mM asetat konsantrasyonlarinda bakterilerin
optik dansite (OD) bakilarak 70 mM asetat konsantrasyonuna, amonyum sinirlandirilarak
2 mM konsantrasyon besiyeri kullanildi. En yiliksek OD degeri 70 mM
konsantrasyonunda belirlendigi i¢in 70 mM tercih edildi. C. sphaeroides ve R. palustris
icin anaerobik/aydinlik ortamda C. sphaeroides’in OD 1,23, R. palustris’in biiytimedigi
goriildii, aerobik/karanlik ortamda ayni1 sirasiyla OD 4,3 ve 5,7 dl¢giilmesinden kaynakli

olarak aerobik/karanlik ortamdan ilerlendi.

Sudan Black B ve Nile red boyamalarda PHB graniilleri goriintiilendi. Sudan
Black B boyasinda PHB graniiliin yogunluguna gore bakteri igerisinde graniiller mor ve
siyah renkte gozlemlemlendi. Nile red boyasinda ise nokta halinde kirmizi renkte 1gimalar
goriildii. Ekstraksiyon sonunda 100 mL ile bagslanilan bakteri kiiltiirlerinde C.
sphaeroides, R. palustris ve C. necator’da sirasiyla 0.2673, 0.2794 ve 0.1569 g hiicre
kuru agirliklan tespit edildi, ayni siraile 14.6, 31.1 ve 5.4 mg PHB kuru agirliklari tartildi.
Karbon kaynaginin bol, amonyum kaynaginin sinirli oldugu miktarlarda C. sphaeroides,
R. palustris’in sirasiyla % 0,054 ve % 0,11 PHB iiretimi sagladi. C. necator hiicre
biiylimesinde zengin besiyeri tercih ettigi igin asetat ortaminda karbon kaynag: yeterli
gelmediginden % 0,034 ile beklenilen PHB iiretimi alinamadi. NMR i¢in konrtol grubu
olarak PHB standardina bakildiginda C. sphaeroides ve R. palustris i¢in verimli bir PHB
elde edildi. Petrol bazli plastiklerin kullaniminin olusturdugu zararlardan dolay: artik
biyopargalanir plastiklere yonelim baslamistir. Bu ylizden mikroorganizmalar tarafindan
parcalanabilen ve plastik triinlerde kullanilabilen PHB {iretiminin artirilabilmesi i¢in
literatiir ¢alismalarinda biiylik bir 6nem tasimaktadi. C. sphaeroides, R. palustris, C.

necator’un asetat besiyerinde PHB iiretimi ve tiretim sonucunca PHB verimi incelendi.
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5.2 Oneriler

Asagida maddeler halinde Oneriler siralamaktadir.

» PHB iretimini arttirmak igin besiyer olarak zengin besiyer igerikleri
kullanilarak asetat ekstra kaynak eklmesi olarak kullanilabilir. Kiiltiir
kosullarinda ki degisiklikler incelenebilir.

» PHB’leri goriintiileme agisindan ise Sudan Black B boyasi igin graniillerin
net gorlinmesi i¢in seyreltme daha fazla yapilarak bir prosediir
giincellemesi gerceklestirilebilir ve Nile red ile boyamada floresans
mikroskop konfokal mikroskop kullanilarak daha belirgin goriintii elde
edilebilir.

» Nile red boyama prosediirene etanol, metanol, sodyum hipoklorit ve
DMSO c¢oziiciilerin eklenmesi hiicre zarinin gecirgenligini etkiledigine ve
ayrica boyanin hiicreye niifuz etmesini kolaylastirabilecegi goz Oniine
alindigindan ekleme yapilabilir.

» PHB iireiminde safsizlik kontrol edilebilir. Boylece kesin bir PHB iiretimi

olarak kirlilik ortadan tamamen kaldirilmis olur.
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