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Biyo bazli plastikler, petrol/fosil bazli plastiklere alternatif bir segenektir. Polihidroksibiitirat
(PHB) en umut verici biyopolimerler arasindadir. Bu tezde, yiiksek miktarda PHB elde etmek icin ii¢
fotosentetik bakteriden olusan bir konsorsiyum kullanildi. Konsorsiyum, Cereibacter sphaeroides O.U.001
(DSM 5864), Rhodobacter capsulatus (DSM 1710) ve Rhodopseudomonas palustristen (DSM 127)
olugsmaktadir. Biyopolimer tiretimini saglamak i¢in fotosentetik bakterilere karbon kaynagi olarak butirik
asit (30 mM) ve azot kaynagi olarak ise amonyum Kloriir (NH4Cl, 2 mM) saglandi. Oliim evresine kadar
optik yogunluk ve pH olgiilerek bakteri iiremesi gozlenmistir. Gozlenen en yiiksek optik yogunluklar
sunlardir; 3.18+0.03, 2.94+0.07, 2.97+0.03 ve 2.65+0.04, pH degerleri 9.81+0.01, 9.87+0.01, 9.93+0.01 ve
9.7940.01, bu degerleri sirasiyla C. sphaeroides, R. palustris, R. capsulatus ve konsorsiyumda
gozlemlenmistir. Huicrelerdeki PHB granulleri Sudan siyahi ve Nil kirmizisi boyalar1 kullanilarak incelendi.
Bakterilerde biriken PHB, solvent ekstraksiyon yontemi kullanilarak ekstrakte edildi. Elde edilen
kurutulmus PHB miktarlar1 0,2208 g/L (konsorsiyum), 0,1427 g/L. (C. sphaeroides), 0,1330 g/L (R.
palustris) ve 0,0875 g/L (R. capsulatus) olmustur. En yiikksek PHB (¢ fotosentetik bakteriden olusan
konsorsiyumdan, en az PHB ise R. capsulatus'tan elde edilmistir. Saflastirilan PHB, nikleer manyetik
rezonans spektroskopisi (NMR) ve Fourier doniisimli kizilotesi spektroskopisi (FTIR) teknikleriyle
karakterize edildi. NMR pikleri 1,20-1,25, 2,43-2,63 ve 5,20-5,28 ppm araliginda kaydedildi. Fonksiyonel
gruplar FTIR'da 2976-2932, 1453, 1720-1719, 1379, 3437-3436 ve 1278-1275 cm dalga boylarinda
gozlendi. FTIR analizinde, PHB fonksiyonel gruplar1 C-H, CHz, C=0, CHs, O-H ve C-O olarak tanimlandi.
Ilgili PHB fonksiyonel grubu tanimlamak igin bir referans veri tablosu kullanildi. Calismanin sonuglari,
fotosentetik bakterilerden olusan konsorsiyumun, tek saf bakteri suslarina kiyasla daha fazla PHB
biyopolimeri biriktirdigini gosterdi. Bu nedenle, konsorsiyumun veya karigik mikrobiyal kiiltiiriin
kullaniminin, daha ¢ok mikrobiyal biyopolimer elde etmek ve hasat etmek i¢in alternatif bir yol oldugu
sonucuna varilabilir.

Anahtar Kelimeler: Biyopolimer, Biitirik asit, Cereibacter sphaerdoies, Konsorsiyum,
Polihidroksibiitirat, Rhodobacter capsulatus ve Rhodospeudomonas palustris.
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PRODUCTION OF POLYHYDROXYBUTYRATE (PHB) BY A CONSORTIUM
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Assist. Prof. Dr. Merve OZCAN TURKMEN

Bio-based plastics are an alternative replacement for petroleum/fossil-based plastics.
Polyhydroxybutyrate (PHB) is among the most promising biopolymers. In this thesis, a consortium of three
photosynthetic bacteria was utilized to obtain a large amount of PHB. The consortium was composed of
Cereibacter sphaeroides 0O.U.001 (DSM 5864), Rhodobacter capsulatus (DSM 1710), and
Rhodopseudomonas palustris (DSM 127). Butyric acid (30mM) was used to supply surplus carbon to
photosynthetic bacteria and ammonium chloride (NH4Cl, 2mM) was used as a nitrogen source at a limited
concentration required for biopolymer production. The growth of bacteria was observed by measuring the
optical density (OD) and pH until the death phase. The highest optical densities observed are 3.18+0.03,
2.94+0.07, 2.9740.03 and 2.65+0.04, pH values were 9.81+0.01, 9.87+0.01, 9.93+0.01 and 9.79+0.01 for
C. sphaeroides, R. palustris, R. capsulatus and consortium, respectively. The PHB granules in the cells
were examined using Sudan Black and Nile Red dyes. PHB accumulated in bacteria was extracted using
solvent extraction method. The amount of dried PHB obtained were 0.2208g/L (consortium), 0.1427g/L
(C. sphaeroides), 0.1330g/L (R. palustris) and 0.0875g/L (R. capsulatus). The highest PHB amount was
observed in a consortium of three photosynthetic bacteria with the least amount of PHB extracted from R.
capsulatus. The extracted PHB was characterized by nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) and
fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) techniques. NMR peaks were recorded within the range of
1.20-1.25, 2.43-2.63, and 5.20-5.28 ppm. The functional groups were observed at wavelength 2976-2932,
1453, 1720-1719, 1379, 3437-3436, and 1278-1275 cm™ in FTIR. FTIR analysis identified PHB functional
groups as C-H, CH;, C=0, CHs;, O-H, and C-O. A reference data table was used to identify the
corresponding PHB functional group. The implications of the study showed that a consortium of
photosynthetic bacteria accumulated more PHB biopolymer as compared to single pure bacterial strains.
Therefore, it can be concluded that the use of a consortium or mixed microbial culture is an alternative way
to obtain and harvest larger amounts of microbial biopolymer.

Keywords: Biopolymer, Butyric acid, Cereibacter sphaerodies, Consortium,
Polyhydroxybutyrate, Rhodobacter capsulatus and Rhodospeudomonas palustris.
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1. GIRIS

Plastikler modern insan yasaminin 6nemli bir pargasidir ve her yerde bulunurlar.
Plastiklerin molekiiler yapisi, insaat, saglik, ulasim, paketleme, tiiketim mallar1, endiistri
ve elektronik gibi farkli kullanimlar i¢in manipiile edilebilmektedir. Plastik kirliligi, su
anda insanlari, hayvanlar1 ve tiim diinyay1 etkileyen ¢evre sorunlarinin artmasina neden
olmustur (McAdam vd., 2020;Majerczak vd., 2022; Vlaeminck vd., 2022). Plastikler,
bozunabilirlik 6zellikleri nedeniyle ¢evre tizerinde olumsuz bir etkiye sahiptir ve yeniden
kullanilmak tizere geri doniistiiriilemezdir (Adnan vd., 2022; Touloupakis vd., 2021),
cevre kirliliginin baglica nedeni plastik kullanimidir. Dahasi, petrol bazli plastikler,
cevrede sindirilemezlikleri nedeniyle ekosistemi siklikla tehdit etmektedir (Lee vd.,
2021;Angra vd., 2023).

2021'de kiiresel plastik iiretimi 400 milyon metrik tonu (Mt) agmistir ve toplamin
yaklasik ytizde 85'i petrol tiirevliydi. Petrol bazli plastikler neredeyse tim endiistriyel
segmentler icin gerekli olsa da, biyolojik olarak parcalanamayan bu plastiklerin deniz,
tath su ve karasal ekosistemlerde birikmesi kiiresel bir endise kaynagidir (De-Sousa
Junior vd., 2022). Yenilenebilir ve biyolojik olarak parcalanabilen malzemelerin arayist,
sera gaz1 miktarini azaltmak amaciyla 1970'ten beri baglamistir (McAdam vd., 2020).
Yenilenebilir ve biyolojik olarak parcalanabilen plastiklerin dogal c¢evre icin tehlikeli
olmadig1 diisiiniildiigiinde, bu biyoplastikler ¢evreyi petrol bazli plastik tehlikelerinden
korumak icin alternatif bir ¢coziim olabilmektedir (Aryaraj ve Pramitha, 2021; Getachew
ve Woldesenbet, 2016; Touloupakis vd., 2021).

Genellikle biyoplastikler ¢evrede bulunan dogal mikroorganizmalar tarafindan
uretilir, bu nedenle biyoplastikler zaten dogal ortamda bulunduklar i¢in dogaya zararli
degildir (Aryaraj ve Pramitha, 2021). Farkli gesit mikroorganizmalar biyoplastik
uretebilmektedir. Bugiine kadar polyesterleri sentezleyen yaklasik 300 mikroorganizma
tiri kesfedilmistir ve kuru hiicre agirliginin (CDW) %50-90'1 arasinda degisen tiretim
seviyelerine ulagilabilmistir. PHB iireten bakterilerin cogu genellikle {ist toprak ve atik
sudan izole edilmektedir. Genel olarak, PHB iireten mikroorganizmalar ¢esitli ortamlarda
bulunur ve atik su, yag ve ucucu yag asitleri gibi farkli karbon kaynaklarini kullanma
yetenekleri nedeniyle buytyebilmistir. Polihidroksialkanoatlar (PHA), biyime
smirlayict kosullar altindayken veya alternatif aerobik/anaerobik kosullar altindayken

fermantasyon islemi yoluyla sentezlenebilmistir (Yousuf, 2017).



Bakteriler ¢esitli metabolik sistemleri nedeniyle her kosulda biiyiiyebilirler, hem
kosullar hem de besinler uygun olmadiginda anaerobikten aerobik metabolizmaya
gecebilmektedir. Polilaktik asit (PLA), seluloz, kolajen, polibditilen stksinat-ko-butilen
adipat (PBSA), kitin, polikaprolakton (PCL) ve poli-hidroksialkanoatlar (PHA) gibi farkli
pargalanabilen plastik tiirleri vardir (Adnan vd., 2022). Biyoplastikler, cevrede
bozulmalar1 yiiz binlerce yil gerektiren polietilen (PE) gibi sentetik plastiklerin yerine
kullanilabilmektedir (Vu vd., 2022; VIaeminck vd., 2022). PHB polimerleri, polipropilen
ve polietilen plastiklerine benzer niteliklere sahiptir. Biyoplastik malzemelerin
gelistirilmesi, diinyanin gevresel zorluklarina onemli ¢éziimler vurgulamaktadir ve
gezegenimizin restorasyonuna yol agacaktir (McAdam vd., 2020).

Biyo-plastikler modern diinyada kullanim i¢in giderek daha siirdiiriilebilir hale
geliyor ve fosil bazli plastiklerin yerini almasi beklenmektedir. Biyopolimer érnekleri
arasinda nisasta karigimlari, polihidroksibdtirat, polilaktik asit, seliloz, kazein ve kitin
polimerleri bulunur (Arora vd., 2023). PHA'nin olusturulmasi iki agamaya ayrilir; ilk
asama, dengeli bir beslenme yaklasimiyla hiicrelerin yiiksek hiicre yogunluklu bir
kiltirde yetistirilmesidir, ikinci asama ise, en ©onemli besinlerden en az birinin
siirlandirilmasi ve fazla karbon kaynagi bulundurmasini igermektedir (Rajesh Banu vd.,
2021). Ortamada besinlerin dengesizligi, hiicre i¢ci PHA {iretimi ve birikimine neden olur.
Cupriavidus necator (ayrica Ralstonia eutropha olarak da bilinir), Alcaligenes,
Azotobakter, Basil, Nocardia, Pseudomonas, ve Rhizobium PHB iiretmek i¢in kullanilan
yaygin olarak arastirilan suslarin bazi 6rnekleridir ve Ralstonia eutropha en kapsaml
calisilandir (McAdam vd., 2020; Narayanan vd., 2020; Touloupakis vd., 2021).

Mikroorganizmalar, mevcut karbon kaynaklarina ve hiicrede aktif olan metabolik
stireclere bagli olarak cesitli polihidroksialkanoat formlarini sentezleyebilir. Poli-R-3-
hidroksibiitirat (P3HB) kesfedilen ilk PHA'ydi ve dogada bulunan en sik
polihidroksialkanoattir (Thapa vd., 2018; Koch ve Forchhammer, 2021). PHB'ler, bol
karbon oldugunda bakteri, arke, maya ve mantar gibi birka¢ dkaryotta olusan karbon ve
enerji rezervi polimerleridir, ancak azot, fosfor, oksijen veya kiikiirt gibi diger kaynaklar
az oldugunda PHB iiretilebilmektedir. Uygun enerji kaynaklar1 olmadiginda, bakterilere
enerji saglamak i¢in depolama molekilu (PHB) metabolize edilmektedir (Kemavongse
vd., 2007).



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Petrol Bazh Plastikler

Konvansiyonel petrol bazli plastikler, 1940'lardan bu yana biiyiik ilgi ve kullanim
alan1 kazanmis ve diinyada kullanilan en yaygin malzeme haline gelmistir (Singh vd.,
2017). Ahsap, cam, metal ve diger malzemelerin yerini almak igin petrol bazli plastikler
kullanilmistir. Plastiklerin genis kabul edilebilirligi, stabilite, hafiflik, dayaniklilik ve
ekonomik fizibilite disinda uygun malzeme Ozelliklerine atfedilir. Bununla birlikte,
dogada atildiginda bu plastikler, mikroplar tarafindan bozunamayacaklar1 i¢in birkag yil
kaliciliklar1 nedeniyle ¢evreye tehdit ve zarar verir (Singh vd., 2017). Dahasi,
mikroplastikler biyolojik olarak pargalanamadiklar1 igin ekosistemleri siklikla tehdit eder
(Lee vd., 2021). Petrol tiirevi plastikler, sera gazi emisyonu, karasal ve deniz
habitatlarinda birikme, kirlilik gibi yasam dongiileri boyunca artan c¢esitli ¢evresel
sorunlarla baglantilidir (Acharjee vd., 2023). Ayn1 zamanda, plastiklerin toplanmasi ve
geri doniistliriilmesi i¢in altyapi, artan yillik plastik {retim talebine ayak
uyduramamaktadir (Vu vd., 2022). Plastiklerin yenilenme ve geri doniisiim etkinliginin
olmamast sonucu plastikler dogal ortama birakildiginda ¢evre kirlenir.

Sekil 2.1"de plastiklerin gelistirilmesinden bu yana son 50 yilda plastikler, gida
koruma, paketleme, bina ve insaat, tekstil, ulasim, elektrik, elektronik, endiistriyel
makineler, tiiketici ve kurum Grlinleri dahil olmak {izere gesitli yenilikgi sekillerde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Okeke vd., 2022). Plastikler, agirliklar1 ve dayanikliliklari

nedeniyle cesitli iirlinlerde kullanilmaktadir.
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Sekil 2.12016 yilinda Avrupa plastik talebinin segmentlere gore dagilimi (Yousuf, 2017)



Petrol bazli plastiklerin ¢ogu ambalaj endiistrisinde kullanilmaktadir. Insanlar
tarafindan tiiketilen iriinlerin ¢ogu, tiiketicilere kolayca tasinabilmeleri igin plastik
kullanilarak paketlenir. Sekil 2.1'de gosterildigi gibi, 2016 yilinda malzemenin
ambalajlanmasindan %40 oraninda plastik talebi kaydedilmistir. Diinyada plastigin
kullanimi ve ihtiyaci ¢ok yiiksek ve her saniye cok miktarda plastik tiretilmektedir (Arora
vd., 2023). Ayrica sentetik plastik tiretiminin ham maddeye ihtiyaci vardir dogal gaz veya
rafine ham petrol gibi dogal kaynaklardan elde edilen malzemelerdir. Bu nedenle plastik
iiretiminin ve tedarik zincirinin neden oldugu kirlilik sadece saglik sorunlarina neden
olmakla kalmamaktadir, ayn1 zamanda diinyamizin dogal kaynaklarini da tiiketmektedir
(Arora vd., 2023).

Insanlar plastigi diger yeni malzemelere déniistirmeye c¢alisir, ancak siireg
boyunca farkli zorluklarla kars1 karsiya kaldirilir. Baz1 geri doniistim siiregleri, dogaya
bir miktar karbon monoksit saldiklari i¢in ¢evre dostu degildir. Plastik geri dontlistimii
sirasinda olugan yeni bilesikler ¢ok karmasiktir ve basit karbon bilesiklerine boliinemez.
Plastik geri doniisimiindeki zorluklar yiiksek is¢ilik maliyeti, geri doniisimden sonra
orijinal kalite kaybi, yetersiz altyapi, plastiklerin siniflandirilmasi, farkindalik eksikligi
igerir (Arora vd., 2023). Dunya da plastik tretimi gok ytiksektir ve bu da ¢evre kirliliginin
artmasina neden olmustur. Sekil 2.2"°de, 2015 yilinda yapilan bir ankete gore Cin, en
biylk plastik Ureten tlkesidir.

0 - .

Avrupa Cin Japonya Asya'nin Orta dogu, Latin Rusya Kuzey
geri kalan1  Afrika  Amerika Amerika

N N w
o ()] o
)

[y
o

plastik tretimi (%)
=
(8]

Sekil 2.2 2015 yilinda yapilan bir ankete gére petrol bazli plastik tiretimi (Yousuf, 2017)



Sadece ABD'de 35,68 milyon ton plastikten sadece %38,5'1 geri doniistiiriiliir ve
geri kalan1 yakilir ya da ¢opliige atilir. Plastik dogaya atildiginda kirlilige neden olur ve
plastik yandiginda atmosfere sera gazlari1 salinir. Hindistan'da tiiketilen tiim plastiklerin
yarisindan fazlasi, biyolojik olarak parcalanamayan ve oldukga atil yapilari nedeniyle
¢evre igin 6nemli bir tehlike olusturan depolama alanlarina biriktirir (Devi vd., 2015).

Mevcut diisiik atik yonetimi uygulamalari ile 2050 yilina kadar yaklagik 12 milyar
metrik ton plastik atik c¢evreye karigacaktir (Arora vd., 2023). Ayrica plastikler,
yutuldugunda veya solundugunda solunum sorunlarina, cilt hastaliklarina, goz hasarina,
kansere, alerjilere ve dnemli 6l¢iide daha 6liimciil saglik sorunlarina neden olacak sekilde
insan sagligina zarar verir (Arora vd., 2023). Geleneksel plastikler genellikle kolayca
bozulmazlar, 6zelliklerine ve gevrelerine bagli olarak genellikle 6niimiizdeki 1000 yil

boyunca ¢evrede kalmaktadir (Acharjee vd., 2023).

2.2. Biyo-Plastikler/Biyopolimerler

Biyopolimerler esas olarak karbonun asimilasyonu ile (dretilir ve
mikroorganizmalar tarafindan diger enerji kaynaklara erisilemediginde metabolize
edilecek enerji depolama molekiilleri olarak kullanilir (Yousuf, 2017). Biyopolimer
ornekleri arasinda (Sekil 2.3) nisasta karisgimlari, polihidroksialkanoat, polilaktik asit,

seltiloz, kazein, kolajen, kitosan ve kitin polimerleri bulunur (Arora vd., 2023).
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Sekil 2.3 Biyoplastik tlrleri



Biyopolimerlerin bozunabilirligi, genellikle hidrolitik saldirtya daha duyarli olan
polimerin amid, eter veya ester baglarina hidrolitik olarak kararsiz baglarin dahil
edilmesinin bir sonucudur (Arora vd., 2023). En yaygimn kullanilan biyolojik olarak

parcalanabilen biyoplastikler PLA, PHA, PHB ve nisasta karisimlaridir.
2.2.1. Polihidroksialkanoatlar (PHA)

Polihidroskialkanoat (PHA), polimerin monomerik bilesenlerine dayanan g¢ok
cesitli istenilen fiziksel 6zelliklere sahip biyolojik olarak iiretilmis bir polimer sinifidir.
Yenilenebilir kaynaklardan yapilir ve bu nedenle geleneksel sentetik polimerlerin aksine
cevreye faydali olarak kabul edilir (Rajesh-Banu vd., 2021). Polihidroksialkanoatlar
(PHA), genis bir termoplastik polimer ailesini igeren bir mikrobiyal polyester ailesidir
(McAdam vd., 2020). Polihidroksialkanoatlar, birkac (-) gram negatif ve (+) gram pozitif
bakteride, arke ve siyanobakterilerde Uretilen biyolojik olarak parcalanabilen
polyesterlerdir (Mezzolla vd., 2018). Polihidroksibdtirat (PHB), poli-hidroksibditirat-ko-
hidroksivalerat (PHBYV), poli-hidroksibutirat-ko-hidroksiheksanoat (PHBHHXx) ve
polihidroksioktanoat (PHO), doku rejenerasyon cihazlari, onarim cihazlari, onarim
yamalar1 ve dikisler gibi biyomedikal uygulamalar i¢in siklikla ¢alisilan PHA tipleridir.
(Wei vd., 2011;Mezzolla vd., 2018).

PHA, iki CoA tiyoester substratlarinin varliginda iiretilir. Genel olarak, PHA in
mikrobiyal iiretimi, son polimer kalitesini etkileyebilecek bir dizi karmagik islem adimi
(kiiltiir biiylimest, hiicre i¢i polimer birikimi, hiicre hasad1 ve polimer ayrimi) takip edilir
(Penloglou vd., 2012). Ana zincirin yapisi ve uzunlugu ile yan zincirler, PHA'in tlriniu
belirler. Sekil 2.4 te, degisen artik zincir uzunluklarina sahip farkli monomer 6rneklerini
(polihidroksibutirat=PHB, polihidroksivalerat=PHV, kopolimer =PHBV)
gostermektedir. PHA sentezi sirasinda bir ortamda asetik ve biitirik asitlerin varligi, 3-
hidroksibdtirat (3HB), propiyonik ve valerik asitler ise 3-hidroksivalerat (3HV)
olusumuna neden olur (Kootstra vd., 2017; Jiang vd., 2011).
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Sekil 2.4. Farkli PHA'larin kimyasal yapisi (Ke vd., 2017)

Polihidroksialkanoatlar, dengesiz biiyiime kosullar1 altinda ¢esitli karbon
kaynaklarinin metabolik doniisiimii yoluyla cesitli mikroorganizmalar tarafindan
uretilebilen termoplastik polyesterlerdir (Penloglou vd., 2012; Tanase vd., 2015).
Polihidroksialkanoatlar (PHA), hidroksialkanoatlarin (HA) polyesterleridir ve monomer
olarak [-hidroksiasilden olusur (Kemavongse vd., 2007). Temel besin kaynaklari
dengesiz veya diisiik oldugunda, mikroplar karbon ve enerjiyi depolamak i¢in malzeme
biriktirme yaklasimini kullanmaktadir (Kedia vd., 2014). Bu biyopolimerler karbon
depolama molekiilleri gorevi goriir ve PHA, farkli bakterilerdeki hiicre kuru agirliginin
%80'inden fazlasim olusturabilir (Yang vd., 2010). Uretilen PHA, aglk sirasinda
organizma i¢in bir karbon kaynagi gorevi goriir ve biriken PHA, depolimeraz enzimi

yardimiyla suda ¢dziiniir monomerlere depolimerize edilir (Sabarinathan vd., 2018).
2.2.1.1. Polihidroksibutirat (PHB)

Poli-3-hidroksibutirat (PHB), c¢ok sayida prokaryot tarafindan bir karbon
depolama molekllu olarak Uretilen polihidroksialkanoat (PHA) ailesinin alifatik bir
polyester (Uyesi olarak bilinir (Mduller-Santos vd., 2021; Aristya vd., 2022).
Polihidroksialkanoatlar, monomerin uzunluguna ve monomerdeki karbon sayisina gore
ornegin kisa zincirli (C3-Cs), orta zincirli (Ce-C16) Ve uzun zincirli [sirasiyla scl, mel ve
Icl] olmak tizere ii¢ sinifa ayrilir (Koch ve Forchhammer, 2021; Rajan vd., 2019). R-yan
zincirinde bir metil grubuna (CHs.4) sahip oldugu i¢in PHB, kisa zincir uzunlugunda (Csz-

5) polimer olarak simniflandirilir. Sentezlenen PHB'nin tespitinde, metil grubu bir



belirleyici gorevi goriir. Analitik yaklagim, sentezlenen polimeri PHB olarak tanimlayan
metil fonksiyonel grubunu tespit eder.

Polihidroksibutirat (PHB), biyolojik olarak parcalanabilen 6zellikleri nedeniyle
polyester smifinda ticari potansiyel uygulamasi olan organik bir biyopolimerdir. PHB,
termoplastik bir polihidroksialkanoattir (PHA) ve en yaygin PHB tiirii, ¢esitli bakteriler
tarafindan besin kaynagi olarak firetilebilen poli-3-hidroksibutirattir (Calleja, 2020;
Hermawan & Jendrossek, 2007;Brown vd., 2022). Poli-R-3-hidroksibutirat tanimlanan
ilk PHA tiirtidiir ve dogada en yaygin bulunan PHA'dir (Thapa vd., 2018). Yz elli PHA
monomeri arasinda, en ¢ok sentezlenen PHA olan poli-B-hidroksibdtirattir. Fiziksel,
mekanik ve immunolojik 6zellikleri nedeniyle tarim, gida ve tiptaki uygulamalar i¢in
ideal bir aday haline gelmis ve daha fazla dikkat ¢ekmistir (Trakunjae vd., 2021).

PHB'ler bakteriler tarafindan sentezlenen makromolekiillerdir ve bakteriler farkl
stres kosullarinda biiytiduklerinde yedek malzeme olarak biriken inkltzyon grandlleridir
(Getachew & Woldesenbet, 2016). Ke ve arkadaslari., (2017) PHA'nin genel formiiliini
[-O-CH-(R)-CH2-CO-] olarak vermistir. Burada eger R=CHz ise, polimer bir P(3HB) dir
(Sekil 2.5) ve PHB'nin tipik molekiiler agirligi 2-5x107 kDa arasinda degisir. Dos-Santos
vd., (2017) bir monomerin karboksil grubu (-COOH) ve baska bir monomerin hidroksil
grubu (-OH) bir ester baglantis1 olusturur. PHA sentaz bu polimerizasyon islemini
katalize etmektedir. Yan zincirdeki karbon atomlarinin sayisina bagli olarak, fazlar farkli

tiplerde siniflandirilir.
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Sekil 2.5 CHs varligi ile gosterilen PHB formiilii, Created in BioRender. Manga, 1. (2024)
https://BioRender.com/i52j205

Poli(3-hidroksibitirat), polimere hidrofobik 6zellikler de saglayan bir metil (CHs)
grubunun varhigi ile ayirt edilir (Dos-Santos vd., 2017). Dogrusal PHB tipik olarak, her
biri digerinin hidroksil grubuna bir ester bag1 yoluyla baglanan 3-hidroksibitanoik asit
monomer birimlerinden olusur. PHB sarmal yapilar olusturur ¢linkii yapisal diizenliligi,
sterik engeli azaltmak i¢in tiim yan gruplarin ayni yone ve sarmalin merkezinden uzaga
isaret etmesine neden olur (Sharma & Dhingra, 2016). PHB, ¢ok sayida 3-hidroksibutirat

monomeri bir ester bagi ile birbirine baglandiginda olusur. Polihidroksibutirat (PHB),
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genellikle mikrobiyal biyosentez yoluyla Uretilen polihidroksialkanoatlar (PHA lar)
ailesinin bir Uyesidir (Aristya vd., 2022).

PHB, Lemoigne tarafindan 1926'da sitoplazmik dahil edilmede gosterildigi gibi
Bacillus megaterium'da kesfedilmistir (Aristya vd., 2022). Lemoigne tarafindan, gram
pozitif bakteri B. megaterium icinde poli-3-hidroksibutirat (PHB) granilleri
tanimlanmistir ve PHA larin (polihidroksialkanoatlar) kesfedilmesine yol acilmistir
(Rehm, 2021). Biyolojik olarak parcalanabilen ve biyouyumlu bir termoplastik olarak ¢ok
dikkat ¢ekmistir. PHA, ¢ok cesitli bakteriler tarafindan iiretilen dogal olarak en fazla
bulunan ve olusan biyopolimerlerdir ve kimyasal olarak sentezlenmis plastiklerle ayni
oOzelliklere sahiptir (Yang vd., 2010;Getachew & Woldesenbet, 2016). Biyolojik olarak
parcalanabilen bir plastik olan polihidroksibutiratin (PHB), geleneksel plastiklere benzer
ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir (Lathwal vd., 2015), ve geleneksel
parcalanamayan plastiklerin degistirilmesi igin bir potansiyel sergiler.

PHB'nin, bir depolama polimeri olarak hizmet etmesinin yani sira ¢esitli stresor
tiirlerine karsi direnci arttirmasi ve bakterileri hidroksil radikallerine karsi korumasi
onerilmistir (Koch & Forchhammer, 2021). PHB, yenilenebilir kaynaklar kullanilarak
canli mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen, tamamen biyolojik olarak
parcalanabilen ve sentetik plastiklerle karsilagtirilabilir 6zelliklere sahip en umut verici
hicre ici yedek polimerlerdir (Yousuf, 2017; Carvalheira vd., 2022; Agnihotri vd., 2022).
Cesitli PHA tirler kesfedilmis olmasina ragmen, poli-3-hidroksibutirat (PHB)
homopolimeri en iyi bilinen ve karakterize edilenidir. P3HB, hem amorf hem de kristal

fazlar1 iceren dogrusal zincir yapist nedeniyle oldukea kristaldir (McAdam vd., 2020).

2.2.1.2. Polihidroksibutirat (PHB) biyosentezi

PHB mikroorganizma hiicrelerinde; mikrobiyal sekonder metabolizmanin bir yan
iirtinii olarak, besin stresi durumlar1 altinda veya yetersiz besinlerle ve asir1 karbon varligi
gibi olumsuz bir ortamda olusur (McAdam vd., 2020). Genel olarak, PHB'nin mikrobiyal
biyosentezi, bol miktarda karbon varliginda azot, kiikiirt, oksijen veya fosfat gibi bir besin
maddesinin siirlandirilmast oldugunda ortaya ¢ikar (Yang vd., 2010). Sinirlayici besin
tekrar saglandiktan sonra, PHA hiicre i¢i PHA-depolimeraz enzimi yoluyla parcalanmaya
baslar ve ardindan metabolize olur. Besin siirlamasinin bir sonucu olarak sitrat sentaz
ve izositrat dehidrojenaz baskilandigindan, TCA ddngusiinden iki asetil-CoA molekuli
yogunlagarak asetoasetil-CoA (retir. Asetoasetil-CoA redilktaz daha sonra asetoasetil-
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CoA'nin hidroksibiitiril-CoA'ya doniistiiriilmesine neden olur. Daha sonra PHB, (R)-3
hidroksibutiril-CoA molekullerinin polimerizasyonu yoluyla PHB sentaz tarafindan
uretilir (Sharma & Dhingra, 2016).

Ayrica, polimer verimi ve kalitesi, karbon kaynag tiirii, bakteri susu, metabolik
yol, cesitli besinlerin konsantrasyonlar1 ve yetistirme stratejisi gibi bir dizi islem
parametresine baglidir. PHB biyosentezinin en 6nemli genleri sunlardir: (Mezzolla vd.,
2018; Albureikan, 2019)

i.  PhaP, graniil olusturan bir protein olan fazinleri kodlayan genler; fazinler,
sitoplazmada PHB'yi kaplayan ve stabilize eden kuciuk amfifilik
proteinlerdir (Martinez-Martinez vd., 2019).

ii.  PhaM granul lokalizasyonu ve PhaR, aktivatorl ve dizenleyici proteinler
kodlamak, duizenleyici proteinler fazin sentezini kontrol edilmektedir.
lii. PhaC, PHA sentazin katalitik aktivitesinin hizlandiricisin1 kodlayan,
sentazlar PHB birikiminde rol oynar.
iv.  PhaA, asetoasetil-CoA 3-ketotiyolaz kodlamasi.
v. PhbB, asetoasetil-COA rediiktaz kodlamasi
vi.  PhaG, 3-hidroksiasil tasiyici protein-CoA transferazi kodlayan gen
vii.  Enoil-CoA hidratazi kodlayan PhaJ
viii.  Hucre ici PHA-depolimerize edici enzimleri kodlayan PhaZzZ,
depolimerazlar PHB kullaniminda rol oynar (Wahl vd., 2012).

Fazinlerin, GAP'in graniillerle iligkili ana proteinleri oldugu gosterilmistir.
Fazinler {izerine yapilan calismalar, PHB iireten mikroorganizmaya bagli olarak PHB
polimeraz ve PHB depolimerazlarla olasi etkilesimleri onermistir (Martinez-Martinez
vd., 2019). Aeromonas hydrophila'da, tek PhaP asir1 eksprese edildiginde PHB igerigi iki
kat artmistir. Ayrica PhaP asir1 eksprese edildiginde poli(3-hidroksibitirat-co-3-
hidroksiheksanoat) kopolyesterinin monomer bilesiminde degisiklikler goézlenmistir
(Martinez-Martinez vd., 2019).

PHA sentaz (PhaC), PHA dretiminde birincil ve anahtar enzimdir, PHA
polimerleri olugturmak i¢in monomerleri polimerize eder. PHA substrat 6zgiilligii, uzun
PHA zincirine dahil edilen monomer tirlerini belirler (Zher Neoh vd., 2022; Mezzolla
vd., 2018; Wahl vd., 2012). PhaC geni C. sphaeroides ve Rhodospirillum rubrum'da,
diger ii¢ gen ise R. capsulatus'ta kesfedilmistir. Ayrica bu bakterilerden {i¢ PHB sentaz
enzimi (tip I, IT ve III) de tanimlanmigtir (Monroy & Buitrén, 2020). Sentaz tip | enzimi,

en biiyiik polimerlerin (500.000 ila birka¢ milyon kDa) iiretiminde rol oynar. Ayrica,
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sentaz tip Il, molekiler agirligi 50000 ile 500000 kDa arasinda olan PHB iiretilir. Tip 111
enzimler, tip | ve tip II sentaz arasinda molekiiler agirliklt PHB tiretilmistir (Monroy and
Buitron, 2020). Ayrica, Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen polihidroksibutiratin
molekdiler agirligit (MW) tiire, karbon kaynagina ve biiylime kosullarina bagli olarak
degisir (Alshehrei, 2019; Koch & Forchhammer, 2021; Rajan vd., 2019).

PHB'nin molekiil agirligi ve monomer bilesiminin, fiziksel 6zelliklerine yansiyan
mikroorganizmalara ve bilyiime kosullarina bagli olarak degistigi gozlenmistir
(Balakrishna Pillai vd., 2018). Guerra-Blanco ve arkadaslarina goére, bu enzimler, 3-
hidroksiasil-CoA substratlarinin PHB'ye doniistimiinii katalize ederek, 3-hidroksibutiril-
CoA'nin PHB'ye doniisiimiinii PHB {iretimindeki son adim olarak tanimlayan diger
arastirmaci tarafindan onaylanan CoA'y1 serbest birakir (Guerra-Blanco vd., 2018;
Fradinho vd., 2014).

PhaC geni, PHA iiretimi arasinda en 6nemli gendir ve bu gen, biyo-polimer
sentezi igin anahtar enzimi kodlar (Chek vd., 2019; Mezzolla vd., 2018). PHA sentaz,
PHB'nin polimerizasyonunda rol oynar ve polihidroksibitirat polimerinin biyosentezinin
kontroliinde ¢ok dnemlidir. Mutasyon {izerine yapilan arastirmaya gore, PhaA ve PhaAB
genlerindeki tek ve ¢ift mutasyonlar polimerin sentezini etkilememistir (Albureikan,
2019). Bununla birlikte, PhaC genindeki tek bir mutasyon ile PHB dretimi etkilenmistir
ve engellenmistir. Bu, PHB sentezinde PhaC geninin en onemli gen oldugunu
gostermistir. Ek olarak, bakteri genomunda PHB sentazin1 kodlamaktan sorumlu olan
PhaC geninin tespiti, PHB Ureten mikroorganizmalarda PHB retiminin bir teyidi olarak
islev gorebilmektedir (Albureikan, 2019).

2.2.1.3. Polihidroksibutirat (PHB) biyosentez yolaklari

PHB'nin biyosentez yolu: asetil-CoA C-asetiltransferaz, NADPH'ye bagiml
asetoasetil-CoA rediiktaz ve PHA sentaz olmak iizere ii¢ enzim tarafindan
gerceklestirilmektedir (Aristya vd., 2022). PHB (reten mikroorganizmalar, PHB'yi (¢
enzimatik reaksiyonla sentezler (Martinez-Martinez vd., 2019). Mikrobiyal PHB uretimi
asetil-CoA'dan baslar ve 3 adimda ilerler (Jiye vd., 2021) [Sekil 2.6];

I.  P-ketotiyolaz (PhaA) iki asetil-CoA'y1 asetoasetil-CoA'ya yogunlastirir,
ii.  daha sonra asetoasetil-CoA, bir asetoasetil-CoA redilktaz (PhaB) ile 3-

hidroksibdtiril-koahidroksibutiril-koahidroksibdtiril-CoA'ya indirgenir.
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iii.  sonolarak, 3-hidroksibatiril-CoA monomerleri, bir PHB sentaz (PhaC) ile
PHB'ye polimerize edilir, PHB sentaz PhaC1l, PHB sentezindeki anahtar
enzimdir ve biyokimyasal Ozellikleri ge¢miste cesitli katkilarida

arastirtlmigtir (Pfeiffer ve Jendrossek, 2014).

Asetil-CoA x2

Asetoasetil-CoA

3-Hidroskibtiril-CoA
. 4

PHB grandli
Sekil 2.6 Genel PHB biyosentez yolu

Sentezlendikten sonra PHB, graniille iliskili proteinler (GAP'ler) tarafindan
kapsanan PHB igeren karbonozomlar adi verilen graniiller halinde paketlenir (Martinez-
Martinez vd., 2019). PHB'ye giden biyokimyasal yol oldukca basittir ve asetil koenzim-
A'dan (asetil-CoA) PHB'nin monomerik onciistine, PHB sentaz (PhaC1 geni) ile PHB'ye
polimerize edilen 3-hidroksibutiril-CoA'ya (3HB-CoA) kadar sadece iki enzimatik adim
gerektirir (Pfeiffer & Jendrossek, 2014). Temel besin kaynaklari dengesiz veya disiik
oldugunda, mikroplar karbon ve enerjiyi depolamak i¢in malzeme biriktirme yaklagimini

kullanir (McAdam vd., 2020).
2.2.1.4. PHB granullerinin morfolojisi

PhaP’ler, polihidroksibdtirat (PHB) granillerinin sayisinin ve boyutunun
duzenlenmesinde rol oynayan ampifilik proteinlerdir (Martinez-Martinez vd., 2019).
Bakteri hiicrelerinde PHA, bir lipit kaplamasi ve fazinler, PHA sentaz ve depolimerazlar
gibi gesitli proteinlerle kaplanmis ¢6ziinmeyen graniiller olarak depolanir (Arikawa vd.,

2017). Sekil 2.7°de karbonozomlar olarak da adlandirilan polihidroksibutirat (PHB)
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graniilleri, bir PHB polimer ¢ekirdegi, yapisal ve fonksiyonel proteinlerden olusan bir
ylizey tabakasindan olusan supramolekiiler komplekslerdir (Bresan vd., 2016; Nygaard
vd., 2021; Koch & Forchhammer, 2021). Proteinlerin ¢ogu spesifik olarak PHB
graniillerinin yiizeyinde lokalizedir. PHB graniilleri, yiizeylerinde kesfedilen ¢ok sayida
proteinin bir sonucu olarak c¢ok islevli birimler olarak siniflandirilmis ve bu organel

benzeri yapilar i¢in "karbon atomlar1" adi 6nerilmistir (Bresan vd., 2016).

PhaM

. PHB sentaz (PhaCl)

PhaR

o PGAP ler

@ Pharl

@  Diger PhaP'ler
Sekil 2.7 (a) Cupriavidus necator H16'da bir in vivo PHB graniliniin modeli ve grandil Gzerinde
bulunan farkli PHB graniilityle iliskili proteinler (Bresan vd., 2016) (b) Granil yizeyinde kiiresel

parcaciklarin varligin1 gsteren atomik kuvvet mikroskobu sapma goriintiisii (Kunasundari ve Sudesh,

2011)

Sentezlendikten sonra polihidroksibiitirat, graniille iliskili proteinler(GAP'ler)
tarafindan kapsanan PHB iceren karbonozomlar adi verilen graniiller halinde paketlenir
(Martinez-Martinez vd., 2019; Muller-Santos vd., 2021). PHA, bakterilerde hiicre ici
olarak 0.5+0.2um c¢apinda depolama graniilleri olarak depolanir, (Nygaard vd., 2021)
ylizey tabakasi fosfolipit igermez ve sadece proteinlerden olusmaktadir. PHB
grantllerinin yuzeyinde bulunan protein; yapisal, biyosentetik, katabolik ve diizenleyici
islevler gibi cesitli rollere sahiptir. Su anda bilinen PHB graniiliiyle iliskili proteinler
(bosluklar), farkli renklerde globiiller ile sembolize edilmektedir. Bu modeldeki tiim
proteinlerin daha once floresan proteinlerle uygun fiizyonlarin ekspresyonu yoluyla in-
vivo PHB graniillerine baglandigi gosterilmistir (Bresan vd., 2016). Bununla birlikte,
PHB/PHA graniil yiizey tabakasinin kesin molekiiler yapist heniiz bilinmemektedir.

Fazinler PhaP geni tarafindan kodlanir, fazinler (PhaP) PHB graniillerinde
bulunan baskin proteinlerdir ve sentezlerinde rol oynadigi disiiniilmektedir. PhaP
yoklugunda hiicrenin sitoplazmay1 kaplayan tek bir graniili sentezledigi, ancak bu
proteinler mevcut oldugunda hiicrenin daha fazla sayida kiigiik graniil sentezledigi tespit
edilmistir (Monroy & Buitron, 2020). Fazinler ayrica hidrofobik PHB yiizeyini hidrofilik

sitoplazmadan korur ve protein etkilesimlerini 6nler (Koch & Forchhammer, 2021).
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Ayrica, diizenleyici proteinlerin  (PhaR), PHB ve DNA molekillerini
baglayabildikleri i¢cin PHB iiretiminde fazin diizenleyicileri olarak hareket ettikleri
varsayilmaktadir. PHB'nin yoklugunda, Machara ve ark., PhaR'in graniille iliskili protein
PhaP'in gelisimini engelleyen diizenleyici bir mekanizmaya aracilik ettigini kesfetmistir.
Bununla birlikte, hiicreler PHB toplamaya basladiginda, PhaR, PhaP promotdr alanindan
ayrilarak PhaP ekspresyonunu diizenleyebilir (Monroy & Buitrén, 2020). PhaM, PHB
grandliinin bakteri niikleoidine baglanmasi ve her iki yavru hiicrenin de hiicre boliinmesi
sirasinda ana hiicreden neredeyse esit miktarda PHB graniilii almasini saglamak i¢in ¢ok
onemli gorunmektedir (Pfeiffer & Jendrossek, 2014; Mezzolla vd., 2018). Ayrica PhaM,
PHB metabolizmasini dogrudan etkileyerek PHB sentaz PhaCl'i uyarir. Karbon
yoksunlugu altinda, Sekil 2.7'de gosterilen PhaZ’ler, PHB hidrolizinden (suyla bolinme)
ve tiolitikten sorumludur (Mdller-Santos vd., 2021). Polimeraz enzimleri, enerji icin

polimerin basit monomere pargalanmasinda rol oynar.
2.2.1.5. PHB nin kimyasal ve mekanik ozellikleri

Polimerler genellikle hidrofobiklik, erime noktasi, cam gegis sicakligi ve kristallik
derecesi gibi faktorlere gore karakterize edilmektedir. PHA ailesi, sert kristalden elastik
olana kadar ¢ok ¢esitli mekanik 6zelliklere sahiptir (Samrot vd., 2021). PHB nin mekanik
ozellikleri geleneksel polimerlerle karsilastirilabilir, ayn1 zamanda biyolojik bozunma
oranlarinin yiiksek olmasi, ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan suya ve karbondioksite
parcalanmasi nedeniyle dikkat cekici malzemelerden biri haline gelmis bir polimerdir
(Yousuf, 2017; Shah, 2014). PHB'nin bozulmasi sirasinda karbon dongiisii tamamen
kapalidir. Hiicrenin igindeki PHB, sivi amorf bir durumda bulunur. PHB tamamen
izotaktiktir ve herhangi bir zincir dallanmasma sahip degildir, bu nedenle, isleme
sirasinda kolayca akar (Dos-Santos vd., 2018).

Ayrica, PHB suda ¢6ziinmez ve hidrolitik bozulmaya karsi direncglidir, ancak
kloroform ve diger klorlu hidrokarbonlar gibi organik ¢oziiciilerde ¢oziiniir. Bu nedenle
cogu PHB ekstraksiyon islemi organik ¢oziicli ekstraksiyon yontemini kullanilmaktadir
(Calleja, 2020). Ek olarak, PHB bozunma sirasinda sabit bir pH'a sahiptir, bu da PHB'yi
hiicreler ve bagisiklik sistemleriyle olduk¢a uyumlu hale getirir (Chernozem vd., 2022).
PHB'ler daha kirilgan ve serttir. Molekiil agirlig1 ile birlikte, yan zincirin uzunlugu,
monomer tiirii ve ester bagi ile fonksiyonel grup arasindaki ayrimin tiimii PHA'nin

mekanik Ozelliklerini etkiler (Acharjee vd., 2023). Bu degiskenlerin etkilesimi,



15

polimerlerin cam gecis (Tg) ve erime (Tm) sicakliklarinin yani sira kristalliklerini
(sertlik/esneklik) degistirir (Acharjee vd., 2023). Kopolimer sentezi, PHA 6zelliklerini
tyilestirmek, plastik esnekligini artirmak, cam geg¢is sicakligini (Tg) ve erime sicakligini
(Tm) diisiirmek i¢in yaygin bir yaklasimdir (Mezzolla vd., 2018). Calismalara gore
PHB'nin cam gegis sicakligi 0-15°C arasindadir.

PHBV  polimerlerinin  piezoelektrik  6zellik  sergiledigi  bilinmektedir
(Sabarinathan vd., 2018). PHB, kalp, kemik ve sinir dokularinin iyilesmesinde kilit rol
oynayan piezoelektrik 6zellikler sergiler. Piezoelektrik etki; bir malzemenin bir dis
kuvvetin neden oldugu mekanik deformasyona yanit olarak elektrik yiikleri iiretme
kabiliyetini ifade eder. Piezoelektrik etkinin drettigi elektrik yiikleri, 6zellikle elektriksel
olarak uyarilabilir dokulara ait hiicrelerde hiicresel reaksiyona neden olur (Chernozem
vd., 2019; Zviagin vd., 2019; Chernozem vd., 2022). Bununla birlikte, nispeten yiksek
bir kristallik, sertlik ve kopmada diisik uzama, homopolimer PHB'nin biyo
uygulamalarim smirlayabilir (Chernozem vd., 2022). Ozellikle kristal yapi, PHB'nin ve
kopolimerlerinin  mekanik  6zelliklerini, biyolojik  bozunma  kinetigini  ve
biyouyumlulugunu etkilemistir. Dahasi, PHB iskelelerinin kristal yapisindaki
degisikliklerin piezo tepkilerini 6nemli Slgiide etkiledigi gosterilmistir. Buna karsilik,
malzemelerin piezoresponsu hiicrelerin elektriksel olarak uyarilmasina izin verir
(Chernozem vd., 2022). Kristallik, polimer molekiler diizenlemesindeki yapisal diizen ve
diizenlilik derecesi olarak tanimlanir ve plastik malzemenin mekanik 6zelliklerinin
tanimlanmasinda baskin oldugu icin bir polimerin en 6nemli 6zelliklerinden biridir
(McAdam vd., 2020).

P(3HB) icin %50'den fazla kristallik degerini belirtirken, %60'tan fazla bir deger
bildirir; kristallik derecesi ayrica polimer dokunsalligini, sertligini, modiiliinii,
yogunlugunu, seffafligin1 ve soguk ¢ekme veya siinek akislarin dogasini da etkiler
(McAdam vd., 2020; Yun vd., 2013). Kristalligin, farkli mikroorganizmalardan PHB
iiretildiginde degisen temel ozelliklerden biri oldugu gézlenmistir.

Orta zincir uzunluklarina sahip PHA elastik ve esnektir; kopma oranlarinda
yiiksek uzamaya, orta gerilme mukavemetine ve diigiik kristallige sahiptir. Termal
Ozellikleri, 160-180°C olan erime noktasina yakin sicakliklarda, PHB ciddi dengesizlik
gosterir (Acharjee vd., 2023). PHB'lerin erime noktalar1 karbon kaynagina gore degisir.
Yarn kristal dogast nedeniyle, PHB'ler kristal ve saf amorf malzemeler arasinda erime
davranig1 sergiler. PHB, 170°C'yi asan sicakliklarda, molekiiler agirlikta ve krotonik asit
olusumunda farkli raporlar1 vardir (Acharjee vd., 2023; Lee vd., 2023). Bir saat boyunca
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190°C'de tutulduktan sonra, bir polihidroskibitirat 6rnegi baslangictaki molekiiler
agirhiginin neredeyse yarisi kaybedilmistir.

PHB polimeri, bazi1 petro-bazli plastiklere benzer 06zellikleri goz Oniine
alindiginda bilim adamlarinin dikkatini ¢ekmistir. PHB, plastik polipropilen ile
karsilastirildiginda ortak 6zellikler gézlenir. Cizelge 2.1"de hem fiziksel hem de mekanik
Ozellikler izotaktik polipropilen plastiklere oldukga benzerdir (Markl vd., 2018).

PHAlar, kullanilan monomerlere gore gesitli termal ve mekanik 6zelliklere sahiptir.

Cizelge 2.1 PHB ve Polipropilen (PP) 6zelliklerinin karsilagtirilmas: (Markl vd., 2018)

Ozellikler PHB PP
Kristal erime noktasi (°C) 175 176
Kristallik (%) 80 70
Molekdler agirhigi(Dalton)  5.10° 2.10°
Cam gegis sicakligt (°C) 4 -10
Yogunluk (g/cm?®) 1.25 0.90
Egilme modiilii (GPa) 4.0 1.7
Cekme dayanimi (MPa) 40 38
Kopma uzamasi (%) 6 400
Ultraviyole dayanimi lyi Kaéti
Solvent direnci Direngsiz Direngli

Ayrica, M cAdam ve arkadaslar, ¢izelge 2.1'de gosterildigi gibi PHBmin ayni
mekanik 6zelliklerini bildirmistir (McAdam vd., 2020). Biyo bazli plastik kullaniminda
mekanik dzellikler énemli bir faktordlr. Yapilan arastirmalara gore polihidroskibitirat
ve konveksiyonel plastiklerin benzer 0Ozelliklere sahip oldugu aym1 zamanda
biyopolimerlerin parcalanamayan petrol bazli plastiklerin yerine alternatif olarak

kullanilabilecegi sonucuna varilabilmektedir.
2.2.1.6 PHB ureten mikroorganizmalar

Polihidroksialkanoatlar (PHA) iireticileri, siit atiklari, hidrokarbonla kirlenmis
alanlar, kagit hamuru ve kagit fabrikasi atiklari, tarimsal atiklar, aritma tesisi aktif
camurlari, rizosfer ve endiistriyel atiklar gibi dogal olarak veya yanlislikla ytksek organik
maddeye veya biiylime smirli kosullarina maruz kalan c¢esitli ekolojik nislerde
bulunmustur (Singh-Saharan vd., 2014). Birkag heterotrofik ve ototrofik aerobik bakteri,
fazla karbon kaynagi varliginda besinleri sinirlamak kosuluyla PHA'y1 karbon ve enerji
depolama malzemeleri olarak (retilip biriktirmektedir. PHB'ler, karbon kaynagi bol
oldugunda ve azot, fosfor, oksijen veya kiikiirt gibi diger besinlerin smirli oldugu
durumlarda bakteri, arke, maya ve mantar gibi az sayidaki dkaryotta iiretilen karbon ve

enerji rezervi polimerleridir (Thapa vd., 2018; Yang vd., 2010).



17

Dogal olarak PHB iireten bazi bakterilerin Cuprividus necator, Alcaligen,
Pseudomonas, Basil, Rhodococcus, Staphylococcus ve Micrococcus oldugu bulunmustur
(Thapa vd., 2018; Martinez-Martinez vd., 2019). Literatlire gore, 400'den fazla
mikroorganizmanin PHB {irettigi bildirilmistir. Proteobakterilere ve mor Kikurtsiz
bakterilere ek olarak, siyanobakteriler de azot sinirli kosullar altinda karbondioksitten
PHA (retebilmektedir (Lee vd., 2021). Besin ac¢isindan smirli kosullar altinda,
Rhodobacter sphaeroides, Rhodopseudomonas palustris ve Rhodospirillum rubrum dahil
olmak (zere bircok mor kikirtsiiz bakteriler (PNSB), PHA ve H;yi birlikte
tiretebilmistir (Padovani vd., 2016; Singh-Saharan vd., 2014). Bu iki metabolik yol
rekabet eder, ancak H> ve PHB'nin birlesik iiretimi ¢evre igin biiyiik bir avantajdir,
alternatif enerji kaynaklar1 ve geri dontstiiriilebilir plastikler elde edilir (Padovani vd.,
2016). Siyanobakteriler ve bakteriler, PHA iiretimi i¢in konakg¢i polimer hiicre fabrikalar
olarak diigtiniilebilir. Baz1 siyanobakteriyel suslar, foto-ototrofik kosullarda
yetistirildiginde bile bu polimeri biriktirebilmistir (Balaji vd., 2013; Carpine vd., 2015).

Yag1  aynstirrkken PHA  {iretebilen ~ Pseudomonas,  Acinetobacter,
Sphingobacterium, Brochothrix, Caulobacter, Ralstonia, Burkholderia ve Yokenella
bakteri suslari, yagla kirlenmis alanlardan izole edilmistir (Singh-Saharan vd., 2014). Bu
arastirmada, Cuprividus nectaor JMP 134'lin, besinle sinirli bir ortamda karbon kaynagi
olarak fenol veya sodyum benzoat gibi biiylimeyi engelleyen kimyasallar verildiginde
hiicre kuru agirliginin (CDW) % 50'sine kadar PHB olusturdugu gosterilmistir (Singh
Saharan vd., 2014). PCR sonuglarma goére, Burkholderia terricola, Lysobacter
gummosus, Pseudomonas extremaustralis, Pseudomonas brassicacearum ve
Pseudomonas orientalis dahil olmak {izere baz1 mikroplar, PhaC genine sahip olduklari
icin  PHA  freticileri olarak  tanimlanmustir  (Singh-Saharan  vd., 2014).
Mikroorganizmalar, plastik kirliligini azaltmak i¢in iki sekilde galisir; birincisi, plastigi
dogal ortamda parcalayarak, ikincisi, su anda kullanilan petrol tiirevi plastige uygun bir
alternatif olarak polimerleri sentezleyen biyosentetik sistemler gelistirerektir (VVarghese
vd., 2022; Koch ve Forchhammer, 2021). PHB, fiziksel ve kimyasal nitelikleri nedeniyle
petrol bazli plastiklerin yarattig1 kirlilige karsi potansiyel bir ¢ozim olarak kabul

edilmektedir.
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2.2.2 Mor kukurtsuz bakteriler (PNSB)

Mor kuikirtsuz bakteriler (PNSB) metabolik ¢ok yonlilikleriyle bilinir ve
anoksijenik fotoheterotroflar olarak gelisir (Cabecas-Segura vd., 2022). Rhodococcus
tarleri ve Rhodobacter tiirleri gibi mor kiikiirtsiiz bakteriler, besinle sinirli kosullar altinda
sekerlerden iyi bilinen PHB dreticileridir. Mor kikurtsiiz bakteriler (PNSB), anaerobik
kosullarda fotosentez gergeklestirerek organik asitler, alkol ve indirgenmis karbon
kaynaklarindan Hz Uretir. Bu 6zellik, karanlik fermantasyon atik sularini (DFE) aritmak
icin kullanilma potansiyeline sahiptir (Cheng vd., 2015; Rai vd., 2014). Arastirmalara
gore, PSNB ek olarak, siyanobakteriler de azot simirli kosullar ve aerobik altinda
polihidroksibiitirat tiretebilmistir (Montiel-Corona vd., 2015; Lee vd., 2021). PNS
bakterileri, ¢esitli gevresel kosullar altinda ¢esitli metabolik aktiviteler sergilemektedir ve
Rhodospirillum, Rhodopseudomonas ve Rhodobacter, PNS bakterilerinin en iyi bilinen
cinsleridir (Kars & Giindiiz, 2010). Halotolerant fotosentetik bakteriler, biyoteknolojinin
cesitli alanlarinda ¢ok sayida gercek veya potansiyel uygulama sunar. Tuzlu kosullarda
yasayabilmelerinin yani sira, kendilerini hem 15181n varligina hem de yokluguna ayarlama
yetenekleri de diger mikroorganizmalara g0re avantaja sahip olmalarini saglar
(Sangkharak ve Prasertsan, 2008).

2.2.2.1 Rhodopseudomonas palustris

Rhodopseudomonas palustris, Nitrobacteraceae familyasindan bir Gram negatif
bakteri cinsidir (Angra vd., 2023). Rhodospeudomonas huicreleri ¢ubuk seklindedir ve
asimetrik olarak bolunerek kutupsal olarak buyur ve hareket etmek igin flagella
kullanilir. Bu bakteriler, intrasitoplazmik olan fotosentetik zarlara sahiptir (Suwansaard,
2010). R. palustris, G+C igerigi % 65 olan tek bir 5.4 Mbp kromozoma sahiptir ve aerobik
kosullarda yetistirildiginde beyaz olan fototrofik bir tiirdiir. R. palustris, yag asitleri,
amino asitler, aromatik bilesikler ve lignin dahil olmak tiizere farkli kimyasallar
metabolize edebilen mor fototrofik bir bakteridir. Sonug olarak, kontamine habitatlarin
ve atik suyun biyoremediasyonunda 6nemli bir tiirdiir (Davenport ve Bose, 2022).

R. palustris, ¢ok cesitli substratlar kullanarak yararli {irlinler tireten farkli bir
metabolik sisteme sahiptir (Brown, Wilkins, vd., 2022). Bu mor kikirtsuz bakteri,
hayatta dort farkli metabolizma gergeklestirebilir. R. palustris, farkli hammaddeleri

kullanma yetenegi ve esnek metabolik yolu nedeniyle ucuz hammaddelerden PHB



19

uretebilmistir (Brown, Wilkins, vd., 2022; Ranaivoarisoa vd., 2019). Bakteriler,
glinoseliilozik gibi atik maddeleri katma degerli iiriinlere doniistiiriir. Ornegin, bu bakteri
lignin pargalayarak PHB'ye doniisiir ve R. palustris, iyi termokimyasal 6zelliklere sahip
bir PHB polimeri lretebilir (Brown, Wilkins, vd., 2022). Besin eksikliginin, mor bakteri
hiicrelerinde PHB biriktirmek icin potansiyel bir stres biliylime ortami oldugu
bilinmektedir. Azot az oldugunda, R. palustris 6nemli miktarda PHB biriktirmistir
(Carlozzi vd., 2019). Sekil 2.8°de, R. palustris, PHB molekillerini granll olarak
biriktirebilir ve bir PHB depolimeraz enzimi (Phaz) kullanarak karbon agligi olan bir

ortam oldugunda biriken polihidroksibutirati bozabilmektedir.

Sekil 2.8 Anaerobik kosullarda p-kumarat iizerinde yetistirilen Rhodopseudomonas palustris CGA009'un
TEM goéruntist (Brown, Immethun, vd., 2022)

R. palustris, diger tim PHB iireten bakteriler gibi, polihidroksibutirat sentezi ve
katabolizmay1 kodlayan bir gene sahiptir. R. palustris ayrica depolanan karbonun
dengelenmesine yardimci olan 6nemli miktarda PHA olusturur. Uyarlanabilirlikleri,
bozunabilirlikleri ve ¢esitli karbon kaynaklarini kullanma yetenekleri nedeniyle ¢ok
cesitli uygulamalar i¢in uygundur (Angra vd., 2023). Literattrde asetik, propiyonik ve
biitirik asitlerin bir karigimimi kullanarak R. palustris tarafindan hidrojen ve PHB'nin
sentezini arastirmistir (Rajesh Banu vd., 2021; Shakeri vd., 2011). Biyoplastik birikimine
ek olarak, R. palustris ile ayrica biyohidrojen iretilmistir (Padovani vd., 2016). Samrot
vd,. R. palustris SP5212'nin ¢oziicii geri kazanim yontemi olarak kloroform kullanirken
%7.7 PHB drettigini bulunmustur (Samrot vd., 2021). Carlozzi ve arkadaslari, R.
palustris 420L'in dogal agik-koyu dongiilerde disarida yetistirilmesiyle de P3HB
bakimindan zengin biyokiitleler elde edilmistir (Carlozzi vd., 2019). R. palustris'teki PHB
iretimi genellikle p-ketotiyolaz enzimi (PhaA) tarafindan iki tane asetil-koanin

asetoasetil-CoA'ya yogunlagsmasiyla baslar (Sekil 2.9).
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Farkli Karbon kaynaklar
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Sekil 2.9 Rhodopseudomonas palustris TIE-1'deki PHB dongiisii ve varsayilan genler (Ranaivoarisoa
vd., 2019)

Sekil 2.9'da gosterildigi gibi, ilk adim Asetil-CoA farkli karbon kaynaklarindan
olusturulur ve daha sonra iki asetil-CoA yogunlastirarak asetoasetil-CoA elde etmektir.
Enzim asetoasetil-CoA redilktaz, PhaB, asetoasetil-CoA'y1 (R) -3-hidroksibtiril-CoA'ya
dontistirir. PhaCl velveya PhaC2 sonunda (R)-3-hidroksibitiril-CoA'yr PHB
graniillerine polimerize eder. PHB, karbon depolama mobilizasyonu sirasinda birkag
enzimatik islemle (R)-3-hidroksibitiril-CoA'ya ve ardindan asetil-CoA'ya geri indirgenir
(Ranaivoarisoa vd., 2019). Rhodopseudomonas mor kikurtsiz bakteriler (PNSB)
kullanilarak fotofermantasyon, H2 ve PHB gibi yiiksek degerli Uriinler Gretmek icin uygun
bir biyolojik yaklasimdir ve entegre biyolojik iiretimleri, biyopolimerlerin {iretim

maliyetlerini diisiirme potansiyeline sahiptir (Franco-Ledn vd., 2021).
2.2.2.2 Cereibacter sphaeroides

Fotoheterotrofik kosullarda, C. sphaeroides, hidrojen treten mor kiikurtstz bir
gram negatif bakteridir (Kars vd., 2008; Shimizu vd., 2022). C. sphaeroides, organik
maddeleri karbon kaynagi olarak kullanma yetenegine sahiptir, bu nedenle sus,

fotoheterotrofik bakteriler olarak smiflandirilir. C. sphaeroides, ikili fisyon yoluyla
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simetrik olarak bolinen, 0,8-1,0um uzunlugunda ve 0,3-0,5um genisliginde, o-
proteobakteriler, oval sekilli bir bakteridir (Sekil 2.10). Agar ortaminda bakteriler, ¢aplari
2-4mm arasinda degisen piiriizsiiz, kiiresel, pembe ila koyu kirmizi koloniler iiretir

(Kemavongse vd., 2007).

Sekil 2.10 Cereibacter sphaeroides mikroskopik gérintusi
https://genome.jgi.doe.gov/portal/rhosp/rhosp.home.html erisim tarihi:19-10-23

Kootstra ve digerleri, esas olarak asetik ve propiyonik asit elde etmek igin
anaerobik aritmayi, ardindan atik suyun fototrofik C. sphaeroides ile PHA'ya
doniistiiriilmesini iceren hurma yagi degirmeni atik suyundan PHA iiretmek i¢in iki
asamali bir stire¢ gelistirmistir (Kootstra vd., 2017). Yapilan bir arastirma, C.sphaeroides
bliylime sicakligir olarak bilinen 30°C'nin hiicre gelisimi ve PHB olusumu i¢in en iyi
sicaklik kosulu oldugunu ve 30°C'den daha yiiksek veya daha diisiik sicakliklarda ciddi
sekilde engellendiklerini bulunmustur (Lee vd., 2020). Aerobik ve anaerobik kosullarda,
mor kikirtsuz bakteriler (Paracoccaceae ailesi), 6zellikle C. sphaeroides, PHA'nin en
¢ok caligilan homopolimer veya kopolimer iireticileridir. C. sphaeroides ES16'nin UV
mutant susunun PHB biriktirdigini kesfetmistir. Sus, ko-substratin tanimlanmas1 ve ko-
substratin PHB'nin yan1 sira kopolimer PHBV sentezi iizerindeki etkisi agisindan daha
fazla arastinlmigtir (Kemavongse vd., 2007). Sekil 2.11°de gosterdigi gibi C.
sphaeroides'te PHB, asetil koenzim-A'dan (asetil CoA) ug tip enzimin Kkatalitik
reaksiyonlart ile tretilir. C. sphaeroides, PHB sentezinde asetati asimile etmek igin

etilmalonil-CoA yolunu kullanir (Kars ve Gindiz, 2010).


https://genome.jgi.doe.gov/portal/rhosp/rhosp.home.html
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Sekil 2.11 Cereibacter sphaeroides'te PHB biyosentez yolu (Kobayashi ve Kondo, 2019)

[k asamada bir asetil grubu baska bir asetil grubuna aktarilir ve asetoasetil olusur
ve ikinci adim, asetoasetil-CoA'nin R-3-hidroksibutanoile indirgenmesini igerir
(Kobayashi ve Kondo, 2019). Son olarak poli (3-hidroksialkanoat) polimeraz, (R)-3-
hidroksibutanoil-CoA  molekillerinden  ¢oklu (R)-3-hidroksibutanoil  gruplarini,
reaksiyonun son iiriinleri olarak PHB ve CoASH'1 polimerize edilmektedir (Kobayashi ve
Kondo, 2019). Kemavongse ve arkadaslari, C. sphaeroides suslar1 gibi PNS bakterileri,
hiicre kuru agirliklarinin% 60-80'ini tiretebilmistir (Kars & Gunduz, 2010). Halotolerant
bakterilerin, C. sphaeroides ES16'nin, aglik kosulu altinda biriken yiiksek miktarda
polihidroksiyalkanoat (%40-60 DCW) iirettigi bildirilmistir (Sangkharak & Prasertsan,
2008). Bir calismada, en yiiksek PHA (3.5g/L PHA, %60 DCW), iki asamali aerobik
karanlik kosul altinda 5g/L fruktoz ortaminda yetistirilen C. sphaeroides susu 14F
kullanilarak elde edilmistir (Sangkharak ve Prasertsan, 2008). Cizelge 2.2'de gosterildigi

gibi, liretilen PHB miktar1, bakteri tiiriine ve susuna baglhdir.

Cizelge 2.2 Ug C. sphaeroides susunun hiicresel biiyiimesi ve PHB icerigi (Sangkarak ve Prasertan,

2008)
Bakteriler Maksimum biyiime PHB
aDCW (g/L) Konsantrasyon (g/L) | Miktar® (%)
C. sphaeroides ES16 ~ 7.44+0.20 1.45+0.15 19.5
C. sphaeroides N20 8.20 +0.09 4.44+0.23 53.9
C. sphaeroides U7 8.12+0.11 8.12+0.11 42.0

(a)CDW=Hiicre kuru agirligi=toplam hiicre konsantrasyonu (b)PHB (% CDW) = (PHB
konsantrasyonu/CDW) %100
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C. sphaeroides, PHB sentezi i¢in son derece faydali bir bakteridir, PHB, azot
smirlayict kosullar altinda C. sphaeroides'te hiicresel kuru agirligin% 70'ine kadar
birikmistir. Fu ve arkadaslar, C. sphaeroides'in ¢esitli metabolizmasi, fotosentez,
solunum ve farkli sinyal aglar1 gibi i¢ aktiviteleri incelemek i¢in son derece degerlidir
(Lee vd., 2020). C. sphaeroides, biyoremediasyonda ¢esitli metal oksitleri ve
oksianyonlar1 detoksifiye edebilmektedir ve ayrica karbon dioksit fiksasyonu, azot
fiksasyonu, sitokrom ¢esitliligi ve elektron tasima sistemlerine  sahiptir

(https://genome.jgi.doe.gov/portal/rhosp/rhosp.home.html erisim tarihi:21-11-23).

2.2.2.3 Rhodobacter capsulatus

Rhodobacter capsulatus, gesitli kosullarda gelismesine izin veren metabolik
olarak esnek bir sisteme sahip, kikirtsiiz mor bir proteobakteridir (Kumka & Bauer,
2015). R. capsulatus, degisen ortama yanit olarak metabolik yollar arasinda gegis
yapabilen, en uyarlanabilir metabolizmaya sahip mor kukdrtsiiz bir bakteridir ve tek bir
3.5 Mb kromozomdan olusur. Isigin varhginda bu tlr organik maddeler tuketerek
fototrofik olarak biiyiir ve 15181n yoklugunda kemolitotrofi ve fermantasyona geger (Asif
vd., 2021). Mor kikirtsiz bir proteobakteri olan R. capsulatus, 25-30°C arasinda degisen
sicakliklarda biiyiiyebilmektedir (https://bacdive.dsmz.de/strain/13806 erisim tarihi 19-
10-23).

Cevrelerine bagh olarak R. capsulatus ¢ubuk veya hareketli olarak blyuyebilir,

morfoloji pH'daki degisikliklerden etkilenir, 6rnegin pH 7'nin altina diistiiglinde bakteri
kiiresellesir ve zincirler olusturur. Fotosentetik mor kiikiirtsiiz R. capsulatus genellikle
bir ortamda 1518a ve oksijene dogru veya ondan uzaklasmalarina izin veren tek bir flagela
igerir. R. capsulatus, asetat kullanarak hidrojen dretilir, PHB (retimi igin potansiyel bir
aday gibi goriinmektedir ve PHB {iretiminde optimal bir karbon kaynagi konsantrasyonu
bulup kullanilmalidir (Ozsoy-Demiriz vd., 2019). R. capsulatus, degerli biyobozunur
polimer iiretmek i¢in kullanilabilecek agik-koyu dongiiler sirasinda PHB biriktirme
kapasitesine sahiptir (Sekil 2.12) ve PHB birikimi agisindan, C. sphaeroides ve R.
capsulatus, R. palustris'ten daha fazla PHB biriktirilmistir (Montiel Corona vd., 2017).


https://genome.jgi.doe.gov/portal/rhosp/rhosp.home.html
https://bacdive.dsmz.de/strain/13806
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Sekil 2.12 Aseton ortaminda Rhodobacter capsulatus tarafindan tiretilen beyaz PHB vezikiillerinin
goriintiisi (TEM 500nm) (Mayet vd., 2013)

PhaA (-ketotiyolaz), PhaB (asetoasetil-CoA rediiktaz) ve PhaC (PHB sentaz),
PHB yolunda yer alan R. capsulatus'ta kesfedilen ti¢ gendir (Monroy ve Buitron, 2020).
En 6nemli gen, PHB birikiminin anahtar1 olan 6nemli bir enzim olan PHB sentazini
kodlayan PhaC'dir. R. capsulatus, sitramalat dongiisiinti kullanir ve %70'e kadar kuru
agirlik biriktirebilmistir (Kars ve Gundiz, 2010). R. capsulatus DSM 1710 (ATCC
11166), hem aerobik hem de anaerobik olan ve atik suyu aritmak icin kullanilan bir
bakteridir. Toprak, tatli su ve okyanus dahil olmak iizere ¢esitli habitatlarda bulunan ve
bu ortamlardan kolayca izole edilebilen gram negatif bakterilerdir (Costa vd., 2017).
Organizmanin azot kaynagi amonyum kloriirle sinirlandirildiginda, daha yiiksek polimer
verimleri rapor edilmistir, 65mg/L amonyum kloriir konsantrasyonunda, R. capsulatus
240 mg/L PHB iiretilmistir. Bu ¢alismada, polimer birikiminde % 4'liik bir artis olmasina
ragmen, kuru hiicre agirligi ile polimer birikimi arasinda bir baglanti gézlenmemistir

(Merugu vd., 2012).
2.3 Biyoproseslerde Bakteri Konsorsiyumu Kullanimi

Bir mikrobiyal konsorsiyum genellikle bir toplulukta birlikte ¢calisma yetenegine
sahip farkli mikroplar grubu olarak tanimlanmaktadir. Mikrobiyal konsorsiyumlarin
(MMCl'ler) uygulanmasi, ekim sirasindaki maliyetlerdeki onemli diisiis nedeniyle biiyiik
ilgi gormektedir (Zhou vd., 2022; Shalin vd., 2014). Ek olarak, MMCnin bakim
gereksinimleri diisiik oldugu i¢in tiretim maliyetlerini diisiirmek i¢in tek saf kiiltiirler
yerine karigik mikrobiyal kiiltiirler (MMC) kullanilir (Rajesh Banu vd., 2021; Wang vd.,
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2017;Colombo vd., 2017). Atik su, ham hurma ¢ekirdegi yagi, kullanilmis yemeklik yag,
peynir alt1 suyu ve kahve telvesi ile sarap atigi likori gibi diigiik maliyetli atik akiglarini
substrat olarak kullanma yetenekleri nedeniyle, karisik mikrobiyal konsorsiyumlarin
PHA birikimi i¢in umut verici oldugu kanitlanmistir (Zhou, 2023).

Karma mikrobiyal konsorsiyum kullaniminin avantajlari vardir. Bir bakteri
konsorsiyumunun kullanim1 6zellikle atik suyun aritilmasinda yararhidir, atik su birgok
farkli organik madde ve asit igerir ve bir ortamda ¢esitli bakteriler bulundugunda organik
suyu fermente edebilmektedir ve toksik olmayan bilesikler olusturabilirler. PHA sentezi
icin karma mikrobiyal konsorsiyum (MMC'ler) kullanilir, ¢linkii sterilite gereksinimleri
daha azdir ve tek saf kiiltlirlere gore biyo-rafineri ve atik/atik su aritma islemlerine entegre
edilmesi daha kolaydir (Huang vd., 2017; Policastro vd., 2021;Basset vd., 2016). Bakteri
konsorsiyumu karmasik bir biyolojik matris igerir ve dinamik bilesim, 6zellikle secici bir
ortamda fonksiyonel 6zelliklerle ilgilidir. Mikroorganizmalar, konsorsiyum igindeki nispi
bolluk tizerinde etkisi olan kendi optimal biiyiime kosullarina sahip olabilmektedir (Wang
vd., 2017).

Bakteriler tarafindan diisik PHB {iretimini ele alma stratejilerinden biri
mikrobiyal konsorsiyumlarin kullanilmasidir (Duncker vd., 2021). Mikrobiyal
konsorsiyumlar, ¢oklu ve simbiyotik mikrobiyal popiilasyonlara sahip topluluklardir.
Mikrobiyal konsorsiyum, substrat kullaniminin kapsamini genisleterek tek bir bakterinin
diisiik doniisiim verimliligi sorunlarmi ¢dzebilmektedir (Zhu vd., 2022). Onceki
calismalarda, P. putida ve S. cerevisiae'nin bir konsorsiyum olarak olumlu etkilesimlere
sahip oldugunu gostermistir (Wei vd., 2023). Ayrica, farkli bakteri popiilasyonlarinin
metabolik bir yolda farkli adimlar attigi metabolik is bolimii (DOL), bakterilerin
aktivitesini artirip biyokiitlede bir artisa neden olabilir (Wei vd., 2022). Konsorsiyum
icinde bir bakteri tiiriiniin biitirat kullanarak olusturdugu bir son {irlin veya yan iiriin
konsorsiyumdaki bir bagka bakteri i¢in substrat olabilmektedir. Bu mekanizma metabolik
1s boliimii (DOL) olarak da adlandirilmaktadir. Boylece substrat doniisme etkinligi ve
tirtin verimliligi artmaktadir. Bhatia ve ark, karbon kaynagi kullanimin1 artirmak i¢in bir
mikrobiyal konsorsiyumu (Ralstonia eutropha ve Bacillus subtilis) kullanmistir (Bhatia
vd., 2018).

Mikrobiyal toplulugun yapisi ile fonksiyonel performansi arasindaki iligkiyi
anlamaya ihtiya¢ vardir. Bu, bir mikrobiyal konsorsiyum siirecinin tasarlanmasi ve
stirdiiriilmesi igin faydahdir (Zhou vd., 2022). Monokultir, tek bir PHA biriktiren

mikroorganizmanin kiiltiiriidiir ve monokiiltiir kullanimi, karigik kiiltiir (konsorsiyum)
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kullanimina kiyasla pahalidir. Bununla birlikte, karigik bir kiiltiir kullanildiginda farkli
PHA'lar dretilir. Konsorsiyumlarin ve karistk organik asitlerin  kullaniminin
polihidroksialkanoat iiretiminde baska zorluklar1 da vardir, 6rnegin yem bilesiminin PHA
iiretimi lizerindeki etkisi nedir? Hangi tiir PHB iiretilebilir ve bu nasil kontrol edilebilir?
Konsorsiyum igindeki hangi mikroplar PHA dretimine dahil olur? (Zhou, 2023). Bu
nedenle, c¢evresel kosullardaki ve substrat bilesimlerindeki degisikliklerle ilgili
dinamiklerini anlamak i¢in karisik mikrobiyal konsorsiyumlar hakkinda bilgi sahibi
olmak 6nemlidir. Bu, PHA iiretiminde yer alan baskin tiirlerin tanimlanmasina izin verir
ve ayrica mikroorganizmalarin eko-fizyolojik 6zelliklerinin yani sira PHA iiretiminin
anlasilmasina yardimci olur.

Bir ¢alismada, C. sphaeroides AV1B'nin saf kultlrleri (155mg PHB), karma
konsorsiyum kultirlerinden (55mg PHB) daha yiiksek PHB verimleri sergilenmistir
(Luongo vd., 2017). Karisik PHB iireten tiirler, saf kiiltiirlere kiyasla ¢ok diisik PHB
miktarina sahiptir ve saf kiiltiirlerin PHB iiretimindeki 6nemine dikkat ¢ekmistir.
Incelenen karma konsorsiyumlarda bir arada bulunan cesitli bakteri tiirlerinin substrat
kullanimini iyilestirdigi bulunmustur (Policastro vd., 2020). Konsorsiyum tarafindan
daha iyi kullanilmasi, organik bilesiklerin katma degerli liriinlere doniistiiriilmesiyle
sonuglanir.

Yiksek miktarda biyopolimer elde etmek icin, PHA depolimeraz geni, P. putida
KT2442 ve C. sphaeroides HJ'de oldugu gibi PHA bozulmasini inhibe etmek igin
elenebilmistir (Zhou, 2023). Gen, PHB'yi monomerlere bolen bir polimeraz enzimini
kodlar. Gen mutasyona ugradiginda veya nakavt edildiginde, bakteri hiicrelerinin
sitoplazmasinda ¢ok fazla PHB biriktirebilmistir. Bir konsorsiyumda, Uretilecek biyo-
plastik miktarini artirmak icin farkli organizmalar arasinda simbiyotik iliskiye ihtiyag
vardir. Bir konsorsiyumda c¢ok fazla bakteri oldugunda, besinler i¢in rekabet olacak ve bu
da diisiik miktarda polimer iiretilmesine neden olacaktir. Bir konsorsiyumdaki mikrobiyal
cesitliligin azaltilmasinin, 6zellikle PHA treten bakteriler oldugunda, beslenen toplu
PHA uUretiminde faydali oldugu 6ne siiriilmistiir (Coats vd., 2016). Bu nedenle, saglanan
ortamdaki karbon miktarma uygun belirli miktarda farkli bakteri tiirline sahip olmaya

ithtiyag vardir.
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2.4. Bitirik Asit ve PHB Uretimi

Biitirik asit (n-bitanol asit, [CH3(CH2)2COOH]), 8°C'de katilagan ve 164°C'de
kaynayan yagli renksiz bir sivi olusturan bir karboksilik asittir (Goldberg & Stefan
Rokem, 2019; Agnihotri vd., 2022). Biitirik asit, 4 karbonlu bir organik asittir, suda ve
etanolde c¢ozlinebilmektedir. Butirik asit, yag asitlerinin veya pirlivik asidin
parcalanmasindan elde edilen asetil-CoA'dan anaerobik kosullar altinda sentezlenir
(Goldberg & Rokem, 2009). Rajesh-Banu ve ark.'ya gore, atik suyun asidojenik
fermantasyonundan dretilen organik asit, PHA Uretimi igin avantajli ve uygun maliyetli
bir substrat saglanmaktadir (Rajesh Banu vd., 2021). Bdtirik asit, Butyrivibrio,
Butyribacterium, Clostridium, Eubacterium, Fusobacterium, Megasphera ve Sarcina
dahil olmak iizere ¢esitli bakteriler tarafindan {iretilmistir (Agnihotri vd., 2022). Bitirik
asit, seker fermantasyonu sirasinda birka¢ anaerobik bakteri tarafindan iiretilen ana son
urindur. Clostridium tiirleri, hiicre gelisimi i¢in basit bir ortama ve nispeten yiiksek bir
iiretim oranma ihtiyag duyduklari icin biitirik asit sentezi i¢in en etkili sekilde
kullanilmistir (Rajesh Banu vd., 2021). Karbon substrat, polimerin yapisini ve
ozelliklerini belirler. Ornegin PHB, ¢ift sayil1 karbon substratlarla yapilan sert, kirilgan
bir plastiktir (Coats vd., 2016). Karbon kaynagi, PHA sentezini etkileyen en kritik
faktorlerden biridir, ¢iinkii PHA iiretim yolu boyunca birden fazla ara {iriin olusur.
Biitirat, PHB olusturmak icin asetil-CoA'ya ve ardindan -hidroksibutirata (HB)
oksitlendikten sonra bir karbon kaynagi olarak kullanilir (Kemavongse vd., 2007).

Zhou, (2023) ¢ogu organik atik akisi, hidroliz ve asidojenik fermantasyondan
sonra asetik asit, propiyonik asit, bltirik asit, valerik asit ve heksanoik asit gibi (ucucu)
yag asitlerinin kombinasyonlarini igerir. Biitirik asit 1869'da Lieben ve Rossi tarafindan
kesfedilmistir. Biitirat, iki nedenden dolayr PHA iiretimi igin ilging bir substrattir. ilk
olarak, ylksek bir teorik trtin verimine sahiptir. Marang vd, (2013) gore batirat, PHA
sentezi i¢in ilgi ¢ekici bir substrattir. PHA, biitirat {izerinde (karbon bazinda 0,94
mol/mol) asetattan %40 daha fazla stokiyometrik verime sahiptir.

Marang vd, (2013); Agnihotri vd., (2022), ikincisi, biitirat, organik atik akislarinin
asidojenik fermantasyonu sirasinda biiylik miktarlarda tretilir. Biitiratin baskin bir
substrat oldugu zaman, amonyumun varliginda, yiiksek bir PHB seviyesine ulasilacagi
icin bu atik su ¢evreye daha az zararli olacaktir. Biitirat, fermente seker kamist pekmezi,
zeytinyagl degirmeni atik sulari, kagit fabrikasi atik sulari, atik aktif camur veya gida

atiklar1 gibi organik atik akislarinin asidojenik fermantasyonu sirasinda da Onemli
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miktarlarda dretilir (Marang vd., 2013). Biitirik asidin bir ortam olarak kullanilmasi
avantajlidir ¢linkii biitirik asit, piruvat sentezi olmadan kolayca asetil birimlerine (PHB
Onciisii) dontstiirtliir ve bakteri metabolizmasini PHB iireten yola yonlendirir (Montiel
Corona vd., 2017). Yapilan arastirmalarda en yiiksek PHB verimine (% 33) biitirik asit,
ardindan asetik asit (%32), asit karisimu (biitirik asit ve asetik asit) ve propiyonik asit (%
11) varmistir. Arastirmaya gore propiyonik asit diigsitk PHB tiretti ¢iinkii propiyonik asidin
PHB'ye doniismesi yogun metabolizma gerektiriyor (Singh Saharan vd., 2014).
Cupriavidus necator 4H16 kullanilarak PHA {iretimi {lizerine yapilan bir arastirma,
saglam hiicre biiylimesi ve yiiksek polihidroksiyalkanoat nedeniyle biitiratin en ¢ok tercih
edilen organik asit oldugunu bulmustur (Yang vd., 2010). Asetat, butirat ve p-kumarat
tizerindeki biiyiime sirasinda ongoriilen asetoasetil-CoA olusum oranlari, biitiratin en
yiiksek Smmol/gDW/saat doniisiim oranina sahip oldugunu ortaya cikmistir (Alsiyabi
vd., 2021).

2.5 PHB Uretimi icin Biiyiime Kosullar

Genelde, PHB'nin birikmesi i¢in dnemli biiylime faktorleri arasinda karbon
kaynaklari, pH, sicaklik ve azot kaynagi bulunur. Bu parametreler hiicre metabolizmasini
ve hiicre boliinmesini etkilemektedir. Karbon ve azot, tim canli mikroorganizmalarin
ihtiyag duydugu kritik besinlerdir ve optimum hiicre biiylimesi i¢in besin bilesimi
dengelenmelidir (Zhou vd., 2022; Montiel-Corona ve Buitron, 2022). Bakteri Gremesi
icin gerekli optimum kosullar varliginda, PHB igeriginde bir artis gozlemlenebilmektedir.
Ayrica aerobik kosullarda iyi biiyiiyebilir ve oksidatif fosforilasyon yoluyla PHA sentezi
icin yeterli ATP (retebilir (Montiel-Corona & Buitrén, 2021). PHB, 1sik
aerobik/anaerobik kosullara kiyasla karanlik aerobik kosullarda hiicrelerde yaklasik %
50'ye kadar daha fazla birikir (Lee vd., 2020). Polihidroksibutirat (PHB) Uretimini
optimize etmek i¢in bakteri tiremesi kosullari incelenirken, mikrobiyal konsorsiyumlar
kullanilarak ¢ok az ¢alisma yapilmistir (Zhou vd., 2022). Biiyiime kosullari, yiiksek PHB

miktarinin elde edilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
2.5.1 Azot kaynag

Azot kaynag1 da PHB birikimi i¢in 6nemli bir parametredir (Singh Saharan vd.,
2014). Trakunjae ve arkadaslar1 (2021), maya 0zl, malt 6zl, pepton, Ure, (NH4)2SOa,
NH4CI, NH4NOs ve KNO3 gibi ¢esitli azot kaynaklarinin hiicre biiyiimesi ve PHB {iretimi
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tizerindeki etkileri test edilmistir. Montiel-Corona vd., (2017) bakterilerdeki azot
siirlamasinin PHB firetimi igin faydali oldugunu gostermistir. Daha buyuk bir PHA
miktar1 tiretmek igin sinirlayict bir faktor olarak amonyum ag¢ligi kullanilir (Zhou vd.,
2022). Glutamat-Asectat ortaminda biiyiiyen C. sphaeroides N20'de farkli azot
kaynaklariin ve konsantrasyonlarinin hiicresel biiylime ve PHB {iretimi tizerindeki etkisi
incelenmistir. Incelenen tiim azot kaynaklarmin (0.08, 0.1 ve 0.2g/L) daha yiiksek
konsantrasyonlarinda hiicre biiytimesi (5.74-7.84 g/L) ve PHB konsantrasyonu (0.95-2.07
g/L) onemli 6l¢iide artmistir (Sangkharak ve Prasertsan, 2008). Bununla birlikte, azot
konsantrasyonundaki daha fazla artis, bakteriler tarafindan biriken PHB'de bir azalmaya
neden olmustur. Biriken PHB'deki bir azalma, yalnizca azot konsantrasyonundaki bir
artisa bagli olarak karbon-azot oranindaki dengesizligin bir sonucu olabilir. Bakterilerin
PHB (retebilmesi icgin karbon-azot orani dengesine ihtiyag vardir. Fotosentetik
bakterilerde PHB birikiminin genellikle bitylime ortamindaki azot mevcudiyeti, 6zellikle
optimal C/N orani ile baglantili oldugu bulunmustur (Sangkharak ve Prasertsan, 2008).
NHsNOs, NH4Cl ve iire ile karsilastirildiginda (NH4)2SOs, Alcaligenes eutrophus
(Cupriavidus necator) gibi diger mikroplarda PHA sentezi i¢in en iyi azot kaynagidir.
Organizmanin azot kaynagi amonyum kloriirle sinirlandirildiginda, daha yiiksek polimer

verimleri rapor edilmistir (Sangkharak & Prasertsan, 2008).
2.5.2 pH ve sicakhik

Ortamin pH'1 da PHA verimliliginde ve monomer bilesiminde ¢ok onemli bir
belirleyicidir. Bakteriler tarafindan PHB iiretimi i¢in en iyi pH ve sicaklik 7.0-7.5 ile 30-
37°C arasindadir (Getachew ve Woldesenbet, 2016; Aryaraj ve Pramitha, 2021). Ek
olarak, Zhou ve ark., pH'in azot lim'e kiyasla PHB birikimi iizerinde daha biiyiik bir etkiye
sahip oldugundan bahsetmistir (Zhou vd., 2022). En iyi performanslar, bu ¢alismada
kiiltiir zenginlestirmesinin mikrobiyal aktivite i¢in en uygun sicaklik olan 30°C'de
gerceklestirilmis olmasi olabilmektedir. Bir arastirmada, A. indicus tarafindan maksimum
PHB iiretimi, karbon ve azot kaynaklar1 olarak glikoz, pepton ile %2 NaCl varliginda ve
35°C'lik, 96 saatlik inkiibasyondan sonra elde edilmistir (Adnan vd., 2022).

Choonut ve ark., (2016) pH'in C. necator tarafindan PHB {iretimi {izerindeki
etkisini arastirmistir ve 30°C'lik bir sicaklikta, Cuprividus necator, optimum kosullar
altinda %50 kalintilar ve 5g/L maya 6zii altinda yetistirilmistir. Ph'in PHB {iiretimi

uzerindeki etkisi, farkli pH seviyelerinde (4, 7 ve 9) yetistirilerek arastirilmistir.
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Sonuglarma gore, maksimum PHB iiretimi pH 7'de, ardindan pH 9 ve pH 4'te
kaydedilmistir (Rajesh Banu vd., 2021). C. sphaeroides RV susu anaerobik,
fotoheterotrofik ve hafif pH kosullar1 (8.0-8.5) altinda yetistirildiginde, RV susunun nétr
Ph'dan (7.0 veya 7.5) daha fazla PHB iirettigi kesfedildi. (Kobayashi ve Kondo, 2019).

2.5.3 Karbon kaynag

Karbon kaynagi, biyopolimerlerin birikiminde ve sentezinde 6nemli bir faktordiir
ve farkli karbon kaynaklar1 farkli PHA tiirlerine neden olur. Genellikle basit karbon
monomerleri, metabolik yola kolayca asimile edildikleri icin mikroorganizmalar
tarafindan tercih edilir. Bacillus aryabhattai 34°C de, sirasiyla fruktoz, maltoz, nigasta ve
gliserol igeren farkli karbon kaynaklarinin varliginda 2.18g/L, 1.47g/L, 1.742g/L ve
1.7869/L olmak lzere maksimum PHB sergilenmistir (Balakrishna Pillai vd., 2017).
Mohanrasu ve arkadaslar1 ayrica, pH 7'de glikoz igeren ortamlarda Bacillus megaterium
kullanilarak 2.74 g/L'lik optimal PHB elde etmistir (Hamdy vd., 2022). Ugucu yag asitleri
(VFA) gibi atik sularin karanlik fermantasyonu sirasinda agiga ¢ikan ¢ozliniir asit
bakimindan zengin atik tiriinler bakteriler tarafindan kullanilir ve hiicre i¢i PHB birikir.

Ucucu yag asitleri, digerlerinin yan1 sira asetik asit, biitirat, propiyonik, laktat,
valerik asit gibi farkli organik bilesiklerden olusur ve zengindir. En bol bulunan organik
asit, atik suyun asidojenik bakteriyel fermantasyonunun bir yan iiriinii olan biitirattir.
Rajesh-Banu ve dig., C. necator H16 kullanilarak asetik asidin (3g/L™! asetik)
polihidroksibitirata (0.5¢9/L™) déniistiiriildiigiinii bildirmistir (Rajesh Banu vd., 2021).
Polihidroksibutirat tiretiminde farkli daha ucuz karbon kaynaklar1 6nerilmistir. Bu karbon
kaynaklar1 arasinda atik su, pekmez, gida atigi, camur, sentez gazi, peynir alt1 suyu,
gliserol, restoran atig1, endiistriyel kalint1 ve atik yaglar bulunur. Halomonas halophila,
kahve kalintilarindan% 61,95 CDW biriktirmistir (Rajesh Banu vd., 2021). Narayanan
vd., (2020) gore, B. cereus NDRMNOO01, piring kepegini karbon kaynagi olarak tercih etti
ve diger karbon kaynaklarin kiyasla 52.6g/L. CDW basina (% 75,25) 39.58 g/L PHB

uretilmistir.
2.6 Polihidroksibutirat (PHB) Ekstraksiyon Yontemleri

PHB ekstraksiyonunun iki ana yontemi c¢ozicu ekstraksiyonu ve sindirim
yontemidir. Coziicli ekstraksiyonu, PHA'y1 hiicre kiitlesinden ¢ikarmak i¢in en sik

kullanilan yontemdir, ¢linkii kolay, etkili, hizli ve yiiksek saf molekiiler agirlikli PHB
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uretilmektedir (Heinrich vd., 2012; Raza vd., 2018). PHA'nin ekstraksiyonu ig¢in
kloroform, etanol, metanol, heksan, sodyum hipoklorit, etilen karbonat, 1.2-propilen
karbonat ve asetik anhidrit gibi c¢esitli ¢oziciiler kullanilir (Samrot vd., 2021;
McChalicher vd., 2010). Sindirim yontemi, hiicre biyokiitlesinden PHA'nin ¢ikarilmasi
i¢in alternatif bir yaklagimdir, ¢linkii ¢oziicli yontemi ¢evre igin tehlikeli ve toksiktir. Bir
hiicre pargalandiginda, zara bagli PHA graniilleri salinir ve hidrofilik PHA olmayan hiicre
kiitlesi, suda ¢Oziiniir bir madde olusturmak iizere kimyasal veya enzimatik etki ile
degistirilir (Koller, 2020). Sodyum dodesil sulfat (SDS), Triton X-100, palmitoil karnitin
ve betain prosediirde kullanilmaktadir (Samrot vd., 2021; Kunasundari & Sudesh, 2011).

2.6.1 Sodyum dodesil stllfat (SDS) ile ekstraksiyon

Kloroform yerine sodyum dodesil silfat (SDS) gibi bir yizey aktif madde
kullanilabilir. SDS'min P(3HB) ekstraksiyonunda etkili oldugu gosterilmistir. SDS,
bakteri hiicre zarimi1 verimli bir sekilde parcaladigindan, kirleticileri ¢6zerken P(3HB)
daha fazla zarar vermeden birikir (Marudkla vd., 2018). SDS, aerobik ve anaerobik
kosullar altinda hizla biyolojik olarak parcalanabilir ve molekiildeki tiim karbonlar,
yenilenemeyen bir kaynaktan ziyade yenilenebilir bir kaynaktan elde edilir (Bondi vd.,
2015). Hidrofilik materyali hiicreden ¢6zmek igin yaygin olarak %0.025-0.2 SDS
konsantrasyonu kullanilir. Daha yiiksek bir SDS konsantrasyonu, PHA'nin ¢éziinmesine
neden olarak verimi diisiiriir (Kurian & Das, 2021). Bununla birlikte, toksik halojenli
bilesikler iiretme tehlikesinin yliksek olmasi nedeniyle, bu yaklasim PHA'y1 hiicrelerden
cikarmak i¢in yaygin olarak kullanilmamaktadir (Koller, 2020). Arikawa ve arkadaslart.,
(2017) tarafindan yapilan bir arastirmada, SDS-sonikasyon tedavi prosedur ile geri
kazanilan PHA'nin tiimii Olgiilecek kadar saftir (%96 saflik). SDS-sonikasyon islem
prosediiriiniin kullanilmas1 polimerin molekiiler agirligim1 bozamaz, sonu¢ molekiiler

agirhigin neredeyse ayni oldugunu gosterilmistir.
2.6.2 Kloroform ile PHB ekstraksiyonu

Kloroform gibi diisiik kaynama noktali klorlu ¢oziiciilerin kullanilmasi,
bozulmadan iyi PHA kalitesi ve ekstraksiyon verimi ile sonuglanmistir (Kshirsagar vd.,
2013). Bununla birlikte, bu klasik ekstraksiyon islemi, isletme maliyetleri ve ¢cevresel etki
Uzerinde etkisi olan organik ¢oziiciileri kapsamli bir sekilde kullanir (Martinez-Herrera
vd., 2020). Sodyum hipoklorit/kloroform kullanilarak P(3HB) ekstraksiyon



32

mekanizmasi, hiicre zariin sindirilmis P(3HB) olmayan bilesenlerle eszamanli olarak
sodyum hipoklorit ile denatiirasyonunu, ardindan kloroformda ¢éziinmesini igerir hem
miikemmel P(3HB) geri kazanimi hem de saflig1 saglar (Marudkla vd., 2018). Sonuc
olarak, maksimum %91 P(3HB) geri kazanilmistir. Anack, diinya saglik orgiitii
kloroformun hayvanlarda kanserojen oldugunu belirlemistir, ayrica havaya maruz
kaldiginda hizla buharlasir, suda kolayca ¢6ziiniir ve par¢alanma tiriinlerinin her ikisinde

de ¢evreye zararli fosgen ve hidrojen kloriir bulunur (Marudkla vd., 2018).
2.6.3 Sodyum hipoklorit yontemiyle ekstraksiyon

Hiicresel biyokiitle, sodyum hipoklorit kullanilarak fermantasyondan sonra
santrifijleme ile ekstrakte edilmektedir (Marudkla vd., 2018). Sodyum hipoklorit
sindirim prosediirii, bakteri hiicrelerinin parcalanmasina izin vererek PHB graniillerinin
hiicrelerin disina salinmasina yol acarak kolay PHB ekstraksiyonuna izin verir (Darshan
& Nishith, 2014). Sodyum hipoklorit, bakterilerin hiicre duvarlarin1 pargalar ve PHB
olmayan hiicresel materiyal (NPCM) ¢ikarilmasin1 saglayarak PHB'a zarar vermeden
hiicre par¢alanmasina neden olur. Daha oOnce bildirildigi gibi, sodyum hipoklorit
(NaOCL) veya sicak kloroform veya her ikisi kullanilarak bakteri hiicrelerinden yiiksek
saflikta P(3HB) geri kazanilmistir (Marudkla vd., 2018). Arastirmalara gore, sodyum
hipoklorit biyolojik olarak birikmez, cabuk bozulur ve gevrede birikmezdir.

2.7 Polihidroksibutirat Karakterizasyon Teknikleri

PHA {iretimini basarili bir sekilde dogrulamak i¢in hizli, basit ve giivenilir
karakterizasyon yontemleri esas ve 6nemlidir. PHA'nin taranmasi ve polihidroksibutiratin
karakterizasyonu i¢in ¢esitli yontemler mevcuttur. Bu teknikler Nikleer Manyetik
Rezonans (NMR), Fourier doniisiimli kizilotesi spektroskopisi (FTIR), Nile Red ve

Sudan Black B boyalar1 ile boyama yontemlerini icerir.
2.7.1 Sudan Black B ile boyama

Sudan Black B (SBB), notr yaglar ve lipitler i¢in son derece yiiksek afiniteye
sahip, yagda ¢oziinen bir boyadir. PHA {ireten bakterileri tanimlamaya yonelik geleneksel
yaklagimlar arasinda Sudan Black B bulunur. Bununla birlikte, Sudan Black
kullanildiginda, sadece PHA'y1 degil, diger lipit bilesiklerini de boyamaz. Sudan Black B

boyasi, bakteri hiicrelerinde PHB graniillerinin varligin1 belirlemek i¢in ana tarama
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yontemi olarak kullanilmaktadir (Adnan vd., 2022). Sudan Black B boyasi ile
boyandiginda PHB biriktirmeyen koloniler beyaz gorunidr, ancak PHB biriktiren
koloniler mavimsi-siyah goriinmiistiir (Adnan vd., 2022), ve bu renk, PHB'nin bakteri
tarafindan retildigini gostermistir.  Sudan Black B lekesinin amaci lipitleri
gorsellestirmektir. Sudan Black B; fosfolipitler, steroller ve notr trigliseritleri iceren genis
bir lipit spektrumunu boyar. Ayrica kromozomlari, golgi aparatini ve 16kosit graniillerini
de boyayabilir. Sudan Black boyalari, ¢6ziiclide ¢6ziiniir bir lipit boya sinifina aittir

(https://www.clinisciences.com/en/buy/cat-sudan-black-b-stain-3954.html) erisim tarihi

01-11-23. Sudan Black; giivenilir sonuglar verdigi, ¢cok daha hizli, daha kolay, daha az
toksik ve daha ucuz bir boyama yontemi oldugu i¢in mikemmel sonuclara aday olarak

belirlenmistir.

2.7.2 Nile red ile boyama

Nil Red, 9 konumda bir dietilamino grubuna sahip 5H-benzo[a]fenoksazin-5-
on'dan olusan organik bir heterotetrasiklik bilesiktir. Histolojik bir boyanin yani sira

florokrom islevi goriir ve siklik bir keton, aromatik bir amin ve iiciinciil bir amino

bilesigidir(http://www.ebi.ac.uk/chebi/searchld.do?chebild=CHEBI:52169)[Sekil 2.13].
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Sekil 2.13 Nile red molekiiler yapis1 https:/pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/65182#section=2D-
Structure erisim tarihi:30-10-23

Nil Red boyamayr kullanan bir mikroskopi yontemi, hiicre i¢i PHB'yi
tanimlamanin hizli, kolay bir yolu ve membranlar veya lipit benzeri kapanimlar gibi
hidrofobik hiicre 6zelliklerini gorsellestirmek i¢in kullanilan lipofilik bir floresan boyadir
(Juengert vd., 2018). Nil Red ¢ok ¢esitli dalga boylar1 yayar ve 488nm veya 565nm
lazerler kullanilarak uyarilabilir. Lipit damlaciklarindaki Nil Red floresan sinyali tipik

olarak turuncu-kirmizi kanallarda gozlenir. Nil red, PHA tespiti i¢in Sudan Black B'den
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daha spesifik, Gstln ve hucrelerin icindeki PHB'yi tespit edebilmektedir (Mesquita vd.,
2015; Arikawa vd., 2017).

2.7.3 Nukleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi

NMR, bakteriler tarafindan sentezlenen PHB'in kimyasal yapisin1 gozlemlemek
icin gergeklestirilir (Trakunjae vd., 2021; Hamdy vd., 2022). PHB sentezinin
tamamlanmas1 daha sonra NMR analizindeki tepe noktalar1 kontrol edilerek
dogrulanabilmektedir (Al-Shok vd., 2023). Martinez ve arkadaslar., (2019) tarafindan
yapilan bir arastirmada, PHB yapis1t NMR kullanilarak analiz edilmistir. PHB'nin yapisini
dogrulamak igin, ticari veya referans PHB'nin NMR spektrumlari1 ve elde edilen PHB
karsilastirlmistir (Martinez-Martinez vd., 2019). Onceki calismalarda NMR sinyaller,
metil grubunun (-CHs) 1.20-1.30 ppm arasinda, metilen grubunun da (-CH.) 2.20-2.60
ppm arasinda ¢oklu tepe noktalarin1 gostermistir (Martinez-Herrera vd., 2020; Gomez-
Cardozo vd., 2020). Elde edilen sonuglara gore, 4.90 ve 5.25ppm'lik bir sinyal oldugunda,
bir (-CH) metil grubunun varligin1 gosterir. PHB molekiillerinin fonksiyonel grubu NMR
ve FTIR tarafindan dogrulanirsa, ekstrakte edilen polimerin PHB oldugu ve
polihidroksibitiratin kontaminasyonu ya da bozulmasinin olmadigi anlamina gelir
(Martinez-Herrera vd., 2020). Kimyasal yapiya dayanarak, spektrumun PHB

molekiillerinin ayirt edici sinyalleriyle eslestigi bulunmustur.
2.7.4 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

Fourier dontisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR), saflastirma derecesini
belirlemek ve numunelerin molekiiler yapisim1 belirlenmesi i¢in kullanilan kalitatif bir
analitik tekniktir (Shalin vd., 2014; Thapa vd., 2018; Trakunjae vd., 2021). FTIR
spektroskopisi hem kati, sivi hem de gaz drneklerin analizinde kullanilmaktadir. Novais
ve Peixe gore, fourier doniisiimlii kizil6tesi spektroskopisinin (FTIR) mikroorganizmalart
ve bunlarin hiicre bilesenlerini arastirmak icin etkili bir yontem oldugu kanitlanmistir
(Samrot vd., 2021). PHA'nin kimyasal yapisini ve monomerik birimini tanimlar. FTIR
analizinde ekstrakte edilen bilesikler, PHB'nin Kkarakteristik bir C=0 zirvesini (pik)
gosterecek ve boylece ekstrakte edilen izolatlarin PHB fireticileri oldugunu
dogrulayacaktir (Thapa vd., 2018). CHs, CHz, C=0, CO, CH ve OH gibi belirgin
fonksiyonel gruplarin varligi, PHB'nin varliginin kritik bir belirleyicisidir (Thapa vd.,

2018). Uretilen PHB'nin farkl1 fonksiyonel gruplarini arastirmak i¢in Fourier Doniisiimlii
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Kizil6tesi Spektroskopisi yapilmaktadir (Trakunjae vd., 2021). Martinez-Herrera ve
arkadaslar1 tarafindan tarif edildigi gibi metilen (CH) ve metil (CHs) gruplarinin olagan
spektrumlari, 2500 ila 3500cm™ bolgesinde, 6zellikle 2935 ve 2975cmY'deki sinyallerde
gbzlemlenmistir (Martinez-Herrera vd., 2020). Temel yogunluk, bu analiz boyunca
referans olarak kullanilan ticari PHB tarafindan saglanir. Cikarilan PHB daha sonra nitel
bir analiz olarak standartla karsilastirilabilir.

Yapilan bir FTIR analizinde, PHB'de goriilen O-H gerilmesine karsilik gelen tiim
spektrumlarda 2361-2365 cm™'de bantlar tespit edilmistir (Hernandez-Nufiez vd., 2019).
Ek olarak, 1720-1726cm™'de kayda deger bir bant, varligi 1730cm™in altinda PHB
homopolimerlerinin kristal bolgesi ile iligkili olan ester karbonil grubu (C-O) ile iliskilidir
(Martinez-Herrera vd., 2020; Gomez-Cardozo vd., 2020). Bir calismada, polimer
PHA'nin fonksiyonel gruplar1 FT-IR spektroskopisi ile C=0O gruplar1 olarak
dogrulanmistir ve polihidroksibitirat, Bacillus subtilis'ten ekstrakte edilmistir, bu
calismada elde edilen sonuglar diger aragtirmacilar tarafindan elde edilenlerle ayniydi
(Shah, 2014). FTIR diisiik algilama hassasiyetine sahip oldugundan ve PHA monomerik
bilesimindeki degisiklikleri tanimlamada veya tespit etmede zayif oldugundan, yar1 nicel
olarak smiflandirilabilmektedir (Samrot vd., 2021). FT-IR, PHA karigimlari,

kopolimerler ve heteropolimerler arasinda ayrim yapmaz.
2.8 PHB Kullanmanin Avantajlari

Petrokimyasallardan  yapilan geleneksel plastiklerle karsilastirildiginda,
polihidroksibutiratlarin (PHB'ler) cesitli faydalart vardir. PHB'ler, termoplastisite,
biyolojik bozunabilirlik ve biyouyumluluk gibi istisnai 6zellikleri nedeniyle ticarilesme
potansiyeli artan polimerlerdir ve yenilenebilir kaynaklardan tretilir (Acharjee vd., 2023;
Carvalheira vd., 2022; Nygaard vd., 2021).

2.8.1. Biyouyumluluk

PHB!'ler insan kemikleri ve dokular1 ile biyouyumludur, bu nedenle enflamatuar
bir reaksiyonu tetiklemeden insan viicuduna yerlestirilebilir. Insan viicudunda yavas
bozuldugu i¢in ilag saliniminda tasiyici olarak kullanilabilmistir (Acharjee vd., 2023;
Shalin vd., 2014). Biyoplastikler toksik degildir ve gida ambalaji uygulamalart i¢in
polipropilenden daha iyi fiziksel Ozelliklere sahiptir (Ansari & Fatma, 2016).

Biyopolimer bazli plastikler, petrol bazli plastiklere gore bir takim avantajlar saglar,
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Ornegin toksik olmayan kimyasallardir, geri doniisiimii kolaydir, fosil yakit kullanimin
azaltir, enerji gereksinimlerini disiiriir, yenilenebilir ve ¢evre agisindan giivenilirdir

(Acharjee vd., 2023; Lee vd., 2023).
2.8.2. Parcalanabilirlik

Biyoplastiklerin bir baska avantaji da biyolojik olarak parcalanabilirliktir, bu da
son triinlerin hammadde olarak geri doniistiiriilebilmesidir (Sekil 2.14). Bu, yeni
hammadde ihtiyacini ortadan kaldirir ve tiriine ¢esitli alternatifler sunar (Nandakumar vd.,
2021). Biyolojik bozunma, bakteri, mantar veya aktinomiset gibi mikroorganizmalar
mevcut oldugunda hem anaerobik hem de aerobik ortamlarda gergeklesebilmektedir
(Lammi vd., 2019).

.

7

>

Sekil 2.14 Camurda 80 gunluk bir siire boyunca inkiibasyon s1ras1nda PHA slselermln biyolojik olarak
pargalanmasi (Yousuf, 2017).

Bir PHB'nin bozulmasi, biiylik ve karmasik molekiillerin daha kii¢lik molekiillere
bolinmesiyle sonuglanan bir sure¢ olarak karakterize edilebilir. Bozunma normal olarak
polimer zincirinin veya baglarinin boliinmesi ve yapinin kristal retikulumdaki kirilmasi
ile gerceklesir ve bu nedenle islev kaybina yol acar (Calleja, 2020). PHB'nin bozunma
stiresi, polimerin bilesimine ve ¢evreye baghdir. Biyoplastikleri tliketebilecek ve
parcalayabilecek ¢ok sayida bakteri varsa, bozulma birkag ay siirebilir. Bununla birlikte,
deniz gibi bir ortamda, biyoplastiklerin parcalanmasi muhtemelen bakteri eksikligi veya

daha az bakteri nedeniyle daha uzun yillar alir (Sharma & Dhingra, 2016).
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Biyopolimerlerin bozulmasi, 1sik, hava, 1s1 ve nem gibi bir¢ok c¢evresel faktdrden de
etkilenir. Reaksiyonlarin baglama silirecine bagli olarak, termodegradasyon,
termomekanik bozunma, abiyotik bozunma ve biyolojik bozunma olarak kabul edilir
(Dos-Santos vd., 2018). Sekil 2.15te, aerobik kosullar altindaki son tiriinler biyokiitle,
karbondioksit (CO2) ve sudur, ayrica anaerobik kosullar altindaki son iiriinler biyokiitle,
CO», metan (CHa) ve sudur (Zhou vd., 2023; Acharjee vd., 2023).

cH, ]
" :
o oH
n

PHA depolimeraz

D-3-hidroksibiitirat dehidrojenaz

Asetoasetat

D-3-hidroksibiitirat dehidrojenaz

i () i

[-Oksidatif yolu TCA dongiisit
]
 CH, COpH0 | COLHO

Sekil 2.15 Anaerobik ve aerobik kosullar altinda hiicre dist PHB bozulmasi

PHB bozulma urunleri cevreye zarar vermez ve 0zellikle CO; ve CHa elektrik
santrallerinde elektrik iiretmek i¢in kullanilabilmektedir (Kuciel vd., 2019,Bhola vd.,
2021). Bununla birlikte, biyoplastiklerin biyolojik bozunmasi, polimerin kristalligi,
yuzey morfolojisi ve yan zincir uzunlugunun yani sira sicaklik, mevcut bakteri tiirleri, pH
ve oksijen seviyeleri gibi cevresel faktorlerden etkilenebilir (Acharjee vd., 2023).
Biyopolimerlerin kullanimi atik birikimini azaltmaya yardimei olur ve bu nedenle
atmosfere sera gazi emisyonlarini azaltabilmektir (Garcia-Gonzalez ve De-Wever, 2018;
Dietrich vd., 2017). Biyoplastiklerin biyolojik bozunmasi sirasinda agiga ¢ikan
karbondioksit, dogal bir ortamda karbondioksiti sabitleyen bakteriler tarafindan bitkilere
asimile edilebilir ve sera gazi miktarin1 azaltir. PHB, biyolojik bozunma, termal ve

fotodegradasyon gibi 3 farkli yontemle pargalanabilmektedir.
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2.8.2.1 Biyolojik bozunma

Polihidroksibutiratin ~ biyolojik  olarak  pargalanmasinda enzimatik ve
mikrobiyolojik olmak iizere iki yol vardir. Bakteriler, mantarlar ve algler dahil
mikroorganizmalar, enzimatik aktivitelerini enzimler kullanarak biyolojik olarak
parcalanabilen plastikleri parcalamak i¢in kullanirlar. PHB'nin bozulmasi, c¢esitli
mikroorganizmalar tarafindan salgilanabilen ve PHB'nin metabolizmasinda énemli bir
role sahip olan bir enzim olan PHB depolimerazin etkisiyle hiicre i¢i olarak baslar. Bu
enzim suda ¢O0zunmeyen polimeri suda ¢Oziinen bir polimere hidrolize eder. Bu tir
bozulmada, polimerin kristal bélgeleri suya karsi gegirimsiz oldugu i¢in PHB'nin
kristalligi belirleyici bir faktdrdiir. Ozel PHB durumunda, polimer -COO- grubunun
varligindan dolay1 hidrolize daha duyarlidir (Dos-Santos vd., 2018).

2.8.2.2 Termal bozulma

PHB'ler, biyolojik bozunmanin yani sira diger islemlerle de bozunabilir. Ozellikle
PHB'ler sicaklik bozulmasina egilimlidir. Termal bozunma, uzun polimer zincirindeki
ana monomerik birimlerin termal olarak par¢alanmasini igerir (Calleja, 2020; Acharjee
vd., 2023). Molekiiller arasi etkilesimler, termal iletkenlik ve makromolekiillerin
hareketliligi gibi baz1 faktorler ayrigsmayi baglatir. Faktorler, malzemenin birinci ve ikinci
sirasinin faz gecisinin sicakligina, kristallik derecesine ve islendikten sonra polimerik
malzemedeki kristal fazin konumuna baglidir. Bu, polimerin termal ayrigmasinin
basladigi sicakligi etkileyecektir (Dos-Santos vd., 2018). Ayrica, maruz kalma
stiresindeki ve sicakligindaki artis, PHB'nin molar kiitlesinin azalmasini etkiler. Bu,
polihidroksibutiratin molar kiitlesinin ¢esitli sicakliklara bagimliligint gosteren gizelge
2.3'te gosterilmistir.

Cizelge 2.3 PHB bozunumunun molar kiitlesinin farkli sicakliklara bagimliligi (Dos-Santos vd., 2018)

Bozulma sicaklig1 (°C) Molekdler kiitle (x10-3g/mol)
/Zaman
0 1dk 5dk 10dk 20dk
175 564 502 - - 146
180 477 432 312 169 93
190 402 192 136 52 -
200 282 121 37 - 5

Termal bozunma, plastik atiklarin  bertaraf edilmesinde ve yeniden

kullanilmasinda énemlidir ve bozunma reaksiyonlari, biyofiber tiretim surecinin énemli
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bir pargasidir. Termal bozunma islemi, artan sicakligin bir sonucu olarak bir polimer
ozellikleri degistiginde meydana gelir. Bir ortamda yliksek bir sicaklik oldugunda,
polimerler daha hizli bozulur ve yukaridaki tabloda gosterildigi gibi molekiiler agirlik

azalir.

2.8.2.3 Fotodegradasyon

Fotodegradasyon islemi, polimerin 1sikla degistirilmesini igerir. Daha kiiclik
polimer pargaciklari, yiiksek yogunluklu foton parcaciklari tarafindan pargalanir. Yiiksek
radyasyon yogunlugu, biyopolimer molekiilleriyle etkilesime girerek oksidasyona, zincir
kirilmasina ve diger bozulmalara yol acan elektronlar tiretir. Giines, diinya iizerindeki
birincil 151k kaynagi oldugundan, fotodegradasyon ¢ogunlukla gilines 1s1gmin varligryla

baslatilir (Calleja, 2020).
2.8.3 PHB kullaniminda limitasyonlar

PHB'nin kullanim1 ve {iretimi diinyaya umut vermistir. Bununla birlikte, PHB
endistriyel Olgekli kapasitelerde iiretildiginde su anda birkag¢ sinirlama mevcuttur.
Yiiksek tiretim maliyetleri, diisiik verim, bozulmaya duyarlilik ve ekstraksiyon zorluklari
da dahil olmak iizere teknoloji karmasikliklari, PHB {iretiminin karsilasti§i zorluklar
arasindadir (McAdam vd., 2020; Yun vd., 2013; Agnihotri vd., 2022; Yang vd., 2010).
Belediye ve endiistriyel atik sular gibi diisiik maliyetli karbon hammaddelerinin
kullanilmastyla biyopolimerlerin liretim maliyeti azaltilabilmektedir. Birkag aragtirmaci,
endiistriyel atik akiglarindan polihidroksialkanoat tiretimini aragtirmigtir ve endustriyel
atik sular, asetat, propiyonat ve biitirat gibi ugucu organik asitler liretmek i¢in yabani tip
bakteriler tarafindan anaerobik olarak fermente edilebilir. Fermentasyondan elde edilen
organik asitler PHB iiretimi i¢in kullanilabilir. Birka¢ ¢alisma ayn1 anda PHA sentezini
ve atik su aritimini incelemistir (Agnihotri vd., 2022). Steril olmayan kosullar altinda
atiklardan (gida atig1, atik su veya camur) polyester iiretebilen karistk mikrobiyal
kiiltiirler (MMC) kullanilarak yiiksek tiretim maliyetlerinden kaginilabilir ve bu da onlar1
tek suslarindan daha umut verici bir platform haline getirir (Parodi vd., 2021).

Endiistriyel atik suyun PHB iiretiminde substrat olarak kullanilmasinin
faydalarinin yani sira atik su, bakterileri engelleyen veya mikroorganizmalarin
metabolizma yolunu degistiren baska tehlikeli kimyasal i¢erdiginden aritilmalidir. PHB

polimerini iyi bir secenek haline getiren bu ozelliklere ragmen PHB, iyilestirilmesi
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gereken ¢ok diisiik mukavemete/direnme sahip bir polimerdir. PHA'nin fiziksel ve
mekanik nitelikleri, valerik asit, propiyonat asit ve glikoz gibi farkli organik karbon
kaynaklarmin bir kombinasyonu kullanilarak polimere 3-hidroksivalerat (3HV)
eklenerek gelistirilebilecektir. Mekanik iglemler sirasinda PHB'nin kirilganligi, polimeri
strese kars1 direngli hale getirir. Ayrica, liretim maliyeti ¢ok yiiksektir ve isleme sirasinda
polimer termal olarak kararsizdir ve erime noktasina yakin oldugunda ayrisir (Dos-Santos
vd., 2018; Rajesh Banu vd., 2021).

2.9 Uygulama Alanlan

Sekil 2.16"da PHB, ¢ok sayida endiistride genis bir kullanim alanina sahiptir.
PHB, polipropilen (PP) icin potansiyel bir yedek olarak arastirilmis ve gelistirilmistir,
clinkii cesitli termoplastiklerle ortak birkac nitelige sahiptir.

Elektronik

Falkon siseler

Plastik tabak

Ilac siseler

Sekil 2.16 Farkli alanlarda polihidroksibutirat (PHB) uygulamalari

Sekil 2.16'da gosterildigi gibi PHB farkl1 sektorlerde kullanilabilir. Ornegin, PHB
gida ambalaji i¢in basariyla test edilmistir ve polipropilen'den daha sert oldugu
bulunmustur. PHB ayrica sise, lateks ve bir dizi tarimsal ve ambalaj {iriinii iiretiminde de
caligmaktadir. PHB, diaper destek levhalari, filmler ve kopolimerlerin {iretiminde
kullanilmistir. Ayrica, iyon ileten polimerler ve sicak eriyik yapistiricida bir toner olarak

optimize edilmistir (Markl vd., 2018).



41

2.9.1 Tibbi kullanim

PHAlar: ilag tastyici, doku mithendisligi, kalp kapakgiklari, cerrahi dikisler, tibbi
implantlar, suni deri, yapay organ rekonstriksiyonu, kemoterapdtikler, antibakteriyel,
kanser Onleyici ajanlar, hafiza arttiricilar ve biyokontrol ajanlar1 gibi ¢esitli tibbi
kullanimlara sahiptir (Acharjee vd., 2023). Tip alaninda PHB polimeri esas olarak
dikisler, implantlar, iirolojik stentler, kardiyovaskiiler doku miihendisligi, kirik
fiksasyonu, narkolepsi ve alkol bagimliliginin tedavisi, ilag verme vektorleri, hiicre
mikrokapsiilasyonu, hipofizeal hiicrelerin destegi ve molekiillerin onciileri olarak
kullanilir (Dos-Santos vd., 2018). PHB'nin tip alanindaki bazi kullanimlari sekil 2.17'de

gosterilmistir.

Sekil 2.17 PHB'nin gesitli tibbi uygulamalari (A) Tabakalar (B) Implantlar (C) Tiipler (D) Damla sisesi
(E) Urolojik stentler (F) Vida (Calleja, 2020)

Biyopolimerler, biyouyumluluklari, ¢esitli fizikomekanik 6zellikleri ve biyolojik
olarak parcalanabilirlikleri nedeniyle rejeneratif tip, ila¢ dagitimi (PHB nanopartikiiller)
ve doku miihendisligi i¢in ¢ok umut verici ve 6nemli bir malzeme simifidir (Chernozem
vd., 2022; Dos-Santos vd., 2018). Insan kolon kanserinin tedavisinde porfirin gibi
ilaglarin  transferinde PHA nanopartikiilleri kullanilir. Bu 6zellikler nedeniyle
polihidroksiyalkanoatlar bilim adamlar1 ve mithendisler tarafindan 6nemli miktarda ilgi
gormiigtiir. Poli-3-hidroksibutirat (PHB), ¢ok yonliiliigli, uygun mekanik ozelliklerin
kombinasyonu, minimum doku toksisitesi ve biyolojik olarak parcalanabilirligi nedeniyle
Ozellikle doku miithendisliginde yaygin olarak kullanilmaktadir [Cizelge 2.4] (Chernozem
vd., 2022; Samrot vd., 2021).
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Cizelge 2.4 PHB nin in-vitro tibbi implant uygulamasi (Cheng ve Zhang, 2018) .

Polihidroksibitirat (PHB) Kullanim

PHBHHXx-PhaP-ligand, PHB-PhaC-GFP-A33scFv Kanser hiicrelerinde ilag dagitimi (kolon kanser
hiicreler; SW1222(A33+) ve HT29 (A33-)

PLA-PHB-PHBHHx Kemik dokusu miihendisligi (tendon ve kemik)

(Polihidroksibdtirat-ko-3-hidroksiheksanoat)

PHA nanopartikiiller PHA antikanser ilag salinimi

PHA iskeleleri ve nanobiyoglass Kemik dokusu miihendisligi, MG63 hiicresinde hiicre

¢ogalmasini iyilestirir
NaOH ile tedavi edilen PHB, PHB-PHBHHx karisimi ~ Dis doku miihendisligi, antibakteriyel
PHBHHX, insiilin, fosfolipid, PHB-PEG, insulin, ve Hidrofilik ila¢ dagitimi, uzun siireli insiilin ilag salinimi
PHB-PMLA (polimalik asit) ve hiicre alim formiilasyonlari

Farmakolojik olarak aktif maddelerin hiicrelere, dokulara ve organlara kontrolli
olarak verilmesine olan yiiksek talep nedeniyle, ila¢ dagitimlart tip alaninda onemli
araglar haline gelmis ve kapsamli bir sekilde arastirilmistir (Shrivastav vd., 2013).
Polimerleri ila¢ i¢in tasiyici olarak kullanan bir¢ok ila¢ verme yontemi, ilact bir hedef
bolgeye etkili bir sekilde verebilmeleri ve bdylece istenmeyen yan etkileri en aza
indirirken terapdtik faydayi artirabilmeleri nedeniyle gelistirilmistir. Ayrica, PHB'nin
bozulmasi viicutta uzun bir silire¢ oldugundan, yavas ila¢ salim uygulamalarinda tasiyici
olarak faydali olabilecektir (Rajan vd., 2019). Ila¢ dagitiminda PHB, dis eti iltihabmnin
tedavisi i¢in fareler, koyunlar, kopekler, tavsanlar ve insanlar tizerinde de test edilmistir.
Polimerik nanopartikiillerde kapsiillenmis ilaglarin veya biyoaktif bilesiklerin terapdtik
degeri arttirdigr gosterilmistir. Bunun nedeni ¢oziiniirliiglin artmasi, viicutta salinan
ilaglarin oraninin artmasi ve ilag siirdiirtilebilirligidir (Samrot vd., 2021). Bu biyolojik
olarak parcalanabilen plastiklerin avantajlari, kapsamli uygulamalar icin faydali olmalar
ve buyuk Olcekte retilebilmeleridir.

PHB, su anda endistri tarafindan kullanilan petrol bazli plastiklerin
degistirilmesini saglayacaktir (Adnan vd., 2022). PHA, biyomateryal olarak genis bir
uygulanabilirlik yelpazesine sahiptir; kemik, kikirdak, tendon, deri ve sinirlerin doku
miihendisliginde kullanilmistir (Sabarinathan vd., 2018). PHA'lar, insan kemikleri ve
dokular1 ile biyouyumlu, biyolojik olarak parcalanabilen ve yiiksek mekanik 6zelliklere
sahip oldugu i¢in olasi bir tibbi cihaz malzemesi olarak sunulmustur (Acharjee vd., 2023).
Doku miihendisliginde PHB kullanimi, biyopolimerin 6zel 6zellikleri nedeniyle basarili
olmustur. Doku miihendisligi, insan doku ve organlarinin iglevlerini eski haline getirmeye
yeni yaklasimlar saglamak i¢cin mithendislik, malzeme bilimi, hiicre biyolojisi, biyokimya

ve tiptaki en son gelismeleri birlestiren multidisipliner bir bilimsel ve teknolojik ¢aligma
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alanidir (Bonartsev vd., 2022). PHB polimerlerinin piezoelektrik ekti/ozellik sergiledigi
bilinmektedir. Bu nedenle PHB, 6rnegin kikirdak, kardiyovaskiiler doku, deri, kemik iligi
ve sinir iletkenlerinin degistirilmesi ve iyilesmesi i¢in biyotip alaninda son derece umut
vericidir (Chernozem vd., 2022). Dogal veya sentetik kokenli biyolojik olarak
pargalanabilen ve biyouyumlu polimerler olan polihidroksiyalkanoatlarin, kemik
rejenerasyonu i¢in iskele inga etmek i¢in en umut verici biyomalzemelerden biri oldugu
diistiniilmektedir (Voinova vd., 2019).

Elektrospinning, nanofiber iskeleler de dahil olmak tizere ¢esitli polimerlerden ve
bunlarin kompozitlerinden lifli iskeleler olusturmak icin aktif olarak arastirilmaktadir
(Bonartsev vd., 2022) ve bu yontemin en 6nemli avantaji, tiretilen iskelelerin cildin lifli
yapisi, yumusak bag dokusu, mukoza zar1 ve kas dokusu ile karsilastirilabilir
biyomimetik bir yapiya sahip olmasidir. Bir fare calismasinda PHB iskeleleri ile

implantasyonun doku tiretimi igin etkili bir yontem oldugu bulunmustur (Sekil 2.18).

Sekil 2.18 Farenin parietal kemiginde kritik kusur (a) iskelesiz; (b) iskeleli (c) mezenkimal kok hiicrelerle
tohumlanmus iskeleli (Im vd., 2013)

PHB'ye dayali ayni iskeleyi kullanan baska bir calismada, daha belirgin bir
ektopik kemik dokusu olusumu gosterilip iskele, ¢cene kemigi dokusundan izole edilen
primer osteoblastlarla tohumlanmistir ve atimik siganlara implante edilen bir
hidroksiapatit-kollajen kompozitten yapilmis bir iskele ile karsilastirilmistir (Bonartsev
vd., 2022). PHB ve PHBV kopolimerleri, ekstriizyon, enjeksiyon ve sikistirma kaliplama
gibi geleneksel tekniklerle islenebilir. PHBV polimerlerinin piezoelektrik sergiledigi
bilinmektedir. Elektriksel stimiilasyonun kemik iyilesmesini ve onarimini destekledigi
diistintildiiglinden, kirik fiksasyon cihazlari, pimler ve plaka olarak kullanilmak iizere

PHA tipi polimerler dnerilmistir (Sabarinathan vd., 2018).
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Mevcut yaklagimlar, 6zellikle PHB'in dogal biyouyumlu dogasini kullanarak
kanser tespiti i¢in sentezlenen PHB'nin tibbi uygulamasini amaglamaktadir (Sabarinathan
vd., 2018). Normal hiicreler PHB tabakalarina kolayca yapismamuistir, aksine kanser
hiicreleri iyi baglanmistir ve temas agis1 teknikleriyle kolayca tespit edilmistir
(Sabarinathan vd., 2018) (Sekil 2.19). Normal hiicreler ile PHB tabakalar1 arasinda,
normal hiicrelerin nétr kabiliyetinden kaynaklanabilecek bir ¢ekim gozlenmemistir.

Kanser hiicrelerinin tespiti i¢in PHB tabakalarinin kullanilmasi tip alaninda yeni bir yol

olarak kabul edilmistir.

Normal meme Meme kanseni
hicrest hiierest
PHA
PHA
Cam alt tabaka Cam alt tabaka

Sekil 2.19 Kanser hiicrelerinin tespiti i¢in PHB tabakalarinin kullanimi (a) PHB'ye bagli olmayan normal
meme epitel hiicreleri i¢in temas agis1 goriintiisii. (b) PHB'ye baglhh meme kanseri hiicreleri i¢in temas
ac1s1 goriintiisii (Sabarinathan vd., 2018)

Poli-3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksivalerat(PHBV) kopolimeri, biyouyumlulugu,
biyolojik olarak pargalanabilirligi ve toksik olmamasi nedeniyle doku miihendisligi ve
ilag verme amaglari i¢in potansiyel bir adaydir (Chernozem vd., 2022). Ek olarak, ilag
salim hiz1, PHB'nin molekiiler agirlig1 degistirilerek kontrol edilebilmektedir. PHB ayrica
kalp kapak dokusunu tasarlamak i¢in kullanilmistir (Chernozem vd., 2022).

2.9.2 Paketleme

Gida ambalaji, mekanik destek, gecis, raf Omriiniin uzatilmasi1 ve gidalarin
korunmasini sagladigi i¢in gida zincirinde 6nemli bir adimdir (Khosravi-Darani & Bucci,
2015). PHA ler, termoplastiklik, hidrofobiklik, yalitim ve buhar bariyeri gibi nitelikleri
nedeniyle O6nemli bir ambalaj malzemesi kaynagidir. PHA tirevi kavanozlar, tek
kullanimlik bardaklar, tepsiler, kaplar ve kopiik bazli ambalaj kaplar1 gida endiistrisinde

zaten mevcuttur (Acharjee vd., 2023). Biyopolimerler, iyi oksijen gecirgenligi (OP),
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Oonemli gerilme mukavemeti, yiiksek antioksidan aktivitesi, yliksek su buhar1 transfer hiz1
(WVTR) ve onemli antibakteriyel etkileri ile geleneksel ambalaj malzemelerinden ayirt
edilebilir (Varghese vd., 2022). PHB su anda kii¢iik tek kullamimlik iriinlerde ve
ambalajlama malzemelerinde kullanilmaktadir ve PHB'nin gida ambalajinda kullanimi1
son yillarda belirgin hale gelmistir.

Otomotiv sektorl, biyopolimer kullanimi gibi siirdiiriilebilirlik ¢abalarini
strddrdr. Toyota, otomobil astarlarinda ve bazi i¢ yiizeylerde seker kamisi bazli polietilen
tereftalat (PET) kullanan ilk kisi oldugu iddia edilmistir. Bir modelde Mazda motor,
tamamen bitki kaynakli biyofabrikten yapilmis koltuk kiliflarinin yani sira %80'den fazla
bitki kaynakli igerige sahip bir i¢ donanim igerigine sahip oldugu iddia edilmistir
(Acharjee vd., 2023).

2.9.3 Tarimsal uygulama

Biyoplastiklerin tarimsal uygulamalar1 olduk¢a sinirhidir. Yetistirme ¢uvallari,
ciftlik aglar1 ve malg gibi tarimsal uygulamalar simdiye kadar aragtirilmistir. Biyolojik
olarak pargalanabilen fazlardan olusan tarim aglar1 su anda incelenmektedir (VVarghese
vd., 2022). Biyopolimerlerin topraga uygulandiginda biyolojik olarak pargalanabilirligi
nedeniyle biyoplastiklerin bir giibre formu olarak kullanilmasina izin verir. Malg, nem
icerigini koruyabilir, miikkemmel toprak yapisini koruyabilir, yabani otlar1 kontrol ederek
kontaminasyonu onleyebilir ve plastik malglarin tarimsal malglarin % 4011
olusturdugunu belirtmekte fayda vardir (Rydz vd., 2015). Plastik tarimsal malglarin,
yabani otlardan kaginma ve daha yiiksek toprak sicakligi da dahil olmak {izere sebzeler
gibi 6zel mahsullerin biiylimesinde sayisiz avantaji vardir ve bu da mahsul {iretiminin
artmasina neden olur (Rydz vd., 2015; Amelia vd., 2019). Tarim alaninda malg olarak
kullanilan ana biyoplastikler polilaktittir. Biyoplastiklerin bozulmasi karbondioksit,
metan, su, biyokiitle, himik madde ve birgok dogal kimyasal iiretir, ardindan ftirtinler
bitkiler tarafindan kolayca asimile edilir (Muhammad-Shamsuddin, 2017).

Tarimda torbalar kullanilan en yaygimn plastik iriindiir. Giibre torbalar1 ve
yetistirme torbalar1 en yaygin tarim torbas: tiirleridir. Polimer torbalar, gen¢ mahsulleri
acik alanlara aktarmadan once fidanliklarda fide yetistirmek i¢in tarimda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Amelia vd., 2019). Fide torbalar1 veya ekici torbalari olarak da bilinen

yetistirme torbalari, toprak sicakligini dengeler, toprak nemini korur, daha az siklikta
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mahsul sulamas1 gerektirir ve belirli yetistirme ortamlarinin kullanilmasina izin verir
(Amelia vd., 2019).

PHB miktarini1 artttrmanin yollarini siirekli arastirmaya ihtiyag vardir. Bu nedenle,
yuksek miktarda PHB birikimi elde etmek i¢in bir konsorsiyum kullanilmasina karar
verildi. Bu arastirmada, yiliksek miktarda PHB {iretmek i¢in bir fotosentetik bakteri
konsorsiyumu kullanilmaktadir. Fotosentetik bakteri konsorsiyum icin 3 farkli bakteri
kullanilmistir. Bir bakteri konsorsiyumu kullanmak, substrat doniisiimiinii iyilestirip

bakteriler tarafindan daha yiiksek bir PHB miktar1 tiretilebilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bakteri Suslari, Ortam ve Kiiltiir Kosullar:

Bu arastirmada Cereibacter sphaeroides O.U.001(DSM 5864), Rhodobacter
capsulatus DSM 1710 ve Rhodopseudomonas palustris (DSM 128) olmak uzere (¢
fotosentetik ve mor kiikiirtsiiz bakteri kullanildi. Calisma hedefi, biitirik asit ortamu ile
konsorsiyum olarak (¢ tlr bakteri kullanarak yeterli miktarda PHB Uretmek ve hangi
bakterilerin PHB iiretiminde daha verimli oldugunu karsilastirmaktir. -80°C de
stoklanmis olan 3 fotosentetik bakteriler Biebl ve Pfenning (BP) agar besiyerine ekilerek
30£1°C de (96 saat) aktiflestirilmistir. Tek saf koloniler elde edildikten sonra bakteriler,
caligmaya baslamadan Once adaptasyon ve aktiflestirmesi i¢in karbon kaynagi olarak
biitirik asit i¢eren s1v1 bir ortama aktarildi. Bir koloni, 30+1°C'de 250mL'lik erlenmeyer
sisede 100mL sterilize edilmis biitirat ortaminda kiiltiirlendi. Biitirik asit besiyeri icerigi
asagida cizelge 3.1'de verilmektedir. Besiyeri hazirlandiktan sonra 5M NaOH

kullanilarak pH 6.8 ¢ sabitlendi.
Cizelge 3.1 Biitirik asit besiyeri icerigi (g/L)

KoHPO4 05
MgS04.7H,0 0.2
NH.CI 2mM
Butirik asit 30mM
NaCl 0.4
CaCl,.2H,0 0.05
Vitamin Iml
Eser element ¢ozeltisi iml
Demir sitrat Sml

Cizelge 3.1°de verilen kompozisyonu hazirlandiktan sonra ortam sterilizasyonu
15 dakika stire 121°C de otoklavlama ile gerceklestirildi ve besiyeri sogumasindan sonra
demir sitrat, eser element ve vitamin ilave edildi. Butirik asidi hidrolize etme ve PHB
biriktirme yetenegine sahip mikroplar kullanilarak bir mikrobiyal konsorsiyum (%10
kiltlir) olusturuldu. Ayrica bu ii¢ bakterinin her biri kontrol olarak da yetistirilip
konsorsiyumla karsilastirildi. Optimum bdtirik asit konsantrasyonunu belirlemek igin bir
on ¢alisma yapilmistir. On calismada, bes farkli konsantrasyon (10, 20, 30, 40, 50mM)
kullanilmistir ve optik yogunluk dl¢timlerine gére optimum konsantrasyon 30mM olarak

belirlenmistir. Bitirik asit iceren ortamlarda yetistirilen mor kiikiirt igermeyen kiikiirt
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bakterileri kullanilarak yapilan bir arastirmada, optimum bilyime 30mM
konsantrasyonda gozlenmistir (Monroy & Buitrén, 2020). Aerobik karanlik kosullar
saglanarak calkalamali (Thermo-scientific MAXQ 4450 1CE) inkubatorde 150 rpm”de
ve 30£1°C biyiitiildii. Deneyler, 100 mL c¢alisma hacmine sahip 250mL reaktor
(erlenmeyer sisesi) kullanilarak {i¢ tekrar (n=3) halinde gergeklestirildi ve batch/toplu
kosullarinda caligtirtldi (Sekil. 3.1).

) 2 & e

Sekil 3.1 Butirik asit ortamda PHB iiretimi agsamalari ve kosullari

3.2 Buyume Egrilerinin Olusturulmasi

Biitirik asit besiyerinde biiyiime sirasinda bakteri hiicre yogunlugunu (OD660nm)
6lemek icin yaklagik 24 saate araliklarla bir 6rnek (2000uL) alinarak hiicre yogunlugu
takip edildi. Konsorsiyumun yani sira her bir bakterinin biitirat ortaminda zamana bagl
hiicre yogunlugu 6l¢iildii. Blank bir ortam kullanildi ve hiicre kiiltiirleri 1/4'e seyreltildi,
bdylece OD okumasi 0,8'in lizerine ¢ikmadi, bu da numuneden yansiyan 151k miktarimni
etkileyerek yanlis bir deger verebilir. Hiicre biiylimesi 6liim veya diisiis agamasina kadar

slculdi.
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3.3 pH Egrilerinin Olusturulmasi

Biitirik asit ortaminda bakteri tiremesi sirasinda pH 6l¢iildii. Kiiltiiriin pH degisimi
yaklagik olarak 24 saate bir 6rnek (2000uL) alinarak takip edildi. Bu ¢alismada, pH i¢in
deney {i¢ tekrar halinde yapilacaktir. Konsorsiyumun yani sira her bir bakterinin biitirat
ortamindaki pH degisimi de 6l¢iildii. Sonuglar hem birbirleriyle hem de konsorsiyum ile

karsilastirild1 ve pH'daki degisiklikler 6liim veya diislis asamasina kadar 6l¢tildii.
3.4 Uretilen PHB Grandllerinin Gorunttlenmesi

Bakteriler aerobik kosullar altinda ve karanlikta 100 ml'lik bir erlenmeyer sisede
cogaltildi. Cogaltilan bakteriler (konsorsiyum ve her bir bakteri) 96 saatlik bir sure inkilibe
edilip PHB graniillerinin goriintiilenmesi yapildi (genellikle bu sirada bakteriler biiyiime
asamasindadir ve duragan fazda PHB iiretmeye baglamaktadir). Bakteriler tarafindan
tiretilen PHB mikroskopi kullanilarak incelenebilmektedir. Bu caligmada, bakteri
izolatlar1 ile PHB iiretimi testi Sudan Black ve Nile Red kullanilarak boyama yontemi ile
yapildi. Bu ¢alismada da her bir bakteri ayr1 ayri kiiltiire edilerek PHB boyama islemleri
yapilip konsorsiyum ile yapilan ¢aligmalarla karsilastirildi.

3.4.1 Sudan Black B ile hiicre i¢ci PHB granullerinin gérianttlenmesi

Sudan Black boyama, bakteri koloniler mikroskobik slayt Uzerine yayma
yapilarak hazirlanmaktadir.

e 1 ml bakteri, 9 ml steril distile suda seyreltildi.

e Preparatlara etiketleme yapilarak iizerine 1-2 damla distile su damlatildi
ve seyreltme yapilan bakteri drnekleri 6ze yardimi ile preparat {izerinde
yayma yapildi.

e Fiksasyon islemi yapilarak bakteriler preparat lizerine sabitlendi.

e Preparat iizerine Sudan Black B boyasi1 damlatilarak 20 dakika inkiibasyon
stiresine birakildi.

e Boyanin uzaklastirilmasi i¢in ¢ok kisa bir siire preparat ksilene daldirilip
cikarildi.

e Dekolorizasyon isleminde % 0,5’lik safranin ¢ozeltisi preparat iizerine

damlatild1 ve 10 saniye beklendi.
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e Distile su ile yikama yapilarak preparatlar oda sicakliginda kurumaya
birakildu.
e Hazirlanan slayt mikroskop 100X (Nikon esclipe E200) altinda

goruntulendi.
3.4.2 Nile red ile hiicre ici PHB granullerinin géranttlenmesi

Nil Red, hiicre i¢ci PHB'yi tespit etmek i¢in kullanilan hizli ve kolay tekniktir. Nil
Red PHB graniillerine baglanir ve floresan mikroskobu ile kolayca tespit edilir. Renkleri
koyu kirmizidan yogun sari-altin emisyonuna kadar degismektedir. Bu calismada da
bakteriler biitirat besiyerinde ayri ayr1 ve konsorsiyum seklinde kiiltiire edilerek

kullanildi.

2 mL bakteri cozeltisi 7500 rpm'de 5 dakika (4°C) santrifiijlenir ve

supernatant atildi.

e Pellet 500ul distile suda ¢ozdurildi ve 2 kat seyreltildi.

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

e (Cozelti, 5 dakika (4°C) boyunca 7500rpm'de santrifujlenip supernatant
atildu.

e Pelet daha sonra 100pl steril distile suda ¢ozuldi ve 15ul bakteri/ boya

cozeltisi, mikroskop slaytta yerlestirildi ve oda sicakhiginda kurutuldu.

Goruntiileme konfokal mikroskobu (63X Zeis) kullanilarak yapildi.
3.5 Kultirlerden PHB Ekstraksiyonu

Cizelge 3.1 de bdtirik asit ortamimin genel igerigi verilmistir. PHB Uretimi igin
bakteriler aerobik, karanlik kosularda, 30°C sicaklikta ve 250mL hacimli erlenmayer
flask siselerde ¢ogaltildi. Bu ¢alismada, PHB iiretimi i¢in ortama %10 bakteri kiiltiirti
eklenmistir. Cogaltilan bakteri konsorsiyum 96 saatlik bir stire inkiibe edilip tg¢ bakterinin
her biri kontrol olarak da kiiltiire edildi ve konsorsiyumla karsilastirildi. PHB
ekstraksiyonlar1 log fazindaki bakterilerden yapildi. PHB ekstraksiyon islemi sekil 3.2'de

Ozetlendi. PHB ekstraksiyon adimlari sunlardir;
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Sekil 3.2 PHB ekstraksiyon adimlari, Birender'de yaratilmigtir. Manga, 1. (2023)
https://BioRender.com/y37g144

e Hiicre kiiltiiri 50 mL’lik falkonlara esit sekilde boliinerek 5000 rpm’de 15 dk
santrifujlendi. Bitiin santrifiij islemleri oda sicakliginda gergeklestirilir.
Sonrasinda slipernatant uzaklastirildi.

e Falkonda bulunan pellet 1 mL distile suda ¢ozdiiriilerek ependorfa aktarilda.

e Uzerine 1 mL daha distile su ilave edilerek pipetaj islemi yapilir, ardindan 13.000
rpm’de 15 dk yapilir ve siipernatant uzaklastirildi.

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

e Pigment ekstraksiyonu icin (Uzerine aseton-metanol karigimi  (9mL)
homojenlestirilerek ilave edilip oda sicakliginda 20 dk inkiibasyona birakildi.

e Sonrasinda 6000 rpm’de santrifiij yapildi ve silipernatant uzaklastirildi. Bu
asamada 5 kere yapildi. Bu prosediir bakteri hiicrelerinin rengi tamamen degisene
kadar birkag kez tekrarlandi.

e Kalan suyun ¢ikarilmast igin pellet {izerine 10mL etanol ilave edildi ve 50°C'de
20 dk inkiibasyona birakildi.

e Ardidan 6000 rpm’de 15 dk santrifiij, siipernatant uzaklastirildi.

e Hiicre duvarinin pargalanip PHB’ nin geri kazanilmasi i¢in pellet iizerine 6mL
(%6) sodyum hipoklorit (NaClO) eklendi ve 10 dk vorteks yapildi. Sonrasinda 37
°C'de 10 dk inkiibasyona birakildu.


https://biorender.com/y37g144
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e 6000 rpm’de 15 santrifiij yapildi, sonrasinda siipernatant atildi.

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

e Sisenin agz1 kapagi ile kapatilir, herhangi bir buharlasma olasiligina kars1 kapak
kismi parafilm ile sarilip bir kag gtin 30°C'de inkiibasyona birakildu.

e Tekrar santrifiij 9000rpm 15 dk 30°C de yapildi ve pipet yardimu ile alttaki PHB
iceren kloroform fazini yeni bir falkona aktarildi.

e PHB coktirmek igin klorofom iizerinde esit miktarda soguk (%100) metanol (-
20°C) eklendi (Sekil 3.3).

Soguk metanol

Sekil 3.3 Laboratuvarda PHB ekstraksiyon islemi (A) Flask tan toplanan hiicreler (B) Pelletin distile su
ile yikanmasi ve hiicre toplanmasi (C) Aseton-metanol ile pellet yikama ve pigmentlerin uzaklastirilmasi
(D) Pelet ve kloroform karigimi 30°C'de inkiibe edildi (E) Kloroform i¢inde ¢6ziinmiis PHB'nin elde
edilmesi (F) Kloroform iginde ¢oziinmiis PHB'nin ¢okeltilmesi

Cokelti daha sonra kloroform ve metanolii buharlastirmak icin bir petri kabina
dokaldi (Sekil 3.4). Toz PHB elde etmek igin bir kag giin 30°C de inkiibasyon birakildi,
kurutma islemi tamamlanip tartildi. PHB, sabit bir agirlik gdzlenene kadar kurutuldu.
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Sekil 3.4 PHB kuruthwz;aéamalarl (A) Nemli PHB (metanol/kloroform) (B) Kuru PHB (C) Bir petri i¢inde
toplanan saf PHB

3.6 Kuru Hiicre Agirhg Olguimi ve PHB Verimi Hesaplamasi

Konsorsiyum ve tek bakteri suslarinin CDW'si 72 saatlik inklbasyondan sonra
belirlendi. Hiicreler santrifiijleme (13.000rpm, 15 dakika) ile toplandi, distile suyla
yikama islemi yapildi. Hiicre pelletleri 80°C'de 1 saat 30 dakika kurutuldu. ilk 6nce bos
eppendorf tartildi ve kuru hiicreli pelletler elektronik bir denge kullanilarak tartildi.
Bakteriler tarafindan iiretilen kuru PHB yiizdesini hesaplamak i¢in asagidaki denklem
kullanilmistir. Ayrica ii¢ bakterinin her biri kontrol olarak da tartild1 ve konsorsiyumla
karsilastirildi. Elden edilen PHB hesaplamak i¢in asagidaki denklem kullanildi (Marudkla
vd., 2018).

(%)PHB verimi = Ekstrakte edilen kuru PHB agirhgi (g/L) x 100
A verimi = Kuru hiicre agirhgi(g/L)

3.7 Uretilen PHB Polimerlerin Karakterizasyonu
3.7.1 NMR ile PHB karakterizasyonu

Ekstrakte edilen 20 mg PHB, 1 ml déteryum kloroform iginde ¢ozildu ve ¢ozelti,
'H-NMR analiz cihazi (Bruker Avance Neo 400 MHz) kullanilarak analiz edildi.
Spektrumlar ticari olarak standart PHB ile karsilastirildu.

3.7.2 FTIR ile PHB karakterizasyonu

ZnSe kristali Uzerinde PHB'nin FTIR analizi yapildi. Pellete ZnSe eklenerek
olusturulduktan sonra, spektrumlar FTIR Thermo Scientific-Nicolet 1S20
spektrofotometresi ile 3900-500 cm™ araliginda analiz edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. BuyUme Egrileri (OD) ve pH Olusturmasi

4.1.1. Bityiime egrileri (OD 660nm)

Bakteri kiiltiirlerinin OD 660nm’de spektrofotometre ile 6lgiildii. Istatiksel olarak
anlamli sonuglar elde edebilmek i¢in deneyler 3 tekrar sekilde yapildi ve hata gubuklar
grafiklerde eklendi. Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.5 te, btirik asitte yetistirilen Cereibacter
sphaeroides 0.U.001 (DSM 5864), Rhodobacter capsulatus DSM 1710,
Rhodopseudomonas palustris (DSM 128) ve konsorsiyumun optik yogunluk degerlerini

gostermistir.

35 1

OD 660nm

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384
Zaman (saat)
Sekil 4.1 Cereibacter sphaeroides O.U.001(DSM 5864) OD degerleri (660)
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Sekil 4.2 Rhodospeudomonas palustris DSM 128 OD degerleri (660nm)

35 -

OD 660nm

24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384
Zaman (saat)

Sekil 4.3 Konsorsiyum OD degerleri (660nm)
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35 1

OD 660nm
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Sekil 4.4 Rhodobacter capsulatus DSM 1710 OD degerleri (660nm)

N
(6]
M B

N
M B

—@— C.sphaeroides
R.palustris
R.capsulatus
Konsorsiyum

OD 660nm
[EEN
o

0 i T T T T T T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 38
Zaman (saat)

Sekil 4.5 Tek bakterileri ve konsorsiyumun optik yogunlugunun karsilagtirilmasi

Rhodospeudomonas palustris, Cereibacter sphaeroides ve Rhodobacter
capsulatus bakterilerinin ve konsorsiyumun OD (660nm) degerleri bir arada tek grafik
tizerinden gosterilmistir. Biitiratta yetisen bakteriler arasinda Cereibacter sphaeroides'ten
maksimum 3.18+0.03 biiylime, ardindan 2.97+0.03 optik yogunluga sahip Rhodobcater
capsulatus, Rhodospeudomonas palustris'in optik yogunlugu 2.94+0.07 ve en az bakteri
uremesi 2.65+0.04 optik yogunluga sahip konsorsiyumda gozlendi. Bu ¢alismaya gore, 3

farkli bakteri iceren konsorsiyuma kiyasla tek bakteri en yliksek biiylime oranina sahiptir.
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Tek bakteri ve konsorsiyumun optik yogunluklar1 karsilagtirildiginda, monokdiltiir
bakterilerinde konsorsiyuma goére daha yiiksek hiicre yogunlugu oldugu ve daha yiiksek
bir biiyliime oranina ulasildig1 gézlenmistir.

Log faz1 72 ile 96 saat arasinda gézlendi ve daha sonra PHB'nin ekstraksiyonu log
fazina gore belirlendi ¢linkii bu log fazinda bakteriler hiicre i¢ci PHB grandlleri
biriktirmektedir. Bu sonuca gore, farkli bakteriler biitirik asit ortaminda farkli metabolik
aktiviteler gosterir ve farkli optik yogunluklar gozlendi, bu buitirik asidi
mikroorganizmalar tarafindan asimile etmek i¢in kullanilan metabolik yollardaki
cesitlilikten kaynaklanabilir. Kolayca bulunabilen bir karbon kaynagini kolayca
kullanabilen bakteriler, daha yiiksek bir optik biiyiime oranina ulasma potansiyeline

sahiptir.
4.1.2. pH egrileri olusturmasi

Deney baslangicinda ortamin pH degeri 6.80 olarak belirlenmis ve kiiltiirlenen
bakterilerin pH degisimleri 6liim agamasina kadar dl¢iilmiistiir. Kiiltiiriin pH degisimi her
24 saatte bir ornek alinarak takip edildi. Bu calismada pH deneyi ii¢ tekrar halinde
gerceklestirilmistir. Konsorsiyuma ek olarak, her bakterinin biitirat ortamindaki pH

degisimi de 6l¢iildii. Sonuclar sekil 4.6, 4.7, 4.8, 4.9 ve 4.10'de gosterilmistir.

105 -

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384
Zaman (saat)

Sekil 4.6 Cereibacter sphaeroides pH degerleri



0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384
Zaman (saat)

Sekil 4.7 Konsorsiyum pH degerleri
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Sekil 4.8 Rhodobacter capsulatus pH degerleri
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Sekil 4.9 Rhodospeudomonas palustris pH degerleri

10 -
] a— ——

95 =

—&— C.sphaeroides
R.palustris
R.capsulatus
Konsorsiyum

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384 408
Zaman (Saat)
Sekil 4.10 Tek bakteri ve konsorsiyumun pH”1nin karsilastirilmasi

Kaydedilen sonuglara gére pH egrileri, tiim bakterilerin baslangi¢ pH'inin 7.0-7.2
civarinda neredeyse ayni oldugunu gostermistir. R. capsulatus’lu ortam kiltirindn
pH'inin 7.03'ten 9.93+0.01'e yiikseldigi ve biitirik asit kullanilarak PHB iiretiminde
gozlenen en yiiksek pH degeri oldugu gozlenmistir. Cereibacter sphaeroides'in
maksimum pH degeri 9.81£0.01, R. palustris 9.87+ 0.01 ve konsorsiyumda 9.79+0.01 pH
degeri kaydedildi. Hafif alkali pH kosullarinda (8.0-8.5) fotoheterotrofik fermantasyon
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altinda C. sphaeroides RV'nin daha yiliksek miktarda PHB biriktirdigini kesfetmistir
(Kobayashi & Kondo, 2019) ve Sekil 4.6'de gore log fazi, C. sphaeroides O.U.001 DSM
5464'de pH 8.0-8.5'te da gozlenmistir.

4.2. Uretilen PHB Graniillerinin Géruntilenmesi
4.2.1. Sudan black B ile hiicre i¢i PHB granullerinin gortnttlenmesi

Maksimum PHB dretimi 72-96 saatte gorulip Sudan Black B boyama ile
bakteriler boyandi. PHB ureten koloniler Sudan Black boyasi ile mavimsi-Siyaha
boyanmustir (Sekil 4.11, 4.12, 4.13 ve 4.14).

Sekil 4.11 Cereibacter sphaeroides ten tretilen PHB granillerinin 100X goruntusi



Sekil 4.12 Rhodobacter capsulatus tan tretilen PHB graniillerinin 200X goriintiisu

Sekil 4.13 Rhodopseudomonas palustris ten tretilen PHB granillerinin 200X goriintsi

61
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Sekil 4.14 Konsorsiyum bakterilerden tretilen PHB granillerinin 100X goriintusi

Sudan Black B boyasi1 bakteri htcrelerinde PHB inklizyon cisimlerini tespit
etmek icin temel bir tarama ve boyama teknigi kullanilmistir (Adnan ve ark., 2022).
PHB'den yoksun koloniler beyaz gortiniirken, PHB (reten koloniler Sudan Black B
boyasi ile boyandiginda mavimsi-siyah goriinir. Yukaridaki sekillerde gosterildigi gibi,
tiim bakteri suglar1 Sudan Black B ile boyand1 ve pozitif sonuglar gostermistir, bakteriler
PHB uretmektedir.

4.2.2. Nile red ile hiicre i¢i PHB granullerinin goruntilenmesi

Nil Kirmiz1 boyama teknigi, hiicre i¢ci PHB, membranlar ve lipit inklizyon
cisimleri gibi hidrofobik molekiillerin gorsellestirilmesinde kullanilan lipofilik floresan
bir boyayi tanimlar. Bu boyama yontemi hiicre i¢ci PHB'yi tanimlamak igin hizli ve kolay
bir tekniktir (Juengert vd., 2018). Sekil 4.15, 4.16, 4.17 ve 4.18 de fotosentetik bakteriler
Uzerindeki Nil kirmizisi boyamasini gostermektedir, Nil Red boyamasiin pozitif

sonuglar1 kirmizi-altin rengini gostermektedir.



Sekil 4.15 Rhodospeudomonas palustris (DSM 128)

Sekil 4.16 Cereibacter sphaeroides O.U.001 (DSM 5864)
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Sekil 4.17 Rhodobacter capsulatus DSM 1710

Sekil 4.18 Konsorsiyum bakteriler, floresan mikroskobunda gorsellestirilen Nil Kirmizist ile boyanmis
PHB grandllerinin géruntisi (63X)

Yukaridaki sekillerde gosterildigi gibi, PHB iireten bakterilerin koyu kirmiz ila
parlak sari-altin rengi tespit edildi. Sonuclara gore, fotosentetik mor kikirtsiz

bakterilerin azot sinirlayict kosullar altinda PHB biriktirebilecegini géstermektedir.
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4.3 PHB Ekstraksiyonu

Fotosentetik bakteriler, besin sinirlayict kosullar ve fazla karbon kaynagi altinda
PHB biyopolimerini biriktirebilmektedir. Bu ¢alismada besin sinirlayict (2mM azot) ve
fazla karbon kaynagi (30mM biitirik asit) kosullarda PHB iiretimi gerceklestirilmistir.
Coziicliler yiiksek ekstraksiyon verimliligine sahip oldugundan, PHB ¢oziicii
ekstraksiyon yontemleri kullanilarak ekstrakte edilmistir. Hiicre kuru agirlig dlgiildii ve
ekstrakte edilen PHB tartildi ve daha sonra PHB verimi ylizdesi hesaplanmistir. Sekil
4.19 da bakterilerden ekstrakte edilen saf PHB sergilemistir.

Sekil 4.19 Bakterilerden ekstrakte edilen saf PHB (A) Rhodospeudomonas plaustris (B)
Rhodobacter capsultus (C) Cereibacter sphaeroides (D) Konsorsiyum

Ekstrakte edilen PHB agirliklari tartilmis ve farkli bakterilerden elde edilen PHB
miktar1 ¢izelge 4.1 de kaydedilmistir.

Cizelge 4.1 Biitirik asit iceren bir ortamda yetistirilen fotosentetik bakteriler tarafindan iiretilen hiicre
kuru agirligi, OD ve PHB igerigi

Bakteriler Hicre kuru PHB Miktar % PHB verimi
agirhgt (g/L) (wiw)
(CDW)g/L

Rhodopseudomonas  1.8633 0.1330 7.14

palustris

Cereibacter 2.3637 0.1427 6.03

sphaeroides

Konsorsiyum 2.7423 0.2208 8.05

Rhodobacter 1.4920 0.0875 5.86

capsulatus

Cizelge 4.1°de gosterildigi gibi, konsorsiyum en yiiksek hiicre kuru agirligina
(2.7423g/L CDW) sahiptir, Rhodopseudomonas palustris (1.8633g/L CDW), Cereibacter
sphaeroides (2.3637g/L CDW) ve en az hiicre kuru agirligi Rhodobacter capsulatus'ta
(1.4920¢g/L CDW) gozlenmistir. Rhodopseudomonas palustris'ten ekstrakte edilen PHB
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miktar1 0.1330¢/L (%7.14 CDW), Cereibacter sphaeroides 0.1427g/L (% 6.03 CDW) ve
Rhodobacter capsulatus 0.0875g/L (% 5.86 CDW) Uretilmistir. Bu ¢alismada, en yiiksek
PHB miktar1 0.2208g/L (%8.05 CDW), 3 fotosentetik bakteriden olusan bir
konsorsiyumdan ekstrakte edildi. Bakteriler tarafindan diisiik PHB iiretimini ele alma
stratejilerinden biri mikrobiyal konsorsiyumlarin kullanilmasidir (Duncker vd., 2021).
Wei ve ark., onceki ¢alismalarda, P. putida ve S. cerevisiae'nin bir konsorsiyum olarak
olumlu etkilesimlere sahip oldugunu gostermistir, P. putida, S. cerevisiae'nin oksotrofik
susunun hayatta kalmasi igin ihtiyag duydugu besinleri saglar (Wei vd., 2022), S.
cerevisiae, P. putida'da mcl-PHA iiretiminin metabolik yiikiinii azaltti. P. putida,
oksotrofik S. cerevisiae'ye gerekli metiyonin, 16sin ve histidin sagladi ve S. cerevisiae,
sirayla, P. putida'ya ksiloz yerine tercih edilen laktik asit sagladi (Wei vd., 2022). Ayrica,
farkli bakteri popiilasyonlarinin metabolik bir yolda farkli adimlar atti§1 metabolik is
bolumu (DOL), bakterilerin aktivitesini artirip biyokiitlede bir artisa neden olabilmektedir
(Wei vd., 2022). Konsorsiyum i¢inde bir bakteri tiirliniin biitirat kullanarak olusturdugu
bir son iirlin veya yan 1lriin konsorsiyumdaki bir baska bakteri igin substrat
olabilmektedir. Bu mekanizma metabolik is boliimii (DOL) olarak da adlandirilmaktadir
ve isbolimii, her bakterinin yiikiinii azaltabilir. Bdylece substrat kullanim verimliligi
(substrate conversion efficieincy) ve iiriin verimliligi (productivity) artmaktadir. Bhatia
ve ark, karbon kaynagi kullanimini artirmak i¢in bir mikrobiyal konsorsiyumu (Bacillus
subtilis ve C. necator) kullanmigtir (Bhatia vd., 2018). Bir ¢alismada, konsorsiyum
tarafindan iiretilen PHA (295.7mg/L), fark 6nemli olmasa da, genellikle P. putida saf
kiltirden elde edilen PHA da miktar daha yiiksekti (Wei vd., 2022).
Ketogulonicigenium vulgare ve Bacillus megaterium konsorsiyumu (zerinde
yapilan aragtirmaya gore sonuglar, B. megaterium'un K. vulgare'nin dremesini
baglatmaktan sorumlu oldugunu, bu arada K. vulgare'nin B. megaterium‘'un biyUmesini
destekleyebilecegini gostermistir (Du vd., 2012). Her iki bakteri de birbirleri tizerinde
olumlu etkiye sahiptir. Bacillus megaterium, Ketogulonicigenium vulgare'de
trikarboksilik asit (TCA) dongiisiinii, niikleotid ve amino asit metabolizmasini destekledi
(Du vd., 2012). Metabolitleri birbirleriyle degistirerek iletisim kurabilmistir. Bu
calismada konsorsiyum, 3 farkli bakteri metabolik yolunun etkilesimi nedeniyle yiiksek
miktarda PHB iiretebilecegini gostermistir. Mikrobiyal konsorsiyumlar, bir ortamdaki
metabolik etkilesimleri nedeniyle fermantasyonda biiyiikk firsatlar ve alternatifler

sunmuslardir.
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4.4. Bakterilerden Ekstrakte Edilen PHB’nin Karakterizasyonu

4.4.1 Nukleer Manyetik Resonans (NMR) analizi

Bakterilerden ekstrakte edilen PHB, NMR spektroskopisi kullanilarak analiz
edildi. Sekil 4.20, 4.21, 4.22, 4.23 ve 4.24 te gosterildigi gibi, NMR analizi, bakteriler
tarafindan tiretilen polimerin polihidroksibutirat (PHB) oldugunu gostermistir. Gozlenen
ekstrakte edilmis PHB pikleri standartla aynidir, ayrica ekstrakte edilen PHB"in saf

oldugunu ve kontaminasyon olmadigini dogrular.

'H NMR (400 MHz, €DCL) § 5.28. 5.27, 525, 5.25, 5.24. 5.23, 5.22, 5.20, 2.62, 2.60, 2.58, 2.56, 2.48,
2.47,2.45,243,1.30, 1.28, 1.27, 1.25, 1.24, 0.07, 0.06, 0.05. 272- KONS 1H.10.fid — 272- KONS 1H
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Sekil 4.20 Konsorsiyum'un *H NMR spektrumu
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Sekil 4.21 Cerebacter sphaeroides'un *H NMR spektrumu
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Sekil 4.22 Rhodobacter capsulatus'un *H NMR spektrumu
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‘HNMR (400 MHz. CDCL) 8 5.28, 5.26, 5.24, 5.23, 521, 5.20, 2.61, 2.60, 2.58, 2.56, 2.48, 2.46, 2.44,
2.43,1.26, 1.25, 0.05. 272-R.PAL 1H.10.fid —272- RPAL 1H
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Sekil 4.23 Rhodospeudomonas palustris'un *:NMR spektrumu
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Sekil 4.24 Standart ticari PHB ve ekstrakte edilmis PHB NMR spektrumunun karsilastirilmasi

Cizelge 4.2'de gosterildigi gibi, NMR zirveleri 6nceki ¢alismalarla tutarlidir. Bu
calismada, 1.20-1.31ppm arasindaki tepe, metil grubunun (-CHz) varligm ve 2.43-
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2.63ppm arasindaki tepe, metilen grubunun (-CH>) varligini1 gosterdi. Bu ¢alismadan elde
edilen sonuclar, Martinez-Herrera vd., (2020) yaptig1 aragtirmalarla desteklenmektedir.
Cizelge 4.2 de gosterdigi gibi, 7.26 ppm'deki NMR zirvesi ¢6ziiciiyii (CD3Cl) temsil eder
ve 0.0 ppm'deki zirveler dahili standard1 (CH3)4Si'yi temsil eder.

Cizelge 4.2 Bu ¢aligmada, bakteriden ekstrakte edilen *H NMR zirveleri (ppm) ve karsilik gelen PHB

yapisi grubu
PHB yapisal grubu 'H NMR pikler (ppm)
CHs 1.20-1.31
CH: 2.43-2.63
CH 5.20-5.28

co

Karsilik gelen fonksiyonel grubu tanimlamak icin bir referans tablosu kullanildi
(https://chem.libretexts.org/Bookshelves/Organic Chemistry/Map%3A Organic Chem
istry (Wade) Complete and Semesters | and [1I/Map%3A Organic Chemistry (Wad

e)/12%3A Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy/12.05%3A Functional Group
s_and_Chemical_Shifts in H NMR__Spectroscopy). Cizelge 4.2°de elde edilen 3
spektrum, Abd-El-Haleem ve arkadaslar tarafindan bildirilen *H NMR spektrumu ile

ayniydi (Devi vd., 2015). Ayrica, Bacillus cereus'tan ekstrakte edilen PHB'1in sinyal tepe
noktalar1 1.27, 2.35-2.71, 1.5-1.70, 5.21-5.30'a kadar gézlemlenmistir (Devi vd., 2015).
Pseudomonas plecoglossicida kullanilarak yapilan bir arastirmada NMR zirveleri 1.267
ppm'de gbzlendi, bu tepe, metil (CH3) grubuna karsilik gelir (Sabarinathan vd., 2018).

4.4.2 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopi (FT-IR) analizi

Bakterilerden ekstrakte edilen PHB polimeri, fonksiyonel gruplarin1 FT-IR ile
tanimlamak i¢in analiz edildi. Polihidroksibdtirat fonksiyonel gruplar, farkli pik
noktalaria karsilik gelen dalga boyu ile karsilastirilarak tanimlandi. FT-IR pik dalga
boyu sonuglar sekil 4.25, 4.26, 4.27, 4.28 ve 4.29'de gosterilmistir. Ticari standart ve
bakterilerden ekstrake edilen PHB'nin FTIR spektrumu 3900 ile 500 cm™' arasinda

g6zlenmistir.


https://chem.libretexts.org/Bookshelves/Organic_Chemistry/Map%3A_Organic_Chemistry_(Wade)_Complete_and_Semesters_I_and_II/Map%3A_Organic_Chemistry_(Wade)/12%3A_Nuclear_Magnetic_Resonance_Spectroscopy/12.05%3A_Functional_Groups_and_Chemical_Shifts_in_H_NMR__Spectroscopy
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Sekil. 4.29 Ticari-Standart PHB ve ekstrakte edilmis PHB FTIR dalga sayis1 (cm™) karsilastirmasi

Analizden elde edilen FTIR spektrumlarina karsilik gelen fonksiyonel PHB
gruplar1 bir referans tablosu kullanilarak tespit edildi ve dogrulanmistir

(https://chem.libretexts.org/Ancillary Materials/Reference/Reference Tables/Sp

ectroscopic_Reference Tables/Infrared_Spectroscopy Absorption_Table erisim tarthi

8-6-2024). FTIR dalga boyuna karsilik gelen fonksiyonel PHB gruplar1 gizelge 4.3'de

gosterilmektedir.
Cizlege. 4.3 Bakterilerden ekstrakte edilen PHB nin fonksiyonel gruplar1 ve FTIR dalga sayis1 (cm™)

Fonksiyonel grup FTIR pik dalga say1s1 (cm™)
CHs 1379

CH; 1453

C-H 2976-2932

C=0 1720-1719

C-O0 1278-1275

O-H 3436

PHB'nin FTIR spektrumu, ekstrakte edilen molekilin polihidroksibutirat
oldugunu gosteren ¢esitli fonksiyonel grup pikleri gosterir. FTIR kullanilarak analiz
edilen polimer, PHB'nin karakteristik bir C=0 pikleri (ana foksiyonel gruplar) gésterecek
ve boylece ekstrakte edilen polimerin PHB oldugunu dogrulayacaktir (Thapa vd., 2018).
Cizelge 4.3'de, 2976-2932cm?deki absorpsiyon, CH grubunun varligmi gésterirken,


https://chem.libretexts.org/Ancillary_Materials/Reference/Reference_Tables/Spectroscopic_Reference_Tables/Infrared_Spectroscopy_Absorption_Table
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1720-1719cm?deki dalga boyu zirvesi (pik), bir C=0 fonksiyonel grubunun varhigini
gosterdi. FTIR analizinde C=0O ve CH tepe noktalarinin varligi PHB onay1 ve belirteci
olarak etiketlenmistir (Thapa vd., 2018). Cizelge 4.3 ve Sekil 4.29°e gore, 1453cm?'deki
absorpsiyon spektrumu, bir CH2 fonksiyonel grubunun varligimi gosterirken, 1379 cm’
2deki dalga boyu spektrumu, CHs fonksiyonel grubu varligmi dogruladi ve 1278-
1275¢cm2"deki absorpsiyon spektrumu ile C-O fonksiyonel grubunun varhig: tespit edildi
ve O-H fonksiyonel grubu icin ise spektrum 3437-3436cm 2dir (Sekil 4.25-28). Mekala
ve Suganya, benzer bir PHB absorpsiyon spektrumu bildirmistir (Mekala & Suganya,
2018). Bu ¢alismadan elde edilen FTIR sonuglar1 ve (Trakunjae vd., 2021) tarafindan

bildirilen sonuglarla ayniydi.
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1 Sonuclar

Fotosentetik mor kiikiirtsiiz bakteriler, c¢esitli metabolik yollara sahip
mikroorganizmalardir, bu yollar, bir ortamda saglanan ¢evresel biiylime durumuna bagl
olarak aktive edilir. Besin sinirlayict faktor altinda mor kiikiirtsiiz bakteriler
polihidroksibutirat  Gretir.  Cereibacter sphaeroides, Rhodobcater capsulatus,
Rhodospeudomonas palustris ve konsorsiyum, 1sik ve floresan mikroskobu altinda
bakildiginda PHB {liretme yetenegini gostermistir. Benzer arastirmalarda bakterilere ve
karbon kaynagina bagl olarak farkli PHB miktarlar1 bildirmektedir. Ugucu yag asitleri
(VFA) gibi atik sularin karanlik fermantasyonu sirasinda agiga ¢ikan ¢ozliniir asit
bakimindan zengin atik tirlinler bakteriler tarafindan kullanilir ve hiicre ici PHB birikir.
Bu calismada karbon kaynagi olarak biitirik asit (30mM), besin sinirlamasinda azot
kaynagi olarak NH4CL (2mM) kullanilmustir.

Karigik bakteri kiiltiirlerine kiyasla saf tekli C. sphaeroides AV1b kilturlerinden
daha yiiksek PHB verimleri elde edilmistir (Luongo vd., 2017). Bununla birlikte, karigik
kiiltiirlerin kullanilmasi, karanlik fermantasyon atiklarinin aritilmasinda umut vericidir.
Konsorsiyum, daha yiksek bir kimyasal oksijen talebi (COD) giderme verimliligi saglar
ve biyoremediasyon siireclerine yardimci olur. Su anda arastirmacilar, bir biiylime ortami
elde etmek i¢in gida ve tarim atik akiglarini kullanmaya odaklanmistir (Yousuf vd., 2018).
Genellikle bu fotosentetik bakteriler, bitirik asit gibi ugucu yag asitleri kullanabilir ve
ekstra karbonu polihidroksibutirata doniistiirebilir. Elde edilen sonuglara gore en yiiksek
optik yogunluk (3.18+0.03) C. sphaeroides'te gozlenmistir. Bu, bu bakterinin karbon
kaynagi olarak bitirik asidi R. capsulatus, konsorsiyum ve R. palustris'e kiyasla
kullanabilecegini gdstermektedir.

Gozlenen optik yogunluklar 2.97£0.03 (R. capsulatus), 2.94+0.07 (R. palustris)
ve 2.65+0.04 (konsorsiyum) seklindedir. Ayrica, konsorsiyum'da daha yiiksek bir hiicre
kuru agirligi (2.7423g/L) gbzlendi. Bu ¢alismada, en yiikksek PHB miktari (0.2208g/L), 3
fotosentetik bakteriden olusan bir konsorsiyumdan ekstrakte edildi. Bu, PHB miktar ile
hiicre kuru agirlig1 arasinda bir korelasyon oldugunu gosterir. Bu ¢aligmadaki sonuglar,
Sawant ve arkadaglari tarafindan yapilan 6nceki bir ¢alisma ile tutarlidir (Wei vd., 2022).
Bir konsorsiyumdaki literatiire gore, farkli bakteriler arasinda is b6lumi nedeniyle artan

fermantasyon aktivitesi vardir. Mikrobiyal konsorsiyumlar, coklu ve simbiyotik
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mikrobiyal popiilasyonlara sahip topluluklardir. Mikrobiyal konsorsiyum, substrat
kullaniminin kapsamini genisleterek tek bir bakterinin diisiik doniisiim verimliligi
sorunlarini ¢ozebilmektedir (Zhu vd., 2022). Karisik mikrobiyal konsorsiyumlarin PHA
birikimi i¢in umut verici oldugu kanitlanmistir (Zhou, 2023). Konsorsiyum kullanimi
avantajlidir. PHA sentezi i¢in karma mikrobiyal konsorsiyum (MMC'ler) kullanilir,
clinkii sterilite gereksinimleri daha azdir ve tek saf kultlrlere gore biyo-rafineri ve atik su
aritma islemlerine entegre edilmesi daha kolaydir (Huang vd., 2017; Policastro vd., 2021;
Basset vd., 2016). Wei ve arkadaslari tarafindan yapilan bir arastirmada, P. putida F1, P.
putida mt-2 ve P. Putida CA-3 birlikte yetistirildi ve konsorsiyum, herhangi bir susa
kiyasla 250mg/L PHA iiretilmistir (Wei vd., 2022). incelenen konsorsiyumlarda bir arada
bulunan ¢esitli bakteri tiirlerinin substrat kullanimini iyilestirdigi bulunmustur (Policastro
vd., 2020).

R. capsulatus'ta en az PHB miktar1 (0.0875¢/L) gozlendi, ayrica bu bakteri
tirtinde diistik hiicre kuru agirlig: (1.4920g/L) gézlendi. Bu, diisiik hiicre kuru agirliginin
diisiik miktarda PHB ile sonuglandig1 anlamina gelir. Ancak en yiiksek pH (9.93+0.01)
R. capsulatus'ta gozlendi. Literatiire gore daha yiksek pH, bakteri Gremesini etkiler ve
diisiik hiicre kuru agirligina ve dolayisiyla bakteriler tarafindan iiretilen diisik PHB'ye
yol acar (Adnan vd., 2022). Rehman ve Aftab, (2016) pH, metabolit Uretiminde,
mikroorganizma biyumesinde ve PHB sentezinde ¢cok 6nemli bir rol oynar.

Bakteri ekstrakte edilen PHB'nin karakterizasyonu NMR ve FTIR teknikleri
kullanilarak yapildi, kontrol ve standart referans olarak ticari PHB kullanildi.
Bakterilerden ekstrakte edilen PHB ile standart arasinda fark gézlenmedi. Sonug olarak,
biyoplastik iiretimi i¢in bakteri kullanimi1 yesil diinyada yeni bir alternatif yoldur. Ayrica,
biyopolimerlerin tip alaninda iiretimi ve kullanimi, petrol bazli plastikler yerine umut
verici bir ¢oziimdiir. Konsorsiyum kullanimi, fotosentetik bakter ilerden blyuk miktarda
PHB elde etmenin umut verici bir yoludur. Bununla birlikte, farkli bakteriler tarafindan
uretilebilecek biyopolimer miktarini artirmanin yollar1 hakkinda daha fazla arastirmaya

ithtiyag vardir.
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Karbon kaynagi olarak atik su kullanarak rekombinant suslarla daha
verimli PHB (retim prosesleri gelistirilebilir.

PHB 1n ekstraksiyonu igin zararli ¢ozlculerin kullanilmadigi ekstraksiyon
yontemleri tercih edilebilir.

Karbon kaynagi olarak karbondioksit gazi, karisik organik asitler veya
syngas kullanilabilir.

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

Bir konsorsiyum da PHB (reten ve PHB iiretmeyen bakterilerin kullanimi

ile verim arttirilabilir.
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EKLER

EK-1 Eser element ¢ozeltisi

Icerik mg/L
ZnCl, 70
MnCl;.4H.0 100
H3BOs 60
CoCl,.6H.0 200
CuCl,.2H.0 20
NiCl,.6H,0 20
Na;MQ4.2H,0 40
HCI (% 25 VIv) 1mL

95



EK-2 Vitamin gozeltesi.

Vitamin mg/L
Thiamine 500
Niacin 500
Biotin 15

96



