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Dr. Ogretim Uyesi SEDEF AKCAALAN

Polihidroksibutirat (PHB) gibi mikrobiyal kaynakli biyopolimerler, biyolojik olarak
parcalanabilirlikleri, biyolojik uyumluluklari ve dogal dokulara yapisal benzerlikleri nedeniyle insan sagligi
ve c¢evre lizerindeki etkileri agisindan umut vadeden alternatifler olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bakteriler, azot
veya fosfor gibi temel bir besin maddesinin eksikligi (sinirlayici faktor) gibi stres kosullari altinda, karbon
kaynagmi hiicre icinde PHB olarak depolar. Ornegin, fotosentetik mor kiikiirtsiiz bir bakteri olan
Cereibacter sphaeroides, azot sinirli kosullar altinda kuru hiicre agirliginin %60-70'ine kadar, ¢ok yonlii
bir model organizma olan Cupriavidus necator ise gesitli karbon kaynaklar1 kullanarak kuru agirliginin
%90'ima kadar PHB depolayabilmektedir. Bu tez ¢aligmasinda, yiiksek verimle PHB biriktirdigi bilinen C.
sphaeroides O.U. 001 (DSM5864) ve C. necator H16 (DSM 428)’nin dort farkli karbon kaynaginda PHB
iiretim verimliliklerinin karsilastirilmast amaclandi. Karbon kaynag: olarak glikoz, fruktoz, siikroz ve
asetat, azot kaynag1 olarak ise amonyum kloriir ve amonyum siilfat kullanilmistir. Iki bakterinin 70 mM
asetat ve optimize edilmis glikoz, fruktoz ve siikroz konsantrasyonlarinin oldugu ortamlarda biiyiimeleri ve
pH degisimleri incelenerek egriler olugturuldu. Sudan Black B ve Nile Red boyama yontemleri ile incelenen
bakteri graniilleri sirasiyla 151k mikroskobu ve konfokal mikroskop ile goriintiilendi. Bakterilerin dort farkli
karbon kaynaginda %PHB verimlilikleri karsilastirildiginda en yiiksek verim C. sphaeroides ‘in asetat
igceren besiyerinde kiiltiire edilmesiyle elde edildi (%40). C. necator’un en iyi bilylidiigii ve verimin yiiksek
oldugu (%31) karbon kaynag ise fruktoz oldu. Ekstrakte edilen PHB polimerlerinin karakterizasyonu
niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (NMR), Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR),
termogravimetrik analiz (TGA) / diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) teknikleri ile yapildi. NMR pikleri
1,18-1,34, 2,38- 2,58 ve 5,15- 5,27 ppm araliginda kaydedildi. Fonksiyonel gruplarin varligini gosteren
FTIR spektrumlari ise 1379-1378, 1453-1452,2976-2921, 1720-1719, 1276-1043 ve 3307-3436 cm™' dalga
boylarinda kaydedildi. Tiim 6rneklerin TGA termogramlar1 benzerlik gosterdi ve Tm degerleri birbirine
oldukga yakindi. DSC ve TGA analizleri ile mikrobiyal PHB &rneklerinin erime sicakliginin (Tm) 160-
180°C, maksimum bozunma sicakliginin (Tmax) ise 240-280°C araliginda oldugu belirlendi. Bu bulgular,
uygun karbon kaynagi ve bakteri se¢imi ile PHB iiretim verimliliginin arttirilabilecegini ortaya
koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Asetat, Cereibacter sphaeroides, Cupriavidus necator, fruktoz, glikoz,
Polihidroksibiitirat (PHB), siikroz.
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Polyhydroxybutyrate (PHB), a microbial-derived biopolymer, has emerged as a promising
alternative in terms of its impact on human health and the environment due to its biodegradability,
biocompatibility, and structural similarity to natural tissues. Under stress conditions such as the limitation
of essential nutrients like nitrogen or phosphorus, bacteria store carbon sources intracellularly in the form
of PHB. For example, the photosynthetic purple non-sulfur bacterium Cereibacter sphaeroides can
accumulate PHB up to 60—70% of its dry cell weight under nitrogen-limited conditions, while the versatile
model organism Cupriavidus necator can store PHB up to 90% of its dry weight using various carbon
sources. In this thesis, it was aimed to compare the PHB production efficiencies of C. sphaeroides O.U.
001 (DSM 5864) and C. necator H16 (DSM 428), both known for their high PHB accumulation capacity,
using four different carbon sources. Glucose, fructose, sucrose, and acetate were used as carbon sources,
while ammonium chloride and ammonium sulfate were used as nitrogen sources. Growth curves and pH
changes were monitored in media containing 70 mM acetate and optimized concentrations of glucose,
fructose, and sucrose. Bacterial granules were visualized using Sudan Black B and Nile Red staining
methods under light microscopy and confocal microscopy, respectively. When PHB production efficiencies
were compared across four different carbon sources, the highest yield was obtained from C. sphaeroides
cultured in acetate-containing medium (40%). In contrast, the best growth and highest yield for C. necator
were observed with fructose (31%). The extracted PHB polymers were characterized using nuclear
magnetic resonance spectroscopy (NMR), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), and
thermogravimetric analysis (TGA) / differential scanning calorimetry (DSC). NMR peaks were recorded
in the ranges of 1.18—1.34, 2.38-2.58, and 5.15-5.27 ppm. FTIR spectra indicating functional groups were
observed at wavelengths of 1379-1378, 1453-1452, 2976-2921, 1720-1719, 1276-1043, and 3307-3436
cm™'. TGA thermograms of all samples showed similar patterns, and melting temperatures (Tm) were found
to be quite close. DSC and TGA analyses revealed that the melting temperature (Tm) of microbial PHB
samples ranged between 160—180°C, while the maximum degradation temperature (Tmax) was between
240-280°C. These findings demonstrate that PHB production efficiency can be enhanced by selecting
appropriate carbon sources and bacterial strains.

Keywords: Acetate, Cereibacter sphaeroides, Cupriavidus necator, fructose, glucose,
Polyhydroxybutyrate (PHB), sucrose.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu caligmada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.
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1. GIRiS

Plastik kirliligi cevre i¢in son derece biiyiik bir problem haline gelmistir. Uretilen
petrol bazli plastiklerin ¢cok az bir kism1 geri doniistiiriilebilir durumdadir. Plastiklerin
biiylik bir kism1 okyanusa atilarak, bir kisimlar1 yakilar ve ¢ok az bir kismi ise geri
doniistiiriilerek tekrar kullanilabilir hale gelir. Geri doniistiiriilemeyen plastiklerin
cevreye zararlar1 oldukca fazladir. Biyobozunur olmayan kompozitlerin bir araya gelip
birikmesi ile; ekolojik bozulma, iklim degisikligi gibi ciddi problemler ile birlikte CO»
emisyonunda da artis meydana gelmektedir. Bu sebeplerden dolayi plastik kullaniminda
azalmaya gidilip onun yerine biyobozunur polimerlerin kullanimi i¢in fikirler ortaya
atilmistir (Balasubramanian vd., 2024).

Petrol tiirevi plastiklerin ¢evre kirliligi basta olmak {izere pek ¢ok olumsuz ve
zararl etkilerinin oldugu bilinmektedir. Son zamanlarda bu durum, toksik etkilerinin az
oldugu biyopolimer iiretimi konusunda arastirmacilarin ilgisini ¢ekmis ve bu alanda
calismalar artmistir. Diinyanin pek c¢ok yerinde plastikler ve onlardan geriye kalan
kalintilar1 bir¢ok yasam alaninda bulunmakta olup bu plastikler tamamen biyobozunur
olmadiklart i¢in de etrafa salinmaktadir. Plastiklerin hem insanlara hem hayvanlara hem
de dogaya biiylik dl¢iide zarar verdigi sdylenebilir. Bu nedenle pargalanabilen, toksik
etkisi az olan, biyouyumlu polimerlerin iiretimi petrol tiirevi plastiklere kars1 faydali bir
alternatif olmustur (Acharjee vd., 2023).

Bakteriler biyolojik fonksiyonu olan ¢esitli polimerler iiretirler. Bu polimerler
ozellikle tip ve endiistri alanlarinda kullanim i¢in yararli 6zelliklere sahiptirler. Bu
polimerleri degerli kilan asil 6zellikler ise biyouyumlu, par¢alanabilen ve yenilenebilir
olmalaridir. Biyouyumlu olmalar1 yani toksik olmayan bilesiklerden olugsmalari sebebiyle
ilag kullaniminda ve kontrollii ilag salimiminda, yaralarin tedavisinde ve doku
miithendisliginde kullanimlari mevcuttur (Rehm, 2010).

Mikrobiyal polimerler, geleneksel plastiklere benzer 6zelliklere sahiplerdir. Bu
sebeple bircok uygulamada kullanilabilirler. Biyoplastikler, mikrobiyal olarak
sitoplazmada sentezlenen inkliizyon cisimcikleri seklinde olan ve suda g¢dziinmeleri
miimkiin olmayan plastiklerdir. Polihidroksialkanoatlar (PHA'lar) biyolojik olarak
parcgalanabilir ve yenilenebilir bir kaynaktan iiretilebilen biyoplastiklerdir. PHB, PHA
ailesine ait bir mikrobiyal poliesterdir (Thapa vd., 2018).



Bakteriler tipik olarak dengesiz biiyiime gibi stresli kosullara yanit olarak PHA’lar
tiretir ve depolar. Ancak PHA’ larin yiiksek maliyet nedeniyle geleneksel plastiklere gore
piyasada kabulii sinirlidir. PHA, mikroorganizmalar tarafindan tiretilebilen bir biyolojik
poliester ailesine verilen bir terimdir (Mozejko-Ciesielska vd., 2019). PHB, PHA’larin
bir iiyesidir. Optik olarak aktif olmakla birlikte PHB, konfiglirasyonu D(-) seklindedir.
Baz1 bakterilerde bu polimer hiicre i¢inde suda bozulmadan depo edilir. Cesitli
mikroorganizmalar tarafindan sinirlayici kosullar altinda hiicre i¢i karbon ve enerji
depolama bilesikleri olarak liretilen mikrobiyal poliesterlerdir. Poli(3-hidroksibutirat)
(PHB), ilk kesfedilen ve en ¢ok calisilan polimerdir. Bu sebeple PHA’larin en 6nemli
tiyesidir. Bakteriler metabolizmalari ile asetil-koenzim-A (asetil-CoA) iiretirler ve bu, ii¢
biyosentetik enzim tarafindan PHB'ye doniistiiriiliir (Sabanci, 2015).

PHB’nin kopolimerleri valerat ve glikoz karistmi gibi substratlarin
kullanilmastyla meydana gelir. Bakterinin tiirline, yasam sekline ve biiyiidiigli kosula
bagli olarak PHB’nin molekiiler agirligi farklilik gosterebilir. PHB’nin kirilganligi
valerat gibi maddelerin eklenmesi ile kopolimer meydana getirilerek azaltilabilir.
Kullanilan substratlarin  degistirilmesiyle zaman icerisinde bakterilerin farkli
kopolimerler sentezlemesi miimkiindiir. PHB’larin biyosentezi ii¢ farkli enzim araciligi
ile gergeklesmektedir (McAdam vd., 2020). Asetil CoA, baslangi¢ bilesik olarak gorev
yapar. Substrat miktarindaki artig da ayn1 zamanda sentez hizini arttirir (Yao vd., 2025).
PHB, organik ¢oziiciilerde kristalize bir yapiya sahipken hiicre ig¢inde sivi, atmosferik
kosullarda ise kat1i haldedir. Mikroorganizmalarda yag damlaciklart seklinde
bulunmaktadirlar. Gram negatif bakterilerinin ¢ogunun PHB iirettigi gozlemlenmistir
(Kiigiik, 2017).

Fotosentetik mor kiikiirtsiiz bir bakteri olan Cereibacter sphaeroides, azot smirh
kosullar altinda kuru hiicre agirligmin %60-70'ine kadar PHB biriktirebilmektedir
(Krasil’nikova vd., 2015). Cok yonlii ve saglam bir model organizma olan Cupriavidus
necator, cesitli karbon kaynaklar1 kullanarak kuru agirliginin %90'ma kadar PHB
depolayabilmektedir (Bellini vd., 2022). Glikoz ve fruktoz gibi sekerler genellikle PHB
homopolimerini elde ederken, yag asitleri ve sekerler ise kopolimerleri elde edilirken
kullanilir. Kullanilan farkli karbon kaynaklari ve bakteriler ile, birbirinden farklh
seviyelerde polimer veya kopolimer sentezi ger¢eklesmektedir (N. Jiang vd., 2023).

Bu tez calismasinda yiiksek diizeyde PHB iireten bakteri susunun ve optimum

tiretim kosullarinin belirlenmesi amaciyla, Cereibacter sphaeroides 0.U.001 (DSM



5864) ve Cupriavidus necator H16 (DSM428) suslarinin; asetat, glikoz, fruktoz ve siikroz
olmak iizere dort farkli karbon kaynagi kullanarak poli(3-hidroksibiitirat) (PHB) tiretim

kapasiteleri arastirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Bu boéliimde, ¢alismanin konusunu olusturan polihidroksialkanoatlar (PHA) ve
Ozellikle polihidroksibiitirat (PHB) ile ilgili literatiirde yer alan bilgiler 6zetlenmistir.
PHB iiretiminde kullanilan mikroorganizmalar, karbon kaynaklariin etkisi ve iiretim

stirecleri hakkinda 6nceki ¢alismalar da incelenmis ve yer verilmistir.

2.1. Plastik Malzeme Kullanimi

Petrol bazli plastikler hafif, esnek, dayanikli ve bozulmaya kars1 direngli olma gibi
sahip olduklart cesitli 6zellikler sebebiyle oldukca talep gérmektedir. Genis uygulama
alanlar1 mevcuttur. Cok yonlii olmalarinin yaninda yillik iiretimlerinin 300 milyon tonun
tizerinde oldugu bilinen petrol bazli plastikler ¢esitli endiselere sebep olmaktadir. Bu
plastiklerin tiretimi ek fosil yakit kullanimina da ihtiya¢ duyar ve kirliligin artmasina
neden olur. Biiyiik dlgekli plastik iiretimi ve kullanilmasi basta ¢evre lizerinde olmak
izere pek ¢ok alanda olumsuz etkilere yol agmaktadir (Marichelvam vd., 2019).

Sentetik plastiklere olan bu baglilik ciddi kirlilik sorunlarina neden olmaktadir.
Bertaraflari i¢in kullanilan yontemler zordur. Yakma islemi zararli yan iiriin olusmasina
sebep olur ve pahalidir. Copliik alanlarinda bozulma siirecleri oldukga yavastir. Uzun
zaman alan geri doniigiim islemi 6zelliklerinin degismesine sebep olur ve ayristirilmalari
da kolay degildir. Pigment ve kaplama gibi katki maddelerinin eklendigi plastiklerin de
geri doniistliriildiikten sonra kullanimi smirli olmaktadir (Castilho vd., 2009).
Plastiklerden {iretilen bu malzemeler kisa siireli amaglar i¢in kullanilip hizli bir sekilde
atiga doniismektedir. 2024 yilinda atik olan plastiklerin yaklasik %72'si cevreye
birakilmis, %19'u yakilmis ve sadece %9'u geri doniistiiriilmiistiir (Sekil 2.1). Bu sayilar
cevre verilen bu zararin oniline gegmek i¢in yeni ¢oziimler gelistirilmesinin bir ihtiyag

oldugunu vurgulamaktadir (Shahar vd., 2025).



Kullanim Omrii Dolan Plastikler (2024)

= Cevreye Atilan
= Yakilan

Geri
Doniistiirtilen

Sekil 2.1. 2024 yilinda kullanim émriinii tamamlayan plastik atiklarin yonetim yollarina gére dagilimi.
Grafik; plastik atiklarin geri doniisiim, enerji geri kazanimi (yakma), diizenli depolama ve kontrolsiiz
cevresel desarj kategorilerine gore yiizdesel dagilimini gostermektedir (Karasik vd., 2023; Shahar vd.,
2025)

Ayrismaya karst direngli plastiklerin yiizyillar boyunca ¢evrede kalmasi
miimkiindiir. Plastik ¢opler tamamen ayrigmadan dnce genellikle plastik pargaciklari olan
mikroplastik (MP), mezoplastik ve nanoplastiklere (NP) parcalanirlar. Ozellikle MP ve
NP’ler kiiciik boyutlu olmalar1 sebebiyle; hizli bir sekilde farkli yerlere transfer
olabilmeleri, emilme ihtimallerinin yiiksek olmasi, hayvan dokular1 arasinda gog
etmelerinin muhtemel olmast ve besin agina kolay bir sekilde girip insanlara gecme
thtimallerinin olmasi nedeniyle endise vericidirler. Bu plastiklerin insan ve hayvan sagligi
icin toksik etkiler birakmalar1 bir tehdit olduklarimi kanitlamistir (Peng vd., 2020;
Thompson vd., 2004).

Niifus artigiyla birlikte plastik {riinlere olan talep ve ihtiya¢ artmaktadir. Hemen
hemen her alanda kullanilan plastiklerin ambalaj sektorii basta olmak iizere yap1 ve ingaat
sektorii, elektronik, otomobil vb. sektorler icin kullaniminin yogun oldugu sdylenebilir.
Kullanilan plastik tiirlerinin %80'inin polipropilen (PP), polietilen (PE), polistiren (PS),
polietilen tereftalat (PET) ve polivinil kloriir (PVC) olmasi ¢evrede de yaygin olarak
bulunmalarina neden olmaktadir (Bucknall, 2020). Sekil 2.2°’de plastiklerin geri

dontigiimiindeki zorluklar verilmistir.
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Sekil 2.2. Plastik geri doniigiimiindeki zorluklar (Arora vd., 2023)

2.2. Biyopolimerler

Sentetik plastiklerin olumsuz ¢evresel etkileri, ticari ve endiistriyel uygulamalar
icin dogal olarak parcalanabilir plastiklerin gelistirilmesi alternatifinin diisiiniilmesine
sebep olmustur. Plastik kirliligini 6nlemek i¢in baz1 canlilar tarafindan dogal yollarla
tiretilen ve cevre dostu olan biyopolimerler kullanilabilir. Sentetik plastiklere kiyasla
biyolojik olarak pargalanabilmeleri ve biyouyumlu olmalar1 gibi avantajlara sahiptirler
(Das vd., 2023). Biyoplastikler, bir y1l i¢in iiretilen petrol bazli plastiklerin yaklasik yiizde
birini olusturmaktadir. Bu durum kullanilan plastik malzemelerin fazlaligini gosterebilir.
Plastiklerin g¢evresel etkilerini azaltmak i¢in benzer fizikokimyasal 6zelliklere sahip
biyopolimerlerin kullanimi arttirtlmalidir. Dogal olarak mikroorganizmalar ve bitkiler
tarafindan tretilirler. Bakteriyel biyopolimerler depo materyali olarak iiretilmektedir.
Doku miihendisligi iskeleleri ve kontrollii ilag salim sistemleri gibi biyomedikal
uygulamalarda umut verici olduklari kabul edilir (Yao vd., 2025).

Biyolojik olarak bozunabilen polimerler, polipropilen (PP), polietilen (PE) ve
polietilen tereftalat (PET) gibi petrol tiirevli polimerlerin en iyi alternatifi haline gelmistir.
Alternatif polimer arayisinin en temel sebebi petrol bazli plastiklerin ¢evre, insan ve doga
tizerinde biraktig1 ciddi sorunlar ve bozunma oranlarinin diisiik olmasidir. Kullanilan fosil
kaynakli plastiklerin az bir kismi1 (<10) geri doniistiiriilebilir, az bir kismu yakilir (<10) ve
geriye kalan biiyiik kismi ise (%80) ¢evrede ¢op seklinde birikmektedir (Pinaeva ve
Noskov, 2024). Polimerlerin geri doniistim siireglerinde yiliksek maliyet kullanimi
kisitlayict bir faktdr olup bu yiizdenin az olmasinin asil sebebi sayilmaktadir. Diinya
capinda plastiklerle miicadele artmistir. Mikroorganizmalar tarafindan islendikten sonra
biyolojik olarak parcalanabilen polimerler, plastiklerin ¢evre iizerindeki zararli etkisini
azaltacaktir (Pinaeva ve Noskov, 2024). Karbon ayak izinin azaltilmasi, stirdiiriilebilirlik

ve yiiksek biyobozunurluluk oranlar1 sebebiyle biyoplastikler tercih edilebilmektedir.



Biyopolimerlere  O6rnek  olarak  polilaktik  asit, nisasta karigimlari,
polihidroksibiitiratlar, seliiloz, kitin ve kazein polimerleri verilebilir. Biyoplastikler,
ozelliklerine ve kaynaklarina gore genellikle {i¢ kategoriye ayrilir. Biyobazli biyolojik
olarak parcalanamayan plastikler, biyobazli biyolojik olarak pargalanabilen plastikler ve
fosil bazli biyolojik olarak pargalanabilen plastikler olmak iizere ii¢ ana sinifa ayrilirlar
(Jayarathna vd., 2022). PP, PE ve PET biyolojik bazli bozunmayan plastiklere birer
ornektir. Tamamen ya da bir kisminin dogal kaynakli olmasindan dolay:1 yapisal olarak
petrol bazli plastiklere benzerler ve bu nedenle parcalanmazlar. Biyobazli biyolojik
olarak parcalanabilen plastiklerin ise nisasta, seliiloz, PLA, PHA ve PHB oldugu
bilinmektedir (Sekil 2.3) (Santana vd., 2018). Biyobozunur olan bu plastikler genellikle
bitki ve mikroorganizmalardan iiretilmektedirler. Biyolojik parcalanabilirlik, iyi mekanik
ozellik, uygun maliyet ve fazla miktarda bulunabilmeleri gibi 6zellikler nedeniyle kiiresel
olarak {iretilen tiim biyoplastik kaynaklar1 arasinda en ¢ok kullanilan tiirlerdir. Ayrica
nisasta kaynakli biyoplastikler genis bir liretim kapasitesine sahiptir (Santana vd., 2018;
Shafgat vd., 2021). PHA’nin kopolimeri olan polihidroksibiitirat-ko-valerat (PHBV)
nisasta ile birlestirilmis ve nisastanin PHBV’nin parcalanmasini hizlandirdigi

bulunmustur (Imam vd., 1998).

BIYOPLASTIK TURLERI
| ! |

Biyo-tabanli ve Biyo-tabanl ve Fosil Tabanh ve
Biyobozunur Olmayan Biyobozunur Biyobozunur
* PE (Polietilen) * PLA (Polilaktik asit) ¢ PBAT (Polibutilen
* PP (Polipropilen) » PHA (Polihidroksial- adipat tereftalat)
 PET (polietilen tereftalat) kanoat) ¢ PCL (Polikaprolakton)
* PA (Poliamid) * PBS (Polibiitilen siiksinat)
e PTT (Politritimetilen « Nisasta karisimlari

Tereftalat)

« PEF (Polietilen Furanoat

Sekil 2.3. Biyoplastik tiirlerinin siniflandirilmasi (Jayarathna vd., 2022)

Polimer baglarina (eter, ester ya da amid) hidrolitik olarak kararsiz baglarin

eklenmesi gibi gesitli yollarla fiziksel ve kimyasal dzellikleri gelistirilebilmektedir. Ornek



olarak en yaygin kullanilan polikaprolakton (PCL) ve polimerler polibiitilen adipat
tereftalat (PBAT) verilebilir (Shamsuddin vd., 2017).

Biyoplastiklere olan talep hizla artmaktadir. Ambalajlama, tarim, insaat,
elektronik, tekstil ve otomotiv gibi farkli uygulamalarda kullanilmaktadirlar. Ambalaj
sektorii oldukca fazla biyoplastik kullanimina sahiptir. Biyoplastikleri petrol bazl
plastiklerle kiyaslarken iiretim i¢in kullanilan yontem ve hammaddeler 6nemli rol oynar.
Biyoplastikler genellikle yenilenebilir kaynaklardan elde edilir (Sathiaseelan vd., 2024).
Bu kaynaklar seker kamisi, misir ve tarimsal atiklar olarak siralanabilir. Bu kaynaklarin
kullanim1 ile fosil yakitlara olan bagimliligin azalmasi ve karbon emisyonunun
diisiiriilmesi saglanir. Mikrobiyal yetistirme ya da fermantasyon gibi tiretim siire¢lerinin
karigik olmasi, endiistriyel 6l¢ekte tiretim i¢in sinirlayici olabilir (Sathiaseelan vd., 2024).
Biyoplastiklerin iiretim yontemleri, cevre iizerinde etkileri ve biyolojik olarak
parcalanabilirlikleri iiretilen plastik i¢cin 6nemli birer faktordiir (M. S. Lee ve Salleh,

2025).

2.2.1. Polihidroksialkonatlar (PHA)

Mikroorganizmalar tarafindan enerji depo maddesi olarak sentezlenen
polimerlerdir. Diger biyoplastikler arasinda nispeten daha kiigiik bir ticari pazar payina
sahip oldugu ancak homopolimeri olan PHB’nin daha hizli biyobozunurluluk oranlari
gosterdigi bilinir (Yao vd., 2025). Bakteriler hiicrelerinde karbon ve enerji kaynagi olarak
hiicre i¢ci PHA grandillerini tliketirler. Metabolizmada, 3-ketotiolaz (pha A), PHB sentaz
(pha C) ve asetoasetil-CoA rediiktaz (pha B) diye adlandirilan ii¢ biyosentetik enzim
gorev alir ve asetil koenzim A’y1 kullanip PHB’ye doniistiiriirler. Mikrobiyal kokenli ve
biyolojik olarak pargalanabilen bir poliester grubudur (Tserki vd., 2006). Hidroksi
alkonatlarin poliesteri olan PHA’lar 3-hidroksi yag asidi monomerlerinden olusur ve
hiicrelerin sitoplazmasinda zarla ¢evrilmis 0,2-0,5 pm capinda graniiller seklinde hiicre
icinde birikir. Cogunlukla bir ester bagiyla olugsmaktadirlar. PHB’nin en sik rastlanan
mikrobiyal PHA olmasinin yaninda 150’den fazla bilinen PHA tiirii tanimlanmistir ve
bunlar monomer zincir uzunluguna gore ayrilirlar (Z. Li vd., 2016). PHA’lar genellikle
icerdikleri karbon atom sayisina gore kisa zincirli (scl-PHA), orta zincirli (mcl-PHA) ve
uzun zincirli PHA'lar (Icl-PHA) olmak iizere ii¢ gruba ayrilir. Kisa zincirli PHA’larin

polimer zincirine bagh bir ya da iki karbon atomu varken, orta zincir uzunluklu PHA’lar



6-14 karbon atomundan olusur uzun zincirli olanlar ise 14’ten fazla karbon atomu
icermektedir (Sabapathy vd., 2020).

Monomer igerigine gére PHA homopolimerlerinin ya da kopolimerlerin
ozellikleri degisiklik gosterir. PHB ve PHV scl-PHA’lara ornek olarak verilebilir.
Kullanilan karbon kaynagina ve mikroorganizma tiiriine bagh olarak {iretilen PHA tiirii
degisebilmektedir. Ayrica iiretim i¢in kullanilan substrat ve beslenme sekli ile diizenleme
yapilabilir. Homopolimerlerin yaninda poli(3-hidroksibutirat-ko-3-polihidroksivalerat)
gibi kopolimerler ve dogal olmayan poliesterlerde PHA sentazlar araciligi ile
sentezlenebilmektedir (Tebaldi vd., 2019).

PHA’lar darbeye dayanma giicii zay1f, yiliksek kirilma derecesine sahip, kismen
kristalin ve yiiksek viskoz 6zelliklere sahip termoplastiklerdir. Erime sicakliklarina yakin
veya lizerinde sicakliklarda sekil verilebilirler (P. Kumar ve Kim, 2018). PHA’lar sahip
olduklar1 biyobozunurluluk, toksik olmama ve biyouyumluluk gibi biyolojik 6zellikler
sebebiyle doku miihendisligi, ila¢ ve cerrahi uygulamalar gibi pek ¢ok uygulama icin
idealdirler. Niifus artisi ile birlikte plastik tiiketimi 6nemli derecede artmistir. Tiiketimi
cok fazla olan petrol tiirevli plastiklerin ¢ok az bir kismi geri doniistiiriilebilirdir.
Petrokimyasal tiirevli plastiklerin tiiketimindeki bu artis ayn1 zamanda fosil bazh
kaynaklarin da es zamanli olarak tiikenmesine sebep olmaktadir. Biyobozunur olmayan
kompozitlerin bir araya gelip birikmesi ile; ekolojik bozulma, iklim degisikligi gibi ciddi
problemlerin yaninda CO2 emisyonunda da artis meydana gelmektedir (Balasubramanian
vd., 2024). Bu sebeplerden dolay1 plastik kullaniminda azalmaya gidilip, dogayla daha
uyumlu, ¢coziinmesi miimkiin ve toksisitesi az olan plastiklerin tiretilmesi seklinde yollar
izlenmeye baslanmistir. Pargalanabilen, toksik etkisi az olan, biyouyumlu polimerlerin
tiretimi petrol tiirevi plastiklere kars1 faydali ve en iyi alternatif olmustur (Kaur vd., 2024).
Biyobozunur polimerler bazi mikroorganizmalarin yasam dongiileri sonucunda elde
edilebilmektedir (Samrot vd., 2021). Bakterilerin biyolojik fonksiyonlarindan biri olan
bu biyopolimerleri degerli kilan asil o6zellikler biyouyumlu, parcalanabilen ve
yenilenebilir olmalaridir. Bu polimerlerin plastiklere gore baslica, insan saglig1 ve cevre
tizerindeki etkileri olmak iizere pek cok avantajlari da mevcuttur. Cok yonlii olmalar
sebebiyle genis uygulama alanlarina sahip olan petrol bazli plastiklerin ¢evresel etkilerini
azaltmak icin benzer fizikokimyasal oOzelliklere sahip biyopolimerlerin kullanim

arttirilmalidir. Implantlarda, siirdiiriilebilir ambalajlama ve atiklarmn yonetimi gibi farkli
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alanlarda kullanilabilmesine olanak saglar (Acharjee vd., 2023; Balasubramanian vd.,

2024).

2.2.1.1. Biyobozunurluk ve biyouyumluluk

PHA’nin biyomalzeme olarak sayilmasindaki temel bir 6zellik biyolojik olarak
parcalanmasidir. Biyoplastikler, suda ¢oziinmez ve inerttir. Ancak bir¢ok ekosistemde
cesitli mikroorganizmalar tarafindan parcalanabilirler (S. Y. Lee, 1996). Aerobik ve
anaerobik kosullarda sirasiyla CO,, su ve metana parcalanir. Mikrobiyal bozulmasi
enzimatik reaksiyonlarla gergeklesir. Mikroorganizmalardaki hiicre dist PHA
depolimeraz ya da hiicre i¢i depolimeraz ile pargalanma gergeklesir (Pooja vd., 2023).
Bozunma, hiicre i¢i depolimerazin PHB’yi 3-hidroksibiitirik aside indirgemesi ile baslar.
Ardindan 3-hidroksibiitirik asit asetil asit tiirevlerine oksitlenir. Asetil asetat ise asetil-
CoA’ya doniisiir. Asetil-CoA, TCA dongiisiine girip CO2’ye oksitlenir (Morlino vd.,
2023). Sicaklik, nem seviyesi, besin kaynagi ve pH gibi g¢evresel faktorlerin de
parcalanma iizerinde etkili oldugu bilinmektedir (S. Y. Lee, 1996).

PHA’larin bagisiklik iizerinde herhangi bir tepkiye neden olmamasi biyouyumlu
oldugunu gosterir. Polimerin safli1 ise uyumlulugunda etkili olan temel faktér olmasi
nedeniyle saflagtirma 6nemli bir adimdir. Parcalanmasi sonucu toksik olmayan {iriinlerin
olugmasi biyouyumlu oldugunun bir diger kanitidir (Thamarai vd., 2024). 3HB (Hidroksi
biitirat) bir kan bileseni oldugu ve okaryotlarin zarlarinda bulundugu i¢in PHA’larin
biyouyumlu olmasinin normal oldugunu kanitlar (Reusch, 2000; Wiggam vd., 1997).

Tanimlanmis olan bu monomerler teknolojik ilerlemelerin olmasinda etkili
olmuslardir. Kardiyovaskiiler uygulamalarda, kalp kapakgiklarinda, vaskiiler stentler ve
greftlerde, perikardiyal yamalar ve arter biiylitme gibi biyomedikal alanlarda farkli
sekillerde kullanilmiglardir (Bassous vd., 2016). Dis hastaliklar1 ve yaralanmalarinin
tedavisinde kemik ve doku rejenerasyonunda onciiliik etmek icin uygulanmaktadir.
Ayrica bu poliesterler iiretra rekostriiksiyonunda ve emilebilir dikis yapisinda
kullanilarak yara tedavisinde uygulanmistir (Bassous vd., 2016; Galgut vd., 1991;
Kostopoulos ve Karring, 1994; van der Giessen vd., 1996). Sekil 2.4’te
biyobozunurluluga 6rnek olarak, yapilmis bir PHB filminin zaman i¢indeki degisimi yer

almaktadir.
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Sekil 2.4. PHB filminin zaman i¢indeki morfolojik degisimi (Acharjee vd., 2024)

Bakteriler tarafindan yiiksek miktarda bir biyopolimer olan PHA
iiretilebilmektedir. Bakteriyel PHA iiretiminde fermantasyon ve devamindaki islemler
icin yliksek tiretim maliyeti olmasi engel olarak sdylenebilir. PHAlar hidrofobik ve iyi
film olusturma 6zelliklerine sahip olduklarindan dolay1 termal bozunmaya yatkin olma
ve smirht islevsellik gibi zayif Ozelliklerin, farklt modifikasyonlarla iyilestirilmesi

miimkiindiir. Béylece daha esnek ve daha dayanikli iiriinler tiretilebilir (Reeve, 1993).

2.2.1.2. PHA’larn biyosentezi

PHA, genel olarak mikrobiyal fermantasyon, transgenik bitkilerde sentez ve
kimyasal veya enzimatik kataliz olmak iizere {i¢ farkl1 yolla sentezlenebilir (Winnacker,
2019). Bu yontemler arasinda mikrobiyal fermantasyonun en yaygin olarak kullanilan
oldugu sdylenebilir. Polimerizasyon siirecinde kullanilan karbon kaynaklar1 ve enzim
tiirlerine bagli olarak mikrobiyal sentez gerceklesir. PHA’larin biyosentezi {i¢ farkli ana
yolla gerceklesebilmektedir (Azizimehr vd., 2024). Lyol: asetil-CoA'dan 3-
hidroksibiitiril-CoA'ya doniisiim, Il.yol: yag asidinin B-oksidasyonunu ve Ill.yol: yag
asidi sentezini kapsamaktadir. Kullanilan karbon kaynagi sekerler ise I ve III. yollar, yag
asitleri ise de Il.yol kullanilir (Azizimehr vd., 2024; Winnacker, 2019). Lyol, scl-
PHA’larin sentezinde kullanilir. Seker, amino asit ya da yag asidi molekiilleri ilk 6nce iki
asetil-CoA molekiiliine, sonrasinda phad ve phaB tarafindan iki hidroksibiitiril-CoA
molekiiliine doniistiiriiliir. Ardindan phaC yardimiyla yogunlasma reaksiyonu gergeklesir
ve PHB’ye polimerize edilir. Bu yol kullanilarak {iretilen polimerlere 6rnek olarak PHB,
PH4B, PHBV ve PHBP verilebilir. Il.yol, mcl-PHA’larin sentezi i¢in kullanilir. Glikoz,
gliserol, siikroz, metanol ve karbondioksit gibi karbon kaynaklar1 kullanilirken IIl.yol ile
polimer sentezlenir. Yag asidi molekiilleri B-oksidasyon yoluyla parcalanir. Yag asitleri
once enoil-CoA’ya ardindan R-3-hidroksiasil-CoA'ya doniistiiriiliir. Son adim olarak da
mcl-PHA sentaz tarafindan mcl-PHA olusur. Ormnek olarak PHO, PHHx ve PHN

verilebilir (Zytner vd., 2023). PHA birikiminin karbon/azot oraninin artmasi ile birlikte
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arttig1 gozlemlenmistir. Besin maddelerinin kisitlanmasi ile ortamdaki biiylimenin
dengesizligine yanit olarak PHA birikimi olmaktadir. Biyosentez i¢in gerekli olan azot,
fosfat, magnezyum, siilfat ve oksijen gibi besin maddelerinin kisith oldugu ve karbon
kaynaginin bol bulundugu ortamda mikroorganizmalarin PHA depoladiklar1 anlasilmistir

(Jacquel vd., 2008). PHA nin genel yapis1 Sekil 2.5°te verilmistir.

. I
™o
u dn

Sekil 2.5. PHA monomerinin genel yapisi verilmistir (Zytner vd., 2023)

Monomerin tipine gore tanimlanmis olan bircok homopolimer ve kopolimer
vardir (Cizelge 2.1). 3-hidroksi asitleri iceren PHA’lar optikge aktif ve PHA sentaz
enzimi nedeniyle R konfiglirasyonundadir. PHA’larin molekiiler agirlig1 genellikle 100-
1000 kDa arasindadir. Polimer mol kiitlesi, karbon kaynagina ve konsantrasyonuna,
pH’a, kiiltiir kosullarina ve bakteri tiiriine baglidir (Anderson vd., 1992). Monomerlerin
zincir uzunlugu polimerin erime noktasini, kristallik derecesini, camsi gegis sicakligini

ve hidrofobikligini etkiler (Dartiailh vd., 2021).

Cizelge 2.1. PHA polimerlerinin 6rnekleri (Z. Li ve Loh, 2015)

Kimyasal Adi Kisaltma Yan gruplar Yap1
Poli(3-hidroksibutirat) P3HB Metil Homopolimer
Poli(4-hidroksibutirat) P4AHB Hidrojen Homopolimer
Poli(3-hidroksivalerat) P3HV Etil Homopolimer
Poli(3-hidroksiheksanoat) P3HHx Propil Homopolimer
Poli(3-hidroksiheptanoat) P3HHp Butil Homopolimer
Poli(3-hidroksioktanoat) P3HO Pentil Homopolimer
Poli(3-hidroksinonanoat) P3HN Heksil Homopolimer
Poli (3-hidroksibutirat- ko -3-hidroksivalerat) PHBV Metil/etil Kopolimer

PHA iretiminde genellikle, ilk once biiylime ardindan PHA birikimi agamasi

seklinde iki asamali fermantasyon siireci olusturulur. Biiylime asamasinda, azot/fosfor

kaynaginda azalmayla birlikte maksimum biyokiitle iiretimi gergeklesir. Ikinci asamada
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ise besin eksikligi ile ortamdaki fazla karbon, biyokiitle biiytimesi yerine PHA birikimi
ve sentezlenmesine yonlendirilir (Dietrich vd., 2017).

PHA’nin biyosentez yolu; Krebs dongiisii, glikoliz ve [B-oksidasyon gibi
bakterinin besin metabolizmasindan ve enerji iiretiminden sorumlu yollari ile asetil-CoA
gibi ortak ara iirlinlerin iiretilmesi sebebiyle birbirleriyle baglantilidir. Asetil-CoA, bu

yollarin entegre olmasindaki asil sebeptir (Zheng vd., 2020).

2.2.2. Polihidroksibiitirat (PHB)

PHB, PHA’lar arasinda ilk izole ve karakterize edilen (3-HB) monomerlerinden
olusan bir homopolimerdir (Steinbiichel ve Valentin, 1995). PHB’nin termoplastik ve
kristalin yapisinin molekiiler kiitlesiyle iliskili oldugu disiiniiliir. Dogada farkh
mikroorganizmalar tarafindan iiretilen en yaygin biyolojik poliester oldugu bilinmektedir.
Diistik oksijen gecirgenlikte ve sahip oldugu dogrusal zincir yapist amorf ve kristal fazlar
icerdigi i¢in oldukca kristalindir. Mikroorganizmalar tarafindan karbon rezervi olarak ve
bakteriyel fermantasyon ile endiistriyel Olcekte iiretilir (Yeo vd., 2018). Sentetik
polimerlere gore daha sert ve esnek olma gibi ¢esitli avantajlara sahiptir. PP ve PE gibi
petrol bazli plastiklere benzer fiziksel 6zellikler gosterdigi i¢in alternatif olabilecegi
diistiniilmiistiir. PHB’ nin mikroorganizmalar tarafindan dogal olarak sentezlenmesi,
biyouyumlu ve biyolojik olarak pargalanabilmesi son zamanlarda ilgi goérme
sebeplerindendir (Getachew ve Woldesenbet, 2016).

PHB, yapisinda diizenli olarak paketlenmis kristalin bolgeler ve daha diizensiz
olan amorf bolgelerin bir arada bulundugu yar1 kristalin bir polimerdir. Kristalin bolgeler,
polimer zincirlerinin siki1 ve diizenli hizalanmasi1 sonucu olusurken, amorf bdlgeler daha
gevsek ve esnek bir yapt olusumuna neden olur. Bu sebeple yiiksek kristallik derecesi
polimerde sert ve kirilgan olmay1 tesvik ederken, amorf bdlgelerin varli§i az da olsa
esneklik kazandirmaktadir. Bu durum PHB yapisinin mekanik 6zelliklerini dogrudan
etkiledigini gostermektedir (Eesaee vd., 2022; Wellen vd., 2015).

Polimerlerin kimyasal yapilar1 ve molekiil agirliklari, 6zelliklerini etkiler. PHB
tiirleri ana zincirdeki karbon atomu sayis1 ve yan zincir uzunlugu bakimindan farklilik
gostermektedir. Fosil bazli plastiklere alternatif olan PHB’ler termal ve mekanik
ozelliklerindeki eksiklikler sebebiyle smirli bir uygulama alanina sahiptir. Polimerlerde

kristallesme derecesi ne kadar yiiksekse o kadar sert ve saglam malzeme elde edilir.
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Ancak yiiksek kristallik (%60-80) kirillgan ve diisiik gerinim degerlerine de sebep
olmaktadir. PHB, PP ile karsilastirilabilir mekanik 6zelliklere sahiptir ancak PHB’nin
termal islenebilirligi pratik uygulamalarda sinirlidir. Polimerler, nisasta ve seliiloz gibi
dogal malzemeler ile fiziksel karistirma veya bir kimyasal modifikasyon olan
kopolimerizasyon ile termal ve fiziksel 6zellikleri iyilestirilebilir. Daha saglam, esnek ve
dayanikli 6zelliklerde olan malzeme olusturulmasi uygulanabilir bir yaklagim olarak
goriilmiistiir (D. Li vd., 2025; McAdam vd., 2020).

Kimyasal yapisi, tekrarlayan monomer birimlerinde bulunan bir metil grubu (—
CHs) ve bir ester bagr (—COOR) ile karakterize edilir. PHB'nin temel yapitasi olan 3-
hidroksibiitirat monomeri, bir hidroksil (-OH) grubu ve bir karboksil grubunun (—COOH)
esterlesmesi sonucu olusan bir ester fonksiyonel grubu igerir (Grigore vd., 2019). Bu
fonksiyonel gruplar ve ester baglari, PHB'nin termoplastik &zelliklerini ve
biyobozunabilirligini belirleyen temel unsurlar arasinda yer alir (Grigore vd., 2019).
Bakterilerden elde edilen PHB’nin molekiiler agirhgmmn genellikle 1x10%-
3x10° g/mol arasinda oldugu ve polidispersitesinin de yaklasik olarak iki oldugu bilinir.
Erime sicaklig1 yaklasik 180°C iken cam gecis sicakligi 4°C’dir (Doi, 1990). PHB’ nin

genel fiziksel ve mekanik ozellikleri Cizelge 2.2°de listelenmistir.

Cizelge 2.2. PHB’nin mekanik ve fiziksel 6zellikleri (Kaplan, 1998; Markl, 2018)

Ozellik PHB
Kristal Erime Noktasi (°C) 175
Kristallik (%) 80
Molekiiler agirlik (Dalton) 5.10°
Cam gegis sicakligt (°C) 4
Yogunluk (g/cm?) 1.25
Egilme modiilii (GPa) 4.0
Cekme dayanimi (MPa) 40
Kopmada uzama (%) 6
Ultraviyole direnci Iyi
Solvent direnci Zayif

2.2.2.1. PHB graniillerinin morfolojisi ve PHB inkliizyonlariyla iliskili proteinler

Bakterilerde karbon ve enerji depolama bilesigi olarak bilinen PHB, karbon
kaynaginin fazla besin maddesinin ise sinirli oldugu ortamlarda graniil (inkliizyon
cisimcikleri) seklinde birikmektedir (Yafiez vd., 2020). PHB graniilleri sitoplazma
igerisinde, sitoplazmik membranda veya ona yakin yerde lokalize olmaktadir. Graniil

caplar1 0,2-0,4 um aralifinda degisebilmektedir. Hiicre iginde tek bir graniil ya da birden
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fazla graniil halinde bulunabilen inkliizyonlar, tiir ve biiyiime kosullarina bagli olarak
farkli bolgelerde yogunlagabilmektedirler (Jendrossek vd., 2007; Wahl vd., 2012).

PHB inkliizyon cisimlerinin olusumunda yer alan ¢ok sayida gen ve protein
tanimlanmistir. PHA graniilleri ile ilgili proteinler: PHB sentazlar, diizenleyici proteinler,
PHB depolimerazlar ve fazinler olmak {izere dort gruba ayrilabilir (L. Wang vd., 2019).
PHB sentaz, PHB sentezini PHB depolimeraz ise bozunmasini baglatir. Diizenleyici
proteinler; fazinlerin ifade diizeyini polimer sentezlenirken ve bozunurken diizenler
(Martinez vd., 2023). PHA sentaz (phaC): Mikroorganizmalardaki PHA tipini belirleyen
anahtar enzim olarak tanimlanmaktadir. Ozgiil baglanma yetenegi ve farkli yapilarindan
dolay1 li¢ tane PHA sentaz (phaC) tipi vardir (Saravanan vd., 2022). Kisa zincir uzunluklu
(SCL) olanlar: 3-5 karbon atomu i¢ermektedirler. Ikinci olarak orta zincir uzunluklu
(MCL) olan PHA sentazlar 6-14 karbon atomu igermektedirler. Ugiincii tip PHA sentaz
ise C ve E olmak tizere iki alt birimden meydana gelmektedir. Bu proteinin aktivitesi i¢in
her iki alt birimin mevcut olmasi gerekmektedir.

PHB'nin biyosentezinde gorevli asil enzimdir (Rehm ve Steinbiichel, 1999).
Hiicre ici PHB depolimeraz (phaZ): Ortamda fazla karbon bulundugunda depolanan
bilesige PHB denilmektedir. Bu yiizden mikroorganizmalarda depolanan bu karbonun
geri kazanilmasi i¢in depolimerizasyon sistemi bulunmaktadir. PHB'nin pargalanmasinda
gorevlidir. Fazinler (phaP): Hidrofobik bir cekirdekten olusan PHB inkliizyonlari
katabolik ve katabolik olmayan cesitli proteinlerden olusan bir fosfolipit yapili tek
katmanli membranla ¢evrilidir. Katabolik proteinler arasinda PHB sentaz ve PHB
depolimeraz yer alirken, katabolik olmayan proteinler arasinda fazinler (phaP) olarak
isimlendirilen proteinler yer almaktadir (Steinbiichel vd., 1995). PHA depolayan
bakterilerde bulunmasi gereken protein gruplarindan biridir. Uretilen PHA’larm boyutu
tizerinde de etkilidir. PHA biyosentezinde yer alan enzimlerin aktivite seviyeleri, PHA
inkliizyonlarinin boyutu iizerinde etkilidir. Artan fazin ve PHA sentaz proteinlerinin
aktivitesi ile birlikte inkliizyon sayisinda da artis oldugu goriilmektedir. Fazinler,
inkliizyonlarin olugmasinda ve stabilizasyonunda rol almaktadirlar. Bakterilerin i¢inde
bulunan polimer zincirini stabilize eder ve PHB graniillerinin boyutunu kontrol ettigi

bilinir (Sudesh vd., 2000). Sekil 2.6’da PHB graniiliiniin sematik gosterimi verilmistir.
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Polimeraz (PhaC)
Depolimeraz (PhaZ)

Fazin (PhaP)
Represor (PhaR)

Sekil 2.6. PHB graniiliiniin sematik gdosterimi (Koning vd., 2023)

PHB/PHA graniil yiizey tabakasinda proteinlerin varligi kabul edilse de fosfolipit
varligi kanitlanamadigi i¢in molekiiler bilesim tam bilinmemektedir. Yapilan bir
calismada, prokaryotlarda PHB graniillerinin polimer ¢ekirdek ve fonksiyonel ve yapisal
proteinlerden olusan bir yiizey tabakasindan olusan bir kompleks oldugu ortaya
koyulmustur. PHB graniillerinin yiizey tabakasinin fosfolipit icermedigi ve sadece graniil
yiizeyinde lokalize proteinlerden olustugu varsayilmistir. /n vivo olarak, sonuglar hiicre
zarinda fosfolipit varligi ile uyumlu iken graniil yiizeyinde varligiyla celismektedir

(Bresan vd., 2016).

2.2.2.2. Mikrobiyal PHB iiretimi

PHB, mikroorganizmalarda besin stresi altinda ve karbon fazlaliginin oldugu
ortamda graniil seklinde biriken enerji ve karbon depo iiriindiir (McAdam vd., 2020; Rao
vd., 2010). Mikrobiyal PHB iiretiminin metabolik yollar1 i¢in phaA (B-ketotiolaz), phaB
(asetoasetil-CoA rediiktaz) ve phaC (PHB sentaz) genlerinin gerekli oldugu bildirilmistir.
PHB biyosentezinde anahtar enzim olarak kabul edilen PHB sentazlarin I, II ve III olmak
tizere ¢ tipinin farkli molekiiler agirliklarina sahip PHB sentezledigi bilinmektedir. Tip
I PHB sentazlar, 500.000 ile birka¢ milyon kDa araliginda en yiiksek molekiiler
agirliklara sahip polimer sentezlerken, tip II sentazlar yaklasik 50.000-500.000 kDa
arasinda PHB sentezlemektedir. Tip III PHB sentazlar ise Tip I ve II sentazlarin arasinda
molekiiler agirliga sahip polimerler sentezleyebilmektedir. PHB polimerinin molekiiler
agirhigiin biiyiik 6l¢iide PHB sentaz enziminin aktivitesine bagl oldugu sdylenebilir

(Elsayed vd., 2018). PHB sentazlar PHB sentezinin son basamag1 olarak bilinen, CoA’y1
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serbest birakip 3-hidroksibiitiril-CoA’nin PHB’ ye doniisiimiinii katalize etmekte gorevli
enzimlerdir. PHB biyosentetik genleri arasinda bulunan phaA ve phaB genleri ile C.
sphaeroides’ te PHB birikimi arasinda anlamli bir korelasyon vardir. Asetil-CoA i¢in
secici olan B-ketotiolazlarin, phaA geninin artan ekspresyonu ile PHB birikiminde artisa
sebep olabildigi kaydedilmistir (Gutschmann vd., 2021; Y. R. Lee vd., 2020).

PHB sentezinde rol alan temel enzimler sunlardir: (i) PHB sentaz (phaC), (ii) -
ketotiolaz (phaA) ve (iii) asetoasetil-CoA rediiktaz (phaB). PHB bakterilerde, karbon ve
enerji kaynagi olarak islev goriir ve PB-ketotiyolaz (phbA), asetilasetil-CoA rediiktaz
(phbB) ve PHB sentaz (phbC) tarafindan katalize edilen {i¢ asamali bir reaksiyonla
sentezlenir. Mikrobiyal PHB iiretiminde ilk adim olan kondensasyon basamagi iki asetil-
CoA molekiiliiniin, B-ketotiolaz tarafindan asetoasetil-CoA’ya yogunlasmasiyla baglar.
Ikinci adim olan rediiksiyonda asetoasetil-CoA, asetoasetil-CoA rediiktaz tarafindan
indirgenerek B-hidroksibiitiril CoA olusturulur. Son adim olan polimerizasyon
asamasinda ise B-hidroksibiitiril CoA, PHB sentaz tarafindan PHB’ye polimerize edilir
(Sekil 2.7). Sitoplazmada graniiller seklinde biriken PHB graniillerinin biiytiklik ve

miktar1 graniillere baglanabilen fazin proteinler phaC ve phaP nin miktarina bagl olarak

diizenlenir (M. Kumar vd., 2020).
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\ Polihidroksibiitirat (PHB)

Sekil 2.7. PHB’ nin biyosentetik yolu (Czemplik vd., 2011)

3. Polimerizasyon-
PHB sentaz




18

Uygun beslenme kosullarinda, 3-ketotiolaz krebs dongilisii tarafindan iiretilen
fazla miktardaki koenzim tarafindan baskilanarak PHB sentezini engeller ve asetil-
CoA'y1 enerji iiretimine yonlendirir. Durum tersi oldugunda ise yani dengesiz kosullar
altinda, asetil-CoA PHB sentez yoluna yonlendirilir ve PHB birikimine yol acar. PHB
biriktiren mikroorganizmalarda ¢evresel degisikliklere cevap olarak goriilen bir stratejidir

(Y.-M. Jung ve Lee, 2000; Tan vd., 2014).

2.2.2.3. PHB iiretimi icin mikroorganizmalar

Bu zamana kadar bakteri ve arkeler de dahil olmak iizere 300'den fazla PHA
tireten sug tanimlanmistir (Saravanan vd., 2022). Gram-negatif bakterilerde PHB birikimi
iyl bilinirken ayn1 zamanda ¢esitli gram pozitif bakteriler, anaerobik (kiikiirtsiiz ve
kiikdirtlii) ve aerobik (siyanobakteriler) fotosentetik bakteriler ve bazi arkebakteriler de
PHB sentezleyebilmektedir. PHB iireten suslarin ¢ogunun gram negatif bakterilerden
oldugu bilinir. Gram negatif bir bakteri olan C. necator yiiksek PHB iiretim kapasitesine
sahip ve PHB sentezi i¢in denenen ilk bakterilerdendir (J. Wang vd., 2024). PHB
sentezledigi bilinen gram pozitif bakterilerden biri olan Bacillus’un B. cereus ve B.
megaterium tirleri yiilksek PHB sentez kapasitesine sahiptir (Martinez-Herrera vd.,
2023). Mikroorganizmalar PHB’yi, suda ¢6ziinmeyen bir yapiya sahip oldugu icin hiicre
ici lipit pargaciklari olarak depolar. Bazi bakteri tiirlerinde polimer depolamak i¢in azot,
fosfor ve oksijen gibi besin maddelerinin siirli olmasi gerekmektedir. C. necator,
Pseudomonas oleovorans ve P. putida bu tiirlere 6rnek verilebilir. Bunun haricinde bazi
bakteri tiirlerinde ise besin kisitlamasi polimerin depolanmasini etkilemez ve biiyiime
sirasinda  da polimer depolanabilmektedir. Alcaligenes latus ve Azotobacter
vinelandii’nin mutant susu ise bu bakteri grubuna 6rnek verilebilir (Muhammadi vd.,

2015).

2.2.2.3.1. Cupriavidus necator

C. necator; toprak, goletlerden gelen camur, yeralti suyu ve kok nodiilleri gibi
farkli ortamlardan izole edilebilen bir bakteridir (Moriuchi vd., 2019). Daha once
Hydrogenomonas eutropha, Alcaligenes eutrophus, Ralstonia eutropha ve Wautersia

eutropha olarak adlandirilan C. necator’ un PHB iiretebilen mikroorganizmalar arasinda
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en kapsamli g¢alisilmis bakteri oldugu sdylenebilir. Bunun basglica sebepleri; biiyiik
miktarda PHB iiretebilme yetenegi, ¢cok ¢esitli karbon kaynagini kullanabilmesi ve genom
bilgisinin bilinmesidir (Akkoyunlu vd., 2024). C. necator umut verici bir PHB
iireticisidir. Bu durumun baglica sebebi ototrofik veya heterotrofik yollarla farkli
substratlar1 kullanarak, kuru hiicre agirliginin (DCW) %90’1na kadar PHB biriktirme
kapasitesine sahip olmasidir (Nygaard, Yashchuk, Noseda, vd., 2021).

PHB iiretimi i¢in model bir mikroorganizmadir. Heterotrofik ve ototrofik kosullar
altinda biiyliyebilen fakiiltatif kemolitotrofik bir bakteri olan C. necator, sahip oldugu
metabolik yolarin ¢ok ¢esitli olmasi1 sebebiyle de farkli karbon kaynaklarini asimile
ederek PHB {iretebilmektedir. C. necator, tek karbon sayili n- alkanoatlardan 3HB ve
3HV kopolimerlerini, ¢ift karbon sayili n- alkanoatlardan ise P(3HB) homopolimerini
iiretebilmektedir (Sudesh vd., 2000). C. necator H16, cubuk seklinde olup toprakta
yasayan fakiiltatif kemoototrofik bir sustur. Bu susta PHB sentezi; asetil-CoA’nin asetil-
CoA asetiltransferaz, asetoasetil-CoA rediiktaz ve PHB sentaz ile katalizlenmesi ve PHB
polimerine doniisiimii seklindedir. PHB graniillerinin yiizeyi fazinlerle (phaP) kaphdir.
Graniillere bagli bir diger protein olan PhaR, PhaP’nin ifadesini diizenler. C.
necator H16" fruktozu karbon kaynagi olarak kullandiginda heterotrofik fermantasyon
yolu ile PHB sentezler (Tang vd., 2022). Heterotrofik ve ototrofik biiylime arasinda gecis
yapma kapasitesine sahip bir bakteri olmasi1 C. necator’un ¢ok yonlii bir metabolizmaya
sahip oldugunu gosterir (Pohlmann vd., 2006). C. necator‘un H16 susu en iyi karakterize
edilmis ve degisken fizyolojik davranislar gosterdigi bilinen sustur (Jawed vd., 2022).
Yapilan bir¢ok ¢alisma bazi bakterilerde UV 1s1n1, 151, oksidatif stres, ozmotik sok gibi
cevresel streslerin PHA sentezlenmesinde etkili oldugunu gostermektedir. Strese karsi
koruyucu bir yol olarak PHA graniilleri ortaya ¢ikmaktadir (Koller, 2019).

C. necator, yag asitleri, seker bazli substratlar ve ¢esitli yaglari hammadde olarak
kullanarak oksijen, fosfor ve azot gibi stres kosullarina cevap olarak PHB iiretir.
Metabolik olarak genis substrat kullanimina sahip olmasina ragmen C. necator’un vahsi
tipi siikrozu kullanamaz (Morlino vd., 2023). Khonde ve arkadaslar1 tarafindan PHB
iretimi tizerine yapilan bir calismada, C. necator’ un siikroz kullanimi i¢in rekombinant
bir sus tasarlandi. Tasarlanmis sus ile ¢alisma sonucunda sakaroz basarili bir sekilde
metabolize edilebilmis ve PHB iiretimi yapilabilmistir. Yenilenebilir karbon kaynaklar
arasindan seker pancari veya seker kamisindan elde edilen sakkaroz ekonomik ve ¢ok

bulunan endiistriyel substratlardan biridir. Sakaroz agisindan zengin olan ve fruktoz,
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glikoz, onemli biiylime faktorleri ve mikro besin maddelerini de igeren seker kamisi
biyosurubu ile tasarlanmis C. necator susu kullanilarak PHB iiretilebilmistir (Khonde
vd., 2025). Cok yonlii metabolizmaya sahip oldugu bilinen C. necator ‘un H16 susu en
1yi karakterize edilmis ve degisken fizyolojik davranislar gosterdigi bilinen sustur (Jawed
vd., 2022).

C. necator, elektron vericisi olarak H» ve karbon kaynagi olarak COx ile aerobik
olarak biiyiiyebilir ve biiyiik miktarda PHB biriktirebilir (Jawed vd., 2022). PHB {ireten
bakterilerde NADH/NAD" ve NADPH/NADP" dengesi 6nemlidir. Cilinkii karbonun TCA
dongiisiine mi yoksa PHB polimerinin olusumuna mi1 gidecegini belirler. Besin siirlayici
kosullar altinda asetil-CoA, TCA dongiisii yerine PHB olusumuna yonlendirilir.
NADPH/NADP * orani asetil-CoA'nin TCA dongiisiinden uzaklastirilip PHB biyosentez
yoluna yonlendirilmesinde 6nemli bir rol oynar ve asetoasetil-CoA rediiktaz aktivitesi
tizerinde de olumlu etki uygular (Hectors vd., 2025). C. necator H16 tarafindan

depolanan hiicre i¢ci PHB graniilleri Sekil 2.8’de yer almaktadir.

.

Sekil 2.8. C. necator H16’ da hiicre i¢i PHB graniilleri (Buntinx vd., 2024)

Fruktoz ve glikoz gibi sekerler PHB iireten ¢esitli mikroorganizmalar i¢in yaygin
kullanilan substratlardandir. C. necator asetik asit, glikoz ve fruktoz gibi karbon
kaynaklarini kullanarak verimli biiyiime ve PHA birikimi gdstermistir (Amer ve Kim,
2023). C. necator hiicre biiylimesinde glikoz tasiyicilarinin eksikligi ve diisiik glukokinaz
aktivitesi sebebiyle smirli glikoz alma yetenegine sahiptir. Ancak mutant suglar ile
glikozu metabolize etme yetenegi kazandirilabilir. Dogal tip C. necator fruktozu rahatca

kullanabilmektedir. Vahsi tip C. necator HI16 ise fruktoz ve N- asetilglukozamin gibi
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sinirlt substrat araligina sahip olmakla birlikte fruktozu verimli bir sekilde metabolize
edebilmektedir (Raberg vd., 2011). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda, Embden-Meyerhof-
Parnas (EMP) ve oksidatif pentoz fosfat yollarmin iki anahtar enzimi olan
fosfofruktokinaz ve 6-fosfoglukonat dehidrogenaz aktiviteleri H16 susunda tespit
edilememis ve ilgili genler de genomda tanimlanmamustir (Gottschalk vd., 1964). Fruktoz
once bir tastyict tarafindan hiicre igine alinir. Ardindan Entner-Doudoroff (2-keto-3-
deoksiglukonat 6-fosfat [KDPG]) yoluyla katabolize edilir (Pohlmann vd., 2006).
Fruktoz ilk 6nce fruktokinaz tarafindan fruktoz-6-fosfata fosforile edilir daha sonra bir
ara madde olan glikoz-6-fosfata doniisiir ve Entner—Doudoroff yolu iizerinden piriivata
metabolize edilir (I. Y. Lee vd., 1996; Zhila vd., 2021). C. necator'da PHB iiretim yolu ii¢
asamadan olusmaktadir. {lk asamada iki asetil-CoA molekiilii 3-ketotiolaz tarafindan
yogunlastirilarak asetoasetil-CoA (phad) olusturulur. Ikinci asamada, asetoasetil-
CoA rediiktaz (phaB), NADPH tiiketimiyle asetoasetil-CoA’y1 3-hidroksibiitiril-CoA'ya
dondiistiirtir. Son asamada ise elde edilen molekiil PHA sentaz (phaC) tarafindan PHB’ye
polimerize edilir. PHB biyosentezinde gorevli genler olan phaA, phaB ve phaC’nin C.
necator’da phaCAB operonunda kodlandig1 bilinmektedir (Peoples ve Sinskey, 1989).
C. necator’da glikoz hiicre icine alindiktan sonra glukokinaz (glk) tarafindan
fosforile edilerek glukoz-6-fosfata (G6P) donistiiriiliir. Olusan G6P glikoliz yoluna
katilarak sirasiyla piriivat ve devaminda asetil-CoA’ya metabolize edilir. Asetil-CoA,
PHB biyosentez yolunun baglangi¢ substrati olarak gérev yapar (Sekil 2.9) Glikoz tasima
sirasinda fosforillenir ve Entner-Doudoroff yoluyla katabolize edilir (Lin ve Ng, 2025;
Zhila vd., 2021). Lin ve Ng’nin yaptig1 ¢alismada glikoz ve fruktoz beraber kullanilarak
karisik karbon kaynaklar1 ile PHB verimi ve biyokiitle birikimi arastirilmis ve olumlu

sonuglar kaydedilmistir (Lin ve Ng, 2025).
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Sekil 2.9. C. necator’un glikoz ve fruktozda PHB iiretim semast (Lin ve Ng, 2025)

Karbon kaynagi olarak asetat kullanildiginda, ilk olarak asetat asetil-CoA'ya
dontistiirtiliir ve bir kisim asetil-CoA, NAD(P)H iiretimi ve biiylime i¢in trikarboksilik
asit dongiistine (TCA) yonlendirilirken bir kisim ise sirasiyla asetoasetil-CoA ve 3-

hidroksibutiril-CoA’ya PHB sentezi i¢in doniistiiriiliir (Cai vd., 2023; Dias vd., 2006).

2.2.2.3.2. Cereibacter sphaeroides

Cereibacter sphaeroides (eski adiyla Rhodopseudomonas sphaeroides ve
Rhodobacter sphaeroides), yiiksek miktarda PHB biriktirdigi bildirilen oldukga elverisli
bir mikroorganizmadir. Azot¢a sinirl kosullar altinda, C. sphaeroides'te hiicresel kuru
agirhigin %70'ine kadar PHB biriktirilebildigi gézlemlenmistir. Farkli karbon kaynaklar
arasinda en yliksek PHB iiretimi asetatta olmustur. Cok yonlii metabolizmasi sebebiyle
fotosentez, solunum, cesitli sinyal yollar1 gibi hiicre i¢i olaylar iizerine yapilan
aragtirmalarda faydalidir. Mor kiikiirtsiiz bir bakteri olan C. sphaeroides hem fototrofik
hem de kemolitorofik kosullar altinda karbondioksit ve asetik asit gibi ¢ok c¢esitli
substratlar1 kullanarak biiyiiyebilmektedir (Sangkharak ve Prasertsan, 2007).

PNSB’ler fizyolojik ve c¢evresel kosullara bagli olarak kullanabildikleri genis
substratlar ile oksijenli veya oksijensiz ortamlarda biiyiiyebilen bir heterojen gram-

negatif proteobakteri grubudur. C. sphaeroides, PHB fiiretimi i¢in en iyi c¢alisilmis mor
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kikiirtsiiz (PNS) bakterilerden biridir. C. sphaeroides’in farkli suslarinin gesitli
substratlar1 kullanma kapasitesine sahip olmasi, biiyiik 61¢ekli polimer iiretimi i¢in uygun
aday oldugunu gostermektedir. PHB iiretimini arttirmak i¢in bir¢ok arastirmaci tarafindan
farkli fermantasyon kosullar1 incelenmistir. Asetat, biitirik asit, laktat, malat ve siiksinat
PNS bakteriler tarafindan bir hiicre i¢i depolama bilesigi olan PHB iiretiminde kullanilan
muhtemel organik asit kaynaklaridir (Kim vd., 2011). Mor kiikiirtsiiz (PNS) fotosentetik
bakteriler, fotoheterotrof, fotoototrof veya kemoheterotrof olarak biiyiiyebilen ¢ok yonlii
organizmalardan olusmaktadir. Bu mikroorganizmalar 151k ve karbon kaynaginin varligi
gibi ortamdaki ¢esitli kosullara bagl olarak bir moddan digerine gegebilirler (Basak ve
Das, 2007). PNS bakteriler sahip olduklart 6zellikler nedeniyle PHB iiretiminde dikkat
¢ekmistir. Organik asit ve sekerlerin yaninda asimile edebildikleri karbon kaynaklari
cesitlidir. PNS bakteriler PHB, hidrojen, karotenoid ve 5-aminolevulinik asit gibi yararh
malzemeleri yiiksek verimle iretebilmektedir. C. sphaeroides, daha once pH, 1s1k
yogunlugu ve substrat tiirli gibi ¢esitli biiyiime faktdrleri altinda PHB iiretimi igin
incelenmistir. PHB {iretiminde PNS bakteriler tarafindan asetat sik tercih edilen bir
karbon kaynagi olarak bildirilmis (Kobayashi ve Kondo 2019). Son yillarda mor
kiikiirtsiiz bakteriler biyorafineri yaklasimi kapsaminda es zamanl olarak koenzim Q10,
pigment, PHA ve hidrojen gibi yiiksek katma degerli iirlinleri tiretebilmeleri sebebiyle
dikkat cekmektedir. Metabolik esneklikleri sayesinde farkli substratlarda biiyiimeleri
kolaylagsmaktadir. Yapilan ¢alismalarda C. sphaeroides’ in metabolik siirecleri ve farkl
karbon kaynaklarindaki PHB {iiretme yetenegi ayrintili olarak incelenmistir (Chen vd.,
2012; P. Kumar ve Kim, 2018).

Asetat, diisiik maliyeti nedeniyle PHB iiretimi gibi biyoteknolojik siirecler icin
potansiyel bir karbon kaynagidir. (Gu vd., 2024). C. sphaeroides PHB biyosentezinde
asetati, asetil-CoA asimilasyonu i¢in etilmalonil-CoA yolu ile sentezleyebilmektedir (Erb
vd., 2009). Sekil 2.10’da C. sphaeroides’ in asetat asimilasyonunda etilmalonil-CoA ve
PHB biyosentez yolu yer almaktadir.
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Sekil 2.10. C. sphaeroides’ in asetat asimilasyonunda etilmalonil-CoA ve PHB biyosentez yolu (Erb vd.,
2007; Fales vd., 2001; Shimizu vd., 2022)

C. sphaeroides asetat1 asimile etmek icin etilmalonil-CoA yolunu ana yolak olarak
kullanir (Erb vd., 2007). Asetat bu yolak ile enerji tiretimi ve hiicre biiylimesi i¢in gerekli
olan ara bilesiklere doniistiiriiliir. Etilmalonil-CoA yoluyla asetat asimilasyonunun ilk
asamalar1 ayn1 zamanda PHB biyosentezinin de ilk asamalaridir (Shimizu vd., 2022).
Asetatin asetil-CoA’ya doniismesi ile baglayan siire¢ iki asetil-CoA miilekiiliiniin
birleserek asetoasetil-CoA'y1 olusturmasi (phad) ile devam eder. Asetoasetil-CoA daha
sonra (3R)-hidroksibiitiril-CoA’ya indirgenir (phaB). PHB biyosentezi ve asetat
metabolizmast bu kisma kadar olan ilk asamalar1 ortak paylasir (Alber vd., 2006). Bu
asamadan sonra (3R)-hidroksibiitiril-CoA ya PHB depolamak i¢in polimerize edilir ya da
CroR enzimi ile krotonil-CoA'ya doniistiiriilerek asimilasyon yoluna devam edip TCA
dongiisiiniin 6ncili molekiilleri olan (2S)-malat ve siiksinil-CoA’ya doniistiiriiliir (Erb vd.,
2009). Karbon akis1, hiicrenin besin durumu ve redoks dengesine bagh olarak, asetatin C.
sphaeroides tarafindan asimilasyonu TCA dongiisii, etilmalonil-CoA yolu ve PHB

biyosentezine yonlendirilir (Alber vd., 2006; Fales vd., 2001).
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Asetat ve biitirat gibi piriivat olusturmadan asetil birimlerine kolayca
doniistiiriilen substratlarin genel olarak PHB iirettigi One siiriilmektedir (Doelle, 2014;
Koku vd., 2002).

PHB iiretimi agisindan C. sphaeroides’e bakildiginda karbon kaynagi asetat
oldugunda diger karbon kaynaklarina gore daha fazla PHB iirettigi bulunmustur.
Fotosentetik bakterilerin asetat1 kullanirken glioksilat, sitramalat ve etilmalonil-CoA gibi
cesitli metabolik yollar1 kullanabilecekleri ortaya koyulmustur. C. sphaeroides ise asetati
etilmalonil-CoA  yoluyla metabolize eder. Etilmalonil-CoA yoluyla asetat
asimilasyonunda ilk olarak asetat, asetil-CoA'ya aktive edilir ardindan PHB biyosentetik
yolunun adimlart ile PHB sentezlenir (Alber Birgit E. vd., 2025). Bu adimlar Sekil
2.11°de verilen C. sphaeroides’in PHB biyosentez yolu ile ortaktir.
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Sekil 2.11. C. sphaeroides’te PHB biyosentez yolu (Kobayashi ve Kondo, 2019)

PNSB tiirlerinin sekerleri metabolize etmek icin kullandiklar1 metabolik yollar;
Emden-Meyerhof-Parnas (EMP) yolu, Entner-Doudoroff (ED) yolu ve pentoz fosfat
yoludur (PPP) (Sekil 2.12) . Bilinen en yaygin iki monosakkarit glikoz ve fruktozdur.
Glikoz kaynag, fruktoza gore daha fazla olmasina ragmen PNSB tarafindan metabolize

edilmesi fruktoza gore daha karmasik ve glikoz tasinmasi i¢in bir tagima sistemi tespit
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edilmemistir (Saier vd., 1971). PNS bakterilerin substratlar1 kullanma yollari, tiirler

arasinda veya ayni tiiriin farkli suglari arasinda farklilik gosterebilir (Koku vd., 2002).

Sitoplazmik Glikoz Fruktoz

zar _l _l
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Sekil 2.12. PNS bakterilerde karbon metabolizmasinin basitlestirilmis genel semas1 (Koku vd., 2002)

Yine PNS bakteriler biyolojik atiklarda disakkarit veya polisakkarit seklinde
bulunan seker icerikli yan tiriinleri dogrudan ya da monosakkarit haline getirmek i¢in 6n
islem uygulamasindan sonra metabolize edebilmektedirler. Fruktoz fotosentetik
bakterilerde fruktoza 6zgii olan fosfotransferaz sistemi (PTS) ile tasinir ve fruktoz-1-
fosfata fosforile edilerek verimli bir sekilde metabolize edilir (Tao vd., 2012). C.
sphaeroides’ te fruktoz asimilasyonu cevresel kosullara bagli olarak degismektedir.

Fototrofik kosullarda EMP yolu kullanilirken, aerobik kosullar altinda ED yolu kullanilir
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(Conrad ve Schlegel, 1977). Glikoz ise C. sphaeroides icin karbon kaynagi olarak
kullanildiginda ED yolu ile metabolize edilir (Y. Yang vd., 2021). Seker kullanimi ile
ilgili yapilan ¢ogu ¢aligma ve arastirma biyohidrojen tiretimi iizerinde olmustur (Bayon-

Vicente vd., 2025).

2.2.2.4. Karbon kaynaklari

Mikrobiyal fermantasyon stiregleri ile iiretilen PHA’larin iiretim maliyetinin
ylksek olmasi bir sorundur. Kullanilan karbon kaynaklari ise liretim maliyeti iizerinde
etkilidir. Bu yiizden maliyet diisiirmenin 6nemli yaklagimlarindan biri de atik ve yan
tiriinlerin hammadde olarak kullanilmasidir (Castilho vd., 2009). Karbon agisindan
zengin atiklarin PHB iiretimi i¢in yeniden kullanilmasi polimer iiretim maliyetini
diisiirmekle beraber atik yonetim sistemleri lizerinde de etkili olacaktir. PHB iiretiminin
ekonomik uygulanabilirligini ve siirdiriilebilirligini arttirmak i¢in uygun maliyetli
substratlarin alternatif olarak kullanilmasi gerekmektedir (Najar vd., 2024).

PHB; tarimsal ve endiistriyel yan iiriinler, atik sular ve organik atiklar gibi cesitli
ucuz substratlar kullanilarak elde edilebilir. Yaygin olarak kullanilan karbon kaynaklarina
ise glikoz, fruktoz, silikroz, nisasta, seliiloz, maltoz, ksiloz, asetik asit, biitirik asit,
propiyonik asit, oleik asit ve hekzanoik asit ornek verilebilir. Meyve atiklar1 serbest
glikoz, fruktoz ve siikroz icerdikleri icin PHB iireten suslar tarafindan kullanilabilir
(Sirohi vd., 2020).

Tim canlilar tarafindan metabolik siireclerde karbon enerji kaynagi olarak
kullanilir. Karbon kaynagi, elde edilen polimerin konsantrasyonunu ve monomer bilesimi
gibi ozellikleri de belirlemektedir. Bakteriler hiicre duvarlarinin kalin ve sert olmasi
sebebiyle yapist biiyilk molekiillerin gegisi kisithyken, glikoz gibi basit yapili
molekiillerin geg¢isi daha kolaydir. Bu nedenle glikoz gibi substratlarin karbon kaynagi
olarak kullanim1 desteklenmektedir (Bano vd., 2024).

Biyokiitle birikmesi icin sekerlerin substrat olarak kullanilmasi uygun ve
verimlidir ancak, yabanil tip C. necator, glikoz alimi igin bir tagima sisteminin olmamasi
sebebiyle glikozu verimli bir sekilde metabolize edemez. C. necator DSM 545 gibi gesitli
mutant suslar kullanilarak glikoz alma yetenegi kazandirilir. Tasarlanan bu rekombinant
suslar ile PHB tiretim verimlilikleri {izerinde ¢esitli aragtirmalar yapilmistir (Alhafiz vd.,

2025). C. necator suglari, fruktoz ile desteklenmis ortamda yetistirildiginde P(3HB)
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homopolimeri iiretme yetenegine sahiptir (Murugan vd., 2017). C. necator H16
tarafindan hiicre biiyiimesi ve P(3HB) birikimi i¢in yalnizca fruktoz etkili bir sekilde
kullanilir (Purama vd., 2018).

Seker pancari ve seker kamisinin yan {iriinlerinden biri olan melas, PHB iiretimi
icin yararh vitamin, mineral, element ve yiiksek miktarda siikroz, glikoz ve fruktoz igerir.
Ancak C. necator’un melasi kullanabilmesi i¢in enzimatik veya kimyasal yontemler ile
On isleme tabi tutulmasi gerekmektedir (Ertan vd., 2021). Yiiksek seker konsantrasyonlu
bir karbon kaynagi1 olan melas, bol bulunmasi ve diisiik maliyeti sebebiyle biyoteknolojik
siireclerde yaygin olarak kullanilir (Dalsasso vd., 2019). C. necator tarafindan melas
kullanilarak PHB iiretebilmek i¢in melasin hidrolize edilmesi gerekir ¢linkii bu bakteri
stikrozu hidrolize edemez. Hidroliz i¢in enzimatik, kimyasal yada karisik yontemler
kullanilabilir (Sen vd., 2019). Seker kamis1 melasinin hidrolizi, asit (HCI ya da H>SO4)
veya enzimatik (invertaz) hidroliz ile yapilabilir. Asit yontemleri ile hidroliz arasinda HC1
(%92), H2S04 (%50) e gore daha yiiksek bir hidroliz verimi sergilemistir. Ancak HCl ile
yiiksek hidroliz verimine ragmen C. necator metabolizmasi ic¢in toksik olabilecek
hidroksimetilfurfural (HMF) gibi istenmeyen yan iirlinleri olusturma olasilig1
gostermistir (W. Wang vd., 2014). Invertaz kullanimu ile enzimatik hidrolizde %90 verim
elde edilmis. Islem verimi agisindan invertaz yontemi en avantajli yoldur ancak enzim
fiyat1 ve substrat kalitesi gibi olas1 dezavantajlar1 vardir (Dalsasso vd., 2019). Seker
kamis1 melasiin yiiksek miktarda seker icerigi esas olarak siikroz (%32) ve invert
sekerlerden (%16) olusmaktadir (Hashizume vd., 1967). C. necator’un siikrozu
metabolize edemedigi bildirilmistir. Bu nedenle siikrozun monomerleri olan fruktoz ve
glikoza hidrolizi i¢in 6n islemden ge¢cmesi gerekmektedir. Hidrotermal 6n islem ve
mikrodalga destekli alkali on islem son yillarda alternatif olarak ilgi gOrmistiir
(Nomanbhay vd., 2013; B. Yang vd., 2018).

C. necator fruktoz ve glikoz gibi sekerleri substrat olarak kullandiginda 3HB
monomerleri igeren PHAlar {iretirken, yag asitleri ve bitkisel yaglar1 kullandiginda ise
3HV ya da ko-monomerlerini liretmektedir (Morlino vd., 2023). Yapilan arastirmalar C.
necator’un karbondioksiti de PHB iiretimi i¢in kullanabilecegini gostermektedir. Karbon
kaynagi, sentezlenen polimerlerin kimyasal bilesimi ve verimi {lizerinde etkilidir. Asetik
asit, propiyonik asit, valerik asit, biitrik asit ve heptanoik asit gibi ugucu yag asitleri,
PHBV’nin iretimi ic¢in yap1 tas1 gorevi goren karbon kaynaklar1 olarak

kullanilmaktadirlar (Hathi vd., 2022).
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C. necator PHB iiretiminde, substrat olarak siikrozu hidrolize edemedigi i¢in
kullanamaz. Siikroz hidrolizi i¢in yapilan ¢aligmalarda genellikle asit ya da enzimatik
(invertaz) hidroliz 6n islemlerinden biri gereklidir. Yapilan bir ¢alismada pahali enzim
kullanimina alternatif bir yaklagim olarak, siikrozu hidrolize edebilen Bacillus subtilis ve
PHA biriktiren C. necator 5119 suslarinin birlikte kiiltiire edildigi bir konsorsiyum
tasarlanmistir. PHA biriktiremeyen B. Subtilis’in sikkrozu, glikoz ve fruktoza hidrolize
eder ve bu sekerleri asetik asit ve propiyonik asit gibi organik asitlere fermente eder, C.
necator ise serbest seker ve organik asitleri biiylime ve PHA biriktirmek i¢in kullanir.
Stikroz hidrolize edebilen uyumlu bakteriler ile PHA biriktiren bakterilerin birlikte
kiiltiire edilmesine dayali olan bu arastirmada, baslangigta B. Subtilis baskin haldeyken
serbest sekerler kullanilabilir hale geldik¢e R. Eutropha 5119’un hizla biiyiiyerek
konsorsiyumda baskin hale geldigi gosterilmistir. Bakterilerin birlikte uyumu ve
etkilesimleri ile mikrobiyal konsorsiyumun biiylimesinde artis gézlemlenmis ve Oncii
madde eklenmeden siikrozdan P(3HB- co- 3HV) kopolimer iiretimiyle sonu¢lanmistir

(Bhatia vd., 2018a).

2.2.2.5. PHB ekstraksiyon yontemleri

Uretilmek istenilen iiriiniin, hiicrelerden farkli yontemler kullanilarak ayrilmasi
ekstraksiyon islemi  olarak  isimlendirilmektedir. = Kullanilan  substrat ve
mikroorganizmanin tiirli dikkat edilerek yapilabilen farkli ekstraksiyon ve saflagtirma
yontemleri mevcuttur (Mascarenhas ve K, 2021). Mikroorganizmalar PHB ile birlikte
lipit, DNA, RNA, polipeptit ve peptidoglikan gibi pek cok PHB olmayan bilesen igerir.
Polimer disindaki bu bilesenlere biyokiitle denilmektedir. Ekstraksiyon isleminin asil
amaci ise elde edilecek polimerin bu hiicre kiitlesinden yiiksek saflikla kazanabilmektir.
PHB’nin hiicre disina ¢ikarilmasi igin ¢esitli ¢oziiciiler kullanilmaktadir. Bu ¢6ziiciilerin
her birinin avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. Bir ekstraksiyon yontemi icin ¢evre dostu
ve maliyetin uygun olmasiyla birlikte elde edilen {iriiniin saflig1 ve geri kazaniminin
miimkiin olmast da 6énemlidir (Kurian ve Das, 2021).

PHA ekstraksiyonu yapilirken kimyasal, biyolojik ve fiziksel destekli ancak
kimyasal bazli olmak {izere c¢esitli yollar kullanilabilmektedir. Kimyasal PHA
ekstraksiyon yontemlerinde yaygin olarak ¢oziicii ekstraksiyon metodu kullanilmaktadir.

Laboratuvarda diisiik 6lgekli PHB elde etmek icin ¢oziicli ekstraksiyonu uygun bir yol
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olsa da iiretimin fazla maliyetli olmasi ve kullanilan ¢oziiciilerin tekrar
kullanilabilirliginin zor ve diisiikk olmas1 endiistriyel PHB iiretimi icin sinirlayici birer
faktordiir. Laboratuvar 6l¢ekli PHB iiretiminde, yaygin olarak yliksek ekstraksiyon
verimliligine sahip olan kloroform ve diklorometan (DCM) organik c¢oziiciileri
kullanilmaktadir. Ancak yiiksek verimle birlikte halojenli ¢oziiciilerin hem ¢evre hem de
saglik iizerinde olumsuz etkileri vardir. Bu durum toksisitesi diisiik halojensiz
¢oziiclilerin kullanilmasinin alternatif olarak diisiiniilmesine sebep olmustur. Cizelge
2.3’te daha Once alternatif olarak cesitli arastirmalarda kullanilan halojensiz ¢oziiciiler

yer almaktadir (J. Wang vd., 2024).

Cizelge 2.3. Halojensiz ¢oziiciiler
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Yiiksek miktarlh PHB {iretimi icin ekstraksiyon asamasinda kullanilan
¢oziiciilerde yapilacak olan iyilestirme maliyeti diisiirebilir ¢iinkii ¢oziicli ekstraksiyonu
PHB elde etme de 6nemli yer tutmaktadir.

Sodyum hipoklorit (NaClO) hiicrelerin yapisal bozulmasinda etkili oldugu i¢in
PHB elde etmede hiicre lizizini artirmak i¢in kullanilabilmektedir. Kloroform ile birlikte
kullanildiginda yapilan ekstraksiyon sonucunda yiiksek verimde PHB elde edilmistir
(Elsayed vd., 2018). NaClO kullanim1 ¢evre lizerinde riskli oldugundan dolay1 hiicre
lizisini saglamak i¢in Tween 20 gibi hafif ylizey aktif maddelerin kullaniminin miimkiin
olabilecegi diisiiniilmektedir (Kurian ve Das, 2021).

Sodyum hipokloritin kullanilmasi PHB nin bozulmasina sebep olabilmektedir. En
az bozulmayla PHB elde etmek i¢in halojenli olmayan ¢oziiciiler, alkoller ve dimetil
karbonat (DMC) gibi farkli ¢oziiciiler kullanilarak ekstraksiyon yapilmistir. Coziiciilerin
karsilagtirmasina dayanarak DMC’1n halojenli ¢oziiciilere kiyasla toksik etkisinin daha
az oldugu sdylenebilmektedir (Koller, 2020).

NaOH ve KOH gibi alkaliler kullanilarak da ekstraksiyon islemi
yapilabilmektedir. NaOH hiicre lizizinde etkili olsa da safsizlig1 gidermekte ¢ok az etkili
oldugu sdylenebilir. Cogunlukla suda ¢6ziinmeyen lipit ve proteinlerin sebep oldugu bu
safsizliklar1 gidermek icin etanol ve sodyum dodesil siilfat (SDS) gibi c¢oziicliler
kullanilabilmektedir. NaOH ve SDS islemlerinin birlestirilmesi ile polimer safsizliginin
etkili bir sekilde uzaklastig1 gézlemlenmistir (Y. Jiang vd., 2015).

Ekstraksiyon yaklasgimlarindan bir digeri ise PHB disindaki hiicre kiitlesinin
uzaklastirilmasini igerir. Hidrofilik olan hiicre kiitlesi kimyasal veya enzimatik islemler
ile suda ¢o6ziinebilir hale getirilir. Hiicre parcalanmasinda genellikle siklik karbonatlar ve
hipoklorit gibi kimyasallar kullanilmaktadir. Hipokloritin etkili kullanim1 yiizey aktif
maddelerin de beraberinde kullanilmasini gerektirir. Bu yontemle yiiksek miktarda
polimer dis1 hiicre kiitlesi ¢ozilinebilse de islem yapilirken halojenli ve toksik bilesenlerin
meydana gelmesi riski olugsmaktadir (Aljuraifani vd., 2019). Icerdigi riskler nedeniyle sik
kullanilan bir yontem degildir. Hipoklorite alternatif olarak siklik karbonat esterlerinin
(etilen karbonat, 1,2-propilen karbonat) kullanilabilirligi diistiniilmiistiir. Bu yontem ile
polimerin filtrasyon yoluyla ¢oziiciiden ayrilabilmesinin miimkiin olmasi ve ¢6ziiciiniin
tekrar kullanilabilmesi, ¢oziicli ekstraksiyonuna kiyasla daha 1iyi oldugunu
gostermektedir. Polimerin depolimerizasyonu bu metodun dezavantaji olarak sdylenebilir

(Koller, 2020).
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Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) hidrofilik bilesiklerin giderilmesinde yaygin olarak
kullanilan bir deterjandir. Yiiksek SDS miktar1 kullaniminin yiiksek saflikta PHB elde
edilmesinde O6nemli bir rol aldigr goriilmektedir. Ancak kullanilan SDS miktar1 da
onemlidir. Esik degerin iistiinde kullanilan SDS, PHB nin ¢6zlinmesine neden olup {iriin
eldesini olumsuz etkiler (Kourmentza vd., 2017).

Alkalaz ve lizozim gibi enzimlerin kullanildig1 enzimatik yontem ekstraksiyon
icin bir diger segenektir. Enzimler, hiicre duvarlarinin ve zarlarinin yapisin1 bozar ve
proteinlerin ¢éziinmesine sebep olur. Bdylece hiicre i¢i iirlinlerden biri olan PHB’ nin
serbest olmasini saglar. Enzim, 1s1 islemi ve yiizey aktif maddelerin bir arada kullanimi
ile %90 {tizeri saflikta polimer elde edilmesi saglanabilir. Ancak kullanilan enzimlerin
tiretimi bu yontemin maliyetini arttirmaktadir. Artan maliyet endiistriyel 6lgekte PHB
iiretimi i¢in bu yontemin sik kullanimini kisitlamaktadir (Israni vd., 2018).

Ekstraksiyon i¢in kullanilabilecegi diisiiniilen bir diger yola 6rnek olarak biyolojik
yontemler verilebilir. Genetik miihendisligi siiregleri ile PHA depolimeraz mutasyona
ugramis veya inaktif PHA depolimeraza sahip mutant suslar kullanilarak PHB’nin geri
kazaniminin  arttirilmasinin  potansiyel bir yaklasim oldugu diisiiniilmektedir
(Kourmentza vd., 2017).

Yapilan bir ¢calismada, C. sphaeroides’in PHA depolimeraz (phaZ) geni silinmis
bir susu olusturularak PHB iiretimi iizerindeki etkisi gézlemlenmistir. Ayni1 bakterinin
herhangi bir manipiilasyon yapilmayan ana susu ile mutant olarak olusturulan sus
arasinda iiretilen PHB nin, hiicreler tarafindan parcalanmasi karsilastirilmis. PhaZ geni
silinmis olan susta 5 giinliik inkiibasyon sonucunda yaklasik 2,9 kat daha ytliksek PHB
iiretilmistir (Kobayashi ve Kondo, 2019). Yine C. necator H16 ve PHA sentaz geninin
mutant oldugu rekombinant bir susunda PHA birikimi, tiiketimi ve molekiiler agirlig
arasindaki baglanti degerlendirilmistir C. necator’da depolimeraz aktivitesinden sorumlu
birden fazla gen vardir. Bu genlerin PHB birikimi ve tiiketimi iizerinde farkli etkilere
sahip oldugu soOylenebilir. PHB graniillerine neredeyse hi¢ etkisi olmayan ve gii¢lii
aktiviteye sahip olan genlerin oldugu bildirilmistir. Bu nedenle ana sus ile mutant susun
sahip oldugu genler arasinda molekiiler agirlik, polimer iiretimi ve tiikketimi degiskenlik
gostermistir. Ayrica polimerizasyon aktivitelerinin fazin (phaP) varligi ile degisiklik
gosterdigi diistiniilmektedir (Arikawa vd., 2016).

Kimyasal kullanmadan; yiiksek basin¢li homojenizasyon, ultrasonik par¢alama ve

hava smiflandirmast gibi mekanik parcalama yoOntemleri de ekstraksiyon igin
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kullanilmistir. Pek ¢ok yontemde oldugu gibi elde edilen iiriiniin saflig1 istenilen diizeyde
olmadigi i¢in polimer iiretiminde uygun yontemler olmadiklar1 sdylenebilir (Jacquel vd.,

2008).

2.2.2.6. PHB’nin biyolojik parcalanmasi

PHA' lar katalitik, termal, fotooksidatif ve mekanik bozunma gibi ¢esitli yollarla
parcalanabilmektedir. Mikrobiyal bozunmada polimerler dogal ortamlarda yiiksek
miktarda parcalanmaktadir (Paloyan vd., 2025). Katalitik bozunmada enzimler gibi
polimer pargalanmasini hizlandiran molekiiller kullanilir. Ancak katalizorler maliyet
artisina neden olan bir unsur olarak degerlendirilmektedir. Termal bozunma, yiiksek
sicakliklarin  kullanilmasi ile polimer zincir kopmalarinin meydana gelmesidir ve
istenmeyen yan iriin iiretimi miimkiindiir. Polimerin 151k ve UV radyasyonuna maruz
kalmas1 ile fotooksidatif bozunmalar meydana gelmektedir. Zincir kopmalar1 ve
bozunmalari ile serbest radikaller olusmaktadir. Mekanik bozunma polimerde fiziksel
parcalanma olusmasina neden olmaktadir (Lv vd., 2014; Zandieh vd., 2024).

Polimerler, aerobik ve anaerobik kosullar altinda biyolojik olarak
parcalanabilmekte ve bunun sonucunda cesitli iriinler olusmaktadir. Aerobik
parcalanma, oksijen varliginda gercgeklesir ve son elektron alicisi olarak oksijen kullanilir.
Anaerobik parcalanma ise oksijenin olmadig1 kosullarda gergeklesir ve elektron alicilar
olarak nitratlar, siilfatlar, CO> ve diger molekiiler kullanilir. Biyopolimerlerin cogu hem
anaerobik hem de aerobik ortamlarda parcalanabilmektedir. Biyolojik aerobik
parcalanma oksijen varliginda organik karbonun CO:‘ye doniistiiriilmesi seklindedir.
Anaerobik biyolojik parcalanma sonucunda ise CO2 ve metan iiretilmektedir (Pedersen
vd., 2012; Zhang vd., 2025).

Biyolojik bozunma siireci genellikle dort asamada gerceklesir (Kjeldsen vd.,
2018). Bu asamalar baslatma, asimilasyon, mineralizasyon ve stabilizasyondur.
Polimerin yiizeyinde mikrobiyal biyofilm olusmasi ile baslatma asamas1 gergeklesir. Bu
asamada polimer graniillerine pargalanir ve fizikokimyasal 6zelliklerinde degisiklikler
meydana gelir. Asimilasyon agamasinda biyofilmler, polimerin oligomerik, dimerik ve
monomerik formlar olan daha kiiciik yapilara doniisiimii katalize etme gorevinden
sorumlu basta depolimeraz olmak iizere ¢esitli hiicre dis1 enzimler salgilar boylece

polimerin molekiiller boyutu azaltilmig olunur. Mineralizasyon agamasinda
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mikroorganizmalar monomer ve diger formlar1 kullanip enerji, biyokiitle ve farkli
metabolitler iiretirken son agama olan stabilizasyon da ise bu bilesikler CO2, H>O, CH4
ve inorganik tuzlara doniistiiriiliir (Kjeldsen vd., 2018; Maddalwar vd., 2021). Polimerin
fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, biyotik ve O» ve sicaklik gibi abiyotik ¢evresel faktorler
biyopolimerlerin bozunmasi iizerinde etkili unsurlardandir. Polimer ester baglarinin
kirilmasin1 uyarmada sicaklik ve nem etkilidir (Choe vd., 2021). Enzimatik hidroliz,
polimerlerin suda ¢oziinebilir hale gelmesine yardimci olup parcalanmay1 hizlandirir.
Hiicre dis1 ve hiicre i¢i depolimerazlar olarak bilinen enzimler substratlara kars1 6zgiilliik
gosterebilmektedirler. Parcalamada gorevli olan bu enzimler bakteriler ve bazi
mantarlarda bulunmaktadir. Birgok mikroorganizma PHA depolimeraza sahip oldugu
icin PHA’lar1 parcalayabilmektedir. Hiicre dis1 depolimeraz enzimleri ester baglarini
hidrolize ederek monomer ve oligomer formlarini olusturmalar1 sebebiyle, pargalanmada
Oonemli rol oynamaktadir. Polimer ylizeyinin bozulmast ile polimer yapisinda gézenekler
olugmaya baslar ve bu durum PHA’larin bozunmasini baslatir. PHA’larin bozunmasi
birkag yil siirerken PHA filmleri 40 giin i¢inde bozulabilir (Laycock vd., 2017; Volova
vd., 2010). Bozunma hizini etkileyen bir¢ok faktdr vardir. Bunlar sicaklik, nem seviyesi,
pH, substrat kaynagi, PHA 1n bilesimi, polimer tiirii (homopolimer veya kopolimer),
kristalligi ve yiizey alani olarak siralanabilir (Dulac vd., 2025).

PHB, toprak, deniz suyu ve gol suyu gibi ¢esitli ortamlardan izole edilmis olan
baz1 mikroorganizmalarin hiicre dis1 PHB depolimeraz salgilamasi ile suda ¢oziiniir
monomer ve oligomerlere hidrolize edilir. PHB depolimeraz ile PHB’nin enzimatik
hidrolizi ile 3HB dimeri ve 3HB monomeri iretilir. Hidroliz, enzimin oligomerin
hidroksil terminalinden ikinci ve tigiincii ester baglarin1 koparmasi ile gergeklesir.
Enzimatik bozunma adsorpsiyon ve hidroliz olmak {izere iki adimdan olusur. ilk adim
enzimin PHB nin yiizeyine adsorpsiyonu ikinci adim ise enzimin aktif bolgesinin polimer
zincirini hidrolizidir. Pargalanma suda ¢oziiniir yapida olan PHB depolimerazlar ile
ylizeyde enzimatik hidroliz yoluyla meydana gelir (Doi vd., 1994; Mukai vd., 1993).

Mikroorganizmalar tarafindan salgilanan PHA depolimerazlar, polimerdeki ester
baglarin hidrolizini katalizler ve D-3-hidroksibutirat ve asetoasetat gibi kiiciik alt
birimlere ayirir. Olugan monomerler veya oligomerler mikroorganizmalar tarafindan
alindiktan sonra aerobik bakterilerdeki trikarboksilik asit dongiisii (TCA), anaerobik
bakterilerde ise P -oksidasyon yolu gibi metabolik siireglere girer ve asetil-CoA gibi

metabolitlere parcalanirlar (Sekil 2.13) (Numata vd., 2009; Zhou vd., 2023).
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Sekil 2.13. Anaerobik ve aerobik ortamlarda PHB bozunmasinin sematik gosterimi (Acharjee vd., 2023)

Fizyolojik kosullar altinda yiizey erozyonu ile PHA larin pargalanmasi sonucu 3-
hidroksibutirat ve hidroksiasil-koenzim A gibi metabolitler olusur. Olusan bu
metabolitlerin dogal olmasi biyouyumlu, biyolojik olarak emilebilir ve immiinojenik
olmama gibi Ozellikte olmalarinin sebeplerindendir ve biyolojik sistemler i¢in de
kullanilabileceklerini gosterir (D. Li vd., 2025).

PHA ailesinin 6nemli bir {iyesi olan poli(3-hidroksibiitirat-ko-4-hidroksibiitirat)
[P(3HB-co-4HB)], insanlarda mevcut okaryotik lipazlar tarafindan dogal metabolitlere
hidrolize edilebilme kapasitesi nedeniyle biyomedikal uygulamalar agisindan son derece
dikkat c¢ekicidir. Bu 0Ozellik, s6z konusu polimerin biyobozunurlugunu ve
biyouyumlulugunu artirmakta, dolayisiyla giivenli bir biyomalzeme olarak kullanimin
desteklemektedir. PHA’larin temel pargalanma iirlinleri olan 3-hidroksiasitler, hayvan

metabolizmasinda dogal olarak bulunan bilesiklerdir. Ozellikle 3-hidroksibiitirik asit ve
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4-hidroksibiitirik asidin insan kaniin normal fizyolojik bilesenleri arasinda yer aldigi
rapor edilmistir. Bu durum, P(3HB-co-4HB) ve benzeri PHA tiirevlerinin, parcalanma
stirecleri sonunda toksik olmayan iiriinler agiga ¢ikarmasi sayesinde biyomedikal alanda
implant, doku miihendisligi iskeleleri ve kontrollii ilag salim sistemleri gibi pek cok
uygulama i¢in giivenilir adaylar olarak 6ne ¢ikmalarini saglamaktadir (Vigneswari vd.,
2016).

Dogada, PHA’larin hiicre dist PHA depolimerazlara sahip mikroorganizmalar
tarafindan parcalandig1 bilinmektedir. Toprakta homopolimer ve kopolimerde bozunma
hiz1 karsilastirllmis ve kopolimerlerin daha hizli bozundugu goriilmiistiir. Polimer
kristalinite derecesi, biyobozunma hizin1 dogrudan etkilemektedir (Mukai vd., 1993).
Homopolimerler yiiksek kristaliniteye sahip olduklar1 i¢in pargalanmalar1 daha zordur.
Kopolimerlerin  diisiik  kristaliniteye ve gozenekli yiizeylere sahip olmalar
mikroorganizmalarin yiizey adsorpsiyonunu kolaylastirir ve bozunmayi hizlandirir

(Pramanik vd., 2014).

2.2.2.7. PHB goriintiileme yontemleri

Hiicresel boyama teknigine dayali hizli ve kolay yaklasimlar kullanilarak
hiicrelerin PHB iiretebilme yetenegine sahip olup olmadigi belirlenebilmektedir.
Mikroorganizmalarda PHB {iiretim yetenegi tespitinde kullanilan en yaygin yaklagimlar
ise Sudan Black B (SBB) ve Nile Red gibi lipofilik boyalarin kullanimini icermektedir.
Hiicre i¢i depolama bilesikleri olan PHA graniillerinin gorsellestirilmesi i¢cin SBB ile
hiicre boyanmasinda 1s1 ile sabitlenmis hiicreler gerekirken, Nile Red’ de canli hiicrelerin
biiylime kosullar1 altinda boyanmasi gerekir (Canovas vd., 2021). Nile red ve SBB, PHB
graniillerinin seg¢ici boyanmasinda en ¢ok kullanilan boyama teknikleri arasindadir

(Mesquita vd., 2015).

2.2.2.7.1.Sudan Black B

SBB, lipofilik 6zelligi ve non polar yapisi nedeniyle hidrofobik depo biyopolimer
graniillerine kars1 yiiksek baglanma afinitesi gosteren lipofilik bir boyadir. Bu etkilesim
sayesinde etkin bir boya olup mikroskobik sonuglar ile PHB iireten mikroorganizmalarin

taranmasinda da onem tasir. Yapilan bir ¢alismada bir bakteri susunun PHB biriktirme
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yetenegini dogrulamak i¢in SBB boyasi ile mikroskobik gozlem yapilmis ve hiicre i¢i
lipit ve biyopolimer igerigi ortaya koyulmustur (Narayanan vd., 2020). Sekil 2.14’te

SBB’nin formiilii verilmistir.

Sekil 2.14. Sudan Black (Calleja Luque, 2020)

PHB graniillerinin varligt SBB boyama yontemi kullanilarak test edilmektedir.
SBB ile yapilan boyama ile graniiller sitoplazmada mavi- siyah renkte tanimlanir (Sekil

2.15)(Porras vd., 2018).

Sekil 2.15. Cupriavidus taiwanensis suslarini immersiyon yagi ile 100X objektifte gézlemlenen Sudan

Black B ile ile boyanmig PHB graniilleri (Y.-H. Wei vd., 2011)

2.2.2.7.2.Nile Red

Hiicre i¢i PHB varliginin tespit edilmesinde kullanilan en hizli ve kolay yollardan

biri, Nile red boyamasini temel alan mikroskopi yaklagimidir. Nile red, hidrofobik hiicre
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yapisina sahip membranlar1 ve PHB gibi lipit benzeri inkliizyonlar1 gorsellestirmek igin
kullanilan lipofilik bir floresan boyadir. PHB graniillerine baglanarak floresan
mikroskopi ile kolayca tespit edilmeyi saglar. Nile red’in emisyon rengi baglandig: lipit
ortaminin polaritesine gore degismektedir. Hidrofobik yapilarda 560 nm dalga boyunda
uyarilip 590 nm’nin iizerinde emisyon gosterir (Juengert vd., 2018). Nile Red’in yapis1

Sekil 2.16’da yer almaktadir.

Sekil 2.16. Nile Red (Martinez ve Henary, 2016)

Hizli ve verimli olmaya yardimci, spesifik ve floresan bir PHA boyasi olan Nile
red boyamasi ile PHA biriktiren ve biriktirmeyen suslar ayirt edilebilmis ve birikim
acisindan pozitif suslarin floresani parlak kirmizimsi-turuncu floresans renginde olmustur
(Bhat vd., 2024; Olayiwola vd., 2026). PHB graniilleri tek katmanli bir fosfolipit
tabakasiyla kapl lipofilik ¢ekirdege sahiptir. Bu yiizden onu boyayabilmek i¢in uygun
lipofilik boyalar kullanilabilmektedir. Farkli bakteriler kullanilarak yapilmis 6nceki pek
cok calismada Nile red ile boyama yapilmis ve Nile red ile PHB graniillerinin varlig
arasinda bir korelasyon oldugu gézlemlenmis. Floresan boyalarla baglanan hiicre ici PHB
graniilleri floresan yayar ve boyanmis PHB graniillerinin floresan yogunlugu ve PHB
konsantrasyonunun iyi bir baglantiya sahip oldugu ortaya koyulmustur (Cao vd., 2022;
Jendrossek vd., 2007). Nile red, oldukca floresan ve SBB’den daha yiiksek PHB
afinitesine sahiptir. Bu afiniteler PHB graniil boyutuna ve bakteri tiiriine gore
degismektedir. Graniilleri gorsellestirmek i¢in kullanilan Nile red boyasi lipofilik yapisi
nedeniyle kullanishdir ve parlak kirmiz1 floresan graniiller olarak goriintiilenirler. Nile
red ile yapilan graniil boyamasi ile birlikte hiicre ici lipitler ve hiicre duvarindaki lipitler
gibi diger lipit inkllizyonlar1 ve membranlar da floresan boyaya spesifik olmayan sekilde
baglanabilir ve floresans yayabilir. Bu durum sapmalara yol agip belirsiz sonuglara neden
olabilir. Bu sebeple yapilan bazi arastirmalarda ek bir floresan boya kullanimi ile PHB

graniillerinin birlikte lokalizasyonun daha uygun olabilecegi diisiiniilmiis ve bu
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yaklasimim yararli olabilecegi dogrulanmustir. ikinci bir floresan boyama ydntemi
kullanilmas:  sitoplazmadaki graniillerin yiiksek ¢oziiniirliikte, hizli ve kolay
goriintiilenmesini saglar. Cift boyama yontemi ile graniil boyutunun daha iyi analizinin
uygun bir yol oldugu kanitlanmistir (Cénovas vd., 2021; Cao vd., 2022; Olayiwola vd.,
2026).

Bir ¢alismada Paracoccus denitrificans’da PHB graniil olusumu lazer taramali
konfokal mikroskopi (LSCM) ile incelenmis (Bordel vd., 2021). Floresan boyama
MitoTraker Green FM (MTG), FM4-64, Nile red ve Syto 80 boyalari ile yapilmis ve Nile
red PHB graniillerini, FM4-64 ise membran1 boyamak icin kullanilmistir (Sekil 2.17)
Normalde mitokondri boyamasi i¢in kullanilan bir boya olan MTG’ nin de Nile red ile
birlikte PHB graniillerini boyayabildigi gosterilmis ancak Nile red ile boyamada floresan
yogunlugu daha giiclii olmustur. Ayrica MTG membran boyast ve Syto80 DNA boyasi
olarak kullanarak, P. Denitrificans hiicrelerinde ¢ift boyama deneyleri gerceklestirilmis
(Sekil 2.17 D-G) ve kutuplarda PHB graniilleri ve merkezde DNA’lar1 bulunan hiicreler
goriintiilenmistir (Bordel vd., 2021).

Nile Red

Double staining with MTG Syto80 MTG+Syto80
MTG and Syto80

Sekil 2.17. P. Denitrificans hiicrelerinin farkl floresan boyalarla boyanmasi A MitoTracker™ Green FM
(MTG); B FM4-64; C Nile Red, D MTG ve Syto80 ile ¢ift boyama. E — G Yeni boliinmiis bir ana
hiicreden elde edilen hiicrelerin MTG goriintiisii ( E ), Syto80 goriintiisii ( F ), iist {iste bindirilmis

goriintii ( G ) (Bordel vd., 2021)
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Baska bir calismada Haloferax mediterranei’deki PHA graniillerinin hiicre igi
lokalizasyonunu gdstermek i¢in Nile red ve SYBR Green ile ¢ift floresan boyama
yontemiyle konfokal floresan mikroskopi analizi yapilmistir. Hfx. Mediterranei hiicreleri,
lipid floresan boyas1 olan Nile red ve niikleik asit boyasi olan SYBR Green ile birlikte
boyanarak konfokal mikroskopi ile, hiicre sitoplazmasindaki ¢ok sayida DNA noktasiyla
PHA graniillerinin hiicre i¢i birlikte lokalizasyonu ortaya c¢ikarilmigtir (Canovas vd.,
2021).

Nile red ve Nile blue A, PHA boyamasinda en yaygin kullanilan florokromlardir.
Ancak hiicre i¢i ve hiicre duvarlarindaki lipitler bu florokromlara baglanip floresans
yayabilir. Bu sapmalarin 6niine ge¢mek i¢in farklit PHA florokromlari arastirilmistir.
LipidGreenl, LipidGreen2 ve BODIPY PHA’ya daha giiglii 6zgiilliige ve daha kararli
floresans yogunluguna sahip birer floresan boya olarak incelenmis ve saf kiiltiirlerde test
edilmistir (Cao vd., 2022). BODIPY keskin bir emisyon bandi verir ancak ortaya ¢ikan
yiiksek arka plan floresansi daha fazla yikama adimi gerektirir (Zhu vd., 2011).
LipidGreen, BODIPY ile karsilagtirildiginda daha az arka plan floresansi ile daha iyi
hassasiyet gostermistir (Kettner ve Griehl, 2020). Kettner ve Griehl (2020),
LipidGreen2’nin PHByi segici olarak boyayabildigini bildirmistir. C. necator’da hiicre
ici PHB goriintiillenmesinde LipidGreen2 kullanilirken hiicre zar1 boyanmasi tespit
edilmemis ve Nil Red’den daha yiiksek bir PHB afinitesine sahip oldugu varsayilmistir
(Kettner ve Griehl, 2020).

2.2.2.8. PHB karakterizasyon yontemleri

Tibbi uygulamalarda, ¢esitli endiistriyel ve ticari alanlarda biyolojik olarak
parcalanabilen polimer kullaniminin arttirilmasi ve uygulanabilirliklerinin genisletilmesi
icin, polimerlerin gereksinimleri karsilayacak sekilde olmasi, istenen ve beklenen
performans1 gostermesi onemli ve gereklidir. Bu yiizden biyopolimerlerin 6zellik ve
niteliklerini anlamak ve baz1 uygulamalardaki performansini optimize etmek
gerekmektedir. Polimerlerin yapisal, fiziksel, termal, mekanik ve kimyasal 6zelliklerini
degerlendirmek ve analiz etmek i¢in yapilan karakterizasyon yontemleri ise optimizasyon
i¢in istenen Ozellikte ve standartlara uygun iirlinlerin uygulamaya ge¢mesi i¢in oldukca
onemli ve merkezi bir rol oynamaktadir (Kargupta vd., 2025). Verimli PHB iiretimi i¢in,

uygun karbon kaynaklarinda belirlenmis suslar ile ekstrakte edilmis olan polimerlerin
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dogrulanmasi ve fiziksel, yapisal, termal ve kimyasal 6zelliklerinin analiz edilmesi i¢in
karakterizasyon teknikleri kullanilmaktadir. FElde edilen PHB 6rneklerinin
karakterizasyonunda; Niikleer Manyetik Rezonans (NMR), Fourier dontigiimlii kizilotesi
spektroskopisi (FTIR), termogravimetrik analiz (TGA) ve diferansiyel taramali
kalorimetri (DSC) kullanilan yontemler arasindadir (Sekil 2.18) (Kargupta vd., 2025).

Karakterizasyon
| | }
Kimyasal Yapi Termal Ozellikler Fiziksel Ozellikler
FTIR, NMR TGA/DSC Viskozimetre

Sekil 2.18. PHB o6rneklerinin karakterizasyonunda kullanilan yontemlerin sematik gdsterimi (Kargupta

vd., 2025)

2.2.2.8.1.Termogravimetrik analiz (TGA) ve diferansiyel taramah kalorimetri

(DSC)

Polimer Orneklerinin yapisal 6zelliklerini ve termal kararliligini incelemek igin
termogravimetrik analiz (TGA) ve diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) teknikleri
kullanilmaktadir. ~ Termogravimetri, 1sitma hizi ve kosullarindan etkilenmektedir.
Orneklerde, bozunma mekanizmasinin belirlenmesine yardimci olarak agirlik kaybinin
ve termal bozunmanin 6l¢iilebilir bir analizini TGA egrileriyle sunmaktadir (Vahabi,
Michely, vd., 2019). Buharlagsma, ayrisma ve oksidasyon gibi siirecler ile numunede
agirlik artis1 veya kaybi gibi kiitledeki degisiklikler TGA ile 6lgiilebilmektedir. Farkli
bilesim agirlik oranlarmma sahip kompozit numunelerde Tmax (maksimum bozunma
sicakligi)’taki agirlik kaybi (%) ve kalint1 yiizdesi de TGA ile incelenmektedir. TGA
analizi sonucu elde edilen grafik, polimer termal bozunma davranisin1 gostermektedir.
Sicaklik ve kiitle degisimleri arasindaki iliskinin analizi sonucu, 6rnek bilesimi ve termal
kararlilik her bilesige 6zgii farkli termogramlarin elde edilmesiyle incelenmektedir.
Sicaklik ve zamana bagli olarak numune Kkiitlesindeki farklar ile termogram elde

edilmektedir (Frone vd., 2019). TGA analizinde baslangic bozunma sicakligi ve
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maksimum  kiitle kaybi, sicaklik ile iliskilendirilerek termal kararlilik
belirlenebilmektedir. TGA da 1sitma hizinin artmasi ile numune bozunma hizi da
artmaktadir. Polimer bozunma siireci birden fazla basamakta gerceklesebilmekte ve
bozunmadaki baslangig, maksimum ve bitis sicakliklar1 grafik {izerinden
anlagilabilmektedir. Termal o&zelliklerin belirlenmesinde TGA ile birlikte DSC
(diferansiyel taramali kalorimetri) kullanilarak karakterizasyon yapilmaktadir. Polimerler
icin temel parametreler olan erime sicakligi (T n ), cam gegis sicakligi (T ¢ ) ve kristalinite
(X c) gibi termal ozellikler DSC yontemi kullanilarak belirlenmektedir. DSC,
malzemelerin erime sicakliklarinin karsilagtirilmasi ile termal ve yapisal 6zelliklerin
analiz edilmesinde kullanilan bir tekniktir. DSC termogramlarinda kristallesme
derecesindeki artigin, maksimum erime sicakligi € degerini de 6nemli 6lciide arttirdigi
gozlemlenmistir. DSC de hem 1sitma hem de sogutma 1s1 akis egrileri ile cam gegis
sicaklig1 (Tg) ve erime sicakligi gozlenir (Blanco ve Siracusa, 2021; Mandragutti vd.,

2024; Nygaard, Yashchuk, Noseda, vd., 2021).

2.2.2.8.2. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR), PHB gibi polimerlerin
molekiiler yapisimt ve kimyasal bilesimini incelemek i¢in kullanilan bir analitik
yontemdir. Polimer kimyasal baglarinin tanimlanmasinda kullanilan ve giivenilir bir
teknik olan FTIR, numunelerin kiziltesi 15181 absorplamasina dayanmaktadir. PHA larin
FTIR spektrumlar1 c¢esitli fonksiyonel gruplara karsilik gelen karakteristik pikler
gostermektedir. Gozlenen bu pikler sayesinde alifatik zincirler (CH gerilmesi) ve ester
gruplar1 (C=0O gerilmesi) gibi temel yapisal bilesenlerin tanimlanmasi miimkiin hale
gelmektedir. Boylece FTIR spektrumlari ile 6rnekler farkli fonksiyonel gruplar agisindan
taranip siniflandirilabilmektedir (Sachan vd., 2025). FTIR, kopolimer veya karisimlarda
da farkli bilesenlerin miktarlarinin hesaplanmasini saglayabilmektedir. Biyopolimerlerin
tanimlanmasinda ana pik ve ana grup olan C=0 grubunun varligi énemlidir. FTIR analizi
kullanilarak yapilmis olan bir calismada farkli suslarda 1732 cm™ ve 1653 cm '’deki
pikler C=O grubunun varligini, 2933 cm™ ve 2984 cm '’deki pikler metan ve metilen
gruplarmin, 1380 cm™ ve 1285 cm "’deki pikler ise metil grubunun varligin1 gostermis

ve boylece PHB iiretimi dogrulanmistir. Numunedeki fonksiyonel gruplarin ayirt
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edilmesi ile birlikte kovalent baglar da karakterize edilebilmektedir (Hosseini ve Nazari,
2025).

FTIR analizinde, dalga sayis1 ve gecirgenlik yilizdesi belirli fonksiyonel gruplara
karsilik gelmektedir. Orimi ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma da 1723,73 cm™ deki
absorbans PHB’nin karakteristik 0zelligi olan ester karbonil (C=O) gruplarina,
1278,68 cm™ deki absorbans asimetrik C-O-C, 2850-3026 cm™ bolgesindeki
absorbanslar C-H, 840- 1181 cm'bolgesindeki absorbanslar ise PHB yapisindaki C—C ve
C-0 baglarmin gerilme titresimlerine karsilik gelmektedir. 3436,51 cm™’ deki genis
banttin ise terminal hidroksil (~OH) gruplarmin gerilme titresimleri ile iliskili oldugu

gosterilmigtir (Orimi vd., 2025).

2.2.2.8.3.Niikleer manyetik rezonans (NMR)

PHA’nin o6zellikleri, polimer zincirini olusturan monomer tiirlerine gore
degisiklik gosterir. Bu nedenle monomer bilesiminin belirlenmesi énemli olup '"H NMR
(proton) spektroskopisi, PHA’nin kimyasal yapisinin ve kompozisyonunun
karakterizasyonunda yaygin olarak kullanilan bir analizdir. Monomer birimleri hakkinda
detayl1 bilgi ile polimer zincirinde hidrojen atomlarinin pozisyonunu bilmeyi miimkiin
hale getirir. Polimer zincirlerinin u¢ gruplarinda bulunan protonlara iliskin bilgi
saglayarak polimerizasyon mekanizmasinin belirlenmesinde etkili olur. Polimerlerin
karmasik molekiiler yapilarin1 ¢c6zmek i¢in kullanilan diger niikleer manyetik rezonans
tiirii ise karbon '3(C-NMR) spektroskopisidir (Hendy vd., 2025; Senila vd., 2023). Elde
edilen biyopolimerlerin fonksiyonel gruplarinin daha ayrintili karakterizasyonu igin
NMR spektroskopisi yapilmaktadir. Yapilan HNMR ile standart ve ekstrakte edilen
mikrobiyal PHB oOrnekleri spektrumlar1 karsilastirilmakta ve NMR  spektrumundaki
sinyaller metil, metilen ve metin gibi ¢esitli gruplar1 temsil etmektedir. Farkli suslar
kullanarak yapilan ¢alismalarda genellikle 1,27 (-CH3), 2,4-2,6 (-CH>) ve 5,27 (-CH)
ppm’deki pikler sirasiyla metil, metilen ve metin gruplarinin ve 3HB’nin varhigim
gostermektedir. Spektrumlarda 0,8 ve 0,9 ppm’de goriilen sinyaller ise 3-hidroksi valerat
(3HV) grubunun varligin1 gosterir (Jin vd., 2024). PHA ’nin mikro yapisini, monomer
dizisini ve bilesimini analiz etmek i¢in kullanilan NMR yontemi genellikle doymus ve

doymamis polimerleri analiz etmek i¢in de kullanilmaktadir. NMR analizi oncesinde
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PHB ornekleri genelde doteryumlanmis kloroformda ¢oziiliir ve analiz yapilir (Bano vd.,

2024).

2.2.2.9. PHB uygulama alanlan

PHA’larin biyobozunurluk ve biyouyumluluk gibi dogal 6zeliklere sahip olmalari,
pek cok alanda farkli uygulamalarda kullanilabilecek bir biyolojik malzeme olmalarini
saglamaktadir. Polimerler; kozmetik kaplarda, ambalaj malzemelerinde, biyolojik veya
kimyasal maddelerin salinimi i¢in tasiyici olarak ve ilag veya asi tasiyicisi olarak
kullanilabilirler. Doku rejenerasyonu i¢in potansiyel olacagi diisiiniilen biyolojik molekiil
olan polimerler biyo-implant malzemesi olarak kullanilabilir. Doku miihendisligi
alaninda da matriks olarak uygulandiginda yapiskanlik ozelligi gosterdigi ve
biyokomposit olarak kullanimin ise kemik rejenerasyonunu arttirdigi diisiiniilmektedir
(Ali ve Jamil, 2016; Ray ve Kalia, 2017). Biyoplastikler; Tarim, tip, gida, kozmetik ve

tekstil gibi sektorlerde geleneksel plastiklerin yerini alip uygulama alanini arttirabilir.

2.2.2.9.1. Endiistriyel uygulamalar

Cevre dostu 6zellikleri nedeniyle PHB'nin endiistriyel uygulama alanlar1 giderek
genislemektedir. Bu biyopolimer, farkli sektorlerde siirdiiriilebilir malzeme ihtiyacin

karsilayabilecek 6nemli bir alternatif olarak 6ne ¢ikmaktadir.

2.2.2.9.1.1. Ambalaj malzemesi olarak PHB

PHA’lar elektronik, kozmetik ve ambalajlama gibi baz1 endiistriyel
uygulamalarda biyolojik olarak pargalanma, diisiik gecirgenlik ve diisiikk cam gecis
sicaklig1 gibi 6zellikleri sebebiyle ince film ve kaplama malzemesi olarak kullanim i¢in
umut vermektedirler (Vahabi, Rohani Rad, vd., 2019).

Esnek, dayanakli, iyi darbe direnci ve termal kararlilikta olmalar1 sebebiyle
geleneksel plastikler ambalaj malzemesi olarak kullanilmaktadir. Biyopolimer bazli gida
ambalaj1 kullanimi biyobozunur olmalar1 sebebiyle ilgi c¢ekici hale gelmistir. PHA’lar
propilene olan benzer Ozellikleri nedeniyle cesitli kaplama malzemelerinde

kullanilmaktadir. Kirilgan ve darbeye kars1 diisiik direngli olmalar1 daha fazla uygulama
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alanina sahip olmasini kisitlamaktadir. Bu zayif noktalar, hidroksi valerat veya hidroksi
oktanoat gibi farkli monomerlerle kopolimerizasyon islemi sonucu kopolimer
olusturularak iyilestirilebilir ve iiretilecek plastik malzemenin ambalajlamada daha iyi
Ozellikte olmas1 saglanabilmektedir. Yine, karisimlar olusturularak da uygulama alanlari
genisletilebilir. Ornegin PLA, PHB ve d-limonen karisimlarinin mekanik ve termal
Ozellikleri sebebiyle gida ambalajlarinda kullanilabilecek bir karisim oldugu
diisiiniilmektedir (S. J. Hong vd., 2025).

Sentetik polimerler yavas bozunma hizina sahip olduklar1 i¢cin PHB gibi biyolojik
olarak pargalanabilen biyopolimerler gida ambalaj1 i¢in degerlendirilmis ve krem peynir,
mayonez ve margarin gibi bazi yagl gidalarin ambalajlanmasinda alternatif olarak
kullanilabilecekleri diisiiniilmektedir (Bucci, Tavares ve Sell 2007). Biyopolimer bazli
gida ambalaj1 kullanimindaki en biiyiik sorun iirlin raf 6mrii ile biyoplastik malzemenin
dayanikliligimin uyumlu hale getirilmesidir. Kullanilan ambalaj paketinin mekanik

ozellikleri saglam olmali ve bozulmamalidir (Rosa vd., 2004).

2.2.2.9.2. Tibbi uygulamalar

PHB'nin toksik olmayan bozunma tiriinleri olusturmasi ve canli dokularla uyumlu
olmasi, bu polimeri biyomedikal uygulamalar ic¢in cazip bir malzeme haline
getirmektedir. Bu nedenle PHB; ilag¢ tasima sistemleri, yara ortiileri, doku miihendisligi

ve gegici implantlarin gelistirilmesinde degerlendirilmektedir.

2.2.2.9.2.1. Biyomedikal cihazlar, malzemeler ve ila¢ tasiyicilari olarak PHB

PHA’lar biyouyumlu olmalar1 sebebiyle doku rejenerasyonu ve yara iyilesmesi
gibi biyomedikal uygulamalarda ilgi gormiislerdir. Toksik olmama, esneklik ve yiiksek
mekanik dayaniklilikta olmalar ila¢ dagitimi igin segenek olmalarini saglamustir. lag
tasiyict ajan olarak PHAlar, hidrofilik veya hidrofobik ila¢ yiiklii nano veya mikrokiire
nanopartikiiller olusturularak kontrollii ilag¢ saliminda incelenmislerdir. Nanopartikiillerle
konjuge edilen PHA ve kopolimerleri, nanotasiyici olarak etkili olabilir. Diisiik esneklige
sahip olmalar1 ve sertlikleri nedeniyle ¢esitli biyomedikal alanlarda kullanilmalarina
ragmen doku miihendisliginde kullanimlarint kisitlamistir. Bu sorun hidrofilik

fonksiyonel gruplarin eklenmesi ya da ¢esitli hidrofilik biyopolimerlerle birlestirilmeleri
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gibi baz1 modifikasyonlarin yapilmasi ile fonksiyonel hale getirilmeleri ile ¢oziilmeye
calisilir (Pramanik vd., 2014; D.-X. Wei vd., 2018).

Biyopolimerler ile yama temelli yara kapanmasi, dnemli bir strateji olarak
degerlendirilmistir. ~ Yaralarin iyilesme siirecinde destekleyici matriks olarak PHAlar
denenmis ve PHBV kopolimeri ile yara iyilestirici yamalar olusturmak i¢in arastirmalar
yapilmistir. Yine PHBV nanofiberleri ile modifiye edilmis yara pansuman malzemesi
kullanilarak hiicreler iizerindeki etkileri incelenmistir. Kitosan ve hiyaliironik asitten
olusan esnek yapida PHBV karisimli polisakkaritlerin ¢esitli hiicrelerin biiylimesini
destekledigi goriilmiistiir (Augustine vd., 2020; Leenstra vd., 1998).

Birka¢ c¢alisma, elektrospinning yontemi kullanilarak yapilmis olan
hidroksiapatit/PHA kompozitinin kemik doku mihendisliginde kullanimi {izerinde
arastirma yapmistir (Zarei vd., 2019). Kanser tedavisinde hidrofobik PHA polimerlerinin
hidrofobik ilaglart viicudun belirli bolgelerine dagitabilme 6zelliginden faydalanilarak
etkilerine bakilmistir (L. Jiang vd., 2019). Ayrica ince PHB filmleri kanser hiicrelerinin
belirlenmesinde de kullanilmistir. Yapilan bu c¢alismada normal hiicreler PHB
tabakalarina kolayca baglanamazken kanser hiicrelerinin ise tabakalara iyi baglandigini
gostermistir. Kanserli hiicrelerin tespitinde, yardimci olarak PHB filmlerinin kullanimi
fikri iizerine ¢alisma yapilmistir (Sabarinathan vd., 2018).

PHA polimerlerinin tibbi ve biyomedikal endiistrilerdeki ¢esitli uygulamalar1 su
sekilde siralanabilir: PHA biyofilmleri, kok hiicre kiiltiirii i¢in iskeleler, hemokompatibl
ve sitokompatibl damar stenti, bag ve tendon iskele malzemesi, dikisler, yara ortiileri,
kalp kapakgiklari, perikardiyal yamalar, pansumanla, vaskiiler greftler ve mikrokiire
implantlar1 (Sekil 2.19) (Guerrini vd., 2017; Thamarai vd., 2024). G6zenekli yapilari,
PHA’larin omurga yaralanmalarmin tedavi siirecinde kullanilabilmesine olanak
saglayabilmektedir. Bir c¢alismada omurilik onarimini desteklemek i¢in Schwann
hiicreleri ile ekilmis biyolojik olarak parcalanabilir poli-B-hidroksibutirat iskeleti
tasarlanmis ve hiicrelerin PHB iskeletine tutundugu ve ¢ogaldigi goézlemlenmistir
(Novikova vd., 2008). Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ila¢ Dairesi, PHB nin dikis
ipligi olarak kullanimini onaylamistir (Ke vd., 2017).
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Yemek borusu implanti Kalp yamas1 Yara pansumant

N

Nanopartikiller Kemik iskelesi Kasik fit151 onarim ag1

Kalp kapake1g1 Dikigler

Stent

Sekil 2.19. PHA bazl gesitli biyomedikal uygulamalar (Gregory vd., 2022)

PHA’larm: Kalp yamalari, damar greftleri, kalp kapakciklar,, kulak
rekonstriiksiyonlar, dikigler ve yara pansumanlari, sinir kanallari, kikirdak dokusu,
kemik implantlar1 ve ilag dagitimi gibi biyomedikal uygulamalar i¢in ideal malzeme
ozelliklerine sahip oldugunu gosteren birgok ¢alisma yapilmistir (Pulingam vd., 2022).

Poli-3-hidroksioktanoat[P(3HO)], onarim i¢in kardiyak yama olarak incelenmistir.
Yamalarin mekanik Ozelliklerinin kalp kasina yakin oldugu ve polimerin hiicre
¢ogalmasi, canlilig1 ve yapismasi yoniinden iyi oldugu gosterilmistir. Yamalarla birlikte
gbzenekli ve lifli yapilarin kullanilmasinin hiicre gelismesi ve yapismasi 6zelliklerini
gosterdigi gozlemlenmistir (Bagdadi vd., 2018).

Damarlarin tekrardan daralmasi anlamima gelen restenoz riski, klinikte kullanilan
metalik stentlerin temel bir sorunudur. Bu riski azaltmak icin biyolojik olarak
parcalanabilir stent {iretimi umut verici olabilir. Bir caligmada, PLLA (poli-1-laktik asit)
/poli (4-hidroksibutirat) [P(4HB)]’den yapilmis biyolojik olarak pargalanabilir stentler,
kalic1 stentlerin sorunlarini ¢6zmek i¢in bir domuz modeline yerlestirilmis ve daha diisiik

bir distal darlik derecesi gibi olumlu sonuglar géstermistir (Kischkel vd., 2016).
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Biyopolimerler ve kolajen peptitleri ile elektrospinning yontemi kullanilarak
nanofiber yapida matriks iiretilmis ve yara iyilesmesi iizerindeki etkisi incelenmistir. In
vitro ¢alismalar fare fibroblastlar1 kullanilarak yapilmis ve P(3HB- co -4HB) ve kollajen
peptitleri igeren nanofiberlerin hiicre ¢ogalmasmi ve yapismasimi destekledigi
gosterilmistir. P(3HB- co -4HB) /kollajen nanofiberlerinin yara kapanmasi iizerinde %98
etkili oldugu tespit edilmistir. Yara iyilesmesini hizlandirdigi goézlemlenmis olan
nanofiberlerin umut verici bir yara pansuman Yyapist olacagr diisiiniilmektedir
(Vigneswari vd., 2016).

Yapilmis olan ¢esitli aragtirmalar PHB lerin; mekanik 6zellikleri, hiicre aktivitesi ve
anjiyogenezi tesvik etmeleri, ¢ok az ya da hi¢ bagisiklik tepkisi ve biyouyumlu olmalari
sebebiyle gelecekte biyomedikal malzemelerde kullanimlarinin artacagini géstermektedir

(Gregory vd., 2022).

2.2.2.9.3. Tarimsal uygulamalar

PHA'’larin pargalanabilir ve uyumlu olmalar1 sebebiyle tarimsal uygulamalar icin de
ideal olduklar1 sdylenebilir. Kontrollii insektisit salinim1 i¢in P(3HB-3HV) kullanilmaistir.
Insektisit iceren P(3HB-3HV) peletleri ekim sirasinda mahsullerle karistirilip uzun siireli
ve etkili bir koruma hedeflenmektedir. Bazi tarimsal uygulamalarda da PHA bazli karisim
filmler kullanilmistir. Plastik torbalarin aksine bozunmalar1 esnasinda ¢evreye herhangi
bir zararli madde yaymamalar1 nedeniyle biyolojik olarak parcalanabilir bitki torbalari
olarak kullanilabilirler (Bano vd., 2024).

Biyolojik olarak parcalanabilir mal¢ filmleri, mahsul sagligimi dogrudan
etkileyebilecegi ihtimalinden dolayi tarimsal uygulamalar i¢in bir bagka aragtirma konusu
olmustur. Biyolojik olarak pargalanabilir malg filmlerinin kullanimi, tarimsal {iriinlerini
gelisimini iyilestirmekle birlikte, olumsuz iklim kosullarindan ve boceklerden korumayi

destekleyebilir (Campanale vd., 2024).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu béliimde, ¢aligmada PHB firetimi i¢in kullanilan mikroorganizma, besiyeri
bilesenleri ve kiiltiir kosullar1 ile birlikte fermentasyon siiregleri ve {riiniin elde
edilmesine yonelik ekstraksiyon yontemleri agiklandi. Ayrica elde edilen PHB’nin

karakterizasyonunda kullanilan analiz teknikleri detaylandirildi.

3.1. Bakteri Suslari, Ortam ve Kiiltiir Kosullar

Bu tezde C. sphaeroides O.U. 001 (DSM5864) ve C. necator H16 (DSM 428)
olmak iizere 2 farkli bakteri kullanildi. Bu tez c¢alismasinin amaci, ¢ok yonlii
metabolizmaya sahip ve yiiksek verimle PHB biriktirdigi bilinen iki gram negatif bakteri
kullanarak dort farkli karbon kaynaginda en iyi biiylime kosullarinin optimizasyonunun
ve ardindan PHB iiretim verimi karsilastirilmasinin yapilmasidir. PHB {iretimi i¢in en iyi
kosul belirlendikten sonra elde edilen PHB Orneklerinin goriintiilenmesi ve
karakterizasyonun yapilmasi belirlenen hedeflerdendir. -80°C’de stoklanmis olan C.
sphaeroides O.U. 001 (DSM5864), Biebl ve Pfenning (BP) agar besiyerine, C. necator
H16 (DSM 428) ise LB Broth (Miller) agar besiyerine ekilerek 30+1°C de (96 saat)
aktiflestirildi. Tek saf koloniler elde edildikten sonra bakteriler, ¢alismaya baslamadan
once adaptasyon ve aktiflestirme i¢in karbon kaynagi olarak glukoz, fruktoz, siikroz ve
asetat igeren s1v1 besiyerlerine aktarildi. Tek koloni 30+1°C’de 250 mL’lik erlenmeyer
sisede 100 mL sterilize edilmis besiyerlerinde kiiltiire edildi. C. necator kiiltiirlerinde
amonyum siilfat, maksimum PHB verimi ve iyi bir biyokiitle iiretimine yol agtig1 ve C.
necator tarafindan PHA {retmek icin en sik kullanilan azot kaynagi oldugu igin bu
calismada C. necator kiiltiirlerinde amonyum siilfat ((NH4)2SO4) azot kaynagi olarak
kullanildi. C. sphaeroides kiiltiirlerinde ise azot kaynagi olarak 2mM amonyum kloriir
(NH4Cl) kullanildi.

Glikoz, fruktoz ve siikrozun optimum konsantrasyonunu belirlemek i¢in 6n
calisma yapildi. On ¢alismada bes farkli konsantrasyon (10, 20, 30, 40, 50 g/L) kullanild:
ve Olgiilen optik yogunluk degerlerine goére optimum biiylime konsantrasyonlari
belirlendi. Kullanilan asetat konsantrasyonu ise Akpinar (2023) tarafindan yapilan
ayrintili ¢aligmalar temel alinarak belirlendi ve kullanildi (Akpinar, 2023). Besiyeri
hazirlandiktan sonra pH, 5SM NaOH kullanilarak 6.8’e sabitlendi. Ortam sterilizasyonu,
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hazirlanan besiyerlerinin 15 dakika 121°C’de otoklavlanmasi ile gergeklestirildi. Otoklav
isleminden sonra besiyerlerine eser element, demir siilfat/sitrat ve vitamin ¢dzeltisi
eklendi. C. sphaeroides i¢in kullanilan eser element ¢6zeltisi bilesimi Ek 15°te, vitamin
¢Ozeltisi bilesimi Ek 16’da iken C. necator i¢in kullanilan eser element ¢6zeltisi bilesimi
Ek 17°de verildi. Cizelge 3.1, 3.2, 3.3 ve 3.4’te C. sphaeroides igin kullanilan asetat,

glikoz, fruktoz ve siikroz besiyerlerinin igerigi verildi.

Cizelge 3.1. Asetat besiyeri igerigi (g/L)

icerik g/L
KoHPO4 0.5
MgS0O4.7H,0 0.2
NH4C1 2mM) 0.1069
Asetik asit, C;H40, 70mM
NaCl 0.4
CaCl,.2H,0 0.05
Vitamin 1ml
Eser element ¢ozeltisi Iml
Demir sitrat Sml

Cizelge 3.2. Glikoz besiyeri igerigi (g/L)

Icerik g/L
K,HPO4 0.5
MgS04.7H20 0.2
NH4Cl 2mM) 0.1069
Glikoz 10
NaCl 0.4
CaCl,.2H,0 0.05
Vitamin Iml
Eser element ¢ozeltisi Iml
Demir sitrat Sml

Cizelge 3.3. Fruktoz besiyeri igerigi (g/L)

icerik g/L
KoHPO,4 0.5
MgS04.7H,0 0.2
NH4C1 (5mM) 0.26745
Fruktoz 1

NaCl 0.4
CaCl,.2H,0 0.05
Vitamin Iml
Eser element ¢ozeltisi Iml
Demir sitrat Sml

Cizelge 3.4. Siikroz besiyeri igerigi (g/L)

Icerik g/L
K>HPO4 0.5
MgS04.7H,O 0.2
NH4Cl 2mM) 0.1069
Siikroz 10
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Cizelge 3.4 (devam) Siikroz besiyeri icerigi (g/L)

NaCl 0.4

CaClz.ZHzO 0.05
Vitamin 1ml
Eser element ¢ozeltisi 1ml
Demir sitrat Sml

Cizelge 3.5, 3.6, 3.7 ve 3.8’de C. necator igin kullanilan asetat, glikoz, fruktoz ve

stikroz besiyerlerinin igerigi verildi.

Cizelge 3.5. Asetat besiyeri igerigi (g/L)

I¢erik g/LL
(NH4)2 S0 4 1,5
MgSO4 0,2
Na, HPO4 1,5
KH; PO4 0,5
CaCl,.2H,0 0,05
NaCl 0,4
Asetik asit, C;H4O, 70mM
Eser element ¢ozeltisi 1ml
Demir siilfat Iml

Cizelge 3.6. Glikoz besiyeri igerigi (g/L)

Icerik g/L
(NH 4)2 SO4 1,5
MgSO4 0,2
Na, HPO4 1,5
KH,; PO4 0,5
CaCl».2H,0 0,05
NaCl 0,4
Glikoz 50
Eser element ¢ozeltisi 1ml

Demir sulfat 1 ml




Cizelge 3.7. Fruktoz besiyeri igerigi (g/L)

icerik g/LL
(NH 4)2 SO4 1,5
MgSO4 0,2
Na; HPO4 1,5
KH: PO4 0,5
CaCL.2H,0 0,05
NaCl 0,4
Fruktoz 20
Eser element ¢ozeltisi 1ml
Demir siilfat 1 ml

Cizelge 3.8. Siikroz besiyeri igerigi (g/L)

52

Icerik g/L
(NH 4)2 SO4 1,5
MgSO, 0,2
Na; HPO4 1,5
KH > PO 4 0,5
CaCl.2H,0 0,05
NaCl 0,4
Siikroz 10
Eser element ¢ozeltisi Iml
Demir siilfat 1 ml

C. sphaeroides, aerobik, karanlik kosullarda (aliminyum folyo ile sarilarak) ve
calkalamal1 (Thermo-scientific MAXQ 4450 1CE) inkiibatorde 150 rpm’de 30°+1C’de,
C. necator H16 ise aerobik ve 1s1k altinda (aliiminyum folyo kullanilmadan) 150 rpm ‘de
30+1 °C’de inkiibe edildi. Deneyler, 100 mL calisma hacmine sahip 250 mL reaktor
(erlenmeyer sisesi) kullanilarak %10’luk (90 mL besiyeri 10 mL stok bakteri) ekim
yapilarak ii¢ tekrar (n=3) halinde ger¢eklestirildi. C. sphaeroides fruktoz besiyerinde ise
anaerobik kosullarda aydinlik ortamda 30°C sicaklikta ve kiiltiir kab1 olarak ise 100

mL’lik penisilin sisesi kullanilarak kiiltiire edildi.
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3.2. Biiyiime Egrilerinin Olusturulmasi

Hiicre yogunlugunu 6l¢mek i¢in C. sphaeroides *in 660 nm’de C. necator un ise
600 nm’de 24 saat araliklarla 6rnek optik yogunluklar1 (OD), spektrofotometre ile
Olctildii. 2000uL hiicre kiiltiirii ile yapilan Olgiimlerde, OD degeri 0,8’in {izerinde
ciktiginda kiiltiir edilen besiyeri ile seyreltmeler yapildi ve sonug¢ hesaplandi. OD
Olciilerek takip edilen hiicre biiylimesi dlgiimleri 6liim fazina kadar kaydedildi. OD

degerlerindeki olgtimler ii¢ tekrarli olarak yapildi.

3.3. pH Egrilerinin Olusturulmasi

Glikoz, fruktoz, siikroz ve asetat ortaminda ¢ogaltilan bakterilerin pH’1 24 saatte
bir 2000uL 6rnek alinarak pH metre ile takip edildi. Yapilan pH 6lctimleri {i¢ tekrar
halinde gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar farkli karbon kaynaklarinda karsilastirildu.
[1k basta 7.00 ve 6.8’e ayarlanmis olan pH’ta degisimler meydana geldi ve bu farkliliklar
kaydedildi. pH’taki degisiklikler 6liim fazina kadar 6l¢iildii.

3.4. PHB Graniillerinin Goriintiillenmesi

Optimize edilmis inkiibasyon siiresi olarak kabul edilen siire boyunca bakteriler
farkl1 besiyerlerinde inkiibe edildi. PHB biriktirme asamasina kadar inkiibe edilen
hiicrelerin PHB graniilleri Nile red ve SBB boyalar1 kullanilarak mikroskopi yontemleri

ile goriintiilendi.

3.4.1. Sudan Black B ile boyama

C. sphaeroides ve C. necator farkli karbon kaynaklarinda belirlenen inkiibasyon
stirelerinde kiiltiire edildi ve sonrasinda bakteriler SBB (Isolab, 970.D01.0050) boyas1
kullanilarak PHB birikimi agisindan incelendi.

e 50 mL %70’lik etanolde 0,15-gram SBB boyas1 ¢ozdiiriildii.

e 10 mL %96’lik etanolde 0,25 g safranin boyas1 ¢ozdiiriildi ve 0,22 um’lik

filtreden gecirilerek stok safranin ¢ozeltisi elde edildi.

e 225 mL distile suya 5 mL stok safranin ¢ozeltisinden ilave edilerek seyreltildi.
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Filtreden gegirildi boylece %0,5°1ik safranin ¢ozeltisi elde edildi.

Preparatlara etiketleme yapilarak iizerine 1-2 damla distile su damlatildi ve
seyreltme yapilan bakteri ornekleri 6ze yardimi ile preparat iizerinde yayma
yapildi.

Fiksasyon iglemi yapilarak bakteriler preparat {izerine sabitlendi.

Preparat {izerine SBB boyasi damlatilarak 20 dakika inkiibasyon siiresine
birakildi.

Boyanin uzaklastirilmasi i¢in ¢ok kisa bir siire preparat ksilene daldirilip ¢ikarildi.
Dekolorizasyon isleminde %0,5’lik safranin ¢ozeltisi preparat lizerine damlatildi
ve 10 saniye beklendi.

Distile su ile yikama yapilarak preparatlar oda sicakliginda kurumaya birakildi.
Hazirlanan preparatlar 151k mikroskobunda (Nikon esclipe E200) 100X okiilerde

goriintlilendi.

3.4.2. Nile Red ile boyama

Hiicre i¢ci PHB graniilleri Nil Red ile boyandi. Bakteri hiicreleri ve PHB graniilleri

konfokal lazer taramali mikroskobu (CLSM) ve konfokal lazer taramali floresan

mikroskobu ile goriintiilendi. Nile Red boyama yontemi su sekilde yapildi:

I mL bakteri kiiltiirii 7500 rpm’de 5 dakika (4°C) santrifiijlendi ve siipernatant
atild.

Pellet 1 mL %0,9 NaCl ¢ozeltisi i¢inde nazikge ¢oziildii.

Ependorf 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 10 dakika inkiibe edildi.

Cozelti, 5 dakika (4°C) boyunca 7500 rpm’de santrifiijlenip siipernatant atildi.
Pellet daha sonra 500 pl %0,9 NaCl ile nazikg¢e ¢oziildii ve 10 ul bakteri/ boya
stispansiyonu mikroskobik lam {izerine yerlestirildi, oda sicakliginda kurumaya

birakildi. Goriintiileme, konfokal mikroskop (63X Zeis) ile yapildi.
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3.5. Bakteri Kiiltiirlerinden PHB Ekstraksiyonu

Bakteriler PHB {iretim asamasina gelene kadar inkiibe edildi ve ardindan hiicre
kiltiiriinden organik ¢oziicii (kloroform) kullanilarak PHB ekstraksiyonu yapildi. PHB
iiretimi i¢in %10 bakteri kiiltiirii ekimi ile bakteriler kiiltiire edildi. C. sphaeroides igin
dort, C. necator igin ise U¢ farkli kosulda inkiibasyon sonrasi logaritmik fazda

ekstraksiyon islemi yapildi. Sekil 3.1°de PHB ekstraksiyon asamalar1 verildi.

1. Koloni se¢imi 2. Aktiflestirme 3. inkiibasyon 4. Hiicreleri ¢oktiirme
l g30 °C
4 g
/,/ ‘ /\ -
; \ “\ a = il @q
@ \ o -
5. Pelleti yikama 6. Pelleti siispanse etme 7. inkiibasyon 8. Fazlar1 ayirma

g37 °C

I j =

11. PHB'nin ¢oktiiriilmesi
ziindii
_ ~ S -
" @” ' : /
‘ - — &=
| = s ~—— / —

Sekil 3.1. PHB ekstraksiyon agamalar1

PHB ekstraksiyon protokolii su sekildedir:
e Hiicre kiiltiirii 50 mL’lik falkonlara esit sekilde bdliinerek 5000 rpm’de 15 dk
santrifiijlendi. Biitiin santrifiijj islemleri oda sicakliginda gergeklestirilip
sonrasinda siipernatant uzaklastirild.

e Falkonda bulunan pellet 1 mL distile suda ¢ozdiiriilerek ependorfa aktarildi.
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e Uzerine 1 mL daha distile su ilave edilerek pipetaj islemi yapildi, ardindan 13.000
rpm’de 15 dk santrfiijlendi ve siipernatant uzaklagtirildi.

e Pellet tekrardan 1 mL distile suda ¢ozdiiriilerek 50 mL’lik falkonlara aktarildi.

e Pigment ekstraksiyonu i¢in Tlizerine aseton-metanol karisimi (9 mL)
homojenlestirilerek ilave edilip oda sicakliginda 20 dk inkiibasyona birakildi.

e 6000 rpm’de santrifiij yapild1 ve slipernatant uzaklastirildi. Bu prosediir bakteri
hiicrelerinin rengi tamamen degisene kadar birkac kez tekrarlandi.

e Kalan suyun ¢ikarilmasi i¢in pellet tizerine 10 mL etanol ilave edildi ve 50 °C’de
20 dk inkiibasyona birakildi.

e 6000 rpm’de 15 dk santrifiijlendi, siipernatant uzaklastirildi.

e Hiicre duvarinin pargalanip PHB’nin geri kazanilmasi icin pellet {izerine 6 mL
(%6) sodyum hipoklorit (NaClO) eklendi ve 10 dk vorteks yapildi. Sonrasinda 37
°C’ de 10 dk inkiibasyona birakildi.

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

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

e Sisenin agz1 kapag ile kapatildi ve herhangi bir buharlasma olasiligina karsi
kapak kismi parafilm ile sarilip birkag¢ giin 30 °C’de inkiibasyona birakildu.

e Daha sonra 9000 rpm 15 dk 30°C ‘de santrifiij yapild1 ve pipet yardimu ile alttaki
PHB igeren kloroform fazi yeni bir falkona aktarildi.

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

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

kurutuldu.

3.6. Kuru Hiicre Agirhig Ol¢iimii ve PHB Verim Hesaplamasi

Kuru hiicre agirligt (CDW) optimize edilmis inkiibasyon siiresinden sonra
belirlendi. ilk olarak bos eppendorf tiipler tartildi. Ardindan bakterileri toplamak i¢in
13.000 rpm, 15 dk santrifiij yapild1. Distile su ile yikama igslemi yapildi ve hiicre pelletleri
80°C’de 1 saat 30 dk kurutuldu. Kurutma isleminden sonra eppendorf tiiplerlerdeki kuru
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hiicre pelletleri tekrar tartildi. Elde edilen mikrobiyal PHB biyopolimerlerin
verimliliklerini hesaplamak i¢in asagidaki denklem (3.1) kullanildi (Hosseini ve Nazari,

2025).

. Ekstrakte edilen PHB agirlig (g/L)
0 =
(%)PHB verim Kuru hiirce agirligi(g/L) x 100 G.1)

3.7. Uretilen PHB Polimerlerin Karakterizasyonu

Ekstraksiyon isleminden sonra elde edilen PHB karakterizasyon i¢in kullanildi.
C. sphaeroides ve C. necator’un dort farkli karbon kaynagindan elde edilen PHB,
Niikleer manyetik rezonans (NMR), Fourier Doniisiimli Kizil6tesi spektroskopi (FTIR)
ve TGA/DSC analizleri ile karakterize edildi.

3.7.1. NMR ile PHB karakterizasyonu

Polimerlerin molekiiler yapisinin belirlenmesi i¢in 'H-NMR spektroskopisi
yapildi. Ekstrakte edilen PHB 6rnekleri doteryumlu kloroform iginde siispanse edilerek
IH-NMR analizleri (Bruker avance neo 400 MHz) gerceklestirildi. Mikrobiyal
sentezlenen PHB nin 'H-NMR spektrumu ile ticari PHB nin spektrumlari karsilagtirildi.

3.7.2. FTIR ile PHB karakterizasyonu

PHB polimerindeki baslica fonksiyonel gruplar FTIR spektroskopisi kullanilarak
tammlanmustir. Kizilotesi spektroskopisi 3900-500 cm™' araliginda FTIR Thermo
Scientific-Nicolet 1S20 spektrofotometresi kullanilarak gergeklestirildi. Mikrobiyal

sentezlenen PHB nin FTIR spektrumlari ile ticari PHB’ nin spektrumlari karsilagtirildi.

3.7.3. TGA/DSC analizi ile karakterizasyon

Polimer orneklerinin yapisal 6zelliklerini ve termal kararliligini incelemek i¢in
termogravimetrik analiz (TGA) ve diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) teknikleri

kullanildi. TGA analizinde sicaklik ve zamana kars1 numunedeki agirlik farkliliklar
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hesaplanmaktadir. PHB nin termal kirilganlig1 termogravimetrik analizle belirlendi. TGA
degisen sicaklikla birlikte agirlik kaybinin yiizdesini vermektedir. Bu analiz {iretilen
mikrobiyal PHB biyopolimerinin bozunmasini1 agsamali agirlik kaybi ile gosterdi. TGA
egrilerindeki agirlik kayb1 polimerin bozunmasi ile kendini gosterir. Kontrol grubu olarak

ticari PHB kullanilarak karsilagtirma yapildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Bu boliimde c¢alismadan elde edilen deneysel sonuclar sunuldu ve literatiir

bilgileri ile karsilagtirilarak tartisildi.

4.1. On Cahsmalar, Biiyiime Egrileri ve pH Analizleri

PHB fiiretim siirecine temel olusturan 6n calismalar, biiylime egrileri ve pH
analizleri ¢alismanin bu kisminda verildi, kiiltiir kosullarinin gelisim {lizerindeki etkileri

incelendi ve ardindan egriler olusturuldu.

4.1.1. Karbon kaynaklarinin optimizasyonuna yonelik 6n calismalar

Yapilan deneyler sonucunda C. sphaeroides’in farkli karbon kaynaklarinda
optimum kosullart belirlendi. Glikoz besiyeri i¢in yapilan bes farkli konsantrasyon
arasinda deney sonunda, en iyi biiyiimenin oldugu konsantrasyon 10g/L olarak tespit
edildi. Fruktoz besiyerinde en iyi biiyiime 1g/L olarak belirlendi. Siikroz besiyerinde ise
bakterinin en iyi bliylidiigli konsantrasyon 10g/L olarak belirlendi.

C. sphaeroides’in dnemli fizyolojik davranislarindan bazilar1 H» iiretimi ve PHB
tretmektir. Hidrojen ve PHB {iretimi dengesiz biiyiime kosullar1 altinda olur.
Arastirmacilar bu iki yolun indirgeyici gii¢ icin birbirleri ile rekabet i¢inde olabilecegini
diistinmiislerdir (Chen vd., 2012). Yapilan literatiir arastirmalarina gore, C. sphaeroides
anaerobik kosullarda biiyiitiildiigiinde asil amacin hidrojen iiretmek oldugu gorildii.
Ancak en iyi kosulu tespit etmek i¢in glikoz, fruktoz ve siikrozun farkli konsantrasyonlari
kullanilarak hazirlanan besiyerlerine yapilan bakteri ekimleri hem aerobik hem de
anaerobik kosullarda biiyltiildii. Fruktoz besiyerinde C. sphaeroides anaerobik ve
aerobik kosullarda incelendiginde aerobik ortamda biiylime gozlemlenmez iken
anaerobik ortamda biliyiime gézlemlendi.

Amonyum iyonunun nitrojenaz aktivitesi lizerinde inhibitdr etkisi vardir.
Dolayistyla hidrojen iiretimi iizerine de vardir. Ha iiretiminde gorevli olan nifH ve nifA
genlerinin amonyum kloriir konsantrasyonu arttiginda ifade seviyeleri azalir. Yapilan
arastirmalarda 2mM NH4Cl’den yiiksek konsantrasyonlar kullanildiginda hidrojen

tiretimi azalmaktadir. 3 mM NH4Cl’de az da olsa H» iliretimi meydana gelmektedir. 5 mM
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NH4CI igeren ortamda H; iiretiminden sorumlu genlerin ifade edilmedigi ve H» liretimi
olmadig1 gozlemlenmistir (Akkdse, 2008). Bu sebeple bakteri fruktoz besiyerinde
anaerobik ortamda biiyiitiildiigiinde 5 mM NH4Cl kullanildi. Glukoz, siikroz ve asetat
besiyerlerinde ise 2 mM NH4Cl kullanildi ve bu {i¢ besiyerinde C. sphaeroides 'in aerobik
ortamda daha 1yi biiylidiigii gozlemlendi.

Bes farkli konsantrasyona bakildiginda fruktoz besiyeri aerobik ve anaerobik
kosullarda bes konsantrasyonda da biiylimedi. Ardindan 1 g/L ve 5g/L fruktoz
konsantrasyonlari da denendi. Anaerobik kosullarda besiyerinde 1 g/l fruktoz
kullanildiginda C. sphaeroides’ in biiylidiigii gézlemlendi.

C. necator dort farkli karbon kaynaginda farkli konsantrasyonlarda biiyiitiildii ve
optimum biiyiimenin oldugu kosullar belirlendi (Cizelge 4.1). Glikoz besiyerinde
strastyla 10-50 g/l konsantrasyonlar1 kullanildi ve biiyiimenin konsantrasyon artisi ile
birlikte arttig1 goriildii. Bu nedenle 60 ve 70 g/l glikoz konsantrasyonlar1 da denendi. En
iyi biiyiime, glikoz besiyerinde 50 g/l iken fruktoz besiyerinde 20 g/l konsantrasyon
oldugu tespit edildi. Asetat besiyerinde en iyi biiylime 70mM olarak belirlendi. Siikroz
besiyerinin higbir konsantrasyonunda C. necator’un biiyiimesi gézlemlenmedi. Yapilan
cesitli arastirmalar C. mecator’un siikrozu karbon kaynagi olarak kullanamadigim
gostermektedir. Siikroz, invertaz enziminin kullanimiyla glikoz ve fruktoza hidrolize
edilerek kullanilabilir ancak bu ¢6ziim maliyeti arttirmaktadir (Bhatia vd., 2018; Park vd.,
2014).

Cizelge 4.1. Optimize edilen karbon kaynaklar1 konsantrasyonlari

Bakteri Ad1 Karbon Konsantrasyon
Kaynag

Cereibacter Glukoz 10 g/L

sphaeroides Fruktoz 1 /L
Siikroz 10 g/L
Asetat 70 mM

Cupriavidus Glukoz 50 g/L

necator Fruktoz 20 g/L
Asetat 70 mM

Siikroz Biiylime olmadi
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4.1.2. Biiyiime egrileri

Besiyerinde inkiibasyon sirasinda 24 saat araliklarla optik yogunluk olgtildii.
Orneklerden 2 ml almarak spektrofotometre ile OD degerlerine bakildi. Bakterinin
tiremesi PHB birikimiyle dogru orantili olmaktadir. C. sphaeroides igin 660nm’de
(ODe¢60nm), C. necator igin ise 600 nm’de (ODsoonm) Ol¢iim yapildi. Anlamli sonuglar elde
etmek i¢in deneyler 3 tekrarli yapildi. Sekil 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4’te C. sphaeroides *in Sekil
4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8°de ise C. necator ‘un sirasiyla glikoz, fruktoz, siikroz ve asetat
besiyerlerinde OD degerlerinin bulundugu biiylime egrileri yer almaktadir. Grafiklere
hata ¢cubuklar1 eklendi. Grafiklerde zamana bagli optik yogunluk degisimleri gosterilerek
bakterilerin lag, eksponansiyel (log), duragan ve 6liim fazlar1 ortaya koyuldu. Farkli
kosullarda, baslangigta kisa bir adaptasyon (lag) fazi1 gozlenirken sonrasinda hizli hiicre
boliinmesi ile log fazina gecildigi kaydedildi. Besin maddelerinin azalmasi ve metabolit
birikimi ile birlikte biiyliime duragan faza ulasti ve son agsama olarak hiicre yogunlugunda

azalma meydana geldi.
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Sekil 4.1. C. sphaeroides 0.U.001 (DSM 5864)’in glikoz i¢eren besiyerinde biiyiime egrisi (ODsso)

C. sphaeroides’in glikoz igeren besiyerinde biiyiime egrisinden yola ¢ikarak kisa

stiren bir lag fazindan sonra yaklasik 240.saate kadar bir logaritmik biiylime faz1 ardindan
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karbon kaynaginin tiiketilmesiyle duragan faz ve hiicre biiylimesinin azalmasi ile birlikte

Olim fazinin gozlendigi sdylenebilir. Maksimum OD degeri 6,76 olarak 240.saatte

kaydedildi.

1,5

OD 660 nm
=

0,5
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Zaman (Saat)

Sekil 4.2. C. sphaeroides O.U.001 (DSM 5864)’in fruktoz igeren besiyerinde biiyiime egrisi (ODeso)

Biiylime egrisinin incelendiginde fruktozun C. sphaeroides i¢in verimli bir karbon
kaynagi olmadig: diistiniildii. Lag ve log fazlarinin ardindan 120.saatten sonra gézlenen
ve besinlerin sinirlt oldugu duragan fazda hiicre yogunlugunun sabitlendigi kaydedildi.

Maksimum OD degeri 120.saatte yaklasik 1,39 olarak belirlendi.



63

OD 660 nm
VO = \’N
i — i [N} W

S

0 24 48 72 96 120144 168 192216240264 288 312336 360 384 408 432 456 480
Zaman (Saat)

Sekil 4.3. C. sphaeroides O.U.001 (DSM 5864)’in siikroz i¢eren besiyerinde biiylime egrisi (ODeeo)

C. sphaeroides’in siikroz i¢eren besiyerinde biiylime egrisi incelendiginde uzun siiren
bir logaritmik fazdan sonra yaklasik 456.saatte hiicre biiylimesinin yavaslayip diisiise
gectigi kaydedildi. Biiylime egrisinden yola ¢ikarak, C. sphaeroides’in slikrozu substrat
olarak kullanirken yavas bir biiyiime profili sergiledigi ve bu durumun karbon

metabolizmasindan kaynakli olabilecegi sdylenebilir.

6,5
5,5
4,5

3,5

OD 660 nm

2,5
1,5
0,5
0 24 48 72 96 120 144

Zaman (Saat)

Sekil 4.4. C. sphaeroides O.U.001 (DSM 5864)’in asetat igeren besiyerinde biiyiime egrisi (ODsso)
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C. sphaeroides *in asetatta yiiksek hiicre biiylimesi beraberinde yiiksek PHB igerigini

de getirdi. Kisa bir lag fazindan sonra, hizlica log fazina gegis oldugu kaydedildi ve

72.saatten sonra hiicre biiylimesinde diisme ile beraber 6liim fazina gegis gozlendi.
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Sekil 4.5. C. necator H16 (DSM 428) ’nin glikoz igeren besiyerinde biiyiime egrisi (ODsoo)

C. necator glikoz besiyerinde karbon kaynagini hizlica kullanip eksponansiyel

faza gecti ve 48.saatten sonra yine hizli bir duragan faza gecis egrisi gosterdi.

Maksimum OD 48.saatte 3,15 olarak kaydedildi.
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120 144 192 216 240 264

Zaman (Saat)

0 24 48 72 96 168

Sekil 4.6. C. necator H16 (DSM 428) ’nin fruktoz igeren besiyerinde biiyiime egrisi (ODeoo)
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C. necator fruktoz igeren besiyerinde hizli adaptasyon sebebiyle ilk 24 saatte iyi bir
biiylime gosterdi ve logaritmik faz boyle devam etti. Maksimum OD 168.saatte yaklasik
5,85 olarak kaydedildi ve ardindan hiicre yogunlugu azalmaya basladi ve diisiis meydana

geldi.
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Sekil 4.7. C. necator H16 (DSM 428) ’nin siikroz igeren besiyerinde biiyiime egrisi (ODsoo)

C. necator sikrozu metabolize edemedigi i¢in, siikroz karbon kaynagi olarak
kullanildiginda kiiltiirde biiylime gozlenmedi. Bu durum C. necator’un siikroz igeren

besiyerinde biiylime egrisinin incelenmesi ile dogrulandi.
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Sekil 4.8. C. necator H16 (DSM 428) ’nin asetat igeren besiyerinde biiyiime egrisi (ODsoo)
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C. necator’un asetat igeren besiyerinde biiyiime egrisi incelendiginde, OD degerinde
hizl bir artis gdzlendi bu durum bakterinin karbon kaynagini aktif tiikettigi ve biyokiitle
artisinin - maksimum seviyeye ulastifi eksponansiyel biiylime fazina girdigini
gostermektedir. 48. Saatte maksimum OD yaklasik 4, 45 olarak kaydedilirken ardindan
hiicre biiylimesinde diisiisle birlikte 6liim fazina gecis oldugu goriildii.

C. sphaeroides’in glikoz, fruktoz, siikroz ve asetat besiyerlerindeki OD degerleri
olusturulan grafige goére yorumlandiginda en fazla OD degerine glikoz ortaminda
ulasildig1 gézlemlendi. Glikozun ardindan biiyiimenin en ¢ok oldugu ortam asetattir. En
diisik OD degerlerinin ulasildig1 kosul ise fruktoz besiyerinde kiiltiirlenen ortamdir.
Glikoz ortaminda 240.saatte maksimum OD degeri 6,7 olarak goézlemlendi. Asetat
besiyerinde ise 72.saatte maksimum OD degeri 6,60 olarak Olciilmiistiir. Fruktoz
besiyerinde en yiiksek OD olan 1,4 degerine 120.saatte ulasti. Bakteri siikroz ortaminda
yavag biliylimiis ve ancak 432.saatte OD= 3,50 ye ulasti. C. necator’un dort farkl
besiyerinde maksimum OD degeri fruktoz ortamindal68.saatte 5,85 olarak kaydedildi.
Fruktozdan sonra en fazla biiyliimenin oldugu besiyeri 48.saatte OD degeri 4,45 olan
asetattir. C. necator siikroz besiyerinin higbir konsantrasyonunda biiyiimedi ve OD degeri
0,12 olarak kaydedildi ve bununla birlikte en az biiytime 3,14 OD degeri ile glikoz
ortaminda oldu. C. sphaeroides ve C. necator *un dort farkl besiyerinde kiiltiire edilmesi
ile elde edilen OD degerleri arasinda karsilastirma yapildiginda maksimum OD degeri C.
sphaeroides’in glikoz (OD=6,76), ardindan yine C. sphaeroides asetat (OD=6,64)
sonrasinda da C. necator fruktoz (OD=5,85) besiyeri olarak kaydedildi.

C. sphaeroides ’in asetatta yiilksek PHB igerigi ayni zamanda en yiiksek hiicre
biiylimesini de beraberinde getirdi ve diger substratlara gore bir avantaj gdsterdi. Asetatin
PHB olusumunda 6ncii bilesik olan asetil-CoA’ ya kolayca doniistiiriilmesi daha yiiksek
verimde PHB tiretmesinin bir sebebi olarak goriildii.

PNSB Kkiiltiirleri kullanilarak PHB {iretimi i¢in, seker bakimindan zengin substratlar
H; iiretimini tesvik ettikleri i¢in onerilmemektedir (Monroy ve Buitrén, 2020). Hiicre
biiyiimesi, PHA birikimi ve bilesimi, karbon ve azot kaynagi konsantrasyonlarindan
etkilenir (Monroy ve Buitron, 2020).

Bakteriler ge¢ logaritmik fazda PHB graniillerini biriktirmektedir. Biiytime grafikleri
dikkate alinarak bakterilerin farkli karbon kaynaklarinda ge¢ logaritmik faza gecis saatleri

belirlendi. SBB, Nile red ve ekstraksiyon islemleri belirlenen bu saatlere gore yapildi. C.
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sphaeroides ’in glikoz, fruktoz, slikroz ve asetat besiyerlerindeki belirlenen saatleri
strastyla 192, 36, 320 ve 48 iken C. necator’un glikoz, fruktoz ve asetat besiyerlerinde

belirlenen saatleri 22, 126 ve 18 olmustur.

4.1.3. pH analizleri

PNSB Kkiiltiirleri i¢in 6,8 pH degeri tavsiye edildigi i¢cin C. sphaeroides igin kiiltiir
ortamlarinin baglangi¢ pH degeri 6,8’e ayarlandi. C. necator igin kiiltlir baslangic pH’1
7,0’ye ayarlandi. Kiiltiir ortaminin pH’1 24 saate 2 mL 6rnek alinarak pH metre ile takip
edildi. Ayarlanmis olan pH’ta degisimler meydana geldi ve bu farkliliklar kaydedildi.
Anlamli sonuglar elde etmek i¢in deneyler 3 tekrarli yapildi. Sekil 4.9, 4.10, 4.11 ve
4.12°de C. sphaeroides’in Sekil 4.13, 4.14, 4.15 ve 4.16°da ise C. necator’ un sirasiyla
glikoz, fruktoz, siikroz ve asetat besiyerlerinde kiiltiir siiresince pH degisimleri yer
almaktadir. Grafiklere hata ¢ubuklar1 eklendi. Grafiklerde, inkiibasyon boyunca ortam
pH’inda zamana bagh degisim gosterildi. Baglangicta nétr veya hafif alkali olan pH
degerleri, mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri sonucu degisti. Ilerleyen
asamalarda, substrat tiiketimi ve metabolik dengenin degismesiyle pH degerinde kismi
stabilizasyon veya sinirli artis meydana gelebilmektedir. Bu degisimler, hiicresel biiyiime

dinamikleri ve karbon kaynagi metabolizmasi ile dogrudan iliskilidir.

8,5

7,5

pH
~

6,5

55
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360

Zaman (Saat)

Sekil 4.9. C. sphaeroides O.U.001 (DSM 5864)’in glikoz igeren besiyerinde kiiltiir siiresince pH degisimi
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C. sphaeroides’in baslangic pH’1 hafif alkali olan glikoz iceren besiyerinde, takip
edilen pH kiiltiir siiresince farklilik gosterdi ve 48.saatte maksimum degerine ulasip

ilerleyen agsamalarda substrat tiiketimine bagli olarak kademeli diisiis kaydedildi.
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Sekil 4.10. C. sphaeroides O.U.001(DSM 5864)’in fruktoz igeren besiyerinde kiiltiir siiresince pH

degisimi

Hafif alkali bir baslangi¢ pH’mna sahip C. sphaeroides’in fruktoz iceren
besiyerinde pH’ta 24.saatte hizli bir diisiis gézlendi ve devamindaki fazlarda bu deger

diismeye devam edip bir siire sonra pH yaklasik 5,95°te sabitlendi.
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Sekil 4.11. C. sphaeroides O.U.001(DSM 5864)’in siikroz i¢eren besiyerinde kiiltiir siiresince pH

degisimi

C. sphaeroides ‘in siikroz besiyerinde kiiltiir sliresince 24 saat inkiibasyondan sonra

pH yaklasik 7,5’te sabit kalip 6liim fazina kadar yaklasik bu degerde kaydedildi.
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Sekil 4.12. C. sphaeroides O.U.001(DSM 5864)’in asetat igeren besiyerinde kiiltiir siiresince pH degisimi
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Baslangi¢c pH’1 7,0 olarak ayarlanan asetat ortaminda pH araliginin 9,87 ye yiikseldigi
kaydedildi. Bu durum asetat besiyerinde daha 6nce karsilagilan sonuglara benzerdir. pH

‘ta ki artigla dogru orantili olarak PHB miktarinin da arttig1 sdylenebilir.
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Sekil 4.13. C. necator H16 (DSM 428) ‘nin glikoz i¢eren besiyerinde kiiltiir siiresince pH degisimi

Baslangi¢ pH’1 7,0 olarak ayarlanan glikoz ortaminda 24.saat ile birlikte pH’ta ciddi

diisiis yasand1 ve 6liim fazina kadar yaklasik 5’te sabitlendi.

7,5

6,5

pH

5,5

4,5

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264

Zaman (Saat)

Sekil 4.14. C. necator H16 (DSM 428) "nin fruktoz iceren besiyerinde kiiltiir siiresince pH degisimi
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Baslangic pH’1 6,5 olan kiiltiirde 24.saatte maksimum diisiis yasand1 ve pH 4,88
olarak kaydedildi. Yine kiiltiir siiresince pH degisimi ortalama 5 degerinde oldu. Glikoz
ve fruktoz substratlarinda kiiltiir siiresince pH’taki diisiis ile OD degerindeki yiikselisin

birbiri ile baglantili ve uyumlu oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.15. C. necator H16 (DSM 428) *nin siikroz iceren besiyerinde kiiltiir siiresince pH degisimi

C. necator siikkrozu substrat olarak kullanamaz. Bu yiizden baglangi¢ pH’1 kiiltiir

stiresince sabit ve ayntydi, beklendigi iizere herhangi bir degisim kaydedilmedi.
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Sekil 4.16. C. necator H16 (DSM 428) 'nin asetat igeren besiyerinde kiiltiir siiresince pH degisimi
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C. necator’un asetat iceren besiyerinde baslangi¢ pH’1 7,5 iken kiiltiir sliresince bu
deger yaklasik 9,8’¢ yiikseldi. pH’taki bu artis OD degisimi ile de uyumludur.

Grafiklerden yola ¢ikarak goézlemlenen sonuglara gore tiim kosullarda pH= 7.0 — 7.5
araliginda degismekle birlikte benzer baslangic pH degerlerine sahiptir. C. sphaeroides
asetat besiyerinde en yiiksek pH degerine (pH=10) ulasti. Asetat besiyerinde bakterinin
biiylimesi ile dogru orantilit olarak pH degerinde de artma meydana geldi. Fruktoz ve
glikoz besiyerlerinde ise pH degeri bakteri biiyiimesi ile azalmaya basladi. Glikoz
ortaminda kiltiiriin ilk pH degeri 7.0’ iken pH= 5.60 6lgiilen son deger oldu. Fruktozlu
ortamda ise Ol¢iilen son pH degeri 5,90°dir. Siikroz besiyerinde kiiltiiriin pH degerleri
bakteri biiyiimesi siiresince 7,17- 7,54 degerleri arasinda degisti. C. necator asetat
besiyerinde tiim kosullar arasinda en yiiksek pH degeri olan 9,78’e ulastig1 kaydedildi.
Siikroz besiyerinde baslangic pH degeri biiyiime ger¢eklesmedigi icin sabit kaldi. C.
necator glikoz ve fruktoz besiyerleri i¢in baslangic pH degerleri 6,50 ve 7 iken
inkiibasyon boyunca bu degerler pH=5"e diistii ve en diisiik pH degerleri olarak
kaydedildi.

Yapilan bir arastirmada, C. necator ’un biliylime potansiyeli i¢in fruktoz karbon
kaynag1 olarak kullanilmis 7,0’lik bir baslangic pH degerine karsi kiiltiir sonunda
Olclilmiis olan pH degeri 5,26 olarak Olgiilmiistiir (Khanna ve Srivastava, 2005).
Kontrolsiiz pH kosullarinin karbon kaynaklarinin tam tliketilememesine sebep
olabilecegi ve bu olumsuz biiylime kosullarinin da biiyiimeyi azalttig1 ve besin tiiketimini
durdurdugu diisiiniilmiistiir. Ayn1 zamanda pH degerindeki bu diislisiin de ortamda azot
kaynagi olarak kullanilan amonyum siilfatin amonyum iyonlar1 tiiketildiginde
H>SO4 olusumundan kaynaklaniyor olabilecegi not edilmistir (Khanna ve Srivastava,
2005). C. necator ve C. sphaeroides farkli karbon kaynaklarinda pH degerleri agisindan
karsilagtirildiginda iki bakterinin glikoz ve fruktoz besiyerlerinde pH degerlerinde azalma
gozlemlendi (pH= 5-6). Asetat her iki bakterinin de maksimum pH degerine ulasilan
besiyeri oldu. Asetat ortaminda OD degeri arttikca pH degeri de artti. Ancak glikoz ve
fruktoz ortaminda OD degeri arttikca pH degerlerinde diisiis yasandi. Siikroz ortaminda
ise C. sphaeroides i¢in OD artisiyla birlikte pH degerinde yavas bir artig gozlendi.

Ortam pH’1 mikrobiyal biiylimeyi ve PHA birikimini etkiler. Literatiirde daha 6nce
yapilan calismalarda C. sphaeroides asetat ortaminda pH’1n yiikseldigi bildirilmistir. Kim
ve ark., yaptig1 ¢alisma ile C. sphaeroides’ te yiiksek pH ile yiiksek PHB seviyeleri

arasinda dogrudan bir iliski oldugu dogrulanmistir. Baglangi¢ pH’1 7,0 olarak ayarlanmis



73

olan asetat ortaminda pH araliginin 9,2-10,3’¢ yiikseldigi kaydedilmistir. Asetat karbon
kaynagi olarak kullanildiginda kiiltiirleme siiresinde 9,0’1n {izerindeki bu yiikselmenin
PHB birikimini kolaylastirabilecegi bildirilmistir (Kim vd., 2012). pH 5,4’lin altina
distiigiinde C. necator 'un biilyiimesinin engellendigini  bildiren c¢alismalar vardir.
Baslangic pH’min 6,5 oldugu deneylerde son pH yaklagik 4’e diigsmiistiir. Bu durum
diistik biyokiitle tiretimi, bakteri biiylimesi ve PHB birikimine yol agmistir (Aramvash,
Akbari Shahabi, vd., 2015; Nygaard vd., 2019). Karbon kaynagi olarak glikoz
kullanildiginda kiiltiiriin baslangic pH’1 7,0 iken, 6lgiilen son pH degerinin 5,5’e diistiigi
kaydedilmis ve pH’taki bu diisiisiin glikozun eksik tiiketimine yol agtig1 diistiniilmiistiir
(Liu vd., 2014).

4.2. PHB Graniillerinin Goriintiilenmesi

PHB iiretimi gergeklestiren mikroorganizmalarda olusan graniillerin hiicre igi
lokalizasyonu ve morfolojisi, Nile Red ve SBB yontemleri ile mikroskobik olarak analiz

edildi.

4.2.1. Sudan Black B ile goriintiileme

Lipofilik boyalar ile canli bakteri hiicresinde PHB graniillerini tespit etmek i¢in en
stk kullanilan yontemlerden biridir. PHB igeren bakterileri SBB ile boyadiktan sonra
koyu renkli graniiller gormek miimkiin olmaktadir. Maksimum PHB iiretiminin oldugu
saatlerde SBB ile bakteriler boyandi. PHB biriktiren kolonilerde graniiller siyah-mavimsi
goriiniiyorken, PHB biriktirmeyen koloniler beyaz goriinmektedir (Thammasittirong vd.,
2017). Farkli kosullarda biiyiitiilen iki bakteri SBB ile boyandi ve PHB {iretimi
dogrulandi.

SBB boyamasi1 sonucunda hiicre igerisinde koyu mavi-siyah renkte graniiller net bir
sekilde gozlendi. Bu durum hiicre i¢ci PHB birikimini temsil eder. Sekil 4,17°de, SBB
boyama sonucu C. sphaeroides hiicrelerinin agirlikli olarak yuvarlak/oval morfolojide
oldugu, buna karsilik C. mecator hiicrelerinin ¢ubuk formunda bulunarak yer yer
zincirimsi dizilimler olusturdugu belirlendi. Farkli karbon kaynaklarinda elde edilen
ornekler karsilastinnldiginda, C. sphaeroides asetat ortaminda daha yogun ve belirgin

graniil olusumu gézlenmis olup, bu durum daha yiiksek PHB birikimine isaret etmektedir.
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C. necator’da tim karbon kaynaklarinda gdzlenen belirgin graniil boyanmasi, bu
mikroorganizmanin farklt karbon kaynaklar1 altinda da etkin bir sekilde PHB
biriktirebildigini gosterdi. Gozlenen graniil yogunlugu ve dagilimi, kiiltiir kosullarinin
hiicre i¢i PHB birikimi iizerinde belirleyici bir etkiye sahip oldugunu gosterir. Elde edilen
belirgin boyama sonuclar1 kullanilan yontemin PHB graniillerinin tespitinde etkili
oldugunu ortaya koymaktadir. Bu ¢alismada C. sphaeroides ve C. necator igin farkli
karbon kaynaklar1 altinda elde edilen sonuglar, Nile Red ve SBB boyama yontemleri
arasinda genel olarak uyum gosterdi. Nile red ve SBB goriintiilerinde PHB graniillerinin
dagilim1 ve yogunlugu karbon kaynagina bagli olarak benzer egilimler sergiledi. Ayrica
sekil analizlerinde de karbon kaynagina bagl olarak graniil yogunlugu ve hiicre ici
lokalizasyon agisindan benzer sonuglar elde edilmesi, kullanilan yontemlerin PHB tespiti
acisindan giivenilir ve birbiriyle tutarli oldugunu gostermektedir. Sekil 4.17°de C.
sphaeroides’in glikoz (A), fruktoz (B), siikroz (C) ve asetat (D), C. necator’un ise glikoz
€, fruktoz (F) ve asetat (G) besiyerlerinde tirettigi SBB ile boyanmis PHB graniillerinin

100X goriintiisii yer almaktadir.
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Sekil 4.17. Bakterilerden elde edilen ve Sudan Black B ile boyanan PHB graniillerinin 100X goriintiisii C.
sphaeroides glikoz (A), fruktoz (B), siikroz (C) ve asetat (D) ve C. necator glikoz (E), fruktoz (F) asetat
(G)

4.2.2. Nile Red ile goriintiilleme

Nil Red, hiicre i¢i PHB graniillerinin tespit edilmesinde kullanilan bagka bir hizli
ve kolay tekniktir. Nil Red, lipitlere baglanabilir, ¢esitli organik ¢oziiciilerde ¢ok ¢oziiniir

ve gliclii bir floresans verir. Hiicre i¢i graniiller kirmizi renginde boyanir. Farkli karbon
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kaynaklar1 kullanilarak yetistirilen C. sphaeroides ve C. necator’un Nile red ile
boyanmasi sonrast konfokal mikroskopi goriintiilerinde, floresans yogunlugunun karbon
kaynagina bagli olarak degistigi gozlendi. Boyanmis PHB graniillerinin floresan
yogunlugu ve PHB konsantrasyonu arasinda iyi bir baglantiya sahip oldugu ortaya
koyulmustur (Cao vd., 2022; Jendrossek vd., 2007). C. necator fruktoz ortaminda
boyama sonucu yiiksek floresans gozlenmis olup bu durum artmig PHB birikimini
gostermektedir. C. sphaeroides hiicrelerinin daha ¢ok oval/yuvarlak morfoloji sergiledigi
gozlenirken, C. necator hiicrelerinin ¢ubuk formunda oldugu ve yer yer kisa zincirler
olusturacak sekilde yan yana dizildigi belirlendi. Bu farklilik, tiirlere 6zgli morfolojik
ozelliklerden kaynaklanmakta olup, 6zellikle C. necator’un boliinme sonrasi hiicrelerinin
tamamen ayrilmamasina bagli olarak zincirimsi yapilarin olusabilecegi diisiiniildi. C.
necator’un Ui¢ karbon kaynaginda da zincir formunda uzamis hiicreler gozlenirken C.
sphaeroides’in dort karbon kaynaginda boyama sonrasi yuvarlak sekilde hiicreler
gozlendi. C. sphaeroides fruktoz ortamindayken hiicre basina birden fazla grantil birikimi
varken, siikroz ortaminda genellikle bir graniil gozlendi. Asetat ve glikoz gibi bazi
kosullarda hiicre i¢inde tek bir noktada giiclii floresan goriilmesi, asir1 PHB graniilii
liretiminin veya graniillerin hiicre c¢evresine yakin lokalizasyonun bir sonucu olarak
diisiiniildii. C. necator’un da farkli karbon kaynaklarinda hiicre basina birden fazla graniil
biriktirdigi gézlendi. Graniil sayis1 ve dagilimindaki farkliliklar, karbon kaynaginin hiicre
ici PHB metabolizmasi {izerinde belirleyici bir etkisi oldugunu gdstermektedir. Tiim
kosullar arasinda hem hiicresel yapt hem de PHB graniillerinin en iyi boyandigi ve
goriintiilendigi kosul C. sphaeroides’in fruktoz ortaminda kiiltiirii sonucu yapilan
boyamada kaydedildi. Bu goriintiide (Sekil 4.18 B), hem hiicrelerin belirgin sekilde
goriintiilendigi hem de PHB graniillerinin yliksek netlikte tespit edilebildigi gézlenmistir;
bu durum boyama ve goriintiileme kosullarinin uygun oldugunu gostermektedir. Tiim
kosullarda graniil hiicre ayriminin goézle goriilememesinin bir sebebi de Nil red’in hem
PHB graniillerine hem de hiicre duvart lipitlerine baglanabilmesi olabilir. Sekil 4.18°de
Nile Red ile boyanmis olan farkli karbon kaynaklarinda biiyiitiilmiis bakterilerin PHB
graniilleri yer almaktadir. Goriintiiler C. sphaeroides’in glikoz (A), fruktoz (B), siikroz
(C) ve asetat (D), C. necator’un glikoz (E), fruktoz (F) ve asetat (G) besiyerlerinde iirettigi
Nil Red ile boyanmis PHB graniillerinin 63 X goriintiisii (Sekil 4.18) seklinde bir siralama

ile verildi.
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1lum

Sekil 4.18. Bakterilerden elde edilen ve Nil red ile boyanan PHB graniillerinin 63 X goriintiisii C.

sphaeroides glikoz (A), fruktoz (B), siikkroz (C) ve asetat (D) ve C. necator glikoz (E), fruktoz (F) asetat
(&)

PHB graniilleri bazi hiicrelerde hiicre kutuplarina yakin, ¢ogunlukla sitoplazmik
membranda ya da yakininda, bir kismi ise sitoplazmada lokalize olabilmektedir. PHB
graniillerinin lokalizasyonu tiir ve biiyiime kosullarina bagli olarak hiicre igerisinde farkl
bolgelerde yogunlasabilmektedir. PHB graniillerinin boyutu, mikroorganizma tiiriine ve
hiicresel metabolik durum ve biiylime kosullar1 gibi ¢evresel kosullara bagli olarak
degisiklik gostermektedir. Literatiirde graniil ¢api 0.2-0.5 pm aralifinda degistigi
bildirilmistir (Jendrossek vd., 2007; Wahl vd., 2012).

C. necator hiicrelerinin farkli fermantasyon asamalarindaki PHB graniillerinin
boyutu, miktar1 ve morfolojisinde degisiklikler gbzlemlenmis ve bu faktorler oldukca
degiskenlik gostermistir. Graniillerin morfolojisi degistikce boyut ve sekil bakimindan
farklilik olmus ve farkli inkiibasyon siiresi hiicre basina graniil sayis1 iizerinde oldukca
etkili olmustur. Fermantasyon siiresinin degismesiyle graniiller siirekli olusmaya devam
ettigi icin kademeli olarak birlesir ve zamanla sitoplazmanin kisimlarini doldurur.
Fermantasyonun sonunda bazi graniillerin birlestigini gozlenebilir. Ayrica graniillerin

boyutu sabit bir degere sahip degildir. Farkl tiirlerde ve farkli biiylime evrelerinde PHB
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graniillerinin morfolojisi ve lokalizasyonu degisebilir. C. necator igin PHB graniilleri

hiicre kutuplarinda goriintiilenmistir (Nygaard, Yashchuk ve Hermida, 2021).

4.3. PHB Ekstraksiyonu

Mikroorganizmalar, yiiksek karbon varliginda ve azotga sinirlandirilmis
kosullarda yani dengesiz biiylime gibi stresli kosullara yanit olarak depo maddesi olan
PHB biriktirmektedir. Bu ¢alismada besin sinirlayic1 madde olan azot kaynagi olarak
amonyum kloriir (2mM) ve amonyum siilfat kullanildi. Karbon kaynagi olarak ise asetat,
glikoz, fruktoz ve siikroz kullanildi. PHB, yiiksek ekstraksiyon verimliligine sahip olmasi
sebebiyle ¢oziicii ekstraksiyon yontemleri kullanilarak ekstrakte edildi. Sekil 4.19°da

ekstraksiyon isleminin son basamagi olan PHB kurutma agamalar1 verildi.

Sekil 4.19. PHB kurutma asamalar1 A) Soguk metanol ile ¢oktiirme B) Nemli PHB C) Kurumaya
birakilmis PHB ve D) Kuru PHB 6rnegi

Olgiilen kuru hiicre agirhig1 ve ekstrakte edilen PHB nin tartilmast ile elde edilen
veriler kullanilarak PHB verimi ytlizdesi hesaplandi. Bu ¢alismada ekstrakte edilen saf

PHB Sekil 4.20°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.20. Ekstrakte edilen PHB 6rnekleri

C. sphaeroides ve C. necator "un dort farkli karbon kaynagindan ekstrakte edilen PHB
agirliklan tartild1 ve farkli kosullarda elde edilen kuru hiicre agirliklari, PHB verimi ve

miktar1 Cizelge 4.2°de gosterildi.

Cizelge 4.2. Farkl besiyerlerinde yetistirilen bakterilerde % PHB verimi

Bakteri Besiyeri Kuru hiicre PHB Miktar1 %PHB Verimi (w/w)
agirhg (CDW) (g/L)
g/L
C. sphaeroides Asetat 1,44 0,58 40,12
C. sphaeroides Glikoz 0,80 0,12 15,51
C. sphaeroides Fruktoz 0,34 0,01 2,88
C. sphaeroides Siikroz 0,59 0,11 18,45
C. necator Asetat 0,96 0,105 10,87
C. necator Glikoz 1,27 0,13 10,22
C. necator Fruktoz 1,04 0,33 31,76
C. necator Siikroz - - -

Cizelge 4.2°de gosterildigi gibi C. sphaeroides asetat, glikoz, fruktoz ve siikroz
besiyerlerinde sirasiyla 1,44, 0,80, 0,34 ve 0, 59 g/L kuru hiicre agirligina sahip iken C.
necator ise asetat, glikoz ve fruktoz besiyerlerinde 0,96, 1,27 ve 1,04 g/L kuru hiicre
agirligia sahiptir. En yiiksek kuru hiicre agirhig1 C. sphaeroides ’in asetat besiyerinde,
en diigiik kuru hiicre agirhigi C. sphaeroides ‘in fruktoz besiyerinde elde edildi. Ekstrakte
edilen PHB miktarlar1 incelendiginde, en yiiksek PHB firetiminin 0,58 g/L ile C.
sphaeroides’in asetat kosulunda elde edildigi, bunu 0,33 g/L PHB ile C. necator’un
fruktoz kosulunun izledigi belirlendi. Ayrica, en diisiik PHB iiretiminin C. sphaeroides
’in fruktoz ortaminda gergeklestigi de belirlendi. PHB verimlilikleri incelendiginde, en
yiiksek verimin %40,11 ile C. sphaeroides’in asetat ortaminda elde edildigi, bunu %31,76
verim ile C. necator’un fruktoz ortaminin takip ettigi goriildi. En diisiik verim ise %2,88

ile C. sphaeroides’in fruktoz ortaminda oldu. Fruktozlu C. sphaeroides Xkiiltiiri,
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caligmadaki tiim kosullar arasinda en diisiik kuru hiicre agirligina, en az PHB iiretimine
ve en diisiik PHB verimine sahip ortam olarak saptandi. Bu c¢alismada incelenen tiim
kosullar i¢inde, PHB iiretimi ve biyokiitle olusumu bakimindan en iyi sonuglar C.
sphaeroides’in asetatla beslenen kiiltiiriinde kaydedildi. C. necator’un glikoz kiiltiiriinde
kuru hiicre agirlig1 fruktoz ortamindan daha fazladir ancak PHB igerigi fruktoza kiyasla
daha disiiktiir. Benzer sonuglar Aramvash ve ark. (2015) tarafindan da bildirilmis ve
farkli karbon kaynaklar1 arasinda en yiiksek biliylime hizi glikozdan elde edilmesine
ragmen, fruktoza kiyasla PHB igerigi daha diisiik olmustur (Aramvash, Akbari Shahabi,
vd., 2015). Farkli karbon kaynaklarinin PHB {iretimi lizerindeki etkisi incelendi ve elde

edilen sonuclar Cizelge 4.3’te verildi.

Cizelge 4.3. Farkl: stratejiler ile biiyiitiilen C. necator ve C. sphaeroides igin literatiirde bildirilen ve

uretilen PHB miktarlar1

Bakteri Karbon kaynag PHB (g/L) Referans

C. necator Fruktoz 6,75 (Khanna ve Srivastava,

NRRL B14690 2005)

C. necator ATCC 17697 Fruktoz 4,6 (Nygaard vd., 2019)

C. necator DSM545 Siikroz 4,82 (Khonde vd., 2025)

C. necator H16 (DSM 428) Fruktoz 1,41 (Xuvd., 2021)

C. necator ATCC 25207 Fruktoz 4,99 (Ertan vd., 2021)

C. necator ATCC 25207 Glikoz 3,94 (Ertan vd., 2021)

C. necator NCIMB 11599 Siikroz 1,96 (Arikawa vd., 2017)

C. necator IBP/SFU-1 Fruktoz 5,68 (Zhila vd., 2021)

C. necator IBP/SFU-1 Glikoz 6,33 (Zhila vd., 2021)

C. necator DSM 545 Glikoz 63 (Atli¢ vd., 2011)

C. necator H16 Glikoz/Fruktoz 30,9 (Lin ve Ng, 2025)

C. necator NCIMB 11599 Glikoz 1,5 (Orita vd., 2012)

C. necator ATCC 17697 Fruktoz 25,7 (Nygaard, Yashchuk,

Noseda, vd., 2021)

C. necator CGMCC 1.2834 Asetat 0,43 (Cai vd., 2023)

C. necator Asetat 0,46 (Ren ve Ninomiya,
2025)

C. necator Re2058/pCB113 Fruktoz 0,26 (Murugan vd., 2017)

C. necator A-04 Fruktoz 53 (Chanprateep vd., 2010)

C. necator DSM 545 Glikoz 5,16 (Rondosova vd., 2022)

C. necator NRRL B14690 Fruktoz 1,4 (Khanna ve Srivastava,
2005)

C. necator NRRL B14690 Glikoz 0,031 (Khanna ve Srivastava,

2005)
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Cizelge 4.3 (devam) Farkli stratejiler ile biiyiitiilen C. necator ve C. sphaeroides igin literatiirde bildirilen

ve tretilen PHB miktarlar:

C. necator NRRL B14690 Asetat 0,023 (Khanna ve Srivastava,
2005)
C. necator DSMZ 545 Glikoz 3,3 (Baei vd., 2011)
C. necator DSMZ 545 Fruktoz 5,8 (Baei vd., 2011)
C. necator ATCC 17699 Glikoz 1,38 (Aramvash, Akbari
Shahabi, vd., 2015)
C. necator ATCC 17699 Fruktoz 2,16 (Aramvash, Akbari
Shahabi, vd., 2015)
C. necator ATCC 17697 Fruktoz 3,78 (Mulchandani vd.,
1989)
C. necator H16 (DSM 428) Fruktoz 0,33 Bu caligma
C. sphaeroides U7 Asetat 2,3 (Kemavongse vd., 2007)
C. sphaeroides ES16 Asetat 3,12 (Sangkharak ve
Prasertsan, 2007)
C. sphaeroides N20 Asetat 7,76 (Sangkharak ve
Prasertsan, 2007)
C. sphaeroides U7 Asetat 2,15 (Sangkharak ve
Prasertsan, 2007)
C. sphaeroides 14F Fruktoz 3,5 (Lorrungruang vd.,
2006)
C. sphaeroides 5B Glikoz 0,94 (Lorrungruang vd.,
2006)
C. sphaeroides 14F Asetat 1,06 (Lorrungruang vd.,
2006)
C. sphaeroides N20 Asetat 8,02 (Sangkharak ve
Prasertsan, 2008)
C. sphaeroides 0.U.001 Asetat 0,58 Bu ¢alisma
(DSM5864)

C. necator’un suslarina yapilan metabolik miihendislik stratejiler ile glikoz ve
stikroz gibi substratlarin metabolize edilmesi miimkiin hale gelmis ve PHB iiretim
verimliligi yiliksek oranda artmistir (Arikawa vd., 2017). Cok yonlii bir mikroorganizma
olan C. necator’un sekerleri karbon kaynagi olarak kullanabildigi gosterilmistir. Ancak
C. necator’ un hem yabanil tip hem de mutant suslar1 siikrozu metabolize edemez. Bu
durum siikroz bakimindan zengin endiistriyel hammadde kullanimini sinirlar. Ancak
metabolik olarak siikroz fosforilaz yolu eklenerek tasarlanmis C. necator suslari
gelistirilmis ve siikrozun verimli sekilde kullanildig1 gosterilmistir (Jo vd., 2021; Khonde
vd., 2025). Yabanil tip C. necator ‘un en yiikksek PHB verimliligini saglayan karbon
kaynagi fruktozdur (Khanna ve Srivastava, 2005). C. necator NCIMB 11599 susu,
glikozda biiyltiilmiis ve 201 g/L hiicrenin %86'st  P(3HB) homopolimer olarak
dretilmistir (Song ve Kim, 2005). Ertan ve arkadaslar1 (2021) tarafindan yapilan bir
arastirmada C. necator ATCC 25207 susu kullanilarak fruktoz ve glikozda sirasiyla 4,99
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g/L, 3,94 g/LL PHB iiretilmistir. Bu calismada ortamdaki glikoz ve fruktoz konsantrasyonu
arttikca PHB {iretimi de artmis ancak 10 g/L’ye diistiigiinde hiicre biiyiimesi i¢in PHB
titketimi baglamistir. Bu susun PHB iiretimi i¢in fruktozu tercih ettigi, glikozu ise genelde
mikrobiyal bliytime i¢in kullandig1 gézlemlenmistir. Glikozun tiiketim hizinin fruktozdan
daha yavas oldugu kaydedilmis (Ertan vd., 2021). Asetik asit gibi ugucu yag asitleri
(VFA), C. necator tarafindan PHB sentezi ve biiyiime i¢in karbon kaynagi olarak
kullanilabilmektedir. Ancak yiiksek konsantrasyonlari hiicre biiyiimesi {izerinde inhibe
edici etkide olup metabolit {liretimini bozmaktadir. Ortama kademeli olarak verilen
VFA’lar PHB’ye doniistiiriiliir. Yapilan bu ¢alismada C. necator’ un VFA tiikketiminin
kinetigi incelenmis ve C. necator'un biiyimesi ve PHB  iretimi, VFA’nin
konsantrasyonundan onemli Ol¢lide etkilenmistir. Asetik asit tiiketimi ile HB artisi
gbzlemlenmis (Marudkla vd., 2018; J. Wang vd., 2010). Zhila ve ark. (2021) fruktoz,
glikoz ve farkl bitkisel yaglar1 karbon kaynagi olarak kullanarak topraktan izole edilen
C. necator IPB/SFU-1 susundan PHA iiretmis ve karsilastirma yapmislardir (Zhila vd.,
2021). C. necator’ un glikozu verimsiz kullanmasi sebebiyle, mutant sus olan DSM 545
glikozu kullanabilme yetenegi nedeniyle c¢esitli calismalarda kullanilmistir. Bu
calismalarda ilk adimda glikoz ortaminda biyokiitle birikimi saglanir sonra ikinci bir
karbon kaynagi kullanilarak PHB birikimini arttirmak hedeflenir (Diankristanti vd., 2024;
Morlino vd., 2023). C. necator H16'nin rekombinant suslar1 kullanilarak %1 glikoz igeren
kiiltiir kosullarinda PHB basariyla iiretilmistir. C. necator’da glikoz kullanimini arttirmak
ve kullanabilecegi substrat aralifinin genisletilmesi icin yapilan baska bir ¢alisma ise
%67.2 verimde PHB {iretimi ile sonuglanmistir (Orita vd., 2012; Sichwart vd., 2011;
Weng vd., 2023). Asetat, biitirat, propiyonat ve valerat gibi ugucu yag asitlerinin substrat
olarak birlikte kullanimina dayanan ya da zenginlestirilmis karigik mikrobiyal kiiltiirler
ile polimer iiretimini hedefleyen bir¢ok arastirma yapilmis ve tek karbon kaynagi
kullaniminda elde edilen PHB miktarina kiyasla olduk¢a yiiksek PHA birikimi olmustur.
Cift karbonlu VFA’lar (asetat ve biitirat) ile PHB sentezlenirken, tek karbonlu VFA’lar
(propiyonat ve valerat) kullanildiginda PHBV iiretilmistir. Bir calismada, C. necator’un
VFA’lar ile kiiltiire edilmesi sonucu 1,72 g/ PHA iiretilmis ve karma mikrobiyal
kiiltiirlerle yiiksek verimlilik kaydedilmistir (Cai vd., 2023; H.-R. Jung vd., 2019;
Khatami vd., 2022). Yapilan bir modelleme ¢alismasinda C. necator DSM 545 susu ile
glikozdan PHB verimi yaklasik 0,48 g PHB/g glikoz olarak rapor edilmistir (Gonzalez
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vd., 2026). C. necator ile ilgili dnceki ¢alismalar da glikozun karbon kaynagi olarak
verimsiz kullanimi vurgulanmistir (Hathi vd., 2022).

Khatipov ve ark. (2006), C. sphaeroides tarafindan gesitli karbon ve azot
kaynaklarinin kombinasyonu ile PHB birikimi iizerine bir ¢alisma yapmis, en yiiksek
PHB iiretimi (hiicre kuru agirliginin yaklasik %40 kadar) asetat ve amonyumlu ortamda
olmustur (Khatipov vd., 2006). Rhodobacter tirleri asetat, glikoz ve malat gibi
substratlar1 kullanabilir (Liebergesell vd., 1991). PNSB grubunda yer alan Rhodobacter
capsulatus DSM 1710 ile yapilan bir ¢caligmada farkli asetat konsantrasyonlar1 (10-65
mM) denenmis ve baslangi¢ asetat konsantrasyonundaki artis, biyokiitle ve PHB
birikiminde artisa neden olmustur. En yiliksek verimin oldugu 65 mM asetat iceren
ortamda hiicre kuru agirhiginin yaklasik %20’si kadar PHB (200,3 mg PHB/g cdw)
tiretilmistir (Ozsoy Demiriz vd., 2019). Hustede ve ark. (1993) tarafindan yapilan
calismada da benzer sonuglar rapor edilmistir. C. sphaeroides’te 10 mM asetat
kullanildiginda %38 olan PHB (% cdw'nin), 30 mM asetat kullanildiginda %70’e
yiikselmistir (Hustede vd., 1993). C. sphaeroides substrat olarak asetat1 kullandiginda
diger karbon kaynaklarina gore daha fazla PHB {irettigi bulunmustur (Monroy ve Buitron,
2020). Bu calismanin sonuglar1 da bunu desteklemektedir, C. sphaeroides asetatta diger
kaynaklara kiyasla daha fazla PHB iiretmistir.

Asetatin (60 mM) karbon kaynagi olarak kullanildig: kiiltiir ortaminda, (NH4)2SO4
(4 mM) azot kaynagi ile PHB birikimi kuru hiicre agirliginin %54 iine ulagsmistir. Buna
karsilik, azot kaynag1 olarak glutamat (8 mM) kullanildiginda PHB igerigi %51 (DCW)
olarak belirlenmistir (Kim vd., 2011). Kim ve ark. (2012), C. sphaeroides KD131'de
karbon (asetat ve siiksinat) ve azot (amonyum siilfat ve glutamat) kaynaklarinin PHB ve
H, iiretimi tizerindeki etkisini incelemislerdir (Kim vd., 2012). H» {iretimi icin asetatta
diisiik substrat dontisiim verimliligi kaydedilmis ve bu durum substratin bakteri biiylimesi
ya da PHB depolama gibi alternatif yollar i¢in kullanildigin1 géstermistir. En yiiksek PHB
verimi ise asetat ve amonyum siilfat ile elde edilmistir (Kim vd., 2012).

Lorrungruang ve ark. (2006) tarafindan yapilan arastirmada C. sphaeroides’in
yedi farkli susu glikoz, fruktoz ve asetat gibi ¢esitli karbon kaynaklarinda kiiltiire edilmis
ve substratlarin PHA iiretimi tizerindeki etkileri arastirtlmistir (Lorrungruang vd., 2006).
5 g/L karbon kaynagi iceren iki asamali aerobik karanlik kiiltiirde ve anaerobik 1s1k
kiltiriinde biiyiimeler karsilastirllmis  ve aerobik karanhik kiiltirdeki PHA

konsantrasyonlar1 dikkate alindiginda iiretim i¢in daha pratik kosul olduguna karar
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verilmistir. Baz1 suslar fruktoz ve glikozda 6nemli bir biiylime gosterememistir. Daha
yiiksek fruktoz konsantrasyonunun biiytiimeyi baskiladigi goriilmiistiir. Sonug olarak iki
asamal1 aerobik kiiltiirde C. sphaeroides 14F susu fruktoz (1,67 g/L) ve asetatta (1,06
g/L) ylksek PHA iiretimi gostermistir. 14F susu siikrozu dogrudan kullanamazken
fruktozun PHA iiretimi iizerindeki etkileri daha detayli incelenmis ve en yiliksek PHA
konsantrasyonu 3.5 g/L (%60 DCW) olarak belirlenmistir (Lorrungruang vd., 2006).

En ¢ok tercih edilen VFA olarak kabul edilen asetat, diisiik maliyeti ve PHA
sentezinde asetil-CoA'nin Onciisii oldugu i¢in, PHB {iretiminde sik kullanilan bir
substrattir. Farkli C. sphaeroides suslar1 ve karbon kaynaklari ile yapilmis ¢alismada C.
sphaeroides N20 susu icin asetatin PHB iiretiminde en iyi karbon kaynagi oldugu
gosterilmistir (Gu vd., 2024; Sangkharak ve Prasertsan, 2008).

Bu calismada C. necator dort farkli karbon kaynagi arasinda en yiiksek PHB
veriminin fruktoz varlifinda elde edildigi belirlendi. Benzer sekilde literatiirde de C.
necator’un fruktozda daha yiiksek PHB birikimi gosterdigi rapor edilmistir. C.
sphaeroides i¢in ise en iyi biiylimenin asetat iceren ortamda gdzlendigi tespit edildi, bu
durum literatiir ile uyumludur. Literatiirde asetatin 6zellikle PHB sentezi i¢in etkili bir
karbon kaynagi oldugu ve bircok bakteri tiirlinde depolama polimeri {iretimini tesvik
ettigi bildirilmektedir. Elde edilen sonuclar, karbon kaynagi tipinin hem biiyiime
performanst hem de PHB birikimi {izerinde belirleyici bir etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Yine literatlirle uyumlu olarak C. mecator siikrozu substrat olarak

kullanamamustir.

4.4. Uretilen PHB Polimerlerinin Karakterizasyonu

Fermentasyon siirecleri sonucunda elde edilen PHB polimerlerinin yapisal
dogrulamas1 ve fizikokimyasal Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla karakterizasyon
analizleri gerceklestirildi. Uretilen polimerin kimyasal yapist FTIR ve NMR analizleri ile

dogrulanirken, termal davranisi DSC ve TGA teknikleri kullanilarak degerlendirildi.
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4.4.1. NMR spektroskopisi ile polimer yapisinin karakterizasyonu

Bakterilerden ekstrakte edilen PHB 6rneklerinin molekiiler yapilarini belirlemek
icin NMR spektroskopisi kullanildi. Sekil 4.21°de gosterildigi gibi NMR analizi,

bakteriler tarafindan tiretilen polimerlerin PHB oldugunu dogrulada.

-CH; .
C. sphaeroides-AsgtgtC b -OCH- ~CH= I (CH2.SY,
A Ak 1
C. sphaeroides-Fruktoz 7
A
C. sphaeroides-Glikoz l re
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C. sphaeroides-Siikroz | B
C. necator-Asetat i *
f3
C. necator-Fruktoz L . k
f2
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F1
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Sekil 4.21. Ticari ve dort farkli besiyerinde biiyiitiilen C. sphaeroides ve C. necator’dan ekstrakte edilen
PHB’nin NMR spektrumlarinin karsilastirilmasi

Bu calismada kaydedilen (Cizelge 4.4) NMR pikleri daha once yapilan
caligmalardaki degerler ile tutarlidir. 1,18- 1,34 ppm araliginda gozlenen pik metil
grubunun (-CHs), 2,38- 2,58 ppm araliginda gézlenen pik metilen grubunun (-CHb), 5,15-
5,27 ppm araliginda goézlenen pik ise (-CH) varligim1 gosterdi. Sekil 27°de gosterildigi
gibi spektrumda 7.20 ppm’deki NMR piki ¢oziicliyli (CD3Cl) temsil ederken, 0.00
ppm’deki pik referans madde olarak kullanilan tetrametilsilan1 ((CH3)4Si) temsil

etmektedir.
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Cizelge 4.4. C. sphaeroides ve C. necator’ un dort farkl besiyerinden elde edilen PHB nin 'H NMR
pikleri (ppm) ve onlara karsilik gelen PHB yapisal gruplar

PHB yapisal grubu '"H NMR pikleri (ppm)
CH3 1,18-1,34

CHz 2,38-2,58

CH 5,15-5,27

C=0 -

Yapilan bir arastirmada C. necator ATCC17697'nin fruktoz ortaminda
fermantasyonuyla iiretilen PHB polimerinin 'H-NMR ile gozlemlenen pikleri su
sekildedir: 1.27 ppm’deki cift rezonans sinyali —CHs, 2,45-2,63 ppm'deki ciftli dortlii
rezonans sinyali —CHa- ve 5,26 ppm'deki ¢coklu rezonans sinyali ise -OCH- protonlarina
karsilik gelmektedir (Nygaard, Yashchuk, Noseda, vd., 2021). Bacillus spp. tarafindan
iiretilen PHB nin '"H-NMR "1nda sirasiyla 1,27 ppm'de (¢ift, CH3), 2,48-2,58 ppm'de (¢ift
dortlii, CH2) ve 5,25 ppm'de (¢oklu, CH) olmak iizere {i¢ sinyal gézlemlenmistir (Senila
vd., 2023). Burkholderia cepacia BPT1213 tarafindan atik gliserol kullanilarak
sentezlenen polimer i¢in 'H NMR sonucu PHB’de yaygin olarak gézlenen metil, metilen
ve metin grubunu gdsteren ii¢ ana pik sirasiyla 1,20—1,21 ppm, 2,38-2,56 ppm ve 5,16—
5,22 ppm'de gosterilmistir. 7,20 ppm'de gosterilen pik ise analiz i¢in kullanilan
kloroforma karsilik gelmektedir (Drusilla Wendy vd., 2022) (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Burkholderia cepacia BPT1213 tarafindan atik gliserol kullanilarak sentezlenen PHB nin 'H
NMR pikleri (ppm) ve onlara karsilik gelen yapisal gruplar (Drusilla Wendy vd., 2022)

PHB yapisal grubu '"H NMR pikleri (ppm)
CH3 1,20-1,21
CH; 2,38-2,56
CH 5,16-5,22

C. sphaeroides ve C. necator’ un farkli karbon kaynaklarindan mikrobiyal
fermantasyonla sentezlenen PHB’nin 'H NMR spektrumlari, onceki c¢alismalarda
bildirilen spektrumlarin yani sira ticari PHB’nin spektrumuyla da uyumludur. Bu
ekstrakte edilen polimerin PHB oldugunu gosterdi.

Elde edilen sonuglarin tiim 6rnekler i¢in benzer oldugu gozlendi ve tiim 6rneklere

ait NMR spektrumlar1 detayl olarak EK 1-7’de verildi.
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4.4.2. FTIR spektroskopisi ile polimer yapisinin karakterizasyonu

Molekiiler  yapilarin  nitel olarak incelenmesinde kullanilan  FTIR
spektroskopisinin FTIR spektrumu numunenin genel kimyasal bilesimini temsil eder.
Ekstrakte edilen polimerlerde ana fonksiyonel gruplarin varligmin dogrulanmasi ig¢in
FTIR spektroskopisi kullanildi. C. sphaeroides ve C. necator ile optimize edilen
ortamlardan tiretilen PHB 6rnekleri ve ticari PHB’nin FTIR spektrumlar karsilagtirmali
olarak Sekil 4.22° de gosterildi. Ekstrakte edilen ve standart PHB nin FTIR spektrumlari
3900 ile 500 cm™! araliginda gozlendi. Bu sonuglar, literatiirde daha dnce bildirilen

calismalarin sonuglari ile biiytik 6l¢iide uyumludur (Trakunjae vd., 2021).
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Sekil 4.22. Ticari ve dort farkli besiyerinde biiyiitillen C. sphaeroides ve C. necator’dan ekstrakte edilen
PHB’nin FTIR dalga sayis1 (cm™) karsilagtirmasi

Ekstrakte edilen PHB’ lerin FTIR spektrumlari ile fonksiyonel gruplar tespit
edildi ve dogrulandi. Cizelge 4.6’da bu ¢alismada, C. sphaeroides ve C. necator’ un dort
farkli besiyerinden elde edilen PHB nin fonksiyonel gruplar1 ve FTIR dalga sayilari (cm™
) verildi. Cizelge 4.6°da gosterildigi gibi 1379-1378 cm!’deki adsorpsiyon CHs

T T
500
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grubunun varligmi, 1453-1452 cm’deki adsorpsiyon CHaz grubunun varligini, 2976-
2921 cm™deki adsorpsiyon CH grubunun varligini, 1720-1719 ¢cm™’deki adsorpsiyon
C=0 grubunun varhgini, 1276-1043 cm’deki adsorpsiyon C-O grubunun varlhigmn,
3307-3436 cm™”deki adsorpsiyon O-H fonksiyonel grubunun varligini géstermektedir.

Cizelge 4.6. C. sphaeroides ve C. necator’ un dort farkli besiyerinden elde edilen PHB’nin fonksiyonel

gruplar1 ve FTIR dalga sayis1 (cm™)

Fonksiyonel grup FTIR dalga sayisi1 (cm™)
CH; 1379-1378
CH» 1453-1452
C-H 2976-2921
C=0 1720-1719
C-O0 1276-1043
O-H 3307-3436

Sentezlenen polimerlerin FTIR spektrumlari, literatiirde daha once bildirilen
verilerle iyl bir uyum gostermekte ve PHB'nin basarili bir sekilde iiretildigini
dogrulamaktadir. Nygaard ve arkadaslarinin (2021) fruktoz ortaminda elde ettigi
polimerin FTIR spektrumlarinda PHA larin karakteristik ester karbonil grubuna karsilik
gelen C=0 bag gerilmesine bagli 1720 cm"'de yogun bir bant gézlemlenmistir. 1181
cm"de, C —O—C grubunun asimetrik gerilme titresiminden dolay1 bir bant kaydedilirken
metil ve etil gruplarindan kaynaklanan C-H gerilmesi, 2900 cm™ civarindaki bolgede
bant vermistir. Bu spektrumlar ticari PHB’ nin spektrumlari ile de uyumlu bulunmustur
(Nygaard, Yashchuk, Noseda, vd., 2021). Baska bir calismada FT-IR spektrumu
incelendiginde PHB’ye 6zgii karakteristik piklerin varligi goriilmektedir. 2976 ve 2934
cm de gozlenen iki giiglii pik, sirastyla —CHs ve —CH: gruplarinin C—H gerilme
titresimlerine karsilik gelmektedir. 1743, 1724 ve 1287 cm "’de ortaya c¢ikan belirgin
pikler ise ester karbonil gruplarina (C=0O) ve asimetrik O—C gerilme titresimlerine
atfedilmektedir. Bunun yani sira, 1381, 1466 ve 3440 cm "’de gozlenen pikler —CHs,
—CHz, —CH ve O-H gruplan ile iligkilendirilmektedir (Senila vd., 2023). Burkholderia
cepacia BPT1213’ten  ekstrakte edilen PHB’nin fonksiyonel gruplart FT-IR
spektroskopisi ile incelendiginde, PHA lara ait karakteristik bantlar gozlenmistir. 3444
cm™! dalga sayisindaki bant hidroksil (—~OH) grubunu temsil etmektedir. 1730 cm™"’de
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gozlenen yogun bant ise ester grubuna ait karbonil gerilme titresimini (C=0)
gostermektedir ve PHB ig¢in tipik bir 6zelliktir. 1454—1382 cm™ dalga sayis1 araliginda
belirlenen giiclii bantlar metil (CHs) ve metilen (CH:) gruplarinin deformasyon
titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Ayrica 1134 cm"’de goézlenen bant C-O-C
baglarinin gerilme titresimlerine karsilik gelmektedir (Drusilla Wendy vd., 2022). Bagka
bir ¢calismada C. necator ile PHB iiretilmis ve FTIR ile analiz edilmistir. Cizelge 4.7°de
elde edilen PHB'min FTIR dalga sayilari (cm™) ve onlara karsilik gelen fonksiyonel

gruplari verilmistir.

Cizelge 4.7. C. necator'dan elde edilen PHB'nin fonksiyonel gruplari ve FTIR dalga sayisi (cm™) (Azizi

vd., 2017)
Fonksiyonel grup FTIR dalga sayis1 (cm™)
CH; 1367
CH» 1460-1440
C-H 2927-2856
C=0 1741
C-0 1180
O-H 3435

Bu analiz sonuclarina gore C. necator ve C. sphaeroides ’in fermantasyonu ile
iretilen biyopolimerin homopoliester PHB oldugunu dogruladi. Elde edilen sonuglarin
tiim 6rnekler i¢in benzer oldugu gbzlenmis olup, tiim drneklere ait FTIR grafikleri detayli

olarak EK 8-14’te verildi.

4.4.3. TGA/DSC analizi ile polimer yapisinin karakterizasyonu

Elde edilen PHB Orneklerinin termal ozelliklerini incelemek igin diferansiyel
taramal1 kalorimetri (DSC) ve termogravimetrik analiz (TGA) teknikleri yapildi. TGA
analizinde buharlagma, ayrigsma veya oksidasyon gibi siiregler ile sicaklik ve zamana bagh
olarak polimerin kiitlesindeki degisimler dl¢iilmektedir. TGA termogramlari, sicaklik ve
zamana bagli olarak Ornek kiitlesi arasindaki farklar ile elde edilir. Kiitle kaybi
asamalarini analiz eden TGA ile polimerin termal kararlili§1 gézlemlenir. DSC analizinde
orneklerin erime sicakliklar1 karsilastirilarak yapisal ve termal 6zellikler analiz edilir. Bu

teknikler ile polimerlerin termal kararliligi, bozunma kinetigi ve faz gegisleri gibi
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Ozelliklerin anlasilmasi saglanir. Yedi PHB 6rneginden elde edilen TGA termogramlari
benzerlik gosterdi. Orneklerdeki maksimum agirlik kayb: hizi (Tm) sicaklik degerleri
hemen hemen ayniydi. Sekil 4.23 4.24, 4.25 ve 4.26’da elde edilen PHB’lerin TGA
termogramlar1 ve DSC egrileri gosterilmektedir. Ticari PHB ve ekstrakte edilen PHB’ler

arasinda karsilastirma yapildi.
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Sekil 4.23. C. sphaeroides’in dort besiyerinden elde edilen ve standart PHB’lerin TGA termogramlari
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Sekil 4.24. C. necator *un ii¢ besiyerinden elde edilen ve standart PHB’lerin TGA termogramlari

PHB genellikle 240-290°C araliginda bir ana bozunma gostermektedir. Bu
sicaklik araliginda polimer zincirlerinin kopmasi ile kiitle kayb1 meydana gelmeye baslar.
Polimer bozunma sicakligi, elde edilen PHB’nin safligi, molekiil agirligi, bakteri tiirti ve
kullanilan karbon kaynagma gore degisebilmektedir. TGA grafikleri incelendiginde
beklenildigi iizere her iki bakteride de 240-300°C araliginda egriler hizli bir diislis
gosterdi ve ana bozunma gerceklesti. TGA analizinde grafiklere gore agirlik kayiplar C.
sphaeroides’te asetat, glikoz, fruktoz ve siikroz i¢in sirasiyla 246,56°C, 244,32°C, 260°C
ve 243,92°C, C. necator’da ise asetat, glikoz ve fruktoz icin sirasiyla 240°C, 257,47°C
ve 245,35°C de ticari PHB 6rneginde ise 300,63°C’de basladi. Grafiklerde bu aralikta
baslayan ani agirlik kayb1 PHB nin bozunma siirecini géstermekte olup DSC analizinde
gozlemlenen bozunma gecisiyle de tutarlidir. Bu sonuglar PHB polimerinin karakteristik
termal davranisi ile uyumludur. Ticari PHB (standart) elde edilen 6rnekler arasinda en
yiiksek Tonset (baslangi¢ bozunma sicakligi)’e sahiptir. Bu durumun ticari PHB’nin
yiiksek ortalama molekiil agirligina ve termal dayanima sahip olmasi ile agiklanabilecegi
diisiiniildii. C. sphaeroides ile tretilen dort farkli PHB Orneginin Tonset degerleri
birbirine oldukca yakin yani benzer TGA profilleri sergiledi. Bu durum farkli karbon
kaynaklarmin polimer yapisi lizerinde ©onemli Olclide degisime sebep olmadigini

diistindiirmektedir.
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Yaklasik 600°C’de gozlenen yliksek kalan kalinti orani orneklerdeki hiicresel
artiklarin ~ veya inorganik bilesenlerin saflastirma asamasinda tam olarak
uzaklastirllmadigini isaret etmektedir. Kalinti miktarlar1 incelendiginde, C. necator’un
asetat, glikoz ve fruktozdan elde edilen PHB ornekleri %91,05, %91,10 ve %92,77
oraninda kiitle kaybina ugrayarak biiyiik 6lgiide ayrismis ve geriye kalan kiil miktari
strastyla %8,95, %8.,9 ve %7,23 olarak belirlendi. C. sphaeroides asetat, glikoz, fruktoz
ve siikroz ortamindan elde edilen 6rnekler ise sirastyla %86,33, %75,38, %82 ve %91
oraninda kiitle kaybina ugrarken ayni sira ile kalinti miktarlar1 %13,67, %24,62, %18 ve
%9 olarak belirlendi. Ticari PHB ise %67,18 oraninda kiitle kaybina ugrarken geriye
kalan kalinti miktar1 %32,82 oldu. TGA analiz sonuglarina gore ticari PHB 6rneginde
yaklasik %33 oraninda kalint1 gézlenirken, mikrobiyal kaynakli PHB 6rneklerinde bu
oran belirgin sekilde daha diisiik bulundu. Ticari PHB’de g6zlenen yiiksek kalinti miktari,
tiretim siirecinde kullanilan katki maddeleri ve olasi inorganik safsizliklarin varlig: ile
iligkili olabilecegi diisiiniildii. Buna karsilik mikrobiyal PHB’nin katki maddesi
icermemesi nedeniyle termal bozunma sonrasi daha diisiik kalinti biraktig
diisiiniilmektedir. Termogravimetrik analizde yiiksek sicaklikta kalan kiitle, safsizliklari

igerebilir (Pradhan vd., 2017).
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Sekil 4.25. C. sphaeroides’in dort besiyerinden elde edilen ve standart PHB lerin DSC egrileri
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Sekil 4.26. C. necator *un iig besiyerinden elde edilen ve standart PHB’lerin DSC egrileri

Standart olarak kullanilan ticari ve ekstrakte edilen PHB orneklerinin DSC
grafiklerinde yaklagik 160-180°C’de maksimuma ulasan diisiik siddetli endodermik
pikler, polimerlerde erime sicaklifina karsilik gelmektedir. Tiim 6rneklerde yaklasik
160—-180 °C civarinda PHB’ye ait karakteristik erime pikleri gozlendi ve PHB nin erime
sicakligr (Ty) ile iligkilendirildi. Literatiirde PHB Tm'si i¢in bildirilen sicakliklarin cogu
160 °C ile180 °C araligindadir ve bu ¢alismada elde edilen degerler bu aralikla uyumludur
(McAdam vd., 2020). Yine tiim 6rneklerde ikinci belirgin ve siddetli bir endodermik pik
kaydedildi ve yaklasik 240- 300 °C araliginda gozlenen bu pikler PHB’nin termal
bozunma sicakligi (Tq) ile iligkilendirildi. DSC egrilerinde polimerler i¢in hizh
degredasyon siirecine karsilik gelen ve yaklagik 240-300 °C araliginda olan bu pikler ile
TGA grafiginde kiitle kaybinin en hizli oldugu belirlenen bozunma sicakliklari arasinda
uyum oldugu kaydedildi.

C. necator ve C. sphaeroides tarafindan tiretilen PHB 6rneklerinin TGA ve DSC
analizlerinden elde edilen sonuglar, literatiirde bildirilenlere benzerdir (Heinrich vd.,
2012; Nygaard, Yashchuk, Noseda, vd., 2021; Pradhan vd., 2018). Bu caligmada
bildirilen sonuglara ¢ok benzer olarak, Hablot ve ark. (2008), C. necator'dan iiretilen

PHB i¢in agirlik kaybinin ana asamasinin 230°C - 305°C araliginda oldugunu bildirmistir
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(Hablot vd., 2008). Iki bakteri tiiriinden elde edilen PHB 6rneklerinin, standart PHB’ye
kiyasla daha diisiik termal kararlilik gdsterdigi sonucuna varilabilir ¢iinkdi tiim 6rneklerde
maksimum bozunma sicakliklar1 standart PHB’den daha diisiik yani termal bozunmaya
kars1 gosterilen direng standarda kiyasla azdir. Ticari PHB ile karsilastirildiginda, bu
caligmadaki orneklerin daha diisiik sicaklikta bozunmasi polimerlerin molekiiler yapisi
ve agirligr ve saflik derecesi ile iliskilendirilmistir. Diisiik molekiil agirligi daha diisiik
bozunma sicakliginin bir sebebi olabilir.

TGA analizinde kiitle kaybinin ilk agsamas1 100°C ile 160°C sicaklik araliginda,
polimer iizerinde fiziksel olarak adsorbe edilmis metanol, kloroform vb. ¢oziiciilerin
buharlagmasi ile olur. PHB'nin erime noktasindan sonra, polimer bozunmasinin ikinci
veya ana asamasi 180°C'den sonra baslar. Ester baglarin kirilmasi ile zincir bozulmasi ve
hidrolizi gerceklesir boylece molekiil agirlikta azalma baslar (Pradhan vd., 2018).

DSC analizinde bazi PHB o&rneklerinde 300-500 °C sicaklik araliginda
ekzotermik pikler gozlendi. Yiiksek sicakliklarda gerceklesen termal bozunma, karbonca
zengin kalintt (char) olusumu gibi ekzotermik yan reaksiyonlarin ve oksidatif
reaksiyonlarin olusumu ile sonu¢lanmaktadir. Bozunmanin sonraki asamalarinda esas
olarak kalintilarin oksidasyon reaksiyonlar1 gerceklesir (Grochowicz ve Kierys, 2017; J.
Li ve Stoliarov, 2014).

C. necator’dan sentezlenen PHB’ nin erime sicakliginin 169,88 °C, maksimum
bozunma sicakliginin ise 298,82 °C oldugu bildirilmistir (Orimi vd., 2025). Bu sonuglar
elde edilen verilerle ortiismektedir. Kristallesme derecesinin arttirilmasinin, Tm degerini
onemli Olciide yiikselttigi gozlemlenmistir (Kargupta vd., 2025). PHB'nin termal
bozunmasi, yliksek sicakliklarda (200 °C'nin {izerinde) ester baglarinin rastgele
kopmasiyla meydana gelir. Bu bozunma krotonik asit olusumuna neden olur (Valle
Iulianelli vd., 2016). Atik gliseroliin karbon kaynagi olarak kullanilmasi ile tiretilen
PHB’nin Tm degeri 160-166°C araliginda kaydedilmistir (Drusilla Wendy vd., 2022). Bu
sonuclar iretilen polimerlerin PHB homopolimeri oldugunu ve ozelliklerinin ticari
PHB’ye benzer oldugunu dogruladi.

DSC analizlerinden elde edilen erime entalpisi (AHm) degerleri kullanilarak
polimerlerin kristallik derecesi hesaplanabilmektedir. Ancak bu c¢aligmada polimer
orneklerinin entalpi degerleri diisiik cikmakla beraber giivenilir sekilde hesaplanmadi. Bu
sebeple kristallik derecesi de hesaplanmadi. Diisiik molekiil agirlig1 ve safsizlik kristallik

derecesini etkiler.
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Sodyum hipoklorit gibi halojenli ¢d6ziiciiler kullanilarak gergeklestirilen
ekstraksiyon islemi, hiicresel bilesenlerin uzaklastirilmasini saglayarak PHB nin %86-99
saflik seviyesinde saflagtirilmasina katkida bulunmakla birlikte, giiclii oksitleyici etkisi
nedeniyle polimer zincirlerinde 6nemli 6l¢iide degradasyona yol agabilmektedir (Berger
vd., 1989). Farkli ¢calismalarda sodyum hipoklorit kullanildiginda yiiksek saflikta PHA
elde edilmis ancak polimerin bozunmasi gézlemlenmistir. C. necator ile yliksek saflikta
elde edilen PHB’ nin sodyum hipoklorit sebebiyle ciddi sekilde bozuldugu ve molekiiler
agirhginda da %50 azalma meydana geldigi bildirilmistir (Jacquel vd., 2008). Igsel
viskozite ve mutlak molekiiler agirliktaki azalmalar, polimer zincirlerinde meydana gelen
kirilmalarin bir gostergesi olup, polimerin degradasyona ugradigini gosterir. Halojenli
¢oziiciilerin kloriir iyonlart PHA’y1 ¢ozer (Estrela vd., 2002; Kurian ve Das, 2021).
Sadece hipoklorit ile yapilan islemlerde hipoklorit oran1 arttik¢ca molekiil agirlikta ciddi
azalmalara sebep olacak bozulma olmustur. Yiiksek molekiil agirlikli PHB i¢in diisiik
hipoklorit konsantrasyonlar1 kullanilmalidir (Hahn vd., 1993).

PHB’nin molekiiler agirligi, kristallik derecesi, mekanik ozellikleri ve termal
davranigi arasinda gii¢lii bir iligki vardir. Sodyum hipoklorit kullanimiyla meydana gelen
molekiiler agirliktaki azalma polimerin fiziksel ve mekanik 6zelliklerini de etkiler. Zincir
uzunlugunun kisalmasiyla mekanik dayanim azalir ve kirilgan yapili olmaya sebep olur.
Bu durum polimer erime davranislar: tizerinde de degisikliklere sebep olabilir. Termal
bozunma sicakliginda diisme ve erime pikinin genislemesine sebep olabilir. Ayrica
kristallik derecesinde diislis ve beraberinde daha diizensiz kristal yapilarin olusmasi da
muhtemeldir.

PHA'larn ¢esitli 6zellikleri baz1 kosullara bagl olarak 6nemli dl¢iide degisiklik
gosterir. Monomerin zincir uzunlugu, polimerin hidrofobikligini, erime noktasini, cam
gecis sicakligini ve kristalinite derecesini etkiler (Castilho vd., 2009). Monomerlerde
bulunan karbon atomlarinin sayis1t monomerlerin zincir uzunluguyla birlikte molekiiler
yapilarini belirler ve bu da farkli 6zelliklere sahip cesitli PHA polimerlerine yol agar.
PHA'larin termal ozellikleri, polimerin zincir uzunluguna baglidir ve bu o6zellikler
polimerin mekanik 6zelliklerini dogrudan etkiler (Dalton vd., 2022).

Bir arastirmada molekiiler agirligin PHB nin termal gegisleri lizerindeki etkisi
acikca goriilmiis ve termal Ozelliklerin molekiiler agirliktan etkilendigi gosterilmistir
(Dominguez-Diaz vd., 2015). PHB'lerin erime, kristallesme ve bozunma sicakliklariin

baslangigta molekiiler agirlik arttikga arttigini gosterilmistir (Fiorese vd., 2009). Yani
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PHB'nin fiziksel 6zellikleri molekiiler agirligina baghdir (Mongili vd., 2021). Yiiksek
molekiiler agirlikli PHB, diisiik molekiiler agirlikli PHB'ye gore daha yavas bozunur
(Aramvash, Banadkuki, vd., 2015).

Hong ve ark. (2008), PHB nin termal stabilitesinin, diisiik konsantrasyonlarda
bulunan kalinti safsizliklardan dahi 6nemli 6l¢iide etkilendigini ortaya koymus ve
safsizliklarin polimerin kristalizasyon ve termal bozunma davraniglarinda belirgin
degisimlere yol agtigini1 gostermislerdir. Safsizlik erime sicakligini degistirmis ve erken
bozunmaya yol agmstir. safsizliklarin termal bozunmay1 hizlandirma {izerindeki etkisi
DSC ve TGA analizleri ile dogrulanmistir (S.-G. Hong vd., 2008).

Bakterilerde PHA ‘lar yan zincir karbon atomlarinin sayisina gore scl, mcl ve Icl
olmak tiizere li¢ sinifa ayrilir. PHA'larin termal 6zellikleri, polimerin zincir uzunluguna
baglidir ve bu 6zellikler polimerin mekanik 6zelliklerini dogrudan etkiler. PHA monomer
karbon sayis1 ve zincir uzunlugu, polimerin molekiiler yapisim1 belirler ve polimer
karbonunun dallanmig yapisi yan zincirlerin kristallik {izerinde etkili olup polimerin
kristallik derecesini belirlemektedir. Monomer karbon sayisindaki artisin, PHA’larin Tg,

Tm ve Tc degerleri lizerinde dogrudan etkili oldugu gosterilmistir (Dalton vd., 2022).
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5.SONUCLAR VE ONERILER

Bu bdliimde, farkli karbon kaynaklar1 kullanilarak C. sphaeroides ve C. necator
suslarinda gergeklestirilen PHB iiretim calismalar1 sonucunda elde edilen bulgular
Ozetlendi ve karsilagtirmali olarak degerlendirildi.  Ayrica, elde edilen veriler

dogrultusunda ¢alismanin gelistirilmesine yonelik dneriler sunuldu.

5.1 Sonuclar

Bu tez calismasinda ¢ok yonlii metabolizmaya sahip ve yliksek verimle PHB
biriktirdigi bilinen C. sphaeroides ve C. necator’un farkl karbon kaynaklarinda PHB
tiretim verimlilikleri arastirildi. Bu caligmada karbon kaynagi olarak glikoz, fruktoz,
siikroz ve asetat, azot kaynagi olarak ise amonyum kloriir ve amonyum siilfat kullanildi.
iki bakterinin 70 mM asetat ve farkli glikoz, fruktoz ve siikroz konsantrasyonlarinin
oldugu ortamlarda biiyiimeleri incelendi. C. sphaeroides ’in glikoz, fruktoz, siikroz ve
asetat karbon kaynaginda kaydedilen OD degerleri sirasiyla 6.76, 1.39, 3.54 ve 6.64 iken
kaydedilen pH degerleri ayn1 sira ile 7.52, 6.23, 8.17 ve 9.87 oldu. C. necator’un glikoz,
fruktoz ve asetat ortamlarinda kaydedilen OD degerleri sirasiyla 3.15, 5.85 ve 4.45 iken
pH degerleri ise 5.11, 5.05 ve 7.05’1di.

Farklt kosullarda biiytitiilen bakteri kiiltlirlerinden yapilan ekstraksiyonlar
sonucunda 6nce kuru hiicre agirliklart ve PHB miktarlari sonra % PHB verimi tespit
edildi. C. sphaeroides ’in glikoz, fruktoz, siikroz ve asetat ortamlarinda kuru hiicre
agirhigi sirasiyla 0.8, 0.34, 0.59 ve 1.44 (g/L) iken, elde edilen PHB miktarlar1 ise ayni
sira ile 0.125, 0.01, 0.11 ve 0.58 (g/L) olarak kaydedildi. C. sphaeroides ’in farkli
ortamlardaki % PHB verimliligi incelendiginde ise ayni sira ile %15, %2, %18 ve %40
verimlilikte PHB tiretildi. C. necator’un glikoz, fruktoz ve asetat ortamlarinda kuru hiicre
agirhigi sirasiyla 1.27, 1.04 ve 0.96 (g/L) iken elde edilen PHB miktarlar1 ise sirasiyla
0.13, 0.33 ve 0.1 (g/L) olarak kaydedildi C. necator’un farkl kosullardaki % PHB
verimliligi incelendiginde ise ayni sira ile %10, %31, %10 verimlilikte PHB elde edildi.
Elde edilen bu sonuglara gore en yliksek PHB verimi C. sphaeroides i¢in asetat (%40),
C. necator i¢in ise fruktoz (%31) ortaminda oldu. Kuru hiicre agirligi ve tiretilen PHB
miktarinin en fazla oldugu kosul da yine C. sphaeroides asetat olarak kaydedildi boylece

maksimum PHB verimi de bu kosulda kaydedilmistir. PHB yiizdesi, aym
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mikroorganizmanin farkli karbon kaynaklarinin oldugu kosullarinda bile degiskendir. Bu
calismada yapilan optimizasyon sonucunda karbon kaynaginin biyokiitle ve PHB iiretimi
tizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu gosterildi.

Lipofilik boyalar olan SBB ve Nile Red kullanilarak C. sphaeroides ve C.
necator’un farkli kosullarda PHB iiretim yetenegi tespit edildi. SBB ile boyama sonucu
bakteri icindeki PHB graniilleri siyah, mavi ve mor renkte gézlemlenirken, Nile red ile
boyama sonucunda PHB graniilleri bakteri igerisinde kirmizi- turuncu renkte floresan
verdi. Yapilan goriintiileme teknikleri ile hiicre i¢i graniil olusumu dogrulandi.

Bakterilerden ekstrakte edilen PHB 6rneklerinin karakterizasyonu icin NMR,
FTIR ve TGA/DSC analizleri yapildi. Kontrol olarak ise ticari PHB 6rnegi kullanilarak
karsilastirma yapildi. Analiz sonuglarina gore ekstraksiyon ile elde edilen PHB 6rnekleri
ve ticari PHB arasinda bir fark gozlemlenmedi. Elde edilen bulgular, biyomedikal
uygulamalara yonelik umut vadeden biyolojik olarak parcalanabilir PHB polimerinin
potansiyelini vurgulamaktadir.

Bu calisma sonucunda, PHB iiretim kapasitesi yiiksek olan iki bakteri tiir{iniin,
dort farkli karbon kaynaginda ve c¢esitli konsantrasyonlarda gosterdikleri biiyiime
kosullar1 gézlemlendi ve optimum biiyiime kosullar1 belirlendi. Elde edilen veriler,
biyobozunur polimer {iretimi i¢in uygun substrat ve mikroorganizma se¢imi agisindan
onemli bilgiler sunmakta olup, siirdiiriilebilir biyoplastik tiretiminin optimize edilmesine
katki saglamaktadir. Ayrica calisma sonuglari, atik su ve organik atik kaynakli asetatin
stirdiiriilebilir ve diisiik maliyetli bir karbon kaynagi olarak PHB {iretiminde

degerlendirilebilecegini gostermektedir.

5.2 Oneriler

e PHB ekstraksiyonu icin kullanilan ¢oziiciilerin o6zelliklerine gore iyilestirme
yapilabilir (yesil solvent kullanimi). Ya da PHB ekstraksiyonunda ¢oziicii
olmayan stratejiler (ultrasonikasyon ve homojenizasyon) kullanilabilir.

e Saf seker substratlarina alternatif olarak karbon acisindan zengin atiklar
kullanilabilir. Boylece ucuz karbon kaynaklari kullanilarak yiiksek iiretim
maliyeti de diisiiriilebilir.

e Ekonomik ve c¢evresel performansin iyilesmesi i¢in biyorafineri sistemleri

gelistirerek, karbon kaynaklariin kullanim verimlilikleri arttirilabilir.
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Elde edilen OD ve pH grafiklerinden yola ¢ikilarak PHB iiretim verimliliginin,
pH (5) degerleriyle ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir. C. necator'un biiyiimesi
icin optimum pH seviyesi korunarak yani pH'm diizenledigi bir sistem ile hem
mikrobiyal bliylime hem de PHB birikimi arttirilmasi saglanabilir. pH kontrollii
biyoproseslerin gelistirilmesi ile PH degerleri {izerinde iyilestirme yapilirsa PHB
verimi de arttirilabilir.

PHB iiretim verimliligini arttirmak i¢in biyoreaktor sistemleri kullanilabilir.
Boylece endiistriyel 6l¢cekte PHB iiretim siireci analiz edilebilir.

Biyoplastik geri doniisiimii, atik yonetimi ve PHA monomer iiretimi gibi
uygulamalarda PHA depolimerazlarin kullanimini optimize etme calismalar
heniiz erken asamalardadir. Suslarin performansinin, PHA depolimeraz geninin
silinmesi gibi ¢esitli genetik mithendisligi calismalari ile arttirilmasi miimkiindiir.
Genetik miihendisligi araglar1 kullanilarak PNS bakterileri tarafindan PHA
liretimini iyilestirmeyi amaglayan caligmalar yapilabilir.

Elde edilen polimer 6rneklerinin bir sonraki asamada islenebilirligini tespit etmek
icin daha detayli ve farkli karakterizasyon analizleri (GPC, Visikozimetri)
yapilabilir. Farkli lipofilik boya kullanimi ile goriintiilemeler iyilestirilebilir.
Farkl1 karbon kaynaklarinin bir arada bulundugu karisik kiiltiir ortamlarinda PHB
liretimi arastirilabilir. Ornegin karbon kaynagi olarak glukoz ve fruktozun birlikte
kullanildig1 karisik besiyeri ortamlarinda bakterilerin kiiltiire edilmesinin PHB
iiretimine etkisi deneysel ¢aligmalar ile incelenebilir.

C. necator ile birlikte uyumlu olan ve siikrozu hidrolize edebilen bakteri
(Bacillus) kullanimina dayali konsorsiyum hazirlanarak fruktoz ve glikoz gibi
sekerlerce zengin bir yan iirlin olan melastan PHA {retimi, seklinde calismalar
arastirilabilir.

Asetat organik atiklarin fermantatif doniisiimiinden elde edilebilen siirdiiriilebilir
bir karbon kaynagidir. C. sphaeroides asetatta en yliksek PHB verimi verdigi icin,
asetat atik su ve organik atiklarin fermantatif doniisiimiinden elde edilebilen
stirdiiriilebilir bir karbon kaynagi olarak gelecekteki c¢aligmalarda optimize
edilebilir ve bdylece ¢evresel ve ekonomik siirdiiriilebilirlik arttirilabilir. Hem

iiretim maliyeti azaltilip hem de dongiisel ekonomi yaklagimina katki saglanabilir.
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EKLER
EK-1 Glikoz besiyerinde biiyiitiilen C. sphaeroides ‘in iirettigi PHB’nin 'H NMR

spektrumu

Csph Glikoz 1H NMR (400 MHz, CDO'3)
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EK-2 Fruktoz besiyerinde biiyiitillen C. sphaeroides ‘in iirettigi PHB’ nin 'H NMR

spektrumu

Csph Frukioz 1H NMR (400 MHz, €DA3)
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EK-3 Siikroz besiyerinde biiyiitilen C. sphaeroides ‘in iirettigi PHB’ nin '"H NMR

spektrumu

Csph Silkroz 1H NVR (400 MHz, CDJ3)
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EK-4 Asetat besiyerinde biiyiitiilen C. sphaeroides‘in iirettigi PHB’ nin 'H NMR

spektrumu

Csph Siikroz 1H NVR (400 MHz, CDd3)
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EK-5 Glikoz besiyerinde biiyiitiilen C.

Cneator Gikoz 1H NMR (400 MHz, 03)
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necator *un iirettigi PHB’ nin '"H-NMR spektrumu
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EK-6 Fruktoz

spektrumu

Cneator Frukioz 1H NMR (400 MHz, CDJ3)
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besiyerinde biiyiitilen C. necator’un iirettigi PHB’> nin 'H-NMR
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EK-7 Asetat besiyerinde biiyiitiilen C. necator’un iirettigi PHB’ nin 'H-NMR spektrumu

Cnegtor Asetat 1H NMR (400 Mz, OCI3)
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EK-8 Glikoz besiyerinde biiylitillen C. sphaeroides‘in irettigi PHB’ nin FTIR dalga

say1s1 (cm™)
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EK-9 Fruktoz besiyerinde biiylitiilen C. sphaeroides‘in trettigi PHB’ nin FTIR dalga

say1s1 (cm™)
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EK-10 Siikroz besiyerinde biiyiitiilen C. sphaeroides‘in lrettigi PHB’ nin FTIR dalga

say1s1 (cm™)
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EK-11 Asetat besiyerinde biiyiitiillen C. sphaeroides‘in iirettigi PHB’ nin FTIR dalga

say1s1 (cm™)
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EK-12 Glikoz besiyerinde biiyiitiilen C. necator ‘un iirettigi PHB’ nin FTIR dalga sayis1

(em™)
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EK-13 Fruktoz besiyerinde biiytitiilen C. necator ‘un iirettigi PHB’ nin FTIR dalga sayis1
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EK-14 Asetat besiyerinde biiyiitiilen C. necator “un iirettigi PHB’ nin FTIR dalga sayis1

(em™)
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EK-15 Eser element ¢ozeltisi (C. sphaeroides)

icerik mg/L
ZnCl, 70
MnCl,.2H,0 100
H3BOs 60
CoCl, 6H,0 200
NiCL.6H,0 20
CuCL.6H;0 20
Na;M04.2H,0 40

HCI (% 25v/v) Iml




EK-16 Vitamin ¢ozeltisi

Vitamin mg/L

Thiamine 500

Niacin 500
15

Biotin
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EK-17 Eser element ¢ozeltisi (C. necator)

icerik mg/L
ZnS0O4.TH20 100
MnS04.4H,O 100
CuS04.5H;0 160
(NH4)6sM070244H,0 100
CoCl, .6H,O 200
NiCl,. 6H,O 200

H;BO3 300




