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OZET
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Rhizobium Bakterileri ile
Poli-B-Hidroksibiitirik Asit

Uretimi

NILUFER DOMBAYCI

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof.Dr. Merih KIVANC
2001, 63 sayfa

Ulkemizde ve diinyada petrolden elde edilen plastikler, kullanimdan sonra atik
olarak terk edilmesiyle dnemli ¢evre sorunlarima yol agmaktadir. Bu cevresel endiselere
cevap olarak biyoparcalanabilir materyal kullammm baglamistir. Biyolojik olarak
parcalanabilen materyallerden biri olan Poli-B-hidroksibiitirik asit (PHB) geleneksel
plastiklerin birgok ozelliklerine sahiptir. PHB bir¢cok mikroorganizmada dengesiz biiyiime
kosullarinda dogal olarak sentezlenmekte ve karbon ve enerji kaynaZ olarak
kullamlmaktadar.

Bu caligmada, baklagil bitkilerinin kék nodiillerinden izole edilen Rhizobium
bakterileri ile cahsilmistir. Rhizobium bakterilerinin PHB iiretimleri incelenmis ve %4.44-
27.8 arasinda verim bulunmustur. Yiiksek verim elde edilen 5 sus segilerek farkh karbon ve
azot kaynaklarindaki verimleri incelenmis ve karbon kaynaklarinda %10-27.8, azot
kaynaklarinda ise %10-17.7 arasinda verim elde edilmistir. Bu 5 sustan R15 veR17’nin en
yiiksek verim alindigi karbon ve azot kaynaklan secilerek farkh calkalama hizlarmda
denenmis ve %21,6 ile 28,7 arasinda verim elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Poli-B-hidroksibiitirik asit, Rhizobium
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ABSTRACT

Master of Science Thesis

Production of Poly-B-Hydroxybutyric Acid by Rhizobium sp.

NILUFER DOMBAYCI

Anadolu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Program

Supervisor: Prof. Dr. Merih KIVANC
2001, 63 pages

The plastics which are produced from petroleum cause serious environmental
problems when they left after use as waste all over the world and in our country. As an
answer for this environmental anxiety, the usage of biodegradable materials are in use. Poly-
B-hydroxybutyric acid (PHB), one of the biodegradable materials, has many characteristics
of traditional plastics. PHB was synthesized in many microorganisms at unbalanced growing
conditions naturally and used as carbon and energy source.

In this thesis, Rhizobium bacteria that was isolated from nodule of leguminous plant
root was used. PHB production of Rhizobium bacteria was studied and yield was obtained as
between 4,44-27,8%. Yield at different carbon and nitrogen sources was detected with the
usage of 5 strains and high yield was obtained as between 10-27,8% at carbon sources, 10-
17,7% at nitrogen sources. From these 5 strains, carbon and nitrogen sources that have the
highest yield of R15 and R17 strains are choosen. Different shaking velocities were tried and
yields were obtained between 21,6-28,7%.

Key Words: Poly-B-hydroxybutyric acid, Rhizobium
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1. GIRIS

20. yuzyilin ikinci yarisinda biyitkk bir hizla hayatimiza giren plastikler
giniimiize kadar gittikge artan bir hizla uretilmektedir. 1930 yilinda kauguk ve
lifler hari¢ dinyada plastik Gretiminin 100 000 ton oldugu, 1976 yilinda bu
miktarin 45 milyon tona ulastigi ve 1976-1986 yillari arasinda ise plastik
tiiketiminin her bes yilda bir ikiye katlandig1 bildirilmigtir [1]. 1990’larda plastik
iretiminin 140 milyon tona ulastigi [2], 1998 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri’nde ise 2.5 milyar kg uretildigi ve tiiketildigi tahmin edilmektedir [3].
Uretilen bu plastik malzemenin biyilk ¢ogunlugu kullammdan sonra
fonksiyonunu kaybetmekte ve plastik atik olarak terk edilmektedir [2]. Petrol
kokenli polimerik malzemelerin, dogada geride zararli atiklar birakmadan
pargalanip yok olmalar1 genellikle miimkiin olmamaktadir. Bunun sonucu olarak
uzun yillardan befi kullamlmakta olan plastik poset, sise ve hastanelerde
kullanilan polimer kokenli kan torbasi, siringa, eldiven vs. atiklarin olusturdugu
daglar, gelismekteki ve geligmis tlkelerin ¢evre sorunlarimin baginda gelmektedir.
Buna bagh olarak topragin, yer alti su kaynaklarinin ve denizlerin kirlenmesi ise
birgok iilkede iist diizeylerde olup dogal yasam ve ekolojik dengeleri de ciddi
boyutta sarsmaktadir [4].

Biyopargalanmanin tarihi olduk¢a yenidir. Biyopargalanan matéryal
kullanim ¢abalari esasen gevresel endiselere cevap olarak baglamistir. 1988°de
ABD’de iiretilen plastiklerin 51 milyon poundun yaklagik %30’u paketlemede
kullamlmigtir. Atiklarin okyanusa genis 6lgiide bosaltilmast on yildir devam
etmektedir. Plastikler doganin hiicumuna kars1 olduk¢a direnglidir. Hem karada
hem de denizde yabani yasam tarafindan plastiklerin yutulmas: bazen 6liimle
sonuglanmaktadir [5].

- Plastiklere karsilik, son derece yiiksek molekil agirliginin ve dogal olarak
inert (etkisiz) olmasinin saptanmast ile kisa zamanda genis ol¢tide parcalanan yeni
materyalleri sentezlemek miimkiin olmustur [5].

Endistriyel polimerler . ekseriyetle petrokimyasal esashdir. Ginliik
kullanim icin yapilmis esyalarin tiimiinii ya da bir kismint kapsayan kumaglar,

zamklar (sakizlar), filmler, yapigkanlar ve astarlarin aragtinlmasiyla yillar



boyunca gelistirilmigtir. Plasﬁklerin iki 6nemli 6zelligi ucuz olarak ve ¢ok biiyiik
olarak iiretilmesidir [6].

Petrolden elde edilen plastikler toprakta uzun siire pargalanmadigindan
cevre kirlenmesine neden olmaktadir. Bu nedenle bu maddenin yerine, alternatif
olarak pargalanabilen biyoplastik iretimi 6nem kazanmistir. Bu ¢aligmada
biyolojik olarak uyumlu, toksik olmayan, biyolojik olarak parcalanabilen ve ham
maddelerinin ucuz olmasi gibi avantajlara sahip olan biyopolimerlerin
iireticilerinden biri olan Rhizobium bakterileri baklagil bitkilerinin kok
nodiillerinden izole edilerek poli-B-hidroksibutirik asit (PHB) tretim verimleri

incelenmisgtir.
1.1. Poli- -Hidroksibiitirik Asit (PHB) Graniilleri

Biyopolimerler genel siniflandirmada polihidroksialkonat seklinde
bilinmektedir. Poli-B-hidroksialkonat graniilleri birgok mikroorganizmada
bulunan membranla ¢evrili en yaygin hiicresel inkluzyonlardir. Bu depo
materyalleri, dengésiz biyime kosullan altinda organizma tarafindan sentezlenen
biyopargalanabilir bir termoplastiktir. Bu polimerler mikroorganizmada karbon ve
enerji kaynagi olarak is gormektedir [7-11]. Sekil 1.1°de bu kosullar verilmistir.

Dengesiz bityiime kosullar1 ya 6zel bir makroelementin (C, H, N, O) ya da
bir mikroelementin (P, Mg, vs.) tamamen olmadif veya sadece optimum
yogunlugun altindaki yogunluklarda bulunmasi halinde olusmaktadir. PHA
uretimi ayrica karbon gibi 6zel bir elementin son derece yiksek yogunlukta
bulundugu dengesiz biyiime kogullar ile siddetli olarak tesvik edilebilmektedir.
Bununla birlikte, protein ve/veya niikleik asitlerin sentezi ya nitrojenin
yoklugundan dolayi ya da bir inhibitériin varlig: ile durdurulabilmektedir. Boylece
ortamdaki yiiksek bir C:N orani, karbon igeren intraselular depo materyallerinin
sentezlenme oranini genis olgiide arttirmaktadir [7]. PHA larin temel yapist Sekil

1.2°de gosterilmigtir.
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Poli-B-hidroksibiitirat
Poli-B-hidroksivalerat

Normal hiicresel bilesikler

Sekil 1.1. Anormal biiyiime kosullan ve PHA (Poli-pB-hidroksialkonat), PHB (Poli-B-
hidroksibﬁti;at), PHYV (Poli-p-hidroksivalerat) gibi intraselular depo materyallerinin
mikrobiyal sentezi [7]
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n=1 =hidrojen Poli(3-hidroksipropiyonat)
R=metil  Poli(3-hidroksibiitirat)
R=propil  Poli(3-hidroksivalerat)
R=pentil  Poli(3-hidroksioktanat)
R=nonil  Poli(3-hidroksidodekanat)
n=2 R=hidrojen Poli(4-hidroksibiitirat)
R=metil  Poli(4-hidroksivalerat)
n=3 R=hidrojen Poli(5-hidroksivalerat)
R=metil  Poli(5-hidroksihekzanat)
n=4 R=hekzil  Poli(6-hidroksidodekanat)

Sekil 1.2. PHA larin temel yapisi [10,12]



PHA’nin bilesimi kullanilan mikroorganizmaya ve karbon kaynagina bagh
olarak degismektedir [4].

PHA’larin bir g¢egidi olan PHB, ilk defa 1923’de Lemoigne tarafindan
onemli bir bakteriyel iiriin olarak belirlenmistir. Lemoigne (1927) PHB’yi
kimyasal olarak nifelendirmis ve Bacillus spp. nin sporulasyonunda bulundugunu
belirlemigstir [13]. Lemoigne, Bacillus subtilis kiiltiirlerini distile suda otoliz
ettiginde bilinmeyen bir asidin olusmasi ile pH’in azaldigin1 gézlemistir. -
hidroksibitirik asidin diabetli hastalar tarafindan salgilanan ve idrardan izole
edilen keton bilesiklerinden biri oldugu 6nceden bilinmesine ragmen aym oldugu
daha sonradan bulunmustur [7].

Uzun bir sﬁre, Lemoigne’nin buldugu sonuglarin uygunlugu taninmamis
ve PHB’nin mikrobiyal sentezi yogun bir bilimsel arastirma alani olmamigtir.
Daha sonra, basta Forsythe olmak iizere birgok arastirici tarafindan (1958),
genellikle Gram négatif bakterin PHB’yi sentezleme yetenegine sahip oldugu ve
bu yetenegin Varllgl ya da yoklugunun taksonomik bir belirleyici olarak
kullanilabilecegi biidirilmistir [7].

Depo materyali olafak PHB biriktiren birgok bakteri, toprakta, deniz
suyunda, aktif gamur veya kompostta bulunabilmektedir. Bu nedenle PHB
genellikle bulunan bir madde olup kolayca pargalanabilir 6zelliktedir ve ii¢ 6nemli
ozellige sahiptir. Bunlar: 1-Termoplastik iglenebilirligi; 2- Suya %100 direngliligi,
3- %100 biyopargaianabilirligidir [14].

1.2. PHB Graniillerinin Morfolojisi:

Bakteri hiicreleri igindeki PHB graniillerinin varlig: faz-kontrast ya da
elektron mikroskoBu kullanarak kolayca incelenebilmektedir. Her bir graniliin
buyikligii ¢ap olarak 100nm’den 800nm’ye kadar degisir ve genel- olarak
yuvarlak sekildedirler. 2-4nm kalinliginda iiniter olmayan bir membranla
cevrelenmistir. Izole edilen PHB graniillerinin gergek bilesiminin yaklagik olarak
%98’1 PHB ve %2’si proteindir [7].

Dunlop ve Robards (1973) Bacillus cereus’tan izole ettikleri PHB

graniillerinin ultrayapisini aragtirmiglardir.  Freeze-etching (dondurup kalip



seklinde ¢ikarma) yéntemini kullanarak her bir PHB graniiliiniin, graniil hacminin
yaklagik %50’sini olugturan bir merkezi ¢ekirdege sahip oldugunu bulmuglardir.
Bu ¢ekirdek, en disinda PHB tarafindan bir membranla tekrar ¢evrelenmistir. Ellar
ve ark. (1968) her bir graniiliin fibriler yapiya sahip oldugunu ve bunlarin 10-
15nm uzunluktaki, uzamus polimerik PHB zincirlerinden olustugunu
saptamuslardir. Dbgal olarak bakteri hiicrelerinden PHB’nin tam olarak
alinmasmin zorlugundan dolay;, PHB sentezinin asil fiziksel mekanizmalan
konusunda halen béz1 supheler mevcuttur. Fakat kesin olan, hiicre i¢indeki PHB
graniillerinin yiksek kristallenme oramyla (%80) fibriler bir yapiya sahip
olmasidir [7]. “

PHB, optik olarak aktif D(-)-3-hidroksibiitirik asidin makromolekiiler bir
polimeridir ve Sekil 1.3’te gosterilen primer yapiya sahiptir. Tekrar eden
unitelerin sayist (n), ¢ok ¢esitli faktorlere baglidir ve analitik islemlerle
belirlenmektedir. n sayis1 35.000 gibi ¢ok biiyitk rakamlara ulagabilmektedir.
Molekiil agirlig 3?39x106’ya kadar olan PHB ornekleri, diklorometan ya da
kloroform ile hiicresel kiitlenin ekstraksiyonu yoluyla Azotobacter vinelandii’den
elde edilmistir. n degerinin ¢esitliligini etkileyen faktorler su sekilde siralanmugtir
(7]

1. Izolasyon yontemi (PHB graniillerinin prokaryotik biyokiitleden
ekstraksiyonu), |
Segilen bakteriyal susg,

Kullanilan substrat tipi,
Hiicrelerin fermentasyon stiresi,

Biiyiimeyi sinirlayan faktorler,

A R

Fermentasyon kosullarinda onemli olan iki parametre sicaklik ve

oksijen kismi basinct.

CH i}

CHs 0 CHj o) CHs

Sekil 1.3. PHB'nin primer yapisi [7]
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PHB lineér bir polimerdir. Izole edilen PHB 1,171 ve 1,260 g.cm™
arasinda degisiklik gosteren yogunluga sahiptir. Sekilsiz yogunlugu diisiik
olmasina karsin kristal yogunlugu yiiksektir. PHB’nin erime noktas: 157- 188°C
arasinda degismektedir. PHB termoplastik ¢zellige sahiptir ve preslenerek sekil -
verilebilmektedir. Bununla birlikte, 283°C’den yiiksek sicakliklarda havada hizli

bir bozulma gostermektedir [7].
1.3. PHB’nin Fiziksel Ozellikleri

PHB’nin bazi fiziksel ozellikleri Cizelge 1.1°de ozetlenmistir. PHB,
gerilme direnci ve kirilganlik agisindan goésterdigi 6zellikler bakimindan polietilen
ve polistiren gibi baz ticari plastiklere benzemektedir (Cizelge 1.1). PHB nin
fiziksel ozellikleri kullanilan bakteri susuna bagli olarak molekiiler agirhigina ve
test edilen numunenin safligina baghdir. PHB’nin tamamen sekilsiz Omegi,
eritilmis srneklerin hizla sogutulmasiyla elde edilmektedir. PHB sogutuldugu
zaman yavas¢a kristalize olmaktadir. Maksimum kristalizasyon 110-120°C
arasinda bulunmaktadxr. Kesin bir kantitatif bilgi elde edilmemis olmasina

ragmen, ultraviyole igikta PHB nin kararhiliginin iyi oldugu kaydedilmistir [7].

Cizelge 1.1. PHB nin fiziksel 6zellikleri [7]

Materval Gerilmeye dayanikldik Kinlmaya karst genlesme Modiil
(Nem™) (%) (Nem?x10°)
Poli-HB 1500-2500 8 800-1000
Polietilen 800-3500 400-800 200-1400
Polipropilen ~2100-3700 150-400 1100-1300
Polistiren 4000-6500 3-5 3300
Polivinilklorit 4000-6000 10-50 2000-3000
Plexiglass . 7000-7600 4 3000
Poliamid - 5000-9000 50-200 1300-3000

Hiicredeki PHB, sivi iginde amorf durumda bulunmaktadir. Ancak,
organik ¢éziiciilerle hiicreden ¢ikarildiktan sonra kristallegmektedir. Bu durumda

sert fakat kolay kirtlabilir bir materyaldir [15].



Bakteriyal hiicrelerde PHA’lartn analizi igin varolan en yaygin metot gaz
kromotografisidir (GC) PHA analizinde kullanilan diger yontemler ise kimyasal
olarak ekstrakte ediilmis PHB’nin infrared (IR) spektroskopisi, fluometri ve hiicre
karbon analizini i§ermektedir. Fourier transform infrared (FTIR) spektroskopisi

molekiiler yapi ¢aligmast igin kullanilan rutin bir kimyasal tekniktir [16].

1.4. PHB’nin Cozelti Ozellikleri

Akita ve ark. (1976 ve 1977) PHB’ nin akiskanligi, ozmotik basinci, 151k
sacilmas1 ve optik c¢evirme dagihimt gibi ¢6zelti 6zelliklerini  etraflica
aragtirmiglardir. PHB’nin kloroform, diklorometan, di-, tn-, tetra- kloroetan,
dikloroasetat, dimetilformamid, etilen karbonat, etilasetoasetat, propilen karbonat,
trifloroetanol, triolein, asetik anhidrit, asetik asit, 1 N sodyum hidroksit, alkoller
(3C atomundan fazla) gibi ¢oziiciler iginde ¢oziinirliiklerinin yiiksek oldugunu,
dioksan, toluen, oktanol, piridin gibi ¢éziiciiler iginde oldukga ¢dziiniir oldugunu,
H,O, dilute mineral asitler, etil asetat, metanol, alkalin hipoklorit, etilmetilketon,
etanol, dietileter, tetrahidrofuran, 1-Propanol, hekzan, 2-Propanol, benzen, biitil
asetat, siklohekzandl, tribiitil sitrat gibi ¢o6ziiciiler iginde ise ¢oOziinmedigi
bulmuslardir. Céziiniirliiklerinin sicaklhiga bagli oldugunu saptamislardir [7].

PHB’nin termal parcalanmas: genis Olgiide arastirlmustir. Vakum alﬁnda

ve 338°C’ye kadar temel pargalanma uriinleri dimerler, trimerler, tetramerler,

izokrotonik asit ve krotonik asit oldugu bulunmugtur [7].

1.5. PHB Sentezleyen Mikroorganizmalar

Bir fermentasyonun maliyeti, Uriin kazammini igeren birgok faktor
tarafindan etkilenmektedir. Bu nedenle teknolojinin karmagikli§1, tesisin sermaye
maliyeti, Giriniin ayrilmasindaki kolaylik veya zorluk, maliyette kritik bir etkiye
sahip olan 6zel bir Uretici organizma ve substrat segimi son derece onemlidir.
Organizmalarin yajggm bir sinifinin PHB veya PHB benzeri materyalleri depo

ettikleri rapor edilmisti. Bunlar Gram-pozitif ve Gram-negatif tiirleri ve

Cyanobacteria’y: igermektedir [6,15].



PHB, aerobik azot fikse ediciler, kemolitotroflar, actinomycetler,
Beneckea ve Photobacterium gibi biyoliminesent cinsler, Micrococcus gibi
aerobik Gram(+) koklar, Bacillus gibi basiller, Alcaligenes, Sphaerotilus’u igeren
aerobik Gram(-) basiller ve Spirillum, Moraxella, Lampropedia ve
Hyphomicrobium gibi birgok aerobik mikroorganizmada bulunmustur. PHB
biriktiren tek anaeﬁobik bakteri Clostridia ve mor silfiir fototrofik bakterilerdir

[17]. Bu prokaryotik organizmalar liste halinde Cizelge 1.2°de verilmistir.

Cizelge 1.2. PHB sentezleyen mikrorganizmalar [4.6,11]

Acinetobacter Lampropaedia
Actinomycetes Methvlobacterium
Alcaligenes Methylocystis
Azospirillum Micrococcus
Azotobacter Nocardia

Bacillus ‘ Pseudomonas
Beijerinckia Rhizobium
Chlorogloea Rhodobacter
Chromatium Rhodococcus
Chrobacterium Rhodopseudomonas
Clostridium Rhodospirillum
Corynebacterium Sphaerotilus
Derxia Spirillum
Escherichia Streptomyces
Ferrobacillus Syntrophomonas
Haloferax ‘ Vibrio
Halobacterium Zoogloea
Hypomicrobium

1.6. Organizma ve Substrat Secimi

PHB mikrodrganizmalarm yaygin birgok ¢esidi tarafindan uretilmektedir
(Cizelge 1.2). Ancak endiistriyel proses i¢in hangisinin temel olabilecegi 6nemli
bir sorudur. Cizelge 1.2°deki organizmalarin bazis1 yavas gelismekte (Rhizobium,
Ferrobacillus), bazilar1 1s1ga ihtiyag gostermekte (Chromatium) veya sadece
kiigiik miktarlarda polimer biriktirmektedirler. Bu mikroorganizmalar arasindaki
en muhtemel adaylar Azofobacter sp., Methylobacterium sp. veya Alcaligenes
eutrophus’dur. Bu uc mikroorganizma ¢esitli substratlan kullanabilmektedir.
Azotobacter glukoz ve sukrozu; Methylobacterium metanol ve asetat; Alcaligenes

eutrophus etanol, glukoz ve hidrojen/karbondioksit/havayi kullanabilmektedir. Bu



t¢ mikroorganizmadan A. eutrdphus, gelisiminin kolay olmasi, yiiksek seviyede
yiiksek molekiiler agirlikli polimer biriktirmesi (kuru hiicre agirligimin %80
kadar) ve potansiyel olarak PHB iiretimi icin ¢ok cazip olan substratlar

kullanmasi nedeniyle en ¢ok tercih edilecek aday olarak goriilmektedir [6].
1.7. PHB’nin Boyama Reaksiyonu

PHB’nin baz:i 6zellikleri lipidlerle ilgilidir. Bu, onun hidrofobisitesi ile
ifade edilmektedir. Etanol ile defalarca yikandiktan sonra bile PHB iceren
hicrelerden ¢ikmayan Sudan Siyahi B gibi lipofilik boyalarla kolayca
boyanabilmektedir. Biiyitk miktarda PHB igeren hiicreler koyu mavi-siyah ile
boyanmakta ve tekrarlanan etanol yitkamasindan sonra bile boya kalmaktadir.
Ancak az miktarda PHB igeren hiicreler ya renksizdir ya da belirsiz gri olarak
gorilmektedir [7].

Bununla birlikte, Ostle ve Holt, PHB i¢in Sudan Siyahindan daha biiyiik
bir affinite ve daha biyiik bir spesifiteye sahip olan suda eriyen esas oksazin boya
olan Nile Blue A’nin kullamimimi tavsiye etmiglerdir. Bu boya 460nm dalga
boyunda parlak turuncu florasan vermektedir [18].

Lipofilik bir boya olan fosfin 3R’nin varlifinda gelisen hiicrelerin
fluoresans siddetlerine gore, nodiil bakterilerinin hiicrelerindeki PHB’in igerigini
tespit eden ﬂuordmetrik bir yontem tamumlanmigtir. Bu ydntem, PHB’nin
birikimine gore yiiksek ve disuk aktiviteli nodil bakterilerinin suslarinin
farklilagsmasi1 igin kullanilmigtir. Az miktarda polimer igeren aktif suslarn
kolonileri ultraviyole 1gikta incelendiginde fluoresansa sahip olmadig, biyik
miktarda PHB igerén diisiik aktiviteli suglarin kolonilerinin parlak yesil fluoresans

verdii ve orta aktiviteli suslanin kolonilerinin daha zayif fluoresans verdigi

gozlenmigtir [19].
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1.8. PHB’nin Biyosentezi

PHA’larin sentezi igin birkag farkli yolun bakterilerde bulundugu
- bilinmektedir. Bakteriyal PHA’larin bilinen hemen hemen tiim bilesiklerinin
sentezi ve birlestirilmesi i¢in doért farkl yol tammlanmigtir [10].

Birincisi, Alcaligenes eutrophus igin tamimlanmig olan en yaygin
biyosentetik yoldur. PHB genellikle 3-ketotiolaz (asetil-CoA asetiltransferaz),
asetoasetil-CoA rediktaz ve PHB sentaz tarafindan katalizlenen 3 enzimik
reaksiyon serisiyle asetil-CoA’dan sentezlenmektedir [20,21]. PHB sentez, iki
asetil koenzim A (asetil-CoA) molekiiliiniin biyosentetik p-ketotiolaz ile
katalizlenerek asetoasetil-CoA’ya kondanse olmasi ile baglamaktadir. Asetoasetil-
CoA daha sonra NADPH-bagimh asetoasetil-CoA rediiktaz ile 3-hidroksibiitiril-
CoA’ya indirgenmektedir. Son olarak, 3-hidroksibiitiril-CoA monomeri PHA
sentaz ile bir polyester molekiliine polimerize edilmektedir [10,15,22,23,24].

Ikinci tip, fotosentetik bakteri Rhodospirillim rubrum’da bes adimhi PHA
biyosentetik yolddr. Bu yolda, B-ketotiolaz tarafindan olusturulan asetoasetil-
CoA, NADH-bagimli rediiktaz tarafindan L(+)-3-hidroksibiitiril-CoA’ya
indirgenmektedir. ' L(+)-3-hidroksibiitiril-CoA bundan sonra iki enoil-CoA
hidrataz ile D(-)-3-hidroksibiitiril-CoA’ya donistiirilmektedir. Bu yoldaki son
adimda PHA sentaz ile polimerizasyon katalizlenmektedir [10].

PHA biyoséntetik yolun Ggiincii tipinde, ribozomal RNA homoloji grup
I’in tyesi olan goéu Pseudomonas larda aktif oldugu gorilmektedir. Bu yolda
alkanlar, alkanoller veya alkonatlardan ¢ikarlan aktive edilmis yag asitlerinin -
oksidasyonundan jarac11ar PHA biyosentezine yoneltilmektedir. Ornegin
Pseudomonas oleovorans, oktan, oktanol, oktanatta kiiltir edildigi zaman ana
par¢a olarak 3-hidroksioktanat ve 3-hidroksihekzonat igeren bir polyester
biriktirmektedir [10].

Yolun dérdﬁncﬁ tipi, P. oleovorans harig, IRNA homoloji grup I’in lyesi
olan hemen hemen tiim Pseudomonas’larda bulunmustur. Orta uzunlukta zincirli
3-hidroksialkonatlajn iceren kopolimerler asetil-CoA’dan sentezlenmektedir. PHA

sentezi igin onciiler, de novo yag asit sentetik yollarindan gikariimaktadir. Esas
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olarak Pseudomohas aeruginosa’da  3-hidroksidekonat igeren PHA’nin
biyosentezi bu yolu izlemektedir [10].

Schlegel ve Oeding’in belirttigi PHB sentezini gosteren yolun tiimii Sekil
1.4’de gosterilmistir. PHB nin intraselular sentezinin reaksiyonu, serbest koenzim
A (CoA-SH)’nin intraselular konsantrasyonundan ve NAD/NADH oraniyla
gosterilen intraselular redoks potansiyelinden kaynaklanan etkileri icermektedir.

Oksalasetat ve piruvat gibi diger aracilar da dizenleyici etki yapmaktadirlar [7].

[abontidrat Metabolornas ]
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Sekil 1.4. PHB nin biydsentezi ve pargalanma yol izi. EMP: Embden-Meyerhof-Pamas yol izi,
HM: Heksoz-Monofosfat yol izi, ED: Enter-Doudoroff yol izi. (1) B-ketotiolaz (B-
ketoagiltiolaz, asetasetil-CoA tiolaz), (2) Asetasetil-CoA rediiktaz, (3) PHB polimeraz
(PHB sentetaz), (4) PHB hidrolaz, (5) Dimer hidrolaz, (6) B-hidroksibiltirat
dehidrojenaz, (7) Tioforaz [7]

Kemoorganotrofik olarak g¢ogalan mikroorganizmalarda, asetil-CoA’nin
hiicre i¢i konsantrasyonunu etkileyen tim ara metabolik yollar PHB sentezinin
oranini da etkilemektedir. Bu mikroorganizmalar, glikoliz, pentoz fosfat ve
Entner-Doudoroff yollann gibi hekzoz pargalanma yollarini kullanmaktadir.
Ozellikle sitrik asit gemberi asetil-CoA’min hiicre i¢i konsantrasyonu ile siki

sikiya iligkilidir. Béylece, bu ¢emberi etkileyen tiim sartlar ayrica PHB sentezini
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de etkilemektedir. Ozellikle yiiksek NADH, diizeyi ¢emberin ilk enzimi olan sitrat
sentazi ve izositrat dehidrojenazi inhibe etmektedir. Yiiksek bir hiicre i¢i NADH;
diizeyi, hucrelerin yetersiz oksijen stogundan kaynaklanabilir. Bu iki enzimin
NADH; tarafindan inhibisyonu, sonug¢ olarak asetil-CoA’nin seviyesinde bir
artigla sonuglanmakta ve bdylece PHB sentezinde bir artiga neden olmaktadir.
Hiicre i¢ci NAD/ NADH; oranin1 ve PHB sentezinin sonraki oranini mutlak olarak
tespit eden bir faktor, ekstraselular oksijen kismi basmcidir [7]. Solunumun
baskisiyla intraselular NADH seviyesinin artisinin PHB sentezini tetikledigi
bilinmektedir. Oksijenin yoklugu PHB sentezini arttirmaktadir [25].

D(-)-3-hidrbksibutiril-CoA’nm PHB’ye polimerizasyonu dogrudan olmaz.
Bunun igin memﬁrana bagli ozel bir protein fraksiyonunu gerekmektedir. Bu
protein fraksiyon Al ve AIIl olmak iizere iki proteinden olugsmaktadir. Protein
fraksiyonu AI, polimeraz aktivitesiyle baglantiliyken AII fraksiyonu, PHB
depolimeraz varligiyla PHB’nin hidrolizini onlemektedir. AlI, agilprotein
kompleksi formunda P-hidroksibiitiril pargasi iginde araci bir tagiyici olarak
fonksiyonel olabilmektedir. Ikinci bir reaksiyonda, PHB primeri bir hidroksibiitiril
tnitesi ile uzatilmaktadir. Membrana bagli polimeraz ile katalize edilen reaksiyon
su sekilde gosterilmektedir [7]:
D(-)-3-hidroksibiitiril-CoA+AI— D(-)-3-hidroksibiitiril-CoA-AI+HS-CoA (1.)
D(-)-3-hidroksibiitiril-CoA-AI+PHB primer,—PHBg.;+AI (2.)

Bakteriyal PHA’larin yaygin bir bileseni olan 3-hidroksibiitirik asite ek
olarak, 120’den fézla farkli hidroksialkanoik asit son 70 yilda bu bakteriyal
polyesterin bilegeni olarak tespit edilmigtir [26].

1.9. PHB/PHA Olusumunun Onemi

Ozmotik olarak inert (etkisiz) bir depo materyali olan PHB ve PHA nin
olusumunun prokaryotik hiicreler igin onemi, siddetli a¢lik dénemi boyunca
karbon veya enerji kaynagi olarak gorev yapmasidir. Boylece besinlerin sinirli
oldugu sartlar altinda mikroorganizmamin hayatta kalmasim pozitif olarak
etkileyebilmektedir [7]. PHB, besin sinirhli31 boyunca hiicresel komponentlerin

par¢alanmasint  geciktirmektedir [27]. Bu durum, Bacillus megaterium ve
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Micrococcus halod?niﬂijicans gibi birgok mikroorganizma i¢in de bildirilmistir.
Ayrica Alcaligenes eutrophus suslar igin aghk sartlar altinda hayatta kalmasinin
hiicrelere depolanan PHB miktar: ile iligkili oldugu gosterilmistir [7].

Alcaligenes%suslarmda PHB sentezinin bir diger fonksiyonu hiicre igindeki
agir1 reditksiyonun ortadan kaldirilmasidir. Bu durum- 6zellikle oksijenin kismi
basincinin bﬁyﬁmé icin optimalden daha az oldugu g¢ogalma sartlar1 boyunca
Onem tasxmaktadlr‘ [7]. Sonu¢ olarak intraselular PHB/PHA sentezi elektron
deposu olarak gorev yapmaktadir [7,27].

Azotobacter beijerinckii’de azot fiksasyonundan sorumlu olan nitrogenaz
sistemi oksijene duyarhdir. Azotobacter tirlerinde PHB sentezi, digiik oksijen
kismi basinci ile stimule edilmektedir. Boylece PHB’nin sentezi ve varhg,
solunum aktivitesidin seviyesini arttirmaktadir. Azofobacter 'de kistlerin ve gesitli
Bacillus suslarinda sporlarin olusumu, besin sinirlandiginda PHB’ nin varlig1 ve
yeniden kullanimi ile iligkilidir [7]. PHB graniillerinden serbest birakilan
hidroksibiitirat, génell-ikle merkezi' metabolizma vasitasiyla asetil-CoA’nin
iretimini yénetméktedir. Ayrica hidroksibiitirat, Azotobacter vinelandii’nin

kistleri i¢in esansiyel yeni lipidlerin 6ncisti olarak gosterilmistir [13].

1.10. PHA’lar1 Uretme Kosullar

Degisik tip bakteri siniflarinin kullamlmasi ve karbon kaynaklarinin
degistirilmesi ile farkli biyopolimer iiriin elde edilebilmektedir. Genelde PHA
tiretiminin yapilabilmesi i¢in, bakterilerin biiyiime ortamu ve polimer lretme
ortami olmak iizere iki degisik ortama ihtiyaglar1 vardir [4].

Biiyame oﬁammda, durgun faza girinceye kadar mikroorganizmalarin
biiyiimeleri saglanmaktadir. Bu ortam gerekli tiim besinler agisindan zengindir.
Ikinci ortamda ise, istenen PHA tipi i¢in gerekli karbon kaynagi eklenirken,
biiytime i¢in gart olian bir faktor (azot, oksijen, fosfor, vb.) eksik birakilarak stres
ortami haznrlanmaktadxr. Bu durumda, bakteri, polimer iiretimine ve urettigi
polimeri ileride déha kotii kosullarda kullanmak amaciyla bir zar igerisinde
depolamaya zorlanmaktadir. Bakteriler bir siire sonra bu ortamdan alinmakta ve

gerekli siireclerden %gecirilerek polimer elde edilmektedir [4].
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PHB, kurutulmus hiicrelerden kloroform, metilen klorid, etilen klorid,
diklorometan/etanol ~ kangimi  gibi  ¢oziiciller  kullamlarak  ekstrakte
edilebilmektedir. Ayrica Na-hipokloriir ¢ozeltisi, litik deterjanlar, safra tuzu ve
ekstrem alkali kosullar kullanilarak hiicre duvarlarinin yikimi ve PHB’ nin serbest
kalmas: saglanabilmektedir. Yiiksek basingli homojenizatér, mekanik ogitiici,
ultrasonik islem ve basing uygulamast ile de hiicrelerin mekanik olarak
parcalanmast saglanabilmektedir. Bundan sonra islem gormiis biyomastan
santrifij, ekstraksiyon gibi iglemlerle PHB graniilleri elde "edilmektedir. Son
olarak, aseton ve etanol gibi organik ¢oziiciler veya su ile PHB/PHA
saflastirilmaktadir [7].

Elde edilen PHA’larin molekiiler agirlig1 tiretici organizma kadar geligme

ve ekstraksiyon kosullarina da bagli oldugu bildirilmigtir [11].
1.11. PHB’nin Endiistriyel Uretimi

PHB anormal buyiime kosullarni meydana geldigi zaman dogada normal
olarak uretilen depo materyalidir. Anormal buyime kosullarindan sonra PHB,
hiicrelerde yiiksek miktarlarda biriktirilmektedir. Bu nedenle bakteriler ile PHB
iretiminde iki adimh fermentasyon prosesi gerekmektedir. Ancak Alcaligenes
latus ile fementaéyonun tek adimda yapilabilecegi gosterilmistir. Alc:aligenes
latus btF-9 ile PHB iiretiminde 15m>’lik fermentorde bir haftada 1000kg’dan
daha fazla PHB tretilebilmigtir. Fermentasyon prosesinde ilk once hiicreler agar
plaklan tizerinde gelistirilmis ve daha sonra erlenlere transfer edilmistir. Yeterli
hiicre yogunluguna erisildikten sonra 15m’ liikk bir fermentére inokule edilmistir.
Karbon kaynagina ilave olarak, fosfat, siilfat ve bazi iz elementleri igeren mineral
tuz ¢o6zeltisi fermentasyon ortamina katilmigtir. pH kontrolii amaciyla ve azot
kaynagi olarak amonyak solusyonu kullanilmigtir. Fermentasyondan sonra .
hiicreler ayirma ﬁniitesi kullanilarak toplanmigtir. Toplanan hiicreler musluk suyu
ile bir kez yikanmis ve yeniden toplanmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonu daha
sonra dogrudan dogruya geri alim prosesinde kullanilmuigtir. Geri alim prosesinde
ilk basamak, bir PHB solvent ¢esidi olan metilenklorid ile hiicre siispansiyonunun

islendigi ekstraksiydndur. Bu basamakta PHB igeren solvent, mekanik bir adim ile



hiicre pargalarindan aynlmigtir. Daha sonra suyun eklenmesi ile PHB
coktirilmigtar. Cbktﬁrﬂlen PHB tabakasi alinmig ve kurutulmustur. Bu proses
kullanilarak, %99 saflikta PHB, tek bir ekstraksiyon ve bir presipitasyon basamag:
ile yeniden elde edﬁlebilmistir [14].

PHA’larm ticari Griin haline gelmesinde en onemli problem iretim
maliyetinin yuksek olmasidir. Bu nedenle arastirmalarin ¢ogu daha etkili
fermentasyon ve geri doniisim prosesinin geligtirilerek iiretim maliyetinin
disiirilmesine aynlmistir. PHB’nin yiiksek dretim maliyeti sus gelisimi,
fermentasyon ve ayirma prosesinin gelistirilmesi ve ucuz bir karbon kaynag
kullanimu ile azaltilabilmektedir. PHB iretiminde toplam iretim maliyetinin
yaklasik %40°1 islénmemis materyal igindir. Bu nedenle, daha ucuz bir karbon

kaynagmin kullanilmasi PHB’nin yiiksek iiretim maliyetini azaltmaktadir [28].
1.12. Rhizobium Bakterilerinin Genel Ozellikleri

Rhizobium cinsi bakteriler Rhizobiaceae familyasina dahildirler. Bunlar
genetik olarak farkli, fizyolojik olarak heterojen bir grubu olustururlar. Rhizobium
bakterileri gubuk seklinde, spor olugturmayan, gram negatif, genel olarak aerobik
metabolizmaya sahﬂp olmakla beraber ¢ok diisiik oksijen varliginda da geligebilen
bakterilerdir. Optihlum gelisme sicakliklan 25-30°C, gelisme pH’lann 6-7
arasindadir [29,30,31]. Karbonhidrat ve organik asit tuzlarim gaz olugturmadan
karbon  kaynagi - olarak  kullanabilirler.  Seluloz ve nisastayr ise
kullanamamaktadirlar. Karbonhidrat igeren ortamda genellikle ekstraselular salg:
iiretmektedirler. Yeni kiiltiirde gubuk seklinde, yash kiltirde veya koti gevre
kosullarinda pleomorfiktirler (siskin, kuiresel, elipsoidal veya dallanmus) [30].

Rhizobium bakterileri, baklagil bitkisinin koklerine yerleserek bitki igin
gerekli azotu saglarken bitki 6z suyundan besin maddesi olarak yararlanmaktadir
[7]. Etkili bir ‘simbiYoziste, bakteri bitki koklerini enfekte etmekte ve nodiil olarak
adlandinilan  6zellesmis yapilarin olusumunu tesvik etmektedir. Nodillerde
bakteri bélﬁnmektejve bakteroid olarak adlandirilan 6zellesmis hicreler azotu
amonyaga dénﬁstﬁrfnektedir. Dinitrojenin bu indirgenme reaksiyonu igin gerekli

enerji bitki tarafindan fotosentez ile saglanmakta ve son uriin bitki igin gerekl:
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azot kaynagini saglamaktadir [30]. Biyolojik olarak fikse edilen azotun %50’si
(90 milyon ton) Rhizobium bakterisi ile baklagiller arasindaki simbiyotik iligkiden
kaynaklanmaktadir. | Baklagillerle simbiyotik olarak yasayan Rhizobium
bakterilerinin topraga fikse ettikleri azot miktar: ortalama 200 kg/ha/yil dir [31].
Rhizobium ve Bradyrhizobium bakterileri ile konukgu baklagilin koklerinde azot
fikse eden nodiillerin indiiksiyonu, bitki ve simbiyotu arasinda ¢ok basamakh bir
prosesi igermektedir [32].

Rhizobium bakterileri son olarak 3 farkli tir Azorhizobium,
Bradyrhizobium ve Rhizobium seklinde siniflandirilmis ve R.fredii’nin yeni tir
ismi Sinorhizobium olarak degistirilmigtir [33].

Elkan ve Bunn’un yapmis olduklant simflandirma Cizelge 1.3°de

gorilmektedir [30].

Cizelge 1.3. Rhizobia’mn son taksonomik simiflandirmasi [30]

Tammlanmis cins Tamimlanmus tiir
Bradyrhizobium (Jordan, 1982) B. japonicum (Jordan, 1982)
Rhizobium (Jordan, 1982) R. leguminosarum (Jordan, 1982)

R. meliloti (Jordan, 1982)

R. loti (Jordan, 1982)

R. galegae (Lindstrom, 1989)
Azorhizobium (Dreyfus et al., 1988) A. caulinodans (Dreyfus et al., 1988)
Sinorhizobium (Chen et al., 1988) S. fredii (Chen et al., 1988)

S. xinjiangensis (Chen et al., 1988)

Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology kitabinda yer alan
siniflandirmada ise R. leguminosarum’un biovar viceae, biovar trifoli ve biovar

phaseoli olmak iizere ii¢ biovar1 bulunmaktadir [29].
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1.13. Rhizobium Bakterilerinin PHB Uretimleri

Diger birgok bakteri ile beraber, Rhizobium tirlerinin de depo materyali
olarak PHA sentezledikleri ve depoladiklar: bilinmektedir [34]. Baklagil bitkileri
ile Rhizobium bakterileri arasindaki simbiyotik molekiiler azotun fiksasyonu
buyiik miktarda enerji harcamayi gerektirmektedir [35,36]. Serbest yasayan azot
fikse eden bazi mikroorganizmalarda, azot fiksasyonunun yogunlugu ve PHB
icerigi arasinda ters bir iliski oldugu bulunmustur. Romanov ve ark. PHB
metabolizmasi ile azot fiksasyonu ve fotosentez arasindaki iligkiyi arastirmuslar.
Baslangigta fotoasimilasyonun bir bolimianiin PHB’yi igerdigini ve daha sonra
PHB’nin azot fiksasyonu amactyla kullamldigini bulmuglardir [35]. Farkli
yayinlarda nitrogenaz aktivitesi ve PHB birikimi arasindaki iligki gésterilmigtir.
Buna gore, PHB metabolizmasi, hidroksibiitirat dehidrojenaz araciligiyla karbon
iskeletleri, ATP ve/veya rediksiyon denklikleri saglamasiyla azot fiksasyonunu
desteklemektedir. Ikinci olarak bu gorigiin tersine, PHB metabolizmasi
nitrogenazin harcanmasint yonetebilmekte veya onunla rekabet edebilmektedir.
Ucglincii olarak, PHB metabolizmast azot metabolizmas: iizerinde etkiye sahip
olmamaktadir. Bununla birlikte, hem PHB metabolizmas: hem de azot fiksasyonu,
bakteroid i¢inde araci karbon metabolizmasina ihtiya¢ gosterdigi belirtilmigtir
[36]. Biyopolimer, simbiyotik azot fiksasyonunda enerji kaynag: olarak isin igine
girmektedir. Rhizobium’da PHB, oksidasyon igin uygun eksojen substratlar
dogrudan dogruya elde edilemediginde uygun olmayan g¢evresel kosullar altinda
nitrogenazi korumay1 saglamaktadir [27,37].

Bakteroid durumunda, azot fiksasyon aparatlari rediiksiyon denklikleri i¢in
PHB olusumu ile rekabet etmektedir. Rhizobium bakterileri anaerobik ve
mikroaerobik kosullar altinda fonksiyonel TCA siklusunu (trikarboksilik asit
dongisiini1) siirdiirmek igin mekanizmalar gelistirmistir. Bakteroidde, rediiksiyon
denklikleri  simbiyozisi desteklemek amaciyla azot fiksasyonu igin
kullanilmaktadir. Fakat rediiksiyon denklikleri PHB olusumu igin de
kullanilabilmektedir. Serbest yasam durumunda, nitrogenaz ifade edilmemekte ve
PHB, TCA siklusu tamamen aktif olmadig1 zaman, asgin NADPH igin bir depo

olarak rol oynamaktadir [15].
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Rhizobium esas olarak yiiksek molekiiler agirlikli polisakkaritleri digart
salgilamaktadir. Bu ekzopolisakkaritler (EPS) ile PHB’nin _ iiretimi arasindaki
iliski incelenmis ve bu polimerlerin biyosentetik yollarinin direk olarak bagh
olmadig, fakat ayni zamanda uretildigi bulunmustur [38]. Rhizobium tropici,
Rhizobium etli, Bradyhizobium japonicum ve Azorhizobium caulinodans gibi
Rhizobium’lar serbest yasam durumunda ve olgun nodillerde PHB biriktirirken
Sinorhizobium meliloti serbest yasam durumunda ve nodiil gelisiminin yalniz
erken evresinde PHB biriktirmektedir [23].

R.meliloti’nin optimum olmayan kosullarda, iirettigi PHB miktar1 kuru
hiicre agirliginin %55-601 kadar olabilmektedir. Ayrica uygun kiiltiir kogullarinda
PHB-ko-PHV kopolimeri de biriktirebilmektedir [34].

1.14. Diger Bakterilerle PHB Uretimi

Alcaligenes eutrophus glukozdan PHB ve glukoz ve propiyonik asit igeren
karigtk karbon kaynagindan 3-hidroksibutirik asit ve 3-hidroksivalerik asit
uinitelerinden olusah PHA iretmektedir [20]. Sinirlt oksijen kosullar: altinda
gazlar1 gegirmeyen kapal bir sitem kullamlarak Alcaligenes eutrophus ATCC
17697°nin kiiltiirleri ile karbondioksitten PHB iretimi incelenmis ve oksijenin
stnirht kiiltirde PHB birikiminin, amonyumdan yoksun kiltiirdekinden daha
yiiksek oldugu bulunmusgtur [39]. Bir ¢esit karbon kaynagindan PHB biriktirebilen
bir Alcaligenes sp. SH69 susu izole edilmis ve basit karbonhidrat substratlan ile
24 saat batik kiltiirden sonra 3-hidroksibiitirat ve 3-hidroksivalerat’dan olusan
kopolyester biriktirdigi gorilmigtir [40]. Bir diger ¢alismada Alcaligenes
eutrophus tarafindan biitirik ve pentonoik asitlerin nitrojensiz  kiilttir
solusyonlarinda  3-hidroksibiitirat ve 3-hidroksivalerat’in kopolyesterlerinin
tiretimi  yapilmigtir  [41].  Yine 3-hidroksibutirat ve 4-hidroksibiitirat’in
kopolimerleri sukroz ve y-biitirolakton igeren kiltiir solusyonlarinda Alcaligenes
latus tarafindan etkili olarak Gretilmigtir [42].

Yapilan bir ¢aliymada azot simrlih@inda Alcaligenes latus’'un batik

kiiltiirityle yiiksek verimlilikte ve yiiksek polimer igerikli PHB tretimi ¢aligilmig
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ve optimal sukroz besleme ile beraber azot sinirlilifi uygulamasiyla PHB sentezi
oraninda artig gorilmistir [43].

Azotobacter vinelandii UWD’nin gelisiminde valerat ve diger kisa zincirli,
esit uzunlukta olmayan yag asitlerinin glukoz ortammda PHA kopolimer [poli(3-
hidroksibiitirat-ko-3-hidroksivalerat)] olusumunu tegvik ettigi bulunmustur [44].

PHA-polimeraz-kodlayan gen ve dtretici PHA prokirsorleri igeren
rekombinant Escherichia coli’nin yag asitlerinden orta zincir uzunluklu PHA’lar
sentezleyebildigi bulunmustur. Ayrica Alcaligenes eutrophus’da PHB
biyosentetik yolun enzimlerini kodlayan genler degistirilmis ve yesil bitki
Arabidopsis thaliana’nin plastitlerinde ifade edilmistir [45]. PHA-polimeraz-
kodlayan gen ve hedefleyici peroksizom enzimi ile Arabidopsis thaliana’nin
degistiriimesi 6-16 karbon atomu arasinda degisen doymus ve doymamig
monomerleri igeren orta zincir uzunluklu PHA’larin iretimiyle sonuglanmigtir
[46].

Yapilan bir g¢alismada, Ralstonia eutropha (Alcaligenes eutrophus) ve
Pseudomonas oleovorans ile biyoteknolojik ramnoz tretiminin atigt olan yag
kullanabilirligi ¢alistlmis ve bu mikroorganizmalarin gelismeleri ve PHA’lan
biriktirmeleri igin karbon kaynagi olarak bu atik materyali kullanabildikleri
bulunmugtur [26].

1.1S. PHB’nin Biyolojik Olarak Parcalanmasi

PHB, petrokimyasallara dayali plastiklere biyoteknolojik bir alternatif
olarak potansiyele sahip olan biyopargalanabilir bir termoplastiktir [47]. Tek
kullanimlik malzemelerin Uretimi i¢in bir termoplastik olarak PHB kullanimi
biyopargalanabilir olmasindan dolay1 6nemli bir avantajdir. Birr,ﬁok toprak
mikroorganizmasi PHB’yi tamamen pargalayabilmekte ve karbon kaynag: olarak
kullanabilmektedir. PHB ekstraselular enzimler ile depolimerize edilebilmektedir.
Olusan monomerik 3-hidroksibiitirik asit ve dimer yaygin bir mikroorganizma
¢esidi i¢in asimile edilebilir karbon igeren substratlardir [7]. Ekstraselular PHB
¢ogu Dbakterinin  geligimini destekleyen bir karbon kaynag olarak

kullanilabildiginden toprak mikroorganizmalan igin 6nemli bir karbon kaynag:
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olabilmektedir. Brieses ve ark. (1994) nutrient brothda izole edilmis aerobik
toprak bakterilerinin hemen hemen %10’nunun PHB kullanabildigini
bulmuglardir [22].

Dogada mikroorganizmalarin pek ¢ogu PHA hidrolaz ve PHA depolimeraz
kullanarak PHA’lar1 pargalayabilmektedir. Bu enzimlerin aktivitesi polimerin
bilesimine, fiziksel formuna (amorf veya kristal), 6rnegin boyutuna ve en énemlisi
cevresel kosullara bagli olarak degismektedir [15]. Farkli g¢evrelerde PHB’ nin
biyopargalanmast i¢in 6rnekler Cizelge 1.4’te verilmistir [7].

PHB’nin parg¢alanmasi igin kullamlan enzimler intraselular ya da
ekstraselular olabilmektedir. Fakat ekstraselular enzimler, biyoteknolojik islemler
igin daha ilgi cekici olmaktadir. Birgok mikroorganizma PHB’yi hizhi olarak
polimerlere ayiran ekstraselular bir depolimeraz salgilamaktadir. Genelde karbon
ve enerji kaynag: olarak PHB’nin bakteriyal kullammi asagidaki gibi olmaktadir:
PHB’nin depolimerizasyonu ekstraselular bir depolimeraz (hidrolaz) ile
katalizlenmektedir. Bu hidroliz reaksiyonunun tiriinii esas olarak iz halindeki D(-
)-3-hidroksibiitirat monomerine eslik eden bir dimerdir. Hiicreler tarafindan dimer
ve monomerler igeri alinmaktadir. Hiicre i¢inde intraselular B-hidroksibiitirat
dimer hidrolaz ile dimer kataliz edilmekte ve olugan monomer ara metabolik

yollara dahil edilmektedir [7].

Cizelge 1.4. Cesitli cevrelerde PHB nin biyopargalanmasi [7]

Cevre 1mm kalinligindaki Hafta basina yiizey 50um kalinhgindaki paket
kismun ¢oziilme korozyonunun ortalama  filmlerinin %100 agirhik
periyodu (hafta) oram (pm) kaybu igin gegen perivot

(hafta)

Anaerobik aktif camur 6 100 0.5

Deniz dibi sedimenti 40 10 5

Aerobik aktif camur 60 7 7

25°C’deki toprak 75 5 10

15°C’deki deniz suyu 350 1 50
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1.16. PHB ve Diger PHA’larin Uygulama Alanlan

PHB ve PHA’larin olast uygulamalarinin amact direk olarak bu
maddelerin bazi spesifik 6zellikleri ile ilgilidir. Bu 6zellikler:

¢ Biyolojik pargalanabilirlik,

e Termoplastik 6zellik,

e Piezoelektrik ozellik,

e PHB monomeri D(-)-3-hidroksibiitirik asit,

¢ Dogal kaynaklardan elde edilebilme,

e Biyouyumluluk,

e Toksik olmama seklinde siralanabilmektedir [4,7].

Ozellikle PHB’nin pargalanma iiriinii, D(-)-3-hidroksibiitirik asidin biitiin
yuksek organizmalarda araci bir bilesik olmasi ¢nemlidir. Bu monomer, lipid
metabolizmasinin iriinii olarak bulunabilmektedir. Ozellikle beyin ve kalp dokusu
gibi 6zel dokular 'i¢in enerji kaynagi olarak gorev yapabilmektedir. D(-)-3-
hidroksibitirik asit igin beyin gelisiminde aminoasitlerin prokirsorii olarak
fizyolojik rolii dogrulanmigtir. Diyabetiklerin kan serumunda anormal
konsantrasyonlarda mevcut keton cisimlerinden biri olarak D(-)-3-hidroksibiitirik
asidin roli hakkinda birgok yayin bulunmaktadir [7].

Boylece hayvan dokularinda PHB implantlarinin siddeﬂi olarak toksik
olmadig: farz edilebilmektedir. Parcalanabilir polimerler genellikle, biyik
potansiyel gosteren iki kullanim alani mikrosferlerle ilag verilmesi ve doku
cerrahliginda yogun arastirma ve gelisme gegirmektedir [48]. PHB nin bu dzelligi
absorbe edilebilir prostatik cihazlar ve cerrahi dikis yapimina olanak vermektedir.
PHB ve diger PHA’lar icin en ilgi gekici uygulamalar medikal ve farmakolojik
uygulamalardir [7].

PHB homopolimeri ve PHB/PHV kopolimeri polietilen, polipropilen vs.
gibi bazi ticari pl‘astiklerin mekanik 6zelliklerine benzerligi ile termoplastik
polyesterlerdir. PHB/PHV kopolimeri gibi PHB de sekillenebilmekte, lif seklinde
buikiilebilmekte, film yapilabilmekte, polietilen gibi diger sentetik polimerler ile
heteropolimer yapimu igin kullanilabilmektedir. PHB ve PHV’nin kopolimerleri

PHB homopolimerinden daha istiin bazi fiziksel ozelliklere sahiptir. Genel
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olarak, kopolimerler daha az kristalin, daha az kirilgan, daha sert ve daha esnektir.
PHB/PHV kopolimerlerinin fiziksel 6zellikleri PHV/PHB oraminda varyasyon
yapilarak degistirilébilmektedir [7].

PHB filmlerinin bir ozelligi de, kismen disiik oksijen sizdirabilirligi
nedeniyle gidalarin paketlenmesindeki potansiyel kullanimidir. PHB agisindan
25pum’lik bir film gﬁnde 45¢m’/m?’lik oksijen gegirgenligine sahiptir [7].

PHB ya da PHA’lardan yapilan malzemeler kismen kisa bir siire igerisinde
birgok ortamda mikroorganizmalar tarafindan tamamen pargalanmaktadir. Biitiin
bir pargalanma igin gerekli zaman (Cizelge 1.4) her bir numunenin kalmmligina ve
yuzey 6zelliklerine bagli olarak degismektedir. Bu biyopargalanabiliriik otomatik
olarak tek kullanimlik malzemelerin iretimi i¢in PHA’lanin  kullanimim
saglamaktadir. ICI ve yan sirketi Biiytik Britanya’daki Marlborough Biopolimers
gibi ticari girketler aktif olarak PHA’larin aragtirilmast ve gelistirilmesinde
birlesmiglerdir. Bu iki sirket biyopargalanabilir PHA polimeri igin ticari isim
olarak “Biopol” adim vermistir [7].

Bunlar disinda PHB ve PHA’lann ziraatta kullanimi ¢ok umut verici
gorilmektedir. PHA filmlerinin kaplama folyolari olarak kullanildig: arazi
denemeleri gerceklestirilmigtir. Bu gibi folyolar ekin sezonunun sonuna kadar
kaldinlmak zorunda kalmamaktadir. Benzer bir uygulama da ekinlerin
sulanmasinda PHA borularimin kullammudir. Burada borularin hasat déneminin
sonuna kadar tarlalardan kaldiilmasina gerek yoktur. PHB ve PHA ayrica
potansiyel olarak tohum kaplamasinda ya da glbrelerin veya pestisidlerin
kontrolli salinimi i¢in kullanilabilmektedir [7].

PHB ve PHV kopolimerlerinin diger bir ozelligi de polisakkaritler,
polipeptidler ve poliniikleoitidler gibi piezoelektrik polimer olmasidir.
Polivinilidon florid gibi sentetik piezoelektrik polimerlerin filmleri kemik
bitylimesini tegvik etmektedir. Bu nedenle, PHB ya da PHB/PHV kopolimerleri
filmler halinde, kemik olusumunu ve iyilesmesini desteklemek amaciyla kirik
kemiklerin etrafina yerlegtirilmektedir [7]. Bundan sonra kemik kingindaki plaka
biyolojik olarak parcalanabilmekte ve wviicut tarafindan yavasga resorbe
edilebilmektedir. Bu sirada kemik kaynamakta ve plakayr uzaklastirmak igin

ikinci bir operasyona gerek kalmamaktadir [49].
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Organik kimyada asimetrik sentez iglemleri birinci derecede énemlidir. Bu
nedenle, enantiomerik olarak saf bilesikler (EPC) talep gormektedir. D(-)-3-
hidroksibiitirik asitte bu gruba ait oldugu i¢in saf maddelerin daha fazla miktarda
elde edilebilmesi i¢in oldukga fazla ilgi bulunmaktadir [7].

PHB biyoléjik olarak uyumludur. Monomerler insan viicudunda bulunan
dogal metabolit olmast nedeniyle, polimer vicutta sadece ¢ok hafif bir
immunolojik cevap olusmasina neden olmaktadir. Bu ozelliginden dolayr PHB
insanlarda ilaglarin kontrollii salimmu igin test edilmistir [49]. Ilacin serbest
birakilmas: saatlerce siren bir donemden birkag aya kadar cesitlilik
gostermektedir. Bu cesitlilik, ornegin ilag konsantrasyonu, tabletleme basinct,
tablet biiyiikligi ve polimer graniillerinin biiyiklugi gibi bilinen parametrelere
dayanmaktadir [7].

Alman marketlerinde Wella “SANARA” sampuan siselerinin sunulmasi

biyopolimerlerin kullanimina 6rnek olarak verilebilir [50].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. MATERYAL

2.1.1. Rhizobium Bakterilerinin Izole Edildigi Bitkilerin Toplandig: Yerler

Rhizobium bakterileri Nisan 1999-Eylal 1999 tarihleri arasinda farkh
yerlerden (Cizelge 2.1) toplanan baklagil bitkilerinin koklerinde bulunan
nodiillerden izole edilmistir. Baklagil bitkileri koklerine zarar verilmeden kiirekle
topraktan g¢ikarilmig ve bir torbaya konularak laboratuvara getirilmistir.
Laboratuvarda bitkilerin koklerdeki nodiiller bir pens yardimiyla alinarak yiizey
sterilizasyonu yapildiktan sonra Rhizobium bakterileri izole edilmigtir.
Caliymamizda kullanilan standart Rhizobium phaseoli NRRL B-4408 United
States Department of Agriculture, Agricultural Research Service’den temin

edilmistir.

Cizelge 2.1. Rhizobium bakterilerinin izole edildigi bitkilerin toplandig: yerler

Sus No Bitki Adi Toplandigs Yer
R1, R2 (Aym bitki) ‘ Phaseolus vulgaris L (Fasulye)  Visnelik mahallesi (Esk.)

R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9,
R10, R11, R12, R13 (Aymi bitki) Phaseolus vulgaris L (Fasulye)  Visnelik mahallesi (Esk.)

R14 Phaseolus vulgaris L.(Fasulye)  Visnelik mahallesi (Esk.)

R15, R16 (Aym bitki) Phaseolus vulgaris L.(Fasulye)  TAE (Esk.)

R17, R18 (Aym bitki) Phaseolus vulgaris L.(Fasulve)  TAE (Esk.)

R19 | Phaseolus vulgaris L.(Fasulye) ~ TAE (Bsk.)

R20 Phaseolus vulgaris L.(Fasulye)  TAE (Esk.)

R21 Phaseolus vulgaris L.(Fasulye)  TAE (Esk)

R22 ‘ Phaseolus vulgaris L.(Fasulye)  Cukurhisar ilgesi (Esk.)

R23 Medicago sativa  L.(Yonca) TAE (Esk)

R24 ' | Vigna anguiculata L.(Borilce)  Kula (Manisa) 680m,
Kara Divlit Batist

R25 | Phaseolus sp. (Barbunva)  Siitliice mahallesi (Esk.)

R26, R27 (Aym bitki) Lens culinaris (Mercimek) TAE (Esk.)

TAE: Tanmsal Arastirma Enstitiisii, Esk. Eskisehir
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2.1.2. Kullamlan Besiyerleri ve Cozeltiler

2.1.2.1. Yeast Extract Mannitol (YEM) Besiyeri

K,HPO, 0,5¢g
MgS04.7H,0 0,2g
NaCl 0,1g
Mannitol 10g
Yeast Extract 0,5g
Agar 15g
Saf su 1000ml

pH 6,8-7,0’ye ayarlanmustir. Aktiflestirme igin agar igermeyen Yeast
Extract Mannitol besiyeri kullanilmigtir. Cam tiiplerde 6ml’lik sivi olarak
hazirlanan besiyeri 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilerek kullamlmigtir
[29,30].

Izolatlarin saklanmas: igin ise Yeast Extract Mannitol besiyerine 15g/lt
olacak sekilde agar ilave edilmis ve 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilerek
kullanilmaigtir.

2.1.2.2. Rhizobium i¢in Modifiye Edilmis YEM Besiyeri

K.HPO, 0,5g
MgS04.7H,0 0,2g
NaCl 0,1g
Mannitol 10g
Yeast Extract 2,58
Tripton 2,5g
Pepton 2,5g

Saf su 1000ml
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pH 6,8-7,0’ye ayarlanmigtir. Fermentasyon ortamn igin tartilan malzemeler
250ml’lik cam erlenlerde 100°er ml olacak sekilde dagitilmis ve 121°C’de 15
dakika otoklavda steril edilerek kullanilmigtir [51].

2.1.2.3. PHB Standardi

PHB 0,01g

Kloroform 10ml

PHB (Sigma) cam tipte kloroform (Merck) i¢ine konularak 60°C’de su

banyosunda tamamen ¢oziiniinceye kadar bekletilmistir [51].

2.1.2.4. Kristal Viyole Cozeltisi
2g kristal viyole, 20m! etil alkol (%95’lik) iginde ¢ozulmistir. Diger

taraftan 0,8g amonyum oksalat 80ml saf suda ¢6zilmus ve bu iki ¢6zelti birbirine

kanistinlmistir [52].

2.1.2.5. iyot (Lugol) Cozeltisi

2g potasyum iyodur (KI), 300ml damitik su iginde ¢dziilmiistir. Bu
¢ozeltiye daha sonra lg iyice ezilmisg iyot kristali eklenmis ve oda sicakliginda

tam bir ¢dziinme saglanincaya kadar karigtirlmigtir [52].

2.1.2.6. Safranin Cozeltisi

0,25g safranin, 10ml %95’lik etil alkolde ¢ozilerek saf su ile 100ml’ye

tamamlanmistir [52].

2.1.2.7. Litmus Milk

Skim milk powder  100g
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Litmus 0,75g
Saf su 11t

Malzemeler 110°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmigtir [53].
2.1.2.8. Kongo Kirmizisi Iceren Besiyeri

Kongo Kirmizisi 0,0025g

Yeast Extract Mannitol besiyeri 100ml

Agar 1,5g

Yeast Extract Mannitol besiyerine Kongo kirmizis1 eklenmistir. pH 6.8-
7.0°ye ayarlanarak agar ilave edilmistir. 121°C’de 15 dakika otoklavda steril
edilmigtir [29].

2.1.2.9. Bromtimol Mavisi iceren Besiyeri
Bromtimol Mavisi 0,0025g
Yeast Extract Mannitol besiyeri 100ml

Agar 1,5g

Yeast Extract Mannitol besiyerine bromtimol mavisi eklenmistir. pH 6.8-
7.0’ye ayarlanarak agar ilave edilmigtir. 121°C’de 15 dakika otoklavda steril
edilmigtir [29].

2.1.2.10. MOPS Tuzlar1 (MS) Ortami

Morfolinopropan-siilfonik asit (MOPS Tampon) 8,37g

KOH 1,12g
NH4CI 1,07g
MgSO, ‘ 0,48g

K;HPO; 0,21g



KH,PO4
NaCl

CaCO;
H3;BO;
ZnS04.TH,O
CuS0,4.5H,0
MnCl;.4H,O
NaMo04.2H,0
EDTA
Na-Fe-EDTA
Saf su

28

0,05g
Smg
20mg
1mg
Img
0,5mg
0,5mg
Img
10mg
2mg
11t

MOPS-KOH (filtrasyonla steril edilmis) ve MgSO4 stok soliisyonlar:

hazirlanmig, otoklavlanmig tuz solusyonuna ilave edilmigtir. Sekerler filtre

edilerek ortama 15mM eklenmistir [29].

2.1.2.11. identifikasyon Testleri i¢in Kullanilan Sekerler

2.1.2.10°da igerigi verilen besiyerine glukoz, galaktoz, fruktoz, arabinoz,

ksiloz, ramnoz, maltoz, sukroz, laktoz, trehaloz, rafinoz, mannitol, fumarat, malat

siiksinat, sitrat, piruvat ayn ayri eklenerek denenmistir[29].

2.1.2.12. %2’lik NaCl iceren YEM Besiyeri

K:HPO,
MgS04.7TH,0
NaCl
Mannitol
Yeast Extract
Saf su

0,05g
0,02g
2g

lg
0,05g
100ml
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pH 6,8-7,0’ye ayarlanmistir. Tuplerde 3ml olarak hazirlanan besiyeri

121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir [29].

2.1.2.13. Farkh Karbon Kaynaklarinin Denenmesinde Kullanilan Seker

Cesitleri

Sukroz
Glukoz
Arabinoz
Na suksinat
Na asetat

Na fumarat

N o RN~

Fruktoz

10g/lt
10,5¢/1t
10,5g/1t
14,35g/1t
14,5g/t
10,15g/1t
10g/1t

Sekerler 0,45um’lik disposable filtrelerden gegirilerek 2.1.2.2°de igerigi

verilen fermentasyon ortamina mannitol ¢ikanlarak eklenmigtir [54].

2.1.2.14. Farkhi Azot Kaynaklarimin Denenmesinde Kullanilan Fermentasyon

Ortam

NaH,PO,.H,0
CaCl,.2 H;0
MgS04. H;O
FeEDTA
MnSO,. 7TH;0
H;BO;
ZnS04.7 H;0
Na;Mo00,.2 H;0
CuS0,.5 H;0
CoCl.6 H,O
KI

Biotin

150mg
150mg
250mg
28mg
10mg
3mg
2mg
0,25mg
0,04mg
0,025mg
0,78mg
0,01mg
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Pantotenik asit 0,1mg
Folik asit 0,01mg
Vitamin B, 0,2mg
Vitdmin B; 0,1mg
Vitamin Bg 0,1mg
Viiamin B2 0,02mg
Manhitol 10g
Saf su 1000ml

2.1.2.15te verilen azot kaynaklar ayr ayn ortamlara ilave edilmis ve pH

6.8-7.0’ye ayarlanarak 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmigtir [54].

2.1.2.15. Farkl Azot Kaynaklarinin Denenmesinde Kullanilan Azot Cesitleri

1. (NH4)2SO;4 0,66g/1t
2. Glutamin 0,73g/1t
3. Glisin 0,75g/1t
4. Asparajin 0,66¢/1t
5. Ure 0,30g/1t
6. KNOs 1g/lt

Azot kaynaklari igerigi 2.1.2.14’te verilen fermentasyon ortamina

eklenerek 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir [54].

2.1.2.16. Farkh Calkalama Huzlarmmn Denenmesinde Kullanilan

Fermentasyon Ortami

R15 susu igin igerigi 2.1.2.14’te verilen besiyerine iire 0,30g/lt ilave
edilerek 250ml’lik erlenlerde 100ml olacak sekilde hazirlanmis ve 121°C’de 15

dakika otoklavda steril edilmistir. R17 susu igin igerigi 2.1.2.14°te verilen
besiyerine asparajin 0,66g/lt ilave edilerek 250ml’lik erlenlerde 100ml olacak

sekilde hazirlanmig ve 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmigtir.



2.1.2.17. 2N HC1 Hazirlanmasi

179,53ml HCl 1000m! saf suya tamamlanmugtir [51].
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2.2. YONTEM
2.2.1. Rhizobium Bakterilerinin Izolasyonu

Laboratuvara getirilen baklagil bitkilerinin koklerinden elde edilen

nodiillerin yiizeyi agagidaki basamaklardan gegirilerek steril edilmistir [51]:

Sivi deterjan — Steril saf su — 70°lik Alkol (20sn) — Camagtr suyu (3dk)

— Steril saf su — Steril saf su — Yeast Extract Mannitol Agar (YEM agar)

En son asamada nodiil, steril bir pens yardimiyla patlatilmig ve igerigi ile
Yeast Extract Mannitol Agar besiyerine ¢izgi ekim yapilarak 30°C’de 4-5 giin
etivde inkiibe edilmistir. Olusan koloniler yatikk YEM agara c¢ekilmis ve
identifikasyon testleri yapilmak tzere %15°lik gliserol igeren ependorflarda -

20°C’de saklanmustir.
2.2.2. PHB Standardinmn Hazirlanmasi

0,01g PHB tartilmig, cam tiip igerisinde tizerine 10ml kloroform ilave
edilmig ve 60°C’de su banyosunda bekletilerek tamamen ¢6ziinmesi saglanmusgtir.
Tamamen gézﬁndﬁkten sonra Cizelge 2.2’de verilen oranlarda PHB ¢ozeltisi

hazirlanmagtir [51].

Cizelge 2.2. PHB standardinin hazirlanmasinda kullamlan ana stok ve kloroform oranlan

Ana stok Kloroform
1. Tip 0,1ml -
2. Tip 0,9ml 0,1ml
3. Tip ~ 0,8ml 0,2ml
4. Tip 0,7ml 0,3ml
5. Tip 0,6ml 0,4ml
6. Tip 0,5ml 0,5ml
7. Tip 0,4ml 0.6ml
8. Tip 0.3ml 0,7ml
9. Tip ©0.2ml 0,8ml
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Cizelge 2.2°de oram verilen karigimlardan 0,1ml alinarak uzun cam tiiplere

konulmustur. IOQ°C’ye ayarlanan sterilizatorde tuplerin igindeki kloroform

tamamen uguncaya kadar bekletilmistir. Uzerine Sml siilfiirik asit (Merck) ilave

edilerek 100°C’de 10 dakika bekletilmistir. 235nm dalga boyunda UV

spektrofotometredé okutulmustur. Kor olarak sulfiirik asit kullamlmagtir [51].

2.2.3. PHB Uretim Yontemi

1.

10.

11

Rhizobium bakterileri 6m! sivi Yeast Extract Mannitol besiyeri igeren cam
tiiplere oze ile ekilerek 30°C’lik etiivde 4 giin aktiflestirilmistir.

250ml’lik erlenlere 100ml hazirlanan modifiye edilmis Yeast Extract Mannitol
besiyerine tiiplerden Sml 6rnek olacak sekilde %5°lik ekim yapilmusgtir,

Hiicre kiilturleri 3 giin 30°C’de 150rpm’de ¢alkalamali etiivde gelistirilmigtir.

Santrifiyj tﬁplérinin darasi alinmigs ve Ureme gorilen erlenlerin igerigi
40.000g’de 30 dakika oda sicakliginda santrifiij edilmigtir.

Sivi kisim atilarak elde edilen pelletler 50°C’de tamamen kuruyuncaya kadar
etiivde bekletilmigtir.

Kuru hiicre agirhg olgiildiikten sonra iizerine 5ml steril saf su eklenerek 3
dakika ultrasonik muamele yapilmistir.

Kiugik hacimli santrifiij tiplerinde 2ml hiicre stispansiyonuna 2ml 2N HCI
ilave edilmis ve hazirlanan bu sispansiyon 100°C’de 2 saat sicak su
banyosunda bekletilmigtir.

Siire sonunda 6000g’de 20 dakika oda sicakliginda santrifiij edilerek PHB
grantilleri ¢oktirilmiistir. Stipernatant atilarak pellet tizerine Sml kloroform
ilave edilmis ve vortekste kangtirilarak pelletin dagilmas: saglanmugtir.
Tiiplerin agz1 kapatilarak 30°C’de 150rpm’de bir gece ¢alkalamali etiivde
birakilmigtir. '

Daha sonra 6000rpm’de 30 dakika oda sicakliginda santrifiij edilmigtir.

Swvt kistmdan 0,1ml alinarak cam tiplere konulmug ve tiipler 100°C’de
bekletilerek kloroformun tamamen ugmasi saglanmistir.

Uzerine Sml siilfiirik asit ilave edilerek 100°C’de 10 dakika bekletilmistir.

Silfiirik asit ve PHB birlesince krotonik asit meydana gelmektedir. 235nm
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dalga boyunda UV spektrofotometrede okuma yapilmigtir. Kor olarak siilfiirik
asit kullanilmugtir.

12. Elde edilen 6lgim sonuglari ile hesaplamalar yapilmigtir [19].
2.2.4. Identifikasyon Testleri
2.2.4.1. Gram Boyama

Lam tizerinde tespit edilmis preparat lizerine kristal viyole damlatilarak 1
dakika bekletilmiséir. Sonra fazla boya dokiilerek iyot ¢ozeltisi damlatilarak 1
dakika bekletilmigtir. Stre sonunda saf su ile yikanmig, %95°lik alkol ile 10
saniye muamele edilerek renksizlestirme islemi yapilmistir. Daha sonra 20 saniye
safranin uygulanmig, saf su ile boya yikandiktan sonra preparat kurutulmus ve

immersiyon yagt damlatilarak 100°lik objektifte incelenmigtir [52].
2.2.4.2. Kongo Kirmizisi Igeren Besiyerinde Gelisme

Steril petrilére doékiilen besiyerine ¢izgi ekim yapilarak 30°C’de 3-4 giin
inkiibe edilmigtir. Inkiibasyon sonunda agar iizerinde olusan koloniler- renk
yoniinden incelenmistir.
2.2.4.3. Bromtimol Mavisi i¢ceren Besiyerinde Gelisme

Steril petrilere dokiilen besiyerine ¢izgi ekim yapilarak 30°C’de 3-4 giin
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda yesil renkli olan besiyerinin rengindeki
degisim incelenmistir.

2.2.4.4. Farkh pH’da Gelisme

Sivi YEM besiyeri hazirlanmisg, ayn olarak pH 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 8.0, 9.0,

9.5 olarak ayarlanmus, tiplere 3’er ml dagitilmig ve daha once aktiflestirilmis

Rt
Brey
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kultirden 30ul ekim yapilmistir. 30°C’de 3-4 giin inkiibe edilerek iiremelerine
bakilmigtir.

2.2.4.5. Farkh Sicakhkta Gelisme

Sivi YEM besiyeri hazirlanmus, pH 6.8-7.0 olarak ayarlanmig, tiplere 3’er
ml dagitilmis ve daha once aktiflestirilmis kiltirden 30ul ekim yapilmistir. 30, 37
ve 40°C’de 3-4 giin inkiibe edilerek iiremelerine bakilmigtir.

2.2.4.6. Litmus Milk Besiyerinde Asit Reaksiyon

3ml litmus milk besiyeri igeren tiiplere 30ul ekim yapilarak 30°C’de 3-4
glin inkiibe edilmigtir. Inkiibasyon sonunda besiyerinin renginde degisim olup

olmadi1 incelenmistir.
2.2.4.7. Penisiline Diren¢

Kati YEM besiyeri hazirlanarak petrilere dokilmistir. Sivi YEM
besiyerinde aktiflestirilmis bakteri kiiltiiriinden 30pl alinarak petrinin yilizeyine
yayilmigtir. Petrinin ortasina 0,6cm’lik penisilin diski konularak 30°C’de 3-4 giin

inkiibe edilmis ve zon olusumunun olup olmadig: kontrol edilmistir.

2.2.4.8. Sekerlerin Kullanimi

Igerigi 2.1.2.11°de verilen besiyerinden 3’er ml steril tiiplere dagitilmis ve
sivi YEM besiyerinde aktiflestirilen bakterilerden 30ul alinarak ekim yapilmistir.
Inkiibasyon sonunda iiremeleri kontrol edilmigtir.

2.2.4.9. Hareketlilik

Hareketlilige Asili Damla Yoéntemi ile bakilmistir. Bu yontemde, gukur
lam adi verilen 6zel bir lam kullanilmistir. Once ¢ukur lam temizlenmis ve gukur

kismin dort yamina ¢ok az miktarda immersiyon yag: surilmistir. Temiz bir
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lamelin orta kismina bir damla sivi bakteri damlatilmigtir. Cukur lam ters
cevrilerek, lamel tzerindeki kultir damlasi gukur lamin tam ortasina gelecek
sekilde, lamel lizerine yavagca birakilmigtir. Daha sonra preparat ters gevrilerek
mikroskop tablasina yerlestirilmis ve lamel iizerine bir damla immersiyon yagi

damlatilarak100°lik objektifte hareketlilik incelenmistir [52].
2.2.4.10. %2’lik NaCl I¢eren Besiyerinde Gelisme

Stvi YEM | besiyerinde aktiflestirilen bakterilerden 30ul  alinarak
2.1.2.12’de igerigi verilen, 3ml besiyeri igeren tiiplere ekim yapilmis ve tipler

30°C’de 3-4 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda iiremeleri incelenmigtir.
2.2.5. Farkh Karbon Kaynaklarimin PHB Miktarina Etkisinin Denenmesi

PHB iiretim verimlerine bakilan 27 6rnekten en fazla verim alinan bes
omek secilmig (R1, R4, R15, R17, R22) ve farkli karbon kaynaklarindaki
verimlerine bakilmigtir. Aktiflestirme igin bakteri 6ml agar bulunmayan YEM
besiyeri igeren tiiplere 6ze ile ekilmigtir. 30°C’de 4 giin inkibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda 2.1.2.2°de igerigi verilen Rhizobium igin modifiye edilmis
YEM besiyerinden mannitol ¢ikarlarak farkli sekerler ayrt ayrt eklenmis,
250ml’lik erlenlerde 100’er ml hazirlanarak aktif kiiltiirden Sml ekim yapilmistir.
Bundan sonraki iglemler 2.2.3’te verilen PHB dretim yontemindeki 3-12.

basamaklarla aymdir. Bu deneme 7 farkl seker cesidi igin yapilmistir.

2.2.6. Farkh Azot Kaynaklarinin PHB Miktarina Etkisinin Denenmesi

Segilen bes 6rnegin (R1, R4, R15, R17, R22) farkli azot kaynaklarindaki
verimlerine bakilmigtir. Aktiflestirme igin bakteri 6ml agar bulunmayan YEM
besiyeri igeren tiiplere 6ze ile ekilmistir. 30°C’de 4 giin inkiibe edilmigtir.
Inkiibasyon sonunda 250ml’lik erlenlerde 100ml 2.1.2.14’te igerigi verilen farkl

azot kaynaklarinin denenmesinde kullanilan fermentasyon ortamu hazirlanmuis,
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icine azot kaynag: ilave edilmis ve steril edilerek aktif kiiltiirden Sml ekim
yapilmistir. Bundan sonraki iglemler PHB dretim yOntemindeki 3-12.

basamaklarla aynidir. Bu deneme 6 farkli azot kaynagt igin yapilmustir.
2.2.7. Farkh Calkalama Hizlarinin PHB Miktarma EtKisinin Denenmesi

Segilen bgs ornekten yiksek verim elde edilen R15 ve R17 suglarinin
farkli c¢alkalama hizlarindaki verimlerine bakilmigtir. Oncelikle bakteriler
aktiflestirilmistir. Aktiflestirme i¢in bakteri 6ml agar bulunmayan YEM besiyeri
igeren tiiplere oze ile ekilmistir. 30°C’de 4 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda R15 susu igin 2.1.2.16°da igerigi verilen fermentasyon ortami 250ml’lik
erlenlere 100’er m! hazirlanarak steril edilmig ve R15 susunun aktif kiltiirinden
5ml ekim yapilmugtir. Aymi sekilde R17 susu ig¢in 2.1.2.16°da igerigi verilen
fermentasyon ortami 250ml’lik erlenlere 100’er ml hazirlanarak steril edilmis ve
R17 susunun aktif kultirinden 5ml ekim yapilmistir. Hiicre kiiltirleri 3 giin
30°C’de 100rpm, ZOOrpm, 250rpm’de galkalamali etiivde gelistirilmistir. Bundan
sonraki iglemler 2.2.3’te verilen PHB tretim yontemindeki 4-12. basamaklarla

aynidir.

2.2.8. Hesaplamalar
2.2.8.1. Kuru Hiicre Agirliginin (KHA) g/It Olarak Hesaplanmasi

100ml tarttlan KHA

1000ml ‘ X

x = 1000 tartilan KHA = A g/lt
100
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2.2.8.2. PHB’nin g/lt Olarak Hesaplanmasi

1pg/mi? standart optik dansite (OD)
X - spektrofotometrede okunan OD
x = spektrofotometrede okunan OD =B pg/ml’
standart optik dansite (OD)

0,1ml B pg/ml™*

1ml X

x =B pg/ml! =C pg/ml*:1000 =D g/lt PHB
0,1ml

2.2.8.3. % Verim Hesaplanmas

AgltKHA D g/t PHB
100 x

x =E % Verim
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3. BULGULAR
3.1. PHB Standardinin Belirlenmesi

Standart PHB 2.2.2°de  belirtilen iglemlerden gegirilmis UV
spektrofotometrede 235nm dalga boyunda kér olarak siilfirik asit kullanilarak
olgiim yapilmuigtir. Elde edilen 6lgiim sonuglari 1pg/ml™? olarak hesaplanmugtir.

Sonuglar Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. PHB standardi

1pg/ml’
1. Tip 0,0045
2. Tip 0,0046
3. Tip 0,0033
4. Tip 0,0040
5. Tip  0,0035
6. Tip 0,0032
7. Tip  0,0030
8. Tip = 0,0030
9. Tip  0,0029

Elde edilen 9 deger toplanarak 9’a bolinmiis ve PHB standardi 0,0035

olarak bulunmustur.
3.2. izole Edilen Orneklerin PHB Uretimlerinin Belirlenmesi

Cizelge 2.1°de Rhizobium bakterilerinin izole edildikleri bitkiler ve bu
bitkilerin toplandig: yerler verilmistir. Cizelgede yer alan 27 6érnek 2.2.3’te verilen
PHB iretim yoOntemine tabi tutulmugtur. UV  spektrofotometrede yaptlan
olgumlerden elde edilen sonuglar ile 2.2.8’de verildigi sekilde hesaplamalar

yapilarak her birinin drettigi PHB nin %verimi bulunmustur.
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Cizelge 3.2. Mannitol igeren fermentasyon ortaminda gelistirilen Rhizobium bakterilerinin PHB

verimleri
Ornek Kuru Hiicre Optik Dansite g/it PHB % Verim
Agirh gfit

Rl 1,05 0,082 0,23 21,9
R2 0,65 0,023 0,07 10,77
R3 0,85 0,039 0,11 12,94
R4 1,1 0,087 0,25 22,72
RS 2,1 0,049 0,14 6.7

R6 1,05 0,071 0,20 19,04
R7 125 0,048 0,14 11,2
RS 0,95 0,053 0,15 15,79
R9 0,65 0,032 0,09 13,8
R10 12 0,068 0,19 15,8
R11 1,1 0,019 0,05 4,55
R12 2,15 0,049 0,14 6,5

RI3 0,85 0,016 0,05 5,88
R14 09 0,015 0,04 4,44
R15 1,15 0,112 0,32 27.8
R16 1,2 0,074 0,21 17,5
R17 2,95 0,275 0,79 26,8
RIS 1,85 0,076 022 11,89
R19 1,1 0,069 0,20 18,18
R20 14 0,083 0,24 17,14
R21 1,0 0,054 0,15 15

R22 125 0,095 0.27 21,6
R23 22 0,044 0.13 5.9

R24 22 0,036 0,10 4,5

R25 09 0,047 0,13 14,44
R26 13 0,061 0,17 13,08
R27 1,65 0,061 0.17 10,3

27 6mek tizerinde yapilan denemeler sonucunda, izolatlardan elde edilen
PHB (g/lt) miktarlart ve %verimleri Cizelge 3.2’de verilmigtir. En disik PHB
miktar1 0,07g/lt ile R14 susunda elde edilirken, en yiksek PHB miktar ise
0,79g/lt ile R17 izolatindan elde edilmistir. PHB %verimleri ise %04,44-27,8
arasinda degigmistir. En yiiksek verim elde edilen R1, R4, R15, R17, R22 suslan
secilerek bu suslarin Rhizobium olduklar dogrulanmaya ¢alisgtimigtir. Daha sonra
ise bu suslar ile farkh karbon ve azot kaynaklarinin PHB verimlerine etkisinin

belirlenmesi amaciyla denemelere tabi tutulmustur.
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3.3. identifikasyon Testleri
3.3.1. Gram Reaksiyonu

Gram boyama ile boyanan preparatlar mikroskopta incelenmis ve pembe

renkli gubuklar olarak go6zlenmistir. Gram(-) basil olarak degerlendirilmistir

(Cizelge 3.3).
3.3.2. Kongo Kirmuzisi i¢eren Besiyerinde Gelisme

Kongo kirmizisi igeren besiyerinde inkiibasyon siiresi sonunda geligen
koloniler incelenmis ve izolatlar ve NRRL B-4408 susu agik pembe renkli

koloniler olarak goriilmistir (Cizelge 3.3).
3.3.3. Bromtimol Mavisi i¢ceren Besiyerinde Gelisme

Bromtimol mavisi igeren besiyerinde inkGbasyon siresi sonunda
besiyerinin rengi incelenmis ve izolatlarin ve NRRL B-4408 sugunun gelistirildigi
besiyerinin baglangicta yesil olan renginin sariya donistiigu gorulmiistir (Cizelge
3.3).

3.3.4. Farklh pH’da Gelisme

Farkli pH’lardaki besiyerinde gelistirilen izolatlarin ve NRRL B-4408
susunun inkﬁbasyoh sonunda tremeleri kontrol edilmis ve izolatlarda pH 5’e

kadar, NRRL B-4408 susunda ise pH 4,5’e kadar iireme olmadif gorilmiigtiir
(Cizelge 3.3).

3.3.5. Farkh Sicakliklarda Gelisme

Farkli sicakliklarda inkiibe edilen kiiltiirlerin iiremelerine bakilmistir. Elde

edilen sonuglar Cizelge 3. 3°de verilmistir.
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3.3.6. Litmus Milk Besiyerinde Asit Reaksiyon

Litmus milk besiyerine ekim yapilan izolatlarin ve NRRL B-4408 susunun
inkiibasyon stiresi sonunda renk degisimine bakilmig ve besiyerinde renk degigimi

gorilmemigtir (Cizelge 3.3).
3.3.7. Penisiline Direncg

Izolatlarin ve NRRL B-4408 susunun inkiibasyon siresi sonunda,
petrilerde penisilin disklerinin etrafinda zon olusturdugu gozlenmis ve olusan

zonlarin ¢ap1 dlgilmiistiir (Cizelge 3.3).
3.3.8. Seker Kullahlml

Izolatlarin inkiibasyon sonunda farkli sekerlerde iiremeleri incelenmis ve

iiredikleri gozlenmistir (Cizelge 3.3).
3.3.9. Hareketlilik .

Asili Damla Yontemi kullanilarak hazirlanan preparatlar mikroskopta
incelenmis ve izolatlarin ve NRRL B-4408 sugunun hareketli olduklari

gozlenmistir (Cizelge 3.3).
3.3.10. %2’lik NaCl I¢eren Besiyerinde Gelisim

Izolatlarin ve NRRL B-4408 susunun inkiibasyon siiresi sonunda iiremeleri
incelenmis ve izolatlarda tireme olmadigi, NRRL B-4408 susunun uredigi

gozlenmistir (Cizelge 3.3).



Cizelge 3.3. Identifikasyon test sonuglari
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R1

R4

R15

R17

R22

NRRL B-
4408

Gram reaksiyonu

Gram ()

Gram (-)

Gram (-)

Gram_ (-)

Gram (-)

Gram (-)

Hiicre sekli

Basil

Basil

Basil

Basil

Basil

Basil

Kongo kirmuzist
iceren besiyerinde
koloni rengi

Pembe

Pembe

Pembe

Pembe

Pembe

Pembe

Bromtimol mavisi
igeren bestyerinin son
rengi

San

San

San

San

San

San

Litmus milk
besiyerinde asit
reaksiyon

pH 3,5°de gelisim

pH 4°de gelisim

pH 4.5°de gelisim

pH 5’de geligim

H 8’de gelisim

pH 9°da gelisim

pH 9,5°de gelisim

1+

30°C’de gelisim

37°C’de gelisim

||+

|||+

o ) I o Y

40°C’de gelisim

)

L ]

Gukoz, galaktoz,
fruktoz, arabinoz,
ksiloz, ramnoz,
maltoz, sukroz,
laktoz, trehaloz,
rafinoz, mannitol,
fumarat, malat
siiksinat, sitrat,
piruvat’m kullammi

+

-+

+

Yeast Ekstrakt
Mannitol Agarda
hizh gelisim

Hareketlilik

Ekzopolisakkarit
tretimi

Penisiline Direng
(Zon ¢apr/cm)

0,8

0,8

2.4

0.8

%2 lik NaCl iceren
besiyerinde gelisim
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3. 4. Farkh Kar@on Kaynaklarinda Gelistirilen Rhizobium Bakterilerinin

PHB Verimlerinin Belirlenmesi

27 izolattan en yiiksek verim elde edilen R1, R4, R15, R17 ve R22
suglarinin farklt karbon kaynaklarinda verimlerinin belirlenmesi amaciyla 2.2.5’te
verildigi sekilde denemeye tabi tutulmustur. Denemeler sonucu elde edilen

sonuglar Cizelge 3.4, 3.5, 3.6, 3.7, 3.8’de verilmistir.

Cizelge 3.4. R] bakterisinin farkli karbon kaynaklarindaki PHB verimi

Kuru Hiicre Optik Dansite g/1t PHB % Verim

Agirthig g/lt
Mannitol 1,05 0,082 0,23 21,9
Sukroz 4.1 0,181 0,52 12,7
Glukoz 0,65 0,040 0,11 16,9
Arabinoz 1,7 0,143 0,40 23,5
Na siiksinat 2,25 0,082 0,23 10,2
Na asetat 1,4 0,053 0,15 10,7
Na fumarat 2,9 0,129 0,37 12,8
Fruktoz 2.4 : 0,210 0,60 25

R1 susunda kuru hiicre agirlign en disik glukozda, en yiksek sukroz
iceren ortamda elde edilmistir. PHB miktan (g/It) en disiik glukozda, en yiiksek
fruktoz igeren ortamda elde edilmigtir. Verim ise en disik Na siksinatta, en

yiiksek fruktoz igerén ortamda elde edilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.5. R4 bakterisinin farkli karbon kaynaklanindaki PHB verimi

Kuru Hiicre Optik Dansite g/1t PHB % Verim

Agirhig g/t
Mannitol 1,1 0,087 0,25 22,7
Sukroz 2,75 0,152 0,43 15,6
Glukoz 1.5 0,076 0,21 14
Arabinoz 2.15 0,162 0,46 21,4
Na siiksinat 2,35 0,085 0,24 10,2
Na asetat 1.05 0,043 0,12 11.4
Na fumarat 1,65 0.086 0,24 14,5
Fruktoz 1.8 0,140 0,40 222

R4 susunda kuru hiicre agirhgt en diisik Na asetatta, en yiuksek sukroz
iceren ortamda eldejedilmistir. PHB miktan (g/lt) en diigitk Na asetatta, en yiiksek



arabinoz igeren ortamda elde edilmistir. Verim ise en digiikk Na siiksinatta, en

yuiksek mannitol iéeren ortamda elde edilmistir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.6. R15 bakterisinin farkli karbon kaynaklanndaki PHB verimi

Kuru Hiicre Optik Dansite g/lt PHB % Verim
Agirhg g/lt
Mannitol 1,15 0,112 0.32 27.8
Sukroz 22 0,131 0.37 16,8
Glukoz 1,7 0,081 0.23 13,5
| Arabinoz 11,1 0,073 0,20 _ 18,1
Na siiksinat 29 0,125 0,35 12,1
Na asetat 0,25 0,015 0.04 10
Na fumarat 2,05 0,112 0,32 15,6
Fruktoz 1,1 0,074 0.21 19

R15 susunda kuru hiicre agirligl en disiik Na asetatta, en yitksek Na
stiksinat igeren ortamda elde edilmistir. PHB miktan (g/lt) en diisiikk Na asetatta,
en yiksek sukroz igeren ortamda elde edilmistir. Verim ise en diisiik Na asetatta,

en yuksek mannitol igeren ortamda elde edilmistir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.7. R17 bakterisinin farkli karbon kaynaklanndaki PHB verimi

Kuru Hiicre Optik Dansite g/lt PHB % Verim

Agithig g/t
Mannitol 2,95 0,275 0.79 26,8
Sukroz 2,25 0,136 0.39 17,3
Glukoz 1,15 0,059 0.17 14,7
Arabinoz 1,75 0,064 0.18 10,2
Na siiksinat | 2,95 0,110 0.33 10,5
Na asetat 1,2 0,049 0.14 11,6
Na fumarat 1,55 0,070 0.20 12,9
Fruktoz 1,95 0,103 0.29 14,9

R17 susunda kuru hiicre agirlig en diisiik glukozda, en yiiksek mannitolde
ve Na sitksinat igeren ortamda elde edilmistir. PHB miktan (g/lt) en disiik Na
asetatta, en yiiksek mannitol igeren ortamda elde edilmigtir. Verim ise en diisiik

arabinozda, en yiiksek mannitol igeren ortamda elde edilmistir (Cizelge 3.7).



Cizelge 3.8. R22 baktgﬁsinm farkli karbon kaynaklanndaki PHB verimi
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Kuru Hiicre Optik Dansite g/t PHB % Verim

Ay g/t
Mannitol 125 0,095 0,27 216
Sukroz 1.4 0,105 0,30 21,4
Glukoz 1.9 0,116 0,33 17,3
Arabinoz 1,05 0,078 0.22 20,9
Na siiksinat 2.8 0,130 0,37 13,2
Na asetat 0,9 0,032 0,09 10
Na fumarat 15 0,058 0.16 13,9
Fruktoz 33 0,190 0.54 16,4

R22 sugunda kuru hiicre agirhg en disik Na asetatta, en yiksek fruktoz

igeren ortamda elde edilmigtir. PHB miktan (g/lt) en diisiikk Na asetatta, en yiiksek
fruktoz igeren ortamda elde edilmistir. Verim ise en diisitk Na asetatta, en yitksek

mannitol igeren ortamda elde edilmistir (Cizelge 8).

3.5. Farkh Azot Kaynaklarinda Gelistirilen Rhizobium Bakterilerinin PHB

Verimlerinin Belirlenmesi

27 izolattan en yiikksek verim elde edilen R1, R4, R15, R17 ve R22
suglarinin farkh azot kaynaklarinda verimlerinin belirlenmesi amaciyla 2.2.6’da
verildigi sekilde denemeye tabi tutulmugtur. Denemeler sonucu elde edilen

sonuglar Cizelge 3.9, 3.10, 3.11, 3.12, 3.13’te verilmistir.

Cizelge 3.9. R1 bakterisinin farkli azot kaynaklanndaki PHB verimi

Kuru Hiicre Optik Dansite g/it PHB % Verim

Apirh g/t
KNO; 3.5 0,210 0.60 17,1
(NH,) -S04 02 0,010 0.028 14,2
Glutamin 03 0,013 0.03 10
Glisin - - - -
Asparajin 245 0,129 0.36 14.6
Ure 295 0,158 0.45 15.2

R1 susunda kuru hiicre agirhigi en disik (NHs) 2SOs, en yiiksek KNO;
iceren ortamda elde edilmistir. PHB miktan (g/lt) en diistik (NH4) 2SO4, en yiiksek
KNO; igeren ortamda elde edilmistir. Verim ise en diigiikk glutamin, en yitksek

KNO:; igeren onamda elde edilmigtir (Cizelge 9).




Cizelge 3.10. R4 bakterisinin farkli azot kaynaklanndaki PHB verimi
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Kuru Hiicre Optik Dansite g/lt PHB % Verim

Agirhg g/lt
KNO, 2,2 0,112 0,32 14,5
(NH,) ,SO, 0,25 0,011 0,03 12
Glutamin 0,35 0,015 0,04 11,4
Glisin - - - -
Asparajin 1,8 0,078 0,22 12,2
Ure 1,2 0,061 0,17 14,1

R4 susunda kuru hiicre agirhg en diigik (NH,) 2SOs, en yitksek KNOs
igeren ortamda elde edilmigstir. PHB miktan (g/1t) en disiik (NHy) 2SO4, en yiiksek

KNO; igeren ortamda elde edilmistir. Verim ise en dasiik glutamin, en yiiksek

KNO; igeren ortamda elde edilmistir (Cizelge 10).

Cizelge 3.11. R15 bakfen'sinin farkli azot kaynaklarindaki PHB verimi

:Kuru Hiicre Optik Dansite g/lt PHB % Verim

Agirlig g/lt
KNO, 0,9 0,036 0,10 11,1
(NH,) ,S0, 0,25 0,012 0,03 12
Glutamin 0,35 0,019 0,05 14,2
Glisin - - - -
Asparajin L9 0,113 0,32 16,8
Ure 1,15 0,071 0,20 17,3

R15 susunda kuru hiicre agirlig en diigitk (NH,) 2SO, en yiiksek asparajin
igeren ortamda elde edilmistir. PHB miktar (g/t) en diisiik (NH;) 2SO, en yiiksek

asparajin igeren ortamda elde edilmigtir. Verim ise en dugik KNOs, en yiiksek lire

iceren ortamda elde edilmistir (Cizelge 11).

Cizelge 3.12. R17 bakterisinin farkh azot kaynaklarindaki PHB verimi

Kuru Hiicre Optik Dansite g/1t PHB % Verim

Agirhi gt
KNO, 275 0,155 0,44 16
(NH,) .SO, 0.35 0,018 0,05 14,2
Glutamin 0.85 0,038 0,11 12,9
Glisin - - - -
Asparajin 2,35 0,140 0,40 17
Ure 1,65 0,094 0,26 15,7

Anadoiu Universites
Merkez Kitliphane
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R17 susunda kuru hicre agirhg: en disik (NHs) 2S04, en yiiksek KNO;3
igeren ortamda elde edilmistir. PHB miktar1 (g/lt) en diigitk (NHy) 2S04, en yiksek
KNO; igeren ortamda elde edilmistir. Verim ise en disiik glutamin, en yiiksek

asparajin igeren ortamda elde edilmistir (Cizelge 12).

Cizelge 3.13. R22 bakterisinin farkl1 azot kaynaklarindaki PHB verimi

Kuru Hiicre Optik Dansite g/1t PHB % Verim

Agirhgn g/lt
KNO; 225 0,141 0,40 17,7
(NH.)) .SO, 0,3 0,011 0,03 10
Glutamin 05 0.021 0,06 12
Glisin - - - -
Asparajin 2.1 0,112 0,32 152
Ure 1,45 0,074 0,21 14,4

R22 sugunda kuru hiicre agirhigi en digiok (NHs) 2SO4, en yiksek KNO3
igeren ortamda eldé edilmistir. PHB miktan (g/lt) en dusik (NH,) 2SO, en yliksek
KNO; igeren ortamda elde edilmistir. Verim ise en dugik (NH,) 2SO, en yiiksek
KNO; igeren ortamda elde edilmigtir (Cizelge 13).

3.6. Farkli Calkalama Hizlarinda Gelistirilen Rhizobium Bakterilerinin PHB

Verimlerinin Belirlenmesi

R1, R4, R15, R17 ve R22 suglarindan R15 ve R17 suglar en yiiksek verim
gosterdikleri karbon ve azot kaynaklari segilerek farkli g¢alkalama hizlarindaki
PHB verimlerinin belirlenmesi amaciyla 2.2.7°de verildigi sekilde denemeye tabi
tutulmustur. Denemeler sonucu elde edilen sonuglar Cizelge 3.14 ve 3.15’te

verilmigtir.

Cizelge 3.14. R15 bakterisinin farkl: calkalama hizlanindaki PHB verimi

Kuru Hiicre Optik Dansite g/1t PHB % Verim
Agirlign g/t
100rpm .04 0.041 0,11 28.7
200tpm 0.3 0,029 0,08 26,6
250rpm 0.6 0.046 0.13 21,6
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R15 susunda kuru hiicre agirlig1 en diguk 200rpm’de, en yiksek 100rpm

hizdaki ¢alkalamada elde edilmistir. PHB miktar1 (g/lt) en dusiik 200rpm, en
yuiksek 250rpm hizdaki ¢alkalamada elde edilmistir. Verim ise en diigiik 250rpm,

en yitksek 100rpm hizdaki ¢alkalamada elde edilmistir (Cizelge 14).

Cizelge 3.15. R17 bakterisinin farkl1 azot kaynaklarindaki PHB verimi

:Kuru Hiicre Optik Dansite g/t PHB % Verim
Apirlip g/t |
100rpm 09 0,079 0,22 25
200rpm 0,6 0,059 0,16 28
250rpm 0,6 0,049 0,14 233

R17 susunda kuru hiicre agirligi en digik 200 ve 250rpm’de, en yiiksek

100rpm hizdaki ¢alkalamada elde edilmigtirr PHB miktart (g/lt) en dasuk
250rpm’de, en yitksek 100rpm hizdaki ¢alkalamada elde edilmistir. Verim ise en

diigtik 250rpm’de, en yiksek 200rpm hizdaki galkalamada elde edilmistir (Cizelge

15).
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4. TARTISMA ve SONUC

Endiistriyel polimerler genellikle petrokimyasal kaynakhdir. Petrol kokenli
plastikler, ucuz olarak ve biiyiik hacimlerde iiretilebilmesinden dolayr uzun
yillardir kullamlmaktadir [6]. Fakat bu materyaller doganin hiicumuna karsi
olduk¢a direngli olmakta ve hem karada hem de denizde biiyiik problemlere yol
agmaktadir [5].

Bu nedenlerden dolayi, bakterilerde spesifik kosullarda intraselular karbon
ve enerji kaynagi 6larak goérev yapan ve biyopargalanabilir 6zellige sahip olan
PHB nin, endﬁstriy§1 uygulamalart igin yapilan ¢aligmalar 6nem kazanmisgtir [38].

Yapilan galfsmalarda hizlt gelisen Rhizobium bakterilerinin (Rhizobium
leguminosarum subép. Dphaseoli, R. leguminosarum subsp. trifolii ve R. meliloti)
serbest hiicrelerinin ve bakteroidlerdeki hiicrelerinin ¢esitli polimerleri
sentezledikleri bildirilmistir. Benzer sekilde yapilan diger g¢aligmalarda da
Rhizobium bakterilerinin karbon depo urini olarak PHB sentezledikleri
belirtilmistir [38]. ‘

Callsmamlea baklagil bitkilerinin koklerinde bulunan nodiillerden
Rhizobium bakterileri izole edilmis ve bu izolatlarin PHB sentezleri incelenmigtir.
Izole edilen 27 Rhizobium susunun PHB miktan 0,04 ile 0,79g/lt arasinda
degismistir. Cesitli bitkilerden elde edilen Rhizobium bakterilerinin PHB '
miktarlan ve %verimleri suslara gore biiyiik olgiide degisiklik gostermistir. En
yiksek verimler Phaseolus vulgaris L. bitkilerinden elde edilen Rhizobium
suslarinda saptanmlsflr.

Buldugumuz‘sonuc;lara uygun olarak, Nair ve ark. [27] farkli ekolojik
rejimlerde bulunan baklagillerin nodullerinden izole ettikleri 45 rhizobia sugu ile
yaptiklar1 denemelerde PHB igeriginde buyiik bir oranda farklibk oldugunu
bulmuglardir. Bu qeisitlilig},in suga spesifik oldugunu ve sug farklilagmasi igin -
taksonomik bir karakter olarak kullanilabilecegini belirtmiglerdir. Ornegin govde
nodillerinden izole ettikleri rhizobial suslarin PHB oranlarinda belirgin olarak
farklilik olduguhu b@lmuslardlr. Benzer olarak, farkli ekolojik rejimlerde bulunan
aym baklagil tiirlerinden izole edilen suslarin ¢ok farkli PHB igeriine sahip

oldugunu bulmuslardir.



Tombolini S/e Nuti, Rhizobium bakterilerinin kuru hiicre agirhginin
%55%ine kadar PHB biriktirebildigini bildirmistir [34]. Yapilan bir diger
caligmada da, bakferoidlerin, biyomasinin %50’sine kadar PHB biriktirdigini
belirtmislerdir [18].

Cahsmamizda en yiiksek verim aldigimiz R1, R4, R15, R17 ve R22
suslarinin gram reaksiyonu, hiicre sekli, kongo kirmizisi igeren besiyerinde,
bromtimol mavisi igeren besiyerinde, farkli pH’da, farkli sicakliklarda ve %2’lik
NaCl igeren besi;jzerinde gelisme, litmus milk besiyerinde asit reaksiyon,
penisiline direng, iseker kullanimi, YEM agar besiyerinde hizli gelisim,
hareketlilik, ekzopolisakkarit tiretimi gibi 6zellikleri incelenmistir. Incelenen bu
ozellikler bityiikk gogunlukla Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’de
verilen Rhizobium bakterilerinin ozelliklerine uygunluk gostermektedir. Ancak bu
sonuclarla tam bir identifikasyon yapilamamustir.

Elkan ve Bunn, Rhizobium tirlerinin baglangigta baklagil bitkileriyle
iliskilerine dayandirilarak simflandinldigim ve Rhizobium bakterilerinin baklagil
bitkilerinde nodiil olugturma yetenegi ile dogrulandigini bildirmistir. Rhizobium
bakterilerinin bakleigil bitkilerini enfekte etmesi ve nodiil olusumu enfektivite,
konukgu spesifitesi, etkinlik ve nodiil yerlesimi igin esas rhizobia ile rekabet gibi
bir¢ok faktore bagli oldugundan bu islemlerin yapilmas: olduk¢a gii¢ olmakta ve
bunlarin seralarda ve arazilerde tespit edilmesi gerekmektedir. Son yillarda ise
serolojik testler, antibiyotik direnci, genetik isaretleyiciler, plazmidler ve DNA-
DNA hibridizasyonu gibi testler kullamlarak tam bir identifikasyon
yapilabilmektedir [30]. Caliymamizda gram reaksiyonu, hiicre sekli, kongo
kirmizis1 igeren besiyerinde ve bromtimol mavisi igeren besiyerinde geligim,
litmus milk besiyerinde asit reaksiyon, penisiline direng, seker kullanimi, YEM
agar besiyerinde hlill gelisim, hareketlilik, ekzopolisakkarit tiretimi gibi ozellikler
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’de verilen Rhizobium bakterilerinin
ozelliklerine uygunluk gostermistir. Jordan [29] Rhizobium bakterilerinin
karbonhidrattan asit trettiklerini, bununda en iyi bromtimol mavisi indikatori
kullanilarak gésterilebilecegini belirtmistir. Caligmamizda bromtimol indikatdri
kullanilarak asit dretimleri belirlenmistir. Buna karsilik, %2’lik NaCl igeren

besiyerinde, farkh pH’da ve sicaklikta gelisim ozelliklerinde sapmalar olmustur.
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Ancak suglar bakiagil bitkilerinin nodiillerinden izole edildiginden Rhizobium
olarak adlandmlmxjstlr.

Yaptlglmlz: caligmada, yiiksek verim elde edilen 5 izolatin farkh karbon
kaynaklarindaki PHB verimleri incelenmigtit. Bu denemelerde, kullanilan
suglarda verim a§131ndan en uygun sekerin mannitol oldugunu bulunmugtur.
Denenen farkli karbon kaynaklarindaki kuru hiicre agirliklari R1, R4, R15
suslarinin suzrozda, R17 susunun mannitol ve Na siiksinatta, R22 susunun ise
fruktoz igeren besiyerinde yitksek oldugu bulunmugtur. Farkli karbon
kaynaklarinda PI—[B g/lt olarak karsilagtirildiginda R1 ve R22 suslarinin fruktozda,
R4 susunun arabinozda, R15 susunun sukrozda, R17 susunun ise mannitol igeren
besiyerinde yﬁksek oldugu bulunmugtur. PHB verimleri karsilagtirildiginda ise R1
susu fruktozda, R4, R15, R17 ve R22 suslari mannitol igeren besiyerinde yiiksek
verim vermistir. En yiiksek verim mannitol igeren besiyerinde geligtirilen R15
susunda %27.8 ola;ak tespit edilmistir.

Benzer bir ¢alismada, Bonartseva ve ark. [54] farkhi karbon ve azot
kaynaklarinda gelistirilen farkli Rhizobium bakterilerinin hiicrelerindeki PHB
icerigini aragtirmiglar ve maksimum PHB igeriginin kultiirin tipine bagh
oldugunu saptamuslardir. R.frifolii 348a ve 346a suslarinda NO; veya NH,
varliginda denedikleri farkli karbon kaynaklarindan (glukoz, arabinoz, mannitol,
suksinat, siiksinat+NH4+, fumarat, fumarat+NH," ve asetat) en yiiksek verimi 348a
susunda siiksinat+NH, ’te, 346a susunda ise glukozda elde etmislerdir. R.meliloti
425a ve 434a suslarinda yaptiklar1 denemelerde 425a susunda en yiksek verimi
fumarat+NH; te, 434a susunda ise glukozda elde etmiglerdir. R phaseoli 673 ve
680 suslarinda yaptiklari denemelerde 673 susunda en yiiksek verimi glukozda,
680 susunda ise fumarat+NH; ’te elde etmislerdir. R.trifolii’"de PHB igeriginin
aktif sugda (348a) diisiik aktiviteli sugdan (346a) daha yiiksek oldugunu ve kuru
hiicre agirliginin %45’ine ulagtigim1 belirtmiglerdir. Ayrica siksinat, fumarat ve
asetat gibi organik asitler kullamildiginda daha diisiik oldugunu bulmuslardir.
Sukroz ve glisindé geligtirilen daha az aktif sus R. meliloti 434a’da ise PHB
igeriginin ¢ok yﬁksek oldugunu saptamislardir (kuru hiicre agirthginin %59

kadar1). Farkh karbon ve azot kaynaklarinda gelistirilen tiim Rhizobium suslari
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arasinda en yliksek sukroz ve nitratta geligtirilen az aktif R. phaseoli sugunda kuru
hicre agirliginin %65 ’1 kadar PHB birikimi elde etmiglerdir.

Tavernier ve ark. [38] Rhizobium meliloti’nin iki sugu (M5N1 ve Su4d7) ile
hicre gelisimi, pH ve ekzopolisakkarit ve PHB tretimi tizerinde farkh azot ve
karbon kaynaklarlmn etkilerini ¢alismiglar ve 6zelliklede M5NT1 susunda, glukoz
ve fruktozda gelisén hiicrelerin davramglarinda farkliliklar gérmiislerdir. Glukoz
igeren ortamda geligmeyi, hiicre 6liimiinii izleyen kiiltiir ortaminin asidifikasyonu
eslik etmigtir. Fruktozda asidifikasyon, yalmzca mineral azotun saglanmasi ile
tespit edilmigtir. PHB icerigindeki bir azalma, ortamda asidifikasyonun meydana
geldigi kosullar altinda her iki sus i¢in de belirtilmistir. Bizim yaptigimiz
caligmada, glukoz ve fruktoz igeren besiyerinin pH’sinda diigme, sukroz, Na
siiksinat, Na asetat%ve Na fumarat igeren besiyerinde yiikselme, arabinozda ise R1
ve R4 susunda diigme, R15, R17 ve R22 susunda yiikselme goriilmiigtiir.

Tavernier ve ark. [38] karbon kaynag olarak fruktoz kullandiklarinda
M5N1 susunun %30-84.5, Su47 susunun 32.8-66 arasinda PHB biriktirdigini,
glukoz kullandlklaﬁnda ise MSN1 susunun %40-44.1, Su47 susunun 23.6-70.3
arasinda PHB birik{irdigini bulmugslardir. Karbon ve azot kaynaklarinin R. meliloti
MS5N1 ve Su47 susiarlnda hem biyomas olusumunu hem de biyopolimer tretimini
etkilediini belirtmisleridir.

PHB’nin endiistriyel ¢apta uretimini simirlayan faktorlerden biri ucuz
hammadde saglanrfla51d1r. Page [9] seker ve kompleks azot kaynaklan igeren
ortamda Azotobacter vinelandii UWD ile PHB iiretimini aragtirmig ve A.
vinelandii UWD’nin havalandirilmig batik kiiltiirlerinde saf seker igeren ortamda
<lg PHB/It ve seker kamugi melasi, misir surubu veya malt ekstrakt iceren
ortamda <3g PHB/It olusturdugunu bulmustur. Bununla birlikte, %5 pancar
melas1 igeren ortamda gelistirildiginde >7g PHB/It elde edilmistir. PHB iriiniiniin
artiginin kompleks azot kaynagina ek olarak, saf veya aritilmamug sekerleri igeren
ortamda desteklendigini belirtmistir. En yilksek PHB miktarim, balik peptonu
iceren ortamda glukozda ve musir surubunda elde etmistir. Bunu sirasiyla malt
ekstrakt, sukroz, fruktoz, seker kamisi melasi izlemis ve en dusik maltozda

bulmustur.



54

Fiichtenbuch ve ark. [26] calismalarinda birkag bakteride gelisme igin
karbon kaynagi = olarak biyoteknolojik ramnoz retiminden atik yagi
kullanabildigini gostermigledir. Ralstonia eutropha H16 ve Pseuomonas
oleovorans’1in gelisim i¢in ve PHA birikimi igin tek karbon kaynagi olarak bu atik
materyali kullanabilmistir. R eutropha H16 ve P.oleovorans’in suglarimn tek
karbon kaynagi olarak ramnoz iiretiminin atik yag ile mineral tuz ortaminda
kuiltir edildigi zaman, kuru hiicre agirhiginin %38.9-41.3 arasinda PHA
biriktirdigini bildirmislerdir.

Bertrand Vé ark. [60] Pseuomonas pseudofiava ile pentozlardan PHA’nin
biyosentezini ¢aligmiglar ve bu mikroorganizmanin gelisimi igin karbon ve enerji
kaynag: olarak kavak agacinin hemiselulozik fraksiyonundan bir hidrolizat
kullanabildigini bulmuglardir. Bununla birlikte, batik kaltirde hidrolizat
konsantrasyonunun %30’dan daha yiiksek oldugunda gelisimi tamamen inhibe
edilmigtir. P.pseudoﬂava battk kiiltirde hemiseluloz varliginda daha fazla
sekerde gelistirildiginde ve karbon kaynag olarak glukoz, ksiloz veya arabinoz
‘kullandiginda PHB biriktirmigtir. Glukoz ve ksilozda kuru hiicre agirliginin
%22’s1, arabinozda ise %17’si kadar PHB igerigi elde etmislerdir.

Yaptigimiz ¢aligmada, yiksek verim elde edilen 5 izolatin farkh azot
kaynaklarindaki PHB verimleri incelenmigtir. Bu denemelerde, kullamle_;n
suslarda verim agisindan en uygun azot kaynaginin KNO; oldugunu bulunmustur.
Denenen farkli azot kaynaklarindaki kuru hiicre agirhklan kargilagtinldiginda R1,
R4, R17, R22 suglarimin KNOj’te, R15 sugunun asparajin igeren besiyerinde
yiksek oldugu bulunmugtur. Farkh azot kaynaklarnnda PHB g/lt olarak
karsilagtinldiginda R1, R4, R17 ve R22 suglaninda KNOs’te, R15 susunda ise
asparajin igeren besiyerinde yiksek oldugu bulunmustur. PHB verimleri
karsitastinldiginda ise R1, R4 ve R22 suslarinda KNOjs’te, R15 susunda tirede,
R17 susunda asparajin igeren besiyerinde yiiksek verim vermigtir. En yiiksek
verim KNO; igeren besiyerinde gelistirilen R22 susunda %17.7 olarak tespit
edilmistir, 3

Benzer bir ¢aligmada, Bonartseva ve ark. [54] karbon kaynaf olarak
sukroz kullanarak farkli azot kaynaklarinda (KNO;, (NH.),SOs, glutamin, iire,
asparagin, glisin) gelistirilen farkli Rhizobium bakterilerinin hiicrelerindeki PHB

anadoly Universiies

Herkse Katdiphane



55

igerigini aragtirmislar ve R.trifolii 348a ve 346a suslarinda en yiiksek verimi
glutaminde elde etmislerdir. R.meliloti 425a ve 434a suglarinda yaptiklan
denemelerde en yiiksek verimi glisinde elde etmislerdir. R phaseoli 673 ve 680
suslarinda yaptiklari denemelerde 673 susunda en yiiksek verimi glutamin ve
urede, 680 sugunda ise KNOs’te elde etmislerdir.

Caliymamizda kullandigimiz azot kaynaklarinda yaptigimiz 6lgiim
sonucunda (NH4)2S0,4, glutamin, iire ve asparagin igeren besiyerinde pH’da
disme, KNOj’te ise yitkselme tespit edilmigtir. Azot kaynagi olarak glisin
kullaniidiginda Rhfzobium bakterilerinin tiremedikleri g6zlenmistir. Jordan [29]
Rhizobium bakteﬁlérinin azot ihtiyaglarimi nitrat, amonyum tuzlann ve birgok
aminoasit tarafindan kargilayabildiklerini, glisin gibi bazi aminoasitlerin ise
inhibitor etkisi yaptifini belirtmistir. Caliymamizda ayrica Na siiksinat, Na
fumarat ve Na asetat gibi organik asitler kullamidiginda ¢ogunlukla PHB
veriminin daha diigiik oldugu saptanmigtir.

Denemelerimizde havalandirmanin PHB iretimine etkisi denenmis ve
bunun igin g:alkalajnmda 100, 200 ve 250rpm’de ¢alisilmigtir. Farkli calkalama
hizlarinda denenen R15 ve R17 suslarindan, R15 susunda kuru hiicre agirligi en
diigitk 200rpm’de, en yﬁk.sek 100rpm hizdaki galkalamada elde edilmistir. PHB
miktan (g/lt) en dugik 200rpm, en yiksek 250rpm hizdaki calkalamada elde
edilmistir. Verim ise en diigiik 250rpm, en yiiksek 100rpm hizdaki galkalamada
elde edilmigtir.

R17 susunda kuru hiicre agirlig1 en diigiik 200 ve 250rpm’de, en yiiksek
100rpm hizdaki gélkalamada elde edilmigtir. PHB miktann (g/lt) en digik
250rpm’de, en yﬁkéek 100rpm hizdaki galkalamada elde edilmigtir. Verim ise en
diisik 250rpm’de, en yitksek 200rpm hizdaki galkalamada elde edilmistir. Bu
organizmalarda ¢alkalamanmin PHB iiretimine belirgin bir etkisi olmadig:
saptanmugtir.

Benzer bir ¢alismada, Ates [49] Alcaligenes latus 1AM 12599, Alcaligenes
latus LMG 3325, Pseudomonas extorquens DSM 1337 ve Azotobacter
chroococcum (TEM) ile yaptig1 denemelerde, 60, 80, 100, 120, 140, 160rpm’de
calismig ve 4 orgahizmada da calkalamanin PHB iiretimine belirgin bir etkisinin

olmadigin: belirtmistir.
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PHB gibi intraselular depo materyalleri, uygun ortamlarda 6zel bir makro
elementin (C, H, fN, O) veya mikroelementin (P, S, Fe, Mg, vs.) tamamen
olmadif1 veya optimumun altindaki yogunluklarda bulunmast gibi dengesiz
buyime kosullarinda sentezlenmektedir [7]. Bonartseva ve ark. [35] baz
Rhizobium suslarinda PHB igerigi ve nitrogenaz aktivitesi arasindaki iligkiyi
aragtirmi§ ve anaerobik kosullar altinda nitratsiz CS-7 ortaminda gelisim sirasinda
R.japonicum 646 ve R.vigna 164 suglarimin sirastyla kuru hiicre agirlifinin %21
ve %18’i kadar PHB sentezledigini, nitrogenaz aktivitesinin ise bu kosullarda
disik oldugunu bulmuslardir. Buna karsilik, nitrat iceren ortamda
gelistirildiklerinde,  nitrogenaz  aktivitesinin  nitrat  icermeyen  aymi
kosullardakinden 10 kat daha fazla oldugunu, PHB’nin ise nitratin varliginda
minimum oldugunu bulmuglardir.

Wang ve Lee [43] Alcaligenes latus ile PHB iiretiminde nitrojen
simirlihginin etkisini aragtirmiglar ve batik kiiltiirde PHB sentezi oraninda, nitrojen
smrhilifi uygulamastyla 6nemli derecede artig olabildigini belirtmislerdir. PHB
igeriginin, batik kiltiirde nitrojen sirhiliginin uygulanmasiyla yeterli nitrojen
kosullarinda tipik olarak elde edilenden (%50) ¢ok daha yiiksek olarak %87’ye
kadar artabildigini bulmuglardir.

Yaptigimiz galigmada, yapilan diger caligmalara gore daha disiik verimler
elde edilmigtir. Bunun sebebi, ¢alismamizda Rhizobium bakterileri igin optimum
sicaklik ve pH kullanmls olmamizdan kaynaklanmug olabilir. Nair ve ark. [27]
rhizobia’min gelisme igin optimum olan sicakliklarda PHB igeriginin minimum
oldugunu, ekstrem sicakliklarda (suboptimal ve supraoptimal), strese cevap olarak
PHB birikiminin nispeten daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir.

Sardesai ve Babu’nun [37] yaptif1 ¢alismada, soguk olmayan bir iklime
alistinlan Rhizobium DDSS69 Kkiiltiirlerinin PHB igeriginde soguk stresin bir
azalmaya yol agtigini, buna karsilik, soguk bir iklime ahigtinlan Rhizobium ATR1
susunun soguk stresi altinda hem PHB seviyesi hem de PHB metabolizmasinin
enzimlerinin aktivitesinde onemli herhangi bir degisiklik gostermedigini
bildirmislerdir. Cailsmalannda 28°C’de gelistirilen DDSS69 susunun PHB
iceriginin (10,59mg;g'1) 5°C’de (5,99mg.g™) gelistirilen kiiltiirinde yaklagik %40
daha diistigiini, buna karsihk, ATR1 susunun 5°C’de gelistirilen kiiltiirlerinin
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PHB seviyelerinin (97,80mg.g") 28°C’de gelistirilen kiiltiirlerinden (81,25mg.g™”)
%20 daha yiiksek oldugunu bulmuslardir.

Diisik verim elde edilmis olmasinin diger bir sebebi de, Rhizobium

bakterileri i¢in fermentasyon siiresinin uzun tutulmus olmasindan kaynaklanmus
olabilir. Arastmcllér, Rhizobium bakterilerinin PHB iiretimlerinin, susa ve kiiltiir
sartlarina  bagl oldugunu bildirmiglerdir. Cahsmalarinda bazi Rhizobium
suglarinin karbonhidratli substratlarda retilmesinde PHB {irettikleri, fakat besi
ortaminda karbonhidratlarin azalmast ile iiretilen PHB’nin metabolize edildigini
belirtmiglerdir [2]. .

Bonartseva ‘ve ark. [54] yaptiklar1 galigmalarda R.phaseoli strainlerinin
kuru hiicre agirhiginin %65’ine kadar PHB biriktirebildigini ve elde ettiklere
bilgilere dayanarak bu susun, PHB sentezinin kosullarnin optimum hale
getirilmesinden  sonra  endiistriyel iretim amaciyla kullanabilecegini
belirtmiglerdir.

Enustriyel PHB tretiminde, basit substratlarda iyi gelistigi ve yﬁksek
miktarda PHB depoladigt (kuru hiicre agrhgimin %80°i) igin Alcaligenes
eutrophus daha fazla kullamilmasina ragmen, Rhizobium bakterileri ile ilgili
caligmalarin artmasiyla ve dezavantajlarinin ortadan kaldinilmasiyla ileride belki
de daha uygun bir iretici haline gelecektir.

Baz fabrika atiklarinin karbon kaynag: olarak kullanilmas: ile ilgili cesitli
caligmalar yapilmigtir. Eskisehir’de ve tilkemizde bol miktarda bulunmas: ve ucuz
olmast nedeniyle, seker fabrikalarimin bir atif1 olan pancar melasinin karbon
kaynag1 olarak kullaniimast mimkiindiir. Bu sekilde hem atik maddelerin
degerlendirilmesi hem de PHB iiretiminin maliyetinde bilyiik bir sorun olan pahali
substratlarin kullanimina bir alternatif olacaktr.

Bu denemelerin devaminda farkli pH, farkhi sicaklik, farkli seker
konsantrasyonlarimin, - farkli inkiibasyon siirelerinin PHB miktarina etkisi
incelenerek ve Rhizobium bakterileri igin optimum sartlar belirlenerek verim
arttinlmasina galigilabilir. Ayrica melas, silempe, peynir alti suyu gibi fabrika

atiklarinin ucuz substratlar olarak kullammina yonelik ¢alismalar yapilabilir.
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