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Plastik triinler giinlik yasamda yaygin olarak kullanilmakta ve ihtiya¢ her gecen giin
artmaktadir. Ancak petrol kokenli plastiklerin dogada pargalanmamasi cevre i¢in ciddi bir tehdit
olusturmaktadir. Bu nedenle dogada kolayca bozunabilen ¢evre dostu biyopolimerlere olan ihtiyag
artmugstir. Polihidroksibiitirat (PHB), biyouyumlu, parcalanabilir ve yenilenebilir 6zellikleri sayesinde
geleneksel plastiklere alternatif bir termoplastiktir. PHB birikimi, bakterilerde karbon kaynaginin fazla,
fakat azot, oksijen ve bazi1 minerallerin (P, S, Mg, K, Fe) sinirli oldugu kosullarda artar. PHB biyosentezi,
B-ketotiyolaz, asetoasetil-CoA rediiktaz ve PHB sentaz enzimleri ile bu enzimleri kodlayan phbA, phbB,
phbC genleri tarafindan kontrol edilir. PHB sentezleyen baslica bakteriler: Alcaligenes, Azotobacter,
Cereibacter, Bacillus ve Pseudomonas tiirleridir. Bu ¢aligmanin amaci, melas bazli besiyerinde
Cereibacter sphaeroides O.U. 001 (DSM5864), Rhodopseudomonas palustris 7850 (DSM 127) ve
Cupriavidus necator H16 (DSM 428) tiirlerinin yiiksek biyokiitle diizeylerine ulasmasinin ardindan, azot
acisindan sinirlh ve 70 mM asetat igeren iiretim ortamina aktarilmalari yoluyla PHB birikiminin
maksimize edilmesidir. Bu dogrultuda C. sphaeroides, R. palustris ve C. necator melas ve 70 mM asetat
ortamina aktarildan sonra biiytime profilleri ve PHB {iretim performasnlari incelendi. Melas ortaminda C.
sphaeroides, R. palustris ve C. necator’da sirasiyla 4,28, 3,35, ve 3,27 maximum OD degerleri ve aym
sira ile 8,05, 8,58 ve 8,37 maximum pH degerleri 6lgiildii. Once melas ortaminda kiiltiire edip, sonra
asetat ortamina aktarilan C. sphaeroides, R. palustris ve C. necator’da sirasiyla 3,00, 2,94 ve 2,22
maximum OD degerleri ve ayni sira ile 9,79, 9,87 ve 9,63 maximum pH degerleri 6lgiildii. Sudan Black B
ve Nile Red ile boyanan bakteriler sirasiyla 151k mikroskobu ve konfokal mikroskobu ile goriintiilendi.
PHB verimi incelendiginde melas ortaminda C. sphaeroides % 0,54, R. palustris % 0,29, C. necator %
0,23 verimlilikte PHB iiretirken asetat ortamina aktarilan C. sphaeroides % 0,57, R. palustris % 0,56, C.
necator % 0,45 verimlilikle PHB tiretmistir. Saflagtirilan PHB, niikleer manyetik rezonans spektroskopisi
(H-NMR) ve Fourier doniisiimlii kiziltesi spektroskopisi (FTIR) teknikleriyle karakterize edildi. NMR
pikleri 1,07-1,53, 2,40-2,85 ve 5,22-5,62 ppm araliginda kaydedildi. Fonksiyonel gruplar FTIR'da 1376-
1379, 1452-1464, 2850-2921, 1647-1723, 1047-1056, 3282-3436 cm™ dalga boylarinda gdzlendi. Sonug
olarak her bir bakterinin PHB veriminin besiyeri degisimi ile arttig1 tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Asetat, Cereibacter sphaeroides, Cupriavidus necator, Melas,
Polihidroksibiitirat, Rhodopseudomonas palustris
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Plastic products are widely used in daily life, and the demand for these materials continues to
increase. However, the non-biodegradability of petroleum-based plastics poses a serious environmental
threat. Consequently, there is a growing need for environmentally friendly biopolymers that can degrade
easily in nature. Polyhydroxybutyrate (PHB) is a biocompatible, biodegradable, and renewable
thermoplastic polymer, offering an alternative to conventional plastics. In bacteria, PHB accumulation is
enhanced under conditions where carbon sources are abundant, but nitrogen, oxygen, and other essential
minerals (P, S, Mg, K, Fe) are limited. PHB biosynthesis is regulated by the enzymes B-ketothiolase,
acetoacetyl-CoA reductase, and PHB synthase, which are encoded by the genes phbA, phbB, and phbC,
respectively. The primary PHB-producing bacteria include Alcaligenes, Azotobacter, Cereibacter,
Bacillus, and Pseudomonas species. The aim of this study was to cultivate Cereibacter sphaeroides O.U.
001 (DSM 5864), Rhodopseudomonas palustris 7850 (DSM 127), and Cupriavidus necator H16 (DSM
428) to high biomass levels in a molasses-based medium, followed by their transfer to a nitrogen-limited
production medium containing 70 mM acetate to maximize PHB accumulation. Accordingly, the growth
profiles and PHB production performances of C. sphaeroides, R. palustris, and C. necator were evaluated
after their transfer from molasses to acetate-containing medium. In molasses medium, the maximum
optical density (OD) values obtained for C. sphaeroides, R. palustris, and C. necator were 4.28, 3.35, and
3.27, respectively, while the corresponding maximum pH values were 8.05, 8.58, and 8.37. After transfer
to the acetate medium, the maximum OD values were recorded as 3.00 for C. sphaeroides, 2.94 for R.
palustris, and 2.22 for C. necator, with corresponding maximum pH values of 9.79, 9.87, and 9.63,
respectively. Bacterial cells were stained with Sudan Black B and Nile Red and visualized using light
microscopy and confocal microscopy, respectively. In terms of PHB vyield, C. sphaeroides, R. palustris,
and C. necator produced PHB with efficiencies of 0.54%, 0.29%, and 0.23%, respectively, in molasses
medium, whereas in the acetate medium, the yields increased to 0.57%, 0.56%, and 0.45%, respectively.
The purified PHB was characterized using nuclear magnetic resonance ("H-NMR) and Fourier-transform
infrared (FTIR) spectroscopy. NMR peaks were observed in the ranges of 1.07-1.53, 2.40-2.85, and
5.22-5.62 ppm, while FTIR spectra exhibited functional group signals at wavelengths of 1376-1379,
1452-1464, 28502921, 1647-1723, 1047-1056, and 3282-3436 cm™. In conclusion, it was determined
that PHB yield increased in all strains upon transfer from molasses to acetate-based medium.



Keywords: Acetate, Cereibacter sphaeroides, Cupriavidus necator, Molasses,
Polyhydroxybutyrate, Rhodopseudomonas palustris
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1. GIRIS

Petrol bazli iirinlerden yapilan sentetik malzemeler olan geleneksel plastikler,
dayanikliliklari, ¢ok yonlilikleri ve disiik tretim maliyetleri nedeniyle bir¢ok
endiistride siklikla kullanilmaktadir. Diinya ¢apinda plastik atik iiretimi 6nemli bir ¢evre
sorunudur ve her yil iretilen plastik atik miktar1 sasirticidir (Askin Demir, 2023).
Plastikler; insaat, ambalaj, giyim, ulasim ve diger pek c¢ok alanda kullanimlariyla
ginliik hayatta genis bir ilgi gormektedir. Bu nedenle geleneksel plastiklerin
1950'lerden bu yana dayanikli 6zellikleri ve c¢esitli sektorlere uygunlugu sayesinde
iiretiminde &nemli bir artis yasanmistir (Ulger, 2015). Giiniimiizde polimerler, ticari
olarak kullanilmaktadir ve petrol, dogal gaz gibi tilkenebilen dogal kaynaklarin % 5’inin
kullanilmastyla olusturulmaktadir. Bu tiir polimerlerin ¢ogunlugu ¢ok dayanikli bir
yapida olmasindan dolayi, dogada uzun siire bozunmadan kalmakla birlikte atik sorunu
yoniinden risk olusturmaktadir (Miller, 2013). Plastikler; furanlar, antimon trioksit,
bisfenol A (BPA), poliflorlu bilesikler gibi insan ve ¢evre sagligina olumsuz etkileri
olan kanserojen bilesenlere sahiptir (Halden, 2010).

Plastiklere alternatif olarak on plana ¢ikan biyoplastikler, dogada kolayca
¢oziinebilen ve biyolojik kaynaklardan elde edilen dogal polimerlerdir. Ozellikle
stirdiiriilebilirlik ¢aligmalarinda bitki artiklar1 gibi materyallerin biyoplastik {iretiminde
hammadde olarak kullanilabilmesi, bu malzemeleri doga dostu olarak
nitelendirmektedir. Giliniimlizde biyoplastikler plastik kirliligini  6nleyebilecek
olmalarindan dolay1 yenilik¢i bir yaklasim olarak arastirmacilarin dikkatini ¢eken bir
malzeme haline gelmistir (Sagdig, 2023).  Biyoplastiklerin, g¢esitli yenilenebilir
biyolojik kaynaklardan yapilabilen ve biyolojik olarak parcalanabilir, kompostlanabilir
veya her ikisi de olabilen bir plastik tiirii olmalar1 (Endres, 2017) fosil yakitlardan elde
edilen geleneksel plastiklerin kullanimimin azaltilmasina ve dogal kaynaklarin daha
verimli bir sekilde kullanilmasina katki saglayabilmektedir (Sagdig, 2023).

Polihidroksialkanoat (PHA), polihidroksibutirat (PHB) ve bunlarin tiirevleri,
yaygin olarak iiretilen mikrobiyal biyoplastiklerdir (Luengo vd., 2003). PHA fizyolojik
olarak karbon ve enerji i¢in hiicre i¢i bir depolama malzemesi olarak hiicre
homeostazinin korunmasinda dnemli bir role sahiptir. PHA birikimi, azot veya fosfor
kaynag eksikligi gibi dengesiz biiylime kosullar1 altinda uyarilir. Azotobacter, Bacillus,
Methylobacteria, Pseudomonas gibi bir¢ok bakteri grubunun PHA’y1 ¢esitli oranlarda

sentezledikleri bulunmustur (Phanse vd., 2010). Bakterilerin ¢ogu, agirlikca yaklasik %



30-50 kuru hiicrede PHA biriktirirken, iyi bilinen PHA {ireticisi Cupriavidus necator
(Ralstonia eutropha), agirlikga % 90'1n {izerinde kuru hiicrede PHA biriktirebilir (Tsuge
vd., 2015).

PHB’yi ilk kez 1925 yilinda izole ve karakterize eden Fransiz mikrobiyolog
Maurice Lemoigne’dir (Prieto, 2007). PHB; cesitli gram pozitif ve gram negatif
mikroorganizmalar tarafindan nitrojen, fosfat, azot, oksijen, demir, magnezyum gibi
elementlerin eksikliginde ve karbon kaynaginin fazla oldugu dengesiz biiyiime kosullari
altinda hiicre i¢inde graniiller halinde biriktirilir ve hiicresel kuru agirligin %90’ma
kadar ¢ikabilir (Yousuf, 2018). PHB sert, kirilgan ve oldukga kristalli oldugu igin,
endistriyel uygulamalarin kapsamini sinirlayan, oldukc¢a zayif mekanik o&zelliklere
sahiptir. Simdiye kadar, ticari plastiklere kiyasla daha yiiksek {iretim maliyeti ve yiiksek
kirilganlik sebebiyle PHB iiriinlerinin 6nemli bir ticari sentezi yoktur (Batcha vd.,
2014). PHB biyouyumluluk ve biyolojik olarak parcalanabilirlik agisindan cevre
dostudur (Koller, 2018). PHB, c¢esitli aerobik ve anaerobik mikroorganizmalar
tarafindan bozunma avantaji ile bakteri ve bitkiler gibi yenilenebilir ve siirdiiriilebilir
kaynaklardan iiretilebildigi i¢in umut verici bir polimer olarak kabul edilmektedir
(Dominguez-Diaz vd., 2015).

PHB, ambalaj, tek kullamimlik ¢atal, bigak ve biyoplastik torba yapimi gibi
birgok sektorde kolaylikla kullanilabilecegi gibi biyomedikal ihtiyaclar igin de
kullanilabilmektedir (Bellini vd., 2022). PHB biyomedikal alaninda kontrollii ila¢ salim1
icin kullanilabilmektedir (Rezaei vd., 2016). PHB’nin biyolojik olarak parcalanabilirlik
ozelligine ek olarak son derece biyouyumlu olmasi ve memelilere toksik olmamasi
sayesinde doku miihendisliginde cerrahi implantlar, yara pansumanlari, biyolojik olarak
parcalanabilen vida ve zimbalar i¢in biyomateryal olarak kullanilabilir (Pleissner vd.,
2014).

Melas hem diisiikk maliyetli PHB {iretimi i¢in faydalanilan bir karbon kaynagi
hem de ihtiva ettigi mineral ve vitaminlerle biiytime faktorii kaynagidir (Gouda vd.,
2001). % 4-11 arasinda inorganik bilesikler (demir siilfat, sodyum kloriir, potasyum,
magnezyum, fosfat ve kalsiyum) bulunmaktadir. Potasyum oranmi yiiksek olan seker
pancar1 melasinda B grubu vitaminler de yer almaktadir (Y1ilmaz ve Beyatli, 2003; Ediz
ve Beyatli, 2005). Melasta, fazla miktarda fermente edilebilir seker bulundugu i¢in
birgok endiistriyel {irlinlin fermantasyon ile {iretilmesinde hammadde olarak
kullanilmaktadir (Ergene, 2015; Srikanth vd., 2014). Bu 06zelligi sayesinde;
biyopolimer, pigment, biyohidrojen, enzim, aminoasit, etanol, polihidroksialkonat,



biitanol ve organik asit iiretiminde diisiik fiyatli subsrat olarak kullanilmaktadir (Shen
vd., 2015; Hsu vd., 2014; Srikanth vd., 2014; Nakata vd., 2014; Ergene, 2015).

Bu c¢alismanin amaci melas besiyerinde  Cereibacter sphaeroides,
Rhodopseudomomas palustris ve Cupriavidus necator’u yiiksek biyokiitlelere ulastirip
azot limitasyonu ile hazirlanan 70 mM asetat besiyerine aktarip yiiksek PHB iiretimini

saglamaktir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Polimerler

Polimer sozciigii latincede par¢a anlamina gelen meros ve ¢ok anlamina gelen
polus sozciiklerinden tiiremis olup; yapi olarak biiyiik, ayn1 veya benzer molekiil
gruplarin1 igeren, uzun ve tekrarlayan makro molekiil zincirlerini tanimlamak igin
kullanilmaktadir. Monomer adi verilen ve ¢ok sayidaki kiigiik molekiil arasindaki
kovalent baglarin birbirleri ile baglanmasi sonucu olusan polimerler, yiizlerce veya
binlerce monomer molekiiliinden meydana geldigi i¢in yiiksek molekiil agirliklart olan
makromolekiiller olarak bilinmektedir (Odian, 2004). Monomer ve polimerlerin diiz

yapt goriintimii Sekil 2. 1° de gosterilmektedir.

monomer

I
polimer

Sekil 2.1. Monomer ve polimerin yapis1 (Vadivelu vd., 2016)

Gilinlimiizde polimerler, ticari olarak kullanilmaktir ve petrol, dogal gaz gibi
tilkkenebilen dogal kaynaklarin % 5’inin kullanilmasiyla olusturulmaktadir. Bu tiir
polimerlerin ¢ogunlugu ¢ok dayanikli bir yapida olmasindan dolayi, dogada uzun siire
bozunmadan kalmakla birlikte atik sorunu yoniinden risk olusturmaktadir (Miller,
2013). Plastikler; furanlar, antimon trioksit, BPA, poliflorlu bilesikler gibi insan ve
cevre sagligina olumsuz etkileri olan kanserojen bilesenlere sahiptir (Halden, 2010).

Artan diinya niifusu ve modern hayat sebebiyle plastik malzemelere olan istek
gitgide artmakla birlikte, diinya genelinde 2018 yilinda ortalama 359 milyon ton olan
plastik malzeme miktarinin, gelecek 20 yilda 2 kat artmas1 on goriilmektedir (Narancic
vd., 2020). Ek olarak, plastik ve plastik kdkenli malzemelerin atiklar1 6nemli ¢evre

problemlerine yol agmaktadir. Okyanuslara her yil ortalama 10 milyon ton sentetik



plastigin karigtig1 ve okyanus sistemine zarar verdigi tahmin edilmektedir (Billard vd.,
2019).

Geleneksel plastikler, cogunlukla petrol olmak {izere yenilenemeyen
kaynaklardan yapilan sentetik karbon bazli polimerlerdir. Nispeten diisiik maliyetleri,
tiretim kolayliklar1 ve esneklikleri nedeniyle plastiklere olan talep siirekli artmaktadir.
Ancak insan yapimi olan plastikler mikroorganizmalar tarafindan taninmaz (Wolchover,
2011). Dolayistyla bozunmalar1 ¢cok uzun siirer; yani bir plastik sisenin bozunmasi
ortalama 450 yil siirmektedir (LeBlanc, 2017). Ayrica, yiiksek geri doniisiim maliyeti
nedeniyle, plastikler nadiren geri doniistiiriiliir ve bu da ¢opliiklerin tikanmasina neden
olur. Bunlarin ve yakma sirasinda karbon emisyonu gibi ¢esitli sorunlarin ortadan
kaldirilmas1 i¢in plastigin biyolojik olarak parcalanmasi sarttir (Thapa vd., 2018). Son
yillarda, fosil yakitlardan meydana getirilen sentetik plastiklerin yol agtig1 toksik madde
birikimi, g¢evre kirliligi ve yenilenemeyen bir kaynak olan fosil yakitlardaki fiyat
dalgalanmalarindan dolay1r ortaya g¢ikan ekonomik sorunlari ¢ézebilmek igin petrol
tiirevli plastiklerin yerine kullanilabilecek biyobozunur alternatif malzemeleri arastirma

ve gelistirme ¢alismalar1 biiylik 6nem kazanmistir (Akdogan, 2021).

2.2. Biyopolimerler

Biyokiitle tarafindan dogal siire¢ iginde olusturulan biyopolimerler, dogal
ortamda var olan mikroorganizmalar ile parcalandiginda, g¢evresel kirlilige neden
olmayacak sekilde bozunabilen ve bu sebeple yesil malzeme olarak kabul edilen
polimerler olarak tanimlanabilir (Hazar Yorug¢ ve Ugraskan, 2017). Biyoplastikler;
biyobozunur, biyobazli veya hem biyobazli hem biyobozunur plastikler olarak
tanimlanmaktadir ve petrol kokenli plastikler gibi nitelikleri vardir. Ayrica biyolojik
kaynakli  tretim teknolojileri nedeniyle CO2 emisyonlarimin  azalmasini

kolaylastirmaktadir (Sheldon ve Norton., 2020) (Sekil 2.2).
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Kiiresel biyopolimer iiretim kapasitesi 2023'te yaklagik 2,18 milyon ton iken
2028'de yaklasik 7,43 milyon tona c¢ikmasit beklenmektedir (Bioplastics market
Development Update 2023) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. 2023-2028 yillar1 arasinda biyopolimerlerin kiiresel kapasiteleri
(https://www.european-bioplastics.org/market/)



Biyoplastiklerin R (alkil grup) grubuna farkli monomerlerin baglanmasi ile farkli
fiziksel Ozelliklere sahip biyopolimerler tiretilebilmektedir (Lee, 1996). Cizelge 2.1°de

farkl1 monomer baglar1 ve olusan biyoplastik tilirleri verilmistir.

Cizelge 2.1. Biyoplastiklerin radikal gruplarin degismesiyle ortaya gikan biyoplastik cesitleri (Lee, 1996)

R: (Alkali Grup) Biyoplastik Tiirleri
Hidrojen Poli- B-hidroksipropiyanat
Metil Poli- B-hidroksibiitirat
Etil Poli- B-hidroksivalerat
Propil Poli- B-hidroksiheksaonat
Pentil Poli- B-hidroksioktanoat
Nonil Poli- B-hidroksidodekanoat

Sekil 2.4’te biyobozunur polimerlerin sentezlerine bagli olarak 4 farkli
kategoride siniflandirmasi gosterilmektedir (Bordes vd., 2009):
a) Tarimsal kaynaklardaki agro-polimerlere benzer sekilde biyokiitleden meydana
getirilen polimerler (Seliiloz, nisasta gibi),
b) Mikrobiyal iiretim ile meydana getirilen polimerler (PHA gibi),
c) Tarimsal kaynaklardan meydana getirilen monomerler ile kimyasal olarak olusturulan
polimerler (PLA gibi),
d) Monomerleri ve polimerleri fosil kaynaklarin kimyasal senteziyle meydana getirilen
polimerler (Poliesteramidler (PEA) gibi).



Biyobozunur polimerler

Biyokiitle tiriinleri
Agro kaynaklardan
elde edilen

Agro polimerler

Mikroorganizmalardan
elde edilenler
(ckstraksiyonla)

Biyoteknolojiyle elde edi-
lenler (biyo-tiremis
monomerlerin konvansi-
yonel senteziyle)

Petrokimyasal iiriinlerden elde
edilenler (sentetik
monomerlerin
konvavansiyonel senteziyle)

Polisakkaritler Proteinler, Polihidroksial- Polilaktidler — Policaprolaktonlar
Lipidler kanotlar (PHA) (PCL)
Nisastalar Poliesteramidler
(bugday, pata- Hayvansal (ka- Polihidroksibii- Poli(laktik asit) — (PEA)
1 tes, musir, vb.) zein,siit, tirat (PHB), PLA
— kollajen/jelatin) PHB ile bir-
lesmis
hidroksivalerat Alifatik co-
Ligno-seliilozik (PHBV) —1 polyesterler (or.
— iiriinler (odun, Bitkisel (musir, PBSA)
sap-saman, vb.) — soya, gluten)
Digerleri Aromatik co-
(pektinler, — polyesterler (6r.
— kitosan/kitin, PBAT)

gumlar, vb.)

Sekil 2.4. Biyobozunur polimerlerin sentezlerine gore gruplandurlmas: (Bordes vd., 2009)

Ilk olarak 1926'da Lemogine (Anderson ve Dawes., 1990) tarafindan kesfedilen
biyopoliester ailesinin bir iiyesi olan PHA, birgok mikroorganizma tarafindan dogal
olarak sententezlenebilmektedir (Tan vd., 2014). Giinimiizde, 150’den fazla PHA
c¢esidinin bulundugu tespit edilmistir ve bu da PHA’larin en biiyiik dogal polyester
grubu oldugunun gostergesidir (Kumar vd., 2009). Genelde asir1 karbon kaynagi
varliginda, oksijen, azot ve fosfor gibi hiicre artis1 icin sinirlayici beslenme sartlarinda
farklt mikroorganizmalar araciligiyla iretilen PHAlar, karbon ve enerji saglamak igin
hiicre i¢i depo gorevi olan dogrusal polyesterlerdir (Jendrossek, 2009; Mitra vd., 2020).
PHA, fosil yakit kokenli geleneksel plastiklerin yerine gecebilecek alternatif
maddelerden biri olup, mikrobiyal metabolik aktiviteler sonucu olusan biyo bazli bir
polimerdir. PHA, besikten besige yani biyo bazli biyobozunur yasam dongiisiine sahip
(Sekil 2.5), tamamiyla biyobozunabilen ve katki maddesi olmadan %100 oraninda
yenilenebilir kaynaklardan tiretilen bir biyopolimer olmakla birlikte, biyo-bozunur ve
biyo-bazli tek plastiktir (Akdogan, 2021).
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Sekil 2.5. PHA nin besikten besige yasam dongiisii (Akdogan, 2021)

PHA’larin kimyasal, fiziksel ve termal 6zellikleri temelde molekiil agirliklar: ve
monomerik bilegenlerin yapilari ile baglantilidir. PHA zincirinde, bir 3- hidroksi yag
asit monomerinin karboksil grubu ve diger bir monomerin hidroksil grubu ester bagi
olusturur ve mikroorganizma tiiriine gore 50 kDa-1000 kDa arasinda farkli molekiil
agirhigi olan polimerler elde edilmektedir (Bera vd., 2015; Verlinden vd., 2007).

PHA, fizyolojik ve taksonomik olarak genis bir aralikta degisen bakteriler ile
arkeler tarafindan hiicre i¢i yag graniilleri seklinde depolanmaktadir (Muhammadi vd.,
2015). Bu graniiler pargaciklar; polyester, protein ve lipit icerir. Bu bilesimi ilk defa
1968'de Griebel, PHB graniilleri i¢in %97,7 polyester, %1,87 protein ve %0,46 lipit
veya fosfolipitlerden olusan Bacillus megaterium tiiriinii aragtirmistir (Griebel vd.,
1968). Sekil 2.6’da P. putida KT2440’da biriken PHA graniilleri verilmektedir.
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Sekil 2.6. PHA biriktiren P. putida KT2440'm TEM goriintiisii
(Martinez vd., 2016)

PHA graniilleri, fazinler (phaF ve phaP), PHA sentaz (phaC), regiilator
proteinler ve PHA depolimerazlar ile kapli amorf olan hidrofobik PHA ¢ekirdeginden
olusmaktadir. Ortalama %2 protein, %98 PHA ve tek katmanli fosfolipid tabakasi ihtiva
etmektedir (Sekil 2.7). (Parlane vd., 2016; Griebel vd., 1968). PhaC, graniil olusumunda
kilit bir enzimdir ve hidroksi asil-KoA’nin asil grubunun yiiksek molekiil agirlikli
PHA’ya polimerizasyonunu katalizlemektedir (Nambu vd., 2020).

Yapisal proteinler l

Regllatér proteinler I

Sekil 2.7. PHA graniil yapisinin sematik gosterimi (Wong vd., 2020)

Biyolojik olarak pargalanabilen plastiklerin veya biyoplastiklerin gelistirilmesi
ve {lretilmesine biiyiik ilgi gosterilmektedir. PHA'lar, toksik olmayan artik iiriinlere
sahip olmalar1 ve diisiik cevresel kaliciliklar1 nedeniyle biiyiik ilgi gérmektedir
(Pachekoski vd., 2009). Karbon kaynaklarinin g¢esitlerine ve hiicrede isleyen
biyokimyasal yolaklara gore, mikroorganizmalar farkli PHA tiplerini sentezleme
yetenegine sahiptir. Ilk tanimlanan PHA tiiri, PHB dir ve dogada en sik bulunan

PHA'dir. PHA'lar biyolojik olarak pargalanabilirlik, biyouyumluluk ve termoplastisite
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gibi Onemli Ozellikler sergilemekte ve bu sebeple tibbi, tarimsal ve denizcilik

uygulamalari i¢in kullanilmaktadir (Ansari vd., 2014).

2.3. Polihidroksibiitirat (PHB)

PHB, gram-pozitif bir bakteri cinsi olan Bacillus megaterium’da 1920 yillarda
Fransiz mikrobiyolog Lemoigne araciligiyla kesfedilmis olup bu zamana kadar degisik
karbon atomu sayisina ve farkli tiirde yan grubu olan pek ¢ok PHA tiiriinden biridir
(Prieto, 2007). Biyobozunur, termoplastik bir malzeme olan PHB'nin, petrol kokenli
plastiklerin yerine geg¢mesi amaciyla ticaret amacgli tiretim denemeleri, 1960’larda
baslasa da 1970'li yillarda ilk endiistriyel liretimi ger¢eklesmistir (Anderdson vd., 1990;
Madison ve Huisman., 1999). BIOPOL adiyla, iiretilen ilk ticari {iriin patentlenmistir
(Yilmaz ve Beyatli., 2003). Ayn1 yillarda Ingiltere'de Imperial Kimya Endiistrisi (ICI)
pek cok bakteri ¢esidini, potansiyel PHB iiretimi bakimindan incelemis ve hiicre kuru
agirhiginin %90°1 kadar PHB {iretebilen Alcaligenes eutrophus’u endiistriyel iiretimde
kullanmaya baglamistir (Madison ve Huisman., 1999). PHB'nin biyolojik bir {iriin
olarak 6nemi, biyobozunurluk, termoplastiklik (Pfiiller, 1995), suda ¢6ziinmezlik ve

geleneksel termoplastiklere benzer mekanik 6zellikleridir (Dominguez- Diaz vd., 2015).

2.3.1. PHB’nin fiziksel ve kimyasal ozellikleri

PHB, yiiksek kristallik oran1 olan, sert ve kirtlgan bir malzemedir. lyi bariyer
ozelliklerine sahip, optikce aktif ve piezoelektrik 6zellik sergileyen PHB, fiziksel ve
mekanik nitelikleriyle izotaktik polipropilen (PP) ile kiyaslanmaktadir. PHB, hidrofobik
ozellikte olup dogada %100 oraninda bozunabilmektedir (Ghaffar 2002). PHB;
bakterilerde bitkilerdeki nisasta ya da insandaki yag gibi gorev almaktadir (Pool, 1989).
PHB, redoks diizenleyicisidir (Anderdson vd., 1990; Madison ve Huisman., 1999;
Findlay vd., 1983; Nickerson vd., 1981; Valentin vd., 1994).

PHB, biyolojik kokenli ve farkli bakteri tiirleri tarafindan sentezlenebilen bir
biyopolimerdir (Sangkharak ve Prasertsan, 2008). PHB, tamamen bakteriler tarafindan
sentezlenen tek biyoplastiktir (Hassan vd., 2016). PHB, petrol bazli plastik yerine
kullanilabilir, ¢iinkii malzeme 6zellikleri saglik veya ¢evre iizerinde herhangi bir etki
yaratmamaktadir (Albureikan, 2019). PHB hidrolitik bozulmaya karsi nispeten

direnglidir. UV 1sinlarina direng gostermesine ragmen asit bazlara karsi direng
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gostermemektedir Kloroform ve diger klorlanmis hidrokarbonlar i¢inde ¢oziinmektedir
(Kelleci, 2021).

PHB, amorf ve kristal fazlar i¢ceren dogrusal zincir yapisindan dolay1 oldukca
kristaldir (McAdam vd., 2020). Prokaryotik hiicrelerde PHB, graniil bigiminde
sentezlenmekte ve depolanmaktadir. Yapr itibariyle kisa zincirli 3-hidroksi yag asitleri
bulunan ve membranla kaplanmig hiicre i¢i depo polimeridir ve tekrarli hidrofobik
pargalar igceren uzun zincirli bir polimer olan (Poirier, 2002) PHB’nin molekiil agirligi
60.000 — 2.000.000 Da araliginda farklilik gostermektedir (Braunegg vd., 1998).

PHB suda c¢ozinmez, hava ve su gecirmez Ozellikleriyle hidrolitik
pargalanmalara direnglidir (Lenz ve Marchessault 2005; Suriyamongkol vd., 2007
Seoane vd., 2015). Optikce aktiflerdir (Batcha vd., 2014). Sentetik polimerlere goére
erimis hali daha yapiskan olup (Muhammadi vd., 2015) hiicre iginde kristalize
olmayarak amorf halinde bulunmaktadir (Laranja vd., 2017). Hiicreden organik
¢oziiciileriyle ayristirildiginda %60 civarinda kristalize olur (Rebois vd,, 2017). Erime
sicaklik derecesi 177-180°C’dir (Akaraonye vd., 2010; Muhammadi vd., 2015). Kati
ancak kirilgan yapidadir. Kirllma uzama orani yaklasik %?5 tir (Balaji vd., 2013; Singh
vd., 2015). Yiiksek oranda polimerizasyon 6zelligi vardir (Suriyamongkol vd., 2007).
Termoplastik oldugu i¢in kolayca preslenip sekillenmektedir (Sharmila vd., 2011).

Doga dostu ve tamamen biyobozunur bir polimer olan ve petrol bazl
polimerlerin yerine gelecek vaat eden PHB'nin temel 6zellikleri sunlardir (Markl vd.,
2018):

v Tamamen biyolojik olarak parcalanabilir
Biyouyumlu
Kismen kristal (yliksek derecede kristallik)
Yiiksek erime sicakligi (yaklasik 175 °C)
2-4 °C cam gegis sicakligi
Suda ¢6ziinmez ve hidrolitik bozunmaya nispeten direnglidir
0O, H,0 ve CO; icin diisiik gecirgenlik
Optik Aktivite
Piezoelektrik
Iyi ultraviyole direnci

Zehirsiz

LSRN N N N N N N RN

Cekme mukavemeti 40 Mpa
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PHB, baz1 petrol bazl plastiklere benzer 6zelliklerinden dolay1 bilim diinyasinin
ilgisini ¢ekmektedir. Ortak &zelliklerin ¢oguna sahip olduklari i¢in PHB ile plastik
polipropilen karsilastirilir. Cizelge 2.2°de goriildiigii gibi PHB, izotaktik PP’ye oldukca
benzer fiziksel ve mekanik 6zelliklere sahiptir (Markl vd., 2018).

Cizelge 2.2. PHB ve PP’nin kiyaslanmasi (Markl vd., 2018)

Ozellik PHB PP
Kristal erime noktasi (°C) 175 176
Kristallik (%) 80 70
Molekiiler agirlik (Dalton) 5x105 2x105
Cam degisim 1s1s1(°C) 4 -10
Yogunluk g(/cm3) 1.25 0.90
Biikiilme modiilii (Gpa) 4.0 1.7
Gerilme direnci (Mpa) 40 38
Kirilma i¢in uzatma (%) 6 400
Ultraviyole direni Iyi Kotii
Solvent direnci Kotii Iyi

PHB yapisinda kisa zincirli B-hidroksi yag asitleri icermekte ve tekrarlanan
hidrofobik tinitelerinden olusmaktadir (Anderson ve Dawes., 1990; Yilmaz vd., 2003).
PHB' nin genel formiilii (C4HgO2)n seklindedir (Sekil 2.8). (n) sayis1 35000 gibi yiiksek
saytya ulasabilmektedir (Y1lmaz vd., 2003).

CHs O

Sekil 2.8. PHB ‘nin kimyasal yapist (Yeo vd., 2018)

2.3.2. PHB’nin Mikroorganizmalar Tarafindan Biyosentezi

Imperial Kimya Endiistrisi 1980’li yillarda PHB iiretimi i¢in fermantasyon
yontemi gelistirmistir (Tire, 2019). Alcaligenes eutrophus’un kullanildigi bu
fermantasyon yonteminde, PHB iiretiminde en biiyiik degisken olan karbon kaynagi igin
glikoz ve propionik asit kullanilmistir. Yapilan arastirmalar neticesinde, A.
eutrophus’un hiicre kuru agirhgnin yaklagik %90’1 kadar PHB iirettigi goriilmiis,
bundan dolay1 4. eutrophus’un endiistriyel alanda kullanilabilecegi bildirilmistir (Lee,
1996; Madison ve Huisman., 1999).
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PHB, prokaryotik canlilarin biiylik bir bdliimiinlin sentezleyebildigi bir
polimerdir ve farkli bakteri tiirlerinde depolanabilmektedir. Ornek olarak toprak, deniz
veya tathh su ve bunlarin farkli tabakalarindan izole edilen; fotosentetik anaerobik
bakteriler, heterotrofik ve ototrofik aerobik ve ¢esitli gram-pozitif veya gram-negatif
bakteri tiirleri verilebilir (Poirier, 2002; Findlay vd., 1983).

Cogu organizmada PHA'lar, bol miktarda karbon kaynagi ve nitrojen (yiiksek
C/N oranlar1) ve fosfor gibi dnemli besin maddelerinin siirlandirildigi kosullar altinda
birikmektedir (Fiillop vd., 2012). Biiyiimeye bagli PHA birikimi 6rnekleri, Alcaligenes
latus ve Ralstonia eutropha H16 gibi baz1 B-proteobakteri tiirlerinde de bilinmektedir.
Ortamda asir1 miktarda karbon kaynaginin olup nitrojen, oksijen ve diger temel
minerallerin (P, S, Mg, K, Fe vb.) kisithi oldugu durumlarda PHB birikiminin daha ¢ok
oldugu gozlemlenmistir (McCool vd., 1996; Brandl vd., 1991). Ayrica, Alcaligenes
latus ve Azotobacter vinelandi gibi bazi bakteriler, besin eksikligi olmadiginda bile
PHB biriktirebilmektedir (Sharma ve Dhingra, 2016). PHB ve mikroorganizmalarin
bliylime evreleri arasinda bir baglanti oldugu rapor edilmistir. Bakterilerin hizli
gelistikleri eksponansiyel faz sirasinda PHB {iretimi artarken durgunluk fazina
yaklasildiginda maksimum seviyede birikime ulasilmaktadir (McCool vd., 1996). PHB
birikiminin hiicrelerin biiyiime sirasinda bdliinme yasamadigi sartlarda da oldugu rapor
edilmistir (Lee, 1996). Sporlu bakterilerin ise, sporlanma donemlerinden hemen once
PHB birikimi yaptiklar1 ve bu biriktirilen PHB’nin spor iiretimi esnasinda enerji
kaynagi olarak kullanildigi bulunmustur (Nickerson vd., 1981).

Hiicrelerde PHB birikimi belirli sartlar altinda gerceklesmektedir; bu sartlar
NAD(P)H ve asetil-CoA oranlarinin artmast ve serbest koenzim A miktarinin
diismesidir. Bu sartlarin olusmasi farkli bakteriler igin degisiklik gostermekle birlikte,
genellikle potasyum, nitrojen, siilfir veya oksijen gibi gerekli maddelerin
kisitlanmasiyla biiylimenin engellendigi durumlarda gergeklesmektedir (Braunegg vd.,
1998). PHB polimeri, dogal bir biyopolimer olup, bakteriler tarafindan depolanan bir
enerji kaynagidir. Bu polimerin biyosentezi, li¢ temel enzim tarafindan katalizlenen 3

basamakli reaksiyonla gergeklesmektedir (Sekil 2.9). (Imandi vd., 2023).

1. Asetil-CoA'nin Kondensasyonu: phbA geni tarafindan kodlanan B-ketoasil-CoA
tiolaz enzimi sayesinde iki asetil-CoA molekiilii bir araya gelerek asetoasetil-COA

molekiiliinii olusturmaktadir.
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2.Asetoasetil-CoA'nin Rediiksiyonu: phbB geni tarafindan kodlanan asetoasetil-CoOA
dehidrojenaz  enzimi sayesinde asetoasetil-CoA, NADPH kullanarak (R)-3-
hidroksibutiril-CoA'ya indirgenmektedir.

3. PHB Polimerizasyonu: phbC geni tarafindan kodlanan PHB polimeraz enzimi ile
(R)-3-hidroksibutiril-CoA molekiilleri polimerize olarak PHB'yi olusturmaktadir. Tiim
bu genler arasinda phbC, nihai konsantrasyondan sorumlu anahtar enzim olan PHB
polimerazi kodladig: i¢in PHB sentezi i¢in en 6nemli gen olarak kabul edilmektedir ve

PHB igerigi ve ¢ogunlukla PHB polimerazin aktivitesi ile ilgilidir (Kam, 2009).

Glikoliz Piriivat Sentaz phb A (B-Ketotiolaz)

Hidroksibiitiril- 3-hidroksibiitiril-CoA
CoA epimerazl

dehidrogenaz

phbB (Asetoasetil- phbC (PHB

CoA rediiktaz) Sentaz)

1 Seker 3 Asetil Co-A 5 (S)-3-Hidroksibiitanol Co-A 7 3 Hidroksibiitirat

e Piriivat Q Asetoasetil Co-A Q (R)-3- Hidroksibiitanol Co-A Poli-p-Hidroksibiitirat

Sekil 2.9. PHB biyosentezinin sematik gosterimi (Imandi vd., 2023)

PHB sentez yolu ¢ok karmasik bir siire¢ olup diizenlenmesi farkli cevresel,
metabolik ve genetik sinyalleri icermektedir. NADH iiretilmekte ve hiicre bilyiimesi igin
kullanilmaktadir. Hiicre biiylimesi durdugunda, NADH konsantrasyonu artmakta ve bu
da TCA (tri karboksilik asit) dongiisiiniin aktivitesinde bir azalmaya neden olmaktadir.
Bu ylizden TCA dongiisii inhibe edildigi i¢in asetil-CoA, PHB sentetik yolunu aktive
etmektedir (Sharma ve Dhingra, 2016).

Besin sinirlamasi, aseto-asetil CoA vermek iizere sitrat sentaz ve izo-Sitrat
dehidrogenazin baskilanmasi nedeniyle TCA dongiisiinden iki asetil-CoA molekiiliiniin

yogunlagmasiyla baslatilan metabolik yolu aktive etmektedir. Daha sonra, aseto-asetil
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CoA daha sonra aseto-asetil CoA rediiktazin etkisiyle hidroksibutiril-CoA'ya indirgenir.
Daha sonra, PHB, (R)-3-hidroksibiitiril-CoA molekiillerinin PHB sentaz araciligiyla
polimerlestirilmesinden sentezlenmektedir (Sharma ve Dhingra, 2016).

Besin agisindan zengin kosullarda, TCA dongiisiinden yiiksek miktarda koenzim
A iretimi, B-ketotiyolaz inhibe ederek PHB sentezini bloke etmektedir. Asetil-CoA,
enerji lretimi ve hiicre biiylimesi igin TCA dongiisiine yonlendirilmektedir. Cizelge
2.3.’de, phbA, phbB, phbC olarak anilan PHA'nin biyosentezinde yer alan proteinleri
kodlayan genler gosterilmektedir. PHB sentezinde phbA, phbB ve phbC tarafindan
kodlanan B-ketotiyolaz, rediiktaz ve sentaz baslica rol oynayan enzimlerdir (Sharma ve
Dhingra, 2016).

Cizelge 2.3. PHB biyosentezinde yer alan genler (Sharma ve Dhingra, 2016)

Gen Protein

phbA B-ketotiyolaz

phbB Asetil CoA rediiktaz
phbC PHB sentaz

phbP Fazin

phbZ PHB depolimeraz

PHB sentezindeki gorevli enzimler, ¢esitli hiicre i¢i kosullara uyum gostermek
icin PHB iiretebilen farkli mikroorganizmalarin genis bir c¢esitlilikte olmasini
gerektirmektedir. Fakat PHB sentez reaksiyonu {iizerinde yapilan biyokimyasal
aragtirmalar genel olarak Alcaligenes eutrophus ve Zooglea ramigera tiirlerinde
yapilmistir. PHB’nin ilk tanimlandig1 ve izole edildigi Bacillus megaterium tiiriinde ise

biyosentez mekanizmasi tam anlamiyla incelenmemistir (Madison ve Huisman., 1999).

2.3.3. PHB’nin parcalanabilirligi

Insan bedeni ve toprak gibi sahalarda, toksik etkiye neden olmadan tamamiyla
bozunabilmesi, PHB’nin en 6énemli 6zelliklerinin basinda gosterilebilir (Braunegg vd.,
1998). Petrol kokenli plastiklerden yapilan tek kullanimlik iiriinler dogada 1000 yilda
parcalanmadan kalirken biyopolimerler dogada kisa siirede parcalanmakta ve
pargalanirken toksik salinim yapmamaktadir (Oztung, 2022). PHBmin en ilging
ozelliklerinden biri de bozunmasidir. Bir polimerin bozunmasi, biiyiik ve karmagik olan

bir molekiiliin daha kii¢iik molekiillere kirilmasi seklinde gergeklesen bir siire¢ olarak



17

karakterize edilebilir. Normalde bozulma polimer zincirinin boliinmesi ve kristalin
retikulumdaki yapinin kirilmasiyla olusup genel olarak polimerin iglevsellik kaybina yol
acmaktadir (Cortés vd., 2008). PHB, petrol kokenli plastikler ve onun tehlikeli
etkilerine ¢oziim olarak Onerilmistir. PHB'lerin bozunma siiresi hem ¢evreye hem de
polimerin bilesimine baglidir (Sharma ve Dhingra, 2016). Isik, hava, 1s1 ve nem gibi
birgok ¢evresel faktér, PHB nin bozunmasini etkilemektedir (Santos vd., 2017).

PHB, dogada biyolojik olarak kisa zamanda parcalanabilmektedir. PHB aerobik
kosullarda CO; ve H,O’ya, anaerobik kosullarda CO, ve CH,’e kadar ayrisabilmektedir.
(Altaee vd., 2016). PHB’den iiretilen materyaller anaerobik ve aerobik ortamlarda kolay
bir sekilde pargalanmaktadir (Braunegg vd., 1998; Lee, 1996). (Sekil 2.10). Pargalanma
siiresi anaerobik ortamda birkag¢ ay siirerken, deniz gibi tuzlu su ortamlarinda birkag
yilda pargalanma gerceklesebilmektedir. Mikrobiyal faaliyet, c¢evre 1sis1  ve
biyopolimerin ylizey kalinlig1 parcalanma siirecini etkilemektedir. Parcalanma siiresine
biyolojik faktorlere ek olarak fiziksel ve kimyasal faktorler de etki etmektedir. Fiziksel
faktorleri giines 1s181, 1slanma miktar1 olustururken; kimyasal faktorleri hidroliz ve

oksidasyon hizi olusturur (Madison ve Huisman., 1999).

Sekil 2.10. Biyopolimer kokenli plastigin dogada kaybolma siireleri (0, 2, 4, 6, 8 ve 10 haftalik) (Madison
ve Huisman.,1999)

PHB’nin biyolojik olarak parcalanmasi siirecinde, topraktaki bircok
mikroorganizma rol oynamaktadir (Tire, 2019). Gram pozitif basiller, belirli gram
negatif mikroorganizmalar, streptomisetler ve kiif mantarlari; toprak biinyesinde
bulunan ve parcalama Ozellikleriyle 6ne c¢ikan mikroorganizmalara Ornek olarak

verilmektedir (Mergaert vd., 1993)
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PHB’nin parcalanma zamani ihtiva ettigi katki maddelerinin seviyesine gore
degismekte olup bu zaman birka¢ ay ila yila kadar siirebilmektedir. Par¢alanma
esnasinda nitrojen oksidin olusmamasi, doganin korunmasi i¢in miihim bir faktordiir.
Bozunan biyoplastik, bitkilerin gelismesine fayda saglamaktadir (Chen vd., 1991;
Madison ve Huisman, 1999).

Polimerin par¢alanma siirecinde nem, mekanik asinma ve gilines 15181 fiziksel
etkenler olarak; mantarlar, bakteriler ve yiiksek yapili organizmalar, biyolojik etkenler;
oksidasyon ve hidroliz kimyasal faktorler olarak direkt etkilidir (Madison ve Huisman,
1999). PHB, bakteri kaynakli dogal bir malzemedir ve bir¢ok mikroorganizma
tarafindan parcalanabilmektedir (Madison ve Huisman, 1999). Fermantatif yollarla PHB
elde edilmesi, yag asitleri ve seker vb. tarimsal triinlerin enerji, karbon kaynagi olarak
faydalanilabilmesine dayanmaktadir (Lee, 1996). Mikroorganizmalar tarafindan
PHB’nin pargalanmasi, hiicre i¢i ve hiicre dist seklinde 2 farkli bigimde
gerceklesmektedir (Volova vd., 2015). Uretici mikroorganizma tarafindan
gerceklestirilen hiicre i¢i parcalanmada mikroorganizma, hiicre igerisinde depoladigi
PHB graniillerini katabolize edip enerji ihtiyacin1 gidermek amaciyla pargalama
islemini yapmaktadir (Altaee vd., 2016). Hiicre i¢i PHB depolimeraz enzimi, hiicre
icindeki PHB graniillerinin par¢alanmasinda gereksinim duyulur ve bu enzim ile, PHB
graniilleri hidrolize edilerek mikroorganizmanin enerji ihtiyaci karsilanmaktadir (Ong
vd., 2017). Bu enzim suda ¢6ziinmeyen polimeri suda ¢dziinen bir polimere hidrolize
etmektedir. Polimerin kristalli bolgeleri su gecirmez oldugundan, bu bozunma tiirtinde
polimerin kristalligi belirleyici bir etkendir (Santos vd., 2017). PHB depolimeraz
enzimleri hiicre i¢i pargcalama enzimi olup Alcaligenes eutrophus ve Bacillus
megaterium’da gozlenmistir. Hiicre i¢i par¢alama enzimleri hiicre iginde hareketli ve
kristalize olan PHB’yi parcalamaktadir (Lee Young vd., 1972). Ilk olarak,
mikroorganizmalar polimer yiizeyini kolonize etmektedir. Polimerlerin ¢ogu
mikroorganizmalarin hiicre zarindan gegemeyecek kadar biiyiik oldugu i¢in, zincirler
kirilmakta ve emilebilecekleri daha kiiciik bilesikler olusmaktadir ki bu da polimerik
zincirlerin hidroliz yoluyla daha kiigiik birimler halinde sindirilmesinden sorumlu hiicre
dis1 enzimler tarafindan yapilabilmektedir. PHB, hiicre icinde asimile edildikten sonra,
hiicre i¢i enzimler PHB'yi metabolize edip onu bir besin ve karbon kaynagi olarak
kullanmaktadir. Bu bozulma (Santos vd., 2017);

e Polimer yapisinda kayip,

¢ Sayisal molar kiitlede 6nemli bir azalma,
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¢ Kimyasal yap1 degisikligi,
e Mekanik deformasyon,
¢ Renk degisimi,

¢ Parcalanmaya neden olmaktadir.

Hiicre dis1 pargalanma iiretici mikroorganizma yerine diger mikroorganizmalar
ile gergeklestirilir (Altace vd., 2016). Diger mikroorganizmalar tarafindan, PHB
depolamis mikroorganizmanin lizise ugramasindan hemen sonra ¢evreye salinan PHB
graniillerini kullanmak amaciyla hiicre dist PHB depolimeraz enzimi salinir ve bu
sayede hiicre disindaki PHB, mineralizasyona gegirerek mikroorganizma aracailigiyla

metabolize edilmektedir (Ong vd., 2017).

2.4. Cereibacter sphaeroides

Mor kiikiirtsiiz bakterilerden biri olan C. Sphaeroides, proteobakterilerin a-3 alt
grubuna ait olup gram negatif fotosentetik bir bakteridir. Birgok farkli gevresel ve
beslenme kosullarinda biiyiiyebilmektedir (Peuser vd., 2010). Cizelge 2.4’de bakterinin

taksonomik siniflandirmasi verilmistir.

Cizelge 2.4. C. sphaeroides’in taksonomik siniflandirmasi (https://bacdive.dsmz.de/strain/13812)

Alem Bacteria
Sube Pseudomonadota
Siuf Alphaproteobacteria
Takim Rhodobacterales
Aile Paracoccaceae
Cins Cereibacter
Tiir Cereibacter sphaeroides

Organik bilesikler, fotoheterotrofik ve kemoheterotrofik biiylime igin hem
karbon kaynagi hem de indirgeyici olarak kullanilir (Mackenzie., 2007). C.
sphaeroides’in sekli ¢ubuk olmasina ragmen, aerobikten fotoheterotrofik biiyiimeye
gectiginde kokobasil sekline gegmektedir (Slovak vd., 2005). C. sphaeroides zengin
ikincil metabolitlere sahiptir. Metabolik olarak ¢ok yonlii olmasindan dolayr farkli

ortamlarda yasayabilmektedir ve morfolojileri yasadiklar1 ortamlara gére kalp, oval ya
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da kisa basiller seklinde olabilmektedir (Pellerin ve Gest, 1983). Flagellalar1 sayesinde
aktif hareket edebilmektedir (Sekil 2.11). pH, 151k yogunlugu, oksijen ve ¢esitli organik
kimyasal konsantrasyonlar1 dahil olmak {izere farkli uyaranlara tepki olarak hareket
edebilmektedir (Berry ve Armitage, 2000). C. sphaeroides’in genomunda iki adet
kromozoma (Cl 2,9 Mb ve CIl 0,9 Mb) ek bes tane ekstra kromozomal plazmit
bulunmaktadir (Suwanto ve Kaplan, 1989). C. sphaeroides’in optimum biiylime pH
aralig1 6-8 iken optimum bilyiime sicakligi ise 28-30°C arasindadir (Kars ve Alparslan,
2013). Ortamda oksijen varligina goére renk farkliligi gostermektedir; oksijensiz
ortamlarda kahverengi, oksijenli ortamlarda ise pembe renge sahiptir (Krieg ve Holt,
1984).

>.\‘ i

Sekil 2.11. Yabani tip C. sphaeroides’in flagellar filamentlerinin elektron mikrografi. Bar = 1 pm (Fabela
vd., 2013)

C. sphaeroides, izoprenoidler (Qianget vd., 2019; Zhang vd., 2018), PHB
(Kobayashi ve Kondo, 2019) ve hidrojen (Akroum-Amroucheet vd., 2019; Shimizu vd.,
2019) gibi biyo-bazli bilesiklerin dogal bir freticisidir (Sekil 2.12). Ayrica
bakteriyoklorofiller, B, vitamini, 5 aminoleviilinik asit ve karotenoidler gibi degerli
maddeler igermektedir (Park vd., 2012). Bu molekiiller farkli pazar sektorlerine
yayilarak bu mikroorganizmanin biyoteknoloji endiistrisi i¢inde farkli uygulamalarina

izin vermektedir (Orsi vd., 2020).
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Market sektorii Bilesik

ilag
izoprenoidler —
Kimyasal
Ticari iiriin PHB
Biyoyakit Ha

Sekil 2.12. Biyoekonomi piramidi: C. sphaeroides tarafindan iiretilen bilesikler gosterilmektedir
(Orsi vd., 2020)

2.4.1. Cereibacter sphaeroides’de PHB iiretimi

PHB {iretimi i¢in ¢ok uygun bir mikroorganizma olan C. sphaeroides, azot
siirlayict kosullar altinda hiicresel kuru agirliginin %70’ine kadar PHB biriktirebilir
(Brandl vd., 1991). Asetat, ¢esitli karbon kaynaklar1 arasinda en yiiksek PHB iiretimini
saglamistir (Sangkharak ve Prasertsan, 2008). C. sphaeroides hem fototrofik hem de
kemolithotrofik kosullar altinda biiyiir ve CO,, siiksinik asit ve asetik asit gibi ¢ok
cesitli substratlar1 kullanmaktadir (Brandl vd., 1991; Wang vd., 1993; Kim vd., 2012).
Karanlik ortamda aerobik olarak biiyiidiigiinde yiiksek miktarda PHB iiretebilmektedir
(Ozsoy, 2012). C. sphaeroides suslar1 %60-80 oraninda PHB iiretebilmektedir. C.
sphaeroides, hiicre i¢i depolama malzemesi olarak yiiksek karbon / diisiik nitrojen
oraninda PHB biriktirmektedir. Ozellikle karbon kaynag: olarak asetat varliginda hiicre
kuru agirliginin %45°1 kadar PHB {iretebilmektedir (Kars ve Giindiiz, 2010).

C. sphaeroides'te PHB, asetil koenzim A (asetil-CoA) adi verilen bir
molekiilden ii¢ farkli enzimin katalitik reaksiyonlari ile sentezlenmektedir (Sekil 2.13):

Ik olarak, phaA geni tarafindan kodlanan asetil koenzim A asetiltransferaz
enzimi (ACAT) bir asetil grubunu bir asetil-CoA molekiiliinden alarak diger bir asetil-
CoA molekiiliine aktarmakta ve asetoasetil koenzim A (asetoasetil-CoA) ile koenzim A
(CoA-SH) iiretilmektedir.

Ikinci olarak, phaB geni tarafindan kodlanan asetoasetil koenzim A rediiktaz

enzimi (ACE) asetoasetil-CoA'nin asetoasetil grubunu indirgemekte ve nikotinamid
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adenin diniikleotid fosfat (NADPH) kofaktorii kullanarak (R)-3-hidroksibiitanoil
koenzim A ((R)-3-hidroksibiitanil-CoA) liretmektedir.

Son olarak, phaC geni tarafindan kodlanan poli(3-hidroksialkanoat) polimeraz
(PHAP), (R)-3-hidroksibiitanoil-CoA molekiillerinden birkag (R)-3-hidroksibiitanoil
grubu polimerize ederek PHB ve Koach iiretmektedir. Sentezlenen PHB, gerektiginde
phaZ geni tarafindan kodlanan poli (3-hidroksialkanoat) depolimeraz (PHADP) enzimi
ile parcalanmakta ve karbon kaynagi olarak kullanilmaktadir (Kobayashi ve Kondo,
2019).

Asetil-CoA CoASH

Agetil-CoA M » Asetoasetil-CoA

ACAT
(phad)

NADPH
AACR

(phaB)
\L/ NADP+
r

Poli-3-hidroskibiitirat |

/ PHAP

CoASH (phaC)

R-3-Hidroksibiitanoil-CoA |

H;O\

PHADP
(phaZ)

Y

(R)-3-(R)-3-Hidroksibiitanoiloksi biitanoat

Sekil 2.13. C. sphaeroides'te PHB biyosentez yolu (Kobayashi ve Kondo, 2019)

2.5. Cupriavidus necator

Toprak bakterisi olan C. necator H16 (ayn1 zamanda Ralstonia eutropha H16
olarak da bilinir) yaklasik 60 yil once topraklarda ve su ortamlarinda fakiiltatif

anaerobik kosullarda izole edilmis gram negatif bir bakteridir. C. necator H16, (-
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proteobacteria sinifina ait olup enerji kaynagi olarak ya organik bilesikleri (heterotrofik

olarak) ya da hidrojeni (ototrofik olarak) kullanabilmektedir. Karbon kaynagina bagl

olarak karisik beslenme kosullarinda da biiyliyebilmektedir (Jajesniak vd., 2014).

Heterotrofik biiylime, genis bir karbon kaynagi yelpazesi kullanilarak gerceklesir ve
hatta kemolitotrofik biiyiime durumunda bile CO; kullanilabilir (Sohn vd., 2021) C.

necator H16 oksijen sinirli veya anaerobik kosullarda biiyliyebilse de esas olarak

aerobik kosullarda biiylimektedir (Reinecke vd., 2009). Cizelge 2.5’°de bakterinin

taksonomik siniflandirmasi verilmistir.

Cizelge 2.5. C. necator ’un taksonomik siniflandirmasi (https://bacdive.dsmz.de/strain/2033)

Alem Bacteria
Sube Pseudomonadota
Siuf Betaproteobacteria
Takim Burkholderiales
Aile Burkholderiaceae
Cins Cupriavidus
Tiir Cupriavidus necator

2.5.1. Cupriavidus necator *da PHB iiretimi

C. necator’un, PHB iiretim kapasitesi hiicre kuru agirliklarinin yaklagik % 80’1

kadar olup PHB iizerine en fazla arastirma yapilan tiirlerdendir (Hao vd., 2017; Pradhan

vd., 2017). C. necator’un PHB biyosentezi sekil 2.14’de gosterilmis olup, 3 ana adimda

gerceklesmektedir:

Asetil-CoA'nin  kondenzasyonu: B-oksidasyonundan iiretilen iki asetil-CoA
molekiiliinden  3-ketotiolaz  enzimi  (PhaA) tarafindan asetoasetil-COA
olusmaktadir.

Asetoasetil-CoA'nin rediiksiyonu: asetoasetil-CoA rediiktaz enzimi (PhaB) ile
NADPH kullanilarak 3-hidroksibutiril-CoA'ya indirgenmektedir.

Polimerizasyon: PHA sentaz enzimi (PhaC), olusan 3-hidroksibutiril-CoA
molekiiliinii mevcut bir polimer zincirine ekleyerek PHB polimerini uzatmaktadir
(Szacherska vd., 2021). Bu ii¢ adimda gorev alan genler phaCAB operonunda

bulunur. Bu operonun niikleotit dizisi ve fonksiyonu, PHB sentezleyebilen bir¢cok
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bakteri ailesinde olduk¢a korunmustur (Peoples ve Sinskey, 1989a; Peoples ve
Sinskey, 1989b). Bu operonda:

e phaC: PHA sentazini kodlamaktadir.

e phaA: B-ketotiolaz1 kodlamaktadir

e phaB: asetoasetil-CoA rediiktazini kodlamaktadir.

Metabolik yola gore, asetil-CoA PHB sentezi icin birincil metabolit olarak
kabul edilir (Kessler ve Witholt., 2001). phaCAB operonu siirekli olarak ifade edilse
de PHB sentezi enzimatik ve transkripsiyonel diizeyde diizenlenmektedir. Bu nedenle,
besleme siireci gibi stratejiler Oncli substratlarin oranin1  diizenlemek igin

kullanilmaktadir (Byrom, 1987; Jung vd., 2000).

B-oxidation cycle B-oxidation cycle
(acetic/butyric acid) (acetic/butyric acid)

~

Acetyl-CoA Acetyl-CoA Acetoacetyl-CoA (R)-3- hydroxybutyryl CoA

Sekil 2.14. C. necator’e ait PHB biyosentez reaksiyonu (Szacherska vd., 2021)

C. necator, PHB gibi PHA’larin bir kaynagi olarak kullanilmaktadir. Bu
biyoplastikler, hiicre sitoplazmasindan geri kazanildiktan sonra (Aramvash vd., 2015)
veya kurutulmus biyokiitle kullanilarak (Kunasundari vd., 2013) biyoplastik tiretimi i¢in
kullanilabilmektedir. PHB' ler ve C. necator' un kurutulmus biyokiitlesi, PHB'nin
bakteriler tarafindan B-hidroksibutirat'a parcalanmasina dayali olarak antimikrobiyal,
insektisidal ve antiviral aktiviteler igin kullanilabilmektedir (van Hung vd., 2019). C.
necator; izopropanol, hidrokarbonlar, metil ketonlar, serbest yag asitleri, alkanlar vb.
gibi gesitli bilesikler tiretmek tizere genetik olarak modifiye edilmektedir (Marc vd.,

2017). Sekil 2.15’de PHB graniilleri iceren C. necator goriilmektedir.
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Sekil 2.15. PHB graniilleri igeren C. necator (Panich vd., 2021)

2.6. Rhodopseudomonas palustris

Rhodopseudomonas palustris, Nitrobacteraceae familyasindan gram negatif bir
bakteri cinsidir (Angra vd., 2023). Rhodospeudomonas hiicreleri ¢ubuk seklindedir ve
asimetrik olarak boliinerek kutupsal olarak biiylimekte ve hareket etmek igin flagella
kullanmaktadir (Suwansaard, 2010). Oksijenli ve oksijensiz biiyiiyebilmektedir.
Organik veya inorganik bilesenleri enerji ig¢in kullanabilmektedir (Touloupakis vd.,
2021). R. palustris fakiiltatif bir fototroftur. Havada yetistirildiginde beyaz renklidir ve
aerobik solunum yaparak biiylimektedir. Oksijensiz kosullara maruz kaldiginda ise,
gerceklestirmek zorunda oldugu oksijen iiretmeyen bir fotosentez tiirli i¢in ihtiyag
duydugu 151k emici pigmentleri sentezledigi i¢in koyu mor bir renk almaktadir
(Harwood, 2022). (Sekil 2.16). R. palustris anaerobik kosullar altinda laktat, asetat ve
malat gibi organik asitleri enerji ve elektron kaynagi olarak kullanabilmektedir (Brown
vd., 2020). R. palustris, dogada 6zellikle goller, topraklar, batakliklar ve deniz gibi
yeterli 1g1ga sahip anaerobik su ortamlarinda yaygin olarak bulunmaktadir (Guan vd.,

2017). Cizelge 2.6’da bakterinin taksonomik siniflandirmasi verilmistir.

Cizelge 2.6. R. palustris ’in taksonomik siniflandirmasi (https://bacdive.dsmz.de/strain/168493)

Alem Bacteria
Sube Pseudomonadota
Simf Alphaproteobacteria
Takim Hyphomicrobiales

Aile Nitrobacteraceae




26

Cins Rhodopseudomonas

Tiir Rhodopseudomonas palustris

R. palustris, bir¢cok baska alanda uygulanma potansiyeline sahip, ¢ok yonlii bir
bakteridir (Patel vd., 2012). Atik su artimi (Kim vd., 2004), biyohidrojen iiretimi
(McKinlay vd., 2014), mikrobiyal yakit hiicreleri (Xing vd., 2008) ve elektrosentez
(Bose vd., 2014) calismalarinda kullanilmaktadir. Su diriinleri endiistrisi ve atik Su
aritma alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Peirong ve Wei, 2013). Azot
fiksasyonu, hidrojen gazi iiretimi, anaerobik aromatik biyolojik bozunma ve karmasik
hiicre dongiisii, R. palustris fizyolojisinin diger 6ne ¢ikan 6zellikleridir (Melton vd.,
2014; Pechter vd., 2016). Foto-fermentasyon yoluyla veya foto-fermentasyon ve
karanlik fermantasyonun tamamlanmasi yoluyla (Patel vd., 2012) hidrojen iiretimi igin
kapsamli bir sekilde arastirilmistir (McKinlay ve Harwood, 2010). Metan (Fixen vd.,
2016) ve biitanol (Doud vd., 2017) gibi diger biyo yakit iiretimi ve PHB (Wu vd.,
2012), polisakkarit (Fritts vd., 2017) ve izoprenoid (Xu vd., 2016) gibi degerli
kimyasallarin {iretimi, R. palustris'in biyopolimerler ve bunlarin yapi taslarinin iretimi

icin potansiyelini gostermektedir (Patel vd., 2012).

Sekil 2.16. R. palustris’in mikroskobik goriintiisii (Adams, 2021)

2.6.1. Rhodopseudomonas palustris’te PHB iiretimi

Mor bakteri hiicrelerinde, besin eksikligi PHB biriktirmek icin potansiyel bir
stres bliyime ortami olusmaktadir. R. palustris azotun az oldugu durumda onemli
miktarda PHB biriktirmistir (Carlozzi vd., 2019; Ranaivoarisoa vd., 2019). R.
palustris‘te PHB sentezi, asetat ve propiyonat tarafindan tetiklenmektedir (Wu vd.,
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2012). Asetat substrat olarak kullanildiginda, azot bilesiklerinin (amonyak) az oldugu
durumlarda PHB {iretimi icin glioksilat yol kullanilir (McKinlay vd., 2014). R.
palustris, PHB iiretmek igin lignin par¢alanma {rinii olan  p-kumarati
kullanabilmektedir (Brown vd., 2020; Al siyabi vd., 2021).

R. palustris'teki PHB iiretimi genellikle -ketotiyolaz enzimi (PhaA) tarafindan
iki tane Asetil-Coa’nin Asetoasetil-CoA'ya yogunlagsmasiyla baslamaktadir. Daha sonra
Asetoasetil-CoA rediiktaz enzimi, (phaB), Asetoasetil-CoA'y1r (R) -3-Hidroksibiitiril-
CoA'ya doniistiirmektedir. Sonrasinda phaCl velveya phaC2 (R)-3-hidroksibiitiril-
CoA'y1 PHB graniillerine polimerize etmektedir. PHB, karbon depolama mobilizasyonu
sirasinda birkag enzimatik islemle (R)-3-hidroksibiitiril-CoA'ya ve ardindan asetil-

CoAlya geri indirgenmektedir (Sekil 2.17). (Ranaivoarisoa vd., 2019).

Phad, p-Ketotiyolaz

R-3-Hidroksibiitiril-CoA

) PhaB, Acetoacetyl-CoA
PhaZ, Depolimeraz -

reductase

%3 PHB graniil
b o HJC/LJ\CM
Hko/\/q_lor! PiaC, PHB sentaz

Sekil 2.17. R. palustris TIE-1'deki PHB dongiisii ve varsayilan genler (Ranaivoarisoa vd., 2019)

2.7. Melas

Seker endiistrisinde pancardan seker eldesi sirasinda yan iiriin olarak elde edilen,
koyu kahverengi renkli, oldukca viskoz bir sivi olan melas, yaklasik % 50-55
oranininda seker icermektedir. Seker i¢eren kisminda % 30-35 oraninda siikroz, % 15-
20 oraninda glikoz ve fruktoz gibi fermente edilebilir indirgen sekerler bulunmaktadir.

Pigmentler, aminoasitler, fenolik bilesenler, inorganik tuzlar (SO4? Ca* Na"), karamel
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maddeleri, melanoidinler, melaninler gibi renk olusturucu maddeler, kompleks
polisakkaritler, karbonhidrat olmayan ¢esitli bilesikler, malik asit, sitrik asit, propiyonik
asit ve asetik asit igermektedir (Luo vd., 2018; Wright vd., 2014; Pattanakittivorakul
vd., 2019). (Cizelge 2.7). % 4-11 araliginda demir siilfat, sodyum Kkloriir, potasyum,
magnezyum, fosfat, kalsiyum gibi organik olmayan bilesikler bulunmaktadir. Potasyum
oran1 yiiksek olan seker pancari melasinda B grubu vitaminler de yer almaktadir
(Yilmaz ve Beyatli, 2003; Ediz ve Beyatli, 2005). Seker kamisi melasi, bakteri
hiicrelerinin biiylimesi i¢in uygun olan demir, magnezyum, kalsiyum, potasyum ve B7
dahil vitaminlerin yani sira siikroz, glikoz, fruktoz icermektedir (Shasaltaneh vd., 2013).
Melas bilesimi elde edildigi bitki kaynagina, mahsiiliin yetistirilme sekline, yetistirildigi
bolgedeki topragin icerdigi besin maddelerine ve sekerin rafine edilme islemine gore
degismektedir. Melasin 6zgiil 1s1s1 0.5 cal/kg/°C’dir ve bu 6zgiil 1s1 ve viskozitesi hem
sicakliga hem de su igerigine baglidir (Wright vd., 2014; Pattanakittivorakul vd., 2019).
Betain ve glutamik asit, seker pancar1 melasindaki belirgin azotlu maddeler olup
melasin  kendine has koku ve lezzetinin olusmasinda rol oynamaktadir.
Mikroorganizmalar melastaki azotun yalnizca % 40-60’1mn1 harcayabildikleri i¢in sivi
amonyak, amonyum tuzlari veya lire besiyerine eklenerek azot zenginlestirmesi

yapilabilmektedir (Katircioglu ve Aksoz, 1996; Goksungur, 1998; Mercan, 2002).

Cizelge 2.7. Melasin genel kompozisyonu (Ertan, 2022)

Kompozisyon

% Aralik (w/w)

Siikroz 29-40
Su 17-25
Glikoz 4-14
Kiil 7,15
Potasyum 4-50,83
Kalsiyum 0,8-15
Magnezyum 1-14
Sodyum 0,09-9
Protein 0,5-4,5
Stilfat 2,24-9,91
Aminoasit 0,3-1,5
Azotlu olmayan asitler 1,5-8
Vaks, steroller, fosfatidler 0,1-1

Biotin

Riboflavin

0,1-2 ppm, 0,36mg/kg
1-6 ppm, 1,8 mg/kg
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Melas; maya, etanol, monosodyum glutamat, sitrik asit, endiistriyel enzimler ve
baska bir¢ok fiiriinlerin mikrobiyal iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir (Ertan,
2022). Melas ile bir¢ok mikroorganizma tarafindan farkli biyosentetik yolaklardan
asagidaki gibi katma degeri yliksek olan biyo-iirlin ve endiistriyel enzimler
tiretilmektedir (Bajaj vd., 2014; de Morais vd., 2017; Wang vd., 2018; Zhang vd.,
2018):

e Biyoetanol,

e Tek hiicre yag1 (SCO),

e Pullulan,

e Fruktooligosakkaritler (FOS),
e Biitirik asit (BA),

e Dokosaheksaenoik asit (DHA),
e Biyosiirfaktan,

e Biyopigment,

e Seker alkolleri,

e PHA,

e Organik asitler,

e Polisakkarit,

e Lipaz ve proteaz

Tim bu biyomalzeme ve enzimlerin gida, biyoenerji, kozmetik ve ilag
endiistrilerinde 6nemli uygulamalar1 bulunmaktadir (Ertan, 2022).

Geleneksel plastiklerin biyoplastiklerle degistirilmesindeki en blyiik zorluk
biyoplastik iiretimiyle ilgili maliyetlerdir. Maliyeti en aza indirmek i¢in melas, peynir
altt suyu, aktif camur, nisasta gibi daha ucuz ortam alternatifleri Onerilmektedir
(Keshavarz ve Roy, 2010). Kullanilan pahali hammaddelerin % 20-50 iiriin fiyatina
yansidigi bilinmektedir. Yiiksek maliyeti azaltmak amaciyla alternatif substrat kaynagi
olarak dogal iirlinler, endiistriyel ve tarimsal atiklar kullanilmaktadir (Sathiyanarayanan
vd., 2013). PHB iiretiminde karbon kaynagi olarak farkli birgok tarimsal atik
kullanilmaktadir. Pancar melasi, peynir alti suyu, hurma surubu, seker kamisi melasi,
soya, elma-kavun atigi, domates atigi, bezelye kabugu, ksiloz ve atik sular bunlar
arasinda dikkat ¢eken kaynaklar olmustur (Kumar vd., 2009; Chee vd., 2010). Melas,
hem diisiik maliyetli PHB iiretiminde faydalanilabilen bir karbon kaynagidir hem de
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icerdigi vitamin ve mineral ile biiylime faktorii kaynagi olarak kullanilmaktadir (Gouda
vd., 2001).

2.8. PHB Goriintiileme Yontemleri

Bakteri igerisindeki PHB graniilleri, yiiksek oranda 15181 kirdigi igin faz-kontrast
mikroskobu ve elektron mikroskobuyla nitel olarak kolayca goriilebilmektedir
(Gilingdrmedi, 2012). Genellikle kiire seklinde olan PHB’nin her bir graniil ¢ap1 100-
800 nm arasinda farkliklik sergilemektedir. Ek olarak bu graniiller 2 ile 4 nm
kalinliktadir ve non tiniter membranla kaplidir. Graniiller genel olarak % 98 oraninda
PHB, % 2 oraninda ise protein barindirmaktadir (Tire, 2019). Sekil 2.18°de cesitli
mikroorganizmalarin hiicre icinde depo edilmis PHB graniilleri yer almaktadir.
Sentezlendigi mikroorganizmanin sekli, bolinmesi ve gelisim sartlarina gore hiicre
icinde depolanan PHB graniillerinin miktar1 ve biiyiikliigii degisiklik gdstermektedir
(Wu vd., 2016).

Sekil 2.18. Cesitli mikroorganizmalar tarafindan hiicre i¢inde depolanan PHB nin mikroskop goriintiileri

(a) Bacillus sp. (b) Ralstonia eutropha (c) mutant Ralstonia eutropha (Muhammadi vd., 2015)

2.8.1. Sudan Black ile PHB graniillerinin boyanmasi

Notr yaglar ve lipitler i¢in son derece yiiksek afiniteye sahip, yagda ¢oziinen bir

boya olan Sudan Black B (SBB) (Adnan vd., 2022), sterolleri ve fosfolipidleri
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boyamaktadir. Bu boyanin nétrofillerdeki azurofilik ve spesifik graniilleri boyarken
peroksidazin yalnizca azurofilik graniilleri boyamaktadir (Dalva, 2022). Sekil 2.19°da

SBB’ nin formiili verilmistir.

H
HaC. N

Sekil 2.19. Sudan Black B formulii (Calleja, 2020)

Lipofilik bir boya olan SBB'nin yliksek hassasiyetli bir PHA taramasi oldugu
rapor edilmistir. PHA igeren bakteriler sudan black boyamasindan sonra, koyu renkli
graniiller olarak goriinmektedir (Sekil 2.20). Sudan black boyama, PHB'ler igin
potansiyel suslar1 taramakta kullanilan basit bir yontem olarak kabul edilmektedir (Wei
vd., 2011). PHB biriktiren koloniler SBB boyasi ile boyandiginda mavimsi-siyah
goriiniirken, PHB biriktirmeyen koloniler beyaz goriinmektedir (Adnan vd., 2022).

2 um_

Sekil 2.20. Bacillus thuringiensis B417-5"deki PHB graniillerinin SBB ile goriintiilenmesi
(Thammasittirong vd., 2017)

2.8.2. Nile Red ile PHB graniillerinin boyanmasi

Nil Red, 9 konumda bir dietilamino grubuna sahip 5H-benzo[a]fenoksazin-5-

on'dan olusan organik bir heterotetrasiklik bilesiktir (Sekil 2.21). Membranlar veya lipit
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benzeri inkliizyonlar (PHB, triagil-gliseritler) gibi hidrofobik hiicre yapilarim
gorsellestirmek i¢in kullanilan lipofilik floresan boyalardandir (Juengert vd., 2018).

| C
PeSSA

Sekil 2.21. Nile red formiilii (Calleja, 2020)

Nil red, PHA tespiti icin SBB'den daha spesifik ve iistiindiir. Hiicrelerin i¢indeki
PHB'yi tespit edebilmektedir (Mesquita vd., 2015; Arikawa vd., 2017). Nile Red boyas1
PHB graniillerine baglanmakta ve floresan mikroskobu ile kolayca tespit edilebilmekte
ve koyu kirmizi renkte goriintii elde edilmektedir (Juengert vd., 2018). (Sekil 2.22).

Sekil 2.22. R. palustris 7850’deki PHB graniillerinin Nile Red ile boyanmis floresans mikroskop
goriintiisii (Akpinar, 2023)

2.9. PHB Ekstraksiyon Yontemleri

PHA’larin ekstraksiyonu onlarca yildir incelenmistir ve genellikle iki ana
kategoriye ayrilmaktadir (Burniol-Figol vd., 2020; Koller, 2020):
e Enzimatik, kimyasal ve mekanik bozulma yontemleri kullanilarak PHA

olmayan hiicre kiitlesinin sindirimi,
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e (Coziicli bazli ekstraksiyon yontemleri

PHA'nin salinmasina Ve ¢oziinmesini saglayan, ¢oziicli bazli ekstraksiyon
yontemleri genellikle en etkili yontem olarak kabul edilmektedir. Solvent bazli
ekstraksiyon, uygulama kolayligi, polimerin yiiksek geri kazanimi ve safliginin yani sira
cok az bozulmasi gibi belirli avantajlara sahiptir. Ayrica bu yontem, polimerlerin daha
fazla saflastirilmadan tibbi olarak uygulanmasini saglayan lipopolisakkarit (LPS) gibi
bakteriyel endotoksinleri de ortadan kaldirmaktadir (Volova vd., 2015). PHA
ekstraksiyonu igin kullanilan en basarili ¢oziiciiler; metilen kloriir (Volova vd., 2015),
sodyum hipoklorit (Heinrich vd., 2012), metanol, kloroform, heksan, 1.2-propilen
karbonat, etanol, etilen karbonat ve asetik anhidritdir (Samrot vd., 2021; McChalicher
vd., 2010).

2.9.1. Kloroform ile PHB ekstraksiyonu

Kloroform gibi diigiik kaynama noktali klorlu ¢oziiciilerin kullanilmasi, yiiksek
PHA Kkalitesi ve ekstraksiyon verimi ile sonu¢lanmigtir (Kshirsagar vd., 2013).
Coziiciiniin temel gorevi Oncelikle hiicre zar1 gecirgenligini bozarak, olusan por
yapilardan PHA’lar1 ¢6zebilmektir (PubChem, 2023). Sodyum hipoklorit/kloroform
kullanilarak PHB ekstraksiyon mekanizmasi, hiicre zarinin sindirilmis PHB olmayan
bilesenlerle eszamanli olarak sodyum hipoklorit ile denatiirasyonunu, ardindan
kloroformda ¢6ziinmesini igermekle birilikte hem PHB geri kazanimi hem de saflig
saglamaktadir (Marudkla vd., 2018). Ancak, diinya saglk orgiitii kloroformun
hayvanlarda kanserojen oldugunu belirlemistir, ayrica havaya maruz kaldiginda hizla
buharlasmakta, suda kolayca ¢6ziinmekte ve pargalanma iriinlerinin her ikisinde de
cevreye zararli fosgen ve hidrojen kloriir bulunmaktadir (Marudkla vd., 2018). Bu
nedenle, bu yontem ¢evre dostu degildir ve biyoplastik seri tiretimi i¢in uygun degildir

(Muhammadi vd., 2015).

2.9.2. Ultrasonik yontemle PHB ekstraksiyonu

Ekstraksiyon islemi esnasinda mikrobiyal hiicre duvarlarinin bozulmasi i¢in yeni
bir metot olan sonikasyon, siv1 bir ortamda bir ses dalgasinin hizli siniizoidal hareketini
kullanmaktadir. Bu yontem, sividaki ¢ekirdeklenme bolgelerinde daha ¢ok biiyiiyen ve

sonrasinda ¢oken mikro kabarciklarin iiretilmesine neden olmaktadir. Bu siireg, temelde
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cekirdeklenme, gaz/buhar kabarciklarinin biiylimesi ve patlamali olarak ¢dkmesi olan
kavitasyon olarak bilinmektedir. Kabarcik c¢okerken, mikrobiyal hiicrelerin hiicre
duvarlarinin kirilmasina neden olan sok dalgalar seklinde mekanik enerjiye doniisen bir
enerji olusturmaktadir. Hiicreler, fermantasyon dongiisii tamamlandiktan sonra,
toplanacaklar1 hiicre peletlerini elde etmek amaciyla santrifiijlenmekte ve safsizliklar
gidermek icin iki kez damitilmis su ile yikanmaktadir. Sonrasinda pellet, daha fazla

depolama igin liyofilizatérde dondurularak kurutulmaktadir (Pradhan vd., 2017).

2.9.3. Yiiksek basin¢h CO; kullanarak PHB ekstraksiyonu

Bu ekstraksiyon yonteminde, PHB saflastirmasi i¢in alternatif bir ¢6ziicii olarak
yiiksek basin¢li CO; kullanilmaktadir. Bu yontem, biyomedikal uygulamalarda PHB
termoplastiklerinin daha fazla gelistirilmesi i¢in uygun bir segenek olabilir. Stiperkritik
CO; (SCCO;), hem hidrofobik bilesiklerin ekstraksiyonunun hem de belirli
polimerlerden ugucu bilesiklerin ve safsizliklarin uzaklagtirilmasi igin ticari 6lgekte
kullanilmistir. PHB'nin saflastirilmasinda CO»; bol, ucuz, inert, alev almaz, toksik
olmadigi ve kritik bir sicakliga (31,1°C) ve basinca (72,9 bar) sahip oldugu i¢in ¢ok iyi
bir alternatiftir. PHB saflagtirmasi i¢in optimize edilmis bir protokolden olusmakta olup
biyolojik olarak pargalanabilen ve yenilenebilir PHB'yi saflagtirmak i¢in ¢evre dostu,
tek adimli bir prosesi temsil etmektedir. Teknik hem biyomedikal PHB uygulamalari
icin hem de ¢esitli sektorler i¢in ¢ok fazla potansiyele sahiptir (Daly vd., 2018).

2.9.4. SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) sonikasyon ile PHB ekstraksiyonu

PHA'nin (6zellikle PHB) izolasyonu ve kantitasyonu i¢in zararli ¢oziiciiler veya
pahali ekipman gerektirmeyen yeni, basit ve hizli bir yontemden olusan bu yontemde,
hiicreler SDS soliisyonunda sonike edilir ve PHB'yi geri kazanmak amaciyla
santrifiijlenir. SDS sonikasyon islemi kullanilarak PHB'nin saflastirilmasi, suda
stispanse edilmis donmus veya kurutulmus hiicrelere uygulanabilir ve ticari bir biiylik
sonikator ve santrifiij kullanilarak kolayca 6lgeklendirilebilir. Bu ylizden, bu yontem
plastik isleme calismalarinda yiiksek miktarlarda PHB hazirlamak i¢in yararl olabilir
(Arikawa vd., 2017). Hidrofilik materyali hiicreden ¢6zmek i¢in yaygin olarak % 0.025-
0.2 SDS konsantrasyonu kullanilmaktadir (Kurian ve Das, 2021).
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2.10. PHB Karakterizasyon Yontemleri

2.10.1. Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi

Molekiiliin kuvvetli manyetik bir alana yerlestirilmesi ve bu molekiildeki bazi
atom c¢ekirdeklerinin bu alanda bulunan elektromanyetik 1sinlari absorblamasi
teknigiyle yapilan bir yontemdir. Bircok molekiiliin yapisinin belirlenmesinde
kullanilan 6nemli bir teknik olup hidrojen igeren gruplar, gruplarin hidrojen sayilar1 ve
bu gruplara bagli komsu gruplar belirlenebilmektedir. NMR spektroskopisi, karigimlari
saflastirma ya da ayirma adimlar1 gerektirmeden molekiiler diizeyde hizli bir sekilde
analiz edebilen bir yontemdir (Hatzakis, 2019). NMR, bakteriler tarafindan sentezlenen
PHB'nin kimyasal yapisin1 gézlemlemek amaciyla kullanilmakta olup (Trakunjae vd.,
2021; Hamdy vd., 2022) NMR analizindeki tepe noktalar1 kontrol edilerek
dogrulanabilmektedir (Al-Shok vd., 2023). NMR spektroskopisi, molekiillerin yapisini
ve bilesimini belirlemek i¢in kullanilan gii¢lii bir analitik tekniktir. Bu teknik, belirli
atom gekirdeklerinin manyetik 6zelliklerine dayanmaktadir (Hatzakis, 2019):

e Niikleer Spin: Belirli atom c¢ekirdekleri, tipki kii¢iik birer miknatis gibi
davranarak kendi eksenleri etrafinda donmesine niikleer spin denir.

e Gyromagnetic Oran (y): Bu oran, bir c¢ekirdegin manyetik momentinin
(miknatislanma giicliniin) acisal momentumuyla (dénme miktariyla) olan
iliskisini ifade etmektedir. Her ¢ekirdek tiirli i¢in farkli bir gyromagnetic orani
vardir.

e Manyetik Moment (p): Bir cekirdegin olusturdugu manyetik alanin giiclinii
ifade etmektedir. Gyromagnetic oran ve niikleer spin ile dogru orantilidir.

NMR Nasil Caligir:

e Numunenin Manyetik Alana Yerlestirilmesi: Numune, giiclii bir manyetik alan
icine yerlestirilir. Bu alan, niikleer spinlerin manyetik alani ile etkileserek onlari
belirli yonlerde hizalanmasina neden olur.

e Radyo Frekans (RF) Darbesi: Numuneye, niikleer spinlerin rezonans frekansina
esit bir radyo frekansi darbesi uygulanir. Bu darbe, niikleer spinlerin yoniinii
degistirir.

e Rahatlama ve Sinyal Tespiti: RF darbesi kesildiginde, niikleer spinler tekrar eski

durumlarina dénmeye calisirken enerji yayarlar. Bu enerji, bir NMR sinyali
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olarak tespit edilir. NMR spektrumu, bu sinyalin frekans ve siddetine gore

olusturulur (Hatzakis, 2019).
2.10.2. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

CHs, CHy, C=0, C-0O, CH ve OH gibi 6ne ¢ikan fonksiyonel gruplarin varligi,
PHB' nin varhiginin kritik bir belirleyicisidir. FTIR spektroskopi, kalitatif tanimlama ve
ekstrakte edilen bilesiklerde bu tiir gruplarin mevcudiyetini kontrol etmek igin
kullanilmaktadir (Thapa vd., 2018). 1,727 cm™deki bant ester karbonil grubuna ve
1,279 cm™deki bant -CH grubuna karsilik gelirken, 1,000 ile 1,300 cm™ arasindaki
bantlar ester grubunun C—O bagmnin gerilmesini gosterir. 2.969 ve 2.927 cm™deki
biikiilmeler, bir alkil-CH3 grubunu gostermektedir ve 1.377 cm V'deki biikiilme, simetrik
bir biikiilme -CH3 grubuna karsilik gelmektedir 1.452 cm™deki biikiilme, ~CH, veya —
CHa'lin asimetrik biikiilmesiyle iliskilidir. Ayrica, 3.434 cm 'deki dnemsiz bantlar, bir
terminal -OH grubuyla iliskilidir (Sekil 2.23). (Ramezani vd., 2014). ZnSe kristali
tizerinde PHB tozunun dogrudan analizi ile gergeklestirilir. Spektrofotometre tlizerinde
400-4000 cm-' *de 32 tarama, 4 cm™ ¢oziiniirliik ve 2 cm™ aralik ile elde edilmektedir.
Kizilotesi spektrumlar, yan zincir ve fonksiyonel gruplari belirlemek icin analiz
edilmektedir (Nygaard vd., 2021). FTIR spektroskopisi hem kati, sivi hem de gaz

orneklerini analiz etmek i¢in kullanilmaktadir (Samrot vd., 2021).
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Sekil 2.23. PHB’nin FTIR spektrumu (Ramezani vd., 2014)
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2.11. PHB Kullanim Alanlari

PHB, biyouyumluluklar1 ve biyolojik olarak parcalanabilirlikleri sayesinde
birgok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir (Chen, 2010). Bu alanlara 6rnek olarak
tarim endiistrisi, ambalaj enddistirisi, farmasotik alanlar, biyomedikal alanlar verilebilir
(Vaishnav ve Choudhary, 2021) (Sekil 2.24).

Sekil 2.24. PHB’nin farkli alanlarda uygulama 6rnekleri

2.11.1. Tibbi kullanim

Biyobozunurlugu sayesinde tip alaninda, esas olarak dikisler, implantlar,
tirolojik stentler, kardiyovaskiiler doku miihendisligi, kirik fiksasyonu, narkolepsi ve
alkol bagimlilig1 tedavisi, ilag verme vektorleri, hiicre mikrokapsiilasyonu, destek icin
kullanilir (Santos vd., 2017). (Sekil 2.25). PHB ile yapilan in-vitro testler sonucunda;
kondrosit, epitel hiicreleri, osteoblast vb. hiicre c¢esitlerine biyouyumlu 6zellik
gosterdigi tespit edilmistir (Tiirkay, 2013). PHB’ nin biyolojik olarak pargalanabilirlik
ozelligine ek olarak biyolojik olarak uyumlu olmast ve memelilere toksik
olmamasindan dolayr doku miihendisliginde; cerrahi implantlar, yara ortiileri, vida ve

zimbalar i¢in biyomateryal olarak kullanilabilmektedir (Pleissner vd., 2014). PHB’ler
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saglik hizmetlerinde, dikis ipleri, doku onarim cihazlari, eklem kikirdak onarimi, sinir
kilavuzlart ve kemik iligi iskeletleri gibi cesitli tibbi malzemelerin {iretiminde de
kullanilmaktadir (Koller vd., 2010). Bir baska biyomedikal kullanim olan kontrollii ilag
salimi icin PHB bazli kompozit pargaciklar gelistirilmis olup, nanopartikiillerin
minimum topaklanma ile homojen olarak dagilmis diisiik ilag dozaji ile yiiklendigini

gostermistir (Rezaei vd., 2016).

Sekil 2.25. PHB'in cesitli tibbi uygulamalar1 (A) Tabakalar (B) implantlar (C) Tiipler (D) Damla sisesi
(E) Urolojik stentler (F) Vida (Calleja, 2020)

PHB yiiksek kristallige, nispeten yiiksek erime noktasina ve iyi hidrolitik
stabiliteye sahiptir. Bu ozelliklerinden dolayt PHB biyomedikal amaglar igin sikca
kullanilmaktadir. Kopolimerleri/kompozitleri kemik implantlarinda kullanilabilse de,
PHB bazli nanopargaciklar da son on yilda iimit verici ilag verme sistemleri olarak
kabul edilmektedir. Sadece biyolojik olarak pargalanabilir degiller, ayn1 zamanda
biyolojik olarak emilebilmekte, yani filtrasyon veya metabolizma yoluyla dogal
yollardan elimine edilebilmektedir. Bozunma, ester baglarmin hidrolizi ile
gerceklesmektedir. PHB nanopartikiilleri ve diisik molekiiler agirlikli polimer
fragmanlari, makrofajlar tarafindan fagosite edilebilmekte ve hiicre iginde
parcalanabilmektedir. Bozunma f{iriinii olan 3-hidroksibiitirat insan kaninda fizyolojik
olarak bulundugundan, bunun uygun tiirevleri akut sitotoksisite gostermemektedir
(Babos vd., 2020). PHB, gastrointestinal sistemdeki c¢esitli hidrolazlar tarafindan 3-
hidroksibutirat (3HB) ve oligo3-hidroksibutirat (oligo-3HB) olarak bozunabilmektedir
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(Wang vd., 2019). PHB'nin ilag verme uygulamalar1 son zamanlarda antimikrobiyal ve
kanser tedavisi, gen verme ve topikal ilag verme seklinde genisletilmistir (Babos vd.,
2020). PHB olumsuz tepki vermeden insan viicuduna yerlesebilir ve antibiyotiklerin
kontrollii salinim1 igin tagiyici olarak kullanilabilmektedir (Koller, 2018). (Cizelge 2.8).
PHB'yi diger biyouyumlu polimerlerle (3-hidroksivalerat gibi) birlestirerek yapilan
PHB bazli plastikler ila¢ dagitimi ve doku miihendisligi dahil olmak iizere birgok
uygulama bulunmaktadir (Rydz vd., 2015).

Cizelge 2.8. PHB nin medikal alanda uygulama 6rnekleri (Choi vd., 2020)

Uriin Uygulama

PHB Hiicre i¢i ila¢ salinimi igin nanopartikiiller

Kas-fasiyal yaralari iyilestiren siitiir

Poli (3HB-co-3HHX) Doku miihendisligi (kikirdak, kemik iligi hiicresi, kalp kapakgiklarr)
PHB Kemik iligi osteoblasti, kemik dokusu mithendisligi
Poli(3HB-co-3HV) Kanser tedavisi igin ila¢ dagitim tasiyicist

Poli(3HB-co-4HB) Antibiyotik dagitim sistemi

poli (3HB-c0-3HV) / PCL karisim1  Fotodinamik tedavi i¢in ilag dagitim tagiyicisi

2.11.2. Ziraatte kullanimi

PHB’den fide tasimacili§inda, tohum kapsiillendirilmesinde, pestisit veya giibre
ve bitki gelisim diizenleyicilerinin kontrollii birakilmasi1 amaciyla plastik ortii olarak ya
da sulama delikleri yapilmasinda faydalanilmaktadir (Tiire, 2019; Glingdrmedi 2012).
Tarimda, PHB yaygin olarak pestisitlerin ve giibrelerin salinmasi i¢in kullanilir (Santos
vd., 2017). PHA’larin tarim alanindaki diger bir kullanimi, bitkilerdeki azot
fiksasyonunu arttirmak amaciyla uygulanan bakteri inokulantlaridir. Tarim alaninda
asilama preparatlarindaki bakteri inokiillimiiniin ¢cok zamanda kuraklik, depolanma ile
sicaklik kosullart vb. zor durumlarda direng gostermesi gerekmektedir. Tasiyici igine
kiiltiirlenen bakteriler yiiksek diizeyde canli kalabilmelidir. Bu yiizden, alanda yapilan
calismalar, bakterilerin tasiyicilar iginde uzun vadede canli kalmasimi saglamak

amaciyla besin ya da sentetik iiriin gibi elementlerin de var olmasini amaglamaktadir

(Dobbelaere vd., 2001; Philip vd., 2007).
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2.11.3. Paketlemede ve tek kullanimlik malzemelerin yapiminda kullanim

Tek kullanimlik plastiklerin, 6zellikle gida ambalajlarinin yogun kullanimi ve
uygunsuz atilmasi sonucu biiyiik miktarda plastik atik olusmustur. Bu nedenle, 6zellikle
geri donlisimii zor olan ambalaj malzemelerinin, biyolojik olarak parcalanmayan
plastiklerden PHB gibi biyolojik olarak parcalanabilen plastiklerle degistirilmesi
gerekmektedir (Geyer vd., 2017). PHB’ler hidrofobik, optik olarak aktif, termoplastik,
piezoelektrik, insan ve doga igin toksik olmayan ve aktif doga gibi 6zelliklere sahiptir.
Ayrica, PHB’ler gazlar ve suya kars1 iyi bariyer 6zelliklerine sahiptir (Koller, 2014). Bu
malzeme Ozellikleri, PHB'ler1 ambalaj malzemeleri i¢in uygun hale getirmektedir.
Ayrica, PHB’ler pipetler ve siseler gibi gida ile ilgili iiriinlerde kullanilabilmektedir.
2018 yilinda, tamamen biyolojik olarak pargalanabilen ilk plastik pipet, Nodax
PHA’dan Danimer Scientific tarafindan gelistirilmistir. 2019 yilinda, tamamen
PHA’lardan yapilmis igecek siseleri, Kaliforniya’da faaliyete gegen The Cove
tarafindan gelistirilmistir (Sekil 2.26). Kaplar toprakta yaklasitk bes yil iginde
pargalanabilirken, geleneksel PET plastik siselerin parcalanmasi yaklasik 500 yil
stirmektedir (Choi, 2020). PHB, kolay sekil alabilme ve dogada tamamen ¢6ziinebiliyor
olmas1 gibi 6zelliklerinden dolayi, genellikle tek kullanimlik materyaller ve paketleme
malzemelerinin tretimi i¢in kullanilmaktadir (Wang vd., 2012). PHB ve kopolimerleri
paketleme filmlerinde ve tek kullanimlik malzemelerde (hijyenik {irtinler, ¢ocuk bezleri,
mutfak malzemeleri vb.) kullanilmaktadir. Kopolimerle diisiikk erime sicakligina ve
esnek yapiya sahip olmasindan dolay1 preslenmis iiriinlerin imalatinda da kullanighdir.
Sampuan kutulari, tek seferlik kullanilan tiras bicaklari, mesrubat siseleri, karton siit
kutular, plastik c¢atal, bicak, tabak malzemeleri, posetler, tepsi ve mutfak kaplar1 gibi

genis bir araliga sahip kullanimi1 mevcuttur (Hazar Yorug ve Ugraskan., 2017).
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Sekil 2.26. Cove sirketi tarafindan gelistirilen biyog¢oziniir sise (McGlasson, 2023)

PHB sert ve kararli bir termoplastik olup, 168 °C ile 182 °C arasinda degisen
erime noktasina, 2 °C ile 4 °C arasinda degisen camsi gecis sicakligina, %5 ile %8

3 jle 1.26 g/cm® arasinda degisen

arasinda degisen kopma uzamasina ve 1.18 g/cm
yogunluga sahip bir biyopolimerdir. Bu 6zellikleri ile ambalaj, tek kullanimlik catal,
bicak ve biyoplastik torba yapimi gibi bir¢ok sektdrde kolaylikla kullanilabilmektedir
(Bellini vd., 2022). Giinliik hayatta da daha fazla kullanim alanlari bulmaya baslayan
PHB’ler karsimiza kisisel hijyen lrlinlerinin ambalajlarmin yapimi, tek kullanimlik
sofra oOrtiileri veya dogada biyolojik olarak pargalanabilen torbalar gibi ornekler ile
cikmaktadir. PHB’ler biitiin bu avantajlara sahip olmalarina ragmen, petrokimyasal
yollarla iiretilen plastikler de daha maliyetli olmalari nedeniyle pazarda yer bulmakta
zorlanabilmektedirler (Masaeli vd., 2013). Tiras bigag1 ve bebek bezi yapiminda tercih
edilmektedir (Wang vd., 2012). Ayrica nem kaybimi onleyip parlaklikla kokuyu
koruyabilmesinden dolay1r gida ve kozmetik malzemelerin paketlenmesinde,
su/sampuan ambalajlarinda kullanilmaktadir (Khosravi-Darani ve Bucci 2015; Garcia
Campo vd., 2017). PHB, gida ambalaj1 i¢in basariyla test edilmis ve PP'den daha sert
oldugu bulunmustur. PHB, siselerin, lateksin ve ¢esitli paketleme iiriinlerinin imalatinda
kullanilmaktadir (Markl, Griinbichler ve Lackner, 2018). PHB'ler, kagit kaplama
uygulamalarinda, siit kremas1 ikamelerinde, gida aroma maddelerinde kullanilmaktadir
(Santos vd., 2017).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bakteri Suslar

Bu tezde Cereibacter sphaeroides O.U. 001 (DSM5864), Rhodopseudomonas
palustris 7850 (DSM 127) ve Cupriavidus necator H16 (DSM 428) olmak {izere 3 farkli
bakteri kullanildi. Bu ii¢ bakteri de gram negatif grubunda olup C. sphaeroides ve R.
palustris mor kiikiirtsiiz fotoheterotrofik bakteridir. Calismanin amaci bu 3 bakterinin
seker pancar1 melasi ile hazirlanan besiyeri ortaminda ¢ogaltilmas1 ve sonrasinda asetat
besiyerine gecirilip azot limitasyonu ile PHB iiretiminin artirilmasi, elde edilen
PHB’nin goriintiilenmesi ve karakterizasyonunun yapilmasidir. -80°C'de stoklanmis
olan C. sphaeroides O.U. 001 (DSM5864) ve R. palustris 7850 (DSM 127) Biebl ve
Pfenning (BP) agar besiyerine, C. necator H16 (DSM 428) LB Broth (Miller) agar
besiyerine ekilerek 30+£1°C de (96 saat) aktiflestirilmistir.

3.2. Ortam ve Kiiltiir Kosullar

3.2.1. Melas besiyerinde bakterilerin biiyiitiilmesi, OD ve pH analizi

Tek saf koloniler elde edildikten sonra bakteriler, calismaya baslamadan 6nce
adaptasyon ve aktiflestirme igin karbon kaynagi olarak melas iceren sivi besiyerine
aktarildi. Bir koloni, 30£1°C'de 250 mL'lik erlenmeyer sisede 100 mL sterilize edilmis
melas besiyerine kiiltiirlendi. Melas besiyeri igerigi Cizelge 3.1°de verilmektedir.
Besiyeri hazirlandiktan sonra pH, 5M NaOH kullanilarak 6.8 e sabitlendi.

Cizelge 3.1. Melas besiyeri igerigi (g/L)

Igerik g/L
K,HPO, 0,5
MgSO4.7H20 0,2
Melas 68
Na Glutamat.H,0 0,37
CaCl2.2H20 0,025
Vitamin ¢ozeltisi 1 mL
Eser element ¢ozeltisi 1mL
Demir sitrat 5mL

Melas besiyeri hazirlanmadan 6nce melas 6n igleme tabi tutuldu. 68 gram melas
tartilarak 450 mL distile suda ¢oziindiiriildii. 50 mL lik falkon tiiplere aktarilarak 8500
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g’de 15 dk santrifiijlendi. Siipernatant alindi, pellet atildi. Cizelge 3.1°de verilen igerik
hazirlandiktan sonra ortam sterilizasyonu 15 dakika boyunca 121°C’de otoklavlama ile
gerceklestirildi. Vitaminlerin yapisi yliksek sicaklikta bozulacagindan dolayr vitamin
cozeltisinin sterilizasyonu 0.22 um gozenekli filtreden gegirilerek saglandi. Otoklavdan
sonra melas besiyerine eser element ve demir sitrat ¢ozeltisi eklendi. Melas besiyerinin
30°C’ye kadar sogumasindan sonra ise vitamin ¢ozeltisi eklendi.

Fotosentetik bakteriler (C. sphaeroides ve R. palustris) aerobik, karanlik
kosullarda (aliminyum folyo ile sarilarak) ve ¢alkalamali (Thermo-scientific MAXQ
4450 1CE) inkiibatorde 150 rpm’de 30°+£1C’de, C. necator H16 ise aerobik ve 1s1k
altinda (aliminyum folyo kullanilmadan) 150 rpm ‘de 30+1 °C’de inkiibe edilmistir.
Deneyler, 100 mL calisma hacmine sahip 250 mL reaktdr (erlenmeyer sisesi)
kullanilarak % 10’luk (90 mL besiyeri 10 mL stok bakteri) ekim yapilarak ii¢ tekrar
(n=3) halinde gerg¢eklestirildi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Melas besiyerinde bakterilerin bilyiitiilmesi
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Melas besiyerinde biiyiime esnasinda hiicre yogunlugunu 6l¢mek amaciyla
yaklasik 24 saat araliklarla 6rnekler alinarak spektrofotometre ile C. sphaeroides 660
nm’de (ODggonm), R. palustris 660 nm’de (ODggonm) Ve C. necator 600 nm’de (ODgoonm)
2 mL ornek alinarak optik yogunluk 6l¢iildii. OD ve pH hiicrelerin 6liim veya diisiis
asamasina kadar olciildii. Kiiltiirden 24 saat zaman araliklarinda 6rnekler alinip OD
Olgtimlerine parelel olarak pH &l¢imleri de yapildi. Spektrofotometrede 0,8’in iizerinde
cikan degerlerde seytreltme yapilip ¢ikan deger seyreltme katsayisi ile ¢arpilarak sonug

hesaplandi.

3.2.2. Asetat besiyerinde bakterilerin biiyiitiilmesi, OD ve pH analizi

Melas besiyerinde ¢ogaltilan R. palustris 7850, C. sphaeroides O.U. 001 ve C.
necator H16, santrifiij ile ¢oktiiriilerek asetat besiyerine gegirilip azot limitasyonu ile
PHB iiretimleri indiiklendi. Cizelge 3.2’de asetat besiyerinin genel igerigi yer
almaktadir. Cizelge 3.2°de verilen igerik hazirlandiktan sonra ortam sterilizasyonu 15
dakika boyunca 121 °C’de otoklavlama ile saglandi. Vitaminlerin yapisi yiiksek
sicaklikta bozulacagi icin vitamin ¢ozeltisinin steril edilmesi i¢in 0.45 um capinda
gozenekli filtre kullanildi. Otoklavdan sonra asetat besiyerine demir siilfat ve eser
element ¢ozeltisi eklendi. Asetat besiyeri 30 °C’ye kadar soguduktan sonra vitamin
¢ozeltisi eklendi. Asetat besiyeri konsantrasyonu 70 mM olarak ayarlandi. Besiyeri
hazirlandiktan sonra pH, 5SM NaOH kullanilarak 6.8 e sabitlendi.

Cizelge 3.2. Asetat besiyeri icerigi(g/L)

Icerik g/L

K,HPO, 0,5
MgS0,.7H20 0,2

NH,CI 0 veya 1 mM
NaCl 0.4
CaCl,.2H20 0,05

Asetik asit (70 mM) 4003 pl
Vitamin ¢ozeltisi 1mL

Eser element ¢ozeltisi 1mL

Demir sitrat 5mL

6 adet erlende melas besiyerinde 48 saat biiyiitiilmiis bakteriler falkonlara
almarak 5000 rpm de 15 dk santrifiijlendi, stipernatant atildi. Pellet 100 mL 70 mM
asetat (0 veya 1 mM NH,CI) igeren steril erlene alindi. Fotosentetik bakteriler (C.

sphaeroides ve R. palustris) aerobik, karanlik kosullarda (aliminyum folyo ile sarilarak)
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ve calkalamali (Thermo-scientific MAXQ 4450 1CE) inkiibatérde 150 rpm’de
30°+1C’de, C. necator H16 ise aerobik ve 151k altinda (aliminyum folyo kullanilmadan)
150 rpm ‘de 30+1 °C’de inkiibe edimistir. Deneyler, 100 mL ¢alisma hacmine sahip 250
mL reaktor (erlenmayer sisesi) kullanilarak (100 mL besiyeri + pellet) gergeklestirildi
(Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. 3 bakterinin 1 mM NH,CI igeren 70 mM Asetat besiyerinde biiyiitiilmesi

Asetat besiyerine aktarilan bakterilerin biiylime esnasinda hiicre yogunlugunu
6lgmek amaciyla 0, 24, 48 ve 72. saatlerde ornekler alinarak spektrofotometre ile C.
sphaeroides 660 nm’de (ODggonm), R. palustris 660 nm’de (ODggonm) Ve C. necator 600
nm’de (ODgoonm) 2 ML 6rnek alinarak optik yogunluk olgiildii. Spektrofotometrede
0,8’in iizerinde ¢ikan degerlerde seytreltme yapilip ¢ikan deger seyreltme katsayisi ile
carpilarak sonu¢ hesaplandi. OD o&l¢iimlerine parelel olarak pH 6l¢iimleri de yapildi.

3.3. Boyama ve Mikroskop ile Goriintiileme

3 bakteri tiirti 250 mL’lik erlenlerde aerobik kosulda 30°C'de PHB iiretimi i¢in
optimize edilmis inkiibasyon siiresi olarak kabul edilen 48 saat (ge¢ logaritmik faz)
boyunca melas besiyerinde inkiibe edildi. Melas besiyerinde 48 saat biiyiitiilen
bakteriler 70 mM asetat besiyerine aktarildi ve 72 saat inkiibasyona birakildi. PHB,
karbon ve enerji rezervi gorevi gérmektedir, melas ve asetik asitten sagladigi karbon
kaynagi ile dengesiz biiyiime kosullarinda sitoplazmada birikmektedir. Bakteriler
duragan faza gec¢is doneminde enerji olarak PHB graniillerini kullanmaya
baglamaktadir. Bakteriler tarafindan {retilen PHB mikroskop kullanilarak

incelenebilmektedir. Bakteri izolatlarimin drettigi PHB Sudan Black ve Nile Red
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kullanilarak boyama yontemi ile goriintiilendi. Bu c¢aligmada her bir bakteri ayr1 ayri

kiiltiire edilerek PHB boyama iglemleri yapildi.

3.3.1. Sudan Black B ile boyama

Maksimum PHB iiretimi i¢in 48 (melas besiyeri i¢in) ve 72 saat (asetat
besiyerine aktarimdan sonra) inkiibasyon sonrasinda bakteriler SBB (Isolab,
970.D01.0050) boyasi kullanilarak PHB birikimi agisindan incelendi. 50 mL % 70’lik
etanolde 0,15 gram SBB boyasi ¢ozdiiriildii. 10 mL % 96’lik etanolde 0,25 g safranin
boyasi ¢ozdiirildi ve 0,22 pm’lik filtreden gegirilerek stok safranin ¢ozeltisi elde edildi.
22,5 mL distile suya 5 mL stok safranin ¢ozeltisinden ilave edilerek seyreltildi.
Filtreden gegirildi boylece % 0,5’1lik safranin ¢ozeltisi elde edildi. SBB boyamast i¢in;
% Preparatlara etiketleme yapilarak {izerine 1-2 damla distile su damlatildi ve 2 kat
seyreltme yapilan bakteri ornekleri 6ze yardimi ile preparat iizerinde yayma
yapildi.

¢ Fiksasyon islemi yapilarak bakteriler preparat {izerine sabitlendi.

% Preparat ilizerine SBB boyasi damlatilarak 20 dakika inkiibasyon siiresine
birakildi.

¢ Boyanin uzaklastirilmas: i¢in ¢ok kisa bir siire preparat ksilene daldirilip
¢ikarildi. Dekolorizasyon isleminde % 0,5°1ik safranin ¢dzeltisi preparat iizerine
damlatild1 ve 10 saniye beklendi.

¢ Distile su ile yikama yapilarak preparatlar oda sicakliginda kurumaya birakildi.

X/

¢ Hazirlanan preparatlar mikroskop (Nikon esclipe E200) 100X okiilerde

gorilntiilendi.

3.3.2. Nile Red ile boyama

Nil Red, hiicre i¢i PHB'yi tespit etmek i¢in kullanilan hizli ve kolay tekniktir.
Nil Red PHB graniillerine baglanir ve floresan mikroskobu ile kolayca tespit edilir.
Renkleri koyu kirmizidan yogun sari-altin emisyonuna kadar degigsmektedir. Maksimum
PHB {iretimi i¢in 48 (melas besiyeri igin) ve 72 saat (asetat besiyerine aktarimdan
sonra) inkiibasyon sonrasinda bakteriler nile red (Sigma Aldrich, 72485-100MG) boyasi

kullanilarak PHB birikimi agisindan incelendi. Nile Red boyama ig¢in;
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¢ 2 mL bakteri ¢ozeltisi 7500 rpm'de 5 dakika (4°C) santrifiijlenir ve siipernatant
atildi.

% Pellet 500 pl distile suda ¢ozdiiriildii ve 2 kat seyreltildi.

¢ Eppendorf tiipiindeki 100 pl bakteri ¢ozeltisine 10 pl seyreltilmis Nil Red ilave
edildi ve floresan boya 1siktan etkilendigi i¢in aliiminyum folyo ile sarilip oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

¢ Cozelti, 5 dakika (4°C) boyunca 7500 rpm'de santrifiijlenip siipernatant atildi.

% Pellet daha sonra 100 ul steril distile suda ¢oziildii ve 15 pl bakteri/ boya
cozeltisi, mikroskop slaytta yerlestirildi ve oda sicakliginda kurutuldu.

Gorilintiileme konfokal mikroskobu (63X Zeis) kullanilarak yapildi.
3.4. Bakteri Kiiltiirlerinden PHB Ekstraksiyonu
Maksimum PHB iiretimi i¢in 6 adet erlene 100’er mL lik ekim yapilarak 48

(melas besiyeri i¢in) ve 72 saat (asetat besiyerine aktarimdan sonra) sonunda

ekstraksiyon yapildi. PHB ekstraksiyon iglemi Sekil 3.3'de 6zetlendi.

o Inkiibasyon
Santrifiijleme Pellet aktarma Pellet kurutma Folkona alitiitii Santrifiijleme

/ U

PHB ¢iktiirme ve petriye

Santrifiijleme

dikme inkiibasyon Santrifiijleme Vortex Santrifiijleme

Sekil 3.3. PHB ekstraksiyon asamalari

¢ Hiicre kiiltiiri 50 mL’lik falkonlara esit sekilde boliinerek 5000 rpm’de 15 dk
santrifiijlendi. Biitlin santrifiij islemleri oda sicakliginda gerceklestirilir.

Sonrasinda silipernatant uzaklastirildi.



X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4
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Falkonda bulunan pellet 1 mL distile suda ¢ozdiiriilerek ependorfa aktarildu.
Uzerine 1 mL daha distile su ilave edilerek pipetaj islemi yapildi, ardindan
13.000 rpm’de 15 dk santrfiijlendi ve siipernatant uzaklastirildi.

Pellet tekrardan 1 mL distile suda ¢ozdiriilerek 50 mL’lik falkonlara aktarildu.
Pigment ekstraksiyonu igin {izerine aseton-metanol karigimi (9 mL)
homojenlestirilerek ilave edilip oda sicakliginda 20 dk inkiibasyona birakildi.
6000 rpm’de santrifiij yapildi ve silipernatant uzaklastirildi. Bu prosediir
bakteri hiicrelerinin rengi tamamen degisene kadar birkag kez tekrarlandi.
Kalan suyun ¢ikarilmasi igin pellet lizerine 10 mL etanol ilave edildi ve 50
°C'de 20 dk inkiibasyona birakildi.

6000 rpm’de 15 dk santrifiijlendi, siipernatant uzaklastirildi.

Hiicre duvarinin parcalanip PHB nin geri kazanilmasi i¢in pellet {izerine 6 mL
(% 6) sodyum hipoklorit (NaClO) eklendi ve 10 dk vorteks yapildi.
Sonrasinda 37 °C' de 10 dk inkiibasyona birakildi.

6000 rpm’de 15 dk santrifiij yapildi, sonrasinda siipernatant atildu.

PHB’nin elde edilmesi i¢in pellet 1 mL kloroformda ¢ozdiiriildii, 10 mL’lik
cam penisilin sisesine aktarildi ve 4 mL daha kloroform eklendi.

Sisenin agz1 kapag ile kapatildi ve herhangi bir buharlasma olasiligina karsi
kapak kismi parafilm ile sarilip bir kag giin 30 °C'de inkiibasyona birakildi.
Daha sonra 9000 rpm 15 dk 30°C ‘de Santrifiij yapild1 ve pipet yardimi ile
alttaki PHB iceren kloroform fazi yeni bir falkona aktarildi.

PHB ¢oktiirmek igin kloroform iizerinde esit miktarda soguk (% 100) metanol
(-20°C) eklendi.

Cokelti daha sonra kloroform ve metanolii buharlastirmak i¢in bir petri kabina
dokiildii. Toz PHB elde etmek i¢in bir kag giin 30°C de inkiibasyona birakildi,
kurutma islemi tamamlanip tartildi. PHB, sabit bir agirlik gozlenene kadar

kurutuldu.

3.5. PHB Verim Hesaplamasi

Bakterilerin CDW (hiicre kuru agirhigi)'si 48 (melas besiyeri igin) ve 72 saat

(asetat besiyerine aktarimdan sonra) inkiibasyondan sonra belirlendi. Hiicreler 13.000

rpm, 15 dk santrifiijlenerek ile toplandi, distile suyla yikama islemi yapildi. Hiicre
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pelletleri 80°C'de 1 saat 30 dk kurutuldu. Ilk olarak bos eppendorf ve sonrasinda kuru
hiicreli pelletler elektronik bir denge kullanilarak tartildi. Bakteriler tarafindan iiretilen
kuru PHB yiizdesini hesaplamak igin asagidaki denklem kullanildi (Marudkla vd.,
2018).

Ekstrakte edilen kuru PHB agirligi (g/L)

%)PHB verimi = x 100
(%) verimi Kuru hiicre agirhigi(g/L)

3.6. PHB Polimerlerinin Karakterizasyonu
3.6.1. NMR ile PHB karakterizasyonu

PHB’nin molekiiler yapilarini belirlemek i¢in kurutulmus ornekler 1 mL
déteryumlu kloroform (CDCI3) igerisinde siispanse edildi. Coziilen 6rneklerin 'H-NMR
analizleri (Bruker avance neo 400 MHz) kullanilarak gerceklestirildi. Kontrol grubu
olarak PHB standardi1 (Merck, 363502-10G) kullanildi.

3.6.2. FTIR ile PHB karakterizasyonu
ZnSe kristali iizerinde PHB’nin dogrudan analizi yapildi. Kizil6tesi spektrumlar

3900-500 cm™* de ve FTIR Thermo Scientific—Nicolet iS20 spektrofotometre ile analiz
yapildi. Standart olarak NMR da kullanilan ayn1 PHB standard: kullanildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Biiyiime Egrileri ve pH Analizleri

4.1.1. Biiyiime egrileri

4.1.1.1. Melas besiyeri i¢in bilyiime egrileri

Melas besiyerinde biiyiitillen bakterilerin iireme sirasinda hiicre yogunlugunu
Olgmek igin yaklasik 24 saat araliklarla 2 mL 6rnekler alinarak spektrofotometrede C.
sphaeroides ve R. palustris 660 nm’de (OD660nm), C. necator 600 nm’de (OD600nm)
olgiildii. Istatiksel olarak anlamli sonuglar elde edebilmek igin deneyler 3 tekrarl
yapildi. Sekil 4.1, 4.2, 4.3,"te, melasta yetistirilen C. sphaeroides O.U.001 (DSM 5864),
C. necator H16 (DSM 428), R. palustris (DSM 128) ‘in biiyiime egrileri gosterilmistir.

OD 660 nm

O T T T T T T T T T T 1
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

Zaman(Saat)

Sekil 4.1. C. sphaeroides O.U.001(DSM 5864)’in biiyiime egrisi (OD660 nm)
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OD 600nm

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
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Sekil 4.2. C. necator H16 (DSM 428) ‘nin biiyiime egrisi (OD600 nm)

OD 660 nm

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Zaman (Saat)

Sekil 4.3. R. palustris (DSM 128) ‘in biiyiime egrisi (OD660 nm)

Melas besiyerinde biiyiitiilen C. Sphaeroides’in maximum OD degeri 4.28, C.
Necator’'un 3.27, R. palustris’in 3.35 olarak Ol¢ililmiistiir. Buna gore melas besiyerinde
bu 3 bakteriden en iyi biiyiime saglayan C. sphaeroides olup daha sonra R. palustris ve
en az biliylime saglayan C. necator olmustur. 3 bakteride de ge¢ logaritmik faza gegcis
48. saat olarak belirlendi. Sudan black ve nile red boyama islemleri ve ekstraksiyon
islemi buradaki 48. saat baz alinarak yapildi. Bunun nedeni bakterilerin ge¢ logaritmik

fazda hiicre i¢i PHB graniillerini biriktirmeleridir.
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4.1.1.2. Asetat besiyeri icin bilyiime egrileri

Asetat besiyerine aktarilan bakterilerin biiyiime esnasinda hiicre yogunlugunu
6l¢mek amaciyla baslangictan ekstraksiyon asamasina kadar (0, 24, 48 ve 72. saatlerde)
ornekler alinarak spektrofotometre ile C. sphaeroides 660 nm’de (ODggonm), R. palustris
660 nm’de (ODggonm) Ve C. necator 600 nm’de (ODgoonm) 2 ML 6rnek alinarak optik
yogunluk olciildii. Istatiksel olarak anlamli sonuglar elde edebilmek igin deneyler 3
tekrarli yapildi. Sekil 4.4, 4.5, 4.6'da, melas besiyerinden asetat besiyerine aktarilan C.
sphaeroides 0.U.001 (DSM 5864), C. necator H16 (DSM 428), R. palustris (DSM 128)

‘in bilylime egrileri gosterilmistir.

45 -

3,5

2,5

OD 660nnm

15 -

0,5 -

Zaman (Saat)

Sekil 4.4. C. sphaeroides 0.U.001(DSM 5864)’in biiyiime egrisi (OD660nm)



45 -

2,5

OD 600nm

1,5 -

0 \ \
0 24 48

Zaman (Saat)

72

Sekil 4.5. C. necator H16 (DSM 428)’nin biiyiime egrisi (OD600nm)
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Sekil 4.6. R. palustris (DSM 128)’in biiyiime egrisi (OD660nm)
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Asetat besiyerine aktarilan C. Sphaeroides’in maximum OD degeri 3.04, C.

Necator’un 2.24, R. palustris’in 2.96 olarak dl¢lilmiistiir. Buna gore asetat besiyerinde

bu 3 bakteriden en iyi biiyiime saglayan C. sphaeroides olup daha sonra R. palustris ve

en az biiyiime saglayan C. necator olmustur. C. sphaeroides 65 mM asetat i¢eren bir

ortamda biyiitildigiinde hiicrelerde artan bir PHB sentezini saglayan phaC gen

ekspresyonunu ortaya ¢ikarmistir (Monroy & Buitron, 2020). Sonuglara gore bakteriler

cok fazla biiyiime gostermemistir ¢linkii asetat besiyerine aktarmaktaki amag bakteri
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bliylimesi degil PHB miktari1 artirmak oldugu icin ¢ok fazla biiylime

beklenmemektedir.

4.1.2. pH Analizleri

4.1.2.1. Melas besiyeri i¢cin pH analiz

Deney baslangicinda ortamin pH degeri 6.80 olarak sabitlendi ve kiiltiirlenen
bakterilerin pH degisimleri 6liim asamasina kadar o6l¢iildii. Kiiltiiriin pH degisimi her 24
saatte bir ornek alinarak takip edildi. Bu g¢alismada pH deneyi {i¢ tekrar halinde
gerceklestirildi. Sekil 4.7, 4.8, 4.9’da melas besiyerinde biiyiitilen C. sphaeroides
0.U.001 (DSM 5864), C. necator H16 (DSM 428), R. palustris (DSM 128)’in pH

degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.7. C. sphaeroides O.U.001(DSM 5864)’in pH degerleri
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Sekil 4.8. C. necator H16 (DSM 428) ‘un pH degerleri
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Sekil 4.9. R. palustris( DSM 128)’in pH degerleri

Grafiklere gore 3 bakterinin de baslangic pH degeri ortalama 6.88 dir. C.
sphaeroides, 6.89 baslangic pH degerinden 168. saatte maximum 8.05 pH degerine
cikmistir. Geg logaritmik faz saati olan 48. saatte pH degeri 7.69 dur. C. necator 6.88
baslangic ph degerinden 168. saatte maximum 8.37 pH degerinde ulasmistir. Geg
logaritmik faz saati olan 48. saatte pH degeri 7.67 dir. R. palustris 6.87 baslangi¢c pH
degerinden 192. saatte maximum 8.58 pH degerine ulasmistir. Geg logaritmik faz saati
olan 48. saatte pH degeri 7.63 tiir. Fotosentetik bakteriler i¢in optimum pH seviyesinin

7,1 ile 7,3 arasinda oldugu bildirilmistir (Koku vd., 2002). Maximum pH degerine C.
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sphaeroides ve C. necator 168. saattte ulasirken R. palustris 192. saatte ulagmistir.
PHB ekstraksiyonu yapilan 48. saatte C. sphaeroides maximum pH degerine sahipken
R. palustris en diisiik pH degerine sahiptir.

4.1.2.2. Asetat besiyeri icin pH analizi

Deney baslangicinda ortamin pH degeri 6.80 olarak sabitlendi ve kiiltiirlenen
bakterilerin pH degisimleri ekstraksiyon asamasina kadar (0, 24, 48 ve 72. saatlerde)
Olctildii. Bu ¢alismada pH deneyi li¢ tekrar halinde gerceklestirildi. Sekil 4.10, 4.11,
4.12,'te melas besiyerinden asetat besiyerine aktarilan C. sphaeroides O.U.001 (DSM
5864), C. necator H16 (DSM 428), R. palustris (DSM 128)’in pH degerleri

gosterilmistir.
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Sekil 4.10. C. sphaeroides O.U.001(DSM 5864) ‘in pH degerleri
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Sekil 4.11. C. necator H16 (DSM 428)’un pH degerleri
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Sekil 4.12. R. palustris( DSM 128) “in pH degerleri

S7

Grafiklere gore 3 bakterinin de baslangig pH degeri ortalama 6.95 tir. C.

sphaeroides, 6.95 baslangic pH degerinden 72. saatte maximum 9.85 pH degerine

cikmistir. C. necator 6.95 baslangic pH degerinden 48. saatte maximum 9.63 pH

degerinde ulagmistir. R. palustris 6.95 baslangi¢c pH degerinden 72. saatte maximum

9.87 pH degerine ulagmistir. Maximum pH degerine C. sphaeroides ve R. palustris 72.

saatte ulasirken C. necator 48. saatte ulasmistir. PHB ekstraksiyonu yapilan 72. saatte

C. sphaeroides maximum pH degerine sahipken C. necator en diisiik pH degerine
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sahiptir. Fotosentetik bakterilerde biriken PHB miktari, pH ve substrat tiirii gibi
fizyolojik kosullara baglidir (Monroy & Buitron, 2020).

4.2. Boyama ve Mikroskop ile Goriintiileme

4.2.1. Sudan Black B boyama

Maksimum PHB iiretimi melas besiyeri i¢in 48 saat, melas besiyerinden asetat
besiyerine aktarilan bakteriler igin 72 saat oldugundan bu saatlerde SBB boyasi ile
bakteriler boyandr (Sekil 4.13, 4.14, 4.15, 4.16, 4.17, 4.18). PHB biriktiren koloniler
SBB boyasi ile boyandiginda mavimsi-siyah goriiniirken, PHB biriktirmeyen koloniler
beyaz goriinmektedir (Adnan vd., 2022).

Sekil 4.13. Melas besiyerinde C. sphaeroides O.U.001 (DSM 5864)’ in iirettigi PHB graniillerinin 100X

gorintiisi



Sekil 4. 14. Melas besiyerinde C. necator H16 (DSM 428)’nin iirettigi PHB graniillerinin 100X

gorintiisi

Sekil 4.15. Melas besiyerinde R. palustris (DSM 128)’in tirettigi PHB graniillerinin 100x goriintiisi
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Sekil 4.16. Asetat besiyerine aktarilan C. sphaeroides O.U.001 (DSM 5864)’ in tirettigi PHB

graniillerinin 100X goriintiisii

Sekil 4.17. Asetat besiyerine aktarilan C. necator H16 (DSM 428)’nin iirettigi PHB graniillerinin 100X

gorintiisi
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Sekil 4.18. Asetat besiyerine aktarilan R. palustris (DSM 128)’in tirettigi PHB graniillerinin 100x

goruntiisi

4.2.2. Nile Red boyama

Nil red hiicre i¢i PHB, membranlar ve lipit inkliizyon cisimleri gibi hidrofobik
molekiillerin gorsellestirilmesinde kullanilan lipofilik floresan bir boyadir. Bu boyama
yontemi hiicre i¢i PHB'yi tanimlamak igin hizli ve kolay bir tekniktir (Juengert vd.,
2018). Sekil 4.19, 4.20, 4.21, 4.22, 4.23, 4.24’te bakteriler lizerindeki nil red boyamasi
gosterilmektedir. Nil red boyamasinin pozitif sonuglari kirmizi-altin  rengini

gostermektedir.
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Sekil 4.19. Melas besiyerinde C. sphaeroides O.U.001 (DSM 5864)’ in iirettigi PHB graniillerinin 63X

goruntist

Sekil 4.20. Melas besiyerinde C. necator H16 (DSM 428)’nin tirettigi PHB graniillerinin 63X gorintiisii



Sekil 4.21. Melas besiyerinde R. palustris (DSM 128)’in tirettigi PHB graniillerinin 63X goriintiisi

Sekil 4.22. Asetat besiyerine aktarilan C. sphaeroides O.U.001 (DSM 5864)’ in iirettigi PHB

graniillerinin 63X goriintiisii

63
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Sekil 4.23. Asetat besiyerine aktarilan C. necator H16 (DSM 428)’nin iirettigi PHB graniillerinin 63X

goruntist

Sekil 4.24. Asetat besiyerine aktarilan R. palustris (DSM 128)’in iirettigi PHB graniillerinin 63X

goruntust
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4.3. PHB Ekstraksiyonu

Fotosentetik bakteriler, besin sinirlayici kosullar ve fazla karbon kaynagi altinda
PHB biyopolimerini biriktirebilmektedir. PHB iiretimiyle ilgili bir caligmada, asetat ve
amonyum ile en yiiksek PHB icerigi (kuru hiicre agirliginin % 40°1) bulunmus ve asetat
iretim icin en avantajli substrat olarak bildirilmistir (Monroy & Buitrén, 2020). Bir
calismada PHB iretimi i¢cin en 1iyi azot kaynagimin amonyum kloriir oldugu
belirlenmistir (Ertan, 2022). Bu nedenle bu tez ¢alismasinda besiyeri olarak asetat, azot
kaynagi olarak amonyum kloriir kullanilmistir. PHB, ¢6ziicli ekstraksiyon yontemleri
kullanilarak ekstrakte edilmistir. Bakterilerin hiicre kuru agirligi 6l¢iildii ve ekstrakte
edilen PHB tartildi ve daha sonra PHB verimi yiizdesi hesaplandi. Sekil 4.25'te
ekstrakte edilen saf PHB gosterilmistir.

Sekil 4.25. Ekstrakte edilen saf PHB

Bakteriler melas ortaminda biiyiitiiliip asetat ortamina gegirildikten 48 saat sonra
yapilan ekstraksiyonlardan beklenen sonug¢ alinamadi. Bunun sebebinin bakterilerin
asetat ortamina adapte olamayarak PHB iiretemedikleri olarak diisiiniildii ve 48 saat
inkiibasyon siiresi 72 ve 96 saat olarak tekrar denendi. Yapilan ekstrasksiyon sonucunda
72 saat inkiibasyon siiresinde maximum PHB miktarina ulasildig1 i¢in deneylere 72 saat

iizerinden devam edildi (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. Farkli inkiibasyon siirelerinde iiretilen PHB miktar1

Melas besiyerinde yiiksek biyokiitlelere ulastirip 70 mM asetat ortamina aktarma
stratejisinin ise yaraylp yaramadigini gérmek icin melas besiyerinde biiyiitiilmeden
direkt 70 mM asetat besiyerinde biiyiitiilen baktarilerden de ekstraksiyon yapilmistir.
Ekstrakte edilen PHB agirliklar1 tartilmig ve farkli bakterilerden elde edilen PHB verimi

ve miktar1 Cizelge 4.1’de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Bakteriler tarafindan iiretilen % PHB verimi

Bakteriler Ortam Inkiibasyon Hiicre PHB Miktar % PHB
siiresi kuru (g/L) verimi (w/w)

agirhg
(CDW)g/L

R. palustris Melas 48 2,5 0,007 % 0,29

C. necator Melas 48 51 0,012 % 0,23

C. sphaeroides Melas 48 1,1 0,006 % 0,54

R. palustris Melas + Asetat 72 2,5 0,014 % 0,56

C. necator Melas + Asetat 72 3,3 0,015 % 0,45

C. sphaeroides Melas + Asetat 72 7,8 0,045 % 0,57

C. necator Asetat 48 1,4 0,563 % 39,34

C. sphaeroides  Asetat 48 2,8 0,435 % 15,53

Cizelge 4.1 de gosterildigi gibi, melas besiyerinde R. palustris, C. necator ve C.
sphaeroides sirasiyla, 2,5, 5,1 ve 1,1 g/L hiicre kuru agirligina sahiptir. En yiiksek hiicre
kuru agirliga C. necator sahipken en diisiikk kuru agirliga C. sphaeroides sahiptir. PHB
miktarlarina bakildiginda en fazla PHB miktarina sahip C. necator (0,012 g/L), R
palustris (0,006 g/L) ve en az PHB miktarina sahip C. sphaeroides (0,006 g/L) dir. PHB
verimliligine bakildiginda melas besiyerinde en yiiksek verimle PHB iireten bakteri C.

sphaeroides iken en az verimle PHB iireten bakteri C. necator’dur. Hiicre kuru
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agirhiklarimin - tespiti  icin  kullanilan melastan kaynaklanan ¢okme sonuglarin
degismesine neden olmustur (Tiirkoglu, 2009). Rhizobium phaseoli CIAT 899 susuyla
ilgili yapilan bir ¢alismada % 0,5’lik melas konsantrasyonunda 96 saatlik inkiibasyon
sonunda % 29,43 verime ulasmustir (Tirkoglu, 2009). Rhizobium spp. ile ilgili yapilan
baska bir ¢alismada PHB verimi % 0,5’lik melas konsantrasyonunda % 24,23 olarak
tespit edilmistir (Avsar, 2017). Rhizobium meliloti Y11 susu ile yapilan bir ¢alismada
melasin % 0,5 konsantrasyonunda maksimum % 56,31 oraninda PHB firettigi
bulunmustur (Mercan, 2002). Bacillus subtilis FI ve Bacillus megaterium PI suslar1 ile
yapilan bir ¢alismada Bacillus subtilis FI'nin % 0,5 melas konsantrasyonunda % 84,71
ve Bacillus megaterium PI’'nin % 2 melas konsantrasyonunda % 85 verimlilikte PHB
trettigi  bildirilmistir (Ediz, 2004).  Rhizobium ile yapilan baska bir calismada
Rhizobium leguminosarum IFO 14778 susunun % 0,5’lik melas konsantrasyonunda %
24,23 verimlilikle PHB irettigi bildirilmistir (Avsar, 2017). Karbon kaynagi olarak
melas i¢eren optimize edilmis PHB iiretim besiyeri ortaminda biiyiitiilmiis olan Bacillus
subtilis ve Escherichia coli hiicrelerindeki hiicre i¢i PHB miktarinin kuru hiicre miktari
basina verimleri sirasiyla % 62,21 ve % 58,7 (w/w) olarak belirlenmistir (Gomaa,
2014). Seker pancar1 melasinin kullanilmasi, geleneksel mineral bazli besiyerine kiyasla
biyokiitle tiretiminde 2-3 kat artisla sonug¢lanmistir (Schmid vd., 2019). Cupriavidus
necator ATCC 25207 susuyla yapilan bir ¢aligmada melasta bulunan siikroz enzimatik
(invertaz) ve kimyasal hidroliz (H,SO,) ile tamamen hidroliz edilip kullanilmigtir. Bu
yontemlerle on isleme tabi tutulan melas cozeltileri ve hidroliz edilmeyen melas
¢oOzeltisi bliylime besiyerine eklenerek mikrobiyal biiylimeler gergeklestirilmis, hidroliz
edilmeyen melas igeren besiyerinde siikrozun az miktarda kullanildig1 ve sadece hiicre
biiylimesinde tiiketildigi ve hi¢ PHB iiretilmedigi bulunmustur (Ertan, 2022). Benzer
sekilde (Jafari ve Hejazi, 2024) melasin hidrolize ugramadan PHB {iretimi iizerinde
olumlu bir etkisinin olmadigini bildirmistir. Melasa islem uygulamadan 6nce ¢oziiniir
halde olan bilesiklerin mikrobiyal biiylime iizerinde olumsuz bir etkisi olmazken, PHB
tiretiminde inhibisyon etki gosterdigi disiiniilmektedir. Asitle hidrolize melas (55,00
g/L) igeren besiyerinin enzimatik hidrolize melas (55,00 g/L) besiyerine gore % 151,00
daha fazla PHB firetimi yapildigin1 gostermektedir. Bu sonuglar optimal PHB iiretimi
igin asitle hidroliz edilen melasin daha uygun oldugunu géstermektedir (Ertan, 2022).
Melas besiyerinden sonra asetat besiyerine gegirilen bakterilere bakildiginda R.
palustris, C. necator ve C. sphaeroides sirasiyla, 2,5, 3,3 ve 7,8 g/L hiicre kuru

agirh@ina sahiptir. En yiiksek hiicre kuru agirligina C. sphaeroides sahipken en diisiik
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kuru agirhiga R. palustris sahiptir. PHB miktarlarina bakildiginda en fazla PHB
miktarina sahip C. sphaeroides (0,045 g/L), C. necator (0,015 g/L) ve en az PHB
miktarina sahip R. palustris (0,014 g/L) dir. PHB verimliligine bakildiginda asetat
besiyerine aktarilan bakterilerden en yiiksek verimle PHB iireten bakteri C. sphaeroides
iken en az verimle PHB iireten bakteri C. necator’dur. Asetat besiyeri ile yapilan bir
calismada (Akpinar, 2023) C. sphaeroides 0,014 g, R. palustris 0,031 g, C. necator
0,005 g PHB iiretmistir. C. sphaeroides ve C. necator melas besiyerinde biiyiitiilmeden
direkt 70 mM asetat besiyerinde 48 saat inkiibe edildikten sonra yapilan ekstraksiyon
sonucunda sirasiyla % 15,53 ve % 39,34 verimlilikle PHB iiretilmistir. Bu da ¢alismada
uygulanan stratejinin basarisiz oldugunu gosterip yiikksek miktarda PHB iiretmek igin
dogrudan 1 mM NH4CI ile hazirlanan 70 mM asetat besiyeri kullanilabilecegini

gostermektedir.
4.4. PHB Polimerlerinin Karakterizasyonu
4.4.1. NMR ile PHB karakterizasyonu
Bakterilerden ekstrakte edilen PHB, NMR spektroskopisi kullanilarak analiz
edildi. Sekil 4.27, 4.28, 4.29, 4.30, 4.31, 4.32, 4.33'te gosterildigi gibi NMR analizi,

bakteriler tarafindan {iretilen polimerin polihidroksibutirat (PHB) oldugunu

gostermistir.
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Sekil 4.27. Melas besiyerinde biiyiitiilen C. sphaeroides O.U.001 (DSM 5864) ‘in tirettigi PHB’
nin *H NMR spektrumu

272 NECOTER-MELAS 1H.10.fid

@
Q
a
N~ 7
8 ©35385% g [t
~ ————— =}
| N N il |
F2.0x107
F1.5x107
F1.0x107
bs.0x10°
1
AJIJJ
L 1.
8.5 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 1.5 10 05 00 05

f1 (ppm)

Sekil 4.28. Melas besiyerinde biiyiitiilen C. necator H16 (DSM 428)’mn iirettigi PHB’ nin "H-NMR
spektrumu
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Sekil 4.29. Melas besiyerinde biiyiitiillen R. palustris (DSM 128)’in iirettigi PHB nin
'H-NMR spektrumu
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Sekil 4. 30. Standart ticari PHB ve melas besiyerinde biiyiitiilen bakterilerden ekstrakte edilen PHB’nin

NMR spektrumunun karsilastiriimast
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Cizelge 4.2° de gosterildigi gibi, NMR zirveleri 6nceki ¢aligmalarla tutarlidir. Bu
calismada, 1.07-1.53 ppm arasindaki tepe, metil grubunun (-CHj3) varligini, 2.45-2.64
ppm arasindaki tepe, metilen grubunun (-CHy) varligini ve 5.25- 5.58 ppm arasindaki
tepe (—-CH) varligimi gosterdi. C. sphaeroides PHB standardi ile ayni piklere sahipken C.
necator ve R. palustris (-CH,) ve (-CH) piklerine sahip degildir, bu piklerin olmamasi
kirlilik olarak diisiiniilebilir. Sekil 4.30°da gosterdigi gibi, 7.26 ppm'deki NMR zirvesi
¢oziciyii (CD3Cl) ve 0.0 ppm'deki zirveler dahili standardi (CHj)sSi'yi temsil

etmektedir.

Cizelge 4.2. Melas ortanunda biiyiitiilen bakterilerden ekstrakte edilen PHB ‘nin *H NMR zirveleri (ppm)
ve karsilik gelen PHB yapisal grubu

PHB yapisal grubu "H NMR pikler (ppm)
CH, 1.07-1.53

CH, 2.45-2.64

CH 5.25-5.58
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Sekil 4.31. Asetat besiyerine aktarilan C. sphaeroides O.U.001 (DSM 5864) ‘in iirettigi PHB’ nin 'H
NMR spektrumu
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ekil 4.32. Asetat besiyerine aktarilan C. necator H16 (DSM 428) nin iirettizi PHB’ nin *H-NMR
S y g

spektrumu
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Sekil 4.33. Asetat besiyerine aktarilan R. palustris (DSM 128)’in iirettigi PHB’nin "H-NMR spektrumu
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Sekil 4. 34. Standart ticari PHB ve asetat besiyerine aktarilan bakterilerden ekstrakte edilen PHB’nin

NMR spektrumunun karsilastiriimast

Sekil 4.31, 4.32 ve 4.33’de goriildiigii tizere metin (-CH), metilen (-CH,) ve
metil (-CHs)’e karsilik gelen bir dizi karakteristik PHB tepe noktasi goriilmektedir
(Aramvash vd., 2018). 1.11-1.41 ppm arasindaki tepe, metil grubunun (-CHs) varligini,
2.40-2.85 ppm arasindaki tepe, metilen grubunun (-CHy) varligimi ve 5.22- 5.62 ppm
arasindaki tepe (—-CH) varligim1 gosterdi (Cizelge 4.3). C. sphaeroides, C. necator ve R.
palustris PHB standardi ile ayn1 piklere sahiptir. Bu da ektrakte edilen maddenin PHB
oldugunu gostermektedir. Sekil 4.34'te gosterildigi gibi, 7.26 ppm'deki NMR zirvesi
¢oziiciyii (CD3Cl) ve 0.0 ppm'deki zirveler dahili standardi (CHs)sSi'yi temsil

etmektedir.

Cizelge 4.3. Asetat besiyerine aktarilan bakterilerden ekstrakte edilen PHBnin *H NMR zirveleri (ppm)
ve karsilik gelen PHB yapisal grubu
PHB Yapisal Grubu 'H NMR pikler (ppm)

CHj; 1.11-1.41
CH, 2.40-2.85
CH 5.22-5.62

C=0 -
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4.4.2. FTIR ile PHB karakterizasyonu

3 farkli bakteriden ve 2 farkli ortamdan ekstrakte edilen PHB polimerinin
fonksiyonel gruplar1 FTIR ile analiz edildi. PHB’ye ait fonksiyonel gruplar, farkli pik
noktalarina karsilik gelen dalga boyu ile karsilastirilarak tanimlandi. FTIR pik dalga
boyu sonuglart Sekil 4.35, 4.36, 4.37, 4.38, 4.40, 4.41, 4.42°de gosterilmistir. Ticari
standart ve bakterilerden ekstrakte edilen PHB'nin FTIR spektrumu 3900 ile 500 cm™

arasinda gozlenmistir.
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Sekil 4.35. Melas besiyerinde biiyiitiilen C. sphaeroides O.U.001 (DSM 5864) ‘in iirettigi PHB’ nin FTIR
dalga sayis1 (cm™)
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Sekil 4.36. Melas besiyerinde biiyiitiilen C. necator H16 (DSM 428)’nin iirettigi PHB’ nin FTIR dalga
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Sekil 4.37. Melas besiyerinde biiyiitiilen R. palustris (DSM 128)’in tirettigi PHB nin FTIR dalga sayisi

(cm™)
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1

Ticari PHB
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Sekil 4. 38. Standart ticari PHB ve melas besiyerinde biiyiitiilen bakterilerden ekstrakte edilen PHB nin
FTIR dalga sayis1 (cm™) karsilastirmasi

Analizden elde edilen FTIR spektrumlarina karsilik gelen fonksiyonel PHB
gruplart  bir referans tablosu kullanilarak tespit edildi ve dogrulanmstir.
(https://chem.libretexts.org/Ancillary Materials/Reference/Reference_Tables/Spectrosc
opic_Reference_Tables/Infrared_Spectroscopy_Absorption_Table (Erisim tarihi
15.04.2025). FTIR dalga boyuna karsilik gelen fonksiyonel PHB gruplar1 Cizelge 4.4'te
gosterilmektedir. Cizelge 4.4'te gosterildigi gibi 1376-1378 cm™'deki absorpsiyon CHs;
grununun varhgm, 1452-1453 cm™deki absorpsiyon CH, grubunun varligini, 2850-
2921 cm™deki absorpsiyon CH grubunun varligini, 1647-1723 cm™deki absorpsiyon
C=0 fonksiyonel grubunun varligini, 1047-1056 cm™deki absorpsiyon C-O grubunun
varhgim, 3282-3290 cm™deki absorpsiyon O-H grubunun varhigimi gostermektedir.
Benzer bir PHB absorpsiyon spektrumu Mekala ve Suganya tarafindan bildirilmistir
(Mekala & Suganya, 2018).



77

Cizelge 4.4. Melas ortaminda biiyiitiilen bakterilerden ekstrakte edilen PHB nin fonksiyonel gruplari ve
FTIR dalga sayis1 (cm™)

Fonksiyonel grup  FTIR dalga sayis1 (cm™)

CH; 1376-1378
CH, 1452-1453
C-H 2850-2921
C=0 1647-1723
C-O0 1047-1056
O-H 3282-3290
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Sekil 4.39. Asetat besiyerine aktarilan C. sphaeroides O.U.001 (DSM 5864) ‘in iirettigi PHB’ nin FTIR

dalga sayis1 (cm™)
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Sekil 4.40. Asetat besiyerine aktarilan C. necator H16 (DSM 428)’nin iirettigi PHB’ nin FTIR dalga

sayisi (cm™)
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Sekil 4.41. Asetat besiyerine aktarilan R. palustris (DSM 128)’in iirettigi PHB nin FTIR dalga sayis1 (cm’
1
)
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Sekil 4. 42. Standart ticari PHB ve asetat besiyerine aktarilan bakterilerden ekstrakte edilen PHB’nin

FTIR dalga sayis1 (cm™) karsilastirmasi

Analizden elde edilen FTIR spektrumlarina karsilik gelen fonksiyonel PHB
gruplar1  bir referans tablosu kullanilarak tespit edildi ve dogrulanmstir.
(https://chem.libretexts.org/Ancillary_Materials/Reference/Reference_Tables/Spectrosc
opic_Reference_Tables/Infrared_Spectroscopy_Absorption_Table (Erisim  tarihi
15.04.2025). FTIR dalga boyuna karsilik gelen fonksiyonel PHB gruplar Cizelge 4.5'de
gosterilmektedir. Cizelge 4.5'de gosterildigi gibi 1379 cm™deki absorpsiyon CHs;
grununun varhgm, 1453-1464 cm™deki absorpsiyon CH, grubunun varligini, 2850-
2851 cm™deki absorpsiyon CH grubunun varhigmi, 1721-1722 cm™deki absorpsiyon
C=0 fonksiyonel grubunun varhgmi, 1055 cm™deki absorpsiyon C-O grubunun
varhigini, 3436 cm™deki absorpsiyon O-H grubunun varhigini gostermektedir. Benzer

bir PHB absorpsiyon spektrumu Ertan tarafindan bildirilmistir (Ertan, 2022).
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Cizelge 4.5. Asetat besiyerine aktarilan bakterilerden ekstrakte edilen PHB 'nin fonksiyonel gruplari ve

FTIR dalga sayis1 (cm™)

Fonksiyonel grup  FTIR dalga sayis1 (cm™)

CHs
CH,
C-H
c=0
c-0
O-H

1379
1453-1464
2850-2851
1721-1722

1055

3436




81

5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonugclar

Cereibacter sphaeroides, Rhodopseudomonas palustris ve Cupriavidus necator
PHB iiretimi agisindan ¢ok yonlii ve farkli metabolizmalara sahip olmalarindan dolayi
molekiiler biyoloji ¢alismalarinda sik¢a kullanilan mikroorganizmalardir. Besin
sinirlayic1  faktdr altinda mor  kiikiirtsiiz  bakteriler PHB iiretmektedir. Ug
mikroorganizmanin melas ve asetat ortaminda PHB iiretimi arastirilmistir. Bu ¢alismada
karbon kaynagi olarak melas (68 g), besin sinirlamasinda azot kaynagi olarak NH4CL
(ImM) kullamilmistir. C. sphaeroides, R. palustris ve C. necator, melas ve 70 mM
asetat ortaminda biiylimeleri ve PHB {iretimi incelendi. Melas ortaminda C.
sphaeroides, R. palustris ve C. necator’da sirasiyla 4,28, 3,35, ve 3,27 OD degerleri ve
ayni sira ile 8,05, 8,58 ve 8,37 pH degerleri 6l¢iildii. Asetat ortaminda C. sphaeroides,
R. palustris ve C. necator’da sirasiyla 3,04, 2,96 ve 2,24 OD degerleri ve ayni sira ile
9,85, 9,87 ve 9,63 pH degerleri oOlciildii. Elde edilen sonuglara gore en yiiksek optik
yogunluk (4,284+0.03) C. sphaeroides'te gézlenmistir. Bu sonug, bu bakterinin karbon
kaynag1 olarak melasi R. palustris ve C. necator’a kiyasla daha iyi kullanabilecegini
gostermektedir.

Melasta biiyiitillen bakterilerden yapilan ekstraksiyon sonucunda 600 mL ile
baslanilan bakteri kiiltiirlerinde, C. sphaeroides, R. palustris ve C. necator’da sirasiyla
1,1, 2,5 ve 5,1 g hiicre kuru agirliklari tespit edildi, ayni sira ile 0,007 ve 0,012 ve 0,006
g PHB kuru agirliklart tartildi. Asetat besiyerine aktarilan bakterilerden yapilan
ekstraksiyon sonucunda C. sphaeroides, R. palustris ve C. Necator da sirasiyla 7,8, 2,5
ve 3,3 g hiicre kuru agirliklar tespit edildi, ayni sira ile 0,045, 0,014 ve 0,015 g PHB
kuru agirliklart tartildi. PHB verimi incelendiginde melas ortaminda C. sphaeroides %
0,54, R. palustris % 0,29, C. necator % 0,23 verimlilikte PHB {iretirken asetat ortamina
aktarilan C. sphaeroides % 0,57, R. palustris % 0,56, C. necator % 0,45 verimlilikle
PHB {iretmistir.

Bakterilerden ekstrakte edilen PHB'nin karakterizasyonu NMR ve FTIR ile
yapildi, kontrol ve standart referans olarak ticari PHB kullanildi. Elde edilen PHB ile
standart arasinda ¢ok biiyiik fark gozlenmedi. Sonug¢ olarak, bakterilerden biyoplastik
tretimi, cevre i¢in Yyeni bir alternatif yoldur. Ayrica, biyopolimerlerin tip ve

biyomiihendislik alanlarinda kullanimi, petrol bazli plastikler yerine gelecek vaat eden
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bir ¢oziimdiir. Son olarak farkli bakteriler ve ortam sartlarinda iretilebilecek

biyopolimer miktarini artirmanin yollar1 hakkinda daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

5.2. Oneriler

Kullanilan melas miktar1 degistirilerek daha iyi sonuglar alinabilir.

Melas 6n isleme tabi tutularak igerisindeki siikroz pargalanabilir.

PHB ekstraksiyonunda kloroform yerine daha az zararli ¢6ziictiler kullanilabilir.
Daha biiylik hiicre hacminde ¢aligarak iiretilen PHB miktari artirilabilir.

Kiilttir kosullar1 degistirilerek PHB iiretimi artirilabilir.

Diisiik maliyetle yiiksek miktarda PHB iireten transgenik bitkilerin,
rekombinant bakterilerin, alglerin ve ekstremofil organizmalarin kullanimi
verimliligi arttirabilir.

PHB iiretiminde safsizlik kontrol edilebilir. Boylece nihai PHB iiretimi olarak

kirlilik ortadan tamamen kaldirilmis olur.
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EKLER

EK-1 Eser element ¢ozeltisi
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Icerik

mg/L

ZnC|2
MnC|2.4H20
HsBO3
CoCl,.6H,0
CUC|2.2H20
NiCl,.6H,0
Na,MO,4.2H50
HCI (% 25 v/v)

70
100
60
200
20
20
40
1mL




EK-2 Vitamin ¢6zeltisi

Vitamin mg/L
Thiamine 500
Niacin 500
Biotin 15
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